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1 Allgemeine Einfuhrung

Die Immuntherapie ist eine der potentiellen Behandlungsformen bei Krebs
und Infektionen in immunsupprimierten Patienten. Dabei soll die
immunologische Abwehr als Waffe gegen den Krebs oder Infektionen
benutzt werden. Schon Paul Ehrlich nahm an, dass Krebszellen vom
Immunsystem eliminiert werden kdnnen. Dies ist der Grundgedanke fur
die Immunosurveillance-Theorie, die besagt, dass die im Kdérper laufend
entstehenden Krebszellen eigentlich durch das Immunsystem angegriffen
und zerstort werden. Bei Versagen des Immunsystems, zum Beispiel weil
es ,abgelenkt" durch eine Virusinfektion war, entsteht Krebs. Der Krebs
wird vom Immunsystem durch diverse Erkennungsmechanismen, deren
Anderungen in oder auf Krebszellen im Vergleich zu Normalzellen
zugrunde liegen, erkannt. Dies macht sich die Immuntherapie mit T-Zellen
zu nutze. T-Zellen sind in der Lage tumor- oder pathogenspezifische
Proteinfragmente aus dem Zellinnern zu erkennen. Die HLA-Molekiile
zeigen diese veranderten Proteinfragmente auf der Oberflache von
pathogenbefallenen Zellen und Krebszellen. Nachdem ein solches
spezifisches Proteinfragment (Peptid) als madgliches Epitop durch
massenspektrometrische Verfahren und/oder Genexpressionsanalysen mit
anschlieBender Epitopvorhersage identifiziert und in vitro eine spezifische
sowie funktionale T-Zellreaktion ausgelést werden konnte, gibt es die
Mdglichkeit dieses Proteinfragment dem Patienten direkt als peptidbasierte
Vakzine zu impfen. Auch eine in vitro Aktivierung und Expansion von
autologen T-Zellen, die dieses Epitop erkennen, mit anschlieBender

Zurluckfihrung in den Patienten (adoptiver Transfer) ist mdéglich.
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1.1 Das Immunsystem

Der Mensch ist in seiner Umwelt unzdhligen Krankheitserregern
(Pathogenen), die seine Gesundheit geféahrden, ausgesetzt - dazu gehéren
Bakterien, Viren, Pilze und Parasiten. Unerlassliche Voraussetzung fur das
Uberleben ist ein effektives Abwehrsystem, das eine Besiedlung und

Schadigung des Kdrpers durch Pathogene verhindert.

Die Gesamtheit der Abwehrmechanismen wird als Immunsystem
bezeichnet. Das Immunsystem besteht aus humoralen und zelluldren
Komponenten; dabei versteht man unter humoralen Faktoren l|6sliche

Proteine wie z.B. Antikorper.

Zentrale Organe des Immunsystems sind das Knochenmark, in dem alle
Vorlaufer von Immunzellen entstehen und dort zum Teil auch reifen, sowie
der Thymus, in welchem die T-Lymphozyten reifen. Zu den peripheren
lymphatischen Geweben, in denen die Aktivierung der Lymphozyten durch

Antigenkontakt erfolgt, zahlen Schleimhaute, Lymphknoten und die Milz.

Man unterscheidet abgesehen von mechanischen Barrieren, wie die Haut

und die Schleimhaute, folgende Abwehrmechanismen des Immunsystems:

e Die erste Barriere gegen Pathogene stellt das angeborene oder
nichtadaptive Immunsystem dar, welches alle Komponenten des
Immunsystems umfasst, die im Laufe des individuellen Lebens in
ihrer Spezifitat konstant bleiben. Es ist zu keiner antigenspezifischen
Anpassung fahig, stattdessen kann es schnell auf eine Vielzahl
verbreiteter Pathogen-assoziierter molekularer Strukturen (PAMPSs)
reagieren. Auf diese Weise wird dem Organismus Zeit zur
Aktivierung der adaptiven Immunitdt gegeben, die die
Krankheitserreger vollstandig eliminieren soll. Zu der nichtadaptiven
Immunitat gehdéren humorale Komponenten (Komplementsystem,
Akute-Phase-Proteine, usw.) und zellulare Bestandteile (Phagozyten,
NK-Zellen, Mastzellen, Granulozyten, Dendritische Zellen, usw.).

Aber auch Unterklassen von B- und T-Zellen, wie die B-1 B-Zellen
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und die y:d T-Zellen, werden zu der angeborenen Immunitat
gerechnet, da sie ein sehr eingeschranktes Repertoire an

Rezeptoren verwenden.

Die adaptive Immunitat umfasst B- und T-Lymphozyten, die ein
riesiges Spektrum an Antigenen erkennen kénnen. Grund hierflr ist
die Entstehungsweise der B- und T-Zell-Rezeptoren durch
genetische Rekombination. Sie weisen daher ein enormes Repertoire
verschiedener Spezifitaten auf. Um nun die Unterscheidung von
fremd und eigen sicherzustellen, was ein elementares
Funktionsprinzip des Immunsystems darstellt, werden die durch
genetische Rekombination zufédllig entstandenen Rezeptoren
wahrend der Lymphozytenentwicklung auf Antigenerkennung und
Nicht-Erkennung koérpereigener Strukturen selektiert. Die dabei
Ubrig gebliebenen Zellen patrouillieren durch die peripheren
lymphatischen Organe auf der Suche nach den spezifischen
Antigenen, durch deren Erkennung sie aktiviert werden. Man spricht

in diesem Zusammenhang von dem Prinzip der klonalen Selektion.

o Antikérper bilden den humoralen Arm der adaptiven Immunitat,
der sich gegen gefahrliche Stoffe auBerhalb von Zellen richtet.
Jeder B-Lymphozyt tragt seine spezifischen Antikdérper an der
Zelloberflache. In dem Fall, dass dieser Antikdrper an ein
extrazellulares Pathogen oder Toxin bindet, wird die B-Zelle zur
Antikdrperproduktion angeregt. Die ausgeschlitteten Antikérper
neutralisieren gefahrliche Toxine (Neutralisation), lagern sich an
Antigene an (Opsonisierung), markieren sie dadurch fir den
Abbau durch Phagozyten und aktivieren das Komplementsystem

und die Naturlichen Killerzellen.

o Die zellulare Bekampfung der adaptiven Immunitat wird von T-
Zellen gebildet und sorgt flr eine Eliminierung von
Krankheitserregern, die sich in Koérperzellen aufhalten und fur

Antikérper folglich unerreichbar sind. Erkennt eine zytotoxische
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T-Zelle (CD8* T-Zelle) ihr spezifisches Peptid auf einem MHC-I
Molekil einer antigenprasentierenden Zelle, vermehrt sie sich
und toétet infizierte Zellen ab. T-Helferzellen (CD4* T-Zellen)
erkennen auf MHC-II Molekilen der APCs prasentierte Peptide.
Diese stammen von extrazelluldaren Erregern oder intrazellularen
Erregern im vesikularen Kompartiment. Wahrend Tyl-Zellen
durch Zytokinproduktion Phagozyten aktivieren und der zelluldaren
Immunantwort assistieren, wirken Ty2-Zellen auf die aktivierten
antikérperproduzierenden B-Zellen und unterstitzen somit die

humorale Immunantwort.

Das besondere Merkmal des adaptiven Immunsystems bildet das
immunologische Gedachtnis - aus aktivierten B- und T-Zellen
entstehen neben anderen Zelltypen auch Gedachtniszellen, die bei
erneuter Infektion eine viel schnellere und effektivere Antwort

hervorrufen kénnen.

Schnittstelle zwischen der angeborenen und adaptiven Immunitat sind die
Dendritischen Zellen (DCs) und Makrophagen als antigenprasentierende
Zellen (APCs). APCs nehmen Pathogene auf, verarbeiten sie, wandern zu
den Lymphknoten und prasentieren Peptid-Fragmente der Pathogene auf
den MHC-Molekllen an ihrer Zelloberflache, die von den Zellen der

adaptiven Immunitat erkannt werden kdénnen.
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1.2 MHC-Molekile und Antigenprozessierung

Jede T-Zelle kann mit Hilfe ihres T-Zellrezeptors ein spezifisches Peptid
erkennen. Aber nicht in freier Form. Das Peptid wird von der T-Zelle nur
erkannt, wenn es auf einem MHC-Molekil (Major Histocompatibility
Complex) prasentiert wird. Dazu missen die Pathogenantigene zunachst
in der Zelle zu Peptiden prozessiert und dann auf MHC-Molekilen
gebunden an die Zelloberflache transportiert werden (Jensen, 1999).

Dieser Vorgang wird als Antigenprozessierung bezeichnet.

Die MHC-Molekile wurden wegen ihrer wichtigen Rolle bei der AbstoBung
von Transplantaten entdeckt. Menschliche MHC-Molekile werden auch
HLA-Moleklle (Human Leukocyte Antigen) genannt. Bei MHC-Molekilen
handelt es sich um membranstandige Glykoproteine. Die MHC-Molekile
sind stark polygen und héchst polymorph, was bedeutet, dass jeder
Mensch mehrere MHC-Gene gleicher Funktion besitzt, von denen es
Hunderte verschiedener Varianten in der Gesamtbevdélkerung gibt. Es gibt
zwei grundlegend verschiedene Arten von MHC-Molekiilen, die sich sowohl

durch Struktur als auch Funktion unterscheiden:

e Die MHC-I-Molekilile, welche auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert

werden und Peptide aus intrazellularen Proteinen prasentieren.

e Die MHC-II-Moleklle, welche nur auf APCs und Thymusepithelzellen
vorkommen und die Peptide entweder aus extrazellularen Proteinen

oder von Proteinen aus intrazelluldaren Vesikeln prasentieren.

Neben den MHC-I- und MHC-II-Molekiilen, die auch als klassische MHC-
Molekile bezeichnet werden, gibt es verschiedene, nichtklassische MHC-
Molekile. Diese sind weitaus weniger polymorph, binden zum Teil keine
Peptide und erflillen nicht immer eine immunologische Funktion (Maenaka
and Jones, 1999;Braud et al., 1999;Ehrlich and Lemonnier, 2000;Alfonso
and Karlsson, 2000).

Dank der Bioinformatik ist es mittlerweile madglich eine Vorhersage

potentieller Liganden fir ein bestimmtes  Allel aus den
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Aminosauresequenzen beliebiger Proteine zu machen, was in dieser Arbeit
mit der Datenbank SYFPEITHI erfolgte (Rammensee et al., 1999).

1.2.1 MHC-I

peptide-binding
cleft 2=

peptide-binding
cleft

o oy

a3 B2
microglobulin

c d

Figure 3-15 Immunobiology, 7ed. (© Garland 5cience 2008)

Abbildung 1.1: Die Raumstruktur eines MHC-I-
Molekils. © 2008 Garland Science

a Molekduloberflache

b Banderdiagramm

c Aufsicht auf die Bindungsfurche

d Schematische Darstellung

Die heterodimeren MHC-I-Moleklle gehdéren zur Immunglobulin-Familie
und bestehen aus einer a-Kette sowie einem nicht kovalent assoziierten
B2-Mikroglobulin. Die a-Kette besteht aus drei extrazellularen
Immunglobulindomanen (al bis a3) wund \verfigt Uber eine

Transmembrandomane. Die beiden membrandistalen Domanen (al und
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a2) bilden eine Furche (Bjorkman et al., 1987), in der Peptide mit einer
Lange von acht bis zehn Aminosauren binden kdnnen, vergleiche
Abbildung 1.1 (Bouvier and Wiley, 1994). Dabei nimmt das Peptid eine
gestreckte Form in der Furche ein (Madden et al., 1993). Die Affinitat der
MHC-Peptidbindung hangt von der Aminosduresequenz des Peptids ab
(Falk et al., 1991). Die Wechselwirkungen der Peptidenden mit der Furche
sind bei den verschiedenen MHC-I-Moleklilen immer gleich, d.h. die
Aminosduren der Furche sind an diesen Stellen invariant. Die MHC-I-
Moleklle besitzen jedoch hochpolymorphe Anker-Aminosauren, wodurch
verschiedene Peptidmotive gebunden werden koénnen. Jedes MHC-I-
Molekul kann Peptide binden, die das bestimmte ,Peptidmotiv" aufweisen
(Falk et al., 1991;Rammensee et al., 1993). Aufgrund der exakt
definierten Position der Peptide in den geschlossenen Furchen der MHC-I-
Molekile konnten mittlerweile die Peptidmotive vieler MHC-I-Molekile

aufgeklart werden (Parker et al., 1994).

Die Polygenie und der Polymorphismus des MHC sorgen flr ein breites
Spektrum an verschiedenen Peptidbindungstaschen und gewahrleisten so
die zuverlassige Erkennung mdglichst vieler Pathogene. Flr die a-Kette
gibt es drei Gene (HLA-A, -B, -C). Jeder Mensch exprimiert deswegen
mindestens drei verschiedene HLA-Molekile. Da aber auch die
Kodominanz der beiden elterlichen Allele berlcksichtigt werden muss,
werden bis zu sechs verschiedene HLA-Molekile exprimiert. Dank des
hohen Polymorphismus der drei Gene der a-Kette steigt die Zahl der HLA-
Allele stetig: Im Juni 2008 waren im Menschen 649 HLA-A-, 1029 HLA-B-
und 350 HLA-C-Allele bekannt (www.anthonynolan.org.uk/HIG/).

Die auf den MHC-I-Moleklllen gebundenen Peptide stammen aus zelluldren
Proteinen. Ausgediente und fehlgefaltete Proteine werden zunachst
ubiquitinyliert und dann durch das Proteasom verdaut (Schubert et al.,
2000a;Schubert et al., 2000b;Yewdell and Bennink, 2001). Das Proteasom
ist ein im Zytosol und der Kernmatrix lokalisierter tonnenférmiger
Multienzymkomplex (Pamer and Cresswell, 1998). Nach dem Verdau im

Proteasom, werden die entstandenen Peptide durch Aminopeptidasen
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verkurzt (Kloetzel, 2004) und schlieBlich Uber den TAP (Transporter
associated with antigen processing) unter ATP-Verbrauch in das
endoplasmatische Retikulum (ER) transportiert (Neefjes et al.,
1993;Albring et al., 2004). Im ER-Lumen werden mit Hilfe des Chaperons
Calnexin die schwere Kette und das B>-Mikroglobulin assoziiert und lUber
das Chaperon Tapasin im Komplex mit Calreticulin an TAP gebunden
(Ortmann et al., 1997). Die vom TAP transportierten Peptide werden an
das MHC-I Ubertragen, welches erst jetzt seine korrekte Faltung
einnimmt. Uber den reguldren Exozytoseweg fiir Membranproteine
gelangen die MHC-I/Peptidkomplexe an die Oberflache und reprasentieren
dort das Expressionsmuster der jeweiligen Zelle. Die Bindung der Peptide
ist fur eine stabile korrekte Konformation der MHC-I-Moleklle essentiell.
Fehlt in einer Zelle ein funktioneller TAP, so exprimieren diese Zellen keine
stabilen MHC-Moleklile an der Zelloberflache, sondern transportieren diese

zurlick ins Zytosol, wo sie abgebaut werden (Hughes et al., 1997).

Theoretisch ware eine Prasentation exogener Antigene auf MHC-I-
Molekllen einer Zelle nicht mdglich. Es konnte jedoch gezeigt werden,
dass es dennoch zur Prasentation nicht zelleigener Antigene auf MHC-I-
Molekilen von APCs kommt. Es ist bestimmten Zellen also mdglich,
exogenes Antigen aufzunehmen, zu prozessieren und auf MHC-I-
Molekulen zu prasentieren. Diesen Vorgang bezeichnet man als Cross-
presentation (Heath and Carbone, 2001;Bevan, 2006). Die Cross-
presentation ist essentiell fur die Induktion von CD8"-T-Zell-Antworten
gegen Tumorantigene sowie gegen Pathogene, die die APCs nicht direkt
infizieren (Le et al., 2003;Schulz et al., 2005;Schroder and Bowie,
2005;Winau et al., 2006). Es ist nicht genau bekannt, auf welchen Wegen
das Antigen aus den Endosomen schlieBlich auf die MHC-I-Molekilen

gelangt (Groothuis and Neefjes, 2005).
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1.2.2 MHC-II

peptide-binding
cleft

B L3 ]

B2 o2

|- ~

c d

Figure 3-16 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)

Abbildung 1.2: Die Raumstruktur eines MHC-I-
Molekils. © 2008 Garland Science

a Molekiloberflache

b Banderdiagramm

c Aufsicht auf die Bindungsfurche

d Schematische Darstellung

Die MHC-II-Moleklile werden hauptsachlich auf antigenprasentierenden
Zellen (Dendritischen Zellen, B-Zellen und Makrophagen) exprimiert. Die
Struktur dieser Molekile @hnelt insgesamt sehr der der MHC-I-Molekiile,
jedoch besteht sie aus zwei polymorphen membrandurchspannenden
Ketten, der a- und der pB-Kette, mit jeweils zwei extrazelluldren
Immunglobulindomanen. Die beiden membrandistalen Domanen (al und
B1) bilden analog zu den MHC-I-Molekilen eine peptidbindende Furche,
vergleiche Abbildung 1.2. Im Gegensatz zu MHC-I-Molekllen ist die

peptidbindende Furche an beiden Seiten offen, dies erlaubt das Binden
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von langeren Peptiden bis zu einer GréBe von etwa 20 Aminosaureresten.
Die auf den MHC-II-Molekllen prasentierten Peptide entstammen dem
endosomalen Verdau aus pino- oder phagozytierten Proteinen und
Organismen. Die Proteine werden dabei im Phagolysosom von sauren
Proteasen und Cathepsinen zu Peptiden verdaut. Diese binden an MHC-II-
Molekile und werden schlieBlich auf die Zelloberflache transportiert
(Pieters, 1997;Chapman, 2006). Diese Prozessierung der exogenen
Antigene findet, im Gegensatz zum MHC-I-Prozessierungspfad, im selben
Kompartiment statt wie die Peptidbeladung. MHC-II-a-Kette und MHC-II-
B-Ketten werden direkt in das ER synthetisiert und zusammen mit der
trimeren invarianten Kette (li, invariant chain) in das MHC-II-
Beladungskompartiment transportiert. Dort wird das MHC-II-assoziierte
Invariante-Kettenpeptid (CLIP, class II-associated invariant chain
peptide), ein Teil der invarianten Kette, welches die peptidbindende
Furche besetzt, durch das spater prasentierte Peptid ersetzt. Dieser
Austausch wird reguliert und katalysiert durch HLA-DM und HLA-DO
(Moron et al., 2004). Auch intrazellulare Peptide kénnen auf MHC-II-
Molekllen prasentiert werden (Chicz et al., 1993). Autophagie ist bei
dieser Prozessierung involviert (Dengjel et al., 2005). Als Autophagie wird

der Abbau intrazellularer Komponenten in Lysosomen bezeichnet.

Die MHC-II-Peptidkomplexe dienen der Erkennung durch T-Helferzellen
(Th) und spielen somit eine wichtige Rolle bei der Aktivierung
verschiedener Zellen des Immunsystems. Die klassischen MHC-II-Gene im
Menschen werden HLA-DR, -DP und -DQ genannt. Im Juni 2008 waren im
Menschen 3 HLA-DRA-, 640 HLA-DRB-, 126 HLA-DPA1-, 128 HLADPB1-,
34 HLA-DQA-1 und 91 HLA-DQB1-Allele bekannt
(www.anthonynolan.org.uk/HIG/).
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1.3 T-Zellpopulationen

Die am haufigsten vorkommende T-Zellpopulation stellen die so
genannten aB-T-Zellen dar. Der Name grindet auf der Expression des
antigenspezifischen Rezeptors, der aus einer a- und einer B-Kette besteht.
T-Zellen erkennen ihr spezifisches Antigen durch Interaktion des TCR mit
einem Komplex aus einem MHC-Protein und einem Peptid (Garboczi et al.,
1996a). Die aB-T-Zellen werden aufgrund der Expression der

Oberflachenantigene CD4 und CD8 weiter unterschieden.

Die CD8-positiven Zellen, die zytotoxischen T-Zellen (CTLs) greifen
virusinfizierte und entartete kérpereigene Zellen direkt an und téten sie
ab.

Die CD4 positiven Zellen, die so genannten Helferzellen, werden klassisch
in zwei Untergruppen unterteilt. Die Tyl-Zellen sezernieren Interleukin 2
(IL-2), Interferon-y (IFNy) und Tumornekrosefaktor-f (TNF-B) und
aktivieren somit Makrophagen (Stout and Bottomly, 1989;Munoz-
Fernandez et al., 1992). Tyl-Zellen unterstlitzen zudem die Aktivierung
zytotoxischer T-Zellen (Andreasen et al., 2000). Th2-Zellen aktivieren B-
Zellen (Parker, 1993). Sie produzieren hauptsachlich die Interleukine 4, 5
und 13, und forcieren somit die Antikdérperproduktion (Croft and Swain,
1991).

Die Differenzierung einer naiven Helferzelle in den jeweiligen Subtyp
hangt unter anderem vom Zytokinmilieu wahrend deren Aktivierung ab
(Mosmann and Coffman, 1989). IL-12 aus Makrophagen oder
Dendritischen Zellen und IFNy aus zytotoxischen T-Zellen oder nattrlichen
Killerzellen (NK) beglnstigen die Entstehung von Twl-Zellen. Findet die
Aktivierung dagegen in Gegenwart von IL-4 statt, so entstehen bevorzugt
Th2-Zellen (O'Garra and Arai, 2000).

Neben den klassischen Tyl- und Th2-Zellen kennt man inzwischen auch
die Th3-Zellen, diese haben suppressive Funktion. Sie werden anhand der

Produktion von IL-10 beziehungsweise TGF- in zwei Subpopulationen, die
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Trl- (IL-10) und Th3- (TGF-B) Zellen weiter unterteilt (Faria and Weiner,
2005). Neben diesen suppressiven T-Zellpopulationen treten die so

genannten naturlich vorkommenden regulatorischen T-Zellen (Treg) auf.

Die Familie der Helferzellen wurde vor kurzem um eine Gruppe erweitert.
Die Th1l7-Zellen stellen eine Subpopulation der Th2-Zellen dar. Ihre
Differenzierung hangt von IL-25 ab, detaillierte Informationen Uber die
Funktion und die Relevanz der Th17-Population liegen noch nicht vor, es
konnte jedoch gezeigt werden, dass die Zellen bei der Antwort gegen Pilz-
und Parasiten-Befall eine bedeutende Rolle spielen (Tato et al., 2006;Tato
and O'Shea, 2006;0wyang et al., 2006;Bettelli et al., 2006;Zhou et al.,
2008).

Neben den ap-T-Zellen kennt man die yd-T-Zellen. Der TCR dieser Zellen
setzt sich aus einer y- sowie einer d-Kette zusammen. Die Rezeptoren der
y0-T-Zellen sind weitaus weniger divers als die der aB-T-Zellen. Die yd-T-
Zellen erkennen, unter anderem Lipide und Nukleotide. Im Gegensatz zu
ap-T-Zellen finden sich die y0-T-Zellen hauptsachlich in peripheren
Geweben und nur selten in lymphatischen Organen (Hayday et al., 2000).
Ferner konnte gezeigt werden, dass yd-T-Zellen auch als APCs fungieren

kénnen (Moser and Brandes, 2006).

1.3.1 Der T-Zellrezeptor
Mit Hilfe des T-Zellrezeptors sind die T-Zellen in der Lage, MHC-

gebundene Peptide auf der Oberflache anderer Zellen zu erkennen
(Zinkernagel and Doherty, 1974). Bindet der T-Zellrezeptor an seine
spezifische Peptid-MHC-Kombination, 16st er eine Signalkaskade in der T-

Zelle aus.

Bei dem T-Zellrezeptor handelt es sich strukturell um ein Heterodimer aus
einer ca. 50 kDa schweren a- und einer ca. 39 kDa schweren B-Kette
(Garboczi et al., 1996b). Neben diesem T-Zellrezeptor ist auch noch ein

anders strukturierter y:0 T-Zellrezeptor bekannt. Der a:p T-Zellrezeptor
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ahnelt einem membrangebundenen Fab-Fragment eines Antikérpers. Bei
diesen Ketten (a und B-Kette) handelt es sich um Glykoproteine, die durch
ihre carboxyterminalen Enden in der Zellmembran verankert sind. Jede
Kette besteht aus zwei extrazellularen Domanen, die zu den variablen und
konstanten Domanen der Immunglobuline homolog sind. Zusatzlich
werden die beiden Ketten auch durch eine Disulfidbricke

zusammengehalten (siehe Abbildung 1.3).
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung des T-
Zellrezeptors. © 2008 Garland Science

Die variablen Regionen (V-Regionen) der a- und B-Kette bilden zusammen
die Bindungsfurche und sind somit zustandig flir die Bindung des MHC-
Peptidantigens. Codiert wird die V-Region der a-Kette durch genomische
V- (V = variabel) und J- (J = joining) Elemente und die der B-Kette durch

genomische V-, D- (D = diversity) und J- Elemente (Davis and Bjorkman,
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1988). In der T-Zellentwicklung werden die V-Regionen durch Umlagerung
dieser Gensegmente gebildet. Durch beliebige Kombination der
verschiedenen Segmente sowie durch zufalliges Einfigen beziehungsweise
Entfernen einzelner Nukleotide zwischen den Segmenten erreicht wird
eine theoretische Gesamtdiversitdt von ca. 10'® erreicht. Die somatische
Rekombination wird vor allem durch einen Enzymkomplex aus RAG1 und
RAG2 (recombination activating genes) vermittelt (Shinkai et al.,
1992;Rowen et al., 1996). Der gesamte Prozess der Genumordnung hat
zum Ziel, ein groBes Spektrum an unterschiedlichen T-Zellrezeptoren zu
generieren und ahnelt stark der Bildung von Antikdrpergenen aus
verschiedenen Gensegmenten. Im Gegensatz zur Hypermutation in den B-

Zellen findet eine Mutation der TCRs reifer T-Zellen nicht statt.

Es gibt nur ein Cy-Gen und zwei Cg-Gene, die fur die konstanten Regionen
(C-Regionen) des T-Zellrezeptors codieren, sie sind homolog zueinander
und weisen keine funktionellen Unterschiede auf. Sie sind nicht an der

Erkennung des Peptid/MHC-Komplexes beteiligt sind.

Die Diversitat rekombinanter TCRs ist auf einige CDRs (CDR =
complementarity determining regions) zurickzufihren. CDR1, CDR2,
CDR3 bei a- und B-Kette sowie HV4 bei der B-Kette (Garcia et al.,
1998;Ding et al., 1998). Die hauptsachlichen Wechselwirkungen des T-
Zellrezeptors mit dem Peptid/MHC-Komplexe finden durch die Schleife
CDR3 statt, welche die variabelste aller Schleifen ist. Die CDR1- und
CDR2-Schleifen zeigen eine weniger ausgepragte Diversitat, da sie zum
groBten Teil mit den weniger variablen MHC-Molekllen wechselwirken.

Die TCRs der CD4- und CD8-T-Zellen haben denselben Ursprung, die
Spezifitat der TCRs fiur MHC-I- beziehungsweise MHC-II-Molekiile ergibt
sich also lediglich aus der Varianz der CDRs. Sowohl a- als auch B- Kette
des TCR verfligen lediglich Uber sehr kurze, funktionslose intrazellulare
Domanen. Zur Transduktion eines Signals sind also weitere
membranstandige Komponenten nétig. So sind die a- und B-Ketten des

TCR mit sechs weiteren Molekilen zum TCR-Komplex assoziiert. Die
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invarianten akzessorischen Ketten CD3y, CD30 und CD3e bilden
zusammen den CD3-Komplex, der fur die Oberflachenexpression des T-
Zellrezeptors und die Signalweiterleitung ins Zellinnere verantwortlich ist.
Flr eine optimale Expression und Signalweiterleitung ist allerdings die &-
Kette erforderlich, die ein Homodimer bildet, welches tber Disulfidbricken
verbunden ist (siehe Abbildung 1.4).
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung
des T-Zellrezeptorkomplexes. © 2008
Garland Science

Die CD3-Proteine besitzen je eine extrazelluldare immunglobulindhnliche
Doméane und ein einzelnes intrazellulares Signalmotiv, das ITAM
(immunoreceptor tyrosine — based activation motif) genannt wird. Jede &-
Kette besitzt drei intrazellulare ITAMs. Die ITAMs ermdglichen die flexible

Signalgebung des T-Zellrezeptors (Kersh et al., 1998).
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1.3.2 Korezeptoren

Die meisten reifen T-Zellen exprimieren auf ihrer Oberflache zusatzlich die
Korezeptoren CD4 oder CDS8, die an konservierte Bereiche von MHC-
Molekilen binden. Helferzellen exprimieren den CD4-Korezptor,
zytotoxische T-Zellen den CD8-Korepzeptor (Janeway, Jr., 1992). Die
entsprechenden membranstandigen Korezeptoren binden sowohl an den
TCR als auch an das jeweilige MHC-Molekll und erhéhen damit die
Bindungsstarke des TCR an den MHC/Peptid-Komplex bis zu einem Faktor
von 100. Die Bindung des Korezeptors an das MHC-Molekul ist prinzipiell

vom gebundenen Peptid unabhangig.

CD4 ist ein Monomer und aus vier Domanen (D1-D4) aufgebaut. Die
beiden dicht gepackten membrandistalen Domanen (D1 und D2) sind Uber
ein kurzes, flexibles Verbindungsstiick an die, ebenfalls dicht gepackten,
membranstandigen Doméanen gebunden. Die zytosolische Domane
ermoglicht die Interaktion mit der Lck-Kinase. Die D1-Doméne bindet an
die B2-Doméane des MHC-II-Molekiils.

CDS8 ist ein aus einer a- und einer B-Kette aufgebauter Heterodimer.
Neben der heterodimeren Form tritt CD8 jedoch auch als a-a-Homodimer
auf (Gao et al., 1997). Jede Kette besteht aus einer
Immunglobulindomane, die Uber eine lange Polypeptidkette mit der
Transmembrandomadne verbunden ist Die zytosolische Domdne der a-
Kette ermoglicht die Interaktion mit der Lck-Kinase. CD8 bindet
vermutlich Uber die a-Kette an die as3-Domane des MHC-I (Zamoyska,
1998).
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1.3.3 Entwicklung, Selektion und Homdostase naiver
T-Zellen

Die T-Zellentwicklung beginnt im Knochenmark, von dort wandern
lymphatische Vorlauferzellen in den Thymus ein, in dem die weitere
Reifung stattfindet (von Boehmer, 1988). Der Thymus ist ein primares
bzw. zentrales lymphatisches Organ, welches direkt Gber dem Herzen
lokalisiert ist. Der menschliche Thymus ist schon bei der Geburt bereits
vollstandig ausdifferenziert. Wahrend der Pubertat ist die T-Zellproduktion
am hdchsten; danach beginnt sich der Thymus zuriickzuentwickeln. Diese
Thymozyten exprimieren noch keinen TCR und keinen der beiden TCR-
Korezeptoren, sie werden daher als doppelt-negative Thymozyten
bezeichnet (Shortman and Wu, 1996). Die Entwicklung der Thymozyten
beginnt in der kortiko-medulldaren Grenzregion mit der Aktivierung der
RAGs und somit mit der somatischen Rekombination der TCR-Gene.
Zunachst wird die B-TCR-Kette aus einem V-, einem D- und einem J-
Segment rekombiniert. Zeigt sich diese in einem, zusammen mit einer
pra-TCR-a-Kette (pTa), zusammengefigten pra-TCR funktionell wird die
somatische Rekombination zunachst eingestellt und die Zelle teilt sich
einige Male. Hieran schlieBt sich die Rekombination der a-Kette aus je
einem V- und einem D-Segment an. Die Expression eines funktionsfahigen
TCRs erlaubt die weitere Entwicklung des Thymozyten. Sollte die a-Kette
nicht funktionsfahig sein, werden die RAGs erneut aktiviert. Es kommt
solange zur Rekombination bis eine funktionelle a-Kette gebildet wird.
Geschieht dies nicht innerhalb von etwa vier Tagen, stirbt die Zelle (Starr
et al., 2003a).

Noch wahrend der Rekombination der a-Kette beginnen die Thymozyten
den CD4- sowie den CD8-Korezeptor auf ihrer Oberflache zu exprimieren.
Die Zellen werden dementsprechend als doppelt positive Thymozyten
bezeichnet (MacDonald et al., 2001). Im Folgenden schlieBen sich positive
und negative Selektion an. Diese Vorgange gewahrleisten die Erkennung
der MHC-Molekile durch die TCRs (positive Selektion) sowie die
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Eliminierung selbst-reaktiver T-Zellen (negative Selektion). Die Vorgange
der positiven und negativen Selektion werden von nicht-hamatopoetischen
Thymusepithelzellen (,TEC s", Thymic Epithelial Cells) und
mesenchymalen Fibroblasten sowie von Makrophagen und Dendritischen
Zellen vermittelt (Starr et al., 2003b). Die positive Selektion findet im
Kortex statt (Amsen and Kruisbeek, 1996). Bindet der TCR nicht an einen
Komplex aus einem MHC-Molekil und einem kdrpereigenen Antigen, flhrt
dies zum Absterben der Zellen durch ,Vernachlassigung" (,Death by
Neglect"). Uberstehen die Thymozyten die positive Selektion wandern sie
in die kortiko-medullédren Region ein. Hier werden fast alle kérpereigenen
Antigene unter der Kontrolle des Transkriptionsfaktors AIRE (Derbinski et
al., 2005;Anderson et al., 2005) ektopisch exprimiert. Bindet ein
Thymozyt mit zu hoher Affinitéat einen Komplex aus MHC-Molekidl und
Selbst-Peptid, wird Apoptose induziert und die Zelle stirbt. Dieser
Mechanismus verhindert also die Reifung autoreaktiver T-Zellen.
Schatzungen zufolge Uberstehen lediglich etwa zwei Prozent aller
Thymozyten die Selektionsvorgange. Die Zellen exprimieren fortan nur
noch einen der beiden Korezeptoren und verlassen den Thymus nach etwa
3 Wochen als reife, naive T-Zellen (Shortman et al., 1990;Surh and
Sprent, 1994).

Nach dem Verlassen des Thymus zirkulieren die naiven T-Zellen durch
Blut- und Lymphsystem, dabei findet der Ubertritt vom Blut in die Lymphe
in den Lymphknoten statt. Die T-Zellen verlassen dabei durch die Venolen
des Lymphknotens (high endothelial venules, HEV) den Blutkreislauf. Der
Durchtritt durch die HEVs wird vor allem durch L-Selektin (CD62L)
(Ahmadzadeh et al., 2001) auf den T-Zellen und dessen Ligand PNAd
(peripheral node addressin) auf den HEVs vermittelt (Berg et al., 1991).
Flr eine vollstandige Zirkulation benétigen die naiven T-Zellen etwa 12 bis
18 h (Sprent, 1973).

In der Peripherie Uberleben naive T-Zellen einige Jahren im Menschen.
Abgestorbene naive T-Zellen werden zum Teil durch im Thymus neu

gebildete Zellen ersetzt. Die Homdostase wird zudem durch die Teilung
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naiver T-Zellen gewadhrleistet. Die Teilung naiver T-Zellen findet in
geringem Umfang statt, es teilen sich weniger als 20 % der naiven T-
Zellen in einem Zeitraum von funf Wochen homdostatisch (Tough and
Sprent, 1994). Die Homdostase gewahrleistet, dass nicht zu viele T-Zellen
am Leben gehalten werden mussen, jedoch ein ausreichend diverser Pool
an naiven T-Zellen erhalten bleibt. Die T-Zellen miussen folglich
proliferieren, wenn ihre Zahl zu gering wird, beziehungsweise nicht weiter
expandieren, wenn sie in ausreichender Zahl vorhanden sind.
Entsprechende Signale missen also die homoostatische Proliferation der
T-Zellen regulieren. Es hat sich gezeigt, dass sowohl Zytokine als auch
TCR-Signale die Homoostase der T-Zellen beeinflussen. So bendétigen
naive T-Zellen zum Uberleben in der Peripherie MHC/Selbstpeptid-TCR-
Wechselwirkung. (Tanchot et al., 1997;Rooke et al., 1997;Kirberg et al.,
1997;Brocker, 1997;Nesic and Vukmanovic, 1998;Witherden et al., 2000).
Die T-Zellen konkurrieren dabei um Bindungsstellen an MHC/Selbst-
Peptid-Komplexen was eine ubermaBige Vermehrung einzelner T-
Zellspezifitaten unterbindet und somit die Vielfalt der TCR-Spezifitat
garantiert. Weiterhin inhibieren monoklonale, naive T-Zellen die
Proliferation von T-Zellen gleicher Spezifitat, wahrend transgene naive T-
Zellen unterschiedlicher Spezifitat sich gegenseitig nicht beeinflussen
(Troy and Shen, 2003). Entsprechend lieB sich zeigen, dass die
Homdostase naiver T-Zellen von der Menge des vorhandenen Selbst-
Peptids abhangt (Ge et al., 2001). Die GroBe der gesamten, polyklonalen
T-Zellpopulationen wird wahrscheinlich Gber Zytokine reguliert. Naive T-
Zellen exprimieren groBe Mengen an IL-7-Rezeptor (IL-7R). Experimente
mit blockierenden IL-7- und IL-7R-Antikdrpern zeigten, dass IL-7 ein
limitierender Faktor der homodostatischen Proliferation naiver T-Zellen ist
(Schluns et al., 2000).
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1.4 T-Zellen und Antigenerkennung

1.4.1 TCR-Signaltransduktion
Die spezifische Erkennung eines Peptid/MHC-Komplexes durch den TCR-

Komplex der T-Zelle flihrt zur Ansammlung (, Cluster"-Bildung) mehrerer
Rezeptoren und zur Phosphorylierung der ITAMs des TCR-Komplexes. Dies
fuhrt schlieBlich zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-kB (nuclear
factor kB), NFAT (nuclear factor of activated T cells) und AP-1 (Activator
protein 1) sowie zur Beeinflussung der Polarisierung und des
Migrationsverhaltens der Zelle. Eine wichtige Rolle spielen neben den TCR-

Signalen die Signale der kostimulatorischen Molekiile.

1.4.2 Erster Antigenkontakt der T-Zelle

Die naiven T-Zellen, deren Name daraus resultiert, dass diese noch keinen
Antigenkontakt erfahren haben, rezirkulieren zwischen Lymphe und Blut
und patrouillieren so durch die peripheren lymphatischen Organe auf der
Suche nach Antigenen (Picker, 1994). In den peripheren lymphatischen
Organen treffen sie auf professionelle APCs und durchmustern auf diese
Art regelmaBig die von ihnen prdasentierten Peptide (Banchereau and
Steinman, 1998b). Diese Kontakte sind einerseits wichtig flr das
Uberleben der naiven T-Zellen, andererseits ist dieses permanente
Durchmustern der prasentierten Peptide flir eine rechtzeitige

Immunantwort bei einer Infektion unerlasslich.

T-Zellen lassen sich nur durch zwei gleichzeitig vermittelte Signale
aktivieren. Neben dem spezifischen Signal Uber den TCR erfordert die T-
Zell Aktivierung ein zweites, Uber kostimulatorische Molekile vermitteltes,
Signal. Dieses Signal kann nur von aktivierten, professionellen APCs
geliefert werden. Die Aktivierung einer naiven CD8"-T-Zelle zur
Effektorzelle erfolgt also ausschlieBlich durch Makrophagen und DCs. Die
Expression des CC-Chemokinrezeptors 7 (CCR7) spielt dabei eine
entscheidende Rolle. Die beiden CCR7 Liganden, die Chemokine CCL19
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und CCL21 werden von Stromazellen in den T-Zell-Zonen der
Lymphknoten sowie vom HEV-Endothel sezerniert (Gunn et al.,
1998;Randolph et al., 2005). Die Expression von CCR7 auf naiven T-
Zellen (Sallusto et al., 1999) und APCs (Jang et al., 2006) sorgt fur die
Kolokalisation von T-Zellen und APCs in den Lymphknoten und ermdéglicht

somit die Interaktion der beiden Zelltypen (Viola et al., 2006).

Prasentiert nun eine APC das flur einen T-Zellklon spezifische Antigen, so
bildet sich initial ein stabiler ternarer TCR:MHC/Peptid-Komplex. Daraus
resultiert die Bildung einer so genannten immunologischen Synapse (Lee
et al., 2002b). Hierbei findet im Zentrum der Synapse eine Ansammlung
des TCR-Komplexes, des Korezeptors und des CD28-Molekiils statt. Im
Bereich um das Zentrum finden sich groBe Mengen an LFA-1 (Monks et
al., 1998;Grakoui et al., 1999;Krummel and Davis, 2002). Es konnte
gezeigt werden, dass nur etwa zehn spezifische Antigen/MHC-Komplexe
auf einer APC ausreichen um eine vollstandige Aktivierung der T-Zelle zu
vermitteln (Irvine et al., 2002). Unklar ist, wie lange eine Interaktion
zwischen APC und T-Zellen dauern muss, um in einer vollstandigen
Aktivierung der T-Zelle zu resultieren, verschiedene Publikationen geben
hierfir Werte zwischen 2 und 24 Stunden an (van Stipdonk et al.,
2001;Kaech and Ahmed, 2001).

