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Abklrzungen

ATCC
B-LCL
CFSE
CMTMR
CMVpp65
CRA

CTL

DSMZ
FR
GFP
HIV
HLA
HPV
IFN
IMP-1
K562-A2
MHC
PBMC

PTF
RFP
Treg
VITAL-FR
YFP

American Type Culture Collection

B-lymphoblastoide Zelllinegngl.: B-Lymphoblastic Cell Line)
Carboxyfluoreszeinsuccinimidylester
Chlormethylbenzoylaminotetramethylrhodamin

Phosphoprotein 65(kDa) des Zytomegalieviengl.: Cytomegal ovirus)
*IChrom-Freisetzungstestngl.: *"Chromium-Release Assay)
zytotoxische CD8T-Zelle (engl.: Cytotoxic T Lymphocyte)

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen undkzélliren
Dimethyldodecylaminoxidsuccinimidylestengl.: Far Red)

grun fluoreszierendes Protein

humanes Immundefizienzvirus

humanes Leukozytenantigen

humanes Papillomvirus

Interferon

Matrixprotein M1 des Influenzavirus A

HLA-A2 exprimierende humane Zelllinie K562
Haupthistokompatibilitatskomplexrfgl.: Major Histocompatibility Complex)

mononukleéare Zellen des peripheren Blugagl(: Peripheral Blood Mononuclear
Cells)

Plasmidtransfektionsfluorolyse-Test
rot fluoreszierendes Protein
regulatorische FOXPED4 T-Zelle
VITAL-FR-Test

gelb fluoreszierendes Proteamdl.: Yellow Fluorescent Protein)



1 Zusammenfassung

Zytotoxische CD8 T-Zellen (CTL) erkennen spezifische Peptide irghatir prozessierter Antigene im
Kontext bestimmter Haupthistokompatibilitdtskomm@eder Klasse | (MHC-Klasse I) bzw. humaner
Leukozytenantigene der Klasse | (HLA-A,B,C) und kén diese Zellen lysieren. Damit stellen CTL
wesentliche Effektoren zur Eliminierung z.B. vimf&ierter Zellen oder Tumorzellen dar, deren Pndse
Aufschluss Uber ein aktuelles Immungeschehen oder Ichmunpotential liefert. Die funktionelle
Charakterisierung meist sehr geringer CTL-Frequenize peripheren Blut oder im Gewebe fir
diagnostische und wissenschaftliche Fragestellueg®ndert sensitive und flexible Methoden, diehleis

nicht zur Verfligung standen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden der VITAL-FR-Test ITXL-FR) und der
Plasmidtransfektionsfluorolyse-Test (PTF), zwei dflusszytometrische Messsysteme fir den
experimentellen Nachweis und die Quantifizierung @I L-Funktion, entwickelt. Die Sensitivitat,
Spezifitdt und Reproduzierbarkeit beider Methodearde mit Hilfe immundominanter HLA-A2-
restringierter Epitope aus dem Phosphoprotein dagmhen Zytomegalievirus (CMVpp65)s,sund dem
Matrixprotein-1 des humanen Influenzavirus (IMRgl3 validiert, flr Zielzellen mit definierter
Expression von HLA-A2 (K562-A2) sowie fir autolod®lymphoblastoide Zelllinien (B-LCL) und
mononukleére Zellen des peripheren Bluts (PBMC)nuiptt und fir den Nachweis spezifischer CTL

gegen virale und tumorassoziierte Antigene getestet

Der VITAL-FR gestattet die sensitive Erfassung denktionellen CTL-Reaktivitdt auf definierte
Peptidepitope mit bekanntem MHC-Klasse I-Kontext fiie Présentation. Das Verhdltnis zweier
unterschiedlich fluoreszenzgefarbter und mit vdestdnen synthetischen Peptiden beladener
Zielzellpopulationen wird nach Inkubation mit Effekzellen in der Durchflusszytometrie analysient. |
Vergleich zum klassischen radioaktive€hrom-Freisetzungstest erwies sich der VITAL-FR kits zu
30fach sensitiver. Unter optimalen Bedingungen rgglder reproduzierbare Nachweis von mindestens
drei spezifischen CTL. Die Kombination zweier inehEmission gut abgrenzbarer Zellfarbstofiaem:

90 nm), eine geringe initiale Zielzellzahl ¢18owie die gleichzeitige und lange Inkubation @& mit
Zielzellen die mit einem spezifischen Antigen undniollizielzellen die mit einem spezifischen
Kontrollpeptid beladen wurden Uber 72 h waren dieradssetzung fur die hohe Sensitivitdt des
VITAL-FR.

Bei vielen klinisch relevanten Antigenen sind die flie spezifische CTL-Aktivierung verantwortlichen
Peptidepitope und entsprechende MHC-Klasse I-Réistien nicht bekannt. Die Transfektion von in
dieser Arbeit entwickelten modularen Vektoren irelZéllen sind Grundlage fir den PTF, der den
funktionellen Nachweis CTL-vermittelter Reaktivit@uf Gesamtantigene erlaubt. Eine Kenntnis
zugrunde liegender Bindungsaffinitdten prozesgief#pitope, oder der individuellen, autologen

MHC-Klasse I-Muster ist nicht nétig. Das Vektorsyst kombiniert die rekombinante Ubiquitinierung



fur eine effiziente proteasomale Prozessierungiex@rier Gesamtantigene und dadurch die erhéhte
Prasentation auf MHC-Klasse I-Molekilen, mit eiggeichzeitigen Expression durchflusszytometrisch
detektierbarer Fluoreszenzreporterproteine in pigéen Zielzellen. Im Vergleich zu exogen mit
CMVpp65yes.s0zPeptid beladenen Zielzellen wurden die durch maflalare Expression und
Prozessierung des gesamten CMVpp65-Proteins beladgérlzellen bereits durch flnffach weniger
epitopspezifische CTL vergleichbar lysiert. Die Quiizierung IMP-1- und CMVpp65-spezifischer
CTL-Funktion in dem PTF korrelierte zu den indiezkiNachweisverfahren Uber HLA-A2-Tetramere und
der Produktion von Interferon- Die Besonderheit, dass potentielle Zielzellenichleeitig ein
Reporterprotein und ein definiertes, prozessie@esamtantigen exprimieren, gestattete die simultane
Erfassung antigenspezifischer CTL fUr unterschobeliAntigene innerhalb einer Effektorpopulation. In
seiner Anwendung lieferte der PTF einen wichtigeiti8g zur Bewertung der durch eine Tumorvakzine
induzierten CTL-Reaktivitat im Mausmodell.

Mit der Entwicklung des VITAL-FR und des PTF stetmvei neue Methoden fur den funktionellen und
sensitiven Nachweis der CTL-vermittelten Effektmiftion gegen definierte Einzelepitope oder
komplexe Gesamtantigene zur Verfigung. Diese Mahathaffen die Voraussetzung fur ein effektives
Immuno-Monitoring sowie fir die Identifizierung und Charakterisiggumeuer MHC-Klasse I-

vermittelter Immunreaktionen.



2 Einleitung

2.1 Effektorfunktion zytotoxischer CD8" T-Zellen

Die durch zytotoxische CD8T-Zellen (CTL) vermittelte zellulare Immunantwariithtet sich gegen
Kdrperzellen, die fremde Antigene oder Epitope #wér Oberflache présentieren. Solche Antigene
stammen z.B. von intrazellular persistierenden Wimder Bakterien oder sind Folge somatischer
Mutationen wie bei Tumoren [1,2,3]. CTL erkenneneiilspezifische T-Zellrezeptoren derartige
definierte  Peptidepitope aus intrazellular proarssh  Antigenen, im  Kontext von
Haupthistokompatibilitatskomplexen (MHC-Klasse I) zwo beim Menschen von humanen
Leukozytenantigenen der Klasse | (HLA-A,B,C) autigenpréasentierenden Zellen [4,5,6]. Die CTL
Uben ihre Effektorfunktion Uber die Produktion v@gtokinen wie Interferon (IFNy- sowie Uber die

zytolytische Wirkung von Perforin und Granzymen BUS].

