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Zusammenfassung

Obwohl der adoptive Transfer von CD8* zytotoxischen T-Lymphozyten (ZTL) einen
vielversprechenden Therapieansatz zur immunologischen Bekdmpfung von Tumorer-
krankungen darstellt, zeigten die bisher verfligbaren Protokolle in klinischen Studien
jedoch eine sehr geringe Effizienz. Der ergédnzende Transfer von CD4* T-Helfer-Zellen
konnte in diesem Zusammenhang eine Mdoglichkeit zur Unterstiitzung der CD8-T-Zell-
Antwort bieten und somit die Effizienz der adoptiven T-Zell-Therapie verbessern. CD4*
T-Lymphozyten stellen essentielle Hilfe fiir CD8* T-Zellen bereit und haben einen kriti-
schen Effekt auf die Etablierung eines lang anhaltenden CDS8-T-Zell-Gedachtnisses.
Dementsprechend ist die schnelle und effiziente Isolierung und Charakterisierung Tu-
mor-Antigen-spezifischer CD4* T-Zellen von grofiem Interesse.

In dieser Arbeit wurde ein Ansatz zur effizienten Beladung von MHC-Klasse-II-
Molekiilen unter Verwendung von in vitro transkribierter mRNS (ivt--mRNA) weiter-
entwickelt. Eine mit dem Antigen fusionierte Signalsequenz (CrossTAg) ermdglichte in
diesem Fall die gezielte MHC-Klasse-II-Kreuzprasentation endogen translatierter Anti-
gene. Im Gegensatz zu rekombinanten Proteinen kann Qualitdts-kontrollierte ivt-
mRNA rasch hergestellt werden und enthdlt keine stérenden Kontaminationen. Es
konnte nachfolgend gezeigt werden, dass Antigen-prasentierende Zellen (APZ) nach
Transfektion mit Antigen-CrossTAg-ivt-mRINA erfolgreich zur gleichzeitigen Reaktivie-
rung von CD4* und CD8* T-Zellen eingesetzt werden konnten. Tumor-Antigen-
CrossTag-ivt-mRNA-transfizierte APZ wurden dementsprechend zur Aktivierung pe-
ripherer Blutlymphozyten (PBL) eines gesunden Spenders genutzt. Am Fluoreszenz-
aktivierten Zellsortierer konnten daraufhin unterschiedliche Tumor/Testis-Antigen-
spezifische CD4* T-Zell-Klone anhand ihrer Aktivierungs-induzierten CD154-
Oberflachen-Expression isoliert werden. Diese CD4* T-Zellen konnten umgehend auf
ihre T-Zell-Rezeptor-Sequenz und das zugehorige Restriktionselement hin charakteri-
siert werden. Die somit generierten Tumor-Antigen-spezifischen CD4* T-Lymphozyten
konnen zur Identifizierung von CD4-T-Zell-Epitopen eingesetzt werden und in zukiinf-
tige Therapieansatze integriert werden.

Mithilfe der Kombination aus ivt-mRNS-basierter MHC-Klasse-II-Kreuzprasentation
und Aktivierungs-induzierter CD154-Sortierung konnte folglich eine innovative und
zielfiihrende Methode zur Isolierung Antigen-spezifischer CD4* T-Zellen etabliert wer-

den.
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Summary

Although adoptive T cell therapy with CD8"* cytotoxic T lymphocytes (CTL) is a promis-
ing cancer immunotherapy, high efficacy in a clinical setting has not been established.
To increase efficacy, supportive transfer of CD4* helper T cells might offer a possibility
to enhance CD8* CTL responses. CD4* T lymphocytes are known to provide pivotal
help for CD8* CTL as well as to have a critical effect on the generation of long lasting
CD8* memory T cells. The rapid and efficient isolation and characterization of tumor
antigen specific CD4* T lymphocytes is therefore of great interest.

A system was adopted to efficiently load MHC class II molecules using in vitro tran-
scribed mRNA (ivt-mRNA), employing an antigen-coupled targeting signal (Cross-
TAg). In contrast to recombinant proteins, quality controlled ivt-mRNA can be rapidly
produced and carries no immunogenic contaminants. It was observed that antigen-
presenting cells (APC) transfected with antigen-CrossTAg ivt-mRNA were efficiently
recognized by CD8* and CD4* T cells simultaneously. Consequently, tumor antigen-
CrossTag ivt-mRNA-transfected APC were used to prime whole PBL of a healthy do-
nor. Using fluorescence activated cell sorting for CD40 ligand (CD154) expressing CD4*
T lymphocytes after antigen-specific restimulation it was possible to isolate multiple
CD4* T cell clones directed against different tumor/testis-antigens presented on differ-
ent MHC class II molecules. Clones generated with this method were characterized for
their respective T cell receptor and restriction element. Furthermore, they can be used to
identify new epitopes recognized by CD4* T cells and contribute to future therapeutic
approaches.

Thus, MHC class II expression targeting and sorting for activation-induced CD154 ex-
pression made it possible to establish a high-throughput method for the isolation of an-

tigen-specific CD4* T lymphocytes.



1 Einleitung

Schon im Jahre 1957 postulierte Macfarlane Burnet: dem Immunsystem des Menschen
komme neben dem Schutz vor eindringenden Pathogenen mdglicherweise auch eine
Uberwachungsfunktion zur Bekdmpfung entarteter Képerzellen zu (Burnet, 1957). Uber
die letzten Jahrzehnte hinweg hat die weltweite Forschung dazu beigetragen, die im-
munologischen Mechanismen dieser Tumorabwehr aufzukladren. Im Gegensatz zur Fiil-
le an grundlegenden Informationen auf dem Gebiet der Tumorimmunologie bleiben
Vakzinierungsstrategien zur Therapie speziell solider Tumoren bisher objektiv gesehen
jedoch weit hinter ihren aussichtsreichen Moglichkeiten zuriick (Rosenberg et al., 2004).
Diese Ansidtze zur ,aktiven” Immunisierung werden oft durch ein negativ wirkendes
oder supprimiertes Immunsystem der Tumor-Patienten eingeschrankt (Schlom, 2012;
Klebanoff et al., 2005; Sakaguchi, 2005). Nichtsdestotrotz zeigt zum Beispiel eine neue
Generation von Vakzinen mit Dendritischen Zellen (DZ) unter Verwendung in vitro
ausgereifter Tumor-Antigen-beladener DZ Potential zur Verbesserung der Tumor-
Immuntherapie (Frankenberger und Schendel, 2012). In Erganzung zur aktiven Immu-
nisierung existieren mittlerweile jedoch weitere immunologische Anti-Tumor-Therapie-
ansdtze. So stellt zum Beipiel der adoptive Transfer von T-Lymphozyten eine vielver-
sprechende Moglichkeit zur immunologischen Bekampfung von Krebserkrankungen
dar. Die adoptive T-Zell-Therapie ist eine Form der Transfusionstherapie mit deren Hil-
fe aktivierte Tumor-spezifische T-Zellen die Eliminierung von Tumoren herbeifiihren
und Rezidive verhindern sollen (June, 2007). Gegentiber den vielfaltigen Strategien von
Anti-Tumor-Vakzinen stiitzt sich der Ansatz des adoptiven T-Zell-Transfers auf die Ex-
vivo-Stimulation und -Expansion Tumor-reaktiver T-Zellen und ermdglicht nach Rein-
fusion der T-Lymphozyten somit die effiziente Etablierung einer ,passiven” Tumor-
Immunitat (Restifo ef al., 2012).

1.1 Der adoptive T-Zell-Transfer

Lange Zeit lag verstarkt der adoptive Transfer von CD8* Effektor-T-Zellen im Fokus der
Bemiihungen zur Bekdmpfung von Tumorerkrankungen. CD8* T-Zellen erkennen en-
dogene Antigene spezifisch im Kontext von MHC-Klasse-I-Molekiilen und eignen sich

aufgrund ihrer potenten zytotoxischen Eigenschaften zum direkten Einsatz gegen Tu-



1 Einleitung

morzellen (Hunder et al., 2008; Yee et al., 2002). Negative Interaktionen mit dem vorlie-
genden Immunsystem des Empfangers konnten nachfolgend durch die erfolgreiche In-
tegration bedingter Lymphozyten-depletierender Chemotherapie-Regime in den Ab-
lauf der Anti-Tumor-Therapie iberwunden werden (Wrzesinski et al., 2010; Dudley et
al., 2002).

Trotz dieser Voraussetzungen erscheint die Funktion ex vivo expandierter CD8* T-
Zellen in vivo jedoch haufig stark eingeschrankt. In diesem Zusammenhang konnte in
Mausmodellen gezeigt werden, dass weitgehend ausdifferenzierte Effektor-T-Zellen
entgegen guter In-vitro-Anti-Tumor-Funktionen nur eine geringe Effizienz in der Tu-
mor-Therapie in vivo aufwiesen (Wilde et al., 2009; Gattinoni et al., 2005). Dementgegen
fithrte der Transfer naiver oder geringfiigig differenzierter CD8* T-Lymphozyten in der
selben Studie zur Eliminierung grofier, etablierter Tumoren. Die Einschrankungen des
Transfers aufgrund wiederholter In-vitro-Stimulations-Zyklen terminal differenzierter
oder erschopfter Tumor-spezifischer CD8* T-Zellen konnten jedoch durch die Ansitze
der T-Zell-Rezeptor-(TZR)-Gen-Therapie teilweise behoben werden (Uttenthal et al.,
2012; Schmitt et al., 2009).

Unter TZR-Gen-Therapie versteht man den Transfer isolierter T-Zell-Rezeptor-Gene ei-
nes Antigen-spezifischen T-Zell-Klons in zum Beispiel primédre T-Lymphozyten eines
HLA-abgestimmten Empfangers, in der Absicht die Spezifitat des urspriinglichen Klons
auf die Vielzahl der transduzierten oder transfizierten T-Zellen zu iibertragen (Dembic
et al., 1986). TZR-transgene T-Zellen konnen somit nach nur kurzer Ex-vivo-Mani-
pulation und -Expansion wieder in den Empfanger transfundiert werden und konnten
schon zur erfolgreichen Tumor-Immuntherapie eingesetzt werden (Turtle et al., 2012;
Park et al., 2011; Morgan et al., 2006). Die TZR-Gen-Therapie erlaubt zudem den Einsatz
hoch-avider T-Zell-Rezeptoren aus zum Beispiel semi-allogenen De-novo-Induktions-
ansdtzen sowie deren gezieltes Einbringen in T-Zellen mit vielversprechenden Effektor-
Phanotypen (Gattinoni et al., 2012). So konnte etwa gezeigt werden, dass Effektor-T-
Gedachtniszellen (Tem, engl. effector memory) im Vergleich zu zentralen T-Gedachtnis-
zellen (Tewm, engl. central memory) zwar einen Vorteil in ihrer In-vitro-Anti-Tumor-
Funktion besafien, Tem jedoch in vivo einen weitaus besseren therapeutischen Erfolg er-
zielen konnten als Tem (Berger et al., 2008; Klebanoff et al., 2005). Neben Tcu werden
mittlerweile auch naive T-Zellen und die vor kurzem beschriebenen T-Gedachtnis-
Stammzellen (Twmsc, engl. T memory stem cell) zur Gruppe der erfolgsversprechenden T-
Zell-Populationen fiir den Transfer TZR-modifizierter T-Lymphozyten gezahlt
(Klebanoff et al., 2012). Zusétzlich zur Verbesserung der Effizienz hat die TZR-Gen-
Therapie das Potential, ein Problem des stark personalisierten adoptiven T-Zell-Trans-

fers zu 16sen. Dementsprechend wiirde durch die transgene Expression charakterisier-
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ter Tumor-spezifischer T-Zell-Rezeptoren die Notwendigkeit zur Isolierung hoch-avi-
der Tumor-reaktiver T-Zell-Klone aus peripheren Blutlymphozyten (PBL) oder Tumor-
gewebe eines jeden zu behandelnden Patienten hinfallig.

Die genetische Instabilitdt vieler Tumoren fiihrt jedoch wiederum dazu, dass der allei-
nige Transfer Tumor-Antigen-spezifischer CD8* T-Zellen zur Adaption des Tumorge-
webes durch eine Verringerung der Immunogenitit oder die Akquirierung inhibieren-
der Mechanismen fiihren kann. Die sogenannte Tumorflucht (von engl. tumor escape)
versteht sich folglich als darwinistische Evolution unter dem erhohten Selektionsdruck
der Effektorzellen (Dunn et al., 2002). Die eindimensionale Aktivitat Tumor-spezifischer
CD8* T-Lymphozyten fiihrt oftmals nicht zur raschen Eliminierung des vollstindigen
Tumorgewebes und ermoglicht damit das zuféllige Entstehen immun-evasiver Tumor-
varianten (Khong und Restifo, 2002). So kénnen sich Tumorzellen zum Beispiel durch
Expression des Fas-Liganden vor der direkten Vernichtung durch Tumor-spezifische
CD8* zytotoxische T-Zellen schiitzen (Hahne et al., 1996). Weitere beschriebene Mecha-
nismen der Tumorflucht sind zum Beispiel der Verlust der MHC-Klasse-I-Expression
oder -Antigenprasentation (Cormier et al., 1999; Restifo et al., 1996) sowie die Sekretion
immun-suppressiver Zytokine, wie zum Beispiel TGF- (Transformierender Wachs-
tumsfachtor; engl. transforming growth factor) (Gorsch et al., 1992).

Entgegen beschriebener Einzelerfolge in der Tumor-Therapie scheint das oft schlechte
Uberleben adoptiv transferierter CD8* T-Lymphozyten in vivo sowie die haufig ineffek-
tiv erfolgende TumorabstofSung auf die fehlende Fahigkeit der CD8* T-Zellen zur Initia-
tion einer umfassenden und nachhaltigen Immunantwort zuriickzufiihren zu sein.
Dementsprechend konnte die bis heute leider geringe Effizienz der adoptiven T-Zell-
Therapie womoglich in der Abwesenheit geeigneter Tumor-Antigen-spezifischer CD4*

T-Lymphozyten begriindet liegen (Muranski und Restifo, 2009; Bevan, 2004).

1.2 Indizien fiir die Notwendigkeit von CD4* T-Zellen

CD4* T-Zellen nehmen im Gegensatz zu zytotoxischen CD8* T-Lymphozyten eine zent-
rale Rolle bei der Aktivierung und Aufrechterhaltung von Immunantworten ein und
sollten somit auch fiir die gezielte Inmuntherapie von Tumorerkrankungen berticksich-
tigt werden. Nach der ,, Wiederentdeckung” der CD4* T-Lymphozyten fiir die potentiel-
le Optimierung der Tumortherapie fordern nun Studien vermehrt Indizien zutage, die
diese Hypothese stiitzen.

Die in Mausmodellen beobachtete Ubertragbarkeit einer existierenden Antitumor-

Immunitdt durch den adoptiven Transfer von CD4* T-Zellen spricht fiir eine moglich-
3
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erweise zentrale Rolle der CD4* T-Lymphozyten in der Tumortherapie (Bogen et al.,
1995). So bieten CD4* T-Zellen zum Beispiel essentielle Hilfe fiir eine Tumor-gerichtete
zytotoxische CD8-T-Zell-Antwort (Wang und Livingstone, 2003). Fallarino und Kolle-
gen konnten zeigen, dass der adoptive Transfer Tumor-Antigen-spezifischer CD4* T-
Helfer-Zellen zur Initialisierung einer zytotoxischen T-Zell-Antwort in Tumor-tragen-
den Versuchstieren fiihrte (Fallarino et al., 2000). Unabhéangig fiir die Effizienz der de-
tektierten CD8* T-Zell-Aktivierung war in diesem Fall jedoch, ob es sich bei den transfe-
rierten Lymphozyten um T-Helfer-1-Zellen (Th1) oder T-Helfer-2-Zellen (Th2) handelte.
Neben der oben beschriebenen Funktion zur Aktivierung einer effizienten Immunant-
wort haben CD4* T-Zellen zudem einen entscheidenden Effekt auf die Generierung
langlebiger T-Gedachtniszellen (Sun und Bevan, 2003). So konnte wiederholt beobach-
tet werden, dass die Abwesenheit von CD4* T-Lymphozyten in vivo wahrend der pri-
maren CD8-T-Zell-Induktionsphase zu einem Ausbleiben einer addquaten CD8-T-Zell-
Antwort nach erneuter Virus-Infektion fiihrte. Die Abwesenheit der CD4* T-Helfer-
Zellen wahrend der Phase der wiederholten Infektion hatte jedoch keinen negativen
Einfluss auf die Effizienz der sekunddren ZTL-Expansion (Janssen et al., 2003; Shedlock
und Shen, 2003). Dies spricht dafiir, dass naive Antigen-spezifische CD8" T-Zellen zum
Zeitpunkt ihrer Induktion die Hilfe von CD4* T-Helfer-Zellen fiir die Differenzierung in
langfristig reaktivierbare CD8* T-Gedachtniszellen benétigen.

Betrachtet man die Aktivierung des Immunsystems zur Bekdampfung von Tumorer-
krankungen zudem unter dem Aspekt einer chronisch verlaufenden Immunantwort,
werden Parallelen zur CD4-abhdangigen Abwehr von chronischen Infektionen augen-
scheinlich (Ostrand-Rosenberg, 2005). Es ist anerkannt, dass CD4* T-Zellen essentiell fiir
die Aufrechterhaltung der CDS8-Effektor-Funktionen wahrend chronischer Virus-
Infektionen sind (Zajac et al., 1998). So zeigen zum Beispiel Mausversuche auf der
Grundlage einer chronischen LCMV-Infektion, dass die CD8-T-Zell-Antwort in Abwe-
senheit geeigneter CD4* T-Lymphozyten nicht aufrecht erhalten werden kann (Battegay
et al., 1994). Des Weiteren konnte in HIV-Patienten mit Therapie-unabhéngiger Kontrol-
le der Viramie eine langanhaltende und polyklonale CD4* T-Zell-Antwort nachgewie-
sen werden (Rosenberg et al., 1997). Die Abwesenheit von CD4* T-Zellen wiederum kor-
relierte in diesem Zusammenhang mit einem stark erhohten Virustiter. Chronisch sti-
mulierte CD8* T-Zellen scheinen somit abhédngig von einer addquaten CD4-T-Zell-Hilfe
Zu sein.

In Anbetracht der eindeutig unterstiitzenden Wirkweisen liegt demnach ein Einsatz
von CD4* T-Lymphozyten zur Optimierung und Erweiterung der immunologischen
Tumortherapie nahe. Fiir eine zusitzliche direkte Aktivierung von CD4* T-Zellen zur

Nutzung moglicher unmittelbarer Anti-Tumor-Mechanismen ware die Epitop-Prasen-
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tation im Kontext von MHC-Klasse-II-Molekiilen notwendig. Tumorzellen exprimieren
jedoch haufig keine MHC-Klasse-II-Molekiile. Trotzdem konnte in Mausmodellen
schon mehrfach gezeigt werden, dass auch CD4* T-Zellen alleine in der Lage sind, vor
Tumoren unterschiedlicher Herkunft zu schiitzen (Kerkar et al., 2011; Perez-Diez et al.,
2007; Greenberg et al., 1985). Levitsky und Kollegen konnten zudem beobachten, dass es
trotz Vakzinierung mit MHC-Klasse-II-negativen Tumorzellen zu einer CD4-abhangi-
gen Abstoflung des Tumors kam. In Folge einer Depletion der vorhandenen CD4* T-
Zellen konnte die Tumorabstofsung nicht mehr detektiert werden (Levitsky et al., 1994).
Die Depletion der CD8-positiven Lymphozyten-Fraktion hatte jedoch keinen negativen
Einfluss auf die Anti-Tumor-Antwort.

In Erweiterung dazu gibt es mittlerweile Berichte, wonach CD4* T-Zellen anscheinend
auch als alleinige Effektorzellen dazu befdhigt sind, eine direkte Antitumor-Antwort
auszufiihren (Quezada et al., 2010).

Dies spricht zusammenfassend fiir eine unmittelbare Funktion Tumor-spezifischer
CD4* T-Lymphozyten fiir die immunologische Abwehr von Tumorerkrankungen. Im
Folgenden soll demnach zuerst einfithrend auf die Grundlagen der Antigen-Prasen-
tation sowie der Entwicklung der CD4* T-Lymphozyten eingegangen werden. Im An-
schluss daran werden mogliche Mechanismen der Anti-Tumor-Aktivitit von CD4* T-

Zellen besprochen.

