Identifizierung und Charakterisierung von Zielantigenen
alloreaktiver zytotoxischer T  -Zellen
mittels cDNA -Bank -Expressionsklonierung

in akuten myeloischen Leukamien

Dissertation
zur Erlangung des Grades

Doktor der Naturwissenschaften

am Fachbereich Biologie

der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz

Sabine Domning

Mainz, 2012



Fachbereich Biologie der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz
Dekan:

1.Berichterstatter:

2.Berichterstatter:

Tag der mindlichen Prifung:



ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Allogene hamatopoetische Stammzelltransplantationen (HSZTs) werden insbesondere zur
Behandlung von Patienten mit Hochrisiko-Leukdmien durchgefuhrt. Dabei bewirken T-
Zellreaktionen gegen Minorhistokompatibilitditsantigene (mHAgs) sowohl den therapeutisch
erwinschten graft-versus-leukemia (GvL)-Effekt als auch die schadigende graft-versus-host (GvH)-
Erkrankung. Fir die Identifizierung neuer mHAgs mittels des T-Zell-basierten cDNA-
Expressionsscreenings waren leukamiereaktive T-Zellpopulationen durch Stimulation naiver CD8"-
T-Lymphozyten gesunder HLA-Klasse l-identischer Buffy Coat-Spender mit Leukadmiezellen von
Patienten mit akuter myeloischer Leukamie (AML) generiert worden (Albrecht et al., Cancer
Immunol. Immunother. 60:235, 2011). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde mit diesen im
AML-Modell des Patienten MZ529 das mHAg CYBA-72Y identifiziert. Es resultiert aus einem
bekannten Einzelnukleotidpolymorphismus (rs4673: CYBA-242T/C) des Gens CYBA (kodierend fur
Cytochrom b.,4s U-Polypeptid; syn.: p22phox), der zu einem Austausch von Tyrosin (Y) zu Histidin
(H) an Aminoséaureposition 72 fuhrt. Das mHAg wurde von T-Lymphozyten sowohl in Assoziation
mit HLA-B*15:01 als auch mit HLA-B*15:07 erkannt. Eine allogene T-Zellantwort gegen CYBA-72Y
wurde in einem weiteren AML-Modell (MZ987) beobachtet, die ebenso wie in dem AML-Modell
MZ529 polyklonal war. Insgesamt konnte bei drei von finf getesteten HLA-B*15:01-positiven Buffy
Coat-Spendern, die homozygot fir CYBA-72H (H/H) waren, eine CYBA-72Y-spezifische T-
Zellantwort generiert werden. Das von den T-Lymphozyten Ubereinstimmend in niedrigster
Konzentration erkannte Peptid umfasste die Aminosauren 69 - 77, wobei das homologe Peptid aus
CYBA-72H auch in hohen Konzentrationen keine Reaktivitat ausloste. Eine reziproke
Immunogenitat des mHAg ist bislang nicht belegt. T-Lymphozyten gegen CYBA-72Y erkannten
Leukamiezellen bei acht von zwolf HLA-B*15:01-positiven Patienten (FAB-Subtypen: M1, M2, M4,
M5). Da das Gen CYBA fir eine Komponente des mikrobiziden Oxidasesystems von
phagozytierenden Zellen kodiert, ist es Uberwiegend in Zellen des hamatopoetischen Systems
exprimiert. Von Leukozytensubtypen, aufgereinigt aus HLA-B*15:01-positiven Buffy Coat-Spendern
mit CYBA-242T-Allel, wurden Monozyten und daraus abgeleitete dendritische Zellen durch CYBA-
72Y-reaktive T-Lymphozyten sehr stark, untransformierte B-Zellen in weit geringerem Mafl3e und
Granulozyten sowie T-Lymphozyten nicht erkannt. Das flir CYBA-72Y kodierende Allel CYBA-242T
wurde bei 56% aller getesteten gesunden Spender und Malignompatienten (n=481) nachgewiesen.
Unter Berticksichtigung der Haufigkeit des prasentierenden HLA-Allels ist davon auszugehen, dass
etwa 4,5% der Kaukasier das mHAg CYBA-72Y zusammen mit HLA-B*15:01 tragen. Nach
bisherigen Beobachtungen fihrt ein immunogener CYBA-72Y-Mismatch bei allogenen HSZTs nicht
notwendigerweise zu einer schweren GvH-Erkrankung. Das hier beschriebene mHAg CYBA-72Y
erscheint potenziell geeignet, im Rahmen einer allogenen HSZT die préferenzielle Elimination der
Empfanger-Hamatopoese unter Einschluss von myeloischen Leukdmiezellen zu bewirken. Jedoch
sind weiterfiihrende Untersuchungen erforderlich, um die therapeutische Relevanz des Antigens zu

belegen.



SUMMARY

Summary

In particular patients with high-risk leukemias (AMLs) are treated with allogeneic
hematopoietic stem cell transplantation (HSCT). As a result, donor-derived T-cell responses
against minor histocompatibility antigens (mHAgs) can cause the desirable graft-versus-leukemia
(GvL) effect, but also the graft-versus-host disease (GvHD) associated with significant morbidity.
For the identification of new mHAgs via cDNA expression screening leukemia-reactive T-cell
populations had been generated by stimulating naive CD8" T lymphocytes from healthy HLA class
I-matched buffy coat donors with leukemia cells from patients with acute myeloid leukemia (AML)
(Albrecht et al., Cancer Immunol. Immunother. 60:235, 2011). Using such allogeneic leukemia-
reactive T cells CYBA-72Y was identified within this thesis as a new mHAg expressed on AML cells
of patient MZ529. This mHAg depends on a known single nucleotide polymorphism (rs4673:
CYBA-242T/C) of the gene CYBA (encoding cytochrome b..s U-polypeptide; syn.: p22phox)
resulting in a tyrosine(Y)-to-histidine(H) exchange on amino acid position 72. CYBA-72Y was
recognized by T lymphocytes in association with HLA-B*15:01 as well as HLA-B*15:07. An
independent allogeneic T-cell response against CYBA-72Y was observed in the model system of
AML patient MZ987. In both models these responses were polyclonal. In total, CYBA-72Y-reactive
T lymphocytes were generated in three of five HLA-B*15:01 positive buffy coat donors, all of whom
were homozygous for CYBA-72H (H/H). These T lymphocytes consistently recognized a honameric
peptide comprising amino acids 69 - 77 in lowest concentration. The homologous peptide derived
from CYBA-72H did not induce reactivity even at very high concentrations. So far, no reciprocal
immunogenicity has been found. CYBA-72Y-reactive T lymphocytes recognized leukemic blasts
from eight out of twelve HLA-B*15:01 positive AML patients (FAB subtypes were M1, M2, M4, M5).
CYBA encodes a component of the microbicidal oxidase system of phagocytic cells. Therefore,
CYBA expression is preferentially confined to cells of hematopoietic origin. Among leukocyte
subtypes derived from HLA-B*15:01 positive buffy coat donors carrying a CYBA-242T allele CYBA-
72Y-specific T lymphocytes strongly recognized monocytes and monocyte-derived dendritic cells,
weakly recognized untransformed B cells, but reacted neither with granulocytes nor with T cells.
Genotyping revealed that 56% of tested healthy donors and patients with malignant diseases
(n=481) carried at least one CYBA-242T allele. Taking into account the frequency of the presenting
HLA allele, approximately 4,5% of Caucasians carry CYBA-72Y together with HLA-B*15:01.
According to observations made so far, immunogenic CYBA-72Y mismatches do not necessarily
induce severe GvHD after allogeneic HSCT. The mHAg CYBA-72Y has the potential to induce
after allogeneic HSCT a preferential elimination of recipient hematopoietic cells including myeloid

leukemia cells. But further investigations are required to prove the antigen’s therapeutic relevance.
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EINLEITUNG

1 Einleitung

Um eine Heilung leukdmischer Erkrankungen zu erreichen, werden allogene
héamatopoetische Stammzelltransplantationen durchgefiihrt (Bleakley & Riddell, 2011; Feng et al.,
2008). Die Ubertragenen Spenderlymphozyten kénnen aufgrund der Erkennung von Antigenen auf
den Patientenzellen sowohl den Transplantat-gegen-Leukamie (graft-versus-leukemia)-Effekt als
auch die schadigende Transplantat-gegen-Wirt (graft-versus-host)-Erkrankung auslosen (Bleakley
& Riddell, 2004; Falkenburg et al., 2002). Die Kenntnis eines reprasentativen Spektrums von T-
Zell-erkannten Antigenen und ihrer Charakteristika bilden die Grundlage fur die Verbesserung der

Stammzelltransplantation und Immuntherapie von Malignompatienten.

1.1 Malign e Erkrankungen

1.1.1 Bedeutung und Entwicklung von Malignomen

Maligne Erkrankungen sind eine der Haupttodesursachen. Aufgrund maligner
Erkrankungen werden fir das Jahr 2012 anndhernd 1,3 Millionen Todesfélle innerhalb der
Europdischen Union erwartet (Malvezzi et al., 2012). Weltweit starben 2008 7,6 Millionen
Menschen an Malignomen. Das entsprach etwa 13% aller Todesfélle (www.who.int). Von den tber
100 Malignomarten unterschiedlichen Ursprungs sind am weitesten verbreitet Lungen-, Brust-,
Magen-, Leber- und Kolorektalkarzinome sowie zunehmend Prostatakarzinome, Melanome und
Non-Hodgkin-Lymphome (www.who.int; Byrne et al., 1993). Dabei steigt das Erkrankungsrisiko mit
zunehmendem Alter (Hanahan & Weinberg, 2000).

Die Umwandlung von normalen Zellen in maligne Zellen wird durch karzinogeninduzierte
(z.B. ionisierende oder ultraviolette Strahlung, mutagene Substanzen, Infektionen) und spontane
Fehlfunktionen von Tumorsuppressorgenen sowie Aktivierung von Onkogenen ausgel6st. Die
Tumorgenese ist ein mehrstufiger Prozess, der durch die Ansammlung von Genmutationen
vorangetrieben wird. Relevante Mutationen bringen den Zellen einen Wachstumsvorteil, in dem sie
ihnen ermoglichen (1) sich selbst mit Wachstumssignalen zu versorgen, (2) die Unterdriickung
ihres Wachstums zu verhindern, (3) ihren Zelltod zu vermeiden, (4) sich unbegrenzt zu replizieren
aufgrund des Erhalts der Telomere, (5) die Angiogenese zu fordern sowie (6) sich durch
Gewebeinvasion und Metastasierung mit Hilfe von Proteasen und der Verhinderung von Zell-Zell-
bzw. Zell-extrazellulare Matrix-Kontakten zu verbreiten (Hanahan & Weinberg, 2000). Daneben
werden aufBerdem die Reprogrammierung des zellularen Energiestoffwechsels (z.B. zur anaeroben
Glykolyse) und die Fahigkeit zur Immunevasion (z.B. verringerte Antigenprasentation, Freisetzung
immunsuppressiver Zytokine) als grundlegend fur die Tumorgenese angesehen (Cavallo et al.,
2011; Hanahan & Weinberg, 2011). Die zur Mikroumgebung von Malignomen gehdrenden
Fibroblasten, Endothel- und Immunzellen kénnen zusatzlich deren Entwicklung férdern (Hanahan
& Weinberg, 2011 & 2000).

Bei der Behandlung von Malignomen werden konventionell chirurgische Eingriffe, Radio-
und Chemotherapien durchgefiihrt. In moderneren Anséatzen wird die Signaliibertragung und die
Angiogenese der Malignome beeinflusst sowie immuntherapeutisch eingegriffen (Dayyani et al.,
2011; Higgins & Baselga, 2011; Dutreix et al., 2010; Omay & Vogelbaum, 2009).


http://www.who.int/
http://www.who.int/
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1.1.2 Klassifizierung und Be deutung leukdmischer Erkrankungen

Zu den Malignomen des hamatopoetischen Systems gehdren die Leuk&mien. Deren
Bezeichnung geht zurtick auf Rudolf Virchow, der damit 1847 eine anomale hohe Anzahl von
weil3en Blutzellen, den Leukozyten, benannte. Leukadmien sind bei Kindern die am haufigsten
auftretenden malignen Erkrankungen (Kampen et al., 2012). Schatzungen gehen davon aus, dass
in der Europaischen Union von 100.000 Méanner 4,25 und von 100.000 Frauen 2,56 aufgrund
leukdmischer Erkrankungen im Jahr 2012 sterben werden (Malvezzi et al., 2012).

Von der WHO wurde eine Klassifizierung von hamatopoetischen Neoplasien anhand von
morphologischen, immunphéanotypischen, genetischen und Kklinischen Merkmalen eingefihrt
(Vardiman 2010; Yin et al., 2010; Vardiman et al., 2009). Demnach gehéren zu den lymphatischen
Neoplasien Erkrankungen, die durch die Verdnderung von normalen B-, T- und NK-Zellen in
verschiedenen Differenzierungsstadien entstehen. Myeloische Neoplasien werden in die folgenden
funf Gruppen unterteilt: (1) Myeloproliferative Neoplasien (MPNSs), (2) myeloische und lymphatische
Neoplasien mit Eosinophilie und Anomalien von PDGFRA, PDGFRB oder FGFR1, (3)
Myelodysplastische / Myeloproliferative Neoplasien (MDS / MPNSs), (4) Myelodysplastisches
Syndrom (MDS) und (5) akute myeloische Leukéamien (AMLS).

Die haufigste maligne hamatologische Erkrankung sind chronische lymphatische
Leukamien (CLLs), die einen Verlauf von Monaten bis Jahren aufweisen. Sie gehdren zu den
lymphatischen Neoplasien und entstehen durch Transformation von reifen Lymphozyten. Etwa
30% aller Leukamien sind B-CLLs (Herdrich & Weinberger, 2010; Jacobs, 1998).

Chronische myeloische Leukdmien (CMLs) umfassen etwa 15% der Leukamiefélle. Sie
betreffen aufgrund der Transformation einer pluripotenten Stammzelle verschiedene
hamatopoetische Zellreihen (Kalidas et al., 2001; Russell, 1997). Die chronische Phase der CML
kann wegen zusatzlicher Mutationen nach drei bis funf Jahren in eine akute Blastenkrise
Ubergehen, die als AML angesehen wird und durch einen schnellen Anstieg der Anzahl unreifer
myeloischer Zellen gekennzeichnet ist. Bei Uber 90% der CML-Patienten ist in den leukamischen
Blasten eine Translokation zwischen Chromosom 9 und 22 [t(9;22)(g34;911)] nachweisbar, die zur
Bildung des Fusionsprodukts BCR-ABL fihrt. Ist dieses Philadelphia-Chromosom vorhanden
erfolgt die Einordnung der CML in die MPNs (Jaiswal et al., 2003; Kalidas et al., 2001). Bei dessen
Abwesenheit werden sie als atypische CML den MDS / MPNs zugeordnet (Vardiman, 2010).

Akute Leukamien sind die haufigsten malignen Erkrankungen bei Kindern. Bei ihnen treten
mehr akute lymphatische Leukdmien (ALLs) als akute myeloische Leukdmien auf (Shah &
Agarwal, 2008; Basso et al., 2007). Bei einer ALL werden durch die klonale Expansion einer
transformierten lymphatischen Vorlauferzelle die Hamatopoese und normale Zellen verdrangt.
Genetische Veranderungen wie t(12;21)/ETV6-RUNX1 oder in den T-Zellrezeptorloci sind bei 80%
der ALL-Patienten zu finden (Vardiman et al., 2009; Basso et al., 2007). Von den Kindern, die an
einer ALL erkrankt sind, sind 75 - 80% heilbar (Shah & Agarwal, 2008).

Akute myeloische Leukdmien umfassen etwa 70% der neu diagnostizierten akuten
Leukadmien. Sie betreffen vorrangig Erwachsene und haben meist ihren Ursprung in der malignen
Transformation einer myeloischen Vorlauferzelle (Laubach & Rao, 2008; Giles et al., 2002;
Lichtman & Segel, 2005; Jacobs, 1998).
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Fur die Behandlung von Leukdmien werden Chemo- und Bestrahlungstherapien sowie
Stammzelltransplantationen und spezifische Immuntherapien (z.B. Tyrosinkinase-Inhibitoren)
eingesetzt (Kater et al., 2007; Chanan-Khan & Porter, 2006; Kelly & Gilliland, 2002; Jacobs, 1998).

1.1.3 Akute myeloische Leukadmie (AML)
1.1.3.1 Bedeutung und Entstehung

Die akute myeloische Leukamie (AML) ist eine seltene maligne Erkrankung. Aber da 80%
der Erwachsenen mit einer aggressiven Leukdmie eine AML haben, ist sie die am haufigsten
auftretende akute Leukadmie (Laubach & Rao, 2008). Jahrlich werden weltweit etwa 300.000 neue
AML-Falle diagnostiziert, wobei das durchschnittliche Diagnosealter bei 68 Jahren liegt (Rowe,
2009; Laubach & Rao, 2008; Stone et al., 2004). Allein in den USA kommen jahrlich etwa 13.000
neue AML-Falle und 9.000 AML-bedingte Todesfalle hinzu (Lin & Smith, 2011; Laubach & Rao,
2008; Stone et al., 2004; Parisi et al., 2002). Die AML-Inzidenz steigt mit dem Alter an. AMLSs treten
in den USA pro Jahr bei 1,8 von 100.000 Menschen unter 65 Jahren und bei 17,6 von 100.000
Menschen Uber 65 Jahren auf (Laubach & Rao, 2008; Stone et al., 2004). Etwa 35% der neu
diagnostizierten AML-Patienten sind Uber 75 Jahre alt (Laubach & Rao, 2008). Bei den
Leukamieerkrankungen von Kindern liegt der AML-Anteil bei 13 - 36% (Giles et al., 2002).

AMLs umfassen eine genetisch heterogene Gruppe von malignen Erkrankungen. Sie
gehen jeweils von der klonalen Expansion einer transformierten Zelle im Knochenmark aus. Diese
kann eine myeloisch-spezifische Vorlauferzelle oder eine multipotente Stammzelle sein, weshalb
neben der granulomonozytischen auch die erythroide und megakaryozytische Zelllinie betroffen
sein kénnen (Lichtman & Segel, 2005; Jacobs, 1998; Pinto et al., 1998; Russell, 1997). Fir die
Transformation von normalen zu leukéamischen Zellen sind nach dem two-hit model Mutationen
notwendig und ausreichend, die zum einen Transkriptionsfaktoren der hamatopoetischen
Differenzierung ( z .-NHtgliede®, BOEBPA, RNRIRR1) beeirttr&btigen und zum
anderen proliferationsférdernde Tyrosinkinasen (z.B. FLT3, c-KIT, N-RAS, K-RAS) aktivieren bzw.
antiapoptotisch wirken (Betz & Hess, 2010; Scholl et al., 2009; Kelly & Gilliland, 2002; Jordan,
2002). Bei Uiber 55% der AML-Patienten besitzen die Leukamiezellen einen anomalen Karyotyp mit
Translokationen, Inversionen, Deletionen oder Monosomien. Komplexe Karyotypen, die bei tber
15% der Falle auftreten, weisen mehr als drei solcher Anomalien auf (Betz & Hess, 2010;
Grimwade & Hills, 2009; Scholl et al., 2009; Déhner & Déhner, 2008).

Die durch die Expansion der transformierten unreifen Blutzellen verursachte Verdrangung
des Knochenmarks ist mit der Suppression der normalen Hamatopoese und damit einhergehend
mit der Abnahme der Anzahl normaler Blutzellen verbunden. Kombiniert mit Interaktionen zwischen
normalen und malignen Zellen |0st dies bei AML-Patienten Anamie, Neutropenie und
Thrombozytopenie aus. Diese fiihren zu Symptomen wie Mudigkeit, Kurzatmigkeit, Blutungen und
erhohte Infektionsanfalligkeit (Parisi et al., 2002; Schiffer, 2001). Zudem kénnen die leukédmischen
Blasten in das lymphatische System, die Milz und andere Organe einwandern (Parisi et al., 2002).
Unbehandelt nimmt die AML einen tédlichen Verlauf, wobei die durchschnittliche Lebenserwartung
weniger als drei Monate betragt (Parisi et al., 2002; Cripe, 1997).
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1.1.3.2 Klassifizierung und Prognostik

Fir die Diagnose und Klassifizierung von AML-Subtypen werden das periphere Blut und
das Knochenmark von Patienten morphologisch, zytogenetisch und molekularbiologisch
untersucht. Dies ist sowohl fir die Prognose als auch die Therapie entscheidend (Vardiman et al.,
2009; Parisi et al., 2002).

Nach der veralteten, aber weiterhin angewendeten French-American-British (FAB)-
Klassifikation kann die AML anhand der Zellmorphologie und zytogenetischer Aberrationen in acht
Subtypen (MO - M7) unterteilt werden (Tab.1.1). AuRerst seltene Subtypen (z.B. Mastzell-, akute

basophile oder eosinophile Leukéamie) werden darin nicht erfasst (Parisi et al., 2002).

charakteristische geschatzter
AML - . . .
Subtyp Bezeichnung zytogenet!sche Antenll an AML -
Aberration Fallen [%]
MO akute myeloische Leuk&mie mit minimaler Differenzierung / 5
M1 akute myeloische Leukamie ohne Ausreifung 1(9;22) 15
M2 akute myeloische Leukamie mit Ausreifung 1(8;21) 25
M3 akute Promyelozyten-Leukamie (APL) t(15;17) 10
M4 akute myelomonozytére Leukamie / 25
M4eo akute myelomonozytare Leukdmie mit Eosinophilie inv(16) <5
Mb5a akute Monoblasten-Leukamie / 5
M5hb akute Monozyten-Leukamie / 5
M6 akute Erythroleukéamie / 5
M7 akute Megakaryoblasten-Leukamie / 10

Tabelle 1.1: FAB -Klassifizierung von AMLs  (inv: Inversion; t: Translokation)
(Herdrich & Weinberger, 2010; Orazi, 2007; Vardiman et al., 2002)

Von der WHO ist ein System zur Klassifizierung von hamatopoetischen Neoplasien
eingefiihrt worden, bei dem neben zytomorphologischen Aspekten verstarkt zytochemische,
genetische, immunphanotypische und klinische Merkmale bertcksichtigt werden (Vardiman et al.,
2009 & 2002; Haferlach et al., 2005). Nach diesem System liegt eine AML vor, wenn der Anteil
leukéamischer Myeloblasten im Blut oder Knochenmark bei Gber 20% liegt oder eine zytogenetische
Aberration wie t(8;21), inv(16) / t(16;16) oder t(15;17) nachweisbar ist. Fir die Prognose und die
Therapiewahl haben sich zusétzlich das Patientenalter bei der Diagnose, der Karyotyp der
leukamischen Zellen, die Anzahl der Leukozyten, knochenmarkschadliche Vorerkrankungen und
deren Behandlung sowie Veradnderungen bestimmter Gene erwiesen, zu denen beispielsweise
FLT3, NPM1, CEBPA und EVI-1 gehdren (Abb.1.1) (Ofran & Rowe, 2011; Grimwade & Hills, 2009;
Léwenberg, 2008; Giles et al.,, 2002; Parisi et al., 2002). Letztere sind insbesondere fir die
Einteilung von AMLs mit normalem Karyotyp, der bei etwa 50% der AML-Patienten vorliegt, von
Bedeutung (Lin & Smith, 2011; Scholl et al., 2009).
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Prognose: gut
Patientenanteil: 10 - 15%
Primdre Behandlung: Chemotherapie, keine SZT
bei t(15;17): all-trans-Retinsdure, Anthrazyklin
Rezidivwahrscheinlichkeit: <30%
4-Jahres-Uberleben: >70%
Mittleres Uberleben: 7,6 Jahre

Prognose: schlecht

Patientenanteil: 25 - 40%

Primare Behandlung: SZT, experimentell
Rezidivwahrscheinlichkeit: >70%
4-Jahres-Uberleben: =20%

Mittleres Uberleben: 0,5 Jahre

inv(16) /t(16;16),
(8;21), t(15;17),
NPMI™*,
CEBPA™=®

AML-
Patienten

Prognose: intermediar
Patientenanteil: 50 - 60% :
Primdre Behandlung: SZT (autolog, Verwandte)
Rezidivwahrscheinlichkeit: 50%
4-Jahres-Uberleben: 40 - 50%

Mittleres Uberleben: 1,3 Jahre

Abb.1.1: Charakterisierung prognostischer AML  -Gruppen

AML-Patienten werden aufgrund genetischer Verénderungen ihrer Leuk@miezellen in unterschiedliche
Prognosegruppen unterteilt und dementsprechend bevorzugt therapiert (del: Deletion; inv: Inversion; mut:
Mutation; SZT: Stammzelltransplantation; t: Translokation) (Lin & Smith, 2011; Betz & Hess, 2010; Grimwade
& Hills, 2009; Ferrara et al., 2008; Stone, 2007; Stone et al., 2004; Lowenberg, 2004).

1.1.3.3 Therapiemdoglichkeiten

Bei der Behandlung von AMLs wird zunachst als so genannte Induktionstherapie versucht
durch eine Chemotherapie (z.B. Cytarabin, Anthrazykline) eine komplette Remission zu erreichen,
d.h. die Anzahl leukédmischer Zellen soll auf ein zytologisch nicht nachweisbares Niveau gesenkt
werden (Ofran & Rowe, 2011; Lowenberg, 2008 & 2004; Tallman et al., 2005; Stone et al., 2004;
Parisi et al., 2002). Da die zytotoxischen Medikamente u.a. normale hamatopoetische Zellen
angreifen, wird die Chemotherapie von einer ernsten Myelosuppression begleitet. Bei 70 - 80% der
AML-Patienten unter 60 Jahren kann durch diese Behandlung eine Remission erreicht werden
(Stone, 2007; Léwenberg, 2008 & 2004; Giles et al., 2002; Parisi et al., 2002). Bei den alteren
Patienten sterben 20% bereits in der Induktionsphase aufgrund von Komplikationen, 40 - 50%
erreichen eine komplette Remission (Rowe, 2009; Laubach & Rao, 2008; Stone, 2007). Der
Induktion schliet sich die Konsolidierungstherapie (Postremissionstherapie) an, bei der
insbesondere mit htheren Cytarabindosierungen die verbliebenen Leuk@amiezellen (engl. minimal
residual disease) beseitigt werden soll (Léwenberg, 2004; Cripe, 1997). Bei 60 - 70% der Patienten
mit guter Prognose, zu denen beispielsweise solche mit t(8;21) und inv(16) in den Leukémiezellen
gehoren, kann dies durch eine alleinige Chemotherapie bewirkt werden (Stone et al., 2004).

Bei Patienten mit einem hohen Rezidivrisiko bzw. bei einem Ruckfall wird versucht, eine

allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation (HSZT) durchzufuihren (Rowe, 2009; Stone,
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2007; Visani et al., 2006; Giles et al., 2002; Burnett, 2001; Cripe, 1997). Fir eine allogene HSZT
muss zunachst durch Chemotherapie oder Ganzkdrperbestrahlung das patienteneigene
Knochenmark zerstort werden. Dadurch wird verhindert, dass es in einer Wirt-gegen-Transplantat-
Reaktion zu einer AbstoRung der transplantierten Spenderzellen durch Patientenlymphozyten
kommt. Die Hamatopoese wird durch die anschlieRende allogene HSZT wiederhergestellt. Die
Ubertragenen Spenderlymphozyten vermitteln den eigentlichen therapeutischen Transplantat-
gegen-Leukdmie (engl. graft-versus-leukemia, GvL)-Effekt, durch den verbliebene Leukamiezellen
beseitigt werden (Bleakley & Riddell, 2011; Zhang et al., 2011; Barrett, 2008; Schiffer, 2001). Etwa
25% der Patienten haben ein Geschwister, das als Spender fir eine allogene HSZT geeignet ist
(Rowe, 2009). Ist dies nicht der Fall, kénnen fur 30 - 70% der Patienten Fremdspender gefunden
werden, deren MHC-Allele mit denen des entsprechenden Patienten komplett Ubereinstimmen
(Nowak, 2008). Zwar birgt eine allogene HSZT das Potenzial zur Heilung und verringert das
Rezidivrisiko, aber gleichzeitig ist durch die behandlungsbedingte Toxizitat, GvHD und gesteigerte
Infektionsneigung die Morbiditéat und Mortalitat erhoht (Bleakley & Riddell, 2011; Li et al., 2009;
Visani et al.,, 2006; Léwenberg, 2004; Stone et al.,, 2004). Die durch Spenderlymphozyten
verursachte Transplantat-gegen-Wirt-Erkrankung (engl. graft-versus-host-disease, GvHD) tritt bei
40% der transplantierten Patienten auf. Sie stellt einen potenziell lebensbedrohlichen Immunangriff
dar, der vor allem gegen die Haut, den Darm sowie die Leber der transplantierten Patienten
gerichtet ist (Zhang et al., 2011; Feng et al., 2008; Li et al., 2009; Blazer & Murphy, 2005; Bleakley
& Riddell, 2004). Wegen dieser Komplikationen werden allogene HSZTs vorzugsweise bei
Patienten mit schlechter Prognose seitens der Leukéamie vorgenommen (Léwenberg, 2008; Visani
et al., 2006; Parisi et al., 2002).

Durch die verfigbaren AML-Behandlungen kann die Lebenserwartung der Patienten
gesteigert werden. Aber nur 20 - 30% der jungen AML-Patienten leben langer als zehn Jahre
(Rowe, 2009; Stone, 2007; Visani et al., 2006). Von den Uber 60-jahrigen und den Patienten mit
schlechter Prognose erreichen nur 50 - 60% eine komplette Remission. Von diesen wiederum
Uberleben nur 10% langerfristig und bleiben krankheitsfrei (Guinn et al., 2007; Giles et al., 2002;
Schiffer, 2001).

Um nach einer allogenen HSZT eine Rezidivierung zu verhindern und die
Remissionsphase zu verlangern, werden chemotherapeutische Behandlungen, Spender-
Lymphozyten-Infusionen und gezielte Therapieansatze angewendet (Guinn et al., 2007). Fur
gezielte Therapieansatze werden auf die veranderten Eigenschaften der Leukamiezellen gerichtete
Behandlungsmethoden getestet, die u.a. Tyrosinkinase-, Angiogenese-, Histon-Deacetylase- und
DNA-Methyltransferase-Inhibitoren sowie spezifische monoklonale Antikérper und in vitro
stimulierte Lymphozyten umfassen (Fathi et al., 2010; Cesco-Gaspere et al., 2009; Morgan &
Reuter, 2006; Tallman et al., 2005; Parisi et al., 2002; Schiffer, 2001). Bei APL-Patienten, die nach
der FAB-Klassifikation den AML-Subtyp M3 bilden, kann durch die Kombination von
Chemotherapie und gezielter Therapie in tUber 90% der Félle eine komplette Remission und in fast
80% eine Heilung erreicht werden (Kamimura et al., 2011; Sanz & Lo-Coco, 2011; Gorin, 1998).

Dieser Erfolg beruht auf der Gabe der hypomethylierend-wirkenden all-trans-Retinsaure, die die
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durch das APL-spezifische PML-R A R-Busionsprodukt induzierte Differenzierungsblockade der
Leukadmiezellen aufhebt (Schoofs & Muller-Tidow, 2011; Stone, 2007).

Da das Immunsystem von Leukdmiepatienten unfahig ist ausreichende Immunantworten
gegen leukdmieassoziierte Antigene (LAAs) aufzubauen und nach konventioneller Chemo- und
Bestrahlungstherapie die Erkrankungen oft rezidivieren oder voranschreiten, spielen adoptiv
transferierte Effektoren des Immunsystems allogener Spender (z.B. Spender-Lymphozyten-
Infusionen, monoklonale Antikdrper) eine entscheidende Rolle in der Therapie und sind oftmals die
einzige Heilungschance (Cesco-Gaspere et al., 2009; Kater et al., 2007). Genveréanderungen in
malignen Zellen kdnnen ebenso wie polymorphe Gene zur Bildung von Antigenen fuhren, die von
allogenen Immunzellen erkannt werden. lhre Charakterisierung ermdglicht eine Verbesserung der
allogenen Stammpzelltransplantation sowie gezielte Therapien, bei denen einzelne Risikogruppen
mit individuellen Kombinationen verschiedener Therapieansétze behandelt werden kénnen (Petrie
et al., 2009; Grant, 2008; Basso et al., 2007; Burnett & Knapper, 2007; Giles, 2002).

1.2 Grundlagen der Antigenerkennung durch T -Lymphozyten

1.2.1 Antigenprozessierung und -prasentation Uber Haupthistokompatibilititskomplexe
(MHCs)

T-Zell-vermittelte Immunantworten beruhen auf der Erkennung von Antigenen durch T-
Lymphozyten. Diese Peptidfragmente werden im Zellinneren aus Proteinen prozessiert und an
Zelloberflachen von membranstandigen Glykoproteinen, den Haupthistokompatibilitdtsmolekilen
(engl. major histocompatibility complexes, MHCs), prasentiert (Janeway et al., 2002).

Antigene, die von zytoplasmatischen Proteinen stammen, werden meist in Form von acht
bis zehn Aminosaure langen Peptiden von allen kernhaltigen Zellen Gber MHC-Klasse |-Molekile
prasentiert. MHC-Klasse I-Molekiile setzensi ch aus ei ner m&etth vanmerdn
drei extrazellularen Doméanen zwei einen peptidbindenden Spalt bilden, und dem nicht kovalent
as s ozi i-Mikraglebulin busammen (Chemali et al., 2011; Janeway et al., 2002). Zytosolische
Proteine werden im Verlauf der Antigenprozessierung aufgrund ihrer Ubiquitinilierung von einem
multikatalytischen Proteasekomplex, der als Proteasom bezeichnet wird, zu Peptiden abgebaut
und von TAP-Heterodimeren (engl. transporter associated with antigen processing, TAP) ATP-
abhéangig in das Endoplasmatische Retikulum (ER) transportiert (Sijts & Kloetzel, 2011). In der
Membran des ER sind MHC-Klasse I-Molekiile verankert, wo sie nach ihrer Synthese im Zytosol
mit Hilfe von Chaperonen wie Calnexin, Calreticulin und Erp57 partiell gefaltet und
zusammengebaut worden sind. Das TAP-assoziierte Tapasin vermittelt im ER die Bindung von den
aufgenommenen und durch Peptidasen verkirzten Peptiden an die MHC-Molekile. Nach der
Abldésung der Chaperone und der endgiltigen Faltung zu stabilen Antigen-MHC-Komplexen
werden diese fir die Antigenprasentation Uber den Golgi-Apparat an die Zelloberflache
transportiert (Abb.1.2) (Neefjes et al., 2011; Saunders & van Endert, 2011; Vigneron & Van den

Eynde, 2011). Insbesondere dendritische Zellen (engl. dendritic cells, DCs) sind in der Lage Uber

andi
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die so genannte Kreuzprasentation auch exogene Antigene Giber MHC-Klasse I-Molekile auf ihrer
Zelloberflache zu prasentieren (Chemali et al., 2011; Saunders & van Endert, 2011).

Die meisten aus dem Extrazellularraum durch Endo- oder Phagozytose aufgenommenen
Proteine werden von professionellen antigenprésentierenden Zellen (engl. antigen presenting cells,
APCs) wie Makrophagen, dendritischen und B-Zellen in Endosomen proteolytisch abgebaut und
der Antigenprasentation tber MHC-Klasse II-Molekiile zugeleitet. Daflir werden die MHC-Klasse I-
Molekile nach ihrer Synthese im Zytosol Uber das ER zu den Endosomen gebracht. Die
entstandenen Peptid-MHC-Klasse [I-Komplexe werden fir die Antigenprésentation weiter zur
Zelloberflache transportiert (Abb.1.2) (Neefjes et al., 2011; Burster et al., 2010; Loss & Sant,
1993). MHC-Klasse II-Molekille bestehen aus einer U- und e i -lKRete, dieb beide die
Zellmembran durchspannen, zwei Doméanen besitzen und gemeinsam einen an den Enden offenen
Spalt fir die Bindung von mindestens 13 Aminoséure langen Peptiden bilden (Chemali et al., 2011,
Janeway et al., 2002).

Prasentationsweg exogener Antigene
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Prasentationsweg endogener Antigene

Abb.1.2: Prasentation von exogenen und endogenen Antigenen

Jede kernhaltige Zelle préasentiert tber MHC-Klasse I-Molekile Antigene, die von intrazellularen Pathogenen
oder zelleigenen Proteinen stammen (Prasentationsweg endogener Antigene). Dadurch kénnen zytotoxische
CD8"-T-Lymphozyten aktiviert werden. Professionelle antigenprasentierende Zellen sind zusétzlich in der
Lage, Antigene, die durch den Abbau von extrazellularen Proteinen gewonnen worden sind, auf ihrer
Oberflache tber MHC-Klasse II-Molekiile zu prasentieren (Prasentationsweg exogener Antigene). Dies
erméglicht die Aktivierung von CD4"-T-Lymphozyten (CLIP: class Il invariant chain-associated peptide; ER:
Endoplasmatisches Retikulum; MHC: major histocompatibility complex; TAP: transporter associated with
antigen processing) (nach Pezzutto et al., 2007; Schuurhuis et al., 2006; Janeway et al., 2002).
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Die humanen MHC-Klasse |- und MHC-Klasse ll-Loci sind polygenisch. Sie kodieren auf
dem kurzen Arm von Chromosom 6 21 HLA-Gene (engl. human leukocyte antigen, HLA) (Li &
Raghavan, 2010; Agrawal & Kishore, 2000; Robinson et al., 2000). Die HLA-Molekile zeichnen
sich durch hochpolymorphe Regionen in ihren aminoterminalen Domé&nen aus. Diese ermdglichen
einerseits eine hochaffine Bindung von prozessierten Peptiden. Andererseits werden dafiir nur
zwei oder drei ahnliche Aminosauren an Ankerpositionen der Peptide gebraucht, weshalb an
einzelne HLA-Molekile unterschiedliche Peptide binden kénnen (Neefjes et al., 2011; Janeway et
al., 2002).

1.2.2 Anti genspezifische Aktivierungvon T -Lymphozyten Uber T -Zellrezeptoren (TZRs)

Uber MHC-Molekille prasentierte Peptide werden von T-Lymphozyten mit Hilfe
antigenspezifischer T-Zellrezeptoren (TZRs) erkannt. Die dadurch aktivierten Lymphozyten
beteiligen sich mit unterschiedlichen Mechanismen an einer effektiven Immunantwort (Pezzutto et
al., 2007; Janeway et al., 2002).

Jeder T-Lymphozyt ist mit einem einzigartigen T-Zellrezeptor ausgestattet, der sich aus der
individuellen Rekombination von V- und J-Gensegmenten seiner U-Kette sowie von den V-, D- und
J-Gensegment Kette wbrend der Lymphozytenreifung im Thymus ergibt (Naito et al.,
2011; Hernandez et al., 2010). Dadurch entstehen etwa 10" unterschiedliche antigenspezifische
TZRs (Birkholz et al., 2009; Brochet et al.,, 2008). Wahrend ihrer Differenzierung im Thymus
werden die T-Zellvorlaufer aufgrund ihrer Spezifitdit und Affinitat selektioniert. Dabei werden
Lymphozyten, deren Rezeptoren keine mittelstarke Bindung zu MHC-Molekilen ausbilden oder
Autoantigene erkennen kdénnen, durch Apoptose beseitigt (Naito et al., 2011; Sijts & Kloetzel, 2011;
Hernandez et al., 2010; Pezzutto et al., 2007; Glik & Douvdevani, 2006). In der Peripherie befinden
sich schlieBlich T-Lymphozyten, die zusammen ein Repertoire von ungefdhr 2,5x10°
unterschiedlichen TZRs aufweisen (Morris & Allen, 2012). Die V(D)J-Region mit den drei fir die
Peptid-MHC-Erkennung verantwortlichen hypervariablen Bereichen (engl. complementarity
determining regions 1 - 3, CDR1 - 3) befindet sich jeweils in dem aminoterminalen variablen
Bereich der U- u n d-Kefte. Die konstante Region der TZR-Ketten dient der Verankerung in der
Zellmembran, der Ausbildung einer Disulfidbriicke zwischen den beiden Ketten und der Interaktion
mit rezeptorassoziierten Signalkomplexen. Etwa 90% der T-Ze | | en b e-§-Zelrezeptoren :
die restlichen 10% i mMmMdaRg.l obulki medyh dZetechekander o
MHC-unabhé&ngig Molekile, die nicht pathogenspezifisch sind (Pezzutto et al., 2007; Janeway et
al., 2002).

Bei der Antigenerkennung durch naive T-Lymphozyten bindet zunédchst der TZR an den
Antigen-MHC-Komplex von professionellen APCs. In der entstehenden immunologischen Synapse
aggregieren Rezeptorkomplexe und Interaktionen zwischen Adhé&sions- sowie kostimulatorischen
Molekilen auf den APCs (z.B. B7.1, B7.2, ICAM-1) und den T-Lymphozyten (z.B. CD28, Integrin
LFA-1) werden zur Signalstabilisierung ausgebildet (Glik & Douvdevani, 2006; Janeway et al.,
2002). Das fuhrt zur Phosphorylierung der akzessorischen TZR-Ketten des CD3-Komplexes, zur
Bindung der Korezeptoren CD4 bzw. CD8 an die MHC-Molekile und zur Aktivierung weiterer

Signalmolekile (z.B. Tyrosinkinasen, Phospholipase C-o , -PrGteine). Dadurch werden der

ey
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Stoffwechsel und die Zytokinproduktion (z.B. IL-2) sowie die Genexpression der Lymphozyten
verstarkt (Morris & Allen, 2012; Zhang & Bevan, 2011; Powell & Delgoffe, 2010; Santana &
Rosenstein, 2003). Die aktivierten Lymphozyten werden zur Proliferation angeregt, damit
ausreichend viele Zellen fur die Immunreaktion zur Verfigung stehen. Die Nachkommen eines
Lymphozyten sind klonal, d.h. sie besitzen denselben antigenspezifischen TZR, und differenzieren
unter dem Einfluss spezifischer Zytokine zu Effektorzellen (Harrington et al., 2006; Weaver et al.,
2006). Die vier bis funf Tage andauernde klonale Expansion und Differenzierung der T-
Lymphozyten fuihrt zu einem verzégerten Einsetzen der adaptiven Immunantwort. Aufgrund ihrer
veranderten Ausstattung an Adhasionsmolekilen konnen die Effektorlymphozyten zu
Infektionsorten wandern oder verbleiben zur B-Zellaktivierung in den lymphatischen Organen.
Effektorlymphozyten kdnnen mit Hilfe ihres TZR auch Antigen-MHC-Komplexe auf nicht-
professionellen APCs erkennen (Janeway et al., 2002).

1.2.3 Eigenschaften von T -Lymphozyten m it unterschiedlichen Funktionen

Naive T-Lymphozyten erkennen in den peripheren Lymphorganen Antigene, die von
professionellen APCs Uber MHC-Molekile prasentiert werden. Sie zirkulieren nach der Selektion
im Thymus zwischen Blut, lymphatischem Gewebe (z.B. Lymphknoten, Milz) und Lymphe. Diese
Lymphozyten zeichnen sich durch eine niedrige Expression von Effektormolekilen und
Komponenten von Todeskaskaden sowie eine starke Proliferationsfahigkeit aus (Klebanoff et al.,
2006; Seder & Ahmed, 2003; Swain, 2003). Erst bei anhaltender TZR-Stimulation durch groR3e
Antigenmengen und in Anwesenheit von kostimulatorischen und Zytokinsignalen proliferieren naive
T-Lymphozyten (Chappell & Jacob, 2003; Swain, 2003). Sowohl naive CD8"- als auch CD4"-T-
Lymphozyten differenzieren abhangig von dem Zytokinmilieu und weiteren Signalen zu Typ 1-
(Tcl, Thl) oder Typ 2-Effektorzellen (Tc2, Th2), die als charakteristisches Zytokin entweder IFN-2
oder IL-4 produzieren (Naito et al., 2011; Chappell & Jacob, 2003; Santana & Rosenstein, 2003;
Seder & Ahmed, 2003).

Fur die Aktivierung der CD8'- und CD4'-Effektorlymphozyten sind eine optimale
Antigenmenge, Kostimulation und ein entsprechendes Zytokinmilieu notwendig. Dadurch werden
ihre Effektormechanismen angeregt, aber auch ihre Anfalligkeit fir einen spontanen oder
Aktivierungs-induzierten Zelltod (engl. activation-induced cell death, AICD) erhéht (Green et al.,
2003; Swain, 2003). Die durch die Expression des Korezeptors CD8 charakterisierten
zytotoxischen T-Lymphozyten erkennen {ber MHC-Klasse | prasentierte Peptide von
zytoplasmatischen Proteinen. Sie beseitigen APCs, welche meist maligne oder infizierte Zellen
sind, durch Exozytose von lytischen Perforin- und Granzym-haltigen Granula sowie Fas-
FasLiganden-Interaktionen (Chappell & Jacob, 2003). lhre freigesetzten Zytokine (z.B. IFN-0 )
aktivieren weitere Immunzellen (z.B. Makrophagen) und deren Effektormechanismen (z.B.
respiratory burst) (Glik & Douvdevani, 2006; Ellis & Beaman, 2004). Mit dem CD4-Korezeptor
ausgestattete T-Lymphozyten erkennen tUber MHC-Klasse |l-prasentierte Antigene. Sie regulieren
vor allem durch die Freisetzung von Zytokinen (z.B. GM-CSF, TNF-U, -4]111-10) angeborene und
adaptive Immunantworten (z.B. Makrophagen-, B-Zellaktivierung) (Weaver et al., 2006; Chappell &
Jacob, 2003; Swain, 2003). IL-17 produzierende Th17-CD4"-Lymphozyten sind an der
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Pathogenbekampfung und Autoimmunreaktionen beteiligt (Harrington et al., 2006; Weaver et al.,
2006). Regulatorische CD4"-T-Lymphozyten verhindern durch die Sekretion der supprimierenden
Zytokine IL-10 und TGF-b s owi e d4elkkantakte ZimetsdhieRende Immunreaktionen und
Autoimmunantworten (Pezzutto et al., 2007; Glik & Douvdevani, 2006; Weaver et al., 2006).

Nach der Lymphozytenexpansion und Effektorphase werden zum Ende einer adaptiven
Immunantwort die meisten antigenspezifischen Lymphozyten durch Apoptose beseitigt. Aber etwa
10% der T-Lymphozyten bleiben als langlebige Gedachtniszellen erhalten, sodass bei einem
erneuten Kontakt mit bereits kleinen Antigenmengen eine schnellere und wirksamere
Immunreaktion eingeleitet werden kann (Glik & Douvdevani, 2006; Klebanoff et al., 2006; Chappell
& Jacob, 2003; Swain, 2003).

