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1 Einleitung

1.1 T-Zell-limmuntherapie

Im Laufe der Jahre gewann die T-Zell-lmmuntherapie zunehmend an Relevanz. Es
zeigte sich, dass eine allogene T-Zell-depletierte Transplantation zu einer
zunehmenden Rate an Rezidiv-Fallen fihrte. Eine manifeste Tumorerkrankung
konnte auf das Unvermdgen des hauptsachlich T-lymphozytaren Immunsystems,
Tumorzellen in ausreichendem MaRe erkennen und zerstdren zu konnen,
zurtckgefuhrt werden. Die Beeinflussung der T-Zell-immunitat stellte somit eine
effektive Moglichkeit zur Therapie von malignen Erkrankungen dar. Mit der
Beobachtung, dass eine allogene Stammzelltransplantation inklusive einem nicht
tolerablen T-Zell-Kompartment eine Tumorzerstérung im Patienten ausloste,
signalisierte die erfolgversprechenden Aussichten einer potentiellen adoptiven T-
Zelltherapie (Auszug aus Kolb et al. 2004). Die transplantierten T-Zellen des Donors
sollten zu einer Unterstitzung des GvL (,Graft-versus-Leukemia“,Wirt-gegen-
Leukamie)-Effektes im Patienten fuhren, indem residuelle Tumorzellen mittels einer
alloreaktiven Reaktion gegen individualspezifische Minorhistokompatibilitatsantigene
(mHAgQ) oder tumorassoziierte Antigene (TAA) zerstort wirden. Es zeigte sich, dass
eine GvL oftmals eine gleichzeitige GvHD (,Graft-versus-Host-Disease®, Wirt-gegen-
Empfanger-Erkrankung) unterschiedlichen Ausmalles bewirkte. Jedoch erschienen
die Effekte unabh&angig voneinander. Folglich entwickelten sich Strategien zur
Pravention bzw. Kontrolle einer GvHD-assoziierten GvL (Kolb et al. 2004). Bei einer
GvHD greifen die Spender-T-Zellen nicht-hamatopoetisches Gewebe, d.h.
vorzugsweise die Haut, Schleimhdute und Leber sowie den Darm an. Diese
Reaktionen fuhren zu einer erhdéhten Mortalitédt und Morbiditat des transplantierten
Patienten. Anfangs wurde versucht, eine Tumorantigen-spezifische T-Zell-Antwort
mittels einer Vakzination im Patienten zu bewirken. Jedoch gestaltete sich dies als
insuffizient (Auszug aus Willemsen et al. 2003). Es erschien zum einen
problematisch, dass es sich meist um einen immunsupprimierten Patienten und zum
anderen um Selbstantigene, gegenliber diesen eine Selbsttoleranz und somit keine
autoreaktiven T-Zellen bestanden, handelte. Es folgten Versuche mit der Isolation
sowie in vitro Expansion einer quantitativen Menge an autologen tumorreaktiven T-

Zellen. Beim malignen Melanom konnten tumorinfiltrierende Lymphozyten (TIL)



isoliert werden, welche, nach einer in vitro Expansion und sich anschliel3enden
Reinfusion in den Patienten, zu einer effizienten Zerstérung der Tumorzellen fihrten
(Dudley et al. 2002, 2008; Besser et al. 2010; Rosenberg 1992; Rosenberg et al.
1988). In einer Studie mit insgesamt 93 Patienten konnten in 56 % der Falle eine
objektive Ansprechrate der Patienten verzeichnet werden. In 22 % wurde eine
vollstandige Regression erzielt. Hinzukommend konnte die 5-Jahres-Uberlebensrate
von Patienten mit metastasierten Melanom von 5 auf 29 % gesteigert werden
(Rosenberg et al. 2011). Jedoch kennzeichnet Melanome, sowie der Vollstandigkeit
halber Nierenzellkarzinome, eine starkere immunogene Eigenschaft. Folglich konnte
sich eine effiziente Expansion von autologen Tumorantigen-spezifischen T-Zellen
nicht universell auf alle Tumore Ubertragen lassen. In einer ersten klinischen Studie
konnten in vitro vorstimulierte T-Zellen gegen Leukadmie-assoziierte Antigene oder
hamatopoetische mHAg unter GMP-Bedingungen generiert werden. Diese fihrten
nach dem adoptiven Transfer bei einzelnen Patienten zu einer Leukamieremission
(Marijt et al. 2007; Warren et al. 2010). Jedoch wirkt einer effizienten klinischen
Anwendung, die Generierung einer quantitativen Menge an tumorreaktiven T-Zellen
sowie deren Identifikation und Isolation entgegen. Letztlich erschwert die bestehende
Selbsttoleranz  gegenilber  Selbsttumorantigenen  die  Durchfiihrung  des
Therapieansatzes (Schumacher 2002). Im Gegensatz hierzu bot sich eine effiziente
Isolation und in vitro Expansion von Virus-spezifischen T-Zellen an, welche sich
gegen ein EBV- oder HCMV-Virus-spezifisches Fremdantigen richteten. Es zeigte
sich eine erfolgreiche Anwendbarkeit von EBV-Antigen-spezifischen T-Zellen fir die
adoptive T-Zelltherapie, welche vor allem zu einer partiellen oder vollstéandigen
Tumorremission fuhrte (Walter et al. 1995; Rooney et al. 1995; Bollard et al. 2004;
Comoli et al. 2005). Im Folgenden stellte sich die Frage, wie eine effiziente
Gewinnung von tumorreaktiven T-Zellen, auch in Hinblick auf Zeit- und
Kostenaufwand, erfolgen kdnnte. Zum einen sollte eine zeitnahe, quantitativ und
gualitativ effektive Generierung von TILs und zum anderen deren langes in vivo
Uberleben, mit einem mdoglichst entwickelten immunologischen Gedachtnis,
gewabhrleistet sein. Im Jahr 1986 konnte erstmals gezeigt werden, dass T-Zellen mit
TZRa und - Genen ausgestattet werden konnten. Die modifizierten T-Zellen
signalisierten die gleiche Spezifitat, wie der fir die TZR-Extraktion verwendete T-
Zellklon (Dembi et al. 1986). Auch konnte zum ersten Mal dargelegt werden, dass

T-Lymphozyten mittels dem retroviralen TZR-Gentransfer in Mart-1- oder HIV-1-
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Antigen-spezifische T-Zellen reprogrammiert werden konnten (Clay et al. 1999;
Cooper et al. 2000). Hinzukommend wurden gegen das humane MDM2g; gg-
spezifische Tumorantigen, Maus-T-Zellen in vivo generiert. Die anschlieRende
Isolation der TZR und retrovirale Transduktion in humane T-Zellen, fihrte zur
effizienten tumorreaktiven p5364.272- bzw. MDM2g;.gg-Tumorantigen-Spezifitat
(Theobald et al. 1995; Stanislawski et al. 2001). Fur die Generierung von
Tumorantigen-spezifischen T-Zellen in vivo ist die Umgehung der Selbsttoleranz
essentiell. Da sich die murine und humane Aminoséuresequenz des MDM2- bzw.
p53-Molekuils unterschied, konnten peptidspezifische Immunisierungen in humanen
HLA-A2.1-Allel einzel-transgenen sowie fur eine effizientere CD8 Korezeptor-
Interaktion in humanen doppelt-transgenen CD8 x A2K°-Méausen durchgefiihrt
werden (Sherman et al. 1998; Theobald et al. 1995, 1997). Des Weiteren konnte die
Funktionalitat der transduzierten CD4" und CD8" T-Zellen in vivo gezeigt werden
(Kessels et al. 2001, 2006; Tahara et al. 2003; Chamoto et al. 2004; Morris et al.
2005). Von essentieller Bedeutung war die Beobachtung, dass die TZR-Gentherapie,
ungeachtet der Selbsttoleranz, zu der Generierung eines tumorreaktiven T-Zell-
Kompartments gegen ein Selbsttumorantigen in vivo fuhrte (de Witte et al. 2006). Die
Infusion von syngenen TZR-genmodifizierten T-Zellen bewirkte in vivo eine induzierte
T-Zellantwort gegen Selbstantigene. Hingegen signalisierte das endogene TZR-
Repertoire eine vollstandige oder partielle Selbsttoleranz gegeniber diesen
Antigenen (Abad et al. 2008; de Witte et al. 2008). Hinzukommend zeigte sich, dass
die TZR-genmodifizierten T-Zellen eine lange Uberlebensrate sowie Antigen-
spezifische Aktivierung zumindest fir 18 Monate nach der Infusion in vivo aufwiesen
(Coccoris et al. 2008).

Die Herausforderung in der TZR-Gentherapie ist die Generierung einer
ausreichenden Menge an tumorreaktiven T-Zellen. Hierbei besteht meist eine
Limitierung in einer adaquaten Kulturbedingung zur Gewahrleistung einer maximalen
Expansion der T-Zellen. Es konnte gezeigt werden, dass mit der retroviralen
Transduktion von TZRa und -b Genen in humane hamatopoetische Vorlauferzellen
und der Kokultivierung mit OP9-DL1 Zellen, eine hinreichende Menge an
antigenspezifischen (HA-2, pp65, MART-1) reifen T-Zellen in vitro erzielt werden
konnte. Hinzukommend stellt dies eine attraktive Strategie dar, indem theoretisch die
generierten T-Zellen kein spates Differenzierungsmuster aufweisen sollten, welches

mit einer eingeschréankten in vivo Funktion assoziiert ist (van Lent et al. 2007). Es
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konnte gezeigt werden, dass die Selektion von T-Zellen fir den adoptiven T-Zell-
Transfer allein auf der Basis der Effizienz hinsichtlich IFN-g Sekretion und Zytolyse
nicht ausreichend ist. Meist charakterisierte diese T-Zellen einen hdheren
Differenzierungsstatus, der mit einer eingeschrankten Proliferation und
Uberlebenskapazitat in vivo einherging. Es erschien als essentiell eine
Phéanotypisierung sowie Evaluierung der Lange der Telomere durchzufihren, um die
T-Zellen mit einem weniger ausdifferenzierten Status zu selektieren (Gattinoni et al.
2006, 2005). Folglich kann der Ausgang einer Behandlung von dem
Differenzierungsstatus der T-Zellen mal3geblich beeinflusst werden. Die TZR-
Gentherapie gewann zunehmend an Bedeutung, so dass erste klinische Phase I-
Studien angewandt wurden. Die ersten klinischen Studien wurden an Melanom-
erkrankten Patienten durchgefuhrt, indem autologe T-Zellen mit einem DMF4-
bezeichneten, MART-1-Melanozyten-Differenzierungsantigen-spezifischen TZR,
ausgestattet wurden (Morgan et al. 2006; Johnson et al. 2009). Jedoch zeigte sich
eine geringe Ansprechrate von gerade 17 % auf die Behandlung. Folglich wurde eine
weitere Klinische Studie mit einem hoher affinen MART-1- (DMF-5) sowie einem
gp100;54.162- TumMorantigen-spezifischen TZR durchgefuhrt (Johnson et al. 2009). Von
den 20 Patienten, deren autologen T-Zellen mit dem MART-1-Tumorantigen-
spezifischen TZR ausgestattet wurden, zeigten 6 Patienten (30 %) eine partielle
Ansprechrate. Die 16 Patienten, welche autologe gp100is4.162-Tumorantigen-
spezifische T-Zellen appliziert bekamen, zeigten in 19 % der Falle eine
Ansprechbarkeit. 1 Patient zeigte eine vollstdndige und 2 Patienten eine partielle
Remission. Zusammenfassend zeichnete sich die Kklinische Anwendung und
Realisierbarkeit der TZR-Gentherapie ab, wenn auch noch mit einem maé&Rigen
Erfolg. Bislang betraf die klinische Anwendbarkeit des retroviralen TZR-Gentransfers
autologe T-Zellen und sollte auch auf die Realisierbarkeit in der Anwendung von
allogenen T-Zellen Ubertragbar sein. Auch konnten Optimierungen der TZR-
Konstrukte, d.h. die Erzielung einer effizienteren Expression und Funktionalitéat sowie
der Inhibition einer Fremdinteraktion der exogenen und endogenen TZRa und -
Ketten, zu einer gesteigerten klinischen Relevanz der TZR-Gentherapie fuihren. Die
Anwendung der Tumorantigen- sowie Virus-spezifischen T-Zellen ist abhangig von
den individuellen HLA-Allelen des Patienten, die durch HLA-Typisierung zu ermitteln
sind. Die hier in der Arbeit verwendeten Tumor-assoziierten Antigene (TAA) werden

uber das HLA-A2-Allel prasentiert. Dieses stellt das hochst frequente Allel in der
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kaukasischen ethnischen Gruppe dar, so dass eine breite Anwendbarkeit der TZR-

Gentherapie gewabhrleistet ist.

1.2 Risiken des TZR-Gentransfers durch,, off target “-
zielungerichtete Reaktionen

Beim retroviralen Gentransfer eines tumorreaktiven TZR in humane oder Maus-T-
Zellen konnten theoretisch 4 verschiedene TZR-Kombinationen erzielt werden.
Abhangig von der intrinsischen Qualitat sollten der exogene und endogene TZR
exprimiert werden (Sommermeyer et al. 2006; Heemskerk et al. 2007; Ahmadi et al.
2011). Die intrinsische Qualitat bestimmt wie effizient der exogene TZR kompetitiv,
um den CD3-Komplex, mit dem endogenen TZR agieren kann. Dies wird im
Wesentlichen von der Interaktion beider Ketten zueinander bestimmt, wodurch deren
Kinetik eines proteolytischen Abbaus bedingt wird (Call et al. 2002, 2004; Call und
Waucherpfennig 2004). Im Falle dessen, dass es sich bei dem endogenen TZR um
einen starken Kompetitor handelt, wirde der exogene TZR geringflgiger an der
Zelloberflache exprimiert werden. Dies lasst sich vice versa ubertragen. Eine Ko-
Expression des endogenen und exogenen TZR konnte verzeichnet werden, indem
beide TZR eine kompatible Konkurrenzfahigkeit aufwiesen (Sommermeyer et al.
2006). Auch konnte gezeigt werden, dass die Verwendung eines murinen TZR fur
den retroviralen TZR-Gentransfer zu einer effektiven Expression in humanen T-
Zellen fuhrte. Die murinen TZR wiesen eine starkere kompetitive Eigenschaft auf und
fuhrten zur Verdrangung des humanen TZR an der Zelloberflache (Sommermeyer et
al. 2006; Voss et al. 2006, Cohen et al. 2006). Hinzukommend kénnte die Expression
des exogenen TZR durch Fremdinteraktionen beeinflusst werden. Hierbei wiirden die
exogenen und endogenen TZRa und - Ketten miteinander interagieren (Abbildung
1). Diese hybriden TZR beinhalten eine undefinierte Spezifitit mit potentiellem
autoimmunem Charakter. Aufgrund dessen, dass das neu generierte TZR-Repertoire
nicht gegenuber einer Selbstreaktivitdat in vivo analysiert wurde (Umgehung der
zentralen Toleranz), konnten diese modifizierten T-Zellen zu einer Reaktivitat
gegenuber undefinierten Selbstantigenen fuhren. Erst kirzlich wurde eine ausgeltste
Autoimmunitat durch unerwiinschte hybride TZR dargelegt. Es zeigte sich, dass die
retrovirale Transduktion von humanen T-Zellen eine Neoreaktivitat durch die Bildung

von hybriden TZR in vitro gegen EBV-transformierte B-LCL unterschiedlichen HLA-



Inhibition von Fremdinteraktionen

Endegener TZR :. mittels Einzelketten-TZR

Hybrider TZRn H@g / Cp ‘ Ca
\VB Vo
Exogener TZR ’g

Abbildung 1: Fremdinteraktion der exogenen und endo genen TZRa und - Ketten

Die exogenen und endogenen TZRa und - Ketten kdnnen zu der Generierung von hybriden TZR mit
potentiellem autoreaktiven Charakter fiihren. Zur Inhibition einer solchen Fremdinteraktion wurden
Einzelketten-TZR entwickelt, welche vorzugsweise mit ihrer definierten Spezifitdt exprimiert werden

sollten.

Phanotyps auslésen konnte. Die Integration einer kinstlichen Disulfidbriicke
zwischen den konstanten Doménen (Kapitel 1.4) fihrte zu einer Inhibierung der
gegen irrelevante Antigene, zielungerichteten (,off target“)-Reaktionen (van Loenen
et al. 2010). Hinzukommend konnte dargelegt werden, dass die Bildung von hybriden
TZR auch in vivo zu einer unerwinschten Autoimmunitat fihren konnte. Es wurde
gezeigt, dass transduzierte T-Zellen mit einem OT-1-spezifischen TZR im Gegensatz
zu OT-1-spezifischen T-Zellen zu einer GvHD in vivo fuhrten (Bendle et al. 2010).
Hinzukommend konnte eine GvHD limitiert werden, indem die T-Zellen, welche einen
hybriden TZR exprimierten, in vivo depletiert wurden. Auch zeigte sich eine mogliche
Reduktion in der Enstehung einer GvDH, bei der Verwendung von optimierten TZR-
Konstrukten, wie einer zusatzliche Disulfidbricke in den konstanten Domé&nen
(Kuball et al. 2007) oder dem 2A-Element (Szymczak et al 2004) anstelle einer IRES
(interne ribosomale Eintrittsstelle) (Kapitel 1.3 und 1.4). Ebenso konnte eine letale,
durch sezernierte Zytokine (beispielsweise Interferon-g) verursachte Autoimmunitét in
vivo nach dem TZR-Gentransfer ausgelost werden. Fir die Versuchsdurchfiihrung
wurden klinisch nahe Bedingungen gewéhlt (Bendle et al. 2010). Ein weiterer Aspekt
eines potentiellen autoreaktiven Charakters wurde in Schumacher (2002)
beschrieben. Die retrovirale Modifikation einer T-Zelle mit einem hochreaktiven,
exogenen TZR gegen ein pathologisches Antigen kdnnte die Nicht-Reaktivitat eines
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tolerisierten, endogen TZR gegen Selbstantigene brechen und zu dessen Stimulation
fihren. Durch die antigenspezifische Aktivierung des exogenen TZR und der sich
anschlieBenden Expansion der T-Zelle, kbnnte der nun in seiner Affinitdt geférderte
endogene TZR zu einer Autoreaktivitat fuhren. Diese nicht zielgerichteten
Reaktionen, die zum einen durch die Bildung von hybriden TZR infolge einer
Fehlinteraktion der TZRa und - Ketten und zum anderen durch die Erniedrigung der
Aktivierung eines potentiell autoreaktiven, endogenen TZR durch den exogenen TZR

entstehen kdnnen, werden als sogenannte ,,off target“-Reaktionen bezeichnet.

Hinzukommend wurde ein weiterer Aspekt der Limitierung des Risikos einer
induzierten Autoimmunitat durch den TZR-Gentransfer beschrieben. Hierbei war die
Beschaffenheit der T-Zellpopulation, d.h. das bestehende endogene TZR-Repertoire,
welche fir die Genmodifizierung verwendet wurde, von essentieller Bedeutung. Es
zeigte sich, dass CMV-Virus-spezifische-T-Zellen, ohne einen Verlust der endogenen
Spezifitat, mit antileukamischen Eigenschaften, ausgestattet werden konnten. Die
Generierung von Tumorantigen- und CMV-bi-spezifischen T-Zellen wurde als eine
attraktive Strategie beschrieben, indem durch die latente Persistenz des Virus in vivo
ein langeres Uberleben der transduzierten T-Zellen durch die Stimulation des
endogenen Virus-spezifischen TZR als moglich erschien (Heemskerk et al. 2004).
Ein weiterer Vorteil fir den TZR-Gentransfer konnte ein limitierendes Virus-
spezifisches TZR-Repertoire sein. Eine HCMV-spezifische T-Zellkultur kénnte aus
einer eingeschrankten, meist oligo- bis monoklonalen Population bestehen.
Hierdurch wirde die Bildung an heterogenen hybriden TZR, mit einer hohen
Diversitat an Fremd-Spezifititen und somit einem potentiellen Risiko einer

Autoreaktivitat, eingeschrankt werden.

Eine weitere ,off target“-Reaktion kdnnte infolge einer MHC-Fehlpaarung entstehen.
Hierbei wirde ein TZR-Gentransfer zwischen einem Donor und Rezipient erfolgen,
welcher eine Inkompatibilitat im MHC-Haplotyp aufweisen wirde. Es ist bereits
beschrieben, dass TZR unabhangig von der Peptidprasentation von einem allogenen
MHC aktiviert werden koénnen (Schumacher 2002). Fir einen MART-1 (1D3)-
Melanom-spezifischen TZR konnte nach einer Inkubation mit insgesamt 21
verschiedenen HLA-A- oder -B-Allel-exprimierenden K562-Zellen eine Alloreaktivitat

ausgeschlossen werden (Jorritsma et al. 2007). Hinzukommend liel3 sich in einer



klinischen Phase | Studie keine durch hybride TZR-verursachte Pathologie
beobachten (Morgan et al. 2006). Jedoch sollte das Risiko einer Toxizitat nicht
unterschatzt und individuell fir den betreffenden TZR in pré-/klinischen Studien

untersucht werden.

1.3 Gestaltung von TZR-Konstrukten

Zur Inhibition einer unerwinschten Bildung von hybriden TZR wurden anstelle von
Doppelketten-TZR, d.h. die Klonierung der TZRa und - Kette auf 2 voneinander
getrennten retroviralen pBullet-Vektoren, Einzelketten-TZR-Konstrukte entworfen
(Abbildung 1). Zum einen gibt es sogenannte TZR:CD3z-Konstrukte, die mit der
zytosolischen CD3z-Doméne fusioniert sind und damit die Signalkopplung des
Einzelketten-TZR induzieren sollen (Abbildung 2). Es sei erwéhnt, dass die CD3z-
Doméane essentiell fur die Signaltransduktion des TZR ist (Sebestyén et al. 2008).

Zum anderen wurde ein Einzelketten-TZR generiert, indem die Va-

A) B)

Geringe Expression Voss und Thomas et al. 2010
Instabilitat

| 2¢@d

Abbildung 2: Einzelketten-TZR-Konstrukte

A) Einzelketten-TZR konnten mittels dem Fusionsprotein CD3z an der Zelloberflache exprimiert
werden. B) Der Einzelketten-TZR ohne die Applikation der MuCa Domaéne zeigte keine hinreichende
Expression an der Zelloberflache. Das Konstrukt erwies sich als instabil und insuffizient. C) Erst durch
die Zugabe der essentiellen MuCa Domane konnte der Einzelketten-TZR stabilisiert und effizient an

der Zelloberflache exprimiert werden.



Domane uber einen Glycin/Serin-reichen Peptidlinker ,SL7* mit der V -Domane der
TZR Kette verbunden wurde. Dieses Konstrukt konnte mittels der Ko-Expression,
von einer als Membranprotein autonom exprimierten murinen Ca-Domane (MuCa),
die auf einem 2. retroviralen Vektor kloniert vorlag, stabilisiert werden. Diese
Stabilisierung gewéhrleistete die Expression des Einzelketten-TZR. Hinzukommend
konnte eine Tumorreaktivitat induziert werden (Voss und Thomas et al. 2010). In der
hier vorgelegten Dissertation wurde zum einen ein p5364-272- TuMorantigen-
spezifischer Einzelketten-TZR verwendet, welcher mit MuCa ko-exprimiert und
mittels einem IRES-Element kloniert wurde (Abbildung 3). Folglich wurden fir die
Expression dieses Einzelketten-TZR-Konstruktes 2-retrovirale Vektoren (2-Plasmide-
retrovirales Vektorsystem) bendétigt. Zum anderen fand ein p53264-272- Tumorantigen-

spezifischer Einzelketten-TZR Verwendung, welcher inklusive MuCa sowie einem

2-Plasmide-retrovirales Vektorsystem

1-Plasmid-retrovirales Vektorsystem

Abbildung 3: Retrovirale Vektorkonstrukte am Beispi el eines p53 64.272-Tumorantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR

Das 2-Plasmide-retrovirale Vektorsystem benoétigte fur die Expression eines Einzelketten-TZR 2
retrovirale pBullet Vektoren. Hierfur wurde der Einzelketten-TZR auf den Neomycin-tragenden pBullet
Vektor und die fur die TZR-Expression stabilisierende MuCa Domaéne auf den Puromycin-tragenden
Vektor kloniert. Bei dem 1-Plasmid-retroviralen System waren alle essentiellen Komponenten fur die
Expression des TZR auf einem retroviralen Vektor kloniert (1-Plasmid-retrovirales Vektorsystem). Die
Resistenzgene dienten der Normalisierung der TZR-Expression und wurden in Anlehnung an die
Doppelketten-TZR verwendet.



F2A Element (Szymczak et al. 2004) auf einem retroviralen Vektor (1-Plasmid-
retrovirales  Vektorsystem) vorlag (unpubliziertes  p53264-272-Tumorantigen-
spezifisches Einzelketten-TZR Konstrukt) (Abbildung 3). Die Verwendung eines 1-
Plasmid-retroviralen Vektorsystems kdnnte einen kinetischen Vorteil besitzen, indem
sich alle essentiellen Komponenten schnellstméglich an demselben Ribosom zu
einem funktionsfahigen TZR-Komplex zusammenschlielen kénnten (Szymczak et al.
2004). Bei einem 2-Plasmide-retroviralen Vektorsystem konnte die MuCa-Doméne
an einer anderen Stelle im ER (endoplasmatisches Retikulum) als der Einzelketten-
TZR synthetisiert werden. Folglich brauchten die Komponenten kinetisch gesehen
langer, um einen funktionsfahigen TZR zu bilden. Eine Expression des Einzelketten-
TZR an der Zelloberflache ohne die Applikation der stabilisierenden Komponente
MuCa konnte nicht nachgewiesen werden. Die TZR:CD3z-Einzelketten-Konstrukte
wurden in dem hier aufgefuhrten Forschungsprojekt nicht bertcksichtigt. Unserer
Meinung nach enthalten diese ein potentielles Sicherheitsrisiko, da die
Uberexpression des signalgebenden Molekiils CD3z zu einer artifiziellen Aktivierung
der T-Zelle fuhren konnte. Ein weiterer Unterschied der Einzelketten-TZR-Konstrukte
bezog sich auf die Verwendung eines IRES- oder F2A-Elementes, welches einen
guantitativen Aspekt beinhaltete. Es zeigte sich, dass das Gen hinter dem IRES-
Element, d.h. an der 3‘ Position, eine niedrigere TZR-Ketten-Expression aufwies als
an der 5°' Position (Yin et al. 2011). Folglich wirde eine nicht-stoichiometrische TZR-
Ketten-Expression vorliegen. Dieses Ungleichgewicht konnte durch die Verwendung
von F2A-Elementen optimiert werden. Bei dem F2A-Element handelte es sich um ein
extrahiertes Selbstspaltungspeptid aus der Picornaviridae-Virusfamilie, detaillierter
um den Equine Virus Rhinitis. Die Selbstspaltungsaktivitat befindet sich stets
zwischen dem 2A Glycin und dem 2B Prolin (Szymczak et al. 2004). Es zeigte sich,
dass das F2A-Element die aquivalente TZR-Ketten-Expression gewahrleistete und
somit zu einer Steigerung der Produktionseffizienz fihrte (Wargo et al. 2009).
Zusammenfassend diente die Anwendung von 1-Plasmid- oder 2-Plasmide-
retroviralen Einzelketten-TZR-Konstrukten der Inhibition von Fehlinteraktionen der
endogenen TZRa und - Ketten, d. h. der Verhinderung an hybriden TZR mit

potentiellem autoreaktiven Charakter.

Ein weiteres potentielles Risiko des retroviralen Gentransfers ist die

Insertionsmutagenese, welche aus einer zufalligen retroviralen Integration in das
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Genom resultiert. Das Resultat konnte sich in der Aktivierung von Protoonkogenen
Uber eine langere Distanz oder Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen
widerspiegeln. In einer klinischen Studie mit 10 SCID-Patienten wurden autologe
CD34" Knochenmarkzellen ex vivo mittels dem retroviralen Gentransfer mit der g-
Kette des IL-2 Rezeptors ausgestattet. In den 2 jingsten Patienten zeigte sich eine
klonale Expansion von reifen a - und gdT-Zellen. In beiden Fallen zeigte sich die
Integration des retroviralen Vektors nahe des Promotors fir das Protoonkogen
LMO2. Es lie3 sich eine aberrante Transkription und Expression des LMO2-Gens
detektieren. Die Uberexpression von LMO2 in humanen Zellen fiihrte zur Blockade
der frihen T-Zellentwicklung (Hacein-Bay-Abina et al. 2003). Dieses Ergebnis war
konsistent mit Beobachtungen in LMO2-transgenen Mausen (Pike-Overzet et al.
2007). Hinzukommend konnten 2 weitere Falle beschrieben werden, die aus der
ersten klinischen Studie mit den SCID-Patienten stammten (Hacein-Bay-Abina et al.
2008). Es zeigte sich, dass weitere Integrationen der retroviralen Vektor-DNS in der
Nahe von Promotoren von Protoonkogenen, zu deren Uberexpression und
insertionalen Onkogenese fuhren konnten. Die gammaretroviralen Vektoren
integrieren vorzugsweise in der Nahe von Promotoren (Start der Transkription von
Genen) sowie assoziierten CpG-Inseln und DNAse I-hypersensitiven Seiten. Der
pBullet-Vektor gehdrt auch zur Klasse der gammaretroviralen Vektoren. Zwar zeigte
sich ein erhohtes Risiko einer Insertionsmutagenese bei der retroviralen
Transduktion von hamatopoetischen Stammzellen, jedoch konnte dies bislang nicht
in reifen T-Zellen nachgewiesen werden (Newrzela et al. 2008). Auch in klinischen
Studien der Rosenberg Gruppe (,National Cancer Institute (NCI)*, Bethesda, USA)
konnten bis dato keine Indizien auf eine insertionale Onkogenese festgestellt
werden. Folglich scheint ein eingeschranktes Risiko beim retroviralen TZR-
Gentransfer in reife T-Zellen zu bestehen. Das 1-Plasmid-retrovirale Vektorsystem
konnte unter diesem Gesichtspunkt im Vergleich zum 2-Plasmide-retroviralen
Vektorsystem eine Verbesserung der Sicherheit darstellen, indem lediglich eine
retrovirale Integration in das Genom pro Zelle erfolgt. Hinzukommend wurde fur
chiméare TZR (CARs) der RNS-Transfer beschrieben, welcher zu einer transienten
Expression fihrte. An Tag 9 konnte die Expression der CARs nicht mehr
nachgewiesen werden (Birkholz et al. 2009). In der hier aufgefuhrten Dissertation
wurde der RNS-Transfer nicht als Sicherheitsaspekt, sondern zur zeitnahen Analyse

herangezogen.
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1.4 Optimierungsprozesse zur Férderung der Expressi on und
Funktionalitat eines TZR

Die Forderung der TZR-Expression sowie Funktionalitdt kann zum einen wie unter
1.3 beschrieben mittels Einzelketten-TZR und zum anderen durch
Optimierungsprozesse der TZR-Nukleotidsequenz erfolgen. Die Prozesse beinhalten
Murinisierungen der konstanten (C) Domé&nen von humanen TZR (Voss et al. 2006;
Cohen et al. 2006), Eliminationen von N-glykosidischen Motiven und die Integration
einer zusatzlichen Disulfidbriicke in die C-Doménen (Kuball et al. 2009, 2007). Die
partiellen Murinisierungen der humanen C-Doménen dienten der Forderung der
Qualitat des TZR, indem eine préazisere Interaktion der exogenen TZRa und -

Ketten erzielt werden konnte. Hinzukommend liel3 sich die Assoziation mit dem CD3
Komplex stabilisieren (Sommermeyer und Uckert et al. 2010; Bialer et al. 2010). Die
Effizienz des TZR-Gentransfers wird von der spezifischen Expression des exogenen
TZR bestimmt. Hierbei ist es von essentieller Bedeutung, dass zwischen dem
exogenen und dem endogenen TZR eine Kompetition, um die TZR-Expression an
der Oberflache besteht. Faktoren, welche die Expression beeinflussen kdnnen, sind
zum einen die unerwinschte Bildung von hybriden TZR und zum anderen die
Konkurrenzfahigkeit um den CD3 Komplex. Die CD3-Komponente stellt den
limitierenden Faktor der TZR-Expression dar (Heemskerk et al. 2007; Sommermeyer
et al. 2006). Die Expression eines hybriden TZR fuhrt zum Verlust der Spezifitat des
TZR. Folglich wirde eine MHC-Tetramerfarbung negativ ausfallen und der Nachweis
der Expression des hybriden TZR musste Uber die subfamilienspezifische V -
Farbung erfolgen. Die Einbringung einer zusatzlichen Disulfidbricke in die C-
Domaénen diente ebenso der gezielten Interaktion der exogenen TZRa und -b Ketten
(Kuball et al. 2007; Cohen et al. 2007). Da die endogenen TZR-Ketten diese
kiinstliche Disulfidbriicke in den C-Domanen nativ nicht enthielten, sollte eine
Fremdinteraktion mit den exogenen TZRa und -b Ketten limitiert werden. Eine
vollstandige Reduktion an einer partiellen Fehlinteraktion konnte jedoch nicht erzielt
werden. Die Kodonoptimierung der TZR-Nukleotidsequenz sowie die Entfernung der
N-glykosidischen Motive (Scholten et al. 2006; Kuball et al. 2009) dienten
vorzugsweise der funktionalen Forderung der Aviditat und spezifischen Erkennung
von Tumorzellen. Das Resultat der Kodonoptimierung war zum einen die Erzielung

einer hoheren Frequenz an TZR-modifizierten T-Zellen in vivo und zum anderen
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einer effizienteren Tumorerkennung. Dies zeigte sich auch bei Kodon-optimierten
TZR, welche in in vitro Analysen lediglich einen geringen Effekt aufzeigten (de Witte
et al. 2008; Jorritsma et al. 2007). Durch die Kombination von unterschiedlichen
Optimierungsstrategien konnte die Qualitat eines TZR effizient gesteigert werden.
Dies bedeutete, dass das Expressionsverhalten eines TZR gezielt beeinflusst werden
konnte, indem ein schwach exprimierter TZR, in einen stark exprimierten modifiziert
wurde. Fur einen LMP2-spezifischen TZR zeigte sich, dass dieser mittels der
Murinisierung der konstanten humanen Domanen, Integration der 2A-Sequenz zur
aguimolaren TZR Ketten-Expression sowie Kodonoptimierung der Nukleotidsequenz
in einen stark exprimierten und funktionalen TZR verwandelt werden konnte (Hart et
al. 2008). Eine Steigerung der Expression des exogenen TZR forderte die
antitumorale Effizienz der TZR-modifizierten T-Zellen (de Witte et al. 2008). Auch
konnte eine langere in vivo Persistenz der T-Zellen, welche mit einem Kodon-
optimierten, Melanom-spezifischen-TZR retroviral transduziert waren, detektiert
werden. Des Weiteren zeigte sich eine prozentuale Zunahme der exogenen TZR-
positiven T-Zellen in einer transduzierten PBMZ-Population (Jorritsma et al. 2007).
Die klinische Anwendbarkeit des TZR-Gentransfers ist von der stabilen und
spezifischen Expression des exogenen TZR abhangig. Hinzukommend ist eine lange
Persistenz der adoptiv transferierten T-Zellen fiir einen Kklinischen antitumoralen
Erfolg essentiell (Robbins et al. 2004). Auch zeigte sich, eine Funktionalitat der TZR,
die unabhangig der ko-stimulatorischen Wirkung des CD8 Korezeptors war (Riddell
et al. 1992; Morgan et al. 2003; Kuball et al. 2005). Hierdurch konnten zum einen
hoher affine TZR generiert werden, welche bereits nach MHC:Peptid-Interaktion
aktiviert wurden. Zum anderen lieR sich eine TZR-Expression in CD4" T-Zellen
erzielen, die in einer MHC I-restringierten T-Zellantwort in Form von CD4" T-Zell-Hilfe
(Kostimulation CD40/CD40L, Zytokin-Sekretion) resultierte.

1.5 Klassifizierung von Tumor-assoziierten Antigene n (TAA)

Die Entwicklung einer Zelle zu einer entarteten Tumorzelle geht mit einer
Akkumulation von Mutationen einher. Hierbei konnen Mutationen von
Tumorsuppressorgenen, Apoptosegenen, Onkogenen, Telomerasegenen und / oder
DNS-Reparaturgenen relevant sein. Die entarteten Zellen nutzen diese zu ihrem

eigenen Vorteil, wie die Fahigkeit zum autonomen Wachstum und zur Angiogenese.
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Die Prozessierung von endogenen Peptiden erfolgt tber den proteasomalen Abbau.
AnschlieBend werden diese, in einer Lange von 8 bis 10 Aminosauren Uber den
MHC I-Komplex in erhohter Konzentration oder alterierter Form, auf der
Zelloberflache prasentiert. Es lieBen sich eine Vielzahl von Tumor-assoziierten
Antigenen (TAA) identifizieren. Diese konnen in 5 Kategorien unterteilt werden: 1)
Die Keimzell- / Cancer Testis-Antigene stellen attraktive Zielantigene dar. Diese
werden normalerweise in der mannlichen Zelllinie exprimiert und kommen nicht auf
normalen, gesunden Korperzellen vor. Folglich kann einer GvHD eine
untergeordnete Rolle zugesprochen werden. Zu dieser Klasse von TAAs gehoren
beispielsweise SSX2, NYESO-1 und Antigene, welche von den MAGE-Genen kodiert
werden (Boon und van der Bruggen 1996). 2) Bei den gewebespezifischen
Differenzierungsantigenen handelt es sich um Antigene, die vorzugsweise auf dem
Tumor- und auf dem Ursprungsgewebe exprimiert werden. Hierzu z&hlen
beispielsweise die Antigene MART-1 / Melan-A, gp100 und Tyrosinase (Brichard et
al. 1993; Coulie et al. 1994; Kawakami et al. 1995), welche auf den Melanozyten
sowie Melanomzellen exprimiert werden. Jedoch wurden in diesem Fall bereits ,,on-
target‘-Reaktionen beschrieben (Johnson et al 2009). 3) Eine weitere Klasse
beinhaltet Selbstantigene, welche auf Tumorzellen Uberexprimiert und in einem
geringen MalRe auch auf normalen, gesunden Koérperzellen exprimiert werden. Zu
diesen mutierten Onkogenen oder Tumorsuppressorgenen zahlen beispielsweise
p53 (Labrecque et al. 1993; Theobald et al. 1995, 1997, 1998; Vierboom et al. 1997),
MDM2 (Stanislawski et al., 2001), HER2/neu (Disis et al. 1994; Cheever et al. 1995)
sowie Cyclin-D (Sadovnikova et al. 1998). In der Dissertation wurde sich
vorzugsweise mit dem p53264-272- TuMorantigen-spezifischen Peptid beschaftigt.
Zusammen mit dem MDM2-spezifischen Peptid zahlt dieses zu den universellen
Tumorantigenen. Im Folgenden wird sich lediglich auf das p53,64.272-Tumorantigen-
spezifische Peptid bezogen. Der Verlust der p53-Funktion basiert oftmals auf eine
homozygote Punktmutation des p53-Gens (Levine et al. 1991) und geht mit einer
Akkumulation des defekten Genproduktes einher. Die Bezeichnung des p53-
spezifischen Peptids als universelles Antigen ist darauf zurlickzufihren, dass das
p53-Genprodukt in ca. 50 % aller maligner humaner Tumore, wie beispielsweise dem
Mammakarzinom, Kolonkarzinom oder Osteosarkom, tberexprimiert wird (Hollstein
et al., 1991; Levine et al., 1991). Von essentieller Bedeutung war die Definition von

funf definierten ,hotspot” Mutationen des p53-Gens in ca. 40 % der p53-alterierten
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Neoplasien (Levine et al. 1991). Die Realisierbarkeit der TZR-Gentherapie ist eine
universelle Anwendbarkeit eines Tumor-reaktiven TZR auf den Patienten. Es zeigte
sich, dass das p53,64-272- Tumorantigen-spezifische Epitop keiner ,hotspot‘ Mutation
unterlag und folglich ein attraktives Ziel fir den TZR-Gentransfer darstellte (Gnjatic et
al. 1998; Hoffmann et al. 2000; Houbiers et al. 1993; Theobald et al. 1995). 4) Eine
weitere Kategorie beinhaltet Selbstantigene, die einer Mutation unterlaufen. Bei der
Cyclin-abhangigen Kinase 4 (CDK4) resultiert die Mutation in der Entwicklung eines
neuartigen HLA-A2-restringierten T-Zell-Epitops (Wdlfel et al., 1995). Auch wurden
posttranslationale Modifikationen, wie beispielsweise die Unterglykosylierung von
MUC-1, beschrieben (Vlad et al. 2004). 5) Die letzte Klasse von TAAs beschaftigt
sich mit den Tumor-assoziierten Viren. Hierzu zahlen HPV und EBV (Lennette et al.
1995; Tindle 1996).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass Tumorzellen anhand ihrer
Antigenexpression von gesunden Korperzellen differenziert werden kdnnen. Jedoch
darf nicht vernachlassigt werden, dass neben den Tumorzellen auch gesunde
Korperzellen, wenn auch in einem geringeren Mal3e, die TAAs exprimieren kénnen.
Das p53.,64.272-Tumor-spezifische Antigen kann in einer geringen Konzentration auch
auf normalen Korperzellen detektiert werden. In einer in vitro Untersuchung zeigten
retroviral generierte p53264-272- TumMorantigen-spezifische humane T- Zellen eine p53-
spezifische Erkennung von gesunden Korperzellen (Theoret et al. 2008). Folglich
kann von den Tumor-reaktiven T-Zellen eine unerwiinschte, zielgerichtete Erkennung
gegen gesunde Zellen erfolgen. Diese Autoimmunreaktion wird auch als ,,on target®-
Reaktion bezeichnet und kann zu schwerwiegenden Entzindungen flhren. In einer
klinischen Studie wurden 10 Melanom-Patienten mit in vitro expandierten TILs der
Spezifitaten MART-1 oder gp100 behandelt (Dudley et al., 2002). Bei vier Patienten
zeigte sich eine Vitiligo und bei einem Patienten konnte eine Uveitis als Folge einer
Autoimmunreaktion beobachtet werden. Jedoch sind solche Autoimmunreaktionen
meist sehr gut therapierbar, so dass abgewogen werden muss, welche Nebeneffekte
mit einer erfolgversprechenden Behandlung von metastasierten Tumoren vertretbar

sind.

Die Problematik in der Erkennung von Tumorzellen durch die zytotoxischen T-
Lymphozyten liegt meist in der bestehenden Selbsttoleranz gegentber

korpereigenen Antigenen. Wahrend der Entwicklung der T-Lymphozyten spielt die
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zentrale Toleranz eine essentielle Rolle. Im Thymus erfolgt eine negative Selektion
der potentiellen autoreaktiven T-Zellen gegen Selbstantigene, indem diese Uber das
thymidale Stroma sowie Dendritische Zellen prasentiert werden. Eine zu starke
Affinitat einer sich entwickelnden T-Zelle gegeniber einem Selbstantigen:MHC bzw.
eine Affinitat, welche unabhangig vom MHC oder Selbstantigen ist, fihrt zu deren
Ausschluss aus dem T-Zellkompartment. Die Mechanismen der zentralen und auch
peripheren Selbsttoleranz sind die Grundlage einer meist nicht hinreichenden
effizienten Tumorabwehr. Im Falle dessen, dass es sich bei den TAAs um mutierte
Selbstantigene handelt, hangt die T-Zell-vermittelte-Immunantwort von dessen
immunogenen Charakter und der quantitativen exprimierten Menge ab.
Hinzukommend zeigten sich in Tumorzellen sogenannte ,Immune-Escape“-
Mechanismen, welche beispielsweise zu einer gezielten Runterregulation von MHC |-
Molekdlen flhrten. Das Ziel einer Tumorzelle ist es, vom Immunsystem nicht als eine
fremde und entartete Zelle identifiziert zu werden. Die adoptive T-Zell-Therapie stellt
sich der Herausforderung die Selbsttoleranz zu umgehen, indem Tumorantigen-
spezifische T-Zellen mittels dem retroviralen Gentransfer generiert und in den

Patienten reinfusioniert werden.

1.6 pp65 495503-Virus-spezifische / Tumorantigen- und pp65  495.503-bi-

spezifische T-Zellen fur den adoptiven TZR-Transfer

Das humane Zytomegalievirus (HCMV, Synonym Humanes Herpes-Virus-5 (HHV5))
gehort zu den DNS-Viren der b-Herpesviren-Familie (Reddehase 2002). Das Virus ist
Ubiquitar in der gesamten Population verbreitet, so dass in den Industrielandern 50
bis 80 % und nahezu 100 % der Erwachsenen in den Entwicklungslandern,
einschliellich China, betroffen sind (Gratama et al. 2001; Reddehase 2002). In
einem immunkompetenten HCMV" gesunden Wirt persistiert nach einer Erstinfektion
das Virus lebenslang in einem latenten (ruhenden) Stadium in den Zellen der
myeloiden Zelllinie (Taylor-Wiedeman et al. 1991; Kondo et al. 1996). Die
Kontrollierung und Verhinderung der viralen Replikation sowie die Eliminierung von
Virus-infizierten Zellen erfolgt durch die HCMV-spezifischen CD8" T-Zellen (Weekes
et al. 1999; Wills et al 1999; Reddehase 2000). Auch konnte in gesunden HCMV-
seropositiven Donoren eine hohe Frequenz an HCMV-spezifischen CD8* T-Zellen

detektiert werden, welche das pp6549s5503(NLVPMVATV)-spezifische Epitop
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erkannten (Wills et al. 1996; Gillespie et al. 2000). Folglich handelt es sich bei dem
PpP6549s5.503-Peptid um ein immunodominantes Epitop. Dieses ist lediglich in den
Zellen prasent, die von der Ruhephase in den Vermehrungszyklus des HCMV
Ubergehen. Hierbei dient es als aktivierendes Steuerungsprotein. Vor der
Stammzelltransplantation bestehen anfangs in einem immunsupprimierten HCMV*
Patienten keine immunologischen Kontrollmechanismen. Somit kann eine
unkontrollierte Virusreplikation und Infektion von Zellen erfolgen. Es konnte bereits
gezeigt werden, dass nach einer allogenen Knochenmarktransplantation in die
Rezipienten eine CMV-verursachte Pneumonie beobachtet wurde, welche keine
nachweisbaren CMV-spezifischen cytotoxischen T-Lymphozyten rekonstituierte.
Nach Tag 40 der Transplantation zeigte sich bei 65 % der Patienten, die defizient an
CD8" HCMV-spezifischen T-Zellen waren, ein hohes Risiko einer fatalen Pneumonie
(Reusser et al. 1991). Die unkontrollierte HCMV-Reaktivierung oder Neuinfektion
kann die Erkrankung der Leber, Lunge, Retina und des Gastrointestinaltrakts
betreffen (Reddehase 2002). In einer klinischen Studie mit HCMV-seropositiven
Risikopatienten konnte mittels einer intensiven Behandlung durch die Applikation der
Medikamente Ganciclovir vor und Acyclovir nach der Knochenmarktransplantation
eine Abnahme der HCMV-Reaktivierung und Erkrankung erzielt werden (Milano et al.
2011). Die Medikamente Ganciclovir und Acyclovir sind Analoga der Nukleinbase
Guanin und inhibieren die virale DNS-Replikation. Hinzukommend zeigte sich, dass
die Isolation, in vitro Expansion von HCMV-spezifischen T-Zellen aus einem MHC-
identischen  Donor und deren anschlieBende Reinfusion in  einen
immunkompromittierten Patienten, zu einer rekonstituierten, protektiven Immunitat
fuhren konnte (Riddell et al. 1990, 1991). Fur die Immuntherapie ist es von
besonderem Interesse, dass die HCMV-spezifischen T-Zellen mittels dem
retroviralen TZR-Gentransfer eine bi-Spezifitat erhalten kdnnen. Hierbei wurden
HCMV-spezifische T-Zellen mit einer zuséatzlichen Spezifitdt gegen ein mHag HA-2-
Tumorantigen ausgestattet, ohne die endogene Spezifitat zu verlieren (Heemskerk et
al. 2004). Auch kam man kurzlich zu der Erkenntnis, dass EBV-spezifische T-Zellen,
die mit einem chiméaren GD2-Rezeptor ausgestattet waren, in EBV-seropositiven
Neuroblastompatienten ein langeres in vivo Uberleben aufwiesen. Es zeigte sich,
dass die Grundlage des langeren Uberlebens auf die antigenabhangige Stimulation
des endogenen EBV-spezifischen TZR der T-Zellen zurickzufthren war. Die

retroviral transduzierten EBV-spezifischen T-Zellen, welche mit dem CD3-
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spezifischen Antikdrper OKT3 aktiviert wurden, verloren die Virusspezifitat, was sich
in einer verkirzten Lebensdauer widerspiegelte. Essentiell erschien es, dass die
genetisch modifizierten T-Zellen in 50 % der Falle zu einer Tumorregression oder
Nekrose fuhrten (Pule et al. 2008). Die Generierung von bi-spezifischen humanen T-
Zellen stellt eine attraktive Strategie dar, um eine simultane Virus- und Tumorabwehr

Zu erzielen.
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1.7 Ziele der Untersuchung

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Experimental-Untersuchungen hatten

die folgenden spezifischen Ziele zum Gegenstand:

Die Analyse eines pp65495.503-(NLVPMVATV)-spezifischen Doppelketten-TZR im

Hinblick auf das Interaktionsverhalten mit humanen und murinen TZRa und -b Ketten

Die Generierung und Optimierung von verschieden-affinen pp6549s.503-spezifischen
TZR-Konstrukten

Die Generierung und Analyse von pp6549s.503 / Tyrosinaseses-azs bzw. pp6549s.503 /

P53264-272- TuMorantigen-bi-spezifischen humanen T-Zellen

Die Analyse des Interaktionsverhaltens des p53.64-272-Tumorantigen-spezifischen
Einzelketten-TZR mit humanen und murinen TZRa Ketten unterschiedlicher

Antigenspezifitdt und Subfamilien-Zugehdorigkeit

Die Optimierung des Sicherheitsaspektes eines p53,s4-272-Tumorantigen-spezifischen

Einzelketten-TZR im Hinblick auf dessen residuelles Interaktionsverhalten
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2 Materialien

2.1 Chemikalien

Agarose
Borsaure

Bromphenolblau

Chromium-51 (Na,>*CrOy,)

Concanavalin A (ConA)

Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid (DMSQO)

EDTA

Ethanol

Ethidiumbromid

Ficoll

Isopropanol
Kaliumchlorid (KCI)
Natriumchlorid (NaCl)
Paraformaldehyd (PFA)

Schwefelsédure (H2,SO,)
Salzsaure rauchend (HCI)
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Tris-Base

Tryptophanblau

Tween20

Biomol, Hamburg, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Deisenhofen,
Deutschland

Perkin Elmer, Boston, USA
Calbiochem, Darmstadt,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Deisenhofen,
Deutschland

Sigma, Deisenhofen,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma Chemie, Deisenhofen
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Fluka, Buchs, Schweiz

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Deisenhofen
Deutschland

Sigma, Deisenhofen
Deutschland

Sigma, Deisenhofen

Deutschland
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Triton-X-100

Sigma, Deisenhofen

Deutschland

2.2 Substanzen und Medien fur die Zellkultur

Anti-CD8-Magnetpartikel

Bovines Serumalbumin (BSA)
-Mercaptoethanol

CD3/CD28 Magnetpartikel

DMEM

Dynal Dynabeads

Fotales Kéalberserum (FKS)

Gentamycin

Geneticin (G418)

HEPES-Puffer
Histidinol

Humanes AB-Serum

Humanes rekombinantes Interleukin 2 (IL-2)
Humanes Interleukin 2
Humanes rekombinantes Interleukin-7

Humanes rekombinantes Interleukin-15

L-Glutamin

Miltenyi-Biotec,

Bergisch Gladbach,
Deutschland

Sigma, Deisenhofen,
Deutschland

Sigma, Deisenhofen
Deutschland

Invitrogen, Darmstadt,
Deutschland

BioWhittaker, Verviers, Belgien
Dynal, Hamburg, Deutschland
PAA, Linz, Osterreich
BioWhittaker, Verviers, Belgien
Gibco, Eggensheim,
Deutschland

BioWhittaker, Verviers, Belgien
Sigma, Deisenhofen,
Deutschland
Transfusionszentrale der
Universitatsmedizin der
Johannes Gutenberg-
Universitat Mainz, Deutschland
Chiron, Tuttlingen, Deutschland
Roche, Mannheim,Deutschland
R&D Systems, Wiesbaden-
Nordenstadt, Deutschland
Biosource, Solingen,
Deutschland

BioWhittaker, Verviers, Belgien
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Natriumbikarbonat (NaHCO3)

Na-Penicillin/Streptomycin

Nicht-essentielle Aminosauren (NEAA)

Polybren

Puromycin

RPMI 1640

RPMI 1640 (farblos)

Opti-MEM

PBS (Phosphat-gepufferte Saline)
1x PBS (steril)

Phytohdmagglutinin, PHA

Trypsin-EDTA

2.3 Zellkulturmedien

BioWhittaker, Verviers, Belgien
Gibco, Eggensheim,
Deutschland

BioWhittaker, Verviers, Belgien
Sigma, Deisenhofen,
Deutschland

Sigma, Deisenhofen,
Deutschland

BioWhittaker, KdIn,Deutschland
BioWhittaker, KdIn,Deutschland
Gibco, Eggensheim,
Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland
Gibco, Eggensheim,
Deutschland

Gibco, Eggenstein,
Deutschland

Gibco, Eggensheim,

Deutschland

2.3.1 Komplettes RPMI zur Kultivierung von humanen Zelllinien

(10 % RPMI)
500 ml RPMI 1640
56 ml hitzeinaktiviertes FKS
5,6 ml L-Glutamin

560 pl Geneticin

entspr. 10 %
entspr. 2 mM

entspr. 50 uyM
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2.3.2 Komplettes RPMI zur Kultivierung von humanen PBMZ und CMV-

spezifischen T-Zellen (hu RPMI)

500 ml RPMI 1640

60 ml hitzeinaktiviertes humanes AB-Serum

6 ml L-Glutamin
15 ml HEPES-Puffer

6 ml Na-Penicillin/Streptomycin

entspr. 10 %

entspr. 2 mM

entspr. 25 mM

entspr. 100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

2.3.3 Komplettes DMEM zur Kultivierung von Verpacku ngszelllinien/

Phoenix-Zelllinien (10 % DMEM)

500 ml DMEM
60 ml hitzeinaktiviertes FKS

6 ml L-Glutamin

6 ml NEAA (nicht-essentielle Aminoséauren)

15 ml HEPES-Puffer

6 ml Na-Penicillin/Streptomycin

2.3.4 Komplettes RPMI zur
Hybridomzelllinie 58 a° 'CD3z

500 ml RPMI 1640

59 ml hitzeinaktiviertes FKS
5,9 ml L-Glutamin

8,6 ml Na-Bikarbonat 7,5 %
5,9 ml HEPES-Puffer

5,9 ml Na-Penicillin/Streptomycin

Kultivierung

entspr. 10 %

entspr. 2 mM

entspr. 1 X

entspr. 25 mM

entspr 100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

der murinen T-Zell-

entspr. 10 %

entspr. 2 mM

entspr. 10 mM

entspr. 100 1U/ml Penicillin
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30 pl  -Mercaptoethanol

100 pg/ml Streptomycin

entspr. 50 uyM

2.4 Medium zur Kryokonservierung von Zellen

27 ml hitzeinaktiviertes FKS

3 ml DMSO

2.5 Peptide

Die folgenden Peptide wurden benutzt:

PP65495.503; NLVPMVATV
MDM2g,.g5: LLGDLFGV
P53264.272: LLGRNSFEV
gp100,80.285:YLEPGPVTA
AML14.20: RLLRVALLL
FluM1sg.65: GILGFVFTL

VSV-Ns259: RGYVYQGL

entspr. 10 %

Biosynthan, Berlin, Deutschland
Biosynthan, Berlin, Deutschland
Biosynthan, Berlin, Deutschland
Biosynthan, Berlin, Deutschland
Biosynthan, Berlin, Deutschland
Biosynthan, Berlin, Deutschland

Biosynthan, Berlin, Deutschland

Die Peptide wurden entsprechend ihres Ldslichkeitsverhaltens in mit DMSO-

versetztem oder reinem destilliertem Wasser in einer Konzentration von 5 oder 10

mg/ml geldst.

2.6 Substanzen fur die Bakterienkultur

Ampicillin

Agar
Bactotrypton

Hefeextrakt

Sigma, Deisenhofen,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Tetrazyklin Sigma, Deisenhofen,

Deutschland

2.6.1 LB-Medium zur Kultivierung von Bakterienkultu ren
10 g NaCl

10 g Bactotrypton

5 g Hefeextrakt

1 | destilliertes oder deionisiertes Wasser pH 7,0

2.6.2 LB-Platten zur Kultivierung von Bakterienkult  uren
10 g NaCl

10 g Bactotrypton

5 g Hefeextrakt

15 g Agar

1 | destilliertes oder deionisiertes Wasser pH 7,0

Die Nahrmedien wurden autoklaviert und anschlie@end im Wasserbad auf 55T
temperiert. Nach Bedarf erfolgte die Zugabe der Antibiotika Ampicillin oder
Amipicillin/Tetrazyklin in einer Konzentration von 5 pg/ml. Zur Herstellung der

Kulturplatten wurde der noch flissige Agar in Petrischalen gegossen.

2.7 Kommerzielle Versuchssysteme

2.7.1 Punktmutagenese-PCR

QuikChange XL Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene, La Jolla, USA

2.7.2 Plasmid-Extraktion

QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden, Deutschland
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EndoFree Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden, Deutschland

2.7.3 DNS-Aufreinigung

QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden, Deutschland

2.7.4 DNS-Marker zur Gelelektrophorese
1 kb und 100 Bp DNS-Marker (,Ladder®) NEB, Frankfurt/Main,

Deutschland

2.7.5 Transfektionsreagenzien
Fugene 6 Roche, Mannheim,

Deutschland

Mirus Mirus Bio LLC, Madison, USA
2.7.6 ELISA

Mouse IL-2 BD OptEIA ELISA Set BD, San Diego, USA

Human IFN-g OptEIA ELISA Set BD, San Diego, USA

Human IFN-g ELISA Ready-SET-Go eBioscience, San Diego, USA

2.7.7 Intrazellulare Farbung und Intrazellulare Zyt  okin-Férbung

Der Antikorper Interferon-gAPC, die BD GolgiStop-Lésung (Protein Transport
Inhibitor) sowie der ,Perm/Wash Puffer 1“ (enthalt Saponin) wurden von der Firma BD

Bioscience, Heidelberg, Deutschland, bezogen.
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2.7.8 Analyse der Subfamilienzugehdrigkeit der TZR Ketten von

humanen T-Zellen
I0Test Beta Mark TCR V Kit Beckman Coulter, Krefeld,

Deutschland

2.7.9 CD8 positive magnetische Aufreinigung
LS-Saulen Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,

Deutschland

MACS-Puffer: 1x PBS (500 ml)
0,5 % FKS
2 mM EDTA
pH 7,2

2.8 Enzyme

Die Restriktionsendonukleasen (BamHlI, Ncol, Kpnl, Pstl, CIP, Dpnl, Sac |, Sac II,
Hind 1ll) sowie die T4 DNS-Ligase und T4 DNS-Polymerase wurden von der Firma
NEB, Frankfurt/Main, Deutschland, bezogen. Hinzukommend wurde die Pfu DNS-
Polymerase (Agilent, Boblingen, Deutschland) und Pfx50-Polymerase (Invitrogen,

Darmstadt, Deutschland) verwendet.

