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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Immunologische Grundlagen

1.1.1 Bedeutung und Entwicklung von T-Zellantworten

Die Effizienz und die Spezifitidt von Immunantworten gegen Pathogene hat die Suche
nach Wegen inspiriert, das Immunsystem bei der Bekdmpfung von malignen
Erkrankungen einzusetzen. Die in den letzten Jahrzehnten zur Immunregulation und
Effektor-Zell-Funktion gewonnen Erkenntnisse werden heute genutzt, um das
Immunsystem spezifisch fiir die Erkennung und Zerstérung von Tumorzellen zu
manipulieren. Ein bedeutender Erkenntnisgewinn der Immunologie der vergangenen
Jahrzehnte war die Entdeckung, dass die Antigenitit einer Tumorzelle die Basis ihrer
Erkennung und Zerstorung darstellt [VAN DER BRUGGEN ET 4L., 1991].

Die Erkennung von Pathogenen und Tumorzellen durch das Immunsystem erfolgt auf
der Ebene der zelluliren Abwehr durch die so genannten T-Lymphozyten. Sie erkennen
infizierte oder entartete Korperzellen in Form von kurzen Peptidfragmenten, die auf ihrer
Oberflache iiber die Haupthistokompatibilititsantigene (major histocompatibility complex
antigens = MHC) prisentiert werden [JANEWAY & TRAVERS, 2005]. Aufgrund ihrer
unterschiedlichen Effektorfunktionen werden T-Lymphozyten in nachfolgend beschriebene
Subgruppen eingeteilt: Zytotoxische T-Zellen oder CD8  T-Zellen erkennen
Peptidfragmente, die ihnen tiber MHC-Klasse I-Molekiile dargeboten werden. Zur
Eliminierung der infizierten oder entarteten Zellen setzten sie zytotoxische Substanzen,
wie z.B. Perforine oder Granzyme frei. Auf Basis der von ihnen sezernierten Zytokine
werden zwei Subgruppen zytotoxischer T-Zellen unterschieden: Zum einen die so
genannten Tc1-Zellen, die IL-2 und IFN-y freisetzen, zum anderen Tc2-Zellen die 1L-4,
IL-5 und IL-10 sezernieren. Zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) gelten als die ultimativen
Effektorzellen, da sie, wie Versuche in Tiermodellen zeigten, die AbstoBung von soliden
Tumoren vermitteln kénnen [DUDLEY & ROSENBERG, 2003]. Aus diesem Grund wird ithnen
ein besonders Potential in adoptiven Immuntherapieverfahren zugeschrieben [KEMP &

RONCHESE, 2001; DOBRZANSKI ET AL., 2004].
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T-Helferzellen oder CD4" T-Zellen erkennen Antigene, die von speziellen Antigen-
prisentierenden Zellen, z.B. dendritischen Zellen, Makrophagen oder B-Lymphozyten auf
MHC II-Molekiilen préisentiert werden. Abhédngig vom Zytokinmilieu wird entweder eine
zelluldre oder eine humorale Immunantwort ausgeldst. So genannte Ty1-Zellen aktivieren
Makrophagen durch die Ausschiittung von IFN-y und IL-2 und somit die zelluldre
Immunantwort, Ty2-Zellen setzen IL-4 und IL-10 frei, woraus préferentiell eine B-
Zellaktivierung und somit eine humorale Immunantwort resultiert. Die erst kiirzlich
identifizierten so genannten Tyl7-Zellen differenzieren sich als Folge einer IL-23-
Ausschiittung, setzten IL-17 frei, und scheinen eine zentrale Rolle bei
Entziindungsprozessen und Autoimmunreaktionen zu spielen [MANGAN ET 4L., 2006; BI ET
AL.,2007]. Als dritte Subgruppe sind die sog. regulatorischen T-Zellen (T-reg) zu nennen,
die eine Rolle bei der Aufrechterhaltung der Balance zwischen Immunitit und Toleranz
spielen und durch die Oberflichenmarker CD4, CD25, sowie den Transkriptionsfaktor
Foxp3 differenziert werden [MOTTET & GOLSHAYAN, 2007].

T-Lymphozyten = stammen, wie alle zelluliren @ Komponenten  des
Immunsystems, von hdmatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks ab. Nach ihrer
Bildung im Knochenmark wandern die T-Vorlduferzellen in den Thymus, wo sie zu
naiven, d.h. ungeprigten, T-Zellen heranreifen. Dort werden sie Selektionsmechanismen
unterzogen, die ihre immunologische Toleranz gegen das ,,Selbst” und ,,Fremd" prigen
(siche Abschnitt 1.1.5). Naive T-Zellen, die gereift den Thymus verlassen haben,
zirkulieren durch das Blut- und Lymphsystem. Sie werden idealerweise erst aktiviert und
differenzieren zu Effektor-T-Zellen, wenn ihr T-Zellrezeptor einen kdrperfremden MHC-
Peptid-Komplex auf einer professionellen Antigen-priasentierenden Zelle innerhalb eines
Lymphknotens in Anwesenheit von kostimulatorischen Signalen erkennt.

Eine effiziente T-Zell-vermittelte Immunantwort kann nur von professionellen
antigen-prasentierenden Zellen (APCs), wie z.B. dendritische Zellen, Makrophagen oder
B-Zellen, ausgelost werden. Sie nehmen die Antigene sowohl iiber Fc-Rezeptoren oder
alternativ tiber Makro-, Mikropinozytose oder Phagozytose auf und présentieren auf ihrer
Oberfliche iber MHC-Molekiile die daraus entstehenden Peptide. Dies aktiviert sowohl
CDS8" zytotoxische T-Lymphozyten als auch CD4" T-Lymphozyten unter Mitwirkung
akzessorischer Kostimulationsmolekiile. CD4" T-Lymphozyten oder T-Helferzellen
induzieren das immunologische Langzeitgedichtnis der CD8" T-Zellen. Die Antigen-TCR-
Bindung fiir sich selbst bewirkt jedoch keine direkte T-Zell-Aktivierung. Diese wird
indirekt iiber den CD3-Komplex, welcher mit dem T-Zell-Rezeptor nicht-kovalent

S0
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assoziiert ist, vermittelt. Die Korezeptoren CD4 und CD8 wirken sich zusétzlich
stablisierend auf die Bindung an das MHC-Molekiil aus. Fiir eine effiziente T-Zell-
Aktivierung wird jedoch zusitzlich ein kostimulatorisches Signal bendtigt, das nur
spezialisierte APC liefern konnen. Die Aktivierung des kostimulatorischen Rezeptors
CD28 auf der Oberfliche der naiven T-Zellen erfolgt durch Bindung an die Molekiile
CD40, CD80 oder CD86 auf den APC. Erst dann differenziert sich eine naive T-Zelle zu
einer aktivierten T-Effektorzelle. Um eine effiziente T-Zell-Aktivierung auszuldsen,
miissen beide kostimulatorischen Signale von derselben Zelle vermittelt werden.
Nach Erkennung des spezifischen Antigens durch den TCR wird iiber den CD3-Komplex
ein intrazelluldres Signal initiiert, welches zur Aktivierung der T-Zelle fiihrt und in Folge

dessen den Prozess der klonalen Expansion einleitet [CHOI & SCHWARZ, 2007].

1.1.2 Erkennung durch den T-Zellrezeptor

T-Zellen erkennen die ihnen tiber MHC-Molekiile prasentierten Antigene iiber einen
spezifischen T-Zellrezeptor (TCR). Jede T-Zelle exprimiert einen klonalen TCR, der ihr
die Spezifitit fiir ein bestimmtes Antigen verleiht. Der TCR ist ein membranstindiges,
heterodimeres Glykoprotein, welches aus einem konstanten Teil und einem variablen Teil
einer - und B-Kette besteht, die iiber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden sind.
Zwischen 90 und 95% der zirkulierenden T-Zellen beim Menschen tragen den a3-TCR
und etwa 5-10% den so genannten y0-TCR [GOLDRATH & BEVAN, 1999]. Durch die
somatische Rekombination von V-, D-, J- und C-Segmenten, die in der frithen Phase der
Reifung im Thymus stattfindet, entsteht die enorme Diversitit des TCR von bis zu 10"
theoretisch mdoglichen Spezifititen, wobei lediglich etwa 10" TCR-Spezifititen den
Selektionsmechanismen im Thymus entgehen [DAVIS & BJORKMAN, 1988; MAHAJAN ET
AL., 2005]. Bei den aff-TCR lassen sich drei variable CDR-Regionen (complementarity
determining region, CDR) unterscheiden: CDR1, CDR2 und CDR3. Die CDR3-Regionen
sind die variabelsten Bereiche des gesamten TCR und interagieren mit dem tiiber das
MHC-Molekiil prasentierte Peptid. Die weniger diversen CDR1- und CDR2-Regionen
interagieren mit den a-Helices des MHC-Molekiils. Die Variabilitdt in Lange und Amino-
sdauresequenz der CDR3-Region wird durch ,,unprizise” Rekombinationsmechanismen der
V(D)J-Gensegmente bedingt [HUGHES ET 4L., 2003]. Die Va- und die VB-Gene bilden

Subfamilien, deren Mitglieder eine Homologie von mindestens 75% homolog aufweisen.
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Beim Menschen sind 54 verschiedene Va-Gene bekannt, die in 41 Subfamilien organisiert
sind, 65 VB-Gene, die sich zu 30 Subfamilien gruppieren, sowie 61 Ja-, 13 JB-, 2 Df3-, 2
CB-Gene und 1 Ca-Gen [FOLCH & LEFRANC, 2000].

1.1.3 Der Haupthistokompatibilititskomplex (MHC)

Die vom MHC-Komplex kodierten Molekiile binden kurze Peptid-Antigene und
prasentieren sie auf der Zelloberfldche fiir die Erkennung durch T-Zellrezeptoren (TCR).
Der MHC ist jedoch nicht nur von grundsitzlicher Bedeutung fiir eine T-Zell-vermittelte
Immunantwort gegen Fremd-Antigene, er bedingt auch die AbstoBung fremden Gewebes,
die Toleranz des eigenen und die immunologische Selbstdefinition eines Organismus.
Beim Menschen wird der MHC-Komplex durch allele Gene représentiert, die sich auf dem
kurzen Arm von Chromosom 6 befinden, und die sich in drei funktionelle Klassen einteilen
lassen: die MHC-Klasse I-Allele mit den Loci HLA-A, -B und -C, die MHC-Klasse II-
Allele v.a. mit HLA-D, -DR, -DQ und -DP und die Komplementgene C2, C4 und Bf.
MHC-Klasse I-Molekiile finden sich in Zellmembranen fast aller kernhaltigen
Korperzellen und in hochster Konzentration auf Lymphozyten und Makrophagen. Die
hohe Expression der MHC-Molekiile auf Leukozyten verlieh ihnen den Namen Humane
Leukozyten-Antigene (HLA). MHC I-Molekiile sind Heterodimere und bestehen aus einer
membranstindigen o-Kette und dem B2-Mikroglobulin, einem nicht-kovalent gebundenem
extrazelluldaren Polypeptid. Jede a-Kette besitzt die drei extrazelluldiren Doménen al - 3,
eine Transmembranregion und eine kurze zytosolische Domine. Die Variabilitdt der MHC
[-Molekiile betrifft Aminosduren in den ol- und den a2-Doménen, die die Peptid-
Bindungsfurche bilden und die Spezifitit fiir die Bindung unterschiedlicher Peptide
bedingen. Die Peptidbindung wirkt sich stabilisierend auf die heterodimeren MHC-
Molekiile aus. Aufgrund der Beschaffenheit der Peptidbindungsgrube binden MHC-Klasse
I-Molekiile Peptide einer charakteristischen Linge von neun bis zehn Aminosiuren. Uber
so genannte Ankeraminosduren, die am C-Terminus oftmals hydrophobe Eigenschaften
besitzen, treten die Peptide mit dem MHC-Molekiil in Wechselwirkung. Dabei besitzen
Peptide, die von dem gleichen MHC-Allel gebunden werden, gleiche oder zumindest
dhnliche Ankeraminosduren [JANEWAY & TRAVERS, 2005]. Vorhersageanalysen fiir MHC-
Liganden beruhen auf struktur- oder sequenzbasierten bioinformatischen Algorithmen. Das

Verfahren der SYFPEITHI-Datenbank beispielsweise basiert auf Vorhersagealgorithmen
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von MHC/Peptid-Bindungsmotiven unter Beriicksichtigung von HLA-préferierten
Ankerpositionen [RAMMENSEE ET 4L., 1999]. Die grofle Variabilitdit der menschlichen
MHC-Gene und ihre natiirlichen Polymorphismen erschweren die Suche eines HLA-
kompatiblen Spenders fiir eine allogene HSZT. Bislang sind iiber 2000 MHC I-Allele
beschrieben worden und die Zahl nimmt stetig zZu

[http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/stats.html].

1.1.4 Peptidprozessierung

Durch den Mechanismus der Antigenprozessierung werden Peptide, die aus dem
Abbau zelleigener oder viraler Proteine hervorgehen, auf der Zelloberfldche in Verbindung
mit MHC-Molekiilen prasentiert. Dabei wird die Prozessierung von MHC I- und MHC II-
Liganden unterschieden. Die Prozessierung intrazellulirer MHC I-Peptidliganden
beinhaltet den Proteinabbau in Peptidfragmente im Zytosol, den Transport der Peptide in
das endoplasmatische Retikulum (ER) und die Assoziation von MHC I-Molekiilen mit
Peptiden und [,-Mikrogobulinen. Im Zytosol werden zur Degradation bestimmte Proteine
ubiquitinyliert und anschlieBend durch das Proteasom in Fragmente zwischen 4 und 25
Aminosduren Linge abgebaut. Diese werden iiber den Peptidtransporter TAP in das ER
tiberfiihrt, wo die Beladung von MHC I[-Molekiilen erfolgt. Die beladenen MHC I-
Molekiile verlassen das ER und présentieren nach Transport iiber den Golgi-Apparat und
das Trans-Golgi-Netzwerk die Peptide an der Zelloberfliche. Die Prisentierung eines
viralen oder korpereigenen Fremdpeptids aktiviert das Immunsystem und fiihrt zur
Eliminierung der Antigen-prisentierenden Zelle durch zytotoxische T-Zellen [JANEWAY &
TRAVERS, 2005]. Antigenprasentierende Zellen, wie Makrophagen und dendritische Zellen,
konnen auch extrazelluldre, durch Makropinozytose aufgenommene Proteine in diesen
Prasentationsweg einschleusen. Dieser Vorgang wird als Kreuzpréisentation bezeichnet. In
Abbildung 3.1 wird der Mechanismus der Peptidprozessierung schematisch vereinfacht

dargestellt.
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Abb. 3.1: Peptidprozessierung und MHC-Klasse I-Prdsentation. Ubiquitinierte Proteine werden
durch das 26S Proteasom zu Peptiden prozessiert, die durch zytosolische Aminopeptidasen
getrimmt oder vollstindig abgebaut werden konnen. TAP transportiert die Peptide in das ER, wo
nach eventuell weiterem Trimming die Peptide an MHC-Klasse I-Molekiile gebunden werden. Die
beladenen MHC-Klasse [-Molekiile werden iiber den Golgi-Apparat an die Zelloberflache
transportiert, an der sie die Peptide den CTLs prisentieren [Abbildung nach KLOETZEL, 2004].

Die meisten identifizierten MHC-Peptidliganden konnen aufgrund ihrer zusammen-
hingenden Sequenz zu ihrem jeweiligen Ursprungsprotein zuriickverfolgt werden. Dass
dies jedoch nicht immer der Fall ist, und dass natiirlich prozessierte MHC I-Peptide aus
Mechanismen posttranslationaler Modifikation resultieren konnen, zeigt ein Artikel von
VIGNERON ET AL. Ein von CD8" Lymphozyten erkanntes Nonamer-Peptid auf
Melanomzellen setzt sich aus nicht-zusammenhidngenden Abschnitten des gpl100
Glykoproteins zusammen und wird durch posttranslationale Modifikation generiert. Die
Erzeugung des Peptides erfordert das Spleissen von 4 Aminoséuren und das anschlieende
Zusammenfiigen der Fragmente. /n vitro konnte dieser Vorgang durch Inkubation eines
Vorlauferpeptids von 13 Aminosduren Lange mit aufgereinigten Proteasomen reproduziert
werden. Es zeigte sich, dass durch posttranslationale Spleissprozesse im Proteasom
antigene Peptide produziert werden kénnen [ VIGNERON ET AL., 2004]. Ein weiteres Beispiel
von einer posttranslationelen Modifikation, die zur Generierung eines natiirlichen MHC I-

Peptids fiihrt, wurde von SKIPPER ET A4L. verOffentlicht. Ein auf Melanomzellen
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exprimiertes Tyrosinase-Peptid entsteht aus der posttranslationalen Konversion der
Aminosdure Asparagin zu Aspartat. Der Aminosdureaustausch, der durch die
Deaminierung von Asparagin ensteht, ist flir die Erkennung des Peptides durch Melanom-
spezifische T-Zellen von zentraler Bedeutung. [SKIPPER ET 4L., 1996]. Die Existenz von
MHC-Peptiden, die als Folge von posttranslationalen Modifikationen entstehen, erhoht die
Komplexitdt der Peptididentifikation vor allem hinsichtlich der Vorhersage von
potentiellen Peptidkandidaten. Der Beitrag von posttranslationalen Modifikationen zur

Entstehung natiirlicher Peptide ist derzeit noch nicht klar.

1.1.5 Zentrale und periphere Toleranzmechanismen

Die Akzeptanz des Selbst wird als immunologische Toleranz bezeichnet und ist
notwendig fiir den Schutz vor Autoimmunkrankheiten, Allergien und chronischen
Entziindungen. Zentrale Toleranz entsteht im Thymus durch die Eliminierung
autoreaktiver T-Zellen. Die Selektion ist abhingig von der Pridsentation von Selbst-
Peptiden wéhrend der Lymphozytenentwicklung. Bindet ein TCR einer unreifen T-Zelle
einen Selbst-Antigen/MHC-Komplex mit geringer Affinitit, erhélt die Zelle ein Signal zur
Reifung. Dies ist gleichbedeutend mit der so genannten klonalen Selektion [GOLDRATH ET
AL., 1999]. Diese T-Zellen werden, nachdem sie als reife CD8" und CD4" Zellen die
Peripherie erreicht haben, Fremd-Antigene iiber MHC-Molekiile erkennen. Unreife
T-Zellen, die Selbst-Antigene mit hoher Affinitét erkennen, werden durch einen Stimulus
in den programmierten Zelltod gefiihrt. Die Eliminierung autoreaktiver T-Zellen wird als
Klonale Deletion oder Negative Selektion bezeichnet. Autoreaktive T-Zellen konnen
jedoch einer Negativselektion entgehen, wenn eine niedrig affine Bindung des Selbst-
Peptides zum TCR vorliegt oder wenn das entsprechende Selbst-Peptid im Thymus nicht
préasentiert wird. Diese T-Zellen gelangen in die Peripherie und konnen, durch ein Selbst-
Antigen aktiviert, Autoimmunitdt verursachen, wenn sie nicht durch Suppressions-
mechanismen unterdriickt werden. Autoimmunitit tritt also ein, wenn das Immunsystem
die Toleranz gegen das ,,Selbst* nicht aufrechterhalten kann.

Thomas und Burnet haben Anfang der 70er Jahre eine Hypothese formuliert, nach
welcher spezifische Immunantworten bereits sehr frith wahrend der Tumorentstehung

induziert werden und zu einer Beseitigung der Tumorzellen fiihren kdnnen. Eine
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wachsende Tumorerkrankung muss demnach das Resultat erfolgreicher Immun-Escape-
Mechanismen sein [DUNN ET 4L., 2002].

Eine Voraussetzung fiir eine immunologische Tumorkontrolle ist die Expression von
MHC-Molekiilen. Es konnte gezeigt werden, dass metastasierende Erkrankungsstadien
hdufig durch eine reduzierte oder fehlende Expression von MHC-Klasse I-Molekiilen
charakterisiert sind [CABRERA ET AL., 2003]. Oftmals sind Mutationen in bestimmten
MHC-Klasse I-Genen die Ursache und korrelieren mit einem Verlust von einzelnen HLA-
Allelen und -Loci [GARRIDO & ALGARRA, 2001]. Als Immun-Escape-Mechanismus bei
soliden Tumoren spielt auch der Expressionsverlust von Antigenen eine gro3e Rolle. Dies
zeigte eine klinische Studie nach adoptivem T-Zelltransfer. Melan-A-/MART-1-
spezifischen T-Zell-Klone fiihrten zundchst zu einer Remission von Melan-A-/MART-1-
exprimierenden Melanommetastasen. Nach erneutem Krankheitsprogress war die Melan-
A-/MART-1-Expression nicht mehr nachweisbar [YEE ET 4L., 2002]. Der genaue
Mechanismus dieser Antigenverlustphdnomene ist nicht durchgehend geklart.
Moglicherweise  spielen  jedoch  Selektions- und  Wachstumsvorteile  von
Antigenverlustvarianten eine Rolle [COULIE ET 4L., 1999].

Ein Mechanismus der in der Peripherie zu immunologischer Toleranz fiihrt, ist der
Mechanismus der T-Zell-Anergie. Sie ist Folge einer fehlenden Kostimulation oder einer
negativ regulatorischen CTLA-4/CD80-Wechselwirkung in einer antigenspezifischen
Interaktion zwischen T- und antigenprdsentierender Zelle [ABBAS ET AL., 2004].
Anergische T-Zellen konnen nicht auf einen antigenen Stimulus reagieren, was als Folge
die spezifische Toleranz gegeniiber der Antigen-prasentierenden Zelle induziert.

Ein weiterer effektiver Mechanismus, durch den sich Tumore der Eliminierung durch
das Immunsystem entziehen konnen, ist die Produktion immunsuppressiver Substanzen.
Durch die Uberexpression von IL-4 und IL-10 wird beispielsweise eine effektive Antigen-
prasentation verhindert. VEGF hingegen fordert die Neubildung von Gefdlen im
Tumorbereich und iibt gleichfalls eine inhibitorische Funktion auf die Reifung von DCs
aus [OHM & CARBONE, 2001]. Regulatorische T-Zellen sorgen fiir ein immunologisches
Gleichgewicht und koénnen durch Sekretion immunsuppressiver Zytokine die Proliferation
und die Effektorfunktionen von T-Zellen inhibieren. Sie supprimieren iiberreaktive Zellen
des Immunsystems und verhindern so beispielsweise die Entstehung von
Autoimmunerkrankungen [MCHUGH ET 4L, 2002]. Dementsprechend konnen
regulatorische CD4" Zellen auch ansonsten effektive Antitumor-Immunantworten

supprimieren [GAJEWSKI, 2007; YU ET AL., 2007; BUCKANOVICH ET AL., 2008].
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1.2 Leukimie

Leukdmie, erstmals 1845 von dem Arzt Rudolf Virchow beschrieben, ist eine
Erkrankung des blutbildenden Systems, die durch maligne Transformation
hdmatopoetischer Zellen entsteht. Dabei kommt es zu einer Proliferation und
Akkumulation neoplastischer Zellen im blutbildenden Knochenmark. Im Verlauf kann es
zu einer Infiltration extramedulldrer Organe, wie z.B. Lymphknoten oder Milz, sowie zu
einer Ausschwemmung leukdmischer Zellen ins Blut kommen. Jahrlich erkranken
insgesamt etwas mehr als 10.000 Menschen in Deutschland an Leukédmien. Dies sind etwa

3% der jahrlichen Krebsneuerkrankungen in Deutschland [RKI, 2006].

1.2.1 Klassifizierung und Diagnostik

Die Klassifizierung der Leukdmien erfolgt zum einen nach der Herkunft der
malignen Zellen, wobei zunichst zwischen Myeloischen und Lymphatischen Leukdmien
unterschieden wird. Myeloische Leukdmien sind maligne Erkrankungen von pluripotenten
hidmatopoetischen Stammzellen der Myelopoese, d.h. von Vorstufen der Granulozyten
bzw. Monozyten. Lymphatische Leukdmien hingegen resultieren aus einer klonalen
Proliferation von Vorlduferzellen der Lymphozyten. Dariliber hinaus werden Leukdmien
nach klinischen Verlaufsformen unterschieden. Akute Leukdmien haben einen schnellen
Verlauf, wobei ohne Behandlung innerhalb weniger Wochen ein lebensgefdhrlicher
Zustand eintreten kann. Chronische Leukidmien hingegen haben einen schleichenden
Verlauf und es kann Monate bis Jahre dauern, bis sich die Erkrankung manifestiert.

Folgende Leukdmien werden demnach unterschieden:

o Chronisch Myeloische Leukdmie (CML)

o Akute Myeloische Leukdmie (AML)

o Chronisch Lymphatische Leukdmie (CLL)
o Akute Lymphytische Leukdmie (ALL)

Die FAB (French-American-British)-Klassifizierung teilt die Akute Myeloische Leukédmie
(AML) aufgrund zytomorphologischer Kriterien in 11 Subtypen ein [KLAUS ET 4L., 2004].

-9.
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Bei der AML vom Subtyp Mb5a beispielsweise handelt es sich um eine Akute
Monoblastenleukdmie, die zu 80% aus Monoblasten, Promonozyten oder Monozyten
besteht.

Die Diagnostik einer Leukdmie erfolgt nach morphologischen, zytochemischen und
immunhistochemischen Gesichtspunkten. Durch mikroskopische Untersuchung von
Knochenmarkausstrichen lassen sich charakteristische Merkmale, wie z. B. Auerstibchen,
nachweisen, die die Zuordnung der Blasten zur myeloischen Reihe ermoglichen. Die
Immunphénotypisierung in der Routinediagnostik analysiert die Expression von
Hamatopoese-assoziierten Differenzierungs-Antigenen (cluster of differentiation, CD-
Molekiile). Durch zytogenetische Analysen lassen sich auf molekularer Ebene fiir
bestimmte Leukdmieformen typische chromosomalen Aberrationen feststellen, die z.T.

prognostisch und therapeutisch bedeutsam sind [FRANKFURT ET AL., 2007].

1.2.2 Leukimiegenese — Deregulation der Himatopoese

Bei der Hamatopoese entstehen im Knochenmark durch sich nicht erschépfende
Teilung von pluripotenten hématopoetischen Stammzellen die Blutzellen. Aus
Vorlduferzellen der myelopoetischen und lymphopoetischen Reihe reifen unter dem
Einfluss von Zytokinen und Interleukinen die Zellen des jeweiligen funktionellen
Endstadiums aus [MONTEIRO ET 4L., 2005; BROUDY, 1997]. Bei den komplexen Vorgédngen
der Hadmatopoese kommt es zu einer ausgeglichenen Regulation von Differenzierung,
Proliferation und programmiertem Zelltod, der so genannten Apoptose [LEARY ET AL.,
1992]. Bei Deregulation dieses Gleichgewichts konnen sich aus klonalen Stammzellen im
Sinne einer malignen Hamatopoese Leukdmien entwickeln [EAVES ET 4L., 1996].
Ubereinstimmend mit den Modellen der Karzinogenese ist die Leukimiegenese ein
schrittweiser Prozess, der multiple voneinander unabhingige genetische und epigenetische
Ereignisse beinhaltet [WARNER ET AL., 2005].

Viele hdmatologische Malignome sind mit einer charakteristischen zytogenetischen
Abnormalitét assoziiert. Chromosomale Aberrationen oder Deletionen kénnen in Folge die
Regulation und Funktion von Protoonkogenen und anderen Wachstum foérdernden Genen
verandern. Nachfolgend werden typische Aberrationen beispielhaft beschrieben.
Radioaktive Strahlung und bestimmte chemische Stoffe, wie z.B. Insektizide, Benzol und

einzelne Medikamente, spielen bei der Entstehung einer Leukdmie eine Rolle.
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Bei einer Chronischen Myeloischen Leukdmie (CML) liegt bei iiber 95% der
Patienten die reziproke chromosomale Translokation [t(9;22)(q34;q11)] mit dem
charakteristischen Philadelphia-Chromosom (22q-) vor. Molekular handelt es sich um die
Fusion der Gene BCR und ABL mit der Folge einer konstitutionellen Aktivierung der
onkogenen ABL-Tyrosinkinase [GOLDMAN & MELO, 2008]. Die Tyrosinkinase-Aktivitét
fiihrt durch Deregulation der fiir Proliferation, Apoptose und Adhision verantwortlichen
Signalkaskaden zur malignen Transformation der Zellen.

Die t(8;21)-Translokation ist die hdufigste mit der AML assoziierte strukturelle
Chromosomenaberration. Diese Translokation erzeugt das Fusionsprotein AMLI1-ETO,
welches aus dem Transkriptionsfaktor AML1 und dem Ko-Repressor ETO besteht.
AMLI1/ETO unterdriickt in Folge die zelluldre Funktion des AMLI-Transkriptionsfaktors.
AML]I ist ein Transkriptionsaktivator fiir verschiedene Hamatopoese-spezifische Gene, wie
z.B. den granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF). Tierexperimente
deuteten zwar darauf hin, dass die Expression von AMLI-ETO nicht fiir eine
Leukdmogenese ausreicht, jedoch wurde durch die Expression dieses Fusionsproteins eine
Immortalisierung von hamatopoetischen Vorlduferzellen erreicht [NIMER, 2007].

Eine ebenso wichtige Rolle wie chromosomale Aberrationen scheint in der
Leukdmogenese die Fehlregulation von Zytokinen zu spielen. So ist bereits frith in der
Entwicklung einer AML eine verdnderte Stammzelldifferenzierung als Folge einer
deregulierten GM-CSF-Antwort zu beobachten. Urséchlich und beispielhaft ist damit die
t(8;21)-Translokation in Zusammenhang zu bringen [s. oben; FRANK ET 4L., 1995]. Eine
Benzen-Exposition von Maiausen =zeigte eine verstirkte Hadmatopoese-induzierende
GM-CSF-Antwort und nach dauerhafter Exposition die Induktion einer anhaltenden
myeloproliferativen Erkrankung [WILLMAN & WHITTAKER, 1990; YOUNG, 1985]

Ubersichtsartikel berichten ebenso von einer Reihe von strukturell und funktionell
verdnderten Protoonkogenen, die auch bei der in AML in unterschiedlichen Frequenzen
vorkommen [WILLMAN & WHITTAKER, 1990; RADICH ET 4L. 1992; Liu, 1990]. Das humane
rat sarcoma (ras)-Gen kodiert fiir das Protein p21, welches als second messenger der
Tyrosinkinaserezeptor-vermittelten Signaltransduktion eine wichtige Rolle zu spielen
scheint [NEEDLEMAN, 1991]. In einer Vielzahl von Studien wurde gezeigt, dass eine ras-
Protoonkogen-Aktivierung in iiber 25% der Fille einer de novo AML auftritt [RADICH ET
AL. 1992; NEEDLEMAN, 1991]. Der fibroblast-macrophage stimulating factor receptor
(FMS)-like tyrosine kinase receptor 3 (FLT3) ist an Prozessen der Proliferation und

Differenzierung von frithen hdmatopoetischen Vorlduferzellen beteiligt. Mehr als 90%

-11 -



EINLEITUNG

akuter myeloischer Leukédmien exprimieren FLT3. Zugleich stellt FLT3 das in AML am
hiufigsten mutierte Gen dar. Bislang sind zwei Mutationsformen beschrieben worden. Dies
sind zum einen interne Tandemduplikationen (FLT3-ITDs) innerhalb der
Juxtamembrandoméne zum anderen Punktmutationen innerhalb der Kinasedoméne
[YOKOTA ET 4L., 1997; YAMAMOTO ET AL., 2001; KINDLER ET 4L., 2005]. FLT3-ITDs treten
in 25 - 30% aller AML-Fille auf und fithren zu leukdmischer Transformation durch
konstitutive Phosphorylierung und unkontrollierter Aktivierung der Thyrosinkinase [KIYOIl
ET AL, 2002]. Das Tumorsuppressorgen p53 kodiert fiir einen nukledren
Transkriptionsfaktor, der an der Regulation des Zellzyklus beteiligt ist. Die Inaktivierung
von p53 ist ein wichtiges Ereignis in der Transformation von vielen Tumoren. Das pJ53-
Gen ist das am haufigsten mutierte Gen bei menschlichen Krebserkrankungen [HOLLSTEIN
ET AL., 1991]. Die Inaktivierung von p53 ist in die Progression der Blastenkrise in 20 - 30%
aller Fille einer Chronisch Myeloischen-Leukdmie involviert, wird aber nur in wenigen
Féllen einer AML angetroffen. Dabei ist die Inaktivierung von p353 ein spéteres Ereignis
und offenbar mit dem Verlust eines differenzierungsfahigen Phinotyps, einem aggressiven
Verlauf und mit einer schlechten Prognose assoziiert [SOUSSI & JONVEAUX, 1991].

Die wahrscheinlichsten Ereignisse, die zur Entstehung und Progression einer
Leukdmie fiihren, beinhalten die klonale chromosomale Abnormalitit gepaart mit
veranderter Regulation durch Zytokinantworten. Die Vielfalt beteiligter Gene in spéteren
Stadien der AML-Progression hingegen ist vereinbar mit Mustern der Multistep-
Karzinogenese nach VOGELSTEIN ET 4L., in der die Akkumulation molekularer genetischer
und epigenetischer Alterationen einer Tumorentstehung vorausgehen [VOGELSTEIN ET AL.,

1998].

1.3 Konzepte der T-Zell-orientierten Immuntherapie bei bosartigen Erkrankungen

Erste Versuche, die Krifte des Immunsystems fiir die Bekdmpfung von Krebs zu
nutzen, gab es schon gegen Ende des 19. Jahrhunderts als Paul Ehrlich das Prinzip der
Tumorbehandlung mit Antikérpern formulierte [EHRLICH, 1900]. Realisierbar wurde diese
jedoch erst mit der Entwicklung der Hybridom-Technologie. Sie ermdglichte es,
monoklonale Antikorper in beliebiger Menge herzustellen [KOHLER & MILSTEIN, 1975]. Es
gelang, die Immunogenitit muriner monoklonaler Antikorper durch Humanisierung

drastisch zu reduzieren und damit die léngerfristige Applikation beim Menschen zu
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ermdglichen [VAN DE PUTTE ET 4L., 2004; DEO ET AL., 1997]. Die Entdeckung der
Interleukine erlaubte es, antigenspezifische T-Zellen zu expandieren und ihre
Erkennungsmechanismen zu studieren. Mit Hilfe der rekombinanten DNA-Technologie
wurden Lymphokine und Zytokine, wie Interferone und Interleukine, in definierter Qualitit
und beliebiger Quantitit verfiigbar. Die Methoden zur Identifizierung tumorassoziierter
Antigene legten die Grundlage sowohl fiir die Weiterentwicklung der Antikorper- als auch

der T-Zell-basierten Therapieverfahren.

1.3.1 Allogene Himatopoetische Stammzelltransplantation (allo-HSCT)

Ein Therapieverfahren, welches auf dem Effekt von T-Zellen beruht, ist die allogene
hidmatopoetische Stammzelltransplantation (allo-HSCT). Sie ist fiir Patienten mit malignen
hamatologischen Erkrankungen, die auf eine alleinige medikamentose Behandlung nicht
ansprechen, die einzige kurative Therapieoption [APPELBAUM, 2003; GRATWOHL ET AL.,
2002]. Bei der Erforschung der Wirkungsweise der allo-HSZT wurde erkannt, dass fiir das
Ausheilen einer Leukdmie nicht allein die vor Transplantation verabreichte hochdosierte
Radiochemotherapie entscheidend ist. Fiir die ldngerfristige Leukdmiekontrolle ist
vielmehr der immunologische Transplantat-gegen-Leukdmie-Effekt (Graft-versus-
Leukemia-, GvL-Effekt) des transferierten Immunsystems verantwortlich, der durch die im
Transplantat enthaltenen Spenderlymphozyten verursacht wird [APPELBAUM, 2003]. Die
allo-HSCT eroffnet dariiber hinaus neue Moglichkeiten fiir die Therapie von
Erkrankungen, die durch eine Fehlfunktion des patienteneigenen Immunsystems bedingt
sind. Neben Autoimmunkrankheiten gilt dies auch fiir solide Tumorerkrankungen. So
wurde gezeigt, dass Spenderlymphozyten einen dem GvL-Effekt vergleichbaren Graft-
versus-Tumor-Effekt (GvT-Effekt) ausiiben, der bei Patienten mit metastasiertem
Nierenzellkarzinom Tumorriickbildungen bewirken kann [CHILDS ET 4L., 2000].

Trotz der beeindruckenden Behandlungserfolge der allo-HSCT sind wesentliche
transplantationsassoziierte Probleme ungelost. So tritt der gewiinschte GvL-Effekt in fast
allen Fillen in Assoziation mit der GvHD auf [WEIDEN ET 4L., 1981]. In ihrer schweren
Form verursacht die GvHD eine erhebliche Morbiditit und Mortalitit der Patienten.
Wesentliche zelluldre Mediatoren der GVHD sind allo-reaktive Spender-T-Zellen, die bei
HLA-inkompatibler HSCT gegen differierende HLA-Molekiile des Patienten oder gegen

Minorhistokompatibilitdtsantigene (mHAgs) reagieren [FALKENBURG ET AL., 2003]. Bei
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mHAgs handelt es sich um Oligopeptide, die aus genetisch determinierten
Polymorphismen prozessiert und in Assoziation mit HLA-Molekiilen prisentiert werden.
Daneben reagieren diese T-Zellen auch gegen nicht-polymorphe Leukidmieantigene, die
exklusiv oder préferentiell auf malignen Zellen exprimiert sind [MOLLDREM ET AL., 2002;
GREINER ET 4AL., 2006; REZVANI, 2008]. Folgende drei Mechanismen tragen wesentlich zum
GvL-Effekt bei [MUNKER ET AL., 2004]

e Eine Immunreaktion gegen fremde HLA-Allele durch NK-Zellen oder allo-
restringierte T-Zellen

e cine Antwort gegen Minorhistokompatibilititsantigene (mHAgs)
oder

e cine T-Zellreaktion gegen spezifische Antigene der Leukdmieblasten

Studien haben eine Vielzahl von Antigenen identifiziert, gegen die CD8" T-Zellantworten
in myeloischen Leukdmien vorliegen. Dazu gehoren die mHAgs HA-1 und HA-2 [MUTIS
ET AL., 1999], iiberexprimierte Selbst-Proteine wie proteinase-3 [MOLLDREM ET AL., 1999]
und WT1 [GAO ET 4L., 2000], ebenso wie Neoantigene, die aus chromosomalen
Translokationen entstehen, wie z.B BCR-ABL [OSMAN ET 4L., 1999]. Diese Antigene
wurden nach der allo-HSCT von CML-Patienten mit einem kurativen GvL-Effekt in
Verbindung gebracht [CLARK ET 4L., 2001; GAO ET 4L., 2000; MOLLDREM ET AL., 2000;
MurTis & GouLMY, 2002].

Die Kenntnis beider Antigenkategorien sollte es zukiinftig erlauben GvL-Effekte von
der GvHD zu trennen. Deren Expressionsverteilung im Gewebe und die MHC-Molekiile,
iiber die sie prisentiert werden, scheinen dabei fiir den klinischen Erfolg einer allo-HSZT
eine signifikante Rolle zu spielen [FALKENBURG ET AL., 2003]. Ein gezielter GvL-Effekt
kann ausgeldst werden, wenn sich die Expression von mHAgs auf das hdmatopoetische
System beschrinkt, und sich so die Spender T-Zell vermittelte Immunreaktion
ausschlieBlich gegen die Resthdmatopoese des Patienten einschlieBlich verbliebener
Leuké@miezellen richtet [AKATSUKA ET AL., 2007]. Eine GVHD manifestiert sich hingegen
als Folge einer systemischen Immunreaktion gegen ubiquitidr oder in mehreren Geweben
exprimierte mHAgs und betrifft praferentiell die Haut, Leber, Lunge und Magen-Darm-
Trakt [LINK ET 4L., 1997]. Abbildung 1.2 stellt die nach allo-HSZT auftetenden GvVHD-
Komplikation dem erwiinschten Therapieziel eines GvL-Effektes, in Abhingigkeit

ubiquitdr oder Hamatopoese-spezifische exprimierter mHAgs, gegentiber.
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Empfinger-Zellen

R
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GVH\I\ GvL
4 5 |

Morbiditdt
Mortalitét

adoptive
Immuntherapie

Spender -T-Zellen
spezifisch fiir mHAgs

Abb. 1.2: Das therapeutische Dilemma nach allogener hdmatopoetischer Stammzell-
transplantation: Graft- versus-Host-Reaktionen (GvHD) als Hauptursache von transplantations-
assoziierter Mortalitit und Morbiditdt und Graft-versus-Leukemia-Effekte (GvL) als effektives
Prinzip der adoptiven Immuntherapie der Leukdmie. Spender-T-Zellen mit Spezifitét fiir ubiquitér
exprimierte mHAgs auf himatopoetischen und nicht-hdmatopoetischen Zellen verursachen GvHD.
Spender-T-Zellen mit Spezifitit fiir mHAgs, die vorzugsweise oder selektiv auf hdmatopoetischen
Empfingerzellen, einschlieBlich leukdmischen Vorlduferzellen, exprimiert werden, bewirken
einen GvL-Effekt ohne das Auftreten einer GvHD [verdndert nach
http://www.medscape.com/viewarticle/].

Die Identifikation von mHAgs ist somit von zweifacher klinischer Bedeutung. Erstens ist
die Kenntnis ubiquitir exprimierter mHAgs von GvHD-priventivem Nutzen. Nach einer
Typisierung konnte eine gezielte Selektion von Stammzellspendern erfolgen, die einen
moglichst identischen Genotyp an ubiquitir exprimierten mHAgs aufweisen. Dies kann
dazu beitragen, das Risiko einer GvHD-Erkrankung zu verringern und die damit assoziierte
Mortalitit- und Morbiditit von Patienten zu senken. Zweitens erdffnet die Identifikation
Héamatopoese-spezifischer mHAgs neue Therapiemdglichkeiten. Durch die Transplantation
von Stammezellen, die sich in mdglichst vielen Hématopoese-spezifischen mHAgs vom
Empféanger unterscheiden, konnte ein GvL-Effekt gezielt ausgeldst werden, ohne dass es
zu einer Schidigung anderer Gewebe aufgrund einer GvHD-Erkrankung kime. Zudem

konnten T-Zellen des Empfingers mit Spezifitit flir mHAgs gezielt isoliert und zur
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Behandlung eines Rezidivs adoptiv in den Patienten transferiert werden. Das
Kenntnisspektrum von bekannten Zielantigenen reicht bislang nicht aus, um bei einem
nennenswerten Anteil von Patienten GvHD- bzw. GvL-Effekte vorherzusagen oder zu
erklaren. Thr immuntherapeutisches Potential erfordert daher eine verstdrkte Suche nach
neuen geeigneten Zielantigenen [SPIERINGS & GOULMY, 2005].

