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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Aus dem tumorreaktiven T-Zellrepertoire der Melanompatientin Ma-Mel-86/INTH, bei der im Verlauf
Lymphknotenmetastasen HLA-Klasse I-negativer Tumorzellen auftraten, wurden durch Stimulation mit
autologen Tumorzellen CD8* T-Zellklone isoliert und expandiert, die auf Melanomzellen der Patientin
CSF2RA (engl. GM-CSF receptor alpha chain) in HLA-unabhangiger Weise erkannten. Aus einem der
T-Zellklone wurde ein CSF2RA-reaktiver a:B-T-Zellrezeptor (TCR, engl. T-cell receptor) kloniert
(Bezeichnung: TCR-1A.3/46). Die a-Kette des TCR enthielt die Domanen TRAV14/DV4*01, TRAJ48*01
und TRAC*01, die B-Kette die Domanen TRBV10-3*01, TRBD2*01, TRBJ2-7*01 und TRBC2*01. Durch
Austausch der humanen konstanten gegen die homologen murinen Doménen wurde der TCR optimiert
(Bezeichnung: cTCR-1A.3/46) und hinsichtlich seiner Expression und Funktionalitat nach retroviralem
Transfer in humane PBMC (engl. peripheral blood mononuclear cells) im 5:Chromfreisetzungstest, im
IFN-y-ELISpot-Assay und in einem Degranulations-Assay validiert. TCR-transgene T-Zellen lysierten
nicht nur spezifisch die HLA-defizienten, CSF2RA* Melanomlinien des Modells Ma-Mel-86, sondern
erkannten auch Zelllinien verschiedener Spezies nach Transfektion von CSF2RA sowie Monozyten,
Granulozyten, dendritische Zellen und ein breites Spektrum hamatologischer Malignome myeloiden
Ursprungs ungeachtet deren HLA-Phanotypen. Lymphatische Zellen sowie CD34* Blutstammzellen
wurden in In vitro-Untersuchungen nicht erkannt.

Der Zusatz von GM-CSF zu Zellen, die CSF2RA und CSF2RB exprimierten, inhibierte die Erkennung
durch TCR-transgene PBMC, wahrend die Koexpression der a- und der [3-Kette des GM-CSF-
Rezeptors alleine keinen negativen Effekt auf die Erkennung hatte. Daraus war zu schlieRen, dass
CSF2RA préferentiell freistehend und weniger nach Integration in den heteromultimerischen GM-CSF-
Rezeptor-Komplex erkannt wurde.

In der zweidimensionalen Collier-de-Perles-Visualisierung der IMGT-Datenbank (engl. International
immunogenetics information system) wies der CSF2RA-reaktive TCR-1A.3/46 im Vergleich zu TCR von
konventionellen, HLA-restringierten T-Zellen keine Besonderheiten auf. Dartber hinaus waren auch die
von den HLA-unabhéngigen T-Zellen exprimierten CD8-Molekille identisch zu den CD8-Molekiilen HLA-
abhéangiger CTL (engl. cytotoxic T lymphocytes). Die Prasenz von CD8-Molekilen férderte die HLA-
unabhangige Erkennung von CSF2RA, schien aber daflr nicht zwingend erforderlich zu sein, da
Antikorper gegen CD8 die Erkennung zu ca. 65 % blockierten und TCR-transgene CD4* T-Zellen im
Vergleich zu TCR-transduzierten CD8* T-Zellen eine deutlich verringerte, aber noch erhaltene
Funktionalitdt aufwiesen. Es ist derzeit nicht klar, ob HLA-unabhéngige T-Zellen gegen CSF2RA im
peripheren Blut der Patientin vorkamen, weil sie der im Tiermodell postulierten Thymusselektion MHC-
unabhéngiger TCR (Tikhonova et al., Immunity 36:79, 2012) entkommen waren, oder weil ein
urspringlich gegen einen HLA-Peptid-Komplex gerichteter TCR eine HLA-unabhangige Kreuzreaktivitat
aufwies.

CSF2RA verbessert die Glucoseutilisation in malignen Zellen, und es wurden ihm embryotrophe
Eigenschaften zugeschrieben (Spielholz et al., Blood 85:973, 1995; Sjoblom et al., Biol. Reprod.
67:1817, 2002). Damit kann CSF2RA malignes Wachstum foérdern und ist somit ein potentielles
Zielmolekdl fur die Immuntherapie. Seine HLA-unabhangige Erkennung wirde sowohl die HLA-Vielfalt
als auch den HLA-Verlust als typische Limitationen der T-Zellimmuntherapie umgehen. Zur Uberpriifung
der In vivo-Spezifitdt des HLA-unabhéangigen TCR gegen CSF2RA und damit zum Ausschluss
relevanter off-tumor-/on-target- bzw. off-tumor-/off-target-Effekte ist jedoch eine Testung in einem
préklinischen Tiermodell erforderlich.




Summary

Summary

Melanoma patient Ma-Mel-86/INTH developed lymph-node metastases of HLA class I-negative tumor
cells. From her peripheral blood CD8* T-cell clones recognizing CSF2RA (GM-CSF receptor alpha
chain) in an HLA class I-independent manner were isolated and expanded by stimulation with
autologous tumor cells. From one of these T-cell clones a CSF2RA-reactive a:B-T-cell receptor
(designated TCR-1A.3/46) was cloned. Its a-chain comprised the domains TRAV14/DV4*01,
TRAJ48*01 and TRAC*01, and its B-chain contained the domains TRBV10-3*01, TRBD2*01,
TRBJ2-7*01 and TRBC2*01. By replacing the human constant domains with their homologous murine
counterparts the TCR was optimized (designated cTCR-1A.3/46) and validated regarding its expression
and functionality using 5chromium release, IFN-y-ELISpot and degranulation assays. TCR-transgenic
T cells not only specifically lysed HLA-deficient, CSF2RA* Ma-Mel-86 melanoma lines but also
recognized various cell lines of different species upon transfection with CSF2RA. In addition, monocytes,
granulocytes, dendritic cells and a broad range of hematological malignancies of myeloid origin were
targeted, irrespective of their HLA phenotypes. Lymphatic cells as well as CD34* blood stem cells were
not recognized in in vitro assays.

The addition of GM-CSF to cells expressing both CSF2RA and CSF2RB inhibited the recognition by
TCR-transgenic PBMC (peripheral blood mononuclear cells), while coexpression of the GM-CSF
receptor a- and B-chain alone did not negatively affect antigen recognition. This led to the conclusion
that CSF2RA* cells were preferentially recognized when free CSF2RA was accessible on the cell
surface and to a lesser extent when the protein was integrated into the heteromultimeric GM-CSF
receptor complex.

According to the two-dimensional Collier-de-Perles visualization of the IMGT database (International
immunogenetics information system), the CSF2RA-reactive TCR-1A.3/46 did not show characteristic
features compared to TCR derived from conventional HLA-restricted T cells. Additionally, CD8
molecules expressed by HLA-independent T cells were identical to CD8 molecules expressed by HLA-
dependent CTL (engl. cytotoxic T lymphocytes). The presence of CD8 molecules promoted HLA-
independent recognition of CSF2RA but appeared not to be essential, since antibodies directed against
CDS8 blocked recognition only by about 65 % and TCR-transgenic CD4* T cells exhibited a decreased
but still retained functionality. It remains to be elucidated if the presence of HLA-independent, anti-
CSF2RA T cells in the patient’s peripheral blood was due to their escape from thymus selection, as
postulated in animal models (Tikhonova et al., Immunity 36:79, 2012), or if it resulted from an HLA-
independent cross reactivity of a primarily HLA-restricted TCR.

CSF2RA has been shown to improve glucose utilization by malignant cells and to mediate
embryotrophic effects (Spielholz et al., Blood 85:973, 1995; Sjoblom et al., Biol. Reprod. 67:1817, 2002).
Thus, CSF2RA can support malignant growth and, therefore, represents a potential target molecule for
immunotherapy. Its HLA-independent recognition might circumvent HLA diversity and HLA loss as
typical limitations of T cell-based immunotherapy. However, preclinical testing in animal models is
required to validate the in vivo specificity of the HLA-independent, anti-CSF2RA TCR and to exclude
relevant off-tumor/on-target and off-tumor/off-target effects.
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Einleitung

1 Einleitung

Die elementare Aufgabe des Immunsystems ist der Erhalt der Integritat des Organismus gegenuber
eindringenden Pathogenen oder entarteten, kérpereigenen Zellen. Neben physiologischen Barrieren,
wie der Haut und enzymsekretierenden Schleimhé@uten, sind prinzipiell zwei grundlegend verschiedene
Komponenten des Immunsystems zu differenzieren: die angeborene, unspezifische Immunitat und die
erworbene, spezifische Immunitét!. Beide Bestandteile stehen jedoch in engem Kontakt zueinander und
sind auf stetige Wechselwirkungen angewiesen, um eine effiziente Immunantwort hervorzurufen2.
Wahrend sich das angeborene Immunsystem durch eine schnelle und breit gefacherte Immunantwort
auszeichnet, die durch Komplementsystem, Akute-Phase-Proteine, Zytokine, Natirliche Killerzellen
(NK-Zellen), Mastzellen, Granulozyten, Makrophagen (M®) und Dendritische Zellen (DC, engl. dendritic
cell) vermittelt wird, ist die adaptive Immunitét durch eine verzdgerte Immunreaktion gekennzeichnet,
die jedoch zur Ausbildung eines immunologischen Gedéachtnisses fiihrtl. Entscheidend hierfur sind die
fur die humorale Immunantwort zustédndigen B-Zellen sowie die fur die zellulare Immunantwort
verantwortlichen T-Lymphozyten3. Hinsichtlich der Kontrolle und Therapie von Malignomen erweisen
sich nach heutigem Erkenntnisstand T-Zellen als die potentesten Effektoren*, weshalb im Folgenden
insbesondere auf Mdoglichkeiten und Risiken der Nutzung dieser speziellen Mediatoren fir die

Tumortherapie eingegangen wird.

1.1 T-Lymphozyten

T-Zellen unterscheiden sich von anderen Lymphozyten durch ihre Expression des Oberflachenmarkers
CD3 (engl. cluster of differentiation) sowie eines antigenspezifischen T-Zellrezeptors (TCR, engl. T-cell
receptor)!. Durch Interaktion des TCR mit MHC:Peptid-Komplexen (engl. major histocompatibility
complex) auf antigenprasentierenden Zellen (APC, engl. antigen-presenting cell) sind sie dazu befahigt,
korpereigene von fremden Zellen zu unterscheiden sowie beispielsweise von Viren infizierte oder
kanzerdse Zellen zu detektieren und zu eliminieren!. Eine grobe Klassifizierung kann anhand der
Oberflachenexpression ihrer Korezeptoren in CD4* und CD8* T-Zellen erfolgent. CD4* T-Zellen
wiederum kdnnen gemaln ihrer Effektorfunktionen in T-Helferzellen (Twl, Tu2, TH9, TH17, Th22, Trn) und
regulatorische T-Zellen (iTreg, NTreg) €ingeteilt werden®. T-Helferzellen spielen eine essentielle Rolle fir
die Aktivierung zytotoxischer T-Zellen (CTL, engl. cytotoxic T lymphocyte) und Makrophagen sowie in
der Differenzierung von B-Lymphozyten zu antikdrpersekretierenden Plasmazellen®’, wohingegen Treg
zur Regulation der Selbsttoleranz beitragen®. Der ihnen gemeinsame Oberflachenmarker CD4 besteht
aus vier extrazellularen Immunglobulindoménen, einer Transmembrandoméne und einem kurzen
zytoplasmatischen Teil>. CD4* T-Zellen erkennen Peptide einer Lange von 13-18 Aminosauren, die
hauptsachlich aus Proteinen extrazellularen Ursprungs prozessiert und gebunden an MHC-Klasse II-
Molekiilen auf der Zelloberflache prasentiert werden. Demgegeniber erkennen CD8* T-Zellen acht bis
zehn Aminoséuren lange Peptide aus Proteinen intrazellularen Ursprungs in Assoziation mit MHC-
Klasse I-Molekiilent. Zytotoxische CD8* T-Zellen sind im Wesentlichen an der Eliminierung von
virusbefallenen Zellen sowie von Tumorzellen beteiligtt. Nach erfolgter Aktivierung durch
Antigenkontakt und Differenzierung zu Effektorzellen stehen ihnen dafiir im Wesentlichen zwei
Mechanismen zur Verfiigung. Zum einen werden in einer kalziumabhéngigen Reaktion von der T-Zelle
zytotoxische Granula freigesetzt. Diese enthalten Perforine, die die Zellmembran der Zielzelle

durchléchern, und Granzyme (Serinproteasen), die durch die perforininduzierten Offnungen in die
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Zielzellen eindringen und durch Caspasespaltung Apoptose induzierenl. In einem zweiten
Mechanismus erfolgt durch die Interaktion des FAS-Liganden (FASL) der T-Zelle mit dem FAS-
Rezeptor (FASR) der Targetzelle die Induktion des programmierten Zelltods?!. AuRerdem wird durch die
Sekretion von IFN-y (Interferon y) die Phagozytose von Zelltrimmern durch Makrophagen initiiert?.
Charakteristisch fur CTL ist die Expression des Oberflachenmarkers CD8, welcher homodimer in Form
von zwei CD8a-Ketten oder heterodimer in Form von einer CD8a- und einer CD8[3-Kette vorliegen
kann!. Beide Ketten bestehen aus je einer extrazellularen Immunglobulindoméne, einem die
Zytoplasmamembran durchspannenden Bereich sowie einem kurzen zytoplasmatischen Teil>°. Des
Weiteren lassen sich von CD4* und CD8* T-Zellen CD4-und CD8- y:5-T-Zellen abgrenzen, deren TCR
sich nicht aus einer a- und einer B-Kette, sondern aus einer y- und einer 5-Kette zusammensetztl. y:5-T-
Zellen stellen jedoch nur zwischen 1 und 10 % des gesamten T-Zell-Repertoires dar und sind zum
Grol3teil in Epithelien und der Mukosa lokalisiert!-1. Im Gegensatz zu den a:B-TCR der CD4* und CD8*
T-Zellen sind die y:0-TCR nicht MHC-restringiert und weisen eine geringere TCR-Diversitat auf!l. Sie
werden, ahnlich den Nattrlichen Killer-T-Zellen (NKT-Zellen), deren a:3-TCR ebenfalls aus invarianten
Ketten bestehen und die Lipidantigene im Zusammenhang mit CD1d erkennen??, als unkonventionelle

T-Zellen an der Grenze zwischen adaptiver und angeborener Immunitat angesehen314,

1.1.1 T-Zell-Entwicklung

Wie B-Lymphozyten und NK-Zellen entstammen T-Zellen pluripotenten, h&matopoetischen

Stammzellen (HSC, engl. hematopoietic stem cell) des Knochenmarks?. lhre vollstandige Reifung zu
naiven T-Lymphozyten erfolgt jedoch im Thymus (Abb. 1-1) und zu einem kleinen Teil in den Tonsillen?>.
Die aus dem Knochenmark tber Blutgeféal3e in den Thymus eintretenden Vorlaufer-T-Zellen exprimieren
weder CD4 noch CD8 und werden daher als doppelt-negative (DN) Thymozyten bezeichnet®. Etwa
20 % davon differenzieren zu y:5-T-Zellen, der Grolteil jedoch zu a:B-T-Zellen. Die weitere
Differenzierung der a:B-T-Thymozyten wird in 4 Stadien unterteilt (DN1 — DN4), die sich hinsichtlich der
Expression von CD25, CD44 und Kit unterscheiden. In DN1-Zellen liegen die TCR-Gene noch in ihrer
Keimbahnkonfiguration vor, wohingegen in DN2-Thymozyten die DJ-Rekombination und in DN3-
Thymozyten die VD-Rekombination der TCRB-Gene erfolgt!. Zudem oligomerisiert die B-Kette mit einer
invarianten pra-TCRa-Kette zu einem pra-TCR-CD3-Komplex an der Zelloberflache!. Die folgende
ligandenunabhédngige pra-TCR-Multimerisierung in DN4-Zellen resultiert in der Proliferation der
Thymozyten, unterbindet jegliche weitere TCRB-Rekombination und induziert die Expression von CD4-
und CD8-Molekiilent. In den nun doppelt-positiven (DP) Zellen erfolgt die Rekombination der TCRa-
Kettel. Zudem werden in der sogenannten positiven Selektion die TCR auf ihre Fahigkeit hin Gberprift,
Selbst-MHC-Molekiille zu erkennen?!. Sofern keine TCR-MHC-Bindung erfolgt, wird in den Zellen
Apoptose induziert!. Danach werden durch den Prozess der Negativ-Selektion TCR mit einer zu starken
Affinitat zu Selbst-Peptid:MHC-Komplexen eliminiert und dadurch zentrale Toleranz etabliert'. Abhangig
davon, ob durch den TCR eine Erkennung von Selbst-MHC Klasse I-Komplexen oder Selbst-MHC
Klasse IlI-Komplexen erfolgt, differenzieren die Thymozyten unter Einwirkung der Transkriptionsfaktoren
RUNXS3 (engl. runt-related transcription factor 3) bzw. ThPOK (engl. Th inducing POZ-Kruppel Factor)
zu einzel-positiven (SP, engl. single positive) CD8* bzw. CD4* T-Zellen und verlassen nun als naive T-
Zellen den Thymus?6. y:5-T-Zellen unterliegen nicht der Positiv-/Negativselektion und werden nach

erfolgreicher y:5-TCR-Rekombination bereits im DN3-Stadium aus dem Thymus entlassen?. Insgesamt
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durchlaufen jedoch nur ca. 2 % aller a:-Thymozyten erfolgreich alle Stadien der Selektion und

zirkulieren schlieB3lich im Blut und in sekundaren lymphatischen Organen?.
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Abb. 1-1: Schematische Darstellung der T-Zellentwicklung im Thymus. Gezeigt ist die Entwicklung von der
hamatopoetischen Vorlauferzelle, tiber vier DN Stadien und ein DP Stadium bis zur einzel-positiven T-Zelle (vgl.
Haupttext fur detaillierte Informationen). DC: Dendritische Zelle (engl. dendritic cell); DN: doppelt-negative Zelle;
DP: doppelt-positive Zelle; KmG: kortiko-medullare Grenze; MHC: Haupthistokompatibilititskomplex (engl. major
histocompatibility complex); SP: einzel-positive Zelle (engl. single positive cell); TCR: T-Zellrezeptor (engl. T-cell
receptor). Adaptiert aus Germain et al., 200216,

Den Thymusselektionen entgangene T-Zellen werden durch verschiedene Mechanismen der
peripheren Toleranz, wie z.B. Treg 0der sogenannte tolerisierende dendritische Zellen, in ihrer Reaktivitat
herabreguliert oder durch Apoptose deletiert!”1818, Zudem bleiben bei geringer Expression oder
Prasentation von Selbstantigenen die T-Zellen gegeniiber ihrem Zielantigen ignorant'’. Erfolgt die T-
Zell-Stimulation lediglich Uber den Kontakt zwischen TCR und Antigen, jedoch ohne die Beteiligung
kostimulatorischer Signale (vgl. Abschnitt 1.1.2), werden die T-Zellen anerg. Sie kdnnen im Folgenden
auch durch eine adaquate Korezeptorstimulation nicht mehr aktiviert werden?. Eine naive T-Zelle wird
aktiviert, wenn sie durch die Bindung ihres TCR an einen MHC:Peptid-Komplex, wie beispielsweise im
Falle einer Infektion, ein erstes Signal Uber den TCR erhdlt. Erfolgt gleichzeitig noch sowohl die
Interaktion kostimulatorischer Molekile zwischen T-Zelle und APC (zweites Signal) als auch eine durch
inflammatorische Zytokine bedingte Polarisierung der T-Zelle (drittes Signal), wird eine starke
Proliferation der T-Zelle (klonale Expansion) sowie ihre Differenzierung zur Effektorzelle induziert?®.

Schon kurz nach Abklingen der Infektion sterben jedoch 90-95 % der Effektorzellen den programmierten
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Zelltod. Nur ca. 5-10 % der T-Zellen tberleben und differenzieren zu langlebigen Gedachtniszellen20.
Dabei unterscheidet man im Wesentlichen zwei Populationen von Gedachtniszellen, namlich Effektor-
Gedéchtnis-T-Zellen (Tewm, engl. effector memory T cell) und zentrale Gedéchtnis-T-Zellen (Tcwm, engl.
central memory T cell). Tem exprimieren kein CCR7 (engl. C-C chemokine receptor type 7), zirkulieren
vorwiegend in peripheren Organen und sind gekennzeichnet durch geringe proliferative Kapazitat und
ein hohes Potential, bei Antigenstimulation rasche Effektorfunktionen auszuiiben!. Die CCR7- und
CD62L-exprimierenden Tcm sind vorwiegend in den T-Zellzonen sekundarer lymphatischer Organe
lokalisiert und weisen ein héheres Proliferationspotential sowie hdhere Sensitivitat gegenliber einem
TCR-Crosslinking auft?l. Sie kénnen zu Effektor-T-Zellen und Tem differenzieren’?1-23, Neuste
Erkenntnisse beschreiben jedoch eine weitere Gedachtnis-Zellpopulation, die neben dem Phénotyp
naiver T-Zellen (CD45RA*, CD45R0-, CCR7*, CD62L*, CD27*, CD28*) auch den auf Gedachtniszellen
exprimierten Marker CD95 exprimieren. Da diese Zellen enorme Selbsterneuerungskapazitat besitzen
sowie die Fahigkeit, zu Effektor-T-Zellen, Tem und Tewm, zu differenzieren, werden sie als Stammzell-
Gedachtnis-T-Zellen (Tscwm, engl. stem cell memory T cell) bezeichnet?*.

1.1.2 Der T-Zellrezeptor

Der TCR eines Grol3teils der T-Lymphozyten setzt sich aus einer a- und einer B-Kette zusammen. Jede
Kette besteht aus einer extrazellularen, N-terminalen variablen Doméane, die der MHC:Peptid-
Erkennung dient, und einer die Zytoplasmamembran durchspannenden, konstanten Doméne (TRAC,
engl. T cell receptor a-chain, constant domain, und TRBC, engl. T cell receptor B-chain, constant
domain, Abb. 1-2)%.

A konstante Domdne variable Doméne
A A
f ' CDR3  CDR2 CDR1 '
w0
CDR3 CDR2 CDR1
PR ] e [RGB
B TCR

Signaliibertragung

Abb. 1-2: Schematischer Aufbau der TCRa- und TCRB-Kette (A) und des TCR-CD3-Komplexes (B). Vgl.
Haupttext fur detaillierte Informationen. CDR: engl. complementarity determining region; CD: engl. cluster of
differentiation; ITAM: engl. immunoreceptor tyrosine-based activation motifs; TCR: T-Zellrezeptor (engl. T-cell
receptor); TRAC: engl. T cell receptor a-chain, constant domain; TRAJ: engl. T cell receptor a-chain, junction region;
TRAV: engl. T cell receptor a-chain, variable region; TRBC: engl. T cell receptor S-chain, constant domain; TRBD:
engl. T cell receptor B-chain, diversity region; TRBJ: engl. T cell receptor 8-chain, junction region; TRBV: engl. T cell
receptor B-chain, variable region. Adaptiert aus Murphy, 20121,
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Die variable Domane der a-Ketten ist zusammengefligt aus einem von ca. 70 V- und einem von 61 J-
Segmenten (TRAV, engl. T cell receptor a-chain, variable region; TRAJ, engl. T cell receptor a-chain,
junction region), die variable Doméane der B-Ketten aus einem von 20 V-, einem von zwei D- und einem
von 13 J-Segmenten (TRBV, engl. T cell receptor B-chain, variable region; TRBD, engl. T cell receptor
B-chain, diversity region; TRBJ, engl. T cell receptor B-chain, junction region) (Abb. 1-2 A), welche
durch Rekombination wahrend der Reifung der Lymphozyten im Thymus zufallig miteinander kombiniert
werden!. Fir die B-Ketten stehen zudem noch zwei TRBC-Segmente zur Verfiigung?. Die dadurch
bedingte Diversitat der TCR-Ketten wird zusatzlich durch das Entfernen bzw. Einfigen von N- und P-
Nukleotiden an den Verbindungsstellen beim Zusammenfiigen der einzelnen Segmente erhoht?.
Insgesamt ergibt sich damit rein rechnerisch eine TCR-Diversitat von ca. 1018, Jede variable Doméane
weist drei complementarity determining regions (CDR) auf. Wahrend CDR1 und CDR2 der a- und 8-
TCR-Ketten hauptsachlich mit Peptid-flankierenden MHC-Helices interagieren, erkennen die hoch-
variablen CDR3-Regionen das gebundene Peptid direkt?>.

Cysteinreste in den konstanten Doméanen fuhren durch Disulfidbriickenbildung zu einer TCR-
Dimerisierung. Doch erst die durch gegensétzliche Ladung der Seitenketten hervorgerufene
Komplexbildung mit den Molekiilen CD3y, CD36, CD3¢ und der (-Kette stabilisiert den TCR im
endoplasmatischen Retikulum (ER) und ermdglicht seinen Transport an die Zellober-
flache?s (Abb. 1-2 B).

Nach Bindung der TCR an die Peptid:MHC-Komplexe und der Interaktion der Korezeptoren CD4 bzw.
CD8 mit den peptidprasentierenden MHC-Molekilen erfolgt die Phosphorylierung der ITAMs (engl.
immunoreceptor tyrosine-based activation motifs) der CD3-Untereinheiten und der {-Kette durch die mit
den Korezeptoren assoziierte src-Kinase LCK (engl. lymphocyte-specific protein tyrosine kinase)?.
Phosphorylierte ITAMs rekrutieren wiederum die SH2-Doménen-tragende (engl. Src-homology 2)
Tyrosinkinase ZAP-70 (engl. {-chain-associated protein), welche ihrerseits ebenfalls von LCK
phosphoryliert wird. Nach Aktivierung phosphoryliert ZAP-70 die Proteine LAT (engl. linker of activated
T cells) und SLP-76 (engl. SH2 domain containing lymphocyte cytosolic protein), die dadurch zu einer
Komplexbildung mit GADS (engl. GRB2-related adaptor downstream of Shc) beféhigt werden®. Der
GADS:SLP-76:LAT-Komplex rekrutiert im Folgenden die fir die Signaltransduktion wichtigste
Phospholipase C-y (PLC-y).. PLC-y wird anschlieend durch die Kinase ITK (engl. interleukin-2-
inducible T-cell kinase) aktiviert!. Voraussetzung hierfir ist allerdings, dass diese zuvor durch eine
durch Bindung kostimulatorischer Molekiile (z.B. CD28) an ihre Liganden (z.B. CD80/CD86) ausgeltste
Signalkaskade selbst phosphoryliert wird!. PLC-y spaltet Phosphoinositoldiphosphat (PIP2) zu
Diacylglycerol (DAG) und Inositoltriphosphat (1Ps)*. Diese Mediatoren sind nun fiir die Induktion dreierlei
Signalkaskaden verantwortlich: Die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NFkB (engl. nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), AP-1 (engl. activator protein 1) und NFAT (engl.
nuclear factor of activate T cells), welche durch Induktion der Expression verschiedener Gene die
Proliferation, Aktivierung und Differenzierung der T-Zelle bewirken! (Abb. 1-3).

Neben aktivierenden kostimulatorischen Molekilen, wie dem oben genannten CD28, existieren auch
zahlreiche inhibitorische Molekile, wie zum Beispiel CTLA-4 (engl. cytotoxic T-Imphocyte antigen 4)
und PD-1 (engl. programmed death-1), die die Signallbertragung durch den TCR unterbinden oder

Apoptose auslésen und damit eine wichtige Rolle in der Regulation der Immunantwort spielen?”.
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Abb. 1-3: Schematische Darstellung der durch TCR-Aktivierung in der T-Zelle ausgeldsten Signalkaskade.
Durch TRC-Stimulation wird eine intrazellulare Signaltransduktionskaskade ausgeldst, die zur Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren NFAT, AP-1 und NFkB fihrt. Dies resultiert in der Proliferation und Differenzierung der T-
Zelle (vgl. Haupttext fur detaillierte Informationen). AP-1: engl. activator protein 1; APC: antigenprésentierende Zelle
(engl. antigen presenting cell); CD: engl. cluster of differentiation; DAG: Diacylglycerol; GADS: engl. GRB2-related
adaptor downstream of Shc; GRB2: engl. growth factor receptor-bound protein 2; IPs: Inositoltriphosphat; ITAM:
engl. immunoreceptor tyrosine-based activation motifs; ITK: engl. interleukin-2-inducible T-cell kinase; LAT: engl.
linker of activated T cells; LCK: engl. lymphocyte-specific protein tyrosine kinase; MHC: Haupthistokompatibilitats-
komplex (engl. major histocompatibility complex); NFAT: engl. nuclear factor of activated T cells; NFkB: engl.
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells; PIP2: Phosphoinositoldiphosphat; PLC-y:
Phospholipase C-y; SLP-76: engl. lymphocyte cytosolic protein; TCR: T-Zellrezeptor (engl. T cell receptor); ZAP-70:
engl. {-chain-associated protein. Adaptiert aus Abraham und Weiss, 200428 bzw. Murphy, 20121,

1.1.3 Antigenprozessierung und -prasentation durch MHC-Molekile

T-Zellen sind fur eine erfolgreiche Antigenerkennung auf die Prasentation der Antigene durch
antigenprasentierende Zellen angewiesen. Man unterscheidet dabei prinzipiell zwei Préasentationswege,
namlich die Antigenprésentation tber MHC-Klasse I-Molekidile fir eine Aktivierung CD8* T-Zellen und
die Prasentation von Antigenen tber MHC-Klasse II-Molekile, um CD4* T-Lymphozyten zu aktivieren
(Abb. 1-4). Beim Menschen werden die MHC-Molekiile auch als humane Leukozytenantigene (HLA)
bezeichnet!.

MHC-Klasse I-Molekiile werden von allen kernhaltigen Kdrperzellen exprimiert und bestehen aus zwei
Untereinheiten, namlich der drei Domé&anen umfassenden, in der Zellmembran verankerten a-
Untereinheit sowie der kleineren, I6slichen Untereinheit 32-Mikroglobulin (32M)*. Die menschlichen, fiir
die a-Untereinheit kodierenden HLA-Klasse la-Gene werden als HLA-A, -B und -C bezeichnet!. Fir eine
Peptidprasentation werden intrazellulare Proteine zunachst aufgrund ihrer Ubiquitinylierung durch das
Proteasom verdaut und die daraus resultierenden Peptide anschlie3end in einem aktiven Prozess durch
die Proteine TAP-1 (engl. transporter associated with antigen processing) und TAP-2 in das ER

transferiert-22:30, Erst durch die Beladung der bis dahin partiell gefalteten MHC-Klasse I-Molekile mit
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dem Peptid wird eine Stabilisierung des Komplexes erreicht, welcher durch Vesikel des sekretorischen
Systems zur Oberflache transportiert wird (Abb. 1-4 A)%30.31,

HLA-Klasse II-Gene werden nur von sogenannten professionellen APC, wie DC, Monozyten,
Makrophagen und B-Zellen exprimiert’. Der MHC-Klasse IlI-Komplex setzt sich aus zwei in der
Zellmembran verankerten Untereinheiten zusammen?. Es wird zwischen HLA-DP, -DQ, -DR, -DM und
-DO unterschieden!. Extrazelluldre Proteine werden durch Phagozytose oder Rezeptor-vermittelte
Endozytose in vesikulare Kompartimente der APC eingeschleust*°. Nach Senkung des vesikularen pH
werden die Proteine durch die in Lysosomen und Endosomen enthaltenen Proteasen degradiert'2°.
Durch Fusion der die Peptide enthaltenden Lysosomen mit sich vom ER abknospenden Vesikeln,
welche neu synthetisierte MHC-Klasse II-Molekiile auf ihrem Weg zur Zelloberflache enthalten, werden
beide fir die Beladung benétigten Komponenten in einem Kompartiment vereint’-20, Um eine vorzeitige
Peptidbeladung der MHC-Klasse II-Molekile im ER zu verhindern, bilden diese einen Komplex mit
CD74 (li, invariante Kette), welches zudem dafir Sorge tragt, MHC-Klasse lI-Molekule in Vesikel mit
niedrigem pH zu transferieren’*°. Durch die im Endosom befindlichen Proteasen wird die invariante
Kette bis auf ein kurzes Peptid, das sogenannte CLIP (engl. class ll-associated invariant chain peptide),
hydrolysiert:%°. AnschlieRend erfolgt der Austausch des CLIP durch ein zu prasentierendes Peptid,
katalysiert durch das spezialisierte MHC-Molekil HLA-DM (vgl. Abb. 1.4 B)1.0,
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Abb. 1-4: Schematische Darstellung der Antigenprozessierung und -prasentation. (A) Prozessierung
intrazellularer Antigene fur die Prasentation auf MHC Klasse-I-Molekiilen. (B) Prozessierung von Antigenen
extrazellularen Ursprungs fur die Prasentation durch MHC Klasse-II-Molekiile (vgl. Haupttext fir detaillierte
Informationen). B2M: B2-Mikroglobulin; CLIP: engl. class Il-associated invariant chain peptide; ER:
endoplasmatisches Retikulum; HLA: humanes Leukozytenantigen; TAP: engl. transporter associated with antigen
processing; TCR: T-Zellrezeptor (engl. T cell receptor). Adaptiert aus Kobayashi und Elsen, 201232,
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Abweichend von den oben skizzierten konventionellen Prozessierungs- und Prasentationswegen sind
mittlerweile fir spezialisierte APC, wie DC, verschiedene Mechanismen der Kreuzprasentation bekannt,
wobei Peptide extrazellularen Ursprungs auch durch MHC-Klasse I-Molekille CD8* T-Lymphozyten
prasentiert werden33:34,

In der Literatur wurden jedoch auch einzelne Félle HLA-unabh&ngiger Antigenerkennung durch CD4*
oder CD8* T-Zellen beschrieben. Dazu zahlt das auf Pankreas-, Mamma-, Bronchial-, Kolon- , Prostata-,
Speicheldrisen- und Ovarialkarzinomzellen Uberexprimierte, epitheliale Antigen MUC-1 (Mucin 1),
dessen aus tandemartig angeordneten Sequenzwiederholungen (VNTR, engl. variable number of
tandem repeats) bestehender, hypoglykosylierter Kern spezifisch von CTL erkannt werden kann35-37,
Vermutlich ermdglicht dabei die repetitive Prasenz des immunogenen Epitops ein ,Crosslinking*
mehrerer TCR der gleichen T-Zelle auch ohne Beteiligung eines HLA-Molekiils®®. Wang et al. (2008)
beobachteten eine HLA-unrestringierte Erkennung von Nierenkarzinomzellen durch CD4*
Lymphozyten3®. Hanada et al. (2011) gelang es, den exakten Erkennungsmechanismus aufzuklaren.
Dabei erfolgt zunéchst die proteolytische Abspaltung des auf T-Zellen exprimierten TRAIL (solTRAIL,
engl. soluble TNF-related apoptosis-inducing ligand) durch die Matrix-Metalloproteinase 14 (MMP14)
der Tumorzellen. solTRAIL bildet daraufhin auf den Tumorzellen einen Komplex mit dem
Todesrezeptor 4 (DR4, engl. death receptor 4), welcher durch den TCR CD4* T-Zellen HLA-unabhéangig
erkannt wird#°,

Auch im murinen System konnte MHC-unabhangige, a:B-TCR-vermittelte Antigenerkennung gezeigt
werden. Tikhonova et al. isolierten aus MHC-Molekill- und Korezeptor-defizienten Mausen zwei TCR,
die verschiedene Epitope des murinen Analogon zum humanen Poliovirus-Rezeptor (mMCD155) in MHC-
unabhangiger Weise erkannten*!. Aufgrund der sehr hohen Affinitat der TCR zu ihrem Antigen sowie
der Abhéangigkeit der Erkennung von Konformation und Glykosylierungsstatus des Zielproteins ahneln

diese TCR hinsichtlich ihrem Erkennungsmechanismus Antikorpern4:,

1.2 Tumorimmunologie und Immuntherapie

Bosartige Neoplasien lassen sich gemaf ihrem Ursprungsgewebe in Karzinome, Sarkome, Leukamien
und Lymphome einteilen?2. Sie entstehen in einem mehrstufigen Prozess durch eine sukzessive
Ansammlung von genetischen und epigenetischen Veranderungen, insbesondere bedingt durch
physikalische und chemische Karzinogene oder Infektionen®43,

In einer ersten Phase, der Tumorinitiation, kommt es zu irreversiblen Mutationen in Protoonkogenen,
Tumorsuppressorgenen oder Genen fiir DNA-Reparaturmechanismen. Initiierte Zellen bilden keine
Tumoren, kénnen jedoch in der zweiten Phase, der sogenannten Tumorpromotion, durch einen
Wachstumsstimulus zu pramalignen Lasionen expandieren, welche schlieRlich in der dritten Phase, der
Tumorprogression, zu malignen Neoplasien entarten®. Charakteristische Kennzeichen von Malignomen
sind genomische Instabilitéat, Angiogeneseinduktion, Invasivitdt und die Fahigkeit zur Metastasierung,
anhaltende Proliferationskapazitaten, Apoptose-/Seneszenzresistenz, unbegrenztes Replikations-
potential, Unempfindlichkeit gegeniiber wachstumshemmenden Substanzen, Reprogrammierung des
Energiemetabolismus, ein tumorférderndes, inflammatorisches Mikromillieu und die Befahigung zur

Immunevasion#4,
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1.2.1 Immunosurveillance & Immunoediting

Das Immunsystem ist jedoch durchaus in der Lage, maligne Zellen zu erkennen und zu eliminieren,
sofern zellintrinsische Tumorsuppressormechanismen versagt haben. Diese Erkenntnis prognostizierte
schon Paul Ehrlich Anfang des 20. Jahrhunderts mit der Vision der sogenannten ,magic bullets® fiir eine
erfolgreiche Krebsimmuntherapie®®. Erst durch ein besseres Verstandnis des Immunsystems war es
Burnet und Thomas ca. 50 Jahre spater mdglich, ihre Hypothese der Immunosurveillance zu
formulieren*3. Diese postulierte eine Verhinderung der Tumorentwicklung als elementare Aufgabe des
Immunsystems*647. Heute werden dem Immunsystem im Wesentlichen drei daflr verantwortliche

Mechanismen zugeschrieben?8:

- Es bietet Schutz vor viralen Infektionen und damit einhergehenden virus-induzierten Tumoren?e,

- Es beugt einem inflammatorischen, tumorbeginstigenden Mikromilieu vor, indem es Pathogene

eliminiert und furr eine unverzigliche Beseitigung der Entziindungsreaktion sorgte.

- Es ermdglicht eine direkte Eliminierung kanzeréser Zellen durch Zellen des angeborenen sowie des
adaptiven Immunsystems. Dies beruht im Allgemeinen auf der Expression von Liganden
aktivierender Rezeptoren bzw. tumorassoziierter Antigene (TAA) seitens der Tumorzellen, die es
dem Immunsystem erlauben, kanzerdse Zellen von deren nicht-transformierten Vorlaufern zu

differenzieren“s,

Die Erkenntnis, dass das Immunsystem nicht nur einen Einfluss auf die Tumorentstehung hat, sondern
auch die Immunogenitat von Tumoren modelliert, erweiterte die Immunosurveillance-Hypothese durch
die Hypothese des Immunoeditings*34°. Diese lasst sich in drei Phasen unterteilen, die mit Eliminierung,
Equilibrium und Escape bezeichnet werden° (Abb. 1-5).

Die Eliminierungsphase ist im Wesentlichen mit der Immunosurveillance gleichzusetzen. Hierbei
kooperieren angeborene und erworbene Immunitat, um eine Eliminierung transformierter Zellen zu
erzielen noch lange bevor diese klinisch auffallig werden*®. Seltene Tumorzellvarianten kénnen jedoch
diese Eliminationsphase uberstehen, woraufhin es zu einem Equilibrium der Tumor:Wirt-Interaktion
kommt. Insbesondere durch T-Zellen, IL-12 (Interleukin 12) und IFN-y werden die Tumorzellen in einen
Zustand der Dormanz versetzt oder an der Proliferation gehindert, so dass es zu einem Gleichgewicht
zwischen Tumorzellproliferation und immunzellvermittelter Tumorzellzerstérung kommt, wodurch ein
Netto-Wachstum des Tumors unterbunden wird*8. Aufgrund des stetig vom Immunsystem auf die
Tumorzellen ausgeilibten Selektionsdrucks erlangen einige in der Escape-Phase die Fahigkeit, einer
Zerstdrung durch das Immunsystem zu entkommen (vgl. Abschnitt 1.2.2). Diese Evasion kann sowohl
durch eine Veranderung der Tumorzellen als Reaktion auf die Editierung durch das Immunsystem, als

auch durch Veranderungen des Immunsystems bedingt sein*8.
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Abb. 1-5: Schematische Darstellung liber die drei Phasen des Immunoeditings. Gezeigt ist eine Ubersicht
Uber die Eliminierungs-, die Equilibrium-, und die Escape-Phase des Immunoeditings (vgl. Haupttext fiir detaillierte
Informationen). CTLA-4: engl. cytotoxic T-lymphocyte antigen 4; DC: Dendritische Zellen (engl. dendritic cell); IDO:
Indolamin-2,3-Dioxygenase; IFN: Interferon; IL: Interleukin; M®: Makrophage; MDSC: Myeloide Suppressorzellen
(engl. myeloid-derived suppressor cell); MHC: Haupthistokompatibilitatskomplex (engl. major histocompatibility
complex); NK: natirliche Killerzelle; NKG2D: engl. Natural killer group 2, member D; NKR: NK-Zellrezeptor; PD-1:
engl. programmed death 1; PD-L1: engl. programmed death ligand 1; TAA: tumorassoziiertes Antigen; TGF: engl.
transforming growth factor; TNF: Tumornekrosefaktor; TRAIL: engl. tumor necrosis factor related apoptosis-
inducing ligand. Adaptiert aus Schreiber et al. 20118,

1.2.2 Immune Escape-Mechanismen von Tumoren

Tumorzellen haben eine Vielzahl von Strategien entwickelt, um sich einer Vernichtung durch das
Immunsystem zu entziehen. Diese Mechanismen bezeichnet man als Immune Escape-Mechanismen.
Verluste oder Veranderungen von Komponenten der Antigenprozessierungsmaschinerie fihren
beispielsweise dazu, dass T-Zellen nicht mehr dazu in der Lage sind, die Tumorzellen als maligne zu
erkennen. So lassen sich haufig eine verminderte Expression bzw. ein kompletter Verlust der TAA
selbst®152, von Proteasomen-Untereinheiten>® oder der TAP-Proteine® in Tumorzellen feststellen. Die
Prasentation von TAA kann jedoch auch durch fehlende Expression der HLA-Molekile unterbunden
werden. Dabei ist der Verlust einzelner HLA-Allele>5%6, von HLA-Haplotypen®” und ein kompletter HLA-
Klasse [-Verlust aufgrund von Mutationen in beiden B2-Mikroglobulingenloci®® mdoglich®®. HLA-
Verlustvarianten sollten, bedingt durch die Abwesenheit von inhibierenden KIR-Liganden (Killer-
inhibierende Rezeptoren), wiederum sensitiver gegentiber einer NK-Zellvermittelten Lyse sein°.
Jedoch haben Tumorzellen auch hier Mechanismen entwickelt, einer Zerstérung durch NK-Zellen zu
entgehen, wie beispielsweise durch Verédnderungen der Expressionslevels der stressinduzierten
Liganden fir aktivierende Rezeptoren MICA (engl. MHC class | polypeptide-related sequence A) und
MICB oder ULBP-1 (UL16-bindendes Protein)s! bzw. deren léslicher Isoformen®263, Auch durch die
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Expression von nicht-klassischen HLA-Molekilen wie HLA-G, welche normalerweise in Trophoblasten
exprimiert werden, um eine AbstoRRungsreaktion des miitterlichen Immunsystems gegen semi-allogene
Foten zu verhindern, werden CD8* T-Zellen und NK-Zellen in ihrer Zytotoxizitat supprimiert465,

Die T-Zellaktivierung hangt stark von dem Gleichgewicht zwischen aktivierenden und inhibitorischen
kostimulatorischen Molekulen ab, wodurch Tumorzellen eine weitere Moglichkeit geboten wird, sich
einer Immunelimination zu entziehen. So kdnnen Tumorzellen beispielsweise durch Hochregulation der
Genexpression koinhibitorischer Molekile wie PD-L166 (engl. programmed death ligand 1), PD-L2 und
HVEMS®’ (engl. herpesvirus entry mediator) bzw. durch Herabregulation kostimulatorischer Molekiile,
wie CD80 und CD86, die Proliferation und Funktionalitat von Effektor-T-Zellen manipulieren bzw.

Toleranz und ,Erschopfung® induzieren®’:68,

Tumorzellen kénnen zudem direkt in den Immunzellen Apoptose induzieren, wie z.B. durch die
Dysregulation des FasL-FasR-Signalwegs®® bzw. durch eine Uberexpression des proapoptotischen
Liganden RCAS (engl. receptor-binding cancer antigen expressed on SiSo cells).

Ein weiterer Mechanismus, eine Elimination durch das Immunsystem zu umgehen, ist die
Sekretion/Expression immunsuppressiver Molekile, wie TGF-B (engl. transforming growth factor g)7%,
IL-1072, VEGF (engl. vascular endothelial growth factor)?3, Gal-1 (Galectin)”* oder PGE: (Prostaglandin
E2)’. Diese inhibieren lokal die Funktionalitat, Proliferation und Differenzierung von T-Zellen und DC.
Auch die gesteigerte Expression von Enzymen des Aminosaurestoffwechsels kann eine Immunevasion
von Tumorzellen zur Folge haben. Das Tryptophan-katabolisierende Enzym Indolamin-2,3-
Dioxygenase (IDO) katalysiert die Oxidation von Tryptophan zu N-Formyl-L-kynurenin. Durch eine
Uberexpression kommt es im Tumormikromilieu zu einem Mangel an Tryptophan und einem
Uberschuss an firr die T-Zellen proapoptotischen Abbauprodukten4376, Zudem wird eine Differenzierung
von Treg forciert’. Da auch Arginin fur T-Zellen eine essentielle Aminosaure darstellt, fiihrt auch eine
lokale Arginindepletion, bedingt durch eine Uberexpression des Enzyms Arginase, welches Arginin zu
Ornithin metabolisiert, zur Inhibition von T-Zellen. Dieser Effekt beruht insbesondere auf einer durch
Argininmangel bewirkten Modulation der CD3(-Ketten-Expression und der damit einhergehenden
verminderten T-Zell-Proliferation””:78,

AuBBerdem sind Tumorzellen dazu befahigt, durch Zytokin- oder Chemokinproduktion
immunsupprimierende Zellen des Immunsystems zu rekrutieren und zu aktivieren. Zu diesen zéhlen
regulatorische T-Zellen (Treg), M2-Makrophagen, MDSC (engl. myeloid-derived suppressor cell),
regulatorische B-Zellen, IL-13-sekretierende NKT-Zellen (naturliche Killer-T-Zellen) oder tolerogene
DC79—81_

1.2.3 Malignom-assoziierte Antigene und deren ldentifizierung

Bedingt durch die fur Tumore charakteristische genetische Instabilitét kommt es auf Tumorzellen zu
Veranderungen einer Vielzahl von Oberflaichenmerkmalen. Dies ermdglicht es dem Immunsystem,
grundsatzlich zwischen gesunden und kanzerdsen Zellen zu differenzieren. Einen Beweis hierfur lieferte
beispielsweise 1991 die ldentifizierung des ersten, durch CTL erkannten TAA, MAGE-Al (engl.
melanoma-associated antigen-1)82. Es folgten eine Vielzahl weiterer identifizierter Antigene/T-Zell-
Epitope, deren detaillierte Informationen in den Datenbanken des Cancer Research Institute
eingesehen werden koénnen (http://cancerimmunity.org/peptide/). Prinzipiell lassen sich finf Kategorien

von TAA unterscheiden43:83:
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- Mutierte Antigene, wie beispielsweise CDK4 (engl. cyclin-dependent kinase 4)84, B-RAF?®5, K-ras
(engl. Kirsten rat sarcoma)®, FLT3-ITD (engl. Fms-like tyrosine kinase 3-internal tandem
duplications)®” oder BCR-ABL® (engl. breakpoint cluster region, Abelson murine leukemia viral
oncogene homolog 1), entstehen sowohl durch nicht-synonyme, somatische Punktmutationen als

auch durch Chromosomenaberrationen wahrend der Tumorentwicklung®®. Sie sind streng

tumorspezifisch, haufig jedoch auch patientenspezifisch??.

- Differenzierungsantigene werden von Tumorzellen, aber auch von normalen Zellen des
Ausgangsgewebes exprimiert und bergen daher immer auch das Risiko einer Autoimmunreaktion®3.
Wahrend sich diese im Falle melanozytarer Differenzierungsantigene beim Melanom, wie
Tyrosinase®® oder gpl00 (engl. glycoprotein 100)°°, meist auf die weniger riskante, oft mit
verbesserter Prognose einhergehende Vitiligo beschrankt®!, kdnnte sie bei Differenzierungsgenen
anderen Ursprungs, wie beispielsweise dem carcinoembryonalen Antigen (CEA)°2 wesentlich

gravierendere Auswirkungen haben®3.

- Uberexprimierte Antigene resultieren aus der hochregulierte Expression bestimmter Proteine in der
Tumorzelle®®. Die Selbsttoleranz kann hier unter Umstanden umgangen werden durch die um ein
Vielfaches hohere Prasenz des Antigens auf Tumorzellen im Vergleich zu normalem Gewebe.
Jedoch besteht auch immer das Risiko einer Autoimmunreaktion. Beispiele hierfir sind unter
anderem HER-2% (engl. human epidermal growth factor receptor 2), MUC-1%, WT1% (engl. Wilms
tumor 1) und PRAME? (engl. preferentially expressed antigen of melanoma).

- Cancer/Germline-(GC)-Antigene kommen durch epigenetische Alterationen in Tumoren zur
Expression. Da sie normalerweise nur von HLA-negativen testikularen Keimzellen und
Trophoblastzellen exprimiert werden, kbnnen auch Antigene dieser Untergruppe als tumorspezifisch
angesehen werden®, Dazu zéhlen z.B. samtliche Mitglieder der MAGE-Familie sowie beispielsweise
NY-ESO? (engl. New York esophageal squamous cell carcinoma).

- Virale Antigene werden als Folge viraler Infektionen, wie beispielsweise durch das Epstein-Barr-
Virus (EBV)% oder das humane Papillomavirus (HPV)1°l, welche haufig in Zusammenhang mit der

Entstehung von Malignomen gebracht werden, tumorspezifisch exprimiert*.

Fir die Identifizierung von TAA stehen diverse Methoden zur Verfiigung*:. Im T-zellbasierten
Expressionsscreening werden Targetzellen nach Kotransfektion von Tumor-cDNA-Banken
(komplementére DNA, engl. complementary DNA) mit den entsprechenden HLA-Molekilen auf eine
spezifische Erkennung durch tumorreaktive T-Zellen gescreent®?. Des Weiteren kdnnen Peptide von
MHC-Klasse I-Molekilen auf Tumorzellen oder MHC-Klasse II-Molekillen auf Tumorlysat-beladenen
DC eluiert und durch LC-MS, einer Kombination von HPLC (engl. high pressur liquid chromatography)
und Massenspektrometrie (MS), charakterisiert werden'®2, Die Basis von SEREX (engl. serological
identification of antigens by recombinant expression cloning) beruht auf der Erkennung bestimmter
Klone einer Tumor-cDNA-Bank durch die in den Seren von Tumorpatienten enthaltenen
Antikorpert03104. Da eine Antikorperproduktion der Plasmazellen auf die Aktivierung durch T-
Helferzellen angewiesen ist, wird davon ausgegangen, dass die ermittelten Antigene auch Zielmolekiile

von T-Helferzellen sein kénnen. In der reversen Immunologie erfolgt eine in silico-Vorhersage von
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potentiell immunogenen Epitopen tumorrelevanter Proteine aufgrund verschiedener HLA-
Bindealgorithmen und bekannter Proteasomschnittstellen1%s, Mdgliche Kandidatenantigene werden
hierbei durch microarray-basierte Genexpressionsprofile oder next generation sequencing (NGS) von

Tumoren im Vergleich zu normalem Gewebe ermittelt43.

1.2.4 Zelluldre Immuntherapie bei Malignomen

Krebsimmuntherapie beinhaltet die direkte Verwendung von Komponenten des Immunsystems bzw.
deren Modifikation, um eine erfolgreiche Therapie von Malignomen zu erreichen%. Schon Ende des
19. Jahrhunderts erzielte Wiliam Coley erste krebsimmuntherapeutische Erfolge, indem er
hitzeinaktivierte Pathogene der Gattung Streptococcus pyogenes und Serratia marcescens intratumoral
applizierte und Tumorremissionen erwirktel®?. Seit ihrer Geburtsstunde hat sich die Immuntherapie in
den letzten hundert Jahren neben der Resektion, der Chemo- und der Strahlentherapie, zu einer
vielversprechenden Alternative in der Bekdmpfung von Tumorerkrankungen entwickelt. Man
unterscheidet zwischen passiver und aktiver Immuntherapie. Unter passiver Immuntherapie werden
Ansatze, wie beispielsweise die allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation (HSZT), der
adoptive  T-Zelltransfer, der TCR-Transfer oder die Gabe TAA-spezifischer Antikorper
zusammengefasst*3108, Bei der aktiven Immuntherapie wird versucht, durch Vakzinierung und die
Modulation kostimulatorischer/-inhibitorischer Molekule, wie beispielsweise die Blockade von CTLA-4
oder PD-1 bzw. PD-L1, eine Tumorelimination durch das im Patienten vorhandene Immunsystem zu

erreichen43.108,

1.2.4.1 Starkung des korpereigenen Immunsystems

Im Gegensatz zu praventiven Vakzinen, die darauf abzielen, Virus-induzierten Tumoren vorzubeugen,
indem sie eine Infektion mit dem Tumor-initierenden Krankheitserreger verhindern, wird bei der
therapeutischen Vakzinierung versucht, bereits existierenden Tumoren durch Stimulation des
korpereigenen Immunsystems entgegenzuwirken1%, Daflir konnen beispielsweise unmodifizierte oder
gentransfizierte, autologe oder allogene Tumorzellen, fir Tumorantigene kodierende Plasmid-DNA bzw.
mRNA (Boten-Ribonukleinsaure, engl. messenger RNA), Peptide oder mit Tumorlysat bzw. mit
Peptiden beladene DC mit oder ohne Adjuvantien appliziert werden!10, Derzeit werden eine Vielzahl an
Vakzinen in klinischen Studien erprobt!!l. Mit PROVENGE® (sipuleucel-T) ist bisher jedoch nur ein
einziges zugelassenes Produkt auf dem Markt!'2, Dabei werden autologe APC mit einem Fusionsprotein
aus GM-CSF (engl. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) und der von Uber 95 % der
Prostatakarzinomzellen exprimierten prostataspezifischen sauren Phosphatase (PSP) beladen und
dem Patienten reinfundiert''2113, Elementarer Nachteil der therapeutischen Vakzinierung in der bisher
angewandten Form ist jedoch, dass dabei immunologische Barrieren nicht adressiert worden sind, wie
dies bei der Blockade von Checkpoint-Molekilen der Fall ist!'4 Checkpoint-Molekiile, wie
beispielsweise CTLA-4, PD-1 oder PD-L1, haben normalerweise die Aufgabe, UberschieRende
Immunreaktionen zu drosseln bzw. Autoimmunitat zu verhindern!!>. Tumorzellen nutzen u.a. diese
inhibitorischen Molekiile, um sich einer Elimination durch das Immunsystem zu entziehen (vgl. Abschnitt
1.2.2)1%5, Die klinischen Erfolge der Blockade von CTLA-4, PD-1 und PD-L1 beweisen, dass es
praexisiterende antitumorale T-Zellantworten in Patienten gibt, die bei Wegfallen naturlicher
Barrieremechanismen in einem betrachtlichen Teil von Patienten mit metastasierter Erkrankung

dauerhafte komplette Remissionen induzieren kénnen16, Die Kombination der therapeutischen Impfung

13



Einleitung

mit Checkpoint-Blockade zur Steigerung der Erfolgsrate wird in aktuellen und in in Planung befindlichen

Studien adressiert.

1.2.4.2 Allogene Blutstammzelltransplantation (allo-HSZT)

Die Geschichte der allo-HSZT geht zurtick bis in die spaten 1950er Jahre, als Thomas und Kollegen bei
einem letal bestrahlten Patienten mit akuter Leukamie eine erfolgreiche Rekonstitution des
hamatopoetischen Systems nach syngener Knochenmarkstransplantation zeigen konntenl’. 1977
gelang es ihnen schlieBlich, eine erfolgreich Kuration von Leuké&miepatienten im Endstadium durch die
Transplantation von Knochenmark HLA-kompatibler Geschwister zu demonstrierten!8. Und noch heute
ist eine allo-HSZT fur hamatologische Malignome, insbhesondere fiir AML-Patienten (akute myeloische
Leukamie) mit einem hohen Rezidivrisiko oder nach einem Rickfall, die einzig kurative
Behandlungsmethode!1%-122, Bei der allo-HSZT wird zunachst in einer Konditionierungsphase durch
Chemo- oder Strahlentherapie das patienteneigene Knochenmark eliminiert, um einer Abstol3ung des
Transplantats durch das Immunsystem des Patienten vorzubeugen. Nach Wiederherstellung der
Hamatopoese durch die allo-HSZT verursachen die im Transplantat enthaltenen Spenderlymphozyten
den therapeutisch erwinschten Transplantat-gegen-Leukamie-Effekt (GvL, engl. graft-versus-
leukemia) und die unerwlnschte, zum Teil lebensbedrohliche Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion
(GVHD, engl. graft-versus-host disease)!. Die allo-HSZT birgt daher neben der Chance einer Kuration
und des verminderten Rezidivrisikos auch erhebliche Nachteile. So kommt es aufgrund der GvHD, die
sich groRtenteils gegen Haut, Leber und Gastrointestinaltrakt des Patienten richtet'23124, und des damit
verbundenen erhohten Infektionsrisikos zu einer recht hohen Morbiditat sowie Mortalitat!*®. Sowohl
GvHD als auch GvL-Effekt werden im Wesentlichen von T-Lymphozyten vermittelt, was von einer
erhdhten Rickfallquote bei Patienten nach einer T-Zell-depletierten allo-HSZT untermauert wird?5. Das
Ausmalfd einer GvHD kann jedoch durch die selektive Depletion alloreaktiver T-Zellen vermindert
werden'?6, Durch nicht-myeloablative Konditionierung kann zudem die Toxizitdt des Verfahrens
erheblich herabgesetzt werden?’.

Im Falle eines Rezidivs oder zur Beseitigung der minimalen Resterkrankung (MRD, engl. minimal
residual disease) haben sich DLI (Donor-Lymphozyten-infusionen) als &ufRerst wirkungsvoll
erwiesen'?8129 Dabei werden Lymphozytenpraparate des urspriinglichen Stammzelldonors genutzt, um
den GvL-Effekt im Patienten zu verstarken!3°, Eine komplette Remission konnte insbesondere bei
rezidivierenden chronischen myeloischen Leukéamien (CML), aber auch bei AML, akuten lymphatischen
Leukémien (ALL), dem multiplen Myelom, Non-Hodgkin-Lymphom und Myelodysplastischen Syndrom
erreicht werden3%132 was erneut die enorme Bedeutung von T-Lymphozyten fir die Tumorkontrolle

demonstriert128.129,

1.2.4.3 Adoptiver Transfer antigenspezifischer T-Zellen

Adoptive T-Zelltherapie umfasst die Infusion ex vivo expandierter bzw. genmodifizierter, tumorreaktiver
Effektor-T-Zellen (Abb. 1.6) und bietet ebenfalls vielversprechende Behandlungsstrategien fur
Malignome.