Erkennt nun eine naive T-Zelle ein Peptid (,Signal 1" genannt) auf einer

antigenprasentierenden Zelle, tritt eine von zwei Méglichkeiten ein:

1. Das erkannte Peptid ist ein kdrpereigenes, hierbei handelt es sich
meist um ein Peptid auf einer Gewebezelle oder unreifen APC, die
keine aktivierenden bzw. kostimulatorischen Molekile exprimieren.
Dies hat zur Folge, dass die T-Zelle entweder anerg (d.h. inaktiv)
oder apoptotisch, da nur das ,Signal 1" fur eine Aktivierung nicht
ausreichend ist, wird. Mit Hilfe dieses Mechanismus, siehe
Mechanismen der Toleranz, werden autoreaktive T-Zellen davon

abgehalten, den Kdérper zu schadigen (Guerder et al., 1994).
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2. Das erkannte Peptid ist ein kdrperfremdes. In diesem Fall wurde die
APC durch den Kontakt mit dem Pathogen héchstwahrscheinlich zur
Expression von kostimulierenden Molekilen (z.B. CD80 und CD86)
aktiviert, die auch ,Signal 2" genannt werden (Lenschow et al.,
1996). In diesem Fall wird die T-Zelle zur Vermehrung und zur

Ausbildung ihrer Effektorfunktionen angeregt (Mempel et al., 2004).

Die Aktivierung der T-Zelle bewirkt zunachst die Produktion von autokrin
wirkendem Interleukin-2 (IL-2). Die Wirkung des IL-2 wird durch die
erhdhte Expression der IL-2Ra-Kette (CD25) erhoht. Die a-Kette bildet
zusammen mit den konstitutiv exprimierten, niederaffinen B- und y-Ketten
den hochaffinen IL-2 Rezeptor. Das IL-2 regt die Zelle Uber mehrere Tage

hinweg zu zwei bis drei Zellteilungen pro Tag an.

Etwa vier bis funf Tage nach der Aktivierung entwickeln sich die
Effektorzellen. Zu diesem Zeitpunkt beginnen die Zellen CTLA-4 (CTL
activation associated protein 4) zu exprimieren. Dieses Protein hemmt die
Aktivierung, indem es CD80/86 mit deutlich hdéherer Affinitat als CD28
bindet, im Gegensatz zu diesem aber kein stimulatorisches Signal
vermittelt. Die entstandenen Effektorzellen unterscheiden sich durch
verschiedene Oberflachenmarker von den naiven T-Zellen. So kénnen sie
an der, durch proteolytische Spaltung induzierten, Reduktion der CD62L-
Expression erkannt werden (Chao et al., 1997;Galkina et al,,
2003;Smalley and Ley, 2005). Die Expression von Aktivierungsmarkern
erhoht sich. CD25, CD69 und CD154 zahlen zu den frihen
Aktivierungsmarkern, sie werden bereits kurz nach der Aktivierung
hochreguliert (Zimmermann et al., 1999;Xu and Song, 2004). Mit
zunehmender Lebensdauer dagegen steigt die CD44-Expression der
Effektorzelle (Zimmerman et al., 1996). Dariber hinaus ist die TCR-
Expression auf Effektorzellen im Vergleich zu naiven T-Zellen leicht
erniedrigt (Liu et al., 2000).

Zudem produzieren zytotoxische T-Zellen Perforin (bilden Membranporen

in den Zielzellen) und Granzym B (Serinproteasen, die Enzymkaskaden
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initileren, die zur Apoptose fihren) und speichern diese in Granula
(Henkart, 1994). Diese Proteine vermitteln, ebenso wie der
Oberflachenmarker CD95L (FasL), die zytotoxische Funktion der CTLs
(Russell and Ley, 2002). Der Fas-Ligand bindet an das
Oberflachenmolekll Fas auf den Zielzellen, wodurch Caspasen aktiviert
werden, die wiederum Apoptose auslosen. Des Weiteren produzieren
aktivierte zytotoxische T-Zellen eine Reihe von Zytokinen; die wichtigsten
sind TNFa, TNF-B und IFNy. TNFa und TNF-B kdénnen lber den TNF-
Rezeptor bei der Tétung von Zielzellen mitwirken. AuBerdem bewirken sie,

wie besonders auch IFNy, eine Aktivierung von Makrophagen.

Das Wanderungsverhalten der T-Zellen andert sich mit der Aktivierung
drastisch, wahrend die Wanderung der naiven T-Zellen darauf
ausgerichtet ist, das Zusammentreffen mit APCs in den lymphatischen
Organen zu gewahrleisten, sollen aktivierte T-Zellen in peripheren
Geweben auf potentielle Zielzellen treffen und ihre Effektorfunktionen

ausuben.

1.4.3 T-Zellaviditat

Die Bindungsstarke zweier Moleklle wie beispielsweise dem TCR und dem
MHC/Peptid-Komplex wird Uber die Affinitat definiert. Erfolgt eine Bindung
Uber mehrere Einzelbindungen, wie z. B. zwischen CTL und APC, so reicht
die Affinitat zur Beschreibung der Bindung nicht aus. Um multivalente
Bindungen zu beschreiben wird die so genannte Aviditat, die als Produkt
aus der Affinitat und der Anzahl der Bindungen definiert ist, verwendet.
Die Aviditat der T-Zellen wird im Allgemeinen Uber die Funktionalitat der
Zellen definiert, und daher auch haufig als funktionelle Aviditat
bezeichnet. Hochavide T-Zellen reagieren bereits auf sehr geringe Mengen
an Antigen, wahrend niederavide T-Zellen héhere Peptidkonzentrationen
benétigen, um aktiviert zu werden. Entsprechend lassen sich in vitro T-
Zelllinien unterschiedlicher Aviditat generieren, diese unterscheiden sich
meist in der Affinitat des TCR (Walter et al., 2003;Alexander-Miller, 2005).
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Die Aviditat der T-Zellen beeinflusst sowohl in vitro als auch in vivo die
Aktivierung der T-Zellen sowie deren Effektorfunktionen. (Valitutti et al.,
1995;Valitutti et al., 1996;Auphan-Anezin and Schmitt-Verhulst,
2001;Labrecque et al., 2001;Auphan-Anezin et al., 2003;Faroudi et al.,
2003).

1.4.4 T-Zell-Kompetition

Obwohl ein in den Koérper eingedrungener Erreger eine Vielzahl
verschiedener Antigene mit sich bringt, ist die T-Zellantwort stets auf
einige wenige, so genannte immundominante Antigene begrenzt
(Zinkernagel and Doherty, 1979;Yewdell and Bennink, 1999;Kedzierska et
al., 2005). Verschiedene Effekte sind fir diese Immunodominanz
verantwortlich. Es kommen Unterschiede bei der Expression der Antigene,
in der Antigenprozessierung und schlieBlich der Antigenprasentation zum
Tragen (Eisenlohr et al., 1992;Sette et al., 1994;Deng et al.,
1997b;Yewdell and Bennink, 1999;Chen et al., 2000;La Gruta et al.,
2006). Diese Effekte scheinen nicht allein die Immunodominanz zu
verursachenden. Die Kompetition verschiedener T-Zellklone untereinander
kénnte ebenso Einfluss auf die Form der entstehenden Antwort haben
(Wolpert et al., 1998;Grufman et al., 1999a;Grufman et al., 1999b).
Zudem nimmt mit wiederholten Infektionen die Aviditat der Effektorzellen
zu, so dass sich bei jeder Antwort die Zellen mit der hdchsten Aviditat
gegen die Zellen niedrigerer Aviditat durchzusetzen scheinen. (Savage et
al., 1999;Rees et al., 1999;Busch and Pamer, 1999). Die hochaffinen T-
Zellen konkurrieren um die APCs (Kedl et al., 2000), reduzieren die Menge
des Antigens und unterbinden somit die Expansion der niederaviden T-
Zellen (Kedl et al., 2002).

Widerspruchliche Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen lassen die
Frage, ob T-Zellen unterschiedlicher Spezifitat ebenfalls um APCs
konkurrieren, offen (Probst et al., 2003;Willis et al., 2006).
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1.4.5 Zytotoxisches T-Zellgedachtnis

Nach erfolgreicher Beseitigung einer Infektion in durchschnittlich sieben
und zehn Tagen bleiben von der urspringlichen Effektorpopulation
lediglich etwa fUnf Prozent der Zellen erhalten. Diese verbleibenden
antigenspezifischen Zellen kdénnen Uber einen langen Zeitraum hinweg im
Blut- oder Lymphkreislauf Gberleben. Treffen sie erneut auf Zellen, die ihr
spezifisches Antigen prasentieren, kdénnen sie diese Zellen direkt
beziehungsweise nach kurzer Reaktivierungsphase eliminieren und somit

eine erneute Infektion unterbinden.

Das Immunsystem kann sich also an den entsprechenden Erreger
~erinnern®, weshalb diese Zellen als Memory- oder Gedachtniszellen
bezeichnet werden (Murali-Krishna et al., 1998). Nach wiederholter
Infektion mit einem bekannten Pathogen tragen die Gedachtniszellen den
GroBteil der spezifischen Immunantwort, weil sie, im Gegensatz zu naiven
T-Zellen, keinen Kostimulus zur Aktivierung bendtigen und viel schneller
zu proliferieren beginnen (Cho et al., 1999;Veiga-Fernandes et al,,
2000;Rogers et al., 2000). Da die Gedachtniszellen in gréBerer Zahl mit
derselben Spezifitat zur Verfigung stehen als naive T-Zellen, findet das
Zusammentreffen mit infizierten Zellen schneller und haufiger statt. Allen
Effektor- und Gedachtniszellen ist gemein, dass sie viel CD44 auf ihrer
Oberflache exprimieren. Nach der Effektorphase findet man ausschlieBlich
CD44 hochexprimierende Gedachtniszellen, diese lassen sich phanotypisch
in zwei Gruppen unterteilen: Effektorgedachtniszellen (Tem) und Zellen des
zentralen Gedachtnisses (Tcm) (Kundig et al., 1996;Kuhober et al.,
1996a;Bachmann et al.,, 1997). Die beiden Populationen der
Gedachtniszellen werden anhand ihrer Expression der CD62L-, CD45RA-
und CCR7-Moleklle unterschieden. Diese Moleklle bestimmen die
Verteilung der Zellen auf die Peripherie beziehungsweise den Blut- und
Lymphkreislauf. Die Zellen des zentralen Gedachtnisses
(CCR7%,CD62L",CD45RA"), exprimieren, analog den naiven T-Zellen
(CCR7%,CD62L",CD45RA*Y), CCR7 und CD62L, aber nicht CD45RA. Sie
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zeigen also ein ahnliches Wanderungsverhalten und zirkulieren Uber die
HEVs in Blut und Lymphe. Die Effektorgedachtniszellen (CCR7,CD62L",
CD45RA") sind dagegen eher in der Peripherie zu finden (Kuhober et al.,
1996b) Sie zeigen zytotoxische Aktivitdt und produzieren IFNy. Im
Gegensatz dazu sind die Zellen des zentralen Geddachtnisses,
entsprechend ihrer Funktion, in der Lage, IL-2 zu produzieren, sie zeigen
allerdings keine zytotoxische Aktivitat und produzieren kein IFNy
(Reinhardt et al., 2001;Masopust et al., 2001). Einige Studien legen die
Vermutung nahe, dass sich die bisher bekannten Gedachtnispopulationen
in weitere Subpopulationen aufspalten. (de Bree et al., 2005;Baars et al.,
2005). Es gibt beispielsweise Effektorgedachtniszellen die CD45RA
exprimieren (Temra). Diese Zellen sollen auch ohne antigenspezifische
Stimulation den Status einer Gedachtniszelle erworben haben (Geginat et
al., 2003).

Es scheint sich schon frih in der T-Zellantwort zu entscheiden, welche
Zellen zu Gedachtniszellen differenzieren (Marzo et al., 2005; Kaech et al.,
2003). Es ist anzunehmen, dass Faktoren wahrend der Aktivierungsphase
der T-Zellen Einfluss auf die Gedachtnisbildung haben. So kommt die
Aviditat der T-Zellen als ausschlaggebende GrdéBe in Frage: Hoch-
beziehungsweise niederavide T-Zellen kdénnten zu Gedachtniszellen
differenzieren (Busch and Pamer, 1999; Fasso et al., 2000; Savage et al.,
1999; Kedl et al., 2002). Ebenso kdénnte der Zeitpunkt der Aktivierung,
und dementsprechend auch der Aktivierungszustand der APCs und die
Menge des vorhandenen Antigens Einfluss auf die Differenzierung der
Zellen haben (Williams et al.,, 2006). Aber die Auswahl der
Gedachtniszellen kénnte auch rein stochastisch erfolgen (Blattman et al.,
2000; Sourdive et al., 1998). Es ist noch nicht geklart, welche Faktoren
die Entstehung der Gedachtnisantwort beeinflussen (Lefrancois and Marzo,
2006).

Betrachtet man speziell die Entstehung der CD8*-Gedachtnisantwort, so
tritt hier das Problem der CD4-Hilfe auf. Es wurde gezeigt, dass zur

Entstehung funktioneller CTL-Gedéachtniszellen die Gegenwart von CD4"-
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Zellen essentiell ist. Wahrend die primare CTL-Antwort betreffend ihrer
Funktionalitat von der Gegenwart der CD4"-Zellen unabhéngig ist, zeigen
CTL-Gedachtniszellen aus CD4---Mdusen eine deutlich schlechtere
Sekundarantwort als Zellen aus Wildtyp-Mausen (Shedlock and Shen,
2003; Sun and Bevan, 2003). Die Gegenwart der CD4"-Zellen ist dabei
allerdings lediglich wahrend der primaren Aktivierungsphase von
Bedeutung. So zeigen in Wildtypmausen aktivierte CTLs eine normale
Sekundarantwort in CD4-/--Mausen (Shedlock and Shen, 2003).

Die Interaktion der CD4- mit der CD8-Zelle ist nicht ganzlich geklart. Die
Tatsache, dass CD8*-T-Zellen kein MHC-II exprimieren schlieBt eine
direkte Interaktion der Zellen aus. Daher wird eine indirekte Interaktion
Uber die APC angenommen, unabhangig davon, ob die CD4-Zelle dabei
direkt auf die CD8-Zelle wirkt (Keene and Forman, 1982) oder der Effekt
Uber die APC vermittelt wird (Lafferty and Cunningham, 1975; Ridge et
al., 1998). In jedem Fall spielt die Interaktion des CD40L auf der CD4-
Zelle mit dem CD40-Molekil eine entscheidende Rolle (Noelle, 1996;
Borrow et al., 1996; Grewal and Flavell, 1998). CD40 wird sowohl auf
APCs (Banchereau et al., 1994), als auch auf CD8*-T-Zellen (Bourgeois et
al., 2002) exprimiert. Es wurde gezeigt, dass sich die CD40L:CD40-
Interaktion mit monoklonalen Antikérpern mimikrieren lasst (Ridge et al.,
1998;Bennett et al., 1998;Schoenberger et al., 1998;Rudolf et al.,
2008b).

1.4.6 Mechanismen der Toleranz

Die eigentlich wichtigste Leistung des Immunsystems ist die
Unterscheidung zwischen kdérpereigenen und koérperfremden Antigenen.
Zum einen wird die Bekampfung von Pathogenen ermdéglicht, auf der
anderen Seite wird eine Schadigung des eigenen Koérpers verhindert. Als
Toleranz wird das neutrale Verhalten des Immunsystems gegenuber
kdérpereigenen Antigenen bezeichnet. Unterschieden wird zwischen der

zentralen Toleranz und der peripheren Toleranz.
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Die zentrale Toleranz resultiert aus den Selektionsvorgangen wahrend der
T-Zellentwicklung im Thymus, siehe 1.3.3. Es sollten also keine
autoreaktiven T-Zellen in die Peripherie entlassen werden. Dieses System
ist jedoch nicht absolut zuverlassig. Es werden schwach selbstreaktive T-
Zellen in die Peripherie entlassen, um durch einen ausreichend diversen T-
Zellpool die zuverlassige Erkennung von Pathogenen zu gewahrleisten.
Deshalb mussen die Mechanismen der peripheren Toleranz die Aktivierung

autoreaktiver T-Zellen kontrollieren.

So werden Selbst-Antigene aufgrund sehr geringer Expressionsmengen
oder der Expression in Bereichen, die den Zellen des Immunsystems nicht
zuganglich sind (so genannte immunprivilegierte Stellen), einfach von
dem zelluldren Immunsystem ignoriert. Kommt es dagegen zur Erkennung
eines Selbst-Antigens in der Peripherie, so besteht zum einen die
Méglichkeit, dass die T-Zellen das Antigen erkennen, aber keinen
adaquaten Kostimulus erhalten und so anerg, d.h. inaktiviert werden. Auf
der anderen Seite kdnnen die T-Zellen durch groBe Mengen an

prasentiertem Antigen Uberaktiviert werden und absterben, siehe 1.4.2.

Neben diesen sehr schlecht steuerbaren Toleranzmechanismen stellen die
so genannten regulatorischen T-Zellen (Treg) den wohl wichtigsten und
effektivsten Mechanismus der peripheren Toleranz dar. Die Treg sind in der
Lage die Aktivierung von CD4%- und CD8*-T-Zellen zu hemmen und somit
die Induktion einer Autoimmunantwort zu unterdriicken, beziehungsweise
abzuschwachen (Gershon and Kondo, 1971;Sakaguchi et al,,
1995b;Shevach, 2002). Bei den meisten bisher beschriebenen Treg handelt
es sich um aB-CD4*-T-Zellen. Da Uber aB-CD8*-Treg lediglich vereinzelte
Berichte vorliegen (Shevach, 2006) beschranken sich die folgenden
Beschreibungen auf die CD4"-Treg. Die Treg-Population l&sst sich aufgrund
der Abstammung der Zellen in zwei Gruppen unterteilen. So zirkulieren im
naiven Organismus die natlrlich vorkommenden Treg. Sie entstehen im
Thymus (Itoh et al., 1999;Seddon and Mason, 2000) und lassen sich
anhand der konstitutiven Expression des CD25-Molekiils identifizieren, sie

machen etwa zehn Prozent aller CD4*-T-Zellen in der Peripherie aus
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(Sakaguchi et al., 1995a). Weitere Analysen zeigten, dass der
Transkriptionsfaktor FoxP3 essentiell flr die Entstehung der Treg ist (Hori
et al., 2003) und nur etwa 90 % der Treg CD25 hoch exprimieren (Fontenot
and Rudensky, 2005). Zudem konnte GITR als weiterer
Oberflachenmarker flr naturlich vorkommende Treg identifiziert werden
(McHugh et al., 2002). Neben den natirlich vorkommenden Treg kennt
man induzierte Treg, diese entstehen aus naiven CD4"-T-Zellen in der
Peripherie. Man unterscheidet dabei TGF-B-produzierende Ty3-Zellen von
IL-10-produzierenden Tri-Zellen (Chen et al., 1994).
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1.5 Das Immunsystem und Tumorerkrankungen

1.5.1 Tumorantigene

Die Expression einiger Gene in Tumoren ist quantitativ und qualitativ
verschieden von der in normalen Kdrperzellen, dies spiegelt sich auch in
der Prasentation von Peptiden auf den MHC-Molekilen wider. Um eine
gerichtete Immunreaktion zu erzeugen, missen zunachst so genannte
Tumorantigene identifiziert werden. Dabei handelt es sich um Antigene,
die mehr oder weniger nur von Tumorzellen, nicht aber auf normalen
Kbérperzellen exprimiert werden. Besonderes Augenmerk wird dabei auf
tumorassoziierte T-Zell-Epitope gelegt, gegen die sich eine zytotoxische T-
Zellantwort erzeugen lasst. Solche T-Zell-Epitope wurden bereits 1988 bei
Mausen entdeckt (De Jong et al., 1988). Einige Jahre spater wurden sie

auch beim Menschen beschrieben (van der Bruggen et al., 1991).

Es sind inzwischen einige tumorassoziierte T-Zell-Epitope bekannt
(Renkvist et al., 2001;Novellino et al., 2005). Diese lassen sich aufgrund
diverser Unterschiede in verschiedene Klassen einteilen (Stevanovic,
2002b;Michael and Pandha, 2003):

e Cancer/Testis Antigene (van der Bruggen et al., 1991;Scanlan et
al., 2002;Scanlan et al., 2004);

e Differenzierungsantigene (Coulie et al., 1994;Pantel et al., 1995);
e Durch Mutation entstandene Antigene (Robbins et al., 1996);

e Antigene, die in Tumoren Uberexprimiert oder selektiv prasentiert
werden (Fisk et al., 1995;Brossart et al., 1999);

e Virale Tumorantigene (Ressing et al., 1995;Gottschalk et al., 2005).

Zur Identifizierung von Tumorantigenen und T-Zell-Epitopen kommen
verschiedene Techniken zum Einsatz (Rosenberg, 1999;Weinschenk et al.,
2002;Stevanovic, 2002a;Singh-Jasuja et al., 2004). Beispielsweise wird
von tumorreaktiven T-Zellen ausgegangen, von denen aus die Epitope von

Tumorantigenen und auch die Tumorantigene selbst ermittelt werden
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kénnen. Eine andere Mdglichkeit besteht in der Elution und
chromatographischen Auftrennung der Peptide von Tumorzellen bzw. von
den daraus isolierten MHC-Molekllen. Die Identifizierung erfolgt dann
durch massenspektrometrische Analyse der Peptide (Cox et al., 1994). Ist
ein Peptid identifiziert, kann auf der Basis der Microarray-Technik eine
Genexpressionsanalyse des Ursprungsproteins des Peptids durchgeflihrt

werden.

Tumorantigene lassen sich aber auch tUber Methoden charakterisieren, die
nicht von tumorspezifischen T-Zellen ausgehen. Daflir werden im Rahmen
der Reversen Immunologie HLA-Liganden vorhergesagt und daraufhin
synthetisiert (Viatte et al., 2006). Es gibt mehrere bioinformatische
Programme, die Vorhersagen von Epitopen aus Antigenen flur
verschiedene HLA-Allele anbieten, unter anderem SYFPEITHI (Rammensee
et al., 1999) oder BIMAS/HLA_Bind (Parker et al., 1994). Vorhersagen
sollten auch proteasomale Vorgange (Nussbaum et al., 2001) und den
Transport in das endoplasmatische Retikulum berlicksichtigen (Peters et
al., 2003). Diese drei Punkte werden in einem kdirzlich verdéffentlichten
Vorhersagealgorithmus kombiniert (Tenzer et al., 2005). Diese daraufhin
synthetisch erzeugten Peptide werden zur in vitro-Generierung von T-
Zellen genutzt, die gegen das vorhergesagte Epitop gerichtet sind (Celis et
al., 1994c;Wentworth et al., 1995). Richten sich diese erzeugten T-Zellen
auch gegen intakte Tumorzellen, war der Ansatz erfolgreich (Lee et al.,
1999). In der Praxis werden auch Peptide eingesetzt, die tatsachlich auf
MHC-Molekilen von Tumoren prasentiert werden (Celis et al,,
1994b;Weinschenk et al., 2002;Weinzierl et al., 2008).
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1.5.2 Tumorescape-Mechanismen

Zwar werden zunehmend mehr tumorspezifische oder tumorassoziierte
Antigene beschrieben, andererseits sind aber auch immer mehr
Mechanismen bekannt, mit denen der Tumor versucht einer Entdeckung
durch das Immunsystem zu entgehen, so genannte Tumorescape-
Mechanismen (Gross and Walden, 2008).

Besonders haufig betroffen sind die MHC-I-Moleklile, von denen
verschiedenste Phanotypen veranderter MHC-I-Expression beschrieben
wurden (Garrido et al., 1993). So kénnen MHC-I-Molekdlle véllig fehlen,
wenn z.B. entweder die B.m-Synthese defekt ist (Benitez et al., 1998)
oder die Antigenprozessierung (u.a. TAP-Transporter) gestort ist (Seliger
et al., 2000). Auch das Fehlen eines MHC-Allels oder eines Haplotyps
wurde beobachtet (Torres et al., 1996;Serrano et al., 2000). Zellen
kdnnen zudem die Fahigkeit verlieren, unter IFNy-Einfluss die Expression
der MHC-I-Molekllle zu verstarken (Abril et al., 1996d;Dovhey et al.,
2000). SchlieBlich kénnen die klassischen HLA-A-, HLA-B- und HLA-C-
Moleklle herunterreguliert sein, bei gleichzeitiger Expression von HLA-E
(Marin et al., 2003). Dieses nicht-klassische MHC-Molekil kann Uber den
NKG2a-Rezeptor NK-Zellen inhibieren. Normalerweise kdnnen NK-Zellen
anhand spezifischer Rezeptoren Zellen mit herunterregulierter MHC-I-
Expression erkennen und eliminieren (Moretta et al., 1996). Weitere
Mechanismen, mit denen Tumorzellen T-Zell-Antworten zu umgehen
versuchen, sind die verminderte Expression von Tumorantigenen (Jager et
al., 1997), Veranderungen im Apoptoseprogramm (Hahne et al., 1996),
Expression inhibitorischer Zytokine (Chouaib et al., 1997) oder

immunologische Ignoranz (Ochsenbein et al., 1999).

Angesichts dieser verschiedenen Mdglichkeiten des Tumors, sich einer
Immunantwort zu entziehen, ist es gerade mit Blick auf den haufig
auftretenden Verlust der Expression eines HLA-Allels oder eines
Tumorantigens umso  wichtiger, maoglichst  viele  verschiedene

Tumorantigene und zugehdrige T-Zell-Epitope verschiedenster HLA-
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Restriktion zu finden, wenn man Tumore durch Vakzinierung zu

bekampfen versucht (Singh-Jasuja et al., 2004).

1.6 Tumor-assoziierte Antigene

1.6.1 SPAG4 (Human sperm associated antigen 4)
Das SPAG4-Protein interagiert mit dem ODF1-Protein (Sperm tail outer

dense fiber), welches nur in den GeiBeln der Spermien vorkommt. Im
Verbund stlUtzen diese Proteine die GeiBel und sind somit an der Motilitat
des Spermiums beteiligt (Shao et al., 1999). Das Gen von SPAG4 teilt sich
in 12 Exons auf und ist auf Chromosom 20 lokalisiert (Kennedy et al.,
2004c¢).

Wir wahlten dieses Antigen um zugehoérige T-Zell-Epitope mehrerer HLA-
Restriktion zu finden, weil das SPAG4-Protein in Nierenzellkarzinomen im
Vergleich zu normalem Nierengewebe und anderen nicht tumorigen
Geweben Uberexprimiert wird, siehe Abbildung 1.5. Leider wurden bisher

keine MHC-gebundenen SPAG4-Peptide auf Tumorgeweben gefunden.

In normalem Gewebe wird, bis auf den Pankreas, das SPAG4 nicht oder
nur sehr gering exprimiert. Im Gegensatz dazu wird das SPAG4 in
Nierenzellkarzinomgeweben (RCC) Uberexprimiert (unverdéffentliche
Daten, freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Dr. Toni Weinzierl und
Dr. Oliver Schoor). Die Spezifitat von SPAG4 auf
Nierenzellkarzinomgeweben wird durch die Tatsache untermauert, dass
SPAG4 nicht oder gering in Kolonkarzinomgeweben (CCA) exprimiert wird.
Die Uberexpression von SPAG4-Protein in tumorassozierten Gewebe im
Vergleich zu normalem Gewebe macht es zu einem spannenden

Kandidaten flr ein Tumorantigen.
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Abbildung 1.5
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Neben der Expression deutet auch die Genstruktur von SPAG4 daraufhin,
dass SPAG4 ein Tumormarker ist (Kennedy et al., 2004b).

In dieser Arbeit sollte nun untersucht werden, ob das SPAG4-Protein, die
Sequenz ist in Abbildung 1.6 dargestellt, ein Tumorantigen ist und fir eine
peptidgestltzte Anti-Tumortherapie verwendet werden koénnte. Daflr
wurden nach Epitopvorhersage mit SYFPEITHI aus SPAG4 Peptide
synthetisiert und diese durch in vitro T-Zellstimulationen mit
anschlieBenden funktionellen Analysen flur den Einsatz als Vakzine

verifiziert werden.

SPAG4: HUMAN Sperm-associated antigen 4 protein

MRRSSRPGSASSSRKHTPNFFSENSSMSITSEDSKGLRSAEPGPGEPEGRRARGPSCGEPALSA
GVPGGTTWAGSSQQKPAPRSHNWQTACGAATVRGGASEPTGSPVVSEEPLDLLPTLDLRQEMPP
PRVFKSFLSLLFQGLSVLLSLAGDVLVSMYREVCSIRFLFTAVSLLSLFLSAFWLGLLYLVSPL
ENEPKEMLTLSEYHERVRSQGQOQLOOLOAELDKLHKEVSTVRAANSERVAKLVEFQRLNEDFVRK
PDYALSSVGASIDLOKTSHDYADRNTAYEFWNRESFWNYARPPTVILEPHVFPGNCWAFEGDQGQ
VVIQLPGRVQLSDITLQHPPPSVEHTGGANSAPRDFAVEFGLQVYDETEVSLGKFTEFDVEKSEIQ
TFHLONDPPAAFPKVKIQILSNWGHPRFTCLYRVRAHGVRTSEGAEGSAQGPH

Abbildung 1.6: Aminosdaurensequenz des SPAG4-Proteins (aus: swissprot-Datenbank,
www.expasy.ch, Accession-Nr. QONPE6).

1.6.2 VEGF (Vascular endothelial growth factor A)

VEGF ist ein Mitogen, welches eine hohe Spezifitat flir Endothelzellen der
BlutgefaBe aufweist. Dieses Protein weist diverse biologische Funktionen
auf, wie Angiogenese (Plouet et al., 1989;Leung et al., 1989), Anregung
des Wachstums der Endothelzellen (Ferrara and Davis-Smyth, 1997) und
Induktion der Expression von antiapoptotischen Proteinen, wie Bcl-2 in
Endothelzellen (Gerber et al., 1998). Diese Induktion der Bcl-2-Expression
wird durch die Aktivitat von Matrix Metalloproteinasen (Wang et al., 2006)
aufgrund von BlutgefaBverletzungen verursacht (Senger et al., 1983).
VEGF ist somit in unterschiedlichste physiologische und pathologische
Vorgange, wie Bildung neuer BlutgefaBe, Wundheilung und Wachstum von

Tumoren involviert (Ferrara et al., 2003;Thornton et al., 2006).
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Das menschliche Gen flir VEGF ist in acht Exons organisiert, das durch
alternatives SpleiBen hauptsachlich in den vier Isoformen VEGFi;;,
VEGF165, VEGF139 und VEGF,06 vorkommt (Tischer et al., 1991;Ferrara et
al., 1991). Mit zunehmender Lange der VEGF Isoformen steigt auch deren
Bindungsaffinitat zu Heparin. VEGF159 und VEGF,p6 sind stark basisch und
meist an die extrazellulare Matrix gebunden. VEGFi,; ist im Gegensatz
dazu sauer, bindet kein Heparin und liegt deshalb ungebunden vor (Houck
et al., 1992). Die Eigenschaften von VEGFies  betreffend
Bindungseigenschaften und pH-Wert sind unterschiedlich. Weil die
Aktivitat zur Stimulation der Zellteilung nach Verlust der Heparin-
bindenden Region abnimmt ist VEGFi¢5 doppelt so aktiv wie VEGF1,; (Keyt
et al., 1996). Die Bioverfligbarkeit und die biologische Aktivitat von
VEGFi65 ist daher optimal (Carmeliet et al., 1999;Stalmans et al.,
2002;Ruhrberg et al., 2002). Es wurde gezeigt, dass die Translation der
VEGF mRNS an zwei Startcodons beginnen kann. Die Initation der
Translation kann sowohl an dem Startcodon an Nukleotid 1039 (AUG!®*)
als auch an einem GUC-Codon an Nukleotid 499 (GUC*®). Fur VEGF;y;,
VEGF165 und VEGF1g9 wurde die Verwendung des GUC**° beschrieben. Nur
das exakte AusmaB der GUC*® Nutzung scheint noch nicht klar zu sein
und unterscheidet sich in verschieden Publikationen (Tee and Jaffe,
2001;Bornes et al., 2004). Aber von einer Transkription in Gber 50 % der

Falle fir VEGF121 und VEGFi¢5 ist auszugehen.

VEGF ist ein interessantes tumorassoziertes Antigen, da es flr die
Neoangiogenese dringend bendtigt wird. Ein Tumor bendtigt ab einer
GroBe von ungefahr 1 bis 2 mm? seine eigene Blutversorgung (Folkman,
1971). Deswegen wurden verschiedene Strategien entwickelt die den Auf-
und Ausbau der Blutversorgung des Tumors durch Eingreifen in die VEGF
Signalwege oder durch Regulierung der sezernierten VEGF Konzentration
unterbinden sollen. Einige mit VEGF interagierende Molekile werden
zurzeit in klinischen Phase-II Studien getestet. VEGF bindet an zwei
Tyrosinkinaserezeptoren (VEGFR-1 und VEGFR-2), die auf den meisten

Endothelzellen exprimiert werden. Durch die Bindung mit VEGF
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dimerisieren die Rezeptoren und durch Autophosphorylierung erfolgt die
Aktivierung des intrazelluldaren Signalweges (Matsumoto and Mugishima,
2006). VEGFR-1 exprimierende Zellen kénnen selektiv durch das Toxin
Gelonin, ein rekombinantes Fusionskonstrukt von VEGFi31, getdtet werden
(Mohamedali et al., 2006). Der wichtigere mitogene und angiogene
Mediator VEGFR-2 kann durch Kinaseinhibitoren, wie Sunitinib, Sorafenib
(Abril et al., 1996c;Schrader et al., 2006a;Nathan et al., 2006b), KRN951
(Nakamura et al., 2006) und AMG706 (Polverino et al., 2006) blockiert
werden. Der neu entwickelte monoklonale Antikérper Bevacizumab
verhindert, dass VEGF an seine Rezeptoren binden kann (Presta et al.,
1997b).

Andreas Weinzierl analysierte das HLA-Ligandom von mehreren RCCs und
das zugehdrige autologe Normalgewebe, um potentielle Zielstrukturen fur
eine T-Zell basierte Immuntherapie durch massenspektrometrische
Methoden zu finden (Cassileth et al., 1992;Falk et al., 2006). Dabei wurde
ein Peptid gefunden, welches im Tumorgewebe sechsmal mehr exprimiert
wird, als im korrespondierenden autologen Normalgewebe. Dieses Peptid
mit der Sequenz: SRFGGAVVR ist HLA-B*2705 restringiert. Um das
Ursprungsprotein  zu identifizieren wurde eine BLAST-Analyse
durchgefiihrt. SRFGGAVVR wurde nur in einer untranslatierten Region von
VEGF im Menschen und Affen gefunden. SRFGGAVVR passt in das
Leseraster der aktuellen Proteinsequenz von VEGF und kann durch das
alternative CUG*® Startcodon transkribiert werden, siehe Abbildung 1.7.
Durch radioaktive in situ hybridization (ISH) Analysen wurde gezeigt, das
VEGF mRNS in Tumorgewebe, aber nicht in Normalgewebe exprimiert
wird. In mehreren Studien wurde die Expression VEGF mRNS in RCC
gezeigt (Nicol et al., 1997;]acobsen et al., 2004). Die quantitative Analyse
der Expression von VEGF-Protein in RCCs ergab, dass VEGF-Protein
viermal mehr im Tumor als in Normalgewebe exprimiert wird. Dies stimmt
mit diversen Berichten Uberein, dass die VEGF-Translation unter Hypoxie
erhdht ist (Stein et al., 1998).
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-180 LTDROTDTAP SPSYHLLPGR RRTVDAAASR GQGPEPAPGG GVEGVGARGY
ALKLFVQLLG CSRFGGAVVR AGEAEPSGAA RSASSGREEP QPEEGEEEEE

-80 KEEERGPQWR LGARKPGSWT GEAAVCADSA PAARAPQALA RASGRGGRVA
RRGAEESGPP HSPSRRGSAS RAGPGRASET MNFLLSWVHW SLALLLYLHH

20 AKWSQAAPMA EGGGONHHEV VKFMDVYQRS YCHPIETLVD IFQEYPDEIE
YIFKPSCVPL MRCGGCCNDE GLECVPTEES NITMQIMRIK PHQGQHIGEM

120 SFLOHNKCEC RPKKDRARQE KKSVRGKGKG QKRKRKKSRY KSWSVBCGEC

- | E— — —

Abbildung 1.7: Die Sequenz SRFGGAVVR liegt in der untranslatierten Region von VEGF.
Gezeigt ist die translatierte Proteinsequenz der VEGF mRNS, welche ab dem Startcodon GUC*°
beginnt. (NCBI RefSeq Database ID NM_003376) Die Sequenz aus der Swissprot-Datenbank ist
in fettgedruckten Buchstaben dargestellt (Accession-Nr. P15692). VEGF,,; besteht aus den grau
schattierten Aminosauren, wahrend VEGF;45 sich zusatzlich aus den dunkelgrauen Aminosauren
zusammensetzt.

In diesem Projekt sollte dieses neu identifizierte viel versprechende Peptid
SRFGGAVVR aus VEGF als T-Zell-Epitop durch T-Zellstimulationen mit

anschlieBenden funktionellen Analysen verifiziert werden.
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1.7 Relevante Pathogene bei
Immunsupprimierten

1.7.1 Aspergillus fumigatus

Aspergillus fumigatus wurde zu ersten Mal naher von Georg W. Fresenius
im Jahr 1863 beschrieben. Aspergillus fumigatus ist ein humanpathogener
Schimmelpilz der Gattung Aspergillus. Der Name stammt von lat. fumus,
der Rauch und entstammt der rauchgriinen Farbe des Pilzes, die von
einem Pigment in den Sporen verursacht wird. Aspergillus gehért zur
Klasse der Deuteromyceten. Seine natlrliche 6kologische Nische ist das
Erdreich wo der Pilz auf organischem Abfall wachst (Latge, 1999). Der
Lebenszyklus von Aspergillus fumigatus ist relativ einfach. Seine sehr
kleinen Sporen, auch Exosporen oder Conidien genannt haben einen
Durchmesser von ca. 3 uym. Diese Sporen keimen und bilden zunachst
eine einzelne Hyphe aus. Diese Hyphe verzweigt sich und wachst immer
weiter zu einer Masse von Hyphen, dem Mycel. Die Hyphen haben eine
Zellwand aus Polysacchariden wie Chitin, Glukan und Mannan. Dann bildet
das Mycel eine Conidiophore aus, eine gieBkannenféormige Zelle an der die
Exosporen reifen und dann abgeschnlrt werden. Es ist bisher kein
sexuelles Vermehrungsstadium von Aspergillus fumigatus bekannt. Dieser
saprophytische und thermotolerante Pilz gehért zu den verbreitetsten
Spezies auf der Erde Uberhaupt. Die Conidien werden durch die Luft
Ubertragen und so findet man den Pilz von der Antarktis bis zur Sahara
praktisch Uberall. Im Durchschnitt atmet ein Mensch jeden Tag ca. 100
Conidien ein (Chazalet et al., 1998). So ist nachzuvollziehen, dass
Aspergillus fumigatus das am haufigsten vorkommende luftibertragende

Pathogen in entwickelten Landern ist (Latge, 2001).

Aspergillus fumigatus kann drei verschiedenartige Krankheitsbilder

verursachen:
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e Allergien: Hier wird in gesunden Individuen vor allem Aspergilles
Asthma als leichte Form oder auch eine bronchopulmonale

Aspergillose, die so genannte Farmerlunge (farmers lung) ausgelést.
e Akute Infektionen bei Individuen ohne Immunsuppression:

Vor allem Menschen mit Lungenkavernen aus vorhergegangenen
Erkrankungen, aber auch gesunde Patienten koénnen an einem
Aspergillom erkranken, einem Pilzball, der sich in der Lunge

einnistet.
e Akute Infektionen bei immunsupprimierten Patienten:

Bei immunsupprimierten Patienten kommt es Ublicherweise zu einer
todlichen invasiven Aspergillose (Andriole, 1993). Die invasive
Aspergillose ist eine haufige Sekundarinfektion bei AIDS-Patienten
oder tritt bei Patienten, die durch Tumor oder nach
Knochenmarktransplantation immunsupprimiert sind auf (Wald et al.,
1997). Die Mortalitatsrate ist mit 50 % bis zu 80 % sehr hoch
(Denning, 1996). Hierbei wachsen die Hyphen aus der Lunge in das
Blut und werden so hamatogen gestreut, wo sich Metastasen im
ganzen Korper entwickeln (Wiederhold et al., 2003). Jahrlich sterben
in Deutschland ca. 2500 Menschen mit geschwachtem Immunsystem

an einer Infektion durch Aspergillus fumigatus.