Die T-Zell-Depletion ist eine besonders wirksame Methode zur Verhinderung der
GvHD [HO & SOIFFER, 2001]. Allerdings fiihrt die Entfernung der Spender-T-Zellen aus
dem Transplantat zu einer Zunahme von opportunistischen Infektionen und der
Rezidivhdufigkeit der Erkrankung. Eine verbesserte Nutzen-Risiko-Relation wurde
beobachtet, wenn lediglich CD8" T-Zellen aus dem Transplantat oder aus der
Spenderlymphozyteninfusion (DLI) entfernt wurden [BARON ET 4L., 2002; JOHNSON ET AL.,
1999]. Desweiteren wurden verschiedene Verfahren fiir die selektive Inaktivierung oder

Depletion von allo-reaktiven Spender-T-Zellen entwickelt [HARTWIG ET AL., 2006]

1.3.2 Adoptiver T-Zelltransfer

Vor etwa 40 Jahren wurde von Mitchison erstmals das Konzept der adoptiven
zelluldiren Immuntherapie gegen Tumoren prisentiert. Es verfolgt das Ziel der
Eliminierung von malignen Zellen durch den Transfer von reifen T-Zellen und/oder NK-
Zellen [MITCHISON, 1970]. Die Bestétigung der prinzipiellen Wirkungsweise liefern die
Behandlungserfolge der allo-HSCT. Voraussetzung fiir den Einsatz des Verfahrens des
adoptiven T-Zelltransfers ist jedoch die Generierung und Expansion von tumorreaktiven
T-Zellen. Dabei hat die Charakterisierung von tumorassoziierten Antigenen (TAA), die
von T-Zellen erkannt werden, die Moglichkeiten stark erweitert. Es wurden verschiedene
Methoden entwickelt, die die Isolierung, Expansion und Stimulation von TAA-
spezifischen T-Zellen ermoglichen [BLEAKLEY ET AL., 2004; BERGER ET AL., 2008; DISTLER
ET AL., 2008]. So ist es moglich, polyklonale T-Zellen mit gewiinschter TAA-Spezifitit
anzureichern und zu expandieren. T-Zellen werden dazu mit Antigen-prasentierenden
Zellen stimuliert, die entweder mit antigenen Peptiden beladen oder mit TAA-kodierenden
Genen transfiziert wurden [MACKENSEN ET AL., 2006; OELKE ET AL., 2003]. Das maligne
Malignom und das Nierenzellkarzinom waren die ersten Tumorentititen, bei denen der
adoptive Transfer von autologen, d. h. vom Patienten selbst stammenden, T-Zellen klinisch

getestet wurde und wird [ROSENBERG ET AL., 2008; HEEMSKERK ET 4L., 2008].
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Im Fall eines AML-Rezidivs nach allo-HSCT kann der GvL-Effekt durch
Transfusion von Lymphozyten des Stammzellspenders verstidrkt werden. Da das fremde
Immunsystem bereits angewachsen und etabliert ist, werden die Lymphozyten des
Spenders nach Transfusion nicht abgestoBen. Allerdings ist diese MaBnahme mit der
Gefahr der Entwicklung einer GvHD-Erkrankung verbunden, wobei deren Stirke mit dem
therapeutischen Erfolg korrelliert [MUNKER ET A4L., 2004; KOLB ET 4L., 2004]. Der
iiberzeugenste klinische Beweis fiir die Existenz von antileukdmischer Immunitit liefern
die Behandlungserfolge der Donor-Lymphozyten-Infusion (DLI) von CML-Rezidiven
nach allo-HSCT [KOLB ET 4L., 1995].

1.3.3 T-Zellrezeptor-Transfer

Ein weiteres Konzept der T-Zell-orientierten Krebsimmuntherapie ist der
therapeutische Transfer von TCR-Genen in T-Zellen. Das Prinzip ist, das durch
Selektionsmechanismen im Thymus gereifte T-Zellrepertoire des Patienten zusétzlich mit
TAA-spezifischen TCR auszustatten. Die funktionelle Expression via retroviralem
Gentransfer tibertragener TCR-Gene konnte sowohl in Maus- als auch in humanen Zellen
gezeigt werden [CLAY ET AL., 1999; ORENTAS ET 4L., 2001; KESSELS ET 4L., 2001;
STANISLAWSKI ET AL., 2001]. Die klinische Erprobung des Konzepts erfolgt derzeit
beispielsweise mittels TCR, der die Spezifitit fiir das melanomassoziierte
Differenzierungsantigen Melan-A/MART-1 aufweist, bei Patienten mit malignem

Melanom [MORGAN ET 4L., 2006].

1.3.4 Antigenspezifische Vakzinen

Eine vielversprechende Entwicklung immuntherapeutischer Ansitze bei der AML ist
die Nutzung spezifischer Antigene zur Immunisierung. Die ,,therapeutische* Vakzinierung
beruht auf der in Tiermodellen bestitigten Hypothese, dass die Ignoranz des
Immunsystems gegeniiber Antigenen auf bestimmten Geweben durch Vakzinierung und
damit Induktion einer T-Zellantwort aufgehoben werden kann [HAUSMANN ET 4L., 1999].
Das Einbringen des potentiellen Zielantigens in eine professionelle antigenprasentierende

Umgebung soll zu einer systemischen Immunantwort mit protektiver und
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tumordestruierender Wirkung fiihren. Mehrere Kandidaten-Antigene stehen hierfiir zur
Verfligung, vor allem WTI [REZVANI ET AL., 2008], proteinase-3 [HESLOP ET AL., 2003] und

RHAMM (CD168) [GREINER ET AL., 2005].

1.4 Zielstrukturen von T-Zellen gegen maligne Zellen

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit liegt auf der Identifizierung von mHAgs
und Leukiimie-assoziierten Antigenen, die von CD8" T-Zellen erkannt werden. Da die
besondere Bedeutung dieser T-Zellen in der Kontrolle von Tumoren belegt werden konnte
[DUDLEY & ROSENBERG, 2003], werden in diesem Kapitel einige Vertreter bisher
charakterisierter ~Tumorantigene und mHAgs vorgestellt. Eine Ubersicht iiber
tumorassoziierten Antigene, die von T-Zellen auf menschlichen Tumoren erkannt werden
und ihre Einteilung in Kategorien entsprechend ihrer Expressionsverteilung gibt eine
Datenbank, die vom Ludwig Institut fiir Krebsforschung eingerichtet wurde

(http://www.cancerimmunity.org/statics/databases.htm).

1.4.1 T-Zell-erkannte Antigene bei soliden Tumore (TAA) und bei der Leukéimie (LAA)

Aufgrund ihrer Expressionsmuster werden die Tumor-assoziierte Antigene (TAA)
folgendermallen unterschieden:

e Differenzierungsantigene sind Gewebe-spezifisch und leiten sich von Proteinen ab,
welche entsprechend dem Typ bzw. Differenzierungsgrad einer Zelle exprimiert
werden. Eine Vielzahl von Melanom-assoziierten Antigenen, wie gpl00),
Tyrosinase und Melan A/MART-1 und Tyrosinase-related protein gehdren zu dieser
Gruppe [www.cancerimmunity.org]. Diese Antigene werden auch von normalen
Melanozyten exprimiert und sind daher nicht Tumor-spezifisch. Die Induktion
dagegen  gerichteter Immunantworten kann daher mit ausgeprigten
Autoimmunreaktionen einhergehen [KIRKIN ET AL., 1998].

o Cancer/Germline (CG)-Antigene werden von Tumorzellen, jedoch nicht von
normalen Zellen mit Ausnahme von Testis, Ovarzellen und Plazenta exprimiert.
Insbesondere aus den Proteinen der GAGE-, MAGE-, BAGE- und RAGE-Familien,
PRAME und NY-ESO-1 wurden zahlreiche Tumor-assoziierte T-Zellepitope
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identifiziert [www.cancerimmunity.org]. Die CG-Antigene sind deswegen
weitgehend  Tumor-spezifisch  da  beispielsweise = Testisgewebe  als
immunprivilegiert gilt, und keine MHC-Klasse I-und II-Molekiile exprimiert
[SMITH & CERUNDOLO, 2001].

Malignome weisen eine Vielzahl von Genmutationen auf, die zumindest teilweise
zum malignen Phéinotyp beitragen. Fiir eine Reihe von ihnen wurde gezeigt, dass
sie fiir immunogene Peptide kodieren. Wichtige Vertreter aus dieser Gruppe sind
zum Beispiel mutiertes CDK4 [WOELFEL ET AL., 1995] und mutierte CASP-8
[MANDRUZZATO ET AL., 1997]. Einige Antigene sind strikt individual-spezifisch,
d.h. sie werden nur in dem Tumor exprimiert, in dem sie gefunden wurden, andere
strukturalterierte Antigene finden sich haufiger oder gar regelméfig in bestimmten

Malignomen, wie z.B. in Leukémien.

Die Einteilung der Leukdmie-assoziierten Antigene (LAA) erfolgt in zwei Gruppen.

Spezifische Leukdmie-Antigene konnen aus aberranten Fusionsproteinen entstehen
[DRIESSCHE ET AL., 2005]. Als bekanntestes Beispiel hierfiir ist die t(9;22)-
Translokation zu nennen, die bei 95% aller CML-Patienten gefunden wird und das
bcr-abl-Fusionsprotein generiert [YOTNDA ET AL., 1998 (A); MAJSTEREK ET AL.,
2006]. Bei einem Anteil von Patienten mit ALL verursacht die t(12;21)-
Translokation das ETV6-AML-Fusionsprotein [YOTNDA ET 4L., 1998 (B)]. Ebenso
einzureihen in diese Gruppe ist FLT3-ITD, welches in 30% aller AML-Patienten
gefunden wird und aus einer internen Tandemdublikation (internal tandem
dublication, 1TD) innerhalb des Tyrosinkinase-Rezeptor-Gens FLT3 resultiert
[GRAF ET AL., 2007].

Die Gruppe der iiberexprimierten Leukdmie-assoziierten Antigene beinhaltet nicht
polymorphe Proteine, die auf leukdmischen Zellen im Vergleich zu normalen
Zellen iiberexprimiert sind und somit potentiellen immuntherapeutischen
Zielstrukturen entsprechen [DRIESSCHE ET 4L., 2005]. Hier zu nennen sind
preferentially expressed antigen in melanomas (PRAME) [SCHENK ET AL., 2007],
humane telomerase reverse transkriptase (WTERT) [ARAI ET AL., 2001], Wilms’
Tumor 1 (WTI) [OHMINAMI ET AL., 2000] und Proteinase 3 (Pr3) [YONG ET AL.,
2007]. Ermutigende Ergebnisse zeigten Vakzinierungsstudien sowohl fiir WT1 als
auch fiir Pr3 [REZVANI ET A4L., 2008]. WT1 wird zusitzlich in einer Reihe von

soliden Tumoren, wie Brust, -Darm und Lungentumoren iiberexprimiert. Dies
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ermoglicht eine potentielle Verwendung als universelles Zielantigen einer

Krebsimmuntherapie [MENSSEN ET AL., 2000; LOEB ET 4L., 2001].

1.4.2 Minorhistokompatibilititsantigene (mHAgs)

Minorhistokompatibilititsantigene (mHAgs) sind Peptide, die aus genetischen
Polymorphismen prozessiert werden und in einem HLA-identen Setting einer allo-HSCT
durch Spender T-Lymphozyten erkannt werden. Richten sich allogene T-Zellantworten
gegen Hédmatopoese-spezifische mHAgs, so vermitteln sie den gewiinschten GvL-Effekt.
Besonderes Potential besitzen sie jedoch nicht nur in allo-HSCT, sondern ebenso in
Verfahren wie dem adoptiven T-Zelltransfer. Bislang sind flinfzehn Hématopoese-
spezifische mHAgs beschrieben worden. Dreizehn mHAgs werden von autosomalen
Genen kodiert und zwei vom Y-Chromosom. Die mHAgs HA-1 und HA-2 sind die derzeit
interessantesten Zielantigene fiir die Immuntherapie hdamatologischer Erkrankungen. Sie
werden nur auf himatopoetischen Zellen, einschlieBlich leukdmischer Blasten, exprimiert,
nicht jedoch auf Geweben wie Haut, Leber oder Niere. Im Zusammenhang mit HA1- und
HA2-spezifischen CD8" CTL wurde iiber ein gemeinsames Auftreten mit DLI-induzierten
Leukédmie-Remissionen berichtet [MARUT ET 4L., 2003]. Bei B8/H-Y handelt es sich um
ein Y-chromosomal kodiertes mHAg. Nach allo-HSZT eines weiblichen Empfingers kann
dieses mHAg sowohl eine TransplantationsabstoBung, als auch eine GvHD ausldsen
[WARREN ET 4L., 2000]. In Tabelle 1.1 sind einige Vertreter von T-Zell-erkannten mHAgs
gelistet. Einen Uberblick iiber alle bisher identifizierten mHAgs gibt eine von GOULMY im
Jahr 2006 verdftentlichte Datenbank. (http://www.lume.nl/5033/dbminor.asp)
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Tab 1.1 Minorhistokompatibilitdtsantigene (mHAgs)

mHAg mHAg HLA- HLA Pri- Gen- mHAg
Frequenz  Restriktions Frequenz  valenz bezeich- Gewebeverteilung
-element nung
HA-1 24% HLA-A2 43% 10,6% HA-1 Hematop. Zellen, myeloiden

u. lymphoiden
leukdmischen Zellen

HA-2 4% HLA-A2 43% 1,7% Myosin Hematop. Zellen, myeloiden
1G u. lymphoiden
leukdmischen Zellen
HB-1"Y  6%/24%  HLA-B44 12% 0,7%/  unbekannt B-Zell-ALL
2,9%
ACC-1 17% HLA-A24 34% 5,8% BCL241  Hematop. Zellen, myeloiden

u. lymphoiden

leukdmischen Zellen

ACC-2 17% HLA-B44 12% 2,7% BCL241  Hematop. Zellen, myeloiden
u. lymphoiden

leukdmischen Zellen

UGT2B17 11% HLA-A29 5% 0,6% UGT2B17 DC’s, B-Zellen
LRH-1 13% HLA-B7 11% 1,4 % P2X5 T- und B-Zellen, NK-
Zellen, myeloiden
Vorlauferzellen
B8/H-Y 25% HLA-B8 8% 2,9% ury Hamatopoetische Zellen
TRIM22- 1,3% HLA-A2 43% <1% TRIM?22 Hamatopoetische Zellen
442C

modifiziert nach [SPIERINGS & GOULMY, 2005], ergdnzt durch TRIM22-442C [WOELFEL
ET AL, 2007],

1.5 Verfahren zur Identifizierung von Zielstrukturen allo-reaktiver T-Zellen

1.5.1 SEREX-Methode

Die SEREX-Methode (serological screening of cDNA expression libraries) beruht
auf der Erkennung von Tumorantigenen, die von l-Phagen-Banken exprimiert werden,
durch autologe IgG-Antikorper im Serum von Krebspatienten [SAHIN ET 4L., 1997; CHEN
ET AL., 1997]. Es gibt bereits eine grole Anzahl SEREX definierter Antigene, die in einer
Datenbank  des  Ludwig-Institutes  fiir ~ Krebsforschung  verdffentlicht  sind
(http://www licr.org/SEREX.htm). Die Entwicklung einer B-Zellantwort setzt zumindest

eine Reaktion von CD4" Zellen voraus. Daher ist davon auszugehen, dass durch SEREX
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definierte Antigene auch von zytotoxischen T-Zellen erkannt werden konnen. So wurden
z.B. fir das mittels SEREX identifizierte Antigen NY-ESO-1 bei Krebspatienten
gleichzeitig relativ starke T- und B-Zellantworten gefunden [CHEN ET AL., 1997; JAGER ET
AL., 2000; GNJATIC ET 4L., 2000].

1.5.2 ,,Biochemischer* Ansatz

Der ,,biochemische* Ansatz zur Identifizierung von CTL-erkannten Tumorantigenen
beruht auf der Sdureelution von HLA Klasse I-gebundenen Peptiden von Tumorzellen, die
nach Fraktionierung durch HPLC (high performance liquid chromatography) auf
Erkennung durch tumorreaktive T-Zellklone getestet werden [COX ET 4L., 1994]. Dazu
werden die Peptidfraktionen auf HLA-idente antigenprisentierende Zellen geladen und
diese auf Erkennung durch CTL getestet. Aufgrund geringer Peptidmengen miissen die
Peptidfraktionen durch Tandemmassenspektrometrie und MALDI-TOF/TOF MS/MS
analysiert werden [KRUGER ET 4L., 2005; HOFMANN ET AL., 2005]. Dadurch erhaltene
Teilsequenzen von Peptiden werden anschlieBend durch Datenbanksuche vervollstindigt.
Nachfolgend wird das dafiir kodierende Antigen ermittelt [COX ET 4L., 1994]. Ebenfalls in
diese Kategorie einzureihen ist die so genannte Mimotop-Methode, die auf der Testung
synthetischer Peptidbibliotheken mit tumorspezifischen T-Zellklonen beruht [LINNEMANN
ET AL., 2001; GUNDLACH ET AL., 1996]. Kombinatorische Peptidbibliotheken werden
synthetisiert, auf antigen-préasentierende Zellen geladen und mit einem T-Zellklon getestet.
Fiir die Suche nach einem CTL-erkannten Mimotop aus neun Aminosduren werden 171
(9 x 19, alle proteinogenen Aminosduren) kombinatorische Peptidbibliotheken synthetisiert
und getestet. In jeder Bibliothek steht eine Aminosédure an einer Position fest, alle anderen
werden frei kombiniert. Anhand der erkannten Bibliotheken findet man auf diese Weise fiir
jede Position im Nonamer eine oder mehrere Kandidatenaminosduren. Danach kann durch
Datenbankvergleiche nach dem Antigen, aus dem mogliche Peptide stammen konnen,
gesucht werden [GUNDLACH ET AL., 1996; LINNEMANN ET AL., 2001; PINILLA ET 4L., 2001;

NINO-VASQUEZ ET EL., 2004].
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1.5.3 ,,Reverse Immunologie*

Die Strategie der ,,Reversen Immunologie* geht fiir die Antigenidentifzierung nicht
von patienteneigenen T-Zellen oder Antikérpern aus, sondern vom Kandidatenantigen
selbst. Proteine, die bekanntermaflen in Tumoren iiberexprimiert werden oder mutiert sind,
werden zur Stimulation von T-Zellen benutzt. Kandidaten sind entweder bekannte T-Zell-
erkannte Tumorantigene, fiir die weitere immunogene Peptide, die {iber dasselbe oder
andere HLA-Proteine priasentiert werden, ermittelt werden sollen [KESSLER ET 4L., 2001].
Andere Kandidaten ergeben sich aus Hochdurchsatzverfahren, wie z.B. RDA
(representational difference analysis), in silico cloning, DNA Micro Array-Techniken und
Proteomanalysen. Durch die kombinierte Anwendung von RDA und in silico cloning
wurden z.B. einige Antigene der MAGE-Familie identifiziert [LUCAS ET 4L., 2000]. Eine
Limitierung des Verfahrens liegt darin, dass z.B. punktmutierte Antigene nur dann
entdeckt werden konnen, wenn sie gleichzeitig iiberexprimiert werden. Fiir die Stimulation
mit den potentiellen Antigenen werden sowohl T-Zellen von Tumorpatienten als auch von
gesunden Spendern benutzt. Bei einer Variante der ,,Reverse Immunologie* werden zur
Stimulation der T-Zellen Peptide benutzt, die mit Hilfe von Epitopvorhersageprogrammen
ausgesucht werden weil sie eine hohe Affinitdt fiir ein betrachtetes HLA-Molekiil
aufweisen. Mit Peptiden beladene, autologe antigen-prisentierende Zellen werden fiir die
in vitro-Stimulationen der T-Zellen verwendet. Um zu zeigen, dass die Peptide von
natiirlich prozessierten Tumorantigenen stammen, muss im Nachhinein gezeigt werden,
dass die generierten CTL Tumorzellen lysieren, die das putative Antigen und das
prasentierende HLA-Allel exprimieren [SMITH & CERUNDOLO, 2001; KESSLER ET AL.,
2001; GRAF ET AL., 2007]. Alternativ zu Stimulationen mit peptidbeladenen antigen-
prasentierenden Zellen konnen auch antigen-priasentierende Zellen, die mit einem das
Antigen enthaltenen viralen Vektor transduziert wurden, als Stimulatorzellen eingesetzt
werden [LOPES ET 4L., 2006]. Allerdings muss dafiir gesorgt werden, dass keine
dominierende Immunitét gegen das Virus entsteht. Letzteres kann beispielsweise durch den
alternierenden Einsatz verschiedener viraler Vektoren im Verlauf der T-Zellstimulation
vermieden werden. Die Peptidspezifitit solchermafBen generierter T-Zellen wird

abschlieBend durch die Testung synthetischer Peptide ermittelt.
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1.5.4 cDNA-Expressionsklonierung

Eine Methode, mit der bereits viele T-Zell-erkannte Tumor-Antigene gefunden
wurden, ist das Verfahren der cDNA-Expressionsklonierung [DE PLAEN ET 4L., 1988;
VAN DER BRUGGEN ET 4L., 1991; BRICHARD ET 4L., 1993; COULIE ET AL., 1994; WOLFEL ET
AL., 1995; MANDRUZZATO ET AL., 1997]. Die Entdeckung von MAGE-I, als erstem
menschlichem T-Zell-erkanntem Tumorantigen, erfolgte mit Hilfe eines zytotoxischen
T-Zellklones, der sehr spezifisch autologe Tumorzellen erkannte [VAN DER BRUGGEN ET
AL., 1991]. Bei dem dabei angewandten Verfahren wurden die zum Screening eingesetzten
T-Zellen auf Erkennung von Transfektanten iiberpriift, die mit genetischem Material aus
Tumorzellen transfiziert waren. Fiir die Identifizierung von MAGE-I wurden fiir die
Transfektion von Antigen-Verlustvarianten der Tumorzelllinie verwendet, die mit
tumorreaktiven T-Zellen selektioniert worden waren. Transfiziert wurde eine Cosmid-
Bibliothek der erkannten Tumorzelllinie und die Transfektanten wurden anschlieend mit
Hilfe des T-Zellklones auf Erkennung getestet. Aus erkannten Transfektanten wurde mit
Hilfe der Cosmidsequenz das Gen MAGE-1 identifiziert [VAN DER BRUGGEN ET 4L., 1991].
Weil die Antigenidentifizierung aus Cosmid-Banken auf der stabilen Transfektion von
Tumorzellen beruhte, war die Methode schwierig und zeitaufwindig. Die transiente
Transfektion von COS-7-Zellen mit cDNA-Banken von Tumorzellen erwies sich
demgegeniiber als sehr viel vorteilhafter [SEED & ARUFFO, 1987; KARTTUNEN ET AL., 1992;
DE PLAEN ET 4L., 1997]. Die Herstellung von Tumor-cDNA-Banken erfolgt unter
Verwendung eukaryotischer Expressionsvektoren. COS-7-Zellen werden mit HLA-cDNA
und gepoolter Tumor-cDNA kotransfiziert und mit T-Zellklonen, die durch das
kotransfizierte HLA-Allel restringiert sind, getestet. Die Expressionsvektoren werden in
den COS-7-Zellen episomal multipliziert, wodurch zusétzlich zur starken Expression durch
die verwendeten Promotoren auf dem Vektor die Bildung groBer Protein- und damit
Antigenmengen in den COS-7-Zellen erreicht wird [SEED & ARUFFO, 1987].
Abbildung 1.5 stellt schematisch eine Grundversion dieses Verfahrens dar, das wihrend
der vergangenen 10 Jahre schrittweise modifiziert und verbessert wurde [LENNERZ ET AL.,
2005]. Dabei wird die Identifizierung eines T-Zell-erkannten cDNA-Klons aus der Tumor-
cDNA-Bank dadurch erreicht, dass im ersten Schritt c¢cDNA-Pools aus 100
Bakterienkolonien pro Versuchsansatz transfiziert und getestet werden. Ein von einem

T-Zellklon erkannter 100-fach Pool wird in 10-fach Pools subkloniert. Anschlieflend
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werden aus einem erkannten 10-fach Pool einzelne cDNA-Klone préipariert und mit dem
T-Zellklon auf Erkennung iiberpriift. Die peptidkodierende Region der cDNA wird danach
durch Transfektion von cDNA-Fragmenten eingegrenzt. Von einem erkannten cDNA-
Fragment kodierte Peptide werden abschlieBend synthetisiert und auf Erkennung durch den
T-Zellklon getestet. Limitierend fiir die Anwendbarkeit dieses Verfahrens sind die
Etablierung von Tumorzellinien und die Generierung von T-Zellklonen, ermoglicht jedoch
die Identifizierung von Antigen-Spezies, wie zum Beispiel punktmutierter Antigene, die

mittels anderer Verfahren nicht erfassbar sind.
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COS-7-Zellen

cDNA-Bibliothek in Expressionsplasmid
293T-Zellen

cDNA-Insert  PolyA

\ . P Plasmide
mit HLA-cDNA

AmpR | {'SV40 Ori}

cDNA-Subpools prépariert in
in 96-Loch-Mikrotiterplatten
v

Kotransfektion verkleinerter cDNA-Pools
oder cDNA-Klone mit HLA-cDNA

A

Transformation und

Lymphokin-Assays c¢DNA-Priparation

z.B. IFN-y-ELISPOT

Screening der Transfektanten mit
tumorreaktiven T-Zellklonen

Detektion positiver Pools

Identifizierung antigencodierender cDNA-Klone

l

Sequenzanalyse
Peptid-Identifzierung

Abb. 1.5: Schematische Ubersicht iiber die T-Zell-basierte cDNA-Expressionsklonierung. Die zu
screenende ¢cDNA-Bank aus Tumorzellen wird in einem Vektor konstruiert, der eine hohe
transiente Expression in COS- oder 293T-Zellen erlaubt. Aus der cDNA-Bank werden Pools von
ca. je 100 cDNA-Klonen (100-fach Pools) gebildet. Diese cDNA-Pools werden zusammen mit
Plasmiden, die fiir restringierende HLA-Molekiile kodieren, in COS- bzw. 293T-Zellen transfiziert.
Einzeltransfektionen und Screening der mit unterschiedlichen Pools transfizierten Empfangerzell-
Populationen erfolgen auf 96-Loch-Mikrotiterplatten. Die Transfektanten werden nach ca. 2 Tagen
in einem Lymphokinassay mit T-Zellen hinsichtlich Antigenexpression iiberpriift. Je Experiment
werden ca. 1000 - 2000 100-fach Pools gescreent. Pools, die nach Transfektion T-Zellen zur
Lymphokinproduktion anregen, werden erneut transfiziert. Durch wiederholte Transfektionen wird
schrittweise die gesuchte antigenkodierende cDNA isoliert und schlieBlich kloniert.
Sequenzvergleiche mit Datenbanken, Expressionsanalysen und Peptididentifizierung sind
nachfolgende Schritte im Rahmen der Antigencharakterisierung.
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Heutzutage werden die Mdoglichkeiten der Suche nach neuen Kandidatenantigenen fiir die
Immuntherapie durch die Entwicklung von molekularen und proteinchemischen
Hochdurchsatzverfahren, sowie die Verfiigbarkeit von Genexpressionsdatenbanken
erweitert. Mit der zunehmenden Komplettierung von Genexpressions-Datenbanken wird es
dariiber hinaus sogar moglich, tumorassoziierte Kandidaten-Antigene sozusagen in silico
zu finden [MAECKER ET A4L., 2001]. Die Attraktivitit dieser Ansitze liegt unter anderem
darin, dass auf die zeitintensive Etablierung von T-Zellkulturen verzichtet werden kann,
und dass sie eine Fiille von Kandidaten-Antigenen liefern. Ihre tatsdchliche Immunogenitét
muss allerdings nachfolgernd bewiesen werden. Die SEREX-Technologie [SAHIN ET 4L.,
1997] nimmt hierbei eine Sonderstellung ein. Mit dieser Methode konnen a priori
Antigene identifiziert werden, die beim Menschen humorale Immunantworten auslosen.
Da deren Entstehung die Hilfe von T-Zellen benétigt, ist davon auszugehen, das SEREX-
Antigene grundsétzlich auch von T-Zellen erkannt werden.

Die Nachteile von ,,T-Zell-freien Verfahren ist, dass sich damit iiberwiegend
Proteine mit relativ hohem Expressionsniveau als Kandidaten-Antigene identifizieren
lassen. Der Vorteil der T-Zell-basierten cDNA-Expressionsklonierung ist seine
ausserordentliche Sensitivitdt [CROTZER ET 4L., 2000]. Mit Hilfe dieses Verfahrens konnen
im Gegensatz zu biochemischen Verfahren auch Antigene aus seltenen Transkripten
gefunden werden. Zudem werden mit der T-Zell-basierten cDNA-Expressionsklonierung
auch auf genetische Alterationen zuriickzufiihrende Antigene erfasst, die den heute
verfiigbaren = Hochdurchsatz-Screeningverfahren  entgehen. Dazu gehdren  Gen-
Umlagerungen und Punktmutationen. Antigene dieser Kategorie weisen die hochste
Spezifitit fiir Malignomzellen auf und tragen nicht selten zum malignen Phénotyp bei.
Darunter sind Molekiile, die in die Zellzykluskontrolle, Zelladhdsion, Apoptose-Regulation
und Signaliibertragung involviert sind [SENSI & ANICHINI, 2006]. Antigene dieser Art sind
deshalb besonders attraktive Zielstrukturen fiir Immuntherapien, da ihre Expression im
Tumorgewebe als stabil anzunehmen ist.

Eine wesentliche Voraussetzung fiir die Anwendbarkeit der T-Zell-basierten cDNA-
Expressionsklonierung ist jedoch die Verfligbarkeit von ausreichend antigentragendem
Tumormaterial. Diese wird dann verfiigbar, wenn es gelingt aus dem Tumorgewebe
permanente Zelllinien zu generieren. Da sich permanente Zelllinien aus Leukidmiezellen
jedoch nur mit sehr geringer Effizienz generieren lassen [DREXLER ET AL., 2000], war die
vorliegende Arbeit vom Vorhandensein ausreichenden Primérmaterials abhéngig. Dies

stand fiir die hier untersuchte Leukimie MZ20I-AML mit circa 2x10° Zellen zur
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Verfligung. Die primdren AML-Zellen wurden portionsweise kryokonserviert und bis zur
Verwendung in fliissigem Stickstoff gelagert. Eine weitere Voraussetzung ist das
Vorhandensein von Tumor-reaktiven T-Lymphozyten. In vorliegender Arbeit wurden
portionsweise kryokonservierte AML-reaktive T-Lymphozyten verwendet [DISTLER ET AL.,
2008]. Nach Auftauen und erneuter Restimulation der T-Lymphozyten blieben sowohl die
Reaktivitit gegen die AML-Zellen als auch die Proliferationsfdhigkeit konstant erhalten.
Die Verwendung von kryokonservierten T-Lymphozyten erwies sich gegeniiber der
Verwendung von Langzeitkulturen als vorteilhaft [LENNERZ ET AL., 2005]. Laufende
Kulturen zeigen ein inkonstantes Wachstumsverhalten und mit zunehmendem Alter auch
einen Verlust ihrer Reaktionsfihigkeit. Eine solche Inkonstanz konnte sich als
problematisch fiir den Erfolg einer Peptididentifizierung erweisen.

In dem Leukdmie-Modell MZ51-AML konnte mit Hilfe des Verfahrens der T-Zell-
basierten cDNA-Expressionsklonierung auf eben genannte Weise ein neues, von allo-
reaktiven T-Zellen erkanntes mHAg identifiziert werden. Es handelte sich um ein
HLA-A*0201-restringiertes polymorphes Allel des tripartite motif-containing 22-Gens
(TRIM?22), bei dem ein Arginin-(R)-zu-Cystein-(C)-Austausch an Position 442 ein
immunogenes T-Zellepitop generiert. Als T-Zell-erkannte Peptide wurden das Nonamer
AVPPCCIGV bzw. das Dekamer MAVPPCCIGV ermittelt. TRIM22-442C wird
hauptsdchlich in Zellen des hdmatopoetischen Systems exprimiert und weist in der
kaukasischen Bevolkerung eine Allel-Frequenz von ca. 1,3% auf [WOELFEL C ET A4L.,
2007].

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Identifizierung und
Charakterisierung neuer Minorhistokompatibilititsantigene (mHAgs) und Leukémie-
assoziierter Antigene, die von allo-reaktiven T-Zellen erkannt werden konnen. Die
Kenntnis eines reprisentativen Spektrums von Antigenen dieser Art wiirde einerseits eine
verbesserte Spenderselektion erlauben. Andererseits wiirde sie die Weiterentwicklung des
adoptiven T-Zelltransfers und die Impfung von Patienten nach allogener himatopoetischer
Stammezelltransplantation zur Formierung eines protektiven immunologischen

Gedédchtnisses ermoglichen.
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Mittels des Verfahrens der cDNA-Expressionsklonierung sollte in dem allogenen

Leukdmie-Modell MZ201-AML / Spender 332 nach T-Zell-erkannten Ziel-Antigenen

gesucht werden. Als Voraussetzung dafiir waren die kryokonservierten AML-reaktiven

T-Zell-Populationen 4D7 und 1C6 vorhanden, die durch Frau Dr. Eva Distler in der

Promotionsarbeit: ,,In vitro generation and characterization of acute myeloid leukemia-

reactive CD8+ cytotoxic T lymphocyte clones from healthy donors “ (Arbeitsgruppe PD Dr.

Wolfgang Herr / Universitédtsklinikum Mainz) generiert worden waren. Vor dem Einsatz

des Verfahrens der cDNA-Expressionsklonierung waren folgende Voraussetzungen zu

schaffen:

Klonierung der HLA-Klasse I-Allele der Patientin MZ201-AML in einen
Expressionsvektor und

Herstellung einer cDNA-Bank aus Leukdmiezellen der Patientin

MZ201-AML.

Fiir die Identifizierung und Charakterisierung der Zielantigene der T-Zell-Populationen

4D7 und 1C6 waren folgende Arbeitsschritte vorgesehen:

Identifizierung von antigenkodierender cDNA mittels T-Zell-basierter
cDNA-Expressionsklonierung [Vorgehen analog zu LENNERZ ET AL.,
2005],

Identifizierung der T-Zell-erkannten Peptide durch Eingrenzung der
peptidkodierenden Region auf der antigenkodierenden cDNA, die
Identifizierung von Peptidkandidaten mit Hilfe pradiktiver Algorithmen
und schlieBlich die Testung synthetischer Peptide auf Erkennung durch
die T-Zell-Populationen, die zum Screening eingesetzt wurden,
Expressionsanalysen in Tumor- und Normalgewebe,

Ermittlung der Haufigkeit des Auftretens von mHAgs bzw. der

Expression von Leukédmie-assoziierten Antigenen
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Materialien

2.1.1 Laborger:iite

Gerit

Autoklaven

Bakterienbrutschrank
Brucheis-Automat

137 Casiumquelle
Chemikalienwaage
CO;-Inkubator
Durchflusszytometer
Elektroporationsgerit
ELISPOT-Analyse-System
Feinwaage
Geldokumentationsanlage
Gelelektrophoresekammern
Heizblock
Kolbenhubpipetten

Kiihl- und Gefrierschrinke
LightCycler

Magnetriihrer mit Heizplatte
MikroTEe
Multikanalpipetten
Nunc-Immuno ™ Washer
Nukleofektionsgerat
PCR-Cycler
Phasenkontrastmikroskop

pH-Meter

Hersteller

KSG Sterilisatoren / Olching (D)

Systec / Wettenberg (D)

Heraeus / Hanau (D)

Ziegra / Isernhagen (D)

Gammacell 2000, Molsgaarg Med./ (DK)
Sartorius / Géttingen (D)

Heraeus / Hanau (D)

FACS Canto, Becton Dickinson / Heidelberg (D)
Gene Pulser” V, Bio-Rad GmbH / Miinchen (D)
Carl Zeiss / Jena (D)

Precisia, PAG Oerlikan AG / Ziirich (CH)
BioDocAnalyze, Biometra / Géttingen (D)
PEQLAB / Erlangen (D)

Thermomixer 5436, Eppendorf/ Hamburg (D)
Dunn Labortechnik / Asbach (D)

Heraeus / Hanau (D); Bosch / Stuttgart (D)
LightCycler® 2.0, Roche / Mannheim (D)
IKAMAG RET, Janke & Kunkel / Staufen (D)
MWS 2819, Bauknecht / Neunkirchen (D)
Dunn Labortechnik / Asbach (D)

Nunc / Wiesbaden (D)

Amaxa / Koln (D)

Thermocycler T3, Labotec / Remseck (D)
Zeiss / Jena (D)

CG 837, Schott / Mainz (D)
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Pipettierhilfen
Schiittelinkubator
Sequenziersysteme
Spectrophotometer
Stickstoffbank
Stickstoffvorratstank
Trockenschrank
Vortexer

Wasserbad, beheizbar

Wasserstrahlpumpe
Zellkultursterilbank

Zentrifugen

Wasserdeionisierungsanlage

Integra Biosciences / Fernwald (D)
Certomat, Sartorius / Gottingen (D)
ABIPrism 377, Appl. Biosys. / Weiterstadt (D)
Ultrospec 3000, Pharmacia / Freiburg (D)
Messer / Sulzbach (D)

Tec-Lab / Konigstein TS. (D)

UT 6420, Heraeus / Hanau (D)

Janke & Kunkel / Staufen (D)

GFL / GroBSburgwedel (D)

Elga Labwater / Celle (D)

Brand / Wertheim (D)

Laminar Flow Box, Spectec / Erding (D)
5415D, Eppendorf / Hamburg (D)
Biofuge fresco, Heraeus / Hanau (D)
Multifuge 3, Heraeus / Hanau (D)

2.1.2 Plastik- / Glas- und Verbrauchsmaterialien

Material

Becherglaser, Glas

Becherglaser, Kunststoff
Duran-Glasflaschen
Einfrierboxen
Einfrierrdhrchen
Einmalpipetten, steril
Einmalspritzen
Elektroporationskiivetten

Elispotplatten

Eppendorf-Cups

Erlenmeyerkolben

Falcon-R6hrchen, PP

Bezugsquelle
500 ml, 1000 ml, 2000 ml,

Jenaer Glas bzw. Schott / Mainz (D)

Vitlab / Seeheim-Jugenheim (D)

0,51,11,21und 5 1, Schott / Mainz (D)

Nalge Nunc / Wiesbaden (D)

2 ml Cryotube PP, Greiner / Niirtingen (D)

2,5, 10, 25 und 50 ml, Greiner / Niirtingen (D)
10 ml, 20 ml und 50 ml, Braun / Melsungen (D)
0,1cm/ 0,4 cm Bio-Rad GmbH / Miinchen (D)
Multiscreengrs-HP- bzw. -IP-Filterplatten,
Millipore / Eschborn (D)

0,5 ml, 1 ml und 2 ml, Eppendorf/ Wesseling (D)

500 ml, 1000 ml, 2000 ml, Jenaer Glas bzw.
Schott / Mainz (D)
15 ml, 50 ml, Greiner / Niirtingen (D)
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FACS-Rohrchen
Gewebekulturflaschen

Gewebekulturplatten

Impfosen
Leukosep-Falcons, PP
Magnetstinder / Magnet
PCR-Reactionsgefilie
Petrischalen

Pipettenspitzen

Quartz-Kiivetten

Rundbodenréhrchen, PP

MS-Séulen (magn. Zellseparation)

Skalpelle zur Gelextraktion
Sterilfilter (0,22 um / 0,45 pm)

Zahlkammern

5 ml, BD Biosciences / Heidelberg (D)

250m2, 75cm2, 175<:m2, Greiner / Niirtingen (D)
24-Loch- / 48-Loch- / 96-Gewebekulturplatten,
Greiner / Niirtingen (D)
6-Loch-Gewebekulturplatten, Costar / (US)

Nunc / Roskilde (DK)

30 ml, Greiner / Niirtingen (D)

OctoMacs, Miltenyi Biotec / B.- Gladbach (D)
Greiner / Niirtingen (D)

?35mm, 60mm, 100 mm, Greiner /Niirtingen (D)
ART1000, ART20E, ART10reach, MBP / San
Diego Biosphere Filter Tips, Sarstedt /
Niimbrecht (D)

Pharmacia, Freiburg (D)

14 ml, mit Deckel, Becton Dickinson (D)
Miltenyi Biotec / Bergisch- Gladbach (D)
Prézisa, Dahlhausen / Koln (D)

Steritop' ", Millipore / Eschborn (D)
Fuchs-Rosenthal, Schrenk / Hotheim (D)

2.1.3 Chemikalien mit besonderem Reinheitsgrad

Chemikalie

Agarose

Agarose, utrapure
Ammoniumacetat

Chloroform
Diethyl-Pyrocarbonat (DEPC)
Dimethylformamid (DMF)
Dimethyl-Desoxysulfat (DMSO)
Essigsdure

Ethanolpeolut

Ethylendiamin-tetraessigséure
(EDTA)

Bezugsquelle
Serva Electrophoresis GmbH / Heidelberg (D)

Gibco BRL / Karlsruhe (D)
Merck / Darmstadt (D)
Riedel-de Haen / Seelze (D)
Sigma / Deisenhofen (D)
Merck / Darmstadt (D)
Merck / Darmstadt (D)

Carl Roth AG / Karlsruhe (D)
Applichem / Darmstadt (D)

Merck / Darmstadt (D)

-32-




MATERIAL UND METHODEN

Ethylenglycol bis(2- Sigma / Deisenhofen (D)

aminoethylether)-N,N,N',N'-

tetraessigsdure (EGTA)

Formaldehyd 37% Merck / Darmstadt (D)

Formamid Merck / Darmstadt (D)

Glycerol Sigma / Deisenhofen (D)

Isopropanol Fisher Scientific / Schwerte (D)

Magnesiumchlorid Merck / Darmstadt (D)

3-Mercaptoethanol Sigma / Deisenhofen (D)

Natriumazetat Merck / Darmstadt (D)

Natrium-Azid Sigma / Deisenhofen (D)

Natriumchlorid Carl Roth AG / Karlsruhe (D)

Natriumhydroxid-Plidtzchen Merck / Darmstadt (D)

Natriumlaurylsulfat (SDS) Merck / Darmstadt (D)

(N-Morpholino )-Propansulfonsdure  Carl Roth AG / Karlsruhe (D)

PBS (phosphate-buffered saline) Biochrom KG / Berlin (D)

Salzsdure 98% Merck / Darmstadt (D)

TBE-Puffer (10x) Serva Electrophoresis GmbH / Heidelberg (D)

Tris(-hydroxymethyl)-aminomethan ~ Sigma / Deisenhofen (D)

Wasserstoffperoxid 30% Carl Roth AG / Karlsruhe (D)

Xylencyanol Merck / Darmstadt (D)

2.1.4 Losungen und Puffer

Losung / Puffer Stoff / Substanz Menge

Acetatpuffer fiir Essigsdure 0,2 N 4,6 ml

ELISPOT- Assays Natriumazetat 0,2 N 11,0 ml
H,O 46,9 ml

Ammoniumacetat Ammoniumacetat 770,0g/577,5¢g

10M /7,5M H,O ad 1,01

Ampicillin (50 mg /ml) Ampicillin, lyophilisiert 50,0 g 50,0 g
H,O ad 1,01
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DEPC-H,O

ELISPOT-Puffer

Essigsdure 0,2 N

Ethanol 70%

FACS-Puffer pH 7

Ladungspuffer fiir
Agarosegele
(Bromphenolblau 6x)

MOPS-Puffer (10x)

Natriumazetat 0,2 N

PBS (1x)

Puffer zur
FACS-Fixierung
(1% PFA)

RNA-Ladepuffer

SDS 30% (w/v)

TBE-Puffer (0,5x)

DEPC
Hzo ad

20 min rithren, nach 24 h autoklavieren

und dunkel lagern

NaHCO3

N32C03

Na-Azid

HzO ad

Essigsdure 96%
H20 ad

Ethan()labsolut
HzO ad

BSA 1%
PBS ad

Bromphenoblau
Xylencyanol

Glycerol

HzO ad

( N-Morpholino )-Propansulfonsiure
Natriumazetat pH7 (3 M)
EDTA pHS8 (0,5 M)

H20 ad
Natriumazetat

HzO ad
Instamed PBS-Pulver

H20 ad
Formaldehyd 37%

PBS ad

Formamid (deionisiert)
Formaldehyd (37%)
MOPS (10x)
Bromphenolblau (6x)
Ethidiumbromid (4pg/ml)
H,0 DEPC ad

SDS
HzO ad

TBE-Puffer (10x)
H20 ad

2,0 ml
2,01

29¢g
1,6 g

0,2% (w/v)

1,01

113 ¢
1,01

70,0 m
100,0 m

50¢g
500,0 ml

1
1

25,0 mg
25,0 mg

3,0 ml
10,0 ml

41,86 g

16,7 ml

10,0 ml
1,01

16,4 g
1,0 1

95,5¢
10,0 1

1,35 ml
50,00 ml

100,0 pl
70,0 pl
50,0 pl
20,0 pl

1,0 ul

500,0 ul

150,0 g
500,0 ml

50,0 ml
1,0 1
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Trypanblau Trypanblau 20 g
(Stammlosung) H,O ad 1,0 1
Trypanblau Trypanblau (Stammldsung) 37,5 ml
(Gebrauchslosung) H,O ad 12,5 ml

2.1.5 Substanzen, Zusitze und Reagenzien

Substanz / Zusatz / Reagenz
2’-Aza-5"-Deoxycytidin (DAC)
AEC (3-Amino-9-Ethyl-Carbazol)-Tabletten

Albumin, bovine

Bacto Agar

Bacto Tryptone

Cyclosporin A (CSA)
DNA-Molekulargewichtsmarker
Ethidiumbromid

FCS (fotales Kilberserum)
Ficoll 400

Hefe-Extrakt

HEPES

Human Albumin Kabi 20%
Lipofektamin
RNA-Molekulargewichtsmarker
Transmessenger-Reagenz
Trypanblau

Trypsin-EDTA

TWEEN20

Versen (1% EDTA)

Bezugsquelle
Sigma / Deisenhofen (D)

Sigma / Deisenhofen (D)

Sigma / Deisenhofen (D)

Difco / Stuttgart (D)

Difco / Stuttgart (D)

Pharmazeutikum der Uniklinik, Mainz (D)
1kb, 100bp Ladder, Biolabs / Ipswich (US)
Sigma / Deisenhofen (D)

Biochrom KG / Berlin (D)

Biochrom KG / Berlin (D)

Difco / Stuttgart (D)

Gibco BRL / Karlsruhe (D)

Octapharma / Langenfeld (D)

LF2000, Invitrogen / Karlsruhe (D)

0,5-10 kb Ladder, Invitrogen /Karlsruhe (D)
Qiagen / Hilden (D)

Merck / Darmstadt (D)

Gibco BRL / Karlsruhe (D)

Sigma / Deisenhofen (D)

Biochrom KG / Berlin (D)
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2.1.6 Antibiotika

Antibiotika Bezugsquelle Endkonzentration
Ampicillin (Amp) Sigma / Deisenhofen (D) 100 pg/ml
Chloramphenicol (Cm) Sigma / Deisenhofen (D) 15 pg/ml
Geneticin (G418) Gibco BRL / Karlsruhe (D) 1 mg/ml
Penicillin- Gibco BRL / Karlsruhe (D) 50 U/ml
Streptomycin (PenStrep) 50 pg/ml
Kanamycin (Kn) Sigma / Deisenhofen (D) 50 ug/ml
2.1.7 Enzyme
Enzym Bezugsquelle Stockkonzentration
Alkalische Phosphatase ~ Roche / Mannheim (D) 20 U/ul
Easy-A-Polymerase Stratagene / Amsterdam (NL) 50/ul
Platinum® T7ag DNA Invitrogen / Karlsruhe (D) 5U/ul
Polymerase High Fidelity
Restriktions- Biolabs / Ipswitch (US) 8-20 U/ul
endonukleasen Promega / Mannheim (D)
Taq DNA-Polymerase Qiagen / Hilden (D) 5U/ul
Peqlab / Erlangen (D)
T4 DNA-Polymerase Roche / Mannheim (D) 1 U/ul
T4 DNA-Ligase Biolabs / Ipswitch (US) 5U/ul
2.1.8 Zytokine
Zytokin Bezugsquelle Endkonzentration
Interleukin-2 (IL-2) R&D Systems / Minneapolis (US) 250 U/ml
Interleukin-7 (IL-7) R&D Systems / Minneapolis (US) 5 ng/ml
Interleukin-15 (IL-15) R&D Systems / Minneapolis (US) 5 ng/ml
Interleukin-16 (IL-10) Pharmingen / San Diego (US) 10 ng/ml
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Interleukin-4 (IL-4) PBH / Hannover (D) 500 U/ml
Interleukin-6 (IL-6) Strathman / Hannover (D) 1000 U/ml
Granulocyte-Monocyte-  Sandoz / Ismaning (D) 800 U/ml

Colony-Stimulating-
Factor (GM-CSF)

Tumornekrosefaktor-o Sigma/ Deisenhofen (D) 10 ng/ml
(TNF-a)

Prostaglandin E, (PGE2)  Sigma / Deisenhofen (D) 1 pg/ml
gamma-Interferon 500 LE./ml; R&D Systems, 200 U/ml
(IFN-y) Minneapolis (US)

2.1.9 Antikorper

A) Antikorper fiir durchflusszytometrische Analysen

Die in der nachfolgenden Tabelle aufgefiihrten Antikdrper waren entweder mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Fluoresceinisothiocyanat (-FITC) oder Phycoerythrin (-PE) gekoppelt
und dienten in durchflusszytometrischen Analysen zum qualitativen Nachweis von
Oberfliachenantigenen (cluster of differentiation, CD). Die Antikdrper wurden im Test
1:100 eingesetzt. Da der Antikorper BS6/B5/B49" nicht fluoreszenzmarkiert war, erfolgte
der Nachweis mit dem Fluoreszein-markierten Ziege-anti-Maus-Fab-Fragmente

(Beckman-Coulter, Krefeld). Die Antikorper wurden grundséatzlich bei 4°C gelagert.

