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»NATURE! ...
Life is her most exquisite invention;
and death is her expert contrivance to get plenty of life.*

T.H.Huxley, Nature, 4. November 1869
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem bezeichnet ein komplexes System aus einer Vielzahl von verschiedenen,
hochspezialisierten Zellen, die iiber den gesamten Organismus verteilt sind. Thre Aufgabe ist
die Erkennung und Beseitigung von Krankheitserregern oder entarteter, korpereigener Zellen.
Dieses ,,Organsystem® setzt sich aus zwei miteinander sehr eng verwobenen Systemen
zusammen. Dem evolutiondr &lteren angeborenen Immunsystem und dem erst bei
Wirbeltieren auftretenden erworbenen Immunsystem.

Das angeborene Immunsystem ist die erste und schnellste Verteidigungslinie des Korpers. Es
besteht neben rein physikalischen Barrieren, wie Mucus und den Epithelien, aus einer
Vielzahl von biochemischen und zelluliren Abwehrmechanismen. Uberwindet ein
Krankheitserreger die Epithelbarriere und dringt in den Korper ein, so wird er dort von den
Effektorzellen des angeborenen Immunsystems (Granulozyten, Phagozyten, natiirliche
Killerzellen (NK-Zellen)) mittels spezieller, keimbahnkodierter Rezeptoren aufgrund seiner
mikrobieller Molekiile erkannt. Dies fiihrt zur Phagozytose des Krankheitserregers durch
Makrophagen und Granulozyten und anschlieBend zur Lyse. Die von diesen Zellen
sezernierten Botenstoffe vermitteln dann die Auslosung einer Entziindungsreaktion, die in
Verbindung mit dem ebenfalls aktivierten Komplementsystem zur Abwehr des
Krankheitserregers fiihrt. Sollte der Krankheitserreger jedoch pathogen sein, d.h. das
angeborene Immunsystem {iberwinden, so wiirde dies zur Ausbreitung des Erregers im
Organismus fiihren'.

Als Gegenmalinahme zur Abwehr solcher pathogener Erreger entwickelte sich das erworbene
bzw. adaptive Immunsystem. Wie der Name andeutet, besitzt es eine faszinierend hohe
Flexibilitit in seiner Anpassung an die unterschiedlichsten Krankheitserreger. Dabei erkennen
die Lymphozyten spezielle Strukturen der Erreger, die Antigene, mittels hoch spezifischer
Rezeptoren. Diese sind klonalen Ursprungs und entstehen aus einem sehr groflen Reservoir an
unterschiedlichen Spezifititen, welche durch somatische Rekombination verschiedener
Gensegmente wihrend der Reifung der Lymphozyten determiniert werden®.

Das erworbene Immunsystem untergliedert sich in die humorale und die zellvermittelte
Immunantwort. Die humorale Immunantwort wird durch spezielle Molekiile, die Antikorper,
generiert. Diese in B-Zellen und Plasmazellen produzierten Antikorper sind in der Lage, die

einzelnen Erreger spezifisch mittels ihrer Antigene zu binden und zu opsonieren. Solche
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opsonierten Erreger konnen dann wiederum von Phagozyten erkannt und phagozytiert
werden. Die anschlieBende Lyse kann dann zur Produktion von Botenstoffen fiihren, die eine
Entzlindungsreaktion unterstiitzen. Bei der zellvermittelten Immunantwort kommt es zur
Erkennung und anschlieBender Lyse von viral oder bakteriell infizierten Zellen sowie
entarteter korpereigener Zellen durch CD8" zytotoxische T-Zellen (CTL). Ebenso produzieren
CD4" Helfer-T-Zellen nach Antigenerkennung Zytokine, die zur Proliferation und
Differenzierung von Effektorzellen fiihren®.

Eine wichtige Verbindung zwischen dem angeborenen und erworbenen Immunsystem stellen
die ,,professionellen” antigenpridsentierenden Zellen (APC) dar. Hierbei handelt es sich
hauptsidchlich um dendritische Zellen (DC), aber auch B-Zellen und Makrophagen, welche
nach Phagozytose pathogenes Material prozessieren und deren Antigene T-Zellen
prisentieren’”. Dabei koénnen naive T-Zellen iiber ihren T-Zellrezeptor (TCR) die von den
APC auf HLA- (Humanes Leukozyten Antigen) Klasse-I- und Klasse-II-Molekiilen
prasentierten Antigene erkennen und werden dadurch antigenspezifisch aktiviert. Fiir eine
vollstindige Aktivierung benétigen jedoch die T-Zellen noch eine Stimulation durch
kostimulatorische Molekiile®, insbesondere der B-7 Familie oder durch ICOS-Ligand
(,,inducible co-stimulation ligand*)’. Diese werden nach der Phagozytose und Prozessierung
der Erreger auf der Zelloberfliche von z.B. DC verstirkt exprimiert®. Nach der vollstindigen
Aktivierung der T-Zellen beginnt deren klonale Expansion und die Sezernierung von
Zytokinen. Die Summe der auto- und parakrinen Zytokineffekte fiihrt zur Reifung von
antigenspezifisch aktivierten T-Zellen zu Effektorzellen, die wiederum in der Lage sind,
Zellen des angeborenen Immunsystems zu aktivieren. CD8" CTL und Makrophagen werden
somit in die Lage versetzt, Krankheitserreger und infizierte Zellen zu beseitigen und im Falle
von B-Zellen fiihrt eine solche Aktivierung zur Produktion von Antikérpern’ und durch den
spiteren Wechsel der Immunglobulinklassen von IgM zu IgG' zur Ausbildung eines
humoralen, immunologischen Gedéchtnisses.

Nach der vollstindigen Eradizierung des Krankheitserregers aus dem Organismus, muss die
Menge der durch klonale Expansion entstandenen Zellen wieder in den Ausgangszustand
(Homdostase) zuriickgefithrt werden'' Ein geringer Teil der CD4" und CD8" T-Zellen wie
auch B-Zellen differenzieren zu Gedéchtniszellen aus. Diese Zellen konnen jahrelang im
Organismus iiberleben und I6sen bei erneutem Kontakt mit demselben Antigen eine
schnellere und wirksamere sekundire Immunantwort aus™'*">. Der jedoch weitaus groBere
Teil der aktivierten Zellen des angeborenen Immunsystems wird durch

aktivierungsinduzierten Zelltod (AICD) eliminiert'*'"”. Dies geschieht durch eine Form des
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programmierten Zelltods, der Apoptose, welche hauptsichlich durch Fas/FasL
(CD95/CD95L) Interaktion ausgeldst wird'®'®. Weitere beschriebene Mechanismen werden
durch TNF-0'’ oder TRAIL? vermittelt, aber auch durch Mechanismen, die unabhiingig von
einer Caspase-Aktivierung ablaufen’'. Als passiver Eliminierungsmechanismus wird die
fehlende Versorgung der Lymphozyten mit essentiellen Wachstumsfaktoren bezeichnet und

kann ebenfalls zur Wiederherstellung der Homdostase beitragen®.

1.2 Toleranz

Die Aufgaben des Immunsystems sind hoch spezifisch. Es ist angelegt auf die Bekdmpfung
pathogener Erreger oder entarteter korpereigener Zellen. Doch wie kann es sicherstellen, dass
nur tatsdchlich Fremdes als fremd erkannt wird und nicht versehentlich korpereigene, gesunde
Zellen eliminiert werden? Die Mechanismen, die diese Unterscheidung ermoglichen, werden
als Toleranz bezeichnet und untergliedern sich in zentrale wund periphere
Toleranzmechanismen. Toleranz ist definiert als die Summe aller Mechanismen, die eine
Immunantwort gegeniiber eines Antigens oder mehrerer spezifischer Antigene unterbindet,
wobei jedoch keine generelle oder durch endogene bzw. exogene Einfliisse induzierte
Immunsuppression vorliegen darf. Es miissen also gleichzeitig Immunantworten gegeniiber

relevanten Antigenen in ihrem vollen Umfang und Stérke induzierbar sein.

1.2.1 Zentrale Toleranz

Mittels der zentralen Toleranz soll sichergestellt werden, dass nur reife Lymphozyten die
primdren lymphatischen Organe verlassen (T-Zellen aus dem Thymus, B-Zellen aus dem

Knochenmark), die mit ihren bis zu potentiell 25 Mio. unterschiedlichen TCR* keine

24,25

Autoantigene erkennen™"””. Um dies zu erreichen, werden Lymphozyten, die eine hohe

Affinitdt zu Autoantigenen aufweisen und somit potentiell autoreaktiv sind, durch Apoptose

zerstort (negative Selektion)?®?’. Die Prisentation der Autoantigene erfolgt im Thymus auf

28-30

APC. Da jedoch viele Autoantigene nur gewebsspezifisch gebildet werden und somit

nicht durch APC im Thymus prisentiert werden konnen, ist die zentrale Toleranz allein nicht
ausreichend um Autoreaktivitit zu verhindern. Es miissen also zusétzliche Mechanismen

vorhanden sein, die in der Peripherie Toleranz induzieren kénnen®'~.
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1.2.2 Periphere Toleranz

Die periphere Toleranz wird hauptsidchlich durch positive Selektion vermittelt und nicht wie
bei der zentralen Toleranz durch negative Selektion. Hierbei wird die Aktivitit eines T-

Lymphozyt mit hoher Bindungsaffinitit fiir ein prasentiertes Antigen reguliert.

1.2.2.1 Allgemeine Mechanismen

Periphere Toleranz wird bei T-Zellen entweder durch intrinsische oder durch extrinsische
Faktoren hergestellt’”. Die einfachste Moglichkeit, Autoreaktivtit zu verhindern, liegt in dem
beschrinkten Zugang von Lymphozyten zu kdrpereigenen Antigenen®*”>. Uberdies werden
diese Antigene zumeist nur in sehr geringen Mengen exprimiert, was nicht zur Aktivierung
der Lymphozyten ausreicht’®. Um Anergie, dass heiBt die funktionelle Inaktivitit, die auch
nach spiterer optimaler Stimulation nicht wieder aufgehoben werden kann®">° bei T-Zellen zu
verhindern, bendtigen diese neben der Aktivierung des TCR auch kostimulatorische
Signale®***?,

Toleranz kann jedoch nicht nur indirekt {iber das Fehlen eines kostimulatorischen Signals,
sondern auch direkt iiber inhibitorische Rezeptoren induziert werden. Sowohl CTLA-4 als
auch PD-1 sind Mitglieder der B7-CD28 Familie und konnen mittels ihrer inhibitorischen
Signale Anergie in T-Zellen induzieren***. Uberdies kann das Fehlen von CTLA-4 zu
heftigen Autoimmunreaktionen, Infiltration und Zerstorung vieler Gewebe bis hin zum Tod

fiihren*>*°.

Mutationen  dieses Rezeptors erhdhen die  Wahrscheinlichkeit an
Autoimmunthyreoiditis oder Diabetes mellitus Typ-I (T1D) zu erkranken®’. Fiir den T1D trifft
diese erhohte Wahrscheinlichkeit auch bei Polymorphismen im PD-1 Gen zu, aber auch ein
systemischer Lupus erythematodes (SLE) ldsst sich bei Menschen mit diesen
Polymorphismen gehduft nachweisen**.

Periphere Toleranz kann auch durch klonale Deletion von autoreaktiven T-Zellen erreicht
werden. Dabei wird die Depletion, nach wiederholter Antigenstimulation durch auto- oder
parakrine Faktoren, ausgelost'’. Eine bedeutende Rolle spielt hier die Fas/FasL vermittelte
Apoptoseinduktion®®, die sowohl in dem gleichen (auto), als auch in dem benachbarten (para)
T-Zellen induziert werden kann’'. Auch die Depletion autoreaktiver T-Zellen durch FasL”
Makrophagen und DC ist beschrieben worden ™. Besondere Bedeutung kommt dem FasL in
immunpriviligierten Organen, wie dem Auge, den Hoden und dem zentralen Nervensystem
zu. Indem FasL dort konstitutiv exprimiert wird, wird dadurch eine T-zellabhéingige

Immunantwort und die damit einhergehende irreversible Schidigung des Gewebes
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verhindert™””. Mutationen im Fas/FasL-Signalweg sind Ursache fiir das Autoimmun-

Lymphoproliferative-Syndrom (ALPS) und gehen einher mit Lymphadenophathie,

Splenomegalie und verschiedenen anderen Autoimmunphinomenen®®’.

1.2.2.2 Zellulare Mechanismen

CD4" T-Zellen

Zellen, die periphere Toleranz induzieren kénnen und dabei nicht nur eine bedeutende Rolle
bei der Selbsttoleranz, sondern auch beim kontrollierten Ablauf von Immunantworten
gegenliber Tumoren, Allergenen, Mikroben, Transplantaten sowie dem Fotus bei der

3861~ 7u den am besten

Schwangerschaft spielen, nennt man regulatorische T-Zellen
charakterisierten regulatorischen T-Zellen werden die CD4" CD25" T-Zellen gerechnet. Sie
machen ungefihr 2 % der gesamten CD4" T-Zellen eines Menschen aus und zeichnen sich
durch die konstitutive Expression der a-Kette des Interleukin-2 (IL-2)-Rezeptors aus®*®*.
Ebenso exprimieren diese Zellen konstitutiv den Transkriptionsfaktor FOXP3, der fiir die
Funktion und die Entstehung regulatorischer T-Zellen von besonderer Bedeutung ist®>®.
Regulatorische T-Zellen konnen die Aktivierung, Proliferation und die Effektorfunktionen
von T-Zellen unterdriicken®’. Somit kénnen Fehlfunktionen innerhalb dieser regulatorischen
T-Zellen die Ausbildung verschiedenster Autoimmunphinomene begiinstigen®"°. So kann
der Verlust des FOXP3 Gens beim Menschen zu IPEX fithren’"”?, wohingegen eine
Uberexpression des FOXP3 - Gens in naiven CD4" T-Zellen zu unerwiinschten suppressiven
Effekten, dhnlich der, der regulatorischer T-Zellen, fiihrt®.

Regulatorische T-Zellen reifen im Thymus, konnen jedoch auch in der Peripherie aus naiven
CD4" T-Zellen gebildet werden®. Durch eine TGF-p verstirkte und durch IL-2
verminderte”’* Differenzierung kénnen naive T-Zellen nach einer schwachen Stimulation
thres TCR in Verbindung mit einem kostimulatorischen Signal zu Foxp3 exprimierenden
CD4" CD25" T-Zellen differenzieren”. Diese sind dann, genauso wie die im Thymus
gereiften regulatorischen T-Zellen in der Lage, Immunreaktionen iiber einen Zell-Zell-
Kontakt abhéingigen Mechanismus zu inhibieren’®.

Neben der Unterdriickung der Proliferation, der Inhibition der Aktivierung und der
Zytokinproduktion von T-Zellen, kdnnen regulatorische T-Zellen auch die Expansion, die

Immunglobulinproduktion und den Isotypenwechsel von B-Zellen verhindern’’™. Ebenso

inhibieren sie die Zytotoxizitit der NK- und NKT-Zellen, sowie die Reifung und Funktion der
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DC*'®. Der exakte Mechanismus der Suppression ist bis heute noch nicht zur Ginze
geklirt*, jedoch konnte gezeigt werden, dass die Blockade der Oberflichenmolekiile CTLA-4
und LAG-3 die suppressiven Funktionen der regulatorischen T-Zellen vermindern®. Ebenso
scheinen an diesem Zell-Zell-Kontakt abhéngigen Mechanismus die Zytokine IL-10 und
TGF-B entscheidend beteiligt zu sein®*'*** so wie die Ektoenzyme CD39, CD73 und
cAMP™?".

Da eine iiberschieBende Suppression den Organismus anfillig fiir Infektionen und Malignome
machen wiirde®®"?, beinhaltet das Immunsystem ebenfalls Mechanismen, die der Suppression
durch regulatorische T-Zellen entgegenwirken. So sind Effektorzellen nach einer starken a-
CD3 Antikérperstimulation resistent gegeniiber einer Suppression ihrer Funktion®. Auch
wirken hohe Konzentrationen von IL-2, IL-6, TNF sowie starke kostimulatorische Signale der
Suppression entgegen’ ™+’

Neben den bereits beschriebenen CD4" CD25" regulatorischen T-Zellen wurden bisher auch
noch die Typ 3 T-Helferzellen (Th3) und regulatorische T-Zellen des Typ 1 (Trl)
beschrieben. Beide Subpopulationen besitzen {iiber Zytokine vermittelte suppressive
Eigenschaften, die nicht Zell-Zell-Kontakt abhdngig sind. Dabei sezernieren Th3-Zellen
hauptsidchlich TGF-, aber auch wenig IL-4 und IL-10. TGF-f wiederum fordert die
Differenzierung von naiven T-Zellen in CD4" CD25" regulatorische T-Zellen”. Tr1-Zellen
sezernieren in erster Linie IL-10, welches durch seine immunsuppressive Wirkung die
Aktivierung, die Zytokinproduktion und die Effektorfunktionen von T-Zellen unterdriicken
kann’"’. Ebenso produzieren diese Zellen IFN-y, geringe Mengen an IL-2 und kein IL-4'%,
was sie von Th2-Zellen deutlich unterscheidet und ihre Rolle bei der Aufrechterhaltung der
Selbsttoleranz unterstiitzt. So konnten sowohl bei Patienten mit rheumatoider Arthritis
verminderte Frequenzen an Trl-Zellen festgestellt werden'®!, als auch deren Rolle in
Immunraktionen gegen Transplantate, Allergene, Infektionen und Tumore nachgewiesen

werden'*1%7.

CDS8" T-Zellen

Neben den CD4" CD25" regulatorischen T-Zellen sind auch CD8" T-Zellen beschrieben
worden, die immunregulatorische Funktionen aufweisen. Bei einer dieser Subpopulationen
handelt es sich um CD8" CD28" T-Zellen. Diese Zellen konnten bei toleranten Patienten nach
Herz-, Leber- und Nierentransplantaten nachgewiesen werden, waren jedoch bei Patienten

innerhalb einer akuten Phase einer AbstoBungsreaktion nicht nachweisbar'®''’. Es zeigte
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sich, dass die durch wiederholte allogene oder xenogene Stimulation zu generierenden, HLA-
Klasse-I restringierten CD8" CD28 T-Zellen die Proliferation von CD4" T-Zellen
unterdriicken konnten'''. Dabei verhindern die CD8" CD28 T-Zellen die Aktivierung der
APC durch Unterbindung der vermehrten Expression von kostimulatorischen Molekiilen, wie
CD80 und CD86 sowie der Adhésionsmolekiile CD54 und CDS58. Die APC differenzieren
sich somit zu einem tolerogenen Phinotyp aus''''?. Zusitzlich exprimieren diese APC
inhibitorische Oberflichenmolekiile wie ILT3 und ILT4'"*'"*, Kommt es dann zur Zell-Zell-
Kontakt abhingiger Interaktion dieser tolerogenen APC mit antigenspezifischen CD4" T-
Zellen, wird in diesen Anergie induziert''""'".

Eine weitere Subpopulation der CD8" regulatorischen T-Zellen kann in Gegenwart von IL-10
produzierenden Monozyten aus CD8  CD28 T-Zellen differenziert werden. Eine
Differenzierung aus CD8" CD28" T-Zellen ist hingegen nicht méglich. Diese Subpopulation
exprimiert vergleichbar wie die CD4" CD25" regulatorischen T-Zellen FOXP3 und vermittelt
ihre suppressiven Funktionen durch die vermehrte Expression von IL-10"">!"®. Dabei handelt
es sich um die Inhibition der APC-Aktivierung und der Proliferation sowie der zytotoxischen

"7 Die Bedeutung der CD8" regulatorischen T-Zellen lésst sich leicht

Aktivitit von T-Zellen
nachweisen bei Patienten mit Lungenkrebs''®, sowie bei Patienten mit SLE in Remission.
Jedoch konnten diese Zellpopulation nicht bei Patienten mit aktivem SLE nachgewiesen

werden' "’

1.3 Allogene Immunreaktionen

Fiir viele Patienten mit Organversagen auf Grund anatomischer oder funktioneller Storungen
stellt eine Transplantation von Zellen, Gewebe oder ganzen Organen die einzige
therapeutische Option dar. Nach erfolgter Transplantation ergibt sich jedoch das Problem
einer durch das Immunsystem des Empfangers generierten heftigen Immunantwort, die gegen
das Transplantat gerichtet ist und in vielen Féllen zur AbstoBung desselben fiihrt. An Hand
der Geschwindigkeit, der Mediatoren und der Effektoren der generierten Immunantwort kann
man diese AbstoBBungsreaktion in drei Stadien einteilen.

Innerhalb weniger Minuten bis Stunden nach erfolgter Allotransplantation kann es zu einer
hyperakuten AbstoBung des transplantieren Organs kommen. Dabei binden Antikorper des
Empfingers Oberflaichenmolekiile des Transplantats und fiihren somit zur Aktivierung des
Komplementsystems, was schlielich zur Ausbildung von Thrombosen, Ischdmien, Nekrosen

und Organverlust fiihrt''®. Eine erst nach ca. einer Woche auftretende akute
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AbstoBungsreaktion wird hingegen durch die spezifischen Interaktionen von T-Zellen mit den

entsprechenden Alloantigenen ausgelost'"”

. Auch hierbei kommt es zur Zerstorung des
Transplantats. Chronische AbstoBungsreaktionen treten hingegen erst nach Monaten bis
Jahren auf und werden sowohl durch T-Zellen, als auch durch Antikorper vermittelt. Sie
fiihren tliber die Zeit zur Ausbildung einer Fibrose und GefaBwandschidigungen, die ein
chronisches Organversagen verursachen'>’.

Ausschlaggebend fiir die Ausbildung einer AbstoBungsreaktion ist die Erkennung von
fremden, polymorphen HLA-Molekiilen (Alloantigenen) des Transplantats durch das adaptive
Empfingerimmunsystem. Bei einer direkten Erkennung interagiert der TCR der Empféanger-
T-Zellen mit dem HLA-Molekiilen einer Spender-APC, ohne dass dieser zuvor von
korpereigenen APC hitte aufgenommen und prisentiert werden miissen'?'. Die daraufhin
einsetzende, sehr schnelle Immunantwort wird somit einzig durch das Vorhandensein von
allogenen HLA-Molekiilen ausgelost. Eine hohe Frequenz der alloreaktiven T-Zellen
begiinstigt eine liberschieBende Immunreaktion ebenfalls. So erkennen etwa 7 % aller T-
Zellen eines Individuums allogene HLA-Molekiile'”. Bei einer indirekten Erkennung der
Spender-HLA-Molekiile ist es jedoch erforderlich, dass diese den T-Zellen auf eigenen HLA-
Molekiilen der Empfanger-APC présentiert werden, die erst dann eine Immunreaktion
initiieren. Jedoch kann durch beide Mechanismen eine TransplantatabstoBung hervorgerufen
werden'>'%,

Neben den HLA-Molekiilen gibt es noch so genannte Nebenhistokompatibilititsantigene
(mHAg), polymorphe Proteine des fremden Gewebes, welche, wie bei einer indirekten

Erkennung, durch eigene APC aufgenommen, prozessiert und den T-Zellen prisentiert

werden miissen, bevor eine allogene Immunantwort initiiert werden kann'®’.

1.4 Autoimmunkrankheiten

Ausschlaggebend fiir den Erfolg des Immunsystems bei der Abwehr von Krankheitserregern
ist die fehlerfreie Erkennung von Fremdantigenen bei gleichzeitiger Toleranz gegeniiber
Autoantigenen. Ist dieser hoch komplexe Mechanismus gestort, kann es zu Schidden an
einzelnen Organen oder dem gesamten Organismus kommen, die in ihrer Folge auch den Tod
des Individuums nach sich ziehen konnen'”®. Fehlerhafte Immunreaktionen gegen
Autoantigene, die zu einer Gewebeschiddigung fiihren, nennt man Autoimmunerkrankungen,
die bei etwa 5 % der westlichen Bevolkerung in unterschiedlichster Ausprigung auftreten'”’.
Diese Immunreaktion zeichnen sich durch die Produktion von Autoantikérpern und der
Aktivierung und Proliferation von autoreaktiven T-Zellen (gegen autologe Zellen, Proteine
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und Gewebe) aus'**'?’. Prinzipiell kann man beide Phiinomene auch bei gesunden Individuen

28,29,130

nachweisen, doch fiihren sie bei diesen nicht zur Schiadigung des Gewebes , wie es fur

die Manifestation einer Autoimmunkrankheit in jedem Fall erforderlich ist"".