1.3 Klassische Antigen-Priasentationswege

Die Aktivierung von T-Lymphozyten erfolgt allgemein durch einen spezifischen Anti-
genkontakt anhand des T-Zell-Rezeptors. T-Zellen erkennen dabei Antigene in Form
kurzer Peptide (Epitope), prasentiert in der Peptidbindegrube von MHC-Molekiilen
(pMHC). Die Prozessierung von Antigenen in Antigen-prasentierende Zellen (APZ) er-
folgt auf zwei grundsatzlich verschiedenen Prasentationswegen (Germain, 1994). Auf
dem klassischen MHC-Klasse-I-Prasentationsweg werden Proteine aus dem Zytosol im
Endoplasmatischen Retikulum (ER) auf MHC-Klasse-I-Molekiile (MHCI) geladen und
auf der Zelloberfliche an CD8* T-Zellen présentiert. Endogene Proteine werden hierfiir
durch das Proteasom geschnitten und tiber den TAP-Peptid-Transporter (engl. trans-
porter associated with antigen processing) im ER auf neu-synthetisierte MHC-Klasse-I-
Molekiile geladen. Auf dem klassischen MHC-Klasse-II-Prasentationsweg hingegen
werden MHC-Klasse-II-Molekiile (MHCII) mit Fragmenten exogener Proteine beladen
und auf der Zelloberflache an CD4* T-Lymphozyten prasentiert. Professionell Antigen-
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prasentierende Zellen (Dendritische Zellen, B-Lymphozyten und Makrophagen) neh-
men Antigene aus der Umgebung endozytotisch auf und prozessieren diese im endo-
somalen / lysosomalen Kompartiment. Zur Beladung neu-synthetisierter MHC-Klasse-
II-Molekiilen werden diese aus dem ER vesikuldr an eine spezialisiertes endosomales /
lysosomales Kompartiment — das MHC-Klasse-II-beladende Kompartiment oder MIIC
(von engl. MHC II compartment) — iibersandt. Wahrend des Transports verhindert die
invariante Kette (Ii) die vorzeitige Beladung der MHC-Klasse-II-Molekiile durch die ge-
zielte Blockierung der Peptid-Bindegrube. Im MIIC angekommen wird die Invariante
Kette proteolytisch gespalten und das entstehende CLIP-Fragment (engl. class-II-
associated invariant-chain peptide) in der MHC-II-Bindegrube gegen Peptidfragmente
aus dem endosomalen / lysosomalen Prozessierungsweg getauscht.

Die so entstehenden pMHCII werden nachfolgend an die Zelloberfldache transportiert
und an CD4* T-Zellen prasentiert. Diese , klassischen” Prasentationswege verlaufen je-
doch anscheinend nicht strikt getrennt. So existieren zum Beispiel Mechanismen zur Be-
ladung von MHC-Klasse-I-Molekiilen mit Peptiden aus dem endosomalen / lysosoma-
len Antigen-Prozessierungsweg. Bei der sogenannten MHC-Klasse-I-Kreuzprasentation
werden die MHC-I-Bindegruben demnach mit Peptiden exogener Proteine beladen
(Heath et al., 2004). Zudem gibt es Belege dafiir, dass auch MHC-Klasse-II-Molekiile zy-
tosolische (endogene) Epitope prasentieren konnen (Rudensky et al., 1991; Nuchtern et
al., 1990). Hierfiir beschriebene Mechanismen umfassen zum Beispiel die Prasentation
nicht-MHCI-gebundener Peptide aus dem MHC-Klasse-I-Prasentationsweg sowie au-
tophagozytotische Prozesse zum Abbau zytosolischer Proteine im endosomalen / lyso-
somalen Kompartiment (Nedjic et al., 2009; Tewari et al., 2005). Die zugrunde liegenden
Mechanismen sind jedoch noch nicht vollstandig aufgeklart.

Festzuhalten bleibt jedoch, dass neben den klassischen MHC-Klasse-I/II-Prasentations-
wegen auch Mechanismen zur Préasentationsweg-iibergreifenden Beladung von MHC-
Molekiilen bestehen.

1.4 CDA4-T-Zell-Entwicklung

Die Vorlduferzellen der T-Lymphozyten stammen wie alle Zellen des hamatopoeti-
schen Systems aus dem Knochenmark. Die Entwicklung neu entstehender T-Zellen fin-
det jedoch fast ausschliefilich im zentral-lymphatischen Thymusgewebe statt. Thr Rei-
fungsprozess ist abhdngig von der funktionellen somatischen Rekombination des T-
Zell-Rezeptors sowie unterstiitzenden als auch selektierenden Zell-Zell-Interaktionen.

Im Thymus entstehen somit y0- oder aber CD4/CDS8 positive af3-T-Zellen. Die Mehrzahl
6



1 Einleitung

spdterer peripherer T-Lymphozyten exprimiert einen aus a- und (3-Kette zusammenge-
setzten heterodimeren T-Zell-Rezeptor (TZR). Die beiden Ketten des Rezeptors sind
strukturell der Immunglobulin-Superfamilie zuzurechnen und bestehen aus einer gere-
gelten Abfolge stochastisch zusammengefiigter Gensegmente. Die einzelnen Ketten tra-
gen aminoterminal (extrazelluldr) jeweils eines von urspriinglich vielen in der Keim-
bahn kodierten variablen (V) Gensegmenten in Fusion mit einer sogenannten verbin-
denden (J, von engl. joining) Region und werden abschlieSend durch ein zugehoriges
konstantes (C, von engl. constant) Gensegment in der Membran der T-Zelle verankert.
Die TZR-3-Kette enthélt dariiber hinaus ein zusatzliches D-Segment (von engl. diversi-
ty) zwischen V- und J-Region. Die aufierordentlich hohe Zahl von geschatzt 10" unter-
schiedlichen TZR-Spezifitdten im unselektierten TZR-Repertoire kommt wahrend der
Verkniipfung der V(D)]-Gensegmente zustande (Davis und Bjorkman, 1988). Der Kom-
plex der V(D)J-Rekombinase vollzieht hierbei die Verkniipfung der zufillig gewdahlten
Segmentvarianten, wobei durch Exonuklease-Aktivitit und Matrizen-unabhangiges
Einfiigen einiger weniger Nukleotide eine starke Diversifizierung im Bereich der Ver-
kniipfungsstellen erreicht wird. In der Abfolge der TZR-Sequenz existieren somit un-
terschiedlich variable Abschnitte. Man unterscheidet Geriistregionen (FR, engl. frame-
work region) und hypervariable Regionen (HV). Die HV-Regionen umfassen die drei
zur pMHC-Erkennung benétigten Komplementaritits-bestimmenden Regionen (CDR,
engl. complementary determining regions). Die CDR3-Regionen der beiden TZR-Ketten
liegen im Bereich der V(D)J-Segmentverkniipfungen und dienen aufgrund ihrer stark
erhohten Sequenzvariabilitit zur Epitoperkennung. Die Variabilititen der CDR1- und
CDR2-Regionen sind auf vererbte Unterschiede der V-Segmentvarianten zuriickzufiih-
ren und dienen der , Selbst”-Erkennung der weniger variablen MHC-Molekiile.

Der Prozess der Differenzierung im Thymus endet mit der Selektion des entstehenden
T-Zell-Repertoires. Durch die Mechanismen der positiven Selektion wird die erfolgrei-
che Erkennung von Selbst-MHC-Molekiilen tiberpriift (Starr et al., 2003). AusschliefSlich
Thymozyten die nach Umlagerung ihrer Rezeptorketten in der Lage sind, Peptid:MHC-
Komplexe zu erkennen, erhalten die bendtigten Uberlebenssignale. Dabei entstehen aus
der Population der zundchst CD4-CD8-doppeltpositiven af-T-Lymphozyten zwei
funktionell getrennte Untergruppen. Aus der positiven Selektion durch eine MHC-
Klasse-I-Interaktion gehen zytotoxische CD8* T-Lymphozyten hervor, aus der erfolgrei-
chen Interaktion mit MHC-Klasse-II-Molekiilen entsteht die Fraktion der letztlich CD4-
exprimierenden T-Zellen. In einem weiteren Selektionsschritt, der negativen Selektion,
werden abschliefend Thymozyten mit hoher Affinitat fiir Selbst-Antigene aus dem Re-
pertoire der spater freigesetzten naiven T-Lymphozyten entfernt (Hogquist et al., 2005).

Der Mechanismus der klonalen Deletion dient der Pravention potentiell auto-reaktiver
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T-Zellen und soll somit vor schadlichen Autoimmunerkrankungen schiitzen. Grund-
satzlich kann angenommen werden, dass beide Selektionsschritte durch die Starke der
Interaktion zwischen TZR und thymus-exprimierten Selbst-Peptid:MHC-Komplexen
bestimmt werden. Schwach erkannte Liganden aktivieren den Thymozyten nur unvoll-
standig und fithren damit zur positiven Selektion. Wohingegen stark aktivierende Lig-
anden eine negative Selektion anhand des Aktivierungs-induzierten Zelltods (AICD,
engl. activation induced cell death) hervorrufen (Gascoigne und Palmer, 2011). Dieser
duflerst komplexe Prozess ist dennoch teilweise durchlédssig, wobei entkommene auto-
reaktive T-Zellen wiederum durch die Mechanismen der peripheren Toleranz wie bei-
spielsweise Anergie oder peripherer Deletion an ihrem potentiell negativen Einfluss
gehindert werden konnen (Parish und Heath, 2008; Bouneaud et al., 2000). Eine interes-
sante Ausnahme in diesem Zusammenhang stellen natiirlich vorkommende CD25*
Foxp3* T-Zellen dar. Diese Lymphozyten der CD4-T-Zell-Fraktion differenzieren mit-
unter aufgrund ihrer verstarkten Selbst-Peptid-Erkennung zu regulatorischen T-Zellen
(Treg) und stehen damit diametral entgegen den Mechanismen der klonalen Deletion
im Thymus (Klein und Jovanovic, 2011). Einige Aspekte der vielfaltigen Selektions-
schritte, die zur Generierung eines MHC-restringierten als auch selbst-toleranten T-
Zell-Repertoires beitragen, bleiben somit weiterhin unstimmig (Gascoigne und Palmer,
2011). Da mittlerweile als anerkannt gelten kann, dass das Immunsystem auch Funktio-
nen zur Uberwachung entarteter kdrpereigener Zellen einnimmt — was zu einem gewis-
sen Teil Selbst-Antigen-vermittelt scheint (Schietinger et al., 2008) — erscheinen die nega-
tive Selektion im Thymus sowie die Mechanismen der peripheren Toleranz als evoluti-
ondrer Grenzgang zwischen positiven und negativen Nebeneffekten.

Die aus dem Thymus entsandten naiven T-Lymphozyten patrouillieren durch sekunda-
re lymphatische Gewebe und kontrollieren die Umgebung mithilfe ihres Rezeptors auf
im Kontext passender MHC-Molekiile préasentierte Antigene (Schliissel-Schloss-Prin-
zip). Naive T-Zellen werden durch die Epitop-spezifische Interaktion mit professionell
Antigen-prasentierenden Zellen primdr aktiviert (induziert). CD8* T-Lymphozyten
entwickeln sich daraufhin zu zytotoxischen Effektor-T-Zellen mit direkten Effektor-
funktionen (Perforin, Granzym). Naive CD4* T-Zellen differenzieren durch geeignete
Antigenstimulation je nach vorliegendem Zytokinmilieu zu verschiedenen Effektorzel-
luntergruppen, den sogenannten T-Helfer-Zellen (Th) oder aber induzierten regulatori-
schen T-Zellen (iTreg). Zurzeit sind drei Untergruppen verschiedener T-Helfer-Zellen
bekannt, Th1, Th2 und Th17.



1 Einleitung

nTreg > nTreg —_— IL-10

iTreg —_— IL-10

IFN-y
CD4/CD8 naive 7 Tht  ——  INF
doppeltpositive —> CD4+ ! IL-2
Thymozyten T-Zelle A 17
Th17 ——
IL-22
Th2 -
naive - :::'?3
CcD8* ]
T-Zelle

Abb. 1.1. Differenzierung der verschiedenen CD4-T-Zell-Subpopulationen. Im Verlauf der positiven und negati-
ven Selektion im Thymus entwickeln sich vorerst CD4-CD8-doppelt-positive Thymozyten in spater einfach-positive
naive CD4* oder CD8* T-Zellen sowie CD4* regulatorische T-Zellen (nTreg). Nach spezifischem Antigenkontakt in
der Peripherie entwickeln sich naive CD4* T-Lymphozyten je nach vorliegendem Zytokinmilieu in die Subpopulati-
onen der Thl-, Th17- und Th2-Helfer-T-Zellen sowie induzierte regulatorische T-Zellen (iTreg). Th17-Zellen unter-
liegen anscheinend auch nach erfolgter Polarisierung in der Peripherie einer spaten Plastizitdt (Th17-Differenzierung
zu Th1). Neben den verschiedenen CD4-T-Zell-Populationen sind zudem die jeweils typischen Effektor-Zytokine
dargestellt. (Abbildung abgedndert nach Swain et al., 2012).

Dem Spektrum der unterschiedlichen CD4* T-Zellen wird ein zum Teil gegensétzliches
Potential zur Therapie maligner Erkrankungen zugeschrieben. So scheinen natiirliche
oder induzierte Treg durch die Suppression der Tumor-gerichteten Immunantwort ei-
nen generell negativen Einfluss auf den Krankheitsverlauf zu besitzen und sind allge-
mein mit dem fortschreitenden Wachstum des Tumorgewebes assoziiert (Antony et al.,
2005; Gerloni und Zanetti, 2005). Dahingegen konnte fiir die beiden klassischen Helfer-
Untergruppen der Thl- und Th2-Zellen bereits die Fahigkeit zur effizienten Eliminie-
rung von Tumorzellen nachgewiesen werden, wobei die IFN-y und IL-2-sekretierenden
Lymphozyten des Th1-Subtyps die im Moment anscheinend attraktivsten CD4* Effek-
tor-T-Zellen darstellen (Nishimura et al., 2000; Pardoll und Topalian, 1998). Die Rolle
der erst seit kurzem bekannten IL-17-produzierenden pro-inflammatorischen Th17-
Zellen ist noch nicht abschlieffend geklart (Korn et al., 2007). Muranski und Kollegen
konnten in einem Mausmodell jedoch auch unter Einsatz Thl17-polarisierter CD4* T-
Zellen eine effiziente AbstofSung selbst etablierter Melanome beobachten (Muranski et
al., 2008). Der Anti-Tumor-Effekt der Th17-Zellen war in diesen Versuchsreihen jedoch

IFN-y-abhdngig, was fiir eine inhdrente Plastizitdt und eine damit einhergehende spate
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Differenzierung der aktivierten Th17-Zellen zu Thl-Zellen spricht (Lee et al., 2009). Die
gewlinschte Aktivitdt Tumor-reaktiver CD4* T-Lymphozyten scheint somit nicht nur
abhangig von ihrer Spezifitdt sondern auch vom Grad und der Qualitdt ihrer Differen-

zierung.

1.5 Mogliche Mechanismen der Anti-Tumor-Funktion spezifischer CD4*
T-Zellen

Bis heute wurde eine Vielzahl unterschiedlicher Mechanismen beschrieben, welche es
CD4* T-Zellen ermoglichen konnten die treibende Kraft fiir eine effiziente Tumor-
Immunabwehr darzustellen. Diese Mechanismen reichen von der klassischen CD4-T-
Zell-Hilfe fiir CD8* T-Lymphoyzten tiiber die Lizensierung von Antigen-prasentieren-
den Zellen bis hin zur direkten oder indirekten Lyse von Tumorzellen.

CD4* T-Zellen unterstiitzen das immunologische Milieu allgemein durch die Sekretion
von Zytokinen, wie etwa IFN-y, TNF (Tumornekrosefaktor), GM-CSF (von engl. Gra-
nulocyte macrophage colony-stimulating factor) und diverser Th2-Zytokine (Ostrand-
Rosenberg, 2005). Durch IL-2-Sekretion konnen CD4* T-Zellen beispielsweise Antigen-
spezifisch aktivierte ZTL zur Proliferation anregen (Cheever und Chen, 1997). Eine seit
langem existierende Theorie der CD4-T-Zell-Hilfe ist demnach die Zytokinfreisetzung
aktivierter CD4* T-Lymphozyten in unmittelbarer Nachbarschaft zu zytotoxischen CD8*
T-Zellen auf der Oberfliche von Antigen-prasentierenden Zellen (Mitchison und
O'Malley, 1987; Keene und Forman, 1982).

In Erganzung dazu konnen Antigen-spezifisch aktivierte CD4* T-Lymphozyten auch
direkt kostimulatorische Signale fiir CD8* T-Zellen zur Verfiigung stellen und damit
deren Expansion sowie das Uberleben der ZTL wihrend der Effektor-Phase der Anti-
Tumor-Antwort fordern (Giuntoli et al., 2002). Dies wird anscheinend tiber die direkte
Interaktion von Oberflichen-Molekiilen auf ZTL und CD4* T-Helfer-Zellen vermittelt.
Giuntoli und Kollegen fithren hierfiir CD27, CD137 (4-1BB) und MHC-Klasse-II-
Molekiile als potentielle Interaktionspartner auf CD8* T-Zellen in Verbindung mit de-
ren jeweiligen Liganden auf CD4* T-Lymphozyten auf.

Tumor-infiltrierende CD4* T-Lymphozyten haben offenbar zudem die Fahigkeit die
Anreicherung Tumor-reaktiver ZTL im Tumorgewebe zu ermdglichen (Marzo et al.,
2000). In Ubereinstimmung damit berichten auch Wong und Kollegen von der Not-
wendigkeit Tumor-spezifischer CD4* T-Zellen fiir die Akkumulation von CD8* T-
Lymphozyten im Tumorgewebe und deren Kapazitit zur direkten Lyse von Tumorzel-

len wahrend der akuten Phase der Immunantwort (Wong et al., 2008). CD4* T-
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Lymphozyten helfen demnach selbst niedrig-aviden CD8* T-Zellen, den vorliegenden
Tumor zu infiltrieren.

Eine weitere anerkannte Rolle der CD4* T-Lymphozyten ist ihre Funktion zur Aktivie-
rung professionell Antigen-prasentierender Zellen (Palucka und Banchereau, 2012).
Tumor-infiltrierende APZ nehmen Tumor-Antigene endozytotisch auf und prasentie-
ren prozessierte Epitope auf MHC-Klasse-II-Molekiilen. So konnte etwa gezeigt wer-
den, dass Tumor-infiltrierende DZ Tumor-Antigene effizient im Kontext von MHC-
Klasse-1I-Molekiilen prasentieren und somit in der Lage waren Tumor-spezifische CD4*
T-Lymphozyten zu aktivieren (Dembic et al., 2000). Die Lizensierung der Antigen-
prasentierenden Zellen durch die Ligation von CD40 auf APZ und CD40-Ligand auf
CD4* T-Zellen fiihrt zu einer verstarkten Antigenprasentation und zur Bereitstellung
wichtiger kostimulatorischer Signale (Bennett et al., 1998). Schoenberger und Kollegen
konnten in ihren Experimenten zeigen, dass die Blockierung der CD40-CD40-Ligand-
Interaktion zu einer Inhibition der CD8* T-Zell-Aktivierung fiihrte (Schoenberger et al.,
1998). Diese Beobachtung ist insofern relevant fiir die Tumorimmunologie, als die Ab-
wesenheit Tumor-spezifischer CD4* T-Helfer-Zellen unter Umstdnden eine effiziente
Induktion Tumor-spezifischer CD8* T-Zellen verhindert.

Die Erkennung von Tumor-assoziierten Antigenen (TAA) auf APZ durch CD4* T-Zellen
kann neben der CD4-Hilfe fiir zytotoxische CD8* T-Lymphozyten nachfolgend auch zur
Aktivierung des angeborenen Immunsystems fithren (Mumberg et al., 1999). So konnte
zum Beispiel gezeigt werden, dass die IFN-y-Sekretion Tumor-spezifischer CD4* T-
Zellen die Anti-Tumor-Aktivitit Tumor-infiltrierender Makrophagen induzierte
(Corthay et al., 2005). Auch Hung und Kollegen beobachten, dass die Zytokinprodukti-
on nach Induktion von Thl- und Th2-Zellen zur Aktivierung von Makrophagen und
Eosinophilen fiihrte. Die Effektor-Zelltypen der angeborenen Immunitit waren durch
Sekretion von Hyperoxiden und Stickstoffmonoxid daraufhin mafsgeblich an der Zer-
storung des Tumorgewebes beteiligt (Hung et al., 1998). Die gezielte IFN-y-Freisetzung
durch CD4* T-Helfer-Zellen konnte zudem an der Unterdriickung der Tumor-
Angiogenese beteiligt sein (Qin und Blankenstein, 2000; Mumberg et al., 1999). In Er-
ganzung dazu konnte in Mausversuchen nach adoptivem Transfer Tumor-Antigen-
spezifischer CD4* T-Lymphozyten auch ein Zusammenspiel von CD4* T-Zellen und
NK-Zellen nachgewiesen werden (Perez-Diez et al., 2007). NK-Zellen infiltrierten hier-
bei das Tumorgewebe und lieferten einen Beitrag zur langfristigen Beseitigung des
Tumors.