1.3 Interaktionen des Immunsystems  mit malignen Zellen

1.3.1 Immunosurveillance und Immunescape

Die Immunuberwachung (engl. immunosurveillance) fihrt dazu, dass verschiedene
Komponenten des Immunsystems (z.B. T-, NK-Zellen, Antikbrper) maligne transformierte Zellen
erkennen und zerstbéren (Barrett & Savani, 2009). Bei der direkten Bekampfung von Malignomen
spielt das angeborene Immunsystem (z.B. Komplementfaktoren) eine untergeordnete Rolle
(Janeway et al., 2002; van Spriel et al., 2001). Zur effektiven Beseitigung von Malignomen missen
Immunreaktionen ausgeldst werden, die zwischen normalen und malignen Zellen unterscheiden
kénnen und samtliche Malignomzellen vernichten. Daran sind insbesondere zytotoxische T-
Lymphozyten beteiligt, die aufgrund der Erkennung malignomspezifischer Antigene maligne Zellen
durch die Freisetzung von Perforin und Granzymen bzw. Auslésung der Fas-FasLiganden-
vermittelten Apoptose zerstéren (Pandolfi et al., 2011). Aufgrund ihrer Transformation prasentieren
Malignomzellen Giber MHC-Molekile spezifische Peptide, die von mutierten, Giberexprimierten oder
de novo exprimierten Antigenen stammen (Guinn et al., 2007; Kolb et al., 2003; Janeway et al.,
2002). Obwohl Leukdmien zu den schwach immunogenen Malignomen gehéren, wurden in
Leukamiepatienten autologe T-Lymphozyten, die gegen leukéamieassoziierte Antigene (LAAs) wie
BCR-ABL und WT-1 gerichtet waren, in erhéhter Anzahl gefunden (Pandolfi et al., 2011; Riva et
al., 2010; Barrett & Savani, 2009; Rusakiewicz et al., 2009).

Maligne Zellen versuchen sich, den Immunantworten durch so genannte Immunescape-
Mechanismen zu entziehen (Du & Wang, 2011; Janeway et al., 2002). Diese klonale Selektion von
evasiven Leukamiezellen kann zur Rezidivierung von Leukdmien nach allogenen HSZTs fiihren
(Vago et al., 2009; Dermime et al., 1997). Zu den Escape-Mechanismen gehort der Verlust von
MHC-, Adhasions- oder kostimulatorischen Molekilen (z.B. CD80, CD86), der zur Verringerung der
Immunogenitat von malignen Zellen wie leukdmischen Blasten fihrt (Stolzel et al., 2012; Vago et
al., 2009; Kater et al., 2007; Pawelec, 2004; Kolb et al., 2003; Agrawal & Kishore, 2000).
AuRerdem konnen Malignomzellen durch die Freisetzung von entsprechenden Zytokinen (z.B.
TGF-b , -10) lein immunsuppressives Milieu erschaffen und supprimierende Immunzellen wie
regulatorische T-Lymphozyten rekrutieren (Cavallo et al., 2011; Kolb, 2008; Prendergast, 2008;
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Kater et al., 2007; Chanan-Khan & Porter, 2006). Aufgrund der Deregulation apoptotischer
Signalwege (z.B. Fas-FasLiganden-Interaktion) entziehen sich maligne Zellen ebenfalls ihrer
Zerstorung und erwerben einen Uberlebensvorteil (Greiner et al., 2008; Pawelec, 2004). Eine
Besonderheit der Leukdmien ist, dass die eigentlich der Immunabwehr dienenden Zellen selbst
maligne transformiert sind. Die fir Leuké&mien charakteristische Verdrangung der normalen
Hamatopoese und Expansion von undifferenzierten Immunzellen resultiert in der Generierung einer
krankheitsbedingten Immunschwéche (Cavallo et al., 2011).

Bei der Behandlung von malignen Erkrankungen sollten demnach nicht nur vorhandene
Immunreaktionen verstarkt und erganzt werden, sondern auch Immunevasionsmechanismen von

malignen Zellen berticksichtigt werden (Pandolfi et al., 2011; Huber et al., 2008; Pawelec, 2004).

1.3.2 Zielantigene von T -Lymphozyten
1.3.2.1 Leukéamieassoziierte Antigene (LAAS)

Leukadmiezellen kénnen leukdmieassoziierte Antigene (LAAS) exprimieren, die potenziell
von korpereigenen und Spenderlymphozyten erkannt werden kénnen. Diese Antigene stammen
von mutierten Genen (z.B. FLT3-ITD) oder entstehen aufgrund von chromosomalen
Translokationen wie beispielsweise das Fusionsprodukt BCR-ABL durch die Translokation t(9;22)
(Rusakiewicz et al., 2009; Guinn et al., 2007). Aber auch Proteine, die von Leukamiezellen de novo
oder Uberexprimiert werden, wie beispielsweise WT-1, RHAMM, PRAME, Proteinase 3, BCL-2,
Survivin und hTERT kénnen leukamiespezifische zytotoxische T-Zellantworten induzieren (Greiner
et al.,, 2008 & 2004; Guinn et al., 2007; Bleakley & Riddell, 2004). Die Expression von cancer-
germline-Antigenen (z.B. HAGE, BAGE, NY-ESO-1, PASD1), die normalerweise auf Zellen der
Keimbahn begrenzt ist, wurde ebenfalls in einigen hamatologischen Malignomen (z.B. T-
Zellleukdmie bzw. -lymphom bei Erwachsenen) belegt (Nishikawa et al., 2012; Meklat et al., 2009;
Greiner et al., 2008; Guinn et al., 2007; Wang et al., 2004 & 2003). Da einige LAAs auch von
normalen Zellen exprimiert werden, kdnnen gegen sie gerichtete T-Lymphozyten ebenso fir diese
zytotoxisch sind (Bleakley & Riddell, 2004).

Die Immunidberwachung durch das patienteneigene Immunsystem fihrt bei
Leukamiepatienten u.a. zur Durchsetzung von Leukamiezellen mit niedriger Expression von
immunogenen LAAs. Dies ist ein Grund dafiir, dass LAAs schlieBlich keine effektiven
antileukdmischen Antworten mehr auslésen kdnnen, weder bei autologen noch bei durch
Transplantation Ubertragenen allogenen Immunzellen (Vincent et al., 2011). Da LAAs aber
grundsatzlich in der Lage sind sowohl zytotoxische T-Zell- als auch Antikdrperantworten zu
induzieren, sind sie wichtige Zielstrukturen fir Therapieansatze (z.B. Vakzinierung), die vor allem
zur Verlangerung der kompletten Remission und nach Chemotherapie zur Beseitigung
verbliebener Malignomzellen dienen (Schmitt et al., 2009a; Greiner et al., 2008; Guinn et al., 2007;
Perreault & Brochu, 2002).
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1.3.2.2 Minorhistokompatibilitatsantigene (mHAgs)

Die Erhohung der Rezidivrate nach Depletion von T-Lymphozyten in allogenen
Transplantaten und die erfolgreiche Beseitigung leuk&mischer Zellen nach Spender-Lymphozyten-
Infusionen  hat bewiesen, dass bei Leuk&miepatienten nach einer allogenen
Stammzelltransplantation die Spender-T-Lymphozyten fir antileukamische Immunreaktionen
entscheidend sind (Bleakley & Riddell, 2011 & 2004; Falkenburg et al., 2002).
Spenderlymphozyten erkennen insbesondere Minorhistokompatibilitatsantigene (mHAgs). Diese
unterscheiden sich zwischen verschiedenen Individuen aufgrund von nattrlichen Polymorphismen,
die meist einzelne Nukleotide (engl. single nucleotide polymorphisms, SNPs) in proteinkodierenden
Genabschnitten betreffen und zu einem Austausch von Aminoséuren fuhren (Bleakley & Riddell,
2011 & 2004; Feng et al., 2008; Akatsuka et al., 2007; Falkenburg et al., 2002). Dadurch kénnen
Epitope entstehen, die von Spender-T-Lymphozyten als fremd wahrgenommen werden, wie es bei
den mHAgs HA-1, HB-1 und TRIM22-442C der Fall ist (Bleakley & Riddell, 2011; Wdlfel et al.,
2008; Dolstra et al., 1999). Da SNPs auch die Bindung von Peptiden an HLA-Molekile
beeinflussen, also an der Agretopbildung beteiligt sind, kénnen solche mHAgs (z.B. HA-1, HA-2,
CTSH) ebenfalls von allogenen T-Zellen erkannt werden (Bleakley & Riddell, 2011; Torikai et al.,
2006; Mommaas et al., 2002; Pierce et al., 2001). Das mHAg HA-8 wird aufgrund des Einflusses
eines SNP auf den Peptidtransport als allogen wahrgenommen (Brickner et al., 2001). Ebenso
kénnen SNPs aufgrund der Veradnderung von Splei3- und Proteasomschnittstellen (z.B. ACC-6,
HA-3, SP110) sowie Proteinsequenzen (z.B. ECGF-1, PANE1, LRH-1, UGT2B17) zur Bildung
immunogener Neopeptide fihren (Kawase et al., 2007; Birckner et al., 2006; Slager et al., 2006;
Warren et al., 2006; de Rijke et al., 2005; Murata et al., 2003; Spierings et al., 2003).

Diese immunologischen Unterschiede zwischen Patienten und ihren Spendern Iésen trotz
des immunsuppressiven Milieus, das in transplantierten Patienten vorliegt, (iber hochavide CD4"-
und CD8"-T-Lymphozyten starke Immunantworten aus (Bleakley & Riddell, 2011; Akatsuka et al.,
2007). Dabei kénnen Spenderlymphozyten aufgrund der Erkennung von mHAgs sowohl den
erwlnschten GvL-Effekt als auch die schadigende GvHD vermitteln (Feng et al., 2008; Bleakley &
Riddell, 2004). Die Auspragung beider Effekte hangt insbesondere von dem Expressionsmuster
und der Expressionsstarke der mHAgs ab (Bleakley & Riddell, 2004; Falkenburg et al., 2002;
Dolstra et al., 1999). Werden mHAgs von hamatopoetischen Zellen exprimiert, kbénnen sie einen
GvL-Effekt auslésen (Abb.1.3). Zytotoxische CD8"-Lymphozyten, die fur Himatopoese-spezifische
mHAgs wie HA-1 und HA-2 restringiert sind, kénnen primére Blasten von akuten Leukamien
lysieren, das Wachstum leuk&mischer Kolonien inhibieren und das Anwachsen von Leukamien in
NOD/SCID (engl. non-obese diabetic/severe combined immunodeficiency)-Mausen verhindern
(Bleakley & Riddell, 2011 & 2004; Bonnet et al., 1999; Falkenburg et al., 1991). Eine ubiquitére
Expression eines mHAgs kann zusatzlich zur GvHD fiihren (Abb.1.3) (Bleakley & Riddell, 2011 &
2004; Kessels et al., 2002). Eine GvHD kann sich als akute GvHD innerhalb von 100 Tagen oder
auch als chronische GvHD noch Jahre nach einer allogenen Stammzelltransplantation ausbilden
(Schroeder & DiPersio, 2011). Bei nichtverwandten Spendern sind der GvL-Effekt und die GvHD
starker ausgepragt. Das ist durch die hoéhere Wahrscheinlichkeit fir unterschiedliche mHAgs
begrindet (Bleakley & Riddell, 2011 & 2004; Martin, 1991).
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Minorhistokompatibilitatsantigen

ubiquitdr expimiert Hamatopoese-spezifisch expimiert
L9 @@= [pithelzellen P )
awB - S@ETZ (2.8. Haut, Leber, Darm) ’i ==:lalis GVHD

o hdamatopoetische Zellen
GuL-Effekt¢mm — & Leukamiezellen = == Gyl-Effekt
Spender- Spender-

T-Lymphozyt transplantierter T-Lymphozyt
Leuk@miepatient

ADbb.1.3: Abhangigkeit der Ausbildung des GvL  -Effekts und der GvHD von dem Expressionsmuster
von Minorhistokompatibilitdtsantigenen

Wird ein Minorhistokompatibilitdtsantigen ubiquitar exprimiert, dann konnen T-Lymphozyten von
Transplantatspendern neben leuké&mischen und hamatopoetischen Zellen auch Zellen anderer Gewebe
erkennen. Dadurch wird neben dem gewlnschten Transplantat-gegen-Leukamie (GvL)-Effekt auch die
Transplantat-gegen-Wirt-Erkrankung (GvHD) ausgeldst. Wenn ein Minorhistokompatibilitdtsantigen nur von
leukédmischen und hamatopoetischen Zellen exprimiert wird, wird durch die Spenderlymphozyten ein GvL-
Effekt ohne GvHD bewirkt (SNP: Einzelnukleotidpolymorphismus) (nach Akatsuka et al., 2007; Bleakley &
Riddell, 2004; Falkenburg et al., 2002).

Annahernd 30 mHAgs sind bisher beim Menschen bekannt (Feng et al., 2008; Akatsuka et
al., 2007; Bleakley & Riddell, 2004). Dazu gehtren Y-chromosomal-kodierte Proteine, die von
unterschiedlichen Zelltypen exprimiert werden koénnen und bei Transplantationen zwischen
verschiedenen Geschlechtern zum Tragen kommen (z.B. HY B7, HY A2, HY A1, HY B60). Neben
ubiquitar exprimierten mHAgs (z.B. HA-3, HA-8, UGT2B17) wurden mindestens 14 mHAgs
identifiziert, die nur von hamatopoetischen Zellen exprimiert werden (z.B. HA-2, HB-1) (Tab.1.2 -
1.5) (Bleakley & Riddell, 2011 & 2004; Falkenburg et al., 2002; Dolstra et al., 1999). Fir die
erfolgreiche Trennung des GvL-Effekts von der GvHD sind Antigene, die nur von
hamatopoetischen und somit auch von leukdmischen Zellen exprimiert werden, von besonderem
Interesse (Akatsuka et al., 2007; Falkenburg et al., 2002).

Die niedrige Genotypfrequenz der bekannten mHAgs und oft begrenzte Verbreitung der sie
prasentierenden MHC-Molekile macht es notwendig, die Suche nach weiteren mHAgs
voranzutreiben (Bleakley & Riddell, 2011). Durch das Wissen Uber eine Vielzahl von mHAgs kann
bei Stammzelltransplantationen von Malignompatienten die Spenderauswahl und damit der

klinische Ausgang sowie die Therapie durch Vakzinierungen und TZR-Transfers optimiert werden.

1.4 Methoden zur Identifizierung von Antigenen

Fir die ldentifizierung von behandlungsrelevanten Antigenen bei Malignompatienten
wurden verschiedene Methoden angewendet (Bleakley & Riddell, 2011; Feng et al., 2008). Bisher
wurden vor allem durch cDNA-Expressionsklonierung und biochemisch-biophysikalische Analysen
mHAgs gefunden (Tab.1.2, Tab.1.4) (Bleakley & Riddell, 2004). Wegen der Mdglichkeit mit

geringerem Aufwand eine gro3e Anzahl von Antigenkandidaten zu untersuchen und der

14



EINLEITUNG

gestiegenen Verfligbarkeit an Sequenzdaten, nimmt die Bedeutung revers immunologischer
Methoden zu (Bleakley & Riddell, 2011).

1.4.1 T-Zell-basierte cDNA -Expressionsklonierung

Bei der T-Zell-basierten cDNA-Expressionsklonierung werden immunogene Antigene mit
Hilfe malignomspezifischer T-Lymphozyten identifiziert. Dazu werden ausgehend von der RNA
antigenpositiver Zellen cDNAs synthetisiert und in Expressionsvektoren einkloniert. Diese cDNA-
Banken werden zunachst in Pools von 50 - 100 cDNAs pro Testeinheit prapariert und gemeinsam
mit den patientenspezifischen HLA-Molekulen in Empfangerzellen (z.B. COS-7, 293T) transfiziert.
Die Transfektanten werden auf Erkennung durch antigenspezifische T-Lymphozyten getestet.
Induziert ein cDNA-Pool eine Zytokinfreisetzung (z.B. IFN-2 ) b e i -Zetlea,nwirdTder Pool
subkloniert und auf Erkennung durch die T-Lymphozyten gescreent. Nach Klonierung von cDNA-
Pools und Testung auf Erkennung wird mittels Datenbankvergleich das von positiven cDNA-Klonen
kodierte Antigen identifiziert. Die immunogene Peptidregion eines solchen cDNA-Bank-Klons kann
durch seine Fragmentierung eingegrenzt werden. Dabei werden cDNA-Fragmente, die in PCRs mit
spezifischen Primern generiert werden, mit dem présentierenden HLA-Allel kotransfiziert und auf
Erkennung durch die T-Lymphozyten untersucht. Die sich ergebenden Peptidkandidaten werden in
Form von synthetischen Peptiden auf ihre Fahigkeit Effektorfunktionen der antigenspezifischen T-
Lymphozyten zu induzieren tGberprift (Tab.1.2) (de Rijke et al., 2008; De Plaen et al., 1997).

mHAg |mmunogenes mHAg- HLA- HLA- bevorzugte
(Gen) Peptid Fre- Allel Frequenz Expression Referenz
(AS-Austausch) quenz q P
ACC-6 MEIFIEVFSHF | .. | -Br4:03, | )0 ?;lezﬁt“;gﬁe fe und | awase et
(HMSD) (SpleiRvariante) -B*44:02 ] 9 al., 2007
myeloische Zellen
CTSH"® ATLPLLCAR KA A*3101 38" - 46%" | hamatopoetische Torikai et
(CTSH) (Ré G) o ' (HLA-A3) Zellen (ubiquitér) al., 2006
CTSH"Y WATLPLLCAR A _A*33:03 38" - 46%" | hamatopoetische Torikai et
(CTSH) (Ré G) o ' (HLA-A3) Zellen (ubiquitar) al., 2006
HB-1 EEKRGSLHVW # B-ALL-, Epstein-Barr- Dolstra et
— 0, - 0,
(HMHB1) (Hé Y) 6% B4 23% Virus-infizierte B-Zellen | al., 1999
HB-1 EEKRGSLYVW # B-ALL-, Epstein-Barr- Dolstra et
— 0, - 0,
(HMHB1) (Ye H) 24% B4 23% Virus-infizierte B-Zellen | al., 1999
LB-ECGF-1H | RPHAIRRPLAL 11% -B*07-02 11% héamatopoetische Slager et
(ECGF-1) (Hé R) 0 ' (HLA-B7) Zellen, solide Tumore al., 2006
SP110 SLPRGTSTPK # hé&matopoetische Warren et
- 0, A* . - 0,
(SP110) (Ré G) 54% A®03:01 | 6-31% Zellen al., 2006
TRIM22-442C | MAVPPCCIGV hé&matopoetische Wolfel et
= 0, _A*O2" 0,
(TRIM22) (Cé R) 1.3% AT02:01 | 43% Zellen al., 2008
UGT2B17 AELLNIPFLY 11% -A*29:02, | 5%, ubiquitar (Leber, Darm, | Murata et
(UGT2B17) (Deletion) -B*44:.03 | 20%" APCs) al., 2003
Tabelle 1.2: Ubersicht Uber einige mittels cDNA -Expressionsklonierung identifizierter
Minorhistokompatibilitdtsantigene ~ (mHAQgs)

In der immunogenen Peptidregion der identifizierten mHAgs wurde die fir die Erkennung entscheidende
Aminosaure unterstrichen sowie die HLA-Restriktion und bevorzugte Expression der mHAgs angegeben ("
Japaner; % Kaukasier; AS: Aminosaure; k.A.: keine Angabe) (erganzt mit Bleakley & Riddell, 2011 & 2004;
Gonzalez-Galarza et al., 2011; Akatsuka et al., 2007; Feng et al., 2008; Spierings & Goulmy, 2005).
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1.4.2 Genetische linkage -Analyse

In genetischen linkage-Analysen wird versucht durch Korrelation bekannter Genmarker mit
der Zellerkennung durch antigenspezifische T-Lymphozyten antigenkodierende Regionen zu
definieren. Daflr stehen von Mitgliedern mehrerer Familien immortalisierte B-Zelllinien zur
Verfigung. Deren Genome wurden bezlglich tausender bekannter Genmarker charakterisiert.
Nach Transfektion mit entsprechenden HLA-Molekilen werden die B-Zelllinien auf Erkennung
durch antigenspezifische zytotoxische T-Lymphozyten untersucht. Aus dem Erkennungsmuster der
Zelllinien und deren polymorphen Genmarkern kann die chromosomale Region, in der ein Antigen
kodiert wird, eingegrenzt werden (Tab.1.3). Innerhalb einer solchen Region liegen meist mehrere
Gene vor, von denen beispielsweise aufgrund von SNP-Analysen und dem Expressionsmuster
viele als Antigenkandidaten ausgeschlossen werden kénnen (Bleakley et al., 2010; de Rijke et al.,
2008 & 2005; Spaapen et al., 2008). Gelingt dies nicht, werden alternative Methoden zur
Antigenidentifizierung herangezogen wie das cDNA-Bankscreening (Torikai et al., 2006).
Peptidkandidaten, die einen interessanten SNP enthalten, werden aufgrund von
Vorhersageprogrammen synthetisiert und auf Erkennung durch die antigenspezifischen T-
Lymphozyten untersucht (Bleakley et al., 2010).

mHAg |mmunogenes MHAG- HLA- HLA- bevorzugte
(Gen) Peptid Fre- Allel Frequenz Expression Referenz
(AS-Austausch) quenz q P
hamatopoetische
ot
ﬁf; et N '(EEE;AEAL 50% | -B08:01 :(ZI-ZI,L?A?BS) Zellen, leukamische :I'eazlg% o
Stammzellen, AML v
CD19" PEIWEGEPPCLP " -DQA1* Spaapen
- 0, 0, -
(CD19) PRD (Lé V) 5% | osig1vo | 1O3% B-Lymphozyten etal., 2008
LRH-1 TPNQRONVC | 1% lymphoide Zellen, de Rijke et
(frameshift- 46% -B*07:02 CD34 -Vorlauferzellen,
(P2X5) . (HLA-B7) . - al., 2005
Mutation) myeloische Leukamien
Tabelle 1.3: Ubersicht (ber einige mittels genetischer linkage -Analyse identifizierter

Minorhistokompatibilititsantigene ~ (mMHAQs)

In der immunogenen Peptidregion der identifizierten mHAgs wurde die fir die Erkennung entscheidende
Aminosaure unterstrichen sowie die HLA-Restriktion und bevorzugte Expression der mHAgs angegeben (*:
Kaukasier; AS: Aminosaure) (erganzt mit Bleakley & Riddell, 2011; Akatsuka et al., 2007; Feng et al., 2008;
Spierings & Goulmy, 2005).

1.4.3 Biochemisch -biophysikalische Analyse

Unter Verwendung biochemischer und biophysikalischer Methoden werden zur
Antigenidentifizierung natirlich prozessierte Peptide analysiert, die von antigenspezifischen T-
Lymphozyten erkannt werden. Der biochemische Ansatz umfasst die Ablésung von den an MHC-
Molekiilen gebundenen Peptiden der Patientenzellen und deren Fraktionierung mit Hilfe von high-
performance liquid chromatography (HPLC). Die Peptidfraktionen werden anschlieRend auf
Zielzellen mit Ubereinstimmenden HLA-Molekilen geladen und auf Erkennung durch zytotoxische
T-Lymphozyten getestet. Positive Fraktionen werden weiter fraktioniert und ebenfalls auf
Erkennung untersucht. Wird schliedlich ein einzelnes Peptid erkannt, kann es biophysikalisch

mittels ~ Massenspektrometrie  charakterisiert werden. Die daraufhin  synthetisierten
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Peptidkandidaten werden massenspektrometrisch mit dem durch HPLC isolierten Peptid verglichen
und auf ihre Immunogenitéat getestet. Datenbankvergleiche fiihren zu dem antigenkodierenden Gen
(Tab.1.4) (Brickner et al., 2006 & 2001; Kawahara et al., 2006; Spierings et al., 2003; den Haan et

al., 1995).

mHAg Immunogenes | mHAg- |, HLA- bevorzugte
(Gen) Peptid Fre- Allel Frequenz Expression Referenz
(AS-Austausch) quenz q P
HA-2 YIGEVLVSVY hamatopoetische den Haan
. - 4% -A*02:01 | 43%
(MYO1G) (Ve M) ° 02:0 3% Zellen etal., 1995
HA-3 VIEPGTAQY 0 # S Spierings
. % -A*01:01 - 25%
(Lbc/AKAP13) | (Te M) 88% 01:01 | 8-25% ubiquitar etal., 2003
HA-8 RTLDKVLEV # R Brickner et
LAY 0, _A* . 0,
(KIAA020) (Ré P) 65% A*02:01 | 49% ubiquitar al. 2001
PANE1k RVWDLPGVLK 517 - . ot Brickner et
(CENPM) (Ré Stoppcodon) | 75%" | AT0301 | 6-31% B-Lymphozyten, B-CLL |, ">006

Tabelle 1.4: Ubersicht tber einige mittels biochemisch
(mHAgs)
In der immunogenen Peptidregion der identifizierten mHAgs wurde die fir die Erkennung entscheidende

-biophysikalischer Analyse identifizierter
Minorhistokompatibilitatsantigene

Aminoséaure unterstrichen sowie die HLA-Restriktion und bevorzugte Expression der mHAgs angegeben (™
Japaner; * Kaukasier; AS: Aminosaure) (erganzt mit Bleakley & Riddell, 2011 & 2004; Gonzalez-Galarza et
al., 2011; Akatsuka et al., 2007; Feng et al., 2008; Spierings & Goulmy, 2005; Pierce et al., 2001).

1.4.4 Reverse Immunologie

In der reversen Immunologie werden maligne Zellen auf Ebene des Genoms oder
Transkriptoms auf signifikante Unterschiede zu normalen Zellen untersucht. Sowohl microarray-
Analysen von Genexpressionsprofilen als auch SNP-Arrays und next generation sequencing
werden daflr eingesetzt. Die Analyse von Genexpressionsprofilen, die auf der Quantifizierung von
tausenden Genen pro Probe beruhen, kann nicht nur zur Identifizierung potenzieller Antigene (z.B.
RAGE-1), sondern auch in der Diagnostik und Prognostik von etablierten und neuen AML-
Subtypen sowie zur Beobachtung des Therapieverlaufs eingesetzt werden (Hombrink et al., 2011,
Marcucci et al., 2011; Bacher et al., 2010; Metzeler et al., 2008; Guinn et al., 2007; Bullinger &
Valk, 2005). Die Sequenzierung der Genome von AML-Zellen zeigte, dass diese spezifische
Mutationen in verschiedenen Genen wie z.B. FLT3, NPM1 und IDH1 aufweisen (Mardis et al.,
2009; Ley et al., 2008).

Um potenziell immunogene Peptide von Antigenkandidaten zu identifizieren, werden
Vorhersagealgorithmen fur Epitope, HLA-Bindungswahrscheinlichkeiten und
Proteasomschnittstellen eingesetzt (Tab.1.5) (DeLuca et al.,, 2009; Hambach & Goulmy, 2005;
Schuler et al., 2005; Bleakley & Riddell, 2004). Die daraufhin synthetisierten Peptide (z.B. PR-1)
werden zur Uberprifung ihrer Immunogenitat u.a. zur Stimulation von T-Lymphozyten verwendet
(Kausche et al., 2006; Molldrem et al., 1996). Zudem muss die natirliche Prozessierung und
Prasentation der Antigene experimentell belegt werden. Dafir kann die Reaktivitdt von T-
Lymphozyten, die durch Stimulation mit den Peptidkandidaten generiert worden sind, gegenuber
Zellen mit natirlicher Antigenprozessierung wie Malignomzellen getestet werden (Bae et al., 2011;

Coleman et al., 2011; Overes et al., 2009). Zwar wurden revers immunologische Vorgehensweisen
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mit bereits bekannten mHAgs (z.B. HA-1, HA-8) validiert, jedoch sind die Vorhersagealgorithmen
noch nicht ausgereift (Hombrink et al., 2011; Schuler et al., 2005). Experimentelle Untersuchungen
bleiben trotz der Weiterentwicklung der Algorithmen auch weiterhin unabdingbar. Das zeigt
beispielsweise die Generierung von T-Lymphozyten durch Peptidstimulation, die entgegen der
Ublichen Ankermotive das mHAg HA-1 préasentiert Uber HLA-A*02:06 erkannten (Akatsuka et al.,
2007). Selbst nachdem durch bioinformatische Analysen Korrelationen zwischen dem klinischen
Verlauf von transplantierten Leuk@miepatienten und SNPs, die sich zwischen Spendern und
Patienten unterscheiden, festgestellt wurden, bleibt die Relevanz der mHAgs durch die Existenz

antigenspezifischer T-Lymphozyten experimentell zu beweisen (Armistead et al., 2011).

immunogenes mHAg -
mHAg Peptid Fre- ill_l':l FrsLlfenz Eivcr);zsl;igc:s Referenz
(AS-Austausch) quenz q P
k.A. Wenandy
HER2_P . k.A. -A*02:01 | 43% k.A., AML
- (Pé Aii70) 02:0 3% et al., 2009
IMAIELAEL Hombrink
MAP4K1 iy k.A. -A2 >43% k.A.
A (Me A) 3% etal., 2011

Tabelle 1.5: Ubersicht  Gber einige  mittels reverser  Immunologie identifizierter
Minorhistokompatibilitatsantigene (mHAgs)

In der immunogenen Peptidregion der identifizierten mHAgs wurde die fir die Erkennung entscheidende
Aminoséaure unterstrichen sowie die HLA-Restriktion und bevorzugte Expression der mHAgs angegeben (AS:
Aminosaure; k.A.: keine Angabe).
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1.5 Aufgabenstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mittels cDNA-Expressionsklonierung Zielantigene
alloreaktiver T-Lymphozyten zu identifizieren und zu charakterisieren, die Zellen akuter
myeloischer Leukdmien (AML) erkannten. Hierfir wurden AML-reaktive T-Zellen von der
Arbeitsgruppe Prof. Dr. W.Herrs (Universitdtsmedizin Mainz) im Rahmen eines DFG-gefdrderten
Verbundprojekts  bereitgestellt. Dafir waren CD8'-Lymphozyten der HLA-Klasse |-
Ubereinstimmenden Buffy Coat-Spender 730 und 940 mit AML-Zellen der Patienten MZ529- bzw.
MZ987-AML stimuliert und sogenannte miniMLLCs (engl. mixed lymphocyte leukemia cultures,
MLLCs) generiert worden (Albrecht et al., 2011). Aus dem Modellsystem MZ529-AML/Buffy Coat
730 waren die miniMLLCs 2E8, 4D3, 7G9 und 7H1 und aus dem Modellsystem MZ987-AML/Buffy
Coat 940 die miniMLLCs 2B8 und 2D10 verfiigbar.

Vor dem Einsatz des Verfahrens der cDNA-Expressionsklonierung waren die HLA-Klasse
I-Allele der Patienten MZ529- bzw. MZ987-AML in einen Expressionsvektor zu klonieren und
cDNA-Banken aus den Patientenzellen zu konstruieren. Fir die Identifizierung und
Charakterisierung der Antigene o.g. T-Zellpopulationen waren die folgenden Arbeitsschritte
vorgesehen:

- T-Zell-basiertes cDNA-Expressionsscreening der cDNA-Banken,

- Klonierung antigenkodierender cDNAs,

- Eingrenzung der peptidkodierenden Regionen auf antigenkodierenden cDNAs,

- ldentifizierung immunogener Peptide,

- Expressionsanalysen in malignen und benignen Zellen,

- bei Minorhistokompatibilitdtsantigenen Erfassung der Allelhaufigkeiten,

- Nachweis von antigenspezifischen T-Lymphozyten in weiteren gesunden Spendern

und Patienten nach allogener hdmatopoetischer Stammzelltransplantation,

- Klonierung von T-Zellrezeptoren aus 0.g. miniMLLCs.

Die Kenntnis einer mdoglichst groflen Anzahl von Antigenen, die von T-Lymphozyten
allogener HLA-passender Spender auf Leukdmiezellen erkannt werden, wiirde bei der allogenen
hamatopoetischen Stammzelltransplantation (HSZT) helfen, den gewlinschten Transplantat-gegen-
Leukamie (engl. graft-versus-leukemia, GvL)-Effekt zu verstarken und die schadigende
Transplantat-gegen-Wirt (engl. graft-versus-host, GvH)-Erkrankung abzuschwéachen. Auferdem
kdénnen solche Antigene fir den adoptiven Transfer von T-Zellen definierter Spezifitat und fir die
Impfung von Patienten nach allogener HSZT zur Formierung eines protektiven immunologischen

Gedachtnisses eingesetzt werden.
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2 Materialien & Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Laborgerate

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die nachfolgenden Laborgeréate genutzt.

Gerét
Autoklav

VX-150
Bakterienbrutschrank
BD FACS Canto Il
Brucheis-Automat
¥’casiumquelle Gamma cell 2000
Chemikalienwaage
COg,-Inkubator BBD6220
Digital Graphic Printer UP-D890
Dispenser RepeatOne®

Elektroporationsgerate GenePulser
11, X cell™

Eli-Punch, A-EL-VIS
ELISpot-Analyse-System Axio
Imager.M1 mit AxioCam MRC
Feinwaage Precisa 40SM-200A
Geigerzahler Monitor LB1210D
Geldokumentationsanlage
BioDocAnalyze
Gelelektrophoresekammern
GenePower Supply GPS200/400
Hybridompumpe Econo-Pump
Kolbenhubpipetten

Kihl- und Gefrierschranke

LightCycler®480
Magnete MiniMACS, ¢ MACS
Magnetrihrer mit Heizplatte
IKAMAG®REC-G

Magnetstander MACS Multi Stand

Mikroskop Axiovert 25
Eclipse TS100
Mikrowelle MWS2819

Multikanalpipetten mLINE
ErgoOne

Packard Cobra gamma counter

pH-Meter Toledo Five easy

Pipettierhilfe accu-jet®pro

Hersteller

KSG Sterilisatoren GmbH
Systec

Heraeus

BD Biosciences

Ziegra

Moolsgard Medical
Sartorius

Thermo Scientific Heraeus
Biometra, Sony

Starlab

Eppendorf

BioRad GmbH

Sanquin
Zeiss

Precisa Gravimetrics AG
BERTHOLD technologies
Biometra

PEQLAB

Pharmacia

BioRad GmbH

Gilson

Eppendorf

Bosch

Liebherr

Roche Applied Science
Miltenyi Biotec GmbH

Janke & Kunkel GmbH u.
Co0.KG IKA-Labortechnik
Miltenyi Biotec GmbH

Zeiss

Nikon

Bauknecht Hausgeréate
GmbH

BIOHIT

Starlab

Perkin EImer LAS GmbH
Mettler-Toledo GmbH
Brand GmbH + Co.KG

Firmensitz

Eichenau, Deutschland
Wettenberg, Deutschland
Hanau, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Isernhagen, Deutschland
Riso, Danemark
Géttingen, Deutschland
Hanau, Deutschland
Gottingen, Deutschland
Ahrensburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Minchen, Deutschland

Amsterdam, Niederlande
Jena, Deutschland

Dietikon, Schweiz
Bad Wildbad, Deutschland
Gottingen, Deutschland

Erlangen, Deutschland
Uppsala, Schweden
Minchen, Deutschland
Middleton, USA
Hamburg, Deutschland
Stuttgart, Deutschland
Deutschland
Mannheim, Deutschland
Bergisch Gladbach,
Deutschland

Staufen, Deutschland

Bergisch Gladbach,
Deutschland

Jena, Deutschland
Alzenau, Deutschland
Stuttgart, Deutschland

Helsinki, Finnland
Ahrensburg, Deutschland
Rodgau, Deutschland
Giessen, Deutschland
Wertheim, Deutschland
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Schiittelinkubator certomat® S 1l & H
Schwenker IKA-VIBRAX-VXR

Spectrophotometer Ultrospec 3000
Sterile Werkbank antair BSK
Hera safe
Stickstoffbédnke MVE1400 Series
Chronos & Biosafe® KRYOMATC
Stickstoffvorratstank XL-180
Thermocycler Tgadien, T1, T3
Thermomixer comfort, 5436
Tiefkuihler Hera freeze, Hera freeze
basic
Trockenschrank OV5
Vakuumpumpe ME2C
Vortexer Lab dancer
REAX control, REAX 2000

VF2

Wasserbad
Wasserdeionisierungsanlage
Wasserstrahlpumpe

Zentrifugen Multifuge Rotina 420

Tischzentrifuge

3S-R, Biofuge fresco
Centrifuge 5424, 5415R

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Sartorius

Janke & Kunkel GmbH u.
Co.KG IKA-Labortechnik
Pharmacia Biotec

Heraeus

Cryo-Tech

Messer Griesheim
Taylor-Wharton

Biometra

Eppendorf

Thermo Scientific Heraeus

Biometra

Vacuubrand GmbH + Co.KG
VWR International GmbH
Heidolph Instruments GmbH
& CO.KG

Janke & Kunkel GmbH u.
Co.KG IKA-Labortechnik
GFL

Elga LabWater

Brand GmbH + Co.KG
Hettich

Costar, corning
Heraeus
Eppendorf

Gottingen, Deutschland
Staufen, Deutschland

Freiburg, Deutschland
Hanau, Deutschland

Bad Soden, Deutschland
Husum, Deutschland
Géttingen, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Hanau, Deutschland

Géttingen, Deutschland
Wertheim, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Schwabach, Deutschland

Staufen, Deutschland

Burgwedel, Deutschland
Celle, Deutschland
Wertheim, Deutschland
Buckinghamshire,
GrofR3britannien
Amsterdam, Niederlande
Hanau, Deutschland
Hamburg, Deutschland

Die nachfolgenden Materialien wurden fir die experimentellen Arbeiten eingesetzt.

Glas- / Plastikware

Affinitatssaulen (HiTrap, 1 ml)
Autoklavier-Indikatorband
Becherglaser, Glas (0,51, 1,01, 2,01)

Becherglaser, Kunststoff
CELLine™1000 System Bioreaktor
Cellstar Tubes (15 ml, 50 ml)
Duran-Glasflaschen (0,51, 1,01, 2,0
[,5,01)

Einfrierréhrchen Cryo Tube™Vials
Cryo-Réhrchen Cellstar®
Einmalkivetten

Einmalspritzen (1 ml, 10 ml, 20 ml,
50 ml)

Einwegskalpelle
Elektroporationskiivetten (0,1 cm,
0,4 cm)

Herste ller

Amersham Biosciences
neolLab

Jenaer Glas

Schott AG

Vitlab

BD Biosciences
Greiner bio-one

Schott AG

Fisherbrand, Fisher Scientific
GmbH

Nunc™

Greiner bio-one
ratiolab® GmbH

BD Biosciences

B.Braun Melsungen AG
Feather Safety Razor Co.
Bio-Rad GmbH

VWR International GmbH

Firmensitz

Freiburg, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Zwiesel, Deutschland
Mainz, Deutschland
Grol3ostheim, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Frickenhausen, Deutschland
Mainz, Deutschland
Schwerte, Deutschland

Roskilde, Danemark
Frickenhausen, Deutschland
Dreieich-Buchschlag,
Deutschland

Heidelberg, Deutschland
Melsungen, Deutschland
Osaka, Japan

Minchen, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
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ELISpotplatten MultiScreen®HTS IP
Filter Plates

Entsorgungsbeutel
Erlenmeyerkolben (0,51, 1,01, 2,01)

Falcon® Rundbodenrshrchen (5 ml)
Filtereinheiten (0,2 pm, 0,45 pm)
Handschuhe sempercare®

Impfosen
Kaniilen Sterican®
Klarsichtfolien TAPE Multiscreen®
Light Cycler®480 Multiwell Plates 96
MACS® Seperation Columns (MS,
LS)
Mr.Frosty "'Cryo Einfriercontainer
Nylon-Zellsiebe (70 um) BD
Falcon™
Parafilm®
Petrischalen (@35 mm, 60 mm, 100
mm)
Pipettenspitzen MBP®1000
TipOne (0,5 - 10 pl, 200 i)
TipOne (10 pl, 100 pl, 200 ul, 1000
Ml
Por®Dialysis Membrane
Pre-Seperation Filter

PS-Réhrchen (0,6 ml)
Quartzkivetten
Reaktionsgefafie (0,2 ml, 0,5ml, 1,5
ml, 2,0 ml)
Serologische Pipetten (2 ml, 5 ml, 10
ml, 25 ml, 50 ml) Cellstar®
Stericup® Sterilfilter (0,22 um, 0,45
Hm)
Thermopapier flr schwarz / weif3
Drucker K56HM-CR
TipOne®Repeat 5 ml Dispenser-
Spitzen

Combitips Plus
Zellkulturflaschen (25 cm?, 75 cm?,
175 cm?) Cellstar®
Zellkulturplatten (mit 6, 24, 48, 96
Kultureinheiten)

Zell-Zzahlkammern, Fuchs-Rosenthal

Millipore GmbH

Carl Roth GmbH + Co.KG
Jenaer Glas

Schott AG

BD Biosciences
Whatman GmbH
Semperit Technische
Produkte GmbH
Nunc™

B.Braun Melsungen AG
Millipore GmbH

Roche Applied Science
Miltenyi Biotec GmbH

Nalgene® Labware
BD Biosciences

Pechiney Plastic Packaging
Greiner bio-one

Molecular BioProducts Inc.
Starlab
Starlab

Spectra
Miltenyi Biotec GmbH

Greiner bio-one
Pharmacia Biotec
Eppendorf
Greiner bio-one
Greiner bio-one

Millipore GmbH
Mitsubishi electric
Starlab

Eppendorf
Greiner bio-one

Greiner bio-one
Costar, corning
Nunc™
Marienfeld

Schwalbach, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland
Zwiesel, Deutschland
Mainz, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Dassel, Deutschland
Wien, Osterreich

Roskilde, Danemark
Melsungen, Deutschland
Schwalbach, Deutschland
Mannheim, Deutschland
Bergisch Gladbach,
Deutschland

Roskilde, Danemark
Heidelberg, Deutschland

Menasha, USA
Frickenhausen, Deutschland

San Diego, USA
Ahrensburg, Deutschland
Ahrensburg, Deutschland

Tilburg, Niederlande
Bergisch Gladbach,
Deutschland

Frickenhausen, Deutschland
Freiburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Frickenhausen, Deutschland
Frickenhausen, Deutschland

Schwalbach, Deutschland
Ratingen, Deutschland
Ahrensburg, Deutschland

Hamburg, Deutschland
Frickenhausen, Deutschland

Frickenhausen, Deutschland
Amsterdam, Niederlande
Roskilde, Danemark
Lauda-Kodnigshofen,
Deutschland
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2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Diese Chemikalien und Reagenzien wurden eingesetzt, um die Experimente

durchzufuhren.

Chemikalie / Reagenz Hersteller
3-Amino-9-ethyl-carbazole (AEC) Sigma Aldrich Co.
AIM-V® Medium (Serum-frei 1x) mit invitrogen
L-Glutamin, 50 pg/ml

Streptomycinsulfat, 10 pg/ml

Gentamycinsulfat Gibco®

Albumin, bovin Sigma
Ammoniumacetat Merck
Ammoniumchlorid Sigma

Aqua

Aqua ad. iniectabilia
b,-Mikroglobulin, human
b-Mercaptoethanol

BD Bacto'"Agar

BD Bacto " Tryptone

BD Bacto""Yeast Extract

BD Cell™ MAb Basal Medium
BD FACSClean
BD FACSFlow™
BD FACSRinse
Bromphenolblau
Capping Analog,
RNA
Chloroform (Trichlormethan)

*1Chrom-Radionuklid (Na,>'CrO.)

D PBS (Dulbeccos Phosphate
Buffered Saline 1x) Gibco®
Dextran 500
Diethyl-Pyrocarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT), 0,1 M
Essigsaure, 100%

Ethanol, absolut
Ethidiumbromid
Ethylendiamin-Tetraessigsaure
(EDTA)

Fetal Bovine Serum (fétales
Kélberserum, FCS)
Formaldehydldsung, min.37%
Formamid

Gel Red, 10.000x

Glycerol

Histopaque® 1077
Histopaque® 1119
Humanserum (HS)

Isoamylalkohol

M7 GpG 99 )

B.Braun Melsungen AG
B.Braun Melsungen AG
Sigma Aldrich Co.
Merck

BD Biosciences

BD Biosciences

BD Biosciences

BD Biosciences

BD Biosciences

BD Biosciences

BD Biosciences

Merck

invitrogen

Carl Roth GmbH + Co.KG
Perkin EImer LAS GmbH
invitrogen

Carl Roth GmbH + Co.KG
Sigma

Merck

invitrogen

Carl Roth GmbH + Co.KG
AppliChem GmbH

Sigma

Merck

PAA Laboratories GmbH

Merck Schuchardt OHG
Merck Schuchardt OHG
Biotium Inc., VWR
International GmbH
Sigma Aldrich Co.

Sigma Aldrich Co.

Sigma Aldrich Co.
Transfusionszentrale
Universitatsmedizin Mainz
Merck

Firmensitz
Steinheim, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Deisenhofen, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Deisenhofen, Deutschland
Melsungen, Deutschland
Melsungen, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland
Rodgau, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland
Deisenhofen, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Deisenhofen, Deutschland
Darmstadt, Deutschland

Pasching, Osterreich
Hohenbrunn, Deutschland
Hohenbrunn, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Steinheim, Deutschland

Mainz, Deutschland

Darmstadt, Deutschland
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Kaliumhydrogencarbonat
L-Glutamin Gibco®, 200 mM
Lipofectamin™ 2000 Reagent
Lipopolysaccharid von E.coli
0111:B4

LSM1077 Lymphocyte (Ficoll™
Separation Medium)
Magnesiumchlorid
(N-Morpholino)-Propansulfonséure
N,N-Dimethylformamid
Natriumacetat

Natriumchlorid

Opti-Mem®! (reduced serum
Medium) mit L-Glutamin, HEPES
Gibco®

PBS Dulbecco (instamed)
Pellet Paint®Ko-Prazipitant
Phytohdmagglutinin (PHA-E)
Propan-2-ol

Protein Assay

Protein Standard

Puffer EB (elution buffer)
Puffer N3 (neutralization buffer)
Puffer P1 (resuspension buffer)
Puffer P2 (lysis buffer)

Puffer PE (wash buffer)
Recovery Medium
Roti®-Phenol/Chloroform
(Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol,
25:24:1)

RPMI 1640 (1x) mit L-Glutamin
Gibco®

S.0.C.Medium

Star Pure Agarose

SYBR® Gold

TBE Puffer, 10x

Transmessenger-Reagenz
Trypanblau

Trypsin-EDTA, 1x 0,05% Gibco®
Tween®20

Wasserstoffperoxid, 30%

2.1.4 Zusatze

Riedel-de Haén
invitrogen
invitrogen

Sigma Aldrich Co.

