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Samenvatting

Patiënten met leukemie kunnen worden behandeld met allogene stamceltransplantatie (SCT) en donor lymfocyten infusie. Een gunstig effect van de behandeling is dat de T cellen van de HLA-identieke donor de leukemische cellen van de patiënt kunnen herkennen en de cellen kunnen doden. Dit wordt graft-versus-tumor reactie genoemd (GVT). Een ernstige complicatie van allogene SCT is de kans op omgekeerde afstotingsziekte (Graft-Versus-Host Disease: GVHD), wat grote schade veroorzaakt aan normale weefsels. Zowel GVHD als GVT worden veroorzaakt door cytotoxische T cellen afkomstig van de donor die zogenaamde minor histocompatibiliteits antigenen (MiHA) op de celmembranen van cellen en weefsels van de patiënt herkennen. MiHA LRH-1 komt tot expressie op CD34+ cellen van CML patiënten en kan worden herkend door LRH-1-specifieke CTLs. Echter CD34+ leukemie cellen van de patiënt waar LRH-1 specifieke CTLs uit zijn geïsoleerd worden in vitro slecht herkend. Mogelijk speelt dit een rol waarom de patiënt na verloop van tijd opnieuw recidief van de leukemie krijgt. In dit onderzoek hebben we het mechanisme van de verminderde gevoeligheid van leukemische cellen voor LRH-1-specifieke T cellen bestudeerd. Wij hebben interacties betrokken bij T cel gemedieerde celdood bestudeerd met behulp van specifieke remmers en blokkerende antistoffen. De perforine gemedieerde cel dood pathway is geblokeerd met Concanamycin A (CMA). CMA bleek een gering effect te hebben op lysis van EBV-getransformeerde B cellijnen, maar geen effect op lysis van KG1a leukemie cellen. In tegenstelling had een antilichaam tegen HLA-BC een remmend effect op de lysis van KG1a cellen, terwijl dit antilichaam lysis van EBV-getransformeerde B cellen niet inhibeert. In beide gevallen remde HLA-BC antilichaam wel IFNγ productie door de CTLs. Daarnaast bleek antilichamen tegen ICAM-1 ook geen effect te hebben op targetcel lysis, maar wel op de IFNγ productie. Tot slot hebben we het effect van caspase remmers op apoptose gemedieerde celdood bestudeerd. Deze remmers bleken geen effect te hebben op de target cel lysis. Daarnaast is de mRNA expressie van apoptose eiwitten bestudeerd in verschillende cellen. De verschillen daartussen waren relatief klein.

Deze resultaten tonen aan dat LRH-1-specifieke CTL verschillende mechanismen gebruiken om hun target cel te doden. Het is nog onduidelijk welk mechanisme een rol speelt bij de resistentie van relapse leukemie cellen.

Inleiding
Hematopoëse
De cellen in het bloed worden voortdurend vernieuwd, omdat ze een beperkte levensduur hebben en aan het einde daarom vernietigd worden. De aanmaak van nieuwe cellen vindt plaats in het beenmerg en wordt hematopoëse genoemd. Dit proces is verschillend voor elke soort cellen. In het beenmerg bestaat een aantal pluripotente stamcellen die elk type bloedcellen kunnen produceren, afhankelijk van de behoefte van het lichaam op een bepaald moment. De vernietiging van de cellen gebeurt in de milt en ook in het beenmerg zelf. In de aanmaak van iedere celsoort zijn twee processen te onderscheiden: proliferatie (celdeling) en differentiatie (uitrijping). Bij proliferatie gaat de moedercel delen en ontstaan er twee dochtercellen die identiek zijn aan de moedercel. Het proces kan zich vele malen herhalen waardoor er een groot aantal dochtercellen worden gevormd. Differentiatie is het proces, waarbij een cel overgaat van een onrijper naar een rijper stadium, zonder dat de cel zich deelt (figuur 1)3. Bij elke celsoort treden beide processen in eerste instantie parallel op, totdat een bepaald rijpingsstadium bereikt is. Vanaf dat stadium vindt uitsluitend nog differentiatie plaats1,2. Alle bloedcellen ontwikkelen zich vanuit pluripotente hematopoëtische stamcellen die differentiëren in stamcellen die of de myeloïde of de lymfoïde route gaan volgen. Bij de myeloïde route worden de cellen verder gedifferentieerd tot witte bloedcellen zoals neutrofielen, monocyten, macrofagen, eosinofielen, basofielen en tot erytrocyten en trombocyten. De rijping van deze cellen vindt in het beenmerg plaats, alleen volledig rijpe cellen worden aan het bloed afgegeven. De lymfoïde  route wordt verdeeld in een B-cel route en een T-cel route. Bij de B-cel route differentiëren de cellen tot plasmacellen, het meest rijpe stadium van de B-cellen, waarin ze instaat zijn om antistoffen te produceren. Wanneer de hematopoëse ontspoort kunnen er verschillende hematologische maligniteiten ontstaan zoals leukemie1.
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Figuur 1: Hematopoëse3. De ontwikkeling van bloedcellen.

De rol van lymfocyten in het immuunsysteem

Het afweer- of immuunsysteem is een verdedigingsmechanisme dat het lichaam beschermt tegen ziekten die veroorzaakt worden door ziekteverwekkers zoals bacteriën, virussen, schimmels en parasieten. Het immuunsysteem bestaat onder andere uit witte bloedcellen. De belangrijkste groep van witte bloedcellen worden gevormd door de lymfocyten. Hieronder vallen de B-cellen, de T-cellen en de Natural Killer cellen (NK-cellen). De ontwikkeling van B-lymfocyten vindt vooral plaats in het beenmerg, terwijl T-voorlopercellen naar de thymus migreren. Er bestaan twee verschillende typen T-cellen, te onderscheiden op basis van de aanwezigheid van CD4-, dan wel CD8- moleculen op hun membraan. De CD4+-T-cellen worden ook naar hun belangrijkste functie T-helpercellen (TH) en de CD8+-T-cellen cytotoxische T-cellen(TC) genoemd. CD4+- T-helpercellen herkennen antigene peptiden gebonden aan HLA-klasse-II, terwijl CD8+ cytotoxische T-cellen antigene peptiden herkennen die zijn gebonden aan HLA-klasse-I4.

De functie van Cytotoxische T Lymfocten
De belangrijkste component van de afweer tegen geïnfecteerde cellen en kankercellen bestaan uit cytotoxische T cellen (CTL) die bepaalde korte stukjes eiwit op de oppervlakte van de targetcel herkennen. Deze korte eiwitstukjes, peptiden genaamd, worden aan de CTL gepresenteerd terwijl ze in een zogenaamd HLA klasse I molecuul op de celmembraan gebonden zitten. De peptiden worden specifiek herkend door de receptor van de CTL (de zogenaamde T cel receptor; TCR), waarna de CTL geactiveerd wordt, zich gaat delen en zijn functie gaat vervullen, namelijk het dood maken van de geïnfecteerde cel. De herkenning van peptiden door CTL middels zijn TCR is zeer specifiek en zal alleen tegen één bepaald peptide gericht zijn. Daarom is het van het grootste belang te weten welke peptiden precies in de HLA moleculen op de oppervlakte van de geïnfecteerde cel zitten. Zijn de peptiden namelijk bekend dan kan het immuunsysteem kunstmatig, middels een immunotherapie, tegen het peptide - en dus tegen bijvoorbeeld een leukemiecel worden gericht4.

De rol van Antigeen presenterende Cel

Antigeenpresenterende cellen spelen een hoofdrol bij de antigeen verwerking en  presenteren antigenen aan T cellen in het lichaam. De meest effectieve antigeen presenterende cellen in het immuunsysteem zijn dendritische cellen (DC’s). De dendritische cel wordt in zijn functie geholpen door zijn grote bewegelijkheid, grote celoppervlak, verre uitlopers en interdigitatie. Dendritische cellen en andere APC dragen zowel HLA-klasse-I als kalsse-II-moleculen op hun celoppervlak. Daarom kunnen zij zowel CD8-positieve cytotoxische T-cellen als CD4-positieve T-helper cellen activeren. Het MHC klasse I komt op bijna alle lichaamscellen met kern voor. Intracellulaire antigenen associëren vooral met HLA-klasse-I-moleculen. De peptiden die in het MHC-klasse I gepresenteerd worden, worden eerst in het proteosoom systeem van de cel, geknipt (figuur 2)5. Deze peptiden worden door transport eiwit TAP (Transport voor antigeen Processing) naar het endoplasmatische reticulum getransporteerd. Wanneer de peptide in het ER arriveert, zal de peptide gebonden worden in de groeve van het MHC-klasse I molecuul. Als eenmaal het peptide zich daar bevindt, zal het MHC-peptide complex het ER verlaten om vervolgens via het Golgi-apparaat naar het celmembraan te migreren, waar het dan tot expressie komt. Dergelijke complexen leiden vaak tot een expansie van CD8+-lymfocyten1,4.
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Figuur 2: De procedure van antigeenpresentatie aan de T-cellen5. De peptiden bestaan uit aminozuren en worden in het proteosoom systeem in het cytoplasma van de targetcel geknipt en in een HLA molecuul geladen en gepresenteerd aan de donor T-cel. Omdat het antigeen als lichaamsvreemd gezien wordt, wordt de targetcel gelyseerd door de T-cel.

 MHC klasse II moleculen kunnen iets grotere eiwitten presenteren dan MHC-klasse I moleculen. Als een APC een antigeen opneemt zal deze in de lysosomen van de cel terecht komen. Eenmaal daar zullen lysosymen het antigeen afbreken tot peptiden. Vervolgens zal het peptide gebonden worden in de groeve van het MHC-klasse II molecuul. Het MHC-klasse II wordt gevormd in het ER waarna het in het Golgi-appaaraat wordt verpakt door lysosomen. Wanneer het MHC-peptide complex gevormd is zal het na migratie door de cel aan het celmembraan tot expressie komen. Dergelijke complexen induceren uitsluitend CD4+-T-helpercel activatie en –proliferatie1,4.

Leukemie

Leukemie is een vorm van kanker waarbij het groeiproces van de witte bloedcellen op een kwaadaardige manier veranderd is, waardoor ze zich niet kunnen ontwikkelen tot volwassen, rijpe witte bloedcellen. Het beenmerg maakt veel te veel witte bloedcellen aan. Bovendien zijn die cellen tijdens het verstoorde groeiproces zo veranderd dat ze hun taak niet goed meer kunnen uitvoeren: het lichaam beschermen tegen ziekteverwekkers, zoals bacteriën en virussen. Leukemie kan acuut zijn of chronisch, lymfatisch of myeloïd. Elk jaar krijgen ongeveer 1200 Nederlanders leukemie6.

Acute leukemie leidt snel tot klachten. Chronische leukemie komt vaak toevallig aan het licht en klachten kunnen lang uitblijven. Klachten bij leukemie hangen meestal samen met tekorten aan verschillende soorten bloedcellen (rode bloedcellen, gezonde witte bloedcellen en bloedplaatjes). Deze tekorten zijn ontstaan door toename van onrijpe witte bloedcellen in het beenmerg die de gezonde cellen overwoekeren. Hierdoor is te weinig ruimte voor de normale bloedvorming. De vooruitzichten bij leukemie kunnen sterk variëren. Van belang is het type leukemie, maar ook de mate waarin de ziekte zich heeft ontwikkeld, evenals de mogelijkheid om te behandelen, en de leeftijd en conditie van de patiënt6.

Stamcel transplantatie als immuuntherapie

Patiënten met leukemie worden in eerste instantie behandeld met cytostatica. Veel van deze patiënten komen na deze chemotherapie in klinische remissie. Dit betekent dat de patiënt geen klinische symptomen van de ziekte meer heeft, en dat morfologisch gezien in het beenmerg en bloed geen leukemiecellen meer aantoonbaar zijn. Het blijkt echter dat er vaak een recidief van de ziekte optreedt na chemotherapie. De kans op een recidief van de ziekte kan teruggedrongen worden door de dosis cytostatica te verhogen. Intensieve chemotherapie in combinatie met totale lichaamsbestraling zorgt er voor dat het overgrote deel aan leukemische cellen vernietigd wordt. Echter hierdoor wordt ook het gezonde beenmerg van de patiënt onherstelbaar beschadigd. Daarom wordt er een stamceltransplantatie uitgevoerd om de hematopoëse en het immuunsysteem te kunnen herstellen. Vaak betreft het een allogene stamceltransplantatie. Voor patiënten met chronische myeloïde leukemie (CML) is dit de enige kans op genezing. Bovendien kan allogene SCT leiden tot langdurige remissie bij onder andere patiënten met acute myeloïde leukemie 7.

Een allogene stamceltransplantatie is een transplantatie met stamcellen van een HLA identieke donor. HLA antigenen die anders zijn dan die van de ontvanger kunnen zorgen voor grote afstotingsproblemen. De kans om een HLA identieke donor te vinden is klein, omdat er heel veel verschillende HLA antigenen bestaan. De meeste kans op een HLA identieke donor is bij broers of zussen. HLA antigenen worden als heel locus overgeërfd en kinderen bezitten dus een set antigenen van de vader en een set van de moeder. De kans op een HLA identieke broer of zus is ongeveer 25%. Als er geen geschikte verwante donor gevonden wordt, kan ook een autologe stamceltransplantatie (SCT) uitgevoerd worden. Autologe SCT houdt in dat er stamcellen van de patiënt worden afgenomen, die vervolgens na chemotherapie weer worden ingespoten7,8.

Donor lymfocyteninfusie

Stamceltransplantatie leidt tot klinische remissie bij ongeveer de helft van de patiënten, maar de meerderheid van de patiënten krijgt de ziekte weer terug (dit noemt men relapse). Een grote doorbraak in de behandeling van de patiënten met een recidief na allogene SCT is de ontdekking dat de infusie van lymfocyten van de oorspronkelijke donor kan leiden tot een klinische relevante graft-versus-tumor (GVT ) reactie. Dit komt doordat de donor T cellen de minor histocompatibiliteits antigeen (MiHA) op de tumor cellen van de patiënt herkennen en aanvallen. De mate van GVT reactiviteit na DLI wordt sterk bepaald door de onderliggende ziekte. De donor lymfocyten infusie therapie (DLI) is succesvol in ongeveer 75% van de patiënten met chronische myeloïde leukemie (CML) en patiënten met acute myeloide leukemie (AML) hebben minder kans op een respons7,8.

Minor histocompatibiliteits antigenen

In het algemeen krijgen patiënten allogene stamceltransplantatie van een HLA identieke donor. De therapeutische werkzaamheid van allogene SCT en DLI is grotendeels te danken aan een immuun-gemedieerd anti-tumor effect, de zogenaamde graft-versus-tumor (GVT) reactiviteit. Deze GVT-reactiviteit maakt de achtergebleven maligne cellen van de ontvanger onschadelijk. Helaas gaat deze gunstige GVT-reactiviteit vaak gepaard met graft-versus-host-ziekte (GVHD) wat grote schade veroorzaakt aan normale weefsels zoals huid, lever en darmen. Zowel GVHD als GVT worden veroorzaakt door cytotoxische T cellen (CTL) afkomstig van de donor die zogenaamde minor histocompatibiliteits-antigenen (MiHA) herkennen op cellen van de ontvanger. Deze MiHA zijn afkomstig van cellulaire eiwitten welke verschillen in aminozuur sequentie tussen donor en ontvanger als gevolg van genetische polymorfismen. Dit heeft als gevolg dat donor CTL via hun T-cel receptoren ontvangerspecifieke MiHA herkennen als lichaamsvreemde antigenen gebonden aan HLA-moleculen7,8,9. Om specifieke antitumor T-cel reactiviteit op te wekken is een scheiding tussen GVT en GVHD een vereiste. Dit kan worden bereikt door CTL van de donor te richten tegen MiHA die exclusief door hematopoïtische cellen, waaronder tumor cellen, tot expressie worden gebracht7.

