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Forschungsprofil

Am Institut fiir Transfusionsmedizin bestehen die Forschungsschwerpunkte molekulare
Immungenetik, molekulare Immunhédmatologie, Zelltherapie und Zytapheresetechniken.
Die Schwerpunkte molekulare Immungenetik und Zelltherapie befassen sich mit der in der
allogenen Stammpzelltrans-plantation und Zell-basierten regenerativen Medizin zentralen
Fragestellung, wie die unerwiinschten Graft versus Host und Host versus Graft Reaktionen
(GvHR und HvGR) abgeschwicht werden kénnen und wie die in der allogenen Immunthe-
rapie erwiinschte Graft versus Leukemia Reaktion (GVLR) selektiv genutzt werden kann. In
mehreren Projekten werden daher auf genomischer und proteomischer Ebene sowohl MHC als
auch MHC-vermittelte non-MHC Effekte untersucht sowie Strategien zur Toleranzinduktion
fiir Zell-basierte regenerativen Therapien entwickelt. Zudem werden gentechnische Stamm-
zellmodifikationen untersucht, um {iber eine in vivo Selektion dieser Zellen das Engraftment
zu fordern. Der Schwerpunkt Molekulare Immunh&matologie befasst sich mir erythrozytdr
exprimierten Proteinen in diagnostisch und therapeutisch relevanten Fragestellungen. Ziele
der Projekte in diesem Schwerpunkt konzentrieren sich auf genomische Charakterisierungen
und Profiling erythrozytér exprimierter Gene, die Charakterisierung und Beeinflussung der
erythrozytdren Protein-Expression sowie die gentechnische Herstellung rekombinanter Desi-
gner-Proteine fiir diagnostische und therapeutische Zwecke. Zytaphereseverfahren kommen
bei der Bereitstellung definierter Zielzellen (Granulozyten, Stammzellen, Thrombozyten) zum
Einsatz. Im Rahmen klinischer Studien wird untersucht, inwieweit der Zellertrag dieser Ver-
fahren fiir Granulozyten, Stammzellen und Thrombozyten bei gleichzeitiger Verminderung
der Belastungen fiir die gesunden Blutspender gesteigert werden kann. Die Untersuchungen
in diesem Schwerpunkt werden in industriellen Kooperationsprojekten durchgefiihrt.

Forschungsprojekte

Reduktion der Immunogenitét zelluldrer Therapeutika durch HLA silencing

Der Zell- und Organersatz stellt eine potentiell kurative Therapieform zahlreicher konven-
tionell nicht heilbarer Erkrankungen dar. In der regenerativen Medizin kdnnen zelluldre
Therapeutika entweder aus autologem oder als Fertigarzneimittel aus allogenem Zellmaterial
generiert werden. Dabei ist die Standardisierbarkeit als eine unabdingbare Voraussetzung
fiir die breite Anwendung einer stammzellbasierten Therapie ein bedeutsamer Vorteil der
Therapeutika allogenen Ursprungs. Allerdings stellt die Histokompatibilitdt die Hauptbarriere
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fiir die Anwendung dieser zelluldren Therapeutika dar. Die Entwicklung von Ersatzgewebe
mit geringer oder fehlender Immunogenitdt ist daher besonders wiinschenswert. Wie bei der
konventionellen Organtransplantation stellen die Humanen Leukozyten Antigene (HLA) mit
ihrem ausgeprégten Polymorphismus die immunologische Hauptbarriere einer auf allogenen
Zellen basierenden regenerativen Medizin dar. Die Herabregulierung der HLA Expression in
zelluldren Therapeutika wiirde {iber die Induktion einer immunologischen Toleranz das Risiko
einer Abstolungsreaktion vermindern und damit den regenerativen Prozess unterstiitzen.

Die Technologie der RNA Interferenz bietet die Moglichkeit, die Expression von Genen
spezifisch zu supprimieren. Die Konstruktion von Plasmiden, die durch die Expression von
short hair-pin RNAs (shRNAs) eine RNA Interferenz triggern konnen, eroffnen dabei die
Perspektive einer stabilen RNA Interferenz basierten Gentherapie mit viralen Vektoren. Die
selektive Inaktivierung von HLA-Genen oder Gengruppen wiirde daher einen universelleren
Einsatz allogener Zellthera-peutika ermdglichen.