Autoimmunerkrankungen entstehen durch das gemeinsame Wirken verschiedenster Faktoren.
Dabei ist sowohl die individuelle genetische Ausstattung als auch Zytokine, Korezeptoren,
Apoptosefaktoren, kostimulatorische Signale und Umweltfaktoren von entscheidender

129.132-134 = Auch bakterielle bzw. virale Infektionen konnen iiber molekulare

Bedeutung
Mimikry oder ,,bystander*-Effekte zur Ausbildung einer Autoimmunerkrankung beitragen'>”.
Einige der wéhrend einer solchen Infektion aktivierten T-Zellen weisen eine ausreichend hohe
Affinitdt zu Autoantigenen auf, so dass diese, auch nach der Beseitigung des
Krankheitserregers, von diesen Autoantigenen in ihrem aktivierten Zustand gehalten werden
konnen. Doch sind auch Autoimmunerkrankungen beschrieben, deren vorrangige Ursache in
der Mutation eines einzelnen Genes liegt °*'*®. Allgemein spielen bei genetischen Mutationen
die Gene des Fas/FasL-Signalwegs eine bedeutende Rolle in der Entstehung von
Autoimmunerkrankungen'?’"*’. Aber auch fehlerhaft funktionierende regulatorische T-Zellen
koénnen Autoimmunkrankheiten auslosen'*. So weisen Patienten mit Multipler Sklerose, Typ-
I-Diabetis mellitus (T1D) und Psoriasis verringerte Effektorfunktionen und Proliferation
dieser T-Zellpopulation auf®®®*'*!,

Die Entstehung einer Autoimmunerkrankung wird zu meist nur durch ein oder wenige
fehlerhaft erkannte Autoantigene verursacht, jedoch kommt es mit fortschreitender
Schiadigung des Gewebes zu einer Zunahme der erkannten Autoantigene (,,epitope
spreading “). Hervorgerufen wird diese Zunahme der erkannten Autoantigene durch die
vermehrte Prozessierung und Prisentation von zerstortem korpereigenem Gewebe auf APC,
welche dann weitere autoreaktive T-Zellen aktivieren. Dies fiihrt zu einer Verstdrkung der

Autoimmunreaktion und miindet in einem chronischen Verlauf der Erkrankung'*'*®.

1.5 Wissenschaftliche Ansatze zur Behandlung von
Autoimmunerkrankungen

Bis zum heutigen Tag werden zur Behandlung von Autoimmunerkrankungen unspezifisch
wirkende Immunsuppressiva eingesetzt. Neben der positiven Wirkung auf die primir zu
behandelnde Erkrankung fiithren diese Substanzen zumeist zu einer deutlichen
Beeintrachtigung der Reaktionsfahigkeit des Immunsystems gegeniiber sekundiren Infekten.

Uberdies ist eine erfolgreiche Therapie nur unter lebenslanger Gabe der zumeist sehr teuren
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Medikamente zu erreichen, verbunden mit dem Auftreten von mitunter sehr starken
Nebenwirkungen und fiihrt zudem nicht zur Heilung der auslosenden immunologischen
Erkrankung'**.

Daher wird seit vielen Jahren daran gearbeitet, neue Therapiekonzepte zu entwickeln, die eine
auto- bzw. alloantigenspezifische Toleranz induzieren, unter Verzicht auf immunsuppresive
Medikamente. Neben gentherapeutischen Ansdtzen mit immunmodulierenden Molekiilen wie
zB. IL-10'®, TGF-B'"!, CTLA-4"**'"*" und TRAIL'*'®) werden immer mehr Arbeiten
publiziert, die die prominente Stellung des Fas/FasL-Signalweges in der Apoptoseinduktion
klinisch nutzbar machen wollen.

Fas, ein 45 kDa Typ-I-Transmembranprotein der TNF-Rezeptor-Superfamilie, ist der
Rezeptor fiir FasL'*’. Fas wird im menschlichen Kdrper ubiquitir exprimiert, verstirkt jedoch
auf aktivierten T- und B-Zellen, auf Thymozyten sowie in der Leber, dem Herz und der
Niere'”!. Bei Bindung des FasL wird Fas extrazelluldr trimerisiert und dadurch aktiviert'*”.
Dies induziert die intrazelluldre, “death domain” (DD) vermittelte Anlagerung des “Fas-
associated death domain” (FADD) Adaptormolekiils und die dadurch ermdglichte Bindung
von Pro-Caspase-8 an zwei weitere DDs des FADD'. Der somit entstandene “death-
inducing signalling complex” (DISC) fiihrt zur Spaltung der Pro-Caspase-8 in die aktive
Caspase-8, die ihrerseits autoprotolytische sowohl Pro-Caspase-8, als auch andere Caspasen
aktiviert. Diese Vorgédnge resultieren final in der Caspase-3 vermittelten Spaltung des
“inhibitor of caspase-specific DNase” (ICAD), was den Weg zur “caspase-specific DNase”
(CAD) abhingigen Spaltung der intranukledren DNS ebnet'*.

Obwohl erste Versuche zur direkten in vivo Applikation von rekombinaten FasL oder

aktivierenden a-Fas Antikorpern zu einer fulminanten Leberschidigung fithrten'>>'>

, gibt es
neuerdings einige vielversprechende, zellbasierte Ansédtze zur Induktion peripherer Toleranz

gegentiber Auto- und Alloantigenen unter Anwendung des Fas/FasL-Systems.

1.5.1 Zellbasierte experimentelle Ansatze

Die Mehrzahl der heute unter Verwendung des Fas/FasL-Signalwegs angewandten
immunmodulatorischen Konzepte basieren auf der Idee des ,,Dritten Signals®, das zur Killer-
APC fiihrt. Grundlage dieses Konzepts ist die Interaktion von T-Zellen mit professionellen
APC. Kommt es beim Kontakt dieser beiden Immunzellen zur TCR-HLA Interaktion, so wird
in den T-Zellen eine funktionelle Anergie induziert. Erst wenn zu diesem TCR-HLA Signal

auch ein zweites, kostimulatorisches Signal libertragen wird, kommt es zur Aktivierung und
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klonalen Expansion von T-Zellen. In den therapeutischen Ansdtzen wird den T-Zellen ein
zusitzliches FasL-Signal angeboten, was in aktivierten Fas exprimierenden T-Zellen zu einer
antigenspezifischen Apotoseinduktion fiihrt. In den hierzu verwendeten APC wird FasL
entweder {iber gentechnische Modifikationen oder durch exogene Beladung auf der

Zelloberfliache iiberexprimiert (Abbildung 1).

@P» TCR - Peptid - HLA Interaktion
&® Fas - FasL Interaktion

&« ® Kostimulation

= Anergie
- @

= Proliferation o o

f
W2~ imination

~— @ C w

=0
> >

»Killer-APC*  T-Zelle

Abbildung 1: Konzept des ,,Dritten Signals“. Durch Antigenprasentation (A) wird Anergie in T-
Zellen induziert wohingegen es bei zusitzlicher Kostimulation (B) zur vollstindigen
Aktivierung und klonalen Expansion der T-Zellen kommt. FasL exprimierende
,Killer-APC* 16sen in aktivierten T-Zellen Apoptose aus (C) und induzieren dadurch
Toleranz gegeniiber dem préasentierten Antigen.
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Das Konzept, des ,,Dritten Signals* wurde mittlerweile in den verschiedensten in vivo und in
vitro Tiermodellen getestet. Dabei fanden B-Zelllinien'’’, Makrophagen'™® und DC'’ als
APC Verwendung. Zumeist exprimierten die verwendeten APC selbst Fas, was sie sensitiver
gegenliber Fas vermittelter Apoptose machte. Um diesen unerwiinschten Nebeneffekt
auszuschliefen, verwendeten einige Arbeitsgruppen APC von Tieren, die Defekte im
Fas/FasL-Signaltransduktionsweg aufwiesen'>'®'. Ebenso fanden Zelllinien Anwendung, die

kein FasL exprimierten'®'%*'%*  oder deren Fas/FasL-Signalweg zuvor inaktiviert

wurde'* "%,
Bis zum heutigen Tage wurden FasL-exprimierende-APC erfolgreich in den verschiedensten

166

in vivo Modellen getestet. Darunter waren rheumatoide Arthritismodelle ™, allogene

Transplantationsmodelle'>*'%*117 " Allergiemodelle'® und Modelle zur Testung

antigenspezifischer Immunreaktionen'”’-'7%162:164.163

. Es konnte sogar gezeigt werden, dass
FasL-exprimierende-APC T-Zellen, in vivo antigenspezifisch eliminieren'®’.

Jedoch ist die Menge der Daten aus humanen in vitro Systemen begrenzt. Hoves et al.
konnten zeigen, dass bei humanen, primiren, reifen DC eine Uberexpression von murinen
FasL durch adenovirale Transduktion erzielt werden kann, die nicht in einer verstiarkten
Autoapoptose der FasL-exprimierenden-APC resultiert. Ebenso konnte belegt werden, dass
diese FasL-exprimierenden-APC in humanen primédren, aktivierten T-Zellen Apoptose
induzieren kénnen, wohingegen naive T-Zellen auf Grund ihrer fehlenden Fas-Expression

nicht depletiert wurden' """,

Andere Arbeitsgruppen untersuchten unter Verwendung
verschiedener FasL. transduzierter, humaner Zelllinien deren Potential zur peripheren
Toleranzinduktion gegeniiber Alloantigenen. Sowohl Dulat et al. als auch Strauss et al.
konnten alloantigenspezifische T-Zellantworten unterdriicken'>'’*. Dabei konnte die
Immunantwort gegeniiber viralen Antigenen aufrechterhalten werden'™. Jedoch konnte bis
heute nicht der Beweis erbracht werden, dass humane FasL-exprimierende-APC humane T-
Zellen antigenspezifisch eliminieren konnen.

Trotz dieser vielversprechenden Ergebnisse, die FasL-exprimierende-APC als eine
hervorragende therapeutische Option zur Behandlung von

175-180

TransplantatabstoBungsreaktionen' ©'¢7'® | Autoimmunerkrankungen und chronischen

Infektionen' ¢3!

erscheinen lassen, gibt es viele Einschriankungen, die gegen eine klinische
Anwendung dieser FasL-exprimierenden-APC sprechen. Fiir die Generierung von FasL
exprimierenden APC ist die Transduktion des FasL Gens in die APC unbedingt erforderlich.
Sowohl bei viralen, als auch bei nicht viralen Methoden ist die FasL Expression direkt

proportional zur Effizienz der Transduktion. Deshalb miissten FasL-exprimierende-APC vor
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einer moglichen therapeutischen Verwendung aufgereinigt werden, um eine Aktivierung von
T-Zellen durch nicht transduzierte APC zu verhindern. Ebenso ist bekannt, dass FasL von der
Zelloberfliche der APC durch Metalloproteinasen freigesetzt werden kann. Der so
entstandene 16sliche FasL. kann an Fas auf den Zielzellen binden und so zur Blockade des
Fas/FasL-Signalweges fithren'’*'®?. Dariiber hinaus ist die Generierung von APC sehr zeit-,
arbeits- und kostenintensiv. Auch ldsst sich eine gleich bleibend hohe Qualitidt der Zellen
nicht von Spender zu Spender sicherstellen, was wiederum zu einem variierenden
funktionellen Phénotyp der FasL-exprimierenden-APC fiihrt. Auch sind viele der zu
behandelnden Patienten schon zu Beginn einer moglichen Therapie immunsupprimiert, was
die Menge des potentiell zur Verfligung stehenden Zellmaterials erheblich einschrénkt. Ein
weiterer limitierender Faktor ist die Tatsache, dass FasL-exprimierende-APC ebenso wie alle
anderen Korperzellen sensitiv fiir die zytotoxischen Effektorfunktionen von CTL sind, was

183 Nicht zuletzt konnen FasL-

thre Effizienz in vivo deutlich reduzieren konnte
exprimierende-APC durch die Prisentation von protektiven viralen und bakteriellen

Antigenen ungewollt Toleranz gegeniiber diesen potentiell gefdhrlichen Erregern induzieren.

1.5.2 Artifizielle experimentelle Ansatze

Die Entwicklung der Tetramertechnologie erdffnete viele neue Moglichkeiten

184 Nicht nur, dass seitdem antigenspezifische T-Zellen direkt

immunmodulatorischer Ansétze
visualisiert werden konnten, sondern auch die einzelnen Bausteine der Tetramere (MHC-
monomere und -dimere) erlaubten die Untersuchung einer nicht zellabhdngigen Interaktion
von TCR und MHC'. Schon friih konnte gezeigt werden, dass die Bindung von H-2k’-
Dimer Molekiilen an alloreaktive H-2k" spezifische T-Zellklone und primire T-Zellen, schon
bei nanomolekularen Konzentrationen, sehr stabil war und auch die zytotoxischen
Effektorfunktionen dieser T-Zellen unterbanden'®®. Einen weiteren Hinweis auf die
inhibitorische Wirkung von MHC-Klasse-I-Tetrameren auf die zytotoxischen Eigenschaften
von T-Zellen fand die Gruppe um Maile et al. Diese konnte bei wiederholter Injektion von
HY-D -Tetramer in weibliche B6-Miuse eine TransplantatabstoBung von ménnlichen B6
Hauttransplantaten unterbinden. Dabei vermuteten sie eine Anergieinduktion oder die
Auslésung von aktivierungsinduziertem Zelltod (AICD) in den entsprechenden
tetramerspezifischen T-Zellen. Somit konnte bereits demonstriert werden, dass MHC-

Multimere ein  groBBes  Potential  fiir die  selektive  Immuntherapie  von

TransplantatabstoBungsreaktionen haben'®.
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Da peptidbeladene MHC-Molekiile eine hohe Affinitdt zu ihrem korrespondierenden TCR
besitzen, konnen sie antigenspezifisch an T-Zellen binden. Diese Fahigkeit machten sich
einige Arbeitsgruppen zu Nutze, um antigenspezifische T-Zellen antigenspezifisch zu
depletieren. Yuan et al. demonstrierten, dass “*’Ac (Actinum 225) konjugierte MHC
Tetramere, spezifisch fiir das Influenza Matrixprotein 1 (FluM1sg.66; GILGFVFTL) oder das
humane EBV latente Membranprotein 1 (LMP1; YLLEMLWRL), peptidspezifische CD8" T-
Zelllinien binden konnten. In den spezifisch gebundenen CD8" T-Zellen wurde dann durch
die Emmitierung von o-Teilchen Apoptose induziert, wobei unspezifische CD8" T-Zellen
weder durch das *’Ac-MHC-Tetramer gebunden wurden, noch in ihnen Apoptose induziert

wurde!'®®,

Ein é&hnlicher Ansatz zeigte, dass der an ein MHC-Tetramer konjugierte
Ribosomeninhibitor Sapronin nach nur 72 h in den entsprechenden antigenspezifischen T-
Zellen zu 75 % Apoptose induzierte. Dabei war die Effizienz diese Konstrukts abhédngig von
der Menge des verwendeten MHC-Tetramers und der Affinitdt der antigenspezifischen T-
Zellen. Kontroll-T-Zellen wurden nicht eliminiert'®’.

Diese und andere Ergebnisse'*® zeigen, dass MHC-Tetramer basierte artifizielle Ansitze zur
Modulation von Immunantworten in Autoimmunreaktionen und chronischen Infektionen
eingesetzt werden konnen. Es wire jedoch wiinschenswert, eine Plattformtechnologie zu
besitzen, die sich den entsprechenden Behandlungsbediirfnissen besser anpassen ldsst. Neben
dem MHC-TCR Signal kénnten noch weitere Signale dargeboten werden. So konnte durch
die zusdtzliche Verwendung spezifischer Subpopulationsmarker die Spezifitit der T-
Zellerkennung erhoht werden. Ebenso konnte z.B. ein kostimulatorisches Signal besser
reguliert, beeinflusst oder variiert und somit eine antiapoptotische Wirkung verhindert
werden. Auch sind solche artifiziellen Systeme nicht anféllig gegeniiber den zytotoxischen
Effektorfunktionen der Ziel-CTL, was es erlauben wiirde, therapeutische Dosis-Wirkungs
Verhiltnisse besser, verlédsslicher und spenderspezifischer bestimmen zu kénnen.
Vielversprechende Ansétze zur Kombination verschiedener zellimmitierender Signale, die der
Zielzelle auf einer artifiziellen Basis dargeboten werden, sind zur polyklonalen und
antigenspezifischen Expansion von T-Zellen publiziert worden. Dabei galt das Augenmerk
dieser Arbeiten der Generierung von CD8" und CD4" T-Zellen zum Einsatz in adaptiven

Immuntherapien'®' ",
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Die Behandlung von Patienten mit TransplantatabstoBungsrektionen oder mit T-
zellvermittelten Autoimmunerkrankungen beruht heute hauptsidchlich noch auf der
Verwendung unspezifisch wirkender Immunsuppressiva, die schwere Nebenwirkungen
hervorrufen konnen. Wiinschenswert hingegen wére die gezielte Induktion einer
antigenspezifischen Toleranz gegeniiber den autoreaktiven und pathogenetisch relevanten T-
Zellen ohne allgemeine Immunsuppression. Eines der innovativsten Konzepte beruht auf der
Verwendung antigenprasentierender Zellen (APC), die durch genetische Modifikationen oder
exogene Beladung FasL exprimieren und somit zur antigenspezifischen Apoptoseinduktion in
T-Zellen befihigt sind®”. Das groBe Potential dieses Ansatzes konnte durch unsere und
verschiedene andere Arbeitsgruppen in vivo und in vitro demonstriert werden. In fast allen
dieser Publikationen konnte eine alloantigen- oder antigenspezifische Elimination von T-
Zellen durch FasL-exprimierende-APC gezeigt werden'>®!%161:164-166.170.171.174.177.182.206-209
Trotz dieser vielversprechenden Ergebnisse sind zellbasierte Ansdtze zur Fas/FasL
vermittelten Induktion peripherer Toleranz wahrscheinlich in der Klinik nicht umsetzbar,
aufgrund der damit verbundenen Arbeitsintensitdt, der erforderlichen Transduktionen,
wechselnden Phénotypen und dem Problem, an ausreichendes und qualitativ hochwertiges
Material von zumeist immunsupprimierten Patienten zu gelangen. Daher wird seit geraumer
Zeit besonders zur Generierung und Expansion tumorspezifischer CD8" und CD4" T-Zellen
auf so genannte artifizielle-APC (aAPC) zuriickgegriffen'”' . Der Vorteil gegeniiber den
zellbasierten Ansitzen liegt in der kostengiinstigen und standardisierten Herstellungsweise,
welche einen konstanten Phénotyp mit stabiler Funktion der aAPC ermdglicht.

Vor diesem Hintergrund war es das Ziel dieser Arbeit, eine Killer-artifizielle-
antigenprisentierende Zelle (KaAPC) herzustellen, die die Vorziige des Fas/FasL-Systems
mit denen der aAPC kombinieren sollte. Hierzu sollte, basierend auf den Arbeiten von Oelke
et al.”**'" zu aAPCs, HLA-A,-Ig Dimer zusammen mit einem o-Fas Antikorper auf der
Oberfliache eines paramagnetischen ,,beads immobilisiert werden.

AnschlieBend sollte ein funktioneller, zur antigenspezifischen Elimination von humanen
CDS8" T-Zellen befihigter Phinotyp einer solchen KaAPC identifiziert und ausfiihrlich, unter
Verwendung der beiden humanen Modellantigene Mart-1 und CMV,6s5, charakterisiert

werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Medien, Puffer und Losungen

Alle Medien, Puffer und Lésungen wurden, sofern sie nicht steril erworben wurden, vor deren

Verwendung iiber einen 0,22 um Fliter (Millipore, Schwalbach) sterilfiltriert.

AB-Serum, human:

Annexinbindepuffer:

»bead“-Waschpuffer:

Boratpuffer:

BSA (Bovine serum albumin):
Diluent C:

DMSO (Dimethylsulfoxid):
Einfriermedium:

EDTA (Ethylendiamintetraacetat):
FACSClean:

FACSflow:

FACSrinse:

FACS-Fixaktiv:
FACS-Waschpuffer:

FKS (Fotales Kéalberserum):
Hanks balanced salt solution:
HEPES:
Lymphocytenseparationslosung (Ficoll):

MACS-Puffer:

PBS (Phosphate buffered saline):

PAN Biotech, Aidenbach

10 ml 1M HEPES; 8,12 g NaCl (Merck,
Darmsatdt); 0,12 g CaCl, (Merck, Darmstadt);
add 1000 ml H2Opjigest

0.001 % NaN3 (250 pl, 10 % ig, Sigma,
Miinchen); 2 mM EDTA (1 ml, 0.5 M); 0.1 %
BSA (0.25 g) + 250 ml PBS

1,55 g H3BO; (Merck, Darmstadt) + 250 ml
H2Ovidest; pH 7.0-7.4

PAA, Linz

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

50 % RPMlpinys + 40 % FKS + 10 % DMSO
(Merck, Darmstadt)

Beckman Coulter, Krefeld

Beckman Coulter, Krefeld

Beckman Coulter, Krefeld

PBS + 1 % Paraformaldehyd (Sigma, Miinchen)
PBS + 10 % FKS + 1 % NaNj; (Sigma, Miinchen)
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

PAA, Linz

Sigma, Miinchen

PAA, Linz

PBS +2 mM EDTA (Sigma, Miinchen) + 0,5 %
humanes AB-Serum, pH 7,4

(PAN, Aidenbach)
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RPMIminus :

T-Zell-Kokulturmedium:
T-Zell-Medium:
T-Zell-Stimulationsmedium:

TCGF:

2.1.2 Farbstoffe

500 ml RPMI 1640 ohne L-Glutamin (Bio
Whittaker) mit folgenden Zusétzen: 5 ml 200 mM
L-Glutamin (100x, Gibco/Invitrogen, Karlsruhe);
5 ml Natriumpyruvat 100 mM  (100x,
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe); 5 ml nicht
essentielle Aminosduren (100x, Gibco/Invitrogen,
Karlsruhe); 5 ml 10 mg/ml
Penicillin/Streptomycin (PAA, Linz); 2 ml MEM
Vitamine (100x, Gibco/Invitrogen, Karlsruhe); 1
ml B-Mercaptoethanol (0,2% in PBS, Amersco)
RPMIinus + TCGF + 3% humanes AB-Serum
RPMI,inus + 10% humanes AB-Serum

RPMIinus + TCGF + 10% humanes AB-Serum
konditionierter Zelliiberstand (2.2.1.3)

Farbstoff Konjugation | Hersteller

7-AAD - Pharmingen/BD, Heidelberg
AnnexinV PE Caltag, Hamburg

AnnexinV APC Caltag, Hamburg

PKH26 - Sigma, Miinchen

PKH67 - Sigma, Miinchen
Propidiumiodid - Pharmingen/BD, Heidelberg

2.1.3 HLA-A; restringierte Peptide

Peptid Aminosiuresequenz | Losung Hersteller

Mart-1

ELAGIGILTV

Standardmedium 10-20 %
DMSO

Bachem, Weil am Rhein

NLVPMVATV

Standardmedium 10-20 %
DMSO

Bachem, Weil am Rhein
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2.1.4 Peptid HLA-A*0201 Tetramere

Tetramer Konjugation Hersteller
Mart-1 PE Beckman Coulter, Krefeld
CMV 65 PE Beckman Coulter, Krefeld

2.1.5 Antikorper und dimere Molekiile

Fiir den Nachweis von Oberflichenmarker, oder auf ,,beads* konjugierten Molekiile wurden

folgende direkt konjugierte, monoklonalen Antikdrper verwendet:

Spezifitit Isotyp |Klon Herkunft | Konjugation | Hersteller
primdre AK
CD3 IgG1 UCHTI Maus PEc5 Immunotech, Marseilles
CD3 IgG1 UCHTI Maus ECD Immunotech, Marseilles
CD4 IgG1 13B8.2 Maus PEc5 Immunotech, Marseilles
CD4 IgG1 SFC112T4DI11 | Maus ECD Immunotech, Marseilles
CD8 IgG2a |UHCT-4 Maus FITC Sigma, Miinchen
CDS8 IgGl |SFCI21Thy2D3 | Maus PE-Cy5 Immunotech, Marseilles
CD8 IgGl |SFCI21Thy2D3 | Maus ECD Immunotech, Marseilles
CD107a IgG1 H4A3 Maus Per-Cy5 BD, Heidelberg
sek. AK
Maus-IgG1 IgG1 A85-1 Rat PE BD, Heidelberg
Maus-IgG2a | I1gG1 R19-15 Rat FITC BD, Heidelberg
Maus-IgM IgG2a |R6-60.2 Rat FITC BD, Heidelberg
Isotypkont.