In der TIL-Therapie werden Tumor-infiltrierende Lymphozyten direkt aus frisch resektiertem
Tumorgewebe isoliert und mit OKT3 und/oder IL-2 expandiert, bevor sie dem Patienten infundiert

werden (Abb. 1-6 A). In den transferierten TIL sind tumorreaktive T-Zellen nachweislich angereichert?33,
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Eindriickliche Erfolge wurden insbesondere von S. A. Rosenberg und Kollegen in der Therapie maligner
Melanome demonstriert. Sie erzielten bei 22 % der Patienten eine komplette, andauernde Remission
und beobachteten eine Ansprechrate von 49-72 %134, Jedoch liegen die Nachteile der TIL-Therapie klar
auf der Hand: Sie ist nicht nur zeitaufwéndig und kostenintensiv, auch kann durch die Ex vivo-Inkubation
mit IL-2 eine Expansion regulatorischer T-Zellen initiiert werden, die die anti-tumorale Immunantwort
vermindert'3®, Zudem ist die TIL-Therapie derzeit weitestgehend noch auf Melanome beschrankt, da
sich die Gewinnung tumor-reaktiver Lymphozyten anderer Malignome als problematisch erweist*3.

Auch ex vivo durch peptidbeladene DC-stimulierte und expandierte T-Zellklone gegen TAA wie
Melan-A/MART-1, gp100, oder EBV-Antigene bei EBV-assoziierten Malignomen, zeigen erste klinische
Erfolge (Abb. 6-1 C)137-13°, Jedoch befindet sich die Entwicklung auch hier erst in der Anfangsphase
und die Anwendung ist, bedingt durch die oft sehr niedrigen Frequenzen zirkulierender, tumorreaktiver

Lymphozyten, meist sehr aufwandig oder nicht realisierbar®33.

Anreicherung
T-Zellquelle antigenspezifischer T-Zellexpansion & -infusion
T-Zellen

iz %

o Konditionierung

Tumor TIL-Anreicherung

TCR

.
=

i » e

PBMC-Transkfetion

APCY\ =4

»j‘,(

T-Zelle

Klonierung, Selektion

Abb. 1-6: Uberblick Giber das Methodenrepertoire spezifischer adoptiver T-Zelltherapie. Bei der TIL-Therapie
werden TIL aus Tumorgewebe isoliert und in vitro expadiert (A). Tumorreaktive T-Zellen kénnen auch durch
Transduktion mit TCR bzw. CAR generiert (B), oder durch Stimulation mit peptidbeladenen DC (C) angereichert
werden. Vor der Infusion expandierter, tumorreaktiver T-Lymphozyten erhalten die Patienten eine
lymphodepletierende Konditionierung. Vgl. Haupttext in Abschnitt 1.2.4.3 und Abschnitt 1.2.4.4 fur detaillierte
Informationen. APC: antigenprasentierende Zelle (engl. antigen presenting cell); CAR: chimérer Antigenrezeptor;
DC: dendritische Zellen (engl. dendritic cells); IL-2: Interleukin 2; PBMC: engl. peripheral blood mononuclear cells;
TCR: T-Zellrezeptor (engl. T cell receptor); TIL: Tumor-infiltrierende Lymphozyten. Adaptiert aus Yee, 2013140,
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1.2.4.4 Adoptiver Transfer genetisch modifizierter, antigenspezifischer T-Zellen

Um die oben genannten Limitierungen von allo-HSZT und TIL-Therapie zu umgehen, richtet sich das
Augenmerk derzeitiger Forschung im Bereich der adoptiven T-Zelltherapie auf die Verwendung
genetisch modifizierter T-Zellen. So kann die Funktionalitdt von T-Zellen beispielsweise durch
Herabregulation von BID (engl. BH3 interacting-domain death agonist)41, Hochregulation von BCL-XL
(engl. B-cell lymphoma-extra large)*?2 oder BCL-2 (engl. B-cell lymphoma 2)43, Insertion eines
mutierten CTLA-4-Gens!#* oder von Zytokinrezeptoren'#® signifikant erhéht werden.

Insbesondere jedoch bietet die meist retrovirale Ausstattung von T-Lymphozyten mit
antigenspezifischen Rezeptoren aussichtsreiche Ansatze fir T-zellbasierte Tumorimmuntherapien
(Abb. 1-6 B). Hierbei unterscheidet man prinzipiell zwei Arten von Antigenrezeptoren, natirlich
vorkommende oder modifizierte T-Zellrezeptoren und artifizielle chimére Antigenrezeptoren (CAR).
Wahrend T-Zellrezeptoren aus einer a- und einer B-Kette bestehen (vgl. Abschnitt 1.1.2), setzen sich
CAR aus der variablen Doméne eines tumorantigenspezifischen Antikorpers, einer extrazellularen
,Gelenk“-Region, einer Transmembrandomé&ne und einer intrazellularen Signaldoméane zusammen
(Abb. 1.7)14,

| x

1. Generation +

2. Generation

3. Generation

Abb. 1-7: Schematischer Aufbau eines TCR im Vergleich zu einem CAR. Vgl. Haupttext fur detaillierte
Informationen. (*), (1): Kostimulatorische Doméanen [(z.B. CD28 (*) oder OX-40 (1)]. CAR: chimérer Antigenrezeptor;
mADb: monoklonaler Antikdrper (engl. monoclonal antibody); scFv: engl. single chain variable fragment; TCR: T-
Zellrezeptor (engl. T cell receptor). Adaptiert aus Heczey und Louis, 201346 bzw. Murphy, 20121

Bei CAR der ersten Generation stellte die CD3(-Kette die Signaldoméne dar, die nach Bindung des
CAR an sein spezifisches Antigen eine T-Zellaktivierung initiiert!4?. Aufgrund des fiir eine effiziente und
dauerhafte T-Lymphozytenaktivierung benétigten kostimulatorischen Signals wurden dem CAR-
Konstrukt in der zweiten Generation kostimulatorische Doméanen hinzugefigt, wie beispielsweise CD27,

CD28 oder ICOS (engl. inducible costimulation)!46.148, CAR der dritten Generation zeichnen sich durch
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zusatzliche Signaldomanen aus, wie z.B. 4-1BB oder OX-40, die die Signaltransduktionskapazitat
optimieren146.148. CAR bieten gegeniiber TCR den Vorteil, dass sie ihre Zielantigene unabhangig von
MHC-Molekiilen erkennen kénnen und somit auch zu einer spezifischen Erkennung von Glykolipiden
und Kohlenhydraten befahigt sind47.

Sowohl mit CAR, wie beispielsweise dem CD19-reaktiven CAR in der Therapie von B-Zell-
Malignomen!4®-151/  als auch mit TCR-transgenen T-Zellen, z.B. in der Therapie von
Kolorektalkarzinomen2, Melanomen®®® oder Synovialsarkomen!®4, wurden bereits betrachtliche
klinische Erfolge erzielt. Die gréRten Risiken fur den adoptiven TCR-Transfer bestehen in der
Fehlpaarung des exogenen mit dem endogenen TCR, wodurch nicht nur die TCR-Expression
vermindert wird, sondern auch TCR-Dimere mit unvorhersehbaren und potentiell gefahrlichen
Spezifitaten gebildet werden, die Autoimmunreaktionen hervorrufen konnen%s, Jedoch hat auch die
Anwendung von CAR diverse Kehrseiten. So weisen CAR-transgene T-Zellen aufgrund der Expression
fremder bzw. artifizieller Genprodukte und der damit einhergehenden Immunogenitat haufig nur eine
geringe Lebensspanne auf!®®. Zudem haben sie in vivo, bedingt durch das im Vergleich zur klassischen
TCR-Aktivierung limitierte Repertoire an Signaltransduktionsdoménen und kostimulatorischen
Molekulen, haufig nur eine eingeschranktere Funktionalitdt und unterliegen einem héheren Risiko anerg

zu werden?ss,

1.3 Das Melanommodell Ma-Mel-86

Das Melanommodell Ma-Mel-86/INTH57 (freundlicherweise von | NG
I -.r  Verfigung  gestell)  entstammt  einer

Melanompatientin, die trotz Hirn- sowie zahlreicher Lymphknotenmetastasen lber acht Jahre nach

Diagnose des Primartumors Uberlebte (Abb. 1-8)*3.
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Abb. 1-8: Krankheits- und Behandlungsverlauf der Melanompatientin Ma-Mel-86/INTH. Gezeigt sind die
Zeitpunkte der Resektion der Lymphknotenmetastasen sowie eine Ubersicht tber die daraus generierten
Melanomlinien, die Zeitpunkte der strahlentherapeutischen Behandlung der Gehirnmetastasen, der
Immuntherapien und die Entnahmedaten von PBMC im Zeitraum von der Resektion des Primartumors bis zum
Ableben der Patientin (vgl. Haupttext fur detaillierte Informationen), PBMC: mononukle&re Zellen des peripheren

Bluts (engl. peripheral blood mononuclear cells). Adaptiert aus der Dissertation von || N JEJEEEE (oeborene
)43
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Die Behandlung der Hirnmetastasen erfolgte durch Strahlentherapie, wohingegen die
Lymphknotenmetastasen operativ entfernt wurden*3. Im Rahmen einer Immuntherapie zu Beginn der
Erkrankung erfolgten zunachst Vakzinierungen mit zwei Tyrosinase-Peptiden (KSDICTDEY/HLA-A*01
und AFLPWHRLF/HLA-A*24) und autologen Tumorzellen (2002). Zudem wurden der Patientin mehrere
Zyklen IFN-a und IL-2, sowie Ganglioside, KLH (engl. (engl. Keyhole Limpet Hemocyanin) und BCG
(Bacillus Calmette-Guérin) verabreicht. Im spateren Verlauf der Erkrankung erhielt die Patientin
Vakzinierungen mit Tumorlysat-beladenen DC (2005-2007)*3. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden
der Patientin mononukleédre Zellen des peripheren Bluts (PBMC, engl. peripheral blood mononuclear
cells) entnommen?#3. Zudem wurden aus vier unterschiedlichen Lymphknotenmetastasen stabile
Melanomzelllinien generiert (Ma-Mel-86a, -86b, -86¢ und -86f)*3. Durch Stimulation von PBMC mit den
autologen Tumorlinien wurde in sogenannten gemischten Lymphozyten-Tumorzellkulturen (MLTC,
engl. mixed lymphocyte-tumor cell culture) die Expansion tumorreaktiver CTL ermdglicht, welche im
Folgenden der Identifizierung tumorassoziierter Antigene dienten“s.

Alle vier Melanomzelllinien weisen charakteristische Merkmale vermeintlicher Immune Escape-
Mechanismen auf (Abb. 1-9). So zeichnet sich Ma-Mel-86a durch die fehlende Expression von
melanosomalen Differenzierungsantigenen, darunter gp100, TRP-2 (engl. tyrosinase-related protein 2)
und Tyrosinase aus. Ma-Mel-86c¢ ist gekennzeichnet durch einen HLA-Klasse |-Haplotyp-Verlust,
wohingegen Ma-Mel-86b und -86f aufgrund biallelischer Deletionen im Bereich des p2-Mikroglobulin-
Genlokus keinerlei HLA-Klasse I-Molekile mehr exprimieren. Zudem wurde eine lymphoblastische B-
Zelllinie (INTH-EBV-B) durch Immortalisierung mit EBV generiert*3.

Ma-Mel- HLA-A HLA-B HLA-C
(2002)

-A*01:01 -B*08:01 -C*07:01
-A*24:02 -B*15:01 -C*03:03

-A*01:01 -B*08:01 -C*07:01

(2007)
OSGf - - -

f CSF2RA : defizient fir melanosomale Differenzierungsantigene

/G“ TRP-2 (:E : Expression melanosomaler Differenzierungsantigene

Abb. 1-9: Phénotypische Merkmale der Melanomlinien im Melanommodell Ma-Mel-86. Dargestellt sind die
Expressionsmuster von MHC-Klasse I-Molekiilen, melanosomalen Differenzierungsantigenen und den Antigenen
TRP-2 sowie CSF2RA fiir die einzelnen Melanomlinien des Modells Ma-Mel-86. Vgl. Haupttext in Abschnitt 1.3 und
Abschnitt 1.3.1 fur detaillierte Informationen. CSF2RA: engl. GM-CSF receptor alpha chain; Syn. colony stimulating
factor 2 receptor, alpha, low affinity (granulocyte-macrophage); TRP-2: engl. tyrosinase-related protein 2; Syn.
dopachrome tautomerase. Adaptiert aus der Dissertation von || | | llll (ceborene I

1.3.1 HLA-unabhangige T-Zellreaktivitat im Melanommodell Ma-Mel-86

Mittels Expressionsscreening von cDNA-Banken der Melanomzelllinien Ma-Mel-86a und -86¢c mit

autologen tumorreaktiven T-Zellklonen wurden im Rahmen der Dissertation von || |} j I (geborene
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) H-kannte sowie unbekannte Antigene identifiziert, wie beispielsweise
Tyrosinase, gpl100, CSPG4 (engl. chondroitin sulfate proteoglycan 4) und ein mutiertes HERPUD1-Allel
(HERPUD-G161S, engl. homocysteine-inducible, endoplasmic reticulum stress-inducible, ubiquitin-like
domain member 1)43.

Neben HLA-restringierten CTL wurden in diesem Modell jedoch auch diverse a:p-TCR* T-Zellklone
expandiert, die nicht nur Ma-Mel-86a und -86c¢c erkannten, sondern auch Reaktivitdt gegenliber den
HLA-defizienten Tumorzelllinien Ma-Mel-86b und -86f zeigten*. Dabei konnte zwischen vier CTL-
Spezifititen differenziert werden, die sich in charakteristischer Weise hinsichtlich ihres
Erkennungsmusters der autologen Melanomzelllinien unterschieden*. Alle HLA-unabhangigen CTL
exprimierten CD8 und a:B-TCR, aber nicht die NK-Zellmarker CD16/CD56 und nicht y:5-TCR“3. Zudem
waren sie lediglich durch einen gegen CD3 gerichteten Antikdrper blockierbar, jedoch nicht mit HLA-
Klasse |- oder HLA-Klasse II-spezifischen Antikorpern3. Fir zwei dieser offenkundig HLA-
unabhangigen CTL war es bereits moglich, die entsprechenden Antigene zu identifizieren (Abb. 1-9).
Es handelte sich dabei um das auf Ma-Mel-86b, -86¢c und -86f exprimierte melanozytare
Differenzierungsantigen TRP-2 (engl. tyrosinase-related protein 2; Syn. dopachrome tautomerase)
sowie um die in Ma-Mel-86b und -86¢ exprimierte a-Kette des GM-CSF-Rezeptors (GM-CSFR, engl.
granulocyte macrophage colony-stimulating factor receptor), bezeichnet als CSF2RA [engl. GM-CSF
receptor alpha chain; Syn. colony stimulating factor 2 receptor, alpha, low affinity (granulocyte-
macrophage)]*3. Beide Antigene wurden auch nach ektopischer Expression in Hamster-, Maus- und
Affenzellen sowie in Zellen humanen Ursprungs durch die entsprechenden CTL erkannt3. Gegen
CSF2RA gerichtete CTL zeigten Kreuzreaktivitat gegentiber maligne transformierten Zellen diversen
Ursprungs, wie AML, Pankreas-, Lungen-, Ovarial- und Gallenblasenkarzinomlinien sowie weiteren
allogenen Melanomen#3,

HLA-unabhangige, TCR-vermittelte Antigenerkennung durch T-Lymphozyten bietet hinsichtlich
krebsimmuntherapeutischer Fragestellungen erhebliche Vorteile. So wird nicht nur eine enorme
Erweiterung des immuntherapeutischen Repertoires flr Patienten mit seltenen HLA-Phanotypen
ermoglicht, sondern auch verschiedenen Immune Escape-Mechanismen, wie HLA-Verlust oder

Veranderungen der Antigenprozessierungsmaschinerie, entgegengewirkt*3.

1.3.2 Das TAA CSF2RA und der GM-CSF-Rezeptor

Der humane CSF2RA-Genlokus ist in der pseudoautosomalen Region (PAR) des kurzen Arms der

Geschlechtschromosomen zu finden (Position p22.32 auf dem X-Chromosom, Position p11.3 auf dem
Y-Chromosom; NCBI Referenzsequenz: NG_012280.1, NM_172245.2, NP_758448.1)8. Kodiert
werden von diesem 44 kb umspannenden Gen sowohl fiinf membranstandige, als auch drei I8sliche
Isoformen (www.uniprot.org; P15509). Das im cDNA-Bank-Expressionsscreening identifizierte, durch
CD8* a:B-TCR* T-Zellen HLA-unabhéangig erkannte Antigen ist die durch die 1.831 bp lange
Transkriptionsvariante 2 kodierte Isoform a*3® (Sequenz siehe Abschnitt 5.1.4). Diese membransténdige
und im Allgemeinen am stérksten vertretene Isoform wird von 13 Exons kodiert und besteht aus 400
Aminosauren, wodurch sich eine errechnete molekulare Masse von ca. 40 kDa ergibt. Bedingt durch elf
N-Glykosylierungsstellen im extrazellularen Bereich und unter anderem damit einhergehender
posttranslationaler Modifikationen ergibt sich unter physiologischen Bedingungen jedoch ein
Molekulargewicht von bis zu 84 kDa%°.
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Das Protein stellt die a-Kette des GM-CSF-Rezeptors dar und weist zu seinem Liganden GM-CSF
lediglich eine sehr geringe Affinitat auf (Ko = 0,8 bis 1,2 nM). Erst nach erfolgter Dimerisierung mit der
B-Kette (CSF2RB, engl. colony-stimulating factor 2 receptor, beta, low affinity), welche gleichzeitig auch
wesentlicher Bestandteil des IL-3- und IL-5-Rezeptorkomplexes ist (common beta chain), erfolgt eine
Bindung des Liganden mit hoher Affinitdt (Ko = 1 bis 20 pM)60.161  Aus vier heterotrimeren
Proteinkomplexen, bestehend aus je einem GM-CSF-Molekdl, einer a- und einer 3-Kette, bildet sich ein
komplizierter Dodekamerkomplex'62. Beide Ketten des GM-CSF-Rezeptors werden der Himatopoetin-
Rezeptorfamilie (Klasse I|-Zytokinrezeptoren) zugeordnet. Diese sind gekennzeichnet durch vier
konservierte Cysteinreste und ein konserviertes WSXWS-Motiv im extrazellularen Bereich163, Nach der
Aktivierung des Rezeptors durch Ligandenbindung werden im Wesentlichen drei unterschiedliche
intrazellulare Signalkaskaden initiiert, ndmlich der Phosphoinositid-3-Kinase-Signalweg (Pls), der MAP-
Kinase-Weg (engl. mitogen-activated protein) und die JAK-STAT-Signalkaskade (JAK = Januskinase,
STAT = engl. signal transducers and activators of transcription). Dadurch wird in rezeptortragenden
Zellen Proliferation, Reifung und Differenzierung ausgeldst64.

Exprimiert werden CSF2RA und der GM-CSF-Rezeptor hauptséchlich von hamatopoetischen Zellen
der myeloiden Reihe, wie beispielsweise Monozyten, Makrophagen, Granulozyten, DC und deren
Vorlauferzellen!. Seine Prasenz wurde jedoch auch auf nicht-hdmatopoetischen Zellen, wie
Endothelzellen, Fibroblasten, Oligodendrozyten, Astrozyten, Neuronen, Melanozyten und
Trophoblastzellen postuliert'65-171, Die physiologische Bedeutung des GM-CSF-Rezeptors auf nicht-
hamatopoetischen Zellen ist weitgehend ungeklart. Fir ménnliche Keimzellen wurde jedoch eine
gesteigerte, GM-CSF-Rezeptor-vermittelte Aufnahme von Glucose und Vitamin C gezeigt!®®. Auch
scheint die GM-CSF-Rezeptor-a-Kette alleine Uber ein gesondertes physiologisches
Funktionsrepertoire zu verfigen. So Uubt sie beispielsweise unabhangig von der B-Kette einen
embryotrophen Effekt aus, indem sie durch einen noch unbekannten Mechanismus die
embryoblastische Apoptose inhibiert1’2173, Des Weiteren wurde eine direkte Interaktion von CSF2RA
mit dem Lamininrezeptor oder Syndecan-2 beschrieben!’#175, Beide dieser membranstandigen
Molekile sind an der Metastasierung von Tumoren beteiligt, weshalb auch fir CSF2RA eine Rolle fir
Tumorzellmigration bzw. —adhadsion und einer damit einhergehenden erhéhten Aggressivitat von
Tumoren denkbar warel76-178,

Pathophysiologisch scheint CSF2RA bzw. der GM-CSF-Rezeptor vor allem bei der pulmonal-alveolare
Proteinose!’®-181  (PAP) und bei der Entstehung diverser myeloischer Leukdmien sowie
myeloproliferativen Erkrankungen eine elementare Rolle zu spielen'®218  AuRerdem wird er in
Verbindung mit inflammatorischen Autoimmunerkrankungen, wie rheumatoider Arthritis oder chronisch-
entztindlichen Darmerkrankungen (IBD, engl. inflammatory bowel disease) gebracht84. Kirzlich wurde
zudem ein Bezug einer GM-CSF-Herabregulation im Hippocampus zu Morbus Alzheimer postuliert68,
Auch wird die Expression von CSF2RA oder dem GM-CSF-Rezeptor auf einer Vielzahl maligne
transformierter Zellarten beschrieben, wie beispielsweise Melanomen, Prostata-, Lungen-, Kolon-, Hirn-,
sowie Kopf-Hals-, Nieren-, Magen- und Ovarialkarzinomzelllinien166.185-190

Fir humane Melanomzellen wurde eine CSF2RA-vermittelte, kinaseunabhéngige Steigerung der
Glucoseaufnahme ohne Beteiligung der B-Kette gezeigt'®:1%2. Auch wenn diese nicht mit einer
verstarkten Proliferation der Tumorzellen einhergeht, besteht dennoch eine potentielle Korrelation zu

daraus resultierenden Vorteilen fiir den Tumor#4. So haben Krebszellen nicht nur unter den haufig im
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Tumor vorherrschenden hypoxischen Bedingungen und der damit einhergehenden anaeroben
Glykolyse einen vermehrten Glucoseverbrauch. Auch konnte unter aeroben Bedingungen,
insbesondere in Assoziation mit aktivierten Onkogenen oder mutierten Tumorsuppressorgenen, eine
metabolische Umstellung innerhalb der Tumorzellen auf anaerobe Glykolyse gezeigt werden (Warburg-
Effekt)1%. Sowohl Hypoxie als auch die Expression aktivierter Onkogene fihren zu erhohten
Expressionsleveln der Transkriptionsfaktoren HIF1a (engl. Hypoxia-inducible factor 1-alpha) und HIF2a
und in Folge zu einer gesteigerten Expression glykolyserelevanter Enzyme und Glucosetransporter.
CSF2RA scheint daher zu der fur die Tumorpromotion charakteristischen Umstellung des
Energiemetabolismus beizutragen*344.

Hinsichtlich immuntherapeutischer Fragestellungen erscheint CSF2RA insbesondere aufgrund seiner
breit gefacherten Expression auf malignen transformierten Zellen unterschiedlichen Ursprungs als

aulerst attraktive Zielstruktur.
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1.4 Zielsetzungen der Arbeit

Um die HLA-unabhangige T-Zellantwort gegen CSF2RA naher zu charakterisieren, sollten im Rahmen
dieser Arbeit zunachst weitere CSF2RA-reaktive CTL-Klone durch Stimulation von PBMC der Patientin
Ma-Mel-86/INTH mit autologen Tumorzellen expandiert und kloniert werden. Aus einem CTL-Klon mit
hoher CSF2RA-Reaktivitat sollte dessen TCR in einen retroviralen Expressionsvektor kloniert und in
allogenen PBMC exprimiert werden. Die transduzierten T-Zellen waren dann auf ihre Fahigkeit zu
testen, CSF2RA* Targetzellen zu erkennen. Durch den Austausch der humanen konstanten durch die
homologen murinen Domé&nen, der als Chimarisierung bezeichnet wird, sollte der TCR bezuglich seiner
Funktionalitat weiter optimiert und anschlieBend hinsichtlich seiner Spezifitat gegeniiber normalen und
malignen Zellen in IFN-y-ELISpot- und Degranulations-Assays sowie in Zytotoxizitatstests eingehend
charakterisiert werden, um sein therapeutisches Potential fir eine klinische Anwendung und deren
Sicherheit zu evaluieren.

Da bisher nur wenige Beispiele fir eine HLA-unabhangige Antigenerkennung in der Literatur
beschrieben sind, sollte in einem zweiten Teil dieser Arbeit der der HLA-unabhéngigen CSF2RA-
Erkennung zugrunde liegende, molekulare Mechanismus naher charakterisiert werden. Dazu war nicht
nur die Erkennung von léslichem CSF2RA und der Einfluss der Assemblierung des kompletten GM-
CSF-Rezeptorkomplexes auf die Erkennung durch den CSF2RA-reaktiven TCR zu analysieren. Auch
sollte die Abhangigkeit MHC-unrestringierter T-Zellerkennung von dem Korezeptor CD8 néaher
charakterisiert werden. Dafir waren die CD8-Molekille diverser HLA-abhangiger sowie HLA-
unabhéangiger CTL aus verschiedenen Melanommodellen zu sequenzieren und die Auswirkung
blockierender anti-CD8-Antikdrper auf die Funktionalitéat HLA-abhangiger bzw. HLA-unabhangiger CTL
zu vergleichen. AuBBerdem sollte in diesem Zusammenhang die Fahigkeit HLA-unabhéngiger TCR
evaluiert werden, nach Transduktion CD4-, CD8- sowie MHC-Klasse I- und MHC-Klasse II-negativer

muriner Milzlymphozyten (Splenozyten) CSF2RA* Targetzellen im IFN-y-ELISpot zu erkennen.
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2 Material & Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate, Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

2.1.1.1 Geréate

Gerat Bezugsquelle
Autoklaven
Durchreichautoklav Holzner/Nuf3loch, Deutschland
VX-150 Systec/Wettenberg, Deutschland
Automatic Gamma Counter Wizard Perkin EImer/Rodgau, Deutschland
Bakterienbrutschrank Heraeus/Hanau, Deutschland

BD FACS Canto™I|

Brucheis-Automat

187Casiumquelle Gamma cell 2000
Chemikalienwaage

COz2-Inkubator BBD6220

Digital Graphic Printer UP-D890
Dispenser Repeater® Plus
Elektroporationsgerat GenePulser Il, X cel™
ELISpot-Analyse-System ImmunoSpot®
Feinwaage Precisa 40SM-200A
Geigerzahler Monitor LB1210D

Geldokumentationsanlage BioDocAnalyzer
Gelelektrophoresekammern

GenePower Supply GPS200/400
Heizblock Thermomixer 5436
Kolbenhubpipetten

Kihl- und Gefrierschranke

Magnete MiniMACS, uMACS

Magnetrihrer mit Heizplatte IKAMAG®REC-G
Magnetstander MACS Multi Stand

Mehrkanalpipetten
ErgoOne
mLINE
Mikrowelle MWS2819
Packard Cobra gamma counter
Peristaltikpumpe Econo Pump
Phasenkontrastmikroskope
Axiovert 25
Eclipse TS100
pH-Meter Toledo Five easy

BD Biosciences/Heidelberg, Deutschland
Ziegra/lsernhagen, Deutschland
Molsgaarg Medical/Gansloe, Denmark
Sartorius/Goéttingen, Deutschland
Heraeus/Hanau, Deutschland

Biometra, Sony/Géttingen, Deutschland
Eppendorf/Hamburg, Deutschland
Bio-Rad GmbH/Munchen, Deutschland
C.T.L. Europe GmbH/Bonn, Deutschland
PAG Oerlikan AG/Zurich, Schweiz

BERTHOLD Technologies/Bad Wildbach,
Deutschland
Biometra/Goéttingen, Deutschland

PEQLAB/Erlangen, Deutschland
Pharmacia/Uppsala, Schweden
Eppendorf/Hamburg, Deutschland
Gilson/Middleton, USA
Eppendorf/Hamburg, Deutschland
Bosch/Stuttgart, Deutschland
Liebherr/Mainz, Deutschland

Miltenyi Biotec GmbH/Bergisch-Gladbach,
Deutschland
Janke & Kunkel/Staufen, Deutschland

Miltenyi Biotec GmbH/Bergisch-Gladbach,
Deutschland
BIOHIT/Helsinki, Finnland

Starlab/Ahrensburg, Deutschland
BIOHIT/Helsinki, Finnland
Bauknecht/Neunkirchen, Deutschland

Perkin Elmer LAS GmbH/Rodgau, Deutschland
Bio-Rad GmbH/Munchen, Deutschland

Zeiss/Jena, Deutschland
Nikon/Alzenau, Deutschland
Mettler-Toledo GmbH/Wertheim, Deutschland
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Pipettierhilfe accu-jet®pro
Schiittelinkubator certomat® S Il & H
Schwenker IKA-VIBRAX-VXR

Spektralphotometer Ultrospec 3000
Spullmaschine G7883 CD
sterile Werkbéanke

antair BSK

Hera safe
Stickstoffbanken

Chronos & Biosafe® KRYOMATC

MVE1400 Series
Stickstoffvorratstank XL-180
Thermocycler Tgradient, T1, T3
Thermomixer comfort, 5436
Trockenschranke

Oov5

Venticell

Vakuumpumpe ME2C

Wasserbad, beheizbar
Wasserdeionisierungsanlage
Wasserstrahlpumpe

Western Blot Blotkammer Criterion Blotter

Western Blot-Dokumentationsanlage
ChemiDoc™ MP System

Western Blot Gelelektrophoresekammer

MINIVE complete SE3000 - 10A-1.0

Western Blot Electrophoresis Power Supply EPS
1001

Vortexer

Lab dancer
REAX control, REAX 2000
VF2

Zentrifugen
3S-R, Biofuge fresco
Centrifuge 5424, 5415R
Mikrozentrifuge

Multifuge Rotina 420

Brand/Wertheim, Deutschland
Sartorius/Géttingen, Deutschland

Janke & Kunkel GmbH u. Co.KG IKA-
Labortechnik/Staufen, Deutschland
Pharmacia/Freiburg, Deutschland

Miele Professional/Gitersloh, Deutschland

Heraeus/Hanau, Deutschland
Heraeus/Hanau, Deutschland

Messer Griesheim/Bad Soden, Deutschland
Cryo-Tech/Flemington, USA
Taylor-Wharton/Husum, Deutschland
Biometra/Goéttingen, Deutschland
Eppendorf/Hamburg, Deutschland

Biometra/Gottingen, Deutschland
Medcenter Einrichtungen GmbH/Planegg,
Deutschland

Vacuubrand GmbH + Co.KG/Wertheim,
Deutschland

GFL/GrofRburgwedel, Deutschland

Elga Labwater/Celle, Deutschland
Brand/Wertheim, Deutschland

Bio-Rad GmbH/Munchen, Deutschland

Bio-Rad GmbH/Miinchen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific/Schwerte,
Deutschland
Amersham Biosciences/Freiburg, Deutschland

VWR International GmbH/Darmstadt,
Deutschland

Heidolph Instruments GmbH &
CO.KG/Schwabach, Deutschland
Janke & Kunkel GmbH u. Co.KG IKA-
Labortechnik/Staufen, Deutschland

Heraeus/Hanau, Deutschland
Eppendorf/Hamburg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific/Schwerte,
Deutschland
Hettich/Tuttlingen, Deutschland

2.1.1.2 Verbrauchsmaterialien, Plastik-/Glaswaren

Material

Bezugsquelle

Affinitdtssaulen (HiTrap, 1 ml)
Autoklavier-Indikatorband
Becherglaser, Glas (0,51,1,01,2,01)

Amersham Biosciences/Freiburg, Deutschland
neolLab/Heidelberg, Deutschland
Jenaer Glas/Zwiesel, Deutschland
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Becherglaser, Kunststoff (0,1 1, 0,21, 0,51, 1,0 1)
Dispenser Einmalspitzen RepeatOne®
Duran-Glasflaschen (0,51, 1,01, 2,01, 5,0 1)
Einfrierboxen
Einfrierréhrchen

Cryo-Roéhrchen Cellstar®

Cryo Tube™ Vials
Einwegkuivetten

Einwegpipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml)
Einwegskalpelle
Einmalspritzen (1 ml, 10 ml, 20 ml, 50 ml)

Elektroporationskivetten (0,1 cm, 0,2 cm, 0,4 cm)

ELISpot-Platten

(MultiScreenurs-1P, 0,45 um, MSIPS4510;
MultiScreen-IP, 0,45 pm, S2ZEM004M99)
Entsorgungsbeutel

Eppendorf-Reaktionsgefalie
(0,2 mm, 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)
Erlenmeyerkolben (0,51, 1,01, 2,01)

FACS-Ro6hrchen (5ml)
Filtereinheiten (0,2 um, 0,45 pum)
Filterpapier (3mm)

Handschuhe sempercare®

Impfosen
Kantlen Sterican®

MS-Saulen (Zellseparation)

Nitrocellulosemembran

(HyBond ECL 0,45 pm; 7x8 cm)

NuPAGE® Novex® 4-12 % Bis-Tris Protein Gele,
1,0 mm; 12 well

Nylon-Zellsiebe (70 um) BD Falcon™

Parafilm®M

PCR-Reaktionsgefalie
Petrischalen (g 35 mm, 60 mm und 94 mm)

Pipettenspitzen
(0,5 ul-10 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl)
Polypropylenréhrchen (15 ml, 50 ml)

Por®Dialysis Membrane
Pre-Separation Filter

Quarzkivetten
Sterilfilter Stericup® (500 ml; 0,22 um/0,45 pm)

Vitlab/Seeheim-Jugenheim, Deutschland
Starlab/Ahrensburg, Deutschland
Schott/Mainz, Deutschland

Nalge Nunc/Wiesbaden

Greiner bio-one/Nurtingen, Deutschland
Nunc™/Roskilde, Danemark

ratiolab® GmbH/Dreieich-Buchschlag,
Deutschland

Greiner bio-one/Nurtingen, Deutschland
pfm medical/Kéln, Deutschland

BD Biosciences/Heidelberg, Deutschland
B. Braun Melsungen AG/Melsungen,
Deutschland

Bio-Rad GmbH/Miinchen, Deutschland
VWR International GmbH/Darmstadt,
Deutschland

Merck Millipore/Eschborn, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co.KG/Karlsruhe,
Deutschland
Eppendorf/Wesseling, Deutschland

Jenaer Glas/Zwiesel, Deutschland
Schott/Mainz, Deutschland

Greiner bio-one/Nurtingen, Deutschland
Whatman GmbH/Dassel, Deutschland
Whatman GmbH/Dassel, Deutschland

Semperit Technische Produkte GmbH/Wien,
Osterreich

Nunc™Roskilde, Danemark

B. Braun Melsungen AG/Melsungen,
Deutschland

Miltenyi Biotec/Bergisch Gladbach,
Deutschland

Amersham Biosciences/Freiburg, Deutschland

Life Technologies/Darmstadt, Deutschland

BD Biosciences/Heidelberg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific/Schwerte,
Deutschland

Greiner bio-one/Nirtingen, Deutschland
Greiner bio-one/Nurtingen, Deutschland

Starlab/Ahrensburg, Deutschland

Greiner bio-one/Nirtingen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific/Schwerte,
Deutschland

Miltenyi Biotec GmbH/Bergisch-Gladbach,
Deutschland

Pharmacia/Freiburg, Deutschland

Merck Millipore GmbH/Schwalbach,
Deutschland
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Sterilfilter Steritop™ (0,22 ym/0,45 um)

Thermopapier
fir schwarz/weifd Drucker K5S6HM-CR
Zahlkammern

Zellkulturflaschen (25 cm?, 75 cm?, 175 cm?)
Zellkulturplatten (6-Loch-)

Zellkulturplatten
(24-Loch-, 48-Loch-, 96-Loch-)
Zellschaber

Zellsiebe

Merck Millipore GmbH/Schwalbach,
Deutschland
Mitsubishi electric/Ratingen, Deutschland

Fuchs-Rosenthal, Schrenk/Hofheim,
Deutschland
Greiner bio-one/Nurtingen, Deutschland

Costar, corning/Amsterdam, Niederlande
Greiner bio-one/Nurtingen, Deutschland

Sarstedt/Numbrecht, Deutschland
BD Biosciences/Heidelberg, Deutschland

2.1.1.3 Chemikalien, Zusatze, Reagenzien, Medien

Chemikalie/Zusatz/Reagenz/Medium

Bezugsquelle

AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazol)-Tabletten
Agarose

AIM-V® Medium
Albumin, bovines

Aluminiumsulfat-(14-18)-hydrat
Ammoniumacetat
Ammoniumchlorid

Aqua
Aqua ad. Iniectabilia

Azeton

Bacto Agar

BD Bacto™ Yeast Extract
Bacto Tryptone
Bromphenolblau

Chrom5! Radionuklid
Concanavalin A (ConA)
Coomassie Brilliant Blue G-250
Diethyl-Pyrocarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dimethylformamid

DMEM (Dubleco’s Modified Eagle Medium)
DNA-Molekulargewichtsmarker

Essigsaure

Ethanol, absolut
Ethylendiamintetraazetat (EDTA)
ExpiFectamine™ 293 Expression Medium
FACSClean™

FACSFlow™

FACSRinse™

Sigma-Aldrich/Steinheim, Deutschland

Serva Electrophoresis GmbH/Heidelberg,
Deutschland
Life Technologies/Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH/Steinheim,
Deutschland
Carl Roth AG/Karlsruhe, Deutschland

Merck/Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH/Steinheim,
Deutschland

B. Braun Melsungen AG/Melsungen,
Deutschland

B. Braun Melsungen AG/Melsungen,
Deutschland

Carl Roth AG/Karlsruhe, Deutschland

Difco/Stuttgart, Deutschland

BD Biosciences/Heidelberg, Deutschland
BD Biosciences/Heidelberg, Deutschland
Merck/Darmstadt, Deutschland

Perkin EImer/Rodgau, Deutschland
Calbiochem/Darmstadt, Deutschland
Carl Roth AG/Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich/Steinheim, Deutschland
Merck/Darmstadt, Deutschland
Merck/Darmstadt, Deutschland
Lonza/Kéln, Deutschland

Roche/Mannheim, Deutschland
PEQLAB/Erlangen, Deutschland
Carl Roth AG/Karlsruhe, Deutschland

AppliChem GmbH/Darmstadt, Deutschland
Merck/Darmstadt, Deutschland

Life Technologies/Darmstadt, Deutschland
BD Biosciences/Heidelberg, Deutschland
BD Biosciences/Heidelberg, Deutschland
BD Biosciences/Heidelberg, Deutschland
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FCS (fotales Kalberserum, engl. fetal calf serum)

Ficoll 400

Formaldehyd 37 %
Formamid

FuGene®6

Gelred

Glycerol

HEPES

Human Albumin Kalbi 20 %
Humanserum (HS)

Interferon-gamma (IFN-y)
Isoamylalkohol
Isopropanol

Kaliumhydrogencarbonat

Laemmli Sample Buffer, 2x
L-Glutamin

Lipofectamine™2000
Magnesiumchlorid

MEM a (engl. Minimum Essential Medium)
Methanol

NuPAGE® MOPS SDS Laufpuffer (20x)
Milchpulver, Blotting Grade, fettarm
N,N-Dimethylformamid

Natriumacetat

Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat
Nicht-essentielle Aminosauren
OptiMEM

Paraformaldehyd

PBS (engl. phosphate-buffered saline)
PBS-Pulver

Phosphorséure

Phytoh&magglutinin (PHA)

Polybrene

Protein Assay

Protein Standard

Retronectin

Roti®-Phenol/Chloroform
(Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol, 25:24:1)
RPMI 1640

SOC-Medium (engl. super optimal broth with
catabolite repression)
TBE-Puffer (10x)

Towbin Transfer Buffer (10x)
Trichlorazetat (TCA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH/Steinheim,
Deutschland
PAA/Pasching, Osterreich

Merck/Darmstadt, Deutschland
Merck/Darmstadt, Deutschland
Promega/Mannheim, Deutschland
abcam/Cambridge, UK
Sigma-Aldrich/Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich/Steinheim, Deutschland
Octapharm/Langenfeld, Deutschland

Transfusionszentrale Universitatsmedizin
Mainz/Mainz, Deutschland
R & D Systems/Wiesbaden, Deutschland

Merck/Darmstadt, Deutschland

Thermo Fisher Scientific/Schwerte,
Deutschland
Riedel-de Haén/Seelze, Deutschland

Serva/Heidelberg, Deutschland

Life Technologies/Darmstadt, Deutschland
Life Technologies/Karlsruhe, Deutschland
Merck/Darmstadt, Deutschland

Life Technologies/Darmstadt, Deutschland
J. T. Baker/Deventer, Niederlande

Life Technologies/Darmstadt, Deutschland
Carl Roth AG/Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth AG/Karlsruhe, Deutschland
Merck/Darmstadt, Deutschland

Carl Roth AG/Karlsruhe, Deutschland
Merck/Darmstadt, Deutschland
Merck/Darmstadt, Deutschland

Life Technologies/Darmstadt, Deutschland
Life Technologies/Darmstadt, Deutschland
Merck/Darmstadt, Deutschland

Life Technologies/Darmstadt, Deutschland
Biochrom AG/Berlin, Deutschland

Carl Roth AG/Karlsruhe, Deutschland
Biochrom AG/Berlin, Deutschland
Sigma-Aldrich/Steinheim, Deutschland
Bio-Rad GmbH/Miinchen, Deutschland
Bio-Rad GmbH/Mtinchen, Deutschland
Clontech/Saint-Germain-en-Laye, Frankreich
Carl Roth AG/Karlsruhe, Deutschland

Life Technologies/Darmstadt, Deutschland
Life Technologies/Darmstadt, Deutschland

Serva Electrophoresis GmbH/Heidelberg,
Deutschland
Life Technologies/Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich/Steinheim, Deutschland
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Tris-HCI

Tris (-hydroxymethyl)-aminoethan
Tris Puffer, pH8,0 1M

Trizma® base

Trypanblau

TripLE™ Express

Trypsin-EDTA

Tween 20 %

Wasserstoffperoxid 30 %
3-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich/Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich/Steinheim, Deutschland
Serva/Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich/Steinheim, Deutschland
Merck/Darmstadt, Deutschland

Life Technologies/Darmstadt, Deutschland
Life Technologies/Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich/Steinheim, Deutschland
Carl Roth AG/Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich/Steinheim, Deutschland

2.1.2 Molekular- und immunbiologische Kits

Kit

Bezugsquelle

5x Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

5x Sequenzierungspuffer

Dynabeads® Human T-Activator CD3/CD28
Dynabeads® Mouse T-Activator CD3/CD28
ECL Western Blotting Detection Reagent

ExpiFectamine™ 293 Expression Kit

High Pure® PCR Product Purification Kit
HiSpeed® Plasmid Maxi Kit
Hi Trap™ Protein G HP (1 ml)

IOTest®BetaMark Kit

Mab Trap™ TMGII Kit

MultiSite Gateway® Pro Kit
pcDNA3.1™/V/5-His TOPO® TA Expression Kit
QlAamp® DNA Mini Kit

QIlAprep® Spin Miniprep Kit

QIlAquick® Gel Extraction Kit

QlAshredder™

Quik change® Lightening Site-directed
Mutagenesis Kit
RNase-Free DNase Set

RNeasy Mini Kit
Vectastain® Elite Kit

Applied Biosystems, StarSEQ GmbH/Mainz,
Deutschland

Applied Biosystems, StarSEQ GmbH/Mainz,
Deutschland
Life Technologies/Darmstadt, Deutschland

Life Technologies/Darmstadt, Deutschland
Amersham Biosciences/Freiburg, Deutschland

Life Technologies/Darmstadt, Deutschland

Roche/Mannheim, Deutschland
Qiagen/Hilden, Deutschland

GE Healthcare Bio-Sciences AB/Miinchen,
Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland

Amersham Biosciences/Freiburg, Deutschland
Life Technologies/Darmstadt, Deutschland
Life Technologies/Darmstadt, Deutschland
Qiagen/Hilden, Deutschland

Qiagen/Hilden, Deutschland

Qiagen/Hilden, Deutschland

Qiagen/Hilden, Deutschland

Agilent Technologies/Kassel, Deutschland

Qiagen/Hilden, Deutschland
Qiagen/Hilden, Deutschland
Vektor Laboratories/Burlingame, USA

2.1.3 Enzyme

Enzym

Bezugsquelle

Advantage®2 Polymerase Mix

Alkalische Phosphatase, Calf Intestinal (CIP)
BP Clonase™ Il Enzyme Mix

DNase I, 100 mg

Clontech/Saint-Germain-en-Laye, Frankreich
NEB/Frankfurt am Main, Deutschland
Life Technologies/Darmstadt, Deutschland

Roche Diagnostics GmbH/Mannheim,
Deutschland
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EasyA® High-Fidelity PCR Cloning Enzyme

LR Clonase™ [l Plus Enzyme Mix
Perfect Taq Plus Master Mix
Pfu Polymerase

Proteinase K
Q5-Polymerase

Ready Mix™ red taq™
Restriktionsendonukleasen

RNase A, 100 mg/ml

SuperScript®lll First Strand Synthesis System
SuperScript™Il Reverse Transcriptase
SuperScript™|ll Reverse Transcriptase

T4 DNA Ligase

Tag DNA Polymerase, 5 U/l

Stratagene, Agilent Technologies/Kassel,
Deutschland
Life Technologies/Darmstadt, Deutschland

5Prime GmbH/Hamburg, Deutschland

Stratagene, Agilent Technologies/Kassel,
Deutschland
Roche/Mannheim, Deutschland

NEB/Frankfurt am Main, Deutschland
Sigma-Aldrich/Steinheim, Deutschland

Promega/Mannheim, Deutschland
NEB/Frankfurt am Main, Deutschland
Qiagen/Hilden, Deutschland

Life Technologies/Darmstadt, Deutschland
Life Technologies/Darmstadt, Deutschland
Life Technologies/Darmstadt, Deutschland
NEB/Frankfurt am Main, Deutschland

VWR International GmbH/Darmstadt,
Deutschland
Peglab/Erlangen, Deutschland

2.1.4 Antibiotika

Antibiotikum Bezugsquelle eingesetzte Konzentration
Ampicillin Sigma-Aldrich/Steinheim, Deutschland 100 pg/ml
Kanamycin Sigma-Aldrich/Steinheim, Deutschland 50 pg/mi
Neomycin Biochrom AG/Berlin, Deutschland 0,8 mg/ml - 1,6 mg/ml
Penicillin-Streptomycin  Life Technologies/Darmstadt, 500 pg/ml

Deutschland
Puromycin Carl Roth AG/Karlsruhe, Deutschland 1 pg/ml

2.1.5 Molekulargewichtsmarker

GrolRenstandard/Ladepuffer

Bezugsquelle

1 kb DNA ladder, 500 pg/ml

DNA loading dye, 6x

Gene Ruler™ 100 bp DNA ladder, 6,5 pg/ul
RiboRuler™High Range RNA Ladder

RNA loading dye, 2x

SeeBlue® Plus2 Pre-stained Protein Standard

New England BioLabs/Frankfurt am Main,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific/Schwerte,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific/Schwerte,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific/Schwerte,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific/Schwerte,
Deutschland

Life Technologies/Darmstadt, Deutschland
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2.1.6 Zytokine

Zytokin Bezugsquelle

Granulocyte-macrophage colony-stimulating Bayer HealthCare Pharmaceuticals/Berlin,
factor (GM-CSF), Leukine®sargramostim Deutschland

Interferon-gamma (IFN-y) Miltenyi Biotec GmbH/Bergisch Gladbach,

Deutschland
R & D Systems/Wiesbaden, Deutschland

Interleukin-13 (IL-1B) Miltenyi Biotec GmbH/Bergisch Gladbach,
Deutschland

Interleukin-2 (IL-2), Proleukin®S Novartis, Sandoz Pharmaceuticals
GmbH/Holzkirchen, Deutschland

Interleukin-4 (IL-4) Miltenyi Biotec GmbH/Bergisch Gladbach,
Deutschland

Interleukin-6 (IL-6) Promocell GmbH/Heidelberg, Deutschland

Interleukin-15 (IL-15) R & D Systems/Wiesbaden, Deutschland

Prostaglandin Ez (PGE-2) Sigma-Aldrich/Steinheim, Deutschland

T cell growth factor (TCGF) Eigenproduktion | GzGNzG.

Universitatsmedizin der Johannes Gutenberg-
Universitat Mainz, Deutschland
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) Promocell GmbH/Heidelberg, Deutschland

2.1.7 Plasmide und Vektoren

Plasmide Bezugsquelle

pBullet IRES neo- freundlicherweise von

DEST!941% zur Verfigung gestellt
(modifiziert durch

pcDNA3.1-DEST Life Technologies/Darmstadt, Deutschland (modifiziert durch [l
N

™ -Hi
_FF%DP'\(ID%S'l IV5-His TOPO TA Cloning Kit @, Life Technologies/Darmstadt, Deutschland

pCL-ECO™" freundlicherweise von

zur Verfiigung gestellt
pCOLT-GALV% freundlicherweise von

zur Verfligung gestellt

pDONR™P1-P5r Life Technologies/Darmstadt, Deutschland
pDONR™P1-pP2 Life Technologies/Darmstadt, Deutschland
pDONR™P5-P2 Life Technologies/Darmstadt, Deutschland
pHIT60195:197 freundlicherweise von

zur Verfligung gestellt
pM X198 freundlicherweise

zur Verfligung gestellt

Die detaillierten Vektorkarten sind unter Abschnitt 5.2 gelistet.

2.1.8 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide fur die Amplifikation sowie die Sequenzierung definierter DNA-Abschnitte wurden

unter Zuhilfenahme der im Internet frei zuganglichen Software OligoCalc
(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/OligoCalc.html) designt. Fur Primer, die bei einer
ortsgerichteten Mutagenese (vgl. Abschnitt 2.2.2.14) Anwendung fanden, wurde die Software

QuickChange Primer Design der Firma Agilent Technologies (www.agilent.com/genomics/qcpd; Kassel,
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Deutschland) genutzt. Die Wahrscheinlichkeit der Primer “hairpins“ zu bilden sowie das Mal an
Selbstkomplementaritat wurden anhand der Software OligoAnalyzer3.1
(http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/) ermittelt. Synthetisiert wurden samtliche
Oligonukleotide durch die Firma Eurofins MWG Operon in Ebersberg bzw. die Firma IDT (engl.
Integrated DNA Technologies) in Leuven, Belgien. Die lyophilisierten Oligonukleotide wurden zunachst
mit ddH20 (doppelt-destilliertes Wasser) auf eine Stockkonzentration von 100 pumol/l eingestellt. Die
Verbrauchslosung wurde mit ddH20 auf eine Konzentration von 10 pmol/l verdiinnt, wovon, sofern nicht
anders angegeben, fur die PCR/Sequenzierungsreaktionen (vgl. Abschnitt 2.2.2.13 und 2.2.2.18) je 10

pmol (1 pl) eingesetzt wurden*3,

2.1.8.1 Primer zur Klonierung und Sequenzierung der CD8a- und CD8B-Konstrukte

Bezeichnung Orientierung Sequenz (5’ 2 3’)

CD8a.fw sense GGGAGCGCGTCATGGCCTTA

CD8a.rv antisense TGGCTGTTGCACAGGGTTAGACG

CD8b.fw sense GGGCGCGCCACGATGC

CD8b.rv antisense GCCACAGCTCACCAGGGCAG

CD8b-var2+4.rv antisense TCCCCTTGAGGCTGTTTCATGAAAC

CD8b-var3.rv antisense TGAGGCCTGTATATTCAGTAGTCCAT
TC

CD8b-varb.rv antisense CCGTATTCTCTGCTCATTTGTAAAATT
GT

2.1.8.2 Primer zur Klonierung und Sequenzierung der TCR-Konstrukte

Bezeichnung Orientierung Sequenz (5’ 2 3’)

5'-Primer.se sense AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTAC
G

64T-Primer.rev antisense CGATAAAAGCTCCGGGGATAACAGA[
T164GC

attBl_Kozak+START_TRAV14/DV4.se  sense GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCA
GGCTTCGCCACCATGTCACTTTCTAG
CCTGCTGAAGGTGGTCACAG

attB1-TRA-1A3/46.Kos(2)-ATG.se sense GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCA
GGCTTCACCGCCATGTCACTTTCTAG
CCTGCTGAAG

attB1-TRA-1A3/46.Kos-ATG.se sense GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCA
GGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGT
CACTTTCTAGCCTGCTGAAG

attB2 TRBV10_3 STOP.rev antisense AACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACT
AGCCTCTGGAATCCTTTCT

attB5_Smal-START_TRBV10-3.se sense GGGGACAACTTTGTATACAAAAGTTG
CTCCCGGGCCTATGGGCACAAGGTT
GTTCTTCTATG

attB5_START_TRBV10-3.se sense GGGGACAACTTTGTATACAAAAGTTG
CTATGGGCACAAGGTTGTTCTTCTAT
G

attB5_TRBV10_3.for sense ACAACTTTGTATACAAAAGTTGCTAC
CGCCATGGGCACAAGGTTGTTCTTC

attB5r_P2A_TRAC(m)-noSTOP.rev antisense GGGGACAACTTTTGTATACAAAGTTG
TAGGCCCGGGGTTCTCCTCCACGTC
TCCAGCCTGCTTCAGCAGGCTGAAG
TTAGTAGCTCCGCTTCCGCTGCTCCA
CAGTCTCAGTGTCATCAGCAGATT
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Capswitch-Oligonukleotid.se sense AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTAC
GCGGG
Ctrl_Smal-dig.rev antisense CTGTGACCGTGAGCCTGG
Ctrl_Smal-dig.se sense GAGAACCCCGGGCCTATG
Ca-3-UTR-Primer.rev antisense CTGTCTTACAATCTTGCAGATC
Ca-Sequenzierungs-Primer.rev antisense TTTAGAGTCTCTCAGCTGGTACACGG
(Ca-Seq-Primer)
CB1-3"-UTR-Primer.rev antisense CACTTCCAGGGCTGCCTTC
CB2-3'-UTR-Primer.rev antisense TGACCTGGGATGGTTTTGGAGCTA
CB-Sequenzierungs-Primer.rev antisense TTCCCATTCACCCACCAGCTCAG
T7-Capswitch-Primer.se sense TTATACGACTCACTATAGGGAGGAAG
CAGTGGTAACAACGCAGAGT
TRAC.fw sense GCTTAGACGCAGGTGTTCTGATTTAT
AGTTCAAAAC
TRAC.rev antisense TGGGCTGGGGAAGAAGGTGTCTTCT
GGAA
TRAJ48(hu)_TAIL(constant-m).rev antisense CACGGCAGGTTCAGGATTCTGGATA
TTGGGTATGATGGTGAGTCTTGTTCC
AGTCCCAAAGG
TRAV14/DV4*01+Kozak.fw sense ACCGCCATGTCACTTTCTAGCCTGC
TRB1A3-46_sdm_C177.rev antisense GCCCATGCCCCGGATCTTGTCGATA
CCAGTACATATAG
TRB1A3-46_sdm_C177.se sense CTATATGTACTGGTATCGACAAGATC
CGGGGCATGGGC
TRBC(m)-STOP_attB2.rev antisense GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCT
GGGTATCAAGAATTCTTTTTCTTCAC
CATGGCCATCAGCACCAG
TRBCl1.rev antisense CTAGAAATCCTTTCTCTTGACCATGG
C
TRBC2.rev antisense CTAGCCTCTGGAATCCTTTCTCTTG
TRBJ2-7(hu)_TAIL(constant-m).rev antisense GGTCACGTTCCGCAGGTCCTCTGTG
ACCGTGAGCCTGGTGCCCG
TRBV10_03.fw sense ATGGGCACAAGGTTGTTCTTCTATGT
GGCC
TRBV10_03+Kozak.fw sense ACCGCCATGGGCACAAGGTTGTTCT
TC

2.1.8.3 Primer zur Klonierung und Sequenzierung der CSF2RA/CSF2RB-Konstrukte

Bezeichnung Orientierung Sequenz (5’ 2 3’)

attB1-CSF2RA.Kos-ATG.se sense GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCA
GGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGC
TTCTCCTGGTG

attB1-CSF2RB.Kos-ATG.se sense GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCA
GGCTTCACCATGGTGCTGGCCCAGG
GGCTG

attB2-CSF2RA.stop.rev antisense GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCT
GGGTATCAGGTAATTTCCTTACAGGT
CAAGACC

attB2-CSF2RA-Isoform b.rev antisense GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCT
GGGTATTAGGAGCACATAAATGTACA
CAGAGCC

attB2-CSF2RA-Isoform c.rev antisense GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCT
GGGTATCAGTTTGTCTTTGATCTGTG
GAACTGG

attB2-CSF2RA-Isoform e.rev antisense GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCT
GGGTATCAGTTTGTCTTTGATCTGTG
GAACTG
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attB5-CSF2RA.ATG.se

attB5r-CSF2RB.2A.rev

CSF2RA_CDS.for
CSF2RA_CDS.rev

CSF2RA_Intron3.rev
CSF2RA _Isoform c-intern.rev

CSF2RA_Isoform g.rev
CSF2RA_nt367.rev

CSF2RA_nt874.fw

CSF2RA_Stop nt966.rev
CSF2RB.fw
CSF2RB_mRNA.fw
CSF2RB.rev
CSF2RB_STOPNt1197.rev
CSF2RB_STOPNt1932.rev
CSF2RB_STOPNt498.rev

sense

antisense

sense
antisense

antisense
antisense

antisense
antisense

sense

antisense
sense

sense

antisense
antisense
antisense
antisense

GGGGACAACTTTGTATACAAAAGTTG
CTATGCTTCTCCTGGTGACAAGCCTT
GGGG
ACAACTTTTGTATACAAAGTTGTAGG
TCCAGGGTTCTCCTCCACGTCTCCA
GCCTGCTTCAGCAGGCTGAAGTTAG
TAGCTCCGCTTCCACACACCTCCCC
AGGCTTGTT
ACCGCCATGCTTCTCCTGCTG

TCAGGTAATTTCCTTCACGGTCAAGA
C
GCAGACATGGGTCCTCATCCTGG

TCAGTTTGTCTTTGATCTGTGGAACT
G
TCACAGAGATGACTCTGACCCCAAC

CTGAGCAGCGGTACCCTCCCTTCCT
G
CACAGTGTGAAGATCAGAGCTGCAG
ACGTCC
TCACCCGTCGTCAGAACCAAATTC

ACCGCCATGGTGCTGGCC
ACCGCCCTGGTGCCTGCC
TCAACACACCTCCCCAGGCTTG
CATGCTGTGGGCGTTCTGGAG
CAGAGGGACCAGTTGCACCTG
CAACCAGTGGCTCTGGGGACTC

2.1.8.4 Primer fiir den Nachweis von T-Zellrezeptor VB-Familien

Bezeichnung

Orientierung Sequenz (5’ 2 3’)

VB-1.se
VB-2.se
VB-3.se
VB-4.se
VB-5.1.se
VB-5.4-8.se
VB-6.se
VB-7.se
VB-8.1-2.se
V[B-8.3.se
VB-9.se
VB-10.1.se
VB-11.se
VB-12.2.se
VB-13.se
VB-14.se
VB-15.se
VB-16.se
VB-17.se
V[B-18.se
VB-19.se

sense
sense
sense
sense
sense
sense
sense
sense
sense
sense
sense
sense
sense
sense
sense
sense
sense
sense
sense
sense
sense

CCGCACAACAGTTCCCTGACTTGC
GGCCACATACGAGCAAGGCGTCGA
ACAGTGTCTCTAGAGAGAAG
TTCCCATCAGCCGCCCAAACCTAA
AGTGAGACACAGAGAAACAA
AGCTCTGAGCTGAATGTGAACGCC
TCAGGTGTGATCCAATTTC
CCTGAATGCCCCAACAGCTCTC
TGTCACCAGACTGGGAACCACCAC
TCTGGTACAGACAGACCATGAT
TTCCCTGGAGCTTGGTGACTCTGC
GCTCCAAAAACTCATCCTGTAC
TGCCAGGCCCTCACATACCTCTCA
CCAAGACACAAGGTCACAGAGACA
GTGTCACTCAGACCCCAAAATTCC
TCTCTCGAAAAGAGAAGAGGAA
CAGGCACAGGCTAAATTCTCCCTG
GCCTGCAGAACTGGAGGATTCTGG
TCCTCTCACTGTGACATCGGCCCA
CTGCTGAATTTCCCAAAGAGGGCC
TCTCAATGCCCCAAGAACGCACCC
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VB-20.1.se sense CCTCCAGCTGCTCTTCTACTC
VB-21.se sense GATTCACAGTTGCCTAAGGA
VB-22.se sense AAGTGATCTTGCGCTGTGTCCCCA
VB-23.se sense GCAGGGTCCAGGTCAGGACCCCCA
VB-24.se sense CCCAGTTTGGAAAGCCAGTGACCC
VB-25.se sense GACAGAAAGCAAAATTATATTGTGCC
CB-as antisense CGGGCTGCTCCTTGAGGGGCTGCG

2.1.8.5 Primer fiir den spezifischen Nachweis von B-Aktin

Bezeichnung Orientierung Sequenz (5’ 2 3’)
beta-Aktin_1.se sense GGATTCCTATGTGGGCG
beta-Aktin_2.rev antisense GGCGTACAGGGATAGC

2.1.8.6 Primer zur Sequenzierung und zur Bestimmung der Orientierung von Inserts, kloniert in
pcDNAS3.1V5-His-TOPO

Bezeichnung Orientierung Sequenz (5’ 2 3’)
T7.se sense TAATACGACTCACTATAGGG
BGH.rev antisense TAGAAGGCACAGTCGAGG

2.1.8.7 Primer zur Sequenzierung und zur Bestimmung der Orientierung von Inserts, kloniert in
pBullet IRES neo

Bezeichnung Orientierung Sequenz (5’ 2 3’)

pBullet.fw sense GACGGCATCGCAGCTTGGATA

2.1.8.8 Primer zur Sequenzierung und zur Bestimmung der Orientierung von Inserts, kloniert in

pDONR221
Bezeichnung Orientierung Sequenz (5’ 2 3’)
M13.fw sense TAATACGACTCACTATAGGG
M13.rev antisense TAGAAGGCACAGTCGAGG

2.1.8.9 Primer zur Genotypisierung von QUAD-KO.Bcl-2Tg Mausen

Bezeichnung Orientierung Sequenz (5’ 2 3’)

beta-Aktin.fw sense TGTTACCAACTGGGACGACA
beta-Aktin.rev antisense GACATGCAAGGAGTGCAAGA
hBcl-2.fw sense ACACGCCCCATCCAGCCGCATC
hBcl-2.rev antisense TGTGGCTCAGATAGGCACCCAG
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2.1.9 Antikorper

2.1.9.1 Antikorper fur durchflusszytometrische Analysen

Antikorper

Goat -anti-Maus-1gG1-FITC
(Fluoreszeinisothiocyanat)
anti-human-CD107a-PE-Cy5 (Cyanin 5)

anti-human-CD116-FITC (Klon 4H1)
anti-human-CD11c-PE (Phycoerythrin)
anti-human-CD13-FITC
anti-human-CD131 (Klon 1C1)-PE

Bezugsquelle

Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland

Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
eBioscience /Frankfurt am Main, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland

BD Biosciences/Heidelberg, Deutschland
eBioscience /Frankfurt am Main, Deutschland

anti-human-CD14-FITC
anti-human-CD14-PE
anti-human-CD15-PE

anti-human-CD16-FITC
anti-human-CD16-PE
anti-human-CD19-FITC
anti-human-CD20-PE
anti-human-CD3-FITC
anti-human-CD3-PE
anti-human-CD33-PE
anti-human-CD34-PE
anti-human-CD4-FITC
anti-human-CD4-PE
anti-human-CD40-PE
anti-human-CD45RA-PE
anti-human-CD4-FITC
anti-human-CD4-PE
anti-human-CD54-FITC
anti-human-CD56-PE
anti-human-CD66b-FITC
anti-human-CD8-FITC
anti-human-CD8-PE
anti-human-CD80-FITC
anti-human-CD83-PE

Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland

Miltenyi Biotec GmbH/Bergisch-Gladbach,

Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland

Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
BD Biosciences/Heidelberg, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
BD Biosciences/Heidelberg, Deutschland
BD Biosciences/Heidelberg, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland

anti-human-CD86-FITC BD Biosciences/Heidelberg, Deutschland
anti-human-CD8-FITC BD Biosciences/Heidelberg, Deutschland
anti-human-CD8-PE BD Biosciences/Heidelberg, Deutschland
anti-human-CSF2RA polyclonaler Antikérper  Trans Genic Inc./Kobe, Japan

anti-human-GM-CSF-anti Rezeptor (Klon Merck Millipore/Eschborn, Deutschland
12B7-17-A)
anti-human-HLA-A*24

anti-human-HLA-ABC-FITC
anti-human-HLA-DR-PE
anti-human-1gG-FITC
anti-human-lgG-PE
anti-human-V@3-PE

Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
BD Biosciences/Heidelberg, Deutschland

35



Material & Methoden

anti-human-Vp1-PE
anti-human-Vf11-PE

anti-human-VB12-PE (2 TRBV10-3)

anti-human-Vf13.1-PE
anti-human-Vf13.2-PE
anti-human-Vf313.6-PE
anti-human-V14-PE (2 TRBV28)
anti-human-VB16-FITC
anti-human-Vf17-PE
anti-human-V{318-PE
anti-human-Vp2-PE
anti-human-V{320-PE
anti-human-Vf21.3-FITC
anti-human-Vp22-PE
anti-human-V[323-PE
anti-human-VB3-FITC (& TRBV28)
anti-human-VB3-PE (2 TRBV28)
anti-human-Vp4-PE
anti-human-Vf5.1-PE
anti-human-Vp5.2-PE
anti-human-Vf5.3-PE
anti-human-Vp7-PE
anti-human-Vp7.2-PE
anti-human-V(8-PE
anti-human-VB9-PE (£ TRBV3-1)
anti-human-a:p-TCR-PE
anti-human-y:6-TCR-APC
anti-Maus-CD3-PE
anti-Maus-CD4-PE
anti-Maus-CD8-PE
anti-Maus-lgG1-FITC
anti-Maus-lgG1-PE
anti-Maus-lgG2a-FITC
anti-Maus-lgG2a-PE
anti-Maus-l1gG2b-FITC
anti-Maus-lgG2b-PE
anti-Maus-MHC H2-Db-PE
anti-Maus-MHC H2-IAb-FITC
anti-Maus-MHC H2-K°-PE

Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
BD Biosciences/Heidelberg, Deutschland
BD Biosciences/Heidelberg, Deutschland
BD Biosciences/Heidelberg, Deutschland
BD Biosciences/Heidelberg, Deutschland
BD Biosciences/Heidelberg, Deutschland
BD Biosciences/Heidelberg, Deutschland
BD Biosciences/Heidelberg, Deutschland
BD Biosciences/Heidelberg, Deutschland
BD Biosciences/Heidelberg, Deutschland
BD Biosciences/Heidelberg, Deutschland
BD Biosciences/Heidelberg, Deutschland
BD Biosciences/Heidelberg, Deutschland
Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
BD Bioscience/Heidelberg, Deutschland

2.1.9.2 Antikorper fiur Blockadeexperimente im ELISpot Assay

Antikorper

Bezugsquelle

anti-human-CSF2RA polyclonal antibody
anti-human-GM-CSF-a Rezeptor (Klon 12B7-

17-A)
anti-human-HLA-A*24

Trans Genic Inc./Kobe, Japan

Merck Millipore/Eschborn, Deutschland

Beckman Coulter/Krefeld, Deutschland
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2.1.9.3 Antikorper, die aus Hybridomen aufgereinigt wurden

In folgender Tabelle zusammengefasste Antikérper wurden (ber Affinitdtschromatographie aus
Hybridomuberstand aufgereinigt (vgl. Abschnitt 2.2.1.19). Die Antikorper wurden sowohl fir

durchflusszytometrische Analysen als auch fir Blockadeexperimente im IFN-y-ELISpot-Assay

eingesetzt.
Antikdrper Speazifitat Bezugsquelle g?onczkean(jt(ragggrfilrfr:ente
B1.23.2 HLA-B, HLA-C, HLA-Aw 2) 100-200 pg/ml
GAP.A3 HLA-A3 ATCC/Wesel, Deutschland 25-50 pg/ml
HB145 HLA-DR, HLA-DP, HLA-DQ ATCC/Wesel, Deutschland 50-260 ug/ml
HB55 HLA-DR ATCC/Wesel, Deutschland 50-100 ug/ml
HLA-A*24  HLA-A*24 ATCC/Wesel, Deutschland 100-200 pg/ml
OKT3 CD3 ATCC/Wesel, Deutschland 25-50 pg/ml
OKT8 CD8 ATCC/Wesel, Deutschland  25-50 pg/ml
SFR8.B6 HLA-Bw®, einige HLA-C-Allele ATCC/Wesel, Deutschland > 500 pg/ml
W6/32 (1) HLA-Klasse I-Molekile (1) 25-450 pg/ml

(1)  freundiicherweise  von |
) 2. Verfiigung gestellt,

(2) freundlicherweise von |
B - \/<rfiigung gestellt.