Lymfoïd-gerestricteerd histocompatibiliteits antigeen-1

Recent is een nieuwe hematopoëtische MiHA geïdentificeerd door De Rijke et al7, genaamd lymfoïd-gerestricteerd histocompatibiliteits antigeen-1 (LRH-1). Dit antigeen wordt door CTL in context van HLA-B7 moleculen herkend en is afkomstig van het P2X5 gen. Door een differentiële eiwit expressie tussen ontvanger en donor als gevolg van een homozygoot frameshift polymorfisme in het P2X5 gen wordt de immunogeniciteit van LRH-1 veroorzaakt. In het LRH-1- allel ontstaat een deletie van een cytosine nucleotide in exon 3, die een verandering in aminozuur volgorde van het eiwit veroorzaakt (figuur 3)7. Het gevolg van deze verandering is dat het onderstreepte peptide dat in HLA-B7 gepresenteerd kan worden, alleen door het LRH-1+ allel gevormd kan worden. Hierdoor kunnen cellen afkomstig van een patiënt met een LRH-1+ allel herkend worden door LRH-1-specifieke T cellen afkomstig van een donor die homozygoot negatief is voor LRH-1. Het is interessant dat P2X5 selectief tot expressie komt in leukemische en normale CD34+ voorlopercellen, lymfoïde cellen en lymfoïde weefsels, en niet in organen die betrokken zijn bij GVHD. 
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Figuur 3: MiHA LRH-1 wordt veroorzaakt door een enkele nucleotide deletie7. Het LRH-1 allel mist èèn cytosine nucleotide door deletie. Deze deletie resulteert in een frameshift van het eiwit, waardoor het LRH- peptide niet gevormd kan worden.

Uit eerder onderzoek van Overes et al9 (figuur 4), is gebleken dat LRH-1-specifieke CTLs de CD34+ progenitor cellen van CML patiënten volledig kunnen lyseren, wanneer deze patiënt positief is voor het LRH-1 antigeen dat in context van HLA-B7 herkend wordt. LRH-1-specifieke CTL kunnen de CD34+ progenitor cellen van LRH-1-negatieve patiënten niet lyseren, omdat het LRH-1 antigeen in deze patiënten niet gevormd kan worden.

De HLA-B7-specifieke CTLs lyseren zowel de LRH-1+-en LRH-1- CD34+ progenitor cellen van de CML patiënten. Dit komt doordat deze CTLs het HLA-B7 molecuul op de targetcellen van de CML patiënt herkennen, ongeacht het antigeen dat erin gepresenteerd wordt. 
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Figuur 4: LRH-1-specifieke CTLs lyseren en remmen de proliferatie van CD34+ progenitor cellen van LRH-1+CML patiënten9. LRH-1-specifieke CTLs (linkse figuur, blauwe lijn) lyseren CD34+ LRH-1+ targetcellen. Echter CD34+ targetcellen die negatief zijn voor LRH-1 kunnen niet gelyseerd worden door LRH-1-specifieke CTLs (rechtse figuur, blauwe lijn). 

De LRH-1-specifieke CTLs zijn geïsoleerd uit patiënt RP na behandeling voor CML met allogene SCT en DLI. Uit eerdere onderzoek is gebleken dat CD34+ leukemie cellen van de  patiënt RP in vitro slecht herkend worden door de  LRH-1-specifieke CTLs. Dit geldt voor zowel de CD34+  cellen van de eerste als de tweede relapse die de patiënt gehad heeft (figuur5)9 Na 40 uur incubatie van CD34+ progenitor cellen met LRH-1-specifieke CTLs is groei van het aantal leukemische cellen te zien. HLA-B7 specifieke CTLs (oranje lijn) lyseren de target cellen van CML patiënt wel. 
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Figuur 5: De CD34+ progenitor cellen van CML patiënt RP zijn minder gevoelig voor de lysis door LRH-1-specifieke CTLs9. LRH-1-specifieke CTLs lyseren de CD34+ LRH-1+ cellen van patiënt RP na de eerste en de tweede relapse niet volledig. Na 40 uur incubatie, is proliferatie van leukemische cellen te zien. HLA-B7-specifieke CTLs (oranje lijn) lyseren de target cellen van CML patiënt wel (positieve controle). In medium groeit het aantal leukemische cellen (negative controle). 

T cel-target cel interactie

Specifieke herkenning en costimulatie

Immuunreacties zijn gebaseerd op een complexe interactie tussen de verschillende componenten van het immuunsysteem. Hierbij speelt communicatie tussen cellen door het hele lichaam een essentiële rol. B- en T-lymfocyten dragen op hun celmembraan receptoren waarmee een antigeen specifiek kan worden herkend. Voor T-lymfocyten is dit TCR. Deze antigeenspecifieke receptoren verschillen van lymfocyt tot lymfocyt. Herkenning van het antigeen via de antigeenreceptor leidt tot activatie en in samenhang met co-stimulerende signalen, tot proliferatie van de betreffende lymfocyt. Op het moment dat een cytotoxische T-lymfocyt zijn potentiële doelwitcel ontmoet, ontstaat aanvankelijk slechts een zwakke intercellulaire interactie. Echter, zodra de TCR van de T-lymfocyt een juist HLA-peptide-complex herkent, ontstaat een sterk cel-celcontact1. Dit wordt geïnduceerd door signalen via het TCR-CD3-complex, wat leidt tot activatie van het CD11a-CD18(LFA-1)-integrine-molecuul. Door deze activatie wordt de affiniteit van CD11a-CD18 voor het ligand CD54 (ICAM-1) sterk verhoogd, wat leidt tot de sterke adhesie. Dit cel-celcontact is van groot belang voor het efficiënt doden van de doelwitcel 10,11.

T cel stimulatie en target cel lysis

De CTL kan via twee belangrijke mechanismen zorgen voor de targetcel apoptose (geprogrammeerd celdood) namelijk via de granzyme B pathway en de death-receptor pathway12. In de granzyme B pathway veroorzaken de CTLs schade door de cytotoxische eiwitten  perforine en granzyme B uit te scheiden in de immunologische synaps13. Perforine vormt een porie in de cel membraan van de targetcel, zodat granzym B naar de cytosol van de target geleidt wordt. Granzymen zijn enzymen die caspasen genoemd worden14. Zodra de granzyme B het cytoplasma heeft bereikt, heeft granzyme B verschillende moleculaire activiteiten om apoptose te initiëren, maar alle pathways zullen uiteindelijk caspase 3 activeren.15,16
De tweede mechanisme van CTLs om apoptose te induceren is via de dood receptor op het targetcel oppervlak. De dood receptor is een onderdeel van de grote TNF-receptor superfamilie en bestaat uit TNF-receptor, FAS (CD95) en TNF-ligand (TRAIL). De interactie tussen deze twee eiwitten zorgt voor de trimerisatie van Fas-receptoren die dan FADD (Fas-associated death domain) aantrekken. Dit complex tussen Fas en FADD bindt dan aan de intracellulaire effector caspase 8, die vervolgens caspase 3 zal activeren, en de cel zal in apoptose gaan17.

Doel van het onderzoek en vraagstelling
In dit onderzoek hebben we het mechanisme van de verminderde gevoeligheid van leukemische cellen voor LRH-1-specifieke T cellen bestudeerd. Wij hebben interacties betrokken bij T cel gemedieerde celdood bestudeerd met behulp van specifieke remmers en blokkerende antistoffen.

De vraagstellingen die we met dit onderzoek willen beantwoorden luiden als volgt:
1. Welk effector mechanisme gebruiken MiHA-specifieke CTL om verschillende soorten target cellen te doden?

2. Welke mechanisme (interactie tussen CTL en target of lysis pathway) speelt een rol bij het resistent worden van CD34+ cellen tegen LRH1-CTL gemedieerde celdood?

Materiaal en Methoden
Celkweek

Verschillende cellijnen, EBV-getransformeerde B-cellijnen RP-R-EBV-LCL en P-D-EBV-LCL en de AML cellijnen Kg1, Kg1a en Kg1a-B7 retroviraal getransduceerde AML cellijn zijn gebruikt om verschillende experimenten mee uit te voeren. 

De RP-R cellijn van CML patiënt RP en P-D cellijn van de donor zijn getransformeerd met Epstein Barr virus (EBV). Beide zijn lymfoblastaire cellijnen (LCL). De RP-R-EBV-LCL is afkomstig van patiënt en daarom LRH-1+. De P-D-EBV-LCL cellijn is afkomstig van de donor en daarom LRH-1-. Verder is in Kg1a-B7 een construct gebruikt dat leidt tot expressie van zowel HLA-B7 als GFP. Deze cellijnen worden gekweekt in Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) met 10% humaan serum en tweemaal per week  met een eind concentratie van 0,5*106 cellen/ml doorgezet.

Primaire CML cellen

De ingevroren primaire cellen van CML patiënt RP afkomstig van relapse 2 worden ontdooid om de CD34+ cellen te sorteren. De cellen zijn ingevroren in invries medium dat bestaat uit (IMDM) gesupplementeerd met 10 % ‘Fetal Calf Serum’(FCS) en 10 % Dimethyl Sulfoxide (DMSO). Dit voorkomt dat de cellen kapot gaan door kristalvorming. De cellen worden onder voortdurend zwenken bij 37° C ontdooid. Omdat de cellen ingevroren zijn met DMSO dat zeer toxisch voor de cellen is, worden de cellen na het ontdooien direct steriel overgebracht in een buis met 1,5 ml  FCS, 160 (l MgCl2 (25mM) en 200 (l  DNAse. De cellen worden 10 minuten op kamer temperatuur geïncubeerd. Daarna worden de cellen gewassen en opgenomen in HBSS De cellen worden geteld en weer gewassen met Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS). Het pellet wordt opgenomen in 100 μl HBSS en CD34 ECD antilichamen worden toegevoegd. Er is 10 μl CD34 ECD antilichaam nodig voor 10*106 cellen. Na kleuring worden de CD34+ cellen gesorteerd en kunnen dan worden gebruikt voor verschillende doeleinden, bijvoorbeeld RNA isolatie.

RNA isolatie

Het RNA werd geïsoleerd uit EBV getransformeerde cellijnen RP-R-EBV, P-D-EBV en uit AML cellijnen Kg1 en Kg1a en uit  primaire cellen van patiënt RP met behulp van  Mini RNA Isolation II KitTM. 5*106 cellen van de cellijnen en 1*106 cellen van de primaire cellen RP worden verzameld in een 15 ml buis en twee keer gewassen met (HBSS). Het pellet wordt geresuspendeerd in 600 (l ZR RNA buffer en overgebracht op een Zymo-Spin Colom. Deze wordt 1 minuut gecentrifugeerd op 12000 rpm bij kamer temperatuur. Na afdraaien wordt het eluaat weggegooid en 350 (l RNA Wash buffer (inclusief ethanol) aan de kolom toegevoegd. De kolom wordt vervolgens 1 minuut op 12000 rpm gecentrifugeerd, het eluaat wordt verwijderd en er wordt weer 350 (l RNA Wash buffer (inclusief ethanol) aan de kolom toegevoegd. De kolom wordt weer 1 minuut op 12000 rpm gecentrifugeerd en overgebracht in een nieuwe ep. Dan wordt 50 (l RNAse-vrij water aan de kolom toegevoegd en 2 minuten geïncubeerd bij kamer temperatuur en daarna 1 minuut gecentrifugeerd op 12000 rpm. Kwaliteit en zuiverheid van het RNA worden gemeten op de ultra violet (UV) spectrofotometer. De RNA samples worden bewaard bij –80° C.

cDNA reactie

Copy- of complement DNA is DNA dat door reverse transcriptie uit mRNA wordt verkregen. In de cDNA synthese wordt van enkelstrengs RNA dubbel streng cDNA gemaakt. Voor een cDNA reactie wordt er een mastermix gemaakt die bestaat uit de volgende componenten: 5,0 (l H2O; 4,0 (l 5x Reverse Transcriptase buffer; 1,0 (l dN6 (5 ng/(l); 1,0 (l Oligo dT (50 ng/ml); 0,5 (l dNTP’s (25 mM); 2,0 DTT (0,1 M); 0,5 (l RNAsin (40 U/ml) en 1,0 (l reverse transcriptase per reactie. Vervolgens wordt er 15 (l mastermix in een PCR ep gepipetteerd voor elke reactie. Aan deze eppen wordt 5 (l RNA (1 (g RNA in H2O) toegevoegd. De cDNA reactie wordt in een BIO-RAD DNA Engine (Pelher Thermal cycler) apparaat uitgevoerd met de volgende condities: 10 minuten op 20° C, 45 minuten op 42° C en 10 minuten op 95° C. Het cDNA wordt 5x verdund met H2O en bewaard bij -20° C.

Conventionele  PCR

Met behulp van conventionele PCR wordt een specifiek stukje DNA met behulp van primers geamplificeerd. Voor deze PCR wordt een mastermix gemaakt met de volgende componenten: 37,5 (l H2O; 5,0 (l  10x PCR buffer; 1,5 (l MgCl2; 0,5 (l dNTP’s (25 mM); 2,5 (l forward primer; 2,5 (l reverse primer en 0,25(l Taq polymerase. Per reactie wordt aan 45 (l mastermix 5(l  5x verdund cDNA toegevoegd. De PCR reactie wordt in een BIO-RAD DNA Engine (Pelher Thermal cycler) apparaat uitgevoerd met volgende condities: 5 minuten op 94° C, daarna 35 cycli: 30 seconden op 94° C; 1 minuut bij 60° C ; 1 minuut op 72° C vervolgens 10 minuten bij 72° C. Ten slotte wordt het verkregen PCR product op gel gezet om te kijken of het PCR product een zichtbaar bandje geeft bij de juiste grootte.

Agarose gel electroforese

Met behulp van agarose gel electroforese wordt er gekeken of het specifieke PCR product geamplificeerd is en een zichtbaar bandje geeft bij de juiste grootte. Voor 100 ml agarose gel wordt 1,5 g agarose gebuikt, 100 ml H2O en 3 (l ethidiumbromide. Om de agarose op te lossen wordt de oplossing opgekookt in de magnetron totdat een heldere oplossing ontstaat. De agarose  oplossing werd afgekoeld tot  handwarm, waarna de ethidiumbromide wordt toegevoegd. De gel wordt gegoten in de gel bak. Na stolling van de gel, wordt de gel beladen met 15 (l PCR product met 3 (l (6x) loadingbuffer. Verder wordt een 100 basenparen ladder meegenomen om de grootte van het PCR product te bepalen. Van deze ladder wordt 1 (l genomen met 3 (l (6x) loadingbuffer en 14 (l H2O. De gel wordt 1 tot 2 uur gerund bij 100 Volt.