IgG1 MOPC-21 Maus FITC, PE BD, Heidelberg
TNP IgG2a |[G155-178 Maus FITC BD, Heidelberg

IgM GC323 Maus PE Immunotech, Marseilles

Folgende monoklonalen Antikdrper wurden zur in vitro Stimulation verwendet:

Spezifitit Isotyp |Klon Herkunft | Konjugation | Hersteller

Fas IgM CHI11 Maus Upstate, Chicago, IL

TNP IgM G155-228 Maus BD, Heidelberg

TNF-a IgG1 MP9-20A4 |Rat Serotec, Diisseldorf
IgG1 Rat Serotec, Diisseldorf

Zur Generierung von aAPC und KaAPC wurden folgende monoklonale Antikérper und
dimere Molekiile auf M-450 Epoxybeads (Dynal/Invitrogen, Oslo) konjugiert:
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Spezifitit Isotyp |Klon Herkunft | Konjugation | Hersteller

CD28 IgG2a |clone9.3 Maus J.P. Schneck MD, Ph.D.
Fas IgM CHI11 Maus Upstate, Chicago, IL
HLA-A»- IgG1 Mensch/ J.P. Schneck MD, Ph.D.
Dimer Maus

2.1.6 ,,beads*

Name Hersteller

CDS8" T cell Isolation Kit

Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach

a-CD3/CD28 Dynabeads (T Cell Expander) Dynal/Invitrogen Oslo

M-450 Epoxybeads

Dynal/Invitrogen Oslo

2.1.7 Zellkulturflaschen, -platten, -rohrchen

25 ¢m” Kulturflaschen

Corning/Costar, NY

75 ¢cm’ Kulturflaschen

Corning/Costar, NY

175 ¢cm” Kulturflaschen

Corning/Costar, NY

96-well Rundbodenplatten

Nunc, Langenselbold

24-well Platten

Falcon/BD, Franklin Lakes

12-well Platten

Falcon/BD, Franklin Lakes

6- well Platten

Falcon/BD, Franklin Lakes

15 ml Zentrifugationsrohrchen

Falcon/BD, Franklin Lakes

50 ml Zentrifugationsréhrchen

Falcon/BD, Franklin Lakes

200 ml Zentrifugationsréhrchen

Falcon/BD, Franklin Lakes

14 ml Polysytrene Rohrchen

Falcon/BD, Franklin Lakes

FACS-Rohrchen unsteril

Falcon/BD, Franklin Lakes

FACS-Rohrchen steril

Falcon/BD, Franklin Lakes

Einfrier-R6hrchen

Nalgene Nunc, International Hereford

0,22 wm SpinX-Rohrchen

Corning/Costar, NY

1,5 ml Cups

Sarstedt, Niirnbrecht

2 ml Pipetten

Corning/Costar, NY

5 ml Pipetten

Corning/Costar, NY

10 ml Pipetten Corning/Costar, NY
25 ml Pipetten Corning/Costar, NY
50 ml Pipetten Corning/Costar, NY

Glasréhrchen klein (12 x 35 mm)

Fisher Scientific, Schwerte

Glasrohrchen grof3 (4ml)

VWR, Darmstadt
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2.1.8 Software und Internetportale

Microsoft Office (Microsoft Corporation, UnterschleiSheim)

Sigma Plot (Systat Software Inc., Erkrath)

WinMDI2.8 (http://facs.scripps.edu/software.html)

FACSExpress 3 (De Novo Software, Thornhill, ON)

FlowJo (Tree Star, Ashland, USA)

The National Center for Biotechnology Information: http://www.ncbi.nlm.nih.gov

2.2 Methoden
2.2.1 Alilgemeine Methoden

Alle Arbeiten mit humanen priméren Zellen und den funktionellen ,beads* wurden unter

sterilen Bedingungen durchgefiihrt (HER Asafe KS18, ThermoFisher Scientific).

2.2.1.1 Primarzellen

Alle verwendeten humanen priméren Zellen wurden aus Blut gesunder, freiwilliger Spender
gewonnen. Diese waren zuvor iiber mogliche Risiken aufgekldrt worden und hatten ihre

Einwilligung gegeben.

2.2.1.1.1 Kultivierung von Zellen

Soweit nicht anders angegeben, wurden die priméren Zellen in einem Zellkulturschrank (CO,-
Inkubator CD210, Binder) bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95 %, einem CO,-Gehalt
von 5 % und bei einer Temperatur von 37 °C kultiviert. Die Generierung von
antigenspezifischen humanen CD8" CTL und alle funktionellen Analysen mit diesen Zellen

wurden unter diesen Bedingungen durchgefiihrt.

2.2.1.1.2 Zentrifugation von Zellen

Die Zentrifugationen der Primérzellen wurden bei 300x g fiir 10 min bei RT durchgefiihrt
(Omnifuge 2.0RS oder Tischzentrifuge Biofuge fresco, beide Heraeus Sepatech, Kendro).

Abweichungen davon sind bei den jeweiligen Methoden angegeben.
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2.2.1.1.3 Zellzahlbestimmung

Zur Ermittlung der Zellzahl wurden Zellen in einer Losung aus 0,4 % Trypanblau (Sigma,
Miinchen) und 0,9 % NaCl (Merck, Darmstadt) verdiinnt und in einer Neubauer-Zahlkammer
mit Hilfe eines Mikroskops (Axiovert 25, Zeiss) ausgezédhlt. Diese Methode erlaubt die
Unterscheidung von lebenden und toten Zellen, da nur abgestorbene Zellen eine Blaufarbung
aufgrund fehlender Membranintegritdt aufweisen. Die Zellzahl pro ml wurde mit folgender

Formel berechnet:

Anzahl der lebenden Zellen

x Verdiinnungsfaktor x 10000 = Zellzahl/ml
Anzahl der ausgezihlten Grofquadrate

Die angegebenen Zellzahlen beziehen sich jeweils auf die Anzahl lebender Zellen.

2.2.1.1.4 Kryokonservierung von Zellen

Die Zellen wurden gezéhlt, in PBS gewaschen und in 1 ml gekiihltem Einfriermedium
aufgenommen. Anschlieend wurde die Zellsuspension in Einfrier-R6éhrchen (Nalgene Nunc,
International Hereford) abgefiillt, wobei eine Zellzahl von 100x10° Zellen/Einfrier-Réhrchen
nicht tiberschritten wurde. Die befiillten Einfrier-Rohrchen wurden dann ii.N. bei -80 °C in
einer Styroporkiste gelagert. Dies ermdglichte das langsame Abkiihlen der Zellsuspension.
Danach wurden die Zellen in fliissigem Stickstoff {iberfiihrt und bei -180°C bis zur weiteren

Verwendung gelagert.

2.2.1.1.5 Auftauen von Zellen

Die tiefgekiihlten Zellen wurden im 37 °C Wasserbad auf 0 °© C erwédrmt. Danach wurden
diese Zellen schrittweise in ein auf 37 °C vorgewédrmtes und mit 20 ml PBS befiilltes 50 ml
Falcon-Rorchen iiberfiihrt. Dieses Protokoll gewéhrleistet ein ziigiges und schonendes
Auftauen der Zellen. Im Anschluss daran wurden die Zellen sofort zentrifugiert und in

frischem Medium aufgenommen.
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2.2.1.2 ,,beads*

2.2.1.2.1 Generierung von KaAPC und Kontrollbeads (c.b.)

Die Herstellung von KaAPC respektive Kontrollbeads erfolgte iiber einen Zeitraum von drei
Tagen. Wihrenddessen wurden die einzelnen Ansitze auf einem Rotator (MACSmix ",

Miltenyi, Bergisch-Gladbach) bei 4 — 8 °C {i.N. inkubiert.

Tag 1: 100x10° M-450 Epoxybeads (Dynal/ Invitrogen, Oslo) (250 ul; 400x10°/ ml) wurden
in ein frisches grofes Glasrohrchen iiberfiihrt und mindestens 250 ul Boratpuffer
hinzugegeben. Das Glasrohrchen wurde dann fiir mindesten 2 min auf einen Magneten
gespannt und der Uberstand sauber abgenommen. Die anschlieBende Resuspension der
M-450 Epoxybeads erfolgte anschlieBend in den entsprechenden Beladungsansitzen.

Mit Parafilm verschlossen wurden die Glasrohrchen dann bei 4 — 8 °C 1.N. inkubiert.

Beladungsansdtze:  Falls in den einzelnen Versuchen nicht anders angegeben,
wurden folgende Mengen an HLA-A;-Ig Dimer und a-Fas
Antikorper, in einem Volumen von 550 ul Boratpuffer, zur

Herstellungvon funktionellen ,,beads* verwendet.

Kontrollbeads (c.b.) -0.01 ug HLA-A,-Ig Dimer
- add. 550 ul Boratpuffer
KaAPC - 0.01 ug HLA-A,-Ig Dimer
- 2 ug a-Fas Antikorper (CHI11)
- add. 550 ul Boratpuffer

Wihrend der Beladung der M-450 Epoxybeads in Boratpuffer kam es zum Aufschluss,
der sich auf der ,,bead“-Oberfliche befindlichen Epoxygruppen. Dies fiihrte ii.N. zur
kovalenten, N-terminalen Bindung des HLA-A,-Ig Dimers bzw. des oa-Fas
Antikorpers. Jedoch konnte durch diese Methode keine gerichtete Bindung des HLA-

Aj-Ig Dimers und der a-Fas Antikorper sichergestellt werden.
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Tag 2: Die groBBen Glasrohrchen wurden in 50 ml Zentrifugationsrohrchen (BD, Heidelberg)
gestellt und bei 3000x g fiir 2 min zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Parafilm
entfernt und die Glasrohrchen mit den ,,beads® fiir mindestens 2 min auf einen
Magneten gespannt. Nach Abnahme des Uberstandes wurden die einzelnen Ansitze
mit je 1 ml ,,bead“~-Waschpuffer 3x gewaschen. Dabei wurden die ,,beads* zwischen
den Waschschritten jeweils aus dem angelegten Magnetfeld entfernt und gut
resuspendiert. AbschlieBend wurde 1 ml ,bead“-Waschpuffer auf jeden Ansatz
gegeben, die ,,beads* resuspendiert, die Glasrohrchen mit Parafilm abgedichtet und bei
4 — 8 °C 1.N. gelagert. Hierbei kam es zum Entfernen ungebundenen HLA-A,-Ig

Dimers und a-Fas Antikorpers und fiihrte i.N. zum Absittigen der noch freien

Epoxygruppen.

Tag 3: Die groBBen Glasrohrchen wurden in 50 ml Zentrifugationsrohrchen (BD, Heidelberg)
gestellt und bei 3000x g fiir 2 min zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Parafilm
entfernt und die Glasrohrchen mit den ,,beads®” fiir mindestens 2 min auf einen
Magneten gespannt. Nach Abnahme des Uberstandes wurden die einzelnen Ansitze
mit je 1 ml PBS (PAN, Aidenbach) resuspendiert. Aus diesen Ansdtzen wurden dann

Aliquots in kleine Glasrohrchen iiberfiihrt und entsprechend beladen (2.2.1.2.4).

2.2.1.2.2 Generierung von aAPC

aAPC wurden nach demselben Protokoll wie die KaAPC und Kontrollbeads generiert
(2.2.1.2.1), jedoch unterschieden sie sich in der ,bead“-Menge (400x10°) pro
Beladungsansatz und in der Zusammensetzung des Beladungsansatzes (20 ug HLA-A,-Ig
Dimer und 20 ug a-CD28 Antikorper in 1 ml Boratpuffer). Ebenso wurden fiir die Beladung
nicht nur HLA-A;-Ig Dimer, sondern auch ein a-CD28 Antikorper (Klon 9.3), als
kostimulatorisches Signal verwendet. Nach der Beladung konnten 0.9x10° Molekiile HLA-
As-Ig Dimer und 1.9x10° Molekiile des a-CD28 Antikérpers je ,.bead“ nachgewiesen
werden’'’. aAPC wurden im Gegensatz zu den KaAPC und Kontrollbeads mit 30 ug/ ml
Peptide beladen und nach der Beladung (2.2.1.2.5) direkt zur Generierung von

antigenspezifischen CD8" CTL eingesetzt'”*.
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2.2.1.2.3 Einstellen der ,,bead“-Konzentration

Zur Ermittlung der ,,bead“-Zahl wurden ,,beads* in PBS (PAN, Aidenbach) seriell verdiinnt
und in einer Neubauer-Zdhlkammer mit Hilfe eines Mikroskops (Axiovert 25, Zeiss)
ausgezdhlt. Dieser Vorgang wurde wegen der raschen Sedimentationszeit der Beads und
deren bevorzugtem Haften an der Pipettenspitzenaulenseite dreimal wiederholt und die

erhaltenen Werte gemittelt. Die ,,bead*-Zahl pro ml wurde mit folgender Formel berechnet:

gemittelte ,,bead“-Zahl

x Verdiinnungsfaktor x 10000 = ,,bead““-Zahl/ml
Anzahl der ausgezihlten Groquadrate
Alle verwendeten ,,beads* wurden, wenn nicht anders angegeben, auf eine Konzentration von

1x107 ,beads*/ ml in PBS (PAN, Aidenbach) eingestellt.

2.2.1.2.4 Lagerung der funktionellen ,,beads“

Die auf eine Konzentration von 1x10” ,beads®/ ml in PBS (PAN, Aidenbach) eingestellten
funktionellen ,,beads* wurden in grolen Glasrohrchen (VWR, Darmstadt) bei 4 — 8 °C
gelagert. Die gelagerte Gesamtmenge pro Ansatz iiberstieg in den meisten Fillen nicht die
Menge von 10x10” ,beads*. Der funktionelle Phénotyp blieb bei dieser Art der Lagerung bis

zu 12 Monaten erhalten.

2.2.1.2.5 Beladung der funktionellen ,,beads*

Zur Beladung der funktionellen ,,beads* wurden ca. 20x10° in ein neues, kleines Glasrohrchen
iiberfiihrt und der Uberstand mittels eines Magneten (Dynal/Invitrogen, Oslo) und einer
Pasteurpipette entfernt. AnschlieBend wurde das Glasr6hrchen vom Magneten entfernt und
die ,beads” in 500 ul frischem PBS (PAN, Aidenbach) resuspendiert und 5 ug des
gewiinschten Peptids (Mart-1, CM V65, FluM1, EBV) dazugegeben. Die Beladung erfolgte
i.N. bei 4 — 8 °C.

Am folgenden Tag wurde ein Aliquot der beladenen ,beads* in ein neues, kleines
Glasrohrchen transferiert und der Uberstand, wie am Vortag, entfernt. Falls nicht anders

angegeben, wurden die ,beads” vor jeder Verwendung in einem funktionellen Assay
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gewaschen. Hierzu wurde jeweils 1 ml frisches PBS (PAN, Aidenbach) zum resuspendieren
der ,,beads* genutzt, wobei das kleine Glasr6hrchen wéhrenddessen vom Magneten entfernt
wurde. Nach einer anschliefenden Inkubation des Glasrohrchens fiir mindestens 2 min auf
einem Magneten, wurde der Uberstand erneut mittels einer Pasteurpittete abgesaugt. Dieser
Waschschritt wurde sechsmal wiederholt. AbschlieBend wurden die ,,beads in 1 ml PBS
(PAN, Aidenbach) aufgenommen, die Konzentration auf 1x10’ ,beads*/ ml eingestellt und

diese dann bis zur weiteren Verwendung bei 4 — 8 °C gelagert.

2.2.1.3 Herstellung des TCGF

Aus dem Leukapheresat eines oder mehrerer gesunder Spender wurden mittels
Dichtegradientenzentrifugation die MNC isoliert. Zur Herstellung eines Liters TCGF wurden
je 2x10° MNC in sechs 175 cm’ Kulturflaschen aufgeteilt. In jede dieser 175 cm’
Kulturflaschen wurden dann 3 ml einer zuvor bestrahlten LAZ 388 Suspension gegeben
(4xlO8 LAZ 388, 60 Gy, in 18 ml RPMlIinys + 3 % humanes AB-Serum). Ebenso wurden je
175 cm” Kulturflaschen 3 ml Stimulationsmedium hinzugegeben (5 ug PMA + 4 mg PHA in
18 ml RPMlinys + 3 % humanes AB-Serum). Die 175 cm? Kulturflaschen wurden dann mit
RPMIinus + 3 % humanem AB-Serum auf 170 ml je Kulturflasche aufgefiillt und fiir 3 h
inkubiert. Nach Ablauf der 3 h wurde kontrolliert, ob die Zellen am Boden der Kulturflaschen
adhdriert waren und daraufhin der 170 ml Uberstand vorsichtig abgenommen. Jede
Kulturflasche wurde anschlieBend 3x mit je 30 ml RPMlIyinus + 3 % humanem AB-Serum
gewaschen und erneut mit 170 ml frischen RPMIinys + 3 % humanem AB-Serum aufgefiillt.
Es folgte eine erneute Inkubation von ca. 36 h. Der so konditionierte Uberstand wurde
abgenommen und bei 300x g zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand sterilfiltriert
und in 40 ml Aliquots weggefrohren. Die Aktivitit jedes neuen TCGFs wurde vor dessen
Verwendung mittels MTT-assay oder *H-Thymidin-Proliferationsassay getestet und an die
relative Aktivitit des zuvor verwendeten TCGF angeglichen. Die Analyse von verschiedenen
TCGF ergab folgende Zytokinzusammensetzung: IFN-y", TNF-or, IL-18", IL-2", IL-4", IL-
5% IL-6", IL-7"°%, IL-8", IL-10", IL-12p70.
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2.2.2 Primarzellgewinnung und -bearbeitung

2.2.2.1 MNC-Gewinnung aus Vollblut mittels Dichtegradientenzentrifugation

Mononukledre Zellen aus dem Blut (MNC) wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation
aus heparinisiertem Vollblut (Heparin-Endkonzentration: 25 IU/ml) gesunder Spender
(verschiedene HLA-A," minnliche und weibliche Spender) gewonnen. Hierfiir wurde in
speziellen 50 ml Réhrchen (BD, Heidelberg) 20 ml Lymphozytenseparationslosung vorgelegt.
Das heparinisierte Vollblut bzw. das Leukapheresat (2.2.2.2) wurde anschlieend mit PBS 1 :
1 verdiinnt und auf Lymphozytenseparationslosung aufgetragen. Nach 20 miniitiger
Zentrifugation (1900 rpm /4 °C) hatte sich das Vollblut bzw. das Leukapherisat (2.2.2.2) in
eine schwere Fraktion (Erythrozyten), eine Interphase (MNC) und den Uberstand
(Thrombozyten) getrennt. Die Interphase wurde mit einer Pipette abgesammelt und zweimal
mit 30 - 50 ml PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen gezéhlt und entweder eingefroren

oder zur Gewinnung von CD8" CTL weiter verwendet.

2.2.2.2 T-Zell-Gewinnung mittels Gegenstromisolation

Von gesunden Spendern (verschiedene HLA-A," minnliche und weibliche Spender) wurden
durch Leukapherese (Blutzellseparator CS 3000 plus, Baxter) mononukledre Zellen (MNC)
gewonnen. Dabei wurde das Blut in eine erythrozytenreiche Fraktion, die dem Spender
zuriickgegeben wurde, sowie eine erythrozytenarme Fraktion aufgetrennt. Aus letzterer
wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation die MNC gewonnen (2.2.2.1). Diese Zellen
wurden mit einer Spezialkammer in einer J6-MC Zentrifuge (Beckman) einer Elutriation
unterzogen. Es handelte sich dabei um eine Gegenstromzentrifugation, bei der die
verschiedenen MNC gemél ihrer GroB3e und Dichte aufgetrennt und fraktioniert gesammelt
werden konnten. Zundchst wurde das System {iber eine Peristaltikpumpe mit einer 6 %-igen
H,0,-Losung (in H,O) fiir 20 min sterilisiert, anschlieBend mit PBS (PAN, Aidenbach)
gespiilt und die Pumpe mit Hanks’-Losung (PAA, Linz) geeicht. Dazu wurde mit 2500 rpm
bei 4 °C das geforderte Volumen pro Zeiteinheit in eine Eichgerade gegen die jeweilige
Pumpeneinstellung aufgetragen. Nach diesen Vorbereitungen konnte das System bei einer
Durchflussrate von 52 ml/min mit den MNC aus der Leukapherese in Hanks’-Losung plus 6
% spenderautologem Plasma beschickt werden. Bei einer konstanten Umdrehungszahl der

Zentrifuge von 2500 rpm wurden die einzelnen Zellfraktionen durch die Erhéhung der
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Durchflussrate aufgetrennt und gesammelt. Fraktionen mit besonders hohem T-Zellanteil
wurden bei einer Durchflussrate von 64 ml/min erhalten. Diese Fraktion enthélt einen Anteil
von 80 - 90 % CD3" Zellen, was durchflusszytometrisch durch Firbung mit einem o-CD3-
Antikorper kontrolliert wurde. Die T-Zellen wurden anschlieBend zentrifugiert, in T-Zell-
Medium aufgenommen und gezédhlt. Aus den so gewonnenen T-Zellen wurden entweder die
CDS8" CTL mittels magnetischer Separation gewonnen oder sie wurden bis zur weiteren

Verwendung kryokonserviert.

2.2.2.3 Magnetische Separation zur Gewinnung von humanen, naiven CD8* CTL

Diese Zellanreicherungsmethode (human CDS8" Isolation Kit II, Miltenyi, Bergisch-Gladbach)
beruht auf der Bindung von antikdrperbeschichteten Eisenpartikeln an die Zelle. Im ersten
Schritt werden die Eisenpartikel an die Zellen gebunden. Im zweiten Schritt wird die
Zellsuspension an einem Magneten vorbeigefiihrt und separiert. Dabei gibt es positive
Anreicherungsmethoden, in welchen die Eisenpartikel an die gewiinschte Subpopulation
gebunden werden, und negative Anreicherungsmethoden, in denen die zu depletierenden
Zellpopulationen mit Eisenpartikeln markiert werden.

Fiir die Gewinnung von CD8" CTL aus einer T-Zellfraktion bzw. MNC wurden die Zellen in
einem Zwei-Schritt-Farbeverfahren markiert. Im ersten Farbeschritt wurde die Zellen in 40 ul/
1x10” Zellen MACS-Puffer resuspendiert und dann fiir 10 min auf 4 - 8 °C mit 10 ul/ 10’
Zellen Haptenantikorper (mAK Maus anti-X) gefdrbt. Im zweiten Farbeschritt wurde der
Zellansatz aus dem ersten Férbeschritt mit je 30 ul/ 107 Zellen MACS-Puffer verdiinnt und
zusitzlich 20 ul/ 1x107 Zellen anti-Haptenantikorper-Eisenpartikel (mAK anti-Maus-Isotyp)
dazugegeben. Nach der Farbung fiir 15 min auf 4 - 8 °C erfolgte ein Waschritt mit MACS-
Puffer (20x Vol.) und die Resuspension der Zellen in 500 ul/ 1x10® Zellen.