2.1.9.4 Antikdrper fur IEN-y-ELISpot-Assays

ELISpot-Antikdrper Bezugsquelle Verwendung

anti-human Interferon-y mAb 1-  Mabtech AB/Nacka, Primarantikérper zur Beschichtung der
D1K (Maus-lgG1) Schweden PVDF-Membran der ELISpot-Platte

anti-human Interferon-y mAb 7-  Mabtech AB/Nacka, Detektionsantikdrper fir den Nachweis

B6-1; biotinyliert (Maus-IgG1) Schweden von an den Primarantikérper gebundenem
humanen IFN-y

anti-Maus Interferon-y mAb Mabtech AB/Nacka, Primarantikérper zur Beschichtung der

AN18 (Ratte-1gG1) Schweden PVDF-Membran der ELISpot-Platte

anti-Maus Interferon-y mAb R4-  Mabtech AB/Nacka, Detektionsantikdrper fir den Nachweis
6A,; biotinyliert (Ratte-1gG1) Schweden von an den Primarantikdrper gebundenem
murinen IFN-y

2.1.9.5 Antikorper fir Western Blot-Experimente

Western Blot Antikdrper gerichtet gegen Bezugsquelle

anti-Aktin (pan) Rabbit mAb (Klon C67E7) Cell Signaling Technology/Leiden, Niederlande
ECL Esel-anti-Kaninchen-IlgG/HRP Amersham Biosciences/Freiburg, Deutschland
ECL Schaf-anti-Maus-lgG/HRP Amersham Biosciences/Freiburg, Deutschland
anti-human-GM-CSF-a Rezeptor Merck Millipore/Eschborn, Deutschland

(Klon 12B7-17-A)
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2.1.9.6 Micro Beads zur magnetischen Zellseparation

Zur Isolation entsprechender Zell-Subpopulationen wurden mit Antikbrpern beschichtete, magnetische

Micro Beads genutzt.

Magnetische MicroBeads

Bezugsquelle

CD4-Micro Beads
CD8-Micro Beads

CD19-Micro Beads
CD34-Micro Beads
CD66abce-Micro Beads

Miltenyi Biotec GmbH/Bergisch Gladbach, Deutschland
Miltenyi Biotec GmbH/Bergisch Gladbach, Deutschland

Miltenyi Biotec GmbH/Bergisch Gladbach, Deutschland
Miltenyi Biotec GmbH/Bergisch Gladbach, Deutschland
Miltenyi Biotec GmbH/Bergisch Gladbach, Deutschland

2.1.10 Losungen und Puffer

Acetatpuffer fir ELISpot-Assays

Essigsaure
Natriumacetat (0,2 N)
ddH20

AEC-Komplex fur ELISpot-Assays
3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC)
N,N-Dimethylformamid
Acetatpuffer; filtriert (0,22 pum)

4,6 ml
11,0 ml
46,9 ml

1 Tablette
2,5 ml
47,5 ml

steril filtriert (0,22 um) und vor Gebrauch 25 pl frisches H202 zugesetzt

Ammoniumacetat (10 M/7.5 M)

Ammoniumacetat
ddH20

Ammoniumchlorid (0,16 M)
Ammoniumchlorid
ddH20

Ampicillin (50 mg/ml)

Ampicillin
ddH20

Avidin-Peroxidase-Komplex fir ELISpot-Assays

Vectastain-Reagenz A
Vectastain-Reagenz B
Tween®20 (10 %)
PBS

770,0g/577,5¢
ad 1,01

8,39
ad 1,01

50,0 g
ad 1,01

1 Tropfen
1 Tropfen
0,1 mi
10,0 mi
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Coomassie-Féarbelésung
Aluminiumsulfat-(14-18)-hydrat
Ethanol

Phosphorséaure
Coomassie Brilliant Blue G-250
ddH20

Coomassie-Entfarbeldésung
Ethanol

Phosphorséaure
ddH20

DEPC-H20
DEPC
ddH20

100 g
200 ml
47 ml
0,449
ad 2,01

200 ml
47 ml
ad 2,01

2,0ml
ad 2,01

20 Minuten geruhrt, nach 24 Stunden autoklaviert, dunkel gelagert

DNA-Ladepuffer fir Agarosegele (6x)

Bromphenolblau
Xylencyanol
Glycerol

ddH20

EDTAOQO5M
EDTA
ddH20

Lysepuffer fir humane Erythrozyten

Ammoniumchlorid
Kaliumhydrogencarbonat
EDTA

ddH20

pH: 7,29

25,0 mg
25,0 mg
3,0 mi

ad 10,0 ml

18,6 g
ad 100,0 ml

8,29 ¢
109
0,0372¢g
ad 1,01

Lysepuffer fur murine Erythrozyten (TAC-Puffer, Tris-Ammoniumchlorid)

Ammoniumchlorid (0,16 M)
Tris (0,17 M)
pH: 7,2

SDS (30 %; wiv)
SDS (engl. sodium dodecyl sulfate)
ddH20

90,0 ml
10,0 ml

150,0 g
ad 500,0 ml
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Essigséaure (0,2 N)

Essigsaure (96 %)
ddH20

FACS-Fixierungslosung

Formaldehydlésung (37 %)
PBS

FACS-Puffer

11,3 g
ad 1,01

1,35 ml
ad 50,0 ml

BSA (Rinderserumalbumin, engl. bovine serum albumin) 5,0 g

EDTA (0,5 M)
PBS
pH: 7

Formaldehydgel, denaturierend (0,8 %)

Agarose

ddH20

MOPS-Puffer (10x)
Formaldehydlosung (37 %)
GelRed

MACS-Puffer

BSA (0,5 %)

EDTA (2 mM)

PBS

steril filtriert (0,22 um)

Mausschwanz-Lysepuffer
Tris (50 mM)

NaCl (100 mM)

EDTA (100 mM)

SDS (1 %)

Proteinase K

ddH20

MOPS-Puffer (10x)
(N-Morpholino)-Propansulfonsédure (MOPS)

Natriumacetat pH7 (3 M)
EDTA, pH8 (0,5 M)
ddH20

0,345¢
ad 500,0 ml

0,56 g
ad 56,0 ml
7,0 ml
7,0 ml
2,0 ul

25¢
0,29 ¢
ad 0,51

6,057 g
5,844 g
29,224 g
10 ml

20 pl

ad 1,01

41,869
16,7 ml
10,0 ml
ad 1,01
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MOPS-Puffer (1x)
MOPS (10x)
H20pEerc

Natriumacetat (0,2 N)

Natriumacetat
ddH20

Natriumacetat (3 M)

Natriumacetat
ddH20

PBS (1x)

Instamed PBS-Pulver
ddH20

RNA-Ladepuffer fur Agarosegele

Formamid (deionisiert)
Formaldehydlosung (37 %)
MOPS-Puffer (10x)
Bromphenolblau (2 %)
H20Opepc

TBE-Puffer (Tris-Borsaure-EDTA, 0,5x)

TBE-Puffer (10x)
ddH20

TBS (engl. Tris-buffered saline;10x)

Natriumchlorid
Trizma® Base
ddH20
pH: 7,6

TBS (1x)
TBS (10x)

ddH20

TBS-T (0.05 % Tween®20)
TBS (1x)

Tween®20

100,0 ml
900,0 ml

16,4 g
ad 1,01

24,6 g
ad 100,0 ml

95,5¢9
ad 10,01

100 pl
70 ul
50 ul
20 pl
271 pl

50,0 ml
ad 1,01

87,66 g
24,23 g
ad 1,01

100 ml
ad 1,01

1,01
500 pl
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Towbin-Transferpuffer (1x)

Towbin-Transferpuffer (10x)
ddH20
Methanol

Tris (0,17 M)
Tris

ddH20

pH: 7,65

Trypanblau (Gebrauchslésung)

Stocklésung A
Stocklésung B
filtriert (0,22 um)

Trypanblau, Stocklésung A, (0,2 %)

Trypanblau
ddH20

Trypanblau, Stocklésung B, (4,5 % NaCl)

Natriumchlorid (NaCl)
ddH20

Western Blot Antikérper-Losung
Milchpulver oder BSA
TBS-T oder TBS

Western Blot Blocking-Lésung

Milchpulver
TBS-T

Western Blot Zelllysepuffer
Natriumchlorid (150 mM)
INP-40 (1%)

Tris pH8 (50 mM)

ddH20

2.1.11 Bakterienndhrmedien

Einfriermedium (60 % Glycerol)

Glycerol
LB-Medium

100 ml
ad 1,01
220 ml

20,6 g
ad 1,01

37,5 ml
12,5 ml

lg
ad 500,0 ml

2259
ad 500,0 ml

3-5¢g
ad 100 ml

59
ad 100 ml

250 mg
300 ul
1,5mi
ad 30 ml

30,0 ml
ad 50,0 ml
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LB-Agar

LB-Medium 0,51
Bacto-Agar 7549
LB-Medium (engl. lysogeny broth)

Trypton 1009
Hefeextrakt 5049
Natriumchlorid (NaCl) 10,09
ddH-0 ad 1,01
2.1.12 Zellkulturndhrmedien

AIM-V humankomplett

AIM-V + L-Glutamin

Humanserum (hitzeinaktiviert, 45 min/56 °C) 10 %

In AIM-V humankompier-Medium wurden humane PBMC, T-Zellen, Monozyten, Granulozyten, CD19*

Zellen, CD34* Zellen und Leukadmiezellisolate kultiviert.

DMEMphoenix-AMPHO

DMEM

L-Glutamin 2mM
FCS (hitzeinaktiviert, 45 min/56 °C) 10 %
Penicillin 500 IU/ml
Streptomycin 500 pg/ml
HEPES 25 mM
Nicht-essentielle Aminoséauren (NEAA) 1x

Das Medium DMEMpheenix-ampHo diente der Kultivierung der Phoenix-AMPHO-Zelllinie.

Einfriermediumgcs
FCS (hitzeinaktiviert, 45 min/56 °C)
DMSO 10 %

Einfriermediumecs wurde fur die Kryokonservierung von 293T-Zellen, sowie samtlicher Maus-,

Melanom-, Leukdmie- und EBV-B-Zelllinien genutzt.

Einfriermediumys

Humanserum (hitzeinaktiviert, 45 min/56 °C)
DMSO 10 %

Humane PBMC, T-Zellen, Monozyten, Granulozyten, CD19* Zellen, C34* Zellen, DC sowie

Leukamiezellisolate wurden in Einfriermediumys eingefroren.
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MEM amutz3

MEM a

L-Glutamin

FCS (hitzeinaktiviert, 45 min/56 °C)
Penicillin

Streptomycin

2-Mercaptoethanol

konditioniertes Medium der humanen
Blasenkarzinomzelllinie 5637

2 mM

10 %

500 IU/ml
500 pg/ml
50 uMm

10 %

Die Kultivierung der MUTZ-3-Zelllinie erfolgte in MEM amutz-3-Medium.

MEM QOMUTZ-3-Differenzierung
MEM a

L-Glutamin

FCS (hitzeinaktiviert, 45 min/56 °C)
Penicillin

Streptomycin

2-Mercaptoethanol

2 mM

10 %

500 IU/ml
500 pg/ml
50 UM

MEM omutz-3-bifterenzierung-Medium wurde fir die Zelllinie MUTZ-3 wéhrend der Differenzierung zu unreifen

(imDC, engl. immature dendritic cell) und reifen (mDC, engl. mature dendritic cell) Dendritischen Zellen

verwendet.

MEM am-o7e

MEM a

L-Glutamin

FCS (hitzeinaktiviert, 45 min/56 °C)
Penicillin

Streptomycin

konditioniertes Medium der humanen

Blasenkarzinomzelllinie 5637

2mM
20 %
500 IU/ml
500 pg/ml

20 %

Im Medium MEM aw-o7e erfolgte die Kultivierung der Zelllinie M-07e.

RPMIBiockade
RPMI 1640 + L-Glutamin
FCS (hitzeinaktiviert, 45 min/56 °C)

10 %

RPMiIsiockade Wurde fiir die Blockade von ELISpot-Platten verwendet.
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RPMlIbc
RPMI 1640 + L-Glutamin

Humanserum (hitzeinaktiviert, 45 min/56 °C)

Penicillin

2%
500 pg/ml

RPMIbc-Medium wurde fir die Differenzierung von humanen Monozyten zu imDC und mDC genutzt.

RPMI humanTransduktion
RPMI 1640 + L-Glutamin

Humanserum (hitzeinaktiviert, 45 min/56 °C)

Penicillin
Streptomycin
HEPES

10 %

500 IU/ml
500 pg/ml
25 mM

Das Medium RPMI humanTransdukion Wurde fir die Kultivierung humaner PBMC sowie der Phoenix-

AMPHO-Zelllinie wahrend der Transduktion verwendet.

RPM|komQIett
RPMI 1640 + L-Glutamin

FCS (hitzeinaktiviert, 45 min/56 °C)
Penicillin

Streptomycin

10-20 %
500 IU/ml
500 pg/ml

RPMiIkomplett Wurde, sofern nicht anders angegeben, fur die Kultivierung von murinen T-Zellen,
293T-Zellen sowie samtlicher Maus-, AML-, CML-, ALL-, APL-, Melanom- und EBV-B-Zelllinien

verwendet.

RPMlIse37

RPMI 1640 + L-Glutamin

FCS (hitzeinaktiviert, 45 min/56 °C)
Penicillin

Streptomycin

2-Mercaptoethanol

10 %

500 1U/ml
500 pg/ml
50 pMm

In RPMIss37 wurde die humane Blasenzellkarzinomlinie 5637 kultiviert.

2.1.13 Bakterienstamme

E.coli-Stamm

Genotyp, relevante Eigenschaften

DH10B™ A(ara-leu) 7697 araD139 fhuA AlacX74 galK16 galE15 el4-
$80dlacZAM15 recAl relAl endAl nupG rpsL (StrR) rph spoTl

A(mrr-hsdRMS-mcrBC)

One Shot® ccdB Survival™2  F mcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBC) f80lacZDM15 DlacX74 recAl

T1 Phage Resistent
One Shot®Top 10

araD139 D(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG fhuA::1S2
F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) f80dlacZDM15 DlacX74 recAl

araD139 D(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG A
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XL10-Gold TetrD(mcrA)183 D(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1
recAl gyrA96 relAl lac Hte [F" proAB laclgZDM15 Tn10 (Tetr) Amy
Camr].

2.1.14 Eukaryotische Zelllinien

Priméare hamatopoetische Zellen
PBMC wurden aus Buffy Coats (BC) bzw. Vollblut aufgereinigt (vgl. Abschnitt 2.2.1.5), welche bzw.

welches freundlicherweise von - |EEEEEEEE—
I  -ur  Verfigung  gestellt wurden. Die fir die

Kreuzerkennungsexperimente im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten allogenen AML- und CML-
Zellisolate entstammen dem Knochenmark bzw. therapeutischen Leukapheresen von
Leukémiepatienten der Ill. Medizinischen Klinik der Universitatsmedizin der Johannes Gutenberg-

Universitat Mainz, Deutschland.

B78H1
B78H1 ist ein nicht-pigmentierter, HLA-Klasse I-negativer, von der murinen B16-Melanomzelllinie

stammender Klon®,

HEK 293T-Zellen

Die Zelllinie HEK 293T (ATCC® CRL-3216™) ist eine Weiterentwicklung der humanen, embryonalen
Nierenzelllinie HEK 293, welche durch das transformierende Gen des Adenovirus-Typ 5 immortalisiert
wurde*3290 HEK 293T-Zellen wurden zusatzlich mit dem groRen T-Antigen des SV40-Virus (engl.
simian virus 40) stabil transfiziert43201, Daher ist die Zelllinie dazu befahigt, Vektoren mit dem SV40-
Replikationsursprung episomal zu replizieren, was zu hohen Expressionsraten der in die transfizierten
Plasmide inserierten Gensequenzen fiihrt. Die 293T-Zelllinie wurde freundlicherweise || Gz

Y, - Verfuigung gestellt.

HEL
Die Zelllinie HEL (DSMZ ACC 11) wurde aus dem peripheren Blut eines 30-jahrigen Patienten mit akuter
Erythroleukamie (FAB M6) generiert2°2, (1)

HL-60

Die Zelllinie HL-60 (ATCC® CCL-240™) wurde aus dem peripheren Blut einer 36-jahrigen Patientin mit
akuter myeoblastischer-Leukamie mit Ausreifung (FAB M2) generiert?°3294, Die myeloblastischen Zellen
kénnen durch Supplementierung des Mediums mit DMSO zu neutrophilen Granulozyten differenziert

werden?%, die phagozytotische Aktivitat aufweisen sowie auf chemotaktische Stimuli ansprechen?%. (1)

Jurkat-76
Die Zelllinie Jurkat-76 wurde aus dem peripheren Blut eines 14-jahrigen T-Zell-Leuk&mie-Patienten
etabliert?%’. Der Klon 76 ist defizient hinsichtlich endogener TCR-Ketten-Expression und erlaubt daher

eine Expressionsevaluierung transfizierter bzw. transduzierter TCR-Ketten?°®, Die Zelllinie wurde

freundlicherweise von || G -1 \/<fiigung gestellt.
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K562

Die Zelllinie K562 (ATCC® CCL-243™) wurde aus dem Pleuraerguss einer 53-jahrigen Patientin mit
chronischer myeloischer Leukadmie in der terminalen Blastenkrise generiert?2%®, Die undifferenzierten
Zellen sind der granulozytischen Reihe zuzuordnen. Sie sind negativ hinsichtlich der Expression von
HLA-Klasse I- sowie HLA-Klasse II-Molekilen, und erlauben daher eine unspezifische Erkennung durch

NK-Zellen auszuschlieRen43.

KCL-22
Die Zelllinie KCL-22 (DSMZ: ACC 519) wurde aus dem Pleuraerguss einer 32-jahrigen Patientin mit
Philadelphiachromosom-positiver, chronischer myeloischer Leukdmie wahrend der Blastenkrise

etabliert?!°. Die unreifen, undifferenzierten Zellen differenzieren in vivo zu Granulozyten?'*. (1)

LAMA-84
Die Zelllinie LAMA-84 (DMSZ: ACC 168) wurde aus dem peripheren Blut einer 29-jahrigen Patientin mit
chronischer myeloischer Leukamie einen Monat nach Ausbruch der Blastenkrise generiert. Die Zellen

weisen charakteristische Marker von Megakaryozyten und erythroiden Zellen auf?2. (1)

M-07e

Die Zelllinie M-07e (DSMZ: ACC 104) entstammt dem peripheren Blut eines einen Monat alten
Madchens mit akuter Megakaryoblastenleukéamie (FAB M7). Sie ist ein Zytokin-abhangiger Subklon der
Megakaryoblastenleuk@amiezelllinie M-07213.214_ (1)

MOLM-14
Die Zelllinie MOLM-14 wurde aus dem peripheren Blut eines 20-jahrigen Patienten zum Zeitpunkt des
Ruckfalls einer akuten Monoblastenleukdmie (FAB Mb5a) als Folge eines Myelodysplastischen

Syndroms generiert?15, (1)

MUTZ-3

Die Zelllinie MUTZ-3 (DSMZ: ACC 295) wurde aus dem peripheren Blut eines 29-jahrigen Patienten mit
akuter Myelomonozytenleukamie (FAB M4) zum Zeitpunkt der Diagnose generiert?16, Die Zellen weisen
morphologisch sowie immunophanotypisch Monozytencharakteristiken auf. Sie kdnnen durch
entsprechende Zytokingabe (vgl. Abschnitt 2.2.1.20) zu unreifen und reifen DC differenziert

werden?17.218,

MV4-11
Die Makrophagen-Zelllinie MV4-11 (ATCC® CRL-9595™) wurde generiert aus dem peripheren Blut

eines zehnjahrigen Patienten mit biphanotypischer B-Myelomonozytenleukamie?®°. (1)

NB4
Die Zellinie NB4 wurde aus dem Knochenmark einer 24-jahrigen Patientin mit akuter
Promyelozytenleukédmie (FAB M3) nach dem zweiten Rezidiv etabliert??. Die Zellen weisen eine

myeloblastische Morphologie auf. (1)
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NOMO-1
Die Zelllinie NOMO-1 (DMSZ ACC 542) wurde aus dem Knochenmark einer 31-jahrigen Patientin mit

akuter myeloischer Leukamie (FAB M5a) zum Zeitpunkt des zweiten Rezidivs generiert’. (1)

Phoenix-AMPHO

Die Zelllinie Pheonix-AMPHO (Achacoso and Nolan, unpub.)?2* wurde freundlicherweise von |l
e, -
Verfiigung gestellt. Die Retrovirus-Verpackungszelllinie der zweiten Generation ist transgen fur
retrovirale Polymerase-, Struktur- sowie amphotrope Hiillproteine, um eine Helfervirus-unabhangige
Retrovirenproduktion zu ermdglichen. Die Transgene unterliegen dabei anstelle dem Moloney Maus-
Leukdmievirus entstammenden Promoter dem CMV Promoter/Enhancer (Cytomegalievirus), um die
Gefahr der Rekombination zu eliminieren. Phoenix-AMPHO-Zellen zeichnen sich zudem durch ihre

hohe Transfizierbarkeit aus, sowie fir inre Fahigkeit, DNA episomal zu erhalten und zu replizieren

RS4;11

Die Lymphoblasten-Zelllinie RS4;11 (ATCC® CRL-1873™) stammt aus dem Knochenmark einer 32-
jahrigen Patientin mit akuter lymphatischer Leukamie (ALL)??2 und weist charakteristische Merkmale
der B-Zellreihe auf. (1)

THP-1
Die THP-1-Zelllinie (ATCC® TIB-202™) wurde aus dem peripheren Blut eines einjahrigen Kindes mit
akuter Monozytenleukdmie (FAB M5) etabliert. Ph&notypisch sind die Zellen Monozyten

zuzuordnen??3, (1)

U-937
Die Zelllinie U-937 (ATCC® CRL-1593.2™) wurde aus dem Pleuraerguss eines 37-jahrigen Patienten
mit diffus histiozytischem Lymphom generiert?24, Die Zellen (FAB M5) entstammen der myeloiden Reihe

und weisen Charakteristiken von unreifen Monoblasten bzw. Makrophagen auf. (1)

Zelllinien aus dem Melanommodell Ma-Mel-86

Die Melanomzelllinien Ma-Mel-86a, -86b, -86c und -86f wurden aus unterschiedlichen
Lymphknotenmetastasen einer Melanompatientin (Ma-Mel-86/INTH) generiert (vgl. Abschnitt 1.3)43. Sie
unterscheiden sich in charakteristischer Weise hinsichtlich inrer HLA-Klasse I-Expression. Ma-Mel-86a
exprimiert alle HLA-Klasse I-Molekiile, wohingegen Ma-Mel-86b und -86f defizient fur jegliche HLA-
Klasse I-Molekul-Expression sind; Ma-Mel-86¢ weist lediglich einen Verlust von einem HLA-Klasse I-
Haplotypen auf (vgl. Abb. 1.9)*3. Zusétzlich stand eine EBV-transformierte lymphoblastoide B-Zelllinie
(INTH-EBV-B) zur Verfigung (vgl. Abschnitt 2.2.1.8)*3.

Die Zelllinien wurden freundlicherweise von ]
I, - \/erfigung gestellt.

(1)  Freundiicherweise  von |
I - Verfiigung gestellt.
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2.1.15 Mausstamme

Mausstamm Bezugsquelle

C57BL6/J wt (wildtyp) Jackson Laboratory/Bar Harbor, USA

QUAD-KO.Bcl-2Tg freundlicherweise von
zur Verfliigung gestellt

Die Mause wurden in der Zentralen Versuchstiereinrichtung der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz
nach aktuellen Richtlinien gehalten und geziichtet. Alle Versuche wurden unter Einhaltung des derzeitig

geltenden Tierschutzgesetzes bzw. der Tierschutzversuchstierverordnung durchgefihrt.

2.1.16 Software

Programm Hersteller/Firmensitz

BD FACS Diva Software BD Biosciences/Heidelberg, Deutschland

BioDocAnalyze Biometra/Gottingen, Deutschland
EditSeq DNA Star/Madison, USA

FinchTV Geospiza/Seattle, USA

FlowJo Vers.7.2.5 Tree Star, Inc./Ashland, USA
ImageLab™ Bio-Rad GmbH/Minchen, Deutschland
ImmunoSpot® C.T.L. Europe GmbH/Bonn, Deutschland
MegAlign DNA Star/Madison, USA

SegMan DNA Star/Madison, USA

SnapGene GSL Biotech LLC/Chicago, USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Zellkultur

Um Kontaminationen jeglicher Art zu vermeiden bzw. Sterilitdt zu gewahrleisten, erfolgte die
Durchfiihrung samtlicher zellbiologischer Methoden unter der Sicherheitswerkbank. Ausnahmen stellten
hierfir lediglich das Mikroskopieren und Zahlen der Zellen dar. Sowohl Arbeitsflachen der
Sicherheitswerkbank als auch Verbrauchsmaterialien und Handschuhe wurden vor Benutzung mit
70 %-igem Ethanol desinfiziert. Kultiviert wurden die eukaryotischen Zellen im Brutschrank bei 37 °C
und einem CO:z-Partialdruck von 5 % in einer Wasserdampf-gesattigten Atmosphére. Die verwendeten
Zellkulturmedien sind unter Abschnitt 2.1.12 aufgefihrt. Adhéarente Zellen wurden bei 90 %-iger
Konfluenz passagiert. Dazu wurden diese zuerst fir finf Minuten durch Inkubation in Trypsin-EDTA-
Losung bzw. mechanisch vom Boden der Zellkulturflasche abgeldst, in PBS suspendiert und
abzentrifugiert (1500 rpm/5 min, engl. revolutions per minute). Nach anschliel3ender Resuspendierung
im entsprechenden Zellkulturmedium wurden die Zellen gezéahlt und mit ihrer zelllinienspezifischen
Dichte ausgeséat. Suspensionszellen wurden zweimal pro Woche subkultiviert und dabei, je nach

Zelllinie, auf 0,05 — 5x108 Zellen/ml eingestellt.

2.2.1.2 Bestimmung der Zellzahl und Viabilitat

Zellzahlen wurden unter dem Phasenkontrastmikroskop in einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer
ermittelt. Zur Viabilitatsbestimmung der Zellen wurde Trypanblau genutzt, welches lediglich geschadigte
oder tote Zellen blau anféarbt und dadurch eine Unterscheidung zu weiterhin hell leuchtenden, vitalen
Zellen ermdglicht*3.

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 40 pl einer Zellsuspension im Verhéltnis 1:2 mit der Trypanblau-
Gebrauchslésung (vgl. Abschnitt 2.1.10) verdiinnt und in die Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer tGberflhrt.

Um die jeweilige Zellzahl/ml zu ermitteln, wurde von folgender Formel Gebrauch gemacht*3;

Anzahl der gezahlten vitalen Zellen
ausgezahlte GroRquadrate x Kammertiefe [0,2 mm]

x Verdiuinnungsfaktor x 108 = Zellzahl/ml

2.2.1.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zur Langzeitlagerung der Zellen wurden diese portionsweise in 1 ml des entsprechenden
Einfriermediums (vgl. Abschnitt 2.1.12) aufgenommen und eingefroren. Fur die Kryokonservierung von
293T-Zellen sowie samtlicher Maus-, Melanom- und EBV-B-Zelllinien wurde Einfriermediumecs genutzt,
humane T-Zellen und humane DC wurden in Einfriermediumus eingefroren?s,

Um ein moglichst zellschonendes Einfrieren zu erreichen, wurden die Einfrierréhrchen in mit
Isopropanol gefillten Kryoboxen tiefgekuhlt. Diese gewdhrleisten ein Abkihlen des Inhalts um -1 °C pro
Minute. Nach 24 Stunden wurden die Zellen in die Stickstoffbank Gberfuhrt.

Zum Auftauen der Zellen wurden diese im Wasserbad bei 37 °C leicht angetaut, in vorgewarmtem
Medium aufgenommen und zweimal gewaschen, bevor sie gezahlt und in Kultur genommen wurden43,
Da das im Einfriermedium enthaltene DMSO bei Raumtemperatur toxisch fur Zellen ist, wurde stets

darauf geachtet, den Einfrier- und Auftauprozess moglichst ziigig durchzuftihren43,
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2.2.1.4 Isolierung von murinen Splenozyten

Nach Opferung der Mause durch zervikale Dislokation wurden die Milzen unter sterilen Bedingungen
prapariert und sofort in RPMIkempiet homogenisiert. Nach Filterung der Zellsuspension durch 100 pm
Nylon-Zellsiebe erfolgte die Erythrozytenlyse fiur drei Minuten in 3 ml TAC-Puffer (Tris-
Ammoniumchlorid). Nach zweimaligem Waschen mit je 10 ml RPMlkomplett Wurden die Splenozyten

gezéhlt und entsprechend ihrem Verwendungszweck fir nachfolgende Versuche ausplattiert.

2.2.1.5 Isolierung humaner peripherer Blutlymphozyten aus Buffy Coats/Heparin-Vollblut und

Erythrozytenlyse

Periphere mononukleére Zellen (engl. peripheral blood mononuclear cells, PBMC) wurden aus Vollblut
bzw. ,Buffy Coats” durch Ficoll-basierte Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Das Blut wurde dazu
zunachst 1:2 mit PBS verdiinnt und 15 ml Ficoll im 50 ml Réhrchen vorsichtig damit Gberschichtet. Nach
15-mindtiger Zentrifugation bei 2500 rpm ohne Bremse zeichneten sich die PBMC als milchige
Interphase zwischen Plasma- und Ficollschicht ab, welche mit einer Pipette vorsichtig abgenommen
wurde. Sofern das Pellet nach dreimaligem Waschen mit PBS noch eine starke Rotfarbung aufwies,
wurde eine Erythrozytenlyse durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen fur drei Minuten auf Eis mit 3-5 ml
Lysepuffer (vgl. Abschnitt 2.1.10) inkubiert und anschlieRend ein weiteres Mal mit PBS gewaschen.

Abhangig von dem nachfolgenden Verwendungszweck wurden die PBMC kryokonserviert (vgl.
Abschnitt 2.2.1.3) oder zur Isolierung von CD3*, CD4* oder CD8* T-Lymphozyten, CD19* B-
Lymphozyten bzw. zur Generierung von EBV-B-Zelllinien und unreifen sowie reifen DC aus Monozyten

genutzt4s,

2.2.1.6 Isolierung hamatopoetischer Zellen durch magnetische Zellseparation

Die Isolierung hamatopoetischer Zellsubpopulationen erfolgte mittels magnetischer ,Micro Beads* der
Fa. Miltenyi (MACS, engl. magnetically activated cell sorting), deren Oberflache mit Antikorpern —
gerichtet gegen spezifische CD-Oberflachenmarker der entsprechenden zu isolierenden
Zellsubpopulation — beschichtet ist.

Nach dem Waschen der PBMC mit MACS-Puffer (vgl. Abschnitt 2.1.10) wurden je 10x10% Zellen mit
20 pl anti-CD-Micro Beads in 80 ul MACS-Puffer fir 15 Minuten bei 4 °C inkubiert. AnschlieRend wurden
die Uberschissigen Micro Beads ausgewaschen und die an die magnetischen Micro Beads gebundenen
Zellen in 500 pl MACS-Puffer Uber eine Magnetsaule nach Angaben des Herstellers aufgereinigt.

Die Isolierung von neutrophilen Granulozyten erfolgte aus Vollblut. Sie wurden zundchst mit Biotin-
konjugierten anti-CD66abce-Antikérpern markiert und anschlielend durch magnetische Streptavidin-
gekoppelte Micro Beads Uber eine Magnetséule separiert.

Nach der Aufreinigung wurde die Reinheit der isolierten Zellsubpopulationen durch Féarbung
charakteristischer CD-Marker durchflusszytometrisch kontrolliert (vgl Abschnitt 2.2.1.18). T-Zellen
wurden dabei anhand ihrer CD3-, CD4- bzw. CD8-Expression charakterisiert. Granulozyten wurden auf
die Oberflachenexpression des Markers CD66b, B-Zellen auf die Expression von CD19 und
héamatopoetische Blutstammzellen auf die Prasenz von CD34 getestet.

Sowohl die positiven, als auch die negativen Zellfraktionen (Durchlauf) wurden fir spétere

Anwendungen kryokonserviert oder in Kultur genommen.
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2.2.1.7 Generierung von Fast-DC aus plastikadharenten Monozyten

Fast-DC wurden analog zu Dauer et al. generiert??>, Dazu wurden zunachst 10-15x10® PBMC pro
Testeinheit (TE) einer 6-Loch-Zellkulturplatte in je 3 ml RPMIbc (vgl. Abschnitt 2.1.12) fir 90 min im
Brutschrank inkubiert, bis eine Adharenz der Monozyten erreicht war. Anschlieend wurden die nicht-
adhérenten Zellen durch dreimaliges Waschen mit warmem PBS abgespilt und die Monozyten in
RPMiIpc mit 1.000 IU/ml GM-CSF und 500 1U/ml Interleukin 4 (IL-4) fur 24 Stunden bei 37 °C/5 % CO:
inkubiert, um unreife dendritische Zellen (imDC, engl. immature dendritic cell) zu generieren. Diese
konnten nun unter der Verwendung von TripLE™ Express bei Bedarf geerntet werden. Die
Ausdifferenzierung zu reifen DC (mDC, engl. mmature dendritic cell) erfolgte im néchsten Schritt durch
Inkubation fir 48 Stunden in RPMIloc, supplementiert mit 10 ng/ml Interleukin-1B8 (IL-1B), 10 ng/mi
Tumornekrosefaktor a (TNFa), 1.000 1U/ml Interleukin 6 (IL-6) und 1 pg/ml Prostaglandin E2 (PGE-z).
Die Reinheit sowie das Mall der Ausreifung wurde durchflusszytometrisch anhand der
Oberflachenexpression der DC-Marker CD80, CD83 und CD86 im Vergleich zu der Expression des
Monozytenmarkers CD14 bestimmt (vgl Abschnitt 2.2.1.18).

2.2.1.8 Generierung EBV-immortalisierter B-Zelllinien aus humanen PBMC

Samtliche im Folgenden genannte Arbeitsschritte wurden in einem Gentechniklabor der
Sicherheitsstufe 2 durchgefiihrt. Die zur Immortalisierung verwendeten EBV-Uberstande wurden durch
die Zelllinie B95-8 produziert. Dazu wurden die Zellen wie unter Abschnitt 2.2.1.3 beschrieben aufgetaut
und fur drei Tage in RPMIlkomplett kultiviert. Danach wurden 1x10¢ der adharenten, sowie 1x10° der in
Suspension gebliebenen Zellen in 25 ml RPMlkomplett flir zwo6lf Tage im Brutschrank inkubiert.
AnschlieRend wurden die Uberstande bei 1500 rpm fiir fiinf Minuten abzentrifugiert und durch 0,45 pm-
Filtereinheiten filtriert. Die Lagerung der EBV-Uberstande erfolgte in der Stickstoffbank.

Zur Generierung EBV-immortalisierter B-Zelllinien wurden humane PBMC aufgetaut (vgl. Abschnitt
2.2.1.3) und je 10x108 Zellen in 10 ml AIM-V humankompiet pro 15-ml-Réhrchen aufgenommen. Nach
Zentrifugation von funf Minuten bei 1500 rpm wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet in
500 pl EBV-Uberstand resuspendiert. Nach dreistiindiger Inkubation bei 37 °C und 5 % CO2 wurden die
Zellen in 5 ml RPMlkomplett aufgenommen und mit 2 pl Cyclosporin A (CSA) supplementiert, um eine,
durch die EBV-Infektion autologer B-Zellen induzierte, Proliferation zytotoxischer T-Zellen zu
verhindern??6, Die Inkubation erfolgte in aufrecht stehenden 25 cm?-Gewebekulturflaschen bei 37 °C
und 5 % CO2. Nach 24 Stunden wurden die Zellen erneut abzentrifugiert und in frischem RPMIlkomplett
resuspendiert. Die Zellen wurden erneut in aufrecht stehenden 25 cm?-Gewebekulturflaschen im
Brutschrank inkubiert, bis sich das Medium gelb verfarbte und die Zellen kleine Klimpchen bildeten.
Von da an wurden die Gewebekulturflaschen liegend inkubiert und die Zellsuspension zweimal
wadchentlich subkultiviert (vgl. Abschnitt 2.2.1.1) bzw. kryokonserviert (vgl. Abschnitt 2.2.1.3).

2.2.1.9 Generierung tumorspezifischer T-Lymphozyten in MLTC

Die Anreicherung von CD8* tumorreaktiven T-Lymphozyten erfolgte durch Stimulation von PBMC mit
autologen Tumorzellen in gemischten Lymphozyten-Tumorzellkulturen (MLTC, engl. mixed lymphocyte-
tumor cell culture) 43,

Dazu wurden zunéachst kryokonservierte PBMC aufgetaut (vgl. Abschnitt 2.2.1.3) und das Pellet mit 1 ml
DNase (1mg/ml) fir finf Minuten bei Raumtemperatur (RT) inkubiert, um einem Verklumpen der Zellen
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vorzubeugen. Vor einer ersten Stimulation wurden daraus mittels magnetischer Zellseparation (vgl.
Abschnitt 2.2.1.6) CD8* T-Lymphozyten isoliert, um ein Uberwachsen der CD8* MLTC-
Responderpopulation durch schneller wachsende CD4* T-Lymphozyten zu umgehen. AnschlieRend
wurden pro Testeinheit einer 24-Loch-Zellkulturplatte 1x10® CD8-angereicherte PBMC in 1 ml
AIM-Viomplett ausgesat und je 1x10% Tumorzellen sowie 2x105 Zellen der CD8-negativen Population,
jeweils bestrahlt bei 10.000 Rad (100 Gy), in 1 ml AIM-Vwomplett ZUugegeben. Nach dreitégiger Inkubation
bei 37 °C und 5 % CO: erfolgte ein Mediumswechsel zu AIM-Vkomplett und 1L-2 in einer Endkonzentration
von 250 IU/ml. Einmal wochentlich wurde die Restimulation der T-Lymphozyten (vgl. Abschnitt 2.2.1.10)
durchgefiihrt*3,

2.2.1.10 Klonierung von T-Zellen durch Grenz-Verdiinnungsverfahren

CD8* MLTC-Responderlymphozyten wurden durch Grenz-Verdinnungsverfahren in 96-Loch-

Rundbodenzellkulturplatten kloniert43.

Dazu wurden die T-Lymphozyten schrittweise nach folgendem Schema verdinnt:

e Verdinnung I: 100.000 T-Lymphozyten/mi
— 500.000 T-Lymphozyten, aufgenommen in 5 ml AIM-Viomplett

e Verdinnung II: 10.000 T-Lymphozyten/ml
— 500 pl der Verdiinnung | und 4,5 ml AIM-Vkomplett

e Verdunnung lll: 1.000 T-Lymphozyten/mi
— 500 pl der Verdiinnung 1l und 4,5 ml AIM-Vkomplett

e Verdinnung IV: 100 T-Lymphozyten/ml
— 2 ml der Verdiinnung 11l und 18 ml AIM-Vkomplett

Die Verdinnung IV wurde dann dazu verwendet, zehn 96-Loch-Zellkulturplatten mit einem
T-Lymphozyten/Testeinheit (TE), eine Platte mit drei T-Lymphozyten/TE und eine Platte mit 0,3
T-Lymphozyten/TE anzusetzen. Dazu wurden je 100 ul der T-Zellsuspension pro TE der 96-Loch-
Rundbodenzellkulturplatte ausplattiert, woftr Verdinnung IV nochmals wie nachfolgend dargelegt

verdiinnt wurde*3:

o fir jede Platte mit einem T-Lymphozyten/TE (2 10 T-Lymphozyten/ml)

— 1,1 ml von Verdinnung IV und 9,9 ml AIM-Vkomplett

o fir jede Platte mit drei T-Lymphozyten/TE (& 30 T-Lymphozyten/ml)
— 4,5 ml von Verdinnung IV und 11,25 ml AIM-Vkomplett

o fir jede Platte mit 0,3 T-Lymphozyten/TE (2 3 T-Lymphozyten/ml)

— 1,5 ml von Verdinnung IV und 12 ml AIM-Vkomplett

Dazu wurden als Stimulatorzellen pro Testeinheit 3.000 Tumorzellen und als feeder-Zellen 50.000 EBV-
B-Zellen, jeweils bestrahlt bei 10.000 Rad (100 Gy), in 100 pl AIM-Vkomplett, SUpplementiert mit 250 [U/m|
IL-2 gegeben?3,
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Die daraus resultierenden CTL wurden expandiert, indem sie analog zu Wolfel et al.??” einmal
wochentlich mit den autologen Melanomlinien restimuliert wurden. Dazu wurden, abhangig von der
GroRe der verwendeten Zellkulturplatte die in folgender Tabelle (Tabelle 2-1) zusammengefassten

Stimulator- und feeder-Zellzahlen eingesetzt*3.

Tabelle 2-1: Stimulatorzellzahlen fur T-Zellklonierung.

Zellkulturplatte Verwendete Stimulator- und feeder-Zellezahlen pro TE

3.000 autologe Tumorzellen
50.000 allogene EBV-B-Zellen
20.000 autologe Tumorzellen
50.000 allogene EBV-B-Zellen
50.000 autologe Tumorzellen

100.000 allogene EBV-B-Zellen
100.000 autologe Tumorzellen
24-Loch- Zellkulturplatten 200.000 allogene EBV-B-Zellen

96-Loch-Rundbodenzellkulturplatten
96-Loch-Flachbodenzellkulturplatten

48-Loch- Zellkulturplatten

2.2.1.11 Unspezifische Expansion der CD8* Lymphozyten

2.2.1.11.1 Unspezifische Expansion der humanen CD8* Lymphozyten mit OKT3

2.2.1.11.1.1 Expansion von T-Zellklonen

OKT3 ist ein monoklonaler Antikdérper (mAb, engl. monoclonal antibody), der die e-Ketten der CD3-
Molekile auf der Oberflache von T-Zellen bindet und der seine therapeutische Anwendung in der
immunsuppressiven Behandlung akuter Abstof3ungsreaktionen nach Organtransplantation findet. Die
Wirkung beruht darauf, dass die T-Zellen durch die Bindung des Antikdrpers an die CD3-Molekiile zwar
unspezifisch aktiviert, in ihrer Effektorfunktion jedoch blockiert und Antikdrper-markierte T-Zellen durch
das Immunsystem eliminiert werden?28. Ersteres macht man sich bei der unspezifischen Stimulation von
CD8* T-Lymphozyten zunutze.

Pro Stimulationsansatz wurden 1-2x105 T-Zellen in 5 ml AIM-Viomplet in  einer
25 cm2-Gewebekulturflaschen vorgelegt. Dazu wurden als feeder-Zellen 2,5x107 PBMC (als Mischung
der PBMC dreier gesunder Spender) und 5x106 allogene EBV-B-Zellen, jeweils bestrahlt mit 10.000
Rad (100 Gy), in 20 ml AIM-Viemplett gegeben. Nach Zugabe von OKT3 in einer Endkonzentration von
30 ng/ml, IL-2 in einer Endkonzentration von 250 IU/ml, sowie IL-15 in einer Endkonzentration von
2,5 ng/ml erfolgte die Kultivierung fiir 14 Tage in aufrecht stehenden 25 cm2-Gewebekulturflaschen bei
37 °C und 5 % CO:2. Nach sieben Tagen wurden 12,5 ml des Mediums vorsichtig abgenommen und
durch 12,5 ml frisches AIM-Vkomplett, Supplementiert mit 250 1U/ml IL-2 und 2,5 ng/ml IL-15, ersetzt.
OKT3-stimulierte T-Zellen wurden entweder direkt 14 Tage nach erfolgter OKT3-Stimulation im IFN-y-
ELISpot-Assay eingesetzt oder nach 14-tagiger OKT3-Stimulation einmalig analog zu Walfel et al.2?”

restimuliert und finf Tage spater im ELISpot-Assay getestet*3.

2.2.1.11.1.2 Vorbehandlung von humanen PBMC fir die retrovirale Transduktion

Die meisten — wie auch die in dieser Arbeit verwendeten auf dem Moloney Maus Leukamie Virus
(MoMLV) basierenden — rekombinanten Retroviren sind lediglich dazu in der Lage, mitotische Zellen

stabil zu transduzieren. Sie werden zwar von ruhenden Zellen aufgenommen, das Nukleokapsid kann
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jedoch nur die Kernmembran passieren, sobald diese wahrend der Mitosephase aufgeldst ist?2°, Daher
war es notig, die T-Zellen in Vorbereitung auf eine Transduktion zu aktivieren bzw. in eine exponentielle
Proliferationsphase zu bringen. Dies wurde durch unspezifische Stimulation mit OKT3 erreicht. Dazu
wurden 2x1068 frisch aufgetaute PBMC gesunder Spender in je einem Milliliter RPMI humanTransduktion
aufgenommen und pro Testeinheit einer 24-Loch-Zellkulturplatte ausgeséat. Nach Zugabe von 30 ng/ml
OKT3 und 600 IU/ml IL-2 erfolgte die Kultivierung fir 48 Stunden bei 37 °C und 5 % CO3, bevor die
Zellen schlief3lich fur die Transduktion geerntet wurden (vgl. Abschnitt 2.2.1.13).

2.2.1.11.2 Unspezifische Expansion muriner Splenozyten als Vorbehandlung fiir die Transduktion

Um murine Splenozyten in eine exponentielle Wachstumsphase zu versetzen und somit eine retrovirale
Transduktion zu ermdglichen (vgl. Abschnitt 2.2.1.11.1.2), wurden je 3x108 Splenozyten/ml RPMIkomplet,
supplementiert mit 2 pg/ml Concanavalin A (ConA) und 5 % TCGF (engl. T cell growth factor), pro
Testeinheit einer 24-Loch-Zellkulturplatte bei 37 °C und 5 % CO: kultiviert. ConA ist ein mitogenes Lectin
der Jackbohne, das durch einen noch nicht vollsténdig verstandenen Mechanismus eine unspezifische
Proliferation muriner T-Zellen induziert?3°. Nach zwei Tagen wurden die Zellen geerntet und konnten fir

eine Transduktion verwendet werden.

2.2.1.11.3 Unspezifische Expansion der CD8* Splenozyten mit CD3/CD28-Dynabeads

Fur eine unspezifische Stimulation muriner Splenozyten nach der Transduktion (vgl. Abschnitt 2.2.1.13)

wurden je 1x10% Splenozyten mit 1,5 pyl CD3/CD28-Dynabeads nach Angaben des Herstellers pro
Testeinheit einer 24-Loch-Zellkulturplatte in 2 ml RPMIkomplett, SUpplementiert mit 10 % TCGF, stimuliert.

Funktionale Tests erfolgten vier bis finf Tage nach der Stimulation.

2.2.1.12 Transiente und stabile Transfektionen von Zellen

Transfektion beschreibt das Einbringen von Fremd-DNA oder -RNA in eukaryotische Zellen. Dabei
unterscheidet man die transiente Transfektion, bei der die fremde DNA nur kurzzeitig in der Wirtszelle
verbleibt, von stabiler Transfektion, bei der die Fremd-DNA in das Wirtsgenom integriert. Unerlasslich
fur eine optimale Transfektionseffizienz ist, dass die Zielzellen sich zum Zeitpunkt der Transfektion in
der exponentiellen Wachstumsphase befinden. Aus diesem Grund wurden die Zellen unabhéangig vom
Transfektionsverfahren zwei bis fliinf Tage vor der Transfektion subkultiviert, so dass sie zum Zeitpunkt
der Transfektion eine Konfluenz von ca. 70 % aufwiesen. Um bei den zu transfizierenden Zellen einen
Wachstumsschub zu erreichen wurde fur 293T-Zellen und Melanomzelllinien ca. 16 Stunden vor der
Transduktion bzw. fir Phoenix-AMPHO-Zellen vier Stunden vor der Transfektion ein Mediumswechsel

durchgefihrt.

2.2.1.12.1 Transiente Transfektion von 293T-Zellen mittels Lipofectamine™ 2000

Durch die transiente Transfektion von 293T-Zellen mit Expressionsplasmiden, die fur Antigene
kodierten, mittels Lipofectamine™ 2000 wurden Antigen-prasentierende Zellen hergestellt, die als T-
Zell-Targetzellen im ELISpot-Assay eingesetzt wurden.

Die Transfektion erfolgte direkt in der ELISpot-Platte. Hierflr wurden 20.000 293T-Zellen pro Testeinheit
der 96-Loch-Zellkulturplatte in je 120 pl RPMlsiockade VOrgelegt. Chargenabhéangig wurden pro TE
0,2-1,0 pl Lipofectamine™ 2000 ad 21 pl RPMI gemischt und die Losung funf Minuten bei RT inkubiert.
300 ng Antigen-DNA und, sofern benétigt, 100 ng HLA-cDNA wurden in 12 ul RPMI pro TE zugegeben
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und nach 20-mindtiger Inkubation des Lipofectamine ™2000-DNA-Gemischs bei RT 30 pl pro TE zu den
zu transfizierenden Zellen pipettiert und vorsichtig gemischt. Nach 24 Stunden Inkubation im

Brutschrank wurden die T-Zellen dazu gegeben*3.

2.2.1.12.2 Transiente Transfektion von Expi293F™-Zellen mittels ExpiFectamine™

Fur die transiente Transfektion der Expressionszelllinie Expi293™ wurden die Zellen einen Tag zuvor
auf eine Zelldichte von 2x108 Zellen/ml Expi293™ Expressions-Medium verdinnt. Am Tag der
Transfektion wurden die Zellen auf 2,9x108Zellen/ml mit Expi293™ Expressions-Medium eingestellt. Die
Transfektion erfolgte mit Hilfe des Expifectamine™ 293 Transfection Kits der Firma Life Technologies
(Darmstadt, Deutschland) nach Angaben des Herstellers. Die transfizierte DNA setzte sich aus
Plasmiden zusammen, deren cDNA-Inserts fur folgende Proteine kodierten: 74 % (740 ng/ml) des
gewlnschten Antigens (z.B. CSF2RA, TRP-2), 25 % (250 ng/ml) p21 und p27 (kodiert in einem
bicistronischen Vektor) sowie 1 % (10 ng/ml) SVLT-DNA (engl. Simian Vacuolating Virus 40 large T
antigen). P21 und p27 fihren zu einer Arretierung des Zellzyklus in der G1- und S-Phase?31232, was in
einer erhéhten Expression der Antigene resultiert. Das SVLT-Gen dient dabei der Steigerung der
Expression von mit dem SV40-Origin/Promoter ausgestatteten transfizierten Vektoren durch die
Induktion von episomaler Replikation der transfizierten Plasmide. Geerntet wurden die Zellen bzw.
Uberstande drei Tage nach der Transfektion. Zur Kontrolle wurde eGFP-cDNA (engl. enhanced green
fluorescent protein) transfiziert und die Transfektionseffizienz durchflusszytetrisch ermittelt (vgl.
Abschnitt 2.2.1.18).

2.2.1.12.3 Transiente Transfektion von Pheonix-AMPHO-Zellen mittels FuGene®6

Um die Verpackungszelllinien Phoenix-AMPHO zur Virenproduktion zu beféhigen, wurde diese transient

durch FuGene®6 mit den dazu bendétigten Plasmiden transfiziert. Dazu wurden die Zellen zunéchst mit
1,2x108 Zellen pro 10 cm-Zellkultur-Petrischale in 8 ml DMEMphoenix-ampHo ausgesat. Nach 24 Stunden
bzw. vier Stunden vor der Transfektion erfolgte ein Mediumswechsel zu 8 ml frischem
DMEMphoenix-avpHo. Fur die Transfektion wurden zunachst pro Petrischale 800 pl DMEM mit 60 pl
FuGene®6 im 1,5 ml-Eppendorf-Cup vorgelegt und finf Minuten bei RT inkubiert. Anschlie3end wurde
dazu 10 pg des retroviralen Expressionsvektors gegeben, dessen Fremd-Gen es in die Viren zu
verpacken galt. AuBerdem wurden je 5 pg der beiden Helferplasmide pHIT60 (kodierend fir
Polymerase- sowie Strukturgene des Virus)!¥5197 und pCOLT-GALV (kodierend fiir die viralen
Huillproteine)'®> fur die Transduktion humaner PBMC und Jurkat-76-Zellen, bzw. 7 pg des
Helferplasmids pCL-ECO (kodierend fiir virale Polymerase-, Struktur- sowie Hillproteine)'®¢ fur die
Transduktion muriner Splenozyen zugegeben. Nach 20-mindtiger Inkubation bei RT wurde das
Transfektionsgemisch tropfchenweise und unter stetigem, vorsichtigen Schwenken der Petrischalen zu
den Phoenix-AMPHO-Zellen gegeben.