PAA Laboratories GmbH

Merck

Carl Roth GmbH + Co.KG
Carl Roth GmbH + Co.KG
Merck Schuchardt OHG
Carl Roth GmbH + Co.KG
invitrogen

Biochrom AG
Novagen
Biochrom AG
Fisher Scientific
BioRad GmbH
BioRad GmbH
Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen
invitrogen

Carl Roth GmbH + Co.KG

invitrogen

invitrogen

Starlab

invitrogen

Serva Electrophoresis
GmbH

Qiagen

Merck Schuchardt OHG
invitrogen

Sigma Aldrich Co.
Merck Schuchardt OHG

Seelze, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Steinheim, Deutschland

Pasching, Osterreich

Darmstadt, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Hohenbrunn, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Berlin, Deutschland
Bad Soden, Deutschland
Berlin, Deutschland
Schwerte, Deutschland
Minchen, Deutschland
Minchen, Deutschland
Hilden, Deutschland
Hilden, Deutschland
Hilden, Deutschland
Hilden, Deutschland
Hilden, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland
Ahrensburg, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Heidelberg, Deutschland

Hilden, Deutschland
Hohenbrunn, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Hohenbrunn, Deutschland

Den Medien wurden entsprechend ihrem Verwendungszweck folgende Antibiotika bzw.

Zytokine zugesetzt.

Antibio tikum
Ampicillin
G418

Hersteller

Sigma
Biochrom AG

Firmensitz

Deisenhofen, Deutschland
Berlin, Deutschland
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Kanamycin
Pen Strep (Penicillin Streptomycin)
Gibco®

Zytokin / Prostaglan din
Granulocyte-Monocyte Colony-
Stimulating Factor (GM-CSF),
Leukine®sargramostim
Interferon-gamma (IFN-2 )

Interleukin-1 b -{ b L
Interleukin-2 (IL-2), Proleukin®S
Interleukin-4 (IL-4)

Interleukin-6 (IL-6)

Interleukin-7 (IL-7)
Interleukin-12 (IL-12)
Interleukin-15 (IL-15)

Prostaglandin E, (PGE,)
Tumornekrosefaktor-U

( TNF

2.1.5 Lésungen, Puffer und Medien

Sigma
invitrogen

genzyme

Miltenyi Biotec GmbH

R & D Systems
Miltenyi Biotec GmbH

Novartis, Sandoz
Pharmaceuticals GmbH
Miltenyi Biotec GmbH

Promocell GmbH
R & D Systems
Miltenyi Biotec GmbH

R & D Systems
Sigma Aldrich Co.
Promocell GmbH

Deisenhofen, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Neu-Isenburg, Deutschland

Bergisch Gladbach,
Deutschland

Wiesbaden, Deutschland
Bergisch Gladbach,
Deutschland
Holzkirchen, Deutschland

Bergisch Gladbach,
Deutschland

Heidelberg, Deutschland
Wiesbaden, Deutschland
Bergisch Gladbach,
Deutschland
Wiesbaden, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Heidelberg, Deutschland

Fur die Versuche wurden die nachfolgenden Medien und Puffer angesetzt.

Menge Substanz
Ldsung / Puffer
Acetatpuffer fir ELISpot- 46 ml Essigsaure, 0,2 N
Assays 110 ml Natriumacetat, 0,2 N

469 ml H,O
AEC-Komplex fur ELISpot- 1 Tablette 3-Amino-9-ethyl-carbazole (AEC)
Assays 2,5 mi N,N-Dimethylformamid

47,5 ml Acetatpuffer

filtriert (0,2 pm)

Avidin-Peroxidase-Komplex | 1 Tropfen Vectastain-Reagenz A
fir ELISpot-Assays 1 Tropfen Vectastain-Reagenz B

0,1 ml Tween®20, 10%

10,0 mi D PBS
DEPC-H,0 2,0ml DEPC

201 H,O ad

20 min ruhren, autoklavieren

EDTA, 0,5M 18,6 g EDTA

100,0 ml H,O ad
Erythrozytenlyse-Puffer 82,90 ¢ NH,CI

10,00 g KHCO;

0,372 ¢ EDTA

1,001 H,O ad
Essigsaure, 0,2 N 11,3 g Essigsaure, 96%

1,01 H,O ad
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FACS-Fixans

FACS-Puffer

Formaldehydgel,
denaturierend, 0,8%

MACS-Puffer

MOPS, 10x

MOPS, 1x
Natriumacetat, 0,2 N
Natriumacetat, 3 M
PBS, 1x

RNA-Ladepuffer

TBE-Puffer, 0,5x

Trypanblau
(Gebrauchslésung)

Trypanblau-Stocklésung (A),
0,2%
Trypanblau-Stocklésung (B),
4,5% NacCl

Medium
DC-Medium

Einfriermedium fir Bakterien
Einfriermedium fir

eukaryotische Zellen
LB-Agar

LB-Medium

1,35 ml
50,00 mi
0,1%
500,0 mi

0,56 ¢
56,00 ml
7,00 ml
7,00 ml
2,00
0,5%
2,0ml
500,0 ml

41,86 g
16,70 mi
10,00 ml
1,001
100 mi
900 ml
16,4 g
1,0 |
24649
100,0 ml
955¢g
10,01
100
70 ul

50

20
271 W
0,11
2,01
37,5ml
12,5 ml

19

500 ml
225¢g
500,0 ml

500 mi
2%

50 mi
60%
50 mi
10%
11
15¢

10g
59

Formaldehydldsung, min.37%
D PBS ad

Albumin, bovin

D PBS

filtriert (0,22 pm)

Agarose

H,O ad

MOPS, 10x
Formaldehydldsung, min.37%
GelRed

Albumin, bovin

EDTA, 0,5 M

D PBS

filtriert (0,22 pm)
(N-Morpholino)-Propansulfonsaure
Natriumacetat, 3 M (pH 7)
EDTA, 0,5M (pH 8)
DEPC-H,0 ad

MOPS, 10x

DEPC-H,0

Natriumacetat

H,O ad

Natriumacetat

H,O ad

PBS Dulbecco

H,O ad

Formamid (deionisiert)
Formaldehydlésung, min.37%
MOPS, 10x

Bromphenolblau, 2,5%
DEPC-H,0

TBE-Puffer, 10x

H,O ad

Stocklésung (A)

Stocklésung (B)

filtriert (0,22 pum)

Trypanblau

H,O ad

NaCl

H,O ad

RPMI 1640 mit L-Glutamin

HS, hitzeinaktiviert (45 min bei 56 °C)
LB-Medium

Glycerol

FCS / HS, hitzeinaktiviert (45 min bei 56 °C)
DMSO

LB-Medium

Bacto''Agar

autoklaviert (30 min bei 121 °C)
Bacto' " Tryptone

Bacto"Yeast Extract
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10g
11

500 ml
10%
1000 ml
10%
500 ml
10%

50 U/mi
50 pg/mi

Transfektionsmedium

T-Zellmedium

Zellndhrmedium

2.1.6 Enzyme und ihre Reaktionszuséatze

NaCl

H.0 ad

autoklaviert (30 min bei 121 °C)

RPMI 1640 mit L-Glutamin

FCS, hitzeinaktiviert (45 min bei 56 °C)
AIM-V mit L-Glutamin

HS, hitzeinaktiviert (45 min bei 56 °C)
RPMI 1640 mit L-Glutamin

FCS, hitzeinaktiviert (45 min bei 56 °C)
Penicillin

Streptomycin

Fur die enzymatisch vermittelten Nuklease-Reaktionen und PCRs wurden die

nachfolgenden Enzyme mit den entsprechenden Zusétzen eingesetzt.

Nuklease / Puffer
DNase I, 100 mg
RNase A, 100 mg/ml
BbvCl, 2.000 U/ml
BsrGl, 10.000 U/ml
Rsal, 10.000 U/ml

Xbal, 12 U/ul
Reaktionspuffer, 10x

PCR-Reagenz
Advantage®2 Polymerase Mix, 50x

Advantage®2 PCR-Puffer, 10x
dNTP Mix (je 10 mM), 50x
EasyA® High-Fidelity PCR Cloning

Enzyme
EasyA" Reaction Buffer, 10x

Herste ller

Roche Diagnostics GmbH
Qiagen

NewEngland BioLabs® Inc
NewEngland BioLabs® Inc

NewEngland BioLabs® Inc

Promega
NewEngland BioLabs® Inc

Promega

Clontech

Clontech

Clontech
Stratagene, Agilent
Technologies

Stratagene, Agilent
Technologies

dNTP Mix, 10 mM invitrogen
Perfect Tag Plus Master Mix Kit 5Prime GmbH
Ready Mix™ red taq™ Sigma

Taq DNA Polymerase, 5 U/ul
Key Puffer mit 15 mM MgCl,,10x
dNTP Mix, 25 mM

VWR International GmbH
VWR International GmbH
VWR International GmbH

Firmensitz

Mannheim, Deutschland
Hilden, Deutschland
Frankfurt am Main,
Deutschland

Frankfurt am Main,
Deutschland

Frankfurt am Main,
Deutschland

Mannheim, Deutschland
Frankfurt am Main,
Deutschland

Mannheim, Deutschland

Saint-Germain-en-Laye,
Frankreich
Saint-Germain-en-Laye,
Frankreich
Saint-Germain-en-Laye,
Frankreich

Kassel, Deutschland

Kassel, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Deisenhofen, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
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2.1.7 Antikorper

Antikorper wurden in der Durchflusszytometrie gekoppelt mit den Fluoreszenzfarbstoffen
Fluoreszeinisothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE) bzw. Allophycocyanin und in ELISpot-Assays
zum Nachweisvon IFN-0  ei nges et zt MicravBegds, arn derse $pezifische Antikdrper

gebunden waren, wurden zur Isolation von entsprechenden Zell-Subpopulationen verwendet.

Antikorper fur
Durchflusszytometrie
CD3i FITC/PE

CD4'i FITC/ PE/ Allophycocyanin

CD8i FITC/PE
CD141 FITC/PE
CD1571 PE

CD161 FITC/PE

CD1971 FITC
CD2071 PE
CD331 PE
CD66b T FITC
CD801 FITC
CD831 PE
CD861 FITC

HLA-ABC 1 FITC
HLA-B13, B62, B15

IgG1i FITC + PE (Maus),

Isotypkontrolle

IgG1 (Maus), Isotypkontrolle

Vb 2PE
Vb 1i1PE
Vb1l3i.PE
V b 1i4PE
V b 1i7PE

Goat ( F g,b-@agment-anti-Maus

IgG1i FITC

IFN-2-ELISpot -Assay

Anti-human Interferon-o

1-Biotin, 1 mg/ml

Anti-human IFN-0  mA-B1K]11

mg/mi

Hersteller

Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Miltenyi Biotec GmbH

Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
BD Pharmingen™ BD
Biosciences
Beckman Coulter
OnelLambda Inc.
Beckman Coulter

Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter

MABTECH AB

MABTECH AB

Magnetische Zells eparation (MACS ®“Miltenyi Biotec)

CD4-Micro Beads

CD8-Micro Beads

CD14-Micro Beads

CD19-Micro Beads

CD20-Micro Beads

Miltenyi Biotec GmbH
Miltenyi Biotec GmbH
Miltenyi Biotec GmbH
Miltenyi Biotec GmbH

Miltenyi Biotec GmbH

Firmensitz

Krefeld, Deutschland
Krefeld, Deutschland
Krefeld, Deutschland
Krefeld, Deutschland
Bergisch Gladbach,
Deutschland
Krefeld, Deutschland
Krefeld, Deutschland
Krefeld, Deutschland
Krefeld, Deutschland
Krefeld, Deutschland
Krefeld, Deutschland
Krefeld, Deutschland

Heidelberg, Deutschland

Krefeld, Deutschland

Meerbusch, Deutschland

Krefeld, Deutschland

Krefeld, Deutschland
Krefeld, Deutschland
Krefeld, Deutschland
Krefeld, Deutschland
Krefeld, Deutschland
Krefeld, Deutschland
Krefeld, Deutschland

Nacka, Schweden

Nacka, Schweden

Bergisch Gladbach,
Deutschland
Bergisch Gladbach,
Deutschland
Bergisch Gladbach,
Deutschland
Bergisch Gladbach,
Deutschland
Bergisch Gladbach,
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CD66abce-Micro Beads Mi

Deutschland
Itenyi Biotec GmbH Bergisch Gladbach,
Deutschland

HLA-spezifische monoklonale Antikorper, die mit Hilfe von Hybridomzellen produziert

worden sind, fanden in der Durchflusszytometrie und in IFN-0-ELISpot-Assays Anwendung.

Antikorper Spezifitat Referenz

B1.23.2 anti-HLA-B, -C, -Aw19 Rebai & Malissen, 1983
GAP.A3 anti-HLA-A3 Berger et al., 1982
HB55 anti-HLA-Klasse Il (HLA-DR) Wu et al., 1990

PA2.1 anti-HLA-A2 Ways & Parham, 1983
SFR8-B6 anti-HLA-Bw6, -C-Subgruppen Radka et al., 1982
W6/32 anti-HLA-Klasse | Barnstable et al., 1978

2.1.8 Molekulargewichtsmarker und  Ladepuffer

Als GrolRenstandards in DNA- bzw. RNA-Gelen wurden in dieser Arbeit folgende Marker

verwendet.
GrolRenstandard / Ladepuffer H
1 kb DNA ladder, 500 pg/ml N

Gene Ruler™ 100 bp DNA ladder, F
6,5 pg/ul

DNA loading dye, 6x F
RiboRuler High Range RNA Ladder F
RNA loading dye, 2x F
2.1.9 Primer

ersteller Firmensitz

ewEngland BioLabs® Inc Frankfurt am Main, Deutschland
ermentas St.Leon-Rot, Deutschland
ermentas St.Leon-Rot, Deutschland
ermentas St.Leon-Rot, Deutschland
ermentas St.Leon-Rot, Deutschland

Samtliche Primer wurden von Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland)

synthetisiert. Um sie zur Amplifikation spezifischer DNA-Abschnitte zu verwenden, wurden die

lyophilisierten Primer mit destilliertem H,
eingestellt. In den PCR-Ansatzen wurden

Zielsequenz Bezeichnung
HLA-A-, -B-, -C-  2S.se
Allele 2N.as
3S.se
3N.as
4S.se
4N.as
HLA3.pA.se

HLA3.pB.se

HLA3.pC.se
HLAS.p2.as

HLA-B15.p25.se
HLA-B15.p31.se
HLA.B15.p427.as

O zunéachst auf eine Stockkonzentration von 100 pmol/pl
schlief3lich 1 - 2 pl von 20 pmol/ul-Lésungen eingesetzt.

Primers equenz (5=> 3)

AGG GGC CGG AGT ATT GGG AC

GTC CCAATACTC CGG CCCCT

CGG CAAGGATTACAT CGCCCTG

CAG GGC GAT GTAATCCTTGCCG

GCG GAG ATCACACTGACCTGG C

GCCAGG TCAGTGTGATCT CCG C

CCG CGT CGA CTT GG GAG GGA GCA CAG GTC AGC
GTG GGA AG

GGG CGT CGA CTG GGG AGG AAA CAC AGG TCA GCA
TGG GAA

GGG CGT CGA CCT GCATCT CAG TCC CAC ACAGGC
GGG CGA ATT CGG ACT CAG AAT CTC CCC AGA CGC
CGAG

GTC CTC CTG CTG CTC TCG GGA GCC

CTG CTG CTC TCG GGA GCC

CGT AGG CGG ACT GGT CA
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CYBA

T-Zellrezeptor-
ketten

CYBA.p-34.se
CYBA.p-15ATG.se
CYBAex1.p57.rev
CYBAex2.p126.rev
CYBAex3.pl68.se
CYBAex4.p192.se
CYBAex3.p202.rev
CYBAex4.p210.rev
CYBAex4.p213.rev
CYBAex4.p216.rev
CYBAex4.p219.rev
CYBAex4.p222.rev
CYBAex4.p225.rev
CYBAex4.p228.rev
CYBAex4.p231.rev
CYBAex4.p234.rev
CYBAex4.p237.rev
CYBAex5.p240.rev
CYBAex5.p243.rev
CYBAex5.p246.vre
CYBAex5.p249.rev
CYBAex5.p252.rev
CYBAex5.p255.rev
CYBAex5.p258.rev
CYBAex5.p261.rev
CYBAex5.p264.rev
CYBAex5.p267.rev
CYBAex5.p270.rev
CYBAex4.p283.as
CYBAex4.p286.rev
CYBAex5.p310.rev
CYBA.p488.rev
CYBA.p698.rev
CYBAInt3.p4081.se
capswitch oligo
T7-capswitch

5 Primer
64T

TRAV10*01.se
TRAV13-1*02.se
TRAV21*02.se
TRAV29/DV5*01.se
TRBV6-2.se
TRBV19.se
TRBV20-1.se
TRBV25-1.se
TRBV27.se

cCU 3EUTR
Ch1l B3EUTR

CGC CTAGCA GTG TCC CAG CCG

CGG GTT CGT GTC GCC ATG GGG

TCA CAG GCC GGA CGC CAG CcGC CT

TCA GGA GTA GGC ACC AAAGTACC

GGG GAA GAG GAAGAAGGG C

TGT GGC GGG CGT GTT TGT

TCA GCG CTC CAT GGT GGA GCC CT
CTACTG TCC CCA GCG CTC CAT GGT GGA
CTACTT CTG TCC CCA GCG CTC CAT GGT
CTAGTACTT CTG TCC CCA GCG CTC CAT
CTACAT GTACTT CTG TCC CCAGCG CTC
CTAGGT CAT GTACTT CTG TCC CCA GCG
CTAGGC GGT CAT GTACTT CTG TCC CCA
CTA CAC GGC GGT CAT GTACTT CTG TCC
CTA CAC CAC GGC GGT CAT GTACTT CTG
CTA CTT CAC CAC GGC GGT CAT GTACTT
CTA CAG CTT CAC CAC GGC GGT CAT

CTA GAA CAG CTT CAC CAC GG

CTA CCC GAA CAG CTT CAC CAC

CTA GGG CCC GAA CAG CTT CAC CAC
CTA AAA GGG CCC GAA CAG CTT CAC CAC
CTA GGT AAA GGG CCC GAA CAG CTT CAC
CTA CCT GGT AAA GGG CCC GAA CAG CTT
CTAATT CCT GGT AAAGGG C

CTA GTAATT CCT GGT AAA GGG

CTA ATA GTA ATT CCT GGT AAA GGG

CTA AAC ATA GTA ATT CCT GGT AAA GGG
CTA CCG AAC ATA GTA ATT CCT GGT AAA
GAT GCAGGA CGG CCCGAAC

TCA GAG ATG CAG GAC GGC CCG AA

TCA CAG TAG GTA GAT GCC GCT CG

CTG CTT GAT GGT GCC TCC GAT CTG CG
CTC ACG CGC TCC CGG CTT CG

GGT GCC TGC CCG GTG TGT

AAG CAG TGG TAA CAA CGC AGA GTA CGC GGG

TTA TAC GAC TCA CTA TAG GGA GGA AGC AGT GGT

AAC AACGCAGAGT
AAG CAG TGG TAA CAA CGC AGA GTA CG

CGA TAA AAG CTC CGG GGATAACAG ATTTTTTIT
ITTTTTTTTTTITTTITTITTITTITTITTITTITTITTTT

[TTTTITTTITTTITTITTTIGC

ATG AAA AAG CAT CTG ACG ACC
ATG ACATCCATT CGAGCT G
ATG GAG ACCCTCTTGGGC CTG C
ATG GCC ATG CTC CTG GGG GC
ATG AGC CTC GGG CTCCTG TGC
ATG AGC AACCAG GTG C
ATGCTGCTGCTTCTIGCTGCTTC
ATG ACT ATC AGG CTC CTC TGC
ATG GGC CCC CAG CTC CTT GGC
CTG TCT TAC AAT CTT GCA GAT C
CACTTC CAGGGCTGCCTTC
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b-Aktin

pcDNA3.1/V5-
His-TOPO

Ch 2

3EUTR TGACCT GGG ATG GTT TTG GAG CTA

CU sequencTTTAGAGTC TCT CAG CTG GTA CAC GG
Ch sequencTTCCCATTCACC CAC CAG CTC AG

huBAct.p4.se
huBAct.p1236.rev
T7.se

BgH.as

2.1.10 Synthetische Peptide

Die verwendeten Peptide wurden von der JPT Peptide Technologies GmbH (Berlin,

GCC GAG ACCGCG TCC GCC
TAA CGC AAC TAAGTC ATAGTC CGC CTA
TAATAC GAC TCACTATAG GG

TAG AAG GCA CAG TCC AGG

Deutschland) mit einer Reinheit von >90% synthetisiert und in DMSO auf eine Stockkonzentration

von 40 mg/ml eingestellt. Anschlieend wurden sie mit PBS weiter verdinnt.

Protein

p22phox (CYBA)

pp65

Tyrosinase

Neurales Wiskott-
Aldrich Syndrom-
Protein, mutiert
(N-WASP™")
Sirtuin 2

2.1.11 Plasmide

Peptidsequenz
(H=>0H)
WGQKYMTAVV
WGQKHMTAVV
GQKYMTAVV
GQKHMTAVV
NLVPMVATV

MLLAVLYCL
YMDGTMSQV

YPPPPPALL

KIFSEVTPK

Peptidposition

im Protein
68 - 77
68 - 77
69 - 77
69 - 77
495 - 503

1-9

369 - 377

343 - 351

175-183

Peptid -
bezeichnung
CYBA-72Y 577
CYBA-72Heg.77
CYBA-72Yg9.77
CYBA-72Hgg.77
/

HLA-
Restriktion
-B*15:01
-B*15:01
-B*15:01
-B*15:01
-A*02:01

-A*02:01

-A*02:01

-B*51:01

-A*03:01

Referenz

~ O~~~

Solache et
al., 1999
Wolfel et
al., 1994
Skipper et
al., 1996
unver-
offentlichte
Daten

Lennerz et
al., 2005

Spezifische DNA-Sequenzen wurden in den Expressionsvektor pcDNA3.1/V5-His TOPO

einkloniert. Dieser ermdglicht eine Ampicillin-abhéngige Selektion von Bakterien, die rekombinante

Plasmide tragen, und eine hohe Plasmidamplifikation.

Zur Herstellung der cDNA-Bank wurde das Gateway®-System verwendet. Dabei wurde als

Ubergangsvektor pDONRE 222 eingesetzt, der ein Kanamycin-Resistenzgen und ein von den

beiden Rekombinationsstellen attP1 und attP2 flankiertes ccdB-Resistenzgen enthalt.

Als Gateway®-kompatibler Expressionsvektor der cDNA-Bank wurde pcDNA3.1/RfA/Dest,

eine modifizierte Form des pcDNA3.1-Vektors benutzt. Dieser enthalt die Rekombinationskassette

RfA, in der ccdB- und Chloramphenicolresistenzgene von den beiden Rekombinationsstellen attR1

und attR2 flankiert werden.

Vektor

pcDNA3.1/V5-His TOPO

p DONRE222

Kit

pcDNA3.1/V5-His TOPO TA

Cloning Kit®

Construction Kit

Hersteller
invitrogen

Clone Miner™ cDNA Library invitrogen

Firmensitz

Karlsruhe, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland
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Gateway“Vector Co
System

pcDNAS3.1/RfA/Dest

2.1.12 Molekularbiologische Kits

nversion invitrogen

Karlsruhe, Deutschland

Fiar molekularbiologische Arbeiten wurden die nachfolgenden Kits verwendet.

Kit

5x Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

5x Sequenzierungspuffer

BD Clontech™RNA/cDNA Quality Assay
Clone Miner™ cDNA Library Construction Kit
Gateway“LR Clonase ™Il Plus Enzyme Mix
Gateway“Vector Conversion System

Hi Trap™ Protein GHP

High Pure PCR Product Purification Kit

HiSpeed®Plasmid Maxi Kit
LightCycler®480 High Resolution Melting Kit

Mab Trap™ Kit
MMESSAGE mMACHINE®T7 Ultra

pcDNA™3.1/V5-His TOPO®TA Expression Kit
QlAamp®DNA Mini Kit

QIAPrep®96 Turbo Miniprep Kit
QIAprep®Spin Miniprep Kit

QIAquick®Gel extraction Kit

QlAshredder™

RiboMAX™LargeScale RNA Production System
T7

RNase-Free DNase Set

RNeasy“Mini Kit

SuperScript®ll Reverse Transcriptase
SuperScript®Ill First Strand Synthesis System
Vectastain®Elite ABC-Kit

2.1.13 Escherichia coli -Bakterienstamme

Rekombinante Plasmid-DNA wurde

Hersteller

Applied Biosystems,
StarSEQ GmbH
Applied Biosystems,
StarSEQ GmbH

BD Biosciences
invitrogen
invitrogen
invitrogen

GE Healthcare Bio-
Sciences AB

Roche Diagnostics
GmbH

Qiagen

Roche Applied
Science

GE Healthcare Bio-
Sciences AB
Ambion Inc., Applied
Biosystems
invitrogen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Promega

Qiagen

Qiagen

invitrogen
invitrogen

Vector Laboratories

in E.coli-Bakterien des

Firmensitz
Mainz, Deutschland

Mainz, Deutschland

Heidelberg, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Minchen, Deutschland

Mannheim, Deutschland

Hilden, Deutschland
Mannheim, Deutschland

Muinchen, Deutschland
Darmstadt, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland
Hilden, Deutschland
Hilden, Deutschland
Hilden, Deutschland
Hilden, Deutschland
Hilden, Deutschland
Mannheim, Deutschland

Hilden, Deutschland
Hilden, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Burlingame, USA

chemisch kompetenten

Stamms One Shot®*TOP10 (invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) transformiert. Dieser zeichnet sich

durch eine hohe Transformationseffizienz und P

lasmidamplifikation aus.

Zu ihrer Amplifikation wurden die beiden Vektoren des Gateway®-Systems in den E.coli-

Stamm One Shot® ccdB Surviva

|l E2 T1

Phage

Resi stent

transformiert, der ebenfalls eine Transformationseffizienz von tiber 1x10° cfu/pg supercoiled DNA

aufweist.
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Der elektrokompetente E.coli-Stamm E|l ectr o MAXEDH10BET1 Phage
(invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), der eine Transformationseffizienz von uber 1x10"° cfu/pg
DNA besitzt, wurde fir die Transformation der cDNA-Bank verwendet.

E.coli -Stamm Genotyp, relevante Eigenschaften

One Shot®Top 10 F° mcrA mer(-hsdRMS-mcrBC) 80dlacZDM15 DlacX74 recAl
araD139 D(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str") endAl nupG &

One Shot°c ¢ d B Sur v F mcrA D(mrir-hsdRMS-mcrBC) f80lacZDM15 DiacX74 recAl araD139

T1 Phage Resistent D(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str) endAl nupG fhuA::1S2
El ectr o MAXEDHI1F mcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBC) f80lacZDM15 DlacX74 recAl endAl
Phage Resistent araD139 D(ara-leu)7697 galU galK “IrpsL nupG tonA

2.1.14 Eukaryotische Zellen
2.1.14.1 Zellmaterial von gesunden Spendern und Patienten

Von der Transfusionszentrale der Universitdtsmedizin Mainz wurden aufgearbeitete Buffy
Coats (BCs) gesunder Spender bereitgestellt. Von Leukéamiepatienten, die in der Ill.Medizinischen
Klinik und Poliklinik der Universitdtsmedizin Mainz behandelt wurden, stammte peripheres Blut
bzw. Leukapheresen.

2.1.14.2 Eukaryotische Zelllinien

Sowohl aus dem Blut von gesunden Spendern als auch AML-Patienten waren mit dem
Epstein-Barr-Virus transfizierte lymphoblastische Zelllinien (EBV-LCL) nach etablierten Protokollen
generiert (Chen et al., 2009; Palacios, 1981) und in Form von Suspensionszellen kultiviert worden.
Tumore unterschiedlichen Ursprungs (z.B. Melanome, Kolon-, Pankreaskarzinome) standen in
Form von adhéarenten Zelllinien, Leukamien dagegen als Suspensionszellen zur Verfliigung.

Fur die transiente Expression von Genen wurden die eukaryotischen Zelllinien COS-7 und
293T verwendet. Die adharente COS-7-Zelllinie (engl. CV-1 origin SV40, COS) stammt von
gesunden Nierenzellen eines adulten Mannchens der Meerkatzenart Cercopithecus aethiops
(Grune Meerkatze) ab, die mit einem defekten SV40-Virus transfiziert worden sind (Gluzman et al.,
1981). Die semi-adharente 293T-Zelllinie ist durch Transfektion mit dem Adenovirus-Typ5 aus
humanen embryonalen Nierenzellen generiert worden. Aufgrund des SV40-T-Antigens ist sie wie
die COS-7-Linie zur Replikation von Plasmiden mit SV40-Replikationsursprung befahigt (DuBridge
et al., 1987; Graham et al., 1977).

L721.221-Zellen sind EBV-transfizierte B-Lymphozyten, deren HLA-Klasse I-Gene durch
strahlungsinduzierte Mutagenese inaktiviert worden sind (Shimizu & DeMars, 1989). Stabile
Transfektanten, u.a. fir das HLA-B*15:01-Molekdl, sind durch Elektroporation generiert worden.

Die Suspensionszelllinie T2, ein Hybrid aus der humanen B-lymphoblastischen Zelllinie
LCL721.174 und der T-Zell-Leukdmie-Zelllinie (T-LCL) CEM, zeichnet sich durch eine geringe

Oberflachenprasenz seiner HLA-Molekile aus (Salter & Cresswell, 1986).
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2.1.15 Software
Fir die Erfassung und Auswertung von Daten wurden folgende Computerprogramme

verwendet.

Programm Hersteller Firmensitz

BD FACS Diva Software BD Biosciences Heidelberg, Deutschland
BioDocAnalyze Biometra Gottingen, Deutschland
FlowJo Vers.7.2.5 Tree Star, Inc. Ashland, USA

KS Elispot Version 4.9 Zeiss Jena, Deutschland
LightCycler®480 SW1.5 Roche Applied Science Mannheim, Deutschland
MegAlign DNA Star Madison, USA

SegMan DNA Star Madison, USA

Die nachfolgenden o6ffentlich zugénglichen Online-Datenbanken wurden fir Recherchen

eingesetzt.

Online -Datenbank Referenz
www.allelefrequencies.net Gonzalez-Galarza et al., 2011
www.cbs.dtu.dk Larsen et al., 2010
www.ebi.ac.uk/imgt/hla/allele.html Robinson et al., 2011 & 2000
www.genecards.org Safran et al., 2010
www.imgt.org Brochet et al., 2008
www.ncbi.nlm.nih.gov /

www.proteinatlas.org Uhlen et al., 2010 & 2005
www.syfpeithi.de Rammensee et al., 1999
www.who.int /

www-bimas.cit.nih.gov Parker et al., 1994

2.2 Methoden
2.2.1 Zellbiologische Methoden
2.2.1.1 Kultur- und Arbeitsbedingungen

Die Kultivierung samtlicher Zellen erfolgte in einer wassergesattigten Atmosphéare bei 37
°C und einem Kohlendioxidgehalt von 5%. Alle zellbiologischen Arbeiten fanden unter sterilen
Bedingungen statt.

Fir die Zellzahlungen in Fuchs-Rosenthal-Zéhlkammern wurde Trypanblau verwendet, um

die toten Zellen fur die nachfolgenden Anwendungen auf3er Acht zu lassen.

2.2.1.2 Kultivierung von Adhésions- und Suspensionszellen

Suspensionszellen wie T2, L721.221 und EBV-B-transformierte Zelllinien wurden zweimal
wochentlich auf 0,3x10° Zellen pro ml RPMI-Medium mit 10% FCS und 1% Penicillin-Streptomycin
eingestellt. Kryokonservierte Leukamiezellen sind aufgetaut und tiber Nacht mit 1 - 2x10° Zellen
pro ml AIM-V-Medium mit 10% HS inkubiert worden, bevor sie flr einen Test oder zur

Restimulation von T-Lymphozyten eingesetzt wurden.
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Adhésionszellen wie 293T, COS-7 und Tumorzelllinien wurden in RPMI mit 10% FCS und
1% Penicillin-Streptomycin zweimal wochentlich kultiviert. Zum Abldsen der Zellen von den
Kulturflaschen sind sie fir 5 min mit Trypsin-EDTA inkubiert worden, welches anschliel3end durch
Zentrifugation (1.500 rpm, 5 min) ausgewaschen wurde. Die Zellen wurden so eingestellt, dass sie
nach vier Tagen eine Dichte von 70 - 80% erreichten und in IFN-2-ELISpot-Assays eingesetzt

werden konnten.

2.2.1.3 Isolation von Zellen mittels Dichtegradientenzentrifugation und magnetischer Separation

Aus Buffy Coats und Heparin-Blut wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation die
peripheren mononuklearen Zellen (engl. peripheral blood mononuclear cells, PBMCs) isoliert.
Dafir wurde das Blut zunachst mit PBS 1:1 verdinnt, auf das Lymphozyten-Trennmedium
geschichtet und bei 2.500 rpm fur 15 min ohne Bremse zentrifugiert. Die in der Interphase
angesammelten PBMCs wurden anschlielend zweimal mit PBS gewaschen. Falls notwendig
wurde das Zellpellet mit einem Lysepuffer inkubiert, um die Erythrozyten zu entfernen. Die
abgezéhlten PBMCs wurden entsprechend dem nachfolgenden Verwendungszweck
weiterbehandelt oder zunéchst in Aliquots kryokonserviert.

Aus den PBMCs gesunder Spender wurden mit Hilfe von magnetischen Micro Beads,
deren Oberflachen mit anti-CD-Antikérpern versehen waren, unterschiedliche Subpopulationen (T-
Lymphozyten: CD4", CD8"; Monozyten: CD14"; B-Lymphozyten: CD19", CD20") isoliert. Dafur
wurden die PBMCs zunachst mit dem MACS-Puffer gewaschen und abgezahlt, so dass jeweils
10x10° Zellen mit 20 pl anti-CD-Beads in 80 pl MACS-Puffer bei 4 °C fiir 15 min inkubiert werden
konnten. Nach einem Waschgang im MACS-Puffer wurden die an die magnetischen Beads
gekoppelten Zellen (positive Fraktion) Uber eine Magnetsaule von den ungebundenen Zellen
(negative Fraktion) getrennt. Entsprechend ihrer weiteren Verwendung wurden beide Zellfraktionen
gezahlt und in Kultur genommen oder kryokonserviert.

Neutrophile Granulozyten wurden aus dem Vollblut isoliert, in dem sie mit biotinylierten
anti-CD66abce-Antikérpern  markiert und anschlie@end durch  Streptavidin-konjugierte
Magnetbeads Uber eine Magnetsaule isoliert wurden. Alternativ wurden Granulozyten (ber einen
doppelten Dichtegradienten angereichert. Dafiir wurde das Histopaque®1119-Medium mit dem
Histopaque®1077-Medium und dieses anschlieRend mit dem verdiinnten Vollblut Gberschichtet.
Nach einem Zentrifugationsschritt (700 g, 30 min, ohne Bremse) wurden die zwischen den beiden
Histopaquegradienten liegenden Granulozyten abgenommen, gewaschen und gezahit.

Die Reinheit der isolierten Zellpopulationen wurde anhand charakteristischer

Oberflachenmolekile durchflusszytometrisch Uberpruft.

2.2.1.4 Generierung von FastDCs

Aus PBMCs wurden Monozyten isoliert, in dem 10x10° PBMCs in RPMI mit 2%
Humanserum fir 90 min bei 37 °C in Platten mit 6 Kultureinheiten (KE) kultiviert worden sind.
Nicht-adharierte Zellen wurden anschlie3end durch mehrmaliges Waschen mit PBS entfernt. Die
adharierten Monozyten wurden zundchst mit 1.000 U/ml GM-CSF und 500 U/ml IL-4 fur 24
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Stunden bei 37 °C inkubiert, um unreife dendritische Zellen (engl. immature dendritic cells, iDCs)

zu generieren. Fur die Ausdifferenzierung zu reifen DCs (engl. mature dendritic cells, mDCs) folgte

eine 24-stiindige Inkubation bei 37 °C mit 10 ng/ml IL-1 b , 10 ng/ ml TNFWRd11. 000 U
pg/ml PGE, (Dauer et al., 2003).

2.2.1.5 Stimulation von allogenen miniMLLCs

Innerhalb der von der Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG) geférderten Klinischen
Forschergruppe 183 waren allogene gemischte Lymphozyten-Leukamie-Kulturen (engl. mixed
lymphocyte leukemia cultures, MLLCs) zur Verfugung gestellt worden. Diese sind in 96 KE-Platten
durch wiederholte Stimulation von naiven CD8*-Lymphozyten gesunder HLA-Klasse |-passender
Buffy Coat-Spender mit bestrahlten AML-Blasten von Patienten generiert (sog. miniMLLCs) und
nach Expansion als Aliquots kryokonserviert worden. In dem Modell MZ529-AML/Buffy Coat 730
entstanden auf diese Weise die miniMLLCs 2ES8, 4D3, 7G9 und 7H1 und in dem Modell MZ987-
AML/Buffy Coat 940 2B8 und 2D10 (Albrecht et al., 2011).

Fur ihre Restimulation wurden die miniMLLCs wdchentlich im Verhaltnis 1:1 mit bestrahlten
AML- (35 Gy) bzw. EBV-transformierten B-Zellen (100 Gy) des entsprechenden Patienten in 24
KE-Platten rekultiviert. Dem AIM-V-Medium wurde dabei 10% HS, 250 U/ml IL-2, 5 ng/ml IL-7 und
5 ng/ml IL-15 zugesetzt. FUnf bzw. sechs Tage nach Stimulation wurden die miniMLLCs in Assays

verwendet.

2.2.1.6 Kryokonservierung von eukaryotischen Zellen

Zur Lagerung wurden Humanzellen in HS mit 10% DMSO und Zelllinien in FCS mit 10%
DMSO portionsweise aufgenommen und in Einfrierboxen mit einer Geschwindigkeit von -1 °C/min
auf -80 °C abgekuhlt. Dem schloss sich die Aufbewahrung in Stickstoff an.

2.2.1.7 In vitro-Peptidstimulation

Fur In vitro-Peptidstimulationen wurden PBMCs oder CD8-selektionierte Zellen eingesetzt.
Sowohl PBMCs als auch CD8-Zellen wurden fir 1 Stunde bei Raumtemperatur mit 20 mg Peptid
inkubiert und anschlielend ungebundenes Peptid durch zweimaliges Waschen entfernt. Die
PBMCs wurden mit 1,5x10° Zellen pro KE in 96 KE-Rundbodenplatten ausgesat. Bei den CD8-
selektionierten Zellen wurden die mit 35 Gy bestrahlten CD8™-Zellen mit 1x10* Zellen pro KE zur
Stimulation von 1,5x10° autologer CD8'-Lymphozyten pro KE verwendet. Bei beiden
Ansatzvarianten wurden die Zellen in AIM-V-Medium mit 10% HS unter Zugabe von 20 U/ml IL-2,
10 U/ml IL-4, 10 ng/ml IL-7 und 25 ng/ml IL-21 kultiviert.

Wadchentlich wurden zur Restimulation neue PBMCs bzw. CD8-Zellen mit Peptid beladen,
bestrahlt und gemeinsam mit den Zytokinen den Ansatzen zugegeben. Nach 2 Wochen wurde kein

IL-21 mehr zugesetzt.
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2.2.1.8 IFN-0-ELISpot-Assay

IFN-0-ELISpot-Assays (engl. enzyme-linked immunosorbent spot, ELISpot) basieren auf
der Freisetzung des Zytokins Interferon-o  ( -b F N d u-Lymphozyen bei Antigenkontakt und
dessen Nachweis durch Bindung an Enzym-gekoppelte IFN-o-spezifische Antikérper.

Fur IFN-2-ELISpot-Assays wurden Millipore-Filterplatten mit 35%-igen Ethanol aktiviert und
anschlieBend dreimal mit PBS gewaschen, um sie dann mit 10 pg/ml anti-human-IFN-o-
Erstantikbrper (mAb 1-D1K) Gber Nacht bei 4 °C zu inkubieren. Dadurch konnte der konstante Fc-

Teil des Antikdrpers an die Plattenmembran binden, wéhrend sein gegen IFN-o ger i cht et es F

Fragment unbesetzt blieb. Nach dreimaligem Abwaschen ungebundener Antikdrpermolekile mit
PBS wurden die Zielzellen 293T bzw. COS-7 mit 2x10* Zellen pro Testeinheit (TE) in RPMI mit
10% FCS ausgesat. AnschlieRend wurden sie durch Lipofectamin®2000 transient mit Plasmiden,
die HLA- (100 ng/TE) bzw. Antigen-cDNA (300 ng/TE) kodierten, transfiziert. Der Inkubation tber
Nacht bei 37 °C folgte das Hinzufiigen der T-Lymphozyten mit 1 - 2x10* Zellen/TE in AIM-V-
Medium mit 10% HS. Malignom- und EBV- transformierte B-Zellen wurden mit 5x10* Zellen pro TE
am gleichen Tag ausgesat. Des Weiteren wurden gegebenenfalls Peptide bzw. Antikdrper, die in
den verwendeten Konzentrationen eine Blockade der Antigenerkennung durch T-Lymphozyten mit
entsprechender HLA-Restriktion bewirkten, hinzugefligt. Die Entwicklung der ELISpot-Platten fand
nach Inkubation Uber Nacht bei 37 °C statt. Dabei wurden diese zunéchst sechsmal mit PBS mit
0,05% Tween®20 gewaschen, um anschlieBend fir 1 Stunde bei 37 °C mit 2 pg/ml des anti-

human-IFN-2-Detektionsantikdrpers (mAb7-B6-1) inkubiert zu werden. Dieser Zweitantikorper ist

gegen ein weiteres Epitopvon IFN-o ger i cht et und biotinyliert.

und 0,05% Tween®20 erfolgte eine einstiindige Inkubation im Dunkeln mit einem Konjugat aus
Avidin und biotinylierter Peroxidase. Durch Waschung in PBS mit und anschlielend ohne
Tween®20 wurden die ungebundenen Peroxidase-Komplexe entfernt. Mit Hilfe des AEC-Substrats
wurde schlieBlich das bei Antigenerkennung von den T-Lymphozyten sezernierte und an den
ELISpot-Antikdrpern gebundene IFN-2 als rétliche Spots nachgewiesen.

Zur Auswertung der Spot-Anzahl wurden Computer-gestitzte Videobildanalysen
durchgefiihrt. Dabei wurden die Spots jeder Testeinheit automatisch tber ein Auflichtmikroskop in
funffacher VergréRerung von einer Kamera erfasst und mit der KS ElispotSoftware Version 4.9

gemessen.

2.2.1.9 *'Chrom-Freisetzungs-Assay

In einem °'Chrom-Freisetzungs-Assay wurde die zytotoxische Kapazitat von CD8'-
Lymphozyten gegeniiber Zielzellen getestet, die mit deren Antigen in Form von Peptiden beladen
worden sind bzw. es natirlich prasentierten. Dafiir wurden 5x10° Zielzellen in 50 pl FCS
aufgenommen und mit 100 pCi Na,>*CrO, fir 2 Stunden bei 37 °C inkubiert. Nach der radioaktiven
Markierung der Zellen wurde das nicht-aufgenommene Na,>'CrO, durch viermaliges Waschen mit
PBS bzw. AIM-V mit 10% HS entfernt. AnschlieRend erfolgte die Einstellung auf 2x10° Zellen pro
100 wl AIM-V mit 10% HS und die Ausplattierung in eine 96 TE-Spitzbodenplatte. Die

entsprechenden Peptide wurden als 1:10-Verdinnungsreihe (105 - 10" ng/ml) hinzugefugt.

37

Nach



MATERIALIEN & METHODEN

Aufgrund von Vortests wurde eine zehnmal héhere Anzahl an CD8"-Lymphozyten (miniMLLC 2E8)
als an Zielzellen eingesetzt, um eine optimale Lyseaktivitat zu gewéhrleisten. Fir die Ermittlung der
Spontanfreisetzung des *IChrom-Nuklids wurden die Zielzellen stattdessen mit PBS bzw. fiir die
maximale Freisetzung mit einer 1%-igen Tween®20-PBS-Lésung fiir 4 Stunden bei 37 °C inkubiert.
Nachdem die Zellen abzentrifugiert worden sind, wurde zur Messung der freigesetzten
Radioaktivitat der Uberstand abgenommen. Zur Berechnung der spezifischen Lyse wurde folgende
Formel verwendet: (Messwert 1  Spontanfreisetzung) / (maximale Freisetzung 1
Spontanfreisetzung) x 100 = spezifische Lyse [%].

Parallel zu dem °'Chrom-Freisetzungs-Assay wurde ein IFN-o-ELISpot-Assay mit

denselben Zellen und Ansétzen, aber angepassten Zellzahlen, durchgefihrt.

2.2.1.10 Durchflusszytometrie (FACS)

Mit Hilfe von spezifischen Antikdrpern, an denen fluoreszierende Farbstoffe gekoppelt sind,
kénnen in der Durchflusszytometrie (engl. fluorescence activated cell sorting, FACS)
zellcharakteristische Oberflachen- und intrazellulare Moleklle nachgewiesen werden.

Zur Markierung ihrer Oberflachenmolekile wurden Zellen fir 20 min mit Fluorochrom-
gekoppelten oder unmarkierten Antikdrpern, die spezifisch gegen bestimmte Zielmolekile gerichtet
waren, bei 4 °C inkubiert und anschlieBend mit FACS-Puffer gewaschen. Proben, die mit
unmarkierten Antikdrpern inkubiert worden sind, wurden danach mit FITC-markierten Goat-anti-
Mouse-Antikdrpern bei 4 °C inkubiert und gewaschen. AbschlieRend wurden die Zellen mit FACS-

Fixans fixiert und im BD FACS Canto" ™Il vermessen.

2.2.1.11 Peptid-Shift-Assay

T2-Zellen exprimieren zwar HLA-Molekule wie HLA-A*02:01 und -B*51:01, aber aufgrund
ihrer TAP-Defizienz sind sie zu keiner effektiven HLA-abhéngigen Prasentation von endogenen
Peptiden auf ihrer Zelloberflache befahigt. Die Bindung exogener Peptide an die HLA-Molekile
stabilisiet deren Oberflachenprasenz, was durchflusszytometrisch mit HLA-spezifischen
Antikérpern nachweisbar ist.

Fur den Peptid-Shift-Assay wurden kultivierte T2-Zellen nach zweimaliger Waschung mit
1x10° Zellen in 880 pl AIM-V-Medium in 48 KE-Platten ausgesat. Ihnen wurden 50 pl von 2 mg/ml-
Peptididsungen gemeinsam mit 10 ug -Mikroglobulin hinzugefiigt. Nach 24-stiindiger Inkubation
bei 37 °C wurden die Zellen mit FACS-Antikorpern, die spezifisch fir HLA-Klasse |-, HLA-B/C- bzw.