Es werden mehrere Medikamente gegen diese Pilzinfektion eingesetzt, wie
Amphotericin B, Caspofungin, Flucytosine, Itraconazole. Die Therapie mit
diesen Medikamenten scheint aber nicht adaquat zu sein, da trotz starker

Nebenwirkungen der therapeutische Erfolg nur maBig ist (Safdar, 2007).

Ergebnisse aus Mausmodellen und von Patienten mit allergischer
bronchopulmonaler Aspergillose belegen, dass die T-Zell-Immunitat eine
zentrale Rolle in der Bekampfung dieser Krankheit spielt. Monozyten und
Makrophagen sind in der Lage die Conidien von Aspergillus fumigatus
durch Phagozytose aufzunehmen und den CD4" T-Zellen zu présentieren
(Wang et al., 2001;Garlanda et al., 2002;Ibrahim-Granet et al., 2003). Es
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wurde zusatzlich gezeigt, dass Monozyten Hyphen von Aspergillus
fumigatus binden und zerstéren (Diamond et al., 1983). Zudem scheint
die Thl-Antwort essentiell in der Bekampfung und Kontrolle dieser
Infektion zu sein (Romani, 1997;Grazziutti et al., 1997;Cenci et al.,
1997;Cenci et al., 1999;Bozza et al., 2002). Daher liegt eine Bekampfung
dieser Infektion mittels einer peptidbasierten Vakzine, welche spezifisch
gegen verschiedene Antigene von Aspergillus fumigatus ist, nahe. Auch
der adoptive Transfer von spezifischen T-Zellen ware als
immuntherapeutischer Ansatz madglich. Fur diesen immunologischen
Lésungsweg ist es notwendig klinisch relevante Antigene von Aspergillus
fumigatus zu finden. Aus diesen Antigenen wurden mit Hilfe der
SYFPEITHI-Datenbank Peptide vorhergesagte und diese mittels IFNy-
ELISpot auf PBMCs von gesunden Spendern gescreent. Die T-Zellen, die
spezifisch gegen die neu identifizierten Aspergillus fumigatus Epitope sind,
wurden dann via polychromatischer FACS-Analyse auf ihr jeweils

sezerniertes Zytokinmuster getestet.
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1.8 Theorie der verwendeten Methoden

1.8.1 Isolierung von PBMCs

Monozyten und Lymphozyten des peripheren Blutes fasst man unter dem
Begriff PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) zusammen. Weitere
Bestandteile des peripheren Blutes wie Erythrozyten, Thrombozyten und
Granulozyten werden durch einen  Dichtezentrifugationsvorgang
abgetrennt (Ulmer et al., 1984). Um diese PBMCs zu erhalten wird
heparinisiertes frisches Blut oder heparinisiertes
erythrozytenabgereichertes - bzw. leukozytenangereichertes Blut verdinnt
und auf die Lymphozytenseparationsldsung aufgetragen. Diese Ldsung ist
aus dem Polysaccharid Ficoll und der iodhaltigen Verbindung Metrizamid
zusammengesetzt und hat eine Dichte von 1,077 g/ml. Bei der
anschlieBenden Zentrifugation verhalten sich die Zellen gemaB ihrer
Dichte: Neben Granulozyten pelletieren nur die Erythrozyten.
Thrombozyten bleiben im Plasmailberstand. PBMCs hingegen bilden eine

Interphase zwischen Ficoll und Plasma, aus der sie isoliert werden kénnen.

1.8.2 Durchflusszytometrie

Das Prinzip der fluoreszenzaktivierten Durchflusszytometrie, auch
synonym haufig mit dem Akronym FACS (Fluorescence activated cell
sorting) bezeichnet, beruht auf der Emission von optischen Signalen von
zuvor praparierten Zellen, wenn diese einen Laserstrahl passieren. Es ist
ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung fluoreszenzmarkierter
Partikel. Die Durchflusszytometrie geht auf Wallace Coulter zurick, der
bereits 1949 ein Patent zur Zahlung von geldsten Partikeln anmeldete.
Das Akronym FACS eigentlich irrefUhrend, da meist keine Sortierung,
sondern nur eine Messung der Eigenschaften von Zellen vorgenommen
wird. FACS ist zudem eine geschltzte Handelsmarke der Firma Becton
Dickinson (BD). Neben BD gibt es jedoch eine Vielzahl anderer Hersteller

von Geraten oder Reagenzien flr die Durchflusszytometrie.
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Die in dieser Arbeit verwendeten Durchflusszytometer sind nachfolgend

aufgelistet:

e FACS-Calibur mit Software Cell Quest oder Cell Quest Pro (Becton

Dickinson)
e FACS-Canto II mit Software FACSDiva (Becton Dickinson)
e FACS LSR II mit Software FACSDiva (Becton Dickinson)

e FACS Aria Cell-Sorting System mit Software FACSDiva (Becton

Dickinson)

Nur das FACS Aria hat neben der Messung von diversen Eigenschaften von
Zellen noch zusatzlich die Mdéglichkeit die lebendigen Zellen nach diesen

Eigenschaften zu sortieren.

Das Prinzip der Untersuchung beruht auf der Emission von optischen
Signalen seitens der Zelle, wenn diese einen Laserstrahl passiert, daflr
werden die in Lésung vorliegenden Zellen durch eine Kapillare gesaugt
und passieren einzeln den Laserstrahl. Die Zellen streuen einen Teil des
Lichts, welches mittels Detektoren, so genannten Photomultipliern,
nachgewiesen wird. Die Menge des gestreuten Lichts korreliert mit der
GroBe der Zelle und mit ihrer Komplexitat. So streuen Granulozyten, die
eine raue Oberflache und in ihrem Inneren viele Vesikel haben, deutlich
mehr Licht als die sehr glatten T-Zellen. Das Vorwartsstreulicht (FSC =
Forward Scatter) ist ein MaB flr die Beugung des Lichts im flachen Winkel
und hangt vom Volumen der Zelle ab. Das Seitwartsstreulicht (SSC =
Sidewards Scatter) ist ein MaB flur die Brechung des Lichts im rechten
Winkel, die von der Granularitat der Zelle, der GréB8e und Struktur ihres
Zellkerns und der Menge der Vesikel in einer Zelle beeinflusst wird. Mit
diesen beiden Parametern lassen sich zum Beispiel die Zellen des Blutes
bereits recht gut unterscheiden. Zugleich mit dem gestreuten Licht kann
man im Durchflusszytometer Fluoreszenzfarben messen. Nur wenige
Zellen emittieren per se fluoreszierendes Licht. Daher verwendet man

Farbstoffe, die an bestimmte Bestandteile der Zellen binden, oder
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Antikorper, die mit Fluoreszenzfarbstoffen konjugiert sind. Die Antikérper
sind meist gegen bestimmte Oberflachenproteine (z.B. Proteine der CD-
Klassifizierung; CD = Cluster of differentiation) gerichtet. Durch Einsatz
verschiedenfarbiger Laser kann die Anzahl der einsetzbaren Farbstoffe und
damit die Informationsdichte erhéht werden. Bei Verwendung mehrerer
Laser kann eine Vielzahl von Fluoreszenzfarben gleichzeitig gemessen
werden. Zurzeit ist das LSR II, mit vier Lasern und der Mdglichkeit bis zu
18 verschiedene Farben - und somit Eigenschaften von Zellen -
gleichzeitig zu detektieren, das hdchstentwickelte FACS-Gerat auf den
Markt. Mittlerweile gibt es eine groBe Auswahl an Fluoreszenzkonjugaten
zur Antikdérpermarkierung (Perfetto et al., 2004). Die
Standardfluoreszenzfarben sind FITC (Fluoreszeinisothiozyanat), PE
(Phycoerythrin), PerCP (Peridin Chlorophyll) und APC (Allophycocyanin).
Die Wahl des Fluorochroms sollte sich an der Antigendichte auf den Zellen
orientieren. So hat zum Beispiel PE eine hdhere Fluoreszenzintensitat als
FITC.

Vor jedem Messvorgang mussen die Photomultiplier in ihrer
Empfindlichkeit durch Anlegen geeigneter Anodenspannungen eingestellt
werden. AuBerdem sollten bei Mehrfachfarbungen die Fluoreszenzkanale
aufeinander abgestimmt werden (Kompensation). Der Grund liegt darin,
dass es sich bei den Emissionen der verwendeten Fluorochrome nicht um
diskrete Linien, sondern um breite Peaks handelt, die meist von mehreren

Kanalen detektiert werden kénnen (Roederer, 2001).
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1.8.3 Nachweis von antigenspezifischen T-Zellen

Es gibt mehrere Mdglichkeiten, antigenspezifische T-Zellen nachzuweisen:

Es kénnen die Effektorfunktionen von T-Zellen nach Kontakt mit
ihrem spezifischen Antigen zur Analyse verwendet werden. Die bei
diesem funktionalen Nachweisprinzip verwendeten Methoden
reichen von der Analyse der spezifischen Toétung von
antigenprasentierenden  Zielzellen  (,Chromium-Release-Assay",
(Brunner et al., 1968a)), der Teilung von T-Zellen nach
Antigenkontakt (,Proliferationsassay",(Lyons, 1999)) bis zur
Zytokinsynthese als Folge eines Antigenkontaktes, die durch
ELISpot, intra- und extrazellulare Zytokinfarbung nachgewiesen
werden kann (Sachdeva and Asthana, 2007). Die Bestimmung der
Frequenz an Antigen-spezifischen T-Zellen ist mit diesen Methoden
nur eingeschrankt maoglich, nur die intrazellulare Zytokinfarbung
bietet die Mdglichkeit durch den Nachweis mehrerer Zytokine und in
Kombination mit weiteren Markern hoch sensitiv die Frequenz von
antigenspezifischen Zellen zu bestimmen, bei gleichzeitiger

funktionellen Charakterisierung dieser Zellen.

Zum anderen kann man die spezifische Bindung der T-Zelle an
einen Komplex aus Peptid und MHC-Molekll nachweisen. Da aber
die Wechselwirkung zwischen T-Zellrezeptor und Peptid/MHC-
Komplexe eine niedrigaffine ist, konnte diese Methode friher nicht
realisiert werden (Matsui et al., 1994;Corr et al., 1994). Seit der
Tetramerisierung von biotinylierten Peptid/MHC-Komplexen ist diese
Methode jedoch durch die ausreichende Aviditat von Vvier
Wechselwirkungen zwischen T-Zellrezeptor und Peptid/MHC-
Komplexe eine der wichtigsten Methoden der Immunologie
geworden, nicht zuletzt deshalb, da man durch diese Methode
direkt die Frequenz Antigen-spezifischer T-Zellen in einer Probe
ermitteln kann (Altman et al., 1996).
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1.8.3.1 Zytotoxitatsmessung

Die *!Chrom-Freisetzungsmethode zur Quantifizierung der CTL-Aktivitat
Uber die Messung der Lyse von Zielzellen wurde im Jahr 1968 erstmals
beschrieben (Brunner et al., 1968b). Diese Methode eignet sich wie die
kombinierte Tetramer- und intrazelluldare Zytokinfarbung flr den
Nachweis, dass die stimulierten CD8* Zellen ihr Antigen erkennen und
Funktional aktiv sind. Dazu wird Nay>'CrO4 zu den Zielzellen gegeben, die
Chrom in der Oxidationsstufe +VI aufnehmen kénnen. In den Zellen wird
das radioaktive Chrom zu °!Cr®* reduziert. Werden diese Zellen nun
lysiert, werden Chrom-Ionen frei, die nicht wieder aufgenommen werden
kdnnen. Nach einigen Stunden wird der Uberstand abgenommen und auf
Radioaktivitat getestet. Die Vorteile dieser Methode sind ihre einfache
Durchfiuhrung und der schnelle Ablauf. Die geringe Nachweisgrenze von
ca. 1 % (Scheibenbogen et al., 2000a) verhindert eine Anwendung dieses
Tests bei der ex vivo Analyse von T-Zellen, da die Frequenzen virus- oder
tumorspezifischer T-Zellen im Blut fast immer deutlich darunter liegen (He
et al., 1999b). Weiterer Nachteil ist die hohe bendtigte T-Zellzahl. So
kommt die >'Chrom-Freisetzungsmethode hauptsédchlich nach in vitro
Stimulationen von T-Zellen zum Einsatz. Eine alternative Methode, die mit
bedeutend weniger Zellen auskommt ist der VITAL-assay. Bei dieser
Methode erfolgt der Nachweis der Zelllyse tUber das FACS (Hermans et al.,
2004).

1.8.3.2 IFNy-ELISpot

Mit Hilfe des IFNy-ELISpots kdénnen Interferon-y sezernierende Zellen
nachgewiesen werden, es kann mit dieser Methode die spezifische IFNy-
Produktion nach Antigenkontakt einzelner Zellen detektiert werden
(Sedgwick and Holt, 1983;Czerkinsky et al., 1983). Ein Vorteil des IFNy-
ELISpots ist, dass auch Zellen, die nicht proliferationsfahig sind, in diesem

Assay verwendet werden koénnen. Die Sensitivitat ist sehr hoch; die
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Nachweisgrenze liegt bei circa. einer Zelle in einer Population von 10°
Zellen (Scheibenbogen et al., 2000b). Die Analysen koénnen ohne
vorherige Stimulation direkt ex vivo aber auch bei zu geringer Frequenz
an Vorlauferzellen nach voriger Amplifikation von diesen durchgefihrt
werden. Dieser Assay wurde deshalb zur Analyse des Aspergillus
fumigatus-Immunstatus von diversen gesunden Blutspendern eingesetzt.
Dadurch konnte die Fragestellung bearbeitet werden, gegen welche
Aspergillus fumigatus-Epitope, nach Kontakt oder Infektion, T-Zellen

vorhanden sind.

Das Prinzip des IFNy-ELISpots basiert auf der spezifischen Bindung des
sezernierten Zytokins (in dieser Arbeit Interferon-y) durch immobilisierte
Antikérper. Dazu wird eine ELISpot-Platte mit einem IFNy- spezifischen
Antikdrper beschichtet. Die zu analysierenden PBMCs werden zugegeben
und darauf die zu untersuchenden Peptide zupipettiert. APCs in der
Zellpopulation kdénnen die Peptide auf MHC-Moleklilen den T-Zellen
prasentieren. Nun folgte eine 24 stiindige Inkubationszeit wahrend der die
spezifischen T-Zellen durch das entsprechende Peptid aktiviert werden
und deshalb mit der IFNy-Sekretion beginnen. Das in der Nahe einer
sezernierenden T-Zelle freiwerdende IFNy wird von dem immobilisierten
Antikérper gebunden. Nach der Inkubationszeit werden die Zellen entfernt
und ein enzymgekoppelter IFNy-spezifischer Antikdrper zugegeben. Dieser
bindet ebenfalls an das Zytokin und kann durch das gekoppelte Enzym
eine Farbreaktion katalysieren, die Uberall dort, wo sich IFNy befindet, zur
Ausbildung eines Farbflecks (Spot) flhrt. Fir diese Farbreaktion genigt
die Zugabe eines Substrates, welches von dem gekoppelten Enzym in
einen unléslichen Farbstoff umgewandelt wird, der am Ort seiner

Entstehung prazipitiert.

Die so erzeugten Farbflecke entsprechen jeweils einer IFNy-
sezernierenden Zelle. Die Auswertung findet durch automatisierte

ELISpot-Lesegerate statt.
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1.8.3.3 Intrazellulare Zytokinfarbung

Der intrazelluldare Zytokinnachweis bietet verglichen mit anderen
Methoden des Zytokinnachweises, die einzigartige Mdglichkeit, Zytokin
produzierende Zellen zu phanotypisieren und somit Subpopulationen bzw.
Aktivierungstadien von Zellen zuzuordnen, ohne, dass eine zeit- und
materialaufwandige Zellseparation notwendig ware. Damit erlaubt diese
Analysemethode sehr spezifische Aussagen zur funktionellen Aktivitat und
zu Differenzierungstadien diverser Zellpopulationen. Die Farbung von
Zelloberflachenantigen (z.B: CD3, CD4 und CD8) kann ohne Probleme
simultan erfolgen. T-Zellen produzieren nach Antigenkontakt diverse
Zytokine. Je nach Zelltyp unterscheiden sich die Expressionsmuster der
Zytokine. CTLs sezernieren IFNy, TNFa, Perforin und Granzym B. Tyl
Zellen produzieren hauptsachlich IL-2 und IFNy, Ty2 Zellen im Gegensatz
IL-4 und IL-5. Die Tyl17 Zellen geben IL-17 und TNFa ab (Knutson and
Disis, 2005a;Romagnani, 2006b). Um das Expressionsmuster dieser
Zytokine intrazellular nachzuweisen ist eine Akkumulation der Zytokine im
Zellinnern noétig, daflir muss die Exkretion der Zytokine verhindern
werden. Dies wird erreicht indem der intrazelluldre Proteintransport
mittels Brefeldin A (BFA) oder Monensin blockiert wird. BFA blockiert den
vesikuldren Proteintransport vom rauen endoplasmatischen Retikulum
zum Golgiapparat (Klausner et al., 1992) Der Transportweg von cis- und
medialen-Golgi-Zisternen zum Trans-Golgi-Netzwerk kann durch Monensin
blockiert werden, wobei ER und Golgiapparat nicht verschmelzen (Rosa et
al., 1992).und fuhrt so zu einer Akkumulation von Zytokinen in Zellen. Die
Zytokinproduktion kann somit in Zellen, nach intrazelluldarer Farbung mit
fluoreszenzmarkierten Antikdrpern, mittels FACS gemessen werden.
Prinzipiell kdnnen alle Zytokine nachgewiesen werden, sofern flr den
intrazellularen Nachweis geeignete Antikérperkonjugate verfugbar sind.
Um eine mdglichst hohe Sensitivitat der intrazellularen Farbung zu
gewahrleisten, sollten die verwendeten fluoreszenzmarkierten

Antikdrperkonjugate aufeinander abgestimmt und optimiert werden (De



Allgemeine Einflihrung 55

Rosa et al., 2004;Chattopadhyay et al., 2006;Mahnke and Roederer,
2007).

Ebenso wie die Produktion von Zytokinen werden nach Antigenkontakt die
Expression bestimmter Aktivierungsmoleklilen nach oben reguliert. Der
Nachweis solcher Aktivierungsmarker, wie zum Beispiel CD154, lasst sich
leicht ebenso wie eine Lebend/Totfarbung in ein vorhandenes ICS-
Farbepanel implementieren (Frentsch et al., 2005;Chattopadhyay et al.,
2005; Trumpfheller et al., 2008).

1.8.3.4 Tetramerfarbung

Die Bindung von MHC-I-Tetrameren an CD8* T-Zellen wurde nach der
EinfUhrung intensiv untersucht und stetig weiterentwickelt. So stellte man
fest, dass die Bindung an T-Zellen hochspezifisch (Burrows et al., 2000),
aber temperaturabhangig ist (Whelan et al., 1999). Eine wichtige Rolle
spielen auBerdem die CD8-Antikérper, die zur Markierung der
zytotoxischen T-Zellen eingesetzt werden. Manche CD8-Antikdrper
verhindern eine Tetramerbindung, manche verdrangen gebundene
Tetramere; es wurden aber auch CD8-Antikérper beschrieben, die eine
unspezifische Tetramerbindung férdern (Daniels and Jameson,
2000;Denkberg et al., 2001). Die Nachweisgrenze der Tetramerfarbung
wurde als 0,01 % von CD8-positiven Zellen aus PBMCs beschrieben (He et
al., 1999a). Ein wichtiger Vorteil der Tetramerfarbung ist, dass lebende
Zellen markiert und anschlieBend sortiert werden koénnen, um zum
Beispiel CD8*/Tetramer® T-Zelllinien oder Klone zu generieren. Allerdings
wurde auch der Nachweis inaktiver Zellen beschrieben (Nielsen et al.,
2000). Die Tetramerfarbung kann mit anderen Methoden kombiniert
werden, z.B. der intrazelluldaren Zytokinfarbung (Appay et al., 2000). Die
kombinierte Tetramer- und intrazellulare Zytokinfarbung detektiert durch
den Nachweis IFNy und die spezifische Bindung einzelner Zellen an
Peptid/MHC-Tetramere die Spezifitat und Aktivierung der Zellen. Erkennt

eine CD8" Zelle einen solchen Peptid/MHC-Komplexe und wird aktiviert,
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geht man davon aus, dass diese T-Zelle Zielzellen, die das erkannte
Epitop prasentieren, ebenfalls erkennt und in der Lage ist, diese zu
eliminieren. GroBer Vorteil dieser Methode ist die geringere Menge an T-
Zellen, die im Vergleich zur *'Chrom-Freisetzungsmethode benétigt wird,
allerdings liefert die kombinierte Tetramer- und intrazellulare

Zytokinfarbung keinen direkten Zytotoxizitatsnachweis.

Weil fur diese Arbeit die MHC-Tetramere von so groBer Bedeutung sind
sollen sie naher beschrieben werden. Die Generierung von MHC-I-
Molekilen ausgehend von cDNS-Konstrukten ist eine zeitaufwandige
Methode, wie die folgende Ubersicht (siehe Abbildung 1.8) zeigt:
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Abbildung 1.8: Die Herstellung von MHC-I-Tetrameren (Lang and Bodinier,
2001).
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1.8.4 Synthese von MHC-I-Tetrameren
1.8.4.1 Aufreinigung und Ruckfaltung von MHC-Molekllen

Da die Information fur die dreidimensionale Struktur eines Proteins in
seiner Primarsequenz enthalten ist, ist es prinzipiell mdglich, denaturierte
Proteine in vitro zu ihrer nativen Form zurlckzufalten (Anfinsen et al.,
1961). Sofern alle fiir diesen Prozess bendtigten Bestandteile in Losung
vorhanden sind, trifft dies auch flr Proteinkomplexe zu (Garboczi et al.,
1992;Abril et al., 1996b;Clark, 1998b;Clark, 2001). Die flir die MHC-I-
Molekile bendtigten schweren bzw. leichten Ketten werden in mit
entsprechenden Expressionsvektoren transfizierten E. coli-Stammen
exprimiert. Wie viele Proteine, die in E. coli exprimiert werden, bilden
auch MHC-Molekile in diesem Expressionssystem unldésliche
Einschlusskérper (inclusion bodies), die aus denaturierten Proteinen
bestehen. Mittels Zentrifugation kdénnen diese isoliert und in chaotropen
Lésungsmitteln (z.B. 8 M Harnstoff) aufgeldést werden, um sie schlieBlich
in geeignetem Rulckfaltungspuffer nach Zugabe des Peptids in vitro
zuruckzufalten. Allerdings treten bei Rulckfaltungen praktisch immer
Aggregate als Nebenprodukte auf, die sich aufgrund von hydrophoben
Wechselwirkungen der Proteine bilden und deutlich sichtbar prazipitieren.
Um dies so weit als mdglich zu unterbinden ohne die Faltungsreaktion zu
beeintrachtigen, wird Arginin als schwaches chaotropes Reagenz
zugesetzt. AuBerdem soll ein Redoxgleichgewicht aus reduziertem und
oxidiertem Glutathion die Ausbildung von korrekten Disulfidbricken
unterstutzen.  Eventuell vorhandene  Proteasen  werden  durch
Autoklavieren des Faltungspuffers und Zugabe von PMSF inaktiviert. Da
mittlere Konzentrationen an denaturierendem Harnstoffpuffer als flir den
Faltungsvorgang unglinstig beschrieben worden sind (Clark, 1998a),
werden die Einschlusskdrper sehr rasch zugegeben, d.h. unter starkem

Rihren in den Faltungspuffer injiziert.
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Die entstandenen Peptid/MHC-Komplexe werden durch Gelfiltration von
Aggregaten, freiem B2-Mikroglobulin und Bestandteilen des
Ruckfaltungspuffers getrennt und darauf durch die BirA-Ligase biotinyliert.

1.8.4.2 Gelfiltration

Die Auftrennung von Molekilen bei der Gelfiltration ist aufgrund von
GroBenunterschieden madglich. Der Trennvorgang findet durch eine mit
Gelmatrix geflllte Sdaule statt. Die Gelmatrix besteht aus vernetzten
Polymeren und bildet dadurch Poren. Die flr diese Arbeit verwendete
Saule enthielt Dextran, das kovalent an quervernetzte Agarosekiigelchen

gebunden war.

Das Prinzip der Trennung beruht auf der Zugéanglichkeit der Poren flr
kleine Moleklle. Wahrend groBe Moleklle nicht in der Lage sind, in die
Poren zu gelangen, ist dies flr kleinere Molekiile mdglich, dadurch werden
sie zurlckgehalten. Folglich haben kleine Moleklle eine niedrigere
Flussgeschwindigkeit als groBe Molekile und verlassen die Saule zu einem
spateren Zeitpunkt. Die Protein-enthaltenden Fraktionen koénnen nun

durch UV-Spektroskopie detektiert und aufgefangen werden.

1.8.4.3 Biotinylierung mittels BirA

BirA, eine Biotin-Protein-Ligase aus E. coli, katalysiert die Ausbildung einer
Amidbindung zwischen der Carboxylgruppe des Biotins und der e-
Aminogruppe eines Lysinrestes innerhalb folgender 15 Aminosauren
langen Erkennungssequenz des Enzyms: GLNDIFEAQKIEWHE (Schatz,
1993;Beckett et al., 1999).
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1.8.4.4 Proteinbestimmung durch den Bradford-Test

Beim Bradford-Test, die zurzeit empfindlichste Methode zur
Proteinbestimmung, wird eine Lésung aus Coomassie-Brilliantblau G-250,
Phosphorsaure und Ethanol zur Proteinbestimmung verwendet
(Koppelman et al.,, 2004). Der Proteinnachweis beruht auf der
Verschiebung des Absorptionsmaximums des Coomassie-Farbstoffs im
Sauren von 465 nm zu 595 nm. Der Quotient der Absorptionen bei 590
und 450 nm wird gemessen und die Proteinkonzentration anhand einer
Eichgeraden, die durch Standards bekannter Konzentrationen ermittelt

worden ist, gewonnen (Loffler and Kunze, 1989).

1.8.4.5 Multimerisierung mittels Streptavidin

Avidin (aus dem Huhnerei) und Streptavidin (aus Streptomyces avidinii),
beides Biotin-Bindeproteine, weisen jeweils vier Bindungsstellen fir Biotin
auf, das mit sehr hoher Affinitat gebunden wird. Die Bindungskonstante
von 10* M ist extrem stark. Diese Wechselwirkung nutzt man aus, um
biotinylierte Proteine mittels Streptavidin oder Avidin zu tetramerisieren.
Streptavidin und Avidin neigen dazu, Uber hydrophobe Wechselwirkungen
unspezifisch an Zelloberflachen zu binden. Da Streptavidin eine geringere
unspezifische Bindung an Zelloberflachen zeigt als Avidin, das zusatzlich
Uber Glykanketten an Zelloberflachen binden kann, wurde in dieser Arbeit
ausschlieBlich Streptavidin (ca. 60 kDa) verwendet. Kommerziell sind
diverse Streptavidin-Fluorochrom-Konjugate erhaltlich. Die bei dieser
Arbeit verwendeten Streptavidin-Fluorochrom-Konjugate sind
Streptavidin-PE (R-Phycoerythrin, 240 kDa, Anregung bei 480 nm,
Emission bei 575 nm) und Streptavidin-APC (Allophycocyanin, 104 kDa,

Anregung bei 650 nm, Emission bei 660 nm).
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1.8.5 In vitro Stimulation von antigenspezifischen T-
Zellen

1.8.5.1 Peptid-beladene Dendritische Zellen

Die Dendritischen Zellen wurden 1974 von Ralph Steinman in lymphoiden
Organen entdeckt und verdanken ihren Namen vor allem den vielen
Dendriten, die sie ausbilden (Steinman et al., 1974). Sie sind die
potentesten antigenprasentierende Zellen des adaptiven Immunsystems.
DCs nehmen eine Sonderstellung als Mittler zwischen erworbener und
adaptiver Immunitat ein. Sie besitzen so genannte pattern recognition
receptors (PRRs), mit denen sie Tumorzellen, virusinfizierte Zellen,
bakterielle DNS und andere PAMPs (Pathogen-associated molecular
patterns) erkennen kdénnen. Folge ist die Produktion von IFN-o, TNF und
IL-1 und die Aktivierung von NK-Zellen und Makrophagen. Unreife DCs
befinden sich normalerweise in nichtlymphatischem Gewebe wie z.B. die
Langerhans-Zellen in der Haut und sind spezialisiert auf Endozytose und
Antigen-Prozessierung. Die Antigen-Aufnahme erfolgt Utber Mikro- und
Makropinozytose und Uber rezeptorvermittelte Endozytose. Die fur die T-
Zell-Aktivierung so wichtigen kostimulatorischen Molekiile exprimieren sie
in diesem Stadium kaum. Erst eine Aktivierung durch Stimuli wie
Pathogene, LPS, bakterielle DNS und Gewebsschadigung fuhrt zur
chemokinvermittelten  Migration ins lymphatische Gewebe, zu
morphologischen Veranderungen und zum Verlust ihrer endozytischen
Fahigkeit. Sie spezialisieren sich nun auf die Antigen-Prasentation Uber
MHC Klasse I- und MHC Klasse II-Molekile sowie auf das Priming von T-
Zellen. Dies erfolgt durch eine Hochregulation nach Antigenkontakt von
MHC Klasse II-Molekilen, kostimulatorischen Molekilen wie CD80 und
CD86 und T-Zell-Adhasions-Molekilen wie CD48 und CD58 sowie durch
Sekretion von inflammatorischen Zytokinen wie z.B. Interleukin-12, TNFa
und Chemokinen. Reife DCs sind hochspezialisierte T-Zell-Aktivatoren.
Wahrend im klassischen Modellversuch der TransplantationsabstoBung fir

die gemischte Leukozytenreaktion (mixed leukocyte reaction, MLR)
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normalerweise gleiche Mengen Donor- und Akzeptorleukozyten gemischt
werden miussen, reicht eine DC aus, um 100-3000 T-Zellen zu aktivieren

(Banchereau and Steinman, 1998a).

Peptid-beladene Dendritische Zellen eignen sich vorziglich T-Zellen in
vitro zu aktivieren (Melief, 1989). Die Gewinnung von DCs lasst sich
allerdings nur schlecht standardisieren. Durch CD14"-MACS oder
Adharenzschritt gewonnene Monozyten werden mit IL-4 und GM-CSF
behandelt. Die daraus differenzierten unreifen DCs anschlieBend mit LPS
gereift und anschlieBend mit Peptid-beladen. Die Ausbeute und Qualitat
der auf diese Weise gewonnenen DCs schwankt sehr und ist vom Spender

abhangig.

1.8.5.2 Artifizielle antigenprasentierende Zellen

Die artifiziellen antigenprasentierenden Zellen (aAPCs) ermdglichen es
unter genau definierten Bedingungen, zytotoxische T-Zellen in vitro
sowohl zu aktivieren, als auch die aktivierten Zellen darauf weiter zu
expandieren. Dies ist durchaus auch mit aktivierten, differenzierten
autologen DCs mdglich, doch deren Gewinnung ist sehr zeitaufwandig und
die Zahl der gewonnenen DCs pro Spender variiert sehr stark. (Latouche
and Sadelain, 2000a). Deshalb wurden in dieser Arbeit hauptsachlich mit
Hilfe von aAPCs expandierte antigenspezifische CTLs gewonnen. Diese
spezifischen CTLs kénnen zum einen sowohl flr adoptiven Transfer in
Krebspatienten verwendet werden (Dudley et al., 2002), aber zum
anderen kdénnen mit dieser Methode auch vorhergesagte T-Zell-Epitope
auf ihre Immunogenitat hin Uberprift werden (Celis et al., 1994a).
Diverse aAPC-Systeme sind daher entwickelt worden. Folgende Systeme

nutzen intakte Zellen als Grundbaustein:

e Mit Peptid/MHC-Monomeren beladene B-Zellen (Savage et al.,
2004).
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e Mit Expressionsvektoren flir MHC-Molekile und kostimulatorische
Molekile transfizierte Mausfibroblasten (Latouche and Sadelain,
2000b).

e Mit Expressionsvektoren flir MHC-Molekile und kostimulatorische

Moleklle transfizierte Insektenzellen (Guelly et al., 2002).

Am besten sind die Stimulationsbedingungen mit synthetischen aAPCs zu
kontrollieren (Chang, 2006;Butler et al., 2007). Mit Hilfe der bei dieser
Arbeit verwendeten Beads, die mit MHC und einen 1:3-Gemisch von anti-
CD28 und 4-1BBL (beides kostimulatorische Moleklle) beladen wurden,
kénnen CD8" T-Zellen mit vorherbestimmter Aviditdt expandiert werden
(Walter et al., 2003;Rudolf et al., 2008a). Fir eine effiziente Stimulation

sind die kostimulatorischen Molekile von groBer Bedeutung.

CD28, verwandt mit den Immunglobulinen, ist ein Rezeptor flr ein
kostimulierendes Signal (Signal 2), welches neben dem durch MHC:TCR-
Bindung erzeugten Signal 1 hauptverantwortlich fir die Aktivierung naiver
T-Zellen ist. CD28 bindet an CD80 (B7.1) und CD86 (B7.2) (Harris and
Ronchese, 1999).

4-1BB wird zur TNF-Rezeptorfamilie gezahlt. Einige Mitglieder dieser
Rezeptorfamilie werden mit kostimulatorischer Wirkung in Verbindung
gebracht und kénnen wegen der im Verlauf der T-Zell-Aktivierung

unterschiedlichen Expressionsmuster unterteilt werden:
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CD27 wird auf naiven T-Zellen schwach aber konstitutiv exprimiert
und innerhalb von 24 h nach Aktivierung der T-Zelle induziert (Borst
et al., 1989). Da CD27 erst nach der T-Zell-Aktivierung starker
exprimiert wird und sein Ligand CD70 erst induziert werden muss,
folgert man, dass CD27 ein Signal ist, welches wahrend der klonalen
Expansion wirkt (de Jong et al., 1991;Gravestein et al., 1993). Die
Blockierung der CD27-CD70-Wechselwirkung verhindert die
Proliferation und Zytokinproduktion (Hintzen et al., 1995). So
vermehren sich CD27° Zellen zunachst normal, aber nach ca. 3
Tagen zunehmend schlechter (Hendriks et al., 2000). CD27 koénnte
daher eine Rolle bei der primdaren Proliferation der T-Zelle
innehaben, entweder durch antiapoptotische Wirkung oder durch
Beeinflussung des Zellzyklus (Croft, 2003b).

4-1BB (Pollok et al., 1995), CD30 (Ellis et al., 1993) und ihre
Liganden haben meist erst nach 2-4 Tagen ihre maximale
Expression erreicht (Shanebeck et al., 1995;Gilfilan et al,,
1998;Futagawa et al., 2002). Diese Interaktionen scheinen
essentiell zu sein, um die T-Zell-Antwort aufrecht zu erhalten (Croft,
2003a). Die Blockierung von 4-1BBL vermindert durch Apoptose die
Zahl von Effektorzellen ab ca. 5 Tagen nach der Aktivierung deutlich
(Cooper et al., 2002). 4-1BBL beeinflusst anscheinend durch die
Vermittlung antiapoptotischer Signale das Uberleben der generierten
Effektorzellen positiv (Lee et al., 2002a). Weniger genau erforscht
ist die Funktion von CD30. CD30 wird bevorzugt in Ty2-Zellen
exprimiert (Del et al., 1995;Nakamura et al., 1997). Nachdem CD8"
antigenspezifische Zellen in  CD30Ligand-defiziente  Mause
transferiert worden sind, proliferierten die Effektorzellen nicht und
es entwickelten sich nur wenige Gedachtnis-T-Zellen. Es ist méglich,
dass CD30 ahnlich wie 4-1BB wirkt (Podack et al., 2002;Nishimura
et al., 2005).
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Betrachtet man die Komplexitat der Interaktionen zwischen
antigenprasentierender Zelle und zu aktivierender T-Zelle, ware es wohl
durchaus sinnvoll weitere kostimulatorische Molekile wie CD27 und CD30
oder Interleukine wie IL-15 und IL-21 (Davis et al., 2007;Brandt et al.,
2007) in das System artifizieller APCs einzubeziehen, um die Frequenzen
antigenspezifischer T-Zellen weiter zu erhdhen. Auch sollte darUber
nachgedacht werden, ob mit unterschiedlichen Molekilen beladene aAPCs
fur bestimmte zu generierenden T-Zelltypen wie CTL, Tyl, T42 oder Tyl7

entwickelt werden sollten.

1.9 Zielsetzung der Doktorarbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollen T-Zellen, die spezifisch fir MHC-Klasse I
restringierte T-Zell-Epitope aus den zwei Nierenzellkarzinom-assoziierten
Antigenen SPAG4 und VEGF sind, generiert und funktionell charakterisiert
werden. Folgende Mdglichkeiten der Identifizierung von
immuntherapeutisch wirksamen Peptiden sollen in dieser Arbeit
Anwendung finden. Das potentielle T-Zell-Epitop SRFGGAVVR aus dem
Protein VEGF wurde durch massenspektrometrische Verfahren entdeckt.
Dieser naturliche Ligand soll auf Eignung als T-Zell-Epitop durch
Immunogenitatsanalysen getestet werden. Das SPAG4-Protein wurde
durch Genexpressionsanalysen als Nierenzellkarzinom-assoziiertes Antigen
eingestuft. Fur die Identifizierung von SPAG4-T-Zell-Epitopen sollen durch
bioinformatische Algorithmen vorhergesagte HLA-Liganden (Peptide)
durch in vitro Generierung von spezifischen und funktionalen T-Zellen als
T-Zell-Epitope verifiziert werden. Zusatzlich ist geplant durch T-Zellen
vermittelte spezifische Lyse von Nierenzellkarzinomzellinien den Nachweis

zu erbringen, dass diese T-Zellepitope natirliche Liganden darstellen.

Nach dem Ansatz der Reversen Immunologie sollen mégliche MHC Klasse
IT restringierte T-Zell-Epitope von diversen Proteinen von Aspergillus
fumigatus vorhergesagt auf ihre immunologische Relevanz getestet und

darauf funktional charakterisiert werden. Dafir ist geplant existierende T-
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Zell-Antworten diverser gesunder Blutspender gegen die vorhergesagten
Peptide zu ermitteln. Die Funktionalitat dieser T-Zell-Antworten soll durch

intrazellulare Zytokinfarbung naher bestimmt werden.

Die identifizierten T-Zell-Epitope kdnnten daraufhin immuntherapeutisch

eingesetzt werden.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

Cryor6éhrchen, 2 ml (Greiner)
ReaktionsgefaBe (Eppendorf)
Glasflaschen (Schott)
96napf-Platten (Corning 3799)

Spritze, 1 ml, 5 ml, 10 ml, 50 ml (Becton Dickinson) und Kanile, 26G
(Braun)

Sterilfilter, 0,22 um (Corning)

Vakuumfiltrationseinheit (Stericup 500 ml bzw. Steritop 250 mlI/500 ml,
0,22 um, Millipore)

0,5 ml FACS-Rohrchen (Greiner)

5 ml FACS-Rdéhrchen, steril (Becton Dickinson, 352058)

15 ml Falcon-Réhrchen, 50 ml Falcon-Réhrchen (Greiner bio-one)
Zellkulturflaschen (50 ml, 250 ml, 550 ml ) (Greiner bio-one)
Pipettenspitzen (1000 pl, 200 pl, 20 ul, 2 pl) (Starlab)

MACS-Saulen: LS - max. 2x10° Zellen, max. 10%® markierte Zellen
(Miltenyi Biotec)

ELISpot Human IFNy ELISpot Set (Becton Dickinson)

LUMA-Platte (Packard, Yttrium Silicate Scintillator-coated White
Microplate)

2.1.2 Gerate

Dampfsterilisator I (KSG 113)

Dampfsterilisator II (Sauter 11-6-9 HS1-FD)

Densitometer GS-700 mit Software Molecular Analyst 1.4 (Biorad)
Einfrierbehalter “Cryo Freezing Container” (Nalgene)

ELISA-Reader Spectramax 340 mit Software Softmax Pro 2.1 (Molecular
Devices)

ELISpot-Reader CTL Series 3B, mit Software ImageAquisiton 4.5 (Cellular
Technologies LTD)
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FPLC-System mit Superdex 75 HiLoad Saule (26 mm Durchmesser, 60 cm
Lange), Fraktionssammler und UV-Detektor (Pharmacia)

Gammazelle (Caesiumquelle, Gammacell 1000 Elite Nordion International
Inc.)