2.2.1.12.4 Stabile Transfektion durch Elektroporation

Um madoglichst optimale Transfektionseffizienzen zu erhalten, wurden die Elektroporationsbedingungen
zur stabilen Transfektion fur jede Zelllinie spezifisch ausgetestet (siehe Tabelle 2-2 fir die jeweils
optimalsten Elektroporationsbedingungen). 3x106-10x10% Zellen wurden in 100-200 pl OptiMEM
aufgenommen und in Elektroporationskivetten Uberfiihrt. AnschlieBend wurden 7,5-25 pug cDNA

zugegeben und die Kivette in den Elektroporator gestellt. Nach erfolgtem Stromimpuls wurden die
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Zellen fur finf Minuten bei RT in der Elektroporationskivette inkubiert, bevor sie schlie3lich in 5 ml
vorgewarmten RPMIkomplet aufgenommen und in aufrecht stehenden 25 cm?-Gewebekulturflaschen bei
37 °C und 5 % CO:2 kultiviert wurden. Als Kontrolle wurde eGFP-cDNA elektroporiert. Stabile
Transfektanten wurden durch Zugabe des entsprechenden Antibiotikums selektiert und eventuell
kloniert. Ca. 24 Stunden nach erfolgter Elektroporation wurde die Transfektionseffizienz anhand der
eGFP-Expression durchflusszytometrisch ermittelt (vgl. Abschnitt 2.2.1.18) 43.

Tabelle 2-2: Ubersicht der Elektroporationsbedingungen fiir verschiedene Zelllinien.

_ verwendete Zellzahl DNA/RNA- Spaltbreite Impuls
Zelllinie NP "
je Kivette Menge der Kiivette (square wave)
B78H1 3x108 Zellen/100 I 10 pg DNA 2 mm 140 V/25 ms
3x108 Zellen/100 pI 7,5 ug DNA 2 mm 160 V/15 ms
Jurkat-76 10x106 Zellen/200 ul 25 pg DNA 2mm 140 V/25 ms
Ma-Mel-86b.12  3x10% Zellen/100 uI 10 pg DNA 2mm 140 V/25 ms
Ma-Mel-86¢ 3x10% Zellen/100 pl 10 pg DNA 2mm 140 V/25 ms

2.2.1.13 Retrovirale Transduktion humaner PBMC/muriner Splenozyten und der T-Zell-

Leukamie-Zelllinie Jurkat-76 mit den TCR-Konstrukten

Die retrovirale Transduktion wurde in Anlehnung an Voss et al. durchgefuihrt?33, Samtliche im Folgenden
genannten Arbeitsschritte wurden in einem Gentechniklabor der Sicherheitsstufe 2 durchgefuhrt. Erst
zwei Wochen nach erfolgter Transduktion wurden die transgenen Zellen in ein Gentechniklabor der
Sicherheitsstufe 1 uberfuhrt.

Die Verpackungszelllinie Phoenix-AMPHO wurde fiir jede Transfektion frisch aufgetaut (vgl. Abschnitt
2.2.1.3) und zunachst 1x108 Zellen pro 75 cm?-Gebwekulturflasche bei 37 °C/5 % CO2z in 13 ml
DMEMpheenix-ampHo Kultiviert. Nach drei Tagen wurden die Zellen erneut subkultiviert und mit 1,2x10°%
Zellen pro 10 cm-Zellkultur-Petrischale in 8 ml DMEMphoenix-ampHo ausgesat. Die Transfektion erfolgte
am Folgetag (vgl. Abschnitt 2.2.1.12.3) vier Stunden nach einem Mediumswechsel. Transfiziert wurde
dabei sowohl der retrovirale Vektor pBullet_ IRES neo!9419 bzw. pMX1%8, kodierend fiir den TCR, sowie
die Helferplasmide. Dienten humane Zellen als Transduktionstargets, wurden die Helferplasmide
pHIT60, welches fuir Polymerase- und Strukturproteine des Moloney Maus Leukamie Virus kodiert195197,
und pCOLT-GALYV, kodierend fuir amphotrope Hiullproteine des Gibbonaffenleukdmievirus (GALV)1%,
kotransfiziert. Sollten murine Zellen transduziert werden, wurde das MoMLV-basierte Helferplasmid
pCL-ECO8, kodierend sowohl fiir virale Polymerase-, Struktur, als auch ecotrope Hiuillproteine,
verwendet. Circa. 26-28 Stunden nach der Transfektion wurde das Medium erneut verworfen und mit
8 ml RPMI humantmansdukion €rsetzt, um am darauffolgenden Tag maglichst frischen Uberstand,
angereichert mit den infektiosen retroviralen Partikeln, zu erhalten. Der Uberstand wurde nach ca. 20
Stunden bei 2000 rpm fur zehn Minuten abzentrifugiert, um Zellreste zu entfernen, und stand nun fur
die Transduktion von PBMC, Splenozyten oder Jurkat-76-Zellen zur Verfigung. Dazu wurden die zu
transduzierenden Zellen nach entsprechender Vorbehandlung (vgl. Abschnitt 2.2.1.11.1.2 und Abschnitt
2.2.1.11.2) fur funf Minuten bei 1500 rpm abzentrifugiert und im retroviralen Uberstand resuspendiert.
Pro ml retroviraler Uberstand wurden 1x108 OKT3-stimulierte humane PBMC, 1x106 Jurkat-76-Zellen

oder 2x108 ConA-stimulierte murine Splenozyten resuspendiert. Nach Zugabe von 4 pg/ml Polybrene
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und 600 IU/ml IL-2 wurde je 1 ml der Zellsuspension pro TE einer 24-Loch-Zellkulturplatte ausgesét und
diese fir 90 min bei 2000 rpm und 32 °C ohne Bremse zentrifugiert. Fir die Transduktion muriner
Splenozyten wurden die 24-Loch-Zellkulturplatten zuvor Gber Nacht bei 4°C mit 25 mg/ml Retronectin
pro TE beschichtet, am Folgetag einmal mit 1 ml PBS pro TE gewaschen und mit 1 ml/TE 2 % BSA
(Rinderserumalbumin, engl. bovine serum albumin) in PBS blockiert. Anschlie3end erfolgte eine
Kultivierung fur 24 Stunden bei 37 °C und 5 % COz2, bevor eine zweite Transduktionsrunde mit frisch
geerntetem viralen Uberstand durchgefiihrt wurde. Nach erneuter 24-stiindiger Inkubation bei 37 °C und
5% CO2 wurden die T-Lymphozyten/Splenozyten mit bestrahlten Tumorzellen oder CD3/CD28-
Dynabeads (vgl. Abschnitt 2.2.1.11.3) stimuliert. Sofern der transduzierte retrovirale Expressionsvektor
mit einem Neomyzin-Resistenzgen ausgestattet war (pBullet IRES neo), erfolgte dabei die Selektion
transduzierter T-Zellen durch Zugabe von 0,8 mg/ml G418. Die Jurkat-76-Zellen wurden lediglich mit
1,6 mg/ml G418 selektiert; eine Stimulation war bei der bereits immortalisierten Zelllinie nicht
erforderlich. Nach zwei bis drei Tagen wurde die Transduktionseffizienz durchflusszytometrisch anhand
der Oberflachenexpression der entsprechenden TCR-VB-Kette evaluiert (vgl. Abschnitt 2.2.1.18).

Die Restimulation der TCR-transgenen T-Zellen erfolgte analog zu Wolfel et al.?22? wdchentlich mit
0,1x10° Zellen Ma-Mel-86¢ (bestrahlt) pro 1,5x10% T-Zellen in AIM-Vkomplett (vgl. Abschnitt 2.2.1.10),
supplementiert mit 600 IU/ml IL-2 und, sofern der eingebrachte retrovirale Expressionsvektor ein
Neomyzin-Resistenzgen enthielt (pBullet IRES neo) mit 0,8 mg/ml G418. Einen Tag vor
Funktionalitatstests wurde die prozentuale TCR-Expression durch Féarbung von CD8 bzw. CD4 sowie
der entsprechenden TCR-VB-Kette erneut ermittelt und die einzusetzende Gesamtzellzahl reaktiver

Effektorzellen berechnet. Zudem wurde dem Medium frisches IL-2 zugesetzt.

2.2.1.14 Interferon-y-ELISpot-Assay

Das Prinzip des IFN-y-ELISpot-Assays (engl. enzyme-linked immunosorbent spot) basiert auf dem
Antikorper-vermittelten Nachweis des Zytokins Interferon-y (IFN-y), welches von T-Lymphozyten nach
spezifischem Antigenkontakt freigesetzt wird. Dazu wird zunachst ein gegen ein IFN-y-Epitop
gerichteter, monoklonaler Prim&rantikdrper mit seiner konstanten Doméne an eine Polyvinylidenfluorid-
Membran (PVDF) gebunden. Wird von den T-Lymphozyten infolge eines spezifischen Antigen —
T-Zellrezeptorkontaktes IFN-y sezerniert, kann dieses durch die variable Doméane des
Primarantikdrpers gebunden werden. Die Zellen werden nach 20-24 Stunden abgewaschen und ein
monoklonaler Sekundéarantikérper, gerichtet gegen ein zweites IFN-y-Epitop, zugegeben. Da dieser
Zweitantikorper biotinyliert ist, bindet die im darauffolgenden Schritt zugegebene Avidin-gekoppelte
Peroxidase an diesen. Das Enzym setzt das im letzten Schritt zugegebene Substrat 3-Amino-9-
Ethylcarbazol (AEC) zu dem roten Produkt 3-Azo-9-Ethylcarbazol um, wodurch die IFN-y-Freisetzung
auf der Membran durch so genannte ,Spots” lokal determiniert wird.

Die Durchfiihrung der Methode erfolgte nach Britten et al.?3*. Zunachst wurden die ELISpot-Platten mit
15 ul 35 %-igen Ethanol pro TE aktiviert und dreimal mit 150 ul PBS/TE gewaschen. Anschliel3end
wurden die Platten mit 500 ng Priméarantikdrper (mAb 1-D1K bzw. mAb AN18)/50 pl PBS/TE tber Nacht
bei 4°C inkubiert. Vor der Belegung der ELISpot-Platten wurden diese dreimal mit 150 ul PBS/TE
gewaschen und fir 30 min bei 37 °C mit 120 pl/TE RPMIsiockade blockiert, um eine unspezifische Bindung
des spater freigesetzten IFN-y an die Membran zu verhindern. Wenn 293T-Zellen als APC benétigt

wurden, erfolgte deren transiente Transfektion mit Antigen- und, sofern benétigt, HLA-cDNA durch
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Lipofectamine™2000 direkt in der Platte (vgl. Abschnitt 2.2.1.12.1). Nach ca. 20 Stunden bei
37 °C/5 % CO2 wurden erst die Malignom- bzw. hamatopoetischen Targetzellen und gegebenenfalls
Peptide bzw. Antikdrper zur Blockade einer T-Zellerkennung und schlielich die T-Lymphozyten
zugegeben (fur eingesetzte Target-/Effektorzellzahlen siehe Tabelle 2-3). Verwendet wurden dazu in
der Regel T-Zellen vier bis sechs Tage nach erfolgter Restimulation. Eine Ausnahme stellten hierbei
lediglich OKT3-stimulierte T-Zellen dar, die in einigen Tests direkt 14 Tage nach erfolgter OKT3-
Stimulation im IFN-y-ELISpot-Assay eingesetzt wurden. Die Entwicklung der ELISpot-Platten erfolgte
nach 20 Stunden Koinkubation von T-Lymphozyten und Targetzellen bei 37 °C/5 % CO2. Zuerst wurden
die Platten dafiir sechsmal mit PBS mit 0,05 % Tween®20 gewaschen. Nach einer zweistiindigen
Inkubation mit 2 pg/ml des Sekundarantikérpers (mAb 7-B6-1 bzw. mAb R4-6A) in PBS/0.5% BSA bei
37 °C/5 % CO:2 wurden die Platten erneut sechsmal mit 0,05 % Tween®20 in PBS gewaschen und fiir
eine Stunde im Dunkeln mit einem Konjugat aus Avidin und Peroxidase in PBS/0.1% Tween®20
inkubiert. AnschlieRend wurden die Platten dreimal mit 0,05 % Tween®20 in PBS und dreimal mit PBS
gewaschen, um ungebundene Peroxidase zu entfernen und die Platten schlie3lich fir zehn Minuten mit
dem Substrat 3-Amino-9-Ethylcarbazol inkubiert. Das durch die T-Zellen freigesetzte, an die Antikdrper
gebundene, IFN-y wurde somit in Form von rétlichen Spots auf der Membran sichtbar gemacht.

Die Computer-gestutzte Auswertung (CVIA, engl. Computer-assisted Video Image Analysis) der
ELISpot-Platten erfolgte unter Zuhilfenahme des C.T.L. ImmunoSpot® S5 Versa Analyzers der Firma
C.T.L. Europe GmbH (Bonn, Deutschland).

Tabelle 2-3: Ubersicht eingesetzter Target/-Effektorzellzahlen im ELISpot-Assay.

Zelllinie verwendete Zellzahl im ELISpot-Assay
transient oder stabil transfizierte 293T-Zellen 20.000 Zellen/TE

Melanomzellen 50.000 Zellen/TE

AML-, CML-, ALL-, APL-Zellen, EBV-B-Zellen 50-75.000 Zellen/TE

Monozyten, Granulozyten, CD19* Zellen, CD34* 50.000 Zellen/TE

Zellen, imDC und mDC aus Leukozytenkonzentraten

bzw. Vollblut

primare AML- und CML-Isolate 40.000-50.000 Zellen/TE

CTL-Klone 5.000-40.000 Zellen/TE

TCR-transgene T-Zellen 1,500-50.000 TRBV* Zellen/TE

2.2.1.15 Antikdrper-/GM-CSF-Blockade der T-Zellen

Um eine Reaktivitat der T-Zellen gegen allogene HLA-Molekile auszuschlielen bzw. die Reaktivitat

gegen ein spezifisches Antigen zu bestatigen, wurden im ELISpot-Assay monoklonale Antikérper —
gerichtet gegen einzelne HLA-Molekile oder Gruppen von HLA-Molekilen bzw. gegen das
entsprechende Antigen selbst — eingesetzt. Diese wurden entweder kommerziell erworben oder aus
Hybridomuberstanden durch Affinitatschromatographie aufgereinigt (vgl. Abschnitt 2.2.1.19). Die fir
eine erfolgreiche Blockade einzusetzende Antikérperkonzentration wurde zuvor im IFN-y-ELISpot-
Assay ausgetestet.

Fur eine Blockade der Erkennung von CSF2RA-positiven Zellen durch den entsprechenden CTL bzw.

die entsprechenden TCR-transgenen T-Zellen wurden die Targetzellen Uber Nacht mit 3.000-30.000 U
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GM-CSF/ml Kulturmedium vorinkubiert. Fir den Blockadetest im IFN-y-ELISpot-Assay am néchsten
Tag wurden erneut 3.000-30.000 IU GM-CSF/ml zugegeben.

2.2.1.16 5'Chrom-Freisetzungs-Test

Zur Bestimmung des lIytischen Potentials sowie der Spezifitdt der T-Lymphozyten gegenuber

Targetzellen wurde der 51Chrom-Freisetzungs-Test analog zu Britten et al.234 angewandt.

Dazu wurden 1x10% Targetzellen in 50 pl FCS resuspendiert und mit 100 pCi Natriumchromat
(Na2°1Cr0g) fur zwei Stunden bei 37 °C/5 % CO: inkubiert. Das Uiberschissige, von den Targetzellen
nicht aufgenommene, Na2°CrOs wurde anschlieBend durch dreimaliges Waschen mit RPMIkomplett
entfernt und die Targetzellen auf 1,25x104 Zellen/ml in RPMIkomplett €ingestellt. 1.000 Targetzellen/TE
wurden in eine 96-Loch-Rundbodenzellkulturplatte ausplattiert und Effektorzellen in Effektorzell-zu-
Targetzell-Verhéltnissen (E:T) von 0,2:1 bis 60:1 zugefugt. Um die Spontan- und Maximalfreisetzung
des 5!Chrom-Nuklids zu ermitteln, wurde RPMlIkomplet bzw. eine 1,0 %-ige Tween®20-PBS-Ldsung
zugegeben. Nach vierstiindiger Inkubation bei 37 °C/5 % CO2 wurden die Platten fur finf Minuten bei
1500 rpm abzentrifugiert und 80 pl der Uberstande fiir die Auswertung des freigesetzten Chrom-
Nuklids (51Cr) in Polystyrol-Réhrchen Gberfuhrt. Die Berechnung der spezifischen Lyse erfolgte nach

folgender Formel“3:

- (experimentelle 51Cr-Freisetzung - spontane >1Cr-Freisetzung)
spezifische Lyse [%] = - - - x 100
(maximale 5Cr-Freisetzung - spontane >1Cr-Freisetzung)

2.2.1.17 Degranulationstest

Der Degranulationstest wurde erstmals von Betts et al.235 als Durchflusszytometrie-basierter
Funktionalitatstest fir das zytolytische Potential von CD8* zytotoxischen T-Zellen beschrieben. Dabei
wird die Zunahme der Oberflachenexpression von CD107a (LAMP-1; engl. lysosomal-associated
membrane protein 1) infolge einer T-Zellstimulation durchflusszytometrisch analysiert. CTL enthalten
zytotoxische Granula, welche nach einer Stimulation der CD8* T-Zellen mit der Zytoplasmamembran
verschmelzen, um ihren zytotoxischen Inhalt zu entleeren (vgl. Abschnitt 1.1). CD107a als Teil der
zytotoxischen Granula wird dabei ebenfalls transient auf der Zelloberflache exponiert, bevor die
Molekule wieder internalisiert werden.

Die T-Zellen wurden dabei mit 1 pl anti-CD107a-PE-Cy5/1x108 T-Zellen fir 30 min markiert und
anschlieBend fur 24 Stunden mit den auf Erkennung zu testenden Targetzellen im E:T-Verhéaltnis von
2:1 bei 37 °C/5 % CO:2 koinkubiert. Zugegeben wurde dabei aulRerdem der Sekretionsinhibitor
Monensin, welcher einer Azidifizierung intrazellularer Kompartimente wie beispielsweise Lysosomen
entgegenwirkt und somit eine Degradierung wieder endozytierter CD107a-Antikorper-Komplexe
verhindert?35. Daraufhin wurden die T-Zellen gewaschen, mit Antikdrpern gegen die Oberflachenmarker
CD4 oder CD8 gefarbt und in Kombination mit der Oberflachenexpression von CD107a
durchflusszytometrisch analysiert (vgl. Abschnitt 2.2.1.18). Als Negativkontrolle dienten dabei mit
irrelevanten Targetzellen stimulierte T-Zellen. Fur die Bestimmung des Maximaldegranulationswertes
wurden mit Phorbol-Myristat Azetat (PMA; 2,5 pg/ml) und lonomycin (1 ng/ml) stimulierte T-Zellen

verwendet.
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2.2.1.18 Durchflusszytometrie

Die fluoreszenzbasierte Durchflusszytometrie (FACS, engl. fluorescence-activated cell sorting) erlaubt
die Charakterisierung bzw. Analyse von Zellen anhand immunphanotypischer Oberflachenmolekiile.
Dazu werden die Oberflachenmolekiile entweder direkt mit Antikérpern, an welche ein Fluorophor
gekoppelt ist, oder mit unkonjugierten Primarantikorpern gefarbt. In letzterem Fall werden die
Primarantikbrper wiederum in einem zweiten Schritt mit Fluorophor-gekoppelten Sekundéarantikérpern —
gerichtet gegen die Fc-Region der Priméarantikorper — gefarbt.

Fir durchflusszytometrische Analysen wurden zunachst 0,2x108 Zellen pro FACS-Réhrchen mit 2 ml
RPMIlkompler gewaschen und fir funf Minuten bei 1500 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
dekantiert und die Zellpellets mit 100 pul Hybridomuberstand resuspendiert bzw. mit kommerziell
erworbenen Antikdrpern (1:20 bis 1:1000 verdinnt mit RPMlIkomplet) Versetzt. Nach 30-mindtiger
Inkubation bei 4 °C im Dunkeln wurden die Zellen mit 2 ml FACS-Puffer gewaschen und fur funf Minuten
bei 1500 rpm abzentrifugiert. Sofern es sich bei dem verwendeten Antikdrper um einen ungekoppelten
Primarantikbrper handelte, folgte nun die Farbung mit dem Fluoreszenz-markierten Sekundérantikorper.
Dazu wurde dieser 1:100 mit PBS/1 % BSA verdinnt und je 50 ul auf das Zellpellet gegeben. Nach
Resuspension erfolgte erneut eine Inkubation fur 30 min bei 4 °C im Dunkeln. Anschlie3end wurden die
Zellen mit 2 ml FACS-Puffer gewaschen und nach Zentrifugation von funf Minuten bei 1500 rpm mit
200-500 pl FACS-Fixierungslosung fixiert42,

Die zur Kontrolle der Transfektionseffizienz mitgefiihrten e GFP-Trasfektanten (vgl. Abschnitt 2.2.1.12.2
und Abschnitt 2.2.1.12.4) wurden nach einmaligem Waschen 2 ml FACS-Puffer direkt mit 200-500 ul
FACS-Fixierungslosung fixiert.

Die Messung erfolgte mittels des Durchflusszytometers BD FACS Canto™Il mit Hilfe der dazugehérigen
Software BD FACS DIVA (BD Biosciences, Heidelberg). Die Auswertungen wurde unter Zuhilfenahme
der Software FlowJo (Tree Star, Inc., Ashland/USA) durchgefuhrt.

2.2.1.19 Kultivierung von Antikérper-produzierenden Hybridomzelllinien und Antikdrper-
aufreinigung

Antikorper-produzierende Hybridomzellen wurden wie unter Abschnitt 2.2.1.3 beschrieben aufgetaut

und mit 2x105 Zellen/ml in RPMlIkomplett bei 37 °C und 5 % CO: kultiviert. Erhaltungskulturen wurden dabei

zweimal  wochentlich  subkultiviert.  Aus  den  Erhaltungskulturen  wurden  regelmafig
Gewebekulturflaschen fir die Antikorperproduktion mit 0,1x10° Zellen/ml ausgesat, die im Inkubator
kultiviert wurden, bis das Medium nach ca. sechs bis sieben Tagen gelb war. Die Zellen wurden bei
1500 rpm fiir funf Minuten abzentrifugiert, der Uberstand gesammelt und bei 4 °C aufbewahrt. Ob der
Uberstand den entsprechenden Antikérper enthielt, wurde nach Farbung verschiedener Zellen, die das
entsprechende Antigen exprimieren, durchflusszytometrisch analysiert (vgl. Abschnitt 2.2.1.18).

Fur die Antikérperaufreinigung wurde der Uberstand auf einen pH von 8,0 eingestellt, steriffiltriert und
Uber eine zuvor nach Angaben des Herstellers equilibrierte Affinitatssaule (Hi Trap™ Protein GHP-
Saule) aufgereinigt. Nach dem Waschen der Saule mit 10 ml Binding-Puffer wurde der Antikorper in vier
Fraktionen a 2 ml Elutionspuffer eluiert. Die Antikdrper-enthaltenden Fraktionen wurden tber Nacht bei
4 °C in PBS dialysiert und am Folgetag sterilfiltriert, bevor die photometrische
Konzentrationsbestimmung mit Hilfe des Bio-Rad Protein Assays erfolgte (vgl. Abschnitt 2.2.2.17). Im

IFN-y-ELISpot-Assay wurden die aufgereinigten Antikérper in den Verdiinnungsstufen 1:20, 1:10 und
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1:5 auf ihre Fahigkeit hin geprift, die Erkennung von Antigenen durch entsprechende HLA-restringierte
T-Lymphozyten zu blockieren.

2.2.1.20 Ausdifferenzierung von MUTZ-3-Zellen zu unreifen und reifen DC

Die Zellinie MUTZ-3 wurde aus peripherem Blut eines 29-jahrigen Patienten mit akuter
myelomonozytarer Leukamie (FAB M4) generiert und unter normalen Bedingungen in MEM awmutz-3
kultiviert. Sie kann aufgrund ihres hohen Anteils an CD34* DC-Vorlauferzellen leicht zu unreifen sowie
reifen DC ausdifferenziert werden?17.218,

Dazu wurden die Zellen in ihrer exponentiellen Wachstumsphase mit 3x10% Zellen/ml
MEM amutz--ifferenzierung, SUpplementiert mit 100 ng/ml GM-CSF, 20 ng/ml IL-4 und 2,5 ng/ml TNFa, in
12-Loch-Zellkulturplatten bei 37 °C/5 % CO: inkubiert. Die Zytokine wurden dabei alle drei Tage erneut
zugegeben, bis nach sieben Tagen die unreifen DC geerntet werden konnten. Durch Zugabe von
75 ng/ml TNFa, 10 ng/ml IL-1B, 1000 1U/ml IL-6 und 1 pg/ml PGE2 wurden die unreifen DC innerhalb
von 72 Stunden bei 37 °C/5 % CO:2 zu reifen DC ausdifferenziert.

Die Uberpriifung von Reinheit und Ausreifung erfolgte anhand der durchflusszytometrischen
Expressionsanalyse (vgl. Abschnitt 2.2.1.18) der DC-Oberflachenmarker CD80, CD83 und CD86 im
Vergleich zum Monozytennmarker CD14.
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Kultivierung und Kryokonservierung von Bakterien

Transgene Bakterien wurden in LB-Medium oder auf LB-Agarplatten kultiviert, die mit dem
entsprechenden Antibiotikum zur Selektion versetzt wurden. Die Inkubation erfolgte dabei fir 16
Stunden bei 37 °C unter Schiitteln bei 200 rpm fiir Bakterienkulturen in LB-Medium bzw. bei 37 °C fir
Bakterienkulturen auf LB-Agarplatten.

Kryokonserviert wurden die Bakterien in LB-Medium mit einer Endkonzentration von 15 % Glycerol bei
-80 °C.

2.2.2.2 Isolierung von Plasmid-DNA

Rekombinante Plasmid-DNA wurde mittels der molekularbiologischen Kits der Firma QIAgen in Hilden,

Deutschland (HiSpeed® Plasmid Maxi Kit, QIAprep® Spin Miniprep Kit) laut den Angaben des Herstellers
aus Bakteriensuspensionen isoliert. Die Konzentration der mit EB-Puffer isolierten Plasmid-Losungen
erfolgte spektralphotometrisch (vgl. Abschnitt 2.2.2.17) bevor die isolierte Plasmid-DNA bei -20 °C
gelagert wurde.

2.2.2.3 Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinséuren

Die Auftrennung und Analyse von DNA-Fragmenten erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese. Dabei
wandern die negativ geladenen Nukleinsduremolekille nach Anlegen eines elektrischen Feldes durch
eine Agarosegelmatrix und werden entsprechend ihrer GroRRe aufgetrennt. Kleine Molekile wandern
dabei schneller als grol3e Molekile. Die Konzentration der Agarose bestimmt den Trennbereich der
DNA-Fragmente, wobei diese umso hoher gewahlt werden muss, je kleiner die zu erwartenden DNA-
Fragmente sind.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Agarosegele mit Konzentrationen von 0,8 % bis 2,0 % verwendet.
Dazu wurden 0,8 g bis 2 g Agarose in 100 ml 0,5x TBE-Puffer durch Aufkochen geldst. Nach Abkihlen
auf ca. 70 °C wurden der verfliissigten Agarose 0,5 pl GelRed zugesetzt. GelRed ist ein interkalierender
DNA-Farbstoff, der nach Exposition mit UV-Licht rot fluoresziert und somit die im Agarosegel
gebundenen DNA-Fragmente sichtbar macht. Anschlie@end wurde die Agaroseldésung in noch
flissigem Zustand in die Gelkammer gegossen, der Gelkamm fir die Herstellung der Probentaschen
eingesetzt und das Gel fir ca. 30 min vollstandig auspolymerisiert. Nach Auftragen der mit Ladepuffer
versetzten, zu analysierenden DNA-LOsung auf das Gel erfolgte die Elektrophorese in 0,5x TBE als
Laufpuffer bei einer Spannung von ca. 5 V/cm Laufstrecke bis die gewiinschte Auftrennung erreicht war.
Die Abschatzung der GréRe der DNA-Fragmente erfolgte dabei anhand gleichzeitig mitgefuhrter,
definierter DNA-GréRenstandards.

RNA-Molekile wurden durch denaturierende Formaldehyd-Agarosegele aufgetrennt. Dazu wurde
zunachst 1 mg Agarose in 72 ml H2Operc geschmolzen und nach Abkuhlen auf etwa 60 °C 10 ml 10x
MOPS-Puffer, 18 ml 37 %-iges Formaldehyd und 0,5 pl GelRed zugegeben. Als Laufpuffer diente
einfach konzentrierter MOPS-Puffer. Sowohl die RNA-Proben in RNA-Ladepuffer als auch der RNA-
Grolenstandard wurden vor dem Auftragen auf das Gel fur funf Minuten bei 72 °C denaturiert. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 5 V/cm Laufstrecke.

Schlussendlich erfolgte die Dokumentation der Gelelektrophoreseergebnisse mit Hilfe des

BioDocAnalyze-Systems (Biometra/Géttingen, Deutschland).

63



Material & Methoden

2.2.2.4 Restriktionsverdau von DNA

Sowohl zur Analyse von DNA-Sequenzen als auch zur Linearisierung von Plasmiden bzw. zum Erhalt
definierter DNA-Fragmente fiir anschlieBende Klonierungsexperimente war das Schneiden der DNA
mittels Restriktionsendonukleasen erforderlich. Restriktionsendonukleasen sind Enzyme aus Bakterien
oder Archaeen, die bestimmte Sequenzmotive erkennen und die DNA an dieser Stelle hydrolysieren.
Pro pg DNA wurden dabei zehn Units der Restriktionsendonuklease zugegeben und die Reaktion in
entsprechendem Puffer bei laut Herstellerangaben empfohlener Temperatur fir mindestens zwei
Stunden inkubiert.

2.2.2.5 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Extraktion von DNA-Fragmenten nach Restriktionsverdau bzw. von PCR-Produkten zur
Sequenzanalyse aus Agarosegelen wurde das QIlAquick® Gel Extraction Kit der Firma QIAgen (Hilden,
Deutschland) nach Vorgaben des Herstellers verwendet. Die Elution erfolgte dabei in 25-50 ul EB-
Puffer, gefolgt von der spektralphotometrischen Bestimmung der Nukleinsaurereinheit

und -konzentration.

2.2.2.6 5‘-Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten mittels alkalischer Phosphatase

Um eine Religation des Vektorruckgrats in der Ligationsreaktion (vgl. Abschnitt 2.2.2.7.1) nach
erfolgtem Restriktionsverdau zu verhindern, ist es moglich, die Vektorenden am 5'-Ende zu
dephosphorylieren. Dazu wurden pro 30-50 pg restringierter (vgl. Abschnitt 2.2.2.4) und durch
Agarosegelelektrophorese aufgereinigter Plasmid-DNA (vgl. Abschnitt 2.2.2.5) zehn Units alkalische
Phosphatase im vom Hersteller empfohlenen Puffer zugegeben und fir eine Stunde bei 37 °C inkubiert.
Mit Hilfe des High Pure® PCR Product Purification Kits (vgl. Abschnitt 2.2.2.12) von QlAgen (Hilden,
Deutschland) wurde der Vektor anschlieRend nach Angaben des Herstellers aufgereinigt und konnte
nach spektralphotometrischer Konzentrationsbestimmung (vgl. Abschnitt 2.2.2.17) flr eine Ligation

verwendet werden.

2.2.2.7 Ligation

2.2.2.7.1 Ligation von DNA-Restriktionsfragmenten

Unter Ligation versteht man die enzymkatalysierte, kovalente Verkntpfung mehrerer DNA-Fragmente.
Im Rahmen von Klonierungsexperimenten wurde hierbei die vom Bakteriophagen T4 stammende T4-
DNA-Ligase verwendet. Vektor und Insert wurden dabei in einem Verhéltnis von 1:3 eingesetzt. Die zu
verwendende Menge an Insert berechnete sich anhand folgender Formel:

3x Menge des Vektors (ng) x Lange (kb) des Inserts
Grole (kb) des Vektors

Menge des Inserts (ng) =

Die Reaktion wurde nach Angaben des Enzymherstellers (NEB/Frankfurt am Main, Deutschland),
angesetzt und fur 16 Stunden bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die Ligase bei 65 °C fur 15 min
hitzeinaktiviert, woraufhin eine Transformation (vgl. Abschnitt 2.2.2.8) in chemisch kompetente E. coli

erfolgte.
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2.2.2.7.2 Klonierung von PCR-Amplifikaten mittels des TOPO® TA Expression Kits
Fir die Klonierung von PCR-Produkten in den Vektor pcDNA™3.1/V5-His TOPO® wurde das
pcDNAT™3.1/V5-His TOPO® TA Expression Kit der Firma Life Technologies (Darmstadt, Deutschland)

laut Vorgaben des Herstellers genutzt. Abweichend zum mitgelieferten Protokoll wurde lediglich die

Menge des Klonierungsansatzes reduziert. Dazu wurden 2 pl des PCR-Produkts mit 0,5 pl Vektor und
0,5 pl Salzlésung (200 mM NaCl, 10 mM MgCl2) fur 30 min bei RT inkubiert.

2.2.2.8 Transformation von Bakterien

Transformation bedeutet das nicht-virale Einbringen von freier Fremd-DNA in Bakterienzellen. Dazu
wurden die Bakterien zunachst auf Eis aufgetaut und anschlieBend 2 pl eines
Ligations-/Rekombinationsansatzes bzw. 2-10 ng Plasmid-DNA bei einer Retransformation zu 45 pl
chemisch kompetenten Bakterien gegeben. Nach Inkubation auf Eis fir mindestens 30 min erfolgte ein
Hitzeschock von 45 s bei 42 °C, gefolgt von einer finfmindtigen Inkubation auf Eis. Danach wurde dem
Transformationsansatz 250 -500 ul auf 37 °C vorgewarmtes SOC-Medium (engl. super optimal broth
with catabolite repression) zugefigt und die Bakterien fir eine Stunde bei 37 °C und 200 rpm
geschuittelt. Je nach zu erwartender Transformationseffizienz wurden 25 pl bis 250 pl pro LB-Agarplatte,
supplementiert mit dem entsprechenden Antibiotikum, ausgestrichen und fir 16 Stunden bei 37 °C

inkubiert, bevor am nachste Tag die Kolonien fir eine Anzucht in LB-Medium gepickt werden konnten.

2.2.2.9 Isolierung von genomischer DNA

2.2.2.9.1 Isolierung von genomischer DNA aus eukaryotischen Zellen

DNA aus eukaryotischen Zellen wurde mittels des QlAamp® DNA Mini Kits der Firma QIAgen (Hilden,
Deutschland) nach Angaben des Herstellers isoliert. Dazu wurden pro Praparation 5x10% Zellen,
zweimal gewaschen mit PBS, eingesetzt. Die DNA-Konzentration und -Reinheit wurde
spektralphotometrisch (vgl. Abschnitt 2.2.2.17) ermittelt. Die Lagerung der genomischen DNA erfolgte
bei 4 °C oder nach Aliquotierung bei -20 °C.

2.2.2.9.2 Isolierung von genomischer DNA aus Mausschwanzen zur Genotypisierung
Um den Genotyp von QUAD-KO.Bcl-2Tg Mausen zu validieren, wurde das humane BCL-2-Gen (hBcl-2)

mittels PCR auf genomischer DNA, die zuvor aus den einzelnen Mausschwanzen isoliert wurde,
nachgewiesen.

Dafur wurde zunéchst die Schwanzspitze in 500 pl Mausschwanz-Lysepuffer (vgl. Abschnitt 2.1.10)
aufgenommen. Dazu wurden 10 pl Proteinase K gegeben und die Mausschwéanze iber Nacht bei 56 °C
unter Schitteln bei 650 rpm verdaut. Nach Zentrifugation fir zehn Minuten bei 11.000 rpm wurde der
Uberstand abgenommen und mit 500 pl Isopropanol geféllt. Nach erneuter Zentrifugation fiir 13 min bei
13.200 rpm wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in 400 pl 70 %-igen Ethanol gewaschen.
Das Pellet wurde nochmals fir 13 min bei 13.000 rpm abzentrifugiert und anschliel3end getrocknet.
Schlussendlich wurde das Pellet fir 30 min bei 56 °C und 650 rmp in 350 ul ddH20 geldst. Fir die
Genotypisierungs-PCR wurden 3 ul der genomischen DNA eingesetzt.

Zur Kontrolle der Qualitat der extrahierten genomischen DNA wurde simultan das murine beta-Aktin-

Gen mitamplifiziert.
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2.2.2.10 Isolierung von RNA

RNA aus eukaryotischen Zellen wurde mittels des RNeasy Mini® Kits der Firma QIAgen (Hilden,

Deutschland) nach Angaben des Herstellers isoliert. Verwendet wurden daflir pro Praparation 5x106,
zweimal in PBS gewaschene Zellen.

Die RNA-Konzentration wurde spektralphotometrisch bestimmt (vgl. Abschnitt 2.2.2.17) und die Qualitat
der RNA durch Agarosegelelektrophorese (vgl. Abschnitt 2.2.2.3) evaluiert. Gelagert wurde die RNA bei
-80 °C.

2.2.2.11 Reverse Transkription

Reverse Transkription bedeutet die Umschreibung von RNA in cDNA. Die Reaktion wurde im Rahmen
dieser Arbeit standardmaflig mittels des Superscrip®lll Reverse Transcriptase® Kits von Life
Technologies (Darmstadt, Deutschland) durchgefuihrt. Daftir wurden pro reverser Transkriptionsreaktion
5 ug Total-RNA eingesetzt. Als Primer flur die Erststrangsynthese dienten Oligo-dT-Primer. Lediglich far
die Klonierung der T-Zellrezeptoren (vgl. Abschnitt 2.2.2.16) wurde das SuperScript®ll Reverse
Transcriptase® Kit der Firma Life Technologies (Darmstadt, Deutschland) verwendet, da hier nach der
Erststrangsynthese zuséatzlich Uberhdngende Cytosinnukleotide angefigt werden, die fur die
nachfolgenden Klonierungsschritte unerléasslich waren (vgl. Abschnitt 3.2.1).

Nach spektralphotometrischer Konzentrationsbestimmung erfolgte die Lagerung der cDNA bei -20 °C.

Vor dem Einsatz der cDNA in nachfolgenden Experimenten wurde diese 1:5 mit ddH20 verdinnt.

2.2.2.12 Aufreinigung von Nukleinsduren mit dem High Pure® PCR Product Purification Kit

Das High Pure® PCR Product Purification Kit der Firma QIAgen (Hilden, Deutschland) diente der
Aufreinigung von DNA-Fragmenten nach Restriktionsverdau (vgl. Abschnitt 2.2.2.4), Vektor-
Dephosphorylierung (vgl. Abschnitt 2.2.2.6) oder PCR (vgl. Abschnitt 2.2.2.13) und wurde laut Angaben

des Herstellers verwendet.

2.2.2.13 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction; PCR) erlaubt eine Amplifikation

definierter DNA-Abschnitte. Bendtigt werden dazu neben dem DNA-Template zwei, das zu
amplifizierende DNA-Fragment flankierende Oligonukleotide, eine thermostabile DNA-Polymerase
sowie dNTPs (Desoxyribonukleosidtriphosphat).

Zur Uberprifung der Orientierung des Inserts im Vektorriickgrat im Rahmen einer Klonierung wurde der
PCR-Mastermix direkt zu den zu analysierenden Bakterienkolonien gegeben. Gewahlt wurde in diesem
Fall, wie auch fur den einfachen Nachweis definierter Amplikons, die Tag-Polymerase (Thermus
aguaticus) in einem Gesamtvolumen von 25 pl. Sollte das PCR-Produkt spater der Klonierung dienen,
wurden pro Reaktionsansatz 5-50 ng cDNA in einem Gesamtvolumen von 50 pl eingesetzt. In diesem
Fall wurden Polymerasen mit proof-reading-Funktion, wie das Easy-A High-Fidelty PCR Cloning
Enzyme, der Advantage2-Polymerase-Mix, oder fir GC-reiche Regionen bzw. DNA-Abschnitte mit

repetitiven Sequenzen die Q5-Polymerase verwendet.
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Pro PCR-Reaktion ergab sich damit folgender Ansatz, alle Reagenzien wurden in angegebener

Reihenfolge dem Reaktionsansatz zugegeben:

e 1x PCR-Puffer (10x)
e 200 pM dNTP-Mix (10 mM)
e 0,1-0,5 uM sense-Primer (10 pM)
e 0,1-0,5 uM antisense-Primer (10 uM)
e 5-50 ng cDNA (in 10 mM Tris-Cl, pH 8,5)
oder Suspension einer Bakterienkolonie in SOC-Medium, geschttelt fiir 1 h bei 200 rpm und 37 °C
e 0,02 U/pl Q5-Polymerase (2 U/pl)
oder 0,05 U/pl Easy-A High-Fidelty PCR Cloning Enzyme (5 U/pl)
oder 0,02 U/ul Advantage2-Polymerase-Mix (5U/pul)
oder 0,04 U/l Tag-DNA-Polymerase (5 U/pl)

Als Negativkotrolle wurde anstatt der zu amplifizierenden cDNA als Template ddH20 zugegeben. Das
beta-Aktin-Gen als konstitutiv exprimiertes Gen wurde als Positivkontrolle mit spezifischen Primern
simultan amplifiziert.

In Fallen von zu amplifizierenden GC-reichen Regionen wurden dem Ansatz zusétzlich 5 % DMSO oder
bei Verwendung der Q5-Polymerase 1x GC-Enhancer zugeflgt, um eine Ausbildung von

Sekundarstrukturen zu verhindern.

Die Amplifikationsreaktion erfolgte in einem Thermocycler unter Verwendung des im Folgenden

aufgefuihrten Programmes:

1 Initiale Denaturierung 5 min 96°C
2 Denaturierung 30 sec 96°C
3 Primerhybridisierung 30-60 sec 45-72°C
4 Elongation 1 min/1000 bp 72°C
5 Terminale Elongation 5 min 72°C

Die Schritte 2 bis 4 wurden 12x bis 35x wiederholt. Die Hybridisierungstemperatur richtete sich dabei
nach Lange und Basenzusammensetzung der Primer und wurde mit Hilfe der im Internet frei
zuganglichen Software OligoCalc (http://www.basic.northwestern.edu/biotools/OligoCalc.html) und
OligoAnalyzer3.1 (http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/) errechnet.

Die Amplifikate wurden mittels Agarosegelelektrophorese (vgl. Abschnitt 2.2.2.3) analysiert und fur die

weitere Verwendung bei -20 °C aufbewahrt.

2.2.2.14 Ortsgerichtete Mutagenese

Ortsgerichtete Mutagenesen wurden mit Hilfe des Quik change® Lightening Site-directed Mutagenesis
Kits der Firma Agilent Technologies (Kassel, Deutschland) nach Vorgaben des Herstellers durchgefihrt.

Das Primerdesign erfolgte unter Zuhilfenahme der firmeneigenen Software QuickChange Primer Design
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(www.agilent.com/genomics/qcpd), so dass die Oligonukleotide eine Lange von 25-45 bp, einen GC-
Gehalt von mindestens 40 % und eine Mindestschmelztemperatur von 78 °C hatten. Die zu mutierende
Base wurde dabei in der Mitte der Oligonukleotide positioniert. Die Synthese der 5'-phosphorylierten
Primer erfolgte durch die Firma IDT, wobei fir die Aufreinigung die hochste Reinheitsstufe (iber PAGE
(Polyacrylamidgelelektrophorese) gewahlt wurde. Fur die Mutagenese-PCR wurden je 125 ng Primer
und 100 ng Template-DNA eingesetzt. Die Umrechnung der Primerkonzentration in zu verwendende

Primermenge erfolgte nach folgender Formel:

ng des Oligonukleotids x 1000
330 x Anzahl der bp des Oligonukleotids

pmol des Oligonukleotids =

Nach Verdau der methylierten Template-DNA mit der Restriktionsendonuklease Dpnl (Diplococcus
pneumoniae G41) wurde die neu synthetisierte mutierte Plasmid-DNA in XL10-Gold E. coli transformiert
(vgl. Abschnitt 2.2.2.8). Der Erfolg der Mutagenese wurde durch Sequenzierung (vgl. Abschnitt 2.2.2.18)

verifiziert.

2.2.2.15 Generierung bicistronischer Konstrukte mittels der Gateway®-Technologie

Bicistronische Konstrukte wurden im Rahmen dieser Arbeit unter Zuhilfenahme des MultiSite Gateway®
Pro Kits der Firma Life Technologies (Darmstadt, Deutschland) generiert. Die Gateway®-Technologie
basiert auf dem ortsspezifischen Rekombinationssystem des Phagen Lambda und ermdglicht es, DNA-
Fragmente schnell und einfach zwischen verschiedensten Expressionsvektoren zu transferieren236.237,
Die Orientierung sowie der offene Leserahmen bleiben dabei stets erhalten, es wird dafur jedoch keine
de novo-Synthese von DNA benétigt. Im Lambda-Phagen dient das ortsspezifische
Rekombinationssystem zum einen der Integration der Phagen-DNA in das E. coli Wirtsgenom, zum
anderen ist es flr den Wechsel vom lysogenen in den lytischen Zyklus verantwortlich. Die fir diese
beiden Schritte bendétigten Enzymmixturen macht man sich bei der Gateway®-Technologie zunutze. Im
ersten Schritt werden die von attB-Sequenzen (engl. attachment site) flankierten DNA-Fragmente durch
den sogenannten Gateway® BP Clonase® Il enzyme mix, der prinzipiell aus der fir die Integration des
Phagen in das Wirtsgenom bendétigten Bakteriophage A Integrase (Int) und dem E. coli Integration Host
Factor (IHF) besteht, in die mit attP-Sequenzen ausgestatteten pDONR-Vektoren rekombiniert. Dabei
werden die attB- bzw. attP-Sequenzen zu attL-Sequenzen. In einem zweiten Schritt werden durch den
Gateway® LR Clonase® Il ezyme mix, welcher sich aus den fiir den Ubergang in den lytischen Zyklus
bendtigten Enzymen Bakteriophage A Int und Exzisionase (Xis) zusammensetzt, die Fragmente in die
mit attR-Sequenzen versehenen Destination-Vektoren rekombiniert. Durch leichte Variationen in den
einzelnen attB-Sequenzen wird die Reihenfolge definiert, in der die DNA-Fragmente schlussendlich im
Destination-Vektor erscheinen.

BP- sowie LR-Reaktionen wurden nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Ausnahmen
machten hier lediglich die zur Transformation verwendeten Bakterien. Daflir wurden nicht die vom
Hersteller empfohlenen One Shot® Mach1™ T1R E. coli, sondern der E. coli-Stamm DH10B verwendet.
Zudem wurde auch die BP-Reaktion fiir 16 h bei 25 °C inkubiert. Ausgangsprodukt fiir die BP-Reaktion
waren PCR-Produkte, die mit entsprechenden attB-Primern amplifiziert wurden. Von den PCR-

Produkten wurden 150 ng zur Rekombination eingesetzt. Alle weiteren Schritte erfolgten nach Anleitung
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des Herstellers.Die Positivselektion wurde durch Kanamyzin-Resistenz in den pDONR-Vektoren und
mittels Ampizillin-Resistenz in den Destination-Vektoren erreicht. Die Negativ-Selektion erfolgte durch
das fur die Bakterien letale ccdB-Gen (engl. control of cell death), welches von den att-Sequenzen
flankiert und erst bei einer erfolgreichen Rekombination aus den Vektoren entfernt wird.

Bicistronische Konstrukte wurden so kloniert, dass sie das porcine 2A-Element (p2A-Element, Sequenz
siehe Abschnitt 5.1.3) flankierten, welches direkt in den entsprechenden reversen attB-Primer des

ersten Gens integriert und somit nach der Amplifikation dem PCR-Produkt angehéngt wurde. Das p2A-
Element ist ein von dem porcinen Teschovirus-1 stammendes, sich selbst schneidendes Peptid (vgl.

Abschnitt 4.1).

2.2.2.16 T-Zellrezeptor-Klonierung und -Chimarisierung

Die T-Zellrezeptorketten wurden analog zu Birkholz et al.2%8 per PCR isoliert (Abb. 3-2), die
entsprechenden Allele durch Abgleich mit der Datenbank IMGT (engl. International immunogenetics
information system) identifiziert (Abb. 3-3 A) und die einzelnen Ketten zunachst mit Hilfe des TOPO®
TA Expression Kits (Life Technologies/Darmstadt, Deutschland) in den Vektor pcDNA3.1/V5-His-
TOPO® kloniert (vgl. Abschnitt 2.2.2.7.2). AnschlieRend wurden sowohl die a-Kette, als auch die B-Kette
unter Zuhilfenahme des MultiSite Gateway® Pro Kits der Firma Life Technologies (Darmstadt,
Deutschland) in bicistronischer Form in den retroviralen Destination-Vektor pBullet IRES_neo-DEST
subkloniert (Abb. 3-3 B, vgl. Abschnitt 2.2.2.15). Die Chimarisierung des CSF2RA-reaktiven TCR
1A.3/46 wurde gemaR der in Abb. 3-4 dargestellten Klonierungsstrategie durchgefuhrt (vgl. Abschnitt
3.2.2).

2.2.2.17 Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA-, RNA- und Proteinlésungen

Die Konzentrationen von DNA-, RNA- sowie Protein-Losungen wurden mit Hilfe des
Spektralphotometers Ultrospec 3000 bestimmt. Fir DNA- und RNA-L6sungen wurde dabei die
Absorption ultravioletten Lichts durch die Lésung bei 260 nm gemessen. Kalibriert wurde das
Photometer dabei auf den fur die Losung der Nukleinsauren gewdhlten Puffer. Die Konzentration

errechnete sich nach folgenden Formeln:

E260nm X 50 x Verdinnung = pg/ml dsDNA
E260nm X 40 x Verdinnung = pg/ml ssDNA oder ssRNA

E = Extinktion, ds = doppelstrangig, ss = einzelstrangig (engl. single stranded)

Die Reinheit der DNA- bzw. RNA-Ldsungen wurde anhand des Quotienten der Extinktionen bei 260 nm
und 280 nm (OD260/OD2so) ermittelt. Eine DNA-L8sung wurde bei einem Quotienten von 1,8 bis 2,0, eine
RNA-L6sung bei einem Quotienten von 1,9 bis 2,1 als rein und somit frei von kontaminierenden
Proteinen angesehen. Eine Verunreinigung mit organischen Lésungsmitteln, Peptiden, Zuckern oder
Salzen wurde anhand des Quotienten der Absorption bei 260 nm und 320 nm (OD260/OD320), welcher
groRer als 2,0 zu sein hatte, ausgeschlossen.

Die Konzentration von Proteinlésungen wurde nach dem Bradford Protein Assay mit Hilfe des Bio-Rad

Protein Assays der Firma Bio-Rad (Munchen, Deutschland) laut Angaben des Herstellers bestimmt.
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Dabei wird die, durch eine Komplexbildung des Farbstoffs Coomassie-Brilliant-Blau G-250 mit den
kationischen und unpolaren Aminosaure-Seitenketten bedingte, Zunahme der Absorption bei 595 nm
ermittelt. Fir jede Analyse wurde eine Standardkurve verschiedener, definierter Konzentrationen einer
frisch angesetzten BSA-Losung erstellt, anhand derer die Konzentration der zu ermittelnden

Proteinldsung errechnet wurde

2.2.2.18 Sequenzanalyse von Plasmid-DNA und PCR-Produkten

Alle Sequenzierungsreaktionen wurden von der Firma GENterprise (Mainz, Deutschland) mittels

Kapillarsequenzierungsgeraten vom Typ ABI Prism® 3730 (Applied Biosystems™/Darmstadt,
Deutschland) durchgeftihrt. Fur Plasmidsequenzierungen wurden 700 ng Plasmid-DNA mit 10 pm eines
geeigneten Primers versetzt und in 7 pl Gesamtvolumen eingeschickt. Die Sequenzierungsreaktionen
fur PCR-Produkte wurden selbst angesetzt. Daflr wurden 50 ng-200 ng des PCR-Produktes mit 10 pm
eines geeigneten Primers sowie 5x Big Dye Terminator v3.1 und dem dazugehdrigen
Sequenzierungspuffer versetzt und nach 30 Amplifikationszyklen von je 10 s bei 96 °C, gefolgt von vier
Minuten bei 55 °C eingeschickt. Qualitativ ausgewertet wurden die erhaltenen Sequenzdateien mithilfe
der Software FinchTV (Geospiza/Seattle, USA), Sequenzalignments wurden unter Zuhilfenahme der
Software DNA-Star (GATC-Biotech/Konstanz, Deutschland) durchgefihrt.

2.2.2.19 Datenbankanalysen

Alle editierten eigenen Sequenzen wurden mit publizierten Sequenzen frei zuganglicher Datenbanken
im Internet abgeglichen. Generell wurde das BLAST-Programm des NCBI (engl. National Center for
Biotechnology Information; http://ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) zum Sequenzvergleich genutzt.

Zur ldentifizierung sowie fir den Abgleich der TCR-Sequenzen diente die IMGT-Datenbank (engl.
international immunogenetics information system; http://www.imgt.org/). Des Weiteren wurde die
Datenbank GenBank des NCBI fur den DNA-Sequenzabgleich genutzt.

Fur die Uberpriifung von Proteinsequenzen bzw. Proteinstrukturanalysen wurden die Datenbanken
UniProt (Universal Protein Database; http://www.uniprot.org/) bzw. die PDB (Protein Data Bank;

http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) herangezogen.
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2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

Mittels Western Blot ist es mdglich, Proteine in Zelllysaten oder Gewebshomogenisaten spezifisch
nachzuweisen. Durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE; SDS, engl. sodium dodecyl
sulfate) werden die zu analysierenden Proteinlésungen zunéchst unter denaturierenden Bedingungen
ihrer GroRe nach aufgetrennt, bevor sie auf eine Nitrocellulosemembran (bertragen und mit

spezifischen Antikbrpern nachgewiesen werden kénnen.

2.2.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Als Ausgangsmaterial dienten hierbei entweder Zelllysate transfizierter Expi293F™-Zellen (vgl.
Abschnitt 2.2.1.12.2) oder, sofern sezernierte Proteine nachgewiesen werden sollten, der Uberstand
der Expi293F™-Zelllinie drei Tage nach Transfektion.

Alle Arbeitsschritte wurden, sofern nicht anderweitig angegeben, bei 4 °C durchgefihrt. Flr die Analyse
zellularer Proteine wurden die Zellen durch Zentrifugation fir funf Minuten bei 1500 rpm, gefolgt von
zweimaligem Waschen mit PBS, geerntet und durch Sonifikation in Western Blot-Lysepuffer (vgl.
Abschnitt 2.1.10) lysiert. Nach erneuter Zentrifugation fur 20 min bei 13.000 rpm wurden die
Zelllysatiberstande bei -20 °C eingefroren. Fir die Analyse sezernierter Proteine wurden die
Zelluberstande durch Zentrifugation bei 13.000 rpm fiir zehn Minuten von Zellen und Zellbestandteilen
befreit. Die Bestimmung der Proteinkonzentration von Zelllysatuberstdnden sowie Zelluberstédnden
erfolgte photometrisch nach der Bradford-Methode (vgl. Abschnitt 2.2.2.17). Die Fallung der
Zelluberstande erfolgte mit 10 % Trichlorazetat (TCA) tUber Nacht. Am néchsten Tag wurden die
Uberstande bei 13.000 rpm fiir 20 min zentrifugiert und das Proteinpellet nach Zugabe von 200 pl Aceton
durch Zentrifugation bei 13.000 rpm fir 15 min gewaschen. Vor der Beladung des SDS-
Polyacrylamidgels wurden die Proben in Probenpuffer aufgenommen und fur sieben Minuten bei 95 °C
aufgekocht. Nach dem Einlaufen der Proben in das Sammelgel fir ca. 20 min bei 80 V erfolgte die
Auftrennung der Proteine fiir etwa 90 min bei 120 V in MOPS-Puffer.

2.2.3.2 Transfer auf Nitrocellulosemembran und Antikdrperdetektion

Der Transfer auf die Nitrocellulosemembran wurde fir 120 min bei 100 V in Towbin-Transferpuffer
durchgefiihrt. Nach einstindiger Blockade in Western Blot Blocking-Losung erfolgte die
Priméarantikdrperinkubation unter Schwenken tber Nacht bei 4 °C in Western Blot-Antikdrperlosung
(eingesetzte Antikoérperverdiinnungen siehe Tabelle 2-4). Nach dreimaligem Waschen mit TBS-T am
folgenden Tag fir je sieben Minuten wurde die Membran fiir eine Stunde mit dem Sekundarantikérper
unter Schwenken bei RT in Western Blot-Antikérperlésung inkubiert  (eingesetzte

Antikdrperverdiinnungen siehe Tabelle 2-4).

Tabelle 2-4: Ubersicht eingesetzter Antikdrperkonzentrationen im Western Blot.

Antikorper Verdinnung Puffer

Akt (pan) Rabbit mAb (Klon C67E7) 1:1000 3% BSAin TBS-T

ECL Esel-anti-Kaninchen-IlgG/HRP 1:50.000 5 % Milchpulver in TBS-T
ECL Schaf-anti-Maus-lgG/HRP 1:50.000 5 % Milchpulver in TBS-T
anti-human-GM-CSF-a Rezeptor 1:1000 3% BSAin TBS-T

(Klon 12B7-17-A)
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Drei erneuten Waschschritten in TBS-T folgte die Entwicklung mit Hilfe des ECL (engl. enhanced
chemiluminescence) Western Blotting Detection Reagent der Firma Amersham (Freiburg, Deutschland)
nach Angaben des Herstellers. Die Auswertung erfolgte unter Verwendung des ChemiDoc™ MP

System, sowie der Software ImageLab™ von Bio-Rad (Minchen, Deutschland).
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3 Ergebnisse

Die Basis dieser Arbeit bildeten im Folgenden aufgefiihrte Daten bzw. Materialien, die zu Beginn der

Doktorarbeit bereits zur Verfiigung standen.

e Neben den vier  stabilen Melanomzelllinien  des Melanommodells Ma-Mel-86
(Ma-Mel-86a, -86b, -86¢, -86f; vgl. Abschnitt 1.3) sowie der autologen, lymphoblastoiden EBV-B-
Zelllinie INTH-EBV-B lagen weitere Varianten der Tumorlinien vor. Ein Klon der Melanomlinie Ma-
Mel-86b (Ma-Mel-86b.12) war stabil mit der cDNA des Gens fiir humanes CD80 ausgestattet worden
(Massenkultur vor der Klonierung bezeichnet als Ma-Mel-86b.12.CD80 bzw. der daraus erhaltene
Klon #4 bezeichnet als Ma-Mel-86b.12.CD80.4). Die Melanomlinie Ma-Mel-86¢c war mit einem
HLA-C*03:03-kodierenden Expressionsplasmid stabil transfiziert worden (Ma-Mel-86¢.C3.19).

e Diverse tumorreaktive MLTC waren durch Kokultur von PBMC der Patientin mit verschiedenen
autologen Ma-Mel-86-Melanomlinien generiert worden.

