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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem ist essentiell fir das Uberlebenhifisdem Korper bei der Abwehr von
Bakterien, Viren, Protozoen und malignen kérpereigenen Zellen. Dafiir muss es die Pathogene
erkennen und eliminieren. Die erste Verteidigungslinie ist hierbei die Haut, welche bereits das
Eindringen in den Korper verhiedh soll. Umgehen Pathogene diese aul3eren Barrieren, wird die
angeborene Immunitat aktiviert. Der angeborenen Immunitat gehdren Komplementsystem,
Phagozyten (Makrophagen, dendritische Zellen), natirliche Killerzellen-Zg&lkn) und
l6sliche Mediatoren an.

Korpereigene Zellen tragen zur Erkennung spezifische Glykoproteine, genannt
Haupthistokompatibilitatskomplex (MHC) Klas$eUber diesen MHC Klassewerden von der
Zelle synthetisierte Proteine prozessiert, sodass entartete oder infizierte Zellen eekaiemt
konnen. Die Komponenten des erworbenen Immunsysterdgll& und FZellen, kébnnen so
eine pathogenfokussierte Abwehr generieren. Beim Kontakt mit bekannten Pathogenen wird das
erworbene Immunsystem diese Uber Antikdrper, produziert vafelBn, und durch direkt
zytotoxische TZellen effektiver und schneller als mit der angeborenen Immunitat eliminieren

konnen[1].

1.2 T-Zellen

T-Zellen kdnnen nach ihren Aufgaben bei der Pathogenerkennung und bei deren Eliminierung
unterschieden werden. Die-Helfer-Zellen, welche durch das Oberflachenmolekil CD4
gekennzeichnet sind, erhalten Signale von antigenpréasentierenden Zellen und aktivieren
anschlieBend die weiteren Komponenten der erworbenen Immunitat. Antigenprasentation ist eine
wesentliche Funktion von dendritisch&ellen, Monozyten, Makrophagen unelZBllen. Hierzu

werden extrazellulare Proteine durch Endozytose aufgenommen und in kurze Peptide gespalten.
Diese werden dann tUber den MHC Kla&s#ir die TFHelfer-Zellen prozessiert. Auf dieses
Signal hin geben die-Helfer-Zellen Typ2 tber Zytokine (H3, II-4 und IF10) Signale an B

Zellen und stimulieren diese zur Antikérperproduktion und Antikdrperfreisetzung. Eine andere
Gruppe, die THelfer-Zellen Typl, stimulieren mit den Zytokinen -#, INF2 und TNF
zytotoxische ¥Zellen. Diese zytotoxischen-Zellen, welche durch das Oberflachenmolekdl

CD8 zu erkennen sind, zerstoren Uber Perforine die Membranintegritat der Zielzellen. Dariber
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hinausgehend konnen  zytotoxische -Zd@llen und TFHelfer-Zellen nach ihrem
Differenzierungsgrad unterschieden werfEgn

1.3 Differenzieung der T-Zell-Subpopulationen

Die T-Vorlauferzellen werden im Knochenmark gebildet und wandern anschlie3end in den
Thymus. Dort werden wéahrend der positiven Selektion ndellen ausgewahlt, welche MHC
Molekule erkennen und somit funktionsfahig sind.i¥&in werden durch negative Selektion
T-Zellen, die eine Immunantwort gegen koérpereigene Zellen auslésen, in die Apoptose
getrieben. Dann verlassenHelfer-Zellen und zytotoxische -Zellen den Thymus. Zu diesem
Zeitpunkt besitzen sie die Fahigkeit, Ub&ochendotheliale Venolen in alle sekundar
lymphatischen Organe, 0. Lymphknoten und Tonsillen, einzuwandern. Dort kommen sie in
Kontakt mit antigenprasentierenden Zellen. Durch Antigenkontakt differenzieren sich die T
Zellen weiter zu verschiedenen Pggiionen von Memorfi-Zellen und EffektofT-Zellen.
Effektor-T-Zellen befinden sich vor allem im peripheren Gewebe, wo sie direkt und schnell auf
Antigene reagieren. Centrlemory-T-Zellen kénnen hingegen in die sekundar lymphatischen
Organe einwanderji] [Abbildung 1].

Thymus

Lymphknoten @
@ /
‘ @

“
®

Abbildung 1: Differenzierungsstatus der FZellen in Thymus, Blut und Lymphknoten

Nach der Selektion verlassen die naive@éllen den Thymus. Sie kdnnen, wie auch Ceritamory-T-Zellen, in
den Lymphknoten immigrieren.Im Blut finden sind alle verschiedenen -ZEll-Subpopulationen.
Tcem= CentralMemory-T-Zelle
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1.4 Durchflusszytometrische Bestimmung der Subpopulationen vezellen

In den vergangen Jahren wurden verstarkt Anstrengungen unternommen um den Phanotyp von
verschiedenen ell-Subpopulationen genau zu beschreiben und dadurch das Verstandnis Gber
ihre funktionellen Aufgaben im erworbenen Immunsystem zu erhéhen. Seit dem Aufkommen
von multiparametrischer Durchflusszytometrie ist es mdglich, gleichzeitig versceied
Oberflachenmolekdle, die von einetZElle exprimiert werden, zu detektieren.

In den letzten Jahren wurden verschiedene Hypothesen Uber-Zgd-Differenzierung
veroffentlicht. Diese unterscheiden sind grundsatzlich dadurch, dass sie liegaee
Entwicklung einer verzweigten Entwicklung gegeniberstellef2, 3]. Manche Autoren
beschreiben die Entwicklung in nur eine Richtung, wé&hrend andere von reversiblen
Differenzierungsschritten ausgehen. Obwohl sich noelmds der Differenzierungsmodelle
durchgesetzt hat, haben sich einige stabile Oberflachenmolekile zur effizienten
Charakterisierung von naiven, Memerund EffektorT-Zellen etabliert: CD45RA, CD27,
CD28, CCR7 und CD574-17]. Diese Oberflachenmolekile werden entsprechend dem
Vorhandens@ oder Fehlen von Antigenen und-stimulatorischen Molekilen schnell hech
oder herunterreguliert. Im Allgemeinen kann man sagen, dass beim Menschen das Priming von
naiven FZellen zu deren Entwicklung zu antigenspezifischeZellen mit verschiedenen
funktionellen Eigenschaften fuhrt. Solche Entwicklungsstadien schliezen
CD45RA+/CD27+/CCR7+ naive,CD45RA+/CD27+/CCD7 Effektor, CD45RA/CD27-
Memory, CD45RA/CD27-/CCR7+ CentralMemory, CD45RA/CD27-/CCR7 Effektor-
Memory-T-Zellen mit ein.

Bis heute wurde diese FZell-Subpopulationen nicht bezlglich der Zusammensetzung ihrer
T-Zell-Rezeptoren (TCR) untersucht. Im Allgemeinen ist wenig tber die Wechselwirkung der T

Zell-Differenzierung mit der Etablierung eines funktionellen F€RRepertoires bekannt.

1.5 TCR-Diversitat durch TCRRearrangement

Der TCR ist ein membrangebundener Heterodi me
2/ U) besteht. Er ist assozi i ¢lBltWahientd dedlégelh z yt ¢
Entwicklung stellt das Rearrangement von Viid V3IGe nen dwend -Kettélidie
molekulare Basis der enormen Diversitdt des TCRIr Durch die allelische Exklusion kann

nur eineAr t Kert t & a u fT-Zgllee ekmrimiert Uverlen. Daher kann sie genutzt
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werden, um klonale Expansionen ausfindig zu machen und dasVT&HRepertoire zu
untersucheii20].

CD3
E D

Abbildung 2: Darstellung des FZell-Rezeptors

Der TCR i st ein membrangebundewmrd dRolyeeptidkiite besteht. Jedee | ¢ h
der beiden Ketten setzt sich aus einer variablen und
Kette kann genutzt werden, um kkde Expansionen ausfindig zu machen. Der TCR ist assoziiert mit dem
zytoplasmatischen Protein CD3.

Derzeit konnen mit Hilfe von Durchflusszytometrie und 25 monoklonalen Antikdrpern fést 85
der TCRV BFamilien humaner -Eellen charakterisiert werden. i€3es Verfahren wurde
weiterhin genutzt, um das TCRBRepertoire bei verschiedenen Krankheitsbildern wie
Infektionen, Neoplasien und Transplantation zu untersuf@ief3]. Bei diesen Arbeiten laged
Fokus eher auf zytotoxischen uneHElfer-Zellen. Damit ist bislang der Aufbau des TORb
Repertoires innerhalb der verschiedenerell-Subpopulationen unzureichend erfasst. Einzelne
Darstellungen zeigen vor allem die technischen, aber nicht die isicheg Aspekte auf und
bestéatigen die Komplexitat der T@RBRepertoireZusammensetzur{g4].

1.6 TCRKIlonotypen zur Darstellung von Haufigkeiten

Bei jeder FZelle wird die Antigenspefitat durch ihre spezifische TGRDR3Region, auch
Klonotyp genannt, bestimni25]. Klonotypen kénnen zur Identifizierung von individuellen CTL
Klonen genutzt werden und konnten damit den Angriffspunkt fur die Zielantigene darstellen
[26].
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Moderne Technologien erlauben die Identifikation und Q@fikation von dominanten
Klonotypen durch Darstellung der Haufigkeit von identischen Sequenzen innerhalb der CDR3
Region eines PCIRrodukteg23, 26, 27]

1.7 Ubiquitare Viren bei immunsupprimierten Patienten

Eine effiziente Immunantwort auf ubiquitare Viren wie Cytomegalovirus (CMV), Ep8ain

Virus (EBV) und Adenovirus spielt eine wichtige Rolle bei immunsupprimierten Patienten.
Beispielsweise sind diese Viren eines der klinischen Hauptprobleme bei -Ouogah
Knochenmarkstransplantationfiil, 28] Antivirale Medikamente stellen die Therapie der Wahl

dar, sind jedoch durch ihre toxischen Nebenwirkungen nur begrenzt einsetzbar. Beim klinischen
Einsatz sind diese antiviralen Medikamente aufl3erdem oft wirkun@8s2].