Das Ziel dieses Projektes ist die Entwicklung einer Strategie fiir die selektive und dauerhafte
Suppression von HLA oder HLA-Untergruppen in embryonalen und adulten Stammzellen
sowie in gewebsspezifischen Vorlduferzellpopulationen, um eine Inaktivierung der allogenen
Immunantwort zu erreichen. Dazu werden klassen-, gen- und allelspezifische RNA Interfe-
renz-Strategien fiir die Suppression von HLA Klasse [ und II Proteinen verwendet. Im Rahmen
der bisherigen Untersuchungen zur Suppression von HLA konnte gezeigt werden, dass eine
klassen-, gen-, und allelspezifische Inhibierung der HLA Expression mdglich ist. Dabei dienten
B2-Mikroglobulin oder die schweren Kette von HLA als Zielstrukturen der RNA Interferenz.
Durch ein umfangreiches Screening im In vitro-Transkriptions/Translations-System wur-
den sensitive Sequenzen in den RNAs beider Proteine identifiziert und deren Effizienz in
humanen Zelllinien validiert. Fiir eine dauerhafte Reduktion der HLA Expression wurden
shRNAs kodierende lentivirale Vektoren konstruiert. Die Transfektion der hdmatopoetischen
Zelllinien B-LCL und K562 mit 2-Mikroglobulin-spezifischen synthetischen siRNAs ergab
eine 50 %ige Suppression von HLA-A, -B und -C. Die Anwendung gen- und allelspezifischer
siRNAs fiihrte zu einer Reduktion der HLA-Expression von bis zu 70 % in humanen Zelllinien.
Mit Hilfe lentiviraler Konstrukte konnte eine selektive und dauerhafte Unterdriickung der
HLA-A-Expression von bis zu 60 % in himatopoetischen Zelllinien erreicht werden, ohne dass
relevante Nebeneffekte beobachtet wurden. Es konnte gezeigt werden, dass mit der RNA-
Interferenz Technologie eine Suppression von 90 - 100 % auf mRNA- und Proteinebene, d.h.
bis unter die Nachweisgrenze, erzielt werden kann. Es konnte zudem jetzt gezeigt werden,
dass bereits eine Reduktion der HLA-Klasse I Expression um 70 % die Antikdrper vermittelte
Zytotoxizitdt aufheben kann.

Langfristiges Ziel ist es, ein GMP-gerechtes gentherapeutisches Konzept zur selektiven
Abschaltung non-permissiver HLA Merkmale fiir den allogenen Zellersatz und regenerative
Konzepte zu etablieren. Es sollen lentivirale Vektorsysteme fiir eine effektive Transduktion
und durch variable Pseudotypisierung Zell-selektive Transduktion von HLA-spezifischen
shRNAs in humane Zellen konstruiert werden. Zur protektiven Rekonstituierung der HLA
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Expression sollen regulatorische Promotoren gepriift werden. Um einer NK-Zell vermittel-
ten Zelllyse entgegenzuwirken, werden NK-Zell protektive gentechnische Modifikationen
gepriift. Dies beinhaltet die Priifung der Effi-zienz von co-transduzierten HLA-G Varianten
sowie HLA-Designerproteinen, die durch fusionierte, autologe Peptidfragmente funktionell
so inaktiviert worden sind, dass eine allogene Peptid-prdsentation blockiert wird. Dadurch
kann eine Tolerisierung sowohl fiir autoreaktive NK-Zellen als auch alloreaktive T-Zellen
erreicht werden. Im AnschluB an in vitro Studien soll die Strategie des HLA silencing auch
im allogenen Mausmodell evaluiert werden.