2.2 Experimentelle Methoden zum Nachweis von CTL
Etablierte Methoden zur Detektion CTL-vermitteltermunreaktivitat weisen indirekte Parameter oder

direkt die zytolytische Funktion nach.

Indirekte Nachweise erfassen spezifisch aktivi€Td Uber die Expression von IFN-Perforin, Fas-
Ligand (CD95L) oder 4-1BB (CD137) mit antikorperteagen Methoden wie deniEnzyme-Linked
Immuno Spot oder in der Durchflusszytometrie [9,10,11]. Fludmomgekoppelte, peptidbeladene
MHC-Klasse I/HLA-A,B,C-Tetramere erlauben die Ddiek einzelner spezifischer CTL udber die
Bindungsaffinitat des T-Zellrezeptors [12,13]. @eSurrogatparameter-Methoden ermdoglichen den
Nachweis geringer Mengen antigenspezifischer CTilauben jedoch keine Aussage Uber deren

tatsachliche zytolytische Funktionalitat [14].

Direkte Nachweismethoden der CTL-vermittelten sfgdien Lyse der Zielzellen durch den klassischen
*Chrom-Freisetzungstest (CRA), die Bestimmung fiségeter Lactatdehydrogenase und bisherige
durchflusszytometrische Methoden auf der Basis ct®mgefarbter und mit exogenen Peptiden
beladener Zielzellen sind in der Regel weniger ifgnals die indirekten, Gber Surrogatparameter
quntifizierenden Methoden und erfordern entspredheiele Effektorzellen fir einen zuverlassigen
Nachweis [15,16,17].

2.3 Zielstellung

Die Funktion spezifischer CTL ist als kritischerkka fiur die Kontrolle viraler und bakterieller
Infektionen sowie der Tumorentstehung beschriett8rlP]. Da ihre Frequenz sehr gering sein kann und
Probenmaterial aus Patienten haufig limitiert sellen eine geringe Sensitivitat und der erheblich
experimentelle Aufwand entscheidende Einschrankurmpm Nachweis dieser Effektorzellen dar. Die
besondere Bedeutung der zellularen Immunantwort diadEntwicklung therapeutischer Vakzine zur
Induktion spezifischer CTL erfordern neue effizeenind sensitive Technologien in der klinischen

Diagnostik und in experimentellen Systemen. Die eR@bn, Charakterisierung und



Verlaufsiberwachung der CTL-Funktion auch bei hishiemmunologisch uncharakterisierten

immunrelevanten Antigenen und bei unbekannter iddeller MHC-Klasse I/HLA-A,B,C-Ausstattung

ist notwendig.

Innerhalb der hier vorgelegten Arbeit sollten sevisiNachweissysteme zur Erfassung der epitop- und
gesamtantigenspezifischen CTL-vermittelten Reatdivientwickelt und deren Anwendung fir

unterschiedliche virale und tumorassozierte Antggdamonstriert werden.



3 Methodik

3.1 Untersuchungsmaterial und Zelllinien

Fur die Untersuchungen mit peripherem Blut des Mees wurderBuffy Coats vom Deutschen Roten
Kreuz (Berlin) bezogen. Die Tierversuche wurden Vvommdesamt fur Gesundheit und Soziales Berlin
(Projektnummer G0189/05) genehmigt. Folgende Zédhi wurden in den Experimenten verwendet:
K562 (humane, erythroleukamische Zelllinie mit Diele des HLA-A,B,C-Lokus; Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ; Brauha®ig), ACC 10) [20]; B95-8 (lymphoblastoide
Epstein-Barr-Virus sezernierende PrimatenzelllinildSMZ, ACC 100) [21]; T2 (humane
Hybridomzelllinie mit einem Defekt im Antigenpepiidansporter,American Type Culture Collection
(ATCC; Bethesda, USA), CRL-1992) [22]; C3 (murinepitbeliale durch das humane
Papillomvirus (HPV)16 immortalisierte Zelllinie,eundlicherweise von Jan ter Schegget (Medizinische
Universitat Leiden, Niederlande) zur Verfigung g#st[23]; TC1 (murine epitheliale HPV16-E6/7
exprimierende Zelllinie; ATCC, CRL-2785) [24] und-# (murine lymphoblastoide Zelllinie; ATCC,
TIB-39) [25]. Alle gentechnischen Arbeiten wurdem der Gentechnischen Anlage Nr. 614/04 der

Sicherheitsstufe 2 in der Charité — Universitatsaiaderlin durchgefihrt.

3.2 Modellantigene und Peptide

Die folgenden im Kontext von HLA-A2 immundominant&pitope wurden als Peptide von der Firma
Biosyntan (Berlin) synthetisiert: CMVpp&k 503 aus dem Phosphoprotein 65 des Zytomegalievirus
(CMVpp65): ACN52454.1) [26]; IMP-ks aus dem Matrixprotein-1 des Influenzavirus A (INIPR27];
HIVpolsie_sigaus dem Polyprotein des humanen ImmundefizienzsMirlV) [28] und HPV16Ey ., aus
dem E7-Protein aus HPV16 [29].

Zur Generierung der Stimulations- und Detektionspiae wurden die DNA-Sequenzen des CMVpp65-
Gesamtantigens (NCBI accession: ACN52454.1), dés-IM5esamtantigens (NCBI accession: M63527)
und des HPV16 E7-Gesamtantigens (NCBI accessio@0N&26.1) verwendet.

3.3 Isolierung von Zellen

Humane mononukledre Zellen aus dem peripheren BIRBMC) wurden durch
Dichtegradientenzentrifugation isoliert (beschriebé [30]). Die murinen Milzen wurden den
Versuchstieren enthommen und mit Hilfe des gentl€8ACell-Dissociator (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach) aufgearbeitet (beschrieben in [31]).

34 Generierung autologer Zellen fir die Antigenpraseration
Dendritische Zellen wurden durch Kultur von PMBC @Gegenwart von Granulozyten/Makrophagen-
koloniestimulierendem Faktor und Interleukin-4 gewen und autologe B-lymphoblastoide Zelllinien

(B-LCL) durch Transformation von B-Zellen mit derpgtein-Barr-Virus (beschrieben in [30]).



35 I n-vitro-Generierung humaner antigenspezifischer CTL-Linien

Humane antigenspezifische CTL-Linien wurdenvitro durch Kultur von PBMC in Gegenwart von

spezifisch antigenbeladenen oder antigenexprimierenStimulatorzellen generiert (beschrieben in
[31,32]). Bei Verwendung von PBMC als antigenexpeirande Stimulatorzellen wurden diese mit dem
CD86 kodierenden Plasmid pCD86 kotransfiziert (hesben in [32]). Die Expression von

Oberfachenmolekilen und intrazellularen Zytokinemrde nach Farbung mit direkt markierten

spezifischen Antikérpern durchflusszytometrischlgsiart (beschrieben in [30]).

3.6 Induktion tumorantigenspezifischer T-Zellen im Tiermodell
Zur Aktivierung antigenspezifischer T-Zellen erbtéel Mause des Stammes C57BI/6 (Charles River,
Sulzfeld) eine Injektion 1 x & infektiser Partikel (IP) des Ad-p14 oder des Koftirus Ad-lacZ

intramuskular in den rechten Oberschenkel (bedodnién [31]).