Durchflusszytometer:

e FACS-Calibur mit Software Cell Quest oder Cell Quest Pro (Becton
Dickinson)

e FACS-Canto II mit Software FACSDiva (Becton Dickinson)

e FACS Aria Cell-Sorting System mit Software FACSDiva (Becton
Dickinson)

e FACS LSR II mit Software FACSDiva (Becton Dickinson)
Inkubatoren:
e Inkubator flr Agarplatten (Heraeus B6)

e Inkubator fir Gewebekulturen (Labotect 3250) mit 5 % CO,-
Begasung (Messer)

e Inkubator flr Schittelkulturen (Infors Multitron)
Lichtmikroskop (Leica DMIL)
Magnetruhrer (IKA Labortechnik RCT basic)
Membran-Vakuumpumpe (Vacubrand)
N,-Druckgasflasche (AGA Gas GmbH)
pH-Meter (Knick 765)
Rotator mit Drehteller und Klammern (Bachofer)
Flachschuittler (IKA-Vibrax-VXR)
Feinwaage im Bereich 0.01 - 2.5 g (Genauigkeit mind. 0.01 g)
Feinwaage im Bereich 1 - 1000 mg (Genauigkeit mind. 1 mg)
Schitteltisch (Heidolph Duomax 1030)

Biologische Sicherheitswerkbank der Klasse 2 (Technoflow Integra
Biosciences)

TagMan ABI PRISM 7700 Sequence Detection System (Applied
Biosystems)

Thermocycler (,Techne Genius", Labtech International)

Tischkihlzentrifuge (Heraeus Biofuge fresco, Heraeus Megafuge, Heraeus
Megafuge, Eppendorf Centrifuge 5415R)

Mini-Tischzentrifuge (Qualitron)
UV-Spektrometer (Pharmacia Ultraspec 3000)
Vortexer (MS 1 IKA-Works, Inc.)
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Wasserbad (Thermomix BM-S, Braun Biotech)
Wasserstrahlpumpe (Brand)

Zahlkammer Neubauer, Tiefe 0,1mm (LO-Laboroptik)

Zentrifuge Sorvall RC 5C Plus mit Rotor SS 34 und SLA 3000
Kihlschrank, auf 4 °C eingestellt

Gefrierschrank, auf -20 °C eingestellt

Gefrierschrank, auf -80 °C eingestellt

Ultraschallbad (mit Wasser gefillt)

Pipettierhilfe flr die Benutzung mit 5-25 ml serologischen Pipetten

Kalibrierte Einkanalpipetten 1000 ul, 200 ul, 20 ul, 2 pul, passend zu
Pipettenspitzen.

Kalibrierte Mehrkanalpipette 200 ul, passend zu Pipettenspitzen.
MACS-Magnet (Miltenyi Biotec)

Szintillationszahler (Wallac, 1450 Microbeta Plus, Liquid Scintillation
Counter)

2.1.3 Puffer und Lésungen

ddH,0: H,O doppelt destilliert (aus Heraeus Destamat Bi 18 E) bei Bedarf
sterilfiltriert mit Vakuumfiltrationseinheit oder Spritzenfilter

TBS: 20 mM Tris (Sigma), 150 mM NaCl (Merck), pH 8.0 bei
Raumtemperatur mit HCI (Merck) eingestellt. Mit
Vakuumfiltrationseinheit und Membran-Vakuumpumpe filtriert.
Autoklaviert bei 121 °C/20'

PBS (BioWHITTAKER)
FCS/FBS (hitzeinaktiviert fliir 30’ bei 56 °C; PAA Laboratories)

Humanserum (AB Serum, hitzeinaktiviert flir 30’ bei 56 °C; PAA
Laboratories oder CCpro)

T-Zellmedium: RPMI 1640 + 25 mM Hepes + L-Glutamax (Gibco), 10 %
hitzeinaktiviertes Humanserum, 1 % Penicillin/Streptomycin
(BioWHITTAKER), 20 HMg/mi Gentamycin (BioWHITTAKER),
sterilfiltriert mit Vakuumfiltrationseinheit

Tetramer-Farbepuffer TSBA: 50 % PBS, 50 % hitzeinaktiviertes (30’ bei
56 °C) FCS, 2 mM EDTA (Roth), 0,01 % Natriumazid (Merck)

Standard-FACS-Puffer PFEA: PBS mit 2 % hitzeinaktiviertem (30’ bei 56
°C) FCS, 2 mM EDTA (Roth), 0,01 % Natriumazid (Merck)

BSA-FACS-Puffer PBEA (enthalt kein freies Biotin): PBS mit 0,5 % BSA
(Sigma A-3059), 2 mM EDTA (Roth), 0,01 % Natriumazid (Merck)
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Steriler Tetramer-Farbepuffer sTSB: 50 % PBS, 50 % hitzeinaktiviertes
(30" bei 56 °C) FCS, 2 mM EDTA (Roth)

Steriler Standard-FACS-Puffer sPFE: PBS mit 2 % hitzeinaktiviertem (30’
bei 56 °C) FCS, 2 mM EDTA (Roth)

Steriler BSA-FACS-Puffer sPBE: PBS mit 0,5 % BSA (Sigma A-3059), 2
mM EDTA (Roth)

PBS+E: PBS mit 2 mM EDTA (Roth)

FACS-Fix: FACS-Puffer PFEA mit 1 % Formaldehyd (Fluka)
FACS-Clean, FACS-Rinse, FACS-Flow (Becton Dickinson)
Einfriermedium:90 % FCS und 10 % DMSO
DMEM-Spezialmedium

>1Cr (Naz*'Cr04), (c = 5 pCi/ul), (NEN Amersham Bioscience)

2.1.4 Peptide

Folgende Peptide wurden flr diese Arbeit benétigt. Sie wurden nach
Standard-Fmoc-Chemie von Patricia Hrstic in der Abteilung der
Molekularen Immunologie hergestellt und durch HPLC- und MS-Analyse
auf Identitadt und Reinheit Uberpruft.

Fur die Rackfaltung der Monomere wurden die Peptide in DMSO in einer
Konzentration von 10 mg/ml geldst.

Fir alle Anwendungen in der Zellkultur wurden die Peptide zuerst in DMSO
in einer Konzentration von 10 mg/ml geldst, und daraufhin mit ddH,O auf
1 mg/ml verdinnt.

Tabelle 2.1: SPAG4-Peptide. Diese mit Hilfe von SYFPEITHI flir die angegebenen Allele
vorhergesagten Peptide wurden synthetisiert.

SEQUENZ Molmasse Position SYFP-Score Allel Referenz
LLFQGLSVL 988,60 138-146 29 HLA-A*0201 SYFPEITHI
GLLYLVSPL 973,60 184-192 27 HLA-A*0201 SYFPEITHI
GPSCGEPAL 829,40 54-62 24 HLA-B*0702 | SYFPEITHI
Tabelle 2.2: VEGF-Peptid.
SEQUENZ Molmasse SYFP-Score Allel
SRFGGAVVR 947,53 30 B*2705
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Tabelle 2.3: Aspergillus fumigatus-Peptide. Mit Hilfe von SYFPEITHI wurden flr die angegebenen
Allele Peptide vorhergesagt. Es wurden die Peptide mit den héchsten SYFPEITHI Scores und hoher
Promiskuitat fir diverse Proteine von Aspergillus Fumigatus synthetisiert.

SEQUENZ Quelle | Molmasse | Position (Dﬁg;}!‘s..) PIeI::ttei!;I-‘;D
IKNLFLLAATAVSVL | Aspfl | 1571,97 4-18 | -01,-04,-07,-11 60554
ATAVSVLAAPSPLDA Asp f1 1381,75 12-26 -01,-07,-11 60555
DDHYLLEFPTFPDGH Asp f1 1801,80 116-130 | -01,-15 60557
QNGMGKDDHYLLEF Asp f1 1665,75 110-123 | -03,-04, 60562
RATWTCINQQLNPKT | Asp fl 1772,90 27-41 -04,-11 60564
PARVIYTYPNKVFCG Asp f1 1726,89 145-159 | -03,-07,-11,-15 60566
KVFCGIVAHQRGNQG | Asp f1 | 1612,83 | 155-169 | -11 60569
KRLLYSQAKAESNSH | Asp f1 | 1730,91 47-61 | -04,-11 60571

LAVLLPLAAPLVATL Asp f2 1473,95 7-21 -01,-03,-15 60575
RPTMEAVGAYDVIVN Asp f2 1633,81 99-113 | -01,-15 60577
APLVATLPTSPVPIA Asp f2 1445,85 15-29 -01,-04,-07 70002
GAYDVIVNGDKANVL | Asp f2 1546,80 106-120 | -01,-03,-04 70004
VIALAKSNGTESTHD Asp f2 1541,77 209-223 | -01,-11 70006
SETVICDRSYTTRRW | Asp f2 1871,90 146-160 | -03,-04 70010
SQGYTVAGSETNTFW | Asp f2 1646,72 166-180 | -04,-07 70012
NEAVELARHAKAHIL Asp f2 1670,92 69-83 -04,-11 70014
SDLMHRLYHVPAVGQ | Asp f2 1721,87 182-196 | -04,-11,-15 70017
VTSFPIHSSCNATQR Asp f2 1646,78 47-61 -01,-15 71003
EPVFFSWDAGAVTSF | Aspf2 | 1658,76 36-50 | -01,-07,-15 71005
ALQYFALEAYAFDIA Asp 2 1704,84 226-240 | -01,-15 71007
AGSFSSLSGHQANVY Chi B 1523,70 248-262 | -01,-11 70022
QANVYNDTSNPLSTP Chi B 1619,74 258-272 | -03,-04 70034
WNLMAYDYAGSFSSL Chi B 1723,76 240-254 | -03,-04,-11 70035
FVLLLREVRTALDSY Chi B 1794,00 188-202 | -03,-04,-11 70038
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GNNVYGCIKQLYLLK | ChiB | 1724,93 | 108-122 | -03,-04 70039
SPNFAPAASTDAGRK | ChiB | 1488,73 | 140-154 | -04,-07 70041
YRSVVYFVNWAIYGR | ChiB | 1891,97 | 43-57 |-04,-15 70043
LYAFANVRPETGEVH | ChiB | 1701,85 73-87 | -11,-15 70045
EHVLPDIMASYSYDA | ChiB | 1709,76 | 338-352 | -01,-03,-07 71017
VWDYKALPQAGATEH | ChiB | 1684,82 | 325-339 | -01,-04,-11,-15 71028
PRSFRHVDGFGVHTF | CatB | 1757,88 | 237-251 | -01 70048
KFHWKSLQGKASMVW | CatB | 1831,96 | 264-278 | -01 70049
GTKLKKLDGLKVGVL | CatB | 1568,00 | 560-574 | -01 70051
IPVFFIQDAILFPDL | CatB | 1746,96 | 177-191 |-01,-07 70055
YGDFSNITAASFLAK | CatB | 1603,79 | 115-129 | -01,-04 70057
HTLLWAMSGHGIPRS | CatB | 1661,85 | 225-239 |-01,-11 70059
AWDFFSQQPSTMHTL | CatB | 1794,8 | 213-227 | -01,-04 70061
VHTFRFVTDDGASKL | CatB | 1691,86 | 248-262 | -01,-03,-15 70063
FVPITKLGKMQLNRN | CatB | 1758,00 | 338-352 | -01,-03,-07,-11 70065
TRFYTDEGNFDIVGN | CatB | 1746,79 | 161-175 | -04,-07 70068
VGVLGSVQHPGSVEG | CatB | 1420,73 | 571-585 | -04,-11 70073
VRGVDFTEDPLLQGR | CatB | 1700,89 | 371-385 | -04 70076
FTAPGRTTSGKLVRA | CatB | 1560,87 | 456-470 | -07,-11 70078
FVRFSTVAGSRGSSD | CatB | 1571,77 | 137-151 | -11,-15 70079
TDDFANDLKEGLRTF | CatB | 1740,83 | 704-718 | -03 71047
SHELIAGAASFAGMK | cipC | 1488,74 | 26-40 |-01 70107
TKGLDEADKIRARRH | cipC | 1764,97 76-90 | 03,-04,-11,-15 70116
HREVYGERRHESSLS | cipC | 1840,89 12-26 | -04,-11 70118
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Tabelle 2.4: Peptide aus viralen oder Tumorantigenen, die als T-Zell-Epitope beschrieben wurden
und als Positivkontrollen dienten.

SEQUENZ Quelle Allel Position Referenz

NLVPMVATV HCMV pp65 | HLA-A*0201 | 495-503 (So'alcggg‘;t al.,

TPRVTGGGAM HCMV pp65 | HLA-B*0702 | 417-426 (Wq';geg)a"'
RPHERNGFTVL HCMV pp65 | HLA-B*0702 | 265-275 (Wee1k9e§9§t o
ELAGIGILTV Melan-A | HLA-A*0201 |  26-35 (Va'”l“ggs‘it al.,
KTSLYNLRRGTALA EBNA1_EBV | HLA-DRB1l | 514-527 (Khai‘ggs‘;t al.,
PGPLRESIVCYFMVFLQTHI | EBNA1_EBV | HLA-DRB1 | 551-570 (Pa'ugggzit al.,
HPTFTSQYRIQGKLE | HCMV pp65 | HLA-DRB11 | 366-380 (Nasé'égse)t al.,
KPGKISHIMLDVAFTSH | HCMV pp65 | HLA-DR | 283-299 (Naszt'agse)t al.,
SEHPTFTSQY HCMV pp65 | HLA-B*44 | 364-373 (Nasé'agse)t al,
LPLKMLNIPSINVH HCMV pp65 | HLA-DRB1 | 1115-1124 | (CalvorCalleet

al., 2007)

Tabelle 2.5: Peptide aus viralen Antigenen, die als T-Zell-Epitope beschrieben wurden und als

Negativkontrollen dienten.

SEQUENZ Quelle Allel Position Referenz
YVDRFYKTLRAEQASQEV HIV GAG HLA-DR 164-181 (Geels et al., 2006)
ILKEPVHGV HIV-1 RT A!'—‘”O_é(_)l 476-484 | (Walker et al., 1989)
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2.2 Methoden

2.2.1 Werkzeuge zur Arbeit mit antigenspezifischen
Zellen

2.2.1.1 Proteinexpression in E. coli und Aufreinigung

Verwendete Materialien:

Bakterien:

e BL21 pLysS E. coli, transformiert mit Expressionsvektor pET-3d flr
eine modifizierte Form der HLA- schweren Kette (ohne
Transmembrandomane, mit Biotinylierungssignal am
Carboxyterminus) fir die HLA-Allele A*0201, B*0702 und B*2705

e BL21 E. coli, transformiert mit Expressionsvektor pET-3a flr
humanes B,-Mikroglobulin.

Ampicillin 100 mg/ml (Roth) in H,0
Chloramphenicol 34 mg/ml (Sigma) in Ethanol p.a.

Niedrigsalz LB-Medium: 10 g/l Trypton Pepton (Difco), 5 g/l Bacto Yeast
Extract (Difco), 5 g/l NaCl (Merck)

Hochsalz LB-Medium: 10 g/l Trypton Pepton (Difco), 5 g/l Bacto Yeast
Extract (Difco), 10 g/l NaCl (Merck)

LB-Amp Platten (Hochsalz LB mit 100 pug/ml Ampicillin, 1,5 % Agar (Difco)

LB-Amp-Camp Platten (wie LB-Amp mit zusatzlich 12,5 pg/ml
Chloramphenicol)

1 M IPTG (Peglab) in H;O

Glashomogenisator 60 ml mit Kolben "S" 10-30 pm (Merck)
Plastikmakroklvetten (Brand)

Quarzmikroklvette (Hellma)

Triton-Waschpuffer: 50 mM Tris pH 8 (Sigma), 100 mM NaCl (Merck), 0,5
% Triton-X-100 (Sigma), 1 mM DTT (Sigma), 1 mM EDTA (Roth), 0,1
% Natriumazid (Merck)

Resuspensionspuffer: 50 mM Tris pH 8 (Sigma), 100 mM NaCl (Merck), 1
mM DTT (Sigma), 1 mM EDTA (Roth), 0,1 % Natriumazid (Merck)

Harnstoffpuffer: 8 M Harnstoff (UCB), 10 mM Tris pH 8 (Sigma), 100 mM
NaH,PO4 (Merck), 0,1 mM EDTA (Roth), 0,1 mM DTT. Harnstoff als 10
M Stammldésung mit "Duolite" Indikatorbeads (Merck) gelagert und
vor Gebrauch filtriert

Hydroxyapatit (DNA Grade Bio-Gel HTP, BioRad)
Sonifier 250 (Branson Ultrasonics)
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Vortexer (MS 1 IKA-Works, Inc.)
DNAse I grade II (Béhringer)

1 M MgCl, (Merck) in H,0
Durchftihrung:

Transformierte Bakterien, die bei -80 °C in Glycerin gelagert worden
waren wurden aufgetaut, und in einem Verdinnungsausstrich auf
geeignete sterile Agarplatten BL21pLysS - LB-Amp-Camp Platte und BL21
- LB-Amp Platte lGbertragen (LB-Amp Platte: 100 pg/ml Ampicillin - LB-
Amp-Camp Platte: 100 pg/ml Ampicillin und 34 ug/ml Chloramphenicol).
Daraufhin wurden die Platten bei 37 °C Uber Nacht inkubiert und am
Morgen bis zum Animpfen der Vorkultur bei 4 °C zwischengelagert.

Fur diese Vorkultur wurden zweimal 250 ml steriles Niedrigsalz LB-Medium
in einer 500 ml- Schittelflasche mit Schikane zuerst autoklaviert und
dann auf 37 °C vorgewarmt und mit Antibiotika versetzt (Konzentrationen
wie in Agarplatten). Mit einer Pipettenspitze wurde eine Kolonie von den
Verdinnungsausstrichen gepickt und eine der Flaschen damit inokuliert.
Die andere Flasche diente als Sterilkontrolle. Beide Flaschen wurden Uber
Nacht bei 37 °C und 180 rpm geschittelt. Um sicher zu gehen, dass die
Bakterien im Medium gut anwachsen, ist es mdglich vor Inokulierung der
Vorkultur, dies in einem 50 ml Réhrchen mit 25 ml LB-Medium zu prifen
und daraufhin erst die Vorkultur mit 1 ml davon zu inokulieren.

Fur die Hauptkultur wurden 20 x 1 | Niedrigsalz LB-Medium in 2 I-
Flaschen, soweit moglich mit Schikane, autoklaviert, auf 37 °C
vorgewarmt und wie die Vorkulturen mit Antibiotika versetzt. Dann wurde
jede Flasche mit 10 ml der Vorkultur angeimpft und bei 37 °C/180 rpm
inkubiert. Dabei wurden aus einer markierten Flasche regelmaBig Proben
entnommen und deren ODgop in Einmal-Plastikkiivetten (1000 ul) gegen
steriles Niedrigsalz LB-Medium gemessen.

Wurde eine ODgoo von 0,4-0,6 erreicht, wurde jede Flasche mit 0,5 ml
IPTG 1 M versetzt und noch einmal 4 h unter gleichen Bedingungen
inkubiert. Nach diesen 4 h wurden die Bakterien bei 4 °C/4200xg fur 20'
abzentrifugiert (Rotor SLA 3000, 5000 rpm). Die Bakterienpellets mussten
nun im Kdhlraum in einem madglichst kleinen Volumen an eiskaltem PBS
aufgenommen und vereinigt werden. Dies lieB sich aber viel schneller mit
Resuspendieren unter Zugabe von Glasperlen bewerkstelligen. Dieses
Gemisch wurde daraufhin gevortext. Die Glasperlen konnten mit einem
Sieb wieder entfernt werden. Nun war es madglich die Suspension flr
einige Tage bei -80 °C zu lagern.

Nachdem die Bakterien wieder aufgetaut waren, wurde diesen MgCl, (10
mM) und DNAse I (10 ug/ml) beigegeben und auf Eis durch Ultraschall (4
Runden mit den Einstellungen Output 5, Cycle 50 %, 2') lysiert.
AnschlieBend folgte eine Zentrifugation des gewonnenen Lysats bei 4
°C/27000xg fur 20" (Rotor SS34, 15000 rpm). Nach der Zentrifugation
war ein mehrschichtiges Pellet sichtbar: Eine feste weiBliche untere
Schicht (Einschlusskoérper) wurde von einer lockeren dunklen oberen
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Schicht (Rest der zerstérten Bakterien) bedeckt. Falls diese Schichtung
nicht zu erkennen war, musste wieder DNAse zugegeben werden und die
Ultraschallbehandlung wiederholt werden. Dann wurde zuerst der
Uberstand abgeschiittet, bevor die obere Schicht durch Abkratzen mit dem
Spatel entfernt wurde. Die Einschlusskdrper wurden in ca. 30 ml eiskaltem
Triton-Waschpuffer im Glashomogenisator auf Eis resuspendiert und
wiederum zentrifugiert. Nach circa vier Wiederholungen dieser
Aufreinigung sollte das Pellet der Einschlusskérper sehr hell und der
Uberstand klar aussehen.

Nun galt es das Detergenz Triton zu entfernen, was durch Waschen der
Pellets mit 30 ml eiskaltem Resuspensionspuffer erreicht wurde. Davor
wurden das Zentrifugenréhrchen und der Glashomogenisator mit
Resuspensionspuffer gespult. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt
wurde der Uberstand verworfen, die Einschlusskdrper mit einem Spatel
zerkleinert, circa 25 ml Harnstoffpuffer zugegeben und Uber Nacht bei 4
°C auf einem Rotator gedreht. Am nachsten Tag wurde die
Harnstofflosung 20' bei 27000xg/4 °C zentrifugiert, bei Auftreten eines
Pellets aus nicht gelésten Einschlusskérpern wurde der Uberstand
abgenommen und aufbewahrt und durch erneute Zugabe von
Harnstoffpuffer der Ldsevorgang fortgesetzt. Wiederum wurde die
Suspension mehrere Stunden geschiittelt und die Uberstidnde nach
erneuter Zentrifugation vereinigt.

Das erhaltene Harnstoffextrakt wurde spektrometrisch auf DNS-
Kontaminationen getestet (Spektrum im Bereich von 240-320 nm). Flr
die Aufnahme des UV-Spektrums wurde eine Quarzkivette (100 pl)
verwendet, die vorher grindlich mit der zu messenden Referenz- oder
Probenlésung gespult wurde. Das Verhaltnis OD60/OD2g0 sollte bei
Einschlusskérpern 0,58 betragen. Ein gréBerer Wert deutet auf eine DNS-
Kontamination hin. Diese Kontamination kénnte durch Zugabe von 10 %
Hydroxyapatit zum Harnstoffextrakt, 5' Inkubation bei RT und
Zentrifugation bei 4 °C/27000xg fur 20' weitgehend entfernt werden.

Die Reinheit des erhaltenen Harnstoffextrakts kdnnte auBerdem auf einem
12 % SDS Polyacrylamidgel mit anderen HLA-Molekllen als Standard
Uberprift werden. Nach Bestimmung der Proteinkonzentration mittels
Bradford-Test wurde der Harnstoffextrakt aliquotiert (8 mg fur HLA
schwere Kette, 7 mg fur pB,-Mikroglobulin) und bei -80 °C eingefroren.

2.2.1.2 Ruckfaltung von MHC-I-Molekilen

Verwendete Materialien:

Amicon 400 ml Ruhrzelle (Millipore) mit Ny-Druckgasflasche und
Magnetrihrer

Biomax 30 PBTK Membran, 76 mm Durchmesser, NMWL 30,000 (Millipore)
Amicon Ultra - 15 Ultrafiltrationseinheit, NMWL 10,000 (Millipore)
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Membranpumpe (KNF Neuberger)

L-Arginin freie Base (Sigma)

HEPES (Roth)

EDTA 0,5 M, pH 8 (Roth)

Reduziertes Glutathion (Sigma)

Oxidiertes Glutathion (Sigma)

1000 x PMSF (Sigma): 200 mM in Methanol (Merck), 250 pl-Aliquots bei -
80 °C gelagert

1000 x Leupeptin (Roche): 1 mg/ml in ddH,0O, 250 pl-Aliquots bei -20 °C
gelagert

1000 x Pepstatin (Roche): 0,7 mg/ml in Methanol (Merck), 250 ul-Aliquots
bei -80 °C

TBS: 20 mM Tris (Sigma), 150 mM NaCl (Merck), pH 8,0 (eingestellt mit
HCl 37 % p.a. (Merck) bei 10 °C). Nach Sterilfiltration (Millipore) und
Autoklavierung wird dem TBS 0,02 % NaAzid (Merck) zugegeben und
das TBSA bei 4 °C gelagert

Faltungspuffer 17,42 g L-Arginin (freie Base), 5,95 g HEPES wurden in 1
ml EDTA 0,5 M pH 8 und 211 ml ddH,O auf einem Magnetrihrer
aufgeldst. Bei 10 °C wurde mit konzentrierter HCl (5-10 ml) ein pH-
Wert von 7,76 eingestellt, anschlieBend mit H,O auf 250 ml
aufgefullt, sterilfiltriert und bei 120 °C fur 20' autoklaviert. Lagerung
bei 4 °C

Injektionspuffer: 3 M Guanidin-HCI (Fluka), 10 mM Natriumacetat
(Sigma), 10 mM EDTA (Roth), mit HCI auf pH 4,2 eingestellt und
aliquotiert bei —80 °C gelagert

S75 FPLC-Saule (Pharmacia): HiLoad 26/60 Superdex 75 Prep Grade

Schwere Kette (8 mg) und B»-Mikroglobulin (7 mg) in Harnstoffpuffer
geldst

Synthetisches Peptid (ca. 5-7 mg) 10 mg/ml in DMSO (Merck) gelost

Alle Peptide wurden nach Standard-Fmoc-Chemie hergestellt und durch
HPLC- und MS-Analyse auf Identitat und Reinheit Uberprift. Die flur die
Ruckfaltungen verwendeten Peptide sind in den Tabellen 2.1-2.4.
zusammengestellt.

Durchfiihrung:

Der Faltungspuffer wurde im Inkubator fir Schuittelkulturen (Infors
Multitron) bei 10 °C und 100 rpm vortemperiert. AnschlieBend wurden
unter RUhren 385 mg reduziertes Glutathion, 77,5 mg oxidiertes
Glutathion und 250 pl PMSF 1000 x zugegeben. Dann folgte die
tropfenweise Zugabe der Peptidlésung zum Faltungspuffer. 8 mg a-Kette,
die bei Raumtemperatur aufgetaut worden ist, wurde mit Harnstoffpuffer
auf eine Konzentration von 20 mg/ml eingestellt, bevor 700 pl
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Injektionspuffer zugegeben wurden und die Lésung in einer 1 ml-Spritze
mit 26 G Kaniule aufgezogen wurde. Auch 7 mg B.-Mikroglobulin in
Harnstoffpuffer wurden mit 780 ul Injektionspuffer versetzt und in einer
Spritze aufgezogen. Nun wurde bei maximaler Rihrgeschwindigkeit zuerst
die schwere Kette und dann die leichte Kette so rasch und nahe wie
madglich am Rihrer in den Faltungspuffer injiziert.

Nach 12 stindiger Inkubation Uber Nacht im Inkubator bei 10 °C und 100
rpm wurden am nachsten Morgen erneut 8 mg schwere Kette wie oben
beschrieben zugegeben. Nach weiteren 12 h Inkubation erfolgte unter
gleichen Bedingungen die nachste Zugabe von 8 mg schwerer Kette, der
folgte wiederum eine 12 stiindige Inkubation bei 10 °C im Schuttler.

Die wahrend dieser ersten Rilckfaltungsphase entstandenen HLA-
Aggregate wurden durch Vakuumfiltration (0,22 pm-Vakuumfilter) an
einer Membranpumpe entfernt. Im Anschluss wurde das Filtrat in einer
Amicon-Rihrzelle mit Biomax 30 Membran, welche zuvor mit 250 ml
filtriertem ddH,O gespllt wurde, von 250 ml auf circa 25 ml unter
leichtem Riihren und ca. 50 psi Uberdruck eingeengt. Das Retentat wurde
dann aus der Rihrzelle pipettiert und die Membran mit 5 ml Permeat
gespllt und die Spullésung mit dem Retentat vereinigt, welches nun bis
auf weiteres bei 4 °C gelagert wurde. Zur Ressourcenschonung wurde auf
die Membran 200 ml Membran-Waschlésung in die Rihrzelle gegeben und
fur 30' bei Raumtemperatur langsam gerihrt. Dies regenerierte die
Membran und sie konnte ein weiteres Mal benutzt werden. Bis zur
weiteren Verwendung wurde die Membran der Rihrzelle enthommen und
in TBSA bei Raumtemperatur gelagert.

Das Permeat wurde fir eine zweite Rlckfaltung verwendet, da es noch
Uberschuissiges Peptid sowie reduziertes und oxidiertes Glutathion enthalt.
Bis auf die Zugabe von reduziertem und oxidiertem Glutathion sowie
Peptid wiederholte sich die oben beschriebene Prozedur der ersten
Rickfaltungsphase. SchlieBlich wurde beim Einengen der Lésung wahrend
der zweiten Ruckfaltungsphase in der Amicon-Rihrzelle das Retentat der
ersten Rulckfaltungsphase zugegeben. Hierbei wurde die regenerierte
Membran wieder verwendet.

Dieses Retentat wurde nun durch Zentrifugation bei 3200xg/4 °C fir 5'
(Megafuge 4000 rpm) von erneut ausgefallenen Aggregaten gereinigt und
in einer Amicon Ultra - 15 Ultrafiltrationseinheit auf ca. 5 ml in einer
Zentrifuge eingeengt (3200xg/4 °C in einer Megafuge bei 4000 rpm).
Danach wurde die Membran mit 1 ml Permeat gespdilt und die Spullédsung
mit dem Retentat vereinigt.

Um die madglicherweise neu entstandenen Aggregate nochmals zu
entfernen wurde wiederum bei 3200xg/4 °C flr 5' zentrifugiert. Der
Uberstand wurde auf eine S75 FPLC-S&ule (Pharmacia) aufgetragen. Die
Auftrennung fand bei einer Flussrate von 3 ml/min statt, wahrend 5 ml-
Fraktionen unter spektroskopischer Kontrolle (280 nm) gesammelt
wurden. Die Fraktionen (circa 25 -30 ml Gesamtvolumen), welche das
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Monomer enthielten, wurden vereinigt und die Proteaseinhibitoren PMSF,
Pepstatin und Leupeptin unmittelbar danach zugegeben.

2.2.1.3 Biotinylierung der Monomere durch BirA

Verwendete Materialien:
10 % Natriumazid (Merck)
BirA-Ligase

D-Biotin (Sigma) 100 mM in 200 mM TrisBase (Sigma); 250 pul-Aliquots
bei -80 °C gelagert

ATP (Sigma) 100 mM in H,0 (eingestellt auf pH 7,0); 300 pl Aliquots bei -
80 °C gelagert

Tris (Sigma) 1 M pH 8.0 (bei 25 °C eingestellt)
MgCl, (Merck) 1 M
Durchflihrung:

Das in den Fraktionen in Losung enthaltene riickgefaltete Monomer wurde
in einer, zuvor mit TBS a&quilibrierten, Amicon Ultra - 15-
Ultrafiltrationseinheit auf ein flr die Biotinylierungsreaktion benoétigtes
Reaktionsvolumen von 5 ml eingeengt. Die eingeengte Lésung wurde
durch Zentrifugation bei 3200xg/4 °C flur 5' erneut von Niederschlagen
befreit und dann wurde der Lésung 400 pl Tris, 25 pl MgCl, und 250 pl
ATP zugegeben. Nachdem die Lésung invertiert wurde, erfolgte der Start
der Biotinylierungsreaktion durch die weitere Zugabe von 20 pg BirA
Enzym und 28,5 pl Biotin. Diese Lésung wurde flir 12-16 h bei 27 °C im
Wasserbad Uber Nacht inkubiert.

Am nachsten Morgen wurden die entstandenen Aggregate bei 3200xg/4
°C fur 5' (Megafuge 4000 rpm) entfernt. Darauf trennte eine erneute
Gelfiltration, wie unter 2.2.1.3 beschrieben, die biotinylierten Monomere
von freiem Biotin. Die Monomer-Fraktionen wurden vereinigt, mit PMSF,
Leupeptin und Pepstatin sowie 2 mM EDTA und 0,1 % Natriumazid
versetzt und in einem frischen Amicon Ultra - 15-Ultrafiltrationseinheit
maximal aufkonzentriert (Restvolumen circa 200 pul). Nach dem
Nachspilen der Membran sollten nicht mehr als 300 pl Volumen ubrig
bleiben, das dann fur 5’ bei maximaler Geschwindigkeit in einer
Tischzentrifuge zentrifugiert wurde. Bei einer angenommenen Dichte von
1 g/ml wurde das genaue Volumen durch Wiegen bestimmt. Mit dieser
Information und dem Bradford-Test war man in der Lage die
Proteinkonzentration zu ermitteln. Die Konzentration der Monomerlésung
wurde auf 2 mg/ml eingestellt und in Aliquots von je 50 pg in
lichtundurchlassigen Cryoréhrchen bei - 80 °C gelagert.
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2.2.1.4 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bradford-
Test

Verwendete Materialien:

96napf Flachbodenplatte (Greiner Cellstar)

Roti-Nanoquant Proteinassay 5x (Roth), als Arbeitslésung frisch 1:5 in H,O
verdinnt

BSA (Sigma): 0-100 pg/ml im Lésungsmittel der Probenlésung aliquotiert
und bei
-20 °C gelagert

ELISA-Reader Spectramax 340 mit Software Softmax Pro 2.1 (Molecular
Devices)

Durchfiihrung:

Durch eine Abschatzung der Proteinkonzentration mit Hilfe der weniger
empfindlichen Messung bei 280 nm konnte die Probenlésung entsprechend
verdinnt werden, so dass die Konzentration im Bereich der Standardkurve
lag. Um sicher zu gehen sollten zwei Verdinnungen mit unterschiedlichen
Konzentrationen pipettiert werden. Der Bradford-Test wurde in 96napf-
Platten durchgefihrt. Pro Probe wurde eine Zeile der Platte verwendet und
die ersten sechs Napfe mit je 50 pl Standardlésungen von 0, 20, 40, 60,
80 und 100 pg/ml befullt. Die weiteren Napfe der Platte nahmen
Dreifachansatze mit je 50 pl der zwei entsprechenden Verdinnungen auf.
Bei der Zugabe von 200 pl Nanoquant Arbeitslésung pro Napf wurde
beachtet, dass sowohl Standard- als auch Testlésungen die gleiche
Temperatur hatten. Dies wurde durch kurze Aquilibrierung erreicht und
dadurch, dass die Nanoquant Arbeitslésung in alle Napfe gleichzeitig
pipettiert wurde (12-Kanalpipette), anschlieBend wurde mit der Pipette
kurz gemischt. Eventuell entstandene Luftblasen konnten mit Hilfe einer
Injektionsnadel entfernt werden. Nach einer funfminttigen Inkubation bei
RT wurde dann der Quotient ODsg0/OD4so im ELISA-Reader gemessen.
Anhand der aus den Standardlésungen erhaltenen Regressionsgeraden
wurde darauf die Konzentration der Proben berechnet.

2.2.1.5 Multimerisierung der Monomere mittels Streptavidin

Verwendete Materialien:

Streptavidin-PE 1 mg/ml (Molecular Probes)
Streptavidin-APC 1 mg/ml (Molecular Probes)
Monomer

Durchfthrung:

Um Tetramere zu erhalten wurde die gewlinschte Menge an Peptid-MHC-
Monomer aufgetaut und bei 4 °C mit Streptavidin-Konjugat im Verhaltnis
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Monomer : Streptavidin = 4 : 1 versetzt. Aufgrund der Molekulargewichte
von 45 kDa flr das Monomer, von 60 kDa flr Streptavidin, von 240 kDa
fir Phycoerythrin und von 104 kDa flir Allophycocyanin missen folgende
Mengen flr die Multimerisierung von einem Aliquot von 50 uyg Monomer
zugegeben werden: 78,5 ug Streptavidin-PE bzw. 43,5 ug Streptavidin-
APC. Die Zugabe von Streptavidin erfolgte in 10 Schritten - bei jedem
Schritt wurden 10 % der Streptavidin-Gesamtmenge zugegeben, gefolgt
von 30" auf dem Rotator im Dunkeln bei 4 °C. Am Ende wurde das
Réhrchen kurz zentrifugiert und im Dunkeln bei 4 °C gelagert. Die
Haltbarkeit der Tetramere liegt zwischen vier bis sechs Wochen.

2.2.1.6 Synthese von aAPCs

Verwendete Materialien:
96napf-Platte (Corning 3799)
Flachschuttler (IKA-Vibrax-VXR)

Streptavidin coated 5,47 um polystyrene microspheres, “Beads” (Bangs
Laboratories)

Biotinylierte MHC-I-Monomere.

Biotinylierter Mouse anti-human CD28-Antikérper 9.3 (IgG2a)
Biotinylierter IgG1 Maus-anti-human 4-1BB (Garni-Wagner et al., 1996)
PBS

PBE-Puffer: PBS, 0,5 % BSA (Sigma), 2 mM EDTA, sterilfiltriert
Durchfthrung:

Sterile Bedingungen!

Die Beads, die es mit MHC-Monomeren und kostimulatorischen Molekiilen
zu beschichten galt wurden in 96napf-Platten in genau der gleichen
Anordnung synthetisiert wie die T-Zellen, die mit ihnen stimuliert werden
sollten. Pro Napf wurden immer 1x10° MHC-beschichtete Beads
hergestellt, dies war fiir 4 Stimulationen mit je 2x10° Beads ausreichend.
Mit eingerechnet war dabei ein etwaiger Verlust wahrend der Synthese.

Es wurden immer Beads mit zwei unterschiedlichen MHC-Monomer-
Dichten auf deren Oberflache hergestellt:

e FUr high density Beads wurde 20 nM MHC-Monomer verwendet.
e FUr low density Beads wurde 200 pM MHC-Monomer verwendet.

Die kostimulierenden Antikdrper anti-CD28 und anti-4-1BB wurden im
Verhaltnis 1:3 und in einer Gesamtkonzentration von 20 nM eingesetzt.

Dazu wurden zuerst die entsprechenden MHC-Monomere in PBE auf eine
Konzentration von 5 pg/ml (Stimulation mit hoher MHC-Dichte) oder auf
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0,05 pg/ml (Stimulation mit geringer MHC-Dichte) verdinnt und 50 pl
dieser Verdinnungen pro Napf pipettiert.

Auch die kostimulatorischen Antikdrper wurden in PBE so eingestellt, dass
nach Zugabe von 50 pl dieses Antikbérpermixes pro Napf eine
Gesamtkonzentration von 20 nM bezogen auf das Gesamtvolumen von
250 pl des Beladungsansatzes vorlag.

Darauf wurde die errechnete Menge der mit Streptavidin beschichteten
Beads enthommen und zweimal in 10 ml PBE gewaschen (Zentrifugation
der Beads bei 4 °C fir 10" bei 1280xg bzw. 2500 rpm in Megafuge). Nach
diesen Waschschritten wurden die Beads in PBE auf eine Konzentration
von 6,6x10° Beads/ml eingestellt und schlieBlich wurden in jedes Napf
1x10° Beads pipettiert.

Nach einer Inkubation von 30" bei RT und 1000 rpm auf einem
Flachschittler wurde die Platte viermal mit 200 pl PBE pro Napf
gewaschen (Zentrifugation flr 2’ bei 4 °C und 1280xg bzw. 2500 rpm in
Megafuge). Danach wurden die MHC-beschichteten Beads in 200 ul PBE
resuspendiert. Die Platte wurde in Aluminium-Folie eingewickelt und bei 4
°C gelagert.

2.2.2 Zellkultur
2.2.2.1 Einfrieren von PBMCs

Verwendete Materialien:

Einfrierbox (Nalgene Cryo Freezing Container) mit Isopropanol (Merck)
Einfriermedium: Hitzeinaktiviertes FCS mit 10 % DMSO (Merck), steril.
Durchfihrung:

Sterile Bedingungen!