2.9 Vektoren

Die retroviralen pBullet Vektoren mit den Resistenzgenen fir Geneticin bzw.
Neomycin (pBullet_neo) oder Puromycin (pBullet_puro) waren bereits im Labor
etabliert (Voss et al. 2005). Die Vektoren enthielten das Gen fur die Ampicillin-
Resistenz, welches essentiell fir die Durchfihrung von Klonierungsverfahren zur
Selektion positiver bakterieller Klone war. In diese retroviralen Vektoren waren
bereits die Gene fur die TZRa und TZR Kette der Spezifitdten flr pp65495-503,
P53264-272, MDM2g;.83, gp100240-288 und AMLi4,, kloniert. Die Gene fir die TZRa
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Kette waren auf dem retroviralen pBullet Vektor mit der Puromycin-tragenden
Resistenz und die, der TZR Kette auf dem retroviralen pBullet Vektor mit dem
Geneticin-Resistenzgen lokalisiert. Des Weiteren erfolgte die Klonierung der Gene
fur die TZRa und - Kette nach Mdglichkeit tber eine Ncol- und BamHI-Schnittstelle.
Fir die Expression des TZR wurden zwei retrovirale Vektorsysteme bendtigt (2-
Plasmide-retrovirales Vektorsystem). Des Weiteren wurden Einzelketten- oder
Doppelketten-TZR Konstrukte verwendet. Die Sequenz des p53264-272- TUmMorantigen-
spezifischen Doppelketten- und Einzelketten-TZR war bereits Kodon-optimiert und
mit einer zusatzlichen Disulfidbriicke zwischen den C-Doménen ausgestattet (Kuball
et al. 2007). Die Klonierung erfolgte in den retroviralen pBullet Vektor mit dem
Geneticin-Resistenzgen  (pBullet_neo). Bei dem  p53.64-272-Tumorantigen-
spezifischen Doppelketten- oder Einzelketten-TZR waren alle Komponenten fur die
Expression des TZR auf einem retroviralen Vektorkonstrukt kloniert (1-Plasmid-
retrovirales Vektorsystem). Hinzukommend wurde ein neuartiger p53264-272-
Tumorantigen-spezifischer Einzelketten-TZR (Voss et al., 2010) verwendet, welcher
fur die Expression 2 retrovirale Vektorsysteme bendétigte (2-Plasmide-retrovirales
Vektorsystem). Der p53,64.272-Tumorantigen-spezifische Einzelketten-TZR war auf
dem retroviralen pBullet Vektor mit der Puromycin-tragenden Resistenz lokalisiert
(pBullet_puro). Die stabilisierende und fir die Expression des p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR essentielle Komponente MuCa war auf
einem weiteren retroviralen pBullet Vektor mit der Geneticin-Resistenz kloniert
(pBullet_neo). Der CMV-pp6549s.503-spezifische Doppelketten- TZR  wurde
freundlicherweise von Herrn Prof. X zur Verfliigung gestellt. Die Klonierung erfolgte in
den retroviralen pBullet Vektor mit der Puromycin-tragenden Resistenz. Der pp6549s.
so3-Spezifische Einzelketten-TZR beruhte auf der Ausgangssequenz des pp6549s-503-
spezifischen Doppelketten-TZR. Die Generierung des pp65ags-503-Spezifischen
Einzelketten-TZR erfolgte von Herrn Dr. X. Hierbei wurden die Gene fir den pp6549s-
so3-spezifischen Einzelketten-TZR auf den retroviralen pBullet Vektor mit der
Puromycin-tragenden Resistenz kloniert. Die Klonierung der stabilisierenden und fir
die Expression des Einzelketten-TZR essentielle Komponente MuCa erfolgte auf den
retroviralen pBullet Vektor mit dem Resistenzgen fur Geneticin. Wahrend fir die
Expression des pp6549ss03-spezifischen Einzelketten-TZR  zwei retrovirale
Vektorsysteme bendtigt wurden, lag der pp6549s.503-Spezifische Doppelketten-TZR

auf einem retroviralen System vor. Der pp65495.503-Spezifische Doppelketten- sowie
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der Einzelketten-TZR waren Kodon-optimiert sowie in den C-Domanen murinisiert

(i.e. chimarisiert).

Die pHIT60, pCOLT-GaLV (Soneoka et al. 1995) und VSV-G (Cooray et al. 2012)
gentragenden pBullet Vektoren waren ebenfalls im Labor etabliert und kodierten fur
essentielle retrovirale Virusbestandteile. Das Gen pHIT60 kodiert fiur gag
(,oruppenspezifische* Antigene) und pol (reverse Transkriptase und Integrase als
.Polymerase“-Genkomplex), pCOLT-GaLV und VSV-G entsprechen den env
(,envelope®, virale Hullproteine). Wahrend mit dem GalLV-Hillprotein ausgestattete
rekombinante Retroviren humane Zellen infizierten, fanden mit dem VSV-G
Hullprotein pseudotypisierte Retroviren bei den murinen Zellen, wie der murinen

Hybridomzelllinie 58 a~ "CD3z, Verwendung.

2.9.1 Auflistung der verwendeten TZR Konstrukte

Die TZRa Kette war auf dem retroviralen pBullet Vektor mit der Puromycin-tragenden
Resistenz und die TZR Kette auf dem Geneticin-tragenden retroviralen pBullet
Vektor kloniert. Demnach handelte es sich um ein 2-Plasmide-retrovirales
Vektorsystem. Die TZR Konstrukte waren im Labor etabliert. Im Anhang werden die

Sequenzen nicht aufgefihrt:

a) Hu Wt TZR gp1002g0-285: YLEPGPVTA (Schaft et al. 2003)

b) Hu Wt TZR AMLy4.22: RLLRVALLL (Isolation des ZTL Klons 1C6: Distler et al.
2008, Isolation und Charakterisierung der TZR Ketten: unpublizierte Daten
von Herrn Dr. X, Frau Dr. X und Frau Dr. X.

C) Mu Wt TZR p53264-272: LLGRNSFEV (Kuball et al. 2005)

d) Mu Wt TZR MDM2g;.g5: LLGDLFGV (Stanislawski et al. 2001)

e) CMV-pp6549s.503- Spezifische TZR Konstrukte:

1) Doppelketten-TZR eines 2-Plasmide-retroviralen Vektorsystems:
Hu Wt TZR CMV

Die TZRa Kette war auf dem retroviralen pBullet Vektor mit der Puromycin-
und die TZR Kette auf dem retroviralen pBullet Vektor mit der Geneticin-

Resistenz kloniert. Die TZRa und - Ketten wurden freundlicherweise von
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2)

3)

4)

5)

Frau Dr. X zur Verfugung gestellt. Die Klonierung der Sequenzen in die
retroviralen pBullet Vektoren erfolgte von Frau Dr. X.

Gezielte Punktmutagenese des Hu Wt TZR CMV zu Hu Mt TZR CMV

Die Sequenz des Hu Wt TZR CMV wurde fur die gezielte
Punktmutagenese zur Generierung von neuartigen pp6549s.503-spezifischen
TZR verwendet. Hierbei wurde der Hu Mt TZR CMV, Hu Mta TZR CMV /
Hu Wt TZR CMV und Hu Wta TZR CMV / Hu Mt TZR CMV selbst

generiert. Bei den Konstrukten handelte es sich, wie bei dem Hu Wt TZR
CMV, um ein 2-Plasmide-retrovirales Vektorsystem
Kodonoptimierung des Hu Wt TZR CMV: Hu Wt coTZR CMV

Die Firma Life Technologies (Regensburg, Deutschland) wurde mit der

Kodonoptimierung beauftragt. Die Klonierung in die retroviralen pBullet
Vektoren erfolgte im Rahmen meiner Dissertation.
CMV-pp65.49s5.503-spezifischer Einzelketten-TZR: Chim  Hu sc  TZR
CMV/MuCa T84C (Nomenklatur ImMunoGeneTics (IMGT))

Die Ausgangssequenz (Hu Wt dc coTZR CMV) zur Generierung des
PP65495.503-Spezifischen Einzelketten-TZR wurde von Herrn Prof. X zur
Verfigung gestellt. Ebenso war eine zusatzliche Disulfidbricke zwischen
den konstanten Domanen integriert. Hierbei wurde die Aminoséaure
Threonin gegen ein Cystein auf der MuCa Doméne (T84C) gezielt
ausgetauscht. Des Weiteren waren die konstanten Dom&nen murinisiert.
Der pp6549s.503-spezifische Einzelketten-TZR wurde von Herrn Dr. X
generiert. Hierbei wurde der pp6549s5.503-spezifische Einzelketten-TZR auf
den retroviralen pBullet Vektor mit der Puromycin-Resistenz kloniert.
Exklusiv befand sich die MuCa Doméane auf dem retroviralen pBullet
Vektor mit dem Geneticin-tragenden Resistenzgen. Fir die Expression des
PP6549s.503-Spezifischen Einzelketten-TZR wurden 2-Plasmide-retrovirale
Vektoren benétigt. Die Identifikation sowie DNS Isolierung und
Aufreinigung positiver Klone fiur das Einzelketten-TZR Konstrukt erfolgten
im Rahmen meiner Dissertation.

CMV-pp65.495.503-Spezifischer Doppelketten-TZR eines 1-Plasmid-
retroviralen Vektorsystems: Hu Wt dc coTZR CMV

Der pp6549s5.503-spezifische Doppelketten-TZR wurde freundlicherweise von

Herrn Prof. X zur Verfiigung gestellt (siehe Beschreibung unter 4). Die
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Klonierung des Hu Wt dc coTZR CMV in den retroviralen pBullet Vektor mit
der Puromycin-Resistenz wurde im Rahmen meiner Dissertation
durchgefihrt.

f) p53264-272-Tumorantigen-spezifische TZR Konstrukte:

1) Doppelketten-TZR Konstrukt eines 1-Plasmid-retroviralen Vektorsystems:

Der p53,e4.272-Tumorantigen-spezifische Doppelketten-TZR war Kodon-
optimiert sowie mit dem F2A-Element (Szymczak et al. 2004) ausgestattet.
Auch befand sich eine zusatzliche Disulfidbricke zwischen den C-
Doméanen (Kuball et al. 2007). Die essentiellen Komponenten fiur die
Expression des Doppelketten-TZR fanden sich alle auf einem Vektor
kloniert vor. Die Klonierung des Einzelketten-TZR in den retroviralen
pBullet Vektor mit dem Geneticin-Resistenzgen wurde von dem
medizinischen  Doktoranden Herrn X. Die Bezeichnung der
Ursprungssequenz lautete 0808089 GAP_TCRaCysFMDV2ATCR Cys
(Life Technologies, Regensburg, Deutschland) und wurde im Folgenden
zur Vereinfachung als Mu Wt dc coTZR p53 aufgefihrt.

2) Einzelketten-TZR Konstrukt eines 1-Plasmid-retroviralen Vektorsystems:

Der p53,64-272-Tumorantigen-spezifische Einzelketten-TZR war ebenfalls
Kodon-optimiert und mit dem F2A-Element ausgestattet. Die beschriebene
Disulfidbriicke zwischen den C-Doméanen war integriert (Kuball et al.
2007). Die Klonierung des  p53.64-272-Tumorantigen-spezifischen
Doppelketten-TZR erfolgte im Rahmen meiner Dissertation in den
retroviralen  pBullet Vektor mit der Geneticin-Resistenz. Die
Ursprungssequenz lautete 0808093 scp53TCR_CYSFMDV2ACa (Life
Technologies, Regensburg,Deutschland) und wurde im Folgenden als Mu
Wt sc coTZR p53 bezeichnet.

Die Sequenzen sowie verwendeten Primer fir die Klonierungsverfahren werden im

Anhang bzw. auf dem Datentrager aufgefihrt.
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2.10 Antikorper fur die Durchflusszytometrie

Die folgenden Antikdrper zur Detektion von Oberflachenrezeptoren wurden von der

Fa. Beckman Coulter (Krefeld, Deutschland) bzw. BD Bioscience (Heidelberg,

Deutschland) bezogen:
Human CD8

Human CD4

Human CD3

HumanV 13.1
HumanV 17
HumanV 14

Hu PanTZRa -PC5
IOTest Beta Mark TCR V Kit
1gG2b

Maus V 3

Maus V 6

Mu TZR

Die p53264-272-, PP65495-503—

Beckman Coulter (Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter (Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland
BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland

und MDM2g,.gs-spezifischen Tetramere wurden

freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. X zur Verfligung gestellt: Die p5364-272-

spezifischen Tetramere waren mit dem Fluorochrom PE (Phycoerythrin) bzw. PECy7

(Tandemkonjugat: Phycoerythrin/Cy7) und die pp65a49s.503- Spezifischen Tetramere

mit PE bzw. APC (Allophycocyanin) markiert.

FACS Puffer

500 ml PBS (1x)

0,5 ml Paraformaldehyd entspr. 0,1 %
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2.11 Agarosegele fur die Gelelektrophorese

Vorzugsweise wurden 1 % Agarosegele verwendet. 5 g Agarose wurden in 500 ml
1:10 verdinntem 5x TBE geldst. Hierfur wurde die Losung in einer handelsiblichen
Mikrowelle erhitzt. Niedrig prozentige Agarosegele flihren zu einer besseren
Auftrennung von grof3en DNS-Fragmenten und hoher prozentige verbessern die
Auftrennung von kleinen Fragmenten. Folglich sei darauf hingewiesen, dass je nach
erwarteten DNS-Fragmenten der Prozentgehalt der Agaroselésung adaptiert wurde.
Zur Erh6hung der Dichte der DNS wurde diese in einem 1:5 Verhaltnis mit dem

glyzerinhaltigen Ladepuffer Bromphenolblau (5x) versetzt.

5x TBE Puffer 54 g Tris-Base
20 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0
27,5 g Borsaure

mit destilliertemm Wasser auf 1 Liter

auffullen
5x Ladepuffer 125 mg Bromphenolblau
entspr.. 0,25 %
(Bromphenolblau) 15,0 ml Glycerin  entspr.. 30 %

mit destilliertem Wasser auf 50 ml

auffillen

2.12 Zellen, Zelllinien und Transfektanten

2.12.1 Humane PBMZ

Die Blutproben (,Buffy Coats”) wurden von der Transfusionszentrale der
Universitatsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitat in Mainz (Deutschland)
bezogen. Fur die Bestellung wurden sowohl der HLA-A2- als auch der HCMV-Status
der gesunden Spender berlicksichtigt. Die humanen PMBZ wurden nach Angaben

des Herstellers prapariert und kryokonserviert. Die Kultivierung erfolgte in hu RPMI
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unter Applikation des Zytokins IL-2 sowie in besonderen Fallen zusatzlich mit IL-7.
Die Aktivierung der Zellen fur die retrovirale Transduktion wurde wie unter 3.15
beschrieben durchgefuhrt. Nach der retroviralen Transduktion wurden die humanen
PBMZ entsprechend der verwendeten retroviralen Vektorsysteme mit Antibiotika
behandelt. Bei der Verwendung des pBullet_neo-Vektors wurde fur 7 Tage mit 800
pg/ml Geneticin (G418) behandelt. Der pBullet_puro-Vektor konnte mittels der
Applikation von 5 pg/ml Puromycin fur 2 Tage selektiert werden. Die Expansion der
humanen T-Zellen erfolgte mittels der CD3/CD28 Beads-Stimulierung oder
peptidspezifisch unter Anwendung des T2-Protokolls. Besondere Stimulations-

verfahren wurden im Methodenteil aufgefihrt.

2.12.2 Etablierte Zelllinien im Labor

1) T2: Herkunft aus dem Labor von Linda Sherman, USA, B- und T-
lymphoblastoides Hybrid, HLA-A2.1 positiv, Antigenpeptid-Transporter-

(-transporter associated with antigen processing (TAP)“)-Defizienz
2) SupT1: Herkunft ATCC, USA, humanes T-Zell-lymphoblastisches Lymphoma

Die SupTl Zelllinie wurde im Detail auf die Expression von Oberflachen-
rezeptoren sowie endogenen TZR analysiert (Abbildung 4). Die Expression des
exogenen TZR nach der retroviralen Transduktion fihrt zur proportionalen
Hochregulation des CD3 Rezeptors. Des Weiteren wurde fur die Selektion nach
der retroviralen Transduktion die benétigte Konzentration an G418 und

Puromycin bestimmt (Abbildung 5).
3) K562: Herkunft Prof. X, CML, A2.1 negativ.

4) K562-A2: A2.1-Allel transfizierte Zelllinie K562. Die Selektion der A2.1-
positiven Transfektanten erfolgte mit der Zugabe von Geneticin (G418) in

einer Konzentration von 800 pg/ml zu dem Kulturmedium.
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Abbildung 4: Charakterisierung der humanen SupTl1 Ze lllinie

Die humane SupT1 Zelllinie exprimierte an der Zelloberflache sowohl den CD4 als

auch den CD8 Ko-Rezeptor. Als Kontrolle fir die kombinierte Farbung gegen CD4

und CD8 wurden humane T-Zellen verwendet.

Hinzukommend konnte kein

Doppelketten-TZR an der Zelloberflache detektiert werden (Hu Pan TZRa negativ).
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Humane SupT1 Zelllinie Humane SupT1 Zelllinie
Behandlung mit G418 [mg/ml] Behandlung mit Puromycin [pg/ml]
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c[G418 mg/ml] ¢ [Puromycin pg/ml]

Abbildung 5: Bestimmung der G418- und Puromycin-Tol eranz der humanen SupT1 Zelllinie

Es liel3 sich eine konzentrationsabhangige Toleranz gegentiber der Antibiotika G418 und Puromycin
feststellen. Nach der retroviralen Transduktion wurde die SupT1 Zelllinie fur 7 Tage mit 1,6 mg/ml

G418 und 2 Tage lang mit 5 pg/ml Puromycin behandelt.

5) Saos-2: Herkunft Sherman Labor / ATCC, humanes Osteosarkom, adharente
Zelllinie

6) Saos 2/143. Saos-2 Zellen wurden mit dem humanen p53-Gen transfiziert.
Das humane p53-Gen tragt eine Mutation, welches nach der Translation den
Aminosaurerest 143 (V zu A) betrifft (Dittmer et al. 1993; Theobald et al.
1995). Zur Selektion auf die p53 Expression wurde das Kulturmedium mit

G418 in einer Konzentration von 400 pg/ml versetzt.

Die Zellen wurden in 10 % RPMI, bei 37C und 5 % CO , in wasserdampfgesattigter
Atmosphére in T25- oder T75-Zellkulturflaschen kultiviert.

7) Murine T-Zell-Hybridomzellen 58 a” "CD3z:

Die murine Hybridomzelllinie 58 a° "CD3z exprimierte den CD4 Oberflachenrezeptor.
Es konnte kein Doppelketten-TZR an der Zelloberflache detektiert werden (Abbildung
6). Die Zelllinie stammte aus der murinen Thymom-Linie BW5147. Zur Kultivierung

der Zellen wurde ein spezielles RPMI-Medium verwendet. Zweimal pro Woche
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Abbildung 6 Charakterisierung der murinen T-Zell-Hy  bridomzelllinie 58 a” 'CD3z

Die murine T-Zell-Hybridomzelllinie 58 a'’b’CD3z zeigte im Vergleich zu den humanen
T-Zellen lediglich die Expression des CD4 Oberflachenrezeptors. Es konnte kein

Doppelketten-TZR an der Zelloberflache detektiert werden (Hu Pan TZRa negativ).

wurden die Zellen auf 0,25x10° Zellen/ml eingestellt. Zur Selektion der CD3z
Expression wurde Histidinol in einer Konzentration von 2 mg/ml zum Kulturmedium
hinzugegeben. Die Zellen wurden nach der retroviralen Transduktion mit 2 mg/ml
Geneticin (G418) und 5 pg/ml Puromycin selektiert (Abbildung 7).

8) Tyrosinase-Klon (IVS-B) : Herkunft Prof. X.

Der  Tyrosinaseszss.sze-spezifische  T-Zellklon (IVS-B  T-Zellklon)  wurde
freundlicherweise von Herrn Prof. X (Wdlfel et al. 1994) zur Verfigung gestellt. Die

Zellen exprimieren einen Tyrosinasesso-sze-spezifischen TZR, welcher der Vbl4
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Subfamilie angehért (Abbildung 8). Die Antigenkategorie gehdrt zur Klasse der
Melanozyten-Differenzierungsantigene, die auch in Melanomen Uberexprimiert
werden. Des Weiteren exprimieren die Zellen an der Zelloberflache den CD8 Ko-
Rezeptor. Fur den CD4 Rezeptor erschienen die Tyrosinasesess-sze-spezifischen T-
Zellen negativ. Die Stimulierung erfolgte mit einer EBV-transfizierten B-Zelllinie, den
sogenannten Alex-B Zellen, sowie einer Melanom-Zelllinie, den Sk-Mel 29 Zellen.
Beide Zellarten wurden vor der Zugabe zu den IVS-B T-Zellen mit 10000 rad
bestrahlt. In einer 24-Kavitaten-Platte wurden 0,5 bis 1x10° IVS-B T-Zellen, 0,1x10°
bestrahlte Sk-Mel 29 und 0,2x10° bestrahlte Alex-B Zellen in hu RPMI ausgesét.
AnschlieBend wurden 250 U/ ml Proleukin 2 zugegeben. Nach 7 Tagen der
Stimulierung erfolgte ein Mediumwechsel, indem die Hélfte des alten Kulturmediums
durch neues ersetzt wurde. Ebenso wurde entsprechend des frischen Kulturmediums
250 U/ml Proleukin 2 appliziert. Die Stimulierung mit neuen SK- Mel 29 und Alex-B-
Zellen erfolgte im Zyklus von 10 Tagen. Zur Selektion der Zellen nach der
retroviralen Transduktion wurden die gleichen Bedingungen wie bei den humanen T-

Zellen gewahlt.

Murine Hybridome 58 a’b” CD3z Murine Hybridome 58 a’b’'CD3z
Behandlung mit G418 [mg/ml] Behandlung mit Puromycin [pg/mi]

0.4+ 0.44

= E = E
T o T o
N "o N g
= 0.2 = 0.2
g g a9
N X N X

0.0~ 0.0-

T T T T 1 e e e
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011

c[G418 mg/ml] ¢ [Puromycin pg/mi]

Abbildung 7: Bestimmung der G418- und Puromycin-Tol eranz der murinen Hybridomzellen 58

a CD3z

Es konnte eine hohe Toleranz gegenuber G418 festgestellt werden. Gegenliber Puromycin war diese
wesentlich geringer. Die murine Hybrimomzelllinie 58 a~ "CD3z wurde mit 2 mg/ml G418 und 5 pg/ml

Puromycin nach der retroviralen Transduktion behandelt.
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Abbildung 8: Phanotypisierung des Tyrosinase ses-376.Spezifischen T-Zellklons

Zur Detektion der Expression des endogenen Tyrosinasesgs.sze-spezifischen TZR wurden die Zellen
mit dem Hu PanTZRa -Antikérper angefarbt. Der Tyrosinasesgs.s7s-spezifische TZR gehort der V 14

Subfamilie an (FACS-Analyse sowie personliches Gesprach mit Herrn Dr. X.

9) Verpackungszelllinien zur Herstellung retrovirale r Uberstande fir die

Transduktion von humanen und murinen Zellen:

Die humanen Verpackungszelllinien Phoenix Ampho und Phoenix Eco (Nolan Labor,
Stanford Universitat, USA) wurden in kompletten 10 % DMEM kultiviert. Aufgrund
des semi-adhérenten Verhaltens der Zellen wurden diese vor Gebrauch sowie
Propagation mit 5 ml PBS gewaschen und mit 2,5 ml Trypsin-EDTA vom
Kulturflaschenboden geldst. Ein weiterer Waschschritt zur Entfernung des Trypsin-
EDTAs erfolgte in 10 % DMEM. Die Zellen wurden in T75-Zellkulturflaschen in einer

Zelldichte von 1-2 x 10° Zellen/Zellkulturflasche aufgenommen.
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2.12.3 Selbstgenerierte oder neu etablierte Zellen
1) CMV-pp65 495.503-spezifische humane T-Zellen

Es wurden HLA-A2- sowie HCMV-seropositive Blutproben von der
Transfusionszentrale der Universitadtsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitat in
Mainz (Deutschland) bezogen. Die Aufreinigung der PBMZ erfolgte laut Hersteller
(Gebrauchsanleitung Leucosep, Fa. Greiner, Frickenhausen, Deutschland).
Darauffolgend erfolgte eine positive CD8 magnetische Zellsortierung. Die isolierten
CD8" T-Zellen wurden mit dem pp654gs.503-NLVPMVATV-spezifischen Peptid
stimuliert. Das Restimulationsverfahren resultierte in der pp6549s.503- Spezifischen
Akkumulation und Expansion von pp65ags.s03-peptidspezifischen T-Zellen. Die
detaillierte Beschreibung des Verfahrens wurde unter 3.10 und 3.12 aufgefihrt. Die
Selektion der pp65495.503-peptidspezifischen T-Zellen nach der retroviralen
Transduktion erfolgte unter den gleichen Bedingungen wie bei den humanen T-

Zellen. Die Zellen wurden in hu RPMI in einer Zelldichte von 0,5x106/ml kultiviert.

2) CMVygs.503-peptidspezifischer T21 T-Zellklon

Der CMV-pp6549s5.503-spezifische T21 T-Zellklon wurde freundlicherweise von Frau
Prof. X zur Verfigung gestellt. Die Kultivierung erfolgte wie beschrieben (Neudorfer
et al. 2007). Die Selektion der Zellen nach der retroviralen Transduktion wurde wie

bei den humanen T-Zellen durchgefihrt.

3) CMV-pp65495.503- UNd p53 264-272-TumMorantigen-bi-spezifische humane
T-Zellen

Die selbstgenerierten und expandierten pp6549s.503—peptidspezifischen humanen T-
Zellen wurden mittels einer retroviralen Transduktion oder eines RNS Gentransfers
mit einem p53.64-272-TumMorantigen-spezifischen TZR ausgestattet. Die sich
anschlieRende Selektion erfolgte laut Vorschrift wie bei den humanen T-Zellen. Die
Expansion der bi-spezifischen T-Zellen erfolgte Uber eine pp65495.503- SOWie P53264-
o72-peptidspezifische  Stimulation mit  peptidbeladenen T2-Zellen (3.13). Als
Kulturmedium wurde hu RPMI verwendet.

Hinzukommend wurden der Tyrosinasesss.s7e-spezifische sowie der pp6549s5.503-
spezifische T21 T-Zellklon mit einem zweiten TZR ausgestattet. Des Weiteren
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erfolgte die simultane retrovirale Transduktion von HCMV-negativen humanen T-

Zellen mit einem pp65495-503- UNd einem p53,64-272- TuMorantigen-spezifischen TZR.

Die verwendeten pp6549s.503- Sowie pP53,64-272-peptidspezifischen TZR-Konstrukte
wurden unter 2.9.1 aufgelistet und detailliert beschrieben. Die Sequenzen sowie die

verwendeten Primer wurden im Anhang bzw. auf dem Datentrager beigefugt.

4) Humane Jurkat-76 Zelllinie

Die Jurkat-76 Zelllinie wurde aus einer humanen klonalen T-Zell-Leuk&mie generiert.
Die Zelllinie wurde freundlicherweise von Herrn Dr. X aus dem Labor von Herrn Prof.
X zur Verfuigung gestellt. Kennzeichnend fiur die Jurkat-76 Zellen ist der Verlust an
endogenen TZRa und - Ketten. Normalerweise exprimieren die Zellen keinen CD3
Rezeptor an der Zelloberflache. Jedoch erfolgt nach der retroviralen Transduktion mit
der Expression eines TZR die proportionale Hochregulation des CD3 Rezeptors. Die
Zellen wurden in 10 % RPMI kultiviert und zweimal pro Woche auf eine Zellzahl von
0,3 x 10° Zellen/ml eingestellt. Die Selektion nach der retroviralen Transduktion
wurde mit 1,6 mg/ml Geneticin (G418) und 5 pg/ml Puromycin durchgefihrt.

2.13 Chemokompetente Bakterienzellen

Die chemokompetenten Bakterienzellen des Escherichia Coli Stammes XL-1 Blue
und JM 109 waren bereits im Labor etabliert und sind vorbeschrieben (Bullock et al.
1987). Die XL-1 Blue Bakterienzellen besitzen ein Tetrazyklin-Resistenz-kodierendes
F-Plasmid.

Bendtigte Losungen zur Herstellung der chemokompetenten Zellen:

Tib | 30 mM Kobaltacetat
50 mM MnCl,
100 mM CacCl,
15 % Glyzerin
pH 5,8 mit Essigsaure einstellen

steril filtrieren
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Tib Il

2.14 Gerate

Brutschranke (Inkubatoren)
ELISA-Reader (Dynex Relevation)

Elektroporationsgerat ,,GenePulser XCell*

FACS-Gerat Calibur

BD FACSVantage SE

(Floureszenz-aktivierter Zell-Sorter)

gPlattenzahler

Inkubationsschuttler

MasterCycler personal

Netzgerate

MasterCycler Gradient

pH-Meter

Photometer (Ultraspec 1000)

Schiittler (KS 250)

Sterilbank

10 mM Mops-Na pH 7,0
75 mM CacCl;

10 mM KCI

15 % Glycerin

steril filtrieren

Heraeus, Hanau, Deutschland
MTX Lab Systems, Inc. Vienna,
USA

Bio-Rad, Miinchen,
Deutschland

Becton Dickinson, Heidelberg
Deutschland

Becton Dickinson, Heidelberg
Deutschland

Perkin Elmer, Boston, USA
Infors AG, Bottmingen, Schweiz
Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Amersham Pharmacia Biotech
Munchen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Knick pH-Meter 766 Calimatic
Zweibriucken, Deutschland
Amersham Pharmacia Biotech
Munchen, Deutschland

IKA Labortechnik, Staufen
Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland
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Thermomixer / Thermozykler Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Zentrifugen Eppendorf, Hamburg,
Deutschland / Heraeus, Hanau
Deutschland

Zellbestrahlungsanlage Mglsgaard Medical,

(Gammacell 2000) Horsholm,Danemark

2.15 Kunststoff- und Glasware

Zellkulturflaschen (T25 / T75), Reagenzréhrchen (15 ml und 50 ml) und Pipetten (50
ml, 25 ml, 10 ml und 5 ml) wurden von der Fa. Greiner (Frickenhausen, Deutschland)
bezogen. Zellkulturplatten wurden von der Fa. Costar Corning (Bodenheim,
Deutschland) verwendet. Reagenzgefal3e (2,0 ml, 1,5 ml, 0,5 ml und 0,2 ml) sowie
Pipettenspitzen (1000 pl, 200 pl und 10 pl) wurden ausschlie3lich von der Fa.
Eppendorf (Hamburg, Deutschland) bezogen. Die Lumaplatten zur Durchfihrung des

*1Cr-zytotoxizitatstest wurden von der Fa. Perkin Elmer (Boston, USA) verwendet.

2.16 Computerprogramme

Mit dem Programm Clone Manager fur Windows95 wurden DNS-Klonierungen,
Primer Design und DNS-Sequenzvergleiche geplant bzw. durchgefuhrt. Zur
Auswertung von DNS-Sequenzen wurde zusatzlich das Programm Chromas 2.22
verwendet. Die Auswertung der Daten von der Durchflusszytometrie erfolgte mittels
des Programmes Expo 32 1.0. Die Daten von ELISAs und Zytotoxizitatstests wurden

mit dem Programm GraphPad Prism 3.02 bzw. 5.0 ausgewertet.
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3 Methoden

3.1 Polymerase Ketten Reaktion

Die Polymerase Ketten Reaktion (Polymerase Chain Reaction, kurz PCR) dient der
Amplifikation einer Ausgangs-DNS-Matrize. Dazu wird in einem ersten Schritt die
Doppelstrang-DNS denaturiert, d.h. in zwei DNS-Einzelstrange aufgetrennt. In einem
zweiten Schritt erfolgt die Hybridisierung der Oligonukleotide an den jeweiligen
komplementaren DNS-Einzelstrang. Dieser Schritt wird auch als ,Annealing”
bezeichnet. Bei den Primern handelt es sich um chemisch, synthetisierte
Oligonukleotide, welche komplementar zu einem spezifischen Sequenzabschnitt auf
dem DNS-Einzelstrang sind, und den Ausgangspunkt fir die DNS-Replikation der
DNS-Polymerase darstellen. Es schlie3t sich der Schritt der Elongation im
Temperaturoptimum der DNS-Polymerase an. Hierbei erfolgt mittels der Anlagerung
von dNTPs (Desoxymononukleotidtriphosphate) die Verlangerung des Primers und
folglich die Synthese des DNS-Doppelstranges. Je nach Zykluszahl des
Denaturierungs-, Annealings- und Elongationsschrittes wird eine exponentielle
Amplifikation der DNS erreicht.

3.1.1 PCR fir Klonierungsexperimente

Schritt Temperatur Dauer Zykluszahl
Denaturierung 95T 30 Sek 1x
Denaturierung 95T 30 Sek

Annealing 55C 30 Sek
Gradient £10C 35x
Elongation 68T 60 Sek / 1 kb
4C

Tabelle 1: PCR fur Klonierungsexperimente

Zusammenfassung des PCR-Programmes fur die spezifische Amplifikation von TZR-DNS. Der
Annealingschritt beinhaltete einen Temperaturgradienten von 10C. Hierdurch wurden die

individuellen Temperaturoptima der verwendeten Primerpaare bertcksichtigt.
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Der PCR-Ansatz enthielt in einer finalen Konzentration 100 ng Plasmid-DNS, 1x Pfx
Polymerase-Puffer, 10 mM dNTPs (Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland), 10 pM
von jedem Primer, sowie 5 U Pfxsg Polymerase. Mit destilliertem Wasser wurde auf
das Gesamtvolumen von 50 pl aufgefillt. Das verwendete PCR-Programm ist in der
Tabelle 1 dargelegt. Zur Berucksichtigung der individuellen Temperaturoptima des
Primer-Paares wurde wahrend des Annealing-Schrittes ein Temperaturgradient von
10C eingestellt. Die Primer wurden in einer GroRe von 18 bis 25 Bp sowie
ausgehend vom 5' Ende mit insgesamt 1/3 unspezifischen Nukleotidsequenzen und
der gewinschten Restriktionsschnittstelle versehen. Der restliche 2/3 Anteil des
Primers wurde mit der komplementdren Nukleotidabfolge zur DNS-Matrize
entworfen. Die Modifikation des Primers mit einer Restriktionsschnittstelle
ermoglichte das anschlieende Klonieren des PCR-Produktes. Hierbei wies der
vorwarts (for)- ,Primer” die Ncol- und der rickwarts (rev)- Primer die BamHI-
Restriktionsschnittstelle auf. Bei TZR-DNS Konstrukten, welche bereits endogene
Ncol-Schnittstellen besalRen, erfolgte die Synthese eines for-Primers ohne die Ncol-
Restriktionsschnittstelle (,blunt end” (glatte Enden)-Ligation). Hierbei lag das 5’ Ende
des for-Primers direkt hinter dem Startcodon (ATG) und wies die vollstdndige
komplementare Nukleotidsequenz zur DNS-Matrize auf. Zuséatzlich wurde der Primer
am 5° Ende phosphoryliert, um eine anschlieRende Ligation mit dem vorbereiteten,

retroviralen Vektor zu ermdglichen.

3.1.2 PCR zur gezielten Punktmutagenese von TZR Ket ten

Bei dieser PCR-Methode werden Primer mit einer Lange zwischen 30 und 45 Bp
verwendet. Die Abfolge der Nukleotide des Primers ist nicht vollstandig
komplementar zur DNS-Matrize. Es werden gezielte Basenaustausche
vorgenommen, die zu einem neuen Basentriplett fuhren. Es erfolgt eine gezielte
Mutagenese der DNS-Matrize, die an den Ribosomen in eine veranderte
Aminosauresequenz translatiert wird. Aufgrund der Lange der Primerpaare sind
ausreichende komplementdre Basenabfolgen vorhanden, so dass die Primer
spezifisch binden kénnen. Der PCR-Ansatz wird analog zum Versuchsprotokoll
,QUikChange Il XL-Site-Directed Mutagenesis" durchgefiihrt. Es wurden final 20 bis
40 ng Plasmid-DNS, 1x Pfu Reaktionspuffer, 25 mM dNTPs (Sigma-Aldrich,
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Schritt Temperatur Dauer Zykluszahl
Denaturierung 95C 30 Sek. 1x
Denaturierung 95C 30 Sek.

Annealing 55C 60 Sek
Gradient 10C 19x
Elongation 68T 60 Sek / 1 kb
4C

Tabelle 2: PCR-Programm zur gezielten Punktmutagene  se von TZR-DNS

Die geringe Zykluszahl ist essentiell fir die Effizienz der Reaktion. Hierdurch werden zuféllige,
unerwinschte Mutationen verhindert. Der Annealing-Schritt enthielt einen Temperaturgradienten von
10TC.

Hamburg, Deutschland), 125 ng des jeweiligen Primers, 3 pl QuikSolution eingesetzt
und mit destilliertem Wasser auf 49 pl aufgefillt. Zum Schluss wurden 2,5 U Pfu
Polymerase zugegeben. Das PCR-Programm wurde in der Tabelle 2 aufgefiihrt. Wie
bei der PCR fur Klonierungsschritte wurde ein Temperaturgradient von 10C
eingestellt. Das PCR-Produkt stand fiir die weitere Bearbeitung zur Verfiigung (siehe
3.3).

3.2 Klonierung von DNS

Die Klonierung von TZR-DNS in einen retroviralen pBullet_neo bzw. pBullet_puro
Plasmid-Vektor erfolgte mittels PCR-Techniken. Hierbei wurden die Primer mit
Restriktionsschnittstellen (meistens Ncol und BamHI) versehen, welche wahrend der
PCR an das PCR-Produkt angefugt wurden. Nach der Amplifikation erfolgte die
Aufreinigung des PCR-Produkts. AnschlieBend wurde das aufgereinigte PCR-
Produkt sowie die retrovirale Vektor-DNS mit den Restriktionsendonukleasen Ncol
und BamHI restringiert. Zur Entfernung der Enzyme schloss sich eine weitere

Aufreinigung an.

Im Falle dessen, dass das ,Insert* endogene Ncol-Schnittstellen aufwies, wurde der
retrovirale Vektor zunachst nur mit Ncol restringiert. Nach der Aufreinigung wurde

das Auffullen der Enden (,endfilling“) durchgefuhrt. Darauffolgend wurde der
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retrovirale Vektor sowie das ,Insert® mit dem BamHI Enzym restringiert und
aufgereinigt. Ggf. wurde eine Dephosphorylierung durchgefuhrt, um eine Religation

des geschnittenen retroviralen Vektors zu verhindern.

Die geschnittene TZR- und Vektor-DNS wurden ligiert und anschlieBend in die
chemokompetenten JM 109 Bakterien transformiert. Aus den gewachsenen Klonen
wurde mittels ,QIAprep Miniprep® die DNS extrahiert und im Restriktionsverdau auf
ihre Richtigkeit hin Gberprift. Zur Gewinnung einer héheren DNS-Konzentration und
eines verbesserten Reinheitsgrades wurden die positiven Klone in der Maxi-

Praparation unter endotoxinfreien Bedingungen aufgearbeitet.

3.2.1 DNS-Verdau mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme von Bakterien, die spezifische DNS-
Basensequenzen erkennen und schneiden kdnnen. Fir einen Restriktionsverdau von
0,1 pg bis 0,5 pg Plasmid-DNS wurden 10 U des betreffenden Enzyms sowie 1x
Reaktionspuffer und ggf. 1x BSA fir 1-2h in einem finalen Volumen von 20 pl bei
37C im Wasserbad oder Thermozykler inkubiert. Bei Ansatzen mit zwei
unterschiedlichen Restriktionsenzymen wurden kompatible Puffersysteme laut
Hersteller verwendet. Wenn dies aufgrund der Pufferkomponenten nicht méglich war,
erfolgte nach dem ersten Restriktionsverdau eine Aufreinigung der DNS und
anschlieBend der zweite Restriktionsverdau. Die Klonierung erfolgte Uber Ncol /
BamHI-Restriktionsschnittstellen. Somit konnte mittels eines Ncol / BamHI-Doppel-
Restriktionsverdaus die Insert- sowie Vektorgrof3e auf die Richtigkeit hin Uberprift
werden. Der Restriktionsverdau mit dem Enzym Kpnl diente der Analyse des
retroviralen Plasmid-Vektors, da die Vektor-DNS in mehrere definierte DNS-
Fragmente geschnitten wurde. Mittels der Restriktionsendonuklease Pstl konnten die
retroviralen Vektoren pBullet heo und pBullet_puro voneinander unterschieden
werden. Bei dem pBullet_neo Vektor wurde eine definierte DNS-Bande von 197 Bp

im Agarosegel sichtbar.

3.2.2 Dephosphorylierung

Vor der Ligation eines DNS-Fragments (Insert) mit dem retroviralen Plasmid-Vektor

wurde dieser mittels des Enzyms der Kalberdarm Alkalischen Phosphatase (CIP)
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dephosphoyliert. Hierdurch wurde die Religation eines linearisierten pBullet_neo
bzw. pBullet_puro - Vektors verhindert. Die aufgereinigte Vektor-DNS war in 50 ul EB
Puffer gelost und wurde mit 1x CIP-Puffer und CIP Enzym (40 U) versetzt. Nach
einer Inkubation von 1 h bei 37<C im Thermozykler erf olgte die Hitzeinaktivierung des
Enzyms CIP fir 30 Minuten bei 55C. Die dephosphorylierte Vektor-DNS wurde

aufgereinigt und stand fur die Ligation zur Verfigung.

3.2.3 Ligation

Die Ligation diente der Integration einer DNS in einen Plasmid-Vektor. Hierbei
wurden 1 pl der retroviralen Vektor-DNS und zwischen 5 und 16 pl an Insert-DNS
eingesetzt. Die Insert-DNS wurde im Uberschuss, d.h. ca. die dreifache molare
Menge der Vektor-DNS, zugegeben. Zuséatzlich wurde dieser Ansatz mit 1 x Ligase
Puffer und 40 U Ligase versetzt. Das finale Volumen betrug 20 pl. Zur Uberprifung
der Religation des Vektors, wurde als Kontrolle ein Ansatz, welcher anstelle von der
Insert-DNS destilliertes Wasser enthielt, mitgefihrt. Die Ligation erfolgte fur 16 h
bei 16<C.

3.2.4 Auffillen der Enden (,, endfilling *)

Wie unter 3.1.1 beschrieben, wurden PCR-Produkte synthetisiert, welche am Anfang
(5' Ende) der TZR-Sequenz keine Restriktionsschnittstelle (,blunt end*) aufwiesen.
Im Folgenden wird die Ligation mit dem retroviralen Vektor beschrieben. Hierfir
musste das entsprechende Ende des Vektors (Ncol restringiert) nach der
Linearisierung aufgefullt werden (,endfilling®). In einer finalen Konzentration wurden
ca. 40 ng an aufgereinigtem, linearisiertem Vektor, 1x T4 DNS-Polymerase-Puffer,
0,8 mM dNTPs, 3 U T4 DNS-Polymerase und entsprechende Menge an destilliertem
Wasser in einem Gesamtvolumen von 40 pl aufgenommen. Im Thermozykler wurde
fur 15 Min bei 12T inkubiert. Zur Inaktivierung des Enzymes wurden die Proben
sofort auf Eis uberfiihrt und aufgereinigt. Es sei darauf hingewiesen, dass auch die
Moglichkeit bestanden hatte, die Enzyminaktivierung mittels Hitzeinaktivierung bei
75 fur 20 Min durchzufuhren.
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3.2.5 DNS-Aufreinigung

Die Aufreinigung von DNS wurde mittels dem ,QIAquick PCR Purification“-
Versuchssystem laut Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die mitgelieferten
Saulen wurden mit der aufzureinigenden DNS beladen. Es folgten Waschschritte,
welche Restbestande an Enzymen entfernten. Die DNS wurde in 20 bis 50 pl EB-

Puffer eluiert und stand der weiteren Verwendung zur Verfligung.

3.3 Herstellung von punktmutierter TZR-DNS mittels gezielter

Mutagenese

Die PCR-Strategie wurde in Abschnitt 3.1.2 erlautert. Im Anschluss an die PCR
erfolgte die direkte Zugabe von 20 U Dpnl. Der Ansatz wurde im ,Mastercycler
personal” bei 37<C fir 1 h inkubiert. Die Restriktionse ndonuklease Dpnl erkennt nur
methylierte DNS, wodurch die parentale DNS im Restriktionsverdau zerstort wird.
Das mutierte, nicht-methylierte PCR-Produkt bleibt erhalten. Die Quantitat des PCR-
Produkts wurde mit einem 1 % TBE Agarosegel Uberprift. AnschlieRend wurden 100
pl chemokompetente XL-1 Blue Zellen mit 10 pyl PCR-Produkt transformiert. Es
wurde bewusst anstelle des JM 109 der XL-1 Blue Bakterienstamm gewahlt, da
dieser eine hohere Transformationskompetenz aufwies. Die DNS der gewachsenen
Klone wurde durch die ,QIlAprep Miniprep® extrahiert, mit spezifischen
Restriktionsendonukleasen restringiert und mdogliche positive Proben mittels
Sequenzierung detailliert analysiert. Zur Gewinnung einer grof3eren und reineren
Menge, sowie unter endotoxinfreien Bedingungen, wurden die positiv bewerteten
Proben mittels ,EndoFree Plasmid Maxiprep* aufgearbeitet. Anschlie3end wurde die

DNS fur die Transfektion der Verpackungszelllinien eingesetzt.

3.4 Herstellung von chemokompetenden Zellen

Mit Hilfe einer Impfése wurde eine Ubernacht-Kultur von der Stock-Losung XL-1 Blue
bzw. JM 109 in 25 ml LB-Medium angeimpft. Bei dem XL-1 Blue Bakterienstamm
wurde das LB-Medium zusatzlich mit dem Antibiotikum Tetrazyklin versetzt. Am
nachsten Tag wurde das bakterielle Wachstum mittels der Bestimmung der
Optischen Dichte (OD) bei 550 nm Uberpriift. Die Zellen wurden in SOB-Medium bei
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einer ODss5p von 0,05 angeimpft und im Schittelinkubator bei 37°C und 280 UpM
bebritet. Die ODsso wurde zwischenzeitlich Uberprift, so dass bei einer ODssp von
0,5 die Inkubation im Schittelinkubator beendet wurde. Die Bakterienkultur wurde
auf zwei 50 ml ReaktionsgefaRe verteilt und far 8 Min bei 2500 Upm und 4T
zentrifugiert. Das ,Zellpellet” pro Reaktionsgefald wurde in 30 ml Tfbl suspendiert und
30 bis 60 Min auf Eis inkubiert. Diese Inkubationszeit sollte fur jeden Bakterienstamm
optimiert werden. Bei den XL-1 Blue sowie JM 109 betrug die optimale
Inkubationszeit 30 Min. AnschlieRend wurden die Zellen fur 6 Min bei 2000 Upm und
4 zentrifugiert. Das Pellet pro Reaktionsgefald wurd e in 2 ml Tfbll suspendiert und
zu je 200 pl aliquotiert. Die Lagerung erfolgte bei -80C. Die Kompetenz der
hergestellten Bakterien konnte bestimmt werden, indem 1 ng DNS fir eine
Transformation mit 50 pl chemokompetenten Zellen eingesetzt wurde. Die Zellen
wurden in 1 ml resistenzfreiem LB-Medium aufgenommen und fur 1 h bei 37C im
Schuttelinkubator inkubiert. Es wurden 100 pl ausplattiert. Die Errechnung der
Kompetenz der Zellen ergab sich aus der Formel: Anzahl der Kolonien x
Verdunnungsfaktor. Fir 100 gezahlte Kolonien entsprach dies einer Kompetenz von
1x10°.

3.5 Transformation

Far die Transformation wurden 100 pl chemokompetente Zellen des
Bakterienstamms E. coli XL1-Blue oder JM 109 mit 10 pl eines Ligationsansatzes
bzw. mit 0,1-1 pg geldster Plasmid-DNS versetzt und fur 30 Min auf Eis inkubiert. Es
folgte ein ,Hitzeschock® bei 42T fir 25 Sek, der die Permeabilitit der
Bakterienmembran erhohte und folglich zu einer Aufnahme der DNS fihrte.
AnschlieRend wurde eine zweiminitige Inkubation auf Eis durchgefuhrt. Um den
transformierten Zellen die Expression des Proteins der Plasmidresistenz (Ampicillin)
zu ermdglichen, wurden zu den Zellen 500 pl antibiotikumfreies, angewarmtes LB-
Medium zugegeben. Es schloss sich eine Inkubation im Schuttelinkubator fir 45 Min,
280 Upm bei 37T an. AnschlielRend wurden von dieser Bakt erienkultur 50 pl, 200 pl
oder 500 pl auf antibiotikumversetzte LB-Platten ausgestrichen. Diese wurden fir 12
- 16 h bei 37C im Inkubator bebritet und nachfolgen d zur Auswertung betrachtet.
Die Wahl der Antibiotika fur die Selektion von positiven Klonen richtete sich nach

dem verwendeten Stamm und transformiertem Plasmid. Wahrend die XL1-Blue
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Bakterien ein Tetrazyklin-Resistenz kodierendes F-Plasmid enthielten, besalien die
JM 109 Bakterien kein Antibiotikumresistenzgen. Die hier verwendeten pBullet-
Vektoren enthielten ein Ampicillin-Resistenz kodierendes Gen. Das Antibiotikum
Ampicillin wurde mit einer Endkonzentration von 100 pg/ml eingesetzt. Bei dem

Antibiotikum Tetrazyklin fand eine Endkonzentration von 5 pg/ml Verwendung.

3.6 Plasmidpréaparation aus Bakterien

Zur Préaparation, der in den Bakterien amplifizierten zirkuldaren DNS, wurden die
,QIAprep Spin Miniprep“- und ,EndoFree Plasmid Maxi“-Versuchssysteme genutzt.
Die Wahl des Versuchsprotokolls erfolgte nach dem  gewlnschtem

Praparationsmal3stab und der bendtigten Reinheit der DNS.

3.6.1 QIlAprep Miniprep

Es wurden 5 ml Ampicillin-haltiges LB-Medium mit einem Einzelklon beimpft. Bei
Verwendung des XL-1 Blue Stammes konnte das Medium zusatzlich mit Tetrazyklin
versetzt werden. Die Kultur wurde Uber Nacht fur 12 - 16 h bei 37C und 280 Upm im
Inkubationsschiittler inkubiert. Diese Ubernacht-Kultur wurde mittels Zentrifugation
bei 4000 Upm, 4T und 15 Min pelletiert. Das Pellet wurde mdglichst quantitativ von
residuellem Medium befreit. Es folgte die Préparation der Plasmid-DNS nach
Angaben des Herstellers. Bei dieser Art der Aufbereitung wurden die Bakterien in
alkalischem Milieu lysiert und in Puffern mit hoher Salzkonzentration geldst. Diese
Bedingung erlaubte der DNS an die Silika-Membranen der mitgelieferten Saulen zu
binden. Die RNS, Proteine und Metabolite wurden indessen ausgewaschen. Die
Elution konnte in Puffern niedriger Salzkonzentration erfolgen (50 pl EB). Mittels
dieser Plasmid-Praparation lie3 sich eine durchschnittiche DNS-Menge von 10 bis

20 pg gewinnen, welche fur Klonierungen und Sequenzierungen ausreichend war.

3.6.2 EndoFree-Maxi-Praparation

Zur Gewinnung von grofBeren Mengen an DNS, wie beispielsweise fur die
Transfektion von eukaryotischen Zellen, erfolgte die Praparation in endotoxinfreien
Medien. Es wurde nach dem ,EndoFree Plasmid“-Protokoll verfahren. Laut

Herstellerangaben waren Ausbeuten von 500 pg endotoxinfreier DNS mdglich.
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Zunachst wurde eine Bakterien-Vorkultur bestehend aus 3 ml Ampicillin-haltigem LB-
Medium und einem Bakterinklon angesetzt. Die Inkubation erfolgte fur 8 h bei 37C
und 280 Upm. Je nach Dichte der Vorkultur wurden von dieser 200 bis 400 pl in eine
Hauptkultur, bestehend aus 100 ml LB-Medium mit enthaltenem Antibiotikum,
Uberfihrt. Die Inkubation erfolgte tber Nacht fir 12 - 16 h bei 37€C und 280 Upm.
Darauffolgend wurde die Bakterienkultur bei 4000 Upm, 4C und 15 Min pelletiert.
Die Aufarbeitung der Plasmid-DNS erfolgte laut Herstellerangaben. Nach der
alkalischen Lyse der Bakterien und der Aufbereitung mit Puffern hoher
Salzkonzentration, wurde die DNS durch Zentrifugation und Filtration von
Verunreinigungen befreit. Nach einer Inkubation mit einem ,Endotoxin-Entfernungs-
Puffer* folgte die Bindung der DNS an die Silika-Membranen spezieller S&ulen.
Durch mehrere Waschschritte wurden residuelle Rickstande entfernt. AnschlieRend
konnte die DNS mit Puffern niedriger Salzkonzentration eluiert werden. Durch einen
Waschschritt mit Isopropanol sowie einem darauffolgenden mit Ethanol wurde die
DNS préazipitiert und von Salzen befreit. Die Plasmid-DNS wurde in 400 pl mit 1:10
endotoxinfreien Wasser verdinnten TE-Puffer geldst. Zur weiteren Verwendung

wurde die DNS auf 0,5 pg/ml eingestellt.

3.7 Konzentrationsbestimmung von DNS

Die Konzentration und der Reinheitsgrad der DNS wurden photometrisch bei 260 nm

bestimmt.

3.8 Sequenzierung von Plasmid-DNS

Sequenzierungen wurden von der Firma Genterprise (Mainz, Deutschland)
durchgefuhrt. Zur Analyse der klonierten DNS wurden die Sequenzierungsprimer
for_pBu_IRES und rev_pBu_IRES verwendet (siehe 3.8.1). Diese lagerten sich
zwischen 70 Bp vor dem Start- bzw. 100 Bp revers hinter dem Stoppkodon der DNS-
Sequenz auf dem retroviralen Plasmid-Vektor an. Individuell erstellte Primer flr
Klonierungsexperimente sowie zur Generierung von Punktmutationen wurden im

Anhang aufgefihrt.
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3.8.1 Sequenzierungsprimer

for_pBu_IRES 5" GACGGCATCGCAGCTTGGATA 3’

rev_pBu_IRES 5" GAGGGAGTACTCACCCCAACA 3’

3.9 PBMZ-Aufreinigung aus Blutproben (,  Buffy Coats *)

Es wurden ,Buffy Coats" von der Transfusionszentrale der Universitdtsmedizin der
Johannes Gutenberg-Universitat Mainz (Deutschland) bestellt. Bei Bedarf konnte der
HLA- sowie CMV-Status typisiert und der gewinschte Status bei der Bestellung
berlcksichtigt werden. Die Aufreinigung der PBMZ aus humanem Blut erfolgte
mittels der Dichtegradienten-Zentrifugation. Hierbei wurden die Lymphozyten und
peripheren mononukleéren Zellen (PBMZ) aufgrund ihrer Dichte von unerwiinschten
Erythrozyten und Granulozyten separiert. In einer Interphase zwischen der
Plasmafraktion und dem Separationsmedium reicherten sich die PBMZ an. Es wurde
ein 50 ml Reaktionsgefald mit 15 ml Separationsmedium beflllt. Vorsichtig wurde die
Separationsschicht mit 30 ml der 1:2 mit sterilem PBS verdinnten Blutprobe
beschichtet. Die Proben wurden fir 10 Min bei 2400 Upm, ohne Bremse, bei 21C
zentrifugiert. Anschlielend lie3en sich die Separationsschichten erkennen. Mit einer
sterilen Pasteurpipette wurden die PBMZ aus der Interphase gewonnen. Zur
Entfernung von residuellem Separationsmedium wurden die Zellen 4-malig mit 25 ml
sterilem 1x PBS gewaschen. Darauffolgend wurden die Zellen auf 50 x10° Zellen/ ml

in Kyromedium eingestellt und kyrokonserviert.

3.10 Generierung von CMV pp65 495.503—Spezifischen humanen T-

Zellen

Es wurden HLA-A*0201/HCMV-seropositive Blutproben nach der Dichtegradienten-
Zentrifugation aufgereinigt. Zur Gewinnung einer reinen CD8" T-Zellkultur durchliefen
die PBMZ eine CDS8 positive, magnetische Zellsortierung. Der Durchlauf an Zellen,
d.h. die CD8 negativen Zellen, wurde mit 1pg/ml pp6549s.503-spezifischen Peptid fir 8
h bei 37C, 5% CO , beladen. AnschlieRend wurden die Zellen bei 3500 rad in einer
Zellbestrahlungsanlage behandelt. Die CD8" T-Zellen wurden mit den bestrahlten,

pPP65495.503-peptidbeladenen Zellen in einem 1:2 Verhaltnis in hu RPMI fir zunachst 2
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Tage stimuliert. An Tag 3 erfolgte die Applikation der humanen Zytokine IL-2 (20
IE/ml, Fa. Roche, Mannheim, Deutschland) und IL-7 (5 ng/ml, Fa. R&D Systems,
Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland). Die zeitversetzte Zugabe der Zytokine
ermoglichte zu Beginn eine pp6549s.503-peptidspezifische Stimulation der CD8" T-
Zellen. Nach 2 oder 3 pp65a4gs.503-peptidspezifischen Stimulationszyklen, sowie ggf.
einer zusatzlichen CMV-pp6549s.503-Spezifischen Tetramer-Zellsortierung, konnte
eine > 95% reine pp6549s.503-peptidspezifiscne CD8" T-Zellkultur generiert werden.

Ein Stimulationszyklus dauerte 10 Tage.

3.11 CD8 positive magnetische Zellsortierung

Die aufgereinigten humanen HLA-A*0201"/HCMV*-PBMZ wurden gezahlt und auf bis
zu 1x10° Zellen pro LS-Saule eingesetzt. Die Zellen wurden mit 1 x PBS gewaschen
und in 90 ul MACS-Puffer aufgenommen. Es wurden 23 pl anti-CD8 Microbeads
zugegeben und fir 15 Min bei 4T inkubiert. Anschliee nd wurde mit 2 ml MACS-
Puffer fur 10 Min bei 1500 Upm gewaschen. Die Zellen wurden in 500 ul MACS-
Puffer aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gehalten. Zunachst
wurde die LS-Saule in einem Magneten befestigt und mit 3 ml MACS-Puffer
aquilibriert. Nachdem der MACS-Puffer durchgelaufen war, wurde die Saule mit der
500 pl CD8-markierten Zellsuspension beladen. Zum Auffangen des Durchlaufs
wurde ein 50 ml Reaktionsgefal® unter die Saule gestellt. Anschlieend folgten 3
Waschschritte mit je 3 ml MACS-Puffer. Der Durchlauf mit den CD8 negativen Zellen
wurde bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis gestellt. Die Saule mit den gebundenen
CD8 positiven T-Zellen wurde aus dem Magneten entnommen und auf ein 15 ml
Reaktionsgefal® gestellt. Auf die Saule wurden 5 ml MACS-Puffer gegeben und mit
einem Stempel wurden die magnetisch gebundenen CD8-markierten Zellen aus der
Saule gedrickt. Die aufgereinigten Zellen wurden fur 5 Min, bei 21C und 1500 Upm
zentrifugiert.  AnschlieBend  erfolgte  die  Kyrokonservierung  oder  die
Weiterverarbeitung der Zellen zur Generierung von pp6549s-503-peptidspezifischen T-

Zellen.
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3.12 Expansion der isolierten CMV-pp65  495.503—Spezifischen

humanen T-Zellen

Die > 95% reine pp6549s-503—Spezifischen T-Zellen wurden entweder autolog mit
PP6549s5.503-peptidbeladenen CD8 negativen Zellen (3.10) oder allogen tber das T2-
Protokoll (3.13) restimuliert. Als Zytokine wurden stets IL-2 (20 IE/ml) und IL-7 (5

ng/ml) verwendet.