¢ Die HLA-unabhangig erkannten Antigene CSF2RA und TRP-2 waren als Zielantigene von aus MLTC
isolierten CTL-Klonen identifiziert worden [z.B. CTL 1A.1/503 und 1A.1/106 (anti-CSF2RA) bzw. CTL
2C/417 (anti-TRP-2)]%.

e Rekombinante Expressionsplasmide waren konstruiert worden, die fir das humane CSF2RA
(Isoform a), das humane CSF2RB (Isoformen 1 oder X1) sowie das humane TRP-2 (Isoform 1)
kodieren.

e Die murine Melanomlinie B78H1 war stabil transfiziert worden mit humanem CSF2RA
(B78H1.CSF2RA.15) bzw. humanem TRP-2 (B78H1.TRP-2.5).

e CcDNA fir einen chimérisierten, Codon-optimierten und funktionell validierten TRP-2-reaktiven TCR

(CTCR-2C/417) war in den retroviralen Vektor pMX kloniert worden (freundlicherweise zur Verfligung

gestelit vor |

3.1 Isolierung CSF2RA-reaktiver CTL

Die wenigen in Vorarbeiten etablierten CSF2RA-reaktiven CTL waren schlecht expandierbar und

zeigten nach Wochen der Kultur bzw. OKT3-Stimulation abnehmende Reaktivitat. Daher sollte versucht
werden, aus vorhandenen MLTC weitere CSF2RA-reaktive CTL im Grenzverdinnungsverfahren zu
klonieren.

Responderlymphozyten aus zehn etablierten MLTC des Melanommodells wurden dazu auf die
Erkennung der autologen Melanomlinien Ma-Mel-86a, -86b, -86¢, und -86f sowie transient mit CSF2RA-
cDNA transfizierter 293T-Zellen im IFN-y-ELISpot-Assay analysiert. Alle MLTC wiesen Reaktivitat
gegen eine oder mehrere der autologen Melanomlinien auf (Daten nicht gezeigt).
Responderlymphozyten aus den MLTC 5C (an Tag 42 der Kultur mit Ma-Mel-86¢ restimuliert und vier
Tage danach eingefroren, abgekirzt d42+4) und MLTC 1A.3 (d23+5) erkannten in spezifischer Weise
sowohl die HLA-defizienten, CSF2RA* Melanomlinien Ma-Mel-86b und -86¢c als auch CSF2RA-
exprimierende 293T-Zellen (Daten nicht gezeigt).

Die beiden MLTC wurden aufgetaut und sieben Tage nach einmaliger Restimulation mit einer
Mischung (1:1) aus Ma-Mel-86b und Ma-Mel-86c oder Ma-Mel-86c.C3.19 mittels des

Grenzverdiinnungsverfahrens (vgl. Abschnitt 2.2.1.10) kloniert. Die daraus resultierenden CTL-Kone
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wurden auf die Erkennung CSF2RA* Zellen getestet, hinsichtlich der von ihnen exprimierten TCR-V[3-
Ketten durchflusszytometrisch analysiert und, sofern ausreichend Zellen vorhanden waren, OKT3-
stimuliert, um eine rasche Zellexpansion zu erzielen. Vierzehn Tage nach OKT3-Stimulation wurden die
CTL erneut auf ihre Fahigkeit hin untersucht, die CSF2RA* Melanomlinien Ma-Mel-86b.12 und
B78H1.CSF2RA.15 im IFN-y-ELISpot-Assay zu erkennen. Als Vergleich dienten die CTL-Klone, die
gleichzeitig ohne eine OKT3-Stimulation durch wéchentliche Restimulation weiterkultiviert wurden
jeweils sechs Tage nach einer Restimulation (exemplarisch gezeigt fir CTL 5C/91 und CTL 1A.3/46 in
Abb. 3.1 A).

Eine Ubersicht dariiber, welche MLTC mit welchen Zelllinien stimuliert wurden und die Anzahlen daraus
generierter CSF2RA-reaktiver CTL sowie die Ergebnisse der TCR-VB-Expressionsanalysen sind in

Tabelle 3.1 zusammengefasst.

A CTL5C/91 CTL 1A.3/46 IFN-y-Spots/
CTLSC/S1  CTL1A.3/46 copopa) (a-CSF2RA) 20.000 CD8*/TRBV10-3* Zellen
(a-CSF2RA) (a-CSF2RA) 13 ofim. OKT3-stim. 0 200 400 600
kein Target |
Ma-Mel-86b.12 B
B78H1 mock I
& : E
B78H1.CSF2RA.15 g" ‘ —
B 10 ) CTL5CI91 | ' CTL 1A.3/46
80 “ | 80
60 60
a0 TRBV10-3:96,2% | TRBV10-3: 75,4 %
< 20 f ‘ 20 : i
(]
uE_ 0 T ke | i | T 0 TreT TTTT T
o 100 10" 10° 10° 10? 10° 10" 10° 10° 10*
2
TRBV10-3

Abb. 3-1: Reaktivitat und TCR-Analyse zweier exemplarischer CSF2RA-reaktiver CTL aus den Klonierungen
der MLTC 5C und -1A.3. (A) CTL-Klone (20.000 Zellen/TE) aus MLTC 5C und -1A.3 wurden vor und nach OKT3-
Stimulation im  20h-IFN-y-ELISpot-Assay auf Erkennung der Melanomlinien Ma-Mel-86b.12 und
B78H1.CSF2RA.15 (50.000 Zellen/TE) getestet. Gezeigt ist ein reprasentativer CSF2RA-reaktiver CTL-Klon aus
jeder Klonierung (| : CTL 5C/91; l: CTL 5C/91, OKT3-stimuliert; = : CTL1A.3/46; l: CTL 1A.3/46, OKT3-stimuliert).
links: Originaldaten des ELISpot-Assays, rechts: Quantifizierung durch Computer-assisted Video Image Analysis
(CVIA). (B) Die TCR-VB-Ketten der Klone wurden mittels I0Test®Beta Mark-Kit durchflusszytometrisch ermittelt
(I: IgG-FITC/PE, —: TRBV10-3-FITC). Alle CSF2RA-reaktiven CTL waren TRBV10-3*. Dargestellt ist je ein
reprasentativer TRBV10-3* Klon jeder Klonierung. a: anti; OKT3-stim.: OKT3-stimuliert.

Tabelle 3-1: Ubersicht uber die Klonierungen der MLTC 5C und -1A.3 sowie iuber die daraus
hervorgegangenen CSF2RA-reaktiven CTL-Klone.

MLTC Stimulatorzellen Cg'l?lft-alitlgtr?e reii\tli(\)/r; g'ls"llezeléne TRBV10-3*
MLTC 5C d21+7 Ma-Mel86b + Ma-Mel-86¢ 264 4 4
MLTC 1A.3d23+7 Ma-Mel-86¢.C3.19; 30 21 12
Ma-Mel-86¢.C3.19 + (von 12
Ma-Mel-86b.12.CD80 getesteten)
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3.1.1 Isolierung CSF2RA-reaktiver CTL aus MLTC 5C

Die MLTC 5C wurde 28 Tage nach der ersten von wochentlich wiederholten Stimulationen nach PBMC-

Entnahme mit der Zelllinie Ma-Mel-86¢ kloniert und dazu mit einer Mischung (1:1) aus Ma-Mel-86b.12
und Ma-Mel-86¢ wdchentlich restimuliert. Nach 77 Tagen waren 264 Klone gewachsen, darunter vier
CSF2RA-reaktive CTL. Alle waren TRBV10-3* (IMGT-Nomenklatur?®, entspricht VB12 nach Arden et
al.?*%; exemplarisch gezeigt fir CTL 5C/91 in Abb. 3.1 B) und vervielfachten sich durch OKT3-
Stimulation 11- bis 20-fach.

3.1.2 Isolierung CSF2RA-reaktiver CTL aus MLTC 1A.3

Die Klonierung der MLTC 1A.3 erfolgte 30 Tage nach der ersten von wodchentlich durchgefiihrten

Stimulationen nach Entnahme der PBMC mit Ma-Mel-86a. Die CTL wurden bis Tag 28 nach Ansetzen
der Klonierung mit Ma-Mel-86¢.C3.19 stimuliert, danach bis Tag 56 mit einer Mischung (1:1) aus Ma-
Mel-86¢.C3.19 und der Massenkultur von Ma-Mel-86b.12.CD80 und schlief3lich mit einer Mischung (1:1)
aus Ma-Mel-86¢.C3.19 und Ma-Mel-86b.12.CD80.4 stimuliert. Als Stimulatorzellen wurden dabei jeweils
die Zelllinien gewahlt, die zum Zeitpunkt der Restimulation in durchflusszytometrischen Analysen die
hochste Oberflachenexpression von CSF2RA aufwiesen (Daten nicht gezeigt). Vierundachtzig Tage
nach der Klonierung waren 30 CTL-Klone gewachsen, von denen 21 Reaktivitat gegentiber CSF2RA
aufwiesen. Von zwolf Klonen waren ausreichend Zellen fur eine durchflusszytometrische TCR-V-
Analyse vorhanden. Alle CTL-Klone wiesen eine Expression von TRBV10-3 auf (exemplarisch gezeigt
fur CTL 1A.3/46 in Abb. 3.1 B). Sieben dieser Klone wurden OKT3-stimuliert und vermehrten sich dabei

zwischen 25- und 55-fach.

Insgesamt wurden somit insgesamt 294 CTL-Klone generiert, von denen 25 gegen CSF2RA gerichtet
waren. Alle getesteten CSF2RA-reaktiven Klone waren TRBV10-3-positiv. Durch OKT3-Stimulation war
es moglich, diese um das 11- bis 55-fache zu expandieren. Die Reaktivitdt gegenliber CSF2RA blieb
dabei erhalten.

Der aus der Klonierung der MLTC 1A.3 hervorgegangene CTL 1A.3/46 war gekennzeichnet durch einen
hohen Anteil IFN-y sekretierender T-Zellen, ein hohes Mal3 an Spezifitat (Abb. 3-1 A) und wies von
allen Klonen sowohl vor als auch nach der OKT3-Stimulation das beste Wachstum auf. Zellen des CTL
1A.3/46, die nicht OKT3-stimuliert wurden, vermehrten sich bei Antigen-getriebener Stimulation um das
1,6- bis 5,1-fache pro Woche. Bei OKT3-Stimulation vermehrten sich die CTL-Zellen wéchentlich um

das 25- bis 40-fache (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassung: Aus zwei MLTC mit Reaktivitéat gegentuber CSF2RA konnten 25 CSF2RA-reaktive
CTL generiert werden. Diese erkannten CSF2RA in HLA-unabhangiger Weise, exprimierten alle die
TCR-VB-Kette TRBV10-3 und waren durch OKT3 expandierbar.
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3.2 Klonierung und Chimarisierung des T-Zellrezeptors des CSF2RA-reaktiven
T-Zellklons 1A.3/46

3.2.1 Klonierung des TCR-1A.3/46

Da CTL 1A.3/46 sowohl das beste Wachstum als auch die hochste spezifische Reaktivitat aufwies,

sollte der T-Zellrezeptor (TCR) dieses T-Zellklons isoliert, kloniert und optimiert werden. Die Klonierung
des TCR erfolgte gemafR der publizierten Strategie von Birkholz et al.2%8, die auf einer Kombination aus
einer verbesserten capswitch-Methode und der SMART-Technologie (engl. switching mechanism at 5'
end of RNA transcript) basiert?*1.242 (Abb. 3-2).

: CAP 5'-UTR TRAV TRAJ TRAC 3'-UTR poly-A
1: mRNA-Isolation o [ I A AAAAAAAAA
2: cDNA-Synthese | capswitch |gge @l | ] I A A AAAAAAAA
<« Zeco <N I [ sarpimer
3: Total-cDNA-PCR | Capswitch | cce [T I [ powT
q: TCR-SPEZiﬁSChe PCR T7-Capswitch | ccc [T - _ poly-T
5'-Primer /:) < :éé-S'-UTR-Primer
5: Sequenzierung ["5tprimer | ccc [N I \
<f: Ca-Seq-Primer
. . 5'-UTR TRAV  TRAJ TRAC 3'-UTR poly-T
6: Primer-Design & (e cc I — =
. pe . apswitcl _ oly-
TCR-Amplifikation . —
TRAVL/OVAOL © eatprimer

Abb. 3-2: Klonierungsstrategie des TCR aus CTL 1A.3/46 (TCR-1A.3/46; anti-CSF2RA).
Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie am Beispiel der TCRa-Kette. [1] Dazu wurde zunéchst die
Gesamt-mRNA isoliert. [2] Unter Verwendung des an die polyA-Schwéanze der mRNA bindenden 64T-Primers
wurde durch reverse Transkription cDNA generiert. Die verwendete Reverse Transkriptase (SuperScript®ll Reverse
Transcriptase®, Life Technologies, Darmstadt) fligte dabei dem 3'-Ende des neu synthetisierten Erststrangs
zusétzliche Cytosin-Nukleotide an. Der ebenfalls der Reaktion zugesetzte Capswitch-Primer wies an seinem 3'-
Ende drei Guanin-Nukleotide auf und konnte somit an die Uberh&ngenden Cytosin-Nukleotide des Erststrangs
hybridisieren und der Polymerase als neues Template dienen. [3] Die gesamte cDNA wies daher sowohl an ihrem
5'- als auch an ihrem 3'-Ende definierte, flankierende Sequenzen auf und konnte durch Verwendung des 64T-
Primers in Kombination mit dem an die neu generierte Capswitch-Sequenz bindenden Capswitch-Oligo-Primer in
der Total-cDNA-PCR vollstandig amplifiziert werden. [4] In einer anschlielenden TCR-spezifischen PCR wurde die
TCRao-Kette selektiv aus dem Total-cDNA-Amplifikat amplifiziert. Verwendet wurden dazu der 5'-Primer in
Kombination mit dem, im 3'-UTR der TRAC-Domaéane bindenden, Ca-3'-UTR-Primer. [5] Das daraus resultierende
PCR-Produkt wurde unter Verwendung des Ca-Sequenzierungs-Primers, der in der TRAC-Doméne nahe dem 5'-
Ende bindet, sequenziert. Nach Sequenzabgleich mit der IMGT-Datenbank konnten die entsprechenden TRAV-
und TRAJ-Regionen identifiziert werden. [6] Ein fur die identifizierte TRAV14/DV4*01-Region spezifischer Primer
wurde generiert und in Kombination mit dem 64T-Primer zur selektiven Amplifikation der TCRa-Kette genutzt. Als
Template wurde hierbei das Amplifikat der Total-cDNA-PCR genutzt. Firr die Klonierung der TCRB-Kette wurde
analog verfahren (adaptiert aus Birkholz et al., 2009%%8).

TCR: T-Zellrezeptor (engl. T cell receptor); TRAC: engl. T cell receptor a-chain, constant domain; TRAJ: engl. T
cell receptor a-chain, junction region; TRAV: engl. T cell receptor a-chain, variable region; UTR: untranslatierte
Region.
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Die durch Sequenzabgleich mit der IMGT-Datenbank identifizierten V- , D- , J- und C-Regionen, aus
denen sich die TCRa- und TCRB-Ketten des CTL 1A.3/46 zusammensetzten, sowie die daraus
resultierenden CDR (engl. complementarity-determining regions) sind in Abb. 3-3 A zusammengefasst
(detaillierte TCR-Sequenz siehe Abschnitt 5.1.1).

A TRAVITRBV TRBD TRAJ/TRBJ TRAC/TRBC CDR1 CDR2 CDR3
TRAV14/DV4*01 = TRAJ48*01 TRAC*01 TSDPSYG QGSYDQQN AMRPHFGNEKLT

TRBV10-3*01 TRBD2*01 TRBJ2-7*01 TRBC2*01 ENHRY SYGVKD AISEKLAGAYEQY

= QLI hTRAV14/DVA*01 hTRAC*01 p2A (TGLEE  hTRBV10-3*01 hTRBC2*01 atiB2-

hTRAJ48*01 hTRBD2*01 hTRBJ2-7*01

Abb. 3-3: Ubersicht iiber die Ergebnisse der Klonierung des TCR aus CTL 1A.3/46 (TCR-1A.3/46; anti-
CSF2RA). (A) Ubersicht iber die V-, D-, J- und C-Segmente sowie die CDR des TCR-1A.3/46.
(B) Schematische Darstellung des bicistronischen Konstrukts, bestehend aus TCRa- und TCRB-Kette des TCR-
1A.3/46, separiert durch das porcine 2A-Element. Der gelbe Pfeil kennzeichnet die Spaltungsstelle des p2A-
Peptids.

CDR: engl. complementarity determining region; (h)TRAC: engl. (human) T cell receptor a-chain, constant domain;
(h)TRAJ: engl. (human) T cell receptor a-chain, junction region; (h)TRAV: engl. (human) T cell receptor a-chain,
variable region; (h)TRBC: engl. (human) T cell receptor B-chain, constant domain; (h)TRBD: engl. (human) T cell
receptor B-chain, diversity region; (h)TRBJ: engl. (human) T cell receptor S-chain, junction region; (h)TRBV: engl.
(human) T cell receptor B-chain, variable region.

Die beiden TCR-Ketten wurden zunachst unter Zuhilfenahme des TOPO TA Cloning Kit® in den
Expressionsvektor pcDNA3.1™/V5-His TOPO® kloniert. Durch PCR wurden den TCR-Ketten
anschlieBend jeweils sowohl am 3'-terminalen Bereich als auch am 5'-terminalen Ende die in die
verwendeten Primer integrierten und fur eine Gateway-Rekombination unerlasslichen attB-Sequenzen
angefligt. Die daraus resultierenden PCR-Produkte wurden genutzt, um mittels der Gateway®-
Technologie (vgl. Abschnitt 2.2.2.15) ein bicistronisches Konstrukt, bestehend aus TCRa- und TCRf3-
Kette, separiert durch das p2A-Element (Sequenz siehe Abschnitt 5.1.3), in dem retroviralen Vektor
pBullet IRES neo zu generieren (Abb. 3-3 B). Aufgrund der auf der Gateway®-Technologie
basierenden Klonierungsstrategie verbleiben nach p2A-Element-Spaltung am N-terminalen Ende der

TCRpB-Kette neun aus der attB5-Sequenz resultierende, zusatzliche Aminosauren.
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3.2.2 Chimérisierung des TCR-1A.3/46 (bezeichnet als cTCR-1A.3/46)
Die Chimarisierung des CSF2RA-reaktiven TCR-1A.3/46 erfolgte nach dem in Abb. 3-4 A-C

aufgefiihrten Schema. Dabei wurden die humanen konstanten Domanen der TCRa- und TCRB-Ketten

durch die homologen murinen Sequenzen ersetzt, wodurch Fehlpaarungen von exogenen mit
endogenen TCR-Ketten in T-Zellen nach retroviralem TCR-Transfer in PBMC unterbunden werden
sollten. Die murinen konstanten TCR-Domanen wurden fiir die Expression in Saugerzellen Codon-
optimiert (durchgefiihrt von der Firma Life Technologies/Darmstadt, Deutschland unter Zuhilfenahme
der firmeneigenen Software GeneOptimizer®). Gleichzeitig wurden dabei kryptische Spleistellen und
destabilisierende  RNA-Sequenzelemente entfernt bzw. die Ausbildung stabiler RNA-
Sekundarstrukturen minimiert, um eine maximale RNA-Stabilitdt zu erreichen. Zudem wurden die
murinen konstanten Domanen mit je einem zusatzlichen Cystein ausgestattet (TCRa-Kette: T48C;
TCRB-Kette: S57C), wodurch die Paarungsstabilitdt der beiden exogenen TCR-Ketten durch die
Ausbildung einer weiteren Disulfidbriicke erhéht wird243.244,

Zwei verschiedene Konstrukte wurden generiert. Bei einem Konstrukt blieben die aus der attB5-
Sequenz resultierenden 27 Nukleotide am 5'-Ende der TRBV-Region erhalten (cTCR-1A.3/46+attB,
Daten nicht gezeigt). Beim zweiten Konstrukt wurden diese durch einen zusatzlichen Smal-Verdau
(Serratia marcescens) entfernt (cCTCR-1A.3/46), wodurch nach Translation anstelle neun zusatzlicher
Aminosauren lediglich das aus der Spaltung des p2A-Elements resultierende Prolin am N-terminalen
Ende der TCRB-Kette verblieb (Abb. 3-4 C). In nachfolgenden Versuchen unterschieden sich die beiden
Konstrukte cTCR-1A.3/46+attB und cTCR-1A.3/46 weder hinsichtlich der Transduktionseffizienz noch
der TCR-Expression bzw. -Funktionalitat (Daten nicht gezeigt), weshalb im Weiteren lediglich die mit
dem TCR-Konstrukt cTCR-1A.3/46 generierten Daten diskutiert werden. Da nicht bekannt ist, ob die
zusatzlichen, aus den attB-Sequenzen resultierenden Aminosauren im N-terminalen Bereich der B3-
Kette des cTCR-1A.3/46+attB einen negativen Einfluss auf die Erkennung von CSF2RA oder die
Spezifitdt des TCR haben, stellt der cTCR-1A.3/46 (Sequenz siehe Abschnitt 5.1.2), bei dem lediglich
eine zusatzliches Aminosaure am N-terminalen Ende der TCRRB-Kette verbleibt, das préferierte

Konstrukt fir eine potentielle klinische Anwendung dar.

Chimérisierung der TCRa-Kette A
=attBl+ PCR1 Megaprimer
hTRAV/) hTRAC — Rz hTRAV/ Rl
- i
Megaprimer
Smal PCRZ Y
[ mTRAV/L G e T —attB hTRAV/) mTRAC p2A
BP-Rekombination in pDONR""ZIl—Pl—PSrl{a!
Y
—attLl: hTRAV/) mTRAC p2A

Abb. 3-4: Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie zur Chimarisierung des TCR-1A.3/46 (anti-
CSF2RA).

(A) Chimérisierung der TCRa-Kette. [1] In PCR1 erfolgte die Generierung des sogenannten ,Megaprimer®. Dazu
wurde die hTRAV/TRAJ-Domane mit Primerpaaren amplifiziert, die an das 5'-Ende der hTRAV-Region die attB1-
Sequenz und an das 3‘-Ende der hTRAJ-Region die ersten 27 bp der mTRAC-Doméne anflgten. [2] In PCR2
wurde der in PCR1 generierte Megaprimer dazu verwendet, die komplette mMTRAC-Domane zu amplifizieren und
somit die hTRAV/TRAJ-Doméane mit der mTRAC-Domaéne zu fusionieren. Durch den reversen Primer wurden der
MTRAC-Domane die attB5r-Sequenz sowie das p2A-Element angefiigt. Die Sequenz des p2A-Elements enthielt
dabei zwei stille Mutationen, durch die eine Smal-Schnittstelle entstand. [3] Das PCR-Produkt wurde mittels BP-
Clonase-Reaktion in den Vektor pPDONR™221-P1-P5r rekombiniert (Vektorkarte siehe Abschnitt 5.2.2.2).
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Chimadrisierung der TCRB-Kette B
SDM
hTRBC ] o hTRBC |
Y
—onas—I» PCR1 y Megaprimer
hTRBV/D/) 'hTRBC ] ? ~attB hTRBV/D/) mT
-
y Megaprimer
—attB hTRBV/D/) mT
PCR2 Y
mTRBV/D/J mTRBC | (—a)b —attB hTRBV/D/J mTRBC
BP-Rekombination in pDONR™221-P5-P2 l(“)
Y
~attls hTRBV/D/) mMTRBC

(B) Chimarisierung der TCRB-Kette. Die Chimarisierung der TCRB-Kette erfolgte in Analogie zur Chimaérisierung
der TCRao-Kette. [1] In der TRBV-Region wurde eine vorhandene Smal-Schnittstelle durch ortsgerichtete
Mutagenese entfernt. [2] In PCR1 wurde der ,Megaprimer* generiert. Dazu wurde die hTRBV/TRBD/TRDJ-Domaéane
mit Primerpaaren amplifiziert, die an das 5'-Ende der hTRBV-Region die attB5-Sequenz und an das 3‘-Ende der
hTRBJ-Region die ersten 21 bp der mTRBC-Domaéne anflugten. Der 5'-Primer der hTRBV/TRBD/TRDJ-Doméne
enthielt eine zusatzliche Smal-Schnittstelle, gefolgt von den letzten drei Nukleotiden der p2A-Sequenz, um im
spateren Verlauf eine Elimination der attB5-Sequenz zwischen p2A-Element und TCRp-Kette durch
Restriktionsverdau zu ermdglichen. [3] In PCR2 wurde der in PCR1 generierte Megaprimer dazu genutzt, die
komplette mTRBC-Doméne zu amplifizieren und dadurch die hTRBV/hTRBD/TRBJ-Doméne mit der mTRBC-
Domaéne zu fusionieren. Durch den reversen Primer wurde der mTRBC-Doméne die attB2-Sequenz angefugt. [4]
Das PCR-Produkt wurde mittels BP-Clonase-Reaktion in den Vektor pDONR™221-P5-P2 rekombiniert
(Vektorkarte siehe Abschnitt 5.2.2.3).

Generierung der bicistronischen Konstrukte C
\d Y
—attL1 hTRAV/) mTRAC p2A + BLte  hTRBV/D/) | mTRBC |
— I
LR-Rekombination in pBullet_IRES_neo-DEST | (5)
v Y
~attB hTRAV/) mTRAC I ottes hTRBV/D/) mTRBC

BP-Rekombination in pDONR221™-P1-P2 l (6)

¥ 1
—attLl hTRAV/) mTRAC p2A BEERGERY hTRBV/D/) mTRBC

ot el

Religation l 7
=attLl: hTRAV/) mTRAC p2A hTRBV/D/) mTRBC

LR-Rekombination in pBullet_IRES_neo-DEST l (8)

) ¥ I
Bl hTRAV14/DV4*01 mTRAC*01 > p2A : hTRBV10-3*01 mTRBC2*01 >
hTRAJ48*01 hTRBD2*01 hTRBJ2-7*01

(C) Generierung der bicistronischen TCR-Konstrukte. [5] Durch die LR-Clonase-Reaktion wurden beide TCR-
Ketten (TCRa-Kette aus pDONR™221-P1-P5r und TCRB-Kette aus pDONR™221-P5-P2) in den Destination-
Vektor pBullet_IRES_neo-DEST rekombiniert (Vektorkarte siehe Abschnitt 5.2.3). [6] Das bicistronische Konstrukt,
bestehend aus der chimarisierten TCRa- und TCRB-Kette, wurde mittels BP-Clonase-Reaktion zurtick in den Vektor
pDONR™221-P1-P2 rekombiniert (Vektorkarte siehe Abschnitt 5.2.2.1). [7] Dieser wurde mit der
Restriktionsendonuklease Smal verdaut und anschlieend religiert. Dadurch wurden die von der attB5-Sequenz
resultierenden 27 Nukleotide zwischen p2A-Element und dem 5‘-terminalen Bereich der hTRBV-Region entfernt.
[8] In einer zweiten LR-Clonase-Reaktion wurde das bicistronische Konstrukt, bestehend aus chimarisierter TCRa-
und TCRB-Kette wieder in den Destination-Vektor pBullet_IRES_neo-DEST rekombiniert (Vektorkarte siehe
Abschnitt 5.2.3). Das hieraus resultierende TCR-Konstrukt wird im Rahmen dieser Arbeit als ,cTCR-1A.3/46“
bezeichnet.

¥ : Smal-Schnittstelle. Der gelbe Pfeil kennzeichnet die Spaltungsstelle des p2A-Peptids. m: murin; h: human; p2A:
porcines 2A-Element; TCR: T-Zellrezeptor (engl. T cell receptor); TRAC: engl. T cell receptor a-chain, constant
domain; TRAJ: engl. T cell receptor a-chain, junction region; TRAV: engl. T cell receptor a-chain, variable region;
TRBC: engl. T cell receptor S-chain, constant domain; TRBD: engl. T cell receptor 8-chain, diversity region; TRBJ:
engl. T cell receptor B-chain, junction region; TRBV: engl. T cell receptor §-chain, variable region.
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3.2.3 Expression des TCR-1A.3/46 und des cTCR-1A.3/46 in Jurkat-76-Zellen und in

PBMC
Die grundsétzliche Mdglichkeit der ektopischen Expression der nativen sowie chimaérisierten TCR-

Ketten aus CTL 1A.3/46 wurde zunachst durchflusszytometrisch mittels Farbung von CD3 bzw. der
entsprechenden VB-Kette (TRBV10-3) nach retroviraler Transduktion oder Elektroporation von TCR-
1A.3/46 und cTCR-1A.3/46 in dem Vektor pBullet IRES_neo in die akute T-Zell-Leukamielinie Jurkat-
76 bestatigt (Abb. 3-5 A und B).
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Abb. 3-5: Durchflusszytometrische Analyse der TCR-Expression. (A) CD3- und TRBV10-3-Expression 14
Tage nach retroviraler Transduktion der Zelllinie Jurkat-76 mit TCR-1A.3/46 in Vektor pBullet_IRES_neo und
durchgehender Selektion mit G418 (1,6 mg/ml). (B) CD3- und TRBV10-3-Expression 24 Stunden nach
Elektroporation der Zelllinie Jurkat-76 mit cTCR-1A.3/46 in Vektor pBullet_IRES_neo (C) CD8- und TRBV10-3-
Expression zwei Tage nach retroviraler Transduktion von PBMC (Spender: BC 1309715) mit TCR-1A.3/46 oder
CTCR-1A.3/46 in Vektor pBullet_IRES_neo und durchgehender Selektion mit G418 (0,8 mg/ml). J76: Jurkat-76.
—: |gG-FITC/PE, —: CD3-FITC bzw. TRBV10-3-PE.

Zudem wurde gezeigt, dass TCR-1A.3/46 und cTCR-1A.3/46 auch auf CD4* und CD8* T-Zellen nach
Transduktion von PBMC eines gesunden Spenders mit dem, den jeweiligen TCR kodierenden,
retroviralen Expressionsvektor pBullet-IRES_neo exprimiert werden konnten (Abb. 3-5 C). cTCR-
1A.3/46-transgene T-Zellen wiesen dabei im Vergleich zu TCR-1A.3/46-transgenen T-Zellen zwei Tage
nach der Transduktion eine hohere TRVB10-3-Expression auf (Abb. 3-5 C). Die mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFI) war bei cTCR-1A.3/46-transduzierten PBMC im Vergleich zu TCR-1A.3/46-
transduzierten PBMC um ca. 35 % erhdht (PBMC mock: MFI = 83; PBMC + TCR-1A.3/46: MFI = 233;
PBMC + cTCR-1A.3/46: MFI = 312). Die beiden TCR-Konstrukte cTCR-1A.3/46+attB und cTCR-1A.3/46
zeigten weder hinsichtlich der Transfektions-/Transduktionseffizienz noch der

Expressionseffizienz/-intensitat signifikante Unterschiede (Daten nicht gezeigt).
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3.2.4 Funktionalitatstest des TCR-1A.3/46 und des cTCR-1A.3/46

3.2.4.1 Funktionalitat des TCR-1A.3/46 auf CD8* und CD4* T-Zellen
Die Funktionalitdit des TCR-1A.3/46 wurde nach Transduktion humaner PBMC mit dem, den TCR-

1A.3/46 kodierenden retroviralen Vektor pBullet IRES neo im IFN-y-ELISpot-Assay analysiert. Dazu
wurden die TCR-transgenen PBMC zunédchst mit magnetischen Micro Beads in CD8* und CD4* Zellen
separiert und im IFN-y-ELISpot-Assay auf die Erkennung CSF2RA* Targetzellen getestet. Sowohl TCR-
1A.3/46-transgene CD8* Zellen (Abb. 3-6 A) als auch TCR-1A.3/46-transgene CD4* Zellen (Abb. 3-6 B)
zeigten dabei spezifische Reaktivitdt gegentiber CSF2RA* Zellen. Der Anteil IFN-y-produzierender
Zellen fiel unter CD4* TCR-1A.3/46-transgenen Zellen im Vergleich zu CD8* TCR-1A.3/46-transgenen
Zellen jedoch wesentlich geringer aus. Die lediglich sehr schwache Erkennung der murinen Zelllinie
B78H1.CSF2RA.15 sowohl durch CD4* als auch durch CD8* Effektoren ist vermutlich mit einer zum
Zeitpunkt des Tests geringen CSF2RA-Expression der Zelllinie zu erklaren.

A cD8* + IFN-y-Spots/18.000 B CD4* + IFN-y-Spots/16.000
TCR-1A.3/46 CD8*/TRBV10-3* Zellen TCR-1A.3/46 CD4*/TRBV10-3* Zellen
(a-CSF2RA) O 100 200 300 (a-CSF2RA) O 100 200 300
kein Target | kein Target |
Ma-Mel-86f | Ma-Mel-86f
Ma-Mel-86b.12 | — Ma-Mel-86b.12 |
293T mock | 293T mock
293T + CSF2RA g; ﬁ Y I 293T + CSF2RA i
B78H1 mock | B78H1 mock
B78H1.CSF2RA.15 | B78H1.CSF2RA.15 =

Abb. 3-6: Funktionalitat des TCR-1A.3/46 (anti-CSF2RA) auf CD8* (A) und CD4* (B) T-Zellen nach retroviraler
Transduktion humaner PBMC (Spender: BC 1229025) im 20h-IFN-y-ELISpot-Assay. (A) CD8* Zellen (100.000
T-Zellen/TE; TCR-Expression: 18 % CD8*/TRBV10-3*; d28+5; durchgehend selektioniert mit 0,8 mg/ml G418) und
(B) CD4* Zellen (100.000 T-Zellen/TE; TCR-Expression: 16 % CD4*/TRBV10-3*; d21+5; durchgehend selektioniert
mit 0,8 mg/ml G418) wurden im 20h-IFN-y-ELISpot-Assay auf die Erkennung humaner und muriner Melanomlinien
(50.000 Zellen/TE) und CSF2RA-transfizierter 293T-Zellen (20.000 Zellen/TE) getestet. a: anti.

Links: Originaldaten des ELISpot-Assays, rechts: Auswertung mittels CVIA.

3.2.4.2 Funktionalitat und Spezifitat des cTCR-1A.3/46

Der cTCR-1A.3/46 wurde mit drei verschiedenen Methoden auf seine Funktionalitat iberprift. Im IFN-y-
ELISpot-Assay wurde zunachst die spezifische IFN-y-Freisetzung von cTCR-1A.3/46-transgenen
PBMC analysiert und im 5:Chrom-Freisetzungstest die Kapazitat cTCR-1A.3/46-transduzierter PBMC
ermittelt, CSF2RA* Targetzellen zu lysieren. Der Degranulations-Assay erlaubte schliel3lich die

Evaluation des zytotoxischen Potentials cTCR-1A.3/46-transgener T-Zellen auf Einzelzellniveau?#.

3.2.4.2.1 IEN-y-ELISpot-Assay

Die Funktionalitat cTCR-1A.3/46-transgener PBMC wurde in mehreren unabhéngigen IFN-y-ELISpot-
Assays untersucht.
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Abb. 3-7: Funktionalitat des cTCR-1A.3/46 (anti-CSF2RA) nach retroviraler Transduktion humaner PBMC im
20h-IFN-y-ELISpot-Assay. (A) cTCR-1A.3/46-transgene PBMC (anti-CSF2RA; Spender: BC #1309715; 62.893
CD8* Zellen/TE; TCR-Expression: 31,8 % CD8*/TRBV10-3*; d56+5; durchgehend selektioniert mit 0,8 mg/ml G418)
wurden auf die Erkennung der angegebenen Melanomlinien (50.000 Zellen/TE) und von EBV-B-Zellen (75.000
Zellen/TE) des Melanommodells Ma-Mel-86 sowie von K652-Zellen (50.000 Zellen/TE) getestet. (B) CD8* Zellen
aus PBMC wurden nach Transduktion mit cTCR-1A.3/46 (anti-CSF2RA; Spender: BC #1309715; 3.846 CD8*
Zellen/TE, TCR-Expression: 39 % CD8*/TRBV10-3*; d126+6; durchgehend selektioniert mit 0,8 mg/ml G418) bzw.
CTCR-2C/417 (anti-TRP-2; Spender DY; 1.744 CD8"* Zellen/TE; TCR-Expression: 86 % CD8*/TRBV28*; d77+6)
hinsichtlich der Blockierbarkeit ihrer Reaktivitat gegen Ma-Mel-86b.12 (50.000 Zellen/TE) durch einen Antikdrper
gegen CSF2RA (Klon 12B7-17-A; 100 pg/ml) untersucht. (C) PBMC wurden nach Transduktion mit cTCR-1A.3/46
(anti-CSF2RA; Spender DY; 16.129 CD8" Zellen/TE; TCR-Expression: 31 % CD8*/TRBV10-3*; d105+5,
durchgehent selektioniert mit 0,8 mg/ml G418) hinsichtlich der Blockierbarkeit ihrer Reaktivitdt gegentuber MZ321-
CML-Zellen (40.000 Zellen/TE) durch Antikdrper gegen HLA-Klasse | (W6/32; 360 pg/ml), HLA-Klasse Il (HB145;
260 pg/ml) und gegen CSF2RA (Klon 12B7-17-A; 50 pg/ml) analysiert. (D) cTCR-1A.3/46-transduzierte PBMC
(Spender: BC #1309715; 816.326 CD8* Zellen/TE; TCR-Expression: 4,9 % CD8*/TRBV10-3*; d7+5; durchgehend
selektioniert mit 0,8 mg/ml G418) wurden getestet auf die Erkennung humaner 293T-Zellen, transient transfiziert
mit CSF2RA-cDNA durch Lipofectamine™ 2000, und muriner B78H1-Zellen, stabil transfiziert mit CSF2RA-cDNA.

Links: Originaldaten des ELISpot-Assays, rechts: Quantifizierung durch CVIA.
: Targetzellen alleine; l: PBMC + cTCR-1A.3/46 (anti-CSF2RA); | : PBMC + cTCR-2C/417 (anti-TRP-2).

a: anti; CML: chronische myeloische Leukdmie; MZ: Mainz.

Die TCR-transgenen PBMC zeigten dabei das gleiche Erkennungsmuster wie die CTL, aus denen der
TCR isoliert wurde. In spezifischer Weise wurden die autologen, CSF2RA* Melanomlinien Ma-Mel-
86b.12 und -86¢ erkannt; die CSF2RA- Linien Ma-Mel-86a und -86f sowie die EBV-B-immortalisierte
Lymphoblastenzelllinie INTH-EBV-B fuihrten zu keiner spezifischen IFN-y-Produktion. Auch K562-Zellen
als NK-Zelltarget induzierten keine IFN-y-Freisetzung der TCR-transgenen PBMC (Abb. 3-7 A). Wie in
Abb. 3-7 B gezeigt, war die Erkennung der Melanomlinie Ma-Mel-86b.12 durch cTCR-1A.3/46-
transgene PBMC (anti-CSF2RA) im Vergleich zur Erkennung cTCR-2C/417-transgenen PBMC (anti-
TRP-2) als Kontrolleffektoren spezifisch durch einen gegen CSF2RA gerichteten Antikorper vollstandig
blockierbar. Der TCR des CTL 2C/417 erkennt HLA-unabhéangig das humane und murine melanozytare

Differenzierungsantigen TRP-2, welches selektiv von Melanozyten bzw. Melanomzellen exprimiert wird.
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Eine Blockade der Erkennung cTCR-1A.3/46-transgener PBMC durch anti-HLA-Klasse |- oder anti-
HLA-Klasse lI-Antikdrper (W6/32 bzw. HB145) wurde nicht beobachtet. Dies wurde exemplarisch
dargestellt fur die Erkennung von priméaren Zellen der CSF2RA* chronischen myeloischen Leukamie
(CML) des Patienten MZ321 durch cTCR-1A.3/46-transgene PBMC (Abb. 3-7 C). Auf die Erkennung
primarer CML-Zellen durch cTCR-1A.3/46-transgene PBMC wird in Abschnitt 3.2.5.4 detaillierter
eingegangen. Aul3erdem reagierten cTCR-1A.3/46-transduzierte PBMC ebenso wie genuin CSF2RA-
reaktive CTL in spezifischer Weise mit transient mit CSF2RA-cDNA-transfizierten Zellen verschiedener
Spezies (Abb. 3-7 D).

3.2.4.2.2 51Chrom-Freisetzungstest

Die lytische Kapazitat cTCR-1A.3/46-transgener PBMC wurde im Vergleich mit dem CSF2RA-reaktiven
CTL 1A.3/46, aus dem der gegen CSF2RA gerichtete TCR kloniert worden war, in einem 4h->1Cr-
Freisetzungstests evaluiert (Abb. 3-8 B). Die Melanomlinien Ma-Mel-86a, -86b.12, -86¢ und -86f,
autologe INTH-EBV-B-Zellen sowie die HLA-Klasse I-negative NK-Targetzelllinie K562 wurden dazu mit

51Cr markiert. Das nach 4-stiindiger Koinkubation mit den Effektorzellen freigesetzte 5'Cr wurde im
Zelliberstand gemessen. Sowohl cTCR-1A.3/46-transgene PBMC als auch der parentale CTL 1A.3/46
lysierten selektiv die CSF2RA* Melanomlinien Ma-Mel-86b.12 und -86¢c. CSF2RA- Targets, wie Ma-Mel-
864, -86f, INTH-EBV-B und K562-Zellen, wurden nicht lysiert. Fiir beide Effektoren lag die Maximallyse
bei einem E:T-Verhaltnis von 60:1 bei ca. 30 %.

PBMC + cTCR-1A.3/46 CTL 1A.3/46
(anti-CSF2RA) (anti-CSF2RA)
100 100
@ 80 e 80 Ma-Mel-86a
k) = -8-Ma-Mel-86b.12
% 60 % 60 Ma-Mel-86¢
& 2 -x-Ma-Mel-86f
g 40 | S 0 -#-INTH-EBV-B
i J‘_\;ﬂ ® k - K562
2 ®
20 ] A L 20 | y
J T \?\ T
4 T J =
e e, B e =
60:1 20:1 6:1 2:1 06:1 0,211 60:1 20:1 6:1 2:1 0,6:1 0,21
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Abb. 3-8: Zytotoxizitatstest von PBMC nach retroviraler Transduktion mit cTCR-1A.3/46 (anti-CSF2RA) im
Vergleich zum CSF2RA-reaktiven CTL 1A.3/46. Die lytische Aktivitdt von PBMC nach Transduktion mit cTCR-
1A.3/46 (Spender: BC #1309715, TCR-Expression: 32 % CD8*/TRBV10-3*; d56+6; durchgehend selektioniert mit
0,8 mg/ml G418) und von CTL 1A.3/46 (OKT3-stimuliert) wurde in einem 4h-51Cr-Freisetzungstests gegeniber den
angegebenen Melanomlinien sowie der INTH-EBV-B-Zellen und K562-Zellen vergleichend getestet. Pro TE wurden
1.000 Targetzellen eingesetzt. CD8*/TRBV10-3* T-Zellen wurden in einem E:T-Verhdltnis von 0,2:1 bis 60:1
eingesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte von Doppelbestimmungen.

3.2.4.2.3 Degranulationsassay

Im Degranulationstest wird das MaR an Zytotoxizitdt CD8* Zellen anhand der Oberflachenexpression
des Markers CD107a fiir zytotoxische Granula, welcher als Reaktion auf eine antigen-spezifische T-

Zellstimulation an die Zelloberflache gelangt, durchflusszytometrisch bestimmt. Da nicht alle
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degranulierenden, CD8* T-Zellen IFN-y produzieren, jedoch bisher im Gegensatz zu CD4* Zellen keine
IFN-y-produzierenden CD8* T-Zellen bekannt sind, die nicht degranulieren, liefert der
Degranulationsassay eine umfassendere Aussage (ber die tatsachliche Frequenz zytotoxischer T-
Lymphozyten auf  Einzelzellniveau?4>246,  cTCR-1A.3/46-transgene  PBMC  wurden im
Degranulationsassay auf ihr zytolytisches Potential untersucht und zeigten eine spezifische
Degranulation (ca. 3 % bis 16 %) als Reaktion auf eine Stimulation mit allen getesteten CSF2RA*
Targetzellen (Abb. 3-9). CSF2RA" Targetzellen fiihrten zu keiner Degranulation der cTCR-1A.3/46-
transgenen PBMC (ca. 1 %). Die unspezifische Stimulation mit Phorbol-Myristat Azetat und lonomycin
(PMAV/I) diente dabei als Positivkontrolle fiir die generelle Stimulierbarkeit bzw. Degranulationsfahigkeit
der T-Zellen (ca. 80 %). Die Spontandegranulation (ca. 1 %) wurde anhand unstimulierter TCR-

transgener PBMC ermittelt.
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Abb. 3-9: Degranulations-Assay von PBMC nach retroviraler Transduktion mit cTCR-1A.3/46 (anti-CSF2RA).
Das Mal} der Degranulation von cTCR-1A.3/46-transgenen PBMC (Spender: BC #1309715, 1.000.000 CD8*
Zellen/TE; TCR-Expression: 20 % CD8*/TRBV10-3*; d21+4; durchgehend selektioniert mit 0,8 mg/ml G418) wurde
nach 24-stiindiger Koinkubation mit den angegebenen humanen und murinen Melanomlinien sowie CSF2RA-
cDNA-transfizierten ~ 293T-Zellen  (100.000  Zellen/TE) anhand der Oberflaichenexpression des
Degranulierungsmarkers CD107a durchflusszytometrisch ermittelt. Unstimulierte TCR-transgene PBMC wurden
als Negativkontrolle, PMA/I-stimulierte TCR-transgene PBMC als Positivkontrolle mitgefuhrt. Die Zellen wurden in
einem E:T-Verhaltnis von 2:1 eingesetzt (200.000 CD8*/TRBV10-3* T-Zellen/TE bzw. 100.000 Targetzellen/TE).

PMA: engl. Phorbol-Myristate Acetate; |: lonomycin.

3.2.4.3 Funktionalitatsvergleich des TCR-1A.3/46 und des cTCR-1A.3/46
Um zuséatzlich zur Expression (Abb. 3-5 C) auch die Funktionalitat der verschiedenen nativen und

chimarisierten CSF2RA-reaktiven TCR-Konstrukte zu vergleichen, wurden PBMC des gleichen
Spenders sowohl mit TCR-1A.3/46 als auch mit cTCR-1A.3/46+attB und cTCR-1A.3/46 transduziert,
unter den gleichen Bedingungen expandiert und im IFN-y-ELISpot-Assay hinsichtlich der Erkennung

von CSF2RA* Targetzellen untersucht. Dabei wurde die Reaktivitdt TCR-transduzierter Zellen mit der
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Reaktvitdt des T-Zellklons CTL 1A3/44 verglichen. Dieser CSF2RA-reaktive T-Zellklon exprimierte
genau wie der CTL 1A.3/46, aus dem die TCR-Ketten kloniert worden waren, in
durchflusszytometrischen Analysen die TCRB3-Kette TRBV10-3, weswegen angenommen werden kann,
dass beide CTL den gleichen TCR tragen. Wie aus Abb. 3-10 hervorgeht, reagierten cTCR-1A.3/46-
transduzierte PBMC deutlich starker mit CSF2RA* Targetzellen als TCR-1A.3/46-transduzierte PBMC.
Dabei waren cTCR-1A.3/46-transduzierte PBMC mit dem CTL 1A.3/44 in jedem Fall vergleichbar.
Zwischen cTCR-1A.3/46- und cTCR-1A.3/46+attB-transduzierten PBMC lie3 sich kein Unterschied

hinsichtlich Erkennungsmuster oder Erkennungsstérke ausmachen (Daten nicht gezeigt).

PBMC + PBMC +  |FN-y-Spots/2.500 CD8*/TRBV10-3* Zellen

CTL1A3/44  +op 1A.3/46 CTCR-1A.3/46
(-CSF2RA)  "CoFIRA)  (a.CSF2RA) 200 400 600 800

Ma-Mel-86f |

Ma-Mel-86b.12.CD80.4 : 5 I ——
293T mock b
293T
+ CSF2RA

Abb. 3-10: Vergleich der Reaktivitat von PBMC nach retroviraler Transduktion mit TCR-1A.3/46 oder cTCR-
1A.3/46 mit der des CSF2RA-reaktiven CTL 1A.3/44 im 20h-IFN-y-ELISpot-Assay. Der CTL 1A.3/44 (_; anti-
CSF2RA; 2.500 Zellen/TE; OKT3-stimuliert), TCR-1A.3/46-transgene PBMC (l; anti-CSF2RA; Spender:
BC #1309715; 11.904 CD8* Zellen/TE; TCR-Expression: 21 % CD8*/TRBV10-3*; d14+5; durchgehend selektioniert
mit 0,8 mg/ml G418) und cTCR-1A.3/46-transgene PBMC (.; anti-CSF2RA,; Spender: BC #1309715; 7.142 CD8*
Zellen/TE; TCR-Expression: 35 % CD8*/TRBV10-3*; durchgehend selektioniert mit 0,8 mg/ml G418) wurden im
20h-IFN-y-ELISpot-Assay auf ihre Reaktivitdt gegen die angegebenen Ma-Mel-86-Melanomlinien (50.000
Zellen/TE) sowie CSF2RA-cDNA-transfizierte 293T-Zellen (20.000 Zellen/TE) untersucht. a: anti.

Links: Originaldaten des ELISpot-Assays, rechts: Quantifizierung durch CVIA.
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3.2.5 Erkennungsmuster hamatopoetischer Zellen durch cTCR-1A.3/46-transduzierte T-

Zellen
Aufgrund der intrinsischen Expression von CSF2RA auf hAmatopoetischen Zellen, wie beispielsweise
Granulozyten, Monozyten, Makrophagen und DC?, wurden cTCR-1A.3/46-transgene PBMC auf ihre
Reaktivitdt gegeniiber normalen sowie malignen hamatopoetischen Zellen geprift. Als Kontroll-
Effektorzellen wurden hier in jedem Fall cTCR-2C/417-transgene PBMC desselben PBMC-Donors
mitgefihrt. Der TCR des CTL 2C/417 erkennt HLA-unabhangig das humane und murine Melanom-
assoziierte Antigen TRP-2, welches als melanozytéres Protein von héamatopoetischen Zellen nicht

exprimiert wird.

3.2.5.1 Erkennung verschiedener nicht maligner hdmatopoetischer Zellreihen durch cTCR-
1A.3/46-transduzierte T-Zellen

Verschiedene nicht-maligne hamatopoetische Zellen wurden auf die Erkennung durch gegen CSF2RA
gerichtete cTCR-1A.3/46-transgene PBMC im IFN-y-ELISpot-Assay getestet. Als Kontrolle dienten
gegen TRP-2 gerichtete cTCR-2C/417-transgene PBMC. Die durch magnetische Zellseparation
isolierten hdmatopoetischen Targetzell-Subpopulationen bzw. in vitro durch Ausreifung von Monozyten
generierte imDC (engl. immature dendritic cells) und mDC (engl. mature dendritic cells) wurden vor
ihrem Einsatz im ELISpot-Assay anhand der Expression charakteristischer Oberflachenmarker
durchflusszytometrisch auf ihre Reinheit geprift (vgl. Abschnitt 2.2.1.6 und Abschnitt 2.2.1.7; Daten
nicht gezeigt).

CTCR-1A.3/46-transduzierte PBMC zeigten im Gegensatz zu cTCR-2C/417-transduzierten PBMC des
gleichen Spenders spezifische Reaktivitdt gegenlber autologen Monozyten, Granulozyten, unreifen DC
und reifen DC. Die starkste Reaktivitat war dabei gegen Monozyten, imDC und mDC zu beobachten
(Abb. 3-11 A-C). Granulozyten wurden nur schwach erkannt (Abb. 3-11 A). Eine Blockade der
Erkennung durch den HLA-Klasse I-spezifischen Antikorper W6/32 bzw. den HLA-Klasse II-spezifischen
Antikdrper HB145 war nicht festzustellen (Daten nicht gezeigt). Autologe CD19* Zellen (Abb. 3-11 A)
sowie autologe EBV-immortalisierte B-Zellen (Daten nicht gezeigt) wurden nicht erkannt. Gegeniber
allogenen, CD34* hamatopoetischen Stammzellen wiesen die cTCR-1A.3/46-transgenen PBMC
ebenfalls keinerlei Reaktivitat auf (Abb. 3-11 D).
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Abb. 3-11: Erkennung verschiedener hamatopoetischer Zellreihen durch PBMC nach Transduktion mit
CTCR-1A.3/46 (anti-CSF2RA) und cTCR-2C/417 (anti-TRP-2) im 20h-IFN-y-ELISpot-Assay. (A) cTCR-1A.3/46-
transgene PBMC (Spender: DY; 62.500 CD8* Zellen/TE; TCR-Expression: 16 % CD8*/TRBV10-3*; d21+5;
durchgehend selektioniert mit 0,8 mg/ml G418) und cTCR-2C/417-transgene PBMC (Spender: DY; 21.276 CD8*
Zellen/TE; TCR-Expression: 47 % CD8*/TRBV28*; d85+5) wurden auf die Erkennung autologer Monozyten, CD19*
Zellen und Granulozyten (je 50.000 Zellen/TE) getestet. (B) cTCR-1A.3/46-transgene PBMC (Spender: IC; 57.692
CD8* Zellen/TE; TCR-Expression: 13 % CD8*/TRBV10-3*; d28+4; durchgehend selektioniert mit 0,8 mg/ml G418)
und cTCR-2C/417-transgene PBMC (Spender: IC; 26.785 CD8* Zellen/TE; TCR-Expression: 28 % CD8*/TRBV28*;
d28+4) wurden hinsichtlich ihrer Erkennung autologer imDC (50.000 Zellen/TE) analysiert. (C) cTCR-1A.3/46-
transgene PBMC (Spender: DY; 14.423 CD8* Zellen/TE; TCR-Expression: 52 % CD8*/TRBV10-3*; d28+5;
durchgehend selektioniert mit 0,8 mg/ml G418) und cTCR-2C/417-transgene PBMC (Spender: DY; 11.194 CD8*
Zellen/TE; TCR-Expression: 67 % CD8*/TRBV28*; d28+5) wurden beziglich der Erkennung autologer mDC
(50.000 Zellen/TE) verglichen. (D) cTCR-1A.3/46-transgene PBMC (Spender: IC; 31.250 CD8* Zellen/TE; TCR-
Expression: 24 % CD8*/TRBV10-3*; d21+4; durchgehend selektioniert mit 0,8 mg/ml G418) und cTCR-2C/417-
transgene PBMC (Spender: IC; 140.186 CD8"* Zellen/TE; TCR-Expression: 5,35 % CD8*/TRBV28*; d21+4) wurden
auf die Erkennung allogener CD34* Zellen (50.000 Zellen/TE) getestet.

Kontroll-Zielzellen: Ma-Mel-86a (CSF2RA", TRP-27; 50.000 Zellen/TE) als Negativkontrolle und Ma-Mel-86b.12
(CSF2RAY, TRP-2*; 50.000 Zellen/TE) als Positivkontrolle fur beide TCR-Konstrukte.

Links: Originaldaten des ELISpot-Assays, rechts: Quantifizierung durch CVIA.
: Targetzellen alleine; [ PBMC + cTCR-1A.3/46; [: PBMC + cTCR-2C/417.

a: anti; imDC: unreife dendritische Zellen (engl. immature dendritic cells); mDC: reife dendritische Zellen (engl.
mature dendritic cells).
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3.2.5.2 Erkennung von Leuk&mie-Zelllinien durch cTCR-1A.3/46-transduzierte T-Zellen

Dreizehn Leukamiezelllinien unterschiedlichen Ursprungs wurden auf ihre Erkennung durch cTCR-
1A.3/46-transgene PBMC (anti-CSF2RA) im Vergleich zu cTCR-2C/417-transgenen PBMC (anti-TRP-
2) im IFN-y-ELISpot-Assay analysiert (Abb. 3-12).

Eine spezifische Erkennung durch cTCR-1A.3/46-transgene PBMC war dabei gegenlber allen
getesteten AML-Zelllinien der Subtypen FAB M3 (akute Promyelozyten-Leukamie, APL; 1/1), FAB M4
(2/2) und FAB M5 (4/4) sowie einer von zwei CML-Linien festzustellen. Die Erkennung war durch den
anti-HLA-Klasse I-Antikdrper W6/32 nicht zu blockieren. AML-Linien der FAB-Subtypen M2, M6 und M7,
von denen je eine analysiert wurde, sowie eine getestete ALL-Linie wurden nicht erkannt. Die CSF2RA-
Expression der Targetzelllinien wurde durchflusszytometrisch sowie mittels RT-PCR (reverse
Transkriptase-PCR) analysiert. Eine Erkennung der Zelllinien durch cTCR-1A.3/46-transduzierte PBMC
korrelierte dabei mit der CSF2RA-Expression der Targetzellen.

Auffallig war die Erkennung der Linie THP-1 und NB4 durch gegen TRP-2 gerichtete cTCR-2C/417-
transgene PBMC in zweifacher Hinsicht. Es war nicht von einer Expression des melanosomalen
Proteins TRP-2 in AML-Zellen auszugehen und die Erkennung von NB4 bzw. THP-1 war zumindest
teilweise durch W6/32 blockierbar. Letzteres gilt nicht fur die Erkennung von TRP-2 durch diesen TCR.
Auch der T-Zellklon CTL 2C/147, aus dem oben genannter TCR kloniert worden war, erkannte THP-1,
wobei diese Reaktivitdt bei Einsatz geringerer Effektorzellzahlen sogar vollstandig mit W6/32
blockierbar war (Daten nicht gezeigt). Dies wurde als Kreuzreaktivitait des TRP-2-reaktiven
CTCR-2C/417 gegenuber einem Allo-MHC:Peptid-Komplex interpretiert. In folgenden Versuchen konnte
gezeigt werden, dass der TCR des CTL 2C/417 ein noch unbekanntes Peptid, prasentiert tber die Allo-
MHC-Molekiile HLA-C*03:03 bzw. HLA-C*03:04 erkannte (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3-12: Testung verschiedener Leukamiezelllinien auf Erkennung durch cTCR-1A.3/46- (anti-CSF2RA)
bzw. cTCR-2C/417- (anti-TRP-2) transduzierte PBMC im 20h-IFN-y-ELISpot-Assay. (A) cTCR-1A.3/46-
transgene PBMC (Spender: DY; 83.333 CD8* Zellen/TE; TCR-Expression: 6 % CD8*TRBV10-3*; d91+5;
durchgehend selektioniert mit 0,8 mg/ml G418) und cTCR-2C/417-transgene PBMC (Spender: DY; 83.333 CD8*
Zellen/TE; TCR-Expression: 6 % CD8*/TRBV28*; d91+5) wurden auf die Erkennung der angegebenen allogenen
Leuk&mielinien (75.000 Zellen/TE) sowie deren Blockade durch W6/32 (anti-HLA-Klasse I; 360 pg/ml) getestet. (B)
CTCR-1A.3/46-transgene PBMC (Spender: DY; 50.000 CD8* Zellen/TE; TCR-Expression: 20 % CD8*/TRBV10-3*;
d35+6; durchgehend selektioniert mit 0,8 mg/ml G418) und cTCR-2C/417-transgene PBMC (Spender DY; 14.285
CD8* Zellen/TE; TCR-Expression: 70 % CD8*/TRBV28*; d28+6) wurden hinsichtlich der Erkennung weiterer
allogener Leukamielinien (50.000 Zellen/TE) sowie der Blockade ihrer Reaktivitat durch W6/32 (anti-HLA-Klasse I;
450 pg/ml) untersucht.

Kontroll-Zielzellen: Ma-Mel-86a (CSF2RA", TRP-2"; 50.000 Zellen/TE) als Negativkontrolle und Ma-Mel-86b.12
(CSF2RA*, TRP-2*; 50.000 Zellen/TE) bzw. Ma-Mel-86¢ (CSF2RA*, TRP-2*; 50.000 Zellen/TE) als Positivkontrolle
fur beide TCR-Konstrukte.

Die CSF2RA-Oberflachenexpression der getesteten Linien wurde durchflusszytometrisch bestimmt und CSF2RA-
mMRNA mittels RT-PCR nachgewiesen.