Bezeichnung Bezugsquelle Verwendung

IgG Immunotech / Marseille (F)  Isotyp-Kontrolle
CD80/CD83 /CD86/ Immunotech / Marseille (F)  Differenzierungsgrad von
HLA-DR mature Fast-DCs
B56/B5/B49+ One Lambda / CA (US) Nachweis von HLA-B56

-37 -



MATERIAL UND METHODEN

B) Antikorper fiir IFN-y-ELISPOT-Assays

Antikorper Bezugsquelle
MAB-1-DK-1 Mabtech AB / Nacka (S)

Anti-hIFN-y-Antikorper #1-D1K
(Maus-IgG1)

Biotin 7-B6-1 Mabtech AB/ Nacka (S)
Anti-hIFN-y-Antikorper #7-B6-1, biotinyliert
(Maus-IgG1)

2.1.10 Micro Beads

An monoklonale Antikorper gekoppelte Micro-Beads (Miltenyi Biotech / Bergisch-
Gladbach) wurden fiir die immunmagnetische Separation von Subpopulationen aus
peripheren mononukledren Blutlymphozyten (PBMC) verwendet (siehe 2.2.2.5H). Die
Separation erfolgte entweder aus kryokonservierten oder frisch ficollisierten PBMC (sieche

2.2.2.5G).

Bezeichnung der Micro-Beads separierte PBMC-Subpopulation
CDh14 Monozyten

CD19 B-Lymphozyten

CDg8 zytotoxischen T-Lymphozyten
CD3 T-Lymphozyten

2.1.11 Oligonukleotide

Samtliche Oligonukleotide wurden von der Firma MWG (Ebersberg) bezogen und
fiir die Amplifikation definierter DNA-Bereiche verwendet. Die in lyophilisierter Form
vorliegenden Oligonukleotide wurden in H)Og4e auf eine Konzentration von
100 pmol/ul gelost und fiir den Gebrauch auf eine Konzentration von 20 pmol/ul verdiinnt.
Sofern nicht anders angegeben wurden pro PCR-Reaktion 5 - 10 pmol Primer eingesetzt
(siche 2.2.1.6A). Die unterstrichenen, kursiv gedruckten Nukleotide kennzeichnen das

eingefiigte STOP-Kodon (TAG) am 5’-Ende eines Revers-Primers.
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A) Primer zur Feststellung der Orientierung von Inserts kloniert im pcDNA3.1- oder
pcDNA.3.1/V5-His TOPO- Vektor / Verwendung als Sequenzierungsprimer

Bezeichnung Sequenz 5'— 3’ Orientierung
T7 TAATACGACTCACTATAGGG sense
BGHrev TAGAAGGCACAGTCGAGG revers

B) Primer fiir die Generierung attB1/B2 flankierender cDNA-Klone (MZ201-AML)

atfB1-Adapter TCGTCGGGGACAACTTTGTACAAAAAAGTTGG  sense
atfB2-Adapter -Biotin-GGCGGCCGCACAACTTTGTACAAGAAAG  revers
TTGGGT(T)10-

C) Primer fiir den spezifischen Nachweis von [3-Aktin

- PCR-Reaktionen

actb-852s TCCTGTGGGATCCACGAAACT sense
actb-1166as GAAGCATTTGCGGTGGACGAT revers
- Light Cycler Analysen

B-Aktin forward GGATTCCTATGTGGG sense
B-Aktin revers GGCGTACAGGGATAGC revers

D) Primer fiir die Klonierung der HLA-Allele der Patientin MZ201-AML

- Klonierung von HLA-A02, -A01, -B08, -B56 und -Cw01

5p2-HLA-A/B/C GGACTCAGAATCTCCCCAGACGCCGA sense
3p-HLA-A GAGGGAGCACAGGTCAGCGTGGGAAG revers
3p-HLA-B GGGAGGAAACACAGGTCAGCATGGG revers
3p-HLA-C GCGTCGACCTGCATCTCAGTCCCACACAG revers

- Klonierung von HLA-B56
HLA.B*56.917.p3 ATGGTGGACTGGGAAGAT revers
HLA.B*56.354.p5 TGGGCAGACGATGTATGG sense

E) Primer fiir den Nachweis von T-Zellrezeptor V[-Familien

V-3 ACAGTGTCTCTAGAGAGAAG sense
VB-8 TGTCACCAGACTGGGAACCACCAC sense
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Vi-14
Vi-16
VB-17
VB-21.3

CB-antisense

TCTCTCGAAAAGAGAAGAGGAA
GCCTGCAGAACTGGAGGATTCTGG
TCCTCTCACTGTGACATCGGCCCA
GATTCACAGTTGCCTAAGGA
CGGGCTGCTCCTTGAGGGGCTGCG

SE€nse

s€nse

S€nse

Sense

Ievers

F) Primer fiir CXCL-Sequenzen

- Amplifikation der ORFs 1-5 der #250.8.21-Sequenz

ORF1
#250.8.21 Exlse
#250.8.21 ExII
ORF2
#250.8.21.0RF2
#250.8.21 ExIII
ORF3
#250.8.21.0RF3
#250.8.21 ExIII
ORF4
#250.8.21.ORF4se
#250.8.21.0RF4re
ORFS5
#250.8.21.0RF5
#250.8.21 InllI

GTCTGCTGAGCCCCATGGCC
CAGTGACCACGGACGCTCCTA

AAGAATGGGAAGAAAGCTTGTCTCAACCC
GCCTGTGTATATGGAAATTACAAC TCACT

GCATCCCCCATGGTTCAGAAAATCATCGA
GCCTGTGTATATGGAAATTACAAC TCACT

CCTGGGAGGGTAAATGTGGGTT
CAGGCAGGGGGCATTTTGGCATTG

CAATGCCAAAATGCCCCCTGCCTG
CAAAGAGATTAAATAATGTTGACA GGG

S€nse
Ievers

S€nse
Ievers

S€nse
Irévers

S€nse
Ievers

S€nse
ICvers

- Eingrenzung der peptidkodierenden Region auf der #250.8.21-cDNA

#250.8.21 ExlIse
#250.8.21.Exon 4
#250.8.21-423bp
#250.8.21-298bp
#250.8.21-255bp
#250.8.21-225bp
#250.8.21-153bp
#250.8.21-68bp

#250.8.21-38bp

GTCTGCTGAGCCCCATGGCC
GCTTCTTACTTCTCTCCTGTCAGTTGG
CTAGGAATTCCGTGAGACAGGAGGTC
CTAGTCCGGGGGACCTTACATTCAC
CTAGAATTCCCTGCAGTGTCTGCA
CTAAGCGCAGTTCAGTGACCACGG
CTAGGCGCCCACCCCAGCCGCGT
CTAAGGAGCAGCAGCGCCACCCG
CTAGGATTGCTGGGGGCGGCGGAGA

sense

révers

revers

Ievers

revers

Ievers

revers

Iévers

revers

- Eingrenzung der peptidkodierenden Region auf der CXCL3-cDNA

CXCL3.p-46.se
CXCL3.pl47.rev
CXCL3.p80.rev

CCTTCCGCTTCTCGCACAGCTTCC
CCAGCTGTCCCTAGAAAGCTGCTGTTCTCTTT
CTACCCATTCTTGAGTGTGGCTATGACTTCGG

S€nse

revers

revers
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CXCL3.p40.rev CTAAGTGACCACGGACGCTCCTGCTGC revers
CXCL3.p39.rev CTAGACCACGGACGCTCCTGCTGCGCG revers
CXCL3.p38.rev CTACACGGACGCTCCTGCTGCGCGCCG revers
CXCL3.p37.rev CTAGGACGCTCCTGCTGCGCGCCGGCT revers
CXCL3.p36.rev CTACGCTCCTGCTGCGCGCCGGCTGGC revers
CXCL3.p35.rev CTATCCTGCTGCGCGCCGGCTGGCGGC revers
CXCL3.p34.rev CTATGCTGCCGCCCGGCTGGCGGCCAC revers
CXCL3.p33.rev CTATGCGCGCCGGCTGGCGGCCACCAG revers
CXCL3.p32.rev CTAGCGCCGGCTGGCGGCCACCAGGAG revers
CXCL3.p30.rev CTACCGGCTGGCGGCCACCAGGAGCAG revers
CXCL3.p29.rev CTAGCTGGCGGCCACCAGGAGCAGGAG revers
CXCL3.p28.rev CTAGGCGGCCACCAGGAGCAGGAGCAG revers
CXCL3.p27.rev CTAGGCCACCAGGAGCAGGAGCAGCAG revers
CXCL3.p26.rev CTACACCAGGAGCAGGAGCAGCAGCGC revers
CXCL3.p24.rev CTACAGGAGCAGGAGCAGCAGCGCCAC revers
CXCL3.p23.rev CTAGAGCAGGAGCAGCAGCGCCACCCG revers
CXCL3.p22.rev CTACAGGAGCAGCAGCGCCACCCGCAG revers

CXCL3.p2l.rev
CXCL3.p20.rev

CTAGAGCAGCAGCGCCACCCGCAGGAG
CTACAGCAGCGCCACCCGCAGGAGCCG

revers

revers

CXCL3.p19.rev CTACAGCGCCACCCGCAGGAGCCGGGG revers
CXCL3.p18.rev CTACGCCACCCGCAGGAGCCGGGGATT revers
CXCL3.pl17.rev CTACACCCGCAGGAGCCGGGGATTGCT revers
CXCL3.pl6.rev CTACCGCAGGAGCCGGGGATTGCTGGG revers
CXCL3.pl5.rev CTACAGGAGCCGGGGATTGCTGGGGGC revers
CXCL3.pl4.rev CTAGAGCCGGGGATTGCTGGGGGCGGC revers

- Amplifikation von CXCL1 und CXCL2

CXCL1.p-46.se CCTCCTCGCCAGCTCTTCCGCTCCTCTCACAG  sense
CXCL2.p-46.se GCTCCTTGCCAGCTCTCCTCCTCGCACAGCCG  sense
CXCLI1-2 p441 rev CCAGGTGGCCTCTGCAGCTGTGTCTCTCTTTC  revers

Die Revers-Primer wurden nach der jeweils letzten Position in der amplifizierten

#250.8.21- bzw. CXCL3-Nukleotidsequenz benannt.
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G) Primer fiir PLAUR-Sequenzen

Primer zur Eingrenzung der peptidkodierenden Region auf der PLAUR-cDNA

PLAUR-ORF-pl6 GGAGCTGCCCTCGCGACATG sense
PLAUR-p606 GCTGCAACACCACCAAATGCAACG sense
PLAUR-STOP-p1050 GATTTCAGGTTTAGGTCCAGAGGAGAGTG revers
PLAUR-PTIT CTAGGCAGTCATTAGCAGGGTGATGGTGGG  revers
PLAUR-SPTI CTAAGTCATTAGCAGGGTGATGGTGGGGCT  revers
PLAUR-LSPT CTACATTAGCAGGGTGATGGTGGGGCTGAG  revers
PLAUR-HLSP CTATAGCAGGGTGATGGTGGGGCTGAGATG  revers
PLAUR-AHLS CTACAGGGTGATGGTGGGGCTGAGATGGGC  revers
PLAUR-PAHL CTAGGTGATGGTGGGGCTGAGATGGGCAGG revers
PLAUR-GPAH CTAGATGGTGGGGCTGAGATGGGCAGGCC revers
PLAUR-PGPA CTAGGTGGGGCTGAGATGGGCAGGGCCAG  revers
PLAUR-QPGP CTAGGGGCTGAGATGGGCAGGGCCAGGCT  revers

- Primer zum spezifischen Nachweis von PLAUR in Light Cycler Analysen

cPLAUR F CCTCATTGACTGCCGAG sense
gPLAUR F GCTGTACTAAAAGTGGCTGTAAC sense
PLAUR A GGTTTAGGTCCAGAGGAGAGT revers
PLAUR R GCAGAGAGGGGGATTTC revers

2.1.12 Sonden

Die Sonden wurden bei der Firma TIB MOLBIOL (Berlin) in Auftrag gegeben und
dienten in Light Cycler Analysen (siche 2.2.1.4) dem spezifischen und quantitativen
Nachweis von PLAUR und f3-Aktin.

Bezeichnung Sequenz Tm

PLAUR-Sensor C CCATCTCAgCCCCACCATC-FL 59,2°C
PLAUR-Anchor 640-CCCTgCTAATgACTgCCAgACTgTgg p 67,2°C
3-Aktin-Sensor GGGTGTTGAAGGTCTCAAACATGA-FL 60,0°C
3-Aktin-Anchor LC-Red705-TGGGTCATCTTCTCGCGGT 60,1°C
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2.1.13 Synthetische Peptide

Die in der Arbeit verwendeten Peptide wurden bei Dr. Jan-Wouter Drijthout
(Medizinisches Center der Universitidt Leiden / NL, Abteilung Immunohédmatologie und
Bluttransfusion) in Auftrag gegeben und synthetisiert. Die lyophilisierten Peptide wurden
in PBS/5% DMSO geldst und auf eine Konzentration von 2 mg/ml eingestellt. Aliquotiert
wurden sie bei -20°C gelagert.

Bezeichnung Peptidposition im Protein Sequenz

PLAUR-PTI 253 -262 PTITLLMTA (9mer)
PLAUR-SPTI 252 -262 SPTITLLMTA (10mer)
PLAUR-LTI 253 - 262 LTITLLMTA (9mer)
PLAUR-SLTI 252 -262 SLTITLLMTA (10mer)
CXCL3-RLLRVALLL 14 -22 RLLRVALLL (9mer)
CXCL3-PRLLRVALLL 13-22 PRLLRVALLL (10mer)

2.1.14 Plasmide

pcDNA3

Der Expressionsvektor pcDNA3 (Invitrogen / Leek, NL) wurde fiir die Expression
heterologer DNA in eukaryotische Zellen entwickelt. Eine Weiterentwicklung dieses
Vektors ist sowohl der pcDNA3.1- als auch der pcDNA3.1/V5-His TOPO-Vektor, der
zusammen mit dem pcDNA3.1/V5-His TOPO TA Cloning Kit ® verwendet wurde (siche
2.2.1.6C). Die wichtigsten Eigenschaften sind:

e Die Vektoren ermoglichen durch die Expression des B-Lactamasegens die
Selektion von rekombinanten Bakterien durch Ampicillin.

. Durch die ColE1 Replikationsinitiationssequenz aus dem pUC19 Plasmid wird
eine hohe Kopienzahl pro Bakterienzelle erreicht.

Die wichtigsten Eigenschaften flir die Expression in eukaryotischen Zellen sind:
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o Der Promotor/Enhancer des humanen Cytomegalievirus kontrolliert die
Expression des nach geschalteten Gens. Das erste ATG der Insertsequenz dient
als Translationsstart.

. Der ,Polylinker enthdlt Erkennungssequenzen fiir je 11 verschiedene
Restriktionsendonukleasen, die jeweils nur einmal in der Sequenz vorkommen
und eine Klonierung von cDNA in gewiinschter Orientierung erlauben

o Eine Polyadenylierungssequenz aus bovinen Wachstumshormon (BGH)
gewihrleistet die Polyadenylierung des Transkripts.

o Der SV40 Replikationsursprung ermoglicht die episomale Replikation des
Plasmids in Zellen, die das groe T-Antigen des jeweiligen Virus stabil
exprimieren. Daraus resultiert eine massive Expression des transfizierten Gens,
die schlieBlich nach 72 Stunden zum Absterben der transfizierten Zellen fiihrt.

o Das Neomycingen, das unter der Kontrolle des SV40 Promotors steht, erlaubt die

Selektion stabiler Transfektanten mit G418.

Die Klonierung von HLA-Allelen (sieche 2.2.1.2) wund kiirzeren Fragmenten
antigenkodierender cDNA (siehe 2.2.1.3) erfolgten in den Vektor pcDNA3.1/V5-His
TOPO aus dem pcDNA3.1/V5-His® TOPO® TA Expression Kit Die cDNA-Klone wurden
anschlieBend sequenziert (siche 2.2.1.6B).

pDONR™ 222

Der pDONR™ 222 -Vektor ist Bestandteil der Gateway Technolgie (CloneMiner™
cDNA Library Construction Kit / Invitrogen) fiir die Herstellung einer cDNA-Bank und
dient als Ubergangsvektor der cDNA-Bank (siche 2.2.1.1A). Der Vektor besitzt neben
einem Kanamycin-resistenzgen (Kn®), eine Rekombinationskassette, die die flankierenden
Rekombinationsstellen a#fP1 und atfP2, sowie zur Selektion das ccdB- und

Chloramphenicoltresistenz-Gen (Cm").
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pcDNA3.1/RfA/DEST

Bei dem pcDNA3.1/RfA/DEST-Vektor handelt es sich um die modifizierte Form
des pcDNA3.1-Vektors, der durch das FEinfligen der Rekombinationskassette RfA
kompatibel fiir die Verwendung der Gateway Technologie mit Hilfe des CloneMiner™
c¢DNA Library Construction Kit (Invitrogen) gemacht wurde (siehe 2.2.1.1B). Der
pcDNA3.1/RfA/DEST-Vektor pcDNA3.1
jedoch die Rf4  flankierenden

vermittelt alle oben fiir genannten

Eigenschaften, enthélt Rekombinationskassette

Rekombinationsstellen a#fR1 und a#fR2, sowie das ccdB- und Chloramphenicoltresistenz-

Gen (Cm").

2.1.15 Molekularbiologische ,,Kits”

Soweit nicht anders angeben wurde bei der Verwendung der ,, Kits “ nach den Angaben

des Herstellers verfahren.

Kit

CloneMiner™ cDNA Library Construction Kit
Gateway® Vector Conversion System

High Pure® PCR Product Purification Kit
HiSpeed® Plasmid Maxi Kit

Human Total RNA Master Panel 11

Light Cycler® Fast Start Kit

Oligotex Direct mRNA Mini Kit
pcDNA3.1/V5-His® TOPO® TA Expression Kit
QIl4amp DNA Mini Kit

QIAprep® Spin Miniprep Kit

OIAprep®™ 96 Turbo Miniprep Kit

RiboMAX Large RNA  Production
System T7

Scale

RNA/cDNA Quality Assay Kit
RNeasy Mini Kit
RNase-Free DNase Set

Hersteller

Invitrogen, Karlsruhe (D)
Invitrogen, Karlsruhe (D)
Roche, Mannheim (D)
QIAgen, Hilden (D)

BD Biosciences, Heidelberg (D)
Roche, Mannheim (D)
QIAgen, Hilden (D)
Invitrogen, Karlsruhe (D)
QIAgen, Hilden (D)
QIAgen, Hilden (D)
QIAgen, Hilden (D)

Promega, Mannheim (D)

BD Clontech, Heidelberg (D)
QIAgen, Hilden (D)
QIAgen, Hilden (D)
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SMART c¢DNA Synthesis Kit BD Clontech, Heidelberg (D)
SuperScript™[II Reverse Transcriptase Invitrogen, Karlsruhe (D)
Taq PCR Core Kit QIAgen, Hilden (D)
Taq-DNA-Polymerase Kit Peqlab, Erlangen (D)

Thermo Sequenase™ Cy5™ Dye Terminator Amersham, Buckinghamshire (UK)
Sequencing Kit

TOPO TA Cloning Kit Invitrogen, Karlsruhe (D)
Vectastain® Elite Kit Vector Laboratories, Peterbourough
(UK)

2.1.16 Bakteriennihrmedien

Zur Kultivierung und Kryokonservierung von Escherichia coli (siche 2.2.1.60)

wurden Medien folgender Zusammensetzung verwendet:

Medium Bestandteile Menge
LB-Medium (Luria-Bertani) Trypton 10,0 g
Hefeextrakt 50¢g
NaCl 10,0 g
H,O ad 1,01
LB-Agar LB-Medium 1,0 1
Bacto-Agar 150¢g
Einfriermedium Glycerol 30,0 ml (60%)
LB-Medium ad 50,0 ml

Sowohl LB-Medien als auch LB-Agar wurden in 1 1 Duranglasflaschen angesetzt und fiir
30 min bei 121°C autoklaviert. Nach Abkiihlen auf ca. 50°C wurden den Medien
Antibiotika (sieche 2.2.1.6) entsprechender Konzentration zugesetzt. Fiir die Herstellung
von LB-Agarplatten wurde das mit Antibiotikum versetzte LB-Agar Medium in

Petrischalen gegossen und unter der Sterilbank bei gedffnetem Deckel erstarren gelassen.
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2.1.17 Zellkulturmedien

Die verwendeten Medien wurden bei 4°C gelagert und vor dem Gebrauch im

Wasserbad auf 37°C erwédrmt.

Medium zur Kultivierung von COS-7-Zellen und EBV-B-Zelllinien

RPMI 1640x,mpiett 10% Fotales Kilberserum (FCS)
+ Glutamin (hitzeinaktiviert , 1h / 56°C)
(Gibco, Karlsruhe) 50 U/ml Penecillin

50 pg/ml Streptomycin (PenStrep)

Medium zur Kultivierung von T- und Leukdmie-Zellen

AIM-V + L-Glutamin I) 10% Humanserums
+ Streptomycin (50 pg/ml)
+ Gentamicin (10 pg/ml) I1) ohne Zusitze (Waschmedium)

(Gibco, Karlsruhe)

* Humanserum freiwilliger Spender; Infektionsserologie durch die Transfusionszentrale /
Uniklinik Mainz; Laborinternes Poolen, Filtrieren und Hitzeinaktivieren (1h / 56°C) des
Serums, Lagerung bei -80°C.

Medium zur Generierung von Fast-DCs aus plastik-adhdrenten Monozyten

X-VIVO 15 2% Humanalbumin
(BioWhittaker, Biggs Ford Rd. 50 U/ml Penecillin
Walkersville, US) 50 pg/ml Streptomycin (PenStrep)

Medien fiir Transfektionsexperimente

RPMI 1640 + Glutamin zum Einstellen der Konzentration von Zellen,
(Gibco, Karlsruhe) cDNA und Transfektionsreagenz

I) 10% FCS, O PenStrep (Zellen)

IT) ohne Zusitze (cDNA, Lipofektamin)

OPTI-MEM + Glutamax ohne Zusitze
(Gibco, Karlsruhe) (Elektroporationen)
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Medium zum Einfrieren eukaryotischer Zellen

Einfriermedium fiir 250 ml: 150 ml X-VIVO 15
100 ml Humanalbumin (20%)
250 ul Liquemin (5000 U/500ul)
dem Medium wurde erst kurz vor Gebrauch
10% DMSO zugesetzt

2.1.18 Bakterienstimme

TOPI10

Fir Standard-Transformationen von Escherichia coli (siehe 2.2.1.60) mit
rekombinanter Plasmid-DNA wurde in der vorliegenden Arbeit der Stamm TOP10
(Invitrogen / Leek, NL) [GRANT ET 4L, 1990] verwendet. Mit einer
Transformationseffizienz von 1 x 10° cfu/pg supercoiled DNA ist dieser Stamm ideal fiir
hocheffiziente Klonierungen und Plasmidamplifikationen und erlaubt zudem eine stabile
Replikation von Plasmiden hoher Kopienzahl. TOP10-Zellen besitzen unten genannten

Genotyp und vermitteln somit folgende Eigenschaften:

F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ©80lacZAM15 AlacX74 recAl araAl39 A(ara-leu)
7697 galU galK rpsL (Str™) endA1 nupG

o hsdR - fiir eine effiziente Transformation nichtmethylierter DNA aus PCR-
Amplifikationen

o mcrA - fiir eine effiziente Transformation unmethylierter DNA aus genomischen
Praparationen

. ZAM15 fiir eine Blau/Weiss-Selektion von Rekombinanten

o end Al — fiir reine DNA-Priparationen und bessere Resultate in folgenden
Anwendungen aufgrund der Eliminierung eines unspezifischen Verdaus durch
Endonuklease-I

. recAl - fir eine Reduktion unspezifischer Rekombinationen in klonierter

DNA [GRANT ET 4L., 1990]
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Shot® ccdB Survival ™-TIR

Fir die Transformation von Escherichia coli mit dem Kkonstruierten
pcDNA3.1/RfA/DEST-Vektor wurde der chemokompetente Stamm One Shot® ccdB
Survival™-T1R von Invitrogen verwendet. Dieser Stamm eignet sich fiir die Vermehrung
von Plasmiden, die das ccdB-Gen enthalten und besitzt eine Transformationseffizienz von

> 5 x 10® Transformanden/ug DNA. Der Stamm weist folgenden Genotyp auf:

~I

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-merBC) 80lacZAM15 AlacX74 recAl araA139 D(ara-leu)769
galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG tonA::Ptrc -ccdA

ElektroMAX DHI0B

Fiir die Transformation von Escherichia coli mit der MZ201-AML cDNA-Bank
(Expression library in pcDNA3.1/RfA/DEST) wurde der elektrokompetente Stamm
ElektroMAX DH10B von Invitrogen verwendet. Der Stamm weist folgenden Genotyp auf:

F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) $80lacZAM15 AlacXT74 recAl endAl araD139 A(ara,
leu)7697 galU galK 1. rpsL nupG

2.1.19 Zelllinien

COS-7

COS (CV-1 origin SV40)-7 ist eine adhidrente, in einem ,,Monolayer* wachsende
Zelllinie mit fibroblastdrer Morphology, die aus gesunden Nierenzellen eines adulten
Mainnchens der Meerkatzenart Cercopithecus aethiops (Griine Meerkatze) generiert wurde.
Die Zellen wurden mit dem defekten Genom des SV40-Virus transformiert, in dem der
DNA-Replikationsursprung deletiert war. COS-7 Zellen exprimieren konstitutiv das grof3e
T-Antigen dieses Polyomavirus und ermdglichen dadurch die episomale Replikation von

zirkuldren Plasmiden, die einen SV40-DNA-Replikationsursprung tragen [GLUZMAN ET
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AL., 1981]. Die Expressionsplasmide pcDNA3.1 und pcDNA3.1/V5-His TOPO tragen den
SV40-DNA-Replikationsursprung. COS-7-Zellen dienen in der vorliegenden Arbeit der

transienten Expression von Genen.

EBV-Zelllinien

EBV-Zelllinien sind mit Epstein-Barr Virus-transformierte (EBV)-B-Zellen, die in
vorliegender Arbeit aus Zellen der Patientin bzw. des gesunden Spenders generiert (siche

2.2.2.5F) und fiir Gen-Expressions- und T-Zell-Spezifititsanalysen verwendet wurden.

Malignom-Zelllinien

Malignom-Zelllinien, die hier nicht im Einzelnen aufgelistet wurden, waren
Bestandteil von Expressionsanalysen, die in dieser Arbeit durchgefiihrt wurden und

stammten aus der internen Zelllinien-Bank

2.1.20 Patienten-/Spendermaterial

Das Patientenmaterial stammte von der an einer Akuten Myeloischen Leukédmie
(AML) erkrankten 74-jdhrigen Patientin MZ201-AML. Nach der FAB-Klassifikation
wurde die Leukdmie als Differenzierungstyp M5a eingestuft und ein initialer WBC (White
Blood Cell Count) von 200x10° Zellen/ul (normaler WBC 10x10°/ul) bestimmt. Die
Patientin  verstarb nach einer Chemotherapie und 9 Monate nach der Diagnose an
refraktérer, fortschreitender Grunderkrankung. Das Patientenmaterial wurde in Form eines
Leukapheresates  (Leukozytenkonzentrat)  erhalten.  Die  Aufarbeitung  eines
Leukapheresates erfolgte nach standardisiertem Protokoll (siche Promotionsarbeit Dr. Eva
Distler). Das Spendermaterial stammte von zunéchst serologisch typisierten, HLA-Klasse
I-identischen gesunden Spendern und wurde in Form von Buffy coats iiber die
Transfusionszentrale des Klinikums der Johannes Gutenberg-Universitit Mainz bezogen.
Eine hochauflésende HLA-Typisierung von Patienten und Spendern erfolgte durch Dr. D.

Thiele (Institut fiir Immunologie und Genetik, Kaiserslautern).
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden
2.2.1.1 Herstellung einer cDNA-Bank aus Leukéimiezellen
A) Prinzip

Zur Herstellung einer cDNA-Bank der Patientin MZ201-AML wurde die Gateway”
Technologie aus dem CloneMiner™ c¢DNA Library Construction Kit (Invitrogen)
verwendet. Die Gateway”-Technologie bietet (A) den Vorteil eines schnellen und
hocheffizienten Transfers von DNA-Sequenzen (z.B. cDNA-Klone oder PCR-Produkte) in
vielfache Vektorsysteme, gewihrleistet (B) die Beibehaltung der Orientierung und des
Offenen Leserahmens und ermdéglicht (C) die Adaptierung eines jeden Vektors zu einem
Gateway® Zielvektor. Fiir die Expression der cDNA-Bank wurde der pcDNA3.1-Vektor
gewidhlt, der durch die Integration der Rekombinationskassette Rf4 mittels des Gateway®
Vector Conversion Systems zu einem Gateway-Zielvektor modifiziert wurde (siehe
2.2.1.1B). Die Gateway-Klonierungstechnologie benutzt das Rekombinationssystem des
Phagen Lambda [LANDY, 1989] um den Transfer heterologer DNA-Sequenzen, die von
modifizierten att-Stellen flankiert sind, zwischen Vektoren zu ermoglichen [HARTLEY ET
AL., 2000]. Zwei Rekombinationsreaktionen bilden dabei die Basis der Gateway-
Klonierungstechnologie. In der ersten sog. BP-Reaktion erfolgt die Rekombination eines
attB1/B2-Substrates (hier attB1/B2-cDNA-Klon, linearisiert) mit einem a#/P1/P2-Substrat
(hier pDONR™222) zur Erzeugung eines atfL1/L2-,Ubergangsklons® (Entry library in
pDONR™222). Diese Reaktion wird durch die BP-Clonase Kkatalysiert. Die sich
anschlieBende LR-Reaktion ermoglicht die Rekombination eines atfL.1/L2-Substrates
(,Entry library“ in pDONR™222) mit einem affR1/R2-Substrat (hier
pcDNA3.1/RfA/DEST) unter Erzeugung eines a#/B1/B2-, Expressionsklons® (Expression
library in pcDNAZ3.1/RfA/DEST). Diese Reaktion katalysiert die LR-Clonase. Die
folgende Abbildung zeigt das Prinzip der Gateway-Klonierungstechnologie.
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Gateway™ Klonierungstechnologie

BsrG 1 BsrG 1 BsrG 1

Bl Gen B2 M3 | M3

[ e | Forward m ccdB I Cmr m Revers |
+

Pl c¢ccdB P2
—

pDONR™?222 —_
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BP Clonase ™
Enzym-Mix

!

. L1 Gen L2
Entry library: —

DONR™?222 ‘ i
El)ttl?l/LZ ||ﬁ>m cwdB | Cw
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LR Clonase ™ R1 cch R2
Enzym-Mix

V pcDNA3 1/RfA/DEST, —_—

. . Bl Gen B2
Expression library: —

pcDNA3.1/RfA/ DEST
attB1/B2

Ap*

Abb. 2.1: Schematische Darstellung des Prinzips der Gateway-Klonierungstechnologie. Durch
zwei Rekombinationsreaktionen erfolgt der Gen-Transfer von einem Ubergangsvektor
(pDONR™222 — Entry library in pPDONR™222) in einen Zielvektor (pcDNA3.1/RfA/DEST)
unter Erzeugung eines Expressionsklons (Expression library in pcDNA3.1/RfA/DEST).

Eine effiziente Selektion von Entry-Klonen (pDONR™222, atfL.1/L2) wir durch das ccdB-
Gen zur Negativ- und das Kanamycin-Resistenzgen zur Positivselektion ermoglicht. Bei
Erhalt vermittelt das ccdB-Gen eine Wachstumshemmung von E. coli. Durch
Amplifikation des Entry library in pDONR™222 in Kanamycin versetztem LB-Medium
erhoht sich nochmals die effiziente Selektion erfolgreich rekombinierter cDNA-Klone. Die
Negativselektion von Expression-Klonen (pcDNA3.1/RfA/DEST, attB1/B2) erfolgt hier
ebenfalls durch das ccdB-Gen. Eine Positivselektion mittels Ampicillin wird durch das
entsprechende Resistenzgen ermdglicht. Die BP- bzw. LR-Rekombinationsreaktion ist in

der Abbildung 2.2 im Detail dargestellt. Durch zwei Rekombinationsschritte werden im
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Expression library (hier in pcDNA3.1/RfA/DEST) die urspriinglichen a#tB1- und a#/B2-

Adaptoren wieder hergestellt. Dies ermdglicht den erneuten Transfer in beliebige

Vektorsysteme mittels der Gateway-Technologie.

(BP)

(LR)

-

attB-Substrat
(cDNA-Klon)

pDONR™222

atfB1 X attB2
attR-Substrat vekor [ coad o Veor
(pcDONR™222)
attP1 attP2
BP-Clonase™
atrlibrary o — e

Nebenprodukt . - "I

K \
O

Entry library Vektor________
pDONR™222

peDNAZ.I/RTA/DEST veor [ cadB- .

Expression library

v R c. N
pcDNA3.1/RfA/DEST

Nebenprodukt Vektor

attB1 X attB2
eedB- | Vektor
cmk T T
atP1 attP2

Abb. 2.2: Detaillierte Darstellung der BP- und LR-Rekombinationsreaktion. Die BP-Clonase
katalysiert die Rekombinationsreaktion zwischen einem a#B1/B2-Substrat (cDNA-Klon) und
einem atfP1/P2-Substrat (p)DONR™222) unter Erzeugung eines Entry library in pDONR™222
(attL1/L2). Die LR-Clonase katalysiert die Rekombinationsreaktion zwischen einem atfl.1/L2-
Substrat (Entry library in pDONR™222) und einem affR1//R2-Substrat (pcDNA3.1/RfA/DEST)
unter Erzeugung eines Expression library in pcDNA3.1/RfA/DEST (a#tB1/B2).
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B) Vektor-Konversion - Konstruktion des pcDNA3.1/RfA/DEST aus pcDNA3. 1

Das Gateway® Vector Conversion System von Invitrogen bietet die Auswahl aus drei
verschiedenen Rekombinationskassetten (Rf4, RfB, RfC.1), die die Erzeugung von atfR-
Adaptoren in den drei moglichen Leserahmen A, B und C.1 erlauben. Die drei
Rekombinationskassetten unterscheiden sich jeweils durch ein zusdtzliches Adenin-
Nukleotid in den flankierenden %2 EcoRV-Restriktionsstellen, die den Leserahmen der
Nukleotidsequenz bestimmen. Die att1- und att2-Adaptoren enthalten jeweils eine BsrG I-
Restriktionsstelle. Die folgende Abbildung zeigt die fiir die Konversion des pcDNA3.1-

Vektors verwendete Rekombinationskassette RfA.

EcoRV EcoRV
5-Stelle 5-Stelle
M/ atR1 attR2 '
NNN NNN ATC|ACA AGT TTIG TAC AAA AAA T TTIC TTG TAC AAA GTG GT[G ATN NNN
_ R_ _
NNN NNN TAG|TGT TCA AAC ATG TTT|TTT Cm CCdB A AAG AAC ATG TTT CAC CAC TAN NNN
- -
BsrG1 BsrG 1

Abb. 2.3: Die Rekombinationskassette RfA erzeugt den Leserahmen A. Der Leserahmen wird
bestimmt durch die Nukleotidabfolge in der /2 EcoRV-Restriktionsstelle. Durch die Integration der
Rekombinationskassette Rf4 erfolgte die Konversion des pcDNA3.1-Vektors in den
pcDNA3.1/DEST-Vektor, dem Gateway-Zielvektor fiir die Expression der cDNA-Bank.

Die Vektor-Konversion von pcDNA3.1 zu pcDNA3.1/RfA/DEST wurde wie folgt
durchgefiihrt. Zunichst erfolgte die Linearisierung des pcDNA3.1-Plasmids mittels
EcoRV-Restriktionsverdau (sieche 2.2.1.6D). Eine Religation des pcDNA3.1-Vektors
wurde durch die nachfolgende Zugabe und Inkubation (1h, 37°C) von 1 ul CIP (calf
intestine phosphatase, 10 U/ul) verhindert. Mittels T4 DNA-Ligase wurde nun die RfA4-
Rekombinationskassette in den linearisierten pcDNA3.1-Vektor ligiert (siehe 2.2.1.6C),
worauf im Anschluss die Transformation in den chemokompetenten E. coli Stamm One
Shot® ccdB Survival™-TIR (Invitrogen) folgte. Transformanden wurden auf Ampicillin-
und Chloramphenicol-haltigem LB-Agar selektiert. Von 24 Klonen erfolgte die
Feststellung der Orientierung der RfA4-Kassette mittels Pvull-Restriktionsverdau, sowie
nach Aufkonzentrierung der DNA durch Prézipitation mittels Ammoniumacetat (siche
2.2.1.6N), die Sequenzanalyse (siche 2.2.1.6B). Der sequenzierte Klon
pcDNA3.1/RfA.DEST#6 wurde im Anschluss fiir Folgeexperimente verwendet.
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C) Funktionalitdt des konstruierten pcDNA3.1/RfA/DEST-Vektors

Die Funktionalitit des konstruierten pcDNA3.1/RfA/DEST-Vektors sollte im
Vergleich zu dem klassischen pcDNA3.1-Vektor durch Expressionsanalyse des
punktmutierten, HLA-A*0201-restringierten Cyclin-Dependent Kinase 4 (CDK4)
(Mutation R24C; T. WOELFEL ET AL., 1995) erfolgen. Der CDK4mut cDNA-Klon lag
bereits kloniert im pcDNA3.1-Vektor vor. Fiir die Umklonierung wurde der Klon mittels
EcoRI-Verdau aus dem pcDNA3.1-Vektor geschnitten und die iiberhdngenden 5'-Enden
anschlieBend mittels T4 DNA-Polymerase aufgefiillt. AnschlieBend erfolgte mittels
BsrG 1-Restriktionsverdau (siehe 2.2.1.6D) die Linerarisierung des pcDNA3.1/RfA/DEST-
Vektors. Zur Erzeugung von Blunt ends wurden die 5’-iiberhdngenden Vektorenden
wiederum mittels T4 DNA-Polymerase aufgefiillt (siche 2.2.1.6E). Eine anschlieende
Zugabe von 1 ul CIP verhinderte eine Religation des Vektors. Anschlieend erfolgte
mittels T4 DNA-Ligase die Ligation des Inserts (siche 2.2.1.6C) und die Transformation
von E. coli TO10 (siehe 2.2.1.60). Transformanden wurden auf Ampicillin-haltigem LB-
Agar selektiert. Die Funktionsanalyse des pcDNA3.1/RfA/DEST-CDK4mut Vektors im
Vergleich zum pcDNA3.1/CDK4mut-Vektor erfolgte durch einen Erkennungstest mittels
IFN-y-ELISPOT-Assay (siehe 2.2.2.1) unter Verwendung des HLA-A*0201 restringierten
CDK4mut reaktiven CTL 14/35.

