EINLEITUNG

Mechanismen und induzierende Antigene der Graft-versus-Host-Erkrankung und des Graft-
versus-Leukemie-Effektes sind erst im Ansatz bekannt. Als verursachende Antigene werden die
Minor Histokompatibilitits Antigene (mHags) diskutiert. mHags sind Peptide, die aus der
Prozessierung von polymorphen zelleigenen Proteinen entstehen und in HLA Molekiilen
allelspezifisch présentiert werden (Abbildung 1). Im Falle einer Transplantation kénnte
demnach jedes zelleigene Protein als mHag fungieren, wenn Polymorphismen vorhanden sind,
Differenzen zwischen Empfénger und Spender bestehen und die Peptide durch HLA Molekiile
den alloreaktiven zytotoxischen T-Zellen des Spenders prisentiert werden.

Aufgrund der geringen Anzahl Antigen-spezifischer T-Zellen im peripheren Blut ist die
Charakterisierung von mHag-spezifischen T-Zellepitopen problematisch. Umfangreiche und
langwierige Zellkulturen zur Etablierung von spezifischen T-Zelllinien/T-Zellklonen sind
erforderlich. Unser Ziel war es, eine einfache und schnelle Methode zum Nachweis von
Antigen-spezifischen T-Zellen nach ex vivo Stimulation zu etablieren.

In dieser Studie verwendeten wir Peptide einer polymorphen Proteinase-3 (PR3) Region
(Abbildung 2) und untersuchten, ob diese Peptide spezifische T-Zellen induzieren und daher als
mHags fungieren konnen. Fiir die Untersuchungen verwendeten wir Peptide (spPR3-119V und
spPR3-1191), mit den polymorphen Aminoséduren Valin bzw. Isoleucin an Position 5 im Peptid.
Diese diallelischen Peptide werden durch HLA Klasse I-Molekiile allelspezifisch den HLA-
A*0201-restringierten T-Zellen prasentiert.

ABBILDUNG 1

MINOR HISTOKOMPATIBILITATS ANTIGENE (mHags)

PEPTID Funktionelle Kriterien der mHags

+ Peptide aus Prozessierung polymorpher Regionen
endogener Proteine

+ Prisentation durch HLA Klasse I und Erkennung
durch alloreaktive T-Zellen

+ Ursachen fiir GvHD und GvL

Strukturelle Kriterien der mHags

+ relevante Phéinotypfrequenzen mit niedrigem
Polymorphismus

+ Segregation unabhingig von HLA
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ABBILDUNG 2

PROTEINASE-3 (PR3)

-

myeloid-restringierte Serin-Protease

-

iiberexpremiert in hdmatopoetischen Erkrankungen

-

zwei Allele (PR3-119V und PR3-119I)

-

Decamere durch HLA-A*0201 présentiert
= spPR3-119V and spPR3-1191
KLNDUVILLTIQTL
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Induktion Peptid-spezifischer T-Zellen

HLA KLASSE [ MOLEKULE + definierte Gewebeverteilung
METHODEN
Profiling des PR3-V 1191 Polymorphismus mit sequenzspezifischer PCR
(PCR-SSP)
&

Isolation von mononukleéren Zellen (PBMCs)
HLA-A*0201-positiver Spender

L]
pH 3.3 Séureelution der nativ présentierten Peptide
aus den HLA Klasse I Molekiilen
&

Rekonstitution der trimeren HLA Komplexe durch
rekombinantes $2-Mikroglobulin und spPR3-119V und spPR3-1191

4

Detektion der Expression von intrazellulirem Interleukin-2 (icIL-2) in der Durchfluzytometrie

ERGEBNISSE

VERTEILUNG DES V1191 POLYMORPHISMUS - PCR-SSP

Die Verteilung des Valin/Isoleucin Polymorphismus fiir 221 untersuchte Spender ist in Tabelle
1 gezeigt. 47 % der Spender waren heterozygot fiir den PR3-119 Genort, 33 % der Spender
waren Valin-homozygot und 20 % homozygot fiir Isoleucin. Die Verteilung der Allele
innerhalb der untersuchten Population war also relativ homogen, mit 56% fiir das Valin-Allel
und 44% fiir das Isoleucin-Allel.