Fur zahlreiche autoimmuvermittelte und bakterielle Erkrankungen sind monoklonale
Antikdrper eine revolutionare Therapieoption. Die Bekampfung von zahlreichen Erkrankungen
viraler Genese ist jedoch abhangig von deterktion mit T-Zellen und daher die
Antikorpertherapie weniger bedeutefd. In den vergangenen Jahren wurde daher verstarkt auf
dem Gebiet der zellularen Therapien mit autologen, ex vivo expandie#elieh zur adoptiven
T-Zelltherapie geforscht. Diese konnte in Zukunft eine Alternative zu bisherigen

Therapieoptionedarstellen.

1.8 Bisherige Bedeutung der adoptiven Immuntherapie

Die adoptive TZelltherapie gilt als hoffnungsvoller Ansatz fur viele bisher nur unzureichend
therapierbare Krankheiten. Hierzu werden spezifisci#ellen isoliert,in vitro kultiviert und
anschlieBend zur Therapie dem Patienten infundiert. Ein Anwendungsgebiet kdonnten die oft
todlichen opportunistischen Infektionen nach Transplantationen sein. Es gibt derzeit
hoffnungsvolle therapeutische Ansaf38-35]. Auch an der Charité Berlin wurden bereits mehr
als 30 Patienten erfolgreich gegen EBV bzw. CMV Infektionen mit adoptivéellherapie
behandel{36-38]. Die Methode wird derzeit zur breiten Anwendung beim Patienten vorbereitet.
Jedoch haben diese frihen Studien auch die Grenzen ag®iliiien zur adoptiven T
Zelltherapie aufgezeigt. Ein wesentlicher Punkt ist hierbei die Limitation der Lebenszei der T
Zellen auf wenige Wochen, vor allem bei CMyezifischen 3Zell-Kulturen, die vorwiegend
Effekto-Memory-T-Zellen enthalterf39, 40] In Studien wurde die Dauer der Lebenszeit mit

dem Subpopulationefyp korreliert, denn vor allem Centriglemory-T-Zellen werde als

10



Einleitung

besonders langlebig im Vergleich zu Effektand EffektorMemory-T-Zellen beschriebef8].
Diese Tatsache suggeriert, dass die Bestimmung der Subpopulation als Parameter zum besserer

Monitoring dieser Zellen genutzterden koénnte.

1.9 Zielstellung der Arbeit

T-Zellen expandieren, nachdem sie durch Antigeggeprimt wurden. Sogar nach einer
Reduzierung der Kloneind Kontrolle der Infektiorwéhrend der Kontraktionsphase ist die
Anzahl der antigenspezifischen Zellen irtredb der MemoryT-Zellen immer noch deutlich
groBer als bei den naiven-Zellen. Unter Berlcksichtigung dieser Verandgem bei der
Verteilung wirde man ein polarisiertes TORBRepertoire bei den Memoil-Zell-
Subpopulationen erwarten. Basierend auf diesen Erwégungen, lautet die Hypothese dieser
Arbeit:

Hypothese Die Klonalitat der TFZell-Subpopulationen nimmt entlang e
Differenzierungspfades von naiven zu MemdrZellen zu und ist somit am meisten

polarisiert innerhalb der Effektound EffektorMemory-T-Zellen.

Zudem wurden die Ergebnisse durch die Analyse wa&elllinien zur adoptiven ¥Zelltherapie
mit der hier &ablierten Methode in die klinische Anwendung Ubertragen. Insgesamt werden

daher folgende Teilaspekte bearbeitet:

1. Bestimmung der TGR BRepertoireVariabilitat bei verschiedenen Subpopulationen

entlang des Zell-Differenzierungspfades.

2. In vitro Analyse der durch virusspezifische Peptide expandierten humaZdehem im

Bezug auf TCR/ BExpression und Subpoptilenenspezifitat.

3. Molekulare Analyse der einzelnen rearrangierten TKi@hotypen und Ermittlung von

klonotypischen Expansionen innerhalb einzelner -NCBEamilien.

Dies ist die erste systematische Arbeit, welche bei aliZellFSubpopulationen deniifluss des
Differenzierungsstatus auf das TGRBRepertoire untersucht. Es wird desvivo TCR-V b

Repertoire unter verschiedenen physiologischen Bedingungen -#eildn in verschiedenen

11
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Differenzierungsstufen charakterisiert und quantifiziert. DieséeBihzierungsstufen schliel3en
Effektor-, Memory und naive TZellen mit ein. Sie werden bezuglich der Expression der
Oberflachenmolekile CD27, CD45RA, CCR7 und CD57 untersucht. Diese Werte kénnen als
Referenzwerte fur andere Studien Uber das -M¥Repertire unter pathologischen
Bedingungen genutzt werden.

Weiterhin wird das TCR/ BRepertoire bei diesen Lymphozyt&ubpopulationen nachx
vivo Expansion zur adoptiven-Zelltherapie mit Viruspeptiden untersucht. Dafr wird das TCR
V BRepertoire von 18 antmspezifischen -Eelllinien im ersten Schritt mit monoklonalen

Antikorpern analysiert, um dann im Weiteren prominente Expansionen zu sequenzieren.
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2 Material

2.1 Verbrauchsmaterial

Artikel

Hersteller

Kryo-Einfrierréhrchen

Greiner, Ammerbuch , Deutschic

25- und 75cn? Zellkulturflaschen

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

24-Loch Zellkulturplatten

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

96-Loch Zellkulturplatten

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

3,5ml TransferPipetten

SarstedtNumbrecht, Deutschland

5, 10, 25ml Pasteurpipetten

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

10, 100, 100 | Pi petten

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

10, 100, 100 | Pi pettenspi

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

15 und 50l FalcorR6hrchen

Beaon Dickinson, Heidelberg, Deutschland

DurchflusszytometridRhrchen

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Phase Lock Gel Rohrchen

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Montage SEQ96 Sequencing

Reaction Cleanup Kit

Millipore, Billerica, USA

2.2 Reagenen und Chemikalien

Reagenzien/Chemikalien

Hersteller

NatriumazidLosung

Merck, Darmstadt, Deutschland

PBSPufferlosung

PAA, Pasching, Osterreich

RPMI-Medium

Biochrom, Berlin, Deutschland

Fotales Kalberserum

Biochrom, Berlin, Deutschland

Penizillin-StreptomycinLésung

Biochrom, Berlin, Deutschland
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Proleukin2 (humanes Interleukif)

Chiron, Ratingen, Deutschland

Trypanblau

Sigma Aldrich, Schnelldorf, Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma Aldrich, Schnelldorf, Deutschland

IMMULITE 1000 Luminometic Assay

Siemens, Deerfield, USA

Trizol Invitrogen, Carlsbad, USA

Chloroform Fisher Scientific Fair Lawn, USA
Isopropanol Fisher Scientific Fair Lawn, USA
Ethanol Sigma Aldrich, Schnelldorf, Deutschland

nukleasefreies Wasser

Fisher Scientific FairLawn, USA

Agarose

Invitrogen, Carlsbad, USA

TAE-Puffer fur Gele

Fisher Scientific Fair Lawn, USA

Ethidiumbromid

Fisher Scientific Fair Lawn, USA

PCRLoadingFarbstoff

Promega, Madison, USA

Perfectprep Gel Cleanup Kit

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

SuperScript Il RT Kit

Invitrogen, Carlsbad, USA

TagPolymerase

Invitrogen, Carlsbad, USA

Magnesiumazetat

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Desoxynukleosidlriphosphate (ANTP)

Roche, Grenzaelyhlen, Deutschland

TA Cloning Vector pCR2.1

Invitrogen, Calsbad, USA

x-Gal

Invitrogen, Carlsbad, USA

2.3 Medien und Puffer

Artikel

Zusammensetzung

Zellkulturmedium

500ml RPMIMedium, 10% FCS, 1%
Penizillin/Streptomyzin
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Einfriermedium

50ml FCS, 1% DMSO

Durchflusszytometrid®uffer

500ml PBS, 1% FCS, 0,01% Natriumazid

PCRGel

1,5% Agarose, 2| Ethidiumbromid je 100nl
TA Puffer

DANN-Suspensionspuffer

EDTA und Tris

2.4 Antikorper, Beads und Live/Dead fixable Kit

Antikorper, Beads, Live/Dead fixable Kit

Hersteller

Antikorper CD4 (PeCy7)

Caltag Laboratories, Bangkok, Thailand

Antikorper CD8(Pacific Orange)

Invitrogen, Carlsbad, USA

Antikérper CD3 (PerCP)

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Antikdrper CD27 (Alexa Fluor 700)

BioLegend, San Diego, USA

Antikdrper CD45RA (ECD)

Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland

Antikdrper CD45RA (PETexas Red)

Invitrogen, Carlsbad, USA

Antikdrper CD57 (Alexa 647)

BioLegend, San Diego, USA

Goatanti-MouselgG2a, humaradsBiot

Biozol, Eching, Deutschland

Streptavidin (Pacific Blue)

Invitrogen, Carlsbad, USA

Anti-human CCR7 (unkonjugiert)

R & D Systems, WiesbadeNordenstadt,
Deutschland

Anti k° 6.p@EITC) VD

Pierce Endogen, Rockford, USA

Antikdrper CD4 (Pacific Blue)

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

BD Comp beads AndMouselg

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

BD Comp Bead Negative Control

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

IO Test Beta Mark TCR BetRepertoire Kit

Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland

Live/Dead fixable Kit (APC Cy7)

Invitrogen, Carlsbad, USA

Antikorper CD4+ PE fir magnetische Beads Becton Dicknson, Heidelberg, Deutschland
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Antikérper CD8+ PE fur magnetische Beads

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Anti-PE fir magnetische Beads

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,

Deutschland

2.5 Produkte zur magnetischen Zellseparation

Artikel

Hersteller

INF-2 Secretion Assay (Cell Enrichment and
Detection Kit)

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,

Deutschland

MACS Trennsaulen (MS; LS)

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,

Deutschland

MACS MultiStand

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Mini- und OctoMACS Separator