CD4* T-Zellen erkennen Antigene im Kontext von MHC-Klasse-II-Molekiilen, deren
Expression fiir gewohnlich auf professionell Antigen-prasentierende Zellen (Dendriti-

sche Zellen, B-Lymphozyten und Makrophagen) beschrénkt ist. Anhand der oben be-

11



1 Einleitung

schriebenen Mechanismen konnen Tumor-spezifische CD4* T-Lymphozyten jedoch ge-
nerell dazu beitragen, auch MHC-Klasse-IIl-negative Tumoren zu bekdmpfen
(Ossendorp et al., 1998). Dartiber hinaus finden sich in einigen Tumoren signifikante
Populationen MHC-Klasse-II-positiver Tumorzellen (Cabrera et al., 1995). Zu den Tu-
moren mit assoziierter erhohter MHC-Klasse-II-Expression zahlen zum Beispiel Mela-
nome, Lungenkarzinome sowie Brust- als auch Osteosarkome (Altomonte et al., 2003).
Auf einigen MHC-Klasse-II-negativen Tumorzellen kann die MHC-Klasse-II-Expres-
sion zudem durch IFN-y induziert werden, solange keine IFN-y-Resistenz vorliegt
(Nistico et al., 1990; Koeffler et al., 1984). Durch autophagozytotische Mechanismen
konnen einige Tumore somit Selbst-Antigene direkt auf MHC-Klasse-II prasentieren
(Nuchtern et al., 1990). Tumor-Antigen-spezifische CD4* T-Zellen konnten in diesem
Fall direkte Antitumor-Effektorfunktionen zeigen. So konnten zum Beispiel Quezeda
und Kollegen in ihrem Melanom-Maus-Modell beobachten, dass die Abstofiung des
Tumors durch transferierte Tumor-spezifische CD4* T-Lymphozyten abhéngig war von
der unmittelbaren MHC-Klasse-II-Erkennung auf den vorliegenden Melanomzellen
(Quezada et al., 2010). Bisher beschriebene direkte Wirkweisen von CD4* T-Lympho-
zyten auf Tumorzellen umfassen zum Beispiel den Fas/Fas-Ligand-Signalweg, die
Granzym-Perforin-vermittelte Lyse und Mechanismen unter Verwendung von TRAIL
(von engl. TNF-related apoptosis-inducing-ligand) (Echchakir et al., 2000; Thomas und
Hersey, 1998; Schattner et al., 1996).

Zusammenfassend stehen hiermit vielfaltige Mechanismen zur Verfiigung die es Tu-
mor-Antigen-spezifischen CD4* T-Zellen potentiell erlauben, einen grundlegenden Bei-

trag zur Optimierung der Immuntherapie von Tumorerkrankungen zu leisten.

1.6 MHC-Klasse-II-Kreuzprasentation

Durch die potentiellen Vorteile der Anwendung von CD4* T-Zellen in der Tumor-
Immuntherapie steigt das Interesse an Methoden zur Generierung Tumor-Antigen-
spezifischer CD4* T-Lymphozyten. Die Isolierung natiirlich vorkommender Tumor-
Antigen-spezifischer CD4* T-Zellen gestaltet sich jedoch durchaus schwierig. Zur In-
duktion oder Reaktivierung von CD4* T-Lymphozyten miissen Tumorepitope auf APZ
effizient im Kontext von MHC-Klasse-II-Molekiilen prasentiert werden. Die hohe gene-
tische Variabilitat der MHC-Klasse-II-Loci erschwert hierbei die molekulare Charakteri-
sierung der TZR-pMHC-Interaktion. Dariiber hinaus scheinen CD4* T-Zellen unter In-
vitro-Bedingungen proliferative Nachteile im Vergleich zu CD8* T-Lymphozyten zu be-

sitzen (Foulds et al., 2002). Neben den geeigneten Kulturbedingungen erscheint somit
12



1 Einleitung

eine effektive Antigen-Prasentation als mafigeblich fiir den Erfolg zur Identifizierung
Tumor-Antigen-spezifischer CD4* T-Zellen.

Die Identifizierung vielfdltiger Tumor-Antigene sowie die fortlaufende Definition ent-
haltener immunogener MHC-Klasse-II-Epitope ermdglichen die gezielte Beladung An-
tigen-prasentierender Zellen fiir die Generierung Tumor-Antigen-spezifischer CD4* T-
Lymphozyten. Synthetische Peptide konnen zum Beispiel zur direkten Beladung von
MHC-Klasse-II-Molekiilen eingesetzt werden (Jager et al., 2000). Die Prasentation ist je-
doch auf Grund der geringen Halbwertszeit der Peptid:MHC-II-Komplexe dufSerst inef-
fizient. APZ konnen dariiber hinaus auch mit rekombinant exprimierten Proteinen oder
Proteinfragmenten koinkubiert werden. Die Zellen nehmen die zur Verfligung gestell-
ten Proteine nachfolgend aus dem Kulturmedium auf und prozessieren diese iiber den
klassischen MHC-Klasse-II-Prasentationsweg (Sallusto et al., 1995). Diese fiir gewthn-
lich ineffektiven endozytotischen Mechanismen konnen durch den Einsatz bestimmter
Zielstrukturen fiir die Rezeptor-induzierte Aufnahme exogener Proteine unterstiitzt
werden (van Bergen et al., 1999). Die rekombinante Expression von Proteinen ist dessen
ungeachtet arbeitsaufwendig und ermoglicht keine kontaminationsfreie Aufreinigung
der Zielproteine. So enthalten rekombinant exprimierte Proteine meist Riickstande der
bakteriellen oder anderweitig fremdartigen Expressionszellen.

Um die technischen Einschrankungen bei der synthetischen Peptid-Produktion oder re-
kombinanten Expression von Proteinen zu umgehen, wurden genetische Ansétze fiir
die endogene Beladung von MHC-Klasse-II-Molekiilen entwickelt. Fiir den gezielten
zellinternen Versand bekannter MHC-Klasse-II-restringierter Epitope an das MHC-
Klasse-II-beladende Kompartiment (MIIC) wurden bisher verschiedene Strategien ver-
folgt. Zum einen ist es moglich, immunogene Peptidsequenzen iiber ein flexibles Ver-
bindungsstiick (engl. linker) mit dem N-Terminus der MHC-Klasse-II-pB-Kette zu fusio-
nieren (Ignatowicz et al., 1995). Ignatovicz und Kollegen konnten in ihren Versuchen
somit Transfektanten erzeugen, auf deren Oberflache eine Prasentation des eingesetzten
Epitops auf 99 bis 100% aller zu detektierenden MHC-Klasse-II-Molekiile nachweisbar
war. Der sterisch tiberstehende Teil des Linkers hatte interessanter Weise keinen nega-
tiven Einfluss auf die Erkennung der transgenen Epitop:MHC-II-Komplexe durch pep-
tid-spezifische Hybridomzellen (Fusion von T-Zellen mit Zellen einer Thymuskarzi-
nom-Zelllinie; Ignatowicz et al., 1995).

Eine Moglichkeit zum gezielten Versand kurzer Peptidsequenzen an den Ort der MHC-
Klasse-lI-Beladung ist deren Fusion mit dem C-Terminus der Invarianten Kette (Ii)
(Nakano et al., 1997). Durch das Einfligen einer Cathepsin-Schnittstelle werden die Pep-
tide nach Erreichen des lysosomalen /endosomalen Kompartiments enzymatisch abge-

spaltet. Diese miissen jedoch mit den physiologisch vorhandenen Epitopen um die Bin-
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dung auf MHC-Klasse-II-Molekiilen konkurrieren (Sponaas et al., 1999). Um nachfol-
gend die Effizienz der MHC-Klasse-II-Beladung unter Einsatz des li-basierten Peptid-
Versands zu verbessern, wurden Ansédtze zum Austausch des CLIP-Peptids in der Se-
quenz der Invarianten Kette entwickelt (Malcherek et al., 1998; van Bergen et al., 1997).
Nach Zusammenlagerung des li:MHC-II-Komplexes im Endoplasmatischen Retikulum
(ER) belegt das CLIP-Peptid die MHC-II-Bindungsgrube auf dhnliche Weise wie spater
gebundene Epitope. Durch den Austausch von CLIP konnen ausgewahlte Peptide
demnach bereits im ER auf MHC-Klasse-II-Molekiile geladen werden. Van Bergen und
Kollegen war es im Mausmodell somit unter Verwendung eines Tumor-spezifischen
CD4-Epitops moglich, eine effiziente Immunantwort gegen die aggressive RMA-Tumor-
Zelllinie zu induzieren (van Bergen et al., 2000).

In all diesen Fallen miissen jedoch die erkannten Epitope und die bendtigten Restrikti-
onselemente bekannt sein, um einen effizienten Einsatz zur MHC-II-Beladung zu ge-
wahrleisten. Zudem sind die hier genannten Ansdtze beschrankt auf die Prasentation
von Einzel-Epitopen. Um diese Einschrankungen zu tiberkommen wurden konsequen-
ter Weise genetische Methoden zum gezielten Einbringen vollstandiger Antigene in den
MHC-Klasse-II-Prasentationsweg entwickelt. Der zielgerichtete Versand endogener
Proteine zur Beladung von MHC-Klasse-II-Molekiilen stiitzt sich auf die Existenz spezi-
fischer zellinterner Sortierungssignale, welche den physiologischen Transport einer
Reihe von endosomal / lysosomal assoziierter Proteine gewdhrleisten (Braulke und
Bonifacino, 2009). Diese Proteine sind meist Membran-durchspannend und tragen in
ihren zytosolischen Doménen Signalmotive, die den vesikuldren Transport hin zum
lysosomalen / endosomalen Kompartiment ermdglichen. Die beteiligten Sortierungs-
signale lassen sich unterteilen in Dileucin-basierte (DXXLL) Motive und Tyrosin-
gestiitzte (YXXO) Signalmotive (Braulke und Bonifacino, 2009). Eine Vielzahl solcher
Sortierungssignale wurde bisher zum erfolgreichen Antigen-Versand an das MHC-
Klasse-1I-Kompartiment nutzbar gemacht. Beispiele hierfiir — um nur eine Auswahl zu
nennen — sind die Invariante Kette (Breckpot et al., 2003; Sanderson et al., 1995), die
Lysosomen-assoziierten Membranproteine LAMP-1 und LAMP-2 (Su et al., 2002; Bonini
et al., 2001; Wu et al., 1995; Lin et al., 1993) sowie der Transferrin-Rezeptor (Fernandes et
al., 2000). Die mit Abstand am haufigsten in der Literatur beschriebenen Sortierungs-
signale zur gezielten endogenen Beladung von MHC-Klasse-II-Molekiilen sind die letz-
ten 80 N-terminal gelegenen Aminosduren der Invarianten Kette (Ii80; Dileucin-Motiv)
sowie die LAMP-1-Transmembran- und Zytoplasma-Domadne (Tyrosin-Motiv). So
konnten zum Beispiel Sanderson und Kollegen mit 1i80-OVA-(Ovalbumin)- und Ii80-
HEL-(Hiithnerei-Lysozym)-Fusionskonstrukten transfizierte APZ erfolgreich zur Akti-

vierung spezifischer MHC-Klasse-II-restringierter T-Zell-Hybridome einsetzen (Sander-
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son et al., 1995). Wu et al. war es dementgegen in ihren Studien moglich, den zielgerich-
teten Versand eines E7-(HPV-16-Antigen)-LAMP-1-Fusionsprodukts zum lysosomalen /
endosomalen Kompartiment nachzuweisen. Transfizierte B-Zellen prasentierten nach-
folgend E7-Epitope im Kontext von MHC-Klasse-II-Molekiilen und dienten zur Reakti-
vierung E7-spezifischer T-Zell-Linien (Wu et al., 1995). In Versuchen zum Vergleich der
CD4-stimulatorischen Kapazitit transfizierter APZ konnte jedoch ein klarer Vorteil des
LAMP1-Konstruktes gegeniiber der Invarianten Kette beobachtet werden (Bonehill et
al., 2004).

Die Ansdtze unter Einbezug vollstindiger Antigensequenzen haben den Vorteil, dass
neben der Prasentation verschiedener Epitope im Kontext von MHC-Klasse-II-Mole-
kiilen zusatzlich auch eine Prozessierung der eingebrachten Antigene im Rahmen des
klassischen MHC-Klasse-I-Prasentationswegs stattfinden kann (Bonehill et al., 2004).

1.7 Tumorantigene

Was sind demnach geeignete Antigene fiir die Tumor-Immuntherapie mithilfe des
adoptiven T-Zell-Transfers? In Tumoren existiert eine Vielzahl verschiedener intrazellu-
larer Proteine, welche mittlerweile als Tumorantigene anerkannt werden (Rosenberg,
2001). Tumorantigene konnen generell unterteilt werden in (1) virale Tumorantigene,
sowie nicht-virale (2) Tumor-spezifische Antigene und (3) Tumor-assoziierte Antigene.
Antigene karzinogener Viren stellen ideale Zielstrukturen fiir eine immunologische
Eliminierung Virus-transformierter Tumorzellen dar, da die Expression der korper-
fremden Virusproteine auf infizierte Zellen beschrankt sein sollte und virale Proteine
im Allgemeinen zum Ablauf einer effizienten Immunantwort fithren (Pagano et al.,
2004). Virale Infektionen sind geschatzt jedoch nur mit etwa 15% aller weltweiten Tu-
morerkrankungen assoziiert (Butel, 2000). Eine weitere Klasse bekannter Tumorantige-
ne sind Tumor-assoziierte Mutationen, die sogenannten Tumor-spezifischen Antigene
(TSA). TSA sind interessant fiir die Anti-Tumor-Therapie, da diese wiederum aus-
schlieslich von Tumorzellen exprimiert werden und dariiber hinaus oftmals integral fiir
das Uberleben des Tumors sind. Tumor-spezifische Antigene sind Neo-Antigene und
sollten daher nicht der negativen Selektion im Thymus unterliegen (Huber und Wolfel,
2004). Die auftretenden Mutationen sind jedoch meist individuelle Ereignisse und be-
diirften daher hoch personalisierter Therapieansitze, wie sie zum jetzigen Zeitpunkt
nicht darstellbar sind.

Aus diesem Grund liegt der Fokus der allgemeinen Bemiihungen um eine umsetzbare

Tumor-Immuntherapie auf den prinzipiell Tumor-iibergreifenden Zielstrukturen der
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Tumor-assoziierten Antigene (TAA). Die Gruppe der TAA gestaltet sich heterogen und
reicht von Gewebe-spezifischen Tumor/Testis-Antigenen (MAGE-A4, Melanom-assozi-
iertes Antigen 4; NY-ESO1, Tumor/Testis-Antigen 1B) und Differenzierungs-Antigenen
(MART-1; von engl. Melanoma antigen recognized by T-cells 1; Tyrosinase, Melanozy-
ten-Antigen; CD20, B-Lymphozyten-Antigen) bis hin zu im Tumor iiber-exprimierten
ubiquitdar vorhandenen Selbst-Antigenen (p53, Transkriptionsfaktor; EGFR, von engl.
Epidermal growth factor receptor) (Schietinger et al., 2008). Der Vorteil der Tumor-
assoziierten Antigene ist ihr fiir gewohnlich breites Anwendungsspektrum, aufgrund
der teils stark verbreiteten Expression der Zielantigene auf gesunden Korperzellen sind
allerdings lebensbedrohliche Nebenwirkungen zu befiirchten.

Eine in diesem Zusammenhang vielversprechende Untergruppe der TAA sind die im
Normalfall ausschliefilich Keimbahn-restringierten Tumor/Testis-(engl. Cancer/Testis,
C/T)-Antigene (Scanlan et al., 2004). Dessen ungeachtet scheinen genetische Verdnde-
rungen im Tumorgewebe zur Reaktivierung generell stillgelegter Keimbahn-Expres-
sions-Programme zu fithren. Die daraufhin exprimierten C/T-Antigene sind immuno-
gen, stark Gewebe-gebunden und haben das Potential, eine erfolgreiche Anwendung

als Zielantigene fiir die Anti-Tumor-Therapie zu finden (Simpson et al., 2005).

1.8 Zielsetzung

Da sich die zuverldssige Generierung Antigen-spezifischer CD4* T-Zell-Klone nachwie-
vor arbeitsaufwendig und ineffizient gestaltet, sollte in dieser Arbeit eine Methode zur
raschen und effizienten Isolierung Antigen-spezifischer CD4* T-Lymphozyten entwi-
ckelt werden. Im Hinblick auf die Anwendbarkeit isolierter T-Zellen oder T-Zell-
Rezeptoren fiir die adoptive T-Zell-Therapie von Tumorerkrankungen sollten C/T-
Antigen-spezifische CD4* T-Zellen generiert werden. Da es sich bei C/T-Antigenen, wie
zuvor beschrieben, um Selbst-Antigene handelt, wird der Erfolg der Isolierung auch ein
Maf3 fiir die Effizienz der hier entwickelten Methode zur generellen Generierung Anti-
gen-spezifischer CD4* T-Zellen sein. Unter Einsatz ivt-mRNS-beladener dendritischer
Zellen sollten Tumor-Antigen-spezifische CD4* T-Lymphozyten aus dem Repertoire ei-
nes gesunden Spenders aktiviert werden. Nach Sortierung von CD4* T-Lymphozyten
anhand des Aktivierungs-induzierten Oberflachenmarkers CD154 (CD40-Ligand,
CDA40L) sollten etablierte Klone abschliefsend molekular und funktionell charakterisiert

werden.
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2 Material

2.1 Gerate und Verbrauchsmaterial

Tab. 2.1: Gerate

Produkt

Firma, Firmensitz

Bestrahlungsanlage '37Cs, HWM-D-2000
Brutschrank, CO,-Auto-Zero

Cell Quest, FACS™ Software
Eismaschine

Elektroporator Gene Pulser Xcell™
Elisa-Reader Sunrise

Fusion-FX7, Chemilumineszenz-lmaging
Durchflusszytometer, LSR I
Gefrierschrank

Gelapparatur DNA Sub Cell
Gelapparatur Geltray

Gelprint 2000i

Heizblock Thermomixer Comfort
InGenius System IG-E

Intelli Mixer RM-2

Kuhlzentrifuge 2K15

Kuhlzentrifuge Eppendorf Centrifuge 54172

Laborwaagen B6, P120, PC 440
Lichtmikroskop, Auflicht

Lichtmikroskop, Durchlicht
Magnetrihrer IKA RCT
Mehrkanalpipetten

Mikrowellengerat FM 3510

MiIIi-Q®, Reinstwasserherstellungssystem
Nalgene ,Mr Frosty“ Freezing Container
NanoDrop ND-1000
Neubauer-Zéhlkammer

PCR-Master Cycler

PCR-Thermocycler T-1

pH-Meter pH391

Pipetten Eppendorf/Gilson

Pipettierhilfe, Pipetus Akku
Plattenzentrifuge Labofuge 6000
Schittler MTS4

Schittler TR 125

Schiittler Vortex Genie 2
Spektralphotometer, Utraspec® 1100 pro

Gammacell, Ottawa (Kanada)
Heraeus, Miinchen

BD, Heidelberg

Scottsman, Mailand (Italien)
Bio-Rad, Miinchen

Tecan, Crailsheim

PEQLAB, Erlangen

BD, Heidelberg

Liebherr, Ochsenhausen
Bio-Rad, Miinchen

Renner, Dannstadt
Biophotonics, Ann Arbor (USA)
Eppendorf, Hamburg
Synoptics, Cambridge (UK)
LTF Labortechnik, Wasserburg/Bodensee
Sigma, Osterode am Harz
Eppendorf, Hamburg

Mettler, Giessen

Leica, Wetzlar

Zeiss, Gottingen

Bachofen, Reutlingen
Eppendorf, Hamburg
Moulinex, Frankreich

Millipore, Schwalbach
Thermo-Scientific, Massachusetts (USA)
PEQLAB, Erlangen

neo-Lab, Minchen

Eppendorf, Hamburg
Biometra®, Géttingen

WTW, Weilheim

Materiallager, Neuherberg
Hirschmann, Ebersberg
Heraeus, Miinchen

IKA, Staufen

Infors, Bottmingen (Schweiz)
Bachofen, Reutlingen
Amersham Biosciences, Amersham (UK)
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Produkt

Firma, Firmensitz

Sterilbank

Stickstofftank Chronos Biosafe
Tischzentrifuge Biofuge pico
Tischzentrifuge Hettich Mikroliter
Ultrazentrifuge Sorvall® RC-5B
UV-Transluminator, 302 nm / 365 nm
UV-Transluminator, 366 nm
Wasserbad

XCell II™ Blot Module

XCell SureLock™ Mini-Cell
Zellsortierer, FACS® Aria Il
Zentrifuge Eppendorf Minispin
Zentrifuge IEC 6000B

Zentrifuge Megafuge2.0

BDK, Sonnenbuihl-Genkingen
Messer Griesheim, Krefeld
Heraeus, Miinchen
Bachofen, Reutlingen
Thermo-Scientific, Massachusetts (USA)
Synoptics Cambridge (UK)
Bachofen, Reutlingen
Memmert, Schwabbach
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

BD, Heidelberg

Eppendorf, Hamburg

ICE, Bedfordshire (UK)
Heraeus, Miinchen

Tab. 2.2: Verbrauchsmaterial

Produkt

Firma, Firmensitz

1,5 ml -ReaktionsgeféBe
Einmalpipetten, 5-/10-/25-ml
Einmalspritzen, 1-/10-/50-ml
Eismaschine

Elektroporationskuvetten, 01-/0,4-cm
FACS™ Rohrchen

Falcon-Réhrchen, 15-/50-ml
Filterpapier

Kryo-Réhrchen, 1,8-ml

Kulturplatten, 24-/48-Loch, Flachboden
Kulturplatten, 6-/96-Loch, Flachboden
Kulturblock, 96-Tiefloch

Kulturplatten, 96-Loch, Rundboden
Nitrilhandschuhe

Nunc-Immuno™ MicroWell™ 96 Well
Nunclon™ A Surface Zellkulturflaschen
NuPAGE® Novex Bis-Tris Gels
Pasteurpipetten

PE Folie, selbstklebend

Petrischalen (Falcon)

Pipettenspitzen Eppendorf/Greiner
Pipettenspitzen, gestopft
Transfermembran, Hybond

Zellfilter

Zellkulturflaschen (25 cm2 und 175 cm2)

Eppendorf, Hamburg
Greiner, Minchen

BD, Heidelberg

Scottsman, Mailand (Italien)
Bio-Rad, Miinchen

Peske OHG, Aindling

BD, Heidelberg
Materiallager, Neuherberg
Nunc, Wiesbaden

BD, Heidelberg

TPP, Trasadingen (Schweiz)
Nunc, Wiesbaden

TPP, Trasadingen (Schweiz)
Semperit, Wien (Osterreich)
Nunc, Wiesbaden
Thermo-Scientific, Massachusetts (USA)
Invitrogen, Karlsruhe

Peske OHG, Miinchen
Macherey-Nagel, Diren

BD, Heidelberg
Materiallager, Neuherberg
Starlab, Ahrensberg
Amersham Bioscience, Amersham (UK)
BD, Heidelberg

BD, Heidelberg
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Produkt

Firma, Firmensitz

Zellkulturflaschen (75 cm?)