HLA-A2-Molekille waren, markiert und nach Fixierung im BD FACS Canto "Il gemessen.

2.2.1.12 Kultivierung von Antikérper-produzierenden Hybridomzellen und Antikdrperaufreinigung

Hybridomzellen wurden zunachst mit 2x10° Zellen/ml in RPMI mit 10% FCS und 1%
Penicillin-Streptomycin kultiviert, um ein exponentielles Wachstum zu erreichen. Dann wurde
stufenweise das Standardmedium mit dem MAb-Medium, das 20% FCS und 1% L-Glutamin

enthielt, ersetzt. Nach mehreren Passagen wurden 30x10° Zellen in 15 ml von diesem Medium in
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die Zellkammer der CELLine-Bioreaktorflaschen Uberfihrt. Deren N&hrstoffkammer wurde mit
MADb-Medium inkl. 1% L-Glutamin gefillt. Nach 7 bis 14 Tagen Inkubation bei 37 °C wurden die
Hybridomzellen zusammen mit dem freigesetzten Antikorper aus der Zellkammer entfernt und
abzentrifugiert. Der Antikorper-haltige Uberstand von mehreren solchen Passagen wurde
gesammelt. Parallel weiterkultivierte Hybridomzellen wurden zur erneuten Beflllung der
Zellkammer in der Bioreaktorflasche verwendet.

Fir die Antikorperaufreinigung wurden die gesammelten Fraktionen zunachst auf einen
pH-Wert von 8,0 eingestellt und filtriert. Dann wurden die Antikorperfraktionen u{ber eine
Affinitatssaule (Hi Trap™ Protein GHP-Séule) gefiihrt, die zuvor mit einem Bindungspuffer des Mab
Trap™ Kits &quilibriert worden ist. Nach der Elution der gebundenen Antikérper wurde die
Antikorperlosung in Dialyseschlauche gefillt und Uber Nacht bei 4 °C in PBS inkubiert.
AbschlieRend wurden die Antikorper sterilfiltriert und fir die Lagerung bei -20 °C aliquotiert. Fir die
Konzentrationsbestimmung ist sowohl von den aufgereinigten Antikdrpern als auch von einem
Proteinstandard eine 1:2-Verdunnungsreihe hergestellt worden, die anschlieBend 1:5 mit der
BioRad Protein-Assay-L6sung verdinnt und photometrisch vermessen wurden. Die aufgereinigten
Antikorper, die gegen spezifische HLA-Molekile gerichtet sind, wurden auf3erdem in IFN-o-
ELISpot-Assays in unterschiedlichen Konzentrationen auf ihre Fahigkeit die Antigenerkennung

durch T-Lymphozyten mit entsprechender HLA-Restriktion zu blockieren gepriift.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden
2.2.2.1 Photometrische Konzentrationsbestimmungen

Fur die photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren wurde die
Extinktion bei einer Wellenlange von 260 nm gemessen, wobei eine Absorptionseinheit bei DNA 50
pg und bei RNA 40 pg entsprach. Die Konzentration von Proteinen wurde entsprechend bei deren
Absorptionsmaximum von 280 nm ermittelt. Das Verhaltnis der Extinktionen bei 260 nm und 280

nm diente als Maf fiir die Reinheit der Proben.

2.2.2.2 Isolation genomischer DNA

Unter Verwendung des QIAamp®DNA Mini Kits wurde aus eukaryotischen Zellen die
genomische DNA extrahiert. Dafir wurden die Zellen durch den Puffer AL bei 56 °C in
Anwesenheit der Proteinase K lysiert und anschlieBend das Lysat zusammen mit 100%-igen
Ethanol Uber eine Saule abzentrifugiert. Dabei band die DNA an die Kieselgelmembran der Saule.
Dem folgten Zentrifugationen mit den beiden Waschpuffern AW1 und AW2, um Verunreinigungen
zu beseitigen. Abschlie3end wurde die Konzentration der in A.dest. eluierten DNA photometrisch

bestimmt. Die Lagerung der genomischen DNA erfolgte bei -20 °C.

2.2.2.3 Isolation von RNA

Fur die Isolierung der gesamten RNA von eukaryotischen Zellen wurde das RNeasy®Mini
Kit verwendet. Mi t PBS gewaschene Zel | edMercaptaetdamah vedetztet h  d e n
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RLT-Puffer lysiert und direkt auf Eis gestellt oder bei -80 °C gelagert. Durch die Zentrifugation tiber
QlAshredder™-Saulen wurden die Lysate zundchst homogenisiert. Unter Zusatz von Ethanol
erfolgte dann die Bindung der RNA an die Quarzmembran von Zentrifugationsséulen. Die
anschlieBenden Zentrifugationen mit dem Puffer RW1 und dem Ethanol-haltigen RPE-Puffer
dienten der Reinigung. Eluiert wurde die RNA in RNase-freiem Wasser. Nach der photometrischen

Konzentrationsbestimmung wurde die RNA bei -80 °C gelagert.

2.2.2.4 cDNA-Synthese

Fur die reverse Transkription mit dem SuperScript®III First Strand Synthesis System
wurden maximal 5 pg RNA zuné&chst mit 50 pM Oligo dTs und 10 mM dNTPs fir 5 min bei 65 °C
inkubiert. Nach der Anlagerung dieser unspezifischen Primer erfolgte die Synthese der
komplementaren DNA (engl. complementary DNA, cDNA) innerhalb von 50 min bei 50 °C unter
Verwendung von 200 U SuperScript®lll Reverse Transkriptase, 25 mM MgCl,, 0,1 M DTT, 10x
Reaktionspuffer sowie 40 U von dem RNase-Inhibitor RNase Out. Im Anschluss wurden durch 5-
mindtige Inkubation bei 85 °C die Enzyme deaktiviert. AbschlieRend wurde die RNase H
hinzugefiigt und bei 37 °C fur 20 min inkubiert, um die RNA-Matrizen abzubauen. Die gesamten

Reaktionen wurden mit A.dest. 1:5 verdiinnt und bei -20 °C gelagert.

2.2.2.5 Polymerase-Ketten-Reaktionen (PCRs)

Polymerase-Ketten-Reaktionen (engl. polymerase chain reactions, PCRs) ermdglichen
unter Einsatz von Sequenz-spezifischen Primern die Amplifikation von definierten DNA-
Abschnitten.

Fur eine PCR sind neben den Primern und der Ausgangsmatrize eine Polymerase mit
entsprechendem Puffer und dNTPs notwendig. Letztere lagen miteinander kombiniert (Perfect Taq
Plus Master Mix Kit, Ready Mix™ red taq™) oder einzeln (EasyA-, Advantage®2-, VWR-Tag-
Polymerase-Kit) vor. Wegen ihrer hohen Genauigkeit wurde fir die Synthese und Klonierung von
Amplikons die EasyA-Polymerase eingesetzt. Die Perfect Taq Plus Master Mix, Ready Mix™ red
taq™ und VWR-Tag-Polymerase-Kits wurden zum Nachweis definierter Amplikons verwendet.

Die PCRs erfolgten in einem Volumen von 20 oder 50 pl unter Einsatz von 10 bzw. 20
pmol jedes Primers. Die PCR-Programme umfassten zur Auftrennung der DNA-Doppelstrange
eine initiale Inkubation bei 95 °C, die bei DNA-Matrizen 5 min und bei transformierten
Bakterienkulturen 10 min andauerte. Danach fand die Amplifikation durch die meist 35-fache
Wiederholung der nachfolgenden Schritte statt: (1) Einzelstranggenerierung bei 95 °C fiir 30 sec,
(2) Anlagerung der Primer bei Primer-abhangiger Temperatur und Zeit, (3) Elongation der Primer
bei 72 °C fir eine von der Amplikonlange abhéngigen Zeit, wobei 1 Minute pro 1 kb als Grundlage
festgesetzt wurde. Um alle Elongationen vollstandig abzuschlie3en, folgte eine finale 8-minitige
Inkubation bei 72 °C. Abhéangig von der Zielsetzung wurden die PCR-Produkte anschliel3end
gelelektrophoretisch aufgetrennt oder aufgereinigt.

Fir die CYBA-Genotypisierungen wurde das High Resolution Melting Kit im

LightCycIer®480 eingesetzt, der real-time PCRs ermdglicht. Das Kit enthalt einen fluoreszierenden
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Farbstoff, der in doppelstréngige DNA interkaliert und so ein Verfolgen der Menge sowie des
Zustands der DNA ermdglicht. Dafiir wurde im 96 TE-Format der 2x Mastermix des Kits mit den
Primern CYBAINt3.p4081.se und CYBAex4.p283.rev, MgCl, und genomischer DNA verschiedener
Spenderproben verwendet. Nach 10 sec bei 95 °C folgte die Amplifikation innerhalb von 45 Zyklen
[(1) 10 sec bei 95 °C, (2) 15 sec bei 65 °C, (3) 12 sec bei 72 °C], wobei nach jedem
Elongationsschritt eine Fluoreszenzmessung stattfand. Dem schloss sich die Erzeugung einer
Schmelzkurve an. Dabei folgte der vollstandigen Auftrennung der DNA-Doppelstrange bei 95 °C fir
1 min die Zusammenlagerung der Einzelstrédnge bei 40 °C fur 1 min. Ausgehend von 1 sec bei 65
°C fand dann zur Auftrennung der DNA-Doppelstrange ein langsamer Temperaturanstieg mit einer
Geschwindigkeit von 0,02 °C/sec auf 95 °C statt, der begleitet war von einer kontinuierlichen

Fluoreszenzmessung.

2.2.2.6 Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen vom Typ Il erkennen spezifische DNA-Sequenzen, die oft
palindromisch sind. Sie lagern sich an die doppelstrangige DNA an und durchtrennen diese mit
einem charakteristischen Uberhang von Basen oder mit glatten Enden.

Sowohl zur Uberpriifung von DNA-Sequenzen als auch zur Linearisierung von Plasmiden
wurden Restriktionsreaktionen angesetzt. Daflir wurden von jedem Restriktionsenzym 10 U pro ug
DNA eingesetzt. Gemeinsam mit einem entsprechenden Puffer wurde die DNA mit den

Endonukleasen fur mindestens 2 Stunden bei 37 °C inkubiert.

2.2.2.7 Aufreinigung von Reaktionsprodukten

Fur die weitere Verwendung von Produkten enzymatischer Reaktionen wurden die
Reaktionsansatze von PCRs und Restriktionsverdauen mit Hilfe des High Pure PCR Product
Purification Kits aufgereinigt. Dafir wurden die Reaktionsansitze gemeinsam mit dem
Bindungspuffer auf Zentrifugationssaulen mit Glasfibermembran aufgetragen. Die gebundenen
DNA-Stiicke wurden anschlieBend zweimal mit dem Waschpuffer abzentrifugiert, um
Verunreinigungen zu beseitigen. Nach ihrer Elution in A.dest. konnten die aufgereinigten

Reaktionsprodukte weiterverwendet werden.

2.2.2.8 Gelelektrophorese von DNA und RNA

In der Gelelektrophorese findet eine Auftrennung von geladenen Molekilen anhand ihrer
Grol3e statt, da sie durch ein elektrisches Feld zur Durchquerung eines Gelnetzes gezwungen
werden.

Fir die gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Stlicken wurden Agarosegele
verwendet. Diese bestanden aus Agarose und 0,5x TBE-Puffer, versetzt mit dem
Nukleinsaurefarbstoff GelRed. Entsprechend der GroRRe der erwarteten DNA-Stlicke waren die

Gele unterschiedlich konzentriert. Als Laufpuffer diente der 0,5x TBE-Puffer.
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RNA-Proben wurden in denaturierenden Formaldehydgelen unter Einsatz des 1x MOPS-
Puffers als Laufpuffer elektrophoretisch aufgetrennt. Sowohl die RNA-Proben als auch der RNA-
Marker wurden vor Auftragung auf ein Gel mit einem RNA-Ladepuffer versetzt und fiir 8 min bei 72
°C inkubiert.

2.2.2.9 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Aus Agarosegelen wurden mit Hilfe des QIAquick®GeI extraction Kits DNA-Stlcke der
jeweils gesuchten Grol3e isoliert. Dabei wurde die ausgeschnittene DNA-Bande entsprechend ihres
Gewichts mit dem salzreichen Puffer QG versetzt und zum Schmelzen der Agarose fur 10 min bei
50 °C inkubiert. Nach Hinzufligen von Isopropanol erfolgte die Zentrifugation Gber eine Saule mit
Quarzmembran. Um Kontaminationen zu beseitigen, wurde die daran gebundene DNA mit zwei
Puffern gewaschen. Die anschlieRende Eluierung erfolgte mit A.dest oder dem salzarmen EB-
Puffer.

2.2.2.10 Ligation von Inserts mit dem Expressionsplasmid pcDNA3.1/V5-His TOPO

Aufgrund seines CMV-Promotors ist der Vektor pcDNA3.1/V5-His TOPO in der Lage eine
starke und konstitutive Expression von integrierten DNA-Sequenzen in eukaryotischen Zellen zu
ermdglichen.

Wird eine PCR mit einer Tag-Polymerase durchgefihrt, dann wird den Reaktionsprodukten
a n d &ade 8irbiuberschiissiges Deoxyadenosin angefligt. Dieses ermdglicht mit hoher Effizienz
die Ligation mit dem linearisierten pcDNA3.1/V5-His TOPO-Vektor, der mit dem komplementéaren
Uberhang aus Deoxythymidin ausgestattet worden ist. Dafiir wurden aufgereinigte
Reaktionsprodukte mit dem Vektor in Anwesenheit einer Salzlésung fir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert.

2.2.2.11 Transformation und Kryokonservierung von E.coli TOP10

Um Plasmide zu vervielfaltigen, wurden sie in den chemisch kompetenten E.coli-Stamm
TOP10 Ubertragen. Fir die Transformation von E.coli TOP10 wurden Plasmide gemeinsam mit
den Bakterien fir 30 min auf Eis inkubiert. Durch den nachfolgenden 30-sekiindigen Hitzeschock
bei 42° C und der Inkubation auf Eis fir 5 min erfolgte die Aufnahme der Plasmide. Fir 1 Stunde
wurden die Transformanten dann im S.O.C.Nahrmedium bei 37 °C geschittelt. AnschlieRend
wurden sie auf Agarplatten mit 50 pg/ml Ampicillin ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Mit Hilfe einer Orientierungs-PCR konnten dann von den gewachsenen
Bakterienkolonien die ausgewahlt werden, deren Plasmid ein richtig orientiertes Insert enthielt. Von
diesen wurden Flissigkulturen in LB-Medium mit 50 pg/ml Ampicillin angesetzt und iber Nacht bei
37 °C geschiuttelt. Die Bakterien wurden schlielich als Glycerolstocks, d.h. in LB-Medium mit 15%

Glycerol, bei -80 °C gelagert oder ihre Plasmide isoliert.

42



MATERIALIEN & METHODEN

2.2.2.12 Isolation von Plasmiden (Miniprep, Maxiprep)

Rekombinante Plasmide wurden aus 5 ml-Bakterienkulturen mit Hilfe des QIAprep®Spin
Miniprep Kits und aus 200 ml-Kulturen mit Hilfe des HiSpeed®PIasmid Maxi Kits isoliert und bei -
20 °C gelagert.

Fur einen Miniprep wurden die Bakterien zunachst abzentrifugiert, um das Pellet
anschlieBend in den Resuspensionspuffer P1 mit der RNase A aufzunehmen. Nach einer 5-
mindtigen Inkubation mit dem Lysepuffer P2 wurden durch den Neutralisierungspuffer N3 die
freigesetzten Proteine ausgefallt. Das Zelllysat wurde abzentrifugiert, so dass mit dem Uberstand
die DNA auf eine Zentrifugationssaule tbertragen werden konnte. In Anwesenheit der salzreichen
Puffer band die DNA an die Kieselgelmembran der Saule. Dem zweimaligen Waschen durch
Zentrifugation mit einem Ethanol-haltigen Puffer folgten die Elution der DNA mit dem salzarmen
EB-Puffer und die photometrische Konzentrationsbestimmung.

Fur einen Maxiprep wurden die Bakterien ebenfalls abzentrifugiert, das Pellet in den
Resuspensionspuffer P1 aufgenommen, mit dem Puffer P2 lysiert und der Puffer N3 zur
Neutralisierung zugesetzt. Die ausgefallenen Proteine wurden durch Filtration entfernt. Das
aufgereinigte Bakterienlysat wurde anschlie3end in eine Filtersdule, die zuvor durch den Puffer
QBT A&quilibriert worden ist, Ubertragen und mit dem Puffer QC gewaschen. Die in den
Elutionspuffer QF aufgenommene DNA wurde mit Isopropanol geféllt und anschlieend auf eine
weitere Filtermembran aufgetragen, an die die DNA band. Einem Waschgang mit 70%-igem

Ethanol folgte die Elution mit dem EB-Puffer und die Konzentrationsbestimmung der DNA.

2.2.2.13 Sequenzierung

Sequenzierungen wurden von der Firma StarSEQ® (Mainz, Deutschland) mit ABI 3730
Kapillarsequenzern von Applied Biosystems™ durchgefiihrt. Wahrend fir Sequenzierungen von
Plasmiden diese mit 10 pmol von einem entsprechenden Primer eingeschickt worden sind, wurden
die Sequenzierungsreaktionen fiir PCR-Produkte selbst angesetzt. Daftir wurden 170 - 350 ng der
PCR-Produkte mit 5 pmol von einem entsprechenden Primer, dem 5x Big Dye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit und dem dazugehérigen 5x Sequenzierungspuffer fir 3 min bei 96 °C
inkubiert und in 30 Zyklen mit 10 sec bei 96 °C und 4 min bei 55 °C amplifiziert.

2.2.2.14 Phenol-Chloroform-Extraktion

Wahrend der Phenol-Chloroform-Extraktion wurde der RNA im Verhdltnis 1:1 Phenol-
Chloroform-lsoamylalkohol (25:1:24) zugesetzt und abzentrifugiert. Die obere wassrige Phase
wurde abgenommen und mit Chloroform-lsoamylalkohol (1:24) abzentrifugiert, um das verbliebene
Phenol zu entfernen. Die nun entstandene obere Phase wurde mit 300 mM Natriumacetat und
dann mit einem Uberschuss an 100%-igen Ethanol versetzt. Die Fallungsreaktion fand innerhalb
von 20 min bei -80 °C oder iber Nacht bei -20 °C statt. Nach einstiindiger Zentrifugation bei 4 °C
wurde das Pellet zweimal mit 70%-igen Ethanol gewaschen. Nachdem der Ethanol komplett
verdunstet war, wurde das RNA-Pellet in DEPC-Wasser aufgenommen und die RNA-Konzentration

photometrisch gemessen.
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2.2.2.15 Generierung von polyadenylierter IVT-RNA

Mit den beiden Kits RiboMAX™LargeScale RNA Production System T7 und mMessage
mMachine® T7 Ultra Kit wurde polyadenylierte RNA durch In vitro-Transkription (IVT) synthetisiert
unter Verwendung von rekombinanten Plasmiden, die mit einem T7-RNA-Polymerase-Promotor
ausgestattet waren.

Fur die IVT mit dem System T7-Kit wurden 2,5 pg eines linearisierten Plasmids eingesetzt
und mit den vier rNTPs ATP, CTP, UTP und GTP, der T7-RNA-Polymerase und dem
entsprechenden T7-Puffer sowie zur Erhéhung der RNA-Stabilitdt und Translationseffizienz einem
Capping Analog fur 3 Stunden bei 37 °C und abschlieend fir 10 min bei 70 °C inkubiert. Dem
folgte eine Phenol-Chloroform-Extraktion zur Aufreinigung der IVT-RNA. Fur die Polyadenylierung
der aufgereinigten IVT-RNA musste der Bedarf an ATPs fiir einen 300 bp langen Uberhang und an
Poly(A)-Polymerase zunachst berechnet werden. Dann erfolgte eine einstiindige Inkubation der
IVT-RNA mit den ATPs und der Polymerase in einem entsprechenden Puffer bei 37 °C. Nach der
Aufreinigung der polyadenylierten IVT-RNA durch eine Phenol-Chloroform-Extraktion wurde
photometrisch die Konzentration bestimmt.

Um polyadenylierte RNA mit dem T7 Ultra Kit zu synthetisieren, wurde jeweils 1 pg eines
linearisierten Plasmids eingesetzt und gemeinsam mit den NTPs, dem Cap-Analog ARCA, einem
T7-Enzymmix und dem entsprechenden Puffer fir 2 Stunden bei 37 °C inkubiert. Anschliel3end
wurde zum Abbau der DNA-Matrize die TURBO DNase fir 15 min bei 37 °C hinzugegeben. Fir die
Polyadenylierung der IVT-RNA wurde direkt die Polymerase E-PAP mit ihrem Puffer sowie ATPs
und MnCl, hinzugefugt und der gesamte Ansatz fur 45 min bei 37 °C inkubiert. Abschlielend
wurde die polyadenylierte IVT-RNA durch eine Phenol-Chloroform-Extraktion aufgereinigt und die
Konzentration photometrisch gemessen.

Die Qualitat der [IVT-RNAs wurde gelelektrophoretisch in  denaturierenden

Formaldehydgelen Gberpriift. Ihre Lagerung erfolgte bei -80 °C.

2.2.2.16 Konstruktion einer cDNA-Bank aus EBV-transformierten B-Zellen des AML-Patienten
MZ529

Zur Konstruktion der cDNA-Bank des AML-Patienten MZ529 (s. Anhang 5.1 ) wurde aus
200x10° MZ529-EBV-B-Zellen die gesamte RNA mit Hilfe des RNeasy®Mini Kits isoliert, wofr
mehrere Zentrifugationssaulen eingesetzt wurden. Von dem in RNase-freiem Wasser gepoolten
Eluat wurde photometrisch die Konzentration bestimmt und mit einem denaturierenden
Formaldehydgel die Integritat der RNA Uberpruft.

Fir die Isolation der polyadenylierten mRNAs von den tRNAs und rRNAs, die Uber 95%
der zellularen RNAs ausmachen, wurde das Oligotex®mRNA Mini Kit verwendet. Dabei wurde die
extrahierte Gesamt-RNA zunachst mit der Oligotex-Suspension und dem salzreichen Puffer OBB
fur 3 min bei 70 °C inkubiert, um Sekundarstrukturen der RNAs zu zerstdéren. Wahrend der
anschlieRenden 10-minitigen Inkubation bei Raumtemperatur konnten die polyA-Enden der
MRNAs mit den dC;T3-Oligonukleotiden auf der Oberflache der Oligotex-Polystyrol-Latexpartikel

hybridisieren. Nachdem die Oligotex-Partikel mit den gebundenen mRNAs herunterzentrifugiert
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und der Uberstand abgenommen worden ist, wurden sie zweimal mit dem Puffer OW2 gewaschen.
Die darauf folgende Inkubation in dem 70 °C heifl3en Puffer OEB fuhrte zur Lésung der mRNAs von
den Partikeln, die schlie3lich durch Zentrifugation entfernt wurden.

Um die Qualitat der gewonnenen polyadenylierten mRNAs zu kontrollieren, wurde der BD
Clontech™RNA/cDNA Quality Assay eingesetzt. Ausgehend von den polyadenylierten mRNAs
wurden dabei mit Oligo(dT)-Primern und der PowerScript Reversen Transkriptase in Anwesenheit
des entsprechenden 5x Puffers, dNTPs und DTT einzelstrangige cDNAs bei 42 °C innerhalb von
75 min synthetisiert. Diese dienten als Matrize fir eine PCR, bei der von einem housekeeping Gen
ein Fragmenutndanmi & é<£ndea amplifziért werden sollten. Dafir wurde die
Advantage®2 Polymerase mit dem Primer-Mi x f ¢k u dch s d-Bragméntsowie dNTPs und
dem Advantage®2 PCR-Puffer eingesetzt. Nach einer initialen Inkubation bei 94 °C fir 4 min
folgten 25 Amplifikationszyklen [(1) 30 sec bei 95 °C, (2 & 3) 2 min bei 68 °C]. Dann wurden 5 pl
aus dem PCR-Ansatz entfernt. Dem schlossen sich neun weitere solche Zyklen an, wobei nach
jedem dritten Zyklus ein 5 pl-Aliquot entnommen wurde. Diese vier Aliquots wurden auf ein 2%-
iges Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Da die Banden der beiden PCR-
Produkte, die 835 bp bzw. 671 bp lang waren, nach 28 Zyklen &hnlich stark ausgepragt waren,
wurde die Qualitdt der isolierten RNA als exzellent eingestuft. Daraufhin wurden die
polyadenylierten mRNAs mit Natriumacetat und Ethanol geféllt. Nach Inkubation bei -20 °C Uber
Nacht und Abzentrifugation flr 1 Stunde bei 4 °C wurde das mRNA-Pellet zweimal mit 70%-igen
Ethanol gewaschen und in Wasser eluiert.

Fur die Konstruktion der cDNA-Bank wurde das Clone Miner™ cDNA Library Construction
Kit eingesetzt. Dieses basiert auf dem ortsspezifischen Rekombinationssystem des
Bakteriophagen Lambda, bestehend aus DNA-Rekombinationssequenzen, den att-Stellen, und
Rekombinationen-vermittelnden Enzymen. Daher wurden zunéchst 5 pg der polyadenylierten
MRNAs mit dem Oligo(dT)-Pr i mer G CCRBCAGICAOQAACTTTGTACAAGAAAGTTGG
GT(Mw3 6, d e rattBRiSequenzdin Sequenz fett geschrieben) versehen und biotinyliert war,
und dNTPs fur 5 min bei 65 °C und anschlieRend fir 2 min bei 45 °C inkubiert. Daraufhin wurde
der 5x Reaktionspuffer und DTT hinzugegeben und fir weitere 2 min bei 45 °C inkubiert.
SchlieRlich wurde die SuperScript®ll Reverse Transkriptase hinzugefiigt, um innerhalb von 60 min
bei 45 °C die Erststrangsynthese umzusetzen. Diese cDNA-Strange dienten als Matrizen fir die
Synthese der zweiten komplementaren DNA-Stréange durch die E.coli DNA-Polymerase |. Neben
dem entsprechenden Puffer und dNTPs befanden sich in dem Reaktionsansatz die E.coli RNase H
und DNA-Ligase. Nach 2 Stunden bei 16 °C wurden mit Hilfe der T4 DNA-Polymerase glatte
cDNA-Enden generiert. Die Zugabe von EDTA beendete diese Reaktion. Danach wurden die
cDNAs durch eine Phenol-Chloroform-Extraktion aufgereinigt, mit Ammoniumacetat, Glykogen und
100%-igen Ethanol gefallt und mit 70%-igen Ethanol gewaschen. An das gHndetdere 56
doppelstrangigen cDNAs wurde abschlieBend durch die T4 DNA-Ligase in Anwesenheit des
Adapterpuffers und von DTT innerhalb von 24 Stunden bei 16 °C der doppelstrangige attB1-
Adapter G i‘éii‘}é’:’i‘ém‘élﬁ‘éﬁ?ﬁﬁfxfii (attB1-Sequenz fett geschrieben)
angeftigt. Nach der Inaktivierung der Ligase durch eine 10-miniitige Inkubation bei 70 °C wurden
die mit attB-Enden versehenen cDNAs (iber eine Sephacryl®S-500 HR-Saule ihrer GroRe nach
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aufgetrennt, wobei grofl3e Molekile die Matrix schneller passierten. Daftir wurden die cDNAs mit
TEN-Puffer versetzt, auf die Saule geladen und das Eluat aufgefangen (Fraktion #1). Die Saule
wurde erneut mit 100 pl TEN-Puffer beladen, der wieder gesammelt wurde (Fraktion #2). Die
nachsten 100 ul TEN-Puffer, die auf die Saule geladen wurden, wurden tropfenweise aufgefangen
(Fraktion #3 - 20). Die Konzentration der Fraktionen wurde in einem DNA-Spotting-Assay
geschétzt, bei dem auf eine Agaroseplatte 1 ul von jeder Fraktion sowie unterschiedliche Mengen
von supercoiled pEXP7tet-DNA (50 ng/pl) aufgetragen und anschlieBend die Platte mit einer
1:10.000-Losung von SYBR®Gold nachgefarbt wurde. Die aus dem Vergleich der Fraktionen mit
der Standard-DNA geschatzte Konzentration der Fraktionen diente zusammen mit den
Fraktionsvolumen zur Berechnung der jeweiligen cDNA-Menge. Alle Fraktionen wurden mit
Ammoniumacetat, Glykogen und 100%-igen Ethanol ausgefallt und bei -20 °C gelagert, wodurch
eine spatere Erweiterung der cDNA-Bank méglich war. Mit den Fraktionen, die die groften cDNAs
enthielten, wurde weitergearbeitet. Die komplette Fraktion #3 und die Halfte von Fraktion #4
wurden gepoolt, so dass etwa 150 ng Ausgangsmaterial fir die cDNA-Bank eingesetzt werden
konnte. Nach der Ethanolprazipitation wurde die Konzentration der in TE-Puffer aufgenommenen
cDNAs erneut in einem DNA-Spotting-Assay geschatzt. Dadurch konnten fur den nachfolgenden
BP-Rekombinationsschritt etwa 100 ng von den attB-flankierten cDNAs und 250 ng von dem
Ubergangsvektor pDONR™222, dessen attP-Sequenzen das wachstumshemmende ccdB-Gen
flankierten, eingesetzt werden. Vermittelt wurde die Reaktion durch den BP Clonase™-Enzym-Mix
innerhalb von 20 Stunden bei 25 °C. Die nachfolgende Inkubation mit der Proteinase K bei 37 °C
far 15 min und anschlieBend bei 75 °C fir 10 min inaktivierte die Clonase. Dem folgten die
Konzentrierung der DNA mit Glykogen und Ammoniumacetat sowie anschlielend eine
Ethanolfallung. SchlieRlich wurde die Ubergangs-cDNA-Bank in sechs Aliquots der
elektrokompetenten ElectroMAX™VDH10B™-Ba kt eri en durch El ektroporati on
transferiert. Nachdem die Transformanten innerhalb 1 Stunde bei 37 °C unter Schuitteln in
S.0.C.Medium angewachsen waren, wurden sie gepoolt und ein Aliquot als 1:10-
Verdiinnungsreihe auf Kanamycin-haltige Agarplatten ausgestrichen. Aus der Anzahl der Uber
Nacht bei 37 °C gewachsenen Kolonien wurde die Anzahl der transformierten Bakterien im
restlichen Medium berechnet. Sie betrug insgesamt etwa 78x10° cfu. AuBerdem wurde von 20
Kolonien ein Miniprep durchgefuihrt, um zur Charakterisierung der Ubergangs-cDNA-Bank die
extrahierten Plasmide mit der Restriktionsendonuklease BsrGl zu verdauen und
gelelektrophoretisch aufzutrennen. Die restlichen Transformanten wuchsen derweil bei 37 °C unter
Schitteln in 50 ml Kanamycin-haltigen LB-Medium auf eine optische Dichte (ODegg) von 1. Dann
wurden von den Bakterien zum einen Glycerolstocks angelegt und zum anderen mit dem
QIAprep®Spin Miniprep Kit ihre Plasmide isoliert, deren Konzentration photometrisch gemessen
wurde. In einer PEG-Prazipitation wurden die Plasmide gemeinsam mit 30%-igem PEG/MgCl,
abzentrifugiert und in TE-Puffer aufgenommen.

Als Expressionsvektor fur die cONA-Bank wurde pcDNAS.1/RfA/Dest gewahlt, in dem das
ccdB-Gen von attR-Sequenzen flankiert wird. Um die Rekombinationseffizienz zu erhéhen, wurde
der Vektor mit der Restriktionsendonuklease BbvCl linearisiert. Fiir die LR-Rekombination wurden
62,5 ng der Ubergangs-cDNA-Bank in pDONR™222 und 225 ng des linearisierten Zielvektors
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eingesetzt. Vermittelt wurde diese Reaktion durch den Gateway®LR Clonase™ Il Plus Enzyme Mix
Uber Nacht bei 25 °C. Durch Inkubation mit der Proteinase K fur 15 min bei 37 °C und
anschlieBend fir 10 min bei 75 °C wurde die Rekombinationsreaktion beendet. Die nachfolgende
PEG-Prazipitation setzte sich aus der Féallung mit NaCl und PEG/MgCI, bei 4 °C fur 20 min, dem
Abzentrifugieren und Waschen mit 70%-igen Ethanol sowie dem Eluieren in TE-Puffer zusammen.
Die Expressions-cDNA-Bank wurde ebenfalls in die elektrokompetenten ElectroMAX ™"DH10B™-
Bakterien durch El ektroporation (2 kV, 200
Transformanten innerhalb 1 Stunde bei 37 °C unter Schutteln in Recovery Medium wurde ein
Aliquot von ihnen als 1:10-Verdunnungsreihe auf Ampicillin-haltige Agarplatten ausplattiert und
Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Mit Hilfe der Anzahl der auf den Agarplatten gewachsenen Kolonien
wurde die Anzahl der Transformanten in dem restlichen Medium berechnet. Die Gesamtanzahl
betrug etwa 46,7x10° cfu. Aus 15 Kolonien wurden zur Auswertung der cDNA-Bank-Qualitat die
Plasmide mit Hilfe des QIAprep®Spin Miniprep Kits isoliert, mit der Endonuklease BsrGl verdaut
und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Schlie3lich wurde die Expressions-cDNA-Bank des AML-
Patienten MZ529 in Form von Glycerolstocks sowie nach Isolierung und Prézipitation in Form von
rekombinanten Plasmiden gelagert.

Fur das T-Zell-basierte Expressionsscreening der cDNA-Bank unter Verwendung von IFN-
o-ELISpot-Assays wurden jeweils 2,5x10" Bakterien der cDNA-Bank auf Ampicillin-haltige
Agarplatten ausgestrichen und tber Nacht bei 37 °C inkubiert. Daraufhin wurden fiir sechs 96 TE-
Platten ungefahr 100 Kolonien pro TE gepickt und in 5 ml Ampicillin-haltiges LB-Medium Uber
Nacht bei 37 °C geschittelt. Von diesen Bakterienkulturen wurden Glycerolstocks angelegt und mit
dem QIAPrep®96 Turbo Miniprep Kit die Plasmide isoliert. Pro Platte wurde von fiinf Pools der
cDNA-kodierenden Plasmide photometrisch die Konzentration gemessen, so dass vorverdinnte
Platten mit 300 ng cDNA-kodierenden Plasmiden in 5 yl EB-Puffer pro TE fiir das Screening
vorbereitet werden konnten.

Sobald bei dem cDNA-Expressionsscreening ein Kandidatenpool gefunden wurde, wurde
fir seine Subklonierung der entsprechende Bakterienstock angetaut und auf Ampicillin-haltige
Agarplatten ausplattiert. Nach Inkubation Gber Nacht bei 37 °C wurden Pools von 8 Kolonien pro
TE fir 96 TE-Platten gepickt und Uber Nacht bei 37 °C in 1 ml Ampicillin-haltigem LB-Medium
geschiittelt. Von diesen wurden Glycerolstocks angelegt und mit dem QIAPrep®96 Turbo Miniprep
Kit die Plasmide isoliert, deren Konzentration anschlielBend photometrisch bestimmt wurde. Fir
das Screenning in IFN-0-ELISpot-Assays wurden die 8x Pools in 96 TE-Platten auf 300 ng cDNA-
kodierender Plasmide in 5 pl EB-Puffer pro TE eingestellt.

Genauso wurde verfahren, so bald ein Kandidat bei dem Screening der 8x Pools
aufgefallen war. Allerdings wurden einzelne Kolonien gepickt und folglich lagen fiir das Screening

die cDNA-kodierenden Plasmide in den Testeinheiten einzeln vor.

2.2.2.17 Klonierung und Transfer von T-Zellrezeptorketten

Fir die Klonierung der T-Zellrezeptoren (TZRs) wurde mit dem RNeasy®Mini Kit die RNA
aus antigenspezifischen T-Lymphozyten isoliert. AnschlieRend erfolgte innerhalb von 60 min mit
Hilfe der SuperScript®II Reverse Transcriptase die cDNA-Synthese bei 42 °C. Neben den dNTPs,
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DTT und einem entsprechenden Puffer waren in dem Reaktionsansatz 64T- und capswitch oligo-
Primer enthalten. Die generierten cDNAs dienten als Matrizen fir eine PCR mit der Advantage®2-
Polymerase und den Primern 64T und T7 capswitch. Dabei folgten einer einminttigen Inkubation
bei 95 °C 20 Amplifikationszyklen [(1) 5 sec bei 95 °C, (2) 5 sec bei 65 °C, (3) 6 min bei 68 °C].
Das aufgereinigte PCR-Produkt wurde anschliel3end fir TZR-Ketten-spezifische PCRs mit der
Advantage®2-Polymerase v e r we nd e t . -Keflep-PCRdvurden dler 5- und d e¥UTRG U
Primer eingesetzt. Nach 5 min bei 95 °C umfasste das PCR-Programm 30 Zyklen zur Amplifikation
[(1) 30 sec bei 95 °C, (2) 45 sec bei 62 °C, (3) 90 sec bei 72 °C]. D iKetterbwurden mit den
Primern 5E und Cbl 3EUTR sowie Cb2 3EUTR amplifizi
initiale Inkubation bei 95 °C fur 5 min und 30 Amplifikationszyklen [(1) 30 sec bei 95 °C, (2) 45 sec
bei 63 °C, (3) 90 sec bei 72 °C]. Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung wurde jeweils das
entsprechende PCR-Produkt, das eine L&nge zwischen 0,8 und 1,2 kb besal3, aus dem
Agarosegel extrahiert und sequenziert (Birkholz et al., 2009). Aufgrund der Auswertung der
Sequenzen konnten mit kettenspezifischen Primern die jeweiligen TZR-Ketten direkt amplifiziert
und in den Expressionsplasmid pcDNA3.1/V5-His TOPO einkloniert werden. Der Linearisierung der
rekombinanten Plasmide mit der Restriktionsendonuklease Xbal folgte die Generierung von
polyadenylierten IVT-RNAs der TZR-Ketten.

Fur den Transfer der T-Zellrezeptoren wurden zunachst aus Buffy Coats mittels
Dichtegradientenzentrifugation die PBMCs isoliert und in Portionen von 30x10° Zellen in AIM-V-
Medium mit 50 ng/ml Okt-3 und 250 U/ml IL-2 fir 3 Tage bei 37 °C inkubiert. Nach der
anschlieRenden Isolation der CD8'-Zellen mit Hilfe von Micro Beads wurden diese bis zum
Transfer der TZR-Ketten in AIM-V-Medium mit 10% HS, 250 U/ml IL-2 und 20 U/ml IL-7 fur 2 bis 15
Tage kultiviert. Die CD8"-Lymphozyten wurden nach Elektroporation (square wave, 500 V, 5 ms)
mit der polyadenylierten IVT-RNA der TZR-Ketten Uber Nacht in AIM-V mit 10% HS, IL-2 und IL-7
kultiviert. Die Expression der TZR-b-Ketten wurde durchflusszytometrisch kontrolliert. Die
Funktionalitat der transferierten T-Zellrezeptoren wurde in 10-stiindigen IFN-o-ELISpot-Assays in

Anwesenheit von 100 U/ml IL-2 Gberpriift.
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3 Ergebnisse

3.1 Restimulation und HLA -Restriktion der miniMLLC 2E8 des Modells MZ529 -
AML/Buffy Coat 730

Zu dem Patienten MZ529, der eine akute myeloische Leukdmie (AML) vom FAB-Subtyp
M1 aufwies, ist ein Buffy Coat (BC)-Spender mit demselben HLA-Klasse I-Genotyp (HLA-A*03:01,
-A*11:01, -B*15:01, -B*35:01, -C*03:04, -C*04:01) gesucht worden. In dem Modell MZ529-
AML/Buffy Coat 730 wurden daraufhin in gemischten Lymphozyten-Leukdmie-Kulturen (engl.
mixed lymphocyte leukemia cultures, MLLCs) naive CD8'-T-Lymphozyten des Buffy Coat-
Spenders 730 mit AML-Blasten des Patienten MZ529 restimuliert (s. Material ien & Methoden
2.2.1.5). Zur Untersuchung ihrer Antigenspezifitit wurde u.a. die auf diese Weise generierte
miniMLLC 2E8 bereitgestellt (Albrecht et al., 2011).

Um die leukédmiereaktiven T-Lymphozyten zu expandieren, wurde die miniMLLC 2ES8
wiederholt mit AML-Zellen des Patienten MZ529 restimuliert. Allerdings war die Anzahl der
Leukdmiezellen begrenzt. Da die miniMLLC 2E8 neben den Leukdmiezellen des Patienten MZ529
auch dessen mit dem Epstein-Barr-Virus (EBV)-transformierten B-Zellen erkannte, wurde der
Einsatz von den immortalisierten und damit in unbegrenzter Menge verfigbaren MZ529-EBV-B-
Zellen zur Restimulation der miniMLLC untersucht. Sowohl nach Stimulation mit AML-Blasten als
auch mit EBV-B-Zellen des Patienten erkannte die miniMLLC 2E8 MZ529-EBV-B- und -AML-Zellen
(Abb.3.1) und wies das gleiche Erkennungsmuster bei der Blockade mit HLA-spezifischen
Antikoérpern (Abb.3.2) sowie bei transient mit HLA-Molekllen transfizierten COS-7-Zellen auf
(Abb.3.3). Daher erfolgte die Stimulation der miniMLLC 2ES8 fiir die nachfolgenden Versuche
grundsatzlich mit MZ529-EBV-B-Zellen. Die fir das Expressionsscreening mit der miniMLLC 2E8
bendtigte cDNA-Bank des AML-Patienten MZ529 wurde von dessen EBV-transformierten B-

2E8 stimuliert mit allein
\ MZ529-
APCs: EBV-B AML

N -

Lymphozyten konstruiert.

MZ529-AML

mzs29-eav-8 (G @ | € 6

Abb.3.1: Erkennung v on AML -Zellen und EBV -transformierten B -Zellen des Patienten MZ529 durch die
miniMLLC 2E8 nach Kultivierung mit unterschiedlichen Stimulatorzellen

Finf Tage nach Restimulation mit MZ529-AML- bzw. -EBV-B-Zellen wurde die Reaktivitat der miniMLLC 2E8
(1x10* Zellen / TE) gegeniiber MZ529-AML- und MZ529-EBV-B-Zellen (je 5x10* Zellen / TE) getestet.
Abgebildet sind die Filter des 20Std-IFN-2-ELISpot-Assays (s. Materialien & Methoden 2.2.1.8 ).

Um die HLA-Restriktion der miniMLLC 2E8 zu bestimmen, wurde die Erkennung von
MZ529-EBV-B-Zellen in Anwesenheit von HLA-spezifischen Antikbrpern untersucht. Die Blockade
der Erkennung durch HLA-B/C- sowie HLA-Bw6-spezifische Antikorper ergab die Identifizierung
der beiden HLA-B-Allele als potenzielle Restriktionselemente (Abb.3.2).
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Abb.3.2: HLA -spezifische Blockade der Erkennung von MZ529  -EBV-B-Zellen durch die miniMLLC 2E8
Die miniMLLC 2E8 wurde mit MZ529-EBV-B- (W) bzw. -AML-Zellen (.J) stimuliert und anschlieRend in einer
Konzentration von 1x10* Zellen pro TE auf ihre Reaktivitat gegeniiber MZ529-EBV-B-Zellen (5x104 Zellen /

TE) in Gegenwart von HLA-spezifischen Antikérpern in einem IFN-2-ELISpot-Assay untersucht. Die Antikdrper
wurden in einer Verdlinnung eingesetzt, die die Erkennung durch Kontroll-T-Lymphozyten mit entsprechender
HLA-Restriktion vollstandig blockierten. Gezeigt sind die Filter der Doppelwerte (links) sowie die sich aus ihrer
Vermessung mittels Computer-gestiitzter Videobildanalyse ergebenden Mittelwerte mit der dazugehérigen

Standardabweichung (rechts).

Fur das Expressionsscreening von cDNA-Banken werden diese gemeinsam mit HLA-
Molekule-kodierenden Plasmiden in DNA-Empféangerzellen wie 293T- und COS-7-Zellen transient
transfiziert. Im Vorfeld wurde die Hintergrundreaktivitat der fir das Screening verwendeten
miniMLLC 2E8 gegentber den beiden Empfangerzelllinien untersucht. Nach Transfektion der
COS-7- und 293T-Zellen mit den einzelnen HLA-Molekilen des Modells MZ529-AML/Buffy Coat
730 zeigte sich eine starke Erkennung von COS-7-Zellen, die mit HLA-B*15:01 transfiziert wurden.
Weder die Transfektion von 293T-Zellen mit HLA-B*15:01 noch die der beiden Zelllinien mit den
anderen HLA-Molekilen induzierte eine Reaktivitat bei der miniMLLC 2E8 (Abb.3.3).

A \ 2E8 stimuliert mit B \ZES stimuliert mit
APCs: MZ529- APCs: MZ529-
COS-7 EBV-B AML 2937 EBV-B | AML
+ HLA-A*03:01 +HLA-A*03:01
+HLA-A*11:01 +HLA-A*11:01
+HAB*1501@Q @@ © +HLA-B*15:01
+HLA-B*35:01 + HLA-B*35:01
+HLA-C*03:04 +HLA-C*03:04
+ HLA-C*04:01 + HLA-C*04:01

Abb.3.3: Erkennung HLA -transfizierter COS -7- und 293T -Zellen durch die miniMLLC 2E8

Als potenzielle DNA-Empfangerzellen fir das cDNA-Expressionsscreening mit der miniMLLC 2E8 wurden
COS-7- (A) und 293T-Zellen (B) (je 2x10* Zellen / TE) mit den HLA-Allelen des Modells MZ529-AML/Buffy
Coat 730 transfiziert und auf Erkennung durch die miniMLLC 2E8 (2x10* Zellen / TE) in einem IFN-2-ELISpot-
Assay in Doppelwerten getestet. Die miniMLLC ist mit MZ529-EBV-B- bzw. -AML-Zellen stimuliert worden.
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Die miniMLLC 2E8 des Modells MZ529-AML/Buffy Coat 730 behielt ihre Spezifitat und
Reaktivitat auch nach Stimulation mit EBV-transformierten B-Lymphozyten des Patienten MZ529.
Blockadeexperimente mit Antikdrpern gegen HLA-Molekile und HLA-Transfektionsexperimente mit
COS-7-Zellen legen nahe, dass HLA-B*15:01 das restringierende HLA-Molekdl fur die miniMLLC
2E8 darstellt. Fir das cDNA-Expressionsscreening wurden 293T-Zellen als Empfangerzellen

identifiziert.