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,

Deutschland

MACSmix Rotator

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

2.6 Laborgerate

Gerat

Hersteller

Bestrahlungsgerat Gamma G40

Atomic Energy, Mississauga, Kanada

Durchflusszytometer LSR I

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Einfrierbox Nalgene, Roskilde, Danemark
Feinwaage Satorius, Gottingen, Deutschland
Gefriertruhe {80 °C) Liebherr, Oberhausen, Deutschland
Inkubator Heraeus, Berlin, Deutschland
Kuhlschrank Liebherr, Oberhausen, Deutschland
Mikroskop Leica, Braunschweig, Deutschland
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NeubaueiZahlkammer

FeinOptik, Jena, Deutschland

Pipettierhilfe

Matrix Technologies, Feldkirchen,

Deutschland

Sterilwerkbank

Heraeus, Berlin, Deutschland

Stickstoftank Taylor-Wharton, Husum, Deutschland
Wasserbad GFL, Burgwedel, Deutschland
Zentrifuge Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Mastercycler

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Vakuum Manifold

Millipore, Billerica, USA

4625 TiterPlateShaker

Lab line, Vadodsa, India

2.7 Software

Software Hersteller
FACSDiva Software Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
FlowJo 8.8.3 Tree Star, Ashland, USA

Microsoft Excel und Word 2002

Microsoft, Unterschleiffheim, Deutschland

SPSS 16.0 fur Windows

SPSS GmbH Softwar Miinchen, Deutschlan
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3 Methoden
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Abbildung 3: Ubersicht der angewendeten Methoden

Initial wurden aus dem HeparBlut gesunder Probanden die mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (PBMC)
gewonnen. Ein Teil der Zelh wurde am Entnahmetag mittels Durchflusszytometrie auf digell¥
Subpopulationenverteilung im peripheren Blut analysiert. Mit den verbliebezeidnh wurden ¥Zellkulturen zur
adoptiven FZelltherapie generiert und die Verteilung deiZ&ll-Subpopuldabnen veglichen. Herausstechende
TCR-V BExpansionen wurden fur die molekulare Analyse mittels I3&guenzierung gewahit.

3.1 Eigenschaften der Kontrollgruppe

Das Blut von 66 Probanden deutscher unddd&rikanischer Herkunft wurde, nach Ausschluss
von autoimmunlogischen und malignen Erkrankungen in der Krankheitsgeschichteniind
schriftichem Einverstandnis der Probanden, fir die Analyse genutzt. Insgesamt wurden 34
Manner und 28 Frauen (das Geschlecht der vier Nabelschnurblutspender ist unbekannt)
untersucht Die Probanden waren im Median 38 Jahre alt. Das Altersspektrum reichte von O
(Nabelschnurblut) bis 71 Jahren.
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3.2 Methoden der Zellisolierung und Zellkultur

3.2.1 FicoltHypaque-Dichtegradientenzentrifugation

HeparinBlut wurde im Verhaltnis 1:1 mit PB%erdiinnt. FalcofR6hrchen mit einem Volumen

von 50ml wurden mit je 15nl des Lymphozytentrennmediums Ficoll (Biocoll Separating
Solution, Biochrom AG, Deutschland) befullt. Darauf wurden vorsichtignB@es mit PBS
verdinnten Vollblutes geschichtet, wwime Vermischung der beiden Substanzen zu verhindern.
Die beflllten Réhrchen wurden fur ®linuten bei Raumtemperatur und einer Beschleunigung
von 1000g mit Verzicht der Bremse zentrifugiert. Es bildeten sich unter Zentrifugation vier
Phasen heraus. Da%lRt, bestehend aus Erythrozyten und Granulozyten, wurde durch eine
Schicht aus Ficoll von einem feinen Ring von den mononuklearen Zellen (MNC) des peripheren
Blutes und dem darauf befindlichen Plasma getrennt. Der weil3e Ring aus mononuklearen Zellen
wurde vorsichtig unter Vermeidung der Mitnahme von Plasma und Ficoll mit einer
Pasteurpipette abgenommen und in einmb@alcorRo6hrchen tberfihrt. In diesem Rdhrchen
wurden die mononukledren Zellen zweimal mitrdl0Durchflusszytometrid®uffer (PBS, 26
FCS,0,02% Natriumazid) gewaschen und bei Raumtemperatur und einer Beschleunigung von
200g fur 10min zentrifugiert. Der Uberstand wurde jeweils abgenommen und verworfen. Die

Zellen wurden vorsichtig in Kulturmedium resuspendiert.

3.2.2 Zellzahlung

Zur Bestmmung der Anzahl lebender Zellen wurdenpd@er Zellsuspension mit 190 einer

1 %-igen Trypanblaulésung vermischt. ilDdieser Zellsuspension wurden in eine Neubauer
Zahlkammer gegeben. Die Deckglaser wurden angefeuchtet und gegen die Neubauer
Zahlkammer gedrickt, bis die sogenannten Newtonschen Ringe entstanden. Es wurde das Mittel
der lebenden, ungefarbten Zellen in den vier Grol3quadraten der Zéahlkammer bestimmt.

3.2.3 CMV-IgG-Serologie

Der CMV-Serostatus von 22robanden wurde mittels IMMULITE 100Luminometric Assay

fur die Bestimmung von CMNgG Antikdrpern in humanem Serum bestimmit.
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3.2.4 Generierung der CMV T-Zelllinien mittelsINF-o Sekr et i ons Assay

Es wurden 2Millionen mononukledre Zellen aus dem peripheren Blut pro Gddsitiven
Spender isoliert. 1Millionen Zellen wurden fur die durchflusszytometrische Farbung der-TCR
V BFamilien am Tad bendétigt. Mit weiteren mindestens Whllionen Zellen wurde eine T
Zelllinie generiert.

Die Zellen wurden zur Stimulation in eine-Pdchplatte gesetzt (210’ Zellen/Loch) und
sechs Stunden lang mit dem CMRéptid pp65 stimuliert. Danach vdem die Zellen im
Zellkulturmedium aufgenommen und auf eine Zellzahl von Kdlonen Zellen je 1ml
Zellkulturmedium eingestellt. Fir die Menge von einer Million Zellen wurde 25 -b-FRaRg
Antikorper zugefluigt. Dieses Gemisch musstemil® auf Eis inkbieren. Danach wurde mit
warmem Zellkulturmedium (Verdunnung auf eine Million Zellenil) die INFo Sekr et i ¢
induziert. Die Inkubation erfolgte unter kontinuierlicher Rotation bet@7nd 5% CQO, fur
50 min. Im Anschluss wurden die Zellen mit kaltemiKigiturmedium bei £C gewaschen und
abzentrifugiert (£C, 8min, 400g). Das Pellet wurde mit Pycoerythrin (PE) markiertem-tNF
DetektionsAntikorper (100e |  Ze |l | kul t u renhe/dliidnen Zellem)vwgenasch und
auf Eis inkubiert. Nach 1tin wurden die Zellen erneut mit kaltem Zellkulturmedium béC4
gewaschen. Die Zellen wurden nach ZentrifugatiohQ48min, 400g) mit antiPE-Beads flr
25min im Kihlschrank bei 4C inkubiert. AbschlieBend wurden die Zellen nochmals & 4
gewaschenzentrifugiert (4°C, 8min, 400g) und das Pellet wurde innl Zellkulturmedium
resuspendiert. Die Zellen wurden auf eine vorgespulte Separ&#uis gegeben und im
Magnetfeld in INFo-positive und INFo-negative Fraktionen getrennt. Die in der Saule
verbliebenen INFo-positiven Zellen wurden mit thl Zellkulturmedium (mit 200U/ml 1L-2)
und mit der Hilfe eines Stempels von der Saule in ein Loch einko@4dplatte eluiert. Die INF
o-negative Zellfraktion wurde bestrahlt (in einem Roéhrchen auf Eis ény3 und auf eine
Konzentration von 7,% 10° Zellen pro 1 ml Zellkulturmedium (mit 100/ml IL-2) eingestellt.
Ein Milliliter dieser Zellsuspension wurde als Feederzellfraktion zu derotNésitiven, CMV

spezifischen Zellen gegeben.

3.2.5 Kultivierung und Expansion der CMV-spezifischen FZelllinien

Die Kultivierung der TZelllinien erfolgte in 24Loch Zellkulturplatten. Das Zellwachstum
wurde anhand der GroRe der Proliferationsklumpen mikroskopisch bewertet. Die
makroskopische Kontrolle der Farbe dedliulturmediums diente als weiterer Indikator zur

Beurteilung des Wachstumsverhaltens der Zellen. Die Zellen wurden bei ausreichender Dichte
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und gleichzeitigem Farbumschlag des Zellkulturmediums von rot nach gelb gesplittet. Hierfur
wurden sie mit Hilfe mer Pasteurpipette resuspendiert und die Halfte der Zellsuspension wurde
in ein neues Loch uUberfuhrt. AbschlieRend wurde das Kulturvolumen durch Zugabe von

frischem Zellkulturmedium (mit 100J/ml IL-2) wieder auf 2nl pro Loch gebracht.

3.2.6 Zellkultur der CMV -, EBV- und Adenovirus-spezifischen FZelllinien

Anschlieend wurde die Analyse von-ZEllen gesunder Probanden vor und nach
Virusexpansionen durchgefuhrt. Die Virdslllinien wurden durch bekannte -Zell-
Expansionsprotokolle und wie oben besdheie generierf30, 31] Fur diese Doktorarbeit
wurden in vitro Kulturen von CMV(n=7), EBV- (n=6) und Adenoviruspezifschen (r= 5)
Lymphozyten genutzt. Fur diese Kulturen wurdenZé&llen nach Peptidstimulation und IFN
Selektion expandiert. Die Peptidstimulation erfolgte fiur CMV Stimulierung mit pp65/IE1
Peptiden und fur EBV Stimulierung mit EBNA 1, 2, 3, BZLF1 und LMFPUr die Stimulierung
mit Adenovirus wurde ein AdenovirteptidMix verwendet.

Zwei der CM\£Zelllinien generierte ich selbst. Aul3erdem wurden vier CE8Hlinien von
Sandra Zwinger (Medizinische Immunologie, Charité), sechs-EBN\linien von Andy RomHd
(Medizinische Immunologie, Charité) und sechs Adenoviteiinien von Sophie Gaubert

(Experimentelle Padiatrie, Charité) generiert.