Zellkulturflaschen (Nunclon™ 25cm?2 und 80cmg?)
Zellkulturplatten (35 ml, Nunclon™ 150 x 20)

Greiner, Minchen
Nunc, Wiesbaden
Nunc, Wiesbaden

2.2 Enzyme, Zytokine und sonstige Reagenzien

Tab. 2.3: Restriktionsenzyme

Produkt Firma, Firmensitz

Acil New England BioLabs, Frankfurt/Main
Cvidl New England BioLabs, Frankfurt/Main
Eco47ll Fermentas, St. Leon-Rot

EcoRl New England BioLabs, Frankfurt/Main
Hindlll New England BioLabs, Frankfurt/Main
Kpnl New England BioLabs, Frankfurt/Main
Mnlil New England BioLabs, Frankfurt/Main
Mscl New England BioLabs, Frankfurt/Main
SnaBl New England BioLabs, Frankfurt/Main
Spel New England BioLabs, Frankfurt/Main
Xbal New England BioLabs, Frankfurt/Main

Tab. 2.4: Zytokine und TLR-Liganden

Produkt

Firma, Firmensitz

GM-CSF, human
Interferon-y (IFN-y), human
Interleukin-1B (IL-1B), human
Interleukin-2 (IL-2), human
Interleukin-4 (IL-4), human
Interleukin-6 (IL-6), human
Interleukin-7 (IL-7), human
Poly(I:C) (Hiltonol)
Prostaglandin E; (
R848
Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a), human

PGE,)

Berlex, Seattle (USA)
Boehringer Ingelheim, Ingelheim
R&D Systems, Wiesbaden
Chiron Behring, Marburg

R&D Systems, Wiesbaden
R&D Systems, Wiesbaden
Rockland, Pennsylvenia (USA)
InvivoGen, San Diego

Sigma Aldrich, Taufkirchen
InvivoGen, San Diego

R&D Systems, Wiesbaden
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Tab. 2.5: Enzyme und sonstige Reagenzien

Produkt

Firma, Firmensitz

1-Brom-3-Chloropropan

Agar, SELECT Agar®

Agarose, Ultra Pure

AIM V Medium

Ampicillin

B-Mercaptoethanol

BenchMark™ His-tagged Protein Standard
Bi-destilliertes Wasser

CFSE (Vybrant CFDA SE Cell Tracer)
Chloramphenicol

CIP, Alkalische Phosphatase

DAPI (4’,6-Diamidin-2-phenylindol)
DEPC (Diethyl-Pyrocarbonat)

DMEM

DMSO (Dimethylsulfoxid)
DNS-Autragspuffer (6x)
DNS-Oligonukleotide

DTT (Dithiothreitol)

EDTA [0,5 M]

Einfriermedium, ibidi Freezing Medium
Entwicklerflussigkeit, Euromed

Ethanol (absolut)

Ethidiumbromid, 10mg/ml

FACS™ Flow und Rinse

FKS (Foétales Kalberserum)

Ficoll®

Fixierer, Euromed

Fungizone® Antimykotikum (Amphotericin B)
GeneRuler™ 1kb plus DNA Ladder
GeneRuler™ 100 bp plus DNA Ladder
Gentamycin

Glukose

Glycerin, 87%

HCI (Salzsaure)

Heparin-Natrium

HEPES

HS (Humanserum)

Actalbin (Human-Serum-Albumin-L&sung)
Imidazol

IPTG, Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
Isopropanol

LB Broth Base (Miller’s LB Broth Base)
L-Glutamin

Magermilchpulver

MEM (1x), Non Essential Amino Acids (NEAA)
Methanol

Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
neo-Lab, Minchen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, St- Louis (USA)

Sigma, Deisenhofen

Applied Biosystems, Darmstadt

Ibidi, Planegg/Martinsried
neo-Lab, Minchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

BD, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
Biochrom, Berlin
neo-Lab, Minchen
Invitrogen, Karlsruhe
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
Invitrogen, Karlsruhe
Braun, Melsungen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Braun, Melsungen
Invitrogen, Karlsruhe
IMI, Minchen
Octopharma, Langen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Frmentas, St. Leon-Rot
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Frema, Minchen
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
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2 Material

Produkt

Firma, Firmensitz

MRA, Mycoplasma Removal Agent
Natriumazetat [3 M] (CoHsNaOy)
Natriumcarbonat (Na,CO3)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,POy,)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO53)
Natriumpyruvat

Natronlauge (NaOH)

NP-40

NuPAGE® MOPS Buffer

NuPAGE® Novex Bis-Tris Gels
NuPAGE® LDS Sample Buffer (4X)
NuPAGE® Transfer Buffer

OptEIA™ TMB Substrate

OptiMEM | Medium

PBS (very low endotoxin, VLE)

PCR Master Mix

PEI, Polyethylenimin

PFA, Paraformaldehyd

PHA, Purified Phytohaemagglutinin
PI1, Propidiumjodid

RiboRuler™ High Range RNA Ladder
RPMI 1640 ohne L-Glutamin

RPMI (very low endotoxin, VLE)
SDS (Natriumdodecylsulfat)
SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard
S.0.C.-Medium

T4-Ligase

T4-Polymerase

TAE (Tris Acetat EDTA) Puffer
Tetracyclin

TF%I-Reagent®

Tris, Hydroxylmethyl-Aminomethan
Trypanblau

Trypsin/EDTA (10x)

Tween 20

Urea

MP Biomedicals, lllkrich (Frankreich)
Applied Biosystems, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Fluka, Buchs (Schweiz)

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

BD, Heidelberg

Invitrogen, Karlsruhe

Biochrome AG, Berlin

Promega, Mannheim

Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma, Deisenhofen

Remel, Dartford (UK)

ICN, Eschwege

Thermo-Scientific, Massachusetts (USA)
Invitrogen, Karlsruhe

Biochrome AG, Berlin

Pierce Biotechnology, Rockford (USA)
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

New England BioLabs, Frankfurt/Main
New England BioLabs, Frankfurt/Main
Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Molecular Research Center, Cincinatti (USA)

Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Promega, Mannheim
ICN, Eschwege
Sigma-Aldrich, Steinheim
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2.3 Kommerzielle Analysesysteme

Tab. 2.6: Kommerzielle Analysesysteme

Produkt

Firma, Firmensitz

BD® CompBeads Anti-Mouse Ig, k Set

CellTrace Violet Kit

First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV)
JETstar Plasmid Purification Maxi Kit
MMESSAGE mMACHINE™ T7 Kit

OptEIA™ Human GM-CSF ELISA Set

OptEIA™ Human IFN-y ELISA Set

CJIAquick® Gel Extraction Kit

CJIAquick® Reaction Cleanup Kit

Pierce® BCA Protein Assay Kit

RNeasy Mini Kit

Western Lightning™ Chemiluminescence Reagent

BD, Heidelberg

Invitrogen, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Mannheim
Genomed, Léhne

Ambion, Corston (UK)

BD Biosciences

BD Biosciences

Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Pierce Biotechnology Rockford (USA)
QIAGEN, Hilden

Perkin Elmar, Waltham (USA)

2.4 Kulturmedien

Tab. 2.7: Kulturmedien

Medium Zusammensetzung Konzentration
D-MEM
FKS 10 %
293T-Zell-Medium L-Glutamin 2 mM
Natriumpyruvat 1mM
Amphotericin B (Fungizone®) 1,2 pg/mi
Gentamycin 70 pg/mi
. RPMI 1640
DC-Medlum Humanserum 1,5%
LB-Medium LB Broth Base (Miller’s) 25 g/l
. LB-Medium
LB-Agar-Medium Agar 15 g/
RPMI 1640
FKS 10 %
MEM Nichtessentielle Aminosauren 1x
LCL-Medium L-Glutamin 2mM
Natriumpyruvat 1 mM
Amphotericin B (Fungizone®) 1,2 pg/mi
Gentamycin 70 pg/mi
Trypton 20 g/l
Hefeextrakt 59/l
SOB-Medium NaCl 0,5 g/l
MgCl, 10 mM
MgSO, 10 mM
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Medium Zusammensetzung Konzentration
. SOB-Medium

SOC-Medium Glucose, steril gefiltert 29/l
AIM V
Humanserum 10 %

. HEPES (1 M) 10 mM

T-Zell-Medium L-Glutamin (200 mM) 2 mM
Natriumpyruvat (100 mM) 1mM
Amphotericin B (Fungizone®) 1,2 pg/mi
Gentamycin 70 pg/mi

. PBS
Trypsin/EDTA Trypsin/EDTA (10x) 10 %

Waschmedium

RPMI 1640

2.5 Puffer und Lésungen

Tab. 2.8: Puffer und Losungen

Medium Zusammensetzung Konzentration
1% Milchpulverlésung PBS
(ELISA) Milchpulver 1%
1% Milchpulverlésung TBST
(Western Blot) Milchpulver 1%
5% Milchpulverlésung TBST
(Western Blot) Milchpulver 5%
DEPC-Wasser o
(autoklaviert) DEPC 0.1 %
ELISA-Beschichtungspuffer NaHCO; 8,4 g/l
(pH 9,5) Na,CO3 3,56 g/l
PBS
ELISA-Waschpuffer Tween20 0,05 %
Elutions-Puffer .
Imidazol 0,5M
(pH 5)
PBS
FACS-Puffer FKS (Fotales Kalberserum) 1%
SDS-PAGE Laufpuffer 20x NuPAGE MOPS SDS Buffer 5%
TBS (10x) Tris Base 30 g/l
(pH 8) NaCl 111 g/l
TBST TBS (10x) 10 %
Tween20 0,5 ml/l
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Medium Zusammensetzung Konzentration
Urea 480 g/l
Tris 1,23 g/l
:”Iﬁ‘g;ysep“ffe’ NaH,PO, 13,8 g/l
P Tween20 0,5 ml/l
Imidazol 1,63 g/l
Western Blot H20 dest.
Transferpuffer NuPAGE Transfer Buffer 5%
Methanol 20 %
2.6 Zelllinien und Bakterien
Tab. 2.9: Verwendete Zellen und Bakterien
Zellen Charakteristika Quelle Referenz
recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17
. , SupE44 relA1 lac
E. coli XL1 Blue MRF [F’ proAB /adqZAM15 Tn10 TetR] Stratagene
Tetracyclin-Resistenz
Embryonale Nierenzelllinie,
HEK 293T Transfomlert. durch Teile des Huma- Invitrogen (Graham et al., 1977)
nen-Adenovirus-5-Genoms,
exprimieren SV40 large T-Antigen
2 EBV transformiert B-Zellen
LCL #7 (Uberstand Wirtszelllinie B95-8) J- Mautner
2 EBV transformiert B-Zellen
LCL Ata (Uberstand Wirtszelllinie B95-8) J. Mautner
EBV transformiert B-Zellen
LCL GB (Uberstand Wirtszelllinie B95-8) J- Mautner
2 EBV transformiert B-Zellen
LCL LeS (Uberstand Wirtszelllinie B95-8) J. Mautner
2 EBV transformiert B-Zellen
LCLTK (Uberstand Wirtszelllinie B95-8) J- Mautner
2 EBV transformiert B-Zellen
LCLUB (Uberstand Wirtszelllinie B95-8) J. Mautner
2 Mini-EBV transformiert B-Zellen Lo
mLCL BW (Uberstand EBV-Pack-Zelllinie) S. Milosevié
1,2 Mini-EBV transformiert B-Zellen . .
mLCL EMT (Uberstand EBV-Pack-Zelllinie) diese Arbeit
1,2 Mini-EBV transformiert B-Zellen . .
mLCL ME (Uberstand EBV-Pack-Zelllinie) diese Arbeit
mLCL MRE 2 Mini-EBV transformiert B-Zellen diese Arbeit

(Uberstand EBV-Pack-Zelllinie)
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Zellen Charakteristika Quelle

Referenz

mLCL VT "2

I\/_I_ini-EBV transformiert B-Zellen
(Uberstand EBV-Pack-Zelllinie)

diese Arbeit

Hybrid einer T- sowie B-
T2 lymphoblystoiden Zelllinie, TAP- C. Wehner
defizient, HLA-A2*01:01-positiv

CD4", EBNA-3C-spezifisch (AS 628-
T-Zell-Klon 3H10 641, VVRMFMRERQLPQS), HLA- J. Mautner
DRB1*11:01-restringiert

CD4", BNRF1-spezifisch /AS 1238-

T-Zell-Klon G11-3 1252, TDAWRFAMNYPRNPT), HLA-

DRB1*15:01-restringiert

CD8", Tyrosinase-spezifisch (AS 369-
T-Zell-Klon IVSB 377, YMDGTMSQV), HLA-A*02:01 T. Wolfel
restringiert

S. MiloSevi¢

(Salter et al., 1985)

' Siehe Methoden, Abschnitt 3.1.4

2 HLA-Typisierung siehe Tab. 8.3

2.7 Plasmide, Primer und Oligonukleotide

Tab. 2.10: Plasmide

Plasmid Eigenschaften / Verwendung Resistenz  Quelle

PCMV-GFP-cHis Eﬁf’;ﬁﬁ;‘;ﬂ;ﬁkgzhﬂg’l;’:g’\r/";g‘g;iS“per GFP, Ampicilin  S. Milogevié
PCMV-GAGE-1-cHis Exepéiﬁﬂ'fvse\k/fé’ocﬁhﬂv Promotor, cHissMarker, - Ampicilin S Milosevic
PCMV-MAGE-Ad-cHis g’épéizi/%"se\'jfg’ofi“"v Promotor, cHissMarker, - Ampicilin S Milosevic
PCMV-NY-ESO1cHis g’épljlizi%’j"se\'jfg’ofi“"v Promotor, cHiss-Marker,  Ampicilln 8. Milogevic
PCMV-SSX4-cHis g’épéizi/%"se\'jfg’ofi“"v Promotor, cHissMarker, - Ampicilin S Milosevic
PCMV-XAGE-1-cHis g’épéizi/%"se\'jfg’ofi“"v Promotor, cHissMarker, - Ampicilin S Milosevic
pGEM-A1 20' T7-Promotor, polyA;2o-Abschnitt Ampicillin  S. MiloSevi¢
pGEM-eGFP-A120 Zélfgo(;‘g)",\tlosr polyAszo-Abschnitt, Ampicilin S. Milogevié
RSO, T o skttt
PGEM-EBNA-3C(1kb)-A120' Eé‘ﬁ;‘f?&?&bﬁ"Zéﬁ;@%%‘;'j:gh S Ampicilin  diese Arbeit
PGEM-Tyrosinase-A120"  1/-Promotor, polyAs-Abschnitt, Ampicilin  diese Arbeit

Tyrosinase(YMD-Variante)-cDNS
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pGEM-GAGE-1-A120
pGEM-MAGE-A4-A120
pGEM-NY-ESO1-A120
pGEM-SSX4-A120

pGEM-XAGE-1-A120

pGEM-CrossTAg-A120"

pGEM-3H10-1VSB
(Epitope)-CrossTAg-A120"

pGEM-G11-3(Epitop)-
CrossTAg-A120'

pGEM-BNRF1(1kb)-
CrossTAg-A120'

pGEM-EBNA-3C(1kb)-
CrossTAg-A120'

pGEM-Tyrosinase-
CrossTAg-A120'

PGEM-GAGE-1-CrossTAg-
A120'

pGEM-MAGE-A4-CrossTAg-
A120'

pPGEM-NY-ESO1-CrossTAg-
A120'

PGEM-SSX4-
CrossTAg-A120'

pGEM-XAGE-1-CrossTAg-
A120'

T7-Promotor, polyA;29-Abschnitt,
GAGE-1-cDNS

T7-Promotor, polyA;2o-Abschnitt,
MAGE-A4-cDNS

T7-Promotor, polyA;29-Abschnitt,
NY-ESO1-cDNS

T7-Promotor, polyA;29-Abschnitt,
SSX4-cDNS

T7-Promotor, polyA;29-Abschnitt,
XAGE-1-cDNS

T7-Promotor, polyA;20-Abschnitt, LAMP1-ER-
Translokationssignal, DC-LAMP-Transmembran-
und Zytoplasma-Domaéane

T7-Promotor, polyA;29-Abschnitt, LAMP1-ER-
Translokationssignal, DC-LAMP-Transmembran-
und Zytoplasma-Domane, 3H10-Epitop (EBNA-
3C, AS 628-641)-cDNS, IVSB-Epitop (Tyrosinase,
AS 369-377)-cDNS

T7-Promotor, polyA;20-Abschnitt, LAMP1-ER-
Translokationssignal, DC-LAMP-Transmembran-
und Zytoplasma-Domane, G11-3-Epitop (BNRF1,
AS 1238-1252)-cDNS

T7-Promotor, polyA;20-Abschnitt, LAMP1-ER-
Translokationssignal, DC-LAMP-Transmembran-
und Zytoplasma-Domaéne,

BNRF1(1kb; AS 1021-1318)-cDNS

T7-Promotor, polyA;20-Abschnitt, LAMP1-ER-
Translokationssignal, DC-LAMP-Transmembran-
und Zytoplasma-Domaéne,

EBNA-3C(1kb; AS 421-780)-cDNS

T7-Promotor, polyA;20-Abschnitt, LAMP1-ER-
Translokationssignal, DC-LAMP-Transmembran-
und Zytoplasma-Domaéne,
Tyrosinase(YMD-Variante)-cDNS

T7-Promotor, polyA;20-Abschnitt, LAMP1-ER-
Translokationssignal, DC-LAMP-Transmembran-
und Zytoplasma-Domane, GAGE-1-cDNS

T7-Promotor, polyA;20-Abschnitt, LAMP1-ER-
Translokationssignal, DC-LAMP-Transmembran-
und Zytoplasma-Domaéne,

MAGE-A4-cDNS

T7-Promotor, polyA;20-Abschnitt, LAMP1-ER-
Translokationssignal, DC-LAMP-Transmembran-
und Zytoplasma-Domaéne,

NY-ESO1-cDNS

T7-Promotor, polyA;20-Abschnitt, LAMP1-ER-
Translokationssignal, DC-LAMP-Transmembran-
und Zytoplasma-Domaéne,

SSX4-cDNS

T7-Promotor, polyA;20-Abschnitt, LAMP1-ER-
Translokationssignal, DC-LAMP-Transmembran-
und Zytoplasma-Domaéne,

XAGE-1-cDNS

Ampicillin

Ampicillin

Ampicillin

Ampicillin

Ampicillin

Ampicillin

Ampicillin

Ampicillin

Ampicillin

Ampicillin

Ampicillin

Ampicillin

Ampicillin

Ampicillin

Ampicillin

Ampicillin

C. Wehner

C. Wehner

C. Wehner

C. Wehner

C. Wehner

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

' Siehe Methoden, Abschnitt 3.2.9 (Abb. 3.1)

26



2 Material

Tab. 2.11: Primer

Primer

Sequenz (5’ — 3’)

Antigenklonierung (pGEM-A120)

BNRF1(1kb)

EBNA-3C(1kb)

LAMP1-EBNA-3C(1kb)