Da die verwendeten Eisenpartikel lediglich einen Durchmesser von 50 nm aufweisen, muss
die Zellsuspension iiber eine Sdule laufen, welche dicht mit paramagnetischen Eisenpartikeln
gepackt ist. Fiir die Aufreinigung der Zellen wurden LS- und MS-Saulen (Miltenyi, Bergisch-
Gladbach) verwendet, die in einen Permanentmagneten eingespannt wurden. Vor dem
Saulenlauf wurden die Sdule mit MACS-Puffer gewaschen (LS 3 ml, MS 500 ul). Wéhrend
des Saulenlaufs wurden die Eisenpartikel-markierten Zellen in der Sdule zuriickgehalten,
wohingegen die nicht markierten Zellen die Sdule im Eluat verlieBen. Nach Zentrifugation des

Eluats und erneuter Resuspension der Zellen in MACS-Puffer, wurden diese auf eine weitere
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Siule aufgetragen, um durch wiederholte Anreicherung die Reinheit der CD8" CTL zu
erhohen.
Im Anschluss an die Aufreinigung wurden die angereicherten Zellen mit einer FACS-Farbung

auf ihre Reinheit untersucht. Die Zellpopulationen bestanden zu > 90% aus CD3"/CD8" T-

Zellen (Abbildung 2).
CD3* CTL vor CD8* Anreicherung CD3* CTL nach CD8* Anreicherung
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Abbildung 2: Reinheit der sortierten humanen CD8" CTL. Sowohl vor der CD8" Anreicherung
als auch unmittelbar danach wurden die T-Zellen einer MNC Fraktion mit FITC-
konjugierten o-CD8, PC5-konjugierten o-CD4 und ECD-konjugierten o-CD3
Antikorpern gefirbt. Dargestellt ist die Haufigkeit von CD4" und CD8" T-Zellen
bezogen auf lebende CD3" Zellen.

2.2.2.4 Generierung von humanen, antigenspezifischen CD8" CTL

Naive CD8" CTL wurden aus MNC durch magnetische Negativselektion nach dem Miltenyi-
System angereichert. Die angereicherte Population bestand aus >90% CDS8" T Zellen. Zur
Generierung von antigenspezifischen CD8" CTL wurden 1x10° CD8" CTL mit 1x10°
peptidbeladenen aAPC auf einer 96-well Rundbodenplatte kultiviert. Als Medium wurden 160
ul T-Zell-Stimulationsmedium verwandt und alle 3 — 4 Tage 80 ul des alten Mediums
abgenommen und durch 80 wl neues T-Zell-Stimulationsmedium ersetzt. Die CD8" CTL
wurden wochentlich, unter gleichen Bedingungen, mit peptidbeladenen aAPC restimuliert,
wobei die alten aAPC, mittels eines MPC-1 Magneten (Dynal/Invitrogen, Oslo), zuvor
entfernt wurden. Mit Hilfe der Durchflusszytometric wurden die CD8" CTL sowohl am

Ansatztag als auch bei jeder Restimulation auf Reinheit und Antigenspezifitit untersucht. Ab
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einer Antigenspezifitit von > 50 % wurden die CD8" CTL Kulturen fiir die jeweiligen

funktionellen Assays verwendet (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Antigenspezifische CD8" CTL zur Durchfiihrung von funktionellen Assays. Die
hier exemplarisch dargestellten CMV,,6s spezifischen CD8" CTL wurden mittels
wiederholter ™3 APC Stimulation generiert. Zellen dhnlicher Spezifitit fir die
unterschiedlichen Peptide wurden fiir die Durchfiihrung der funktionellen Assays
verwendet. Zur Feststellung der Spezifitit wurde mit CMV,-HLA-A*0201-
Tetramer gefarbt. Die Farbung mit Mart-1-HLA-A*0201-Tetramer diente zur
Kontrolle.

2.2.3 Funktionelle Analysen

2.2.3.1 Kokulturexperimente

2.2.3.1.1 Kokultur von humanen, priméiiren CTL mit funktionellen ,,beads“

Zur Untersuchung der funktionellen Eigenschaften der KaAPC und Kontrollbeads (c.b.)
wurden Kokulturexperimente mit humanen, antigenspezifischen CD8" CTL angesetzt. Hierzu
wurden 1,5x10° antigenspezifische CD8" CTL/ well auf eine 96-well Rundbodenplatte
ausgebracht und mit KaAPC oder c.b. stimuliert. Die funktionellen ,,beads* waren zuvor mit
unterschiedlichen Peptiden beladen worden (in den einzelnen Versuchen angegeben, durch
die, dem ,,bead““-Namen vorangestellten, hochgestellten Peptidbezeichnungen), oder wurden
auch unbeladen eingesetzt. Falls nicht anders angegeben wurden CD8" CTL und funktionelle
,beads immer im Verhéltnis 1 : 1 eingesetzt. 1 ug/ ml loslicher a-Fas Antikérper (Upstate,
Chicago, IL) diente als Positivkontrolle, wohingegen unbehandelte antigenspezifische CD8"
CTL als Negativkontrolle fungierten. Die Stimulation der antigenspezifischen CD8" CTL
erfolgte fiir 48 h in 200 ul T-Zell-Kokulturmedium, falls nicht anders angegeben.
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2.2.3.1.2 Zytokinassay

Von den, wie unter 2.2.3.1.1 beschriebenen Ansidtzen wurden die Zellen nach Beendigung der
Inkubationszeit abzentrifugiert (300x g, 10 min) und die Uberstinde bis zur weiteren
Verwendung in ERG bei -20 °C gelagert.

Die Zytokinbestimmung erfolgte dann mit dem Luminex® 100 IS™ System (Luminex
Corporation, Austin, TX) unter zur Hilfenahme der xMAP Technologie. Die Analyse der
einzelnen Ansétze erfolgte genau nach Angabe des Herstellers.

Das Testprinzip beruhte auf der Inkubation von mit anti-Zytokinantikdrpern beschichteten,
5,6 wm grof3en, ,beads”“ mit den Zelliiberstinden. Die Messung der unterschiedlichen
Zytokine erfolgte dann mittels Durchflusszytometrie. Dabei wurde nach Anregung der
,beads durch einen roten Laser (635 nm) die Identitét des ,,beads* durch Auslesen des Rot-
und Infrarotbereichs bestimmt. Die Menge des gebundenen Zytokins wurde durch Zunahme
der Fluoreszenzintensitdt nach Anregung desselben ,beads* durch einen griinen Laser (532
nm) errechnet. Somit war es mittels dieser Technology moglich, die zu untersuchenden

Zytokine, gleichzeitig aus dem jeweiligen Ansatz auszulesen.

2.2.3.1.3 CD107a Assay

1,5x10° antigenspezifische CD8" CTL/ well wurden auf eine 96-well Rundbodenplatte
ausgebracht. Vor Beginn der Stimulation wurden 12,5 ul eines a-CD107a PE-Cy5
Antikorpers (BD, Heidelberg) in jeden Ansatz gegeben und die Proben 5 h spéter geerntet.

AnschlieBend wurden die Zellen gefarbt und sofort im Durchflusszytometer analysiert.

2.2.3.2 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie dient der Detektion von zellgebundenen Farbstoffen und lieferte
phinotypische Aussagen iiber die gefirbten Zellen. Dabei wurden die Zellen in einer
Tragerfliissigkeit an einem Laserstrahl vorbeigefiihrt. Bei den verwendeten Gerdten
FACSCalibur (BD, Heidelberg) und EPICSXL-MCL (Beckman Coulter, Krefeld) standen
zwel (Argon- und UV-Laser) bzw. ein Laser (Argon-Laser) fiir die Anregung der Farbstoftfe
zur Verfiigung. Die Emission der Farbstoffe wurde in vier Kanédlen gemessen. AuBBerdem
wurde die Lichtstreuung jeder Zelle detektiert: das sog. "Vorwirts-Streulicht" (FSC) lieferte
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Information iiber die GroBe der Zellen, das sog. "Seitwérts-Streulicht" (SSC) vermittelte
Information iiber die Granularitidt der Zelle. Zusammengenommen wurden damit fiir jede
Zelle sechs Parameter ermittelt. Als Farbstoffkonjugate wurden z.B. FITC
(Fluorothioisocyanat), PE (Phycoerythrine), PerCP und APC (Allophycocyanine) verwendet.
AulBlerdem konnten im FACS Membranfarbstoffe (PKH67, PKH26) sowie PI, als auch 7-
AAD detektiert werden.

2.2.3.2.1 Antikérperfirbung

Die zu untersuchenden Zellen oder ,beads* (0,15 - 1x10°) wurden in FACS-R&hrchen
(Falcon/BD, Franklin Lakes, USA) gegeben und in FACS-Waschpuffer gewaschen.
AnschlieBend wurde die vom Hersteller angegebene Menge an Antikérpern auf das
resuspendierte (100 ul FACS-Waschpuffer) Zellpellet pipettiert und 15 min bei 4 - 8 °C
inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation mit FACS-Waschpuffer wurden die Zellen in 200 -
500 pl PBS oder Fixierungslosung aufgenommen. Die Analyse erfolgte mit einem
FACSCalibur (BD, Heidelberg) oder dem EPICSXL-MCL (Beckman Coulter, Krefeld)
Durchflusszytometer. Die Daten wurden mit der Software WinMDI2.8, FACSExpress 3 oder

FlowJo ausgewertet.

2.2.3.2.2 Apoptosefiirbung
Prinzip:

Ein frilhes Ereignis nach Apoptoseinduktion in einer Zelle ist die Translokation von
Phosphatidylserin von der Innenseite der Zellmembran auf deren AulBenseite. Die
Verschiebung dieses Phospholipids kann durch die Anlagerung des spezifischen Molekiils
Annexin V durchflusszytometrisch nachgewiesen werden”''*'2. Da dieses Molekiil aber auch
in nekrotischen Zellen bindet, muss zusitzlich zu der Annexin V Fiarbung noch eine Farbung
mit einem DNA-markierenden Farbstoff wie z. B. Propidiumjodid (PI) oder 7-actinomycin D
(7-AAD) durchgefiihrt werden. Sowohl PI als auch 7-AAD gelangen nur nach Zerstorung der
Zellmembran in die Zelle und interkalieren dort in die DNA. Bei der Darstellung der doppelt
gefarbten Zellen in einer Zweiparameterdarstellung kann man dann apoptotische und

nekrotische von vitalen Zellen unterscheiden (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Exemplarische Annexin V und Propidiumjodid (PI) Firbung.

Durchfiihrung:

Zur Detektion von Apoptose wurden Zellen mit eiskaltem PBS (PAN, Aidenbach) gewaschen
(300x g, 10 min, 4°C). Bei der Verarbeitung der Proben war eine durchgehende Kiihlung sehr
wichtig, da Apoptose ein enzymatischer, energieabhidngiger Prozess ist und durch eine
Erhohung der Temperatur das Ergebnis hétte beeinflusst werden kénnen. Die Proben wurden
in 100 pl Annexinbindepuffer resuspendiert und mit entweder 10 pl PI Losung (50 pg/ml in
PBS) oder 5 ul 7-AAD (BD, Heidelberg) sowie 5 pul Annexin V (Caltag, Hamburg) fiir 15
min auf Eis im Dunkeln inkubiert. Nach Zugabe von weiteren 250 pul Annexinbindepuffer

wurden die Proben innerhalb einer Stunde im Durchflusszytometer analysiert.

2.2.3.2.3 MHC-Tetramerfirbung

Zum Nachweis antigenspezifischer CD8" T-Zellen wurden die Zellen einmal mit FACS-
Waschpuffer gewaschen und danach mit 2 ul/ 10° Zellen des jeweiligen HLA-A*0201-
Tetramers inkubiert (30 min/ RT). Im Anschluss daran wurde die Oberflichenfarbung gegen
weitere Antigene mit direktkonjugierten Antikorpern durchgefiihrt, ohne das HLA-A*0201-
Tetramer vorher abzuwaschen. Nach der Inkubationszeit der Antikérperfarbung wurden die

Zellen mit FACS-Waschpuffer gewaschen und im Durchflusszytometer analysiert.
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2.2.3.2.4 PKH67/26 Fiirbung

Die Beladung von bis zu 10x10° T-Zellen erfolgte in 15 ml Polystyrenerdhrchen. Zu Beginn
wurden die Zellen dreimal mit RPMlyinys gewaschen und anschlieBend in 500 ml/ 1x10’
Zellen Diluent C (Sigma, Miinchen) resuspendiert. Die Féarbelosung wurde jeweils frisch vor
der Beladung hergestellt: 2 ul PKH67 oder PKH26 (I mM in Ethanol, Sigma, Miinchen)
wurden in 500 ul Diluent C in einem frischen 15 ml Polystyrener6hrchen aufgenommen. Im
Beladungsschritt wurde die Farbelosung tropfenweise unter Schiitteln der Zellsuspension
zugegeben. AnschlieBend wurden die Zellen 7 min bei RT auf dem Schiittler (700 rpm)
inkubiert. Die Beladung wurde mit 2 ml humanem AB-Serum 2 min lang abgestoppt und
dann 10 ml T-Zell-Medium hinzugegeben. Dieser Schritt war notwendig um den Grofteil der
noch verbleibenden Farbstoffmolekiile an Serumprotein abzubinden. AnschlieBend wurden
die beladenen Zellen 3x je in 1 ml humanem AB-Serum resuspendiert und unter Zugabe von
je 12 ml T-Zell-Medium gewaschen. Die in T-Zell-Medium aufgenommen PKH67" oder
PKH26" T-Zellen wurden gezihlt, durchflusszytometrisch charakterisiert (Abbildung 5) und

fanden in den entsprechenden Versuchen Verwendung.

ungefarbt PKH67 gefarbt ~ PKH26 gefarbt

PKH26

PKH67

Abbildung 5: Exemplarische Darstellung von PKH67 bzw. PKH26 gefirbten
antigenspezifischen CD8" CTL.
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3. Ergebnisse

3.1 Konzept der Killer-artifiziellen-antigenprasentierenden Zelle
(KaAPC)

2003 publizierte Oelke et al. die erfolgreiche Generierung einer ,.bead“-basierten aAPC>'".
Grundlage dieser aAPC war ein paramagnetischer Epoxybead, auf dessen Oberflache
kovalent a-CD28 Antikérper und ein HLA-A;-Ig Dimer gebunden waren. Durch die
Kombination dieser beiden Signale konnte eine effektive Expansion antigenspezifischer
humaner CD8" T-Zellen verschiedener Spender erreicht werden. Diese war vergleichbar und
in einigen Fillen sogar besser als die Generierung antigenspezifischer humaner CD8" T-
Zellen unter Verwendung humaner DC. Aufbauend auf diesen Daten und auf Grundlage der
von unserer Arbeitsgruppe publizierten Arbeiten zur peripheren Toleranzinduktion durch

170171213 o twickelten

Fas/FasL vermittelten Apoptoseinduktion in humanen CD8" T-Zellen
wir in Kooperation mit Oelke et al. ein Konzept zur Generierung einer Killer-artifiziellen-
antigenprasentierenden Zelle (KaAPC).

Grundlage dieser KaAPC war ein paramagnetischer Epoxybead, auf dessen Oberfldache sich
kovalent immunologisch aktive Molekiile iiber deren Aminogruppen (-NH;) binden liefen.
Dabei war es jedoch nicht moglich, eine gerichtete Bindung der einzelnen Molekiile
sicherzustellen. Kovalente Bindungen konnen potentiell zwischen allen vorhandenen
Aminogruppen ausgebildet werden, was zu einer statistischen Verteilung der
Bindungsrichtung der Molekiile fiihrt. Es ist somit denkbar, dass zumindest ein Teil der
Molekiile direkt mit ihren aktiven Zentren an die ,,bead““-Oberflache konjugiert waren und
somit nur eingeschriankt oder gar nicht ihre Funktion ausiiben konnten. Trotz allem sollten
aber noch ausreichend viele, voll funktionsfahige Molekiile vorhanden sein, wie die
Generierung von funktionellen aAPC beweist.

Zur erfolgreichen, antigenspezifischen Eliminierung von humanen, antigenspezifischen CDS8"
T-Zellen sollte auf diesen ,,beads* sowohl ein apoptoseinduzierendes Signal als auch ein
antigenspezifisches Signal den CD8" T-Zellen prisentiert werden.

Zur Sicherstellung einer antigenspezifischen Bindung zwischen der KaAPC und dem T-
Zellrezeptor (TCR) der antigenspezifischen CD8" T-Zellen wurden auf den ,beads” so
genannte HLA-A,-Ig Dimere gebunden. Hierbei handelt es sich um ein Fusionsprotein, bei

dem die extrazelluldren Teile zweier humaner HLA-A, Molekiile an die konstante Region der
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schweren Kette eines murinen Immunglobulins (IgG1), {iber eine kurze Verbindungssequenz

gebunden sind. Abbildung 6 zeigt eine schematische Darstellung eines solchen Molekiils.

r Peptidbindegrube
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Abbildung 6: Schematische Darstellung eines HLA-A,-Ig Dimer Molekiils. Modifiziert nach
Oelke et al."*

HLA-A;-Ig Dimere sind sehr stabil und konne {iber lange Zeit bei 4 °C gelagert werden.
Ebenso kann man mit ihnen, dhnlich wie mit Tetrameren, antigenspezifische CDS" T-Zellen
durchflusszytometrisch nachweisen®'. Zur Erzeugung einer antigenspezifischen Interaktion
zwischen TCR und HLA-A;-Ig Dimer konnen diese in ihrer Peptidbindegrube HLA-A;
restringierten Peptide binden, welche dann exogen zugefiihrt werden. Hierfiir verwendeten
wir die beiden humanen Modellantigene CMV,s (NLVPMVATV) und Mart-1
(ELAGIGILTV).

Zusétzlich wurde auf den KaAPC ein apoptoseinduzierendes Signal aufgebracht. Hierzu
verwendeten wir einen a-Fas Antikorper (Klon CHI11). Dieser spezifische Antikorper ist
aufgrund seines IgM Isotyps befihigt, schon in seiner 16slichen Form in Fas" Zellen Apoptose

zu induzieren. Eine zusitzliche Vernetzung der einzelnen Antikorpermolekiile ist hierfiir nicht
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erforderlich. Abbildung 7 zeigt eine schametische Darstellung des zugrunde liegenden

Konzepts der KaAPC.

A ¢
J_‘--:Q\\ ,,;/'.--"‘
epoxy- ‘{\ ,P - >

= e
/,
&

HLA-A,-lg «a-Fas-IgM
dimer

bead + Hl pre.
HLA-A,-Ig
dimer

Abbildung 7: Schematische Darstellung des Konzepts zur Generierung von KaAPC und
Kontrollbeads (c.b.).

Um die Auswirkungen der beiden Signale, auf die antigenspezifischen CD8" T-Zellen genau
untersuchen zu konnen, wurden so genannte Kontrollbeads (c.b.) hergestellt. Diese wiesen die
gleiche Menge an HLA-A,-Ig Dimer wie ihre korrespondierenden KaAPC auf, jedoch fehlte
ithnen der a-Fas Antikorper. Das erlaubte uns die genaue Evaluierung der induzierten
Apoptose in CD8" T-Zellen hinsichtlich ihrer Vermittlung iiber den Fas/FasL Signalweg. Eine
unterschiedliche Beladung sowohl der KaAPC als auch der c.b. gab Aufschluss dariiber, ob
eine antigenspezifische oder allgemeine Induktion von Apoptose zugrunde lag.

Da aAPC zur effektiven Aktivierung und anschlieBender Expansion der CD8" T-Zellen neben
dem antigenspezifischen Signal ein zusitzliches, kostimulatorisches Signal aufweisen,
wurden initiale Versuche durchgefiihrt, in denen zusitzlich zu dem antigenspezifischen und
dem apoptoseinduzierenden Signal einer KaAPC, a-CD28 Antikorper auf der ,bead“-
Oberflaiche immobilisiert wurde. Jedoch fiihrte das zusétzlich eingebrachte kostimulierende
Signal vermehrt zu aktivierungsinduzierten Zelltod (AICD) in CD8" T-Zellen. Insbesondere
konnte eine deutliche Induktion von AICD in T-Zell-Kokulturen mit a-CD28 Antikorpern

beschichteten c¢.b. nachgewiesen werden. Da dadurch die Vitalitdt der T-Zellen schon in den
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Kontrollansédtzen deutlich verringert war, hétte dieser Umstand die Charakterisierung eines
optimalen, zur antigenspezifischen Eliminierung befdhigten KaAPC-Phanotyps bedeutend
erschwert (Daten nicht gezeigt). Daher wurde auf die Integration eines zusitzlichen
kostimulierenden Signals wie z.B. a-CD28 Antikdrper fiir die Dauer der Charakterisierung

eines optimalen, funktionellen KaAPC-Phénotyps verzichtet.

3.2 Wahl des richtigen T-Zell-Kokulturmediums

Ausschlaggebend fiir die Generierung und Charakterisierung eines funktionellen KaAPC-
Phanotyps war die Qualitit des verwendeten Zellmaterials. Durch die standardisierte
Generierung antigenspezifischer CD8" T-Zellen (2.2.2.4) wurde eine gleichbleibend hohe
Antigenspezifitit der T-Zellen sichergestellt (Abbildung 3).

100 1 [@ autologes Plasma — i —
M humanes AB-Serum
80 -
2
5 60 -
N _
Py __
5 40
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0 . — 1) nd. : :
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Abbildung 8: Evaluierung des T-Zell-Kokulturmediums mit der geringsten
Hintergrundapoptose. Antigenspezifische CTL wurden in unterschiedlichen Medien
(RPMlinus, RPMIyings + TCGF) inkubiert unter gleichzeitiger, prozentualer Variation
(3 %, 5 %, 10 %) der Mengen an autologem Plasma oder humanem AB-Serum. Nach
48 h wurden die einzelnen Ansitze geerntet und zur Ermittlung der Apoptoserate mit
Annexin V/PI gefarbt. Dargestellt ist die relative, prozentuale Vitalitit der CTL in den
einzelnen Ansitzen im Bezug zu deren Vitalitdt zur Stunde 0.
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Da jedoch die Induktion von spezifisch vermittelter Apoptose als wesentliche Methode zur
Bestimmung eines optimalen KaAPC-Phidnotyps dienen sollte, mussten die
Kokulturbedingungen so angepasst werden, dass sich eine moglichst hohe Vitalitdtsrate bei
den unstimulierten, antigenspezifischen CDS8" T-Zellen zeigte. Abbildung 8 zeigt ein
reprasentatives Experiment zur Wahl eines optimalen T-Zell-Kokulturmediums.

Aktivierte, antigenspezifische CD8" T-Zellen eines Spenders wurden in unterschiedliche
Medien (X-Achse) aufgenommen und deren Auswirkung auf die Vitalitdt der Zellen nach 48
stiindiger Inkubation liberpriift. Die durch Annexin V/PI Farbung ermittelte Vitalitdt (Annexin
V/PT") der CD8" T-Zellen zur Stunde 0 diente als Referenzwert. Es stellte sich heraus, das zur
Aufrechterhaltung der Vitalitit aktivierter CD8" T-Zellen eine Kombination aus RPMI s +
TCGF am besten geeignet ist. Konnte man unter Verwendung von RPMlinys alleine eine
ungefdhr 50 %-ige Abnahme der Vitalitit beobachten, so fiihrten die im TCGF enthaltenen
Zytokine (2.2.1.3) zu einer fast vollstdindigen Aufrechterhaltung der Vitalitit der
antigenspezifischen CD8" T-Zellen. Nur unter Verwendung von 5 % bzw. 10 % humanen
AB-Serums konnte eine maximal 10 %-ige Verschlechterung detektiert werden, wohingegen
der Zusatz von 3 % humanen AB-Serums bzw. autologen Plasmas (3 %, 5 %, 10 %) keine
Abnahme der Vitalitit der Zellen erkennen lieB. Bei in RPMI s allein kultivierten CD8" T-
Zellen konnte sowohl durch eine Variation zwischen humanen AB-Serum und autologem
Plasma, als auch durch die Variation derer prozentualen Anteile am T-Zell-Kokulturmedium
keine deutliche Verbesserung der Vitalitét erzielt werden.