3.13 Peptidspezifische Expansion von humanen T-Zell  en (T2-
Protokoll)

Zur Expansion von humanen T-Zellen wurden T2-Zellen mit einer definierten
Konzentration eines Peptides, entsprechend der TZR-Spezifitat der T-Zellen,
beladen. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einer 24-Kavitaten Platte in hu RPMI.
Es wurden 0,2 x 10° T2 Zellen / Kavitat mit 0,1 pg/ml des betreffenden Peptides in
einem méglichst geringen Volumen (0,2 x 10° T2-Zellen/100 pl 10 % RPMI), fiir 90
Min) im Brutschrank bei 37C, 5% CO, beladen. Zur Entfernung von nicht
aufgenommenem Peptid wurden die Zellen mit 10 % RPMI gewaschen.
Anschliel3end wurden die Zellen bei 7000 rad bestrahlt. Hinzukommend wurden 2 x
10° PBMZ / Kavitat (bei den pp65a4gs.503-spezifischen T-Zellen wurden vorzugsweise
CMV-negative PBMZ verwendet) aufgetaut. Die Zellen wurden zur Entfernung des im
Kyromedium enthaltenen DMSO gewaschen und bei 3500 rad bestrahlt. Nach der
Bestrahlung wurden die Zellen wiederum gewaschen und in hu RPMI entsprechend
der benétigten Zellzahl / 0,5 ml aufgenommen. Es wurden pro Kavitat 1 ml an 1x10°
humanen transduzierten oder CMV* T-Zellen, 0,5 ml an 0,2 x 10° peptidbeladenen
T2 Zellen und 0,5 ml an 2 x 10° ,Feeder-PBMZ ausgesat. Folglich betrug das
Gesamtvolumen pro Kavitéat einer 24-Kavitaten Platte 2 ml. Zeitgleich erfolgte die
Zugabe des Zytokins IL-2 (20 IE/ml, Fa. Roche, Mannheim, Deutschland) sowie bei
den CMV-pp6549s.503-spezifischen T-Zellen die zusatzliche Applikation von IL-7 (5
ng/ml, Fa. R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland).

Bei den pp65a4gs.503- UNd p53264-272-Tumorantigen-bi-spezifischen T-Zellen wurde das
peptidspezifische T2-Expansionsprotokoll geringfligig abge&andert. Hierbei wurden
die T2-Zellen entweder mit dem pp65495.503- 0der mit dem p53.64-272-Spezifischen

Peptid beladen. Die weitere Behandlung sowie Bestrahlung der beladenen T2-Zellen
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erfolgte wie beschrieben. AnschlieBend wurden pro Kavitat 1 x 10® humane pp654gs.
s0s- Und p53264.272-bi-spezifische T-Zellen, 0,25 ml an 0,1 x 10° pp654gs.503-
peptidbeladenen T2-Zellen, 0,25 ml an 0,1x10° p53,64.272-peptidbeladenen T2-Zellen
und 0,5 ml an 2x10° ,Feeder‘-PBMZ ausgesat. Hinzukommend wurde das Zytokin IL-
2 (20 IE/ml, Fa. Roche, Mannheim, Deutschland) und ggf IL-7 verabreicht.

3.14 CD3/CD28 Beads-Restimulierung von humanen PBMZ

Bei der CD3/CD28 Magnetpartikel-Stimulierung erfolgte die Expansion der humanen
T-Zellen unabhangig von der TZR-Spezifitat (unspezifische Stimulation) durch die
Kreuzvernetzung von CD3. Die humanen T-Zellen wurden zu 0,5 x 108 Zellen/ml mit
10 U/ml IL-2 sowie CD3/CD28 Beads (2 pl/1x10° Zellen) in hu RPMI kultiviert. Vor
Gebrauch der CD3/CD28 Beads wurde die bendtigte Menge entnommen und in 1 x
PBS gewaschen. Hierfir wurden 5 ml PBS in einem 15 ml Reaktionsgefald vorgelegt,
welches in einem Magneten befestigt war. Die CD3/CD28 Beads wurden zugegeben
und magnetisch an die Wand des Reaktionsgefales gezogen. Anschliel3end wurde
das 1 x PBS entfernt, das Reaktionsgefal? aus dem Magneten genommen und die
Beads in das Kulturmedium uberfuhrt. Nach 3 bis 4 Tagen wurden die Zellen mit
frischem hu RPMI, IL-2 und CD3/CD28 Beads auf 0,5 x 10° Zellen/ml eingestellt.
Ggf. erfolgte lediglich ein Mediumwechsel. Hierbei wurde teilweise das alte Medium
entfernt und durch frisches mit 10 U/ml IL-2 enthaltenem Medium ersetzt. Im Falle
dessen, dass die kultivierten T-Zellen in komplett frisch angesetztes Medium
Uberfihrt oder fiur Funktionalitatsanalysen verwendet wurden, erfolgte die
Uberfiihrung der T-Zellen in ein Reaktionsgefa, welches in einem Magneten
befestigt wurde. Hierdurch wurden die CD3/CD28 Beads vollstandig entfernt, da
diese magnetisch an der Wand des ReaktionsgefalRes héangen blieben. Die
CD3/CD28 Beads-depletierten T-Zellen standen fir die weitere Verwendung zur
Verfugung. Die T-Zellen konnten abh&ngig vom CD8/CDA4-Verhaltnis sowie vom

jeweiligen Donor flr ca. 2 Monate in Kultur gehalten und expandiert werden.

3.15 Retrovirale Transduktion von humanen / murinen T-Zellen

Zur Herstellung von Retroviren wurden fur die humanen T-Zellen die

Verpackungszelllinie Phoenix-ampho und fir die murinen T-Zellen die Phoenix-eco
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Zelllinie  verwendet (Nolan Labor, Stanford Universitit, USA). Die
Verpackungszelllinien wurden mit Hilfe des Transfektionsreagenz Fugene6 oder
Mirus sowie den TZR-Gen-kodierenden retroviralen pBullet-Vektoren, den Vektoren,
die die viralen Verpackungselemente pHIT60 und pCOLT-GaLV (human) (Soneoka
et al. 1995) bzw. VSV-G (murin) (Cooray et al. 2012) trugen, transfiziert. Die
Transfektionsreagenzien Fugene6 und Mirus benutzen die Methode der Lipofektion.
Hierbei bilden die enthaltenen Lipide einen liposomalen Komplex mit der DNS,
wodurch diese von den Zielzellen, den Verpackungszelllinien, aufgenommen werden
konnen. Dadurch erfolgt die Expression der jeweiligen Gene und durch die
Verpackungselemente der Phoenix-Zellen die Zusammensetzung der TZR-
kodierenden-, RNS-haltigen-Retroviren. Diese werden in das Zellkulturmedium
abgegeben. Die freigesetzten Retroviren infizieren weitere Verpackungszelllinien,
was zu einer Produktion von weiteren Viren und somit einem Anstieg des Virustiters
im Zellkulturmedium fihrt. Mit diesem virushaltigen Uberstand kénnen humane und
murine T-Zellen transduziert werden. Hierfir werden die Zellen mit Polybren
behandelt, welches die Permeabilitéat der Zellmembran erhéht und, nach Zugabe des
Virustiters auf die Zellen, zur Aufnahme der Retroviren fuhrt. Der Retrovirus wird in
den transduzierten T-Zellen entpackt, die RNS durch die virale reverse Transkriptase
in DNS transkribiert und in das zellulare Genom integriert. Im Folgenden wird

detailliert der Ablauf der Transfektion und Transduktion beschrieben.

3.15.1 Retrovirale Transduktion mit einem TZR

An Tag 1 wurden die Verpackungszelllinien Phoenix-ampho bzw. Phoenix-eco zu
einer Zelldichte von 1,6 - 1,8 x 10° Zellen pro T75-Zellkulturflasche in 15 ml 10 %
DMEM ausgesat. Am nachsten Tag wurde das alte Medium verworfen und durch 10
ml frisches 10 % DMEM ersetzt. Vier Stunden spater erfolgte die Transfektion der
Verpackungszellen. Der Transfektionsansatz beinhaltete 900 pl DMEM (ohne
Zuséatze), 60 ul des Transfektionsreagenz, 6,5 ug pHIT60, 2 ug pCOLT-GALV, 5,75
pug der TZRa (kloniert auf pBullet_puro) und - (kloniert auf pBullet_neo) Kette. Es
sei darauf hingewiesen, dass bei der simultanen retroviralen Transduktion die beiden
TZR-Konstrukte, welche jeweils auf einem Plasmid-Vektor kloniert waren, ebenfalls
zu je 5,75 pg eingesetzt wurden. Bei der Transfektion mit einem p53264-272-

Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR (kloniert auf pBullet_neo) wurde dieser
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zusammen mit dem pBullet_puro Leervektor transfiziert. Auch hier wurden jeweils
5,75 ug eingesetzt. Die 60 pl des Transfektionsreagenz wurden aufgrund der
lipophilen Eigenschaft mittig in die 900 ul DMEM Medium getropft und anschliel3end
invertiert. Die weiteren Komponenten wurden zugegeben und nach kurzem
Invertieren erfolgte die Inkubation des Transfektionsansatzes fur 20 Min bei RT.
Unter Schwenken der Zellkulturflasche wurde der Transfektionsansatz in das
Zellkulturmedium der Verpackungszellen zugegeben. Als Negativ-Kontrolle wurde
Mock mitgefuihrt, d.h. anstelle der TZR Ketten-Gene wurde sowohl der leere
pBullet_neo- als auch pBullet_puro-Vektor transfiziert, um spater auch diese doppel-
selektieren zu konnen. Die transfizierten Verpackungszellen wurden tber Nacht zur
Produktion des retroviralen Uberstandes im Brutschrank inkubiert. Zusétzlich erfolgte
an Tag 2 die Aktivierung der PBMZ. Hierfir wurden PBMZ zu 2 x 10° Zellen/ml in
einer 24-Kavitaten Platte (2 ml pro Kavitat) in hu RPMI ausgeséat. Die Aktivierung
erfolgte mit 20 ng/ml anti-CD3-Antikorper (OKT3). Die murine Hybridomzelllinie 58 a

‘CD3z sowie die humanen Zelllinien SupT1 und Jurkat-76 mussten nicht aktiviert
werden. Diese Zellen wurden auf 0,5 x 10° Zellen/ml eingestellt. Am dritten Tag
wurde der Uberstand von den Verpackungszellen verworfen und durch 8 ml frisches
Zellkulturmedium entsprechend der zu transduzierenden Zellart ersetzt. An Tag 4
wurde die Transduktion durchgefiihrt. Hierfur wurde der retrovirushaltige Uberstand
der Verpackungszellen entnommen und durch 7 ml frisches Medium entsprechend
der Zellart ersetzt. Zur Entfernung von zellularen Bestandteilen wurde der
entnommene Uberstand 3 Min bei 1000 Upm und 21T zen trifugiert. Die aktivierten
humanen T-Zellen bzw. die murinen / humanen Zelllinien wurden geerntet und
jeweils zu 4 x 10° Zellen in 4 ml retrovirushaltigen Uberstand aufgenommen (1 x 10°
Zellen/ml Uberstand), mit 4 pug/ml Polybren und 300 U/ml Proleukin-2 (bei humanen
PBMZ) versetzt. Zum Aussden wurde eine 12-Kavitdten Platte verwendet.
AnschlieRend wurde der virushaltige Uberstand fur 60 Min bei 2000 Upm und 30T
(ohne Bremse) auf die Zellen zentrifugiert, um die Viruspartikeldichte im ,Monolayer*
der zu infizierenden Zellen zu erh6hen. Die Zellen wurden Gber Nacht im Brutschrank
inkubiert. Am 5. Tag wurde der Uberstand weitgehend von den Zellen abgenommen.
Es wurde erneut der vorbehandelte, retrovirushaltige Uberstand (3 ml) zugegeben.
AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 3 pg/ml Polybren und 300 U/ml Proleukin-2
(bei humanen PBMZ) entsprechend der Menge an neu zugegebenen Uberstand. Die

Zentrifugation wurde wie an Tag 4 beschrieben durchgefuhrt. Danach wurden die
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Zellen fur 4 h oder Uber Nacht im Brutschrank inkubiert. Nach der Inkubationszeit
wurden die Zellen durch Zentrifugation (5 Min, 1500 Upm, 21C) vom Uberstand
isoliert und entsprechend der Kulturbedingungen der Zellen in frisches Medium, ggf.
mit Zytokinen und CD3/CD28 Beads (2 pl Beads/l x 10° T-Zellen) versetzt,
aufgenommen. Zur Normalisierung der TZR-Expression erfolgte eine Antibiotika-
Selektion der Zellen. Bei den humanen PBMZ wurde hierflr mit 0,8 mg/ml Geneticin
(G 418) fur 7 Tage auf den im pBullet-neo klonierten TZR selektiert. Zur zusatzlichen
Selektion auf den im pBullet-puro klonierten TZR wurde von Tag 6 auf Tag 7 mit 5
pg/ml Puromycin selektiert. Die CD3/CD28 Beads wurden durch magnetische
Depletion von den humanen T-Zellen abgetrennt. Zur Entfernung des
Selektionsmediums wurden die Beads-depletierten T-Zellen fir 5 Min bei 1500 Upm
und 21T zentrifugiert. Die humanen T-Zellen wurden auf eine Zellzahl von 0,5x10°
Zellen/ml eingestellt und entsprechend ihrer Kulturbedingungen aufgenommen. Die
murinen und humanen Zelllinien wurden ebenfalls fur 7 Tage mit Geneticin (G418)
und fUr einen Tag mit Puromycin behandelt. Die eingesetzten Konzentrationen waren
abhangig von der Toleranz der Zellen gegeniber der Antibiotika. Die Zellen wurden
mittels einer 5-minltigen Zentrifugation bei 1500 Upm und 21C vom
Selektionsmedium befreit und entsprechend ihrer Zellkulturbedingungen in Medium
aufgenommen. Zur Uberpriifung der erfolgreichen Selektion und der TZR-Expression

wurden diese durchflusszytometrisch analysiert.

3.15.2 Simultane retrovirale Transduktion mit einem PP65 495.503- UNd

einem p53 ,44.07o— TuMorantigen-spezifischen TZR

Die retrovirale Transduktion erfolgte wie unter 3.15.1 beschrieben. Jedoch wurde in
diesem Fall nicht nur ein TZR, sondern zwei TZR Konstrukte unterschiedlicher
Spezifitat transduziert. Die Antibiotika-Selektion der transduzierten humanen T-Zellen
erfolgte fir beide TZR Konstrukte. Der pp6549s.503—Spezifische TZR war in den
pBullet_puro und der p53,64-272—Tumorantigen-spezifische TZR in den pBullet_neo
Vektor kloniert. Zur Analyse der Kompetition zweier TZR wurde der pp65495-503-
peptidspezifische Doppelketten-TZR in  Kombination mit einem p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen  Einzelketten- oder Doppelketten-TZR  retroviral
transduziert. Bei der simultanen retroviralen Transduktion fanden HCMV-negative

Donoren Verwendung.
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3.15.3 Analyse des Interaktionsverhaltens zwischen dem p53 ,64.070—
spezifischen Einzelketten-TZR und humanen und murin en TZRa

Ketten

Fur die Analyse des Interaktionsverhaltens eines p53,64-272-Tumorantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR wurde im Rahmen meiner Dissertation der p53264-272-
Tumorantigen-spezifische Einzelketten-TZR eines 2-Plasmide--retroviralen
Vektorsystems vom retroviralen pBullet puro in den pBullet_ neo Vektor kloniert.
Hinzukommend wurde die essentielle MuCa Domane, welche fiir die Stabilisierung
des p53,64-272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR verantwortlich ist, vom
retroviralen pBullet_neo in den pBullet_puro Vektor kloniert. Die Klonierung des
pP53264-272- TumMorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR eines 1-Plasmid-retroviralen
Vektorsystems erfolgte ebenfalls im Rahmen meiner Promotion in den retroviralen
pBullet_neo Vektor. Die TZRa Ketten sind in den pBullet_puro Vektor kloniert, so
dass eine kombinierte retrovirale Transduktion mit dem p53264-272-Tumorantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR (subkloniert in pBullet-neo), sowie die sich
anschlieBende Selektion méglich war. Es wurden die humanen TZRa Ketten der
Spezifitaten gpl002g0-288, PP65495-503 UNd AML1422 Sowie die murinen TZRa Ketten
spezifisch flur p53264272 und MDM2g1g5 verwendet. Die Durchfihrung der
Transfektion und Transduktion (3.15) sowie die CD3/CD28 Beads Stimulierung
(3.14) erfolgte wie bereits beschrieben. Zur Gewahrleistung gleicher
Selektionsbedingungen wurde der p53,64-272—Tumorantigen-spezifische Einzelketten-
TZR, wenn nicht in Kombination mit einer TZRa Kette, mit dem pBullet _puro
Leervektor transfiziert. Hierdurch wurden gleiche Selektionsbedingungen auf

Geneticin (G 418) und Puromycin erlaubt.

3.16 Elektroporation von humanen T-Zellen

Der RNS-Transfer wurde mittels der Elektroporation von humanen T-Zellen erzielt.
Hierbei konnte die TZR-Expression der humanen T-Zellen Uber 6 bis 7 Tage
nachverfolgt werden. Mit Beginn des 3. Tages lie3 sich bereits eine Abnahme der
TZR-Expression beobachten. Die p53,s4-272—Tumorantigen-spezifische TZR-RNS
wurde von der medizinischen Doktorandin Eva-Maria Strasser (Ill. Med. Klinik der

Universitatsmedizin der JGU in Mainz, Deutschland) zur Verflgung gestellt.
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Zunachst wurden die bendétigten Medien RPMI sowie Opti-MEM ohne Zusatze auf
RT temperiert. Je nach Zellzahl wurde eine 6- bzw. 12-Kavitaten Platte mit hu RPMI
sowie 10 U/ml IL-2 vorbereitet und bei 37C im Brutschrank vorgewarmt. Die
humanen T-Zellen wurden geerntet und fir 10 Min bei 1000 Upm und 21T
zentrifugiert. Der Uberstand wurde weitgehend abgenommen und die T-Zellen
wurden in 10 bis 50 ml vorgewarmten RPMI ohne Zusatze aufgenommen. Nachdem
die T-Zellen gezahlt wurden, folgte eine erneute Zentrifugation fir 10 Min bei 1000
Upm und 21<C. Durch die Waschschritte in RPMI ohne Zusét ze wurden die Zellen
von dem normalerweise im Medium enthaltenen humanen Serum befreit. Zur
Entfernung des im Medium enthaltenen Phenolrots, wurden die Zellen einmalig in
Opti-MEM bei 1000 Upm und 21C fur 10 Min gewaschen. Pro
Elektroporationsansatz wurden 10 x 10° Zellen in 100 pl Opti-MEM aufgenommen.
Es wurden 15 pg pro TZR Kette in einer 4 mm Kivette vorgelegt und direkt, ohne
mischen, erfolgte die Zugabe, der in 100 pl aufgenommenen Zellen.
Schnellstmdglich wurde die Kivette in das Elektroporationsgeréat ,GenePulser XCell
gestellt. Die Elektroporation wurde bei 500 V und 5 ms durchgefuhrt. Nach
Beendigung wurden die Zellen in die bereits mit Medium vorbereitete 6- bzw. 12-
Kavitéten-Platte uberfuhrt. Nachdem die Zellen 4 h im Brutschrank inkubiert wurden,

konnten die Zellen hinsichtlich der TZR-Expression analysiert werden.

3.17 Durchflusszytometrie

Zum antikdrpervermittelten Nachweis membranstandiger oder intrazytoplasmatischer
Zytokine wurde die fluoreszenzaktivierte Zellsortierung (FACS, Durchflusszytometrie)
angewandt. Hierzu werden fir ein Merkmal-spezifische Antikérper, die mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markiert sind, mit Zellen inkubiert und anschliel3end mittels des
Durchflusszytometers gemessen. Die ,FACS and Array Core Facility® der
Universitatsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz (Deutschland) unter
Leitung von Frau X stellte freundlicherweise das FacsCalibur Gerat sowie die

Expertise und Durchfiihrung der Zellsortierung zur Verfligung.
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3.17.1 FACS-Analyse auf Oberflachenmolektile

Im Falle der Detektion von Oberflachenantigenen wurde eine definierte Zellzahl von
0,2 x 10° Zellen, nach einem Waschschritt mit 2 ml PBS (0,1% BSA), fur 30 Min bei
4C mit der gewlnschten Antikdrperkombination lichtges chitzt inkubiert.
Nachfolgend wurden die Zellen mit 2 ml PBS (0,1 % BSA) gewaschen und in 300 pl
PBS (1% Paraformaldehyd) fixiert.

3.17.2 Tetramer-Farbung

Der Nachweis einer Peptid-MHC-Spezifitat erfolgte mittels der Tetramer-Farbung. Ein
Tetramer besteht aus 4 peptidbeladenen biotinylierten MHC-Klasse-I Molekilen,
welche Uber ein Streptavidin-Molekil untereinander verbunden sind (Robert et al.
2000). Das Streptavidin-Molekl ist gleichzeitig mit einem Fluoreszenzfarbstoff, z.B.
Phycoerythrin (PE), verknlpft. T-Zellen, die mittels ihres a- -Ketten-TZR mit dem
Tetramer interagieren, werden so mit diesem Fluoreszenzfarbstoff markiert und
kénnen mit Hilfe der Durchflusszytometrie identifiziert werden. Es wurden 0,1 x 10°
Zellen in PBS (0,1 % BSA) gewaschen und mit 0,5 pl Tetramer, welches mit pp6549s.
503-, P53264-272-, 0der MDM2g;.g5- Peptid beladen war, flir 45 Min bei 4T unter
Lichtschutz inkubiert. Bei der Verwendung von 2 Tetrameren, wie dem pp65- und
p53-spezifischen Tetramer, wurden diese simultan zu 0,1 x 10° Zellen gegeben und
fur 45 Min bei 4 lichtgeschitzt inkubiert. Nach eine m Waschschritt mit 2 ml PBS
(0,1 % BSA) erfolgte die Aufnahme der Zellen in 300 ul PBS. Es schloss sich die
durchflusszytometrische Messung an. Ferner konnte die Affinitat eines TZR fir ein
MHC-gebundenes Antigen mittels Tetramer-dosisabhéngiger Bindungskurven bzw.
sogenannter ,Scatchard“-Analysen gemessen werden (siehe 3.17.5).

3.17.3 Intrazellulare Zytokinfarbung

Es wurden 0,4 x 10° K562-A2 Zellen mit 1 x 10° M des zu untersuchenden Peptides
beladen und im Brutschrank fir 30 Min inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen
gewaschen und bei 7000 rad bestrahlt. Nach der Bestrahlung wurden die Zellen
erneut gewaschen und pro Kavitat einer 96-Kavitaten Platte zu je 0,4 x 10°
Zellen/100 pl hu RPMI ausgesat. Die peptidspezifischen humanen T-Zellen wurden
in einem 1:2 Verhéltnis, d.h. 0,4 x 10° T-Zellen/100pl pro Kavitat, dazugegeben.
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Folglich betrug das Gesamtvolumen pro Kavitat 200 pl. Zu 6 ml Zellmedium wurden
4 pl der GolgiStop™-Losung (~10x® Zellen/ml) appliziert, die intrazellulare
Transportprozesse der Zytokine und damit deren Sekretion inhibiert. Die bendétigte
Menge der GolgiStop-Losung wurde entsprechend der Volumina adaptiert. Die
Inkubation des Ansatzes erfolgte im Brutschrank bei 37C, 5% CO; fur 5 h. Als
Kontrolle diente die peptidunspezifische Stimulation mit Concanavalin A (Con A).
Nach der Inkubation wurden die Zellen geerntet und mit PBS gewaschen. Zuerst
erfolgte die Farbung der Oberflachenmarker. Hierfir wurden die Antikorper in einer
1:50 Verdinnung eingesetzt. Der Ansatz wurde lichtgeschitzt fir 30 Min bei 4C
inkubiert. Um nicht gebundene Antikérper zu entfernen, wurden die Proben mit PBS
gewaschen. Anschlielend wurden die Zellen in 100 pl einer 4-prozentigen
Paraformaldehyd-Ldsung (pH 7,4) aufgenommen und lichtgeschutzt fur 12 Min bei
RT inkubiert. Es schloss sich ein zweimaliger Waschschritt mit 2 ml FACS-Puffer an.
Jedoch war zu beachten, dass diese nicht wie Ublich bei 1500 Upm durchgefihrt
wurden, sondern bei 1000 Upm fur 5 Min. Im Anschluss wurden die Zellen in 200 pl
1x ,Perm/Wash Puffer I“ aufgenommen. Dieser Puffer enthdlt Saponin und
ermoglicht die Permeabilisierung der Zellmembran der Zellen, so dass eine
intrazellulare Farbung ermoglicht wird. Bei der Permeabilisierung handelt es sich um
einen reversiblen Prozess. Folglich missen die Zellen wéahrend der Farbung
kontinuierlich unter Saponin-Prasenz gehalten werden. Es erfolgte die Zugabe des
intrazellularen Antikdrpers, welcher in diesem Fall anti-Interferon-gAPC war. Es
wurde lichtgeschutzt fir 45 Min bei 4C inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen
zweimalig mit 2 ml ,Perm/Wash Puffer 1“ bei 1000 Upm fir 5 Min gewaschen und in
400 pl FACS-Puffer aufgenommen. Die Proben standen fur die Auswertung mittels

Durchflusszytometrie zur Verfliigung.

3.17.4 Analyse des TZR b-Repertoires von humanen T Zellen

Die Subfamilien-Zugehoérigkeit der TZR Ketten einer T-Zellkultur wurde mit dem
.I0OTest Beta Mark TCR V*-Versuchssystem von der Fa Beckman Coulter untersucht.
Die Durchfihrung erfolgte laut Herstellerangaben. Hierbei wurde eine T-
Zellpopulation mit Antikbrpern gegen die unterschiedlichsten TZR Ketten markiert
und mit der Durchflusszytometrie ausgewertet. Die Analyse liel3 einen Ruckschluss

auf die Poly-, Oligo- oder Klonalitat einer T-Zellkultur zu.
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3.17.5 Scatchard-Analysen

Die Analysen erfolgten mit dem p53-spezifischen Tetramer. Es wurden 20 pl des
p53-spezifischen Tetramers auf 200 pl PBS (0,1 % BSA) eingesetzt (1:10
Verdinnung des p53-spezifischen Tetramers). AnschlieBend wurden 12
Reaktionsgefale vorbereitet, um das p53-spezifische Tetramer zu verdinnen. In das
erste Rohrchen wurde die Tetramer-Verdunnung (1:10) dberfuhrt und von dieser
ausgehend auf die anderen 11 FACS-RoOhrchen 1:2-Verdinnungen angesetzt.
Darauffolgend wurden 0,1 x1 0° Zellen pro Ansatz mit 2 ml PBS (0,1 % BSA) bei
1500 Upm fur 5 Min gewaschen. Das Zellpellet wurde weitestgehend von der
Waschlosung befreit und anschlieBend in genau 50 ul Waschlésung aufgenommen.
Zu den Zellsuspensionen wurden in einem 1:2-Verhaltnis 50 ul der verdiinnten p53-
spezifischen Tetramerldsung zugegeben. Es folgte ein lichtgeschitzter
Inkubationsschritt bei RT fir 45 Min. Zur Entfernung von nicht-gebundenem p53-
spezifischen Tetramer, wurden die Proben mit 2 ml PBS (0,1 % BSA) gewaschen
und anschlieRend in 300 pl PBS (0,1 % BSA, 1% Paraformaldehyd) aufgenommen.
Die Proben wurden bis zur weiteren Auswertung mittels der Durchflusszytometrie bei

4 gelagert und spatestens am Folgetag gemessen.

3.18 Zellsortierung

Es erfolgte die Zellsortierung von pp6549s-503-peptidspezifischen humanen T-Zellen.
Hierfir wurden je nach prozentualer Akkumulation der pp6549s.503-peptidspezifischen
T-Zellen 5 bis 15 x 10° Zellen eingesetzt. Die Zellen wurden unter sterilen
Bedingungen mit dem pp6549s.503-Spezifischen Tetramer-PE sowie mit dem CD8-Fitc
Antikorper fur 45 Min bei 4T inkubiert. Hierflr wur de eine 5-fach niedrigere Menge
an Tetramer eingesetzt als bei Standardfarbungen. Anschlielend wurden die Zellen
mit 2 ml PBS gewaschen und in 400 pl MACS-Puffer aufgenommen. Zur Entfernung
von moglichen Zellaggregaten und Gewahrleistung eines optimalen Probenflusses,
wurde die Zellsuspension durch ein Zellsieb mit einer Maschenweite von 100 pm
filtriert. Die Zellen wurden steril sortiert und direkt in vorbereitete Auffangréhrchen,
die mit 5 ml hu RPMI befullt waren, tGberflihrt. Nach der Zellsortierung wurden die

Zellen entsprechend ihrer Kulturbedingungen weiterverarbeitet.
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3.19 Humaner Interferon- gElisa/ muriner IL-2 Elisa

Die Elisa (,Enzyme-linked immunosorbent assay”) Auswertung dient der Bestimmung
der quantitativen Zytokinmenge, die von einer T-Zell-Population nach einer
Stimulation mit peptidbeladenen Zielzellen sezerniert wurde. Die Bodden der
Kavitaten einer 96-Kavitaten-Mikrotiter Platte werden mit einem Primar-Antikorper
(,capture antibody“) gekoppelt, welcher an einer definierten Stelle an das von der
Zelle sezernierte Zytokin bindet. Ein biotinylierter Sekundar-Antikérper (,detection
antibody“) erkennt im Vergleich zum fixierten Primar-Antikérper ein anderes
spezifisches Epitop des Zytokins. Somit erfolgen die Bindungen der Antikdrper an
das sezernierte Zytokin nach dem sogenannten Sandwich-Prinzip. Mittels der
Zugabe des Avidin-HRP (Horseradish Peroxidase)-Komplexes und des
enzymatischen Umsetzens des Substrates kann die gebundene Zytokinmenge
quantifiziert werden. Im Folgenden wurden bei der detaillierten Beschreibung die
nachzuweisenden Zytokine (IL-2 oder IFN-g nicht berlcksichtigt, da die
Versuchsdurchfilhrung gleichbleibend blieb. Zunachst wurde die 96-Kavitaten-
Mikrotiter Platte mit 100 pl/Kavitat mit dem 1:250 in ,Coating“-Puffer® verdinnten
Primar-Antikorper (anti-mouse IL-2 bzw. anti-human IFN-g) beladen. Die Platte wurde
lichtgeschitzt bei 4C Uber Nacht inkubiert. Als Zielzel len wurden T2- oder K562-A2-
Zellen benutzt, die auf 0,5 x 10° Zellen/ml eingestellt wurden. Am nachsten Tag
wurden die Flussigkeiten aus den Platten aspiriert und dreimal mit 200 pl/Kavitat
PBS gewaschen. Die Platten wurden auf Papier getrocknet, um die Riuckstande an
Flussigkeit aus den Kavitaten quantitativ zu entfernen. Anschlie3end wurde die Platte
mit 100 pl/Kavitat 10 % FKS enthaltenem Medium fur eine Stunde bei RT geblockt.
Zur Entfernung des Mediums wurden die Platten dreimal mit PBS gewaschen.
Danach wurden in jede Kavitat 150.000 (E:T = 3:1) bzw. 50.000 (E:T = 1:1) T-Zellen
in 50 pl 10 % RPMI Medium ausgesat. Die Zielzellen wurden mit unterschiedlichen
Konzentrationen des zu untersuchenden Peptides in einer Peptid-Titration beladen.
Anschlie3end wurden diese auf 50.000 Zellen pro 50 pl 10 % RPMI-Medium/Kavitat
eingestellt und zu den bereits ausgesaten T-Zellen gegeben (1:2 Verdinnung). Von
allen Ansatzen wurden Duplikate angefertigt, um bei der Auswertung einen Mittelwert
errechnen zu konnen. Zur Berechnung der sezernierten Zytokinmenge der
stimulierten T-Zellen, wurde eine Standardverdinnungsreine der betreffenden
Zytokine angefertigt, die einem linearen Bereich in der photometrischen Vermessung
folgte. Bei dem IL-2 Zytokin betraf dies den pg-Bereich von 200 pg/ml bis 3,1 pg/ml
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und bei dem IFN-g Zytokin von 500 pg/ml bis 7,8 pg/ml. Die Verdinnungsreihe wurde
ebenfalls mit Duplikatansatzen zu je 100 pl/Kavitat durchgefihrt. Als Referenz wurde
als letzter Duplikatansatz der Standardverdinnungsreihe ein Leerwert, d.h. nur 100
pl 10 % RPMI Medium/Kavitat, gewahlt. Die Platte wurde tber Nacht im Brutschrank
inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Platte 5-mal mit 0,05% Tween20-haltigen PBS
gewaschen, um Restbestande an Medium und Zellen zu entfernen. Folglich blieb in
den Kavitaten der Platte nur noch der Primar-Antikdrper mit gebundenem Zytokin
zurlck. Es folgte die Zugabe des biotinylierten Sekundar-Antikérpers sowie des
Avidin-HRP (Horseradish Peroxidase)-Komplexes, welche 1:250 in ,Assay diluent-
Puffer (BDOptEIA, Fa. BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland) verdinnt und zu
100 pl pro Kavitat gegeben wurde. Nach einer Stunde Inkubation bei RT wurde die
Platte 5-mal mit 0,05% versetztem PBS gewaschen und mit 100 pl/Kavitat Substrat-
Lésung versehen. Die Losung enthielt Tetramethylbenzidin (TMB) und H,O,, welches
als Substrat der Peroxidase zu einem Radikal gespalten  wird.
Konzentrationsabhangig erfolgt die Umsetzung des TMB zu einem blauen Farbstoff-
Radikal-Kation. Die Platte wurde fur 15 Min lichtgeschitzt inkubiert und anschliel3end
wurde die Peroxidase-Reaktion mit 50 pl Stopp-Ldsung bzw. 2 N H,SO4 beendet,
wodurch eine Protonierung des Zwischenproduktes erzielt wird. Hierbei wurde ein
Farbumschlag des blauen Farbstoffes in einen gelben erzielt. Die Platten wurden
innerhalb der nachsten 30 Min bei 450 nm in einem ELISA-Reader ausgewertet.
Dabei wurde aus der Standardverdunnungsreihe eine Eichgerade erstellt und

anhand dieser die sezernierte Zytokin-Konzentration in pg/ml der Proben berechnet.

3.20 °'Cr-Zytotoxizitatstest

Der °!Cr-Freisetzungstest dient der Analyse der lytischen Reaktivitdt von T-
Effektorzellen gegenuber peptidbeladenen Zielzellen (Theobald et al. 1995, 1997).
Die Zielzellen werden mit definierten Peptidkonzentrationen beladen und mit dem
Radionuklid eines Natriumchromat-Salzes (Na,>'CrO.) markiert. Die spezifische
Erkennung und Lyse der Zielzellen durch die zytotoxischen T-Zellen fihrt zur
Freisetzung des aufgenommen Radionuklides in den Uberstand. AnschlieBend kann
diese Freisetzung gemessen werden. Als Zielzellen wurden T2- oder K562-A2-Zellen
verwendet. Optional erfolgte die Verwendung von K562-Zellen, welche keine MHC-
Molekule aufweisen und folglich nur von NK-Zellen lysiert werden kénnen. Dadurch
kann eine Uberpriufung auf NK-Zell-Aktivitat erfolgen. Im Folgenden wurde die
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Versuchsdurchfihrung detailliert beschrieben. Am Vortag wurden die Zielzellen auf
0,5 x 10° Zellen/ml eingestellt. Am nachsten Tag wurden pro Peptidverdiinnung 0,5 x
10° Zielzellen eingesetzt, in 10 pl FKS aufgenommen und mit 2 pl einer definierten
Peptidkonzentration von 100 nM bis 0,001 nM beladen. AnschlieRend wurde zu den
peptidbeladenen Zielzellen 100 pl Nay>'CrO4; (1 mCi/ml) gegeben. Nach einer
Inkubationszeit von 90 Min bei 37C und 5 % CO ,, wurden die Zellen dreimal mit 10
% kompletten RPMI gewaschen. Dies diente der Entfernung von nicht
aufgenommenem Peptidmengen und *'Cr. Zum Einstellen der Zielzellen auf 50.000
Zellen/ml wurden diese in 10 ml 10 % FKS enthaltenem farblosen Medium
aufgenommen. Das Phenolrot kann die Lichtquanten-Ausbeute des b-Counters
guenchen. Die bendtigte Zellzahl an T-Effektorzellen wurde nach der folgenden

Formel berechnet:

Anzahl der Zielzell-Platten (Peptidverdinnungen im 96-Kavitaten-Format) x 0,3
(Verdunnungsfaktor) x [(E:T) / 10] = Anzahl der Effektorzellen / 2.

Die Anzahl an Effektoren wird halbiert, um T-Zellen zu sparen.

Die Berechnung der bendtigten Menge an 10 % farblosen RPMI unter
Berlicksichtigung des Verdunnungsfaktors, zum Ausséen der T-Effektorzellen wurde

wie folgt berechnet:

Anzahl der Zielzellen (Peptidverdiinnungen) x 0,3 (Verdinnungsfaktor) = Volumen in

ml an Medium zur Aufnahme der T-Zellen

Es wurden Duplikatansatze angefertigt, um in der Auswertung einen Mittelwert
errechnen zu kdnnen. Fur das erste E:T Verhaltnis wurden von den T-Effektorzellen
pro Kavitat einer 96-Kavitaten-Mikrotiter Platte 100 pl ausgesat. Der restliche Anteil
an T-Zellen wurde 1:3 mit 10 % FKS enthaltenem farblosen RPMI verdinnt (0,3
Verdunnungsfaktor) und fir das nachste E:T ausgesat. Diese 1:3 Verdinnungen
wurden bis zum zuletzt gewahlten E:T ausgefiihrt. Anschlie3end erfolgte die Zugabe
von 100 pl/ Kavitat der Zielzellen zu den T-Effektorzellen. Des Weiteren erfolgte die
Analyse der Spontanlysen, d.h. die spontane Freisetzung an °'Cr in den Uberstand
der >*Cr beladenen Zielzellen. Hierfiir wurden in 8 bis 12 Kavitaten der 96-Kavitéten-
Mikrotiter Platte 100 pl Zielzellen mit 100 pl 10 % FKS enthaltenem farblosen

Medium ausgesét. Die Maximallyse, d.h. die maximale Freisetzung an °'Cr in den
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Uberstand der >'Cr-beladenen Zielzellen, wurde ebenfalls in 8 bis 12 Kavitaten der
96-Kavitaten-Mikrotiter Platte angesetzt. Zu den 100 pl an ausgesaten Zielzellen
wurden 100 pl 10 % FKS enthaltenes farbloses Medium, das mit 2 % Triton-X100
versetzt war, zugegeben (1:2 Verdinnung, d.h. die Zielzellen wurden mit 1 % Triton-
X100 final behandelt). Die Platten wurden fir 4 h im Brutschrank bei 37C und 5 %
CO; inkubiert. AnschlieRend wurden die Platten 9 Min bei 1300 Upm, 5C und ohne
Bremse zentrifugiert. Es wurden 80 pl Uberstand auf die Lumaplatten tberfihrt,
welche anschlieend uber Nacht bei RT unter einem Abzug getrocknet wurden. Am
nachsten Tag erfolgte die Messung der Platten in einem gPlattenzahler. Die

prozentuale spezifische Lyse wurde nach der folgenden Formel berechnet:

((experimentelle *'Cr-Freisetzung — spontane °*Cr-Freisetzung) / (maximale °!Cr-

Freisetzung — spontane >*Cr-Freisetzung)) x 100 = % spezifische Lyse

Bei der Verwendung von HCMV-infizierten humanen Fibroblasten sowie den Saos
2/143 (p532642727) und Saos 2 (p53264.272) Zellen wurde der **Cr-Zytotoxizitatstest
wie beschrieben durchgefihrt. Jedoch mussten die Zellen nicht zusatzlich mit einer
definierten  Peptidkonzentration  beladen werden, da eine endogene
Peptidprasentation vorlag. Die Inkubationszeit der Ziel- und T-Effektorzellen betrug in

diesem Fall 6 Stunden.

3.21 °*'Cr-Kompetitionstest

Der *'Cr-Kompetitionstest dient der Analyse der effizienten MHC-HLA-A2.1-Bindung
von Peptiden. Bei den aufgeflihrten Stimulationsprotokollen wurden Zielzellen mit
einer definierten Konzentration an Peptid beladen. Es wurde der Unterschied der
HLA-A2.1-Bindungseigenschaft der Peptide pp6549s.503 und p53.,64-272 Untersucht. Die
Durchfihrung des °*'Cr-Kompetitionstest wurde wie unter 3.20 beschrieben
durchgefuhrt. Im Folgenden wurden lediglich die Erganzungen aufgefuhrt. Es wurden
T2-Zellen als Zielzellen verwendet und mit 0,01 pg des HLA-A2.1-bindenden p53z6a4-
272-Tumorantigen-spezifischen Peptides sowie mit 3 pug des zu testenden Peptides
(Testpeptid) beladen. Hierbei wurde das pp6549s.503-Spezifische Peptid hinsichtlich
der HLA-A2.1-Bindungseigenschaft untersucht. Als Positivkontrolle diente das
FluM1sg.es-spezifische Peptid, welches einen hohen HLA-A2.1 Bindungscharakter

aufwies und folglich zu einer Inhibition der p53264-272-spezifischen Lyse fuhren sollte.
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Die Negativkontrolle mit dem VSV-Ns,.so—Spezifischen Peptid zeigte keine starke
HLA-A2.1 Bindung und somit sollte keine Einwirkung auf die spezifische Lyse
ersichtlich werden. Als Effektorzellen wurden Maus-T-Zellen, welche mit einem
pP53264-272-Doppelketten-TZR eines 1-Plasmid-retroviralen Vektorsystems retroviral
transduziert waren, verwendet (freundlicherweise von Frau X zur Verfugung gestellt).
Die Zellen wurden entsprechend dem gewdahlten E:T Verhéltnis in einer 96-
Kavitaten-Mikrotiter Platte ausgeséat und fur 4 h inkubiert. Neben den Kontrollen der
Spontan- und Maximallysen wurden p53264.-272-peptidbeladene Zielzellen ohne

zusatzliche Beladung, mit dem zu untersuchenden Peptid (Testpeptid), verwendet.

3.22 Kryokonservierung von Zellen

Die Zellen wurden auf 3 - 100 x 10° in 1-2 ml Kyromedium (10 % DMSO enthaltenes
FKS) eingestellt und fur 24 Stunden bei -80C gelage rt. AnschlieBend wurden die
Zellen zur dauerhaften Lagerung in flissigen Stickstoff (-196<C) Uberfihrt.

3.23 Auftauen von Zellen

Das entsprechende Medium der aufzutauenden Zellen wurde im Wasserbad bei
37T vorwarmt. Zum Auftauen der Zellen wurden diese vorsichtig mit 0,5 bis 1 ml
des vorgewarmten Mediums resuspendiert. Hierdurch erfolgte eine direkte
Verdinnung des im Kyromedium enthaltenen 10 % DMSO. AnschlieRend wurde die
Zellsuspension tropfenweise in 5 bis 10 ml Medium tberftihrt. Die Zellen wurden fir
5 Min bei 1500 Upm und 21C gewaschen. Zur weiteren Kultivierung wurden die
Zellen entsprechend ihrer Kulturbedingungen auf die Zellzahl eingestellt und in

Kulturmedium aufgenommen.
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4 Ergebnisse

4.1 Interaktionsverhalten der CMV-pp65 495.503-Spezifischen TZR a

und - Kette mit TZR a und - Ketten fremder Spezifitaten

Bei der retroviralen Transduktion wird eine TZRa und - Kette in das Genom von
eukaryotischen Zellen integriert. Es stellte sich hierbei die Frage, ob die Ketten
gleicher Spezifitéat bevorzugt miteinander interagieren und zu einem funktionsfahigen
TZR fuhren oder ob infolge von Fremdpaarungen mit Ketten anderer Spezifitaten,
durch sogenannte “off-target“-zielungerichtete Reaktivitdten gegen irrelevante
Antigene, eine Empfanger-gegen-Wirt-Reaktion  (,Graft-versus-Host-Disease*
(GvHD)) entstehen konnte. Des Weiteren im Hinblick auf die Generierung von
Tumorantigen- und CMV-bi-spezifischen humanen T-Zellen war es essentiell zu
untersuchen, wie sich theoretisch ein CMV-pp6549s5.503-spezifischer TZR mit
humanen und murinen Tumorantigen-spezifischen TZR Ketten hinsichtlich des
Potentials einer Fremdinteraktion verhalten wuirde. Der fur diese Analysen
verwendete wildtypische CMV-pp654gs.s03nLvemvaty)-Spezifische TZR (Hu Wt TZR
CMV) wurde freundlicherweise von X zur Verfigung gestellt. Die pp65495.503-
spezifische TZRa und - Kette wurde mit der entsprechenden humanen gp100,g0-28s
und AMLi4.22- sowie murinen MDM2g;.gs- und p53264-272- Tumorantigen-spezifischen
TZRa oder - Kette kombiniert. Im Folgenden wurden Expressionsanalysen
durchgefihrt, ob die Interaktion der pp6549s.503-spezifischen TZRa Kette mit einer
Tumorantigen-spezifischen TZR Kette zur Expression eines hybriden TZR, d.h. ein
TZR bestehend aus zwei Ketten unterschiedlicher Herkunft mit unbekannter
Spezifitat und autoreaktivem Potential, fihrt. Die Untersuchungen wurden vice versa
mit der pp6549s.503-Spezifischen TZR  Kette durchgefiuihrt. Es wurden nicht-
kompetitive Bedingungen, d.h. in Abwesenheit endogener T-Zell Rezeptoren, mittels
der Verwendung der murinen Hybridomzelllinie 58 a~ "CD3z (Blank et al. 1993) und
der humanen SupT1l Zelllinie ( ) (Morgan et al. 2003) gewahlt. Beide Zelllinien
kennzeichnete der Verlust eines endogenen TZR, wodurch von der Zelle selber
keine TZR Ketten angeboten wurden. Folglich bestand keine Kompetition um die
TZR-Expression an der Zelloberflache zwischen einem endogenen und exogenen

TZR. Hinzukommend waren an der Bildung eines hybriden TZR lediglich die
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exogenen TZRa und - Ketten beteiligt. Somit wurde von der nicht-kompetitiven
Bedingung ein direkter Rlckschluss auf das Interaktionsverhalten der exogenen
TZRa und - Kette sowie eines definierten exprimierten hybriden TZR gewahrleistet.
Es sei darauf hingewiesen, dass aufgrund einer vorhandenen endogenen TZRa
Kette bei der humanen SupT1 Zelllinie, in einem geringen Umfang Kompetition, um
die exogenen TZR Kette vorliegen konnte. Die murine Hybridomzelllinie 58 a™ -
CD3z, wurde mit den TZR Hu Wt TZR gpl100 (Schaft et al. 2003), Hu Wt TZR AML
(Isolation des ZTL Klons 1C6: Distler et al. 2008, Isolation und Charakterisierung der
TZR Ketten: unpublizierte Daten von Dr. X, Dr. Xt und Dr. X, Hu Wt TZR CMV
(Heemskerk et al. 2007), Mu Wt TZR MDM2 (Stanislawski et al. 2001) und Mu Wt
TZR p53 (Kuball et al. 2005) sowie mit den Kombinationen der pp6549s-503-
spezifischen TZRa oder - Ketten mit den TZR Ketten der aufgefuhrten
Tumorantigen-spezifischen TZR retroviral transduziert. Zur Untersuchung des
Expressionsverhaltens wurden FACS-Farbungen gegen die TZR Kette, sogenannte
subfamilienspezifische V -Analysen, durchgefuhrt. Die TZR gehotrten zu den
folgenden b-Subfamilien: Hu Wt TZR gp100 zu V 14, Hu Wt TZR AML zu V 17, Hu
Wt TZR CMV zu V 13.1, Mu Wt TZR MDM2 zu V 6 und Mu Wt TZR p53 zu V 3.
Eine antigenspezifische Tetramerfarbung konnte aufgrund des Verlustes der
Spezifitat bei der Bildung eines hybriden TZR, mit unbekannter Definition, nicht
durchgefuhrt werden. In der Abbildung 9 wird die FACS-Auswertung der pp65495.503-
spezifischen TZR Ketten mit den humanen gp1002g0.28s- Und AML14.2-Tumorantigen-
spezifischen TZRa und - Ketten aufgeflihrt. Es zeigte sich, dass die TZRa sowie -

Kette des pp6549s.503-spezifischen TZR in einem hohen Maf3e mit den fremden TZR
Ketten interagieren konnte. Bei Vergleich der durchschnittlichen
Fluoreszenzintensitat (MFly Werte) des hybriden TZR mit denen des wildtypischen
TZR konnte keine hinreichende Beeintrachtigung der Expression des hybriden TZR
beobachtet werden. Folglich fihrte die unerwinschte Fremdinteraktion der TZRa und
- Ketten des pp6549s.503-spezifischen TZR mit den humanen TZRa und - Ketten
fremder Spezifitdtt zu einem expressionsbefahigten hybriden TZR. Als

Negativkontrolle  wurden die jeweiligen TZR Ketten  ausschlieRlich
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ERGEBNISSE

Abbildung 9: Subfamilienspezifische V
58a" 'CD3z hinsichtlich der Fremdinteraktion der pp65
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-Analyse der transduzierten murinen Hybridomzellen

s95.503—Spezifischen TZR a und -b Ketten

Die CMV-pp65,95.503—spezifischen TZRa und -b Ketten zeigten hohes Interaktionsverhalten mit

fremden humanen TZR Ketten. Die Expression des hybriden TZR wurde nicht beeintrachtigt, so dass

dieser vergleichbar (MFly Werte) an der Zelloberflache exprimiert wurde.
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Abbildung 10: Analyse der V b-Expression der transduzierten murinen Hybridomzell en 58 a

CD3z hinsichtlich dem Interaktionsverhalten des pp65
TZRa und -

Es zeigte sich, dass die pp654gs5.503-Spezifische TZRa und -

Ketten

s05.503-Spezifischen TZR mit murinen

Kette mit murinen p53e4.072- uUnd

MDM2g, gg-spezifischen TZR Ketten interagierte und zu hybriden TZR fuhrte. Hinzukommend konnte

die TZR Kette des MDM2g; gg-, P53264.272- UNd pp65495.503-Spezifischen TZR nicht ohne eine TZRa

Kette an der Zelloberflache exprimiert werden. Die Negativ-Wolke fur PE und FITC ist auf eine nicht

guantitative Selektion zurtickzufihren.
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mit dem pBullet_puro Leervektor, auf welchem die TZRa-Kette kloniert wurde,
transfiziert. Es zeigte sich, dass die TZR Kette ohne Bindung und Stabilisierung mit
einer TZRa Kette nicht beféahigt war, an der Zelloberflache exprimiert zu werden.
Folglich konnte die subfamilienspezifische Vb-Analyse fir den Nachweis der

Expression eines hybriden TZR angewandt werden. Im Weiteren erfolgte die Analyse

Murine Hybridomzellen 58 a” "CD3z
Hu Wta TZR gp100/ | Hu Wta TZR AML/ Mu Wta TZR Mu Wta TZR p53/
Hu Wtb TZR CMV Hu Wtb TZR CMV MDM2/ Hu Wtb Hu Wtb TZR CMV
TZR CMV
Hu Wt TZR Expression erhoht Expression Expression erhoht Expression
CMmV MFly 14.9 erniedrigt MFI, 18,5 erniedrigt
MFly 10.9 MFly 9,5 MFly 8,7
Hu Wta TZR CMV/ | Hu Wta TZR CMV/ | Hu Wta TZR CMV/ | Hu Wta TZR CMV/
Hu Wtb TZR gp100 | Hu Wtb TZR AML Mu Wtb TZR Mu Wtb TZR p53
MDM2
Hu Wt TZR Expression
gpl00 erniedrigt
MFly 25,5 MFIy 21,1
Hu Wt TZR Expression erhdht
AML MFIy 13,8
MFly 10,9
Mu Wt TZR Expression
MDM2 erniedrigt
MFly 28,0 MFly 18,1
Mu Wt TZR Expression
p53 erniedrigt
MFly 144,1 MFIly 133,6

Tabelle 3: Expressionsverhalten der Doppelketten-TZ

der murinen Hybridomzelllinie 58

a CD3z

R im Vergleich zu den hybriden TZR in

Die Interaktion der pp65495.503-spezifischen TZR  Kette mit den humanen (gp100.gy.288-, AML14.25-) und
murinen (MDM2g,_g5-, P53264.072-) TZRa Ketten zeigte ein variables Expressionsverhalten des hybriden
TZR. Die Expression eines hybriden TZR bestehend aus der humanen pp654¢s5.503-spezifischen TZRa
Kette und humanen oder murinen TZR -Kette flihrte vorzugsweise zu einer Erniedrigung der

Expression des hybriden TZR.
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des Interaktionsverhaltens der pp6549s.503-Spezifischen TZRa und - Ketten mit den
murinen  MDM2g;.8s- und p53264-272-Tumorantigen-spezifischen TZR Ketten
(Abbildung 10). Das Ergebnis der hybriden TZR-Bildung mit humanen TZRa und -

Ketten konnte mit den murinen TZRa und - Ketten reproduziert werden. Die
Kontrolle zeigte keine Expression der TZR Kette ohne Stabilisierung durch eine
TZRa Kette. Die Ergebnisse sind zusammenfassend in der Tabelle 3 aufgefiihrt. Die
pp6549s.503-Spezifische TZR  Kette fiuhrte nach der Fremdinteraktion mit einer
humanen oder murinen TZRa Kette zu einer Erhéhung (Hu Wta TZR gp100/ Hu Wtb
TZR CMV: MFly 14,9 bzw. Mu Wta TZR MDM2/ Hu Wtb TZR CMV: MFly 18,5
versus Hu Wt TZR CMV: MFly 10,9) oder Erniedrigung (Hu Wta TZR AML/ Hu Wtb
TZR CMV: MFly 9,5 bzw. Mu Wta TZR p53/ Hu Wtb TZR CMV: MFly 8,7) der
hybriden TZR-Expression. Im Vergleich zum parentalen pp6549s.503-Spezifischen TZR
(MFly 10,9) wurde die Expression des hybriden TZR durch die Interaktion mit der
gp1002g0-285-spezifischen TZRa Kette um 68 % und mit der MDM2g;.gs-spezifischen
TZRa Kette um sogar 85 % erhoht. Die Bildung eines hybriden TZR mittels der
AML14.18-spezifischen TZRa Kette fuhrte zu einer Abnahme der Expression von 13 %
sowie durch die p53;64-272-Spezifische TZRa Kette um 20 % im Vergleich zum
parentalen TZR. Interessanterweise zeigten die hybriden TZR, bestehend aus der
pp6549s5.503-spezifischen TZRa Kette und humanen oder murinen TZR Kette,
vorzugsweise eine Abnahme der hybriden TZR-Expression. Im Vergleich zum
jeweiligen parentalen TZR zeigte der hybride TZR bestehend aus der gp100,g0-28s-
spezifischen TZR Kette eine Abnahme der Expression von 17 %, bei der MDM2g;.
gs-spezifischen TZR Kette von 35 % und bei der p53,64-272-Spezifischen TZR Kette
von 7 %. Mit Ausnahme der Kombination der pp6549s.503-Spezifischen TZRa Kette mit
der TZR Kette des AMLjspp-spezifischen TZR, konnte eine Erhéhung der

Expression des hybriden TZR von 63 % verzeichnet werden.

Darauffolgend wurden die Analysen in der humanen SupT1 Zelllinie reproduziert. Der
Versuchsansatz war gleichgestaltet mit der Verwendung des pp6549s.503- sowie der
Tumorantigen-spezifischen TZR. In der Abbildung 11 wurde das
Interaktionsverhalten des pp65a4gs.s03-Spezifischen TZR mit spezifitdtsfremden,
humanen TZRa und - Ketten dargelegt. Die TZRa und - Ketten des pp65495.503-
spezifischen TZR konnten im hohen MalRe mit humanen gp100,g0-28s- Und AML14-22-

spezifischen TZR Ketten interagieren. Dies fuhrte zur Expression eines hybriden
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TZR. Die humane SupT1 Zelllinie besal? zwar keinen endogenen TZR, aber eine
endogene TZRa Kette, welche um die exogene TZRa Kette kompetitiv wirken kénnte
(personliches Gesprach mit Herrn Dr. X. Folglich wurde als Kontrolle die Transfektion
der pp6549s503-spezifischen TZR Kette zusammen mit dem pBullet_puro
Leervektor, dieser die TZRa Kette prasentierte, durchgefihrt. Es konnte keine
Expression der TZR Kette festgestellt werden, so dass die exogene pp65495-503-
spezifische TZR Kette nicht mit der endogenen TZRa Kette zu interagieren schien.
Im Folgenden wurden die Analysen mit den murinen MDM2g;.g3- und p53264-272-
spezifischen TZR Ketten durchgefuhrt (Abbildung 12). Auch hier implizierten die
FACS-Ergebnisse der subfamilienspezifischen TZR Ketten Expression die Bildung
eines hybriden TZR, bestehend aus einer TZR Kette des pp6549s5.503-Spezifischen
TZR und einer murinen Tumorantigen-spezifischen TZR Kette. Als Kontrolle wurde
die TZRa Kette des p53.64-272-Spezifischen TZR mit dem pBullet_puro Leervektor,
dieser die TZRa Kette prasentierte, transfiziert. In diesem Fall konnte die exogene
pP53264-272-Spezifische TZR Kette an der Zelloberflaiche detektiert werden. Folglich
fand eine Interaktion mit der endogenen TZRa Kette der SupT1 Zelllinie statt. Jedoch
bei Vergleich mit der Expression der p53,64-272-Spezifischen TZR Kette zusammen
mit der exogenen pp6549s-503-spezifischen TZRa Kette zeigte sich eine Zunahme der
Expression. Folglich ist die Expression der TZR Kette nicht nur auf die Présenz der
endogenen TZRa Kette zurtickzufiihren, sondern unter Mitwirkung der pp65495.503-
spezifischen TZRa Kette zu betrachten. In der Tabelle 4 sind die Ergebnisse des
Expressionsverhalten der hybriden TZR im Vergleich zu den wildtypischen TZR
aufgefuhrt. Bei Vergleich der MFly-Werte der hybriden TZR zu dem parentalen
ppP6549s5.503-Spezifischen TZR zeigte sich, dass die Interaktion der pp6549s.503-
spezifischen TZR Kette mit der AMLiso-spezifischen TZRa Kette zu einer
Erhéhung der Expression von 63 % sowie mit der MDM2g;.gg-spezifischen TZRa
Kette von 59 % und mit der p53.64.272-Spezifischen TZRa Kette von 67 % fuhrte.
Lediglich der hybride TZR bestehend aus der pp6549s5.503-spezifischen TZR und der
0gp1002g0-288-spezifischen TZRa Kette fuhrte zu einer Erniedrigung der Expression
des hybriden TZR von 27 %. Insgesamt zeigte die pp6549s.503-spezifische TZR Kette

vorzugsweise eine Erhdhung der Expression des hybriden TZR. Im Gegensatz
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Abbildung 11: FACS-Analyse zur Detektion der Expres  sion eines hybriden TZR der retroviral
transduzierten humanen SupT1 Zelllinie

Die pp6549s5.50s-Spezifische TZRa und - Kette interagierte mit den humanen gpl00,g0.08s- SOWie
AML14.0o-Tumorantigen-spezifischen TZR Ketten. Die Expression des hybriden TZR war vergleichbar

mit der wildtypischen TZR-Expression.
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Abbildung 12: Analyse des Interaktionsverhaltens de I pp65 495.503- UNd murinen TZR a und -

Ketten in der humanen SupT1-Zelllinie

Die TZR Kette des pp65495.503-Spezifischen TZR bildete mit den murinen MDM2g; gg- Und p53,64.272-
Tumorantigen-spezifischen TZRa Ketten einen hybriden TZR. Mit der TZRa Kette des MDM2g; _gg-
spezifischen TZR erfolgte lediglich eine geringflgige Interaktion. Als Kontrolle, zur Analyse des
Einflusses der endogenen TZRa Kette auf das Expressionsverhalten eines hybriden TZR, wurde die
P53264.272-Spezifische TZR Kette mit dem pBullet_IRES-Leervektor retroviral transduziert. Es konnte

eine schwache Detektion der p53.s4.072-Spezifischen TZR Kette an der Zelloberflache beobachtet

werden.
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dazu zeigte die pp6549s.503-spezifische TZRa Kette einen supprimierenden Einfluss
auf die Expression des hybriden TZR. Im Vergleich zu den jeweiligen parentalen TZR
zeigte sich, dass durch die Interaktion der pp6549s.503-Spezifischen TZRa Kette mit
der gpl00,g0-28s-spezifischen TZR Kette eine Erniedrigung der Expression des
hybriden TZR von 31 % und mit der AMLi4.22-Spezifischen TZR Kette von 15 %
bewirkt wurde. Der hybride TZR bestehend aus der pp6549s.503-spezifischen TZRa
und MDM2g,.gs-spezifischen TZR Kette zeigte eine 66 % niedrigere Expression als
der wildtypische MDMZ2g;.gs-spezifische TZR, so dass lediglich 6,1 % der Zellen

positiv in der V 6 Expression erschienen (Abbildung 12).