Oben: Originaldaten des ELISpot-Assays, unten: Quantifizierung durch CVIA.
: Targetzellen alleine; l: PBMC + cTCR-1A.3/46; | : PBMC + cTCR-2C/417.

a: anti; ALL: akute lymphatische Leukamie; APL: akute Promyelozyten-Leukdmie; CML: chronische myeloische
Leukémie; FAB: Franzdsisch-Amerikanisch-Britisches Klassifikationssystem zur Einteilung von AML.
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Um die unter Abschnitt 3.2.5.1 erhaltenen Daten beziiglich der Erkennung von Monozyten, imDC und
mDC durch cTCR-1A.3/46-transgene PBMC (anti-CSF2RA) in einem leicht reproduzierbaren System
zu bestatigen, wurde die Leukamiezelllinie MUTZ-3 als Targetzelle genutzt. Diese weist prinzipiell einen
monozytaren Phénotyp auf, kann jedoch durch die Inkubation mit GM-CSF-, IL-4-, TNFa-, IL-13-, IL-6-
und PGE:z-enhaltende Zytokincocktails zu imDC- bzw. mDC-ahnlichen Zellen ausdifferenziert werden
(vgl. Abschnitt 2.2.1.20)2%728, Die verschiedenen Differenzierungsstadien wurden anhand der
Oberflachenexpression der Marker CD14, CD83 und CD86 (Abb. 3-13 B) sowie CD34, CD40, CD54
und CD80 (Daten nicht gezeigt) durchflusszytometrisch validiert. In Ubereinstimmung mit den in
Abschnitt 3.2.5.1 gezeigten Daten wurden sowohl monozytare MUTZ-3-Zellen, als auch zu imDC oder
mDC differenzierte MUTZ-3-Zellen spezifisch von cTCR-1A.3/46-transgenen PBMC (anti-CSF2RA) im
IFN-y-ELISpot-Assay erkannt. Eine Blockade der Erkennung durch den HLA-Klasse I-spezifischen
Antikdrper W6/32 war nicht festzustellen (Abb. 3-13 A). Das Erkennungsmuster liel3 sich mit dem
TRVB10-3*, CSF2RA-reaktiven CTL 1A.3/4 bestétigen (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3-13: Erkennung un- sowie ausdifferenzierter MUTZ-3-Zellen durch PBMC nach Transduktion mit
CTCR-1A.3/46 (anti-CSF2RA) im 20h-IFN-y-ELISpot-Assay. (A) Es wurde die Erkennung von undifferenzierten
MUTZ-3-Zellen sowie von zu imDC und mDC ausdifferenzierten MUTZ-3-Zellen (je 50.000 Zellen/TE) durch
CTCR-1A.3/46-transgene PBMC (Spender: BC #1309715; 11.363 CD8* Zellen/TE; TCR-Expression: 66 %
CD8*/TRBV10-3*; d14+6; durchgehend selektioniert mit 0,8 mg/ml G418) sowie die Blockade deren Reaktivitat
durch W6/32 (a-HLA-Klasse 1; 180 pg/ml) getestet. Links: Originaldaten des ELISpot-Assays, rechts:
Quantifizierung durch CVIA. | : Targetzellen alleine; l: PBMC + cTCR-1A.3/46. (B) Der Differenzierungsstatus der
MUTZ-3-Zellen wurde durchflusszytometrisch anhand der Oberflichenmarker CD14, CD83 und CD86 evaluiert.

a: anti; imDC: unreife dendritische Zellen (engl. immature dendritic cells); mDC: reife dendritische Zellen (engl.
mature dendritic cells).

3.2.5.3 Erkennung von primaren AML-Zellisolaten durch cTCR-1A.3/46-transduzierte T-Zellen

Acht primare AML-Zellisolate vom FAB-Subtyp M4 oder M5 (Franzésisch-Amerikanisch-Britisches
Klassifikationssystem zur Einteilung akuter myeloischer Leukéamien) wurden auf die Erkennung durch
CTCR-1A.3/46-transgene PBMC (anti-CSF2RA) im Vergleich zu cTCR-2C/417-transgenen PBMC (anti-
TRP-2) vom gleichen Spender im IFN-y-ELISpot-Assay getestet. Alle AML-Zellisolate wurden spezifisch
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durch cTCR-1A.3/46-transgene PBMC erkannt (Abb. 3-14). Nach 20h-Vorinkubation der AML-
Zellisolate mit 30.000 IU/mlI GM-CSF war deren Erkennung durch T-Zellen gegen CSF2RA gegenliber
unbehandelten AML-Zellen um 22-56 % reduziert (detaillierte Informationen tber die Blockade HLA-
unabhéngiger, CSF2RA-reaktiver T-Zellen durch GM-CSF finden sich in Abschnitt 3.3.2.2). Die
Expression von CSF2RA war durchflusszytometrisch sowie durch RT-PCR bei allen hier getesteten
AML-Zellisolaten nachweisbar.
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Abb. 3-14: Testung primé&rer AML-Zellisolate auf Erkennung durch PBMC nach Transduktion mit cTCR-
1A.3/46 (anti-CSF2RA) oder cTCR-2C/417 (anti-TRP-2) im 20h-IFN-y-ELISpot-Assay. Die angegebenen
priméren AML-Zellisolate (FAB M4 oder M5; 50.000 Zellen/TE) wurden auf ihre Erkennung durch cTCR-1A.3/46-
transgene PBMC untersucht (anti-CSF2RA; Spender: IC; 125.000 CD8* Zellen/TE; TCR-Expression: 8 %
CD8*/TRBV10-3*; d63+4, durchgehend selektioniert mit 0,8 mg/ml G418) bzw. cTCR-2C/417 (anti-TRP-2;
Spender: IC; 37.037 CD8* Zellen/TE; TCR-Expression: 27 % CD8*/TRBV28*; d63+4) sowie hinsichtlich der
Blockade ihrer Erkennung durch Préinkubation mit GM-CSF (30.000 IU/ml). Zusétzlich wurde die CSF2RA-
Oberflachenexpression durchflusszytometrisch bestimmt und vorliegende CSF2RA-mRNA durch RT-PCR
nachgewiesen.

Links: Ergebnisse der Expressionanalysen; Mitte: Originaldaten des ELISpot-Assays; rechts: Quantifizierung
durch CVIA.

Kontroll-Zielzellen: Ma-Mel-86a (CSF2RA", TRP-27; 50.000 Zellen/TE) als Negativkontrolle und Ma-Mel-86b.12
(CSF2RA*, TRP-2*; 50.000 Zellen/TE) als Positivkontrolle fiir beide TCR-Konstrukte.

: Targetzellen alleine; [ PBMC + cTCR-1A.3/46; [: PBMC + cTCR-2C/417.

a: anti; AML: akute myeloische Leukéamie; FAB: Franzdsisch-Amerikanisch-Britisches Klassifikationssystem zur
Einteilung von AML; GM-CSF: engl. granulocyte macrophage colony-stimulating factor; MZ: Mainz.
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3.2.5.4 Erkennung von priméaren CML-Isolaten durch cTCR-1A.3/46-transduzierte T-Zellen

Neben primaren AML-Isolaten wurden auch zwdlf primare CML-Zellisolate auf die Erkennung durch
CTCR-1A.3/46-transgene PBMC (anti-CSF2RA) im Vergleich zu cTCR-2C/417-transgenen PBMC (anti-
TRP-2) im IFN-y-ELISpot-Assay analysiert.
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Abb. 3-15: Testung priméarer CML-Zellisolate auf Erkennung durch PBMC nach Transduktion mit cTCR-
1A.3/46 (anti-CSF2RA) oder cTCR-2C/417 (anti-TRP-2) im 20h-IFN-y-ELISpot-Assay. Die angegebenen
priméren CML-Zellisolate (50.000 Zellen/TE) wurden auf ihre Erkennung durch cTCR-1A.3/46-transgene PBMC
(anti-CSF2RA; Spender IC; 83.333 CD8" Zellen/TE; TCR-Expression: 12 % CD8*/TRBV10-3*; d56+5,
durchgehend selektioniert mit 0,8 mg/ml G418) bzw. cTCR-2C/417-transgene PBMC (anti-TRP-2; Spender IC;
31.250 CD8* Zellen/TE; TCR-Expression: 32 % CD8*/TRBV28*; d70+5) untersucht sowie hinsichtlich der Blockade
ihrer Erkennung durch anti-CSF2RA (Klon 12B7-17-A; 50 pg/ml) getestet. Zusétzlich wurde die CSF2RA-
Oberflachenexpression durchflusszytometrisch bestimmt und vorliegende CSF2RA-mRNA durch RT-PCR
nachgewiesen.

Oben: Ergebnisse der Expressionanalysen und Originaldaten des ELISpot-Assays; unten: Quantifizierung durch
CVIA.

Kontroll-Zielzellen: Ma-Mel-86a (CSF2RA", TRP-27; 50.000 Zellen/TE) als Negativkontrolle und Ma-Mel-86b.12
(CSF2RAY, TRP-2*; 50.000 Zellen/TE) als Positivkontrolle fur beide TCR-Konstrukte.

: Targetzellen alleine; l: PBMC + cTCR-1A.3/46; | : PBMC + cTCR-2C/417.

a: anti; CML: chronische myeloische Leukadmie; MZ: Mainz.
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Davon wurden alle primaren CML-Zellisolate spezifisch von cTCR-1A.3/46-transduzierten PBMC
erkannt (Abb. 3-15). Die Reaktivitit war durch Antikérper gegen CSF2RA blockierbar. Das
Erkennungsmuster der cTCR-1A.3/46-transgenen PBMC war identisch zu dem Erkennungsmuster des
TRBV10-3* CSF2RA-reaktiven T-Zellklons CTL 1A.1/503 (Daten nicht gezeigt). Alle primaren CML-
Zellisolate exprimierten laut Durchflusszytometrie und laut RT-PCR CSF2RA. MZ60-CML und MZ61-
CML wiesen lediglich eine CSF2RA-Oberflachenexpression von 3,3 % bzw. 0,7 % auf. Die geringe

Expression korrelierte mit einer schwachen Erkennung durch CSF2RA-reaktive T-Zellen.

Zusammenfassung: Aus dem CSF2RA-reaktiven CTL 1A.3/46 wurde ein HLA-unabhangiger,

CSF2RA-reaktiver TCR kloniert. Seine Expression und Funktionalitt nach retroviraler Transduktion
in humane PBMC konnte bestatigt und durch Chiméarisierung optimiert werden. cTCR-1A.3/46-
transduzierte T-Zellen erkannten spezifisch nicht nur die CSF2RA* Melanomlinien des
Melanommodells Ma-Mel-86, mit CSF2RA-cDNA transfizierte Zelllinien verschiedener Spezies sowie
autologe Monozyten, imDC, mDC und Granulozyten, sondern auch acht von dreizehn allogenen
Leukamiezelllinien unterschiedlichen Ursprungs sowie alle getesteten priméaren, allogenen AML- (8/8)
und CML-Zellisolate (12/12). Allogene CD34* Zellen und autologe CD19* Zellen bzw. EBV-

immortalisierte B-Zellen wurden nicht erkannt.
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3.3 Analyse des HLA-unabhangigen Erkennungsmechanismus von CSF2RA
durch cTCR-1A.3/46-transduzierte T-Zellen

Eine HLA-unabhangige Antigenerkennung durch CD4* oder CD8* T-Zellen wurde bisher nur fur wenige

Antigene beschrieben. Die ihrer Erkennung unterliegenden Mechanismen sind im Detail nur in einem
Fall sicher aufgeklért, der nicht direkt auf CSF2RA oder TRP-2 Ubertragbar ist (vgl. Abschnitt 1.1.3).
Deshalb sollte in einem zweiten Teil dieser Arbeit der molekulare Mechanismus der HLA-unabhangigen

Erkennung von CSF2RA naher charakterisiert werden.

3.3.1 Erkennung von l6slichem CSF2RA durch cTCR-1A.3/46-transduzierte T-Zellen

Hanada et al. gelang es 2011, den bisher einzigen T-Zellvermittelten, HLA-unabhéangigen

Erkennungsmechanismus im Detail aufzuklaren4?. Dabei wird das Antigen TRAIL zuné&chst durch
Proteasespaltung solubilisiert®®. Erst nach Dimerisierung von solTRAIL mit DR4 jedoch erfolgt eine
Erkennung durch CD4* T-Zellen (vgl. Abschnitt 1.1.3)4°. Da auch von CSF2RA l6sliche Isoformen
existieren bzw. eine Proteasespaltung bedingte Solubilisierung von membranstandigen CSF2RA in der
Literatur ~ beschrieben ist, waren  Analogien  zum publizierten, HLA-unabh&ngigen
Erkennungsmechanismus von TRAIL auf Nierenzellkarzinomzellen auch fir eine Erkennung von
CSF2RA durch CD8* T-Zellen denkbar.

In einem ersten Schritt wurde daher die Erkennung von ldslichem CSF2RA (solCSF2RA, engl. soluble
CSF2RA) durch cTCR-1A.3/46-transgene PBMC (anti-CSF2RA) analysiert. Von den drei publizierten
I6slichen CSF2RA-Isoformen, die sich alle im C-terminalen Bereich von der membranstéandigen
CSF2RA-Isoform a unterscheiden und durch das Fehlen einer Transmembrandomane ausgezeichnet
sind, konnte in den von CSF2RA-reaktiven T-Zellen erkannten Melanomlinien Ma-Mel-86b und Ma-Mel-
86¢c durch Transkriptomsequenzierung lediglich die Expression der Isoform ¢ (NM_172247.2;
NP_758450.1; Sequenz siehe Abschnitt 5.1.4) nachgewiesen werden, wenn auch in wesentlich
geringeren MaRe im Vergleich zur membransténdigen Isoform a (NM_006140.4; NP_006131.2). Die
FPKM-Werte (engl. fragments per kilobase of exon per million fragments mapped) der
membranstéandigen CSF2RA-Isoform a lagen fir Ma-Mel-86b bei 32,8 und fir Ma-Mel-86¢ bei 23,3
wohingegen sie fir die l6sliche CSF2RA-Isoform ¢ fur Ma-Mel-86b lediglich bei 2,6 und fur Ma-Mel-86¢
bei 1,9 lagen (personliche Mitteilung || ). Dic beiden anderen Ioslichen
Isoformen (CSF2RA-Isoform b: NM_172246.2, NP_758449.1 und CSF2RA-Isoform e: NM_172249.2,
NP_758452.1) wurden in den Melanomlinien nicht exprimiert, weshalb sich die Analyse im Rahmen
dieser Arbeit auf solCSF2RA-Isoform ¢ beschrankte.

Die fur solCSF2RA-Isoform ¢ kodierende cDNA wurde aus den durch CSF2RA-reaktive T-Zellen
erkannten MZ653-AML-Zellen (Abb. 3.14) isoliert und mittels Gateway®-Technologie in pcDNA-3.1-
DEST kloniert (Daten nicht gezeigt). Vierundzwanzig Stunden nach transienter Transfektion der
Expressionszelllinie Expi293F mit der fur solCSF2RA-Isoform ¢ kodierenden cDNA wurden sowohl die
Zellen als auch der Kulturtiberstand direkt auf die Erkennung durch cTCR-1A.3/46-transgene PBMC im
IFN-y-ELISpot-Assay getestet. Die solCSF2RA-Isoform c-Transfektanten wurden im Vergleich zu
CSF2RA-Isoform a-transfizierten Expi293F-Zellen nur sehr schwach erkannt (ca. 4 %; Abb. 3-16 A).
Der Uberstand von mock-, CSF2RA-Isoform a- bzw. solCSF2RA-Isoform c-transfizierten Expi293F-
Zellen induzierte per se keine IFN-y-Produktion der TCR-transduzierten PBMC (Daten nicht gezeigt).

Auch die Beladung von mock-transfizierten Expi293F-Zellen mit Uberstand von solCSF2RA-Isoform c-
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transfizierten Expi293F-Zellen flhrte zu keiner Erkennung durch TCR-transgene T-Zellen

(Abb. 3-16 A).
Wie durchflusszytometrische Analysen zeigten (Abb. 3-16 B), wurden beide Isoformen 24 Stunden

nach Transfektion der Expi293F-Zellen exprimiert, wobei CSF2RA-Isoform a (ca. 80 %, MFI: 2460) bei
einem wesentlich groBeren Anteil der Zellen nachweisbar war als solCSF2RA-Isoform ¢ (ca. 40 %, MFI:
1240). Im Western Blot wurde 48 Stunden nach Transfektion die Expression von CSF2RA-Isoform a im
Expi293F-Zelllysat bestatigt, im Uberstand war keine CSF2RA-Isoform a-Expression feststellbar.
SoICSF2RA-Isoform ¢ hingegen war sowohl im Expi293F-Zelllysat als auch im Uberstand nachweisbar,
wobei solCSF2RA-Isoform ¢ aus den Zelllysaten ein geringeres Molekulargewicht hatte als solCSF2RA-

Isoform ¢ aus dem Uberstand (Abb. 3-16 C).
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Abb. 3-16: Expression von solCSF2RA-Isoform c in Expi293F-Zellen und Erkennung durch PBMC nach
Transduktion mit cTCR-1A.3/46 (anti-CSF2RA) im 20h-IFN-y-ELISpot-Assay. (A) Die Erkennung von
solCSF2RA-Isoform ¢ 24 Stunden nach transienter Transfektion von Expi293F-Zellen mittels ExpiFectamine™
durch cTCR-1A.3/46-transgene PBMC (anti-CSF2RA; Spender: DY; 71.428 CD8* Zellen/TE; TCR-Expression: 7
% CD8*/TRBV10-3*; d77+6; durchgehend selektioniert mit 0,8 mg/ml G418) wurde im 20h-IFN-y-ELISpot-Assay
analysiert. Sowohl die transfizierten Zellen (50.000 Zellen/TE) als auch der Uberstand (80 pl/TE) der Transfektanten
wurde getestet. Die Zelllinie Ma-Mel-86f (CSF2RA"; 50.000 Zellen/TE) wurde als Negativkontrolle und die Zelllinie
Ma-Mel-86c (CSF2RA*; 50.000 Zellen/TE) als Positivkontrolle eingesetzt. Links: Originaldaten des ELISpot-
Assays, rechts: Quantifizierung durch CVIA. (B) Die Expression von solCSF2RA wurde durchflusszytometrisch
ermittelt (==: 1gG-FITC/PE; —: anti-CSF2RA-FITC; Antikdrper: anti-CSF2RA; Klon 12B7-17-A) sowie (C) im
Western Blot bestatigt (aufgetragen wurden je 15 pug Gesamtprotein bzw. 0,5 ml gefallter Uberstand; Antikorper:
anti-CSF2RA; Klon 12B7-17-A). a: anti; sol: 16slich (engl. soluble); SN: Uberstand (engl. supernatant).
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Das verdnderte Laufverhalten von solCSF2RA-Isoform ¢ im Zelllysat ist vermutlich mit einem
veranderten Glykosylierungsmuster zu erklaren. Die CSF2RA-Isoform a weist elf potentielle N-
Glykosylierungsstellen innerhalb der extrazellularen Doméane auf. Da sich solCSF2RA-Isoform ¢ von
CSF2RA-Isoform a lediglich hinsichtlich der Transmembrandomane und im C-terminalen Bereich
unterscheidet, sollte auch solCSF2RA-Isoform c Uber diese elf potentiellen N-Glykosylierungsstellen
verfigen (vgl. Abschnitt 5.1.4). Zusatzlich sind fir CSF2RA-Isoform a bzw. solCSF2RA-Isoform ¢ auch
O-Glykosylierungen oder andere posttranslationale Proteinmodifikationen denkbar. Die
Glykosylierungen, bei der zum Teil hochkomplexe Oligosaccharidstrukturen aufgebaut und dem Protein
angefiigt werden, erfolgt dabei wahrend der Proteinsynthese innerhalb des endoplasmatischen
Reticulums bzw. im Golgi-Komplex. Erst nach der vollstandigen und korrekten Glykosylierung eines
Proteins wird dieses sekretiert. Es ist daher anzunehmen, dass solCSF2RA-Isoform ¢ im Zelllysat in
noch unvollstandig glykosylierter Form vorlag und daher ein geringeres Molekulargewicht aufwies, als

die vollstéandig glykosylierte solCSF2RA-Isoform c im Zelluberstand.

3.3.2 Erkennung des GM-CSF-Rezeptor-Komplexes durch cTCR-1A.3/46-transduzierte
T-Zellen

Der GM-CSF-Rezeptor (GM-CSFR) setzt sich zusammen aus einer a- und einer 3-Kette (CSF2RA bzw.

CSF2RB). Erst durch Oligomerisierung mit CSF2RB erlangt CSF2RA dabei eine hohe Affinitat zum

Liganden GM-CSF. Es konnte jedoch weder durch Transkriptom-Sequenzierung noch durch PCR oder

durchflusszytometrische Analysen eine Expression von CSF2RB in den durch CSF2RA-reaktive T-
Zellen erkannten, CSF2RA* Melanomlinien Ma-Mel-86b und Ma-Mel-86¢ detektiert werden (Daten nicht
gezeigt). Eine Inhibierung der Erkennung von CSF2RA durch simultane Expression der GM-CSF-
Rezeptor-B-Kette als weitere Hypothese fir den HLA-unabhangigen Erkennungsmechanismus war
daher naheliegend. Die Erkennung von CSF2RA durch cTCR-1A.3/46-transgene PBMC sowie durch
den CSF2RA-reaktiven, TRBV10-3* CTL 1A.3/4 wurde daher in Abhangigkeit der Koexpression von
CSF2RB und der Prasenz von GM-CSF im Detail analysiert.

3.3.2.1 Erkennung des GM-CSF-Rezeptors durch cTCR-1A.3/46-transduzierte T-Zellen

Von CSF2RB existieren zwei publizierte membranstandige Isoformen, von denen sich CSF2RB-

Isoform X1 lediglich durch eine Insertion von sechs zusatzlichen Aminoséauren im extrazellularen
Bereich von CSF2RB-Isoform 1 unterscheidet (CSF2RB-Isoform 1: NM_000395.2, NP_000386.1;
CSF2RB-Isoform X1: XM_005261340.1, XP_005261397.1; Sequenzen siehe Abschnitt 5.1.4). In einem
ersten Schritt wurden mittels der Gateway®-Technologie bicistronische Konstrukte hergestellt,
kodierend fur CSF2RA und CSF2RB-Isoform 1 bzw. CSF2RA und CSF2RB-Isoform X1, jeweils
separiert durch das p2A-Element (Sequenz siehe Abschnitt 5.1.3). Die simultane Expression beider
GM-CSF-Rezeptor-Ketten wurde durchflusszytometrisch nach transienter Transfektion in 293T-Zellen
bestatigt (Abb. 3-17 A).

Beziglich der Erkennung durch cTCR-1A.3/46-transgene PBMC im IFN-y-ELISpot-Assay zeigten die
bicistronischen Konstrukte keinen signifikanten Unterschied zu lediglich mit CSF2RA-cDNA transient
transfizierten 293T-Zellen. 293T-Zellen, die ausschlieBlich mit CSF2RB-Isoform 1- oder CSF2RB-

Isoform X1-cDNA transfiziert wurden, wurden nicht erkannt (Abb. 3-17 B).
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Abb. 3-17: Expression von bicistronischen CSF2RA/CSF2RB-Konstrukten und Erkennung der
Transfektanten durch PBMC nach retroviraler Transduktion mit cTCR-1A.3/46 (anti-CSF2RA) im 20h-IFN-y-
ELISpot-Assay. (A) Die Oberflachenexpression von CSF2RA und CSF2RB wurde 24 Stunden nach transienter
Transfektion von 293T-Zellen mit CSF2RA/CSF2RB-Isoform 1- und CSF2RA/CSF2RB-Isoform X1-cDNA durch
Lipofectamine™ 2000 durchflusszytometrisch analysiert (=: IgG-FITC/PE, —: CSF2RA-FITC bzw. CSF2RB-PE;
Antikorper: anti-CSF2RA,; Klon 12B7-17-A bzw. anti-human-CD131; Klon 1C1. (B) Die Erkennung von CSF2RA in
Gegenwart bzw. in Abwesenheit von CSF2RB nach transienter Transfektion von 293T-Zellen mit CSF2RA-,
CSF2RB-Isoform 1-, CSF2RB-Isoform X1-, CSF2RA/CSF2RB-Isoform 1- und CSF2RA/CSF2RB-Isoform X1-cDNA
mittels Lipofectamine™ 2000 durch cTCR-1A.3/46-transgene PBMC (anti-CSF2RA; BC #1309715; 67.567 CD8"
Zellen/TE; TCR-Expression: 37 % CD8*/TRBV10-3*; d49+4; durchgehend selektioniert mit 0,8 mg/ml G418) wurde
im 20h-IFN-y-ELISpot-Assay analysiert. a: anti.

Links: Originaldaten des ELISpot-Assays, rechts: Quantifizierung durch CVIA.

3.3.2.2 Erkennung des GM-CSFR/GM-CSF-Komplexes durch cTCR-1A.3/46-transduzierte T-

Zellen

Zwar wurde von Woodcock et al. eine Liganden-unabhangige Oligomerisierung von CSF2RA und
CSF2RB gezeigt?#’, der fur die Zytokinrezeptorfamilie klassische Weg der Assemblierung hoch-affiner
GM-CSF-Rezeptorkomplexe erfolgt jedoch erst nach Bindung des Liganden GM-CSF an CSF2RA160.161,
Die Erkennung von CSF2RA in Kombination mit CSF2RB und GM-CSF durch cTCR-1A.3/46-transgene
PBMC (anti-CSF2RA) bzw. den CSF2RA-reaktiven, TRBV10-3* CTL 1A.3/4 wurde daher im Detail
analysiert. Dazu wurden 293T-Zellen mit CSF2RA-cDNA oder den bicistronischen Konstrukten
(CSF2RA/CSF2RB-Isoform 1 bzw. CSF2RA/CSF2RB-Isoform X1, vgl. Abschnitt 3.1.2.1) transient
transfiziert und fur 24 Stunden mit GM-CSF (30.000 IU/ml) vorinkubiert. Die transfizierten Zellen wurden
anschlieBend im Vergleich zu unbehandelten Transfektanten im IFN-y-ELISpot-Assay auf Erkennung
durch cTCR-1A.3/46-transgene PBMC bzw. CTL 1A.3/4 getestet. Auch wahrend des IFN-y-ELISpot-
Assays wurden die vorbehandelten Zellen erneut mit GM-CSF (30.000 1U/ml) stimuliert. Wie in
Abb. 3-18 A gezeigt, fiel die Erkennung von 293T-Zellen, die sowohl CSF2RA als auch CSF2RB
exprimierten und mit GM-CSF vorinkubiert wurden, deutlich geringer aus als die der unbehandelten
GM-CSFR-transfizierten 293T-Zellen (Blockade um ca. 45-75 %). Die Erkennung von 293T-Zellen, die
lediglich CSF2RA exprimierten, war nur in wesentlich geringerem Mal3e durch eine Vorinkubation mit
GM-CSF blockierbar. Eine vergleichbare Blockade der CSF2RA-Erkennung durch cTCR-1A.3/46-
transgene PBMC nach Inkubation mit GM-CSF konnte auch fur priméare AML-Zellisolate (Blockade
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ca. 35-55 %; Abb. 3-18 B, vgl. Abb. 3-14) und mDC (Blockade ca. 40 %; Abb. 3-18 C) bestatigt werden,

die per se sowohl die a- als auch die B-Kette des GM-CSF-Rezeptors exprimieren sollten.
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Abb. 3-18: Erkennung von CSF2RA in Kombination mit CSF2RB und GM-CSF durch cTCR-1A.3/46-
transgene PBMC (anti-CSF2RA) bzw. CTL 1A.3/4 (anti-CSF2RA) im 20h-IFN-y-ELISpot-Assay. (A) 293T-
Zellen wurden transient mittels Lipofectamine™ 2000 mit CSF2RA-, CSF2RA/CSF2RB-Isoform 1- oder
CSF2RA/CSF2RB-Isoform X1-cDNA transfiziert und fur 20 Stunden mit 30.000 IU/ml GM-CSF inkubiert. Die
Transfektanten (20.000 Zellen/TE + 30.000 IU/mlI GM-CSF) wurden anschlieRend auf die Erkennung durch den
CSF2RA-reaktiven, TRBV10-3* CTL 1A.3/4 (30.000 Zellen/TE) bzw. cTCR-1A.3/46-transgene PBMC (anti-
CSF2RA; Spender: DY; 81.081 CD8* Zellen/TE; TCR-Expression: 37 % CD8+/TRBV10-3+; d84+4; durchgehend
selektioniert mit 0,8 mg/ml G418) im 20h-IFN-y-ELISpot-Assay analysiert. (B) Die Erkennung von allogenen,
primaren AML-Isolaten (50.000 Zellen/TE + 30.000 IU/ml GM-CSF) nach 24 Stunden Inkubation mit GM-CSF
(30.000 1U/ml) durch cTCR-1A.3/46-transgene PBMC (anti-CSF2RA; Spender HT; 16.666 CD8* Zellen/TE; TCR-
Expression: 36 % CD8+/TRBV10-3+; d70+5; durchgehend selektioniert mit 0,8 mg/ml G418) wurde im 20h-IFN-y-
ELISpot-Assay getestet. (C) Die Erkennung allogener mDC (50.000 Zellen/TE + 30.000 1U/ml GM-CSF; Spender:
BC #1303000) nach 24 Stunden Inkubation mit GM-CSF (30.000 1U/ml) durch cTCR-1A.3/46-transgene PBMC
(anti-CSF2RA; Spender HT; 13.888 CD8* Zellen/TE; TCR-Expression: 72 % CD8+/TRBV10-3+; d49+6;
durchgehend selektioniert mit 0,8 mg/ml G418) wurde im 20h-IFN-y-ELISpot-Assay analysiert. (D) Der zeitliche
Verlauf der CSF2RA-Oberflachenexpression auf mDC wahrend der Inkubation mit GM-CSF (30.000 IU/ml) wurde
durchflusszytometrisch ermittelt.

Bei ELISpot-Assays Links: Originaldaten des ELISpot-Assays, rechts: Quantifizierung durch CVIA.

Kontroll-Zielzellen: Ma-Mel-86a (CSF2RA", 50.000 Zellen/TE) als Negativkontrolle und Ma-Mel-86b.12 (CSF2RA*,
50.000 Zellen/TE) als Positivkontrolle fur das eingesetzte TCR-Konstrukt.

: Targetzellen alleine; I: PBMC + cTCR-1A.3/46; | : CTL 1A.3/46.

a: anti; AML: akute myeloische Leukdmie; GM-CSF: engl. granulocyte macrophage colony-stimulating factor; mDC:
reife dendritische Zellen (engl. mature dendritic cells); MZ: Mainz.

Die spezifische IFN-y-Produktion cTCR-2C/417-transgener PBMC (anti-TRP-2) desselben Spenders

bzw. von TRP-2-reaktiven CTL, welche als Negativkontrolle mitgefuhrt wurden, lief3 sich durch
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Pra-Inkubation mit GM-CSF nicht blockieren (Daten nicht gezeigt). Um auszuschlieen, dass die
verminderte Erkennung nach GM-CSF-Inkubation auf einer GM-CSF-initierten Rezeptor-
Internalisierung beruht, wurde die CSF2RA-Oberflachenexpression auf mDC fiir 20 Stunden nach GM-
CSF-Gabe durchflusszytometrisch zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt (Abb. 3-18 D). Ein Minimum
der CSF2RA-Oberflachenexpression war 30 min nach GM-CSF-Gabe zu beobachten (ca. 70 %
CSF2RA-Oberflachenexpression; entspricht einer Reduktion um ca. 10 %); nach vier Stunden

entsprach die CSF2RA-Oberflachenexpression wieder dem Ausgangswert (ca. 80 %).

Zusammenfassung: Die l6sliche CSF2RA-Isoform ¢ wurde durch mit dem CSF2RA-reaktiven
CTCR-1A.3/46-transduzierte T-Zellen nicht erkannt. Die membranstandige CSF2RA-Isoform a fuihrte

auch bei gleichzeitiger Koexpression von CSF2RB zu einer Erkennung durch cTCR-1A.3/46-
transgene PBMC bzw. den CSF2RA-reaktiven, TRBV10-3* CTL 1A.3/4. Die Assemblierung des
vollstandigen GM-CSF-Rezeptor-Komplexes (CSF2RA + CSF2RB + GM-CSF) jedoch resultierte in
einer Blockade der Erkennung CSF2RA* Targetzellen durch CSF2RA-reaktive T-Zellen.

3.3.3 Rolle von CD8 fir die HLA-unabhangige Erkennung von CSF2RA und TRP-2
Fur eine effektive Aktivierung der meisten T-Lymphozyten wird neben der Bindung zwischen TCR und
Peptid:MHC-Komplex auch die Interaktion der Korezeptoren CD4 oder CD8 mit dem MHC-Molekil

bendtigt. Letztere dient vor allem der Stabilisierung des TCR-MHC-Komplexes und der Rekrutierung
der fur die Initiation der Signaltransduktion erforderlichen LCK (engl. lymphocyte-specific protein
tyrosine kinase; vgl. Abschnitt 1.1.2)1248, Tikhonova et al. war es jedoch gelungen, aus MHC- und
Korezeptor-defizienten Mausen (QUAD-KO.Bcl-2Tg) T-Zellen zu isolieren, die beispielsweise das
murine CD155 in HLA-unabhéngiger Weise erkannten*!. Sie schlussfolgerten, dass die Korezeptoren
einem urspringlich breiteren a:B-T-Zellrepertoire die MHC-Restriktion wahrend der Thymusselektion
sozusagen aufzwingen, indem sie die fur eine erfolgreiche Signaltransduktion bendétigte LCK dem TCR
nur dann zuganglich machen, sofern eine gleichzeitige Interaktion von Korezeptoren und MHC-
Molekilen erfolgt?#. Es stellte sich daher die Frage, ob bzw. welche Rolle der Korezeptor CD8 fir die

Aktivierung der HLA-unabhéngigen CTL des Melanommodells Ma-Mel-86 spielt.

3.3.3.1 Vergleich der CD8-Sequenzen HLA-abhangiger und HLA-unabhangiger T-Zell-Klone

Um eine Beteiligung von CD8 an der Antigenerkennung HLA-unabhé&ngiger CTL zu evaluieren, war es

zunéchst nétig, durch Expressions- und Sequenzanalysen aufzuklaren, ob HLA-unrestringierte CTL das
gleiche CD8 exprimieren wie HLA-abhdngige CTL. Die membranstindige CD8a-Variante (CD8a-
Variante 1; NM_001145873.1 bzw. NM_001768.6; NP_001139345.1 bzw. NP_001759.3; Sequenz
siehe Abschnitt 5.1.5) des HLA-unabhéangigen, CSF2RA-reaktiven, TRBV10-3* CTL 1A.1/506 (TCR-
Sequenz identisch zu TCR-1A.3/46) wies dabei keine Unterschiede zur publizierten Sequenz auf. In der
CDB8pB-Sequenz liel3en sich auf einem Allel zwei bekannte, nicht-synonyme Polymorphismen (rs2228022
und rs35555413; Abb. 3-19 B) feststellen. Um einen Einfluss der SNP (Einzelnukleotidpolymorphismus,
engl. single nucleotide polymorphism) auf die Funktionalitit des HLA-unabh&angigen, CSF2RA-

reaktiven CTL-Klons auszuschlieRen, wurde die Expression sowie Sequenz der drei membranstandigen
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CD8B-Varianten (Variante 2: NM_172213.3, NP_757362.1; Variante 3: NM_172101.3, NP_742099.1;
Variante 5: NM_004931.4, NP_004922.1; Sequenzen siehe Abschnitt 5.1.5) von fiinf HLA-abhangigen
CTL-Klonen (mindestens vier verschiedene Spezifitdten und vier unterschiedliche TCR) und finf HLA-
unabhéngigen CTL-Klonen (mindestens drei verschiedene Spezifitaten und funf unterschiedliche TCR)
aus dem Melanommodell Ma-Mel-86 sowie funf HLA-abhéngigen CTL-Klonen (mindestens finf
verschiedene Spezifititen und vier unterschiedliche TCR) aus dem Melanommodell D14-MEL
verglichen. Wie exemplarisch fir einen HLA-abh&ngigen und einen HLA-unabh&ngigen CTL-Klon aus
dem Melanommodell Ma-Mel-86 in Abb. 3-19 A gezeigt, wurden in allen 15 getesteten CTL-Klonen alle
membranstandigen CD8B-Varianten exprimiert. In allen HLA-abhangigen sowie HLA-unabhangigen
CTL-Klonen des Melanommodells Ma-Mel-86 waren die beiden Polymorphismen auf einem Allel und
somit in allen CD8R-Varianten zu finden, wohingegen in keinem der CTL-Klone des Melanommodells
D14-MEL Unterschiede zur Referenzsequenz festzustellen waren (Abb. 3-19 C).
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Abb. 3-19: Ubersicht iiber die CD8B-Expressionsanalysen und Sequenzierungsergebnisse. (A) Zehn CTL-
Klone aus dem Melanommodell Ma-Mel-86 und funf CTL-Klone aus dem Melanommodell D14-MEL wurden auf die
Expression der verschiedenen membranstandigen CD8B-Varianten (CD8[3-Variante 2, -Variante 3 und -Variante 5)
getestet. Aus den CTL-Klonen wurde dafuir RNA isoliert und durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben.
Diese cDNA diente als Template fur PCR-Reaktionen mit fur die einzelnen CD8B-Isoformen spezifischen Primern.
Gezeigt ist das Expressionsmuster exemplarisch fur je einen HLA-restringierten (CTL 11C/169; unbekanntes
Antigen) und einen HLA-unrestringierten CTL-Klon (CTL 5C/91, anti-CSF2RA, TRBV10-3*). (B) Exemplarisches
Chromatogramm der SNP rs2228022 und rs35555413 nach Sequenzierung von CD8[3-Variante 2 aus CTL 5C/91
(anti-CSF2RA). Analog dazu wiesen alle CD8B-Varianten von allen getesteten HLA-abhangigen sowie HLA-
unabhangigen CTL-Klonen des Melanommodells Ma-Mel-86 die gleichen SNP auf. (C) Zusammenfassende
Ubersicht der CD8B-Sequenzierungsergebnisse der CTL aus den Melanommodellen Ma-Mel-86 und D14-MEL.
a: anti; SNP: Einzelnukleotid-Polymorphismus (engl. single nucleotide polymorphism).

3.3.3.2 Auswirkung einer OKT8-Blockade auf die HLA-unabhdngige Erkennung von CSF2RA
und TRP-2

Neben dem Sequenzabgleich der CD8a- und CD8pB-Varianten wurden HLA-abhangige und HLA-
unabhéngige CTL-Klone aus dem Melanommodell Ma-Mel-86 auch beziiglich der Blockade ihrer
Reaktivitat durch anti-CD8-Antikérper (OKT8) im IFN-y-ELISpot-Assay verglichen. Der HLA-abhangige
CTL 2C/255 (anti-CSPG4) war dabei durch OKT8 vollstandig blockierbar. Der HLA-abhangige CTL
5C/119 (anti-Tyrosinase), die HLA-unabhangigen, CSF2RA-reaktiven, TRBV10-3* CTL 5C/91
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und -1A.3/46 sowie die beiden HLA-unabhangigen, TRP-2-spezifischen CTL 11C/171 (TRBV27)
und -2C/417 (TRBV28) wurden um bis zu ca. 65 % blockiert (Abb. 3-20 A und B).

A CTL5C/91  CTL 1A.3/46 IFN-y-Spots/ (a(_:: "rj’g::;:e IFN-y-Spots/
(a-CSF2RA; (a-CSF2RA;  20.000 CD8* Zellen TRBVne. 50.000 CD8* Zellen
TRBV10-3) ~ TRBV10-3) o 250 500 750 1000 HLA-A%01) 0 250 500 750 1000
kein Target I kein Target
Ma-Mel- § Ma-Mel-
86b.12.CD80.4 ] 86¢.C3.19
Ma-Mel- Ma-Mel-
86b.12.CD80.4 86¢.C3.19
+ OKT8 - + OKT8
B CTL11C/71 CTL 2C/417 IFN-y-Spots/5.000 C(’:chg/é? IFN-Y-SEots/
(a-TRP-2; (a-TRP-2; bzw. 10.000 CD8* Zellen St 2.000 CD8* Zellen
TRBV27) TRBV28) 0 250 500 750 1000 4y 0 250 500 750 1000
HLA-C*0701)
kein Target | kein Target
Ma-Mel-86b E— Ma-Mel-86¢c
Ma-Mel-86b : Ma-Mel-86¢c
+ OKT8 e A — + OKT8

Abb. 3-20: OKT8-Blockade HLA-unabhangiger und HLA-abhangiger CTL im 20h-IFN-y-ELISpot-Assay. (A)
Die OKT8-Blockade der Reaktivitdt der HLA-unabhéngigen, TRBV10-3* CSF2RA-reaktiven CTL 5C/91 (| )
und -1A.3/46 (l) (je 20.000 Zellen/TE, OKT3-stimuliert) im Vergleich zum HLA-abh&ngigen Tyrosinase-reaktiven
CTL 5C/119 (| ; 5.000 Zellen/TE) gegeniliber den Melanomlinien Ma-Mel-86b.12.CD80.4 bzw. Ma-Mel-86¢.C3.19
(je 50.000 Zellen/TE) wurden im 20h-IFN-y-ELISpot-Assay analysiert. (B) Die OKT8-Blockade der Reaktivitat der
HLA-unabhéngigen TRP-2-reaktiven CTL 11C/171 (_ ; 10.000 Zellen/TE, TRBV27*, OKT3-stimuliert) und 2C/417
(l; 5.000 Zellen/TE, TRBV28*, OKT3-stimuliert) im Vergleich zum HLA-abhéngigen CSPG4-reaktiven CTL 2C/225
(' ; 2.000 zellen/TE, TRBV3-1*, OKT3-stimuliert) gegeniber der Melanomlinien Ma-Mel-86b bzw. Ma-Mel-86c¢ (je
50.000 Zellen/TE) wurde im 20h-IFN-y-ELISpot-Assay untersucht. a: anti; n.e.: nicht ermittelt.

Links: Originaldaten des ELISpot-Assays, rechts: Quantifizierung durch CVIA.

3.3.3.3 Funktionalitét des CSF2RA-reaktiven und des TRP-2-reaktiven TCR nach Transduktion
muriner, CD8-positiver und CD8-negativer Splenozyten

AbschlieRend wurde die Funktionalitat der HLA-unabhéangigen T-Zellrezeptoren cTCR-1A.3/46 (anti-

CSF2RA) bzw. cTCR-2C/417 (anti-TRP-2) nach Transduktion muriner C57BL6/J- (BL6) und QUAD-

KO.Bcl-2Tg-Splenozyten analysiert. Im Gegensatz zu BL6-Splenozyten exprimieren QUAD-

KO.Bcl-2Tg-Splenozyten weder MHC-Klasse |- oder MHC-Klasse Il-Molekile noch die Korezeptoren
CD4 und CD824° und sollten daher erméglichen, einen Aufschluss lber die Korezeptorabhangigkeit
HLA-abhéngiger und -unabhangiger TCR zu geben.

Zunéachst war es dafir nétig, die Expression und Funktionalitat der T-Zellrezeptoren cTCR-1A.3/46 bzw.
CTCR-2C/417 auf murinen Zellen nach Transduktion wildtypischer (wt) BL6-Splenozyten zu validieren.
Wie aus Abb. 3-21 A ersichtlich, wurden beide TCR nach retroviraler Transduktion von BL6-
Splenozyten exprimiert (cTCR-1A.3/46: 15,1 % Gesamt-TRBV10-3-Expression; cTCR-2C/417: 17,2 %
Gesamt-TRBV28-Expression). Von cTCR-2C/417-transgenen BL6-Splenozyten wurde die humane
TRP-2* Melanomlinie Ma-Mel-86b.12 im Gegensatz zur humanen TRP-2- Melanomlinie Ma-Mel-86a
allenfalls schwach, die murine TRP-2* Melanomlinie B78H1.TRP-2.5 im Vergleich zur murinen TRP-2-
Melanomlinie B78H1 jedoch sehr deutlich (ca. das Fiunffache des Hintergrunds) im IFN-y-ELISpot-
Assay erkannt. cTCR-1A.3/46-transgene BL6-Splenozyten erkannten die CSF2RA* Melanomlinien
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Ma-Mel-86b.12 und B78H1.CSF2RA.15 allenfalls schwach (weniger als das Eineinhalbfache des
Hintergrunds) im Vergleich zu den CSF2RA- Melanomzelllinien Ma-Mel-86a und B78H1 (Abb. 3-21 B).
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Abb. 3-21: TCR-Expression (A) und Funktionalitdt muriner BL6-Splenozyten im 20h-IFN-y-ELISpot-Assay
(B) nach retroviraler Transduktion mit cTCR-1A.3/46 (anti-CSF2RA) bzw. cTCR-2C/417 (anti-TRP-2). (A) Die
Oberflachenexpression von cTCR-1A.3/46 (anti-CSF2RA) bzw. cTCR-2C/417 (anti-TRP-2) wurde zwei Tage nach
Transduktion durchflusszytometrisch bestimmt. (B) Die Reaktivitdt von cTCR-1A.3/46-transgenen (anti-CSF2RA;
79.365 Zellen/TE; TCR-Expression: 12,6 % mCD8*/hTRBV10-3*; d0+5, durchgehend selektioniert mit 0,8 mg/ml
G418) und cTCR-2C/417-transgenen BL6-Splenozyten (anti-TRP-2; 20.270 Zellen/TE; TCR-Expression: 14,8 %
mCD8*/hTRBV28*; d0+5) im Vergleich zu mock-transduzierten BL6-Splenozyten (10.000 mCD8* Zellen/TE;; d0+5)
gegen die angegebenen humanen Melanomlinien und die murine Melanomlinie B78H1 nach stabiler Transfektion
mit CSF2RA bzw. TRP-2-cDNA (je 50.000 Zellen/TE) wurde im 20h-IFN-y-ELISpot-Assay ermittelt.

BL6-Splenozyten, mock-transduziert; l: BL6-Splenozyten + cTCR-1A.3/46; | . BL6-Splenozyten +
CTCR-2C/417.

a: anti; BL6: Mausstamm C57BL6/J wt.

Bevor Splenozyten von QUAD-KO.Bcl-2Tg-Mausen (Abb. 3-22 A; freundlicherweise zur Verfligung

gestelit von |

auf die TCR-Expression und -Funktionalitat nach retroviraler Transduktion beurteilt werden konnten,

war es zunachst nétig, den zu erwartenden Phanotyp der Splenozyten zu Uberprifen . Neben ihrer
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Defizienz beziglich $2M, H2-Ab1, CD4 und CD8a (QUAD-KO) sind QUAD-KO.Bcl-2Tg-Méause
zusatzlich transgen fur humanes BCL-2 (hBcl-2). Bedingt durch die fehlende Korezeptor-Expression
und vermutlich der damit einhergehenden starkeren TCR-Signaltransduktion wird in einem Grof3teil der
QUAD-KO-Thymozyten Apoptose ausgelost und eine T-Zellreifung unterbunden2#®, Der daraus
resultierenden Verminderung der a:B-T-Zellen in QUAD-KO-Lymphknoten um 75 % im Vergleich zu
normalen BL6-Mausen wurde durch Insertion des humanen antiapoptotischen BCL-2-Gens in QUAD-
KO.Bcl-2Tg-Mausen entgegengewirkt?*®, Die Prasenz des humanen BCL-2-Gens wurde mittels PCR
nachgewiesen (Abb. 3-22 B). Die Milzen von hBcl-2* QUAD-KO.Bcl-2Tg-Méausen waren im Vergleich
zu hBcl-2- QUAD-KO.Bcl-2Tg-Mausen ca. um das Vierfache vergroRert (Abb. 3-22 C).
Durchflusszytometrische Analysen von hBcl-2+ QUAD-KO.Bcl-2Tg-Splenozyten bestatigten die
fehlende Expression von CD4, CD8 sowie der fur den BL6-Hintergrund charakteristischen MHC-
Molekiile H2-KP und H2-IAP (Abb. 3-22 D). H2-DP-Molekiile waren in geringen Mengen (< 5 %) auf der
Oberflache zu detektieren, was jedoch in Ubereinstimmung mit den bereits publizierten Ergebnissen
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Abb. 3-22: Genotypisierung der QUAD-KO.Bcl-2Tg-Mause und Charakterisierung der Splenozyten.
(A) QUAD-KO.Bcl-2Tg-Maus (#TG112-319980-1892) (B) Genotypisierungs-PCR von QUAD-KO.Bcl-2Tg-Mausen
auf humanes BCL-2. cDNA des murinen Mastozytoms P815 wurde als Negativkontrolle, cDNA eines humanen
CTL-Klons (4C/31) als Positivkontrolle eingesetzt. (C) Milz einer hBcl-2* QUAD-KO.Bcl-2Tg-Maus (rechts;
(#TG112-319980-1892) im Vergleich zur Milz einer hBcl-2- QUAD-KO.Bcl-2Tg-Maus (links; #STHO-00007).
(D) Splenozyten der QUAD-KO.Bcl-2Tg-Mause wurden beziglich der Oberflachenexpression von CD3, CD4, CD8
sowie der murinen MHC-Klasse |- (H2-D? und H2-KP) und MHC-Klasse II-Molekiile (H2-1A") durchflusszytometrisch
analysiert. Dargestellt sind reprasentativ die Daten von Splenozyten einer hBcl-2* QUAD-KO.Bcl-2Tg-Maus
(#TG112-319980-1892).
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hBcl-2* QUAD-KO.Bcl-2Tg-Splenozyten waren schlechter retroviral transduzierbar als BL6-
Splenozyten. Fiinf Tage nach der Transduktion waren nur noch etwa 5 % der Splenozyten vital. Sowohl
CTCR-1A.3/46 (anti-CSF2RA) als auch cTCR-2C/417 (anti-TRP-2) wurden exprimiert, wenn auch die
Transduktionseffizienz mit 9,2 % Gesamt-TRBV10-3- bzw. 12,3 % Gesamt-TRBV28-Expression sehr
gering ausfiel (Abb. 3-23 A).
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Abb. 3-23: TCR-Expression (A) und Funktionalitat muriner QUAD-KO.Bcl-2Tg-Splenozyten im 20h-IFN-y-
ELISpot-Assay (B) nach retroviraler Transduktion mit cTCR-1A.3/46 (anti-CSF2RA) oder cTCR-2C/417 (anti-
TRP-2). (A) Die Oberflachenexpression von cTCR-1A.3/46 (anti-CSF2RA) bzw. cTCR-2C/417 (anti-TRP-2) wurde
drei Tage nach Transduktion durchflusszytometrisch bestimmt. (B) Die Reaktivitdt von cTCR-1A.3/46-transgenen
QUAD-KO.Bcl-2Tg-Splenozyten (anti-CSF2RA; 27.173 Zellen/TE; TCR-Expression: 9,2 % hTRBV10-3*; d0+5;
durchgehend selektioniert mit 0,8 mg/ml G418) und cTCR-2C/417-transgenen QUAD-KO.Bcl-2Tg-Splenozyten
(anti-TRP-2; 20.325 Zellen/TE; TCR-Expression: 12,3 % hTRBV28*; d0+5) im Vergleich zu mock-transduzierten
QUAD-KO.Bcl-2Tg-Splenozyten (2.500 Zellen/TE; TCR-Expression: hTRBV10-3*; 0 % hTRBV28*; d0+5) gegen die
Melanomlinien aus dem Melanommodell Ma-Mel-86 und die murine Melanomlinie B78H1 nach stabiler Transfektion
mit CSF2RA- bzw. TRP-2-cDNA (je 50.000 Zellen/TE) wurde im 20h-IFN-y-ELISpot-Assay ermittelt. a: anti.

. QUAD-KO.Bcl-2TgSplenozyten, mock-transduziert; l: QUAD-KO.Bcl-2Tg-Splenozyten + cTCR-1A.3/46;
: QUAD-KO.Bcl-2Tg-Splenozyten + cTCR-2C/417.
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Die cTCR-2C/417-transgenen QUAD-KO.Bcl-2Tg-Splenozyten zeigten im IFN-y-ELISpot-Assay eine
Erkennung der murinen TRP-2-positiven Melanomzelllinie B78H1.TRP-2.5 (ca. das Zweifache des
Hintergrunds) sowie eine schwache Reaktivitat gegentber den TRP-2-positiven Melanomlinien Ma-Mel-
86b.12, -86c und -86f (ca. das Eineinhalb- bis Zweifache des Hintergrunds). CSF2RA-positive
Targetzellen wurden von cTCR-1A.3/46-transgenen QUAD-KO.Bcl-2Tg-Splenozyten nicht erkannt. Als
Reaktion auf eine unspezifische Stimulation mit Phytohamagglutinin (PHA) waren cTCR-1A.3/46-
transgene QUAD-KO.Bcl-2Tg-Splenozyten jedoch in der Lage, vergleichbare Mengen an IFN-y zu
sekretieren wie mock- oder cTCR-2C/417-transduzierte QUAD-KO.Bcl-2Tg-Splenozyten (Abb. 3-23 B).

Zusammenfassung: Hinsichtlich Expression und Sequenz von CD8a und der drei membranstandigen
Varianten von CD8f (Varianten 2, 3 und 5) lieRen sich fir verschiedene HLA-unabhéngige CTL
(darunter auch zwei CSF2RA-reaktive CTL) des Melanommodells Ma-Mel-86 keinerlei Unterschiede
im Vergleich zu verschiedenen HLA-abhangigen CTL des gleichen Melanommodells nachweisen.
Durch OKT8 waren die HLA-unabhéangigen CSF2RA- und TRP-2-reaktiven CTL ebenso wie der HLA-
abhangige, Tyrosinase-reaktive CTL 5C/119 etwa halbmaximal blockierbar. Bei dem HLA-
abhangigen, CSPG4-reaktiven CTL 2C/225 fiuhrte der anti-CD8-Antikdrper zu einer vollstandigen
Blockade der IFN-y-Freisetzung. Der TRP-2-reaktive TCR cTCR-2C/417 erkannte auch nach
Transduktion Korezeptor- sowie MHC-defizienter, muriner Splenozyten schwach TRP-2* Targetzellen.
CTCR-1A.3/46-transgene BL6-Splenozyten erkannten CSF2RA* Targetzellen allenfalls schwach,
wohingegen cTCR-1A.3/46-transduzierte  hBcl-2* QUAD-KO.Bcl-2Tg-Splenozyten  keinerlei
spezifische Funktionalitat gegeniber CSF2RA* Targetzellen aufwiesen. CD8 scheint somit zwar an
HLA-unabhangiger Antigenerkennung beteiligt zu sein bzw. diese zu férdern, zumindest fir TRP-2 ist

jedoch auch in Abwesenheit von CD8 eine HLA-unabhéngige Erkennung mdglich.
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4 Diskussion

Seit der Entdeckung des ersten menschlichen T-zellerkannten, tumorassoziierten Antigens (TAA)
MAGE-A182 wurde eine Vielzahl weiterer TAA beschrieben und regelméaig kommen weitere hinzu. So
wurden beispielsweise im Jahr 2013 29 neue TAA in die Cancer Immunity-Datenbank aufgenommen,
die die strengen Richtlinien fur die Anerkennung als valide TAA und damit fur eine potentielle
therapeutische Anwendung erfiillen?5!. Bisherige Versuche, Patienten mit den aussichtsreichsten dieser
Kandidaten-TAA therapeutisch zu vakzinieren, verliefen enttauschend?%2, Alle Vakzinierungsversuche
zielten auf die Aktivierung ,konventioneller” HLA-restringierter T-Zellen ab. Dies schrankt einerseits das
Patientenzielkollektiv auf Patienten mit dem passenden HLA-Typ ein. Andererseits bleibt die Therapie
wirkungslos gegen Tumore, die das relevante HLA-Allel, einen HLA-Haplotyp oder die HLA-Expression
komplett verloren haben — Alterationen, die zu den haufigsten Immune Escape-Mechanismen zéhlen
(vgl. Abschnitt 1.2.2). Abhilfe konnten hier TAA schaffen, die unabhéngig von der Prasenz von HLA-
Molekulen durch T-Zellen in spezifischer Weise erkannt werden. Zwei solche HLA-unabhéngig
erkannten TAA, CSF2RA und TRP-2, konnten im Melanommaodell der Patientin Ma-Mel-86 identifiziert
werden (vgl. Abschnitt 1.3.1)*. Insbesondere CSF2RA ist aufgrund seines breiten
Expressionsspektrums in  Malignomen unterschiedlichen  Ursprungs ein interessantes
Kandidatenantigen fir tumorimmuntherapeutische Anwendungen (vgl. Abschnitt 1.3.2)43. Da bisher nur
wenige TAA dieses Typs bekannt und naher untersucht sind, waren wesentliche Ziele dieser Arbeit, den
TCR aus CSF2RA-reaktiven CTL-Klonen zu Kklonieren, seine Funktionalitdt zu validieren und
gegebenenfalls zu optimieren, den zugrundeliegenden molekularen Erkennungsmechanismus von
CSF2RA néher zu charakterisieren und sein immuntherapeutisches Potential fir einen TCR-Transfer

anhand seines Erkennungsmusters zu analysieren.

4.1 Der TCR des CSF2RA-reaktiven CTL 1A.3/46

Da die wenigen im Vorfeld isolierten CSF2RA-reaktiven CTL-Klone schlecht expandierbar waren,

wurden im Rahmen dieser Arbeit zunachst zusétzliche CSF2RA-reaktive CD8* CTL-Klone aus
tumorreaktiven MLTC generiert und expandiert, um schlie3lich eine TCR-Klonierung zu ermdglichen.
Aus zwei verschiedenen MLTC, die Reaktivitat gegentber den autologen CSF2RA* Melanomzelllinien
Ma-Mel-86b und -86c sowie mit CSF2RA-cDNA transfizierten 293T-Zellen aufwiesen, konnten
insgesamt 25 CTL-Klone generiert werden, die gegen CSF2RA gerichtet waren (vgl. Tabelle 3-1). Diese
erkannten im IFN-y-ELISpot-Assay speziesibergreifend sowohl den autologen CSF2RA*
Melanomzellklon Ma-Mel-86b.12 als auch den murinen Melanomzellklon B78H1.CSF2RA.15, der mit
CSF2RA-cDNA stabil transfiziert worden war (vgl. Abb. 3-1 A). Beide Melanomlinien waren MHC-
Klasse I-defizient, wodurch die HLA-unabh&ngige Erkennung von CSF2RA durch CTL bestétigt wurde.
Alle CTL-Klone exprimierten laut Durchflusszytometrie die TCR-Vp-Kette TRBV10-3 (vgl. Abb. 3-1 B)
ebenso wie die im Rahmen der Dissertation von ||}  lll (ceborene D
generierten CSF2RA-reaktiven CTL#*3. Sie exprimierten keine y:3-TCR, fur die ebenfalls eine HLA-
unabhangige Erkennung charakteristisch istl. AuBerdem exprimierten die CSF2RA-reaktiven CTL nicht
die NK-Zellmarker CD16, CD56 und NKG2D (engl. Natural killer group 2, member D), weshalb nicht
von einem NK-Zell-ahnlichen Erkennungsmechanismus auszugehen war (Daten nicht gezeigt)!. Die
Erkennung war zudem mit anti-CD3-Antikérpern blockierbar. Dies deutete auf eine TCR-vermittelte

Erkennung hin (Daten nicht gezeigt).
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Der CSF2RA-reaktive CTL 1A.3/46 zeichnete sich von allen im Rahmen dieser Arbeit generierten CTL-
Klonen durch besonders schnelles Wachstum und starke, spezifische Reaktivitdt im IFN-y-ELISpot-
Assay aus und wurde daher fur die TCR-Klonierung ausgewahlt (vgl. Abschnitt 3-1). Die Klonierung des
TCR erfolgte analog zu Birkholz et al.?38. Sequenzierungen ergaben die in Abb. 3-3 A gelisteten V-, D-,
J- und C-Regionen und complementarity determining regions (CDR).

