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1 Einleitung

1.1 Allogene Knochenmark- und

Stammzelltransplantation

Die Stammzelltransplantation (SZT) ist heute eine weltweit anerkannte, etablierte und
oft die einzige kurative Behandlungsmethode von einer Reihe maligner oder nichtmali-
gner, lebensbedrohlicher Krankheiten, die auf einer abnormalen Blutbildung oder Funk-
tion der Immunzellen beruhen. Beispiele hierfiir sind Leukémien, Lymphome, hémato-
poetische Neoplasien oder genetische Erkrankungen, die mit einer gestorten Hémato-
poese und Funktion zusammenhéngen (z. B. Thalassdmie). Das Prinzip der SZT beruht
darauf, dass die kranken, entarteten Blut- oder Vorlduferzellen zerstort und anschlieffend
durch gesunde Stamm- oder Knochenmarkzellen mit normaler Funktion ersetzt werden,
die in der Folge die normale Blutbildung und Funktion des Immunsystems iiberneh-
men. Anfangs wurden die zu transplantierenden Stammzellen aus dem Knochenmark
gewonnen. In neuerer Zeit werden Stammzellen aber zunehmend auch aus dem peri-
pheren Blut isoliert, nachdem sie zuvor aus dem Knochenmark mobilisiert wurden [1].
Auch aus Nabelschnurblut kénnen Stammzellen gewonnen werden, aufgrund des ge-
ringen Blutvolumens und der damit verbundenen kleinen Zellmenge eignet sich diese

Methode allerdings nur zur Transplantation bei Kindern.

Je nach der Herkunft der transplantierten Stammzellen unterscheidet man zwischen
autologer, syngener und allogener SZT [1]. Bei der autologen SZT werden dem Patienten
vor Therapiebeginn eigene Stammzellen entnommen und nach Strahlen- oder Chemothe-
rapie wieder zugefiihrt, was den Vorteil hat, dass dieser nicht auf einen passenden Fremd-
spender angewiesen ist und auch keine immunologischen Komplikationen zu erwarten
hat. Allerdings kénnen im Transplantat auch maligne Zellen enthalten sein, sodass das
Rezidivrisiko erhoht ist. Bei der syngenen SZT werden Stammzellen von einem eineiigen
Zwilling transplantiert. Die héufigste Form ist jedoch die allogene SZT, bei der ein ge-
eignetes (HLA-identisches, s.u.) Familienmitglied oder ein geeigneter (HLA-kompatibler,

s.u.) Fremdspender fiir die Gewinnung der zu transplantierenden Stammzellen gefunden
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werden muss, was nicht immer leicht ist. Ein grofler Nachteil dieser Methode ist aufler-
dem das héufige Auftreten immunologisch bedingter Reaktionen, die gegen den Korper
des Empféngers und seine Organe gerichtet sind (wie die Transplantat-gegen-Empfanger
Reaktion, die graft-versus-host disease (GvHD), die spéter genauer betrachtet wird)
2, 3, 4, 5].

Eine SZT lauft in zwei Schritten ab. Wahrend der ersten Phase der Therapie, noch vor
der eigentlichen Transplantation, wird der Patient konditioniert, d.h. immunsuppressiv
vorbehandelt. Dabei wird durch Chemotherapie und/oder Ganzkorperbestrahlung der
grofite Teil der eigenen Immun- und Knochenmarkzellen zerstort. Damit werden zum
einen die kranken bzw. bosartigen Zellen vernichtet und dadurch das Anwachsen des
Transplantats im frei werdenden Knochenmarksraum gefordert [6]. Zum anderen wird
dadurch die spétere AbstoBung des Transplantats durch korpereigene intakte Immunzel-
len verhindert. Im zweiten Schritt gelangen dann die neuen Stammzellen des Spenders
durch Transfusion in den Blutkreislauf und finden von dort ihren Weg in den Knochen-
markraum des Empféngers. Im Idealfall iibernehmen sie nach ein bis drei Wochen die
neue Blutbildung und Immunabwehr des Patienten, bis wieder ein gréfitenteils normal
funktionsfahiges Immunsystem aufgebaut ist, dauert jedoch ca. sechs Monate, manche
feineren Abwehrfunktionen brauchen sogar bis zu zwei Jahre zur vollstdndigen Erho-
lung. Weiterhin bekdmpfen mit dem Transplantat iibertragene T-Zellen des Spenders
auch zuriickgebliebene maligne Zellen des Empfingers — ein wichtiges Therapieprinzip
der SZT, das auch Spender-gegen-Leukamie Effekt (graft-versus-leukaemia effekt = GvL)
genannt wird [7, 8].

1.2 Nebenwirkungen der Stammzelltransplantation

Die SZT bietet heutzutage hohe Heilungschancen, bis zu 60 % aller behandelten Pa-
tienten konnen mindestens zehn Jahre nach der Transplantation iiberleben. Trotzdem
kommt es aber immer noch oft zu schweren Nebenwirkungen, die je nach Stadium der
Erkrankung und in Abhéngigkeit von vorliegenden Risikofaktoren bei 15 % bis iiber 30 %
der Patienten im ersten Jahr nach Transplantation letztlich zum Tod fiithren [2, 4, 9, 10].

Allgemein kénnen Komplikationen nach SZT auf verschiedene Ursachen zuriickgefiihrt
werden: zum einen auf die direkte Schidigung v.a. sich schnell teilender Gewebe wie
Schleimhéute, Haare und Spermien durch Konditionierungsmafinahmen, v.a. Bestrah-
lung, zum anderen auf Infektionen als Folge der Immunsuppression und auf nichtinfektios

bedingte immunologische Reaktionen.
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Nebenwirkungen an der Lunge

Neben Leber, Haut und Darm ist die Lunge das Organ, an dem sich die meisten und
schwerwiegendsten Komplikationen manifestieren. So tritt z. B. der sogenannte diffuse
Lungenschaden bei 25 % bis 55 % aller SZT-Empfinger auf und kann fiir ca. 50 % der
Mortalitdt nach Transplantation verantwortlich gemacht werden [11, 12, 13, 14, 15, 16,
17].

Viele Erreger v.a. des Respirationstraktes, die bei Gesunden nur ausnahmsweise le-
bensbedrohliche Krankheiten verursachen, fithren bei immunsupprimierten Patienten zu
erhohter Morbiditdt und so stellen Infektionen besonders in der frithen Posttransplanta-
tionsphase ein grofes Problem dar. Aufgrund des erfolgreichen Einsatzes antibiotischer
Prophylaxe treten aber in den letzten Jahren infektiose Ursachen, die frither noch fiir
die Hélfte der pulmologischen Komplikationen verantwortlich waren, immer mehr in
den Hintergrund, so dass akute sowie chronische nichtinfektios bedingte Nebenwirkun-
gen an Gewicht gewinnen [12, 16, 18, 19, 20]. So fanden Schwarer et al. [21] in einer
Studie an 143 Patienten nach SZT bereits 1992 bei 20 % chronische Symptome an der
Lunge wie Husten, Dyspnoe (Atemnot) und starke Reduzierung des Lungenvolumens,
ohne dass es Anhaltspunkte fiir Infektionen gab. Daneben reagiert die Lunge sehr emp-
findlich auf direkte strahlungsinduzierte Schéden besonders durch die Anwendung von
Ganzkorperbestrahlung wéahrend der Konditionierungsphase, sowie auch auf indirekte,
iiber proinflammatorische Zytokine wirkende, toxische Effekte der Konditionierungsmaf-
nahmen [12]. Eine Verdnderung der Transplantationsmethoden weg von konventioneller
intensiver Konditionierung und hin zu reduzierter Konditionierungsintensitéit sowie die
Verwendung von Stammzellen aus Blut anstatt aus Knochenmark tragen zwar zu ei-
nem Absinken der direkten konditionierungsbedingten Organschidden und damit auch
der frithen, toxischen Lungenschéiden in der akuten Phase bei. Gleichzeitig ist aber ei-
ne Verschiebung hin zu chronischen oder ,verspéteten akuten® Komplikationen ab 100
Tagen nach der Transplantation zu beobachten [8], so dass die Gesamthéufigkeit von
Lungenkomplikationen durch die verédnderten Konditionierungsmethoden nicht weiter
abnimmt.

Eine verbreitete Lungenschidigung, die bei 5 % bis 25 % der Patienten nach SZT in
der akuten oder chronischen Phase zu beobachten ist, wird als Idiopathisches Pneumo-
nie Syndrom (IPS) bezeichnet und ist als das Auftreten einer pulmonalen Inflammation
(Entziindung) und Fibrose nach SZT in Abwesenheit einer Infektion definiert [18, 22].
Das IPS tritt mit einem breiten Spektrum klinischer Symptome auf, von denen z. B. Lun-

genentziindung (Pneumonie) und eine abnormale Lungenfunktion diagnostisch sind und
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ist histopathologisch u.a. mit einem diffusen Alveolarschaden, lymphozytérer Bronchitis
und ,,bronchiolitis obliterans organizing pneumonia“ (BOOP) assoziiert [12, 17, 20, 23].
Das am héaufigsten auftretende Krankheitsmuster ist jedoch die interstitielle Pneumonitis
(IP), die in der Frithphase nach SZT in Assoziation mit dem diffusen Alveolarschaden
auftritt und zu spéteren Zeitpunkten auch von bronchioldrer Entziindung sowie Epi-
thelschaden begleitet ist [11, 24, 25]. Als Risikofaktoren und potentielle Ursachen fiir
das IPS gelten neben versteckten Infektionen und direkten und indirekten toxischen
Effekten der Konditionierungsmafinahmen vor allem die Freilassung inflammatorischer
Zytokine sowie das Auftreten einer akuten GvHD [12, 17, 26]. Moglicherweise muss das
IPS tatséchlich als das Ergebnis eines additiven oder synergistischen Zusammenwirkens
von direkter bestrahlungsinduzierter Lungenschidigung und einer GvHD gesehen wer-

den [22].

GvHD als immunologische Nebenwirkung der SZT

Als GvHD, Spender-gegen-Empfanger Reaktion (graft-versus-host disease, GvHD) wer-
den allgemein nichtinfektiose immunologisch bedingte Komplikationen nach allogener
SZT bezeichnet, die heutzutage generell das Hauptproblem nach SZT darstellen [27].
Die GvHD tritt in akuter Form bei 30 %—80 % der Patienten in den ersten drei Monaten
auf und ist fiir eine hohe Frithmortalitdt nach allogener SZT verantwortlich [22, 27, 28],
eine chronische GvHD dagegen tritt erst nach mehr als 100 Tagen, oft auch erst nach
vielen Monaten oder Jahren nach SZT in Erscheinung und ist bei insgesamt 30 %60 %
der Patienten zu beobachten.

Die Ursache der GvHD liegt darin, dass bei der allogenen SZT zusammen mit den
Stammzellen und dem hamatopoetischen System auch bereits immunkompetente, d.h.
reife T-Zellen iibertragen werden, deren Funktion im gesunden Immunsystem in der
Unterscheidung zwischen korpereigen und fremd und damit in der Bekdmpfung von Er-
regern oder entarteten Korperzellen besteht. Diese transplantierten Zellen des Spenders
sind nach SZT zum einen auch fiir den therapeutisch wichtigen GvL Effekt verantwort-
lich, zum anderen konnen sie aber auch gesunde Korperzellen des Empféangers als fremd

erkennen, woraufthin sie aktiviert werden und diese dann zerstoren [28].

GvHD auch an der Lunge?

Die Lunge galt im Gegensatz zu Leber, Haut und Darm bisher nicht als klassisches
Zielorgan der GvHD, zahlreiche experimentelle Beobachtungen deuten aber darauf hin,

dass spezifische alloreaktive Spender-T-Lymphozyten und eine Alloreaktion im Sinne
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einer GVHD auch in die Pathogenese von akuten und chronischen Lungenschidden nach
SZT involviert sind [12, 28, 29, 30, 31, 32]. So wird vielfach eine klinische, zeitliche
Assoziation von IPS mit GvHD beobachtet bzw. GvHD geht dem IPS oft voran, was
einen kausalen Zusammenhang wahrscheinlich oder zumindest méglich erscheinen lésst
(12, 14, 16, 17, 18, 19, 21, 25, 30, 33, 34, 35]. Auch in experimentellen Studien an Tieren
wurden z. B. bei Nagern mit akuter, systemischer GvHD pathologische Lungenverande-
rungen beschrieben [22; 32, 36, 37|. Zusétzlich unterstiitzen experimentelle Mausmodel-
le eine Theorie, nach der die Schédigung der Lunge nach SZT hauptséchlich auf zwei
unterschiedlichen, miteinander gekoppelten, immunvermittelten Wegen beruht: einer in-
flammatorischen, durch Zytokine ausgelosten und einer durch T-Zellen hervorgerufenen
Reaktionskette. Somit wird ein akuter Lungenschaden also weniger als ein idiopathi-
sches klinisches Syndrom betrachtet, sondern die Lunge als Target eines Alloantigen-
spezifischen, immunvermittelten Angriffs gesehen, fiir den letztlich mehrere verschiedene
und ineinander greifende Prozesse verantwortlich sind: zunéchst fiithrt die direkte kon-
ditionierungsbedingte Schidigung der Empfanger-Gewebe und die damit verbundene
Freisetzung l6slicher inflammatorischer Zytokine auf der einen Seite zur Ansammlung
von Makrophagen und T-Lymphozyten in der Lunge, auf der anderen Seite zu einer Vor-
aktivierung des Gewebes, d. h. z. B. zu verstéirkter Expression von MHC- und Adhé&sions-
molekiilen, was wiederum zur verstarkten Aktivierung inflammatorischer Immunzellen
beitrigt. Zusitzlich fithrt die Interaktion von Spender-T-Zellen mit Empfanger-Gewebe
und antigenprasentierenden Zellen zu deren Aktivierung mit Proliferation, Differenzie-
rung und Zytokinproduktion. Diese aktivierten T-Lymphozyten schliellich tragen zum
einen als Effektorzellen direkt zur Schidigung des Gewebes bei und verstérken zum ande-
ren zuséatzlich durch erneute Produktion proinflammatorischer Zytokine wie Interferon-~
(IFN-7v) und Interleukin-2 (IL-2) ihrerseits die Makrophagen- und T-Zell-Aktivierung
2, 3, 11, 12, 22].

Die Aktivierung von Lymphozyten im Allgemeinen und damit die Entstehung einer
GvHD héngen von Interaktionen zwischen Empfinger-APCs (antigen-présentierenden
Zellen) und Spender-T-Zellen ab [38, 39], welche auch im alveoldren und bronchialen
Kompartment stattfinden kénnen. So wurden z.B. in BAL (broncho-alveolar lavage,
Lungenspiilungs)-Fliissigkeiten von Patienten nach einer Lungentransplantation spezi-
fische, gegen respiratorische Epithelzellen reaktive zytotoxische T-Zellen gefunden [40)].
Und auch im Mausmodell konnten sechs Wochen nach allogener SZT alloreaktive Donor-
T-Zellen in BAL-Fliissigkeiten nachgewiesen werden, die in vitro auf den Kontakt mit

Empfinger-Antigenen hin proliferierten und IFN-+ produzierten. Dies war selbst in Ab-
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wesenheit einer systemischen GvHD der Fall, so dass die Lunge moglicherweise sogar
als ein Refugium fiir alloreaktive, d.h. Empfiangerantigen-spezifische T-Zellen gesehen
werden muss [37]. Auch Apoptose (=programmierter Zelltod) von Epithelzellen, die iibli-
cherweise auf eine T-Zell-vermittelte Schadigung zuriickgeht, gilt als pathognomonisch
fir die GvHD [28] und wird zwar nicht bei allen Stammzelltransplantierten mit Lun-
genschiden, aber zumindest bei einem Teil der Patienten mit IPS beobachtet [12, 30, 25].
Bei Epithelzellen handelt es sich nicht um klassische antigen-présentierende Zellen,
dies sind v.a. Dendritische Zellen und Makrophagen (s.u.). Auch fiir andere Zellty-
pen, wie z. B. Endothelzellen wurde jedoch bereits die Fahigkeit zu Antigenprésentation
und Aktivierung von alloreaktiven (CD8") T-Zellen in wvitro und in vivo nachgewie-
sen [41, 42]. Ebenso konnte in vitro gezeigt werden, dass auch humane respiratorische
Epithelzellen eine Population von iiberwiegend zytotoxischen (d.h. CD8%) antigenspe-
zifischen T-Zellen aus mononucledren Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) generieren
konnen, die dann in der Lage waren, respiratorische Epithelzellen zu lysieren [43].
Wiéhrend die Bedeutung alloreaktiver T-Zellen des Spenders fiir die Lungenschéden
nach allogener Transplantation im Mausmodell des Idiopathischen Pneumoniesyndroms
(IPS) bereits gesichert ist, steht beim Patienten der Nachweis einer spezifischen Allore-
aktion gegen pulmonale Targetstrukturen in der Pathophysiologie pulmonaler Kompli-

kationen nach allogener SZT nach wie vor noch aus.

1.3 Grundlegende Mechanismen der GvHD

Selbst-Fremd-Erkennung, MHC Klasse |

Bereits in den 40/50er Jahren wurde im Rahmen von Hauttransplantationen eine Grup-
pe von Genen entdeckt, die fiir Abstolungsreaktionen bzw. die Vertraglichkeit von Ge-
weben (=Histokompatibilitdt) verantwortlich gemacht wurden [44]. Erst spéter wurde
ihre zentrale Bedeutung fiir die Antigenerkennung durch T-Zellen und damit auch gene-
rell fiir die selbst-fremd-Erkennung und die Induktion einer GvHD erkannt. Da es sich
um mehrere, gekoppelte, polymorphe Gene handelt, die hauptséichlich die Histokompa-
tibilitat festlegen, wurden sie als Haupthistokompatibilitdtskomplex bezeichnet (major
histokompatibility complex = MHC) oder beim Menschen gleichbedeutend auch Human
Leucocyte Antigen (HLA)-Gene. Der MHC kodiert fiir membrangebundene Glykoprote-
ine, deren Hauptaufgabe es ist, Peptidfragmente, die z. B. von Pathogenen stammen, zu
binden und auf der Zelloberfldche zu prasentieren, damit sie dort von T-Zellen erkannt

werden kénnen [1]. Diese MHC-Antigene werden in zwei Klassen aufgeteilt, die sich in
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Aufbau sowie Funktion unterscheiden. MHC Klasse II (MHC II) -Molekiile priasentieren
tiberwiegend Peptidfragmente extrazelluldrer Pathogene, die von T-Helferzellen (cha-
rakterisiert durch ihren sog. CD4-Korezeptor) erkannt werden. MHC Klasse I (MHC I)
-Molekiile dienen dagegen der Présentation von Peptidfragmenten aus dem Zytosol, das
kénnen bei infizierten Zellen Antigene intrazellulir lebender Viren sein, oder zelleigene
Peptide im Fall von nichtinfizierten Zellen. MHC I-Molekiile werden auf allen kernhal-
tigen Korperzellen exprimiert. Zytotoxische T-Zellen sind durch den CDS8-Korezeptor
auf ihrer Oberflache charakterisiert. Sie konnen nach Selektion und Reifung im Thy-
mus durch ihren T-Zell-Rezeptor (TCR) in Verbindung mit dem CD8-Korezeptor die
MHC I-Molekiile und die darauf présentierten eigenen oder fremden Peptidfragmente
spezifisch erkennen (vgl. Abbildung 1.1) [1]. Entsprechend kénnen auch transplantierte
CD8" T-Zellen in dem ihnen fremden Koérper des Empfingers sowohl dessen spezifische
MHC I-Molekiile als auch die darauf présentierten empfiangerspezifischen Antigene als
fiir sie fremd (=allogen) erkennen und die Korperzellen des Empfingers in der Folge
zerstoren. Damit es nicht sofort zu schweren Immunreaktionen nach Transplantation
kommt, miissen Empfanger und Spender histokompatibel bzw. HLA-kompatibel sein,
das heifit, moglichst wenige Unterschiede im MHC aufweisen, oder im Idealfall HLA-

identisch sein, was z. B. bei Familienmitgliedern der Fall sein kann.

-~ . Antigen

l

MHC | i,

kostimulatorische Proteine

Adhasionsmolekiile

\_~§an tigenprésentierende Z_eII‘e’/

Abbildung 1.1: Klassische immunologische Wechselwirkungen zwischen einer T-Zelle
(rechts) und einer antigen-présentierenden Zelle (links) mit dem spezifischen, TCR-
MHC-vermittelten Aktivierungssignal (oben), dem zweiten kostimulatorischen Akti-
vierungssignal (mitte) und zusétzlicher Stabilisierung der Zell-Zell-Interaktion durch
Adhésionsmolekiile (unten).
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T-Zell-Aktivierung

Damit eine naive T-Zelle aktiviert wird, muss sie zunéchst ein an ein Selbst-MHC-
Molekiil gebundenes fremd-Antigen erkennen. Dies alleine reicht jedoch nicht aus, um
Proliferation und Differenzierung zu induzieren. Zusétzlich ist ein zweites, kostimulie-
rendes Signal notwendig, das klassischerweise z. B. durch die Bindung eines Liganden an
das Oberflichenmolekiil CD28 auf der T-Zelle entsteht. Als Liganden fiir CD28 kommen
die Oberflichenmolekiile CD80 oder CD86 auf der selben Zelle, auf der die T-Zelle ihr
spezifisches Antigen erkennt, in Frage [45, 46]. Auflerdem miissen Adhésionsmolekiile
(wie z. B. ICAM-1) den Zell-Zell-Kontakt zunéchst initiieren und die Interaktion dann
stabilisieren (vgl. Abbildung 1.1). Als professionelle antigenprisentierende Zellen (APC
= antigen presenting cell) fungieren in der Regel B-Zellen, Dentritische Zellen und Ma-
krophagen, die alle entscheidenden kostimulatorischen Molekiile auf ihrer Oberfliche
tragen und deren Aufgabe damit die Aktivierung von T-Zellen ist [1].

Ist eine (Allo-) Aktivierung der naiven CD8% T-Zelle erfolgreich initiiert, so wird als
eine der ersten sichtbaren bzw. messbaren Reaktionen deren Proliferation, also klonale
Expansion mit bis zu mind. fiinf bis neun Zellteilungen ausgeltst und sie differenziert
innerhalb einiger Tage zu einer bewaffneten Effektorzelle aus, der sog. zytotoxischen
T-Zelle (CTL = cytotoxic T-lymphocyte), welche Effektormolekiile produziert und spei-
chert [47]. Im Zuge ihres Aktivierungs- und Reifungsprozesses produzieren aktiverte
T-Zellen aulerdem verschiedene Zytokine. Dazu gehort z. B. Interferon v (IFN-v), das
die Virusreplikation hemmen kann, das gleichzeitig aber auch die Expression von MHC-
Molekiilen auf antigenprésentierenden Zellen und damit die Wahrscheinlichkeit erhoht,
dass eine Zelle mit fremd-Antigen als Zielzelle erkannt werden kann. Ebenso wird auch
der T-Zell-Wachstumsfaktor Interleukin 2 (IL-2) produziert, und zwar gleichzeitig mit
einer hochaffinen Form des IL-2-Rezeptors (CD25). Dariiberhinaus wird die Expression
von einer Reihe weiterer Oberflachenmolekiile (sog. Aktivierungsmarker) gesteigert, wel-
che eine auto- und/oder parakrine Stimulation der Zellen erméglichen bzw. verstirken.
Wie alle Oberflachenmolekiile werden sie iiberwiegend nach dem sog. Cluster of Dif-
ferentiation (CD) mit Nummern benannt. Zu diesen Aktivierungsmarkern auf T-Zellen
gehort z. B. CD30, das iiber verschiedene Wege T-Zell-Antwort und -Uberleben reguliert,
indem es z. B. Aktivierungsantigene und Adhésionsmolekiile wie ICAM-1 (CD54) sowie
die metabolische Aktivitdt und Proliferationsrate steigern aber auch Apoptose auslosen
kann [48, 49, 50, 51]. Desweiteren zdhlen dazu auch der Transferrinrezeptor CD71, der
den besonders erhohten Eisenbedarf der proliferierenden T-Zellen deckt, sowie CD69 als

sog. ,early activation inducing molecule“, dessen genaue Funktionen noch nicht bekannt
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ist und Molekiile wie CD54, CD70, CD80, CD86, die die Immunantwort als Adhé&sions-
und kostimulatorische Molekiile aufrechterhalten und regulieren [52]. Trifft eine auf diese
Weise aktivierte CTL erneut auf eine Korperzelle mit ihrem spezifischen (Allo-)Antigen,
kommt es zum Immunangriff und die Zielzelle wird abgetétet, indem in ihr durch Ef-
fektormolekiile der CTL der programmierte Zelltod (Apoptose) ausgelost wird. Dieser
Vorgang lauft in der Regel unabhéingig von einer Kostimulation ab. CD8" zytotoxische
T-Zellen toten ihre Zielzellen vor allem durch Perforin und Granzym, das sind Pro-
teasen, die nach der TCR-Erkennung aus lytischen Granula gezielt in die Richtung der
Zielzelle freigesetzt werden. Perforin bildet dabei Poren in der Membran der Zielzelle,
durch welche die Granzyme ins Zellinnere eindringen kénnen. Aulerdem kann auch der
membranstindige FAS-Ligand der CTL durch Bindung an FAS (CD95) auf der Zielzelle
in dieser ein Apoptoseprogramm auslosen. Eine weitere, kontaktunabhéingige Moglich-
keit der Apoptoseinduktion kann durch Bindung des von CTLs sezernierten Zytokins
Tumor Nekrose Faktor (TNF) an den TNF-Rezeptor auf der Zielzelle vermittelt werden
[1, 53, 54, 55].

