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1 Einleitung

Die Therapie von Tumorerkrankungen bleibt weltweit eine der groBten Herausforderungen der moder-
nen Medizin. Laut Daten des statistischen Bundesamtes waren Tumorerkrankungen im Jahr 2020 in
Deutschland fiir 23, 5% der Todesfélle ursachlich und damit die zweithaufigste Todesursache (1). Neben
der chirurgischen Entfernung, der Bestrahlung und der Chemotherapie wird auch der Immuntherapie eine
immer groBere Bedeutung zugeschrieben.

Schon Paul Ehrlich formulierte Anfang des 20. Jahrhunderts die Vermutung einer Kontrolle des Immun-
systems (vgl. Abschn. 1.1) Giber Tumorerkrankungen. Es dauerte jedoch fast noch ein halbes Jahrhundert
bis diese mit experimentellen Daten untermauert wurde (2). Jiingere Untersuchungen zeigen, dass Pa-
tienten, deren Immunsystem supprimiert ist, ein erhohtes Risiko haben Tumore zu entwickeln (3,4).
Hingegen geht die Infiltration des Tumors durch spezifische Immunzellen, mit einer verbesserten Progno-
se einher (5). Und auch bei Spontanremissionen lieB sich eine parallele, klonale Expansionen spezifischer
zytotoxischer Zellen zeigen (6,7).

Hierbei kommen den HLA (vgl. Abschn. 1.3) abhangigen CD8" (8) und CD4* (9) T-Zellen (vgl.
Abschn. 1.4) eine entscheidende Bedeutung zu. Der so ausgeiibte Selektionsdruck kann jedoch dazu
fiihren, dass Tumorzellen ihre immunologischen Eigenschaften verdndern und nur noch schlecht vom Im-
munsystem erkannt werden (vgl. Abschn. 1.2). Ein wesentlicher Mechanismus hierbei ist die Suppression
oder der Verlust von HLA und damit die Repression der von T-Zellen getragenen Immunantwort (10).
In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von immuntherapeutischen Verfahren entwickelt, welche das
Immunsystem wieder in die Lage versetzen sollen, die Tumorerkrankung zu bekdmpfen (vgl. Abschn. 1.5).
Eine Form ist der adoptive T-Zelltransfer bei dem T-Zellen des Patienten ex vivo vermehrt werden und
nach anschlieBender Modifikation retransfundiert werden (10).

Waren wir zukiinftig in der Lage HLA-unabhangige, tumorreaktive T-Zellen zu generieren, konnte das
Spektrum von Tumorerkrankungen, die durch eine solche Therapie behandelbar waren, erweitert werden.
Es gibt einige Beispiele dafiir, dass es auch Vertreter der T-Zellen gibt, deren TCR in der Lage ist An-
tigene ohne die Préasentation ber HLA zu erkennen. So wurde gezeigt, dass das T-Zell-Repertoire der
Melanompatientin Ma-Mel-86B T-Zellen mit einem HLA-unabhéngigen Erkennungsmuster enthalt (11).
Dabei wurden die beiden HLA-unabhangig erkannten Antigen CSF2RA und TRP2 identifiziert.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob auch in dem Nabelschnurblut von gesunden Neugeborenen solche
HLA-unabhangigen tumorrektiven T-Zellen vorkommen. Zudem wurde gepriift, ob sich hierunter auch
T-Zellen finden lassen, deren Reaktivitat gegen CSF2RA oder TRP2 gerichtet ist.

1.1 Immunsystem

Die Gesamtheit der verschiedenen Bestandteile unseres Immunsystems bilden die Abwehr unseres Korpers
gegen auBere und innere, zellulare oder azellulare Pathogene. Das angeborene Immunsystem stellt dabei
den phylogenetisch &lteren Teil unseres Immunsystems dar (vgl. Abschn. 1.1.1) wahrend das adaptive
Immunsystem nur bei Vertebraten vorkommt (vgl. Abschn. 1.1.2). Sowohl| das angeborene als auch das

erworbene Immunsystem spielen eine wichtige Rolle bei der Abwehr von Tumoren (vgl. Abschn. 1.1.3).



1.1.1 Angeborenes Immunsystem

Die zum angeborenen Immunsystem gehorenden Abwehrmechanismen gegen Pathogene sind fest in der
Erbinformation gespeichert. Zu ihnen zdhlen neben den statischen, anatomischen Barrieren, wie beispiels-
weise Epithelien, auch mobile, zelluldre und humorale Bestandeteile.

Zu dem mobilen zelluldren Anteil gehéren aus der myeloischen Reihe die Zellen des MPS (Mononuklear-
phagozytéres System) und die Granulozyten. Aus der lymphoiden Zellreihe werden zu dieser Fraktion die
NK-Zellen (Natirliche Killerzellen) gezahlt. Zur Erkennung dienen genetisch festgelegte Rezeptoren, die
sogenannten PRR (Pattern Recognition Receptor, engl. fiir Mustererkennungsrezeptor). Solche PRRs er-
kennen hoch konservierte Strukturen verschiedener Pathogene, sogenannte PAMP (pathogen-associated
molecular pattern, engl. fiir Pathogen-assoziierte molekulare Muster). Diese PAMP sind meist essentielle
Bestandteile der Pathogene und unspezifisch auf vielen verschiedenen Vertretern zu finden. Die Zellen
des MPS sind neben der Phagozytose auch zur anschlieBenden Antigenprasentation befdhigt. Dieses
geschieht tber MHC-I1 (vgl. Abschn. 1.3.4) und schlagt eine Briicke zum adaptiven Immunsystem.
Zusatzlich kénnen jedoch auch korpereigene Zellen eine Reaktion des angeborenen Immunsystems in-
duzieren. So kénnen sie durch Stress, wie beispielsweise nach einer malignen Transformation oder nach
einer Infektion, zur Expression bestimmter kérpereigener Proteine fithren, die eine Aktivierung der Be-
standteile des angeborenen Immunsystems nach sich ziehen (12).

Der humoraler Anteil wird vor allem durch das Komplementsystem und durch die von den zellularen

Bestandteilen sezernierten Zytokinen gebildet.

1.1.2 Adaptives Immunsystem

Das adaptive Immunsystem wird ebenfalls in zelluldre und humorale Faktoren unterteilt. Zu den zellularen
Anteilen werden die aus der lymphoiden Zellreihe entstehenden T-Zellen und B-Zellen gezahlt. Beziiglich
der Erkennung von Antigenen unterscheiden sich die beiden Gruppen grundlegend. Wahrend B-Zellen ihr
Antigen auch in I6slicher Form erkennen, ist fiir T-Zellen in der Regel eine Prasentation durch MHC (vgl.
Abschn. 1.3) erforderlich. Der Entwicklungsvorgang beginnt fiir beide im Knochenmark und wird fiir
die B-Zellen dort und fiir die T-Zellen nach einer Migration in den Thymus beendet. Wahrend ihrer
Bildung kommt es zu einer Rekombination einiger genetischer Abschnitte der Rezeptoren, die fiir die
Antigen-Erkennung zustandig sind. Dadurch sind die in der Bildung befindlichen Zellen in der Lage
Rezeptoren zu generieren, die eine Vielzahl an potenziell immunogenen Strukturen erkennen kénnen.
Der zugrundeliegende Mechanismus ist die somatischen Rekombination (13). Durch eine anschlieBende
Selektion werden in der Regel alle nicht reaktiven oder autoreaktiven Zellen der Apoptose zugefiihrt.
Erst danach werden die tUberlebenden Zellen aus dem Knochenmark, beziehungsweise dem Thymus, in
die Peripherie entlassen. Die humoralen Anteile machen vor allem die von den B-Zellen produzierten AK
(Antikorper) aus. Sie bestehen aus zwei Anteilen. Dem Fab-Fragment (antigen-binding fragment, engl. fiir
Antigen bindendes Fragment) und dem Fc-Fragment (crystallisable fragment, engl. firr kristallisierbares
Fragment) welches der Erkennung durch andere Bestandteile des Immunsystems dient.



1.1.3 Tumorabwehr

Der erste Mechanismus fiir den Schutz vor Tumoren sind die Tumorsuppressorgene, deren Produkte eine
unkontrollierte Teilung der Zelle verhindern kénnen (14). Schlagen diese fehl, obliegt es dem Immun-
system eine weitere Ausbreitung zu verhindern. Ursachlich fiir die Immunogenitdt der Tumorzellen ist
dabei eine Uberexpression oder Veranderung der von ihr prisentierten Proteine, welche sich von einer
gesunden Zelle unterscheiden (8). Diese Veranderungen kdnnen durch das angeborene oder erworbene
Immunsystem erkannt werden und damit zu einer Bekdmpfung der Tumorzelle fiihren. So fithren Verluste
von HLA (vgl. Abschn. 1.3) zu einer Aktivierung von NK-Zellen (15). Veranderungen durch onkogene
Viren (16) oder Mutationen in korpereigenen Proteinen (17) fihren zu einer Prasentation von dem Im-
munsystem unbekannten Antigenen iber MHC-1 oder MHC-II (vgl. Abschn. 1.3). Diese kdénnen durch
CD8™ beziehungsweise CD41 T-Zellen erkannt werden und ebenfalls zu einer Aktivierung des Immunsys-
tems fiihren (18). Unter diesem Selektionsdruck kommt es jedoch zu Veranderungen der Immunogenitat
der Tumorzellen, welche zu einer Immunevasion fithren kénnen (vgl. Abschn. 1.2).

Die Relevanz des Immunsystems fiir die Kontrolle von Tumorzellen wird dadurch deutlich, dass Patienten,
deren Immunsystem supprimiert ist, ein erhéhtes Risiko haben, Tumore zu entwickeln (3,4). Hingegen
geht die Infiltration des Tumors durch spezifische Immunzellen mit einer verbesserten Prognose einher (5).
Ebenso lieB sich bei Spontanremissionen eine parallele, klonale Expansionen spezifischer CD81 T-Zellen

zeigen (6,7).

1.2 Immunoediting

Der Begriff des Immunodediting beschreibt die Veranderung der Immunogenitat eines Tumors, welche
durch den Selektionsdruck des Immunsystems ausgelost wird. Dieser Prozess wird in die drei Phasen
Elimination, Equilibrium und Escape eingeteilt (19).

1.2.1 Elimination

In der Phase der Elimination fiihren die verschiedene Mechanismen des angeborenen und des adaptiven
Immunsystems zu einer Bekdmpfung der Tumorzellen. Dabei kommen den CD8" T-Zellen (8) und auch
den CD4™ T-Zellen (9) eine wesentliche Bedeutung zu. Sie kénnen Epitope auf iiber MHC présentierten
Antigenen erkennen (vgl. Abschn. 1.3, Abschn. 1.4) und dadurch zu einer Aktivierung des Immunsystems
filhren. Solche Antigene finden sich auf der Tumorzelle oder werden nach Phagozythose und Antigen-
prozessierung prasentiert (20). Haufig sind zwischen verschiedenen Tumoren ahnliche Veranderungen zu
finden. Diese kénnen beispielsweise durch onkogene Viren wie HPV (humanes Papilloma-Virus) (21) oder
Mutationen in Tumorsuppressorgenen wie p53 (22) ausgel6st werden. Es kann jedoch auch tumorindivi-
duell zu einer Anderung der iiber MHC prasentierten Proteine kommen. So kénnen durch Mutationen
ausgeléste Anderungen in der Struktur oder Anderungen in der Expressionsfreugenz zu einer Erkennung
durch das Immunsystem fiihren (23). Insgesamt kommt es hierdurch zu einer Reduktion der Tumormas-
se. Ubersteigt diese Tumorsuppression die des Tumorwachstums kann es im Verlauf zur Ausheilung der

Erkrankung kommen.



1.2.2 Equilibrium

Tumore, welche die Phase des Equilibrium erreichen, haben ein solch schnelles Wachstum, dass dieses
mit der Elimination des Immunsystems im Gleichgewicht liegt. In dieser Phase kommt es durch die
genetische Instabilitdit der Tumore zu Mutationen, die zu einer Vielzahl von neuen Tumorzellklonen
fuhren konnen (24). Dieser Vorgang kann Jahre dauern, bis sich die Tumorzellen in einer solchen Art

weiterentwickeln, dass es zur letzten Phase, dem sogenannten Escape kommt (19).

1.2.3 Escape

Beim Escape haben Tumorzellen Mechanismen entwickelt, um den destruktiven Eigenschaften des Im-
munsystems zu entkommen. Hierdurch iibersteigt das Tumorwachstum die Tumorsuppression. Solche
Mechanismen kénnen das Mikromilieu des Tumors oder die Oberflache der Tumorzelle betreffen (25).
Im Sinne einer Mikromilieudnderung kann es beispielsweise zum Verlust von zur Migration der Lym-
phozyten notwendigen Rezeptoren im anliegendem Endothel (26) oder auch zur direkten Ausschiittung
immunsuppressiver Zytokine kommen (27). Anderungen in den Oberflichenproteinen kénnen die Er-
kennung der Tumorzellen durch das Immunsystem beeinflussen. Beispiele hierfiir sind Stérungen in der
Prasentation von HLA (28,29) oder der NKG2D-Liganden (30). Andererseits kann auch die Effektivitat
der antitumoralen MaBnahmen reduziert werden. Diese kann unter anderem durch die Reduktion der
Interferon-Rezeptoren (31) oder Mutationen der Fas-Rezeptoren geschehen. Im Ergebnis kommt es hier-

durch zu einer Immunevasion mit einem rapiden Tumorwachstum und einem Ausbruch der Erkrankung.

1.3 MHC

Die MHC (Major Histocompatibility Complex, engl. fiir Haupthistokompatibilitidtskomplexe) sind Gly-
koproteine mit der Funktion, Peptide an der Zelloberflache zu prasentieren, welche dann als Antigene
fur die Immunantwort fungieren. Beim Menschen werden sie als HLA (humanes Leukozytenantigen) be-
zeichnet. Es werden dabei die Klassen MHC-la, MHC-lb, MHC-I-3hnliche (32) sowie klassische und nicht
klassische MHC-II unterschieden.

1.3.1 MHC-la

MHC-1a, auch als klassisches MHC-I bezeichnet, wird prinzipiell von allen kernhaltigen Zellen exprimiert.
Es besteht aus vier Domanen. Drei davon werden von einer polymorphen a-Kette und eine von dem
kleineren, konservierten B2M (32-Mikroglobulin) gebildet. Die Bildung der a-Kette erfolgt beim Men-
schen an den drei Genorten fiir HLA-A, HLA-B und HLA-C. Zwei Domanen der a-Kette bilden dabei die
Mulde, in welcher die Peptide prasentiert werden (33). Diese Fragmente stammen aus dem zelleigenen
Stoffwechsel und werden aus alternden ubiquitinierten Proteinen durch Proteasomen degradiert. Nach
der Degradation werden die Fragmente iber einen TAP ( Transporter associated with antigen processing,
engl. fir Antigenpeptid-Transporter) in das ER (endoplasmatisches Retikulum) gebracht. Dort kommt
es zur Bildung eines trimolekularen Komplexes aus a-Kette, Peptid und B2M, welcher dann an der
Zelloberflache prasentiert wird. Biallelische Inaktivierung der B2M-Gene, wie sie spontan bei Tumoren
vorkommen (34,35) fithrt dazu, dass HLA-I-Molekiile nicht auf der Zelloberfliche erscheinen und somit
keine Erkennung durch HLA-restringierte T-Zellen mehr moglich ist. Beim Menschen werden MHC-| als



HLA-| bezeichnet.

1.3.2 MHC-Ib

Die MHC-Ib werden auch als nicht klassische MHC-I bezeichnet. Sie werden aus einer, im Vergleich zu
MHC-la wenig polymorphen, a-Kette sowie aus B2M gebildet. Sie scheinen in der Regel inhibitorische
Funktionen auf Zellen mit einem NK-Zell-dhnlichen Erkennungsmuster auszuiiben.

HLA-E prasentiert Fragmente der Signalsequenz von MHC Molekiilen, die bei deren Produktion anfal-
len (36). HLA-E ist ein Ziel des CD94/NKG2-Rezeptors, welcher auf CD8% T-Zellen und NK-Zellen
vorkommt und in der Lage ist diese zu inhibieren (37).

HLA-G wird unter anderem von Trophoblasten des Fetus exprimiert und scheint dazu beizutragen das
mitterliche Immunsystem zu supprimieren (38). AuBerdem wird HLA-G von verschiedenen Tumorentita-
ten exprimiert und konnte einen Faktor fir den Escape (vgl. Abschn. 1.2.3) darstellen (39).

HLA-F wird ebenfalls von Trophoblasten des Fetus exprimiert (40) und geht bei einigen Tumorerkrankun-
gen mit einer schlechteren Prognose einher (41,42). Das Binden eines Peptids scheint fiir die Expression
von HLA-F nicht relevant zu sein, dafiir jedoch eine Interaktion mit der a-Kette von MHC-la (43).
MR1 (MHC class I-related gene protein, engl. fir MHC Klasse | verwandte Gen Protein) prasentiert
zum einen Metabolite der Riboflavinsynthese des bakteriellen Stoffwechsels (44). Zum anderen wurde
fur gegen MR1 gerichtete T-Zellen eine HLA-unabhangige und Tumorentitat bergreifende Reaktivitat
gezeigt (45).

1.3.3 MHC-I-3hnliche

MICA (MHC class | polypeptide-related sequence A, engl. fir MHC Klasse | Polypeptid verwandte
Sequenz A) sowie MICB (MHC class | polypeptide-related sequence B, engl. fir MHC Klasse | Polypeptid
verwandte Sequenz B) sind B2M-unabhiangige Liganden, welche keine Peptide binden, jedoch auf der
Oberflache prasentiert werden konnen (12). Sie bilden ein Ziel fir den NKG2D-Rezeptor und kénnen
damit unter anderem NK-Zellen und T-Zellen aktivieren. Sie konnen durch Stress, wie beispielsweise
durch eine virale Infektion oder eine Tumorerkrankung, induziert werden (12).

CD1D ist ein B2M abhingiges MHC-I-3hnliches Glykoprotein welches die Erkennung von Lipidantigenen
durch NK-Zellen, NKT-Zellen (vgl. Abschn. 1.4.3.5) und anderen T-Zellen (46) ermdglicht. Dieses spielt
vor allem bei der bakteriellen Immunabwehr (47,48) und bei der Prasentation von Selbstantigenen eine
Rolle (49).

1.3.4 Klassische MHC-II

MHC-II wird von spezialisierten APC (antigen-presenting cell, engl. fir antigenpréasentierende Zelle) ex-
primiert. Er besteht aus vier Domanen, wobei jeweils zwei von einer a-Kette und einer 3-Kette gebildet
werden. Durch klassische MHC-1I Rezeptoren prasentierte Peptide stammen von Proteinen, welche Zellen
des APC durch Endozytose aufgenommen und intrazelluldr prozessiert haben. Die aufgenommen Peptide
werden dabei in den Endosomen durch Proteasen in Fragmente aufgespalten. Diese Endosomen fusionie-
ren dann mit MHC-Il-Rezeptor-beladenen Vesikeln aus dem ER. Nach der Fusion wird MHC-1l mit dem
Peptid beladen und an der Oberflache prasentiert. Dabei bildet je eine polymorphe Domaéne der beiden
Ketten gemeinsam die Mulde, in der das Peptid prasentiert wird (33). Einer der Regulatoren ist CIITA



(class Il complex transactivator, engl. fur Klasse Il Komplex Transaktivator), ohne dessen Anwesenheit
es zu keiner Expression von MHC-II kommen kann (50). Beim Menschen werden MHC-I| als HLA-II
bezeichnet.

1.3.5 Nicht klassische MHC-II

Von den klassischen kdnnen zudem nicht klassische MHC-II Rezeptoren abgegrenzt werden. Diese MHC-
Il Rezeptoren kommen vor allem in Zellen des APC vor, wo sie an der Vorbereitung und Beladung der
klassischen MHC-1I Rezeptoren beteiligt sind (51,52).

1.4 T-Zellen

Die zu den Lymphozyten zdhlenden T-Zellen nehmen eine wichtige Position im adaptiven Immunsystem
ein. Hier iibernehmen sie sowohl Aufgaben als zelluldre Effektorzellen als auch als Stimulatoren der
angeborenen und der humoralen Immunabwehr. Sie unterscheiden sich von anderen Lymphozyten vor
allem durch die Expression von CD3 und dem TCR ( T-Cell Rezeptor, engl. fir T-Zell-Rezeptor). Der TCR
erkennt klassischerweise Epitope auf Antigenen, die ihm iber MHC (vgl. Abschn. 1.3) préasentiert werden.
Die T-Zellen kénnen weiter in «:3-T-Zellen (vgl. Abschn. 1.4.3) und in y:6-T-Zellen (vgl. Abschn. 1.4.4)
eingeteilt werden.

1.4.1 T-Zell-Rezeptor

Der TCR ( T-Cell Rezeptor, engl. fiir T-Zell-Rezeptor) ist ein Heterodimer, bestehend aus zwei verschiede-
nen Proteinketten. In den meisten Fallen sind dieses die a- und [3-Ketten. Seltener kommen auch TCRs
mit einer y-Kette und einer J-Kette vor. Auf den Ketten kommen jeweils drei hypervariable CDR (com-
plementarity determining regions, engl. fir Bindungs-entscheidende Regionen) vor, welche entscheidend
fur die Diversitat der TCRs sind. Der TCR wiederum wird in Verbindung mit CD3 und CD247 als TCR-C
(T-Cell Rezeptor Complex, engl. fir T-Zell-Rezeptor-Komplex) bezeichnet und bildet eine funktionelle
Einheit, Gber welche MHC-présentierte Antigene erkannt werden.

1.4.2 Entwicklung

T-Zellen entwickeln sich aus hdmatopoetischen Vorlauferzellen, die iiber das Blut in den namensgebenden
Thymus migrieren (53). Dort kommt es iiber mehrere Zwischenschritte zu einer Rekombination der
Ketten, welche den TCR aufbauen. Das Vorhandensein von Reaktivitit des so gebildeten Rezeptors wird
anschlieBend liber eine Positivselektion getestet. In einem zweiten Schritt wird durch das Prasentieren
von an MHC gebundenen Autoantigenen eine Negativselektion durchgefiihrt und autoreaktive T-Zellen
aussortiert. Nicht selektierte T-Zellen werden der Apoptose zugefiihrt (54). Die lberlebenden naiven
T-Zellen migrieren nun in die Peripherie und werden nach der Aktivierung durch ein passendes Antigen
zu Effektorzellen (55).



1.4.3 «:p-T-Zellen

Der groBte Teil der humanen T-Zellen gehéren der «:f3-T-Zell-Fraktion an. Ihr TCR wird aus einem
Heterodimer, bestehend aus jeweils einer a-Kette und [-Kette, aufgebaut. Eine weitere Unterteilung

erfolgt nach den Funktionen sowie den weiteren Oberflachenproteinen der Zellen.

1.4.3.1 CDS8* T-Zellen

CD8* T-Zellen, auch als T, (cytotoxic T cell, engl. fiir zytotoxische T-Zelle) bezeichnet, exprimieren
CD8, welches in Kombination mit ihrem TCR die Interaktion mit ber MHC-I prasentierten Antigenen
ermoglicht. Passt ein solches Antigen zu dem TCR, kommt es im Zusammenspiel mit weiteren Kofaktoren
zur Aktivierung und in der Folge zur Lyse der Zielzelle. Veranderungen in den prasentierten Fragmenten

kénnen beispielsweise durch virale Infektionen oder Entartung der Zielzellen ausgelést werden (56).

1.4.3.2 CD4* T-Zellen

CD4* T-Zellen, auch als T, (T helper cell, engl. fiir T-Helferzelle) bezeichnet, exprimieren CD4, welches
in Kombination mit ihrem TCR die Interaktion mit ilber MHC-II prasentierten Antigenen ermdglicht (57).
Passt ein solches Antigen zu dem TCR, kommt es im Zusammenspiel mit weiteren Kofaktoren zur
Aktivierung der T,. Diese ist damit in der Lage Zytokine auszuschiitten um unter anderem T_ zu

aktivieren sowie selbst mit Proliferation zu reagieren (55).

1.4.3.3 Regulatorische T-Zellen

Regulatorische T-Zellen exprimieren neben CD3, CD4 auch FOXP3, und CD25 und zeichnen sich durch
eine Inhibition von zytotoxischen T-Zellen aus (58). Funktionell férdern sie die Tolaranz gegen korperei-
gene Antigene (59) und tragen damit zur Reduzierung von Autoimmunreaktionen bei (60). Sie sammeln
sich jedoch auch in der Umgebung von Neoplasien und kénnen dort, durch Inhibition der Immunantwort,

die Prognose verschlechtern (61).