Die PBMCs wurden gewaschen, gezahlt und zentrifugiert (10' bei
460xg/RT, 1500 rpm in Megafuge). Das Zellpellet wurde mdglichst schnell
in eiskaltem Einfriermedium resuspendiert, um eine Zellkonzentration von
2x107 Zellen/ml einzustellen. Daraufhin wurden in Aliquots zu je 1 ml der
Zellsuspension pro Cryordhrchen pipettiert und die Réhrchen sofort in der
Einfrierbox bei -80 °C tiefgefroren.
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2.2.2.2 Auftauen von PBMCs

Verwendete Materialien:

T-Zellmedium

Auftaumedium: PBS+2 % hitzeinaktiviertes Humanserum+DNase 3ug/ml
(Sigma)

Durchfliihrung:

Sterile Bedingungen!
Alle Zentrifugationsschritte flir 10' bei 460xg/RT, 1500 rpm in Megafuge!

Die Cryordhrchen wurden im Wasserbad bei 37 °C gehalten, bis die darin
enthaltene Zellsuspension fast aufgetaut war. Die Zellen wurden schnell in
ein Réhrchen mit 10 ml Auftaumedium, welches auf RT vortemperiert war
aufgenommen und fir 10' bei 460xg (1500 rpm in Megafuge) und RT
zentrifugiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit T-Zellmedium wurden
die Zellen in einem geeigneten Volumen an Medium aufgenommen und fur
die weitere Verarbeitung gezahlt.

2.2.2.3 Bestimmung der Lebendzelldichte

Verwendete Materialien:

Trypanblaulésung: 0,05 % Trypanblau (Merck) und 0,02 % Natriumazid
(Merck) in H0

Zahlkammer (Neubauer)
Lichtmikroskop (Leica DMIL)
Durchfiihrung:

Das Deckglas wurde auf die zuvor gereinigte, angefeuchtete Zadhlkammer
gepresst bis Newtonsche Ringe sichtbar wurden und zum Trocknen
beiseite gelegt. Um lebende Zellen von toten Zellen unterscheiden zu
kdnnen wurden, je nach zu erwartender Zellzahl, 10 ul Zellsuspension in
passender Verdinnung mit Trypanblaulésung (Blaufarbung der toten
Zellen, da nur diese Trypanblau aufnehmen kdénnen) versetzt. Daraufhin
wurden ca. 15 pul der blauen Zellsuspension in die Zahlkammer pipettiert.
Die Lebendzelldichte wird folgendermaBen berechnet: Zelldichte in der
Zellsuspension [Zellen/ml] = Zellzahl in einem GroBquadrat (1 mm?) x
(Verdiinnungsfaktor) x 10%.
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2.2.2.4 Isolierung von PBMCs aus peripherem Blut

Verwendete Materialien:

Lymphozytenseparationsmedium (PAA Laboratories)
PBS

T-Zellmedium

Einfriermedium

Durchftihrung:

Sterile Bedingungen!
Die zu isolierenden Blutprodukte konnten aus drei Quellen stammen:

e Frisch von einem Spender entnommenes peripheres heparinisiertes
Blut.

e Erythrozytenabgereichertes, peripheres heparinisiertes Blut (,Buffy
Coat") von der Blutbank.

e Durch Leukapherese leukozytenangereichertes Blutprodukt,
ebenfalls von der Blutbank.

Diese Blutprodukte wurden mit PBS verdinnt, so dass eine gerade Zahl
von 50 ml-Réhrchen mit 30 ml verdinnten Blutprodukt beladen werden
konnte. Es wurden in 50 ml-Réhrchen jeweils 15 ml
Lymphozytenseparationsmedium mit 30 ml verdinntem Vollblut oder
Blutprodukt vorsichtig Uberschichtet. Eine Zentrifugation bei
ausgeschalteter Bremsfunktion fiur 20' bei 820xg (2000 rpm in
Megafuge) folgte. Die weiBe zwischen Lymphozytenseparationslésung
und Serum (Interphase) gebildete PBMC-Schicht jedes Roéhrchens
wurde mit der Pipette abgenommen und in je 30 ml PBS transferiert.
Nach einer weiteren Zentrifugation (10' bei 660xg, 1800 rpm in
Megafuge) wurde der Uberstand verworfen, die Zellen vereinigt und
nochmals mit 40 ml PBS gewaschen, gezahlt und zentrifugiert (10" bei
460xg, 1500 rpm in Megafuge). Das PBMC Pellet wurde entweder direkt
weiterverarbeitet (MACS-Separation!), in T-Zellmedium aufgenommen
und bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert (Adharenzschritt zur Gewinnung
von Monozyten oder fur die Weiterverarbeitung zu einem spateren
Zeitpunkt), oder in Einfriermedium aufgenommen und eingefroren.

2.2.2.5 MACS Methode

Verwendete Materialien:

T-Zellmedium
PBE-Puffer

MACS-Saulen: LS - max. 2x10° Zellen, max. 10%® markierte Zellen
(Miltenyi Biotec)



Materialien und Methoden 84

MACS-Magnet (Miltenyi Biotec)

Streptavidin-Beads (Miltenyi Biotec): 10 pl/2x10” Zellen verwenden.
Biotinylierter OKT-8 (a-CD8) Antikérper 500 pg/ml

Durchfthrung:

Sterile Bedingungen!

Im Verlauf dieses Protokolls wurden die Zellen immer flir 10’ bei 460xg
und 4 °C (Megafuge: 1500 rpm) zentrifugiert.

Das Inkubationsvolumen flr die folgenden Schritte betrug immer 100 pl
Volumen/2x10’ Zellen.

Bei den LS-MACS-Saulen wurde jedes Mal gewartet, bis sie leer gelaufen
waren, bevor neue Lésung aufgetragen wurde.

Die aus den verschiedenen Blutprodukten gewonnenen PBMCs wurden
gezahlt und zentrifugiert. Nachdem die Zellen pelletiert worden waren,
wurden sie in einer Lbésung des biotinylierten OKT-8 Antikdrpers
resuspendiert (der Antikérper wurde mit kaltem PBE auf 1 pg/ml
verdinnt; das Volumen entsprach dem Inkubationsvolumen) und fir 15’
bei 4 °C inkubiert. Danach wurden sie zweimal mit 10 ml kaltem PBE
gewaschen, es galt darauf zu achten, dass der Uberstand méglichst
vollstandig abgesaugt wurde. Darauf wurde die bendétigte Menge (10
ul/2x10” Zellen) an Streptavidin-Beads in kaltem PBE auf das
Inkubationsvolumen verdinnt und die Zellen damit resuspendiert. Es
folgte eine Inkubation fur 15’ bei 4 °C. Nach der Inkubation wurden die
Zellen erneut zweimal mit kaltem 10 ml PBE gewaschen.

Wahrend dieses Zentrifugationsschrittes wurde die LS-MACS-Saule mit 3
ml PBE aquilibriert. AnschlieBend wurden die Zellen in 500 ul PBE
resuspendiert, auf die Sdule gegeben und dreimal mit 3 ml PBE
gewaschen. Der Durchlauf (CD8™ T-Zellen) wurde gesammelt und 1x10’
CD8" T-Zellen wurden spater in einem Aliquot fir eine eventuelle FACS-
Analyse der Trenneffizienz eingefroren.

Die Saule wurde nun vorsichtig aus dem Magnet entnommen, in ein 15
ml-Réhrchen gestellt und die CD8* Zellen mit 4 ml PBE herausgespiilt.
Dazu wurden die Zellen nach Zugabe von PBE schnell mit dem sterilen
Stempel aus der Saule herausgedriickt. Die Zellen wurden zentrifugiert, in
vorgewarmtem T-Zellmedium aufgenommen und gezahlt. Ein Aliquot mit
1x10° CD8* T-Zellen wurde fiir die FACS-Analyse der Trenneffizienz
verwendet und mit den CD8 T-Zellaliquot eingefroren. Die Ubrigen CD8™
T-Zellen wurden anderen Mitgliedern der Arbeitsgruppe zur Verfligung
gestellt, oder verworfen. Die CD8" T-Zellen wurden in T-Zellmedium
aufgenommen und bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert.
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2.2.2.6 Amplifikation von Aspergillus fumigatus spezifischen
CD4* T-Zellen

Da die Frequenzen von virus-, pilz- oder tumorspezifischen T-Zellen ex
vivo haufig unter der Nachweisgrenze des IFNy-ELISpot oder der
Intrazellularfarbung liegen, ist meist eine in vitro Amplifikation von den
spezifischen T-Zellen vonnéten.

Verwendete Materialien:
96napf-Platten (Corning 3799)
T-Zellmedium

Interleukin 2 (in PBS mit 0,1 % HSA, aliquotiert und bei -20 °C gelagert,
R&D Systems)

Interleukin 4 (in PBS mit 0,1 % HSA, aliquotiert und bei -20 °C gelagert,
R&D Systems)

Interleukin 7 (in PBS mit 0,1 % HSA, aliquotiert und bei -20 °C gelagert,
R&D Systems)

Synthetische Peptide 1 mg/ml in DMSO und ddH,0 (Merck) geldst
Durchfihrung:

Sterile Bedingungen!

Im Verlauf dieses Protokolls wurden die Zellen immer flr 10’ bei 460xg
und 4 °C (Megafuge: 1500 rpm) zentrifugiert.

Die zu untersuchenden PBMCs oder T-Zellen wurden aufgetaut, siehe
2.2.2.2. Die Amplifizierung von spezifischen Zellen wurde in 96napf-
Platten durchgefiihrt Es wurden je 0,5-1x10° Zellen pro Napf einer 96er-
Platte in 100 pl T-Zellmedium mit IL-4 (5ng/ml) und IL-7 (5ng/ml)
kultiviert. Am nachsten Tag wurden die Zellen durch die zu testenden
Peptide, die in 50 pl T-Zellmedium zugegeben wurden, stimuliert. Die
finale Konzentration pro Peptid in einem Napf sollte bei Klasse II
restringierten tumor-assoziierten Peptiden 10 ug/ml, bei viralen Peptiden
1-5 pg/ml betragen. Am dritten Tag wurde IL-2 geldst in 50 pyl pro Napf
zugegeben, Finalkonzentration pro Napf 2 ng/ml. Das Endvolumen liegt
nun bei 200 ul pro Napf liegen. Alle zwei Tage wurde darauf 100 pl/Napf
mit einer Multikanalpipette vorsichtig entfernt und durch 100 pl frisches T-
Zellmedium mit IL-2 ersetzt, mit 2ng/ml finaler IL-2 Konzentration (Tag 5,
Tag 7, Tag 9). Um den Zytokinhintergrund in den nachfolgenden Analysen
zu minimieren wurde am Tag 11 der Medienwechsel ohne IL-2 Gabe
durchgefiihrt. Ab Tag 13 konnte die Analyse entweder durch IFNy-ELISpot
(2.2.3.6) oder intrazellularen Zytokinfarbung (2.2.3.4) erfolgen.
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2.2.2.7 Antigenspezifische Stimulation von T-Zellen mittels
Peptid-beladener DCs

2.2.2.7.1 Praparation humaner Dendritischen Zellen aus

PBMCs

Verwendete Materialien:

T-Zellmedium
PBS (BioWHITTAKER)

Interleukin 2 (in PBS mit 0,1 % HSA, aliquotiert und bei -20 °C gelagert,
R&D Systems)

Interleukin 4 (in PBS mit 0,1 % HSA, aliquotiert und bei -20 °C gelagert,
R&D Systems)

Interleukin 7 (in PBS mit 0,1 % HSA, aliquotiert und bei -20 °C gelagert,
R&D Systems)

GM-CSF(in PBS mit 0,1 % HSA, aliquotiert und bei -20 °C gelagert,
Novatis)

LPS (in PBS mit 0,1 % HSA, aliquotiert und bei -20 °C gelagert, Sigma)

Prostaglandin E (in PBS mit 0,1 % HSA, aliquotiert und bei -20 °C
gelagert, Sigma)

X-Vivo 20, serumfreies Medium (Cambrex)
Durchfiihrung:

Sterile Bedingungen!

Im Verlauf dieses Protokolls wurden die Zellen immer flr 10’ bei 460xg
und 4 °C (Megafuge: 1500 rpm) zentrifugiert.

PBMCs wurden aufgetaut, siehe 2.2.2.2, danach 100x10° bis 120x10°
Zellen in 15 ml X-Vivo 20 aufgenommen und in eine Gewebekulturflasche
Uberfihrt. Nach 75-mindtiger Inkubation bei 37 °C wurde das Medium
abgenommen, in ein 50 ml-Réhrchen Uberflihrt und 3x mit je 10 ml X-
Vivo-Medium nachgesplilt. Die so erhaltenen PBLs wurden abzentrifugiert,
gezahlt und eingefroren, siehe 2.2.2.1, oder in 15 ml T-Zellmedium
aufgenommen, welches mit IL-2 (2ng/ml) und IL-7 (5ng/ml) versetzt war.
Danach wurde die Zellsuspension in eine Gewebekulturflasche lberfuhrt
und im Inkubator bei 37 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Auf die adharierten Monozyten in der Ausgangskulturflasche wurden 15 ml
T-Zellmedium (versetzt mit 100 ng/ml GM-CSF und 20 ng/ml IL-4)
gegeben. Nach dreitagiger Inkubation im Brutschrank bei 37 °C wurden
7,5 ml des Mediums abgenommen und bei 460g (1500 rpm in Megafuge
2.0) fur 8 /20 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 7,5 ml frischen T-
Zellmedium aufgenommen, welches mit 200 ng/ml GM-CSF und 40 ng/ml
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IL-4 versetzt war. Diese Zellsuspension wurde in die
Ausgangskulturflasche zuriickgegeben diese darauf im Inkubator bei 37 °C
flir weitere drei Tage inkubiert. Zu den nun unreifen Dendritischen Zellen
wurden LPS (100 ng/ml) und Prostaglandin E (1 pg/ ml) zugegeben, der
Erfolg der Reifung konnte ein Tag spater per FACS-Analyse uberpriift
werden.

2.2.2.7.2 T-Zell-Induktion mit Peptid-beladenen reifen DCs

Verwendete Materialien:

24napf-Platte (Greiner bio-one)

T-Zellmedium

PBS+E: PBS mit 2 mM EDTA (Roth)

Synthetische Peptide 1 mg/ml in DMSO (Merck) und ddH,0 geldst
Reife DCs

Durchfiihrung:

Sterile Bedingungen!

Im Verlauf dieses Protokolls wurden die Zellen immer flr 10’ bei 460xg
und 4 °C (Megafuge: 1500 rpm) zentrifugiert.

Die reifen DCs wurden zuerst geerntet, dafiir wurde der Uberstand aus der
Zellkulturflasche abgenommen und in ein 50 ml Falcon uberflihrt. Dann
wurden 10 ml PBS+E zu den Zellkulturflaschen gegeben und diese fur 5
min im Brutschrank eingestellt, danach wurden durch ,klopfen™ die
restlichen Zellen abgel6st. (Sichtkontrolle mit Mikroskop!) Diese Zellen
wurden ebenfalls in das 50 ml Falcon Uberfihrt und abzentrifugiert. Ein
Waschschritt mit T-Zellmedium und Zellzahlbestimmung, siehe 2.2.2.3,
folgte. Die T-Zellinduktion wurde in 24napf-Platten durchgeflihrt. Pro Napf
wurden 5x10° DCs eingesetzt, wenn méglich, sollten mindestens 3
Napfe/Peptid angesetzt werden. Flr die Beladung der DCs mit Peptiden
wurden die DCs in 1 ml T-Zellmedium aufgenommen und auf 15-mi-
Falcons verteilt, pro Peptidansatz wurden 5-10 pl Peptidstocklésung
pipettiert, es sollte immer eine finale Endkonzentration von 5-10 pl/ml
Peptid eingestellt sein. Es folgte eine Inkubation bei 37 °C fir 2 Stunden
im Brutschrank. Wahrendessen wurden die autologen PBMC/PBLs
aufgetaut. Es wurden pro Napf mindestens 3x10° PBMC/PBLs eingesetzt.
Die frisch aufgetauten PBMCs, oder die kultivierten PBLs wurden
mindestens zweimal mit T-Zellmedium gewaschen und anschlieBend die
Zellzahl bestimmt. Die PBMC/PBLs konnten bereits in eine 24napf-Platte
vorgelegt werden (pro Napf je 1 ml). Nach der zweistiindigen Inkubation
mit den Peptiden wurden die DCs zu den vorgelegten PBMCs/PBLs
zugegeben. (Mit dem Uberstand und den darin enthaltenen Peptiden!).
Das Endvolumen pro Napf in einer 24napf-Platte wurde immer auf 2 ml
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eingestellt. Es folgten sieben Tage Ruhe flur die Zellen im Brutschrank und
danach die Restimulation mit Peptid-beladenen autologen PBMCs

2.2.2.7.3 Restimulation der spezifischen T-Zellen

Verwendete Materialien:

T-Zellmedium
PBS (Gibco)

Interleukin 2 (in PBS mit 0,1 % HSA, aliquotiert und bei -20 °C gelagert,
R&D Systems)

Synthetische Peptide 1 mg/ml in DMSO (Merck) und ddH20 gelost
Eingefrorene autologe PBMCs

Gammazelle (Caesiumquelle, Gammacell 1000 Elite Nordion International
Inc)

Durchfiihrung:

Sterile Bedingungen!

Im Verlauf dieses Protokolls wurden die Zellen immer flir 10’ bei 460xg
und 4 °C (Megafuge: 1500 rpm) zentrifugiert.

Die eine Woche zuvor mit DCs stimulierten PBMCs/PBLs (Effektorzellen)
wurden aus jedem Napf der 24er Platte entnommen und in ein Falcon
Uberflhrt. AnschlieBend wurden diese Zellen abzentrifugiert, einmal mit
PBS und dann mit T-Zellmedium gewaschen und dann die Zellzahl
bestimmt, siehe 2.2.2.3. Pro Napf einer 24napf-Platte wurden 5x10°
Effektorzellen in 1 ml T-Zellmedium ausplattiert. Anhand der ermittelten
Zahl von Effektorzellen, wurden nun passend autologe PBMCs (Zielzellen)
aufgetaut, siehe 2.2.2.2. Pro 5x10° Effektorzellen und somit Napf wurden
2,5x10° PBMCs benétigt. Um diese Zielzellen mit Peptid zu beladen wurde
die entsprechende Menge an Zellen in einem 15 ml Falcon in 1 ml T-
Zellmedium  aufgenommen und das Peptid zugegeben. Die
Finalkonzentration an Peptid betrug 5-10 pl/ml. Es folgte eine Inkubation
bei 37 °C fur 2 Stunden im Brutschrank, anschlieBend wurden die Peptid-
beladenen Zielzellen bei 30Gy, das bedeutet flir 4'21"” in der Gammazelle
bestrahlt. Danach wurden die bestrahlten Zielzellen auf die bereits
vorgelegten Effektorzellen gegeben. Vorher wurde aber noch die
entsprechende Menge T-Zellmedium pro 15-ml-Falcon zugeben, so dass
das Endvolumen pro Napf 2 ml betrug. Ab dem nachsten Tag und ab dann
in einem Rhythmus von 2 Tagen wurde ein Mediumwechsel mit IL-2 Gabe
(2 ng/ml) durchgeftihrt. Nach einem oder mehreren Restimulationszyklen
konnte die Analyse der Effektorzellen entweder durch IFNy-ELISpot
(2.2.3.6), intrazelluldrer Zytokinfarbung (2.2.3.4), Tetramerfarbung oder
Zytotoxizitatsnachweis (2.2.3.7) erfolgen.
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2.2.2.8 Antigenspezifische Stimulation der zytotoxischen T-
Zellen mittels artifizieller MHC-I beschichteter Beads

Verwendete Materialien:

T-Zellmedium

Interleukin 2 (10° U/ml in PBS mit 0,1 % HSA, aliquotiert und bei -20 °C
gelagert, Chiron)

Interleukin 12 (1 pg/ml in PBS mit 0,1 % HSA, aliquotiert und bei -20 °C
gelagert, Promo Cell)

aAPCs, siehe 2.2.1.6.
Durchfiihrung:

Sterile Bedingungen!

Im Verlauf dieses Protokolls wurden die Zellen immer flir 10’ bei 460xg
und 4 °C (Megafuge: 1500 rpm) zentrifugiert.

Fir die Stimulation wurden die MACS-aufgereinigten CD8* T-Zellen
verwendet, siehe 2.2.2.5. Die Zellen wurden gezahlt, zentrifugiert und in
T-Zellmedium auf eine Konzentration von 1x10’ Zellen/ml eingestellt.

Die auBeren Napfe einer 96napf-Platte wurden mit 250 ul PBS gefillt, um
die Verdunstung in den inneren Napfen zu minimieren. Dann wurden 100
ul Zellsuspension pro Napf pipettiert, dies entspricht 1x10° Zellen/Napf.
Bis zur Zugabe der aAPC wurde die Platte bei 37 °C und 5 % CO, im
Brutschrank inkubiert.

Von den wie unter 2.2.1.6 beschrieben mit MHC beladenen Beads wurden
aus jedem Napf 50 ul, dies entspricht den fir eine Stimulation
notwendigen 2x10° Beads, entnommen und in eine neue 96napf-Platte
Ubertragen. Jeder Napf wurde 2x mit 200 pl T-Zellmedium gewaschen
(Zentrifugation fur 2’ bei 4 °C und 1280xg bzw. 2500 rpm in Megafuge).
SchlieBlich wurde mit 100 ul vorgewarmtem T-Zellmedium, das 10 ng/ml
IL-12 enthielt, resuspendiert und die Beads zu den vorher ausplattierten
Zellen zugegeben. Dadurch ergab sich eine finale IL-12-Konzentration von
5 ng/ml. Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert und wurden
somit zum ersten Mal mit dem spezifischen Stimulus unseres Interesses
konfrontiert.

Nach drei Tagen (Tag 4) wurden aus jedem Napf 100 pyl Medium vorsichtig
abgesaugt, so dass die am Boden sedimentierten T-Zellen nicht entfernt
wurden. 100 pl vorgewarmtes T-Zellmedium mit 80 U/ml IL-2 wurden
zugegeben, um eine IL-2 Endkonzentration von 40 U/ml zu erreichen. Die
Zellen wurden weiter bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert.

Nach weiteren vier Tagen (Tag 8) wurden wiederum 100 pl Medium
abgesaugt und neue aAPCs in T-Zellmedium und IL-12 zugegeben, wie
unter Tag 1 beschrieben. Dieser Wechsel aus Restimulation mit aAPCs +
IL-12 beziehungsweise Mediumwechsel und IL-2 Gabe wurde Uber einen
Zeitraum von mindestens drei Wochen fortgesetzt:
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Tag 11: siehe Tag 4.
Tag 15: siehe Tag 8.
Tag 18: siehe Tag 4.

Am 21. Tag wurde die Halfte der Zellen jeder Stimulation abgenommen
und fir eine spdtere FACS-Analyse mit dem spezifischen Tetramer und
Oberflachenantikérper (CD3, CD4, CDS8) gefarbt wie unter 2.2.3.2
beschrieben. Die verbleibenden Zellen wurden entweder bei positiver
FACS-Analyse mit Hilfe des FACS Aria sortiert oder wie am Tag 8
restimuliert und zu einem spateren Zeitpunkt weiterverarbeitet bzw.
nochmals analysiert.
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2.2.2.9 Kultur verschiedener Zelllinien

Die fur diese Arbeit in Kultur gehaltenen Zelllinien sind in folgender
Tabelle 2.6 aufgelistet.

Tabelle 2.6: Verwendete Zelllinien. Dargestellt sind die diversen Zellkulturen ihre
Kultubedingungen und ihre spezifischen Eigenschaften.
Zelllinie Medium Kultur Merkmale
LG2-EBV T-Zellmedium Alle 3 Tage EBV-transformierte B-
1:2 splitten lymphoblastoide Zelllinie; HLA-
B*4403
JY D-MEM Alle 3 Tage EBV- transformierte humane
1:4 splitten lymphoblastoide
Zelllinie; HLA-A*0201, -B*0702
RCC5 RPMI+10 Alle 2 Tage Nierenzellkarzinomzelllinie;
%HS 1:4 splitten exprimiert SPAG4; HLA-A*01,
HLA-A*03, HLA-B*07
RCC24 RPMI+10 Alle 2 Tage Nierenzellkarzinomzelllinie;
%HS 1:2 splitten exprimiert SPAG4; HLA-A*02,
HLA-A*68, HLA-B*15,
RCC68 RPMI+10 Alle 3 Tage Nierenzellkarzinomzelllinie;
%HS 1:2 splitten exprimiert SPAG4; HLA-A*02,
HLA-A*29, HLA-B*1501, HLA-
B*4501
MZ1257 RPMI+10 Alle 3 Tage Nierenzellkarzinomzelllinie;
%HS 1:2 splitten exprimiert SPAG4; HLA-A*02,
HLA-A*03, HLA-B*07, HLA-B*44,
X63*2705+VEGF RPMI+10 Alle 4 Tage Murine Myelomzelllinie transfiziert
UTR165 %HS 1:2 splitten mit VEGF UTR165, enthalt die
Luntranslatierte™ Region (UTR) von
VEGF und so auch das
SRFGGAVVR-Peptid.
X63*2705+VEGF RPMI+10 Alle 4 Tage Murine Myelomzelllinie transfiziert
165 %HS 1:2 splitten mit VEGF 165, enthalt nicht die
suntranslatierte™ Region (UTR) von
VEGF und so fehlt auch das
SRFGGAVVR-Peptid.
RCC110 RPMI+10 Alle 3 Tage Nierenzellkarzinomzelllinie;
%HS 1:2 splitten exprimiert VEGF; HLA-B*2705
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2.2.2.10 Mycoplasmenbehandlung

Materialien

Myco-1 (A5222, AppliChem, Darmstadt): basiert auf dem antibiotisch
wirksamen Tiamutin des Pilzes Pleurotus mutilis

Myco-2 (A5233, AppliChem, Darmstadt): basiert auf einem
Tetracyclinderivat

Myco-3 (A5240, AppliChem, Darmstadt): basiert auf dem Antibiotikum
Ciprofloxacin

Durchflihrung

Wahrend der ersten Zeit ihrer Kultivierung mussten manche der Zelllinien
wegen Kontaminationen mit Mycoplasmen mit Antibiotika behandelt
werden. Dazu wurden die Zellen zunachst fir 4 Tage in Medium mit 1 %
Myco-1 Reagenz kultiviert, danach fir 3 Tage in Medium mit 1 % Myco-2
Reagenz. Diese Abfolge an Antibiotika wurde flr zwei weitere Wochen
fortgesetzt. AnschlieBend wurden die Zellen fir 14 Tage in Medium
kultiviert, das 1 % Myco-3 Reagenz enthielt. Nach zwei weiteren Wochen
der Kultivierung in normalem Medium ohne Antibiotika wurden 1 ml-
Aliquots des Mediums abgenommen und zum Mycoplasmentest abgegeben
(freundlicherweise durchgefiihrt von Claudia Falkenburger).

2.2.3 Analyse antigenspezifischer T-Zellen

2.2.3.1 Durchflusszytometrie

Verwendete Materialien:
FACS-Clean, FACS-Rinse, FACS-Flow (Becton Dickinson)

FACS-Puffer PFEA: PBS mit 2 % hitzeinaktiviertem (30’ bei 56 °C) FCS, 2
mM EDTA (Roth), 0,01 % Natriumazid (Merck)

Steriler Standard-FACS-Puffer sPFE: PBS mit 2 % hitzeinaktiviertem (30’
bei 56 °C) FCS, 2 mM EDTA (Roth)

FACS-Fix: FACS-Puffer PFEA mit 1 % Formaldehyd (Fluka)
Gefarbte Zellen in FACS-Fix oder FACS-Puffer
Durchflusszytometer:

e FACS-Calibur mit Software Cell Quest oder Cell Quest Pro (Becton
Dickinson)

e FACS-Canto II mit Software FACSDiva (Becton Dickinson)
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e FACS Aria Cell-Sorting System mit Software FACSDiva (Becton
Dickinson)

e FACS LSR II mit Software FACSDiva (Becton Dickinson)
Durchflihrung:

Ungefarbte und einfach gefarbte Zellen flr jedes verwendete Fluorochrom
wurden als Kontrollen bendtigt, um die Gerateparameter zellspezifisch
einstellen zu koénnen wund die verschiedenen Fluoreszenzkanale
gegeneinander zu kompensieren. Diese Zellen wurden genauso behandelt
wie bei der Tetramerfarbung beschrieben, mit dem Unterschied, dass kein
Tetramer zugegeben wurde, sondern nur Tetramer-Farbepuffer und
zusatzlich bei den ungefarbten Zellen kein Antikérper.

Die gefarbten Zellen wurden am FACS-Calibur analysiert und mit der
Software Cell Quest Pro ausgewertet. Nach jeder Probe wurde kurz mit
FACS-Flow gespllt, um Kreuzkontaminationen zwischen aufeinander
folgenden Proben auszuschlieBen.

2.2.3.2 Tetramerfarbung

Verwendete Materialien:

96napf-Rundbodenplatte (Corning Incorporated)
500 pl-Réhrchen (Greiner)

5 mI-FACS-Rdhrchen, steril (Becton Dickinson)
Analytische Tetramerfarbung:

e Tetramer-Farbepuffer TSB: 50 % PBS, 50 % hitzeinaktiviertes (30’
bei 56 °C) FCS, 2 mM EDTA (Roth), 0,01 % Natriumazid (Merck)

e Standard-FACS-Puffer PFEA: PBS mit 2 % hitzeinaktiviertem (30’ bei
56 °C) FCS, 2 mM EDTA (Roth), 0,01 % Natriumazid (Merck)

e BSA-FACS-Puffer PBEA (enthalt kein freies Biotin): PBS mit 0,5 %
BSA (Sigma A-3059), 2 mM EDTA (Roth), 0,01 % Natriumazid
(Merck)

e FACS-Fix: FACS-Puffer PFEA mit 1 % Formaldehyd (Fluka)
Praparative Tetramerfarbung:

Die verwendeten Puffer wurden mit einem 0,22 pm Sterilfilter (Corning)
sterilfiltriert,

e Steriler Tetramer-Farbepuffer sTSB: 50 % PBS, 50 %
hitzeinaktiviertes (30’ bei 56 °C) FCS, 2 mM EDTA (Roth)

e Steriler Standard-FACS-Puffer sPFE: PBS mit 2 % hitzeinaktiviertem
(30’ bei 56 °C) FCS, 2 mM EDTA (Roth)

e Steriler BSA-FACS-Puffer sPBE (enthalt kein freies Biotin): PBS mit
0,5 % BSA (Sigma A-3059), 2 mM EDTA (Roth)
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Tetramer, PE- bzw. APC-gekoppelt
Unkonjugiertes Streptavidin (Sigma) 1mg/ml in PBS, 0,01 Natriumazid

Fluorochrom konjugierte Antikérper: Die verwendeten monoklonalen
Antikoérper, und die Verdinnung, in der diese eingesetzt werden, kénnen
der Tabelle 2.7 enthommen werden.

Tabelle 2.7: Eingesetzte monoklonale Antikdrper in der Tetramerfarbung.

Monoklonaler Antikoérper Hersteller Verdiinnung
Maus a-human CD8 PE Immunotools 1:200
Maus a-human CD8 PerCP BD 1:20
Maus a-human CD8 APC BD 1:50
Maus a-human CD4 FITC BD 1:20
Maus a-human CD19 FITC BD 1:100
Maus a-human CD19 APC BD 1:100

Je nachdem, ob die in dieser Arbeit zu untersuchende T-Zellen nur auf
erfolgreiche Stimulation hin getestet werden sollten (Analyse), oder die T-
Zellen fir eine Tetramer-positive Sortierung (Praparation) gefarbt werden
sollten, wurden unterschiedliche Protokolle angewandt.

2.2.3.2.1 Analytische Tetramerfarbung

Durchfiihrung:

Alle Schritte wurden auf Eis und unter Vermeidung von Licht durchgeflhrt.

Fir eine analytische Tetramerfarbung wurde die Farbung unsteril in
96napf-Platten durchgefiihrt; Zentrifugationen fanden flr 2’ bei 660xg und
4 °C statt (Megafuge: 1800 rpm).

Die Antikérper wurden in PBEA verdlinnt. AuBerdem wurde der L6sung 10
pMg/ml freies Streptavidin zugesetzt, um an den Zellen gebundenes Biotin
(durch die Zellkultur) zu blockieren. Ohne Zugabe von Streptavidin wirde
freies Streptavidin-PE oder -APC bei der Tetramerfarbung an die Zellen
binden und den Hintergrund erhéhen.

APC-Tetramere wurden in Tetramer-Farbepuffer auf 2 pg/ml, PE-
Tetramere auf 5 pg/ml verdinnt und Prazipitate 5' bei 13000 rpm
(Biofuge)/4 °C abzentrifugiert. Pro Farbung wurden 200 pl Tetramerldsung
verwendet.
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Einzelfarbungen: CD8 gekoppelt an jeden verwendeten Farbstoff (FITC,
PE, PerCP, APC).

Die T-Zellen wurden immer mit PE-Tetrameren und mit APC-Tetrameren
angefarbt. Es wurden PE-Tetramere mit dem zu testenden Peptid-MHC-
Monomer und APC-Tetramere mit einem irrelevanten Peptid-MHC-
Monomer verwendet, oder nach einer Stimulation mit Beads, die mit zwei
zu testenden Peptid-MHC-Monomeren beladen waren; das eine Monomer
PE- und das andere Monomer APC-konjugiert verwendet. Es kam immer
ein anti-CD8-PerCP-Antikdrper zum Einsatz.

Die T-Zellen wurden in die 96napf-Platte aliquotiert und zweimal mit 200
Ml PBEA gewaschen. Danach wurden Zellpellets in 50 pl Antikérperlésung
resuspendiert und fur 20’ bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Es folgten 2
Waschschritte mit 200 ul PFEA. Dann wurden die pelletierten Zellen in 50
Ml Tetramerlésung resuspendiert und fir 30’ bei 4 °C im Dunkeln
inkubiert, bevor sie dreimal mit 200 pl PFEA gewaschen wurden und
darauf in 100 - 200 pl FACS-Fix resuspendiert wurden. Bis zur Messung
wurde die 96napf-Platte in Alufolie eingewickelt im Kuhlschrank
aufbewahrt.

2.2.3.2.2 Praparative Tetramerfarbung:

Durchfiihrung:

Alle Schritte wurden auf Eis und unter Vermeidung von Licht durchgefthrt.

FUr eine praparative Tetramerfarbung (mit anschlieBender Sortierung der
Tetramer* Zellen) wurde steril in 5 ml FACS-R8hrchen gefarbt.
Zentrifugationen fanden fur 5’ bei 460xg und 4 °C statt (Megafuge: 1500
rpm). Statt PBEA und PFEA wurde sPBE und sPFE verwendet; auBerdem
wurde Tetramer-Farbepuffer ohne Azid verwendet.

Die Antikdrper wurden in sPBE verdunnt. Auch in diesem Protokoll wurde
der Losung 10 pg/ml freies Streptavidin zugesetzt, um an den Zellen
gebundenes Biotin zu blockieren.

APC-Tetramere wurden in Tetramer-Farbepuffer auf 2 pg/ml, PE-
Tetramere auf 5 pg/ml verdinnt und Prazipitate 5' bei 13000 rpm
(Biofuge)/4 °C abzentrifugiert. Pro Farbung wurden 200 pl Tetramerldsung
verwendet.

Einzelfarbungen: CD8 gekoppelt an jeden verwendeten Farbstoff (FITC,
PE, PerCP, APC).

Wurden die Zellen mit PE-Tetrameren angefarbt, wurde ein anti-CD8-APC-
Antikérper verwendet, bei APC-Tetrameren kam ein anti-CD8-PE-
Antikérper zum Einsatz.

Die T-Zellen, die spater sortiert werden sollten, wurden auf eine
Konzentration von hdchstens 2x10° pro Farbung eingestellt, fiir die
Einzelfdrbungen wurden 1x10° T-Zellen verwendet. Die in FACS-Réhrchen
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aliquotierten T-Zellen wurden zweimal mit 2 ml sPBE gewaschen, die
Zellpellets in 150 ul Antikérperlésung resuspendiert und fir 20’ bei 4 °C
im Dunkeln inkubiert. Zwei Waschschritte mit 2 ml sPFE folgten im
Anschluss. Darauf wurden die pelletierten Zellen mit 150 pl
Tetramerlésung resuspendiert und fir 30’ bei 4 °C im Dunkeln inkubiert,
bevor sie dreimal mit 2 ml sPFE gewaschen wurden. Nun wurden die
Zellpellets in 1 ml sPFE resuspendiert und bis zur Sortierung auf Eis
gelagert.

2.2.3.3 Sortierung der Tetramer® und CD8™ Zellen

Verwendete Materialien:

BD FACSAria™ cell sorter (Becton Dickinson)

5 ml FACS-R6hrchen mit Deckel (Becton Dickinson)
24napf-Platte (Greiner bio-one)

T-Zellmedium

Interleukin 2 (10° U/ml in PBS mit 0,1 % HSA, aliquotiert und bei -20 °C
gelagert, Chiron)

PHA-L (Sigma)

Lymphozytenseparationsmedium (PAA Laboratories)
50-60 ml heparinisiertes Blut

EBV transformierte B-Zellen der Linie LG2-EBV
Durchflihrung:

Soweit mdglich sterile Bedingungen!

FlUr die Sortierung wurden pro Farbung zwei weitere FACS-Réhrchen mit
jeweils 2 ml T-Zellmedium vorbereitet. Kurz vor dem Auffangen der Zellen
in dem FACS-Zell-Sorter sollten diese Réhrchen geschwenkt werden, so
dass die Zellen, die am Rand hangen bleiben, nicht sofort austrocknen. In
das jeweils erste der vorbereiteten FACS-R6hrchen wurden die CD8"
Tetramer* Zellen der entsprechenden Farbung sortiert, in das zweite die
CD8" Tetramer  Zellen. Danach wurden fir die polyklonale Expansion
folgende Zellen, die als Feederzellen dienen, aufgereinigt und/oder
bestrahlt:

1. PBMCs, aus 50 ml heparinisiertem Blut gewonnen, wurden in T-
Zellmedium aufgenommen und fir 3°41°" (9 Gy/min) in der
Gammazelle bestrahlt. AnschlieBend wurden die T-Zellen gezahlt
und jeweils 1x10° gelést in T-Zellmedium den sortierten Zellen
zugegeben.

2. Zellen der Zelllinie LG2-EBV wurden fir 21°41° " (9 Gy/min) in der
Gammazelle bestrahlt, dann gezéhlt und jeweils 1x10° Zellen zu den
sortierten Zellen zugegeben.
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Alle Zellen wurden darauf fur 5" bei 460xg und 4 °C (Megafuge: 1500
rpm) zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet der jeweiligen
Farbung wurde in 2 ml T-Zellmedium mit 300 U/ml IL-2 und 1 pg/ml PHA-
L resuspendiert und in einen Napf einer 24napf-Platte Uberfihrt. In die
auBeren Napfe der Platte wurden 2 ml PBS als Verdunstungsschutz
pipettiert. Die Platte wurde bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nach vier
bis sieben Tagen wurde 1 ml Medium abgesaugt und 1 ml T-Zellmedium
mit 600 U/ml IL-2 und 1 pg/ml PHA-L zugegeben. Dann wurde alle zwei
bis drei Tage in der gleichen Weise das Medium gewechselt, bis zwei
Wochen nach der Sortierung wieder mit PHA, IL-2 und Feederzellen
restimuliert wurde. Ziel war es eine moglichst hohe Anzahl von CD8"
Tetramer™ Zellen fur weitere funktionelle Analysen zu ziichten.

2.2.3.4 Intrazellulare Zytokinfarbung

Verwendete Materialien:

96napf-Rundbodenplatte (Corning Incorporated)
5 ml FACS-R6hrchen (Becton Dickinson)
0,5 ml FACS-Réhrchen (Greiner)

Synthetische Peptide (laborintern hergestellt nach Standard-Fmoc-
Chemie) geldst in ddH,0 mit 10 % DMSO (Merck), 1 mg/ml; Lagerung bei
-80 °C

PMA (Sigma): 10 pg/ml
Ionomycin (Sigma): 1 mM
SEB (Sigma): 10 pg/ml

Fluorochrom konjugierte Antikoérper: Die extrazellular und die intrazellular
verwendeten monoklonale Antikérper kédnnen der Tabelle 2.6 entnommen
werden.