Zuséatzlich zu diesem klassischen Weg der TCR-MHC I-vermittelten T-Zell-Aktivie-
rung und Induktion von Alloreaktionen wurden vor allem fiir CD8% T-Zellen auch zu-
nehmend verschiedene alternative Wege entdeckt [46, 56, 57]. So ist fiir Endothel- sowie
Epithelzellen bereits die Fahigkeit beschrieben, dass sie als ,,semiprofessionelle APCs*
allogene CD8" T-Zellen direkt und unabhingig stimulieren kénnen [38, 42, 43]. Ebenso
sind iiberwiegend aus Studien nach soliden Organtransplantationen auch von einer klas-
sischen Kostimulation unabhéngige Beispiele von AbstoBungsreaktionen bekannt, sowie
auch durch CD70-, CD95- oder NKG2D-vermittelte kostimulatorische Signale, die in zy-
totoxischen T-Zellen nachgewiesen werden konnten [46, 58, 59, 60, 61]. Yamada [62] zeig-
te, dass im Tiermodell eine Blockade von CD70 das Transplantatiiberleben unabhéngig
von einer CD80/86-CD28-Interaktion verlidngerte, eine CD8" T-Zell-vermittelte Absto-
Bung verhinderte sowie die Proliferation und Aktivierung von CD8" Effektor-T-Zellen
blockierte und im humanen System die Zytotoxizitit von CTLs durch CD70 verstérkt
wird. In weiteren Studien wurde auflerdem die Bedeutung einer Interaktion von CD95
(FAS) mit FAS-Ligand fiir eine maximale Alloantigen-spezifische Proliferation zytotoxi-
scher T-Lymphozyten und AbstoBungsreaktionen beschrieben [58, 63].

Neuere Untersuchungen haben auch die Bedeutung einer NKG2D-Signaliibertragung
fiir die Aktivierung und Funktion von CD8% T-Zellen gezeigt. NKG2D (natural-killer
group 2, member D) ist ein klassischer und unabhéngig wirkender, aktivierender Re-

zeptor auf natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen), der aber auch auf (iiberwiegend CD8T)
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T-Zellen konstitutiv exprimiert wird und nach neuen Untersuchungen eine Rolle bei de-
ren Aktivierung spielt. Die Kostimulierung durch NKG2D fiihrte bei CD8" T-Zellen in
mehreren verschiedenen Studien zu besserem Uberleben, verstérkter Proliferation, Ak-
tivierungsmarkerexpression, Zytokinproduktion und/oder Zytotoxizitéit [64, 65, 66, 67,
68, 69]. Welche dieser Effekte jeweils nachgewiesen werden konnten, hing sowohl vom
Aktivierungszustand der T-Zellen als auch von den Kulturbedingungen der jeweiligen
Studien ab [69]. Als Liganden fiir NKG2D sind MIC A, MIC B (MHC class I chain-
related gene A und B) und ULBP1-5 (UL-16 (herpes simplex virus I unique long genom
region-16) binding proteins) bekannt, die auf vielen verschiedenen Zelltypen kostitutiv

und unter Stress sogar verstiarkt exprimiert werden [70, 71, 72].
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2 Motivation und Fragestellung

Wie in Kapitel 1 beschrieben kénnen heute durch antibiotische Prophylaxe frither oft
todliche Infektionen des Respirationstraktes nach SZT grofitenteils verhindert werden.
Dariiberhinaus konnen neuere, weniger toxische Strategien des Konditionierungsregimes,
v.a. die Bestrahlung mit reduzierter Intensitét, direkte strahlungsbedingte Schidigun-
gen reduzieren, nicht jedoch insgesamt die H&ufigkeit pulmonaler Komplikationen. Die
Lunge bleibt deshalb eines der Organe, die nach SZT am haufigsten und am schwerwie-
gendsten von nichtinfektiosen Nebenwirkungen betroffen sind, welche nach wie vor fiir
einen grofien Teil der Todestélle nach SZT verantwortlich sind. Deshalb ist es dringlich,
die Beteiligung einer GvHD bei der Entstehung dieser akuten und chronischen Lun-
genschéden nach allogener SZT sowie deren Ursachen und Mechanismen zu verstehen,
um Mafinahmen entwickeln zu kénnen, die solche schweren Komplikationen verhindern

konnen. Hierzu soll die vorliegende Arbeit einen Beitrag leisten.

Zellkulturmodell der GvVHD

Um die Bedingungen und Interaktionen zwischen den verschiedenen an einer GvHD
beteiligten Zelltypen imitieren und untersuchen zu kénnen, wurde im Rahmen dieser
Arbeit ein Zellkulturmodell entwickelt, in dem respiratorische Epithelzellen mit allogenen
CD8" T-Zellen in Kokultur gebracht wurden.

Zytotoxische CD8' T-Zellen sind die klassischen Effektorzellen, die fiir die Entstehung
einer GVHD, also einer zytotoxisch vermittelten Schidigung von Empféangergewebe ver-
antwortlich gemacht werden. Da deren Beteiligung isoliert von anderen Effekten, wie
z.B. durch Helfer-T-Zellen oder natiirliche Killerzellen untersucht werden soll, wurden
in den Versuchen auf der einen Seite isolierte CD8' T-Zellen eingesetzt. Auf der anderen
Seite soll besonders die Schidigung des Lungenepithels betrachtet werden. Da dabei so-
wohl das alveoldre Kompartment, besonders beim IPS in der frithen Phase, als auch das
bronchiale Kompartment, z.B. bei der lymphozytidren Bronchitis in der spiteren Phase,
betroffen sein kénnen [11, 24, 25], sollen die Versuche zunédchst mit je einer alveoldren
und einer bronchialen Epithtelzelllinie durchgefithrt werden. Um eine Epithelzellspezi-

fitat beobachteter Reaktionen besser erkennen und von eventuellen Zelllinienartefakten
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unterscheiden zu konnen, sollen im Anschluss primére bronchiale Epithelzellen (PBEC),
die im Rahmen von Bronchoskopien bei klinischen Untersuchungen frisch gewonnen wer-

den koénnen, kultiviert und in das Kokulturmodell eingesetzt werden.

Die Fragestellung gliedert sich zusammenfassend in die folgenden Unterpunkte:

> Konnen respiratorische Epithelzellen als nichtklassische, ,,nichtprofessionelle Antigen-
priasentierende Zellen®“ fungieren und zytotoxische CD8% T-Zellen direkt und ohne pro-

fessionelle Hilfe von APCs oder CD4*" T-Zellen (allo)aktivieren?

> Sind diese (allo)aktivierten CD8% T-Zellen dann in der Lage, respiratorische Epi-

thelzellen spezifisch als Targets zu erkennen und zu zerstoren?

> Welche Mechanismen liegen dem Aktivierungsvorgang und dem zytotoxischen Ver-

halten zugrunde?
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Zellen
A549 alveolidre Epithelzellen, CCL-185, ATCC, Manassas, VA, USA
BEAS-2B bronchiale Epithelzelllinie, CRL-9609, ATCC, Manassas, VA, USA
BLCL Eppstein-Barr-Virus-transfizierte B-Zellen als autologe Kontrolltargets [73]
K562 chronic myeloid leukemia cell line, CCL-243, ATCC, Manassas, VA, USA
PBEC primére bronchiale Epithelzellen von gesunden Spendern

PBMC mononukleédre Zellen des peripheren Blutes
HMEC Endothelzelllinie, human vascular endothelial cells [73];
als Kontrollzellen fiir die Uberpriifung der Funktion des
anti-MHC I-Antikoérpers W6/32 eingesetzt; zur Verfiigung gestellt
von der Klinik fiir Hamatologie/Onkologie des Uniklinikums Regensburg

Medien und Medienzusatze

RPMI1640 mit L-Glutamin und 25 mM Hepes Gibco BRL, Paisley, UK
AECBM (airway epithelial cell basal medium) Promo Cell, Heidelberg

Amphotericin B (250 pg/ml) Gibco BRL, Paisley, UK
fotales Rinderserum (FBS Gold) PAA Laboratories, Pasching, A
Penicillin (10000 units/ml) Gibco BRL, Paisley, UK
Streptomycin (10000 pg/ml) Gibco BRL, Paisley, UK

komplettes RPMI: RPMI1640 versetzt mit 10 % hitzeinaktiviertem FBS, 100 U/ml Pe-
nicillin und 100 pg/ml Streptomycin

AECGM (airway epithelial cell growth medium): AECBM versetzt mit den folgenden
Zusétzen (Promo Cell): Rinderhypophysenextrakt (0,4 %), epidermaler Wachstumsfak-
tor (10 ng/ml), Insulin (5 pg/ml), Hydrokortison (0,5 pg/ml), Epinephrin (0,5 pg/ml),
Triiodothyronin (6,7 ng/ml), Transferrin (10 pg/ml), Retinolsdure (0,1 ng/ml) sowie
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100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 250 ng/ml Amphotericin B
IL-2-Medium: komplettes RPMI1640 versetzt mit 100 U/ml IL-2
Einfriermedium: FBS versetzt mit 10 % DMSO

Chemikalien und Lésungen

Accutase PAA Laboratories, Pasching, A
Aceton Roth/Merck

bovines Serumalbumin (BSA) 5 %-Losung Sigma-Aldrich, Steinheim
Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester (CFSE) Invitrogen, Karlsruhe

Natrium [*'Cr]|chromat (100 pCi) Hartmann Analytics, Braunschweig
Dispase II (2,4 U/ml) Roche, Mannheim

DMSO Sigma-Aldrich, Steinheim
dNTP (100 mM, 25 pumol) Fermantas

EDTA Sigma-Aldrich, Steinheim
Ficoll-Paque Plus (< 0,012 ng/ml) Amersham, Uppsala, S
Interleukin 2, human recombinant aus E. coli Sigma-Aldrich

Interferon-v, human recombinant aus E. coli Roche, Mannheim

M-MLV Reverse Transciptase Promega

oligo-dT (oligothymidylic acid) Sigma-Aldrich, Steinheim

PBS without Ca/Mg PAA Laboratories, Pasching, A
Propidium lodid (PI) Sigma-Aldrich, Steinheim
Reverse Transciptase Reaktions-Puffer Promega

RNasin® Ribonuclease Tnhibitor Promega, Madison, WI, USA
Staphylokokken-Enterotoxin B (SEB) Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Trypanblau 0,4 %-Losung Sigma-Aldrich, Steinheim

Kits (human)

CD8™ T cell Isolation Kit II Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Granzyme B ELISA Kit Hoelzel Diagnostics, Koln

High Pure RNA Isolation Kit Roche, Mannheim

Human IFN-v ELISA Kit Pierce Endogen, Rockford, IL, USA

QuantiTect™™ SYBR® Green PCR Kit Qiagen, Hilden
Simultest IMK-Lymphocyte BD Biosciences, San Jose, CA, USA
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Antikorper (anti-human)

Antikorper Klon Hersteller

CD25 (FITC) M-A251  BD Biosciences, Heidelberg
CD30 (FITC)  BerH8 BD Biosciences, Heidelberg

CD31 1A10 Dianova

CD45 Ab-3 Dianova

CD54 HA58 BD Biosciences

CD69 (FITC)  L78 BD Biosciences, Heidelberg

CD70 Ki-24 BD Biosciences, Heidelberg

CD71 (FITC) YDJ1.2.2 immunotech, Marseille, F

CD80 3771.11 R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
CD86 37301.111 R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
CD90 ASO2 Dianova

CD95 /B4 immunotech, Marseille, F

NKG2D (PE) 1D11 ebioscience

NKG2D 1D11 Biolegend

HLA-DR B8.12.2 immunotech, Marseille, F

MHC I W6/32 Hybridomakultur-Uberstand

MIC A/B 6D4 BD Biosciences, Heidelberg

MIC A 159227 R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
Panzytokeratin KL-1 Dianova

Sekundarantikorper

anti-Maus Immunglobuline, F(ab’)2 Fragment (FITC) Dako, Glostrup, DK

Isotypkontrollen

Antikorper Klon Hersteller

IgG1 MG1-45  Biolegend (blockierend)
IgGl, K MOPC-21 BD Biosciences, Heidelberg
IgGl,k (FITC) MOPC-21 BD Biosciences, Heidelberg
[gG2a G155-178  BD Biosciences, Heidelberg

IgG2b MPC-11 BD Biosciences, Heidelberg
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Primer (human)

Gen Richtung Sequenz

G-Aktin  vorwérts 5-CGCCCCAGGCACCAGGGC-3’
G-Aktin  rickwéarts  5-GGCTGGGGTGTTGAAGGT-3’
CDS80 vorwirts  5-AGGGAACATCACCATCCAAG-3’
CD80 riickwarts  5-TGCCAGTAGATGCGAGTTTG-3’
CD86 vorwirts  5-GTATTTTGGCAGGACCAGGA-3’
CD8&6 riickwarts  5-ATTCCTGTGGGCTTTTTGTG-3’
CD95 vorwéarts ~ 5-ATAAGCCCTGTCCTCCAGGT-3’
CD95 riickwirts  5-GACAAAGCCACCCCAAGTTA-3

Verbrauchs- und sonstige Materialien

Filterspitzen (10, 20, 100, 200, 1000 pl) Biozym, Hessisch Oldendorf
Neubauer-Zahlkammer improved Brand, Wertheim/Main
LightCycler Kapillaren Roche, Mannheim

Magnet OctoMACS Seperator Miltenyi Biotech, Berg. Gladbach
Zellkulturflaschen (beliiftet) Greiner, Frickenhausen
Zellkulturflaschen (Cell4+ Wachstumsoberfliche) Sarstedt, Niimbrecht
Kammerobjekttrager Falcon

96-Lochplatten, U-Boden (TC Microwell 96U) Nunc, Roskilde, DK
96-Lochplatten Luma-Plate-96 Perkin Elmer, Boston, MA, USA
1,5 ml Reagiergefafie Sarstedt, Niimbrecht
FACS-Réhrchen (Rundboden, 5 ml) Falcon, Le Pont de Claix, F
Polystyrol-Kulturréhrchen (Rundboden, 10 ml)  Greiner, Frickenhausen

15 und 50 ml-Rohrchen Sarstedt, Niimbrecht
Separationssdulen (MS Columns) Miltenyi Biotech, Berg. Gladbach
Serologische Pipetten (2, 5, 10, 25 ml) Sarstedt, Niimbrecht

Spitzen (100, 1000 pl) Sarstedt, Niimbrecht
Sterilfiltereinheit (250 ml) Sartorius, Gottingen

TopSeal-A (Abdeckfolie fiir Luma-Plate-96) PerkinElmer, Boston, MA, USA
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Geridte
Brutschrank HeraCell Heraeus, Hanau
Durchflusszytometer FACSCalibur BD Biosciences, Heidelberg
Durchflusszytometer FACSAria (Cell-Sorter) BD Biosciences, Heidelberg
Gamma-Bestrahlungsgerét IBL 437C cis bio international
Heizblock Eppendorf, Hamburg
Lichtmikroskop Axiovert 25 Zeiss, Oberkochen
LightCycler Roche, Mannheim
Photometer Molecular Devices MWG Biotech
Photometer GeneQuant pro Amersham, Uppsala, S
Sterilbank HeraSafe Heraeus, Hanau
TopCount Microplate Scintillation Counter  Perkin Elmer, Boston, MA, USA
Zentrifuge Heraeus, Hanau
Zentrifuge Eppendorf, Hamburg

Statistiksoftware

SigmaPlot

SigmaStat

CellQuest analysis software, BD Biosciences, Heidelberg
WinMDI

3.2 Grundlegende zellkulturelle Arbeitsmethoden

3.2.1 Zellkulturbedingungen und Subkultivierung

Alle Arbeiten zur Kultivierung der Zellen erfolgten unter sterilen Bedingungen unter
einer Sterilbank. Die Zellen wurden unter Standardbedingungen bei 37 °C, einer Luft-
feuchtigkeit von 95 % und bei 5 % CO, kultiviert. Als Medium fiir die Zelllinien diente
komplettes RPMI 1640, fiir die Primérzellen airway epithelial growth (AECG)-Medium.
Nach Erreichen einer etwa 90 %-igen Konfluenz wurden die Zellen jeweils gesplittet,
d. h. vereinzelt. Das war bei den Zelllinien zwei- bis dreimal pro Woche der Fall, bei den
PBEC aufgrund deutlich geringerer Proliferationsrate seltener. Wenn seltener gesplittet
wurde, wurde zumindest zweimal pro Woche das entsprechende Medium der Zellen ge-
wechselt. Zur Vermeidung groflerer Variationen fanden nur Zellen der ,,Passagen“ 10 bis

20 Verwendung in den Versuchen, PBEC wurden maximal bis ,, Passage* drei eingesetzt.
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Zum Splitten bzw. Ernten von Zellen fiir Versuche wurden die adhérenten Zelllinien
und Primérzellen nach einmaligem Spiilen mit PBS mit Accutase von der Wachstums-
flache abgelost. Dieses Enzym mit proteo- und collagenolytischer Aktivitat vereinzelt die
Zellen besonders schonend und lédsst die Struktur und Funktionalitdt der Zellmembran
und ihrer Oberflachenproteine intakt. Die Zellsuspension wurde anschlieBend mit Medi-
um aus den Kulturflaschen gespiilt, abzentrifugiert und zur Weiterkultivierung in einer
Konzentration von ein bis zwei Millionen Zellen pro 75 cm? Wachstumsfliiche ausgesiit.
Suspensionskulturen wurden bei Erreichen der Konfluenz durch Verdiinnen mit frischem

Medium subkultiviert.

3.2.2 Zentrifugation von Zellen

Sofern nicht anders angegeben, wurden Zellen der Zelllinien sowie PBEC bei Raum-
temparatur fiir sechs bis acht Minuten bei 250-facher Erdbeschleunigung zentrifugiert,
PBMC sowie T-Zellen bei 300-facher Erdbeschleunigung.

3.2.3 Kryokonservierung

Uberschiissige Zellen der Zelllinien (oder isolierten PBMC) wurden in Einfriermedi-
um (FBS + 10 % DMSO) suspendiert und Aliquots bis zur spéteren Verwendung in
Kryorchrchen in fliissigem Stickstoff gelagert.

3.2.4 Vitalitatspriifung und Zellzahlbestimmung

Alle Zellen wurden regelméBig lichtmikroskopisch auf Wachstum, Vitalitdt und eventu-
elle Verkeimungen hin iiberpriift. Beim Subkultivieren und vor jedem Einsatz in Expe-
rimente wurden die Zellen mittels Trypanblaufarbung auf ihre Vitalitdt hin iiberpriift
und ausgezihlt. Ein Aliquot der jeweiligen Zellsuspension (bei adhdrenten Zellen nach
Ablosen) wurde im Verhéltnis 1:1 mit einer 0,4 % Trypanblaulosung gemischt und ein
Aliquot davon in die Kammer einer Neubauerzihlkammer iiberfiihrt. Da nur tote Zellen
aufgrund fehlender Membranintegritit durch Trypanblau blau angefarbt werden, konn-
ten sie auf diese Weise lichtmikroskopisch von den lebenden unterschieden werden.
Gleichzeitig konnten die Zellen in den Quadraten der Neubauerzédhlkammer ausgezéhlt

und die Konzentration an Zellen (Zellen/ml) nach folgender Formel berechnet werden:

Anzahl Zellen Anzahl gezéhlter Zellen

B Verdi faktor x 10000.
ml Anzahl ausgezihlter GroBquadrate x Verdiinnungsfaktor x
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3.3 Kaultivierung und Charakterisierung der Zelllinien

Abbildung 3.1: Humane bronchiale Epithelzellen der Zelllinie BEAS-2B. Adhérent
wachsender Monolayer bronchialer Epithelzellen in der lichtmikroskopischen Aufnahme.

Abbildung 3.2: Humane Pneumozyten der Zelllinie A549. Adhérent wachsender Mo-
nolayer alveolarer Epithelzellen in der lichtmikroskopischen Aufnahme.

Bei der Zelllinie BEAS-2B (ATCC CRL-9609) handelt es sich um humane bronchiale

Epithelzellen, die von einem gesunden Spender gewonnen und durch Transfektion mit
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einem Adenovirus 12-SV40 Virus-Hybrid immortalisiert worden waren [74]. Die Zellen
behielten dabei weitgehend ihre epithelialen Eigenschaften wie die typische Morpholo-
gie des Epithels [75], Wachstum und Zytokeratinexpression [76, 77] bei. Die adhérent
wachsenden BEAS-2B bilden auf unbehandelten Plastikwachstumsflichen einen Zellra-
sen (Monolayer) aus (Abbildung 3.1).

A549-Zellen (ATCC CCL-185) sind humane Tumorzellen, die morphologische sowie
funktionelle Charakteristika von Typ II-Pneumozyten aufweisen. Sie wurden aus dem Al-
veolarzellkarzinom eines 58-jahrigen méannlichen Kaukasiers entnommen [78, 79] und re-
prasentieren damit alveolédre Epithelzellen. Die adhéarent wachsenden A549 bilden in Kul-
tur auf unbehandelten Plastikwachstumsflichen einen Monolayer aus (Abbildung 3.2)
und sind positiv fiir Zytokeratin nach Immunoperoxidasefarbung (LGC-Promochem).

K562 Zellen (ATCC CCL-243) stammen von einem Patienten mit chronisch myeloi-
der Leukédmie (CML) zum Zeitpunkt einer Blastenkrise und wachsen in Suspensionskul-
tur. Es handelt sich weder um B- noch um T-Vorlduferzellen, aufgrund ihres geringen
Differenzierungsgrades konnen sie jedoch nicht eindeutig weiter charakterisiert werden
[80, 81, 82]. K562 exprimieren keine MHC I-Molekiile, kénnen deshalb nicht von klassi-
schen CD8*% T-Zellen, sondern nur von natiirlichen Killerzellen als Zielzellen (Targets)
erkannt und lysiert werden und dienen aus diesem Grund als NK-sensitive Kontrolltar-
gets in den Versuchen [73, 83].

3.4 Kultivierung und Charakterisierung primarer

bronchialer Epithelzellen

Zusétzlich zu den Zelllinien wurde mit Kulturen humaner primérer bronchialer Epithel-
zellen (PBEC) gearbeitet. Diese wurden wie bei Schulz et al. [84] beschrieben aus gesun-
den Bereichen der Lunge von Patienten, die sich einer Bronchoskopie unterzogen, durch
mehrfaches vorsichtiges Biirsten einzelner Segment- und Subsegmentbronchien mittels
gedeckter Biirste und unter direkter Sicht gewonnen (die Zustimmung zur Entnahme
von bronchialen Epithelzellen seitens der Ethikkommission der Universitiat Regensburg
liegt vor, Ethikantrag Nr.03/180). Die Biirsten wurden anschlieBend direkt in steriles
Kulturmedium iiberfithrt, mit 50pg/ml (4,8 U/ml) Dispase II, einer neutralen Protease
versetzt, die speziell zur Disaggregation von Geweben geeignet ist, gut gevortext und an-
schliefend fiir ca. zwei Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Epithelzellen wurden dabei aus
dem Gewebeverband gelost und separiert, wiahrend ihre Vitalitdt und Viabilitat erhal-

ten blieb. Nach erneutem guten Vortexen wurde das Medium mit den nun suspendierten
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Zellen komplett von der zuriickbleibenden Biirste abpipettiert, in ein neues Rohrchen
tiberfiihrt, einmal mit Medium gewaschen und erneut in AECG- (airway epithelial cell
growth) Medium suspendiert. Zellzahl sowie Vitalitdt der so gewonnenen Epithelzellen
wurde immer lichtmikroskopisch mittels Trypanblaufarbung eines Zellaliquots ermittelt,
bevor die Zellen in AECG-Medium mit einer Dichte von ca. 6000/cm? in CELL+ Kul-
turflaschen ausgeséit wurden. Pro Patient konnten hierdurch ca. 100000 bis eine Million
Zellen gewonnen werden. Der Median lag bei 215000 Zellen pro Patient.

Zur Charakterisierung der Epithelzellen wurden jeweils Aliquots der Zellsuspensionen
auf Kammerobjekttriger ausgesét, bei Erreichen der Konfluenz auf der Wachstumsfléache
mit eiskaltem Aceton fixiert und anschlieend immunologischen Kontrollfarbungen mit
Antikorpern gegen Zytokeratin, CD90, CD31, CD45 unterzogen.

3.5 lIsolation, Stimulation und Aktivierung von CD8"
T-Zellen

Mononukleére Zellen des peripheren Blutes (PBMC) von freiwilligen, gesunden Spen-
dern wurden aus frischem Heparinblut oder aus von der Klinik zur Verfiigung gestell-
tem Leukaphereseblut gewonnen. Die Isolation erfolgte nach Standardprotokoll mittels
Dichtezentrifugation iiber Ficoll-Paque, einem nichtionischen, synthetischen Polymer aus
Sucrose und Epichlorhydrin, welches mit einer Dichte von 1,077 g/ml zwischen der von
Erythrozyten, Granulozyten, Thrombozyten und der von PBMC liegt und diese so von
ersteren Zelltypen trennen kann. 25 ml im Verhéltnis 1:3 mit RPMI-Medium gemischtes
Leukaphereseblut wurden dabei vorsichtig in einem 50 ml-Réhrchen iiber das vorgelegte
Ficoll (13 ml) geschichtet und fir 20 min ohne Bremse bei 1800 rpm zentrifugiert. Da-
durch wurden Erythrozyten, Granulozyten, Thrombozyten und Fragmente toter Zellen,
also die Teilchen mit der grofiten Dichte, durch das Ficoll hindurch auf den Boden des
Rohrchens zentrifugiert. Aufgrund ihrer geringeren Dichte als Ficoll sammelten sich die
Leukozyten in einem Ring iiber der Ficollschicht, aber noch unterhalb des Mediums bzw.
Serums. Diese Interphase wurde anschliefend abgenommen und dreimal mit je 30 ml Me-
dium gewaschen. Uberschiissige PBMC wurden fiir weitere Versuche aliquotiert und in
Einfriermedium in fliisssigem Stickstoff gelagert.