D) Herstellung der cDNA-Bank der Patientin MZ201-AML in pcDNA.3.1/RfA/DEST
Nach den Angaben des Herstellers (CloneMiner™ c¢DNA Library Construction Kit,
Invitrogen) werden zwischen 1 - 5 ug mRNA benétigt, um eine cDNA-Bank bestehend aus

10° - 10" Klonen (in E. coli) zu konstruieren.

° Priaparation von mRNA aus Leukédmiezellen

Die in flissigem Stickstoff (-196°C) gelagerten Leukdmiezellen der Patientin
MZ201-AML wurden rekultiviert (siche 2.2.2.5B) und Total-RNA aus 200x10°
Zellen (siehe 2.2.1.6L) pripariert. Fiir die Isolierung von Poly-A"-mRNA aus
praparierter Total-RNA wurde der Oligotex Direct mRNA Mini Kit (QlAgen)
verwendet. Die Poly-A” mRNA wurde in 100 ul OEB-Puffer eluiert. Fiir die sich

anschlieBenden Folgereaktionen war eine Aufkonzentrierung der Poly-A'-mRNA
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erforderlich. Dies erfolgte durch Prizipitation mittels Natriumazetat (UN, -20°C,
siche 2.2.1.6N). Nach Zentrifugation (60 min, 4°C) und 2-mal waschen mit 70%
Ethanol, wurde die PolyA™-mRNA in 10 ul H,O resuspendiert. Es folgte die
photometrische Bestimmung der mRNA-Konzentration (sieche 2.2.1.6K). Im
Folgenden wurde die Integritit der mRNA durch Verwendung des RNA/cDNA
Quality Assay Kits (BD Clontech) iiberpriift. In die RT-Reaktion wurden dazu 2 ul
Poly-A"-mRNA aus dem 100 pl Eluat vor der Natriumazetat-Prizipitation und 1ul
Oligo(dT) (20 uM) eingesetzt. Die darauf folgende Amplifikationsreaktion
beinhaltete 1 pl der RT-Reaktion sowie jeweils 1 pl 5'- bzw. 3’-Fragment Primer
Mix (10 uM). In unterschiedlichen Reaktionsansdtzen wurde im angelegten PCR-
Programm der Amplifikationszyklus 25-, 28-, 31- bzw. 34-mal wiederholt. Auf
einem denaturierenden 2%igen Agarose-Gel (siehe 2.2.1.61) wurden anschlieBend
jeweils 2,5 pul / Probe analysiert. Handelt es sich um intakte PolyA"™-mRNA sollte die
28S RNA Untereinheit (UE) jeweils die doppelte Intensitit der 18S RNA UE

aufweisen.

Herstellung von attB1/B2-flankierenden cDNA-Klonen (MZ201-AML)

Die Herstellung von attB1/B2-flankierenden cDNA-Klonen erfolgte mittels des
CloneMiner™ cDNA Library Construction Kits (Invitrogen). Die Reaktion der
Erststrang cDNA-Synthese enthielt 4 pg PolyA™-mRNA, 1 pl Biotin-a#/B2-
Oligo(dT) Primer (30 pmol/ul) sowie 4 ul SuperScript'  IT RT (200 U/ul). Nach der
Zweitstrang-Synthese folgte die Aufkonzentrierung der ¢DNA durch Phenol-
Chloroform Extraktion und anschlieBender Ammoniumazetat-Prézipitation (siche
2.2.1.6N). Das Pellet (attB2-cDNA) wurde in 18 pul H,O resuspendiert. Die sich
anschlieBende Erzeugung der attBl-Flankierung der cDNA-Klone erfolgte iiber
Ligation. Die Reaktion enthielt 18 pl atrB2-cDNA, 10 pl des a#Bl-Adapters
(1 pg/pl) und 5ul T4 DNA-Ligase (1 U/ul). Die Ligationsreaktion wurde bei 16°C
fiir 24 h inkubiert. Die Biotinylierung des Primers a#/B1-Primers verhinderte eine
blunt-end Religation der Adaptorenden. Im Anschluss folgte die GroBen-
Fraktionierung der a#/B1/B2-cDNA.

GroBen-Fraktionierung der MZ201-AML-cDNA

Die cDNA-Fraktionierung ermdoglicht die Anreicherung groBer cDNA-Fragmente
(> 0,5 kb). Die GroBen-Fraktionierung der MZ201-AML-cDNA erfolgte mittels
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Sephadex-Siulen (Sephacryl® S-500 HR, CloneMiner™ cDNA Library Construction
Kit / BD Clontech) in 20 Fraktionen. Grofle cDNA-Fragmente passieren dabei die
Matrix weitestgehend ungebremst, kleinere cDNA-Fragmente hingegen werden
durch die porose Matrix am Durchfluss behindert und durchlaufen die Matrix am
Schluss. Nach dem Sammeln der Fraktionen 1 - 20 folgte die Bestimmung der
jeweiligen DNA-Konzentration. Im Vergleich zu jeweils 1 pl des Konzentrations-
standards pEXp7-tet wurde 1 pl jeder Fraktion auf eine LB-Agarplatte aufgetragen
und unter UV-Licht visualisiert und analysiert. Fiir Folgereaktionen verwendete
Fraktionen wurden durch Ammoniumazetat-Prazipiation aufkonzentriert (siehe
2.2.1.6N) und in 4,5 pl TE-Puffer resupendiert. Fiir die nachfolgende BP-
Rekombinationsreaktion wurden die zu Pool 1 zusammengefassten Fraktionen 5 und
6 verwendet. Pool 1 sollte nach dem Prinzip der Fraktionierung nach ein Gemisch

von grofleren cDNA-Fragmenten enthalten.

BP- und LR-Rekombinationsansatz

In der BP-Rekombinationsreaktion (siche Abb. 2.2) erfolgte die Herstellung des
MZ201-AML Entry library in pDONR™222 (atfL1/L2). Dabei katalysierte die BP-
Clonase die Rekombinationsreaktion zwischen den flankierenden attB1/B2-
Adaptoren der cDNA-Klone (MZ201-AML) und den at/P1/P2-Adaptoren des
pDONR™222-Vektors. Der  BP-Rekombinationsansatz ~ enthielt  folgende

Komponenten:

- 100 ng attB1/B2-flankierte cDNA (MZ201-AML) (Pool #1) ratio 1:2.5
- 250 ng attP1/P2-flankierter pPDONR™222 -Vektor ’
- 2 ul BP-Clonase Puffer (5x)

- 3 ul BP-Clonase

ad 10 ul TE-Puffer

Die LR-Rekombinationsreaktion (siche Abb. 2.2) erzeugt das MZ201-AML
Expression library in pcDNA3.1/RfA/DEST (attB1/B2). Dabei katalysiert die LR-
Clonase die Rekombinationsreaktion zwischen den arfL.1/L2-Adaptern des Entry
library in pDONR™222 und den a#R1/R2-Adaptern des pcDNA3.1/RfA/DEST-
Vektors. Vor der LR-Rekombinationsreaktion wurde, aufgrund empirischer

Erkenntnisse des Herstellers, der pcDNA3.1/RfA/DEST-Vektor (5 pg/Reaktion)
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mittels BbvCI-Restriktionsverdau (1h30min, 80°C) linearisiert (siche 2.2.1.6D).
BbvCI schneidet zwischen dem ccdB- und dem Cm®-Gen. Der LR-

Rekombinationsansatz setzte sich im Anschluss wie folgt zusammen:

- 250 ng Entry library pDONR™222

- 250 ng pcDNA3.1/RfA/DEST (lin. BbvCT)
- 8 ul LR-Clonase Puffer (5x)

- 4 ul LR-Clonase

ad 40 pl TE-Puffer

ratio 1:1

Sowohl der BP- als auch der LR-Reaktionsansatz wurden fiir 20 h bei 25°C inkubiert.
Zur Inaktivierung der Clonase wurde im Anschluss jeweils 2 pl Proteinase K
(2 pg/pl) zugegeben und inkubiert (37°C, 15 min). Die Termination der Reaktion
erfolgte bei 75°C fiir 10 min. Nach Aufkonzentrierung der BP- bzw. LR-Reaktion
durch Prézipitation mittels Ammoniumacetat (siche 2.2.1.6N), wurden E. coli
ElektroMax DH10 (Gene Pulser® V: 2,0 kV, 200 Ohm, 25 uF) mit jeweils 6
Ansédtzen a 1,5 pl der BP- bzw. LR-Rekombinationsreaktion transformiert. Die
Transformationsansitze wurden jeweils gepoolt (6 x 1,5 ul), wobei die BP-Reaktion
(Entry library in pDONR™222) anschliefend in Kanamycin-haltigem LB-Medium
fiir 6h15min bei 37°C inkubiert wurde. Anschlieend erfolgte die Plasmid-Isolierung
des Entry library in pDONR™222 nach dem Maxi-Protokoll (siche 2.2.1.60) und
die Aufkonzentrierung der DNA mittels Ammoniumazetat-Prizipitation. Das Pellet
wurde in 10 pl TE-Puffer resupendiert. Fiir die DNA-Konzentrationbestimmung des
Entry library in pDONR™222 anhand des Konzentrationsstandard pEX-p7-tet wurde
1 pl entnommen. Die gepoolten Transformationsansitze (6 x 1,5 ul) der LR-
Reaktion (Expression library in pcDNA3.1/RfA/DEST) wurden nach der

Bestimmung der Transformandenzahl sofort kryokonserviert (siche 2.2.1.60).

Bestimmung der Transformandenzahl

Jeweils ein Aliquot (0,2 ml) des gepoolten BP- bzw. LR-Transformationsansatzes
wurde auf Kanamycin-haltigen LB-Agarplatten titriert (107 - 10™). Firr die

Berechnung der Transformandenzahl wurde folgende Formel verwendet.
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Transformations-
x; Anzahl Kolonien 10° pg volumen gegamt xzTransformanden
X X X 10 =
10 pg ug x; pl ausplattiert pg Plasmid DNA
transformierte
DNA

° Analyse der Rekombinationsfrequenz

Von jeweils 24 Klonen der BP- und LR-Rekombinationsreaktion wurde nach DNA-
Praparation nach dem Mini-Protokoll (siehe 2.2.1.60) und photometrischen
Bestimmung der DNA-Konzentration (siehe 2.2.1.6K) ein BsrGl-Restriktionsverdau
durchgefiihrt (siehe 2.2.1.6D), um den Erfolg der Rekombinationsreaktionen anhand
der Anzahl und GroBe inserierter cDNA-Klone zu iiberpriifen.

e  Kryokonservierung des MZ201-AML Expression library in pcDNA3.1/RfA/DEST
Nach Berechnung der Transformandenzahl wurde die MZ201-AML cDNA-Bank
(Expression library in pcDNA3.1/RfA/DEST) in Aliquots a 10.000 cDNA-Klone in
S.0.C.-Medium + 15% DMSO kryokonserviert und bei -80°C autbewahrt.

E) DNA-Priparation von 100 x ¢cDNA-Pools aus dem MZ201-AML Expression library
in pcDNA3.1/RfA/DEST

Die DNA-Priparation des MZ201-AML Expression library in pcDNA3.1/RfA/DEST
erfolgte in 100-fach cDNA-Pools im 96-TE-Format und wurde wie folgt durchgefiihrt. Ein
Aliquot bestehend aus 10.000 cDNA-Klonen wurde aufgetaut, in 5 ml LB-Amp-
Fliissigmedium tiberfiihrt und auf einer 25 x 25 cm groen LBamp-Agarplatte gleichmiBig
ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C kultiviert. Die Wuchsdichte die durch das
Ausstreichen von 10.000 cDNA-Klonen auf diesem Plattenformat erreicht wurde, erwies
sich als optimal fiir das Picken von etwa 100 x 100-fach cDNA-Pools. Am nichsten Tag
wurden mit Hilfe einer Impfose 96 x 100-fach ¢cDNA-Pools in jeweils 5 ml LB-Amp-
Fliissigmedium in 50 ml Falcon-Réhrchen gesammelt und auf einem Schiittelinkubator
angezogen (UN, 37°C). Nachdem von jedem c¢DNA-Pool ein Glycerolstock (siche
2.2.1.60) angelegt wurde, erfolgte die DNA-Priiparationen mittels des QIAprep™ 96 Turbo
Miniprep Kits von QIAgen (siehe 2.2.1.60). Die cDNA wurde in jeweils 200 pul EB-Puffer
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eluiert. Nach photometrischer Bestimmung der DNA-Konzentration (siehe 2.2.1.6K)
wurden Vorverdiinnungen (300 ng/5ul) der cDNA-Pools angelegt, die so direkt in cDNA-
Expressionsanalysen (siche 2.2.2.2) eingesetzt wurden. Die Lagerung der préparierten
cDNA-Bank MZ201-AML Expression library in pcDNA3.1/RfA/DEST sowie deren

Vorverdiinnungen erfolgten bei -20°C.

2.2.1.2 Klonierung von HLA-Allelen

Die Genotypisierung der HLA-A, -B, und Cw-Allele der Patientin und der Spenders
erfolgte am Institut fiir Immunologie und Genetik in Kaiserlautern im Labor von Dr.
Thiele. Fiir die Suche nach Antigenen sollten alle HLA-Allele einbezogen und aus den
Leukidmiezellen der Patientin kloniert werden. Dazu erfolgte zunichst die Isolierung von
Total-RNA (siche 2.2.1.6L) aus 7x10° Leukimiezellen der Patientin. Nach der Synthese
von ¢cDNA mittels RT-PCR (siehe 2.2.1.6M) wurden unter Verwendung spezifischer
Primer (siehe 2.1.11D) die HLA-A-, B- und Cw-Allele der Patientin MZ201-AML in einer
PCR-Reaktion (siehe 2.2.1.6A) amplifiziert. Nach der Ligation der PCR-Produkte in den
Vektor pcDNA3.1/V5-His TOPO (siehe 2.2.1.6C) wurde von 8 - 30 Klonen pro Ansatz die
Orientierung des Inserts mittels PCR oder Restriktionsverdau (siehe 2.2.1.6D) festgestellt.
Sequenzierte (siehe 2.2.1.6B) HLA-cDNA-Klone wurden in cDNA-Expressions-

experimenten (siche 2.2.2.2) verwendet.

2.2.1.3 Generierung von Fragmenten antigenkodierender cDNA

Die Eingrenzung der peptidkodierenden Region auf einem cDNA-Klon erfolgte
mittels PCR (siehe 2.2.1.6A) und der Verwendung spezifischer Primer (siche 2.1.11). Bei
der Generierung der sense-Primer wurde darauf geachtet, dass diese keinen frame shift im
Leserahmen des Transkripts verursachten. Zum Teil wurden Revers-Primer am 5'-Ende
mit einem STOP-Kodon (TAG) versehen, um ein Einlesen in die Vektorsequenz zu
vermeiden. Amplifizierte Fragmente wurden in den Vektor pcDNA3.1/V5-His TOPO
ligiert (sieche 2.2.1.6C), in E. coli TOP10 transformiert (siche 2.2.160) und die DNA
préapariert (siehe 2.2.1.60). Durch PCR oder Restriktionsverdau (siche 2.2.1.6A bzw. -D)

wurde von 8 - 12 Klonen die Orientierung der Inserts in dem bi-direktionalen Vektor
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tiberpriift. Korrekt orientierte und sequenzierte cDNA-Fragmente wurden anschlieend in
COS-7-Zellen transfiziert (siehe 2.2.2.3A) und auf Erkennung durch T-Lymphozyten im
IFN-y-ELISPOT-Assay (sieche 2.2.2.1) getestet. Gegebenenfalls erfolgte eine weitere
Fragmentierung erkannter cDNA-Klone. War eine Eingrenzung der peptidkodierenden
Region auf der antigenkodierenden cDNA gelungen, wurden aus einer erkannten Region,
die noch fiir 40 - 60 Aminosduren kodierte, synthetische Peptide bestellt. Zuvor wurden
mittels einer im Internet frei verfligbaren Datenbank (http://www.syfpeithi.de/)
Vorhersageanalysen fiir mogliche nona- und dekameren Peptidkandidaten fiir ein
betrachtetes HLA-Allel durchgefiihrt. Die synthetisch hergestellten Peptide wurden mittels
IFN-y-ELISPOT-Assay und Zytotoxizitits-Assay auf Erkennung durch T-Lymphozyten
getestet (siche 2.2.2.4).

A) Fragmentierung der #250.8.21- / CXCL3#6-und CXCL3#14-cDNA

Unter Verwendung der unter 2.1.11F angegebenen Primer wurde zunéchst der
ORF 1 - 5 der #250.8.21-cDNA amplifiziert. Im Anschluss folgte eine weitere
Fragmentierung vom 3’-Ende sowohl der #250.8.21- als auch der CXCL3#6- bzw.
CXCL3#14-cDNA. Die Schmelztemperaturen der verwendeten Primer lagen zwischen
62°C und 68°C. Die PCR-Amplifikation der Fragmente erfolgte nach Standardprotokoll
(siche 2.2.1.6A). Samtlichen PCR-Reaktionen wurde zur Erhohung der Stringenz 5%
DMSO zugesetzt [CHESTER & MARSHAK, 1993].

B) Fragmentierung der PLAUR-cDNA

Zur Eingrenzung der peptidkodierenden Region wurden Fragmente um die
polymorphe Region der PLAUR-317P-cDNA generiert. Es wurden 9 Fragmente generiert,
die vom 3’-Ende um jeweils 3 Nukleotide verkiirzt waren. Die PCR-Amplifikation (siche
2.2.1.6A) der Fragmente erfolgte mittels der unter 2.1.11G angegebenen Primern. Die

Schmelztemperaturen der verwendeten Primer lagen bei 72°C.

-61 -



MATERIAL UND METHODEN

2.2.1.4 Light Cycler Analysen

Fiir die Durchfiihrung von Light Cycler Analysen wurde der LightCycler Fast Start
Kit (Roche) und fiir die Auswertung der Rohdaten die LightCycler Software Version 4.05

(Roche Diagnostics) verwendet.

A) Real-Time-PCR

Die Real-Time-PCR beruht auf dem Prinzip einer klassischen Polymerase-
Kettenreaktion, bietet jedoch den Vorteil der ,Echtzeit“-Analyse wihrend des
Reaktionslaufes. Der spezifische Nachweis von Genen erfolgte mittels den unter 2.1.11G
angegebenen Primer und Hybridisierungssonden (siehe 2.1.12). FEine optimale
Hybridisierung der Sonden erforderte zundchst die Austestung verschiedener MgCl,-
Konzentrationen. Als ideal wurde eine MgCl,-Konzentration von 2 mM ausgetestet. Eine
20 pl Reaktion fiir die Analyse einer Homo- oder Heterozygotie von Zellen (hier PLAUR-
317P/L) auf der Ebene genomischer DNA setzte sich wie folgt zusammen: 2 ul PCR-
Puffer (10x) inklusive Enzym, 0,8 ul MgCl, (50 mM), 0,5 ul je Sonde ,,Anker* bzw.
»Sensor (6 pmol/ul), 0,5 pl je Primer A bzw. B (20 pmol/ul), 200 ng genomische DNA
(template), ad 20 ul H,O. Die genomische DNA stammte aus einer kliniksinternen Bank
von primdrem Leukdmiematerial und Material von gesunden Spendern. Das Programm zur
Durchfiihrung einer Real-Time-PCR lautete wie folgt. Die Wiederholung der Schritte II.-
IV. erfolgte 45-fach.

I.  Denaturierung Initial 4 min 94°C
II. Denaturierung 1 min 94°C
III. Annealing 30 sec 54°C
IV. Extension 45 sec 72°C
V. Extension 10 min  72°C

Die Schmelzpunktkurven, die fiir homo- und heterozygote Proben erhalten wurden,
definieren sich wie folgt: Die fiir PLAUR-317P spezifische ,,Sensor“-Sonde liberdeckt die
variable Sequenz im Allel PLAUR-317L. Die Sequenzénderung unter der ,,Sensor“-Sonde

fiihrt zu einer Erniedrigung des Schmelzpunktes. Fiir heterozygote Proben, hier
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PLAUR-317L/P, werden daher zwei definierte Schmelzpunkte, fiir homozygote Proben,
hier PLAUR-317L/L, wird ein definierter Schmelzpunkt erhalten.

B) Quantitative PCR

Der quantitative Nachweis eines Zielgens (hier PLAUR) in Zellen und Geweben
erfolgte in Relation zu dem Haushaltsgen A-Aktin auf cDNA-Ebene. Ein 20 pl
Reaktionsansatz enthielt die Komponenten in genannter Zusammensetzung (siche
2.2.1.4A), jedoch 2 ul RT-cDNA aus Zellen bzw. Referenz-cDNA p-Aktin (jeweils 1:5
verdiinnt nach RT-PCR). Fiir eine gewebespezifische Quantifizierung von PLAUR wurde
5 ul RT-cDNA (jeweils 1:3 verdiinnt nach RT-PCR) des Human Total RNA Master Panel
II (Clontech) bzw. 2 ul titrierter (10" - 10%) Referenz-cDNA (hier cDNA aus Hepatozyten)
fiir die Erstellung der Standardkurve eingesetzt. Die Quantifizierung von PLAUR und
[-Aktin erfolgte jeweils in einem Reaktionsansatz.

Das relative Verhiltnis eines Zielgen (PLAUR) zu einem Referenzgen ([(-Aktin)
wurde mit Hilfe einer automatischen Relativen Quantifizierungs Software und Effizienz-
Korrektur berechnet. Basis fiir die Berechnung der Effizienzkorrektur, die Normalisierung
des relativen Verhéltnisses, bildet dabei der so genannte Crossing Point. Dieser ist eine
Funktion der Amplifikationseffizienz der jeweiligen Probe und spiegelt die Menge an
initial ~ eingesetzter cDNA-Menge wider. Fiir die Standardkurve wird eine
Verdiinnungsreihe (2 pl > 1:10 > 1:100) einer fiir das Zielgen PLAUR positiven Probe
(hier MZ201-AML) angelegt. Optimale Messverhéltnisse werden nur dann erreicht, wenn
die Standardkurve einen linearen Verlauf hat. Das Programm zur Durchfiihrung einer

Quantitativen-PCR lautete wie oben fiir die Real-Time-PCR beschrieben.

2.2.1.5 In Vitro-Transkription (IVT)

Die In Vitro-Transkription erfolgte mittels des RiboMAX TM Large Scale RNA
Production System- T7 Kits (Promega) und ermoglicht die Synthese klonaler RNA aus
rekombinaten DNA Templates, deren Plasmid iiber einen T7-Promotor verfiigt. Die
Linearisierung von 2,5 - 10 pug Plasmid-DNA (pro Ansatz) erfolgte mittels eines hinter

dem STOP-Kodon der Insertsequenz schneidenden Restriktionsenzyms. AnschlieBend
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wurde die Reaktion mit dem High Pure® PCR Product Purification Kit (Roche)
aufgereinigt (siche 2.2.1.6G). Eine 50 ul IVT-Reaktion enthielt 10 ul T7-Puffer (5x),
dNTPs (100 mM) (3,75 pl rATP, rCTP, rUTP und 0,5 ul rGTP), 2 ul Ribo m’G Capping
Analog (100 mM), 2 - 5 pg linearisiertes DNA-Template, 5 pl T7-Enzym Mix und wurde
mit Nuklease freiem H,0 auf das Endvolumen aufgefiillt. Die Reaktion wurde nach gutem
Mischen bei 37°C fiir 3 Stunden inkubiert. Anschlieend erfolgte die Entfernung des
DNA-Templates durch die Zugabe von DNase (1 U/ug DNA) und Inkubation bei 37°C fiir
15 min. Nach Aufkonzentrierung der IVT-Reaktion durch Zugabe von 1/10 Volumen
Natriumazetat (3 M) (siehe 2.2.1.6N), wurden die Proben in 100 ul Nuklease-freiem H,0
resuspendiert und 2 pl auf einem Formaldehyd-Gel (siehe 2.2.1.61) analysiert. Ein 60 ul
Reaktionsansatz enthielt 10 - 20 ug IVT-RNA, 12 ul PolyA-Polymerase Puffer (5x), x4 pl
rATP (10 mM), x¢ pul Poly-A-Polymerase (600 U/ul) und wurde mit Nuklease freiem H»0
auf das Endvolumen aufgefiillt. Die Berechung der rATP- und PolyA-Polymerase-Mengen

erfolgte nach folgender Formel:

x1 pg IVT-RNA

= Xz pmol

330 (Molekulargewicht einer Base in g/mol) * Anzahl der Basen des Templates

rATP (10mM) - Bedarf

x; pmol * 300 (Linge der Poly-A-Basen) * 2 (Uberschuss) = x3 nmol
rATP (10 mM) = 10 nmol/ul — x3 nmol = x4 ul

PolyA-Polymerase -Bedarf
x; pmol * 300 (PolyA-Lange)

= x5 U =x¢ul
15 - 90 min

Von den Herstellern wird eine Poly-A-Lange von 300 Nukleotiden empfohlen. In den hier
durchgefiihrten Experimenten stellte sich jedoch eine Poly-A-Linge von 120 Nukleotiden
als optimal fiir die Stabilisierung von mRNA heraus. Dies wurde durch Verkiirzung der

Inkubationszeit (15 - 90 min) oder durch Zugabe einer geringeren Menge an PolyA-
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Polymerase erreicht. Die Aufkonzentrierung des IVT-Produktes erfolgte durch
anschlieBende Prézipitation mit 1/10 Volumen Natriumazetat (3 M) (siehe 2.2.1.6N). Der
Erfolg der Polyadenylierung wurde auf einem Formaldehyd-Gel (siche 2.2.1.6I) im
Vergleich zu nicht-polyadenylierter Probe untersucht. Die photometrisch bestimmte RNA-
Konzentration (siehe 2.2.1.6K) der IVT-mRNA-Reaktion diente als Grundlage fiir weitere

Berechnungen. Die Lagerung von IVT-mRNA erfolgte bei -80°C.

2.2.1.6 Standardtechniken

A) Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase-Chain-Reaction, PCR)

Eine PCR-Reaktion zur Amplifikation definierter DNA-Bereiche enthielt in einem
Gesamtansatz von 20 pl standardgeméf 2 pl PCR-Puffer (10x), 1 pl ANTP-Mix (100 mM),
jeweils 0,5 - 1 pl Primer A bzw. B (20 pmol/ul), 0,2 ul Tag-Polymerase (5 U/ul) (aus
Thermus aquaticus) und template, 1 - 10 ng cDNA bzw. 50 - 100 ng genomische DNA. Zur
Erh6hung der Stringenz wurde einer PCR-Reaktion gegebenenfalls 5% DMSO [CHESTER &
MARSHAK, 1993] zugesetzt. Fiir sdmtliche diagnostische PCR-Reaktionen wurde der PCR
Taq Core Kit (QIAgen) bzw. Tag-DNA-Polymerase Kit (Peqlab) verwendet.

Die Amplifikation definierter DNA-Bereiche, die im Anschluss unter Verwendung
des pcDNA3.1/V5-His© TOPO® TA Expression Kit (Invitrogen) in den Vektor
pcDNA3.1/V5-His TOPO ligiert wurden, erfolgte mittels Easy-A-Polymerase. Ein 30 pl
Standardansatz enthielt die Komponenten in oben genannten Konzentrationen, jedoch
0,5 ul Easy-A-Polymerase (5 U/ul). Die Reaktionsansitze wurden mit H,O auf das
entsprechende Gesamtvolumen aufgefiillt. Das folgende Beispiel zeigt ein typisches,
programmierbares Protokoll zur Durchfithrung einer PCR, wobei sich die
Annealingtemperatur nach den jeweiligen Schmelzpunkten der verwendeten Oligo-
nukleotide richtete (siehe 2.1.11). Die Amplifikationsschritte II. — IV. wurde
25 - 35-fach wiederholt. Die Lagerung von PCR-Produkten erfolgte bei -20°C.

I.  Denaturierung Initial 3 min 94°C
II. Denaturierung 30 sec 94°C
III. Annealing 30 sec 60°C
IV. Extension 2 min 72°C
V. Extension 10 min 72°C
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B) Sequenzanalysen

Samtliche Sequenzierungsreaktionen wurden im Labor als cycle sequencing mittels
des Thermo Sequenase™ Cy5™ Dye Terminator Sequencing Kits (Amersham)
durchgefiihrt. Dabei erfolgte die Markierung der Sequenzierprodukte durch den Einbau
fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide (dye terminators). Eine Sequenzierungs-
reaktion von 10 pl Gesamtvolumen enthielt standardgemdB3 2 pl Reaktionspuffer (5x),
2 ul BigDye (dye terminators), 0,5 pl Primer (20 pmol/ul) und DNA-template
(150 - 300 ng Plasmid-DNA bzw. 50 - 170 ng PCR-Produkt). Das programmierbare

Protokoll zur Durchfiihrung einer Sequenzierung lautete wie folgt:

I.  Denaturierung 2 min 96°C
II. Denaturierung 20 sec 96°C
III. Annealing 4 min 55°C

Die Wiederholung des Schritte II. - III. erfolgte 30-mal. Die weitere Analyse der Proben,
die elektrophoretischen Auftrennung auf einem Polyacrylamidgel und die Sequenzanalyse
mittels des Kapillar-Sequenziergerites ABI Prism 3730 wurde bei der Firma GENterprise
(Universitatsklinikum Mainz) in Auftrag gegeben. Die Auswertung der erhaltenen
Sequenz-Dateien erfolgte unter Verwendung der Programme von DNA-Star (GATC-

Biotech, Konstanz).

C) DNA-Ligation

Die Ligation von HLA-cDNA und kiirzeren Fragmenten antigenkodierender cDNA
erfolgten standardgemifl in den pcDNA3.1/V5-His TOPO Vektor mittels des
pcDNA™3.1/V5-His© TOPO ® TA Expression Kits (Invitrogen). Die bi-direktionale
Ligation erfolgt iiber ein flankierendes Adenin-Nukleotid, welches wéhrend der
Amplifikation mittels Easy-A-Polymerase der RT-cDNA C- beziehungsweise N-terminal
angehdngt wird. Der Vektor enthdlt entsprechend komplementdre C- bzw. N-terminale
Thymin-Nukleotide. =~ Abweichend zum Protokoll des Herstellers enthielt ein
Ligationsansatz 2 pl des aufgereinigten PCR-Produktes (RT-cDNA), 0,5 pl Vektor und
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0,5 pl Salzlosung (200 mM NaCl, 10 mM MgCl,), der fiir 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert wurde. AnschlieBend erfolgte die Transformation in E. coli TOP10 (siche
2.2.1.60). Ein 10 pl Ligationsansatz unter Verwendung der T4 DNA-Ligase setzte sich
wie folgt zusammen: 1 pl T4 DNA Ligase-Puffer (10x), 125 ng Plasmid (linearisiert),
20 ng Insert und 0,5 pl T4 DNA-Ligase (5 U/ul). Die Inkubation des Ligationsansatzes
erfolgte bei 16°C fiir 1h.

D) DNA-Restriktionsverdau

Ein 10 pl Restriktionsansatz enthielt standardgemill zwischen 0,5 - 10 pg DNA,
1 pl Reaktionspuffer (10x) und 2 - 5 U Restriktionsenzym (8 - 20 U/ul). Fiir jede
Restriktionsendonuklease gab es einen optimalen Reaktionspuffer, der von den Herstellern
zur Verfiigung gestellt wurde. Die Inkubationszeit betrug zwischen 60 - 90 Min bei 37°C.
Gegebenenfalls wurden im Anschluss die Restriktionsenzyme fiir 10 min bei 65°C
inaktiviert. In einer sich anschlieBenden Gelelektrophorese (siche 2.2.1.6I) erfolgte die

Analyse der aus der Restriktion resultierenden DNA-Fragmente.

E) Auffiillen von iiberhingenden 5 '-Vektorenden mittels T4 DNA-Polymerase

Eine Reaktion fiir das Auffiillen von iiberhdngenden 5'-Vektorenden enthielt 1/10
T4 DNA-Polymerase Reaktionspuffer (10x), 1/10 Volumen dNTPs (100 mM), und T4
DNA-Polymerase (1 U/ug DNA). Die Reaktion wurde fiir 1 h bei 37°C inkubiert.
Anschlieffend erfolgten die Extraktion der Vektor-DNA mittels Phenol-Chloroform und
die Prizipitation mittels Natriumazetat (siche 2.2.1.6N).

F) Dephosphorylierung von 5’-Phosphaten

Eine Religation linearisierter Vektoren wird durch die Entfernung der 5’-terminalen
Phosphatgruppe verhindert. Ein Reaktionsansatz, der linearisiertes Plasmid enthielt,
wurde mit 1/10 Volumen Dephosphorylierungspuffer (10x) und 1U alkalischer
Phosphatase (20 U/ul) versetzt. Die Reaktion wurde fiir 1h bei 37°C inkubiert. Zur
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Inaktivierung der alkalischen Phosphatase wurde dem Reaktionsansatz 1/10 Volumen
EGTA (200 mM) zugesetzt und fiir 10 min auf 65°C erhitzt. Um eine komplette
Inaktivierung der alkalischen Phosphatase zu erreichen, erfolgten die Extraktion der
Plasmid-DNA mittels Phenol-Chloroform und anschlieBend die Prizipitation mittels

Natriumazetat (siche 2.2.1.6N).

G) Reinigung von Reaktionsansdtzen

PCR-Reaktionen, denen DMSO zugesetzt war, sowie Restriktionsverdauansitze
wurden fiir Folgereaktionen, wie Sequenzierungen, Klonierungen und IVT-Reaktionen,

mit dem High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) aufgereinigt.

H) Isolierung von genomischer DNA

Fiir die Isolierung von genomischer DNA aus eukaryotischen Zellen wurde der
OIdamp DNA Mini Kit (QIAgen) verwendet. Die Isolierung erfolgte aus maximal 5x10°
Zellen wobei bis zu 160 pg genomische DNA erhalten wurde. Genomische DNA wurde
bei 4°C in TE-Puffer gelagert.

1) Elektroporetische Auftrennung von Nukleinsduren

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Molekiilen erfolgte in einer Agarose-
Matrix. Die Agarose-Konzentration (0,7 - 2 %) war abhéngig von dem DNA-Molekular-
gewichtsbereich, in dem die effektive Auftrennung der Fragmente erfolgen sollte. In
0,5 x TBE-Puffer aufgekochte Agarose wurde zum Férben der DNA mit Ethidiumbromid-
16sung (0,4 pg/ml) und die Proben zur Kontrolle der Lauffront mit 1x Bromphenolblau
versetzt. Die angelegte konstante Spannung betrug 100 V. Die Analyse von RNA-
Molekiilen erfolgte auf einem 1%igen denaturierenden Formaldehyd-Gel. Dazu wurden
0,6 g Agarose Ultrapure in 60 ml DEPC behandeltem H,O aufgekocht, auf ca. 60°C
abgekiihlt, anschlieBend mit 7,2 ml 10x MOPS-Puffer und 7,2 ml Formaldehyd (37%)
versetzt. Die RNA-Proben (1 - 3 pl/Probe) inklusive RNA-Standard wurden in 20 pl RNA-
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Probenpuffer aufgenommen, fiir 10 min bei 75°C denaturiert und anschlieBend auf Eis
abgekiihlt. Die elektrophoretische Auftrennung der Proben erfolgte in 1x MOPS-Puffer fiir
etwa 1 h bei 80 V. Das Ergebnis der Elektrophorese von Nukleinsduren wurde mit dem

BioDoc-Analyze-System (Biometra) dokumentiert.

K) Photometrische Bestimmung von Nukleinsdurekonzentrationen

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren erfolgte durch die Bestimmung
der Extinktion mit einem Spektralphotometer. Nach Abgleichen des Photometers mit
destilliertem H,O wurden die Nukleinsdurekonzentrationen von DNA bzw. RNA durch die
Absorptionswerte im UV-Bereich bei 260 nm photometrisch bestimmt. Eine
Absorptionseinheit bei 260 nm entspricht dabei einer Konzentration von 50 pg
doppelstrangiger DNA/ml bzw. 40 ng einzelstringiger RNA/ml [SAMBROOK ET AL., 1989].
Das Verhiltnis zwischen den Extinktionen bei 260 und 280 nm (OD260/0D280) ist ein
MaB fiir die Reinheit von Nukleinsduren und sollte 2,0 +/- 0,2 betragen.

L) Isolierung von RNA

Fiir simtliche RNA-Isolierungen wurde der RNeasy Mini Kit von Qiagen verwendet
und nach den Angaben des Herstellers verfahren. Die Isolierung der RNA erfolgte aus
5 - 10x10° Zellen, wobei eine Menge zwischen 10 - 60 pg an Total-RNA erhalten wurde.
Die Qualitit der RNA wurde auf einem analytischen 1%igen Agarosegel (siche 2.2.1.61)
tiberpriift und die Konzentration (siehe 2.2.1.6K) mittels eines Spektralphotometers
bestimmt. RNA wurde grundsitzlich bei -80°C gelagert.

M) Reverse Transkription (RT-PCR)

Fiir die Synthese von komplementirer DNA (complementary DNA, cDNA) durch
reverse Transkription (RT) wurde standardgemdBl der Superscript™ III Reverse
Transcriptase Kit von Invitrogen verwendet. Ein Ansatz enthielt 1 - 5 pg Total-RNA und
1 ul Oligo-dT Primer (50 uM). Fiir sich anschlieBende PCR-Amplifikationen mittels
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genspezifischer Primer wurde die cDNA 1:5 mit H,O verdiinnt. Die Lagerung von cDNA
erfolgte bei -20°C.

N) Aufkonzentrierung von Nukleinsduren

Fiir die Autkonzentrierung von Nukleinsduren aus wéssrigen Losungen wurden die

zwei nachfolgend beschriebenen Techniken verwendet.

e  Natriumazetat-Prézipitation nach Phenol-Chloroform Extraktion
Die Extraktion von (PolyA")-RNA oder ¢cDNA erfolgte durch Zugabe von 1x
Volumen eines Phenol (pH4,5)-Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisches (25:24:1).

Die Probe wurde gut gemischt und anschlieBend zentrifugiert (13.000 rpm, 3 min).
Zu der entnommenen wissrigen Oberphase wurde 1 x Volumen eines Chloroform-
Isoamylalkohol-Gemisches (24:1) gegeben. Es folgte das Mischen und Zentrifugieren
der Probe (13.000 rpm, 3 min). Die wissrige Oberphase wurde entnommen und
durch Zugabe von 1/10 Volumen Natriumazetat (3 M) und 2,5 x Volumen an
Ethanolpsont, entweder tiber Nacht bei -20°C, fiir 30 - 60 min bei -80°C oder fiir
10 min auf Trockeneis prazipitiert. AnschlieBend wurden die Proben zentrifugiert
(13.000 rpm, 20 min), 2 x mit 0,7 ml 70% Ethanol gewaschen und nach dem
Trocknen (10 min) in jeweils 20 - 100 ul DEPC-H,0 aufgenommen.

®  Ammoniumazetat-Prizipitation

Die Aufkonzentrierung von DNA erfolgte durch Zugabe von 1 ul Glycogen
(20 pg/ul), 1/3 Volumen Ammoniumacetat (7,5 M) und 2 x Volumen kaltem
Ethanol,psont. Nach Inkubation (10 min, -80°C) wurden die Proben abzentrifugiert
(13.000 rpm, 25 min, 4°C), der Uberstand abgekippt und das Pellet 2x mit 70%
Ethanol gewaschen. Die Proben wurden getrocknet (10 min, RT) und anschlieBend in

9 ul TE-Puffer resuspendiert.

0) Arbeiten mit Bakterien

Fiir das Anlegen von Ubernachtkulturen fiir eine DNA-Isolierung im Maxi-Format

wurden in eine 1 L Duran-Glasflasche 200 ml LB-Flissigmedium mit 200 pl einer
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Vorkultur (4 h, 37°C) inokuliert. Fiir eine DNA-Isolierung im Mini-Format wurden
Bakterienklone bzw. Bakterien-Pools in ein 50 ml Polypropylen-Falcon mit 5 ml LB-
Flissigmedium angeimpft. Dem LB-Fliissigmedium war das entsprechende Antibiotikum
(siche 2.1.6) zur Selektion in angegebener Konzentration zugesetzt.

Zur lingerfristigen Lagerung von Bakterienkulturen wurde 1 ml der Ubernachtkultur
eines Bakterienklons und 0,5 ml 60%igen Glycerol gut gemischt und in einem 1,5 ml
Einfrierrdhrchen bei -80°C eingefroren. Beim Anlegen von Glycerolstocks von cDNA-
Pools wurden 100 pl der Ubernachtkulturen mit 50 pl Glycerol (60%) gut gemischt und in
je eine KE einer 96-Lochboden-Platte bei -80°C eingefroren.

Fiir einen Transformationsansatz wurden jeweils 50 ul kompetenter Escherichia coli
TOP10 auf Eis aufgetaut und anschliefend mit 2 pl des Ligationsansatzes (siehe 2.2.1.6C)
fir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach dem sich anschlieBenden Hitzeschock im
Wasserbad zur Aufnahme der DNA (45 sec, 42°C), wurde der Ansatz fiir 2 min auf Eis
gestellt und anschlieBend in 0,25 ml bzw. 0,5 ml S.0.C.-Medium in einem beheizbaren
Schiittelblock (1 h, 37°C) vorkultiviert. Die Selektion von Transformanden erfolgte auf
LB-Agarplatten, die mit Ampicillin (100 pg/ml) versetzt waren.

Fiir eine Plasmidisolierung aus Escherichia coli wurden standardgemil je nach
DNA-Isolationsformat, die ,,Kits* der Firma QIAgen (Invitrogen) eingesetzt. Durch die
Verwendung von ,high copy*“ Vektoren, wie pcDNA3.1, wurden fiir eine DNA-
Préaparation im Mini-Format aus 5 ml Bakterienkultur bis zu 30 pg Gesamt-DNA und fiir
eine DNA-Prédparation im Maxi-Format aus 200 ml Bakterienkultur bis zu 0,7 mg Gesamt-

DNA erhalten.