1.4.3.4 T-Gedéachtniszellen

T-Gedachtniszellen kénnen sowohl CD31, als auch CD4% oder CD8™ sein. Ein Teil der T-Zellen bildet
sich zu dieser Fraktion, nachdem sie Kontakt mit einem aktivierenden Antigen gehabt haben und kénnen
iber Jahre im Korper verbleiben (62). Sie werden klassischerweise in Tgy, (effector memory T cells, engl.
fur Effektor-Gedachtnis-T-Zellen) und T¢y, (central memory T cells, engl. fir zentrale Gedachtnis-T-
Zellen) unterschieden. Ty, treten im Blut und peripheren Geweben auf und kénnen, nach Aktivierung
durch ein passendes Antigen, schnell zu einer zytotoxischen Reaktion fiithren (63). Ty, finden sich vor
allem in Lymphknoten. Ein Kontakt mit einem passenden Antigen fiihrt zu einer starken Proliferation
und Differenzierung (63). Ty konnten sich besonders gut fiir eine adoptiven T-Zell-Therapie (vgl.
Abschn. 1.5.1) eigenen, da sie im Vergleich zu anderen T-Zellen langer im Korper aktiv bleiben (63).



1.4.3.5 NKT-Zellen

NKT-Zellen (natirliche Killer T-Zellen) stellen eine heterogene Gruppe dar. Sie exprimieren neben dem
a:(-TCR typische NK-Zellmarker wie NKT1 (64) und kdénnen auch CD3* (65), CD4" (66) und/oder
CD8* (67) sein. Man unterscheidet verschiedene Gruppen, wobei ihre a- und (-Ketten sowohl konser-
viert als auch divers sein kénnen (65). Sie konnen iiber das MHC-verwandte CD1D fremde Lipide und

Glykolipide erfassen und nach Aktivierung T, ahnliche Zytokine freisetzen (68).

1.4.4 ~:0-T-Zellen

Die Fraktion der v:0-T-Zellen machen mit 4% aller CD3*% Zellen einen wesentlich kleineren Anteil
aus (69). Ihr TCR wird aus einem Heterodimer, bestehend aus jeweils einer y-Kette und J-Kette aufge-
baut. Sie exprimieren zusatzlich CD3 und kénnen auch CD4*" oder CD8™ sein, wobei die Mehrzahl der
v:0-T-Zellen weder CD4 noch CD8 exprimiert (70). Von der Funktionalitdt werden sie zwischen ange-
borenen (71) und erworbenen Immunsystem (72) eingeordnet. Hierbei werden sowohl MHC-unabhangig
Peptide, MICA, NKG2D sowie Lipidantigene iber CD1D als auch bakteriell infizierte Zellen erkannt. Das
Repertoire der erkannten Antigene wird dabei als kleiner eingeschétzt als bei a:8-TCR (73).

AuBerdem scheinen sie in der Lage zu sein, dhnlich wie dendritische Zellen (DC), als antige-prasentierende
Zellen (APC) zu fungieren und so Immunantworten anzustoBen (74). Bei Aktivierung schiitten sie unter
anderem IFN-v aus (75).

1.4.5 HLA-unabhiangige T-Zellen

Es gibt einige Beispiele dafiir, dass es auch T-Zellen gibt, deren TCR in der Lage ist Antigene ohne die
Prasentation iiber HLA zu erkennen.

So wurde gezeigt, dass sich mit einer Pankreastumorline CD3" CD8" «:3-T-Zellen stimulieren lieBen,
welche unabhangig von HLA aktiviert wurden. Hierbei wurden Mucine der Tumoren als stimulierendes
Antigen identifiziert. Die Aktivitdt der T-Zellen war durch Antikérper, die gegen MHC gerichtet sind
nicht blockierbar, mit gegen CD3 gerichteten Antikérpern jedoch gut blockierbar (76).

Zudem wurde bei Nierenzellkarzinomen gezeigt, dass sich HLA-unabhiangige, tumorreaktive CD3" CD4™
CD161 CD16" NKG2D™ «:3-T-Zellen stimulieren lieBen. Die Aktivitat der T-Zellen war dabei durch ge-
gen HLA gerichtete Antikorper nicht und mit gegen «a:3-TCR gerichtete Antikorper deutlich blockierbar.
AuBerdem war die Erkennung unabhangig vom Vorhandensein von B2M in der Zielzelle (77). In spateren
Versuchen wurde gezeigt, dass die Aktivierung des TCRs durch DR4 ( Death receptor 4, engl. fiir Todesre-
zeptor 4), welcher selbst an sol TRAIL (Soluble Tumor Necrosis Factor Related Apoptosis Inducing Ligand,
engl. fir loslicher Tumornekrosefaktor-verwandter Apoptose-induzierender Ligand) gebunden hatte, er-
folgte. TRAIL wurde dabei zuvor von einer an der Oberflache des Tumors vorhandenen Metalloprotease
von den T-Zellen gelést. AnschlieBend band sol TRAIL an die ebenfalls an der Oberfliche des Tumors
vorhandenen DR4 (78).

AuBerdem wurde bei Mausen mit einer Keimbahndeletion von B2M, MHC-II, CD4 und CD8 gezeigt,
dass auch diese Tiere MHC-unabhangige T-Zellen bildeten (79). Murines CD155 (mCD155) wurde da-
bei exemplarisch als ein MHC-unabhangiger Aktivator identifiziert (80).

_ zeigte 2011 in unserer Arbeitsgruppe ebenfalls eine HLA-unabhangige Reaktivitat an der



Melanomzelllinie Ma-Mel-86. Hier wurde mittels Expressionsscreening von cDNA-Banken der Zelllinien
Ma-Mel-86A und Ma-Mel-86C mit autologen tumorreaktiven T-Zell-Klonen verschiedene Tumorantige-
ne identifiziert. Hierbei wurden diverse Klone von «:(3-T-Zellen identifiziert, die neben HLA tragenden
Ma-Mel-86A und Ma-Mel-86C auch die HLA-negativen Ma-Mel-86B und Ma-Mel-86F erkannten. Alle
so reagierenden T-Zell-Klone trugen dabei einen «a:3-TCR, waren negativ fiir die NK-Zellmarker CD16
und CD56 und trugen keinen 7:0-TCR. Die Reaktivitat war dabei nur durch einen gegen CD3 gerichteten
Antikorper blockierbar. Gegen HLA-I oder HLA-II gerichtete AK fiihrten zu keiner Anderung der Reakti-
vitat. Als Ziel einiger der HLA-unabhangig reagierenden T-Zellen wurde der CSF2RA (colony stimulating
factor 2 receptor subunit alpha, engl. fiir Rezeptor fiir den koloniestimulierenden Faktor 2 Untereinheit
alpha) und TRP2 (tyrosinase related protein 2, engl. fir Tyrosinase verwandtes Protein 2), auch als
DCT (Dopachrom-Tautomerase) bezeichnet, identifiziert. Diese Zellklone exprimierten auf ihrer Ober-
flache weder CD4, NK-Zellmarker noch einen 7:6-TCR (11). Aus TRP2-reaktiven a:(3-T-Zellen wurden
zudem funktionale und fiir TRP2 spezifische TCR kloniert (11,81,82).

1.5 Immuntherapie

Bei der Immuntherapie von Tumorzellen wird eine kinstliche Stimulation des korpereigenen Immunsys-
tems vorgenommen, um die Erkennung und damit Bekdmpfung zu unterstiitzten. Hierbei konnen sowohl
zellulare als auch humorale Bestandteile des Immunsystems in Form von Antikdrpern oder Zytokinen

genutzt werden.

1.5.1 Zellulare Immuntherapie

Da die zellularen Bestandteile des Immunsystems eine entscheidende Rolle bei der Kontrolle von Tumor-
zellen spielen, sind sie ein moglicher Mechanismus die Therapie von Tumorerkrankungen zu verbessern.
Eine Moglichkeit stellt die adoptive T-Zell-Therapie dar. Bei dieser werden dem an einem Tumor er-
krankten Patienten T-Zellen entnommen, expandiert und anschlieBend retransfundiert. Hierbei wurde
zum Beispiel gezeigt, dass es nach in vitro Expansion und Retransfusion von TIL (tumor infiltrating
lymphocytes, engl. fir tumorinfiltrierende Lymphozyten) zu einem klinischen Ansprechen bei anti-PD-
1/CTLA-4-resistenten Melanomen gekommen ist (83).

Expandierte T-Zellen kénnen zudem vor der Retransfusion modifiziert werden. So werden bei der CAR
(chimeric antigen receptor, engl. fir chimarer Antigen Rezeptor) Therapie fir CAR kodierende Ge-
ne in T-Zellen eingebracht. Die nach Proteinbiosynthese resultierenden TCR sind so konzipiert, dass
sie bestimmte Tumorantigene besonders gut erkennen (84). Beim Verfassen dieser Arbeit in der EU
fur therapierefraktire oder rezidivierende Erkrankungen zugelassene Praperate waren Tisagenlecleucel,
Axicabtagen-ciloleucel und Brexucabtagen-autoleucel. Diese wurden retroviral mit den fiir CAR kodie-
renden Genen ausgestattet. Die resultierenden TCR sind gegen das auf B-Zellen vorkommende CD19
gerichtet und leiten die Erkennung iiber die Signaldomane CD3, weiter. Tisagenlecleucel tragt zusatzlich
die kostimulatorische Domane CD137 und wird in der Therapie der akuten lymphatischen Leukdmie
(ALL) und des groBzelligen B-Zell-Lymphoms (DLBCL) eingesetzt (85). Axicabtagen-ciloleucel tragt
zusatzlich die kostimulatorische Doméne CD28 und wird in der Therapie des DLBCL eingesetzt (86).
Brexucabtagen-autoleucel tragt ebenfalls die kostimulatorische Doméne CD28 und wird in der Therapie
des Mantelzell-Lymphoms (MCL) eingesetzt (87).



1.5.2 Antikorper Therapie

Neben den zellularen Bestandteilen des Immunsystems eigenen sich auch Antikérpern dazu, eine Immun-
reaktion gegen Tumorzellen zu vermitteln. Ein méglicher Mechanismus ist dabei, Antikérper zuzufiihren,
welche mit ihren Fab-Fragmenten gegen die auf den Tumoren vorkommenden Oberflachenproteine ge-
richtet sind. Nach einer solchen Markierung erlaubt das freiliegende Fc-Fragment eine Erkennung der
Tumorzellen durch zelluldre und humorale Komponenten des Immunsystems. Dadurch kann es zu einer
Erkennung und Bekdmpfung der so markierten Zellen durch das Immunsystem kommen. Ein Beispiel
hierfir ist der gegen das auf B-Zellen vorkommende CD20 gerichtete, monoklonale Antikorper Rituxi-
mab, welcher unter anderem in der Therapie maligner Lymphome eingesetzt wird.

Ein anderer Mechanismus, tiber den therapeutische Antikorper wirken, ist die Hemmung von sogenannten
immunologischen Kontrollpunkten (engl. checkpoints) (88). Hierbei wird ein Protein blockiert, welches
normalerweise die Immunreaktion hemmt, wodurch die Reaktivitdt der praformierten Immunantwort ver-
starkt wird. Eines dieser Therapeutika ist der monoklonale Antikorper Ipilimumab. Es ist gegen das
Protein CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4, engl. fiir zytotoxischer T-Lymphozyt as-
soziertes Protein 4) gerichtet, welches bei der Aktivierung von T-Zellen an CD80 oder CD86 bindet
und damit die kostimulatorische Wirkung auf T-Zellen hemmt. Ipilimumab verhindert diese Bindung
und steigert somit die Immunreaktivitat. Er wird beispielsweise fiir die Therapie des malignen Melanoms
eingesetzt (89). Ein weiteres Beispiel fir die Hemmung eines immunologischen Kontrollpunktes ist das
gegen PD-L1 (programmed cell death 1 ligand 1, engl. fir programmierter Zelltod Ligand 1) gerichtete
Atezolizumab. PD-L1 wird auf der Zelloberlfache exprimiert und dort von dem auf T-Zellen vorhandenen
PD-1 (programmed cell death protein 1, engl. fiir programmierter Zelltod Protein 1) gebunden. Dieses
fihrt zu einer Inhibition von antigenspezifischen T-Zellen und damit zu einer Hemmung der Immunreak-
tion. Fiir Patienten mit Nierenzellkarzinom wurde beispielweise gezeigt, dass eine hohe Expression von
PD-L1 mit einer erhdhten Mortalitat verbunden war (90). PD-L1-Inhibitoren werden erfolgreich fiir das
nicht kleinzellige Lungenkarzninom, das maligne Melanom und das Nierenzellkarzinom eingesetz (91).
Durchaus denkbar wére auch, dass eine solche Hemmung von immunologischen Kontrollpunkten eine

Aktivierung einer HLA-unabhangigen Reaktivitat von T-Zellen nach sich zieht.

1.5.3 Zytokintherapie

Zytokine sind Proteine, welche in der Lage sind die Immunantwort zu regulieren. Diese Proteine kénnen
vom Tumor produziert werden, um der Immunantwort zu entgehen. Ein Beispiel ist TGF-/ (transforming
growth factor beta, engl. fiir transformierender Wachstumsfaktor ), dessen immunsuppressiven Eigen-
schaften einen Beitrag zur Pathogenitit von Tumoren haben konnen (92). Sie kénnen aber auch thera-
peutisch verabreicht werden, um die Immunantwort zu steigern. Ein Beispiel ist IFN-a, welches derzeit

noch in der Therapie der Haarzellleukdmie (93) und der Polycythaemia vera (94) angewendet wird.
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1.6 Ziele der Arbeit

Die Immuntherapie von Tumorerkrankungen wird durch dhnliche Mechanismen erschwert, wie sie auch im
Rahmen des Immunoeditings (vgl. Abschn. 1.2) in vivo vorkommen. Ein wesentlicher Mechanismus ist der
Verlust von HLA, welcher die T-Zell-getragene Immunantwort und damit auch die Moglichkeiten einer T-
Zell-Therapie einschrankt. Da in dem T-Zell-Repertoire der Patientin Ma-Mel-86 eine HLA-unabhéangige
Tumorreaktivitat gezeigt wurde, stellte sich die Frage, ob sich auch bei gesunden Individuen T-Zellen
mit einem solchem Erkennungsmuster finden lassen. Als Quelle fiir diesen Stimulationsversuch wurde das
Nabelschnurblut Neugeborener verwendet. Dieses zeichnet sich durch einen erhohten Anteil von naiven T-
Zellen aus (95). Deshalb vermuteten wir, dass die Wahrscheinlichkeit, eine gegen unsere Stimulatorzelle
reaktive Zelle zu finden, gegeniiber dem Blut gesunder Erwachsener, erhoht ist. Ein solcher Nachweis von
HLA-unabhangigen tumorreaktiven T-Zellen hatte gezeigt, dass auch Nabelschnurblut als Quelle fiir diese
und deren Rezeptoren dienen kann. Zudem wiirde ein Nachweis in Nabelschnurblut dafiir sprechen, dass
der Mechanismus einer HLA-unabhéngigen, durch T-Zellen vermittelten Reaktivitdt, auch unabhangig
von einer vorherigen Tumorerkrankung auftreten kann. Da bereits CSF2RA und TRP2 als Ziele solcher
HLA-unabhangigen T-Zellen identifiziert wurden, sollte auch nach einer Reaktivitat gegen diese Antigene

gesucht werden.
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2 Materialien

2.1 Gerdte und Verbrauchsmaterialien

2.1.1 Gerate

Tabelle 1: Gerate

Gerat

Hersteller

Autoklaven

Autoklav VX150

Systec Wettenberg, DE

Durchreichautoklav

Holzner NuBloch, DE

Cycler

Thermocycler T1, Tgradient

Biometra Géttingen, DE

Elektrophorese

Digital Graphic Printer UPD890

Biometra, Sony Géttingen, DE

Gelelektrophoresammern

PEQLAB Erlangen, DE

GenePower Supply GPS200/400

Pharmacia Uppsala, SWE

UVsolo TS Imaging System

Biometra Géttingen, DE

UVsolo TS Imaging Sytem

Biometra Géttingen, DE

Inkubatoren

Bakterienbrutschrank

Heraeus Hanau, DE

CERTOMAT H Schuttelinkubator

Sartorius Géttingen, DE

CERTOMAT SII Schittelinkubator

Sartorius Géttingen, DE

CO2Inkubator BBD6220

Heraeus Hanau, DE

Heizblock Thermomixer comfort, 5436

Eppendorf Hamburg, DE

Kiihlgerdte

Chronos & Biosafe KRYOMATC

Messer Griesheim Bad Soden, DE

MVE1400 Series

CryoTech Flemington, US

Stickstoffvorratstank XL180

TaylorWharton Husum, DE

Tiefkihllagerschrank HERA freeze 80°C

Thermo Fisher Scientific Schwerte, DE

Zellseperation

Magnetstiander MACS Multi Stand™

Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach, DE

Magnetstander MiniMACS™

Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach, DE

OctoMACS™Seperator

Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach, DE

Zentrifugen

Centrifuge 5415 R

Eppendorf Hamburg, DE

Centrifuge 5424 R

Eppendorf Hamburg, DE
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Gerat

Hersteller

HERAEUS Megafuge 3.0R

Thermo Fisher Scientific Schwerte, DE

Multifuge Rotina 420

Hettich Tuttlingen, DE

Tischzentrifuge

Thermo Fisher Scientific Schwerte, DE

Sonstiges

CTLImmunoSpot S6 Micro Analyzer

C.T.L. Europe GmbH Bonn, DE

Chemikalienwaage

Sartorius Géttingen, DE

Durchflusszytometer BD FACS Canto™I|

BD Biosciences Heidelberg, DE

Gammacell 2000 137Casiumquelle

Molsgaarg Medical Gansloe, DNK

HERA safe, HERA Funtion Line

Heraeus Hanau, DE

Mikroskop Eclipse TS100, TMS

Nikon Alzenau, DE

Ultrospec 3000 UV /Visible Spectrophotometer

Pharmacia Biotech Uppsala, SWE

Wasserdeionisierungsanlag Purelab Classic ELGA

Elga Labwater Celle, DE

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

Behilter

Cryo-Réhrchen Cellstar Cryo-S (2 ml)

Greiner Bio-One GmbH Frickenhausen, DE

Eppendorf-ReaktionsgefaBe (0,2/0,5/1,5/2 ml)

Eppendorf Wesseling, DE

FACS-Rohrchen (5ml)

Greiner Bio-One Niirtingen, DE

MultiScreen Filterplates, S2EM004M99

Merck Millipore Carrigtwohill, IRL

Rohrchen CELLSTAR (15 / 50 ml)

Greiner Bio-One GmbH Frickenhausen, DE

Zellkultur Multiwellplatte CELLSTAR (6-/24- /48-
/96-Well)

Greiner Bio-One GmbH Frickenhausen, DE

Zellkulturflaschen CELLSTAR (25/75/175 cm2)

Greiner Bio-One GmbH Frickenhausen, DE

Einfrierbehalter

Nalgene Cryo “Mr. Frosty" Freezing Container

Thermo Fisher Scientific Schwerte, DE

Qualifreeze Cryo Einfriergerat

Qualilab Bruchsal, DE

Filter

Filtereinheiten (0,22 pm / 0,45 pm)

Whatman GmbH Dassel, DE

Stericup (500 ml; 0,22 pm / 0,45 pm)

Merck Millipore GmbH Schwalbach, DE

Steritop™ (0,22 / 0,45 pm)

Merck Millipore GmbH Schwalbach, DE

Petrischalen

Petri Dish (g 30/90 mm)

Greiner Bio-One GmbH Kremsmiinster, AT
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Material

Hersteller

Zellkulturschale mit Nocken (¢ 100 mm)

Greiner Bio-One GmbH Frickenhausen, DE

Pipetten

Pipette mit Spitze CELLSTAR (2/5/10/25/50

ml)

Greiner Bio-One GmbH Frickenhausen, DE

Pipettenspitzen TipOne (10/200/1000 pl)

Starlab GmbH Hamburg, DE

Zellseparation

MS-Saulen (25 MS)

Miltenyi Biotec GmbH Bergisch Gladbach, DE

Nylonzell-Separationsfilter (30 pm)

Miltenyi Biotec GmbH Bergisch Gladbach, DE

Sonstiges

Prazisionskiivetten aus Quarzglas SUPRASIL

Hellma GmbH & Co. KG Miillheim, DE

Zahlkammer Fuchs-Rosenthal (0,2mm Tiefe,

0,0625 cm?2)

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG Lauda-
Kénigshofen, DE

2.2 Chemikalien, Medien, Losungen und Puffer

2.2.1 Chemikalien und Medien

Tabelle 3: Chemikalien und Zusatze

Name

Hersteller

Durchflusszytometrie

FACSCleanTM

BD Biosciences Heidelberg, DE

FACSFlowTM

BD Biosciences Heidelberg, DE

FACSRinseTM

BD Biosciences Heidelberg, DE

Elektrophorese

1 kb DNA Ladder

NEB Frankfurt am Main, DE

100 bp DNA Ladder

NEB Frankfurt am Main, DE

Gel Loading Dye Blue (6x)

NEB Frankfurt am Main, DE

Gel Loading Dye Purple (6x)

NEB Frankfurt am Main, DE

GelRed Nucleic Acid Gel Stain, 10.000x

BIOTIUM Hayward, US

peqGREEN, 20.000x

PEQLAB Erlangen, DE

Feststoffe

AEC (3-Amino-9-Ethyl-Carbazol)-Tabletten

Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim, DE

Bacto™ Agar

BD Biosciences Heidelberg, DE

Bacto™ Tryptane

BD Biosciences Heidelberg, DE

Bacto™-Yeast Extract

BD Biosciences Heidelberg, DE

Natriumacetat

Merck KGaA Darmstadt, DE
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Name

Hersteller

Natriumchlorid

Carl Roth AG Karlsruhe, DE

Natriumhydroxid

Merck KGaA Darmstadt, DE

PBS-Pulver

Merck KGaA Darmstadt, DE

STAR PURE AGAROSE Low Eco Standard

Starlab Hamburg, DE

Fliissigkeiten

Aqua / Aqua ad injectabilia

B. Braun Melsungen AG Melsungen, DE

Bovines Serumalbumin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim

Deoxynucleotide (dNTP) Solution Mix (10 mM)

Carl Roth AG Karlsruhe, DE

Dimethylsulfoxid

Merck KGaA Darmstadt, DE

Essigsaure

Carl Roth AG Karlsruhe, DE

Ethanol, absolut

AppliChem GmbH Darmstadt, DE

Ethylendiamin-Tetraazetat

Merck KGaA Darmstadt, DE

Formaldehyd 37%

Merck KGaA Darmstadt, DE

FuGENEG6 Transfection Reagent

Promega Mannheim, DE

Glycerol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim, DE

Hepes Buffer 1M (in 0,85% NaCl)

Lonza Kéln, DE

Hexadimethrine

Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim, DE

Histopaque-1077

Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim, DE

Humanserum Transfusionszentrale Universitatsmedizin Mainz,
DE
Isoprpanol Thermo Fisher Scientific Schwerte, DE

Lipofectamine 2000

Thermo Fisher Scientific Schwerte, DE

N,N-Dimethylformamid

NEB Frankfurt am Main, DE

TBE Buffer (10x)

Serva Electrophoresis GmbH Berlin, DE

Trypanblau Merck KGaA Darmstadt, DE
Trypsin-EDTA Life Technologies Darmstadt, DE
Tween 20 Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim, DE

fetales Kalberserum

Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim, DE

Medien

AIM V Medium (1x)

Life Technologies Darmstadt, DE

Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium

Lonza Kéln, DE

RPMI 1640

Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim, DE

SOC Outgrowth Medium

Life Technologies Darmstadt, DE

Medikamente

Heparin-Natrium 25.000 IE / 5ml

B. Braun SE Melsungen, DE
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Name

Hersteller

Zytokine

Interleukin-12

Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach, DE

Interleukin-15

Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach, DE

Interleukin-2 (Proleukin S)

Novartis, Sandoz Pharmaceuticals GmbH Holzkir-
chen, DE

Interleukin-7

Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach, DE

2.2.2 Lodsungen und Puffer

Tabelle 4: Losung und deren Herstellung

Losung

Herstellung

Acetatpuffer

4,6 ml 0,2 N Essigsaure; 11 ml 0,2 N Natriumacetat; 46,9 ml d.H,0O

Avidin-Peroxidase-Losung

10 ml Ansatz: 10 ml PBS; 0,1 % Tween 20; 1 Tropfen A und 1 Tropfen
B (Vectastain ABC Kit)

ELISpot Wasch-Losung

PBS (1x); 0,05 % Tween 20

Essigsaure (0,2 N)