EBNA-3C(1kb)-DC-
LAMP

Tyrosinase

5
3
5
3
5
3
5
3
5
3

ATAGGATCCg,miATGACAGGAAAGAATCTCAGCCCA

ATAGAATTCg,n TTACTCGGAGGGGCGACCGT

ATAAAGCTT jngATGTGGCCCACGCCCAAGACG
ATAGAATTCg,n TTACGGCGGCTCCTGGTATCC

ATATCTAGA x,2CGCCACCATGGCC
ATAGAATTCg,n TTACGGCGGCTCCTGGTATCC

ATATCTAGA x,aATGTGGCCCACGCCCAAGA
ATAGAATTCg,,rGTGGCGGCCGCTTT

ATAGGATCCpg,miATGCTCCTGGCTGTTTTGTACT
ATAGAATTCgon TTATAAATGGCTCTGATACAAGCT

Antigenklonierung (P GEM-CrossTAg-A120)

BNRF1(1kb)

EBNA-3C(1kb)

Tyrosinase

GAGE-1

MAGE-A4

NY-ESO1

SSX4

XAGE-1

5
3
5
3
5
3
5
3
5
3
5
3
5
3
5
3

ATAGCTAGCnrACAGGAAAGAATCTCAGCCCA
ATACTGCAGpCTCGGAGGGGCGACCGTG

ATAGCTAGCnrATGTGGCCCACGCCCAAGACG
ATAGGTACC,CGGCGGCTCCTGGTATCC

ATAGCTAGCnpaATGCTCCTGGCTGTTTTGTACT
ATACTGCAGp#TAAATGGCTCTGATACAAGCTGT

ATAGCTAGCn,aATGAGTTGGCGAGGAAGATCG
ATAGGTACC,nAGGTTTCCGTGGGGAAAGATTT

ATAGCTAGCnraATGGTGTCTTCTGAGCAGAAGA
ATACTGCAGp#GACTCCCTCTTCCTCCTCTAA

ATAGCTAGCnraATGCAGGCCGAAGGCCGG
ATAGGTACC,GCGCCTCTGCCCTGAGGG

ATAGCTAGCnraATGAACGGAGACGACGCCTTT
ATAGGTACC,CTCGTCATCTTCCTCAGGGT

ATAGCTAGCn,aATGCTCCTTTGGTGCCCACC
ATAGGTACC,AACTTGTGGTTGCTCTTCACCT

Sequenzierung

T7 (P GEM-Plasmide) 5 TAATACGACTCACTATAGGG
TZR-VB-Repertoire

P-5’BST 5 AAGCAGAGATCTCCCACAC

P-3’'BST 3" GAGGTAAAGCCACAGTTGCT
P-3’CBII 3" GATGGCTCAAACACAGCGACCTC
VB1 5" GCACAACAGTTCCCTGACTTGGCA C
VB2 5 TCATCAACCATGCAAGCCTGACCT
VB3 5  GTCTCTAGAGAGAAGAAGGAGCGC
VB4 5 ACATATGAGAGTGGATTTGTCATT
VB35.1 5  ATACTTCAGTGAGACACAGAGAAAC
VB5.2 5 TTCCCTAACTATAGCTCTGAGCTG
VB6.1 5 GCCCAGAGTTTCTGACTTACTTC
VB6.3 5 ACTCTGAAGATCCAGCGCACA

VB7 5" CCTGAATGCCCCAACAGCTCTC
VB8 5 ATTTACTTTAACAACAACGTTCCG
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Primer Sequenz (5’ — 3’)

VB8S3 5 GCTTACTTCCGCAACCGGGCTCCT
VB9 5" CCTAAATCTCCAGACAAAGCT
VB10 5" CTCCAAAAACTCATCCTGTACCTT
VB11 5  TCAACAGTCTCCAGAATAAGGACG
VB12 5 AAAGGAGAAGTCTCAGAT

VB12S3 5  GCAGCTGCTGATATTACAGAT
VB13 5 TCGACAAGACCCAGGCATGG
VB13.1 5  CAAGGAGAAGTCCCCAAT

VB13.2 5 GGTGAGGGTACAACTGCC

VB13S5 5 ATACTGCAGGTACCACTGGCA
VB14 5 GTCTCTCGAAAAGAGAAGAGGAAT
VB15 5  AGTGTCTCTCGACAGGCACAGGCT
VB16 5 AAAGAGTCTAAACAGGATGAGTCC
VB17 5 CAGATAGTAAATGACTTTCAG

VB18 5 GATGAGTCAGGAATGCCAAAGGAA
VB19 5 CAATGCCCCAAGAACGCACCCTGC
VB20 5  AGCTCTGAGGTGCCCCAGAATCTC
VB21 5  AAAGGAGTAGACTCCACTCTC
VB22.1 5" CATCTCTAATCACTTATACT

VB22.2 5  AAGTGATCTTGCGCTGTGTCCCCA
VB22.3 5  CTCAGAGAAGTCTGAAATATTCG
VB23 5 GCAGGGTCCAGGTCAGGACCCCCA
VB24 5 ATCCAGGAGGCCGAACACTTCT

Degenerierte Primer fiir TZR-VB-Gensegment Familien (Zhou et al., 2006)

CP1 3’ GCACCTCCTTCCCATTCAC
VP1 5 GCITKTIYTGGTAYMGACA (I =Inosin, W =A/T,M=A/C,Y =C/T, K=G/T)
VP2 5 CTITKTWTTGGTAYCIKCAG (I = Inosin, W=A/T, M=A/C,Y =C/T, K= GIT)

TZR-Va-Repertoire

P-5'aST 5° CTGTGCTAGACATGAGGTCT

P-3’aST 3" CTTGCCTCTGCCGTGAATGT

3T-Ca 3 GGTGAATAGGCAGACAGACTTGTCACTGGA

PANVa1 5"  AGAGCCCAGTCTGTGASCCAG S=C/G
PANVat.1 5"  AGAGCCCAGTCRGTGACCCAG R=A/G
Va2 5  GTTTGGAGCCAACRGAAGGAG

Va3 5  GGTGAACAGTCAACAGGGAGA

Va4 5° TGATGCTAAGACCACMCAGC

Va5 5° GGCCCTGAACATTCAGGA

Va6 5° GGTCACAGCTTCACTGTGGCTA

Va7 5"  ATGTTTCCATGAAGATGGGAG

Va8 5 TGTGGCTGCAGGTGGACT

Va9 5" ATCTCAGTGCTTGTGATAATA

Va10 5°  ACCCAGCTGCTGGAGCAGAGCCCT

Vaii 5"  AGAAAGCAAGGACCAAGTGTT

Vai2 5°  CAGAAGGTAACTCAAGCGCAGACT
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Primer Sequenz (5’ — 3’)

Vai3 5  GAGCCAATTCCACGCTGCG
Val4 5 CAGTCTCAACCAGAGATGTC
Vai4.1 5 CAGTCCCAGCCAGAGATGTC
Vais 5 GATGTGGAGCAGAGTCTTTTC
Va16 5 TCAGCGGAAGATCAGGTCAAC
Va7 5 GCTTATGAGAACACTGCGT

Vai8 5  GCAGCTTCCCTTCCAGCAAT
Va19 5  AGAACCTGACTGCCCAGGAA
Va20 5 CATCTCCATGGACTCATATGA
Va21 5 GTGACTATACTAACAGCATGT
Va22 5 TACACAGCCACAGGATACCCTTCC
Va23 5  TGACACAGATTCCTGCAGCTC
Va24 5  GAACTGCACTCTTCAATGC

Va25 5 ATCAGAGTCCTCAATCTATGTTTA
Va26 5 AGAGGGAAAGAATCTCACCATAA
Va27 5 ACCCTCTGTTCCTGAGCATG
Va28 5 CAAAGCCCTCTATCTCTGGTT
Va29 5  AGGGGAAGATGCTGTCACCA
Va30 5 GAGGGAGAGAGTAGCAGT

Va31 5 TCGGAGGGAGCATCTGTGACTA
Va32 5 CAAATTCCTCAGTACCAGCA

Angegeben sind Sequenz und Verwendungszweck der in dieser Arbeit verwendeten DNS-Primer. Restriktionsschnittstellen sind un-
terstrichen. Mit 5’ sind alle Sinn-Primer gekennzeichnet, 3’ bezieht sich auf den entsprechenden Gegensinn-Primer. Alle Primer sind
selbst aus 5’ Richtung angegeben. Die Nomenklatur der TZR-VaB-Gensegmentfamilien-spezifischen Primer (5’) ist an die Arden-
Nomenklatur (Arden et al., 1995) angelehnt. Fett markierte Primer dienen als jeweilige interne PCR-Kontrolle. Die Sequenzen der
Primer zur TZR-Va/B-Ketten-Analyse beziehen sich auf Steinle et al. (Steinle et al., 1995).

Tab. 2.12: Oligonukleotide fiir die Hybridisierung von Doppelstrang-DNS

DNS-Oligonukleotid

Sequenz (5’ — 3’)

3H10-1VSB(Epitope)

G11-3(Epitop)

3

3

ATAGCTAGCnre TTGCACATCTATATGGATGGAACAATGTCCCAGGTACAGG
GAGTCGAC, CCTCCCGTCGTACGTATGTTTATGAGGGAGCGACAGCTCCC
CCAGTCCACCGGCCTGCAGRs#CACGGTACC K TAT

ATAGGTACC,nGTGCTGCAGR1GCCGGTGGACTGGGGGAGCTGTCGCTCCC
TCATAAACATACGTACGACGGGAGGGTCGAC, TCCCTGTACCTGGGACATT
GTTCCATCCATATAGATGTGCAAGCTAGC ke TAT

ATAGCTAGC N AGCAATGGCACGGATGCCTGGCGCTTTGCTATGAATTATC
CAAGAAACCCCACGGAGCAGGGCGTCGAC,CACCTGCAGR#CACGGTAC
ngnITAT

ATAGGTACC,nGTGCTGCAGp1GTGGTCGAC5,GCCCTGCTCCGTGGGGTT
TCTTGGATAATTCATAGCAAAGCGCCAGGCATCCGTGCCATTGCTGCTAGC .
hel TAT

Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen. Mit 5’ sind alle Sinn-DNS-Oligonukleotide gekennzeichnet, 3’ bezieht sich auf das ent-
sprechenden Gegensinn-DNS-Oligonukleotid.
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2.8 Peptide und Proteine

Tab. 2.13: Peptide und Proteine

Epitope Sequenz Quelle
Tyrosinasezeg-377 ! YMDGTMSQV (modifiziert) Metabion

Proteine Sequenz/ Accession Quelle

3H10-EGFP VVRMFMRERQLPQS? + AFA52653 J. Mautner

BNRF1 NC_007605 S. MiloSevi¢
GAGE-1 AAA82744 diese Arbeit
MAGE-A4 NP_001011550 diese Arbeit
NY-ESO1 CAA05908 diese Arbeit

SSX4 AAC05820 diese Arbeit

XAGE-1 AAGO01401 diese Arbeit

' IVSB-Epitop (siehe Abschnitt 4.1.2)

2 3H10-Epitop-Sequenz in Fusion mit EGFP-Protein (siehe Abschnitt 4.1.2)

2.9 Antikoérper

Tab. 2.14: Antikorper

Spezifitat Kunjugation Isotyp Klon Quelle

CCR7 PE-Cy7 Ratte 1gGoa 3D12 BD, Heidelberg
CDs3 Pacific Blue Maus IgG;, UCHT1 BD, Heidelberg
CDs3 PerCP Maus IgG;, SK7 BD, Heidelberg
CD4 Hz450 Maus IgG;, RPA-T4 BD, Heidelberg
CD4 PE-Cy7 Maus IgG;, SK3 BD, Heidelberg
CD4 PerCP Maus IgG;, VIT4 Miltenyi

CD8 Hz500 Maus IgG; RPA-T8 BD, Heidelberg
CD8 PE-Cy7 Maus IgG;, RPA-T8 BD, Heidelberg
CD14 FITC Maus 1gGz, M5E2 BD, Heidelberg
CD19 PE-Cy7 Maus IgG;, HIB19 eBioscience
CD40 PE Maus IgG;, 5C3 BD, Heidelberg
CD40' - Maus IgG;, M.Frentsch
CD56 Alexa 700 Maus IgG;, B159 BD, Heidelberg
CD80 PE Maus IgG;, L307.4 BD, Heidelberg
CD80 APC-H7 Maus IgG;, L307.4 BD, Heidelberg
CD83 FITC Maus IgG;, HB15e BD, Heidelberg
CD86 FITC Maus IgG;, 2331 BD, Heidelberg
CD154 (CD40L) PE Maus IgG;, TRAP1 BD, Heidelberg
CD209 (DC-SIGN) FITC Maus IgGap DCN46 BD, Heidelberg
His6-Tag - Maus IgGo, E. Kremmer
HLA-DR PE Maus 1gGo, G46-6 BD, Heidelberg
Isotypkontrolle, IgG; PE, FITC Maus IgG; MOPC21 BD, Heidelberg
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Spezifitat Kunjugation Isotyp Klon Quelle
Isotypkontrolle, IgGo, PE Maus 1gGo, G155-178 BD, Heidelberg
Maus IgG HRP 2 Ziege Jackson ImmunoRes.

' CD40-Blockierungs-Antikdrper
2 Meerrettichperoxidase (engl. horseradish peroxidase)

2.10 Personen

Folgenden Personen wird fiir die Bereitstellung verschiedener Materialien gedankt:

Mautner, J.

Milosevig, S.

Wehner, C.

Frentsch, M.

Kremmer, E.

Nofiner, E.

Moosmann, A.

Wolfel, T.

Klinische Kooperationsgruppe (KKG) Padiatrische Tumorimmunologie,
Helmholtz Zentrum Miinchen

Institut fiir Molekulare Immunologie (IMI),
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3 Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden

Die Arbeiten zur Kultivierung eukaryotischer Zellen wurden mithilfe steriler Materia-
lien, Losungen und Medien unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt, um Kontamina-
tionen mit Bakterien, Pilzen oder anderen Organismen zu vermeiden. Die Zellen wur-
den im Brutschrank (Heraeus) bei 37°C, 5% CO: und 95% Luftfeuchtigkeit inkubiert.

3.1.1 Generierung von LCL/mLCL-Zelllinien

Der Epstein-Barr-Virus (EBV) besitzt die Fahigkeit humane B-Zellen in vitro zu infizie-
ren und damit einhergehend zu immortalisieren. Die EBV-Infektion kann in B-Zellen
demnach das Wachstum einer dauerhaften lymphoblastoiden Zelllinie (LCL, von engl.
lymphoblastiod cell line) induzieren (Pope et al., 1968). Im Laufe dieser Arbeit wurden
PBMC unterschiedlicher Spender mithilfe des EBV-enthaltenden Uberstands der Wirts-
zelllinie B95-8 (periphere Blutlymphozyten des Krallenaffen) transformiert (Farrell,
2001; Miller und Lipman, 1973). Der entsprechende Ansatz fiir die Vertiefung einer 96-
Loch-Platte (Nunc) setzte sich wie folgt zusammen: 5-10° PBMC in 100 ul LCL-Medium
(Tab. 2.7), 100 ul EBV-Uberstand und 1 pg/ml Cyclosporin A. Durch die Blockierung
der Calcineurin-Aktivitdt, eines Schliisselenzyms in der T-Zell-Aktivierung, inhibiert
Cyclosporin A (CSA) die Genexpression verschiedener Zytokine sowie deren Rezepto-
ren und fiithrt somit zum Absterben der zelluldren Bestandteile des Immunsystems
(Mascarell und Truffa-Bachi, 2003). Entgegen dieser Wirkung {ibt CSA aber einen direkt
unterstiitzenden Effekt auf die EBV-Transformation humaner B-Lymphoyten und de-
ren weiterer Entwicklung aus (Chen et al., 2009; Walz et al., 1990). Demnach ist es nur
EBV-transformierten B-Zellen moglich trotz CSA-Selektion in der Zellkultur zu tiberle-
ben.

Ein zur Generierung Mini-EBV-transformierter B-Zellen verwendeter, gentechnisch
verdanderter EBV-Stamm ist noch immer in der Lage, B-Lymphzyten zu infizieren und
in sogenannte Mini-LCL (mLCL, engl. mini lymphoblastiod cell line) zu transformieren,
ist aber durch Deletion der meisten lytischen Gene nicht mehr fahig, in den lytischen
Zyklus tiberzugehen (Moosmann et al., 2002; Kempkes et al., 1995). Eine EBV-Pack-

Zelllinie ermdglicht es, das Transformations-kompetente, Replikations-defiziente Mini-
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EBV Genom in einer Virionform zu generieren, ohne Kontamination durch einen Hel-
fer-Virus in Kauf nehmen zu miissen. Die so erhaltenen Zellen sind selbststandig dazu
befahigt, B-Zellen zu infizieren und zu immortalisieren (Delecluse et al., 1999). PBMC
wurden analog der LCL-Prozedur unter Einsatz des Uberstands der Pack-Zelllinie
durch Mini-EBV transformiert und mittels CSA selektiert. Alle benétigten Uberstande
wurde durch Andreas Moosmann (Helmholtz Zentrum Miinchen) zur Verfligung ge-
stellt.

3.1.2 Kultivierung von LCL/mLCL-Zelllinien

LCL und Mini-LCL (mLCL) wurden in LCL-Medium (Tab. 2.7) in aufrecht gelagerten
25 cm? (10 ml Mediumeinsatz) oder 75 cm? (40 ml Mediumeinsatz) Zellkulturflaschen
(BD) im Brutschrank (Heraeus) bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert
und expandiert. Die Zellen wuchsen nicht-adhdrent. Das Wachstum wurde optisch ver-
folgt und soweit nétig Medium aus dem Uberstand abgenommen und durch ein dqui-
valentes Volumen frischen Mediums ersetzt. Je nach Wachstum wurden die Zellen nach
4 bis 6 Tagen resuspendiert, der Inhalt einer Kulturflasche 1:2 verdiinnt (LCL-Medium)
und auf zwei sterile Zellkulturflaschen verteilt. Zum Ernten wurden LCL/mLCL-Zellen
durch Auf- und Abpipettieren resuspendiert, in einem Falcon-Sammelgefafs fiir fiinf
Minuten bei 470-g zentrifugiert und in einem geeigneten Volumen Medium oder Puffer

aufgenommen.

3.1.3 Kultivierung etablierter T-Zellklone

Zellen etablierter T-Zell-Klone wurden anhand eines 14-tagigen Expansionsprotokolls
zyklisch restimuliert. Am Ende eines jeden Stimulationszyklus wurden die entspre-
chenden T-Zellen geerntet und je nach Volumen in 15-ml- bzw. 50-ml-Reaktionsgeféafien
(BD) durch Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 470-g sedimentiert. Der Kulturiiberstand
wurde restlos verworfen. Im Anschluss wurden je 1-10° T-Zellen in 2 ml frischem T-
Zell-Medium (Tab. 2.7) inklusive Restimulationsgemisch aufgenommen und in die Ver-
tiefung einer 24-Loch-Flachboden-Kulturplatte (BD) tiberfiihrt. Das Restimulationsge-
misch enthielt 1-10° Zellen einer Mischung dreier unterschiedlicher Spender-PBL (be-
strahlt mit 55 Gy, Bestrahlungsanlage ¥"Cs, HWM-D-2000 Gammacell), 1-10° Antigen-
beladene APZ, 250 ng/ml PHA und 20U IL-2/ml T-Zell-Medium. Fiir CD8* T-Zellen des
Klons IVSB (Tyrosinase-spezifisch, HLA-A*02:01-restringiert) dienten YMD-Peptid-
(Tyrosinase, AS 369-377, YMDGTMSQV)-beladene T2-Zellen (HLA-A*02:01-positiv, be-
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strahlt mit 100 Gy) als Antigen-beladene APZ. Der CD4" T-Zell-Klon 3H10 (EBNA-3C-
spezifisch, HLA-DRB1*11:01-restringiert) wurde durch Zugabe von EBNA-3C-positiven
LCL des autologen Spenders (bestrahlt mit 100 Gy) Antigen-spezifisch restimuliert. Zur
Restimulation des CD4* T-Zell-Klons G11-3 (BNRF1-spezifisch; HLA-DRB1*15:01-
restringiert) dienten wiederum Protein-beladene mLCL eines HLA-DRB1*15:01-positi-
ven Spenders (bestrahlt mit 100 Gy). Drei Tage nach Restimulation wurde der PHA-
haltige Kulturiiberstand moglichst riickstandslos entfernt und durch 2ml frisches T-
Zell-Medium (inkl. 20U IL-2/ml Medium) ersetzt. Die proliferierenden T-Zellen einer
24-Loch-Vertiefung wurden nachfolgend je nach Wachstum auf mehrere Vertiefungen

aufgeteilt und durch regelmaflige IL-2-Zugabe (alle 2 Tage) in Kultur gehalten.