A TCR des CTL 1A.3/46 (a-CSF2RA; HLA-unabhingig) aus Patient Ma-Mel-86

1]
TCRa-Kette TCRB-Kette

B TCR des CTL 3.2/143 (TRP-2; HLA-A*02:01) aus Patient D05

TCRa-Kette TCRB-Kette

Abb. 4-1: Vergleichende IMGT/Collier de Perles-Darstellung der V-Doméanen des (A) TCR von CTL 1A.3/46
(gegen CSF2RA, HLA-unabhéangig, Patientin Ma-Mel-86) und des (B) TCR von CTL 3.2/143 (gegen TRP-2,
restringiert durch HLA-A*02:01, Patient DO5). l: hydrophobe Aminosauren bzw. Tryptophane, die an dieser
Position in mindestens 50 % aller analysierten TCR-Ketten auftreten, : Prolin, ==: CDR1, —: CDR2, ==:CDR3,
Aminoséauren in roter, fetter Schrift kennzeichnen die funf konservierten Positionen einer V-Doméane: das erste,
konservierte Cystein (23C), das konservierte Tryptophan (41W), das hydrophobe Leucin (89L), das zweite,
konservierte Cystein (104C) und das konservierte Phenylalanin (118F). Quadratisch umrandete Aminoséuren
stellen die Ankerpositionen dar, die die CDR abgrenzen. Schraffierte Positionen entsprechen nach der IMGT-
Nummerierung Liicken?33. Die schwarzen Pfeile kennzeichnen die B-Faltblattstrange und ihre jeweilige Richtung.
(Die verwendete Nummerierung richtet sich nach dem IMGT-System?239.253.254. IMGT: http://www.imgt.org)
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Im Vergleich zu TCR von klassischen, HLA-abhangigen CTL des gleichen Melanommodells*? bzw. zu
in der IMGT-Datenbank publizierten TCR-Sequenzen lieRen sich dabei keinerlei Besonderheiten, wie
beispielsweise hinsichtlich der Lange der CDR oder bezuglich der finf konservierten Aminosauren einer
V-Domane (23C, 41W, 89L, 104C, 118F) feststellen. Eine Veranschaulichung der rdumlichen Struktur
der V-Doméne der beiden TCR-Ketten des TCR-1A.3/46 und ihrer CDR im Vergleich zu einem
konventionellen, HLA-restringierten CTL (CTL 3.2/143 aus Patient DO5; anti-TRP-2; restringiert durch
HLA-A*02:01) bietet die zweidimensionale ,Perlenketten“-Darstellung (Collier de Perles, Abb. 4.1)25%5,
In der Literatur werden zwei grundlegende Mechanismen kontrovers diskutiert, die die MHC-Restriktion
der T-Zellen zu erklaren versuchen2%6.257, Die erste Theorie (Keimbahnmodell) besagt, dass aufgrund
der Koevolution von TCR und MHC-Molekilen keimbahnkodierte Aminosauren in den variablen
Doméanen der TCR diesen HLA-Abhdngigkeit aufzwingen. Diese Sicht wird durch
Kristallstrukturanalysen, Sequenzvergleich und Mutagenese-Experimente untermauert?8-261 Dadurch
bedingt wurden in den variablen Doménen der TCR Aminoséuren konserviert, die in der Lage sind, an
MHC-Molekiile zu binden, wohingegen Aminosauren, die nicht dazu befahigt sind, eliminiert wurden.
Der HLA-unabhéngige TCR-1A.3/46 weist sowohl in seiner B-Kette (Y29, Y46, Y48, D54,
Nummerierung nach Arden et al.?*%) als auch in seiner a-Kette (S51, Nummerierung nach Arden et al.?4%)
Aminosauren auf, die mit einer MHC-Bindung in Verbindung gebracht werden (vgl. Abschnitt 5.1.1 und
Abschnitt 5.1.2)259.261.262 Dje entsprechenden Aminosauren (Y46, Y48, E54, Nummerierung nach Arden
et al.?4%) der CDR2f konnten jedoch auch in einem murinen, HLA-unabhangigen TCR (A11) gefunden
werden, der das murine CD155 in Abhangigkeit von Konformation und Glykosylierung erkennt*t. Durch
Mutagenese der entsprechenden Aminosauren wurde fir diesen TCR sogar gezeigt, dass die
konservierten Aminosauren auch fir eine HLA-unabhéngige Ligandenerkennung unerlasslich sind.

Die zweite Hypothese entspricht einem Selektionsmodell und besagt, dass MHC-Abh&angigkeit einem
urspringlich breiteren TCR-Spektrum wahrend der Thymusselektion durch die Korezeptoren CD4 und
CD8 aufgezwungen wird249. Dies ist damit zu erklaren, dass fiir eine erfolgreiche Initiierung der TCR-
Signalkaskade die src-Kinase LCK benétigt wird, welche mit dem intrazellularen Teil der Korezeptoren
assoziiert ist (vgl. Abschnitt 1.1.2). Somit steht LCK dem TCR nur zur Verfiigung bzw. befindet sich in
dessen unmittelbarer N&he, wenn neben der Interaktion des TCR mit seinem Antigen auch eine Bindung
der Korezeptoren an die MHC-Molekiile erfolgt41:249.256.263-265_ D3 einschlielRlich des CTL 1A.3/46 alle
HLA-unabhéangigen, CSF2RA-reaktiven CTL-Klone in durchflusszytometrischen Versuchen CD8
exprimierten (Daten nicht gezeigt), waren hierzu detailliertere Analysen notig, auf die unter
Abschnitt 4.3.3 ausfihrlicher eingegangen wird.

Beim Sequenzvergleich des TCR-1A.3/46 mit anderen publizierten HLA-unabh&ngigen TCR fiel auf,
dass seine TRAV-Region (TRAV14/DV4*01) der gleichen Subgruppe angehért wie die TRAV-Region
des TCR HC/2G-1 (TRAV14/DV4*02), der von CD4* T-Zellen exprimiert wird und HLA-unabhéangig
I6sliches TRAIL (solTRAIL) erkennt (vgl. Abschnitt 1.1.3)%%6. Die beiden Allele unterscheiden sich
lediglich in je einer Aminosaure innerhalb von CDR1 bzw. CDR2. Aus 34 funktionalen TRAV-
Subgruppen weisen die Gene der Subgruppe TRAV14/DV4 neben Genen aus vier weiteren
Subgruppen (TRAV23/DV6, TRAV29/DV5, TRAV36/DV7, TRAV38-2/DV8) die Besonderheit auf, dass
sie sowohl mit TRAJ-Segmenten als auch mit TRDD-Segmenten rekombinieren und daher TCRa-
Ketten oder TCR©®-Ketten bilden kodnnen?®. So wurden beispielsweise aus einem nach

Knochenmarktransplantation anhaltend immundefizienten CML-Patienten CD3*, CD4-, CD8:
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y:0-T-Zellen isoliert, deren TCRO-Kette die Region TRAV14/DV4 beinhaltete267:268, Moglicherweise
kénnten TRAV14/DV4* TCR somit eine intrinsische Tendenz haben, Liganden nicht nur als Teil von y:0-
sondern auch von a:B-T-Zellrezeptoren unabhangig von MHC-Molekiilen zu erkennen. Invariante TCR-
Repertoires wurden fiir verschiedene, nicht HLA-restringierte Zellsubpopulationen, wie beispielsweise
Va24-Ja18* NKT-Zellen12269 Va7.2-Ja33* MAITs (engl. mucosal-associated invariant T cells)27° oder
die murinen Vy5-Vd1+* DETCs?’! (engl. dendritic epidermal y:6-T cells) nachgewiesen. Eventuell kdnnte
die TCR-Region TRAV14/DV4 somit als ,Marker® dienen, gezielt nach weiteren HLA-unabh&angigen
TCR zu suchen.

Beide Ketten des TCR-1A.3/46 wurden als bicistronisches Konstrukt, separiert durch das p2A-Element,
in den retroviralen Vektor pBullet_IRES neo kloniert (vgl. Abb. 3-3 B). Transduziert in Empfanger-T-
Zellen sorgt das nur 22 Aminosauren lange p2A-Element im Vergleich zur sehr viel langeren internal
ribosomal entry site (IRES), fur ein Aquimolares Expressionsverhéltnis beider TCR-Ketten. Dies beruht
darauf, dass bei der Translation des p2A-Elements im Gegensatz zur IRES kein zweites Ribosom
rekrutiert wird, um das zweite Protein zu synthetisieren. Es wird ein durchgehender Polypeptidstrang
erstellt, bei dem lediglich die Ausbildung einer bestimmten Peptidbindung durch ribosome skipping
ausgespart wird?72, Und tatsachlich wurden die Vorteile des 2A-Elements gegeniiber der Verwendung
von IRES-Sequenzen fir einen TCR-Transfer hinsichtlich Expression und Funktionalitéat gezeigt?’3. Das
p2A-Element wurde gegenlber anderen 2A-Elementen wie dem des Maul- und Klauenseuche-Virus
(FMDV, engl. food-and-mouth disease virus), des equinen Rhinitis A Virus (ERAV) oder dem Thosea
asigna Virus 2A (T2A) bevorzugt, da laut Kim et al. p2A in humanen Zelllinien die hdchste
Spaltungseffizienz  aufweist?”*, Der retrovirale Expressionsvektor pBullet IRES neo bietet
insbesondere den Vorteil, dass sich aufgrund seines Neomycinresistenzgens TCR-transgene Zellen
selektionieren und somit gezielt anreichern lassen. Der Vektor hat sich bereits fir den retroviralen
Transfer verschiedener TCR als geeignetes Vehikel erwiesen?75276, Zuséatzlich wurde der TCR-1A.3/46
durch Austausch der humanen konstanten Domanen beider TCR-Ketten mit ihren murinen, Codon-
optimierten homologen Gegenstiicken chimérisiert (cTCR-1A.3/46, vgl. Abb. 3-4). Mit den dafur
verwendeten konstanten murinen Domanen war es Voss et al. bereits mdglich, die Funktionalitét eines
gpl100-scTCR (Einzelketten-TCR, engl. single chain TCR) erheblich zu verbessern?’7.

Die Exprimierbarkeit sowohl der TCRa- als auch der TCR[3-Kette beider Konstrukte (TCR-1A.3/46 und
CTCR-1A.3/46) wurde nach retroviraler Transduktion/Transfektion der T-Zellleukdmielinie Jurkat-76
bestatigt (vgl. Abb. 3-5 A und B). Diese weist eine Defizienz der endogenen TCRa- und TCRpB-Ketten
auf, wodurch eine Fehlpaarung exogener und endogener TCR-Ketten ausgeschlossen werden kann,
und der CD3-TCR Komplex lediglich an die Zelloberflache gelangt, sofern ein exogener TCR, bestehend
aus zwei exprimierbaren Ketten, eingebracht wird2%®, Nach Transduktion humaner PBMC zeigte sich in
der Durchflusszytometrie, dass beide TCR-Konstrukte sowohl auf CD4* als auch auf CD8* Zellen
exprimiert werden (vgl. Abb. 3-5 C). Wie erwartet und schon fur verschiedene andere TCR
gezeigt?*+278.279 f(jhrte die Transduktion von PBMC mit cTCR-1A.3/46 zu héherer TCR-Expression als
mit TCR-1A.3/46 (vgl. Abb. 3-5 C). Die hdheren Expressionsraten sind dabei zum Teil mit der fur die
murinen konstanten TCR-Domanen durchgefiihrten Codon-Optimierung zu erklaren. Die Codon-
Optimierung basiert auf dem Phanomen der ,Codon Usage®, die eine artspezifische, praferierte
Verwendung von bestimmten, synonymen Basentripletts postuliert, welche mit der jeweiligen tRNA-

Konzentration innerhalb der Zelle korreliert und somit einen direkten Einfluss auf die Translationsrate
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hat. Durch gezielte Veranderung der synonymen Codons kann auf diese Art und Weise die
Expressionsrate im entsprechenden Organismus erhoht werden2®. Durch zusatzlich eingefiigte
Cysteinreste innerhalb der murinen konstanten Doméanen und der damit ermdglichten Ausbildung einer
weiteren Disulfidbriicke wurde die Paarungsstabilitit beider TCR-Ketten weiter erhoht243244, Eine
Murinisierung unterbindet zudem weitestgehend die Fehlpaarung exogener und endogener TCR-
Ketten, da murine TRAC-Domanen praferentiell mit murinen TRBC-Domanen
dimerisieren?44.278.279.281.282 Damit einhergehend wurde nach vollsténdiger oder teilweiser Murinisierung
eine erhohte Aviditdét bzw. Funktionalitdit der TCR beobachtet. Dies ist wahrscheinlich dadurch
begriindet, dass die chimarisierten TCR besser dazu in der Lage sind, mit den endogenen TCR um den
fur die Oberflachenexpression und Signaltransduktion elementaren CD3-Komplex zu konkurrieren??°,
Eine erkennbar verbesserte Funktionalitat im IFN-y-ELISpot-Assay konnte auch fur den cTCR-1A.3/46
im Vergleich zum TCR-1A-3/46 gezeigt werden (vgl. Abb. 3-10). Dies ist vermutlich damit zu erklaren,
dass bei gleicher Anzahl eingesetzter TRBV10-3* T-Zellen cTCR-1A.3/46-transgene T-Zellen aufgrund
verminderter Fehlpaarungen mit endogenen TCR-Ketten mehr funktionale TCR-Dimere exprimierten
als TCR-1A.3/46-transgene T-Zellen, woraus eine verstarkte Erkennung CSF2RA* Targetzellen
resultiert. Auch war der Anteil IFN-y-produzierender Zellen von cTCR-1A.3/46-transgenen PBMC,
verglichen mit dem CSF2RA-reaktiven CTL vergleichbar bis leicht erhéht (vgl. Abb. 3-10), weshalb
davon auszugehen ist, dass der optimierte CcTCR-1A.3/46 nicht nur bezlglich seines
Erkennungsmusters sondern auch hinsichtlich Affinitat und Aviditat dem parentalen TCR des CTL
entspricht bzw. diesen moglicherweise sogar tbertrifft.

Auch verbleibt, im Gegensatz zum TCR-1A.3/46 und zum cTCR-1A.3/46+attB, bei dem cTCR-1A.3/46
im Vergleich zum parentalen TCR des CTL 1A.3/46 anstelle der neun aus den Gateway®-
Rekombinationssequenzen resultierenden Aminosauren lediglich das aus der Spaltung des p2A-
Elements resultierende Prolin am N-terminalen Ende der TCRB-Kette (vgl. Abb. 3-3 B und Abb. 3-4 C).
Das Risiko eines veranderten Erkennungsmusters bzw. einer verminderten Affinitat/Aviditat zum
Zielantigen aufgrund der Gberschiissigen Aminoséauren im variablen TCR-Bereich des cTCR-1A.3/46 ist
daher minimal. Ein negativer Einfluss der am C-Terminus der TCRa-Kette verbleibenden Aminoséauren
des p2A-Peptids (vgl. Abb. 3-3 B und Abb. 3-4 C) auf die Funktionalitat verschiedener TCR konnte
bisher nicht festgestellt werden?83.284, Aus diesen Griinden stellt der funktionale cTCR-1A.3/46 fir eine

potentielle klinische Anwendung das vielversprechendste der drei verschiedenen TCR-Konstrukte dar.
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4.2 Spezifitat und zytolytisches Potential des CSF2RA-reaktiven cTCR-1A.3/46

Zur Analyse der Funktionalitat und Spezifitat des CSF2RA-reaktiven cTCR-1A.3/46 diente nicht nur der
IFN-y-ELISpot-Assay, sondern auch die Testung seines zytolytischen Potentials gegeniiber CSF2RA*

Targetzellen sowohl direkt im Chromfreisetzungstest als auch indirekt, aber dafiir auf Einzelzellniveau,
im Degranulations-Assay.

CTCR-1A.3/46-transgene PBMC waren nicht nur dazu in der Lage, im Chromfreisetzungstest die
CSF2RA* Melanomlinien des Melanommodells Ma-Mel-86 selektiv zu lysieren (vgl. Abschnitt 3.2.4.2.2),
sondern degranulierten auch in spezifischer Weise nach einer Stimulation mit den CSF2RA*
Melanomlinien des Melanommodells Ma-Mel-86 bzw. mit 293T-Zellen nach Transfektion mit CSF2RA
(vgl. Abschnitt 3.2.4.2.3). Die HLA-Unabhangigkeit cTCR-1A.3/46-transgener PBMC wurde durch die
Erkennung CSF2RA* und HLA™ Targetzellen, CSF2RA* Targetzellen verschiedener Spezies sowie die
Erkennung CSF2RA* Zellen in Anwesenheit blockierender anti-HLA-Antikérper im IFN-y-ELISpot-Assay
verifiziert (vgl. Abschnitt 3.2.4.2.1).

Dartber hinaus erkannte der cTCR-1A.3/46 im IFN-y-ELISpot-Assay nicht nur die CSF2RA*
Melanomlinien des Modells Ma-Mel-86,sondern auch ein breites Spektrum von chronischen und akuten
myeloischen Leukamiezelllinien unterschiedlicher Subtypen, welche sowohl nach
durchflusszytometrischen Analysen als auch auf mMRNA-Ebene CSF2RA exprimierten (vgl. Abschnitt
3.2.5.2). Die akute Myelomonozytenleukamie-Zelllinie MUTZ-3 (FAB M4) wurde dabei sowohl in ihrer
monozytaren Form erkannt als auch nach In vitro-Differenzierung zu imDC und mDC (vgl. Abb. 3-13).
Fur hamatopoetische Malignome myeloiden Ursprungs, bei denen der GM-CSF-Rezeptor zu einer
Proliferation der entsprechenden Zellen fihrt, ist CSF2RA- bzw. GM-CSF-Rezeptor-Expression
bekannt183.285-288  Myeloide Malignome stellen daher vielversprechende Targets fiir eine potentielle
klinische Anwendung des cTCR-1A.3/46 dar. So konnten Graf et al. zeigen, dass vor allem AML-Zellen
vom FAB-Subtyp M4 und M5 signifikant hohere GM-CSF-Rezeptor-Expressionslevels aufweisen28,
was sich mit dem Erkennungsmuster cTCR-1A.3/46-transgener T-Zellen deckt. Alle getesteten
Leukamiezelllinien vom FAB-Subtyp M4 und M5 exprimierten auch nach eigenen Analysen CSF2RA
und wurden durch cTCR-1A.3/46-transgene T-Zellen erkannt (vgl. Abb. 3-12).

AML-Zelllinien vom FAB-Subtyp M2 (akute myeloblastische Leukdmie mit Ausreifung), M6
(Erythroleukdmie) und M7 (Megakaryoblastenleukédmie) wurden nicht erkannt (vgl. Abb. 3-12). Da
jedoch fur die entsprechenden im Labor vorhandenen, getesteten Linien (HL-60, HEL, M-07e) weder
durchflusszytometrisch noch mittels RT-PCR eine Expression der a-Kette des GM-CSF-Rezeptors
nachgewiesen werden konnte, war eine Erkennung durch CSF2RA-reaktive CTL nicht zu erwarten. Die
Megakaryozytenleukamiezelllinie M-07e ist zwar urspringlich auf einen breit gefacherten Zytokin-
Cocktail, der auch GM-CSF enthalt?'3, angewiesen, was auf eine CSF2RA-Expression hinweist. Ein
Uberwachsen der Zytokin-unabhangigen Zellen kann jedoch innerhalb weniger Wochen auch ein
Wachstum ohne Zytokinsupplementierung ermdoglichen (Quelle: DSMZ;
http://www.dsmz.de/catalogues/details/culture/ACC-104.html?tx_dsmzresources_pi5[returnPid]=192;
abgerufen am 19.01.2015). Auch fur die Leukamiezelllinie HL-60 ist in der Literatur eine deutliche
Expression von CSF2RA sowie die Abhangigkeit von GM-CSF beschrieben. Es ist jedoch anzunehmen,
dass auch bei dieser Zelllinie im Laufe der Langzeitkultur im Labor die GM-CSF-unabhéangigen Klone
selektioniert wurden oder die Zellen durch Akkumulation von zusatzlichen Mutationen ihr

Genexpressionsprofil verandert haben bzw. eine CSF2RA-Expression erst durch anderweitige Stimuli
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erneut initilert werden muss. So ist beispielsweise beschrieben, dass durch DMSO-Inkubation bei
HL-60-Zellen eine Differenzierung zu neutrophilen Granulozyten mdoglich ist25, wodurch die GM-CSF-
Rezeptor-Expression um das bis zu 20-fache heraufreguliert wird?®® und dass erst DMSO-induzierte
HL-60-Zellen neben primaren neutrophilen Granulozyten die hdchste GM-CSF-Rezeptor-Dichte von
500 bis 800 GM-CSF-Bindestellen pro Zelle auf ihrer Oberflache aufweisen?°°,

Fur wenige maligne Lymphome bzw. deren Vorlauferzellen ist CSF2RA-Expression in der Literatur
beschrieben'®32%1 Im Rahmen dieser Arbeit konnte nur eine einzige ALL-Zelllinie (RS4;11) getestet
werden. In eigenen Analysen wurde jedoch keine CSF2RA-Expression der Zelllinie festgestellt. In
Ubereinstimmung dazu wurden RS4;11-Zellen nicht durch TCR-transgene T-Zellen erkannt (vgl.
Abb. 3-12).

In Ubereinstimmung mit den Resultaten zur Erkennung von stabilen Leukamiezelllinien erkannten
CTCR-1A.3/46-transgene PBMC zudem alle getesteten, sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinlevel
CSF2RA*, primaren AML- (FAB M4 und M5) und CML-Zellisolate (vgl. Abschnitt 3.2.5.3 und Abschnitt
3.2.5.4). Fur eine Vielzahl solider Malignome, wie beispielsweise Melanome sowie Prostata-, Lungen-,
Kolon-, Kopf-Hals-, Nieren-, Magen- und Ovarialkarzinomzelllinien wurde eine CSF2RA- bzw. GM-CSF-
Rezeptor-Expression beschriebeni6.185-1%0 Dazu passend wurde eine Erkennung von Pankreas-,
Lungen-, Ovarial- und Gallenblasenkarzinomlinien durch CSF2RA-reaktive CTL bereits in
vorhergehenden Versuchen gezeigt*s. Es ist daher anzunehmen, dass auch diese Zellen von cTCR-
1A.3/46-transduzierten PBMC erkannt und zerstort werden kénnen.

Auch normale CSF2RA* hamatopoetische Zellen der myeloiden Reihe (Granulozyten, Monozyten,
primére imDC und mDC) wurden durch cTCR-1A.3/46 erkannt, nicht aber normale hamatopoetische
Zellen der lymphatischen Reihe (z.B. CD19* Zellen), fur die bisher auch keine CSF2RA-Expression
bekannt ist (vgl. Abb. 3-11 A, B und C). Auch flir andere lymphatische Zellen, wie T- oder NK-Zellen
ist in der Literatur keine Expression des GM-CSF-Rezeptors oder seiner Komponenten beschrieben,
weshalb sich vermuten lasst, dass auch diese Zellen einer Zerstérung durch cTCR-1A.3/46-transgene
T-Zellen entgehen wirden.

CD34* hamatopoetische Stammzellen wurden von cTCR-1A.3/46-transgenen PBMC nicht erkannt (vgl.
Abb. 3-11 D). Dies steht in Ubereinstimmung mit in der Literatur beschriebenen Daten, die besagen,
dass ein Grof3teil Linienmarker-negativer CD34* und CD34* CD38- hamatopoetischer Stammzellen kein

CSF2RA exprimiert, sondern den Rezeptor erst im Laufe der Differenzierung hochreguliert183292.293,
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4.3 Analyse des Erkennungsmechanismus von CSF2RA durch cTCR-1A.3/46

4.3.1 Keine HLA-unabhangige Erkennung von l8slichem CSF2RA

In einem zweiten Teil dieser Arbeit lag das Interesse darin, den der HLA-unabhangigen Erkennung von
CSF2RA zugrundeliegenden Mechanismus ausfihrlicher zu analysieren. Ein besseres Verstandnis
dessen wurde eventuell eine gezielte Suche nach weiteren HLA-unabhé&ngigen Antigenen erleichtern.
Hanada et al. beschrieben 2011 die HLA-unabhéngige Erkennung von TRAIL nach proteolytischer
Solubilisierung und Bindung an DR4 durch CD4* T-Zellen (vgl. Abschnitt 1.1.3)*. Ein analoger
Mechanismus ware auch fur CSF2RA denkbar. So existieren von CSF2RA verschiedene, auf
alternativem SpleiRen basierende, I6sliche Isoformen (vgl. Abschnitt 3.3.1), deren Expression in einer
Vielzahl von Zelltypen, wie beispielsweise myeloiden Leukamiezellen, Monozyten, Makrophagen,
synovialen Fibroblasten und Plazentagewebe nachgewiesen wurde?289.294-29_Dar{iber hinaus wurde fur
CSF2RA das sogenannte ectodomain shedding beschrieben, wobei durch proteolytische Spaltung die
extrazellulare Doméane des Rezeptors von der Membran freigesetzt wird?®72%. Wie fiir andere
Zytokinrezeptoren, wie beispielsweise den IL-6-Rezeptor oder den TNF-Rezeptor bereits gezeigt,
kénnen I6sliche Rezeptoren die Aktivitdt des entsprechenden Zytokins in vielerlei Hinsicht
modulieren29®, So kénnen sie die freien Liganden im Serum abfangen und dadurch deren Bindung an
ihre membranstandigen Rezeptoren verhindern oder aber durch Bindung ihrer Liganden deren Stabilitét
erhdhen?®?, Inflammatorische Mediatoren, wie PMA, LPS (Lipopolysaccharide) oder GM-CSF fuhren in
vitro zudem zu einer dosisabhangigen Hochregulation der solCSF2RA-Sekretion. Insbesondere in AML-
Patienten der FAB-Subtypen M4 oder M5 lief3en sich im Vergleich zu gesunden Spendern oder ALL-
Patienten stark erhdhte solCSF2RA-Level im Serum detektieren300-302,

Die Expression von solCSF2RA-Isoform ¢ konnte im Rahmen dieser Arbeit zudem in den von cTCR-
1A.3/46-transgenen PBMC erkannten Melanomlinien Ma-Mel-86b und Ma-Mel-86¢c sowie
verschiedenen primaren AML-Zellisolaten, wie beispielsweise MZ653-AML, nachgewiesen werden (vgl.
Abschnitt 3.3.1). Ahnlich dem von Hanada et al. aufgedeckten Erkennungsmechanismus von solTRAIL
ware somit grundsatzlich auch eine Erkennung von solCSF2RA maglich. Die Expression der I6slichen
Isoform ¢ in den Melanomlinien des Modells Ma-Mel-86 fiel im Vergleich zur membranstandigen
Isoform a zwar wesentlich geringer aus, jedoch beschrénkten sich die mRNA-Expressionsanalysen
lediglich auf alternative Splei3formen. Das aus ectodomain shedding der membranstandigen Isoform a
resultierende l6sliche CSF2RA wurde bei mRNA-basierten Expressionsanalysen naturgemaR nicht
berucksichtigt, weshalb keine detaillierte Aussage dartiber gemacht werden konnte, wieviel 16sliches
CSF2RA tatsachlich im Uberstandsmedium vorlag. Dass zumindest die erkannten Melanomlinien Ma-
Mel-86b und Ma-Mel-86¢ eine Vielzahl an membranstandigen Matrixmetalloproteasen exprimieren, wie
beispielsweise MMP15, MMP16, MMP17 oder auch die fir die Spaltung von TRAIL relevante MMP14,
die fir eine Solubilisierung des membranstandigen CSF2RA verantwortlich sein kénnten, zeigten
Transkriptomsequenzierungen der Melanomlinien (persénliche Mitteilung | GcIENENININGEG
SolCSF2RA-Isoform c-transfizierte Expi293F-Zellen wurden im Vergleich zu CSF2RA-Isoform a-
transfizierten Zellen jedoch nur sehr schwach durch cTCR-1A.3/46-transgene PBMC erkannt (vgl. Abb.
3-16 A). Da weder der Uberstand solCSF2RA-transfizierter Expi293F alleine noch nach Beladung mock-
transfizierter Expi293F-Zellen zu einer IFN-Sekretion der cTCR-1A.3/46-transgenen PBMC fiihrte (vgl.

Abb. 3-16 A), ist anzunehmen, dass solCSF2RA als |8sliches Protein von den T-Zellen nicht erkannt
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wird. Die Prasenz von solCSF2RA in Zelllysaten und Zelliberstand transfizierter Zellen, wenn auch
aufgrund des unterschiedlichen Laufverhaltens im Zelllysat vermutlich zumindest teilweise unvollstandig
glykosyliert, konnte mittels Western Blot bestatigt werden (vgl. Abb. 3-16 C). Die Beteiligung eines
prasentierenden Oberflachenrezeptors, analog zu DR4 bei der Erkennung léslichen TRAILs, an der
HLA-unabhangigen Erkennung von CSF2RA ist unwahrscheinlich, da Zelllinien aller getesteten Spezies
(Maus, Mensch, Affe, Hamster) nach ektopischer CSF2RA-Expression von CSF2RA-reaktiven T-Zellen
erkannt wurden (vgl. Abb. 3-1 A, Abb. 3-6 und Abb. 3-7)*3. Ein weiteres fiir die Erkennung bendtigtes
Protein misste daher evolutiondr hoch konserviert sein bzw. ein hohes MalR an Homologie zwischen
den einzelnen Spezies aufweisen. Zudem sind fir CSF2RA, tGiber GM-CSF, CSF2RB und eventuelle
Syndecan-2 hinaus’®, im Gegensatz zu einer Vielzahl an intrazellularen Bindungspartnern bisher keine
weiteren extrazellularen Interaktionspartner bekannt. Selbst die Bindung von solCSF2RA an CSF2RB
ist lediglich mdglich, wenn beide Proteine von derselben Zelle exprimiert werden, wohingegen exogenes
soICSF2RA nicht an CSF2RB binden kann3%3. Auch die beschriebenen Interaktionen von CSF2RA mit
der membranstandigen Tyrosinkinase KIT3%4 oder dem Lamininrezeptor, welcher neben Syndecan-2
ebenfalls mit Metastasierung in Verbindung gebracht wird, beruhen auf intrazellularen
Bindungen'’4177.178  Die Bindung von ldslichem CSF2RA an andere membransténdige Proteine ist
daher nach derzeitigem Wissens- und Erkenntnisstand unwahrscheinlich.

Interessant waren jedoch Analysen, ob solCSF2RA dazu in der Lage ist, eine Erkennung von
membranstandigem CSF2RA durch cTCR-1A.3/46-transgene PBMC zu blockieren. Neben der
Blockade der Erkennung CSF2RA* Targetzellen von CSF2RA-reaktiven T-Zellen durch anti-CSF2RA-
Antikdrper (K12B7-17A, vgl. Abb. 3-7 und Abb. 3-15) wirde dies einen weiteren Beweis fir die direkte
Erkennung von CSF2RA durch CD8* T-Zellen liefern. So kdnnte beispielsweise der Einfluss des
aufgereinigten Uberstands solCSF2RA-Isoform c-transfizierter Expi293F-Zellen auf das Iytische
Potential CSF2RA-reaktiver T-Zellen im Chromfreisetzungstest evaluiert werden. Aber auch eine direkte
Visualisierung der Interaktion von CSF2RA mit dem cTCR-1A.3/46 innerhalb der immunologischen
Synapse ware mithilfe von rekombinantem CSF2RA denkbar. So ist es zum Beispiel durch das in der
Arbeitsgruppe um Michael Dustin entwickelte Synapsenmodell (engl, supported planar bilayer model)
maoglich, Interaktionen zwischen T-Zelle und APC direkt mittels Fluoreszenz-gekoppelter Antikérper zu
detektieren, nachdem der entsprechende Ligand quantitativ in auf Deckglasern aufgebrachte Lipid-
Doppelschichten eingebunden und den T-Zellen prasentiert wurde3°%:3%, Die Generierung und Testung
trunkierter CSF2RA-Konstrukte kdnnte dartber hinaus Aufschluss liefern, welcher Teil des Proteins das
von den T-Zellen erkannte Epitop darstellt.

Da bisher keine membranstéandigen Bindungspartner von CSF2RA bekannt sind, deren Interaktion
lediglich auf einer extrazellularen Bindung beruht und solCSF2RA-Isoform ¢ nicht durch cTCR-1A.3/46-
transduzierte PBMC erkannt wird, ist davon auszugehen, dass der molekulare, HLA-unabhéangige
Erkennungsmechanismus von CSF2RA sich grundlegend von dem von TRAIL unterscheidet, indem

membranstandiges CSF2RA als solches von den HLA-unabhéngigen T-Zellen erkannt wird.

4.3.2 HLA-unabhéangige Erkennung des GM-CSF-Rezeptor-Komplexes

Alle erkannten Melanomlinien des Melanommodells Ma-Mel-86 sowie alle allogenen Melanomzelllinien
exprimierten laut RT-PCR zwar CSF2RA, jedoch nicht CSF2RB (personliche Mitteilung || GczNEN
). D:riber hinaus ist in der Literatur beschrieben, dass auch CSF2RA alleine durch Steigerung

114



Diskussion

der Glucose-Aufnahme in Melanomzellen bzw. durch eine antiapoptotische Wirkung, wie dies fir
Embryonen gezeigt wurde, eine potentiell vorteilhafte Rolle fir die Tumorgenese spielt (vgl.
Abschnitt 1.3.2)169.173.191.192 Dg aufRerdem fiir eine optimale GM-CSF-vermittelte Signaltransduktion die
Assemblierung eines komplizierten Dodekamerkomplexes, bestehend aus vier GM-CSF-Molekiilen,
vier a- und vier 3-Ketten vonnéten ist'62, ware denkbar, dass dadurch das erkannte Epitop nicht mehr
frei zuganglich fur die T-Zellen ist und somit die Koexpression der B-Kette des GM-CSF-Rezeptors die
Erkennung von CSF2RA durch CSF2RA-reaktive T-Zellen inhibiert*3. In einem funktionalen GM-CSF-
Rezeptor-Komplex sind CSF2RA und CSF2RB zu gleichen Anteilen involviert'62, Ein gewisser Anteil an
freiem, fur die T-Zellen zuganglichem CSF2RA auf der Zelloberfliche kdnnte, bedingt durch eine
Sequestrierung von CSF2RB durch die a-Ketten des IL-3- bzw. IL-5-Rezeptors, jedoch standig prasent
sein. Dies wiirde eine Erkennung von normalen sowie malignen myeloischen, hdmatopoetischen Zellen,
die Ublicherweise neben der a-Kette auch die B-Kette des GM-CSF-Rezeptors an ihrer Oberflache
exprimieren, erklaren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde jedoch eindeutig demonstriert, dass eine gleichzeitige, aquimolare
Expression der GM-CSF-Rezeptor-3-Kette alleine keinen Einfluss auf die Erkennung der a-Kette durch
CSF2RA-reaktive T-Zellen hat (vgl. Abschnitt 3.3.2.1). 293T-Zellen, die nach Transfektion sowohl
CSF2RA als auch CSF2RB ektopisch exprimierten, wurden von cTCR-1A.3/46-transgenen PBMC in
gleichem MafRe erkannt, wie 293T-Zellen, welche lediglich die a-Kette exprimierten (vgl. Abb. 3-17).
Erst nachdem durch simultane Zugabe des Liganden GM-CSF eine Ausbildung des kompletten
GM-CSF-Rezeptor-Komplexes ermdglicht wurde, kam es zu einer Blockade der spezifischen
Erkennung von AML, mDC sowie 293T-Zellen nach transienter Transfektion mit CSF2RA- und
CSF2RB-cDNA durch CSF2RA-reaktive T-Zellen (vgl. Abb. 3-18).

GM-CSF flhrte auch bei Targetzellen, die nur die a-Kette des GM-CSF-Rezeptors exprimierten, zu
einer Blockade der Erkennung durch cTCR-1A.3/46-transduzierte T-Zellen. Diese Blockade fiel jedoch
weitaus geringer aus als fur Zellen, die beide GM-CSF-Rezeptor-Ketten exprimierten (vgl. Abb. 3-18).
Dies ist mit der deutlich geringeren Affinitat von GM-CSF zur a-Kette (Ko = 0,8 bis 1,2 nM) im Vergleich
zum a:B-Heterodimer (Ko = 1 bis 20 pM) zu erklarent%161, Eine Verminderung der IFN-y-Freisetzung
durch CSF2RA-reaktive T-Zellen aufgrund einer GM-CSF-induzierten Rezeptorinternalisierung der
Targetzellen wurde ausgeschlossen, da die lediglich kurzzeitig um ca. 10 % auf ca. 70 % abfallende
CSF2RA-Expression auf der Zelloberflache von mDC eine Verminderung der IFN-y-Produktion der
Effektoren um ca. 40 % nicht erklarte. Ahnlich wie fir murines CSF2RA beschrieben3’, war bereits
nach vier Stunden das Ausgangsniveau der CSF2RA-Expression auf der Zelloberflache durch
Rezeptorrecycling oder -neusynthese wiederhergestellt (vgl. Abb. 3-18 D). Da im IFN-y-ELISpot-Assay
eine Koinkubation von T- und Targetzellen jedoch generell Giber einen Zeitraum von mindestens 20
Stunden erfolgte, ist die ausgeprégte Blockade durch GM-CSF nicht durch Liganden-induzierte GM-
CSF-Rezeptor-Internalisierung zu erklaren.

Ob die Blockade der Erkennung von CSF2RA* Targetzellen durch CSF2RA-reaktive T-Zellen nach
GM-CSF-Inkubation jedoch im Sinne einer kompetitiven Inhibition auf einer einfachen Abschirmung der
TCR-Bindestelle aufgrund der GM-CSF-Interaktion mit CSF2RA beruht, oder durch Ligandenbindung
im Sinne einer allosterischen Inhibition eine Konformationsanderung ausgel6st wird, wodurch das von
den T-Zellen erkannte CSF2RA-Epitop unkenntlich wird, bleibt dabei offen. Von GM-CSF ist bekannt,

dass es innerhalb einer ,Ellbogenregion® zwischen zwei extrazellularen Domanen mit dem CSF2RA-
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Molekdl interagiert3®8. Ob dadurch jedoch eine Konformationsanderung ausgel®st wird, oder diese erst
durch die Ausbildung des komplizierten Dodekamerkomplexes initiiert wird, ist bislang unbekannt und
bedarf weiterer Strukturanalysen.

Eine Blockade der Erkennung von CSF2RA war auch durch einen anti-CSF2RA-Antikérper (K12B7-
17A, vgl. Abb. 3-7 und Abb. 3-15) zu erreichen. Da jedoch das exakte Epitop, das durch diesen
Antikdrper gebunden wird, nicht bekannt ist, lieferte auch dieser Ansatz keine Information darlber,
welcher Teil von CSF2RA im Speziellen zu einer Erkennung durch CSF2RA-reaktive T-Zellen fuhrt.
Aufschluss hiertiber wirde einerseits die Verwendung von anti-CSF2RA-Antikérpern mit bekannten
Erkennungsepitopen und ihr Einfluss auf eine Erkennung durch cTCR-1A.3/46-transduzierte T-Zellen
liefern. Denkbar ware auRerdem die schrittweise Mutagenese der elf potentiellen N-
Glykosylierungsstellen von CSF2RA (N46, N54, N99, N123, N135, N182, N195, N223, N229, N272,
N305; vgl. Abschnitt 5.1.4). So konnte beispielsweise durch den Einsatz des N-Glykosylierungsinhibitors
Tunicamycin die elementare Bedeutung der Proteinmodifikationen fir Ligandenbindung und
Funktionalitdt von CSF2RA gezeigt werden!®®. Im Speziellen wurde auRerdem in Patienten mit
pulmonal-alveolarer  Proteinose eine Mutation (G174R) identifiziert, welche das N-
Glykosylierungsmuster von CSF2RA verandert und die Bindung von GM-CSF sowie die
Signaltransduktion in primaren, myeloiden Zellen einschrankt!8l, Sowohl die HLA-unabhangige
Erkennung von MUC-1 als auch von murinem CD155 ist strikt von der Glykosylierung des
Targetantigens abhangig®’41. Ob ein vergleichbarer Mechanismus auch fir die HLA-unabhéangige

Erkennung von CSF2RA verantwortlich ist, sollte daher in weiterfiihrenden Versuchen geklart werden.

4.3.3 Rolle von CD8 fiir die HLA-unabhangige Erkennung von CSF2RA
Neben der Hypothese einer durch Keimbahn-kodierte Aminosauren bedingten, intrinsischen HLA-
Abhangigkeit von TCR (vgl. Abschnitt 4.1)258-261 steht eine zweite Hypothese, die die HLA-Restriktion

von CD4* bzw. CD8* T-Zellen zu erklaren versucht, im Focus wissenschaftlicher Diskussion. Diese geht
nicht von einer intrinsischen MHC-Abhéangigkeit der TCR aus, sondern macht die Korezeptoren CD4
und CD8 wahrend der Positivselektion im Thymus dafur verantwortlich, eine erfolgreiche TCR-
Signaltransduktion nur bei gleichzeitiger Bindung der Korezeptoren an MHC-Molekile der APC zu
ermaoglichen (vgl. Abschnitt 4.1)41:249,256,263-265 |m Rahmen dieser Arbeit sollte daher die Rolle von CD8
fur die HLA-unabhé&ngige Erkennung von CSF2RA und weiterer HLA-unabhangig erkannter Antigene
naher charakterisiert werden, um detaillierteren Aufschluss (Uber den molekularen
Erkennungsmechanismus und die Entstehung HLA-unabhé&ngiger T-Zellen zu erhalten.

Alle untersuchten HLA-unabhangigen T-Zellen des Melanommodells der Patientin Ma-Mel-86 (darunter
auch zwei TRBV10-3* CSF2RA-reaktive CTL) exprimierten CD8. Die verschiedenen,
membranstandigen CD8a- bzw. B-Transkriptionsvarianten wiesen dabei im Vergleich zu HLA-
abhéngigen CTL des gleichen Melanommodells auf mRNA-Ebene weder hinsichtlich der
Expressionsmuster noch der Gensequenzen Unterschiede auf. Auch zwei publizierte Polymorphismen
der CD8B-Kette [rs2228022: GMAF (engl. global minor allele frequency) = 0,180 2 18 % und
rs35555413: GMAF = 0,127 2 12,7 %] waren sowohl in HLA-abhangigen, als auch in HLA-
unabhéngigen CTL zu finden (vgl. Abschnitt 3.3.3.1). Da durch Klonierung die beiden Polymorphismen
von den urspriinglichen Varianten zu trennen waren, ist davon auszugehen, dass beide SNP auf
demselben Allel lagen. Es gab keine Unterschiede in der Expression der CD8a- und

CDB8p-Transkriptionsvarianten und sowohl HLA-abhéngige als auch HLA-unabhangige CTL
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exprimierten beide Allele der CD8B-Ketten, weshalb ein Struktur-bedingter Einfluss des CDS8-
Korezeptors auf die HLA-unabhéangige Erkennung der untersuchten CTL-Klone ausgeschlossen werden
kann.

Antikoérper gegen CD8 blockierten die Reaktivitat HLA-unabhéngiger CTL-Klone gegen TRP-2 und
CSF2RA im IFN-y-ELISpot-Assay um bis zu ca. 65 % (vgl. Abschnitt 3.3.3.2). Dieser Effekt war
vergleichbar mit der Blockade des HLA-abhéngigen, Tyrosinase-reaktiven CTL-Klons 5C/119. Dies
spricht dafur, dass der Korezeptor CD8 zumindest teilweise auch an der HLA-unabhangigen
Antigenerkennung von T-Zellen gegen TRP-2 und CSF2RA beteiligt bzw. fir diese forderlich ist. Es war
jedoch keine vollstandige Blockade der Reaktivitat zu beobachten wie bei dem HLA-abhéngigen,
CSPG4-reaktiven CTL-Klon 2C/225. Fur HLA-abhangige CTL wurde eine inverse Korrelation der CD8-
Abhangigkeit zur TCR-Affinitat bzw. zur Antigendichte auf den jeweiligen APC beschrieben309-311, Da in
allen Tests jeweils die Targetzellen gewahlt wurden, die laut durchflusszytometrischen Analysen die
hochste CSF2RA-Expression aufwiesen, kénnte ein Uberschuss an den T-Zellen prasentierten Antigen
somit die partielle Blockade durch OKT8 erklaren.

Die Affinitdt der getesteten HLA-abhangigen bzw. HLA-unabhdngigen TCR zu ihren jeweiligen
Antigenen ist bisher nicht bekannt. Hoch-affine, gegen Autoantigene gerichtete T-Zellen werden
normalerweise im Rahmen der Negativselektion im Thymus eliminiert. Tikhonova et al. ist es gelungen,
murine MHC-unrestringierte TCR zu isolieren, die der Thymusselektion entgangen waren und ihr
Antigen mCD155 mit einer sehr hohen Affinitat von ca. 200 nM erkannten?. Diese Affinitat entspricht in
etwa der Affinitat, mit der Antikdrper ihr Antigen erkennen und Ubertrifft die Affinitat von konventionellen
TCR (10-200 pM) bei weitem?l. Vergleichbar hohe Affinitaten wéaren daher auch fir die HLA-
unabhéngigen TCR des Melanommodells Ma-Mel-86 denkbar. Dies wirde erklaren, warum keine
vollstandige Blockade der CTL durch OKT8 zu beobachten war. Detaillierte Analysen der Affinitat, wie
beispielsweise die Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie waren jedoch nétig, um diese
Hypothese zu bestatigen312,

Ein weiterer Hinweis dafir, dass CD8 an der Antigenerkennung HLA-unabhé&ngiger T-Zellen zumindest
teilweise beteiligt ist, lasst sich anhand des von den T-Zellen ausgetbten Effektormechanismus
ableiten. FUr CD8-unabhangige, MHC-restringierte, murine CTL wurde postuliert, dass diese T-Zellen
ihre Effektorfunktion weitestgehend via Fas/FasL-Interaktion, nicht aber tber die Perforin/Granzym-
Signalkaskade vermitteln313. ¢cTCR-1A.3/46-transgene PBMC (vgl. Abb. 3.9) sowie cTCR-2C/417-
transgene PBMC (Daten nicht gezeigt) degranulierten jedoch auch infolge einer Stimulation mit
CSF2RA* bzw. TRP-2* Targetzellen in spezifischer Art und Weise. Sie waren demnach sehr wohl dazu
in der Lage, die Perforin/Granzym-Signalkaskade zu initiieren. Eine vollstandige CD8-Unabhéangigkeit
der HLA-unabhéngigen T-Zellen ist daher unwahrscheinlich.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen zur OKT8-Blockade stehen auch die Resultate zur
Funktionalitdt des TCR-1A.3/46 nach retroviralem Transfer in CD4* und CD8* Zellen (vgl. Abschnitt
3.2.4.1). Der TCR wies zwar in beiden Kompartimenten spezifische Reaktivitat gegeniiber CSF2RA*
Targetzellen auf, der Anteil an IFN-y-freisetzenden T-Zellen fiel jedoch fur CD4* TCR-1A.3/46-
transduzierte T-Zellen wesentlich geringer aus als fur CD8* TCR-1A.3/46-transgene T-Zellen (vgl. Abb.

3-6), woraus sich ebenfalls schlie3en lasst, dass der Korezeptor CD8 bei der HLA-unabhangigen
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Antigenerkennung von CSF2RA zumindest teilweise involviert zu sein scheint bzw. diese férdert, jedoch
nicht zwingend dafir erforderlich ist.

Um die CD8-Abhangigkeit HLA-unrestringierter T-Zellklone weiter zu analysieren, wurde zudem die
Funktionalitdt des CSF2RA-reaktiven cTCR-1A.3/46 und des TRP-2-reaktiven cTCR-2C/417 nach
Transduktion muriner MHC- und Korezeptor-defizienter QUAD-KO.Bcl-2Tg-Splenozyten im Vergleich
zu murinen, TCR-transgenen BL6-Splenozyten analysiert (vgl. Abschnitt 3.3.3.3). Fur die Transduktion
QUAD-KO.Bcl-2Tg-Splenozyten wurden dabei lediglich Zellen von hBcl-2* Tieren verwendet, da hBcl-2
aufgrund seiner antiapoptotischen Wirkung die Positivselektion im Thymus der QUAD-KO.Bcl-2Tg-
Mause signifikant verbessert?#%. Dies war auch an den deutlich vergréRerten Milzen von hBcl-2* QUAD-
KO.Bcl-2Tg-Mausen im Vergleich zu den Milzen von hBcl-2- QUAD-KO.Bcl-2Tg-Mausen erkennbar (vgl.
Abb. 3-22 C). Wie erwartet, wiesen die QUAD-KO.Bcl-2Tg-Splenozyten in durchflusszytometrischen
Analysen keinerlei Expression von CD4, CD8, H2-KP und H2-IA" auf (vgl. Abb. 3-22 D). Die sehr
geringe, residuale Expression von H2-D°von weniger als 5 % ist vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass
H2-Db-Molekille teilweise auch ohne B2M zur Zelloberflache transportiert werden kdnnen314-316 oder
eine Oberflachenexpression auf das eventuell im Zellkulturmedium vorhandene exogene, bovine 2M
zuriickzufiihren ist?>°. Der cTCR-2C/417 zeigte sowohl nach Transduktion von wt-BL6-Splenozyten als
auch von hBcl-2* QUAD-KO.Bcl-2Tg-Splenozyten Reaktivitdt gegenliber TRP-2* Targetzellen (vgl.
Abb. 3-21 und Abb. 3-23). Die Reaktivitat gegentiber TRP-2* Targetzellen fiel jedoch fir cTCR-2C/417-
transgene hBcl-2* QUAD-KO.Bcl-2Tg-Splenozyten (Erkennung bis zum Zweifachen des Hintergrunds)
deutlich geringer aus als flr cTCR-2C/417-transgene-BL6-Splenozyten (Erkennung bis zu mehr als dem
Funffachen des Hintergrunds). Der HLA-unabhéngige TRP-2-reaktive TCR schien demnach zwar auch
unabhéangig von einer CD8-Koexpression funktional zu sein, die gleichzeitige Prasenz von CD8 fuhrte
jedoch zu einer deutlichen Verbesserung der Funktionalitdt. Diese Beobachtungen standen in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der OKT8-Blockadeexperimente, wobei HLA-unabhangige,
TRP-2-reaktive CTL eindeutig durch OKT8-Antikorper blockierbar waren, jedoch eine Restreaktivitét
aufrechterhielten (vgl. Abschnitt 3.3.3.2). Fir den CSF2RA-reaktiven cTCR-1A.3/46 war bislang nur
eine allenfalls geringe Funktionalitdt nach Transduktion wildtypischer BL6-Splenozyten, jedoch keine
spezifische Reaktivitat nach Transduktion hBcl-2* QUAD-KO.Bcl-2Tg-Splenozyten zu beobachten (vgl.
Abb. 3-21 und Abb. 3-23). Dies konnte jedoch auch durch die geringe Transduktionseffizienz der
hBcl-2* QUAD-KO.Bcl-2Tg-Splenozyten mit dem CSF2RA-reaktiven TCR-Konstrukt bedingt sein. Im
IFN-y-ELISpot Assay wurden 10.000 CD8*/TRBV10-3* BL6-Splenozyten pro TE eingesetzt, wahrend
von den transduzierten hBcl-2* QUAD-KO.Bcl-2Tg-Splenozyten lediglich 2.500 Gesamt-TRBV10-3*
Zellen pro TE verfugbar waren. Wie in Abschnitt 3.2.4.1 gezeigt, lag der Anteil der IFN-y-produzierenden
Zellen bei cTCR-1A.3/46-transgenen CD8* Zellen wesentlich hdher als bei cTCR-1A.3/46-transgenen
CD4* Zellen. Da eine Unterteilung der QUAD-KO.Bcl-2Tg-Splenozyten in CD4* bzw. CD8*
Zellsubpopulationen jedoch nicht mdglich war, war die Menge an tatsachlich eingesetzten TCR-
transgenen Zellen mit dem Potential fir eine starke IFN-y-Produktion nicht abschatzbar und die
Ergebnisse waren daher nicht direkt vergleichbar. Zudem ist derzeit nicht bekannt, ob QUAD-KO.Bcl-
2Tg-Splenozyten prinzipiell im gleichen MaRRe dazu beféhigt sind, IFN-y freizusetzen wie wildtypische
BL6-Splenozyten. AuRerdem wurde durchgehend beobachtet, dass fiir eine vergleichbare Reaktivitat
prinzipiell grolRere Mengen CSF2RA-reaktiver T-Zellen eingesetzt werden mussten als TRP-2-reaktive

T-Zellen. Aufgrund der bereits sehr hohen, unspezifischen IFN-y-Spontanfreisetzung
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CTCR-1A.3/46-transgener QUAD-KO.Bcl-2Tg-Splenozyten und der limitierten Zellzahl wéare daher
denkbar, dass die geringen Unterschiede einer spezifischen IFN-y-Produktion lediglich nicht
detektierbar waren. Um eine definitive Aussage Uber die CD8-Abhangigkeit des CSF2RA-reaktiven
TCR-1A.3/46 treffen zu kénnen, bedarf es daher weiterer Wiederholungen des Experiments.

Murines CD8, wie es von BL6-Splenozyten exprimiert wird, kann jedoch die Funktion des humanen CD8
nicht vollstdndig kompensieren. So konnte beispielsweise bereits gezeigt werden, dass murine CD8-
Molekule nur schlecht mit xenogenen HLA-Molekilen interagieren kdnnen, weshalb lediglich eine
suboptimale Stimulation muriner CD8* T-Zellen durch humane Zellen erreicht werden kann317-321, Dass
sowohl der cTCR-2C/417 als auch im geringen Mal3e der cTCR-1A.3/46 auch nach Transduktion von
BL6-Splenozyten funktional zu sein scheinen, kénnte somit einen weiteren Hinweis dafir liefern, dass
die HLA-unabhangigen TCR zumindest teilweise auch ohne gleichzeitige Beteiligung der CD8-
Korezeptoren zu einer Erkennung TRP-2* bzw. CSF2RA* Zellen befahigt sind.

Um auch auf anderem Wege eine Korezeptor-Abhangigkeit des CSF2RA-reaktiven TCR zu evaluieren,
konnte die Transduktion CD8- y:5-T-Zellen bzw. von T-Zellen nach CD8-Knockdown in Erwagung
gezogen werden. Auch waren FRET (Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer)-Analysen bzw.
Konfokalmikroskopie denkbar, um eine Kolokalisation von TCR und CD8 infolge einer Antigen-
spezifischen TCR-Stimulation darzustellen bzw. auszuschlieBen322,

Zusammenfassend lasst sich aus diesen Experimenten schlussfolgern, dass nach derzeitigem
Erkenntnisstand sowohl fur die HLA-unabhangige Erkennung von TRP-2 als auch von CSF2RA der
Korezeptor CD8 zwar teilweise involviert, jedoch nicht zwingend erforderlich zu sein scheint. Van
Laethem et al. machten das MalR an in Abwesenheit der CD4/CD8-Korezeptoren verfugbarer ,freier
LCK* wahrend der Thymusselektion daflur verantwortlich, MHC-unabhangige Antigenerkennung im
QUAD-KO.Bcl-2Tg-Mausmodell zu ermdglichen?4°263264  Da die HLA-unabhangigen CTL des
Melanommodells Ma-Mel-86 intakte CD8-Molekiile exprimieren und diese auch teilweise an der
Erkennung der Targetantigene beteiligt zu sein scheinen bzw. die HLA-unabhéngige Erkennung
zumindest férdern, ist diese Hypothese nicht direkt auf die HLA-unabhangigen CTL des
Melanommodells tbertragbar. Durch welchen alternativen Mechanismus es diesen T-Zellen erméglicht
wurde, die Thymusselektion zu umgehen, bleibt weiterhin unklar. Denkbar wére hierfir beispielsweise,
dass die HLA-unabhéngige Spezifitat der T-Zellen nur sekundér in der Peripherie auftrat, die T-Zellen
jedoch Uber ihre primare, HLA-restringierte Spezifitdt eine normale Thymusselektion durchlaufen
konnten. Diese Theorie wird durch die Beobachtung bekréftigt, dass der TCR-2C/417 neben seiner
HLA-unabhéngigen Reaktivitdt gegeniber TRP-2 auch Reaktivitdt gegen ein noch unbekanntes,
HLA-C*03:03/HLA-C*03:04-restringiertes Antigen aufweist (vgl. Abschnitt 3.2.5.2 und Abschnitt 4.5).
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4.4 Mogliche therapeutische Anwendungen des cTCR-1A.3/46

Fir eine mdogliche therapeutische Anwendung des cTCR-1A.3/46 waéren prinzipiell zwei

unterschiedliche Anséatze denkbar. Zum einen koénnte fir die Therapie nicht-hdmatologischer
Malignome, wie beispielsweise Melanome, ein adoptiver Transfer cTCR-1A.3/46-transgener T-Zellen in
Erwégung gezogen werden, sofern die Tumorbiopsien CSF2RA-Expression aufweisen bzw. in vitro
durch cTCR-1A.3/46-transgene PBMC erkannt werden. Zwar werden von dem TCR auch normale,
hamatopoetische Zellen der myeloiden Reihe, wie Monozyten, DC oder Granulozyten erkannt, nicht
jedoch CD19* B-Zellen (vgl. Abschnitt 3.2.5.1). Da auch fur weitere lymphatische Zellen wie T-Zellen
oder NK-Zellen in der Literatur keinerlei CSF2RA-Expression beschrieben ist, lasst sich vermuten, dass
auch diese Zelltypen durch cTCR-1A.3/46-transgene T-Zellen nicht zerstdrt werden. Daher ware im
Falle eines adoptiven TCR-Transfers zu keiner Zeit das Immunsystem des Patienten vollsténdig
kompromittiert. Eine temporare Ablation der myeloiden Hamatopoese, wie es auch fir
Konditionierungen vor einer HSZT der Fall ist, konnte unter Umstanden jedoch in Kauf genommen
werden, wenn der Vorteil einer gleichzeitigen, erfolgreichen Tumorelimination tberwiegt. Auch fir
CD34* hamatopoetische Stammzellen konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass sie durch
die Effektoren nicht erkannt werden (vgl. Abb. 3-11 D). Nach erfolgter Therapie ware somit eine
Reaktivierung der normalen Myelopoese denkbar. Dazu missten aber die CSF2RA-reaktiven T-Zellen
inaktiviert werden. Dies waére beispielsweise durch die Integration von Selbstmordgenen in den
verwendeten retroviralen Expressionsvektoren zu erreichen, wodurch zu einem gewiinschtem Zeitpunkt
durch Induktion des Selbstmordgens gezielt und selektiv alle TCR-transgenen T-Zellen eliminiert
werden kdnnten. Verschiedene Selbstmordgene haben sich fir diese Strategie bereits als &uf3erst
wirkungsvoll erwiesen. So kann beispielsweise die Herpes-simplex-Virus Thymidinkinase (Tk) in den
retroviralen Vektor kointegriert werden. Diese phosphoryliert die bei Bedarf applizierten, ungefahrlichen
Vorstufen von Aciclovir oder Ganciclovir, wodurch die resultierenden Produkte Acyclo-GMP und
Gancyclo-GMP die DNA-Synthese infizierter Zellen inhibieren und somit fir die transduzierten T-Zellen
toxisch sind. Es konnte bereits in klinischen Studien gezeigt werden, dass die Gabe von Tk-transgenen
Donorlymphozyteninfusionen (DLI) nach allogener HSZT eine GvHD unter Kontrolle halten kann323324,
Aber auch weitere Selbstmordgene, wie das AP20187-induzierbare Caspase9-Transgen oder durch
den monoklonalen Antikdrper Rituximab eliminierbare, mit CD20 ausgestattete Zellen erwiesen sich als
vielversprechende Alternativen324-326, Andererseits kénnte auch durch den Gebrauch induzierbarer
Expressionssysteme, wie beispielsweise dem Tet-On- oder dem Tet-Off-System, die
Transgenexpression reguliert und einer ungewollten, tiberschieenden Autoimmunreaktion bei Bedarf
entgegengewirkt werden284.827,

In den Versuchen zu dieser Arbeit wurde gezeigt, dass GM-CSF die Erkennung von CSF2RA effizient
inhibiert, sofern sowohl CSF2RA als auch CSF2RB auf der Targetzelle préasent sind und sich somit der
vollstandige GM-CSF-Rezeptor-Dodecamerkomplex ausbilden kann. Normale Zellen myeloischen
Ursprungs, darunter Monozyten, Makrophagen, Granulozyten, und DC, exprimieren ublicherweise
beide Ketten des GM-CSF-Rezeptors. Fiur alle im Rahmen dieser Arbeit getesteten Melanomlinien
konnte jedoch lediglich eine Expression der a-Kette, nicht aber der 3-Kette des GM-CSF-Rezeptors
festgestellt werden. Dies stimmt mit den in der Literatur beschriebenen Beobachtungen (berein®?,
Demnach ist, wie bereits erwahnt, die a-Kette alleine dazu in der Lage, eine vermehrte

Glucoseaufnahme in Melanomzellen zu vermitteln und somit einen postulierten wachstumsférdernden
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Effekt auf die Tumorzellen auszuiiben!®?, Somit kdnnte eine mdglicherweise auftretende on-target-
Toxizitét gegenuber normalen, hAmatopoetischen Zellen myeloischen Ursprungs in vivo eventuell durch
das im Serum bzw. im Interstitium prasente GM-CSF vermindert werden. Es ware auch grundséatzlich
denkbar, durch eine zusatzliche GM-CSF-Administration diesen Effekt zu unterstiitzen, um eine
selektive Schadigung von Tumorzellen, die nur CSF2RA exprimieren, zu erreichen.