In Anbetracht dieser Ergebnisse wurde T-Zell-Kokulturmedium, bestehend aus RPMIyinys +
TCGF und 3 % humanem AB-Serum in jedem zur Generierung und Charakterisierung eines
funktionellen KaAPC-Phénotyps durchgefiihrten Experiment verwandt. Humanes AB-Serum
wurde autologem Plasma vorgezogen, da dieses nur in begrenzten Mengen zur Verfiigung

stand und moglicherweise hohe Spendervariabilitdten aufwies.

3.3 Ausschaltung der Effekte I6slichen Peptids auf die CTL-
Kokulturen

Seit langerer Zeit ist bekannt, dass durch freies Peptid Apoptose in antigenspezifischen CDS8"
T-Zellen ausgeldst werden kann. Dabei ist der Grad der induzierten Apoptose abhingig von
der jeweiligen Peptidkonzentration. Dieser Effekt kann jedoch durch die Zugabe eines

irrelevanten Peptids vermindert werden. Ursache dafiir ist die autologe Présentation der
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Peptide auf Selbst-HLA-Molekiilen, welches zur Selbsterkennung und in Folge dessen zur
Selbstzerstorung der CD8" T-Zellen fiihrt*'*2'°,

Da sowohl die KaAPC als auch die c.b. mit korrespondierendem Peptid beladen werden
mussten, um im Falle der KaAPC eine antigenspezifische Elimination der CD8" T-Zellen zu
erreichen, war es notwendig, die beschriebenen Effekte in unseren T-Zell-Kokulturen zu

minimiern.

3.3.1 Peptidtitrationskurve

Initial sollte die minimale Menge an korrespondierendem Peptid bestimmt werden, die nicht
mehr zur Apoptoseinduktion in antigenspezifischen CD8" T-Zellen fiihrte. Dies wurde
durchgefiihrt, um leichter abschitzen zu konnen, ob eine Entfernung des Peptids aus den
einzelnen Beladungsansitzen der KaAPC und c.b. erforderlich war (2.2.1.2.5). Hierzu wurden
CMV 65 spezifische CD8" T-Zellen in je 200 ul T-Zell-Kokulturmedium aufgenommen und
mit unterschiedlichen Mengen an 16slichem CMV,,,¢5-Peptid kokultiviert. Abbildung 9 zeigt

ein reprasentatives Experiment.
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Abbildung 9: Peptidtitrationskurve zur Ermittlung der geringsten, in antigenspezifischen CTL
noch Apoptose induzierenden Konzentration an korrespondierendem Peptid.
CMV,65 spezifische CTL wurden mit den auf der X-Achse angegebenen Mengen an
16slichem CMV,,p6s-Peptid inkubiert. Nach 48 h wurden die einzelnen Ansitze geerntet
und zur Bestimmung der Apoptoserate Annexin V/PI gefarbt. Dargestellt ist die
relative, prozentuale Vitalitdt (% vitale Zellen = (% behandelte, vitale Zellen x
100%)/% unbehandelte, vitale Zellen).
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Nach 48 h wurden die einzelnen Ansétze geerntet und mittels Annexin V/PI Fiarbung die
Apoptoserate bestimmt. 1 ug/ml Mart-1 Peptid diente als Negativkontrolle, die nach 48 h
keine erhohte Apoptoserate aufwies, im Vergleich zu unstimulierten CMV,p65 spezifischen
CDS8" T-Zellen. Dargestellt ist die Menge vitaler Zellen in Bezug auf eine unstimulierte
Kontrolle nach 48 h. Die Induktion von peptidvermittelter Apoptose in antigenspezifischen
CDS8" T-Zellen zeigte einen sigmoiden Verlauf. Schon eine Menge von 0,0075 - 0,075 ng/ml
16slichem CMV ,65-Peptid fiihrte zu einer Abnahme der Vitalitdt der CMV,,p65 spezifischen
CDS8" T-Zellen um bis zu 40 %, und eine Peptidkonzentration von nur 0,75 ng/ml resultierte
schon in einem 90 %-igen Verlust der T-Zellvitalitdt. Da schon so geringe Mengen an
l6slichem, korrespondierenden Peptid zur effektiven Induktion von peptidvermittelter
Eigenapoptose geniigten, ergab sich die dringende Notwendigkeit die einzelnen KaAPC und
c.b. Beladungsansitze vor Einbringung in die T-Zell-Kokultur vom jeweiligen, l6slichen

Peptid zu befreien, um eine negative Beeinflussung der Vitalititsdaten auszuschliefen.

3.3.2 Untersuchung der Waschkonditionen fiir die funktionellen KaAPC
und Kontrollbeads

Zur Ermittlung eines effizienten Waschprotokolls wurden antigenspezifische CDS8" T-Zellen
mit Proben der einzelnen Waschschritte inkubiert. Zur Entfernung des 16slichen Peptids aus
den Beladungsansitzen der KaAPC und c.b. wurden die einzelnen Ansdtze mit PBS
gewaschen. Hierzu wurden die Glasréhrchen mit den sich darin befindlichen ,,beads* fiir 2
min auf einen Magneten gespannt. Danach wurde der so gewonnene Uberstand abgenommen
und 1 ml frisches PBS zugegeben. Die Beladungsansitze wurden dann, vor der erneuten
Inkubation auf dem Magneten, vollstindig resuspendiert. Dieser Vorgang wurde bis zu 7x
wiederholt. Zur Durchfiihrung des Experiments wurden die abgenommenen Uberstiinde nach
jedem einzelnen Waschschritt aufbewahrt. AnschlieBend wurden je 15 ul des jeweiligen
Uberstandes mit den sich in 200 ul T-Zell-Kokulturmedium befindlichen antigenspezifischen
CDS8" T-Zellen kokultiviert. Dieses Volumen entsprach in etwa der Menge des
mittransferierten Volumens an PBS bei Ansatz einer Kokultur mit antigenspezifischen CD8"
T-Zellen bei einem ,,bead* zu T-Zell Verhiltnis von 1:1, da die KaAPC bzw. c.b. zuvor auf
eine Konzentration von 1x107/ml eingestellt wurden. Als Positivkontrolle wurden 15 ul des
initialen Beladungsansatzes (Bel.) verwendet, wohingegen unstimulierte CD8" T-Zellen als

Negativkontrolle dienten. Nach 48 h wurden die einzelnen Ansétze geerntet und mit Annexin
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V/PI die Vitalitit der T-Zellen bestimmt. Abbildung 10 zeigt die gemittelten Daten aus fiinf
unabhiingigen Experimenten mit Mart-1 und CMV 65 spezifischen CD8" T-Zellen.

In allen Experimenten lie3 sich schon nach 3 — 4 Waschschritten eine deutliche Reduktion der
Toxizitdt der Waschiiberstinde feststellen (60 — 70 % vitale Zellen) im Vergleich zu den
Kokulturen mit dem Beladungsansatz (15 % vitale Zellen). Jedoch erst nach dem 6.
Waschschritt konnte keinerlei Toxizitit der Uberstinde nachgewiesen werden, die iiber die
normale Hintergrundapoptose hinaus ging (95 % vitale Zellen).

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde fiir die weiteren Experimente zur optimalen Entfernung
des 16slichen Peptids aus den Beladungsanitzen sechs aufeinander folgende Waschschritte
gewihlt, wobei die KaAPC bzw. c.b. nach dem letzen Waschschritt in 1 ml frischen PBS
aufgenommen wurden und anschlieBend eine Konzentration von 1x107/ml eingestellt wurde.
Dieses Protokoll stellte in der Folge aller weiteren Experimente sicher, dass die ermittelte
Vitalitit der antigenspezifischen CD8" T-Zellen ausschlieBlich durch die Kokultur mit den
KaAPC bzw. c.b. beeinflusst wurde und nicht durch die ungewollte Interaktion von 16slichem

Peptid mit den, fiir dieses Peptid spezifischen CD8" T-Zellen.
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Abbildung 10: Ermittlung der Toxizitiit verbleibender Peptidmengen in den Beladungsansitzen
der KaAPC und c.b.. KaAPC und c.b. wurden mit gleichen Mengen an CMV 45-
Peptid beladen und dann bis zu 7x gewaschen. Dabei wurde von jedem Waschschritt
der Uberstand asserviert und gleiche Volumina zur Kokultur mit CMV,s
spezifischen CTL eingesetzt. Ebenso wurde der Beladungsansatz (Bel.) der KaAPC
bzw. c.b. auf CMV,es spezifischen CTL getestet. Nach 48 h Kokultur wurden die
einzelnen Ansdtze geerntet und zur Bestimmung der Apoptoserate Annexin V/PI
gefarbt. Dargestellt ist die relative, prozentuale Vitalitit (% vitale Zellen = (%
behandelte, vitale Zellen x 100%)/% unbehandelte, vitale Zellen) (Mittelwert+SD).
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3.4 Titration des funktionellen KaAPC-Phanotyps

Nach der Optimierung der Kokulturbedingungen wurden verschiedene Phénotypen einer
KaAPC hergestellt und funktionell charakterisiert. Hierzu wurden auf den KaAPC sowohl das
antigenspezifische, als auch das apoptoseinduzierende Signal titriert. Dabei wurde immer
eines der Signale konstant gehalten. Wahrend der Titrationen wurden sowohl die Menge der
zu beladenen ,,beads“ (100x10°) als auch das Beladungsvolumina (550 ul) konstant gehalten.
Die Kontrolle der Beladung erfolgte durch eine phinotypische Charakterisierung mittels
spezifischer Farbung des HLA-A,-Ig Dimers durch a-Maus-IgG1 PE Antikorper. Der a-Fas
Antikorper wurde mittels a-Maus-IgM FITC Farbung durchflusszytometrisch nachgewiesen.
Die Quantifizierung der Signalstirke erfolgte wunter Verwendung der mittleren
Fluoreszensintensitdt (MFI) fiir die jeweiligen Konjugate. Die so entstandenen Phénotypen
wurden nach Beladung mit unterschiedlichen Peptiden in Kokulturen antigenspezifischer
CDS8" T-Zellen hinsichtlich ihrer Effizienz getestet.

Abbildung 11 ist die Zusammenfassung der Ergebnisse aus mehreren Titrationsversuchen,
die die hauptsidchlichen funktionellen Charakteristika der einzelnen KaAPC-Phénotypen
darstellt. Die in Tabelle 1 dargestellten Daten geben einen Uberblick iiber die unter
Abbildung 11A und Abbildung 11B getesteten Phanotypen (MFI und ug/550 ul).

In der rechten Tabelle finden sich KaAPC, deren Menge an HLA-A,-Ig Dimer immer 0,01
ug/550 ul betrug, jedoch die Menge an a-Fas Antikérpern von 0,5 — 8 ug/550 ul variiert
wurde. Dabei ergab sich fiir den HLA-A;-Ig Dimer eine mittlere MFI von 4,28 + 1,48. Die
MFTI des nachgewiesenen a-Fas Antikorper stieg mit zunehmender Menge von 4,71 auf 17,95
an. Diese Phédnotypen fanden Verwendung in dem unter Abbildung 11A dargestellten
Experiment.

Die linke Tabelle zeigt die Phianotypen der einzelnen KaAPC, die durch Titration der Menge
an HLA-A;-Ig Dimer (0,001 — 1 ug/550 ul) entstanden. Dabei wurde die Menge des
verwendeten a-Fas Antikorpers konstant bei 2 ug/550 ul belassen. Die sich daraus ergebende
mittlere MFI betrug 5,73 = 0,86, wohingegen die MFI fiir den HLA-A,-Ig Dimer mit
zunehmender Menge von 2,8 auf 43,91 anstieg. Die in dieser Tabelle beschriebenen

Phanotypen fanden Verwendung in dem unter Abbildung 11B gezeigten Experiment.
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Titration der a-Fas Menge auf

Titration der HLA-A-lg dimer Menge

je 100x10¢ KaAPC (A) auf je 100x10¢ KaAPC (B)
0,01 ug
a-Fas MFI HLA-A,-Ig HLA-A,-Ig MFI 2uga-
dimer (MFI) dimer Fas (MFI)
0,5 ug 4,71 2,88 0,001 ug 2,8 5,63
1ug 3,91 3,43 0,005 ug 3,08 4,63
2 ug 5,44 37 0,01 ug 37 6,88
5 ug 11,45 4,73 0,05 ug 4,98 6,21
8 ug 17,95 6,64 1ug 43,91 5.3

Ubersicht iiber die mittleren Fluoreszenzintensititen (MFI) der einzelnen
immobilisierten Effektormolekiile auf den unterschiedlichen KaAPC-
Phiinotypen. Die Tabellen geben einen vergleichenden Uberblick iiber die
Menge und mittleren Fluoreszenzintensititen (MFI) der auf den einzelnen
KaAPC durchflusszytometrisch nachgewiesenen, gebundenen HLA-A,-Ig
Dimer oder a-Fas Antikorper.

Tabelle 1:

In Abbildung 11A und 11B wurden CMV 565 spezifische CD8" T-Zellen mit unbeladenen,
Mart-1 beladenen oder CMV,.ss5 beladenen KaAPC-Phénotypen inkubiert. Die Kokultur
erfolgte fiir 48 h in je 200 ul T-Zell-Kokulturmedium. Danach wurden die einzelnen Ansitze
geerntet und die Vitalitit der CDS8" T-Zellen mittels Annexin V/PI Firbung bestimmt. Als
Negativkontrolle diente ein unstimulierter T-Zellansatz.

Variierte man die Menge des a-Fas Antikorpers auf den KaAPC so sah man, dass schon
CMVPPOSKa APC mit nur 0,5 ug o-Fas die Vitalitit der CMV 65 spezifischen CDS" T-Zellen
um bis zu 50 % reduzierten (Abbildung 11A). Eine weitere Erh6hung der Menge auf 1 ug a-
Fas (10 % vitale Zellen) bis zu 8 ug (2 % vitale Zellen) brachte keine deutlichere, spezifische
Verringerung der Vitalitit der CMV 65 spezifische CD8" T-Zellen. Somit erwiesen sich 1 — 8
ug a-Fas Antikorper auf den “MYPPKaAPC gleich effizient. Betrachtete man die
unbeladeng ) APC und M*™'KaAPC, so sah man, dass diese die Vitalitit der CMV,p6s
spezifischen CD8" T-Zellen bei einer Menge von 0,5 — 2 ug a-Fas nicht, oder nur marginal
beeinflussten. Jedoch bei 5 — 8 ug a-Fas fiihrten sie zu einer deutlichen, unspezifischen

Reduktion (35 - 20 % vitale Zellen) der Vitalitt.
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Abbildung 11: Titration der einzelnen Effektormolekiile auf den KaAPC zur Ermittlung
eines optimalen funktionellen Phéinotyps. Die in Tabelle 1 dargestellten
KaAPC-Phinotypen fanden weitere Verwendung in unter (A) bzw. (B)
dargestellten Kokulturexperimenten. Die einzelnen KaAPC-Phédnotypen
wurden entweder unbeladen oder mit Mart-1 und CMV,,p6s-Peptid beladen in
Kokulturexperimente mit CM V65 spezifischen CTL eingesetzt. Nach 48 h
wurden die einzelnen Ansétze geerntet und zur Bestimmung der Apoptoserate
mit Annexin V/PI gefarbt. Dargestellt ist die relative, prozentuale Vitalitit (%
vitale Zellen = (% behandelte, vitale Zellen x 100%)/% unbehandelte, vitale
Zellen). Unter (A) ist der Einfluss variierender Mengen an a-Fas Antikorper
dargestellt, wohingegen in (B) der Einfluss variierender Mengen an HLA-A,-
Ig Dimer gezeigt wird.
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Daher konnte man schlieBen, dass die optimale Menge an a-Fas Antikorper 2 ug betrug, da
bei diesem Phénotyp die durch “MYPP**KaAPC vermittelte, spezifische Apoptose am hdchsten
und die durch ""****"KaAPC und M™"'KaAPC vermittelte, unspezifische Apoptose noch nicht
erhoht war.

Variierte man die Menge an HLA-A,-Ig Dimer auf den einzelnen KaAPC-Phénotypen, so sah
man bei Kokultur von CMV,6s spezifischen CD8" T-Zellen mit “"****"KaAPC und M**
'KaAPC keine erhohte Induktion von unspezifischer Apoptose (Abbildung 11B). Betrachtete
man jedoch die in Kokulturen mit “'P**KaAPC vermittelte, spezifische Apoptose, so konnte
man nur bei HLA-A,-Ig Dimer-Mengen von 0,01 — 0,001 ug diese eindeutig in den T-Zellen
nachweisen (20 — 10 % vitale Zellen). Hohere Konzentrationen an HLA-A,-Ig Dimer (1 und
0,5 ug/550 ul) fiihrten zu einem Verlust der Fihigkeit der entsprechenden “™YPP**KaAPC-
Phénotypen spezifische Apoptose in CMV 65 spezifischen CD8" T-Zellen auszulésen (80 —
70 % vitale Zellen).

Somit lieB sich nach einer Reihe von Titrationsexperimenten der KaAPC-Phénotyp mit 2 ug
a-Fas Antikérper und mit 0,01 ug HLA-A,-Ig Dimer pro 100x10° ,beads* als derjenige
evaluieren, der das grofte Potential zu antigenspezifischen Eliminierung von
antigenspezifischen CD8" T-Zellen aufwies. Dieser Phinotyp sollte in weiterfilhrenden
Experimenten funktionell charakterisiert werden. Ein entsprechender Kontrollbead wurde mit
0,01 ug HLA-A;-Ig Dimer beladen und in den folgenden Kokulturexperimenten, vergleichbar

zu den KaAPC, unbeladen oder mit Peptid beladen eingesetzt.

3.5 Funktionelle Charakterisierung des optimalen KaAPC-
Phanotyps

3.5.1 Durchflusszytometrischer Phanotyp

Durch die Titration verschiedener KaAPC-Phanotypen konnten die optimalen Parameter zur
Generierung einer funktionellen KaAPC bestimmt werden (0,01 ug HLA-A;-Ig Dimer + 2 ug
a-Fas Antikorper fiir je 100x10° ,,beads). Durch die wiederholte Generierung des optimalen
KaAPC-Phanotyps, sollte dessen phénotypische Stabilitit untersucht werden. In
weiterfithrenden Experimenten sollten die funktionellen Charakteristika dieses KaAPC-

Phinotyps in Kokultur mit antigenspezifischen CD8" T-Zellen getestet werden.
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Dazu wurde initial die Immobilisation der beiden Signale auf neu generierten ,,beads* mittels
Durchflusszytometrie nachgewiesen. Abbildung 12 zeigt einen optimalen KaAPC-Phinotyp
und deren korrespondierenden Kontrollbead nach Farbung mit spezifischen monoklonalen
Antikorpern. Zum Nachweis des a-Fas Antikorpers wurde FITC konjugierter a-Maus-IgM
Antikorper eingesetzt (linke Spalte), wohingegen der HLA-A,-Ig Dimer mit PE konjugierten
a-Maus-IgG1 angefarbt wurde (rechte Spalte). Die grau hinterlegten Histogramme

reprasentieren die Isotypfiarbungen und die transparenten Histogramme die spezifischen

Farbungen.
A
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Kontrollbead (c.b.)
a-IgM (a-Fas-IgM) a-lgG1 (HLA-A,-Ig)
Abbildung 12: Durchflusszytometrischer Phinotyp einer funktionellen KaAPC. Sowohl

KaAPC als auch die korrespondierenden Kontrollbeads (c.b.) wurden mit
Ziege o-Maus IgM und Ziege o-Maus IgGl gefarbt um die gebundenen
Mengen an o-Fas Antikorpern und HLA-A,-Ig Dimer zu bestimmen.
Dargestellt ist ein funktioneller Phanotyp der KaAPC mit korrespondierendem
c.b., welcher im Verlauf der in dieser Arbeit beschriebenen Experimente niaher
charakterisiert wurde. Die grau ausgefiillten Histogramme reprédsentieren die
Isotypfarbungen, wohingegen die transparenten Histogramme die spezifischen
Farbungen darstellen.

Der spezifische durchflusszytometrische Nachweis von HLA-A;-Ig Dimer und o-Fas
Antikorper ergab, dass beide Signale auf den ,,beads* wiederholt und in vergleichbarer Starke
immobilisiert werden konnten. Fand sich der HLA-A,-Ig Dimer in vergleichbaren Mengen
sowohl auf der KaAPC als auch auf dem Kontrollbead, so konnte der a-Fas Antikorper nur

auf der KaAPC nachgewiesen werden.
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Der Phinotyp aller fiir die Durchfiihrung der Experimente neu generierten KaAPC und
Kontrollbeads wurde vor deren Verwendung in Kokulturexperimenten durchflusszytometrisch

charakterisiert und war in jedem Fall vergleichbar.

3.5.2 Antigenspezifische Depletion von CTL

Anschliefend sollte getestet werden, ob KaAPC CDS8" T-Zellen antigenspezifisch depletieren
konnen. Hierzu wurden periphere mononukledre Zellen (PBMC) isoliert und die darin
enthaltenen CDS8" T-Zellen mittels aAPC antigenspezifisch expandiert (2.2.2.4). Die so
erhaltenen antigenspezifischen CDS8" T-Zellen wurden wochentlich hinsichtlich ihrer
Spezifitdt untersucht und ab einer =50 % Spezifitit fiir das gewdhlte Antigen als Zielzellen in
Kokulturen mit KaAPC und c.b. verwendet (Abbildung 3).

CMV 565 spezifische CD8" T-Zellen von verschiedenen Spendern wurden sowohl mit
KaAPC, beladen mit dem spezifischen CMV,ps-Peptid oder mit Mart-lil aAPC - bzw.
unbeladenie g APC, als auch mit “MVPPc b, M lc b und "¢ b, in T-Zell-Kokulturmedium
inkubiert (Abbildung 13, graue Balken). Nach 48 h wurden die Anédtze geerntet und die
Menge der vitalen Zellen (Annexin V/PI") durch sofortige Annexin V/PI Farbung bestimmt.
In Kokulturen mit “VPP*KaAPC konnte eine starke Induktion von Apoptose beobachtet
werden, da in diesen Ansidtzen nur noch knapp 13 % der Zellen einen vitalen Phénotyp
aufwiesen. Dagegen konnte in Kokulturen mit ™*'KaAPC, ""™"KaAPC und c.b. kein
signifikanter Verlust der CMV,,65 spezifischen CD8" T-Zellvitalitit detektiert werden (88 —
97 % vitale Zellen), der iiber die Hintergrundapoptose hinausging.

Da CMV,p65 (NLVPMVATYV) ein hoch affines Peptid ist und somit moglicherweise eine
antigenspezifischen Depletion der CMV 65 spezifischen CD8" T-Zellen begiinstigen wiirde,
filhrten wir die selben Versuche mit Mart-1 spezifischen CD8" T-Zellen durch. Mart-1
(ELAGIGILTYV) ist ein niedrig affines Peptid welchen aus dem Melanozytenselbstantigen
MelanA generiert ist. Mart-1 spezifischen CDS8" T-Zellen unterschiedlicher Spender wurden
mit c.b. (Daten nicht gezeigt) und M*'KaAPC, “MYPPKaAPC und ""™"KaAPC fiir 48 h in
T-Zell-Kokulturmedium inkubiert (Abbildung 13, schwarze Balken).
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Abbildung 13: Antigenspezifische Eliminierung von CTL nach Kokultur mit KaAPC.