Humane SupT1 Zelllinie

Hu Wta TZR gp100/ | Hu Wta TZR AML/ Mu Wta TZR Mu Wta TZR p53/
Hu Wtb TZR CMV Hu Wtb TZR CMV MDM2/ Hu Wtb Hu Wtb TZR CMV
TZR CMV
Hu Wt TZR Expression Expression erhdht Expression erhoht Expression
Cmv erniedrigt erhoht
Hu Wta TZR CMV/ Hu Wta TZR CMV/ | Hu Wta TZR CMV/ | Hu Wta TZR
Hu Witb TZR gp100 | Hu Wtb TZR AML Mu Wtb TZR MDM2 | CMV/ Mu Wtb
TZR p53
Hu Wt TZR | Expression
gp100 erniedrigt
Hu Wt TZR Expression
AML erniedrigt
Mu Wt TZR Expression
MDM2 erniedrigt
Mu Wt TZR Expression
p53 erhoht

Tabelle 4: Expressionsverhalten der Doppelketten-TZ R im Vergleich zu den hybriden TZR in

der humanen SupT1 Zelllinie

Die pp6549s.503-spezifische TZR Kette fuhrte nach der Interaktion mit einer humanen gp100,g.2gs-
spezifischen TZRa Kette zu einer Erniedrigung der Expression des hybriden TZR. Im Falle der
humanen AML4.,,- und murinen MDM2g; gg- Sowie p53ae4.272-Spezifischen TZRa Ketten konnte eine
Erhéhung der Expression des hybriden TZR detektiert werden. Die Interaktion der pp6549s5.50s-
spezifischen TZRa Kette filhrte vorzugsweise zu einer Erniedrigung der Expression des hybriden
TZR.
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Hybride TZR Hybridomzelllinie SupT1 Zelllinie
58 a” 'CD3z
Hu Wta TZR CMV/ 17 % Erniedrigung 31 % Erniedrigung
Hu Wt TZR gpl100
Hu Wta TZR CMV/ 63 % Erhdhung 15 % Erniedrigung
Hu Wt TZR AML
Hu Wta TZR CMV/ 35 % Erniedrigung 66 % Erniedrigung
Mu Wt TZR MDM2
Hu Wta TZR CMV/ 7 % Erniedrigung 99 % Erhdhung
Mu Wt TZR p53
Hu Wta TZR gp100/ 68 % Erhdhung 27 % Erniedrigung
Hu Wt TZR CMV
Hu Wta TZR AML/ 13 % Erniedrigung 63 % Erh6hung
Hu Wt TZR CMV
Hu Wta TZR MDM2/ 85 % Erhdhung 59 % Erhdhung
Hu Wt TZR CMV
Hu Wta TZR p53/ 20 % Erniedrigung 67 % Erhdhung
Hu Wt TZR CMV

Tabelle 5: Darlegung der Expressionsverhalten der h  ybriden TZR in der Hybridomzelllinie 58  a’

‘CD3z im Vergleich zu der humanen SupT1 Zelllinie

Es zeigte sich, dass sowohl in der Hybridomzelllinie 58 a~ 'CD3z und in der SupTl Zelllinie der
hybride TZR bestehend aus der pp6549s5.503-Spezifischen TZRa Kette und einer spezifitdtsfremden
TZR Kette vorzugsweise zu einer Erniedrigung der Expression des hybriden TZR fiihrte. Der hybride
TZR mit der pp65aes.sos-spezifischen TZR Kette zeigte in der Hybridomzellline ein variables
Expressionsverhalten, wéhrend sich in der SupT1 Zelllinie eher eine Erhéhung der Expression des
hybriden TZR widerspiegelte.
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Zusammenfassend beinhaltete der pp6549s5.503-spezifische Doppelketten-TZR das
Potential an einer Fremdinteraktion mit Ketten fremder Spezifitéat und bekraftigte das
hypothetische Risiko der Induktion einer GvHD durch ,off-target‘-Reaktivitat im
Menschen. Bei Vergleich mit der murinen Hybridomzelle 58 a” "CD3z erschien es
auch hier, als wirde die pp6549s503-spezifische TZRa Kette eher zu einer
Erniedrigung der Expression des hybriden TZR fuhren (Tabelle 5). Die pp65495-503-
spezifische TZR Kette indizierte eher eine Erhéhung der Expression des hybriden
TZR im Vergleich mit der humanen SupTl Zelllinie. Jedoch wurde diese
Beobachtung unter Vorbehalt betrachtet, aufgrund des mdglichen, wenn auch
geringen, kompetitiven Einflusses durch die endogene TZRa Kette der humanen
SupT1 Zellen. Es kann auch nicht restlos ausgeschlossen werden, dass die Affinitat
der V -spezifischen Antikdrper von den jeweilig gegenwartigen Va-Ketten beeinflusst

wird.

4.2 Generierung und Optimierungen von pp65  495.503-Spezifischen
TZR-Konstrukten

4.2.1 Generierung von neuartigen pp65 4o5.503-Spezifischen TZR

Von besonderem Interesse war es, neben dem wildtypischen pp6549s.503-
spezifischen TZR (Hu Wt TZR CMV) weitere pp65-spezifische TZR mit einer
maoglichst hoheren Affinitat zu dem pp65495.503-Peptid zu generieren. Der Hu Wt TZR
CMV wurde freundlicherweise von Frau Dr. X zur Verfigung gestellt. In einer
Publikation von Day et al. (2007) wurde ein pp6549s.503-Spezifischer TZR
beschrieben, welcher zur gleichen Subfamilie des Hu Wt TZR CMV gehorte, aber
eine hohere TZR Affinitat fir das pp65ags-so3nLvemvaTy)-Peptid versprach. Die
Unterschiede zwischen den TZR Sequenzen wurden in der Tabelle 6 aufgefihrt.
Kurz vor der CDR3a Schleife befand sich anstelle einer CAR- eine CAS-Sequenz,
was den Austausch eines basischen Arginins zu einem polaren Serin bedeutete.
Hinzukommend handelte es sich bei der Aminosaure Arginin um eine weitaus
groRere Aminosaure als bei Serin. Innerhalb der CDR3 Schleife konnten 2
Unterschiede festgestellt werden, die an der zweiten Position anstelle eines kleinen,

polaren Serins zu einem grof3eren und unpolaren Prolin sowie an der achten

81



Publikation AV Ende AV CDR3a BV | Ende BV CDR3b

Heemskerk et

al. 18S1 CAR NTGNQFY | 13S1 CAS SSVTGTGNYGY
Blood 2007
Day et al. 18.1 CAS NTGNQFY | 13.1 CAS SPVTGTGHYGY

J Immunol 2007

Tabelle 6: Vergleich zwischen zwei pp65  495.503(nLvemvaTy)-SPezifischen TZR Sequenzen

Zwei publizierte pp654gs.503-Spezifische TZR wurden hinsichtlich ihrer Aminosauresequenzen
verglichen. Interessanterweise gehorten die beiden TZR den gleichen Subfamilien an, versprachen
aber unterschiedliche TZR Affinitdten zu dem pp6549s5.503-Peptid. Die Nomenklaturen bezogen sich auf

Arden et al..

Position anstelle der kleineren, polaren Aminosaure Asparagin zu einem grol3eren
und basischen Histidin fihrten. Zur Generierung des neuartigen pp65495.503-
spezifischen TZR wurde die gezielte Punktmutagenese angewendet (Anhang). Der
Vergleich zwischen den neuartig generierten TZRa und - Ketten zu der TZR
Ausgangssequenz der TZRa Kette (CMV-TCR_A18) und TZR Kette (CMV-
TCR_BV13), legte die Modifikationen der Nukleotidsequenz sowie Positionen dar.
Des Weiteren wurde die Integration der Kozaksequenz aufgeflhrt, welche den
Konsens aus den am haufigsten vorkommenden Nukleinbasen in unmittelbarer Nahe
des Startcodons AUG auf der mRNS darstellt. Die Kozaksequenz (CCATGG) wurde
als Optimierungsprozess eingefthrt, um die Erkennung der Sequenz durch die
Ribosomen und damit die Effizienz der Translation im Rahmen der
Proteinbiosynthese zu erhdhen. Im Folgenden wurde der neuartige pp6549s-503-
spezifische TZR, welcher eigentlich einer wildtypischen Sequenz entsprach, aber
durch eine gezielte Punktmutagenese generiert wurde, zur Unterscheidung zu der
Ausgangssequenz (Hu Wt TZR CMV) als Hu Mt TZR CMV bezeichnet. Anschliel3end
wurde der neuartige pp65ags-503-Spezifische TZR zum einen unter nicht-kompetitiven
(murine Hybridomzelllinie 58 a~ ~ CD3z, humane SupT1 und Jurkat-76 Zelllinie) und

zum anderen unter kompetitiven Bedingungen (humane T-Zellen) hinsichtlich
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Abbildung 13: Retrovirale Transduktion der murinen Hybridomzelllinie 58 a° 'CD3z mit dem

wildtypischen, mutierten sowie den hybriden pp65 495.503-Spezifischen TZR

Die V 13.1 Farbung zeigte eine aquivalente Selektion der murinen Zellen nach der retroviralen
Transduktion. Des Weiteren zeigte sich in der pp65-spezifischen Tetramerfarbung eine gesteigerte
Expression des mutierten (Hu Mt TCR CMV) sowie des hybriden (Hu Wta TCR CMV / Hu Mt TCR
CMV) pp65495.503 —Spezifischen TZR.

dem Expressionsverhalten und der Funktionalitat analysiert. Die murine
Hybridomzelllinie 58 a~ - CD3z wurde mit dem wildtypischen pp6549s.503-Spezifischen
TZR (Hu Wt TZR CMV), dem mutierten neuartigen pp6549s5.s03-spezifischen TZR (Hu
Mt TZR CMV) sowie mit den hybriden TZR, Hu Wta TZR CMV / Hu Mt TZR CMV
und Hu Mta TZR CMV / Hu Wt TZR CMV, retroviral transduziert. Zur
Normalisierung der TZR-Expression wurde nach der retroviralen Transduktion eine
Selektion mit den entsprechenden Antibiotika, der auf den retroviralen Vektoren
klonierten Resistenzgenen, durchgefiihrt. Die FACS-Analyse mittels der
subfamilienspezifischen V 13.1 Farbung der transduzierten Hybridomzellen 58 a™ -
CD3z wurden in der Abbildung 13 aufgefuhrt. Es zeigte sich ein 1,54-facher
Unterschied hinsichtlich der Expression des Hu Wt TZR CMV (MFly 3,7) und Hu Mt
TZR CMV (MFly 5,7). Wahrend der hybride TZR bestehend aus der wildtypischen
pPP6549s5.503-spezifischen TZRa und der mutierten pp6549s.503-spezifischen TZR Kette
(MFly 4,1) im Vergleich zum Hu Mt TZR CMV (MFly 5,7) eine 1,39-fache
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Erniedrigung der TZR-Expression zeigte, konnte im Vergleich der Expression des Hu
Wt TZR CMV (MFly 3,7) und des hybriden TZR bestehend aus der mutierten pp6549s.
so3-Spezifischen TZRa und der wildtypischen pp6549s.503-spezifischen TZR Kette
(MFly 4,4) eine 1,2-fache Erhdhung der hybriden TZR-Expression beobachtet
werden. Die einzelnen MFIy-Werte der V 13.1 Expression zeigten keine
entscheidende Differenz voneinander. Zur Analyse der Expression des pp6549s.503-
spezifischen TZR wurden Tetramerfarbungen durchgefuhrt. Es zeigte sich, dass die
gezielte Mutation des pp6549s.503-spezifischen TZR (Hu Mt TZR CMV) zu einer
Verbesserung der Expression an der Zelloberflache fuihrte Die MFly-Werte des Hu
Wt TZR CMV entsprachen 19,5 und die, des Hu Mt TZR CMV zeigten eine Erh6hung

auf 36,4. Interessanterweise konnte mit dem hybriden TZR
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Abbildung 14: Analyse der Funktionalitat der neu ge nerierten pp65 495.503-Spezifischen TZR der

transduzierten Hybridomzellen 58 a” 'CD3z

Die ECgo-Werte signifizieren die Generierung von neuen pp654¢s.503-spezifischen TZR mit gesteigerter
Funktionalitat im Hinblick auf eine IL-2 Sekretion in einem Elisa. Der hybride TZR bestehend aus der
willdtypischen TZRa und der mutierten TZR Kette des pp6549s550s-Spezifischen TZR zeigte eine
héhere IL-2 Freisetzung fur die jeweiligen Peptid-Dosen. Der mutierte pp6549s5.503-Spezifische TZR

zeigte nur eine geringfugige Verbesserung der Funktionalitat.
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Hu Wta TZR CMV / Hu Mt TZR CMV eine weitere Steigerung der Expression (MFly
55,1) erzielt werden. Wahrend vice versa der hybride TZR (Hu Mta TZR CMV / Hu
Wt TZR CMV) nur in einem geringen Masse (MFly 4,5) exprimiert wurde. Im
Folgenden wurde in einem murinen Interleukin-2 ELISA untersucht, ob sich die
verbesserte TZR-Expression auch in einer effizienteren Funktionalitat widerspiegelte
(Abbildung 14). Die Bestimmung der ECsp—Werte erfolgte durch die nicht-lineare
Regression mittels einer sigmoidalen Dosis-Antwort-Gleichung, wodurch die
halbmaximale IL-2 Freisetzung und Effizienz eines TZR bestimmt werden konnte.
Die mit dem wildtypischen pp6549s.503-spezifischen TZR (Hu Wt TZR CMV)
transduzierten Zellen zeigten eine vergleichbare IL-2 Sekretion (ECso 49 nM) wie die
Zellen, welche mit dem Hu Mt TZR CMV (ECs 40 nM) transduziert waren. Demnach
fuhrten die Modifikationen lediglich zu einer geringen funktionalen Steigerung des
TZR. Interessanterweise sekretierten die transduzierten Zellen mit dem hybriden
TZR Hu Wta TZR CMV / Hu Mt TZR CMV entsprechend seiner effizienteren TZR-
Expression auch eine erhdhte Konzentration an IL-2 (ECso 4 nM). Die Zellen, welche
mit dem hybriden TZR Hu Mta TZR CMV / Hu Wt TZR CMYV retroviral ausgestattet
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Abbildung 15: FACS-Analyse der retroviral transduzi erten humanen SupTl Zellen mit den
PP65 495.503-Spezifischen TZR-Konstrukten

Die pp65495.503-spezifischen TZR-Konstrukte Hu Mt TZR CMV und Hu Wta TZR CMV / Hu Mt TZR
CMV wurden im Vergleich zum Hu Wt TZR CMV am effizientesten exprimiert. Der hybride TZR, Hu
Mta TZR CMV /Hu Wt TZR CMV, zeigte die schlechteste Expression.
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waren, zeigten entsprechend ihrer geringen Tetramer-Positivitat keine detektierbare
IL-2 Freisetzung. Eine unspezifische IL-2 Sekretion nach einer p53,64.272-irrelevanten
Peptidstimulation konnte nicht beobachtet werden. AnschlieRend wurden die
Analysen unter nicht-kompetitiven und humanen Bedingungen durchgefihrt. Hierftr
wurden die SupT1 und Jurkat-76 Zelllinie verwendet. In den transduzierten humanen
SupT1 Zellen konnten die Ergebnisse der Hybridomzellen 58 a” "CD3z reproduziert
werden (Abbildung 15). Auch hier zeigte sich, im Vergleich zum wildtypischen
pp6549s5.503-spezifischen TZR (MFly 48,7), eine verbesserte Expression des gezielt
mutierten TZR, Hu Mt TZR CMV, mit einem MFIly Wert von 63,9, sowie des hybriden
TZR, Hu Wta TZR CMV / Hu Mt TZR CMV (MFly 98,1). Funktionalitdtsanalysen
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Abbildung 16: Expression der pp65 4o5.503-Spezifischen TZR-Konstrukte der retroviral
transduzierten Jurkat-76 Zellen

Mit der Expression des TZR wird der CD3 Rezeptor hochreguliert, was an deren Koexpression
abzulesen ist. Die TZR Hu Mt TZR CMV und Hu Wta TZR CMV / Hu Mt TZR CMV wurden im
Vergleich zu Hu Wt TZR CMV verbessert exprimiert. Der hybride TZR, Hu Mta TZR CMV / Hu Wt

TZR CMV, zeigte wiederum die schlechteste Expression an der Zelloberflache.
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konnten nicht durchgefuhrt werden, da die humanen SupT1l Zellen keine Zytokine
sekretierten. Aus diesem Grund wurde die humane Jurkat-76 Zelllinie mit den
pPpP65495.503-spezifischen TZR-Konstrukten retroviral transduziert und hinsichtlich der
TZR-Expression und Funktionalitdt in einem Interferon-g Elisa analysiert. Es zeigte
sich, dass mit der Expression eines TZR an der Zelloberflache der CD3 Rezeptor
exprimiert wurde. Zellbiochemisch liegt dies an dem streng vorgegebenen
Assemblierungsmodus von TZR und CD3, die nur im Komplex das ER und den Golgi
passieren konnen (Abbildung 16; Call et al., 2002). Die TZR-Expression konnte in
der humanen Jurkat-76 Zelllinie reproduziert werden, so dass der hybride TZR (Hu
Wta TZR CMV / Hu Mt TZR CMV: MFly 33,1) sowie der Hu Mt TZR CMV (MFly
28,8) im Vergleich zum wildtypischen pp6549s.503-Spezifischen TZR (MFly 23,6) eine
verbesserte Expression an der Zelloberflache aufwiesen. Der hybride TZR Hu Mta
TZR CMV / Hu Wt TZR CMV (MFly 4,1) zeigte reproduzierbar eine geringe TZR-
Expression. Zusammenfassend zeigte sich bei den Zelllinien Hybridom 58 a~ "CD3z,
SupT1 und Jurkat-76, dass der hybride TZR bestehend aus der mutierten pp6549s.
so3-Spezifischen TZR Kette mit den MFly-Werten von 55,1 (Hybridom), 98,1 (SupT1)
und 33,1 (Jurkat-76) zu einer erhohten TZR-Expression, in Bezug auf den mutierten
pPP6549s.503-Spezifischen TZR, fihrte. In der Hybridomzelllinie 58 a° "CD3z und in der
SupT1l Zelllinie konnten mit dem hybriden TZR eine 1,5-fache Erhohung der
Expression im Vergleich zum mutierten pp6549s.503-Spezifischen TZR erzielt werden.
Bei der Jurkat-76 Zellline lag die Erhéhung im 1,14-fachen Bereich. Der mutierte
pPP6549s5.503-spezifische TZR flhrte in der murinen Hybridomzelllinie 58 a~ "CD3z zu
einer 1,9-fachen, in der SupT1 Zelllinie zu einer 1,3- und in der Jurkat-76 Zelllinie zu
einer 1,2-fachen TZR-Expression im Vergleich zum wildtypischen pp65495.503-
spezifischen TZR. Im Folgenden wurden die Funktionalititen der pp6549s-503-
spezifischen TZR-Konstrukte in einem Interferon-g Elisa untersucht (Abbildung 17).
Die funktionellen Unterschiede waren nicht in dem Mal3e zu beobachten wie im Fall
der IL-2-Sekretion im Hybridom 58 a~ ~ CD3z (Abbildung 14). Die Modifikationen des
Wildtypen (Hu Mt TZR CMV) fuhrten aber wiederum zu einer effizienteren Interferon-
g Sekretion nach einer pp6549s.503-peptidspezifischen Stimulation. Folglich spiegelte
sich die verbesserte Expression auch in einer verbesserten Funktionalitdt wider.
Dieses Ergebnis war kompatibel mit dem der transduzierten murinen Hybridomzellen

58 a 'CD3z. Jedoch lieR sich eine Diskrepanz  zwischen  der
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Abbildung 17: Interferon- gElisa der transduzierten humanen Jurkat-76 Zellen

Der neuartige mutierte pp654¢5.503-spezifische TZR fiihrte zu einer effizienteren IFN-g Sekretion. Die
hybriden TZR zeigten im Vergleich zum Wildtypen keine Verbesserung. Jedoch konnte diesmal eine

Funktionalitdt des hybriden TZR Hu Mta TZR CMV / Hu Wt TZR CMV beobachtet werden.

Expression des hybriden TZR, Hu Wta TZR CMV/Hu Mt TZR CMV, und der
Funktionalitat in einem IFN-g Elisa feststellen. In einem humanen System sowie
Interferon-g Elisa konnte nicht reproduziert werden, dass der hybride TZR (Hu Wta
TZR CMV / Hu Mt TZR CMV) eine hdhere Effektivitat als der mutierte oder
wildtypische TZR aufwies. Folglich entspricht hier die bessere TZR-Expression nicht
einer gesteigerten Funktionalitat. Auch zeigte der hybride TZR (Hu Mta TZR CMV /
Hu Wtb TZR CMV) im Vergleich zu den murinen Hybridomzellen 58 a~ 'CD3z (IL-2
Elisa) eine Funktionalitéat hinsichtlich IFN-g Sekretion nach einer pp65495.503-
peptidspezifischen Stimulation. Darauffolgend wurden die pp6549s.503-Spezifischen
TZR-Konstrukte unter kompetitiven Bedingungen in den humanen T-Zellen
analysiert. Insgesamt wurden 4 HLA-A2" / HCMV-Donoren mit den pp6549s.503-
spezifischen TZR-Konstrukten retroviral transduziert und hinsichtlich der TZR-
Expression und Funktionalitét in einem >'Cr-Zytotoxizitatstest analysiert. Die Analyse

der TZR-Expression erfolgte in einer Kofarbung gegen die Expression des CD4
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Korezeptors sowie des pp6549s.503-spezifischen TZR (Abbildung 18). Die CD4
negativen T-Zellen konnten den CD8" T-Zellen zugewiesen werden. Es zeigten sich
fur die CD8" T-Zellen der humanen Primarzellen tendenziell vergleichbare
Ergebnisse der TZR-Expression wie zu den Zelllinien unter nicht-kompetitiven
Bedingungen. Wahrend der mutierte (MFly 20,3) und hybride TZR Hu Wta TZR
CMV/Hu Mt TZR CMV (MFly 19,8) am starksten exprimiert wurde, zeigten der
wildtypische (MFly 4,5) und hybride TZR Hu Mta TZR CMV/Hu Wt TZR CMV (MFly
3,6) eine schwachere Expression. Die CD4" T-Zellen zeigten kein einheitliches Bild,
weil die CD4" T-Zellen vermutlich im Klasse I-restringierten Peptid-
Restimulationsprotokoll nicht entsprechend antworten. Der TZR Hu Mt TZR CMV
(MFIx 20,3) sowie der hybride TZR Hu Wta TZR CMV/Hu Mt TZR CMV (MFIx 19,8)
zeigten eine vergleichbare TZR-Expression zueinander sowie eine verbesserte zu
dem wildtypischen TZR Hu Wt TZR CMV (MFlIx 4,5). Wobei hier darauf hingewiesen
wird, dass bei den humanen T-Zellen, die mit dem Hu Wt TZR CMV transduziert
wurden, wenige CD8 positive T-Zellen vorhanden waren. Trotz allem entsprachen
die FACS-Ergebnisse den Erwartungen. Der hybride TZR Hu Mta TZR CMV/Hu Wt

TZR CMV zeigte wiederum eine verschlechterte Expression (MFlx 3,6).
Hinzukommend konnte festgestellt werden, dass die pp6549s.503-Spezifischen TZR
von den Korezeptoren CD8 und CD4 unabhangig erschienen, da sowohl CD4" als

auch CD8" humane T-Zellen Tetramer-positiv waren. Auch bei Betrachtung der CD4"
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Abbildung 18: Analyse der Expression der transduzie rten humanen T-Zellen mittels pp65-
spezifischer Tetramerfarbung

Der mutierte pp65495.503-Spezifische sowie der hybride TZR bestehend aus der wildtypischen TZRa
und der mutierten TZRb Kette zeigten nach MFIx-Analyse (CD8" Subpopulation) die effektivste

Expression an der Zelloberflache.
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Subpopulation konnte eine verbesserte Expression des hybriden TZR bestehend aus
der wildtypischen TZRa und der mutierten TZR Kette (Hu Wta TZR CMV/Hu Mt

TZR CMV) sowie des mutierten TZR (Hu Mt TZR CMV) beobachtet werden (MFl-
Werte wurden nicht bestimmt). Im Folgenden wurde die Funktionalitéat bezuglich der
spezifischen Lyse von, mit definierten Konzentrationen an pp6549s-503-
peptidbeladenen K562-A2 Zielzellen in einem °'Cr-Zytotoxizitatstest analysiert
(Abbildung 19). Es zeigte sich, dass von den ECsp-Werten ausgehend der
wildtypische TZR (Hu Wt TZR CMV) sowie der neugenerierte (Hu Mt TZR CMV)
pp6549s5.503-spezifische TZR eine vergleichbare Lyseeffizienz aufwiesen. Der hybride
TZR bestehend aus der wildtypischen TZRa Kette und der mutierten TZR Kette
wies eine verbesserte Effektivitdt gegenuber dem vice versa hybriden TZR (Hu Mta
TZR CMV / Hu Wt TZR CMV) auf, aber nicht gegenuber dem Ausgangs-TZR.
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Abbildung 19: °'Cr-Zytotoxizitatstest der retroviral transduzierten ~ humanen T-Zellen

Die pp65.gs.503-spezifischen TZR Hu Wt TZR CMV sowie Hu Mt TZR CMV zeigten eine vergleichbare
Lyse der, mit definierten Konzentrationen an pp6549s50s-peptidbeladenen K562-A2 Zielzellen. Der
hybride TZR Hu Wta TZR CMV / Hu Mt TZR CMV wies eine weitaus hdhere Effektivitat auf als der

vice versa hybride TZR. Die ECso-Werte wurden fiir das E:T Verhéltnis von 3:1 bestimmit.
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Letztlich wurde anhand der ECso-Werte ersichtlich, dass die pp6549s.503-Spezifischen
TZR, Hu Wt TZR CMV, Hu Mt TZR CMV sowie der hybride TZR Hu Wta TZR
CMV/Hu Mt TZR CMV, hinsichtlich ihrer spezifischen Lyse nahe beeinander lagen

und geringe Effizienzunterschiede aufwiesen.

Die gezielte Punktmutagenese sowie die Bildung von hybriden TZR resultierten in
der Generierung von neuartigen pp6549s.503-spezifischen TZR. Der Hu Mt TZR CMV
zeigte sowohl unter nicht-kompetitiven als auch unter kompetitiven Bedingungen eine
verbesserte TZR-Expression sowie eine vergleichbare Funktionalitdit zum
wildtypischen TZR. Mittels der Generierung eines hybriden TZR Hu Wta TZR CMV /
Hu Mt TZR CMV konnte die Expression des TZR gesteigert werden. Da der hybride
pp6549s5.503-spezifische TZR (Hu Wta CMV/Hu Mt CMV) sowohl unter nicht-
kompetitiven (Jurkat-76) als auch unter kompetitiven (T-Zellen) Bedingungen im
humanen System in seiner Funktion beeintrachtigt war, konnte dies nicht an der
Gegenwart anderer, sprich endogener TZR liegen. Es kann gemutmalfdt werden,
dass die Punktmutationen in den CDR3-Schleifen die Interaktionskraft der TZRa

Ketten beeinflussen und damit das Ausmal3 der Interaktion mit dem humanen CD3

Rezeptor in diesem Fall also schwéchen.

4.2.2 Kodonoptimierung des pp65  495.503-Spezifischen TZR

Die Firma Life Technologies (Regensburg, Deutschland) wurde mit der
Kodonoptimierung des wildtypischen pp6549s.503-spezifischen TZR (Hu Wt TZR CMV)
beauftragt. Hierbei erfolgte die Uberprifung der Nukleotidsequenz des TZR
hinsichtlich des  GC-Gehaltes, der kryptischen  Splei3-Stellen  sowie
destabilisierenden RNS-Motiven. Die Optimierung der Nukleotidsequenz bzw. der
Kodons soll zu einer stabileren Expressionsrate des TZR fuhren. Der Kodon-
optimierte pp6549s-503-spezifische TZR (Hu Wt coTZR CMV) wurde mit dem nicht-
Kodon-optimierten TZR (Hu Wt TZR CMV), dem mutierten TZR (Hu Mt TZR CMV)
sowie dem hybriden TZR, bestehend aus der mutierten TZRb Kette (Hu Wta coTZR
CMV/HuU Mt TZR CMV), verglichen. Es zeigte sich, dass mit der Kodonoptimierung
des pp6549s.503-spezifischen TZR eine Verbesserung der Expression des TZR erzielt
werden konnte (Abbildung 20). Die Expression des wildtypischen pp65495.503-
spezifischen TZR (MFIx-Wert 4.5) in humanen CD8" T-Zellen konnte durch den
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Optimierungsprozess der Nukleotidsequenz (Hu Wt coTZR CMV) auf einen MFIx-
Wert von 5.7 erhéht werden. Interessanterweise flhrte wiederum die Generierung
eines hybriden TZR bestehend aus der Kodon-optimierten TZRa und der mutierten
TZR Kette zu einer Erh6hung der TZR-Expression. Im Vergleich zum Kodon-
optimierten pp6540s.503-Spezifischen TZR erhohten sich die MFIx-Werte der CD8"
Subpopulation von 5.7 auf 7.2. Das Ergebnis wurde in 2 unterschiedlichen Donoren
reproduziert. Das unterschiedliche Verhaltnis an humanen CD4" T-Zellen konnte
vermutlich auf das peptidspezifische, MHCI-restringierte Stimulationsverfahren
zurlckgefuhrt werden. Folglich erscheint der pp654gs.503-spezifische TZR zwar
unabhéngig vom CD8 Korezeptor, jedoch ist dies wahrscheinlich nicht quantitativ. Im
Folgenden wurde die Funktionalitat der pp6549s.503-spezifischen TZR analysiert, um
festzustellen, ob mit der Kodonoptimierung auch eine Steigerung der Funktionalitat
erzielt werden konnte. Es wurden K562-A2 Zellen als Zielzellen mit einer definierten
Konzentration an relevantem pp65495.503-, sowie als Kontrolle mit der hoéchsten
Konzentration an einem irrelevanten p53,s4.272-Peptid beladen. Es zeigte sich die
spezifische Lyse der pp6549s.503-peptidbeladenen Zielzellen bis in den pM-Bereich
hinein (Abbildung 21). Die Kodonoptimierung fuhrte zu einer Steigerung der
Funktionalitat, so dass der Kodon-optimierte TZR (Hu Wt coTZR CMV) einen ECsp-
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Abbildung 20: Expression des Kodon-optimierten pp65 s05-503-Spezifischen TZR

Die Kodonoptimierung filhrte zu einer verbesserten Expression des pp65495.503-spezifischen TZR in
humanen CD8" T-Zellen. Die MFI-Werte erhéhten sich von 4,5 des nicht-Kodon-optimierten
Ausgangsproduktes auf 5,7 des Kodon-optimierten TZR. Vergleichsweise zum mutierten TZR sowie
des hybriden TZR (Hu Wta coTZR CMV/Hu Mt TZR CMV) zeigte sich eine geringere TZR-

Expression.
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Abbildung 21: ®*'Cr-Zytotoxizitatstest der transduzierten humanen Ze llen mit dem Kodon-
optimierten pp65 495.503-Spezifischen TZR

Es zeigte sich eine gesteigerte Funktionalitat hinsichtlich der Lyse der pp6549s.503-peptidbeladenen
Zielzellen (K562-A2) des Kodon-optimierten pp65495.503-spezifischen TZR. Der hybride TZR bestehend
aus der Kodon-optimierten TZRa und der mutierten TZRb Kette wies eine prozentual hdhere Lyse im

MM Bereich, aber nicht in der halbmaximalen Lyse, auf.

Wert von 0.05 nM, im Vergleich zu 0.07 nM des nicht-Kodon-optimierten TZR (Hu Wt
TZR CMV), aufwies. Es wird darauf hingewiesen, dass fiir den >'Cr-Zytotoxizitatstest
eine  neue  pp65agssos-Peptidstammlosung verwendet  wurde, was die
unterschiedliche Ansprechbarkeit der transduzierten humanen T-Zellen erkléaren lasst
(Vergleich der Abbildungen 17 und 19). Hinzukommend zeigte sich eine insgesamt
héhere Eigenschaft der Lyse der Zielzellen. Trotz geringerer Expression des Kodon-
optimierten TZR an der Zelloberflache (MFIx-Wert der CD8" T Zellen 5.7) zeigte
dieser im Vergleich zum hoher exprimierten Hu Mt TZZR CMV (MFIx-Wert der CD8" T-
Zellen 20.3) eine effizientere Lyse der Zielzellen. Die Oberflachenexpression eines
TZR liel3 keine unmittelbare Aussage auf die Funktionalitat zu. Der hybride TZR (Hu
Wta coTZR CMV/Hu Mt coTZR CMV) flhrte trotz Forderung der Expression des
pp6549s5.503-spezifischen TZR zu keiner funktionellen Steigerung. Insgesamt konnte
mittels der Kodonoptimierung ein weiterer pp6549s.503-spezifischer TZR generiert

werden, welcher hinsichtlich der Expression und Funktionalitdt zum nicht-Kodon-
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optimierten (Hu Wt TZR CMV) sowie mutierten TZR (Hu Mt TZR CMV) zu einer

Effizienzsteigerung fuhrte.

4.2.3 Analyse eines  pp65 495.503-Spezifischen Einzelketten- und
Doppelketten-TZR

Der pp6549s.503-spezifische Doppelketten-TZR wurde freundlicherweise von Herrn
Prof. X zur Verfigung gestellt. Es erfolgte die Klonierung der TZR-Nukleotidsequenz
in den retroviralen pBullet Vektor mit dem Puromycin-tragenden Resistenzgen. Das
Besondere des Doppelketten-TZR war, dass beide TZR-Leserahmen fir die
Expression des pp6549s.503-spezifischen TZR auf einem retroviralen Vektor kloniert
waren. Der Vorteil eines 1-Plasmid-retroviralen Vektorsystems besteht zum einen
darin, dass, aufgrund nur einer Integrationsstelle in das Genom, mdgliche Risiken
einer Insertionsmutagenese minimiert werden. Zum anderen entsteht bei der
Transkription eine einzige mRNS, die am Ribosom in eine Aminosaurensequenz
translatiert wird. Des Weiteren sind auf dem Vektorkonstrukt die TZR-Leserahmen
Uber ein sogenanntes F2A-selbstspleiRendes-Element (Szymczak et al. 2004)
verknupft, welches die Synthese gleicher prozentualer Anteile der TZRa und - Kette
gewabhrleisten soll. Hinzukommend liegen nach der Translation die TZRa und -

Peptidketten raumlich nah beieinander, so dass sich diese kinetisch gesehen
schnellstmdglich finden und einen funktionsfahigen TZR im endoplasmatischen
Retikulum (ER) ausbilden sollten. Diese enthaltenen Sicherheitsfaktoren sollten zu
einer Minimierung an Fehlpaarungen mit endogenen TZR Ketten fiihren. Der pp6549s.
so3-Spezifische Doppelketten-TZR wurde fur die Generierung von bi-spezifischen
humanen T-Zellen mittels der simultanen retroviralen Transduktion eines p53264-272-
und pp6549s5.503-spezifischen TZR verwendet (Kapitel 4.3.2.6). Im Weiteren wird sich
lediglich auf den pp6549s.503-Spezifischen Einzelketten-TZR bezogen, welcher von
Herrn Dr. X generiert und von mir hinsichtlich Expression und Funktionalitat
analysiert wurde. Als Ausgangsmaterial wurde der pp6549s5503-Spezifische
Doppelketten-TZR, welcher ebenfalls zu der V 13.1 Subfamilie gehorte, verwendet.
Die Va-Doméane wurde uber den SL7 Linker mit der V -Doméane verbunden und
zusammen mit der C -Domane in den retroviralen Neomycin Resistenzgen-
tragenden pBullet Vektor (Chim Hu sc TZR CMV) kloniert. Fir die Stabilisierung und

Gewahrleistung der Expression des Einzelketten-TZR wurde die Ca-Domane (Mu
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CaT84C) in den retroviralen Puromycin Resistenzgen-tragenden pBullet Vektor
kloniert. Die Position T84C entsprach einer synthetisch eingebauten Disulfidbricke
zwischen der Ca- und C -Doméne. Die Bezeichnung Chim steht fur Chimerisierung
und bedeutet, dass der humane pp6549s.503-Spezifische TZR in den konstanten
Doménen (Ca und C ) murinisiert wurde. Diese Murinisierungen starken die
Wechselwirkungen der beiden TZRa Ketten (Bialer und Sommermeyer, 2010), und
verbessern somit die TZR-Expression. Der pp6549s.503-spezifische Einzelketten-TZR
unterschied sich von dem Doppelketten-TZR dahingehend, dass fir die retrovirale
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Abbildung 22: Expression des pp65 4o5503-Spezifischen Einzelketten-TZR an der Zelloberflach e

von humanen T-Zellen

Es zeigte sich, dass durch die pp654gs.503-peptidspezifische Stimulierung die Expression des
Einzelketten-TZR (Chim Hu sc TZR CMV / Mu Ca T84C) in den humanen T-Zellen geférdert wurde.
Eine Expression des Chim Hu sc TZR CMV ohne die Koexpression von Mu Ca T84C als

stabilisierende Komponente war nicht mdglich.

einem 1-Plasmid-retroviralen Vektorsystem, zwei retrovirale Vektoren (Chim Hu sc

TZR CMV/Mu Ca T84C ) fur die Expression des Einzelketten-TZR bendtigt wurden.
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Im Folgenden wurden humane T-Zellen mit dem pp65a49s.503-Spezifischen
Einzelketten-TZR retroviral transduziert. Die Zellen wurden mit den entsprechenden
Antibiotika (Geneticin / Puromycin) behandelt und hinsichtlich der TZR-Expression im
FACS untersucht. Jedoch konnte keine quantitative Expression nachgewiesen
werden. Die Durchfiihrung von pp65a49s.503-spezifischen Tetramerfarbungen fielen
stets negativ aus (Daten nicht gezeigt). Da die Zellen die Selektion mit den
Antibiotika Uberlebten, konnte davon ausgegangen werden, dass die retrovirale
Transduktion erfolgreich war. Es schlossen sich pp6549s-503-peptidspezifische
Stimulierungen an, um den exogenen pp65a49s.503-Spezifischen TZR anzusprechen
und eine Hochregulation zu erzielen. Nach der 2. und 3. pp65495.503-
peptidspezifischen Stimulierung wurden FACS-Analysen durchgefuhrt. Hierfur wurde
der Mu TZR Antikorper verwendet, welcher aufgrund der Murinisierungen in den
konstanten Doméanen des pp6549s.503-Spezifischen Einzelketten-TZR binden konnte.
Folglich war die Bindung des Mu TZR Antikérpers unabhéngig von der Subfamilien-
Zugehorigkeit der TZR  Kette. Es zeigte sich, dass mit den pp6549s5-503-
peptidspezifischen Stimulierungen, der pp654gs.503-Spezifische Einzelketten-TZR
zunehmend an der Zelloberflache exprimiert wurde (Abbildung 22). Als Kontrolle
wurde Mock (roter Kurvenverlauf) verwendet und gegen die Mu TZR Expression
des pp6549s-503-Spezifischen Einzelketten-TZR aufgetragen (griner Kurvenverlauf).
Der Zuwachs der Expression spiegelte sich in der Verschiebung des Kurvenverlaufs
nach rechts wider. Bei Vergleich der pp65a49s.503-peptidspezifischen Stimulierung 2
und 3, liel3 sich ein Zuwachs an der Mu TZR - Anfarbbarkeit (griiner Kurvenverlauf)
feststellen. Folglich fihrte die Stimulation des pp6549s.503-Spezifischen TZR mit dem
pPP6549s.503-Peptid zu dessen Stimulierung und resultierte in der Zunahme der
Expression des TZR an der Zelloberflaiche. Des Weiteren zeigte sich, dass die
Expression des pp6549s.503-spezifischen Einzelketten-TZR abhéngig von der Mu Ca
T84C Koexpression (hellblauer Kurvenverlauf) war. Ohne diese essentielle
Stabilisierung des pp6549s-503-spezifischen  Einzelketten-TZR  konnte keine
Expression an der Zelloberflache nachgewiesen werden. Der Kurvenverlauf
(hellblau) entsprach dem der Mock Kontrolle (rot), so dass keine Verschiebung
ersichtlich war, was auf eine Expression zurickzufihren wére. Im Weiteren wurden

die pp6549s-503-peptidspezifischen humanen T-Zellen hinsichtlich ihrer Funktionalitat
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Abbildung 23: 51Cr-Zytotoxizit'aitstest der transduzierten humanen T- Zellen mit dem pp65 495.503-

spezifischen Einzelketten-TZR

Die T-Zellen, welche mit dem pp6549s.503-spezifischen Einzelketten-TZR transduziert waren, zeigten
eine vergleichbare Funktionalitét wie die transduzierten T-Zellen mit den Doppelketten-TZR. Bei den
Doppelketten-TZR waren die TZRa und - Kette getrennt voneinander auf zwei retroviralen Vektoren
kloniert. Als Zielzellen wurden K562-A2 Zellen mit einer definierten Konzentration an pp6549s.503- bzw.
irrelevantem p53,64.272-Spezifischen Peptid verwendet.

analysiert. Hierfir wurden im Vergleich der wildtypische (Hu Wt TZR CMV,
freundliche zur Verfigungsstellung von X sowie der neugenerierte und mutierte Hu
Mt TZR CMV verwendet. Bei diesen retroviralen Vektorkonstrukten waren die TZRa
und - Ketten getrennt voneinander auf zwei retroviralen Vektoren kloniert und nicht,
wie beim pp6549s5.503-Spezifischen Einzelketten-TZR auf einem retroviralen Vektor. Es
wurde ein **Cr-Zytotoxizitatstest durchgefiihrt, der als E:T auf die CD8" T-Zellen zu
den K562-A2 als Zielzellen eingestellt wurde (Abbildung 23). Da die pp65495.503-
spezifischen TZR Hu Wt TZR CMV und Hu Mt TZR CMV nicht chimerisiert waren,
konnte das E:T Verhdltnis nicht auf Mu TZR -Expression eingestellt werden. Es
zeigte sich wiederum, dass der mutierte pp65495.503-Spezifische TZR (Hu Mt TZR
CMV) am effizientesten zur spezifischen Lyse der pp65a49s.503-peptidbeladenen
Zielzellen fiihrte. Bei einem E (CD8" T-Zellen) 10:1 T (K562-A2) konnte ein ECso-
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Wert von 0,33 nM detektiert werden. Der Einzelketten-TZR (Chim Hu sc TZR CMV /
Mu Ca T84C) zeigte bei gleichem E (CD8" T-Zellen) 10:1 T (K562-A2) einen ECso-
Wert von 0,48 nM. Folglich lag dessen Funktionalitat zwischen dem Hu Mt TZR CMV
und dem Hu Wt TZR CMV, mit einem ECsp-Wert von 0,58 nM. Insgesamt erschien
es, dass der mutierte pp6549s.503-Spezifische TZR eine etwas gesteigerte
Funktionalitat als der wildtypische pp6549s5-503-spezifische TZR aufwies (Abbildungen
21 und 23). Bei Vergleich der °'Cr-Zytotoxizitatstests lassen sich die teils
abweichenden ECso-Werte auf unterschiedliche Peptidstammldsungen zurtickfihren
(Abbildungen 19, 21 und 23). Der pp6549s.503-spezifische Doppelketten-TZR wies
einen ECsp-Wert von 0,91 nM im °!Cr-Zytotoxizitétstest auf (Daten nicht gezeigt). Es
konnte erfolgreich ein pp6549s.503-spezifischer Einzelketten- und Doppelketten-TZR
(Kapitel 4.3.2.6) generiert werden. Trotz einer schwachen Expression des pp6549s.
so3-Spezifischen Einzelketten-TZR, insbesondere in frihen Restimulierungen, zeigte

sich eine effiziente Funktionalitat bis in den Nanomolaren-Bereich.

Zusammenfassend konnte in dem Kapitel 4.2 dargelegt werden, dass effizient
neuartige pp6549s-503-spezifische TZR generiert werden konnten. Diese zeigten eine
bis in den Nanomolaren-Bereich reichende spezifische Lyse von pp6549s-503-
peptidbeladenen Zielzellen. Des Weiteren konnte mittels der Kodonoptimierung die
Steigerung der Funktionalitdit des  wildtypischen  pp6549s.503-spezifischen
Doppelketten-TZR (Hu Wt TZR CMV) erzielt werden. Ebenso wurde in Kooperation
mit Herrn Dr. X ein Einzelketten-TZR generiert, welcher trotz ausbleibender
Tetramer-Anfarbbarkeit eine hohe Effizienz in der spezifischen Lyse von pp6549s.503-

peptidbeladenen Zielzellen in einem 51Cr—Zytotoxizité\tstest aufwies.

4.3 Generierung von bi-spezifischen humanen T-Zelle n

Zur Generierung von Tumorantigen- und pp65a49s.503-bi-spezifischen humanen T-
Zellen wurden 3 Strategien verfolgt. Hierbei wurden sowohl der RNS Transfer sowie
retrovirale Gentransfer angewendet. Zuerst erfolgte die Verwendung eines
Tyrosinasesgs-376- Tumorantigen-spezifischen T-Zellklons, welcher einen definierten
TZR an der Zelloberflache exprimierte. Dieser wurde retroviral mit einem zweiten
pPpP65495.503- 0der als Kontrolle mit einem MDM2g;.gg-spezifischen Doppelketten-TZR
ausgestattet. Das Ziel dieser Analyse bestand darin, zu untersuchen, wie sich der
pPp6549s5.503-spezifische TZR (Hu Wt TZR CMV) hinsichtlich Kompetition um die
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Expression mit einem definierten, endogenen TZR verhalten wirde. Der endogene
TZR konnte aufgrund seiner bekannten Subfamilien-Zugehdrigkeit an der

Zelloberflache detektiert werden.

Die zweite Strategie beschéftigte sich mit der Generierung von pp6549s.503-
spezifischen T-Zellen aus Blutproben von HCMV-seropositiven Spendern und der
anschlieenden Modifikation der Zellen mit einem zweiten p53264-272-Tumorantigen-
spezifischen TZR. Hierfur wurde sowohl der RNS Transfer sowie der retrovirale
Gentransfer angewendet. Die pp6549s.503- SOwie p53264-272-bi-spezifischen T-Zellen
wurden hinsichtlich der Expression des endogenen und exogenen TZR sowie der bi-
Funktionalitat untersucht. Bei diesem Verfahren wirde davon ausgegangen werden,
dass der Spender und Empfanger einen HCMV-seropositiven Status aufweisen

wirden.

Die letzte Strategie beschéftigte sich mit der Situation eines HCMV-seropositiven
Empféangers, aber eines HCMV-seronegativen Spenders. Folglich ware kein Schutz
gegenuber einer HCMV-Reaktivierung im immunsupprimierten Empfanger
gewahrleistet. Aus diesem Grund erfolgte die Analyse der Effektivitat einer
simultanen retroviralen Transduktion von HCMV-negativen T-Zellen mit einem

P53264-272- TumMorantigen-spezifischen und einem CMV-pp65495.503-Spezifischen TZR.

4.3.1 Generierung von Tyrosinase 3gg.376- TUMOrantigen- sowie pp65 495503

oder MDM2 g; gg-bi-spezifischen humanen T-Zellen

Die humanen T-Zellen mit der TZR Spezifitdt gegen das Tumorantigen Tyrosinasesss.
a76 wurden freundlicherweise von Herrn Prof. X zur Verfigung gestellt (Wdlfel et al.
1994). Bei den Tumor-spezifischen T-Zellen handelte es sich um CD8" T-Zellklone,
deren endogener Tyrosinasesess-376-Spezifischer TZR der Vb14 Subfamilie angehorte.
Die humanen T-Zellen wurden mit einem CMV-pp6549s5.503-spezifischen TZR sowie
als Kontrolle mit einem murinen MDM2g;.gs-Tumorantigen-spezifischen TZR
modifiziert. Hierbei handelte es sich um ein 2-Plasmide-retrovirales Vektorsystem,
d.h. Va/C sowie Vb/C lagen jeweils auf einem retroviralen Vektor kloniert vor, so
dass fur die retrovirale Transduktion und Expression des TZR zwei Vektoren benétigt
wurden. Im Folgenden wurden die transduzierten T-Zellen hinsichtlich der

Expression des endogenen (Tyrosinasesgs-376-Spezifischer TZR) und exogenen TZR
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(Pp65495.503- 0der MDM2g; gg-spezifischer TZR) untersucht. Der MDM2g;.gg-
Tumorantigen-spezifische Doppelketten-TZR (Mu Wt TZR MDM2) gehorte der V 6
und der pPP65495.503-Spezifische Doppelketten-TZR

Abbildung 24: Retrovirale Transduktion des Tyrosina Sesegs7e-Spezifischen T-Zellklons mit

einem MDM2 g; gg-Tumorantigen- oder pp65 495 503-Spezifischen TZR

FACS-Analyse der retroviral transduzierten Tyrosinasesesg sze-spezifischen T-Zellklone im Hinblick auf
die Expression der endogenen (Vb14) und exogenen (Mu Wt TZR MDM2: V 6; Hu Wt TZR CMV:
Vb13.1) TZR Ketten. Es zeigten sich in einem sehr geringen Mal3e Zellen mit der Expression beider
TZR Ketten (Vb14/V 6- bzw. V 14/Vb13.1-doppelpositiv). Insgesamt schien die endogene TZR

Kette weniger kompetitiv zu sein und wurde von der Zelloberflache durch die exogene TZR Kette

verdrangt.
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(Hu Wt TZR CMV) der Vb13.1 Subfamilie an. Es wurden sowohl auf die endogene
(V 14) als auch auf die exogenen (Vb6 oder V 13.1) TZRb Ketten Ko-Farbungen
sowie Farbungen auf die endogene oder exogene TZR Kette zusammen mit der
CD8 / CD3 Expression durchgefiihrt (Abbildung 24). An der Zelloberflache der
tranduzierten humanen T-Zellen konnten vorzugsweise die exogenen TZR Ketten
detektiert werden. Im Vergleich zu der Mock Kontrolle war die Expression der
endogenen TZR -Vbl14-Kette nur noch schwach nachweisbar. Folglich l6ste die
retrovirale Transduktion eines zweiten TZR eine kompetitive Bedingung zwischen
den endogenen und exogenen TZRa und - Ketten der T-Zellen aus. Die exogenen
TZR Ketten waren konkurrenzfahiger und konnten sich gegentber den endogenen
TZR Ketten in der Expression durchsetzen. Dies fuhrte zu der Verdrangung der
endogenen TZR Kette von der Zelloberflache. Die Analysen basierten auf
subfamilienspezifische V -Nachweismethoden, so dass kein direkter Rickschluss
auf die Spezifitdt des exprimierten TZR mdglich war. Somit konnte nicht festgestellt
werden, ob der exogene MDM2g;.gg- / pp65495.503-Spezifische TZR oder ein hybrider
TZR bestehend aus der endogenen TZRa und der exogenen TZR Kette an der
Zelloberflache exprimiert wurde. In der Ko-Farbung mit den Antikdrpern gegen die
Expression der endogenen (V 14) und exogenen (V 6 / V 13.1) TZR Kette,
konnten geringfugige doppelpositive Zellen detektiert werden. Der endogene TZR
erschien als ein relativ schwacher Kompetitor, da unabhangig der TZR Spezifitat des
exogenen TZR eine Verdrangung erfolgte und das Resultat zwischen Mu Wt TZR
MDM2 und Hu Wt TZR CMV vergleichbar war. Die Verwendung des Tyrosinasesgs.
are-spezifischen T-Zellklons fihrte zu keiner erfolgreichen Generierung von bi-
spezifischen humanen T-Zellen. Jedoch zeigte sich, dass in Folge der Modifikation
der Zellen durch die Ausstattung mit einem zweiten TZR, Kompetitionen zwischen
den endogenen und exogenen TZRa und - Ketten entstanden. Es konnten keine
Funktionsanalysen durchgefuhrt werden, da die transduzierten Zellen rasch
apoptotisch  wurden und nicht gentugend expandiert werden konnten.
Moglicherweise, koénnte dies mit der Runterregulation des endogenen TZR
zusammenhangen, da die Tyrosinasesess-a76-spezifischen T-Zellen tUber Feederzellen

stimuliert werden, welche den endogenen TZR ansprechen.

101



4.3.2 Generierung von p53 o7-Tumorantigen und  pp65  495503-bi-
spezifischen T-Zellen mittels dem RNS-Transfer sowi e retroviralem

Gentransfer

Die hier aufgefuhrten Ergebnisse reprasentierten die Verwendung von isolierten
CMV-pp65495.503-spezifischen T-Zellen flr den TZR Transfer. Es wurden pp6549s5.503-
spezifische T-Zellen aus HCMV-seropositiven Donoren gewonnen und auf eine
maoglichst 100-prozentige Reinheit expandiert. AnschlieRend erfolgte der TZR
Transfer mit einem p53,64-272-Tumorantigen-spezifischen TZR. Fir die T-Zell-/
Immuntherapie war es von essentieller Bedeutung, ob pp6549s-503-spezifische T-
Zellen in p53zs4.272-Tumorantigen und  CMV-pp6549s.503-bi-spezifische  T-
Effektorzellen umprogrammiert werden kdnnen. Die Grundlage war hierbei, dass der

Knochenmarkspender sowie der Empfanger einen HCMV positiven Status besitzen.

4.3.2.1 Generierung von pp65 495.503-Spezifischen T-Zellen aus HCMV-

seropositiven Donoren

Es wurden PBMZ aus HCMV-seropositiven Blutproben gewonnen. AnschlieRend
erfolgte die Isolation der CD8" T-Zellen aus der Gesamtpopulation mittels der CD8
positiven, magnetischen Aufreinigung. Zur Generierung von pp6549s.503-Spezifischen
T-Zellen aus der polyspezifischen Kultur, wurden die Zellen entweder im LDA
(,Limiting Dilution Assay“) Verfahren oder als polyklonale Kultur mit pp65495.503-
peptidbeladenen Zellen stimuliert. Unter dem LDA Verfahren versteht man das
verdiinnte Ausséaen einer polyklonalen Kultur in mehrere 96-Kavitaten Platten. Das
Ziel ist, aus einer polyklonalen Kultur eine Oligoklonalitat sowie Monoklonalitat zu
erreichen. Das Verfahren ist im Vergleich zur pp6549s.503-peptidspezifischen
Restimulation (3.10, 3.13) zeitaufwéandiger, da zum einen tber 2 Wochen das LDA
Verfahren durchgefiihrt wird und zum anderen sich daran die Expansion einer
ausreichenden Menge an pp6549s.503-spezifischen T-Zellen anschliel3t. Das pp6549s-
so3-Spezifische Restimulationsverfahren hat das Ziel in kiirzester Zeit eine effiziente
Expansion an pp654es.s03-spezifischen T-Zellen zu erreichen, unabhangig des
klonalen Status. Mittels dem LDA Verfahren konnten nach 10 bis 14 Tagen, eine 99
% reine CD8" pp6549s.503-spezifische T-Zellkultur gewonnen werden (Abbildung 25).

Die dargestellten Zellen stammten aus der 125 Zellen / Kavitat—Verdinnung einer
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Abbildung 25: Generierung von oligoklonalen pp65 495.503-Spezifischen T-Zellen mittels dem LDA

Verfahren

Die pp65-spezifische Tetramerfarbung zeigte eine 99,0-prozentige CD8" / pp65,gs.503-spezifische T-
Zellkultur. Es wurden die Zellen, welche zu 125 Zellen pro Kavitat einer 96-Kavitdten Platte ausgesat

waren, dargestellt.

96-Kavitaten Platte. Aufgrund der Verdinnungsschritte wurde von einer oligoklonalen
Kultur ausgegangen. Im Folgenden wurden die selbstgenerierten pp65495.503-
spezifischen T-Zellen im °'Cr-Zytotoxizitatest auf ihre pp65ags.s0s-Spezifitat
untersucht. Das E (CD8" / Tet pp65"): T (T2 Zellen) Verhaltnis wurde auf 2:1
eingestellt. Es zeigte sich eine hohe TZR Spezifitat gegeniber dem pp65495.503-
Peptid mit einem ECso-Wert von 0,5 nM (Abbildung 26). Gegeniuiber dem irrelevanten
MDMZ2s,.gg-spezifischen Peptid konnte keine unspezifische Lyse der Zielzellen
verzeichnet werden. Der Vorteil eines LDA Verfahrens bestand in der gezielten
Generierung von oligoklonalen pp6549s.s03-spezifischen T-Zellen. Durch die
Verdiinnungsschritte beim Aussden der CD8" T-Zellen in eine 96-Kavitaten Platte
sollte die Limitierung des TZR-Repertoires erfolgen. Ein weiteres Verfahren zur
Generierung von pp654gs.s03-spezifischen T-Zellen bestand in der pp6549s.503-
peptidspezifischen Stimulierung einer polyspezifischen sowie polyklonalen CD8" T-
Zellkultur. Zuerst wurde analysiert, welcher prozentuale Anteil sich an pp65495-503-
peptidspezifischen T-Zellen aus den isolierten PBMZ der HCMV® Donoren
detektieren lie3. Es wurden Ko-Farbungen auf die CD8 und pp6549s-503-spezifische
TZR-Expression durchgefuhrt (Abbildung 27). Die Donoren 4227 und 4106 wurden
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Abbildung 26: Spezifische Lyse von pp65 495503-peptidbeladenen T2-Zellen als Zielzellen durch
die selbstgenerierten oligoklonalen pp65  495.503-Spezifischen T-Zellen

Der 51Cr-Zytotoxizitéitstest zeigte die effiziente Lyse von pp6549s.503-peptidbeladenen T2-Zellen durch
die selbstgenerierten pp65495.503-spezifischen T-Zellen (LDA 125 Zellen / Kavitat einer 96-Kavitaten

Platte). Es konnte ein ECsp-Wert von 0,5 nM bestimmt werden.

vor der CD8 magnetischen Aufreinigung analysiert. Es lielRen sich keine pp65-
Tetramer-positiven Zellen detektieren. Die Donoren 8089, 8038 und 8106 wurden
nach der CD8 Isolation getestet. Es konnten zwischen 3 und 5 % an pp65495.503-
peptidspezifischen CD8" T-Zellen nachgewiesen werden. Der Reinheitsgrad der CD8
positiven Aufreinigung lag zwischen 94 und 98,6 Prozent. Die Nachweisgrenze an
PP65495.503-peptidspezifiscnen CD8" T-Zellen im Blut von HCMV-seropositiven
Spendern war sehr gering. Interessanterweise konnte bereits nach einer pp6549s5.503-
peptidspezifischen Stimulierung eine erfolgreiche Akkumulierung von pp6549s.503-
spezifischen T-Zellen erreicht werden (Abbildung 28). Bei dem Donor 4227 konnte
bereits nach Ende der 1. Stimulierung, d.h. Tag 10 nach Zugabe der pp6549s-503-
peptidbeladenen autologen CD8" Zellen, eine Expansion von 76,3 % an pp65495.503-
spezifischen T-Zellen erzielt werden. Auch der Donor 4165 zeigte eine effiziente
Akkumulation von 55,2 % an pp6549s-503-spezifischen T-Zellen. Folglich fuhrte die

pPP6549s5.503-peptidspezifische  Stimulation zu einer effizienten Expansion an
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Abbildung 27: Prozentualer Anteil an CD8 * pp65 4e5.503-peptidspezifischen T-Zellen in HCMV-

seropositiven Donoren

Die Nachweisgrenze zur Detektion von pp6549s5.503-Spezifischen T-Zellen der isolierten Zellsuspension
von HCMV" Donoren lag bei den nicht CD8 angereicherten T-Zellen unter 1 Prozent. Ein prozentualer
Anteil zwischen 3 und 5 % lieR? sich bei den magnetisch aufgereinigten CD8" T-Zellen detektieren. Die

Effizienz der CD8 positiven Aufreinigung lag zwischen 94 und 98,6 Prozent.

pPP6549s5.503-Spezifischen T-Zellen. Zum Erreichen eines hdheren Reinheitsgrades
wurde zusatzlich eine Zellsortierung durchgefiihrt (Abbildung 29). Zuerst durchliefen
die T-Zellen einen pp65ags.503-peptidspezifischen Stimulationszyklus, so dass eine
ausreichende Ausgangsmenge an pp65a9ss03-spezifischen T-Zellen fir die
Zellsortierung vorhanden war. Die Zellen wurden mit dem pp6549s5.503-Spezifischen
Tetramer sowie mit einem CD8 Antikdrper angefarbt und nach Doppelpositivitat
sortiert. Fur die Zellsortierung wurden zwischen 25 und 69,9 Prozent an pp6549s5.503-
peptidspezifischen T-Zellen eingesetzt. Der Erfolg der Generierung von pp6549s.503-
spezifischen  T-Zellen, nach Dbereits einem pp65a49s.503-peptidspezifischen
Stimulationszyklus, war vom jeweiligen Donor abhéngig. Die Effizienz der
Zellsortierung lag zwischen 91,3 und 97,7 Prozent. AnschlieBend wurden die Zellen
auf ein Maximum expandiert. Von der Arbeitsgruppe von Frau Prof. X (Neudorfer et

al. 2007) wurde freundlicherweise ein CMV-pp65495.503-Spezifischer  T-
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Abbildung 28: Effiziente Expansion von pp65  495.503-peptidspezifischen T-Zellen nach einem

Restimulationszyklus

Exemplarisch wurden die HCMV" Donoren 4227 und 4165 aufgefiihrt. Es zeigte sich die effiziente
Expansion von CMV-pp6549s5.503-Spezifischen  T-Zellen nach Dbereits einer pp6549s5.50s-

peptidspezifischen Stimulierung mit autologen CD8" Zellen.