11,3 g Essigsaure (96 %) ad 1 | mit d.H,O auffiillen (0,2 N)

Ethanol;se,

10 ml Ansatz: 6,5ml Ethanol ad 10 ml mit d.H,0 auffillen

FACS Fixierungs-Losung

1,35 ml 37%iges Formaldehyd ad 50 ml mit PBS (1x) auffillen

FACS Puffer

5 g BSA ad 500 ml mit PBS (1x) auffiillen

Gel-Puffer (0,5 x TBE)

50 ml TBE (10x) ad 1 | mit d.H,O auffiillen

Glycerol (60 %)

30 ml Glycerol ad 50 ml mit LB Medium auffiillen

MACS-Puffer

2 mM EDTA; 0,5 % BSA auffilllen ad 0,5 | mit PBS Steril filtrieren
(0,22 pm)

Natriumacetat (0,2 N)

16,4 g Natriumacetat auffiillen ad 1 | mit d.H,O

PBS (1x)

95,5 g Instamed PBS-Pulver ad 10 | mit d.H,O auffiillen

PBSgsa

PBS (1x); 0,5 % BSA

Peroxidase-Substrat-Losung

10 ml Ansatz: 1 Tablette AEC in 2,5 ml Dimethylformamid lésen
ad 50 ml mit Acetatpuffer

Vortexen und Filtrieren (0,45 pm)

vor Benutzung 25 pl 30 %iges H,0, hinzufiigen

Polybrene (5 mg/ml)

50 mg Hexadimethrine in 10 ml 0,9% ige NaCl-Lésung losen

Trypanblau

A: 0,2 % Thb-Lsg. (1 g Tb ad 500 ml d.H,0)
B: 4,5 % NaCl-Lsg. (22,5 g NaCl ad 500 ml d.H,0)
3 Teile A + 1 Teil B; Steril filtrieren mit Stericup (0,22 pm)
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2.3 Molekularbiologische Kits

Tabelle 5: Molekularbiologische Kits

Name

Hersteller

HiSpeed Plasmid Maxi Kit

Qiagen Hilden, DE

MACS MicroBead Seperation

Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach, DE

MultiSite Gateway Pro

Invitrogen Carlsbad, US

Q5 Site-Directed Mutagenesis

NEB Frankfurt am Main, DE

QIAprep Spin Miniprep Kit

Qiagen Hilden, DE

QIAquick Gel Extraction Kit

Qiagen Hilden, DE

QIAquick PCR Purification Kit

Qiagen Hilden, DE

Superscript 11l Reverse Transcriptase

Life Technologies Darmstadt, Deutschland

VECTASTAIN Elite ABC

Vektor Laboratories Burlingame, US

2.4 Antikorper

Tabelle 6: Antikorper

Antikorper Herkunft Spezifitat Hersteller
Durchflusszytometrie
CDs3 Maus-1gG1 CD3, human Beckman Coulter Krefeld, DE
CDh4 Maus-1gG1 CD4, human Beckman Coulter Krefeld, DE
CD8 Maus-1gG1 CD8, human Beckman Coulter Krefeld, DE
CD80 Maus-1gG1 CD80, human Beckman Coulter Krefeld, DE
CD83 Maus-1gG1 CD83, human Beckman Coulter Krefeld, DE
Mouse IgGl Isoty- Maus-lgGl unspezifisch Beckman Coulter Krefeld, DE
pe Control
ELISpot
Detektionsantikorper mAb 7-B6-1  IFN-v, human Mabtech AB Nacka, SWE
(Maus-IgG1,
biotinyliert)
OKT-3 CD3, human Hybridomiiberstand
Primarantikorper mAb 1-D1IK  IFN-7, human Mabtech AB Nacka, SWE
(Maus-1gG1)
MACS
CD3 MicroBeads Maus-1gG2a CD3, human Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach,
DE
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2.5 Enzyme

Tabelle 7: Restrektionsendonukleasen

Bezeichnung Sequenz Puffer Hersteller

BsrGl 5" T|GTACA 3° Buffer 2.1 NEB Frankfurt am Main, DE
3” ACATGI|T 5°

Smal 5" CCC|GGG 3 Buffer J Promega Mannheim, DE
37 GGG|CCC 5”7

Tabelle 8: Weitere Enzyme

Bezeichnung Puffer Hersteller

Q5 High-Fidelity DNA Polymera- Q5 Reaction NEB Frankfurt am Main, DE

se Buffer

T4 DNA Ligase T4 DNA Liga- NEB Frankfurt am Main, DE

se Buffer
2.6 Oligonukleotide
Bezeichnung Sequenz
BgH.rev TAGAAGGCACAGTCGAGG
M13.rev CAGGAAACAGCTATGACC
M13.se TGTAAAACGACGGCCAGT
SDM__CD80.rev AGGTTATCAGGAAAATGCTCTTGC
SDM_CD80.se GCTCCCATCCTGGGCCATTAC
SE206.se TTACACAGTCCTGCTGACCACC
T7 TAATACGACTCACTATAGGG

attB1_CD80.se

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGC
AGGCTTCGAAGCCATGGGCCACAC
ACGGAGG

attB2_CD83_STOP.rev

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGC
TGGGTACCTGCTCATACCAGTTCT
GTCTTGTGAG

attB5_Smal_CD83.se

GGGGACAACTTTGTATACAAAAGT
TGCTCCCGGGCCTATGTCGCGCGG
C
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Bezeichnung Sequenz

attB5r_Smal_CD80.rev GGGGACAACTTTTGTATACAAAGT
TGTAGGCCCGGGGTTCTCCTCCAC
GTCTCCAGCCTGCTTCAGCAGGCT
GAAGTTAGTAGCTCCGCTTCCCGG
ACACTGTTGTACAGGGCGTACACT
TTCCC

Die verwendeten Oligonukleotide wurden durch die Firma Eurofins MWG Operon (*Ebersberg, DE) oder
durch Integrated DNA Technologies (Leuven, BEL) synthetisiert. Lyophilisierte Oligonukleotide wurden
zunichst mit ddH,O auf eine Stockkonzentration von 100 pmol/ ul eingestellt und fiir die durchgefiihrten
Reaktionen mit ddH,O auf 10 pmol/ul verdinnt.

2.7 Vektoren

Tabelle 10: Vektoren

Vektor Herkunft

pCOLT-GALV Prof. Dr. M. Theobald, Universitatsmedizin
Mainz, DE

pDONR221 P1-P2 Invitrogen Carlsbad, US

pDONR221 P1-P5r Invitrogen Carlsbad, US

pDONR221 P5-P2 Invitrogen Carlsbad, US

pHIT60 Prof. Dr. M. Theobald, Universititsmedizin
Mainz, DE

pMX_DEST L. Mayer, AG Wolfel, Universitatsmedizin Mainz,
DE

pMX_DEST_attB1_CD80744C>T_P2A_CD83_ Innerhalb dieser Arbeit erstellt

STOP_attB2

pcDNA3.1_DEST Life Technologies Darmstadt; modifiziert durch C.
Wolfel

Detaillierte Vektorkarten sind unter Abschn. 7.1 zu finden.
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2.8 Antibiotika

Tabelle 11: Antibiotika

Antibiotikum

Hersteller

Ampicillin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim, DE

Kanamycin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim, DE

Penicillin-Streptomycin

Life Technologies Darmstadt, DE

2.9 Na3hrmedien

Tabelle 12: Nahrmedien

Medium Herstellung
Bakterien
LB-Agar 500m| LB-Medium; 7,5 g Bacto Agar; autoklavieren (121 °C); Verflissi-

gung in Mikrowelle; in Petrischalen gieBen

LB-Agarampiciliin

LB-Agar; vor gieBen in Petrischalen; abkihlen und 100 pg/ml Ampicillin
hinzufligen; in Petrischalen gieBen

L B_AgarKanamycin

LB-Agar; vor gieBen in Petrischalen; abkiihlen und 50 pg/ml Kanamycin
hinzufiigen; in Petrischalen gieBen

LB-Medium

10g Bacto Tryptan; 5 g Hefe-Extrakt; 10 g NaCl; add 11 ddH,O; mit NaOH
auf pH 7,0 einstellen; autoklavieren (121 °C)

LB‘MediumAmpicillin

LB-Medium; 100 pg/ml Ampicillin

LB-Mediumgycerol

30ml Glycerol; add $50m|% LB-Medium

LB‘MediumKanamycin

LB-Medium; 50 pg/ml Kanamycin

Zellkultur

AIM Vg AIM V; 10% HS (hitzeinaktiviert bei 56°C fiir 45 min)

DMEMppoenix-Ampho DEMEM; 10% FCS (hitzeinaktiviert bei 56°C fiir 45 min); 1% L-Glutamin;
1% Penicillin/Streptomycin; 25 mM HEPES

DMEM+,,,. DMEM; 1% L-Glutamin; 1% Penicillin/Streptomycin; 25 mM HEPES

FCSpmso FCS (hitzeinaktiviert bei 56°C fiir 45 min); 10% DMSO

HSpmso HS (hitzeinaktiviert bei 56°C fir 45 min); 10% DMSO

RPMlgcg RPMI; 10 % FCS (hitzeinaktiviert bei 56°C fiir 45 min)

RPMlpg RPMI; 10 % FCS (hitzeinaktiviert bei 56°C fiir 45 min); 1 % Penicil-

lin/Streptomycin
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2.10 Bakterienstamme

Tabelle 13: Bakterienstamme

Name Genotyp Hersteller
NEB 10-beta compo- A(ara — leu) 7697 araD139 NEB Frankfurt am Main, DE
tent E.coli fhuA AlacX74 galK16 galE15

eld — p80dlacZ AM15 recAl relAl

endAl nupG rpsL (StrR) rph

spoT1A(mrr—hsdRM S —merBC)
One Shot™  ccdB F— mcrA A(mrr — hsdRMS — Invitrogen Carlsbad, US
Survival™ 2 T1R merBC) f80lacZDM15 AlacX74

recAl araD139 A(ara — leu) 7697

galU galK rpsL (StrR) endAl

nupG fhuA :: 152

2.11 Zelllinien

2.11.1 Ma-Mel-86

Die Ma-Mel-86-Zelllinien stammen aus der Melanompatientin Ma-Mel-86. Die Patientin wurde im Verlauf
der Erkrankung sowohl bestrahlt als auch mit Peptiden und tumorlysatbeladenen dendritischen Zellen
vakziniert. Es wurden zu verschiedenen Zeitpunkten Zelllinien aus den Lymphknotenmetastasen der

Patientin gewonnen (vgl. Abb. 1). Die Zelllinien wurden freundlicherweise von Pl
PO OO SO SOOES - \/orfigung gestellt

Ec
0.2
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Qo
=N
.9
a0 O
Lep
= o
265 B B
cH s
Uﬁqd g %W%F%%M?—LMM +
- 2002 2003 2004 2005 2006 2008 2009

Abbildung 1: Krankheits- und Behandlungsverlauf der Melanompatientin Ma-Mel-86 von Resektion des
Primartumors bis zum Ableben der Patientin. In der Abbildung sind Zeitpunkte von Lymphknotenmeta-
stasen (LK), deren chirurgische Entfernung (C), Bestrahlungstherapie (R) von Hirnmetastasen (B) und
Immuntherapien (l) dargestellt. Zudem wird dargestellt, zu welchen Zeitpunkten die Ma-Mel-86 Mela-
nomzelllinien aus den entnommenen Lymphknoten generiert wurden.

Durch R wurde 2011 in unserer Arbeitsgruppe eine HLA-unabhangige Reaktivitit an der Mela-
nomzelllinie Ma-Mel-86 nachgewiesen. Dabei wurden die Oberflachenproteine CSF2RA und TRP2 identi-
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fiziert, welche in einer HLA-unabhéngigen Weise durch a:3-T-Zellen erkannt wurden (vgl. Abschn. 1.4.5).
Die verschiedenen Ma-Mel-86-Zelllinien unterschieden sich beziiglich ihrer Expression von HLA-I sowie
der Expression von CSF2RA und TRP2 (vgl. Tab. 14).

Tabelle 14: Darstellung der verschiedenen Tumorzelllinien aus Ma-Mel-86 mit Angabe der Expression
von HLA-I, HLA-II, CSF2RA und TRP2.

Zelllinie HLA-I HLA-II CSF2RA TRP2
Ma-Mel-86A X X - -
Ma-Mel-86B - X X X
Ma-Mel-86C X X X X
Ma-Mel-86F - X X -

Die hier verwendete Ma-Mel-86B-Zelllinie exprimiert beide Proteine. Zudem exprimiert sie durch eine
biallelische in vivo Mutation im B2M-Gen kein HLA-I (11).

In unserer Arbeitsgruppe wurde durch lE® im Rahmen der Dissertation mittels TALEN ( Tran-
scription Activator-like Effector Nuclease, engl. fir transkriptionsaktivatorartige Effektornuklease) in Ma-
Mel-86B eine zusatzliche biallelische Frame-Shift-Mutation im C//TA-Gen etabliert. Hierdurch wird kein
HLA-II mehr exprimiert (96). In dieser Arbeit wurde diese Zelllinie Ma-Mel-86B_KO"™ zusitzlich mit
den kostimulatorischen Proteinen CD80 und CD83 ausgestattet und Ma-Mel-86B_KO®!'™ _CDgoM_
CD83M#2 gebildet.

2.11.2 K562

K562-Zellen wurden aus einem Patienten mit CML (chronische myeloische Leukdmie) isoliert (97). In
urspriinglichen Untersuchungen konnte auf der Oberflache von K562 weder HLA-I noch HLA-II nach-
gewiesen werden. Deswegen wird K562 als ein klassisches Ziel fir NK-Zellen genutzt (98). In spateren
Studien wurde jedoch gezeigt, dass es unter bestimmten Umstanden, wie beispielweise einer Behandlung
mit humanen IFN-7, zu einer Prasentation von MHC-I und dadurch zu einem starkeren Schutz vor einer
Lyse durch NK-Zellen kommen kann (99).

2.11.3 Phoenix-Ampho

Die hier verwendete Phoenix-Ampho-Zelllinie ist eine amphotrope Verpackungszelllinie und dient der
Produktion von Retroviren. Sie wurde von Nolan lab (Stanford, USA) mittels stabiler Transfektion ei-
nes Maus-Leukamievirus-Systems aus der HEK293T-Zelllinie entwickelt. Bendtigte virale Gene sind auf
voneinander getrennten Hilfskonstrukten aufgeteilt (vgl. Abschn. 3.2.6), wodurch die Wahrscheinlichkeit
der versehentlichen Herstellung eines replikationskompetenten Retrovirus deutlich reduziert wird. Dieses
Risiko wird durch die Verwendung von nicht-MLV-Promotoren weiter minimiert.

Die Phoenix-Ampho wurden freundlicherweise von Dr. H. Echchannaoui (AG Theobald, Universitatsme-

dizin der Johannes Gutenberg-Universitat, Mainz, DE) zur Verfigung gestellt.

22



2.11.4 HEK293T

Die HEK293T-Zelllinie stammt aus humanen embryonalen Nierenzellen und wurde durch das transfor-
mierte Gen des Adenovirus-Typb immortalisiert. Zusatzlich wurde sie mit dem groBen T-Antigen des
SV40-Virus (engl. fir simian virus 40) stabil transfiziert. Dieses erlaubt der Zelllinie Vektoren mit dem
SV40-Virus-Replikationsursprung zu replizieren, wodurch hohe Expressionsraten erreicht werden kénnen.
Zusatzlich wurde in unserer Arbeitsgruppe wurde durch EiPRRPR® im Rahmen der Dissertation
mittels TALEN eine biallelische Frame-Shift-Mutation im B2M- und im C//TA-Gen etabliert (96). Die-
se wurden wahrend der in dieser Arbeit durchgefiihrten ELIspot Analysen mittels Lipofectamine (vgl.
Abschn. 3.2.4) einmal transient mit TRP2 und einmal mit CSF2RA ausgestattet. Diese HEK293T_
KOB2M/CIITA \1nd deren transiente Transfektanten HEK293T_KOQB2M/CIITA L CSF2RA und HEK293T_
KOB2M/CIITA L TRP2 wurden in dieser Arbeit als Zielzellen fiir die durchgefithrten ELIspots genutzt.

Die urspriingliche HEK293T-Zelllinie wurde freundlicherweise von N. Shastri (The University of California,
Berkeley, USA) zur Verfiigung gestellt.

2.11.5 PBMC

PBMC (peripheral blood mononuclear cell, engl. fir mononukleare Zellen des peripheren Blutes) wur-
den aus dem Blut gesunder Blutspender isoliert (vgl. Abschn. 3.2.10), welches freundlicherweise von
der Transfusionszentrale der Universititsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitait Mainz, DE zur

Verfligung gestellt wurde.

2.11.6 ucCBMC

UCBMC (umbilical cord blood mononuclear cells, engl. fir mononukledre Zellen des Nabelschnurblu-
tes) wurden aus dem Nabelschnurblut gesunder Lebendgeborener isoliert (vgl. Abschn. 3.2.10), wel-
ches freundlicherweise von Dr. A. Fruth (Geburtsmedizin, Universitdtsmedizin der Johannes Gutenberg-

Universitat, Mainz, DE) zur Verfiigung gestellt wurde.

2.12 Software, Internetseiten und Datenbanken

Tabelle 15: Software

Name Hersteller

BD FACS Diva BD Biosciences Heidelberg, DE
Biopython open source

FlowJo Vers 7.6.5 Tree Star Inc. Ashland, US
ImmunoSpot C.T.L.-Europe GmbH Bonn, DE
UGENE Unipro Novosibirsk, RU
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Tabelle 16: Internetseiten und Datenbanken

Name Webadresse

Blast NCBI https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
NEBaseChanger https://nebasechanger.neb.com
OligoAnalyzer3.1 https://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/

OligoAnalyzer

3 Methoden

3.1 Molekularbiologie
3.1.1 Bakterienkultur

Bakterien wurden in LB-Medium oder auf LB-Agar kultiviert. Die Medien wurden zur Selektion mit
entsprechenden Antibiotika versetzt. Die Inkubation erfolgte bei 37°C' fir 16h. Wurde LB-Medium ver-

wendet, erfolgte die Inkubation bei kontinuierlichem Schiitteln bei 220rpm in einem Schiittelinkubator.

3.1.2 Kryokonservierung von Bakterienkulturen

Fir die Kryokonservierung wurden 750ul Bakterienkultur in LB-Medium mit 250u0 LB-Medium el

versetzt und so mit einer Endkonzentration von 15% Glycerol bei —80°C' gelagert.

3.1.3 Transformation

Die Transformation beschreibt die nicht-virale Aufnahme von Fremd-DNA durch Bakterien. Dazu wurden
Bakterien nach einer Kiihlung auf Eis einem plotzlichen Hitzeschock ausgesetzt. Im Nahrmedium vor-
handene lonen stéren dabei die Integritat der Zellmembran, welche dadurch durchlassig fiir Fremd-DNA
wird. Aufgenommene Plasmide kdnnen dann mittels des bakteriellen Zellzyklus vervielfaltigt werden.

Es wurden 50ul der zu tranformierenden Bakterien in LB-Medium mit 2 — 4ul DNA fiir 25men auf
Eis inkubiert. Danach wurden die Bakterien fiir 30s im Wasserbad einem Hitzeschock von 42°C' aus-
gesetzt. Nach erneuter Inkubation auf Eis fiir 1min wurden 250ul auf 37°C' erwarmtes SOC-Medium
hinzugefiigt. In diesem wurden die Bakterien fiir 1h bei 220rpm bei 37°C' in einem Schiittelinkubator
aufbewahrt. AnschlieBend erfolgte die Verteilung auf mit Antibiotikum versetzen LB-Agar, wo diese wei-
ter bei 37°C inkubiert wurden. Nach 16h erfolgte die Auswahl der Kolonien von der LB-Agar und die

weitere Vermehrung in LB-Medium.
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3.1.4 lIsolation von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde durch Transformation in Bakterien (vgl. Abschn. 3.1.3) eingebracht. Diese wurden
anschlieBend in einer Bakterienkultur (vgl. Abschn. 3.1.1) vervielfaltigt. Um eine ausreichende Ausbeute
zu erreichen, wurden Bakterienkulturen in LB-Medium vor der Isolation auf ihre OD (optische Dichte)
mittels Spektrometer gepriift. Danach wurden die Bakterien durch einen alkalischen Puffer lysiert. Im
Anschluss wurde mittels Saulenzentrifugation (vgl. Prinzip Abschn. 3.1.5) die Plasmid-DNA isoliert.

Fir die Isolation wurde je nach bendtigter Menge des Plasmids die Kits QIAprep Spin Miniprep Kit oder
HiSpeed Plasmid Maxi Kit verwendet. Die OD wurde mittels Spektrometer (Ultrospec 3000 UV/Visible
Spectrophotometer) gemessen. Zur Vervielfaltigung wurde LB-Medium mit den jeweiligen Bakterien-
klonen angeimpft. Durch Inkubation wurden diese Bakterienkulturen bis zu einer OD von circa 1.8

vervielfaltigt. AnschlieBend erfolgte die Isolation nach den Angaben des Herstellers des jeweiligen Kits.

3.1.5 Aufreinigung von Nukleinsduren

Nukleinsduren wurden mittels Zentrifugationssaulen aufgereinigt. Dabei binden die Nukleinsduren unter
Anwesenheit ethanolhaltigen Puffers an eine Membran aus Silizium. Andere Bestandteile werden danach
ausgewaschen. SchlieBlich werden die aufgereinigten Nukleinsduren durch das Hinzufiigen eines weiteren
Puffers von der Membran gelost. Es wurde das Kit QlAquick PCR Purification Kit (Qiagen Hilden)
verwendet. Die Aufreinigung wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

3.1.6 PCR

Die PCR (Polymerase chain reaction, engl. fir Polymerase-Kettenreaktion) wurde zur Amplifikation von
spezifischen DNA (deoxyribonucleic acid, engl. fir Desoxyribonukleinséure) verwendet. Hierzu wird als
Grundlage ein DNA-Template benétigt, welches den zu amplifizierenden Abschnitt enthalt. Die Amplifi-
kation wird durch eine DNA-Polymerase durchgefiihrt. Diese DNA-Polymerase beginnt mit der Amplifika-
tion an kurzen Oligonukleotiden, den sogenannten Primern. Solche Primer setzen komplementar jeweils
am 3'-Ende des Plus- und des Minusstranges der DNA an. Dabei flankieren sie den zu amplifizierenden
DNA-Abschnitt. Als Bausteine dieser Reaktion verwendet die DNA-Polymerase dNTP (Desoxyribonukle-
osidtriphosphat). Als Enzym wurde die Q5 High-Fidelity DNA Polymerase verwendet. Die Reaktionen
wurden in einem Thermocycler durchgefiihrt. Fir die Durchfithrung der PCR wurde die Reaktion zuerst
nach Tab. 17 angesetzt. Der Ansatz wurde dann nach den in Tab. 18 beschriebenen Zeitintervallen und
Temperaturen amplifiziert.
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Tabelle 17: Angabe des verwendeten Reagenz und der verwendeten Menge fiir die Durchfiihrung der
PCR.

Reagenz Menge

Q5 Reaction Buffer (5x) 6ng

GC Enhancer (5x) 40pl

Primer sense 0.5pmol /ul
Primer reverse 0.5pmol/ pl
dNTPs [10mM] Apl

Q5 High Fidelity Polymerase [2000U /ml] 2ul

ddH,0 Add auf 200!