Golgi-Stop (Becton Dickinson): ethanolische L6sung von Monensin

Brefeldin A (Becton Dickinson)

Zytofix/Zytoperm (Becton Dickinson)

T-Zellmedium

Perm/Wasch-Ldsung: PBS, 0,1 % Saponin (Sigma), 0,5 % BSA (Sigma A-
3059), 0,02 % Natriumazid (Merck)

Standard-FACS-Puffer PFEA: PBS mit 2 % hitzeinaktiviertem (30’ bei 56
°C) FCS, 2 mM EDTA (Roth), 0,01 % Natriumazid (Merck)

BSA-FACS-Puffer PBEA: PBS mit 0,5 % BSA (Sigma A-3059), 2 mM EDTA
(Roth),
0,01 % Natriumazid (Merck)

FACS-Fix: FACS-Puffer PFEA mit 1 % Formaldehyd (Fluka)
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Tabelle 2.8: Extrazelluldre und intrazelluldre eingesetzte monoklonale Antikdrper.
Monoklonaler Antikorper Hersteller/ Klon und Charge Verdiinnung
Ratte a-human CD3 ECD Beckman Coulter/ Ao7748; Lot. 19 1:50
Maus a-human CD4 FITC Becton Dickinson/ SK3 clone; Lot. 1:50
57081A
Maus a-human CD8 PerCP-Cy5.5 | Becton Dickinson/ SK1 clone; Lot. 1:50
85331
Maus a-human CD3 Qdot655 Invitrogen/ Klon S4.1 1:120
Maus a-human CD4 Qdot605 Invitrogen/ Klon S3.5 1:120
Maus a-human CD4 Qdot705 Invitrogen/ Klon 3B5 1:120
Maus a-human IL-5 APC Becton Dickinson/ CatNo0.554396; 1:100
Lot. 84548
Maus a-human IFNy PE-Cy7 Becton Dickinson/ CatNo.557844; 1:600
Lot. 82082
Maus a-human TNFa ALEXAFluor | Becton Dickinson/ CatNo0.557996; 1:120
700 Lot. 85026
Maus a-human IL-2 PE Becton Dickinson/ CatNo.340448; 1:50
Lot. 89296
Maus a-human IL-2 FITC Becton Dickinson/ CatNo 340448 1:50
Maus a-human CD154 PE Becton Dickinson/ CatNo 555700 1:20
Maus a-human IL-10 PacficBlue | Ebioscience 57-7108-73 1:200
Maus a-human IL-17 APC R&D Systems IC3171A 1:50
LIVE/DEADaqua Invitrogen/ L34957; Lot. 32088W 1:400
Durchflhrung:

Die zu testenden zuvor in 24napf-Platten amplifizierten PBMCs oder T-
Zelllinien, siehe 2.2.2.6, wurden einmal mit T-Zellmedium gewaschen,
gezahlt und 0,5 bis 1x10° Zellen, in einem Volumen von 100 pl T-
Zellmedium pro Napf einer 96napf-Platte ausplattiert. Diesen
Effektorzellen wurde das Peptid direkt in 100 pl T-Zellmedium pro Napf,
versetzt mit Brefeldin A (Verdinnung: 1:1500) und Monensin
(Verdunnung: 1:3000), in einer Endkonzentration von 1 bis 10 pg/ml
zugegeben. Als Positivkontrollen dienten Pools mit viralen Peptiden
(CMV/EBV) in der gleichen Konzentration und PMA (Endkonzentration 50
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ng/ml)/Ionomycin (Endkonzentration 1 uM) oder SEB (Endkonzentration
10 pg/ml); Negativkontrollen Dbildete ein HIV-Peptid und eine
Mediumkontrolle ohne Peptid. Nun folgte eine Inkubation von 5,5 h bis 8 h
bei 37 °C und 5 % CO2. AnschlieBend wurden alle Schritte auf Eis und
unter Vermeidung von direktem Licht durchgefihrt. Die 96napf-Platten
wurden immer fir 2' bei 660xg und 4 °C (1800 rpm, Megafuge)
zentrifugiert. Die Zellen wurden abzentrifugiert und zweimal mit 200
MI/Napf PBS gewaschen, im Anschluss wurden sie in 100 pl
LIVE/DEADaqua, verdinnt 1:400 in PBS zugegeben. Eine Inkubation von
20" bei 4 °C im Dunkeln folgte. Darauf wurden die Zellen wieder
abzentrifugiert und zweimal mit 200 ul/Napf PBS gewaschen, im Anschluss
wurden die Zellen in 100 pl einer Lésung mit PBEA, in der die
Oberflachenantikérper entsprechend ihren optimalen Verdiinnungen
vorlagen, fir 20" bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Danach wurden die Zellen
zweimal mit 200 ul/Napf PFEA gewaschen, bevor sie in 100 pl pro Napf
Zytofix/Zytoperm-Ldsung resuspendiert und nochmals flir 20" bei 4 °C im
Dunkeln inkubiert wurden. Nun wurde zweimal mit 200 pl/Napf
Perm/Wasch-Lésung gewaschen, in 100 pl Perm/Wasch-Lésung, in denen
die gewulnschten intrazelluldar eingesetzten Antikdérper gelést waren,
resuspendiert und 30' bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. SchlieBlich wurde
zweimal mit 200 pl/Napf Perm/Wasch-Lésung und einmal mit 200 pl/Napf
PFEA gewaschen. Schlussendlich wurden die Zellen in 100 pl/Napf FACS-
Fix resuspendiert und in Alufolie eingepackt bis zur Analyse im
Kihlschrank aufbewahrt.

2.2.3.5 Kombinierte Tetramer- und intrazellulare
Zytokinfarbung

Verwendete Materialien:

96napf-Rundbodenplatte (Corning Incorporated)
5 ml FACS-Réhrchen (Becton Dickinson)
0,5 ml FACS-Réhrchen (Greiner)

Synthetische Peptide (laborintern hergestellt nach Standard-Fmoc-
Chemie) geldst in ddH,0 mit 10 % DMSO (Merck), 1 mg/ml; Lagerung bei
-80 °C

PMA (Sigma): 10 pg/ml
Ionomycin (Sigma): 1 mM

Fluorochrom konjugierte Antikoérper: Die extrazellular und die intrazellular
verwendeten monoklonale Antikdrper kdnnen der Tabelle 2.9 enthnommen
werden.

Tetramere, PE-konjugiert
Unkonjugiertes Streptavidin (Sigma) 1mg/ml in PBS, 0,01 Natriumazid
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Golgi-Stop (Becton Dickinson): ethanolische L6sung von Monensin
Zytofix/Zytoperm (Becton Dickinson)

T-Zellmedium

X-Vivo 15, serumfreies Medium (Cambrex)

Perm/Wasch-Lésung: PBS, 0,1 % Saponin (Sigma), 0,5 % BSA (Sigma A-
3059), 0,02 % Natriumazid (Merck)

Standard-FACS-Puffer PFEA: PBS mit 2 % hitzeinaktiviertem (30’ bei 56
°C) FCS, 2 mM EDTA (Roth), 0,01 % Natriumazid (Merck)

BSA-FACS-Puffer PBEA: PBS mit 0,5 % BSA (Sigma A-3059), 2 mM EDTA
(Roth),
0,01 % Natriumazid (Merck)

FACS-Fix: FACS-Puffer PFEA mit 1 % Formaldehyd (Fluka)

Tetramer-Farbepuffer TSB: 50 % PBS, 50 % hitzeinaktiviertes (30’ bei 56
°C) FCS, 2 mM EDTA (Roth), 0,01 % Natriumazid (Merck)

Tabelle 2.9: Eingesetzte monoklonale Antikdrper neben der Tetramerfarbung

Monoklonaler Antikorper Hersteller Verdiinnung
Maus a-human CD8 PerCP BD 1:20
Maus a-human IFNy PE BD 1:200
Durchfiihrung:

Im Verlauf dieses Protokolls wurden die Zellen immer flr 10’ bei 460xg
und 4 °C (Megafuge: 1500 rpm) zentrifugiert.

Die zu testenden, zuvor in 96napf-Platten stimulierten, PBMCs oder T-
Zelllinien, siehe 2.2.2.6, wurden einmal mit T-Zellmedium gewaschen,
gezdhlt und 0,5 bis 1x10° Zellen, in einem Volumen von 100 pl T-
Zellmedium pro Napf einer 96napf-Platte eingestellt. Diesen auch
Effektorzellen genannten Zellen wurde das Peptid entweder direkt in 100
MI/Napf in einer Endkonzentration von 1 bis 10 pg/ml zugegeben, oder auf
so genannte Zielzellen, die dann zuvor mit Peptid-beladen wurden. Dazu
wurden autologe PBMCs (die nach der Isolierung der PBMCs eingefroren
worden waren), Zellen der Zelllinien JY (EBV- transformierte humane
lymphoblastoide Zelllinie) und verschiedene Nierenzellkarzinom-Zelllinien
(exprimieren SPAG4), siehe 2.2.2.9, verwendet. Als Negativkontrollen
wurden Zielzellen verwendet, die mit zuvor HIV-Peptiden oder gar nicht
beladen waren. Als Positivkontrollen diente eine Mischung aus PMA und
Ionomycin. Die autologen PBMCs wurden am Tag zuvor aufgetaut in T-
Zellmedium resuspendiert und in einem Napf einer 6napf-Platte Uber
Nacht im Brutschrank bei 37 °C gelagert, weil beim Auftauen die Zellen
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unspezifisch IFNy ausschitten. Am nachsten Morgen wurden die PBMCs
gut resuspendiert und einmal mit T-Zellmedium gewaschen. Die anderen
Zelllinien waren in Kultur und konnten ohne spezielle Vorbehandlung
geerntet werden. Nach dem Ernten/Auftauen der Zielzellen wurden diese
zweimal mit je 5 ml bei Raumtemperatur temperiertem serumfreiem
Medium, in dieser Arbeit X-Vivo 15, gewaschen. Danach wurden sie in 1
ml X-Vivo 15 resuspendiert, bevor das entsprechende Peptid in einer
Endkonzentration von 10 pg/ml zugegeben wurde. Die Peptidbeladung
erfolgte nun wahrend einer 1,5-stlindigen Inkubation bei 37 °C. Danach
wurden die beladenen Zellen zweimal mit je 5 ml X-Vivo 15 und einmal
mit 5 ml T-Zellmedium gewaschen, gezahlt und in 100 pl T-Zellmedium zu
den T-Zellen, die ebenfalls in 100 pl T-Zellmedium vorlagen, gegeben. Das
Verhaltnis Zielzellen: Effektorzellen betrug dabei immer 1:1. FUr die
Positivkontrollen  wurden  den Effektorzellen PMA mit einer
Endkonzentration von 50 ng/ml und Ionomycin mit einer Endkonzentration
von 1 pM in 200 pl T-Zellmedium zugegeben. Nach einstindiger
Inkubation wurde das Golgi-Stop in einer 1:1500-Verdlinnung zu allen
Zellen gegeben. Nun folgte eine Inkubationszeit von 6 h bei 37 °C und 5
% CO,. AnschlieBend wurden alle Schritte auf Eis und unter Vermeidung
von direktem Licht durchgefiihrt. Die 96napf-Platten wurden immer fur 2'
bei 660xg und 4 °C (1800 rpm, Megafuge) zentrifugiert. Die Tetramere
wurden in TSB auf eine Konzentration von 5 pg/ml eingestellt. Durch
Zentrifugation ftr 5/13000 rpm bei 4 °C (Biofuge fresco) wurde die
Loésung von Prazipitat befreit. Die T-Zellen wurden zweimal mit 200 pl
PBEA gewaschen. Danach wurden Zellpellets in 50 ul Antikérperlésung
(CD8-PerCP und unkonjugiertes Streptavidin) resuspendiert und fiur 20’
bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Es folgten 2 Waschschritte mit 200 pl PFEA.
Dann wurden die pelletierten Zellen in 50 yl Tetramerlésung resuspendiert
und fir 30’ bei 4 °C im Dunkeln inkubiert, bevor sie zweimal mit 200 pl
PFEA gewaschen wurden und in 100 pl/Napf Zytofix/Zytoperm nochmals
20" bei 4 °C im Dunkeln inkubiert wurden. Danach wurde zweimal mit 200
Ml pro Napf mit Perm/Wasch-Lésung gewaschen, in 100 pl Perm/Wasch-
Lésung, in denen der a-IFNy-Antikdrper geldst war, resuspendiert und 30
bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. SchlieBlich wurde zweimal mit 200 pl pro
Napf mit Perm/Wasch-Lésung und einmal mit 200 pl pro Napf mit PFEA
gewaschen. Dann wurden die Zellen in 100 ul pro Napf in FACS-Fix
resuspendiert und in Alufolie eingepackt bis zur Analyse im Kuhlschrank
aufbewahrt.
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2.2.3.6 IFNy-ELISpot

Verwendete Materialien:
ELISpot Human IFNy ELISpot Set (Becton Dickinson) oder
ELISpot-Platte: 96napf-Platte MAHABN4510 (Millipore)

Erstantikdérper: Monoklonaler Antikérper Anti-human IFNy Capture
1mg/ml (MabTech, Klon 1D1k)

Zweitantikérper: Monoklonaler Antikdrper Biotin Maus Anti-human IFNy 1
mg/ml (MabTech, Klon 7-B6-1)

Streptavidin - Alkalische Phosphatase E2636 (Sigma)

BCIP/NBT B5655 (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphate/Nitro-Blau-
Tetrazolium, Sigma)

Waschpuffer: PBS/Tween (Merck) 0,1 %
Inkubationspuffer: PBS+BSA 0.5 % (BSA A4628, Sigma)
X-Vivo 15 oder X-Vivo 20, serumfreies Medium (Cambrex)
ddH,0

Synthetische Peptide (laborintern hergestellt nach Standard-Fmoc-
Chemie) geldst in ddH,0 mit 10 % DMSO (Merck), 1 mg/ml; Lagerung bei
-80 °C

PHA-L (Sigma)

SEB (Sigma): 10 pg/ml

ELISpot-Reader = Immunospot  S4 mit  ImmunoSpot  Academic

Analysesoftware und ImmunoCapture Bildaufnahmesoftware (Cellular
Technologies LTD)

Durchfiihrung:

Bevor die IFNy-Sekretion von T-Zellen nach Antigenkontakt durch IFNy-
ELISpot nachgewiesen werden konnte, war es notwendig 24 h zuvor die
ELISpot-Platten steril mit dem Erstantikbrper zu beladen. Eingesetzt
wurde 5 ug/ml 1-D1K Antikérper in PBS zu je 100 ul/Napf, dies entsprach
einer 1:200 Verdinnung. Idealerweise inkubierten die Platten Gber Nacht
bei 4 °C im Dunkeln. Der Ansatz wurde moéglichst blasen freigehalten,
eventuell auftretende Blasen wurden mit einer Injektionsnadel zum
platzen gebracht.

Am nachsten Tag wurden die Uber Nacht mit dem Erstantikdrper
beladenen Platten ausgeklopft und zweimal mit PBS gewaschen (200
MI/Napf) und danach mit 100 pl T-Zellmedium pro Napf flir mindestens 1 h
bei 37 °C inkubiert (Blockierungsschritt!). Nachdem die blockierte Platte
ausgeklopft war, wurden 1x10°-1x10° der amplifizierten T-Zellen, siehe
2.2.2.6, pro Napf in einem Volumen von 100 pl T-Zellmedium pipettiert.
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AnschlieBend wurden die zu testenden Peptide in einer Endkonzentration
von 5-10 pg/ml zupipettiert. Als Positivkontrollen dienten Pools mit viralen
Peptiden (CMV/EBV) in der gleichen Konzentration und PHA-L
(Endkonzentration 10 pg/ml) oder SEB (Endkonzentration 10 pg/ml);
Negativkontrollen bildeten HIV-Peptide oder Selbstpeptide. Das
Endvolumen in einem Napf der ELISpot-Platten lag bei 200 pl. Nun folgte
eine mdglichst erschitterungsfreie Inkubation bei 37 °C flir mindestens 20
bis 26 Stunden. Die Platten wurden dafir in Alufolie eingewickelt. Jedes
Peptid wurde mindestens in Duplikaten oder in Triplikaten getestet.

Am nachsten Tag (Tag 3 des kompletten Versuchsansatzes) wurden die
Platten zweimal mit 200 pl/Napf ddH,O gewaschen und daraufhin fir 5°
bei Raumtemperatur inkubiert und noch dreimal mit 200 pl/Napf
Waschpuffer gewaschen. Der Zweitantikérper wurde auf 1 pg/ml in
Inkubationspuffer verdinnt und pro Napf wurden 50 pl dieser Ldsung
zugegeben. Nach zweistindiger Inkubation bei 37 °C bei RT wurde die
Platte fiunfmal mit 200 pl/Napf Waschpuffer gespult, bevor 100 pl/Napf
einer 1:1000-Verdinnung in Inkubationspuffer der Streptavidin-
gekoppelten alkalischen Phosphatase zugegeben wurden. Eine einstlindige
Inkubation bei RT folgte. Das Substrat wurde, wenn nétig, mit einem 0,2
pm-Filter filtriert, um bereits ausgefallenes Prazipitat nicht in den Versuch
einzubringen. SchlieBlich wurden 100 pl/Napf an Substrat zupipettiert und
die Platte bei RT unter standiger Kontrolle inkubiert, bis eine deutliche
Farbreaktion zu beobachten war (2° bis 10°). Zum Stoppen der
Farbreaktion wurde die Platte ausgeklopft und mit vollentsalztem Wasser
(VE-Wasser) grundlich ausgespilt. Im Dunkeln wurde die Platte an der
Luft getrocknet. Die Auswertung wurde gemaB der Bedienungsanleitung
des ELISpot-Readers und der installierten Software vorgenommen.

2.2.3.7 Zytotoxitatsmessung

Verwendete Materialien:

Szintillationszahler (Wallac, 1450 Microbeta Plus, Liquid Scintillation
Counter)

X-Vivo 15 oder X-Vivo 20, serumfreies Medium (Cambrex)
T-Zellmedium

PBS

Zielzellen (siehe 2.2.2.9)

Effektorzellen: peptidspezifische T-Zellen aus diversen Stimulationen
>1Cr (Na'Cr04), (c = 5 pCi/pl), (NEN Amersham Bioscience)

Synthetische Peptide (laborintern hergestellt nach Standard-Fmoc-
Chemie) geldst in ddH20 mit 10 % DMSO (Merck), 1 mg/ml; Lagerung bei
-80 °C
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Durchfihrung:

Im Verlauf dieses Protokolls wurden die Zellen immer flir 10’ bei 460xg
und 4 °C (Megafuge: 1500 rpm) zentrifugiert.

Am Vortag wurden die Zielzellen mit frischem T-Zellmedium versorgt. Am
nachsten Tag wurden die Zielzellen gezahlt und die gewlinschte Zellmenge
in 15 ml-Réhrchen aliquotiert. Von den Zielzellen, deren Lyse durch
Effektorzellen induziert werden sollte, wurden 10.000 Zellen pro Napf
bendtigt. Diese Zielzellen wurden darauf zweimal mit 5 ml X-Vivo-Medium
gewaschen und in einem Endvolumen von ca. 200 pl X-Vivo-Medium
resuspendiert. Das Peptid wurde zupipettiert, so dass die
Finalkonzentration 5-10 pg/ml betrug. Zusatzlich wurde diesen 200 pl
Zielzellsuspensionen jeweils 10 pl °!Cr (100 uCi) zupipettiert. Nach
einstindiger Inkubation bei 37 °C im Inkubator wurden die Zellen zweimal
mit 5 ml X-Vivo-Medium gewaschen, in 5 ml X-Vivo-Medium
aufgenommen und fur eine halbe Stunde bei 37 °C inkubiert. Im
Anschluss wurden die Zellen wieder abzentrifugiert, mit 5 ml T-
Zellmedium gewaschen, in der entsprechenden Menge (100 pl/Napf) T-
Zellmedium aufgenommen und ausplattiert. Bei der Mengenberechnung
der Zielzellen wurden die zusatzlich bendtigten Zellen fur maximaler
Freisetzung und spontaner Freisetzung miteinberechnet. Die Ermittlung
von maximaler Lyse der Zielzellen und der spontanen Lyse der Zielzellen
erfolgte mindestens in einem 3fachen Ansatz.

Wahrend der einstindigen Inkubation der Zielzellen wurden die
Effektorzellen gezahlt, die gewlinschte Menge fir eine Verdinnungsreihe
und somit pro Test entnommen (1,35x10° Zellen/ml), zweimal mit 5 ml T-
Zellmedium gewaschen und in 450 ul T-Zellmedium (150 ul/Napf)
aufgenommen und in die drei Napfe des ersten Triplikates der
Verdinnungsreihe pipettiert. Es wurden immer sechs Verdliinnungsstufen:
30:1 / 10:1 / 3:1 / 1:1 / 0,3:1 / 0,1:1 angesetzt, das heiBt, die
Effektorzellen wurden von Triplikat zu Triplikat immer 1:3 verdinnt. Daflr
wurden in eine 96napf-Rundbodenplatte 100 ul T-Zellmedium vorgelegt.
150 ul der Effektorzellen wurden in die 1. Reihe der Platte pipettiert, aus
dieser Reihe wurden wiederum 50 pl in die darunterliegende Reihe
Uberfihrt, resuspendiert, erneut 50 pl in die darunterliegende Reihe
gegeben usw.

Nach Ablauf der Inkubation der Zielzellen wurden diese zu den
Effektorezellen pipettiert. Flr die Messung der Maximalfreisetzung wurden
zu den Zielzellen 100 pl Triton-X gegeben, fir die Bestimmung der
spontanen Freisetzung der Zielzellen wurden nur 100 pl T-Zellmedium zu
den Zielzellen gegeben.

Die Platte wurde dann bei 37 °C fir 4 h oder 20 h inkubiert.

Nach Ablauf der Inkubation wurden 50 ul/Napf oberflachlich abgenommen,
auf eine LUMA-Platte Ubertragen und Uber Nacht getrocknet. Am nachsten
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Tag wurde die Platte im Szintillations-Zahler gemessen, wobei nach den
Bedienungsanleitungen des Gerates und der Software verfahren wurde.

Der Prozentsatz der spezifische Lyse wurde nach folgender Formel
berechnet:

Spezifische Lyse = (experimentelle Freisetzung - spontane Freisetzung) x100

(maximale Freisetzung - spontane Freisetzung)

Der Prozentsatz an spontaner Freisetzung war bei den getesteten
Zielzellen immer unter 10 %.



Ergebnisse und Diskussion 106

3 Ergebnisse und Diskussion
3.1 SPAGH4

Das Human Sperm Associated Antigen (SPAG4) wird in diversen Tumoren
im  Vergleich zu dem korrespondierenden gesunden Gewebe
Uberexprimiert (Kennedy et al., 2004a). Diese Erkenntnis macht das
Protein zu einem attraktiven Kandidaten flr eine peptidgestitzte Anti-
Tumortherapie. Es sind fir SPAG4 noch keine Tumorepitope beschrieben

worden, gegen die spezifische T-Zellen erzeugt werden konnten.

3.1.1 SPAG4-Epitopvorhersage

Es wurden schon wahrend meiner Diplomarbeit mit Hilfe der
Proteinsequenz des SPAG4-Proteins mogliche Epitope (HLA-Liganden)
vorhergesagt, die die Anforderungen dieser HLA-Molekille bezuglich
Ankeraminosauren und weiteren Kriterien am besten erflllen. Dazu wurde
die Epitopvorhersage mit Hilfe der SYFPEITHI-Datenbank durchgefihrt
(Rammensee et al., 1999). Der der Epitopvorhersage zugrunde liegende
Algorithmus generiert aus einer eingegebenen Proteinsequenz alle
madglichen Peptide der gewlnschten Lange, in diesem Falle also 9 - 11
Aminosauren lange Peptide. Allen Aminosdauren im Peptid wird aufgrund
der Vorlieben der HLA-Moleklle ein Zahlenwert zugeordnet, der maximal
+15 flr die optimale Aminosaure an der Ankerposition betragt.
Hilfsankeraminosdauren oder solche, die in natlrlichen Liganden an einer
bestimmten Position bevorzugt sind, erhalten geringere positive Werte.
Aminosauren, die an der betreffenden Position einen negativen Effekt auf
die Bindung an das HLA-Moleklil haben, wird ein negativer Wert
zugeordnet. Am Ende werden die Werte flr alle Aminosauren des Peptides
addiert und eine Rangliste aller Peptide erstellt. Ein natlrlich prasentiertes
Peptid sollte unter den besten 2 % aller Peptide zu finden sein (die
Wahrscheinlichkeit daftir betragt 80 %).
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Tabelle 3.1: Exemplarisch das Motiv, das der
Epitopvorhersage fiir HLA-A*0201 zugrunde liegt.

Das Peptidmotiv fiir HLA-A*0201
Position
123456789

Anker- oder Hilfsankeraminos&uren

L v v
M L
Bevorzugte Aminosduren
E K
K

Die Epitopvorhersage wurde fir HLA-A*0201-, HLA-B*0702- und HLA-
B*4402-restringierte Peptide angewandt. Die besten fiir die genannten
HLA-Moleklle vorhergesagten Peptide wurden ausgewahlt und
synthetisiert sowie mit Hilfe von HPLC und Massenspektrometrie auf
Identitat und Reinheit Uberprift. Von den 15 synthetisierten Peptiden
wurden im Rahmen der Diplomarbeit drei Peptide als T-Zell-Epitope
verifiziert. Diese sind unter 2.1.4 zusammengestellt. Eine funktionale
Charakterisierung und der Nachweis von Ilytischen Eigenschaften der
spezifischen T-Zellen galt es noch zu erbringen. Fir dieses Projekt
mussten flr diese SPAG4-Peptide spezifische zytotoxische T-Zellen
generiert werden. Dazu wurden CD8" T-Zellen aus PBMCs von gesunden
Spendern mit aAPCs stimuliert. Dafir wurden Peptid/MHC-Komplexe
bendétigt.
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3.1.2 Herstellung von Peptid/MHC-Komplexen

In der folgenden Tabelle 3.2 sind die durchgeflihrten Rickfaltungen mit
den SPAG4-Peptiden aufgelistet.

Tabelle 3.2: Hergestellte Monomere. Eine Rickfaltung war erfolgreich, wenn mindestens 500 mg
Monomer hergestellt werden konnte.

SEQUENZ Molmasse Position SYFP- Allel Riickfaltung
Score

LLFQGLSVL 988,6 138-146 29 HLA-A*0201 +

GLLYLVSPL 973,6 184-192 27 HLA-A*0201 +

GPSCGEPAL 829,4 54-62 24 HLA-B*0702 +

3.1.3 Die CD8" T-Zell-Gewinnung

Die Quelle fir die PBMCs, aus denen im weiteren Verlauf CD8* T-Zellen
angereichert werden sollten, waren entweder Buffy Coats (peripheres,
erythrozytenabgereichertes Blut) von gesunden Spendern oder
Leukaphereseprodukte (peripheres, leukozytenangereichertes Blut) von
gesunden Spendern. Die diversen Blutprodukte wurden von der
Transfusionsmedizin in Tubingen bezogen - an dieser Stelle vielen Dank
an Frau Prof. D. Wernet. Die PBMCs wurden aus diesen Blutprodukten
durch Dichtezentrifugation mit Lymphozytenseparationslésung isoliert. Die
Ausbeute und die HLA-Typisierung der gewonnenen PBMCs aus den

jeweiligen Blutprodukten ist der Tabelle 3.3 zu entnehmen.

CD8" T-Zellen wurden aus den PBMCs durch positive Selektion via MACS-
Aufreinigung gewonnen. Durch diese MACS-Aufreinigung konnten die
CD8" T-Zellen mit 90-99 % Reinheit gewonnen werden und unerwiinschte

Zellpopulationen wie zum Beispiel CD4* T-Zellen beseitigt werden.
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Tabelle 3.3: Zusammenstellung der verwendeten Blutprodukte

Blutspender | Blutprodukt | Ausbeute der | CMV HLA
PBMCs
1 Buffy Coat 5,7x10® cpP A2 A3 B7 B50
2 Leukapherese 9,2x108 cP A2 A24 B7 B55
3 Leukapherese 6,3x108 CP A2 A31 B7 B49
4 Buffy Coat 7,3x108 CP A2 A25 B7 B18
5 Buffy Coat 4,5x108 CN A2 B7 B62
6 Leukapherese 1,6x10° cpP A2 A26 B7 B49
7 Leukapherese 1,5x10° CP A2 A3 B7 B44
8 Leukapherese 3,2x10° CP A2 B7 B44
9 Leukapherese 2,0x10° CcpP Al A68 B7 B8

3.1.4 In vitro Generierung von SPAG4-spezifischen
CD8" T-Zellen

Die aus den diversen Blutprodukten gewonnenen CD8* T-Zellen (siehe
Tabelle 3.3) wurden mit artifiziellen APCs (siehe 1.8.5.2) stimuliert. Flr
diese antigenspezifische Stimulationen wurden synthetische Beads
verwendet, die jeweils mit einem Monomer von den in Tabelle 3.2
aufgelisteten zu testenden Monomeren und den kostimulatorischen
Antikérpern anti-CD28/anti-4-1BBL beladen wurden. Jede Stimulation
wurde in einem Napf einer 96napf-Platte angesetzt. Pro Stimulation
wurden circa 1x10° CD8* T-Zellen verwendet. Entsprechend der Anzahl
CD8* T-Zellen, die von einem Blutprodukt eines Blutspenders aufgereinigt
werden konnten, wurde die Anzahl der Stimulationen bestimmt. Die aAPCs
wurden in zwei unterschiedlichen Monomerkonzentrationen eingesetzt. Die
so genannten high density Beads (HD) waren mit 20 nM Monomer, die low
density Beads (LD) mit 200 pM Monomer beladen. Die

Antikdrperkonzentration betrug bei beiden Varianten der aAPCs 20 nM.
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Die aAPCs mit Monomerbeladung unterschiedlicher Dichte wurden

aufgrund folgender Erfahrung hergestellt:

e Die mit high density aAPCs stimulierten CD8* T-Zellen zeigen meist
ein starkeres positives Stimulationssignal. Es werden aber auch
CD8* T-Zellen mit geringer Aviditat stimuliert. Die Anzahl der MHC-
Molekile auf diesen Beads ist ungefahr 100fach hoher als auf

naturlichen APCs.

e Die mit low density aAPCs stimulierten CD8" T-Zellen zeigen meist
ein schwacheres positives Stimulationssignal. Es werden aber nur
CD8" T-Zellen mit hoher Aviditat und somit héherer Funktionalitat
(Alexander-Miller et al., 1996b) stimuliert. Die Anzahl der MHC-
Molekile auf diesen Beads ist ungefahr gleich wie auf nattrlichen
APCs.

Aus Tabelle 3.4 ist ersichtlich, wie viele HD-Stimulationen und wie viele
LD-Stimulationen pro zu testendem Peptid durchgefiihrt worden sind. Da
die Funktionalitat von T-Zellen mit ihrer Aviditdt zunimmt, wurden
hauptsachlich LD-Stimulationen durchgefiihrt. Dass spezifische CD8* T-
Zellen gegen diese Epitope erzeugt werden kdénnen, wurde in der

Diplomarbeit gezeigt.

Der Prozess der antigenspezifischen Stimulation war zeitintensiv, da die
CD8" T-Zellen im Abstand von je einer Woche insgesamt mindestens
dreimal mit aAPCs stimuliert wurden. Die Analyse der stimulierten CD8" T-
Zellen erfolgte dann sechs Tage nach der letzten Stimulation durch
Tetramerfarbung mit dem Durchflusszytometer. In Tabelle 3.4 ist jeweils
vermerkt bei welchen Peptid/MHC-Komplexen nach Stimulation Tetramer®

Zellen detektiert werden konnten.
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Tabelle 3.4: Zusammenstellung der getesteten Peptid/MHC-Komplexe. Dargestellt
ist die Anzahl an HD und LD Stimulationen fir jedes Peptid und die erfolgreiche in
vitro Generation von spezifischen T-Zellen.

SPAG4-Peptide Stimulationen (Napfzahl)

Allel SEQUENZ HD LD Blut- Tetramer™*
Spender Zellen

HLA-A*0201 LLFQGLSVL 10 50 1 +

10 50 2 )

0 60 3 +

0 60 4 -

20 100 6 +

20 100 7 +

20 100 8 +

20 100 9 -

GLLYLVSPL 10 50 1 +

10 50 2 )

0 60 3 )

0 60 4 -

20 100 6 +

20 100 7 +

20 100 8 +

20 100 9 -

HLA-B*0702 GPSCGEPAL 10 50 2 -

0 60 4 +

0 60 5 +

20 100 6 -

20 100 7 +

20 100 8 +

20 100 9 -
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Als Positiv-Kontrollen wurden parallel zu den zu testenden Peptid/MHC-
Komplexen bei jedem Stimulationsansatz, je nach HLA-Typisierung des
Blutspenders, zwei HLA-A*0201-restringierte Peptide aus CMV
(NLVPMVATV) oder Melan-A (ELAGIGILTV) und ein HLA-B*0702-
restringiertes Peptid aus CMV (TPRVTGGGAM) verwendet. Eine Auflistung
der Peptide, die als Kontrollen dienten, ist in Tabelle 2.4 zu sehen. Von
diesen Epitopen ist bekannt, dass durch Stimulation spezifische Zellen
generiert (ELAGIGILTV) oder expandiert (NLVPMVATV und TPRVTGGGAM)

werden kénnen.

Um eine unspezifische Bindung jedes Tetramers ausschlieBen zu kdénnen,
wurde immer mit einem Tetramercocktail gefarbt, der das Tetramer des
zu Uberprifenden Peptid/MHC-Komplexes als PE-Konjugat und ein
Tetramer eines irrelevanten Peptid/MHC-Komplexes als APC-Konjugat
enthielt. Jede Zelle wurde demnach mit einem spezifischen und einem
unspezifischen Tetramer gefarbt, so dass falsch positive Ergebnisse
anhand der, in diesem Fall ebenfalls positiven, unspezifischen Farbung als
solche erkannt werden konnten, Protokoll der Tetramerfarbung siehe
2.2.3.2.1.

Die Ubrigen der auf diese Weise als spezifisch flir LLFQGLSVL, GLLYLVSPL
und GPSCGEPAL identifizierten T-Zellen wurden aufgereinigt. Daflr
wurden diese Zellen praparativ mit Tetramer angefarbt, siehe 2.2.3.2.2
und anschlieBend durch das FACS Aria Cell-Sorting System aufgereinigt,
siehe 2.2.3.3. Vielen Dank an dieser Stelle an Frau Grimmel, Hautklinik
Tubingen. Die sortierten Zellen wurden mit bestrahlten PBMCs und LG2-
EBV-Zellen als Feederzellen sowie PHA und IL-2 in Kultur genommen. Es
konnten auf diese Art mehrere LLFQGLSVL, GLLYLVSPL und GPSCGEPAL -
spezifische T-Zelllinien etabliert werden. Die expandierten zytotoxischen
T-Zellen wurden auf ihre funktionalen und lytischen Eigenschaften
getestet. Daflir wurden folgende Zielzellen bendtigt: 1. autologe PBMCs,
und 2. SPAG4 exprimierende Nierenkarzinomzelllinien, siehe Abbildung
3.1. Die verwendeten Zelllinien und die Kulturbedingungen sind unter

2.2.2.9 aufgelistet. Als Zielzellen wurden die Zellen der kultivierten
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Zelllinien RCC5, RCC68 und MZ1257 eingesetzt. Diese Zielzellen wurden

mit Peptid-beladen und unbeladen eingesetzt.

Expression of SPAG4 normalized to 18S RNA (A C; method new)
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Abbildung 3.1: Genexpressionsanalyse verschiedener Nierenzellkarzinomzelllinien.
RCC190T, cDNS gewonnen aus Tumorgewebe dient als Positiv-Referenz. Diplomarbeit. 2005.

3.1.5 Funktionale Analysen der SPAG4-spezifischen
CD8" T-Zellen.

3.1.5.1 Kombinierte Tetramer- und intrazelluldre IFNy-Farbung

Mit der kombinierten Tetramer- und intrazellularen IFNy-Farbung sollte
nachgewiesen werden, dass die nach Antigenkontakt IFNy-produzierenden
Zellen auch tatsachlich flr dieses Antigen spezifisch sind. Die kombinierte
Tetramer- und intrazellulare Zytokinfarbung, siehe 2.2.3.5, detektiert
durch den IFNy-Nachweis in einzelnen Zellen und durch die spezifische
Bindung einzelner Zellen an Peptid/MHC-Tetramere die Spezifitat und
Aktivierung der Zellen. Bei der kombinierten Tetramer- und intrazellularen
Zytokinfarbung ist zu beachten, dass der T-Zellrezeptor nach

Antigenkontakt herunterreguliert wird.
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Abbildung 3.2: Kombinierte Tetramer- und intrazelluldre IFNy-Férbung der HLA-A*0201-
restringierten LLFQGLSVL-Tetramer®™ zytotoxischen T-Zellen nach Antigenkontakt. Eingesetzte
Zielzellen: mit LLFQGLSVL beladene autologe PBMCs A In diesem SSC-H versus FSC-H Dot Plot
wurden die Lymphozyten anhand ihrer GréBe und Granularitédt abgegrenzt und ausgewahlt. In den
folgenden Plots sind nur noch die Zellen dieser ausgewahlten Zellpopulation dargestellt. B In
diesem Dot Plot sind die IFNy produzierenden CD8* zytotoxischen T-Zellen dargestellt (1,7 % der
Lymphozyten/ 2,1 % der CD8%). C In diesem Dot Plot sind die LLFQGLSVL-Tetramer™ und CD8*
zytotoxischen T-Zellen dargestellt (2,4 % der Lymphozyten/ 3,0 % der CD8*). D In diesem Dot
Plot sind die IFNy produzierenden gegen die Tetramer™ CD8" zytotoxischen T-Zellen aufgetragen.
Die ausgewahlten IFNy* und Tetramer® T-Zellen (1,3 % der Lymphozyten/ 1,6 % der CD8*) sind in
den Ubrigen Dot Plots blau dargestellt.
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Abbildung 3.3: Kombinierte Tetramer- und intrazelluldare IFNy-Farbung der HLA-A*0201-
restringierten GLLYLVSPL-Tetramer® zytotoxischen T-Zellen nach Antigenkontakt. Eingesetzte
Zielzellen: mit GLLYLVSPL beladene autologe PBMCs A In diesem SSC-H versus FSC-H Dot Plot
wurden die Lymphozyten anhand ihrer GroBe und Granularitat abgegrenzt und ausgewahlt. In den
folgenden Plots sind nur noch die Zellen dieser ausgewahlten Zellpopulation dargestellt. B In
diesem Dot Plot sind die IFNy produzierenden CD8 zytotoxischen T-Zellen dargestellt (1,4 % der
Lymphozyten/ 1,5 % der CD8"). C In diesem Dot Plot sind die GLLYLVSPL-Tetramer* und CD8*
zytotoxischen T-Zellen dargestellt (3,7 % der Lymphozyten/ 4,0 % der CD8*). D In diesem Dot
Plot sind die IFNy produzierenden gegen die Tetramer™ CD8" zytotoxischen T-Zellen aufgetragen.
Die ausgewahlten IFNy* und Tetramer® T-Zellen (1,2 % der Lymphozyten/ 1,3 % der CD8%) sind in
den Ubrigen Dot Plots blau dargestelit.