2.2.2 Immunologische- / Zellbiologische Methoden

2.2.2.1 Gamma-Interferon-“ELISPOT Assay*

Das Prinzip des ELISPOT-Assays (Enzyme-linked Immunosorbent Spot-Assay)
[CZERKINSKY ET AL., 1988] besteht darin, dass ein monoklonaler Antikdrper gegen ein
Zytokinepitop mit dem konstanten Teil seiner schweren Kette an eine Nitrozellulose- oder
Nylonmembran gebunden wird. Darauthin werden Lymphozyten, die bei Antigenkontakt
das Zytokin sezernieren konnen, mit ihren Zielzellen auf der Membran koinkubiert und die

dabei freigesetzten Zytokine durch den variablen Abschnitt des Antikorpers gebunden.
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Nach Abwaschen der Zellen wird ein Deletionsantikdrper, der ein zweites Epitop des
Zytokins erkennt, dazugegeben. Der ZweitantikGrper ist an Biotin gekoppelt, das
wiederum durch Avidin nachgewiesen werden kann. Ein an Avidin gebundenes Enzym
(Peroxidase oder Alkalische Phosphatase) setzt im nachfolgenden Schritt sein Substrat um
und kennzeichnet dadurch die Orte Zytokinfreisetzung auf der Membran. In vorliegender
Arbeit wurden Elispotplatten vom Typ Multiscreenyrs-HP (Millipore) und Multiscreenyrs-
I[P (Millipore) verwendet. Die Platten vom Typ -IP mussten vor der
Primérantikdrperbeschichtung mit 35% Ethanol vorbehandelt werden. Die Elispotplatte
wurden dazu mit 35%igem Ethanol (40 ul/TE) fiir 2 min inkubiert und anschlieBend 3-mal
mit PBS (100 pl/TE) gewaschen. Die Beschichtung der Elispotplatten mit dem
Primérantikorper erfolgte am Vorabend des Testtages und wurden iiber Nacht bei 4°C
aufbewahrt. Der in PBS verdiinnte Primérantikorper Klon 1-D1K fiir IFN-y (10 pg/ml)
wurde zu 50 pl/TE einer Elispotplatte eingesetzt. Nach Inkubation (UN, 4°C) wurde der
nicht gebundene Antikorper durch dreimaliges Waschen mit PBS (100 pl/TE) entfernt. Da
freie Bindungsstellen auf der Membran blockiert werden miissen, wurde die Platte
entweder mit serumhaltigem Medium vorinkubiert oder die Zielzellen wurden in RPMI-
1640 +10% FCS ohne PenStep auf die Platte vorgelegt. Zielzellen waren transient
transfizierte COS-7 (20.000 Zellen/TE), mit RNA transfizierte Fast-DCs (20.000
Zellen/TE), Leukémie-, Malignom-Zelllinien (50.000 Zellen/TE) oder mit synthetischen
Peptiden beladene EBV-B-Zellen (75.000 Zellen/TE). Wéhrend die Belegung transfizierter
Zielzellen mit T-Lymphozyten 20 h nach der Transfektion (siehe 2.2.2.3) erfolgte, wurden
die T-Lymphozyten auf Leukdmie- bzw. mit synthetischen Peptiden beladene EBV-B-
Zellen nach einer 30 - 60 miniitigen Inkubationszeit gegeben (siche 2.2.2.4).
T-Lymphozyten wurden 2-mal mit PBS gewaschen, in AIM-V + 10% Humanserum
aufgenommen und auf eine Zellzahl zwischen 5.000 bis 30.000 Zellen/TE eingestellt. Dem
Medium wurden keine Zytokine zugesetzt. Die Entwicklung des Tests erfolgte nach einer
Inkubation von 20 h bei 37°C. Dazu wurden die ELISPOT-Platten sechsmal mit PBS/0,5%
Tween20 mit Hilfe des Nunc-Immuno “Washer gewaschen. Danach erfolgte die
Inkubation (2 h, 37°C) mit dem Detektionsantikorper Biotin 7-B6-1 (2 pg/ml in PBS/0,5%
BSA), der zu 60 ul/TE eingesetzt wurde. Nach dreimaligem Waschen wurde der Avidin-
Peroxidase-Komplex fiir 1 h auf die Platte gegeben. Der Komplex musste bereits 20 min
vorher angesetzt werden, indem zu je 10 ml PBS/0,1% Tween20 je ein Tropfen Reagenz A
und Reagenz B aus Vectastain® Elite Kit gegeben wurden (100 pl/TE). Die Platte wurde

im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation (1h, im Dunkeln) wurde
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die Platte dreifach mit PBS/0,1% Tween20 und dreifach mit PBS gewaschen. Durch
Zugabe von 100 pul/TE AEC-Substratlosung wurde der Test entwickelt. Die Substratlosung
bestand aus einer AEC-Tablette, die in 2,5 ml Dimethylformamid geldst und mit 47,5 ml
Acetatpuffer verdiinnt und gut gemischt wurde. Nach Zugabe von 25 pl H,O; (30%) und
Filtration durch einen 0,22 um Spritzenfilter war die Substratlésung gebrauchsfertig. In der
Regel war die Farbung nach wenigen Minuten intensiv genug, so dass die Reaktion durch
Abspiilen der Platte unter flieBendem Leitungswasser abgestoppt werden konnte. Erst nach
vollstdndiger Abtrocknung der Nitrozelluloseplédttchen wurde diese, fiir die automatische
Auswertung durch das KS ELISPOT-System Version 4.9 der Firma Zeiss (Jena), vom
Plastiktrager gelost und auf eine Folie geklebt. Das System besteht aus einem
Auflichtmikroskop mit Motortisch und Autofocus. Jede einzelne Testeinheit (TE) der
Elispotplatte kann vom Motortisch prézise angesteuert werden. Eine angeschlossene
Farbkamera nimmt die IFN-y-Spots mit einer 5-fachen VergroBerung auf, die digitalisiert
und anschlieBend durch die KS ELISPOT-Sofiware Version 4.9 (Zeiss) ausgewertet

werden.

2.2.2.2 cDNA-Expressionsklonierung mit Hilfe des IFN-y-ELISPOT-Assays

Das c¢cDNA-Expressionsscreening (siche 2.2.2.2) der MZ201-AML c¢DNA-Bank
(siehe 2.2.1.1) erfolgte mit Hilfe der AML-reaktiven T-Zell-Populationen 1C6 und 4D7 in
Kombination mit dem jeweiligen HLA-Restriktionsallelen, welche in einem
Expressionsvektor kloniert vorlagen. Zunédchst wurden die Vorverdiinnungsplatten (siche
2.2.1.1E) der MZ201-AML cDNA-Bank aufgetaut und die cDNA der zu testenden 100x
Pools in das 96-TE-Format einer Rundboden-Platte iiberfiihrt (300 ng/5ul pro TE). Das
Priparationsformat der 100x cDNA-Pools blieb somit im ELISPOT-Testformat erhalten.
Die Transfektion durch Lipofektion mittels IFN-y-ELISPOT-Assay wurde durchgefiihrt,
indem die 100x cDNA-Pools und HLA-cDNA in COS-7-Zellen kotransfiziert wurden
(siche 2.2.2.3). Vierundzwanzig Stunden nach der Transfektion wurden die
T-Lymphozyten eingesetzt, die 5 Tage vor dem Test rekultiviert und restimuliert worden
waren (siche 2.2.2.5C). Die Entwicklung der ELISPOT-Platte erfolgte wie unter 2.2.2.1
beschrieben. Ein positiver 100x cDNA-Pool wurde subkloniert, indem der Glycerolstock
des Pools zunidchst auf LB-Amp-Agarplatten, zwischen 1:10 und 1:1000 titriert,

ausgestrichen wurde. Auf diese Weise wurde die Anzahl der Bakterienklone pro ml
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festgestellt. Dies war erforderlich, um eine optimale Wuchsdichte der Bakterienklone auf
der Agarplatte fiir das Sammeln von 10x Bakterien-Pools zu erreichen. Die nach Titration
berechnete Menge an Bakteriensuspension wurde nun in 5 ml LBamp-Fliissigmedium auf
einer 25 x 25 cm groBen LBamp-Agarplatte gleichmiiBig ausgestrichen und inkubiert (UN,
37°C). Nach dem Sammeln von 10x Bakterien-Pools und der Inkubation {iber Nacht bei
37°C, erfolgte die DNA-Priparation der 10x Bakterien-Pools und das Anlegen von
Vorverdiinnungen (300 ng/5ul). Das cDNA-Expressionsscreening der 10x ¢cDNA-Pools
wurde wie beschrieben durchgefiihrt. Diese Prozedur wiederholte sich fiir das Screening
von cDNA-Klonen. Nach Identifizierung eines positiven cDNA-Klones wurde aus dessen
Glycerolstock durch erneutes Ausstreichen auf einer LB-Amp-Agarplatte und Inkubation
iiber Nacht bei 37°C ein Subklon isoliert. Die préparierte cDNA des Subklons wurde fiir

weiterfilhrende Experimente, wie z. B. Sequenzanalysen verwendet (siche 2.2.1.6B).

2.2.2.3 Transfektion von Zellen

A) Transfektion durch Lipofektion

Die Lipofektion diente als Standard-Methode fiir die Transfektion von rekombinanter
Plasmid-cDNA in COS-7-Zellen. Im standardisierten Transfektionsformat einer 96-TE-
Rundboden-Platte wurden in einer Testeinheit (TE) zundchst 300 ng/5ul cDNA mit
100 ng/8ul HLA-cDNA in RPMI-1640 gemischt. Das Lipofektamin (LF2000, Invitrogen)
wurde vor Gebrauch gut gemischt und nach Einstellen der Konzentration auf 0,2 - 0,5 ul
LF2000/TE in 21 ul RPMI-1640 fiir 5 min vorinkubiert. Die Menge zu verwendenden
Lipofektamins war chargenabhingig und wurde zuvor ausgetestet. Zur Bildung der
Transfektionskomplexe wurde 21 ul/TE Lipofektamin und das cDNA/HLA-Gemisch gut
gemischt und 20 min inkubiert. Die Transfektion erfolgte durch das Mischen von 30 ul/TE
des cDNA/HLA/Lipofektamin-Gemisches mit den Zielzellen, die in der ELISPOT-Platte
vorgelegt waren. Die Vorbehandlung und Beschichtung der ELISPOT-Platten mit dem
Primérantikorper, sowie das Vorlegung der Zielzellen erfolgte wie unter 2.2.2.1
beschrieben. Die Belegung mit den Effektorzellen erfolgte nach einer 19 - 24 Stunden
Inkubation des Transfektionsansatzes bei 37°C. Dazu wurde den transfizierten Zielzellen
100 ul Medium/TE entnommen und die Effektorzellen in einem Volumen von 70 ul/TE
zugegeben. Die Entwicklung der ELISPOT-Platte erfolgte wie unter 2.2.2.1 beschrieben.
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B) Transfektion durch Elektroporation

Die Elektroporation wurde in dieser Arbeit fiir die Transfektion von in vitro-
transkribierter mRNA (IVT-mRNA) in Fast-DCs verwendet. Pro Ansatz wurden die
Zielzellen in OPTI-MEM auf eine Endkonzentration von 0,5 - 1x10° Zellen/200ul
eingestellt und in eine vorgekiihlte Kiivette (0,4 cm, Bio-Rad) gegeben. Die Transfektion
von 10 pg IVT-mRNA pro Ansatz erfolgte bei 350 V und 300 pF unter Verwendung des
Gene Pulser” V (Bio-Rad). Die Transfektionsansitze wurden sofort fiir 1 - 2 min auf Eis
gestellt. Nach Bestimmung der Zellzahl wurden die transfizierten Zellen fiir die Analyse
im IFN-y-ELISPOT-Assay (siehe 2.2.2.1) eingesetzt. Die Belegung mit entsprechenden
Effektorzellen erfolgte unmittelbar.

2.2.2.4 Peptiderkennungstest im IFN-y-ELISPOT- und Zytotoxizitits-Assay

War durch molekularbiologische Methoden eine Anndherung an die
peptidkodierende Region eines T-Zell-erkannten Antigens gelungen, sollte durch
Peptiderkennungstests die genaue Spezifitit der T-Zellen ermittelt werden.
Peptiderkennungstests wurden entweder im Lysetest oder im IFN-y-ELISPOT-Assay
durchgefithrt. In beiden Fillen dienten MZ201-EBV-B-Zellen bzw. K562 als
antigenprasentierende Zellen. Peptiderkennungstests im IFN-y-ELISPOT-Assay wurden
direkt in der Elispotplatte durchgefiihrt. MZ201-EBV-B-Zellen wurden zweimal mit PBS
gewaschen und in AIM-V + 10% Humanserum auf eine Konzentration von 3x10%ml
eingestellt (75.000 Zellen / 25 ul Zellsuspension pro TE). Die Testung der Peptide und der
jeweiligen Titrationstufen erfolgte jeweilig in Doppelwerten. Danach wurden die T-Zellen
zweimal gewaschen und ebenfalls in AIM-V + 10% Humanserum auf eine Konzentration
zwischen 0,1x10° - 0,3x10%ml eingestellt (5.000 bis 15.000 T-Zellen in 50 ul
Zellsuspension pro TE). AnschlieBend wurden die Peptide aufgetaut und in AIM-V + 10%
Humanserum auf 400 pg/ml verdiinnt (im Testvolumen 4 x verdiinnt auf 100 pg/ml).
Danach wurden 25 pl der in 10er Schritten titrierten Peptide einer Konzentration zwischen
10*- 10" uM zu den MZ201-EBV-B- und T-Zellen gegeben und die peptidbeladenen
Zellen iiber Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Die Entwicklung des Testes erfolgte
nach 20 h Inkubationszeit nach Protokoll (siehe 2.2.2.1).
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Zytotoxische T-Zellen (CTL) setzen bei Kontakt mit ihrem Antigen auf einer
Zielzelle Zytokine frei und lysieren die Zielzelle durch verschiedene
Effektormechanismen. Diese Zell-Zellinteraktion kann durch den °'Cr-Freisetzungstest
gemessen werden [WOELFEL ET AL., 1993]. Pro Ansatz wurden 1x10° Zielzellen (hier
MZ201-EBV-B und K562) mit 100 pCi Na(*'Cr)O4 gelabelt (1h, 37°C), anschlieBend
zweimal mit PBS gewaschen und auf 80.000 Zellen/ml RPMIyompiere €ingestellt. In eine
Testeinheit (TE) einer 96-TE-Rundboden-Mikrotiterplatte wurden 25 pupl der
Zellsuspension (2.000 Zellen/TE) vorgelegt. Peptide wurden in 10er Schritten einer
Konzentration zwischen 10%- 107! uM titriert und in je 25 pl RPMlyompiert/ TE zu den S1Cr-
gelabelten MZ201-EBV-B-Zellen gegeben. T-Zellen wurden auf ein Effektor- zu Target-
Verhiltnis von 60:1 bis 1:1 eingestellt und in 50 ul/TE auf die Zielzellen gegeben. Der
Test wurde fiir 4 h im Brutschrank inkubiert und durch Abzentrifugieren (1500 rpm,
15 min) der Zellen abgebrochen. 90 ul der Uberstinde wurden im Gamma-Counter auf
freigesetztes Chrom iiberpriift. Als Positivkontrolle diente der Uberstand mit °'Cr-
gelabelter Zellen, die durch Zugabe von Nonidet P-40 (130 pl/ Ansatz einer 1%-igen
Losung) vollstindig lysiert wurden. Die spezifische Lyse monospezifischer T-Zell-

Populationen wurde nach folgender Formel bestimmt:

experimentelle °'Cr-Freisetzung - spontane °'Cr-Freisetzung

x 100
maximale >'Cr-Freisetzung - spontane °'Cr-Freisetzung

2.2.2.5 Zell-Kulturen

Die Kultur eukaryotischer Zellen erfolgte nach Standardmethoden [Lindl, Zell- und
Gewebekultur, 4. Auflage, Spektrum Akademischer Verlag]. Alle Zellkulturen wurden
unter sterilen Bedingungen bearbeitet und in einer Wasserdampfgesittigten Atmosphére

bei 37°C und 5% CO, Gehalt kultiviert.
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A) Generierung AML-reaktiver, zytotoxischer CD8" T-Zellen in allogenen, HLA-Klasse I-
identen Leukdmie-Model MZ201-AML/Spender 332

In vorliegender Arbeit wurden fir die Suche nach T-Zell-erkannten
Leukémieantigenen AML-reaktive allogene CD8" T-Zellen verwendet, die von Frau Dr.
Eva Distler (Johannes Gutenberg-Universitidt, Mainz) im Rahmen ihrer Promotionsarbeit
generiert und charakterisiert wurden [DISTLER ET AL, 2008]. Hierzu wurden CD8"
CD62L™MEM* T_Lymphozyten, die vorwiegenden Zellen des naiven/central memory
Kompartiments enthalten, sowie CD8" CD62L'°Y"™¢ T-Zellen (effector memory, late
effectors) [GATTINONI ET AL., 2005; SALLUSTO ET AL., 2004], aus PBMC des gesunden und
zum Patienten MZ201-AML HLA-identen Spenders 332 iiber immumomagnetische Beads
separiert. Diese wurden in sog. Mini-MLLCs (mixed lymphocyte/leukemia culture,
Gemischte Lymphozyten/Leukdmiezellkultur) in 96well-Mikrotiterplatten mit 10* Zellen
pro Kultureinheit (KE) mit primdren, bestrahlten AML-Blasten (3500 rad, 10%/KE)
stimuliert. Als Feederzellen wurden der Kultur an Tag 0 ebenso bestrahlte CD8” PBMC des
Spenders zugegeben (10YKE). Es erfolgte eine wochentliche Restimulation der Mini-
Kulturen mit primédren, bestrahlten AML-Blasten im Verhéltnis 1:1. Als Zytokine wurden
in den ersten beiden Wochen der Kultur Interleukin IL-7 (5 ng/ml), IL-12 (1 ng/ml) und
IL-15 (5 ng/ml) eingesetzt. An Tag 14 wurde IL-12 durch IL-2 (250 IU/ml) ersetzt. An Tag
19 wurden die einzelnen Mini-MLLC Populationen im IFN-y-ELISPOT-Assay auf
Reaktivitdt gegen die zur Restimulation verwendeten Leukdmiezellen getestet. Aufgrund
dieser Testergebnisse wurden u.a. die Mini-MLLC Populationen 1C6 und 4D7 fiir eine
Expansion und Charakterisierung ausgewihlt. Weitere IFN-y ELISPOT Assays sowie > Cr-
Zytotoxizititstests (siehe Abb. 2.4) zeigten eine spezifische Erkennung der AML Blasten.
Nicht erkannt wurden Epstein-Barr Virus (EBV)-transformierte B-Zelllinien (B-LCL, B-
lymphoblastoid cell line) des Patienten oder des Spenders, sowie die Zelllinie K562, die
eine Zielzelle fiir Natiirliche Killerzellen darstellt. Der Einsatz von HLA-spezifischen
Blockadeantikdrpern im ELISPOT sowie die Testung auf Kreuzreaktivitidt gegeniiber
anderen Leukdmien zeigte, dass es sich um eine HLA-Klasse I-restringierte Erkennung
handelte. Als Restriktionselemente konnten HLA-A*0201 (1C6) bzw. HLA-B*5601 (4D7)
identifiziert werden. Eine durchflusszytometrische Charakterisierung der Mini-MLLC
Populationen zeigte einen Phénotyp aktivierter, reifer Effektorzellen (CD45RA,
CD45RO", CCR7!™*™¢ CD27", CD28", CD25%, CD69"). Die CD62L-Expression nahm

im Laufe der Kultur ab. Mittels Farbung mit monoklonalen Antikdrpern gegen einzelne
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VB-Kettenfamilien konnte gezeigt werden, dass die Mini-MLLC Populationen 1C6 und
4D7 beide ausschlieBlich T-Zellrezeptoren mit VB.17 exprimieren; es handelt sich folglich
um klonale T-Zellen. Diese konnten durch antigenspezifische Restimulation innerhalb von
6 - 10 Wochen auf Zellzahlen von 10® bis 10° expandiert werden. Fiir die Verwendung in
cDNA-Expressionsanalysen wurden die expandierten Populationen an Tag 54 und 63 in
Portionen von ca. 5x10° kryokonserviert. Nach Auftauen und erneuter Restimulation

blieben sowohl Reaktivitét als auch Proliferationsfahigkeit erhalten [DISTLER ET AL., 2008].
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Abb. 2.4: Zytolytische Aktivitit der Mini-MLLC Populationen 1C6 und 4D7. *'Chrom-
Zytotoxizitdtstest zur Ermittlung der spezifischen Lyse der Mini-MLLC Populationene 1C6 und
4D7 gegeniiber AML-Blasten des Patienten MZ201 (M), Patienten-B-LCLs (A), Spender-B-LCLs
(A), und K562 (O). E:T, Effektor-zu-Target Ratio [DISTLER ET AL., 2008]

B) (Re)-Kultivierung und Kryokonservierung von Zellen

Die in fliissigem Stickstoff gelagerten Zellen wurden zur Rekultivierung im
Wasserbad (37°C) angetaut, in Serum-freies Medium tiberfiihrt, abzentrifugiert (1500 rpm,
5 min) und in AIM-V + 10% Humanserum (PBMC, T-Zellen, Leukdmiezellen), RPMI +
10% FCS (Malignom- und EBV-B-Zelllinien) bzw. X-VIVO 15 (Fast-DCs)
aufgenommen. Leukidmiezellen wurden je nach Zellzahl in Petrischalen (Greiner)
unterschiedlichen Durchmessers ausgesit.

Das Einfrieren von Zellen erfolgte portionsweise in 1,5 ml Einfrier-Réhrchen.
T-Zellen, Fast-DC, EBV-B- und Malignom-Zelllinien wurden zu 2,5 - 5x10° / Nunc und
PBMC zu 50 - 100x10° / Nunc eingefroren. Das Einfrieren von T-Zellen erfolgte an Tag 7
(dx+7) nach der letzten Restimulation. Zum Einfrieren wurden die Zellen pelletiert und
anschlieBend in 1 ml Einfriermedium, dem zuvor 10% DMSO zugesetzt wurde,

aufgenommen (sieche 2.1.17). Die Zellen wurden unverziiglich in Einfrierboxen (Nalge

-78 -




MATERIAL UND METHODEN

Nunc) iiberfiihrt und in einen -80°C Schrank gestellt. Das in den Einfrierboxen in einer
abgeteilten Kammer enthaltene Isopropanol gewihrleistete ein schonendes Einfrieren der
Zellen (1°C/Minute). Am nédchsten Tag wurden die Zellen in fliissigen Stickstoff (-196°C)
tiberfiihrt.

C) Restimulation AML-reaktiver T-Zellen

Die Restimulation kryokonservierter AML-reaktiver T-Zellen erfolgte in der Regel
fiinf Tage vor einem Test. Dazu wurden die T-Zellen, wie oben beschrieben aufgetaut,
gezihlt und anschlieBend in 24-Loch-Platten (Greiner) zu 1x10° Zellen/TE ausgesit. Dem
Medium wurde zum Wachstum und zur Aktivierung der T-Zellen folgende Zytokine
zugesetzt: IL-2 (250 U/ml), IL-7 (5 ng/ml) und IL-15 (5 ng/ml) (siche 2.1.8). Die
Restimulation der T-Zellen erfolgte im Verhéltnis 1:1 mit bestrahlten Leukédmiezellen der
Patientin MZ201-AML ("*’Césium-Quelle, 3500 Rad), die einen Tag zuvor in Kultur
genommen wurden. Je nach Konfluenz der T-Zellen wurden diese zwei Tage vor einem

Test entweder 1:2 oder 1:3 ohne den Zusatz von Zytokinen gesplittet.

D) Kultivierung von adhdrenten Zellen / Suspensionszellen

Die Subkultivierung der adhdrenten COS-7-Zelllinie erfolgte zweimal wochentlich in
RPMI 1640kompier- Mittels Trypsin-EDTA wurden diese vom Boden der Zellkulturflasche
(ZKF) gelost, nach einmaligem Waschen abzentrifugiert (1500 rpm, 5 min) und in eine
neue 175 c¢m? ZKF in 25 ml RPMI 1640ompletc ZU 0,4)(106 Zellen ausgesit. Die COS-7-
Zelllinie erreichte bis zur ndchsten Subkultivierung eine Konfluenz von 80 - 90%. In
Transfektionsexperimenten wurden optimale Effizienzen erhalten, wenn am Testtag eine
Konfluenz zwischen 60 - 70% erreicht wurde. Dazu wurden die Zellen 5 Tage vor einem
Test zu 0,2 - 0,3)(106 Zellen in 25 ml RPMI 1640y,mpiere €iner 175 cm? ZKF eingestellt.
Malignom-Zelllinien wurden zu 5 - 8x10° Zellen in RPMI 1640 komplett 1N €iner
175 ¢cm® ZKF kultiviert. Vor Gebrauch wurden die Zellen mittels Trypsin-EDTA vom
Boden der ZKF gelost und abzentrifugiert (1500 rpm, 5 min). Stabil wachsende EBV-B-
Zelllinien wurden bei einer Zelldichte von 0,2 - 0,4x106/m1 in RPMI 1640 yompier: kultiviert.
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E) Generierung von Fast-DC's aus plastik-adhdrenten Monozyten

Fiir die Generierung von Fast-DCs aus plastik-adhdrenten Monozyten wurden die
mononukledren Zellen des peripheren Blutes (peripheral blood mononuclear cells =
PBMC) gesunder Spender zu 10 - 15x10° Zellen/KE einer 6-KE-Platte (KE =
Kultureinheit) in jeweils 3 ml Fast-DC-Komplettmedium (siehe 2.1.17) ausgesét. Dies
erfolgte entweder mit kryokonservierten oder frisch ficollisierten PBMC (siehe 2.2.2.5G).
Nach 1 h wurden die nicht-adhirenten Zellen durch griindliches, aber vorsichtiges
3-maliges Waschen mit PBS abgespiilt und wieder eingefroren. Zu den adhirenten
Monozyten wurde nun 3 ml Fast-DC-Komplettmedium/KE gegeben: GM-CSF
(1000 U/ml) und IL-4 (500 U/ml). Nach 24 h wurde folgender Zytokincocktail zugegeben:
IL-1B 10 ng/ml), TNF-a (10 ng/ml), IL-6 (1000 U/ml) und PGE, (1 pg/ml).
Achtundvierzig Stunden nach Ansetzen bzw. 24 h nach Gabe des Zytokincocktails wurden
die Fast-DCs geerntet. Dies erfolgte durch 3-maliges Spiilen der KEs mit kaltem PBS. Die
Fast-DCs wurden auf Eis in Falcon-Rohrchen gesammelt und bei 4°C abzentrifugiert
(1500 rpm, 5 min). Nach Bestimmung der Zellzahl wurden die generierten Fast-DCs in
durchflusszytometrischen Analysen (siehe 2.2.2.6) mit Hilfe von monoklonalen,
fluorezenzmarkierten Antikorpern (siche 2.1.9A) auf die Expression der fiir DCs typischen
CD-Molekiile CD80, CD86, CD83 und HLA-DR hin iiberpriift. Die Fast-DCs wurden

entweder fiir weitere Studien verwendet oder kryokonserviert (siehe 2.2.2.5B).

F) Generierung von Epstein-Barr Virus (EBV)-transformierte B-Zelllinien

Fiir die Generierung von Epstein-Barr Virus (EBV)-transformierten B-Zelllinien
wurden 1x10” PBMC der Patientin (MZ201-AML) bzw. des Spenders (Spender 332) fiir
4 h bei 37°C mit 0,5 ml EBV-Uberstand von B95.8 Zellen [KLEIN ET 4L., 1974] in einem
15 ml Falcon-Rohrchen inkubiert. Zellen und Uberstand wurden anschlieBend in 5 ml
RPMI/20%FCS/1% PenStrep aufgenommen und in eine 25 cm’ Zellkultuflasche
transferiert. Fiir eine Inhibierung von T-Zellen wurde dem Medium Cyclosporin A (CSA)
in einer Konzentration von 1 pg/ml zugesetzt. Nach 24 h Inkubation bei 37°C wurden die
Zellen gewaschen, um Viruspartikel und CSA zu entfernen und in 5 ml frisches Medium

aufgenommen.
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G) Isolierung von peripheren mononukledren Zellen (PBMC) aus Buffy coats

Mittels  Dichtegradienten-Zentrifugation (Ficoll-Hypaque) lassen sich die
mononukledren Zellen des peripheren Blutes (peripheral blood mononuclear cells =
PBMC) aus einem Buffy coat (Lymphozytenkonzentrat) isolieren. Nach Schichtung der
von 15 ml Ficoll-Lésung unter den Leukosep-Ring eines 50 ml Leukosep-Rohrchens
wurde das mit PBS 1:2 verdiinnte Blut auf den Leukosep-Ring pipettiert und zentrifugiert
(2200 rpm, 15 min, RT, ohne Bremse). Der Lymphozytenring, der sich entsprechend seiner
spezifischen Dichte in der Interphase zwischen Uberstand (Plasma, Thrombozyten) und
Ficoll-Hypaque ansammelte, wurde abpipettiert, 2x mit jeweils 3 ml PBS gewaschen
(1500 rpm, 10 min), gezdhlt, sofort verwendet oder in Portionen zu 100x10%Nunc
kryokonserviert (siehe 2.2.2.5B).

H) Anreicherung von PBMC-Subpopulationen mittels immunmagnetischer Zellseparation

Fir die Anreicherung von PBMC-Subpopulationen wurden je nach Zelltyp
magnetische, mit monoklonalen Antikdrpern gekoppelte Micro-Beads der Firma Miltenyi
Biotec (Bergisch-Gladbach) verwendet (sieche 2.1.10). Die Selektion der Zellen erfolgte
iiber MS-Séulen (Miltenyi) entsprechend der Angaben des Herstellers. Die Reinheit der

isolierten Zellfraktionen wurde durchflusszytometrisch iiberpriift (siche 2.2.2.6).

2.2.2.6 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie dient hier der Analyse immunphénotypischer Oberflichen-
molekiile von Zellen mit Hilfe monoklonaler Antikorper (siche 2.1.9A). Die Zellen wurden
einmal mit FACS-Puffer gewaschen und gezdhlt. Fiir jeden zu testenden Antikorper
wurden zwischen 0,2 - 0,5x10° Zellen in FACS-Rhrchen gegeben. Nach Zentrifugation
(1500 rpm, 5min) und Resuspension des Zellpellets wurde der Antikorper (1:100 bis
1:1000 in AIM-V+ 10% HS oder RPMI + 10% FCS verdiinnt) direkt zu den Zellen
gegeben und fiir 20 min bei 4°C inkubiert. Meist waren die Antikorper bereits mit einem

Fluoreszenzfarbstoff (FITC = Fluoresceinisothiocyanat oder PE = Phytoerythrin)
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gekoppelt. War dies nicht der Fall, wurde der gebundene Erstantikdrper (meist Maus 1gG),
durch Inkubation mit einem FITC-gekoppelten Ziege-anti-Maus Fab-Fragment fiir 15 min
bei 4°C markiert. Dieser Zweitantikorper wurde 1:100 mit PBS/1%BSA verdiinnt und
50 ul pro Ansatz auf die resuspendierten Zellen gegeben. Die Analyse erfolgte nach
einmaligem Waschen der Zellen mit FACS-Puffer und anschlieBender Fixierung mit
0,5 ml FACS-Fixierungs-Puffer im Durchflusszytometer. Die Auswertung erfolgte unter
Verwendung der Software Expo™32 (Beckman Coulter, Krefeld) und BD FACS DIVA
(BD Biosciences).

2.2.3 Computer-gestiitzte Datenbanksuchen

Fiir Homologievergleiche von eigenen mit veroffentlichten Sequenzen wurden im
Internet zugingliche Datenbanken verwendet. Von den spezialisierten Datenbanken fiir
MHC-Klasse I-Sequenzen wurden die Datenbank des International Immunogenetics
Projects (http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/) und die KABAT-Datenbank, die mit dem
BLAST-Programm des NCBI (National Center for Biotechnology Information) genutzt
werden konnte (http://ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), verwendet. Fiir sonstige Sequenzen
wurden die  Datenbanken  GenBank und  SwissProt iliber das NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), sowie EMBL des European Bioinformatics Institute
(http://www.ebi.ac.uk/embl/) herangezogen. Weitere niitzliche Datenbanken, insbesondere
mit Informationen iiber Tumorantigene von menschlichen Tumoren und Gene im
Allgemeinen, sind iiber Internetseiten des Ludwig-Instituts fiir Krebsforschung:
http://www-ludwig.unil.ch/SEREX/ und das Weizmann Institute of Science in Israel:
http://www.genecards.org/background.shtml zu erreichen. Fiir Vorhersagen von
Peptidkandidaten wurde die SYFPEITHI-Datenbank fiir MHC-Liganden und Peptid-
Motive Tibingen (http://www.syfpeithi.de/) verwendet [RAMMENSEE ET 4L., 1999]. Die
Analyse von T-Zell-Rezeptoren erfolgte mit der Datenbank des International
ImMunoGeneTics Information Systems: http://imgt.cines.ft/IMGT _

vquest/share/textes/index.html.
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3 ERGEBNISSE

In der vorliegenden Arbeit sollten in dem allogenen Leukimie-Modell
MZ201-AML / Spender 332 T-Zell-erkannte Leukdmie-assoziierte Antigene identifiziert
werden. Voraussetzung dafiir waren sowohl die Konstruktion einer cDNA-Bank, sowie die
Klonierung der HLA-Klasse I-Allele aus AML-Zellen der Patientin MZ201 im
Expressionsvektor pcDNA3.1/V5-His TOPO. Mit Hilfe kryokonservierter AML-reaktiver
T-Zell-Populationen sollten unter Verwendung des Verfahrens der T-Zell-basierten cDNA-
Expressionsklonierung die cDNA-Bank nach antigenkodierenden c¢cDNAs durchsucht
werden. Die Erfassung antigen-spezifischer T-Zellreaktivititen erfolgte mittels des

sensitiven [FN-y-ELISPOT-Assays.

3.1 Allogenes Leukimie-Modell MZ201-AML

Auswabhlkriterium fiir die als Untersuchungs-Modell gewédhlte Leukdmie
MZ201-AML vom Subtyp M5a war in erster Linie die Verfligbarkeit ausreichenden
Patientenmaterials von circa 4x10° AML-Zellen. Zudem konnten in der kliniksinternen
Blutbank drei in den HLA-Klasse I-Allelen iibereinstimmende, unverwandte Spender
gefunden werden. Durch Frau Dr. Eva Distler waren in der Promotionsarbeit ,, In vitro
generation and characterization of acute myeloid leukemia-reactive CDS8" cytotoxic
T lymphocyte clones from healthy donors“ (Arbeitsgruppe PD Dr. Wolfgang Herr /
III. Medizinische Klinik des Universititsklinikums Mainz) AML-reaktive T-Zellen aus
dem Spender 332 und 650 generiert worden (siehe 2.2.2.5A). Fiir die Suche nach T-Zell-
erkannten Antigenen in der cDNA-Bank aus AML-Zellen der Patientin MZ201-AML
mittels cDNA-Expressionsklonierung wurden T-Zell-Populationen verwendet, die aus den
PBMC des Spender 332 generiert worden waren. Die Patientin MZ201-AML und die
Spender wiesen identische HLA-Klasse I-Typen auf, die mittels Genotypisierung am
Institut fiir Immunologie und Genetik in Kaiserlautern im Labor von Dr. Thiele ermittelt

wurden und in Tabelle 3.1 wiedergegeben werden.
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Tab. 3.1: HLA-Klasse I-Allele der Patientin MZ201-AML und der Spender

interne Bez. HLA-A* HLA-B* HLA-Cw*
Patient MZ201-AML 0101 /0201 0801 /5601 0102/ 0701
Spender Donor 332 0101 /0201 0801 /5601 0102/ 0701
Spender Donor 650 0101 /0201 0801 /5601 0102/ 0701
Spender Donor 168 0101 /0201 0801 /5601 0102/ 0701

3.2 Herstellung einer cDNA-Bank aus Leukimiezellen

Fiir die Herstellung einer cDNA-Bank aus Leukidmiezellen der Patientin MZ201-
AML wurde der Expressionsvektor pcDNA3.1 mit Hilfe der Gateway-Technologie aus
dem CloneMiner™ cDNA Library Construction Kit (Invitrogen) zu einem Gateway-
kompatiblen Expressionsvektor modifiziert. Das genaue Vorgehen wurde in 2.2.1.1

beschrieben. Der so modifizierte Vektor tragt die Bezeichnung pcDNA3. I/RfA/DEST#6.

3.2.1 Funktionalitit des neu konstruierten Vektors pcDNA3.1/RfA/DEST#6

Die Funktion des konstruierten pcDNA3.1/RfA/DEST#6-Vektors sollte im Vergleich
zu dem herkoémmlichen pcDNA3.1-Vektor durch Expressionsanalyse des punktmutierten,
HLA-A*0201-restringierten Antigens CDK4mut erfolgen. Die Klonierung der CDK4mut-
cDNA in den neu konstruierten Vektor pcDNA3.1/RfA/DEST#6-Vektors erfolgte wie
unter Punkt 2.2.1.1C beschrieben. Die Vergleichsanalyse des sequenzierten cDNA-Klons
pcDNA3.1/RfA.DEST#6.CDK4mut#4 zu dem bereits vorhandenen c¢cDNA-Klon
pcDNA3.1-CDK4mut erfolgte durch Lipofektion. Dafiir wurden COS-7-Zellen mit HLA-
A*0201-cDNA und titrierten Mengen an Vektor-cDNA transfiziert und in einem IFN-y-
ELISPOT Assay auf Erkennung durch den HLA-A*0201-restringierten CTL-Klon 14/35

getestet, der mutiertes CDK4 spezifisch erkannte [WOELFEL ET 4L., 1995].
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HLA-A*0201|CDK4mut| CDK4mut in | CDK4mut Abb. 3.1: Testung der Funktionalitit
Plasmid- | Plasmid- | pcDNA3.1/ in des neu  konstruierten Vektors
DNA DNA | RfA/DEST#6 DNA3.1
(g/TE] pe pcDNA3.1/RfA/DEST#6 im Vergleich
zu dem Vektor pcDNA3.l1, in die
_ 200 .' _ ) CDK4mut-cDNA  einkloniert worden
war. Durch Lipofektion wurden
A N itri Mengen an rekombinanten
200 ﬁ?"_ CaNME 2 titrierte g
+ @ W& - Vektoren (0,8 - 200 ng/TE) mit HLA-
+ 100 | &% ;f| A*0201 (100 ng/TE) in COS-7-Zellen
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g £ N '&&) auf FErkennung mittels des HLA-
+ 0| W . A*0201-restringierten CDK4mut-
5 w Y. reaktiven CTL 14/35 (10.000
+ 5| €89 @ | & T-Zellen/TE) getestet.
+ 7,0 ) &3]
N
+ 35 ,’
+ 1,7
+ 0.8 )

Wie Abbildung 3.1 zeigt, wurde CDK4mut im neu konstruierten Expressionsvektor
pcDNA3.1/RfA/DEST#6 nach Transfektion ebenso gut durch den CTL 14/35 erkannt, wie
CDK4mut im herkdmmlichen Expressionsvektor pcDNA3.1. Die Titration der Vektor-
cDNA zeigte deutlich die Abhédngigkeit der Erkennung von der jeweils transfizierten
cDNA-Menge. Beide Vektoren wiesen zudem eine identische Expressionseffizienz auf, da
die Erkennung von CDK4mut durch den CTL 14/35 jeweils bis zu 1,7 ng transfizierter
Vektor-cDNA/TE deutlich nachweisbar war. Die Funktionalitit und die Expressions-
effizienz des neu konstruierten Vektors pcDNA3.1/RfA/DEST#6 wurden hiermit gezeigt.

3.2.2 Konstruktion einer cDNA-Bank aus AML-Zellen der Patientin MZ201 in
pcDNA.3.1/RfA/DEST#6

Bei der Konstruktion einer cDNA-Bank aus Leukdamiezellen der Patientin MZ201-
AML wurde zunichst eine Entry library im Vektor pDONR™222 hergestellt. Diese

bestand nach Berechnung der Transformantenzahl aus 10,5 x 10° Klonen. Zur Bestimmung
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der Rekombinationsfrequenz wurden 21 willkiirlich ausgewidhlte Klone mit der
Endonuklease BsrGl verdaut, deren Erkennungssequenzen innerhalb der flankierenden
attl.1/2-Adaptoren der Entry library lagen. Die Analyse ergab, dass 22 von 24 préparierten
cDNA-Klonen ein Insert im Groenbereich von 0,5 - 5,0 kb trugen (Daten nicht gezeigt).
Somit lag eine Rekombinationseffizienz von iliber 90% vor. Fir die Erzeugung einer
Expression library in pcDNA.3.1/RfA/DEST#6 wurden 250 ng der Entry library
eingesetzt. Dies entsprach 1/3 der verfiigbaren Menge. Die resultierende Expression
library bestand aus 1,98 x 10° Transformanten. Abbildung 3.2 zeigt die Analyse der
Rekombinationsfrequenz  mittels  BsrGl-Restriktionsverdau  von 21 willkiirlich

ausgewahlten Klonen.

1 23 4 5 6 7 8 910 11121314 1516 17 18 19 20 21

-

e R —— 5,4 kb
- — — -

- e R
0,5 kb

Abb. 3.2: BsrGl-Restriktionsverdau von 21 Kolonien der Expression library MZ201-AML im
Expressionsvektor pcDNA3.1/RfA/DEST. Neben der Bestimmung des prozentualen Anteils
insertierter cDNA in den Expressionsvektor erfolgte eine Analyse Uber die Verteilung der
FragmentgroBen. Im Schnitt wurden 500 ng DNA je Klon aufgetragen. Von einer der Kolonien
(Nr.7) wurde keine DNA erhalten.

Achtzehn von 21 getesteten Klonen trugen ein Insert in einem reprisentativen
GroBenbereich von 0,5 - 4 kb. Dies entsprach einer Rekombinationsfrequenz von ca. 80%
fir die Expression library. Folglich trugen etwa 1,6 x 10° Plasmide ein Insert. Die
Expression library wird fortan als MZ201-AML cDNA-Bank bezeichnet. Die hergestellte
cDNA-Bank der Patientin MZ201-AML war uni-direktional. Fiir das cDNA-
Expressionsscreening wurden 1996 Pools von je 100 Bakterienklonen gebildet (100-fach
Pools). Diese gepoolten Bakterien wurden expandiert, und es wurde Plasmid-DNA aus
ihnen isoliert. Bei 1996 100-fach cDNA-Pools, einer Rekombinationsfrequenz von 80%
und entsprechender Unidirektionalitét ist davon auszugehen, dass circa 160.000 cDNA-

Klone fiir das Screening-Experiment bereitstanden.
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3.2.3 Funktionalitiit der MZ201-AML cDNA-Bank

Vor Verwendung der MZ201-AML cDNA-Bank in pcDNA.3.1/RfA/DEST#6 im
T-Zell-basierten cDNA-Expressionsscreening erfolgte die Kontrolle ihrer grundsitzlichen
Intaktheit. In den 100-fach cDNA-Pools 501 - 596 sollte die mutmaBlich haufig
vorkommende HLA-A*0201-cDNA identifiziert werden. Dies erfolgte mit Hilfe des oben
erwidhnten CTL-Klons 14/35 gegen das durch HLA-A*0201-restringierte CDK4mut. In
COS-7-Zellen wurde CDK4mut-cDNA in pcDNA3.1 zusammen mit den 100-fach cDNA-
Pools kotansfiziert. Die Erkennung von COS-7-Transfektanten durch CTL 14/35 lie3 auf
die Prasenz von HLA-A*0201 schliefen.