CD8* Separation mittels MACS (Magnetic Activated Cell Sorting)

Da speziell die Rolle der CD8" T-Zellen untersucht werden sollte, mussten diese mit
grofftmoglicher Reinheit eingesetzt werden. Dazu wurde die Methode der Negativselekti-
on von CD8" aus gesamt-PBMC durch Depletion der CD8~ Zellen mit Hilfe von kleinen,
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superparamagnetischen Partikeln, sogenannten Microbeads gewihlt (CD8" Separations
Kit von Miltenyi; Abbildung 3.3). Das Zellgemisch der PBMC wurde dafiir zunéchst
nach Protokoll und Mengenangaben des Herstellers mit Biotin-konjungierten, monoklo-
nalen Antikorpern gegen nicht-CD8" T-Zellen, also einem Cocktail aus CD4, CD14,
CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, TCR~v/6 und Glycophorin A markiert, an den im
néachsten Inkubationsschritt ein zweiter, Microbead-gekoppelter anti-Biotin-Antikorper
gebunden wurde. Nach einem Waschschritt wurde die Zellsuspension iiber die Matrix
einer Saule durch das starke Magnetfeld eines Permanentmagneten laufen gelassen. Die
magnetisch markierten Zellen wurden durch das Magnetfeld in der Séule zuriickgehal-
ten, nur die unmarkierten, iiberwiegend CD8% T-Zellen koénnen die Matrix passieren

und wurden darunter aufgefangen.

VS &

Ly

[ ]

! @

Abbildung 3.3: Prinzip der Separation CD8" T-Zellen mittels Magnetic Activated Cell
Sorting (MACS): Negativselektion CD8" T-Zellen durch paramagnetische Markierung
aller in PBMC enthaltenen CD8~ Zellen und Zuriickhalten der markierten Zellen in
einem Magnetfeld. Quelle: Miltenyi.

Bestimmung der Reinheit der isolierten CD8" Population

Sowohl direkt nach der Separation als auch nach der anschlieBenden Stimulation wurde
stets die Reinheit der Population CD8" T-Zellen durch direkte (Zweifarben-) Immun-
fluoreszenzfarbungen und anschlieBende durchflusszytometrische Messung der Fluores-
zenz tberpriift. Mit den Fluorescein-Isothiocyanat (FITC)- bzw. Phycoerythrin (PE)-
markierten monoklonalen Antikérpern des Simultest IMK-Lymphozyte Kits (BD Bio-
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sciences) wurde der prozentuale Gehalt folgender reifer Leukozytenpopulationen be-
stimmt: CD3% CD4" Helfer T-Zellen, CD3" CD8* zytotoxische T-Zellen, CD3* CD19"
B-Zellen, CD3~ CD16% und/oder CD3~ CD56" NK-Zellen, CD3~ CD45% Monozyten.

Aktivierung der CD8" T-Zellen

Die Stimulation der CD8" T-Zellen wurde in vitro in einer Kokultur mit unterschied-
lichen Stimulatorzellen durchgefiihrt, wobei sowohl die Aktivierbarkeit der T-Zellen als
auch das Aktivierungspotential der eingesetzten Stimulatorzellen getestet werden konn-
te. Die MHC-Unvertréglichkeit zwischen T-Zell-Spendern und den Stimulatorzellen der
Zelllinien BEAS-2B und A549 war dabei durch eine HLA-Typisierung bestétigt worden.

Als Stimulatoren dienten Zellen der Zelllinien BEAS-2B, A549 sowie PBEC, die zuvor
jeweils durch Bestrahlung mit 30 Gy einer '3"Cs-Strahlenquelle stoffwechselinaktiviert
wurden. Zur allogenen Aktivierung wurden naive CD8" T-Zellen direkt nach der Isola-
tion in einer Konzentration von 1 x 10° Zellen/ml im Verhéltnis 1:1 mit den Stimula-
torzellen gemischt und in kleinen Kulturflaschen in komplettem RPMI 1640 mit Zusatz
von 100 U/ml IL-2 kultiviert. Diese Stimulationsphase dauerte in der Regel sieben Ta-
ge. Um zu testen, ob eine langere Stimulationsdauer zu spezifischeren oder stérkeren
Reaktionen fiihrte, wurde in einigen Versuchen eine zusétzliche Restimulationsphase an-
geschlossen, d. h. nach den ersten sieben Tagen wurde die Kokultur abzentrifugiert, neue
Stimulatorzellen und neues IL-2-Medium in denselben Verhéltnissen zugegeben und fiir
weitere drei, sieben oder 14 Tage inkubiert, d. h. stimuliert. Zur Kontrolle wurden CD8"
T-Zellen parallel unter denselben Kulturbedingungen ohne Stimulatorzellen also nur in
[L-2-Medium kultiviert.

Staphylokokken-Enterotoxin B (SEB) fiihrt als sog. Superantigen zu einer Uberak-
tivierung des Immunsystems durch antigenunabhingige Uberstimulierung der T-Zellen
(vgl. Abbildung 3.4). Es wurde in einer Einsatzkonzentration von 10 ng/ml als Positiv-

kontrolle zur Induktion einer maximalen Proliferationsantwort der T-Zellen eingesetzt.

Uberstéinde der Stimulationsansitze wurden fiir spitere Analysen im ELISA gesam-

melt und bei —20 °C weggefroren.

Die beiden Begriffe Aktivierung und Stimulation sind nicht immer klar auseinander-
zuhalten, wenn auch nicht identisch. Im Allgemeinen bezeichnet aber ,, Stimulation® im
Folgenden den Vorgang, T-Zellen mit Stimulantien oder Stimulatorzellen anzuregen,
wahrend ,, Aktivierung® bzw. ,aktiviert* den angeregten Zustand der T-Zellen nach er-

folgreicher Stimulation beschreiben soll.
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Abbildung 3.4: Antigenunabhiingige Uberstimulierung durch das Superantigen
Staphylokokken-Enterotoxin B (SEB).
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3.6 Vorbehandlung/-stimulation von Epithelzellen

In Vorexperimenten wurden fiir jede Behandlungsmethode zunéchst Konzentrations-,
Zeit- bzw. Dosis-Wirkungstests durchgefiihrt. Fiir die Experimente wurde dann jeweils
die subletale Dosis mit maximaler Wirkung gewihlt und angewandt. Zur allogenen Ak-
tivierung von T-Zellen durch Stimulatorzellen, sollten letztere zwar unverédndert ihre
Oberflichenantigene prisentieren, selbst jedoch nicht mehr aktiv sein, Stoffwechsel be-
treiben oder proliferieren. Deshalb wurden Zellen, die als Stimulatoren dienten, zuvor
mittels einer '37Cs-Strahlenquelle mit einer Dosis von 30 Gy bestrahlt und dadurch
inaktiviert.

Fiir einige Versuche wurden Zellen der Zelllinie A549 sowie PBEC mit IFN-v vorstimu-
liert, um die Expression von Oberflichenantigenen sowie stimulatorischen und/oder ko-
stimulatorischen Molekiilen zu erhéhen. In den Vorarbeiten haben sich maximale Ande-
rungen der Oberflichenantigenexpression bei 48 Stunden Stimulationszeit und 200 U/ml

ergeben, weshalb fiir die folgenden Experimente diese Groflen eingesetzt wurden.

3.7 Semiquantitative RNA-Bestimmung

Die Genexpression folgender stimulatorischer und kostimulatorischer Molekiile respira-
torischer Epithelzellen wurde zunéchst auf transkriptioneller Ebene gemessen: ICAM-1,
CD70, CD80, CD86, CD95. Dafiir wurde die Gesamt-RNA aus den Zellen isoliert und
die messenger RNA (mRNA) daraus in komplementdre DNA (¢cDNA) umgeschrieben.
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Diese konnte dann mittels Polymerasekettenreaktion (PCR), die auf einer exponentiel-
len Vermehrung der DNA basiert, quantifiziert werden. Alle Arbeiten mit RNA wurden

unter RNase-freien Bedingungen und mit RNase-freien Geréten durchgefiihrt.

3.7.1 RNA-Isolation

Mit dem High Pure RNA Isolation Kit wurde direkt nach dem Ernten die Gesamt-RNA
aus Aliquots der Zelllinien BEAS-2B und A549 sowie von PBEC nach Anleitung des
Herstellers isoliert. Dabei wurden die Zellen zunichst mit einem Guanidin Hydrochlo-
rid (HCl)-haltigen Puffer lysiert. Dieser inaktiviert einerseits RNAsen und gleichzeitig
binden die freigesetzten Nukleinsduren in Anwesenheit des chaotropen Salzes Guanidin
HCl an eine Glasfasermembran, durch die die entstandene Losung anschlieend zen-
trifugiert wurde. Alle anderen Zellbestandteile wurden in einem darunter befindlichen
Auffanggefafl gesammelt und verworfen. Es folgte ein DNA-Verdau mit DNase I auf der
Membran, sowie anschlieBendes zweimaliges Waschen zur Reinigung von Salzen, Pro-
teinen und anderen PCR-inhibitorischen Kontaminationen, bevor die RNA dann mit
reinstem Wasser wieder aus der Membran in ein frisches 1,5 ml-Reagiergefafl eluiert
wurde. Diese RNA-Losung wurde bis zur weiteren Verwendung bei —80 °C gelagert.
Zur Quantifizierung der RNA wurde die optische Dichte eines Aliquots der Losung
bei 260 nm (ODggopnm) in einem Photometer (GeneQuant pro) bestimmt. Daraus lésst
sich dann nach folgender Formel die Konzentration der RNA in der Losung berechnen,

wobei der Multiplikationsfaktor fiir einzelstrangige RNA 40 betréagt:

Konzentration der RNA = ODygg X Verdiinnung x Multiplikationsfaktor [gﬂ .
n

Zusétzlich wurde stets auch die optische Dichte der Losung bei 280 nm gemessen.

Das Verhéltnis ODagonm/ODagonm lag immer zwischen 1,8 und 2,0, sodass dadurch eine

Kontamination der RNA durch Proteine ausgeschlossen werden konnte.

3.7.2 reverse Transkription der mRNA zu cDNA

Mit Hilfe von oligo-dT-Primern, die den poly-A-Schwanz der mRNA erkennen und daran
hybridisieren, wurde anschliefend pro Probe die mRNA aus 1 pg Gesamt-RNA nach
folgendem Protokoll in ¢cDNA umgeschrieben: Das entsprechende Volumen der RNA-
Losung, welches 1 pg Gesamt-RNA enthielt, wurde zunéchst mit 1 pl oligo-dT-Primer

zusammenpipettiert, mit Wasser auf 10 pl aufgefiillt und, damit sich die oligo-dT-Primer
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anlagern konnten, 3 min bei 70 °C inkubiert. Anschlielend wurden 1 pl RNAsin, 1 ul M-
MLV Reverse Transkiptase, 4 1l 5xPuffer und 4 pl ANTP (Einsatzkonzentration 2,5 mM)
zugegeben und 1 h bei 37 °C inkubiert. Zum Abstoppen dieser Synthesereaktion bzw.
zur Inaktivierung der Enzyme wurde der Ansatz anschlieBend 2 min auf 95 °C erhitzt
und das Reaktionsvolumen (20 pl) fiir den weiteren Einsatz in die quantitative PCR auf
150 pl aufgefiillt, die entstandene cDNA also 1:7,5 verdiinnt.

3.7.3 relative Quantifizierung der Genexpression: Real-Time PCR

Die relative Quantifizierung der mRNA in den Zellen erfolgte indirekt iiber die in der
Probe enthaltenen cDNA mittels real-Time PCR im Light Cycler mit Hilfe des Fluores-
zenzfarbstoffs SYBR® Green 1. Dieser lagert sich in die kleine Grube doppelstrangiger
DNA ein, wodurch seine Fluoreszenz stark zunimmt. In jedem Zyklus der PCR wird die-
se, durch blaues Licht (470 nm) einer LED (light-emitting diode) angeregte Fluoreszenz
in jeder Probe detektiert (Messung bei 530 nm). Die Intensitéit des Fluoreszenzsignals
ist direkt proportional zur bis dahin bereits entstandenen doppelstrang-DNA-Menge.
Der Zyklus der PCR, in dem diese Fluoreszenzintensitéit, also die DNA-Menge, einen
bestimmten Schwellenwert iiberschreitet, wird als sogenannter crossing point bezeich-
net. Je mehr DNA anfénglich bereits in die PCR eingesetzt wurde, also in einer Probe
vorhanden war, desto eher wird dieser Schwellenwert erreicht. Anhand einer ¢cDNA-
Verdiinnungsreihe (unverdiinnt, 1:10, 1:100, 1:1000), die fiir jedes Gen mitgefiihrt wurde,
konnte dieser crossing point durch die LightCycler Software in einen Wert (calculated
value = relative Konzentration) umgerechnet werden, der im Folgenden zum Vergleich
zwischen den Proben herangezogen wurde. Zusétzlich wurde in jeder Probe parallel zu
der des Zielgens auf dieselbe Weise die Expression eines Referenzgens (= Haushaltsgens)
bestimmt, das moglichst keiner Regulation unterliegt, also in allen Zellen eines Typs in
gleicher Menge vorliegt. Dadurch kénnen auch Unterschiede in den berechneten Werten,
die ausschliefllich auf unterschiedlichen Effizienzen der vorangegangen Schritte (RNA
Isolation, Reverse Transkriptase Reaktion, PCR) beruhen, eliminiert werden. Als Haus-
haltsgen wurde beta-Aktin herangezogen und die calculated values der DNA-Menge des
Zielgens als Vielfaches der des Haushaltsgens berechnet und angegeben. An diese eigent-
liche PCR schloss sich immer eine Schmelzkurvenanalyse mit dem Light-Cycler an, fiir
die die Temperatur der Proben langsam von 65 °C auf 95 °C erhoht wurde. An ihrem
spezifischen Schmelzpunkt (die Temperatur, bei der 50 % der DNA einzelstringig vor-
liegt) wurde die entstandene doppelstrang-DNA in Einzelstréinge aufgespaltet, was zu

einem plotzlichen Abfall der Fluoreszenz fithrte. Zu niedrige Schmelzpunkte sind dabei
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Hinweise auf Primerdimere, die sich wahrend der PCR gebildet haben, was z. B. pas-
sieren kann, wenn keine DNA des zu untersuchenden Gens in der Probe vorhanden ist,
ein Fluoreszenzabfall, also Aufschmelzen der entstandenen DNA, in mehreren Schritten
deutet darauf hin, dass wiahrend der PCR verschiedene DNA-Produkte in einer Probe
entstanden sind (Abbildung 3.5). Versuche mit solchen Hinweisen auf einen unsauberen

Verlauf der PCR wurden nicht zur Auswertung herangezogen.

Brrs—

i )

' ! ' ! ' ! ' ' ' ' ' 1 ' ' ' | ' I ' 1 ' I
BE (=] 70 72 T ki 82 84 BB 83 a0 92

m 20
Temparature ('C)

Abbildung 3.5: DNA-Schmelzkurven der Produkte einer real-time PCR. Die Amplifi-
kation von Primerdimeren mit sehr niedrigen Schmelzpunkten (unteres Bild ganz links)
ist ein Hinweis darauf, dass die DNA-Menge in der eingesetzten Probe unter der Nach-
weisgrenze lag. Diese Proben wurden ebensowenig in die Auswertung einbezogen, wie
solche, in denen unsaubere, aus mehreren Einzelprodukten bestehende, PCR-Produkte
entstanden, die in mehreren Schritten aufschmelzen (unteres Bild (3)). (1) Schmelzkur-
ven der CD95-Produkte, (2) Schmelzkurven der CD80- bzw. 3-Aktin-Produkte.

Fiir die Quantifizierung wurden die Reagenzien des QuantiTect” SYBR® Green
PCR Kit wie folgt eingesetzt: pro Probe wurden zu 5 pl der zu untersuchenden cDNA-
Losung je 0,5 pul des 1:10 vorverdiinnten Vorwérts- und Riickwirtsprimers gegeben, da-
zu 10 pl des QuantiTect™™ SYBR® Green PCR Master Mix gemischt, der neben dem
Farbstoff SYBR® Green I auch die DNA Polymerase (HotStaTaq DNA Polymerase),
einen dNTP Mix und einen optimierten Puffer enthélt, und mit 4 pl Wasser aufgefiillt.
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Dieses Gesamtreaktionsvolumen von 20 pl wurde in eine Light Cycler Kapillare pipet-
tiert und zentrifugiert und in dieser die PCR im LightCycler nach folgendem Protokoll
durchgefiihrt: Denaturierung: 900 s 95 °C; Amplifikation (mit 45 Widerholungen): 15 s
95 °C, 20 s Annealingtemperatur 56-58 °C, 25 s 72 °C, Fluoreszenzmessung bei 72 °C;
Schmelzkurve: 1 s 95 °C, 15 s 65 °C, Temperaturerhohung mit 0,1 °C/s auf 95 °C, dabei
kontinuierliche Fluoreszenzmessung.

Die verwendeten Primer wurden mit Hilfe der im Internet zugénglichen Nucleotide-
Database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=Nucleotide) entworfen und in
hochreiner Form (high salt purified) von MWG-Biotech (Ebersberg) bezogen.

3.8 Bestimmung l6slicher Zytokine im ELISA

Zur quantitativen Bestimmung der durch aktivierte T-Zellen produzierten und aus-
geschiitteten Zytokine bzw. von wéhrend der Lyse freigesetztem Granzym B wurden
colorimetrische Sandwich-ELISA herangezogen. Dazu wurden fertige ELISA-Kits, die
sowohl mit Antikérpern gegen das nachzuweisende Antigen (Zytokin oder Granzym B)
vorbeschichtete Platten als auch die zugehorigen Reagenzien enthielten, nach angegebe-

nem Protokoll des Herstellers angewandst.

3.9 Durchflusszytometrie und Zellsortierung

Der Phénotyp der untersuchten Epithel- sowie T-Zellen wurde durchflusszytometrisch
im FACS mittels Immunfluoreszenzfirbung bestimmt. Die mit fluoreszenzfarbstoffgekop-
pelten Antikorpern gegen bestimmte Oberflachenantigene markierten Zellen durchlaufen
dabei einzeln in einem Fliissigkeitsstrom den Lichtstrahl eines Argon-lonen-Lasers der
Wellenlénge 488 nm. Dadurch wird der auf der Zelle gebundene Farbstoff zur Fluoreszenz
angeregt und emittiert Licht einer bestimmten Wellenléinge, welches von entsprechen-
den Photodetektoren gemessen und quantifiziert wird. Man erhélt dariiber zum einen
die Information, ob eine Zelle das entsprechende Antigen triagt bzw. wie viele Prozent
der Zellen einer Population dieses tragen und zum anderen einen relativen Wert der
Expressionsdichte (Fluoreszenzintensitéit), der angibt, wie viel des Antigens die Zelle
auf ihrer Oberfliche exprimiert bzw. wie viel des Antigens die Zellen der Population
im Mittel exprimieren (= mean fluorescence intensity, MFI). Als Fluoreszenzfarbstoffe
wurden Fluorescein-Isothiocyanat (FITC, Emmissionswellenldnge 525 nm) und Phycoe-

rythrin (PE, Emmissionswellenlénge 576 nm) eingesetzt. Zusétzlich und unabhéngig von
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einer Fluoreszenzmarkierung wird ein Teil des Lichts des Laserstrahls beim Durchlaufen
einer Zelle durch Beugung, Streuung oder Brechung an dieser in verschiedene Rich-
tungen abgelenkt und ebenfalls detektiert. Dadurch erhélt man Informationen iiber die
GroBe (entsprechend dem Vorwéartsstreulicht, foreward scatter = FSC) und Granularitét
(entsprechend Seitwirtsstreulicht, sideward scatter = SSC) der einzelnen, vermessenen
Zellen.

Die Fluoreszenzmarkierung der Zellen erfolgte stets auf Eis und im Dunkeln. Es
wurden entweder direkt fluoreszenzmarkierte Antikorper verwendet oder unmarkierte
primére Antikorper, welche erst in einem zweiten Farbungsschritt durch ein spezifisches
fluoreszenzmarkiertes Immunglobulin markiert wurden. 1 x 10° bis 5 x 10° Zellen wur-
den in einem Reaktionsvolumen von 50 pl PBS + 5 % FBS resuspendiert und mit den
Antikorpern in einer Endkonzentration von 10 pg/ml (oder nach Angaben des Herstel-
lers) fiir ca. 30 min inkubiert. Uberschiissige Antikorper wurden zwischen und nach den
Inkubationsschritten durch einmaliges Waschen mit PBS + 5 % FBS entfernt und die
Zellen fiir die Messung in einer Endkonzentration von mind. 1 x 10° Zellen/ml erneut
gut resuspendiert und zur Messung in FACS-Rohrchen iiberfithrt. Zur Diskriminierung
toter Zellen wurde Propidium Iodid (PI) in einer Endkonzentration von 200 ng/ml zu-
gegeben. Dieser Letalfarbstoff dringt nur in tote Zellen durch deren nicht mehr intakte
Membran ein, kann dort in die DNA interkalieren woraufhin er nach Anregung durch das
Laserlicht fluoresziert und detektiert werden kann. Tote Zellen wurden von der Analyse
ausgeschlossen. Messung und Auswertung erfolgten unmittelbar nach der Farbung der
Zellen in einem FACSCalibur und mit der Software CellQuest (BD Biosciences) oder der

frei im Internet zugénglichen Auswertungssoftware WinMDI.

Eine Kontrollfarbung mit den entsprechenden Isotypen wurde parallel zu allen An-
tikorperfarbungen mitgefiithrt, um unspezifische Bindungen der Antikoérper ausschlielen
zu konnen.

Auf den Epithelzellen wurde auf diese Weise die Expression von MHC I, MHC 11,
MIC A/B sowie folgender stimulatorischer und kostimulatorischer Oberflichenmolekiile
gemessen: CD54 (ICAM-1), CD70, CD80, CD86, CD95.

Die Reinheit der isolierten CD8% T-Zell-Population wurde direkt nach der Isolation
sowie nach der Stimulationszeit von 7 d bzw. 743 d anhand von Doppelfirbungen mit
folgenden Antikorpern des Simultest IMK-Lymphocyte kits iiberpriift: CD3-CD4, CD3-
CD8, CD3-CD16/56, CD3-CD19.

AuBerdem wurde der Aktivierungszustand der CD8 T-Zellen nach 7- bzw. 7+ 3-tégi-

ger Stimulierung durch Féarbung mit Antikorpern gegen folgende Aktivierungsmarker
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bestimmt: CD25, CD30, CD54 (ICAM-1), CD69, CD70, CD71, CD80, CD86, CD95,
NKG2D.

Ein FACS-Geridt (FACSAria von BD Biosciences) wurde auch verwendet, um die wie
beschrieben mit PE-markierten anti-NKG2D-Antikérpern markierte Zellen zu sortie-
ren. Bei dieser Spezialanwendung der Durchflusszytometrie wird jede Zelle wiahrend der
Fluoreszenzmessung mit einer elektrischen Ladung versehen. Gleichzeitig wird an ei-
ne von zwei neben dem Einzelzellstrom befindlichen Elektroden eine entgegengesetzte
Ladung/Spannung angelegt, so dass die vermessene Zelle direkt im Anschluss an die
Messung je nachdem, ob ihre Fluoreszenzintensitét iiber oder unter einem vorher festge-
setzten Schwellenwert liegt, nach rechts oder links in eines von zwei vorgelegten Auffang-
gefiaflen mit FCS geleitet wird. Entsprechend wurde die gemessene Population dadurch
in zwei Teilpopulationen sortiert, eine mit hoher, die andere mit niedriger Expression
des untersuchten Antigens NKG2D.

3.10 Proliferationsbestimmung mittels CFSE-Farbung

Zellproliferation spielt eine zentrale Rolle im Zusammenhang mit der klonalen Expansion
von T-Zellen wahrend der T-Zell-Aktivierung. Zur Untersuchung der Proliferation wur-
de ein nichtradioaktiver, fluoreszenzfarbstoffbasierter Test herangezogen. Alle Arbeiten
erfolgten im Dunkeln, damit der eingesetzte Farbstoff CFSE seine Fluoreszenzfihigkeit
behielt. Frisch isolierte CD8" T-Zellen wurden zunichst einmal mit PBS gewaschen,
um Reste des Mediums zu entfernen, die die Farbung beeintrichtigen kénnten. 107 Zel-
len/ml wurden dann in einer Endkonzentration von 2 pM mit CFDA, SE-Losung in
PBS fiir 4 min bei RT inkubiert. Das nichtpolare, zellmembrangéingige Molekiil Car-
boxyfluorescein Diacetat, Succinimidyl Ester (CFDA, SE) wird in der Zelle durch intra-
zelluldre Esterasen zum anionischen CFSE (Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester) kon-
vertiert. Durch spontane und irreversible (kovalente) Bindung an die Aminogruppen zel-
luldrer Proteine entsteht eine (nach 24-stiindiger Equilibrationszeit) stabile, langanhal-
tende Fluoreszenz, die dann durchflusszytometrisch gemessen werden kann [85, 86, 87].
Uberschiissiges CFDA, SE wurde nach der Inkubationszeit durch zweimaliges Waschen
mit PBS und Medium entfernt und die markierten Zellen anschliefend wie fiir die Sti-
mulierung beschrieben (s.0.) mit den entsprechenden Stimulatorzellen, IL-2 alleine oder
SEB als Positivkontrolle in Kultur genommen. An den Tagen 1, 7 und 743 nach Be-
ginn der Stimulation wurden Aliquots der Zellen aus der Kultur entnommen und deren

Fluoreszenz durchflusszytometrisch gemessen. Die Differenzierung von ruhenden und



3.11 Funktionaler Zytotoxizitéitstest: > Cr-Release Assay 31

proliferierenden Zellen basiert dabei auf der Halbierung der Fluoreszenzintensitét bei je-
dem Zellzyklus, da der an (Struktur-)proteine gebundene Farbstoff bei jeder Zellteilung

gleichméBig zwischen den beiden Tochtergenerationen verteilt wird [85, 86, 87].