Real-time kwantitatieve PCR

Bij de real-time PCR worden met behulp van primers en een probe specifieke stukken cDNA geamplificeerd (figuur 6)18. In deze reactie wordt, door gebruik van fluorescerende probes, de hoeveelheid cDNA die per cyclus aanwezig is gemeten. Tijdens de transcriptie wordt de probe verwijderd en zal de Reporter (fluorochroom) loslaten. Doordat de afstand tussen de reporter en de Quencher groter wordt, zal er fluorescentie te meten zijn. Na een aantal Cycli zal deze fluorescentie boven de grens komen, die ook wel cycle treshold (Ct) wordt genoemd, en gemeten kunnen worden. Het aantal cycli waarbij de grens bereikt wordt is gecorreleerd aan de expressie van mRNA.
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Figuur 6: Real-time PCR methoden m.b.v. een specifieke probe18.
Kwantitatieve PCR op huishoudgen PBGD

 Er wordt voor de real-time kwantitatieve PCR een mastermix gemaakt voor het huishoud gen porphobilinogen deminase (PBGD). De mastermix bestaat per reactie uit de volgende componenten: 24,75 (l H2O; 5,0 (l 10x Taq-Man buffer (Perkin Elmer); 10 (l MgCl2 (25 mM, Perkin Elmer); 0,5 (l dNTP’s (25 mM, Pharmacia); 1,5 (l PBGD-forward primer (10 pmol/(l); 1,5 (l PBGD-reverse primer (10 pmol/(l); 1,5 PBGD-VIC probe (10 pmol/(l); en 0,25 Taq-Gold (5 U/ml, Perkin Elmer). In tabel 1 zijn de gebruikte sequenties van de primers en de probe weergegeven. Vervolgens wordt 45 (l mastermix uitgevuld in een ep en hieraan 5 (l 5x verdund cDNA toegevoegd. De epjes worden afgesloten met bijbehorende dopjes en paar seconden gecentrifugeerd. Tenslotte wordt de 96 wells plaat in de ABI PRISM 7700 sequencer Detector System geplaatst en vervolgens wordt de PCR met de  volgende instellingen uitgevoerd: 10 minuten op 95° C;  45 cycli:15 seconden bij 95° C; 30 seconden bij 60° C; 30 seconden bij 60° C. De verkregen data worden vervolgens opgeslagen en verder uitgewerkt en berekend.

 Tabel 1: sequenties van de probes en primers.  Alle sequentie zijn in de 5’-3’richtin.

	Gen
	Probe /Primer
	sequentie

	PBGD
	PBGD VIC-probe 
	CTCATCTTTGGGCTGTTTTCTTCCGCC

	PBGD
	PBGD- forward
	GGCAATGCGGCTGCAA

	PBGD
	PBGD- reverse
	GGGTACCCACGCGAATCAC


        SYBRgreen PCR op apoptose genen

Bij de SYBRgreen PCR methode worden specifieke stukken DNA verdubbeld m.b.v. primers en een SYBRgreenfluorochroom. Dit fluorochroom hecht zich tussen het dubbelstrengs DNA dat met behulp van de primers geamplificeerd wordt. De SYBRgreenbuffer zorgt ervoor dat primers beginnen met transcriptie, en bevatten tevens een fluorochroom dat zodra het vrij komt fluorescentie gaat uitzenden. Bij deze methode is de dure probe dus overbodig. Het nadeel van deze methode is dat ook aspecifiek gevormde DNA moleculen zoals primer-dimers worden aangekleurd.

Voor de real time kwantitatieve SYBRgreen PCR worden mastermixen gemaakt voor zowel huishoudgen PBGD als voor apoptosegenen caspase 3, Bcl2, BclxL, Bid, Bak, BNIP-3, BIRC-2, BIRC-3, BIRC-4, BIRC-5/survivin en SMAC.

De mastermixen bestaan per reactie uit 26,25 (l H2O; 5,0 (l 10x SYBrgreenbuffer; 10 (l MgCl2; 0,5 (l dNTP’s (25 mM, Pharmacia); 1,5 (l forward primer (10 pmol/(l); 1,5 (l reverse primer (10 pmol/(l) en 0,25 (l Taq-Gold (5 U/ml, Perkin Elmer). Zie tabel 2 voor de sequenties van de apoptose primers. [image: image9.png]S0 Gren 1 sy
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Figuur 7: SYBRgreen PCR19.
Tabel 2: sequenties van de apoptose primers. Alle sequentie zijn in de 5’-3’richting.

	Gene
	Naam
	Sequentie 
	Naam
	Sequentie

	 
	 FW primer
	FW primer
	RV primer
	RV primer

	Bcl-2
	Bcl2-FW1
	5’-tcgccctgtggatgactga-3’
	Bcl2-RV1
	5’-cagagacagccaggagaaatca-3’

	Bax
	Bax-FW1
	5’-gagcggcggtgatgga-3’
	Bax-RV2
	5’-tggatgaaaccctgaagcaaa-3’

	Bcl-xL
	BclxL-FW1
	5’-ccacttacctgaatgaccacctaga-3’
	Bclx-RV1
	5’-cagcggttgaagcgttcc-3’

	Bak
	Bak-FW1
	5’-tgagtacttcaccaagattgcca-3’
	Bak-RV1
	5’-agtcaggccatgctggtagac-3’

	Bid
	Bid-FW1
	5’-ccttgctccgtgatgtctttc-3’
	Bid-RV1
	5’-tccgttcagtccatcccattt-3’

	Caspase 3
	Caspase 3-FW1
	5' -gacagacagtggtgttgatgatga - 3'
	Caspase 3-RV1
	5’- tttgaatttcgccaagaataataac -3’

	c-IAP1/BIRC2
	BIRC2-FW1
	5’-cagctgttgtcaacttcagatacca-3’
	BIRC2-RV1
	5’-agcccatttccaaggcagat-3’

	c-IAP2/BIRC3
	BIRC3-FW2
	5’-gggaagaggagagagaaagagcaa-3’
	BIRC3-RV2
	5’-gaattacacaagtcaaatgttgaaaaagt-3’

	XIAP/BIRC4
	BIRC4-FW2
	5’-caatatggagactcagcagttgga-3’
	BIRC4-RV2
	5’-gcactattttcaagataaaagccgtt-3’

	Survivin/BIRC5
	BIRC5-FW1
	5’-agccagatgacgaccccata-3’
	BIRC5-RV1
	5’-caagggttaattcttcaaactgctt-3’

	SMAC
	SMAC-FW1
	5’-cacaatggcggctctgaag-3’
	SMAC-RV1
	5’-ccacaacaggaacacacaaaca-3’


Flowcytometrie 

Met behulp van een flowcytometer kunnen cellen geteld en gesorteerd worden. De cellen worden gekleurd met een fluorescerende label. Het monster met daarin de cellen worden samen met begeleidende vloeistof door een trillende nauwe opening geperst. De vloeistofstraal passeert daarbij een laserbundel en breekt op in kleine druppeltjes. Met behulp van verschillende detectoren kunnen signalen worden gegenereerd bij het passeren van de cellen door de laserbundel: een detector meet het lichtverstrooiingspatroon van de cellen in voorwaartse richting (‘forward scatter’: FCS) als maat voor celgrootte, en een detector meet de lichtversrooiing in zijwaartse richting (‘side scatter’: SSC) als maat voor celvorm. De andere detectoren meten fluorescentie in verschillende kanalen. Het uitgangspunt is dat een deel van de cellen fluoresceert omdat zij zijn geïncubeerd met een fluorescerende monoklonale antistof dat zich heeft gehecht aan bepaalde moleculen op het celoppervlak. Door identificatie van de labels kan bepaald worden welke cellen aanwezig zijn en in welke mate (zie figuur 8).
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Figuur 8: werking van de flowcytometer20.

Directe antilichaam kleuring voor flowcytometrie

1,0*106 cellen worden gewassen met HBSS. Het pellet wordt opgenomen in 500 (l FACS buffer (PBS met 0,5% BSA (Bovine serum albumine)). Daarna worden de monoklonale antilichamen toegevoegd aan facsbuizen. Vervolgens wordt er 50 (l van de target cellen aan de facsbuizen toegevoegd en goed gemengd. Dan worden deze voor 15 tot 30 minuten geïncubeerd bij 4° C (koelkast). Aan elke buis wordt 1 ml FACS buffer toegevoegd en de buizen worden 5 minuten gecentrifugeerd op 1600 rpm. In het geval van retroviraal getransduceerde cellijnen worden deze na het kleuren, maar voor het wassen eerst gefixeerd met 1% paraformaldehyde in PBS. Het supernatant wordt afgegoten en het pellet wordt opgenomen 500 (l FACS buffer en goed gemengd. De cellen zijn nu klaar voor analyse op de flowcytometrie. 

CFSE-based cytotoxicity assay

M.b.v. CFSE-based cytotoxicity assay wordt de CTL- target interactie bestudeerd. Om het residuale aantal targetcellen te bepalen wordt CFSE aan de targetcellen toegevoegd. CFSE (Carboxy fluoresceïne succinimidyl ester) is een molecule opgebouwd uit twee acetaat groepen en een functionele succinimidyl ester groep. In deze vorm is CFSE membraan permeabel en niet fluorescerend. Intracellulair worden de acetaat groepen verwijderd door esterasen waardoor het molecule een niet-permeabele en een fluorescerende eigenschap krijgt. Hierdoor kunnen de cellen terug gevonden worden met flowcytometrie.

Eerst worden de targetcellen geteld. 0,6*106 targetcellen worden gewassen met PBS, gecentrifugeerd voor 5 minuten op 1600 rpm, daarna gelabeld met 1 µM CFSE, door het pellet te resuspenderen in 54 µl PBS en 6 µl 10 µM CFSE. De cellen worden geïncubeerd voor 10 minuten bij 37° C. Vervolgens wordt 60 µl FCS toegevoegd en de cellen 2 minuten bij kamer temperatuur geïncubeerd en daarna gewassen. In het geval van een retroviraal getransduceerde cellijn worden de cellen niet gelabeld, omdat deze cellen een construct bevatten dat leidt tot expressie van o.a GFP wat ook gemeten kan worden met flowcytometrie. De cellen worden dan in juiste concentratie opgenomen in IMDM/10% FCS en uitgeplaat als 10000 targets per well. Verder worden 1*106 cytotoxische T cellen(CTLs) gewassen en in juiste concentratie opgenomen in IMDM 10% FCS en uitgeplaat als 30000 CTLs per well. De cytotoxiciteits assay wordt uitgevoerd met 10.000 targets en 30.000 CTL per well in triplo en geincubeerd bij 37° C gedurende 4, 16, 48 of 64 uur. Er zijn verschillende mechanismen die een CTL gebruikt om zijn targetcellen te doden. Daarbij spelen T cel targetcel interactie, costimulatie, perforine gemedieerde celdood, en apoptose of combinatie van aantal van deze mechanismen een belangrijke rol. Deze mechanismen worden tijdens cytotoxiteits assays afzonderlijk of in combinatie geblokkeerd. Na het toevoegen van remmende stoffen kan het effect op lysis van de targetcellen bestudeerd worden.

Concanamycin A (CMA) is een blokkerende stof die perforine gemedieerde celdood blokkeert doordat het de vorming van perforine bevattende vesicles door de CTL remt21,22. Om een duidelijk beeld van het blokkerende effect van CMA te krijgen, wordt een titratie reeks  uitgevoerd met verschillende concentraties CMA (1, 3, 10, 30 en 100 nM). De CTLs en/of targetcellen worden gedurende 1 uur met CMA geïncubeerd voordat de test wordt ingezet. Verder wordt de degranulatie van CTLs tijdens de assay gemeten m.b.v. CD107a marker. Van deze marker wordt 2,5 µl/well alleen aan de Wells met CTLs toegevoegd. Wanneer CTLs degranuleren en de membraan van de granule versmelt met de celmembraan, zal CD107a tot expressie komen en kunnen de antilichamen binden. Om de antigeen presentatie te blokkeren worden verschillende concentraties Anti-HLA-BC (10, 30 en 100 µg/ml) aan de target cellen (Kg1a-B7 en RPR) toegevoegd en het remmende effect op de lysis bestudeerd. De target cellen worden gedurende 1 uur met antilichaam geïncubeerd in de stoof voordat ze in contact worden gebracht met de CTLs. 

Om een van de co-stimulaties tussen de targetcel en cytotoxische T-cel te blokkeren wordt anti-ICAM antilichaam gebruikt wat het belangrijke adhesie molecuul ICAM-1 kan blokkeren. In dit experiment worden er verschillende concentraties anti-ICAM antilichaam (10, 30 en 100 µg/ml) getest. De target cellen worden gedurende 1 uur met antilichaam geïncubeerd in de stoof voordat ze in contact worden gebracht met de CTLs.

Tenslotte is ook nog het effect van caspase-inhibitors op lysis van Kg1a-B7 bestudeerd. Deze remmers zijn gebruikt om de apoptose pathways te blokkeren. In dit experiment wordt zowel caspase 3 inhibitor met een eindconcentratie van 200 µM gebruikt als caspase 8/granzyme B inhibitor met een eindconcentratie van 200 µM.

 Bij de cytotoxiciteits assay wordt de  incubatie van targetcellen met de CTLs wordt eerst 150 µl supernatant uit de Wells gepipetteerd en bewaard bij -20° C, daarmee kan later een IFN( ELISA uitgevoerd worden. Vervolgens wordt een antilichaamoplossing gemaakt en 50 µl hiervan aan de cellen toegevoegd met daarin CD3-cy7 (1 µl/well) die de T-cellen aankleurt, 7AAD (0,1 µl/well ) die de dode cellen aankleurt en FACS buffer (49 µl/well). Daarna wordt de celsuspensie met antilichamen overgebracht in  FACS buisjes en 15 minuten bij 4° C geïncubeerd. Kort voor de meting wordt 150 µl beadsoplossing toegevoegd om het aantal targetcellen dat aanwezig is te kwantificeren (10 µl beads + 140 µl FACS buffer per well).

IFN( ELISA 

De 150 µl supernatant die na de cytotoxiteitsassay is ingevroren wordt gebruikt om IFN( productie door de CTLs te meten m.b.v. een Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). In deze assay is daardoor gebruik gemaakt van de zelfde effector: target ratio namelijk 30.000:10.000. De 96-well plat bodem plaat ELISA wordt overnacht gecoat met 100 µl/well 1,5 (g/ml anti-IFN( monoclonal antilchaam in PBS. Het coating antilichaam wordt verwijderd en de platen worden 1 uur bij kamertemperatuur geblokt met 200 (l 1% gelatine blocking buffer. IFN( standaard reeks wordt verdund van 2000 pg/ml tot 0,125 pg/ml in IMDM gesupplementeerd met 10% FCS. De IFN( standaarden en de monsters worden in een hoeveelheid van 100 (l/ well toegevoegd. Na 1 uur incubatie op kammertemperatuur worden de platen 3 keer gewassen met PBS gesupplementeerd met 0,05% Tween 20 en vervolgens wordt er aan de wells verdund biotin-gelabeld monoclonaal (0,2 pg/ml) antilichaam toegevoegd in hoeveelheden van 100 (l/well. Hierna worden de platen weer een 1 uur geincubeerd bij kamertemperatuur. De platen worden 3 keer gewassen met PBS gesupplementeerd met 0,05% Tween 20 en vervolgens geïncubeerd met 100 (l in blocking buffer verdund streptavidin-HRP (CLB) conjugaat (1:10000) voor 30 minuten bij kamer temperatuur. Na de platen gewassen te hebben met PBS gesupplementeerd met 0,05% Tween 20 wordt er 100 (l verdund TMB: peroxidase B (1:1 verdund) toegevoegd. De reactie wordt gestopt met 100 (l 1 M H3PO4 en de extinctie wordt gemeten op een ELISA-reader bij een golflengte van 450 nm.