3.1.4 Anreicherung von PBMC aus Frischblut

Die Anreicherung von mononukledren Zellen aus Frischblut erfolgte durch Dichtegra-
dientenzentrifugation mithilfe des synthetischen Copolymers Ficoll (Biochrome). Hepa-
rinisiertes Spenderblut wurde hierzu im Verhaltnis 1:2 mit sterilem PBS (low endotoxin,
Biochrom AG) vermischt. Je 35 ml dieser Suspension wurden in einem 50-ml-Falcon-
Reaktionsgefafs vorsichtig tiber 15 ml Ficoll geschichtet und fiir 30 Minuten bei 840-g
ohne Bremse zentrifugiert. Im Anschluss wurden 15 ml der obersten Phase verworfen
und der Zentrifugationsschritt wiederholt. Nach Abschluss der Zentrifugation wurden
jeweils zwei Interphaseringe gesammelt und mit sterilem PBS auf ein Volumen von 50
ml aufgefiillt. Die Zellsuspension wurde fiir 10 Minuten bei 470-g zentrifugiert. Nach-
folgend wurden je zwei Pellets vereinigt, wiederum mit PBS auf 50 ml aufgefiillt und
bei 470-g fiir weitere 10 Minuten zentrifugiert. Nach erneuter Vereinigung zweier Pel-
lets wurden diese in jeweils 40 ml Waschlosung (PBS + 0,5% Humanserum) resuspen-
diert. Im Anschluss an die Zentrifugation ohne Bremse fiir 15 Minuten bei 130-g wurde
der Uberstand restlos verworfen. Das so gewonnene Pellet wurde in 15 ml DZ-Medium

oder T-Zell-Medium resuspendiert und die enthaltene Zellzahl bestimmt.

3.1.5 Generierung Dendritischer Zellen (DZ)

Zur Anreicherung von Monozyten mithilfe der Plastikadhdrenz wurden in DZ-Medium
resuspendierte PBMC aus Abschnitt 3.1.7 auf eine Zellzahl von 15-10° Zellen pro ml
Medium eingestellt. In eine ,80 cm*Nunclon™ A Surface”-Zellkulturflasche (Thermo
Scientific) wurden 10 ml DZ-Medium vorgelegt und in der Flasche durch leichtes

Schwenken mit 5 ml PBMC-Suspension gemischt (~75-10° Zellen pro Flasche). Im An-
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schluss wurde die Zellkulturflasche liegend fiir 25 Minuten bei 37°C im Brutschrank in-
kubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Flascheninhalt durch kurzes
Schwenken erneut gemischt und fiir weitere 25 Minuten bei 37°C liegend inkubiert.
Nach somit insgesamt 50 Minuten wurde der Uberstand der Zellkultur gesammelt
(enthalt PBL) und die am Flaschenboden adharierten Zellen durch Schwenken zweimal
mit 10 ml frischem DZ-Medium gewaschen. Abschliefend wurde das nahezu riick-
standslos entnommene Medium durch 15 ml frisches DZ-Medium substituiert und die
Monozyten-Differenzierung zu unreifen iDZ (von engl. immature) durch Zugabe von
IL-4 (20 ng/ml) und GM-CSF (100 ng/ml) initiiert. Zur Ausreifung der iDZ zu reifen
mDZ (von engl. mature) wurde abschlieflend ein Maturierungs-Cocktail ins Kulturme-
dium zugegeben (siehe Tab. 3.1). Nach Abschluss des Reifeprozesses wurden die somit

erhaltenen mDZ aus den Flaschen geerntet und geeignet weiterverarbeitet.

Tab. 3.1: Zytokinzugabe und Maturierungs-Cocktails fiir die Generierung von mDZ

Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tag 3
3d-mDZ* 20 ng/ml IL-4 20 ng/ml IL-4 ernten nach 24 h
100 ng/ml GM-CSF 100 ng/ml GM-CSF
10 ng/ml IL-1B

10 ng/ml TNF-a
5000 U/ml IFN-y

1 pg/ml R848 °
250 ng/ml PGE2
20 ng/ml poly(I:C)

Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 6 Tag 7

7d-mDZ ° 20 ng/ml IL-4 20 ng/ml IL-4 20 ng/ml IL-4 ernten nach 24 h
100 ng/ml GM-CSF 100 ng/ml GM-CSF 100 ng/ml GM-CSF
15 ng/ml IL-6
10 ng/ml IL-1B
10 ng/ml TNF-a
1 pg/ml PGE2

# 3-Tage-mDZ generiert nach verkurztem Protokoll unter Verwendung des 5-Komponenten-Cocktails + R848 (Spranger et al., 2010)
® 7-Tage-mDZ generiert nach Jonuleit et al. (Jonuleit et al., 1997)
° TLR7/8-Ligand

3.1.6 Ivt-mRNS-Transfektion von DZ und LCL/mLCL

Die Elektroporation von DZ und LCL/mLCL mit ivt-mRNS wurde mithilfe des , Gene
Pulser Xcell™" (Biorad) in 0,4-cm-Elektroporations-Kiivetten (Biorad) durchgefiihrt.
Hierfiir wurden die zu transfizierenden Zellen mit kaltem RPMI 1640 (very low en-

dotoxin, Biochrom AG) gewaschen und durch Zentrifugation bei 470-g sedimentiert.
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Das Pellet wurde in kaltem RPMI resuspendiert und auf eine Zellzahl von 2 bis 3-10°
Zellen pro 200 ul RPMI eingestellt. Nach Zugabe der ivt-mRNS (15 — 30 pg / 200 ul)
wurden 200 ul Zellsuspension in eine Elektroporations-Kiivette transferiert und fiir et-
wa 2 Minuten auf Eis gekiihlt. DZ wurden unter Verwendung des exponentiellen Pro-
tokolls mit entweder 300 V, 300 puF (3-Tage-mDZ) oder 250 V, 150 pF (7-Tage-mDZ)
elektroporiert. LCL/mLCL wurden mit 300 V, 150 uF (exponentielles Protokoll) elektro-
poriert. Unmittelbar nach Abschluss des Elektroporationsprozesses wurden die jeweili-
gen Zellen in die Vertiefung einer 6-Loch-Flachboden-Kulturplatte (Nunc) mit 6 ml

vorgewarmten DZ- oder LCL-Medium transferiert und im Brutschrank inkubiert.

3.1.7 Koinkubation von DZ oder LCL/mLCL mit Proteinen

Zur Antigen-Beladung von DZ und LCL/mLCL mithilfe rekombinant exprimierter Pro-
teine wurden die jeweils bendtigten Zellen durch Zentrifugation in einem 15-ml-
Reaktionsgefafs (BD) sedimentiert und in frischem Medium resuspendiert (1-10° Zel-
len/ml). Die erhaltene Zellsuspension wurde in die Vertiefung einer 24-Loch-
Flachboden-Kulturplatte (2 ml Endvolumen) iiberfiihrt und durch Zugabe ins Kultur-
medium mit der jeweils gewiinschten Menge an Protein versetzt. Bis zu ihrem Ge-
brauch wurden die Zellen umgehend nach Proteinzugabe in den Brutschrank transfe-

riert.

3.1.8 De-novo-Induktion naiver CD4+* T-Zellen

Zur De-novo-Induktion naiver CD4* T-Zellen wurden 3-Tage-mDZ wie in Abschnitt
3.1.8 aus Monozyten generiert und nach Ablauf der 24-stiindigen Maturierungsphase,
wie in Abschnitt 3.1.9 beschrieben, in Teilpopulationen mit 24 pg einzelner Antigen-
CrossTAg-ivt-mRNS-Spezies (GAGE-1, MAGE-A4, NY-ESO1, SSX4, XAGE-1) trans-
fiziert. Zur Kontrolle der Elektroporationseffizienz wurde eine weitere mDZ-
Teilpopulation mit GFP-ivt-mRNS transfiziert. Fiinf Stunden nach Elekroporation wur-
den die Antigen-CrossTAg-ivt-mRNS-transfizierten mDZ geerntet und zu gleichen Tei-
len gemischt. Im Anschluss daran wurden pro Vertiefung einer 24-Loch-Flachboden-
Kulturplatte jeweils 0,5-10° Zellen der mDZ-Mischpopulation in die Kokultur mit 1-10°
kryopraservierten PBL des autologen Spenders eingesetzt (2 ml T-Zell-Medium; 20 U
IL-2/ml und 5 ng IL-7/ml). Uberzahlige mDZ-Aliquots wurden fiir die spitere Verwen-
dung zur ersten bzw. zweiten Restimulation der De-novo-Induktionskultur kryopraser-
viert (Einfriermedium: 16,5% Humanserum-Albumin, 10% DMSO, 5% Glukose in RPMI
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1640). Die mDZ-PBL-Population wurde nachfolgend unter regelméfiiger Zugabe von
IL-2 und IL-7 in Kultur gehalten (alle zwei Tage 20 U IL-2/ml und 5 ng IL-7/ml) und
zyklisch alle 14 Tage durch Kokultur mit kryopréservierten Zellen der mDZ-Misch-
population (Verhéltnis 2:1) restimuliert. Wann immer notwendig wurden Zellen einer
Vertiefung im Verhaltnis 1:2 aufgeteilt und fehlendes Medium auf 2 ml pro Vertiefung
erganzt. 6 Stunden nach Beginn des dritten Stimulationszyklus wurden CD154-positive
CD4* T-Zellen, wie in Abschnitt 3.4.4 beschrieben, am Fluoreszenz-aktivierten Zellsor-

tierer (FACS Aria III, BD) sortiert und separat weiterkultiviert.

3.1.9 Kultivierung sortierter CD4* T-Zellen

Die CD154-CD4-doppeltpositiven T-Zellen wurden zyklisch alle 14 Tage durch Kokul-
tur mit 200 pl eines T-Zell-Stimulationsgemisches pro 96-Loch-Vertiefung restimuliert.
Das Stimulationsgemisch enthielt 2-10° Zellen einer Mischung unterschiedlich Antigen-
CrossTAg-ivt-mRNS-transfizierter mLCL des autologen Spenders (GAGE-1, MAGE-A4,
NY-ESO1, SSX4, XAGE-1; bestrahlt mit 100 Gy, Bestrahlungsanlage ¥"Cs, HWM-D-
2000, Gammacell) und 3-10* Zellen einer Mischung dreier unterschiedlicher Spender-
PBL (bestrahlt mit 55 Gy) pro 200 ul T-Zell-Medium sowie 250 ng/ml PHA und 20 U IL-
2/ml. Drei Tage nach Klonierung wurde das PHA-haltige Kulturmedium moglichst
vollstandig abgenommen und durch frisches T-Zell-Medium (inklusive 20 U IL-2/ml)
ersetzt. Wann immer notwendig wurden Zellen einer Vertiefung im Verhaltnis 1:2 auf-
geteilt und fehlendes Medium ergénzt. Waren zum Zeitpunkt der Restimulation zwei
oder mehr 96-Loch-Vertiefungen mit Zellen eines T-Zell-Klons belegt, wurden diese
nachfolgend zusammengelegt und in 48-Loch-Flachboden-Kulturplatten weiterkulti-
viert (5-10* Zellen der APZ-Mischung, 5-10° Zellen der gemischten Spender-PBL pro 1
ml T-Zell-Medium, 250 ng/ml PHA und 20 U IL-2/ml). Wiederum zwei vollstandig be-
legte Vertiefungen der 48-Loch-Kulturplatte wurden in der Vertiefung einer 24-Loch-
Flachboden-Kulturplatte vereinigt (analog zu Abschnitt 3.1.6). Sobald die Antigenspezi-
fitat der einzelnen T-Zell-Klone bekannt war, wurden diese unter Verwendung Einzel-

ivt-mRNS-Spezies-transfizierter mLCL weiterkultiviert.

3.1.10 Koinkubation von T-Zellen und APZ

Fiir den Ansatz einer ELISA-Kokultur zur anschlieffenden Bestimmung der freigesetz-
ten Zytokine mussten T-Zellen zur Vermeidung einer unspezifischen Zytokinsekretion
mindestens {iber drei Tage vor Ansetzen der Kokultur ohne IL-2-Zugabe kultiviert
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werden. Zudem sollten sich die eingesetzten T-Lymphozyten fiir eine optimale Reakti-
vierung in der Ruhephase gegen Ende des Proliferationszyklus befinden. Zur Koinku-
bation von T-Zellen und APZ wurden die benétigten Zellen durch Zentrifugation sepa-
rat in 15ml-Reaktionsgefdfien (BD) sedimentiert und in der gewiinschten Konzentration
in frischem T-Zell-Kulturmedium resuspendiert. Die einzelnen Zellsuspensionen wur-
den nachfolgend im jeweils benétigten Verhaltnis in den Vertiefungen einer 96-Loch-
Rundbodenplatte gemischt. Alle belegten Vertiefungen wurden abschlieffend mit T-
Zell-Kulturmedium auf ein Endvolumen von 200 ul aufgefiillt und die Kulturplatte
umgehend in den Brutschrank transferiert. Nach 16 bis 24 Stunden Inkubationszeit
wurden die Kulturiiberstinde abgenommen und in eine sterile 96-Loch-
Rundbodenplatte iiberfiihrt. Zur langfristigen Aufbewahrung wurde die Platte im An-

schluss auf -20°C transferiert.

3.1.11 Kultivierung adhdrenter HEK-293T-Zellen

HEK-293T-Zellen wurden in 293T-Zell-Medium (Tab. 2.7) in 35-ml-Zellkulturplatten
(Nunc) im Brutschrank (Heraeus) bei 37°C, 5% CO: und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert
und expandiert. Zur raschen Expansion wurden die Zellen vor Erreichen eines kon-
fluenten Zustandes gesplittet. Zu diesem Zweck wurden die Zellen in der Regel alle 3
Tage geerntet, durch Zugabe entsprechenden Kulturmediums 1:20 (Plattenvolumen)
verdiinnt und erneut auf 35-ml-Kulturplatten verteilt. Zum Ernten wurde das Medium
unter leichtem Kippen vorsichtig aus der Kulturplatte abgenommen. Im Anschluss
wurden 10 ml 1x Trypsin/EDTA vom Rand der Platte her zugegeben und diese leicht
geschwenkt, bis alle Zellen mit der Trypsin-Losung benetzt waren. Die Zellen wurden
fiir 5 Minuten im Brutschrank inkubiert und daraufhin unter Auf- und Abpipettieren
von der Platte gelost. Die Zellsuspension wurde in ein Falcon-Sammelgefafs (BD) iiber-
fithrt und abschlieflend 5 Minuten bei 470-g zentrifugiert und in einem geeigneten Me-

dium oder Puffer aufgenommen.

3.1.12 Transfektion von HEK-293T-Zellen

Zum Polykation-(PEI)-vermittelten Plasmid-Transfer (PEI-Transfektion) in Zellen der
Linie HEK-293T wurden diese einen Tag vor Transfektion auf eine durchschnittliche
Zellzahl von 0,8:10” Zellen in 35 ml Kulturmedium pro 15x2-cm-Kulturschale (Nunc)
eingestellt. Fiir den Transfektionsansatz wurden pro zu transfizierender Kulturschale 1
ml OptiMEM, 45 ug Plasmid-DNS und 67,5 pl PEI (1x, 1 mg/ul, pH 7,0) nacheinander

38



3 Methoden

(Reihenfolge ist einzuhalten) in ein geeignetes Reaktionsgefafs pipettiert und 15 Minu-
ten bei RT inkubiert. Im Anschluss wurde der Ansatz sorgféltig mit 15 ml 293T-Zell-
Medium pro Platte vermischt. Das alte Medium wurde hierauf unter leichtem Kippen
der Kulturplatten von den Zellen abgenommen und das Transfektionsgemisch vorsich-
tig seitlich zugegeben. Nach leichtem Schwenken der Platten wurden die Zellen fiir 6 -
12 h im Brutschrank inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden zusatzliche 20
bis 30 ml warmes (37°C) 293T-Zell-Medium vom Rand der Kulturschale her zugegeben
und diese abschlieffend in den Brutschrank transferiert. Pro Protein-Expressionsansatz
wurden auf diese Weise fiinf Kulturschalen anndhernd konfluenter HEK-293T-Zellen
transfiziert. Die Zellen wurden 24 - 48 h nach Transfektion geerntet und der Proteinauf-

reinigung zugefiihrt.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Bakterienstamm und -kultur

In allen hier beschriebenen Experimenten wurden Escherichia coli-Bakterien des Stam-
mes XL1-Blue MRF’ (Stratagene) eingesetzt. Auf LB-Kulturplatten ausgestrichene Bak-
terien wurden in einem Bakterieninkubator kultiviert, fliissige Bakterienkulturen in ei-
nem Bakterienschiittler (jeweils 37°C). Fiir die langfristige Lagerung der Bakterien
wurden dichte Bakteriensuspensionen mit Glycerin zu einer Endkonzentration von 20%
vermischt und auf -80°C transferiert. Die Expression rekombinanter Proteine wurde,
wann immer notwendig, durch Zugabe von Isopropyl-3-D-thiogalactopyranosid (IPTG;

Endkonzentration: 1 mM) induziert.

3.2.2 DNS-Amplifikation mithilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

DNS-Fragmente wurden mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) nach Mullis et
al. und Sambrook et al. amplifiziert (Mullis et al., 1986; Sambrook et al., 2000). Zur Amp-
lifikation der Fragmente wurde der PCR Master Mix der Firma Promega gemafs der
Herstellerbeschreibung eingesetzt. Die Reaktionen wurden im Mastercycler (Eppen-
dorf, Hamburg) bzw. im Thermocycler T1 (Biometra, Gottingen) durchgefiihrt. Die
PCR-Standardbedingungen wurden gemafs Sambrook et al. gewdhlt und nach einge-

setzten Primern und Lange des Amplifikationsproduktes modifiziert.
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3.2.3 Agarose-Gelelektrophorese von DNS

DNS-Fragmente wurden mithilfe der Gelelektrophorese in 1-%-igen Agarosegelen bei
5-10 V/cm aufgetrennt. Fiir die Separation kleiner Fragmente wurden hoherprozentige
Gele (1,5%) verwendet. Die Agarose wurde in einem entsprechenden Volumen 1x TAE-
Puffer im Mikrowellengerat erhitzt und mit 0,4 pug/ml Ethidiumbromid versetzt. Zur
Evaluierung der Fragmentgrofien wurde parallel entweder eine 1kb-plus DNS-Leiter
(Fermentas) oder ein 100 bp plus DNS-Standard (Fermentas) in eine leere Sammeltasche
des Agarosegels aufgetragen. Die Fragmentbanden wurden auf einem UV-Transillumi-

nator sichtbar gemacht und dokumentiert.

3.2.4 DNS-Extraktion aus Agarosegelen

Zur Extraktion von DNS-Fragmenten aus Agarosegelen wurden die entsprechenden
Fragmentbanden nach Abschluss der Elektrophorese auf dem UV-Transilluminator
sichtbar gemacht, mit einem Skalpell moglichst knapp aus dem Gel ausgeschnitten und
mithilfe des “QIAquick® Gel Extraction”-Kits (QIAGEN) nach Angaben des Herstellers

aufgereinigt.

3.2.5 Sequenzierung

Die DNS-Sequenzanalysen wurden kommerziell von der Firma Sequiserve (Vaterstet-
ten) durchgefiihrt. Zur bioinformatischen Auswertung der erhaltenen Elektrophero-

gramme wurde das Programm Chromas (Technelysium) herangezogen.

3.2.6  DNS-Restriktionsverdau

Zur Klonierung amplifizierter DNS-Fragmente in Expressionsvektoren wurden sowohl
Fragmente als auch Vektoren einem Verdau durch Restriktionsenzyme unterzogen. Pro
Ansatz wurden 20 ug DNS mit 10 ul Puffer (10x) und 30 Units je Restriktionsenzym auf
ein Gesamtvolumen von 100 ul in H2O dest. gebracht. Das Volumen der eingesetzten
Enzyme sollte dabei nicht mehr als 6% des Gesamtansatzes einnehmen. Die Restrikti-
onsansatze wurden sorgfaltig durch Auf- und Abpipettieren gemischt und fiir 1,5 h auf
37°C im Heizblock inkubiert. Um die Religation der Vektoren zu verhindern wurde
nach 30 Minuten Inkubation auf 37°C eine Unit Alkalische Phosphatase (CIP, von engl.
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calf intestine phosphatase; NEB) pro 100 ul Ansatz zugegeben. Bei der Planung des
Restriktionverdaus wurde darauf geachtet, dass die jeweils bendtigten Enzyme fiir ei-
nen Einsatz im Doppelverdau kompatibel waren, das heifst ein Angleichen der benétig-
ten Pufferbedingungen erfolgen konnte. Falls dies nicht mdglich war, wurde ein se-

quenzieller Verdau vorgenommen.

3.2.7 Oligo-Hybridisierung

Zur Herstellung kiinstlicher doppelstrangiger DNS-Fragmente wurden ausgewdhlte
DNS-Nukleotidsequenzen (bis maximal 150 Basen) als einzelstrangige DNS-Oligonuk-
leotide synthetisiert (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Die lyophilisierten DNS-Oligo-
nukleotide wurden in reinem, destilliertem Wasser resuspendiert [100 nM]. Syntheti-
sierte Strang- und Gegenstrang-Oligonukleotide wurden in einem 0,5-ml-Reaktions-
gefafs zu gleichen Teilen gemischt und im Heizblock auf 99°C erhitzt. Nach Ablauf ei-
ner flinfminiitigen Inkubationszeit wurde der Heizblock vom Stromnetz getrennt und
kiihlte ohne weitere Einflussnahme langsam auf Zimmertemperatur ab. Nach Erreichen
der Zimmertemperatur wurden die Reaktionsgefdfse aus dem Heizblock entnommen
und die nun doppelstringigen DNS-Fragmente mithilfe bereits vorliegender Uberhan-

ge in addquat vorbereitete Plasmid-DNS ligiert.