Zellklon zur Verfugung gestellt (Abbildung 30). Die Zellen exprimierten zu 100 % den
endogenen pp6549s.503-spezifischen TZR sowie den Korezeptor CD8. Der Donor
8106 zeigte eine hohe Ansprechbarkeit auf das pp65ags.503-peptidspezifische
Restimulationverfahren, so dass eine nahezu 100 prozentige Reinheit gewonnen
werden konnte. Folglich konnte auf eine Zellsortierung verzichtet werden. Die
Durchfihrung der peptidspezifischen Stimulierung sowie der ggf. zusétzlichen
Zellsortierung resultierte in  der effizienten Generierung von pp6549s.503-
peptidspezifischen T-Zellen. Die selbstgenerierten pp6549s.503-Spezifischen T-Zellen
wurden in einem 51Cr—Zytotoxizité'\tstest hinsichtlich ihrer pp6549s5.503-Spezifitat
analysiert. Exemplarisch wurden die Donoren 5889, 6021 sowie der T21 T-Zellklon
aufgefihrt (Abbildung 31). Es wurden K562-A2 als Zielzellen mit definierten
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Abbildung 29: Restimulierung und Zellsortierung der PP65 495.503-Spezifischen T-Zellen

Nach einem Restimulationszyklus konnten zwischen 25 bis 69,9 % an pp6549s5.503-Spezifischen T-
Zellen aus einer anfangs polyspezifischen T-Zellkultur gewonnen werden. Zur Erhdéhung des

Reinheitsgrades erfolgte eine Zellsortierung auf CD8 / Tet pp65 doppelpositive T-Zellen. Hierdurch
wurde eine Reinheit zwischen 91,3 und 97,7 % erzielt.
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Abbildung 30: Expression des CMV-pp65  495.503-spezifischen TZR des T21 T-Zellklons sowie des
HCMV" Donors 8106

Der pp65.gs5.503-peptidspezifische T21 T-Zellklon zeigte die Expression des TZR sowie des CD8
Korezeptors. Der Donor 8106 wies eine hohe Ansprechbarkeit auf das pp654¢s.503-Peptid auf, so dass
bereits nach einer Restimulierung mit dem entsprechenden pp654gs.503-Peptid eine Generierung von
95,2 % pp65.9s.503-pPeEPtidspezifischer T-Zellen erfolgen konnte.

Konzentrationen von 107 bis 10° M an pp65.¢s.503-Peptid beladen. Die pp65.gs.so3-
spezifischen T-Zellen zeigten im Nanomolaren-Bereich eine hohe Spezifitat
gegenluber dem pp6549s.503-Peptid. Das irrelevante MDM2g;.gg-spezifische Peptid
wurde nicht erkannt. Folglich konnten pp6549s.503-peptidspezifische T-Zellen mit einer
hohen TZR-Aviditat fur das entsprechende pp65.9s.503-Peptid generiert werden. Der
T21 T-Zellklon wies bis in den Nanomolaren-Bereich und vor allem bei sehr geringen
E:T Verhaltnissen (2:1, 0,7:1) die hochste Lyseeigenschaft auf. Der Donor 5889
zeigte ebenfalls eine hohe Spezifitdtt gegentber dem pp6549s.503-Peptid. Bei
niedrigen E:T Verhéltnissen, d.h. ab einem E:T von 2:1, nahm der Kurvenverlauf ab.
Folglich war die Erkennung der pp6549s-503-peptidbeladenen Zielzellen und deren
spezifische Lyse im Vergleich zum T21 T-Zellklon geringer. Der Donor 6021 zeigte
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Abbildung 31: °'Cr-Zytotoxizitatstest der pp65  gs.s03-SpezifischenT-Zellen

Die selbstgenerierten pp6549s5.503-spezifischen T-Zellen zeigten eine hohe Spezifitdt gegentuber dem

pPp6549s.503-Peptid. Der T21 T-Zellklon lysierte mit der hdchsten Spezifitdt, die mit definierten

Konzentrationen an pp65.9s.503-peptidbeladenen K562-A2 Zielzellen. Die HCMV Donoren 5889 und

6021 wiesen ebenfalls effiziente Lyseeigenschaften auf, wenn auch geringer bei niedrig gewéhlten

E:T Verhaltnissen.
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zwar im Vergleich zum Donor 5889 und T21 T-Zellklon die schwachste
Lyseeigenschaft, jedoch konnte in hohen E:T Verhdltnissen (20:1, 7:1) eine
spezifische Erkennung und Lyse der Zielzellen beobachtet werden. Bei einem E:T
Verhéltnis von 7:1 konnte gerade noch eine spezifische Lyse von 10 % verzeichnet
werden. Die Zielzellen, welche das irrelevante MDM2g;.gg-spezifischePeptid an der
Zelloberflache prasentierten, wurden durch die pp6549s5.503-Spezifischen T-Zellen nicht
erkannt und nicht unspezifisch lysiert. Es liel3en sich effizient pp654gs.503-Spezifische
T-Zellen generieren, die hochste Spezifitit gegeniber dem pp6549s.503-Peptid
aufwiesen. Im Folgenden wurde die Erkennung von endogen prozessiertem pp654gs.
s03-Peptid untersucht. Bei einer exogenen pp6549s.503-Peptidbeladung von Zielzellen

mit definierten Konzentrationen wird keine reale Situation, wie es sich mit einer
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Abbildung 32: Spezifische Lyse der chromierten HCMV  -infizierten humanen Fibroblasten durch
die pp65 495.503-Spezifischen T-Zellen der Donoren 4227 und 5889

Die pp65.gs.sos-Spezifischen T-Zellen der HCMV™ Donoren 4227 und 5889 zeigten eine effektive
PP6549s.503-Spezifische Erkennung der HCMV-infizierten Fibroblasten. Die TZR-Expression (MFI) des
Donors 5889 war geringfligig hdher als die des Donors 4227. Diese Differenz spiegelte sich in der
unterschiedlichen Effektivitat der Lyse der Fibroblasten wider. Eine Alloreaktivitdt gegentiber HCMV

(ohne pp65-Gen)—infizierten Fibroblasten konnte nicht detektiert werden.
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endogenen Prozessierung eines Peptides und dessen Prasentation tber den MHC I-
Komplex an der Zelloberflache verhalten wirde, widergespiegelt. In Kooperation mit
der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. X wurden aus humanen Vorhautzellen generierte
Fibroblasten mit dem Zytomegalievirus infiziert. Es fanden zwei Virusformen
Verwendung, zum einen wurde ein Virus verwendet, welches das pp65.Gen enthielt,
und zum anderen ein Kontroll-Virus, in welchem das Gen deletiert war. Es zeigte sich
eine effektive pp65495.503-abhéngige Erkennung und Lyse der humanen Fibroblasten,
welche mit dem pp65-Gen-tragenden Zytomegalievirus infiziert wurden (Abbildung
32). Eine Alloreaktivitat gegentuber Fibroblasten, die ohne das pp65-Gen mit dem
Virus infiziert waren, konnte nicht detektiert werden. Die HCMV® Donoren
unterschieden sich geringfugig hinsichtlich ihrer spezifischen Erkennung und Lyse
der HCMV (mit pp65-Gen)-infizierten Fibroblasten. Jedoch konnte dieser Unterschied
auf die abweichenden MFI Tet pp65*-Werte zuriickgefiihrt werden. Von besonderer
Bedeutung war es, dass die selbstgenerierten pp6549s.503-peptidspezifischen T-Zellen
nicht nur in der Lage waren pp6549s503-peptidbeladene Zielzellen zu erkennen,
sondern vor allem Spezifitit gegeniber endogen prozessiertem pp65495.503—
spezifischen Peptid aufwiesen und effektiv die HCMV (mit pp65-Gen)-infizierten

Fibroblasten lysierten.

4.3.2.2 Analyse der Subfamilien des TZR-Repertoires der pp65 495.503-
peptidspezifischen T-Zellkultur

Es wurde die Subfamilien Zugehorigkeit des TZR-Repertoires der HCMV* Donoren
8106, 8038 und 4227 nach 4 bis 5 pp6549s.503-peptidspezifischen Stimulationen
(polyklonales Restimulationsverfahren) tberprift. Hierbei wurde analysiert, ob sich
bestimmte Subfamilien vorzugsweise akkumulierten. Auch erfolgte die Analyse im
Hinblick auf Poly-, Oligo- und Monoklonalitat. Die Ergebnisse der FACS-Analyse
wurden tabellarisch zusammengefasst (Tabelle 7). Bei dem HCMV® Donor 8106
konnten die dominanten Subfamilien V 13.1 und V 12 nachgewiesen werden. In
einem geringeren Anteil akkumulierten sich die Subfamilien V 5.1 und V 2. Das
TZR-Repertoire des Donors 8038 setzte sich aus den drei Subfamilien Vb8, V 13.1
und V 13.2, mit dem hochsten prozentualen Anteil von 46,2 %, zusammen. Wahrend
die HCMV" Donoren 8106 und 8038 eine Oligoklonalitit aufwiesen, handelte es sich
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HCMV" Donor TZRV -Repertoire
8106 Vb 13.1 42, 7%
Vb 12 40,7%
Vb 5.1 11,3%
Vb 2 5,3%
8038 Vb 8 30,2%
Vb 13.1 23,6%
Vb 13.2 46.2%
4227 Vb 13.1 92,9%
Vb 13.2 1,7%
Vb 1 3,5%
Vb 2 1,9%

Tabelle 7: Analyse der V. Subfamilien Zugehdorigkeit der isolierten pp65  495.50s-Spezifischen T-
Zellen aus den HCMV * Donoren 8106, 8038 und 4227

Die Donoren 8106 und 8038 zeigten eine Oligoklonalitat, mit der V 13.1 als dominante Subfamilie.
Der HCMV" Donor 4227 entwickelte sich zunehmend in Richtung einer V 13.1 Monoklonalitat. Die V
Subfamilien, welche in allen Donoren vorkamen, wurden hervorgehoben dargestellt.

bei dem HCMV" Donor 4227 um eine nahezu bestehende Monoklonalitat. Mit einem
prozentualen Anteil von 92,9 % der Subfamilie V 13.1 erschienen lediglich mit einem
gesamten Anteil von 7,1 % die Subfamilien Vb13.2, Vb1l und Vb2, welche nach
groBer Wahrscheinlichkeit im Laufe weiterer pp6549s.503-peptidspezifischer
Restimulierungen nicht mehr nachweisbar gewesen waren. Bei Vergleich der
Donoren zeigte sich im TZR-Repertoire stets die Subfamilie V 13.1, welche eine
dominante Rolle signifizierte. Spekulativ kénnte die Frage aufgeworfen werden, ob

im Zuge der Restimulierung mit dem pp65495.503-Peptid bestimmte T-Zellen mit einer
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entsprechenden V -Familie effizienter auf das pp6549s-503-Spezifische Peptid
ansprechen, moglicherweise eine hohere Affinitdt aufweisen und aus einer

polyklonalen Kultur dominant herauswachsen.

4.3.2.3 Umprogrammierung der pp65 4o5503-Spezifischen T-Zellen zu
P53264.072-TUMoOrantigen- und pp65 4o5.503-bi-spezifischen T-

Effektorzellen mittels dem RNS Transfer

Die selbstgenerierten pp6549s.503-Spezifischen T-Zellen wurden unter Verwendung
des RNS Transfers mit einem zweiten p53,64.272-Tumorantigen-spezifischen TZR
ausgestattet. Hierbei wurde ein p53.s4-272-peptidspezifischer Doppelketten-TZR eines
2-Plasmide-retroviralen Vektorsystems verwendet. Die aus dem LDA generierten
pPP6549s.503-Spezifischen T-Zellen vom Format 125 Zellen / Kavitét einer 96-Kavitaten
Platte wurden expandiert und mit dem p5364-272- TumMorantigen-spezifischen
Doppelketten-TZR elektroporiert. An den Tagen 2, 5 und 6 nach RNS Transfer,
wurden die Zellen mit dem pp65-spezifischen Tetramer sowie mit einem V 3
Antikorper gegen die exogene TZR Subfamilie gefarbt. Hinzukommend erfolgte an
den Tagen 5 und 6 zur Detektion des exogenen p53.64-272-TUuMorantigen-
spezifischen Doppelketten-TZR eine p53-spezifische Tetramerfarbung (Abbildung
33). In einem geringen MaRRe konnten pp6549s.503-spezifische T-Zellen generiert
werden, welche sowohl den endogenen pp6549s.503-spezifischen TZR als auch die
exogene TZRb Kette (V 3 Detektion) an der Zelloberflache exprimierten. Von Tag 2
bis 6 zeigte sich die Abnahme der Vb3 Expression, was auf die Zellteilung der
pPP6549s5.503-Spezifischen T-Zellen und der damit einhergehenden Verdinnung und
Degradation der RNS in den Zellen zurtickzufiihren war (personliches Gesprach mit
Frau Dr. X. Interessanterweise zeigte sich mit der Abnahme der V 3 Expression die
Hochregulation des endogenen pp65a49s.503-Spezifischen TZR. Der Nachweis der
exogenen TZR Kette (V 3) an der Zelloberflache der pp6549s.503-Spezifischen T-
Zellen kdénnte zum einen auf der Expression des exogenen p53;64.272-TumMorantigen-
spezifischen TZR oder zum anderen auf einen hybriden TZR bestehend aus der
endogenen pp65a4gs.503-peptidspezifischen TZRa Kette und der exogenen TZR Kette
basieren. Aus diesem Grund wurde an den Tagen 5 und 6 eine p53-spezifische

Tetramerfarbung durchgefthrt. Sogar nach einer bereits
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Abbildung 33: RNS Transfer eines p53 ,g4.07o- Tumorantigen-spezifischen TZR in pp65  495.503-

spezifische T-Zellen

An den Tagen 2, 5 und 6 wurden Ko-Farbungen gegen den endogenen pp6549s5.503-spezifischen TZR
sowie die exogene TZR Kette (Vb3) durchgefuhrt. Zur detaillierten Analyse der Expression des
p53.64.072- TuMorantigen-spezifischen TZR erfolgten an den Tagen 5 und 6 p53-spezifische

Tetramerfarbungen.

eingetretenen Limitierung der p53,64-272-Tumorantigen-spezifischen TZR-RNS in den
Zellen, konnte der p53264-272-Tumorantigen-spezifische TZR an der Zelloberflache
detektiert werden. Es konnten keine pp6549s5.503-Spezifischen T-Zellen, die nur V 3
positiv waren, d.h. nur die exogene TZR Kette exprimierten, nachgewiesen werden.
Folglich konnte die p53-spezifische Tetramerfarbung auf die pp65495.503-Spezifischen
T-Zellen, welche neben dem endogenen TZR auch den exogenen p53z64-272-
spezifischen TZR exprimierten, bezogen werden. Im Weiteren erfolgte die Analyse
der dualen Spezifitit gegenliber den p53,64.272- UNd  ppP6549s.503-Spezifischen
Peptiden. Hierfur wurde an dem Tag 6 nach RNS Transfer ein Interferon-g Elisa
durchgefuhrt (Abbildung 34). Das E:T Verhdaltnis wurde auf die Expression des
p53264-272- Tumorantigen-spezifischen TZR der pp65a4gs.s03-Spezifischen T-Zellen

eingestellt. Als Kontrolle wurden pp6549s-503-spezifische T-Zellen, welche mit GFP
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Abbildung 34: Analyse der dualen Spezifitit der pp6  5i9s5.503- Und P53 ,64.27o- TumMorantigen-
spezifischen T-Zellen an Tag 6 nach dem RNS Transfe r

Als Kontrolle wurden pp6549s.503-spezifische T-Zellen verwendet, welche mit GFP elektroporiert waren,
und folglich lediglich nach einer pp65.9s.503-peptidspezifischen Stimulation IFN-g sekretierten. Trotz
Tag 6 nach dem RNS Transfer zeigten die pp6549s.503- Und p53264.272- Tumorantigen-bi-spezifischen T-
Zellen eine effiziente IFN-g Produktion sowohl nach einer pp6549s5.503- als auch p53.64.272-Spezifischen

Peptidstimulierung.

elektroporiert waren, eingesetzt (FACS-Daten nicht gezeigt). Die Kontrollzellen
zeigten erwartungsgemalr eine pp6549s.503-peptidspezifische Interferon-g Freisetzung.
Die p53264-272-Tumorantigen- und pp6549s.503-bi-spezifischen T-Zellen sekretierten
effizient IFN-g nach einer pp6549s503- als auch p53,64.272-peptidspezifischen
Stimulierung. Das freigesetzte IFN-g nach einer pp6549s.503-peptidspezifischen
Stimulierung war von der Konzentration her vergleichbar mit der Produktion an IFN-g

der Kontrollzellen (pp654gs.503-spezifische T-Zellen mit GFP elektroporiert). Trotz der
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Limitierung der RNS und der geringeren Expression des p53.64-272- Tumorantigen-
spezifischen TZR war die duale Spezifitit der pp6549s.503-Spezifischen T-Zellen

nachweisbar.

4.3.2.4 Retrovirale Transduktion der pp65 495.503-Spezifischen T-Zellen

mit einem p53 ,64.072- TUMoOrantigen-spezifischen TZR

Der Hauptfokus in der Generierung von pp65a4gs.503- Und p53264-272-bi-spezifischen T-
Zellen lag auf der retroviralen Transduktion. Es wurden mehrere pp6549s-503-
spezifische Donoren mittels dem retroviralem Gentransfer mit einem p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen TZR ausgestattet. Als Reprasentant wurde der pp6549s.
so3-Spezifische Donor 8106 dargestellt. Fir den retroviralen Gentransfer wurde ein
pP53264-272- TumMorantigen-spezifischer ~ Doppelketten-  sowie  Einzelketten-TZR
verwendet. Essentiell war es, dass es sich bei den retroviralen Vektoren um ein 1-
Plasmid-retrovirales System inklusive dem F2A-Element handelte. Auf diesem 1-
Plasmid-retroviralen Vektorsystem waren alle notwendigen Komponenten fir die
Expression des p53.64-272-Tumorantigen-spezifischen TZR vorhanden. Der p53264-272-
Tumorantigen-spezifische TZR war ein muriner TZR. Hinzukommend war der p53,¢4-
o72-Tumorantigen-spezifische TZR als Doppelketten- sowie als Einzelketten-TZR-
Konstrukt Kodon-optimiert und enthielt die kinstliche Disulfidbriicke in den
konstanten Doménen (Kuball et al. 2007). Somit spiegelte die Mu TZR Farbung die
Expression der exogenen TZRb Kette wider. Vor der Selektion mit der
entsprechenden Antibiotikaresistenz exprimierten die meisten der pp65495.503-
spezifischen T-Zellen den endogenen TZR (Abbildung 35). Bei der Transduktion mit
dem Doppelketten-TZR (Mu Wt dc coTZR p53) konnten 16,9 % an Zellen detektiert
werden, welche sowohl den endogenen pp6549s.503-spezifischen TZR als auch die
exogene p53,64-272-Tumorantigen-spezifische TZR Kette exprimierten. Die
Verwendung des p53,64-272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR (Mu Wt sc
COTZR p53) fuhrte mit 12,3 % zu doppelpositiven pp6549s.503-spezifischen T-Zellen.
Nach der Selektion zeigte sich bei den pp65a49s.503-spezifischen T-Zellen, welche mit
dem Mu Wt dc coTZR p53 ausgestattet waren, zu 3,6 % die Expression des
endogenen pp65a4gs.503-Spezifischen TZR, 41,5 % waren doppelpositiv fir Tet pp65
sowie Mu TZR wund 48,7 % exprimierten nur die exogene TZR Kette. Bei den

retroviral transduzierten T-Zellen, welche mit dem Mu Wt sc coTZR p53 ausgestattet
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Abbildung 35: Retroviraler TZR Gentransfer eines p5  3,54.272- Tumorantigen-spezifischen TZR in
die pp65 495.50s-Spezifischen T-Zellen des Donor 8106

Es wurden Ko-Farbungen mit dem pp65-spezifischen Tetramer und einem Antikdrper gegen die
exogene murine TZR Kette (Mu TZR ) durchgefuhrt. Es konnten doppelpositive T-Zellen detektiert
werden, die den endogenen pp65,95.503-Spezifischen TZR sowie die exogene TZR  Kette
exprimierten. In der Analyse der p53-Tetramerpositivitdt wurden sowohl die doppelpositiven als auch
singlepositiven T-Zellen fiir den exogenen p53,s4.272-Tumorantigen-spezifischen TZR angefarbt. Es
lieBen sich kaum pp65,49s.503-Spezifische T-Zellen detektieren, welche lediglich den endogenen TZR
exprimierten.

wurden, konnten 28,3 % an doppelpositiven pp6549s.503-spezifischen T-Zellen
detektiert werden. Hinzukommend exprimierten 11,5 % den endogenen pp6549s.503-
spezifischen TZR und 42 % die exogene TZR Kette. Bei Vergleich zwischen dem

pP53264-272- Tumorantigen-spezifischen Doppelketten- und Einzelketten-TZR wurde
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deutlich, dass bei dem Einzelketten-TZR weniger Zellen generiert wurden, welche
nur die exogene TZR Kette exprimierten. Jedoch zeigte sich auch bei den pp6549s.
so3-Spezifischen T-Zellen, welche mit dem p53,64.272-Tumorantigen-spezifischen
Einzelketten-TZR transduziert waren, dass sich T-Zellen akkumulierten, welche den
TZR runterregulierten (18,2 %). Im Vergleich zu den pp6549s.503-Spezifischen T-
Zellen, welche mit dem p53,64-272-Tumorantigen-spezifischen Doppelketten-TZR
transduziert waren, zeigte sich dies lediglich zu 6,2 %. Die Akkumulation von
negativen T-Zellen fir den pp6549s.503-Spezifischen TZR konnte auch in der Mock
Kontrolle beobachtet werden. Die Mehrzahl der Zellen war doppelpositiv oder
einzelpositiv fir den endogenen pp65a4¢s.503-spezifischen TZR. Auch liel3 sich ein
hoherer MFIy-Wert (31,6) aufzeigen, welcher die stérkere Expression des endogenen
ppP6549s5.503-Spezifischen TZR und die damit starkere Kompetitionskraft gegeniber
dem p53.64-272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR  signalisierte. Der
geringere MFIx-Wert von 2,9 im Gegensatz zu 4,3 bei dem Doppelketten-TZR
spiegelte sich in dem gebogenen Kurvenverlauf wider, was einer hoheren
Kompetition entsprach. Des Weiteren grenzte sich die doppelpositive Wolke, der mit
dem Einzelketten-TZR transduzierten pp6549s.503-spezifischen T-Zellen, deutlich von
der singlepositiven ab. Zur Analyse der Expression des exogenen p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen TZR wurden p53-spezifische Tetramerfarbungen
durchgefuhrt. Es zeigte sich, dass die transduzierten pp6549s.503-Spezifischen T-
Zellen groRtenteils positiv fir das p53-spezifische Tetramer waren. Jedoch konnte
bei dieser Analyse nicht zwischen den pp6549s.503-spezifischen T-Zellen, welche den
endogenen als auch den exogenen TZR oder lediglich den p5364-272- Tumorantigen-
spezifischen TZR exprimierten unterschieden werden. Von essentieller Bedeutung
war es, dass sich kaum Zellen detektieren liel3en, die lediglich fir den Korezeptor
CD8 positiv waren, d.h. pp6549s.503-Spezifische T-Zellen, welche nur den endogenen
pPpP6549s5.503-Spezifischen TZR oder einen hybriden TZR, bestehend aus den
exogenen und endogenen TZRa und - Ketten (Verlust der Tet p53-Spezifitat),
exprimierten. Folglich waren in der Mu TZRb Farbung die p53264-272-Tumorantigen-
und pp6549s.503-bi-spezifischen T-Zellen inbegriffen. Die Mu TZRb Expression
spiegelte nicht die Expression eines hybriden TZR, d.h. die Fehlpaarung der
endogenen pp6549s.503-Spezifischen TZRa Kette mit der exogenen p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen TZR  Kette, wider, sondern die Expression des

vollstdndigen p53264-272-Tumorantigen-spezifischen TZR. Die mit dem p53264-272-
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Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR transduzierten pp6549s5.503-spezifischen
T-Zellen zeigten eine hoéherer Expression des endogenen TZR sowie der exogenen
TZR Kette (MFly 31,6) im Vergleich zu den pp6549s5.503-Spezifischen T-Zellen, die mit
dem Doppelketten-TZR transduziert wurden (MFly 22,8). Zusammenfassend konnten
mittels der retroviralen Transduktion p53264-272-Tumorantigen- und pp6549s.503-bi-
spezifische T-Zellen generiert werden. Im Folgenden wurde die duale Spezifitat der
P53264-272-Tumorantigen- und pp6549s.503-Spezifischen T-Zellen analysiert. Hierfir
erfolgte die Durchfuhrung einer intrazellularen IFN-g Zytokinfarbung. Die T-Zellen
wurden mit dem pp65-spezifischen Tetramer sowie mit dem Mu TZR Antikdrper
angefarbt (Abbildung 36). Wiederum lieRen sich Zellen detektieren, die den
endogenen pp6549s.503-spezifischen TZR und die exogene p53.64-272- TuMorantigen-
spezifische TZR (E) oder lediglich die exogene TZR Kette (G) exprimierten. Im
Weiteren wurde nun gezielt auf die Interferon-g Sekretion der doppelpositiven T-
Zellen (E) nach einer pp6549s.503- 0der p532s4.272- bzw. irrelevanten MDM2g;.gs-

peptidspezifischen Stimulation untersucht (Abbildung 37). Es zeigte sich gegentiber

Abbildung 36: Darlegung der Zellpopulationen und de r Strategie fir die Auswertung der

intrazellularen IFN- giZytokinfarbung

Es konnten T-Zellen detektiert werden, die lediglich den endogenen pp654gs.503-spezifischen TZR (F),
den endogenen TZR und die exogenen TZRb Kette (E) sowie lediglich die exogene TZRb Kette
exprimierten (G). Fur die Darlegung der dualen Spezifitat der T-Zellen wurde in der Abbildung 37 der
Bezug auf die Tet pp65’ / Mu TZR * T-Zellen (E) gerichtet.
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Abbildung 37: Intrazellulare IFN- @ Zytokinfarbung der pp65 495.503- UNd P53 64.072-Tumorantigen-

bi-spezifischen T-Zellen

Die T-Zellen wurden mit MDM2g; gg-, PP65ags.s03- UNd p53264.072-peptidbeladenen T2-Zellen als
Zielzellen fir 5 Stunden bei 37<C inkubiert. Die Tet pp65" sowie Mu TZRb" T-Zellen (Eingrenzung E)
zeigten eine spezifische IFN-g Sekretion nach einer pp654gs.503- SOWie p53a64.272-peptidspezifischen
Stimulation (Eingrenzung H). Gegeniber dem irrelevanten MDM2g, g5-Peptid konnte keine IFN-g

Freisetzung detektiert werden.

dem irrelevanten MDM2g;. gg-spezifischen Peptid keine unspezifische IFN-g Sekretion.
Interessanterweise sekretierten die doppelpositiven T-Zellen sowohl nach einer
pPP65495.503- als auch nach einer p53,64.272-peptidspezifischen Stimulierung IFN-g Die
hoheren MFIy-Werte (31,6) und somit die hohere Expression des endogenen TZR
und der exogenen TZR Kette bei den pp6549s.503-spezifischen T-Zellen, die mit dem

p53264-272-Spezifischen Einzelketten-TZR transduziert wurden, spiegelten sich auch in
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einer effizienteren IFN-g Sekretion wider. Es konnten effizient pp65495.503- und p53264-
o72-Tumorantigen-bi-spezifische T-Zellen generiert werden. Auch wurde die IFN-g
Sekretion der Einzelpositivitat gegeniiber Mu TZRb (G) bzw. Tet pp65" (F) analysiert
(Daten nicht gezeigt). Bei den Mu TZRb" T-Zellen zeigte sich nach einer p53264.272-
peptidspezifischen Stimulierung eine IFN-g Freisetzung. In einem geringen Mal3e
konnte auch nach einer pp6549s5503-peptidspezifischen Stimulierung eine IFN-g
Sekretion detektiert werden, wobei dies mit Vorbehalt zu betrachten war. Aufgrund
von T-Zellen die zwischen schwacher Doppel- und Einzelpositivitat liegen kénnten,
aber vom Ergebnis her in die Einzelpositiven strahlten, wirden diese nach einer
PP6549s.503-peptidspezifischen Stimulation IFN-g sekretieren. Bei der Kontrolle Mock,
d.h. pp65495.503-spezifische T-Zellen, die mit dem pBullet-Leervektor transduziert
wurden, konnte nach einer pp6549s5.503 peptidspezifischen Stimulierung eine effiziente
IFN-g Sekretion nachgewiesen werden. Hinzukommend zeigte sich auch eine IFN-g
Sekretion der Tet pp65-einzelpositiven T-Zellen (F), die mit dem p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen Doppelketten- oder Einzelketten-TZR transduziert waren,
nach einer pp6549s.503-peptidspezifischen Stimulation (Daten nicht aufgefthrt). In der
Abbildung 37 wurde auf die doppelpositiven T-Zellen Bezug genommen, welche
erwartungsgemaf bei der Mock Kontrolle (E) nicht vorhanden waren, da Mock
lediglich einzelpositiv fiir den endogenen pp6549s.503-spezifischen TZR (Tet pp65*, F)
war. Als Fazit zeigte sich, dass der retrovirale TZR-Gentransfer mit einem p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen Doppelketten- oder Einzelketten-TZR zu pp6549s-503- und

P53264-272- TumMorantigen-bi-spezifischen T- Effektorzellen flhrte.

4.3.2.5 Retrovirale Transduktion eines pp65 495503-Spezifischen T21 T-

Zellklons mit einem p53 ,64.272-TumMorantigen-spezifischen TZR

Der pp6549s.503-peptidspezifische T21 T-Zellklon wurde mit dem p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR modifiziert. Der TZR war auf einem
retroviralem Vektor inklusive dem F2A-Element kloniert (1-Plasmid-retrovirales
Vektorsystem). Die T-Zellen wurden hinsichtlich ihrer pp6549s.503-peptidspezifischen
TZR und Mu TZR Expression (exogene TZR Kette) analysiert (Abbildung 38). Die
Kontrolle Mock entsprach der endogenen pp6549s.503-Spezifischen TZR-Expression,

da diese T21 T-Zellen mit dem pBullet-Leervektor retroviral transduziert wurden.
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Nach der retroviralen Transduktion zeigte sich eine Abnahme der MFly, d.h. eine
geringfligige Herunterregulation des endogenen pp6549s.503-Spezifischen TZR, sowie
eine Verschiebung der Wolke Richtung Mu TZR Expression. Zu 35,1 % lieRen sich
pPp6549s5.503-Spezifische T-Zellen mit zusatzlicher Expression der exogenen TZR

Kette nachweisen. Der grof3te prozentuale Anteil von 63,4 % der T-Zellen exprimierte
lediglich den endogenen pp6549s.503-peptidspezifischen TZR oder zeigte eine
schwache Doppelpositivitat. Im Vergleich zum Donor 8106 (Abbildung 35) zeigte
sich, dass der T21 T-Zellklon einen kompetitiv starkeren, endogenen pp6549s-503-
spezifischen TZR aufwies. Dies zeigte sich, indem sich keine T-Zellen detektieren
lieRen, die einzelpositiv fur die exogene, murine p53,64-272-TumMorantigen-spezifische
TZRb Kette waren. Hinzukommend zeigte sich lediglich eine leichte Verschiebung
der Tet pp65 Einzelpositivitat (63,4 %) Richtung der Tet pp65 / Mu TZRb
Doppelpositivitat (35,1). Folglich zeigte sich keine vollstandige Abgrenzung der
Zellpopulationen. Von der Expression der exogenen TZR Kette konnte nicht auf
eine duale Spezifitat geschlossen werden, da es sich hierbei auch um einen hybriden
TZR bestehend aus der endogenen pp6549s.503-peptidspezifischen TZRa und der

exogenen P53264-272-peptidspezifischen TZR Kette handeln konnte.

Abbildung 38: Retrovirale Transduktion des T21 T-Ze  Ilklons mit einem p53 ,54.27,- Tumorantigen-

spezifischen Einzelketten-TZR

Die Expression der exogenen p53,e4.072-Tumorantigen-spezifischen TZR Kette fuhrte zu einer
geringfiigigen Herunterregulierung des endogenen pp654gs.503-spezifischen TZR. 35,1 % der T-Zellen

exprimierten neben dem endogenen TZR auch die exogene TZR Kette.
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4.3.2.6 Simultane retrovirale Transduktion eines pp  65495.503- Und P53 264

o7o-Tumorantigen-spezifischen TZR in HCMV-negative T-Z  ellen

Es wurden PBMZ aus HCMV-negativen Donoren gewonnen und gleichzeitig mit
einem p53,64.272-Tumorantigen- und einem pp65495.503-Spezifischen TZR mittels
retroviralem TZR Gentransfer ausgestattet. Die Grundlage war, dass der
Knochenmarkspender HCMV negativ und der Empfanger HCMV positiv waren. Das
Ziel dieser Methode bestand in einer effizienten Inhibition einer HCMV-Reaktivierung,
mit gleichzeitig gezieltem anti-tumoralen Effekt im immunsupprimierten
Knochenmarkempfanger. Es wurden hierfir ein  pp6549s.503-Spezifischer
Doppelketten- und ein p53;s4-272-Tumorantigen-spezifischer Doppelketten- oder
Einzelketten-TZR verwendet. Die pp65s9s-503- Sowie p53264-272-peptidspezifischen
TZR-Konstrukte waren zwecks Optimierung in den konstanten Doméanen murinisiert
(Cohen et al. 2006; Voss et al. 2006; Bialer et al. 2010; Sommermeyer et al. 2010).
Hinzukommend handelte es sich um ein 1-Plasmid-retrovirales Vektorsystem. Der
verfugbare pp6549s.503-peptidspezifische Einzelketten-TZR wurde nicht verwendet, da
erst infolge mehrerer pp6549s.503-peptidspezifischer Stimulationszyklen eine TZR-
Expression erzielt werden konnte (Kapitel 4.2.3). Im Folgenden wurden humane
HCMV-negative, HLA-A2-positive T-Zellen mit dem p53,64.272- TuMorantigen-
spezifischen Einzelketten- sowie dem pp6549s.503-Spezifischen Doppelketten-TZR
transduziert (Abbildung 39). Als Kontrolle erfolgte die Transduktion von humanen
HCMV-negativen T-Zellen mit den einzelnen TZR. Der murine p53264.272-
Tumorantigen-spezifische Einzelketten-TZR wurde in den humanen T-Zellen weitaus
besser exprimiert (80,5 %) als der pp65a49s.503-peptidspezifische Doppelketten-TZR
(16,9 %). Von besonderer Bedeutung war die effiziente Generierung von T-Zellen mit
zwei definierten TZR an der Zelloberflache. Ein Anteil an 31,9 % der transduzierten
T-Zellen exprimierten den pp65495.503- SOwie den p53,64-272-peptidspezifischen TZR
(Tet pp65* / Tet p53*). Es zeigte sich, dass der murine p53264.27o-Tumorantigen-
spezifische Einzelketten-TZR starker kompetitiv war als der pp6549s5.503-spezifische
Doppelketten-TZR. Die transduzierten T-Zellen exprimierten entweder beide TZR
oder den murinen p53.es4-272-peptidspezifischen TZR. Der pp6549s.503-spezifische
Doppelketten-TZR konnte sich nicht gegeniber dem p53,64-272-Tumorantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR durchsetzen. Es liel3 sich lediglich ein Anteil von 3,7
% der Zellen detektieren, die den pp6549s.503-spezifischen Doppelketten-TZR einzeln
exprimierten. Zur Analyse der dualen Spezifitstt der Zellen wurde eine
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Abbildung 39: Simultane retrovirale Transduktion ei nes p53.e4.272- TuMorantigen-spezifischen

Einzelketten und eines pp65 495.50s-Spezifischen Doppelketten-TZR in humane HCMV-negat ive,
HLA-A2-positive T-Zellen

Es wurden HCMV-negative humane T-Zellen mit zwei TZR Spezifititen ausgestattet. Es zeigte sich
die Ko-Expression eines p53,64.272-Tumorantigen-spezifischen und eines pp65,9s5.503-Spezifischen TZR
(31,9 %) an der Zelloberflache der transduzierten humanen T-Zellen.
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Abbildung 40: Intrazellulare IFN- g Farbung zur Analyse der dualen Spezifitit der simu Itan
transduzierten T-Zellen

Der rotfarbene Kurvenverlauf entsprach der Kontrolle, d.h. die irrelevante MDM2g, g5-Spezifische
Peptidstimulation der bi-spezifischen T-Zellen. Es zeigte sich keine unspezifische IFN-g Sekretion.
Sowohl nach einer pp65495.503- als auch nach einer p53.¢4.072-peptidspezifischen Stimulierung konnte
eine Verschiebung des lilafarbenen Kurvenverlaufs dargelegt werden. Diese Verschiebung der Kurve

signalisierte die intrazellulare IFN-g Freisetzung.

intrazellulare IFN-g Zytokinfarbung durchgefihrt (Abbildung 40). Die Farbung konnte
mit dem pp65-spezifischen Tetramer erfolgen, da die Expression des pp65495.503-
spezifischen TZR der simultanen Expression des p532s4-272-Tumorantigen-
spezifischen TZR entsprach (Abbildung 39, Tet pp65" /Tet p53* T-Zellen). Der
rotfarbene Kurvenverlauf zeigte die Tet pp65* T-Zellen (Kontrolle), welche mit dem
irrelevanten MDMZ2g,.gg-spezifischen Peptid stimuliert wurden und zu keiner
unspezifischen IFN-g Sekretion fuhrten. Nach einer pp6549s.503-peptidspezifischen
Stimulierung zeigte sich eine Verschiebung des lilafarbenen Kurvenverlaufs, was
einer spezifischen INF-g Produktion entsprach. Gleiches war nach einer p53,64-272-
peptidspezifischen Stimulierung zu beobachten. Folglich konnte eine duale Spezifitat
der T-Zellen nachgewiesen werden, welche Tet pp65-positiv waren, d.h. unter der
Berilicksichtigung der FACS-Analyse folglich auch eine Tet p53-Positivitat aufzeigten
(Abbildung 39). Darauffolgend wurden fir die simultane retrovirale Transfektion zwei

Doppelketten-TZR eines 1-Plasmid-retroviralen Vektorsystems verwendet. Als
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Abbildung 41: FACS-Analyse der simultan transduzier ~ ten HCMV-negativen T-Zellen

Die simultane retrovirale Transduktion mit einem p53,64.272- UNd einem pp65495.503-Spezifischen
Doppelketten-TZR eines 1-Plasmid-retroviralen Vektorsystems filhrte zu lediglich 6,7 % an bi-
spezifischen T-Zellen. Der murine p53.64.072-Tumorantigen-spezifische Doppelketten-TZR wurde
weitaus besser an der Zelloberflache exprimiert als der partiell murinisierte pp6549s.503-Spezifische
Doppelketten-TZR.

Kontrollen dienten Mock und die Transduktion der einzelnen Doppelketten-TZR
(Abbildung 41). Anhand von Tetramer-Farbungen zeigte sich eine effiziente
Expression der Doppelketten-TZR an der Zelloberflache der transduzierten humanen
T-Zellen. Der p53264-272- Sowie der pp6549s.503-spezifische Doppelketten-TZR wurden
sowohl von den CD4" als auch von den CD8" T-Zellen exprimiert. Somit waren die

TZR von den Korezeptoren CD8 und CD4 unabhangig. Es zeigte sich wiederum eine
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verbesserte Expression des p53.64-272-TumMorantigen-spezifischen TZR im Vergleich
zu dem pp6549s5.503-Spezifischen TZR. Die FACS-Analyse der simultan transduzierten
T-Zellen zeigte mit 67,6 % p53264.272-TUuMorantigen-spezifische T-Zellen. Mit 6,7 %
konnten p53,64-272-Tumorantigen- und pp6549s.503-bi-spezifische T-Zellen generiert
werden. Auch lieBen sich 2,5 % an Zellen detektieren, die den pp6549s5.-503-
spezifischen TZR exprimierten. Der partiell murinisierte pp6549s5-503-Spezifische
Doppelketten-TZR konnte mit einem murinen p53264-272- TuMorantigen-spezifischen
Doppelketten-TZR nicht effektiv. um die Expression an der Zelloberflache
konkurrieren und wurde letztlich verdrangt. In Folge der fehlenden dualen Spezifitat,

wurden keine Funktionsanalysen angefertigt.

4.3.2.7 Analyse der Expression von endogenen TZR de r simultan

transduzierten humanen T-Zellen

Im Folgenden wurde untersucht, ob die simultane retrovirale Transduktion mit einem
p53264-272- Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR und einem pp65495.503-
spezifischen Doppelketten-TZR zu einer Herunterregulation des endogenen TZR
fuhrte. Der fur die retrovirale Transfektion verwendete p53;64.272-TUumMorantigen-
spezifische Einzelketten-TZR war ein muriner Volllangen-TZR. Bei dem pp6549s5.503-
spezifischen Doppelketten-TZR handelte es sich um ein chimerisiertes, in den C-
Doméanen murinisiertes TZR-Konstrukt (partielle Murinisierung). Die Murinisierung in
den konstanten Doménen sollte die Interaktion der exogenen TZRa und TZR Kette
sowie deren Expression an der Zelloberflache begunstigen. Folglich war das Ziel
eine Fehlinteraktion mit endogen humanen TZRa und - Ketten zu erschweren bzw.
zu inhinibieren (Cohen et al. 2006). Der exogene murine (p53264-272-Tumorantigen-
spezifischer Einzelketten-TZR) und der partiell murinisierte (pp65a49s.503-Spezifischer
Doppelketten-TZR) TZR konnten durch den Hu PanTZR Antikorper nicht
nachgewiesen werden. Folglich konnten die humanen TZR an der Zelloberflache
durch die Verwendung des Hu PanTZR Antikorpers detektiert und von den exogenen
TZR unterschieden werden. Als Nachweis der exogenen TZR wurde eine Mu TZR

Farbung angewendet (Abbildung 42). Es zeigte sich, dass die Transduktion mit
einem pp6549s-503-spezifischen Doppelketten-TZR weiterhin zu der Expression der
endogenen TZR fiuhrte. Hinzukommend konnte die exogene TZR Kette an der

Zelloberflache detektiert werden. Insgesamt erschienen 52,6 % der T-Zellen
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Abbildung 42: Analyse der Expression der endogenen TZR auf der Zelloberflache der simultan

transduzierten humanen T-Zellen

Die retrovirale Transduktion von humanen T-Zellen mit einem pp654¢s5.503-Spezifischen Doppelketten-
TZR, einem p53,64.072-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR sowie deren simultane
Transduktion zeigten stets die Expression der endogenen TZR. Der p53,64.27.-Tumorantigen-
spezifische Einzelketten-TZR signalisierte mit einem MFIx-Wert von 1,5 die stérkste
Kompetitionsfahigkeit. Bei dem pp6549s.503-spezifischen Doppelketten-TZR und dem p53,64.272-

Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR handelte es sich um 1-Plasmid-retrovirale Vektoren.

Hu PanTZR / Mu TZR doppelpositiv. Mit einem Anteil von 19,3 % liel3en sich
lediglich die endogenen TZR und mit 22,8 % die exogene TZR Kette nachweisen.
Bei dem murinen p53.64.272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR zeigte sich
eine hohere Kompetitionsfahigkeit, so dass mit einem Anteil von 47,7 % der Zellen,
diese positiv fiur die exogene TZR Kette, und mit nur noch 47,2 % positiv fur die
endogenen TZR sowie die exogene TZR Kette waren. Es konnten kaum Zellen
detektiert werden, welche nur die endogenen TZR exprimierten. Die MFIx-Werte
signalisierten ebenfalls eine starkere Kompetitionsfahigkeit des p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR (MFIx 1,5) im Vergleich zu dem
pp6549s5.503-spezifischen Doppelketten-TZR (MFlx 2,2). Die simultan transduzierten T-
Zellen exprimierten mit 72,1 % die endogenen TZR sowie die exogenen TZR

Ketten. Hierbei konnte keine Unterscheidung zwischen der TZR Kette des p5326s-
o72-Tumorantigen- und pp6549s-503-Spezifischen TZR erfolgen, da der Mu TZR

Antikérper an die murinen Bestandteile der C-Domanen beider TZR binden kann. Mit
einem Anteil von 16,9 % konnten nur die exogenen TZR Ketten und mit 8,7 % die
endogenen TZR nachgewiesen werden. Mit einem MFIx-Wert von 2,8 zeigte sich

nicht, die zu erwartende erhéhte Kompetition zwischen den endogenen und den zwei
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exogenen TZR. Viel mehr erschien eine Ko-Expression des endogenen TZR und der
exogenen TZR Ketten vorzuliegen. Die FACS-Analysen verdeutlichten, dass trotz
einer simultanen Transduktion der humanen T-Zellen mit zwei TZR-Konstrukten,
keine vollstandige und auch keine bessere Verdrangung der endogenen TZR von der

Zelloberflache erfolgten.

4.3.3 Analyse der Kompetition zwischen dem p53 ,g.07o-Tumorantigen-

und dem pp65 495.503-Spezifischen Peptid

Fir die Restimulation der pp654gs.503- und p53264-272-TuMorantigen-bi-spezifischen T-
Zellen wurden CD8 negative oder T2 Zellen mit einer definierten Konzentration an
PP65495.503- SOWie p53,64.272-Peptid beladen. Es stellte sich daher die Frage, ob die
Peptide unterschiedlich starke HLA-A2-Binder sind. Folglich muR3te bei
unterschiedlichen HLA-A2-Bindungseigenschaften eine getrennte Peptidbeladung
der Feederzellen (CD8 negative oder T2 Zellen) erfolgen. Zur Beantwortung der
Fragestellung wurde ein Kompetitionstest durchgefiihrt (Abbildung 43). Als Kontrollen
wurden die Peptide FluMlsges und VSV-Nsy.59 verwendet, von denen der
Kompetitionscharakter bekannt war. VSV-Ns,.59 war ein sehr schwacher HLA-A2-
Binder, wahrend FluM1sg.¢s zu einer starken Verdrangung eines anderen HLA-A2-
abhangigen Peptides fuhrte. Im Folgenden wurden die Peptide p53264.272 und
pp65495.503 analysiert. Als Effektorzellen fanden Maus-T-Zellen Verwendung, die mit
dem p53264-272-Tumorantigen-spezifischen Doppelketten-TZR eines 1-Plasmid-
retroviralen Vektorsystems inklusive dem F2A Element transduziert waren
(freundliche Zurverfugungstellung von Frau X). Die E:T Verhéltnisse (10:1 und 3:1)
wurden auf die CD8 und p532s4-272-Tumorantigen-spezifische TZR-Expression
eingestellt. Erwartungsgemafd zeigte der schwache Kompetitor VSV-Nsz59 keine
starke Inhibition der spezifischen Lyse der p532s4-272-peptidbeladenen Zielzellen
durch die p53.,64-272-Tumorantigen-spezifischen Effektorzellen. Ebenso bewirkte die
zusatzliche Zugabe des p53.e4-272-Peptides zu den Zielzellen keine Beeinflussung
der Lyseeigenschaft der T-Zellen. Interessanterweise konnte durch die Zugabe des
pp65495.503-spezifischen Peptides bei einem E:T von 10:1 eine Inhibition der Lyse der
Zielzellen von 91 % und bei einem E:T von 3:1 von 72% ausgelost werden. Folglich

stellte das pp6549s.503-Spezifische Peptid sogar einen starkeren Kompetitor als das
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Abbildung 43: Analyse der Kompetition zwischen den Peptiden p53 264272 und pp65 495503

Bei dem pp65.¢s5.503-spezifischen Peptid handelte es sich um einen sehr starken HLA-A2 Binder. Die
Folge der starkeren HLA-A2-Bindungseigenschaft im Vergleich zu dem p53.64.272-Spezifischen Peptid
zeigte sich in einer 91 (E:T 10:1) und 72 (E:T 3:1) prozentigen Inhibition der p53264.272-
peptidspezifischen Lyse der Zielzellen (T2 Zellen) durch die Maus-T-Effektorzellen.

FluM1sg.66-Peptid dar, welches bei einem E:T von 10:1 eine Inhibition von 42 % und
bei einem E:T von 3:1 von 64 % bewirkte. Der Kompetionstest zeigte auf, dass eine
getrennte Beladung der CD8 negativen oder T2 Zellen mit den entsprechenden
P53264-272- UNd pp6549s5.503-Spezifischen Peptiden erforderlich war. Andernfalls wirde
bei einer parallelen Beladung vorzugsweise das pp6549s-503-Spezifische Peptid
prasentiert werden und keine simultane Stimulation der TZR gewabhrleistet sein. In
den aufgefihrtenStimulationsverfahren der pp6549s-503- Und p53264-272- TuMorantigen-
bi-spezifischen T-Zellen wurden die Feederzellen stets getrennt voneinander mit dem
jeweiligen pp65ags.503- 0der p53zs4-272- TUumMorantigen-spezifischen Peptid beladen.
AnschlieRend wurden die Feederzellen im 1:2 Verhéltnis zu den bi-spezifischen T-

Zellen gegeben.

Zusammenfassend konnte in dem Kapitel 4.3 dargelegt werden, dass erfolgreich
P53264-272-Tumorantigen- und CMV-pp65495.503-bi-spezifische humane T-Zellen
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generiert werden konnten. Unter Beriicksichtigung des HCMV-Status des

Empfangers und des Spenders wurden zwei Vorgehensweisen aufgefihrt.

4.4 Interaktionsverhalten eines p53 ,s4.07>-TUMoOrantigen-

spezifischen Einzelketten-TZR

In diesem Kapitel wurde der Sicherheitsaspekt eines p53,64-272-Tumorantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR eines 2-Plasmide- und eines 1-Plasmid-retroviralen
Vektorsystems hinsichtlich einer Fremdinteraktion mit den endogenen TZR Ketten,
d.h. dem mdoglichen Potential an der Bildung von hybriden TZR, analysiert. Hierfur
fanden zum einen der p53.s4-272-Tumorantigen-spezifische Einzelketten-TZR
Verwendung, welcher exklusive MuCa auf einem retroviralen Vektor kloniert war und
fur die Expression der obligatorischen Zugabe von MuCa auf einem zweiten
Vektorsystem bedarf (2-Plasmide-retrovirales Vektorsystem). Zum anderen wurde
der p53.64-272-Tumorantigen-spezifische Einzelketten-TZR, welcher mit allen
essentiellen Komponenten flr dessen Expression auf einem retroviralen
Vektorsystem sowie mit Kodonoptimierung und F2A Element vorlag, analysiert (1-
Plasmid-retrovirales  Vektorsystem). Im Folgenden wurde der p53264.272-
Tumorantigen-spezifische Einzelketten-TZR mit unterschiedlichen TZRa Ketten der
heterogenen humanen Spezifitdten gp100,g0-288, AML14-22 und pp65495.503 SOWie der
murinen MDM2g;.g3 und der homologen p53.64-272-Tumorantigenspezifitat retroviral
transduziert. Essentiell war die Verwendung der pp6549s-503-Spezifischen TZRa Kette
in Hinblick auf die bereits beschriebene Zielrichtung der Generierung von pp6549s5.-503-
und p53264-272- Tumorantigen-bi-spezifischen T-Zellen, um das Risiko einer
vermeintlichen hybriden TZR-Bildung einzugrenzen. Des Weiteren erfolgten die
Analysen in den humanen Jurkat-76 Zellen sowie T-Zellen. Die humane Jurkat-76
Zelllinie kennzeichnete die Deletion von endogenen TZRa und - Ketten, so dass
eine nicht-kompetitive Bedingung vorlag. Hinzukommend konnte in diesen Zellen
eine Situation erzielt werden, in der die Interaktionen unterschiedlicher TZR Ketten
bewusst erzwungen werden konnte. Die humanen T-Zellen mit enthaltenen
endogenen TZRa und - Ketten spiegelten die reale Situation wider. Eine Interaktion
des p53.s4-272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR der Doméanenabfolge

Va-Li-V -C mit einer TZR Kette konnte von empirischen strukturbiologischen
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Aspekten her ausgeschlossen werden und wirde auch theoretisch keine durch eine

TZRa/ -notwendige Fehlpaarung induzierte Neoreaktivitat bewirken.

4.4.1 Analyse des Interaktionsverhaltens eines p53  ,g4.07-TUMOrantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR unter Verwendung eine s 2-Plasmide-

retroviralen Vektorsystems

Der p53.,64-272-Tumorantigen-spezifische Einzelketten-TZR, welcher ohne MuCa auf
einem retroviralen Vektorkonstrukt kloniert war, bengtigte fir dessen Expression die
stabilisierende Interaktion mit MuCa (2-Plasmide-retrovirales Vektorsystem). Im
Folgenden wurden die Jurkat-76 Zellen (nicht-kompetitive Bedingung) und humanen
T-Zellen (kompetitive Bedingung) mit dem p53ge4-272-Tumorantigen-spezifischen
Einzelketten-TZR zusammen mit MuCa (MuCa / Mu Wt sc TZR p53) sowie als
Kontrolle ohne MuCa (- MuCa / Mu Wt sc TZR p53) transduziert. Hinzukommend
erfolgte die retrovirale Transduktion mit murinen (Mu Wt TZRa MDM2, Mu Wt TZRa
p53) und humanen (Hu Wt TZRa gp100, Hu Wt TZRa AML, Hu Mt TZR CMV (siehe
Erklarung fur die Abkirzung Mt und Herkunft des pp6549s.503-Spezifischen TZR in
Kapitel 4.2.1)) TZRa Ketten anstelle von MuCa. Es wurde analysiert, ob der p53264-
o72-Tumorantigen-spezifische  Einzelketten-TZR mit  anderen TZRa Ketten
unterschiedlicher Spezifitdt fremd interagieren und in irgendeiner Art und Weise
stabilisiert werden konnte. Diese Fremdinteraktion wirde zur Expression eines
hybriden TZR fuhren. Im Folgenden wurden die transduzierten T-Zellen hinsichtlich
der V 3-Expression analysiert (Abbildung 44). Hierfir wurde subfamilienspezifisch
gegen die TZR Kette des p53,64-272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR
(V 3) gefarbt. In der Jurkat-76 Zelllinie sowie in den humanen T-Zellen zeigte sich
eine V 3-Expression der Zellen, welche mit dem p53.64-272-Tumorantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR sowie MuCa transduziert waren. Eine fehlende
Stabilisierung des p53264-272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR durch
diese Komponente fihrte zu keiner V 3-Expression, so dass in diesem Fall ein
Hintergrund von 5,2 % in den Jurkat-76 Zellen und von 15,2 % in der CD4"
Population sowie 9,9 % in der CD8" Population der humanen T-Zellen verzeichnet
werden konnte. Interessanterweise fuhrte die Applikation einer murinen TZRa Kette

(homologe p53264.272- 0der heterogene MDM2g;.gg-Spezifitdt) zu einer V 3-
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Abbildung 44: Analyse der V  3-Expression hinsichtlich der Interaktion des p53 264-272-

Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR mit huma  nen und murinen TZR a Ketten

In den humanen Jurkat-76 Zellen (A) und humanen T-Zellen (B) konnte eine V 3-Expression des
p53.,64.272- TumMorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR durch die Interaktion mit murinen TZRa Ketten

nachgewiesen werden. Bei humanen TZRa Ketten war dies lediglich bei den Jurkat-76 Zellen mdglich.
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Expression. Die Bestimmung der MFly-Werte der Jurkat-76 Zellen legte dar, dass der
wildtypische Einzelketten-TZR (Mu Wt sc TZR p53) ko-exprimiert mit MuCa eine
hohere Expression an der Zelloberfliche aufwies, als durch die stabilisierende
Wirkung mit einer murinen TZRa Kette. Das beobachtete Ergebnis zwischen den
Jurkat-76 Zellen und den humanen T-Zellen war kompatibel. Ein essentieller
Unterschied konnte bei der Zugabe einer humanen TZRa Kette detektiert werden.
Unter nicht-kompetitiven Bedingungen (Jurkat-76 Zellen) zeigte sich, dass ebenfalls
eine Interaktion zwischen dem p53264-272- Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-
TZR und den humanen TZRa Ketten unterschiedlicher Spezifitaten erfolgen konnte.
Hierbei zeigte die AMLi4.2>-Tumorantigen-spezifische TZRa Kette im Vergleich zu
der gp1002g0-288- Tumorantigen- und pp6549s.503-Spezifischen TZRa Kette das starkste
Interaktionsvermodgen mit dem p5364-272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-
TZR. Jedoch lag die Expression eines solchen hybriden Konstrukts weitaus niedriger
als die bei einem hybriden Konstrukt bestehend aus dem p53,64.-272-Tumorantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR und einer murinen TZRa Kette. Folglich konnte mit
murinen TZRa Ketten besser wechselgewirkt werden. Dies war auch zu erwarten, da
der p53264-272- Tumorantigen-spezifische Einzelketten-TZR ebenfalls muriner Herkunft
war. Unter kompetitiven Bedingungen (humanen T-Zellen) konnte keine vom
Hintergrund (- MuCa / Mu Wt sc TZR p53) sich abgrenzende V 3-Positivitét
detektiert werden. Folglich konnte keine Interaktion des p53264-272-Tumorantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR mit humanen TZRa Ketten unterschiedlicher
Spezifitat nachgewiesen werden. AnschlieBend wurden die transduzierten Zellen
hinsichtlich ihrer p53264.272-Tumorantigenspezifitat analysiert (Abbildung 45). Es
wurden Farbungen mit dem p53-spezifischen Tetramer durchgefuhrt. Hierdurch
konnte analysiert werden, ob die Interaktion des p5364-272-Tumorantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR mit einer TZRa Kette lediglich zu einer Stabilisierung
der Expression des p53.e4.272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR (Tet
p53") oder zu einer Interaktion mit der Volllangen-TZRa Kette (Tet p53) filhrte. Es
zeigte sich sowohl in der Jurkat-76 Zelllinie als auch in den humanen T-Zellen keine
p53-spezifische Tetramerpositivitat, in Folge des Anbietens von heterogenen TZRa
Spezifititen anstelle von MuCa. Interessanterweise zeigte sich mittels der Zugabe
der homologen p53.64-272-Tumorantigen-spezifischen TZRa Kette eine p53-

spezifische Tetramer-Anfarbbarkeit. Die Bestimmung der MFIly-Werte der Jurkat-76

134



Abbildung 45: Interaktion des p53 ,s4.272-Tumorantigen-spezifischen TZR mit fremden TZR a
Ketten fiihrte zum Spezifitatsverlust

In den Jurkat-76 Zellen (A) und humanen T-Zellen (B) fiulhrte die Fremdinteraktion des Einzelketten-
TZR mit spezifititsfremden TZRa Ketten zum Spezifitatsverlust (Tet p53’). Bei der Interaktion mit der

homologen Mu Wta TZR p53 Kette blieb die Tet p53” erhalten.
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Abbildung 46: Funktionalitatsanalyse des p53  se4.27-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-

TZR sowie dessen hybride TZR-Konstrukte in einem In  terferon- gElisa

Die Ergebnisse der Jurkat-76 Zellen (A) und der humanen T-Zellen (B) waren kompatibel. Es zeigte
sich keine Interferon-g Sekretion der Zellen nach einer p53,64.272-peptidspezifischen Stimulierung, die
mit den hybriden TZR-Konstrukten transduziert waren. Durch die Interaktion des Einzelketten-TZR mit
der homologen p53,64.272-Tumorantigen-spezifischen TZRa Kette konnte eine vergleichbare, wenn

auch niedrigere IFN-g Freisetzung zu MuCa / Mu Wt sc TZR p53 erzielt werden.