Tabelle 18: Angabe der fir die Durchfiilhrung der PCR gemachten Einstellung an dem verwendeten
Thermocycler.

n Schritt Temperatur Zeit
Denaturierung 98°C 3 min

35 x Denaturierung 98°C 30s
Primerhybridisierung 63 —72°C 45 s
Elongation 72°C ~ 30kb/s
Elongation 72°C 3 min
Kihlung 4°C 00

3.1.7 RT-PCR

Die RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction, engl. fiir reverse Transkriptase-Polymerase-
Kettenreaktion) wurde zur Umschreiben von RNA (ribonucleic acid, engl. fir Ribonukleinsaure) in cDNA
(complementary DNA, engl. fir komplementare DNA) verwendet. Als RNA-Template kann z.B. das
Transkriptom und damit die Gesamtheit der mRNA (Messenger RNA, engl. fiir Boten-RNA) von Zellen
verwendet werden. Die eigentliche Transkription wird durch eine RT (reverse Transkriptase) durchgefiihrt.
Diese RT beginnt mit der Amplifikation an spezifischen Primern. Im Falle von mRNA werden zu dem
Poly(A)-Schwanz komplementéare Oligo-d(T)-Primer eingesetzt. Diese setzen am 3'-Ende an und erlau-
ben eine Transkription des kompletten mRNA-Stranges. Fiir die Reaktionen wurde das Kit Superscript
Il Reverse Transcriptase verwendet. Die Reaktionen wurden in einem Thermocycler durchgefiihrt. Die
RT-PCR wurden nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.
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3.1.8 Ortsspezifische Mutagenese

Die SDM (Site-directed mutagenesis, engl. fir ortsspezifische Mutagenese) ist eine Methode zur Ein-
fuhrung kleinerer, spezifischer Veranderungen in einer DNA-Sequenz. Fiir die SDM werden zwei komple-
mentare Primer gebildet, welche spezifische Veranderungen in dem entstehenden PCR-Produkt einfiihren.
Wird als Template ein Plasmid genutzt, ist dieses anschlieBend in linearer Form und muss vor einer wei-
teren Verwendung durch Ligation wieder in seine cicruldre Form gebracht werden (vgl. Abschn. 3.1.10).
Es wurde das Qb Site-Directed Mutagenesis Kit verwendet. Primerdesign und die SDM wurden nach
den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

3.1.9 Restriktionsverdau

Bei einem Restriktionsverdau von DNA-Molekiilen werden meist aus Bakterien stammende Restriktions-
enzyme verwendet. Diese unterscheiden sich anhand der von ihnen spezifisch erkannten Basensequenzen,
den sogenannten Restriktionstellen. Das Enzym bindet in der Nahe dieser Stellen und dessen Endonuklea-
seaktivitat fihrt zu einer hydrolytischen Spaltung des DNA-Molekiils. Die Restriktion mit BsrG1 wurde
nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Bei der Smal Restrikion wurde abweichend vom Herstellerprotokoll der Enzymeinsatz erhéht sowie die
Reaktion langer durchgefiihrt. Es wurden zuerst fir 1h bei 25°C' 30U Enzym eingesetzt. Danach wurden
erneut 20U Enzym hinzugeben und die Reaktion fiir weitere 2h bei 25°C durchgefiihrt.

3.1.10 Blunt-End-Ligation

Bei einer Blunt-End (engl. fiir glattes Ende) Ligation katalysiert eine Ligase die Bildung eines Phospho-
diesters zwischen 5’-Phosphat und dem 3'-Hydroxyl-Ende von doppelstrangiger DNA. Als Enzym wurde
die T4 DNA Ligase verwendet. Die Ligation wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

3.1.11 Gateway-Technologie

Die Gateway-Klonierung basiert auf dem Rekombinationssystem des Phagen A, welches die Klonierung
von DNA Fragmenten erlaubt. Zu rekombinierende Abschnitte sind dabei mit spezifischen Rekombinati-
onssequenzen (att, engl. fiir attachment site) markiert (100).

In einem ersten Schritt muss dafiir das zu klonierende DNA-Fragment mit diesen spezifischen Sequenzen
markiert werden. Hierzu werden spezielle Primer hergestellt, die die DNA mit attB enthaltenden Se-
quenzen iiberlappen. Nach einer PCR flankieren diese attB-Sequenzen dann in der resultierenden rDNA
(recombinant DNA, engl. fir rekombinante DNA) das zu klonierende DNA-Fragment.

In einem zweiten Schritt wird durch den Enzymmix BP-Clonase aus der rDNA und einem Donor-Vektor
ein Eintritts-Klon hergestellt. Der Donor-Vektor, in den das DNA-Fragment eingebracht werden soll,
tragt dabei, flankiert von attP-Sequenzen, das Gen ccdB (control of cell death, engl. fir Toxingen B des
ccd-Systems). Die ccdB-Sequenz ist ein Selbstmord-Gen welches einen Gyrase-Hemmer kodiert, wodurch
mit dem Donor-Vektor transformierte Bakterien am Wachstum gehindert werden. Die BP-Clonase rekom-
biniert nun spezifisch das mit attB flankierte DNA-Fragment mit der mit attP flankierten ccdB-Sequenz.
Zusatzlich enthalten die Vektoren eine CmR (Chloramphenicol-Resistenzgen). Durch die BP-Clonase ist
so ein Eintritts-Klon entstanden, in welchem das DNA-Fragment von attL flankiert wird.
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In einem dritten Schritt erfolgt durch den Enzymmix LR-Clonase die Rekombination des Eintritts-Klons
mit einem Ziel-Vektor, wodurch ein sogenannter Expressions-Klon entsteht. Die LR-Clonase rekombiniert
dabei wiederum das mit attL flankierte DNA-Fragment auf dem Eintritts-Klon mit attR flankiertem ccdB
auf dem Ziel-Vektor. Der Expressions-Klon kann anschlieBend fiir eine Transfektion genutzt werden.

Eine Erweiterung dieses Systems stellt die MultiSite-Gateway-Klonierung da. Durch diese Technik kdn-
nen in einem Reaktionsschritt mehrere DNA-Fragmente in einen Eintritts-Klon eingefiigt werden. Hierbei
werden bei der Herstellung der rDNA zusatzliche attB-Sequenzen verwendet. Bei der Klonierung mittels
BP-Clonase kommt es zu einer spezifischen Uberlappung dieser Sequenzen und somit zu einem geordne-
ten Einbau von mehreren rDNA-Fragmenten. Es wurde das Gateway-Kit von Invitrogen verwendet. Die
Produkte wurden in NEB 10-beta compotent E.coli transformiert. Die Gateway-Rekombination wurden

nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

3.1.12 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren mittels Photometer

Die Messung der Konzentration an Nukleinsduren in einer Losung erfolgte durch Spektrometrie. Nukle-
insduren haben bei 260nm ein Absorptionsmaximum. Durch Bestrahlung mit dieser Wellenlange kann
so die OD (optische Dichte) dieser Lésung bestimmt werden. Mittels des Beer-Lambert-Gesetzes |asst
sich so mit der ODyg,,,,, die Konzentration bestimmen.

Zusatzlich lassen sich mittels Spektrometrie auch Riickschlisse auf die Reinheit einer Probe ziehen. Eine
haufige Verunreinigungsquelle sind Proteine. Proteine haben bei 280nm ein Absorptionsmaximum. Mit-
tels der gleichen Technik lasst sich die OD,gy),,,,, bestimmen. In Relation zur ODg,,,,, ergibt sich so eine
R (ratio, engl. fir Verhiltnis). Die Ro60nm/280nm €rlaubt damit einen Hinweis auf eine Verunreinigung
der Probe mit Proteinen. Im Allgemeinen wird eine Rygo,,1,/2800m von ~ 1.8 fir DNA und ~ 2.0 fur
RNA als rein angesehen. Fiir die Spektrometrie wurde ein Ultrospec 3000 UV /Visible Spectrophotometer
(Pharmacia Biotech Uppsala, SWE) verwendet. Vor den Messungen wurde das Spektrometer zuerst mit
ddH,O auf null kalibriert. Die zu messende Lésung wurde vorher um den Faktor 40 verdiinnt.

3.1.13 Gelelektrophorese

Bei der Gelelektrophorese konnen Molekiile anhand ihrer GréBe aufgetrennt und differenziert werden. In
dieser Arbeit wurde sie zum Nachweis von DNA verwendet. Die zu untersuchenden DNA-Proben werden
dabei in Geltaschen eines Agarosegels eingebracht, welches mit DNA-bindendem Farbstoff versetzt ist.
Wird nun ein elektrisches Feld angesetzt, wirkt auf die negativ geladene DNA eine Kraft in Richtung
der Anode. Die Molekiilverbindungen des Agarosegels bilden nun einen Widerstand, welcher groBere
Molekiile starker bremst als kleinere. Nach einiger Zeit kommt es dadurch zu einer gréBenabhéngigen
Auftrennung der DNA in verschiedene Banden. Durch den DNA-bindenden Farbstoff konnen diese
unter UV-Licht (312nm) sichtbar gemacht und fotografiert werden. Anhand einer mit aufgetragenen
DNA-Leiter kann die GroBe der die Banden widerspiegelnden DNA-Fragmente abgeschatzt werden.

Als DNA-bindender Farbstoff wurde GelRed verwendet. Die Auswertung der Elektrophorese wurde
mittels UVsolo TS Imaging System durchgefiihrt.

Je nach GréBe der DNA-Fragmente wurden durch kurzes Aufkochen 1 — 2% Agaraose in TBE-Puffer
gelost. Nach Abkiihlen auf < 70°C' wurde GelRed hinzugefiigt. Das Gel wurde in eine Gelkammer
gegossen und durch einen zuvor eingelegten Platzhalter die Geltaschen gebildet. Nach vollstandigem
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Erstarren wurde der Kamm entfernt und das Gel in eine Elektrophoresekammer mit 0,5% TBE-Puffer
gelegt. Danach wurden die einzelnen DNA-Proben mit dem Ladepuffer in die einzelnen Geltaschen
gefillt. Zur GroBenabschatzung wurden auch 0,25ug einer DNA-Leiter (100bp und 1kb) in eine
Geltasche aufgetragen. Unter dem Ansetzen von einer Spannung von = 0,5V /cm der Laufstrecke
wurden die DNA-Fragmente aufgetrennt. Schlussendlich erfolgte die Dokumentation mittels UVsolo TS
Imaging System.

3.1.14 Sequenzanalyse

Zur Sequenzanalyse wurde eine Abwandlung der Sanger-Sequenzierung verwendet. Der erste Schritt
wird dabei durch eine DNA-Polymerase durchgefiihrt. Diese polymerisiert ab einer durch einen Primer
vorgegebenen Sequenz einen komplementdren DNA-Strang zum DNA-Template. Neben der fiir diese
Reaktion noétigen dNTPs wird in geringer Konzentration auch fluoreszierendes ddNTP (Didesoxy-
ribonukleosidtriphosphat) hinzugeben. Solche ddNTPs verhindern nach dem Einbau in den neuen
komplementaren DNA-Strang eine weitere Polymerisation. Da dieser Einbau zufallig geschieht, ergeben
sich prinzipiell ab der Primer Sequenz Strange jeder Lange. Diese werden in einem zweiten Schritt in
einer kapillaren Gelelektrophorese nach ihrer GroBe aufgetrennt. Zuletzt wird mittels eines Lasers das
Fluoreszenzmuster der Kapillare Ausgelesen, woraus sich die Sequenz ableiten |3sst.

Die Sequenzanalysen wurden mit einem 3730 DNA Analyzer (Thermo Fisher Scientific Waltham, USA)
durch die Firma StarSEQ (Mainz, DE) durchgefiihrt.

Fir die Sequenzierung wurden 600 — 700ng Plasmid-DNA mit 10pmol Primer angesetzt. Danach
wurde der Ansatz mit ddH,O auf 7ul aufgefillt und an die Firma StarSEQ geschickt. Die Analyse der
Sequenzdaten wurde mittels der Software UGENE (Unipro Novosibirsk, RU) durchgefiihrt.

3.2 Zellbiologie
3.2.1 Zellkultur

Fiir die hier verwendeten Zelllinien wurde bei einer Temperatur von 37°C', einer Luftfeuchtigkeit von
95% und einer CO,-Konzentration von 5% in einem Inkubator kultiviert. Zur Sicherung der Sterilitat
wurden, bis auf die Auszdhlung und Mikroskopie, samtliche Arbeiten unter einer Sicherheitswerkbank
durchgefiihrt.

Adharente Zellen wurden bei 90% Konfluenz passagiert. Es erfolgte hierzu nach einer Inkubation mit
Trypsin-EDTA fiir 5min eine mechanische Lésung der Zellen vom Boden der Zellkulturflaschen. An-
schlieBend wurden die Zellen in PBS suspendiert und abzentrifugiert (1500rpm fir 5min). Nach Re-
suspendierung im entsprechenden Zellkulturmedium erfolgte die Zahlung (vgl. Abschn. 3.2.2) der Zellen
und Aussat in einer fiir die Zelllinie spezifischen Dichte.

Bei Suspensionszellen erfolgte Zahlung und Passage zweimal pro Woche.
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Tabelle 19: Verwendete Zelllinien, deren Adharenz und Medien

Zelllinie Adharenz Medium
Ma-Mel-86B_KOC!TA ja RPMlpg
Ma-Mel-86B_KO®'™ _CD8oM_CD83M ja RPMlps
HEK293T_KQB2M/CIITA ja RPMlpg

K562 nein RPMIpg
Phoenix-Ampho ja DMEMpyoenix-Ampho
PBMC nein AIM Vg

UCBMC nein AIM Vg

3.2.2 Zellzahlbestimmung

In einer Zahlkammer, welche mit einem Glasplattchen verschlossen wird, bildet sich ein zu einer Seite
gedffneter Raum definierter Héhe. Auf dem Boden der Zahlkammer ist ein Gitternetz definierten
AusmaBes markiert. Das Gitternetz auf der Zahlkammer teilt diesen in viele virtuelle Raume bekannter
AusmaBe. Nach Einfiigen einer homogenen Zellsuspension lassen sich die Zellen in den virtuellen
Raumen mittels Mikroskop zahlen. Entsprechend der Formel in Gl. 1 lasst sich die Konzentration der

Ursprungslésung errechnen.

Zellzahl - Verdunnungs faktor - 1000
Kammertie fe[mm] - Gitter fliche[mm?]

= Zellzahl/ml (1)

Zur Vitalitatsbestimmung wurde zusatzlich eine Anfarbung mit Trypanblau durchgefiihrt. Hierbei wer-
den Zellen ohne intakte Zellmembran blau eingefarbt, wodurch sie bei der Zellzdhlung leicht identifiziert
werden konnen.

Zur Auszahlung wurde die Zahlkammer zuerst mit ddH,O gereinigt und getrocknet sowie eine Deckplatte
aufgebracht. Zellen wurden wie in Abschn. 3.2.1 in Suspension gebracht und ~ 1 : 5 mit Trypanblau an-
gefarbt. AnschlieBend wurde die Zellsuspension durch wiederholte Resuspension oder Vortexen gemischt
und auf die Kammer aufgetragen. Danach wurde die Kammer in das Mikroskop eingespannt und die
Zellen mittels eines Handzahlers gezahlt. Dabei wurden nicht gefarbte Zellen in der Gitterflache sowie auf

den Grenzlinien oben und links mitgezahlt. SchlieBlich wurde mittels Gl. 1 die Konzentration bestimmt.

3.2.3 Kryokonservierung eukaryotischer Zellen

Fir die Kryokonservierung wurden die Zellen in ihren Medien abzentrifugiert und die Zellpellets in 1ml
FCSpumso oder im Fall von PBMC und UCBMC in 1ml HSpyso gelést und in Cryo-Rohrchen iberfiihrt.
Diese wurden in flissigem Stickstoff abgekiihlt und dann fir mindestens 24h in einem Tiefkiihllager-
schrank zwischengelagert. Danach erfolgte die Einlagerung in der Stickstoffbank.

Zum Auftauen wurden die Réhrchen ziigig aufgewarmt, der Inhalt in einem entsprechenden Kulturme-
dium verdiinnt und anschlieBend zentrifugiert. Dieses wurde zweimal wiederholt und nach Zahlung der

iberlebenden Zellen (vgl. Abschn. 3.2.2) in Zellkulturflaschen ausgesat.
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3.2.4 Transfektion mittels Lipofectamine

Als Transfektion wird das Einbringen von genetischem Material in eukaryontische Zellen bezeichnet. In
Lipofectamine sind kationische Lipidmolekiile enthalten, welche Komplexe mit DNA bilden kénnen. Diese
Komplexe kénnen mit der Zellmembran fusionieren und somit die enthaltene genetische Information
in das Zellinnere freisetzen. Hier kann diese dann durch die zelleigene Proteinbiosynthese prozessiert
werden (101). Lipofectamine wurde in dieser Arbeit zur Ausstattung von HEK293T_KOQB2M/CITA 1t
cDNA von CSF2RA und TRP2 verwendet. Die transiente Transfektion erfolgte dabei in den fiir den
ELIspot verwendeten MultiScreen Filterplatten. Dafiir wurden die MultiScreen Filterplatten zunichst
dreimal mit PBS gewaschen (vgl. Abschn. 3.2.13). Im Anschluss wurden pro Well 2 - 10* Zellen mit
120l RPMI ausplattiert. Parallel wurde in einer anderen 96-Well-Rundbodenplatte pro Well 0,4ul
Lipofectamine 2000 in 21ul RPMI gemischt und fiir 5min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach
wurden 300ng der verwendeten cDNA in 12ul RPMI pro Well hinzugegeben, gemischt und erneut
fir 20min bei Raumtemperatur inkubiert. Hiernach wurden 30ul dieser Suspension pro Well zu den
vorgelegten HEK293T_KOB2M/CIITA 5f die MultiScreen Filterplatten gegeben. Es erfolgte eine erneutes
Mischen und eine Inkubation fiir 24h bei 37°C'". Zuletzt wurden 1004/ des Uberstandes verworfen und die
jeweiligen Effektorzellen zu den MultiScreen Filterplatten hinzugegeben. Danach konnte mit der ELIspot

Analyse fortgefahren werden.

3.2.5 Transfektion mittels FUGENEG

Das prohibitare FUGENE6 System basiert dhnlich des Lipofectamine aus kationischen Lipiden. Der ge-
naue Mechanismus war jedoch nicht 6ffentlich zuganglich (102). Es wurden 60! FUGENE6 mit 800ul
DMEM~,, ¢ flir 5min inkubiert. Danach wurde die zu Gibertragene DNA hinzugefiigt und es erfolgte eine
weitere Inkubation fiir 15min. AnschlieBend wurde die Losung auf die vorbereiteten Zellen aufgetragen
und diese fir 24h bei 37°C inkubiert. AbschlieBend erfolgte ein erneuter Wechsel des Mediums zu einem
der Zelle entsprechenden Kulturmedium.

3.2.6 Retrovirale Transduktion

Die Transduktion ist eine Form der Transfektion, bei welcher genetisches Material viral in eukaryontische
Zellen eingebracht wird. Zur Produktion der Virione wird eine Produktionzelle durch Transfektion mit
einem Transferplasmid und den nétigen viralen Bausteinen ausgestattet. Diese bestehen in dem hier
verwendeten System aus den zwei Helferplasmiden pHIT60 und pCOLT-GALV sowie einem speziellen
Vektor, welcher die zu lbertragende Sequenz enthalt. pHIT60 kodiert dabei fiir gag und pol, welche
Gene des MLV (murine leukemia viruses, engl. fir murines Leukédmievirus) sind und Polymerase- und
Strukturproteine bereitstellen. pCOLT-GALV hingegen kodiert mit dem Gen env das Hillenprotein des
Gibbonaffen-Leukamievirus (GALV). Werden so transfizierte Zellen in Kultur gebracht, kommt es zu einer
lysogenen Vermehrung der Virione. Diese finden sich im Verlauf in dem Uberstand der Zellkultur und kén-
nen fiir die Infektion von Zielzellen verwendet werden (103,104). Die folgenden Schritte erfolgten in einem
Gentechniklabor der Sicherheitsstufe 2. Zuerst wurden Phoenix-Ampho-Zellen in frischem DMEM+,, .
ausgesetzt und nach 4h mittels FUGENES® transfiziert (vgl. Abschn. 3.2.5). Dabei wurden neben 1049 des
Transferplasmides jeweils 5ug der Helferplasmide pHIT60 und pCOLT-GALV in die Zellen eingebracht.
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Nach 24h folgte der Mediumwechsel auf RPMIpg. Darauf wurde am Folgetag durch Zentrifugation bei
20007rpm fiir 10min der Uberstand getrennt. Diesem wurde 1 : 1000 Polybrene hinzugefiigt und mit
den Zielzellen in 24-Well Platten ausgesetzt. Zur Verdichtung erfolgte eine erneute Zentrifugation mit
2500rpm bei 32°C' fir 90min. Am Folgetag wurde das Medium erneut mit RPMIpg erneuert. Nach
zwei weiteren Tagen erfolgte die Klonierung der Zellen (vgl. Abschn. 3.2.7). Zwei Wochen nach Trans-
duktion wurden die transgenen Zellen wieder in ein Gentechniklabor der Sicherheitsstufe 1 Gberfiihrt.
Im Verlauf erfolgte die Auswahl eines erfolgreich transduzierten Klons mittels Durchflusszytometrie (vgl.
Abschn. 3.2.8).

3.2.7 Klonierung von Zellen mittels Grenzverdiinnungsverfahren

Die Klonierung der Zellen erfolgte mittels Grenzverdiinnungsverfahren. Die Zellen wurden in 96-Well-
Platten mit Rundbodenform durchgefiihrt. Nach Zellzahlung wurde die Konzentration durch Verdiinnung
mit RPMIpg auf 3 Zellen pro Milliliter eingestellt. Von der Lésung wurden jeweils 100! in die einzelnen
Wells der Platten pipettiert, wodurch rechnerisch 0,3 Zellen pro Well ausgesdht wurden. Es erfolgte
die weitere Kultivierung der Zellen und das Uberfithren angewachsener Klone in 24-Well-Platten und
schlieBlich in Zellkultur-Platten.

Mit Hilfe der Poisson-Verteilung (vgl. Gl. 2) lieB sich berechnen, ob die proliferierenden Kolonien aus

einer Zelle hervorgingen.

B (u-e ™)
p<m> - (1 _ G_u)

3.2.8 Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie werden Zellen in einer diinnen Kapillare durch eine Messelektronik geleitet.
Diese kann zum Beispiel aus einem Laser und einem Photometer bestehen. Durch den Laser kommt es
dabei zu einer spezifischen Anregung einer Fluoreszenz, deren AusmaB von einem Photometer gemessen
wird. Dieses kann durch eine Expression von fluoreszierenden Proteinen oder durch gebundene fluores-
zierende Antikorper verursacht sein. Solche fluoreszierenden Antikérper kénnen im Vorfeld an Antigene
der zu untersuchenden Zellen gebunden werden, um diese nachzuweisen.

Um hierbei eine unspezifische Bindung von Fc-Fragmenten des iiber das Fab-Fragment spezifisch bin-
denden fluoreszierenden Antikorpers auszuschlieBen, wird eine Isotyp-Kontrolle durchgefiihrt. Dabei wird
ein, mit dem gleichem Fluorochrom und Fc-Fragment-Fragment, aber ohne spezifisches Fab-Fragment
ausgestatteter Antikorper eingesetzt, um eine Hintergrundfluoreszenz zu bestimmen.

Als Fluoreszenzmolekiile wurden FITC (Fluorescein isothiocyanate) und PE (Phycoerythrin) verwendet.
Zusatzlich zu der Fluoreszenz lassen sich durch bei den Messungen entstehendes Streulicht Riickschliisse
auf GroBe und Granularitat der Zellen schlieBen.

Die Untersuchung wurden in einem BD FACS Diva (BD Biosciences Heidelberg, DE) durchgefiihrt. Die
Auswertung erfolgte mittels FlowJo Vers 7.6.5 (Tree Star Inc. Ashland, US).

Die Zelllssung wurde nach zweimaligem Waschen mit FACS Puffer auf eine Konzentration von 1-10° in
200l eingestellt. Dann wurden 5ul eines mit Fluoreszenzfarbstoff markierten Antikérpers zugefiigt und
fur 20min bei 4°C' in Dunkelheit inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen erneut einmalig mit FACS
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Puffer gewaschen und in 200ul FACS Fixierungs-Lésung aufgenommen.

3.2.9 Gewinnung von Nabelschnurblut

Nabelschnurblut wurde post partem durch Punktion einer Nabelschnurvene aus Nabelschnur und Pla-
zenta gesunder Lebendgeborener gewonnen. Es wurden 10ml Spritzen mit jeweils 1ml entsprechend
50007.E. Heparin steril vorbereitet. Nach erfolgter Trennung der Nabelschnur und Beendigung der
Nachgeburt wurde die Nabelschnurvene punktiert und das Blut entnommen. Nach mehrfachen Wenden

der Spritze wurde das Blut ziigig in das Labor transportiert und dort weiterverarbeitet.

3.2.10 Isolierung humaner peripherer Leukozyten

Zur Gewinnung von PBMC bzw. UCBMC wurden die Leukozyten aus Nabelschnur-Vollblut isoliert. Die
Isolierung erfolgte durch eine Ficoll-basierte Dichtegradientenzentrifugation. Dabei bilden die Leukozyten
eine Phase zwischen Blutplasma und in Ficoll befindlichen weiteren zellularen Blutbestandteilen.

Vollblut wurde dabei zuerst 1 : 2 mit PBS verdiinnt und anschlieBend in 50ml Réhrchen auf 15ml Ficoll
aufgeschichtet. Nach Zentrifugation fiir 15min bei 2500rpm wurde der Stillstand der Zentrifuge ohne
zusatzliche Bremsung abgewartet. Danach wurde die weiBe Leukozyten-Schicht auf dem Ficoll mittels

einer Pipette abgetragen, zweimalig mit PBS gewaschen und danach weiterverwendet.