Resultaten

Karakteriseren van targetcellijnen

Om de targetcellijnen te karakteriseren is met behulp van flowcytometrie gekeken naar de expressie van een aantal moleculen op de celmembraan van de targetcellen, die een belangrijke rol spelen tijdens interactie met T-cellen. CD54, ook wel bekend als intracellulaire adhesie molecuul-1 (ICAM-1), is type 1 transmembraan glycoproteïne dat functioneert als cel oppervlakte receptor dat instaat is om intracellulaire signalen door te geven tijdens cel-cel interactie. Een andere belangrijk adhesie molecuul is CD58 dat ook wel bekend staat als leucocytenfunctie-antigeen-3 (LFA-3), welk een belangrijke rol speelt bij T-cel activatie. Verder is gekeken naar de expressie van MHC moleculen. Het MHC-klasse I komt op bijna alle lichaamscellen voor en presenteert kleine peptiden aan de T-cellen en MHC-klasse II komt alleen op de antigeen presenterende cellen tot expressie en presenteert antigeen aan cytotoxische T-cellen. HLA-B7 is MHC-klasse I molecuul waarin het LRH-1 antigeeneen gepresenteerd wordt. Verder is gekeken naar de expressie van integrine CD11c, dat vooral op de myeloïde cellen tot expressie komt. Tenslotte is gekeken naar de expressie van CD11a, ook wel leucocytenfunctie-antigeen-1 (LFA-1) genoemd, en komt tot expressie op lymfocyten, granulocyten, monocyten en macrofagen. Het LFA-1 molecuul is betrokken bij de adhesie van cytotoxische T cellen met hun  targetcel tijdens interactie en kan binden aan ICAM. 
Figuur 9 geeft het percentage expressie van het bovengenoemde membraan antigenen weer op de targetcellen. RP-R-EBV heeft 100 % expressie van vrijwel alle moleculen, behalve LFA-1. LFA-1 is type 1 transmembraam eiwit dat op myeloïde cellen tot expressie komt. De lymfoïde B cellen van patiënt RP zijn geïmmortaliseerd door infectie met Epstein-Barr virus. Dit verkaart het  niet tot expressie komen van myeloïde marker op een lymfoïde cellen van RP-R-EBV cellijn. Omdat RP-R-EBV een hoge expressie heeft van ICAM-1, LFA-3, MHC klasse I, MHC klasse II, HLA-B7 en CD11a, is het een goed antigeen presenterende cel (APC).

De AML cellijnen Kg1 en Kg1a zijn positief voor progenitor cel marker CD34. Zoals in figuur 9 is te zien, missen beide cellijnen het HLA-B7 molecuul. De Kg1 (a) cellijnen brengen van oorsprong (endogeen) geen HLA-B7 tot expressie. Daarom is voor de cytotoxiciteits assay waarin de lysis van LRH-1+ cellen bestudeerd, wordt gebruik gemaakt van Kg1a cellijn die getransduceerd is met het HLA-B7 molecuul. Deze getransduceerde cellijn kan wel het LRH-1 antigeen presenteren.

Tenslotte is ook gekeken naar de expressie van de moleculen op CD34+ primaire cellen van recipiënt RP. Vrijwel alle moleculen komen goed tot expressie, maar de cellen missen het belangrijke adhesie molecuul voor target interactie, namelijk CD54 (ICAM-1).
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Figuur 9: Bepaling van de expressie van membraan antigenen op target cellijnen m.b.v. flowcytometrie. De volgende targets zijn onderzocht: RP-R-EBV, Kg1, Kg1a en primaire tumor cellen van recipiënt RP.

Naast het percentage cellen dat positief is voor membraan moleculen kan ook gekeken worden naar de intensiteit van het fluorescerende signaal ofwel de mean fluorescence intensity (MFI) m.b.v. flowcytometrie. In figuur 10 is de MFI van moleculen op de verschillende targetcellen weergegeven. Het MHC-klasse I molecuul komt sterk tot expressie in RP-R in tegenstelling tot CD11a, terwijl ze beide op 100% in de cellen voorkomen. Voor Kg1 en Kg1a geldt dat de intensiteit van de moleculen veel lager is dan voor RP-R, terwijl de percentages behoorlijk hoog zijn. Ook bij de tumorcellen van patiënt RP komen de meeste moleculen met een lage intensiteit tot expresie.
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Figuur 10: Bepaling van de mean fluorescent intensity (MFI) met behulp van flowcytometie. De intensiteit van de moleculen ICAM-1, LFA-3, MHC klasse I, MHC klasse II, HLA-B7, LFA-3 en CD11a op de targetcellen RP-R, Kg1, Kg1a en de primaire tumor cellen van recipïent RP.
Cytotoxiciteits assay met targetcellen.

Nadat de targetcellen gekarakteriseerd zijn, worden deze in contact gebracht met CTLs om de overleving van de targetcellen te kwantificeren. Dit wordt gedaan met behulp van een CFSE-based cytotoxiteits assay. In onderstaande figuuren is het percentage lysis van targetcellen RP-R en P-D lysis door cytotoxische T-cellen RP1 en KOR 18 weergegeven. 

De cytotoxische T-cellen RP1 zijn afkomstig van de recipiënt RP na DLI en herkennen het LRH-1 antigeen op de targetcellen in de context van het HLA-B7 molecuul. De cytotoxische T-cellen KOR18 herkennen het HLA-B7 molecuul ongeacht het antigen dat erin gepresenteerd wordt.

In figuur 11 is het percentage lysis van targetcellen op tijdstip 16 uur weergegeven. Zoals verwacht in medium (blauw) is er geen dood van targetcellen, waar geen cytotoxische T-cellen (CTLs) aanwezig zijn. Dit is tevens de negatieve controle. Als RP-R in contact komt met CTLs (RP1 of KOR 18) dan is er een lysis van meer dan 90%. Dus RP-R presenteert zijn antigeen en wordt herkend door zowel RP1 als KOR18.

Tegelijkertijd is de lysis van P-D bestudeerd na 16 uur contact met de CTLs. Als P-D in contact komt met CTL RP1, dan is er nog steeds geen lysis van P-D cellen (paars), dit komt doordat RP1 alleen het LRH-1 antigeen herkent dat via HLA-B7 gepresenteerd wordt. P-D presenteert zijn antigenen ook via HLA-B7, maar P-D is LRH-1 negatief. Daarom kan RP1 de P-D cellen niet herkennen, omdat ze als eigen cellen gezien worden. Maar als de P-D cellen 16 uur in contact zijn geweest met CTL KOR 18, dan is er een lysis van meer dan 90 % (wit), dit komt doordat KOR 18, het HLA-B7 molecuul herkent, ongeacht het antigeen dat erin gepresenteerd wordt. Dit is tevens de positieve controle.

Op tijdstip 40 uur na contact van CTLs met de targetcellen zien we vrijwel het zelfde effect met iets sterkere lysis percentage (figuur 12).
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    Figuur 11:% lysis van targetcellen door CTLs 
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RP1 en KOR18 op tijdstip 16 uur.

       RP1 en KOR18 op tijdstip 40 uur.
Cytotoxiciteits assay met langdurige aanwezigheid van CMA.

Het mechanisme dat de LRH-1 specifieke CTLs gebruiken tijdens hun interactie met targetcellen om ze te lyseren, worden eerst bestudeerd met cellijnen. Deze experimenten worden uitgevoerd met EBV-LCL RP-R, EBV-LCL P-D en HLA-B7 getransduceerde AML cellijn Kg1a-B7. Wanneer de methode is opgezet kunnen later ook de CD34+ primaire cellen van de patiënt RP getest worden. 

Een van de mechanismen/pathways die CTLs gebruiken om targetcellen mee te doden is via perforine gemedieerde targetcel dood. Concanamycin A (CMA) is een blokkerende stof die de perforine afhankelijke death pathway volledig blokkeert18,19. Om het effect van CMA te bestuderen, hebben we de targetcellen geïncubeerd met en zonder CTL in een effector: target ratio van 3:1. Daarbij is aan zowel de targets, als aan de targets in interactie met CTL 100 nM CMA toegevoegd. Zo kan het blokkerend effect van CMA op CTLs bepaald worden en gekeken worden of CMA toxisch is voor de targets. 

In figuur 13 is het effect van CMA op de lysis van RP-R door CTL RP1 weergegeven. Het absolute aantal overlevende RPR targetcellen zijn na 16 uur en 40 uur gemeten. Zoals in figuur 4 is te zien, is de negatieve controle goed, omdat aantal RP-R targetcellen in medium groeien (blauw) na 16 uur en 40 uur. En de positieve controle is ook goed, omdat de CTL RP1 de target cellen RP-R lyseert (rood) na 16 en 40 uur. Maar wat opvallend is, is dat zowel de RP-R in medium (groen) als de RP-R targetcellen in combinatie met CTL RP1 in aanwezigheid van CMA (paars) gedood worden. Dat wil zeggen dat  100 nM CMA een toxische effect heeft op de cellen en dat het remmende effect van CMA op de lysis van RP-R door RP1 in dit experiment niet duidelijk is.
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Figuur 13: cytotoxiciteits assay van RP-R door CTL RP1. 

In deze figuur is het absolute aantal overlevende RP-R targetcellen weer gegeven in medium in aan- en afwezigheid van CMA en het absolute aantal overlevende RP-R targetcellen in combinatie met CTL RP1 in aan- en afwezigheid van CMA op tijdstip 16 uur en 40 uur.

Het zelfde experiment is uitgevoerd met targetcellen P-D-EBV met een effector: target ratio van 3:1. Ook hier is aan zowel de target P-D, als aan de target in interactie met CTL RP1 100 nM CMA toegevoegd.

In Figuur 14 is groei van aantal targetcellen P-D te zien in medium (blauw) (negatieve controle), maar wanneer CMA toegevoegd wordt aan P-D (groen), gaan deze cellen dood. Dat wil zeggen dat 100 nM CMA een toxische effect heeft op P-D EBV-LCL. Zoals we weten doodt CTL RP1 de PD niet (rood) (positieve controle), maar de P-D targetcellen gaan wel dood in aanwezigheid van CMA (paars). CMA is toxisch voor P-D EBV-LCL op tijdstip 16 uur en 40 uur.
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Figuur 14: cytotoxiciteits van assay P-D door CTL RP1. In deze figuur is het absolute aantal  overlevende P-D targetcellen weergegeven in medium in aan- en afwezigheid van 100 nM CMA en het   absolute aantal overlevende P-D targetcellen in combinatie met CTL RP1 in aan- en afwezigheid van 100 nM CMA op tijdstip 16 uur en 40 uur.

Cytotoxixiteitsassay met kortdurende aanwezigheid van CMA.

Omdat uit bovenstaande figuren blijkt dat CMA toxisch is  na 16 uur met een concentratie van 100 nM, is dit experiment met aantal aanpassingen herhaald. Er is een titratiereeks van CMA met concentratie 0, 1, 3, 10, 30, 100 nM CMA uitgevoerd om het effect van verschillende CMA concentratie  op de lysis van RP-R targetcellen en toxiciteit van cellen te bestuderen. In dit experiment zijn de RP-R targetcellen geïncubeerd met verschillende concentraties CMA en ook targetcellen in combinatie met CTLs zijn geïncubeerd met verschillende concentraties CMA. Het aantal overlevende cellen is gemeten m.b.v. flowcytometrie op tijdstippen 4 uur, 16 uur en 64 uur na co-incubatie.
Uit figuur 15 blijkt dat CMA op tijdstip 4 uur geen toxische effect heeft de RP-R targetcellen en ook niet op de CTL RP1. Echter zien we bij gebruik van 1 nM CMA 30% CTL RP1 dood door toxiteit van CMA. Maar omdat bij hoger concentraties CMA dat effect niet te zien is, is waarschijnlijk de door CMA toxiciteit bij 1 nM CMA een meetfout. Verder is te zien dat RP-R gelyseerd wordt door RP1 voor 72% in afwezigheid van CMA en in aanwezigheid van 100 nM CMA de lysis geremd wordt tot  55 %. Echter lagere concentraties CMA hebben nauwelijks een remmend effect op de lysis van RP-R door CTL RP1 na 4 uur co-incubatie.
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Figuur 15: Cytotoxiteits assay in aanwezigheid van CMA. In dit figuur is de percentage dood van RP-R  en RP1 door toxiciteit van verschillende concentraties CMA en de percentage  lysis van  RP-R in combinatie met RP1 na 4 uur co-incubatie weergegeven.
Bepaling van CTL degranulatie.

CD107a, ook wel lysosoom-geassocieerd membraaneiwit-1 (LAMP-1) genoemd, is een degranulatie marker23. Om targetcel te doden fuseren vesicles in de CTLs die cytotoxische moleculen zoals perforine en granzyme B bevatten met de celmembraan. De vrijgekomen moleculen/ granules kunnen de target celdood veroorzaken. Deze degranulatie kan worden gemeten met flowcytometrie d.m.v. CD107a marker die bindt de vessicles nadat ze met membraan gefuseerd zijn. 

Dit experiment is uitgevoerd tijdens de cytotoxiteits assay van RP-R met CTL RP1 met een effector : target ratio van 3:1 in aanwezigheid van verschillende concentraties CMA. Behalve de mate van degranulatie voor CTL RP1, willen we tijdens dit experiment ook het effect van CMA op degranulatie bestuderen.

Uit figuur 16 blijkt dat CMA de degranulatie door CTL bevordert. In tegenstelling tot wat we verwacht hadden wordt de degranulatie van CTL RP1 gestimuleerd naarmate hogere concentratie CMA toegevoegd wordt. CMA zou eigenlijk een remmend effect moeten hebben op vesicle vorming op de degranulatie maar dit heeft blijkbaar geen effect. We kunnen hieruit concluderen dat CMA de lysis van RP-R targetcel door CTL RP1 gedeeltelijk remt en stimuleert de degranulatie bij toevoegen van hogere concentraties CMA.
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Figuur 16: Degranulatie van CTL RP1 bepaald aan de hand van CD107a expresies mbv flowcytometie. In dit figuur is de degranulatie door CTL RP1 na interactie met RP-R targetcellen bepaald 4 uur na co-incubatie met verschillende concentraties CMA.

Het effect van CMA targetcellysis en op IFN productie .

Het remmende effect van CMA op de lysis van  Kg1a-B7 targetcellen door RP1 wordt d.m.v flowcytometrie bestudeerd na 4 uur co-incubatie. RP-R targetcellen worden in dit experiment weer meegenomen. Wanneer CTLs goed gestimuleerd worden door de targetcellen, kunnen de CTLs  IFNγ produceren. De IFNγ productie wordt m.b.v. ELISA bepaald.

In figuur 17 is het percentage lysis van targetcellijnen RP-R en Kg1a-B7 door CTL RP1 te zien na 4 uur co-incubatie. In medium (blauw) (negatieve controle) is ruim 60 % lysis van RP-R door RP1 te zien. Wanneer er verschillende concentraties CMA toegevoegd wordt, lijkt de lysis van RP-R door RP1 gedeeltelijk geremd geremd te worden (47%).

In figuur 18 is de IFNγ productie door CTL RP1 te zien. CTL RP1 produceert na interactie met  RP-R in medium weinig IFNγ. Na toevoegen van CMA neemt de IFNγ productie van CTL RP1 toe. Hoe hoger de CMA concentratie des te hoger de IFNg productie.

Voor de Kg1a-B7 targetcellen wordt de lysis niet geremd na toevoegen van CMA dit blijkt uit de overlappende foutbalken (figuur 17). Er is geen IFNγ productie door CTL RP1 na interactie met Kg1a-B7, ongeacht aanwezigheid van verschillende concentraties CMA. (figuur 18).
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Figuur 17: Effect van CMA op lysis van targetcellen RP-R-EBV en Kg1a-B7 door RP1 CTL op. In deze figuur is het effect van 100 nM CMA en 200 nM CMA bestudeerd op de lysis van RP-R en Kg1a-B7 targetcellen na 4 uur co-incubatie weergegeven.
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Figuur 18: CMA effect op IFNγ productie door CTL RP1 in combinatie met RP-R en Kg1a-B7 targetcellen. In  deze figuur het effect van 100 nM CMA en 200 nM CMA op IFNγ productie door RP1 na contact met targetcellen na 4 uur co-incubatie weergegeven.

Effect van anti-HLA-BC antilichaam RP-R targetcelllysis.