Abb. 3.3: Testung der Intaktheit der
MZ201-AML cDNA-Bank
Expression library in
pcDNA3. 1/RfA/DEST#6. Die 100-
fach Pools 501 - 596 (300 ng/TE)
der MZ201-AML c¢cDNA in
PpcDNA3. 1/RfA/DEST#6 wurden mit
CDK4mut-cDNA (100 ng/TE) in
COS-7 (20.000 Zellen/TE)
kotransfiziert. Die Erkennung der
Transfektanten durch CTL 14/35
(gegen CDK4mut, 10.000
Zellen/TE) wurde in einem 24h-
IFN-y-ELISPOT-Assay getestet.

cDNA -Pools mit HLA-A*0201 -
kodierenden Plasmiden

Die in Abbildung 3.3 gezeigten Ergebnisse lieBen darauf schliefen, dass HLA-A*0201-
cDNA in ca. 60% der getesteten 100-fach cDNA-Pools enthalten war. Es war demnach
davon auszugehen, dass die cDNA-Bank grundsitzlich intakt und fiir

Screeningexperimente mit AML-reaktiven T-Zellen geeignet war.
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3.3 Klonierung der HLA-Klasse I-Allele der Patientin M201-AML

Die am Institut fiir Immunologie und Genetik in Kaiserlautern (Labor Dr. Thiele)
genotypisierten HLA-Klasse I-Allele der Patientin MZ201-AML (siehe 3.1) wurden aus
Leuké@miezellen kloniert. Die Klonierung der Allele HLA-B*0801 und -Cw*0102 in den
Expressionsvektor pcDNA3.1/V5-His TOPO erfolgte wie in 2.2.1.6 beschrieben. Fiir
samtliche nachfolgenden Experimente wurden die sequenzierten Klone pcDNA3.1/V5-His
TOPO/HLA-B*0801 #12 und pcDNA3.1/V5-His TOPO/HLA-Cw*0102 #1 verwendet. Da
die in den Expressionsvektor pcDNA3.1 klonierten Allele HLA-A*0201 bzw. -A*0101
bereits im Labor vorhanden waren, wurden diese nicht aus den Leukdmiezellen der
Patientin MZ201-AML kloniert. Fiir sédmtliche Experimente wurde der aus den
Leukdmiezellen der MZ50-AML isolierte Klon pcDNA3.1/HLA-A*0201 #50 bzw. der aus
den Leukdmiezellen der MZ63-CML isolierte Klon pcDNA3.1/V5-His TOPO/HLA-
Cw*0101 #1 verwendet. Die Klonierung des Allels HLA-B*560! war nach
Standardverfahren (siehe 2.2.1.2) nicht erfolgreich. Die 67 getesteten Klone stellen sich
nach Restriktionsverdau und Sequenzanalyse als HLA-B*0801-Klone heraus (Daten nicht
gezeigt). Daraus wurde gefolgert, dass das Allel HLA-B*5601 im Vergleich zu HLA-
B*0801 schwach exprimiert ist. Daher sollte durch den Einsatz des Zytokins IFN-y
untersucht werden, inwieweit sich die Expression des Allels HLA-B*5601 auf den
Leukdmiezellen der Patientin MZ201-AML stimulieren lie3 [SIKORSKI ET 4L., 2004]. Dazu
wurden MZ201-AML-Zellen in Gegenwart von IFN-y (200 U/ml) fiir 3 Tage kultiviert.
Die Quantifizierung der HLA-B56-Expression nach IFN-y-Vorbehandlung erfolgte mittels
des HLA-B56-spezifischen Antikorpers B56/B5/B49+ in durchflusszytometrischen
Analysen (siehe 2.2.2.6) im Vergleich zu unbehandelten Zellen.

unbehandelt

1
[ IFNy (200 U/ml)
behandelt

:

Abb. 3.4: Hochregulierung der HLA-
B*5601-Expression auf den
Leukdmiezellen der Patientin MZ201-
AML durch  IFN-y. Ergebnisse der
durchflusszytometrischen Analyse der in
Gegenwart von IFN-y (200 U/ml) fiir 3
Tage kultivierten Leukidmiezellen im
Vergleich zu unbehandelten Zellen.

Events

B5601-FITC
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Abbildung 3.4 zeigt, dass im Vergleich zu unbehandelten Zellen IFN-y eine deutliche
Hochregulierung der HLA-B56-Expression auf MZ201-AML-Zellen erreicht wurde. Als
Konsequenz dessen sollte das HLA-B*5601-Allel nun aus IFN-y-behandelten MZ201-
AML-Zellen kloniert werden. Nach Isolierung von Total-RNA (sieche 2.2.1.6L) aus
15 x 10° IFN-y-behandelten Leukémiezellen (MZ201-AML) und Herstellung von cDNA
(siehe 2.2.1.6M), erfolgte die Amplifikation mittels PCR unter Verwendung HLA-B-
spezifischer Primer (siehe 2.1.11D). Nach Ligation der PCR-Produkte mit dem Vektor
pcDNA3 und Transformation in E. coli TOP10 (siehe 2.2.1.60), wurden insgesamt 1920
Klone gepickt und in 96 Bakterienpools zu je 20 Kolonien gesammelt. Nach der
Kultivierung tiber Nacht bei 37°C wurde die DNA der 20x Bakterienpools prépariert (siche
2.2.1.1E). Die 20-fach cDNA-Pools wurden im Anschluss mittels PCR und unter
Verwendung HLA-B*5601-spezifischer Primer (siehe 2.1.11D) auf die Prédsenz von HLA-
B*5601 getestet. Nur aus dem 20-fach cDNA-Pool 13 wurde ein Amplifikat der erwarteten
Léange von 0,6 kb amplifiziert. Die anschlieBende Subklonierung des 20-fach cDNA-Pools,
erfolgte methodisch wie unter Punkt 2.2.2.2 beschrieben. Die cDNA-Klone, bezeichnet mit
#13.1 - 48, wurden wiederum mittels PCR mit HLA-B*5601-spezifischen Primern getestet.
Nur ein Klon, Klon #13.5, enthiclt eine fir HLA-B*5601-kodierende cDNA in der
richtigen Orientierung. Nach vollstidndiger Sequenzierung (siehe 2.2.1.6B) des Klons des
Klons wurde eine 100% Homologie zu der bei NCBI verdffentlichten HLA-B*5601-
Sequenz festgestellt. Fiir weitere Experimente wurde der Subklon pcDNA3/HLA-B*5601
#13.5 verwendet. HLA-Cw*0701 konnte auch nach mehrfachen Versuchen nicht kloniert
werden. Freundlicherweise wurde von Professor P. van der Bruggen vom ,,Ludwig
Institute for Cancer Research® in Briissel (Belgien) der Klon pcDNA3/HLA-Cw*0701 zur
Verfligung gestellt.
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3.4 Identifizierung und Charakterisierung des Zielantigens der AML-reaktiven

T-Zell-Population 4D7 im Leukimie-Modell MZ201-AML / Spender 332

3.4.1 Screening der MZ201-AML cDNA-Bank und Identifizierung
antigenkodierender cDNA

Laut HLA-Blockaden ist die AML-reaktive T-Zell-Population 4D7 durch ein HLA-
B- oder ein HLA-C-Allel restringiert [DISTLER ET 4L., 2008]. Das Screening der cDNA-
Bank aus MZ201-AML-Zellen wurde zunichst mit zwei HLA-Allelen, HLA-Cw*0701 und
-Cw*0102 durchgefiihrt. Das Verfahren der cDNA-Expressionsklonierung erfolgte
grundsétzlich wie in 2.2.2.2 beschrieben. Jedoch wurden davon abweichend 75 ng je HLA-
cDNA, also insgesamt 150 ng/TE, in COS-7-Zellen transfiziert. Hinzu kamen je 300 ng
eines jeden 100-fach cDNA-Pools. Insgesamt wurden 1996 100-fach cDNA-Pools auf
Erkennung durch 4D7-Zellen gescreent. Dies entsprach der gesamten préaparierten MZ201-
AML cDNA-Bank. Mit circa 70 IFN-y-Spots / 5.000 4D7-Zellen iiber Hintergrund-
reaktivitit, die bei circa 50 IFN-y-Spots / 5.000 4D7-Zellen lag, wurde der 100-fach
cDNA-Pool 1131 als positiv identifiziert (Daten nicht gezeigt). Im nachfolgenden
Bestétigungsexperiment erfolgte die getrennte Transfektion beider HLA-Allele, um das
zutreffende Restriktionselement zu identifizieren. Es zeigte sich jedoch, dass der cDNA-
Pool 1131 auch ohne die Kotransfektion einer HLA-cDNA durch die T-Zell-Population
4D7 erkannt wurde. Darauthin wurden alle vier in Frage kommenden HLA-Allele der
Patientin, HLA-B*0801, -B*5601, -Cw*0102 und -Cw*0701 zusammen mit dem 100-fach
cDNA-Pool 1131 in COS-7-Zellen kotransfiziert und auf Erkennung durch die
T-Zell-Population 4D7 im IFN-y-ELISPOT-Assay getestet. Die Kotransfektion von HLA-
B*5601 induzierte 121 IFN-y-Spots / 5.000 4D7-Zellen gegeniiber circa 60 IFN-y-Spots /
5.000 4D7-Zellen bei Kotransfektion von HLA-B*0801, -Cw*0102 oder Cw*0701 (Daten
nicht gezeigt). Dies deutete auf HLA-B*5601 als eigentliches Restriktionselement von
4D7-Zellen hin. Die Erkennung des 100-fach cDNA-Pools 1131 auch ohne die
Kotransfektion einer HLA-cDNA setzt die Existenz eines fiir HLA-B*5601-kodierenden
cDNA-Klons innerhalb dieses Pools voraus. In einem Rescreening wurden die 100-fach
cDNA-Pools 1101-1196 mit HLA-B*5601 in COS-7-Zellen kotransfiziert und auf
Erkennung durch 4D7-Zellen im IFN-y-ELISPOT-Assay getestet. Auch hierbei induzierte
nur der 100-fach Pool 1131 eine signifikante IFN-y-Spotproduktion durch 4D7-Zellen
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(Abb. 3.5A). Der cDNA-Pool wurde im Anschluss subkloniert, wie in 2.2.2.2 beschrieben.
Es folgte zundchst das Screening von 200, aus Pool 1131 generierten, 10-fach cDNA-
Pools. Nach Kotransfektion der 10-fach cDNA-Pools mit HLA-B*5601-kodierender cDNA
und Test auf Erkennung durch die T-Zell-Population 4D7, wurde der positive 10-fach
cDNA-Pool 1131.17 identifiziert (Abb. 3.5B), der im Anschluss kloniert wurde. Es folgte
das Screening von 200 cDNA-Klonen aus dem 10-fach cDNA-Pool 1131.17. Schlielich
wurde der cDNA-Klon #1131.17.35 identifiziert, der in COS-7-Zellen eine starke IFN-y-
Antwort der T-Zell-Population 4D7 hervorrief (Abb. 3.5C).
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Abb. 3.5: Identifizierung eines T-Zell-erkannten cDNA-Klons aus der MZ201-AML ¢DNA-Bank
durch cDNA-Expressionsklonierung mit Hilfe der T-Zell-Population 4D7 (*d62+5). (A)
Ausschnitt aus der ELISPOT-Platte des Rescreenings der 100-fach cDNA-Pools 1101-1196 unter
Kotransfektion von HLA-B*5601. Der 100-fach Pool 1131 induzierte Spotproduktion. (B)
Ausschnitt der ELISPOT-Platte der Testung von 10-fach Pools, die aus Pool 1131 hergestellt
wurden, und dem positiven 10-fach Pool 1131.17. (C) Ausschnitt aus der ELISPOT-Platte zur
Testung von Klonen aus dem 10-fach Pool 1131.17. Das Ergebnis fiir #1131.17.35 (Klon 35) ist
gezeigt. Durchgehend sind Daten von 24h-IFN-y-ELISPOT-Assays gezeigt, in die jeweils 5.000
4D7-Lymphozyten/TE eingesetzt wurden. Unter A - C sind rechts neben den Originalfilterscans
die zugehdrigen Auswertungen mittels Computer-assistierter Videoimage-Analyse abgebildet.
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Die HLA-B*5601-abhingige Erkennung des cDNA-Klons #1131.17.35 wurde
demonstriert, indem HLA-B*5601-cDNA zusammen mit cDNA des Klons #1131.17.35 in
COS-7-Zellen kotransfiziert wurde. Der Test auf Erkennung durch 4D7-Lymphozyten
erfolgte im Vergleich zu einem Ansatz, in dem der cDNA-Klon #1131.17.35 ohne HLA-
HLA-B*5601-cDNA in COS-7-Zellen transfiziert wurde.

COS-7 + i
: #1131.17.35
% COS-7 +
2 ueasseol + [N
S #1131.17.35 |
<
Q
: ]
sy MZ201-AML
Q
)
S o

T T T T

S

200 400 600 800 1000

IFN-y-Spots / 5.000 Lymphozyten

Abb. 3.6: HLA-B*5601-abhdingige Erkennung des cDNA-Klons #1131.17.35. COS-7-Zellen (20.000
Zellen/TE) wurden mit HLA-B*5601 (100 ng/TE) und cDNA-Klon #1131.17.35 (300 ng/TE)
kotransfiziert. Sowohl die Transfektionsansitze als auch MZ201-AML-Zellen (50.000 Zellen/TE)
wurden auf Erkennung durch 4D7-Lymphozyten (5.000 Zellen/TE) getestet. Gezeigt sind die Daten
eines 24h-IFN-y-ELISPOT-Assays. Sie entsprachen Mittelwerten von Doppelbestimmungen.

Abbildung 3.6 =zeigt die HLA-B*560I-abhingige Erkennung des cDNA-Klons
#1131.17.35 durch die T-Zell-Population 4D7. COS-7-Zellen wurden mit den angegebenen
Plasmidkombinationen transfiziert, um die Bedeutung der Prisenz von HLA-B*5601 fiir
die Erkennung durch 4D7-Zellen zu demonstrieren. Hiermit wurde die HLA-B*5601-
abhingige Erkennung des cDNA-Klons #1131.17.35 gezeigt.
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3.4.2 4D7-Lymphozyten erkennen ein polymorphes Allel des Plasminogen
Aktivator Urokinase Rezeptors (PLAUR) in Assoziation mit HLA-B*5601

Die komplette Sequenzierung des cDNA-Klons #1131.17.35 ergab, dass er ein
1343 bp langes Insert trug. Dessen Sequenz war homolog zur verdffentlichten PLAUR-
(plasminogen activator urokinase receptor) cDNA (NCBI-Accession-Nr. NM_002659).
Das PLAUR-Gen wurde erstmals 1992 beschrieben [VAGNARELLI ET 4L., 1992]. Am
5’-Ende der Sequenz fehlten bei Vergleich der Datenbanksequenz 204 bp der
untranslatierten Region. Gegeniiber der zuerst herangezogenen Datenbanksequenz wurde
im Exon 7 ein Nukleotidaustausch von Thymin (T) zu Cytosin (C) identifiziert, der einen
Aminosédureaustausch von Leucin (L) zu Prolin (P) an Position 317 zur Folge hatte.
PLAUR-317P stellte sich nach weiteren Datenbankrecherchen als ein polymorphes Allel
des PLAUR-Gens heraus. Von den 247 bekannten Single Nukleotide-Polymorphismen
(SNPs) des Gens PLAUR betreffen 236 Intronsequenzen. Weitere fiinf betreffen
untranslatierte Regionen der mRNA und lediglich sechs SNPs befinden sich in
Exonsequenzen translatierter Regionen. Dazu z&hlt ein Polymorphismus an Position 317
(NCBI-Datenbank: SNP rs4760). Laut NCBI-Datenbank liegt die Frequenz des Allels
PLAUR-317P  bei circa 30% in kaukasischen Bevolkerungsgruppen
[http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.]. Der im Rahmen dieser Arbeit identifizierte
antigenkodierende cDNA-Klon #1131.17.35 wird im Folgenden als PLAUR-317P

bezeichnet.

3.4.3 Untersuchung der PLAUR-Allelie in Zellen der Patientin MZ201-AML und
des Spenders 332

Aus MZ201-AML-, MZ201-EBV-B-, Spender 332-EBV-B-Zellen und Spender 332-
PBL wurde genomische DNA isoliert (siche 2.2.1.6H). Mittels spezifischer Primer (siche
2.1.11G) wurde die Sequenz um das Kodon 317 von PLAUR amplifiziert, sequenziert
(siehe 2.2.1.6B) und in Abbildung 3.7 vergleichend analysiert.
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Kodon 317
L/P
TcTcaGelceTelacecAaTC A C
Abb. 3.7: Typisierung der
l Patientin MZ201-AML und des
MZ201-AML Spenders 332 hinsichtlich des
PLAUR-317-Polymorphismus.
- L . ‘4 Gezeigt werden  Sequenz-
(e NN |, ausschnitte um das polymorphe
Kodon 317 der untersuchten
MZ201-EBV-B Zellen

Spender 332-EBV-B

Spender 332-PBL

Zellen der Patientin MZ201, ndmlich MZ201-AML- und MZ201-EBV-B-Zellen, sowie
des Spenders 332, ndmlich Spender-332-EBV-B-Zellen und Spender-332-PBL, wurden
beziiglich des PLAUR-317-Polymorphismus typisiert. Die Analyse der Sequenzdaten
ergab, dass die Zellen der Patientin MZ201-AML heterozygot fiir das Allel 317 waren, d.h.
sie trugen sowohl das PLAUR-317P- als auch das PLAUR-317L-Allel. Die Zellen des
Spenders 332 waren hingegen homozygot fiir PLAUR-317L (Abb. 3.7). Die Analyse auf
der Ebene genomischer DNA konnte jedoch keinen Aufschluss iiber die Expression des

jeweiligen Allele liefern (siche dazu Abschnitt 3.4.7).

3.4.4 Eingrenzung der peptidkodierenden Region auf der PLAUR-317P-cDNA

Fiir die Eingrenzung der peptidkodierenden Region auf der PLAUR-317P-cDNA
wurden neun Fragmente generiert, die in der 3’-Region von Kodon 317 jeweils um
1 Kodon verkiirzt und mit einem kiinstlichen STOP-Kodon versehen waren. Mittels PCR
und unter Verwendung spezifischer Primer (siehe 2.1.11G) wurden die Fragmente

amplifiziert und in den eukaryotischen Expressionsvektor pcDNA3.1/V5-His TOPO
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kloniert (siche 2.2.1.6C). Nach anschlieBender Transformation in E. coli TOP10 (siche
2.2.1.60) wurde von ausgewdhlten Klonen Plasmid-DNA préipariert und durch
Sequenzanalyse (sieche 2.2.1.6B) deren Richtigkeit hinsichtlich Orientierung und
Sequenzabfolge untersucht. Sequenzierte Klone wurden zusammen mit HLA-B*5601 in
COS-7-Zellen kotransfiziert und im IFN-y-ELISPOT-Assay (siehe 2.2.2.1) auf Erkennung
durch die T-Zell-Population 4D7 getestet. Abbildung 3.8 zeigt die generierten Fragmente
der PLAUR-317P-cDNA, sowie die Ergebnisse der Fragmenttestung.

Kodon
A ORF 317

PLAUR-317P-cDNA

Translation l
v

e PTITLLMTA(STOP)
s SPTITLLMT(STOP)
e LSPTITLLM(STOP)
e HLSPTITLL(STOP)
e AHLSPTITL(STOP)
s PAHLSPTIT(STOP)
e GPAHLSPTI(STOP)
e PGPAHLSPT(STOP)
e QPGPAHLSP(STOP)

vy

PLAUR-317P
____PTITLLMTA
-—--SPTITLLMT
---- LSPTITLLM
---- HLSPTITLL
---_ AHLSPTITL
..... PAHLSPTIT
..... GPAHLSPTI
----PGPAHLSPT
..... QPGPAHLSP 1

0 200 400 600 800 1000

Fragmente von PLAUR-317P

IFNy-Spots / 5.000 Lymphozyten

Abb. 3.8: Eingrenzung der peptidkodierenden Region auf der PLAUR-317P-cDNA. (A) Mittels
PCR wurden neun Fragmente generiert, die in der 3’-Region des Kodons 317 endeten. Diese
Fragmente wurden am 3’-Ende um jeweils 1 Kodon verkiirzt und mit einem kiinstlichen STOP-
Kodon versehen. (B) Die Fragmente wurden in pcDNA3.1/V5-His TOPO kloniert. Diese
Plasmide (300 ng/TE) wurden zusammen mit HLA-B*5601 (100 ng/TE) in COS-7-Zellen (20.000
Zellen/(TE) kotransfiziert und im Vergleich mit PLAUR-317P voller Lange (300 ng/TE) auf
Erkennung durch die T-Zell-Population 4D7 (5.000 Zellen/TE) im IFN-y-ELISPOT-Assay
getestet. Die gezeigten Daten entsprechen Mittelwerten aus Doppelbestimmungen.
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Die Ergebnisse der Testung der Fragmente der PLAUR-317P zeigten, dass lediglich das an
Position 325 endende Fragment von der T-Zell-Population 4D7 erkannt wurde. Kiirzere
Fragmente wurden nicht erkannt (Abb. 3.8). Daraus war zu folgern, dass die Aminosdure

325 das C-terminale Ende des gesuchten Peptids bildete.

3.4.5 Identifizierung des HLA-B*5601-restringierten PLAUR-317P-Peptids

Fir die Identifizierung von Peptidkandidaten wurde die frei zugingliche
SYFPEITHI-Datenbank fiir MHC-Liganden und Peptid-Motive verwendet, die
Vorhersagen von Peptidkandidaten aufgrund geeigneter Ankerpositionen fiir wéhlbare
MHC-Allele trifft. Da die Wahlmdglichkeit des Allels HLA-B*5601 nicht gegeben war,
erfolgte die Vorhersageanalyse von PLAUR-Peptidkandidaten anhand des HLA-B7-
Supertyps. Unter Beriicksichtigung der in Abbildung 3.8B gezeigten Ergebnisse wurden
die fiinfzehn C-terminalen Aminoséuren des einzig erkannten PLAUR-317P-Fragmentes in
die Datenbank eingespeist. Sowohl fiir ein Deka- als auch fiir ein Nonapeptid wurden hohe
Bindungswerte erzielt. Sehr schlechte Bindungswerte wurden fiir die korrespondierenden
PLAUR-317L-Peptide erhalten. SchlieBlich wurden aufgrund ihrer relativ hohen
Bindungsscores die Dekamere SPTITLLMTA und SLTITLLMTA sowie die Nonamere
PTITLLMTA und LTITLLMTA zur Synthese in Auftrag gegeben. Die Testung dieser
Peptide erfolgte zundchst mittels eines IFN-y-ELISPOT-Assays (siche 2.2.2.4). Als
antigenpriasentierende Zellen wurden MZ201-EBV-B-Zellen verwendet, die mit
synthetischen PLAUR-Peptiden in einem Konzentrationsbereich zwischen 10? - 10° uM

beladen waren und die auf Erkennung durch die T-Zell-Population 4D7 getestet wurden.
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PTITLLMTA | SPTITLLMTA | LTITLLMTA | SLTITLLMTA
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Abb. 3.9: Testung synthetischer PLAUR-Peptide mit der T-Zell-Population 4D7. Als antigen-
prasentierende Zellen wurden MZ201-EBV-B-Zellen (75.000 Zellen/TE) mit titrierten Mengen an
synthetischen PLAUR-Peptiden (10* - 10° uM) beladen und auf Erkennung durch die T-Zell-
population 4D7 (5.000 Lymphozyten/TE) in einem 24h-IFN-y-ELISPOT-Assay getestet. Gezeigt
wird ein Ausschnitt des Peptiderkennungstests fiir den Peptidkonzentrationsbereich von
10 107 pM. Die Peptiderkennung durch die T-Zell-Population 4D7 erflolgte in einem Effektor-zu
Zielzellverhéltnis von 10:1.

Das Dekamer SPTITLLMTA wurde von der T-Zell-Population 4D7 in niedrigster
Konzentration (bis 10° pM) erkannt. Das zugehdrige Nonamer PTITLLMTA, sowie die
korrespondierenden PLAUR-317L-Peptide wurden demgegeniiber deutlich schlechter
erkannt. Erkennung fiir die letztgenannten Peptide war bestenfalls bis zu einer
Konzentration von 1 pM nachweisbar (Abb. 3.9). Im Anschluss daran wurde die
Erkennung der  PLAUR-Peptide im  Zytotoxizititsassay  untersucht.  Als
antigenprasentierende Zielzellen wurden auch hier autologe EBV-B-Zellen verwendet, die
zuvor mit Na(’'Cr)O,4 (100 uCi) markiert worden waren (siche 2.2.2.4). AnschlieBend
erfolgte deren Beladung mit titrierten Mengen an PLAUR-Peptiden in einem

Konzentrationsbereich zwischen 107 bis 10 pM.
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Abb. 3.10: Titration der PLAUR-317P Peptide. MZ201-EBV-B-Zellen (2.000 Zellen/TE) wurden
mit Na(’'Cr)O* markiert, gewaschen, mit titrierten Mengen an PLAUR-Peptid (10* - 10° puM)
beladen und mit den der T-Zell-Population 4D7 bei einem Effektor- zu Zielzell-Verhéltnis von
10:1 getestet. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus Doppelbestimmungen eines
4-stiindigen *' Cr-Freisetzungstests.

Die mit dem Dekapeptid SPTITLLMTA beladenen MZ201-EBV-B-Zellen wurden bei
einer eingesetzten Peptidkonzentration von 0,1 uM zu nahezu 80% lysiert. Bei einer
100-fach geringeren Konzentration des Peptids konnte noch eine lytische Aktivitdt von
etwa 20% nachgewiesen werden. Sowohl fiir das entsprechende Nonapeptid PTITLLMTA
als auch fiir die korrespondierenden PLAUR-317L-Peptide war ab einer Peptid-
konzentration von 107 pM. keine Lyse mehr nachweisbar. Das in niedrigsten
Konzentrationen erkannte Dekapeptid SPTITLLMTA induzierte halbmaximale Lyse bei

einer Konzentration von 3,3 x 107 pM.

-99 .



ERGEBNISSE

3.4.6 Frequenz des PLAUR-317P-Allels in gesunden Spendern und Patienten

Angaben von Datenbanken zufolge tragen 30% aller Menschen das Allel
PLAUR-317P [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp ref]. Dies sollte durch die Testung
von 100 Individuen in einer Real-Time PCR iiberpriift werden. Auf der Ebene von
genomischer DNA wurden sowohl Leukdmiepatienten als auch gesunde Spender

hinsichtlich der Frequenz der 317P- und 317L-Allele von PLAUR getestet.

PLAUR-317L/L
0,035 —

0,030 —
0,025 —

0,020 — PLAUR-317L/P

0,015 — i(\
0,010 —

Fluoreszenz - d(F2/F1/dT)

0,005 — f A\
0 — f} b S .
-0,005 — __;'"J'
==y
L
-0,010 — £ =y
I I T L 1 L
45 50 55 60 65 70 75

Temperatur [°C]

Abb. 3.11: Frequenzanalyse des Allels PLAUR-317P. Auf der Ebene genomischer DNA wurden
100 Individuen, Patienten und gesunde Spender, hinsichtlich ihrer PLAUR-Allelie untersucht. Dies
erfolgte mittels spezifischer Primer und Sonden (siche 2.1.11G und 2.1.12) in einer Real-Time PCR
(siehe 2.2.1.4A). Hier gezeigt sind die Schmelzpunktkurven der Analyse von 30 Individuen.

Abbildung 3.11 zeigt die fiir hetero- bzw. homozygote Proben erhaltenen

Schmelzpunktkurven. Homozygote Proben (PLAUR-317L/L) weisen einen definierten
Schmelzpunkt bei 55°C, heterozygote Proben (PLAUR-317L/P) hingegen zwei
Schmelzpunkte bei 55°C und 63°C auf (siehe 2.2.1.4). Die Untersuchung ergab, dass 67%
der getesteten Individuen homozygot fiir das Allel PLAUR-317L und 30% neben PLAUR-
317L  auch  PLAUR-317P  trugen. Dies  bestitigte die  Literaturdaten
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[http://www.ncbi.nlm.nith.gov/SNP/snp _ref.]. Lediglich 3% der getesteten Individuen
erwiesen sich als homozygot fiir PLAUR-317P (Daten nicht gezeigt).

3.4.7 Quantifizierung der Expression von PLAUR-RNA in Normalgeweben

Die Untersuchung einer gewebespezifischen Expression von PLAUR erfolgte unter
Verwendung des Human RNA Master Panel Kit von Clontech, der Gesamt-RNA aus
zwanzig verschiedenen Gewebetypen enthielt. Die RNAs wurden zundchst in cDNA
umgeschrieben. Im Anschluss erfolgte mittels quantitativer PCR die Bestimmung des

relativen Verhéltnisses von PLAUR- zu [-Aktin-RNA (Abb. 3.12).

Speicheldriise
Nebenniere
Placenta
Riickenmark
Fotale Leber
Fotales Gehirn
Uterus

Hoden
Muskel
Prostata
Thymus

Milz

Knochenmark

Darm

Luftréhre
Lunge
Leber
Niere

Herz

Gehirn

Relatives Verhéltnis von PLAUR- zu f-Aktin-RNA

Abb. 3.12: Quantitative Analyse der gewebespezifischen Expression von PLAUR-RNA. Aus
c¢DNA von 20 verschiedenen Geweben des Human RNA Master Panel Kit (Clontech) erfolgte die
Quantifizierung von PLAUR relativ zu dem Haushaltsgen f-Aktin (Details siche 2.2.1.4B).
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Abbildung 3.12 zeigt, dass im Knochenmark im Vergleich zu den iibrigen Geweben die
hochste Expression von PLAUR-RNA nachgewiesen wurde. Dem Profil zufolge schien
PLAUR-RNA jedoch ubiquitdr exprimiert zu sein. Auf Nachfrage beim Hersteller konnten
eine Blutverunreinigung der priparierten Gewebe und somit mogliche falsch positive
Resultate nicht vollstindig ausgeschlossen werden. Informationen {iber die
gewebsspezifische Expression von PLAUR wurde nach personlicher Korrespondenz von
Andrew Mazar des Attenuon Corporate Office (San Diego, US) erhalten. Mit Hilfe des
spezifischen Antikorpers ATN-658, Klon VIMS, der spezifisch ein Epitop in der uPA-
Bindungsdoméne D,D; nachweist, hatte er dreiig Normalgewebe von jeweils 8 Spendern
auf die Expression von PLAUR untersucht. In keinem der getesteten Gewebe konnte
PLAUR nachgewiesen werden. Lediglich in Histiozyten und Neutrophilen, jedoch nicht in
Lymphozyten wurde PLAUR detektiert (personliche Mitteilung von Andrew Mazar).

34.8 Erkennung von PBMC-Subpopulationen des Spenders 650 durch 4D7-
Lymphozyten

Der Spender 650 hatte im Vergleich mit MZ201-AML einen identischen HLA-
Klasse I-Phénotyp (siche Abschnitt 3.1) und war dariiber hinaus heterozygot fiir PLAUR-
317L/P [Daten nicht gezeigt]. In Kreuzreaktivititsanalysen war gefunden worden, dass die
gegen PLAUR-317P gerichteten 4D7-Lymphozyten die Spender 650-Monozyten erkannte,
aber nicht EBV-B transformierte B-Zellen [DISTLER ET 4L., 2008]. Es sollte untersucht
werden, ob weitere Subpopulationen aus den PBMC des Spenders 650 erkannt werden.
Mittels immunmagnetischer Zellseparation erfolgte eine Positivselektion von
B-Lymphozyten, Monozyten und T-Lymphozyten aus den PBMC des Spenders 650 (siche
2.2.2.5H). AnschlieBend wurden die Zellen jeder Subpopulation im IFN-y-ELISPOT-
Assay auf Erkennung durch die T-Zell-Population 4D7 getestet. Die separierten
Zellfraktionen wurden mittels monoklonaler fluoreszenzgekoppelter Antikérper markiert

und im Durchflusszytometer (siehe 2.2.2.6) hinsichtlich ihrer Reinheit analysiert.
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A CD3-/CD14-/CD19- (Durchlauf)
CD3"-Fraktion (T-Lymphozyten)
; CD14*-Fraktion (Monozyten)
(D]
E\. — —
% CD19*-Fraktion (B-Lymphozyten)
§ — -
— Spender 650-PBMC
o~
@ =
Spender 650-EBV-B
MZ201-AML » D
B Anteil [%] CD197/
Fraktionen des CD19"* CDh14* CD3* CD147/
Spenders 650 CD3-
PBMC 6,2% 9,6% 67,4% 16,6%
CD19* (B-Lymphozyten) 72,7% 1,6% 21,1% 4,5%
CD14* (Monozyten) 13,2% 75,2% 8,8% 2,0%
CD3* (T-Lymphozyten) 0,0% 0,1% 98,5% 0,8%
CD3/CD19/CD14" (Durchlauf) 0,2% 0,8% 75,9% 20,7%

Abb. 3.13: T-Zellerkennungstest von Subpopulationen aus den PBMC des Spenders 650. (A)
Mittels immunmagnetischer Zellseparation (siehe 2.2.2.5H) wurden B-Lymphozyten (CD19"),
Monozyten (CD14") und T-Lymphozyten (CD3") aus den PBMC des Spenders 650 separiert und
jeweils 50.000 Zellen/TE auf Erkennung durch 4D7-Lymphozyten (5.000 Zellen/TE) in einem
24h-IFN-y-ELISPOT-Assay getestet. Gezeigt werden die Originalfilterscans. (B) Die Zellen der
jeweiligen Fraktion wurden mittels monoklonaler, fluoreszenzgekoppelter Antikdrper markiert
und im Durchflusszytometer hinsichtlich ihrer Reinheit analysiert.
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Abbildung 3.13A zeigt den T-Zellerkennungstest der Subpopulationen, die aus den PBMC
des Spenders 650 separiert wurden. Die CD14" Monozyten riefen die stirkste Reaktion
durch die T-Zell-Population 4D7 hervor. CD19" B-Lymphozyten, CD3" T-Zellen, sowie
der Separations-Durchlauf und die Spender 650-EBV-B-Zelllinie wurden vergleichsweise
schwach erkannt. Die 4D7-Lymphozyten reagierten somit gegen das polymorphe PLAUR-
317P-Allel. Abbildung 3.13B zeigt die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse,
in der die separierten Fraktionen hinsichtlich ihrer Reinheit untersucht wurden. In den
Spender 650-PBMC vor Separation waren Monozyten mit einem Anteil von 9,6%, B-
Lymphozyten mit 6,2 % und T-Lymphozyten mit 67,4 % vertreten. Den Ergebnissen der
Analyse zufolge wurden aus den PBMC separierte B-Lymphozyten zu 72,7 %, Monozyten
zu 752% und T-Lymphozyten zu 98,5% angereichert. Aus den Ergebnissen des
Erkennungstest in Verbindung mit den Daten der durchflusszytometrischen Analyse wurde

ersichtlich, dass hauptsidchlich Monozyten erkannt wurden.

3.4.9 Quantifizierung der Expression von PLAUR-RNA in verschiedenen Zellspezies

In Abschnitt 3.4.8 wurde gezeigt, dass die T-Zell-Population 4D7 die Spender 650-
Monozyten erkannte. Nicht erkannt wurden hingegen Spender 332-Monozyten, MZ201-
EBV-B- und Spender 332-EBV-B-Zellen. Durch eine Quantifizierung des PLAUR-
Expressionslevels in diesen Zellen sollte eine Korrelation zwischen Expression von
PLAUR-317P und T-Zellerkennung untersucht werden. In einer quantitativen PCR (siehe
2.2.1.4B) wurde in MZ201-AML, MZ201-EBV-B, Spender 332-PBMC, Spender 332-
EBV-B, Spender 332-Monozyten, sowie Spender 650-PBMC, Spender 650-EBV-B und
Spender 650-Monozyten das relative Verhiltnis von PLAUR-RNA zu [-Aktin-RNA auf
cDNA-Ebene bestimmt (Abb. 3.14).
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Abb. 3.14: Quantitative Analyse der Expression von PLAUR. In den angegebenen Zellspezies der
Patientin MZ201 sowie der Spender 332 und 650 erfolgte die Quantifizierung von PLAUR-RNA
relativ zu dem Haushaltsgen f-Aktin auf cDNA-Ebene (Details siehe 2.2.1.4B). Schematisch wird
die Erkennung der jeweiligen Zellen durch 4D7-Lymphozyten angegeben.

Wie schon unter Abschnitt 3.4.8 beschrieben unterscheiden sich die im Vergleich zur
Patientin HLA-identen Spender 332 und 650 in ihrer PLAUR-Allelie. Die Zellen des
Spenders 332 waren homozygot fiir das Allel PLAUR-317L, die Zellen des Spenders 650
hingegen waren heterozygot fiir das PLAUR-317P-Allel. Sowohl PBMCs als auch
Monozyten wiesen zu MZ201-AML-Zellen vergleichbare PLAUR-Expressionslevel auf.
4D7-Lymphozyten erkannten die Zellen des Spenders 332 nicht, sie reagierten jedoch
gegen Spender 650-PMBC und Spender 650-Monozyten, die das immunogene PLAUR-
317P-Allel trugen (sieche Abschnitt 3.4.8). Im Vergleich zu MZ201-AML-Zellen wiesen
EBV-B-Zelllinien nur ein geringes PLAUR-Expressionslevel auf. Dies korreliert mit dem
Ergebnis, dass diese nur schwach durch 4D7-Lymphozyten erkannt wurden (siche Abb.
3.13A).

- 105 -



ERGEBNISSE

3.4.10 Prozessierung des PLAUR-317P-Peptids in dendritischen Zellen (DCs)

Im Folgenden wurde untersucht, ob das PLAUR-317P-Peptid in dendritischen Zellen

(DCs) prozessiert und in ausreichender Menge fiir die Erkennung durch T-Zellen auf deren

Oberfliache prasentiert wird. Aus plastikadhdrenten Monozyten des Spenders 332, der

homozygot fiir PLAUR-317L waren, wurden Fast-DCs generiert (sieche 2.2.2.5E), die im
Anschluss mit in vitro-transkribierter mRNA (IVT-mRNA) von PLAUR-317P transfiziert

wurden. Der Test auf Erkennung durch die T-Zell-Population 4D7 erfolgte mittels eines

IFN-y-ELISPOT-Assays.

Spender 332-DCs
+ IVT-mRNA PLAUR.317P

|

i ey

| S
| TN 72
At

Spender 332-DCs
+ Mock

4D7- Lymphozyten + ...

Abb. 3.15: Prozessierung des
PLAUR-317P-Peptids in DCs. Aus
plastikadhdrenten Monozyten des
Spenders 332 generierte Fast-DCs
wurden mit IVT-mRNA  von
PLAUR-317P transfiziert (siche
2.2.2.3B). Transfizierte Fast-DCs
(15.000 Zellen/TE) wurden auf
Erkennung durch 4D7-Lymphozyten
(5.000 Zellen/TE) mittels eines 24h-
IFN-y-ELISPOT-Assays getestet.
Mock-transfizierte Fast-DCs des
gleichen Spenders dienten als
Kontrolle.

Abbildung 3.15 zeigt die starke Reaktivitit von 4D7-Lymphozyten gegen mit PLAUR-

317P transfizierten DCs. Mock-transfizierte DCs des gleichen Spenders wurden nur

schwach erkannt. Dieses Ergebnisse lies den Schluss zu, dass das PLAUR-317-Peptid

durch das Immunproteasom der DCs generiert und somit durch professionell antigen-

prisentierende Zellen fiir die Erkennung durch T-Zellen prisentiert wird.
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3.5 Identifizierung und Charakterisierung des Zielantigens der AML-reaktiven

T-Zell-Population 1C6 im Leukimie-Modell MZ201-AML / Spender 332

3.5.1 Screening der MZ201-AML cDNA-Bank und Identifizierung
antigenkodierender cDNA

Das zweite ,,Screening™ der cDNA-Bank der Patientin MZ201-AML wurde mit der
HLA-A*0201-restringierten T-Zell-Population 1C6 durchgefiihrt. Dazu wurde HLA-
A*0201-cDNA zusammen mit der cDNA der 100-fach Pools 1-996 der cDNA-Bank in
COS-7-Zellen kotransfiziert und auf Erkennung durch die T-Zell-Population 1C6 im IFN-
v-ELISPOT-Assay getestet. Nach Identifizierung des positiven Pools 250 erfolgte die
schrittweise Subklonierung und Testung von 10-fach cDNA-Pools und cDNA-Klonen auf
die gleiche Weise, wie im Abschnitt 3.4 beschrieben. Auf diese Art wurde der cDNA-
Klon #250.8.21 identifiziert, der nach Kotransfektion mit HLA-A*0201 in COS-7-Zellen
eine starke IFN-y-Antwort der T-Zell-Population 1C6 hervorrief (Abb. 3.16C).
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Abb. 3.16: Identifizierung eines T-Zell-erkannten cDNA-Klons aus der cDNA-Bank von MZ201-
AML durch c¢DNA-Expressionsklonierung mit Hilfe der T-Zell-Population 1C6 (*d56+)5).
(A) Ausschnitt aus der ELISPOT-Platte des Expressionsscreenings des 100er cDNA-Pools 201 -
296 und dem positiven Pool 250. (B) Ausschnitt der ELISPOT-Platte mit den getesteten 10er
Pools, die aus Pool 250 hergestellt wurden und dem positiven Pool 250.8. (C) Ausschnitt aus der
ELISPOT-Platte mit den getesteten Klonen, hergestellt aus dem 10er Pool 250.8. Das Ergebnis
fiir #250.8.21 (Klon 21) wird gezeigt. Durchgehend werden Daten von 24h-IFN-y-ELISPOT-
Assays gezeigt, in denen jeweils COS-7-Zellen (20.000 Zellen/TE) mit HLA-A*0201-cDNA
(100 ng/TE) und cDNA-Pools bzw. cDNA-Klonen (300 ng/TE) transfiziert wurden.
Transfektanten wurden auf Erkennung durch jeweils 1C6-Lymphozyten (30.000 Zellen/TE)
getestet. Unter A - D sind rechts neben den Originalfilterscans die zugehdrigen Auswertungen
mittels Computer-assistierter Videoimage-Analyse abgebildet. Gezeigt werden die Mittelwerte
aus Doppelbestimmungen. Die Reaktivititen gegen die MZ201-AML-Zellen (50.000 Zellen/TE)
sowie unter (C) gegen den Klon #250.8.21 war so stark, dass die Anzahl der IFN-y-Spots (> 10°)
nicht gemessen werden konnte.
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Die HLA-A*0201-abhédngige Erkennung des cDNA-Klons #250.08.21 wurde demonstriert,
indem HLA-A*0201 zusammen mit dem cDNA-Klon #250.8.21 in COS-7-Zellen
kotransfiziert wurde. Der Test auf Erkennung durch 1C6-Lymphozyten erfolgte im
Vergleich zu einem Ansatz, in dem der cDNA-Klon #250.8.21 ohne HLA-A*0201 in
COS-7-Zellen transfiziert wurde.

COS-7 + h
: #250.8.21
L COS-7 +
2, HLA-A*0201 + [
g #250.8.21
)
> Mmz201-aML
>
- F

0 200 400 600 800 1000

IFN-y-Spots / 15.000 Lymphozyten

Abb. 3.17: HLA-A*0201-abhdingige Erkennung des cDNA-Klons #250.8.21. COS-7-Zellen (20.000
Zellen/TE) wurden mit HLA-A*0201 (100 ng/TE) und cDNA-Klon #250.8.21 (300 ng/TE)
kotransfiziert. Sowohl die Transfektionsansitze als auch MZ201-AML-Zellen (50.000 Zellen/TE)
wurden mit 15.000 1C6-Lymphozyten/TE auf Erkennung getestet. Gezeigt sind die Daten eines 24h-
IFN-y-ELISPOT-Assays. Sie entsprechen Mittelwerten von Doppelbestimmungen.