3.11 Funktionaler Zytotoxizititstest: °'Cr-Release Assay

Der 4h-Standard-5'Cr-Release Assay oder ' Cr-Freisetzungstest ist ein funktionaler Zy-
totoxizitétstest, der es erlaubt, das Ausmafl der Lyse von Target(Ziel-)zellen durch be-
stimmte Effektorzellen iiber die Freisetzung von *!Cr aus den lysierten Targetzellen, also
speziell eine T-Zell-vermittelte Zytotoxizitit, direkt zu quantifizieren. Die Lyse wurde
dabei jeweils in Doppelbestimmung bei verschiedenen Effektor/Target (E/T)-Verhalt-
nissen ermittelt, beginnend mit 80:1 und in 1:2-Verdiinnungsschritten bis minimal 2,5:1.
Die Effektoren wurden dazu zunéchst in die Vertiefungen einer 96 well-Rundboden-
Platte vorgelegt, je in einem Volumen von 100 pl komplettem RPMI 1640 und in abneh-
mender Konzentration, beginnend mit 80000 Zellen/100 pul bis 2 500 Zellen/100 pl.
Gleichzeitig wurden 1 x 10° Targetzellen mit 50 pl (2,3 MBq) Natrium [*!Cr]chromat
(Nag(®'CrOy)) fiir 1,5 Stunden inkubiert und iiberschiissiges Natrium [*'Cr]chromat an-
schlieBend durch zweimaliges Waschen entfernt. Jeweils 1000 Targets in einem Volu-
men von 100 pl komplettem RPMI 1640 wurden dann in jede Vertiefung der Platte zu
den vorbereiteten Effektoren pipettiert und diese anschliefflend fiir 4 h bei 37 °C und
5 % CO4 kokultiviert. Anschliefend wurden je 40 pl des zellfreien Uberstandes auf eine
Luma-Platte iibertragen, trocknen gelassen und die enthaltene Radioaktivitdt in einem
gamma-Counter gemessen (Experimentalfreisetzung). Zusétzlich wurden fiir jedes Tar-
get zwei Vertiefungen ohne Effektoren mitgefithrt. Aus der einen wurde parallel zum
beschriebenen Vorgehen nach 4h die entsprechende Menge zellfreien Uberstandes ent-
nommen, auf die Luma-Platte {ibertragen und daraus die spontane, ohne Einwirkung
von Effektoren freigesetzte > Cr-Menge/Radioaktivitit gemessen (Spontanfreisetzung).
Aus der anderen Vertiefung wurden sofort nach dem hineinpipettieren 40 pl der noch
homogen gemischten Targetzellsuspension entnommen und deren Radioaktivitédt paral-
lel zum beschriebenen Vorgehen auf der Luma-Platte gemessen. Diese Gesamtmenge im
entsprechenden Ansatz enthaltener, also von den Targets zuvor aufgenommener Radio-
aktivitit entspricht der maximal moglichen 5'Cr-Freisetzung (maximale Freisetzung).
Die relative spontane Freisetzung (spontane Freisetzung/maximale Freisetzung x100)
ist ein Indikator fiir die Targetzellintegritdt und muss entsprechend moglichst niedrig

liegen. In allen in dieser Arbeit gezeigten Experimenten wurde ein Schwellenwert von
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15 % nicht iiberschritten.

Die relative, prozentuale spezifische Lyse der Targetzellen wurde aus den ermittelten

Werten nach folgender Formel berechnet:

Freisetzung im Experiment — spontane Freisetzung

x 100 [%].

relative Lyse = - - .
maximale Freisetzung — spontane Freisetzung

Fiir Blockierungsexperimente wurden die Effektoren bzw. die Targets nach der Mar-
kierung mit ®! Cr je fiir 30min bei RT mit blockierenden (functional grade) Antikérpern in
der Endkonzentration 20 pg/ml inkubiert und ohne anschliefendes Waschen direkt in den
SlCr-Release Assay eingesetzt, so dass der Antikoérper wihrend der ganzen vierstiindigen
Kokulturphase anwesend war. Folgende Antikorper wurden verwendet: auf Targetseite
anti-MHC 1 (W6/32), auf Effektorseite NKG2D (1D11) sowie IgGl (MG1-45). Zum
direkten Vergleich wurden immer gleichzeitig Kontrollansédtze ohne blockierende An-

tikorper durchgefiihrt.

Zur Bestimmung des wihrend der Lyse freigesetzten Effektormolekiils Granzym B
wurden Zytotoxizitdtsassays nach dem oben beschriebenen Protokoll in E/T-Verhélt-
nissen von 0, 20:1 bzw. 40:1 angesetzt, nur mit dem Unterschied, dass die Targetzellen
nicht radioaktiv markiert wurden. Nach der vierstiindigen Inkubation/Kokultur wurde
der Uberstand aus den Vertiefungen der Platten gesammelt und nach Entfernung evtl.
enthaltener Zellen durch Zentrifugation bis zur spéteren ELISA-Analyse bei —20 °C
gelagert.

Cold-Target-Inhibition

Da durch BEAS-2B vorstimulierte CD8" T-Zellen nicht immer nur BEAS-2B, sondern,
wenn auch nur in geringerem Ausmaf, auch andere Targetzellen (K562) lysiert wurden,
sollten sogenannte ,,cold target inhibition“-Experimente genauere Aussagen iiber die
Spezifitdt der gefundenen Lyse und die Eigenschaften der Effektorpopulation erlauben.
Dazu wurden beide Zelltypen, die einzeln jeweils lysiert wurden, den Effektoren gleichzei-
tig als Targets in einem Standard-°'Cr-Release Assay angeboten. Die Versuche wurden
bei einem konstanten E/T-Verhéltnis von 10:1 durchgefiihrt, da die Lyse in diesem Be-
reich iiberwiegend linear verlief.

Die eigentlichen Targetzellen, deren Ausmafl an Lyse untersucht werden sollte, wur-
den dabei wie beschrieben ! Cr-markiert (=hot Targets). Die anderen blieben unmarkiert
(=cold Targets =Inhibitoren/Kompetitoren), wurden zusétzlich zu Ersteren in steigen-
dem cold/hot-Verhéltnis von 1:1 bis 40:1 in den 5'Cr-Release Assay eingesetzt, und

dienten so als Kompetitoren. Konkret wurden zunéchst die cold Targets, in abnehmen-
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der Anzahl von 80 000 bis 2 500 in je 50 ul komplettem RPMI 1640 in Doppelbestimmung
in die Vertiefungen einer 96-Well-Rundbodenplatte vorgelegt, anschlieSend wurden 2 000
Zellen der wie beschrieben ®!Cr-markierten hot Targets in jede Vertiefung dazugemischt
(so dass sich cold/hot-Verhéltnisse von 40:1 bis ca. 1:1 ergaben). Zuletzt wurden in jede
Vertiefung, aufler in die fiir Spontan- und Maximalfreisetzung vorgesehenen, 20 000 ak-
tivierte CTL in 100 pl komplettem RPMI 1640 als Effektoren hinzupipettiert und der
?1Cr-Release Assay nach oben beschriebenem Protokoll inkubiert und ausgewertet. Die
Kontrolllyse in Abwesenheit von Kompetitoren wurde immer parallel mitbestimmt.
Sofern die selben Zellen der Effektorpopulation die unmarkierten Zellen ebenso als
Targets erkennen und lysieren wie die eigentlichen ' Cr-markierten Targetzellen, kommt
es aufgrund der mit zunehmenden cold /hot-Verhltnissen im Uberschuss vorliegenden
Inhibitoren zur kompetitiven Hemmung der Lyse der 5'Cr-markierten Targets, sodass
dann im Uberstand des Assays entsprechend weniger Radioaktivitit messbar ist. Wenn
die Inhibitoren von den Effektorzellen nicht als Targets erkannt werden oder falls unter-
schiedliche lytisch aktive Zelltypen einer Effektor-Mischpopulation die Inhibitoren bzw.
die Targets lysieren, wird die Lyse der Targetzellen und somit die *!Cr-Freisetzung durch

Anwesenheit von Inhibitoren nicht beeinflusst.

3.12 Statistische Auswertungen

Berechnungen und Tests wurden mit dem Programm SigmaStat (San Jose, California,
USA) durchgefiihrt. Soweit nicht anderweitig aufgefiihrt, wurden mind. vier unabhéngige
Experimente durchgefiihrt und die Mittelwerte = Standardfehler aufgetragen.

Mittelwerte zwischen zwei Gruppen wurden soweit Varianzengleichheit und Normal-
verteilung der Daten gewéhrleistet waren, mit dem Student’s t-test auf Unterschiede ge-
testet, andernfalls mit dem nichtparametrischen Mann-Whitney Rangsummentest. Mit-
telwerte zwischen drei Gruppen wurden mittels ANOVA (mit anschlieBendem Dunn’s
oder Tukey’s post-hoc test) auf Unterschiede getestet.

Da die Lyse in den 5'Cr-Release Assays von Versuch zu Versuch selbst unter glei-
chen Versuchsbedingungen relativ starken Schwankungen unterlag (hohe , inter-assay-
differences), konnten die Werte verschiedener Bedingungen innerhalb eines Versuchs
nicht als unabhéngig angesehen werden. Zu jedem Versuch wurden deshalb die entspre-
chenden Kontrollen immer im selben Ansatz mitgefiihrt und Mittelwerte verschiedener
Bedingungen wurden mit dem t-test fiir verbundene Stichproben auf Unterschiede ge-
testet.
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4 Ergebnisse

4.1 Phanotypische Charakterisierung der primaren

bronchialen Epithelzellen

Abbildung 4.1: Fast konfluent gewachsene PBEC-Kultur in der lichtmikroskopischen
Aufnahme.

Primére bronchiale Epithelzellen (PBEC) wurden direkt nach deren Gewinnung aus
der Lunge von Patienten und der anschliefenden Separation und Isolierung aus den dazu
herangezogenen Biirsten in AECG-Medium ausgesidt. Wéhrend ein- bis mehrwochiger
Kultur wuchsen die Zellen langsam heran, konnten dabei bis zu zweimal gesplittet werden
und bildeten schliellich einen dichten Monolayer aus epithelzelltypisch backsteinmuster-
artig nebeneinander liegenden Zellen aus. Die PBEC waren in der lichtmikroskopischen
Betrachtung mehr oder weniger einheitlich granulédr und flichig. Langspindelférmige, fi-

broblastenartige Zellen waren nicht darunter zu finden (Abbildung 4.1). Der epitheliale
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Abbildung 4.2: Charakterisierung der priméren bronchialen Epithelzellen: angeférbtes
Zytokeratinskellet in PBEC (oben links), PBEC sind negativ fiir den Fibroblastenmarker
CD90 (oben rechts), den Endothelzellmarker CD31 (unten links) und den Panleukozy-
tenmarker CD45 (unten rechts). Fixierte PBEC wurden mit Antikérpern gegen Zytoke-
ratin (Epithelzellmarker), CD90, CD31 bzw. CD45 immunhistologisch gefiarbt. Jeweils

in kleinem Bild: analog behandelte Positivkontrolle.
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Charakter der kultivierten Zellen wurde durch die positve Zytokeratinfarbung der Kultu-
ren mit einem Panzytokeratin-spezifischen Antikorper (KL—1) bestétigt (Abbildung 4.2,
mit der humanen Brustkrebszelllinie BT474 als Positivkontrolle). Gleichzeitig konnte
eine Kontamination der Kulturen mit Fibroblasten durch negative Farbungsergebnisse
mit dem spezifischen Fibroblasten-Antikérper CD90 (Klon ASO2; Abbildung 4.2) aus-
geschlossen werden sowie Endothelzellen bzw. Makrophagen durch negative Farbungs-
ergebnisse mit dem Endothelzellmarker CD31 bzw. Panleukozytenmarker CD45 (Abbil-
dung 4.2) [88, 84].

4.2 Charakterisierung der Oberflachenexpression

respiratorischer Epithelzellen

Ebenso wie Endothelzellen sind auch Epithelzellen keine klassischen antigenpréasentieren-
den Zellen. Fiir Endothel ist die Fahigkeit zur Antigenprasentation und die Aktivierung
von alloreaktiven CD8" T-Zellen in vitro und in vivo jedoch bereits nachgewiesen [42].
Auch fiir respiratorische Epithelzellen wurde diskutiert, dass sie in vitro allospezifische
CD4*" T-Zellen aktivieren [41] bzw. antigenspezifische T-Zellen aus PBMC generieren
konnen [43]. Eine Voraussetzung dafiir ist zunichst, dass sie diejenigen mit Antigen-
prasentation assoziierten Oberflichenmolekiile exprimieren, die es ihnen erst ermogli-
chen, CD8" T-Zellen allogen zu stimulieren. In fritheren Arbeiten wurde bereits gezeigt,
dass BEAS-2B wie auch PBEC in groflier Dichte MHC 1 tragen, ebenso exprimieren sie
in unterschiedlicher Menge auch Adhésions- und ko- bzw. stimulatorische Molekiile wie
ICAM-1, CD70 und B7-H1-3, die klassischen kostimulatorischen Molekiile CD80 und
CD86 wurden auf BEAS-2B und PBEC dagegen als in nur sehr geringer Menge oder
nicht exprimiert beschrieben [89, 90, 91, 92, 93, 94].

4.2.1 Expression von Oberflaichenmolekiilen auf

Transkriptionsebene

Auch fiir die Zellen der fiir die folgenden Versuche herangezogenen Chargen der Zell-
linien und der Patienten sollte die Expression folgender Oberflichenmolekiile zunéchst
mittels semiquantitativer real-time PCR auf Transkriptionebene bestétigt werden: CD54
(ICAM-1), CD80, CD86, CD95 sowie CD70 (nicht abgebildet, [93]). Die relativen Ex-
pressionswerte wurden in Abbildung 4.3 als prozentuale Anteile von denen des jeweils

gleichzeitig mitbestimmten zytoplasmatischen Haushaltsgens (3-Aktin berechnet, dessen



38 4 Ergebnisse

Werte stabil waren.

Fiir ICAM-1 und CD95 war mRNA in allen drei Zelltypen nachweisbar, die Expressi-
on betrug aber jeweils weniger als ein Promille von der des Referenzgens 3-Aktin. CD80
wurde in Ab49 jedoch so schwach transkribiert, dass die mRNA-Menge gerade an der
Nachweisgrenze liegt, in BEAS-2B war die mRNA sogar fiir CD80 und CD86 nicht mehr
zuverlassig nachweisbar. Die mRNA-Expressionsmuster unterschieden sich in den beiden
Zelllinien auch in der Hinsicht, dass in BEAS-2B mehr ICAM-1, aber nur sehr wenig
CD95 (< 0,01 % von p-Aktin) messbar war, in A549 jedoch ICAM-1-mRNA in ver-
gleichbar geringer Menge vorlag, dagegen aber mehr CD95-mRNA. In den untersuchten
PBEC lag die ICAM-1-mRNA-Menge wie bei A549 deutlich unter 0,01 % von (3-Aktin
und CD80 war nicht mehr zuverléssig nachweisbar. Aufféllig war dagegen die im Gegen-
satz zu den beiden Zelllinien héhere CD86-Expression, ein Ergebnis, das im Gegensatz
zu Kurosawa [94] steht, der in Northern Blot-Analysen zwar mRNA fiir CD80, nicht
aber fiir CD86 auf PBEC von drei Spendern nachweisen konnte. Mdéglicherweise ist die
Expression sehr abhéngig von der Vorgeschichte der Spender oder der Gewinnung und
Kultur der PBEC.
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Abbildung 4.3: Expression von ICAM-1, CD80, CD86 und CD95 in A549, BEAS-2B
und PBEC. Die relative mRNA-Menge wurde mittels Real-Time PCR ermittelt und
ist in Prozent des Haushaltsgens 3-Aktin angegeben. Zur besseren Darstellbarkeit der
Balken wurden auf der y-Achse unterschiedliche Mafistibe gewéhlt.



4.2 Charakterisierung der Oberflichenexpression respiratorischer Epithelzellen 39

4.2.2 Expression von Oberflichenmolekiilen auf Proteinebene

Da die Synthese von mRNA fiir ein bestimmtes Molekiil in der Zelle nicht zwangsléufig
bedeutet, dass das entsprechende Protein auch gebildet und auf die Oberflache der
Zelle transportiert (bzw. sezerniert) und damit funktionsfihig wird, wurde im Folgen-
den durchflusszytometrisch iiberpriift, ob die genannten Molekiile sowie MHC 1 oder
IT tatséchlich auch auf der Zelloberfliche der respiratorischen Epithelzellen prisentiert
werden. Diese Ergebnisse sind in Abbildung 4.4 zusammengestellt. Wie alle kernhaltigen
Zellen trugen erwartungsgemifl je 100 % der Zellen aller untersuchten respiratorischen
Zelllinien sowie der PBEC aller Patienten MHC I auf ihrer Oberfliche. Auf BEAS-2B
war MHC I in sehr hoher Dichte (MFI 830 +160) vertreten, im Gegensatz zu A549 und
PBEC, die deutlich weniger MHC I trugen (MFI 138 £15 auf A549). MHC II dagegen
war jeweils nur auf ca. 1 % der Zellen aller drei untersuchter Zelltypen vorhanden und
auf diesen positiven Zellen wurde es nur in geringer Dichte (MFI 24 £1,5 auf BEAS-2B)
exprimiert. Nur auf BEAS-2B war das Adhésionsmolekiil ICAM-1 auf einem Grofiteil
der Zellen (83 % £11 %) in mittlerer Dichte (MFI 132 £22) exprimiert — nur 14 %
(£2 %) der A549 waren positiv fiir ICAM-1 (MFT 23 +3). Umgekehrt war ein grofler
Teil der A549 positiv fiir CD95 (81 % £8 %; MFI 138 £15) — im Gegensatz zu BEAS-2B
(52 % £8 %; MFI 41 £2). CD80 und CD86 konnte auf keinem der Zelltypen in rele-
vanter Menge nachgewiesen werden (< 1 % positive Zellen). Dieses Ergebnis sowie das
Muster der ICAM-1- und CD95-Oberflichenexpression bestéitigen die auf RNA-Ebene
gemessenen Werte. Das fiir BEAS-2B bereits beschriebene CD70 [93] konnte auf beiden
Zelllinien in etwa gleichem Umfang nachgewiesen werden (knapp 20 % positiv, MFI 15-
25). PBEC é&hnelten in ihrer Oberflichenexpression eher den A549,; mit weniger ICAM-1
(11 % £3 %; MFI 46 £8) und auffallend viel CD95 (92 % +4 %; MFI 32 +4). CD80 und
CD86 war auf den PBEC zwar auch nur auf je 1 % der Zellen nachweisbar, im Mittel
trugen diese positiven PBEC aber mehr davon als die Zellen der Linien (MFI 49 +13
bzw. 38 £8).

4.2.3 Steigerung der Oberflachenexpression durch

IFN-~v-Vorstimulierung

Da A549 und PBEC damit eine geringere Expression insbesondere von MHC I und
ICAM-1 zeigten als BEAS-2B und darauf auch geringere Stimulator- und Zytotoxizitét-
induzierende Eigenschaften zuriickzufithren sein konnten, wurden diese beiden Zellty-

pen im Folgenden mit IFN-v vorstimuliert. Dieses proinflammatorische Zytokin erhéht
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Abbildung 4.4: Expression stimulatorischer und kostimulatorischer Oberflichenmo-
lekiile auf BEAS-2B, A549 und PBEC. Zellen der Zelllinien BEAS-2B (oben) und A549
(mitte) sowie PBEC (unten) wurden mit FITC-konjugierten Antikérpern gegen die un-
tersuchten Oberflichenmolekiile markiert und der Anteil positiv gefarbter Zellen (rechte
Reihe) sowie die mittlere Fluoreszenzintensitit (linke Reihe) durchflusszytometrisch er-
mittelt. Eine signifikante Steigerung der Oberflichenexpression durch Vorstimulation von
A549 und PBEC mit IFN-v ergab sich fiir CD54 (ICAM-1), MHC I und/oder MHC II
(weile Balken) gegeniiber den basalen Zellen (graue Balken). Nicht signifikante Expres-
sionsdnderungen sind nicht dargestellt, BEAS-2B wurden nicht vorstimuliert untersucht.

* p< 0,05,

wxx p< 0,01.
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die Expression von MHC I auf antigenprésentierenden Zellen und auch eine ICAM-1-
Induktion auf BEAS-2B und PBEC konnte bereits nachgewiesen werden [92, 90]. Somit
wire auch eine Regulation der Expression der hier untersuchten, mit Antigenprésen-
tation assoziierten Oberflachenmolekiile auf den respiratorischen Epithelzellen ebenso
denkbar, wie in der Folge stirkere Stimulatoreigenschaften. Tatséchlich war fiir A549
eine signifikante Steigerung der Anzahl ICAM-1 positiver Zellen (p< 0,01) sowie der
Dichte von ICAM-1 (p=0,03) und MHC I (p=0,02) nachweisbar (Abbildung 4.4). Auch
auf den PBEC war die Dichte von MHC I nach IFN-v-Stimulation auf das doppelte
erhoht (p< 0,001). Ebenso nahm die Anzahl ICAM-1-positiver (p=0,003) und zusétz-
lich auch die MHC II-positiver (p=0,004) PBEC hochsignifikant zu. Eine proinflamma-
torische Vorstimulation konnte also die Rezeptorexpression und damit die Antigenitét
dieser Zellen erhchen.

Diese durch proinflammatorische IFN-y-Stimulation voraktivierten A549 bzw. PBEC
wurden in der Folge in weiteren Tests eingesetzt und als A549MFN-Y) bzw. PBECIFN-7)

bezeichnet.

4.3 Charakterisierung der isolierten CD8™"
T-Zell-Population

Die Population CD8" T-Zellen wurde direkt nach der Isolation aus PBMC, vor dem Ein-
satz in die jeweiligen Experimente auf ihre Reinheit bzw. Zusammensetzung iiberpriift,
da moglichst wenige andere Zelltypen in den Ansétzen anwesend sein sollten. Charak-
terisiert nach Grofle (entsprechend FSC) und Granularitét (entsprechend SSC) ergaben
die frisch isolierten T-Zellen eine einheitliche Population (Abbildung 4.5 oben links). Es
handelte sich bei diesen frisch isolierten Zellen zu 89 % (£5 %) um CD3" CD8* T-Zellen,
mit nur 1,8 % (£1,7 %) CD3" CD4*% T-Zellen und weniger als 1 % CD3~ CD16756"
NK-Zellen (Mittelwert£Standardabweichung). Damit entspricht die erreichte Reinheit
der Isolation der vom Hersteller des Isolationskits (Miltenyi) angegebenen durchschnitt-
lich erreichbaren Reinheit. Nach 7 Tagen Stimulation in Kultur unterschied sich die
Population in diesen phénotypischen Eigenschaften nicht von der frisch isolierten. Im
FSC-SSC-Diagramm, aufgetragen nach Groéfle und Granularitét, ergab sich nach BEAS-
2B-Stimulation aber ein deutlich von der urspriinglichen Population verschiedenes Bild
(Abbildung 4.5 unten links). Ein Teil der T-Zellen war grofier als die frisch isolierten
(weiter rechts im Diagramm), was typisch fiir aktivierte Lymphozyten ist. Ganz links im

FSC-SSC-Diagramm ist eine ausgedehnte, verwaschene Wolke aus toten Zellen und dem
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Zellschrott der Stimulatorzellen zu sehen, der nicht in die Auswertung miteinbezogen

wurde.
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Abbildung 4.5: Phinotypische Charakterisierung der Population frisch isolierter T-
Zellen (obere Reihe) und der Effektor-T-Zellen nach einwochiger Stimulationsdauer (un-
tere Reihe). Die T-Zellen wurden mit FITC- bzw. PE-konjugierten Antikorpern doppelt

gefirbt und durchflusszytometrisch vermessen. Je 90 % der Population war CD8", we-
niger als 1 % CD3~ CD16756% (NK-) Zellen waren enthalten.

4.4 Allogene Aktivierung der CD8" T-Zellen

4.4.1 IFN-~-Produktion

Eine der ersten (messbaren) Reaktionen in Folge einer Aktivierung von T-Zellen ist deren
Produktion und Ausschiittung von IFN-~v. Im untersuchten Zellkulturmodell wurden wie
beschrieben isolierte CD8" T-Zellen mit HLA-differenten, bestrahlten Stimulatorzellen
in Anwesenheit einer niedrigen Dosis IL-2 (100 U/ml) fiir eine Woche oder langer stimu-
liert. Als Kontrolle zur Ermittlung der basalen, unspezifischen Hintergrundproduktion
von IFN-v dienten ohne Stimulatorzellen, nur in IL-2-Medium unter ansonsten den-
selben Bedingungen kultivierte CD8% T-Zellen. Die IFN-v-Konzentration wurde nach
der Stimulationsdauer in den Uberstéinden der Kulturen mittels ELISA bestimmt. Da
die Stimulator-Epithelzellen zuvor durch Bestrahlung stoffwechselinaktiviert worden wa-
ren, sollten sie selbst nicht zum IFN-7-Gehalt im Medium beitragen. Im Uberstand einer
90 % konfluenten BEAS-2B-Kultur konnten ebenfalls keine messbaren Mengen an IFN-y

nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu CD8' T-Zellen, die véllig ohne Stimulantien nur
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in komplettem RPMI gehalten wurden, produzierten CD8" T-Zellen wihrend 7 Tagen in
IL-2-Medium (IL-2-Kontrolle) bereits geringe IFN-y-Mengen (225 £50 pg/ml; p=0,013).
BEAS-2B-stimulierte CD8" T-Zellen sezernierten innerhalb derselben Stimulationsdau-
er fast viermal so viel IFN-y wie die CD8" T-Zellen der IL-2-Kontrolle (p< 0,001;
Abbildung 4.6). Eine Stimulierung von CD8* T-Zellen mit bestrahlten A549 induzierte
dagegen keine erhohte IFN-v-Produktion gegeniiber der IL-2-Kontrolle. Ebenso waren
auch bestrahlte PBEC-Stimulatoren nicht in der Lage, eine signifikante von der Kontrolle
verschiedene IFN-y-Produktion zu induzieren (Abbildung 4.6).