3.2 Konstruktion der cDNA -Bank des AML -Patienten MZ529 aus EBV -B-Zellen

Eine cDNA-Bank wurde aus den EBV-transformierten B-Lymphozyten des AML-Patienten
MZ529 konstruiert (s. Materialien & M ethoden 2.2.2.16 ; s. Anhang 5.1 ). Dafiir wurde zunachst
die gesamte RNA aus 2x10° Zellen isoliert und anschlieRend die polyadenylierten mMRNAs
angereichert. Nach deren Umwandlung in doppelstréangige cDNAs erfolgte Uber eine Saule ihre
GrolRenauftrennung. Die Fraktionen mit den gréf3ten cDNAs (>500 bp) wurden fir die Herstellung
der Bank weiterverwendet. Flankierende attB-Rekombinationssequenzen ermoglichten die
ortsspezifische Einklonierung dieser cDNAs in die attP-Stellen des Ubergangsvektors
pDONRE 222. Die daraufhin von attL-Sequenzen flankierten Inserts kdnnen mit unterschiedlichen
Zielvektoren, die attR-Sequenzen enthalten, rekombiniert werden. Fir die Konstruktion der cDNA-
Bank des AML-Patienten MZ529 wurde pcDNA3.1/RfA/Dest als Zielvektor verwendet.

Um die Qualitat der cONA-Bank des AML-Patienten MZ529 zu Uberprifen, wurden aus 15
Bakterienkolonien die rekombinanten Plasmide isoliert und mit der Endonuklease BsrGl verdaut.
Dadurch konnte neben einer hohen Insertionsfrequenz auch die erfolgreiche Insertion
unterschiedlicher cDNAs, die sich durch GesamtgréRen von Uber 500 bp auszeichneten, belegt
werden (Abb.3.4).

M E1 £#15
3,0 kb
2,0kb
1,5 kb
1,0kb
0,5kb
Abb.3.4: Restriktionsverdau von rekombinanten Plasmiden aus 15 Bakterienkolonien der cDNA -Bank

des AML -Patient en MZ529

In einem 1%-igen Agarosegel wurden die rekombinanten Plasmide aus 15 Bakterienkolonien der cDNA-Bank
des AML-Patienten MZ529 nach einem Restriktionsverdau mit BsrGl elektrophoretisch aufgetrennt (M: 1 kb-
Marker).
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Die cDNA-Bank des AML-Patienten MZ529 wurde zun&chst in 600 Pools aus 100 cDNA-
kodierenden Plasmiden unterteilt. Diese wurden durch Plasmidextraktion aus jeweils geschatzten
100 Bakterienkolonien gewonnen.

3.3 Expressionsscreening der cDNA -Bank aus EBV -B-Zellen des AML -Patienten
MZ529 mit der miniMLLC 2E8

Im T-Zell-basierten Expressionsscreening der cDNA-Bank von AML-Patient MZ529 wurden
zunachst Pools mit 100 rekombinanten Plasmiden (100x Pool) pro Testeinheit zusammen mit HLA-
B*15:01-kodierenden Plasmiden in 293T-Zellen kotransfiziert und auf Erkennung durch die
miniMLLC 2E8 untersucht. Die Testung von 180 solcher cDNA-Bank-Pools resultierte in der
Identifizierung von sechs Pools, die nach Transfektion eine deutliche Reaktivitat bei der miniMLLC
induzierten (Abb.3.5A). Der positive 100x Pool #428 wurde fur die anschlieRende Subklonierung
der cDNA-Bank ausgewdahlt. Aus diesem Pool wurden 144 Pools mit je acht cDNA-Klonen
generiert und getestet. Von den 8x Pools erwiesen sich sieben als deutlich positiv (Abb.3.5B).
Einer dieser 8x Pools, Pool #428.67, wurde fur die cDNA-Klonierung verwendet. Von den 84
untersuchten cDNA-Klonen des 8x Pools #428.67 wurden neun durch die miniMLLC 2E8 erkannt
(Abb.3.5C).
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A APCs: 293T + HLA-B*15:01 + MZ529-cDNA-Bank (100 cDNAs / TE)
T-Lymphozyten: miniMLLC 2E8

#401

£
'-A;

B APCs: 293T + HLA-B*15:01 + MZ529-cDNA-Bank #428 (8 cDNAs / TE)
T-Lymphozyten: miniMLLC 2E8

#428.1

C  APCs: 293T + HLA-B*15:01 + MZ529-cDNA-Bank #428.67 (Einzel-cDNA / TE)

#428

2

~ #428.67

T-Lymphozyten: miniMLLC 2E8

#428.67.1

&)
<

#428.67.4
An
L‘_ Y

£
&

o

#412

3

#428.12

#428.67.12

Abb.3.5:
Expressionsscreening der
cDNA-Bank aus EBV -B-
Zellen des AML -Patienten
MZ529 mit der miniMLLC
2ES8

293T-Zellen (2x10" Zellen /
TE) wurden mit HLA-B*15:01
und 180 100x Pools der
cDNA-Bank aus EBV-B-
Zellen des AML-Patienten
MZ529 kotransfiziert und auf
Erkennung durch die
miniMLLC ~ 2E8  (1,5x10"
Zellen [ TE) im IFN-o-
ELISpot-Assay untersucht
(A). Nach Subklonierung des
100x Pools #428 in Pools mit
jeweils acht cDNA-Klonen
wurden diese ebenfalls mit
HLA-B*15:01 in 293T-Zellen
kotransfiziert und mit der
miniMLLC 2E8 gescreent (B).
Ausgehend von dem 8x Pool
#428.67 wurden anschlief3end
einzelne cDNA-Klone
préapariert und nach
Kotransfektion  mit  HLA-
B*15:01 in 293T-Zellen auf
Erkennung durch die
miniMLLC getestet (C).

Rot umrandet sind die Pools,
die fur die anschlieRenden
Versuche weiterverwendet

wurden.
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Fir weiterfuhrende Experimente wurde der positive cDNA-Klon #428.67.4 ausgewahlt. Die
Sequenzierung seines Inserts er gab, dass er di e -Polypmeptigkktte tvone Il ei ch
Cytochrom b4 (Genbezeichnung: CYBA,; Proteinbezeichnung: p22phox) kodierte (NCBI-
Bezeichnungen: NM_000101.3, NP_000092.2) (s. Anhang 5.2 ). Da das Transkript von CYBA aus
sechs Exons besteht bzw. 588 bp lang ist, wurde der cDNA-Klon #428.67.4 in den nachfolgenden
Versuchen auch als CYBA Exon 1-6 (bpl-588) #428.67.4 bezeichnet. CYBA kodiert eine
membrangebundene Untereinheit der weitverbreiteten NADPH-Oxidase-Komplexe (NOXs) 1 bis 4
(San José et al., 2008; Krause, 2004).

Nur nach Kotransfektion mit HLA-B*15:01-kodierenden Plasmiden konnte der CYBA-
kodierende Plasmid #428.67.4 eine Erkennung durch die miniMLLC 2E8 induzieren (Abb.3.6A).

In einem cDNA-Ex pr essi onsscr eeni n-§olypeptidkeéte vorh Cyochromi ¢ ht e U
b_o4s (CYBA, p22phox) als Antigen der leukamiereaktiven miniMLLC 2E8 identifiziert.

3.4 Epitopidentifizierung durch Fragmentierung des CYBA-kodierenden Klons
#428.67.4 der cDNA-Bank von AML -Patient MZ529

Mit Hilfe des HLA-Bindungsvorhersagealgorithmus auf www.syfpeithi.de (Rammensee et
al., 1999) konnte kein herausragendes, Uber HLA-B*15:01 prasentiertes Peptid in CYBA gefunden
werden. Da CYBA aufRerdem mehrere Einzelnukleotidpolymorphismen (engl. single nucleotide
polymorphisms, SNPs) enthalt (www.genecards.org, Safran et al., 2010), wurde zur Eingrenzung
der peptidkodierenden Region das Insert des cDNA-Klons #428.67.4 ausgehend vom 3"-Ende
fragmentiert.

Mit Hilfe spezifischer Primer, die komplementéar zu den Exongrenzen von CYBA waren und
ein Stoppcodon enthielten, wurden um jeweils ein Exon verkirzte Fragmente von CYBA
amplifiziert und in den eukaryotischen Expressionsvektor pcDNA3.1/V5-His TOPO kloniert (s.
Anhang 5.3 ). Nur rekombinante Plasmide mit den beiden langsten Fragmenten, CYBA Exon 1-4
(bp1-286) und Exon 1-6 (bpl1-558), induzierten nach Kotransfektion mit HLA-B*15:01 eine
Erkennung durch die miniMLLC 2ES8. Die drei kiirzeren Fragmente wurden nicht erkannt (Abb.3.6).
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Abb.3.6: Eingrenzung der peptidkodierenden Region von cDNA -Bank -Klon #428.67.4
In einem IFN-2-ELISpot-Assay wurden 293T-Zellen (2x104 Zellen / TE) mit dem cDNA-Bank-Klon #428.67.4,
der CYBA Exon 1-6 (bp1-588) kodierte, allein oder gemeinsam mit HLA-B*15:01 transfiziert und auf
Erkennung durch die miniMLLC 2E8 (1,5x10” Zellen / TE) untersucht (A).
Ausgehend von dem identifizierten Klon #428.67.4 der MZ529-cDNA-Bank wurden 3"-Fragmente des Inserts
generiert, die sich in ihrer Lange um jeweils ein Exon unterschieden. Diese Fragmente wurden zusammen mit
HLA-B*15:01 in 293T-Zellen (2x104 Zellen /| TE) kotransfiziert, um sie in einem IFN-2-ELISpot-Assay auf
Erkennung durch die miniMLLC 2E8 (1,5x104 Zellen / TE) zu testen (B).
Graphisch  dargestellt ist der Mittelwert aus Doppelbestimmungen mit der dazugehérigen
Standardabweichung. Neben der Fragmentlange in Basenpaar (bp) sind die Klonnummern der einzelnen
Plasmidpraparationen (#) angegeben.

Aufgrund der Abhangigkeit der Antigenerkennung von dem Vorhandensein des vierten
Exons von CYBA (Abb.3.6), wurde dieses Exon im CYBA-kodierenden Klon #428.67.4 ausgehend
vom 3"-Ende mit Hilfe spezifischer Primer Codon fir Codon fragmentiert (s. Anhang 5.3 ). Die
Testung dieser Fragmente ergab die Identifizierung von CYBA Exon 1-4 (bpl1-231) als kiirzestes
von der miniMLLC 2E8 erkanntes CYBA-Fragment (Abb.3.7). Dieses Fragment kodierte das
CYBA-Protein p22phox bis zur 77.Aminosaure (AS), einem Valin (V). Unter Bertcksichtigung
dieses Carboxyterminus und einer Peptidlange von neun bis zehn Aminosauren, wie sie flr
Epitope von CD8'-T-Lymphozyten typisch ist, ergaben sich als Peptidkandidaten das Nonamer
GQKYMTAVV und das Decamer WGQKYMTAVV.
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Abb.3.7: Eingrenzung der peptidkodierenden Region von cDNA -Bank-Klon #428.67.4 durch
Fragmentierung von Exon 4
Fragmente des Inserts von cDNA-Bank-Klon #428.67.4, die sich in ihrer Lange jeweils um ein Codon
unterschieden, wurden gemeinsam mit HLA-B*15:01 in 293T-Zellen (2x104 Zellen / TE) kotransfiziert und auf
Erkennung durch die miniMLLC 2E8 (1,5x10” Zellen / TE) in IFN-2-ELISpot-Assays untersucht. In der Graphik
sind die Mittelwerte aus Doppelbestimmungen mit der dazugehérigen Standardabweichung zu sehen. In den
Fragmentbezeichnungen finden sich die Fragmentlangen (bp) sowie die Klonbezeichnungen (#) wieder.

Durch die schrittweise Fragmentierung des Inserts von dem identifizierten MZ529-cDNA-
Bank-Klon #428.67.4 wurden als Peptidkandidaten des CYBA-Proteins das Nonamer
GQKYMTAVV und das Decamer WGQKYMTAVV gefunden.

3.5 Erkennung des Einzelnukleotidpolymorphismus (SNP) CYBA-242TIC (rs4673)
durch die miniMLLC 2E8

Das kirzeste erkannte CYBA-Fragment, das p22phox bis zur 77.Aminosaure kodierte,
enthielt innerhalb des Abschnitts der identifizierten Peptidkandidaten den bekannten
Polymorphismus rs4673 (engl. reference SNP, rs). Dieser SNP bezeichnet einen Cytosin (C)-
Thymin (T)-Austausch, der in der Literatur meist dem 242.Nukleotid von CYBA zugeschrieben wird,
aber vom Startcodon ausgehend das 214.Nukleotid betrifft (Bedard et al., 2009). Von dem CYBA-
242T-Allel wird als 72.Aminosdure von p22phox Tyrosin (CYBA-72Y) kodiert, von dem CYBA-
242C-Allel stattdessen Histidin (CYBA-72H).

Die Sequenzierung der CYBA-Transkripte aus EBV-transformierten B- und AML-Zellen des
Patienten MZ529 sowie aus der miniMLLC 2E8 des Buffy Coat-Spenders 730 zeigte, dass der
Patient heterozygot fir CYBA-242 war und der Buffy Coat-Spender homozygot fir das CYBA-
242C-Allel (Abb.3.18). Sowohl aus den EBV-transformierten B-Zellen des Patienten MZ529 als
auch der miniMLLC 2ES8 des Buffy Coat-Spenders 730 wurden die CYBA-Transkripte kloniert und
auf Erkennung durch die miniMLLC 2E8 getestet. Nur klonierte Transkripte mit dem CYBA-242T-
Allel, die fir CYBA-72Y kodierten, induzierten eine Reaktivitat bei der miniMLLC (Abb.3.8).
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Abb.3.8: Erkennung von CYBA -72Y durch die miniMLLC 2E8

Die CYBA-Transkripte aus EBV-transformierten B-Zellen des AML-Patienten Mz529 (A) sowie aus der
miniMLLC 2E8 des Buffy Coat-Spenders 730 (B) wurden in einen Expressionsvektor kloniert (#: Klonnummer)
und sequenziert (s. Anhang 5.4 ). Diese Plasmide wurden gemeinsam mit HLA-B*15:01 in 293T-Zellen (2x104
Zellen / TE) transfiziert und in IFN-2-ELISpot-Assays auf Erkennung durch die miniMLLC 2E8 (1,5x104 Zellen /
TE) getestet. In den Aminoséuresequenzen von den Inserts der untersuchten Plasmide ist die potenzielle
Peptidregion griin und der darin enthaltene Polymorphismus rs4673 rot hervorgehoben (AS: Aminosaure).

Das von der miniMLLC 2E8 erkannte Antigen von CYBA enthalt den Polymorphismus
rs4673 (CYBA-242T/C). Nur das von dem CYBA-242T-Allel kodierte CYBA-72Y-Antigen induzierte

eine Erkennung durch die miniMLLC.

3.6 Erkennung synthetischer CYBA -Peptide durch die miniMLLC 2E8

Als Peptidkandidaten wurden sowohl die Nonamere GQKYMTAVV (CYBA-72Yg9.77) und
GQKHMTAVV (CYBA-72Hg9.77) als auch die Decamere WGQKYMTAVV (CYBA-72Yg5.77) und
WGQKHMTAVV (CYBA-72Heg77) untersucht. Nur die beiden Peptide, die Tyrosin enthielten,
CYBA-72Yg977 Und CYBA-72Yes.77, induzierten eine Erkennung durch die miniMLLC 2E8 im
Lysetest sowie IFN-o-ELISpot-Assay (Abb.3.9). Sowohl das Decamer als auch das Nonamer mit
Histidin an flnfter bzw. vierter Position (CYBA-72Hgs.77, CYBA-72Hg9.77) war dazu nicht in der Lage.
Die Titration der Peptide zeigte, dass das Nonamer CYBA-72Yg9.77 in beiden Testverfahren eine
starkere Reaktivitat induzierte als das Decamer CYBA-72Y¢g.77. Die halbmaximale Lyse durch die
miniMLLC 2E8 wurde bei einer Nonamerkonzentration von etwa 700 ng/ml erreicht. Die
Decamerkonzentration, die diesen Effekt bewirkte, lag bei 2000 ng/ml (Abb.3.9A). Der gleiche
Unterschied zeigte sich im parallel durchgefiihrten IFN-2-ELISpot-Assay, wofir mit HLA-B*15:01
transfizierte L721.221- und 293T-Zellen zur Peptidprasentation verwendet wurden. Die Erkennung
der peptidbeladenen 293T-Zellen konnte bis zu einer Nonamerkonzentration von 1 ng/ml und einer
Decamerkonzentration von 10 ng/ml nachgewiesen werden. Die Erkennungsgrenze der 293T-
Zellen lag damit bei einer zehnfach niedrigeren Peptidkonzentration als die der peptidbeladenen
L721.221-Zellen (Abb.3.9B).
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Abb.3.9: Erkennung der CYBA -Peptide durch die miniMLLC 2E8

Mit HLA-B*15:01 transient bzw. stabil transfizierte 293T- und L721.221-Zellen wurden mit den CYBA-
Nonameren (CYBA-72Y / Heo-77) und -Decameren (CYBA-72Y / Hes-77) in den angegebenen Konzentrationen
beladen.

In einem °'Chrom-Freisetzungs-Assay (s. Materialien & Methoden 2.2.1.9 ) wurden die
antigenprasentierenden Zellen, peptidbeladene L721.221-Zellen sowie MZ529-EBV-B- und -AML-Zellen (je
2x10° Zellen / TE), mit Na,>*CrO4 markiert und mit der miniMLLC 2E8 (2x10* Zellen / TE) koinkubiert, um
anschlief3end die von den lysierten Zellen freigesetzten **Chrom-Nuklide zu messen. Fir jeden Messwert der
Doppelbestimmungen wurde die relative Lysekapazitat berechnet und deren Mittelwert mit der dazugehérigen
Standardabweichung dargestellt. Markiert sind die Peptidkonzentrationen, bei denen jeweils die halbomaximale
Lyse erreicht wurde (A).

Im IFN-2-ELISpot-Assay wurden die peptidbeladenen 293T- und L721.221-Zellen (je 2x10* Zellen / TE) sowie
MZ529-EBV-B- und -AML-Zellen (je 5x10* Zellen / TE) auf Erkennung durch die miniMLLC 2E8 (1,5x10*
Zellen / TE) getestet (B).

Die CYBA-Peptide GQKYMTAVV (CYBA-72Yg9.77) und WGQKYMTAVV (CYBA-72Yes.77)
vermittelten im Gegensatz zu den Peptiden GQKHMTAVV (CYBA-72Hg9.77) und WGQKHMTAVV
(CYBA-72Hgs.77) in >*Chrom-Freisetzungs- und IFN-2-ELISpot-Assays eine Erkennung durch die
miniMLLC 2E8. Dabei wurde das Nonamer CYBA-72Yg97; in der niedrigsten Konzentration
erkannt.

3.7 ldentifizierung des Antigens der miniMLLCs 4D3, 7G9 und 7H1 aus dem Modell
MZ529-AML/Buffy Coat 730

Durch Stimulation der CD8"-Lymphozyten des Buffy Coat-Spenders 730 mit AML-Zellen
des Patienten MZ529 wurden uber die miniMLLC 2E8 hinaus drei weitere miniMLLCs generiert,
4D3, 7G9 und 7H1 (s. Materialien & Methoden 2.2.1.5 ) (Albrecht et al., 2011).

Die Erkennung von MZ529-EBV-B-Zellen durch diese miniMLLCs wurde mit HLA-
spezifischen Antikorpern blockiert, um die HLA-Restriktion zu bestimmen. Das fihrte bei allen
miniMLLCs des Modells zur zunehmenden Eingrenzung auf die beiden HLA-B-Allele als
Restriktionselemente (Abb.3.10A). Die Transfektion von COS-7-Zellen mit den einzelnen HLA-
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Molekilen des Modells ergab, dass die drei miniMLLCs genauso wie 2E8 ihr Antigen Uber HLA-
B*15:01 erkannten (Abb.3.10B). Bei diesen Tests wies die miniMLLC 4D3 im Vergleich zu den

anderen miniMLLCs durchgehend eine geringe Reaktivitat auf (Abb.3.10).
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Abb.3.10: HLA -Restriktion der miniMLLCs 2E8, 4D3, 7G9 und 7H1 aus
In einem IFN-2-ELISpot-Assay wurde die Erkennung der AML- und EBV-B-Zellen des Patienten MZ529 (je
5x10* Zellen / TE) durch die miniMLLCs 2E8 (1x10* Zellen / TE), 4D3 (1,5x10* Zellen / TE), 7G9 (1x10* Zellen
/ TE) und 7H1 (1x10* Zellen / TE) analysiert. Dabei wurden die MZ529-EBV-B-Zellen auch mit HLA-
spezifischen Antikdrpern koinkubiert. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert aus Doppelbestimmungen mit der

dazugehdrigen Standardabweichung (A).
Neben der Reaktivitat der miniMLLCs 2E8, 4D3, 7G9 und 7H1 (je 1x10* Zellen / TE) gegeniiber MZ529-EBV-
B- und -AML-Zellen (je 5x10* Zellen / TE) wurden COS-7-Zellen (2x10* Zellen / TE), die mit den HLA-Allelen
des Patienten MZ529 transfiziert waren, als Zielzellen in IFN-9-ELISpot-Assays untersucht (B).

miniMLLCs:
m2ES

m4aD3
7G9
m7H1

Buffy Coat 730

Aufgrund der Ahnlichkeit des Erkennungsmusters der drei miniMLLCs 4D3, 7G9 und 7H1

zu dem Reaktionsmuster der miniMLLC 2E8 wurden diese direkt auf ihre Reaktivitat gegentiber

59



ERGEBNISSE

dem cDNA-Klon CYBA Exon 1-6 (bpl-588) #428.67.4, seiner fur die Epitopidentifizierung
entscheidenden Fragmente [CYBA Exon 4 (bp1-231), (bpl1-228)] sowie den vier CYBA-Peptiden
(CYBA-72Y | Heg.77, CYBA-72Y | Heg 77) untersucht. Sowohl die cDNAs CYBA Exon 1-6 (bp1-588)
#428.67.4 und CYBA Exon 1-4 (bpl1-231) als auch die Peptide CYBA-72Yg9.77 Und CYBA-72Y¢g.77
wurden von allen vier miniMLLCs des Modells MZ529-AML/Buffy Coat 730 erkannt (Abb.3.11).
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Abb.3.11: Erkennung von CYBA -72Y durch die miniMLLCs 2ES8, 4D3, 7G9 und 7H1 aus Buffy Coat 730
HLA-B*15:01-transfizierte 293T-Zellen wurden mit dem cDNA-Klon CYBA Exon 1-6 (bp1-558) #428.67.4 oder
dessen klonierten Fragmenten [CYBA Exon 1-4 (bpl-228), (bp1-231)] kotransfiziert bzw. mit den CYBA-
Peptiden (CYBA-72Y / Heg-77, CYBA-72Y [ Hes-77) in einer Endkonzentration von 5 pg/ml beladen. Diese Zellen
(2x10* Zellen / TE) sowie MZ529-EBV-B- und -AML-Zellen (je 5x10* Zellen / TE) wurden in IFN-2-ELISpot-
Assays auf Erkennung durch die miniMLLCs 2E8 (1,5x10" Zellen / TE), 4D3 (2x10* Zellen / TE), 7G9
(0,5x10* Zellen / TE) und 7H1 (1x10* Zellen / TE) getestet. Es wurde der Mittelwert aus Doppelbestimmungen
gebildet und mit der dazugehérigen Standardabweichung dargestellt.

Fir die Untersuchung der Aviditdt der vier miniMLLCs aus Buffy Coat 730 wurden
Peptidtitrationen durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass die beiden Peptide CYBA-72Hg9.77 und
CYBA-72Hgg.77; keine Erkennung induzierten und dass das Nonamer CYBA-72Yg97; voOn allen
miniMLLCs besser erkannt wurde als das Decamer CYBA-72Ygs.77. Bei allen miniMLLCs bewirkte

eine gegeniber dem Decamer zehnfach niedrigere Konzentration des Nonamers die halbmaximale
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IFN-o-Freisetzung (Abb.3.12). Am besten wurden die beiden Peptide von den miniMLLCs 7H1 und
7G9 erkannt, wobei die Nonamerkonzentration fur die halbmaximale IFN-2-Freisetzung bei etwa 10
ng/ml lag. Die schwéachste Reaktivitdt zeigte die miniMLLC 4D3, deren halbmaximale IFN-o-
Freisetzung durch eine Nonamerkonzentration von 30 ng/ml induziert wurde. Dabei war die

Lymphozytenzahl doppelt so hoch wie bei den anderen miniMLLCs.
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Abb.3.12: Erkennung titrierter CYBA -Peptide durch die miniMLLCs 2E8, 4D3, 7G9 und 7H1 aus  Buffy
Coat 730
Fur IFN-o-ELISpot-Assays wurden 293T-Zellen (2x10* Zellen / TE) mit HLA-B*15:01 transfiziert, anschlieRend
mit den angegebenen Konzentrationen der CYBA-Nonamere (CYBA-72Y / Hgo-77) und -Decamere (CYBA-72Y
| Hes77) beladen und auf Erkennung durch die miniMLLCs 2E8 (2x10° Zellen / TE), 4D3 (4x10° Zellen / TE),
7G9 (2x10° Zellen / TE) und 7H1 (2x10° Zellen / TE) getestet. Es wurde der Mittelwert aus
Doppelbestimmungen gebildet und mit der dazugehérigen Standardabweichung dargestellt. Markiert sind die
Peptidkonzentrationen, bei denen jeweils die halbmaximale IFN-2-Freisetzung erreicht wurde.

Das Antigen CYBA-72Y wurde Uber HLA-B*15:01 nicht nur von der miniMLLC 2ES8
erkannt, sondern auch von drei weiteren, unabhangig generierten miniMLLCs des Buffy Coats 730
(4D3, 7G9, 7H1). Von allen miniMLLCs wurde das Peptid CYBA-72Yg.77 in der niedrigsten

Konzentration erkannt.
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3.8 Identifizierung des Antigens der miniMLLCs 2B8 und 2D10 aus dem Modell
MZ987-AML/Buffy Coat 940

In dem Modell MZ987-AML/Buffy Coat 940 wurden durch Stimulation von CD8'-
Lymphozyten des HLA-Klasse I-ubereinstimmenden Buffy Coat-Spenders 940 (HLA-A*02:01, -
B*15:01, -B*15:17, -C*03:04, -C*07:01) mit AML-Blasten des Patienten MZ987 (FAB M4) die
miniMLLCs 2B8 und 2D10 generiert (s. Materialien & Methoden 2.2.1.5 ) (Albrecht et al., 2011).

HLA-Blockadeexperimente zeigten, dass beide miniMLLCs durch HLA-B-Allele restringiert
waren (Abb.3.13A). Die Transfektion der einzelnen HLA-Molekile des Modells in COS-7-Zellen
fuhrte zur Erkennung von HLA-B*15:01-transfizierten COS-7-Zellen durch die miniMLLCs 2B8 und
2D10 (Abb.3.13B).
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Abb.3.13: HLA -Restriktion der miniMLLCs 2B8 und 2D10 aus Buffy Coat 940

Die AML-Zellen des Patienten Mz987 (5x10* Zellen / TE) wurden mit HLA-spezifischen Antikorpern
koinkubiert und die Reaktivitat der miniMLLCs 2B8 und 2D10 (je 1,5x10* Zellen / TE) ihnen gegeniiber in
einem IFN-2-ELISpot-Assay analysiert. Der Mittelwert aus Doppelbestimmungen wurde berechnet und mit der
dazugehdrigen Standardabweichung dargestellt (A).

COS-7-Zellen (2x10* Zellen / TE) wurden mit den HLA-Molekiilen des Patienten MZ987 transfiziert und
ebenso wie MZ987-AML-Zellen (5x10* Zellen / TE) in Doppelwerten in einem IFN-2-ELISpot-Assay auf
Erkennung durch die miniMLLCs 2B8 und 2D10 (je 1,5x10* Zellen / TE) getestet (B).

Aufgrund der festgestellten Ahnlichkeit mit dem Reaktionsmuster der miniMLLCs des
Modells MZ529-AML/Buffy Coat 730 (Abb.3.10) wurde zunéachst die Reaktivitat der miniMLLCs
2B8 und 2D10 gegeniber Zellen des ebenfalls HLA-B*15:01-positiven Patienten MZ529 Uberpruift.
In einem Kreuzreaktivitatstest zeigte sich, dass die miniMLLCs 2B8 und 2D10 aus Buffy Coat 940
neben den EBV-transformierten B- und AML-Zellen des Patienten MZ987 auch die des Patienten
Mz529 erkannten und umgekehrt die vier miniMLLCs des Modells MZ529-AML/Buffy Coat 730
(2E8, 4D3, 7G9, 7H1) die EBV-transformierten B- und AML-Zellen des Patienten MZ987
(Abb.3.14).
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Abb.3.14: Wechselseitige Kreuzreaktivitat der miniMLLCs aus den Modellen MZ987 -AML/Buffy Coat
940 und MZ529 -AML/Buffy Coat 730

In IFN-0-ELISpot-Assays wurde in Doppelwerten die Reaktivitat der miniMLLCs des Buffy Coats 940 (1x104
2B8, 2x10" 2D10 bzw. je 1,5x10" Lymphozyten bei MZ987-EBV-B / TE) und des Buffy Coats 730 (1,5x10*
2E8, 2x10”* 4D3, 0,5x10* 7G9, 1x10* 7H1 bzw. je 1,5x10* Lymphozyten bei MZ987-EBV-B / TE) gegeniiber
den EBV-transformierten B- und AML-Zellen der beiden Patienten MZ987 und MZ529 (je 5x10* Zellen / TE)
untersucht.

Daraufhin wurden die beiden miniMLLCs 2B8 und 2D10 auf ihre Reaktivitat gegentber
CYBA-72Y getestet. Beide miniMLLCs erkannten den cDNA-Klon CYBA Exon 1-6 (bpl-588)
#428.67.4 und dessen Fragment CYBA Exon 1-4 (bp1-231) sowie die Peptide CYBA-72Yg9.77 und
CYBA-72Ygs.77. Die Peptide CYBA-72Hg9.77 Und CYBA-72Hg5.77 wurden ebenso wenig erkannt wie
der das CYBA-Protein bis zur 76.AS kodierende cDNA-Klon CYBA Exon 1-4 (bp1-228) (Abb.3.15).
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Abb.3.15: Erkennun g von CYBA -72Y durch die miniMLLCs 2B8 und 2D10 aus Buffy Coat 940

Fir einen IFN-2-ELISpot-Assay wurden 293T-Zellen mit HLA-B*15:01 transfiziert und mit dem cDNA-Bank-
Klon CYBA Exon 1-6 (bp1-588) #428.67.4 oder dessen klonierten Fragmenten [CYBA Exon 1-4 (bp1-231),
(bp1-228)] kotransfiziert bzw. mit den CYBA-Peptiden (CYBA-72Y / Hgo.77, CYBA-72Y | Heg77) in einer
Endkonzentration von 5 pg/ml beladen. Die Erkennung von diesen Zellen (je 2x10* Zellen / TE) sowie von
MZ529-EBV-B-, MZ529-AML- und MZ987-AML-Zellen (je 5x10* Zellen / TE) durch die miniMLLCs 2B8 (1x10*
Zellen / TE) und 2D10 (2x10* Zellen / TE) wurde uberprift. Dargestellt ist der Mittelwert aus
Doppelbestimmungen mit der dazugehérigen Standardabweichung.

Bei der Untersuchung der Reaktivitdt gegentiber den CYBA-Peptiden zeigte sich, dass
auch die miniMLLCs 2B8 und 2D10 das Nonamer CYBA-72Yg.7z Um ein Zehnfaches besser
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erkannten als das Decamer CYBA-72Y¢s.77. Bei beiden miniMLLCs wurde die halbmaximale IFN-2-
Freisetzung durch eine Nonamerkonzentration von etwa 20 ng/ml ausgeldst. Die beiden Peptide
CYBA-72Hg9.77 und CYBA-72Hgs.77 induzierten keine Erkennung (Abb.3.16).
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Abb.3.16: Erkennung titrierter CYBA  -Peptide durch die miniMLLCs 2B8 und 2D10 aus  Buffy Coat 940

HLA-B*15:01-transfizierte 293T-Zellen (2x104 Zellen / TE) wurden mit CYBA-Nonameren (CYBA-72Y / Hgo.77)
und -Decameren (CYBA-72Y / Hes.77) in den angegebenen Konzentrationen beladen, um sie in einem IFN-2-
ELISpot-Assay auf Erkennung durch die miniMLLCs 2B8 und 2D10 (je 2x10° Zellen / TE) zu testen. Von
Doppelbestimmungen wurde jeweils der Mittelwert gebildet und mit der dazugehérigen Standardabweichung
graphisch dargestellt. Markiert sind die Peptidkonzentrationen, bei denen jeweils die halbmaximale IFN-o-

Freisetzung erreicht wurde.

Die zwei miniMLLCs des Modells MZ987-AML/Buffy Coat 940 2B8 und 2D10 wiesen
dieselbe Antigenspezifitat auf wie die vier miniMLLCs des Modells MZ529-AML/Buffy Coat 730
(2E8, 4D3, 7G9, 7H1). Sie erkannten das Uber HLA-B*15:01 prasentierte CYBA-Peptid
GQKYMTAVYV in niedrigster Konzentration.

3.9 Prasentation von CYBA -72Y Uber verschiedene HLA -B15-Allele

Verschiedene HLA-B15-Allele wurden auf ihre Fahigkeit untersucht, Gber die Prasentation
von CYBA-72Y eine Erkennung durch die CYBA-72Y-reaktiven miniMLLCs aus den Buffy Coats
730 (2ES8, 4D3, 7G9, 7H1) und 940 (2B8, 2D10) auszulsen.

Recherchen in Datenbanken zur HLA-Bindungsvorhersage (www-bimas.cit.nih.gov,
www.cbs.dtu.dk, www.syfpeithi.de) ergaben (Larsen et al., 2010; Parker et al., 1994), dass die
CYBA-Peptide sowohl an HLA-B*15:01 als auch an HLA-B*15:03 binden kdnnen (s. Anhang 5.8 ).
Weitere HLA-B15-Allele, die zur experimentellen Uberpriifung der Antigenprasentation zur
Verfiigung standen, waren in den Datenbanken nicht erfasst (HLA-B*15:04, -B*15:07) oder banden
die Peptide laut Vorhersage nicht (HLA-B*15:17).

Neben HLA-B*15:01 war nur HLA-B*15:07 in der Lage, eine Erkennung des
kotransfizierten cDNA-Klons CYBA Exon 1-6 (bp1-588) #428.67.4 durch die CYBA-72Y-reaktiven
miniMLLCs aus den beiden Buffy Coats zu bewirken (Abb.3.17).
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Abb.3.17: Préasentation von CYBA -72Y uber verschiedene HLA -B15-Allele
293T-Zellen wurden mit HLA-B*15:01, -B*15:03, -B*15:04, -B*15:07, -B*15:17 bzw. -A*02:01 (s. Anhang 5.5 )
allein oder zusammen mit dem cDNA-Klon CYBA Exon 1-6 (bpl-588) #428.67.4 transfiziert. Die
Transfektanten (2x104 Zellen / TE) wurden ebenso wie MZ529-EBV-B-, MZ529-AML- und MZ987-AML-Zellen
(je 5x10* Zellen / TE) im IFN-2-ELISpot-Assay auf Erkennung durch die miniMLLCs aus dem Buffy Coat 730
(1,5x10* 2E8, 2x10* 4D3, 0,5x10* 7G9, 1x10* 7H1 / TE) und dem Buffy Coat 940 (1x10* 2B8, 2x10* 2D10 /
TE) getestet. Von Doppelbestimmungen wurde jeweils der Mittelwert berechnet und mit der dazugehdrigen
Standardabweichung dargestellt.

Von finf getesteten HLA-B15-Allelen (HLA-B*15:01, -B*15:03, -B*15:04, -B*15:07, -
B*15:17) erwiesen sich nur HLA-B*15:01 und HLA-B*15:07 in der Lage das Antigen CYBA-72Y zu
prasentieren und l6sten eine Erkennung durch die miniMLLCs der Buffy Coats 730 und 940 aus.

3.10 Untersuchung der Frequenzverteilung der  CYBA-242-Genotypen

Die Sequenzierung der CYBA-Transkripte von Zellen des AML-Patienten MZ529 und der
miniMLLC 2E8 des HLA-Klasse I-passenden Buffy Coat-Spenders 730 sowie von AML-Zellen des
Patienten MZ987 und der miniMLLC 2D10 des HLA-Klasse l-identen Buffy Coat-Spenders 940
zeigte, dass beide Buffy Coat-Spender homozygot fiir das CYBA-242C-Allel waren und somit
ausschlie3lich CYBA-72H exprimierten. Wahrend der Patient MZ529 heterozygot war, erwies sich
MZ987 als homozygot fur das CYBA-242T-Allel (Abb.3.18). Folglich exprimierten die Zellen beider
Patienten CYBA-72Y. COS-7-Zellen waren ebenfalls homozygot fiir das CYBA-242T-Allel, 293T-
Zellen dagegen fir das CYBA-242C-Allel (s. Anhang 5.6 ).

65



ERGEBNISSE

MZ529-AML miniMLLC 2E8 ( Buffy Coat 730)
CGCTGGGGACAGAAG(’E CATGACCGCCGTGGTGAAG GCTGGGGACAGAAGICACATGACCGCCGTGGTGAAGC

MZ987-AML miniMLLC 2D10 ( Buffy Coat 940)

CGCTGGGGACAGAAGITACATGACCGCCGTGGTGAAG CGCTGGGGACAGAAGICACATGACCGCCGTGGTGAAGH

Abb.3.18: CYBA-242-Typisierung der AML -Patienten MZ529 und MZ987 sowie der Buffy Coat -Spender
730 und 940

Aus den AML-Zellen der beiden Patienten MZ529 und MZ987 sowie den miniMLLCs 2E8 (Buffy Coat 730)
und 2D10 (Buffy Coat 940) wurde die RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. Nach Amplifikation der
CYBA-Transkripte mit den Primern CYBA.p-15ATG.se und CYBA.p488.rev wurden die PCR-Produkte
sequenziert. In den Sequenzen ist der Polymorphismus rs4673 rot umrandet.

Fur die Untersuchung der Verteilung von den CYBA-242T- und CYBA-242C-Allelen wurde
ein Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP) genutzt. Bei Vorhandensein des CYBA-
242T-Allels liegt um die Nukleotidposition 242 die Erkennungssequenz fur die
Restriktionsendonuklease Rsal (GTAC) vor. Diese ist auf dem CYBA-242C-Allel an der homologen
Position nicht vorhanden. Daher wurde aus Zellen von gesunden Spendern und Patienten mit
unterschiedlichen malignen Erkrankungen die genomische DNA oder RNA, die anschlieRend in
cDNA umgeschrieben wurde, isoliert. Nach einer CYBA-spezifischen PCR wurde jeweils das
aufgereinigte Reaktionsprodukt mit der Endonuklease Rsal verdaut und zur Allelbestimmung
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Anhand der Grof3e der entstandenen Fragmente wurde der
CYBA-242-Genotyp bestimmt. Wie schematisch dargestellt (Abb.3.19A), lagen bei Verwendung
von cDNA als Matrize fur die CYBA-spezifische PCR innerhalb des PCR-Produkts zwei Rsal-
Schnittstellen vor, unabhéngig von dem Polymorphismus rs4673. Deswegen entstanden bei einem
homozygoten CYBA-242C-Genotyp nach dem Restriktionsverdau des PCR-Produkts drei
Fragmente unterschiedlicher GréRe (124 bp, 52 bp, 330 bp). Die zusatzliche Schnittstelle auf dem
CYBA-242T-Allel fuhrte zur Bildung des 124 bp und des 52 bp grof3en Fragments sowie eines 55
bp und eines 275 bp groRen Fragments. In dem PCR-Produkt der genomischen DNA war nur bei
Vorliegen des CYBA-242T-Allels eine Rsal-Schnittstelle vorhanden (Abb.3.19B). Dadurch
entstanden nach dem Rsal-Verdau des 380 bp langen PCR-Produkts ein 308 bp und ein 72 bp
groBes Fragment. Exemplarisch sind in Abb.3.19 Agarosegele abgebildet, auf die Proben mit
unterschiedlichem CYBA-242-Genotyp (CC, TC, TT) aufgetragen wurden. Die Ergebnisse des
Rsal-Verdaus wurden durch Sequenzierung von 20 Proben sowie Schmelzkurvenanalyse der
PCR-Produkte von 23 Proben bestéatigt (Abb.3.18; s. Anhang 5.6 ).
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A cDNA
CYBA-242C Rsal Rsal
bp-15 bp108 bp159 bpags
| | | | 600bp
! 1 500bp
Fragmentlange 124 52 330 400 bp
[bp] 300 bp
200 bp
CYBA-2427 Rsal Rsal Rsal
bp-15 bp108 bp159 bp213 bpas8 100 bp
| | | N |
N ) . . 1
Fragmentlange 124 52. 55 275
[bp]

CYBA-242-Genotyp CC CC TC TC CC CC CC TT TC

B genomische DNA

CYBA-242C
bp3914 bp4293
| |
! ! 500 bp
Fragmentlinge 380 400 bp 380 bp
308 bp
[bp] 300 bp
200 bp
YBA-242T
CYBA-242 B o
bp3914 bpliuzz bp4293 72 bp
| |
Fragmentldnge 308 72 50000
[bp]

CYBA-242-Genotyp CC CC TC TC TT
Abb.3.19: Bestimmung von CYBA-242-Genotypen mittels Rsal-Restriktionsverdau von PCR -Produkten
Schematisch sind die Produkte von CYBA-spezifischen PCRs mit den darin enthaltenen Rsal-Schnittstellen
und den daraus resultierenden Fragmenten dargestellt (links). Die obere Beschriftung gibt die Positionierung
der Rsal-Schnittstellen sowie des jeweiligen Amplikons innerhalb des CYBA-Transkripts (A) bzw. -Gens (B)
wieder.
In 2%-igen Agarosegelen wurden die mit Rsal verdauten Produkte der CYBA-spezifischen PCRs zusammen
mit Wasserkontrollen (A: 10.; B: 6.) und einem 100 bp-Marker (M) elektrophoretisch aufgetrennt (rechts). Fur
die CYBA-spezifischen PCRs, bei denen cDNAs als Matrize verwendet wurden, wurden die Primer CYBA.p-
15ATG.se und CYBA.p488.rev eingesetzt. Auf das Gel A wurden die verdauten PCR-Produkte von cDNAs
aus Zellen des Buffy Coat-Spenders 730 (1. miniMLLC 2E8, 2. EBV-transformierte B-Zellen), des Patienten
MZ529 (3. EBV-transformierte B-Zellen, 4. AML-Zellen) und des Buffy Coat-Spenders 940 (5. miniMLLC
2D10, 6. EBV-transformierte B-Zellen) sowie des AML-Patienten MZ169 (7.) und der Buffy Coat-Spender
BCO017 (8.) und BC987 (9.) aufgetragen. Bei genomischen DNA-Proben wurde CYBA mit Hilfe der Primer
CYBA.ex3pl68.se und CYBA.ex4p286.rev amplifiziert. Gel B wurde mit den verdauten PCR-Produkten der
genomischen DNA von Zellen des Buffy Coat-Spenders 730 (1. miniMLLC 2E8, 2. EBV-transformierte B-
Zellen), des Patienten MZ529 (3. EBV-transformierte B-Zellen, 4. AML-Zellen) und des Buffy Coat-Spenders
BC460 (5.) beladen. Die sich aus dem Bandenmuster ergebenden CYBA-242-Genotypen der Proben sind
unterhalb der Gele angegeben.

Mit Hilfe des Rsal-Restriktionsverdaus wurden 481 gesunde Spender und Patienten mit

unterschiedlichen malignen Erkrankungen flr CYBA-242 genotypisiert. Von den Untersuchten
trugen insgesamt 55,9% das CYBA-242T-Allel, wobei 6,4% daflir homozygot waren (Abb.3.20).
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6.4%

CYBA-242-Genotyp
44.1% m cc(n=212)
TC(n=238)

O TT (n=31
49.5% (n=31)

Abb.3.20: CYBA-242-Genotypverteilung

Aus den Zellen von insgesamt 481 gesunden und erkrankten Individuen wurde die genomische DNA oder
RNA isoliert. AnschlieRend wurde die genomische DNA sowie die aus der RNA generierte cDNA als Matrize
fur CYBA-spezifische PCRs verwendet. Mit Hilfe des Restriktionsverdaus der PCR-Produkte mit der
Endonuklease Rsal und der anschlieBenden gelelektrophoretischen Auftrennung wurde der CYBA-242-
Genotyp der Probanden bestimmt (n: Anzahl an Individuen).

In der CYBA-242-Genotypverteilung und der Frequenzverteilung der CYBA-242T- und
CYBA-242C-Allele gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen gesunden Spendern (n=217)
und Patienten mit unterschiedlichen malignen Erkrankungen (n=264). Von den gesunden
Spendern waren 47,0% heterozygot und 5,5% homozygot fur das CYBA-242T-Allel. Bei den
Patienten waren dies 51,5% bzw. 7,2% (Tab.3.1). Einzelne Patientengruppen wiesen Unterschiede
zu diesem Verteilungsmuster auf, aber aufgrund der niedrigen Patientenzahlen kénnen diese nur
als tendenziell angesehen werden (s. Anhang 5.7 ).

Anzahl CYBA-242-Genotyp CYBA-242-Allelfrequenz
CC (%) TC (%) TT (%) c T
Gesunde 217 103 (47,5) 102 (47,0) 12 (5,5) 0,71 0,29
Malignompatienten 264 109 (42,3) 136 (51,5) 19 (7,2) 0,67 0,33

Tabelle 3.1: Verteilung der CYBA-242-Genotypen und -Allelfrequenzen bei Gesunden und
Malignomp atienten

Bei Eingrenzung auf HLA-B*15:01- bzw. HLA-B*15:07-positive Individuen zeigte sich, dass
von den 30 gesunden Spendern keiner homozygot fir das CYBA-242T-Allel war. Fir das CYBA-
242C-Allel waren 73,3% (n=22) homozygot, entsprechend waren die restlichen 26,7% (n=8)
heterozygot. Bei den Patienten (n=41) trug ein Anteil von 53,7% (n=22) mindestens ein CYBA-
242T-Allel, von denen 9,8% (n=4) dafir homozygot waren (Daten nicht gezeigt). Ahnlich waren die

Verteilungen bei HLA-B15-positiven Spendern (n=47) und Patienten (n=52) (Daten nicht gezeigt).