CTLs herkennen specifiek hun targets aan het antigeen dat door het MHC-klasse I molecuul gepresenteerd wordt. Na herkening kan lysis plaats vinden. In dit experiment is geprobeerd de herkenning van LRH-1 in het HLA-B7 molecuul te blokkeren door het toevoegen van anti-HLA-BC antilichaam zodat er geen interactie tussen de T cel en de targetcel kan plaats vinden. Met behulp van flowcytometrie wordt gekeken wat het effect van verschillende concentraties anti-HLA-BC antilichaam (10, 30 en 100 µg/ml) is op de lysis van RP-R targetcellen door CTL RP1 en CTL KOR 18 na 16 uur co-incubatie. 

In figuur 19 is te zien dat RP-R targetcellen  na 16 uur volledig gedood worden door CTL RP1. Na het toevoegen van anti-HLA-BC antilichaam wordt een hogere aantal overlevende RP-R targetcellen verwacht. Maar in de figuur is dalende lijn te zien. Dat wil zeggen dat anti-HLA-BC geen remmende effect heeft op de lysis van RP-R-EBV omdat het aantal overlevende targetcellen niet toeneemt na toevoegen van anti-HLA-BC antilichaam.
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Figuur 19: Remmende effect van anti-HLA-BC antilichaam op targetcellysis door RP1 bepaald m.b.v. flowcytometrie. In deze figuur is de absolute aantal RP-R targetcellen na 16 incubatie met CTL RP1 weergegeven in aanwezigheid van verschillende concentraties (10, 30 en 100 µg/ml) anti-HLA-BC antilichaam. Tevens is het effect van anti-HLA-BC antilichaam op de overleving van RP-R-EBV targetcellen bestudeerd na interactie met CTL KOR 18. 

In figuur 20 is te zien dat CTLs KOR18 de RP-R-EBV targetcellen volledig dood in afwezigheid van anti-HLA-BC antilichaam (negatieve controle). Na toevoeging van anti-HLA-BC antilichaam is hetzelfde effect te zien. Met andere woorden, anti- HLA-BC antilichaam heeft geen remmende effect op de lysis van RP-R-EBV targetcellen door KOR18 CTLs.
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Figuur 20: Remmende effect van anti-HLA-BC antilichaam op targetcellysis door KOR 18 bepaald m.b.v. flowcytometrie. In deze figuur is het absolute aantal RP-R targetcellen na 16 incubatie met CTL KOR 18 weergegeven in aanwezigheid van verschillende concentraties (10, 30 en 100 µg/ml) anti-HLA-BC antilichaam.
Effect van anti-HLA-BC op IFNg productie 

Als de CTLs goed gestimuleerd zijn na interactie met targetcellen, produceren ze  IFNγ. Tijdens dit experiment willen we het remmende effect van anti-HLA-BC antilichaam op de IFNγ productie door de CTLs RP1 en KOR 18 na contact met Kg1a-B7 targetcellen bestuderen. M.b.v. ELISA wordt de IFNg productie bepaald uit 150 µl supernatant dat bewaard was tijdens cytotoxiteits assay met anti-HLA-B7 op Kg1a-B7 cellen na 16 uur co-incubatie. 

 In figuur 21 is te zien dat CTL RP1 in afwezigheid van CMA IFNγ produceert en wanneer anti-HLA-BC toegevoegd wordt, de IFNγ productie sterk geremd wordt. Dus anti-HLA-BC heeft geen remmende effect op lysis van RP-R-EBV, maar wel op de IFNγ productie van RP1 tijdens interactie met RP-R-EBV.
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Figuur 21: Remmende effect van anti-HLA-BC antilichaam op IFNγ productie door RP1 na contact met RP-R gemeten m.b.v. ELISA. In deze figuur is IFNγ productie door CTL RP1 weergegeven na contact met RP-R targetcellen na 16 incubatie in aanwezigheid van verschillende concentraties (10, 30 en 100 µg/ml) anti-HLA-BC antilichaam.
In figuur 22 is de IFNγ productie door CTL KOR18 weergegeven. Ook hier is de IFNγ productie geremd. Dus HLA-BC heeft geen effect op de lysis van RP-R-EBV door KOR18 (figuur20), maar wel  remmende effect op de IFNγ productie van KOR18 tijdens interactie met RP-R-EBV. 
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Figuur 22: Remmende effect van anti-HLA-BC antilichaam op IFNγ productie door KOR 18 na contact met RP-R gemeten m.b.v. ELISA. In deze figuur is IFNγ productie door CTL KOR 18 weergegeven na contact met RP-R targetcellen na 16 incubatie in aanwezigheid van verschillende concentraties (10, 30 en 100 µg/ml) anti-HLA-BC antilichaam.
Effect van anti-HLA-BC antilichaam op Kg1a-B7 targetcelllysis.

Het remmende effect van verschillende concentraties anti-HLA-BC op Kg1a-B7 targetcellysis   wordt bestudeerd m.b.v. flowcytometrie na contact met CTL RP1 en KOR 18. Hier is een E:T ratio van 3:1 gebruikt. Ook hier zijn de targetcellen Kg1a-B7 geïncubeerd met CTLs RP1 en KOR 18 in aanwezigheid van verschillende conentraties anti-HLA-BC antilichaam na 40 uur co-incubatie.

In figuur 23 is te zien dat Kg1a-B7 cellen niet gedood worden door CTLs RP1. Er is een groei van aantal targetcellen. Na toevoegen van verschillende concentraties anti-HLA-BC is er geen effect te zien. In dit experiment is er geen effect van anti-HLA-BC antilichaam op targetcellysis te meten. Een mogelijke reden waarom de Kg1a-B7 targetcellen niet gedood zijn is omdat CTL RP1  niet in goede conditie was tijdens de interactie.

Tevens is het remmende effect van anti-HLA-BC antilichaam op de dood van Kg1a-B7 targetcellen door CTL KOR18 bestudeerd. Ook hier is een E: T ratio van 3:1 gebruikt en zijn de Kg1a-B7 targetcellen 40 uur geïncubeerd met CTL RP1 in aanwezigheid van 10 µg/ml anti-HLA-BC en 30 µg/ml anti-HLA-BC antilichaam. Figuur 24 laat zien dat CTLs KOR18 de Kg1a-B7 targetcellen doden na co-incubatie van 40 uur. Naar mate hogere concentraties anti-HLA-BC antilichaam toegevoegd wordt, de lysis wordt meer geblokkeerd. 
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Figuur 23 Remmende effect van anti-HLA-BC antilichaam op Kg1a-B7targetcellysis door RP1 bepaald m.b.v. flowcytometrie. In dit figuur is de absolute aantal RP-R targetcellen na 40 uur incubatie met CTL RP1 weergegeven in aanwezigheid van verschillende concentraties (10, 30 en 100 µg/ml) anti-HLA-BC antilichaam.
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Figuur 24: Remmende effect van anti-HLA-BC antilichaam op Kg1a-B7targetcellysis door KOR 18 bepaald m.b.v. flowcytometrie. In deze figuur is het absolute aantal targetcellen na 40 uur incubatie met CTL KOR18 weergegeven in aanwezigheid van verschillende concentraties (10, 30 µg/ml) anti-HLA-BC antilichaam.
 
Effect van anti-ICAM-1 antilichaam op  targetcelllysis.

Het is bekend dat CD54 (ICAM-1) een belangrijke rol speelt als adhesie molecuul bij de interactie tussen targetcellen en CTLs. Bij analyse mbv flowcytometrie is gezien dat het CD54 molecuul niet tot expressie komt op de CD34+ relapse cellen van patient RP. In dit experiment bestuderen we het effect van blokkeren van CD54 met anti-ICAM-1 antilichaam op de interactie tussen CTL en target en op de targetlysis. De lysis van target RP-R met CTL RP1 of KOR 18 is gemeten in een cytotoxiteits assay. De T-cel stimulatie wordt aan de hand van IFNγ productie door T-cellen gemeten m.b.v. ELISA.

In figuur 25 is te zien dat RP-R-targetcel gedood worden door CTL RP1 in afwezigheid van anti-ICAM antilichaam. Na toevoegen van anti-ICAM antilichaam is hetzelfde effect zien. Dat wil zeggen dat anti-ICAM geen remmend effect heeft op RP-R-targetcel dood door CTL RP1. In figuur 26 is er ook geen remmend effect van anti-ICAM antilichaam op RP-R-targetcel dood door CTL KOR18 te zien.
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Figuur 25: Remmende effect van anti-ICAM antilichaam op de dood van RP-R targetcellen door CTL RP1 na 16 uur co-incubatie.
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Figuur 26: Remmende effect van anti-ICAM antilichaam op de dood van RP-R targetcellen door CTL  KOR 18 na 16 uur co-incubatie

Effect van anti-ICAM op IFNγ productie 

Het effect van anti-ICAM antilichaam op IFNγ productie door CTL RP1 is in figuur 27 weergegeven. Hieruit blijkt dat IFNγ gedeeltelijk wordt geremd, behalve bij gebruik van10 µg/ml  Anti-ICAM antilichaam. Dus anti-ICAM antilichaam heeft geen remmende effect op de lysis van RP-R-EBV door  RP1 CTL figuur 18, maar wel  remmende effect op IFNγ productie van RP1 CTL tijdens interactie met RP-R-EBV targetcellen.  
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Figuur 27: IFNγ productie door CTL RP1 tijdens interactie met RP-R-EBV in aanwezigheid van verschillende concentraties anti-ICAM na 16 uur co-incubatie.

In figuur 28 is de IFNγ productie door KOR18 weergegeven. Hier is ook te zien dat anti-ICAM antilichaam gedeeltelijk de IFNγ productie door KOR18 remt. Dus anti-ICAM remt geen lysis van RP-R-EBV, maar remt wel de IFNγ productie van KOR18 tijdens interactie met RP-R-EBV.
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Figuur 28: IFNγ productie door CTL KOR 18  tijdens interactie met RP-R-EBV in aanwezigheid van verschillende concentraties anti-ICAM na 16 uur co-incubatie.

Effect van caspase remmers op targetcelllysis.

Tot slot is het effect van caspase remmers op de lysis van targetcellen getest. Hierbij wordt geprobeerd de apoptose pathways te blokkeren d.m.v. caspase-3 en caspase 8/Granzyme B remmers De Kg1a-B7 cellen zijn met CTL RP1 en Kor 18 geïncubeerd. In dit experiment wordt het effect van 50 μM caspase remmers getest na 16 en 40 uur co-incubatie. Het residuale aantal Kg1a-B7 targetcellen wordt gemeten. In figuur 29 is de negatieve controle (blauw) goed, omdat er geen lysis is waargenomen van Kg1a-B7 cellen in afwezigheid van CTLs in aan-/ afwezigheid van caspase remmers na 16 uur incubatie met CTL RP1(paars) en KOR 18 (licht geel). Na toevoegen van CTL RP1 en KOR18 is geen effect te zien op lysis van Kg1a-B7 cellen wanneer caspase remmers zijn toegevoegd.



Figuur 29: Remmende effect van caspase 3 en caspase8/GranzymeB op lysis van Kg1a-B7 targetcellen door RP1 en KOR 18 na 16 uur. 



Na 40 uur co-incubatie (figuur 30) is nog steeds geen effect van caspase remmers op de lysis van Kg1a-B7 door CTLs te zien. Het percentage lysis door CTL KOR 18 is toegenomen en door CTL RP1 is gelijk gebleven.
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Grafiek 30: Remmend effect van caspase 3 en caspase8/GranzymB op lysis van Kg1a-B7 targetcellen door RP1 en KOR 18 na 40 uur.

Expressie van PBGD gen met en zonder probe bepaald in targetcellijnen.
Om meerdere genen te testen en de kosten niet te hoog maken is gekeken of SYBRgreen PCR methode bruikbaar is. Bij deze PCR is namelijk geen probe nodig, welke zeer kostbaar is. Er is gekeken naar het verschil in mRNA expressie van huishoudgen BPGD met probe (normale realtime PCR) en zonder probe ( SYBRgreen real-time PCR). Er is gekeken naar AML cellijnen Kg1 en Kg1a en EBV-getransformeerde lymfoblastaire cellijnen RP-R en P-D. In figuur 31 zijn de resultaten weergegeven waarbij de Cycle treshold (CT) overschreden wordt en het signaal positief wordt. Het aantal cycli waarbij de grens bereikt wordt is gecorreleerd aan de expressie van mRNA. Er is geen significant verschil te zien tussen de twee methoden. Voor screening van nieuwe genen op verschillende cellijnen is de SYBRgreen PCR een goede en goedkopere methode.
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Figuur 31: Vergelijking normale real-time PCR met SYBRgreen real-time PCR.  De expressie van huishoudgen PBGD is in AML cellijnen Kg1, Kg1a en in EBV getransformeerde cellijnen RP-R van de patiënt en P-D van de donor weergegeven in aantal Cycle treshold (CT).
Gelanalyse van caspase-3 PCR product.

Een van de apoptose eiwitten die een belangrijke rol speelt tijdens apoptotische afbraak van de cel is caspase 3. Deze heeft een pro-apoptotisch effect. De expressie van caspase 3 wordt met behulp van  normale real-time PCR eerst in twee AML cellijnen Kg1, Kg1a en in twee EBV getransformeerde cellijnen RP-R en PD gemeten om te kijken of de primers bij 60° C werken. Om dit te controleren wordt het PCR product op gel gezet. Zoals in figuur 32 is te zien is in alle 4 de cellijnen PCR product aanwezig. Verder is ook te zien dat het enkele bandjes zijn, dat wil zeggen dat er geen primer-dimers aanwezig zijn. Van primers van andere apoptose genen is al bekend dat deze bij 60° C in PCR gebruikt moeten worden. 
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Figuur 32: PCR product caspase-3 op agarose gel. Er zijn PCR producten aanwezig in de cellijnen. De water contole van de cDNA reactie en van de PCR zijn beide negatief zoals het te verwachten is. 

Expressie van apoptose genen in cellijn Kg1a.
De expressie van een aantal belangrijke apoptose-eiwitten die betrokken zijn bij het in apoptose gaan van een targetcel, worden tijdens dit experiment getest in de Kg1a targetcellijn. Er zijn eiwitten die apoptose stimuleren zoals Bax, Bak, Bid, SMAC en caspase 324 en eiwitten die de expressie of werking van apoptose stimulerende eiwitten tegen gaan, zoals Bcl-2, Bcl-xl, IAP eiwitten (BIRC-2, BIRC-3, BIRC-4 en BIRC-5/Survivin)25-27. Met behulp van SYBRgreen real-time PCR is de expressie van deze eiwitten in Kg1a cellijn gemeten. Figuur 33 geeft de mRNA mRNA expressie van apoptose eiwitten weer in aantal Cycle treshold (CT). Bij elk apoptose eiwit was water controle meegenomen (niet in grafiek weergegeven). De expressie van apoptose genen in Kg1a liggen rond 25 CT net als bij het huishoudgen PBGD, terwijl water controle (negatieve controle) steeds rond de 38 CT is. Dat betekent dat de meting goed gebeurd is en de expressie niveaus t.o.v. PBGD normaal zijn.

[image: image34.emf]0 5 10 15 20 25 30

Kg1a

Cycle treshold (CT)


Figuur 33: Expressie van pro (+)- en anti-apototisch (-) eiwitten. Het aantal cycli waarbij de grens bereikt wordt is gecorreleerd aan de expressie van mRNA.

Expressie van caspase genen in target cellen.

Tot slot is de mRNA expressie van de elf verschillende apoptose-eiwitten in verschillende targetcellen gemeten. Behalve in de targetcellijnen Kg1, Kg1a, RP-R en P-D is de mRNA expressie van de eiwitten ook in CD34+ primaire cellen van CML patiënt RP van eerste en tweede relapse, CD34+ cellen van patiënt VL en CD34+ cellen van patiënt RA gemeten met behulp van SYBRgreen real-time-PCR. Er is gekozen voor RP-R-EBV-LCL cellijn als referentie, omdat deze ons uitgangs targetcellijn is in heel veel experimenten.