1000 - “'

800 - *%*

600 -

IFN vy [pg/ml]

400

— +
_|

200 ~

CD8+ +1L-2 + BEAS-2B + A549 + PBEC
(n=5) (n=11) (n=18) (n=12) (n=6)

Abbildung 4.6: Produktion bzw. Ausschiittung des Zytokins IFN-y durch CD8" T-
Zellen als Zeichen ihrer Aktivierung. Die IFN-y-Konzentration im Uberstand 7-tégiger
Kulturen vom CD8' T-Zellen ohne oder mit dem T-Zell-Wachstumsfaktor IL-2 im Me-
dium oder zusétzlich mit BEAS-2B-, A549- oder PBEC-Stimulatorzellen wurde mittels
ELISA bestimmt. + p< 0,05 vs. CD8" T-Zellen ohne IL-2, ** p< 0,001 vs. IL-2-
Kontrolle.

Einfluss der Stimulationsdauer auf die IFN-v-Produktion der CD8" T-
Zellen: Um zu testen, ob die gemessene [FN-v-Produktion durch eine Restimulation
noch erhcht werden kann, bzw. ob fiir eine messbare bzw. spezifische Aktivierung von
Ab549 und PBEC die Stimulationsdauer von sieben Tagen lediglich zu kurz war, wurden
die CD8" T-Zellen im Anschluss an die erste 7-tdgige Stimulationsdauer unter jeweils
denselben Bedingungen fiir drei (oder mehr) zusétzliche Tage kultiviert.

Bereits die Restimulation der nur in IL-2-Medium und ohne Stimulatorzellen kulti-
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Abbildung 4.7: Ausschiittung des Zytokins IFN-y durch CD8" T-Zellen nach BEAS-
2B-Stimulation in Abhéngigkeit von der Stimulationsdauer. Die IFN-y-Konzentration
wurde im Uberstand einer Kokultur aus CD8* T-Zellen mit BEAS-2B-Stimulatorzellen
nach 7 Tagen bzw. nach weiteren 3, 7 oder 14 Tagen Restimulation mittels ELISA
bestimmt. Differenz vs. IL-2-Kontrolle: % p< 0,001, * p< 0,01, Differenz vs. 7 Tage
BEAS-2B-Stimulation: +4 p< 0,001, + p< 0,01.
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Abbildung 4.8: Ausschiittung des Zytokins IFN-vy durch CD8% T-Zellen nach A549-
bzw. PBEC-Stimulation in Abhéngigkeit von Stimulationsdauer und Vorstimulation der
Stimulatorzellen. Die IFN-v-Konzentration wurde im Uberstand einer Kultur aus CD8*
T-Zellen in Il-2-Medium alleine (n=12) oder mit Stimulatorzellen ohne (7 Tage) bzw.
mit weiteren 3 Tagen Restimulation bestimmt. Als Stimulatorzellen dienten basale A549
(n=10) bzw. PBEC (n=6) oder entsprechende IFN-y-vorstimulierte A5490FN-") bz,
PBECIN-% Differenz vs. IL-2-Kontrolle: * p< 0,05, Differenz vs. 7 Tage: + p< 0, 05.
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vierten T-Zellen fiihrte zu einer leichten, aber nicht signifikanten Erhohung deren IFN-
~-Ausschiittung. Die Restimulation des BEAS-2B-Ansatzes mit neuen Stimulatorzellen
resultierte dagegen bereits nach zusétzlichen drei Tagen in einer starken Erhéhung der
[FN-~v-Konzentration im Medium auf knapp das vierfache (p< 0,001). Durch léngere Re-
stimulationsdauern (7 bzw. 14 Tage) konnte die IFN-v-Produktion nicht weiter erhoht
werden, blieb aber auf einem etwa gleichbleibend hohen Niveau (Abbildung 4.7). A549-
stimulierte CD8" T-Zellen produzierten nach zusétzlicher dreitéitiger Restimulation in-
teressanterweise weniger IFN-v verglichen mit der einfachen 7-tégigen Stimulationszeit
(p=0,04), und damit sogar tendenziell, wenn auch nicht signifikant weniger als die CD8"
T-Zellen des IL-2-Kontrollansatzes. Im Medium PBEC-stimulierter CD8% T-Zellen war
nach Restimulation mit neuen Stimulatorzellen keine Anderung der IFN-vy-Produktion
messbar, sodass diese im PBEC-Ansatz auch nach Restimulation der im IL-2-Ansatz
entsprach (Abbildung 4.8).

Einfluss einer IFN-7-Vorstimulation der Stimulatorzellen auf die IFN-v-
Produktion der CD8" T-Zellen: Wie gezeigt (Abbildung 4.4), steigerte eine IFN-v-
Vorstimulation der respiratorischen Epithelzellen A549 und PBEC deren Oberflichen-
expression von MHC I und ICAM-1 und damit potentiell auch ihre Allogenitdt. Diese
A5490FN-7)_Stimulatorzellen bewirkten im Vergleich zu nicht vorstimulierten jedoch kei-
nen Unterschied in der IFN-~-Produktion durch CD8" T-Zellen, weder nach sieben, noch
nach 743 Tagen. Der beobachtete Effekt, dass die IFN-y-Konzentration im Medium der
Kokultur nach 7+3 Tagen niedriger war als nach sieben Tagen, fiel mit A5490FN-7)
Stimulatorzellen allerdings etwas deutlicher aus. Damit lag die IFN-+-Produktion der
T-Zellen in diesem Ansatz mit A549FN-Y) nach 7+3 Tagen signifikant unter der in der
vergleichbaren IL-2-Kontrolle (p=0,04) (Abbildung 4.8). Die IFN-y-Vorstimulation der
PBEC-Stimulatorzellen wirkte sich dagegen nicht messbar auf die durch sie induzier-
te IFN-~-Freisetzung durch CD8" T-Zellen aus, weder nach 7 noch nach 7+3 Tagen

Stimulationsdauer.

4.4.2 Aktivierungsmarker-Expression

Als eine weitere Reaktion in Folge der Aktivierung steigern CD8" T-Zellen die Expressi-
on bestimmter Molekiile auf ihrer Zelloberflache, sog. Aktivierungsmarker, die eine auto-
und/oder parakrine Stimulation der Zellen ausiiben bzw. verstéirken konnen.
Durchflusszytometrisch wurde deshalb vor (naiv) und nach der Stimulationsdauer
die Expression der Aktivierungsmarker CD25 (IL-2-Rezeptor), CD30, CD54 (ICAM-1),
CD69, CD70, CD71, CD80, CD86, CD95 und HLA-DR gemessen. Diese Versuche konn-



46 4 Ergebnisse

ten aufgrund mangelnder Zellzahlen nicht mit PBEC, sondern nur mit den Zelllinien
durchgefiihrt werden. Dabei kann sich eine Expressionssteigerung sowohl darin bemerk-
bar machen, dass fiir das bestimmte Oberflachenmolekiil zuvor negative Zellen dieses
nach Stimulation exprimieren, wodurch die Anzahl positiver Zellen in der Population
ansteigt, als auch in einer erhohten Dichte der Molekiile auf der Oberflache aller po-
sitiven Zellen (mean fluorescence intensity, MFI). Die alleinige Zunahme des Anteils
positiver Zellen in der Population wiahrend der Stimulation kann allerdings ebenso gut
nur auf einer Selektion dieser Zellen bzw. auf einem Absterben der fiir den Marker ne-

gativen Zellen beruhen und muss deshalb vorsichtig interpretiert werden. Die absoluten

Fluoreszenzintensitét

| naiv IL-2 BEAS-2B A549 A549TFN-)
CD25 30,03£6,65 [ 152,67+25,46 *F [ 130,594£32,17*F [ 63,49+£15,30 % | 85,7221 47 *
CD30 35,33£12,52 | 61,46+9,80* 87,92416,01% | 21,97£1,59% | 2554+342%
CD54 35,33£12,52 | 61,46+9,80* 87,92416,01% | 21,97£1,59% | 255443,42%
CD69 34,683,30 89,504£12,19 %% | 78,97+1535*% | 26,33+4,11 27,33+5,01
CD70 27,38+£1,66 | 122,68+33,56** | 135,28414,02%% | 21,0041,90 24,97+3,46
CD71 44554343 | 310,26:26,06** | 625,99+188,11 %% | 32,4445 81 29,60-4,80
CD80 152,55+108,57 | 66,53+£12,53 74,37£14,04 27,06+3,44 37,5345,72%
CD86 55,41£13,04 | 146,36+52,40 158,37+23,19% | 34,3748,30 33,7446,66
CD95 49,9445,09 81,23£17,30 187,80+24,72*% | 35,6342,70 36,76+2,30
HLA-DR | 104,11:10,38 | 550,034:164,84* | 1338,834206,83** | 32,0242,62 33,974+4,07
%positive Zellen

| naiv IL-2 BEAS-2B A549 A5490FR-)
CD25 1,04:£0,09 5,3241,36 17,79+3,077FF [ 5,38%1,58%F [ 5,0740,76 %
CD30 0,2940,06 1,14:£0,27 ** 2,8940,55 ** 0,8540,24 0,8340,30
CD54 67,18+3,14 87,0745,42 83,354£2,47%% | 92274£285%% | 91,104£2,04%
CD69 10,77+6,54 11,63+2,67 30,3346,79 * 50,4044,71 %% | 48,804,80 **
CD70 5,0940,62 12,94:41,21 ** 24,3544,95%F | 12,4442,63%F | 12,16£1,77*
CD71 2,56£0,23 8,6342,35 * 24,34+3,15 %% 5,8542,53 3,9440,42 *
CD80 1,73+0,43 4,5241,10* 15,57+2,47 ** 3,74+0,96 5,2140,76 *
CD86 2,81+0,41 4,5041,39 10,35£4,34 3,2620,91 3,2240,54
CD95 80,63+2,70 93,2942,34 * 93,504£1,88%% | 94,894£2,50% | 94,49£1,78*
HLA-DR | 44,61+7,17 37,4042,77* 41,7447,18 42,654+1,86% | 35,69+3,87*

Tabelle 4.1: Aktivierungsmarkerexpression auf CD8% T-Zellen direkt nach Isolation
(naiv) und nach 7-tédgiger Kultur in IL-2-Medium alleine oder mit BEAS-2B- oder A549-
Stimulatoren. Die CD8" T-Zellen wurden mit spezifischen Antikérpern gegen die unter-
suchten Marker direkt oder indirekt fluoreszenzmarkiert, deren Fluoreszenzintensitéit
durchflusszytometrisch gemessen und der Anteil der positiven Zellen (unten) sowie die
mittlere Fluoreszenzintensitéit (oben) der Population daraus bestimmt.
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Messwerte von MFI und der Anzahl positiver Zellen (%) sind basal und nach sieben

Tagen Stimulationszeit fiir die untersuchten Zelltypen in Tabelle 4.1 zusammengefasst.

Frisch isolierte, naive CD8' T-Zellen zeigten keine oder nur eine sehr niedrige Expres-
sion der untersuchten Oberflichenmolekiile. Nur CD54, CD95 und HLA-DR waren basal
iiberhaupt auf iiber 10 % der isolierten T-Zellen exprimiert. Bereits nach siebentéigiger
Stimulation mit IL-2 alleine stieg die Expressionsdichte von CD25, CD30, CD54, CD69,
CD71 und HLA-DR auf den CD8" T-Zellen und fiir alle untersuchten Aktivierungs-
marker aufler fiir CD86 zeigte sich eine signifikante, wenn auch geringe Erhchung von
entweder dem Anteil positiver Zellen oder der MFI (Tabelle 4.1). Nach der Stimulation
mit bestrahlten BEAS-2B war die MFI dagegen bei allen Markern aufler CD80 deutlich
erhoht. Bei sieben der zehn untersuchten Marker war sogar beides, sowohl der Anteil
positiver Zellen als auch die MFI der positiven Zellen signifikant gesteigert. Damit wur-
de die Expression aller Marker aufler CD86 durch BEAS-2B-Stimulierung signifikant
starker gesteigert als durch IL-2 alleine (Abbildung 4.9). Die Expressionssteigerung der
Marker CD25, CD30, CD69 und HLA-DR ist dabei besonders hervorzuheben, da sie mit
AbstofSungsreaktionen bzw. allogener Aktivierung in Zusammenhang gebracht werden
95, 96, 97, 38, 98].

Die Stimulierung CD8" T-Zellen mit A549-Stimulatorzellen fiir 7 Tage fithrte zwar
zu einem erhohten Anteil CD69-positiver Zellen (p=0,02 vs. 1L-2), diese trugen CD69
jedoch sogar in geringerer Antigendichte als nur IL-2-stimulierte T-Zellen (p=0,01). Dies
spricht eher dafiir, dass wihrend der Stimulationsdauer eine Selektion der CD69" Zellen
stattfindet, die Expression des Markers selbst aber nicht im eigentlichen Sinne verstérkt
wurde. Ein Unterschied im Anteil positiver Zellen zu der in der IL-2-Kontrolle war
dariiber hinaus fiir keinen weiteren Marker messbar. Die Rezeptordichte auf positiven
Zellen war entweder ebenso nicht verschieden oder sogar verringert gegeniiber der Sti-
mulierung nur mit -2 (CD30 p=0,007; CD71 p< 0,05; CD86 p< 0,001; HLA-DR
p< 0,001). A549-Stimulatorzellen in Anwesenheit von IL-2 fithrten damit zu keiner Ak-
tivierung von CD8" T-Zellen, sondern schienen im Gegenteil die durch IL-2 bedingte
Aktivierung der CD8' T-Zellen sogar zu verringern. Diese beschriebenen Effekte konn-
ten jedoch nur nach 7 Tagen Stimulationsdauer gemessen werden, nach Restimulation
bestanden keine signifikanten Unterschiede mehr zwischen A549-stimulierten T-Zellen
und IL-2-Kontrolle.

Einfluss einer Vorstimulation der Stimulatorzellen auf die Aktivierungsmar-

kerexpression der CD8" T-Zellen: In der Expression von Aktivierungsmarkern auf
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Abbildung 4.9: Regulation der Aktivierungsmarker CD25, CD30, CD69, CD70, CDT71,
CD54, CD80, CD86, CD95 und HLA-DR auf CD8*% T-Zellen nach IL-2- bzw. BEAS-2B-
Stimulation. Die Anzahl positiver Zellen und die mittlere Fluoreszenzintensitit der Mar-
ker wurden auf entsprechend fluoreszenzmarkierten CD8% T-Zellen vor (naiv) und nach
7-tagiger Stimulation mit BEAS-2B bzw. IL-2 durchflusszytometrisch bestimmt und sind
je als Vielfaches der Kontrolle (naive T-Zellen) dargestellt. Die absoluten Expressions-
werte der naiven T-Zellen sind in Tabelle 4.1 zusammengefasst. n=7; **x p< 0,001, *

p< 0,01.
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CD8* T-Zellen bestand nach Kokultur mit A549UFN-) kein signifikanter Unterschied zu

den Ansitzen mit nicht vorstimulierten A549.

4.5 Proliferation der CD8" T-Zellen

Wurde durch eine (Allo-) Antigenerkennung die Aktivierung erfolgreich initiiert, beginnen
diese T-Zellen schliefflich klonal zu expandieren, also sich zu teilen. Zur Messung die-
ser Proliferation in der Kultur wurden die T-Zellen vor der Aktivierungsphase mit dem
Fluoreszenzfarbstoff CFSE wie beschrieben markiert und zunéchst deren Ausgangsfluo-
reszenz einen Tag nach der CFSE-Markierung gemessen und damit gleichzeitig der Erfolg
der Markierung iiberpriift. Alle Zellen zeigten zu diesem Zeitpunkt (d0) die fiir unge-
teilte CFSE-markierte Zellen typische einheitlich sehr hohe Fluoreszenz, es bestand kein
signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Stimulierungsansitzen (p=0,211)
(Abbildung 4.10 d0).
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Abbildung 4.10: Proliferation CD8" T-Zellen. Die Proliferation wurde mittels CFSE-
markierung der T-Zellen und anschlieBender durchflusszytometrischer Messung ihrer
Fluoreszenzintensitdat bestimmt. Dargestellt sind Histogramme eines représentativen
Versuches mit T-Zellen unmittelbar nach der CFSE-Markierung (d0) und nach 7d Sti-
mulation nur mit IL-2, mit SEB oder mit den Stimulatorzellen A549, BEAS-2B oder
PBEC.

Bei antigenunabhéngiger Uberstimulierung mit dem Superantigen SEB waren bereits
nach drei bis vier Tagen einige Peaks jeweils geringerer, mittlerer Fluoreszenzintensitét
zu erkennen, d. h. die T-Zellen hatten begonnen, sich mehrfach zu teilen. Nach sieben Ta-

gen Kultur waren bis zu mind. acht Peaks jeweils geringerer Fluoreszenz zu erkennen, von
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denen jeder fiir eine Generation proliferierender T-Zellen steht (Abbildung 4.10 SEB).
Man kann daraus erkennen, dass wiahrend der Stimulationsdauer von sieben Tagen im
Mittel insgesamt 41 % (£5,4 %) der T-Zellen auf den SEB-Stimulus mit Proliferation
reagierten, wobei sich am Ende der siebentédgigen Stimulation die meisten dieser T-Zellen
mindestens viermal geteilt hatten. Auch nach siebentégiger Kultur in IL-2-Medium al-
leine war bereits Proliferation messbar (p=0,002 vs. Ko), die jedoch lediglich auf 2,8 %
sich teilende T-Zellen zuriickzufiithren war (Tabelle 4.2; Abbildung 4.10 IL-2). Diese sehr
geringe Proliferation muss als basale Hintergrund-Aktivierung der T-Zellen alleine durch
das IL-2 betrachtet werden.

Eine Stimulierung mit bestrahlten BEAS-2B veranlasste eine grofie Anzahl der T-Zel-
len zu proliferieren, iiber ein Viertel hatte sich nach sieben Tagen mind. einmal geteilt
(28,4 % (+6,5 %); p< 0,001 vs. IL-2, Tabelle 4.2) und insgesamt waren ca. sieben bis acht
Generationen erkennbar (Abbildung 4.10). Diese starke Proliferation nach BEAS-2B-
Stimulation ist somit annidhernd vergleichbar mit der nach SEB-Stimulation, was auf
gute Stimulatoreigenschaften dieser bronchialen Epithelzellen hindeutet (Tabelle 4.2;
Abbildung 4.11).

Zwar veranlassten auch bestrahlte A549 die T-Zellen zu proliferieren (p=0,008 vs.
IL-2), mit gerade einmal 6,9 % (£1,5 %) fiel diese Reaktion jedoch sehr niedrig aus
im Gegensatz zu der mit BEAS-2B-Stimulatoren. Bestrahlte PBEC standen in ihrer
Féhigkeit zur Proliferationsinduktion zwischen den Zellen der beiden untersuchten Zell-
linien, sie initiierten eine Zellteilung bei 174 % (£2,1 %) der T-Zellen (Tabelle 4.2;
Abbildung 4.10 und 4.11).

Stimulation 7d p (vs. IL-2) 7+3d p(vs.7d)
IL-2 2,8340,42 5,104+1,02 0,04
SEB 41,0345,36 < 0,001 58,8445 .91 0,06
BEAS-2B 28,43+6,52 < 0,001 55,8147,24 0,00
A549 6,9141,50 0,008 13,2442 .45 0,01
A549(IFN-7) 5,00+1,16 0,050 12,07+3,03 0,03
PBEC 17,4242,14 < 0,001 25,57+3,81 0,09
PBECUFN-Y | 14,3043,12 < 0,001 18,8542,04 0,21

Tabelle 4.2: Anteile proliferierender CD8% T-Zellen (in %) nach 7- bzw. 7+3-tédgiger
Kultur in IL-2-Medium alleine, mit SEB oder den Stimulatorzellen BEAS-2B, A549 oder
PBEC. Kontrolle direkt am Tag nach CFSE-Markierung (d0): 1,48 £0,16 %. n=T7.

Einfluss der Stimulationsdauer auf die Proliferation der CD8*" T-Zellen:

Auch wahrend einer zusétzlichen dreitdgigen Restimulation teilten sich die T-Zellen wei-
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terhin. In allen Ansétzen war nach dieser zuséitzlichen Zeit der Anteil proliferierender
T-Zellen gestiegen. Da es sich bei der gemessenen Grofie allerdings um den prozentualen
Anteil proliferierender Zellen handelt, kann nicht unterschieden werden, ob tatséchlich
mehr Zellen proliferierten, oder ob wéihrend der Restimulationszeit nur mehr der nicht
proliferierenden Zellen abgestorben sind. Der Anteil nur aufgrund des IL-2 proliferie-
render Zellen lag mit ca. 5,1 % auch nach 7+3 Tagen immer noch sehr niedrig. Die
Restimulation des SEB-Ansatzes steigerte dessen Anteil proliferierender T-Zellen auf
58,8 % (£5,9 %), dieser Anstieg war jedoch nicht signifikant, moglicherweise weil die
Zahl proliferierender Zellen bereits nach sieben Tagen sehr hoch war und schon alle akti-
vierten T-Zellen umfasste, da SEB ein sehr starkes Stimulans darstellt. Hochsignifikant
fiel besonders die Steigerung der Proliferation mit BEAS-2B-Stimulatoren aus (p=0,004),
nach den zusétzlichen drei Tagen hatte sich die Anzahl geteilter BEAS-2B-stimulierter
T-Zellen auf 55,8 % (£7,2 %) annéhernd verdoppelt. Bestrahlte A549 vermochten als
ohnehin schwéchere Stimulatoren die Proliferation auch nach der Restimulationszeit nur
noch leicht zu steigern (p< 0,05), vergleichbar mit IL-2-Medium alleine. Die gemesse-
ne Induktion der Proliferation durch Restimulation mit PBEC war dagegen nicht mehr
signifikant. Dies ist zwar mdoglicherweise nur auf die geringere Stichprobengrofie zuriick-
zufiithren, da ein Trend auch hier deutlich zu sehen war, ist aber erneut ein Hinweis
auf das geringe Stimulatorpotential dieser Zellen zumindest im Vergleich zu BEAS-2B
(Tabelle 4.2; Abbildung 4.11).

Einfluss einer IFN-v-Vorstimulation der Stimulatorzellen auf die Prolifera-
tion der CD8" T-Zellen: Obwohl eine erhohte Allogenitéit der Stimulatorzellen durch
[FN-7-Vorstimulation nachgeweisen werden konnte (Abbildung 4.4), war kein signifikan-
ter Unterschied in der T-Zell-Proliferation zwischen den Ansétzen mit nicht vorstimu-

IFN-vy

lierten gegeniiber den mit A549¢ )-Stimulatorzellen messbar, weder nach sieben noch

nach 7+3 Tagen. In fast allen Einzelversuchen war dagegen sogar zumindest ein Trend

zu erkennen, dass sich nach Stimulation mit A549(FN-7)

weniger T-Zellen teilten als mit
nichtvorstimulierten. Ebenso war auch bei PBEC nach sieben Tagen der Trend zu sehen,
dass die jeweiligen IFN-~v-vorstimulierten Stimulatorzellen im Gegensatz zu den unsti-
mulierten sogar zu einer geringeren T-Zell-Proliferation fithrten, was sich fiir PBEC nach

7+3 Tagen Stimulationsdauer sogar als signifikant erwies (p=0,037, Abbildung 4.11).

Dieses Ergebnis ist beziiglich der T-Zell-Aktivierung vergleichbar mit der geringeren
IFN-v-Ausschiittung von T-Zellen in der Kokultur mit A549N-7) bzw. PBECIFN-7)
gegeniiber den entsprechenden nicht vorstimulierten Stimulatorzellen. Méglicherweise

spielen hier Oberflachenmolekiile der Stimulatorzellen eine Rolle, deren Verdnderungen
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Abbildung 4.11: Anteile proliferierender T-Zellen in der Kultur am Tag nach der
Markierung (Kontrolle d0: Ko) und nach 7- bzw. 7+3-tégiger Stimulation mit IL-2, SEB
oder den Stimulatorzellen BEAS-2B, A549 und PBEC. Differenz vs. IL-2 (bzw. Ko): #x
p< 0,001, * p< 0,05; Differenz vs. 7 Tage: ++ p< 0,001, + p< 0, 05.

durch IFN-vy-Vorstimulation nicht erfasst wurden, die jedoch die Aktivierungsfihigkeit

der Stimulatorzellen negativ beeinflussen konnten.