Zellen signalisierten fur den wildtypischen Einzelketten-TZR (MFly 2,8) eine hdhere
Expressionsrate als fir das Konstrukt bestehend aus der homologen p53264.272-

Tumorantigen-spezifischen TZRa Kette (Mu Wta TZR p53) und dem Einzelketten-
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TZR (Mu Wt sc TZR p53) (MFly 1,5). Eine Expression des p53,64-272-Tumorantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR ohne die Interaktion mit MuCa oder einer TZRa Kette
konnte ausgeschlossen werden. Die Kontrolle der Transfektion des Einzelketten-TZR
ohne MuCa flhrte zu keiner p53-spezifischen Tetramerpositivitat. Folglich kann
keine Expression des Einzelketten-TZR ohne eine Stabilisierung tber die MuCa-
Doméane erfolgen. Die Analysen verdeutlichten das Potential des p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR mit anderen TZRa Ketten fremder
Spezifitat zu interagieren. Die Interaktion beruhte auf eine Fremdinteraktion mit der
Volllangen-TZRa Kette, welche zu der Verdrangung der Va-Domane des p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR flhrte. Hierdurch lie sich der Verlust
der p53-spezifischen Tetramerpositivitat, bei beibehaltener V 3-Anfarbbarkeit und
damit Expressionsfahigkeit, erklaren. Darauffolgend wurde der p53264-272-
Tumorantigen-spezifische TZR sowie die hybriden TZR-Konstrukte hinsichtlich ihrer
Funktionalitat in einem Interferon-g Elisa untersucht (Abbildung 46). Es konnte keine
Alloreaktivitdt gegeniber dem irrelevanten MDMZ2g;.gs-Tumorantigen-spezifischen
Peptid detektiert werden. Ebenso zeigten die Zellen, welche mit dem p53.64-272-
Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR ohne MuCa oder mit Mock transduziert
waren keine Interferon-g Produktion. Die Ergebnisse der Jurkat-76 Zellen und der
humanen T-Zellen waren kompatibel. Die hybriden TZR-Konstrukte verzeichneten
keine Interferon-g Sekretion nach einer p53.64-272-peptidspezifischen Stimulierung,
wodurch ein weiterer Beweis fir den Spezifitdtsverlustes des p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen TZR erbracht werden konnte. In den Jurkat-76 Zellen
zeigte das hybride TZR-Konstrukt, Hu TZRa gpl100 / Mu Wt sc TZR p53, eine
anfangs zu verzeichnende IFN-g Sekretion. Diese kdnnte darauf zurtckgefuhrt
werden, dass die Interaktion des p53.64-272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-
TZR nicht nur mit einer gp100,g0.285-Spezifischen Volllangen-TZRa Kette, sondern
auch nur mit der Ca-Doméane der gpl00.g0.28s-Spezifischen TZRa Kette erfolgen
konnte. Folglich kdnnte eine geringe p53,e4-272-spezifische Funktionalitat induziert
werden, jedoch konnte diese geringe p53.64-272-Spezifitdt im FACS nicht
nachgewiesen werden (Abbildung 45). Der hybride Mu Wta TZR MDM2 / Mu Wt sc
TZR p53 wurde in der Funktionsanalyse der Jurkat-76 Zelllinie nicht aufgefiihrt. Nach
einer p53.64-272-peptidspezifischen Stimulierung zeigte sich jedoch in den humanen

T-Zellen keine spezifische IFN-g Freisetzung. Die Interaktion der homologen p53264-
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o72-Tumorantigen-spezifischen TZRa Kette mit dem p53264-272-Tumorantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR beféhigte die Jurkat-76 Zellen und die humanen T-
Zellen zur spezifischen IFN-g Sekretion nach einer p53,s4.272-peptidspezifischen
Stimulierung. Die Interaktion des p53.64-272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-
TZR mit der p53.64-272- Tumorantigen-spezifischen Volllangen-TZRa Kette fuhrte zu
einer geringeren IFN-g Freisetzung im Vergleich zum p53264-272-Tumorantigen-

spezifischen Einzelketten-TZR, der mit MuCa ko-exprimiert wurde.

4.4.2 Gezielte Punktmutagenese in der V a-Doméane des p53 64.072-

Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR

Es erfolgte die gezielte Punktmutagenese an der Aminosauren-Position 115 in der
Va-Domane des p53,64.272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR. Die
Veranderung der Nukleinbase Adenin zu einem Cytosin fihrte zur Modifikation des
Basentripletts und resultierte in der Entstehung eines Alanins anstelle eines
Aspartats (siehe Anhang bzw. Datentrdger). Das Ziel war es, die p53-spezifische
Tetramerbindung durch die Aminosauresubstitution auszuschalten. Folglich wurde
analysiert, ob eine Rekonstitution der p53-spezifischen Tetramerbindung mittels der
Interaktion der wildtypischen p53,64-272-Spezifischen TZRa Kette mit dem mutierten
p53264-272- Tumorantigen-spezifischen  Einzelketten-TZR  erfolgen konnte. Die
Untersuchung sollte einen Aufschluss Uber das Interaktionsverhalten des p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR liefern, d.h. ob der Einzelketten-TZR
mit einer Volllangen TZRa Kette interagierte, wodurch die Va-Doméne des
Einzelketten-TZR verdrangt wird und sich in einem Spezifitatsverlust widerspiegelte
(siehe Kapitel 4.4.1). Im Folgenden wurden die humane Jurkat-76 Zelllinie sowie die
humanen T-Zellen retroviral mit dem wildtypischen oder mutierten p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR ko-exprimiert mit MuCa als Kontrolle
ausgestattet. Hinzukommend wurde der mutierte p53,64.272-Tumorantigen-spezifische
Einzelketten-TZR mit unterschiedlichen humanen und murinen TZRa Ketten, anstelle
von MuCa, kombiniert. Zuerst wurden subfamilienspezifische V 3-Farbungen
durchgefuhrt (Abbildung 47). Es zeigte sich, dass der mutierte p53264-272-
Tumorantigen-spezifische Einzelketten-TZR (MuCa / Mu Mt sc TZR p53) hinsichtlich

der V 3-Expression vergleichbar stark an der Zelloberflache exprimiert wurde, wie
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Abbildung 47: V 3-Expression der transduzierten Zellen mit dem muti erten P53 264.272-

Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR

Der mutierte p53,64.272-Tumorantigen-spezifische Einzelketten-TZR zeigte in der V 3-Analyse eine
vergleichbare Expression wie der wildtypische Einzelketten-TZR. Die MFI,-Werte der Jurkat-76 Zellen
(A) legten keine groRRe Differenz dar. Es zeigten sich reproduzierbare Ergebnisse hinsichtlich dem
erhéhten Interaktionsverhalten des p53,64.272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR  mit
murinen TZRa Ketten (A und B). Auch konnte in den Jurkat-76 Zellen (A) eine Interaktion mit den

humanen TZRa Ketten detektiert werden.
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Abbildung 48: Interaktion des p53 ,ss272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR mit

murinen TZR a Ketten resultierte in der Fremdinteraktion mit ein er Volllangen-TZR a Kette

Der mutierte p53,64.27.- Tumorantigen-spezifische Einzelketten-TZR ko-exprimiert mit MuCa konnte
nicht mittels der p53-spezifischen Tetramerfarbung detektiert werden. Die Applikation einer p53x64.272-
Tumorantigen-spezifischen TZRa Kette, anstelle von MuCa, fihrte zur Rekonstitution der p53-
spezifischen Tetramerbindung. Spezifititsfremde TZRa Ketten in Kombination mit dem mutierten
p53264.272- Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR zeigten keine p53-Tetramerpositivitédt. Die
Kontrollen Mock und die Transfektion ohne die MuCa-Domaéne signalisierten den Hintergrund. Die

Ergebnisse zwischen den humanen Jurkat-76 Zellen (A) und den T-Zellen (B) waren kompatibel.
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der wildtypische Einzelketten-TZR. Die dargelegten MFly-Werte der Jurkat-76 Zellen
zeigten keine groRRe Differenz. Des Weiteren liel3 sich das Ergebnis, wie unter 4.4.1
dargelegt, unter Verwendung des mutierten Einzelketten-TZR in den humanen
Jurkat-76 Zellen und T-Zellen reproduzieren. Anschlieend erfolgte die Durchfiihrung
der p53-spezifischen Tetramerfarbung (Abbildung 48). Es zeigte sich, dass der
wildtypische p53.,64.272-Tumorantigen-spezifische Einzelketten-TZR ko-exprimiert mit
MuCa an der Zelloberflache detektiert werden konnte. Jedoch erschien der mutierte
Einzelketten-TZR ko-exprimiert mit MuCa negativ fur das p53-spezifische Tetramer.
Interessanterweise lie sich aber die p53-spezifische Tetramerbindung
rekonstituieren, indem der mutierte p53,64.272-Tumorantigen-spezifische Einzelketten-
TZR mit der wildtypischen p53ae4-272-Tumorantigen-spezifischen TZRa Kette (Mu
Wta TZR p53) anstelle von MuCa kombiniert wurde. Die p53-spezifische
Tetramerfarbung lieferte einen essentiellen Aufschluss tber das
Interaktionsverhalten des p53.64-272-TumMorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR mit
einer murinen TZRa Kette. Die Interaktion des p532s4-272-Tumorantigen-spezifischen
Einzelketten-TZR beruhte auf der Fremdinteraktion mit einer Volllangen-TZRa Kette,
wodurch die mutierte Va-Domane des p53a64-272- TumMorantigen-spezifischen
Einzelketten-TZR verdrangt und durch die nicht mutierte Va-Doméane der p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen TZRa Kette ersetzt wurde. Bei der Zugabe einer
MDM2s;.gs-Tumorantigen-spezifischen TZRa Kette handelte es sich um eine fremde
Spezifitat der Va-Doméne. Folglich wurde zwar die mutationstragende Va-Doméne
des p53264-272- Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR verdrangt, aber das p53-
spezifische Tetramer konnte aufgrund einer unbekannten Va / V. Kombination nicht
binden. Die Resultate zwischen einer nicht-kompetitiven (Jurkat-76 Zellen) und einer
kompetitiven (humane T-Zellen) Situation waren kompatibel. Darauffolgend wurden
Funktionalitatsanalysen in einem Interferon-g Elisa durchgefuhrt (Abbildung 49). Es
zeigte sich sowohl in den Jurkat-76 Zellen (A) als auch in den humanen T-Zellen (B),
dass die eingebrachte Mutation in der Va-Doméne des p532s4.272-TUumorantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR zu dessen Funktionsverlust fuhrte. Jedoch konnte
interessanterweise durch die Applikation der wildtypischen p53264-272-Tumorantigen-
spezifischen TZRa Kette anstelle von MuCa die Funktionalitéat rekonstituiert werden.
In den Jurkat-76 Zellen zeigte sich eine geringere Interferon-g Freisetzung des TZR-

Konstruktes Mu Wta TZR p53 / Mu Mt sc TZR p53 (ECso-Wert 100 nM) im Vergleich
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Abbildung 49: Rekonstitution der Funktionalitat des mutierten p53 ,64.072-TuMoOrantigen-

spezifischen Einzelketten-TZR

Die Mutation in der Va-Domane des p53.64.272- Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR fluhrte zu
dessen Funktionsverlust. Die Applikation der wildtypischen p53,64.272-Tumorantigen-spezifischen
TZRa Kette anstelle von MuCa rekonstituierte die Funktionalitat. Im Vergleich zum MuCa/Mu Wt sc
TZR p53 erschien dieses TZR-Konstrukt Mu Wta TZR p53 /Mu Mt sc TZR p53 mit einer geringeren

Effizienz.

zu dem wildtypischen Einzelketten-TZR (MuCa/ Mu Wt sc TZR p53) mit einem ECso-

Wert von 22,6 nM. Auch in den humanen T-Zellen erwies sich der wildtypische
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pP53264-272- TumMorantigen-spezifische Einzelketten-TZR (ECso-Wert 6,08 nM) im
Vergleich zu dem Mu Wta TZR p53 / Mu Mt sc TZR p53 (ECso-Wert 5,87 nM) als
funktionaler. Jedoch zeichnete sich dies weniger an den ECso-Werten als an der IFN-
g Freisetzung ab. Es konnte sowohl in der Jurkat-76 Zelllinie als auch in den
humanen T-Zellen eine Rekonstitution der Funktionalitdt erzielt werden. Dieses
Resultat unterstitzte die getroffene Aussage Uber das Interaktionsverhalten des
pP53264-272- TumMorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR, der mit einer Volllangen-
TZRa Kette interagierte. Folglich fuhrte die Interaktion mit der wildtypischen,
homologen p53.64-272-Tumorantigen-spezifischen TZRa Kette zu der Verdrangung
der mutationstragenden Va-Doméane des mutierten p53264-272-TuMorantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR, wodurch die p53-spezifische Tetramerbindung
wiederhergestellt wurde. Als Kontrolle wurden bei den Jurkat-76 Zellen als Vertreter
einer weiteren murinen TZRa Kette der Mu Wta TZR MDM2 / Mu Mt sc TZR p53 und
als Vertreter einer humanen TZRa Kette der Hu Wta TZR CMV / Mu Mt sc TZR p53
mitgefuhrt. Es konnte keine Interferon-g Sekretion verzeichnet werden. Die Kontrolle
Mock sowie die Stimulierung mit einem irrelevanten MDM2g, gg-spezifischen Peptid

fuhrte zu keiner unspezifischen IFN-g Produktion.

4.4.3 Analyse des Interaktionsverhaltens eines p53  ,g4.07- TUMOrantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR unter Verwendung eine s 1-Plasmid-

retroviralen Vektorsystems

In den zuvor beschriebenen Unterkapiteln Gber das Interaktionsverhalten des p53264-
o72-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR wurde ein Einzelketten-TZR-
Konstrukt  verwendet, welches flr die Expression 2-Plasmid-retrovirale
Vektorsysteme bendtigte. Der hier verwendete p53264-272-Tumorantigen-spezifische
Einzelketten-TZR war auf einem retroviralen Plasmid-Vektor zusammen mit der
stabilisierenden sowie fur die Expression essentielle MuCa-Domane Kkloniert (1-
Plasmid-retrovirales  Vektorsystem). Hinzukommend war der  p53264-272-
Tumorantigen-spezifische Einzelketten-TZR Kodon-optimiert und mit dem F2A-
Element ausgestattet. Dieser Vektor fand ebenfalls bei der Generierung von p5326a4-
o72-Tumorantigen- und pp6549s.503-bi-spezifischen T-Zellen Verwendung (siehe

Kapitel 4.3.2.4 bis 4.3.2.6). Die Analysen wurden wiederum unter nicht-kompetitiven
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(Jurkat-76 Zellen) und kompetitiven, realen Bedingungen (humane T-Zellen)
durchgefuhrt. Es fand die retrovirale Transduktion des p53264-272-Tumorantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR sowie in Kombination mit murinen und humanen
TZRa Ketten statt. Zur Gewahrleistung kompatibler Selektionsbedingungen nach der
retroviralen Transduktion wurde der pP53264-272- TuMorantigen-spezifische
Einzelketten-TZR, welcher auf dem pBullet neo Vektor kloniert vorlag, zusammen
mit dem pBullet_puro Leervektor transfiziert. Folglich konnten die Zellen zur
Selektion positiv transduzierter Zellen mit beiden Antibiotika, wie bei der
kombinierten Transfektion des p53.e4.272- Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-
TZR mit humanen und murinen TZRa Ketten (auf pBullet_puro kloniert), behandelt
werden. Die transduzierten T-Zellen wurden hinsichtlich ihrer V 3-Expression
analysiert (Abbildung 50). Es zeigte sich bei der Transfektion des p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR mit einer homologen (p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen TZRa Kette) oder heterologen (MDM2g;.gg-Tumorantigen-
spezifischen TZRa Kette) murinen TZRa Kette, dass eine geringflgig geringere V. 3-
Expression an der Zelloberflache verzeichnet werden konnte. Bei der humanen
Jurkat-76 Zelllinie zeigte sich eine Abnahme der MFIly-Werte zu 11,2 (Mu Wta TZR
p53/Mu Wt sc coTZR p53) und 10,7 (Mu Wta TZR MDM2/ Mu Wt sc coTZR p53) im
Vergleich zum wildtypischen p53,64-272- Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR
(Mu Wt sc coTZR p53) mit einem MFIly-Wert von 13,4. Auch in den humanen T-
Zellen zeigte sich eine geringere V 3-Positivitat. Der Mu Wt sc coTZR p53 zeigte
MFly-Werte von 55,3 (B1/B3) und 49,2 (B2/B4) im Vergleich zu 31,8 (B1/B3) und
29,1 (B2/B4) beim Mu Wta TZR p53/Mu Wt sc coTZR p53. Die Kombination des
pP53264-272- TumMorantigen-spezifischen  Einzelketten-TZR  mit der MDM2g;.gs-
spezifischen TZRa Kette fuhrte zu den MFIy-Werten von 29,2 (B1/B3) und 25,7
(B2/B4). Sowohl in den Jurkat-76 Zellen als auch in den humanen T-Zellen konnte
eine Abnahme der MFIy-Werte bei der Kombination des p53264.272-Tumorantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR mit der homologen p53-spezifischen TZRa Kette
beobachtet werden. Diese Abnahme kénnte auf eine Kompetition zwischen der
Expression des p53264-272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR und des
hybriden TZR, bestehend aus der p53,s4-272-spezifischen TZRa Kette und dem
pP53.64.272- TumMorantigen-spezifischen  Einzelketten-TZR, zurlckgefihrt werden.

Folglich kénnte sich dieser ,Stress” fur die Zelle, einen TZR exprimieren zu wollen, in
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Abbildung 50: V  3-Expression der transduzierten T-Zellen mit dem p5  3,64.272-Tumorantigen-

spezifischen Einzelketten-TZR in Kombination mit hu manen und murinen TZR a Ketten

Die Applikation einer murinen TZRa Kette fuhrte zu einer geringflgigen Erniedrigung der V 3-

Expression. Die humanen TZRa Ketten zeigten einen geringeren Einfluss. Die Ergebnisse zwischen
den Jurkat-76 Zellen (A) und den humanen T-Zellen (B) waren kompatibel.
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Abbildung 51: Expression des p53 .g4.272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR unter
Beeinflussung einer applizierten humanen oder murin en TZRa Kette

Unter nicht-kompetitiven (A) (Jurkat-76 Zellen) sowie kompetitiven (B) (humanen T-Zellen)
Bedingungen konnte stets eine p53-spezifische Tetramerpositivitét verzeichnet werden. Die murine

MDM2g, gg-spezifische TZRa Kette fiihrte zur groRten Reduktion der Expression des p53e4.272-
Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR.
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einer verminderten V 3-Expression widerspiegeln. Bei der Zugabe von humanen
TZRa Ketten nahmen zwar auch die MFly-Werte ab, jedoch interessanterweise
geringfugiger. In den humanen T-Zellen liel3 sich vor allem der Einfluss einer murinen
TZRa Kette darlegen. Durch die Zugabe einer MDM2g;gg-Tumorantigen-spezifischen
TZRa Kette erfolgte in der CD8" Subpopulation eine Abnahme der MFly-Werte auf
25,7 und in der CD4" Subpopulation auf 29,2. Diese murine TZRa Kette schien einen
grof3en Einfluss auf die V 3-Expression zu nehmen. Bei den humanen TZRa Ketten
zeigte die pp65a4gs.s03-Spezifische TZRa Kette die geringste, die AMLiso- die
intermediérste und die gp100,50.28s-Spezifische TZRa Kette die groéf3te Beeinflussung
der V 3-Expression. Bei dem 2-Plasmide-retroviralen Vektorsystem (Abbildung 44 B)
konnte nach der Zugabe einer humanen TZRa Kette anstelle von MuCa lediglich
eine geringflgige V 3-Expression an der Zelloberflache detektiert werden. Hingegen
zeigte sich bei einem 1-Plasmid-retroviralen Vektorsystem Mu Wt sc coTZR p53,
auch bei der Kombination des p53.64.272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-
TZR mit humanen TZRa Kette unterschiedlicher Spezifitdten, eine effiziente V 3-
Expression (Abbildung 50 B). Es stellte sich die Frage, ob die hier beobachtete,
bessere V 3-Expression auf eine erhdhte Fremdinteraktion oder auf die spezifische
Expression des pP53264-272- TuMorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR
zurlckzufuhren war. Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurden p53-spezifische
Tetramerfarbungen durchgefiihrt (Abbildung 51). Wiederum konnten kompatible
Ergebnisse zwischen den Jurkat-76 Zellen (A) und den humanen T-Zellen (B) erzielt
werden. Anhand der MFIly-Werte zeigte sich, dass die Applikation einer murinen
MDMZ2s;.gs-Tumorantigen-spezifischen TZRa Kette zu einer rapiden Abnahme der
Tetramerpositivitat fuhrte. In den Jurkat-76 Zellen zeigte sich dies in der Abnahme
der MFIy-Werte von 2,4 (Mu Wt sc coTZR p53) auf 0,7 bei dem hybriden TZR Mu
Wta TZR MDM2/Mu Wt sc coTZR p53. Auch in den humanen T-Zellen flhrte die
Kombination des p53,64.272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR mit der
murinen MDM2g;.gg-spezifischen TZRa Kette zu einer Abnahme der MFly-Werte von
34,2 (B1/B3) und 17,8 (B2/B4) auf 2,5 (B1/B3) und 1,5 (B2/B4). Die Zugabe der
homologen p53,64-272-Tumorantigen-spezifischen TZRa Kette resultierte ebenfalls in
einer geringen Abnahme (Jurkat-76 Zellen: MFly 2,4 auf 1,9, humane T-Zellen: MFly
34,2 (B1/B3) auf 17,2 und 17,8 (B2/B4) auf 10,0), jedoch nicht in solchem MalRe wie

bei der MDM2g;.gs-Tumorantigen-spezifischen TZRa Kette. Die humanen TZRa
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Ketten schienen einen geringeren Einfluss auf die Expression des p53264.272-
Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR zu nehmen. Die pp6549s.503-Spezifische
TZRa Kette zeigte das geringste Interaktionsverhalten mit dem p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR, so dass die Tetramerpositivitat kaum
beeinflusst wurde (Jurkat-76 Zellen: MFly 2,4 auf 2,7, humane T-Zellen: MFly 34,2
(B1/B3) auf 31,3 und 17,8 (B2/B4) auf 18,5). In Bezug auf das 2-Plasmide-retrovirale
Vektorsystem war das geringere Interaktionspotential des p53,64.272-Tumorantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR mit einer pp65a4gs.503-Spezifischen TZRa Kette
kompatibel (Abbildung 44). Es zeigte sich lediglich eine geringe V 3-Expression mit
einem MFIy-Wert von 1,8 im Vergleich zu MuCa/Mu Wt sc TZR p53 mit einem MFly-
Wert von 13,4 (2-Plasmide-retrovirales Vektorsystem). Die humanen TZRa Ketten
mit den Tumorantigenspezifitaten flur gpl00,g0.288 UNd AMLi4,, reduzierten die
Expression des p53,64-272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR vergleichbar
mit der homologen p53,64.272-Tumorantigen-spezifischen TZRa Kette. In den Jurkat-
76 Zellen zeigte sich dies im Vergleich der MFly-Werte des p53264-272-Tumorantigen-
spezifischen TZR von 2,4 auf 1,5 in Kombination mit der gp100,g0-28s-Spezifischen
TZRa Kette bzw. auf 1,4 bei Zugabe der AML,4.0o-spezifischen TZRa Kette. Die
MFIly-Werte in den humanen T-Zellen erniedrigten sich von 34,2 (B1/B3) und 17,8
(B2/B4) bei der Kombination des p53.,64-272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-
TZR mit der gp100,g0-28s-spezifischen TZRa Kette auf 21,1 (B1/B3) und 12,2 (B2/B4)
und mit der AMLi14-22-spezifischen TZRa Kette auf 21,0 (B1/B3) und 12,9 (B2/B4). Im
Vergleich zum 2-Plasmide-retroviralen Vektorsystem (Abbildung 45/46) konnte kein
vollstandiger Verlust der p53-spezifischen Tetramerpositivitat und folglich kein
Verlust der p53.64-272-Tumorantigenspezifitat des Einzelketten-TZR beobachtet
werden. Trotz geringfugiger Beeinflussung der zuséatzlichen TZRa Kette konnte der
pP53264-272- TumMorantigen-spezifische Einzelketten-TZR stets spezifisch an der
Zelloberflache exprimiert werden. Die murinen TZRa Ketten fihrten zu einer
starkeren Beeinflussung der Expression des p53,s4-272-Tumorantigen-spezifischen
Einzelketten-TZR als die humanen TZRa Ketten. Hinzukommend erschien bei den
humanen TZRa Ketten die Beeinflussung der Expression spezifitdtsabhéangig zu
sein. Auch zeigte sich, dass die p53-Tetramerpositivitdt bei der Kombination des
pP53264-272- TumMorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR mit der homologen p53264-272-

spezifischen TZRa Kette in einer Abnahme der p53-Tetramerpositivitat resultierte
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Abbildung 52: Analyse der Funktionalitit des p53 264-272- TUMorantigen-spezifischen

Einzelketten-TZR mit oder ohne die Applikation von humanen und murinen TZR a Ketten

Die Resultate waren zwischen einer nicht-kompetitiven (A) und kompetitiven (B) Situation kompatibel.
Trotz geringfligiger Beeintréachtigung der applizierten humanen oder murinen TZRa Ketten blieb die
Funktionalitdt des p53,64.272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR stets erhalten. Die murine
MDM2g, gg-Tumorantigen-spezifische TZRa Kette zeigte die grofRte inhibitorische Wirkung. Anhand

der errechneten ECso-Werte wurde der Einfluss der unterschiedlichen TZRa Ketten verdeutlicht.
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(Abbildung 51). Dies koénnte auf einer sterischen Interaktion des p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR mit der p53.64-272-Spezifischen TZRa
Kette beruhen, so dass das p53-Tetramer schlechter binden konnte. Darauffolgend
wurde die Funktionalitéat des p53.64-272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR
mit und ohne zusatzliche Zugabe einer humanen oder murinen TZRa Kette
untersucht (Abbildung 52). Es erfolgte die Durchfilhrung eines Interferon-g
Freisetzungstests nach einer p53.s4272- und irrelevanten  MDM2g; gs-
peptidspezifischen Stimulation. Sowohl in den Jurkat-76 Zellen (A) als auch in den
humanen T-Zellen (B) zeigte sich trotz der Zugabe von humanen und murinen TZRa
Ketten eine gradielle Aufrechterhaltung der Spezifitdt des p53264-272- TUMorantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR. Die Herunterregulation der Expression des
Einzelketten-TZR (Tet p53%) durch die Zugabe der MDM2g; gg-Tumorantigen-
spezifischen TZRa Kette, spiegelte sich auch in der stéarksten Inhibition der
Funktionalitat wider. Bei den Jurkat-76 Zellen zeigte sich bei dem hybriden Mu Wta
TZR MDM2/Mu Wt sc coTZR p53 ein ECso-Wert von 167 nM im Vergleich zum Mu
Wt sc coTZR p53 mit einem ECso-Wert von 40 nM. In den humanen T-Zellen konnte
das Ergebnis reproduziert werden, dass der p53,s4.272-Tumorantigen-spezifische
Einzelketten-TZR infolge der Interaktion mit der MDM2g;.gs-spezifischen TZRa Kette
zu einer geringeren IFN-gFreisetzung fuhrte. Folglich schien die MDM2g;.gg-
Tumorantigen-spezifische TZRa Kette mit dem Einzelketten-TZR zu interagieren und
dessen Funktionalitéat infolge geringerer spezifischer Expression zu beeinflussen. Die
Applikation der p53,64-272-Tumorantigen-spezifischen TZRa Kette (Jurkat-76 Zellen:
ECso-Wert 117 nM, humane T-Zellen: ECso-Wert 5 nM) zeigte ebenfalls eine
geringfugige Beeinflussung der Funktionalitdt und flhrte zur erniedrigten Freisetzung
an IFN-g Die humanen TZRa Ketten zeigten, entsprechend ihrer detektierten
Beeinflussung  der  Expression des  p53ae4-272- TumMorantigen-spezifischen
Einzelketten-TZR (Tet p53*), eine sich widerspiegelnde geringfiigige Herabsetzung
der Funktionalitdt. Die pp6549s.503-Spezifische TZRa Kette (Jurkat-76 Zellen: ECso-
Wert 42 nM, humane T-Zellen: ECsp-Wert 1,9 nM) zeigte kaum eine Interaktion mit
dem p53264-272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR (FACS-Analyse Tet
p53"), was sich in kaum einer Beeinflussung der Funktionalitit widerspiegelte
(Jurkat-76 Zellen: ECso-Wert 40 nM, humane T-Zellen: ECso-Wert 1,5 nM). Die

humanen TZRa Ketten fur die Tumorantigenspezifitdten gp100,g0-28s8 uNd
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insbesondere AMLi4,, zeigten wie in Analogie zu der p53-spezifischen
Tetrameranalyse eine geringe Erniedrigung der IFN-g Sekretion nach einer p53264-272-
peptidspezifischen Stimulierung. Dies war sowohl in den Jurkat-76 Zellen als auch
humanen T-Zellen der Fall. In den Jurkat-76 Zellen zeigte sich bei dem hybriden Hu
Wta TZR gp100/Mu Wt sc coTZR p53 ein ECso-Wert von 67 nM im Vergleich zu 40
nM des p53.,64.272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR. Dieses Ergebnis war
in den humanen T-Zellen reproduzierbar mit einem ECso-Wert von 2,2 nM im
Vergleich zu 1,5 nM. Auch bei dem hybriden Hu Wta TZR AML/Mu Wt sc coTZR p53
konnte in den Jurkat-76 Zellen (ECso-Wert 64 nM) und in den humanen T-Zellen
(ECso-Wert 2,4 nM), infolge der Interaktion des p53.64-272-Tumorantigen-spezifischen
Einzelketten-TZR mit einer humanen AMLi4.0,-spezifischen TZRa Kette, eine
Beeinflussung der p53,64.272-Spezifischen Funktionalitat nachgewiesen werden. Eine
Alloreaktivitat gegentber dem MDM2g;.gs-Tumorantigen-spezifischen Peptid konnte
nicht detektiert werden. In der Tabelle 8 wurden die ECso- und Bmax-Werte der
retroviral transduzierten Jurkat-76 Zellen und der humanen T-Zellen gegeniber
gestellt. Die ECso-Werte wurden bereits im Detail miteinander verglichen, so dass auf
diese im Folgenden nicht weiter eingegangen wurde. Unter dem Bmax-Wert wird ein
Naherungswert verstanden, den der Kurvenverlauf theoretisch in der
Sattigungsphase (Plateauphase) erreichen sollte (Abbildung 52). Die Gite, d.h. die
Qualitat, eines TZR wird tber den ECsp- und Bmax-Wert (maximale Rezeptoranzahl)
bestimmt. Bei den Jurkat-76 Zellen (A) zeigte sich, dass der Bmax-Wert von 741,8
pg/ml  des p53264-272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR durch die
Interaktion mit einer MDM2g; gg-spezifischen (Bmax 455,8 pg/ml) sowie der
homologen p53,64-272-spezifischen (Bmax-Wert 606,3 pg/ml) TZRa Kette abnahm.
Somit erfolgte eine Erniedrigung der Funktionalitat der Jurkat-76 Zellen, die mit dem
pP53264-272- TumMorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR in Kombination mit einer
MDM23;.g5- oder p53,s4.272-Spezifischen TZRa Kette transduziert waren. Bei der
Interaktion des p53,64-272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten TZR mit humanen
TZRa Ketten (Bmax-Werte: Hu Mta TZR CMV / Mu Wt sc coTZR p53 824,8 pg/ml,
Hu Wta TZR gp100 / Mu Wt sc coTZR p53 780,6 pg/ml und Hu Wta TZR AML / Mu
Wt sc coTZR p53 648,9 pg/ml) zeigte sich eine geringere Erniedrigung der
Funktionalitdt. Die Kombination der AML,4.0o-spezifischen TZRa Kette und des

pP53264-272- TumMorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR schien den gré3ten Einfluss
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A) Jurkat-76 Zelllinie EC 5o-Werte Bmax-Werte

Mu Wt sc coTZR p53 40 nM 741,8 pg/ml

Hu Mta TZR CMV / Mu Wt sc 42 nM 824,8 pg/ml
COoTZR p53

Hu Wta TZR gp100/ Mu Wt sc 67 nM 780,6 pg/ml
CcoTZR p53

Hu Wta TZR AML / Mu Wt sc 64 nM 648,9 pg/ml
CoTZR p53

Mu Wta TZR p53 / Mu Wt sc 117 nM 606,3 pg/ml
CcoTZR p53

Mu Wta TZR MDM2 / Mu Wt sc 167 nM 455,8 pg/ml
COoTZR p53

B) Humane T-Zellen EC 5o-Werte Bmax-Werte

Mu Wt sc coTZR p53 1,5nM 3016 pg/ml

Hu Mta TZR CMV / Mu Wt sc 1,9nM 3058 pg/ml
CcoTZR p53

Hu Wta TZR gp100 / Mu Wt sc 2,2nM 2370 pg/ml
COoTZR p53

Hu Wta TZR AML / Mu Wt sc 2,4nM 2445 pg/ml
CoTZR p53

Mu Wta TZR p53 / Mu Wt sc 5nM 2473 pg/ml
COoTZR p53

Mu Wta TZR MDM2 / Mu Wt sc 2nM 1101 pg/mi

COoTZR p53

Tabelle 8: Zusammenfassung der EC

50- und Bmax-Werte

Es zeigte sich sowohl in der Jurkat-76 Zelllinie (A) als auch in den humanen T-Zellen (B), dass die

Interaktion des p53,64.272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR mit der MDM2g, gg-spezifischen

TZRa Kette zu der starksten Abnahme der Funktionalitat der Zellen flhrte.
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auf die spezifische IFN-g Sekretion der Zellen zu nehmen. Bei den humanen T-Zellen
(B) wurde die Funktionalitat durch die Interaktion des p53264-272-Tumorantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR (Bmax-Wert 3016 pg/ml) mit der MDM2g;.gs-
spezifischen TZRa Kette (Bmax-Wert 1101 pg/ml) am starksten herabgesetzt. Die
humane gp100,g0-233- (Bax-Wert 2370 pg/ml) und AML;14.2,- (Bmax-Wert 2445 pg/ml)
spezifischen TZRa Ketten sowie die homologe p53;64.272-Tumorantigen-spezifische
TZRa Kette (Bmax-Wert 2473 pg/ml) zeigten eine kompatible Beeinflusssung der
Funktionalitat. Es zeigte sich eine geringere spezifische IFN-g Sekretion der T-Zellen,
die in Kombination mit dem p53.64.272- Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR
und diesen TZRa Ketten transduziert waren. Die humane pp6549s5503-Spezifische
TZRa Kette erschien mit einem Bmax-Wert von 3058 pg/ml keine Beeinflussung auf
die Funktionalitat der humanen T-Zellen zu nehmen. Insgesamt zeichnete sich auch
anhand der Bmax-Werte ab, dass der p53,s4-272-Tumorantigen-spezifische
Einzelketten-TZR eines 1-Plasmid-retroviralen Vektorssystems, vorzugsweise durch
die Interaktion mit einer murinen MDM2g;.gs-Spezifischen TZRa Kette negativ
beeinflusst wurde. Im Vergleich zum 2-Plasmide-retroviralen Vektorsystem blieb die
Funktionalitat des p53264-272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR, kloniert
auf einem 1-Plasmid-retroviralen Vektorsystem stets erhalten. Bei dem 2-Plasmide-
retroviralen Vektorsystem fiihrte die Applikation einer humanen sowie murinen TZRa
Kette, mit Ausnahme der homologen p53,s4-272-Tumorantigen-spezifischen TZRa
Kette, zu einem vollstdndigen Verlust der Funktionalitat (Abbildungen 45/46). Des
Weiteren konnte, im Gegensatz zum 2-Plasmide-retroviralen Vektorsystem, im 1-
Plasmid-retroviralen Vektorsystem unabhéngig einer kompetitiven oder nicht-
kompetitiven Situation stets die Expression des p53,s4-272- Tumorantigen-spezifischen

Einzelketten-TZR verzeichnet werden (Abbildungen 51).

4.4.4 Gezielte Punktmutagenese des P53  ,64.072-TUMOrantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR eines 1-Plasmid-retro  viralen

Vektorsystems

Es wurde wie unter 4.4.2 beschrieben die gezielte Punktmutagenese der Va-
Doméne an der Aminosauren-Position 115 des p53264-272- Tumorantigen-spezifischen

Einzelketten-TZR durchgefihrt (Anhang sowie Datentrager). Der
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Aminosaureaustausch eines Adenins zu einem Cytosin resultierte in der
Ausschaltung der p53-spezifischen Tetramerbindung. Im Folgenden wurde detailliert
untersucht, ob die Interaktion des p53,64.272- TumMorantigen-spezifischen Einzelketten-
TZR (1-Plasmid-retrovirales Vektorsystem) auf der Interaktion mit einer Volllangen-
TZRa Kette, indem die Va-Domane des p53,64-272-Tumorantigen-spezifischen
Einzelketten-TZR verdrangt wird, beruhte. Es wurde analysiert, ob eine p53-
spezifische Tetramerbindung mittels der Interaktion der wildtypischen p53264-272-
spezifischen TZRa Kette mit dem gezielt mutierten p53264.272-TUuMorantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR rekonstituiert werden konnte. Hierfir wurden die
Jurkat-76 Zellen sowie die humanen T-Zellen mit dem wildtypischen p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR als Kontrolle, mit dem mutierten p53,¢4-
o72-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR sowie dieser in Kombination mit
murinen und humanen TZRa Ketten retroviral transduziert. Zur Analyse wurden V 3-
Farbungen durchgefiihrt (Abbildung 53). Insgesamt erschienen die transduzierten
Jurkat-76 Zellen sowie die humanen T-Zellen positiv fur die V 3-Expression. Die
Expression des mutierten p53,64.272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR
(Jurkat-76 Zellen: MFly 6,3, humane T-Zellen: MFly 47,2 (B1/B3) und 37,6 (B2/B4))
war geringflgig niedriger als die des Wildtypen (Jurkat-76 Zellen: MFly 7,6, humane
T-Zellen: MFly 57,2 (B1/B3) und 43,4 (B2/B4)). Bei den Jurkat-76 Zellen zeigte sich
keine grofRe Differenz zwischen den MFIly-Werten der Expression des mutierten
pP53264-272- TumMorantigen-spezifischen  Einzelketten-TZR (MFly 6,3) und dem
mutierten Einzelketten-TZR in kombinierter Transfektion mit einer murinen p53264-272-
(MFly 5,9) oder MDM2g3.85- (MFIly 7,1) TZRa Kette. Auch in Kombination mit einer
humanen gp100,s0-28s- (MFly 5,8), pp65495.503- (MFly 6,3) oder AML;4.2,- (MFly 5,7)
spezifischen TZRa Kette zeigten sich im Vergleich zur Expression des Mu Mt sc
coTZR p53 (MFly 6,3) keine hinreichenden Unterschiede. In den humanen T-Zellen
verhielt sich dies etwas anders. Es zeigte sich, dass die V 3-Expression durch eine
MDM2s;.gs-Tumorantigen-spezifische TZRa Kette (MFly 29,2 (B1/B3) und 23,3
(B2/B4)) sowie eine humane gpl00,g0.288-Tumorantigen-spezifische TZRa Kette
(MFly 26,9 (B1/B3) und 23,7 (B2/B4)) im Vergleich zum Mu Mt sc coTZR p53 (MFly
47,2 (B1/B3) und 37,6 (B2/B4)) erniedrigt wurde. Die pp6549s5.503-Spezifische TZRa
Kette zeigte keine Beeinflussung (MFly 47,3 (B1/B3) und 35,9 (B2/B4)). Bei der

homologen p53.64-272-Tumorantigen-spezifischen TZRa Kette konnte ebenfalls eine
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Abbildung 53: V 3-Expression der transduzierten Jurkat-76 Zellen un d T-Zellen mit dem

mutierten  p53 ,s4.272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR sowie i n kombinierter

Transfektion mit humanen und murinen TZR  a Ketten

Der mutierte p53,64.272-Tumorantigen-spezifische Einzelketten-TZR wies eine geringere V 3-
Expression als der wildtypische auf. Der Vergleich der MFIly-Werte der Jurkat-76 Zellen (A) zeigte
keine grof3e Differenz, ob zuséatzlich eine weitere TZRa Kette appliziert wurde. Bei den humanen T-
Zellen (B) fuhrte die Applikation einer murinen MDM2g;gs- uUnd einer humanen gpl100,g4.2gg-

Tumorantigen-spezifischen TZRa Kette zu einer Reduktion der V 3-Expression.
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Abbildung 54: Rekonstitution der p53-spezifischenTe tramerbindung des mutierten p53  64.072-
Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR

Die Expression des wildtypischen p53,s4.27,- Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR (Mu Wt sc
cOTZR p53) konnte mittels der p53-spezifischen Tetramerfarbung nachgewiesen werden. Die
Mutation in der Va-Doméne des Mu Mt sc coTZR p53 fihrte zu der Ausschaltung der p53-
spezifischen Tetramerbindung. Durch die Applikation der wildtypischen p53.¢4.072-Spezifischen TZRa
Kette und dem Mu Mt sc coTZR p53 konnte diese rekonstituiert werden.
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Reduktion der V 3-Expression (MFly 35,0 (B1/B3) und 28,0 (B2/B4)) detektiert
werden. Jedoch wesentlich geringflgiger als bei der MDM2g; gg-Tumorantigen-
spezifischen TZRa Kette (MFly 29,2 (B1/B3) und 23,3 (B2/B4)). Diese Ergebnisse
waren kompatibel mit denen aus Kapitel 4.4.2. Es sei darauf hingewiesen, dass bei
den humanen T-Zellen die AML;42,-Tumorantigen-spezifische TZRa Kette nicht
weiter mitverwendet wurde, da diese sich meist gleich wie die gp100,g0-28s-
spezifische TZRa Kette verhielt (Abbildungen 50/51). AnschlieRend wurden die
Jurkat-76 Zellen (A) und die humanen T-Zellen (B) hinsichtlich ihrer Spezifitat mittels
einer p53-spezifischen Tetramerfarbung analysiert (Abbildung 54). Es zeigte sich
sowohl in den Jurkat-76 Zellen als auch in den humanen T-Zellen, dass die gezielte
Punktmutagenese in der Va-Domane des p53264-272-Tumorantigen-spezifischen
Einzelketten-TZR zu der Ausschaltung der p53-spezifischen Tetramerbindung fuhrte.
Des Weiteren erschienen alle Zellen negativ fur das p53-spezifische Tetramer, die
mit dem mutierten Einzelketten-TZR zusammen mit einer murinen MDM2g;.gg-,
humanen gpl100,g0.28s- Tumorantigen-spezifischen oder pp65495.503-Spezifischen
TZRa Kette transduziert waren. Ausschlie3lich die Zellen, welche zusatzlich zu dem
mutierten p53,64-272-TumMorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR, die wildtypische
pP53.64-272- TumMorantigen-spezifische TZRa Kette appliziert bekamen, zeigten die
Rekonstitution der p53-spezifischen Tetramerbindung. Jedoch konnte nicht die
gleiche Intensitat der Tetramerspezifitat erzielt werden. In den Jurkat-76 Zellen zeigte
der hybride Mu Wta TZR p53/Mu Mt sc coTZR p53 einen MFIly-Wert von 1,0 im
Vergleich zu einem MFIly-Wert von 1,6 des wildtypischen p53,64.272-Tumorantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR. Auch in den humanen T-Zellen wies der hybride Mu
Wta TZR p53/Mu Mt sc coTZR p53 niedrigere MFly-Werte (9,2 (B1/B3) und 3,3
(B2/B4)) als der Mu Wt sc coTZR p53 (MFIly-Werte 24,1 (B1/B3) und 11,3 (B2/B4))
auf. Dieses Resultat zeigte, dass der p53,s4-272-Tumorantigen-spezifische
Einzelketten-TZR eines 1-Plasmid-retroviralen Vektorsystems das Potential besitzt,
mit einer Volllangen-TZRa Ketten zu agieren. Die Interaktion fuhrte zur Verdrangung
der mutationstragenden Va-Domane des Einzelketten-TZR durch die wildtypische
Va-Domane der Volllangen p53264-272-Tumorantigen-spezifischen TZRa Kette. Im
Weiteren wurde die Funktionalitét in einem Interferon-g Elisa untersucht (Abbildung
55). Es zeigte sich, dass die Mutation in der Va-Domane des p53264-272-

Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR zum Verlust der Funktionalitat fuhrte.
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Abbildung 55: Rekonstitution der Funktionalitat des mutierten p53 264.272-TuMoOrantigen-

spezifischen Einzelketten-TZR

Die Zellen, welche mit dem mutierten p53,64.27.-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR
transduziert waren, zeigten keine IFN-g Sekretion nach einer p53,64.272-peptidspezifischen
Stimulierung. Die Applikation einer wildtypischen p53,64.27,- Tumorantigen-spezifischen TZRa Kette
rekonstituierte die Funktionalitdt des mutierten Einzelketten-TZR. Jedoch war diese hinsichtlich der
Effizienz an sekretiertem Interferon-g nach einer p53.¢4.072-peptidspezifischen Stimulation weitaus
geringer als von den Zellen, die mit dem Wildtypen (Mu Wt sc coTZR p53) transduziert waren. Eine
Alloreaktivitdt gegeniiber dem MDM2g, g5-Tumorantigen-spezifischen Peptid konnte nicht verzeichnet

werden.
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AusschlieBlich die Applikation der wildtypischen  p53,64-272-Tumorantigen-
spezifischen TZRa Kette rekonstituierte die Spezifitat des mutierten Einzelketten-
TZR. Diese zeigte ausgehend von den ECso-Werten der humanen T-Zellen (B) eine
2,4-fach geringere Effizienz als der wildtypische p53;64-272-Tumorantigen-spezifische
Einzelketten-TZR. Dies spiegelte sich auch in der Jurkat-76 Zelllinie (A) wider. Die
Zellen, die mit dem TZR-Konstrukt bestehend aus dem mutierten p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR und der wildtypischen p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen Volllangen TZRa Kette (ECso-Wert 3,4 nM) ausgestattet
waren, zeigten im Vergleich zum Mu Wt sc coTZR p53 (ECso-Wert 1,4 nM) eine
geringere Interferon-g Sekretion nach einer  p53ae4-272-peptidspezifischen
Stimulierung. Eine unspezifische IFN-g Freisetzung nach einer irrelevanten MDM2g;.
ss-peptidspezifischen Stimulation konnte nicht verzeichnet werden. Von essentieller
Bedeutung war es festzuhalten, dass die hier beobachteten Ergebnisse das Modell
der Interaktion eines p53;64-272-TuMorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR mit
einer TZRa Kette unterstitzten. Jedoch konnte wie unter 4.4.2 beschrieben gezeigt
werden, dass der p53.s4.272-Tumorantigen-spezifische Einzelketten-TZR eines 1-
Plasmid-retroviralen  Vektorsystems, trotz eines moglichen Potentials an
Fremdinteraktionen mit TZRa Ketten, vorzugsweise mit seiner eigenen Spezifitdt an
der Zelloberflache exprimiert wurde. Des Weiteren lie3 sich kein Verlust der
Funktionalitat ~ detektieren.  Hinzukommend resultierten die  beobachteten
Interaktionen mit einer TZRa Kette vorzugsweise in der Fremdinteraktion mit einer
murinen MDM2g;_gg-Tumorantigen-spezifischen TZRa Kette. Bei Verwendung einer
homologen p53,64.272-Tumorantigen-spezifischen TZRa Kette wurde eine Interaktion
forciert. Hingegen wiesen humane TZRa Ketten eine geringe bis kaum zu
detektierende Interaktion mit dem p53,64-272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-
TZR auf.

4.4.5 Optimierungsverfahren des p53 ,e4.272-Tumorantigen-spezifischen
Einzelketten-TZR zur Inhibition der Interaktion mit fremden TZR a

Ketten

Die Interaktion des p53;s4-272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR eines 2-

Plasmide- oder 1-Plasmid-retroviralen Vektorsystems mit murinen und in einem
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geringeren Mal3e auch mit humanen TZRa Ketten, beruhte auf eine Fremdinteraktion
mit einer Volllangen-TZRa Kette. Dabei erfolgte die Verdrdngung der Va-Domane
des p53,64-272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR, welche von der Va-
Domane der Volllangen-TZRa Kette ersetzt wurde. Es stellte sich die Frage, ob eine
Optimierung der Va / V -Bindung des p53,64-272-Tumorantigen-spezifischen
Einzelketten-TZR, indem beide Domé&nen naher zueinander gezwungen werden,
eine solche Verdrangung verhindern koénnte. Im Folgenden wurde der Einbau einer
zusatzlichen Disulfidbricke mittels rationalem Protein-Design (Voss et al., 1996,
2008) und gezielter Punktmutagenese durchgefiihrt. Fir das Klonierungsverfahren
wurde der p5364.272- Tumorantigen-spezifische Einzelketten-TZR eines 1-Plasmid-
retroviralen Vektorsystems verwendet. Es wurden zwei Positionen fir den Austausch
der Aminoséuren auf der Va-Domane des p53,s4.272-Tumorantigen-spezifischen
Einzelketten-TZR hinsichtlich ihrer Effizienz der Inhibition der Verdrangung der Va-
Doméane ausgewdahlt. An der Position 49 der Va-Doméne des p53264.272-
Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR kodierten die Nukleotide fur die
Aminosaure Glycin, welche bewusst mittels der Veranderung des Basentripletts zu
einem Cystein mutiert wurde. Entsprechend erfolgte auf diesem TZR-Konstrukt die
gezielte Punktmutagenese am Ende des SL7-Linkers, indem an der Position 16 das
kodierende Basentriplett fur die Aminosdure Glycin in ein Cystein (G16C) formiert
wurde. Die Rationale hier ist anzunehmen, dass das C-terminale Ende des Linkers
bereits der V -Domane zuzurechnen ist und somit sozusagen eine Disulfidbriicke
zwischen den V-Domaéanen eingerichtet wird. Den Linker zu modifizieren hat den
Vorteil, die V -Doméane selbst unverandert zu belassen, um diese moglichst nativ zu
bewahren. Das erste gezielt mutierte p53,64-272-Tumorantigen-spezifische
Einzelketten-TZR-Konstrukt ~ wurde entsprechend der Positionen der
Aminosaureaustausche in der Va-Domane als Mu Wt sc coTZR p53_G49C
bezeichnet. Das zweite p53264-272-Tumorantigen-spezifische Einzelketten-TZR-
Konstrukt behielt die Position des Austausches der Aminoséure auf dem SL7-Linker
bei. Jedoch wurde auf der Va-Domane des p53,s4-272-Tumorantigen-spezifischen
Einzelketten-TZR die Position 51 ausgewahlt. Das Basentriplett kodierte fir die
Aminosaure Glutamin und wurde zielgerichtet in ein Cystein verandert. Das zweite
gezielt mutierte p53.64-272-TumMorantigen-spezifische Einzelketten-TZR-Konstrukt

wurde, ebenfalls entsprechend der Positionen der Aminosaurenaustausche in der
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Va-Domane, als Mu Wt sc coTZR p53_Q51C bezeichnet. Auf dem Datentrager
wurden die Sequenzen inklusive der Primerpaare sowie der Vergleich zwischen der
Ausgangssequenz und der veranderten Nukleotidsequenz aufgefiihrt. Im Folgenden
wurde der p53,64-272-Tumorantigen-spezifische Einzelketten-TZR sowie die gezielt
mutierten Einzelketten-TZR-Konstrukte, Mu Wt sc coTZR p53_G49C und Mu Wt sc
coTZR p53 Q51C, in humane Jurkat-76 Zellen und humane T-Zellen retroviral
transduziert. Ebenso erfolgte die kombinierte Transfektion der Einzelketten-TZR-
Konstrukte mit der humanen pp6549s.503-spezifischen, der murinen p53264.272- und
MDMZ2g;.gg-Tumorantigen-spezifischen TZRa Ketten. Jedoch konnte anhand der
durchgefuhrten FACS-Analyse kein hinreichender Aufschluss Uber die Effizienz der
zusatzlichen Disulfidbriicke zur Inhibition der Verdrangung der Va-Doméne der
Einzelketten-TZR-Konstrukte, Mu Wt sc coTZR p53_G49C und Mu Wt sc coTZR
p53_Q51C, erzielt werden. Woraufhin auf die Prasentation dieser Daten verzichtet
wurde. Essentieller war es, dass eine weitere Modifikation der TZR-Konstrukte
durchgefuhrt wurde und zum gewtinschten Resultat fihrte. Es erfolgte eine weitere
zielgerichtete Punktmutagenese an der Aminosaure-Position 115 in der Va Domane
der Einzelketten-TZR-Konstrukte, Mu Wt sc coTZR p53_G49C und Mu Wt sc coTZR
p53_Q51C. Die Veranderung der Nukleinbase Adenin zu einem Cytosin in der
CDR3a Schleife fuhrte zur Modifikation des Basentripletts und resultierte in der
Entstehung eines Alanins anstelle eines Aspartats. Hierdurch konnte die p53-
spezifische Tetramerbindung ausgeschaltet werden (Kapitel 4.4.2 und 4.4.4).
Darauffolgend wurden die humanen Jurkat-76 Zellen und die T-Zellen mit dem
wildtypischen p53.64-272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR (Mu Wt sc
coTZR p53) und den Einzelketten-TZR-Konstrukten mit integrierter zusatzlicher
Disulfidbricke (Mu Wt sc coTZR p53_G49C und Mu Wt sc coTZR p53 Q51C)
retroviral transduziert. Ebenfalls erfolgte die Transduktion der mutierten p53264.-272-
Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR-Konstrukte, welche die Mutation in der
CDR3a Schleife der Va-Domdne zum Ausschalten der p53-spezifischen
Tetramerbindung trugen (Mu Mt sc coTZR p53, Mu Mt sc coTZR p53_G49C und Mu
Mt sc coTZR p53_Q51C). Hinzukommend wurden diese mutierten TZR-Konstrukte
mit der wildtypischen p53,64-272-Tumorantigen-spezifischen TZRa Kette kombiniert.
Im Folgenden wurde untersucht, ob das Optimierungsverfahren des p53264.272-
Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR (Mu Mt sc coTZR p53_G49C und Mu
Mt sc coTZR p53_Q51C) zu einer verminderten Rekonstitution der p53-spezifischen
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Abbildung 56: Optimierung der V. a /V —Interaktion des Mu Wt sc coTZR p53

In den Jurkat-76 T-Zellen (A) zeigte sich die CD3-Oberflachenexpression im Zusammenhang mit der
TZR-Expression. Sowohl in den Jurkat-76 Zellen (A) als auch in den humanen T-Zellen (B) fuihrte die
zusatzliche Disulfidbriicke, vorzugsweise an der Position 51 in der Va-Doméne und des C-terminalen
Endes des SL7-Linkers (G16C) des p53,64.27o-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR, zu einer

Inhibition der Interaktion mit der p53.64.072- Tumorantigen-spezifischen TZRa Kette.
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Tetramerbindung nach der Applikation einer wildtypischen p53.64-272-spezifischen
TZRa Kette fuhrte. Auf die Darstellung der V 3-Expression konnte verzichtet werden,
da in den humanen Jurkat-76 Zellen mit der TZR-Expression die proportionale
Hochregulation des Korezeptors CD3 erfolgte. Folglich konnte der Nachweis der
Expression fur die p53-spezifischen Tetramer-mutierten Einzelketten-TZR-Konstrukte
durch die Ko-Farbung mit einem CD3-Antikdrper durchgefiihrt werden. Die Kontrolle
Mock zeigte in den Jurkat-76 Zellen keine CD3 Oberflachenexpressio, aufgrund einer
fehlenden TZR-Expression Die Ergebnisse zwischen den humanen Jurkat-76 Zellen
(A) und T-Zellen (B) waren kompatibel (Abbildung 56). Es zeigte sich, dass die
Einzelketten-TZR-Konstrukte mit der zuséatzlichen Disulfidbriicke zwischen der Va-
und V -Domane (Mu Wt sc coTZR p53 G49C und Mu Wt sc coTZR p53_Q51C)
vergleichbar effizient mit dem Ausgangskonstrukt (Mu Wt sc coTZR p53) exprimiert
wurden (Abbildung 56 A1/B1). Eine etwas geringere Expression wies der Mu Wt sc
COTZR p53 _G49C auf. Die Mutation in der Va-Domane der Einzelketten-TZR
Konstrukte verlief erfolgreich, so dass eine p53-spezifische Tetramerfarbung nicht
mehr moglich war (Abbildung 56 A2/B2). In den Jurkat-76 Zellen war stets eine CD3
Expression als Nachweis der Expression der mutierten Einzelketten-TZR-Konstrukte
ersichtlich. Das Ausgangskonstrukt, welches dem unmodifizierten p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR (Mu Mt sc coTZR p53) entsprach,
zeigte mit der Applikation einer wildtypischen p53,64.272-Tumorantigen-spezifischen
TZRa Kette in erhohtem Mafle die Rekonstitution der p53-spezifischen
Tetramerbindung (Abbildung 56 A3/B3). Die Konstrukte mit der zusétzlich
eingebauten Disulfidbriicke, zur Optimierung der Interaktion zwischen der Va- und
V -Doméne des Einzelketten-TZR (Mu Mt sc coTZR p53_G49C, Mu Mt sc coTZR
p53_Q51C), erzielten eine substantielle Reduktion der Rekonstitution der p53-
spezifischen Tetramerbindung. Mit dem Einzelketten-TZR-Konstrukt Mu Mt sc coTZR
p53_G49C konnte bereits eine Reduktion erreicht werden, jedoch zeigte das Mu Mt
sc coTZR p53 _Q51C Konstrukt die hochste Effizienz in der Inhibition der
Rekonstitution. Die Resultate implizierten die erfolgreiche Inhibition der Verdrangung
der Va-Domane des p53.,64-272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR. Durch
die zusatzliche Disulfidbricke, vorzugsweise an der Position 51 in der Va-Domane
zu dem C-terminalen Ende des SL7-Linkers (G16C), wurde die Va / V -Interaktion
gestarkt, indem diese kovalent verbunden wurden. Diese Optimierung des p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR fuhrte zur Inhibition der Interaktion mit
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Abbildung 57: Inhibition der Rekonstitution der Fun ktionalitdt des mutierten p53  264.272-

Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR mittels der Optimierung derV a/V Interaktion

In den Jurkat-76 Zellen (A) zeigte sich das Einzelketten-TZR-Konstrukt Mu Wt sc coTZR p53_Q51C
mit einer verbesserten Funktionalitat. Dies liel3 sich aber in den humanen T-Zellen (B) nicht
reproduzieren. Essentiell war es, dass sich die Funktionalitat des mutierten p53,64.272-Tumorantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR mit zusétzlicher Modifikation einer Disulfidbricke (Mu Mt sc coTZR
p53_G49C, Mu Mt sc coTZR p53_Q51C) zusammen mit einer Mu Wta TZR p53 nur geringflgig
rekonstituieren lie3. Das Einzelketten-TZR-Konstrukt mit der Mutation an der Position 51 war am
effektivsten in der Inhibition der Rekonstitution der Funktionalitat (Mu Wta TZR p53/Mu Mt sc coTZR
p53_Q51C).
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der wildtypischen p53,64.272-Tumorantigen-spezifischen Volllangen-TZRa Kette.
Hinzukommend wurden Funktionalitdtsanalysen in einem Interferon-g Elisa
durchgefuhrt. Es wurde die Rekonstitution der Funktionalitdt der mutierten
Einzelketten-TZR-Konstrukte (Mu Mt sc coTZR p53, Mu Mt sc coTZR p53_G49C und
Mu Mt sc coTZR p53Q51C) nach der Applikation der wildtypischen p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen TZRa Kette tUberprift (Abbildung 57). In den Jurkat-76
Zellen (A) schien mit dem Mu Wt sc coTZR p53_Q51C eine Effizienzsteigerung
hinsichtlich der Funktionalitat erzielt worden zu sein. Dies spiegelte sich jedoch nicht
in den humanen T-Zellen (B) wider. Reproduzierbar und von essentieller Bedeutung
war es, dass die zusatzliche Disulfidbriicke an der Position 51 in der Va-Domane /
G16C im SL7-Linker (Mu Wta TZR p53/Mu Mt sc coTZR p53_Q51C) zu einer
effizienten Inhibition der Rekonstitution der Funktionalitdt des mutierten Einzelketten-
TZR fuhrte. Die Mutation an der Position 49 zeigte ebenfalls einen inhibierenden
Einfluss, jedoch nicht solchermaf3en wie die Mutation an der Position 51. Vor allem in
den humanen T-Zellen (B) konnte die effiziente inhibitorische Wirkungsweise der
eingebauten Disulfidbriicke an der Position 49 oder 51 in der Va-Domane zum C-
terminalen Ende des SL7-Linker (G16C) im Vergleich zum wildtypischen p53264.272-
Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR (Mu Mt sc coTZR p53) verdeutlicht
werden. Die, mit dem Mu Wta TZR p53 / Mu Mt sc coTZR p53 TZR Konstrukt
transduzierten T-Zellen sekretierten in einem erhéhten Mal3e IFN-gnach einer p53264-
272-peptidspezifischen Stimulation. Folglich konnte die Funktionalitat des mutierten
p53264-272- Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR (Mu Mt sc coTZR p53)
effektiv wiederhergestellt werden. Die aufgeflhrten Resultate der FACS-Analyse
spiegelten sich in der Auswertung der Funktionalitat wider. Die Inhibition der
Verdrangung der mutierten Va-Doméne des p53,s4-272-Tumorantigen-spezifischen
Einzelketten-TZR durch die Interaktion mit der wildtypischen Va-Domé&ne der
Volllangen-p53,64-272-Tumorantigen-spezifischen TZRa Kette (Mu Wta TZR p53),
fuhrte zur Verhinderung der Rekonstitution der Funktionalitdt. Die eingebaute
Disulfidbriicke, vorzugsweise an der Position 51 in der Va-Domane zum C-
terminalen Ende des SL7-Linkers (G16C), optimierte die Effizienz der Interaktion
zwischen der Va- und V -Domane des p53264-272-Tumorantigen-spezifischen
Einzelketten-TZR. Hierdurch wurde die Interaktion mit einer Volllangen-TZRa Kette

minimiert. Die Analysen unterstitzten das Modell der Interaktion eines p532s4.272-
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Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR mit einer murinen und sehr

wahrscheinlich auch mit einer humanen TZRa Kette.