3.7 Design und Generierung  eukaryontischer  Expressiongktoren  fur  die
Plasmidtransfektionsfluorolyse
Die Einzelelemente der modularen Detektionsvektdignden PTF wurden mittels Klonierung nach
Standard-Polymerasekettenreaktion zusammenged@izt. DNA-Sequenzen des Ubiquitins und der
selbstspaltenden 2A-Sequenz @kesea-asigna-Virus wurden mit Hilfe der Software jcat (www.jcde)
fur den humanen Organismus kodonoptimiert und diualofins (Hamburg) synthetisiert. Zusétzlich
wurde in die Ubiquitinsequenz eine C-terminale Romitation (G76A) eingefiihrt, um eine irreversible
Konjugation mit dem Antigen zu gewahrleisten (siéb. 4 in [32]). Das griin fluoreszierende AcGFP
wurde aus dem GreBhPlasmid (GFP; Lonza, Basel, Schweiz), das rotréismerende dsRed (RFP) und
das gelb fluoreszierende Yellow (YFP) aus den Pl@aempDsRed-Express2-N1 bzw. pZsYellowl-N1
(Clontech, Mountain View, USA) gewonnen. Alle Stiiaions- und Detektionsvektoren mit der
selbstspaltenden 2A-Sequenz sowie das PlasmidemiBelquenz fir kostimulatorisches, humanes CD86
wurden auf der Grundlage des Vektors pmaxCloffinLonza) erstellt. Die 2-Promotorkonstrukte
wurden auf der Grundlage des Vektors pVITRO2-hymas (Invivogen, San Diego, USA)
zusammengesetzt, wobei die humane Hygromycinregisterch Deletion deimternal Ribosomal Entry

Ste und Einfihrung einer PolyA-Sequenz beseitigt wurde

3.8 Transfektion eukaryontischer Zellen
Die Generierung von Stimulator- und Zielzellen, djgezifische Gesamtantigene exprimieren, erfolgte
durch Nukleofektion mittels Amaxa (Lonza) oder Bé&Poratorl000-Technik [33] (Tab. 1).



Tabelle 1: Nukleofektionsbedingungen fir die verwedeten Zellen

Technologie Zellen Puffer Elektrische Bedingungen
Amaxa | B-LCL T Programm UO01

dendritische Dendritic Cell Programm U02

Zellen

K562/K562-A2 \Y, Programm T16

EL-4 \% Programm C09
ELPorator1000 PBMC 90 mM Phosphatpuffer, pH 7,2, Rechteckimpuls: 800 V,

10 mM MgCL 50 mM Glukose 400 ps

3.9 Generierung stabil HLA-A2 exprimierender K562-Zellen

Eine freundlicherweise von Wolfgang Herr (Medizofie Universitat Mainz) zur Verflgung gestellte
cDNA des humanen HLA-A*0201-Allels (HLA-A2) wurdeniden Vektor pVITRO2-mcs2 (Invivogen)
unter Kontrolle eines Ferritin-Promotors kloniefitransfizierte K562-Zellen wurden mit 2@@/ml
Hygromyzin selektioniert und stabil exprimierendé&b@2-A2-Zellen wurden mittels anti-HLA-A2-
Antikérper (Klon HB82) gekoppelter magnetischBeads (Miltenyi Biotech) daraus angereichert
(beschrieben in [30]).

3.10 Bestimmung der Frequenz antigenspezifischer CTL dwh intrazellulare Zytokinfarbung

Fur den Nachweis der antigenspezifischen {FRkoduktion von CTL wurden peptid- oder
antigenbeladene Stimulatorzellen mit CO8Zellen im Verhaltnis 1:10 gemischt und fur eirggitraum
von 16 h kultiviert. Zur intrazellularen Anreicheg der Zytokine wurde dem Ansatz nach 2 h
Inkubationszeit Brefeldin A zugesetzt. Die Zellemrden fixiert, permeabilisiert und mit spezifischen
Antikérpern fur die Zelloberflachenmolekile CD8 u@i4 sowie fur intrazellularesIiFi-gefarbt und

durchflusszytometrisch untersucht (beschriebeB1f)|

3.11  Bestimmung der Frequenz antigenspezifischer CTL dwh Tetramerfarbung

Zur Identifizierung und Quantifizierung IMPsglse und CMVpp63gs 503€pitopspezifischer CTL wurden
Tetramerfarbungen in Kombination mit CD8-spezifechAntikérper durchgefiihrt (beschrieben in [30]).
Die verwendeten Tetramere wurden freundlicherweise Stefan Stevanovic (Universitat Tlbingen) zur

Verfligung gestellit.

3.12  Nachweis der CTL-Aktivitat durch **Chrom-Freisetzungstest

Im Chromfreisetzungstest wurde die Lyse radioaktigrkierter Zielzellen durch CTL Uber in den
Kulturlberstand freigesetztes, radioaktiv markg@hrom bestimmt [30]. Dazu wurden Zielzellen mit
Nay[>'Cr]O, (300 mCi, 2 h) beladen und anschlieRend mit eiitéerten Anzahl von T-Zellen 4 h
inkubiert. Die y-Strahlung in den Zellkulturiberstinden wurde iha#y einer Minute bestimmt
(LKB Wallac, Bromma, Schweden). Der Anteil spexfhis freigesetzten Chroms wurde wie folgt

berechnet: Prozentzahl spezifischer Chromfreisgtzufexperimentelle  Freisetzung-spontane
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Freisetzung) x 100% / (maximale Freisetzung-sp@ntareisetzung). Die maximale Freisetzung wurde
aus dem Uberstand von Zielzellen nach Zugabe voifrfdn X-100 bestimmit.

3.13  Durchflusszytometrischer Nachweis der CTL-Funktion

Sowohl der VITAL-FR als auch der PTF erfassen did-@ermittelte Lyse spezifischer Zielzellen im
Verhéltnis zu einer Kontrollzellpopulation (bes&en in [31]). Im VITAL-FR erfolgte die Abgrenzung
der Zellpopulationen Uber Beladung mit grun fluaresendem Carboxyfluoreszeinsuccinimidylester
(CFSE; rem; 520 nm) und Beladung mit rot fluoreszierendem
Dimethyldodecylaminoxidsuccinimidylester (Far Rekem: 610 nm) (Abb. 1A); in dem PTF Uber
intrazellular exprimiertes GFR.@m: 505 nm) und rot fluoreszierendes REEng: 591 nm) (Abb. 1B).
Die Auswertung von VITAL-FR und PTF zur Ermittlunigr spezifischen Lyse von Zielzellen erfolgte

durch den Bezug auf einen entsprechenden Kontsaitarohne Effektorzellen (Abb. 1C).

CTL: CTL: ohne 10 1.000
R3MAZ: RaR2: - ug=u} 0,24 012 Spezifische Lyss
: ; 2)
2 = L =100 %6 — 4100 %
= i ¥ (2
= = —]|3 R2).
£ £ ){"-#1- B g
2 ;nﬁﬁ_@_ n = Froben-fnsetz
Spezific ch: CF SE Spezifcch GFF Co = kortroll-Ansatz

Abbildung 1: Durchflusszytometrischer Nachweis der CTL-vermittelten Lyse fluoreszierender
Zielzellen. (A) Zielzellen wurden jeweils mit CFSE und reletem Peptidepitop bzw. Far Red (FR) und
irrelevantem Peptidepitop gefarbt und beladen. ewé® Zellen beider Populationen wurden gemischt
und mit einer aufsteigenden Menge CTL versetzt.iN&8-72 h Inkubation wurden die verbleibenden
Zielzellen der Populationen R2 (BRund R3 (CFSBH durchflusszytometrisch erfasst. (B) Zielzellen
wurden jeweils mit Koexpressionsvektoren transfiziedie fur ein spezifisches ubiquitiniertes
Gesamtantigen in Kombination mit GFP bzw. fir eionkollantigen zusammen mit RFP kodieren und
wie unter (A) beschrieben durchflusszytometrischalgsiert. (C) Die CTL-vermittelte Lyse der

spezifischen Zielzellen (n) wurde Uber das Verligiftion R3 und R2 im Bezug zur Kontrolle (Co) ohne
zugesetzte CTL errechnet.

3.14  Statistische Analysen

Die Daten wurden mit den Tabellenkalkulationspragreen Excel™ (Microsoft, Miinchen) und SPSS
Software fur Windows (Version 15; SPSS Instituthic@go, USA) ausgewertet (siehe [30]).