4.6 Zytotoxizitat aktivierter CD8" T-Zellen gegen

respiratorische Epithelzellen

In den vorangehenden Experimenten hat sich bereits gezeigt, dass CD8% T-Zellen durch
respiratorische Epithelzellen zur IFN-v-Produktion (BEAS-2B und PBEC), Aktivie-
rungsmarkerexpression und Proliferation (BEAS-2B) angeregt werden kénnen. Ein wei-
teres Merkmal aktivierter CD8% T-Zellen ist deren Zytotoxizitét. Erkennt eine (allo-
gen) aktivierte zytotoxische CD8" T-Zelle (CTL, cytotoxic T-Lymphocyte) erneut eine
Korperzelle, die dasselbe (,,ihr*) (Allo-)Antigen tréigt, kann sie diese abtoten. Die Frage,
ob respiratorische Epithelzellen in der Lage sind, neben der bereits beschriebenen Ak-
tivierung auch diese Zytotoxizitit in CTL zu induzieren, bzw. ob die wie beschrieben
allogen aktivierten CTL auch eine zytotoxische Effektorfunktion gegen die respiratori-
schen Epithelzellen zeigen, soll nun mit Hilfe eines funktionellen Zytotoxizitétstests, des

S1Cr-Freisetzungstests, gekliart werden. Soweit nicht anders erwihnt, handelte es sich



4.6 Zytotoxizitit aktivierter CD8 T-Zellen gegen respiratorische Epithelzellen 53

bei den angebotenen Zielzellen (Targets) stets um frische, unbehandelte Zellen dessel-

ben Typs, mit dem die CD8" T-Zellen zuvor in der Regel iiber sieben Tage aktiviert

wurden.
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Abbildung 4.12: Lyse von BEAS-2B-Targetzellen durch stimulierte CD8" T-Zellen.
S1Cr-markierte BEAS-2B (Targets) wurden fiir vier Stunden mit BEAS-2B-stimulierten
CTL, IL-2-stimulierten oder naiven CD8% T-Zellen (Effektoren) kokultiviert und die
spezifische Lyse der Targets iiber die freigesetzte Radioaktivitdt in Abhéngigkeit vom
E/T-Verhéltnis bestimmt.

Innerhalb der vierstiindigen Kokultur mit BEAS-2B-stimulierten CTL konnte eine ho-
he Lyse von BEAS-2B-Targets gemessen werden. Diese nahm in Abhéngigkeit mit dem
Effektor/Target (E/T)-Verhéltnis zu und zeigte sich damit als spezifisch durch die CTL
verursacht. Beim hochsten E/T-Verhéltnis von 80:1 wurden im Mittel 50 % der eingesetz-
ten Targetzellen lysiert (£3,5%; bei E/T=10 im Mittel 30 % +3,5%) (Abbildung 4.12).
Frisch isolierte, nicht aktivierte, also naive T-Zellen waren dagegen nicht in der Lage,
Zielzellen zu lysieren (Abbildung 4.12). Ohne Stimulatorzellen, also nur durch IL-2 vor-
stimulierte CD8" T-Zellen zeigten bereits eine geringe Lyse (22 % +9 % bei E/T=80;
7,6 % £3,9 % bei E/T=10) der angebotenen BEAS-2B-Targets (Abbildung 4.12). Die
BEAS-2B-Lyse durch BEAS-2B-stimulierte CTLs lag jedoch bei jedem E/T-Verhéltnis
deutlich iiber dieser unspezifischen, nur durch IL-2 bedingten Lyse (p=0,001).

Im Gegensatz zu BEAS-2B konnte in keinem Ansatz mit A549-stimulierten CTL eine
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Lyse von Ab49-Targets gemessen werden, weder nach sieben-, noch nach 7+3-tégiger
Stimulationsdauer. Diese sehr geringe Lyse der A549-Targets lag damit sogar noch unter
der durch die nur mit IL-2 stimulierten T-Zellen. Weder durch eine IFN-y-Vorbehandlung
der A549-Stimulatoren, noch der A549-Zielzellen konnte eine signifikante Lyse der A549
induziert werden, obwohl dadurch nachweislich deren Allogenitét gesteigert worden war.
Im Gegensatz war die Lyse der A5490FN-Y)_Targets tendenziell sogar noch niedriger als
die der nichtvorstimulierten Targets (Abbildung 4.13).

Da mit A549-Stimulatoren und -Targetzellen keinerlei Zytotoxizitédt messbar war, wur-
den die folgenden Experimente zundchst ausschliefilich mit BEAS-2B durchgefiihrt. Im

Anschluss sollen die mit dieser Zelllinie gefundenen Ergebnisse dann an PBEC bestétigt

werden.
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Abbildung 4.13: Lyse von A549-Targetzellen durch stimulierte CD8% T-Zellen. *!Cr-
markierte A549 bzw. IFN-v-Vorstimulierte A549 (A5490FN-7)) wurden als Targets fiir
vier Stunden mit A549-stimulierten CD8% T-Zellen (Effektoren) kokultiviert und die
spezifische Lyse der Targets iiber die freigesetzte Radioaktivitat in Abhéngigkeit vom
E/T-Verhéltnis bestimmt.



4.6 Zytotoxizitéit aktivierter CD8" T-Zellen gegen respiratorische Epithelzellen 55

4.6.1 Kontrolltargets: Bestatigung von Alloreaktivitdt und
Target-Spezifitdt der Zytotoxizitit aktivierter CD8" T-Zellen

Zur weiteren Kontrolle wurden den BEAS-2B-stimulierten CTLs B-Zellen (BLCL) des-
selben Spenders, von dem die T-Zellen stammten, also autologe Zielzellen angeboten
[73]. Diese wurden erwartungsgeméf nicht lysiert. Dadurch war ausgeschlossen, dass die
gemessene BEAS-2B-Lyse nur auf eine unspezifische Reaktion iiberaktivierter Effekto-
ren zuriickzufithren war, wie z. B. auf die Aktivitdt Lymphokin-aktivierter Killerzellen
(LAK), die alleine durch I1-2 so aktiviert werden koénnten, dass sie unspezifisch alle

Targets, also auch korpereigene Zellen wie die BLCL in diesem Ansatz lysieren kénnten
(Abbildung 4.14).

Da die Effektorpopulation nachgewiesenermaflen zu iiber 90 % aus CD8' T-Zellen
bestand und nur unter 1 % NK-Zellen enthielt, ist die mafigebliche Beteiligung einer
unspezifischen NK-Zell-Aktivitdt an der gemessenen Lyse von BEAS-2B bereits des-
halb zumindest sehr unwahrscheinlich. Als zusétzliche Kontrolle, um eine unspezifische,
NK-Zell-vermittelte Lyse auszuschlieBen, wurden in jedem Versuch K562, also MHC I-
negative NK-Zell-Targets eingesetzt, die nur von NK-Zellen, nicht aber von klassischen
CTL erkannt und lysiert werden durften. Die K562-Lyse durch BEAS-2B-aktivierte
CTLs lag in allen Versuchen deutlich niedriger als die von BEAS-2B, namlich bei 21,0 %
+2.9 % bei E/T=80 bzw. bei 8,0 % +1,8 % bei E/T=10 (p=0,001 im Mittel aus n=46;
Abbildung 4.14). Dieses Ergebnis sichert zumindest ab, dass es sich bei der messbaren
BEAS-2B-Lyse nicht ausschlieflich um eine Alloantigen-unspezifische Zytotoxizitéat von
NK-Zellen, sondern zumindest iiberwiegend tatsédchlich um eine BEAS-2B-spezifische
bzw. Alloantigen-spezifische Lyse handelte.

Einfluss der Stimulationsdauer auf die Spezifitit der BEAS-2B- und K562-
Lyse: Wie gezeigt stieg mit der Stimulationsdauer auch die IFN-v-Produktion und Pro-
liferation BEAS-2B-stimulierter CTLs (Abbildung 4.7 und 4.11), was auf eine stérke-
re Aktivierung hindeutet. Um zu untersuchen, ob eine ldngere Stimulationdauer auch
eine hohere Sperzifitdt der Lyse und damit verbunden eine geringere K562-Lyse indu-
ziert, wurden auch iiber 7+3 Tage mit bestrahlten BEAS-2B stimulierte CD8% T-Zellen
in Zytotoxizitédtsassays eingesetzt. Die BEAS-2B-Lyse erhohte sich nur leicht (ns.) mit
der Stimulationsdauer, wihrend die K562-Lyse nur minimal niedriger wurde (ns.). Ein
Experiment, bei dem je nach 7 und nach 743 Tagen aus dem selben Ansatz heraus
eine Messung erfolgte, ist in Abbildung 4.15 dargestellt, die Lysewerte aus mehreren

unabhéngigen Experimenten zeigten keine signifikanten Unterschiede. Diese Tendenz
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Abbildung 4.14: Spezifische lytische Aktivitit BEAS-2B-aktivierter CTL gegen BEAS-
2B-, K562- bzw. korpereigene (B-) Targetzellen des T-Zell-Spenders. > Cr-markierte Tar-
getzellen wurden fiir vier Stunden mit BEAS-2B-stimulierten CTL (Effektoren) kokul-
tiviert und die spezifische Lyse der verschiedenen Targets iiber die freigesetzte Radioak-
tivitdt in Abhéngigkeit vom E/T-Verhéltnis bestimmt.
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Abbildung 4.15: BEAS-2B- und K562-Lyse in Abhéngigkeit von der Stimulations-
dauer. 5'Cr-markierte Targets (BEAS-2B oder K562) wurden mit BEAS-2B-aktivierten
CTL (Effektoren) nach einer Stimulationsdauer von 7 bzw. 7+3 Tagen kokultiviert. Die
spezifische Lyse der Targets wurde iiber die freigesetzte Radioaktivitéit in Abhéngigkeit
vom E/T-Verhiltnis bestimmt. Dargestellt ist das Ergebnis eines Experiments, bei dem
die Messungen zu beiden Zeitpunkten im selben Ansatz erfolgten. Die Lyseergebnisse
aus mehreren (unabhéngigen) Experimenten zeigten keine signifikanten Unterschiede.
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spricht zwar dafiir, dass die Reaktion nach langerer Stimulationsdauer tatséchlich spe-
zifischer werden konnte, da der gefundene Effekt aber sehr klein und nicht statistisch
abgesichert war, und da zusétzlich langere Stimulationsdauern von mehreren Wochen
nicht praktikabel waren, u.a. auch deshalb, weil eine mehrwochige Stimulation oftmals
nur wenige oder keine CD8" T-Zellen iiberlebten, wurden die Versuche in der Regel mit

7- oder wenn moglich maximal 7+3-tédgiger Stimulationsdauer durchgefiihrt.

4.6.2 Cold-Target-Inhibition: Bestatigung der Target-Spezifitat der
Zytotoxizitat aktivierter CD81 T-Zellen

Wie gezeigt, wurden in den Zytotoxizitédtsassays in geringem und sehr unterschiedli-
chem Ausmaf} (bis 53 % bei E/T=80; bis 27 % bei E/T=10) auch K562-Zellen von
BEAS-2B-stimulierten CTL lysiert. Um diese messbare K562-Lyse weiter charakterisie-
ren zu konnen, insbesondere um zu testen, ob die beiden Target-Zelltypen (BEAS-2B und
K562) von ein und denselben Zellen innerhalb der Effektorpopulation getotet werden,
oder ob wihrend der Aktivierungsphase eine Mischung unterschiedlicher Effektorzellen
generiert wurde, von denen die einen BEAS-2B und die andern K562 als Targets er-
kennen und lysieren, wurden hier sog. ,,Cold-Target-Inhibition-Assays“ angeschlossen.
Bei festem E/T-Vehéltnis von 1:10 wurden in zunehmender Konzentration unmarkierte
(=cold) Targetzellen als Kompetitoren zusétzlich zu den markierten (=hot) Targets in
den 4h-51Cr-Release Assay eingesetzt. Als Kontrolle eingesetzte unmarkierte BEAS-2B-
Zellen verringerten dabei die Lyse von markierten BEAS-2B-Targtes erwartungsgemés.
Die gleichzeitige Anwesenheit von (unmarkierten) K562-Zellen im Assay hatte jedoch
keinen Einfluss auf die Hohe der Lyse der BEAS-2B-Targets, die unverandert blieb (Ab-
bildung 4.16).

Dieses Ergebnis liel entweder den Schluss zu, dass es sich um eine gemischte Popula-
tion von Effektoren handelte, die jeweils nur eines der beiden gleichzeitig angebotenen
Targets lysierten, oder ein und dieselben Effektoren lysierten beide Zelltypen mit unter-
schiedlicher Affinitdt. Um dies zu klédren, wurden die Cold-Target-Inhibition-Assays im
Folgenden bei ansonsten gleichen Bedingungen ,,umgekehrt® angeschlossen, also unmar-
kierte BEAS-2B zusétzlich zu markierten K562 in den Assay eingesetzt. Die Anwesenheit
dieser unmarkierten BEAS-2B-Kompetitoren hatte einen hemmenden Einfluss auf die
Kb562-Lyse, in gleicher Weise wie diese erwartungsgeméfl auch durch zuséitzlich anwe-
sende unmarkierte K562-Zellen verringert werden konnte (Abbildung 4.16). Das zeigt,
dass K562-Zellen von BEAS-2B-aktivierten CTL nur dann lysiert werden konnten, wenn
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Abbildung 4.16: Cold-Target-Inhibition: Lyse von BEAS-2B und K562 durch BEAS-
2B-stimulierte CTL bei gleichzeitiger Anwesenheit beider Targets. BEAS-2B-stimulierte
CTL (Effektoren) wurden mit festem E/T-Verhéltnis fiir vier Stunden gleichzeitig mit

S1Cr-markierten (hot) BEAS-2B und nicht *!Cr-markierten (cold) K562 (bzw. umge-
kehrt) kokultiviert und die spezifische Lyse der jeweils ®!Cr-markierten Targets iiber die
freigesetzte Radioaktivitdt in Abhéngigkeit vom cold /hot-Verhéltnis bestimmt.

sie alleine als einziges Target zur Verfiigung standen. Sobald aber gleichzeitig BEAS-2B
anwesend waren, wurden nur diese als Target erkannt und mit hoher Affinitéit spezifisch
lysiert. Es handelte sich bei den Effektoren also um eine einheitliche Population, deren
Zellen BEAS-2B mit hoherer Affinitdt und Spezifitéit lysierten als K562. Neben einer NK-
Zell-Aktivitat der BEAS-2B-stimulierten CTL konnten damit auch weitere unspezifische
lytische Aktivitdten bzw. Effektoren ausgeschlossen werden, durch die MHC I-negative

Targetzellen erkannt und lysiert worden wéren, wie z. B. eine LAK-Aktivitét.

4.7 Mechanismus der Lyse von BEAS-2B

Um den der Lyse von BEAS-2B zugrunde liegenden Mechanismus aufzudecken, wurden
zunéchst die drei klassischen Systeme untersucht, durch die klassische CD8" CTL eine
Zytotoxizitat vermitteln konnen: Perforin/Granzym B, FAS/FAS-Ligand und TNF.
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4.7.1 Granzym B oder FAS /FAS-Ligand?

Perforin und Granzym sind l6sliche Enzyme, die zwar gezielt in die Richtung einer er-
kannten Zielzelle sezerniert werden, um diese abzutéten, trotzdem aber und gerade auch
weil sie {iber den Extrazellularraum wirken, in zellfreien Mediumiiberstidnden nachweis-
bar sind. Mittels ELISA konnte in den Uberstinden einer vierstiindigen, zum Zytoto-
xizitéitsassay analogen, nicht radioaktiven Kokultur Granzym B in signifikanten Kon-
zentrationen gemessen werden (Abbildung 4.17). Die Granzym B-Konzentration nahm
mit dem E/T-Verhiltnis und damit mit der gleichzeitig messbaren Lyse zu, wobei im
Uberstand einer Kultur aus jeweils nur alloaktivierten CTL (entspricht E/T=0 in Ab-
bildung 4.17) ebenso wie aus nur BEAS-2B alleine (nicht dargestellt) kein Granzym B

nachweisbar war.
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Abbildung 4.17: Granzym B-Ausschiittung wihrend einer vierstiindigen Kokultur aus
BEAS-2B-Targets und BEAS-2B-aktivierten CTL (Effektoren) bei E/T-Verhéltnissen
von 40 und 20 bzw. einer vierstiindigen Kultur von BEAS-2B-aktivierten CTL alleine
ohne Targets (entspricht E/T=0). Die Granzym B-Konzentration wurde im Uberstand
der Kultur mittels ELISA bestimmt.

Der Einfluss eines durch FAS/FAS-Ligand vermittelten Todessignals auf die Lyse von
BEAS-2B wurde im funktionalen Zytotoxozititsassay mit Hilfe des blockierenden anti-
CD95-Antikorpers ZB4 untersucht [99]. Durch Prédinkubation der Targtes mit dem An-
tikorper direkt vor dem Einsatz (und bei anschlieffend andauernder Anwesenheit des An-
tikorpers wéihrend des Tests) wurde die BEAS-2B-Lyse nicht vermindert, d. h. blockiert,
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gegeniiber der Kontrolle ohne den Antikérper (Abbildung 4.18 links). Ebenso verringerte
auch die Prainkubation der Targets mit einem blockierenden anti-TNF-Antikorper die
Lyse von BEAS-2B nicht (Abbildung 4.18 rechts).

Im Zusammenhang mit der deutlich messbaren Granzym B-Ausschiittung wéhrend
der Kokultur ist also davon auszugehen, dass die gemessene Lyse von BEAS-2B nicht
iiber FAS-FAS-Ligand- oder z. B. alternative, TNF-vermittelte Apoptosesignale, sondern

tiber den Perforin/Granzym B-Mechanismus vermittelt wurde.
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Abbildung 4.18: Einfluss eines durch FAS (CD95, links) oder TNF (rechts) vermittel-
ten Apoptosesignals auf die BEAS-2B-Lyse. > Cr-markierte BEAS-2B (Targets) wurden
entweder nach Prainkubation mit einem anti-CD95- oder anti-TNF-Antikorper oder di-
rekt fiir vier Stunden mit BEAS-2B-stimulierten CTL (Effektoren) kokultiviert und die

spezifische Lyse iiber die freigesetzte Radioaktivitdt in Abhéngigkeit vom E/T-Verhalt-
nis bestimmt.

4.7.2 Einfluss von MHC | auf die Lyse von BEAS-2B

Der Zerstérung einer Zielzelle durch eine klassische CD8% zytotoxische T-Zellen geht
klassischerweise zunédchst die Erkennung ihrer Zielzelle iiber den spezifischen MHC-
Komplex voran. Der Einfluss dieses Prozesses bei der Lyse von BEAS-2B-Targets wurde
durch die Blockade von MHC I durch Vorinkubation der Zielzellen mit anti-MHC I-
Antikorper und anschlieBender Anwesenheit des Antikorpers im Zytotoxizitédtsassay un-
tersucht. Anti-MHC I hatte in den Assays jedoch keinen Einfluss auf die Hohe der Lyse
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von BEAS-2B durch alloaktivierte CTL (Abbildung 4.19). Die Wirkung des eingesetzten
W6/32-Antikorpers und seine blockierenden Eigenschaften wurden bereits in zahlreichen
Versuchen und Veroffentlichungen beschrieben und nachgewiesen (z. B. [100, 101, 102]).
Auch bindet der Antikérper an die BEAS-2B-Zellen, wie zuvor durchflusszytometrisch
bestétigt werden konnte (Abbildung 4.4). Zusétzlich wurde jede in den Versuchen ein-
gesetzte Charge des Antikorpers auch in parallelen Versuchen mit der Endothelzelllinie
HMEC eingesetzt. Deren Lyse wurde, wie bei Eissner et al. [73] beschrieben, durch die
den W6/32-Antikorper gehemmt, so dass jeweils erneut die blockierende Wirkung der
eingesetzten Chargen des W6/32-Antikorpers bestétigt war (Abbildung 4.19).
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Abbildung 4.19: Einfluss von MHC T auf die BEAS-2B-Lyse (links). 5!Cr-markierte
BEAS-2B (Targets) wurden entweder nach Prédinkubation mit einem anti-MHC I-
Antikérper (W6/32) oder direkt fiir vier Stunden mit BEAS-2B-stimulierten CTL
(Effektoren) kokultiviert und die spezifische Lyse iiber die freigesetzte Radioakti-
vitdt in Abhéngigkeit vom E/T-Verhéltnis bestimmt. Rechts: Ein reprasentatives Kon-
trollexperiment mit HMEC als Stimulator- und Targetzellen bei ansonsten analoger
Durchfithrung. Prainkubation mit dem anti-MHC I-Antikorper (W6/32) hemmt bei die-
sen Zellen die Targetlyse deutlich.
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4.7.3 Einfluss von NKG2D und dessen Liganden auf die
BEAS-2B-Lyse

Aufgrund des vorherigen Ergebnisses, dass die Lyse der durch BEAS-2B-Stimulatoren
generierten Effektoren, die aufgrund von Phéanotyp, Zytokinexpression und Proliferation
sowie ihrer Granzym B-vermittelten lytischen Aktivitit klassischen CD8% CTL entspra-
chen, nicht durch MHC I-Blockade beeinflussbar war, wurde nach alternativen Mecha-
nismen gesucht und das Augenmerk im Folgenden auf NKG2D gerichtet, das zunéchst
als aktivierender Rezeptor auf NK-Zellen beschrieben worden war, aber auch auf iiber-

wiegend CD8' T-Zellen nachgewiesen ist.

Die Expression von NKG2D konnte sowohl auf den naiven, frisch isolierten CD87
T-Zellen (Abbildung 4.20) als auch auf BEAS-2B-aktivierten CTL nachgewiesen werden.
Wihrend der siebentégigen Stimulationsdauer wurde die Expressionsdichte von NKG2D
auf den CD8* T-Zellen zudem hochreguliert (p< 0,01, n=>5; von MFI 40 +6 auf 97 +19;
Abbildung 4.21), wie auch von Verneris et al. [67] bereits gezeigt werden konnte.

Ebenso konnten auf BEAS-2B zwei der Liganden von NKG2D, MIC A und B, durch-
flusszytometrisch nachgewiesen werden (Abbildung 4.22). Demzufolge wurde anschlie-
Bend der Einfluss dieses alternativen Lysemechanismus durch die Blockade der NKG2D-
MIC-Interaktion untersucht.

Eine Inkubation der CTL-Effektoren mit anti-NKG2D-Antikorper unmittelbar vor
deren Einsatz in den Zytotoxizitédtsassay fiihrte zu einer signifikanten Verringerung der
BEAS-2B-Lyse bei jedem E/T-Verhiltnis, bei E/T=20 im Mittel insgesamt um ca.
30 % gegeniiber der Isotyp-Kontrolle, die keinen Einfluss auf die Hohe der Lyse hat-
te (p=0,017; Abbildung 4.23). Ebenso wurde auch die K562-Lyse durch den Einsatz des
anti-NKG2D-Antikorpers reduziert (um gut 30 % bei E/T=20; p=0,005 gegeniiber der
Isotyp-Kontrolle).

Dies ist zwar keine komplette Blockade, auch wenn man ohnehin keine 100 %ige Blo-
ckade erwarten kann, da nie an alle Epitope auf der Zelloberfliche wiahrend der gesamten
vierstiindigen Kokultlur Antikorper gebunden sein kénnen (Internalisation). Der einge-
setzte Antikorper kann laut Hersteller allerdings auch aktivierend wirken. Sofern diese
beiden Funktionen gleichzeitig auftreten, konnte ein Teil des (z. B. vor allem anfinglich
auftretenden) blockierenden Effektes von einer gleichzeitig stattfindenden Aktivierung

wieder aufgehoben bzw. iiberdeckt werden.
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Abbildung 4.20: NKG2D-Expression auf CD8" T-Zellen. CD8" T-Zellen wurden mit
PE-konjugiertem anti-NKG2D-Antikérper markiert und die Fluoreszenz durchflusszyto-
metrisch gemessen. Dargestellt ist ein reprisentatives Histogramm; n=5.
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Abbildung 4.21: Regulation der NKG2D-Expression auf CD8" T-Zellen wihrend
der siebentégigen Kokultur mit BEAS-2B-Stimulatoren. Die T-Zellen wurden mit
PE-konjugiertem anti-NKG2D-Antikorper markiert und die Fluoreszenzintensitit der
positiven Zellen durchflusszytometrisch gemessen; n=>5.
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Abbildung 4.22: MIC A/B-Expression auf BEAS-2B. BEAS-2B wurden mit anti-MIC
A /B-Antikérper FITC-markiert und die Fluoreszenz durchflusszytometrisch gemessen.
Dargestellt ist ein représentatives Histogramm; n=5.
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Abbildung 4.23: Einfluss von NKG2D auf die BEAS-2B-Lyse. ' Cr-markierte BEAS-
2B (Targets) wurden entweder nach Prainkubation mit einem anti-NKG2D-Antikorper
oder mit IgG 1 Isotypkontrolle oder direkt fiir vier Stunden mit BEAS-2B-stimulierten
CTL (Effektoren) kokultiviert und die spezifische Lyse iiber die freigesetzte Radioakti-
vitéat in Abhéngigkeit vom E/T-Verhéltnis bestimmt; s p< 0, 005.

Lyse NKG2D-positiver gegeniiber der NKG2D-negativer CTL nach Zell-
sortierung: FACS-Daten haben gezeigt, dass am Ende der siebentédgigen Stimulations-
zeit 77 % (£5,7 %) aller CTL positiv fiir NKG2D waren, der andere Teil jedoch nega-
tiv (Abbildung 4.24). Um den Einfluss des NKG2D auf die Lyse genauer einschétzen
zu konnen, sollten die Lyse-Eigenschaften dieser beiden Subpopulationen im Folgenden
getrennt voneinander untersucht werden. Mit PE-markiertem anti-NKG2D-Antikorper
gefarbte CTL wurden dazu in einem Durchflusszytometer in die zwei Subpopulationen
aufgetrennt und die NKG2D-positiven und die NKG2D-negativen CD8% T-Zellen an-

schliefend unabhéngig voneinander in Zytotoxizitéitsassays eingesetzt.