3.2.11 Magnetische Zellseparation

Bei der MACS (magnetically activated cell sorting, engl. fiir magnetisch aktivierte Zellseperation) werden
einer Zelllosung Antikorper hinzugefiigt, die mit supraparamagnetischen Nanopartikeln verbunden sind.
Relevante Zellen, die ein entsprechendes Antigen tragen, werden so magnetisch markiert. Zur Trennung
wird eine im Inneren mit Stahlwolle versehene Auffangsiule zwischen starken Permanentmagneten ein-
gespannt. So bildet sich ein starkes Magnetfeld, welches die markierten Zellen beim Durchspiilen der
Losung zuriickhalt. Durch mehrmaliges Spiilen mit einem Puffer wird die Saule weiter von nicht mar-
kierten Zellen gereinigt. Der so aufgefangene Durchfluss ist negativ selektioniert, die Zellen enthalten zu
einem groBen Teil nicht das Antigen. Nach Entfernen aus dem Magneten kdnnen die markierten Zellen
durch erneutes Spiilen von der Saule geldst werden. Die so aufgefangenen Zellen sind positiv selektioniert
und enthalten zu einem wesentlich Teil das Antigen.

Die Sortierung der Zellen wurden mittels des Kits MACS MicroBead Seperation (Miltenyi Biotec Bergisch
Gladbach, DE) durchgefiihrt. Die MACS wurden nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

3.2.12 T-Zell Stimulation

Die Anreicherung von tumorreaktiven T-Zellen erfolgte durch Stimulation von PBMC mit Tumorzellen in
MLTC (mixed lymphocyte-tumor cell culture, engl. fir gemischten Lymphozyten-Tumorzellkulturen). Bei
wiederholter Stimulation mit einem Stimulator kommt es zur Selektion und Proliferation von reaktiven
T-Zellen.

Dieses wird durch die Zugabe von Interleukinen unterstiitzt. Die genaue Beschreibung der in dieser Arbeit
durchgefiihrten Stimulation erfolgt in Abschn. 4.2.2.
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3.2.13 IFN-~-ELISpot-Assay

Zur Messung der Reaktivitat von T-Zellen wurde ein IFN-y-ELISpot-Assay verwendet. Bei Aktivierung
von T-Zellen wird, neben anderen Zytokinen, IFN-~ freigesetzt. Beim ELIspot wird der IFN-y-bindende
Primarantikorper (anti-human IFN-y mAb 1-D1K) an eine PVDF-Membran (Polyvinylidenfluorid-
Membran) gebunden. Nach Inkubation werden ungebundene Primarantikérper durch Waschen entfernt.
Danach werden T-Zellen zugegeben, die sich als homogene Zellschicht auf der Membran absetzen. Freie
Bindungsstellen der Membran werden durch Nutzung serumhaltigen Mediums blockiert. Nach Zugabe
des zu testenden Ziels wird die Membran inkubiert, Zellreste abgewaschen sowie ein Detektionsantikorper
(anti-human IFN-y mAb 7-B6-1) zugegeben. Dieser ist wiederum in der Lage IFN-y an einem zweiten
Epitop zu binden und wurde zusatzlich biotinyliert. Nach erneuter Inkubation und Abwaschen von
freien Detektionsantikérper wird nun eine Avidin-Peroxidase-Lésung hinzugegeben. Die enthaltene, an
Avidin gebundene, Peroxidase bindet an den biotinylierten Detektionsantikérper, der wiederum an die
PVDF-Membran gebundenen ist. Nach Zugabe von Peroxidase-Substrat-Ldsung setzt die gebundene
Peroxidase das Substrat um, welches als nun roter Punkt auf der Membran sichtbar wird und die
Reaktivitat der dort im Vorfeld lokalisierten T-Zellen nachweist.

Die Reaktionen wurden in MultiScreen Filterplates, S2EM004M99 (Merck Millipore Carrigtwohill, IRL)
durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte in CTLImmunoSpot S6 Micro Analyzer mittels der Software
ImmunoSpot (C.T.L.-Europe GmbH Bonn, DE).

Die Durchfithrung erfolgte nach Britten et al. (105). Die Elispotplatten wurden mit 1540 Ethanolsge,
aktiviert und dreimal mit 150ul PBS gewaschen. Es wurden 500ng Primarantikorper in 50ul PBS
hinzugefiigt und anschlieBend bei 4°C' fiir 24h inkubiert. Danach erfolgte ein erneutes dreimaliges
Waschen mit 150u! PBS sowie das Zufiigen der T-Zellen und Zielzellen in RPMIgcg. Es folgte wieder
eine Inkubation bei 37°C fiir 24h sowie sechsmaliges Waschen mit ELISpot Wasch-Lésung. Daraufhin
wurde 2pg/ml Detektionsantikdrper in 60ul in PBSgga zugegeben und erneut bei 37°C' fiir 2h inkubiert.
Nach sechsmaligem Waschen mit ELISpot Wasch-Lésung wurden 100ul Avidin-Peroxidase-Losung
hinzugefiigt und es erfolgte eine Inkubation bei 37°C" fir 2h im Dunkeln. Es folgte dreimaliges
Waschen mit ELISpot Wasch-Lésung und dann Hinzufiigen von 100pu! Peroxidase-Substrat-Lésung
mit anschlieBender Inkubation fir 10min. Danach wurde die Reaktion durch Spiilen mit flieBendem
Wasser gestoppt. Nach Trocknung erfolgte eine Digitalisierung der Platten und anschlieBend die

computergestiitzte Auswertung mit den automatischen Einstellungen der Software.
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4 Ergebnisse

In dieser Arbeit sollte Nabelschnurblut auf das Vorkommen von HLA-unabhangigen, tumorreaktiven
T-Zellen iberpriift werden. Zur Stimulation von solchen HLA-unabhiangigen Effektorzellen wurde die
Zelllinie Ma-Mel-86B_KO!'™_CD80M_CD83" generiert (vgl. Abschn. 4.1). Als Effektorzellen wurden
CD3" T-Zellen aus Nabelschnurblut isoliert (vgl. Abschn. 4.2.1) und anschlieBend mit Ma-Mel-86B_
KOC!'TA_CD80M_CD83M" stimuliert (vgl. Abschn. 4.2.2). SchlieBlich wurden die CD3* T-Zellen in einem
ersten ELlspot auf Reaktivitit gegen Ma-Mel-86B_KO®'™_CD80"_CD83" (vgl. Abschn. 4.2.3) und
danach in einem zweiten ELIspot zur weiteren Einordnung der Reaktivitdt gegen verschiedene weitere
Zielzellen getestet (vgl. Abschn. 4.2.4).

4.1 Herstellung der Stimulatorzelle aus einer HLA-negativen Melanomzelllinie

Fir die Konstruktion der Stimulatorzelle wurde als Grundlage die HLA-I/ll-negative Zelllinie Ma-
Mel-86B_KO®"™ verwendet. Sie wurde aus Ma-Mel-86B aus dem Ma-Mel-86 Melanommodell
hergestellt (vgl. Abschn. 2.11.1). Sie exprimierte somit auch die Oberflichenproteine CSF2RA und
TRP2. In vorherigen Arbeiten wurde fiir die Oberflichenproteine CSF2RA und TRP2 eine HLA-
unabhingige Erkennung durch melanomreaktive CD8" T-Zellen aus Blut der Patientin Ma-Mel-86
gezeigt (11). Ma-Mel-86B_KO"™ wurde in dieser Arbeit zusatzlich mit CD80 und CD83 ausgestattet.
Hierfiir wurde ein bicistronisches Konstrukt generiert (vgl. Abschn. 4.1.1) und retroviral transduziert (vgl.
Abschn. 4.1.2), wodurch die Zelllinie Ma-Mel-86B_KOC!"TA_CD8oM_CD83" gebildet wurde.

4.1.1 Konstruktion eines bicistronischen Konstrukts fiir CD80 und CD83

Fir die Konstruktion des bicistronischen Konstrukts wurde das Gateway-Verfahren (vgl. Abschn. 3.1.11)
verwendet. Es wurden zuerst spezifische Primer fiir die PCR von CD80- und CD83-kodierender cDNA
generiert. Diese Primer sollten die fiir die Klonierung und Expression nétigen Sequenzen in die resul-
tierende rDNA einbringen. Die rDNA wurde mit Hilfe der Primer durch PCR aus cDNA von humanen
PBMC hergestellt (vgl. Abschn. 4.1.1.1). AnschlieBend wurde sie zur Konstruktion eines CD80- und
CD83-cDNA enthaltenden Donor-Vektors (vgl. Abschn. 4.1.1.2) verwendet. Dieser wurde schlieBlich in

einen transduzierbaren Expressions-Klon tberfiihrt (vgl. Abschn. 4.1.1.3).

4.1.1.1 Herstellen von rDNA fiir CD80 und CD83

Es wurden zunachst aus Humanblut PBMC isoliert (vgl. Abschn. 3.2.10). Hieraus wurde mittels RT-
PCR (vgl. Abschn. 3.1.7) cDNA gewonnen. Um rDNA zu generieren, welche sowohl zum Gateway-
Verfahren kompatibel ist als auch cDNA fiir CD80 und CD83 enthalt, mussten zunichst entsprechende
Primerpaare entworfen werden. Die Primerpaare bestanden, neben Abschnitten von CD80 und CD83,
aus den fiir die Gateway-Klonierung nétigen att-Sequenzen und einer P2A-Sequenz zur kotranslationalen
Trennung der flankierenden Proteine. Zusatzlich wurden zwei Smal-Erkennungssequenzen eingebracht,
um nach der Klonierung die att-Sequenz zwischen P2A und CD83 durch einen Restriktionsverdau mit
Smal entfernen zu kénnen.

Fir CD80 bestand der positiv-strangige Primer attB1__CD80.se somit aus der komplementaren Sequenz
fir attBl sowie dem Anfang des CD80-Gens. Der negativ-strangige Primer attB5r_Smal_CD80.rev
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bestand aus dem Endteil des CD80-Gens, P2A, sowie der Erkennungssequenz fiir Smal und attB5r (vgl.
Abb. 2).

Smal
attB1 CD80 CD80 P2A I attB5
attB1_CD80.se attB5r_Smal_CD80.rev
\P(ZI;mit cDNA aus PTS(
attB1 | attB5
CD80
attB1_CD80_P2A_Smal_attB5r (rDNA) P2A

Abbildung 2: Schematische Darstellung der PCR fiir CD80 mit cDNA aus PBMC als Template. Als
Primer wurden attB1_CD80.se und attB5r_Smal_CD80.rev verwendet (Sequenz vgl. Abschn. 2.6). Als
Produkt resultiert die rDNA attB1_CD80_P2A_Smal_attB5r.

Fir CD83 bestand der positiv-strangige Primer attB5_Smal__CD83.se entsprechend aus der komplemen-
taren Sequenz fir attB5, Smal-Schnittstelle sowie dem Anfang des CD83-Gens. Der negativ-strangige
Primer attB2_CD83_STOP.rev setzt sich aus dem Endteil des CD83-Gens, attB2 und, zum Abbruch
der Translation, einem STOP-Codon zusammen (vgl. Abb. 3).

Smal STOP
attB5 . CD83 CD83 I attB2
attB5_Smal_CD83.se attB2_CD83_STOP.rev

\ /

PCR mit cDNA aus PBMC

attB5 | attB2
I CD83
attB5_Smal_CD83_attB2 (rDNA) STOP

Abbildung 3: Schematische Darstellung der PCR fiir CD83 mit cDNA aus PBMC als Template. Als
Primer wurden attB5_Smal_CD83.se und attB2_CD83_STOP.rev verwendet (Sequenz vgl. Abschn.
2.6). Als Produkt resultiert die rDNA attB5_Smal_CD83_attB2.

Mit beiden Primerpaaren und der cDNA der PBMCs wurde mittels PCR (vgl. Abschn. 3.1.6) die bei-
den rDNAs attB1_CD80_P2A_Smal_attB5r und attB5_Smal_CD83_attB2 hergestellt. Diese wurden
anschlieBend aufgereinigt (vgl. Abschn. 3.1.5) und mittels Gelelektrophorese und der mitgefiihrten DNA-
Leiter (vgl. Abschn. 3.1.13) auf die korrekte Lange kontrolliert.
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4.1.1.2 Konstruktion eines Eintritts-Klons mit cDNAs fir CD80 und CD83

Zuerst wurde aus der rDNA attB1_CD80_P2A_Smal_attB5r mittels einer BP-Clonase-Reaktion mit
pDONR221_attP1_ccdb_attP5r der erste Eintritts-Klon (EiK 1) kloniert. Hierbei kommt es zu einem
Austausch des Selbstmord-Gens ccdB von pDONR221_attP1_ccdb_attP5r mit der hergestellten rD-
NA (vgl. Abb. 4).

attB1 attB5
CDS0
7\ attB1_CD80_P2A_Smal_attB5r (rDNA)
attP1 ccdB CmR

pDONR221 P1-P5r (DV)

l

BP-Clonase
l attR5
- CD80
pDONR221_attL1_CD80_P2A_Smal_attR5 (EiK 1) P2A

Abbildung 4: Schematische Darstellung der BP-Clonase-Reaktion mit der rDNA attB1_CD80_P2A_
Smal_attB5r und dem Donor-Vektor (DV) pDONR221 P1-P5r sowie des resultierenden ersten Eintritts-
Klons (EiK 1) pDONR221_attL1_CD80_P2A_Smal_attR5.

Bei der Sequenzierung (vgl. Abschn. 3.1.14) des entstanden ersten Eintritts-Klons (EiK 1) zeigte sich
jedoch ein Polymorphismus in dem klonierten Gen fiir CD80, welcher eine weitere Smal-Restriktionsstelle
generierte. Da jedoch im Verlauf ein Verdau mit Smal geplant war, musste diese im Vorfeld entfernt
werden. Hierfiir wurde eine SDM (vgl. Abschn. 3.1.8) durchgefiihrt, welche eine stumme Punktmutation
im Bereich der palindromischen Erkennungssequenz von Smal in der Sequenz von CD80 einfiihrte. Dafiir
wurden die Primer SDM_CD80.se und SDM__CD80.rev so generiert, dass nach Durchfiihrung einer PCR
die Base 744 des CD80-Gens Cytosin zu Thymin ausgetauscht wird (vgl. Abb. 5). Die nach der Durch-
fuhrung der PCR entstandenen blunt ends wurden mittels Ligation (vgl. Abschn. 3.1.10) geschlossen
und die Orientierung anschlieBend mittels Sequenzierung gepriift.
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Smal Smal

CD80
pDONR221_attL1_CD80_P2A_Smal_attR5 (EiK 1)

SDM_CD80.se
GCTCCCATEETGGGICCATTAC = —

CCAAGCAAGAGCATTTTCCTGATAACCTGCTCCCAT-CCATTACCTTAAT
GGTTCGTTCTCGTAAAAGGACTATTGGACGAGGGTA GGTAATGGAATTA

< CGTTCTCGTAAAAGGACTATTGGA

SDM__CD80.rev /

PCR — Ligation

v/ Smal
CD80 I

pDONR221_attL1_CD807*“>T_P2A_Smal_attR5 (EiK 1gpy)

Abbildung 5: Schematische Darstellung der SDM PCR mit dem Eintritts-Klon (EiK 1) pDONR221_
attL1_CD80_P2A_Smal_attR5, den Primern SDM_CD80.se und SDM_CD80.rev sowie des nach

erneuter Ligation resultierenden modifizierten ersten Eintritts-Klons (EiK 1gpy) pDONR221_attL1_
CD807*4>T_P2A_Smal_attR5.

Im Anschluss wurde analog fiir CD83 aus der rDNA attB5_Smal__CD83_attB2 mittels einer erneuten BP-
Clonase-Reaktionen mit dem Donor-Vektor (DV) pDONR221_attP5_ccdb_attP2 der zweite Eintritts-
Klon (EiK 2) pDONR221_attL5_Smal_CD83_STOP_attL2 kloniert (vgl. Abb. 6).

attB5 attB2
| CD83 |
?\ attB5_Smal_CD83_attB2 (rDNA) /<
attP5 ccdB CmR attP2

pDONR221_attP5_ccdb_attP2 (DV)

|

BP-Clonase
Smal l STOP
attlL5 I CD83 attl2

pDONR221_attL5_Smal_CD83_STOP_attL2 (EiK 2)

Abbildung 6: Schematische Darstellung der BP-Clonase Reaktion mit der rDNA attB5_Smal_CD83_
attB2 und dem Donor-Vektor (DV) pDONR221_attP5_ccdb_attP2 sowie des resultierenden zweiten
Eintritts-Klons (EiK 2) pDONR221_attL5_Smal_CD83_STOP_attL2.
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Danach wurden die beiden Eintritts-Klone gemeinsam mit dem Ziel-Vektor (ZV) pcDNA3.1_DEST mit-
tels LR-Clonase-Reaktion zu einem bicistronischen Expressions-Klon (ExK) pcDNA3.1_DEST_attB1_
CD807#4>T_P2A_Smal_attB5_Smal_CD83_STOP_attB2 kloniert (vgl. Abb. 7).

attlL1 attR5
. CD80
EiK 1SDM attl2
CD83 |
attL5 EiK 2 ><
attR1 CmR ccdB attR2
pcDNA3.1_DEST (2ZV)
'
LR-Clonase
attB1 | attB5 attB2
CD80 | | CD83
ExK

Abbildung 7: Schematische Darstellung der LR-Clonase-Reaktion mit den beiden Eintritts-Klonen
(EiK 1gpyv) pDONR221_attL1l_CD807*4“>T_P2A_Smal_attR5 (EiK 1) und pDONR221_attL5_
Smal_CD83_STOP_attL2 (EiK 2) und dem Ziel-Vektor (ZV) pcDNA3.1_DEST sowie des resul-
tierenden Expressions-Klons (ExK) pcDNA3.1_DEST_attB1_CD807*“>T_P2A_Smal_attB5_Smal_
CD83_STOP_attB2.

Da der Expressions-Klon pcDNA3.1_DEST zahlreiche Smal-Erkennungssequenzen besitzt, wurde vor
der Restriktion mit Smal und der damit verbundenen Entfernung der verbleibenden attB5-Sequenz
der Vektor erneut gewechselt. Deshalb wurde eine erneute BP-Clonase-Reaktion zuriick in den keine
Smal-Erkennungssequenzen enthaltenden Donor-Vektor (DV) pDONR221_attP1_ccdb_attP2 durchge-

filhrt (vgl. Abb. 8).
Der entstandene Donor-Vektor (DV) wurde dann mit Smal behandelt (vgl. Abschn. 3.1.9) und mittels

Gelelektrophorese und mitgefithrter DNA-Leiter (vgl. Abschn. 3.1.13) auf die korrekte Lange kontrolliert.
Der so entstandene Vektor pDONR221_attL1_CD80744>T_P2A_CD83_STOP_attL2 wurde danach

durch Ligation (vgl. Abschn. 3.1.10) wieder in seine zirkulidre Form gebracht. Die korrekte Orientierung

wurde mittels Sequenzierung gepriift.
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attP1 ccdB CmR attP2
pDONR221 P1-P2 (DV)

l

BP-Clonase
attB5
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der BP-Clonase-Reaktion mit dem Expressions-Klon (ExK)
pcDNA3.1_DEST_attB1_CD80744“>T_P2A_Smal_attB5_Smal_CD83_STOP_attB2 und dem
Donor-Vektor (DV) pDONR221 P1-P2 sowie des resultierenden dritten Eintritts-Klons (EiK 3)
pDONR221_attL1_CD80744>T_Smal_attB5_Smal_P2A_CD83_STOP_attlL2.

pDONR221_attL1_CD807#4“>T_Smal_attB5_Smal_P2A_CD83_STOP_attL2 (EiK 3)

| CD83 |

attL1

attB5
Smal
P2A I ICD83 —
Lig

Smal Smal

attL1

. CDS80

pDONR221_attL1_CD80744>T_P2A_CD83_STOP_attL2 (EiK 4)

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Smal Restriktion des Eintritts-Klons (EiK 3) pDONR221_
attL1_CD807*4“>T_Smal_attB5_Smal_P2A_CD83_STOP_attL2 und des nach Ligation (Lig) resul-
tierenden, attB5 defizientem Eintritts-Klons (EiK 4) pDONR221_attL1_CD807#4“>T_P2A_CD83_
STOP_attL2.
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attL1 pDONR221_attL1_CD80744“>T_P2A_CD83_STOP_attL2 (EiK 4) attl?2

CD80 CD83
P2A

attR1 CmR ccdB attR2
pMX_DEST (ZV)

l

LR-Clonase

attB1 l attB2
CD80 | CD83
pMX_DEST_attB1_CD80™“>T_P2A_CD83_STOP_attB2 (ExK)

Abbildung 10: Schematische Darstellung der LR-Clonase-Reaktion mit dem Eintritts-Klon (EiK 4)
pDONR221_attL1_CD80744¢>T_P2A_CD83_STOP_attL2 und dem Ziel-Vektor (ZV) pMX_DEST so-
wie des resultierenden Expressions-Klons (ExK) pMX_DEST_attB1_CD80744“>T_P2A_CD83_STOP_
attB2 (3).

4.1.1.3 Konstruktion des Expressions-Klons

Aus pDONR221_attL1_CD807*4>T_P2A_CD83_STOP_attL2 und dem Ziel-Vektor (ZV) pMX_
DEST wurde mittels LR-Clonase-Reaktion der Expressions-Klon (ExK) pMX_DEST_attB1_
CD80™4>T_P2A_CD83_STOP_attB2 kloniert (vgl. Abb. 10).

4.1.2 Retrovirale Transduktion von Ma-Mel-86B_KO®"'™ mit CD80 und CD83

Die Transduktion von Ma-Mel-86B_KO"™ wurde retroviral durchgefiihrt. Hierfiir wurden mittels Fu-
GENES (vgl. Abschn. 3.2.5) pMX_DEST_attB1_CD807*“>T_P2A_CD83_STOP_attB2 mit den Hel-
ferplasmiden pCOLT-GALV und pHIT60 in Phoenix-Ampho-Zellen transduziert. Nach Kultivierung der
transduzierten Zellen wurde der Uberstand abzentrifugiert und zusammen mit Polybrene zu Ma-Mel-
86B_KO“"TA gegeben (vgl. Abschn. 3.2.6). AnschlieBend erfolgte eine Klonierung mittels Grenzverdiin-
nungsverfahren (vgl. Abschn. 3.2.7). SchlieBlich wurde die erfolgreiche Expression von CD80 und CD83
der entstandenen Zellklone mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen (vgl. Abschn. 3.2.8 und Abb. 11)
und Ma-Mel-86B_KOC!"™ _CD80"_CD83"#-2 fiir die weitere Verwendung ausgewahlt.
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Abbildung 11: Durchflusszytometrie von Ma-Mel-86B_KO"T _CD80"_CD83"' nach retroviraler Trans-
duktion mit pMX_DEST_attB1_CD80744“>T_P2A_CD83_STOP_attB2. Links Farbung mit Anti IgG1
(FITC/PE). Rechts Farbung mit Anti CD80 (FITC) und Anti CD83 (PE).

4.1.3 Zusammenfassung

Mittels dem Gateway-Verfahren wurden aus den Sequenzen von CD80 und CD83 das bicistronische
Konstrukt pMX_DEST_attB1_CD80744>T_P2A_CD83_STOP_attB2 gebildet. Dieses wurde mittels
retroviraler Transduktion in die Zelllinie Ma-Mel-86B_KO®"'™ eingebracht. Hierdurch wurde die Zelllinie
Ma-Mel-86B_KO!"™ _CD80"_CD83" gebildet. Nach erfolgter Klonierung mittels Grenzverdiinnungs-
verfahren wurde die erfolgreiche Transduktion von CD80 und CD83 mittels Durchflusszytometrie gepriift.
Hierbei zeigte sich eine starke Expression der beiden Proteine in dem weiter verwendeten Klon Ma-Mel-
86B_KO!'™_CD80"_CD83"#2.