CMV,65 spezifische CTL (hellgraue Balken) und Mart-1 spezifische CTL
(schwarze Balken) wurden sowohl mit KaAPC als auch mit den
entsprechenden Kontrollbeads (c.b.) kokultiviert. Die c.b. und KaAPC wurden
entweder unbeladen oder mit Mart-1 bzw. CMV,,6s-Peptid beladen in den
Kulturen eingesetzt. Nach 48 h wurden die einzelnen Ansitze geerntet und die
T-Zellen zur Bestimmung der Apoptoserate mit Annexin V/PI gefarbt.
Dargestellt ist die relative, prozentuale Vitalitit (% vitale Zellen = (%
behandelte, vitale Zellen x 100%)/% unbehandelte, vitale Zellen)
(Mittelwert+=SD).

Vergleichbar zu den Kokulturen mit CMV 65 spezifischen CD8" T-Zellen, kam es nur in Mart-
'KaAPC Ansitzen, zur deutlichen Induktion von Apoptose (15 % vitale Zellen). Kokulturen

mit MPPOKaAPC und ""*"KaAPC zeigten hingegen nur Hintergrundapoptose. Auch die

CMVpp65 Mart-1 belad
P63y 1, Martly py unbeladeng 4,

gleichzeitige Inkubation mit den verschieden beladenen c.b. ( .
fiihrte nur zu einer sehr leichten Reduktion der T-Zellvitalitdt (87 - 95 % vitale Zellen, Daten
nicht gezeigt).

Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass KaAPC CDS8" T-Zellen antigenspezifisch
eliminieren konnten, da nur KaAPC, die mit dem korrespondierenden Peptid beladen worden
waren, zu einer deutlichen Induktion von antigenspezifischer Apoptose fiihrten. Dabei war die

beobachtete hohe Effizienz unabhédngig von der Affinitit des jeweiligen Peptids im
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verwendeten Modellsystem. Da eine solche antigenspezifische Depletion nicht in Kokulturen

CMVpp6SC.b.’ Mart-1 d unbeladen

mit c.b. un c.b. nachzuweisen war, kann man davon ausgehen, dass
diese ausschlieBlich iiber den auf der KaAPC-Oberflachen immobilisierten a-Fas Antikorper

vermittelt wurde.

3.5.3 Die KaAPC Funktion ist abhangig vom KaAPC : CTL Verhaltnis

Um die Kapazitit der KaAPC hinsichtlich ihrer Apoptoseinduktion in antigenspezifischen
CTL weiter zu untersuchen, wurden CMV,6s spezifische CD8" T-Zellen fiir 48 h mit
unterschiedlichen Mengen an KaAPC oder c.b. kokultiviert. Diese waren entweder unbeladen

oder mit CMV 565 bzw. Mart-1 Peptid beladen.
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bead : CTL
Abbildung 14: Untersuchung des Einflusses des ,,bead” : CTL Verhiiltnisses auf die

Funktion der KaAPC. CMV,6s spezifische CTL wurden kokultiviert mit
unbeladenen (Kreise), Mart-1 (Vierecke) oder CMV,ss-Peptid (Dreiecke)
beladenen KaAPC (transparente Symbole) und Kontrollbeads (ausgefiillte
Symbole). Dabei wurden die ,,bead : CTL Verhéltnisse, wie auf der X-Achse
angegeben, variiert. Nach 48 h Kokultur wurden die Ansédtze geerntet und mit
Annexin V/PI gefarbt. Dargestellt ist die relative, prozentuale Vitalitit (%
vitale Zellen = (% behandelte, vitale Zellen x 100%)/% unbehandelte, vitale
Zellen).
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Wie aus Abbildung 14 ersichtlich, war die Induktion von antigenspezifischer Apoptose in
CMV 565 spezifischen T-Zellen durch CMVPPOSK A APC (transparente Dreiecke) direkt abhingig
vom gewdhlten ,,bead” : CTL Verhéltnis. Betrug die Menge an vitalen T-Zellen bei einem 1 :
16 Verhiltnis noch 87 %, so nahm diese mit steigender Menge an KaAPC (1 :8;1:4;1:2)
in den Kokulturen stetig ab, bis diese schlieBlich nur noch ca. 15 % ausmachten (1:1).
Gleichzeitig konnte, wie in den vorangegangenen Experimenten, keine Apoptoseinduktion in
CMV,p65 spezifischen CD8" T-Zellen detektiert werden, die iiber eine Hintergrundapoptose
hinausging, wenn diese mit """ b, Mtle b, MVPPOS; 1y unbeladengrg APC und M 'KaAPC
kokultiviert wurden (90 — 100 % vitale Zellen). Dabei war der Grad der Hintergrundapoptose
unabhingig von der Menge der eingesetzten KaAPC bzw. c.b..

Somit ist die Effizienz der KaAPC vermittelten antigenspezifischen Eliminierung von CD8"
T-Zellen direkt beeinflussbar iiber die zur Kokultur mit den antigenspezifischen CD8" T-
Zellen eingesetzte KaAPC-Menge. Daher wurden auch alle weiteren Experimente, wie zuvor

schon, mit einem ,,bead* : CTL Verhéltnis von 1 : 1 angesetzt.

3.5.4 Die KaAPC Funktion ist zeitabhangig

Weiterfiihrende Kokulturexperimente sollten die Frage kldren, ob fiir eine maximale
Apoptoseinduktion in antigenspezifischen CD8" T-Zellen auch eine kurze Interaktion der
KaAPC mit den T-Zellen ausreichend war, oder ob diese fiir eine optimale Elimination der
CDS8" T-Zellen mindestens 48 h betragen musste. Hierzu wurden CMV 65 spezifische CDS8"
T-Zellen mit “"P"KaAPC, M*™IKAAPC und “MYPPKaAPC fiir unterschiedliche
Zeitperioden (30, 60, 120 min) kokultiviert (Abbildung 15). Nach Ablauf dieser Zeitspannen
wurden die KaAPC mittels eines Magneten aus den Ansitzen entfernt und die T-Zellen bis
zum Ablauf von vollen 48 h alleine weiter inkubiert. Lichtmikroskopische Kontrollen der
Kokulturen ergaben, dass mindestens 95 % der KaAPC aus den Ansdtzen entfernt werden
konnten. Als Positivkontrolle diente ein Ansatz indem KaAPC und T-Zellen fiir die
gesamten 48 h kokultiviert wurden. Nach Ablauf der 48 h wurden die Ansitze geerntet, und

die Vitalitdt der CMV,,p65 spezifischen CD8" T-Zellen durch Annexin V/PI Féarbung bestimmt.
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Abbildung 15: Die Eliminierung der antigenspezifischen CTL in Kokultur mit KaAPC

erfolgt schon innerhalb der ersten 30 Minuten. CMV,s spezifische CTL
wurden mit unterschiedlich beladenen oder unbeladen KaAPC kokultiviert (X-
Achse). Nach Ablauf der angegebenen Zeitspannen (30, 60 und 120 min)
wurden die KaAPC magnetisch aus den Kokulturen entfernt und die CM V65
spezifischen CTL bis zum Ablauf von 48 h weiter inkubiert. AnschlieBend
erfolgte eine Annexin V/PI Féarbung zur Bestimmung der Apoptoseraten.
Kokulturen der KaAPC mit den CMV,s spezifischen CTL iiber die
kompletten 48 h dienten als Positivkontrolle. Dargestellt ist die relative,
prozentuale Vitalitit (% vitale Zellen = (% behandelte, vitale Zellen x
100%)/% unbehandelte, vitale Zellen).

Schon nach 30 min konnte in mit “MYPP*KaAPC kokultivierten CMV 565 spezifischen CDS8"
T-Zellen eine nur noch 30 %-ige Vitalitit detektiert werden. Dies war vergleichbar zu den
nach 60 min und 120 min gemessenen Vitalitdten (27 % und 32 %) und nur unwesentlich
hoher als in der, iiber die vollen 48 h kokultivierten, Positivkontrolle (15 %). Dahingegen
konnte in Kokulturen mit “"*****"KaAPC und M"*'KaAPC keine Abnahme der Vitalitit iiber

den normalen Hintergrund hinaus nachgewiesen werden (85 — 100 %). Gleiches traf fiir

unbeladenc.b.’ Mart-1 d CMVpp65

Kokulturen mit c.b. un

c.b. zu (Daten nicht gezeigt).

Somit bewies der hier untersuchte KaAPC-Phianotyp erneut sein Potential zur
antigenspezifischen Depletion von antigenspezifischen CD8" T-Zellen. Ebenso konnte gezeigt
werden, dass KaAPC schon nach einer sehr kurzen Interaktionszeit (30 min) mit
antigenspezifischen CD8" T-Zellen dazu befihigt waren, in diesen antigenspezifische

Apoptose zu induzieren.
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3.5.5 Die KaAPC vermittelte Depletion antigenspezifischer CTL fiihrt
nicht zur Aktivierung von CTL und ist nicht TNF-a abhangig

Um den zugrunde liegenden Mechanismus der KaAPC vermittelten antigenspezifischen
Apoptoseinduktion besser zu charakterisieren, untersuchten wir ob ,,bead - T-Zellkontakt zur
Aktivierung der antigenspezifischen CD8" T-Zellen fiihrt. Dabei sollte niher untersucht
werden, ob die beobachtete Depletion antigenspezifischer CD8" T-Zellen ausschlieBlich iiber
den auf der KaAPC-Oberfliche immobilisierten a-Fas Antikérper ausgelost wird. Um den
Aktivierungszustand der T-Zellen zu untersuchen, bestimmten wir die Menge an auf der T-
Zelloberfliche exprimierten CD107a. Dariiberhinaus bestimmten wir die Menge an in den
Uberstand sezernierten TNF-o.. Fiir TNF-a. wurde bereits gezeigt, dass es als FasL Homolog
iiber die Bindung an den Fas Rezeptor auf aktivierten T-Zellen Apoptose induzieren kann.
Dabei konnte der aktivierungsinduzierte Zelltod (AICD) sowohl durch prakrine als auch

autokrine TNF-a Effekte vermittelt werden.

3.5.5.1 CD107a Assay

CD107a (LAMP-1) ist beschrieben worden als ein Marker fiir die CDS" T-Zellaktivierung. In
CDS8" T-Zellen liegt dieser in intrazelluliren Vesikeln vor. Diese verschmelzen bei einer
Aktivierung der CDS8" T-Zelle (z.B. durch korrespondierendes Peptid oder o-CD3/28
Stimulation) mit der Plasmamembran und es kommt zu einer Expression des CD107a auf der
Zelloberflache, wo dieser Marker dann durch spezifischen Antikorper angefarbt werden kann.
Ebenso konnte gezeigt werden das CD107a” CD8" T-Zellen, die iiber ihr korrespondierendes
Peptid aktiviert wurden zu antigenspezifischen zytotoxischen Effektorfunktionen befahigt
sind? 7218,

Daher untersuchten wir die Menge an oberflichenstindigem CD107a auf CMV,pss
spezifischer, CD8" T-Zellen nach 5 h Inkubation mit KaAPC und c.b.. KaAPC und c.b.
wurden entweder unbeladen (Daten nicht gezeigt) oder mit Mart-1 bzw. CMV,6s-Peptid
beladen in die Kokulturen eingesetzt (Abbildung 16). Als Positivkontrolle dienten CMV 65
spezifische CD8" T-Zellen, die mit 7,5 ng/ml 18slichem CMV y6s-Peptid stimuliert wurden,
was in einer Expression des CD107a auf bis zu 35 % der antigenspezifischen T-Zellen
resultierte. Dahingegen konnten in Ansitzen von CMV s spezifischen CD8" T-Zellen mit
CMVPPOSKAAPC keine CD107a” T-Zellen nachgewiesen werden. Somit kam es in diesen

Ansidtzen nicht zu einer Aktivierung der T-Zellen, jedoch zu einer substanziellen
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Apoptoseinduktion in den CMV,65 spezifischen CD8" T-Zellen (Daten nicht gezeigt). In
Kokulturen mit M™¢.b., MPPS¢c b und M*™ KaAPC kam es ebenfalls nicht zu einer
Hochregulation der CD107a Expression auf CMV,,6s spezifischen CD8" T-Zellen, doch
konnte in diesen auch keine Induktion von antigenspezifischer Apoptose nachgewiesen

werden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 16: sbead® — CTL Kontakt fiihrt nicht zur Aktivierung der

antigenspezifischen CTL. CMV s spezifische CTL wurden mit Mart-1 oder
CMV,65-Peptid beladen KaAPC und Kontrollbeads inkubiert. 7.5ng/ml
16sliches CMV,,p65-Peptid diente als Positivkontrolle. Die Menge der CD107a
positiven  Zellen wurde 5 h nach Ansatz der Kokulturen
durchflusszytometrisch bestimmt.

3.5.5.2 TNF-a Sekretion und Blockierung

Durch die vorangegangenen Experimente konnte demonstriert werden, dass die Kokultur von
KaAPC mit antigenspezifischen CD8" T-Zellen nicht zu deren Aktivierung fiihrt. Jedoch
bliebe als mogliche Ursache der T-Zellapoptose noch die verstidrkte Sekretion von TNF-a

durch die mit KaAPC in Kontakt gekommenen T-Zellen. Es ist beschrieben, dass T-Zellen

219-221

schon kurz nach erfolgter TCR — HLA Interaktion TNF-a produzieren und dass dieser

TNF-a, neben Zelldifferenzierung und Proliferation auch Zelltod auslésen kann®**2**.

Daher untersuchten wir in Kokulturen mit Mart-1 spezifischen CD8" T-Zellen die, durch

CMVPPOS KA APC, M TRQAPC, “MYPPSc . und M*lcb. induzierte Produktion von TNF-

59



Ergebnisse

o. (Abbildung 17A). Mart-1 spezifische CD8" T-Zellen wurden im Verhiltnis 1 : 1 mit den
auf der X-Achse angegebenen KaAPC und c.b. fiir 48 h kokultiviert. Anschlieend wurden
die Uberstinde asserviert und mittels der Luminex®-Technologie analysiert. Dargestellt ist
die Menge an TNF-a in pg/ml Zelliiberstand (Mittelwert=SD). 1 ug/ml 16sliches Mart-1
Peptid und a-Fas Antikérper (1 ug/ml) dienten als Kontrollen. Konnte durch die Aktivierung
der Mart-1 spezifischen CD8" T-Zellen iiber ihr korrespondierendes Peptid eine TNF-a
Produktion von bis zu 1800 pg/ml beobachtet werden, so kam es in Kokulturen mit den
KaAPC und c.b. zu keinerlei Sekretion von TNF-a. Gleichzeit konnte jedoch eine effiziente
Apoptoseinduktion in den Mart-1 spezifischen CD8" T-Zellen bei Kokultivierung mit M
'KaAPC detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Eine Inkubation der antigenspezifischen T-
Zellen mit a-Fas Antikorpern flihrte zwar zum Verlust der Vitalitdt, aber nicht zu einer
nachweisbaren TNF-a Produktion. Somit konnte ausgeschlossen werden, dass 16slicher, in
den Uberstand der Kokulturen sezernierter, TNF-o fiir die antigenspezifische Eliminierung
der CD8" T-Zellen verantwortlich war.

Da TNF-a jedoch nicht nur l6slich, sondern auch membranstdndig von T-Zellen produziert
wird, untersuchten wir in Folgeexperimenten, ob mdglicherweise membranstindiger TNF-a
Ursache fiir die Apoptoseinduktion in antigenspezifischen CD8" T-Zellen war (Abbildung
17B). Hierzu untersuchten wir die antigenspezifische Elimination von Mart-1 spezifischen
CD8" T-Zellen durch ™*'KaAPC in Anwesenheit von einem blockierenden a-TNF-a
Antikorper oder dessen Isotypkontrolle (Maus-IgG1) und verglichen diese zu Kokulturen,
unter ausschlieBlicher Verwendung von ™™*'KaAPC. Die Bestimmung der Vitalitit erfolgte
nach 48 h Inkubation durch Annexin V/PI Firbung. Ubereinstimmend mit den
vorhergehenden Ergebnissen (Abbildung 17A) konnte bei Gabe eines neutralisierenden o-
TNF-a Antikorpers, auch in unterschiedlichen Konzentrationen (0,1, 1, 10 ug/ml), oder
dessen Isotyp (10 ug/ml) die, durch ™*'KaAPC induzierte Apoptoseinduktion in Mart-1
spezifischen CD8" T-Zellen nicht inhibieren.

Damit konnte eine Beteiligung von 16slichem oder membranstindigem TNF-a an der
antigenspezifischen Elimination von antigenspezifischen CDS8" T-Zellen vollstindig

ausgeschlossen werden.
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Abbildung 17:
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Die in Kokulturen mit spezifisch beladenen KaAPC detektierte
Eliminierung von anigenspezifischen CTL ist nicht TNF-a vermittelt. (A)
Mart-1 spezifische CTL wurden mit Mart-1 oder CMV,¢s-Peptid beladenen
KaAPC oder Kontrollbeads kokultiviert. 1 ug/ml a-Fas Antikorper (CH11), 1
ug/ml 16sliches Mart-1 Peptid und unstimulierte CTL dienten als Kontrollen.
Die Uberstinde wurden nach 48 h abgenommen, und die Menge an
sezerniertem TNF-o bestimmt. Dargestellt ist die TNF-a Konzentration in
pg/ml (pg/ml stimulierte CTL — pg/ml unstimulierte CTL) (Mittelwert+SD).
(B) Mart-1 spezifische CTL wurden kokultiviert mit Mart-1 beladenen
KaAPC entweder in Anwesenheit unterschiedlicher Mengen eines
neutralisierenden a-TNF-o Antikérpers (0,1 ; 1 ; 10 ug/ml) oder mit M**
'KaAPC alleine. 10 pg/ml IgGl diente als Isotypkontrolle fiir den
neutralisierenden a-TNF-a Antikorper. Die Ansdtze wurden 48 h nach Beginn
der Kokulturen geerntet und Annexin V/PI geféarbt. Dargestellt ist die relative
antigenspezifische Apoptose in Bezug zu Mart-1 spezifischen CTL,
kokultiviert mit ™ *'KaAPC (Mittelwert=SD).

61



Ergebnisse

3.5.6 KaAPC vermittelte antigenspezifische Elimination von CTL in T-
Zellkulturen unterschiedlicher Antigenspezifitat

3.5.6.1 Etablierung einer neuen druchflusszytometrischen Methode zur
Vitalitatsbestimmung von CTL unterschiedlicher Antigenspezifitat

Es wurden bereits sehr viele Methoden entwickelt, die zur Charakterisierung und
Quantifizierung von antigenspezifischen CDS8" T-Zellen eingesetzt wurden. Viele der ilteren

Methoden bedienen sich zu meist radioaktiver Reagenzien wie z.B. >'Chrom, ’Selen und *H-

225-227 3+)228

Tritium , aber auch nicht radioaktive Substanzen wie Europium (Eu oder Calcein-
AM*®wurden zur Analyse induzierter Apoptose in T-Zellen verwendet. Jedoch haben alle
diese Methoden den Nachteil einer geringen Prézision, da sie davon abhédngen, dass die
verwendeten Substanzen in den Kulturiiberstand sezerniert werden miissen. Durch die
Verwendung der Durchflusszytometrie als zentrales Analyseverfahren erlauben neuere
Methoden die genaue Analyse von Einzelzellen hinsichtlich phanotypischer und funktioneller
Parameter™*>**. Viele dieser neuen Ansitze bedienten sich eines oder mehrerer
Membranfarbstoffe wie z.B. PKH zur Differenzierung der eingesetzten Effektor- oder
Zielzellen”'*®, Da es sich dabei um sehr stabile und nicht toxische Zellfarbstoffe handelt,
konnten dieser sehr gut fiir Proliferations- und Apoptosestudien eingesetzt werden. Jedoch
alle bis jetzt publizierten Ansitze eigneten sich nicht zum Nachweis der KaAPC vermittelten
antigenspezifischen Elimination anigenspezifischer CD8" T-Zellen aus T-Zellkulturen
unterschiedlicher Antigenspezifitiat. Daher entstand die Notwendigkeit der Entwicklung und
Evaluierung eines dazu geeigneten Verfahrens auf der Basis der bisher bekannten Methoden.
In dem neu entwickelten Analyseverfahren bedienten wir wuns der beiden
Zellmembranfarbstoffe PKH67 (griin) und PKH26 (rot). Diese beiden Farbstoffe wurden
eingesetzt um die T-Zellpopulationen verschiedener Antigenspezifititen voneinander
eindeutig zu unterscheiden. Um eine populationsbezogene Bestimmung der Apoptoserate zu
ermoglichen, wurde zusétzlich eine Farbung mit Annexin V und 7-AAD durchgefiihrt.

Zur Bearbeitung der einzelnen Fragestellungen wurden PKH67 oder PKH26 markierte
(2.2.3.2.4) T-Zellpopulationen, im Verhiltnis 1 : 1 gemischt (T-Zellmischkultur; Tpix). Je
I,SXIO5 Zellen der Tuix/ well wurden anschlieBend auf eine 96-well Rundbodenplatte
ausgebracht und mit unterschiedlichen Stimuli fir 45 - 48 h stimuliert. Nach Ablauf der

Inkubationszeit wurden die einzelnen Ansdtze sofort geerntet und es wurde mittels

Durchflusszytometrie die Apoptoserate bestimmt.
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Eine spezielle Auswertestrategie (Abbildung 18) erlaubte uns, die Apoptoserate jeder
einzelnen CTL-Population gleichzeitig aus einem Ansatz zu ermitteln. Hierzu wurden die Tyix
initial hinsichtlich morphologischer Kriterien anhand des Vorwirts- (FSC) und des
Seitwértsstreulichts (SSC) ausgewertet. Das erlaubte den AusschluB3 von Zellbruchstiicken
und apoptotischen Vesikeln. AnschlieBend wurde die Tpix in einer Zweiparameterdarstellung
aufgetrennt in die PKH67" T-Zellpopulation A und die PKH26" T-Zellpopulation B. Jede
dieser beiden T-Zellpopulationen @ wurde dann erneut in einer  weiteren
Zweiparameterdarstellung hinsichtlich ihrer Positivitdt fiir die beiden Apoptosefarbstoffe
Annexin V und 7-AAD untersucht. Dank dieses speziellen Analyseverfahrens war es moglich
in beiden T-Zellpopulationen getrennt aber gleichzeitig die Vitalitdt zu bestimmen. Die in
Abbildung 18 zum Vergleich dargestellte Vitalitit der gesamten Tnix (PKH67/PKH26)
verdeutlicht, dass erst die getrennte Betrachtung der einzelnen T-Zellpopulationen ein reales
Abbild der Apoptoseverhéltnisse in den unterschiedlichen Ansitzen erlaubt.

Die Verlasslichkeit der durch diese Kombination von Farbstoffen erhaltenen Daten wurde
zuvor griindlich evaluiert. So konnte sowohl in Wildtyp Jurkatzellen und in Caspase-8
defizienten Jurkatzellen gezeigt werden, dass die, durch a-Fas Antikorper induzierten
Apoptoseraten in der Tpix absolut identisch waren mit denen, die in den Einzelkulturen der
jeweiligen Jurkatzellen bestimmt werden konnten. Weiterfiihrende Experimente mit humanen
primdren naiven- und aktivierten-CTL ergaben ebenfalls identische Apoptoseraten fiir die
Tmix und die jeweiligen Einzelkulturen. Auch konnte gezeigt werden, dass die Bestimmung
einer bidirektionalen Apoptoseinduktion in Ty von T-Zellen unterschiedlicher HLA-
Phanotypen mdéglich war. Die Etablierung und Evaluierung dieser neuen Nachweismethode
wurde in einer weiteren Arbeit zusammengefasst und publiziert (Publikationsverzeichnis,
Veroftentlichung 1).