Die Genotypisierung von gesunden und erkrankten Individuen fir CYBA-242 erfolgte mit
Hilfe einer Schnittstelle fir Rsal, die nur auf dem Thyminallel vorhanden ist. Da es keinen
Unterschied in der Genotyp- und Allelverteilung zwischen den beiden Kollektiven gab, wurden sie
zusammengefasst. Daraus ergab sich, dass 49,5% der Untersuchten heterozygot und 6,4% fur das
CYBA-242T- bzw. 44,1% fur das CYBA-242C-Allel homozygot waren.
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3.11 Erkennung von nicht -malignen Zellen der Hamatopoese durch CYBA -72Y-
spezifische T -Lymphozyten

Die NADPH-Oxidasen 1 bis 4, die die von CYBA kodierte membrangebundene p22phox-
Untereinheit enthalten, sind in unterschiedlichen Zelltypen zu finden. Doch wurde die Expression
von CYBA vor allem in hdmatopoetischen Zellen nachgewiesen (www.proteinatlas.org, Uhlen et
al., 2010 & 2005).

Zur Untersuchung der Expression und Erkennung des Antigens CYBA-72Y wurden
hamatopoetische Subpopulationen von drei gesunden Buffy Coat-Spendern (BC579, BC967, DH),
die HLA-B*15:01-positiv waren und mindestens ein CYBA-242T-Allel trugen, auf Erkennung durch
die CYBA-72Y-spezifische miniMLLC 2E8 getestet. Dafiir wurden Granulozyten sowie aus den
mononukledren Zellen des peripheren Blutes (engl. peripheral blood mononuclear cells, PBMCs)
Monozyten, T- und B-Lymphozyten isoliert. Nachdem durchflusszytometrisch die Reinheit der
gewonnenen Subpopulationen Uberprift worden ist (Daten nicht gezeigt), wurde ihre Erkennung
durch die miniMLLC in IFN-9-ELISpot-Assays untersucht. Die PBMCs aller drei BC-Spender
wurden von der CYBA-72Y-spezifischen miniMLLC 2E8 erkannt. Eine besonders starke Reaktivitat
induzierten die Monozyten der BC-Spender. Die B-Lymphozyten von zwei der drei BC-Spender
wurden schwach erkannt. Weder die T-Lymphozyten noch Granulozyten bewirkten eine Erkennung
durch die miniMLLC (Abb.3.21).
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Abb.3.21: Erkennung von nicht -malignen Zellen der Hamatopoese HLA -B*15:01-positiver Buffy Coat -
Spender durch die CYBA -72Y-spezi fische miniMLLC 2E8

Von den Buffy Coat-Spendern BC579, BC967 und DH, die HLA-B*15:01-positiv und Tréager mindestens eines
CYBA-242T-Allels waren, wurden Uber Dichtegradientenzentrifugation PBMCs gewonnen. Mit Hilfe von Micro
Beads, an denen spezifische anti-CD-Antikdrper gekoppelt waren, wurden aus den PBMCs Monozyten
(CD14"), B- (CD19°CD20%) und T-Lymphozyten (CD4'CD8") angereichert. Granulozyten wurden aus dem
Vollblut bei BC579 und BC967 lber Dichtegradientenzentrifugation bzw. bei DH mittels anti-CD66abce-
markierter Micro Beads separiert (s. Materialien & Methoden 2.2.1.3 ). Von BC579 und BC967 wurden
jeweils 1x10* APCs pro TE im IFN-2-ELISpot-Assay verwendet. Die APCs des Spenders DH wurden nach 48-
stiindiger Inkubation mit jeweils 3x10* Zellen pro TE bzw. 0,7x10* Monozyten pro TE eingesetzt. Die APCs
der drei Buffy Coat-Spender wurden auf Erkennung durch die miniMLLC 2E8 (1,5x10* Zellen / TE) getestet.

Angegeben sind die Mittelwerte von Doppelbestimmungen und die dazugehdrigen Standardabweichungen.
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Von den beiden Spendern BC967 und DH sowie drei weiteren HLA-B*15:01-positiven
Buffy Coat-Spendern (BC087, BC241, BCB848) sind aulRerdem Uber Plastikadhdrenz Monozyten
angereichert worden, die anschliel3end durch entsprechende Zytokincocktails zu unreifen (engl.
immature dendritic cells, iDCs) bzw. reifen dendritischen Zellen (engl. mature dendritic cells,
mDCs) ausdifferenziert wurden. Mit Hilfe spezifischer Reifungsmarker wurden die Monozyten, iDCs
und mDCs durchflusszytometrisch Uberprift (Daten nicht gezeigt). Die beiden dendritischen
Zelltypen wurden von der CYBA-72Y-spezifischen miniMLLC 2E8 starker erkannt als die
Monozyten. Die Zellen von BC848, der im Gegensatz zu den anderen Buffy Coat-Spendern kein

CYBA-242T-Allel trug, induzierten keine Reaktivitat bei der miniMLLC (Abb.3.22).
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Abb.3.22: Erkennung von Monozyten und dendritischen Zellen HLA -B*15:01-positiver Buffy Coat-
Spender durch die CYBA -72Y-spezifische miniMLLC 2E8

Aus den PBMCs der HLA-B*15:01-positiven Buffy Coat-Spender BC087, BC241, BC848, BC967 und DH, die
alle aulBer BC848 mindestens ein CYBA-242T-Allel trugen, wurden Uber Plastikadhdrenz Monozyten
aufgereinigt. Durch die Behandlung mit entsprechenden Zytokincocktails differenzierten die Monozyten
innerhalb von zwei Tagen Uber unreife (iDCs) zu reifen dendritischen Zellen (mDCs) aus (s. Materialien &
Methoden 2.2.1.4 ). Wahrend von BC087, BC848 und BC967 jeweils 5x10* APCs pro TE in IFN-2-ELISpot-
Assays auf Erkennung durch die miniMLLC 2E8 (1,5x10* Zellen / TE) getestet wurden, standen von BC241
und DH 3x10* Zellen pro TE zur Verfigung. Angegeben sind die Mittelwerte von Doppelbestimmungen und

die dazugehdrigen Standardabweichungen.

Zuséatzlich wurden die unterschiedlichen hamatopoetischen Zelltypen (PBMCs, Monozyten,
T-, B-Lymphozyten, Granulozyten, dendritische Zellen) der HLA-B*15:01-positiven Buffy Coat-
Spender BC241 und DH auf Erkennung durch die CYBA-72Y-spezifische miniMLLC 2D10 aus
Buffy Coat 940 untersucht. Dabei zeigte sich das gleiche Erkennungsmuster wie bei der miniMLLC
2E8 aus Buffy Coat 730 (Daten nicht gezeigt).
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Monozyten, unreife und reife dendritische Zellen sowie in deutlich geringerem Mald B-
Lymphozyten gesunder HLA-B*15:01-positiver Buffy Coat-Spender, die mindestens ein CYBA-
242T-Allel trugen, wurden von CYBA-72Y-spezifischen T-Lymphozyten erkannt, ihre Granulozyten
und T-Lymphozyten dagegen nicht.

3.12 Erkennung HLA -B*15:01-positive r Malignome durch CYBA -72Y-spezifische T -
Lymphozyten

Um den Anteil HLA-B*15:01-positiver Malignome, die durch CYBA-72Y-reaktive T-
Lymphozyten erkannt werden, zu bestimmen, wurde die Reaktivitdt der miniMLLC 2E8 gegentber
HLA-B*15:01-positiven Leukamiezellen sowie Zelllinien von soliden Tumoren unterschiedlichen
Ursprungs untersucht. Die getesteten Zellen wurden durch RFLP-Analysen mit der Endonuklease
Rsal fur CYBA-242 genotypisiert (Tab.3.2).

Alle Malignome, die mindestens ein CYBA-242T-Allel trugen und HLA-B*15:01-positiv
waren, wurden von der miniMLLC 2E8 erkannt (Tab.3.2). Von den getesteten dreizehn AMLs
induzierten neun Reaktivitat bei der miniMLLC. Nur MZ987-AML war homozygot fir das CYBA-
242T-Allel, die restlichen erkannten AMLs waren heterozygot fur CYBA-242. Von den flnf
getesteten Melanomlinien induzierten drei eine Erkennung bei der CYBA-72Y-spezifischen
miniMLLC 2E8. Zwei dieser Melanome waren homozygot fir das CYBA-242T-Allel. Auch die EBV-
transformierten B-Lymphozyten von AML- und Melanompatienten, deren malignen Zellen eine
Reaktivitat bei der miniMLLC induzierten, wurden erkannt. Malignomzellen von Patienten, die
homozygot fiir das CYBA-242C-Allel (z.B. CLLs, Nierenzell-, Pankreaskarzinome) bzw. nicht HLA-
B*15:01-positiv.  (MZ11-MEL, SW480) waren, wurden hingegen nicht erkannt. Zwei
Mel anomzell |l inien, d j-Mekrogldbulib aaufiviesene und ideshalb b keine
oberflachenstandigen HLA-Molekiile besallen (MA86B-, MA86F-MEL), induzierten ebenfalls keine
Reaktivitat bei der miniMLLC 2E8 (Daten nicht gezeigt).

71



ERGEBNISSE

. . . Erkennung im
Malignom Patientenbezeichnung CYBA-242-Genotyp IFN-0-ELISpot -Assay
akute myeloische Leukémie MZ19 TC +
(AML) MZ50 TC "
MZ71 TC ++
MZ169 (M4) CcC -
MZ213 CcC -
MZ529 (M1) TC ++
MZ574 (M4eo) CcC -
MZ632 (M5a) TC ++
MZ683 (M2) TC ++
MZ903 (M4) CcC -
MZ911 (M5) TC +
MZ911 Rezidiv TC +
MZ987 (M4) TT +++
chronische lymphatische MZ202 CC -
Leukamie (CLL) MZz230 CC -
Melanom MAB8GA TC ++
MZ8 TT ++
MZ11 * TC -
D17#3 TT ++
SK37 CcC -
Nierenzellkarzinom FM-KOT CcC -
1846 CcC -
Pankreaskarzinom Mz1 CcC -
Mz2 CcC -
Kolonkarzinom Sw480 ~ TC -
EBV-Transformation Mz529 TC ++
Mz987 TT +++
MA86 TC +
D17 TT ++

Tabelle 3.2: CYBA-242-Genotypisierung und Erkennung HLA  -B*15:01-positive r Malignome durch die
CYBA-72Y-spezifische miniMLLC 2E8

Leukamiezellen, wobei bei den AMLs soweit bekannt die FAB-Klassifizierung angegeben ist, und Zelllinien
von soliden Tumoren unterschiedlicher Histologie wurden mittels Rsal-Restriktionsverdau fir CYBA-242
genotypisiert und in IFN-0-ELISpot-Assays (je 5x10* Malignomzellen / TE) auf Erkennung durch die miniMLLC
2E8 (1,5x10* Zellen / TE) getestet. Die Erkennung wurde wie folgt graduiert: (-) <100 IFN-2-Spots, (+) >100
IFN-9-Spots, (++) >300 IFN-2-Spots, (+++) >1000 IFN-0-Spots / TE (*: HLA-B*15:21; ~: HLA-B*15:18).

Leukamie- und Melanomzellen sowie EBV-transformierte B-Zellen von Malignompatienten
wurden von der CYBA-72Y-spezifischen miniMLLC 2E8 erkannt, sofern sie HLA-B*15:01-positiv
waren und mindestens ein CYBA-242T-Allel trugen. Insgesamt induzierten neun von dreizehn
getesteten AMLs und drei von finf untersuchten Melanomlinien eine CYBA-72Y spezifische

Erkennung.
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3.13 Identifizierung CYBA -72Y-reaktiver T -Lymphozyten in HLA -B*15:01-positiven
Patienten nach h&matopoetischer Stammzelltransplantation und in HLA -B*15:01-
positiven Buffy Coat -Spendern

Sowohl HLA-B*15:01-positive Patienten mit unterschiedlichen malignen Erkrankungen als
auch ihre Stammzellspender wurden durch RFLP-Analysen mit der Endonuklease Rsal fur CYBA-
242 genotypisiert (Daten nicht gezeigt). Dabei zeigte sich, dass sich insgesamt 52% der
transplantierten Patienten (Ngesam=23) in ihrem CYBA-242-Gentoyp zu ihren Stammzellspendern
unterschieden. Doch nur bei etwa einem Viertel der Transplantationen (n=5) war ein Mismatch
gegeben, der zu einer CYBA-72Y-spezifischen T-Zellantwort fihren konnte. Diese Patienten trugen
mindestens ein CYBA-242T-Allel und ihre Spender waren homozygot fir das CYBA-242C-Allel,
sodass CYBA-72Y-spezifische T-Lymphozyten der Spender das Antigen auf Patientenzellen
erkennen konnten. Bei der Betrachtung aller transplantierter Patienten, unabhéngig von ihrem
HLA-Genotyp (n=94), zeigte sich eine vergleichbare Verteilung (Daten nicht gezeigt).

Von zwei von sechs HLA-B*15:01-positiven Patienten, bei denen nach einer allogenen
hamatopoetischen Stammzelltransplantation ein kompletter Spenderchimarismus festgestellt
wurde, standen nach Transplantation hamatopoetische Zellen zur Verfigung. Bei beiden
Patienten, die an einer AML bzw. CML erkrankt waren, waren die Blutzellen vor der allogenen
Stammzelltransplantation heterozygot fir CYBA-242 und danach homozygot fir das CYBA-242C-
Allel. Die Blutzellen der beiden transplantierten Patienten wurden fir die Untersuchung auf die
Anwesenheit CYBA-72Y-spezifischer T-Lymphozyten verwendet. Bei dem CML-Patienten wurden
die aus der Spenderhamatopoese stammenden CD8'-Lymphozyten mit autologen dendritischen
Zellen stimuliert, die mit CYBA-242T-kodierender IVT-RNA transfiziert waren. Fur die Stimulation
der aus der Spenderhdmatopoese hervorgegangenen CD8'-Lymphozyten des AML-Patienten
wurden CD8-Lymphozyten mit dem Nonamer CYBA-72Y¢9.77 beladen. Bei Testung dieser Anséatze
nach zwei Stimulationen bei dem CML-Patienten bzw. drei Stimulationen bei dem AML-Patienten
konnten keine CYBA-72Y-reaktiven Lymphozyten nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
Auch bei dem Stammzellspender des AML-Patienten (DKMS2870406) waren nach In vitro-
Peptidstimulation keine CYBA-72Y-reaktiven T-Zellen im peripheren Blut nachweisbar (Daten nicht
gezeigt).

Von den HLA-B*15:01-positiven Buffy Coat-Spendern BC906 und BC153, die homozygot
fir das CYBA-242C-Allel waren, wurden wiederholt PBMCs bzw. CD8"-Lymphozyten mit dem
Peptid CYBA-72Yg9.77 Stimuliert. Angesetzt wurden von dem BC906 94 und 64 Minikulturen mit
1,5x10° PBMCs bzw. 1,7x10* CD8"-Lymphozyten pro KE, die anschlieBend auf CYBA-72Y-
Reaktivitat untersucht wurden. Mit 1x10° PBMCs bzw. 1,6x10" CD8"-Lymphozyten pro KE wurden
von dem BC153 jeweils 94 Minikulturen angesetzt und nach wiederholter Stimulation getestet. Nur
die Minikultur #83 von BC153 erwies sich als CYBA-72Y-reaktiv. Damit lagen bei BC153 CYBA-
72Y-reaktive T-Lymphozyten in einer Frequenz von 1 in 10’ PBMCs vor. Wiederholt konnte die
HLA-B*15:01-abhangige Reaktivitat der Minikultur #83 gegeniber dem im cDNA-Bank-Screening
identifizierten Klon CYBA Exon 1-6 (bpl-588) #428.67.4 und dem Nonamer CYBA-72Yg9.77

nachgewiesen werden (Abb.3.23).
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In 96 KE-Platten wurde durch wochentliche Stimulation von PBMCs (1x10° Zellen / KE) des HLA-B*15:01-
positiven Spenders BC153, der homozygot fiir das CYBA-242C-Allel war, mit dem Nonamer CYBA-72Y¢9.77
u.a. die Minikultur #83 generiert (s. Materialien & Methoden 2.2.1.7 ). Nach acht Stimulationen wurde die
Minikultur #83 (1,5x104 Zellen / TE) auf Erkennung von HLA-B*15:01-transfizierte 293T-Zellen (2x104 Zellen /
TE), die mit dem cDNA-Bank-Klon CYBA Exon 1-6 (bp1-588) #428.67.4 kotransfiziert oder mit dem Nonamer
CYBA-72Y 6977 bzw. CYBA-72He9.77 in einer Endkonzentration von 5 pg/ml beladen waren, in einem IFN-o-
ELISpot-Assay getestet. Angegeben sind die Mittelwerte von Doppelbestimmungen und die dazugehdérigen

Standardabweichungen.

Etwa ein Viertel der stammzelltransplantierten HLA-B*15:01-positiven Patienten war
heterozygot fir CYBA-242 oder homozygot fir das CYBA-242T-Allel, wahrend ihre Spender
homozygot fir das CYBA-242C-Allel waren. In zwei solcher Leukéamiepatienten mit komplettem
Spenderchimarismus konnten nach allogener Stammzelltransplantation keine CYBA-72Y-reaktiven
T-Lymphozyten nachgewiesen werden. In einem von drei gesunden HLA-B*15:01-positiven
Spendern, die homozygot fir das CYBA-242C-Allel waren, konnte hingegen die Prasenz von
CYBA-72Y-reaktiven T-Zellen belegt werden. Insgesamt wurden somit in drei von finf BC-
Spendern, aber in keinem transplantierten Leukamiepatienten CYBA-72Y-reaktive T-Lymphozyten

gefunden werden.

3.14 Unters uchung einer HLA -A2-abhangigen Prasentation des CYBA -Antigens

Das in der kaukasischen Bevolkerung sehr haufig vorkommende Allel HLA-A*02:01 bindet
praferenziell Peptide mit Ankeraminosauren wie sie in den identifizierten CYBA-Peptiden
vorhanden sind (Tian et al., 2009; Desmet et al.,, 2005). Es weist laut Epitopvorhersage
(www.syfpeithi.de) die gleiche Bindungsféhigkeit fir die Nonamere CYBA-72Yg.77 und CYBA-
72Hg9.77 auf wie HLA-B*15:01. Fir die Decamere CYBA-72Y .77 und CYBA-72Hgg 77 ist diese sogar
starker als bei HLA-B*15:01 (s. Anhang 5.8 ). Deshalb wurde untersucht, ob die CYBA-Peptide an
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HLA-A*02:01-Molekiile binden und ob CYBA-72/HLA-A2-spezifische T-Lymphozyten in gesunden
Spendern nachweisbar sind.

Fir den Nachweis der Prasentation des CYBA-Antigens durch HLA-A2 wurden in einem
Peptid-Shift-Assay HLA-A*02:01- und HLA-B*51:01-positive T2-Zellen verwendet. Diese sind
aufgrund ihrer TAP-Defizienz nicht in der Lage HLA-Molekile mit endogenen Peptiden zu beladen
und als Komplex zur Zelloberflache zu transportieren. Die Bindung exogener Peptide hingegen
stabilisiert oberflachenstandige HLA-Molekile, wodurch im Durchflusszytometer eine Zunahme an
HLA-Molekilen auf den T2-Zellen sichtbar wird. Die Inkubation der T2-Zellen mit den vier CYBA-
Peptiden (CYBA-72Y / Hgo.77, CYBA-72Y | Heg77) hatte keinen solchen Effekt (Abb.3.24A). Die
beiden Kontrollpeptide der Tyrosinase (MLLAVLYCL, YMDGTMSQYV) verursachten hingegen die
erwartete Zunahme von HLA-A*02:01 auf den Zellen ebenso wie das N-WASP-Peptid
YPPPPPALL von HLA-B*51:01. Das als Negativkontrolle verwendeten Sirtuin 2-Peptid
KIFSEVTPK, das Uber HLA-A*03:01 prasentiert wird, veranderte dagegen die Oberflachenprasenz
der HLA-Molekile nicht (Abb.3.24B).
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Abb.3.24: Peptid -Shift -Assay mit HLA -A*02:01-positiven T2 -Zellen und den Peptiden CYBA -72Y / Heo.77

und CYBA -72Y [ Heg-77

T2-Zellen, die HLA-A*02:01- und HLA-B*51:01-positiv, aber TAP-defizient sind, wurden mit den CYBA-
Peptiden (CYBA-72Y / Heo77: GQKY/HMTAVV; CYBA-72Y / Hes77: WGQKY/HMTAWV) (A) sowie den iiber
HLA-A*02:01-prasentierten Kontrollpeptiden MLLAVLYCL und YMDGTMSQVA (Tyrosinase), dem HLA-
B*51:01-restringierten YPPPPPALL- (N-WASP™" und dem HLA-A*03:01-restringierten KIFSEVTPK-Peptid
(Sirtuin 2) (B) jeweils in einer Endkonzentration von 2 mg/ml fir 24 Stunden inkubiert (s. Materialien &

Methoden 2.1.10, 2.2.1.11). Fir die anschlieRenden durchflusszytometrischen Untersuchungen der Zellen
wurden diese mit Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern markiert, die gegen die HLA-Klasse |-, HLA-B/C- bzw.
HLA-A2-Molekule gerichtet waren.

Da mit Hilfe des Shift-Assays keine Bindungsaffinitat der CYBA-Peptide an HLA-A*02:01
belegt werden konnte, wurde versucht, CYBA-72Y / H-reaktive T-Lymphozyten im peripheren Blut
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von elf gesunden HLA-A2-positiven BC-Spendern nachzuweisen. Dafir wurden deren PBMCs
bzw. CD8"-Lymphozyten mit autologen Monozyten, die mit CYBA-kodierender IVT-RNA transfiziert
worden sind, oder mit PBMCs, die mit einem CYBA-Nonamer beladen worden sind, wochentlich
stimuliert.

Mit Hilfe von RFLP-Analysen mit Rsal wurde festgestellt, dass zwei Buffy Coat-Spender
(BC098, BC355) homozygot fur das CYBA-242T-Allel waren. |hre Lymphozyten wurden
entsprechend mit CYBA-242C-kodierender IVT-RNA bzw. dem Peptid CYBA-72Hgq.77 Stimuliert.
Die restlichen neun Buffy Coat-Spender waren homozygot fir das CYBA-242C-Allel, sodass die
Stimulationen mit CYBA-242T-kodierender IVT-RNA bzw. dem Peptid CYBA-72Y .77 durchgefihrt
wurden (Tab.3.3). Nach mindestens zwei Stimulationen wurden die Spenderlymphozyten in IFN-o-
ELISpot-Assays auf eine HLA-A2-abhéngige Erkennung des Antigens CYBA-72Y bzw. CYBA-72H
getestet. Dabei konnte keine CYBA-spezifische Reaktivitdt nachgewiesen werden, weder gegen
CYBA-72H noch gegen CYBA-72Y.

CYBA-242- Effektor - ) antlgen - Stimulans Anga_hl
Spender Genotyp zellen préasentierende AT Mini -
Zellen poly - ; kulturen
RNA Peptid
BC098 TT PBMCs PBMCs / CYBA-72Hgo.77 94
BC355 TT CcD8” Monozyten CYBA-242C / 18
PBMCs PBMCs / CYBA-72Y60.77 94
BC102 ce CD8” PBMCs / CYBA-72Y69.77 155
PBMCs PBMCs / CYBA-72Y60.77 94
BC153 ce CD8” PBMCs / CYBA-72Y69.77 94
BC393 cC CcD8” Monozyten CYBA-242T / 28
PBMCs PBMCs / CYBA-72Ys0.77 94
BC824 ce CcD8* PBMCs / CYBA-72Y69.77 94
BC902 cC PBMCs PBMCs / CYBA-72Y69.77 94
PBMCs PBMCs / CYBA-72Ys0.77 94
BC906 ce CcD8* PBMCs / CYBA-72Y69.77 64
BC908 cC PBMCs PBMCs / CYBA-72Y69.77 94
BC953 cC PBMCs PBMCs / CYBA-72Y60.77 94
DKMS Leuka-
2870406 CcC pheresat Leukapheresat / CYBA-72Y69.77 94

Tabelle 3.3: CYBA-72Y- bzw. CYBA-72H-Stimulations -Assays mit HLA-A2-positiven Buffy Coat s
HLA-A2-positive BC-Spender wurden mit Hilfe des Rsal-Verdaus fur CYBA-242 genotypisiert. In 96 KE-
Platten wurden die Effektorzellen von CYBA-242C- bzw. CYBA-242T-homozygoten Spendern mindestens
zweimal mit autologen antigenprasentierenden Zellen, die mit dem CYBA-Antigen in Form von IVT-RNA oder
als Peptid ausgestattet waren, stimuliert und anschlieBend in IFN-2-ELISpot-Assays auf eine HLA-A2-
restringierte CYBA-72Y- bzw. CYBA-72H-Reaktivitat untersucht.

Die Spender BC153, BC906 und DKMS2870406 waren serologisch positiv fir HLA-A2 und -B62 (entspricht
HLA-B*15:01) und wurden daher auf eine HLA-A*02:01- und HLA-B*15:01-abhangige Erkennung von CYBA-
72Y getestet (s. Abschnitt 3.13 ).

Es konnte nicht belegt werden, dass die CYBA-72Y- bzw. CYBA-72H-Peptide (CYBA-72Y /

Hes77, CYBA-72Y [ Hgg.77) von HLA-A*02:01 prasentiert und von T-Lymphozyten in diesem Kontext
erkannt werden.
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3.15 Charakterisierung der T -Zellrezeptoren von den CYBA -72Y-spezifischen
miniMLLCs 2E8, 4D3, 7G9 und 7H1 ( Buffy Coat 730) sowie 2B8 und 2D10 ( Buffy
Coat 940)

Uber HLA-Molekiile auf Zelloberflachen prasentierte Antigene werden von T-Lymphozyten
Uber T-Zellrezeptoren (TZRs) erkannt. TZRs zeichnen sich durch eine hohe Antigenspezifitat und
aufgrund der V(D)J-Re k o mb i nat i -ounn diKefte duech eing groRe Variabilitdt aus. Die
Klonalitdt von T-Lymphozyten lasst sich anhand des fir jeden Lymphozytenklons einzigartigen
TZR nachweisen (Janeway et al., 2002).

Die CYBA-72Y-spezifischen miniMLLCs der Buffy Coat-Spender 730 (2ES8, 4D3, 7G9,
7H1) und 940 (2B8, 2D10) wurden zunachst durchflusszytometrisch mit Antikdrpern, die spezifisch
gegen die V-Region der TZR-b-Ketten gerichtet waren, auf ihre Klonalitat Gberprift. Dabei stellte
sich heraus, dass die miniMLLC 2ES8 nicht klonal war. Sie setzte sich aus einer Hauptpopulation,
deren TZR-b-Kett e zu der -Wdamili&ggehorieRiBdzivd $ubpopulationen mit TZR-b-
Ketten der VbAZw.( TRBV2.7)-FamilieRzBsan@men. Die miniMLLC 4D3 trug
zu anndhernd 90% TZR-b-Ket t en der  VipRamille TDRBIr¢i XIOGnalen miniMLLCs 7H1

(Buffy Coat 730), 2B8 und 2D10 (Buffy Coat 940) trugen ebenfalls TZR-b-K et t e n -&anilie. Vb 2
Die klonale miniMLLC 7G9 von Buffy Coat-Spender 730 hingegen trug eine TZR-b-Ket t e der

(TRBV25-1)-Familie (Abb.3.25).
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Abb.3.25: Durchflusszytometrische Bestimmung der Klonalitatt CYBA-72Y-spezifischer miniMLLCs aus
Buffy Coat 730 (2E8, 4D3, 7G9, 7H1) und Buffy Coat 940 (2B8, 2D10) mit Hilfe der V -Region ihrer TZR-b-
Ketten

Die miniMLLCs 2ES8, 4D3, 7G9 und 7H1 aus Buffy Coat 730 sowie 2B8 und 2D10 aus Buffy Coat 940 wurden
mit Fluorochrom-gekoppelten Antikoérpern, die g e g e n dKeteen iNér T-Zellrezeptoren und den T-
Lymphozyten-Marker CD8 gerichtet waren, inkubiert und anschlieRend durchflusszytometrisch gemessen.

Fir die weitere Charakterisierung der in die Erkennung von CYBA-72Y involvierten TZRs
wurden mit Hilfe kettenspezifischer Primer die TZR-U- und TZR-b-Ketten der sechs CYBA-72Y-
spezifischen miniMLLCs kloniert und sequenziert (s. Materialien & Methoden 2.2.2.17 ). Dadurch
konnte jeweils neben dem variablen Bereich, der von den V-, J- bzw. D-Genen kodiert wird, und
der durch das C-Gen kodierten konstanten Region auch die fir die Antigenerkennung
entscheidende hypervariable junktionale Region (engl. complementarity determining region 3,

CDR3) bestimmt werden (www.imgt.org, Brochet et al., 2008).
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Die Sequenzierung der TZR-b-Ketten bestétigte bei Vergleich mit der Durchflusszytometrie
die Expression des TRBV20-1 ( VQe@s)durch die vier miniMLLCs 4D3, 7H1, 2B8 und 2D10.
Zudem wiesen die TZRs der miniMLLCs 7H1, 2B8 und 2D10 das gleiche J-Allel (TRBJ2-3*01) auf,
weshalb sich ihre junktionalen Regionen &hnelten. Die drei Rezeptorketten der miniMLLC 2ES8
unterschieden sich von denen der anderen miniMLLCs stark. Auf3er Ubereinstimmenden J-Allelen
von zwei dieser Ketten mit denen der miniMLLC 4D3 (TRBJ2-1*01) bzw. 7G9 (TRBJ2-7*01) sowie

gleichen D-Allelen und der daraus resultierenden Ahnlichkeit in der junktionalen Region konnte

keine Gemeinsamkeit zu den b-Ketten der restlichen miniMLLCs festgestellt werden (Tab.3.4).

Modell '\;"L'E'C V-Allel J-Allel D-Allel C-Allel | junktionale Region (AS)
TRBV6-2*01 | TRBJL.2*01 | TRBD1*01 | TRBCL*0L | CASSLTVLMDYGYTF
2E8 [ TRBV19*01 | TRBJ2-1°01 | TRBD1*01 | TRBC2*01 | CASREQTYNEQFF
MZ529-AML/ TRBV27°01 | TRBJ2-7*01 | TRBD2*02 | TRBC2*01 | CASSLLAGGLYEQYF
Buffy Coat 730 | 4D3 | TRBV20-1*01 | TRBJ2-1°01 | TRBD2*02 | TRBC2*01 | CSAMSLSGSSDEQFF
7G9 | TRBV25-1*01 | TRBJ2-7°01 | TRBD1*01 | TRBC2*01 | CASRGGQGDEQYF
7HL | TRBV20-1°01 | TRBJ2-3"01 | TRBD2*01 | TRBC2*01 | CSARETRLTSTDTQYF
MZ987-AML/ | 2B8 | TRBV20-1*02 | TRBJ2-3*01 | TRBD1*01 | TRBC2*01 | CSARGRDRALDTQYF
Buffy Coat 940 | 2D10 | TRBV20-1%02 | TRBJ2-3°01 | TRBD2*01 | TRBC1*02 | CSARGPSGVIDTQYF

Tabel | eKetden der T -Bellrezeptoren der miniMLLCs 2E8, 4D3, 7G9 und 7H1 aus
sowie der miniMLLCs 2B8 und 2D10 aus  Buffy Coat 940

Ausgehend von der RNA der miniMLLCs 2E8, 4D3, 7G9 und 7H10 (Buffy Coat 730) sowie 2B8 und 2D10
(Buffy Coat 94 0)
pcDNA3.1/V5-His TOPO einkloniert und sequenziert (AS: Aminosaure) (Nomenklatur nach www.imgt.org).

Buffy Coat 730

wur den mi t s p e z i-Kettes alér eTAZellr@zeptorere anmplifiziért, én b

Bei der Sequenzierung der TZR-U-Ketten zeigte sich, dass die fiinf miniMLLCs 4D3, 7G9,
7H1, 2B8 2 D 1 OAlletl @RAVI®IR exprimerter/ Die miniMLLC 7G9 trug
aulRerdem das gleiche J-Allel (TRAJ42*01) wie die beiden miniMLLCs des Buffy Coats 940 (2B8,
2D10). die  Ahnlichkeit Die

Aminosauresequenz der TZR-U-Ketten der miniMLLCs 2B8 und 2D10 war sogar identisch. Von der

und

Entsprechend groR war ihrer junktionalen Regionen.

miniMLLC 2E8 wurden drei TZR-U-Ketten isoliert, die sich von denen der anderen miniMLLCs
komplett unterschieden (Tab.3.5).

Modell miniMLLC V-Allel J-Allel C-Gen junktionale Region (AS)
TRAV13-1*02 TRAJ32*02 TRACO1 CAAPSRG#GATNKLIF
2E8 TRAV21*02 TRAJ20*01 TRACO1 CAVGGNDYKLSF
MZ529-AML/ TRAV29/DV5*01 TRAJ39*01 TRACO1 CAAPLNAGNMLTF
Buffy Coat 730 4D3 TRAV10*01 TRAJ29*01 TRACO1 CVVTRVSGNTPLVF
7G9 TRAV10*01 TRAJ42*01 TRACO1 CVVSAIWGSQGNLIF
TH1 TRAV10*01 TRAJ35*01 TRACO1 CVVSPVGF
MZ987-AML/ 2B8 TRAV10*01 TRAJ42*01 TRACO1 CVVSRIYGGSQGNLIF
Buffy Coat 940 2D10 TRAV10*01 TRAJ42*01 TRACO1 CVVSRIYGGSQGNLIF

Tabel | eKetden 8er T -Eellrezeptoren der miniMLLCs 2E8, 4D3, 7G9 und 7H1 aus
sowie der miniMLLCs 2B8 und 2D10 aus Buffy Coat 940

Nach Isolation der RNA aus den miniMLLCs 2E8, 4D3, 7G9 und 7H1 (Buffy Coat 730) sowie 2B8 und 2D10

(Buffy Coat 940) und cDNA-Sy nt hes e -ietten-s fHeé 4 if fei sed meer RICR- di e
Fami #etten dar mimikLLEsi zs amipliizierer? klanierenr n

und sequenzieren (#: out-of-frame-junction; AS: Aminoséure) (Nomenklatur nach www.imgt.org).

Buffy Coat 730

wur den j ev

lie bestimmt, um dann di e U
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VB2

Die Funktionalitat der isolierten T-Zellrezeptorketten wurde an dem TZR der CYBA-72Y-
spezifischen miniMLLC 2D10 des Buffy Coat-Spender s 940 ¢ b e-rurmd:Kelte. Desse
wurden von den am haufigsten von den CYBA-72Y-spezifischen miniMLLC-TZRs verwendeten
Allelen kodiert (Tab.3.4, 3.5). Von beiden T-Zellrezeptorketten wurde polyadenylierte IVT-RNA
hergestellt und in CD8"-Lymphozyten von BC-Spendern elektroporiert. Der erfolgreiche Transfer
der TZR-Kett en wur de durchfl usszytomet r i Ketth geprifth an d d e
(Abb.3.26A) . F¢r den Nachwei s-Ketteestandkeinpspeeifischér amikorpes zur U
Verfigung. Bei drei unabhéangigen Anséatzen fuhrte der Transfer des TZR der miniMLLC 2D10 zu
einer Erkennung des CYBA-72Y-Ant i gens . S-oubnadl ddKeke dés T Zellrezeptors
gemeinsam in die BC-Lymphozyten Ubertragen wurden, induzierten sowohl der cDNA-Bank-Klon
CYBA Exon 1-6 (bpl-588) #428.67.4 als auch das Nonamer CYBA-72Y4.77 €ine Erkennung
(Abb.3.26B).

A
ohne TZR-Ketten-R N A -Ketten-R Nmi t U -Ketten-R N A mi- & -Ketten-RNA mi t U

0.21
oo 605| | 5.77 e 47.08 41.72

200

0O ohne TZR-Ketten-RNA

— mit a-Ketten-RNA

150
W mit B-Ketten-RNA

— M mit a- & B-Ketten-RNA

100

50

il [ I

CYBAEXon 1-6  CYBA-72Hgs7;  CYBA-72Ygs77
(bp1-588)
#428.67.4
APCs: 293T + HLA-B*15:01 +

IFN-y-Spots / 3x10% CD8'-Lymphozyten

Abb.3.26: Transfer von T -Zellrezeptorketten der miniMLL C 2D10 aus Buffy Coat 940
(Text s. Seite 81)
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Text zu Abb.3.26: Transfer von T -Zellrezeptorketten der miniMLLC 2D10 aus  Buffy Coat 940 (s. Seite 80)
Von demndU dkette dés T-Zellrezeptors der miniMLLC 2D10 (Buffy Coat 940) wurde polyadenylierte
IVT-RNA hergestellt und einzeln oder zusammen in CD8"-Lymphozyten des Spenders BC560 elektroporiert
(s. Materialien & Methoden 2.2.2.17 ).

Durchfl usszytometri sch -sperifisdhen Amikdrperdiind deg T-Zelimarkess CM8hdRe
Expressionder Vb 2 (-IJ-IReBevr2den transfizierten T-Lymphozyten tberprift (A).

In einem 10Std-IFN-2-ELISpot-Assay wurde die Reaktivitat der transfizierten Lymphozyten (3x104 Zellen / TE)
gegeniiber HLA-B*15:01-transfizierten 293T-Zellen (2x104 Zellen |/ TE) Uberpruft, die mit dem cDNA-Bank-
Klon CYBA Exon 1-6 (bp1-588) #428.67.4 kotransfiziert oder mit dem Nonamer CYBA-72Ye9.77 bzw. CYBA-
72He9.77 in einer Endkonzentration von 5 pg/ml beladen waren. Angegeben sind die Mittelwerte von
Doppelbestimmungen und die dazugehdrigen Standardabweichungen (B).

Aus den CYBA-72Y-reaktiven miniMLLCs der Buffy Coats 730 (2E8, 4D3, 7G9, 7H1) und
940 (2B8, 2D10) wurden die T-Zellrezeptorketten isoliert und sequenziert. Dabei stellte sich
heraus, dass mi-Rdamist eaes ¢ oRminibevdnwiner Erkénnung des CYBA-
72Y-Antigens beteiligt waren. Vier bzw. funf miniMLLCs enthielten in ihren T-Zellrezeptorketten
eine TRBV20-1 ( V bd2r)TRAV10-Region. Der T-Zellrezeptor der miniMLLC 2D10 setzte sich
aus Ketten mit diesen Regionen zusammen. Durch RNA-Elektroporation in CD8"-Lymphozyten
gesunder Spender wurde die antigenspezifische Funktionalitdt der klonierten TZR-Ketten

nachgewiesen.
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit sollten mit Hilfe der T-Zell-basierten cDNA-
Expressionsklonierung Zielantigene alloreaktiver T-Lymphozyten identifiziert werden, die
leukdmische Zellen von Patienten mit akuter myeloischer Leuk&mie (AML) erkannten. Dafir
standen aus den beiden Modellsystemen MZ529-AML/Buffy Coat 730 und MZ987-AML/Buffy Coat
940 allogene leukamiereaktive T-Lymphozyten zur Verfligung. Diese waren durch Stimulation von
HLA-Klasse [-Ubereinstimmenden Spenderlymphozyten mit Blasten der AML-Patienten in so
genannten miniMLLCs (engl. mixed lymphocyte leukemia cultures) generiert worden (Albrecht et
al., 2011). Das Screenen einer cDNA-Bank aus Zellen des AML-Patienten MZ529 mit der
miniMLLC 2E8 des HLA-kompatiblen Buffy Coat-Spenders 730 fihrte zur Identifizierung des tber
HLA-B*15:01 prasentierten Minorhistokompatibilitdtsantigens (mHAg) CYBA-72Y. Dieses mHAg
wurde von drei weiteren unabhangig generierten miniMLLCs des gleichen Modells (4D3, 7GS9,
7H1) Uber unterschiedliche T-Zellrezeptoren erkannt. Daruber hinaus erkannten die miniMLLCs
2B8 und 2D10 des zweiten Modellsystems, MZ987-AML/Buffy Coat 940, ebenfalls CYBA-72Y in
Assoziation mit HLA-B*15:01.

4.1 Wissensstand zu dem Cytochromb 45 U-Polypeptid ( CYBA, p22phox)
Der cDNA-Bank-Klon #428.67.4, der mittels T-Zell-basierter cDNA-Expressionsklonierung

aus der cDNA-Bank des AML-Pat i ent en MZ529 i sol i er-Rolypeptiakete , kodi e

des Cytochroms b.ss (Genbezeichnung: CYBA; Proteinbezeichnung: p22phox) (s. Ergebnisse

3.3; s. Anhang 5.2 ). Das Antigen wurde in Assoziation mit HLA-B*15:01 von vier miniMLLCs des
Modells MZ529-AML/Buffy Coat 730 sowie zwei miniMLLCs des Modells MZ987-AML/Buffy Coat
940 erkannt (s. Ergebnisse 3.7, 3.8 ).

CYBA kodiert fur die membrangebundene Untereinheit p22phox der NADPH-Oxidasen
(NOXs) 1 his 4 (Katsuyama, 2010; Krause, 2004; Bokoch & Knaus, 2003; Vignais, 2002; Babior,
1999). Diese Untereinheit ist essenziell fir die Reifung, Lokalisation und Oxidaseaktivitéat der NOX-
Komplexe (Ambasta et al., 2004; Sumimoto, 2008; Sheppard et al., 2005; Dahan et al., 2002).
CYBA ist 8,5 kb lang und auf Chromosom 16 lokalisiert. Es setzt sich aus sechs Exons und finf
Introns zusammen und kodiert das aus 195 Aminosauren bestehende p22phox (San José et al.,
2008; Bu-Ghanim et al., 1990). Bisher wurden 19 Mutationen und sieben kodierende nicht-
synonyme SNPs in CYBA identifiziert (Bedard et al., 2009; von Léhneysen et al., 2008). Das
Protein p22phox ist in allen Zellen (z.B. Endothelzellen, Fibroblasten, glatte Gefalimuskelzellen),
aber vor allem in myeloischen Zellen nachweisbar (Bedard & Krause, 2007; Cheng et al., 2001;
Azumi et al., 1999).

Als Bestandteil der NADPH-Oxidasen 1 bis 4 ist p22phox essenziell an der Produktion von
reaktiven Sauerstoffradikalen (engl. reactive oxygen species, ROS) beteiligt, die meist durch
Stimuli  (z.B. Phorbolmyristatacetat, N-Formylmethionyl-Lencyl-Phenylalanin, Angiotensin I,
transforming growth factor-b ) angeregt wird (Li & Frei,etdp09;
2003). ROS oxidieren Proteine, Lipide sowie Nukleinsduren. Dadurch dienen sie der Beseitigung

von Pathogenen und malignen Zellen, aber auch als Signalmolekile durch Interaktion mit
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Komponenten (z.B. Ras, MAPKs, NF-a B, -1Aunterschiedlicher Kaskaden (Krause, 2004; Viedt
et al., 2004; Brar et al., 2003b; Griendling et al., 2000; Forman & Thomas, 1986). Sie regulieren
lonenflisse (z.B. H", K% wund die Expression vieler Gene (z.B. von Zytokinen,
Adhéasionsmolekilen), die an der Proliferation, Zelldifferenzierung und Apoptose sowie
Immunreaktionen und Endothelfunktionen beteiligt sind (Lam et al., 2010; Bedard & Krause, 2007;
Kyaw et al., 2004; Henderson et al., 1997; Wang et al., 1996). Ebenso sind sie in den Aufbau der
extrazellularen Matrix, die Angiogenese und Blutdruckregulation involviert (Montezano et al., 2011,
Kyaw et al., 2004; Griendling et al., 2000). Bei Fehlregulation, wie sie z.B. bei Leberfibrose,
Diabetes und Bluthochdruck vorkommen, filhren ROS allerdings zu Endothelschdaden und
Gewebsverletzungen sowie Mutagenese und Tumorgenese (Guichard et al., 2008; Klaunig &
Kamendulis, 2004; Channon & Guzik, 2002). Insbesondere kardiovaskuléare Erkrankungen (z.B.
Bluthochdruck, Diabetes, Herzversagen), neurodegenerative Erkrankungen und Ischamie bzw.
Reperfusionsverletzungen werden mit oxidativem Stress in Verbindung gebracht (Sedeek et al.,
2009; San José et al., 2008; Zekry et al.,, 2003). Eine zu geringe ROS-Produktion ist mit
hyperinflammatorischen Erkrankungen (z.B. Arthritis) sowie Autoimmunerkrankungen (z.B. multiple
Sklerose, Guillian-Barre-Syndrom) assoziiert (Sareila et al., 2011; Huberle et al., 2009; Hultgvist et
al., 2009; Schappi et al., 2008; Olofsson et al., 2007). Gendefekte in den Untereinheiten der
NADPH-Oxidase von Phagozyten verursachen die seltene chronische Granulomatose (Meissher et
al., 2010; Roos et al.,, 1996; Porter et al., 1993). ROS und ihre Produktion verandernde
Polymorphismen in den NOX-Untereinheiten beeinflussen die Wirkung von Chemotherapeutika der
Krebstherapie (z.B. Anthrazykline) und umgekehrt wird die Expression der Untereinheiten und die
ROS-Produktion von diesen (z.B. Arsentrioxid, Cannabidol, Rontgenstrahlen) verandert (Hoffmann
et al., 2010; Rossi et al., 2009; McKallip et al., 2006; Wojinowski et al., 2005; Chou et al., 2004;
Minotti et al., 2004; Grad et al., 2001).

4.2 Der Einzelnukleotidpolymorphismus (SNP) CYBA-242T/C (rs4673) generiert das
mHAg CYBA -72Y

4.2.1 Wissensstand zu dem SNP CYBA-242T/C (rs4673)

Die peptidkodierende Region des identifizierten mHAg CYBA-72Y enthélt den bekannten
Einzelnukleotidpolymorphismus  rs4673 (CYBA-242T/C), der zu einem Austausch an
Aminosaureposition 72 des durch CYBA kodierten Proteins p22phox fiihrt (s. Ergebnisse 3.4, 3.5).
Wahrend das CYBA-242T-Allel fur Tyrosin (Y) als 72.Aminosaure kodiert, kodiert das CYBA-242C-
Allel an dieser Position fr Histidin (H).