3.2.7 Kryokonservierung von Spenderzellen

Die Zellen wurden auf 4C gekuhlt und dann pelletiert. Nach 8in Kuhlungauf Eis wurden

die Zellen in kaltem Einfriermedium (FCS mit ¥® DMSO, 4°C) aufgenommen. In die, bei

4 °C vorgekuhlten, Kryorohrchen wurden I der Zellsuspension aliquotiert, sodass die
absolute Zellzahl bis 2610° Zellen pro Réhrchen betrug. Die yaréhrchen wurden mit Hilfe
einer temperaturkontrollierten Einfrierbox, gefullt mit48oopylalkohol, um EC je Minute auf
-80°C abgekuhlt und anschlieBend zur weiteren Lagerung in flissigen Stickst®&°C)
Uberfuihrt. Am Tag der TR-V BFarbung wurden die Zellen aus dem Stickstofftank genommen
und fur den Transport auf Eis gelagert, um dann direkt in da€ 3varme Wasserbad tberfuhrt

zu werden. Danach wurden die Zellen in Rohrchen mit vorgewarmtem Zellkulturmedium

Uberfuhrt und ihe Zellzahl mit Hilfe von Trypanblau bestimmt.
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3.3 Durchflusszytometrie

3.3.1 Durchflusszytometrische Farbung

Zu Beginn der Experimente wurden verschiedene Antikdrper, Antikdrpertitrationen, Farbezeiten
und Temperaturbedingungen getestet. Um den spekBai#aver und die Variabilitat zwischen

den Messungen zu minimieren, wurde jede Farbung durch eine spektrale Kompensation mit BD
Kompensationsbeads vorbereitet. Die folgenden Bedingungen erwiesen sich als ideal:

Fur jeden Probanden wurden neun Roéhrchefdrge jedes mit mindestens eiridillion
Zellen. Die Farbung dauerte &tin, wurde abgedunkelt und beP@ gekuhlt durchgefuhrt. In
jedem der Rohrchen befanden sich die Antikdrper zur Bestimmung der Subpopulationen von T
Zellen: Pacific BluekonjugierterCCR7 (selbskonjugiert: 1¢ | @uotivibuse 1gG2a+ 1¢ |
Streptavidit 1¢ | -Humtani CCR7), & |IPerCpkonjugierter CD3, 2,8 IPacific Orange
konjugierter CD8, 1,5 |ECD-konjugierter CD45RA oder 8 IPE Texas Re#tonjugierter
CD45RA 3¢ | P-&o@jygiérter CD4 oder 8 | P a c i-kbnjugiertds Cde E | Al ex a
700-konjugierter CD27, 2,5 | Al ekorgugiestdr €D57. Fur die TGR BFarbung wurden
8¢ | der 24 F 1 T-onjogererodePdappakonjndieaecnionoklonale Antikérper
genutz.

Zur Bestimmung des TGR BRepertoires wurde das IO Test Beta Mark Kit von Beckmann
Coulter verwendet. Das Kit besteht aus acht verschiedenen Antikdrperkombinationen, welche
jeweils drei TCRV BFamilien beinhalten. Die Antikdrper der einzelnen Familiad geweils an
die Fluoreszensfarbstoffe FITC oder PB7o0der
Familie mit 4¢ | e i n-&omnjugiErle Antikorpers gefarbt. Nach zweifacher Waschung
wurde die Messung am Durchflusszytometer LSR2 durchgefihrtir dairden die Zellen in
200¢ | Dur c hf | -Rufer anfgermmmeen. rDie €Zellen wurden wéhrend der gesamten
Prozedur gekudhlt und moglichst wenig dem Licht ausgesetzt. Abbildung 4 zeigt eine
Beispielfarbung.

Zur Farbung der kryokonservierterZEllen derviralen Zellkulturen wurde aul3erdenz4 d e s
APC Cytkonjugierten Live/Deead fixable Kit genutzt.
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FACS-Gating-Strategie
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Abbildung 4: Gating-Strategie fir die durchflusszytometrische Messung mit Beispielfarbung

Es wurde das Blut von 66 Probandamischen 0 und 72 Jahren analysiert TZER-V BFamilien und verschiedene
Oberflachenmolekile wurden in neun verschiedenen Rohrchen gefarbt. Mit FlowJo 8.8.3 wurden die Daten wie
folgt ausgewertet: Zuerst wurden bei den Lymphozyten dielimarker CD3 undCD4 oder CD8 gegatet. Diese
wurden dann bei den verschiedenerZdll-Subpopulationen untersucht. Das T@RBRepertoire von CD4
positiven und CD&ositiven FZellen und ihren Subpopulationen wurde bestimmt.

3.3.2 Durchflusszytometrische Messung

Das 3Laser, 18Kanal Durchflusszytometer LSR2 wurde fir die Messungen genutzt. Fir die
Kompensation wurden Kompensationsbeads und die automatische Kompensation der DIVA
Software genutzt. Jede Messung wurde mit der maximalen Anzahl moglicher Events, mindestens

jedoch mit 16 Zellen im Lymphozytengate, durchgefiihrt.

3.3.3 Datenanalyse

Die weitere Kompensation und die Datenanalyse wurden mit FlowJo 8.8.3 (Free Star, USA)
durchgefuhrt. Um das TCR BRepertoire bei CD3+/CD4+ und CD3+/CD8+ Zellpopulationen

23



Methoden

und ihren individuellen Subpopulationen zu charakterisieren, wurde die in Abbildung 5
dargestellte Gatintrategie gewéhlt. Dabei wurden zu Beginn die Lymphozyten mit Hilfe von
Vorwartsstreulicht und Seitwartsstreulicht gegatet. Bei den zuvor eingefrorenen Zellen der
Zelllinien wurde dann zusatzlich noch mit einem Live/D&adbstoff siclergestellt, dass alle
nicht durch die Waschschritte beseitigten, toten Zellen ausgeschlossen wurden. Danach wurden
die Lymphozyten noch einmal anhand von CD3 selektiert. Daraufhin veundehen CD4+ und
CD8+ Lymphozyten unterschieden. Um die TUMFamilien zu charakterisieren, wurden
weiterhin FITG, PE oder FITC/PEpositive Events in jedem Rohrchen gegated und der
prozentuale Anteil jeder TGR BFamilie errechnet. Fur die weitere Ayse wurden sowohl bei
CD3+/CD4+ als auch bei CD3+/CD8+ Lymphozyten weitere Subpopulationen anhand der
Oberflachenmolekile CD45RA, CD27, CCR7 und CD57 charakterisiert. Auch bei diesen
Subpopulationen wurden die T@RBFamilien bestimmt. Um statistische Kirlenz zu
gewahrleisten und die Detektion von Pseudoklonalitaten durch zu geringe Zellzahlen zu
vermeiden, wurden fir die TCGR BFamilienAnalyse nur Subpopulationen mit einem

Mittelwert von mindestens 20@®xllen genutzt.

naive Memory Effektor
CD45RA+ CCR7+ CD27+ CD45RA- CD27+ CD45RA+ CD27-
CD45RA+ CCR7+ Central-Memory Effektor-Memory CD45RA+ CCR7-
CD45RA+ CD27+ || CD45RA- CCR7+ CD27+ | | CD45RA- CCR7- CD27+ CcD27-
CD45RA- CCR7+ CD45RA- CCR7- CD57+

Abbildung 5: Festlegung von verschiedenen CD3+/CD4+ und CD3+/CD8+Zell-Subpopulationen

Die Nutzung verschiedener Kombinationen von Oberflachenmolekilen erlaubt die Identifikation fastZsler T
Subpopulationen. In dieser Studie wurden die subpopuotiaefinierenden Oberflachenmolekiille CD45RA,
CCR7, CD27 und CD57 genutzt. Durch sie war eine Unterteilung in naive, Men@egtralMemory-, Effektor
Memory und EffektorT-Zellen mdéglich.
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3.4 TCRSingle-Kolonie-Sequenzierung

Herausstechende, mit Hilf der Durchflusszytometrie ermittelte, pathologische NCR

Expansionen wurden fir die weitere molekulare Analyse selektiert. Die Sequenzierung wurde in
den folgenden Schritten durchgefiihrt [Abbildung 6]:

Schrittweise Vorgehensweise fir die TCR-VB-Sequenzanalyse

Vendses Blut
J
Isolation von mononukledren Zellen:
Ficoll
\:
Separation CD4+/CD8+ T-Zellen:
MACS-Separation
\:
Herstellung der RNA:
Trizol und Phase Lock Gel Tubes
\:
Herstellung der cDNA:
First strand cDNA-Synthese
J
Amplifizierung der TCR-VB-Familien:
Single-VB-PCR
4

Isolation der PCR-Bande:
5-Prime Agarose Gel Extraction Kit
\:
Subklonierung des PCR-Produkts (16h, 4°C) und
Transformierung der Ligation in E.coli:
TA Cloning Kit
y
Seleltion von positiven Kolonien:
Colony-PCR {(M13 Primer)
J

Aufreinigung des positiven PCR Produktes:
Millipore yPCR-Platte (mit Vakuum)
\:

Sequenzierung:
PCR (M13F Primer mit Bigdye)
\:

Aufreinigung des Sequenzierungs-Produktes:
Millipore uySeq-Platte {mit Vakuum)
y

Sequenzierung:
z.B. ABI 3100 Sequencer
y
Analyse der Sequenzen:
Zusammenfilhrung der einzelnen Dateien durch Aeromerge,
Analyse mit dem IMGT TCR-Analysewerkzeug

Abbildung 6: Die einzelnen Schritte der TCRSequenzierung
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3.4.1 Separation von CD4+ und CD8+ “Zellen und RNA-Isolierung

Es wurden die #Zellen gesunder Probanden vor und nach Kultur genatginem Magnetfeld
wurden die Zellen in CD4CD8+ und CD4+/CD8 Fraktionen getrertn Im Weiteren wurde

RNA extrahiert. Dafiir wurden j&x 10° Zellen mit 1ml Trizol fiir 5min bei Raumtemperatur
inkubiert. In der Zwischenzeit wurden dhase Lock Gel Réhrchen durcimih Zentrifugation

bei maximaler Geschwindigkeit vorbereitet. AnseBknd wurde in jedes Rohrcherml
Trizol/RNA-Gemisch und 20Ql Chloroform gefullt, beides vermischt und nbn bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Trennung der beiden Phasen wurde durch Zentrifugation bei
12000g fur 5min erreicht. Die obere Phase mit A wurde in 50&I Isopropanol tberfihrt

und nach 10nin Inkubation fur 10nin bei maximaler Geschwindigkeit abzentrifugiert. Dadurch
setzte sich die RNA ab. Anschlieend wurde die RNA im Pellet mBe-idem Ethanol

gereinigt und dann bei 55 bis 80 in 20 ul nukleasefreiem Wasser aufgelost.