NACHWEIS PEPTID-SPEZIFISCHER T-ZELLEN - DURCHFLUBZYTOMETRIE

Zum Nachweis der PR3-Peptid-spezifischen T-Zellen nach Antigenstimulation wurde zundchst
der Anteil an CD3/icIL-2/CD8-positiven T-Lymphozyten. Die Ergebnisse sind beispielhaft in
Abbildung 4 gezeigt. Als Negativ-Kontrolle wurden sdureeluierte Zellen ohne Peptide inkubiert.
Zur T-Zell-Stimulationskontrolle wurde den Zellen PMA und das Kalziumionophor A23187
gegeben.

Die Ergebnisse zeigen, daB - nach Peptidelution und anschlieBender HLA Klasse I
Rekonstitution mit rekombinantem b2-Mikroglobulin und den Peptiden spPR3-119V bzw.
spPR3-1191 - Peptid-spezifische T-Zellen bei den fiir das jeweilige Allel negativen Personen
(PR3-119V bzw. PR3-119I negativ) nachgewiesen werden.

Diese Ergebnisse konnten unter Verwendung des Nachweises eines zweiten T-Zell-
Stimulationsmarkers — namlich der Expression von CD69 auf der T-Zelloberfliche - bestitigt
werden (Abbildung 4). Ein signifikanter Anstieg der CD69-Expression wurde detektiert, wenn
PR3-119V-homozygote Zellen mit dem diskordanten spPR3-1191-Peptid und wenn PR3-1191-
homozygote Zellen mit dem diskordanten spPR3-119V-Peptid inkubiert wurden.
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ABBILDUNG 3

NACHWEIS PR3-PEPTID-SPEZIFISCHER T-ZELLEN
% CD3/icIL-2/CD8-positive T-Zellen

Negativkontralle Positivkontrdle SpPR3-119V SpPR3-119

homozyg ote 0.1 % 0.7 %
PR3-110VN [ o
PBMCs K

0.2%

0.1% 0.4 %

homozyg ole 0.6 % 0.5 % 0.1 %

PR3-1191/I
PBMCs

heterozygote 0.6% 0.1% 02%

PR3-119V/
PBMCs
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ABBILDUNG 4

% CD3/icIL-2/CD69-POSITIVER T-ZELLEN

. homozygote
PR3-V119V PBMCs

homozygote
PR3.11191 PBMCs

heterozygote
PR3-V1191 PBMCs

Negativ- Positiv- SPPR3-119V spPR3-1191
Kontrolle kontrolle

VERTEILUNG DES PROTEINASE-3 V1191 POLYMORPHISMUS (in %)

PR3 PR3 PR3 FREQUENZEN
VIV 71 Vi v 1
33 20 47 56 44

Spenderzahl = 221

ZUSAMMENFASSUNG & DISKUSSION

PR3 erfiillt die strukturellen Kriterien eines mHags
¢ Phinotypfrequenzen fiir den PR3-V1191 Polymorphismus sind homogen
= 56% der Spender mit V-Allel und 44% der Spender mit I-Allel

+ Vererbung von Proteinase 3 ist unabhingig von HLA

= PR3 wird auf dem Chromosom 19 kodiert

+ PR3 zeigt eine definierte Gewebeverteilung

= PR3 wird vorwiegend in myeloiden Zellen expremiert

PR3 erfiillt die funktionellen Kriterien eines mHags
¢ Induktion PR3-Peptid-spezifischer T-Zellen anhand erhohter icIL-2- und CD69-Expression
nachweisbar
= spPR3-119V und spPR3-1191 induzieren bei den fiir das jeweilige Allel-negativen PBMCs

eine T-Zellaktivierung

Der V1191 Polymorphismus von Proteinase-3 ist ein potentielles
Minor Histokompartibilitéts Antigen in der allogenen Stammzelltransplantation.