Tatséchlich zeigte sich eine deutliche Abhéngigkeit der Hohe der Lyse von der NKG2D-
Expression. NKG2D-negative CTL zeigten nur eine sehr geringe Lyse von unter 10 %.
NKG2D-positive CTL zeigten dagegen bei allen E/T-Verhéltnissen eine deutlich hohere
Lyse von BEAS-2B als die unbehandelten Kontrollzellen (n=1) (Abbildung 4.25). Um
den Einfluss des Farbe- und Sortiervorgangs auf die Aktivitdt der CTL einschétzen zu

konnen, wurde eine Versuchsreihe mit gefarbten, aber nicht sortierten CTL mitgefiihrt.
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Abbildung 4.24: NKG2D-Expression auf CTL nach BEAS-2B-Stimulation. BEAS-2B-
stimulierte CTL wurden mit PE-konjugiertem anti-NKG2D-Antikérper markiert und die
Fluoreszenz durchflusszytometrisch gemessen. Dargestellt ist ein repréisentatives Histo-
gramm. Der Marker (M2) ist so gesetzt, dass die unspezifische Farbung der Isotypkon-
trolle ausgeschlossen, also nur NKG2D-positive Zellen eingeschlossen sind.
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Abbildung 4.25: Abhéngigkeit der BEAS-2B-Lyse von der NKG2D-Expression auf
CTL. BEAS-2B-stimulierte CTL wurden mit spezifischem, PE-konjugiertem NKG2D-
Antikorper markiert, im Cell-Sorter in NKG2D-negative und NKG2D-positive Zellen
getrennt und anschliefend jeweils einzeln fiir vier Stunden mit *! Cr-markierten BEAS-2B
kokultiviert und die spezifische Lyse iiber die freigesetzte Radioaktivitidt in Abhéngigkeit
vom E/T-Verhiltnis bestimmt. Als Kontrolle dienten nicht behandelte CTL (BEAS-2B-
Kontrolle) und NKG2D-markierte aber nicht aufgetrennte CTL.

Diese zeigten bereits eine erhchte lytische Aktivitéit gegeniiber dem normalen Ansatz,
was moglicherweise auf den aktivierenden Einfluss des gebundenen NKG2D-Antikorpers

zuriickgefiithrt werden kann. Die Lyse durch diese Kontrollzellen lag aber immer noch
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deutlich unter der der NKG2D-positiven CTL, so dass nicht das gesamte Ausmaf} der
Lyse dieser auf einen bloflen aktivierenden Antikorpereffekt zuriickzufithren ist. Dass
die Lyse der positiv-sortierten CTL im Gegensatz zu der im Kontrollansatz mit nor-
malen CTL durch den Einsatz des NKG2D-blockierenden Antikoérpers nicht mehr ge-
hemmt werden konnte, mag darauf zuriickzufiihren sein, dass der PE-markierte NKG2D-
Antikorper aus dem Féarbe- und Sortiervorgang bereits an den NKG2D-Epitopen der
Oberflache aller CTL in diesem Ansatz gebunden hat. Dieser ist 1t. Hersteller selbst
nicht blockierend, verhindert aber offensichtlich die weitere Bindung und damit die blo-

ckierende Wirkung des unmarkierten, blockierenden Antikoérpers an die Zellen.

4.8 Zytotoxizitat aktivierter CD8" T-Zellen gegen

primdre bronchiale Epithelzellen

Da die gezeigten Ergebnisse zur Zytotoxizitit aktivierter CD8" T-Zellen bisher nur auf
Experimenten mit einer Zelllinie beruhen (BEAS-2B) und mit den Zellen einer zweiten
Linie (A549) auch nicht eindeutig bestétigt werden konnten, war es nun wichtig zu zeigen,
dass es sich bei den Effekten nicht bloff um Artefakte handelte, die auf die Eigenschaften
der Zelllinie bzw. auf deren Immortalisierung mit Virusantigenen zuriickzufithren waren.
Dazu wurden die Kernexperimente zu Zytotoxizitdt und Mechanismus im Folgenden mit
PBEC durchgefithrt. PBEC-stimulierte CTL wurden dazu mit PBEC-Targetzellen in
Standard-?1Cr-Release Assays kokultiviert, wobei es sich bei Stimulator- und Target-
PBEC immer um Zellen des selben Spenders handelte.

Im Gegensatz zu den Versuchen mit der Zelllinie zeigten PBEC-stimulierte CTL sehr
unterschiedliche Ausmafle von Lysen. Dies mag darauf zuriickzufiihren sein, dass die Zel-
len von verschiedenen Spendern mit jeweils unterschiedlicher Vorgeschichte ,life-history*
gewonnen wurden. Zellen einiger Spender wurden wahrend der vierstiindigen Kokultur
mit aktivierten CTL im Zytotoxizitdtsassay zu einem hohen Prozentsatz lysiert (max.
20 % bis 45 % bei E/T=80). Die Zellen weiterer Spender zeigten zwar jeweils nur eine
recht geringe Lyse (max. 8 % bis 12 % bei E/T=80), diese war aber auch bei E/T=40
und E/T=20 noch deutlich messbar und nahm wie bei ersteren Patienten auch kon-
tinuierlich mit dem E/T-Verhéltnis ab, erwies sich dadurch also bereits als spezifisch
(Abbildung 4.26 oben). Bei den Zellen anderer Spender konnte unter selben Bedin-
gungen keinerlei spezifische Lyse festgestellt werden, d.h. die maximale, bei E/T=80
gemessene Lyse lag nur im Bereich weniger Prozent (unter 7%) und bereits bei E/T=40

war keine signifikante Lyse mehr messbar. Auflerdem fand keine regelméflige Titrierung
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Abbildung 4.26: Spezifische Lyse von PBEC durch PBEC-stimulierte CTL. ®!Cr-
markierte PBEC (Targets) wurden mit PBEC-stimulierten CTL fiir vier Stunden ko-
kultiviert und die spezifische Lyse iiber die freigesetzte Radioaktivitdt in Abhéngigkeit
vom E/T-Verhéltnis bestimmt (n=16). Die PBEC von acht Spendern wurden spezi-

fisch lysiert (oben), PBEC-Targetzellen acht weiterer Spender wurden nicht oder nicht
spezifisch lysiert (unten).

in Abhéngigkeit vom E/T-Verhéltnis statt (Abbildung 4.26 unten).

Eine standardméflige HLA-Typisierung aller Patienten wurde in dieser Studie nicht
durchgefiihrt, es ist allerdings nicht davon auszugehen, dass alle acht Patienten mit
dem/den Spendern der CD8" T-Zellen HLA-identisch sind und die Epithelzellen dieser
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Patienten aus diesem Grund nicht lysiert wurden. Fiir die weiteren Untersuchungen und
Auswertungen wurden nur die Epithelzellen derjenigen Spender herangezogen, die zur
ersten beschriebenen Gruppe von PBEC gehoren (mit mehr oder weniger hoher, spezi-
fischer Lyse statt unspezifischer, sehr niedriger bzw. keiner Lyse), zum einen, weil die
unspezifischen Lysen selbst nicht erklarbar sind und zum andern, weil bei sehr niedrigen
Lysen nicht ausgeschlossen werden kann, dass es sich dabei nur um Hintergrundartefakte
handelt. Dariiber hinaus wéren auch Lysen von wenigen Prozent nicht mehr sinnvoll in
weitergehenden, z. B. Blockierungsexperimenten einzusetzen.

Einfluss einer IFN-y-Vorstimulation der PBEC: Auch PBEC waren zur Steige-
rung ihrer Allogenitét mit IFN-y vorstimuliert worden (vgl. Abbildung 4.4; PBECF™N-1)),
was zu unterschiedlichen Effekten auf das Lyseverhalten fiihrte, je nach dem, ob die

Stimulator- oder die Targetzellen IFN-v-behandelt wurden.
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Abbildung 4.27: Einfluss einer IFN-7-Vorbehandlung der Stimulator- und/oder
Target-PBEC auf die spezifische Lyse. °'Cr-markierte PBEC wurden mit PBEC-
stimulierten CTL fiir vier Stunden kokultiviert und die spezifische Lyse iiber die freige-
setzte Radioaktivitdt in Abhéngigkeit vom E/T-Verhéltnis bestimmt. Als Targets und
Stimulatoren wurden entweder unbehandelte (PBEC) oder IFN-v-vorstimulierte PBEC
(PBECIFN-)) eingesetzt.

Waren die Stimulatorzellen vorbehandelt, fithrte dies zu einer insgesamt geringeren
Induktion der Lyse von Zielzellen durch die aktivierten CTL, wobei der Unterschied
nicht grof§ genug war, um statistisch bestéatigt werden zu koénnen. Vorstimulierte Tar-

getzellen wurden dagegen immer stéarker lysiert als nicht vorstimulierte unter denselben
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Bedingungen (Abbildung 4.27). Dieser Effekt zeigte sich nur im gleichzeitigen Ansatz mit
Stimulator-PBEC™N-Y bei E/T=40 als signifikant (p< 0,01, Abbildung 4.27 rechts).
Diese unterschiedliche Wirkung einer gesteigerten Allogenitét von Stimulator- bzw. Ziel-
zellen auf die Lyse kénnte darauf hindeuten, dass Aktivierung und Lyse verschiedene
Mechanismen zugrunde liegen.

Mechanismus der spezifischen Lyse von PBEC: Wie oben dargelegt, werden hier
nur die Epithelzellen der in Abbildung 4.26 oben aufgefiihrten Spender weiter beriick-
sichtigt, die eine messbare und spezifisch titrierbare Lyse zeigten. Durch Prainkubation
der Targetzellen mit anti-MHC I-Antikorper (W6/32) direkt vor dem Einsatz in den
Zytotoxizitatsassay konnte die Lyse der PBEC nicht reduziert werden (Abbildung 4.28
links). Nur bei vier von sechs Spendern war iiberhaupt ein minimaler hemmender Effekt
erkennbar, der jedoch so gering war, dass er sich kaum im Mittelwert niederschlagt und
entsprechend nicht signifikant ist. Deutlich stérker und bei den hochsten E/T-Verhalt-
nissen (40 und 80) sogar signifikant fiel dagegen bei PBEC die Blockade der Lyse durch
Prainkubation der Effektoren mit anti-NKG2D aus (p< 0,05, Abbildung 4.28 rechts).
Sie lag im Mittel bei ca. 50 %, und {iberstieg damit sogar deutlich das Ausmaf der fiir
BEAS-2B gefundenen Hemmung.

Um diese Bedeutung des NKG2D fiir die Zytotoxizitdt der PBEC in diesem System zu
bestérken, ist es sinnvoll, die NKG2D-Liganden-Interaktion auch auf der anderen Seite
zu blockieren. Aus Mangel an verfiigharem Primérzellmaterial konnten entsprechende
Experimente im Rahmen dieser Arbeit nur mit Zellen eines Patienten und fiir zwei der
NKG2D-Liganden, MIC A /B, durchgefiihrt werden. Dazu wurden die Targets zunéchst
direkt vor dem Einsatz in den Assay mit einem anti-MIC A /B-Antikoérper inkubiert.
Diese PBEC-Targets wurden anschlieend weniger lysiert, als die nicht mit Antikorper
vorbehandelten PBEC (Abbildung 4.29). Um eine Aussage treffen zu kénnen, ob diese
Hemmung durch Blockade der Interaktion auf Seiten des MIC A /B ebenso signifikant ist,
so wie durch die Blockade des NKG2D auf Effektorseite, bedarf es weiterer Experimen-
te. Ebenso kénnen auch blockierende Antikorper gegen weitere Liganden des NKG2D

eingesetzt werden, um differenzierte Aussagen ableiten zu kénnen.
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Abbildung 4.28: Einfluss von MHC I und NKG2D auf die PBEC-Lyse. > Cr-markierte
PBEC wurden entweder nach Priinkubation mit einem anti-MHC I- (links) oder -
NKG2D-Antikorper (rechts) oder direkt mit PBEC-stimulierten CTL fiir vier Stunden

kokultiviert und die spezifische Lyse iiber die freigesetzte Radioaktivitidt in Abhéngigkeit
vom E/T-Verhéltnis bestimmt; * p< 0, 05.
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Abbildung 4.29: Einfluss von MIC auf die PBEC-Lyse. *Cr-markierte PBEC wur-
den entweder nach Prainkubation mit einem anti-MIC A/B-Antikérper oder direkt mit
PBEC-stimulierten CTL fiir vier Stunden kokultiviert und die spezifische Lyse {iber die
freigesetzte Radioaktivitéit in Abhéngigkeit vom E/T-Verhéltnis bestimmt. Aus Mangel
an verfiigharem Primérzellmaterial konnte das Experiment im Rahmen dieser Arbeit nur
mit Zellen eines Patienten durchgefiithrt werden, die Wiederholung dieses und analoge
Experimente mit weiteren NKG2D-Liganden wiren sinnvoll.



71

5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Beteiligung einer allogen vermittelten, zytotoxi-
schen Reaktion im Sinne einer GvHD an der Entstehung nichtinfektits bedingter Lun-
genschéden nach allogener SZT untersucht. Im Einzelnen wurde die Frage bearbeitet,
ob respiratorische Epithelzellen als direkte Aktivatoren fiir zytotoxische CD8' T-Zellen
fungieren koénnen, ob solche allogen aktivierten zytotoxischen CD8" T-Zellen die respi-
ratorischen Epithelzellen in der Folge als Targets erkennen und zerstoren kénnen und
welche Mechanismen einer solchen Reaktion zugrunde liegen. Dazu wurde ein Zellkultur-
modell der GvHD benutzt, in dem CD8" T-Zellen mit respiratorischen Epithelzellen ko-
kultiviert wurden. In CD8" T-Zellen konnte in vitro durch die bronchialen Epithelzellen
BEAS-2B sowie PBEC Zytokinproduktion (IFN-v), Proliferation, verstirkte Expression
von Aktivierungsmarkern sowie eine spezifische Zytotoxizitit gegen Epithelzelltargets
initiiert werden. Damit konnte in wvitro gezeigt werden, dass humane bronchiale Epi-
thelzellen sowohl direkte Aktivatoren zytotoxischer CD8" T-Zellen als auch Targets fiir
alloaktivierte CD8% T-Zellen in einer zytotoxischen Reaktion im Sinne einer GvHD sein

konnen.

5.1 Zellkulturmodell der GVvHD

Es mag zunéchst als Nachteil erscheinen, statt eines tierexperimentellen in vivo-Ansatzes
ein in vitro Modell zur Untersuchung der komplexen Vorginge im Zusammenhang mit
GvHD-Reaktionen heranzuziehen. Ein entscheidender Vorteil des in dieser Arbeit ent-
wickelten Modells ist jedoch der Einsatz von ex wvivo frisch isolierten und kultivierten
humanen priméren bronchialen Epithelzellen. Deren Reaktionen kommen dem mensch-
lichen System wiederum néher als Tierversuche. Auflerdem stimmt in diesem System
die komplexe humane HLA-Struktur mit der in wvivo iiberein und die spezifischen Re-
aktionen einzelner Zelltypen konnen unterschieden und differenziert untersucht werden.
Dariiber hinaus besteht die Mdoglichkeit, ein solches Modell derart weiter zu entwickeln,
dass mit dessen Hilfe individuelle patientenspezifische Unterschiede in der Ausprigung

einer GvHD an der Lunge z. B. bereits im Vorfeld einer Transplantation erkannt bzw.
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eingeschétzt werden konnen. Somit konnte dieses Kokulturmodell sogar pradiktiv einge-
setzt werden, um vor einer SZT die Vertraglichkeit zwischen Spender und Empfinger im
Hinblick auf Lungenkomplikationen abschétzten und zumindest die Therapie, wie z. B.

die Hohe einer Immunsuppression in der Folge optimal abstimmen zu kénnen.

Zytotoxische T-Zellen sind die Zellen, die klassischerweise fiir zytotoxische Reaktio-
nen im Rahmen von Abstoflungsreaktionen bzw. einer GvHD verantwortlich gemacht
werden [38]. Deshalb wurden isolierte CD8" T-Zellen mit einer Reinheit von 90 % in die
Versuche eingesetzt. Die Kontamination dieser Effektorpopulation durch NK-Zellen lag
in allen Versuchen bei unter 1 % — sowohl vor als auch nach der Aktivierungsphase —
sodass unspezifische, antigenunabhingige Reaktionen, die die Effekte einer CD81 T-Zell-
spezifischen Reaktion iiberdecken kénnten, alleine dadurch minimiert wurden. Entgegen
der fritheren Annahme wurde inzwischen gezeigt, dass hochaffine CD8" T-Zellen auch
unabhéngig von professioneller Hilfe, z.B. von CD4*1 Helfer-T-Zellen, aktiviert werden
konnen [38, 42, 43, 103]. Da aber nicht von vornherein davon ausgegangen werden konn-
te, dass es sich bei den in diesem Kulturmodell herangezogenen Zellen um ausreichend
starke Stimulatoren bzw. hochaffine CD8*% T-Zellen handelte, wurde zur Unterstiitzung
von deren Uberleben und Wachstum der T-Zell-Wachstumsfaktor IL-2 ins Medium ge-
geben. Die niedrige eingesetzte IL-2-Konzentration von 100 U/ml verhinderte jedoch,
dass unsperzifische Effektoren wie natiirliche Killer (NK)-, NK-dhnliche T-Zellen (NKT-
Zellen), Zytokin-induzierte Killerzellen (CIK) oder Zellen mit Lymphokin-aktivierter
Killeraktivitdt (LAK) heranwachsen oder sich entwickeln konnten [104, 105]. Obwohl
das Verhiltnis von Effektoren zu Targetzellen im geschédigten Gewebe in vivo vermut-
lich geringer als die hier maximal eingesetzte E/T-Ratio von 80:1 ist, lie§ sich zumindest
durch die Titration der Effektor/Target-Verhéltnisse in den Zytotoxizitatsassays von
2:1 bis 80:1 eine Dosis-Wirkungs-Abhéangigkeit und damit Spezifitit der Lyse aufzeigen.
Auflerdem wurden zur Berechnung der E/T-Ratio alle nach der Stimulationszeit noch
lebenden CD8" T-Zellen des Stimulationsansatzes ausgezihlt, unter denen sich natiirlich
auch die aktivierten Effektoren befanden. Wie jedoch aus den FACS-Diagrammen des
Proliferationsansatzes zu sehen ist (Abbildung 4.10), sind darin ebenso zusétzliche nicht
aktivierte T-Zellen enthalten, so dass das effektive Verhéltnis aktivierter Effektoren zu

Targetzellen sicherlich unter dem rein rechnerisch ermittelten lag.

Als Stimulatoren und als Targets wurden zunéchst Zellen der bronchialen Zelllinie
BEAS-2B und der alveolédren Zelllinie A549 eingesetzt, da diese in grofem Umfang zur
Verfiigung stehen. Unter den iiblichen Unsicherheiten, die Versuchsansétze in in wvitro-

Systemen generell mit sich bringen, muss hier besonders die Herkunft der beiden Zell-
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linien beriicksichtigt bleiben — bei den BEAS-2B handelt es sich um virustransfizierte
Zellen, bei A549 um eine Krebszelllinie. Fiir beide Zelllinien wurden aber die typischen
Epithelzell-Eigenschaften nachgewiesen, weshalb sie als Modellzellen fiir das respirato-
rische Epithel gelten und als solche bereits vielfach erfolgreich eingesetzt wurden (z. B.
[77, 88]). Zur Reproduktion der wichtigsten Experimente wurden in dieser Arbeit an-
schlieBend frisch isolierte und kultivierte primére bronchiale Epithelzellen herangezogen,
deren epithelialer Charakter als Zytokeratin-positiv zuvor bestétigt, sowie Kontamina-
tion mit Fibroblasten, Endothelzellen oder Makrophagen ausgeschlossen werden konnte.
Die Zellen beider Linien exprimierten so wie auch PBEC zu 100 % MHC I auf ih-
rer Oberfliche, wihrend MHC II nur auf wenigen Prozent der Zellen nachzuweisen war
(Abbildung 4.4). Auch diese Tatsache argumentiert erneut fiir den Einsatz von isolierten
CD8" T-Zellen in das Kokulturmodell, da CD4*" T-Zellen nur iiber eine Interaktion mit
MHC II aktiviert werden kénnen. Adhésions- (ICAM-1) und kostimulatorische Molekiile
wurden auf den eingesetzten Epithelzellen exprimiert. Die klassischen kostimulatorischen
Molekiile CD80 und CD86 waren zwar auf beiden Zelllinien kaum nachweisbar (nur auf
maximal 1 % der Zellen), wie fir BEAS-2B auch bereits von Tanaka [92] und Kurosa-
wa [94] beschrieben, CD70 war aber auf ca. 20 % der Zellen beider Linien, CD95 auf
tiber 50 % (BEAS-2B) bis 80 % (A549) nachweisbar. Beide Molekiile kénnen alternative
Wege der Kostimulation vermitteln, so dass damit wichtige phénotypische Voraussetzun-
gen fiir eine Antigenprisentation und direkte Aktivierung von CD8% T-Zellen zumindest
theoretisch erfiillt sind.

5.2 Aktivierung CD8" T-Zellen durch respiratorische
Epithelzellen

In dem verwendeten Zellkulturmodell konnte gezeigt werden, dass die bronchialen Epi-
thelzellen BEAS-2B als Stimulatoren — im Gegensatz zu A549 — isolierte CD8" T-Zellen
direkt und ohne professionelle Hilfe (allo-)antigenspezifisch aktivieren und zu IFN-+-
Produktion, Proliferation und Zytotoxizitdt anregen kénnen. Zumindest die Ergebnisse
beziiglich Proliferationsinduktion und Zytotoxizitdt konnten auch durch PBEC belegt
werden.

Bereits wihrend einer Woche BEAS-2B-Stimulation bildeten die aktivierten T-Zellen
in signifikanter Menge das Zytokin IFN-v, was durch eine Restimulation noch verstérkt
wurde (Abbildung 4.7). Zudem zeigten sie einen Phénotyp aktivierter zytotoxischer T-

Zellen, indem die Expression (Anteil positiver Zellen oder MFI) von neun der zehn
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untersuchten Aktivierungsmarker auf ihrer Oberflache verstirkt war (Abbildung 4.9).
Bei sieben der zehn Marker war sogar sowohl der Anteil positiver Zellen als auch die
MFI nach BEAS-2B-Stimulation starker erhoht als nach IL-2-Stimulierung. Selbst wenn
die Steigerung der Anteile positiver Zellen ausschlielich auf einer Selektion wéhrend der
Stimulationsdauer beruhen wiirde, bliebe zumindest noch die im Gegensatz zum IL-2-
Ansatz stiarkere Erhohung der Expressionsdichte von CD54, CD70, CD95 und HLA-DR,
die alleine schon fiir das Vorliegen aktivierter T-Zellen in der Population sprechen. Das
Ergebnis deutet somit auf eine nicht nur durch das Zytokin bewirkte, sondern antigen-
spezifische Stimulierung des T-Zell-Rezeptors durch die BEAS-2B-Stimulatorzellen hin.
Wie in verschiedenen klinischen und tierexperimentellen Studien v.a. nach Transplanta-
tion solider Organe gezeigt werden konnte [38], kann dabei insbesondere die verstérkte
Expression der Marker CD25, CD30, CD69 und HLA-DR auf eine alloantigen vermittelte
Reaktion hindeuten. CD30 wurde auf zytotoxischen T-Zellen in Herzbiopsien beschrie-
ben, auch wenn kein signifikanter Zusammenhang der Héhe der CD30-Expression mit der
Schwere einer AbstofSlungsreaktion nachgewiesen werden konnte. Fiir CD25 konnte ein
solcher Zusammenhang in derselben Studie dagegen auch belegt werden [95]. Martinez
[96] beschrieb CD8% CD30" T-Zellen sogar als eine wichtige Teilpopulation alloakti-
vierter T-Zellen und die Hauptquelle von IFN-v in gemischten Lymphozytenkulturen
in vitro. Die Korrelation einer CD69-Expression auf CD8" T-Zellen im Blut als auch
auf antigenspezifischen CD8" T-Zellen in den Infiltraten in Herzen mit schweren Absto-
Bungsreaktionen ist belegt und fiir CD69 sowie HLA-DR ist eine verstéirkte Expression
besonders auch nach Alloaktivierung bekannt [38, 97, 106, 107, 98].

Diese Zeichen (allogener) Aktivierung waren von einer starken proliferativen Antwort
der CD8" T-Zellen withrend der Stimulation mit BEAS-2B begleitet (zehnfach hoher als
im IL-2-Ansatz; Abbildung 4.10). Diese Proliferation spiegelt sich auch in der Beobach-
tung wider, dass die Anzahl nur in IL-2-Medium kultivierter CD8" T-Zellen wihrend
der siebentédgigen Stimulationsdauer auf unter die Hélfte zuriickging, wahrend die Zell-
zahl im BEAS-2B-Ansatz nahezu konstant blieb, was wohl auf die Ersetzung der nicht
stimulierten, absterbenden T-Zellen durch Tochterzellen der aktivierten, sich teilenden

T-Zellen zuriickgefiithrt werden kann.

[FN-v-Produktion, Aktivierungsmarkerexpression und Proliferation fielen zu jedem
Zeitpunkt signifikant stirker aus, als bei nur durch IL-2-stimulierten CD8% T-Zellen.
Zudem waren die Stimulatorzellen durch Bestrahlung stoffwechselinaktiviert, konnten
also selbst auch keine zusétzlichen T-Zell-stimulierenden Proteine produzieren oder ins

Medium sezernieren. Das gibt einen zusétzlichen Hinweis darauf, dass der Aktivierung
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ein (Alloantigen-)spezifischer, iiber den TCR der Stimulatorzellen vermittelter Mecha-
nismus zugrunde liegt und nicht ausschlieflich durch die Anwesenheit eines Zytokins
bewirkt wurde.