De gevonden resultaten zijn in ΔΔCT uitgezet. De mRNA expressie van de apoptose eiwitten zijn eerst gecorrigeerd t.o.v. huishoudgen PBGD en dan vergeleken met de referentie cellijn RP-R. Deze is ingesteld op 1 ΔΔCT.

In figuur 34 is de mRNA expressie van pro-apoptotische eiwit caspase 3 in verschillende cellijnen weergegeven. Caspase 3 functioneert als effector-caspase. Deze komt in tegenstelling tot wat we verwacht hadden het hoogst tot expressie in relapse 1 en relapse 2 van CD34+ cellen van CML patiënt RP. Tijdens eerste en tweede relapse heeft de patiënt leukemie cellen terug gekregen, doordat de LRH-1 specifieke CTLs de leukemie cellen niet volledig gedood hebben. Daarom wordt juist een verminderde expressie van pro-apoptotische eiwitten verwacht. Pro apoptotische eiwitten zorgen normaal gesproken voor meer apoptose van de cellen, maar hier is dat niet het geval.
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Figuur 34: De mRNA expressie van pro-apoptotische eiwit caspase 3 gemeten m.b.v. SYBRgreen real-time PCR  in verschillende targetcellijnen.

In figuur35 is de expressie van pro-apoptotische eiwit Bid weergegeven. Bid is betrokken bij de intrinsieke/mitochondriële route van de apoptose initiatie en zorgt er voor dat de cel wel in apoptose gaat. Deze komt het hoogst tot expressie in P-D cellijn.
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Figuur 35: De mRNA expressie van pro-apoptotische Bid gemeten m.b.v. SYBRgreen real-time PCR  in verschillende targetcellijnen.
In figuur 36 is de expressie van pro-apoptotische eiwit Bak weergegeven. Bak is betrokken bij de intrinsieke/mitochondriële route van de apoptose initiatie en zorgt er voor dat de cel wel in apoptose gaat. Deze komt het hoogst tot expressie in Kg1a cellijn.
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Figuur 36: De mRNA expressie van pro-apoptotische Bak gemeten m.b.v. SYBRgreen real-time PCR  in verschillende targetcellijnen.
In figuur 37 is de expressie van pro-apoptotische eiwit Bax weergegeven. Bax is betrokken bij de intrinsieke/mitochondriële route van de apoptose initiatie en zorgt er voor dat de cel wel in apoptose gaat. Deze komt het hoogst tot expressie in P-D cellijn.
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Figuur 37: De mRNA expressie van pro-apoptotische eiwit Bax gemeten m.b.v. SYBRgreen real-time PCR  in verschillende targetcellijnen

In figuur 38 is de expressie van pro-apoptotische eiwit SMAC (second mitochondria-derived activator of apoptoses) weergegeven. SMAC remt IAPs (Inhibitor of Apoptosis Protein), en zorgt zo dat apoptose uitgevoerd kan worden. Deze komt het hoogst tot expressie in Kg1a cellijn
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Figuur 38: De mRNA expressie van pro-apoptotische eiwit SMAC gemeten m.b.v. SYBRgreen real-time PCR in verschillende targetcellijnen.
In figuur 39 is de expressie van anti-apoptotische eiwit Bcl-2 weergegeven. Bcl-2 is betrokken bij de intrinsieke/mitochondriële route van de apoptose initiatie en zorgt er voor dat de cel niet in apoptose gaat. Er is een hoge expressie te zien in P-D, Kg1a cellijnen, en in relapse 1 en 2 van patiënt RP. 
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Figuur 39: De mRNA expressie van anti-apoptotische eiwit Bcl-2 gemeten m.b.v. SYBRgreen real-time PCR in verschillende targetcellijnen.

In figuur 40 is de expressie van anti-apoptotische eiwit Bcl-xl weergegeven. Bcl-xl is betrokken bij de intrinsieke/mitochondriële route van de apoptose initiatie en zorgt er voor dat de cel niet in apoptose gaat. Er is een hoge expressie te zien in P-D cellijn en relapse 1 en 2 van patiënt RP. 
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Figuur 40: De mRNA expressie van anti-apoptotische eiwit Bcl-xl gemeten m.b.v. SYBRgreen real-time PCR in verschillende targetcellijnen.

In figuur 41 is de expressie van anti-apoptotische eiwit BIRC-5/Survivin weergegeven. BIRC-5/Survivin functioneert als caspase remmer. Het zorgt er voor dat de cel niet in apoptose gaat. Zoals te zien is er hoge expressie van Survivin in Kg1 en Kg1a cellijnen. In tegenstelling tot wat we verwacht hadden is het expressie laag in relapse cellen van patiënt RP.
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Figuur 41: De mRNA expressie van anti-apoptotische eiwit BIRC-5/Survivin gemeten m.b.v. SYBRgreen real-time PCR in verschillende targetcellijnen.

In figuur 42 is de expressie van anti-apoptotische eiwit BIRC-2 weergegeven. BIRC-2 functioneert als caspase remmer. Het zorgt er voor dat de cel niet in apoptose gaat. Zoals te zien is er hoge expressie van BIRC-2  in Kg1a cellijn en relapse 1 cellen van patiënt RP een hele hoge expressie in relapse 2 cellen van patiënt RP. 
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Figuur 42: De mRNA expressie van anti-apoptotische eiwit BIRC-2 gemeten m.b.v. SYBRgreen real-time PCR in verschillende targetcellijnen.

In figuur 43 is de expressie van anti-apoptotische eiwit BIRC-3 weergegeven. BIRC-3 functioneert als caspase remmer. Het zorgt er voor dat de cel niet in apoptose gaat. Zoals te zien is er relatief weinig expressie van BIRC-3 in de cellijnen behalve in P-D cellijn. 
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Figuur 43: De mRNA expressie van anti-apoptotische eiwit BIRC-3 gemeten m.b.v. SYBRgreen real-time PCR in verschillende targetcellijnen.

In figuur 44 is de expressie van anti-apoptotische eiwit BIRC-4 weergegeven. BIRC-4 functioneert als caspase remmer. Het zorgt er voor dat de cel niet in apoptose gaat. Zoals verwacht is hoogste expressie van BIRC-4 is te zien in relapse 2 cellen van patiënt RP. Ook is er een hoge expressie te zien in Kg1a cellijn en relapse 1 cellen van patiënt RP.
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Figuur 44: De mRNA expressie van anti-apoptotische eiwit BIRC-4 gemeten m.b.v. SYBRgreen real-time PCR in verschillende targetcellijnen.

Discussie

Uit eerdere onderzoeken bleek dat LRH-1-specifieke CTLs de CD34+ proginetor cellen van een CML patiënt volledig kunnen lyseren maar niet van de relapse cellen van patiënt RP. De oorzaak van deze resistentie is nog niet bekend, daarom wordt in deze studie gekeken naar verschillende mechanismen die de MiHA-specifieke CTLs gebruiken om verschillende soorten target cellen te doden.

Met behulp van flowcytometrie is gekeken naar een aantal moleculen op de celmembraan van targetcellen, die een belangrijke rol spelen tijdens interactie met T cellen. Uit de resultaten bleek dat RP-R een hoge expressie heeft van ICAM-1, LFA-3, MHC klasse I, MHC klasse II, HLA-B7 en CD11a. RP-R is daarom een goed antigeen presenterende cel. De AML cellijnen Kg1 en Kg1a  en de primaire cellen van patiënt RP hebben ook een hoge expressie van  deze moleculen, maar met veel lagere intensiteit van de moleculen per cel. Dit maakt mogelijk cellijnen minder goede APCs zijn. Bovendien missen de CD34+ cellen van patiënt RP het adhesie molecuul ICAM-1, wat een belangrijke rol speelt bij de T-cel-targetcel interactie en T cel activatie.

Er zijn verschillende cytotoxiteits assays uitgevoerd om het effect van verschillende remmende stoffen en antilichamen te bestuderen. Daarbij is het residuale aantal targetcellen gemeten m.b.v. flowcytometrie.

Met Concanamycin A is de perforine afhankelijke death pathway geblokkeerd die de CTLs gebruiken om targetcellen mee te doden. 100 nM CMA bleek na 16 uur en 40 uur toxisch te zijn voor de targetcellen. Daarom zijn in een volgend experiment ook lagere concentraties CMA getest en is ook op een eerder tijdstip de cytotoxiciteit gemeten. Na 4 uur co-incubatie blijkt CMA een remmend effect van ongeveer 20% te hebben op de lysis van RP-R door CTL RP1 bij gebruik van 100 nM CMA. De lagere concentraties hebben geen remmende effect. Bovendien blijken alle concentraties CMA na 4 uur co-incubatie niet toxisch voor de cellen. Tevens is de degranulatie van CTL gemeten met de flowcytometrie. In tegenstelling tot wat we verwacht hadden wordt de degranulatie van CTL RP1 gestimuleerd naarmate een hogere concentratie CMA toegevoegd wordt. CMA zou eigenlijk een remmend effect moeten hebben op vesicle vorming, maar heeft dit effect blijkbaar niet op de degranulatie. Na 16 en 64 uur co-incubatie blijken ook de lagere concentraties CMA toxisch voor de targetcellen. Daardoor is een remmend effect van CMA op de lysis van RP-R door CTL RP1 moeilijk te beoordelen. Verder blijken alle concentraties CMA een stimulerend effect te hebben op de degranulatie van CTL RP1 op alle gemeten tijdstippen.

Tevens is het effect van twee verschillende concentraties CMA op de lysis van targetcellen Kg1a-B7 en RP-R en op de IFNγ productie door CTL bestudeerd na 4 uur co-incubatie. RP-R wordt voor 60% gelyseerd door CTL RP1 in afwezigheid van CMA, en wanneer er verschillende concentraties CMA toegevoegd worden lijkt de lysis gedeeltelijk geremd te worden. CTL RP1 produceert na interactie met RP-R in medium een beetje IFNγ. Mogelijk omdat de CTLs kort gestimuleerd zijn. Voor productie van IFNγ door CTL is er namelijk een sterk contact nodig tijdens de interactie tussen targetcel en de CTL.

De lysis van Kg1a-B7 targetcellen wordt niet geremd na toevoegen van twee verschillende concentraties CMA. Dit blijkt uit de overlappende foutenbalken. Er is ook geen IFNγ productie door CTL RP1, ongeacht de aanwezigheid van verschillende concentraties CMA.

Er is antigeen presentatie nodig zodat de CTL een specifieke targetcel kan herkennen. Met behulp van het anti-HLA-BC antilichaam is geprobeerd de herkenning van LRH-1 in het HLA-B7 molecuul te blokkeren, zodat er geen interactie tussen de T cel en de targetcel kan plaatsvinden en dus ook geen lysis. Het effect van verschillende concentraties anti-HLA-BC antilichaam op de lysis van RP-R targetcellen door CTL RP1 en KOR 18 na 16 uur co-incubatie is getest m.b.v. flowcytometrie. In tegenstelling tot wat we verwacht hadden, is er geen remmend effect van anti-HLA-BC antilichaam op de lysis van RP-R door RP1 en door KOR 18. Voor het induceren van lysis is herkenning van slechts èèn antigeen in HLA-B7 voldoende. Omdat er nog steeds lysis plaats kan vinden, zijn blijkbaar niet alle HLA-BC moleculen op de celmembraan geblokkeerd door anti-HLA-BC antilichaam. Voor de IFNγ productie geldt dat na toevoegen van verschillende concentraties anti-HLA-BC antilichaam, de IFNγ productie van CTL RP1  tijdens interactie met RP-R sterk wordt geremd. Anti-HLA-BC antilichaam heeft blijkbaar wel meerdere moleculen op de celmembraan geblokkeerd, waardoor de CTL niet meer voldoende gestimuleerd wordt om IFNγ te produceren. 

Tevens is het remmende effect van verschillende concentraties anti-HLA-BC antilichaam op Kg1a-B7 targetcel lysis na 40 uur co-incubatie met CTL RP1 en KOR18 bestudeerd. Uit de resultaten blijkt dat de Kg1a-B7 targetcellen niet gedood worden door CTL RP1 in medium. Na het toevoegen van anti-HLA-BC antilichaam geen effect te zien. Een mogelijke reden waarom de Kg1a-B7 targetcellen niet gedood zijn in afwezigheid van anti- HLA-BC antilichaam, is omdat CTL RP1 niet in goede conditie was tijdens de interactie. Na 40 uur co-incubatie met CTL KOR18 worden de Kg1a-B7 cellen wel gedood in medium. Naar mate hogere concentratie anti-HLA-BC anti-lichaam toegevoegd wordt, wordt de lysis meer geblokkeerd. Om het daadwerkelijke effect van HLA-BC antilichaam op de lysis van Kg1a-B7 cellen door CTL RP1 te bestuderen is het noodzakelijk deze proef te herhalen met CTLs die wel in goede conditie zijn. Verder moet in een volgende proef ook de groei van targetcellen in medium zonder CTL gemeten worden om de exacte lysis te kunnen bepalen.

Bij analyse m.b.v. flowcytometrie is gezien dat de CD34+ cellen van patiënt RP het adhesie molecuul  CD54 (ICAM-1) missen. Daarom is het effect van anti-ICAM-1 antilichaam op de interactie tussen targetcellen en CTLs getest.  De RP-R targetcellen zijn met CTL RP1 en KOR18 na co-incubatie van 16 uur met en zonder anti-ICAM-1 antilichaam gemeten. Uit de resultaten blijkt dat verschillende concentraties anti-ICAM-1 antilichamen geen remmend effect hebben op de lysis van RP-R cellen door CTL RP1 en KOR18. Tevens is het effect van anti-ICAM-1 antilichaam op IFNγ productie bestudeerd. Het blijkt dat IFNγ productie door CTL RP1 gedeeltelijk wordt geremd bij 30 en 100 μg/ml anti-ICAM-1 antilichaam, behalve bij gebruik van een concentratie van 10 μg/ml antilichaam. Bij deze concentratie lijkt anti-ICAM-1 antilichaam juist een stimulerende effect te hebben op de IFNγ productie door CTL RP1. Omdat dit niet te verklaren en te verwachten is, moet de test herhaald worden. Bovendien blijkt dat de IFNγ productie door CTL KOR 18 wel sterk wordt geremd naarmate meer anti-ICAM-1 toegevoegd wordt. Anti-ICAM-1 antilichaam heeft waarschijnlijk niet alle adhesie moleculen geblokkeerd, want er is nog steeds lysis, maar wel voldoende moleculen geblokkeerd om de IFNγ productie door CTLs te remmen.

Tot slot is geprobeerd om de apoptose pathways te blokkeren d.m.v. caspase 3 en caspase 8/granzyme B remmers. Het effect van caspase remmers op de lysis van Kg1a-B7 targetcellen is  bestudeerd na 16 uur en 40 uur  incubatie met  CTL RP1 en KOR18. Na zowel 16 uur als 40 uur co-incubatie van Kg1a-B7 cellen met CTLs is geen effect  te zien op lysis van Kg1a-B7 cellen, wanneer caspase remmers zijn toegevoegd. Het percentage lysis door CTL KOR18 na 40 uur toegenomen, terwijl de lysis door CTL RP1 gelijk is gebleven. Het is moeilijk te verklaren waarom caspase 3 en caspase 8 remmers geen effect hebben op de lysis. Zowel de granzyme B pathway als de death-receptor pathway voor targetcel apoptose werken via caspase-3. Om het effect van caspase remmers te bestuderen zijn nieuwe experimenten met andere concentraties en condities nodig.