4.4.6 Analyse der TZR-MHC:Peptid-Affinitat des modi fizierten,

optimierten p53 ,e4.072- TuMorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR

Die Optimierung des p53,64-272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR (Mu Wt
sc coTZR p53) mit einer zusatzlichen Disulfidbricke zwischen der Va-Domane
(Q51C) und dem C-terminalen Ende des SL7-Linkers (G16C) kdnnte zu einer
Beeintrachtigung der TZR-MHC:Peptid-Affinitdt fluhren. Zur Analyse, ob die
Modifikation des p53.e4.272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR in einer
geringeren Affinitat resultierte, wurden Kp-Bestimmungen mit den TZR-Konstrukten
Mu Wt sc coTZR p53 und Mu Wt sc coTZR p53_Q51C der retroviral transduzierten
Jurkat-76 Zellen durchgefuhrt. Hierfir erfolgten konzentrationsabhangige, diluierte
p53-spezifische Tetramerfarbungen (Abbildung 58). Es zeigte sich, dass die Jurkat-
76 Zellen, welche mit dem Mu Wt sc coTZR p53, im Vergleich zu den Jurkat-76
Zellen, welche mit dem Mu Wt sc coTZR p53_Q51C, retroviral transduziert waren,
eine nur geringfugig bessere Anfarbbarkeit mit dem p53-spezifischen Tetramer
aufwiesen. Es konnte sich aber keine hinreichende Differenz in der Abnahme der
p53-spezifischen Tetrameranfarbung in der Verdinnungsreihe abzeichnen. Die
Bestimmung der Kp-Werte erfolgte aus der Sattigungskurve (Abbildung 59). Hierbei
wurde die p53-spezifische Tetramerkonzentration gegentber der gebundenen p53-
spezifischen, durchschnittlichen Fluoreszenzintensitat (MFI Tet p53) aufgetragen. Es
zeigte sich, dass der Kurvenverlauf der Jurkat-76 Zellen, die mit dem Mu Wt sc
coTZR p53_Q51C ausgestattet wurden, eine hohere Steigung aufzeigte als der, der
transduzierten Jurkat-76 Zellen mit dem Ausgangskonstrukt Mu Wt sc coTZR p53.
Jedoch konnte ein héherer Sattigungswert mit den Zellen, welche mit dem Mu Wt sc
coTZR p53 transduziert waren, erzielt werden. Dieses Ergebnis war kompatibel mit
der FACS-Analyse der retroviral transduzierten Jurkat-76 Zellen (Abbildung 58). Die
Bestimmung der Kp-Werte erfolgte aus der halbmaximalen p53-spezifischen
durchschnittlichen Fluoreszenzintensitat (MFI Tet p53). Es konnte ein geringfligig
niedrigerer Kp-Wert bei den Jurkat-76 Zellen, die mit dem optimierten TZR-Konstrukt
Mu Wt sc coTZR p53_Q51C transduziert waren, mit einem Wert von 8,5 nM

detektiert werden. Das parentale Einzelketten-Konstrukt Mu Wt sc coTZR p53
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Abbildung 58: Konzentrationsabhangige p53-spezifisc he Tetramerfarbung

Die transduzierten Jurkat-76 Zellen, welche mit dem wildtypischen p53.64.272-Tumorantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR transduziert waren, zeigten eine hdéhere Anfarbbarkeit fur sattigende
Tet p53-Dosen im Vergleich zu den Zellen, die mit dem Mu Wt sc coTZR p53_Q51C ausgestattet
wurden. Jedoch signalisierte die Abnahme der Tetramerbindung mit abnehmender Konzentration

keinen hinreichenden Unterschied zwischen den beiden TZR-Konstrukten.
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Abbildung 59: K p-Bestimmung der TZR-Konstrukte Mu Wt sc coTZR p53 u  nd Mu Wt sc coTZR
p53_Q51C

Die  p53-spezifische  Tetramerkonzentration  wurde  gegeniber der  durchschnittlichen
Fluoreszenzintensitat (MFI/Tet p53,6427,) aufgetragen. Daraus ergab sich eine Sattigungskurve
entsprechend der TZR-Konstrukte Mu Wt sc coTZR p53 und Mu Wt sc coTZR p53_Q51C. Die Kp-
Bestimmung aus der Sattigungskurve implizierte eine kompatible TZR-MHC:Peptid-Affinitat. Die
Scatchard-Analyse bewies ebenso vergleichbare Dissoziationskonstanten, die an der Steigung
abzulesen sind. Allerdings folgen die transformierten Werte einer leichten Krimmung, was auf

Tetramer-konzentrationsabhéngige Bindungsphanomene schlieRen IaRt.

legte einen Kp-Wert von 10 nM dar. Die Modifikation des wildtypischen p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR fuhrte zu keiner Reduktion der TZR-
MHC:Peptid-Affinitat. Die Scatchard-Analyse, die einer Linear-Transformation der
Sattigungs-Bindungsdaten durch das Auftragen des Quotienten der gebundenen und
der freien Tetramer-Konzentration gegen das gebundene Tetramer entspricht,
konnte die Dissoziationskonstanten in einer Linear-Regression weitgehend
reproduzieren. Allerdings wies eine leichte Krummung der Daten auf Tetramer-

konzentrationsabhéngige Bindungsphanomene hin.

Zusammenfassend konnte ein erhohter Sicherheitsaspekt durch die Va / Vb-
Optimierung des p53,64-272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR erzielt

werden, ohne die Antigen-Erkennung zu kompromittieren.
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4.4.7 Effiziente Tumorerkennung der humanen p53  ,g4.272- TumMorantigen-

spezifischen T-Zellen in vitro

Der p53.64-272-Tumorantigen-spezifische  Einzelketten-TZR  eines  1-Plasmid-
retroviralen Vektorsystems wurde hinsichtlich der effizienten Erkennung von
Tumorzelllinien analysiert. Hierfir fanden die Tumorzelllinien Saos 2 /143
(Transfektante fur das humane p53-Gen. Das humane p53-Gen tragt eine Mutation,
die nach der Translation den Aminosaurerest 143 (V zu A) betrifft (Dittmer et al.
1993; Theobald et al. 1995) und UocB 11 Verwendung, die positiv fir das
wildtypische p53-Protein und das HLA-A2-Allel sind. Bei der Beladung von Zielzellen
mit einer definierten Konzentration an p53264-272-Tumorantigen-spezifischem Peptid,

wurde keine reale Situation einer endogenen, proteasomalen Prozessierung von
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Abbildung 60: Effiziente Tumorerkennung von p53 264-272- TUMOrantigen-prasentierenden

Tumorzellen mittels der retroviral generierten p53  ,64.072-Tumorantigen-spezifischen T-Zellen

Die p53.64.072-Tumorantigen-spezifischen humanen T-Zellen zeigten eine effiziente Lyse der
Tumorzelllinien Saos 2/143 und UocB 11. Die Spezifitdt der Erkennung der Tumorzellen durch die T-
Zellen richtete sich auf die endogene p53,64.272-Tumorantigen-spezifische Peptidprasentation. Eine

Alloreaktivitat gegentber den Saos 2 Zellen konnte nicht detektiert werden.
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Proteinen sowie Antigenprasentation erzielt. Die Prasentation von endogen
prozessierten Proteinen lag meist unter der, der exogenen Peptidbeladung. Von
essentieller Bedeutung war die Analyse der Effektivitdt und Spezifitat der retroviral
generierten p5364-272- TumMorantigen-spezifischen T-Zellen hinsichtlich der Erkennung
von endogenem, prozessiertem und prasentiertem p53;64-272-TUMoOrantigen-
spezifischen Peptid. Im Folgenden wurden humane T-Zellen mit dem p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR retroviral transduziert. Entsprechend
der CD8" und Tet p53" Expression der transduzierten T-Zellen erfolgte die
Einstellung des E:T Verhéltnisses fiir einen *Cr-Zytotoxizitatstest (Abbildung 60). Es
zeigte sich, dass die Zellen in der Lage waren effizient und effektiv die Tumorzellen
zu erkennen und spezifisch zu lysieren. Als Kontrolle dienten die Saos 2 Zellen,
welche nicht mit dem Gen fir das p53-Protein transfiziert waren. Gegenuber diesen
konnte keine Alloreaktivitat detektiert werden. Zusammenfassend konnte gezeigt
werden, das trotz einer sehr wahrscheinlich geringeren Présentation des p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen Epitops an der Zelloberflache der Tumorzellen, eine
effiziente T-Zellerkennung mit entsprechender Spezifitdt fir das p53264-272-Peptid

erzielt werden konnte.

Zusammenfassend konnte in dem Kapitel 4.4 dargelegt werden, dass eine
Fremdinteraktion eines p53,64-272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR eines
2-Plasmide- oder 1-Plasmid-retroviralen Vektorsystems mit spezifititsfremden TZRa
Ketten nicht ausgeschlossen werden konnte. Hierbei interagierte der p53,s4-272-
Tumorantigen-spezifische Einzelketten-TZR mit einer Volllangen-TZRa Kette, indem
die Va-Doméne des p53.64-272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR
verdrangt wurde. Die Klonierung aller essentiellen Komponenten fir die Expression
des p53,64-272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR, d.h. inklusive der MuCa-
Domane, auf einen retroviralen pBullet-Vektor (1-Plasmid-retrovirales Vektorsystem),
indizierte eine Reduktion der Fremdinteraktion. Jedoch konnte dies auch unter
optimierten Bedingungen nicht ganz ausgeschlossen werden. Die Optimierung der
Va |/ V -Interaktion mittels dem Protein-Design im p53,64.272-Tumorantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR eines 1-Plasmid-retroviralen Vektorsystems forderte
die spezifische TZR-Expression, ohne die TZR-MHC:Peptid-Affinitdit zu

beintrachtigen.
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5 Diskussion

5.1 Optimierungen der TZR-Konstrukte

5.1.1 Hybride TZR wund das Risiko einer , off“zielungerichteten

Autoreaktivitat

Es konnte gezeigt werden, dass die pp65a49s.503-Spezifische TZRa und -b Kette
sowohl mit humanen als auch murinen TZR Ketten interagieren konnte (siehe Kapitel
4.1). Hierfur wurde die pp654gs.s03-Spezifische TZRa und -  Kette mit
spezifitatsfremden humanen und murinen TZRa und - Ketten kombiniert. Eine TZRb
Kette sollte ohne eine TZRa Kette nicht stabil an der Zelloberflache exprimiert
werden (Morgan et al. 2003; Heemskerk et al. 2004; Call und Wucherpfennig 2004).
Folglich erlaubte das ,Monitoring“ der TZR Kette eine direkte Quantifizierung der
Interaktion der TZR Ketten. Die Expression des wildtypischen TZR oder hybriden
TZR wurde Uber den Nachweis der subfamilienspezifischen TZR Kette (V -
Analyse) erbracht. Es zeigte sich sowohl unter murinen (Hybridomzelllinie 58 a™ -
CD3z) als auch humanen (SupT1-Zelllinie) Bedingungen, dass die pp6549s5.503-
spezifische TZRa und - Kette durch die Interaktion mit einer humanen gp100,g0-28s-,
AMLi4.2,- sowie murinen MDM2g;1.gs-, P53264-272-TZRa und - Kette an der
Zelloberflache exprimiert werden konnte (Abbildungen 9 bis 12). Die Interaktion
zweier spezifitatsfremder TZR Ketten fuhrte zur Generierung eines hybriden TZR mit
unbekannter Spezifitdt und folglich potentiellem autoreaktiven Charakter
(Schumacher 2002). Somit erfolgte der Verlust der Spezifitit gegentber
Tumorantigen- oder pp6549s5.503-spezifischen Zielzellen. Hierdurch koénnte die
neuartige Reaktivitat zu einer Empfanger-gegen-Wirt-Reaktion (GvHD ,graft-versus-
host disease”) des Patienten fuhren. Die beobachteten Ergebnisse in Kapitel 4.1
unter nicht-kompetitiven Bedingungen (murine Hybridomzelllinie 58 ab™ CD3z,
humane SupT1) sollten die mogliche Situation nach der retroviralen Transduktion
von humanen T-Zellen widerspiegeln. Die murine und humane Zelllinie besitzt keinen
endogenen TZR, so dass von einer nicht-kompetitiven Situation gesprochen werden
kann. Bei den humanen T-Zellen liegt eine kompetitive Situation vor, da der exogene
und endogene TZR um die Expression an der Zelloberflache konkurrieren. Hierbei

konnten ebenfalls die exogenen und endogenen TZR Ketten zu einem hybriden TZR
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und einer unvorhersehbaren Spezifitat fuhren. Das Risiko der Generierung eines
hybriden TZR ist abhéangig von der Beschaffenheit der endogenen TZR Ketten (Voss
et al. 2008; Schumacher, 2002). Hinzukommend handelt es sich bei der Fehlpaarung
nicht um einen zufélligen Prozess und ist unabhangig von der Promotoraktivitat des
endogenen und exogenen TZR. Das Potential der Fremdinteraktion wird vom
endogenen sowie exogenen TZR bestimmt (Heemskerk et al. 2007). Zum einen
konnte postuliert werden, dass die Modifikation einer polyklonalen T-Zellpopulation
(1016) mittels dem retroviralen Gentransfer zu einer erhéhten Diversitat an neuartigen
Spezifitaten fuhren wirde (Voss et al. 2008). Folglich konnte lediglich eine geringe
Fraktion an autoreaktiven T-Zellen gegeniuber einem undefinierten Selbstantigen,
unter MHC-abgestimmten Bedingungen, entstehen (Schumacher 2002). Zum
anderen konnte aber die Entstehung von einer autoreaktiven T-Zelle und deren
Expansion ausreichen, um den Tod eines Patienten durch eine GvHD auszuldésen
(personliches Gesprach mit Herrn Prof. X). Da die tolerierbare Schwelle nicht
bekannt ist, sollte das Ziel sein, TZR-Konstrukte mit héchster Effizienz zu optimieren
und Fehlinteraktionen weitestgehend zu inhibieren. In der hier vorgelegten
Dissertation wurden fur die Analyse TZR-Konstrukte wildtypischer und nicht-
modifizierter Natur verwendet. Folglich waren keine Kontrollmechanismen zur
Inhibition einer Fehlpaarung vorhanden. Moglicherweise wéare das Resultat anders
ausgefallen bei der Verwendung von modifizierten TZR-Konstrukten, so dass zwar
Fehlpaarungen nachweisbar gewesen waéren, aber in einem geringeren Male.
Bislang konnte eine durch hybride TZR-beginstigte Toxizitat oder Autoimmunitét in
klinischen Studien nicht nachgewiesen werden (Zhang und Morgan 2011; Rosenberg
2010). Jedoch sollten fur die klinische Anwendung, zur Limitierung des
Risikopotentials, die folgenden Modifikationen eingebaut werden: Humane TZR
Ketten kdnnen in den konstanten Domanen murinisiert werden (Cohen et al. 2006;
Voss et al. 2006; Bialer et al. 2010; Sommermeyer et al. 2010), so dass diese
vorzugsweise miteinander und weniger mit den endogenen TZR Ketten interagieren
konnen. Des Weiteren kann eine zusatzliche, normalerweise nicht naturlich
vorkommende Disulfidbricke in den konstanten Domanen (C-Domanen) zu einer
Effizienzsteigerung der exogenen TZR-Expression sowie Funktionalitat fihren
(Kuball et al. 2007). Auch konnte gezeigt werden, dass ein bis zwei reziproke
Aminosauresubstitutionen in den C-Domanen eines TZR, die die Komplementaritéat

der manipulierten Ketten exklusiv aufeinander abstimmen, zwar die Expression und
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Funktionalitat leicht verminderten, jedoch inhibitorisch auf eine Fremdinteraktion mit
spezifitatsfremden TZRa und - Ketten wirkten (Voss et al. 2008). Die Entfernung
von Motiven fur N-glykosidische Bindungen in den C-Doménen fihrte zu einer
verbesserten TZR-Expression, wodurch eine erhdhte funktionale Aviditdt und
spezifische Erkennung von Tumorzellen erzielt werden konnte (Kuball et al. 2009).
Des Weiteren sind Kodonoptimierungen von essentieller Bedeutung (Scholten et al.
2006). In diesem Prozess werden Kodons modifiziert, um Gene héher exprimieren

sowie kryptische Spleif3seiten und RNS instabile Motive entfernen zu lassen.

Bei den hier dargelegten Analysen wurden Doppelketten-TZR-Konstrukte verwendet,
welche auf einem, aus 2 Plasmiden bestehenden Vektorsystem (2-Plasmide-
retrovirales System) kloniert waren. Die Interaktion der pp6549s.503-Spezifischen TZRa
und -b Kette erfolgte mit humanen (gpl003g0.28s- Und AMLi422-) und murinen
(MDM2g;.g3- und p53264-272-) spezifischen TZR-Ketten (Abbildungen 9 bis 12). Es
konnten keine essentiellen Unterschiede hinsichtlich der Expression des hybriden
TZR im Vergleich zum Wildtypen verzeichnet werden. Hinzukommend liel3 sich keine
Praferenz einer Fehlinteraktion des humanen pp6549s.503-Spezifischen TZR mit
humanen TZRa und - Ketten feststellen. Im Hinblick auf die Expression (Tabelle 3
und 4) konnte keine Aussage getroffen werden, dass ein hybrider TZR bestehend
aus einer murinen und einer humanen TZR Kette eine geringere Expression aufwies.
Folglich scheint der Einfluss auf die Expression eines hybriden TZR weniger von der
Spezies als von der Aminosauresequenz einer TZR Kette abzuhangen, die im
Wesentlichen durch ihre Subfamilie definiert ist. Der Einfluss der Kombination der
einzelnen Ketten auf die Expression wurde bereits mit einem MDM2g;1.gs- und
0gp1002g0-288-spezifischen TZR beschrieben (Voss et al. 2008). In dieser Publikation
erfolgte die Kombination einer wildtypischen MDM2g, gg-spezifischen TZRa Kette mit
einer wildtypischen gp100.g0.28s-Spezifischen TZRb Kette sowie vice versa als auch
die Kombination einer ,knob-hole“-mutierten und wildtypischen MDM2g;.g5- Sowie
0gp1004g0.285-spezifischen TZR Kette. Es zeigte sich eine teils erhebliche Erniedrigung
der Expression, inshesondere fir die nicht-komplementaren Paare Mt TZR / Wt TZR
im Vergleich zu den wildtypischen TZR-Paaren. Jedoch wurde der Einfluss auf die
Expression von den kombinierten TZRa und - Ketten bestimmt. Folglich kann von
einem TZR nicht eine universelle Aussage uber das maogliche Interaktionsverhalten

getroffen werden, da der individuelle Einfluss der endogenen TZR Ketten bisher nicht
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abzusehen ist. Ein Kode, der die Interaktionen von beliebigen TZR Ketten
vorhersagen kann, ist bisher nicht definiert. In der Tabelle 5 wurden die prozentualen
Erhéhungen oder Erniedrigungen der Expressionen der hybriden TZR im Vergleich
zum wildtypischen TZR in der murinen Hybridomzelllinie 58 a "CD3z und humanen
SupTl1l Zelllinie aufgefuhrt. Es konnte gezeigt werden, dass die pp65495.503-
spezifische TZRa Kette eher zu einer Erniedrigung des hybriden TZR als zu einer
Erh6hung fuhrte. Auch kdnnte eine verminderte Interaktion mit einer humanen V 14
und murinen V 6 Subfamilie vorliegen. Die Interaktion der pp6549s.503-Spezifischen
TZRa Kette mit einer gp100,g0.28s-spezifischen TZR Kette (V 14) und MDM2g; gg-
spezifischen TZR Kette (V 6) fuhrte unter murinen sowie humanen Bedingungen zu
einer erniedrigten Expression des hybriden TZR im Vergleich zum Wildtypen. Bei der
pp6549s5.503-spezifischen TZRb Kette kénnte sich eine Hochregulation des hybriden
TZR andeuten. Diese Hypothese wirde im Einklang mit den Analysen eines p53.64-
o72-Tumorantigen-spezifischen TZR stehen (persdnliches Gesprach mit Herrn X,
unpublizierte Daten). Die Daten von Herrn Dr. X zeigten, dass die TZR Kette in
erhohtem MalRe zu einer Fehlpaarung fihren konnte. Hierbei zeigte sich in in vivo
Versuchen, dass die Mause an einer Empfanger-gegen-Wirt-Erkrankung (,graft-
versus-host disease” (GvHD)) erkrankten, welche retroviral transduzierte Maus-T-
Zellen mit der p53264-272-Tumorantigen-spezifischen TZRb Kette appliziert bekamen.
Interessanterweise liel3 sich dies nicht mit einer p53264-272- Tumorantigen-spezifischen
TZRa Kette beobachten. Folglich kdnnte von einer TZR Kette eher das Potential
ausgehen mit einer fremden TZRa Kette zu interagieren und eine Expression des
hybriden TZR zu begiinstigen. Diese Beobachtung konnte sich auch in den hier
dargelegten Daten abzeichnen (Tabelle 5). Moglicherweise kénnten mehr TZRb-
Subfamilien vorkommen, die mit einer beliebigen TZRa Kette eine Verstarkung der
Expression bedingen und mehr TZRa-Subfamilien, die mit einer beliebigen TZRb

Kette zu einer Verringerung der Expression fuhren.

Ein weiterer Sicherheitsaspekt ware die Verwendung eines 1-Plasmid-retroviralen
Vektorsystems (Kapitel 4.3.2.4), vorzugsweise mit dem integrierten F2A-Element
(Szymczak et al 2004). Mit der Modifikation eines humanen LMP2-spezifischenTZR
konnte mittels der Murinisierung der konstanten Domanen, Kodonoptimierung sowie
dem 2A-Element aus einem schwachen TZR eine effiziente TZR-Expression erzielt

werden (Hart et al. 2008). Die Vorversuche hinsichtlich des Interaktionsverhaltens
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eines pp65495.503-spezifischen Doppelketten-TZR implizierten dessen Potential mit
fremden TZR Ketten interagieren zu kénnen. Aus diesem Grund wurden fur die
Generierung von bi-spezifischen T-Zellen, Doppelketten-TZR-Konstrukte mit einem
maoglichst geringen Potential einer Fremdinteraktion verwendet. Somit fanden 1-
Plasmid-retrovirale Vektorsysteme mit integriertem F2A-Element, Kodonoptimierung,
Murinisierungen sowie der zusatzlichen Disulfidbricke in den C-Doménen

Verwendung. Alternativ. wurden Einzelketten-TZR-Konstrukte generiert.

5.1.2 Essentielle Faktoren der TZR-Aviditat

In der gezielten Punktmutagenese eines pp6549s.503-Spezifischen Doppelketten-TZR
konnten neuartige TZR generiert werden. Die Substitutionen der Aminoséuren waren
zum einen kurz vor der hypervariablen CDR3a Sequenz (Austausch einer CAR-
gegen eine CAS-Sequenz) und zum anderen innerhalb der CDR3 Region
(Austausch an der 2. Position eines Serins gegen ein Prolin sowie an der 8. Position
der Austausch eines Asparagin gegen ein Histidin) gelegen (Tabelle 6). Die CDR3
Regionen weisen eine hohe Variabilitat auf und dienen insbesondere dem direkten
Kontakt mit dem Peptid (Jones et al. 2008; Varani et al. 2007; Garcia und Teyton
1998). Insgesamt sind 6 CDRs an der Bildung der a- und -Kette des heterodimeren
TZR-Molekils involviert. Diese Regionen werden an der Zelloberflache exprimiert
und spielen eine primare Rolle in der antigenspezifischen Registrierung durch den
TZR sowie in der Kontaktfahigkeit mit dem Peptid-MHC-Komplex (Robbins et al.
2008). Hinzukommend konnten Robbins et al. zeigen, dass mit geringfligigen
Aminosauresubstitutionen in der CDR2 oder CDR3 Region eine Zunahme der
Affinitat des TZR sowie eine signifikante Steigerung der Fahigkeit zur Erkennung des

Peptid-MHC-Komplexes erreicht werden kann.

Mit der hier dargelegten gezielten Punktmutagenese eines pp65495.503-Spezifischen
TZR (Hu Wt TZR CMV) konnte die Expression des mutierten pp6549s.503-spezifischen
Doppelketten-TZR (Hu Mt TZR CMV) sowie des hybriden TZR (Hu Wta TZR
CMV/Hu Mt TZR CMV) unter nicht-kompetitiven Bedingungen in der murinen
Hybridomzelllinie 58 a" 'CD3z sowie humanen SupTl und Jurkat-76 Zelllinie
verbessert werden (Abbildungen 13, 15 und 16). Der hybride TZR (Hu Wta TZR
CMV/Hu Mt TZR CMV) wurde starker als der mutierte pp6549s5-503-Spezifische
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Doppelketten-TZR (Hu Mt TZR CMV) an der Zelloberflache exprimiert (Tet pp65™).
Unter kompetitiven Bedingungen (humane T-Zellen) zeigte sich eine vergleichbare
Expression des Hu Mt TZR CMV und Hu Wta TZR CMV/Hu Mt TZR CMV. Im
Vergleich zum wildtypischen pp6549s.503-Spezifischen TZR (Hu Wt TZR CMV) fiel die
Expression an der Zelloberflache hoher aus (Abbildung 18). Lediglich in der murinen
Hybridomzelllinie 58 a~ 'CD3z spiegelte sich mit der gesteigerten Expression des
hybriden Hu Wta TZR CMV/Hu Mt TZR CMV eine geforderte Funktionalitat in der
IL-2 Sekretion wider (Abbildung 14). Unter humanen Bedingungen konnte dies nicht
reproduziert werden (Abbildungen 17 und 19). In Folge dessen, dass sowohl unter
nicht-kompetitiven (Abbildung 17: Jurkat-76 Zellen) als auch kompetitiven
Bedingungen (Abbildung 19: humane T-Zellen) die erhdhte Expression des hybriden
TZR (Hu Wta TZR CMV/Hu Mt TZR CMV) nicht in einer gesteigerten IFN-g
Sekretion bzw. Lyse der Zielzellen resultierte, koénnte die unterschiedliche
Funktionalitat des Hu Wta TZR CMV/Hu Mt TZR CMV auf murine und humane
Bedingungen zurtickgefuhrt werden. Hinzukommend wurden unterschiedliche
Zytokin-Sekretionen analysiert, wodurch sich ebenfalls Unterschiede ergeben
konnten. Jedoch sekretieren die murinen Hybridomzellen 58 a~ "CD3z kein IFN-g, so
dass auf einen IL-2 ELISA als Funktionsanalyse zurlickgegriffen werden musste.
Letztlich zeigte sich aber, dass unter humanen Bedingungen reproduzierbare Daten
hinsichtlich der Expression und Funktionalitat vorlagen. Sowohl unter murinen als
auch humanen Bedingungen konnte die gesteigerte Expression und vergleichbare
Funktionalitat des mutierten pp65a4gs.s03-Spezifischen TZR im Vergleich zum
wildtypischen pp6549s5.503-spezifischen TZR verzeichnet werden (Abbildungen 13-19).
Insgesamt erschien die Expression der neuartigen pp65ags.s03-Spezifischen TZR-
Konstrukte unabhéngig von einer kompetitiven oder nicht-kompetitiven Situation.
Folglich koénnen intrinsische Faktoren, d.h. die bessere Interaktion mit dem CD3
Rezeptor, keine Rolle spielen (Heemskerk et al. 2007). Hinzukommend zeigte sich
bei dem wildtypischen pp6549s503-Spezifischen TZR sowie des hybriden TZR,
bestehend aus der mutierten TZRa und der wildtypischen TZR Kette, unter murinen
und humanen sowie unabhangig einer nicht-kompetitiven und kompetitiven Situation
eine Korrelation der Expression und Funktionalitat (Abbildungen 13-19). Die geringe
Expression (Abbildungen 13, 16, 18) dieses hybriden TZR (Hu MtaTZR CMV/Hu Wt
TZR CMV) zeigte sich auch in einer insuffizienten Funktionalitat (Abbildungen 14, 17,
19). Lediglich die pp6549s.503-Spezifischen TZR-Konstrukte, welche die modifizierte
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TZR Kette mit den Aminosauresubstitutionen in der CDR3 Region enthielten,
zeigten eine erhthte TZR-Expression. Folglich kdnnten die Aminosaureaustausche
an den Positionen 2 und 8 in der CDR3 Schleife zu einer sterisch als auch
elektrostatisch begunstigten Interaktion mit einer fremden“ TZRa Kette (Hu Wta TZR
CMV) und damit Expression fiihren. Andererseits konnte sich dies in einer
verminderten pp65-spezifischen Tetramerpositivitdét ~ sowie Funktionalitat
widerspiegeln (Abbildungen 13-19), indem sich ein Nachteil hinsichtlich der
Interaktion mit dem Peptid-MHC-Komplex ergeben kdnnte. Die signifikante Rolle der
CDR3a Region auf die Effizienz der Expression konnte bereits gezeigt werden,
indem 5 Aminoséauren in der CDR3 Region die Interaktion der TZRa und - Kette
beeinflussen und zu einer Reduktion des kompetitiven Potentials fuhren konnten
(Heemskerk et al. 2007). In den hier dargelegten Ergebnissen zeigte sich, dass der
Austausch einer CAR- zu einer CAS-Sequenz kurz vor der CDR3a Schleife (Tabelle
6), d.h. die Sustitution einer gréReren basischen Aminosaure Arginin zu einer
kleineren polaren Aminosaure Serin, zu einer verminderten Interaktion mit einer
Jremden‘ TZR Kette (Hu Wtb TZR CMV) fuhrte. Die Seitenkette, der auf das
Cystein (C) folgenden zweiten Aminosaure in murinen und humanen TZR-
Kristallstrukturen zeigt stets zur inneren b-Faltblatt-Struktur der V-Doméne und nicht
in Richtung der TZRb, so dass der Austausch hdchstens eine indirekte Verbesserung
der Interaktion bedingt (Abbildungen 13-19). Besonders deutlich konnte anhand der
FACS-Analyse der transduzierten humanen Jurkat-76 Zellen gezeigt werden, wie der
CD3 Rezeptor proportional mit der TZR-Expression hochreguliert wird. Die niedrigere
Expression des hybriden Hu Mta TZR CMV/Hu Wt TZR CMV spiegelte sich auch in
einer geringeren CD3 Expression wider (Abbildung 16). Heemskerk et al. (2007)
zeigte, dass die Bindungsaffinitat zweier TZR Ketten von den variablen Domanen,
den Subfamilien sowie der CDR3 Region bestimmt wird. Unter Berlicksichtigung der
gleichen Subfamilienzugehdrigkeit der pp6549s5.503-Spezifischen TZR zeigte sich, dass
Substitutionen von Aminoséauren in den CDR3 Regionen die Expression eines TZR
(Tetpp65*) erhdhen konnen (Abbildungen 13, 16, 18), jedoch ggf. aufgrund der
Veranderung der Peptidbindungsstelle, mit einer geringeren Spezifitdt zu rechnen ist
(Abbildungen 14, 17, 19). Folglich wirde eine verbesserte strukturelle Aviditat nicht
zwangslaufig zu einer funktionellen Aviditat fihren. Zur Bestatigung dieser Aussage

mussten weitere pp6549s5.503-spezifische TZR-Konstrukte hinsichtlich der CDR3a und
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- Region analysiert werden, um potentielle Aminosauren zu identifizieren, die
sowohl in einer gesteigerten Expression als auch Funktionalitéat resultieren. In einer
medizinischen Doktorarbeit von Herrn X (Arbeitsgruppe von Herrn Dr. X, konnte
dargelegt werden, dass Mutationen in der CDR3 Schleife eines Doppelketten-TZR
der Spezifitdt p53.64-272 zU einer erheblichen Beeintrachtigung der Funktionalitat
fuhren konnte. Diese unpublizierten Daten von Herrn X und Herrn Dr. X stehen im
Einklang mit den hier dargelegten Ergebnissen. Im Vergleich zu den C-Doméanen
konnte nachgewiesen werden, dass bestimmte Aminosaureaustausche und
Aminosaurepositionen einen kritischen Einfluss auf die TZRa und - Paarung
nehmen kdnnen (Voss et al. 2008). Im Gegensatz zu den variablen CDR3 Regionen
konnte von der Modifikation der C-Doméanen eines TZR direkt von der strukturellen
auf die funktionelle Aviditat geschlossen werden (Voss et al. 2008). Es ist zu
bertcksichtigen, dass die C-Domanen distal zur Antigen-Bindungsstelle liegen, und
die CDR3 Schleifen eine Doppelfunktion in der Kettenpaarung und Antigenbindung
einnehmen.

Im Weiteren wurde die Kodonoptimierung des wildtypischen pp65a49s.503-Spezifischen
TZR eines 2-Plasmide-retroviralen Vektorsystems durchgefiuhrt (Kapitel 4.2.2). Es
konnte eine effizientere Expression (MFI CD8" 5,7) und Funktionalitat im Vergleich
zum wildtypischen pp6549s.503-spezifischnen TZR (MFI CD8" 4,5) erzielt werden
(Abbildungen 20 und 21). Interessanterweise fuhrte wiederum die Kombination der
Kodon-optimierten TZRa mit der mutierten TZR Kette (MFI CD8" 7,2) zu einer
Steigerung der Expression im Vergleich zu Hu Wt coTZR CMV (MFI CD8" 5,7)
(Tetpp65™). Jedoch resultierte die hthere TZR-Expression nicht in einer effizienteren
Funktionalitat (Abbildung 21). Dieses Resultat war kompatibel mit den vorherigen
und verdeutlichte den positiven Einfluss der CDR3 Region auf die Expression, aber
nicht auf die TZR-Affinitat. Der Kodon-optimierte pp6549s.503-spezifische TZR (MFI
CD8" 5,7) wurde geringer als der mutierte pp6549s.503-spezifische TZR (MFI CD8"
20,3) an der Zelloberflaiche exprimiert. Jedoch konnte im Vergleich zum
Ausgangsprodukt Hu Wt TZR CMV (ECso: 0,07 nM versus 0,05 nM des
kodonoptimierten pp65495.503-spezifischen TZR) eine effizientere IFN-gSekretion
erzielt werden (Abbildung 21). Die Aviditat eines TZR wird jedoch nicht nur von der
Anzahl der TZR auf der Zelloberflache, sondern vor allem von der Affinitat des TZR
mitbestimmt (Labrecque et al. 2001). Es konnte bereits in vitro gezeigt werde, dass
200 bis 400 TZR-Molekile auf der Zelloberflache nach einer Stimulierung mit anti-
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CD3 Antikérpern-beladenen ferromagnetischen Kugelchen (,Beads”) zu einem
nachweisbaren Ca?*-Einstrom filhren konnten (Wei et al. 1999). Ebenso ist eine
geringe Anzahl an aktiven TZR notwendig, um in vitro eine suffiziente Erkennung von
ZTL Klonen zu erzielen (Schodin et al. 1996).

Im Weiteren wurde ein pp6549s5.503-spezifischer Einzelketten-TZR eines 2-Plasmide-
retroviralen Vektorsystems generiert (Daten von Herrn Dr. X und hinsichtlich der
Expression und Funktionalitat analysiert (Kapitel 4.2.3). Interessanterweise konnte
ein pp6549s.503-spezifischer Einzelketten-TZR nicht mittels einer pp65-spezifischen
Tetramer-Analyse nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Dies konnte
wahrscheinlich darauf zurlckgefuhrt werden, dass die Va- und V -Interaktion
schwach war und somit die Domé&nen voneinander dissoziieren konnten. Folglich
fuhrte die schwache Interaktion der variablen (V)-Doméanen zu einer unzureichenden
intrinsischen  Stabilitdtt des Einzelketten-TZR. Der pp6549s5.503-Spezifische
Einzelketten-TZR war nicht effizient konkurrenzféhig gegentiber den endogenen TZR
Ketten und wurde von der Zelloberflache verdréangt bzw. konnte erst gar nicht zur
Zelloberflache gelangen. Ebenfalls liel3 sich feststellen, dass erst nach wiederholten
pp65495.503-peptidspezifischen  Stimulierungen der T-Zellen eine zunehmende
Hochregulation des pp6549s.503-Spezifischen Einzelketten-TZR erfolgte (Abbildung 22:
Nachweis uber die Zunahme der Mu TZRb Expression). Der Nachweis der
Expression des pp6549s.s03-spezifischen Einzelketten-TZR an der Zelloberflache im
Zuge der pp65a49s.503-peptidspezifischen Stimulierungen konnte auf eine Zunahme
der retroviralen Expression liegen. Somit konnte eine kompromitierte Stabilitat durch
das Expressionssystem zumindest teilweise kompensiert werden. Es wurde bereits
publiziert, dass mittels einer peptidspezifischen Stimulierung, ein TZR hinsichtlich
seines Expressionsverhaltens beeinflusst werden kann. HA-2-TZR-transferierte
CMV-spezifische T-Zellen exprimierten in erhdhtem MaRe den exogenen
antileukamischen TZR und lediglich geringfiigig den endogenen CMV-spezifischen
TZR. Jedoch konnte mittels einer gezielten Stimulierung des exogenen bzw.
endogenen oder beider TZR das Verhaltnis der Expression reguliert werden (van
Loenen et al. 2009). In Hinblick auf die dargelegten Ergebnisse, konnte auch die
Expression des pp6549s.503-spezifischen Einzelketten-TZR durch das pp6549s-503-
Antigen-spezifische Stimulieren bzw. Ansprechen der T-Zellen erhéht werden. Auch
wurde eine pp654es.ss-Spezifitat in einem >'Cr-Zytotoxizitatstest nachgewiesen
(Abbildung 23).
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Zusammenfassend zeigte sich, dass die Qualitéat eines TZR nicht nur von dessen
Expression an der Zelloberflache, sondern auch von dem TZR:MHC-Peptid-Komplex
abhangig ist. Die Modifikationen zur Optimierung der TZR-Expression sowie die
Inhibition von Fehlpaarung mit den endogenen TZRa und - Ketten, kdnnen einen
bewussten Einfluss auf die Funktionalitdit des TZR nehmen. Das komplexe und
faszinierende Zusammenspiel all dieser Komponenten, lasst den Rickschluss zu,
dass ein TZR, der fur die zellulare Immuntherapie geeignet sein soll, stark kompetitiv
um seine eigene Expression sein sollte sowie eine suffiziente TZR-Aviditdt zum
MHC-Peptid-Komplex aufweisen musste. Hinzukommend sollten Modifikationen, die
eine Fehlinteraktion mit spezifitatsfremden TZRa und -b Ketten inhibieren, aber
gleichzeitig die Expression als auch Antigenbindung nicht negativ beeinflussen,

eingeflgt werden.

5.2 Generierung von bi-spezifischen T-Zellen

5.2.1 HCMV-seropositiver Status von Donor und Rezip  ient

Die erste Methode beschéftigte sich mit der Situation, dass der Donor und Rezipient
einen HCMV-seropositiven Status aufzeigten. In dieser Konstellation ist davon
auszugehen, dass in der Spender-T-Zellpopulation HCMV-reaktive T-Zellen
enthalten sind. Zur Realisierung einer HCMV- und Tumor-Abwehr, kénnten HCMV
positive T-Zellen des Donors isoliert und mit einem Tumorantigen-spezifischen TZR
ausgestattet werden. Die dargelegten Resultate belegten die erfolgreiche Isolation
sowie Expansion von CMV-pp65n.vemvatv)ass.sos-spezifischen T-Zellen (Abbildungen
25, 27-30). Die selbstgenerierten pp65495.503-spezifischen T-Zellen sowie der T21
HCMV-T-Zellklon zeigten eine effiziente Lyse von pp6549s-503-peptidbeladenen
Zielzellen in einem *'Cr-Zytotoxizitatstest (Abbildungen 26 und 31). Hinzukommend
konnte eine spezifische Zelllyse von HCMV-infizierten humanen Fibroblasten
verzeichnet werden, die endogen prozessiertes pp6549s.503-Peptid an der
Zelloberflache  exprimierten  (Abbildung 32). Folglich kennzeichnete die
selbstgenerierten pp6549s.503-Spezifischen T-Zellen eine effiziente pp6549s-503-
Spezifitat, die sich nicht nur in der Lyse von pp6549s.503-peptidbeladenen Zielzellen,

sondern gerade bei der endogenen Peptidprasentation verdeutlichte.
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AnschlieRend erfolgte die Modifikation der pp65a49s.503-Spezifischen T-Zellen mit
einem p53,64-272-Tumorantigen-spezifischen TZR. Hierfir wurden zum einen der
RNS Transfer (Abbildung 33) und zum anderen die retrovirale Transduktion
(Abbildung 35) angewendet. Bereits im Jahr 2004 konnte gezeigt werden, dass
HCMV-spezifische T-Zellen in leuk&miereaktive T-Zellen gegen das mHag HA-2,
ohne den Verlust der endogenen Spezifitdt reprogrammiert werden konnten
(Heemkerk et al. 2004). Hinzukommend zeichnete sich die Entwicklung der pp654gs.
so3-Spezifischen T-Zellkultur in Richtung einer Oligo- und Monoklonalitat ab (Tabelle
7). Durch diesen Status ergibt sich ein limitiertes endogenes TZR-Repertoire,
wodurch die Zellen attraktiv fur den TZR-Gentransfer werden. Die Moglichkeit an der
Entstehung unbekannter Spezifitdten durch hybride TZR, bestehend aus den
endogenen und exogenen TZR Ketten und den daraus resultierenden
gesundheitsschadlichen Immunreaktionen, wirden eingeschrankt werden. Somit
wirde eine Minimierung an autoreaktiven T-Zellen erfolgen (Heemkerk et al. 2004).
Nach der retroviralen Transduktion konnten pp65495.503- UNd p53264-272-bi-spezifische
sowie lediglich den exogenen p53;64.272-Tumorantigen-spezifischen TZR
exprimierende T-Zellen detektiert werden (Abbildung 35). Auch konnte eine geringe
Anzahl an Zellen verzeichnet werden, welche lediglich den endogenen pp65495.503-
spezifischen TZR exprimierten. Durch die retrovirale Transduktion der pp6549s.503-
spezifischen T-Zellen erfolgte eine Kompetition zwischen dem endogenen und
exogenen TZR. Einen murinen TZR, in diesem Fall der p53264-272-Tumorantigen-
spezifische TZR, kennzeichnet eine effiziente Kompetitionsfahigkeit. Es konnte
bereits fur einen humanen MART-1- und gpl100-spezifischen TZR gezeigt werden,
dass nach der Murinisierung der C-Doménen eine verbesserte TZR-Expression
erzielt werden konnte. Die partielle Humanisierung der C-Doménen eines murinen
MDM2-spezifischen TZR erniedrigte die TZR-Expression (Voss et al. 2006; Cohen et
al. 2006). Genau diese Situation spiegelte sich in unseren Analysen wider, indem der
endogene humane pp65.9s5503-Spezifische TZR entweder zusammen mit dem
exogenen murinen p5364-272-Tumorantigen-spezifischen TZR an der Zelloberflache
exprimiert werden konnte, oder aber lediglich der p5364-272-Tumorantigen-
spezifische TZR, indem der endogene TZR verdréangt wurde (Abbildung 35). Es
stellte sich nun die Frage, welche Faktoren die Expression eines TZR beglnstigen
sowie warum ein muriner TZR eine hohere Kompetition aufweisen koénnte. Zum

einen sind intrinsische Faktoren von essentieller Bedeutung, d.h. wie effizient der
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TZR mit dem CD3 Rezeptor interagieren kann und an der Oberflache zusammen
exprimiert wird (Heemskerk et al. 2007). Folglich stellt der CD3 Rezeptor einen
limitierenden Faktor dar, welcher nur begrenzt exprimiert vorliegt (Sommermeyer und
Uckert 2010). Es konnte gezeigt werden, dass der Kotransfer von CD3- und TZR-
Genen in primare Maus-T-Zellen die TZR-Expression sowie antigenspezifische T-
Zellfunktion erhdhen kénnen (Ahmadi et al. 2011). In einem Versuch mit gdT-Zellen
konnte mittels der retroviralen Transduktion von 3 unterschiedlichen TZR dargelegt
werden, dass durch die fehlende Interaktion der TZRa und - Ketten mit dem CD3
Rezeptor, die Ketten anfélliger fir die Proteolyse im endoplasmatischen Retikulum
waren (Heemskerk et al. 2007). Hinzukommend konnte gezeigt werden, dass neben
der notwendigen CD3 Interaktion, es auch von der TZR-Ketten-Affinitat abhangt, wie
gut sich die zueinander gehdrenden Ketten finden und inwiefern eine Fehlinteraktion
erfolgen kann. Folglich hangt die Ko-Expression zweier TZR sowohl von dem
endogenen als auch exogenen TZR ab. Zum anderen wurde publiziert, dass murine
C-Doméanen zu einer besseren nicht-kovalenten Bindung mit dem CD3 Rezeptor
befahigt sind. Hierfur wurde mit dem milden Detergenz NP40 die TZR-CD3
Interaktion gestort. Lediglich bei dem murinen p53a64-272-spezifischen und dem
murinisierten MART-1-spezifischen TZR konnte eine definierte CD3z Bande
detektiert werden. Bei Humanisierungen der TZR verschwand die Bande. Die
Hypothese der Autoren war, dass die extrazellulare Region der murinen C-Doménen
mit dem CD3 Komplex besser agieren kann, da die Transmembranregion konserviert
zwischen Maus und Mensch vorliegt (Cohen et al. 2006). Hinzukommend wurden in
den konstanten Domé&nen minimale Aminosaurepositionen identifiziert, welche nach
einer Murinisierung zu einer Starkung der TZRa und - Ketten-Interaktion fuhrten
und folglich in einer gesteigerten TZR-Expression resultierten (Sommermeyer und
Uckert 2010; Bialer et al. 2010). Die kompetitive Eigenschaft eines endogenen TZR
zeigte sich auch bei der retroviralen Transduktion des Tyrosinasesss-s7e-spezifischen
T-Zellklons mit einem MDM2g;.gg- oder pp6549s5.503-Spezifischen TZR. In beiden Fallen
konnte der endogene TZR nicht mehr an der Zelloberflache detektiert werden
(Abbildung 24). In der subfamilienspezifischen V -Analyse (V 6 gegen die exogene
MDM2g,.gg-spezifische TZR  Kette, V 13.1 gegen die exogene pp65495-503-
spezifische TZR Kette) erschienen die transduzierten Zellen vorzugsweise die
exogene TZR Kette zu exprimieren. Es konnten lediglich bei 9,5 %, der mit dem

MDM2g;.gg-spezifischen TZR und 9,3 %, der mit dem pp65495.503-Spezifischen TZR
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transduzierten T-Zellen eine V 14-Expression detektiert werden (Abbildung 24). Der
Verlust der V 14 Expression kdnnte zum einen auf einer Fehlpaarung, vorzugsweise
der exogenen TZR Kette mit der endogenen TZRa Kette, basieren. Eine
Fehlpaarung der exogenen TZRa mit der endogenen TZR Kette (V 14%) konnte
eingegrenzt werden, da andernfalls die V 14-Expression nicht erniedrigt wéare. Zum
anderen konnte eine kompetitive Verdrangung des endogenen Tyrosinasesss-s7es-
spezifischen TZR vorliegen. Letztlich zeigte dieses Beispiel, dass wenn der
endogene TZR keine effiziente Kompetition aufweist, unabhangig von der TZR-
Spezifitat und des Spezies-Ursprungs (TZR MDM2: Maus, TZR pp65: Mensch) des
exogenen TZR, nicht mehr exprimiert werden kann. Bei Ubertragung dieser
Erkenntnisse auf die Situation nach der retroviralen Transduktion der pp65495-503-
spezifischen T-Zellen, I&sst sich erklaren, warum manche pp6549s.503-Spezifischen T-
Zellen den endogenen TZR an der Zelloberflache verlieren und lediglich den murinen
P53264-272- TumMorantigen-spezifischen TZR exprimieren. Bei dem HCMV Donor 8106
handelte es sich um eine oligoklonale Kultur, folglich weisen die pp6549s.503-
spezifischen T-Zellen endogene TZR unterschiedlicher V -Subfamilien-Zugehdrigkeit
auf und besalRen somit unterschiedliche intrinsische Qualitaten (Tabelle 7). Bei den
pPpP6549s5.503-spezifischen T-Zellen, die nur den p53,64-272-Tumorantigen-spezifischen
TZR exprimierten, kdonnte es sich um Zellen handeln, deren endogener TZR eine
insuffiziente Qualitat aufweist. Folglich kdnnte dieser mit dem p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen TZR nicht kompetitiv wirken und wirde verdrangt
werden. Die p53z64.272-Tumorantigen- und pp6549s5.503-bi-spezifischen T-Zellen
zeigten eine effiziente duale Spezifitdt gegeniber pp654gs.503- uUNd P53264-272-
peptidbeladenen Zielzellen (Abbildung 37). Die monospezifischen p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen T-Zellen (Abbildung 36 G) zeigten lediglich eine
spezifische IFN-g Sekretion nach einer p53,64-272-peptidspezifischen Stimulation
(Daten nicht gezeigt). Somit fuhrte die Herunterregulation des endogenen pp65a4gs.
so3-Spezifischen TZR zum Verlust der pp6549s.503-Spezifitdt. Jedoch stellte sich die
Frage, ob die unterschiedlichen Expressionsmuster als ein Nachteil fiir den Patienten
oder nicht eher als ein Vorteil der Behandlung gesehen werden kdnnte? In einer in
vivo Situation befinden sich meist die viralen Antigene nicht in den Kompartimenten
mit der Malignitat (Heemskerk et al. 2004). Folglich kdnnten drei Abwehrsysteme
erzielt werden, zum einen T-Zellen, welche bewusst das Tumorgewebe angreifen,

sowie geringe HCMV" T-Zellen, die gegen die virale Infektion gerichtet sind, und zum
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anderen die bi-spezifischen T-Zellen. Die pp6549s.503- Und p53264-272-TUuMorantigen-
spezifischen T-Zellen (Abbildung 36 E) haben den Vorteil einer dualen Spezifitat und
sollten somit zum einen den Virustiter senken als auch eine Tumorregression
bewirken. Hinzukommend stellt sich der essentiellste Vorteil von bi-spezifischen T-
Zellen in der Stimulierung dar, d.h. durch die erhdhte Verbreitung des pp6549s-503-
Peptides in der Peripherie sollte eine hinreichende Stimulation des pp6549s5-503-
spezifischen TZR gewéhrleistet sein. Hierdurch wirde die Proliferation sowie
Persistenz der bi-spezifischen T-Zellen gestarkt werden. Bei den monospezifischen
p53264-272- Tumorantigen-spezifischen T-Zellen (Abbildung 36 G), die den endogenen
pPP6549s5.503-Spezifischen TZR herunterregulierten, wére dieser Vorteil nicht gegeben,
so dass diese Zellen auf den Stimulus einer p53,64-272-EXpression, vorzugsweise von
Seiten des Tumors, angewiesen waren. Hierbei wirde sich ein Nachteil in der
Proliferation der monospezifischen T-Zellen ergeben, welche in Folge einer
Vernachlassigung des p53,64.272-Spezifischen Stimulus sterben koénnten. Es wurde
bereits publiziert, dass die TZR-Expression von bi-spezifischen T-Zellen nicht
statisch, sondern dynamisch ist. Dies bedeutet, dass nach einer peptidspezifischen
Stimulation des jeweiligen TZR eine Hoch- oder Herunterregulation erfolgen konnte.
Dies zeigte sich sowohl fur den endogenen als auch exogenen TZR. Jedoch
implizierte der endogene CMV-spezifische TZR eine geringere Abhangigkeit von der
Stimulation hinsichtlich der Expression und Funktionalitat als der exogene TZR.
Letztlich konnte die Aufrechterhaltung der dualen Spezifitdt in vitro nachgewiesen
werden. Hinzukommend wurde gezeigt, dass bereits eine geringe Stimulation des
endogenen CMV-spezifischen TZR durch das Virus genugen konnte, um die
antileuk&dmische Immunantwort durch den exogenen TZR zu fordern, wie es im Fall
eines mHAg-spezifischen HA-2-TZR gezeigt wurde (van Loenen et al. 2009). Folglich
wirde eine gegenseitige Beeinflussung der TZR-Affinitat erfolgen. Mdglicherweise
konnte dies fur die p53264-272-Tumorantigen-monospezifischen T-Zellen bedeuten
(Abbildung 36 G), dass bei erhéhtem Virustiter der endogene pp65gs.503-spezifische
TZR wieder hochreguliert werden konnte. Aufgrund der dynamischen TZR-
Expression nach der jeweiligen Peptidstimulation, wirden die tumorreaktiven
pPp65495.503-Spezifischen T-Zellen ein breites und flexibles Wirkspektrum aufweisen.
Dossett et al. (2009) konnten bereits nach einem Monat einen Verlust der Spezifitat
und der Expression des exogenen TZR verzeichnen. Jedoch konnte mittels der

spezifischen Stimulierung des endogenen TZR eine Hochregulation des exogenen
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TZR sowie die Proliferation der tumorreaktiven T-Zellen in vivo bewirkt werden.
Hierdurch konnte einer Vernachlassigung bzw. dem Ubergang der applizierten T-
Zellen in einen ruhenden Zustand entgegengewirkt werden. Aufgrund der erhdhten
Viruslast sollte der endogene TZR einen effizienten Impuls bekommen. Folglich
dirfte der Faktor der Herunterregulation des exogenen TZR Uber aktive, Clathrin-
vermittelte Prozesse (Dietrich et al. 1994) gemaRigt sein. Inwieweit ,Gene-silencing”
durch z.B. Methylierungen gegenwirkt und die Transkriptionsrate herabsetzt, h&ngt
mafgeblich vom verwendeten Vektorsystem ab (Yang et al. 2008) In
Neuroblastoma-Patienten konnte gezeigt werden, dass EBV-spezifische T-Zellen, die
mit einem antitumoralen CAR ausgestattet waren, im Gegensatz zu ZTLs, welche
nur mit einem CAR modifiziert wurden, ein langeres Uberleben sowie eine effiziente
Spezifitat aufwiesen (Pule et al. 2008).

Des Weiteren wurde als ein potentielles Risiko beschrieben, dass der transduzierte
exogene TZR einen niedrig-affinen, und daher tolerisierten Selbstantigen-
spezifischen endogenen TZR anregen und zu einer Autoimmunitat fihren konnte
(Schumacher 2002). Bei der Generierung von pp654gss03- und P53264-272-bi-

spezifischen T-Zellen wirde dieses ,Risiko* zum eigenen Nutzen umgekehrt werden.

Hinzukommend konnten Unterschiede zwischen der Verwendung eines p53264.272-
Tumorantigen-spezifischen Einzelketten- und Doppelketten-TZR beobachtet werden
(Abbildung 35). Bei dem p53,64.272-Spezifischen Doppelketten-TZR lie3 sich eine
Abnahme der Expression des endogenen pp6549s-503-spezifischen TZR verzeichnen
(MFIly 22,8). Dies konnte mit einer Fehlinteraktion der endogenen und exogenen
TZRa und - Ketten zusammenhangen. Der p53;s4-272-Tumorantigen-spezifische
Doppelketten-TZR ist zwar auf einem 1-Plasmid-retroviralen Vektor kloniert, jedoch
zeigte sich auch in in vivo Versuchen ein potentielles Risiko einer GvHD im
Gegensatz zu dem  p53264-272-TuMorantigen-spezifischen  Einzelketten-TZR
(personliches Gesprach mit Herrn Dr. X). Hinzukommend fuhrte die intrazellulare
IFN-g Zytokinfarbung nach einer pp6549s.503- UNd pP53264.272-peptidspezifischen
Stimulation zu einer effizienten IFN-g Sekretion der pp6549s.503-spezifischen T-Zellen,
die mit dem p53,64-272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR transduziert
waren (Abbildung 37: 79,3 % versus 66,8 % bei der pp6549s5.503- und 70,5 % versus

52 % nach einer p53,64-272-peptidspezifischen Stimulation). Letzteres kénnte auf eine
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effizientere pp65495.503- UNd P53264-272-bi-Spezifitat und simultane Expression beider

TZR zurlckzufihren sein.