Ergebnisse und Diskussion 116

_ PBMCs+GPSCGEPAL _ _ PEMCs+GPSCGEPAL
xS =3
2] .
;ﬁc 7 IFNg+Tetramar+
= L —_E
T ¥ e
] § (=9 “
=] E 73
1 g
] | [ II I\ I. -I I. I [ I C [ | 1 [] 1 IIIIIIIE'. ] ] III.III. 1 C IIIIIII ]
50 100 150 200 250 10 10 10 10
FSC-H fx 1.000) IFMg PE FL2-H
B C
PBMCs+GPSCGEPAL PBMCs+GPSCGEPAL
| COBHFNg- CDB+HFNgH CD&+TET- COB+TET+H
T, | T
o T *
- = =
(7' . [T
g a
5 ] g
ﬂ.me_ B
871 a8
[ Q
1 S D ) COB-IFNg 4 ) CDB-TET+
[ IIIIII 1 1 IIII 1 IIIIIII| 1 ) IIIII [ Lo [ IIIIIIII n IIIIIII 1 [l IIIIIII 1
1w 1w® 1wt 10° 10° 10 1wt 10°
IFNg PE FL2-H Tetramer APC FL4-H
Population #Events YeParent
Lymphocytes 33.206 N2
[<] coa+IFMg- 19.267 58,0
(] cDa+IFNg+ 147 0.4
[E CDB+TET- 19.286 58,1
(<] cos+TET+ 79 0,2
M IFhg+Tetramer+ 155 0,5

Abbildung 3.4: Kombinierte Tetramer- und intrazellulare IFNy-Farbung der HLA-B*0702-
restringierten GPSCGEPAL-Tetramer®™ zytotoxischen T-Zellen nach Antigenkontakt. Eingesetzte
Zielzellen: mit GPSCGEPAL beladene autologe PBMCs A In diesem SSC-H versus FSC-H Dot Plot
wurden die Lymphozyten anhand ihrer GréBe und Granularitdt abgegrenzt und ausgewahlt. In den
folgenden Plots sind nur noch die Zellen dieser ausgewahlten Zellpopulation dargestellt. B In
diesem Dot Plot sind die IFNy produzierenden CD8* zytotoxischen T-Zellen dargestellt (0,4 % der
Lymphozyten/ 0,8 % der CD8"). C In diesem Dot Plot sind die GPSCGEPAL-Tetramer* und CD8*
zytotoxischen T-Zellen dargestellt (0,2 % der Lymphozyten/ 0,4 % der CD8*). D In diesem Dot
Plot sind die IFNy produzierenden gegen die Tetramer* CD8* zytotoxischen T-Zellen aufgetragen.
Die ausgewahlten IFNy* und Tetramer® T-Zellen (0,5 % der Lymphozyten/ 0,8 % der CD8%) sind in
den Ubrigen Dot Plots blau dargestelit.
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Abbildung 3.5: Kombinierte Tetramer- und intrazellulare IFNy-Farbung der HLA-A*0201-

restringierten GLLYLVSPL-Tetramer® zytotoxischen T-Zellen nach Antigenkontakt. Eingesetzte
Zielzellen: unbeladene autologe PBMCs (negativ Kontrolle) A In diesem SSC-H versus FSC-H Dot
Plot wurden die Lymphozyten anhand ihrer GréBe und Granularitat abgegrenzt und ausgewahlt. In
den folgenden Plots sind nur noch die Zellen dieser ausgewahlten Zellpopulation dargestellt. B In
diesem Dot Plot sind die IFNy produzierenden CD8™ zytotoxischen T-Zellen dargestellt (0,1 % der
Lymphozyten/ 0,1 % der CD8"). C In diesem Dot Plot sind die GLLYLVSPL-Tetramer* und CD8*
zytotoxischen T-Zellen dargestellt (6,0 % der Lymphozyten/ 6,3 % der CD8"). D In diesem Dot
Plot sind die IFNy produzierenden gegen die Tetramer* CD8* zytotoxischen T-Zellen aufgetragen.
Die ausgewahlten IFNy* und Tetramer® T-Zellen (0,0 % der Lymphozyten/ 0,0 % der CD8%) sind in
den Ubrigen Dot Plots blau dargestellt.
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Abbildung 3.6: Kombinierte Tetramer- und intrazellulare IFNy-Férbung der HLA-A*0201-
restringierten LLFQGLSVL-Tetramer®™ zytotoxischen T-Zellen nach Antigenkontakt. Eingesetzte
Zielzellen: mit LLFQGLSVL beladene SPAG4-exprimierende Nierenzellkarzinomzelllinie MZ1257. A
In diesem SSC-H versus FSC-H Dot Plot wurden die Lymphozyten anhand ihrer GréBe und
Granularitdt abgegrenzt und ausgewdhlt. In den folgenden Plots sind nur noch die Zellen dieser
ausgewdhlten Zellpopulation dargestellt. B In diesem Dot Plot sind die IFNy produzierenden CD8*
zytotoxischen T-Zellen dargestellt (1,4 % der Lymphozyten/ 1,4 % der CD8"). C In diesem Dot
Plot sind die LLFQGLSVL-Tetramer® und CD8" zytotoxischen T-Zellen dargestellt (5,7 % der
Lymphozyten/ 5,9 % der CD8*). D In diesem Dot Plot sind die IFNy produzierenden gegen die
Tetramer* CD8" zytotoxischen T-Zellen aufgetragen. Die ausgewé&hlten IFNy* und Tetramer® T-
Zellen (1,2 % der Lymphozyten/ 1,3 % der CD8™) sind in den Ubrigen Dot Plots blau dargestellt.
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Abbildung 3.7: Kombinierte Tetramer- und intrazelluldare IFNy-Farbung der HLA-A*0201-
restringierten GLLYLVSPL-Tetramer® zytotoxischen T-Zellen nach Antigenkontakt. Eingesetzte
Zielzellen: mit GLLYLVSPL beladene SPAG4-exprimierende Nierenzellkarzinomzelllinie MZ1257. A In
diesem SSC-H versus FSC-H Dot Plot wurden die Lymphozyten anhand ihrer GréBe und
Granularitdt abgegrenzt und ausgewéhlt. In den folgenden Plots sind nur noch die Zellen dieser
ausgewshlten Zellpopulation dargestellt. B In diesem Dot Plot sind die IFNy produzierenden CD8"
zytotoxischen T-Zellen dargestellt (1,2 % der Lymphozyten/ 1,3 % der CD8%). C In diesem Dot
Plot sind die GLLYLVSPL-Tetramer® und CD8* zytotoxischen T-Zellen dargestellt (5,2 % der
Lymphozyten/ 5,5 % der CD8"). D In diesem Dot Plot sind die IFNy produzierenden gegen die
Tetramer* CD8" zytotoxischen T-Zellen aufgetragen. Die ausgewé&hlten IFNy* und Tetramer® T-
Zellen (1,1 % der Lymphozyten/ 1,2 % der CD8™) sind in den Uibrigen Dot Plots blau dargestellt.
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Abbildung 3.8: Kombinierte Tetramer- und intrazelluldare IFNy-Farbung der HLA-B*0702-
restringierten GPSCGEPAL-Tetramer® zytotoxischen T-Zellen nach Antigenkontakt. Eingesetzte
Zielzellen: mit GPSCGEPAL beladene SPAG4-exprimierende Nierenzellkarzinomzelllinie MZ21257. A
In diesem SSC-H versus FSC-H Dot Plot wurden die Lymphozyten anhand ihrer GréBe und
Granularitdt abgegrenzt und ausgewéhlt. In den folgenden Plots sind nur noch die Zellen dieser
ausgewshlten Zellpopulation dargestellt. B In diesem Dot Plot sind die IFNy produzierenden CD8*
zytotoxischen T-Zellen dargestellt (0,5 % der Lymphozyten/ 0,7 % der CD8"). C In diesem Dot
Plot sind die GPSCGEPAL-Tetramer™ und CD8* zytotoxischen T-Zellen dargestellt (1,1 % der
Lymphozyten/ 1,3 % der CD8*). D In diesem Dot Plot sind die IFNy produzierenden gegen die
Tetramer* CD8* zytotoxischen T-Zellen aufgetragen. Die ausgewahlten IFNy*" und Tetramer® T-
Zellen (0,4 % der Lymphozyten/ 0,4 % der CD8™) sind in den lbrigen Dot Plots blau dargestellt.
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Abbildung 3.9: Kombinierte Tetramer- und intrazelluldare IFNy-Farbung der HLA-A*0201-
restringierten GLLYLVSPL-Tetramer® zytotoxischen T-Zellen nach Antigenkontakt. Eingesetzte
Zielzellen: unbeladene SPAG4-exprimierende Nierenzellkarzinomzelllinie MZ1257. A In diesem
SSC-H versus FSC-H Dot Plot wurden die Lymphozyten anhand ihrer GréBe und Granularitat
abgegrenzt und ausgewahlt. In den folgenden Plots sind nur noch die Zellen dieser ausgewdahlten
Zellpopulation dargestellt. B In diesem Dot Plot sind die IFNy produzierenden CD8" zytotoxischen
T-Zellen dargestellt (0,1 % der Lymphozyten/ 0,1 % der CD8%). C In diesem Dot Plot sind die
GLLYLVSPL-Tetramer™ und CD8* zytotoxischen T-Zellen dargestellt (6,0 % der Lymphozyten/ 6,3
% der CD8*). D In diesem Dot Plot sind die IFNy produzierenden gegen die Tetramer®™ CD8%
zytotoxischen T-Zellen aufgetragen. Die ausgewahlten IFNy* und Tetramer* T-Zellen (0,0 % der
Lymphozyten/ 0,0 % der CD8%) sind in den (ibrigen Dot Plots blau dargestellt.
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Die als spezifisch fur LLFQGLSVL oder GLLYLVSPL oder GPSCGEPAL
identifizierten T-Zellen waren in der Lage, Peptid-beladene Zielzellen zu
erkennen und IFNy zu produzieren, siehe Abbildung 3.2 bis 3.4 (als
Zielzellen fungierten jeweils mit dem spezifischen Peptid-beladene
autologe PBMCs) und 3.6 bis 3.8 (als Zielzellen fungierten jeweils mit dem
spezifischen Peptid-beladene Zellen, der Nierenzellkarzinomzelllinie
MZ1257). Die in der Negativkontrolle eingesetzten unbeladenen autologen
PBMCs aktivierten die Tetramer® T-Zellen nicht, so dass in diesem Ansatz
keine IFNy produzierenden Zellen detektiert werden konnten. In Abbildung
3.5 ist dies exemplarisch fir die GLLYLVSPL-Tetramer® zytotoxischen T-
Zellen gezeigt. Keine der generierten LLFQGLSVL oder GLLYLVSPL oder
GPSCGEPAL spezifischen T-Zellen produzierten nach Inkubation mit
unbeladenen autologen PBMCs IFNy. Ebenfalls keine der als spezifisch fir
LLFQGLSVL oder GLLYLVSPL oder GPSCGEPAL identifizierten T-Zelllinien
war in der Lage, unbeladene Zielzellen der Nierenzellkarzinomzelllinie
MZ1257 zu erkennen und IFNy zu produzieren, siehe exemplarische
Abbildung 3.9. In dem Versuchsansatz mit den unbeladenen Zellen der
Nierenzellkarzinomzelllinie MZ1257, die SPAG4 exprimieren, wurden zwar
Tetramer® T-Zellen detektiert, aber diese produzierten kein IFNy. Die
Herunterregulation des T-Zellrezeptors aufgrund der T-Zellaktivierung ist
deutlich, aber beeintrachtigt die Analyse nur unwesentlich. Die blau
markierten Zellen - Zellen die aktiviert wurden und Tetramer-spezifisch
sind - weisen im Vergleich zu den Zellen, die nicht aktiviert und Tetramer™*
sind, eine geringere Affinitdt gegenliber dem spezifischen Tetramer auf.
Eine mégliche Ursache daflr, dass die generierten spezifischen T-Zelllinien
die Nierenzellkarzinomzelllinie MZ1257, die auf natlrlichem Weg SPAG4
exprimiert, nicht erkennen und lysieren kdnnen, kénnte eine zu geringe
SPAG4-Expression der verwendeten Nierenzellkarzinomzelllinie MZ1257
sein. Oder die SPAG4-Expression kdénnte sich im Verlauf der Kultivierung
der Nierenzellkarzinomzelllinien verringert haben. Aber mdglicherweise ist
die kombinierte Tetramer- und intrazellulare IFNy-Farbung nicht sensitiv

genug.
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Als Goldstandard des Zytotoxizitdtsnachweises gilt schon lange der °!Cr-
Freisetzungstest. In dem °!Cr-Freisetzungstest werden die zytotoxischen
T-Zellen auf ihre Fahigkeit hin Antigen zu erkennen und eine Zielzelllyse
zu vollfihren getestet. Es wurden in diesem Test weitere

Nierenzellkarzinomzelllinien, die SPAG4 exprimieren verwendet.

3.1.5.2 Zytotoxizitatsnachweis

Fir den >'Cr-Freisetzungstest werden Zielzellen mit Peptiden beladen oder
unbeladen verwendet. Diese Zielzellen nehmen wahrend der Inkubation
radioaktive  *!Chromationen auf. Werden diese Zielzellen bei
anschlieBender Kokultur durch T-Zelllinien lysiert, kann die Radioaktivitat
im Uberstand der Zellkultur nachgewiesen werden, Protokoll >'Cr-

Freisetzungstest siehe 2.2.3.7.

Die generierten LLFQGLSVL oder GLLYLVSPL oder GPSCGEPAL
spezifischen T-Zelllinien wurden auf verschiedene Peptid-beladene und

unbeladene Zielzellen, siehe 2.2.2.9, getestet.
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Um die Zytotoxitat der HLA-A*0201-restringierten LLFQGLSVL-Tetramer*
zytotoxischen T-Zellen zu ermitteln, wurden die Zellen der HLA-A*0201-
restringierten Nierenzellkarzinomzelllinien MZ1257 und RCC68 als

Zielzellen verwendet, siehe Abbildung 3.10.
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Abbildung 3.10: °!Cr-Freisetzungstest mit HLA-A*0201-restringierten LLFQGLSVL-spezifischen
zytotoxischen T-Zellen nach 5 h Antigenkontakt. Eingesetzte Zielzellen: sowohl Peptid-beladene
und unbeladene SPAG4-exprimierende Nierenzellkarzinomzelllinien MZ1257 und RCC68 als auch
Peptid-beladene und unbeladene autologe PBMCs. Dargestellt ist der Prozentsatz der spezifischen
Lyse bei unterschiedlichen Verhadltnissen von Effektorzellen zu Zielzellen. Die LLFQGLSVL-
spezifischen T-Zellen lysieren Peptid-beladene Zielzellen effektiv, aber nicht unbeladene Zielzellen
der Nierenzellkarzinomzelllinien MZ1257 und RCC68.
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Um die Zytotoxitadt der HLA-A*0201-restringierten GLLYLVSPL-Tetramer*
zytotoxischen T-Zellen zu ermitteln, wurden die Zellen der HLA-A*0201-
restringierten Nierenzellkarzinomzelllinien MZ1257 und RCC68 als

Zielzellen verwendet, siehe Abbildung 3.11.

*1Cr-Freisetzungstest mit GLLYLVSPL spezifischer Zelllinie

80 -
—8—— PBMCs + peptide
-------- O PBMCs + irrelevant peptide
——-y-—— MZ 1257 + peptide
60 - —=7-—-  MZ 1257 - peptide
— & — RCC 68 + peptide
RCC 68 - peptide
40 -
Wtisaccs:
N
20 A
o = T
e == -
0 O)sviivnenas D SR O‘—\~8:. z
I 1 I I %, S T ~
30/1 10/1 3N 17 0.3/ 0.1/
Effector : Target
-20 -

Abbildung 3.11: >!Cr-Freisetzungstest mit HLA-A*0201-restringierten GLLYLVSPL-spezifischen
zytotoxischen T-Zellen nach 5 h Antigenkontakt. Eingesetzte Zielzellen: sowohl Peptid-beladene
und unbeladene SPAG4-exprimierende Nierenzellkarzinomzelllinien MZ1257 und RCC68 als auch
Peptid-beladene und unbeladene autologe PBMCs. Dargestellt ist der Prozentsatz der spezifischen
Lyse bei unterschiedlichen Verhadltnissen von Effektorzellen zu Zielzellen. Die LLFQGLSVL-
spezifischen T-Zellen lysieren Peptid-beladene Zielzellen effektiv, aber nicht unbeladene Zielzellen
der Nierenzellkarzinomzelllinien MZ1257 und RCC68.
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Um die Zytotoxitat der HLA-A*0702-restringierten GPSCGEPAL-Tetramer*
zytotoxischen T-Zellen zu ermitteln, wurden die Zellen der HLA-A*0702-
restringierten Nierenzellkarzinomzelllinien MZ1257 und RCC5 als Zielzellen

verwendet, siehe Abbildung 3.12.

*1Cr-Freisetzungstest mit GPSCGEPAL spezifischer Zelllinie
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Abbildung 3.12: °!Cr-Freisetzungstest mit HLA-A*0702-restringierten GPSCGEPAL-spezifischen
zytotoxischen T-Zellen nach 5 h Antigenkontakt. Eingesetzte Zielzellen: sowohl Peptid-beladene
und unbeladene SPAG4-exprimierende Nierenzellkarzinomzelllinien MZ1257 und RCC5 als auch
Peptid-beladene und unbeladene autologe PBMCs. Dargestellt ist der Prozentsatz der spezifischen
Lyse bei unterschiedlichen Verhadltnissen von Effektorzellen zu Zielzellen. Die LLFQGLSVL-
spezifischen T-Zellen lysieren Peptid-beladene Zielzellen effektiv, aber nicht unbeladene Zielzellen
der Nierenzellkarzinomzelllinien MZ1257 und RCC5.
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Die als spezifisch fur LLFQGLSVL oder GLLYLVSPL oder GPSCGEPAL
identifizierten T-Zelllinien waren in der Lage, Peptid-beladene Zielzellen
effektiv zu lysieren, siehe Abbildung 3.10 bis 3.12. Aber sie waren nicht in
der Lage, die unbeladenen Nierenzellkarzinomzelllinien zu lysieren. So
konnte auch durch den >!Cr-Freisetzungstest keine spezifisch gerichtete
Funktionalitat der generierten T-Zelllinien gegen auf naturlicher Weise
SPAG4-exprimierende Nierenzellkarzinomzelllinien detektiert werden. Es
besteht aber auch neben den Mdglichkeiten der zu geringen SPAG4-
Expression der verwendeten Nierenzellkarzinomzelllinie oder der zu
schwachen Sensitivitdat der verwendeten Nachweismethoden auch die
Mdéglichkeit, dass mit den vorhergesagten Peptiden LLFQGLSVL,
GLLYLVSPL und GPSCGEPAL eine T-Zellaktivierung moglich ist, diese
Peptide aber nicht von Tumorzellen prozessiert und prasentiert werden.
Somit waren diese Peptide keine naturlichen MHC-Liganden. Bisher wurde
keines der drei Peptide auf Nierenzellkarzinomen gefunden. Aus diesen
Grinden scheiden diese aus dem SPAG4-Protein vorhergesagten Peptide
LLFQGLSVL, GLLYLVSPL und GPSCGEPAL, trotz den vielversprechenden
Genexpressionsdaten von SPAG4 und dem Umstand spezifische
zytotoxische T-Zellen erzeugen zu koénnen, fir die Anwendung in einer
peptidbasierten Vakzine aus. Die Identifizierung von T-Zell-Epitopen durch
Epitopvorhersagen aus Proteinen, die durch Genexpressionsanalysen als
tumorassoziierte Antigene charakterisiert wurden, birgt immer die Gefahr,
dass diese T-Zell-Epitope keine natlirlichen Liganden darstellen. Dieser
Nachweis ist jedoch erst sehr spat in dem Identifizierungsprozess durch in
vitro generierte spezifische T-Zelllinien vermittelte Lyse von Zielzellen, die
dieses Protein exprimieren, zu erbringen. Daher ist es ein bedeutender
Vorteil, wenn ein Peptid, wie im VEGF-Projekt, zuerst als natlrlicher
Ligand zum Beispiel durch massenspektrometrische Verfahren identifiziert

werden konnte, siehe 3.2.
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3.2 VEGF

Das von Andreas Weinzierl auf zwei Nierenzellkarzinomen durch
massenspektrometrische Analysen gefundene HLA-B*2705-restringierte
SRFGGAVVR, welches in das Leseraster der aktuellen Proteinsequenz von
VEGF passt und durch das alternative CUG*®® Startcodon transkribiert
werden kann, siehe Abbildung 1.7, ist ein idealer Kandidat flir eine Peptid-
oder T-Zellbasierte Immuntherapie. Das Antigen VEGF wird im Tumor auf
mMRNS- und Proteinebene im Vergleich zu Normalgewebe Uberexprimiert.
Daher sollte in diesem Projekt dieses neu identifizierte Peptid SRFGGAVVR
als T-Zell-Epitop durch T-Zellstimulationen mit aAPCs und anschlieBenden

funktionellen Analysen verifiziert werden.

3.2.1 Herstellung von Peptid/MHC-Komplexen

Die Ruckfaltungen mit dem VEGF-Peptid SRFGGAVVR waren erfolgreich,
siehe folgende Tabelle 3.5.

Tabelle 3.5: Hergestellte Monomere. Eine Rickfaltung war erfolgreich, wenn mindestens 500 mg
Monomer hergestellt werden konnte.

SEQUENZ Molmasse Position SYFP- Allel Riickfaltung
Score
SRFGGAVVR 947,53 siehe Abb. 1.7 30 B*2705 +

3.2.2 Die CD8" T-Zell-Gewinnung

Die Quelle fir die PBMCs, aus denen im weiteren Verlauf CD8* T-Zellen
angereichert wurden, waren - analog zu dem SPAG4-Projekt - entweder
Buffy Coats von gesunden Spendern oder Leukaphereseprodukte
(peripheres, leukozytenangereichertes Blut) von gesunden Spendern aus
der Transfusionsmedizin in Tubingen. Die PBMCs wurden aus diesen
Blutprodukten durch Dichtezentrifugation mit

Lymphozytenseparationslésung isoliert. Die Ausbeute und die HLA-
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Typisierung der gewonnenen PBMCs aus den jeweiligen Blutprodukten ist

der Tabelle 3.6 zu entnehmen.

Tabelle 3.6: Zusammenstellung der verwendeten Blutprodukte

Blutspender |Blutprodukt PBMCs CMV (HLA

1 Leukapherese 1,6x10° - A2 All B7 B27
2 Buffy Coat 7,0x108 - A2 A31 B27 B61
3 Leukapherese 1,0x10° - A24 A32 B27 B44
4 Buffy Coat 7,0x108 + A2 A24 B7 B27
5 Leukapherese 1,8x10° - A2 - B18 B27
6 Leukapherese 2,5x10° + A2 A28 B7 B27
7 Leukapherese 1,2x10° + Al A2 B8 B27
8 Leukapherese 2,1x10° - A3 A28 B18 B27
9 Leukapherese 1,4x10° + Al A31 B8 B27

CD8* T-Zellen wurden aus den PBMCs durch positive Selektion via MACS-
Aufreinigung gewonnen. Durch diese MACS-Aufreinigung konnten die
CD8" T-Zellen mit 90-99 % Reinheit gewonnen werden und unerwiinschte

Zellpopulationen wie zum Beispiel CD4* T-Zellen beseitigt werden.

3.2.3 In vitro Generierung von SRFGGAVVR-
spezifischen CD8* T-Zellen

Die aus den diversen Blutprodukten gewonnenen CD8" T-Zellen (siehe
Tabelle 3.7) wurden mit artifiziellen APCs (siehe 1.8.5.2) stimuliert. Jede
Stimulation wurde in einem Napf einer 96napf-Platte mit 1x10° CD8* T-
Zellen angesetzt. Entsprechend der Anzahl CD8" T-Zellen, die von einem
Blutprodukt eines Blutspenders aufgereinigt werden konnten, wurde die
Anzahl der Stimulationen bestimmt. Die aAPCs wurden in zwei
unterschiedlichen Monomerkonzentrationen eingesetzt. Die so genannten

high density Beads (HD) waren mit 20 nM Monomer, die low density
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Beads (LD) mit 200 pM Monomer beladen. Die Antikérperkonzentration
betrug bei beiden Varianten der aAPCs 20 nM.

Aus Tabelle 3.7 ist ersichtlich, wie viele HD-Stimulationen und wie viele
LD-Stimulationen durchgefiihrt worden sind. Da die Funktionalitat von T-
Zellen mit ihrer Aviditat zunimmt, wurden hauptsachlich LD-Stimulationen
durchgefuhrt (Alexander-Miller et al., 1996a;Alexander-Miller, 2005).

Tabelle 3.7: Zusammenstellung der durchgefiihrten Stimulationen mit aAPCs
beladen mit SRFGGAVVR-MHC-Komplexen.

Durchgefiihrte aAPC-Stimulationen mit SRFGGAVVR-MHC-
Komplex

HD LD Blut- Tetramer* | Tetramer®*
(Napfzahl) | (Napfzahl) | Spender Zellen (Napfzahl)

20 100 1 + 8

10 50 2 - -

20 100 3 + 5

10 50 4 - -

30 150 5 - -

20 100 6 + 7

20 100 7 + 4

30 150 8 - -

10 50 9 + 2

SRFGGAVVR-Tetramer* zytotoxische T-Zellen konnten durch in vitro
Stimulation mit aAPCs von flnf Blutspendern generiert werden. Insgesamt
konnten in 26 Stimulationen (ein Napf = eine Stimulation) von 540
Stimulationen SRFGGAVVR-Tetramer® T-Zelllinien erzeugt werden. In
diesen Stimulationen konnten von 0,45 % bis zu 83,41 % SRFGGAVVR-
Tetramer® T-Zellen (Prozent der Gesamtzahl der CD8* T-Zellen) detektiert

werden.
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Als Positiv-Kontrollen wurden parallel zu den zu testenden Peptid/MHC-
Komplexen bei jedem Stimulationsansatz, je nach HLA-Typisierung des
Blutspenders, zwei HLA-A*0201-restringierte Peptide aus CMV
(NLVPMVATV) oder Melan-A (ELAGIGILTV) und ein HLA-B*0702-
restringiertes Peptid aus CMV (TPRVTGGGAM) verwendet. Eine Auflistung
der Peptide, die als Kontrollen dienten, ist in Tabelle 2.4 zu sehen. Von
diesen Epitopen ist bekannt, dass durch Stimulation spezifische Zellen
generiert (im Fall von Melan-A) oder expandiert (im Fall von CMV) werden

konnen.

Um eine unspezifische Bindung jedes Tetramers ausschlieBen zu kdénnen,
wurde immer mit einem Tetramercocktail gefarbt, der das Tetramer des
zu Uberprifenden Peptid/MHC-Komplexes als PE-Konjugat und ein
Tetramer des irrelevanten Peptid/MHC-Komplexes als APC-Konjugat
enthielt. Jede Zelle wurde demnach mit einem spezifischen und einem
unspezifischen Tetramer gefarbt, so dass falsch positive Ergebnisse
anhand der, in diesem Fall ebenfalls positiven, unspezifischen Farbung als
solche erkannt werden konnten, Protokoll der Tetramerfarbung siehe
2.2.3.2.1. Exemplarisch ist in Abbildung 3.13 eine Tetramerfarbung
gezeigt.

Die auf diese Weise ermittelten SRFGGAVVR-Tetramer®™ T-Zellen wurden
aufgereinigt. Dafur wurden diese Zellen praparativ mit Tetramer
angefarbt, siehe 2.2.3.2.2, und anschlieBend durch das FACS Aria Cell-
Sorting System aufgereinigt, siehe 2.2.3.3. Die sortierten Zellen wurden
mit bestrahlten PBMCs und LG2-EBV-Zellen als Feederzellen sowie PHA
und IL-2 in Kultur genommen. Es konnten auf diese Art mehrere
SRFGGAVVR-Tetramer® T-Zelllinien etabliert werden.

Dank groBer PBMC-Ausbeuten mancher Leukapheresen waren genug
Zellen vorhanden, um neben den Stimulationsansatzen mit den aAPCs
auch DCs zu gewinnen und Stimulationsansatze mit Peptid-beladenen DCs
durchzufihren, siehe Tabelle 3.8. In zwei Ansatzen (Blutspender sieben

und acht) konnten SRFGGAVVR-spezifische T-Zellen generiert werden.
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Diese wurden via MACS sortiert und ebenfalls fur die funktionalen

Nachweise, Zytokinsekretion nach Antigenkontakt und spezifische Lyse,

verwendet.

Tabelle 3.8: Zusammenstellung der durchgefiihrten
Stimulationen mit SRFGGAVVR-Peptid-beladenen aus
Monozyten gereiften DCs.

Durchgefiihrte DC-Stimulationen mit
SRFGGAVVR-Peptid

Blutspender Tetramer® Tetramer™®
Zellen Zellzahlen
5 - -
7 + 5,2x10°
8 - -
9 + 7,0x10°
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Abbildung 3.13: Tetramerfarbung der HLA-B*2705-restringierten SRFGGAVVR-Tetramer®
zytotoxischen T-Zellen nach in vitro Stimulation. A In diesem SSC-H versus FSC-H Dot Plot wurden
die Lymphozyten und die aAPCs anhand ihrer GroBe und Granularitdt von dem Debris abgegrenzt
und ausgewdahlt. In den folgenden Plots sind nur noch die Zellen der ausgewahlten CD8%
Zellpopulation dargestellt. B Durch diesen Dot Plot kénnen die NLVPMVATV-Tetramert CD8* T-
Zellen diskriminiert werden (5,4 % der Lymphozyten/ 5,6 % der CD8+). Diese Zellen sind in den
Ubrigen Dot Plots violett dargestellt. C In diesem Dot Plot sind die SRFGGAVVR-Tetramer* CD8* T-
Zellen dargestellt (7,9 % der Lymphozyten/ 8,2 % der CD8+). Diese Zellen sind in den ubrigen Dot
Plots blau dargestellt. D In diesem Dot Plot kénnen unspezifische Tetrameraggregate erkannt
werden.
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3.2.4 Funktionale Analysen der SRFGGAVVR-
spezifischen CD8* T-Zellen.

Die expandierten zytotoxischen T-Zellen/Zelllinien wurden auf ihre
funktionalen - mittels intrazelluldrer Zytokinfarbung - und lytischen -
mittels °'Cr-Freisetzungstest - Eigenschaften getestet. Dafiir wurden
folgende Zielzellen verwendet: autologe PBMCs, die VEGF exprimierende
Nierenkarzinomzelllinie RCC110 und die mit humanem HLA-B*2705 und
B>-Mikroglobulin transfizierten Maus-Myelomzelllinie X63-B*2705, siehe
Abbildung 3.1. Die X63-B*2705 wurden eingesetzt um eine konstitutive
endogene VEGF-Expression auszuschlieBen. Diese Zellen wurden entweder
mit VEGF UTR165, welches die ,untranslatierte® Region (UTR) von VEGF
enthalt und so auch das SRFGGAVVR-Peptid prasentiert, transfiziert oder
mit VEGF 165, welches die UTR von VEGF nicht enthalt und so auch kein
SRFGGAVVR-Peptid prasentiert. Die Kulturbedingungen sind unter 2.2.2.9
aufgelistet. Die fiir den >'Cr-Freisetzungstest benétigten Zielzellen wurden
von Florian Altenberend transfiziert und bereitgestellt. Die VEGF-
Proteinexpression ist der folgenden Abbildung 3.14 zu entnehmen. Die
VEGF-Proteinexpression der VEGF165-Zellen war gegentber den VEGF-
UTR165-Zellen 10fach erhdht.

404, VEGF-165
/ 4

pg VEGF / pug protein
[=2]

n.d.

X63-B*2705

Abbildung 3.14: Die Transfektionseffizienz der verschiedenen VEGF-Konstrukten in X63-
B*2705 Zellen wurde durch einen beadbasierten Sandwich-Immunoassay quantifiziert. In
untransfizierten X63-B*2705 Zellen war kein VEGF-Protein detektierbar.
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Die generierten SRFGGAVVR-Tetramer*CD8" T-Zellen produzieren nach 6
h Kokultur mit Peptid-beladenen PBMCs IFNy, siehe exemplarisch die
Abbildung 3.15. Diese zeigt, dass die generierten Zellen sowohl spezifisch
als auch funktional sind.
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Abbildung 3.15: Intrazelluldre IFNy-Farbung der HLA-B*2705-restringierten SRFGGAVVR-
Tetramer* zytotoxischen T-Zellen nach Zugabe des SRFGGAVVR-Peptids fiir 6 h. A In diesem SSC-
H versus FSC-H Dot Plot wurden die Lymphozyten anhand ihrer GroBe und Granularitdat von dem
Debris abgegrenzt und ausgewahlt. In den folgenden Plots sind nur noch die Zellen der
ausgewahlten CD8" Zellpopulation dargestellt. B In diesem Dot Plot sind die IFNy produzierenden
CD8™* zytotoxischen T-Zellen blau dargestellt (1,3 % der Lymphozyten/ 1,4 % der CD8%).

Dariiber hinaus wurde in einem °Cr-Freisetzungstest die lytische Fahigkeit
von einer SRFGGAVVR spezifischen Zelllinie ermittelt. Daflir wurden HLA-
B*2705-restringierte SRFGGAVVR-spezifische zytotoxische T-Zellen fir 5
h mit >'Cr-beladenen Zielzellen kokultiviert. Es wurden folgende Zielzellen
eingesetzt: autologe, mit irrelevantem Peptid-beladene, PBMCs, die VEGF
exprimierende Nierenkarzinomzelllinie RCC110 und die mit humanem
HLA-B*2705 und B2-Mikroglobulin transfizierte Maus-Myelomzelllinie X63-
B*2705. Die X63-B*2705 wurden in zwei Varianten eingesetzt; mit VEGF
UTR165 und mit VEGF 165 transfiziert. Die SRFGGAVVR-spezifischen T-
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Zellen lysieren die Zellen der Zelllinie RCC110 und X63-B*2705+VEGF
UTR165 effektiv, aber nicht die mit irrelevantem Peptid-beladenen
autologen PBMCs und die Zellen der Zielzelllinie X63-B*2705+VEGF165,
obwohl letztere eine 10fach erhdhte VEGF-Proteinmenge als die VEGF-
UTR165 Zellen aufwiesen, siehe Abbildung 3.14.

*1Cr-Freisetzungstest mit SRFGGAVVR spezifischer Zelllinie
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Abbildung 3.16: °'Cr-Freisetzungstest mit HLA-B*2705-restringierten SRFGGAVVR-spezifischen
zytotoxischen T-Zellen nach 5 h Antigenkontakt. Eingesetzte Zielzellen: autologe, mit irrelevantem
Peptid-beladene, PBMCs, die VEGF exprimierende Nierenkarzinomzelllinie RCC110 und die mit
humanem HLA-B*2705 und B2-Mikroglobulin transfizierte Maus-Myelomzelllinie X63-B*2705. Die
X63-B*2705 wurden in zwei Varianten eingesetzt. Mit VEGF UTR165 transfiziert, enthalt die UTR
von VEGF und so auch das SRFGGAVVR-Peptid, und mit VEGF 165 transfiziert, enthalt die UTR von
VEGF nicht und so auch kein SRFGGAVVR-Peptid. Dargestellt ist der Prozentsatz der spezifischen
Lyse bei unterschiedlichen Verhaltnissen von Effektorzellen zu Zielzellen. Die SRFGGAVVR-
spezifischen T-Zellen lysieren die Zellen der Zelllinie RCC110 und X63-B*2705+VEGF UTR165
effektiv, aber nicht die mit irrelevante Peptid-beladenen autologen PBMCs und die Zellen der
Zielzelllinie X63-B*2705+VEGF165.
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Abbildung 3.17: Kombinierte IFNy- und Tetramerfarbung von PBMCs zweier RCC-Patienten
(RCC160 und RCC294). Die Farbung wurde ex vivo (A+D) und nach einwdchiger in vitro
Stimulation mit SRFGGAVVR-Peptid durchgefiihrt (B+C). In allen Dot Plots sind nur die CD8"* T-
Zellen gezeigt. Es konnten keine Tetramer* CD8* T-Zellen detektiert werden. In keinem RCC war
die Zahl der IFNy produzierenden Zellen hoher als in der Negativkontrolle.

Um zu untersuchen ob das SRFGGAVVR-Peptid in RCC-Patienten in vivo
spezifische T-Zellen induziert und somit spezifische T-Zellen vorhanden
sind, wurden eingefrorene PBMCs von 12 verschiedenen HLA-B*2705*
RCC-Patienten analysiert. Exemplarisch sind in der Abbildung 3.17 die
Ergebnisse von RCC160 und RCC294 gezeigt. Die untersuchten RCC-

Patienten sind der Tabelle 3.9 aufgelistet. Zur Detektion von in vivo
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SRFGGAVVR-spezifischen T-Zellen in diesen RCC-Patienten wurden deren
PBMCs ex vivo und nach einwdchiger in vitro-Stimulation mit dem
SRFGGAVVR-Peptid durch kombinierte IFNy- und Tetramerfarbung
analysiert. In keinen der PBMCs der RCC-Patienten, RCC110
eingeschlossen, konnten Tetramer® oder IFNy* Zellen im Vergleich zur
Negativkontrolle detektiert werden. Als Negativkontrolle wurde ein
irrelevantes Peptid eingesetzt. Stimulation mit diesem Peptid generierte
dieselbe Zahl an IFNy produzierenden Zellen wie das SRFGGAVVR-Peptid.
Als Positivkontrolle diente PMA/Ionomycin. Damit konnten bis zu 80 %

IFNy produziernde T-Zellen (von allen CD8* T-Zellen) generiert werden.

Tabelle 3.9: Suche nach von in vivo SRFGGAVVR-spezifischen T-Zellen in diversen RCC Patienten.
Die Analyse erfolgte ex vivo und nach einwdchiger in vitro Stimulation.

Patient Geschlecht HLA-Typisierung :ﬁ;{;‘;‘; K;:{;’:;
RCC110 w A*02, B*18, B*27 - -
RCC112 w A*01, A*31, B*08, B*27 - -
RCC116 m A*01, A*02, B*27, B*37 - -
RCC160 m A*01, A*03, B*27, B*35 - -
RCC184 w A*01, A*11, B*08, B*27 - -
RCC199 m A*02, A*03, B*07, B*27 - -
RCC206 w A*11, A*32, B*27, B*44 - -
RCC255 w A*02, A*03, B*27, B*40 - -
RCC284 w A*01, A*02, B*27, B*35 - -
RCC294 m A*02, A*24, B*27, B*40 - -
RCC339 m A*25, A*29, B*18, B*27 - -
RCC385 m A*01, A*32, B*27, B*58 - -
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Dies weist darauf hin, dass das SRFGGAVVR-Peptid nicht spontan von den
T-Zellen der RCC-Patienten erkannt wird. Dies ist zum einen auf die sehr
geringen Frequenzen an naiven Vorlauferzellen und auf die nicht

existierenden spezifischen Gedachtniszellen zurtckzufihren.

Dieser von Andreas Weinzierl durch massenspektrometrische Analysen
gefundene MHC-Ligand SRFGGAVVR, welcher aus der ,untranslatierten"
Region des VEGF-Proteins stammt, ist in der Lage spezifische und
funktionelle zytotoxische T-Zellen aus PBMCs von gesunden Blutspendern
mit lytischen Fahigkeiten gegen VEGF-exprimierende Zellen zu erzeugen.
Dadurch kann SRFGGAVVR als tumorassoziertes T-Zell-Epitop bezeichnet
werden. Die Mdoglichkeit flir eine immuntherapeutische Anwendung des
SRFGGAVVR-Peptids im Rahmen einer aktiven Immunisierung ist
gegeben. Im Falle von stark immunsupprimierten Patienten ist auch an die
Méglichkeit der passiven Immunisierung zu denken. Dabei werden
autologe in vitro expandierte SRFGGAVVR-spezifische zytotoxische T-
Zellen reinfundiert. Dieses Konzept der adoptiven zellularen
Immunisierung gegen Tumore oder andere Phatogene wurde zum ersten
Mal von Mitchison im Jahr 1970 prasentiert (Mitchison, 1970). Diese
peptidbasierenden immuntherapeutischen Ansatze kdnnten in
Kombination mit den bisherigen Tumortherapien die gegen VEGF agieren
eingesetzt werden und deren Wirkung verstarken. Bisherige anti-VEGF
Tumortherapien sind zum Beispiel Kinaseinhibitoren, wie Sunitinib und
Sorafenib, die den mitogenen und angiogenen Mediator VEGFR-2
blockieren (Abril et al., 1996a;Nathan et al., 2006a;Schrader et al.,
2006b), oder der neu entwickelte monoklonale Antikdrper Bevacizumab,
welcher verhindert, dass VEGF an seine Rezeptoren binden kann (Presta
et al., 1997a).

Die Anwendung des adoptiven T-Zell-Transfers eignet sich auch besonders
in durch Krebs und/ oder unspezifische Krebstherapien (Chemotherapie)

immunsupprimierte Patienten. Fir diese Patienten sind gerade Infektionen
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mit Phatogenen, die normalerweise gut durch unser Immunsystem
reguliert werden, gefahrlich und tédlich. Beispiele sind Infektionen mit
Vertretern aus der Familie der Herpesviren oder Infektionen durch
humanphatogene Pilze, wie Aspergillus Fumigatus. Da die Durchseuchung
dieser Phatogene in der Bevdlkerung relativ hoch ist und/ oder die
Bevolkerung diversen Phatogen standig ausgesetzt ist (Aspergillus
Fumigatus) ist es moglich die von dem zelluldren Immunsystem dieser
gesunden Individuen erkannten T-Zell-Epitopen flur eine passive
Immunisierung in  Immunsupprimierten zu verwenden. Um diese
relevanten T-Zell-Epitope zu identifizieren ist der Ansatz der Reversen
Immunologie ideal. Diese Strategie wurde bei dem Aspergillus Fumigatus-

Projekt angewendet, siehe 3.3.
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3.3 Aspergillus fumigatus

Far Aspergillus fumigatus wurden nach dem Ansatz der Reversen
Immunologie aus diversen Antigenen dieses Pilzes Peptide vorhergesagt.
Die vorhergesagten Peptide sollten dahingehend getestet werden, ob sie
im Verbund mit MHC als T-Zell-Epitope fungieren. Jene als immunogen
identifizierten Peptide reprasentieren einen Teil der in vivo relevanten T-
Zell-Epitope der T-Zellantwort gegen Aspergillus fumigatus. Dadurch ware
die Kontrolle des Pilzes in immunsupprimierten Patienten durch eine
Immuntherapie mit adoptiv transferierten spezifischen CD4* T-Zellen
moglich. Zusatzlich kann die Verteilung dieser neu identifizierten T-Zell-
Epitope in der Bevdlkerung naherungsweise ermittelt werden. Fir
madglichst immunogen wirkende Peptide ist die Auswahl der Antigene, aus

denen sie vorhergesagt werden, von groBer Wichtigkeit.