4 Ergebnisse

4.1 Entwicklung einer durchflusszytometrischen Methodezur Detektion geringer Frequenzen
funktioneller epitopspezifischer CTL

Der direkte Nachweis der CTL-Effektorfunktion ausiischem Probenmaterial wird oftmals durch die

geringe Frequenz isolierter spezifischer Effektiereverhindert. In der wissenschaftlichen Forsghun

werden zudem sensitive Methoden bendétigt, die piagtische Uberpriifung theoretisch vorhergesagter

immunogener CTL-Epitope gewahrleisten. Zu diesemedwwurde der VITAL-FR [30] auf der

Grundlage der VITAL-Methode [15] entwickelt.

In der VITAL-Methode nach Hermanet al. wird die Lyse fluoreszenzgefarbter, peptidbeladene
Zielzellen nach vierstindiger Inkubation mit derfekforzellpopulation detektiert. Wahrend in der
VITAL-Methode ein Teil der Zielzellpopulation mit eth orangeroten Fluoreszenzfarbstoff
Chlormethylbenzoylaminotetramethylrhodamin  (CMTMRAem: 565 nm) gefarbt und deren
MHC-Klasse I-Molekiile mit einem irrelevanten Pepixbgen beladen werden, wird der andere Teil der
Zielzellpopulation mit CFSE Adem: 45 nm) gefarbt und mit dem relevanten immunegeReptid
beladen [15]. Der Austausch des Zellfarbstoffs CMIMurch Far Red, der eine hohe zellulare
Persistenz und eine geringe Zytotoxizitdt aufwg®t], fuhrte im VITAL-FR zu einer starkeren
spektralen Abgrenzung zu CFSEAEmM: 90 nm) wahrend der zytometrischen ErfassungZadzellen.
Zusammen mit einer Reduktion der initial eingesgtzZielzellen konnte eine Ausdehnung der
Koinkubationszeit auf 72 h ermdglicht werden. Wievartet, erhohte sich die spezifische Zielzelllyse.
Die Kinetik der CTL-vermittelten spezifischen Lysamaner autologer B-LCL und humaner T2-Zellen
als Zielzellen, die mit dem immundominanten CMVppéi.zPeptid beladen waren, zeigte im
VITAL-FR einen signifikanten Anstieg der spezifisigisierten Zielzellen wahrend der 72 h Koinkubation
bei Einsatz kleiner Zahlen CMVpp&&sozspezifischer Effektoren £10) (siehe Abb. 2 in [30]).

Mit dem VITAL-FR konnte die signifikante spezifisetzytotoxische Lyse unterschiedlicher Zielzellen
dosisabhangig von der CTL-Anzahl nachgewiesen werilédhrend sich eine signifikante Lyse bei
Verwendung der etablierten humanen HLA*AZelllinie T2 bereits bei Zugabe von 1-3 spezifisch
CTL nachweisen liel3, zeigte die K562-A2-Zellliniewse die das gesamte HLA-A,B,C-Spektrum des
Spenders reprasentierenden autologen HLAB2 CL eine vergleichbare Lyse durch 10-30 spegcifis
Effektorzellen (siehe Abb. 4B in [30]).

Die Validierung der Sensitivitat des VITAL-FR durdBrmittlung der spezifischen Lyse von mit
CMVpp65ies.503bzw. IMP-Lg¢6 beladenen T2-Zielzellen in Abhangigkeit von derzahl zugesetzter
spezifischer Effektorzellen ergab eine ca. 10-3Mfadhere Sensitivitdt des VITAL-FR (1-10 CTL) im
Vergleich zum klassischen CRA (30-100 CTL) (siehbbA2 in [30]). Dieser Vorteil wurde noch
deutlicher bei Betrachtung der durchschnittlichefbtmaximalen Lyse, die durch den CRA im Median
mit 325 CTL bzw. durch den VITAL-FR mit 7 CTL erotit wurde (siehe Abb. 5 in [30]). Die hohe



Sensitivitdt und die dem Versuchsprinzip zugrundegeinde interne Kontrolle des VITAL-FR
ermoglichten im Vergleich zum CRA eine Reduzierw®y eingesetzten Effektorzellzahlen um den
Faktor 30-100 (siehe Abb.5 und Tabelle 1 in [3@)ne weitere Reduktion der Menge eingesetzter
Zielzellen fuhrte zu einer hoheren Sensitivitat,beiosich der beste Kompromiss zwischen Sensitivitat
und Reproduzierbarkeit, bei einer Zellzahl von jésvel0® mit CFSE bzw. Far Red gefarbten

peptidbeladenen Zielzellen ergab.

Die ausgedehnte Inkubationszeit, die kleine Zattiaineingesetzter Zielzellen in Kombination mitrde
geringen spektralen Uberlappung von CFSE und FdrdRetimmten die Sensitivitat des VITAL-FR, der
fur den Nachweis spezifischer CTL-Reaktivitat beiekénntem MHC-Klasse I-Kontext fir

immundominante Epitope entwickelt wurde [30].

4.2 Modulares Vektorsystem als Basis fur zytometrische Methoden zum Nachweis
gesamtantigenspezifischer CTL-Funktion
Die Messung des CTL-vermittelten Immunstatus vortieReen bezlglich krankheitsassozierter
Antigenepitope setzt in dem hochsensitiven VITAL-BRR Kenntnis der HLA-A,B,C-Molekile des zu
testenden Individuums voraus. Gleichermalien mussen fur die Anwendung Kenntnisse der im
Vorfeld zu synthetisierenden HLA-assoziierten miaiem T-Zellepitope vorhanden sein. Daher wurde
eine neue sensitive Methode auf der Grundlage tselletransfizierbarer Plasmidkonstrukte fur die
intrazellulare Expression proteasomal degradieAatigene und durchflusszytometrisch erfassbarer
Fluoreszenzfarbstoffe in Zielzellen entwickelt. Chggebnisse dieser Arbeiten sind Grundlage eines
Patentes [31] sowie eines Manuskriptes, die ddieganden Arbeit beigefugt sind. Die Publikatioh is
gegenwartig in Revision bei der Zeitschrift PLOSEON

Diese als PTF bezeichnete Methode nutzt den nehéri Weg eines intrazellular exprimierten und
prozessierten Gesamtantigens zur Induktion und fjizzerung einer MHC-Klasse I-assoziierten
Immunantwort und ist somit ohne Kenntnis des HLApldtyps des Patienten oder immundominanter
Epitope des Antigens durchfuihrbar. Abhéangig von Wéhl der Zielzellen sollte die Methode die
Beantwortung von Fragestellungen moglich machenddim VITAL-FR nicht zuganglich waren. Diese
beinhalteten die Untersuchung polyspezifischer ®Baktivitdten gegen aus Gesamtantigen prozessierte
Epitope im Kontext einzelner definierter MHC-Kladddolekile oder der gesamten autologen
MHC-Klasse I-Strukturen.

Die Expression von direkt fusioniertem, ubiquitimdégn Antigen mit einem N-terminalen

Fluoreszenzmarker in Zielzellen zeigte eine masBirgradation eines fluoreszierenden Reporterpm®tein
und verhinderte so die anschlieende zytometri§ftektion antigenexprimiernder Zielzellen (siehe
Abb. 8 in [32]). Wahrend die Expressionsstarke wbmquitiniertem Antigen und Reporterprotein bei

Koexpression mit zwei unabhangigen Promotoren imdnen und Maus-Zelllinien vergleichbar war,
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exprimierten primare autologe PBMC und B-LCL beli®teine asynchron (unveroéffentlichte Daten).
Zusatzlich zu diesen 2-Promotorkonstrukten wurdesexpressionskonstukte geschaffen, bei denen
ubiquitiniertes Antigen und Reporterprotein vonesmPromotor ausgehend exprimiert werden und tber
eine zwischengeschaltete 2A-Sequenz translatiortkbppelt wurden (siehe Abb. 1 und 2 in [32]). Mit
diesen 2A-Konstrukten konnte in der humanen K562ZaRlinie als auch in frisch isolierten humanen
PBMC und in B-LCL sowie in murinen EL-4-Zellen eif®he Expression von Antigen und Marker
erreicht werden (siehe Tab.1l in [32]). Die Genespionseffizienz und Synchronitat von zu
prozessierendem Antigen und Reporterprotein wuitsvon der Art der Vektorelemente, deren