Bei der retroviralen Transduktion des pp6549s.503-Spezifischen T21 T-Zellklons mit
einem p5364-272- Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR konnten lediglich 35,1
% der Zellen mit einer dualen Spezifitit generiert werden (Abbildung 38).
Hinzukommend zeigte sich, dass der endogene pp6549s.503-Spezifische TZR etwas
geringer an der Zelloberflache exprimiert wurde. Infolgedessen das der T21 T-
Zellklon eine Monoklonalitat aufwies und der V 14 Subfamilie (FACS-Analyse nicht
gezeigt) angehorte, lield sich die geringe Generierung von bi-spezifischen T-Zellen
nicht auf unterschiedliche Subfamilien bzw. unterschiedliche kompetitive endogene
TZR zurtckfuhren. Ebenfalls kbnnen unterschiedliche CDR3 Schleifen von Antigen-
spezifischen TZR gleicher Subfamilien einen Einfluss auf die Expression nehmen
(Heemskerk et al. 2007). Jedoch konnte dieser Aspekt ausgeschlossen werden, da
es sich um einen T-Zellklon handelte. Folglich war der endogene pp65495.503-
spezifischen TZR ein starker Kompetitor mit einer hohen intrinsischen Qualitét, so
dass trotz einem Einzelketten und murinen TZR nur wenige Zellen den p53264-272-

Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR exprimierten.

5.2.2 Unterschiedlicher HCMV-Status zwischen Donor  und Rezipient

Die effiziente Generierung von HCMV-spezifischen T-Zellen von HCMV-
seronegativen Donoren mittels dem TZR Gentransfer, konnte bereits gezeigt werden
(Schub et al. 2009 sowie eigene Daten). Jedoch wurde hierbei nur eine antivirale
Behandlung erfolgen. Der CMV-Status des Donors spielt eine relevante Rolle im
Verlauf des Patienten. Die Transplantation eines HCMV-positiven Rezipienten mit
einem HCMV-negativen Transplantat wirde bei einer CMV-Reaktivierung zu einer
insuffizienten zellularen Immunantwort fihren (Zhou et al. 2009). Bei einer Donor-
Lymphozyten-Infusion (DLI) muss der HLA-Status zwischen dem Empfanger und
dem allogenen Spender bericksichtigt werden. Ansonsten konnte eine
aufkommende GvHD zum Tod des Patienten fuhren. Im Falle dessen, dass der zu
transplantierende Patient hinzukommend einen HCMV-seropositiven Status
aufweisen wirde, musste dies ebenfalls bertcksichtigt werden. Wirde sich nun kein
geeigneter Spender finden, welcher vom HLA- und / oder CMV-Status mit dem

Patienten Ubereinstimmen wirde, dann muisste auf einen HLA-passenden und
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HCMV-seronegativen Spender zurtickgegriffen werden. Bei der DLI wirde ein
Spender vorzugsweise nach dem HLA-Status ausgewahlt werden, da einer HCMV-
Reaktivierung medikamentts (z.B. Ganciclovir / Acyclovir) entgegengewirkt werden
konnte. Letztlich kdnnte es aber fir die Immuntherapie interessant sein, im Falle der
Situation, dass der Donor einen HCMV-seronegativen und der Empfanger einen
HCMV-seropositiven Status aufweisen wirde, die Methode der simultanen
retroviralen Transduktion anzuwenden. Hierdurch wirde sowohl eine antivirale als
auch antitumorale Immunantwort ausgeldst werden. In der dargelegten Dissertation
wurden fur die Generierung von bi-spezifischen HCMV-negativen T-Zellen ein
PP6549s.503-Spezifischer Doppelketten-TZR eines 1-Plasmid-retroviralen
Vektorsystems, welcher Kodon-optimiert und partiell murinisiert war, verwendet.
Hinzukommend wurde ein p53264-272-Tumorantigen-spezifischer Einzelketten- und
Doppelketten-TZR verwendet, welcher ebenfalls auf einem 1-Plasmid-retroviralen
Vektorsystem kloniert sowie Kodon-optimiert war. Die Verwendung des pp6549s-503-
spezifischen  Doppelketten- und des  p53264-272-Tumorantigen-spezifischen
Einzelketten-TZR fihrte zur effizienten Generierung von bi-spezifischen T-Zellen
(Abbildung 39). Hinzukommend lieR sich eine duale Spezifitdt gegentiber pp6549s5.503-
und p53264-272-peptidbeladenen Zielzellen in einer intrazellularen Zytokinfarbung
nachweisen (Abbildung 40). Jedoch konnten in vitro ebenfalls T-Zellen detektiert
werden, welche lediglich den p53,44.272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR
exprimierten. Dies konnte zum einen darauf zurickgefuhrt werden, dass ein
Doppelketten-TZR einer groRReren Fehlpaarung, mit den, in den doppelt-
transduzierten T-Zellen immer noch vorliegenden endogenen TZR, unterliegt als ein
Einzelketten-TZR (Zhang et al. 2004). Zum anderen ein kompletter muriner TZR
(p53264-272-Spezifischer TZR) effizienter an der Zelloberflache exprimiert werden
konnte. Hierfur wirde auch sprechen, dass der p53264-272-Tumorantigen-spezifische
Doppelketten-TZR  kompetitiver ~ gegenuber einem  pp65a49s.503-Spezifischen
Doppelketten-TZR erschien (Abbildung 41). Es konnte bereits dargelegt werden,
dass murinisierte TZR Ketten vorzugsweise miteinander interagieren und weniger
anfallig fur Fehlinteraktionen sind (Sommermeyer und Uckert 2010). Wobei hier trotz
allem eine Fehlinteraktion zu Grunde liegen konnte, indem humane, wenn auch
partiell murinisierte, TZR Ketten potentieller mit endogenen TZRa und - Ketten als
murine Volllangen-TZR Ketten interagieren kdnnten. Eine weitere Erklarung konnte

sein, dass die V-Doméanen des p53.64-272-Tumorantigen-spezifischen TZR stérkere
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Interaktionskrafte aufweisen konnten als die des pp6549s503-spezifischen TZR
(Heemskerk et al. 2007). Es stellte sich nun die Frage, warum ein pp65495.503-
spezifischer Doppelketten-TZR mit einem p53,64.272-Tumorantigen-spezifischen
Einzelketten-TZR, aber nicht mit einem p53264-272- TuMorantigen-spezifischen
Doppelketten-TZR  ko-exprimiert werden konnte. Beide Doppelketten-TZR
unterliegen nunmehr dem Potential einer unerwinschten Fehlinteraktion mit den
endogenen TZRa und - Ketten. Wobei von dem pp6549s.503-Spezifischen TZR
maoglicherweise ein hoheres Potential ausgehen kénnte. Es konnte gezeigt werden,
dass ein murinisierter WT1/A2 TZR eine vollstandige Reduktion von Fehlinteraktion
im Vergleich zum nicht-modifizierten TZR nicht ausschliel3t (Govers et al. 2010). In
stringenteren Bedingungen zeigte sich, dass ein muriner Volllangen-TZR insgesamt
kompetitiver als ein partiell murinisierter TZR war (Abbildungen 39 und 41). Mit der
Analyse der Anzahl der Integrationsstellen in das Genom sowie des mRNS Anteiles
der Zellen mittels einer genomischen DNS-PCR sowie der RT-PCR, héatte die
aufgestellte Hypothese manifestiert werden kénnen, dass die Resultate auf einer
Kompetition und nicht auf unterschiedlichen Integrationen bzw. transkriptionellen
Aktivitaten beruhen. Da jedoch gleiche retrovirale Vektorkonstrukte (pBullet Vektor)
verwendet wurden, sollten vergleichbare Integrationsstellen sowie gleiche
Transkriptionsraten gewabhrleistet sein. Folglich spricht vieles fir die dargelegte
Erlauterung. Bei der Analyse der Expression der endogenen TZR, der simultan
transduzierten HCMV-negativen T-Zellen, konnte der kompetitive Charakter des
P53264-272- TumMorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR im Vergleich zum pp6549s5.503-
spezifischen Doppelketten-TZR dargestellt werden (Abbildung 42). Es zeigte sich bei
dem  p5364.272-Tumorantigen-spezifischen  Einzelketten-TZR  eine  stérkere
Herunterregulierung der endogenen TZR Ketten als bei dem pp65495.503-Spezifischen
Doppelketten-TZR.

Bei der simultanen Transduktion erschienen die meisten Zellen positiv fur die
endogenen (Hu PanTZR") und exogenen TZR Ketten (Mu TZR *). Dies konnten
zum einen T-Zellen sein, welche den exogenen TZR, sowie in geringerem Mal3e den
endogenen TZR exprimierten, und zum anderen Zellen, die neben dem endogenen
oder exogenen TZR auch einen hybriden TZR an der Zelloberflache enthielten. Die
Resultate stellten die effiziente Generierung von Virus- und tumorreaktiven HCMV-
negativen T-Zellen dar, sowie die kompetitiven Charaktere eines p53264-272-

Tumorantigen-spezifischen, murinen Volllangen-Einzelketten- oder Doppelketten-
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TZR im Vergleich zu einem partiell murinisierten pp6549s.503-spezifischen
Doppelketten-TZR. Es zeigte sich, dass ein muriner Vollangen-TZR unabhangig
dessen, ob dieser als Einzelketten- oder Doppelketten-TZR-Konstrukt vorliegt,
kompetitivere Eigenschaften im Vergleich zu einem partiell murinisierten

Doppelketten-TZR aufzeigte.

5.3 Sicherheitsaspekt eines p53 5s4.272- TuMorantigen-spezifischen
Einzelketten-TZR

5.3.1 ,On-“-zielgerichtete Reaktionen sowie Immunogenitat ei nes partiell

murinisierten oder Volllangen-murinen-TZR

Das Risiko beim retroviralen TZR-Gentransfer besteht darin, dass der exogene TZR
zu einer sogenannten ,on“-zielgerichteten Reaktion fuhren kénnte (Schumacher
2002; Jorritsma et al. 2007). Diese Reaktionen richten sich gegen korpereigene,
nicht maligne Zielzellen, welche endogene Selbstantigene prasentieren. Bei p53
handelt es sich um ein universelles Antigen, welches normalerweise nur geringfugig,
aufgrund der zlugigen Degradierung mittels des Ubiquitin-Proteasom-Abbauweges,
auf korpereigenen Zellen exprimiert wird. Jedoch fiihren Mutationen in ~ 50 % der
humanen Tumore zu einer Uberexpression (Offringa 2009; Theobald et al. 1997).
Hinzukommend konnte sich ein therapeutisches Fenster ergeben, indem sich
Tumore aufgrund ihrer stabileren Expression von p53 von dem Normalgewebe
unterscheiden lassen konnten (Theobald et al. 1995). Das hier verwendete Epitop
von p53,64-272 ISt wildtypisch und schlie3t eine Akkumulierung von Mutationen
(,hotspot mutations®) aus, so dass der p53;64-272- Tumorantigen-spezifische TZR stets
das betreffende Antigen erkennen und reaktionsfahig sein sollte (personliches
Gesprach Dr. X). Die meisten Mutationen betreffen aul3enliegende Bereiche oder
nahe gelegene Randbereiche des betreffenden p53,s4.-272-Epitops. Es konnte bereits
in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. X gezeigt werden, dass trotz einer
vorhandenen Mutation vor dem p53,64-272-Epitop eine p53,64-272-Tumorantigen-
spezifische Erkennung durch den p53.64-272-spezifischen TZR gewahrleistet war.
Somit ist eine Anwendung des p53.64-272-Tumorantigen-spezifischen TZR in der TZR-
Gentherapie gegeben. Derzeit wird analysiert, ob Mutationen, die néher an das

pP53264-272-Epitop  reichen zu einer Beeinflussung der p53.64-272-Spezifischen
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Peptidprasentation fiihren konnten, d.h. eine mdgliche Uberexpression des
wildtypischen p53,64-272-Peptides die Folge wére. Trotz allem besteht das Risiko, das
normale, kdrpereigene Zellen, welche p53 tber den MHC I-Komplex im Rahmen der
endogenen Peptidprasentation an der Zelloberflache exprimieren, durch p53264-272-
spezifische T-Effektorzellen erkannt und angegriffen werden. Bislang konnten solche
,on“-zielgerichteten Reaktionen in laufenden humanisierten Mausmodellen in vivo
nicht nachgewiesen werden (Petschenka et al. 2012, Posterprasentation auf dem
Cancer Immunotherapy Meeting (CIMT) in Mainz, Deutschland). Jedoch gibt es in
aktivierten humanen T-Zellen in vitro Hinweise darauf (Mroz et al. 2012,
Posterprasentation auf dem Cancer Immunotherapy Meeting (CIMT) in Mainz,

Deutschland), die aber nur einen schwachen Effekt im autologen System zeigen.

Nun stellt sich die Frage, welches Risiko von einem Volllangen-TZR, wie dem p53264-
o72-Tumorantigen-spezifischen TZR, im Vergleich zu einem partiell murinisierten
pPpP65495.503-Spezifischen TZR ausgehen kdnnte. In einer klinischen Studie mit einem
murinen gpl00;s4.162- UNd einem p53,64.272-Tumorantigen-spezifischen TZR konnte
eine humorale Immunantwort sowie teilweise eine zusatzliche Inhibition der TZR-
Funktion nachgewiesen werden (Davis et al. 2010). Jedoch war dies lediglich bei
31,3 %, der mit dem gpl00is4-162-, und bei 10 %, der mit dem p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen murinen TZR behandelten Patienten der Fall.
Hinzukommend fuhrte die Bildung von Antikdrpern nicht zwangslaufig zu einer
Inhibition der TZR Funktion. Die Reaktion des Patienten war unabhangig der Anzahl
an transplantierten transduzierten T-Zellen und bei einer humoralen Immunantwort
spezifisch auf die transduzierten T-Zellen gerichtet. Des Weiteren konnte eine
Tumorregression trotz einer humoralen Immunantwort beobachtet werden. Letztlich
zeigte sich, dass die humorale Immunantwort vorzugsweise gegen die V- und nicht
die C-Doménen gerichtet war. Folglich wirde dies bedeuten, dass ein muriner
Volllangen-TZR in den C-Doménen nicht humanisiert werden musste, jedoch zur
Inhibition einer humoralen Immunantwort, die murinen V-Doméanen. Die minimal bzw.
partiell murinisierten TZR wuirden einen Vorteil darstellen, indem sich die
Murinisierungen vorzugsweise auf die C-Domanen richten wirden. Hinzukommend
konnten auch Epitope vom retroviralen Vektor an der Immunogenitat beteiligt sein
(Davis et al. 2010; Schumacher 2002; Lamers et al. 2011). Bei dem retroviralen
Vektor mit dem enthaltenen F2A-Element wurde beispielsweise ein schwach
immunogenes H2-D°-Bindungsepitop (KQTLNFDLL) beschrieben (Dossett et al.
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2009). Von essentieller Bedeutung ist festzuhalten, dass auch bei der Verwendung
eines murinen Volllangen-TZR zwar teils eine Immunantwort gegen die
genmodifizierten T-Zellen beobachtet wurde, jedoch diese sich auf eine Minderheit
der Falle bezogen und vor allem keinen Einfluss auf die klinische Wirkung nahmen.
In einer weiteren klinischen Studie konnte gezeigt werden, dass die durchgefiihrte
Depletion der Lymphozyten zur Férderung des Anwachsens der transplantierten T-
Zellen einen Schutzmechanismus des Patienten bewirkte. Die Suppression des
Immunsystems fuhrte zur Unfahigkeit auf die xenogenen Eigenschaften reagieren zu
konnen (Johnson et al. 2009). Trotz allem sollte naturlich das Risiko einer
Immunogenitat sowie die mogliche Schadigung des Patienten nicht vernachlassigt
werden. Jedoch stellt sich die Frage, welche Nebenwirkungen gerade noch tolerabel

sind, um eine Tumorregression und das Uberleben eines Patienten zu sichern.

5.3.2 Interaktionsverhalten eines p53 .e4272-TumMorantigen-spezifischen
Einzelketten-TZR

Es konnte gezeigt werden, dass Fehlinteraktionen bei der Verwendung eines p532¢4-
o72-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR sowohl mit humanen als auch
murinen TZRa Ketten erfolgen konnte. Die Analysen wurden unter nicht-kompetitiven
Bedingungen in der Jurkat-76 Zelllinie sowie unter kompetitiven Bedingungen in den
humanen T-Zellen durchgefiihrt. Die Jurkat-76 Zellen kennzeichnete der Verlust von
endogenen TZRa und - Ketten, so dass ein transduzierter TZR keiner Kompetition
unterliegt. In den humanen T-Zellen liegt, aufgrund des Vorhandenseins von
endogenen TZRa und - Ketten, eine Kompetition um die TZR-Expression zwischen
exogenen und endogenen TZR vor. Das Interaktionsverhalten des p532s4.-272-
Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR mit spezifitatsfremden TZRa Ketten,
spiegelte sich in der Abnahme der Tetp53-Positivitat wider (Abbildungen 45 und 51).
Der Verlust der Tetp53-Positivitdt, d.h. der Spezifitatsverlust des p53264.272-
Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR, reflektierte sich in einem IFN-g Elisa

mit abnehmender (1-Plasmid-retrovirales Vektorsystem) Funktionalitit oder
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Abbildung 61: Interaktionsverhalten des p53  ,s4.07o- Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR

mit fremden TZR a Ketten

Die Darstellung des Interaktionsverhaltens des p53.64.272- Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-
TZR erfolgte anhand des 1-Plasmid-retroviralen Vektorsystems. Jedoch ist dieses auf das 2-
Plasmide-retrovirale Vektorsystem (MuCa/Mu Wt sc TZR p53) uUbertragbar. Der Nachweis der
Expression erfolgte Uber die subfamilienspezifische V 3 Farbung. Infolge von spezifitatsfremden

TZRa Ketten geht die p53-spezifische Tetramerfarbung verloren bzw. nimmt ab.

vollstandigem Spezifitatsverlust (2-Plasmide-retrovirales Vektorsystem) des p5326s-
o72-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR (Abbildungen 46 und 52). Es konnte
im Detail analysiert werden, dass sehr wahrscheinlich die Interaktion des p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR mit einer Volllangen-TZRa-Kette auf
der Verdrangung der Va-Doméane des p53,64-272-Tumorantigen-spezifischen
Einzelketten-TZR beruhte (Abbildung 61). Eine Interaktion des p53264.272-
Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR mit einer TZR Kette konnte von
empirischen strukturbiologischen Aspekten her ausgeschlossen werden. Auch wiirde
sich theoretisch keine durch eine TZRa/ notwendige Fehlinteraktion induzierte
Neoreaktivitat bewirken lassen (personliches Gesprach mit Herrn Dr. X. Die
Expression des p53264-272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR eines 2-
Plasmide- oder 1-Plasmid-retroviralen Vektorsystems konnte stets Uber den V 3
Nachweis erfolgen (Abbildungen 47 und 53). Jedoch zeigten sich hinsichtlich der
p53-spezifischen Tetramerbindung Beeinflussungen. Die detaillierte Darstellung und
Manifestierung des Interaktionsverhaltens erfolgte mit der gezielten

Punktmutagenese der Va-Domé&ne an der Aminosauren-Position 115, zur
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Ausschaltung der p53-spezifischen Tetramerbindung. Hierbei fihrte die Veranderung
der Nukleinbase Adenin zu einem Cytosin in dem betreffenden Basentriplett zu der
Aminosaure Alanin anstelle eines Aspartats. Es lieRen sich essentielle Unterschiede
zwischen einem 2-Plasmide- und einem 1-Plasmid-retroviralen Vektorsystem
feststellen. In einem 2-Plasmide-retroviralen Vektorsystem zeigte sich, dass, im
Vergleich zu einer nicht-kompetitiven Situation in den Jurkat-76 Zellen, eine
kompetitive Situation (humane T-Zellen) den p53,s4-272-Tumorantigen-spezifischen
Einzelketten-TZR vor einer Fremdinteraktion mit TZRa Ketten schutzte (Abbildungen
44 und 45). Im Gegensatz zu den Jurkat-76 Zellen (nicht-kompetitive Situation)
konnte in den humanen T-Zellen (kompetitive Situation) keine Interaktion mit
humanen TZRa Ketten festgestellt werden (V -Analyse: Abbildung 44). Lediglich mit
der homologen p53;64.272- sowie der spezifitatsfremden, aber ebenfalls murinen
MDM2s,.gg-spezifischen TZRa Kette zeigte sich die Expression eines hybriden TZR.
Es sei daraufhin gewiesen, dass es sich bei der Interaktion zwischen dem p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR und der homologen p53264-272-
spezifischen TZRa Kette aufgrund der gleichen Spezifitat nicht wirklich um einen
hybriden TZR handelte. Der p53,64-272-Tumorantigen-spezifische Einzelketten-TZR
war unter kompetitiven Bedingungen (humane T-Zellen) nicht kompetitiv genug mit
einer endogenen TZR Kette um die TZRa Kette zu konkurrieren und somit seine
Expression an der Zelloberflache zu erzwingen. Unter nicht-kompetitiven
Bedingungen (Jurkat-76 Zellen) konnte die Interaktion des p53,64-272- Tumorantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR auch mit humanen TZRa Ketten dargelegt werden
(Abbildung 44). Die Interaktion resultierte sowohl in dem Verlust der p53-Spezifitat
(Tetp53-Analyse: Abbildung 45) als auch in der Funktionalitat (Abbildung 46 A). Die
detaillierte Analyse des Interaktionsverhaltens des p53.64-272-Tumorantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR mit spezifitatsfremden TZRa Ketten erfolgte mittels
der gezielten Punktmutagenese der Va-Domane des p5364-272-TUumorantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR. Diese flihrte zur Ausschaltung der p53-spezifischen
Tetramerbindung (Abbildung 48). Es zeigte sich, dass die Interaktion vermutlich auf
der Verdrangung der Va-Doméane des p53,64.272-Tumorantigen-spezifischen
Einzelketten-TZR durch die spezifitdtsfremde TZRa Kette beruhte (Abbildungen 47-
49). Bei dem 1-Plasmid-retroviralen Vektorsystem (sc TZR zusammen mit MuCa

kloniert) konnte nachgewiesen werden, dass durch die Integration der MuCa-
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Doméane auf den retroviralen Vektor, der p53264-272-Tumorantigen-spezifische
Einzelketten-TZR unabhangig einer nicht- oder kompetitiven Situation stets
exprimiert werden konnte (Abbildungen 50 und 51). Trotz allem lie3 sich eine
Fehlinteraktion, vorzugsweise mit murinen TZRa Ketten, nicht vermeiden. Die
Kopplung beider Leserahmen auf einem Konstrukt via F2A bot keinen
entscheidenden kinetischen Vorteil der Dimerisierung. In erhéhtem Mal3e lie sich
ein Verlust der Spezifitdt des p53z64-272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR
durch die Fehlinteraktion mit einer murinen MDM2g;.gg-Tumorantigen-spezifischen
TZRa Kette nachweisen (Abbildungen 50 und 51). Mit humanen TZRa Ketten war
das Ausmafll an Fremdinteraktion mit dem p53,64.272-Tumorantigen-spezifischen
Einzelketten-TZR auch von der assoziativen Starke der TZRa Kette abhangig (siehe
Expressionsverhalten des p53;64-272- Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR in
Kombination mit einer pp65495.503-, gP1002g0-288- 0der AMLi42,-Spezifischen TZRa
Kette: Abbildungen 50 und 51). Die pp6549s.s03-Spezifische TZRa Kette (Tetp53™:
Jurkat-76: MFIly 2,7, humane T-Zellen: B1/B3 MFly 31,3, B2/B4 MFly 18,5)
kennzeichnete ein schwécheres Potential gegeniiber den gp100,s0.28s- (Tetp53™
Jurkat-76: MFly 1,5; humane T-Zellen: B1/B3 MFIy 21,1, B2/B4 MFly 12,2) und
AML14.2-spezifischen (Tetp53™: Jurkat-76: MFly 1,4; humane T-Zellen: B1/B3 MFly
21,0, B2/B4 MFly 12,9) TZRa Ketten mit dem p53,64.272-Tumorantigen-spezifischen
Einzelketten-TZR zu interagieren. Folglich schien das Interaktionspotential TZR-
Subfamilien abhéngig zu sein. Die Fremdinteraktion des p53264-272-Tumorantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR eines 1-Plasmid-retroviralen Vektorsystems spiegelte
sich auch in der abnehmenden p53-spezifischen Funktionalitdt mit zunehmendem
Interaktionspotential mit fremden TZRa Ketten wider. (Abbildung 52). Die sich
verzeichnende Abnahme der V - und p53-spezifischen Tetramer-Expression sowie
Funktionalitat, bei der Kombination des p53264-272-Tumorantigen-spezifischen
Einzelketten-TZR mit der homologen p53,64-272-spezifischen TZRa Kette, kdnnte mit
einer sterischen Interaktion zusammenhangen. Hierdurch kénnte die Expression (V -
Expression erniedrigt im Vergleich zum Wildtypen), p53-spezifische Tetramerbindung
sowie p53-spezifische Funktionalitat beeintrachtigt werden (Abbildungen 50-52). Das
Interaktionsverhalten des p53,s4-272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR
eines 1-Plasmid-retroviralen Vektorsystems beruhte wie bei dem 2-Plasmide-

retroviralen Vektorsystem auf die Verdrangung der Va-Domane des p53264-272-
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Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR durch eine spezifititsfremde TZRa
Kette (Abbildungen 53-55).

Im Gegensatz zu dem 2-Plasmide-retroviralen Vektorsystem war der p532s4-272-
Tumorantigen-spezifische Einzelketten-TZR eines 1-Plasmid-retroviralen
Vektorsystems Kodon-optimiert sowie mit einer zuséatzlichen Disulfidbrticke in den C-
Doménen (Kuball et al. 2007) ausgestattet. Trotz der kinstlichen Disulfidbriicke in
den C-Domanen konnte eine residuelle Fremdinteraktion nachgewiesen werden. Bei
dem p53;64-272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR eines 2-Plasmide-
retroviralen Vektorsystems handelte es sich um einen TZR, welcher bislang nicht
Kodon-optimiert wurde und auch die kinstliche Disulfidbricke zwischen den C-
Domanen nicht enthielt. Unpublizierte Daten mit einem gp1002g0-288-TuMorantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR, welcher murinisiert oder minimal murinisiert sowie mit
der zusatzlichen Disulfidbriicke zwischen den C-Doméanen modifiziert war, zeigte im
2-Plasmide-retroviralen Vektorsystem kompatible Ergebnisse zu den hier
dargelegten (unpublizierte Daten von Herrn Dr. X und Frau Dr. X). Folglich konnten
die Daten zwischen einem murinen Volllangen-p53.,64.272-spezifischen Einzelketten-
TZR und einem partiell- bzw. minimal murinisierten humanen gp1002g0-28s-
spezifischen Einzelketten-TZR zueinander in Bezug gesetzt werden. Essentiell war
es, dass trotz der Optimierungen zur Inhibition einer Fehlinteraktion, diese nicht
vollstdndig ausgeschlossen werden konnten. Erst kirzlich wurde publiziert, das
Einzelketten-TZR einer Fehlpaarung unterliegen kénnen. Das aufgefuhrte Modell der
Fehlinteraktion war kompatibel mit dem hier dargelegten. Hinzukommend wurde das
gleiche Fazit gezogen, dass trotz der Optimierungen uber den Einzelketten-TZR-
Ansatz zur Inhibition von Fehlinteraktionen das Potential an Fehlpaarung zwar

beeinflusst, aber nicht ganzlich vermieden werden konnte (Aggen et al. 2011).

Es wurde versucht, das Phanomen residueller Fehlpaarungen eines Einzelketten-
TZR durch Protein-Design auszuschlie3en. Von essentieller Bedeutung ist es, dass
der hier dargelegte neuartige Lésungsvorschlag auf der effizienten Steigerung der
Va-V -Interaktion mittels einer zusatzlichen Disulfidbriicke (Voss et al., 1996)
zwischen der Va-Doméne und dem C-terminalen Ende des SL7 Linkers beruhte. Fur
den  Optimierungsprozess wurde der  p53264.272-Tumorantigen-spezifische
Einzelketten-TZR eines 1-Plasmid-retroviralen Vektorsystems verwendet (Kapitel

4.4.5). Die Verwendung von Disulfidbricken in den C-Doméanen zur Optimierung der
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TZRa und TZR |Interaktion konnte bereits gezeigt werden (Kuball et al. 2007;
Boulter et al. 2003). Aufgrund der Effizienz von Disulfidbriicken wurde eine solche in
der genannten Position gezielt integriert und von einer Verkirzung des SL7 Linkers
abgesehen. Es konnte gezeigt werden, dass die Disulfidbriicke mit der Bezeichnung
Q51C in Va und G16C im Linker (gemald IMGT-Nomenklatur) am effektivsten die Va-
V Interaktion stabilisierte und eine Verdrangung der Va-Doméne des p53264.272-
Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR verhinderte. Diese Optimierung
bewirkte, dass die Va- und V -Doméanen nadher zueinander gezwungen wurden.
Folglich fand eine TZRa Kette keinen Platz, um mit dem p53,64-272- TuMorantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR zu interagieren. Eine geringflgige Interaktion mit der
p53264-272-Tumorantigen-spezifischen TZRa  Kette  (Abbildung 56) sowie
Rekonstitution der Spezifitat und spezifische Interferon-g Sekretion nach einer p53z6a4-
272-peptidspezifischen Stimulierung konnte detektiert werden (Abbildung 57). Jedoch
sollten fur eine klinisch nahe Relevanz niedrige Peptidkonzentrationen betrachtet
werden, da im Patienten meist in einem geringen Mafle Tumorantigen-spezifische
Peptide prasentiert werden. Folglich war es essentiell, dass sich bei einer
Peptidkonzentrationen von 10 nM keine Rekonstitution einer spezifischen IFN-g
Sekretion der humanen T-Zellen, die mit dem Mu Wta TZR p53/Mu Mt sc coTZR
p53_Q51C transduziert waren, zeigte (Abbildung 57 B). Im Gegensatz dazu, liel3 sich
bei den T-Zellen, welche mit dem Ursprungskonstrukt (Mu Wta TZR p53/Mu Mt sc
cOoTZR p53) retroviral transduziert waren, auch bei 10 nM eine effektive
Rekonstitution detektieren. Das Konstrukt mit der Disulfidbriicke Va G49C/SL7 G16C
fuhrte zu einer geringeren effektiven Inhibition der Fehlinteraktion (Abbildungen 56
und 57). Hinzukommend zeigten die p53.64-272-TumMorantigen-spezifischen
Einzelketten-TZR-Konstrukte (Mu Wt sc coTZR p53_Q51C und Mu Wt sc coTZR
p53_G49C) eine vergleichbare p53,64.272-spezifische IFN-g Sekretion wie das
Ausgangsprodukt Mu Wt sc coTZR p53 in einem Interferon-g Elisa (Abbildung 57).
Bei Vergleich der optimierten p53,64-272- Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR
zeigte sich bei dem Mu Wt sc coTZR p53_Q51C eine etwas bessere Funktionalitat
als beim Mu Wt sc coTZR p53 G49C. Die Ergebnisse legten die essentielle
Integration der Disulfidbriicke an der Position Q51C in Va und G16C im Linker des
pP53264-272- TumMorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR eines 1-Plasmid-retroviralen

Vektorsytems dar. Hierdurch konnte eine effektive Stabilisierung der Va-V
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Interaktion und folglich spezifische Expression erzielt werden. Zwar zeigte sich bei
der Kp-Bestimmung in der Tetramerenbindung eine etwas gesteigerte Affinitat des
Konstruktes mit der Disulfidbricke Q51C/G16C (16 nM) gegeniber 20 nM des
Ausgangskonstruktes (Abbildungen 58 und 59). Aber dies spiegelte sich nicht in
einem Interferon-g Elisa wider. Es zeigte sich, dass das Ausgangskonstrukt zu einer
geringfugig effizienteren IFN-g Sekretion nach einer p53.64-272-peptidspezifischen
Stimulierung fuhrte (Abbildung 57). Es wurde bereits dargelegt, dass die
Dissoziationsrate eines Tetramers nicht direkt mit der zellularen Aviditat korreliert
und diese spezifisch fir jede TZR-MHC:Peptid Kombination erscheint (Auszug aus
Johnson et al. 2006). Letztlich konnte mit der Kp-Bestimmung manifestiert werden,
dass die zusatzliche Disulfidbricke zu einer vergleichbaren Affinitat des p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR fiuhrte. Letztlich kbnnte in in vivo
Versuchen darlegt werden, inwiefern die unterschiedliche IFN-g Sekretion eine
Relevanz auf die Tumorregression nehmen koénnte. Sehr wahrscheinlich wirde sich
kein Unterschied manifestieren lassen, mit Ausnahme eines hdheren
Sicherheitsaspektes mit der Disulfidbricke Q51C/G16C. Folglich konnte eine
effiziente und effektive Optimierung des p53,64-272-Tumorantigen-spezifischen
Einzelketten TZR eines 1-Plasmid-retroviralen Vektorsystems erzielt werden, ohne

einen maf3geblichen Spezifitatsverlust zu verursachen.

Aus den dargelegten Ergebnissen kann keine Aussage tber den mdglichen Einfluss
eines IRES- (interne ribosomale Eintrittsstelle) versus F2A-Elementes getroffen
werden, aufgrund des unterschiedlichen Vektordesigns. Unter dem IRES-Element
wird eine spezifische Faltung der mRNS verstanden, welche ohne weitere
Initiationsfaktoren die Bindung der mRNS an die Ribosomen vermittelt. Das IRES-
Element gewabhrleistet die Translation des dahinter geschalteten Genes (Leisegang
et al. 2008). Der Nachteil eines IRES-Elementes gegenlber einem F2A-Element
besteht darin, dass das Gen abwarts eine geringere Expression aufweist als das Gen
vor dem IRES-Element. Dies verdeutlicht die essentielle Anwendung von retroviralen
Vektoren mit dem integrierten selbstspaltenden 2A-Peptid, wodurch die Expression
von hintereinander geschalteten Genen zu gleichen Mengen gewaéhrleistet wird
(Szymczak et al. 2004; Yin et al. 2011). Hinzukommend kennzeichnete retrovirale
Vektoren, welche das F2A-Element aufwiesen, eine geftrderte TZR-Expression
sowie Funktionalitat der Effektorzellen (Wargo et al. 2009). Die Optimierungen des
retroviralen Vektordesigns durch das F2A-Element waren aber nicht auf
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Unterschiede in der Anzahl der Integrationsstellen in das Genom zurlckzufiihren
(Leisegang et al. 2008). Zur Darlegung des Einflusses des F2A-Elementes misste
das 2-Plasmide-retrovirale Vektorsystem des p53,s4.272-Tumorantigen-spezifischen
Einzelketten-TZR zu einem 1-Plasmid-retroviralen Vektorsystem umkonstruiert
werden. Jedoch wurden diese Analysen nicht durchgefiihrt, weil hier im Blickfeld das
Interaktionsverhalten eines p53.64-272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR
eines 1-Plasmid- oder 2-Plasmide-retroviralen Vektorsystems, unabh&ngig vom

Einfluss eines IRES- oder F2A-Elementes, stand.
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5.3.3 Ausblick

Im Weiteren soll ein Ausblick hinsichtlich einer translationalen klinischen Anwendung
der hier dargelegten Forschungsergebnisse gegeben werden. Fir Zytomegalie
(HCMV)-positive Tumorpatienten wirde sich ein therapeutisches Fenster bei der
Verwendung von pp6549s.503- und Tumorantigen-bi-spezifischen T-Zellen ergeben. In
der hier dargelegten Dissertation wurde als Tumorantigen das p53s4-272-Epitop
betrachtet. Jedoch sind in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. X und Herrn Dr. X
weitere Tumorantigen-spezifische TZR als Doppelketten- oder Einzelketten-TZR
etabliert. Hier seien als Beispiele von humanen Vertretern die gpl00,g0-285- und
AML14.22-Tumorantigen-spezifischen TZR sowie als murines Beispiel der MDM2g; gg-
Tumorantigen-spezifische TZR aufgefuhrt. Eine Generierung von bi-spezifischen T-
Zellen kénnte ebenfalls auf andere Tumorantigene Ubertragen werden, die fir solide,

aber auch inshesondere hamatologische Neoplasien in Betracht kommen.

Es konnte gezeigt werden, dass durch die Kombination von spezifitatsfremden TZRa
und - Ketten eines Doppelketten-TZR hybride TZR entstehen kénnen (Abbildungen
9-12). Folglich sollte das Ziel fiur eine Kklinische Anwendung sein, den
Sicherheitsaspekt eines TZR zu erhéhen. Dies konnte durch die bereits
beschriebenen Modifikationen, wie z.B. die kunstliche Disulfidbriicke zwischen den
konstanten Doménen (Kuball et al. 2007), durch Einzelketten- und Doppelketten-
TZR-Konstrukte (1-Plasmid-retrovirale Vektorsysteme) sowie die essentielle
Verstarkung der Va/V -Interaktion durch die neuartige kinstliche Disulfidbriicke,
zwischen Va Q51C und dem C-terminalen Ende des SL7-Linkers G16C in
Einzelketten-TZR-Konstrukten, erfolgen (siehe eigene Daten). Eine Ubertragung der
Disulfidbriicke auf andere TZR-Spezifitaten konnte durch die Arbeit von Herrn Dr. X
mit dem gpl00,g0-28s-Spezifischen Einzelketten-TZR gezeigt werden. Fur die
Generierung von bi-spezifischen T-Zellen zeigte sich, dass der maf3gebliche Erfolg in
der Expression zweier TZR an der Zelloberflache von der intrinsischen Qualitéat des
endogenen und exogenen TZR (Abbildungen 35-38) sowie von der Kombination
unterschiedlicher Vektorkonstrukte (Abbildungen 39 und 41) bestimmt wird. Unter
Berucksichtigung dieser Aspekte, musste flr die retrovirale Transduktion von
isolierten HCMV™ T-Zellen ein TZR verwendet werden, welcher zum einen hoch-affin
gegenuber seinem Tumorantigen ist und zum anderen einen effizienten kompetitiven

Charakter aufweist. Es zeigte sich, dass Einzelketten-TZR-Konstrukte kompetitiver
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gegenuber  Doppelketten-TZR-Konstrukten  sind.  Hinzukommend  kdnnen
Einzelketten-TZR-Konstrukte das Risiko einer GvHD minimieren (unpublizierte Daten
von Herrn Dr. X). Auch konnte dargelegt werden, dass der p53,44-272- Tumorantigen-
spezifische Einzelketten-TZR (1-Plasmid-retrovirales Vektorsystem) ein geringeres
Potential einer Fehlinteraktion mit einer pp65a4gs.503-Spezifischen TZRa Kette
aufzeigte (Abbildung 51). Ebenso war mit den TZRa Ketten der Spezifitaten
0gp1002g0-288 Und AML14.22 Stets eine spezifische Expression sowie Funktionalitat des
pP53264-272- TumMorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR vorhanden (Abbildungen 51
und 52). Folglich zeichnete sich die Anwendbarkeit flr die Generierung von bi-
spezifischen T-Zellen in der Kombination eines p53,64.272-Tumorantigen- und pp6549s.

so3-Spezifischen TZR ab.

Der hier verwendete p53.64.272-Tumorantigen-spezifische Einzelketten-TZR (1-
Plasmid-retrovirales System) fihrte zu einer effizienten Lyse von endogenen p53;g,.
o72-Tumorantigen-prasentierenden Tumorzellen (Saos2/143, UocB11) (Abbildung
60). Auch in in vivo Versuchen zeigte sich eine effektive Tumorerkennung
(unpublizierte Daten von Herrn Dr. X). Die Generierung von bi-spezifischen T-Zellen
mittels der simultanen retroviralen Transduktion zeigte sich am effektivsten in der
Verwendung eines p53,64-272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR sowie
eines pp6549s.503-spezifischen Doppelketten-TZR versus zwei Doppelketten-TZR-
Konstrukten (1-Plasmid-retrovirale Vektorsysteme). Im Folgenden musste analysiert
werden, wie es sich mit dem Interaktionsverhalten eines p53,64-272- TUMorantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR und eines pp6549s5.503-Spezifischen Einzelketten-TZR
verhalten wirde (1-Plasmid-retrovirale Vektorsysteme). Interessant wére es eine
Steigerung der TZR-Expression beider TZR zu erzielen. Fir die translationale
Onkologie wurde sich sehr wahrscheinlich die Verwendung von Einzelketten-TZR-
Konstrukten von 1-Plasmid-retroviralen Vektorsystemen zur Steigerung des
Sicherheitsaspektes anbieten (Kapitel 4.4.3-4.4.6 sowie unpublizierte Daten von
Herrn Dr. X). Hinzukommend kénnte das optimierte p53264-272-TumMorantigen-
spezifische Einzelketten-TZR-Konstrukt, mit der Disulfidbricke zwischen Va Q51C
und dem C-terminalen Ende des SL7 Linkers G16C, fur eine effizientere TZR-
Expression und Funktionalitat, von besonderem Interesse sein. Im Folgenden
musste analysiert werden, wie es sich mit der Fehlinteraktion eines pp6549s5.-503-

spezifischen Einzelketten-TZR mit dem p5364-272-Tumorantigen-spezifischen
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Einzelketten-TZR des wildtypischen und optimierten (Q51C/G16C) TZR-Konstruktes

verhalten wirde (1-Plasmid-retrovirale Vektorsysteme).

Essentiell ist es, dass unerwiinschte ,on“-zielgerichtete oder ,off*-zielungerichtete
Reaktion des pp6549s.503-spezifischen TZR sehr wahrscheinlich eingeschrankt
werden konnen, da es sich um einen Tumorpatienten mit einer reaktivierten
Zytomegalie handeln wirde. Folglich wirden nur infizierte Koérperzellen das pp6549s-
so3-Spezifische Epitop exprimieren. Da es sich um ein virales Antigen handelt, sollte
es auf nicht-infizierten, korpereigenen, gesunden Zellen nicht vorkommen. Folglich
wirde, wenn Uberhaupt, lediglich von dem p53.,64.272-Tumorantigen-spezifischen TZR
ein Risikopotential ausgehen. Wobei dieses hinsichtlich einer ,on“-zielgerichteten
Reaktion bereits in vivo analysiert wurde und bislang keine Hinweise darauf beruhen
(Petschenka et al. 2012, Posterprasentation auf dem CIMT Meeting in Mainz,
Deutschland).

Im Rahmen der Dissertation konnten keine in vivo Versuche mit CMV-infizierten
Mausen, die das humane pp6549s.503-Epitop effizient exprimierten, durchgefihrt
werden (Kooperation mit Herrn Prof. X/X). Die Antigenprasentation in den in vivo-
Modellen war bislang nicht ausreichend, um eine T-Zellantwort hervorzurufen.
Derzeit erfolgen weitere Optimierungsverfahren, um eine Anwendung des in vivo
Systems zur Verflgung zu stellen. Es ware von essentiellem Interesse zu
untersuchen, inwiefern die bi-spezifischen T-Zellen zu einer Abnahme des Virustiters
und einer Tumorregression in vivo fuhren konnten. Hinzukommend wére ein
Vergleich der Tumorregression zwischen M&ausen mit transplantierten p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen T-Zellen versus pp6549s5.503- UNd pP53264.272-TUMOrantigen-
bi-spezifischen T-Zellen spannend, d.h. ob sich eine Effizienzsteigerung (,triggering*
des TZR) des p53,64-272-Tumorantigen-spezifischen TZR durch den pp65495.503-

spezifischen TZR erzielen lassen wirde.

Zum anderen kénnte die endogene p53,64-272-EXpression durch ein Medikament dem
sogenannten ,small molecule” Nutlin-3a gezielt gesteigert werden. Vorversuche in
Kooperation mit Herrn PD Dr. X und Herrn Dr. X zeigten in der Western Blot Analyse
eine gezielte Erh6hung der wildtypischen p53-Expression (beispielsweise JVM-2 und
IM-9 Zelllinien). Als Kontrolle diente die Zelllinie Saos2/143 mit mutiertem p53, so
dass Nutlin-3a wirkungslos erschien. Hinzukommend konnte in einem °'Cr-

Zytotoxizitatstest gezeigt werden, dass retroviral transduzierte humane T-Zellen mit
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einem pP53264-272- TUMorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR (1-Plasmid-
retrovirales Vektorsystem) zu einer gesteigerten Erkennung und Lyse, der mit Nutlin-

3a behandelten Zellen fuhrten (eigene unpublizierte Daten).

Des Weiteren beschaftigen sich aktuelle Forschungsprojekte mit der ,Next-
Generation Sequencing (NGS)“ Technologie (Metzker 2010). Ziel ist es Tumore
hinsichtlich Mutationen zu analysieren bis hin zum gesamten Genom eines
Patienten, um eine individuelle Immuntherapie durchfihren zu kdnnen. Des Weiteren
konnten effizienter Antigene identifiziert werden, die vom Tumor Uberexprimiert
werden. AnschlieRend wirden gezielt allogene oder autologe T-Zellen mit dem
betreffenden TZR ausgestattet und in den Patienten reinjiziert werden. Auch im
Hinblick auf die Generierung von bi-spezifischen T-Zellen kénnte die NGS-
Technologie eine effiziente Anwendbarkeit finden. Durch die Identifikation
tumorrelevanter Antigene, konnte eine zielgerichtete Isolation von TZR aus
Tumorpatienten erfolgen. Somit kénnte das TZR-Repertoire fur die retrovirale
Transduktion vergro3ert werden. Hinzukommend kdnnten pp65495.503-spezifische T-
Zellen bzw. auch HCMV-spezifische T-Zellen anderer Epitop-Spezifititen gezielt mit
individuellen Tumorantigen-spezifischen TZR retroviral ausgestattet werden. Die
NGS konnte auch fur die Identifikation weiterer Virus-spezifischer Antigene
verwendet werden. Auch bei der simultanen retroviralen Transduktion von HCMV-
negativen T-Zellen kdnnten individuell bendtigte TZR angewendet werden. Folglich
wirde eine individuelle Immuntherapie zu einer effizienteren Tumorregression
fuhren. Hinzukommend ware eine schnelle Identifizierung von potentiellen Antigenen
und der Generierung von TZR-modifizierten tumorreaktiven sowie ggf. bi-
spezifischen Effektor-T-Zellen gegeben. Auch konnte hierdurch eine Erhdéhung des
Wirt-gegen-Leukamie (,Graft-versus-Leukemia“, GvL)-Effektes und der Limitierung

bis hin zur vollstandigen Inhibition einer GVHD erzielt werden.
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6 Zusammenfassung

In der hier vorliegenden Dissertation konnte gezeigt werden, dass von einem CMV-
pPp6549s5.503-Spezifischen Doppelketten-TZR (2-Plasmide-retrovirales Vektorsystem)
ein Potential der Fremdinteraktion mit spezifitatsfremden humanen gp100,g0.285- und
AML14.22- sowie murinen MDM2g3.gs- und p53264-272-Tumorantigen-spezifischen TZRa
und - Ketten besteht. Folglich zeichneten sich essentielle Optimierungsverfahren
(Kodonoptimierung des pp6549s.503-Spezifischen Doppelketten-TZR (2-Plasmide-
retrovirales Vektorsystem), Generierung eines pp6549s-503-spezifischen Doppelketten-
(1-Plasmid-retrovirales Vektorsystem) und Einzelketten-TZR (2-Plasmide-retrovirales
Vektorsystem)) ab. Hinzukommend wurden neuartige pp6549s5.503-Spezifische

Doppelketten-TZR mittels der gezielten Punktmutagenese generiert.

Fir die Generierung von bi-spezifischen T-Zellen wurden zwei Strategien etabliert.
Das erste Verfahren hatte zur Voraussetzung, dass der Donor und Rezipient einen
HCMV-seropositiven Status aufweisen wirden. Es lieBen sich effizient pp6549s5-503-
spezifische T-Zellen aus HCMV-seropositiven Blutproben isolieren und expandieren.
Die pp6549s5.503-Spezifischen T-Zellen charakterisierte eine effiziente pp65495-503-
Spezifitat, welche sowohl durch eine exogene pp6549s5.503-Spezifische Peptidbeladung
von Zielzellen als auch endogene pp6549s5.503-Spezifische Peptidprasentation durch
HCMV-infizierte humane Fibroblasten untersucht wurde. Nach der Expansion der
pPp6549s5.503-spezifischen T-Zellen wurden diese mit einem Kodon-optimierten p5364-
o72-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten- oder Doppelketten-TZR eines 1-
Plasmid-retroviralen Vektorsystems retroviral transduziert. Die Effizienz der TZR-
Expression beider TZR war von der jeweiligen intrinsischen strukturellen Stabilitat
sowie deren kompetitiven Starke um die Bindung an CD3 abhangig. In einer
intrazellularen Interferon-g Zytokinfarbung zeigte sich eine effiziente Funktionalitét
der bi-spezifischen T-Zellen. In der zweiten Strategie wurde die Situation behandelt,
dass der Donor HCMV-seronegativ und der Rezipient HCMV-seropositiv sind.
Hierbei wurde das Verfahren der simultanen Kotransfektion mit einem pp65495.503-
und p5364-272-spezifischen TZR etabliert. Bei der Verwendung eines pp65495.503-
spezifischen Doppelketten- und p53;64-272-spezifischen Einzelketten-TZR (1-Plasmid-
retrovirale Vektorsysteme) lieBen sich effizient pp654gs.s03- und p53264-272-

Tumorantigen-bi-spezifische T-Zellen generieren. Die duale Spezifitdt wurde in einer
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intrazellularen 1FN-g Zytokinfarbung nachgewiesen. Hinzukommend konnte der
Einfluss einer moglichen Kompetition um CD3 und Fehlinteraktion mit den

endogenen TZRa und - Ketten dargelegt werden.

Da sich ein Einzelketten-TZR der SpezifitAit p53264-272 als vorteilhaft in der
Generierung von bi-spezifischen T-Zellen erwies, hinterfragten wir, ob ein
Einzelketten-TZR-Format tatsachlich Fehlinteraktionen verhindert. Hierzu wurden
Interaktionsanalysen eines p53,64.272-Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR
mit einer humanen gp1002g0-288- UNd AML14.2o- SOwie murinen MDM2g;.gs- als auch
der homologen p53,64.272-Tumorantigen-spezifischen TZRa Kette im 2-Plasmide-
sowie 1-Plasmid-retroviralen Vektorsystem durchgefiihrt. Die Analysen erfolgten
sowohl unter nicht-kompetitiven Bedingungen in der humanen Jurkat-76 Zelllinie,
welche den genomischen Verlust von endogenen TZRa und - Ketten
kennzeichnete, als auch unter kompetitiven Bedingungen in den humanen T-Zellen,
die endogene TZRa und - Ketten besitzen. In dem 2-Plasmide-retroviralen
Vektorsystem konnte gezeigt werden, dass unter nicht-kompetitiven Bedingungen
der p53,64.272-Tumorantigen-spezifische Einzelketten-TZR in erh6htem Mal3e mit der
murinen MDM2g;.g3- sowie homologen p53264-272- als auch mit den humanen TZRa
Ketten der Spezifitaten AMLis22, 9pl002g0.288 uUNd pp6549s-503 (V' 3-Analyse)
interagieren konnte. Die humanen AMLj4.22- und gpl00,g0.28s-Spezifischen TZRa
Ketten zeigten eine starkere Interaktion mit dem p53,64-272-Tumorantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR als die pp6549s.503-spezifische TZRa Kette. Unter
kompetitiven Bedingungen schien das Interaktionspotential vorzugsweise auf den
murinen TZRa Ketten zu liegen, so dass sehr wahrscheinlich die exogene humane
TZRa Kette vorzugsweise mit der endogenen humanen TZR Kette interagierte als
mit dem  murinen  p53.64.272- TuMorantigen-spezifischen  Einzelketten-TZR.
Interessanterweise zeigte sich im 1-Plasmid-retroviralen Vektorsystem ein geringeres
Interaktionsverhalten mit murinen und vor allem humanen TZRa Ketten. Wiederum
konnte sich bei den humanen TZRa Ketten mit den Spezifitdten gp100,g0.285 und
AMay,.2, ein starkeres Interaktionspotential im Vergleich zur humanen pp6549s5.503-
spezifischen TZRa  Kette nachweisen lassen. Folglich schien das
Interaktionspotential  zumindest TZR-Subfamilien-abhdngig zu sein. Eine
Antigenspezifitats-Abh&ngigkeit ist nicht auszuschliel3en, da von X gezeigt wurde,

dass die CDR3-Antigenerkennungsschleifen Bindungsbeitréage zwischen TZR-Ketten
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leisten. Der p53264-272- Tumorantigen-spezifische Einzelketten-TZR eines 2-Plasmide-
oder 1-Plasmid-retroviralen Vektorsystems interagierte mit einer murinen oder
humanen Volllangen-TZRa Kette, wodurch die Va-Domane des p53264-272-
Tumorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR verdrangt wurde. Folglich fihrte die
Fehlinteraktion zu einem Verlust bzw. einer Minimierung der p53,64-272-Spezifitat
(V 3'/Tetp53). Essentiell war es, dass der p53.64.272-Tumorantigen-spezifische
Einzelketten-TZR eines 1-Plasmid-retroviralen Vektorsystems, trotz minimaler
Beeinflussungen, stets an der Zelloberflache exprimiert werden konnte und sich kein

vollstandiger Verlust der p53264-272-Spezifitat verzeichnen liel3.

Aufgrund der Verdrdngung der Va-Doméne durch eine Volllangen-TZRa-Kette
erfolgte die Optimierung der Va/V -Interaktion des p53264-272-Tumorantigen-
spezifischen Einzelketten-TZR (1-Plasmid-retrovirales Vektorsystem). Es konnte ein
neuartiger  p53,64-272-TUuMorantigen-spezifischer  Einzelketten-TZR  mit  einer
zusatzlichen kunstlichen Disulfidbriicke zwischen Va (Q51C) und dem C-terminalen
Ende des SL7-Linkers (G16C) generiert werden. Dieser Einzelketten-TZR zeigte im
Vergleich zum Ausgangskonstrukt eine starkere Va/V -Bindung, ausgelesen an
einer effizienten Reduktion der residuellen Kettenfehlinteraktion, sowie eine effiziente
TZR-Expression und Funktionalitdt als auch eine vergleichbare TZR-MHC:Peptid-
Affinitat.

Zusammenfassend konnte eine effiziente Generierung von pp6549s5.503- und p53264-
o72-Tumorantigen-bi-spezifischen T-Zellen sowie eine strukturelle und funktionelle
Optimierung eines  p53,64-272-TUuMorantigen-spezifischen Einzelketten-TZR im

Kontext der Anwendung CMV/Tumorantigen-bi-spezifischer T-Zellen erreicht werden.
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8 Anhang

Primer:

Gezielte Punktmutagenese des HuU Wt TZR CMV zu HUu Mt TZR CMV:
for_Mt AV 18 : 5' GCCACATACCTCTGTGCAAGTAACACCGGTAAC 3
rev_Mt AV 18 : 5 GTTACCGGTGTTACTTGCACAGAGGTATGTGGC 3'
for_ Mt BV 13 : 5 TTCTGTGCCAGCAGTCCCGTGACCGGGACAGGCCA
CTATGGCTACACCTT 3'

rev_Mt BV 13 : 5 GAAGGTGTAGCCATAGTGGCCTGTCCCGGTCACGG

GACTGCTGGCACAGA 3'

Klonierung von Hu Wt a coTZR CMV in den retroviralen pBullet_puro und Hu Wit

cOTZR CMV in den retroviralen pBullet_neo Vektor:
for_co_pp65a_Ncol: 5° AGAGGTACCATGGAGAAGAAC 3
rev_co_pp65a_BamHI: 5 GAGCTCGGATCCTCAGCTGCT 3’
Interner Primer von co_pp65a: 5 CCTGAACTTCCAGAACCTGAG 3
for_co_pp65 _Ncol: 5* AGAGGTACCATGGGCATCGGA 3

rev_co_pp65 _BamHI: 5' GAGCTCGGATCCTCAGAAGTC 3'

Klonierung des Hu Wt dc coTZR CMV eines 1-Plasmid-r  etroviralen Vektorsystems in
den retroviralen pBullet_puro Vektor:

for_dc TZR CMV_Ncol: 5* GAGAGGTCCCATGGAAAAGAACCCCCTGGCT 3

rev_dc TZR CMV_BamHI: 5° GAGCTCGGATCCTCATCAGCTGTTCTTCTTC 3

MuCa/Mu Wt sc TZR p53 eines 2-Plasmide-retroviralen Vek torsystems :

Hu Wt sc TZR p53 wurde in den retroviralen pBullet neo Vektor kloniert:

for_sc p53_ phosphoryliert: 5 GTCCTGGCGCTCCTCCCAGTGCTGGGGATAC 3

rev_ sc p53_BamHI: 5 GCGACGGAGGATCCTTCAGGAATTTTTTTTC 3
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MuCa wurde in den retroviralen pBullet puro Vektor kloniert:

for_Ca_phosphoryliert:: 5 GAAAGGCTGCTGTGCTCTCTGCTGGGGCTTC 3!

rev_Ca_BamHI: 5 GAGAGGTCGGATCCGCTCAACTGGACCACAG 3

Gezielte Punktmutagenese in der V. a-Doméne des Mu Wt sc TZR p53 eines 2-Plasmide-

retroviralen Vektorsystems:
for_sc TZR p53_115_A: 5 TGTTTTGAGCGAGGCTAGCAACTATCAGTTG 3’

rev_sc TZR p53_115_A: 5’ CAACTGATAGTTGCTAGCCTCGCTCAAAACA 3

Klonierung des Mu Wt sc coTZR p53 eines 1-Plasmid-r etroviralen Vektorsystems in

den retroviralen pBullet_neo Vektor:

f_sc TZR p53_93_ phosphoryliert:

5' GTGCTGGCCCTGCTGCCCGTGCTGGGCATC 3
r_sc TZR p53_93 BamHI:

5' GAGCTCGGATCCTCATCAGCTGCTCCACAG 3

Gezielte Punktmutagenese in der V a-Doméne des Mu Wt sc coTZR p53 eines 1-

Plasmid-retroviralen Vektorsystems:
F_sc TZR p53_93_115A: 5 TGCGTCCTGTCCGAGGCTAGCAACTACCAGCTG 3

R_sc TZR p53_93_115A: 5 CAGCTGGTAGTTGCTAGCCTCGGACAGGACGCA 3

Einbau einer zusatzlichen Disulfidbriicke zwischen d er Va-Doméne und dem Ende des
SL7-Linkers des Konstruktes Mu Wt sc coTZR p53 eine s 1-Plasmid-retroviralen

Vektorsystems

R_scp53_93_G49C: 5' GCAGCAGCTGCAGGCACTGCCGGGGGTACTG 3
F_scp53_93 G49C: 5' CAGTACCCCCGGCAGTGCCTGCAGCTGCTGC 3
R_scp53_93_Q51C: 5° GTACTTCAGCAGCAGGCACAGCCCCTGCCGG 3
F_scp53_93 Q51C: 5' CCGGCAGGGGCTGTGCCTGCTGCTGAAGTAC 3'
F_SL7 G16C: 5' CGGAAGCGGCAGCTGCGGGGGCGGAAACAGC 3

R_SL7_G16C: 5 GCTGTTTCCGCCCCCGCAGCTGCCGCTTCCG 3
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Interner Sequenzierungsprimer des Konstruktes Mu Wt sc coTZR p53 eines 1-Plasmid-

retroviralen Vektorsystems:

rev_C :5 GGTTCCGGGGGTTGTGCCAGA 3

Gezielte Punktmutagenese des pp65  sgs.503-Spezifischen Doppelketten-TZR eines 2-

Plasmide-retroviralen Vektorsystems zu Hu Mt TZR CM___ V:
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Vektorkarte vom pp65 4g5.503-Spezifischen Einzelketten-TZR eines 2-Plasmide-

retroviralen Vektorsystems:

Vektorkarte vom Kodon-optimierten pp65  95.503-Spezifischen Doppelketten-TZR eines

1-Plasmid-retroviralen Vektorsystems:

Der beigefligte Datentrager enthalt die Sequenzen sowie gebundenen Primer.
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