4.2 Untersuchung von CD3* UCB-Lymphozyten auf HLA-unabhingige T-Zell-
Erkennung

Es wurden zuerst CD3" UCB-Lymphozyten aus Nabelschnurblut isoliert (vgl. Abschn. 4.2.1). Nach Sti-
mulation und erster Restimulation (vgl. Abschn. 4.2.2) wurden die resultierenden T-Zell-Minikulturen zu-
erst in einem ersten ELIspot auf eine Reaktivitat gegen ihre Stimulatorzelle getestet (vgl. Abschn. 4.2.3).
Danach erfolgte nach zweiter Restimulation ein zweiter ELIspot mit ausgewahlten T-Zell-Minikulturen
gegen verschiedene Zielzellen, um die Reaktivitit weiter zu untersuchen (vgl. Abschn. 4.2.4). Weiterhin
wurden einige der weiter kultivierbaren T-Zell-Minikulturen gegen verschiedene Tumorzelllinien getestet.
In dieser Arbeit werden die Ergebnisse von UCB #56 (umbilical cord blood, engl. fir Nabelschnurblut)
prasentiert.
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4.2.1 lIsolation von CD3" UCB-Lymphozyten

Nach Schnittentbindung eines Neugeborenen wurden steril 30m! Blut aus der Nabelschnur entnom-
men (vgl. Abschn. 3.2.9). Aus diesem wurden zunichst mittels Ficoll-Zentrifugation die Leukozyten (vgl.
Abschn. 3.2.10) und anschlieBend mittels MACS daraus die CD3" Zellen isoliert (vgl. Abschn. 3.2.11).

4.2.2 Stimulation von CD3*" UCB-Lymphozyten mit HLA-negativen Melanomzellen

Die CD3" Zellen aus UCB #56 wurden zu 50-10% Zellen pro Well auf insgesamt drei 96-Well Zellkultur-
Platten in AIM Vg ausgesat. So wurden 288 T-Zell-Minikulturen angelegt, in denen insgesamt 1, 44-107
CD3* Zellen enthalten waren. Die so entstandenen T-Zell-Minikulturen wurden dann fiir die weiteren
Stimulationen und Untersuchungen verwendet. Um eine ungewollte Expansion der zusatzlich hinzugege-
benen Zellen zu vermeiden, wurden diese im Vorfeld mit 10.000Rad bestrahlt. Zur ersten Stimulation
an d0 wurden je Well 5 - 103 Ma-Mel-86B_KO“'™_CD80"_CD83"x_, mit IL-12 (1ng/ml) und IL-
7 (5ng/ml) hinzugegeben. AuBerdem wurden bei der ersten Stimulation je Well 1-10° von der Isolation
ibriggebliebene CD3 g, als Feederzellen zugegeben. Bei der ersten Restimulation an d7 wurden erneut
je Well 5-10% Ma-Mel-86B_KO®!"™ _CD80M_CD83M g, und IL-7 (5ng/ml) hinzugegeben. Anstelle des
bei der ersten Stimulation verwendeten IL-12 wurde nun zusatzlich IL-2 (100U /ml) verwendet. An d7+5
wurde eine erste Analyse mittels ELIspot durchgefiihrt. Es wurden je T-Zell-Minikultur ca. 30 - 103 sti-
mulierte Zellen mit Ma-Mel-86B_KO“"™ _CD80"_CD83" als Zielzellen getestet, um Melanom-reaktive
T-Zell-Minikulturen zu identifizieren (vgl. Abschn. 4.2.3). Hier wurden anhand der Reaktivitdt von den
urspriinglichen 288 T-Zell-Minikulturen 52 ausgewahlt. Diese wurden an d14 erneut mit 5-10% Ma-Mel-
86B_KO“'TA_CD80"_CD83",, sowie IL-2 (100U /ml) und IL-7 (5ng/ml) stimuliert. An d14 + 5
wurde ein zweiter ELIspot durchgefiihrt. Dabei wurden je T-Zell-Minikultur ca. 30 - 10® stimulierte Zel-
len gegen verschiedene Zielzellen getestet (vgl. Abschn. 4.2.4). An d21 erfolgte die dritte Restimulation
erneut durch Zugabe von 5 - 103 Ma-Mel-86B_KO®"'™ _CD8o"_CD83" ., sowie IL-2 (100U /ml) und
IL-7 (5ng/ml). An d21+ 5 wurde ein dritter ELIspot gegen verschiedene allogene Tumorzelllinien durch-
gefithrt (vgl. Abschn. 4.2.5). Dabei wurden erneut je T-Zell-Minikultur ca. 30 - 103 stimulierte Zellen
eingesetzt. Einen Uberblick iiber die Abfolge der Stimulationen bietet Abb. 12.
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do CD3+

Ma-Mel-86B_KOC!'™ _CD80o"_CD83"i,_,
IL-12, IL-7

CD3 oy

d7 Ma-Mel-86B_KO®''™ _CD80"_CD83" .4
IL-2, IL-7

d7-+5 H 1. ELIspot

di4 - Ma-Mel-86B_KOC!'™ _CD80o"_CD83"i,,_,
IL-2, IL-7

d14+5 H 2. ELIspot

d21 - Ma-Mel-86B_KOC!'™ _cDgoh_cD83h,_,
IL-2, IL-7

d21+5 H 3. ELIspot

Zellen Menge Interleukin Konzentration
CD3* 50 - 103 IL-12 Ing/mi

CD3 raq 100 - 103 IL-2 100U /ml
Ma-Mel-86B_KO®'™ _CDgo"_CD83"., 5-103 IL-7 5ng/ml

Abbildung 12: Ubersicht iiber den zeitlichen Ablauf der durchgefiihrten Stimulation der CD3™ Zellen aus
UCB. Zudem Angabe der eingesetzten Mengen an Zellen (jeweils pro Well) und der Konzentration der
verwendeten Interleukine.

4.2.3 Erster ELIspot mit der Stimulatorzelle als Zielzelle

Nach der Restimulation wurde and d7 + 5 zwei T-Zell-Minikulturen gezahlt und anhand dieser Kon-
zentrationen die der weitere T-Zell-Minikulturen abgeschatzt. Ausgehend hiervon wurde fiir alle T-Zell-
Minikulturen das Entnahmevolumen fiir 30 - 103 Zellen bestimmt. Diese wurden anschieBend auf Reak-
tivitat gegen 50 - 102 Ma-Mel-86B_KO®!'™_CD80M_CD83" Zellen in einem ersten ELIspot getestet.
Dabei zeigte sich eine Reaktivitat aller T-Zell-Minikulturen. Beispielhaft wird die erste im ELIspot getes-
tete MultiScreen Filterplatte in Abb. 13 gezeigt. Anhand der Reaktivitdt wurden von den urspriinglichen
288 insgesamt 52 deutlich reaktive T-Zell-Minikulturen fiir die weitere Testung ausgewahlt.
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Abbildung 13: Beispielhafte Darstellung einer 96-Well MultiScreen Filterplatte von T-Zell-Minikulturen
aus UCB #56 nach Durchfiihrung des ersten ELlspots zur Testung der Reaktivitdt gegen die Stimula-
torzelle Ma-Mel-86B_ KO _CD80OM _CD83" an d7 + 5. Dick umrandete T-Zell-Minikulturen wurden
fur die weitere Stimulation und Spezifititsanalyse ausgewahlt. Mit NC (not countable, engl. fir nicht
zahlbar) wurden Wells markiert, welche aufgrund der Menge der Spots von der Software nicht analysiert
werden konnten.

4.2.4 Zweiter ELIspot mit verschiedene Zielzellen

Nach der zweiten Restimulation der 52 ausgewahlten T-Zell-Minikulturen erfolgte an d14+5 die erneute
Testung im ELlspot. Es wurden erneut zwei T-Zell-Minikulturen gezahlt um das Entnahmevolumen fiir
30 - 10® Effektorzellen abzuschitzen. Zur Spezifizierung der Reaktivitat wurden, neben der Stimulator-
zelle Ma-Mel-86B_KO®!'™ _CD80M_CD83", auch andere HLA-negative Zellen auf Erkennung durch
die oben genannten T-Zell-Minikulturen getestet. HEK293T_KQB2M/CITA \wyrde in unserem Labor aus
HEK293T mittels TALEN hergestellt und exprimiert weder HLA-I noch HLA-II (vgl. Abschn. 2.11.4). Zur
Uberpriifung auf eine Reaktivitit gegen die bekannten Antigene CSF2RA und TRP2 wurde HEK293T_
KOB2M/CIITA mittels Lipofectamine transient mit diesen Antigenen ausgestattet (vgl. Abschn. 3.2.4).
Dadurch tberexprimierten sie CSF2RA beziehungsweise TRP2 und sollten von T-Zell-Minikulturen, die
gegen eines dieser Antigene gerichtet sind, erkannt werden. Eine Ubersicht iiber die Menge der einge-
setzten Zielzellen zeigt Tab. 21.

Tabelle 21: Angabe der im zweiten ELIspot an d14 + 5 eingesetzten Zielzellen und deren Mengen.

Zielzelle Menge
Ma-Mel-86B_KO™ _cCD8goM_cCD83" 50 - 10°
K562 50 - 103
HEK293T_KQB2M/CIITA 20 - 10°
HEK293T_KOB2M/CIITAL CSF2RA 20 - 103
HEK293T_KOB2M/CIITA L TRP2 10 - 10°

Die T-Zell-Minikulturen wurden als reaktiv gegen Ma-Mel-86B_KO®'™ _CD80"_CD83", HEK293T__
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KOB2M/CIITA L CSF2RA oder HEK293T_KOB2M/CIITA L TRP2 gewertet, wenn die Anzahl der Spots bei
diesen Zielzellen die Anzahl bei der Messung von HEK293T_KQB2M/CIITA oder K562 um das fiinffache
iiberstieg. Wurden unter 100 Spots gezahlt wurde die T-Zell-Minikultur gegen das jeweilige Ziel als nicht
reaktiv gewertet. Je nach Reaktivitatsmuster wurden die T-Zell-Minikulturen in verschiedene Kategorien
eingeteilt:

UA: T-Zell-Minikulturen mit HLA-unabhangiger Erkennung eines unbekannten Antigens auf Ma-Mel-
86B_KOC'™ _CDso"_CD83".

BA: T-Zell-Minikulturen mit HLA-unabhangiger Erkennung eines bekannten Antigens. Es wurde nur eine
eindeutige Reaktivitat gegen HEK293T_KOB2M/CITA L TRP2 gefunden (BA+). Eine sichere Reaktivitat
gegen HEK293T_KOB2M/CIITA L CSF2RA konnte nicht gefunden werden (BA().

FA: T-Zell-Minikulturen mit fraglicher HLA-unabhangiger Erkennung. In die Kategorie FA wurden T-Zell-
Minikulturen eingeordnet die entweder eine zusatzliche Reaktivitat gegen HEK293T_KQB2M/CIITA (A ),
gegen K562 (FAy) oder gegen HEK293T_KOB2M/CITA jnd K562 zeigten (FA k). Zudem wurden T-
Zell-Minikulturen in diese Kategorie eingeordnet, wenn sie sowohl HEK293T_KOB2M/CITA L CSF2RA als
auch HEK293T_KOB?M/ATALTRP2 erkannten (FA¢ 7).

NR: Nicht reaktive T-Zell-Minikulturen.

Abb. 14 zeigt eine Ubersicht der Ergebnisse der durchgefiihrten ELIspots mit T-Zell-Minikulturen, die
nur gegen HEK293T_KOB2M/CITA \ind nicht zusitzlich auch gegen K562 getestet wurden. 10/24 der
T-Zell-Minikulturen zeigten sich gegen Ma-Mel-86B_KO®!'™ _CD80"_CD83" reaktiv (UA). 1/24 der T-
Zell-Minikulturen zeigte sich reaktiv gegen HEK293T_KOB2M/CITA L TRP2 und Ma-Mel-86B_KO'TA_
CD80"_CD83" (BAt). In dieser Untersuchung wurden 4/24 der getesteten T-Zell-Minikulturen als
sowohl reaktiv gegen HEK293T_KOB2M/CITA L CSF2RA und HEK293T_KOB2M/CITALTRP2 als auch
gegen Ma-Mel-86B_KO®'™_CD80"_CD83" gewertet (FA¢,7). 9/24 der T-Zell-Minikulturen zeigten
sich neben diesen Zielen auch reaktiv fiir HEK293T_KQB2M/CIITA (FA ).
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Abbildung 14: Ubersicht der ELIspot Ergebnisse der T-Zell-Minikulturen von d14 + 5 mit HEK293T_
KOB2M/CITAL TRP2, HEK293T_KOB2M/CIITAL CSF2RA, Ma-Mel-86B_KO®'™_CD80M_CD83" und
HEK293T_KOB2M/CIITA 45 Zielzellen. Der obere Teil der Grafik zeigt ein Saulendiagram mit dem re-
lativem Anteil der einzelnen Ziele an den insgesamt im ELlspot gezihlten Spots (linke Achse) und
die absolute aufsummierte Anzahl der gezihlten Spots fiir die betrachteten Zielzellen (rechte Achse)
mit schwarzen Querbalken als Markierung. Der untere Teil der Grafik zeigt jeweils ein Beispiel aus der
jeweiligen Kategorie des Reaktionsmusters der T-Zell-Minikulturen. Die jeweils fiir die Kategorie aus-
schlaggebenden Wells wurden schwarz umrandet. UA: HLA-unabhangige Erkennung eines unbekannten
Antigens auf Ma-Mel-86B_KO®'™_CD80"'_CD83"’; BA+: HLA-unabhangige Erkennung des bekann-
ten Antigens TRP2; FAC/T: fragliche HLA-unabhangige Erkennung bei gleichzeitiger Reaktivitat gegen
die Antigene CSF2RA und TRP2; FA: fragliche HLA-unabhéangige Erkennung bei einer zusatzlichen
Reaktivitit gegen HEK293T_KQB2M/CIITA

Abb. 15 zeigt eine Ubersicht der Ergebnisse der durchgefiihrten ELlspots mit T-Zell-Minikulturen,
die zusatzlich auch gegen K562 getestet wurden. In dieser Untersuchung wurden 3/28 der T-Zell-
Minikulturen reaktiv gegen Ma-Mel-86B_KO®'™ _CD80"'_CD83" (UA) getestet. 1/28 der getesteten
T-Zell-Minikulturen zeigten sich reaktiv gegen HEK293T_KOB2M/CIITAL TRP2 und auch gegen Ma-Mel-
86B_KOC'™_CD80"_CD83" (BAt). 14/28 der T-Zell-Minikulturen zeigten sich neben den anderen
Zielen auch reaktiv fir HEK293T_KOB2M/CITA nd K562 (FAu/k)- 1/28 der T-Zell-Minikulturen
zeigten sich gegen HEK293T_KOB2M/CITA (FA ) und 8/28 gegen K562 reaktiv (FAy). 1/28 der
T-Zell-Minikulturen wurde als nicht reaktiv gewertet (NR).
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Abbildung 15: Ubersicht der ELlspot Ergebnisse der T-Zell-Minikulturen von d14 4+ 5 mit
HEK293T_KOB2M/CIITA L TRP2, HEK293T_KOB2M/CITALCSF2RA, Ma-Mel-86B_KO"'™ _CD80" _
CD83", HEK293T_KOB2M/CITA nd K562 als Zielzellen. Der obere Teil der Grafik zeigt ein Saulen-
diagram mit dem relativem Anteil der einzelnen Ziele an den insgesamt im ELlspot gezdhlten Spots
(linke Achse) und die absolute aufsummierte Anzahl der gezihlten Spots fiir die betrachteten Zielzel-
len (rechte Achse) mit schwarzen Querbalken als Markierung. Der untere Teil der Grafik zeigt jeweils
ein Beispiel aus der jeweiligen Kategorie des Reaktionsmusters T-Zell-Minikulturen. Die jeweils fir die
Kategorie ausschlaggebenden Wells wurden schwarz umrandet. BA+: HLA-unabhangige Erkennung des
bekannten Antigens TRP2; UA: HLA-unabhéngige Erkennung eines unbekannten Antigens auf Ma-Mel-
86B_KOC!'™_CD8oM_CD83M; FAp «: fragliche HLA-unabhangige Erkennung bei einer zusatzlichen
Reaktivitit gegen HEK293T_KOB2M/CITA nd K562; FAy: fragliche HLA-unabhangige Erkennung bei
einer zusatzlichen Reaktivitit gegen HEK293T_KQB2M/CIITA, FAk: fragliche HLA-unabhangige Erken-
nung bei einer zusatzlichen Reaktivitat gegen K562; NR: nicht reaktiv.

Zusammenfassend zeigten sich in beiden untersuchten Kohorten somit 15/52 der T-Zell-Minikulturen
reaktiv gegen Ma-Mel-86B_KOC"™ _CD80"_CD83" und nicht gegen HEK293T_KQB2M/CIITA 4,
soweit getestet, nicht reaktiv gegen K562. Zudem zeigten sich diese T-Zell-Minikulturen nicht gleich-
zeitig reaktiv gegen HEK203T_KOB2M/ATALCSFORA und HEK203T_KOB2M/AITALTRP2 (FA( 7).
Zwei dieser 15 T-Zell-Minikulturen zeigten sich eindeutig reaktiv gegen HEK293T_KQB2M/CIITA L TRP2
ohne zusitzliche Reaktivitit gegen HEK293T_KQB2M/CITA L CSFORA (BA;). Somit wurde bei 13/52
T-Zell-Minikulturen eine Reaktivitdit gegen ein unbekanntes HLA-unabhangig erkanntes Antigen
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Kategorie UA BA FA NR
UA | BAc BAy | FA¢+ FAyx FAy FAx | NR
+ + + + + + + -

Ma-Mel-86B_KOC'TA _CDgoM _CD83M

HEK293T_KOB2M/CIITA L CSF2RA - + - + A A |-
HEK293T_KOQB2M/CIITA L TRP2 . - + 4 ) )| -
- - - - _|_ _|_ - -

HEK293T_KQB2M/CIITA
K562 I | B e 4 Y.
13 0 2 4 14 10 8 1

Anzahl 13 2 36 1

Abbildung 16: Ergebnisiibersicht des zweiten ELIspot an d14 + 5. Angegeben sind die Kategorien, in
die die T-Zell-Minikulturen eingeteilt wurden, mit dem entsprechenden Reaktionsmuster gegen die ein-
gesetzten Zielzellen. Zudem Angabe der Anzahl der T-Zell-Minikulturen, die der jeweiligen Kategorie
zugeordnet wurden. UA: HLA-unabhangige Erkennung eines unbekannten Antigens auf Ma-Mel-86B_
KOC!'TA_CD80M_CD83"; BA.: HLA-unabhingige Erkennung des bekannten Antigens CSF2RA; BA+:
HLA-unabhéngige Erkennung des bekannten Antigens TRP2; FA( r: fragliche HLA-unabhangige Er-
kennung bei gleichzeitiger Reaktivitdt gegen die Antigene CSF2RA und TRP2; FAW K fragliche HLA-

unabhangige Erkennung bei einer zusitzlichen Reaktivitit gegen HEK293T_KOB2M/CITA \nd K562; FAy:
fragliche HLA-unabhangige Erkennung bei einer zusatzlichen Reaktivitit gegen HEK293T_KQB2M/CIITA.
FA: fragliche HLA-unabhangige Erkennung bei einer zusatzlichen Reaktivitat gegen K562; NR: nicht
reaktiv. Eine Einordnung in die Kategorien UA, BA- und BA+ erfolgte nur wenn die Anzahl der Spots
der entsprechenden Ziele die von HEK293T_KOB2M/CITA 1nd  soweit getestet, K562 um das fiinffache
uberstiegen.

gesehen (UA). Bei 32/52 der T-Zell-Minikulturen zeigte sich neben der Reaktivitat gegen Ma-Mel-86B_
KOC!'TA_CD80"_CD83" und teilweise auch HEK293T_KOB2M/CITAL CSF2RA oder HEK293T_
KOB2M/CITA L TRP2 auch eine Reaktivitait gegen HEK293T_KOB2M/CITA oder K562 (FA). Eine
Ubersicht iiber die Ergebnisse bietet Abb. 16.

4.2.5 Dritter ELIspot mit allogenen Tumorzelllienien als Ziel

Nach einer dritten Restimulation mit Ma-Mel-86B_KO®"™ _CD80" _CD83" lieBen sich sieben T-Zell-
Minikulturen, die eine Reaktivitat gegen Ma-Mel-86B_KO!'™ _CD80"_CD83" aber nicht gegen K562
oder HEK293T_KOB2M/CIITA zaigten, erneut vermehren. Sie konnten an d21 + 5 gegen verschiedene
allogene Tumorzelllinien im ELIspot getestet werden. Zusatzlich zu allogenen Tumorzelllinien wurde auf
eine Reaktivitat gegen Ma-86-EBV-B getestet. Dieses sind gegen EBV gerichtete B-Zellen der Melanom-
patientin Ma-Mel-86.

Dabei zeigte 56.1.B2 eine Reaktivitat gegen zahlreiche Melanomzelllinien sowie gegen die Glioblastomzell-
linie MZ-219-GB. Sie erkannte 7/19 der allogenen Tumorzelllinien sowie Ma-86-EBV-B. 56.1.D4 erkannte
neben Ma-Mel-86B nur die TRP2-negative Pankreaskarzinomlinie MZ-PC-2 (11) und somit 2/19 der
allogenen Tumorzelllinien. 56.1.E5 erkannte neben Ma-Mel-86B nur die Melanomzelllinie D05-Mel sowie
die beiden AML-Zelllinien NB4 und NOMO-1. 56.1.E5 erkannte 5/19 der allogenen Tumorzelllinien und
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Ma-86-EBV-B. 56.3.C6 hat ein dhnliches Erkennungsmuster wie 56.1.E5. Sie erkannte jedoch zusatz-
lich noch Ma-Mel-86C, Ma-Mel-86F sowie die Lungenkarzinomlinie NW-II-BC, die Ovarialkarzinomlinie
OV-MZ16 und die Nierenzellkarzinomlinie RCC-1973 und damit 11/19 der allogenen Tumorzelllinien
sowie Ma-86-EBV-B. 56.2.A5 erkannte neben Ma-Mel-86C und -86F auch die Melanomzelllinie D41-
Mel sowie die TRP2-negative Pankreaskarzinomlinie MZ-PC-2 (11), die TRP2-negative Glioblastomlinie
MZ-GB-1 (11) und die Nierenzellkarzinomlinie RCC-1973. Damit erkannte sie 6/19 der allogenen Tu-
morzelllinien und Ma-86-EBV-B. 56.3.D7 zeigte nur eine Reaktivitat gegen NOMO-1 und Ma-86-EBV-B.
56.3.G1 zeigte nach den in dieser Arbeit festgelegten Kriterien keine Reaktivitdt gegen die getesteten

Zelllinien. Insgesamt zeigten sich somit noch 6/7 der T-Zell-Minikulturen reaktiv.