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Analysemethode erlaubte somit den verlédsslichen
Nachweis antigenspezifischer Eliminierung von antigenspezifischen CD8" CTL aus T-

Zellmischungen unterschiedlicher Antigenspezifitit.
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Abbildung 18: Schematische  Darstellung des  experimentellen  Ablaufs wund der
Auswertestrategie eines PKH67/26  Assays. Zwei T-Zellpopulationen
unterschiedlicher Antigenspezifitit (T4 und Tg) wurden entweder mit PKH26 oder
PKH67 gefarbt und in einem Verhéltnis von 1 : 1 gemischt. Nach Kokultur mit
unterschiedlichen Stimuli wurden die T-Zellen erst in Abhdngigkeit von ihrer Grofle
(FSC) und Granularitdt (SSC) dargestellt. AnschlieBend wurden die unterschiedlichen
T-Zellpopulationen (Ta und Tg) anhand ihrer PKH Farbung identifiziert und diese
hinsichtlich ihrer Fiarbung mit Annexin V und 7-AAD weiter untersucht. Dies
ermoglichte die getrennte und gleichzeitige Analyse der apoptotischen Zellen in den
unterschiedlichen T-Zellpopulationen.
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3.5.6.2 Formaler Nachweis der KaAPC vermittelten antigenspezifischen
Depletion von CD8" T-Zellen aus T-Zellmischkulturen unterschiedlicher
Antigenspezifitat

Um formal zu demonstrieren, dass KaAPC CD8" T-Zellen antigenspezifisch eliminieren,
fihrten wir Kokulturexperimente unter Verwendung einer T-Zellmischkultur (Tuix) aus
antigenspezifischen CD8" T-Zellen unterschiedlicher Antigenspezifitit durch. Hierzu wurde
eine autologe Tnix hergestellt aus PKH67 gefarbten, CMV,,p65 spezifischen CD8" T-Zellen
und PKH26 gefirbten, aktivierten, Fas" CD8" Effektor-Memory-T-Zellen im Verhéltnis 1 : 1.
Die Zellen dieses Tmix wurden dann kokultiviert mit unbeladenen oder CMV,p65-Peptid
beladenen KaAPC. Dieser Versuchsaufbau erlaubte uns eine gleichzeitige und unabhédngige
Evaluierung der Apoptoseinduktion in beiden T-Zellkulturen des Ty,ix. Hierzu bestimmten wir
die Apoptose iiber differenticlles Auswerten der PKH67 " und PKH26" CD8" T-Zellen
(3.5.6.1).

Abbildung 19 zeigt klare Unterschiede in beiden T-Zellpopulationen nach Inkubation mit
CMVPPOSR A APC. “MYPPOSKQ APC fiihrten zu einer deutlichen Apoptoseinduktion in den PKH67"
CMV,p65 spezifischen CD8" T-Zellen (graue Blaken). Nur 14 % dieser T-Zellen wiesen nach
48 h einen vitalen Phénotyp auf. Dahingegen fiihrte eine Kokultur mit “™YPP®KaAPC in der
PKH26", aktivierten, Fas' CDS8" Effektor-Memory-T-Zellepopulation nicht zu einer
spezifischen Apoptoseinduktion. In dieser Population verblieben iiber 70 % vitale Zellen.
Ebenso kam es in den Kokulturen mit ""***"KaAPC (85 — 97 % vitale Zellen) oder anderen
c.b. (Daten nicht gezeigt) zu keiner signifikanten Depletion von CD8" T-Zellen.

Ausgehend von der Tatsache, dass beide T-Zellpopulationen eine sehr hohe
Apoptosesensitivitit besalen, wahrend sie mit 16slichem a-Fas Antikorper behandelt wurden
(ca. 10 % vitale Zellen), lieBen diese Ergebnisse darauf schlieBen, dass die gefundenen
Apoptoseunterschiede der beiden T-Zellpopulationen ihre Ursache in der spezifischen
Interaktion von “MYPPSKaAPC mit CMV 65 spezifischen CD8" T-Zellen hatten.

Diese Ergebnisse zeigen eindeutig, dass KaAPC antigenspezifische CD8" T-Zellen aus einer
Mischung aktivierter T-Zellen unterschiedlicher Antigenspezifitit antigenspezifisch

depletieren konnen.
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Abbildung 19:
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KaAPC depletieren CTL aus einem heterogenen Gemisch
unterschiedlicher Antigenspezifititen. PKH26 gefirbte, aktivierte Fas'
Effektor CTL (schwarze Balken) und PKH67 gefirbte CMV s spezifische
CTL (graue Balken) desselben Spenders wurden im Verhiltnis 1 : 1 gemischt
und mit """ Ka APC oder VPP KaAPC fiir 48 h kokultiviert. Kokulturen
mit 1ug/ml 16slichem a-Fas Antikérper (CH11) dienten als Positivkontrolle
und unbehandelte CTL-Mixkulturen als Negativkontrolle. Dargestellt ist die
relative, prozentuale Vitalitdt der T-Zellen (% vitale Zellen = (% behandelte,
vitale Zellen x 100%)/% unbehandelte, vitale Zellen).
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4. Diskussion

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich das Konzept des ,,Dritten Signals* in seiner
Anwendung mit einer KaAPC hervorragend zur Fas/FasL vermittelten, antigenspezifischen
Elimination von CD8" T-Zellen einsetzen lisst. Eine antigenspezifische Depletion von CD8"
T-Zellen durch FasL-exprimierende-APC konnte zuvor schon von verschiedenen Gruppen
demonstriert werden. Sowohl in murinen und humanen in vitro, als auch in murinen in vivo
Modellen konnten Ergebnisse erzielt werden, die hoffen lassen, dass diese Strategie zur

Behandlung von TransplantatabstoBungsreaktionen' "'’ Autoimmunkrankheiten'’>' 7615

164,181

und chronischen Infektionskrankheiten eingesetzt werden kann.

4.1 Depletion antigenspezifischer CTL durch FasL-exprimierende-
APC

Bei allen Erfolgen haben die meisten dieser Ansitze gravierende Nachteile aufgrund ihrer
zelluldren Natur, die einen klinischen Einsatz auf lange Sicht als nicht moglich erscheinen
lassen. So stellt die Gewinnung des Zellmaterials ein teilweise nicht 16sbares Problem dar.
Die Isolierung, Anreicherung und Ausdifferenzierung von DC ist zeit-, kosten- und
arbeitsintensiv. Da die Patienten in fast allen Fillen mit immunsuppressiven Medikamenten
behandelt werden bzw. sich einer Chemotherapie unterziehen, ist die mehrmalige
Anreicherung von PBMC aus peripherem Blut zumeist nicht moglich. Somit sind die zur
Verfiigung stehenden Zellmengen beschrankt und die Qualitdt der ausdifferenzierten DC, auf
Grund der allgemeinen Immunsuppression der Spender, hoch variabel. Deshalb lésst sich ein
konstanter DC-Phanotyp zur eventuellen Behandlung von Immundefekten nicht zweifelsfrei
sicherstellen. Uberdies konnte gezeigt werden, dass Tumore sowohl die Menge der DC-

Vorliuferzellen als auch deren Funktion beeinflussen®**2*!.

Eine Dysregulation des
Immunsystems ist auch Ursache von Autoimmunerkrankungen, weshalb bei Verwendung
dieser Zellen weitere Probleme auftreten konnten. Dariiber hinaus, ist zur Generierung von
FasL-exprimierenden-APC eine Transduktion des jeweiligen Zelltyps mit dem FasL Gen
notwendig. Hierzu wurden bislang sowohl virusbasierte und virusunabhéngige Methoden
angewandt. Eine Transduktion von APC mit fiir FasL kodierenden viralen Vektoren birgt bei
unzureichender Effizienz die Gefahr der Initiierung einer sekundiren Immunantwort gegen

die viralen Antigene des Vektors, da diese von den APC prozessiert und préasentiert werden.

Andererseits konnte eine hinreichende Effizienz der Transduktion zur ungewollten

67



Diskussion

Eliminierung einer protektiven Immunantwort fiihren, in dem die fiir den Vektor spezifischen,
CDS8" T-Zellen depletiert werden wiirden. Ausschlaggebend fiir den Erfolg einer solchen
Behandlung die Transduktionseffizienz der jeweiligen APC. Da diese sowohl unter
Verwendung viraler als auch nicht viraler Methoden sehr stark schwankt, ist eine
gleichbleibend hohe Expression des FasL auf der APC nicht sicherzustellen. Daher lief3e sich
auch ein entsprechender Behandlungserfolg nicht sicher voraussagen, und iiberdies wéren die
sekundiren Effekte auf das Immunsystem nicht absehbar. Ein weiterer Nachteil des FasL-
exprimierenden-APC Konzeptes besteht darin, dass FasL von der Zelloberfliche durch
Metalloproteinasen freigesetzt werden kann und somit in das extrazelluldre Milieu sezerniert
wird. Dies kann dann durch die Blockade des Fas/FasL-Signalweges und der allgemeinen
Verminderung der FasL Expression zur Behinderung einer effizienten Depletion von
antigenspezifischen CD8" T-Zellen fiihren'*'®2. Uberdies konnte es durch fehlende oder
unzureichende FasL Expression auf den APC zur Impfung des Organismus mit den auto-
bzw. alloreaktiven Antigenen kommen. Somit wiirden die zur Stimulation von T-Zellen
bestens ausgestatteten APC eher eine Verstirkung der verschiedenen pathogenen
Immundefekte verursachen als zu deren Linderung beitragen. Nicht zuletzt sine zelluldre
Systeme sensitiv gegeniiber den zytotoxischen Effektorfunktionen der antigenspezifischen

CD8" T-Zellen, was zur Reduktion der Gesamtzellzahl FasL-exprimierender-APC fiihrt'™.

4.2 Die artifizielle-antigenprasentierende Zelle (aAPC)

Um die Nachteile der zellbasierten immunmodulatorischen Behandlungsansitze zu umgehen,
konzentriert man sich seit geraumer Zeit auf die Entwicklung sogenannter artifizieller APC
(aAPC), die nicht den oben geschilderten Limitationen unterliegen. aAPC finden heutzutage
Anwendung vor allem bei der Generierung von antigenspezifischen CD4" und CD8" T-
Zellen, zur adoptiven Immuntherapie chronischer Infektionen und von Tumoren. Das Ziel
dieses Verfahrens liegt in der ex vivo Stimulation, und der Aktivierung sowie Expansion von
autologen T-Zellen iiber einen kurzen Zeitraum hinweg, welche anschlieBend wieder dem
sich in Behandlung befindlichen Spender reappliziert werden.

In einem der ersten unspezifischen Ansitze konnte gezeigt werden, dass mittels a-CD3/CD28
beschichteter magnetischer ,beads* CD4" T-Zellen effektiv expandiert werden konnten.
Jedoch war eine Langzeitstimulation von CD8" T-Zellen nicht moglich**. Ebenso fiihrte eine
1 - 2 wochige Stimulation antigenspezifischer CD8" T-Zellen mit a-CD3 ,beads* zum

Verlust der Antigenspezifitit. Dieser Effekt war auch unter Gabe von TCGF oder IL-2 nicht
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umkehrbar?!°

. Spdter konnten andere Arbeitsgruppen zeigen, dass fiir den Erfolg einer
Expansion antigenspezifischer CD8" T-Zellen mittels o-CD3/CD28 magnetischer ,,beads das
Verhiltnis von a-CD3 zu a-CD28 Antikorpern ausschlaggebend war. Hierbei stellte sich
heraus, dass eine zunehmende Menge an a-CD28 Antikérpern relativ zur Menge des
gebundenen o-CD3 Antikdrpers die Proliferation von antigenspezifischen CD8" T-Zellen
begiinstigte'”>. Uberdies konnte unter Verwendung von liposomal gebundenen a-CD3, o-
CD28 und a-LFA-1 Antikorpern eine effektive Expansion von polyklonalen und Mart-1
spezifischen CD8" T-Zellen erreicht werden. Dabei wurde keine Abnahme der Spezifitit der

Mart-1 spezifischen CD8" T-Zellen wihrend der ex vivo Kultur beobachtet***.

Neben den unspezifischen Ansdtzen wurden unter Verwendung von HLA-Klasse-I- und-II-
Molekiilen weitere spezifische aAPC entwickelt. Prakken et al. konnten ovalbuminspezifische
murine T-Zellen aktivieren und expandieren, indem sie l6sliche MHC-Klasse-II-Molekiile auf
Liposomen immobilisierten und diese zur Stimulation verwandten. Dabei konnte diese
Arbeitsgruppe zeigen, dass die MHC-Molekiile sich frei in der Liposomenmembran
bewegten, was der kiinstlichen Generierung einer funktionellen immunologischen Synapse
entgegenkam'®’. Durch die Bindung von MHC-Klasse-I-, B7.1- und B7.2-Molekiilen auf der
Oberflache von Latexmikrosphiren konnten im transgenen Maussystem eine Stimulation von

peptidspezifischen T-Zellen erreichen werden™"'

. Auch im humanen, Influenza spezifischem
T-Zellsystem konnte die Induktion von Effektorfunktionen gezeigt werden. Hierzu wurden
magnetische ,,beads” mit HLA-Molekiilen und a-CD28 Antikoérpern beschichtet und zur
Stimulation von T-Zellen eingesetzt. Eine effektive Expansion der antigenspezifischen T-
Zellen konnte in diesen Untersuchungen jedoch nicht gezeigt werden'”®. Schilbach et al
erweiterten diesen Ansatz und beschichteten ,beads“ mit a-CD28 Antikoérpern und
unterschiedlichen Mengen an HLA-Klasse-I-Molekiilen (10 nM und 100 pM). In diesen
Arbeiten konnten Nebenhistokompatibilititsantigen (mHAg) reaktive CD8 T-Zellen
generiert werden. Jedoch wiesen CD8" T-Zellen, welche mit 100 pM aAPC generiert wurden,
eine hohere lytische Aktivitdt auf und produzierten auch mehr IFN-y nach Stimulation mit
LCL721 Zellen als mit 10 nM aAPC generierte CD8" T-Zellen**. Zuvor konnte jedoch schon
mittels HLA-A,-Ig Dimer (Abbildung 6) und a-CD28 Antikorper beschichteter magnetischer
,beads* die Generierung von Mart-1 und CMV,,¢s5 spezifischen humanen CDS8" T-Zellen
erreicht werden. Dabei wurden die unterschiedlichen Antigenspezifitdten durch die Beladung
des HLA-A,-Ig Dimer Molekiils mit dem jeweiligen Peptid erzeugt. Die so generierten CTL
lysierten mit korrespondierendem Peptid beladene T2 Zellen, HLA-A,” Mart-1"
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Melanomzelllinien und mit korrespondierendem Protein transfizierte A293 Zellen. Ebenso
war sowohl die Expansion, als auch die Spezifitit der antigenspezifischen CD8" T-Zellen
vergleichbar und in einigen Féllen sogar besser als die, in klassischen, mit Peptid beladenen

DC stimulierten Ansitzen?'°.

Doch die hervorstechendste Eigenschaft der beschriebenen aAPC liegt in deren Vorteilen
gegeniiber den zellbasierten Systemen zur Depletion von antigenspezifischen CD8" T-Zellen.
Sie sind im Gegensatz zur zeitaufwiandigen Generierung von APC einfach und unter geringen
Kosten herstellbar. Die Signalstirken und -zusammensetzungen auf diesen aAPC sind sehr
gut  kontrollierbar und standardisierbar und machen somit reproduzierbare
Behandlungserfolge moglich. Ebenso besitzen sie eine sehr lange Haltbarkeit und koénnten
ohne noch lidngere Konservierungsphasen unmittelbar zur Behandlung eingesetzt werden.
Auch ist Thre Qualitét nicht abhidngig vom individuellen Zustand des Patienten, wie es bei der
Gewinnung von APC der Fall ist. Auf die Verwendung autologer Zellen kann zu Gunsten
eines Systems verzichtet werden, welches durch die unterschiedliche Beladung mit
verschiedensten Peptiden ganz genau an die individuellen Bediirfnisse der einzelnen Patienten
angepasst werden kann. Zwar sind humane HLA-Klasse-I aAPC fast ausschlielich nur mit
HLA-A, Molekiilen generiert worden, doch die hohe Pridvalenz dieses HLA-Molekiils im
kaukasischen Bevolkerungsanteil von 40 — 50 % verspricht eine mogliche Behandlung von
fast 50 % der Bevolkerung unter Verwendung nur eines moglichen aAPC Phénotyps. Diese
an sich schon hohe Effizienz wird noch dadurch erhoht, dass die einzelnen HLA-A, Molekiile
noch zusitzlich mit unterschiedlichen krankheitsrelevanten HLA-A, restringierten Peptiden
beladen werden konnen. Auch besteht prinzipiell die Moglichkeit andere HLA Molekiile
einzusetzen, was in Summe die Behandlung von verschiedenen Krankheiten bei
unterschiedlichen Patienten ermoglichen wiirde. Die Tatsache, dass aAPC immer nur das
jeweilige, exogen, geladene Antigen prédsentieren, macht diese zu einer sehr gut
kontrollierbaren und reproduzierbaren therapeutischen Plattform. Auch die potentielle
Flexibilitdt der ,,bead- und Liposomenplattformen erlaubt die Variation der Signale in ihrer
Art und Menge und nicht zu letzt sind aAPC nicht sensitiv gegeniiber etwaiger zytotoxischer

Effektorfunktionen von CTL.

Trotz dieses vielversprechenden Potentials der aAPC Technologie, gibt es bis zum jetzigen
Zeitpunkt keinerlei klinische Studien, die die Effizienz von aAPC generierten antigen- oder

tumorspezifischen CTL zur adoptiven Behandlung von malignen Tumoren in vivo evaluiert
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haben. Hinweise darauf, dass diese Behandlungsmethode fiir zumindest einige
Tumorerkrankungen in den ndchsten Jahren eine vielversprechende Moglichkeit darstellt,
geben klinische Phase I Studien mit autologen DC generierten antigenspezifischen CTL.
Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass CTL, spezifisch fiir Mart-1, gp100 oder
auch Epstein Barr Virus Antigenen nach erfolgtem adoptiven Transfer den Krankheitsverlauf
von Melanom- und Hodgkinpatienten in der Mehrzahl der Félle positiv beeinflussen konnten
und sogar zur Reduktion der Tumorlast fiihrten. Jedoch gab es neben diesen Erfolgen auch
eine signifikante Anzahl an Patienen, die nicht auf eine solche Behandlung ansprachen, oder
bei denen nach kurzer Regression das Tumorwachstum wieder einsetzte’**?*”. Es bleibt
abzuwarten, ob durch den Einsatz der aAPC Technologie diese Erfolge noch weiter verbessert
werden konnen. Auf jeden Fall jedoch wiirden durch den Wegfall bzw. die Verminderung der
Zellmateriallimitaion die Behandlungsplédne variabler und nachhaltiger gestaltet werden
konnen.

Erste Hinweise auf die therapeuthische Effizienz von aAPC generierten CTL geben in vivo
Studien. So konnte vor kurzen gezeigt werden, dass TRP2s0.183 (,,tyrosinase-related protein
2¢) spezifische murine CTL nach adoptiven T-Zelltransfer zur deutlichen Verringerung von 3
Tage alten Lungenmetastasen bei B6-Maiusen fiihrten (>200 Metastasen/ 35.6 Metastasen).
Ebenso waren die durch multile Stimulationen mit TRP2;g0.138 beladenen H-2K"-
Ig/CD83/CD28/4-1BBL-aAPC generierten CTL dazu in der Lage, das Uberleben von Miusen

2% Dariiberhinaus

210

mit subkutanen B16 Tumoren signifikant zu verldngern (27 d/ 100% >60 d)
konnte in einer weiteren Arbeit gezeigt werden, dass auch humane mit aAPC generierte
tumorspezifische CTL im humanen SCID-Maus-Melanommodell das Tumorwachstum
verhindern oder auch bereits etablierte Tumore in Regression bringen konnten. Ebenso konnte
gezeigt werden, dass aAPC generierte tumorspezifische CTL bis zu 15 Tage nach erfolgtem
adoptiven Transfer im peripheren Blut nachweisbar waren und schon nach 3 Tagen
antigenabhingig zu den entsprechenden Tumorherden wanderten’®.

Zusammengefasst sind diese Daten Belege fiir die potentielle klinische Verwendbarkeit von
aAPC generierten tumor- und antigenspezifischen CTL zur Behandlung von

Tumorerkrankungen oder chronischen Infektionen.
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4.3 Die KaAPC-Plattformtechnologie

4.3.1 Prinzip der KaAPC und Optimierung der Versuchsbedingungen

Es war Ziel dieser Arbeit, eine Killer-artifizielle-antigenpriasentierende Zelle (KaAPC)
herzustellen, welche die Vorziige des Fas/FasL-Systems mit denen der aAPC verband. Dazu
wurde HLA-A,-Ig Dimer Molekiile und a-Fas Antikorper auf paramagnetischen Epoxybeads
immobilisiert. Die Antigenspezifitit der KaAPC wurde gewéhrleistet tiber die exogene
Beladung der HLA-A,-Ig Dimer Molekiile mit HLA-A, restringierten Peptiden (Mart-1;
CMV,p65). Ein KaAPC-Phénotyp, der eine maximale, antigenspezifische Depletion von CD8"
T-Zellen, bei einer gleichzeitigen mininalen CD8" T-Zellaktivierung aufwies als ideal

definiert.

Da zur Evaluierung eines funktionellen KaAPC-Phénotyps in vitro die Vitalitit von Mart-1
und CMV 565 spezifischen CD8" T-Zellen mittels Annexin V/PI Féarbung untersucht werden
sollte, war es zu Beginn der Versuche von &uBlerster Wichtigkeit, die Kulturbedingungen
dahingehend zu optimieren, dass die unstimulierten, antigenspezifischen T-
Zellkontrollkulturen eine minimale Hintergrundapoptose aufwiesen. Es zeigte sich, dass die
Substitution des Mediums mit TCGF unter Verwendung von 3 % humanem AB-Serum
optimale Vitalitdtsraten der Kontrollkulturen sicherstellte. Ebenso konnten die
apoptoseinduzierenden  Effekte  freien Peptids durch eine  Optimierung des
Beladungsprotokolls und durch die Einfiihrung von optimierten Waschschritten minimiert
werden. Dies war nétig, da CD8" T-Zellen exogenes Peptid auf ihre eigenen HLA-Molekiile
laden und sich gegenseitig oder auch selbst prasentieren konnen. T-Zellautoapoptose hétte

dann die Ergebnisse der KaAPC Kokulturen verfalscht*'>2'.

Um einen idealen, funktionellen KaAPC-Phinotyp zu ermitteln, war es notwendig, sowohl
das antigenspezifische als auch das apoptoseinduzierende Signal auf den ,,beads* zu titrieren.
Wir fanden, dass bei ansteigenden Mengen an HLA-A;-Ig Dimer Molekiilen auf der
Oberfliche von KaAPC, bei einer gleichbleibenden Menge an a-Fas Antikorper (2 ug),
zunehmend mehr T-Zellen aktiviert und zur Expansion angeregt wurden. Dies fiihrte
konsequenter Weise zu einer erhohten Vitalitét dieser T-Zellkulturen, wohingegen Kokulturen
mit KaAPC, die mit geringeren Mengen an HLA-A,-Ig Dimer Molekiilen beschichtet waren,

geringere Vitalitdtsraten aufwiesen. Wurden KaAPC mit einer optimalen Menge an HLA-A,-
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Ig Dimer Molekiilen (0,01 ng) mit ansteigenden Mengen von a-Fas Antikorpern beschichtet,
so konnte man eine mit zunechmender Konzentration des a-Fas Antikdrpers abnehmende
Vitalitdt in den T-Zellkulturen detektieren. Jedoch ging bei sehr hohen Konzentrationen die
Antigenspezifitit der KaAPC vermittelten Apoptoseinduktion verloren, und die Prédsentation
von a-Fas Antikdrpern fiihrte zur unspezifischen Depletion von aktivierten CD8" T-Zellen.