Abbildung 3.17 zeigt die HLA-A*0201-abhidngige Erkennung des cDNA-Klons #250.8.21
durch die T-Zell-Population 1C6. Nur die Kotransfektion von HLA-A*0201 fiihrte zur
T-Zellerkennung.

3.5.2 Die  T-Zell-Population 1C6 erkennt eine  Spleissvariante des
Chemokine Ligand 3 (CXCL3) in Assoziation mit HLA-A%0201

Nach kompletter Sequenzierung des 1218 bp groBen cDNA-Klons #250.8.21 und
Vergleichsanalyse mit Hilfe der Internetdatenbank BLAST, wurde eine Homologie zu der
verdffentlichten Sequenz des Chemokine Ligand 3 (CXCL3) festgestellt. Das CXCL3-Gen

wurde erstmalig 1990 beschrieben [HASKILL ET 4L., 1990]. Die Analyse der Sequenz ergab,
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dass 365 bp zur verdffentlichten CXCL3-Sequenz (NCBI-Accession-Nr. NM_002090)
homolog waren, wihrend die iibrigen 751 Basen unvollstindig gespleissten Intron-
sequenzen der genomischen CXCL3-Sequenz entsprachen. Der cDNA-Klon enthielt die
vollstindigen Sequenzen der Exons 1, 2 und 3, sowie der Introns 1 und 2. Intron 3
hingegen war nur unvollstindig vorhanden und Exon 4 fehlte vollig. Im Folgenden wird
der cDNA-Klon #250.8.21 als CXCL3-Spleissvariante bezeichnet. Abbildung 3.18 stellt
schematisch das CXCL3-Gen und die CXCL3-cDNA-Sequenz der CXCL3-Spleissvariante,

gegeniiber.
0 500 1000 1500 2000 bp
5¢ I | | | | | | | I 3¢
CXCL3-Gen B I 2092 bp
Ex1 Ex2 Ex3 Ex4
ORF1
—»
CXCL3-cDNA I . e 1166 bp
Ex1 Ex2 Ex3Ex4
. . ORF1 ORF2 ORF3 ORF4 ORF5
CXCL3-Spleissvariante — > —— | 12181
| .-
(= ¢cDNA-Klon #250.8.21) Exl  Ex2  Ex3 ' P
B - kodierende Region B - untranslatierte Region

Abb. 3.18: Schematische Gegeniiberstellung des CXCL3-Gens (Referenz in der NCBI-Datenbank:
GI1:89161207) und der CXCL3-mRNA (Referenz in der NCBI-Datenbank: NM 002090) im
Vergleich mit der CXCL3-Spleissvariante (cDNA-Klon #250.8.21). Bei der CXCL3-cDNA und der
CXCL3-Spleissvariante wurden die open reading frames (ORFs) angegeben..

Abbildung 3.18 zeigt, dass CXCL3-cDNA einen offenen Leserahmen (open reading
frame, ORF) besitzt, wohingegen die identifizierte CXCL3-Spleissvariante durch das
inkomplette Spleissen der Introns fiinf Leserahmen (open reading frames, ORFs) gewinnt

(siche Anhang 2).
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3.5.3 Eingrenzung der peptidkodierenden Region auf der c¢DNA der
CXCL3-Spleissvariante

Die Eingrenzung der peptidkodierenden Region auf der ¢cDNA der CXCL3-
Spleissvariante erfolgte durch die Generierung kiirzerer Fragmente mittels PCR unter
Verwendung spezifischer Primer (sieche 2.1.11F). Die Fragmente wurden nach
Amplifikation in den Expressionsvektor pcDNA3.1/V5-HisTOPO kloniert (siehe 2.2.1.6C)
und in Escherichia coli TOP10 transformiert (sieche 2.2.160). Die Fragmente wurden nach
Uberpriifung der Sequenzen zusammen mit HLA-A*0201 in COS-7-Zellen kotransfiziert.
Die Transfektanten wurden mittels des IFN-y-ELISPOT-Assays (sieche 2.2.2.1) auf
Erkennung durch die T-Zell-Population 1C6 iiberpriift. Zundchst wurden die ORFs 1 - 5
der CXCL3-Spleissvariante kloniert (Abb. 3.19A). Im Anschluss folgte die schrittweise
Verkiirzung vom 3’-Ende des cDNA-Klons #250.8.21 (Abb. 3.19B).

0 500 1000 1500 bp
5¢ I | | | | | I 3¢

Intl Int2 Int3
#250.8.21 *TW—’- | 1218 bp
[

Ex1 Ex2 Ex3

’ q
A > % ORF3 P ORFS
ORF1 ORF2 ORF4

p423
IB p298
p255
p225
pl53
p68
p38

Abb. 3.19: Generierung von Fragmenten des cDNA-Klons #250.8.21, einer CXCL3-

Spleissvariante (A) Mittels PCR wurden die ORFs 1 - 5 amplifiziert (B) Der ¢cDNA-Klon
#250.8.21 wurde schrittweise vom 3’-Ende verkiirzt. Die Fragmente wurden in den Vektor
pcDNA3.1/V5-His TOPO kloniert und durch Sequenzierung iiberpriift. Die Benennung der Klone
bezieht sich auf die jeweils letzte Nukleinsdureposition in der amplifizierten Nukleotidsequenz.
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Abb. 3.20: Testung von Fragmenten der CXCL3-Spleissvariante (#250.8.21) auf Erkennung
durch 1C6-Lymphozyten. Die Fragmente (siche Abb. 3.19; 300 ng/TE) wurden zusammen mit
HLA-A%0201 (100 ng/TE) in COS-7-Zellen (20.000 Zellen/TE) kotransfiziert und mittels IFN-y-
ELISPOT-Assay auf Erkennung durch 1C6-Lymphozyten (15.000 Zellen/TE) getestet. (A)
Testung der ORF-Fragmente des cDNA-Klons #250.8.21 im Vergleich mit dem Klon #250.8.21
voller Lange und MZ201 AML-Zellen. (B) Testung der 3 -verkiirzten Fragmente des cDNA-Klons
#250.8.21 im Vergleich mit dem Klon #250.8.21 voller Linge. Gezeigt werden Mittelwerte aus
Doppelbestimmungen eines 24h-IFN-y-ELISPOT-Assays.

Abbildung 3.20A zeigt, dass lediglich das Fragment #ORF1 durch 1C6-Lymphozyten
erkannt wurde. Die Fragmente #ORF 2 - 5 wurden nicht erkannt, womit diese als
peptidkodierende Regionen ausgeschlossen wurden. Die Testung der vom 3’-Ende des
cDNA-Klones #250.8.21 verkiirzten Fragmente (Abb. 3.20B) zeigte bis zum cDNA-
Fragment #225 eine starke Erkennung durch 1C6-Lymphozyten. Kleinere cDNA-

Fragmente, die nur Exon 1- und Intron 1-Sequenzen enthielten, wurden sehr schwach bzw.
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nicht erkannt. Im Folgenden sollte die Relevanz der Intron 1-Sequenz fiir die Erkennung

des cDNA-Klons #250.8.21 untersucht werden.

3.5.4 T-Zellerkennung von regulir gespleisstem CXCL3

Die mogliche Relevanz des Introns 1 fiir die Bildung des immunogenen CXCL3-
Peptids sollte anhand eines reguldr gespleissten CXCL3-Klons, der keine Introns enthielt,
tiberpriift werden. Aus ¢cDNA von Riickenmarksgewebe des Human RNA Master Panel
Kits (Clontech) und MZ201-AML-Zellen wurde mittels RT-PCR und eines fiir Exon 4
spezifischen Revers-Primers (siehe 2.1.11F) CXCL3 amplifiziert. Die sequenzierten
cDNA-Klone CXCL3#6 und CXCL3#14 waren untereinander identisch und homolog zur
Sequenz der gespleissten CXCL3-mRNA der NCBI-Datenbank (Referenz: NM_002090).
Die Klone enthielten die Exons 1 bis 4, jedoch keine Introns. Fiir eine Vergleichsanalyse
wurden die cDNA-Klone #250.8.21 und hier CXCL3#6 mit HLA-A*0201 in COS-7-Zellen
kotransfiziert und mittels eines IFN-y-ELISPOT-Assays auf Erkennung durch die
T-Zell-Population 1C6 getestet.

COS-7 +
A*0201 +
CXCL3#6

g COS-7 +

g CXCL3#6

g COS-7 +

& axo201+ [
= 250.8.21

& COS-7 +

1 250.8.21

MZ201-AML

0 200 400 600 800 1000

IFN-y-Spots / 20.000 Lymphozyten

Abb 3.21: Relevanz des Intron 1 fiir die T-Zellerkennung des cDNA-Klons #250.8.21. Die
Untersuchung erfolgte im Vergleich zu regulir gespleisstem CXCL3, das keine Introns enthielt. Aus
c¢DNA von Riickenmarksgewebe des Human RNA Master Panel Kits (Clontech) wurde CXCL3
amplifiziert und in den Vektor pcDNA3.1/V5-His TOPO kloniert. ¢cDNA (300 ng/TE) des
sequenzierten Klons CXCL3#6 und des Klons #250.8.21 wurden zusammen mit HLA-A*0201-
c¢DNA (100 ng/TE) in COS-7-Zellen (20.000 Zellen/TE) kotransfiziert und auf Erkennung durch
1C6-Lymphozyten (20.000 Zellen/TE) in einem 24h-IFN-y-ELISPOT-Assay getestet.Die gezeigten
Daten enstprechen Mittelwerten aus Doppelbestimmungen.
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Abbildung 3.21 zeigt, dass der cDNA-Klon CXCL3#6, der keine Introns enthielt,
vergleichbar gut erkannt wurde wie der cDNA-Klon #250.8.21. Aus diesem Ergebnis
wurde gefolgert, dass Intron 1 fiir die Erkennung keine Rolle spielte. Alle folgenden
Untersuchungen zur Eingrenzung des peptidkodierenden Bereiches wurden daher am
cDNA-Klon CXCL3#6 bzw. dem dquivalenten Klon CXCL3#14, der aus MZ201-AML-

Zellen mittels RT-PCR isoliert wurde, vorgenommen.

3.5.5 Eingrenzung der peptidkodierenden Region auf der CXCL3#14-cDNA

Zur Eingrenzung der peptidkodierenden Region wurden neue Fragmente vom
3’-Ende der CXCL3#14-cDNA generiert. Die Fragmentierung erfolgte ab Position 42 der
Aminosduresequenz. Mit Hilfe spezifischer Primer (siehe 2.1.11F) wurden die Fragmente
aus cDNA von MZ201-AML-Zellen amplifiziert und in den Vektor pcDNA3.1/V5-His
TOPO ligiert (siehe 2.2.1.6C). Die cDNA der sequenzierten Klone wurden zusammen mit
HLA-A*0201 in COS-7-Zellen kotransfiziert und im Vergleich auf Erkennung durch 1C6-
Lymphozyten im IFN-y-ELISPOT-Assay (siehe 2.2.2.1) getestet.
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A

CXCL3#14[p147]#21
CXCL3#14[p80]#1
CXCL3#14[pd0]#4
CXCL3#14[p39]#2
CXCL3#14[p38]#4
CXCL3#14[p37]#6
CXCL3#14[p36]#5

CXCL3#14[p28]#11
CXCL3#14[p27]#10
CXCL3#14[p251#21
CXCL3#14[p24]#43
CXCL3#14[p23]#1

B

Translation
- 0 10 20 30 40
MZ201-AML ' ' ' ' '
CXCL3#14 MAHATLSAAPSNPRLLRVALLLLLLVAASRRAAGASVVTELR...

MAHATLSAAPSNPRLLRVALLLLLLVAASRRAAGASVVTELR...
MAHATLSAAPSNPRLLRVALLLLLLVAASRRAAGASVVTELR...
MAHATLSAAPSNPRLLRVALLLLLLVAASRRAAGASVVT.
MAHATLSAAPSNPRLLRVALLLLLLVAASRRAAGASVV.
MAHATLSAAPSNPRLLRVALLLLLLVAASRRAAGASV.
MAHATLSAAPSNPRLLRVALLLLLLVAASRRAAGAS.
MAHATLSAAPSNPRLLRVALLLLLLVAASRRAAGA.

+: g CXCL3#14[p35]#4 MAHATLSAAPSNPRLLRVALLLLLLVAASRRAAG.
§ *8 CXCL3#14[p34]#5 MAHATLSAAPSNPRLLRVALLLLLLVAASRRAA.
E j': CXCL3#14[p33]#4 MAHATLSAAPSNPRLLRVALLLLLLVAASRRA.
§ E CXCL3#14[p32]#6 MAHATLSAAPSNPRLLRVALLLLLLVAASRR.
i lt. CXCL3#14[p31]#4 MAHATLSAAPSNPRLLRVALLLLLLVAASR.
8 8 CXCL3#14[p30]#1 MAHATLSAAPSNPRLLRVALLLLLLVAAS.

&-) CXCL3#14[p29]#1 MAHATLSAAPSNPRLLRVALLLLLLVAA.

MAHATLSAAPSNPRLLRVALLLLLLVA.
MAHATLSAAPSNPRLLRVALLLLLLV.
MAHATLSAAPSNPRLLRVALLLLLL.
MAHATLSAAPSNPRLLRVALLLLL.
MAHATLSAAPSNPRLLRVALLLL.

CXCL3#14[p22]#4

MAHATLSAAPSNPRLLRVALLL.

CXCL3#14[p21]#2

MAHATLSAAPSNPRLLRVALL.

CXCL3#14[p20]#34 MAHATLSAAPSNPRLLRVAL.
CXCL3#14[p19]#21 MAHATLSAAPSNPRLLRVA.
CXCL3#14[p18]#13 MAHATLSAAPSNPRLLRY.
CXCL3#14[p1 71432 MAHATLSAAPSNPRLLR.
CXCL3#14[p16]#30 MAHATLSAAPSNPRLL.
CXCL3#14[p15]46 MAHATLSAAPSNPRL.
CXCL3#14[p14]#9 MAHATLSAAPSNPR.
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Abb 3.22: Testung von 3 -Fragmenten von CXCL3#14 auf Erkennung durch 1C6-Lymphozyten. Die
Fragmente waren in den Vektor pcDNA3.1/V5-His TOPO kiloniert worden (siche 2.2.1.6C) (A) Die
cDNA-Fragmente (300 ng/TE) wurden zusammen mit HLA-A*0201 (100 ng/TE) in COS-7-Zellen
(20.000 Zellen/TE) kotransfiziert und auf Erkennung durch 1C6-Lymphozyten (15.000 Zellen/TE)
getestet (siehe 2.2.2.1). Gezeigt sind die Daten eines 24h-IFN-y-ELISPOT-Assays (Mittelwerte aus
Dreifachbestimmungen) (B) Gezeigt ist die deduzierte Aminosduresequenz der CXCL3-Fragmente
nach Translation, wobei die Sequenz der CXCL3#14-Klone [pl147], [p80] und [p40] nicht
vollstindig angegeben wurde. Der Punkt nach der Aminosduresequenz der iibrigen Klone
kennzeichnet den Translationsstop, duch das Einfiigen eines STOP-Kodons wéhrend der
Amplifikation der CXCL3-Fragmente (siche 2.2.1.3). Die Aminosduresequenz des letzten T-Zell-
erkannten Fragmentes CXCL3#14[p22]#4 war Ausgangspunkt fiir die Suche nach moglichen
Peptidkandidaten. [pxy]: letzte Nukleotidposition der 3'-deletierten Fragmente.
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Abbildung 3.22A zeigt, dass CXCL3-Fragmente bis zu einer Lange von 22 Aminosduren
unterschiedlich stark durch 1C6-Lymphozyten erkannt wurden. Fiir CXCL3-Klone, die
eine Lidnge von weniger als 22 Aminosiduren aufwiesen, konnte keine Erkennung
nachgewiesen werden. Ausgangspunkt fiir die unter Abschnitt 3.5.7 beschriebene Suche
nach moglichen Peptidkandidaten bildete die deduzierte Aminosduresequenz des letzten

T-Zell-erkannten Fragmentes CXCL3#14[p22]#4 (Abb. 3.22B).

3.5.6 T-Zellerkennung von CXCL1 und CXCL2

Aufgrund ihrer Sequenzhomologien zu CXCL3 sollte untersucht werden, ob CXCL1
und CXCL2 ebenfalls durch 1C6-Lymphozyten erkannt werden. Die Resultate sollten
zusétzliche Erkenntnisse zu dem peptidkodierenden Bereich auf der CXCL3-cDNA liefern.
Abbildung 3.23 zeigt die Homologie von CXCL1 und CXCL2 im Vergleich mit CXCL3

auf Aminosdureebene.

0 10 20 30 40 50 60
L | | | | | |

CXCL1 MARAALSAAPSNPRLLRVALLLLLLVAAGRRAAGASVATELRCQCLQTLQGIHPKNIQSV
CXCL2 MARATLSAAPSNPRLLRVALLLLLLVAA SRRAAGAPLATELRCQCLQTLQGIHLKNIQSV
CXCL3 MAHATLSAAPSNPRLLRVALLLLLLVAASRRAAGASVVTELRCQCLQTLQGIHLKNIQSV

61 70 80 90 100 107 AS
| | | | | |

CXCL1 NVKSPGPHCAQTEVIATLKNGRKACLNPASP | VKKIIEKMLNSDKSN
CXCL2 KVKSPGPHCAQTEVIATLKNGOKACLNPASPMVKKIIEKMLKNGKSN
CXCL3 NVRSPGPHCAQTEVIATLKNGKKACLNPASPMVOKIIEK I LNKGSTN

Abb. 3.23: Homologie von CXCLI und CXCL2 im Vergleich zu CXCL3. Gezeigt ist jeweils die
vollstindige Aminosduresequenz von CXCL1, -2 und -3. Nicht-homologe Aminosduren sind rot
gekennzeichnet. [Referenzsequenzen in der NCBI-Datenbank: fiir CXCL1 unter NM_002089.3; fiir
CXCL2 unter NM_001511.1 und fiir CXCL3 unter NM_002090]

CXCL1- und CXCL2-cDNA wurden mittels spezifischer Primer (siehe 2.1.11F) aus cDNA
von MZ201-AML-Zellen amplifiziert und im Anschluss in den Vektor pcDNA3.1/V5-His
TOPO ligiert (sieche 2.2.1.6C). Die Transformation von E. coli TOP10, die DNA-
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Priparation und die Uberpriifung der cDNA-Klone erfolgte wie unter 2.2.1.60
beschrieben. Die ¢cDNA der sequenzierten Klone CXCL1#7 und CXCL2#7 wurden
zusammen mit HLA-A*0201 in COS-7-Zellen kotransfiziert und im Vergleich zu
CXCL3#14 auf Erkennung im IFN-y-ELISPOT-Assay (siche 2.2.2.1) getestet.

CXCLI1#7

CXCL2#7

B COS-7+ A*0201

CXCL3#14 0 COS-7

—
—
_

100 200 300 400 500

1C6-Lymphozyten + ...

IFN-y-Spots / 15.000 Lymphozyten

Abb 3.24: Erkennung von CXCLI und CXCL2 durch 1C6-Lymphozyten. Aus cDNA von MZ201-
AML-Zellen wurden CXCL1 und CXCL2 mittels spezifischer Primer amplifiziert und in den
Vektor pcDNA3.1/V5-His TOPO kloniert. Die ¢cDNA (300 ng/TE) der sequenzierten Klone
CXCL2#7 und CXCL1#7 wurden jeweils zusammen mit HLA-4*0201 (100 ng/TE) in COS-7-
Zellen (20.000 Zellen/TE) kotransfiziert und im Vergleich zu CXCL3#14 auf Erkennung durch
1C6-Lymphozyten (15.000 Zellen/TE) in einem 24h-IFN-y-ELISPOT-Assay getestet. Die
Reaktivitit gegen die MZ201-AML-Zellen war so stark, dass diese nicht ausgewertet werden
konnte (> 600 Spots). Die Ergebnisse entsprechen Mittelwerten aus Doppelbestimmungen.

Abbildung 3.24 zeigt, dass die cDNA-Klone CXCL1#7 und CXCL2#7 vergleichbar gut
erkannt wurden wie der cDNA-Klon CXCL3#14. Dies deutete darauf hin, dass das Peptid
aus einem homologen Sequenzbereich der CXCL-Klone generiert wird. In Abschnitt 3.5.5
wurde gezeigt, dass das kiirzeste von 1C6-Lymphozyten erkannte CXCL3-Fragment die
Aminosduren 1 - 22 enthielt. Die vollkommene Sequenzhomologie im Bereich der
Aminoséureposition 6 - 22 unterstiitzt die Vermutung, dass das Peptid innerhalb dieses

Bereiches liegt.
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3.5.7 Identifizierung des HLA-A*0201-restringierten CXCL3-Peptids

Fir die Identifizierung von Peptidkandidaten wurde die frei zugingliche
SYFPEITHI-Datenbank fiir MHC-Liganden und Peptid-Motive verwendet. Die
Aminoséduren 1 - 22 des kiirzesten T-Zell-erkannten Fragmentes (Abb. 3.22B) wurden in
die Datenbank eingespeist. Fiir das Restriktionselement HLA-A*(0201 wurden sowohl fiir
ein Deka- als auch fiir ein Nonapeptid hohe Bindungswerte erzielt. Als Peptidkandidaten
wurden schlieflich das Dekamer PRLLRVALLL (Aminosduren 13 - 22) sowie das
Nonamer RLLRVALLL (Aminosduren 14 - 22) zur Synthese in Auftrag gegeben. Die
Testung der Peptide erfolgte zundchst mittels IFN-y-ELISPOT-Assay (siche 2.2.2.4). Als
antigenprasentierende Zellen wurden K562 verwendet, die mit synthetischen CXCL3-
Peptiden in einem Konzentrationsbereich zwischen 10° - 10* puM beladen waren.

Anschlielend erfolgte die Analyse der Peptiderkennung durch die T-Zell-Population 1C6.

l , ! Abb. 3.25: Testung synthetischer
PRLLRVALLL RLLRVALLL  CXCL3-Peptide auf Erkennung durch

1C6-Lymphozyten. Als antigen-
(Dekamer) (Nonamer) prasentierende Zellen wurden K562

(50.000 Zellen/TE) eingesetzt, die stabil
102 S, mit HLA-A*0201 transfiziert waren. Die
o Zellen wurden mit titrierten Mengen an
synthetischen CXCL3-Peptiden
101 (10> - 10" uM) beladen und auf
- Erkennung durch die T-Zell-Population
1C6 (15.000 Lymphozyten/TE) in
1 einem 24h-IFN-y-ELISPOT-Assay
' . getestet. Hier wird lediglich ein
Ausschnitt des Erkennungstests fiir den
101 Konzentrationsbereich von 102 - 107!
' gezeigt.

Peptidkonzentration (uM)

Abbildung 3.25 zeigt, dass sowohl das Dekamer PRLLRVALLL als auch das zugehorige
Nonamer RLLRVALLL durch die T-Zell-Population 1C6 erkannt wurden. Erkennung war
jedoch bestenfalls bis zu einer Konzentration von 1 uM nachweisbar. Die Erkennung
dieser CXCL3-Peptide wurde auch 1m Zytotoxizititsassay untersucht. Als
antigenprasentierende Zielzellen wurden auch hier stabil mit HLA-4*0201-transfizierte

K562-Zellen verwendet, die zuvor mit Na(*'Cr)Oy4 (100 nCi) markiert worden waren (sieche
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2.2.2.4). AnschlieBend erfolgte deren Beladung mit titrierten Mengen an CXCL3-Peptiden

in einem Konzentrationsbereich zwischen 10*- 10™° uM.

100 - -  RLLRVALLL
@~ PRLLRVALLL
80 - € MZ7201-AML
2 A K562-A02
2 '
- 60 - ohne Peptid
=
2
[Su]
N 40 @
& halbmaximaleLyse bei 3 pM
2
20 -
O A T T T

102 10! 1 10! 1072 103 104
Peptidkonzentration (LM)

Abb. 3.26: Titration der CXCL3-Peptide. K562-A*0201-Zellen (2.000 Zellen/TE) wurden mit
Na(*'Cr)O* markiert, gewaschen, mit titrierten Mengen an CXCL3-Peptid (10 - 10™* uM) beladen
und mit 1C6-Lymphozyten bei einem Effektor- zu -Zielzell-Verhéltnis von 10:1 getestet. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen eines 4-stiindigen °'Cr-
Freisetzungstests.

Abbildung 3.26 zeigt, dass sowohl die mit dem Nonapeptid RLLRVALLL als auch die
mit dem Dekapeptid PRLLRVALLL beladenen Zielzellen K562-A*0201 bei einer
Peptidkonzentration von 10° pM zu anndhernd 70% lysiert wurden. Ab einer
Peptidkonzentration von 1 uM war jedoch fiir keines der Peptide mehr spezifische Lyse
nachweisbar. Das Nonapeptid RLLRVALLL wurde geringfiigig besser durch 1C6-
Lymphozyten erkannt, wobei die halbmaximale Lyse bei einer Peptidkonzentration von

3 uM erreicht wurde.
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3.5.8 Prozessierung des immunogenen CXCL3-Peptids in dendritischen Zellen (DCs)

Im Folgenden sollte iberpriift werden, ob das immunogene CXCL3-Peptid in
professionell Antigen-priasentierenden Zellen prozessiert und fiir die Erkennung durch
T-Zellen in ausreichender Menge auf deren Oberflache préasentiert wird. Dazu wurden DCs
mit in vitro-transkribierter mRNA (IVT-mRNA) von CXCL3#6 durch Elektroporation
transfiziert (siche 2.2.2.3B) und auf Erkennung durch 1C6-Lymphozyten mittels IFN-y-
ELISPOT-Assay getestet (siehe 2.2.2.1). Fast-DCs wurden aus plastikadhdrenten
Monozyten des HLA-A*0201-positiven Spenders 332 generiert (siche 2.2.2.5E).

Abb. 3.27: Prozessierung des CXCL3-
Spender 332-DC’s Peptids in DCs. Aus plastikadhirenten
+ IVT-mRNA CXCL3#6 Monozyten des HLA-A*0201-positiven
Spenders 332 generierte Fast-DCs (15.000
Zellen/TE) wurden mit IVT-mRNA von
Spender 332-DC’s CXCL3#6 transfiziert und auf Erkennung
+ Mock durch 1C6-Lymphozyten (15.000 Zellen
/TE) im IFN-y-ELISPOT-Assay gestestet.
Als  Kontrollansatz ~ wurden =~ Mock-
transfizierte Fast-DCs mitgefiihrt.

1C6-Lymphozyten + ...

Abbildung 3.27 zeigt die Erkennung von der mit CXCL3-IVT-mRNA transfizierten DCs
durch 1C6-Lymphozyten. Mock-transfizierte DCs des gleichen Spenders wurden nur
schwach erkannt. Durch diese Ergebnisse wurde geschlussfolgert, dass das CXCL3 -Peptid
durch das Immunproteasom der DCs generiert und somit auch durch professionell

antigenprasentierende Zellen fiir die Erkennung durch T-Zellen préisentiert wird.

3.5.9 Expressionsanalyse von CXCL3 in verschiedenen Zellspezies

Fiir die Analyse der CXCL3-Expression wurden die AML-Zellen der Patienten
MZ201, MZ418, MZ71, MZ70, sowie die mit Epstein-Barr Virus (EBV)-transformierte
B-Zelllinien der Patienten MZ201 und MZ418, des Spenders 332, sowie PBMC des
Spenders 332 ausgewihlt. Kreuzreaktivititsstudien hatten ergeben, dass die ausgewéhlten

AML-Zellen durch 1C6-Lymphozyten ebenso gut erkannt wurden wie MZ201-AML-

- 120 -



ERGEBNISSE

Zellen [DISTLER ET AL, 2008]. EBV-B-Zelllinien und die PBMC des Spenders 332 wurden
hingegen nicht durch 1C6-Lymphozyten erkannt [DISTLER ET AL, 2008]. Aus jeweils 5x10°
Zellen wurde zunidchst Gesamt-RNA (siehe 2.2.1.6L) pripariert und anschlieBend RT-
cDNA (siehe 2.2.1.6M) hergestellt. Zur Vermeidung von DNA-Kontaminationen erfolgte
zusdtzlich ein DNase-Verdau [10 U/ul]. In einer PCR und unter Verwendung fiir Exon 4
bzw. Intron 3 spezifischer Revers-Primer (siche 2.1.11F) erfolgte die Amplifikation des
reguldr gespleissten CXCL3 bzw. der CXCL3-Spleissvariante aus cDNA der jeweiligen
Zellen.

< qﬁfb
D0 < e
AET T
(09 @Q X 6@@ ‘l»b‘\ 1}\ ‘15\\, ‘lﬁ\w
WM T WM
-
A - — - e Ex1 Ex2 Ex3 Ex4
> <
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B Ex1 Ex2 Ex3
> <
C D | - 3 AL

Abb. 3.28: Expressionsanalyse von CXCL3 in verschiedenen Zellspezies. Aus RNA der
angegebenen Zellen erfolgte in einer RT-PCR (A) die Amplifikation regulir gespleissten CXCL3
mittels eines fiir Exon 4 spezifischen Revers-Primers und (B) die Amplifikation der CXCL3-
Spleissvariante mittels eines fiir Intron 3 spezifischen Revers-Primers. (C) Zur Kontrolle der
cDNA-Integritdt wurde B-Aktin in einer parallel durchgefiihrten RT-PCR amplifiziert.

Abbildung 3.28A zeigt, das regulir gespleisstes CXCL3 lediglich aus Malignomzellen
amplifiziert werden konnte, nicht jedoch aus EBV-B-Zelllinien oder PBMC. Die CXCL3-
Spleissvariante war nur aus MZ201-AML- und MZ418-AML-Zellen zu amplifizieren
(Abb. 3.28B). Fiir die Kontrolle der cDNA-Integritit erfolgte in einem Parallelansatz die
Amplifikation von B-Aktin (Abb. 3.28C). Anhand dieser Ergebnisse ldsst sich zum einen

schlussfolgern, dass die Zellen, die nicht durch 1C6-Lymphozyten erkannt werden, weder
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CXCL3 noch die CXCL3-Spleissvariante exprimieren. Zum anderen wird aus diesem
Ergebnis ersichtlich, dass eine Erkennung durch T-Zellen nicht notwendigerweise die

Expression der CXCL3-Spleissvariante erfordert.

3.5.10 Expression von CXCL3 in Normalgewebe

Die Analyse der CXCL3-Expression in Normalgewebe erfolgte durch Untersuchung
von 20 verschiedenen Geweben des kommerziell verfligbaren Human RNA Master Panel
Kit von Clontech. Gesamt-RNA der Gewebe-Proben wurde zunidchst in c¢cDNA
umgeschrieben. AnschlieBend erfolgte in einer RT-PCR (siehe 2.2.1.6M) die
Amplifikation von CXCL3 unter Verwendung eines flir Exon 4 spezifischen Revers-
Primers (2.1.11F). Zur Kontrolle der cDNA-Qualitit wurde in einer parallel
durchgefiihrten PCR B-Aktin amplifiziert.

6@\& \6‘ X %‘*{b & \&'&’6
e‘ NG bé\ ‘(3’0 S '\QX@
\0 0‘5.‘ $\\\ '§0 é\\) \XO \BXQJ&Q o\‘b Qo\‘b' $00 Q\(b $@
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Abb. 3.29: Analyse der CXCL3-Expression in 20 verschiedenen Normalgeweben des Human RNA
Master Panel Kits (Clontech). Aus Gesamt-RNA der angegebenen Gewebeproben wurde cDNA
hergestellt, worauf im Anschluss (A) die Amplifikation von CXCL3 mittels eines fiir Exon 4
spezifischen Revers-Primers erfolgte. (B) Zur Kontrolle der ¢cDNA-Qualititdit wurde in einer
parallel durchgefiihrten PCR -Aktin amplifiziert.

Abbildung 3.29A zeigt deutliche Amplifikate aus Lunge-, Fotalem Hirn und Riickenmark,
sowie schwach aus Luftrohre, Thymus, Nebenniere und Speicheldriise. Die Fragmentgrofe
von 0,35 kb stimmte mit der iiberein, die flir vollstindig gespleisstes CXCL3 erwartet
wurde. Nach Aufreinigung erfolgte die Sequenzierung und Analyse der PCR-Produkte aus
Lungen- und Riickenmarksgewebe. Es handelte sich bei beiden PCR-Produkten um regulir
gespleisstes CXCL3 ohne Intronsequenzen. Das PCR-Produkt aus Riickenmarksgewebe
wurde kloniert und fiihrte nach Transfektion zu Erkennung durch 1C6-Lymphozyten (siche
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Abb. 3.21). Die hier erhaltenen Ergebnisse decken sich nur zum Teil mit dem unter
http://www.genecards.org/background.shtml verdffentlichten CXCL3-Expressionsprofil in
Normalgewebe. In Ubereinstimmung mit dem verdffentlichten Profil wurde eine CXCL3-
Expression in Lunge, Hirn und Riickenmark nachgewiesen, jedoch nicht in Knochenmark

Niere, Herz oder Leber.

3.6 Erkennung von PLAUR-317P und CXCL3 durch weitere T-Zell-Populationen

Mit dem folgenden Experiment sollte dir Frage geklart werden, ob weitere T-Zell-
Populationen des Modells CXCL3 bzw. PLAUR-317P erkennen, bzw. ob die T-Zellen
gegen CXCL3 bzw. PLAUR-317P zusitzliche HLA-Restriktions-Allele nutzen, die von
MZ201-AML-Zellen exprimiert werden (sieche Promotionsarbeit Dr. Eva Distler, sowie
Abschnitt 2.2.2.5A und 3.1). Diese Fragestellungen wurden mit Hilfe von weiteren
T-Zell-Populationen, die aus Spender 332 und 650 generiert wurden, untersucht. Es wurde
iiberpriift, ob PLAUR-317P iiber HLA-B*0801 bzw. die Cw-Alle und ob CXCL3 {iber
HLA-A*0102 durch eine der T-Zell-Populationen erkannt wird. Insgesamt wurden 11 aus
dem Spender 332 und Spender 650 generierte T-Zell-Populationen getestet. Die in
flissigem Stickstoff gelagerten T-Zell-Populationen wurden 5 Tage vor dem Test
rekultiviert und restimuliert (siehe 2.2.2.5C). Am Testtag wurden COS-7-Zellen mit
PLAUR-317P (#1131.35.17) bzw. CXCL3 (#250.8.21) zusammen mit den genannten HLA-
Klasse I-Allelen kotransfiziert und auf Erkennung durch die T-Zell-Populationen mittels

eines IFN-y-ELISPOT-Assays (siehe 2.2.2.1) getestet.
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T-Zellpopulationen aus T-Zellpopulationen aus
Spender 332 Spender 650
4D7 1C6 4E6 1F3 2HS5 4CIl1 4B12 | 2F5 1B3 3B12 3F10 1A5 3G6
MZ201-AML X ) @ @ @
COS-7+ HLA-A*0101
#250.821+ 1A A%0201
: HLA-B*0801
& COST+ HLA-B*s601 | @ @ 3
E» #1131.17.35+ HLA-Cw*0102
[=]
‘é HLA-Cw*0701
2 HLA-A*0101
HLA-A*0201
HLA-B*0801
COS-7+
HLA-B*5601
HLA-Cw*0102
HLA-Cw*0701

Abb. 3.30: Test hinsichtlich der Erkennung von PLAUR-317P und CXCL3 durch T-Zell-
Populationen aus Spender 332 und 650. COS-7-Zellen (20.000 Zellen/TE) wurden mit PLAUR-
317P (#1131.17.35) bzw. CXCL3 (#250.8.21) (300 ng/TE) und den angegebenen HLA-Klasse I-
Allelen (100 ng/TE) kotransfiziert und auf Erkennung durch die T-Zell-Populationen (20.000
Zellen/TE) getestet. Gezeigt sind die Daten eines 24h-IFN-y-ELISPOT-Assays. Die Ergebnisse
entsprechen Mittelwerten aus Doppelbestimmungen.

Abbildung 3.30 zeigt den T-Zellerkennungstest der PLAUR-317P- und CXCL3-cDNA
durch weitere aus Spender 332 und 650 generierte T-Zell-Populationen. Die aus Spender
332 generierte T-Zell-Population 2H5 erkannte PLAUR-317P in Assoziation mit HLA-
B*5601 vergleichbar gut wie 4D7-Lymphozyten. PLAUR-317P wurde von keiner der
T-Zell-Populationen iiber ein anderes der HLA-B- bzw. HLA-C-Allele erkannt. Die aus
Spender 650 generierte T-Zell-Population 3F10 zeigte eine relativ hohe Erkennung von
COS-7-Zellen, die mit HLA-Cw*0201 transfiziert waren. Moglicherweise erkennen sie ein
xenogenes Peptid in Assoziation mit diesem HLA-Allel. Anhand dieser Ergebnisse kann
geschlussfolgert werden, dass die T-Zell-Populationen, die weder CXCL3 noch PLAUR-

317P erkennen, die Spezifitdt fiir andere Antigene aufweisen.
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3.7 Expression von PLAUR-317P und CXCL3 auf B-Zellen nach Behandlung mit
2’-Aza-5"-Deoxycytidin (DAC)

Aus Arbeiten unter 2.2.2.5A geht hervor, dass MZ201-EBV-B-Zellen weder durch
4D7- noch durch 1C6-Lymphozyten erkannt werden (siche Abschnitt 3.4.9 und 3.5.9). Es
sollte herausgefunden werden, ob in MZ201-EBV-B-Zellen die Expression von PLAUR-
317P und CXCL3 durch Demethylierung induziert werden kann. Dafiir wurde 2'-Aza-5"-
Deoxycytidin (DAC) eingesetzt. Als Inhibitor der DNA-Methyltransferase verhindert es
die Neumethylierung von DNA in proliferierenden Zellen. Die Behandlung der MZ201-
EBV-B-Zellen erfolgte nach CALLAGHER ET AL. mit 2 pug/ml DAC. An Tag 8 nach der
Erstbehandlung erfolgte der Erkennungstest mit 1C6- bzw. 4D7-Lymphozyten.

Targetzellen ‘ T-Zellpopulationen

4D7 1Cé6
(gegen PLAUR-317P) (gegen CXCL3)

MZ201-EBV-B

MZ201-EBV-B + DAC

) MZ201-EBV-B
J
g MZ201-EBV-B + DAC
=
N
=) -
<
=
g
2| MZ201-AML
‘ ‘ ‘ 1 ; ‘ 1
0 100 200 300 1000 0 100 200 300 1000
IFN-y-Spots / 5.000 Lymphozyten IFN-y-Spots / 15.000 Lymphozyten

Abb. 3.31: T-Zellerkennung von MZ201-EBV-B-Zellen nach DAC-Behandlung. MZ201-EBV-B-
Zellen wurden in RPMI 1640 mpiere kultiviert, dem DAC (2 ng/ml) zugesetzt war [CALLAGHER ET
AL., 2005]. An Tag 8 nach der Erstbehandlung erfolgte der Test auf Erkennung durch 1C6-
(15.000 Zellen/TE) bzw. 4D7-Lymphozyten (5.000 Zellen/TE) im Vergleich zu unbehandelten
Zellen. Gezeigt sind die Daten eines 24h-IFN-y-ELISPOT-Assays. Sie entsprechen Mittelwerten
aus Doppelbestimmungen. Die Reaktivitit gegen die MZ201-AML-Zellen war so stark, dass die
Anzahl der IFN-y-Spots nicht ausgewertet werden konnte.

Abbildung 3.31 zeigt, dass DAC-behandelte MZ201-EBV-B-Zellen gegeniiber
unbehandelten durch 4D7-Lymphozyten erkannt wurden und demnach PLAUR-317P
exprimierten. Auf die CXCL3-Expression hatte die DAC-Behandlung offensichtlich

keinen Einfluss.
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3.8 Sequenzanalyse der hypervariablen CDR3-Region der TCR-V[.17-Ketten der
1C6- und 4D7-Lymphozyten

DISTLER ET AL. zeigten in T-Zellrezeptoranalysen, dass 1C6- und 4D7-Lymphozyten
klonal waren und beide die V.17-Kette exprimierten. In vorliegender Arbeit sollte nun die
Sequenzanalyse der hypervariablen CDR3-Region der jeweiligen TCR-Vf.17-Kette
erfolgen. Die Amplifikation erfolgte mittels PCR und unter Verwendung von Primern
(siche 2.1.11E), die spezifisch fiir konservierte Sequenzen innerhalb der CDR-
(complementarity determining region)- kodierenden Region waren [PEGGS ET 4L., 2002].
Zur Kontrolle wurden willkiirlich ausgewihlte TCR-VB-Familien parallel amplifiziert
(Abb. 3.32A). Fiir die Etablierung von optimalen PCR-Bedingungen erfolgte das Anlegen

eines Gradienten fiir die Annealingtemperatur der verwendeten Primer (Tm°C).

4D7 1C6

1 23 4567 8910 111213141516 17 1 2 3 4 5 6.7 8 9 10 11

A

VB16  VB17 VP20 VB21.3 VB4 VB18 H,0 VBI17 VBS VB0 VB3 VBI
“« CDR33 > « CDR3p >
B VB | N/DB/N \ B VB | N/DB/N | IB
407 CAS RRRDLVDPY TGELFF 1C6 C A TSGEN YEQYF
(VB.17) (VB.17)

Abb. 3.32: Identifizierung der hypervariablen V[.17-Regionen der T-Zell-Populationen 1C6 und
4D7. (A) In einer Gradienten-PCR und unter Verwendung spezifischer Primer erfolgte die
Amplifikation der TCR-Familie VB.17. Als Kontrolle wurden jeweils willkiirlich ausgewihlte TCR-
VB-Familien amplifiziert. Durch das Anlegen eines Temperaturgradienten zwischen 60 - 72 °C
wurden die optimalen PCR-Bedingungen fiir das Annealing der jeweiligen Primerpaare ausgetestet.
Die PCR-Produkte wurden aufgereinigt und sequenziert (B) Gezeigt wird die Aminosduresequenz
der variablen CDR3-Region der TZR-V.17-Ketten von 4D7 und 1C6.

Abbildung 3.32A zeigt, dass lediglich fiir die jeweils amplifizierte TCR-Familie V.17
Produkte erhalten wurden. Die PCR-Produkte wurden aufgereinigt und sequenziert. Nach
Einspeisung der Sequenzdaten in die Internet-Datenbank des Infernational

ImmunoGeneTics Information Systems wurden diese jeweils der TCR-Subfamilie V.17
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zugeordnet. Abbildung 3.32B zeigt die Aminosduresequenz der hypervariablen CDR33-
Region der jeweiligen Vp.17-Kette. Das Analyseprogramm der Internet-Datenbank
ordnete zudem die Aminosduren dem jeweiligen Gensegment zu, von dem sie kodiert

werden.
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4 DISKUSSION

Das Ziel der hier vorgestellten Arbeit bestand in der Identifizierung und
Charakterisierung von MHC Klasse-I-restringierten Minorhistokompatibilitidtsantigenen
und Leukdmie-assoziierten Antigenen in Leuk@miepatienten. Als Modell wurde fiir die
vorliegende Arbeit die Akute Myeloische Leukdmie vom Subtyp MS5a der Patientin
MZ201 gewaihlt. Dagegen gerichtete allogene T-Zellen waren aus Blut des unverwandten
gesunden, und zum Patienten HLA-Klasse I-identen Spenders 332 generiert worden und
standen dem Projekt zur Verfligung. Fiir die Identifizierung von Zielantigenen wurde das
Verfahren der T-Zell-basierten = cDNA-Expressionklonierung angewandt.  Als
Voraussetzung dafiir wurden im Rahmen der Arbeit eine cDNA-Bank aus Leukdmiezellen
der Patientin MZ201 konstruiert und es wurden die HLA-Klasse I-Allele der Patientin in
einen eukaryotischen Expressionsvektor kloniert. Fiir das Screenen der c¢DNA-Bank
wurden die kryokonservierten AML-reaktiven T-Zell-Populationen 4D7 und 1C6
verwendet, die durch Frau Dr. Eva Distler im Rahmen ihrer Promotionsarbeit generiert
worden waren (III. Medizinische Klinik, Mainz, siche Abschnitt 2.2.2.5A). Nach der
Identifizierung T-Zell-erkannter Zielantigene erfolgt grundsidtzlich deren néhere
Charakterisierung. Dies beinhaltet die Identifizierung T-Zell-erkannter Peptide, die
Expressionsanalyse in Tumor- und Normalgewebe, sowie bei mHAgs die Ermittlung der

Haufigkeit ihres Auftretens in der Bevolkerung.