4.2.6 Zusammenfassung

Nach Isolation von CD3" T-Zell-Minikulturen aus Nabelschnurblut erfolgte eine Stimulation an d0 und
d7 mit Ma-Mel-86B_KO“"™ _CD80"_CD83"'. An d7 + 5 zeigten sich alle T-Zell-Minikulturen im ers-
ten ELIspot deutlich reaktiv gegen die HLA-negative Stimulatorzelle Ma-Mel-86B_KO®!'™_CD8o"_
CD83". Aus den nach der ersten Restimulation getesteten T-Zell-Minikulturen wurden 52 stark reak-
tive ausgewahlt und an d14 erneut restimuliert. Im darauf an d14 + 5 durchgefiihrten zweiten ELIs-
pot lieBen sich T-Zell-Minikulturen finden, die mit der Stimulatorzelle reagierten aber keine Reaktivi-
tat gegen die anderen HLA-negativen Zielzellen HEK293T_KOB2M/CITA oder K562 zeigten. Zudem
konnten T-Zell-Minikulturen nachgewiesen werden, die sich zusétzlich auch reaktiv gegen HEK293T__
KOB2M/CIITA L TRP2 zeigten. Sieben T-Zell-Minikulturen lieBen sich an d21 erneut mit Ma-Mel-86B_
KOC'TA_CD80M_CD83" restimulieren. Sie wurden an d21 + 5 gegen verschiedene allogene Tumorzell-
linien in einem dritten ELIspot getestet. Dabei zeigten 6/7 T-Zell-Minikulturen eine Reaktivitat gegen

verschiedene allogene Tumorzelllinien.
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Zielzelle

Elispot nach 2. Restimulation (d14 + 5)
Ma-Mel-86B_KO®'™ _CDgo"_CD83"
HEK293T_KOB2M/CIITA L CSF2RA
HEK293T_KOB2M/CITA L TRP2

HEK293T_KQB2M/CIITA

K562

Elispot nach 3. Restimulation (d21 + 5)
Ma-86-EBV-B

Ma-86-EBV-B

Ma-Mel-86A

Ma-Mel-86B

Ma-Mel-86C

Ma-Mel-86F

D05-Mel

D41-Mel

UKRV-Mel-02

Spots NB4
] <100 NOMO-1
[ ] >=100 LC-MZ-16
[ ] >=300 NW-II-BC
[ >= 500 MZ-PC-1
MZ-PC-2

SK-CO-1

MCF-7

MZ-GB-1

OV-MZ16

MZ-219-GB

RCC-1973
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TZ

56.1.B2

56.1.D4

56.1.E5
56.2.A5
56.3.C6
56.3.D7

56.3.G1

A-Mel [5951290[310]405 246280 175]
[73 128 [244] 4 ] 0 [115] 44 |
(28 6 [216] 8 [ 14 [123] 45 |

L0JoJ14]3]0]29[38]
ML =T =TTl =11

A-B  [253] 40 [264[NC]260] 63 [110]
A-Mel 2531 40 [264[NC1260] 63 [110]
A-Mel 0T 0To0 84l 4T 0]0]
A-Mel 5361309]106]435[259] 61 | 1 |

A-Mel (2257 0 T 0 [4701300] 0 [ 0 |
A-Mel [700] 0 ]38 [415]324] 0 | 0 |
Mel (2551 1 [174] 6 [335] 8130
Mel 216 0 [25 [510188 [ 1 | 3 |
Mel 38T 00 J10]5]315] 1]
AML 2T 0 [461][ 15 [111] 1 ] 3 |
AML 101 1 [505] 55 [176] 38 [198]
LK S T1111200[5]4]38]
LK 891 1T [ 0 [55][211] 14]46]
PK [T0]24T4]56]18][0]3]
PK 9 154143110193 [ 38 1 |
KK [oToTol5T0[TT0]
MK [[IT 4219293 [14]
GBK 315158 [ 6 [289]220] 3 [ 0 |
OK 63 [10[21[219] 8 [26]
GB [013T0[5[3[0[1]
NK 311710 [340[214] 5 [ 8 |

Abbildung 17: Ubersicht der ELlspot Ergebnisse an d21 + 5 der T-Zell-Minikulturen mit verschiede-
nen Tumorzelllinien nach einer dritten Restimulation mit Ma-Mel-86B_KO®!'™ CD8o" _CD83". Der
obere Teil der Grafik zeigt die Ergebnisse der Vorversuche von d15 + 5. In den jeweiligen Feldern ist
die absolute Anzahl der gezahlten Spots fiir die betrachteten Zielzelllen angeben. In der Spalte TZ ist
die Art der Tumorzelllinie angegeben. A-Mel: Autologe Melanomzelllinie; A-B: Autologe B-Zellen; Mel:
Melanomzelllinie; AML: Akute myeloische Leukamie; LK: Lungenkarzinom; PK: Pankreaskarzinom; KK:
Kolonkarzinom; GBK: Gallenblasenkarzinom; OK: Ovarialkarzinom; GB: Glioblastom; NK: Nierenzellkar-



5 Diskussion

5.1 Herstellung der Stimulatorzelle aus einer HLA-negativen Melanomzelllinie

In dieser Arbeit sollte das Vorhandensein von HLA-unabhéngigen, tumorreaktiven T-Zellen in Nabel-
schnurblut gesunder Neugeborener gepriift werden. Der HLA-Verlust ist ein wesentlicher Mechanismus
der Immunevasion, der bei Tumorzellen unter dem Selektionsdruck des Immunsystems im Rahmen des
Immunoeditings (vgl. Abschn. 1.2) vorkommen kann (28,29). Um solche HLA-unabhéngigen T-Zellen
spezifisch zu stimulieren sollte eine Stimulatorzelle kein HLA exprimieren. Obwohl phanotypisch HLA-
negativ, konnen Zelllinien, unter dem Einfluss von Zytokinen wie beispielweise IFN-7, dessen Expression
erneut hochregulieren (106,107). Um auch eine solche variable Expression zu vermeiden, sollte in der
Stimulatorzelle sowohl fiir HLA-I als auch HLA-II ein Knockout eines jeweils relevanten Gens etabliert
werden.

Die als Basis ausgewahlte Ma-Mel-86B-Zelllinie ist durch einen in vivo erfolgten biallelischen Defekt
des Gens B2M HLA-I-negativ (108). Um auch die Expression von HLA-II zu unterbinden, wurde in
Ma-Mel-86B mittels TALEN ( Transcription Activator-like Effector Nuclease, engl. fir transkriptionsak-
tivatorartige Effektornuklease) eine biallelische Frame-Shift-Mutation im CI/TA-Gen generiert (96). Der
so entstandene Klon Ma-Mel-86B_KO!'™ tragt somit an seiner Oberflache kein HLA-I/II. Damit war
eine Stimulation (iber diese klassischen HLA-Molekiile ausgeschlossen.

Zudem sollte die Zelle die beiden Oberflachenproteine CSF2RA und TRP2 exprimieren, fiir die in Vor-
versuchen ein HLA-unabhéngige Erkennung gezeigt wurde (11). Die ausgewahlte Ma-Mel-86B-Zelllinie
exprimierte von vornherein beide Proteine.

Um die Stimulation von eventuell HLA-unabhangigen, tumorreaktiven T-Zellen zu unterstiitzen, sollten
in dieser Arbeit zusitzliche Kostimulatoren in Ma-Mel-86B_KO®'™ eingebracht werden. Hierfiir wurden
CD80 und CD83 ausgewahlt. Das auf dendritischen Zellen vorkommende CD80 aktiviert (iber die Bin-
dung von CTLA4 und CD28 T-Zellen (109). Dem vor allem in den interfollikularen T-Zell-Regionen von
immunologischen Organen, wie Lymphknoten oder Milz, vorkommende CD83 wird eine wesentliche Rolle
bei der Pragung von naiven T-Zellen zugeschrieben. Das Vorhandensein von CD83 bei einer Stimulation
verbesserte zudem die Anreicherung von antigenspezifischen T-Zellen (110).

Um nicht wiederholt Transduktionen von Ma—MeI—86B_KOC”TA durchfithren zu missen, sollten beide
Oberflachenproteine in einem Konstrukt zusammengefasst werden. Um im Rahmen der Translation eine
Trennung von CD80 und CD83 zu ermdglichen wurde P2A zwischen die beiden cDNAs eingebracht. P2A
ist eine virale Sequenz welche fiir ein 2A-Peptid kodiert. Diese 2A-Peptide sind eine Klasse von viralen
Strukturmotiven, welche an den Ribosomen im Rahmen der Proteinbiosynthese eine kotranslationale
Trennung der flankierenden Proteine bewirken. Dadurch wird eine dquimolare Expression der durch sie
getrennten Genabschnitte erreicht, ohne dass zusatzliche Promotoren eingefiihrt werden missen. Solche
Konstrukte werden als polycistronisch bezeichnet (111).

Fir die Klonierung wurde, anstatt einer auf Restriktionsenzymen basierenden Klonierung, ein rekom-
binantes Klonierungssystem, das Gateway-Verfahren, genutzt. Rekombinante Klonierungssysteme sind
einer klassischen Restriktion und Ligation sowohl beziiglich der Sicherheit einer korrekten Orientierung
der eingebrachten Gensequenz, als auch bei der Selektion korrekt ausgestatteter Klone tGberlegen. Zudem

ist es in Folgeversuchen leichter moglich die hergestellte Gensequenz in andere Expressionsvektoren zu
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iberfihren (112).

Da es in Vorversuchen jedoch zu einer niedrigen Expression von CD83 kam (C. Walfel, personliche Mit-
teilung), wurde eine Stérung der Expression durch die zwischen den fiir P2A und CD83 kodierenden
Sequenzen liegenden att-Sequenz vermutet. Diese wurde im Rahmen der Generierung des Konstrukt
mittels Gateway-Verfahren eingefiihrt. Um diese im Nachhinein aus dem Konstrukt entfernen zu kdnnen,
wurden flankierend zu der att-Sequenz zwei Smal Erkennungssequenzen in die Primer eingefiihrt. Smal
ist eine Endonuklease, die DNA an einer palindromischen Erkennungsequenz schneidet, wodurch sie ein
blunt end hinterlasst. Leider zeigte die in die rDNA eingebrachte Sequenz von CD80 einen Polymorphis-
mus, welcher zu einer weiteren Smal-Restriktionsstelle fiihrte. Um trotzdem den geplanten Smal-Verdau
durchzufiihren, sollte eine stumme Punktmutation im CD80-Gen generiert werden, welche die Restrik-
tionsstelle entfernt. Als Methode wurde hierfiir eine SDM (vgl. Abschn. 3.1.8) gewahlt. Dabei wurde
eine PCR mit dem Konstrukt und spezifischen Primern durchgefiihrt. Die Sequenz der Primer wurde
so gewahlt, dass im Amplifikat die gewiinschte Punktmutation enthalten ist. Im Anschluss wurde durch
einen Smal Verdau die att-Sequenz im Prozess der Konstruktherstellung entfernt, ohne dass es zu ei-
nem Restriktionsverdau im CD80-Gen kam. Es folgte eine Ligation, um das solchermaBen korrigierte
Konstrukt erneut in seine zirkuldre Form zu bringen. Das korrekte Ergebnis dieser Veranderungen wurde
mittels Sequenzierung lberpriift.

Um eine stabile Expression von CD80 und CD83 in Ma-Mel-86B_KO"TA zu erreichen, wurde ei-
ne retrovirale Transduktion durchgefiihrt (vgl. Abschn. 3.2.6). Sie bietet gegeniiber alternativer Me-
thoden den Vorteil, dass sie mit hoher Effizienz zu einer stabilen Expression der eingebrachten Gen-
abschnitte filhrt (113). Nach retroviraler Transduktion mit dem so hergestellten bicistronischen Kon-
strukt pMX_DEST_attB1_CD807#4>T_P2A_CD83_STOP_attB2 von Ma-Mel-86B_KO"™ wurde
Ma-Mel-86B_KO!"TA_CD80"_CD83" hergestellt.

Nach Klonierung der entstanden Zellen mittels Grenzverdiinnungsverfahren (vgl. Abschn. 3.2.7) wurde
die Expression von CD80 und CD83 und damit die erfolgreiche Transduktion mittels Durchflusszytome-
trie (vgl. Abschn. 3.2.8) gepriift. Hierbei zeigte sich bei dem weiter verwendeten Klon eine starke Expres-
sion von CD80 und CD83 (vgl. Abschn. 4.1.2). Da in dem eingesetzen Durchflusszytometrie-Protokoll
kein Schritt zur Permeabilisierung der Zellmembran durchgefiihrt wurde, war von einer Prasentation der
Proteine an der Zelloberflaiche auszugehen. In dieser Arbeit wurden jedoch keine vergleichenden Sti-
mulationsversuche mit der Ursprungszelllinie Ma-Mel-86B_KO®!'™ durchgefiihrt. Deshalb konnte keine
Aussage dariiber getroffen werden, ob die Ausstattung der Stimulatorzellen mit CD80 und CD83 tat-
sachlich zu einer Verbesserung der Stimulation von T-Zell-Minikulturen aus Nabelschnurblut gefiihrt
hatte.

5.2 Untersuchung von CD3* UCB-Lymphozyten auf HLA-unabhingige T-Zell-
Erkennung

5.2.1 Durchfiihrung der Stimulation

Fur die Isolation der Effektorzellen wurden T-Zellen aus Nabelschnurblut isoliert (vgl. Abschn. 3.2.9).
Nabelschnurblut ist bekanntermaBen eine Quelle fiir naive, nicht-seneszente, antivirale und gegen tu-
morassoziierte Antigene gerichtete T-Zellen (114). Der Nachweis HLA-unabhangiger T-Zellen in Na-
belschnurblut wiirde zudem dafiir sprechen, dass solche T-Zellantworten auch unabhangig von einer
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vorherigen Tumorerkrankung auftreten kénnen.

Um eine Stérung durch andere im Nabelschnurblut vorhandenen Zellen zu vermeiden, sollten nur die
T-Zellen als Effektorzellen fiir die weitere Stimulation verwendet werden. Da T-Zellen positiv fir das
Oberflachenprotein CD3 sind, konnten sie anhand von diesem isoliert werden. Zur Isolation wurde sich
fur eine magnetische Zellseparation (vgl. Abschn. 3.2.11) entscheiden. Um den Anteil von CD3" Zellen
moglichst gering zu halten wurde eine Positiv-Selektion auf CD3 durchgefiihrt (115). Zur Verbesserung
des anfanglichen Wachstums durch einen “Helfer”-Effekt, wurde der bei der magnetischen Zellseparati-
on entstandene CD3" Zelldurchsatz bestrahlt und der ersten Stimulation hinzugegeben. Die Bestrahlung
erfolgte, um ein ungewolltes Wachstum dieser Fraktion zu vermeiden. Zudem erfolgte bei jeder Stimu-
lation und Restimulation die Zugabe der Zytokine IL-12 oder IL-2 sowie IL-7 (vgl. Abschn. 4.2.2). Das
von vielen Bestandteilen des Immunsystems produzierte IL-12 fiihrt sowohl zu einer Verbesserung des
Zellwachstums, als auch zu einem Anreiz fiir naive T-Zellen sich in CD41 T-Zellen zu entwickeln (116).
Es steigert allerdings auch die Aktivitat von NK-Zellen. Dieser Effekt wird durch die Anwesenheit von
IL-2 noch verstérkt, da es zu einer Hochregulierung des IL-12-Rezeptors fiihrt (117). Um dieses zu ver-
meiden wurde IL-12 nur bei der ersten Stimulation gegeben und in den folgenden Stimulationen durch
IL-2 ersetzt. Das in vivo von aktivierten CD4" und CD8" T-Zellen produzierte IL-2 fiihrt im Sinne einer
positiven Riickkopplung zu einer Proliferation der beiden Zellreihen (118). IL-7 wird normalerweise von
Stromazellen des Knochenmarks und des Thymus produziert. Es fiihrt zu einer Verbesserung des Zell-
wachstums von T-Zellen, wobei vor allem das Wachstum der naiven T-Zellen geférdert wird (119,120).
In Vorversuchen (Daten nicht gezeigt), bei denen die Stimulation mit einer erhéhten IL-2 Konzentra-
tion (250U /ml) und zusatzlich mit IL-15 (5ng/ml) durchgefihrt wurde, zeigte sich eine deutliche
Reaktivitat nahezu aller T-Zell-Minikulturen sowohl gegen die Stimulatorzelle Ma-Mel-86B_KOQ®!'™A_
CD80M_CD83" als auch gegen K562. Fiir IL-15 ist neben einer Steigerung der Proliferation der T-
Zellen auch eine Stimulation von NK-Zellen beschrieben (121). Eine Kontamination mit CD3~ NK-Zellen
wdére nicht ganzlich auszuschlieBen gewesen, da es bei einer Positivselektion mittels MACS zu einer
geringfigigen Kontamination mit CD3™ Zellen kommen kann (115). Neben den NK-Zellen wiére eine
Zellpopulation, die dieses Bild gezeigt haben kénnte, CIK-Zellen (cytokin induced killer cell, engl. fir
Zytokin induzierte Killerzelle). Sie exprimieren wie NK-Zellen CD56 aber zusatzlich auch CD3 auf der
Zelloberflache (122). In der Literatur wird fiir sie, neben einer HLA-abhangigen Erkennung von Zielzellen,
auch eine HLA-unabhéngige Erkennung beschrieben. Wie NK-Zellen kénnen sie HLA-negative Zielzellen
erkennen (123,124). Solche CIK-Zellen werden ex vivo durch verschieden Stimulationsprotokolle gene-
riert. Hierbei werden T-Zellen beispielsweise mit IFN-y (1000U /ml), CD3-Antikérper (100ng/ml) sowie
IL-1 (100U /ml), IL-2 (500U /ml) und IL-15 (10ng/ml) stimuliert (125).

Die in den Vorversuchen gesehene unspezifische Reaktivitat lieB sich schlieBlich durch eine Anpassung
des fiir die Stimulation verwendeten Protokolls reduzieren. Dieses wurde durch eine Reduktion des ein-
gesetzten IL-2 (100U /ml) und ein weglassen von IL-15 erreicht. Hierrunter kam es zu den in dieser
Arbeit beschriebenen Ergebnissen mit einer deutlichen Abnahme des Anteils an gegen K562 reaktiven
T-Zell-Minikulturen. Dadurch konnte jedoch nur die letzte der insgesamt fiinf untersuchten Nabelschnur-
blutproben ausgewertet werden, wodurch nur die Daten eines Individuums zur Verfiigung standen.
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5.2.2 Ergebnisse des ersten ELIspot mit der Stimulatorzelle als Ziel

Zur Bestimmung der Reaktivitdt wurden 288 T-Zell-Minikulturen aus Nabelschnurblut mit der HLA-I/II
negativen Melanomzelllinie Ma-Mel-86B_KO®"'™ _CD80"_CD83"" an d0 und d7 stimuliert. Im
Anschluss wurde an d7 + 5 der erste ELIspot durchgefiihrt (vgl. Abschn. 3.2.13), um eine Reaktivitat
gegen die Stimulatorzelle nachzuweisen. Bei dem in dieser Arbeit durchgefiihrt ELIspot wurde IFN-vy
nachgewiesen. In vivo wird IFN-y von CD3% T-Zellen aber auch nach Aktivierung von NK-Zellen
und NKT-Zellen ausgeschiittet (126). Es erlaubte somit die Darstellung einer Aktivierung der in den
T-Zell-Minikulturen enthaltenen Zellen und damit den Nachweis einer Reaktivitat gegen die eingesetzten
Zielzellen. Eine Expression der klassischen HLA-Molekiile HLA-I/1l war durch die biallelische in vivo Mu-
tation im B2M-Gen (108) und die mittels TALEN eingebrachte biallelische Mutation im CI/ITA-Gen (96)
ausgeschlossen. Somit sprach eine Reaktivitat gegen Ma-Mel-86B_KO®!'™_CD80"_CD83" fiir einen
HLA-unabhangigen Erkennungsmechanismus.

Hier zeigten im Ergebnis alle T-Zell-Minikulturen eine deutliche Reaktivitit gegen Ma-Mel-86B__
KO _CD80M_CD83"". Es wurden jedoch keine Leerversuche ohne Zielzellen durchgefiihrt. Somit
konnte nicht ausgeschlossen werden, dass die gesehene Reaktivitat durch eine spontane Freisetzung von
IFN-v ausgeldst wurde.

5.2.3 Ergebnisse des zweiten ELIspot mit verschiedenen Zielzellen

Die gesehene Reaktivitat sollte in einem nachsten Schritt mit weiteren Zielzellen eingeordnet werden.
Idealerweise ware zur Priifung, ob die in dieser Arbeit gesehene Reaktivitat tatsichlich gegen ein HLA-
unabhangig erkanntes Antigen gerichtet war, eine Kontrollzelle nétig gewesen, die kein HLA und keine
Antigene enthéhlt, die (iber einen HLA-unabhangigen Mechanismus erkannt werden. Da dieses Antigen
Repertoire nicht definiert war, konnte eine solche Zelle nicht generiert werden. Es wurden stattdessen die
beiden Zelllinien K562 und HEK293T_KOB2M/CIITA yerwendet. K562-Zellen weisen eine allenfalls geringe
Expression von HLA-1/Il auf (127) und werden deshalb als "klassische” NK-Zielzellen (98) genutzt (vgl.
Abschn. 2.11.2). Fir K562 wurde jedoch gezeigt, dass es unter bestimmten Umsténden, wie beispielswei-
se dem Vorhandensein von humanen IFN-+, zu einer erneuten Prasentation von HLA-I kommen kann (99).
Zusatzlich wurde deshalb auch die HEK293T eingesetzt. Fiir sie wurde ebenfalls eine Erkennung durch
NK-Zellen beschrieben (128). In der hier verwendeten Zelllinie HEK293T_KOB2M/CIITA yyrde mittels TA-
LEN eine biallelische Frame-Shift-Mutation im B2M- und im C/ITA-Gen etabliert (vgl. Abschn. 2.11.4).
Hierdurch exprimierte sie weder HLA-I noch HLA-II und sollte damit ein gutes Ziel fiir Effektorzellen gewe-
sen sein, die ihr Ziel nach einem NK-Zell-dhnlichem Erkennungsmuster erkannten. Eine Erkennung von
HLA-1/1I negativen HEK293T_KOB2M/CITA_7Zellen oder K562-Zellen zusitzlich zur Stimulatorzelllinie
hatte somit bedeutet, dass entweder die betreffende T-Zellpopulation gegen ein gemeinsames Oberfla-
chenantigen von Melanomzellen und HEK293T-Zellen beziehungsweise K562-Zellen gerichtet war oder
dass es sich um eine NK-Zell-dhnliche Aktivitat handelte. Da T-Zell-Minikulturen verwendet wurden,
waren zudem auch Mischkulturen denkbar gewesen, die T-Zellen verschiedener Reaktivitatsmuster ent-
hielten. Da aufgrund des Reaktionsmusters dieser T-Zell-Minikulturen eine NK-Zell-dhnliche Reaktivitat
nicht auszuschlieBen war, wurden sie nur als fraglich gegen ein HLA-unabhangig erkanntes Antigen
gerichtet (FA) eingeordnet. T-Zell-Minikulturen, die nur Ma-Mel-86B_KO®!'™ _CD80"_CD83" erkann-
ten, wurden dementsprechend als gegen ein unbekanntes HLA-unabhéangig erkanntes Antigen gerichtet
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(UA) gewertet. Um in diese Kategorie eingeordnet zu werden, musste die Anzahl der Spots der be-
trachteten T-Zell-Minikultur mit Ma-Mel-86B_KO®"™ _CD80"_CD83" als Ziel die von HEK293T_
KOB2M/CIITA nd, soweit getestet, K562 um das fiinffache iibersteigen. Zusitzlich zu diesem Nachweis
von unbekannten HLA-unabhangig erkannten Antigenen sollte auch auf eine Reaktivitat gegen die beiden
bekannten Antigene CSF2RA und TRP2 getestet werden. Da die der Stimulatorzelle zugrundeliegende
Zelllinie Ma-Mel-86B natirlicher Weise CSF2RA und TRP2 exprimiert (vgl. Abschn. 2.11.1), war es
erforderlich weitere Zielzellen einzusetzen, um eine gegen TRP2 beziehungsweise CSF2RA gerichtete Re-
aktivitat zu erkennen. Hierfir wurden die, aus HEK293T_KOB2M/CITA mittels Lipofectamine transient
transfizierten Zellen HEK293T_KOB2M/CITALTRP2 und HEK293T_KOB2M/CIITAL CSF2RA verwendet.
T-Zell-Minikulturen, die zusatzlich zu Ma-Mel-86B_KO®'™_CD80"_CD83" eine dieser Zelllinien er-
kannten, wurden als gegen ein bekanntes HLA-unabhéngig erkanntes Antigen gerichtet eingruppiert
(BA). Auch fiir diese Kategorie wurden nur T-Zell-Minikulturen gewertet, deren gemessenen Spots die
von HEK293T_KOB2M/CIITA nd, soweit getestet, K562 um das fiinffache iiberstiegen.

Zur weiteren Einordnung der Reaktivitdt wurden somit 52 der, im ersten ELIspot an d7 + 5 stark ge-
gen Ma-Mel-86B_KO®"™ _CD80"_CD83"" reaktiven, T-Zell-Minikulturen ausgewihlt und erneut an
d14 mit Ma-Mel-86B_KO®"™ _CD80"_CD83" stimuliert. AnschlieBend erfolgte an d14 + 5 ein zweiter
ELIspot dieser T-Zell-Minikulturen als Effektorzellen und mit Ma-Mel-86B_KO®!'™ _CD80oM_CD83",
HEK293T_KOB2M/CITAL CSF2RA, HEK293T_KOB2M/CITAL TRP2 sowie mit HEK293T_KOB2M/CIITA
und teilweise auch mit K562 als Zielzellen. Dabei wurden 36/52 T-Zell-Minikulturen als nur fraglich
gegen ein HLA-unabhangiges Antigen gerichtet gewertet. Von diesen wurden 32 T-Zell-Minikulturen
in diese Kategorie einsortiert, da sie entweder gegen HEK293T_KOQB2M/CIITA (FA ) K562 (FA) oder
gegen beide Zellen (FAH/K) reaktiv waren. Bei diesen T-Zell-Minikulturen war sowohl| eine Reaktivitat
gegen ein unbekanntes HLA-unabhingig erkanntes Antigen, das sich sowohl auf Ma-Mel-86B_KO®!'™_
CD80M_CD83" als auch auf HEK293T_KOB2M/CITA oder K562 befindet, als auch eine unspezifische,
NK-Zell-ahnlichen Reaktivitat moglich. Weitere vier wurden als fraglich gewertet, da sie zusatzlich zu Ma-
Mel-86B_KO"™ _CD80"_CD83" sowohl gegen HEK293T_KOB2M/CITA L CSFORA und HEK293T_
KQB2M/CIITA L TRP2 reaktiv getestet wurden (FAc/7). Da die Frequenz von einer HLA-unabhéngigen
Erkennung von CSF2RA oder TRP2 als niedrig eingeschatzt wurde, erschien eine gleichzeitige Reaktivi-
tat gegen beide Antigen unwahrscheinlich. Um bei der Auswertung die gegen ein HLA-unabhangig er-
kanntes Antigen reaktiven T-Zell-Minikulturen nicht zu iiberschatzen, wurden diese T-Zell-Minikulturen
ebenfalls als nicht eindeutig gegen ein HLA-unabhingiges Antigen gerichtet gewertet. Bei 15/52 T-Zell-
Minikulturen lieB sich hingegen eine Reaktivitat gegen Ma-Mel-86B_KO®!'™A_CD80"_CD83"" ohne ei-
ne Reaktivitit gegen HEK293T_KOB2M/CIITA \1nd  soweit getestet, gegen K562 nachweisen. Bei zwei
der T-Zell-Minikulturen lieB sich zudem eine zusatzliche Reaktivitdt ausschlieBlich gegen HEK293T_
KOB2M/CITA L TRP2 zeigen. Somit wurde eine HLA-unabhangige Reaktivitit gegen das bekannte Anti-
gen TRP2 nachgewiesen (BA+). Sicher gegen CSF2RA reaktive T-Zell-Minikulturen wurden nicht iden-
tifiziert (BAc). Bei den restlichen 13/52 nur gegen Ma-Mel-86B_KO!'™_CD80"_CD83" reaktiven
T-Zell-Minikulturen war mit hoher Sicherheit von einer Erkennung eines unbekannten HLA-unabhangig
erkannten Antigens auszugehen (UA).