3.4.2 Herstellung der cDNA

Aus der RNA wurde mit dem SuperScript Il RT Kit von Invitrogen nach Herstellerinformation
cDNA synthetisiert.

3.4.3 Amplifizierung der TCR-V BFamilien

Die cDNA wurde mit einem nickhgelebelten ConstartRegion antisensdP’rimer und 22
verschiedenen TGN BFamilienspezifischensense Primermamplifiziert [41]. Dabei waren,
anders als bei der 6,Du¥ & h @ had snbeprijfénodedodhrgibtees VD
keine Primer f¢ X0 durd PSRudogene VD

Der PCRMastermix setzte sich wie folgt zusammen: b xPORPuffer mit
Magnesiumazetat (1%M), 2¢ | D e o x y-mripHodpleate dNTP) (2mM), 2¢ | thi c h
gelabelterConstantRegion antisense Primg8e M) e | 2 dmeMs ser3e TCR/b  Pr i mer
Be M), €0, ZIHge( 5 Eppenddr fc)DNAL warlhdiesi nit nukl
zu einem Volumen von 256 | aufgef ¢l It .

In einem Mastercycler (Eppendorf) wigr dann die Reaktion durchgefihrt: Nach der initialen
Denaturierung bei 95C fur 5min wurden die ToucllownCycles durchgefihrt (Denaturierung
bei 95°C fur 30Sekunden; Annealing bei 68, -1°C pro Schritt, fir 4@Gekunden und
Extension bei 72C fur 50 Sekunden). Dann liefen die 20 finalen PZiklen (30Sekunden bei
95°C, 40Sekunden bei 54C, 50Sekunden bei 72C) [23].
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3.4.4 Klonierung und Transformation des PCRProduktes

Die PCRProdukte wurden mit dem Perfectprep Gel Cleanup Kit nach Herstellerangaben
gereinigt. Von dem gereinigten Produkt wurden je 4 ¢ ber N &CcnittdembTeAi 14
Cloning Vector pCR2.1 gebunden. Am darauffolgenden Tag wurde die Hitzeschock
Transformierung in TOP1R. coli durchgefiihrt. Anschlie3end wurden diecBli fur 45min in

250e |  Sv@dium bei 37°C inkubiert und auf Agaroselatten (5 g/ ml  Ampdlcix | i r
Gal) verteilt. Bis zum néachsten Morgen wuchsen die Kolonien b&C3 Inkubatof{23].

3.4.5 KoloniePCR

Mindestens 20 einzelne -Qakpositive Kolonien, welche verschiedene Klonotypen
reprasentieren, wurden im Weiteren fir die Sequenzierung vorbereitet. Fir die Reaktion wurden
2¢ IM13R Primer, 3¢ | fParfer, le | Mg22IIdNTP (2,5mM) und 0,1e | Tag
Polymerase mit nukleasefreiem Wasser zu einem Volumenven30 auf gef ¢l I t . Da
Kolonie PCR im Mastercyler durchgefuhrt fbn Denaturierung bei 94C, 19 PCRZyklen:

30 Sekunden bei 92C, 30Sekunden bei 55C und 40Sekunden bei 72C) [23].

3.4.6 Aufreinigung und Sequenzierung

Zur Aufreinigung wurde das PCGRrodukt mit 8C | BESngpensionspuffer gemischt und

unter Vakuumsog getrocknet. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt. AnschlieRend wurde
die DNA mit 40¢ | nukl easefrei em Was smimbeilStufeBe Davo8 c h ¢ t
wurden dann 18 | mi ¢ | | EPiirBer zum Genomics Coreder Cleveland Cliniczur

Sequenzierung geschickt.

3.4.7 Analyse der Sequenzen

Innerhalb des Rahmens der CDR@inosédurensequenz wurden die Sequenzen mit dem V
Quest Algorithmus der Firma ternational Immunogenetics Information System
(http://imgt.cines.fr) analysiert. Die Haufigkeit, mit der ein bestimmter Klonotyp auftrat, wurde

aus dem prozentualen Anteil der identischen Sequenzen berechnet.
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3.5 Statistische Analyse

Die Analyse der Datewurde mit Hilfe von Microsoft Excel und SPSS 16.0 fur WindowsISP
Software GmbH, Deutschland) durchgefiihrt. Zuerst wurden die Mittelwerte derVTEER
Expansionen plus zwei Standardabweichungen (SD) fir jedeV 8Ramilie bei CD4+ und
CD8+ T-Zellen und allen Subpopulationen berechnet. Damit wurdeEdjgnsionszahhls
Anzahl der TCRV BFamilien bei einem Individuum definiert, welche die Referenzwerte der
jeweiligen TCRV bFamilie (Mittelwert+ 2 SD) Ubertrafen. Zur Veranschaulichung hier ein
Beispiel: Der Referenzwert (Mittelwett2S D) d & rFamWéb bei CD4+ Lympbzyten
betragt 8,420+ 3,94%. J e @ &ert gvBer 12,3% gilt somit als Expansion.

Wenn eine TCRY BFamilie eine Expansion, wie gerade beschrieben, zeigte, wurde aul3erdem
der Expansionsfaktoberechnet. Dieser Expansionsfaktor wurde genutzt, um di®&eGder
Expansionen ins Verhaltnis zum Referenzwert der -NClBFamilie zu stellen. Dafir wurde der
Wert der Expansion durch den Mittelwert des Referenzwertes geteilt. Es wird fir das genannte
Bei spi el ei ne ZEKamidenlwi OD4+ vdre 16,8%V dmgenommen: Damit
Ubersteigt der gemessene Wert den Referenzwert von %2,3ber Mittelwert der
Vergleichsgruppe ist nur halb so grof3 (8%4R Folglich betragt der Expansionsfaktor 2,0.

Unterschiede zwischen Expansionswerten und Expansionsfaktoren gehiedenen CD4+
und CD8+ Subpopulationen wurden mit dem nichtparametrischen Wil€besinflir gepaarte
Werte analysiert. Fur die 25 verschiedenen TCRFamilien wurde die Korrektur fur multiple
Endpunkte mit BonferrorTest durchgefuhrt. Weiterhin wurderzUntersuchung des Einflusses
der CMV-Serologie auf das TCR BRepertoire die Varianzanalyse genutzt. Bei allen

Berechnungen wurde einWertkleiner0,05 als signifikant angesehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Messung und Berechnung der TER BFamilien-Referenzwete bei

gesunden Probanden

4.1.1 Zusammenstellung des Antikdrperpanels fur eine optimale Gatin§trategie

Basierend auf den Erfahrungen bei der Analyse des-V®Repertoires bei Leukamien und
weiteren Erkrankungeif23, 27, 42] wurde eine Strategie zur simultanen Erfassung 2
Parametern und 10 Oberflachenmolekilen mit polychromatischer Durchflusszytometrie
entwickelt. Hierfur wurden CD3, CD8, CD4, CD45RA, CD27, CCR7, CD57 und verschiedene
TCR-V BAntikorper genutzt.

Diese Vorgehensweise erlaubte mit Hilfe der Anwendung dier Oberflachenmolekile
CD45RA, CD27 und CCR7heoretisch die Bestimmung von 26 verschiedenedelF
Subpopulationen. Fur die Durchfihrung dieser Studie wurde die Anzahl der charakterisierten
Populationen auf die elf in Abbildung 3 dargestellten begrddatunter befanden sich drei
Definitionen fur naive, funf fir Memoryund drei flr EffektofT-Zellen. Um die EffektoifT-

Zellen exakt zu erfassen, wurde CD57 zum Panel hinzugefiigt. Die Eignung der hier

dargestellten Marker wurde bereits in mehreren Pulndikah experimentell bestatit-17].

4.1.2 Verteilung der T-Zell-Subpopulationen bei gesunden Probanden

Abbildung 7 zeigt die Verteilung der-Zell-Subpopulationen, welche wie folgt beschrieben
werden kdnnen: Um Pseudoklonalitdten durch zu geringe Zellzahlen zu vermeiden, beschrankte
sich die Analyse auf jene Zellpopulationen mit den hochsten Zellzahlan GD45RA+/CD27

+ naive (CD4+ 56,40; CD8+ 53,%), CD45RA/CD27+ Memory (CD4+ 36,2%; CD8+
24,9%), CD45RA/CCR7+ CentraMemory (CD4+ 30,8%, CD8+ 8,26), CD45RA/CCR™*-
Effektor-MemoryT-Zellen (CD4+ 10,46; CD8+ 19,5%0).
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Abbildung 7: Vergleich der SubpopulationenVerteilung mit Antikdrpern fir verschiedene
Oberflachenmolekiile und die Wahl der geeigneten Kombination

In den Boxplots ist der prozemtie Anteil der entsprechenden Subpopulation auf dem CD3+/CD4+ oder
CD3+/CD8+ LymphozyteiGate zu sehen. Das gleiche Muster der Késten veranschaulicht, dass fur die
entsprechenden Subpopulationen die gleiche Kombination an Oberflachenmolekiilen genutzt(genede
Informationen dazu in der Tabelle unter der Abbildung). CM: CeMihory-T-Zellen; EM: EffektorMemory-T-

Zellen, n: Anzahl der analysierten gesunden Probanden. Leere Felder in der Tabelle zeigen nicht genutzte
Oberflachenmolekile.