Der SNP CYBA-242T/C beeinflusst die Enzymstruktur der NADPH-Oxidasen und betrifft
eine potenzielle Hambindungsstelle bzw. eine fir die Reifung der Nox-Untereinheiten wichtige
Stelle (San José et al.,, 2008; Zhu et al., 2006; Soccio et al., 2005; Channon & Guzik, 2002).
Sowohl eine verringerte ROS-Produktion in Phagozyten, GefalR- und Endothelzellen als auch eine
Erhdéhung der NOX-Aktivitat in Neutrophilen und differenzierten myeloischen HL60-Zellen wird mit
der Anwesenheit des CYBA-242T-Allels in Verbindung gebracht (San José et al., 2008; Soccio et
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al., 2005; Shimo-Nakanishi et al., 2004; Wyche et al., 2004; Guzik et al., 2000). Untersuchungen zu
Assoziationen der CYBA-242T- und CYBA-242C-Allele mit Herz-Kreislauferkrankungen (z.B.
Atherosklerose, kardioembolische Infarkte, Diabetes) fuhrten zu widerspriichlichen Ergebnissen (Di
Castelnuovo et al., 2008; Genius et al., 2008; San José et al., 2008; Fan et al., 2006; Zalba et al.,
2005). Trotz der Beteiligung von reaktiven Sauerstoffspezies an der Tumorgenese konnte bisher
kein Zusammenhang zwischen dem SNP CYBA-242T/C und Malignomen festgestellt werden
(Wang et al., 2009; Tahara et al., 2008; van der Logt et al., 2005).

In dieser Arbeit konnte die Immunogenitat von CYBA-72Y, nicht aber von CYBA-72H
nachgewiesen werden (s. Ergebnisse 3.7, 3.8 ). Es ist bereits bekannt, dass bei den meisten
autosomal-kodierten mHAgs nur eines der beiden Allele immunogen ist (Feng et al., 2008).
Dagegen wurde die Immunogenitédt der Produkte beider Allele, eine so genannte reziproke
allelische mHAg-Erkennung, beispielsweise bei den mHAgs HB-1, ACC-1 und ACC-2 festgestellt
(Bleakley & Riddell, 2011; Feng et al., 2008, Akatsuka et al., 2007).

4.2.2 Haufigkeitsverteilung der Allele  CYBA-242T und CYBA-242C

Polymorphismen in CYBA (z.B. -930*®) scheinen mit der Ausbildung von unterschiedlichen
Erkrankungen (z.B. Bluthochdruck, Myokardinfarkt, —Koronarsklerose, zerebrovaskulére
Erkrankungen, Nephropathie) assoziiert zu sein (San José et al., 2008; Zalba et al., 2005;
Yokoyama et al., 2000). Zudem beeinflussen Polymorphismen in den Untereinheiten der NADPH-
Oxidasen die Produktion der malignomférdernden ROS (Bedard et al., 2009; Fried & Arbiser, 2008;
Ushio-Fukai & Nakamura, 2008; Brar et al., 2003a & 2002). Um die potenzielle Bedeutung des
SNP CYBA-242T/C bei malignen Erkrankungen und darlber hinaus bei allogenen
Transplantationen einzuschatzen, wurde die Frequenzverteilung der CYBA-242T- und CYBA-
242C-Allele bei Patienten mit unterschiedlichen Malignomen und gesunden Spendern untersucht.
Daflr wurden die Probanden wie bei anderen Studien mittels RFLP-Analyse genotypisiert (Liu et
al., 2009; Di Castelnuovo et al., 2008; Tahara et al., 2008). Insgesamt wurde von 217 gesunden
Spendern und 254 Patienten mit unterschiedlichen malignen Erkrankungen der CYBA-242-
Genotyp bestimmt. Die Auswahl der Probanden erfolgte ohne Kenntnis ihrer Charakteristika (z.B.
Alter, Geschlecht). Von den Untersuchten trugen insgesamt 55,9% das CYBA-242T-Allel, das bei
6,4% dieser Probanden homozygot vorlag (s. Ergebnisse 3.10 ).

Wie bei anderen CYBA-SNPs (z.B. CYBA-521) sowie bei bekannten mHAgs (z.B. ACC-2)
hangt die Verteilung der CYBA-242-Allele u.a. von der ethnischen Herkunft ab (Bedard et al., 2009;
San José et al., 2008; Spierings et al., 2007; Soccio et al., 2005). Wahrend das CYBA-242T-Allel
bei asiatischen Bevoélkerungsgruppen sehr selten vorkommt, ist es bei Gber der Hélfte der Italiener
vorhanden (Tahara et al., 2008; Forrest et al., 2006; Choi et al., 2001). Die im Rahmen dieser
Arbeit festgestellte Genotypverteilung gesunder Spender entspricht dem Mittel von Studien mit
gesunden Kaukasiern (Bedard et al., 2009; Moreno et al., 2006). Von den gesunden Spendern
waren 47,0% heterozygot und 5,5% homozygot fir das CYBA-242T-Allel, d.h. das CYBA-242T-
Allel war insgesamt in einer Frequenz von 29% vertreten (s. Ergebnisse 3.10 ).

Zwischen gesunden und erkrankten Individuen konnte kein Unterschied in der
Genotypverteilung und Allelfrequenz fiir CYBA-242 festgestellt werden. Denn von den Patienten
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waren 51,5% heterozygot und 7,2% homozygot fir das CYBA-242T-Allel. Demzufolge lag das
CYBA-242T-Allel insgesamt in einer Frequenz von 33% vor (s. Ergebnisse 3.10 ). Dasselbe
Verteilungsmuster fand sich bei Patienten mit AML (n=99) oder CML (n=50), bei denen die
Frequenz des CYBA-242T-Allels bei 33% bzw. 34% lag (s. Anhang 5.7 ). Obwohl in einer
finnischen Studie eine ahnlich groRe Anzahl an Patienten mit akuten Leukadmien untersucht wurde,
war die Verteilung der CYBA-242CC- und CYBA-242TC-Genotypen mit 68 - 70% bzw. 24 - 32%
umgekehrt zu der im Rahmen dieser Arbeit festgestellten. Auch in der finnischen Studie wurde kein
Unterschied in der CYBA-242-Genotypverteilung zwischen gesunden Spendern und Patienten mit
akuter Leukamie festgestellt (Choi et al., 2005). Bei den genotypisierten Patienten mit
lymphatischen Leuk&mien (ALL: n=25; CLL: n=13) und Nierenzellkarzinom (n=16) war das Fehlen
von homozygoten CYBA-242T-Allel-Tragern auffallend. Dagegen war bei Gruppen mit &hnlicher
Patientenanzahl wie Non-Hodgkin-Lymphom- (n=14) oder Melanompatienten (n=12) dieser
Genotyp sogar doppelt so oft anzutreffen wie im Durchschnitt. Wahrend in einer Studie ein
erhdhtes Risiko fur Non-Hodgkin-Lymphome mit dem CYBA-242TT-Genotyp in Verbindung
gebracht worden ist, konnte dies in weiteren Studien nicht belegt werden (Rossi et al. 2009; Lan et
al., 2007; Forrest et al., 2006; Wang et al., 2006). Ein Zusammenhang zwischen der Verteilung der
CYBA-242T- und CYBA-242C-Allele und malignen Erkrankungen unterschiedlichen Ursprungs
(z.B. Kolorektal-, Magen-, Zervixkarzinome) konnte wie in anderen Studien (Wang et al., 2009;
Tahara et al., 2008; van der Logt et al.,, 2005) im Rahmen dieser Arbeit, in der nur kleine

Patientengruppen betrachtet worden sind, nicht festgestellt werden.

4.3 HLA-Assoziation des mHAg CYBA -72Y

Peptidantigene  werden  durch  T-Lymphozyten in  Assoziation mit dem
antigenprasentierenden HLA-Molekil erkannt. Die Blockade der Antigenerkennung durch HLA-
spezifische Antikérper und Transfektion von COS-7-Zellen mit HLA-Allelen fiihrte bei den sechs
untersuchten miniMLLCs der beiden Modellsysteme zur ldentifizierung von HLA-B*15:01 als
CYBA-72Y-prasentierendes Molekll (s. Ergebnisse 3.7, 3.8 ). Bei einer Haufigkeit des CYBA-
242T-Allels von etwa 56% (s. Ergebnisse 3.10 ) und des HLA-B*15:01-Allels von 8%
(www.allelefrequencies.net, Gonzalez-Galarza et al., 2011) ist diese immunogene Konstellation bei
4,5% der Bevolkerung in Deutschland anzutreffen. Damit liegt CYBA-72Y im Vergleich zu anderen
mHAGgs in seiner Verbreitung im unteren Mittelfeld (Akatsuka et al., 2007). Doch die Verteilung von
HLA-Allelen wird u.a. von der ethnischen Herkunft beeinflusst. So kommt insbesondere in
asiatischen Bevolkerungsgruppen wie Japanern und Indern HLA-B*15:01 im Vergleich zu
Kaukasiern mit Frequenzen von 29 - 65% bzw. 17,2% gehauft vor (www.allelefrequencies.net).
Allerdings ist gerade in asiatischen Bevolkerungsgruppen das CYBA-242T-Allel seltener vertreten
als bei Kaukasiern. Nur 13,0 - 20,4% der Japaner tragen das CYBA-242T-Allel (Kuroda et al.,
2007; Shimo-Nakanishi et al., 2004). Dennoch ist bei Japanern und vor allem bei Indern der HLA-
B*15:01- und CYBA-72Y-positive Bevolkerungsanteil gegeniiber dem hier festgestellten mit einer
Frequenz von 7,8% bzw. 11,6% deutlich erhéht. Wahrend dies bei den Japanern durch die sehr

hohe Frequenz des HLA-B*15:01 begriindet ist, ist das bei der indischen Population vorrangig
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durch die starke Verbreitung des CYBA-242T-Allels von bis zu 70% verursacht (Vibhuti et al.,
2010; Choi et al, 2001). Die Relevanz des mHAg CYBA-72Y/HLA-B*15:01 bei allogenen
Transplantationen variiert demnach in Abhangigkeit von dem ethnischen Hintergrund.

Aufgrund der Prasentation von mHAgs Uber mehrere HLA-Allele, wie beispielsweise HA-1
Uiber HLA-A*02:01, -A*02:06 und -B60 oder BCL2A1 Uber HLA-A*24:02 und -B*44:03 (Akatsuka et
al., 2007; Bleakley & Riddell, 2004, Mommaas et al, 2002), kann der Anteil von
Transplantationskandidaten mit einem immunogenen Mismatch deutlich erhéht werden. Mit Hilfe
von mehreren HLA-Bindungsalgorithmen (www.syfpeithi.de, www-bimas.cit.nih.gov,
www.cbs.dtu.dk) wurden deshalb weitere potenzielle HLA-Molekile gesucht, die eine hohe Affinitét
zu den identifizierten CYBA-Peptiden aufweisen (Larsen et al., 2010; Rammensee et al., 1999;
Parker et al., 1994). Zwar fuhrte dies zum Teil zu widerspriichlichen Vorhersagen, aber laut allen
drei beeinflusste die Anwesenheit von Histidin oder Tyrosin an vierter bzw. funfter Position der
CYBA-Nonamere und -Decamere nicht die Bindungswahrscheinlichkeit an unterschiedliche HLA-
Molekdle (s. Anhang 5.8 ). Als besonders vielversprechende Kandidaten fir die Bindung der Nona-
und Decamere wurden HLA-B*51:01 und -B*52:01 vorhergesagt, die bei bis zu 23% bzw. etwa 1%
der Kaukasier vorkommen (www.allelefrequencies.net). Fiur die Nonamere kommen noch HLA-
B*27:05 und -B*39:02 und fir die Decamere HLA-B*07:02, -B*51:02 und -B*51:03 hinzu. lhre
Fahigkeit, das CYBA-72Y-Antigen zu prasentieren, muss noch experimentell untersucht werden.
Die identifizierten CYBA-Peptide werden laut Epitopvorhersage (www.syfpeithi.de) von HLA-
A*02:01 ahnlich stark bzw. starker gebunden als von HLA-B*15:01 (s. Anhang 5.8 ) und enthalten
typische Ankeraminosauren, die von HLA-A*02:01-Molekilen zur Antigenprasentation benétigt
werden (Tian et al., 2009; Desmet et al.,, 2005). Da HLA-A*02:01 eines der am haufigsten
vorkommenden HLA-Allele bei Kaukasiern ist (www.allelefrequencies.net), kann es zu einer
starken Erhéhung des Anteils allogener Transplantationen mit einem immunogenen CYBA-72Y-
Mismatch flhren. Beispielsweise liegt der Anteil an Transplantationen mit einem immunogenen
Mismatch in dem Uber HLA-A*02:01 prasentierten mHAg HA-1 bei 10% (Akatsuka et al., 2007).
Daher wurde die Prasentation von CYBA-72Y (ber HLA-A2 eingehender untersucht. Die
Stimulation von Lymphozyten HLA-A2-positiver, CYBA-242-homozygoter BC-Spender mit
autologen CYBA-72H- bzw. CYBA-72Y-prasentierenden Zellen fihrte allerdings zu keiner
Identifizierung von CYBA-72Y- bzw. CYBA-72H-reaktiven T-Zellen (s. Ergebnisse 3.14 ). Wie der
Nachweis von CYBA-72Y/HLA-B*15:01-spezifischen T-Lymphozyten in einem BC-Spender, der
serologisch positiv fir HLA-A2- und HLA-B62 (entspricht HLA-B*15:01) war, zeigte (s. Ergebnisse
3.13), ist der fehlende Beleg von CYBA-72/HLA-A2-spezifischen T-Lymphozyten nicht auf die
verwendeten Stimulationsbedingungen zuriickzufuhren. Allerdings konnte mit Hilfe von T2-Zellen
die Bindung der CYBA-Peptide an HLA-A*02:01-Molekile nicht bewiesen werden (s. Ergebnisse
3.14). Daher liegt ein Fehlen CYBA-72Y-spezifischer T-Lymphozyten, die das Antigen Uber HLA-
A2 erkennen kdnnten, aufgrund einer fehlenden Antigenprasentation nahe.

Aufgrund der Polyspezifitdt von TZRs, d.h. der Fahigkeit eines TZR unterschiedliche
Antigen-HLA-Komplexe zu erkennen (Morris & Allen, 2012), wurde zuséatzlich die
Antigenerkennung der sechs CYBA-72Y-reaktiven miniMLLCs in Assoziation mit unterschiedlichen
HLA-B15-Allelen untersucht. Dafiir standen im Laborbereich neben HLA-B*15:01 HLA-B*15:03, -
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B*15:04, -B*15:07 und -B*15:17 zur Verfigung. Nur HLA-B*15:07, das sich in einer Aminoséure
von HLA-B*15:01 unterscheidet, induzierte neben HLA-B*15:01 Uber Prasentation des CYBA-72Y-
Antigens eine Erkennung durch die sechs miniMLLCs (s. Ergebnisse 3.9 ). Da HLA-B*15:07 in
einer sehr niedrigen Frequenz (<0,2%) im europaischen Raum vertreten ist, spielt es hier bei der
CYBA-72Y-Prasentation kaum eine Rolle. Anders verhélt es sich beispielsweise in Argentinien, wo
es in einer Frequenz von 12,5% vorhanden ist (www.allelefrequencies.net). Die anderen getesteten
HLA-B15-Allele, HLA-B*15:03, -B*15:04 und -B*15:17, weisen im Vergleich zu HLA-B*15:01
gréBere Sequenzunterschiede auf, die die Regionen zur Antigenbindung sowie zur Kontaktierung
der T-Zellrezeptoren betreffen (s. Anhang 5.5 ). Ebenso wie HLA-B*15:18 und -B*15:21 waren sie
nicht in der Lage, eine CYBA-72Y-spezifische Erkennung durch die miniMLLCs zu vermitteln (s.
Ergebnisse 3.9, 3.12). Trotzdem wurde neben HLA-B*15:01 auch HLA-B*15:03 in dem
Vorhersageprogramm www.cbs.dtu.dk als schwacher Bindungspartner fur die CYBA-Peptide
angegeben (s. Anhang 5.8 ). Insbesondere fir HLA-B*15:03 muss demnach noch experimentell
die Préasentation des CYBA-72Y-Antigens durch Stimulation von entsprechenden
Spenderlymphozyten belegt werden.

Daruber hinaus bietet es sich an, in Assoziation mit verschiedenen HLA-Molekilen weitere
CYBA-Peptide zu testen, die die polymorphe 72.Aminosaure des CYBA-kodierten Proteins an
unterschiedlichen  Positionen  beinhalten. Laut  Peptid-HLA-Bindungswahrscheinlichkeit
(www.syfpeithi.de, www-bimas.cit.nih.gov, www.cbs.dtu.dk) zeigen insbesondere Nona- und
Decamere, die Histidin bzw. Tyrosin als zweite Aminosdure besitzen (KY/HMTAVVKL bzw.
KY/HMTAVVKLF), eine hohe Bindungswahrscheinlichkeit fir mehrere HLA-Molekile (z.B. HLA-
A*02:01, -A*24:02, -A*24.03) (s. Anhang 5.9 ). Diese Peptide stellen fir bestimmte HLA-Molekile
(z.B. HLA-A24, -B*39:01) Agretope da. Das bedeutet, dass abhéngig davon welche Aminoséaure an
der zweiten Position vorhanden ist, die homologen Peptide sehr unterschiedliche
Bindungswahrscheinlichkeiten aufweisen (s. Anhang 5.9 ). Anderen Peptidkandidaten mit der
polymorphen Aminosdure (z.B. Y/HMTAVVKLF, STMERWGQKY) wird ebenfalls eine starke
Bindung an einzelne HLA-Molekiile (z.B. HLA-B*15:03, HLA-A*26:03 und -B*15:17) vorhergesagt,
die die Bindungswahrscheinlichkeit der im Rahmen dieser Arbeit identifizierten CYBA-Peptide
gegentiber HLA-B*15:01 oft stark Ubersteigt (s. Anhang 5.8, 5.9 ). Obwohl diese unterschiedlichen
CYBA-Peptide um die 72.Aminosaure sehr vielversprechende Antigenkandidaten darstellen, bleibt
ihre nattirliche Prozessierung und Immunogenitat noch zu klaren.

4.4 Charakterisierung CYBA -72Y-spezifischer miniMLLCs

4.4.1 Klonalitét CY BA-72Y-reaktiver miniMLLCs

Durch die Generierung von miniMLLCs wurde versucht, monoklonale leukdmiereaktive
zytotoxische T-Lymphozyten zu erhalten (Albrecht et al., 2011; Distler et al., 2008). Wie die
Immunphanotypisierung der sechs CYBA-72Y-reaktiven miniMLLCs der beiden Modellsysteme
MZ529-AML/Buffy Coat 730 und MZ987-AML/Buffy Coat 940 zeigte, gelang dies bei allen
miniMLLCs auRRer der miniMLLC 2E8 (s. Ergebnisse 3.15 ). Dabei wurden miniMLLCs, bei denen

87


http://www.cbs.dtu.dk/
http://www.syfpeithi.de/
http://www.cbs.dtu.dk/

DISKUSSION

Uiber 90% der CD8"-T-Lymphozyten die gleiche TZR-b-Kette trugen, als klonal angesehen. Bei der
miniMLLC 2E8 waren Populationen mit drei verschiedenen T-Zellrezeptoren nachweisbar. Die fur
die Erkennung des mHAg CYBA-72Y verantwortliche Population der miniMLLC konnte nicht

eindeutig identifiziert werden (Daten nicht gezeigt).

4.4.2 Peptidspezifitat der miniMLLCs gegen CYBA  -72Y

Zur Untersuchung der antigenspezifischen Aviditat der CYBA-72Y-reaktiven miniMLLCs
von den beiden Modellsystemen MZ529-AML/Buffy Coat 730 und MZ987-AML/Buffy Coat 940
wurden jeweils die identifizierten CYBA-Nonamere und -Decamere getestet sowie die Menge an
Peptidantigen bestimmt, die eine effiziente Aktivierung von antitumoralen Effektorfunktionen (z.B.
Zytokinfreisetzung, zytolytische Aktivitat) bewirkt.

Im IFN-2-ELISpot-Assay zeigte sich, dass sowohl das Nonamer CYBA-72Hg9.77 als auch
das Decamer CYBA-72Hgs.7; selbst in hohen Konzentrationen bei keiner miniMLLC eine
Erkennung induzierten. Da diese Peptide laut dreier Peptid-HLA-Bindungsalgorithmen
(www. syfpeithi.de, www-bimas.cit.nih.gov, www.cbs.dtu.dk) eine ahnliche
Bindungswahrscheinlichkeit gegeniiber HLA-B*15:01 aufweisen wie homologe Peptide mit Tyrosin
anstelle von Histidin (s. Anhang 5.8 ), beruht die fehlende Erkennung wahrscheinlich nicht auf der
Ausbildung eines Agretops. Das mHAg CYBA-72Y scheint vielmehr wie die mHAgs TRIM22-442C
und HA-1 aufgrund des Sequenzunterschieds im Epitop (Bleakley & Riddell, 2011; Wolfel et al.,
2008) oder wie die mHAgs SP110 und HA-8 aufgrund des Einflusses ihres SNP auf die
Antigenprozessierung bzw. -prasentation von allogenen T-Lymphozyten erkannt zu werden
(Brickner et al., 2006; Warren et al., 2006). Im IFN-o-ELISpot-Assay zeigte sich auRerdem, dass
von den sechs miniMLLCs das Nonamer CYBA-72Ys77 in niedrigster Konzentration erkannt
wurde. Dadurch wurden Vorhersagen von HLA-Bindungsalgorithmen (www.syfpeithi.de, www-
bimas.cit.nih.gov, www.cbs.dtu.dk) bestatigt, die eine starkere Bindung der CYBA-Nonamere
gegentiber den CYBA-Decameren an HLA-B*15:01 angeben (s. Anhang 5.8 ). Funf der sechs
miniMLLCs (2E8, 7G9, 7H1, 2B8, 2D10) wiesen eine ahnliche Aviditdit zu dem CYBA-72Y-
Nonamer und -Decamer auf (s. Ergebnisse 3.7, 3.8 ). Bei ihnen |6ste eine Nonamerkonzentration
von 10 - 20 ng/ml die halbmaximale I|FN-o-Freisetzung aus. Die dafir notwendige
Decamerkonzentration lag um ein Zehnfaches hdher. Bei dem mHAg LRH-1 betrug dieser
Unterschied zwischen dem Antigennonamer und -decamer nur einen Faktor von 2,5 (de Rijke et
al., 2005). Fir die halbmaximale IFN-o-Freisetzung der CYBA-72Y-spezifischen miniMLLC 4D3
hingegen war eine Nonamerkonzentration von tUber 30 ng/ml notwendig, wobei eine doppelt so
hohe Zellzahl wie bei den anderen miniMLLCs eingesetzt werden musste (s. Ergebnisse 3.7 ). Da
die CD8-Expression der miniMLLC 4D3 der der anderen miniMLLCs entsprach, scheint eine
fehlende Kostimulation durch den Korezeptor nicht fiir die schwachere Reaktivitat dieser miniMLLC
verantwortlich zu sein. Zwar besalien die 4D3-Lymphozyten eine hohe Oberflachenprasenz ihres
T-Zellrezeptors (s. Ergebnisse 3.15 ), doch sagt dies nichts Gber dessen Affinitdt zu dem CYBA-
72Y-Antigen aus. Die funktionelle Aviditat wird aber nicht nur von der T-Zellrezeptoraffinitat und
CD8-Expression beeinflusst (Ford & Evavold, 2004; Rice et al., 2004). Bereits in den
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Lymphozytenspendern, aber auch wéahrend der In vitro-Stimulation der miniMLLCs kdnnten
unterschiedlich stark avide CYBA-72Y-spezifische T-Lymphozyten generiert worden sein, wie
niedrigavide 4D3- und hochavide 7H1-Lymphozyten. Funktionell hochavide zytotoxische T-Zellen
zeichnen sich gegentiber niedrigaviden durch eine effektivere Beseitigung von malignen sowie
virusinfizierten Zellen aus (Kroger & Alexander-Miller, 2007a & b; Bleakley & Riddell, 2004; Derby
et al., 2001; Slifka & Whitton, 2001).

Zudem wurde die CYBA-72Y-spezifische Lyse von Zielzellen, die mit dem CYBA-72Y-
Nonamer bzw. -Decamer beladen wurden, sowie von EBV-transformierten B- und AML-Zellen des
Patienten MZ529 durch die CYBA-72Y-reaktive miniMLLC 2E8 belegt (s. Ergebnisse 3.6 ). Dabei
wurde das Nonamer CYBA-72Y49.77 €benfalls in niedrigster Konzentration erkannt und die CYBA-
72H-Peptide selbst in hohen Konzentrationen nicht. Diesem Test entsprechend, wies die
miniMLLC 2E8 im Vergleich zu antiviralen T-Zellen und T-Lymphozyten, die gegen mutierte
melanomspezifische Antigene bzw. mHAgs (z.B. HA-2, HB-1, ACC-6, CTSH) gerichtet waren
(Kawase et al., 2007; Torikai et al., 2006; Lennerz et al., 2005; Derby et al., 2001; Pierce et al.,
2001; Slifka & Whitton, 2001; Dolstra et al., 1999), eine niedrige Aviditdt zu den Antigenpeptiden
auf. In dem im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Lyseassay wurden peptidbeladene L721.221-
Zellen, die stabil mit HLA-B*15:01 transfiziert waren, als Zielzellen verwendet. Im IFN-0-ELISpot-
Assay hatte sich gezeigt, dass diese Zellen CYBA-72Y-spezifische T-Lymphozyten schlechter
aktivierten als peptidbeladene 293T-Zellen (s. Ergebnisse 3.6 ). Der halbmaximale Effekt im IFN-2-
ELISpot-Assay und demnach vermutlich auch im Lyse-Assay wurde mit L721.221-Zellen durch
eine etwa einhundertfach hohere Nonamerkonzentration als mit 293T-Zellen ausgeldst. Verursacht
wurde dies wahrscheinlich durch Unterschiede in der Kostimulation, die in Abhangigkeit von den
Zielzellen die Verwendung unterschiedlicher Peptidkonzentrationen zur Stimulation von T-
Lymphozyten notwendig machen (Palmowski et al., 2002).

4.5 Charakterisierung der T -Zellrezeptoren CYBA -72Y-spezifischer miniMLLCs

4.5.1 Polyklonalitat der CYBA -72Y-spezifischen T -Zellantwort bei den Buffy Coat -Spendern
730 und 940

Zur naheren Charakterisierung der sechs CYBA-72Y-spezifischen miniMLLCs wurden die
U- u n d-Keften ihrer T-Zellrezeptoren untersucht. Anstelle von vielen subtypspezifischen PCRs
(Zhao et al., 2005; Heemskerk et al., 2003) wurde dafir ein universell anwendbares PCR-Protokoll
zur TZR-ldentifizierung eingesetzt (Birkholz et al., 2009). Die Sequenzierung der auf diese Weise
isolierten TZR-Ketten der miniMLLCs zeigte, dass alle sechs CYBA-72Y-spezifischen miniMLLCs
von unterschiedlichen T-Zellklonen abstammten. Sie trugen trotz gleicher Antigenspezifitat
unterschiedliche TZRs (s. Ergebnisse 3.15 ). Aber es wurde eine Praferenz in der Verwendung
einzelner Gensegmente der TZR-Ketten festgestellt. Bei finf der sechs CYBA-72Y-reaktiven
mi ni MLLCs (al |l e au C-&ette ETZRs eigenTRAVILCeRedion dnd kei den vier
miniMLLCs 4D3, 7H1, 2B8 und -Rdid €ine IRB¥20-b ( VRegon (s. Ergebnisse
315). Di e variabl en -ReagiKefta enthaltenedie Sdduenzen fiir die CDR1 und
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CDR2 (engl. complementarity determining region, CDR), die vor allem fir den Kontakt mit dem
antigenprasentierenden HLA-Molekil verantwortlich sind (Morris & Allen, 2012; Janeway et al.,
2002). Da alle miniMLLCs das CYBA-72Y-Antigen assoziiert mit HLA-B*15:01 erkannten, scheint
die Verwendung gleicher V-Gene demnach naheliegend. Die Existenz von unterschiedlichen T-
Lymphozyten mit gleichen V-Regionen in ihren TZRs bei gleicher Antigenspezifitdt wurde bereits
nachgewiesen. Beispielsweise wurden nach einer Spender-Lymphozyten-Infusion in einem CML-

Patienten T-Lymphozyten mit gleichen variablen Regionen gefunden, die spezifisch fir das tber

Ce

HLA-A2 prasentierte mHAg HA-2 waren. Gemeinsam war ihnen allen die gleiche J-Re gi on- der
Kette (Heemskerk et al., 2003). Unter den sechs CYBA-72Y-spezifischen miniMLLCs fanden sich
jeweils nur drei miniMLLCs mit {ibereinstimmender J-Region in der TZR-U-Kette (TRAJ42 bei 7G9,

2B8, 2D10) bzw. TZR-b-Kette (TRBJ2-3 bei 7H1, 2B8, 2D10) (s. Ergebnisse 3.15 ).

Aufgrund der somatischen Rekombination unterschiedlicher V- und J-Gensegmente sowie
zusatzlich der D-Se gme nt e bkelte det &ZRs dnd Nukleotidverdnderungen an deren
Ligationsstellen unterschieden sich die isolierten TZR-Ketten der CYBA-72Y-spezifischen
miniMLLCs besonders stark in der CDR3 (junktionale Region) (s. Ergebnisse 3.15 ). Dieser
hypervariable Bereich ist fur die Antigenbindung von TZRs verantwortlich (Yassai et al., 2009;
Janeway et al., 2002). Die Nukleotidverdnderungen an den Ligationsstellen verursachten trotz dem
Vorhandensein von gleicher TRAV10- und TRAJ42-Regionen Sequenzunterschiede zwischen den
U-Ketten der miniMLLCs 7G9, 2B8 und 2D10. Ebenso fanden sich groRe Unterschiede zwischen
der C D R 3Kettee von den miniMLLCs 7H1 und 2D10, deren Gensegmente (TRBV20-1,
TRBD2, TRBJ2-3) bis auf den Allelsubtyp der V-Region Ubereinstimmten (s. Ergebnisse 3.15 ).
Das Gleiche wurde fur HA-2-spezifischen TZRs, die von gleichen Gensegmenten kodiert wurden,
beschrieben (Heemskerk et al., 2003).

Bei dem Ve r-glnaiKeitén der EYBA-B2Y-spezifischen miniMLLCs zeigte sich,
dass die T-Zellrezeptorketten der beiden miniMLLCs 2B8 und 2D10 des Modells MZ987-AML/Buffy
Coat 940 die gre°cCte hnlichkeit zueinander -Katenf wi esen
war sogar in der CDR3 (CVVSRIYGGSQGNLIF) identisch (s. Ergebnisse 3.15 ). Aber in der
Nukleot i dsequenz der CDR3 unt ekettee hdere dnmiMLLCs i2B&h di e
(sRly.11A10A42L14) und 2D10 (sRIly.41A10A42L14) um ein Basenpaar (Nomenklatur nach
Yassai et al., 2009). Eine solche Ubereinstimmung in der Aminosauresequenz der CDR3 trotz
unterschiedlicher Nukleotidsequenzen wurde bei den b-Ketten von influenzaspezifischen TZRs
bereits beschrieben (Yassai et al., 2009). Obwohl die U-Ketten von den TZRs der beiden
miniMLLCs 2B8 und 2D10 auf Aminosaureebene identisch sind, belegen der Nukleotidunterschied
zwischen ihren CDR3 sowie die Verwendung verschiedener D- und C-Regionen und
Nukl eoti dunt er schi e «etteni(5 Ergeknisse G.IbR,3dass die beiien CYBA-
72Y-spezifischen miniMLLCs des Buffy Coat-Spenders 940 nicht von demselben T-Zellklon
abstammten. Demnach lagen im Buffy Coat-Spender 940 ebenso wie im Buffy Coat-Spender 730
polyklonale T-Zellantworten vor, die gegen CYBA-72Y gerichtet waren. Polyklonale T-
Zellantworten wurden beispielsweise fir das mHAg HA-2 und fir ein Uber HLA-A2 prasentiertes
Influenzapeptid bereits nachgewiesen (Yassai et al., 2009; Heemskerk et al., 2003).
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4.5.2 In vitro -Transfer CYBA -72Y-spezifischer T -Zellrezeptorketten

Nach einer allogenen Stammzelltransplantation kdnnen antigenspezifische T-Lymphozyten
zur Verstarkung des graft-versus-leukemia (GvL)- bzw. graft-versus-tumor (GvT)-Effekts adoptiv
transferiert werden. Doch die Expansion der T-Lymphozyten ist sehr aufwendig (Ochi et al., 2010;
Barrett, 2008; Akatsuka et al., 2007; Bobisse et al., 2007). Alternativ kbnnen T-Lymphozyten mit T-
Zellrezeptoren von zytotoxischen T-Zellen, die fir Antigene von malignen Zellen spezifisch sind,
ausgestattet und expandiert werden (Ochi et al., 2010; Yang et al., 2010; Cesco-Gaspere et al.,
2009). Entsprechend wurden erste Untersuchungen zu dem Transfer von CYBA-72Y-spezifischen
TZR-Ketten durchgefihrt.

Die Funktionalitat und Spezifitat der isolierten Rezeptorketten von CYBA-72Y-reaktiven T-
Lymphozyten wurde exemplarisch an dem TZR der miniMLLC 2D10 Uberpruft. Die Ketten dieses
TZR enthielten die am h&ufigsten vorkommenden Regionen in den TZRs der CYBA-72Y-reaktiven
miniMLLCs (s. Ergebnisse 3.15 ). Die TZR-U- und TZR-b-Kette der CYBA-72Y-spezifischen
miniMLLC 2D10 wurden in Form von polyadenylierten IVT-RNAs in CD8'-Lymphozyten
elektroporiert. Es wurde bereits gezeigt, dass die Anwesenheit des CD8-Korezeptors flr
transferierte MelanA/MART-1- und MAGE-A4-spezifischen TZRs essenziell ist (Birkholz et al.,
2009; Hiasa et al., 2009 & 2008; Yang et al., 2008). Allerdings kdénnen einige transferierte T-
Zellrezeptoren (z.B. NY-ESO-1-, gp100-, HIVgag-spezifisch) sowohl in CD8'- als auch CD4'-
Lymphozyten Effektormechanismen auslésen (Birkholz et al., 2009; Yang et al., 2008; Zhao et al.,
2005; Morgan et al.,, 2003). Die Bedeutung der Korezeptoren fir CYBA-72Y-spezifische T-
Zellantworten muss noch untersucht werden.

Durchflusszytometrisch wurde die Expression der transferierten TZR-b-Kette der miniMLLC
2D10 Uberpruft, indem dessen V b -Region nachgewiesen wurde. Wie bei anderen Studien (Xue et
al., 2005) trug eine Subpopulation von den CD8'-Lymphozyten des BC-Spenders bereits eine
TZR-b-Ket t e dFamilie.\Nach Elektroporation mit der b-Kette allein oder gemeinsam mit der
U-Kette des 2D10-TZRs erhéhte sich der Anteil der CD8"-T-Lymphozyten, die oberflachenstandige
V b -Molekille besalRen, von etwa 6% auf Uber 40% (s. Ergebnisse 3.15 ). Eine ahnlich starke
Transgenexpression wurde durch die Elektroporation von Lymphozyten mit RNA, die die beiden
TZR-Ketten eines NY-ESO-1- bzw. MelanA/MART-1-spezifischen T-Zellklons kodierte, erreicht
(Zhao et al., 2006 & 2005). Im Gegensatz zu retroviral transferierten TZRs (Thomas et al., 2007;
Xue et al., 2005) konnte bei dem CYBA-72Y-spezifischen TZR, der durch Elektroporation transient
Ubertragen worden ist, keine Erh6hung der TZR-Expression durch eine antigenspezifische
Stimulation erreicht werden (Daten nicht gezeigt).

Nurdergemei nsame Tr-an g-Kefte desdT&Rs dél miniMLLC 2D10 bewirkte
eine Erkennung des Antigens CYBA-72Y, das in Form des identifizierten Nonamers CYBA-72Y¢q.77
oder nach cDNA-Transfektion tber HLA-B*15:01 prasentiert wurde (s. Ergebnisse 3.15 ). Fir
verschiedene antigenspezifische TZRs (z.B. gp100-, MAGE-A4-, MelanA/MART-1-, NY-ESO-1-,
HIVgag-spezifisch), die in primére T-Lymphozyten oder in die humane Jurkat-T-Zelllinie transfiziert
wurden, wurde bereits die Auslosung unterschiedlicher Effektormechanismen (z.B.
Zytokinfreisetzung, Proliferation, Zytotoxizitat) aufgrund der Erkennung peptidbeladener Zellen
bzw. spezifischer Tumorzelllinien belegt (Birkholz et al., 2009; Hiasa et al., 2008; Schaft et al.,
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2006 & 2003; Zhao et al., 2006 & 2005). Der Nachweis der Expression des funktionellen T-
Zellrezeptors und seiner Erkennung des CYBA-72Y-Antigens bestétigt die mogliche Verwendung
der isolierten TZR-Ketten fiir einen stabilen Transfer der CYBA-72Y-Spezifitdt. Fir eine stabile
Transfektion von Zellen mit CYBA-72Y-reaktiven T-Zellrezeptoren bieten sich bereits etablierte
virale Expressionssysteme an, die auf Retro- oder Lentiviren basieren (Ochi et al., 2010; Voss et
al., 2010; Sadelain, 2009; Uckert & Schumacher, 2009; Hiasa et al., 2008).

Bei T-Lymphozyten mit retroviral oder in Form von RNA transferierten TZRs, die fur WT1
bzw. gp100 spezifisch waren, wurden Effektormechanismen (z.B. Zytotoxizitat, Zytokinfreisetzung)
durch ahnliche Peptidkonzentrationen wie bei den urspriinglichen T-Lymphozyten induziert (Schaft
et al., 2006; Xue et al., 2005; Morgan et al., 2003). Die mit dem CYBA-72Y-spezifischen TZR
ausgestatteten CD8"-Lymphozyten wiesen allerdings im Vergleich zu der miniMLLC 2D10 eine
schwache IFN-o-Freisetzung nach Antigenkontakt auf (Daten nicht gezeigt). Eine Ursache dafur
koénnte die Fehlpaarung der transferierten TZR-Ketten mit den endogenen TZR-Ketten der CD8"-
Lymphozyten sein. Genetische Verénderungen der T-Zellrezeptoren (z.B. murine konstante TZR-
Region, zusatzliche Disulfidbriicken, Codonoptimierung, einzelkettige TZRs) und silencing der
endogenen T-Zellrezeptoren (z.B. durch siRNA) bzw. TZR-Tr a n s f e 1T<elléenmurden bereits
erprobt, um eine erhéhte Expression Ubertragener T-Zellrezeptoren und Reduzierung von
Fehlpaarungen mit endogenen T-Zellrezeptoren zu erreichen (Ochi et al., 2010; Bendle et al.,
2009; Hiasa et al., 2009; Kuball et al., 2009; Sadelain, 2009; Schmitt et al., 2009b). Durch den
Transfer von T-Zellrezeptoren in Gedachtniszellen, naive oder virusspezifische T-Zellen bzw.
hamatopoetische Stammzellen konnten lang anhaltende antitumorale Reaktivitaten etabliert
werden (Ochi et al., 2010; Hinrichs et al., 2009; van Loenen et al., 2009; Heemskerk et al., 2008 &
2004). Solche Modifikationen und Transferversuche fir eine optimale Expression von CYBA-72Y-
spezifische TZRs stehen noch an, bevor die TZRs gentherapeutisch angewendet werden kénnten.
Fur gentherapeutisch interessante TZRs, die Uber weitverbreitete HLA-Molekile (z.B. HLA-A2, -
A24) prasentierte Antigene (z.B. MelanA/MART-1, WT1, HA-1, HA-2) erkennen, wurden nach
adoptiven Transfer in T-Lymphozyten sowohl in vitro als auch im Mausmodell die Peptid-HLA-
Restriktion sowie antitumorale Aktivitat (z.B. Zytokinfreisetzung, Zytotoxizitat) bereits belegt (van
Loenen et al., 2011; Ochi et al., 2010; Cesco-Gaspere et al., 2009; Xue et al., 2005; Bleakley &
Riddell, 2004; Clay et al., 1999). Der therapeutische Einsatz von Lymphozyten mit transferierten
TZRs, die spezifisch flr das melanosomale Antigen MelanA/MART-1 bzw. gpl100 waren, wurde
sogar schon klinisch erprobt. In den behandelten Melanompatienten konnte der Erhalt der
Antigenspezifitat, das Persistieren und die Tumorreaktivitét der Gbertragenen Lymphozyten belegt
werden (Johnson et al., 2009; Duval et al., 2006; Morgan et al., 2006). Klinische Studien fir TZR-
Transfers bei hamatologischen und anderen soliden Malignomen sind noch in Vorbereitung (Ochi
et al., 2010).
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4.6 Potenzielle Bedeutung des mHAg CYBA -72Y fur die Auslésung ei ner GvHD
sowie von GvL - und GvT -Effekten

4.6.1 Haufigkeit des immunogenen CYBA -72Y-Mismatch bei allogenen
Stammzelltransplantationen

Die Verteilung der immunogenen Konstellation von CYBA-72Y und HLA-B*15:01 gibt
Auskunft Gber die Wahrscheinlichkeit des Auftretens eines CYBA-72Y-vermittelten GvL-Effekts
sowie GvHD nach allogenen Stammzelltransplantationen. Von den im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten HLA-B*15:01-positiven Patienten unterschieden sich etwa ein Viertel zu ihren
Stammzellspendern in dem CYBA-242-Genotyp derart, dass eine CYBA-72Y-spezifische T-
Zellantwort maoglich wéare (s. Ergebnisse 3.13 ). Ein immunogener Mismatch lag bei
transplantierten Patienten vor, die mindestens ein CYBA-242T-Allel trugen, wahrend ihre
Stammzellspender homozygot fir das CYBA-242C-Allel waren. Unter Bericksichtigung der
Haufigkeit von HLA-B*15:01 ist ein immunogener Mismatch des mHAg CYBA-72Y bei etwa 2% der
Transplantationen in Deutschland von potenzieller Relevanz. Damit ist dieser Mismatch deutlich
haufiger vertreten als immunogene Mismatches der meisten bekannten mHAgs (z.B. HA-2, HB-1),
die jeweils bei weniger als 1% der Transplantationen vorkommen (Spierings et al., 2007). Aber es
wurden auch mHAgs (z.B. HA-1, HA-8, ACC-1) beschrieben, bei denen ein immunogener
Mismatch in etwa 10% der allogenen Transplantationen vorhanden ist (Akatsuka et al., 2007;
Spierings et al., 2007).

4.6.2 CYBA-72Y-spezifische Erkennung von nicht  -malignen Zellen der Hamatopoese

Von besonderem Interesse in der Immuntherapie hamatologischer Malignome sind
Antigene, die von hamatopoetischen Zellen exprimiert werden. Diese vermitteln nach einer
allogenen hamatopoetischen Stammzelltransplantation die Beseitigung von leukamischen Blasten
und normalen hamatopoetischen Patientenzellen, von dessen Vorlaufern die malignen Zellen
abstammen, durch Spenderlymphozyten (Vincent et al.,, 2011; Li et al., 2009). Bei der
Untersuchung der Erkennung von hamatopoetischen Subpopulationen durch die zwei unabhangig
generierten CYBA-72Y-spezifischen miniMLLCs 2E8 und 2D10 zeigte sich, dass Monozyten und
dendritische Zellen sowie in weit geringerem MalRe B-Zellen gesunder HLA-B*15:01-positiver BC-
Spender, die mindestens eine CYBA-242T-Allel trugen, erkannt wurden. Deren T-Zellen und
Granulozyten induzierten keine Reaktivitat (s. Ergebnisse 3.11 ). Die bekannte Fahigkeit von
Makrophagen und B-Lymphozyten sowie Granulozyten einen respiratory burst durchzuftihren, der
vor allem auf der Produktion von ROS durch NOXs und somit auf der Expression von CYBA
basiert (Batot et al., 1998; Roos et al., 1996; Yagisawa et al., 1996), lies eine Erkennung dieser
Zelltypen erwarten.

Die Erkennung von Monozyten durch die CYBA-72Y-spezifischen miniMLLCs war
schwacher als die dendritischer Zellen (s. Ergebnisse 3.11 ). Dendritische Zellen besitzen ebenso
wie Monozyten alle Komponenten der NOXs, aber im Vergleich zu Makrophagen ist ihre
Expression der NOX-Untereinheiten niedrig und sie produzieren ROS nicht sehr effizient (Kraaij et
al., 2010; Bedard & Krause, 2007; Elsen et al., 2004; Garcia et al., 1986). Die trotzdem starke
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Erkennung der dendritischen Zellen durch antigenspezifische T-Lymphozyten ist zum einen
begriindbar durch die vor allem in DCs vorliegende Beteiligung der produzierten ROS an der
Proteindegradation und der resultierenden Forderung der Antigenprasentation (Lam et al., 2010;
Hultqvist et al., 2009; Bedard & Krause, 2007). Zum anderen prasentieren dendritische Zellen
aufgrund ihres Phénotyps als professionelle antigenprasentierende Zellen, welcher durch eine
hohe Dichte von Peptid-MHC-Komplexen und kostimulatorischen Molekilen gekennzeichnet ist,
am effizientesten Antigene (Schuurhuis et al., 2006).

B-Lymphozyten von zwei der drei BC-Spender wurden schwach durch die CYBA-72Y-
spezifische miniMLLC 2ES8 erkannt (s. Ergebnisse 3.11 ). Die Spezialisierung der B-Zellen auf die
Aktivierung von CD4"-Lymphozyten iiber MHC-Klasse 1l-Molekiile (Maddaly et al., 2010; Batista &
Harwood, 2009) trug sicherlich zu dieser schwachen Erkennung durch CD8"-T-Lymphozyten bei.
Dennoch exprimieren auch B-Zellen MHC-Klasse I[-Molekile. Aber abhéngig von ihrem
Aktivierungs- bzw. Differenzierungszustand, der u.a. die Expression kostimulatorischer Molekule
(z.B. ICAM-1, B7) beeinflusst, kdnnen B-Zellen T-Lymphozyten unterschiedlich stark aktivieren
oder anergisch wirken (Hollsberg et al., 1996; Dennig et al., 1994; Gilbert & Weigle, 1994; Eynon &
Parker, 1992; Linsley et al., 1990; Freedman et al., 1987). Selbst aktivierte B-Zellen sind im
Vergleich zu dendritischen Zellen nur schwache antigenprasentierende Zellen (Cassell & Schwartz,
1994). Zudem exprimieren B-Zellen und ebenfalls EBV-transformierte B-Zelllinien die CYBA-
kodierte NOX-Untereinheit p22phox nur in geringen Mengen, weshalb sie auch nur wenige ROS
produzieren kénnen (Bedard & Krause, 2007; Batot et al., 1998; Condino-Neto & Newburger, 1998;
Chetty et al., 1995; Maly et al., 1990; Volkman et al., 1984). Dennoch wurden EBV-transformierte
B-Zellen durch CYBA-72Y-spezifische miniMLLCs im Gegensatz zu B-Zellen stark erkannt (s.
Ergebnisse 3.11, 3.12 ). Das koénnte auf die durch die EBV-Infektion ausgeltste Stimulation der B-
Zellen und Erhdhung der Expression von Aktivierungsmarkern (z.B. ICAM-1, LFA-1, MHCII), die an
der T-Zellaktivierung beteiligt sind, zurtickzufiihren sein (Saha & Robertson, 2011; Freedman et al.,
1987).