3.3.1 Auswahl der Antigene

Es sind diverse Antigene von Aspergillus fumigatus, die eine
Immunantwort induzieren kénnen bekannt. Diese klinisch relevanten
Antigene koénnen anhand ihrem Produktionsort oder ihrer Lokalisation,
ihrer Struktur und Funktion zu Klassen zusammengefasst werden. Weiter
unterscheidet man zwischen Proteinen, Polysacchariden, Glykoproteinen

und diversen Enzymen (Kurup and Kumar, 1991).

Fur die folgenden vier Antigene von Aspergillus fumigatus wurden HLA-
DRB1*01-, HLA-DRB1*03-, HLA-DRB1*04-, HLA-DRB1*07-, HLA-
DRB1*11 und HLA-DRB1*15-restringierte Liganden vorhergesagt. Daflr
wurde die Epitopvorhersage der SYFPEITHI-Datenbank verwendet

(Rammensee et al., 1999).

e Asp f1l, ein Ribotoxin, welches sezerniert wird (Arruda et al.,
1990;Kurup et al., 1998). Es wurden aus diesem Antigen 8 HLA-

Klasse II restringierte Liganden vorhergesagt.
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e Asp f2, ein Glykoprotein (Banerjee et al., 1998). Es wurden aus
diesem Antigen 12 HLA-Klasse II restringierte Liganden

vorhergesagt.

e Cat B, ein Antigen, das zu einer Unterklasse der Katalasen gehort,
es wird ebenfalls sezerniert (Lopez-Medrano et al., 1995). Es
wurden aus diesem Antigen 15 HLA-Klasse II restringierte Liganden

vorhergesagt.

e Chi B, die Chitinase B, welche sezerniert wird (Siaens et al.,
2004;Taib et al., 2005). Es wurden aus diesem Antigen 13 HLA-

Klasse II restringierte Liganden vorhergesagt.

Die Liganden mit dem hdéchsten durch SYFPEITHI ermittelten
Bindungswert und die Promiskuititivsten fir die genannten HLA-Molekile
wurden ausgewahlt und synthetisiert sowie mit Hilfe von HPLC und
Massenspektrometrie auf Identitat und Reinheit Uberprift, siehe 2.1.4. Ob
diese MHC Klasse II Liganden von T-Zellen erkannt werden und ob sie
demnach als klinisch relevante T-Zell-Epitope eingestuft werden kdnnen,
wurde durch IFNy-Nachweis mittels ELISpot analysiert. Um madglichst viele
Peptide auf T-Zellen mdglichst vieler gesunder Individuen in kurzer Zeit zu
testen, wurden Pools von jeweils vier Peptiden eingesetzt. Jedes zu
testende Peptid war in zwei unterschiedlichen Pools vorhanden, wodurch
meist gewahrleistet war, dass eine IFNy positive Antwort dem richtigen
Peptid zugeordnet werden konnte. Ein Beispiel flr diese Poolstrategie ist

nachfolgender Abbildung 3.18 zu entnehmen.
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9 10 11 12 Poolnr.
Peptid 1 Peptid 5 Peptid 9 Peptid 13 13
Peptid 2 Peptid 6 Peptid 10 Peptid 14 14
Peptid 3 Peptid 7 Peptid 11 Peptid 15 15
Peptid 4 Peptid 8 Peptid 12 Peptid 16 16

Abbildung 3.18: Ein Pool bestand aus vier Peptiden. Jedes zu
analysierende Peptid war in zwei Pools vorhanden. Im Falle einer
T-Zellantwort gegen Pool 9 und Pool 16 -wie in Abbildung 3.19a-c
dargestellt - konnte das Peptid 4 als das immunogene Peptid
identifiziert werde.

3.3.2 Immunogenitatsanalyse der gepoolten Peptide

Durch die Verwendung von Pools bestehend aus vier Peptiden konnte der
Durchsatz von vorhergesagten Peptiden bei deren Immunogenitatsanalyse
auf diversen gesunden Spendern deutlich erhéht werden. Die PBMCs flr
diese Analysen wurden aus gesunden Blutspendern gewonnen, die nicht
routinemaBig flur Klasse II typisiert werden. Durch die Promiskuitat der
vorhergesagten MHC Klasse II restringierten Peptide und den hohen
Durchsatz an Peptiden und Spendern war eine aufwandige und
kostenintensive HLA-Klasse II Typisierung fur die Identifizierung von

immunogenen Peptiden vorerst nicht notwendig.
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Abbildung 3.19a: Die erste von drei gescannten ELISpot-Platten einer Immunogenitatsanalyse
von gepoolten Peptiden mit Angabe der Zahl der detektierten IFNy-positiven Zellen. Die PoolgroBe
betrug vier Peptide. In jeder Zeile sind die PBMCs eines gesunden HLA-Klasse II untypisierten
Spenders aufgetragen (911-931, laborinterne Nummerierung). Es wurden 0,5-1x10° PBMCs pro
Napf eingesetzt. Diese PBMCs wurden mit 3 verschiedenen Peptidpools (Pool 9-11) in Triplikaten
stimuliert. Die Peptidkonzentration betrug 10 pg/ml. Als Negativkontrolle diente ein irrelevantes
HIV-Peptid, als Positivkontrolle PHA. Positive Antworten sind durch einen roten Rahmen
hervorgehoben.

In Abbildungen 3.19a-3.19c ist exemplarisch eine komplette Auswertung
eines Experiments zur Bestimmung der Immunogenitat verschiedener
vorhergesagter Peptide dargestellt. Diese Immunogenitatsanalysen
wurden immer nach demselben Muster, wie in Abbildungen 3.19a-3.19c
ersichtlich, durchgefiihrt. Acht Peptidpools wurden auf acht Spendern mit
drei ELISpot-Platten analysiert. Auf jeder Platte liefen als Negativkontrolle
ein als immunogen bekanntes virales Klasse II restringiertes HIV-Peptid

und als praparative Positivkontrolle der unspezifische Stimulus PHA mit.
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Abbildung 3.19b: Die zweite von drei gescannten ELISpot-Platten einer Immunogenitdtsanalyse
von gepoolten Peptiden mit Angabe der Zahl der detektierten IFNy-positiven Zellen. Die PoolgroBe
betrug vier Peptide. In jeder Zeile sind die PBMCs eines gesunden HLA-Klasse II untypisierten
Spenders aufgetragen (911-931, laborinterne Nummerierung). Es wurden 0,5-1x10° PBMCs pro
Napf eingesetzt. Diese PBMCs wurden mit 3 verschiedenen Peptidpools (Pool 12-14) in Triplikaten
stimuliert. Die Peptidkonzentration betrug 10 pg/ml. Als Negativkontrolle diente ein irrelevantes
HIV-Peptid, als Positivkontrolle PHA. Positive Antworten sind durch einen roten Rahmen
hervorgehoben.

Auf der dritten der drei Platten eines Experimentes lieferte der Positiv-Mix,
bestehend aus immunogenen EBV und CMV MHC Klasse II Peptiden, eine
Aussage uber den Amplifikationserfolg. Die verwendeten Peptide sind
unter 2.1.4 zusammengestellt. Da die Frequenzen der Aspergillus
fumigatus-spezifischen T-Zellen ex vivo sehr gering waren und dadurch
meist unter der Nachweisgrenze des ELISpots lagen, wurden die zu
untersuchenden PBMCs der einzelnen Spender erst nach vorherigen
Prasensitivierung mit dem Antigen untersucht. Das bedeutet, dass die T-
Zellen zuerst durch die Gabe der vorhergesagten Peptide spezifisch

amplifiziert wurden, siehe 2.2.2.6.
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Abbildung 3.19c: Die dritte von drei gescannten ELISpot-Platten einer Immunogenitdtsanalyse
von gepoolten Peptiden mit Angabe der Zahl der detektierten IFNy-positiven Zellen. Die PoolgroBe
betrug vier Peptide. In jeder Zeile sind die PBMCs eines gesunden HLA-Klasse II untypisierten
Spenders aufgetragen (911-931, laborinterne Nummerierung). Es wurden 0,5-1x10° PBMCs pro
Napf eingesetzt. Diese PBMCs wurden mit 3 verschiedenen Peptidpools (Pool 15-16 und dem
viralen positiv Peptidmix) in Triplikaten stimuliert. Die Peptidkonzentration betrug 10 pg/ml. Als
Negativkontrolle diente ein irrelevantes HIV-Peptid, als Positivkontrolle PHA. Positive Antworten
sind durch einen roten Rahmen hervorgehoben.

Die spezifische Amplifikation von praexistierenden T-Zell-Antworten wurde
durch Zugabe von Peptid ohne kostimulatorische Signale erreicht. Ganz im
Gegensatz zu dem Protokoll der in vitro Stimulation in dem DCs oder
aAPCs das passende MHC-gebundene Peptid und kostimulatorische
Signale den T-Zellen prasentieren und so naive T-Zellen primen. Es ist
davon auszugehen, dass nach Peptidgabe ohne kostimulatorische Signale
nur spezifische praexistierende T-Zellen zur Proliferation angeregt werden
und keine naiven T-Zellen ein Priming erfahren. Allerdings ist ein Priming,
bei passendem Zytokinmileu und Reifungsstadium einiger DCs nicht
komplett auszuschlieBen. Diese spezifische Amplifikation erfolgte flir jeden

einzelnen Napf einer 96napf-Platte separat. So konnten Riickschlisse auf
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die Vorlauferfrequenzen gemacht werden. Nach 13 Tagen Kultur erfolgte
die Auswertung im ELISpot, siehe 1.8.3.2. Den Abbildungen 3.19a-3.19c
ist zu entnehmen, dass die PBMCs der Spender 911, 913 und 925 auf den
Peptidpool 9 und 16 reagieren. Das Peptid 4 ist in diesen beiden Pools
vorhanden und so das als immunogen einzustufendes Peptid. Das Peptid 4
hat die Sequenz IPVFFIQDAILFPDL. Auf diese Art und Weise wurden
insgesamt 48 vorhergesagte HLA-Klasse II restringierte Peptide aus den
vier Antigen von Aspergillus fumigatus auf PBMCs von 88 gesunden
Spendern getestet. Es konnten sechs neue bisher unverdéffentlichte T-Zell-
Epitope identifiziert werden, diese Peptide sind in Tabelle 3.10 aufgelistet.
Die Zahl der Spender die auf die jeweiligen T-Zell-Epitope reagierten
variierte stark. 12,5 % der getesteten Spender erkannten das Peptid
FVRFSTVAGSRGSSD, wobei 87,5 % der Spender das Peptid
IPVFFIQDAILFPDL erkannten. IPVFFIQDAILFPDL deklarierten wir daher als
immundominant. Die Definition von Immundominanz ist, dass mehr als 50
% der Individuen eine positive Antwort gegen dieses Epitop zeigen.
Immundominaz bezeichnet das Phanomen, dass das Immunsystem des
Wirts nur auf einige wenige der vielen mdglichen Epitope in fremden
Proteinen reagiert. Dieses Phanomen kann bei Infektionen mit allerlei
Phatogenen beobachtet werden (Deng et al., 1997a;Brehm et al., 2002).
Die Ursachen des Phanomens der Immundominanz sind vielfaltig und noch

nicht komplett erforscht, siehe unter 1.4.4.
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Tabelle 3.10: Zusammenfassung der durchgefihrten Immunogenitatsanalysen mit gepoolten
Peptiden. Von insgesamt 48 vorhergesagten Peptiden, die auf 88 gesunden Spendern getestet
wurden, waren sechs immunogen. Das jeweilige Ursprungsantigen fiir diese Peptide ist
aufgelistet. Die Zahl der Spender die auf die jeweiligen T-Zell-Epitope reagierten variierte
stark (12,5 % - 87,5 %). In fett gedruckt dargestellt ist das T-Zell-Epitop, welches wir als
immundominant deklariert haben. Die Definition von Immundominanz ist in diesem Fall, dass
mehr als 50 % der Individuen eine positive Antwort gegen dieses Epitop zeigen.

T-Zell-Epitop ) .
Antigen | SPerder mit posiiver
Sequenz Peptid-ID
IKNLFLLAATAVSVL 60554 Asp f 1 33,3
NEAVELARHAKAHIL 70014 Asp f 2 37,5
GTKLKKLDGLKVGVL 70051 CATB 20,8
IPVFFIQDAILFPDL 70055 CATB 87,5
AWDFFSQQPSTMHTL 70061 CATB 25,0
FVRFSTVAGSRGSSD 70079 CATB 12,5

Mit diesen sechs neu identifizierten T-Zell-Epitopen wurden anschlieBend

Einzeltestungen durchgeflhrt.

Dies bedeutet, dass mit jedem Peptid

einzeln die PBMCs/ CD4* T-Zellen stimuliert und dadurch spezifisch

amplifiziert wurden. Die Auswertung durch den ELISpot erfolgte danach

ebenfalls in Einzeltestungen.
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3.3.3 Immunogenitatsanalyse einzelner Peptide.

Flir die Einzeltestungen der neu identifizierten T-Zell-Epitope wurden
PBMCs von 14 HLA-Klasse II typisierten Blutspendern verwendet, siehe

untenstehende Tabelle 3.11.

Tabelle 3.11: Zusammenstellung der verwendeten Blutprodukte

Blutspender | Blutprodukt | HLA

1 Buffy Coat DQB1*0202 |DQB1*0301 |DRB1*0701 |DRB1*1301
2 Buffy Coat DQB1*0402 |DQB1*0604 |DRB1*0801 |DRB1*1302
3 Buffy Coat DQB1*0603 |DQB1*0609 |DRB1*1301 |DRB1*1302
4 Buffy Coat DQB1*0503 |DQB1*0602 |DRB1*1401 |DRB1*1501
5 Buffy Coat DQB1*0302 |DQB1*0601 |DRB1*0401 |DRB1*1502
6 Buffy Coat DQB1*0202 |DQB1*0501 |DRB1*0101 |DRB1*0701
7 Buffy Coat DQB1*0202 |DQB1*0301 |DRB1*0710 |DRB1*1201
8 Buffy Coat DQB1*0301 |DQB1*0501 |DRB1*0101 |DRB1*1303
9 Buffy Coat DQB1*0602 |DQB1*0603 |DRB1*1301 |DRB1*1501
10 Buffy Coat DQB1*0301 |DQB1*0603 |DRB1*1101 |DRB1*1301
11 Buffy Coat DQB1*0501 |DQB1*0503 |DRB1*0101 |DRB1*1401
12 Buffy Coat DQB1*0302 |DQB1*0501 |DRB1*0101 |DRB1*0402
13 Buffy Coat DQB1*0603 DRB1*0801 | DRB1*1301
14 Buffy Coat DQB1*0501 |DQB1*0602 |DRB1*0101 |DRB1*1501

Die sechs Peptide wurden zusatzlich zu den zuvor durchgeflihrten
Stimulationen mit gepoolten Peptiden in Einzelstimulationen verifiziert, um
Synergieeffekte mehrerer Peptide auszuschlieBen und eventuelle unklare
Ergebnisse bei den Immunogenitdtsnachweisen mit den gepoolten
Peptiden zu untersuchen. Erst so war eine definitive Aussage Uber die

jeweilige Immunogenitat eines Peptids zu ermdglichen.
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Abbildung 3.20: Ausschnitt einer gescannten ELISpot-Platte einer Immunogenitdatsanalyse von
einzelnen Peptiden mit Angabe der Zahl der detektierten IFNy-positiven Zellen. Die PBMCs des
gesunden HLA-Klasse II typisierten Spenders Nr. 2 wurden mit 11 vorhergesagten Peptiden
(60554-71047, laborinterne Nummerierung) stimuliert. Es wurden 0,5-1x10° PBMCs pro Napf
eingesetzt. Die Peptidkonzentration betrug 10 pg/ml. Als Negativkontrolle diente ein irrelevantes
HIV-Peptid, als Positivkontrolle PHA. Der Spender Nr. 2 reagierte stark gegen die Peptide 60554,
70014 und 70055, und schwach gegen 70051, 70079 und 70061.

60554 70014 70051 70055 70057 70061
A A N A A A

PMA none HIV 71047 71017 70079 70078

Abbildung 3.21: Ausschnitt einer gescannten ELISpot-Platte einer Immunogenitdtsanalyse von
einzelnen Peptiden mit Angabe der Zahl der detektierten IFNy-positiven Zellen. Die PBMCs des
gesunden HLA-Klasse II typisierten Spenders Nr. 4 wurden mit 10 vorhergesagten Peptiden
(60554-71047, laborinterne Nummerierung) stimuliert. Es wurden 0,5-1x10® PBMCs pro Napf
eingesetzt. Die Peptidkonzentration betrug 10 pg/ml. Als Negativkontrolle diente ein irrelevantes
HIV-Peptid, als Positivkontrolle PHA. Der Spender Nr. 4 reagierte stark gegen die Peptide 70014,
70051, 70055 und 70061.

60554 70014 7005 1 70055 70057 70061
PMA none HIV 71047 71017 70079 70078

Abbildung 3.22: Ausschnitt einer gescannten ELISpot-Platte einer Immunogenitdtsanalyse von
einzelnen Peptiden mit Angabe der Zahl der detektierten IFNy-positiven Zellen. Die PBMCs des
gesunden HLA-Klasse II typisierten Spenders Nr. 5 wurden mit 10 vorhergesagten Peptiden
(60554-71047, laborinterne Nummerierung) stimuliert. Es wurden 0,5-1x10® PBMCs pro Napf
eingesetzt. Die Peptidkonzentration betrug 10 pg/ml. Als Negativkontrolle diente ein irrelevantes
HIV-Peptid, als Positivkontrolle PHA. Der Spender Nr. 5 reagierte stark gegen die Peptide 70061
und 70079.
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Die Abbildungen 3.20 bis 3.22 zeigen, dass die durch Stimulationen mit
Peptiden im Pool identifizierten Epitope sich auch in Einzelstimulationen
als immunogen erweisen. Auch der tatsachlichen HLA-Restriktion dieser
Peptide konnte teilweise durch die typisierten Spender nachgegangen
werden. Die Promiskuitat von MHC Klasse II bindenden Peptiden lasst
allerdings keine eindeutige Schlussfolgerung zu. Weitergehende
Blockierungsversuche mit anti-HLA-DR-Antikérper waren notwendig. Auch
kdnnten flr die verschiedenen HLA homozygote Zielzelllinien im ELISpot
verwendet werden und so Ruckschlisse auf die HLA-Restriktion der T-Zell-
Epitope gewonnen werden. Die getesteten Peptide wurden mit Hilfe der
Datenbank SYFPEITHI fur DRB1*01, DRB1*03, DRB1*04, DRB1*07,
DRB1*11 und DRB1*15 vorhergesagt. Aufgrund der Promiskuitat ist es
allerdings durchaus mdglich, dass die identifizierten T-Zell-Epitope an
weitere MHC Klasse II-Moleklle binden. Flr eine immuntherapeutische
Anwendung ist allerdings das Wissen um die HLA-Restriktion nicht
zwingend notwendig. Zum einen kdénnte man mit einem Cocktail
bestehend aus den identifizierten hoch promiskuitiven T-Zell-Epitopen
einen groBen Anteil der Klasse II HLA-Allele der Bevdlkerung abdecken
und zum anderen kénnte man vor der in vitro Generation von autologen
spezifischen T-Zellen und anschlieBender passiven Immunisierung die
Patienten durch einen Blutprobentest gegen die T-Zell-Epitope testen. So
kdnnte im Voraus in Erfahrung gebracht werden, ob die zeitaufwendige
Prozedur der in vitro Stimulation flir den adoptiven Zelltransfer Sinn

ergibt.

3.3.4 Polyfunktionale Charakterisierung der
identifizierten T-Zell-Epitope

Es ist nur schlissig, dass die Qualitadt einer Vakzin-induzierten CD4" T-

Zellzytokinantwort in vivo Uber ihre Effektivitat entscheidet (Kannanganat

et al., 2007). CD4* T-Zellen mit Multizytokinantworten und somit
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multifunktionale CD4* T-Zellen sind in vivo viel effektiver als Zellen die

nur ein Zytokin sezernieren. (Darrah et al., 2007).

Die T-Zell-Antworten der neu identifizierten Aspergillus fumigatus-
spezifischen T-Zell-Epitope wurden nach in vitro Amplifikation
polyfunktional charakterisiert, um ihre Eignung als Immuntherapeutikum
zu validieren. Es kommen ausschlieBlich jene generierten spezifischen T-
Zellen in Frage, die in der Lage sind eine effektive Immunantwort
auszulosen. Diese polyfunktionale Charakterisierung konnte durch die
intrazellulare Zytokinfarbung ermdglicht werden, siehe 1.8.3.3. Diese ist
bei Ermittlung des Immunstatus nach Vakzinierung mittlerweile eine
gangige Analysemethode (Casazza et al.,, 2006;Betts et al.,
2006;Chattopadhyay et al., 2006).

Die in dieser Arbeit durchgeflhrte intrazelluldre Zytokinfarbung wurde an
einem FACS LSR II analysiert. Folgende Parameter wurden untersucht.
Produktion der Zellen von IFNy, TNFa, IL-5, IL-17, IL-2 und die Expression
von CD154 (CD40 ligand). Tyl Zellen produzieren hauptsachlich IL-2 und
IFNy, Ty2 Zellen im Gegensatz IL-4 und IL-5. Die T417 Zellen geben IL-17
und TNFa ab (Knutson and Disis, 2005b;Romagnani, 2006a). CD154 ist
ein Mitglied der TNF-Gen-Familie und wird unter anderem von
verschiedenen Zellen, insbesondere von aktivierten spezifischen CD4" T-
Zellen exprimiert und ist so ein sehr guter Aktivierungsmarker (Toes et
al., 1998). Die in der intrazelluldaren Zytokinfarbung verwendeten

Antikdrper sind unter Tabelle 2.8 einzusehen.

3.3.4.1 Gating-Strategie und Boolesche Auswertung

Die Auswertung der mit dem FACS LSR II ermittelten Daten erfolgte
mittels der Software FlowJo 8.7.3. Nur diese Software erlaubt die
boolesche Auswertung diverser Parameter. Die Auswertung erfolgte nach
einer standardisierten Gating-Strategie, siehe Abbildung 3.23. Zuerst

wurde ausgeschlossen, dass Zellaggregate, die meist unspezifisch
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angefarbt sind, mit ausgewertet werden. Dies wurde durch die Auswabhl
der Singletten in dem FSC-A versus FSC-H Dot-Plot erreicht. Weiter
wurden nur die lebenden Lymphozyten ausgewahlt. Daflr wurde der
Debris durch einen aminreaktiven Farbstoff angefarbt und kann so von
den Zellen mit intakter Zellmembran unterschieden werden. Des Weiteren
wurden zuerst die CD3* T-Zellen ausgewahlt und dann die CD4* T-Zellen
von den CD8* T-Zellen diskriminiert. Die ausgewédhlten CD4" T-Zellen
wurden noch auf IL-10 Produktion hin Gberprift. Die CD4* IL-10" T-Zellen
wurden ausgewahlt und die funktionalen Parameter IL-2, TNFa, IFNy, IL-
5, CD154 untersucht. Jegliche Kombinationen der CD4*IL-2*, CD4*TNFa*,
CD4"IFNa*, CD4'IL-5%, CD4*CD154" wurden anschlieBend in einer
booleschen Auswertung errechnet. Diese polyfunktionale Analyse der
spezifischen CD4* T-Zellen ist fir jedes Peptid in den folgenden

Abbildungen durch ein Balkendiagrammm dargestellt.
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Abbildung 3.23: Gating-Strategie und Boolesche Auswertung der intrazelluldar gefarbten
spezifischen CD4* T-Zellen. Zuerst wurden die einzelnen Zellen im FSC-A versus FSC-H Dot-Plot
ausgewahlt und somit die zusammenklebenden Zellaggregate entfernt (nicht in der Grafik
dargestellt). Diese Singletten wurden dann in dem Plot Live/DEADaqua versus FSC-A dargestellt,
um die lebenden Lymphozyten zu diskriminieren. Weiter wurden in den folgenden Plots erst die
CD3* Zellen ausgewahlt, dann die CD4" Zellen von den CD8* abgrenzt und schlieBlich die CD4*
und IL-10" Zellpopulation ausgewshlt. Diese CD4* Zellpopulation wurde in weiteren Plots auf
spezifische Zytokinsekretion und Expression des Aktivierungsmarkers CD154 Uberpriift. Daraufhin
wurden diese Zellen ausgewahlt. Jegliche Kombinationen der CD4*IL-2*, CD4*TNFa*, CD4*IFNy*,
CD4*IL-5%, CD4*CD154*wurden anschlieBend in einer booleschen Auswertung untersucht.
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Abbildung 3.24: Exemplarische Darstellung einer polyfunktionalen Zytokinantwort. Dieverse
Zytokinsekretionsmuster der CD4* T-Zellen spezifisch gegen die aus Aspergillus fumigatus-Antigen
vorhergesagten Peptide AWDFFSQQPSTMHTL und FVRFSTVAGSRGSSD sind dargestellt. Als
Negativkontrolle diente das als immunogen bekannte virale Klasse II restringierte HIV-Peptid und
als Positivkontrolle das unspezifische Superantigen SEB.

Exemplarisch sind die Rohdaten einer polyfunktionalen Zytokinantwort in
Abbildung 3.24. dargestellt. Es sind die Zytokinsekretionsmuster der CD4"*
T-Zellen, die spezifisch gegen die Peptide AWDFFSQQPSTMHTL und
FVRFSTVAGSRGSSD sind, zu sehen. Als Negativkontrolle diente das als
immunogen bekannte virale Klasse II restringierte HIV-Peptid und als

Positivkontrolle das unspezifische Superantigen SEB.
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3.3.4.2 Polyfunktionelle Analysen der spezifischen T-Zellen
Polyfunktionale IKNLFLLAATAVSVL
-spezifische T-Zellantwort
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Abbildung 3.25: Die IKNLFLLAATAVSVL-spezifische CD4* T-Zellantwort in gesunden
Spendern ist polyfunktional. Die schwarzen Balken reprasentieren die Frequenz der
diversen Kombinationen an funktionalen Antworten einer spezifischen T-Zellantwort
gegen IKNLFLLAATAVSVL des reprasentativen Blutspenders Nr. 5. Von den dargestellten
Antworten wurde der Hintergrund subtrahiert. Die auf der X-Achse aufgetragenen
Punkte zeigen fir den jeweiligen Balken die sezernierten Zytokine oder den
Aktivierungsmarker einzeln und ihre booleschen Kombinationen an. Die diversen
funktionalen Antworten sind in % der gesamten CD4* T-Zellen auf der Y-Achse
aufgetragen.
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% der CD4+ T-Zellen

Polyfunktionale IPVFFIQDAILFPDL
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Abbildung 3.26: Die IPVFFIQDAILFPDL-spezifische CD4" T-Zellantwort in gesunden
Spendern ist polyfunktional. Die schwarzen Balken reprasentieren die Frequenz der
diversen Kombinationen an funktionalen Antworten einer spezifischen T-Zellantwort
gegen IPVFIQDAILFPDL des reprasentativen Blutspenders Nr. 7. Von den dargestellten
Antworten wurde der Hintergrund subtrahiert. Die auf der X-Achse aufgetragenen
Punkte zeigen flr den jeweiligen Balken die sezernierten Zytokine oder den
Aktivierungsmarker einzeln und ihre booleschen Kombinationen an. Die diversen
funktionalen Antworten sind in % der gesamten CD4* T-Zellen auf der Y-Achse
aufgetragen.
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Polyfunktionale GTKLKKLDGLKVGVL
-spezifische T-Zellantwort
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Abbildung 3.27: Die GTKLKKLDGLKVGVL-spezifische CD4* T-Zellantwort in gesunden
Spendern ist polyfunktional. Die schwarzen Balken reprasentieren die Frequenz der diversen
Kombinationen an funktionalen Antworten einer spezifischen T-Zellantwort gegen
GTKLKKLDGLKVGVL des reprasentativen Blutspenders Nr. 7. Von den dargestellten
Antworten wurde der Hintergrund subtrahiert. Die auf der X-Achse aufgetragenen Punkte
zeigen flr den jeweiligen Balken die sezernierten Zytokine oder den Aktivierungsmarker
einzeln und ihre booleschen Kombinationen an. Die diversen funktionalen Antworten sind in
% der gesamten CD4* T-Zellen auf der Y-Achse aufgetragen.
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Polyfunktionale NEAVELARHAKAHIL-spezifische T-
Zellantwort
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Abbildung 3.28: Die NEAVELARHAKAHIL-spezifische CD4* T-Zellantwort in gesunden
Spendern ist polyfunktional. Die schwarzen Balken reprasentieren die Frequenz der diversen
Kombinationen an funktionalen Antworten einer spezifischen T-Zellantwort gegen
NEAVELARHAKAHIL des reprasentativen Blutspenders Nr. 4. Von den dargestellten Antworten
wurde der Hintergrund subtrahiert. Die auf der X-Achse aufgetragenen Punkte zeigen flir den
jeweiligen Balken die sezernierten Zytokine oder den Aktivierungsmarker einzeln und ihre
booleschen Kombinationen an. Die diversen funktionalen Antworten sind in % der gesamten
CD4* T-Zellen auf der Y-Achse aufgetragen.
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Polyfunktionale AWDFFSQQPSTMHTL
-spezifische T-Zellantwort

1,80

1,40 -

1,20 4

c
2
S
s 1,00 A
+
<
6
- 0,80
7]
T
=
0,60 -
0,40
0,20 -
0,00 - T T T T T T . T T T T T T T T T T T T T T T n T
I 2 3 4 5
CD154 » * s e . LI R I ) L ) .
IFNy . . L T 3 * o . s . . s . e
IL2 . . . . . . LI LI * e e . s e
ILS . . . . . . . . . . o e e & e
TNFa . . . . e . . e . e e « e & e e

Abbildung 3.29: Die AWDFFSQQPSTMHTL-spezifische CD4* T-Zellantwort in gesunden
Spendern ist polyfunktional. Die schwarzen Balken représentieren die Frequenz der diversen
Kombinationen an funktionalen Antworten einer spezifischen T-Zellantwort gegen
AWDFFSQQPSTMHTL des reprasentativen Blutspenders Nr. 5. Von den dargestellten
Antworten wurde der Hintergrund subtrahiert. Die auf der X-Achse aufgetragenen Punkte
zeigen flr den jeweiligen Balken die sezernierten Zytokine oder den Aktivierungsmarker
einzeln und ihre booleschen Kombinationen an. Die diversen funktionalen Antworten sind in
% der gesamten CD4* T-Zellen auf der Y-Achse aufgetragen.

Alle sechs immunogenen T-Zell-Epitope generieren in vitro spezifische
CD4* T-Zellen, die das Zytokinsekretionsmuster von Tyl-Zellen
aufweisen. Einige Tyl-Zellen sezernieren IFNy, TNFa, IL-2 und sind flr
den Aktivierungsmarker CD154 positiv, daher kdnnen diese Zellen als

multifunktionale Ty1-Zellen bezeichnet werden.
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Polyfunktionale FVRFSTVAGSRGSSD
-spezifische T-Zellantwort

0,50

0,45

0,40

0,35 1

0,30 -

0,25

0,20

% der CD4+ T-Zellen

0,15 1

0,10 1
0,05 | I I
000 4 - -
cD154
IFNy
L2

ILS
TNFa

. s e .
. s s
e s o o @

Abbildung 3.30: Die FVRFSTVAGSRGSSD-spezifische CD4% T-Zellantwort in gesunden
Spendern ist polyfunktional. Die schwarzen Balken représentieren die Frequenz der diversen
Kombinationen an funktionalen Antworten einer spezifischen T-Zellantwort gegen
FVRFSTVAGSRGSSD des reprasentativen Blutspenders Nr. 5. Von den dargestellten
Antworten wurde der Hintergrund subtrahiert. Die auf der X-Achse aufgetragenen Punkte
zeigen flr den jeweiligen Balken die sezernierten Zytokine oder den Aktivierungsmarker
einzeln und ihre booleschen Kombinationen an. Die diversen funktionalen Antworten sind in
% der gesamten CD4* T-Zellen auf der Y-Achse aufgetragen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass in vitro amplifizierte CD4* T-Zellen, welche
fur die neu identifizierten Aspergillus fumigatus-Epitope spezifisch sind, fur
einen Adoptiven Transfer in immunsupprimierten Patienten geeignet
waren. Eine rezente Fallstudie belegt eindrucksvoll, dass der adoptive
Transfer von antigenspezifischen CD4* T-Zellen klinisch relevant ist
(Hunder et al., 2008).
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4 Zusammenfassung

Der Einsatz funktionaler antigenspezifischer T-Zellen flir eine
Immuntherapie von Krebspatienten oder Infektionen bei

immunsupprimierten Patienten erfordert molekular definierte Antigene.

Teil dieser Arbeit war die in vitro Generierung und Charakterisierung
spezifischer T-Zellen gegen die Nierenzellkarzinom-assoziierten Antigene
SPAG4 und VEGF.

Aus dem Protein SPAG4 konnte bislang kein natidrlicher MHC-Ligand
identifiziert werden, obwohl es in Nierenzellkarzinom Uberexprimiert wird.
Vorhergesagte HLA-Liganden sollten als T-Zell-Epitope verifiziert werden.
Die identifizierten Epitope LLFQGLSVL (HLA-A*0201), GLLYLVSPL (HLA-
A*0201) und GPSCGEPAL (HLA-B*0702) konnten keine CD8" T-
Zellspezifitaten, die in der Lage waren SPAG4-exprimierende Zellen zu
lysieren, erzeugen. Dies zeigt, dass diese vorhergesagten T-Zell-Epitope
keine natlrlichen MHC-Liganden sind. Im Gegensatz dazu wurde das
Peptid SRFGGAVVR durch massenspektrometrische Verfahren als
natlrlicher MHC-Ligand aus dem VEGF-Protein identifiziert. In vitro
generierte SRFGGAVVR-spezifische CTLs produzierten IFNy und lysierten
effektiv  VEGF-exprimierende Zellen. Diese funktionellen und lytischen
Analysen bestdatigen das VEGF-T-Zell-Epitop als Kandidaten fir einen

immuntherapeutischen Ansatz.

Nach dem Ansatz der Reversen Immunologie wurden auch MHC-II-
Liganden von Aspergillus fumigatus vorhergesagt. Sechs Peptide konnten
als T-Zell-Epitope verifiziert werden und wurden funktional charakterisiert.
Alle sechs immunogenen T-Zell-Epitope generieren in vitro spezifische
CD4* T-Zellen, die das Zytokinsekretionsmuster von Tyl-Zellen
aufweisen. Einige Tyl-Zellen sezernieren IFNy, TNFa, IL-2 und sind fur
den Aktivierungsmarker CD154 positiv. Dies macht die identifizierten T-
Zell-Epitope fir eine Immuntherapie interessant, denn um eine effiziente
Immunreaktion in vivo nach adoptiven Transfer auszulésen sind

multifunktionelle Ty1-Zellen essentiell.
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5 Summary

The identification of antigens and the generation of functional antigen
specific cells is essential for an immunotherapeutic treatment of cancer

patients or infections especially in immunocompromised patients.

The antigens SPAG4 and VEGF are both associated with renal cell
carcinoma (RCC). Therefore, one aim of this study was the in vitro

generation and characterization of SPAG4- and VEGF-specific T cells.

So far, no SPAG4-derived peptides have been identified as natural MHC
ligands, although SPAG4 is overexpressed in RCC. Accordingly, predicted
HLA ligands should be verified as T cell epitopes. The peptides LLFQGLSVL
(HLA-A*0201), GLLYLVSPL (HLA-A*0201) and GPSCGEPAL (HLA-B*0702)
identified as T cell epitopes could not generate CD8" T cell specifities
capable of killing SPAG4-expressing cell lines. This indicates that these
predicted T cell epitopes are no natural ligands. Contrary to this, the
peptide SRFGGAVVR deriving from the VEGF protein was identified as
natural ligand through mass spectrometry. In vitro generated
SRFGGAVVR-specific T cells produced IFNy and killed efficiently VEGF-
expressing cell lines. These findings confirm SRFGGAVVR as candidate

epitope for immunotherapeutic approaches.

According to the reverse immunology approach, MHC class II ligands from
Aspergillus fumigatus were predicted. Six peptides could be identified as T
cell epitopes and were further functionally characterized. Each of these six
T cell epitopes generated in vitro specific T cells showing the cytokine
secretion pattern of Tyl cells. A couple of these Tyl cells secreted IFNy,
TNFa, IL-2, were positive for the activation marker CD154 and
consequently considered as multicytokine responders. Such
multifunctional cells are required for an efficient in vivo immune response
after adoptive transfer. Thus, the identified T cell epitopes are promising

canditates for an immunotherapy approach.
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6 Appendix

6.1 Abklirzungen

aAPC
Amp
APC
ATP
BCIP
BSA
Camp
CDbh
cDNS
CDR
CCA
CMV
CTL
DC
ddH>0
DEPC
DMSO
DNA/DNS
dNTP
DTT
E. coli
EBV
EC
ECD
EDTA
ELISpot
ER
FACS
FAM
FasL
FCS

Artificial Antigen-Presenting Cell
Ampicillin

Antigen-Presenting Cell oder Allophycocyanin
Adenosine-5'-Triphosphate
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl- Phosphate
Bovine Serum Albumin
Chloramphenicol

Cluster of Differentiation
Complementary DNS
Complementary Determining Region
Colon Carcinoma

Cytomegalovirus

Cytotoxic T-Lymphocyte

Dendritic Cell

Double Distilled Water
Diethylpyrocarbonate

Dimethyl Sulfoxide
Deoxyribonucleic acid
desoxy-Nukleotidtriphosphate
Dithiothreitol

Escherichia coli

Epstein-Barr-Virus

Enzyme Classification

Energy Couple Dye
Ethylendiamintetraacetat

Enzyme Linked ImmunoSPOT Assay
Endoplasmic Reticulum
Fluorescence Activated Cell Sorting
6-Carboxyfluorescein

Fas-Ligand

Fetal calf serum
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FITC Fluorescein Isothiocyanate

Fmoc 9-Fluorenylmethoxycarbonyl

FPLC Fast Protein Liquid Chromatography

HEPES 2 4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazineethanesulfonic Acid

HEV High endothelial venules

HLA Human Leukocyte antigen

HPLC High Pressure Liquid Chromatography

HSA Albumin from Human Serum

IFN Interferon

Ig Immunoglobulin

IL Interleukin

IMDM Iscove's Modified Dulbecco's Medium

IPTG Isopropyl-B-Thiogalactosid

ISH in situ Hybridization

IU International Unit

kDa Kilodalton

KIRs Killer Cell Immunoglobulin-Like Receptors

LPS Lipopolysaccharide

MACS Magnet Assisted Cell Sorting

MEM Minimum Essential Medium

MHC Major Histocompatibility Complex

MIIC MHC Class II Compartment

mRNA Messenger RNA

MS Mass Spectrometry

MW Molecular Weight

OD "Optical Density at x nm" = spezifische Extinktion bei
der Wellenlange x nm

PAMPs Pathogen-Associated Molecular Patterns

PBL Peripheral Blood Lymphocyte

PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cell

PBS Phosphate Buffered Saline

PCR Polymerase Chain Reaction

PE R-Phycoerythrin

PE-Cy7 Tandem Conjugate: R-Phycoerythrin and cyanine dye

PerCP Peridinin Chlorophyll Protein
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PerCP-Cy5.5

pH
PHA
PMA
PMSF
PRRs
psi
Qdot
rpm
RT
SEB
TAP
TBS
TCR
TEMED
TNF
Tris
UTR
Vol.

Tandem Conjugate: Peridinin Chlorophyll Protein and
cyanine dye

Potentia Hydrogenii

Phytohemagglutinin

Phorbol 12-myristate 13-acetate
Phenylmethyl-sulfonylfluoride

Pattern Recognition Receptors

Pounds per Square Inch

Quantum Dots

Revolutions per Minute

Room Temperature oder Reverse Transcriptase
Staphylococcus Aureus Enterotoxin B
Transporter Associated with Antigen Processing
Tris Buffered Saline

T-Cell Receptor

Tetramethylethylenediamine

Tumor necrosis factor
Tris[hydroxymethyl]amino-methan
Untranslated Region

Volume
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