Mitarbeiter: Figueiredo C, Seltsam A, Horn P, Blasczyk R; Forderung: Portugiesische For-
schungsgemeinschaft

Weitere Forschungsprojekte

1. Molekulare Immungenetik und Zelltherapie

Allelspezifische Peptidmotive und T Zellepitope bei molekulargenetisch definierten
HLA Klasse | Variationen

Projektleiterin: B. Eiz-Vesper; Forderung: Stiftung

Expansion Minor Histokompatibilitdts-Antigen-spezifischer T Zellen fiir die adoptive
Immuntherapie

Projektleiterin: B. Eiz-Vesper; Férderung: BMBF/Industrie

UntersuchungenzuPeptiden aus polymorphenendogenenProteinenals MinorHistokom-
patibilitats-Antigen-Kandidaten in der allogenen Stammzelltransplantation

Projektleiterin: B. Eiz-Vesper; Forderung: BMBF/Indusrie

Systematische Charakterisierung der Allogenitat von HLA Klasse | Mismatchen im
artifi-ziell allogenen System

Projektleiter: R. Blasczyk; Forderung: Stiftung

Posttranskriptionelle Suppression von HLA Genen

Projektleiterin: C. S. Ferreira de Figueiredo; Forderung: Portugiesische Forschungsgemein-
schaft

Entwicklung eines Verfahrens zur diagnostischen Sequenzierung der fiir Transplan-
tationen relevanten HLA Genorte

Projektleiter: R. Blasczyk; Férderung: BMWA
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In vitro and in vivo safety and efficacy assessment of foamyviral vectors for transduction
of hematopoietic stem cells in a nonhuman primate model

Projektleiter: P. Horn; Férderung: DFG

2. Molekulare Immunhamatologie

Konstruktion rekombinanter Blutgruppenantigene zur Antikdrperdiagnostik bei po-
lytransfundierten Patienten

Projektleiter: A. Seltsam; Férderung: beantragt

Untersuchungen zu Sequenzvariationen am JMH Gen und deren Auswirkung auf das
Ex-pressionsprofil des JMIH-Antigens

Projektleiter: A. Seltsam; Férderung: Stiftung

3. Arzneimittelherstellung

Etablierung der Thrombozytendreifachspende auf verschiedenen Zellseperatoren
(Gambro, Fresenius)

Projektleiter: H.-G. Heuft; Forderung: Industrie

Mobilisation gesunder Spender mit rhuG-CSF zur Herstellung von Granulozyten-
konzentraten

Projektleiter: H.-G. Heuft; Forderung: Industrie

Steigerung der Sammeleffizienz im Rahmen der Thrombozytapherese durch Beriick-
sichtigung thrombozytenspezifischer Marker

Projektleiter: H.-G. Heuft; Forderung: Industrie
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Abstracts
2004 wurden 28 Abstracts publiziert.

Wissenschaftspreise

Figueiredo C, Seltsam A, Holtkamp U, R.
Blasczyk R.: Posterpreis der Deutschen
Gesellschaft fiir Transfusionsmedizin und
Immunhé&matologie; Stable knock down
of non-acceptable HLA mismatches in solid
organ transplantation.

Figueiredo C, Seltsam A, Holtkamp U, R.
Blasczyk R.: Abstractpreis der Deutschen Ge-
sellschaft fiir Inmungenetik; Stable knock
down of non-acceptable HLA mismatches in
solid organ transplantation.

Patente

PCT/DE2004/000956; Verbindungen und
Verfahren zur Immunsuppression, Blasczyk
R, Ferreira de Figueiredo C, Seltsam A.

Weitere Tatigkeiten in der Forschung

Prof. Dr. R. Blasczyk: Fachgutachter des
Institut national de la santé et de la recher-
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che médical (Inserm, Frankreich), Mitglied
des wissenschaftlichen Beirats der Cytonet
Hannover GmbH, Mitglied des wissenschaft-
lichen Beirats der Cytonet GmbH & Co KG,
Mitglied des wissenschaftlichen Beirats von
,Transfusion Medicine and Hemotherapy.

Prof. Dr. A. Seltsam: Gutachter fiir die
Zeitschriften Blood, Transfusion und BMC
Genetics.

Dr. P. Horn: Fachgutachter fiir die Foundati-
on for the Accreditation of Cellular Therapy
(FACT, Nebraska, USA).
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