Im Gegensatz dazu waren A549 nicht in der Lage, CD8" T-Zellen zu aktivieren.
Die IFN-y-Produktion war ebenso wie die Expression von Aktivierungsmarkern nach
A549-Stimulation nicht signifikant von der durch IL-2 alleine bedingten verschieden. Im
Gegenteil war die Expression der Aktivierungsmarker CD30, CD71, CD86 und HLA-DR
sogar signifikant verringert gegeniiber der IL-2-Kontrolle, ebenso wie auch die IFN-~-
Produktion nach Restimulation. Nur eine sehr schwache Proliferierten A549-stimulierter
CD8" T-Zellen gegeniiber der IL-2-Kontrolle war zu beobachten, die nach sieben bzw.
7 + 3 Tagen insgesamt aber immer noch nur 7 % bzw. 13 % aller CD8" T-Zellen
(Abbildung 4.10) und damit nur knapp ein Viertel so viele Zellen wie nach BEAS-
2B-Stimulation betraf.

Wie A549 konnten PBEC-Stimulatorzellen die CD8" T-Zellen zu keiner signifikan-
ten IFN-v-Produktion veranlassen, weder nach sieben Tagen noch nach Restimulation.
Nur eine leichte Proliferation der CD8% T-Zellen konnten PBEC gegeniiber der I1-2-
Kontrolle induzieren, diese lag in der Hohe zwischen der durch A549 (zwei- bis zwei-
einhalbmal so hoch) und der durch BEAS-2B induzierten (ca. zwei Drittel so hoch;
Abbildung 4.11), war aber wie bei A549 nicht von der IL-2-Kontrolle verschieden.

Diese Ergebnisse deuten auf ein wesentlich stiarkeres Potential zur Aktivierung von
CD8™ T-Zellen der BEAS-2B gegeniiber A549-Zellen und PBEC hin. Dies belegt aber
auch, dass die hier gefundenen aktivierenden Eigenschaften der untersuchten respirato-
rischen Epithelzellen nicht blof ein Zelllinienartefakt sind oder auf Auswirkungen des
Virus, mit welchem BEAS-2B immortalisiert wurden, zuriickzufiihren sind, was der ge-
fundene Unterschied in der Stérke der Aktivatoreigenschaften zwischen BEAS-2B und

A549 hatte vermuten lassen konnen.

5.3 Zytotoxizitat CD8" T-Zellen gegen respiratorische
Epithelzellen

Auch eine spezifische zytotoxische Aktivitat konnte durch die respiratorischen Epithel-
zellen BEAS-2B in CD8' T-Zellen induziert werden. Umgekehrt ausgedriickt bedeutet
das, dass die respiratorischen Epithelzellen von aktivierten CTL spezifisch als Targets er-
kannt und lysiert werden konnten. A549 waren zwar nicht in der Lage eine Zytotoxizitét
in CD8" T-Zellen zu induzieren (Abbildung 4.13), mit PBEC konnte dieses Ergebnis
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jedoch bestétigt werden (Abbildung 4.26 oben).

BEAS-2B-stimulierte CD8" T-Zellen lysierten BEAS-2B-Targetzellen in starkem Aus-
maf (von bis zu 50 % im Mittel). Mit niedrigen Werten beginnend stieg die Lyse in
zunehmendem Mafle mit dem Effektor/Target-Verhéltnis. Naive frisch isolierte CD8"
T-Zellen waren nicht in der Lage BEAS-2B zu lysieren und auch die Lyse durch nur in
IL-2-Medium kultivierte CD8" T-Zellen lag nur bei wenigen Prozent und damit immer
deutlich unter der BEAS-2B-stimulierter CTLs (Abbildung 4.12). Aus diesen Griinden
kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei der gemessenen Lyse um eine spezifisch
durch BEAS-2B induzierte Zytotoxizitat handelte. Auch wurden angebotene korperei-
gene Targetzellen des jeweiligen T-Zell-Spenders nicht lysiert (Abbildung 4.14), was ei-
nerseits wiederum die Allospezifitidt der zytotoxischen Reaktion selbst bestétigt, da die
CTLs offensichtlich zwischen korpereigenen und fremden Targets unterscheiden. Ande-
rerseits ist dadurch gleichzeitig auch wiederum eine unspezifische (Uber-)Aktivierung der
Effektoren ausgeschlossen, wie sie z. B. fiir die Generierung von LAK- oder CIK-Zellen

beschrieben ist, da diese alle Zelltypen MHC-unabhéngig lysieren wiirden.
K562, also MHC I-negative Kontrolltargets, wurden von BEAS-2B-stimulierten CTLs

zu einem unterschiedlichen, wenn auch geringen und immer niedrigeren Prozentsatz
als BEAS-2B lysiert. Dass NK Zellen oder NKT-Zellen in der Effektorpopulation fiir
diese Lyse der klassischen NK-Zell-Targets K562 verantwortlich sind, kann jedoch bereits
durch den Phénotyp (CD3*, CD8%, CD4~, CD16/56~) der hier eingesetzten Effektoren,
der auch wihrend der Stimulationsdauer konstant blieb, nahezu ausgeschlossen werden
(Abbildung 4.5). NK-Zellen sind dagegen charakterisiert als CD3~ CD16/56%. NKT-
Zellen sind unter humanen Gesamt-PBMC {iberhaupt nur zu ca. 0,1 % bis 1 % vertreten
und fast ausschlieBlich CD8~. Sie sind zwar wie T-Zellen CD3*, tragen jedoch auch NK-
Marker (CD161, CD16/56) auf ihrer Oberfliache [108, 109, 110]. Solche CD3* CD16/56"
Zellen wiirden in dem entsprechenden FACS-Diagramm im oberen rechten Quadranten
erscheinen (Abbildung 4.5 ganz rechts), wo allerdings nur ein sehr geringer Anteil der
Effektoren tatséichlich gemessen wurde — im Mittel unter 1 %. Dies alles in Betracht
gezogen, macht die Beteiligung einer signifikanten NK- oder NKT-vermittelten Lyse

sehr unwahrscheinlich.

Auch LAK- oder CIK-Zellen (1 % bis 5 % aller T-Zellen) kénnten fiir eine Ly-
se von MHC I-negativen Targetzellen wie den K562 verantwortlich sein, da sie jeden
Zelltyp, auf den sie treffen, besonders auch Tumorzellen, mit vergleichbarer Effekti-
vitét lysieren kénnen. Da sie aber unabhéngig von einer MHC I-Expression, damit (al-

lo)antigenunabhéngig und somit also unspezifisch lysieren, miissten solche Effektoren
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ebenso auch korpereigene Zellen lysieren, was wie gezeigt nicht der Fall war [104, 105].
Auch die Tatsache, dass hohe IL-2-Konzentrationen (300 U/ml bis 1000 U/ml) benétigt
werden, um LAK-Aktivitit in einer Kultur aus isolierten CD8% T-Zellen zu induzie-
ren bzw. bei zusétzlicher Anwesenheit von IFN-+ CIK-Zellen aus v.a. doppelnegativen
(CD4~CD8™) T-Zellen generieren zu konnen [104, 105, 111], macht die Beteiligung einer
LAK- oder CIK-Aktivitdt an der Lyse unwahrscheinlich. Ebenso spricht auch erneut
deren Phinotyp dagegen, dass LAK- oder CIK-Zellen (je CD3" CD16/56™) einen signi-
fikanten Anteil an der Effektorpopulation haben.

Die Ergebnisse der Cold-Target-Inhibition-Assays (Abbildung 4.16) zeigten dariiber
hinaus, dass K562-Zellen nur in Abwesenheit von BEAS-2B lysiert werden konnten. So-
bald den Effektoren die beiden Targetzelltypen gleichzeitig angeboten wurden, wurden
spezifisch nur BEAS-2B lysiert. Das ist einerseits ein weiterer Hinweis auf die Spe-
zifitdt der BEAS-2B-Lyse und legt andererseits den Schluss nahe, dass es sich bei den
BEAS-2B-stimulierten CTLs um eine homogene Population handelt, in der die einzelnen
Effektorzellen jeweils beide Targets (BEAS-2B und K562) lysieren kénnen — BEAS-2B
jedoch mit deutlich hoherer Affinitdt. Beim Vorliegen verschiedener Effektorzellen in
einer gemischten, , verunreinigten® Population miisste man erwarten, dass sie auch die

gemischten Targetzellen gleichzeitig lysieren kénnten.

PBEC-stimulierte CD8% T-Zellen zeigten in sehr unterschiedlichem Ausmafl Zytoto-
xizitit gegen PBEC-Targets (0 % bis maximal 45 %). PBEC von acht der 16 Spender
waren dabei nicht in der Lage eine spezifische, zytotoxische Antwort bei CD8" T-Zellen
auszulosen (Abbildung 4.26 unten) bzw. wurden nicht als Targets erkannt. PBEC acht
weiterer Spender induzierten eine zytotoxische Reaktion, diese PBEC wurden von den
aktivierten CTLs als Targets erkannt und spezifisch lysiert (Abbildung 4.26 oben). Die
Hohe der Lyse war unabhéngig von der Person des Spenders der CD8" T-Zellen, so
dass die starken Unterschiede in der Zytotoxizitat auf individuelle Unterschiede der Epi-
thelzellen bzw. -Spender zuriickzufiihren sein miissen. Das klingt plausibel, wenn man
beriicksichtigt, dass es sich bei den Spendern um Individuen mit unterschiedlichen Vor-
geschichten und Vorerkrankungen handelt, wodurch die Epithelzellen vor der Gewinnung
unterschiedlichen Milieus ausgesetzt waren bzw. verschiedene Vorstimulierungsniveaus
erfahren haben. Auch die genetische Veranlagung der Spender konnte einen Einfluss auf

die Allogenitat bzw. Empfanglichkeit fiir Zytotoxizitdt haben.

Ob diese Unterschiede der in vitro messbaren PBEC-Lyse damit korrelieren, ob ein
Patient anfillig fiir nachtransplantliche, nichtinfektiose immunologische Komplikationen

ist oder nicht, kann aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit nicht abschlieBend beantwor-
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tet werden. Fiir eine genauere Beleuchtung dieser interessanten Fragestellung miissten
weitergehende Untersuchungen angeschlossen werden, die die in vitro Ergebnisse direkt

mit Langzeitbeobachtungen an transplantierten Patienten korrelieren kénnten.

5.4 IFN-+-Vorstimulation der schwachen Stimulatoren
A549 und PBEC

Auf Ab549 waren MHC I und das Adhésionsmolekiill ICAM-1 deutlich schwécher expri-
miert als auf BEAS-2B (ein sechstel bzw. ein viertel so stark). PBEC trugen zwar ten-
denziell mehr CD80/86 und weniger CD70 als die beiden Zelllinien, entsprachen mit ihrer
vergleichbar niedrigen mittleren MHC I- und ICAM-1-Expression aber den A549. Bei-
des deutet auf schlechtere Stimulatoreigenschaften von A549 und PBEC im Vergleich zu
BEAS-2B hin und kénnte theoretisch fiir deren geringe Lyse verantwortlich sein. Durch
eine Vorstimulierung mit IFN-y konnte auf A549 und PBEC eine signifikante Steige-
rung der Expression von ICAM-1 auf ein vergleichbares Niveau zu BEAS-2B, sowie von
MHC I gemessen werden (Abbildung 4.4). Aufgrund dessen liele sich eine gesteigerte
Fahigkeit zur Aktivierung von CD8" T-Zellen und damit eine erhohte Allogenitét dieser
vorstimulierten gegeniiber den basalen Zellen erwarten.

Dies zeigte sich jedoch nicht fiir A549. IFN-y-Produktion, Aktivierungsmarkerexpres-
sion und Lyse waren infolge der Stimulation mit A549N-7) unveréindert gegeniiber
der mit A549 oder sogar niedriger. Ebenso blieb mit PBEC-Stimulatoren die Hohe der
IFN-v-Produktion durch CD8" T-Zellen unbeeinflusst von der Vorstimulierung der Sti-
mulatorzellen, wenn auch die Proliferation leicht erhoht war. Die durch PBECIFN-7)
Stimulatoren induzierte Lyse war dagegen deutlich verringert gegeniiber der durch PBEC
(Abbildung 4.27).

Die Hohe der Expression von MHC I und ICAM-1 hatte auf A549 und PBEC also
einen uneinheitlichen bzw. keinen Einfluss auf die Aktivierung von CD8" T-Zellen. Es
muss daher postuliert werden, dass es weitere, in der vorliegenden Arbeit nicht unter-
suchte Molekiile gibt, die Aktivierung und/oder Zytotoxizitit beeinflussen. Dies konnten
entscheidende aktivierende oder kostimulierende Faktoren sein, die den A549 auch nach
IFN-v-Vorstimulation noch fehlten. Denkbar wiren in diesem Zusammenhang auch , do-
minant“ wirkende, hemmende/inhibitorische Faktoren, deren Expression ebenfalls durch
[F'N-v-Vorstimulation gesteigert wird und die dann einen aktivierungssteigernden Effekt
durch mehr ICAM-1 und MHC I wieder aufheben bzw. sogar umkehren kénnten. Ahn-

liches muss auch fiir die Stimulierungsphase mit PBEC als Stimulatorzellen (Induktion
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von IFN-v-Produktion und Zytotoxizitét) in Betracht gezogen werden. Da PBEC(FN-7)
Targets mit gesteigerter MHC I-Expression dagegen zu einem hoheren Prozentsatz ly-
siert wurden als PBEC-Kontrolltargets, scheinen aber zumindest bei den PBEC wihrend
Aktivierungsphase und zytotoxischer Reaktion unterschiedliche Mechanismen von Be-

deutung zu sein.

5.5 Mechanismus der Lyse bronchialer Epithelzellen

Die Bedeutung der drei Haupteffektormechanismen, iiber die CD8" T-Zellen in ihren
antigenspezifischen Targetzellen das Apoptoseprogramm auslosen und diese dadurch
abtoten, wurde in dieser Arbeit untersucht: die Freisetzung der Proteasen Perforin und
Granzym, die Bindung der Membranmolekiile FAS und FAS-Ligand und die von direk-
tem Zellkontakt unabhéingige Wirkung von TNF. Da die Blockade sowohl von FAS als
auch von TNF in der vierstiindigen Kultur von CTL mit BEAS-2B keinen Einfluss auf
die Hohe der Lyse hatte, kann die Vermittlung eines Todessignals durch diese Mediatoren
ausgeschlossen werden (Abbildung 4.18). Da Granzym B in hoher Konzentration in der
Kokultur nachweisbar war (Abbildung 4.17), muss dagegen die Sezernierung der Pro-
teasen Perforin und Granzym B als verantwortlich fiir die gemessene Zelllyse angenom-
men werden. Das ist gleichzeitig auch der fiir CD8% CTL typische und als vorherrschend
beschriebene Mechanismus der zytotoxischen Wirkung [53].

Da der Zerstorung von Zielzellen durch klassische CTL die Erkennung ihres spezifi-
schen Antigen-MHC I-Komplexes auf den Zielzellen iiblicherweise vorausgeht, kommt
MHC I-Molekiilen auch bei der Zytotoxizitédt eine Schliisselrolle zu. In den Kokultu-
ren von BEAS-2B-Targetzellen mit BEAS-2B-stimulierten CTLs konnte durch Préin-
kubation der Targets und anschlieSfender Anwesenheit eines anti-MHC I-Antikorpers
im Versuch allerdings keine Reduzierung der Lyse erreicht werden (Abbildung 4.19).
Der eingesetzte Antikorper W6/32 bindet unabhéngig von individuellen genetischen
Variationen an nichtpolymorphe Abschnitte in der alpha-2-Doméne des HLA-A-, -B-
und -C-Glycoproteins und wurde bereits in vielen Ansédtzen als blockierend beschrie-
ben [101, 102, 100]. Auch konnte durchflusszytometrisch bestétigt werden, dass der An-
tikorper an die BEAS-2B-Zellen bindet (Abbildung 4.4). Jede in den Versuchen einge-
setzte Charge des Antikorpers wurde auflerdem auch in parallelen Versuchen mit der
endothelialen Zelllinie HMEC eingesetzt, wodurch jeweils erneut die blockierende Wir-
kung bestéitigt werden konnte (Abbildung 4.19; vgl. [73]). Diese Beobachtungen spre-
chen alle dafiir, dass eine MHC I-Erkennung auf die Lyse von BEAS-2B keinen Einfluss
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hat. Uber den Mechanismus wihrend der Aktivierungsphase erlauben die Ergebnisse
dieser Experimente dagegen keine Aussage. Die Tatsache, dass im Gegensatz zur Akti-
vierungsphase wahrend der Effektorphase eine Interaktion zwischen antigenspezifischem
Rezeptor auf den CTL mit auf MHC I présentiertem Antigen nicht unbedingt notwen-
dig ist, haben Teshima et al. [55] bereits gezeigt. Dies war allerdings weniger auf die
Perforin/Granzym-, also zellular vermittelte Zytotoxizitdt bezogen, sondern vielmehr

auf eine antigenunspezifische, durch Zytokine vermittelte Zytotoxizitét.

Als alternativer, fiir die Zytotoxizitat von CD8" T-Zellen beschriebener Mechanismus
wurde die Interaktion von NKG2D mit seinen Liganden untersucht. Durch Blockierung
dieser Interaktion wéhrend der zytotoxischen Reaktion mit anti-NKG2D-Antikorpern
lasst sich die Lyse von BEAS-2B durch BEAS-2B-stimulierte CTL verringern, was den
Einfluss dieses Mechanismus im untersuchten Modell verdeutlicht (Abbildung 4.23). Das
trotz guter Reproduzierbarkeit dieses Ergebnisses relativ geringe Ausmafl der Reduzie-
rung der Lyse um ca. 30% mag darauf zuriickzufiihren sein, dass der Antikorper laut Her-
steller gleichzeitig auch aktivierend wirken kann. Auflerdem muss hier auch der zusétz-
liche Einfluss weiterer Mechanismen fiir Kostimulation, Targeterkennung oder -lyse in
Betracht gezogen werden. Hierfiir kdme z. B. die CD70-CD27-Interaktion in Frage, de-
ren Bedeutung fiir die CD8" T-Zell-vermittelte Transplantatabstofiung Yamada bereits

zeigen konnte [62].

Dass die Expression von NKG2D auf CTL eine wichtige Rolle bei der Lyse der BEAS-
2B spielt, bestéitigte auch ein Experiment mit sortierten CTL, in dem die NKG2D-
positiven eine sehr starke lytische Aktivitiat gegen BEAS-2B aufwiesen, NKG2D-negative
CTL dagegen anndhernd zu keiner Lyse von BEAS-2B-Targets fahig waren (Abbil-
dung 4.25).

Auch mit PBEC konnte sowohl der fehlende Einfluss von MHC I als auch der signi-
fikante Einfluss von NKG2D auf die Lyse bestétigt werden, wobei letzterer sogar noch
deutlicher als bei den Zellen der Zelllinie zu schen war (Abbildung 4.28 rechts). Dies
bestétigt eindrucksvoll, dass es sich bei den gefundenen Ergebnissen mit BEAS-2B nicht
blo3 um Virus-induzierte Zelllinienartefakte handelte. Vielmehr zeigten die gegen respi-
ratorische Epithelzellen spezifischen zytotoxischen CD8" T-Zellen in diesem Modell eine
nichtklassische Effektorfunktion, die teilweise NKG2D-vermittelt, aber nicht MHC I-
abhingig war — trotz ihrer ansonsten klassischen CD8" T-Zelltypischen Eigenschaften

wie Zytokinproduktion, Aktivierungsmarkerexpression, Proliferation und Zytotoxizitét.

Dieser gefundene Einfluss von NKG2D auf die Lyse ertffnet dariiber hinaus auch eine

zusétzliche Erklarungsmoglichkeit fiir die sehr heterogene Lyse der PBEC. Denn zumin-
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dest einer der Liganden des NKG2D, das MIC A, besitzt eine dem MHC I vergleichbare
polymorphe Genstruktur und -expression, wobei die verschiedenen Varianten eine unter-
schiedliche Bindungsaffinitit zum NKG2D aufweisen [112]. Den Einfluss dieser Tatsache
auf die Hohe der Lyse von PBEC und in der Konsequenz moglicherweise auch auf die
Ausprigung einer GvHD nach SZT koénnte moglicherweise durch eine Sequenzierung
der MIC-Genotypen der jeweiligen Patientenzellen und die Korrelation mit deren Lyse

aufgeklart werden.
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6 Zusammenfassung

Die Stammzelltransplantation (SZT) ist eine gut etablierte und verbreitete Behandlungs-
methode von einer Reihe lebensbedrohlicher Krankheiten, die trotz inzwischen hoher
Heilungschancen immer noch héufig mit lebensbedrohlichen Nebenwirkungen verbun-
den ist. Aufgrund verbesserter antibiotischer Prophylaxe stehen dabei heute akute und
chronische nichtinfektios bedingte Nebenwirkungen im Vordergrund, die sich nicht nur
an den Organen Haut, Leber und Darm, sondern sehr haufig auch an der Lunge mani-
festieren. Dort machen sie sich u. a. durch Entziindungsreaktionen zusammen mit einer
abnormalen Lungenfunktion bemerkbar und sind histopathologisch mit einem diffusen
Alveolarschaden, bronchioldrer Entziindung und Epithelschiaden assoziiert. Durch die
Mafinahmen des Konditionierungsregimes lassen sich diese Befunde jedoch nicht ausrei-
chend erkldren. Die direkte Beteiligung zytotoxischer Reaktionen im Sinne einer graft-
versus-host disease (GvHD) kénnte deshalb eine weitere Erklarungsmoglichkeit fur die
Entstehung nichtinfektios bedingter Schadigungen des Lungenepithels nach allogener
SZ'T darstellen. Deren Nachweis steht aber noch aus und war Untersuchungsgegenstand
dieser Arbeit.

Zur Untersuchung der Fragestellung, ob und wie solche zytotoxischen Reaktionen an
der Schédigung des Lungenepithels nach allogener SZT beteiligt sind, wurden isolier-
te zytotoxische T-Zellen (CD8" CD4~ CD16/56~) mit respiratorischen Epithelzelllini-
en (BEAS-2B bzw. A549) bzw. priméren bronchialen Epithelzellen (PBEC) in einem
Zellkulturmodell kokultiviert. MHC I, ICAM-1 und zumindest die nichtklassischen ko-
stimulatorischen Molekiile CD70 und CD95 wurden — im Gegensatz zu den klassischen
CD80 und CD86 — als Voraussetzung zur Antigenprasentation und T-Zell-Aktivierung
auf den respiratorischen Epithelzellen exprimiert. Die in der Kokultur erhobenen Daten
zeigen, dass die bronchialen Epithelzellen in wvitro in der Lage waren, allogene CD8*
T-Zellen direkt und ohne professionelle Hilfe zu Zytokinproduktion (IFN-v), Proliferati-
on, verstiarkter Expression von Aktivierungsmarkern und einer spezifischen Zytotoxizitét
gegen Epithelzelltargets zu aktivieren. Diese Ergebnisse konnten sowohl mit Zellen der
Linie BEAS-2B, als auch mit PBEC (IFN-v-Produktion und Zytotoxizitit) gezeigt wer-

den, nicht aber fiir A549. Die gemessene Aktivierung erwies sich als spezifisch durch
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die Epithelzellen (nicht z. B. durch Zytokine wie IL-2) induziert. Sowohl fiir die respi-
ratorische Epithelzelllinie BEAS-2B als auch fiir frisch gewonnene primére bronchiale
Epithelzellen konnte damit eine ,nichtprofessionelle antigenprisentierende Funktion
nachgewiesen werden.

Die derart (allo)aktivierten CD8" T-Zellen waren in der Lage, die entsprechenden
respiratorischen Epithelzellen als Targets zu erkennen und zu zerstoren. Diese gegen
BEAS-2B bzw. PBEC nachweisbare Zytotoxizitat war spezifisch gegen die entsprechen-
den Targets gerichtet und durch Granzym B vermittelt. Eine Apoptoseinduktion iiber
FAS- oder TNF-vermittelte Signale war dagegen nicht nachweisbar. Auch sprechen die
in dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse aus Blockierungsexperimenten mit anti-MHC I-
Antikorpern gegen eine MHC I-Abhéngigkeit der Epithelzelllyse, eine Aussage iiber
die MHC I-Abhéngigkeit in der Aktivierungsphase erlauben diese Ergebnisse allerdings
nicht. Dagegen konnte der Einfluss eines alternativen Mechanismus zur Vermittlung
von Zytotoxizitit aufgezeigt werden: in den Versuchsansétzen mit BEAS-2B und PBEC
wurde die Lyse der Epithelzelltargets durch Blockade des Rezeptors NKG2D signifikant
reduziert.

In dem Zellkulturmodell konnten also zytotoxische Reaktionen, die als typische Me-
chanismen einer GvHD gelten, an respiratorischem Epithel nachgewiesen werden. Huma-
ne bronchiale Epithelzellen dienten dabei sowohl als direkte Aktivatoren zytotoxischer
CD8™ T-Zellen als auch als Targets fiir alloaktivierte CD8" T-Zellen. Eine offenbar zen-
trale Rolle fiir die Zytotoxizitit der CD8" T-Zellen spielte hierbei die nichtklassische Si-
gnalvermittlung iber NKG2D. Dies eroffnet neue Ansétze fiir vorbeugende Mafinahmen
bzw. eine Therapie zur Reduzierung zytotoxisch bedingter Schaden des respiratorischen
Epithels nach allogener SZT.
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