Anordnung sowie von der Art der Zielzellen beeirfiu

Mit K562-A2 und EL-4 als Zielzelllinien konnte di€TL-vermittelte Reaktivitat im PTF erfolgreich
nachgewiesen werden (siehe Abb. 13,14 und 16 ih EH8e signifikante Zielzelllyse autologer B-LCL
und PBMC erfolgte bereits durch 10-30 CMVppB3oszspezifische CTL. Bereits 3-10 CTL reichten aus,
um die signifikante Lyse transfizierter K562-A2-l&# nachzuweisen (siehe Abb. 13 in [32]). Flr den
Unterschied zwischen der Expression des trandizigbesamtantigens zur Beladung mit Peptidepitopen
fur die Effektorfunktion epitopspezifischer CTL aidfelzellen wurden K562-A2-Zielzellen mit dem
Vektor fur das CMVpp65-Gesamtantigen transfiziertvb mit dem immunodominanten synthetischen
Minimalepitop CMVpp6%ss.s03 beladen. Diese Zellen wurden 72h mit HLA-A2-regierten
CMVpp65ygs.sozspezifischen CTL inkubiert. Bei Verwendung mit deBesamtantigen transfizierter
K562-A2-Zellen reichten bereits 1/5-1/10 der amggezifischen Effektoren aus, um eine vergleichbare
Lyse wie bei Peptidepitop-beladenen Zielzellen éfiihren (siehe Abb. 14 in [32]).

Ein weiteres Indiz fur die verbesserte Peptidpréatem ubiquitinierter transfizierter Antigenkongtte
wurde mittels der Untersuchung der T-Zellstimulatgefunden. Dendritische Zellen wurden mit einem
Vektor fur das ubiquitinierte CMVpp65-Gesamtantigeansfiziert und zur einmaligen Stimulation
autologer HLA-AZ PBMC verwendet. Es wurde eine deutlich héhere ey CMVpp65es.soz
spezifischer CTL induziert (15,3-34,4%; n = 3) disch die mit synthetischem Peptid exogen beladenen
dendritischen Zellen (1,1-1,5%; n = 3) (siehe Abin [32]).

Diese Ergebnisse waren der Ausgangspunkt fur digigeung des PTF. Dazu wurden zunachst frisch
isolierte PBMC aus HLA-A2 CMV* Spendern mit einem Vektor fur das ubiquitinierts\gpp65-
Gesamtantigen und einem fur das kostimulatorischerfchenmolekill CD86 kotransfiziert und diese
PBMC als Stimulatorzellen fiir autologe Gedachtnigellen verwendet. Die spezifische Reaktivitéat der
CTL wurde anschlieBend Uber die IFNRroduktion, durch Farbung mit HLA-A2/CMVpp&sses
Tetrameren und Uber die funktionelle Lyse in demF Pdntersucht. Die Zielzellen wurden mit
2A-Konstrukten transfiziert, die fur 275 Aminoséawste des N-Terminus von CMVpp65
(CMVpp65,.,79, 285 Aminosaurereste des C-Terminus von CMVppBB\{pp65:76.56) Oder fir das
CMVpp65-Gesamtprotein jeweils in Kombination mihe@mn fluorogenen Reporterprotein kodierten. Das

immunodominante HLA-A2-restringierte Epitop CMVpp&5ses liegt im C-terminalen Bereich des
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Antigens. Daher zeigte sich bei Stimulation mit d@iterminalen CMVpp65&e.ssrProtein oder dem
CMVpp65-Gesamtprotein tranfizierten K562-A2-Zieleel eine deutliche IFN-Produktion (Abb. 2A).
Die Dominanz des HLA-A2/CMVpp65s.sozEpitops und die unterschiedliche Starke der UB&¢-f-
Produktion ermittelten Antworten fir die untersctiiehen Spender wurden Uber die Farbung mit dem
HLA-A2/CMVpp65,95.50z Tetramer bestéatigt (Abb. 2B). Bezlglich des N-teaten CMVpp65%.:5
Proteins konnte bei Spender 2 eine WRroduktion durch CTL (0,2%) nachgewiesen werder D
parallele Messung der funktionellen CMVpp65-speeliien CTL-Reaktivitat mit K562-A2-Zielzellen im
PTF korrelierte bei beiden Spendern mit i-H®roduktion und Tetramer-Farbung (Abb. 2C). Berbi
IFN-y-produzierende CTL lysierten eine signifikante Amzaon Zielzellen, die nach Transfektion
C-terminale CMVpp6&esserProtein oder das CMVpp65-Gesamtprotein exprimiert®ie beim
Spender 2 Uber die IFMProduktion nachgewiesene schwache Reaktivitat rgedgs N-terminale
CMVpp65,,75Protein korrelierte zu einer funktionellen HLA-A8stringierten CTL-Antwort gegen
diesen N-terminalen Antigenbereich im PTF bei 628y CTL. Diese Ergebnisse zeigten die Validitat
des PTF und erbrachten Hinweise auf mogliche weitsubdominante HLA-A2-restringierte CTL-
Epitope. Die Verwendung autologer PBMC als Ziekellerméglichte die Erfassung der CTL-
vermittelten funktionellen CMVpp65-Reaktivitdt (besamtliche HLA-A,B,C-Restriktionen des
jeweiligen Spenders. Bei beiden Spendern wurde é@otliche CTL-Reaktivitdt gegen das C-terminale
CMVpp6576.s6rProtein bestatigt, sowie bei Spender 2 eine Regktiauch gegen das N-terminale
CMVpp65,.,75Protein (Abb. 2D). Zusammenfassend zeigte diess ater PTF eine CTL-vermittelte

Immunantwort Uber die zytolytische Funktion derektbren verlasslich quantifizieren kann.

Die Besonderheit durchflusszytometrischer Methoden Erfassung der CTL-Aktivitat, namlich dass
Effektorzellen und verschieden fluorochrommarkieri®elzellen in einem Koinkubationsansatz
differenziert dargestellt werden, erlaubte eine d&isvung des PTF. Durch Herstellung weiterer
Detektionsvektoren, die als Fluorochrom die Gensegules gelben Fluorezenzfarbstoffes Yként

539 nm) einschlossen, konnte eine scharfe durgdfjiemetrische Abgrenzung zu den Fluoreszenzen
von GFP fem: 505 nm) und RFP.ém: 591 nm) erreicht werden (siehe Abb. 11 undrnl32]). So
ermdglichte z.B. eine simultane Messung spezifisché@P-1- und CMVpp65-Reaktivitaten einen
direkten  Vergleich  verschiedener  CTL-vermittelter mmiunkompetenzen innerhalb  einer

Effektorpopulation (unveréffentlichten Daten).
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Abb. 2. Korrelation der IFN-y Produktion CMVpp65 vorstimulierter PBMC und der Ly se
CMVpp65-exprimierender K562-A2 Zellen und autologerPBMC-Zielzellen in dem PTF.PBMC der
HLA-A2" Spender 1 (#1) und 2 (#2) wurden fur die Expressines ubiquitinierten CMVpp65-
Gesamtproteins transfiziert und 7 Tage mit frissblierten autologen PBMC kokultiviert. Mittelwerte
Standardabweichung aus Triplikatbestimmungen, BiMeE der HLA-A2" CMV* Spender. (A) Die
Zellen wurden nach Restimulation mit K562-A2-Zelledie fir die Expression des CMVpp65-
Gesamtproteins (pWg, des CMVpp6&;sFragmentes (pUG oder des CMVpp65Hs.serFragmentes
(pUGC,) transfiziert waren, restimuliert. Die Frequenzr déN-y* CD8 T-Zellen wurde nach
intrazellularer Farbung durchflusszytometrisch wsialt. (B) HLA-A2/CMVpp65gs.s0z Tetramer CTL
wurden direkt aus der Kokultur bestimmt. Zur Gemermg CMVpp65-exprimierender Zielzellen wurden
(C) K562-A2 oder (D) frisch isolierte autologe PBM@t Plasmiden, die fur ubiquitinierte CMVpp65-
Fragmente in Kombination mit GFP kodieren, tranefiz Kontrollzielzellen wurden mit Plasmiden,
welche fir RFP kodieren, transfiziert. Die durchfimytometische Analyse der Zielzellpopulationen
erfolgte nach einer Koinkubation von 72 h.
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4.3 Optimierung einer therapeutischen Vakzinierung fur das humane Papillomvirus durch
Kombination mit Immunmodulatoren im Mausmodell