3.2.8 Ligation von DNS-Fragmenten

Die Ligation passender DNS-Fragmente erfolgte mithilfe der T4-Ligase iiber Nacht auf
16°C [10 pl Ansatz in H20O dest.; 1 ul T4-Ligase-Puffer (10x), 1 Unit T4-Ligase (200 Liga-
tionen kohesiver Enden pro Unit/ul; NEB)]. Addquat geschnittene Plasmid-DNS und
DNS-Fragment wurden im Verhaltnis 1:3 gemischt. Wahrend der gesamten Prozedur

wurde, wenn nicht anders angegeben, auf Eis gearbeitet.

3.2.9 Generierung der Vektorkonstrukte

Alle im Folgenden beschriebenen genetischen Konstrukte wurden auf der Basis eines
Restriktionsschnittstellen-bereinigten pGEM-Vektors erstellt (p GEM-A120, S. Milosevic;
sieche Anhang, Tab. 8.1). Dieses Plasmid enthalt einen T7-Promotor 5'-strangaufwérts
zum Klonierungsabschnitt (MCS, Multiple Cloning Site) und einen Poly-Adenin-
Abschnitt (polyA-Abschnitt, 120-A) 3’-strangabwarts. Die sich am 3’-Ende des polyA-
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Abschnitts befindende Spel-Schnittstelle ermdglicht die Linearisierung des pGEM-A120-
Plasmids fiir die Herstellung von in vitro transkribierter mRNS (ivt-mRNS). Das pGEM-
Plasmid enthdlt zusdtzlich ein Ampicillin-Resistenz-Gen zur Selektion erfolgreich
Plasmid-DNS-transformierter Bakterien.

Die Plasmide pGEM-EBNA-3C(1kb)-A120, pGEM-Tyrosinase-A120 und pGEM-BNRF1
(1kb)-A120 wurden durch das Einfiigen der jeweiligen Antigen-cDNA in die MCS des
pGEM-A120-Plasmids kloniert. EBNA-3C(1kb), Tyrosinase und BNRF1(1kb) wurden
durch PCR aus bereits vorliegender Plasmid-DNS (S. Milosevic; Accession-Nummer:
EBNA-3C, NC_009334; Tyrosinase, U01873; BNRF1, NC_007605) amplifiziert. EBNA-
3C(1kb) wurde zu diesem Zweck mit folgenden Primern amplifiziert: EBNA-3C(1kb)
sense, 5- ATAAAGCTTuindtATGTGGCCCACGCCCAAGACG-3 (die enthaltene Restrikti-
onsschnittstelle ist unterstrichen), EBNA-3C(1kb) antisense, 5- ATAGAATTCrriTTACG
GCGGCTCCTGGTATCC-3'. Wahrend der PCR wurden somit ein artifizielles Startcodon
(ATG) am 5-Ende und ein Stopcodon (TAA) am 3’-Ende der amplifizierten DNS-
Sequenz angefiigt. Die spezifischen Primer fiir Tyrosinase waren: Tyrosinase sense, 5'-
ATAGGATCCmnATGCTCCTGGCTGTTTTGTACT-3, Tyrosinase antisense, 5'- ATAGAAT
TCror TTATAAATGGCTCTGATACAAGCT-3’. BNRF1(1kb) wurde amplifiziert mit:
BNRF1(1kb) sense, 5- ATAGGATCCrmitATGACAGGAAAGAATCTCAGCCCA-3', BNRF1
(1kb) antisense, 5'- ATAGAATTCrri TTACTCGGAGGGGCGACCGT-3’. Wahrend der PCR
wurde somit auch hier ein artifizielles Stopcodon am 3’-Ende der amplifizierten DNS-
Sequenz angefiigt. Die erzeugten DNS-Fragmente wurden mithilfe der angegebenen
Restriktionsenzyme geschnitten und in das jeweils addquat vorbereitete pGEM-A120-
Plasmid ligiert.

Das pGEM-CrossTAg-A120-Konstrukt wurde durch Einbringen einer synthetisch er-
zeugten DNS-Sequenz in die MCS des pGEM-A120-Plasmids erstellt. Die CrossTAg-
Sequenz (sieche Anhang, Tab. 8.2) setzte sich zusammen aus dem humanen Homolog
eines bereits beschriebenen murinen ER-Translokations-Signals (humanes LAMP-1, Ac-
cession-Numer: NP_005552, AS 1-28; murines Homolog beschrieben als ,sig”; Wu et al.,
1995) und der DC-LAMP-Transmembran- und Zytoplasma-Domane (humanes DC-
LAMP, Accession-Numer: NP_055213, AS 376-416; Bonehill et al., 2005). Der LAMP-1-
Abschnitt der CrossTAg-Sequenz beginnt mit einem ATG-Startcodon und ist fusioniert
mit der 3’-strangabwarts gelegenen DC-LAMP-Teilsequenz, an deren 3’-Ende ein TAA-
Stopcodon den offenen Leserahmen begrenzt. Eine zwischen die LAMP-1- und DC-
LAMP-Teilabschnitte eingefiigte, 18 Basenpaare umfassende Nukleotidsequenz (Leser-
ahmen wird beibehalten) beinhaltete die Restriktionsschnittstellen der Enzyme Nhel,
Pstl und Kpnl (Reihenfolge von 5’ nach 3’). Die CrossTAg-Sequenz wurde im Anschluss
an die virtuelle Erstellung der DNS-Sequenz (Clone Manager 7, Sci-Ed Software) durch

42



3 Methoden

die Firma GeneArt (Regensburg) in Codon-optimierter Form synthetisiert. Das voll-
staindige Konstrukt wurde nachfolgend mithilfe der Restriktionsenzyme Xbal (Schnitt-
stelle 5’-strangaufwarts) und EcoRI (Schnittstelle 3’-strangabwadrts) aus Plasmid-DNS
der Firma GeneArt ausgeschnitten und in die MCS des addquat vorbereiteten pGEM-
A120-Plasmids ligiert.

Das pGEM-IVSB-3H10(Epitope)-CrossTAg-A120- sowie das pGEM-G11-3(Epitop)-
CrossTAg-A120-Konstrukt wurde durch das Einfiigen hybridisierter DNS-Oligo-
nukleotide (siehe Abschnitt 3.2.6) zwischen die LAMP-1- und DC-LAMP-Teilabschnitte
des pGEM-CrossTAg-A120-Plasmids erzeugt. Nach Hybridisierung der entsprechen-
den Strang- und Gegenstrang-Oligonukleotide (siehe Tab. 2.12) wurden die doppel-
stringigen DNS-Fragmente mithilfe bereits vorliegender Uberhdnge in die Nhel- und
Kpnl-geschnittene pGEM-CrossTAg-A120-Plasmid-DNS ligiert.

Die Plasmide pGEM-EBNA-3C(1kb)-CrossTAg-A120, pGEM-Tyrosinase-CrossTAg-
A120 und pGEM-BNRF1(1kb)-CrossTAg-A120 wurden durch das Einbringen der jewei-
ligen Antigen-cDNA zwischen die LAMP-1- und DC-LAMP-Teilabschnitte des pGEM-
CrossTAg-A120-Plasmids kloniert (Leserahmen von LAMP-1 wurde nicht unterbro-
chen). EBNA-3C(1kb), Tyrosinase und BNRF1(1kb) wurden wiederum durch PCR aus
der bereits vorliegenden Plasmid-DNS (S. Milosevic) amplifiziert. EBNA-3C(1kb) wur-
de zu diesem Zweck mit folgenden Primern amplifiziert: EBNA-3C(1kb)-CrossTAg sen-
se, 5-ATAGCTAGCnaATGTGGCCCACGCCCAAGACG-3’ (die enthaltene Restriktions-
schnittstelle ist unterstrichen), EBNA-3C(1kb)-CrossTAg antisense, 5'-ATAGGTACCkpni
CGGCGGCTCCTGGTATCC-3". Die spezifischen Primer fiir Tyrosinase waren: Tyrosina-
se-CrossTAg sense, 5-ATAGCTAGCnaATGCTCCTGGCTGTTTTGTACT-3’, Tyrosinase-
CrossTAg antisense, 5-ATACTGCAGr«TAAATGGCTCTGATACAAGCTGT-3. BNRF1
(1kb) wurde amplifiziert mit: BNRF1(1kb)-CrossTAg sense, 5-ATAGCTAGCniaACAGGA
AAGAATCTCAGCCCA-3, BNRF1(1kb)-CrossTAg antisense, 5'-ATACTGCAGr:#CTCGGA
GGGGCGACCGTG-3'. Die somit erzeugten DNS-Fragmente wurden mithilfe der ange-
gebenen Restriktionsenzyme geschnitten und in das jeweils addquat vorbereitete pGEM-
CrossTAg-A120-Plasmid ligiert.

Zur Klonierung der Plasmide pGEM-LAMP-1-EBNA-3C(1kb)-A120 und pGEM-EBNA-
3C(1kb)-DC-LAMP-A120 wurde das hier erzeugte pGEM-EBNA-3C(1kb)-CrossTAg-
A120-Plasmid als PCR-Vorlage genutzt. Das LAMP-1-EBNA-3C(1kb)-Fragment wurde
mit folgenden Primern amplifiziert: LAMP-1-EBNA-3C(1kb) sense, 5'-ATATCTAGAxwaiC
GCCACCATGGCC-3’, LAMP-1-EBNA-3C(1kb) antisense, 5-ATAGAATTCrri TTACGGCG
GCTCCTGGTATCC-3'. Wahrend der PCR wurden ein Stopcodon am 3’-Ende der ampli-
fizierten DNS-Sequenz angefiigt. Das EBNA-3C(1kb)-DC-LAMP-Fragment wurde
amplifiziert mit: EBNA-3C(1kb)-DC-LAMP sense, 5-ATATCTAGAxa ATGTGGCCCACGC
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CCAAGA-3’, EBNA-3C(1kb)-DC-LAMP antisense, 5-ATAGAATTCrri GTGGCGGCCGCT
TT-3'. Wahrend der PCR wurden hiermit ein Startcodon am 5-Ende der amplifizierten
DNS-Sequenz generiert. Die erzeugten DNS-Fragmente wurden mithilfe der angegebe-

nen Restriktionsenzyme geschnitten und in das addquat vorbereitete pGEM-A120-

Plasmid ligiert.
Xbal EcoRI
A PGEM-A120 t t
Xbal Nhel Pstl Kpnl EcoRl

pGEM-CrossTAg-A120 ' LAMP1 by DC-LAMP ISTOP|L| poly-A120 |~

— 3H10

B EBNA-3C(1kb) -] EBNA-3C(1kb) NN___ [s7or H pobaiz0
— IVSB

Tyrosinase(YMD) -{#16] Tyrosinase (YMD) [  |smop [~ poly-a120 |-
— G11-3

BNRF1(1kb) - s BNRF1 (1Kb) [stopH por-a120 |

=
IVSB-3H10(Epitope)-CrossTAg J#16] LAMP1 | IVSB-Epitop |— 3H10-Epitop |~ DC-LAMP |stor |~ poly-a120 |

G11-3-(Epitop)-CrossTAg LAMP1 G11-3-Epitop DC-LAMP [stopr [ poly-a120 }

= 3H10
EBNA-3C(1kb)-CrossTAg  {A6] LAMP1 |—{ EBNA3C(1kb) NN.___ |1 DC-LAMP [stor |- poly-a1z0 |-

— VS8
Tyrosinase(YMD)-CrossTAg ~ {A6] LAMP1_ || Tyrosinase (YMD) F=td || DC-LAMP [stor | poy-a120 |

— G11-3
BNRF1(1kb)-CrossTAg  1A6| LAMP1 - BNRE1(1kb) V7 |- DC-LAMP [stop H{ wobya10 |

3H10

—

EBNA-3C(1kb)-DC-LAMP x| EBNA-3C (1kb) §§_|—| DC-LAMP [stor | poly-a120 }
— 3H10

LAMP1-EBNA-3C(1kb) 6] LAMP1 - EBNA-3C (1kb) @ ISTOPH poly-A20 |-

—

EBNA-3C(1kb)-CrossTAg {as] LAMPT GAGE-1 - DC-LAMP Jstor H{ poy-a120_F
e

EBNA-3C(1kb)-CrossTAg  {A16| LAMP1_|— MAGE-A4 | DC-LAMP [stop | poly-a120 }
=

EBNA-3C(1kb)-CrossTAg  {A16| LAMP1_|— NY-ESO1 ] DC-LAMP [stor | poly-a120
—

EBNA-3C(1kb)-CrossTAg 17| LAMP1 | SSX4 |- DC-LAMP [stop | poly-a120 }
=

EBNA-3C(1kb)-CrossTAg 17| LAMP1 | XAGE-1 | DC-LAMP |[stop | poly-a120 |

Abb. 3.1: Schematische Darstellung der generierten Vektor-Konstrukte (A) Die Plasmide pGEM-
A120 und pGEM-CrossTAg-A120 sind ausschnittsweise von T7-Promotor bis Polyadenin-Abschnitt
(polyA) abgebildet (vertikale Pfeile markieren einmalig vorhandene Restriktionsschnittstellen). (B)
Die Antigen/Epitop-kodierenden offenen Leserahmen der auf Basis des pGEM-A120-Plasmids erstel-
Iten Vektor-Konstrukte sind schematisch dargestellt.
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Die zur Antigen-CrossTAg-ivt-mRNS-Herstellung eingesetzten Plasmide pGEM-
GAGE-1-CrossTAg-A120, pGEM-MAGE-A4-CrossTAg-A120, pGEM-NY-ESO1-Cross-
TAg-A120, pGEM-55X4-CrossTAg-A120 und pGEM-XAGE-1-CrossTAg-A120 wurden
durch Klonieren der jeweiligen Antigensequenz zwischen die LAMP-1- und DC-
LAMP-Teilabschnitte des pGEM-CrossTAg-A120-Plasmids generiert. Der offene Lese-
rahmen des Plasmids wurde durch Amplifikation der Antigen-Sequenzen ohne 3’-ter-
minales Stopcodon nicht unterbrochen. Alle Antigene wurden durch PCR aus bereits in
der Arbeitsgruppe vorliegenden Plasmiden amplifiziert (S. Milosevic; Accession-Num-
mer: GAGE-1, U19142; MAGE-A4, NM_001011550; NY-ESO1, AJ003149; SSX4, U90841;
XAGE-1, AF251237). Die Primersequenzen fiir die einzelnen PCR-Ansitze lauteten wie
folgt: GAGE-1 sense, 5-ATAGCTAGCniaATGAGTTGGCGAGGAAGATCG-3’, GAGE-1 an-
tisense, 5-ATAGGTACCkmAGGTTTCCGTGGGGAAAGATTT-3'; MAGE-A4 sense, 5-ATA
GCTAGCnaATGGTGTCTTCTGAGCAGAAGA-3, MAGE-A4 antisense, 5-ATACTGCAGrsu
GACTCCCTCTTCCTCCTCTAA-3"; NY-ESO1 sense, 5-ATAGCTAGCniaATGCAGGCCGAA
GGCCGG-3, NY-ESO1 antisense, 5-ATAGGTACCkuGCGCCTCTGCCCTGAGGG-3’; S5X4
sense, 5-ATAGCTAGCniaATGAACGGAGACGACGCCTTT-3’, SS5X4 antisense, 5-ATAGGT
ACCkpmCTCGTCATCTTCCTCAGGGT-3"; XAGE-1 sense, 5-ATAGCTAGCniaATGCTCCTTT
GGTGCCCACC-3’, XAGE-1 antisense, 5-ATAGGTACCkmAACTTGTGGTTGCTCTTCACC
T-3". Die erzeugten Antigen-DNS-Amplifikate wurden mithilfe der angegebenen Rest-
riktionsenzyme geschnitten und in jeweils addquat vorbereitete pGEM-CrossTAg-
A120-Plasmid-DNS ligiert.

Alle in diesem Abschnitt generierten pGEM-Plasmid-Konstrukte sind in Abbildung 3.1

schematisch zusammengefasst.

3.2.10 Herstellung elektrokompetenter E. coli Bakterien

E. coli Bakterien des Stammes XL1-Blue MRF’ (Stratagene) wurden auf Tetracyclin-
haltigen LB-Agarplatten (LB-Medium, SELECT Agar®, 20 ug/ml Tetracyclin) ausplat-
tiert und tiber Nacht auf 37°C inkubiert. Am Folgetag wurden 400 ml LB-Medium (20
ug/ml Tetracyclin) mit einer Kolonie der UN-Kultur angeimpft und wiederum {iber
Nacht im Inkubator bei 37°C und 150 rpm bebriitet. Am gleichen Tag wurde eine 10%-
ige Glycerol-Losung hergestellt und iiber Nacht auf 4°C transferiert. Am darauf folgen-
den Tag wurden 300 ml der Bakteriensuspension verworfen, die verbleibenden 100 ml
Bakterienkultur mit frischem LB-Medium (enthalt kein Antibiotikum) auf 400 ml aufge-
fiilllt und weiter auf 37°C inkubiert. In Abstanden von 30 Minuten wurde die Optische
Dichte der Suspension am Spektralphotometer (UltraSpec 1100 pro, Amersham
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Biosciences) bei 600 nm (ODsw) gemessen und die Bakterien bei Erreichen der ge-
wiinschten ODew von 1 (Bakterien befinden sich in linearer Phase des exponentiellen
Wachstums) in Spitzboden-Zentrifugenbecher iiberfiihrt und zehn Minuten auf 4°C bei
5100-g zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgekippt, Uberreste entfernt und
50 ml 10%-ige Glycerol-Losung zugegeben. Das Zellpellet wurde unter Ausschluss von
Blasenbildung resuspendiert, der Zentrifugenbecher wiederum auf den Stand vor Zent-
rifugation mit 10%-iger Glycerol-Losung befiillt und erneut fiir 15 Minuten auf 4°C bei
5100-g zentrifugiert. Nachfolgend wurde der Uberstand verworfen und die Prozedur
wiederholt. Nach einem abschliefenden Zentrifugationsschritt (15 Minuten, 4°C,
5100-g) wurde der Uberstand erneut abgenommen und die Gesamtheit aller Bakterien
eines 400-ml-Ansatzes in 2 ml Gycerol vorsichtig resuspendiert. Die Bakteriensuspensi-

on wurde in vorgekiihlte 1,5-ml-Eppendorf-Reaktiongefifie aliquotiert und ziigig auf -
80°C tiberfiihrt.

3.2.11 Transformation elektrokompetenter Bakterien mit Plasmid-DNS

Zur Amplifizierung von Ligationsprodukten wurden elektrokompetente Bakterien mit
Plasmid-DNS aus Ligationsansitzen transformiert und expandiert. Hierzu wurde ein
Aliquot der elektrokompetenten Zellen auf Eis langsam von urspriinglich -80°C aufge-
taut. 20 ul Bakteriensuspension wurden unter Ausschluss von Blasenbildung mit 1 ug
ligierter Plasmid-DNS vermischt, in geeignete Kiivetten (0,1-cm-GenePulser-Kiivette)
tiberfithrt und im Elektroporator (GenePulser) unter Einwirkung eines Elektropulses
(1,8 kV) transformiert. Unmittelbar nach dem Elektropuls wurde der Inhalt der Elekt-
roporations-Kiivette in 1 ml warmem SOG-Medium resuspendiert. Im Anschluss wur-
de die Bakterienlosung vorsichtig in ein 1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefafd tiberfiihrt
und fiir 1 h auf 37°C im Heizblock inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde
der Ansatz fiir 10 Minuten bei 950xg zentrifugiert, anschlieBend 800 pl des Uberstands
verworfen und die Bakterien in den verbleibenden 200 ul resuspendiert. Die Suspensi-
on der transformierten Bakterien wurde auf eine LB-Agarplatte (LB-Medium, SELECT
Agar®, 100 pg/ml Ampicillin) ausgesat und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

3.2.12 Selektion und Expansion der transformierten Bakterien

AusschliefSlich Bakterienzellen, welche mit Antibiotikaresistenz-kodierender Plasmid-
DNS transformiert worden waren, konnten sich auf Selektions-Platten (LB-Medium,

SELECT Agar®, 100 ug/ml Ampicillin) trotz Anwesenheit des Antibiotikums vermehren
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und Kolonien bilden. Nach Uber-Nacht-Kultur im Brutschrank bei 37°C wurden Kolo-
nien mit sterilen Pipettenspitzen gepickt und zur Vorkultivierung in je 5 ml LB-
Medium (inklusive Selektions-Antibiotikum) tiberfiihrt. Die Réhrchen wurden {iber
Nacht bei 37°C und 150 rpm geschiittelt. Aus 1,5 ml einer jeden Vorkultur wurde Plas-
mid-DNS extrahiert und zur Sequenziiberpriifung zur Firma Sequiserve (Vaterstetten)
tibersandt. Die restlichen Vorkulturen wurden zur kurzfristigen Lagerung auf 4°C
tiberfiihrt. Bei zufriedenstellender Sequenzierungsanalyse wurden 400 ml LB-Medium
(100 pg/ml Ampicillin) in 2-Liter-Erlenmeyerkolben mit ausgewéhlten Vorkulturen an-
geimpft. Waren die zu expandierenden Bakterienzellen bereits schon zuvor selektiert
und eingefroren worden, wurden die eingefrorenen Kryo-Reserven von -80°C auf Tro-
ckeneis tiberfiihrt. Nachfolgend wurden circa 5 ul der teilweise angetauten Bakterien-
suspension in 400 ml LB-Medium (100 pg/ml Ampicillin) transferiert. Die Kolben wur-
den iiber Nacht bei 37°C und 150 rpm geschiittelt, um das effiziente Wachstum der
transformierten Bakterienzellen sicherzustellen. Im Falle einer Erst-Selektionierung
wurden 800 ul jeder Bakteriensuspension mit 200 ul Glycerol versetzt (Endkonzentrati-
on 20%) und als Kryo-Reserve auf -80°C transferiert. Die restliche Bakteriensuspension
wurde der Plasmid-DNS-Extraktion zugefiihrt.