Eine weitere potentielle Anwendung kénnte der cTCR-1A.3/46 auRerdem in der Konditionierungsphase
vor einer Stammzelltransplantation finden. Wie im Rahmen dieser Arbeit gezeigt, erkennen
CTCR-1A.3/46-transgene T-Zellen ein breites Spektrum von Leukamiezelllinien sowie alle getesteten
primaren Leukamien myeloiden Ursprungs (vgl. Abschnitt 3.2.5.2, Abschnitt 3.2.5.3 und Abschnitt
3.2.5.4). Im Vergleich zu der haufig mit einem hohen MaR an Toxizitat in Verbindung stehenden, sehr
aggressiven Chemo- und/oder Strahlentherapie, inshesondere im Rahmen einer myeloablativen
Konditionierung, ware durch den Transfer cTCR-1A.3/46-transgener T-Zellen aufgrund der selektiven
Eliminierung hamatopoetischer Zellen myeloischen Ursprungs mit wesentlich geringeren
Nebenwirkungen zu rechnen. Auch gegenuber blichen nicht-myeloablativen Konditionierungsregimen
konnte der Transfer CSF2RA-reaktiver T-Zellen bei Malignomen der Myelopoese Vorteile mit sich
bringen. Zwar sind bei nicht-myeloablativen Konditionierungen bzw. Konditionierungen mit reduzierter
Intensitat die durch Toxizitat bedingte Morbiditat und Mortalitat im Vergleich zu myeloablativen
Konditionierungen vermindert, jedoch resultieren diese Konditionierungsregime auch in erhohten
Rezidivraten328, Da man vermuten kann, dass durch cTCR-1A.3/46-transgene T-Zellen bereits in der
Konditionierungsphase selektiv myeloische Zellen und damit auch die malignen Blasten eliminiert
werden, sollte auch die minimale Resterkrankung sehr gering ausfallen. Gleichzeitig ist anzunehmen,
dass auch das in Verbindung mit einer Konditionierung stehende hohe Infektionsrisiko reduziert ist, da
das Immunsystem aufgrund der selektiven Wirkung CSF2RA-reaktiver T-Zellen auf myeloide Zellen zu
keiner Zeit vollstandig supprimiert wird. Sofern die in vivo pradsenten GM-CSF-Level eine Erkennung der
malignen hamatopoetischen Zellen, die sowohl die a- als auch die B-Kette des GM-CSF-Rezeptors
exprimieren sollten, blockieren (vgl. Abschnitt 3.2.5.3 und Abschnitt 3.3.2.2), kdnnte eine zusatzliche
Administration von blockierenden GM-CSF-Antikdrpern Abhilfe schaffen. Konkret konnte in diesem Fall
zum Beispiel der Antikérper MOR103 zum Einsatz kommen, der in ersten klinischen Studien zur
Therapie von rheumatoider Arthritis bereits vielversprechende Effekte erzielte und dabei gut toleriert
wurde3?°. Zwar hétte dies auch eine Ablation normaler GM-CSFR* Zellen zur Folge, eine zeitweise
Eliminierung der Hamatopoese, wie sie auch fir konventionelle Konditionierungsregime im Rahmen von
allogenen HSZT erwirkt wird, wére jedoch tolerierbar, sofern dabei geichzeitig leukamische Zellen mit

hoher Effizienz eliminiert wirden.
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45 Mogliche Sicherheitsrisiken einer therapeutischen Anwendung des cTCR-

1A.3/46 und Zukunftsperspektiven

Vor einer mdglichen klinischen Anwendung muss die Sicherheit, Effizienz und Spezifitdét des
CTCR-1A.3/46 nach retroviraler Transduktion von PBMC oder T-Zellen in jedem Fall zun&chst in
weiteren In vitro-Versuchen sowie im Mausmodell evaluiert werden. CSF2RA-Expression wurde auch
fur nicht-hamatopoetische Zellen, wie Endothelzellen, Fibroblasten, Oligodendrozyten, Astrozyten,
Neuronen, Melanozyten und Trophoblastzellen postuliert’®5-171  weswegen die mdglichen
Konsequenzen eines TCR-Transfers mit dem cTCR-1A.3/46 in vivo im Detail analysiert werden mussen.
In vitro konnte bisher keinerlei Kreuzreaktivitdt des CSF2RA-reaktiven TCR festgestellt werden. Dass
jedoch auch fiir HLA-unabhangige TCR eine Kreuzreaktivitat gegeniiber HLA-restringierten Antigenen
maoglich ist, zeigte die Erkennung der TRP-2- Leuk@amiezelllinie THP-1 durch den TRP-2-reaktiven
CTCR-2C/417 (vgl. Abschnitt 3.2.5.2). In nachfolgenden Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass
der TCR ein noch unbekanntes Peptid, préasentiert Uber HLA-C*03:03 erkennt, wenn auch die
Erkennung wesentlich schwéacher ausfiel als die HLA-unabhangige Erkennung TRP-2* Zielzellen durch
den gleichen TCR (personliche Mitteilung | || | S EEEEE). D2 auch der parentale TRP-2-
reaktive CTL 2C/417 diese Spezifitdt aufwies, kann ausgeschlossen werden, dass sie nur aus
Fehlpaarung endogener und exogener TCR-Ketten resultierte. Unklar ist dabei weiterhin, welche der
beiden Spezifititen (HLA-unabhangige Erkennung von TRP-2 oder HLA-C*03:03/HLA-
C*03:04--restringierte Erkennung eines bisher unbekannten Antigens) die ursprungliche TCR-Spezivitat
darstellte.

Welche gravierenden Folgen eine unentdeckte bzw. unvorhergesehene Kreuzreaktivitéat oder ein nicht
vollstdndig bekanntes Antigenexpressionsprofil fir Patienten haben koénnen, wurde kirzlich aus
verschiedenen klinischen Studien klar ersichtlich. So starben zwei von neun Patienten schon wenige
Tage nach dem Transfer von gegen die CG-Antigene MAGE-A3/-A9/-A12 gerichteten, TCR-transgenen
T-Zellen aufgrund der bislang unbekannten Expression von MAGE-A12 im menschlichen Gehirn
entsprechend einer on-target-/off-tumor-Toxizitat33. In einer weiteren klinischen Studie starben zwei
von zwei behandelten Patienten mit Stadium IlIB-Melanom bzw. Myelom ebenfalls wenige Tage nach
der Gabe von genetisch modifizierten T-Zellen, die mit einem Affinitats-optimierten anti-MAGE-A3-TCR
transduziert waren, aufgrund schwerwiegender kardialer Toxizitat. In nachfolgenden Studien stellte sich
heraus, dass der TCR neben einem MAGE-A3-Peptid Kreuzreaktivitdt gegeniiber einem &hnlichen
Peptidantigen des in Herzmuskelzellen exprimierten Proteins Titin aufweist331332, Dies entsprach einer
off-target-/off-tumor-Toxizitat.

Im Falle des CSF2RA-reaktiven TCR ware es ratsam, seine Reaktivitdt zunachst gegentber einem
weitaus breiteren Spektrum an Zelllinien bzw. primaren Zellkulturen unterschiedlichsten Ursprungs in
vitro zu evaluieren. Eine CSF2RA-Expression wird bereits fir Endothelzellen, Fibroblasten, Astrozyten,
Neuronen und Trophoblastzellen diskutiert!65167.168.170  Auch wenn eine lediglich aus einer
Kontamination mit hAmatopoetischen Zellen resultierende Expression von CSF2RA dieser Gewebe
nicht immer vollstindig ausgeschlossen werden kann, sollten insbesondere Zellen dieses Ursprungs
mit einbezogen werden. Aber auch die Analyse einer potentiellen CSF2RA-Expression auf weiteren
Geweben sollte ein elementarer Bestandteil weiterfiihrender Versuche sein. Die mégliche Zerstérung
von Melanozyten, die laut RT-PCR ebenfalls CSF2RA exprimieren (persénliche Mitteilung || Il
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) ourch adoptiv transferierte CSF2RA-reaktive T-Zellen stellt wahrscheinlich keine
Hurde fur eine klinische Anwendung dar, da bereits in verschiedenen klinischen Studien, in denen
immuntherapeutische Anséatze gegen melanozytére Differenzierungsantigene erprobt wurden, gezeigt
wurde, dass eine daraus entstehende Vitiligo kontrollierbar und als indirekter Hinweis auf eine
Schadigung der Melanomzellen sogar mit einer besseren Prognose verbunden ist®1:333-338,

In In vivo-Modellen sollte aufgrund der breit gefacherten CSF2RA-Expression auf myeloischen Zellen
zuerst der Einfluss des cTCR-1A.3/46 auf die normale Hamatopoese beurteilt werden. Dazu kdnnten
zunachst die Auswirkungen einer Transplantation cTCR-1A.3/46-transgener, autologer PBMC auf die
Hamatopoese im humanisierten Mausmodell [NOD-SCID-IL2Ryc™! (NSG)-Méause transplantiert mit
humanen CD34* Blutstammzellen] analysiert werden33°, AnschlieRend sollte das immuntherapeutische
Potential des CSF2RA-reaktiven TCR, maligne Zellen gezielt zu eliminieren, durch den Transfer TCR-
transgener T-Zellen nach Inokulation der Tiere mit HLA-Ubereinstimmenden AML-Isolaten oder HLA-
defizienten Melanomlinien untersucht werden. Da das murine Analogon zum humanen CSF2RA von
dem cTCR-1A.3/46 nicht erkannt wird (personliche Mitteilung [ EGcNINININGNGNG@GEGEGEGE). ;- fir die
Generierung eines vollstdéndig murinen Modells die Suche nach einem murinen TCR erforderlich, der
MHC-unabhéngig Maus-CSF2RA erkennt.

Auf den GM-CSFR als mégliches Zielantigen fur immuntherapeutische Strategien wurde in den letzten
Jahren vermehrt das Augenmerk gerichtet, insbesondere in Verbindung mit Immuntoxinen.
Immuntoxine sind artifizielle Fusionsproteine bestehend aus einem fir Krebszellen mdglichst
spezifischen Antikérperfragment (scFv, engl. single chain variable fragment) bzw. Liganden und einem
daran gekoppelten Toxin. Nach Bindung an die Zielzelle wird das Immuntoxin durch rezeptorvermittelte
Endozytose internalisiert und das Toxin wird durch Proteasespaltung freigesetzt, wodurch die Zielzellen
zerstort werden340341, Durch Fusion des GM-CSFR-Liganden GM-CSF mit verschiedenen Toxinen, wie
beispielsweise dem Diphterietoxin, Shiga-Toxin, Exotoxin A oder der Endonuklease DNA fragmentation
factor 40 (DFF40) wurden bereits sowohl in vitro als auch im Mausmodell Erfolge hinsichtlich der
Eliminierung von AML- und gastrointestinalen Karzinomzelllinien sowie primaren AML-Zellisolaten
erzielt342-347_ In einer Phase |-Studie konnte durch ein Diphterietoxin/GM-CSF-Fusionsprotein
(DT38sGMCSF) bei einigen Patienten mit rezidivierter bzw. refraktdrer AML eine partielle oder
vollstdndige Remission erwirkt werden3#8. Die dosislimitierende Toxizitdt stellten dabei
Leberschadigungen dar348. Diese waren jedoch nicht durch eine direkte Einwirkung des Immuntoxins
auf Hepatozyten bedingt, sondern vermutlich durch die Stimulation GM-CSFR* Kupfferzellen und durch
deren daraus resultierenden IL-18-Sekretion, die in Hepatozyten Apoptose induziert348-3%0, Eine
effektive Prophylaxe IL-18-induzierter Lebertoxizitat konnte jedoch bereits in vivo durch die Applikation
verschiedener Therapeutika gezeigt werden, wodurch diesem Effekt eventuell entgegengewirkt werden
konnte348351, Diese Daten, sowie die klinischen Studien des therapeutischen, monoklonalen anti-
CSF2RA-Antikdrpers Mavrilimumab fur die Therapie rheumatoider Arthritis, in denen bislang keine
schwerwiegenden Nebenwirkungen festgestellt werden konnten352-3% liefern erste Anhaltspunkte tUber
die mogliche on-target-Toxizitat eines Transfers cTCR-1A.3/46-transgener, CSF2RA-reaktiver T-Zellen.
Sie erlauben jedoch keinerlei verlasslichen Aussagen Uber eine mdégliche off-target-Toxizitdt des TCR,
da nicht ausgeschlossen werden kann, dass der cTCR-1A.3/46 Kreuzreaktvitat gegentber einem bisher
unbekannten Antigen mit unbekannten Expressionsprofil aufweist. Die oben beschriebenen

préklinischen In vivo-Tests im Mausmodell sind daher zwingend erforderlich, um das Potential des
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CTCR-1A.3/46 fir eine klinische Anwendung zu bestatigen. Die Patientin Ma-Mel-86/INTH Uberlebte
jedoch noch beinahe fiinf Jahre nachdem die PBMC isoliert worden waren, aus denen CSF2RA-reaktive
CTL isoliert wurden. Sie trug demnach CSF2RA-reaktive T-Zellen Uber einen langen Zeitraum hinweg
ohne Anzeichen fir Autoimmunitét in sich.

Welche immuntherapeutischen Erfolge mit dem Einsatz monoklonaler Antikérper bzw. von ebenfalls
HLA-unabhangigen, CAR-transgenen T-Zellen erzielt werden kénnen, zeigten insbesondere die Studien
zum ersten fur die Krebstherapie zugelassenen mAb Rituximab (anti-CD20) und zu CD19-CAR-
transgenen T-Zellen fiir die Therapie hamatologischer Malignome49-151.3%6.357  Da bisher alle Daten
darauf hinweisen, dass CSF2RA durch den cTCR-1A.3/46, &hnlich dem murinen CD155%, als
Gesamtmolekil auf der Zelloberfliche wahrscheinlich in Abhangigkeit von Konformation und
Glykosylierung, jedoch unabhéangig von MHC-Molekiilen in einer antikérperahnlichen Art und Weise
erkannt wird, konnte auch der CSF2RA-reaktive TCR eine vielversprechende Alternative fir die
Behandlung verschiedener Malignome, darunter unter anderem myeloische Leukdmien und Melanome,
darstellen.

Um eine effiziente und sichere Tumoreradikation durch cTCR-1A.3/46-transgene T-Zellen zu erzielen,
sind noch zahlreiche, verschiedene Optimierungsstrategien denkbar, sofern der TCR in vivo keine off-
tumor- bzw. off-target-Toxizitat aufweist. So kénnte beispielsweise durch Affinitatsreifung der CDR die
Affinitat des TCR zu seinem Antigen CSF2RA erhoht3%8, die TCR-Internalisierung durch Mutation der
N-Glykosylierungsstellen vermindert®®® und die Stabilitit des exogenen TCR durch Insertion
hydrophober Aminosauren in den Transmembrandoméanen3° bzw. durch Generierung einer knob-into-
hole-Konfiguration in den konstanten Domanen?7> verbessert werden%5. Auch ware es denkbar, anstelle
der im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen vollstandigen Chimarisierung den TCR lediglich minimal
zu murinisieren, um nicht nur weiterhin einer Fehlpaarung von exogenen mit endogenen TCR-Ketten
vorzubeugen, sondern auch die Immunogenitat des xenogenen Anteils des TCRs zu minimieren282:361,
Alternativ bestiinde auch die Mdglichkeit, Einzelketten-TCR-Konstrukte zu generieren, bei denen die
variable Domane der TCRa-Kette Uber ein Linkerpeptid direkt mit der TCRB-Kette fusioniert wird,
wodurch das Risiko einer Dimerisierung mit endogenen TCR-Ketten weiter minimiert werden kann277.362,
Zusétzlich kdnnten in die TCR-Konstrukte dabei, &hnlich den CAR-Konstrukten der zweiten oder dritten
Generation, die Gene fur kostimulatorische Molekile oder die CD3-Ketten integriert werden, um die
Funktionalitat des TCR zu erh6hen und eine unzureichende CD3-Expression als limitierenden Faktor
auszuschlieen33364  Auch konnte gezeigt werden, dass durch Herabregulation der Expression
endogener TCR durch siRNA (engl. small interfering RNA) oder Zinkfingernukleasen nicht nur die
Expression der exogenen TCR sowie die spezifische Zytotoxizitdt TCR-transgener T-Zellen erhoht
werden kann, sondern auch eine off-target-Toxizitat erfolgreich umgangen wird365366, Des Weiteren
waren Optimierungen bezlglich des retroviralen Transfervektorsystems mdoglich. Fur retroviral
transferierte Transgene, deren Expression wie die der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten TCR-
Konstrukte dem MoMLV-Promoter/Enhancer unterliegen, wurde beschrieben, dass die
Transgenexpression aufgrund von Promotermethylierung sukzessive abnimmt, weshalb die TCR-
transgenen T-Zellen im Laufe der Zeit die Reaktivitdt gegeniber ihren Targetzellen verlieren
konnen367:368 AuRerdem konnte fiir MoMLV-basierte retrovirale Vektoren sowohl eine praferenzielle
Integration innerhalb von CpG-Inseln als auch in direkter Umgebung zu Transkriptionsstartpunkten

festgestellt werden, wodurch das insertionsbedingte Mutationsrisiko stark erhéht ist36%370, Dabei wird
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durch die Integration des Transgen-tragenden Virus in wichtige regulatorische Elemente oder Gene des
Wirtsgenoms das Genexpressionsprofil der infizierten Zelle verandert. Welche unerwinschten
Konsequenzen eine solche Insertion haben kénnte, machte eine klinische SCID-Gentherapiestudie
(engl. severe combined immunodeficiency) deutlich, bei der vier Patienten aufgrund der retroviralen
Integration nahe verschiedener (Proto-)Onkogene eine T-Zell-Leukdmie entwickelten3’l. Abhilfe
hinsichtlich einer unerwiinschten Promotermethylierung sowie des Risikos der Insertionsmutagenese
konnte beispielsweise die Verwendung eines lentiviralen Expressionssystems schaffen. Lentivirale
Vektoren integrieren gleichmé&Rig Uber das gesamte Genom in die Wirts-DNA und verursachen damit
eine geringere Gefahr fur Insertionsmutagenesen als ihre onkoretroviralen Pendants369.372,373,
AuRerdem enthalten lentivirale Promotoren einen geringeren Anteil an CpG-Dinukleotiden, weswegen
sie weniger anfallig fir ein Methylierungs-bedingtes Gen-Silencing sind36%374, Ein weiterer Vorteil der
Lentiviren oder auch von Adenovirus-basierten Transfersystemen ist, dass diese auch ruhende Zellen
infizieren kdnnen, wodurch im Vergleich zu MoMLV-basierte Retroviren, welche nur proliferierende
Zellen infizieren kénnen, eine grolRere Anzahl an T-Zellen transduziert werden kann. Dadurch wére ein
therapeutischer TCR-Transfer nicht nur weniger kosten- bzw. zeitintensiv sondern auch mit einem
geringeren Sicherheitsrisiko behaftet. Auch wéaren Nanopartikel als Transfersystem fir den
CTCR-1A.3/46 in Erwagung zu ziehen. Das Ziel ware dabei, T-Zellen in vivo mit dem TCR auszustatten
und eine ex vivo Manipulation der T-Zellen mit allen damit verbundenen Unsicherheiten zu umgehen.
Dies ware beispielsweise durch eine Administration von Nanopartikeln zu erreichen, die aufgrund
gekoppelter Antikdrper selektiv an T-Zellen binden375376, Denkbar ware auRerdem eine Verwendung
von TCR-kodierender mRNA anstelle von DNA. Dazu kénnte sowohl die TCR-kodierende mRNA nach
Verpackung in Nanopartikeln direkt transferiert werden als auch eine Elektroporation der Effektorzellen
mit der mRNA vor einer Transplantation erfolgen3?7378. Dies wirde nicht nur die Gefahr einer
Insertionsmutagenese eliminieren, sondern potentielle unerwinschte Begleiteffekte aufgrund der
raschen Degradation von RNA zeitlich begrenzen377.378,

Jedoch auch hinsichtlich der verwendeten Effektorzellen waren Optimierungen denkbar. So kénnten
beispielsweise y:0-T-Zellen mit dem CSF2RA-spezifischen a:3-TCR ausgestattet werden. Da diese
Zellpopulation einen TCR bestehend aus einer y- und einer &-Kette exprimiert, ist eine Fehlpaarung mit
dem exogen eingebrachten a:B-TCR vollstandig ausgeschlossen379:30,

Auch Virus-spezifische T-Zellen stellen vielversprechende Targets fur einen TCR-Transfer dar, da durch
Virus-spezifische Restimulation in vivo eine lang anhaltende Persistenz TCR-transgener Gedéachtnis-T-
Zellen erzielt werden kann31-384  Ein aussichtsreicher Ansatz fiir den Erhalt langlebiger, TCR-
transgener T-Zellen wéare andererseits die Verwendung von weniger differenzierten T-Zell-Vorlaufern
als Targetzellen fiir einen TCR-Transfer385-3%0, Diese weisen aufgrund ihres Potentials, gezielt zu T-
Zellen differenziert zu werden und der auf ihrem Selbsterneuerungspotential basierenden,
moglicherweise langer andauernden Persistenz klare Vorteile gegeniiber einem Transfer von
peripheren, bereits differenzierten, TCR-transgenen Zellen auf!®5,

Aufgrund der Expression von CSF2RA wére eine Vielzahl von Malignomen, wie Melanome, myeloische
Leukamien sowie Prostata-, Lungen-, Kolon-, Hirn-, Kopf-Hals-, Nieren-, Magen- und Ovarialkarzinome
durch den CSF2RA-spezifischen cTCR-1A.3/46 targetierbarl6.185-190 Sein Zielantigen wird dabei HLA-
unabhéngig von dem TCR erkannt, wodurch auf HLA-Verlust oder Alterationen der

Antigenprozessierungsmaschinerie basierende Immune Escape-Mechanismen effektiv umgangen
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werden koénnen. Fir eine erfolgreiche Krebsimmuntherapie missen jedoch noch zahlreiche weitere
Barrieren Uberwunden werden (vgl. Abschnitt 1.2.2), weswegen das Augenmerk derzeit auf die
Kombination verschiedener Immuntherapien bzw. von Immuntherapien mit Strahlen-/Chemotherapien
gerichtet ist391-393, F{ir Chemotherapeutika hat sich die Kombination verschiedener Zytostatika langst
etabliert®®4. In Anbetracht der Vielzahl an Schritten, die fiir eine effiziente Anti-Krebs-Immunantwort
adressiert werden mussen, erscheint die Kombination synergistisch wirkender Immuntherapeutika im
Vergleich zu Monotherapien als auRBerst vielversprechend3?1-393, So miissen DC dazu in der Lage sein,
die TAA aufzunehmen, zu prozessieren und zu prasentieren sowie die entsprechenden Signale dafir
erhalten, aktiviert zu werden und in die Lymphknoten einzuwandern31.392, Dort missen sie dazu
befahigt sein, die T-Zellen zu aktivieren, was unter anderem stark von einer fein aufeinander
abgestimmten Interaktion von kostimulatorischen im Gegensatz zu koinhibitorischen Molekilen
zwischen APC und T-Zelle abhangig ist391:392, | etztere sollten daraufhin zum Tumorgewebe migrieren
und dieses bestenfalls auch infiltrieren kénnen3°1.3%2, Hier miissen die T-Lymphozyten ihre Funktionalitat
und Effektorfunktion anhaltend ausiben kdnnen, um eine Vernichtung des Tumors zu
ermoglichen®1392 Aufgrund des stark einseitig gepragten Selektionsdrucks im Rahmen einer
Monotherapie kann der Tumor jedoch schnell Escape-Mechanismen entwickeln und eine Resistenz
gegenuber der entsprechenden Therapie erlangen. Synergistisch wirkende Therapieanséatze, die den
Tumor mit verschiedenen Mechanismen angreifen, vermindern diesen Selektionsdruck gegenuber einer
einzelnen Therapie und erhdhen somit die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Tumorelimination.
So konnte zum Beispiel in einer Phase I/ll-Studie gezeigt werden, dass die Kombination des
monoklonalen anti-CTLA-4-Antikérpers Ipilimumab und des monoklonalen anti-PD-1-Antikdrpers
Nivolumab bei Melanompatienten im fortgeschrittenen Stadium bei gleichzeitig kontrollierbaren
Nebenwirkungen in einer objektiven Ansprechrate von 53 % und raschen Tumorregressionen
resultierte. Somit war die Kombination wesentlich wirksamer als die jeweiligen Antikorper in der
Monotherapiel16:3953%  Auch flr den adoptiven T-Zelltransfer wurden durch Koadministration von
blockierenden monoklonalen anti-PD-1- oder anti-PD-L1-Antikdrpern in praklinischen Studien deutliche
Vorteile beobachtet. So konnte im B16-Melanom-Mausmodell gezeigt werden, dass anti-PD-L1-
Antikorper zu einer verbesserten Aktivierung und erhdhten Persistenz der transferierten T-Zellen sowie
in einer vermehrten Tumorinfiltration durch CD8* T-Zellen fiihrten3%?. Auch in Kombination mit HER-2-
spezifischen CAR-transgenen CD8* T-Zellen fuhrte eine simultane anti-PD-1-Therapie in vivo zu einer
effizienteren Tumoreradikation3983%°, Diese Daten legen nahe, dass auch fir eine erfolgreiche Therapie
mit cTCR-1A.3/46-transgenen T-Zellen eine Kombination mit anderen Immuntherapiestrategien ratsam
ware, um eine effiziente und lang anhaltende Tumorremission zu erwirken.

Lediglich von der Kombination mit einer GM-CSF-basierten Therapie wére im Hinblick auf die
Behandlung hamatologischer Malignome unter Umstanden abzuraten. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurde gezeigt, dass, sofern eine Assemblierung des vollstandigen GM-CSF-Rezeptor-
Komplexes (CSF2RA + CSF2RB + GM-CSF) ermdglicht wird, die Reaktivitat cTCR-1A.3/46-transgener
PBMC gegenliber CSF2RA* Targetzellen herabgesetzt ist (vgl. Abschnitt 3.3.2.2). Eine zusatzliche GM-
CSF-Administration kdnnte somit einer gewiinschten Eliminierung der Leukamiezellen durch die adoptiv
transferierten TCR-transgenen T-Zellen entgegenwirken, wie bereits in Abschnitt 4.4 diskutiert wurde.
Speziell hinsichtlich einer Therapie von Melanomen kdnnte eine GM-CSF-Administration zwar zu einer

Proliferation der Tumorzellen40%-402 ynd einer fur die Tumorzellen férderlichen vermehrten Glucose-
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und/oder Vitamin C-Aufnahme filhren6°191.192  Sofern, wie flir Melanome bereits gezeigt, jedoch
lediglich CSF2RA, nicht aber CSF2RB von den Tumorzellen exprimiert wird, ware trotzdem zu erwarten,
dass die Melanomzellen préaferentiell eliminiert wirden.

Als Alternative zu einem adoptiven TCR-Transfer kénnten die variablen Domanen von TCRa- und
TCRB-Kette (scTv, engl. single chain TCR variable domain) des cTCR-1A.3/46 direkt mit Radionukliden
oder Toxinen wie dem Exotoxin A gekoppelt werden403, Ahnlich bispezifischen Antikérpern oder BiTEs
(engl. bispecific T-cell engagers) ware zudem analog zu scFv (engl. single chain variable fragment)
von Antikdrpern auch die Fusion der scTv-Doméane des cTCR-1A.3/46 mit Signalmediatoren, wie
beispielsweise IL-2, IL-12 bzw. TNF, oder anderen scFv, wie mdglicherweise des anti-CD3-scFv,
denkbar43403-406 Dies hatte nicht nur den Vorteil, dass eine zeit- und kostenintensive Ex vivo-
Manipulation der T-Zellen vermieden werden koénnte, wodurch eine Umgehung des
Insertionsmutageneserisikos erreicht wirde. Auch wirde sich die Mdglichkeit bieten, bei Bedarf oder im
Falle nicht tolerierbarer Nebenwirkungen die Therapie rasch zu terminieren. Darliber hinaus konnte die
Generierung von scTv-Multimeren der Quantifizierung von CSF2RA-Protein auf Malignomzellen dienen

und dazu beitragen, fiir eine Therapie in Frage kommende Patienten gezielt zu identifizieren43:407
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4.6 Schlussfolgerungen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden aus dem Blut der Patientin Ma-Mel-86/INTH CTL-Klone generiert, die
in HLA-unabhéngiger Weise das Antigen CSF2RA erkannten. Aus einem dieser CTL-Klone wurde der
TCR-1A.3/46 erfolgreich kloniert. Die Funktionalitat des TCR wurde validiert und durch Chimarisierung
optimiert. Ebenfalls HLA-unabhangig erkannte und lysierte der TCR nach Transduktion humaner sowie
muriner T-Zellen eine Vielzahl maligner CSF2RA* Zellen unterschiedlichen Ursprungs und bietet damit
vielversprechende Voraussetzungen fur einen therapeutischen Einsatz. So kénnte ein adoptiver
Transfer TCR-transgener T-Zellen beispielsweise zur Therapie solider oder hamatologischer
Malignome oder als alternatives Konditionierungsregime vor einer Stammzelltransplantation zum
Einsatz kommen, wodurch sowohl die mit konventionellen Therapien oft einhergehende Toxizitat
umgangen als auch das Rezidivrisiko vermindert werden konnte127.328,

Nicht nur kénnten durch Verwendung des HLA-unabhangigen TCR verschiedenste Tumor-Immune
Escape-Mechanismen, wie beispielsweise Veranderungen der Antigenprozessierungsmaschinerie5354
oder inshesondere der haufig auftretende HLA-Verlust5255-57 umgangen werden. Auch kédme aufgrund
der Unabhangigkeit von der HLA-Restriktion ein breites Patientenspektrum fir eine adoptive Therapie
mit cTCR-1A.3/46 transgenen T-Zellen in Frage.

Vorausgehende In vivo-Versuche in préklinischen Tiermodellen sind zunachst jedoch unerlasslich, um
die Anti-Tumorreaktivitét in vivo, aber auch das Gefahrenpotential eines TCR-Transfers evaluieren zu
kénnen. Zum einen stellt dabei die auf einer moglichen Fehlpaarung der retroviral transferierten,
exogenen TCR-Ketten mit den endogenen TCR-Ketten der T-Zellen basierende off-target-Reaktivitat
ein potentielles Sicherheitsrisiko dar. Diese sollte jedoch aufgrund der erfolgten TCR-Chimarisierung
weitgehend reduziert worden sein?*4. Zum anderen kénnte auch eine on-target-Toxizitét, insbesondere
aufgrund der GM-CSF-Rezeptor-Expression auf verschiedenen normalen Zelltypen, wie beispielsweise
hamatopoetischen Zellen?!, gravierende Auswirkungen haben. Da im Rahmen dieser Arbeit gezeigt
werden konnte, dass durch Ausbildung des vollstandigen GM-CSF-Rezeptor-Komplexes eine Blockade
der Erkennung von CSF2RA erzielt werden kann, ware durch eine Modulation der im Serum frei
verfugbaren GM-CSF-Konzentration auch dieses Risiko eventuell kontrollierbar.

Hinsichtlich der Aufklarung des molekularen Erkennungsmechanismus von CSF2RA durch den cTCR-
1A.3/46 konnten wichtige Aufschliisse und Informationen erlangt werden. Es war jedoch bisher nicht
mdoglich, den Mechanismus vollstédndig und im Detail aufzukldren. Zwar scheint er grundlegende
Unterschiede zu dem bereits bekannten Erkennungsmechanismus des HLA-unabhéngigen, solTRAIL-
spezifischen CTL aufzuweisen*?, Analogien zum murinen CD155-reaktiven TCR, der sein Targetantigen
ahnlich einem Antikorper zu erkennen scheint*!, waren jedoch denkbar. Die Parallelen zu allen bereits
bekannten Antigenen HLA-unabhéngiger T-Zellen liegen allerdings darin, dass das Targetantigen fur
eine erfolgreiche Erkennung nach bisherigem Kenntnisstand intakt und membrangebunden an der
Zelloberflache prasentiert werden muss, um eine Erkennung durch CSF2RA-reaktive T-Zellen zu
ermoglichen. Dies wird dadurch untermauert, dass lsliches CSF2RA zu keiner Erkennung durch
CSF2RA-reaktive T-Zellen fuhrte und auch die Ausbildung des heteromultimerischen GM-CSF-
Rezeptor-Komplexes eine Erkennung stark reduzierte.

Die Entstehung der HLA-unabhangigen TCR-1A.3/46 und TCR-2C/417 ist jedoch weder durch das
Keimbahnmodell noch durch das Selektionsmodell oder einer synergistischen Ergadnzung beider

Modelle?s” direkt zu erklaren, da die TCR nicht nur die typischen konservierten Aminosauren aufweisen,
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die fur eine MHC-Restriktion verantwortlich gemacht werden259261 sondern die HLA-unabhéngigen CTL
auch intakte CD8-Molekiile exprimieren und diese an einer Erkennung der Antigene zumindest teilweise
auch beteiligt sind. Die Bestimmung der Frequenz CSF2RA- bzw. TRP-2-reaktiver CTL in weiteren
Patienten und in gesunden Individuen oder der Nachweis ihrer Existenz in QUAD-KO.Bcl-2Tg-Mausen,
kénnte daher weitere Aufschlisse liefern, ob die T-Zellen einer Thymusselektion entgangen sind oder
ob sie urspringlich eine andere, HLA-abhangige Spezifitdt aufwiesen, weswegen sie die
Thymusselektion Uberstanden haben. In letzterem Fall wirde es sich bei den HLA-unabhangigen
Reaktivitdten um erst in der Peripherie manifest werdende Kreuzreaktivitdten durch Mimikri handeln.
Auch wenn dies fir den CSF2RA-reaktiven TCR nicht festgestellt werden konnte, exprimiert ca. 1 %
der T-Zellen zwei verschiedene TCRB-Ketten und in ca. 30 % der T-Zellen werden sogar zwei
unterschiedliche TCRa-Ketten exprimiert, wodurch sich zudem leicht mehrere Spezifitaten in ein und
derselben T-Zelle ausbilden knnen408-410,

Das daraus resultierende Wissen konnte Informationen daruber liefern, welche besonderen
Eigenschaften HLA-unabhéngige T-Zellen im Vergleich zu HLA-abhéngigen CTL aufweisen, und eine
gezielte Suche nach weiteren HLA-unabhangig erkannten Antigenen erleichtern. Rekombinantes
CSF2RA-Protein bzw. daraus generierte Tetramere kdnnten wiederum dem Nachweis bzw. der
Quantifizierung, der Isolation und Stimulation von CSF2RA-reaktiven T-Zellen dienen oder eine
Visualisierung der direkten Interaktion zwischen CSF2RA und dem cTCR-1A.3/46 innerhalb der
immunologischen Synapse ermdglichen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es im Rahmen dieser Arbeit moglich war, einen CSF2RA-
reaktiven TCR mit hoher Spezifitat fir sein Targetantigen zu klonieren und zu optimieren, der aufgrund
seiner HLA-unabhéngigen Erkennungsweise vielversprechende Vorteile fur eine therapeutische

Anwendung im Hinblick auf eine Vielzahl an Malignomen unterschiedlichen Ursprungs bietet.
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5 Anhang

5.1 c¢DNA-und Aminosaureseguenzen

5.1.1 cDNA- und Aminosaure-Seqguenz* TCR-1A.3/46
Leader-Sequenz CDR P/N-Nukleotide konservierte Aminosauren

Diversitatsregion »<Junction“-Region konstante Doméane

TCRa-Kette:
ATGTCACTTTCTAGCCTGCTGAAGGTGGTCACAGCTTCACTGTGGCTAGGACCTGGCATT

CCCCACTTTGGAAATGAGAAATTAACCTTT
GGGACTGGAACAAGACTCACCATCATACCCAATATCCAGAACCCTGACCCTGCCGTGTACCAGCTGAGAGACTCT
AAATCCAGTGACAAGTCTGTCTGCCTATTCACCGATTTTGATTCTCAAACAAATGTGTCACAAAGTAAGGATTCT
GATGTGTATATCACAGACAAAACTGTGCTAGACATGAGGTCTATGGACTTCAAGAGCAACAGTGCTGTGGCCTGG
AGCAACAAATCTGACTTTGCATGTGCAAACGCCTTCAACAACAGCATTATTCCAGAAGACACCTTCTTCCCCAGC
CCAGAAAGTTCCTGTGATGTCAAGCTGGTCGAGAAAAGCTTTGAAACAGATACGAACCTAAACTTTCAAAACCTG
TCAGTGATTGGGTTCCGAATCCTCCTCCTGAAAGTGGCCGGGTTTAATCTGCTCATGACGCTGCGGCTGTGGTCC
AGCTGA

MSLSSLLKVVTASLWLGPGIAQKITQTQPGMFVQEKEAVTLDCTYDTSDPSYGLFWYKQPSSGEMIFLIYQGIYD
OONATEGRYSLNFQKARKSANLVISASQLGDSAMYFCAMRPHFGNEKLTFGTGTRLTIIPNIQNPDPAVYQLRDS
KSSDKSVCLEFTDEFDSQTNVSQSKDSDVYITDKTVLDMRSMDEKSNSAVAWSNKSDEFACANAFNNSIIPEDTEFEPS
PESSCDVKLVEKSFETDTNLNFONLSVIGFRILLLKVAGEFNLLMTLRLWSS.

TCRB-Kette:

ATGGGCACAAGGTTGTTCTTCTATGTGGCCCTTTGTCTCCTGTGGACAGGACACATG

AAGCTAGCGGGGGCCTACGAGCAGTACTTCGGG
CCGGGCACCAGGCTCACGGTCACAGAGGACCTGAAAAACGTGTTCCCACCCGAGGTCGCTGTGTTTGAGCCATCA
GAAGCAGAGATCTCCCACACCCAAAAGGCCACACTGGTGTGCCTGGCCACAGGCTTCTACCCCGACCACGTGGAG
CTGAGCTGGTGGGTGAATGGGAAGGAGGTGCACAGTGGGGTCAGCACAGACCCGCAGCCCCTCAAGGAGCAGCCC
GCCCTCAATGACTCCAGATACTGCCTGAGCAGCCGCCTGAGGGTCTCGGCCACCTTCTGGCAGAACCCCCGCAAC
CACTTCCGCTGTCAAGTCCAGTTCTACGGGCTCTCGGAGAATGACGAGTGGACCCAGGATAGGGCCAAACCTGTC
ACCCAGATCGTCAGCGCCGAGGCCTGGGGTAGAGCAGACTGTGGCTTCACCTCCGAGTCTTACCAGCAAGGGGTC
CTGTCTGCCACCATCCTCTATGAGATCTTGCTAGGGAAGGCCACCTTGTATGCCGTGCTGGTCAGTGCCCTCGTG
CTGATGGCCATGGTCAAGAGAAAGGATTCCAGAGGCTAG

MGTRLFFYVALCLLWTGHMDAGITQSPRHKVTETGTPVTLRCHQTENHRIMYWYRQDPGHGLRLIHISIGVKDTI
KGEVSDGYSVSRSKTEDFLLTLESATSSQTSVYFCAISEKLAGAYEQYFGPGTRLTVTEDLKNVEPPEVAVEFEPS
EAETISHTQKATLVCLATGEYPDHVELSWWVNGKEVHSGVSTDPQPLKEQPALNDSRYCLSSRLRVSATEWQONPRN
HFRCQVQFYGLSENDEWTQDRAKPVTQIVSAEAWGRADCGEFTSESYQQGVLSATILYEILLGKATLYAVLVSALV
LMAMVKRKDSRG.

(*) Die verwendete Nummerierung richtet sich nach dem IMGT-System?239.253,254
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5.1.2 cDNA- und Aminosdure-Sequenz cTCR-1A.3/46

Leader-Sequenz CDR P/N-Nukleotide konservierte Aminosauren
Diversitatsregion »~Junction“-Region konstante Doméne

cTCRa-Kette:
ATGTCACTTTCTAGCCTGCTGAAGGTGGTCACAGCTTCACTGTGGCTAGGACCTGGCATT

CCCCACTTTGGAAATGAGAAATTAACCTTT
GGGACTGGAACAAGACTCACCATCATACCCAATATCCAGAATCCTGAACCTGCCGTGTATCAGCTGAAAGATCCC
CGGTCCCAGGATTCCACACTGTGTCTGTTTACCGATTTTGATTCCCAGATTAATGTGCCTAAAACAATGGAATCC
GGGACCTTTATCACCGACAAATGTGTGCTGGATATGAAAGCCATGGATTCCAAGAGCAATGGGGCCATTGCCTGG
TCTAATCAGACATCCTTCACATGCCAGGATATCTTTAAAGAAACCAATGCCACATACCCCTCCTCCGATGTGCCC
TGTGATGCCACACTGACAGAAAAGTCCTTCGAAACCGATATGAATCTGAATTTTCAGAATCTGTCTGTGATGGGG
CTGCGGATTCTGCTGCTGAAGGTGGCCGGGTTTAATCTGCTGATGACACTGAGACTGTGGAGCAGC

MSLSSLLKVVTASLWLGPGIAQKITQTQPGMFVQEKEAVTLDCTYDTSDPSYGLFWYKQPSSGEMIFLIYQGIYD
QONATEGRYSLNFQKARKSANLVISASQLGDSAMYFCAMRPHEFGNEKLTFGTGTRLTIIPNIQNPEPAVYQLKDP
RSQDSTLCLFTDFDSQINVPKTMESGTFITDKIVLDMKAMDSKSNGAIAWSNQTSFTCQDIFKETNATYPSSDVP
CDATLTEKSFETDMNLNFONLSVMGLRILLLKVAGENLLMTLRLWSS.

CcTCRB-Kette:

ATGGGCACAAGGTTGTTCTTCTATGTGGCCCTTTGTCTCCTGTGGACAGGACACATG

AAGCTAGCGGGGGCCTACGAGCAGTACTTCGGG
CCGGGCACCAGGCTCACGGTCACAGAGGACCTGCGGAACGTGACCCCCCCCAAGGTGTCCCTGTTCGAGCCCAGC
AAGGCCGAGATCGCCAACAAGCAGAAAGCCACCCTGGTGTGCCTGGCCAGGGGCTTCTTCCCCGACCACGTGGAG
CTGTCTTGGTGGGTGAACGGCAAAGAGGTGCACAGCGGCGTCTGCACCGACCCCCAGGCCTACAAAGAGAGCAAC
TACAGCTACTGCCTGTCCTCCCGGCTGCGGGTGTCCGCCACCTTCTGGCACAACCCCCGGAACCACTTCCGGTGC
CAGGTGCAGTTCCACGGCCTGAGCGAAGAGGACAAGTGGCCCGAGGGCAGCCCCAAGCCCGTGACCCAGAACATC
TCCGCCGAGGCCTGGGGCAGAGCCGACTGCGGCATCACCAGCGCCAGCTACCACCAGGGCGTGCTGTCTGCCACC
ATCCTGTACGAGATCCTGCTGGGCAAGGCCACACTGTACGCCGTGCTGGTGTCCGGCCTGGTGCTGATGGCCATG
GTGAAGAAAAAGAATTCTTGA

MGTRLFFYVALCLLWTGHMDAGITQSPRHKVTETGTPVTLRCHOTENHREMYWYRQDPGHGLRLIHfSPGVKDTH
KGEVSDGYSVSRSKTEDFLLTLESATSSQTSVYFCAISEKLAGAYEQYFGPGTRLTVTEDLRNVTPPKVSLFEPS
KAETANKQKATLVCLARGFFPDHVELSWWVNGKEVHSGVETDPQAYKESNYSYCLSSRLRVSATFWHNPRNHFRC
QVQFHGLSEEDKWPEGS PKPVTQNISAEAWGRADCGITSASYHQGVLSATILYEILLGKATLYAVLVSGLVLMAM
VKKKNS .

5.1.3 cDNA- und Aminosaureseqguenz p2A-Element

Der Pfeil zeigt die durch ribosome skipping bedingte Spaltunsstelle an.

GGAAGCGGAGCTACTAACTTCAGCCTGCTGAAGCAGGCTGGAGACGTGGAGGAGAACCCTGGACCT

GSGATNFSLLKQAGDVEENPG | P
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5.1.4 Aminosdure-Sequenz CSF2RA/CSF2RB

Transmembrandomane WSXWS-Motiv
Disulfidbriicke N-Glykosylierungsstelle Phosphorylierungsstelle

Interaktion zwischen CSF2RA und GM-CSF Interaktion zwischen CSF2RA und CSF2RB

CSF2RA-Isoform a (membranstandig; NG 012280.1, NM 172245.2, NP 758448.1):

MLLLVTSLLLCELPHPAFLLIPEKSDLRTVAPASSLNVRFDSRTMILSWDCQEITTFSKCFLTDKKNRVVEPRLS
NNECSCTFREICLHEGVTFEVHV.TSQRGFQQKLLYPNSGREGTAAQIFSCFIYNADLMICTWARGPTAPRDVQY
FLYIRNSKRRREIRCPYYIQDSGTHVGCHLDILSGLTSRNYFLVIGTSREIGIQFFDSLLDTKKIERFNPPSIVT
VRC!TTHCLVRWKQPRTYQKLSYLDFQYQLDVHRKNTQPGTENLLINVSGDLEIRYNFPSSEPRAKHSVKIRAAD
VRI.

EAIEFGSDDGNLGSVYIYVLLIVGTLVCGIVLGFLFKRFLRIQRLFPPVPQIKDKLNDNHEVEBE
IIWEEFTPEEGKGYREEVLTVKEIT

CSF2RA-Isoform c (I6slich; NG 012280.1, NM 172247.2: NP_758450.1):

MLLLVTSLLLCELPHPAFLLIPEKSDLRTVAPASSLNVRFDSRTMILSWDCQEITTFSKCFLTDKKNRVVEPRLS
NNECSCTFREICLHEGVTFEVHV.TSQRGFQQKLLYPNSGREGTAAQIFSCFIYNADLMICTWARGPTAPRDVQY
FLYIRNSKRRREIRCPYYIQDSGTHVGCHLDILSGLTSRNYFLVIGTSREIGIQFFDSLLDTKKIERFNPPSIVT
VRC!TTHCLVRWKQPRTYQKLSYLDFQYQLDVHRKNTQPGTENLLINVSGDLEIRYNFPSSEPRAKHSVKIRAAE
VRI

EATEFGSLGYSGCSRQFHRSKTN

CSF2RB-Isoform 1 (membranstandig; NG 008040.1, NM 000395.2, NP_000386.1):

MVLAQGLLSMALLALCWERSLAGAEETIPLQTLRCYNDYTSHITCRWADTQDAQRLVIVTLIRRVNEDLLEPVSC
DLSDDMPWSACPHPRCVPRRCVIPCQSEFVVTDVDYFSFQPDRPLGTRLTVTLTQHVQPPEPRDLQISTDODHFEFLL
TWSVALGSPQSHWLSPGDLEFEVVYKRLQDSWEDAAILLSITSQATLGPEHLMPSSTYVARVRTRLAPGSRLSGR
PSKWSPEVCWDSQPGDEAQPONLECFFDGAAVLSCSWEVRKEVASSVSFGLEFYKPSPDAGEEECSPVLREGLGSL
HTRHHCQIPVPDPATHGQYIVSVQPRRAEKHIKSSVNIQMAPPSLIVTKDGDSYSLRWETMKMRYEHIDHTFEIQ
YRKDTATWKDSKTETLONAHSMALPALE PSTRYWARVRVRTSRTGYNGI-EARSWDTESVL PMWVLALIVI
FLTIAVLLALRFCGIYGYRLRRKWEEKIPNPSKSHLFONGSAELWPPGSMSAFTSGSPPHOGPWGSRFPELEGVE
PVGFGDSEVSPLTIEDPKHVCDPPSGPDTTPAASDLPTEQPPSPOQPGPPAASHTPEKQASSEFDENGPYLGPPHSR
SLPDILGQPEPPQEGGSQKSPPPGSLEYLCLPAGGQVQLVPLAQAMGPGQAVEVERRPSQGAAGSPSLESGGGPA
PPALGPRVGGQDQKDSPVAIPMSSGDTEDPGVASGYVSSADLVETPNSGASSVSLVPSLGLPSDQTPSLCPGLAS
GPPGAPGPVKSGFEGYVELPPIEGRSPRSPRNNPVPPEAKSPVLNPGERPADVSPTSPQPEGLLVLQQVGDYCFEL
PGLGPGPLSLRSKPSSPGPGPEIKNLDQAFQVKKPPGQAVPQVPVIQLFKALKQODYLSLPPWEVNKPGEVC

CSF2RB-Isoform X1 (membranstandig; NG 008040.1, XM 005261340.1, XP 005261397.1):

MVLAQGLLSMALLALCWERSLAGAEETIPLQTLRCYNDYTSHITCRWADTQDAQRLVIVTLIRRVNEDLLEPVSC
DLSDDMPWSACPHPRCVPRRECVIPCQSEFVVTDVDYFSFQPDRPLGTRLTVTLTQHVQPPEPRDLOISTDQDHEFLL
TWSVALGSPQSHWLSPGDLEFEVVYKRLQDSWEDAAILLSITSQATLGPEHLMPSSTYVARVRTRLAPGSRLSGR
PSKWSPEVCWDSQPGDEAQPONLECEFFDGAAVLSCSWEVRKEVASSVSFGLFYKPSPDAGSAVLLREEECSPVLR
EGLGSLHTRHHCQIPVPDPATHGQYIVSVQPRRAEKHIKSSVNIQMAPPSLIVTKDGDSYSLRWETMKMRYEHID
HTFEIQYRKDTATWKDSKTETLONAHSMALPALE PSTRYWARVRVRTSRTGYNGI-EARSWDTESVL PMWV
LALTIVIFLTIAVLLALRFCGIYGYRLRRKWEEKIPNPSKSHLFONGSAELWPPGSMSAFTSGSPPHQGPWGSREP
ELEGVFPVGFGDSEVSPLTIEDPKHVCDPPSGPDTTPAASDLPTEQPPSPOPGPPAASHTPEKQASSEFDENGPYL
GPPHSRSLPDILGQPEPPQEGGSQKSPPPGSLEYLCLPAGGQVQLVPLAQAMGPGQAVEVERRPSQGAAGSPSLE
SGGGPAPPALGPRVGGODQKDSPVAIPMSSGDTEDPGVASGYVSSADLVEFTPNSGASSVSLVPSLGLPSDQTPSL
CPGLASGPPGAPGPVKSGFEGYVELPPIEGRSPRSPRNNPVPPEAKSPVLNPGERPADVSPTSPQPEGLLVLQQV
GDYCFLPGLGPGPLSLRSKPSSPGPGPEIKNLDQAFQVKKPPGQAVPQVPVIQLFKALKQODYLSLPPWEVNKPG
EVC
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5.1.5 Aminoséaure-Sequenz CD8a/CD8B

CD8a-Isoform 1 (membranstdndig; NG 011608.2, NM 001145873.1 bzw. NM 001768.6;
NP 001139345.1 bzw. NP _001759.3):

MALPVTALLLPLALLLHAARPSQFRVSPLDRTWNLGETVELKCQVLLSNPTSGCSWLFQPRGAAASPTFLLYLSQ
NKPKAAEGLDTQREFSGKRLGDTEFVLTLSDFRRENEGYYFCSALSNSIMYFSHEVPVFLPAKPTTTPAPRPPTPAP
TIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCNHRNRRRVCKCPRPVVKSG
DKPSLSARYV

CD8B-Isoform 2 (membransténdig; NM 172213.3, NP_757362.1):
rs2228022 rs35555413

MRPRLWLLLAAQLTVLHGNSVLOQTPAYIKVQTNKMVMLSCEAKISLSNMRIYWLROROAPSSDSHHEFL
ALWDSAKGTIHGEEVEQEKIAVFRDASRFILNLTSVKPEDSGIYFCMIVGSPELTFGKGTQLSVVDFLPT
TAQPTKKSTLKKRVCRLPRPETQKGPLCSPITLGLLVAGILVLLVSLGVATHLCCRRRRARLRFMKQPQG
EGVSGTEFVPQCLHGYYSNTTTSQKLLNPWILKT

CD8B-Isoform 3 (membransténdig; NM 172101.3, NP_742099.1):

MRPRLWLLLAAQLTVLHGNSVLQQTPAYIKVQTNKMVMLSCEAKISLSNMRIYWLROQROQAPSSDSHHEFLALWDS
AKGTIHGEEVEQEKIAVFRDASREFILNLTSVKPEDSGIYFCMIVGSPELTFGKGTQLSVVDFLPTTAQPTKKSTL
KKRVCRLPRPETQKGPLCSPITLGLLVAGILVLLVSLGVAIHLCCRRRRARLRFMKQLRLHPLEKCSRMDY

CD8B-Isoform 5 (membranstandig; NM 004931.4, NP _004922.1):

MRPRLWLLLAAQLTVLHGNSVLQQOTPAYIKVQTNKMVMLSCEAKISLSNMRIYWLRQROQAPSSDSHHEFLALWDS
AKGTIHGEEVEQEKIAVFRDASREFILNLTSVKPEDSGIYFCMIVGSPELTFGKGTQLSVVDFLPTTAQPTKKSTL
KKRVCRLPRPETQKGRRRRARLREFMKQPQGEGVSGTEVPQCLHGYYSNTTTSQKLLNPWILKT
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5.2 Vektorkarten

5.2.1 Vektorkarten pcDNA3.1

5.2.1.1 Vektorkarte pcDNA3.1/V5-His TOPO

PCR [
N Product

pcDNA3.1/
V5-His-TOPO

Abb. 5-1: Vektorkarte pcDNA3.1/V5-His TOPO. BGH pA: Polyadeylierungssignal des Rinder-
Wachstumshormongens (engl. bovine growth hormone), f1 ori: Replikationsursprung (engl. origin of replication) des
fl Phagen, Hiss: Polyhistidintag, pCMV: Promoter des humanen Cytomegalievirus, pUC: pUC-Plasmid-
Replikationsursprung, SV40 ori: Replikationsursprung des Simian Virus 40, SV40 pA: Polyadenylierungssignal des
Simian Virus 40, T7: RNA-Promoter des Bakteriophagen T7, V5: V5-Epitop-Tag. (Benutzerhandbuch
,PCDNA™3.1/V5-His TOPO® TA Expression Kit*; Invitrogen; April 2009)

5.2.1.2 Vektorkarte pcDNA3.1-DEST

pcDNA3.1-DEST

7,1 kb

Abb. 5-2: Vektorkarte pcDNA3.1-DEST. AmpR: Ampicillin-Resistenzgen, att: Rekombinationssequenz des
Bakteriophagen Lambda (engl. attachment site), BGH pA: Polyadeylierungssignal des Rinder-
Wachstumshormongens (engl. bovine growth hormone), ccdB: Toxingen des ccd-Systems (engl. control of cell
death), CmR: Chloramphenicol-Resistenzgen, f1 ori: Replikationsursprung (engl. origin of replication) des f1
Phagen, KanR: Kanamycin-Resistenzgen, NeoR: Neomycin-Resistenzgen, PCMV: Promoter des humanen
Cytomegalievirus, PSV40: Promoter des Simian-Virus 40, pUC: pUC-Plasmid-Replikationsursprung, SV40 ori:
Replikationsursprung des Simian-Virus 40, SV40 pA: Polyadenylierungssignal des Simian-Virus 40,T7: RNA-
Promoter des Bakteriophagen T7.
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5.2.2 Vektorkarten pDONR™221

5.2.2.1 Vektorkarte pDONR™221 P1-P2

Abb. 5-3: Vektorkarte pDONR™221 P1-P2. att: Rekombinationssequenz des Bakteriophagen Lambda (engl.
attachment site), ccdB: Toxingen des ccd-Systems (engl. control of cell death), CmR: Chloramphenicol-
Resistenzgen, M13: Sequenzierungsprimersequenz des Bakteriophagen M13, pUC ori: pUC-Plasmid-
Replikationsursprung (engl. origin of replication), T2/T7: T2 und T7 Transkriptionsterminatoren des ribosomalen
rRNA-Operons (rrnB) aus E. coli. (Benutzerhandbuch ,MultiSite Gateway® Pro®; Invitrogen; Oktober 2006)

5.2.2.2 Vektorkarte pDONR™221 P1-P5r
M13 M13

Forwar Rever:
- <ors R

Abb. 5-4: Vektorkarte pDONR™221 P1-P5r. att: Rekombinationssequenz des Bakteriophagen Lambda (engl.
attachment site), ccdB: Toxingen des ccd-Systems (engl. control of cell death), CmR: Chloramphenicol-
Resistenzgen, M13: Sequenzierungsprimersequenz des Bakteriophagen M13, pUC ori: pUC-Plasmid-
Replikationsursprung (engl. origin of replication), T2/T7: T2 und T7 Transkriptionsterminatoren des ribosomalen
rRNA-Operons (rrB) aus E. coli. (Benutzerhandbuch ,MultiSite Gateway® Pro*; Invitrogen; Oktober 2006)

135



Anhang

5.2.2.3 Vektorkarte pDONR™221 P5-P2
M13 M13

Forwar Rever:
-~ =

Abb. 5-5: Vektorkarte pDONR™221 P5-P2. att: Rekombinationssequenz des Bakteriophagen Lambda (engl.
attachment site), ccdB: Toxingen des ccd-Systems (engl. control of cell death), CmR: Chloramphenicol-
Resistenzgen, M13: Sequenzierungsprimersequenz des Bakteriophagen M13, pUC ori: pUC-Plasmid-
Replikationsursprung (engl. origin of replication), T2/T7: T2 und T7 Transkriptionsterminatoren des ribosomalen
rRNA-Operons (rrnB) aus E. coli. (Benutzerhandbuch ,MultiSite Gateway® Pro“; Invitrogen; Oktober 2006)

5.2.3 Vektorkarte pBullet IRES neo-DEST

pBullet_IRES_neo-DEST

8.9 kb

Abb. 5-6: Vektorkarte pBullet_IRES_neo-DEST. AmpR: Ampicillin-Resistenzgen, att: Rekombinationssequenz
des Bakteriophagen Lambda (engl. attachment site), ccdB: Toxingen des ccd-Systems (engl. control of cell death),
CmR: Chloramphenicol-Resistenzgen, IRES: interne ribosomale Eintrittsstelle, IVS: Intron (enlg. intervening
sequence), LTR: retrovirale Rekombninationssequenzen (engl. long terminal repeats), NeoR: Neomycin-
Resistenzgen, PCMV: Promoter des humanen Cytomegalievirus, PS: retrovirales Verpackungssignal (engl.
packaging signal), PSV40: Promoter des Simian Virus 40, pUC: pUC-Plasmid-Replikationsursprung, SA:
SpleiRakzeptor, SD: SpleiRdonor, SV40 ori: Replikationsursprung des Simian-Virus 40, SV40 pA:
Polyadenylierungssignal des Simian Virus 40,T7: RNA-Promoter des Bakteriophagen T7
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5.2.4 Vektorkarte pHIT-60 und pCOLT-CALV

Die Vektoreigenschaften und Klonierungsstrategien sind in Soneoka et al. (1995)197 und Weijtens et al.
(1998)1% heschrieben.

5.2.5 Vektorkarte pCL-ECO

pCL-ECO

(12,6 kb)

LTR

Abb. 5-7: Vektorkarte pCL-ECO. CMV: Promoter des humanen Cytomegalievirus, ENV: Gen kodierende fir virale
Hillprotein (engl. envelope), GAG: Gen kodierend fur die Strukturproteine des Virus (engl. group-specific antigen),
POL: Gen kodierend fiir retrovirale Polymerase, LTR: retrovirale Rekombninationssequenzen (engl. long terminal
repeats), Ru5: Ru5-Region der 5'-LTR. Adaptiert aus Naviaux et al. (1996)%

5.2.6 Vektorkarte pMX

5'-LTR

AmpR (MMLV)

PS (V)

5'-MCS

3'-LTR
(MMLV)  3'-MCS

Abb. 5-8: Vektorkarte pMX. AmpR: Ampicillin-Resistenzgen, LTR: engl. long terminal repeats, MCS: engl. multiple
cloning site, PS: retrovirales Verpackungssignal (engl. packaging signal).
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