Die zellulare Immunantwort der adenoviralen theuwtisenen Vakzine Adpl4 [31], welche sich gegen
die Onkogene E6 und E7 der Genotypen HPV16 und BRi¢htet, wurde einzeln und in Kombination
mit potentiellen Immunmodulatoren im-vivo-Modellen mit der murinen epithelialen durch HPV16
immortalisierten Zelllinie C3 sowie der murinentiglialen HPV16-E6/7 exprimierenden Zelllinie TC-1,
die in C57BL/6-Méausen solide Tumoren bilden, geteddas Ziel war, die Wirksamkeit einer Impfung zu
verbessern. Die Gruppe der potentiellen Immunmadida umfasste i) den synthetischen Tikg
Rezeptor-Aktivator Imiquimod, ii) das Zytokin IFd-iii) DTA-1, ein den Glukokortikoid-induzierten
Tumornekrosefaktor-Rezeptor bindenden agonistischeatiképer sowie iv) einen CD4T-Zellen

depletierenden Antikorper [31].

Eine prophylaktische Applikation der Adpl4-Vakzivar Transplantation der C3- und TC1-Tumorzellen
verhinderte das Anwachsen beider Tumorzellliniedlsténdig. Bei der therapeutischen Adpl4-
Vakzinierung tumortragender transplantierter Matesgredierten C3-Tumore vollstandig wahrend die
TC1-Tumore in 9 von 10 Mausen nach temporarer Rsgre wieder auswuchsen (siehe Abb. 2 und 3 in
[31]). Koapplikation von Imiquimod (0/5), anti-CDAntikorper (2/10) oder IFNx (4/10) fuhrte in einem
Teil der Mause zur partiellen Regression, wahraadzdsatzliche Applikation des agonistischen DTA-1-
Antikdrpers eine vollstandige Regression aller Tiiinore bewirkte (siehe Abb. 4 in [31]). Der Einflus
von DTA-1 auf Adpl4-induzierte CTL, die reaktiv gggdas HPV16E7-Gesamtantigen waren, sollte
untersucht werden. Dazu wurden EL-4-Zellen, die emiem Stimulationsvektor fir ein ubiquitiniertes
HPV16E7-Onkogen transfiziert wurden [32], zur Rmsfiation der Maus-Milzzellen verwendet.
Splenozyten aus Mausen, die mit der HPV-Vakzine J&dgeimpft waren, zeigten eine hohe Frequenz
IFN-y" CD8' T-Zellen, die bei Kombination mit DTA-1 zuséatzliehhoht war (siehe Abb. 5 in [31]).

Um die Niutzlichkeit des PTF in Vakzinierungsstudiea testen, wurden HPV-spezifische CTL-
Antworten damit untersucht ([32] und Abb. 3). Indgéasatz dazu zeigten die Milzzellen der Adpl4-
vakzinierten Mause eine ausgepragte f-Bxpression (Abb. 3A). Lediglich 3-10 HPV16E7-raakt
IFN-y" CD8" T-Zellen Effektorzellen bewirkten eine signifikentyse der EL-4-Zielzellen im PTF
(Abb. 3B). In Milzzellkulturen aus Mausen, die ndér Kontrollvakzine AdLacZ behandelten waren,
waren keine IFN~produzierenden CTL und entsprechend auch keingfigofe Lyse im PTF messbar.
Somit erlaubte der PTF eine verlassliche Bestimmeingr spezifisch induzierten CTL-Aktivitdt ohne
vorherige Kenntnis der zugrundeliegenden MHC-Kldg3estriktionen bei Vakzinierungsexperimenten

im Mausmodell.
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Abb. 3: Nachweis einer Adpl4 Vakzine-induzierten HN16E7-spezifischen CTL Antwort im
Mausmodell. Mononukleére Zellen wurden 12 Tage nach Immunisignmit der therapeutischen HPV-
Vakzine Adpl4 oder der Kontrollvakzine AdLacZ ausndMilzen der Mause isoliert. Milzzellen
unbehandelter Mause dienten als Kontrolle. DieskeZenvurden 7 Tage mit HPV16E7-transfizierten
EL-4-Zellen in vitro kokultiviert. (Mittelwert + Standardabweichung, 5alMse pro Gruppe) (A)
HPV16E7-spezifischne IFN: CD8 CTL wurden mittels intrazellularer IFiFarbung
durchflusszytometrisch analysiert. (B) EL-4-Zellevurden fir die Expression von HPV16E7 in
Kombination mit GFP transfiziert. Kontrollzielzelewurden mit dem Expressionsvektor fir RFP
transfiziert. Isolierte Milzzellen Adpl4- oder AdtAaimmunisierter M&use wurden titriert und mit den
transfizierten EL-4-Zellen im PTF inkubiert. Diet@enspezifische zytotoxische Aktivitat wurde Uber
das Verhaltnis der spezifischen und der Kontrditgken nach 48 h in Relation zu Zielzellkultureime
Effektorzellen bestimmit.
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5 Diskussion

Die in dieser Promotionsarbeit dargestellten wisskaftlichen Methodenentwicklungen hatten zum Ziel,
den hochsensitiven Nachweis und die funktionell@r@kterisierung von CTL zu ermdglichen. Die aus
der VITAL-Methode [15] weiterentwickelte Methoded¥ITAL-FR erlaubte einen solchen Nachweis
der CTL-Effektorfunktion flir definierte Peptidepi®. Dabei konnte durch Einfuhrung des Zellfarbstoff
Far Red eine deutliche spektrale Abgrenzung zu delifarbstoff CFSE Aiem: 90 nm) wahrend der
durchflusszytometrischen Erfassung der Zielzellereieht werden [35,36]. In Verbindung mit der
geringen Zytotoxizitat [34] und der Persistenz Basbstoffs [37] wurde dadurch eine Ausdehnung der

Koinkubationszeit von Effektorzellen und Zielzellauf Gber 72 h ermdglicht.

Zur Validierung der Sensitivitat und der Spezifithts VITAL-FR wurde die CTL-vermittelte Lyse in
Korrelation zu der Anzahl eingesetzter epitopspedier CTL im Kontext definierter MHC-Klasse I-
Molekile gemessen. Aufgrund der hohen HLA-A2-Prémalin der kaukasischen Bevélkerung von ca.
45% [38] und der starken viralen Durchseuchung mftuenza- und Zytomegalieviren, wurden
hochkonservierte immunodominante HLA-A*0201-regiiarte Epitope aus IMP-1 (Peptidsequenz:
GILGFVFTL) und CMVpp65 (Peptidsequenz: NLVPMVATVR6,27] zur Validierung der Methoden
ausgewahlt. Wie die Kinetik und die spezifische G/Ermittelte Lyse in Abh&ngigkeit von der
eingesetzten Zielzellzahl zeigten, steht die hokesivitat des VITAL-FR im Zusammenhang mit der
ausgedehnten Koinkubationszeit und der geringeralinnitial eingesetzter Zielzellen. Eine Reduktion
der Zahl an Zielzellen auf i0n Verbindung mit einer Ausdehnung der Inkubatimis auf 72 h
ermoglichte bei Verwendung humaner HLA-AZ2-Zielzellen den signifikanten Nachweis von 1-3
spezifischen CTL. Bei Verwendung von autologen B-L@ler der Zelllinie K562-A2 als Zielzellen
wurde mit 10-30 CTL ein signifikanter Nachweis &he (siehe Abb. 3B in [30]). Dies kénnte u.a. auf
einen hohere Umsatz der HLA-A,B,C-Molekiile auf d&slloberflaiche oder auf die Prasentation
endogener Peptide, die mit exogen aufgebrachteoggm konkurrieren, zurtickzufiihren sein [39,40]. Im
Vergleich zum klassischen CRA [41] hatte der VITAR- eine 10-30fach niedrigere signifikante
Nachweisgrenze fir spezifische CTL. Deren zytotytés Aktivitat erreichte ihren halbmaximalen Wert
bereits bei einer 100fach niedrigeren CTL-Anzahl uzeigte ein signifikant hoheres Plateau bei
maximaler Lyse der Zielzellen. Die Koinkubation kis 72 h im VITAL-FR fuhrte zu einer Proliferation
der (Kontroll-)Zielzellen um den Faktor 5-8. Diesm@glichte den initialen Einsatz von einer sehr
geringen Menge an Zielzellen €)Ound erlaubte die Wiederfindung relevanter Zellemhbei der
durchflusszytometrischen Messung am Endzeitpunkkdakubation (siehe zusatzliche Abb. 2 in [30]).
Demgegentiber ist eine Ausdehnung der Koinkubatehén CRA zur Verbesserung der Sensitivitat
aufgrund der’Cr-Freisetzung durch Radiolyse der Zielzellen [#@] sehr begrenzt méglich. Anders als
der CRA erfordert der VITAL-FR keinen zusatzlich&ontrollansatz, da sich die mit spezifischem
Antigen beladenen Zellen und die Kontrollzellen selben Ansatz befinden. Das und die hohe