Bei der Untesuchung der CD45RA+/CD2Effektor-T-Zellen waren ausreichende Zellzahlen
nur bei CD8+ (15,26), jedoch nur zu geringem Anteil bei CD4+ (%2 T-Zellen zu finden.
Der in Abbildung 8 dargestellte Vergleich illustriert das Fehlen der Effdkioell-
Subpoplation bei CD4+ TZellen. Aus diesem Grund wurden die CD4+/CD45RA+/CD27
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Effektor-T-Zellen von der weiteren Analyse ausgeschlossen und andere Marker zur Definition
der EffektorT-Zellen genutzt. Entsprechend wurden die Effektetellen im Weiteren mit da
Marker CD27 dargestellt (CD4+ 7,860; CD8+ 21%). Um die Aussagen Uber das TORb
Repertoire bei Effekteml-Zellen zu verifizieren, wurde ein weiterer Marker hinzugefugt. Mit
CD57 im Panel konnten hohere Werte der CD57+ Effektd@ellen sowohl bei CD42,80%)

als auch bei CD8+ (26,24) T-Zellen gefunden werden. Die genauen Werte der

Zellpopulationen sind in den Boxplots von Abbildung 7 zu sehen.

CD4+ Zellen CD8+ Zellen
10°4 Effektoren Naive 1054 Effektoren Naive
o stds G
10% - 1004 =% "'ei"f
< B < i S0
o o -
3 ) :
o 10°+ 0 10°+
O ] O
3
o% 0+
Memory 3 Memory
A R ¢ L« TR ot DR bidsl FE L B RIS M) sy
0 sx10°10*  sx10f0® 0 sx10%10*  sx10fo®
CcD27 CcD27

Abbildung 8: Unterschiede bei den EffektorT-Zell-Subpopulationen bei CD4+und CD8+ T-Zellen

Hier wird die SubpopulationeWerteilung bei CD4+ und CD8+ -Zellen anhand einer Beispielfarbung
gegeniibergestellt. Es ist zu sehen, dass es kaum CD45RA+/EBRitor-T-Zellen bei CD4+ und kaum CD27
/CD45RA:- T-Zellen bei CD8+ TZellen gab. Diese Beobachtung traf ebenso fiir die anderen Probanden zu, wie die
prozentuale Verteilung der Subpopulationen in Abbildung 7 illustriert.

4.1.3 Bestimmung des TCR/ BRepertoires bei CD4+ und CD8+ TZellen

Weiterhin wurde das TCR BRepertoire unterght. Zuerst wurden separat fur CD4+ und
CD8+ T-Zellen Referenzwerte fir die weitere Analyse errechnet. Die Werte wurden bei den
PBMC von 66 Probanden gemessen. Es fanden sich die folgenden Charakteristika: Bei den
Durchschnittswerten des TGERBRepertoirs zeigten CD4+  JZellen  kleinere
Standardabweichungen als CD8+-Zé&llen. Das entspricht den Beckmann Coulter

Referenzwerten und Angaben in der Literdtig].
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Tabelle 1: TCR-V BFamilien-Verteilung bei CD4+ und CD8+ T-Zellen

* nach der Nomenklatur von Wei et[d4], * nach der IMGT Nomenklatur (imgt.cines.fr)

p-Werte wurden mit dem Wilcoxemest berechnet, n. s. nicht signifikant, sig. signifikant

Mit Hilfe der Formel Mittelwert+/- zwei Standardabweichungen wurden Referenzvférteede TCRV bFamilie
berechnet, sodass im Folgenden Expansionszahlen und Expansionsfaktor berechnet werden konnten (wie in
Abbildungen 7, 9, 10 gezeigt

TCRYV BRepertoire

CD3 CD4 CDS8 CD4 + CD8
Vb*  (A) N omw so MECIN mw osp VYN mw sp VOV B e
V bl (TRBV13) 31 345 1,69 6,83 |65 312 0,86 4,84 |66 454 2,85 10,24 | 0,000 | sig.
V b2 (TRBV20-1) 31 677 2,15 11,07|65 842 1,97 12,36|66 500 2,97 10,94 | 0,000 | sig.
V B3 (TRBV28) 31 386 213 812 |65 439 226 891 |66 418 3,11 104 |0427|n.s.
V b4 (TRBV25-1) 31 1,74 081 336 |65 1,72 084 3,40 |66 233 2,72 7,77 |0326|n.s.
V B5.1(TRBV5-1) 31 442 151 7,44 |65 599 155 909 |66 1,6 1,38 4,36 |0,000sig.
V 5.2 (TRBV5-6) 31 1,21 1,03 327 |65 1,07 034 175 |66 226 2,36 6,98 |0,405|n.s.
V B5.3(TRBV5-5) 31 097 061 2,19 |65 095 0,36 1,67 |66 1,00 0,66 2,32 |0,000|sig.
V b7.1(TRBV4-1. TRBV42. TRBV43) |31 1,82 0,56 2,94 |65 1,63 0,63 2,89 |66 211 183 577 |0,000| sig.
V B7.2(TRBV4-3) 31 141 1,26 3,93 |65 111 0,69 249 |66 277 1,52 581 |0,000|sig.
V B8 (TRBV12:3. TRBV124) 31 406 142 6,90 |65 493 1,86 865 |66 314 2,51 8,16 |0,000|sig.
V B9 (TRBV3-1) 31 235 083 401 |65 28 103 486 |66 1,89 1,31 4,51 | 0,000 sig.
V b11(TRBV251) 31 0,97 049 1,95 |65 086 064 2,14 |66 099 1,28 355 |0433|n.s.
V b12 (TRBV103) 31 145 049 243 |65 198 082 3,62 |66 148 1,26 4,00 |0,002|sig.
V b13.1(TRBV6-5. TRBV66. TRBV69) | 31 3,82 093 568 |65 4,11 1,07 625 |66 338 1,78 6,94 |0,007|n.s.
V b13.2(TRBV6-2) 31 272 1,20 512 |65 250 0,90 4,30 |66 307 1,79 6,65 |0,003|sig.
V b13.6(TRBV6-6) 31 155 039 233 |65 171 048 2,67 |66 1,17 0,65 2,47 |0,000sig.
V bl4 (TRBV27) 31 292 088 4,68 |65 261 079 4,19 |66 499 2,13 925 |0,000|sig.
V b16 (TREV14) 31 131 137 4,05 |65 1,08 052 212 |66 224 345 9,14 |0,013|sig.
V b17 (TRBV19) 31 475 112 699 |65 521 1,20 7,61 |66 484 3,81 12,46 |0,473|n.s.
V b18 (TRBV1S) 31 0,83 048 1,79 |65 1,05 046 1,97 |66 087 1,49 385 |0,345|n.s.
V 620 (TREV30) 31 241 087 4,15 |65 288 1,34 556 |66 219 1,72 563 |0001 |sig.
V B21.3(TRBV11-2) 31 2,08 082 372 |65 2,41 122 485 |66 301 2,11 7,23 |0,014|n.s.
V 622 (TRBV2) 31 317 1,10 537 |65 364 1,15 594 |66 274 1,91 6,56 |0,000|sig.
V b23 (TREV13) 31 107 088 2,83 |65 04 017 074 |66 215 1,84 583 |0,000|sig.
V B6.7 31 341 113 567 |56 4,68 140 748 |56 1,73 1,22 417 |0,000|sig.

Far 23 der 25 TCR/ bFamilien zeigten sich zwischen CD4+ und CD8#dilen signifikante
Unterschiede. Daher wurde im Folgenden eine separate Analyse der beiden Zellpopulationen
durchgefihrt. CD4+TZ el | en zei gten h°her &, WaVrbto€ b1h& iV bd e
vVbo, 1w2b, 1¥b113.VH17 VD®pHp2VhH2¥DpH 6.% hingegen CD8+ bei den
Fami | ilen4Wbb5Vv.b62 ,5.80Hh7 . LH7 . 2H1 1VAEL ¥ D214 VDV p 21\8b

und 23/[babelle 1].
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In der weiteren Analyse lag der Fokus auf den klonalen Expansionen innerhalb der
Versuchsgruppe. Eine signifikante klonale Expansion entsprach einer Uberschreitung des
Mittelwertes um zwei Standardabweichungen, wie kereider Literatur beschrieb§h3, 45]
AulRerdem wurden die klonalen Expansionen innerhalb der Kohorte genauer untersucht. Die
Expansionszah(vergleiche KapiteB.6) wurde als Anzahl der TGR BFamilien innerhalb eines
Individuums definiert, welche die Referenzwerte der jeweiligen -NCBFamilie (Mittelwert
plus zwei Standardabweichungen) Ubertrafen. Dies wurde bereits friher so bes¢iB8eldéh
Wenn eine TCR/ bFamilie eine Expansion, wie gerade beschrieben, aufwies, wurde auRerdem
den Expansionsfaktor berechnet. Dieser Expansionsfaktor zeigt die Grof3e der Expansionen
Verhaltnis zum Referenzwert der TGRBFamilie. Dafur wurde der Wert der Expansion durch
den Mittelwert des Referenzwertes geteilt.
Es gab signifikant (g 1*10“%) hohere Expansionszahlen bei CD8+ (Mediah0) als bei
CD4+ (Mediar=0) T-Zellen. Demetsprechend war auch der Expansionsfaktor bei CD8+
(Median= Faktor 5,7) signifikant (p 5*107) héher als bei CD4+ (MedianFaktor 0)
[Abbildung 9]. Diese Tatsache steht im Einklang mit friiheren Ergebnj2gen3, 45]

6 T 25¢ .
p< 14104 | g —
5 . s 5 20c ‘ p< 50 ’
— — b
5§54 - 29
% & 3 .g
58 > = E 10x :
S S
0 | | 5 0x] l—l
I [
CD4 cD8 cD4 cD8

Abbildung 9: Bei CD8+ T-Zellen waren signifikant héhere Expansionszahlen und Expansionsfaktoren als bei
CD4+ T-Zellen zu sehen.