CD4"- und CD8'-T-Lymphozyten wurden durch die CYBA-72Y-spezifischen miniMLLCs
nicht erkannt (s. Ergebnisse 3.11 ), obwohl T-Zellen grundséatzlich als APCs fungieren kénnen
(Dionne et al., 2001; Celis et al., 1992). Allerdings fihren Interaktionen zwischen T-Zellen,
insbesondere mit regulatorischen T-Zellen, zur Herabregulation von T-Zellreaktionen. Dadurch
sollen eine unkontrollierte T-Zellproliferation und autoaggressive Immunantworten verhindert
werden (Rudd et al., 2009; Taylor et al., 2004). Zudem exprimieren T-Zellen NOX-Untereinheiten
derart, dass nur eine geringe ROS-Produktion erméglicht wird (Thayer et al., 2011; Tse et al.,
2010; Gulow et al., 2005; Remans et al., 2005; Jackson et al., 2004).

Neutrophile Granulozyten wurden ebenfalls nicht durch die CYBA-72Y-spezifischen
miniMLLCs erkannt (s. Ergebnisse 3.11 ). Da vor allem Granulozyten fiir ihren respiratory burst
bekannt sind, der durch die ROS-Produktion der NOX2 ermdglicht wird (Lam et al., 2010; Bedard &
Krause, 2007; Yagisawa et al., 1996), ist die fehlende Erkennung nicht begreiflich. Sicherlich sind
daran beteiligt die geringe Expression kostimulatorischer Molekile durch Granulozyten und das

wahrend der Aufarbeitung der Zellen verwendete Ammoniumchlorid im Lysepuffer, das mit einer
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gestorten Antigenprozessierung in Verbindung gebracht wird (Akuthota et al., 2010; Potter &
Harding, 2001; Ziegler & Unanue, 1982).

Im Vorfeld von Stammzelltransplantationen durchgefiihrte Behandlungen und die
Entwicklung eines GvL-Effekts bzw. einer GvHD nach Transplantation I6sen inflammatorische
Immunantworten in Leukadmiepatienten aus (Hambach et al., 2008; Subramaniam et al., 2007;
Blazer & Murphy, 2005). Der Einfluss proinflammatorischer Molekile auf die Erkennung
héamatopoetischer Subpopulationen durch CYBA-72Y-spezifische T-Lymphozyten wurde anhand
von Monozyten, T-, B-Lymphozyten und Granulozyten eines HLA-B*15:01-positiven Spenders
untersucht. Nach 24-stindiger Stimulation der hamatopoetischen Zellen mit Lipopolysaccharid,
IFN-0 bzwt.b Iwlar di e Er kenn u/2\gspatifische miniMLLG2E&iM Bekgleich
zu unstimulierten Zellen unveréndert (Daten nicht gezeigt). Dennoch ist insbesondere IFN-0  d af ¢ r
bekannt, die Expression von MHC-Molekiilen bei unterschiedlichen Zelltypen (z.B. Makrophagen,
Granulozyten, Leukamiezellen, T-Zelllymphome) zu erh6hen und dadurch die T-Zellerkennung zu
fordern (Regis et al., 2009; Chakravarti et al., 2007; Schroder et al., 2004; Potter & Harding, 2001;
Dermime et al., 1997; Neuman et al., 1992). Die Expression von CYBA wird aber im Gegensatz zu
anderen Zellen (z.B. Aortenendothelzellen) in Makrophagen und neutrophilen Granulozyten weder
durch Lipopolysaccharid noch durch IFN-0 o d €elrbbeéinflusst (Manea et al., 2010; Li & Frei,
2009; Cassatella et al., 1990). Demnach hat die Stimulation der hdmatopoetischen Zellen mit
proinflammatorischen Molekilen unter den verwendeten Bedingungen wahrscheinlich keine
Veranderung in der Expression von CYBA bewirkt, die {ber eine entsprechende
Antigenprasentation nachweisbar gewesen ware.

Neben der Optimierung der Aufarbeitung hamatopoetischer Zellen, insbesondere
Granulozyten, ist in nachfolgenden Arbeiten eine Quantifizierung der CYBA-Expression in den
verschiedenen Zellpopulationen notwendig, um sie mit dem Erkennungsmuster von CYBA-72Y-
spezifische T-Lymphozyten zu korrelieren und um die potenzielle Bedeutung von CYBA-72Y an
der Beseitigung von hamatopoetischen Zellen transplantierter Patienten und der Induktion einer

GVHD besser abschéatzen zu kénnen.

4.6.3 Graft-versus -host disease (GvHD) bei CYBA -72-Mismatch -transplantierten HLA -
B*15:01-positiven Leukdmiepatienten

Liegt bei einer allogenen Stammzelltransplantation ein immunogener Mismatch in einem
ubiquitar exprimierten mHAg zwischen Spender und Empfanger vor, kann neben dem GvL-Effekt
die schadigende GvHD entstehen (Bleakley & Riddell, 2004). Die aus der Literatur bekannte
Expression von CYBA durch viele unterschiedliche Zelltypen (z.B. Endothel-, Muskelzellen,
Melanozyten) (Bedard & Krause, 2007; Brar et al.,, 2002) wurde im Rahmen dieser Arbeit fur
verschiedene Gewebe (z.B. Gehirn, Herz, Niere) bestétigt (Daten nicht gezeigt). Die Erkennung
von Patienten-Fibroblasten durch CYBA-72Y-spezifische miniMLLCs unterstreicht die ubiquitére
Expression des CYBA-72Y-Antigens weiter (Albrecht et al.,, 2011). Allerdings wurde bereits
gezeigt, dass ubiquitar exprimierte mHAgs nicht zwangslaufig zu einer GvHD fihren missen
(Goulmy et al., 1996). Vielmehr scheint ein bestimmtes Expressionslevel der mHAgs und

antigenprasentierenden HLA-Molekiile notwendig zu sein, um eine GvHD auszulésen (Bleakley &
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Riddell, 2004; Dolstra et al., 1999; Niederwieser et al., 1993). Wenn ein mHAg (z.B. UTY) von
Leukéamiezellen hoch exprimiert wird und nur eine niedrige Expression durch andere Gewebe
vorhanden ist, kann dies zu einem GvL-Effekt fuhren, ohne dass eine fassbare GvHD entsteht
(Bleakley & Riddell, 2004). Aulzerdem kdnnen polymorphe Proteine in verschiedenen Zelltypen
aufgrund von unterschiedlichen Proteasomen und spezifischer mMRNA-Spleil3varianten
unterschiedlich prozessiert und prasentiert werden (Falkenburg et al., 2002; Palmowski et al.,
2002). Eine Quantifizierung der Expression von CYBA in unterschiedlichen Zelltypen sowie eine
umfassende Untersuchung der Zellerkennung durch CYBA-72Y-spezifische Lymphozyten stehen
noch aus. Diese sind notwendig, um das GvHD-Risiko bei allogenen Transplantationen mit
immunogenem CYBA-72Y-Mismatch abzuklaren.

Fur die Einschatzung der potenziellen Relevanz von CYBA-72Y fir die Ausbildung einer
GvHD konnten sechs HLA-B*15:01-positive transplantierte Patienten mit unterschiedlichen
hamatologischen Malignomen (2 AMLs, 1 ALL, 1 CML, 1 CLL, 1 MDS), bei denen ein
immunogener CYBA-72Y-Mismatch gegentber ihren Stammzellspendern vorlag, herangezogen
werden. Alle wiesen nach allogener Transplantation einen kompletten Spenderchimarismus auf.
Eine aufféllige GvHD-Pradisposition war nicht festzustellen (Daten nicht gezeigt). Nur drei
Leukamiepatienten zeigten unterschiedlich starke Anzeichen einer chronischen GvHD, von denen
einer aulRerdem unmittelbar nach Transplantation eine beherrschbare akute GvHD entwickelt
hatte. Alle Patienten erreichten eine andauernde komplette Remission. Ein immunogener
Mismatch zwischen Transplantatempfanger und -spender fir das mHAg HA-1 ist dagegen meist
mit der Ausbildung einer GvHD assoziiert. Diese wird wahrscheinlich aufgrund der
Antigenprasentation durch verbliebene DCs und Langerhanssche Zellen der Patienten ausgeldst
(Sellami et al., 2010; Goulmy et al., 1996).

Fur die Ausbildung einer GvHD nach allogener Stammzelltransplantation oder Spender-
Lymphozyten-Infusion in Leukdmiepatienten ist die Anwesenheit von T-Lymphozyten
verantwortlich, die spezifisch fur ubiquitar exprimierte mHAgs wie HA-8, UGT2B17 und SMCY sind
(Bleakley & Riddell, 2004; Niederwieser et al., 1993). Bei der Untersuchung des peripheren Blutes
von zwei in Mainz transplantierten HLA-B*15:01-positiven Patienten, die gegeniber ihren
Stammzellspendern jeweils einen immunogenen CYBA-72Y-Mismatch aufwiesen, konnten nach
allogener Transplantation keine CYBA-72Y-spezifischen CD8'-Lymphozyten nachgewiesen
werden (s. Ergebnisse 3.13 ). Doch stand von den transplantierten Leukamiepatienten fir die
experimentelle Expansion CYBA-72Y-spezifischer Lymphozyten deutlich  weniger
Ausgangsmaterial zur Verfigung als von gesunden BC-Spendern, bei denen CYBA-72Y-reaktive
T-Lymphozyten in einer Frequenz von 1 in 10’ PBMCs gefunden worden sind (s. Ergebnisse
3.13). Um die Verbreitung von CYBA-72Y-spezifischen T-Lymphozyten nach Transplantationen zu
bestimmen, muss zudem noch eine deutlich grél3ere Anzahl von Patienten untersucht werden.
Dabei ist auch zu beachten, dass Lymphozyten von transplantierten Patienten meist unter dem
Einfluss von Immunosuppressiva stehen (Bleakley & Riddell, 2011). Die Transplantationen bei den
beiden untersuchten Malignompatienten lagen zudem jeweils schon tber ein Jahr zuriick, so dass
die Frequenz der Ubertragenen CYBA-72Y-spezifischen T-Lymphozyten in der Peripherie gering

sein konnte. Dies wurde beispielsweise fir einem allogen transplantierten CML-Patienten nach
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einer Spender-Lymphozyten-Infusion beschrieben. Ein Jahr nach der Infusion sank die Frequenz
von T-Lymphozyten, die spezifische fir das mHAg LRH-1 waren, von 1% auf 0,1% (de Rijke et al.,
2005). Ein weiterer Grund fur den nicht erfolgreichen Nachweis CYBA-72Y-spezifischer T-
Lymphozyten in den CYBA-242-Mismatch-transplantierten Patienten, konnte das Fehlen CYBA-
72Y-spezifischer T-Lymphozyten in ihren Stammzellspendern sein. In der Tat waren im Blut des
Stammzellspenders eines der beiden CYBA-72-Mismatch-transplantierten Leuk&miepatienten
keine CYBA-72Y-reaktiven Lymphozyten nachweisbar (s. Ergebnisse 3.13 ). Doch wurden
insgesamt in drei von funf gesunden BC-Spendern CYBA-72Y-reaktive T-Zellen gefunden (s.
Ergebnisse 3.7, 3.8, 3.13 ) (Albrecht et al., 2011). Somit ist zu erwarten, dass bei Uber der Hélfte
der allogenen Transplantationen bzw. Spender-Lymphozyten-Infusionen CYBA-72Y-spezifische T-

Lymphozyten Ubertragen werden.

4.6.4 CYBA-72Y-vermittelte Erkennung HLA -B*15:01-positiver Leukadmiezellen

Bei den CYBA-72Y-spezifischen miniMLLCs der beiden Modellsysteme MZ529-AML/Buffy
Coat 730 und MZ987-AML/Buffy Coat 940 wurden aufgrund der Erkennung der leuk&mischen
Zellen, mit denen sie generiert worden sind, sowohl zytotoxische Effektorfunktionen als auch die
Zytokinfreisetzung induziert (s. Ergebnisse 3.6, 3.7, 3.8 ) (Albrecht et al., 2011).

Es ist bekannt, dass humane myeloische Leukamiezelllinien (z.B. HL-60, U937) ebenso
wie Phagozyten vor ihrer Differenzierung die Untereinheiten der Phagozyten-Oxidase nur in
geringem Mal3e exprimieren und mit zunehmender Differenzierung zusammen mit der NADPH-
Oxidaseaktivitat u.a. die Expression des CYBA-kodierten p22phox ansteigt (Inoue et al., 2001,
deMendez & Leto, 1995; Kikuchi et al., 1994; Levy et al., 1990; Cassatella et al., 1989). Daher
wurde die CYBA-72Y-spezifische Erkennung von HLA-B*15:01-positiven AMLs, die aufgrund der
unterschiedlichen Differenzierungsstadien bzw. Zelltypen ihrer leukdmischen Blasten
unterschiedlichen Subtypen zugeordnet worden sind, untersucht. Neben den beiden AMLs, die zur
Generierung der miniMLLCs verwendet worden sind, eine akute myeloische Leuké&mie ohne
Ausreifung (MZ529-AML: FAB M1) und eine akute myelomonozytare Leukamie (MZ987-AML: FAB
M4), wurden von der CYBA-72Y-spezifischen miniMLLC 2E8 eine akute myeloische Leukamie mit
Ausreifung (MZ683-AML: FAB M2), zwei akute Monoblasten-Leukdamien (MZ632-AML, MZ911-
AML: FAB M5) sowie ein Rezidiv einer der Monoblasten-Leukdmien (MZ911-AML) erkannt (s.
Ergebnisse 3.12 ). Ein Muster in der Erkennungsstarke der AMLs war nicht ersichtlich.

Bei CMLs ist die Expression der NOX-Untereinheit p22phox und die Produktion von ROS
durch NADPH-Oxidasen ebenfalls belegt (Cassatella et al., 1989; Harper et al., 1984). Somit ist
davon auszugehen, dass alle malignen Hamoblastosen myeloischen Ursprungs bei Vorliegen des
CYBA-242T-Allels und von HLA-B*15:01 das Antigen CYBA-72Y prasentieren. Maligne
Hamatoblastosen lymphatischen Ursprungs wurden nicht in ausreichendem Umfang getestet, um

eine Aussage zur CYBA-72Y-Prasentation treffen zu kénnen.

4.6.5 CYBA-72Y-vermittelte Erkennung HLA -B*15:01-positiver solider Malignome
Der Einsatz von allogenen T-Lymphozyten in Form von Stammzelltransplantationen,

Spender-Lymphozyten-Infusionen oder adoptiven T-Zell-Transfers ist nicht nur fir die Behandlung
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von héamatologischen Malignomen von Interesse, sondern aufgrund des Antigen-vermittelten graft-
versus-tumor (GvT)-Effekts zunehmend auch fur die Behandlung einiger solider Tumore (z.B.
metastasierende Nierenzell-, Brust-, Kolon-, Ovarkarzinome) (Johnson et al., 2009; Ringdén et al.,
2009; Demirer et al., 2008; Kausche et al., 2006; Morgan et al., 2006; Lundqgvist & Childs, 2005).
Die Identifizierung von Antigenen (z.B. HA-1), die von Zellen solider Tumore (z.B.
metastasierendes Brustkarzinom) prasentiert und von allogenen T-Lymphozyten erkannt werden,
ermoglicht die Verbesserung der adoptiven Immuntherapie bei Tumoren (Hambach et al., 2008).

Es ist bereits bekannt, dass humane Malignome unterschiedlichen Ursprungs (z.B.
Melanome, Ovar-, Brust-, Prostata-, Lungen-, Pankreas-, Nierenzell-, Kolon-, Adenokarzinome)
CYBA exprimieren und in der Lage sind uber NADPH-Oxidasen ROS zu produzieren (Edderkaoui
et al., 2011 & 2005; Fried & Arbiser, 2008; Lee et al., 2007; Vaquero et al., 2004; Brar et al., 2003b
& 2002). Bei der Untersuchung der Erkennung HLA-B*15:01-positiver Tumore unterschiedlichen
Ursprungs durch die CYBA-72Y-spezifische miniMLLC 2E8 wurden drei von funf Melanome
aufgrund ihrer Expression des CYBA-242T-Allels erkannt (s. Ergebnisse 3.12 ). Die begrenzte
Auswahl an Tumormaterial, das sowohl HLA-B*15:01-positiv sein als auch ein CYBA-242T-Allel
tragen muss, verhinderte die Klarung der Erkennung von Tumoren anderen Ursprungs durch
CYBA-72Y-spezifische T-Lymphozyten. Dennoch scheint das mHAg CYBA-72Y nicht nur far
Leukamien ein potenziell relevantes Antigen zu sein, sondern auch fir solide Tumore wie die
Erkennung der Melanome zeigte. An HA-1, RDR173 und LB-ADIR-1 wurde bereits belegt, dass
mHAgs sowohl zum GvL-Effekt bei hdmatologischen Malignomen als auch zum GvT-Effekt bei
einigen soliden Tumoren (z.B. metastasierendes Nierenzellkarzinom) beitragen kénnen (Feng et
al., 2008; Ofran & Ritz, 2008; Akatsuka et al., 2007; Hambach & Goulmy, 2005).

Bekannte mHAgs (z.B. ACC-1, ACC-2) und SNPs konnen auch innerhalb von
malignomassoziierten Antigenen (z.B. BCL2, WT1, IDH1) lokalisiert sein (Bleakley & Riddell, 2011,
Marcucci et al., 2011). Charakteristisch flr solche Antigene ist ihre malignomspezifische
Expressionssteigerung bzw. genetische Verdnderung sowie die daraus resultierende
malignomférdernde Wirkung (Greiner et al., 2008; Bleakley & Riddell, 2004; Marcucci et al., 2005).
Fur das Gen CYBA, das das mHAg CYBA-72Y kodiert, steht eine quantitative Untersuchungen der
Expressionsstarke in unterschiedlichen malignen Zelltypen noch aus. Aber bei akuten
lymphatischen Leukamien, Prostata- und Brustkarzinomen wurde eine erhdhte CYBA-Expression
bereits beschrieben (Floriano-Sanchez et al., 2010; He et al. 2009; Powell et al., 2002). Mit einer
héheren Expression von CYBA ergibt sich unter der Voraussetzung, dass auch die anderen
Untereinheiten der NOX-Komplexe ausreichend vorhanden sind, eine gesteigerte Produktion von
reaktiven Sauerstoffradikalen. Diese sind aufgrund ihrer Unterstiitzung der Angiogenese sowie
antiapoptotischen, proliferationsférdernden und mutagenen Wirkung malignomférdernd (Fried &
Arbiser, 2008; Bedard & Krause, 2007; Klaunig & Kamendulis, 2004; Brar et al., 2003a & b; Arbiser
et al., 2002). Sowohl bei Leukdmiezellen als auch Kolorektal- und Prostatakarzinomzellen wurde
ihre inhibitorische Wirkung auf die Apoptose belegt (Brar et al., 2003a; Lin et al., 1999; Clément &
Stamenkovic, 1996). Inwieweit CYBA tatséchlich als malignomassoziiertes Antigen agieren kann,

muss noch abschlieRend geklart werden.
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Bei einer préaferenziellen Expression von CYBA durch hamatopoetische und maligne Zellen
konnten CYBA-72Y-spezifische T-Lymphozyten zur Auslosung eines GvT- bzw. GvL-Effekts bei
verschiedenen Malignomen eingesetzt werden und somit malignomuibergreifende Therapieansatze
ermoglichen (Rice et al., 2006; Kelly & Gilliland, 2002).

4.7 Weiterfuhrende Untersuchungen zur  In vivo -Relevanz des immunogenen CYBA -
72Y-Mismatch

4.7.1 Tiermodelle

Sowohl der GvL-Effekt als auch die GvHD, die auf dem mHAg CYBA-72Y beruhen
kénnten, mussen vor einer gezielten klinischen Anwendung des mHAg noch umfassender
charakterisiert werden. Dafur ist die Untersuchung der CYBA-72Y-spezifischen Erkennung von
unterschiedlichen benignen und malignen Zelltypen denkbar. Doch solche In vitro-Versuche haben
nur eine eingeschrankte Aussagekraft. Zudem sind vor klinischen Anwendungen In vivo-Vortests
sinnvoll, um u.a. Interaktionen verschiedener Zellen zu beriicksichtigen (Offringa, 2009).

Zwischen verschiedenen Saugetieren weist das CYBA-kodierte Protein eine Ahnlichkeit
von etwa 86% auf und ist stark konserviert (Zhu et al., 2006). Zwar besitzen auch Mause und
Ratten ein CYBA-Homologon, aber in der identifizierten Decamerregion unterscheiden diese sich
in drei bzw. zwei Aminosauren zu dem humanen p22phox (www.ncbi.nim.nih.gov/sites/
homologene). Dadurch wiirde wahrscheinlich eine Antigenerkennung von murinen Zellen durch
humane CYBA-72Y-spezifische T-Lymphozyten verhindert werden. Bei dem mHAg HA-1
verhindert beispielsweise bereits der Unterschied in einer Aminoséure die Erkennung muriner
hamatopoetischer Zellen durch humane HA-1-spezifische T-Lymphozyten (Rice et al., 2006).
AuRerdem weisen Nagetiere und Menschen Abweichungen in der Transkription und den
Gensequenzen von Untereinheiten der NADPH-Oxidasen auf, die fur die Stabilitat des CYBA-
kodierten Proteins p22phox essenziell sind (Katsuyama, 2010). Die resultierenden Diskrepanzen in
dem Muster und der Starke der CYBA-Expression zwischen Menschen und Nagern wirden bei
Verwendung der Nagermodelle zu Ergebnisse flihren, die nicht auf den Menschen lbertragbar
sind. Somit sind Untersuchungen von CYBA-72Y-spezifischen Immunreaktionen in diesen
Modellorganismen nur eingeschrankt und mit groRem Aufwand maglich.

Erst Xenotransplantationen von humanen Stammzellen bzw. CYBA-72Y-reaktiven
Lymphozyten ermdglichen die Uberprifung des durch CYBA-72Y-vermittelten GvL-Effekts sowie
GvHD. Der GvL-Effekt kann an Tieren mit Malignomen, die das humane CYBA-242T- und HLA-
B*15:01-Allel tragen, untersucht werden. Aufgrund der breiten Expression und nachgewiesenen In
vitro-Erkennung von CYBA (s. Ergebnisse 3.12 ) kdnnen hierfiir verschiedene Malignommodelle
(z.B. Leukamien, Melanome) genutzt werden (Mena et al., 2012; Distler et al., 2008; Rosinski et al.,
2008; Lapidot et al., 1994). Die erfolgreiche Verwendung von zytotoxischen T-Lymphozyten, die fir
mHAgs (z.B. UTY, HA-1, AAC-6) spezifisch sind, zur Beseitigung von Leukdmie- und
Melanomzellen wurde bereits in NOD/SCID-Mausmodellen belegt (Akatsuka et al., 2007; Bleakley
& Riddell, 2004). In NOD/SCID-IL 2 B*SMausen wuchsen erfolgreich AML-Zellen des Patienten
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MzZ529 an, so dass die Leukamiereaktivitdt der CYBA-72Y-spezifischen miniMLLCs in vivo
untersucht werden kann (personliche Mitteilung von Dr. U.Hartwig, Universitatsmedizin Mainz). Fur
die Untersuchung der Auslosung einer CYBA-72Y-vermittelten GvHD koénnen Tiere verwendet
werden, denen menschliche Haut von HLA-B*15:01-positiven Spendern mit CYBA-242T-Allel
transplantiert wurde. Die Beseitigung von antigenprésentierenden Langerhansschen Zellen in
humanen Hauttransplantate durch alloreaktive T-Lymphozyten wurde in immunkomprimierten
NOD/SCID-IL2Ra™"-Mausen bereits belegt (Hemmerling et al., 2011).

Allerdings ist die Ubertragung von Ergebnissen aus Mausversuchen auf allogene
Transplantationen bei Menschen wegen der Unterschiede zwischen den Organismen (z.B.
Genexpressionsstarke) und zwischen deren experimentellen bzw. klinischen Behandlungen (z.B.
Bestrahlungsprotokoll, transplantierte Zelltypen) sowie der Heterogenitdt der menschlichen
Populationen schwierig (Schroeder & DiPersio, 2011; Offringa, 2009; Uckert & Schumacher, 2009;
Feng et al., 2008; Akatsuka et al., 2007).

4.7.2 Korrelation des immunogenen CYBA  -72Y-Mismatch mit klinischen Beobachtungen

Die Rekrutierung und Analyse einer ausreichend grofen Anzahl an transplantierten HLA-
B*15:01-positiven Malignompatienten, die zu ihren allogenen Stammzellspendern einen
immunogenen CYBA-72Y-Mismatch aufweisen, wirde notwendige Versuche mit Tiermodellen
stark begrenzen und praxisnahere Daten zur In vivo-Relevanz des mHAg CYBA-72Y ergeben.

Durch den Nachweis von CYBA-72Y-reaktiven T-Lymphozyten in drei von funf gesunden
HLA-B*15:01-positiven Spendern (s. Ergebnisse 3.7, 3.8, 3.13 ) (Albrecht et al., 2011) konnte
belegt werden, dass durch allogene Stammzelltransplantationen und in diesem Zusammenhang
verabreichten Spender-Lymphozyten-Infusionen prinzipiell CYBA-72Y-spezifische T-Zellen
Ubertragen werden kodnnen. T-Lymphozyten, die fir mHAgs spezifisch sind, sind fir die
therapeutische Wirkung der beiden Verfahren verantwortlich, in dem sie ihr Zielantigene (z.B. HA-
1, HA-2) auf malignen Zellen erkennen (Ochi et al., 2010; Bleakley & Riddell, 2004). Sowohl die
Expression des mHAg CYBA-72Y durch maligne Zellen unterschiedlichen Ursprungs (s.
Ergebnisse 3.12 ) (Edderkaoui et al., 2011 & 2005; Fried & Arbiser, 2008; Lee et al., 2007) als
auch die CYBA-72Y-vermittelte Auslésung von antitumoralen Effektorfunktionen bei T-
Lymphozyten durch diese Zellen konnte belegt werden (s. Ergebnisse 3.6 ). Somit scheint CYBA-
72Y grundsétzlich in der Lage zu sein einen GvL- bzw. GvT-Effekt zu induzieren. Ubertragene
mHAg-spezifische Spenderlymphozyten kdnnen aufgrund der ubiquitdren Expression von mHAgs
(z.B. HA-8, UGT2B17) auch eine schadigende GvHD ausldsen (Bleakley & Riddell, 2004). Die
Erkennung von Zellen mesenchymalen Ursprungs wie Fibroblasten durch CYBA-72Y-spezifische
miniMLLCs ist ein Hinweis auf eine solche Expression von CYBA-72Y (Albrecht et al., 2011).
Zudem wurde die Expression von CYBA in einer Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen (z.B.
Gefallmuskel-, Kolonendothelzellen) nachgewiesen (Daten nicht gezeigt) bzw. in der Literatur
beschrieben (Bedard & Krause, 2007; Cheng et al., 2001; Azumi et al., 1999). Wie bei den
malignen Zellen missen bei benignen Zellen unterschiedlichen Ursprungs noch die Quantitat des
exprimierten CYBA und ihre Immunogenitat untersucht werden. Nachgewiesen wurde die

Erkennung von myeloischen Zellen und B-Lymphozyten durch CYBA-72Y-spezifische T-
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Lymphozyten (s. Ergebnisse 3.11 ). Diese kann bei transplantierten Patienten mit
hamatopoetischen Malignomen therapeutisch hilfreich sein, weil sie zur Beseitigung verbliebener
héamatopoetischer Patientenzellen fiihren kann. Diese Erkennung nicht-maligner hdmatopoetischer
Zellen kann allerdings auch zur Auslésung einer schadigenden GvHD durch T-Zellreaktionen
gegen gewebestandige Zellen hdmatopoetischen Ursprungs (z.B. dendritische Zellen) fiihren,
selbst wenn CYBA-72Y wie das mHAg HA-1 Hamatopoese-spezifisch exprimiert wird (Sellami et
al., 2010; Goulmy et al., 1996).

Bei Betrachtung von sechs allogen transplantierten HLA-B*15:01-positiven Patienten
zeigte sich trotz des Vorliegens eines immunogenen CYBA-72-Mismatch zu ihren
Stammzellspendern keine Pradisposition zur Ausbildung einer GvHD (Daten nicht gezeigt). Doch
ist es unverzichtbar eine ausreichend grol3e Gruppe CYBA-72Y-Mismatch-transplantierter
Patienten auszuwerten, um zu einer besseren Einschétzung des GvHD-Risikos bzw. Potenzials fir
einen GvL-Effekt zu kommen. In deren Blut misste die Expansion CYBA-72Y-spezifischer T-
Lymphozyten sowie eine Korrelation mit dem GvL- bzw. GvT-Effekt belegt werden. Ist dartber
hinaus keine Assoziation der CYBA-72Y-spezifischen T-Zellantwort mit einer fassbaren GvHD
nachweisbar, kdnnte ein gezielter Transfer von CYBA-72Y-spezifischen T-Zellen insbesondere fur
die Therapie von Leuka&miepatienten durchgefuhrt werden. Fir solche adoptiven T-Zelltransfers
werden malignomspezifische T-Lymphozyten ex vivo expandiert, die zuvor mit Hilfe von Antigen-
HLA-Tetrameren oder aufgrund ihrer Zytokinfreisetzung bei Antigenkontakt selektioniert worden
sind (Bleakley & Riddell, 2011 & 2004; Falkenburg et al., 2002). Eine erfolgreiche In vitro-
Expansion von CYBA-72Y-spezifischen T-Lymphozyten gesunder Spender wurde bereits erreicht,
sowohl durch allogene Stimulation mit Leukamiezellen (Albrecht et al., 2011) als auch durch
Prasentation des identifizierten Peptids CYBA-72Y49.77 durch autologe Zellen (s. Ergebnisse 3.13 ).
Der Transfer von T-Lymphozyten, die spezifisch fir mHAgs (z.B. HA-1, HA-2) oder LAAs (z.B.
WT1, Proteinase 3) sind, soll eine Verstarkung der Immunantwort und des GvL-Effekts sowie eine
Reduzierung des GvHD- und Rezidivrisikos bewirken (Ringdén et al., 2009; Heemskerk et al.,
2008; Falkenburg et al., 2002; Mutis et al., 1999). In transplantierten Leukamiepatienten mit
Rezidiv konnte bereits eine komplette Remission oder zumindest eine zeitlich begrenzte Kontrolle
des Leukamiewachstums erreicht werden, in dem ihnen in vitro expandierte, leukdmiereaktive T-
Zelllinien ihrer Stammzellspender bzw. CD8'-Lymphozyten, die gegen einzelne mHAgs (z.B.
kodiert durch P2RX7, DPH1, DDX3Y) gerichtet waren, verabreicht worden sind (Warren et al.,
2010; Marijt et al., 2007). Um die therapeutische Wirkung von transferierten Lymphozyten zu
verstarken, kénnen diese mit Genen von Zytotoxinen oder Zytokinen (z.B. TNF, IFN-0, -2) L
ausgestattet oder die Patienten bzw. ihre Spender mit entsprechenden Antigenen vakziniert
werden (Li et al., 2009; Rice et al., 2006; Bordignon et al., 1999). AuRerdem koénnen die
Lymphozyten fir ihre gezielte Beseitigung auch mit Suizidgenen, Apoptoserezeptoren oder
Zielmolekilen von Antikorpern (z.B. CD20) ausgestattet werden, die bei Auftreten von
lebensbedrohlichen Komplikationen wie Myelosuppression und GvHD induziert werden (Ochi et al.,
2010; Berry et al., 2009; Uckert & Schumacher, 2009; Heemskerk et al., 2008; Bordignon et al.,
1999). Sollte sich CYBA-72Y tatséchlich als Ausléser fiir eine schadigende GvHD erweisen, wie es
die weit verbreitete Expression von CYBA vermuten lasst (Bedard & Krause, 2007; Cheng et al.,
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2001; Azumi et al., 1999), ware es fatal CYBA-72Y-reaktive T-Zellen bei Transplantationen zu
Ubertragen. In diesem Fall sollten aus allogenen Transplantaten und Lymphozyten-Infusionen
CYBA-72Y-reaktive Lymphozyten bereits praventiv mit Hilfe von Antigen-HLA-Tetrameren entfernt
werden (Heemskerk et al., 2003; Marijt et al., 2003). Solche gezielten Manipulationen von CYBA-
72Y-spezifischen T-Zellantworten konnen den GvL-Effekt verstéarken bzw. das GvHD-Risiko
verringern und wirden somit zu einer Verbesserung der Behandlung von Malignompatienten

beitragen.
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5 Anhang

5.1 Schema zur Konstruktion der cDNA -Bank des AML -Patienten MZ529 aus EBV -
transformierten B -Zellen

Von dem AML-Patienten MZ529 wurde unter Verwendung eines auf dem Bakteriophagen &
basierenden ortsspezifischen Rekombinationssystems mit Hilfe der Gateway ™" -Technologie eine
cDNA-Bank konstruiert (s. Materialien & Methoden 2.2.2.16 ). Die dabei durchgefiihrten
Arbeitsschritte wurden nachfolgend schematisch zusammengefasst (Abb.5.1).

MZ529-EBV-B-Zellen

| @’t-)@

RNA-Isolation
(RNeasy®MiniKit) N Y

—{a).

Anreicherung von polyA-RNA
(4

(OligotfxamRNA Mini Kit) T \

Clone Miner ™cDNA Library Construction Kit: Qualitatskontrolle:
DNA-Svnth ' (AL attB2 Amplifikation von 5- und 3‘-Fragment eines housekeeping Gens
@ -Synthese (7)., TGGGTTGAAAGAACATGTTTCAACACGCCEGLEE-Biotin ™ N
Oligo(dT)-Primer (BD Clontech™ RNA/cDNA Quality Assay)
Erststrangsynthese 5 1 kb- .
/L—[l"‘;:TGGGT[GAAAGAA(ATGTITCAAEA:GI: Markerzs 28 31 34 szen
Zweitstrangsynthese 2, )
/\—:47;,TGGGHGAAAGAAcATcchAcA:
1,0kb
attB1 g;? gp
T:er:aeeeAcaAcmGTAcAAAMAGHGa’\_ P

CCCCTGTTGAAACATGTITIITCAACE.  \o—a

(7). TGGGTTGAAAGAACATGTTTCAACACGCCGGCGE-Biatin 0,5kb
doppelstréngiger Adapter

2%-iges Agarosegel

Auftrennung cDNAs nach GroRe tiber Sephacryl®S-500 HR-Saule

ott31 |0 cDNA [ otta2 | [ ottBl ott82 [[ottBl | cDNA | omB2 | [ ot
o3l cDNA ottB2 [ott81 | cdNA | ottB2 | |

Fraktion #3 Fraktion #4 Fraktion #5

BP-Rekombination
zwischen cDNAs der Fraktionen #3 und #4 und pDONR222

Ubergangs-cDNA-Bank Nebenprodukt

> w3
et TN cDNA [ ";"1“|

+ e

Elektroporation von ElectoMAXDH10B-Bakterien mit Ubergangs-cDNA-Bank

l

Eice
Plasmidisolation Qualitatskontrolle:
(QlAprep®Spin Miniprep Kit) Restriktionsverdau von rekombinanten Plasmiden mit BsrGl
1kb- 1 kb-
Marker #1 Marker #20

3,0kb
2,0kb
1,5kb

1,0kb

1%-iges Agarosegel
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LR-Rekombination
zwischen Ubergangs-cDNA-Bank und linearisiertem pcDNA3.1/RfA/Dest
BbuCI Expressions-cDNA-Bank Nebenprodukt

8

] &0 Bw0i -
M3 13 ﬁ ottRl [ecdB ii Q o1 ONA ota2 Foreast ! ﬂu::x
—>| attl1 cDNA attl2 “:i”l L J L l I [ |' _— oecs _—y

pcDNA3.1/
RfA/Dest

Ubergangs-

cDNA-Bank

7136bp

Elektroporation von ElectoMAXDH10B-Bakterien mit Expressions-cDNA-Bank

1 iy

Bakterienkulturen: 100 Kolonien pro TE (6 x 96 TE) Qualitatskontrolle:
l Restriktionsverdau von rekombinanten Plasmiden mit BsrGl
(s.Ergebnisse 3.2)

Plasmidisolation
(QIAPrep®96 Turbo Miniprep Kit)

Abb.5.1: Schema zur Konstruktion der cDNA -Bank des AML -Patienten MZ529

In einem FlieRschema mit den wichtigsten Arbeitsschritten und -prinzipien zur Konstruktion der MZ529-cDNA-
Bank wurden zuséatzlich Ergebnisse von Qualitatskontrollen sowie Karten von den verwendeten Plasmiden
eingeflgt.

Eigenschaften von pDONR222: M13: forward priming site; attP1, attP2: Rekombinationssequenzen; BsrGl:
Restriktionsschnittstelle; ccdB: Toxingen; cmh: Chloramphenicolresistenzgen; M13: reverse priming site; rrnB
T1, rrnB T2: Transkriptionsterminationssequenzen; pUCori: Replikationsursprung; Kanamycinresistenzgen (s.
Clone Miner™ cDNA Library Construction Kit)

Eigenschaften von pcDNA3.1/RfA/Dest: T7: Promotor / priming site; attR1, attR2: Rekombinationssequenzen;
BsrGl: Restriktionsschnittstelle; ccdB: Toxingen; cm?: Chloramphenicolresistenzgen; Pcuy: CMV-Promotor;
BgH pA: reverse priming site / Polyadenylierungssequenz; f1 ori: Ursprung einzelstréangiger Replikation; SV40
ori: Promotor / origin; Neomycinresistenzgen; SV40 pA: Polyadenylierungssequenz; pUC ori:
Replikationsursprung; Ampicillinresistenzgenz (s. pcDNA3.1, invitrogen)

5.2 Sequenzvergleich des Klons #428.67.4 aus der cDNA-Bank von AML-Patient
Mz529 mit CYBA

Der durch das Expressionsscreening der MZ529-cDNA-Bank mit der miniMLLC 2ES8
identifizierte Klon #428.67.4 (s. Ergebnisse 3.3 ) wurde mit Hilfe des T7-Primers, der auRerhalb
des cDNA-Inserts im Vektor band, sequenziert. Das Sequenzierungsergebnis ist farbig kodiert als
Histogramm sowie als Nukleotidfolge wiedergegeben (Abb.5.2). Der Vergleich des cDNA-Bank-
Klons #428.67.4 mit publizierten Sequenzen von CYBA (www.ncbi.nim.nih.gov) in Form der mRNA
(NCBI-Bezeichnung: NM_000101.3) und der kompletten Protein-kodierenden Sequenz (engl.
coding sequence, CDS) (GenBank BT006861.1) belegt dessen Ubereinstimung mit CYBA.
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Abb.5.2: Nukleotidsequenzen von dem cDNA  -Bank-Klon #428.67.4 und CYBA im Vergleich

Farbkodiert ist die Sequenz des Klons #428.67.4 aus der cDNA-Bank des AML-Patienten MZ529 als
Histogramm und Nukleotidfolge dargestellt. Darunter befinden sich die Sequenzen der mRNA von CYBA
sowie dessen Protein-kodierende Sequenz (CDS). Unterschiedliche Nukleotide zwischen den Sequenzen sind
rot markiert. Unterhalb der Basenpaarnummerierung befindet sich das Vergleichsergebnis der drei

Sequenzen.
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5.3 Fragmente des MZ529 -cDNA-Bank -Klons #428.67.4

Von dem cDNA-Bank-Klon CYBA Exon 1-6 (bpl-588) #428.67.4 wurden Fragmente
generiert, die sich ausgehend von dem 3’-Ende in ihrer Lange jeweils um ein Exon unterschieden
(Abb.5.3). Dafir wurden PCRs mit reverse Primern durchgefiihrt, die komplementar zu den
Exongrenzen von CYBA waren und ein Stoppcodon (TCA) kodierten. Als sense Primer wurde
jeweils CYBA.p-15ATG.se eingesetzt, der die Einhaltung des Leserahmens gewahrleistete. Die
Fragmente wurden in den Expressionsvektor pcDNA3.1/V5-His TOPO einkloniert, um sie in
Kotransfektion mit HLA-B*15:01 auf Erkennung durch die miniMLLC 2E8 zu testen (s. Ergebnisse
3.4). Die Sequenzierung der rekombinanten Plasmide mit dem Primer T7 zeigte, dass die
Fragmente in dem Vektor richtig orientiert vorlagen und bis auf das Stoppcodon mit der
Ursprungssequenz Ubereinstimmten. Ein Fragment, das Exon 1 bis 5 umfasste, konnte nicht

generiert werden.

Exon 1 2 3 4 5 6
CYBAExon 1-6 (bp1-588) #428.67.4[58 [70  [75 [ 84 [ 82 [ 219bp
CYBA p-15ATG.se
CYBA Exon 1-4 (bp1-286)#1 [s8  [70 [ 75 | 84bp _ ]
CYBAex4.p286.rev
CYBA Exon 1-3 (bp1-202)#1 [s8 70 7560 |

CYBAex3.p202.rev

CYBA Exon 1-2 (bp1-126)#9

CYBAExon 1 (bp1-57)#1

CYBAex1.p57.rev

Abb.5.3: Schema der Fragmente des cDNA -Bank-Klons CYBA Exon 1-6 (bpl1-588) #428.67.4

Neben der Bezeichnung der rekombinanten Plasmide, die die unterschiedlichen Fragmente des cDNA-Klons
CYBA Exon 1-6 (bp1-588) #428.67.4 kodierten, wurden die Exons, ihre Lange (in bp) sowie die zur Klonierung
verwendeten Primer dargestellt.

Das zuvor beschriebene Verfahren ist ebenfalls fir die Fragmentierung von Exon 4 des
cDNA-Bank-Klons CYBA Exon 1-6 (bp1-588) #428.67.4 verwendet worden. Die an ihrem 5 -Ende
ein Stoppcodon (CTA) kodierenden reverse Primer banden jeweils um ein Codon versetzt
innerhalb von Exon 4. Als sense Primer wurde stets CYBA.p-15ATG.se verwendet. Von dem
gesamten Exon sind auf diese Weise 23 Fragmente kloniert und auf Erkennung durch die
miniMLLC 2E8 getestet worden (Daten nicht gezeigt). Dargestellt wurden nur die Fragmente, die
fur die Identifizierung der Antigenregion entscheidend waren (Abb.5.4; s. Ergebnisse 3.4 ). Die
getesteten Fragmente waren alle richtig im Expressionsvektor orientiert und wiesen keine
Mutationen auf. Ein Fragment, das bis zum 234.bp reichte, konnte nicht generiert werden.
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A 1\
Exon 1 \\ 3| 4 IS\\ 6
1T 1T

10\ 200 210 250 230 240 280 260 270 240 280 \ \_sko
CYBAExon 1-6 (bp1-588) #428.67.4 ATGGGGCAGATC AGCGCTGGGGACAGAAGTACATGACCGCCGTGGTGMGCTGTTCGGGCCCTTTACCAGGMTTACTATG’I'I'CGGGCCGTCC’I‘GCATCTCCTGCTCT\ \GAGGTCGTGTGA

CYBA Exon 1-4 (bp1-237)42 ATGGGGCAGATC AGCGCTGGGGACAGAAGTACATGACCGCCGTGGTGAAGCTGTAG
CYBA Exon 1-4 (bp1-231)45 ATGGGGCAGATC AGCGCTGGGGACAGAAGTACATGACCGCCGTGGTGTAG
CYBAExon 1-4 (bp1-228)43 ATGGGGCAGATC AGCGCTGGGGACAGAAGTACATGACCGCCGTGTAG

CYBA Exon 1-4 (bp1-225)%1 ATGGGGCAGATC AGCGCTGGGGACAGAAGTACATGACCGCCTAG

CYBA Exon 1-4 (bp1-222)42 ATGGGGCAGATC GCGCTGGGGACAGAAGTACATGACCTAG

Abb.5.4: Fragmente des 4.Exon s von dem cDNA -Bank-Klon CYBA Exon 1-6 (bp1-588) #428.67.4
Die Nukleotidsequenzen der klonierten Fragmente des 4.Exons von dem cDNA-Bank-Klon CYBA Exon 1-6
(bp1-588) #428.67.4 wurden mit ihren unterschiedlichen 3"-Enden in Bezug zu dem cDNA-Bank-Klon

zusammengefasst.

5.4 Sequenzvergleich von dem MZz529 -cDNA-Bank-Klon #428 .67.4 mit der CYBA-
kodierenden cDNA von der miniMLLC 2E8 aus Buffy Coat 730 und EBV -
transformierten B -Zellen des AML-Patienten MZ529

Aus der miniMLLC 2E8 des Buffy Coat-Spenders 730 und EBV-transformierten B-
Lymphozyten des AML-Patienten Mz529 wurde die RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben.
AnschlieBend wurden deren CYBA-Transkripte in voller Lange durch eine PCR mit den
spezifischen Primern CYBA.p-34.se und CYBA.p698.rev amplifiziert, in den Expressionsplasmid
pcDNA3.1/V5-His TOPO kloniert und auf Erkennung untersucht (s. Ergebnisse 3.5 ).

Ein Vergleich der Aminosauresequenzen ergab, dass sich acht getestete cDNA-Klone vom
Buffy Coat-Spender 730 nur in der 72.Aminosaure zu dem Insert des MZ529-cDNA-Bank-Klons
#428.67.4 unterschieden (Abb.5.5). Dieser Aminosauretausch zwischen Histidin (H) und Tyrosin
(Y) ist zurtickzuflihren auf eine Cytosin-Thymin-Substitution an Nukleotidposition 242 (rs4673).
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Abb.5.5: Vergleich der Aminosauresequenz von klonierten CYBA-Transkri pten des Buffy Coat -
Spenders 730 mit der des MZ529-cDNA-Bank-Klon s #428.67.4

Grin  umrandet ist die potenzielle Peptidregion des CYBA-Antigens und rot der einzige
Aminosaureunterschied zwischen den CYBA-Transkripten des Buffy Coat-Spenders 730 und dem cDNA-
Bank-Klon #428.67.4.

Der Vergleich der Aminosauresequenz unterschiedlicher cDNA-Klone, die von den CYBA-
Transkripten des AML-Patienten MZ529 generiert wurden, spiegelt die Expression beider CYBA-
242-Allele wieder (Abb.5.6). Es fanden sich neben Klonen, die mit dem CYBA-242T-Allel als
72.Aminosaure fir Tyrosin (Y) kodierten, auch solche, die mit dem CYBA-242C-Allel an homologer
Stelle fir Histidin (H) kodierten.
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