Sensitivitdt bewirken, dass fur den VITAL-FR im gigich zum CRA zur Detektion einer signifikanten
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Lyse 1/100 der Menge spezifischer CTL erforderlisind (siehe Abb.5 in [30];). Mit dieser
Weiterentwicklung steht eine hochsensitive MethmdeVerfigung, die die funktionelle Erfassung und
Charakterisierung von zytotoxischen T-Zellantworseri der Basis vorher definierter Einzelepitope aus

begrenztem Untersuchungsmaterial gestattet.

Bei der Entwicklung des PTF war das Ziel die Enasgs polyspezifischer CTL-Reaktivitdten bei
unbekanntem zugrundeliegendem MHC-Klasse I-Spektidien Ubiquitinierung von Antigenen ist eine
kritische Voraussetzung fur die effiziente protenate Prozessierung, Prasentation und CTL-Induktion
[43]. Die Expression ubiquitinfusionierter Antigendurch antigenpréasentierende Zellen in der
Vakzinierung und T-Zellstimulation flhrte zu eingeutlich verstarkten Induktion antigenspezifischer
T-Zellen [44,45]. Mittels ektopischer Expressiomeas ubiquitinierten Antigens in Kombination mit
einem Fluoreszenzreporterprotein  wurden Zielzellganeriert, die das ektopisch exprimierte
Gesamtantigen verstarkt degradierten, prasentiarnteh gleichzeitig durchflusszytometrisch erfassbar
wurden [32]. Ein daflr konstruierter Expressionsgeknusste folgende Eigenschaften in sich vereinen:
() universelle Verwendbarkeit in einer Vielzahltenotieller Zielzellen, (ii) korrelierte, gleich ska
Expression von Reporterprotein und Antigen undl éifektive Degradation des rekombinanten Antigens
bei gleichzeitigem Erhalt des fluoreszierenden Repproteins. Das zu diesem Zweck zunéchst
generierte bicistronische 2-Promotorkonstrukt aufur@lage zweier unterschiedlicher Ferritin-
Promotoren zeigte eine starke und ausgewogene &stprein den getesteten humanen K562-A2- und
Maus EL-4 Zelllinien [32]. In primaren humanen PBM&d autologen B-LCL waren lediglich geringe
Expressionsstarken des Reporterproteins messbaterd/@-Promotorkonstrukte auf der Grundlage der
Kombination anderer starker Promotoren lieferte usgawogene Expressionsstarken als Folge von
Promotorinterferenzen (Daten nicht gezeigt) [46phBr wurden Vektoren mit der virusentlehnten
.Selbstspaltenden 2A-Sequenz® [47,48] in Kombinatimit dem konstitutiv hoch exprimierendem
Promotor desmmediate Early-Proteins-1 aus dem CMV [49] generiert. Die optit@a Konstrukte [32],
die eine aus derfhosea-asigna-Virus abgeleitete 2A-Sequenz beinhalteten erwiessem als universelle
Detektionsvektoren, da die ,selbstspaltende 2A-8egu eine nahezu vollstandige Abtrennung des
Reporterproteins vom Ubiquitin-Degradationssigraiehl in der Zelllinie K562-A2 als auch in B-LCL
und frisch isolierten PBMC zeigte. Die Verwendungnv Zielzellen, die rekombinante mono-
ubiquitinierte Antigene exprimieren, erniedrigtee dNachweisgrenze der antigenspezifischen CTL-
Reaktivitat im Vergleich zu nativ exprimierten Ageinen signifikant (unveréffentlichte Daten). Diese
Beobachtung deckt sich mit Feststellungen anderbeifsgruppen, die eine verstarkte Zielzelllyse bei

Expression ubiquitinfusionierter Antigene in CRAsl&xenden Systemen nachweisen konnten [50,51].

Durch Transfektion des optimierten universell experbaren Konstruktes fir ein ubiquitiniertes
CMVpp65-Gesamtantigen in Kombination mit einem B&abGFP gelang es aus Zellen der Zelllinie
K562-A2, aus B-LCL und aus frisch isolierten PBM&zellente antigenpréasentierenden Zielzellen zu

generieren ([32] und Abb. 2). Dies ist von besoadeBedeutung, da die Wahl der Zielzellen

17



entscheidend fur die Fragestellung ist, die mit demF verfolgt wird. Werden im PTF Zelllinien
verwendet, die wie K562-A2 nur ein definiertes HIAB,C-Molekil exprimieren, kann dies
insbesondere zur Aufklarung z.B. der HLA-A2-Asstipia von Epitopen eines zu untersuchenden
Gesamtantigens dienen. Durch die intrazellularezéasierung, die durch das Ubiquitin auf dem
natirlichen Weg fir die Présentation auf MHC-Klaksbtolekilen erfolgt, kénnten auch schlecht
bindende und damit fir eine externe Beladung reéfitiente Epitope fiir die funktionelle CTL-Analyse
zuganglich gemacht werden. Die unmittelbar in groBéengen zur Verfligung stehenden autologen
PBMC ermdglichen hingegen ein Ubergreifenddsnitoring von Immunantworten und dienen der
Beantwortung von Fragestellungen, bei denen deawgeMHC Klasse I/HLA-A,B,C-Kontext zunachst
irrelevant, die Beschreibung antigenspezifischet @iegnostisch aber erforderlich ist. Autologe BiLC
stellen diesbezlglich weitere potentielle Zielzellalar, weisen aber Nachteile aufgrund der
mehrwdchigen Generationsdauer [52], der uneinbléh Transfizierbarkeit [53] und des viralen EBV-

Hintergrunds [54] auf.

Die hohe Effizienz der endogenen Antigenbeladungefsi Transfektion der Zielzellen fur den PTF
konnte im Vergleich zu exogen mit CMVppg5sezPeptid beladenen K562-A2-Zellen gezeigt werden.
Bei Verwendung von Zielzellen die das immundomin@Vpp65es.sozEpitop aus dem gesamten
561 Amninosdureresten umfassenden CMVpp65-Gesdgeant prozessierten, waren fir eine
signifikante Lyse im Vergleich zu CMVpp&3.sosEpitop beladenen Zielzellen lediglich 1/5 der Meng
epitopspezifischer Effektorzellen erforderlich [32)ies konnte darauf zurlickzufihren sein, dass die
Transfektion zur intrazellularen Produktion und Z&ssierung des Antigens im Gegensatz zur externen
Peptidbeladung auch bei einem hohen Umsatz der NIBAC-Molekiile der Zielzellen die fortwéhrende

Prasentation der Epitope gewdahrleistet.