Die Expansionszahl (siehe Methoden Kapitel 3.5) wurde als Anzahl derVIFRamilien innerhalb eines
Individuums definiertwelche die Referenzwerte der jeweiligen T€BFamilie (Mittelwert+ 2 SD) Ubertrifft. Der
Expansionsfaktor wurde genutzt, um die GroRe der Expansionen im Verhaltnis zum Referenzwert -8eb TCR
Familien zu vergleichen. Dafur wurde der Wert der Expansioohdden Mittelwert des Referenzwertes geteilt. Es
wurden Blutproben von 66 Probanden analysiert. Die statische Analyse wurde mit dem Wileskon
durchgefiihrt.
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4.1.4 Bestimmung des TCR/ BRepertoires bei T-Zell-Subpopulationeni stark
polarisiertes TCR-V BRepertoire bei den Effektor-T-Zell-Subpopulationen

Ist der gesteigerte Anteil von antigenspezifischeZellen unter Memory und Effektor

Subpopulationen auch mit einen polarisierten TNCBRepertoire assoziiert?

CD4 cDs
p<57104 | p <5704
[P p < 1*10° 2.0 o< 1102
28 28 T
S5 SE, i
24 2
§5° 1 é §§ 5 Tﬁ%é | O 0
o4 Y — — 0. '
v oy omt oml B Bl R+ - P Bt ml Bl Bl B+ R4
23 Bf B Bx 8p 8% EC $1 B4 EL Ev By BN BL B3
E2 §% 53 §0 20 €0 5 fL 82 S0 S0 S0 8O £OES
[ == F 'g:;m ] [m] O wﬁﬁlg:m w - wo
o "9 T4 T ES o ¥ g4 T ES 2
fofEE 8B Yg L& Bk gk ¥e =
8 0 8d @0 ER 8 0ad @0 EF a
o © 9o m¥ EO o “Yomng EO o
S SRR
o g S
._YT, “ Y(—) o g P H—‘ N Y(_) S g ,
naive Memory Effektoren naive Memory Effektoren
%‘" cD4 %‘" cD8
< 1"10% p< 17104 o
LEJ'OA i % = 540‘ 04 3 |
°b‘ p< 17108 Eb p <5704 e 3
g‘s 30 ‘ = G 30- .
: B
€ b5 20 S 8 207
[} o
EE & E o ol oo
B : i 52U g I mE
E ] & &+ _ & - 5 ./ O O
© B4 BE B Ef Bl BT 5 L pd BE Pl ELL LIRI Ry
g sigg B Ex 85 BS SRR
ERIEEE R & 223308 85 E EUED
o “C 53 T4ES S T o
T I Bk BEYE L EE BBUL <
5 O B3 88 E3 S 0§83 @0 ER o
8 o 83 Eo g8 8 0vpo EQEOD o
FULE LUl
5 B 3 8
]
|_Y_| LS ~ RN ~ A H_J A v LN ~ J
naive Memory Effektoren naive Memory Effektoren

Abbildung 10: Die Effektor-T-Zellen haben mehr Expansionen und hdhere Expansionswerte als naive oder
Memory-T-Zellen.

Auf den oben abgebildeten Graphiken wurden die Expansionszahlen von verschiedenen Subpopulationen von CD4+
und CD8 T-Zellen gegenlbergestellt.sEfielen die deutlich héheren Expansionswerte bei den Effektorzell
Subpopulationen auf. Diese Beobachtung konnte durch verschiedene Oberflaichenkmiabitationen fir
Effektor-T-Zellen bestétigt werden. Die beiden unteren Graphiken zeigen die Expaakioresi bei denselben
Subpopulationen. Auch die dort dargestellten Werte der Expansionen sind bei Effeldthen signifikant hoher.

In Beispielen werden -fVerte zur zweiseitigen Signifikanz gezeigt, welche mit dem Wilcekest berechnet
wurden.
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Basiered auf der zuvor beschriebenen Subpopulatiokeayse, wurde der Einfluss derZell-
Differenzierung auf das TGR BRepertoire untersucht. Um die Klonalitat von naiven, Effektor
und MemoryT-Zellen zu untersuchen, wurde die in Abbildung 10 dargestetitali{hation von
Oberflachenmolekilen genutzt, die sich in der Vergangenheit als sinnvollste erwiesen hatte. Wie
in Abbildung 10 gezeigt, waren die Anzahl der EffeKieZellen bei CD4+ (Median:
[CD45RA+/CCR?] =2,5; [CD2#=1; [CD57+]=2)und bei CD8+ (Mdian:
[CD45RA+/CCR?] =1,5; [CD2%] =2; [CD57+]=2; [CD27/CD45+]=2) signifikant im
Vergleich zu Memory (Median: CD4+=0; CD8+=1) oder naiven Zellen (Median:
CD4+=0; CD8+=0) erhoht. Interessanterweise fanden sich nur wenige (Median: ED%}

oder keine (Median: CD4=0) Expansionen bei den langlebigen Cenfileimory-T-Zellen.
Entsprechend waren die Expansionsfaktoren der Effdkfoellen bei CD4+ (Median: [CD
45RA+/CCR7] = Faktor 8,0; [CD27] = Faktor 2,3; [CD57+F Faktor 6,5) und CD8 (Median:
[CD45RA+/CCR?] = Faktor 10,6; [CD29 = Faktor 9,5; [CD57+F Faktor 10,5; [CD27
/ICD45RA+]= Faktor 7,9) TZellen zu sehen, welche ebenfalls hoher waren als bei naiven
(Median: CD4+= Faktor 0; CD8+= Faktor 0) und Memo#rf-Zellen (Median: CD4+ Faktor

0; CD8+= Faktor 2,6). Beachtlich waren die hohen Expansionswerte, die bei den Effektor
Zellen auch bei Populationen mit grof3en Zellzahlen zu finden waren, z.B. CD8+/CD57+ hatten

einen Mittelwert von 8353 detektierten Events.
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Abbildung 11: Beispiel 17 die Expansion der TCRYV BFamilie 8 bei CD8+ TZellen konnte durch
verschiedene OberflachenmarkeiKombinationen fir Effektor -T-Zellen bestatigt werden.

In der ersten Graphik links wird eine Expansion der FITC+/PER-V BFamilie 8 bei CD8+ TZellen gezeigt.

Daraus ergibt sich die Frage, ob bei diesem Probanden auch andere, in dieser Arbeit beschriebene Kombinationen
von Oberflachenmarkern fiir EffektdrZellen diese Expansion aufweisen. Wie die Graphik zeigt, kann die
Expansion der TCR/ BFamiie 8 auch mit den Oberflachenmarkern CBZD45RA+, CD27/CD45RA+/CCR?

und CD27nachgewiesen werden. Damit konnte ein GaBiaps bei Expansionen einzelner-Effektorzelt
Subpopulationen aufgrund geringer Zellzahlen ausgeschlossen werden.
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Abbildung 12: Beispiel 2- auch die Expansion der TCRV BFamilie 5.1 bei CD8+ FZellen konnte durch
verschiedene OberflachenmarketKombinationen fur Effektor -T-Zellen bestatigt werden.

Analog zu Abbildung 11 wurde hier bei einem weiteren Probanden eine Expansioewiaskg. Diese befindet
sich bei der FITC+/PE+ TCR BFamilie 5.1 der CD8+ ¥ellen. Zuerst wurde diese, wie links ersichtlich, bei
CD57+ EffektorT-Zellen gezeigt. Auch mit den OberflachenmarKembinationen CD24CD45RA+, CD27
/CD45RA+/CCR7 und CD27 wurde die Expansion nachgewiesen. Damit konnte ein Gaiizxg bei Expansionen
einzelner TEffektorzellSubpopulationen aufgrund geringer Zellzahlen ausgeschlossen werden.

AulRerdem wurde untersucht, ob diese Expansionen fur verschiedene Effdldtien sich bei

den gleichen TCR/ bFamilien befinden. In der graphischen Analyse konnte bestatigt werden,
dass die Expansionen bei allen verschieden definierten EH&iIetl-Subpopulationen eine
groRe Ahnlichkeit der expandierten TGRBFamilien zeigen. Zwieausgewéhlte Beispiele von
CD8+ d&rund S5Sdléamiliénveranschaulichen diese Beobachtung [Abbildungen 11
und 12].

4.1.5 Der CMV-Serostatus beeinflusst maf3geblich das TGR BRepertoire bei
CD8+ T-Zellen, nicht aber bei CD4+ Subpopulationen

Zusdzlich wurde der Einfluss anderer Parameter auf die-WR/erteilung untersucht. Bei der
Datenanalyse war keine Einfluss von Alter oder Geschlecht auf die-VIB®erteilung
festzustellen. Anders war die Analyse des Einflusses der SkPdlogie. Bei den CB®*+ T-
Zellen waren mehr Expansionen bei CNddgsitiven (rn=14) als bei CMVnegativen (= 7)
Spendern vorhanden. Die CMMositiven Probanden zeigten signifikant hohere
Expansionsfaktoren (¥ 0,05) als CMVnegative Probanden (Median: Faktor 6,0 vs. Faktoy 1
[Abbildung 13].
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Abbildung 13: Bei CD8+ T-Zellen ist der Expansionsfaktor bei CM\tseropositiven Probanden signifikant

hoher als bei CMVi seronegativen Probanden

Anhand dieser Ergebnisse wurde statistisch signifikartq©5) gezeigt, dass gesunde CMWUSsitive Probanden
hdhere Expansionswerte bei CD8+Z€&llen haben. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass die-Dfg¢ktion, egal

ob klinisch oder subklinisch verlaufend, eine besondere Rolle bei der Modulation des ImsmssEelt. PVerte

wurden durch die Varianzanalyse berechnet.

CMV-seropositive und CM\seronegative Probanden zeigten auch Unterschiede bei der Anzahl
der EffektorT-Zellen. Die Anzahl der CD8+ bei EffektdrZell-Subpopulationen ist bei CMV
positive Pobanden erh6ht (Median: [CD45RA+/CCIR24,1% vs. 14,%%; [CD27-] 17,9% vs.
8,3%; [CD57+] 21,6% vs. 15,%%6; [CD27+/CCR7¥] 12,4% vs. 2,6%). Aufgrund der kleinen
Kohortenzahl waren diese Unterschiede jedoch nicht signifikant. Eine zusétzliche naiétivari

Analyse war zudem nicht moglich.