Die Frequenz von HLA-unabhingig reagierenden T-Zellen in UCB #56 kann nur abgeschatzt werden,
da von den 288 reaktiven T-Zell-Minikulturen nur 52 fiir die weitere Testung mitgefiihrt wurden. Zudem

wurden keine klonierten T-Zellen sondern aus 5 - 10* CD3"-Zellen gebildete T-Zell-Minikulturen ver-
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wendet. Um die Frequenz abzuschatzen wurde davon ausgegangen, dass pro T-Zell-Minikultur nur eine
T-Zelle fiir die Reaktivitat verantwortlich war. T-Zell-Minikulturen, die eine Reaktivitat gegen K562 oder
HEK293T_KOB2M/CIITA zeigten oder sowohl mit HEK293T_KOQB2M/CITAL CSF2RA und HEK293T_
KOB2M/CIITA L TRP2 reagierten, wurden nicht eingeschlossen. In den 52 im zweiten ELlspot getesteten
T-Zell-Minikulturen wurden insgesamt 2,6 - 106 CD3%-Zellen eingesetzt. Damit ergab sich bei 13 aus-
schlieBlich gegen Ma-Mel-86B_KO!"™ _CD80"_CD83" reaktiven T-Zell-Minikulturen eine geschitzte
Frequenz fiir T-Zellen, die ein unbekanntes Antigen HLA-unabhangig erkannten, von ~ 5,0 - 107,
Fiir zwei T-Zell-Minikulturen, die sich zusatzlich zu Ma-Mel-86B_KO"™ _CD80"_CD83"" auch gegen
HEK293T_KOB2M/CIITA L TRP2 reaktiv zeigten, ergab sich eine geschatzte Frequenz fiir T-Zellen, die
TRP2 HLA-unabhangig erkannten, von ~ 7.7 - 10~ (BA7).

Im weiteren soll diskutiert werden, ob noch weitere Mechanismen fiir die gesehene Reaktivitat infrage
kamen. Eine Stimulation mit Ma-Mel-86B_KO®"™ CD80" _CD83" iiber die klassischen HLA-Molekiile
HLA-1/11 ist durch die biallelische in vivo Mutation im B2M-Gen (108) und die mittels TALEN einge-
brachte biallelische Mutation im CIITA-Gen (96) ausgeschlossen. Es gibt jedoch noch weitere Molekiile
aus der HLA-Familie, welche die gesehene Reaktivitat vermittelt haben konnten. Die HLA-I-Klasse wird
weiter in klassische (vgl. Abschn. 1.3.1), nicht klassische (vgl. Abschn. 1.3.2) und HLA-I-dhnliche Mo-
lekiile (vgl. Abschn. 1.3.3) unterteilt. Diese Molekiile werden, bis auf die beiden nicht klassischen HLA-
[-Molekiile MICA und MICB, nur B2M-abhéangig auf der Zelloberfliche prasentiert. Sie konnten somit
von Ma-Mel-86B_KO®"™ _CD80" _CD83" nicht exprimiert werden. Auch war nicht von einer durch
MICA oder MICB getragen Reaktivitat auszugehen, da sie nicht in der Lage sind spezifische Peptide
zu prasentieren. Sie werden im allgemeinen bei Stressreaktionen von Zellen vermehrt exprimiert (12).
Die HLA-II-Klasse wird neben den klassischen noch in die nicht klassischen HLA-Il unterteilt. Nicht
klassische HLA-1I-Molekiile (vgl. Abschn. 1.3.5) sind zwar an der Antigenprozessierung beteiligt, werden
jedoch nicht an der Oberflache der Zelle prasentiert (51,52). Somit war nicht davon auszugehen, dass
die gesehene Reaktivitat durch andere HLA-Molekiile vermittelt wurde.

Neben den im Rahmen dieser Arbeit gesuchten HLA-unabhangigen T-Zellen kamen jedoch auch weitere
Zellen in Frage, welche ein ahnliches Reaktionsmuster gezeigt haben konnten. Als erstes war hier die Mog-
lichkeit einer Kontamination der T-Zell-Minikulturen mit NK-Zellen in Betracht zu ziehen. Diese sind im
Rahmen der Immunabwehr in der Lage Tumorzellen, die kein HLA mehr tragen, zu erkennen (129). Eine
solche Erkennung hatte zu einer Aktivierung von NK-Zellen gefiihrt und damit eine Ausschiittung von
IFN-~ nach sich gezogen (126). Dass NK-Zellen einen Anteil an der Reaktivitat der T-Zell-Minikulturen
hatten, wurde auch dadurch wahrscheinlicher, dass im Nabelschnurblut erhohte Konzentration an NK-
Zellen zu finden sind (95). Zudem wurde gezeigt, dass das in die Stimulatorzelle eingebrachte CD80 ein
moglicher zusatzlicher Trigger fiir die Aktivierung von NK-Zellen ist (130). Da NK-Zellen als CD56™
CD3 charakterisiert sind, sollten durch die initial durchgefiihrte Isolation auf CD3" Zellen unter den
zur Stimulation eingesetzten Zellen, keine NK-Zellen mehr zu finden gewesen sein. Es wurde jedoch in
anderen Arbeiten gezeigt, dass auch bei einer Positivselektion mittels MACS ein sehr niedriger Anteil an
nicht markierten Zellen im Durchfluss gefunden werden kann (115). Zudem hétte das bei der Stimulation
eingesetzte IL-2 und IL-12 auch zu einer Expansion der NK-Zellen gefiihrt (118). Somit konnte nicht
komplett ausgeschlossen werden, dass in einigen der T-Zell-Minikulturen NK-Zellen proliferierten. In
dieser Arbeit wurden jedoch T-Zell-Minikulturen gefunden, welche eine deutliche Reaktivitat gegen Ma-
Mel-86B_KO®"™ _CD80M_CD83" und nicht gegen die HLA-negative Zielzelle HEK293T_KQB2M/CIITA
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sowie gegen K562 zeigten (vgl. Abschn. 4.2.4). Bei diesen T-Zell-Minikulturen war mit hoher Sicherheit
nicht von einer NK-Reaktivitat auszugehen.

Eine weitere Zellpopulation, die in diesem Zusammenhang betrachtet werden musste, war die der NKT-
Zellen (vgl. Abschn. 1.4.3.5). NKT-Zellen exprimieren im Gegensatz zu NK-Zellen neben CD56 auch
CD3 (65). Sie sind nach Aktivierung ebenfalls in der Lage IFN-vy auszuschiitten (131). In der Literatur
wird vorwiegend eine Erkennung von Lipidantigenen beschrieben (132) (vgl. Abschn. 1.4.3.5). Da die
durchgefiihrte Selektion auf CD3™ Zellen NKT-Zellen nicht ausgeschlossen hatte, waren sie ein moglicher
Bestandteil der T-Zell-Minikulturen gewesen. Allerdings ist fiir NKT-Zellen vor allem eine Erkennung liber
das MHC-I-3hnliche CD1D beschrieben (68). Da dieses jedoch nur B2M-abhangig auf der Zelloberfla-
che exprimiert wird, kann es somit von Ma-Mel-86B_KO®"™ _CD80"_CD83" nicht prasentiert werden.
Somit ist auch eine Erkennung der Stimulatorzellen durch NKT-Zellen in den T-Zell-Minikulturen un-
wahrscheinlich.

Eine weitere Zellpopulation, die beachtet werden musste, waren CIK-Zellen. Sie exprimieren, dhnlich den
NKT-Zellen ebenfalls sowohl CD3 als auch CD56 auf der Zelloberflache. In der Literatur wird neben
einer HLA-abhangigen Erkennung von Zielzellen auch eine HLA-unabhangige Erkennung beschrieben.
Wie NK-Zellen konnen sie auch HLA-negative Zellen erkennen (123,124). Die Generierung von solchen
CIK-Zellen geschieht dabei ex vivo durch verschiedene Stimulationsprotokolle. Wie in Abschn. 5.2.1
beschrieben, fiihrte in Vorversuchen (Daten nicht gezeigt) eine erhéhte IL-2 Konzentration und die zu-
satzlich Gabe von IL-15 zur einer breiten Reaktivitat aller T-Zell-Minikulturen, auch gegen K562. Es
wurde deshalb von einer Expansion von CIK- oder NK-Zellen ausgegangen. Da nach Anderung auf das
in dieser Arbeit beschriebene Protokoll, eine differenzierte Reaktivitat der T-Zell-Minikulturen gesehen
wurde, war nicht mehr von einer breiten Expansion dieser Zellpopulationen auszugehen.

Zuletzt kamen auch noch die CD3™ ~:0-T-Zellen (vgl. Abschn. 1.4.4) als Ausléser der hier beschriebe-
nen Aktivitat in Frage. Jedoch machen sie im Nabelschnurblut nur einen Anteil unter einem Prozent
aus (133) und scheinen nach Aktivierung nur wenig IFN-v zu produzieren (134). In Protokollen zur ex
vivo Vervielfaltigung dieser Zellpopulation werden neben dem hier verwendeten IL-2 auch kleine, syn-
thetische Aminophosphate verwendet (133,135), die im Rahmen dieser Arbeit nicht zum Einsatz kamen.
Eine Expansion dieses Zelltyps in den hier untersuchten T-Zell-Minikulturen erscheint deswegen unwahr-
scheinlich. Zudem wurde in vorherigen Arbeiten im Melanommodell Ma-Mel-86 gezeigt, dass die dort
beobachtete HLA-unabhangige Tumorzellerkennung ausnahmslos durch a:8-TCR vermittelt wurde (11).
Zusammenfassend war deshalb mit hoher Sicherheit davon auszugehen, dass die gesehene Reaktivitat
auf HLA-unabhangige Weise durch «:[3-T-Zellen vermittelt wurde.

5.2.4 Ergebnisse des dritten ELIspot mit allogenenn Tumorzelllinien als Ziel

Nach erneuter Restimulation an d21 lieBen sich noch 7/19 der gegen Ma-Mel-86B_KO®!'™_CD8o" _
CD83" aber nicht gegen HEK293T_KOB2M/CIITA 1nd K562 reaktiven T-Zell-Minikulturen fiir einen drit-
ten ELIspot an d21 + 5 vermehren. Mit diesen erfolgte eine Testung gegen verschiedene allogene Tumor-
zelllinien und Ma-86-EBV-B. Die T-Zell-Minikulturen 56.1.B2 und 56.2.Ab zeigten eine Reaktivitat gegen
zahlreiche der eingesetzten Melanomzelllinien und héatten somit gegen ein Melanom-assoziiertes Antigen
gerichtet sein konnen. 56.1.E5 zeigte sich, neben den Melanomzelllinien Ma-Mel-86B und D05-Mel, reak-
tiv fiir die beiden AML-Zelllinien NB4 und NOMO-1. Dabei wurde NOMO-1 aus den Knochenmarkszellen
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einer Patientin mit akuter myeloischer Leukdmie gewonnen (136). NB4 wurde aus dem Knochenmark
einer mit einer Promyelozytenleukamie erkrankten Patientin generiert (137). Somit konnte es sich um ein
Antigen gehandelt haben, welches, dhnlich wie CSF2RA, auch auf myeloischen Zellen zu finden ist (138).
56.3.C6 hatte ein dhnliches Erkennungsmuster wie 56.1.E5, erkannte jedoch noch weitere solide Tumore.
Auch 56.3.G1 zeigt eine Erkennung von NOMO-1 ohne jedoch die anderen allogenen Tumore zu erken-
nen. Ursdchlich kénnte ein anderes myeloisches Antigene sein, dass sich nicht auf NB4 findet. 56.1.D4
erkannte neben seiner Stimulatorzelle nur die TRP2-negative Pankreaskarzinomlinie MZ-PC-2 (11). Die
Reaktivitat der T-Zell-Minikultur 56.3.D7 schien riicklaufig gewesen zu sein, da keine Reaktivitat iiber
dem in dieser Arbeit festgelegtem Grenzwert gesehen wurde. Insgesamt zeigten sich somit noch 6/7
T-Zell-Minikulturen reaktiv. Hiervon zeigte jedoch keine eine Reaktivitat gegen die CSF2RA und TRP2
exprimierende Ma-Mel-86C oder die TRP2 exprimierende Ma-Mel-86F. Auch die ebenfalls HLA-negative
und TRP2 exprimierende Melanomzelllinie UKRV-Mel-02 (11) wurde nicht erkannt.

Die Ergebnisse dieser Auswertung mussten jedoch mit deutlicher Vorsicht betrachtet werden, da die
meisten Tumorzelllinien nicht HLA-negativ waren, sodass auch eine Reaktivitat auf allogenes HLA nicht
ausgeschlossen werden konnte. Zudem erfolgte keine Blockade mit CD3, um eine Reaktivitat ber den
TCR nachzuweisen. AuBerdem wurden keine Leerversuche ohne Zielzellen zum Ausschluss einer unspe-
zifischen Reaktivitat durchgefiihrt. Allerdings fanden sich keine T-Zell-Minikulturen, die gegen alle in

dieser Untersuchung getesteten Zielzellen reaktiv waren.

5.3 Ausblick

Die Immuntherapie von Tumorerkrankungen wird durch ahnliche Mechanismen erschwert, wie sie auch
im Rahmen des Immunoeditings in vivo vorkommen. Ein wesentlicher Mechanismus dieser Immunevasion
ist der Verlust von HLA, welcher die T-Zell-getragene Immunantwort und damit auch die Moglichkei-
ten einer T-Zell-Therapie einschrankt. Waren wir in der Lage HLA-unabhéngige tumorreaktive T-Zellen
zu generieren, konnten wir das Feld der einer zelluldren Immuntherapie zuganglichen Tumoren deutlich
erweitern. Entweder konnten so generierte T-Zellen direkt in der Therapie eingesetzt oder die fiir die
Tumorreaktivtidt verantwortlichen Rezeptoren isoliert und in einer adoptiven T-Zell-Therapie verwendet
werden. Bei einer HLA-unabhangigen Erkennung wiirde es zudem zu keiner Stérung durch seltene HLA-
Phanotypen kommen.

Im Rahmen dieser Arbeit lieBen sich aus Nabelschnurblut T-Zell-Minikulturen identifizieren, welche eine
spezifische Reaktion gegen ihre HLA-negative, aus einer Melanomzelllinie stammende, Stimulatorzelle
zeigten. Zudem zeigte ein Teil dieser T-Zell-Minikulturen zusatzlich eine Reaktivitat gegen TRP2. Daher
kann Nabelschnurblut prinzipiell als Quelle fir HLA-unabhangige T-Zellen und deren Rezeptoren dienen.
In Zukunft konnt Nabelschnurblut anderer Individuen mit anderen HLA-negativen Tumorzelllinien stimu-
liert werden, um so reaktive T-Zellen zu isolieren. Aus ihnen konnten dann weitere HLA-unabhangige,
tumorreaktive Rezeptoren isoliert werden und nach Priifung der Sicherheit und Effektivitat gegebenenfalls
therapeutisch angewandt werden.
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6 Zusammenfassung

Im Blut der Melanompatientin Ma-Mel-86 mit HLA Klasse I-negativen Metastasen wurde im Krank-
heitsverlauf das Auftreten einer HLA-unabhangigen antitumoralen T-Zellreaktion beobachtet, die durch
CD8-positive zytotoxische a:B-T-Zellen vermittelt war. Zwei Zielantigene dieser T-Zellen wurden bis-
lang identifiziert, namlich CSF2RA (engl. fiir colony stimulating factor 2 receptor subunit alpha) und
TRP2 (engl. fir tyrosinase related protein 2). Diese Antigene werden von den jeweiligen T-Zellrezeptoren
auf der Zelloberflache erkannt. In der vorliegenden Arbeit sollte herausgefunden werden, ob sich HLA-
unabhangige T-Zellen gegen die oben genannten bekannten und gegen unbekannte Tumor-assoziierte
Antigene in Nabelschnurblut (UCB, engl. fiir umbilical cord blood) nachweisen lassen. Dafiir sollten UCB-
Lymphozyten mit HLA-negativen Tumorzellen stimuliert und expandiert werden. Bereits im Vorfeld war
dafiir in der Zelllinie Ma-Mel-86B, welche aufgrund einer spontanen biallelischen B2M-Geneletion kein
HLA Klasse | auf der Oberflache tragt, durch einen TALEN-vermittelten Knockout des Gens CI/ITA die
Expression von HLA Klasse |I-Molekiilen ausgeschaltet worden. Zur Verbesserung der Stimulationseigen-
schaften sollten nunmehr diese HLA Kilasse |/ll-negativen Zellen mit den kostimulatorischen Molekiilen
CD80 und CD83 ausgestattet werden. Daflir wurde im ersten Schritt ein fiir CD80 und CD83 kodie-
rendes, funktionale bicistronisches Konstrukt im retroviralen Vektor pMX hergestellt, in dem die Gene
fiir die beiden Proteine durch eine fiir das virale Strukturmotiv P2A kodierende Gensequenz getrennt
waren, um eine moglichst dquimolare Expression beider Molekiile zu erreichen. HLA Kilasse 1/1l-negative
Ma-Mel-86B-Zellen wurden mit dem Konstrukt retroviral transduziert, die daraufhin beide kostimulatori-
schen Molekiile hoch und stabil exprimierten und fiir die Stimulation von UCB-Lymphozyten eingesetzt
wurden. Aus Nabelschnurblut wurden CD3-positive T-Zellen isoliert und in Minikulturen zu je 5 - 10*
Zellen mit den vorbereiteten HLA-negativen Melanomzellen stimuliert. Die Responderlymphozyten der
Minikulturen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten hinsichtlich der Erkennung HLA Klasse I/Il-negativer
Melanomzellen, HLA Klasse |/lI-negativer HEK293T-Zellen, die TRP2 bzw. CSF2RA nach Transfektion
iiberexprimierten, und K562-Zellen getestet. Gefunden wurden Minikulturen, die nur HLA-negative Mela-
nomzellen, aber nicht Antigen-Transfektanten und nicht K562 als Zielzelle natiirlicher Killlerzellen, sowie
Minikulturen, die neben HLA-negativen Melanomzellen auch TRP2-Transfektanten, jedoch nicht K562,
erkannten. Erstere wurden als reaktiv gegen unbekannte Antigene auf der Oberflache von Melanomzel-
len, letztere als TRP2-spezifisch gewertet. Sicher gegen CSF2RA gerichtete T-Zellen wurden nicht iden-
tifiziert. Die geschatzten Frequenzen HLA-unabhangiger T-Zellen in CD3-positiven UCB-Lymphozyten
lagen bei ~ 5,0 - 107° fir T-Zellen gegen Melanom-assoziierte Antigene und bei ~ 7,7 - 1077 fiir
T-Zellen gegen TRP2. Somit wurde mit Hilfe HLA Klasse 1/1l-negativer Tumorzellen das Vorhandensein
von HLA-unabhangigen T-Zellen gegen TRP2 und andere Zielantigene in Nabelschnurblut nachgewie-
sen. Nabelschnurblut kann deshalb als Quelle fiir HLA-unabhéngige, Tumor-reaktive T-Zellen und deren
Rezeptoren dienen. lhre therapeutische Anwendung wiirde es ermoglichen, den Verlust von HLA als ei-
nen wesentlichen Mechanismus der Immunevasion von Tumoren zu umgehen. Zudem wiirde der Einsatz

HLA-unabhangiger T-Zelleffektoren breite Anwendungsoptionen versprechen.
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7 Appendix

7.1 Vektorkarten
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Abbildung 18: Vektorkarte von pDONR221 P1-P2. att: Rekombinationssequenz; ccdB: Toxingen B des
ccd-Systems; CmR: Chloramphenicol-Resistenzgen; M13: Sequenzierungsprimersequenz des Bakteriopha-
gen M13; T2/T7: T2 und T7 Transkriptionsterminatoren der ribosomalen Proteinbiosynthese.
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Abbildung 19: Vektorkarte von pDONR221_P1_ccdb_P5r. att: Rekombinationssequenz; ccdB: Toxin-
gen B des ccd-Systems; CmR: Chloramphenicol-Resistenzgen; M13: Sequenzierungsprimersequenz des
Bakteriophagen M13; T2/T7: T2 und T7 Transkriptionsterminatoren der ribosomalen Proteinbiosynthe-
se.
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Abbildung 20: Vektorkarte von pDONR221 P5-P2. att: Rekombinationssequenz; ccdB: Toxingen B des
ccd-Systems; CmR: Chloramphenicol-Resistenzgen; M13: Sequenzierungsprimersequenz des Bakteriopha-
gen M13; T2/T7: T2 und T7 Transkriptionsterminatoren der ribosomalen Proteinbiosynthese.
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Abbildung 21: Vektorkarte von pMX_DEST Gateway #3. att: Rekombinationssequenz; ccdB: Toxin-
gen B des ccd-Systems; CmR: Chloramphenicol-Resistenzgen; LTR: lange terminale Wiederholung, be-
fahigen durch sie flankierte Gene zur Reintegration in das Genom (Transposition); AmpR: Ampicillin-

Resistenzgen; Pro: Promotor; psi: psi packaging singal, essentielle Proteine fiir die Verpackung der Vi-
ruserbinformation in das Capsid; SE206: Sequenzierungsprimersequenz.
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Abbildung 22: Vektorkarte von pMX_DEST_attB1_CD807#4>T_P2A_CD83_STOP_attB2. att: Re-
kombinationssequenz; +CD80g und +CD83g: kostimulatorische Proteine; P2A: Gensequenz zur kotrans-
lationalen Trennung; Smal: Smal-Bindungsstelle; STOP: STOP-Codon; LTR: lange terminale Wieder-
holung, befdhigen durch sie flankierte Gene zur Reintegration in das Genom (Transposition); AmpR:

Ampicillin-Resistenzgen; Pro: Promotor; psi: psi packaging singal essentielle Proteine fiir die Verpackung
der Viruserbinformation in das Capsid; SE206: Primersequenz fiir Sequenzierung.
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Abbildung 23: Vektorkarte von pCOLT-GALV und pHIT60. gag und pol: Polymerase- und Strukturprotein

von MLV (murine leukemia viruses, engl. fir murines Leukamievirus); env: Hillenprotein des Gibbonaffen-
Leukamievirus (GALV). Komplette Sequenz der Vektoren nicht publiziert.
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7.2 ELlspot Messungen
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Abbildung 24: Messung der ELIspot Ergebnisse an d7 + 5 der T-Zell-Minikulturen nach ersten Restimu-

lation mit Ma-Mel-86B_KOC!'TA _CD80" CD83"" als Stimulatorzelle und als Ziel

(Platte 1 und Platte

2; Platte 3 nicht gezeigt). NC (nzt countable, engl. fiir nicht zahlbar).
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Abbildung 25: Messungen der ELIspot Ergebnisse an d14 + 5 der T-Zell-Minikulturen mit verschiedenen
Zielzellen nach der zweiten Restimulation mit Ma-Mel-86B_KO“'™_CD80"_CD83". NC (not counta-
ble, engl. fiir nicht zahlbar), N (nicht getestet).
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Abbildung 26: Messungen der ELIspot Ergebnisse an d21 + 5 der T-Zell-Minikulturen mit verschiedenen

Tumorzelllienien nach einer dritten Restimulation mit Ma-Mel-86B_ KO _CDgoM

CD83". NC (not

countable, engl. fiir nicht zahlbar).
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10 Lebenslauf

Entfallt in der elektronischen Version.
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