Zur Evaluierung des PTF wurde dieser mit der Pradokvon pro-inflammatorischem IFN{8] und der
HLA-A2-Tetramerfarbung [55] verglichen, die jedodie zytotoxische Wirkung nicht direkt nachweisen.
Hier zeigte sich eine starke Korrelation der quemigirten funktionellen CTL-vermittelte Lyse mit de
Surrogatparametern IFNExpression und Tetramerbindung bei den verwend&esamtantigenen
CMVpp65 und IMP-1. Die ausgepragte Reaktivitait derit dem CMVpp65-Gesamtantigen
vorstimulierten Effektorzellen gegeniiber den HLA=AZielzellen, die den C-terminalen Bereich des
CMVpp65 exprimierten, bestatigte die immundominagtellung des CMVpp6&SssozPeptid innerhalb
des Gesamtantigens. Interessanterweise wurde irPdénsowohl mit autologen PBMC, die das gesamte
HLA-A,B,C-Spektrum des Spenders darstellen, alhanit K562-A2 Zielzellen eine signifikante CTL-
vermittelte Antwort gegeniber dem N-terminalen Bd#revon CMVpp65 erfasst, fir den keine
immundominanten Epitope beschrieben sind. Diesrstnéécht die Bedeutung des PTF fur funktionelle
Untersuchungen auf zusétzliche subdominante Epitodche an der Kontrolle viraler Infektionen

beteiligt sind, sich aber mit herkdmmlichen Methoder schwer charakterisieren lassen [56].
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Die Kombination unterschiedlicher Antigene mit zziéhen Fluoreszenzreportern in einem Ansatz fur
die Durchflusszytometrie ermdglichte zudem die gehAbgrenzung verschiedenartiger Zielzellen sowie
die simultane Erfassung von CTL-Reaktivititen gegeshrere Antigene [32]. Diese Erweiterung tragt
zusatzlich dazu bei, den Aufwand sowie die Menge llendtigten Patientenmaterials bei klinischen
Testungen zu reduzieren. Gleichermal3en kdnnte dmeseissenschaftlichen Fragestellungen genutzt
werden, um die Immunogenitat unabhangiger Antigene. von Varianten eines Antigens [57,58] tber
einen direkten Vergleich der entsprechenden CTLkRatiten in definiertem MHC-Klasse I-Kontext zu
charakterisieren. Hier ware beispielsweise ein #msdenkbar, in dem die relative Reaktivitat
gesamtantigenspezifischer Effektorzellen gegenzgiln, die ein definiertes MHC-Klasse I-Molekl
und unterschiedliche Gesamtantigen-Varianten exeran, dargestellt wird. Weiterhin kdnnte der
MHC-Klasse I-Kontext intrazellular prozessierter dunprasentierter immunodominanter Epitope
untersucht werden, indem die relative Reaktivitésamtantigenspezifischer Effektorzellen gegen
Zielzellen die unterschiedliche MHC-Klasse I-Molé&kiund gleiche Antigene exprimieren untersucht
wird (siehe Abb. 13 in [32]). Die Anwendbarkeit d@$F ist nicht auf klinische und wissenschaftliche
Fragestellungen mit menschlichem Untersuchungsiabterschrankt. Exemplarisch wurde ein sensitiver
funktioneller Nachweis einer vakzineinduzierten CReaktivitdt fir eine therapeutische HPV-
Tumorvakzine im Mausmodell gezeigt ([31,32] und ABp Die Transfektion von
Expressionskonstrukten, die flr grof3e antigene iBlseeoder flir Gesamtantigene kodieren, nutzt in
Verbindung mit einer effizienten proteasomalen Bssierung die gleichen Mechanismen wie natdrlich
infizierte Zielzellen. Immunogene Epitope sowieateMHC-Klasse I-Restriktionen miissen also vor der
Antigenitatstestung nicht bekannt sein. Damit enwtig der PTF eine effektive Identifizierung von
Proteindomanen die CTL-Epitope enthalten sowie eansitives funktionelles Monitoring
antigenassoziierter CTL-Antworten nach Infektioreond/akzinierung. Die simultane, aber funktionell
entkoppelte Expression eines degradierbaren Ardigait einem stabilen Fluoreszenzmarker Uber
2-Promotorkonstrukte oder 2A-Konstrukte in den Zéden fir den PTF gewéhrleistet die eindeutige
Identifizierung antigenexprimierender Zielzellen eiibdie Korrelation zur durchflusszytometrisch
erfassten Fluoreszenzstarke. Das ist eine Eigefisdifzer die beladungsbasierte Nachweissysteme
aufgrund unterschiedlicher antigen- und zielzeltatgfiger Beladungseffizienzen nicht verfligen [59,60]
Die Mdglichkeit zur Untersuchung der KorrelationnvAntigenexpressionsstarke und der resultierenden
Zielzelllyse [61] kdnnte mit Hilfe des PTF weitemteressante Einblicke in die Kinetik der CTL-

vermittelten Immunitat eroffnen.

Mit den im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwitdel Methoden VITAL-FR [20] und PTF [32]

stehen somit zwei neue sensitive und funktionellech\veissysteme zur Verfigung, die einander
erganzen. In Kombination mit etablierten Nachwesssymen, die CTL-bezogene Surrogatparameter
erfassen, kbénnen diese zwei neu entwickelten Methauisatzliche Aussagen Uber regulatorische und

immunmodulatorische Effekte durch CTL liefern.
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7 Anteilserklarung
Jonas Stanke hatte folgenden Anteil an den vorgexid@ublikationen:

Publikation 1: Stanke J, Hoffmann C, Erben U, von Keyserling Hv8hovic S, Cichon G, Schneider
A, Kaufmann AM. A flow cytometry-based assay toemssminute frequencies of CD8+ T cells by their
cytolytic function. J Immunol Methods 360: 56-6D1D).

Anteil: 80 Prozent

Beitrag im Einzelnen: Isolierung humaner mononuide&ellen aus PBMC. Generierung dendritischer
Zellen und autologer B-LCL. Generierung humaneigamspezifischer CTL. Generierung stabil HLA-
A2 exprimierender K562-Zellen. Bestimmung der Fesgu antigenspezifischer CTL durch
Tetramerfarbung. Nachweis der CTL-Aktivitat durch 1Chrom-Freisetzungstest.
Durchflusszytometrischer Nachweis der CTL-Funktiom VITAL-FR. Datenauswertung, graphische

Darstellung und Statistik. Ausarbeitung des Manipskr

Publikation 2: Stanke J, Hoffmann C, Kaufmann AM (2011) Moduledmh¥ector useful in assessment
of antigen-specific T cell functions. Patent Cogpien Treaty (PCT) PCT/EP2010/005736 (2011).

Anteil: 70 Prozent

Beitrag im Einzelnen: Konzeption und Generierungr deNA-Expressionskonstrukte fir die
antigenspezifische Stimulation und zum Nachweis aigigenspezifischen CTL-Reaktivitat. Isolierung
humaner mononuklearer Zellen aus PBMC. GeneriemamyDC und autologen B-LCL. Generierung
humaner antigenspezifischer CTL-Linien. Generierwgbil HLA-A2 exprimierender K562-Zellen.
Bestimmung der Frequenz antigenspezifischer CTLchduiTetramerfarbung und intrazellulare
Zytokinfarbung. Durchflusszytometrischer Nachweier dCTL-Funktion im PTF. Datenauswertung,

graphische Darstellung und Statistik. AusarbeitdegPatentschrift

Publikation 3: Hoffmann C, Stanke,JXaufmann AM, Loddenkemper C, Schneider A, Cichon G.
Combining T-cell vaccination and application of agic anti-GITR mAb (DTA-1) induces complete

eradication of HPV oncogene expressing tumors oeml Immunother 33: 136-145 (2010).
Anteil: 20 Prozent

Beitrag im Einzelnen: Bestimmung der Frequenz engezifischer CTL durch intrazellulare
Zytokinfarbungen. Mitwirkung an tierexperimentellefrbeiten insbesondere der Vakzinierung von

Versuchstieren, der Kontrolle des Tumorwachstuntsder Isolation der Milzzellen.
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