Tijdens deze studie is verder ook gekeken welk  mechanisme een rol kan spelen bij het resistent worden van CD34+ cellen van patiënt RP tegen LRH1-CTL gemedieerde celdood. Mogelijk is er een relatieve resistentie door verandering van de expressie van genen die een rol spelen bij de apoptose. Daarom is gekeken naar de mRNA expressie van een aantal apoptose-eiwitten die m.b.v. SYBRgreen real-time PCR gemeten wordt in verschillende targetcellen en cellijnen. Vaak was het verschil minder dan drie cycli, waarbij de cycle treshold werd overschreden. Omdat de amplificatie van cDNA logaritmisch verloopt, komt 3 cycli verschil ongeveer overeen met een factor 10 in expressie. Vandaar dat de verschillen tussen de monsters relatief klein waren. Een verminderde expressie van pro-apoptotische eiwitten wordt verwacht bij de CD34+ relapse cellen van patiënt RP, omdat de LRH-1 specifieke CTLs de leukemie cellen niet volledig kunnen doden. Uit de resultaten blijkt caspase 3 juist relatief verhoogd zijn bij deze cellen van de patiënt. De pro-apoptotische eiwitten zorgen normaal gesproken voor meer apoptose van de cellen, maar hier is dat niet het geval. Verder is de expressie van anti-apoptotische eiwit Bcl-2 en Bcl-xl en BIRC-4 relatief hoog. Mogelijk speelt de Bcl-2 expressie een rol waarom de relapse cellen van patiënt RP moeilijker gedood worden door de CTL, maar eigenlijk zou je nog een hogere expressie verwachten van Bcl-2. Bij de patiënten VL en RA, waarbij de  leukemie cellen juist goed gedood worden door LRH1-specifieke CTL, wordt mogelijk een relatief hoge expressie van pro-apoptotische eiwitten verwacht. Alleen caspase 3 komt iets hoger tot expressie dan in de cellijnen, maar de andere pro-apoptotische eiwitten komen allemaal lager tot expressie dan in de andere monsters. 

In deze studie hebben de remmende stoffen en antilichamen de targetcel lysis niet volledig kunnen blokkeren, maar vaak wel de IFNγ productie door de CTLs. De verschillen in mRNA expressie van pro-apoptose eiwitten en anti-apoptose eiwitten zijn in verschillende cellijnen en CD34+ cellen relatief klein. Samenvattend tonen deze resultaten aan dat LRH-1-specifieke CTL verschillende mechanismen gebruiken om hun target cel te doden. Welk mechanisme een rol speelt bij de resistentie van relapse leukemie cellen is nog onduidelijk.
Dankwoord 

Enkele maanden van werken en schrijven zijn voorbij gevlogen en nu is het einde in zicht. Langs deze weg wil ik dan ook de gelegenheid nemen om iedereen te bedanken die bijgedragen heeft in het tot stand brengen van dit verslag.
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Afkortingen

AML


Acute myeloïde leukemie

APC


Antigeen Presenterende Cel

Bp


Basenpaar

CD


Cluster of Differentiation

cDNA


Copy DNA

CFSE


5,6-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester

CMA


Concamycin A

CML


Chronisch myeloïde leukemie

CTL


Cytotoxische T lymfocyten

DC


Dendritische Cel

DMSO 

DiMethyl SulfOxide

DNA


Desoxyribose Nucleïne Acid

ELISA 

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

EBV


Epstein-Barr Virus

ER


Endoplasmatisch Reticulum

FACS 


Fluorescence Activated Cell Sorting

FCS


Fetal Calfs Serum

FITC 


Fluoresceïne Isothiocyanaat

GVHD


Graft Versus Host Disease

GVL


Graft Versus leukemia

HBSS


Hank’s Balanced Salt Solution

IL


Interleukine 

IMDM


Iscove’s Modified Dulbecco‘s Medium

MHC


Major Histocompatibility Complex

MAB


Monoclonal antibody

PCR

 
Polymerase chain reaction

PE


Phyco-erythrine

RNA


Ribose Nucleïc Acid

Rpm


Rotaties per minuut

RT


Reverse Transcriptase

TAP


Transporter voor Antigeen Precessing

TcR


T-cel Receptor 

Bijlage
Bijlage I
: Verklarende woordenlijst
Bijlage II
: Protocollen
Bijlage I:
VERKLARENDE WOORDENLIJST

Allogene stamceltransplantatie:
Transplantatie met stamcellen van een gezonde donor.

Autologe stamceltransplantatie:
Transplantatie met stamcellen van de patiënt zelf.

Beenmerg: Een zachte massa die zich bevindt in het binnenste van botten. In het beenmerg zitten de stamcellen die voor de aanmaak van bloedcellen zorgen.

Bloed en bloedcellen:
Het bloed bestaat uit bloedvloeistof (plasma) en de bloedcellen. Rode bloedcellen (erytrocyten) zorgen voor het transport van zuurstof door het lichaam. Witte bloedlichaampjes (leukocyten) vormen het afweersysteem dat het lichaam beschermt tegen infecties. Bloedplaatjes(trombocyten) zijn nodig voor de bloedstolling.

Chemotherapie:
Behandeling van kanker met celgroeiremmende medicijnen. Zij worden gebruikt om ongeremde celgroei (kanker) tegen te gaan. Door chemotherapie wordt ook het afweersysteem onderdrukt.

Conditionering:
De behandeling voorafgaande aan de transplantatie waarbij de stamcellen en afweercellen van de patiënt worden gedood. Dit gebeurt met chemotherapie en/of bestraling.

DLI
Donor Lymfocyten Infusie: toediening van T-lymfocyten, een deel van de witte bloedlichaampjes, van de donor aan de patiënt om resterende tumorcellen op te ruimen.

Donor:
Degene van wie de stamcellen worden afgenomen die aan de patiënt worden toegediend. De weefsels van donor en patiënt moeten wel passend zijn (zie HLA-typering). Meestal is de donor een broer of zus van de patiënt, soms de vader of moeder, en in enkele gevallen kan een stamceltransplantaat van een vrijwilliger van de beenmergdonorbank (onverwante donor) worden gebruikt.


GVHD, Graft-versus-Host-Disease:
Bijwerking die bij een allogene stamceltransplantatie kan optreden, waarbij de afweercellen uit het donortransplantaat het lichaam van de patiënt als ‘vreemd’ zien en aanvallen (letterlijk: transplantaat tegen gastheer ziekte).

GVL, Graft versus Leukemie: 

Is een gunstige effect van het immuunsysteem: de witte bloedcellen van de donor vallen de leukemiecellen van de patiënt aan en vernietigen ze.


HLA-typering:
Weefseltypering. Het HLA-type van een weefsel is te vergelijken met een bloedgroep. Er zijn echter zeer veel verschillende HLA-types. Een allogene stamceltransplantatie is alleen mogelijk als er een donor met een (vrijwel) identiek HLA-type wordt gevonden.

Stamcellen:
Ook wel voorlopercellen genoemd. Cellen die uitgroeien tot bloedcellen.

 Bijlage 2: Protocollen
Cel kweek
· Cellen tellen: neem 10 µl celsuspensie + 10 µl trypaan blauw. De cellen worden geteld m.b.v. Burkitt telkamer: er worden 25 grote hokken geteld, het aantal getelde cellen wordt vermenigvuldigd met 20.000 (verdunningsfactor en 104). Dit geeft het aantal cellen per ml.

· De cellijnen minimaal twee keer per week doorzetten op 0,5*106 cellen per ml.

Reagentia

· IMDM-medium: voeg aan een fles medium (500 ml) 5 ml P/S (pencilline,streptomicine,uit -20° C) toe (50 U/ml pencillin, 50 µg/ml streptomycine).

· FCS (fetal calf serm, uit -20° C).

· IMDM uitvullen als 10% FCS: 5 ml steriel FCS in een 50 ml buis, aanvullen met IMDM (+ P/S) tot 50ml.

RNA isolatie

· Verzamel 10*106 cellen in een 15 ml buis.

· Centrifugeer (1700 rpm; 5 min; KT).

· Supernatant verwijderen en pellet resuspenderen.

· Cellen wassen met 10 ml HBSS.

· Centrifugeer (1700 rpm; 5 min; KT).

· Supernatant verwijderen en pellet resuspenderen.

· Pellet opnemen in 1 ml HBSS en overbrengen naar gecodeerde 1,5 ml ep.

· Centrifugeer (3000 rpm; 5 min; KT).

· Supernatant verwijderen en pellet resuspenderen.

· Voeg 600 µl  ZR RNA buffer aan de pellet toe en kort vortexen.

· Deze suspensie overbrengen op een Zymo-Spin kolom.

· Centrifugeer (12000 rpm; 1min; KT).

· Gooi het eluaat weg.

· Voeg 350 µl RNA Wash Buffer (met ethanol) aan de kolom.

· Centrifugeer (12000 rpm; 1min; KT).

· Voeg weer 350 µl RNA Wash Buffer (met ethanol) aan de kolom.

· Centrifugeer ( 12000 rpm; 1min; KT).

· Breng de kolom over naar 1,5 ml ep.

· Voeg 50 µl DNAse/RNAse-Free water toe.

· Incubeer 2 minuten bij KT.

· Centrifugeer (12000 rpm; 1min; KT).

· Meet het  RNA door in een spectrofotometer.

· Bewaar het RNA bij -80° C.

Agarose gel

Gel gieten

· Zet een kam in de gelbak en zorg dat er ruimte in de slotjes zit. 

· Voor een gel van 100 ml is nodig:

· 10 ml (10x TAE buffer) met 90 ml gedestilleerd water.

· Voor een 1,5% gel: 1,5 gram agarose/100 ml afwegen.

· Agarose oplossen door middel van opkoken in de magnetron (max. vermogen).

· Agarose-oplossing handwarm laten afkoelen.

· 3 µl Ethidiumbromide /100 ml agarose-oplossing toevoegen (handschoenen aan).

· Gel gieten en laten afkoelen.

Gel runnen

· 15 µl sample per slotje.

· 3 µl 6x buffer per sample.

· Neem 100 bp Ladder mee (1 µl ladder + 3 µl loadingbuffer + 14 µl sample)

· Run de gel 1-2 uur bij 100-120 Volt.

cDNA reactie
· Maak een Reverse Transcriptase (RT) mix.

· Voor meerdere monsters geldt (n+1):

· H2O




5,0 
µl

· 5x RT buffer



4,0 
µl

· dN6 (5 ng/(l)


1,0 
µl



· Oligo dT (50 ng/(l)


1,0 
µl

· dNTP’s (25 mM)


0,5 
µl

· DTT (0,1 M)



2,0 
µl

· RNAsin (40 U/ml)


0,5
µl


· RT(200 U/ml)


0,5
µl

15
µl

· Gebruik reacties zonder RT om te testen of de primers ook DNA amplificeren.

      ( 1,0 µl H2O i.p.v. 1,0 µl RT).

· Pipeteer 15 µl mastermix in PCR eppen.

· Voeg 5 µl RNA template (1 µg RNA in dH2O) toe aan 15 µl mastermix.

· Run de RT reactie in de DNA Engine (BIO RAD) volgens het volgende protocol:

· 
10 min; 20° C

· 
45 min; 42° C

10 min; 95° C

·   
Verdun het cDNA 5x met dH2O alvorens het te gebruiken in PCR reactie.

Standaard PCR reactie

· Maak de mastermix:

· Voor meerdere monsters geldt (n+1):

· H2O




32,75
µl

· 10x PCR buffer


5,0 
µl

· MgCl2



1,5 
µl


· dNTP’s (25 mM) (Pharmacia)
0,5 
µl

· Forward-primer (10 Pmol/(l)
2,5
µl


· Reverse-primer (10 Pmol/(l)
2,5
µl

· Taq polymerase


0,25
µl








45
µl

· Pipeteer 45 µl mastermix in 500 µl eppen.

· Voeg 5 µl verdunde cDNA toe aan de mastermix. Sluit de eppen, vortex en centrifugeer kort.

· Run de RT reactie volgens het volgende protocol:

· 


5 min; 

 
 
94° C




35 cycli:   
 30 sec;
 
94° C




     

  1 min;  
 60° C

      

  1 min;  
 72° C



  10 min: 
 72° C
Prism PCR reactie met probe

· Maak de PBGD-VIC mastermix:

· Voor meerdere monsters geldt (n+1):

· H2O





24,75
µl

· 10x Taq-Man buffer (Perkin Elmer)   
5,0 
µl

· MgCl2 (25 mM) (Perkin Elmer)   

10 
µl


· dNTP’s (25 mM) (Pharmacia)

0,5 
µl

· PBGD-forward  (10 Pmol/(l)

1,5
µl


· PBGD-Reverse  (10 Pmol/(l)

1,5
µl

· VIC-PBGD-probe (10Pmol/(l)

1,5
µl


· Taq Gold (5 U/ml) (Perkin Elmer)   
0,25
µl

45 µl

Prism PCR reactie met SYBRgreen

· Maak de SYBRgreen mastermix voor apoptose genen:

· Voor meerdere monsters geldt (n+1):

· H2O





26,25
µl

· 10x SYBRgreen buffer (Perkin Elmer) 
5,0 
µl

· MgCl2 (25 mM) (Perkin Elmer)   

10 
µl


· dNTP’s (25 mM) (Pharmacia)

0,5 
µl

· Forward-primer  (10 Pmol/(l)

1,5
µl


· Reverse-primer  (10 Pmol/(l)

1,5
µl

· VIC-PBGD-probe (10 Pmol/(l)

1,5
µl


· Taq Gold (5 U/ml) (Perkin Elmer)   
0,25
µl

45 µl

· Pipeteer 45 µl mastermix in MicroAmp optical epjes geplaatst in een 96 wells plaat.

· Voeg 5 µl verdunde cDNA toe aan de mastermix. Sluit de eppen en centrifugeer kort.

· Run de RT reactie in het PRISM apparaat volgens het volgende protocol:


10 min; 

 

95° C

45 cycli:   
 15 sec;
 
95° C

      

   30 sec;   
 60° C

      

   30 sec;   
 72° C (Data collection).

Flowcytometer

FACS= Fluorescense Activated Cell Sorter.

Directe kleuring

· Tel de cellen. Er zijn minimaal 0,5*106 cellen per sortering nodig.

· Breng de cellen over in een 15 ml buis en centrifugeer (1700 rpm; 5 min)

· Neem het pellet op in 100 µl FACS buffer ( met 1% BSA, uit koelkast).

· Voeg het monoklonaal antilichaam toe:


2,5 µl blanco (aspecifiek antistoffen).


5 µl of 10 µl CDxx.

· Incubeer 15 minuten in de koelkast.

· Voeg 1 ml FACS-buffer toe en centrifugeer 5 min bij 1700 rpm.

· Giet het supernatant af en neem het pellet op in 400 µl FACS buffer.

FACS analyse:

· 
Apparaat vooraf en achteraf spoelen met water.
Gebruik blanco’s om de gates te stellen. Gates aanpassen bij ieder celtype.

Lijst van gebruikte Mab

· CD 34-FITC

· CD 19-FITC

· CD 54-PE

· CD 58-PE

· CD 11c-PE

· CD 11a-PE

· MHC I-PE

· MHC II-PE

· HLA B7-PE

· Isotype controle (aspecifieke antistoffen)

CFSE

Meting t= 0 en T= 4, 16, 40 en/of 64 uur.

· Targets: 

· RP-R EBV

Labeling met 1 µM CFSE

· P-D EBV

Labeling met 1 µM CFSE

· Labeling van cellijnen met CFSE

· 0,6*166 cellen wassen met PBS of HBSS.

· 2 µl 5 mM CFSE verdunnen met 998 µl PBS = 10 µM CFSE.

Targets labelen:

· Pellet resuspenderen in 54 µl PBS + 6 µl  10 µM CFSE.

· 10 minuten incuberen 37° C.

· 60 µl FCS toevoegen, 2 minuten bij KT, dan wassen met IMDM 10% FCS.