4.1 Identifizierung von MHC Klasse-I-restringierten Antigenen im Leukimie-Modell

MZ201-AML / Spender 332

4.1.1 Charakterisierung des HLA-B*5601-restringierten Antigens PLAUR-317P

Aus den in Abschnitt 2.2.2.5A beschriebenen und bereits publizierten Arbeiten im
Leukdmie-Modell MZ201-AML [DISTLER ET 4L., 2008] ging hervor, dass HLA-B*5601-
restringierte 4D7-Lymphozyten ausser MZ201-AML-Zellen in geringem Mal3e auch HLA-
passende Monozyten erkennen. Durch cDNA-Expressionsklonierung mit 4D7-

Lymphozyten wurde aus der MZ201-AML-cDNA-Bank ein cDNA-Klon isoliert, welcher
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als #1131.17.35 bezeichnet wurde. Er kodierte fiir den Urokinase Plasminogen Activator
Receptor, kurz PLAUR.. Weitere Recherchen ergaben, dass es sich bei dem identifzierten
cDNA-Klon um das genetisch polymorphe Allel PLAUR-317P des PLAUR-Gens handelte.
In Ubereinstimmung mit den Angaben der NCBI-Datenbank wurde gezeigt, dass 30% der
100 getesteten Individuen heterozygot und 3% homozygot fiir das Allel PLAUR-317P
waren (siche Abschnitt 3.4.6, www.ncbi.nlm.nith.gov/SNP/snp_ref).

Das Gen PLAUR kodiert fiir ein 37 kDa grosses Molekiil. PLAUR wurde auf dem
Chromosom 19q13.31 lokalisiert und besteht aus sieben Exons und sechs Introns, die sich
tiber 24 kb genomischer DNA erstrecken [Ensembl-Datenbank: Gen ENSG00000011422].
Die biologische Bedeutung von PLAUR ist die Bindung des Urokinase Plasminogen
Activators, kurz uPA, und damit die zelloberflichengebundene Aktivierung von
Plasminogen zu Plasmin, welche in Folge einer proteolytischen Aktivitit den Abbau der
extrazelludren Matrix bedingt [PLESNER ET 4L., 1997]. Eine weitere Beteiligung von
PLAUR wurde an Prozessen der Zellmigration, der Transmission extrazelluldrer Signale
durch die Zellmembran und der Tumorzellinvasion nachgewiesen [MAZAR, 2001; DE BOCK
& WANG, 2004; SUBRAMANIAN ET AL., 2006]. In der klinischen Diagnostik dient PLAUR
als prognostischer Marker hadmatologischer Erkrankungen wie z.B. den Akuten
Myeloischen Leukimien vom Subtyp M5 und Multiplen Myelomen. Die Uberexpression
von PLAUR korreliert dabei mit einer schlechten Prognose dieser Erkrankungen [BENE ET
AL., 2004]. Bei Patienten mit Akuten Myeloischen Leukdmien vom FAB-Subtyp M4 und
M35 wurde eine leukdmische Infiltration der Mundschleimhiute beobachtet [GALLIPOLI &
LEACH, 2007]. Die aus Plasmazellen hervorgehenden Multiplen Myelome manifestieren
sich zunichst in Knochenmark und Knochen, wobei im weiteren Krankheitsverlauf jedoch
auch andere Organe betroffen sind. Die Infiltration exramedulldrer Organe ist mit einer
Uberexpression von PLAUR in diesen Tumorzellen in Einklang zu bringen, da seine
Beteiligung an der Tumorzellinvasion bereits vielfach belegt wurde [DE BOCK & WANG,
2004; SUBRAMANIAN ET 4L., 2006].

Das von CDS8" T-Zellen in Assoziation mit HLA-B*5601 in niedrigster
Konzentration erkannte PLAUR-Peptid enthdlt die Aminosduren 316 - 324 (siche
Abschnitt 3.4.5). Fiir HLA-B*5601, welches in kaukasischer Bevolkerung eine Frequenz
von weniger als 1% aufweist, sind bislang nur 3 Peptidliganden beschrieben worden
[BARBER ET 4L., 1995]. Die Bestimmung der halbmaximalen Lyse wird zur Abschitzung
der Aviditit von T-Zellen gegeniiber den Peptid-beladenen Zielzellen eingesetzt. Die

Aviditét einer T-Zelle wird teilweise bestimmt von der Affinitét ihres T-Zellrezeptors fiir
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dessen =~ MHC-Ziel-Peptidkomplex,  hdngt aber auch  beispielsweise  von
Adhésionseigenschaften der jeweiligen T-Zelle ab. Hochavide T-Zellen benétigen fiir die
halbmaximale Lyse Peptidkonzentrationen im picomolaren (pM) bis in den einstelligen
nanomolaren (nM) Bereich [DERBY ET 4L., 2001]. Fiir das Dekamer SPTITLLMTA wurde
eine halbmaximale Lyse bei 3,3 nM ermittelt. Dieses Ergebnis ldsst den Schluss zu, dass es
sich bei dem Dekamer SPTITLLMTA um das natiirlich prozessierte PLAUR-317P-Peptid
handelt. In der Peptid-Datenbank der Cancerimmunity-Organisation werden lediglich
Peptidantigene verdffentlicht, die bestimmte Kriterien erflillen
(http://www.cancerimmunity.org/  peptidedatabase/Tcellepitopes.htm).  Eines  dieser
Kriterien ist die deutliche Erkennung durch T-Zellen bei einer Peptidkonzentration von
weniger als 1 uM. Hinsichtlich dieses Kriteriums ist das dekamere PLAUR-317P-Peptid
SPTITLLMTA als qualitativ hochwertig einzustufen, da es deutlich unterhalb dieser
Konzentration durch T-Zellen erkannt wird (siche Abb. 3.9 und Abb. 3.10).

Die Charakterisierung des Antigens PLAUR-317P beinhaltete Untersuchungen zur
Expressionsverteilung in Normalgeweben mittels RT-PCR. Dies sollte die Frage
beantworten, ob die PLAUR-Expression Hidmatopoese-spezifisch ist, oder ob das Gen
ubiquitir exprimiert wird. Die Untersuchung von kommerziell verfiigbaren RNA-Proben
aus 20 verschiedenen Geweben ergaben jedoch keine eindeutigen Resultate. Die hochste
Expression von PLAUR wurde zwar im Knochenmark nachgewiesen, dem Profil zufolge
schien PLAUR jedoch in jedem der untersuchten Gewebe exprimiert zu werden (siche
Abschnitt 3.4.7). Dies schien mehr als unwahrscheinlich. Nach personlicher Mitteilung
von Andrew Mazar des Attenuon Corporate Office (San Diego, US) wird PLAUR
lediglich in Histiozyten und Neutrophilen, jedoch nicht in Normalgeweben oder
Lymphozyten exprimiert. Eine weitere Quelle berichtet iiber eine PLAUR-Expression
lediglich in Leukozyten [PLESNER ET 4L., 1997]. In der vorliegenden Arbeit wurden nun
verschiedene Zellen des hdmatopoetischen Systems auf eine Expression von PLAUR
untersucht. Aus den peripheren mononukledren Zellen des Blutes (PBMC) wurden die
Subpopulationen Monozyten, B- und T-Lymphozyten separiert. Es wurde gezeigt, dass
PLAUR neben AML-Blasten auch von Monozyten exprimiert wird (siche Abschnitt
3.4.8). Dass PLAUR nicht in Lymphozyten exprimiert wird, konnte hier bestitigt werden.

Demzufolge ist PLAUR am ehesten in Zellen myeloischen Ursprungs zu finden.
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4.1.2 Charakterisierung des HLA-A*0201-restringierten Antigens CXCL3

Aus den in Abschnitt 3.5 beschriecbenen Vorarbeiten ging hervor, dass
HLA-A*0201-restringierte  1C6-Lymphozyten  neben  MZ201-AML-Zellen  eine
geringfligige Reaktivitit gegen HLA-A*0201-positive Monozyten aufwiesen. Im Rahmen
der Expressionsklonierung wurde mit Hilfe der 1C6-Lymphozyten aus der MZ201-AML-
cDNA-Bank ein c¢cDNA-Klon isoliert, welcher als #250.8.21 bezeichnet und durch
Sequenzanalyse als fiir den Chemokine Ligand 3, kurz CXCL3, kodierend identifiziert
wurde. Bei Vergleich des cDNA-Klons #250.8.21 mit der verdffentlichten CXCL3-
Sequenz, wurde der cDNA-Klon als eine inkomplett gespleisste Variante des CXCL3-Gens
identifiziert (siche Abb. 3.18).

Das CXCL3-Gen ist auf Chromosom 4q13.3 lokalisiert und kodiert fiir ein 11,3 kDa
grofles Molekiil. Das Gen besteht aus 4 Exons und 3 Introns, die sich tliber 2,18 kb
genomischer DNA erstrecken [Ensembl-Datenbank: Gen ENSG00000163734]. Als
chemotaktisches Protein gehort CXCL3 zur Familie der Zytokine, deren biologische
Funktion in der Verstindigung zwischen Zellen liegt. CXCL3 kontrolliert die Migration
und Adhésion von Granulozyten und Epithelzellen. Den Chemokinen der CXC-Familie, zu
denen auch CXCL3 gehort, wird eine Schliisselrolle im Rahmen der neoplastischen
Transformation und bei der Tumorinvasion zugeschrieben [ GOMPERTS & STRIETER, 2006;
BELPERIO ET 4L., 2000]. CXCL3 vermittelt dariiber hinaus angiogenetisches Potential
durch die Bindung an den CXCR2-Rezeptor, welcher hauptsdchlich von Neutrophilen
exprimiert wird [ WENTE ET AL., 2006].

Fir die Identifizierung des CXCL3/HLA-A*0201-Peptids wurden verschiedene
Strategien verfolgt (siche Abschnitte 3.5.3 bis 3.5.6). Durch Fragmentierung der CXCL3-
cDNA wurde das Peptid schlieBlich auf dem Bereich der Signalregion eingegrenzt, wobei
das kiirzeste von 1C6-Lymphozyten erkannte Fragment die Aminosduren 1 - 22 enthielt.
Grofere Fragmente wurden unterschiedlich stark durch T-Zellen erkannt (siehe
Abb. 3.22A). Aus diesem Ergebnis wurde gemutmasst, dass das Peptid fiir die
Prozessierung in einem bestimmten Sequenzkontext vorliegen muss. Die in Abschnitt
3.5.6 gezeigte Kreuzreaktivitit von CXCL1 und CXCL2 mit CXCL3-spezifischen
T-Zellen fiihrte zur Identifizierung des Peptides aufgrund homologer Sequenzbereiche

innerhalb der Signalregionen (vergleiche dazu Abb. 3.23).
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Das von 1C6-Lymphozyten in niedrigster Konzentration erkannte Peptid
RLLRVALLL enthielt die Aminosduren 14 - 22 (siche Abschnitt 3.5.7). Im
Zytotoxizititsassay wurde fiir dieses Peptid eine halbmaximale Lyse bei 3 uM ermittelt
(siche Abb. 3.26). Wie bereits in Abschnitt 4.2.1 beschrieben, benétigen hochavide
T-Zellen fiir die halbmaximale Lyse Peptidkonzentrationen im picomolaren (pM) bis in
den einstelligen nanomolaren (nM) Bereich [DERBY ET 4L., 2001]. Als Erklérung kann die
ausserordentlich schlechte Loslichkeit durch den hohen Anteil hydrophober Aminoséduren
angefiihrt werden. CXCL3-Peptid/HLA-A*0201-Tetramere farbten allerdings 1C6-
Lymphozyten sehr eindeutig und spezifisch an (personliche Mitteilung Dr. Catherine
Woélfel). Dies unterstiitzt die Annahme, dass das im Rahmen dieser Arbeit identifizierte
CXCL3-Peptid tatsdchlich das Targetepitop der 1C6-Lymphozyten enthélt.

In DISTLER ET 4L. wurde gezeigt, dass 1C6-Lymphozyten neben AML-Zellen der
Patientin MZ201 weitere HLA-A*0201-positive myeloische Leukdmien und Monozyten
erkannten. Die allogenen AML-Zellen wurden dabei z.T. ebenso stark erkannt wie MZ201-
AML-Zellen, CML-Zellen und Monozyten hingegen schwicher [DISTLER ET 4L., 2008].
Nicht erkannt wurden lymphatische Leukédmien, B-Zellen und Fibroblasten. Diese Daten
deuten darauf hin, dass es sich bei dem von 1C6-Lymphozyten erkannten CXCL3 um ein
Antigen handelt, welches hauptsidchlich auf Zellen der Myelopoese exprimiert wird. Diese
Annahme wird zusétzlich durch die in dieser Arbeit in Abschnitt 3.5.9 gezeigten Daten
unterstiitzt. Mit Hilfe von RT-PCR-Analysen wurde gezeigt, dass sowohl reguldr
gespleisstes CXCL3 als auch die CXCL3-Spleissvariante in AML-Zellen exprimiert
werden, nicht jedoch in mit Epstein-Barr Virus transformierten (EBV)-B-Zellen oder
PBMC (siche Abb. 3.28). Die Annahme, dass das CXCL3-Peptid aus einem strukturell
normalen Gen generiert wird, entspricht der Beoachtung, das CXCL3-spezifische T-Zellen
die partiell homologen Chemokine ebenso erkennen (siche Abb. 3.23).

Durch die Untersuchung der Expressionsverteilung von CXCL3 in Normalgeweben
sollte die Frage beantworten werden, ob dieses Antigen ubiquitér exprimiert wird oder ob
seine Expression ausschlieBlich auf hédmatopoetische Zellen beschrinkt ist. In
Ubereinstimmung mit verdffentlichten Expressionsprofilen (www.genecards.org) wurde
eine Expression von CXCL3 in Lunge, Riickenmark- und Hirn, jedoch nicht in
Knochenmark, Leber und Niere nachgewiesen (siche Abschnitt 3.5.10). Der Nachweis
einer CXCL3-Expression in Lungengewebe kann jedoch auf den hohen Anteil von

alveolaren Macrophagen und Granulozyten zuriickzufiihren sein [HASKILL ET AL., 1990,
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BECKER ET AL., 1994]. Eine weitere Quelle berichtet, dass CXCL3 auf hdmatopoetischen
Zellen hoch exprimiert wird [BIECHE ET 4L., 2007].

Zur Induktion einer Immunantwort in vivo ist es notwendig, dass das Peptid von
dendritischen Zellen présentiert werden kann. Dies wurde in Abschnitt 3.5.8 untersucht.
Es wurde gezeigt, dass das CXCL3-Peptid durch das Immunproteasom der DCs generiert
und somit von professionell Antigen-priasentierenden Zellen fiir die Erkennung durch

T-Zellen prasentiert wird (siche Abb. 3.27).

4.2 Bedeutung der identifizierten Antigene fiir aktuelle Konzepte der Immuntherapie

Die Entdeckung, dass die Antigene einer Tumorzelle die Basis ihrer Erkennung und
Zerstorung darstellt, hat den Weg bereitet, sie als essentielle Werkzeuge der
Immuntherapie bei der Bekdmpfung von Tumoren einzusetzen [DUDLEY & ROSENBERG,
2003]. Daher stellt die Identifizierung der molekularen Identitdt von Zielantigenen die
Grundlage fiir die Weiterentwicklung immuntherapeutischer Verfahren dar. Ganz gleich
mit welchem Verfahren Kandidaten-Antigene identifiziert wurden, ihre Eignung fiir die
Verwendung in der Immuntherapie erfordert eine Reihe von Validierungsschritten. Diese
umfassen Untersuchungen zur Verteilung, Homogenitit, und Stirke der Expression, auch

die Analyse ihrer funktionellen Bedeutung und ihrer tatsdchlichen Imunogenitét.

Als ,ideale” GvL-Zielstrukturen bzw. Zielstrukturen fiir die Krebsimmuntherapie wiren
generell Antigene zu bezeichnen,
e deren Expression auf maligne Zellen beschrinkt ist,
e die auf einem moglichst hohen Anteil individueller Malignome exprimiert
werden,
e deren Expression ursdchlich mit dem malignen Phénotyp verbunden ist und
somit alle Stadien der Tumorprogression iiberdauert,
e aus denen Peptidantigene hervorgehen, die an hidufige HLA-Molekiile binden,
und

e die gleichzeitig in einem hohen Anteil von Individuen immunogen sind.
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Im Rahmen einer allo-HSCT bei Leukdmien wéren auch Antigene als ,,ideale® GvL-
Zielstrukturen zu bezeichnen,
e die in Hamatopoese-Stammzellen sowie Leukdmiezellen stabil und spezifisch

exprimiert werden.

Als Kandidatenantigene fiir GVHD wiéren generell Zielstrukturen einzustufen,
e die nicht nur auf Malignom-, sondern auch auf Normalgeweben und zumindest

gewebespezifisch exprimiert werden.

Aus den verschiedenen Antigen-Kategorien sind bislang eine Vielzahl von Zielantigenen
identifiziert worden, die sowohl in vitro als auch in vivo CD8" T-Zellantworten induzieren
konnen [www.cancerimmunity.org]. Die tatsdchliche Effizienz der in vivo induzierten
T-Zellantworten wird derzeit in klinischen Studien mit Peptiden dieser Antigene gepriift,
z.B. fiir WT1, PRI [REZVANI ET 4L., 2008], Melan A/MART-1 [BUTTERFIELD ET AL., 2008]
und gpl100 [MEUER ET AL., 2007]. Fiir bestimmte Tumorarten zeichnet sich die Existenz
von Zielantigenen fiir CD8" T-Zellen ab, die in vivo eine Tumorabstoung bewirken
konnten. Ein viel versprechender Kandidat ist MAGE3-Al. Im Zusammenhang der
MAGE3-A1-Vakzinierung von Melanom-Patienten wurde iiber eine Tumorregression in
ca. 20% der Patienten berichtet [LONCHAY ET A4L., 2004]. In Patienten mit myeloischen
Erkrankungen wurde ein antileukdmischer Effekt nach kombinierter WTI1/PRI1-
Vakzinierung  beschrieben, was erstmals erstmals die Immunogenitit der

Vakzinekombination demonstrierte [REZVANI ET 4AL., 2008].

4.2.1 Das Minorhistokompatibilititsantigen (mHAg) PLAUR-317P

Das im Rahmen dieser Arbeit identifizierte mHAg PLAUR-317P resultiert aus der
Prozessierung eines genetisch polymorphen Proteins, wird durch T-Zellen auf AML-
Blasten und Monozyten erkannt und scheint somit Himatopoese-spezifisch zu sein. Die
potentielle Eignung von Kandidaten-Antigenen fiir die Immuntherapie wird oftmals durch
die niedrige Expressionshédufigkeit bzw. Allelfrequenz oder durch die Seltenheit des
restringierenden HLA-Allels limitiert. In der Antigen-Kategorie der mHAgs ist das

Héamatopoese-spezifische HA-1 mit einer Pravalenz von 10,3 % der derzeit interessanteste
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Kandidat fiir eine Verwendung in der Immuntherapie [MARDT ET 4L., 2003; SPIERINGS &
GouLMmy, 2005]. Fiir das hier vorgestellte mHAg PLAUR-317P lésst sich, trotz der
vergleichsweise hohen Allelfrequenz von 30%, aufgrund der niedrigen Frequenz des
restringierenden Allels HLA-B*5601 von 0,3%, lediglich eine Prdvalenz von 0,1%
ableiten. Es besteht jedoch die Moglichkeit, dass aus dem PLAUR-317P-Protein
Peptidliganden prozessiert werden, die liber verwandte, strukturell dhnliche HLA-Allele
priasentiert werden. Von einer Reihe von Antigenen existieren mehrere Peptidliganden
sowohl fiir MHC I- als auch MHC II-Allele, wie z.B. NY-ESO-1, MAGE-A1 oder gp100
[www.cancerimmunity.org]. Diese Moglichkeit soll auch fiir PLAUR-317P untersucht
werden. Als mogliche Restriktionselemente der PLAUR-317P-Peptide kamen die Allele
HLA-B*5101, -B*0701 und -B*350] in Frage, da sie laut den Vorhersagen des
SYFPEITHI-Algorithmus zu HLA-B*5601 &hnliche MHC/Peptidbindungsmotive
aufwiesen und ebenfalls Prolin (P) als Ankeraminosédure an Peptid-Position 2 favorisieren.
Es wurde untersucht, ob die PLAUR-317P-Peptide in Assoziation mit HLA-B*5101, -
B*0701 oder -B*3501 durch 4D7-Lymphozyten erkannt werden. K562-Zellen, die stabil
mit diesen HLA-B-Allelen transfiziert waren, wurden mit den PLAUR-317P-Peptiden
beladen und auf Erkennung durch 4D7-Lymphozyten mittels IFN-y-ELISPOT-Assay
getestet. Die Peptide wurden jedoch iiber keines der HLA-B-Allele erkannt (Daten nicht
gezeigt). Uber die Existenz von weiteren Peptidantigenen, die aus dem PLAUR-Protein
prozessiert werden, ist bislang nichts bekannt.

In Abschnitt 3.7 wurde gezeigt, dass sich die Expression von PLAUR-317P durch
2’-Aza-5"-Deoxycytidin (DAC) in MZ201-EBV-B-Zellen modulieren ldsst. Im Gegensatz
zu unbehandelten wurden DAC-behandelte MZ201-EBV-B-Zellen durch 4D7-
Lymphozyten erkannt (siche Abb. 3.31), was durch die Expression von PLAUR-317P
nach DAC vermittelter DNA-Demethylierung erkldrbar war. Mit DAC konnte die
Moglichkeit iiberpriift werden, ob sich die Expression von PLAUR-317P in weiteren
soliden Malignomen modulieren bzw. verstirken ldsst und anschlieend zur Erkennung
durch T-Zellen fiihrt. DAC als kombinatorisches Agens zur Behandlung von malignen
Erkrankungen befindet sich derzeit in der klinischen Erprobung [SCHRUMP ET 4L., 2006].

Nicht zuletzt ist die tatsdchliche Immunogenitit in vivo ein entscheidendes Kriterium
fir die Eignung von Kandidaten-Antigenen in der Immuntherapie. Innerhalb der
verschiedenen Antigen-Kategorien, deren Mitglieder Zielstrukturen von antigen-
spezifischen T-Zellen sein konnen, haben mHAgs den Vorteil, dass sie nicht das Ziel von

Selbsttoleranz-Mechanismen (siehe Einleitung Abschnitt 1.1.5) sind und gegen sie somit
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per se eine starke Immunantwort erwartet werden kann. mHAgs représentieren daher nach
einer allo-HSCT attraktive Zielstrukturen fiir den adoptiven T-Zelltransfer von CDS8"
zytotoxischen T-Zellen [SCHILBACH ET AL., 2005]. Fiir die therapeutische Nutzbarkeit von
Antigenen ist entscheidend, ob in vivo T-Zellantworten gegen sie generiert und aufrecht
gehalten werden konnen. Im Abschnitt 3.4 wurde gezeigt, dass zumindest in vitro durch
Stimulation mit AML-Zellen T-Zellantworten gegen PLAUR-317P generiert werden

konnen.

4.2.2 Das Leukimie-assoziierte Antigen CXCL3

Das hier vorgestellte HLA-A*0201-restringierte Antigen CXCL3 ist in die Kategorie
der iiberexprimierten Leukdmie-assoziierten Antigene (LAA) einzuordnen. Quellen
zufolge ist die Uberexpression von CXCL3 in Tumorzellen nicht Ursache einer Gen-
Amplifikation, sondern einer verstirkten Gen-Transkription [BIECHE ET 4L., 2007]. Bei
dem primir identifizierten cDNA-Klon handelte es sich um eine inkomplett gespleisste
Variante des CXCL3-Gens (siche Abschnitt 3.5.2). Es wurde jedoch gezeigt, dass das von
T-Zellen erkannte CXCL3-Peptid auch nach Translation komplett gespleisster mRNA
prozessiert wird (siche Abschnitte 3.5.4 und 3.5.8). Hinsichtlich seiner Expressions-
verteilung ist CXCL3 eher als Hamatopoese-spezifisch einzustufen. Es wurde auf Blasten
myeloischer Leukdmien und in geringem Malle auf Monozyten und Granulozyten von
T-Zellen erkannt [DISTLER ET 4L., 2008]. Die in Abschnitt 3.5.10 durchgefiihrten RT-PCR
Analysen zeigten eine vergleichsweise hohe CXCL3-Expression in der Lunge. Diese
konnte jedoch moglicherweise auf einen erhdhten Anteil an Gewebemakrophagen und
Granulozyten zuriickzufiihren sein [HASKILL ET 4L., 1990; BECKER ET AL., 1994]. Klinische
Beobachtungen nach allo-HSCT legen nahe, dass Infektionen der Lunge GvHD-
Reaktionen in diesem Organ triggern konnen [LIM ET 4L., 2006]. Eine Erklarung hierfiir
konnte das aufgrund inflammatorischer Prozesse verstirkte Einwandern von
Gewebemakrophagen und Granulozyten in die Lunge sein. Moglicherweise stehen dabei
sogar die gegen diese Zellen gerichteten GvHD-Reaktionen mit der Expression von
CXCL3 in Zusammenhang. In Leber und Darm wurde eine Expression von CXCL3 nicht
nachgewiesen (siche Abb. 3.29A). In Kreuzreaktivitdtsanalysen waren Hautfibroblasten
ebenfalls nicht durch die gegen CXCL3-gerichteten 1C6-Lymphozyten erkannt worden

[DISTLER ET 4L., 2008]. Diese Organe sind die am héufigsten betroffenen bei durch
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Spender T-Zellen-vermittelten GvHD-Reaktionen [LINK ET 4L., 1997]. Bezogen auf dieses
Organe ist CXCL3 folglich nicht als GvHD-Zielantigen einzustufen.

4.2.3 TCR-Analyse der 4D7- und 1C6-Lymphozyten

In DISTLER ET 4AL. wurde gezeigt, dass die gegen PLAUR-gerichteten 4D7- bzw. die
gegen CXCL3-gerichteten 1C6-Lymphozyten klonalen Ursprungs waren und TCR-V(.17
exprimierten. In Abschnitt 3.8 wurde die Sequenzanalyse der antigenspezifischen CDR3-
VpB-Region der TCR-Regionen beider T-Lymphozytenpopulationen durchgefiihrt. Es
wurde erwartungsgemal3 gezeigt, dass die Lymphozyten-Populationen die TCR-V.17-
Ketten mit unterschiedlichen CDR3-V3-Regionen exprimierten (siche Abb. 3.32B).

TAA-spezifische TCRs sind therapeutisch nutzbar. Das Konzept des Transfers von
TAA-spezifischen TCR-Genen befindet sich bereits in klinischer Erprobung. Ein TCR, der
die Spezifitit fiir das melanomassoziierte Differenzierungsantigen gpl100 aufweist, wird
beispielsweise derzeit bei Patienten mit malignem Melanom getestet [ROSENBERG &
DUDLEY, 2004]. In Planung sind in vivo-Versuche im Mausmodell, in denen die Effizienz
des CXCL3-spezifischen TCR untersucht werden soll. Der CXCL3-spezifische TCR
wurde dazu bereits in einen retroviralen Vektor kloniert [Arbeitsgruppe Dr. H. Voss, III.

Medizinische Klinik des Universititsklinikums Mainz].

4.2.4 Sind die Antigene PLAUR-317P und CXCL3 immuntherapeutisch nutzbar?

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei neue Zielantigene von allo-reaktiven
T-Zellen in einer Akuten Myeloischen Leukidmie identifiziert. Beide Peptid-Antigene
entstammen Genen, die bereits vielfach mit der Pathogenese von Tumorerkrankungen in
Verbindung gebracht wurden [DE BOCK & WANG, 2004; BESCH ET 4L., 2007; GOMPERTS &
STRIETER, 2006; BIECHE ET AL., 2007; MENG ET 4AL., 2006; KUMANO ET 4L., 2008; TANG &
WEI, 2008]. Die Frage, ob es sich bei diesen Antigenen um ,,ideale* TumorabstoBBungs-
antigene handelt, die GvL-Effekte nach allo-HSCT auszulésen konnen, kann nicht mit
Sicherheit beantwortet werden. Dazu muss erst gezeigt werden, dass in vivo effiziente
gegen sie gerichtete T-Zellantworten ausgeldst werden konnen. Die Ergebnisse aus den

durchgefiihrten in vitro Experimenten zeigen jedoch, dass die hier identifizierten Antigene
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durchaus FEigenschaften eines immuntherapeutisch nutzbaren Zielantigens besitzen. Im
Rahmen einer allo-HSCT ist ihre Myelopoese-betonte Expression vorteilhaft. Nach einer
allo-HSCT wire somit ein GvL-Effekt zu erwarten, bei dem sich die Spender-T-Zell-
vermittelte Immunreaktion ausschlieBlich gegen die Resthdmatopoese des Patienten
einschlieBlich verbliebener Leukdmiezellen richtet [AKATSUKA ET AL., 2007].

Ein Hinweis auf die antileukdmische Wirkung von CXCL3-spezifischen T-Zellen
wurde in DISTLER ET 4L in einem NOD/SCID IL2Rgamma(null)-Mausmodell gezeigt.
Durch den Transfer von CXCL3-spezifischen T-Zellen wurde das Anwachsen von
leukdmischen Stammzellen in immundefizienten Mausen verhindert [DISTLER ET AL.,
2008]. Allerdings werden mit diesem Mausmodell mogliche, gegen CXCL3 gerichtete,
GvHD-Reaktionen nicht erfasst und konnen somit nicht ausgeschlossen werden.

Das von T-Zellen erkannte CXCL3-Peptid entstammt der Signalregion des CXCL3-
Proteins (siche Abschnitte 3.5.5 und 3.5.7). Von Peptiden, die aus Signalsequenzen
generiert werden, ist ein alternativer Prozessierungsmechanismus beschrieben, der
transporter associated with antigen-processing (TAP)- und Proteasom-unabhidngig ist
[WOELFEL C ET 4L., 2000; HAGE ET 4L., 2008]. Durch diesen Mechanismus wird ein
alternatives Repertoire von Peptidepitopen generiert, der die Erkennung von TAP- und
demzufolge prozessierungsdefizienten Tumoren durch eine eigene Kategorie von T-Zellen
ermdglicht, den sog. T-cell epitopes associated with impaired peptide processing (TEIPPs)
[VAN HALL ET 4L., 2006]. In der Immuntherapie konnen diese Epitope zur Eliminierung
prozessierungsdefizienter Tumoren eingesetzt werden. Ob das aus der Signalregion
generierte CXCL3-Peptid in diese Kategorie von Peptidepitopen einzureihen ist, kann
nicht mit Sicherheit beantwortet werden, da seine TAP-unabhédngige Prozessierung bislang

nicht gezeigt wurde.

4.2.5 Weiterfithrende Untersuchungen im Leukimie-Modell MZ201-AML

Durch die in Abschnitt 3.6 durchgefiihrten Analysen wurde gezeigt, dass das hier
untersuchte Leukdmie-Modell MZ201-AML zur Identifizierung weiterer Antigene genutzt
werden konnte. Fiir das Leukdmie-Modell MZ201-AML standen drei in den HLA-Klasse
I-Allelen passende unverwandte Spender zur Verfiigung (siche Abschnitt 3.1). Aus den
PBMC des Spenders 332 und 650 wurden von Dr. Eva Distler im Rahmen ihrer

Promotionsarbeit AML-reaktive T-Zell-Populationen generiert (siche Promotionsarbeit Dr.
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Eva Distler, sowie Abschnitt 2.2.2.5A). Durch Kreuzreaktivititsanalysen wurde iiberpriift,
ob weitere T-Zell-Populationen des Modells die Antigene PLAUR-317P bzw. CXCL3
erkennen, bzw. ob die T-Zellen gegen PLAUR-317P bzw. CXCL3 zusitzliche HLA-
Restriktions-Allele nutzen, die von MZ201-AML-Zellen exprimiert werden (siche
Abschnitt 3.1). PLAUR-317P wurde von einer der getesteten T-Zell-Populationen in
Assoziation mit HLA-B*5601, jedoch von keiner T-Zell-Population {iber ein anderes der
Patienten-HLA-Allele erkannt (sieche Abb. 3.30). CXCL3 wurde von keiner der T-Zell-
Populationen erkannt. Die T-Zell-Populationen, die weder CXCL3 noch PLAUR-317P

erkennen, miissen demzufolge die Spezifitit fiir andere Antigene aufweisen.
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S ZUSAMMENFASSUNG

Die allogene hdmatopoetische Stammzelltransplantation (allo-HSCT) bietet bei einem
hohen Anteil akuter Leukdmien die einzige kurative Behandlungsmdoglichkeit. Um die mit
ihr assoziierte Morbiditdt und Mortalitdt zu senken und ihre Effektivitdt zu steigern, soll
die GvL (graft-versus-leukemia)-Reaktion als eigentliches Therapieziel gegeniiber der
unerwiinschten GvHD (graft-versus-host disease) moglichst selektiv verstiarkt werden.
Wesentliche Mediatoren beider Effekte sind alloreaktive T-Zellen. Bei HLA-
Ubereinstimmung ~ zwischen ~ Spender und Empfinger sind so  genannte
Minorhistokompatibilititsantigene (mHAgs) und Leukdmie-assoziierte Antigene (LAA)
die mutmaBlichen Zielstrukturen beider Reaktionen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurden in dem Leukdmie-Modell der Patientin MZ201 [akute myeloische Leukdmie
(AML) vom Subtyp FAB M5] mittels T-Zell-basierter cDNA-Expressionsklonierung zwei
neue Antigene identifiziert, die von allogenen, AML-reaktiven CDS" T-Lymphozyten aus
Blut eines HLA-passenden gesunden Spenders erkannt wurden. Es handelt sich zum einen
um das HLA-B*5601-restringierte mHAg PLAUR-317P, das aus einem Polymorphismus
des Gens PLAUR (plasminogen activator, urokinase receptor) resultiert. Das von den
T-Zellen am Besten erkannte Peptid enthélt die Aminosduren 316 - 327. PLAUR wird in
lymphohédmatopoetischen Zellen und in verschiedenen Malignomen iiberexprimiert und ist
dabei mit schlechterer Prognose und vermehrter Gewebeinvasivitét assoziiert. Etwa 30%
getesteter Individuen tragen das Allel PLAUR-317P. Zum anderen handelt es sich um ein
Epitop aus der Signalregion des Chemokins CXCL3 [chemokine (C-X-C motif) ligand 3],
das von CD8" T-Zellen des gleichen Spenders auf Leukéimiezellen der Patientin MZ201 in
Assoziation mit HLA-A*0201 erkannt wurde. Auch CXCL3 wird vorwiegend in Zellen der
Myelopoese exprimiert. Aufgrund ihres Expressionsmusters sind beide Antigene
potentielle Zielstrukturen fiir die Elimination der Empfinger-Hdmatopoese unter
Einschluss der Leukdmieblasten im Rahmen der allo-HSCT. Weiterfithrende
Untersuchungen miissen zeigen, ob diese Antigene tatsdchlich in vivo GvL-Reaktionen
hervorrufen. Die Kenntnis eines reprdsentativen Spektrums solcher Antigene wiirde
verbesserte Spenderselektionen erlauben und neue Wege des adoptiven T-Zelltransfers

erschlieBen helfen.
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7 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ALL
allo-HSZT
AML
APC
bp

CD
cDNA
CIP
CLL
CML
CTL
CXCL3
DC
DNA
dNTP
EBV
ELISPOT-Assay
ER
FACS
FCS
HLA
Gy
GvHD
GvL
GvT

IL

IFN

Kb

KE

Akute lymphatische Leukdmie

allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation
Akute myeloische Leukémie
antigenprisentierende Zelle

Basenpaare

cluster of differentiation

komplementire cDNA, complementary cDNA
calf intestine phosphatase

Chronische lymphatische Leukémie
Chronische myeloische Leukémie
zytotoxische T-Zelle

chemokine ligand 3

dendritische Zelle

Desoxyribonukleinséure
2'Desoxynukleosid-5"-triphosphat
Epstein-Barr Virus

enzyme-linked immunosorbent spot assay
Endoplasmatisches Retikulum

fluorescence activated cell sorting

fotales Kélberserum

humanes Leukozytenantigen

Gray, Energiedosis in der Strahlentherapie; 1 Gy = 100 rad.
graft versus host disease

graft versus leukemia

graft versus tumour

Interleukin

Interferon

Kilobasen

Kultureinheit
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LAA

mHAg

mg

ml

mAk
MHC
mRNA
NK
ORF
PBL
PBSZT
PBS
PCR
PLAUR
PLAUR-317P
PRAME
PP

RNA
RT
SEREX

SNP

SV40

TAA

TAB

Tab.
TBE-Puffer
TCR

TNF

TE

WTI1

Leukédmie - assoziiertes Antigen

Molaritét

minor histocompatibility antigen

mikro (10°)

milli (107)

Milligramm

Milliliter

monoklonaler Antikérper

major histocompatibility complex

messenger Ribonukleinsdure

Natiirliche Killerzelle

open reading frame

periphere Blutlymphozyten

periphere Stammzellen-Transplantation
phosphate buffered saline

polymerase chain reaction

plasminogen activator, urokinase receptor
PLAUR, polymorphes Allel mit Prolin an Position 317
preferentially expressed antigen in melanoma
Polypropylen

Ribonukleinsédure

reverse transcriptase

Serologisches Screening von rekombinanten cDNA —
Expressionsbanken

Single Nucleotide Polymorphism

simian virus 40

Tumor-assoziiertes Antigen

transporter associated with antigen-processing
Tabelle

TRIS-Borat-EDTA-Puffer

T-Zell-Rezeptor

Tumornekrosefaktor

Testeinheit

Wilms -Tumor - Gen 1
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8 ANHANG

Anhang 1: PLAUR-317P (cDNA-Klon #1131.17.35)

MGHPPLLPLLLLLHTCVPASWGLRCMQCKTNGDCRVEECALGQDLCRTTIVRLW
EEGEELELVEKSCTHSEKTNRTLSYRTGLKITSLTEVVCGLDLCNQGNSGRAVTYS
RSRYLECISCGSSDMSCERGRHQSLQCRSPEEQCLDVVTHWIQEGEEGRPKDDRHL
RGCGYLPGCPGSNGFHNNDTFHFLKCCNTTKCNEGPILELENLPQNGRQCYSCKG
NSTHGCSSEETFLIDCRGPMNQCLVATGTHEPKNQSYMVRGCATASMCQHAHLG
DAFSMNHIDVSCCTKSGCNHPDLDVQYRSGAAPQPGPAHLSPTITLLMTARLWG

GTLLWT

Aminosduresequenz von PLAUR-317P und Position des immunogenen Peptids. Das von
den T-Zellen erkannte, iiber HLA-B*5601-prdsentierte Peptid wurde hervorgehoben. Die
polymorphe Aminosdure Prolin (P) wurde unterstrichen.
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Anhang 2: CXCL3-Spleissvariante (cDNA-Klon #250.8.21)

5'UTR Exl
ggcacctccecgecagctcteecgettetegeacagettececcgacgegtetgetgagccccATGGCCCACGCC
orfl
ACGCTCTCCGCCGCCCCCAGCAATCCCCGGCTCCTGCGGGTGGCGCTGCTG
ntl,
CTCCTGCTCCTGGTGGCCGCCAGCCGGCGCGCAGCAGgtgggtceeggegeectggggt

Ex2
_>

GCGTCCGTGGTCACTGAACTGCGCTGCCAGTGCTTGCAGACACTGCAGGGA

ATTCACCTCAAGAACATCCAAAGTGTGAATGTAAGGTCCCCCGGACCCCAC
Int2
TGCGCCCAAACCGAAGTCATgtaagtccegeecegegettecgetgecaccgetggggtececgactcet

Ex3
—>
ccegetgecccaaccctgtecccageccgacctectgtetcacggaatteecttetetctgcagAGCCACACTCAA

GAATGGGAAGAAAGCTTGTCTCAACCCCGCATCCCCCATGGTTCAGAAAAT
orf2 Int3 orf3
CATCGAAAAGATACTGAACAAgtgagttgtaatttccatatacacaggcgactggagecgttggtcagaa

atactggcatctgccccctaaaaataaaatcagggaaccccaagagttagectgaaggactagaaattgtgattattattttcac
aattaaagttgccattaaggttattaatctgctctggtgccagaggatatttcagtatttcagtgtcttccatttccaggectaacce
ctgggaggotaaatgtgggtttctagaatactaagtaaatttgactaacaatgccaaaatgeccectgectgttttgggacgttt

orf4 orf5
acctcagtccectaatggocttcagacctgaaaaatgcaatgtctgotttggocactttggocctgtaagecttcttggteaaga

gcagaaactttgcagtaacaccttcagtgagttcaaggctaggatccctgtcaacattatttaatctetttgagcetttagcaaaat

agggtagataatggtagttatttcatagggttgtetgcagettaagggagatcatgaatggacatttctaacccaatgtgacaat

cagtgaccaatatgttttggctttttcaaaccaagaatctagttgagtccacagcecacttctttcttgaaaaaaaaaaaaaaaaaa

Aminosduresequenz der Spleissvariante des CXCL3-Gens. Exonsequenzen wurden in
Grossbuchstaben, 5'UTR und Intronsequenzen in Kleinbuchstaben gekennzeichnet. Die
ORF’s 1-5 wurden unterstrichen.
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ANHANG

Angang 3: CXCL3

MAHATLSAAPSNPRLLRVALLLLLLVAASRRAAGASVVTELRCQCLQTLQGIHL

KNIQSVNVRSPGPHCAQTEVIATLKNGKKACLNPASPMVQKIIEKILNKGSTN

Aminosduresequenz von CXCL3 und Position des immunogenen Peptids. Das von den T-
Zellen erkannte, iiber HLA-A*0201-prdsentierte Peptid wurde hervorgehoben.

Anhang 4: CXCL2

MARATLSAAPSNPRLLRVALLLLLLVAASRRAAGAPLATELRCQCLQTLQGIHL

KNIQSVKVKSPGPHCAQTEVIATLKNGQKACLNPASPMVKKIIEKMLKNGKSN

Aminosduresequenz von CXCL2.

Angang 5: CXCL1

MARAALSAAPSNPRLLRVALLLLLLVAAGRRAAGASVATELRCQCLQTLQGIHP

KNIQSVNVKSPGPHCAQTEVIATLKNGRKACLNPASPIVKKIIEKMLNSDKSN

Aminosduresequenz von CXCLI.
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