4.2 Analyse der Zelllinien zur adoptiven FZelltherapie

4.2.1 Molekularbiologische und durchflusszytometrische Beurteilung von

Klonalitaten bei T-Zelllinien zur adoptiven T-Zelltherapie

Es wurden insgesamt 18 durchepfidstimulation generierte lymphozytare-Zé&lllinien
analysiert. Zuerst wurden diese mit der an PMBC etablierten-W®Rurchflusszytometrie
untersucht. Dabei waren 4EXpansionen pro -Eelllinie bei CD4+ TFZellen gegenuber
2,4Expansionen bei CD8+ -Zellen nachzuweisen. Im Wilcoxehest erwies sich dieser
Unterschied als hoch signifikant [Abbildung 14]. Der Vergleich der Expansionen innerhalb der

CD4+ und CD8+ TZellen der gleichen Spender zeigte, dass vor der Expansion kein Unterschied
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zwischen den Popationen bestand. Beim Vergleich der Werte dieser Expansionen waren die
CD8+ Expansionswerte (3798) im Durchschnitt héher als die CD4+ Expansionswerte%®,2

Auch bei den Expansionswerten zeigte sich vor der Expansion kein Unterschied zwischen den
CD4+und CD8+ Zellen derselben Probanden.

Expansionszahlen Expansionswerte
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Abbildung 14: Die Anzahl der Expansionen und die Expansionswerte der -Eellen vor und nach
Viruspeptid -spezifischer Expansion zur adoptiven Zelltherapie

Im Durchschnitt waren 4,3 TGR BExpansionen pro -Eelllinie bei CD4+ FZellen zu sehen. Im Gegensatz dazu
waren nur 2,£xpansionen bei CD8+-Zellen zu sehen. Im Wilcoxehest war dieses Ergebnis hoch signifikant.
Die Werte der einzelnen Expansionen waren bei CD8+ hdher als bei TiZé#ten (p< 0,002). Vor Expansion
gab es keinen Unterschied zwischen CD4+ und CD8+ Zelllinien.

TCR-V bFamilien, die groRe Expansionen aufwiesen, wurden bei den Zelllinien identifiziert und
weiter mit SingleKolonie-Sequenzierung untersucht. Wo dies ghgh war, wurden
Vergleichswerte vor der Expansion hinzugezogen, um die-V@Yerteilung vor und nach der
Expansion zu vergleichen.

Hierdurch konnten verschiedene immunodominant®é, dedundante, Sequenzen bei den T
Zelllinien identifiziert werden. Bapiele hierfur sind in Tabelle 2 zu sehen: Bei detelllinie
CMVa3 resultierte aus der Peptidstimulation eine monoklonale Expansion von nur einem TCR.
Diese war bei 22 der 24 sequenzierten Klonotypen nachzuweisen. Dieser Proband hatte diesen
TCR-Klonotyp bereits vor der Expansion. Weiterhin wurde ein zweiter Klonotyp sowohl vor als
auch nach Expansion detektiert. Dieser war jedoch bei der Zellkultur nur bei 1/22 Sequenzen
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vertreten. Dieses Ergebnis unterstreicht die These der RekrutierungZetkldonen,hochaffin
zum Viruspeptid, aus einem Pool von bereits vor Expansionen existierenden MeiZeltgn.

Tabelle 2: Die Sequenzen der Probanden vor und nach Expansion betZelllinien zur adoptiven T-
Zelltherapie

TCR-V BFACS=TCR-V bspezifische Durchflusszytometrie, FregAnteil des sequenzierten Klonotypen
Monoklonal expandierte Klonotypen sind durch fett gedruckt markiert.

T-Zelllinien zur adoptiven T :
vor Expansion

Zelltherapie

TCR-V b
FACS Klonotyp-Sequenz Freq. Klonotyp-Sequenz Freq.
CASSYQTGAAYGYTF 22/24 CASSYQTGAAYGYTF 2/15
CASSYSTGVIDGYTF 1/24 CASSYSTGVIDGYTF 1/15
CASSFQTGTGVYGYTF  1/24 CASSYSLGLEPAYEQYF 1/15
CASSYWVKMGPSYEQYF 1/15
cD8+ CASSYVAGGLSTDTQYF 1/15
CMV3  VBiI31: CASSYSSTGGEGNYGYTF  1/15
95% CAGPPNNGVKQFF 1/15
° CASKSVEAFF 1/15

CASSYWVKMGPSYEQ/F 1/15
CASTDGTAPFSGANVLTF 1/15

CASSYLGNTEAFF 115

CASRLTGGGGTEAFF 115

CASSYLSGRDTNSPLHF 1/15

CATRDSYEQYF 115
CASSSQGGNYGYTF 3/13  CASKGSTGFETQYF 1/6
CASSPQGGFNYGYTF  2/13  CASSPFPGQGADTQYF 1/6
CD8+ CASSPQGGNDGYTF 2/13  CASSYSGGYTF 1/6
EBVE  Vbisl  CASSPQGGIDGYTF 2/13  CASTGQGDGYTF 1/6
6370, CASSTQGGSDGYTF 1/13  CASSSTGTTGWDGYTF 1/6
: CASSTQGGGYGYTF 1/13  CASSYSIRGGNQPQHF 1/6

CASTLQGGNEQFF 113
CASSYSRGALKNIQYF  1/13

CD8+ CATSRKRRSYNEQFF  14/14 CATSRDFSPGHQNTEAFF  9/11

Vb24: CATSRAVASPEELSF 111

66,2% CATSRDSGVNTEAFF 111
CASSFRTVSSYEQYF 14/16 CASSPLRANQPQHF 1/6
cmvi CASSLAPGATNEKLFF ~ 1/16  CASSLVANTDTQYF 1/6
e CRAPEDGSIEQFL 1/16 ~ CASSLFRFTSGTYNEQFF  1/6
) CASSSGQGETQYF 1/6
: CASSTDRGQVNEQFF 1/6
CASSQGHNEQFF 1/6

In einem anderen Fall (EBV5) wurde dieZElllinie mit EBV-Peptiden stimuliert. Es zeigte sich

ei ne deutl i che 1B.% hba ndsri durchflussaytometriédhen Analyse. Die
ent sprechenden $3 zpigtennaufe den erstem Blidk bkeine offiehdiche
immunodominante Expansion. In diesem Fall war die Immunantwort eher oligoklonal und war
durch wenige Effektoem-Zellen erfolgt, welche gegen das gleiche Antigen gerichtet waren. Die
Hypothese wird durch die Tatsache gestitzt, dass innerhalb bd3-Sequenzen viele

hochgradig ahnliche Sequenzen zu finden waren.
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Schlieflich ist in Tabelle 2 die-Zelllinie CMVi zu sehen. Verschiedene TORb wur den b
CD4+ und CD8+ 7TZellen sequenziert. Bei beiden Populationen fanden sich monoklonale
Expansionen er Zelllinien. Jedoch zeigte sich bei CD4+ZTe | | e n , Bde Ramilig,e r \
bereits vor der Zellkultur eine monoklonale Expansion. Diese zeigte sich jedoch bei einem
anderen Klonotyp, was fur eine Infektion des Probanden zu diesem Zeitpunkt spricht, nicht
jedoch bei der CMV Immunantwort relevant war.

4.2.2 Keine Korrelation zwischen TCRDiversitat und Subpopulationenanalyse

Weiterhin wurde der Einfluss der Verteilung der Subpopulationen auf die Klonalitat untersucht.
Abbildung 15 zeigt durchflusszytomettlee Daten von drei verschiedenerZdlllinien. Bei
diesen FZelllinien wurden auffallende Expansionen auf ihre Subpopulatidesteilung mit

den Oberflachenmolekilen CD45RA und CD27 untersucht. Wie erwartet, waren die Verteilung
der Subpopulationen und ediKlonalitat vor der Expansion innerhalb der Referenzwerte.
Aufgrund der niedrigeren Zellzahl waren nur wenige Events bei den Boxplots der
Subpopulationen vor Expansion zu sehen. Alle Zelllinien zeigten, wie erwartet, hohe Zahlen von
naiven FZellen.

Wahrend die Untersuchung der-Zelllinien vor Expansion keine Unterschiede zeigte, waren
nach der Expansion folgende Ergebnisse auffalligZellen verloren unter Zellkultur
Bedingungen ihre Oberflachenmolekile CD45RA und CD27. So waren die CDAEB2Y- T-

Zellen zu Uber 986 bei allen vier TCR/ BFamilien zu dominant. Diese Verteilung der
Subpopulationen war unabhangig von der Klonalitat, denn es war keinen Unterschied bei der
SubpopulationetVerteilung zwischen der monoklonalen T&RbBFamilie von TFZelllinie

CDV3 und der polyklonalen TGR BFamilie von CMVi zu sehen. Interessanterweise zeigte die
T-Zelllinie EBV5 innerhalb der CD8+ -Eellen 10,5% MemoryT-Zellen, wéhrend die
monoklonale ¥Zelllinie CMV3 nur 0,67 MemoryT-Zellen aufwies. Dadurch wurde gezeigt

dass die Memorf-Zellantwort der FZelllinie CMV3 durch die nichexpandierten TCR/ b

Familien des TCR/ BRepertoires verursacht wird.
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Abbildung 15: Bei den analysierten FZelllinien zur adoptiven T-Zelltherapie besteht keine Korrelation
zwischen TCRKIlonalitat und Subpopulationen-Verteilung

Bei drei T-Zelllinien wurden hervorstechende Expansionen nach ihrer SubpopulaWeneilung untersucht. Die
Verteilung der Subpopulationen vor Expansion war normal. Hingegeneggunldie FZelllinien nach Expansion

die Expression ihrer Oberflachenmolekille CD45RA und CD27 herunter. Dadurch ergaben sich bei-deb TCR
spezifischen Analyse Uber 98 CD45RA/CD27- T-Zellen bei allen vier gezeigten T@RBFamilien. Die
Verteilung derSubpopulationen war dabei unabhangig von der Klonalitat. Interessanterweise waren unter den CD8+
T-Zellen des Klones EBV5 10% MemoryT-Zellen. Es waren jedoch weniger als 1 % Membf¥ellen bei der
Zu63,7% expandi er tl@hzuschemi | i e VD
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