Auf die zusitzliche Immobilisierung von kostimulierenden Signalen auf der KaAPC wurde
abgesehen, da initiale T-Zellkokulturexperimente mit a.-CD28 Antikorpern beschichteten c.b.
belegen konnten, dass diese zur effizienten Aktivierung der antigenspezifischen CD8" T-

Zellen und damit verbundenem aktivierungsinduzierten Zelltod (AICD) fiihrten.

4.3.2 Funktionelle Charakteristika des optimalen KaAPC-Phanotyps

Die phinotypische und funktionelle Charakterisierung des ermittelten idealen KaAPC-
Phanotyps demonstrierte eindeutig die antigenspezifische Depletion von antigenspezifischen
CDS8" T-Zellen durch KaAPC, die mit korrespondierendem Peptid beladenen worden waren.

Dabei fiihrte die Stimulation von antigenspezifischen CD8" T-Zellen mit KaAPC oder c.b. in
keinem Fall zur Aktivierung dieser Zellen. Es konnte weder ein Anstieg der CDI107a

217230 noch konnte die Produktion von

Expression auf den CD8" T-Zellen nachgewiesen
signifikanten Mengen an Zytokinen beobachtet werden (Abbildung 17A, Daten nicht
gezeigt). Dariiber hinaus konnte eine mogliche TNF-a vermittelte Apoptoseinduktion in
KaAPC CD8" T-Zellkokulturen ausgeschlossen werden®'. Ebenso konnte gezeigt werden,
dass die Hohe der induzierten Apoptose proportional zur eingesetzten Menge an KaAPC war
und schon 30 min Kokultur ausreichend waren, um in antigenspezifischen CD8" T-Zellen Fas
vermittelte Apoptose zu induzieren. Es bleibt zu vermuten, dass auch ein noch kiirzeres
Kokulturintervall ausreichen wiirde um effizient Apoptose in den entsprechenden Zielzellen

zu induzieren, jedoch war es aus versuchstechnischen Griinden nicht méglich dies weiter zu

untersuchen.

Dartiber hinaus konnte gezeigt werden, dass KaAPC gezielt korrespondierende,
antigenspezifische CD8" T-Zellen aus einer Mischung von CDS8" T-Zellen mit
unterschiedlicher Antigenspezifitit depletieren. Gleichzeitig wurde in den CD8" T-Zellen mit
nicht relevanten Antigenspezifititen keine signifikante Vitalitidtsreduktion detektiert. In
Summe zeigten diese Experimente, dass die in antigenspezifischen CD8" T-Zellen ausgeldste

Apoptose eindeutig abhingig war von einem kombinierten Signal iiber den TCR und Fas.
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Diese beiden Signale konnten zudem nur von mit korrespondierendem Peptid beladenen
KaAPC dargeboten werden. Bei mit irrelevanten Peptid beladenen KaAPC oder bei c.b. kam
es nicht zur Ausbildung dieser beiden Signale. Auch war zu beobachten, dass KaAPC, die
sowohl iiber den TCR als auch Fas Kontakt mit den Zielzellen ausbildeten, in Kokultur grof3e
Zell-KaAPC-Aggregate formten. Das liefe vermuten, dass KaAPC in mehreren Zielzellen
gleichzeitige Apoptose induzieren konnen und moglicherweise sogar in mehreren Zielzellen

nacheinander.

In dieser Arbeit konnte das erste Mal die Generierung einer funktionellen, ,,bead‘“-basierten
KaAPC gezeigt werden, die auf Grund ihres, aus einem antigenspezifischen und eines
apoptoseinduzierenden Signal bestehenden, Phinotyps zur effizienten, antigenspezifischen
Depletion von CD8" T-Zellen verwendet werden konnte. Die anschlieBenden in vitro
Untersuchugen lieferten die Voraussetzungen fiir eine mogliche Verwendung dieser KaAPC

zur Behandlung von Autiommunerkrankungen und TransplantatabstoBungsreaktionen.

4.3.3 Hinweise auf die molekulare Funktionsweise der KaAPC

Interessant, doch noch nicht geklért, bleiben die molekularen Abldufe, die wihrend der
Elimination von CD8" T-Zellen durch KaAPC ablaufen. Betrachtet man die Menge des auf
der KaAPC gebundenen a-Fas Antikorpers, so kann man eindeutig feststellen, dass nur bei
Mengen zwischen 0.5 -2 pg/ 100x10° ,beads* die vermittelte Apoptose antigenspezifisch
induziert wird. Uberschreiten die a-Fas Antikorpermengen 2 pg/ 100x10° ,.beads* so wird die
Apoptose generell in allen T-Zellen, also nicht mehr antigenspezifisch induziert. Eine
mogliche Erklédrung konnte hierfiir im Aktivierungszustand der verwendeten T-Zellen liegen.
Da diese durch wiederholte Stimulation mit aAPC einen aktivierten Phénotyp aufweisen und
somit auch eine hochregulierte Fas-Expression in diesen Zellen vorliegt lieBe sich die
unspezifische Induktion von Apoptose durch die starken Affinititen der zahlreichen Fas
Molekiile auf der T-Zelloberfliche und des a-Fas Antikorpers auf der ,,bead“-Oberfliache
erklaren.

Werden T-Zellen iiber ein kombiniertes TCR - CD3 Signal aktiviert kommt es zur Ausbildung
einer so genannten immunologischen Synapse. Grundlage hierfiir ist die Verschmelzung von
intrazelluldren, lipidreichen und mit verschiedensten Rezeptormolekiilen angereicherten
Vesikeln mit der T-Zellmembran. Dieser Vorgang resultiert in der Aggregation verschiedener

Signalmolekiile in einem vergleichsweise kleinem Bereich der T-Zelloberfliche, was eine
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Interaktion zwischen T-Zelle und z.B. KaAPC durch die rdumliche Néhe der Signale

252 Somit kénnte es bei einer KaAPC - T-Zellinteraktion zu einer besseren

begiinstigt
Trimerisierung der Fas-Molekiile auf der T-Zelloberfliche kommen und dadurch zum
baldigen Zelltod. Eine mogliche antigenspezifische Variation des Signals durch die
gebundenen HLA-A,-Ig Dimer Molekiile wiirde jedoch durch diese starke Interaktion bzw.
die groBBe rdumliche Nihe so vieler Fas Molekiile und a-Fas Antikérper auf der ,bead*-
Oberflache einfach iiberschrieben werden.

Diese kdme allerdings wieder zum Tragen, sobald der a-Fas Antikorper die kritische Menge
von 2 pg/ 100x10° , beads* unterschreitet. In diesem Fall ist moglicherweise die spezifische
Interaktion zwischen Fas und a-Fas Antikorpern zu schwach, bzw. die Mengen der einzelnen
Fas Molekiile oder a-Fas Antikorper zu gering, um ohne eine weitere stabilisierende ,,bead* -
T-Zellinteraktion, eine apoptoseauslosende Bindung zwischen KaAPC und T-Zelle
herzustellen. Die notwendige Stabilisierung dieser Bindung konnte in dieser Situation durch
die TCR — HLA-A,-Ig Dimer Interaktion vermittelt werden. Diese sind allerdings nur dann
ausreichend stark genug, wenn die HLA-A,-Ig Dimer Molekiile mit den korrespondierenden
Peptid beladen sind, was sich dann in der Induktion antigenspezifischer Apoptose in den
jeweiligen T-Zellen widerspiegelt.

Doch auch bei diesem antigenspezifischen Signal scheint die Stirke von ausschlaggebender
Bedeutung zu sein. Fiihrt dieses bei geringen Mengen an gebundenem HLA-A,-Ig Dimer auf
der ,,bead“-Oberflache noch zur ausreichenden Stabilisierung der KaAPC — T-Zellinteraktion
und zur Induktion antigenspezifischer Apoptose, so geht dieser Effekt, bei immobilisierten
Mengen an HLA-A,-Ig Dimer, die 0,01 pg/ 100x10° ,beads“ iibersteigen, vollstindig
verloren. Moglicherweise konnte die Kombination aus starker antigenspezifischer Bindung
und schwiécherer Fas Stimulation eher kostimulierend wirken. Diese Theorie wiirde durch
Publikationen gestiitzt, die eine kostimulatorische Wirkung der Fas-Aktivierung
beschreiben®>***. Ebenso konnte gezeigt werden, dass in Kokulturen von T-Zellen mit 2 pg
a-Fas Antikorper/ 100x10° ,beads beschichteten ,beads* keinerlei Apoptoseinduktion
detektiert werden konnte. Jedoch unspezifische Apoptose in T-Zellkokulturen mit 10 ug a-
Fas Antikorper/ 100x10° ,beads beschichteten ,,beads* nachgewiesen werden konnte (Daten
nicht gezeigt). Da eine solche unspezifische Apoptoseinduktion ebenfalls in mit 8 pg a-Fas
Antikérper/ 100x10° ,beads* und 0,01 pg HLA-A,-Ig Dimer/ 100x10° ,.beads* beschichteten
KaAPC-Phianotypen beobachtet werden konnte (Abbildung 11) spriche dies fiir eine
mogliche direkte Abhangigkeit der Wirkung des a-Fas Antikorpers auf die T-Zelle, von der

Starke und dem Vorhandenseins des antigenspezifischen Signals. Weiteren Aufschluss tliber
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die molekulare Funktionsweise der KaAPC konnten Experimente ergeben, die die
verschieden = KaAPC-Phinotypen  hinsichtlich  ihrer  aktivierungs- oder  auch
anergieinduzierenden  Eigenschaften  untersuchen. Erste Hinweise, dass keine
Anergieinduktion in T-Zellen erfolgt, ergaben Kokulturexperimente mit naiven T-Zellen und
KaAPC des optimalen Phénotyps. Aus den so behandelten T-Zellen war es anschlieBend noch
moglich, durch repetitive aAPC Stimulationen antigenspezifische T-Zellen zu generieren
(Daten nicht gezeigt). Das zeigte eindeutig die Limitation des in dieser Arbeit beschriebenen
optimalen KaAPC-Phénotyps auf, der nicht zur Depletion von naiven antigenspezifischen
CDS8" T-Zellen befihigt war, jedoch auch keine Anergie in antigenspezifischen CD8" T-
Vorlduferzellen induzierte.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass die Funktionsweise des optimalen KaAPC-Phinotyps
von einem hochsensiblen Gleichgewicht der verschieden Molekiile auf der ,,bead““-Oberfldache
und deren Interaktion mit der T-Zelle abhidngt. Darliber hinaus sind die unterschiedlichen
Aktivierungszustinde der einzelnen T-Zellkulturen ausschlaggebend fiir die optimale

Funktionsweise der KaAPC.

4.3.4 Vorteile und Potential der KaAPC-Technologie

KaAPC weisen einige deutliche Vorteile gegeniiber zellbasierten APC auf. So besteht bei den
KaAPC nicht die Gefahr der Aktivierung einer Immunantwort oder der Toleranzinduktion
gegenliber anderen Antigenen, die im Falle der APC noch zusitzlich zu dem geladenen
Antigen prasentiert werden konnen. Im Gegensatz zu APC konnen KaAPC weder durch
autokrine noch durch parakrine Effekte des Fas/FasL-Signalwegs durch Apoptose
ausgeschaltet werden. Auch die zytotoxischen Effektorfunktionen von CTL kénnen KaAPC
nicht eliminieren, oder in ihrer Funktionsweise behindern. Dariiber hinaus stellen KaAPC eine
einfache und schnell modifizierbare Plattformtechnologie dar. Einerseits ldsst sich ihr
Phanotyp durch die einfache Beladung mit unterschiedlichen Peptiden variieren, andererseits
ist die Verwendung unterschiedlicher apoptoseinduzierender Signale denkbar. Hierzu wiirden
sich vor allem die Liganden oder Antikérper gegen die Rezeptoren der TNFR-Superfamilie
eignen®>**°. Diese hoch variablen KaAPC-Phinotypen lieSen sich schnell und vor allem mit
gleichbleibender und reproduzierbarer Aktivitdt in groBen Mengen herstellen. Da KaAPC
auch keinen Idslichen FasL bilden, kommt es nicht zur Verminderung der KaAPC
vermittelten Apoptoseinduktion. Ebenso kann dadurch verhindert werden, dass bei einer

verminderten FasLL Expression eine Aktivierung und anschlieBenden Expansion von
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antigenspezifischen T-Zellen vermittelt wird. Diese Gefahr bestiinde jedoch bei der
Verwendung von zellbasierten FasL-exprimierenden-APC. Zusammengefasst zeigen diese

Vorteile den groBen Nutzen der in dieser Arbeit entwickelten ,,bead“-basierten KaAPC.

Neben den vielen verschiedenen Ansitzen zu Depletion antigenspezifischer CD8" T-
Zellen"™™'™ goibt es experimentelle Ansitze, die die ,bead“-basierte KaAPC in ihrer
Funktionsweise komplimentieren konnten. Tykocinski et al. konnten unter Verwendung eines
CTLA-4/FasL-Ig Fusionsmolekiils in T-Zellen Fas/FasL vermittelte Apoptose induzieren.
Dabei wurden durch Bindung des CTLA-4, an die B7.1 und B7.2 Molekiile auf den APC die
kostimulatorische Interaktion von CD28 auf T-Zellen und B7 auf APC unterbunden. Die
gleichzeitige Bindung von FasL an den auf aktivierten T-Zellen exprimierten Fas fiihrte dann
zu Apoptoseinduktion. Es wurde demonstriert, dass mittels dieses Fusionsproteins
alloantigenspezifische T-Zellen in vitro depletiert werden kann. Ebenso konnte gezeigt
werden, dass mittels des CTLA-4/FasL-Ig Fusionsprotein effizienter Apoptose in T-Zellen
induziert werden konnte, als unter Verwendung von I6slichen CTLA-4-Ig und/oder FasL-

7 Diese Resultate weisen darauf hin, dass die Kombination unterschiedlicher Signale zur

Ig
effektiven Depletion von antigenspezifischen CD8" T-Zellen umbedingt notwendig ist und
dass die Effektivitit der KaAPC, mdoglicherweise iiber die Addition weiterer Signale zu dem

in dieser Arbeit beschrieben Phénotyp, noch gesteigert werden konnte.

4.4 Ausblick

In Anbetracht einer moglichen klinischen Anwendung der KaAPC konnte deren Vorteil, dass
diese keine Antigene prozessieren und somit moglicherweise protektive Immunantworten
eliminieren, als Nachteil ausgelegt werden. Dieser Umstand erfordert die Notwendigkeit der
Identifizierung von relevanten, krankheitsspezifschen Antigenen. Jedoch sind auf diesem
Gebiet in den letzten Jahren groBe Fortschritte gemacht worden. Zu Zeit sind bereits viele

HLA-A; restringierte Antigene fiir z.b. Typ-I-Diabetes” 2%,

264265 ynd Multiple Sklerose”®®?®” beschrieben worden.

TransplantatabstoBungsreaktionen
Auch wird die Entschliisselung des menschlichen Genoms die Identifizierung neuer
Autoantigene noch weiter begiinstigen®®®. Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass zu Beginn
einer Autoimmunerkrankung nur wenige autoreaktive T-Zellklone aktiviert werden und erst
spiter im Verlauf der Krankheit weitere hinzukommen'®. Doch wichtiger als die

Notwendigkeit der Antigenidentifizierung ist die Tatsache, dass auf den KaAPC jegliches
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Signal beliebig in seiner Stirke und Zusammensetzung variiert werden kann. Ebenso
unterliegen diese Signale keinen Genregulationsmechanismen und bleiben somit stabil und

reproduzierbar.

Es wire denkbar, dass die KaAPC-Technologie durch Hinzufiigen eines HLA-Klasse-II
Signals auch zur Eliminierung von antigenspezifischen CD4" T-Zellen verwendet werden
konnte. Selbst die Kombination von HLA-Klasse-I und -II Signalen wire vorstellbar und
moglicherweise von Vorteil’”. Ebenso lieBe sich iiber eine Verwendung dieser Technologie
zur Depletion alloreaktiver T-Zellen visionieren. Da alloreaktive T-Zellen schon des 6fteren

270'276, wiirde die Kombination

ex vivo beschrieben, generiert und depletiert werden konnten
der unterschiedlichen HLA-Klasse-I- und -II-Molekiile eventuell deren vollstindige
Depletion  begiinstigen.  Dies  konnte  die  Behandlung von  vor  allem
TransplantatabstoBungreaktionen deutlich erleichtern und vor allem deren Auftreten

minimieren.

Ebenso sollte in Zukunft iiber die Verwendung einer biodegradierbaren Basis fiir die KaAPC-
Technologie nachgedacht werden. Zwar sind die verwendeten magnetischen ,,beads* fiir in
vivo Applikationen zugelassen, doch ist deren Auswirkung auf den Organismus nicht
vollstindig geklart. Auch ldsst sich durch die Natur dieser ,beads* leicht vermuten, dass
berechtigte Einwédnde gegen eine humane in vivo Applikation erhoben werden konnten.
Hierzu wiirden sich, neben den schon heute in der Pharmazie verwendeten Systemen zur
gezielten in vivo Applikation von Medikamenten®’’, vor allem Liposomen basierte KaAPC
eignen. Die auf diesem Gebiet schon erzielten Erfolge bei der Generierung von aAPC'#1%1-204
lassen eine erfolgreiche Adaption dieses Konzepts fiir KaAPC giinstig erscheinen.
Dahingegen ist die Verwendung von Zellmatrix imitierenden Materialien eher

unwahrscheinlich?’®,

Doch trotz aller moglichen Vorbehalte zur in vivo Applikation von KaAPC konnte in initialen
Experimenten mit aAPC gezeigt werden, dass diese in vivo CTL aktivieren konnen. Ebenso
konnten sowohl aAPC, als auch KaAPC nach intravendser Gabe in unterschiedlichen
Organen wiedergefunden werden (Lunge, Herz, Milz, Niere, Leber und Lymphknoten).
Deshalb erscheinen auch in vivo Applikationen von KaAPC als eine mogliche

Behandlungsstrategie von Autoimmunerkrankungen, nicht zu letzt deshalb, weil die ,,bead*-
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Plattform, wie sie bei der KaAPC Verwendung findet, bereits in ersten in vivo Studien ihre

Anwendung findet******27.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ,bead“-basierte HLA-A;-Ig KaAPC
antigenspezifische CD8" T-Zellen eliminieren konnen. Die einzigartige Natur dieser KaAPC-
Technologie besitzt eine so hohe Flexibilitit, dass neben der Stirke eines Signals auch neue
vollig unterschiedliche Signale miteinander kombiniert werden kénnen. Dies konnte eine
gezielte Ausschaltung auch weiterer T-Zellsubpopulationen zur Behandlung von
Immundefekten begilinstigen. Somit konnte in dieser Arbeit das Potential der KaAPC-
Technologie zur Behandlung von  T-zellvermittelten = Autoimmunkrankheiten,

TransplantanabstoBungsreaktionen und chronischen Infekten aufgezeigt werden.
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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde eine ,bead“-basierte Killer-artifizielle-
antigenprisentierende Zelle (KaAPC) generiert, die mittels des gebundenen HLA-A,-Ig
Dimers und des a-Fas Antikorpers, zur antigenspezifischen Ausschaltung von pathogenetisch

relevanten antigenspezifischen CD8" T-Zellen befahigt ist.

Nach anfianglicher Optimierung der Kulturbedingungen und der Ausschaltung der Effekte
freien Peptids auf antigenspezifische CD8" T-Zellkokulturen, wurden verschiedene KaAPC-
Phanotypen hergestellt. Hierzu wurden unterschiedliche Mengen an HLA-A,-Ig Dimer
Molekiilen und a-Fas Antikorpern auf der Oberfliche von paramagnetischen Epoxybeads
immobilisiert. Die anschlieende Evaluierung ergab einen optimalen, zur antigenspezifischen
Eliminierung von CD8" T-Zellen befihigten, KaAPC-Phinotyp mit definierten Mengen an
HLA-A,-Ig Dimer Molekiilen und gleichzeitig gebundenem a-Fas Antikorper. Dieser wurde
durchflusszytometrisch charakterisiert und sowohl im Mart-1 als auch im CMV,65 humanen,
antigenspezifischen CD8" T-Zellmodellsystem funktionell untersucht. Durch die Bestimmung
der Apoptoseinduktion in humanen antigenspezifischen HLA-A, restringierten CD8" T-
Zellen nach Kokultur mit unterschiedlich beladenen KaAPC konnte gezeigt werden, dass
KaAPC, beladen mit dem korrespondierenden Peptid, CD8" T-Zellen antigenspezifisch
depletieren konnen. Dariiber hinaus ergaben weitere funktionelle Experimente, dass die
Effizienz der KaAPC proportional zur eingesetzten Menge war und, dass die
antigenspezifische Depletion schon nach 30 min Kontaktzeit zwischen KaAPC und CD8" T-
Zelle ausgelost wurde. Ebenso konnte kein klassischer, aktivierungsinduzierter Zelltod
(AICD) in den antigenspezifischen CD8" T-Zellen nach Kokultur mit KaAPC nachgewiesen
werden. Antigenspezifische CD8" T-Zellen exprimierten weder CD107a noch typische
Effektorzytokine wie TNF-a nach Kontakt mit KaAPC. Kokulturen von KaAPC und
antigenspezifischen CD8" T-Zellen unter Zugabe eines neutralisierenden o-TNF-a
Antikorpers zeigten keinerlei Auswirkung auf die durch KaAPC hervorgerufene
Apoptoseinduktion. Kokulturen mit Kontrollbeads, die mit gleichen Mengen an HLA-A,-Ig
Dimer beschichtet waren, jedoch keinen o-Fas Antikorper besallen, zeigten keine
Apoptoseinduktion, die {iiber den in den unstimulierten T-Zellkulturen gemessenen
Hintergrund hinausging. Diese Ergebnisse zeigten deutlich, dass die erfolgreiche

antigenspezifischen Depletion von CD8" T-Zellen sowohl vom Vorhandensein, als auch von
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der Stirke eines antigenspezifischen (HLA-A,-Ig Dimer) und eines Apoptose induzierenden

Signals (a-Fas Antikorper) abhingt.

Um die potentielle therapeutische Anwendbarkeit der KaAPC weiter zu untermauern, wurde
untersucht, ob diese antigenspezifische CDS8" T-Zellen auch aus einem Gemisch
unterschiedlicher ~ T-Zellen mit verschiedenen Antigenspezifititen depletieren werden
konnten. Hierzu wurde unter zur Hilfenahme der beiden Membranfarbstoffe PKH67 und
PKH26 und unter gleichzeitiger Verwendung von Annexin V und 7-ActinomycinD ein neuer
durchflusszytometrischer Test entwickelt. Dieser erlaubte die gleichzeitige, voneinander
getrennte Evaluation von Apoptoseraten in unterschiedlichen T-Zellpopulationen innerhalb
desselben Ansatzes. Durch die Anwendung dieser neuen Methode konnte der Beweis erbracht
werden, dass KaAPC antigenspezifische CD8" T-Zellen auch aus einem heterogenen Gemisch
autologer Fas” CD8" T-Zellen mit unterschiedlichen Antigenspezifititen eliminieren kénnen.

Fir den in dieser Arbeit entwickelten, sowohl phéanotypisch, als auch funktionell
charakterisierten KaAPC-Phinotyp konnte somit der ,,proof of concept™ erbracht werden. Da
KaAPC CD8" T-Zellen antigenspezifisch eliminieren, stellen diese eine neue,
vielversprechende Moglichkeit zur Modulation von T-Zellvermittelten Immunantworten da.
Jedoch miissten vor einem potentiellen Einsatz der KaAPC-Technologie in der Klinik zur
Behandlung von  Autoimmunerkrankungen, TransplantatabstoBungsreaktionen  oder

chronischen Infekten die in vivo Eigenschaften der KaAPC sorgfaltig evaluiert werden.
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