· Pellet opnemen in IMDM 10% FCS (=0,1*106/ml).

· Uitplaten 100 µl/well = 10.000 tagets/well.

· Effectoren:

· CTL RP1 en CTL KOR 18 tellen en wassen.

· Maak IMDM 10% FCS  oplossing met CTL = 0,3*106/ml + 50 U/ml IL-2.

· Uitplaten 100 µl/well = 30.000 CTL/well (E:T =3:1).

· Cytotoxiciteits assay: 10.000 targets met 30.000 CTL per well in triplo gedurende twee tijdstippen.

· 150 µl supernatant verzamelen voor IFN gamma ELISA, bewaren bij -200 C.

· 50 µl celsuspensie meten in CFSE assay.

· Het remmende effect van verschillende concentraties van CMA (1, 3, 10, 30 en 100 nM) op de lysis van target cellen wordt uitgevoerd. De target cellen worden gedurende 1 uur geïncubeerd voordat met de CTLs in contact worden gebracht. (stock CMA is 10 µM).

· De degranulatie van CTL wordt gemeten m.b.v. CD107a marker. Deze marker worden alleen aan de wells met CTL’s toegevoegd,  2,5 µl/well in 50 µl.

· Het remmende effect van verschillende concentraties Anti-HLA-BC (10 en 30 µg/ml) op de lysis van target cel wordt uitgevoerd. De target cellen worden gedurende 1 uur geïncubeerd in de stoof voordat met de CTLs in contact worden gebracht (stock anti-HLA-BC is 2 mg/ml).

Flowcytometrie:

· Dag 0:

· 100 µl per sample in triplo in FACS buisje.

· Toevoegen 50 µl FACS-buffer  met 0,1 µl 7AAD/ well.

· 15 min incuberen bij 40° C (koelkast).

· De beads half uur van te voren op de rollebank leggen.

· Toevoegen beadsoplossing: 10 µl beads + 90 FACS-buffer.

· Direct meten in carousel.

· Dag 1/2:

· 150 µl Supernatant verzamelen en invriezen.

· Toevoegen 50 µl FACS-buffer  met 1 µl CD3-cyc7/well en  0,1 µl 7AAD/ well.

· 100 µl overbrengen naar FACS buisjes.

· 15 min incuberen bij 40° C (koelkast).

· Toevoegen beadsoplossing: 10 µl beads + 90 FACS-buffer.

· Direct meten in carousel.

IFNγ ElISA

Dag 0:

· Verdun het coating antilichaam in PBS tot 1,5 µg/ml(stock 1,0 mg/ml). Voeg 100 µl per well toe. Bedek de platen en incubeer overnacht bij kamertemperatuur (KT).

Dag 1:

· Verwijder het coating antilichaam en voeg 200 µl blocking buffer toe.

· Incubeer 1 uur bij KT.

· Verwijder blocking buffer door de platen goed leeg te slaan.

· Gebruik voor standaard verdunningen 2000 pg/ml tot 0,125 pg/ml IFNγ (BMS).

·  (stock 4 ng/ml). Maak de verdunningen in IMDM 10% FCS. Voeg 100 µl IFNγ standaard of sample toe per well.

· Incubeer 1 uur bij KT.

· Was de platen 3 keer met was buffer.

· Verdun het biotin-gelabelde mAb tot 0,2 µg/ml (stock 0,5 mg/ml) in blocking buffer. Voeg 100 µl toe per well.

· Incubeer 1 uur bij KT.

· Was de platen 3 keer met was buffer.

· Verdun streptavidin-HRP (CLB) conjugaat 1:15000 in blockingbuffer. Voeg 100 µl toe per well.

· Incubeer 30 minuten bij KT.

· Was de platen 3 keer met was buffer.

· Verdun TMB 1:1 met peroxidase B. Voeg 100 µl toe per well.

· Incubeer 20 minuten bij KT in het donker.

· Wanneer de 2 hoogste concentraties van de standaarden de zelfde kleur hebben, dan 100 µl stop reagens toevoegen.

· Meet de extinctie bij 450 nm.

Reagentia:

· Blocking buffer: 1% gelatine (Merck) in PBS.

· Was buffer: PBS + 0,05% Tween.

· Stop reagens: 1 M H3PO4 (stock 14M).
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Grafiek2

		PD-D-EBV		PD-D-EBV		PD-D-EBV

		RP-R-EBV		RP-R-EBV		RP-R-EBV



Specifieke lysis (%) op T=16 (uur)

KOR18

RP1

Medium

90.7040062233

7.5845974329

1

92.9703598035

92.4393723252

1



Blad1

		t=0

				1		2		3		average		SD

		RP-R-LCL		2631		2495		2561		2562		68.0

		PD-D-LCL		1731		1789		1877		1799		73.5

		RP1   CTL		41		52		58		50		8.6

		Kor18 CTL		13		13		28		18		8.7

		t=16

				Medium												rp1														Kor18

				1		2		3		average		SD				1		2		3		average		SD		% survival		% lysis		1		2		3		average		SD		% survival		% lysis

		RP-R-EBV		4324		4116		4178		4206.0		106.8				343		302		309		318.0		21.9		7.6		92.4		367		282		238		295.7		65.6		7.0		93.0

		PD-D-EBV		1699		1723		1720		1714.0		13.1				1397		1536		1819		1584.0		215.1		92.4		7.6		130		138		210		159.3		44.1		9.3		90.7

		rp1		68		60		56		61		6.1

		Kor18		31		32		26		30		3.2

		t=40 h

				Medium												rp1														Kor18

				1		2		3		average		SD				1		2		3		average		SD		% survival		% lysis		1		2		3		average		SD		% survival		% lysis

		RP-R-EBV		10432		11124		11122		10892.7		399.0				424		429		381		411.3		26.4		3.8		96.2		170		160		213		181.0		28.2		1.7		98.3

		PD-D-EBV		4290		3922		3764		3992.0		269.9				4735		4760		5045		4846.7		172.2		121.4		-21.4		146		128		128		134.0		10.4		3.4		96.6

				1		2		3		average		SD

		rp1		50		59		37		49		11.1

		Kor18		33		22		24		26		5.9
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Blad3

		t=0																		t=0

				1		2		3		average		SD										1		2		3		average		SD

		RP-R-LCL		2631		2495		2561		2562		68.0								RP-R-LCL		2631		2495		2561		2562		68.0

		PD-D-LCL		1731		1789		1877		1799		73.5								PD-D-LCL		1731		1789		1877		1799		73.5

		RP1   CTL		41		52		58		50		8.6								RP1   CTL		41		52		58		50		8.6

		Kor18 CTL		13		13		28		18		8.7								Kor18 CTL		13		13		28		18		8.7

		t=16

				RP-R-EBV						average		SD		% survival		% lysis				t=16		PD-D-EBV						average		SD		% survival		% lysis

		Medium		4324		4116		4178		4206		106.8		100.0		0.0				Medium		1699		1723		1720		1714		13.1		100.0		0.0

		rp1		343		302		309		318		21.9		7.6		92.4				rp1		1397		1536		1819		1584		215.1		92.4		7.6

		Kor18		367		282		238		296		65.6		7.0		93.0				Kor18		130		138		210		159		44.1		9.3		90.7

		rp1		68		60		56		61		6.1		100.0		0.0				rp1		68		60		56		61		6.1		100.0		0.0

		Kor18		31		32		26		30		3.2		100.0		0.0				Kor18		31		32		26		30		3.2		100.0		0.0

		t=40

				RP-R-EBV						average		SD		% survival		% lysis				t=40		PD-D-EBV						average		SD		% survival		% lysis

		Medium		10432		11124		11122		10893		399.0		100.0		0.0				Medium		4290		3922		3764		3992		269.9		100.0		0.0

		rp1		424		429		381		411		26.4		3.8		96.2				rp1		4735		4760		5045		4847		172.2		121.4		-21.4

		Kor18		170		160		213		181		28.2		1.7		98.3				Kor18		146		128		128		134		10.4		3.4		96.6

		rp1		50		59		37		49		11.1		100.0		0.0				rp1		50		59		37		49		11.1		36.3		63.7

		Kor18		33		22		24		26		5.9		100.0		0.0				Kor18		33		22		24		26		5.9		54.1		45.9
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		t=0		1		2		3		average		SD

		RP		2631		2495		2561		2562		68.0

		PD		1731		1789		1877		1799		73.5

		RP1		733		671		766		723		48.2

		KOR18		794		833		880		836		43.1

		t=16

		rp1+med		68		60		56		61		6.1		1.5		98.5

		Kor18+med		31		32		26		30		3.2		0.7		99.3

		t=16		RP-R-EBV						average		SD		% survival		% lysis				t=16		PD-D-EBV						average		SD		% survival		% lysis

		Medium		4324		4116		4178		4206		106.8		100.0		1.0				Medium		1699		1723		1720		1714		13.1		100.0		1.0

		rp1		343		302		309		318		21.9		7.6		92.4				rp1		1397		1536		1819		1584		215.1		92.4		7.6

		Kor18		367		282		238		296		65.6		7.0		93.0				Kor18		130		138		210		159		44.1		9.3		90.7

																				rp1+med		68		60		56		61		6.1		3.6		96.4

																				Kor18+med		31		32		26		30		3.2		1.7		98.3

		t=40		RP-R-EBV						average		SD		% survival		% lysis				t=40		PD-D-EBV						average		SD		% survival		% lysis

		Medium		10432		11124		11122		10893		399.0		100.0		1.0				Medium		4290		3922		3764		3992		269.9		100.0		1.0

		rp1		424		429		381		411		26.4		3.8		96.2				rp1		4735		4760		5045		4847		172.2		121.4		1.0

		Kor18		170		160		213		181		28.2		1.7		98.3				Kor18		146		128		128		134		10.4		3.4		96.6

		rp1+med		50		59		37		49		11.1		0.4		99.6				rp1+med		50		59		37		49		11.1		1.2		98.8

		Kor18+med		33		22		24		26		5.9		0.2		99.8				Kor18+med		33		22		24		26		5.9		0.7		99.3
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		PD-D-EBV		PD-D-EBV		PD-D-EBV

		RP-R-EBV		RP-R-EBV		RP-R-EBV



Specifieke lysis (%) op T=40 (uur)

KOR18

RP1

Medium

96.6432865731

1

1

98.3383315992

96.223759104

1



Blad1

		t=0

				1		2		3		average		SD

		RP-R-LCL		2631		2495		2561		2562		68.0

		PD-D-LCL		1731		1789		1877		1799		73.5

		RP1   CTL		41		52		58		50		8.6

		Kor18 CTL		13		13		28		18		8.7

		t=16

				Medium												rp1														Kor18

				1		2		3		average		SD				1		2		3		average		SD		% survival		% lysis		1		2		3		average		SD		% survival		% lysis

		RP-R-EBV		4324		4116		4178		4206.0		106.8				343		302		309		318.0		21.9		7.6		92.4		367		282		238		295.7		65.6		7.0		93.0

		PD-D-EBV		1699		1723		1720		1714.0		13.1				1397		1536		1819		1584.0		215.1		92.4		7.6		130		138		210		159.3		44.1		9.3		90.7

		rp1		68		60		56		61		6.1

		Kor18		31		32		26		30		3.2

		t=40 h

				Medium												rp1														Kor18

				1		2		3		average		SD				1		2		3		average		SD		% survival		% lysis		1		2		3		average		SD		% survival		% lysis

		RP-R-EBV		10432		11124		11122		10892.7		399.0				424		429		381		411.3		26.4		3.8		96.2		170		160		213		181.0		28.2		1.7		98.3

		PD-D-EBV		4290		3922		3764		3992.0		269.9				4735		4760		5045		4846.7		172.2		121.4		-21.4		146		128		128		134.0		10.4		3.4		96.6

				1		2		3		average		SD

		rp1		50		59		37		49		11.1

		Kor18		33		22		24		26		5.9
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Blad3

		t=0																		t=0

				1		2		3		average		SD										1		2		3		average		SD

		RP-R-LCL		2631		2495		2561		2562		68.0								RP-R-LCL		2631		2495		2561		2562		68.0

		PD-D-LCL		1731		1789		1877		1799		73.5								PD-D-LCL		1731		1789		1877		1799		73.5

		RP1   CTL		41		52		58		50		8.6								RP1   CTL		41		52		58		50		8.6

		Kor18 CTL		13		13		28		18		8.7								Kor18 CTL		13		13		28		18		8.7

		t=16

				RP-R-EBV						average		SD		% survival		% lysis				t=16		PD-D-EBV						average		SD		% survival		% lysis

		Medium		4324		4116		4178		4206		106.8		100.0		0.0				Medium		1699		1723		1720		1714		13.1		100.0		0.0

		rp1		343		302		309		318		21.9		7.6		92.4				rp1		1397		1536		1819		1584		215.1		92.4		7.6

		Kor18		367		282		238		296		65.6		7.0		93.0				Kor18		130		138		210		159		44.1		9.3		90.7

		rp1		68		60		56		61		6.1		100.0		0.0				rp1		68		60		56		61		6.1		100.0		0.0

		Kor18		31		32		26		30		3.2		100.0		0.0				Kor18		31		32		26		30		3.2		100.0		0.0

		t=40

				RP-R-EBV						average		SD		% survival		% lysis				t=40		PD-D-EBV						average		SD		% survival		% lysis

		Medium		10432		11124		11122		10893		399.0		100.0		0.0				Medium		4290		3922		3764		3992		269.9		100.0		0.0

		rp1		424		429		381		411		26.4		3.8		96.2				rp1		4735		4760		5045		4847		172.2		121.4		-21.4

		Kor18		170		160		213		181		28.2		1.7		98.3				Kor18		146		128		128		134		10.4		3.4		96.6

		rp1		50		59		37		49		11.1		100.0		0.0				rp1		50		59		37		49		11.1		36.3		63.7

		Kor18		33		22		24		26		5.9		100.0		0.0				Kor18		33		22		24		26		5.9		54.1		45.9
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		t=0		1		2		3		average		SD

		RP		2631		2495		2561		2562		68.0

		PD		1731		1789		1877		1799		73.5

		RP1		733		671		766		723		48.2

		KOR18		794		833		880		836		43.1

		t=16

		rp1+med		68		60		56		61		6.1		1.5		98.5

		Kor18+med		31		32		26		30		3.2		0.7		99.3

		t=16		RP-R-EBV						average		SD		% survival		% lysis				t=16		PD-D-EBV						average		SD		% survival		% lysis

		Medium		4324		4116		4178		4206		106.8		100.0		1.0				Medium		1699		1723		1720		1714		13.1		100.0		1.0

		rp1		343		302		309		318		21.9		7.6		92.4				rp1		1397		1536		1819		1584		215.1		92.4		7.6

		Kor18		367		282		238		296		65.6		7.0		93.0				Kor18		130		138		210		159		44.1		9.3		90.7

																				rp1+med		68		60		56		61		6.1		3.6		96.4

																				Kor18+med		31		32		26		30		3.2		1.7		98.3

		t=40		RP-R-EBV						average		SD		% survival		% lysis				t=40		PD-D-EBV						average		SD		% survival		% lysis

		Medium		10432		11124		11122		10893		399.0		100.0		1.0				Medium		4290		3922		3764		3992		269.9		100.0		1.0

		rp1		424		429		381		411		26.4		3.8		96.2				rp1		4735		4760		5045		4847		172.2		121.4		1.0

		Kor18		170		160		213		181		28.2		1.7		98.3				Kor18		146		128		128		134		10.4		3.4		96.6

		rp1+med		50		59		37		49		11.1		0.4		99.6				rp1+med		50		59		37		49		11.1		1.2		98.8

		Kor18+med		33		22		24		26		5.9		0.2		99.8				Kor18+med		33		22		24		26		5.9		0.7		99.3
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