3.2.13 Plasmid-DNS-Extraktion aus transformierten Bakterien

Die jeweilige Bakteriensuspension wurde nach Uber-Nacht-Kultur bei 5100-g und 4°C
fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde restlos verworfen und die Plasmid-
DNS je nach Anwendung mithilfe der JETstar Plasmid Purification MINI (analytische
Aufreinigung) oder MAXI (praparative Extraktion) Kits (Genomed) nach Angaben des

Herstellers aus dem Zellsediment aufgereinigt.

3.2.14 Herstellung von Einzel-Spezies-ivt-mRNS

Zur Herstellung von Einzel-Spezies-ivt-mRNS wurde das ,mMessage mMachine T7
Kit” (Ambion) eingesetzt. 20 ug einer geeigneten Plasmid-DNS wurden mithilfe des
Spel-Restriktionsverdaus iiber Nacht auf 37°C linearisiert. Am Folgetag wurde die
DNS-Linearisierung (100 pul Volumen) mit 5 ul EDTA [0,5 M], 10 pl Na-Acetat [3 M]
und 200 ul Ethanol [100%] versetzt und sorgfaltig gemischt. Die erhaltene Suspension
wurde fiir 45 Minuten auf -20°C inkubiert und im Anschluss auf 4°C fiir 15 Minuten bei
10000-g zentrifugiert. Der fliissige Uberstand wurde restlos verworfen und das sedi-

mentierte Pellet in 40 ul Nuklease-freiem H:O aufgenommen. Die Konzentration der li-
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nearisierten Plasmid-DNS wurde durch OD-Messung am UV/Vis-Spektralphotometer
(NanoDrop ND-1000, PEQLAB) bei 260 nm (OD2e0) bestimmt. 2 pg linearisierte Plas-
mid-DNS wurden nach Angaben des Herstellers mit den zur ivt-mRNS-Herstellung be-
notigten Einzel-Losungen versetzt. Nach sorgfaltigem Mischen wurde die erhaltene Lo-
sung in ein 0,5-mI-PCR-Reaktionsgefafs iiberfithrt und im Heizblock zwei Stunden auf
37°C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Ansatz nach Angaben des
Herstellers mit DNase versetzt und weitere 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Aufrei-
nigung der ivt-mRNS wurde iiber geeignete Sdulen unter Verwendung des , RNeasy
Mini Kit” (QIAGEN) nach Angaben des Herstellers vorgenommen. Die Sdulen-gebun-
dene ivt-mRNS wurde durch die Zugabe von 30 ul H20 je Saule gelost. Die Konzentra-
tion der erhaltenen ivt-mRNS wurde durch OD-Messung am UV/Vis-Spektral-
photometer bestimmt. Zur langfristigen Aufbewahrung wurde die ivt-mRNS-Losung
abschliefsend auf -20°C tiberfiihrt.

3.2.15 Agarose-Gelelektrophorese von ivt-mRNS-Produkten

Zur Langenkontrolle der unter Abschnitt 3.2.14 erhaltenen ivt-mRNS-Produkte wurden
je 0,5 ug iwt-mRNS mit 5 pl Ladepuffer sowie 5 pl H2O versetzt und in einem 1,5-ml-
Reaktionsgefafs (Eppendorf) zum Losen eventueller Sekundarstrukturen fiir 10 Minuten
auf 70°C im Heizblock inkubiert. Die Proben wurden neben einem RNS-Langen-
standard (RiboRuler™ High Range RNA Ladder, Thermo Scientific) einzeln in Ladeta-
schen eines 1%igen Agarosegels (1% Ethidiumbromid; hergestellt mit DEPC-H:O) auf-
getragen und in einer entsprechenden Elektrophorese-Kammer bei 80V fiir 45 Minuten
elektrophoretisch aufgetrennt. Die einzelnen RNS-Banden wurden auf einem UV-

Transilluminator sichtbar gemacht und dokumentiert.

3.2.16 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von Nukleinsduren

Zur Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren wurde die optische Dichte (OD)
der jeweiligen DNS- oder RNS-Losungen am UV/Vis-Spektralphotometer (NanoDrop
ND-1000, PEQLAB) bei 260 nm (OD2e0) gemessen. Das Gerat ermdglicht die Absorpti-
onsmessungen in nur 1 pl Probenvolumen ohne Kiivetten. Durch die Oberflachenspan-
nung entsteht eine Fliissigkeitssdule zwischen den optischen Fasern des Spektralpho-
tometers, die den Messweg darstellt. Die zuséatzlich gemessene ODazso (Absorptionsma-

ximum von Proteinen) dient im OD260/OD2so-Quotient zur Bestimmung der Reinheit
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der verschiedenen Nukleinsaurelosungen. Ideale Werte fiir reine DNS-Losungen liegen

bei 1,8. Fiir reine RNS-Losungen sollte der Quotient zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

3.2.17 Aufreinigung His-Tag-markierter Proteine aus HEK-293T-Zellen

Geerntete HEK-293T-Zellen aus einem 5-Platten-Transfektionsansatz wurden fiir 10
Minuten bei 5100-g zentrifugiert und der Uberstand komplett verworfen. Das Zellpellet
wurde durch Klopfen gelockert und die Zellen durch Invertieren in 22,5 ml Urea-
Lysepuffer (Tab. 2.8) mit Protease Inhibitoren (Complete Protease Inhibitor Cocktail
Tablets, Roche) lysiert. Das Lysat wurde 10 Minuten in der Ultrazentrifuge (Sorvall®
RC-5B) bei 17.000-g zentrifugiert und der Uberstand in ein neues 50-ml-Reaktionsgefaf3
{iberfiihrt. Der diinnfliissige Uberstand wurde mit 300 pl Nickelagarose-NTA Agarose
(QIAGEN) versetzt und fiir vier Stunden im Rotator (Intelli Mixer, NeoLab) bei 25 rpm
gewendet. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das Gemisch fiir 5 Minuten bei
5300-g abzentrifugiert und der Uberstand restlos verworfen. Das Pellet wurde in Urea-
Lysepuffer resuspendiert, in ein 15 ml Reaktionsgefafs iiberfiihrt und erneut fiir fiinf
Minuten bei 5300-g zentrifugiert. Der Lysepufferiiberstand wurde komplett verworfen
und das Pellet durch Schnipsen in 200 ul Elutionspuffer resuspendiert und sorgfaltig
gemischt. Die Suspension wurde fiir 5 Minuten bei 5300-g zentrifugiert und der Uber-
stand in ein 2-ml-Reaktionsgefafs tiberfiihrt. Der Elutionsschritt wurde insgesamt drei-
mal wiederholt und das Sammelréhrchen im Anschluss zur Dialyse gegen PBS mit ei-
ner 7000 Da Dialysemembran verschlossen und in 500 ml PBS iiber Nacht langsam ge-
rithrt. Am nachsten Morgen wurde das Rohrchen in frische 500 ml PBS iiberfiihrt und

nach weiteren 10 Stunden zur Lagerung auf -20°C transferiert.

3.2.18 HLA-Typisierung

Zur Analyse des HLA-Genotyps einzelner Blutspender wurden Zellen (mLCL-Zellen;
1-107 Zellen) resuspendiert in 3 ml LCL-Kulturmedium in ein 15-ml-Reaktionsgefafs
tiberfiihrt und steril verschlossen an die Firma IMGM (Martinsried) tibersandt. Die Ty-

pisierungsdaten wurden mit hoher Allel-Auflésung erstellt.
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3.3 Proteinbiochemische und analytische Methoden

3.3.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Konzentration rekombinant exprimierter Proteine wurde mithilfe des , Pierce® BCA
Protein Assay Kits” (Thermo Scientific) nach Angaben des Herstellers bestimmt. Alle
Proben wurden jeweils in Duplikaten mithilfe der Microplatten-Methode (96-Loch-
Platte) gemessen. Nach Ablauf der erforderlichen Inkubationszeit erfolgte die Detektion
der Absorption bei 570 nm (ODs7n) im Sunrise Plattenlesegeréat (Tecan). Zur Probenaus-
wertung wurde der Mittelwert (MW) der gemessenen ODsn errechnet und der somit
bestimmt MW der Nullprobe vom MW einer jeden Protein-Probe subtrahiert. Im Fol-
genden wurde mit den Werten der Standardansatze eine Standardkurve erstellt und die

entsprechende Proteinkonzentration der einzelnen Protein-Proben abgelesen.

3.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingun-
gen erfolgte mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli (Laemmli,
1970). Verwendet wurden ,NuPAGE® Novex® 4-12% Bis-Tris Mini Gel” Fertiggele (1,5
mm, Invitrogen). Die Proteinproben wurden entsprechend der Proteinkonzentrations-
messung auf eine vergleichbare Konzentration verdiinnt, mit ,NuPAGE® LDS Sample
Buffer” (4x, Invitrogen) vermischt und fiir 5 Minuten im Heizblock auf 90°C erhitzt.
Das Gel wurde in der , XCell SureLock™ Mini-Cell” (Invitrogen) befestigt und 20 ul je
Probe aufgetragen. Als Groflenstandard wurde der ,SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Stan-
dard” (Invitrogen) eingesetzt. Die Elektrophorese wurde fiir die ersten 15 Minuten bei
100 V, in den sich anschliefSenden 50 Minuten bei konstant 200 V im NuPAGE® MOPS
SDS Running Buffer (Invitrogen) auf 4°C im Kiihlraum durchgefiihrt.

3.3.3 Immunologischer Proteinnachweis

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingun-
gen erfolgte anhand der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (siehe Methoden 3.3.2).
Zum Zweck eines immunologischen Nachweises der Zielproteine wurde im Anschluss
eine Ubertragung der Gel-gebundenen Proteine auf eine Nitrocellulosemembran (Hyb-
ond ECL, Amersham Biosciences) entsprechend dem Nassblotverfahren nach Towbin et

al. vorgenommen (Towbin et al., 1979). Hierzu wurde der Geltrdger vorsichtig geoffnet.

50



3 Methoden

Das Gel wurde nach Entfernen der Ladetaschen sowie des unteren Geliiberstands in
Transferpuffer (NuPAGE® Transfer Buffer, Invitrogen) tiberfiihrt. Ein gelgrofies Stiick
Nitrocellulosemembran wurde fiir 10 Minuten in Transferpuffer equilibriert. Die Nitro-
cellulosemembran wurde daraufhin in einem ,XCell II™ Blot Module” (Invitrogen)
tiber das SDS-Polyacrylamid-Gel geschichtet und mit Transferpuffer-getrankten
Schwammen fixiert. Der Proteiniibertrag erfolgte fiir 1 h bei 4°C und 100 mA. Zur spa-
teren Detektion der sechsfach Histidin-markierten Proteine mithilfe eines monoklona-
len Antikorpers (Maus-anti His6, E. Kremmer) wurde die Membran im Anschluss an
das Ubertragungs-Verfahren fiir 1 h in einer Blockierldsung (5% Magermilchpulver in
TBST) auf RT inkubiert. Nach dem Blocken wurde die Membran dreimal 5 Minuten in
TBST gewaschen und iiber Nacht auf 4°C in einer Losung des primdren Antikorpers
(1% Magermilchpulver in TBST) inkubiert. Es folgten erneut 3 Waschschritte fiir 5 Mi-
nuten in TBST und die einstiindige Inkubation der Membran in einer Losung des se-
kundaren HRP-konjugierten Antikorpers (1% Magermilchpulver in TBST; Ziege-anti
Maus IgG, Jackson Immuno Research) bei RT. Die Entwicklung der Nitrocellulose-
membran erfolgte nach dreimaligem Waschen fiir 5 Minuten in TBST mithilfe des
»,Western Lightning™ Chemiluminescence Reagent” Kits (Perkin Elmar). Hierzu wurde
die auf Whatman-Papier getrocknete Membran circa 1 Minute in der Entwicklerlosung
(zu gleichen Teilen Reagenz A und B; 0,125 ml pro cm? Membran) geschwenkt. Die De-
tektion der Chemilumineszenz erfolgte daraufhin an einem Chemilumineszenz- und

Fluoreszenz-Imaging-System (Fusion-FX7, PEQLAB).

3.3.4 IFN-y- und GM-CSF-ELISA

Zur Durchfiihrung eines IFN-y- oder GM-CSF-ELISA (engl. Enzyme Linked Immuno-
sorbent Assay ) wurden die ,,OptEIA™ Human ELISA Sets, IFN-y- oder GM-CSF* (BD)
eingesetzt. Zur Beschichtung der Vertiefungen einer 96-Loch-ELISA-Platte (Nunc-
Immuno™ MicroWell™ 96 Well; Nunc) wurden diese mit jeweils 50 ul Losung des
Capture-Antikorpers (1:200-Verdiinnung des IFN-y-/GM-CSF-Capture-Antikorpers in
ELISA-Beschichtungspuffer) belegt und versiegelt auf 4°C iiber Nacht im Kiihlschrank
inkubiert. Am Folgetag wurden alle beschichteten Vertiefungen dreimal mit ELISA-
Waschpuffer gewaschen und im Anschluss mit 300 pl Blockierungslosung (1%ige
Milchpulverlosung, in PBS) belegt. Nach einstiindiger Inkubationszeit wurden alle ge-
nutzten Vertiefungen dreimal mit ELISA-Waschpuffer gewaschen und nachfogend ne-
ben einem in Dupletten angelegten Zytokinstandard mit Mediumiiberstanden aus T-
Zell-APZ-Kokulturen (Abschnitt 3.1.13) belegt. Die Platten wurden darauthin fiir 2

Stunden versiegelt inkubiert und nach Ablauf der Inkubationszeit fiinfmal mit ELISA-
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Waschpuffer gewaschen. Zur Detektion der gebunden Zytokine wurden alle Vertiefun-
gen mit 50 ul Losung des Detektion-Antikorpers (1:200-Verdiinnung des IFN-y-/GM-
CSF-Detektion-Antikorpers und Avidin-HRP-Konjugats in 1%iger Milchpulverlosung)
belegt und fiir eine Stunde unter Lichtausschluss bei RT inkubiert. Alle genutzten Ver-
tiefungen wurden im Anschluss an die Inkubationszeit siebenmal mit ELISA-
Waschpuffer gewaschen und mit 100 ul Substratlosung (OptEIA™ TMB Substrate Rea-
gent A und B zu gleichen Teilen; BD) belegt. Zum Abstoppen des Farbumschlags wur-
de allen belegten Vertiefungen 50 ul Phosphorsdaure [IM] zugesetzt. Die Messung der
Zytokinkonzentration erfolgte umgehend nach Beendigung der Reaktion durch Ab-
sorptionsmessung bei 450 nm am Spektralphotometer (ELSIA Reader Sunrise, Tecan;
Wellenlangenkorrektur bei 570nm). Die Zytokinkonzentration unbekannter Einzel-

Vertiefung wurde nachfolgend anhand der Standardwerte errechnet.

3.4 Durchflusszytometrie

3.4.1 Farbung von Oberflichenmolekiilen

Die Expression verschiedener Oberflachenmolekiile wurde mithilfe direkt Fluoreszenz-
markierter monoklonaler Antikorper nachgewiesen. Hierzu wurden Zellen durch Zent-
rifugation sedimentiert und in 50 ul pro 1-10° Zellen resuspendiert. Nach Zugabe ge-
eigneter Fluoreszenz-markierter Antikorper wurden die Ansédtze im Dunkeln bei 4°C
fiir 20 Minuten inkubiert. Die einzelnen Farbe-Ansatze wurden nachfolgend mit ausrei-
chend FACS-Puffer gewaschen und nach einem erneuten Zentrifugationsschritt in je
200 ul FACS-Puffer aufgenommen. Die Zell-Suspensionen wurden in addquate FACS-
Rohrchen tiberfithrt und mit Propidiumiodid (Lebend/tod-Farbung) in einer Endkon-
zentration von 1 pg/ml versetzt. Die so angefarbten Zellen wurden auf Eis gehalten und
umgehend der Analyse am Durchflusszytometer zugefiihrt. Wahrend der Messung
wurden die aufzuzeichnenden Informationen mithilfe einer geeigneten Software-
Applikation (CellQuest™, BD) verfolgt und optimiert. Alle am Durchflusszytometer ge-
sammelten Daten wurden im Anschluss an die Aufzeichnung mithilfe der Flow-Jo-
Software (Tree Star) nachbearbeitet und visualisiert. Zur Kompensationsfarbung wurde
das sogenannte ,BD™ CompBeads Anti-Mouse Ig, k“-Set (BD) nach Anleitung des

Herstellers eingesetzt.
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3.4.2 Markierung von T-Zellen mittels Zellfarbstoff

Um Zellen einzelner T-Zell-Klone in einer Lymphozyten-Mischpopulation gezielt
nachverfolgen zu konnen, wurden T-Zellen mithilfe des , CellTrace™ Violet Cell Proli-
feration Kit” (Invitrogen) nach den Angaben des Herstellers markiert. Hierfiir wurden
T-Lymphozyten durch Zentrifugation sedimentiert und in PBS aufgenommen (1-10°¢ T-
Zellen pro ml PBS). Im Anschluss wurde 1 ul CellTrace™ Violet [5 mM] pro ml Zellsu-
spension zugegeben und diese unter Lichtausschluss fiir 20 Minuten auf 37°C inkubiert.
Zum Entfernen ungebundener Farbstoffe wurde die Zellsuspension nach Abschluss der
Inkubationszeit mit dem fiinffachen Volumen an T-Zell-Medium gemischt und weitere
5 Minuten inkubiert. AbschlieSfend wurden die Zellen durch Zentrifugation sedimen-

tiert und nach Verwerfen des Uberstands in warmem T-Zell-Medium resuspendiert.

3.4.3 CD154-Firbung auf reaktivierten CD4* T-Zellen

Zur Farbung der Antigen-spezifisch induzierten CD154-Expression auf reaktivierten T-
Zellen wurden die entsprechenden T-Zellen geerntet und in einem 15-ml-
Reaktionsgefafse (BD) durch Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 470-g sedimentiert. Der
Kulturiiberstand wurde restlos verworfen. Nach Aufnahme des Zellpellets in frischem
T-Zell-Medium wurden 0,5-10° T-Zellen in der Vertiefung einer 24-Loch-Flachboden-
Kulturplatte (Falcon, BD) in geeignetem Verhiltnis (je nach Versuchsansatz zwischen
1:2 bis 1:20) mit Antigen-beladenen APZ gemischt. Zur Blockierung der CD40-CD154-
Interaktion wurde die benotigte Menge Antigen-beladener APZ vor Mischen der Zellen
nach Zentrifugation in 1 ml T-Zell-Medium resuspendiert und fiir 10 Minuten mit ei-
nem CD40-spezifischen Blockierungsantikorper (2 ug Blockierungsantikorper pro ml T-
Zell-Medium; Kollaboration mit Dr. Marco Frentsch, AG Thiel, Berlin) pra-inkubiert. Im
Anschluss daran wurde jeweils 1 ml APZ-Suspension ohne Waschschritt in die Vertie-
fung mit den bereits vorgelegten T-Zellen (in 1 ml T-Zell-Medium) transferiert. Nach
Ablauf der sechsstiindigen Inkubationszeit wurden die Zellen geerntet und, wie in Ab-
schnitt 3.4.1 beschrieben, mit einem Fluoreszenz-gekoppelten CD154-spezifischen Anti-
koper (,PE Mouse Anti-Human CD154”-Antikorper, BD) angefarbt und im Durch-

flusszytometer analysiert.
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3.4.4 Sortierung CD154-positiver CD4* T-Zellen

T-Zellen des De-novo-Induktionsansatzes wurden, wie in Abschnitt 3.4.3 beschrieben,
auf ihre CD154-Expression hin angefarbt. Neben dem PE-konjugierten CD154-
Antikorper wurde parallel ein Anti-CD4-Antikorper (,, V450 Mouse Anti-Human CD4"-
Antikorper, BD) in den Farbeansatz eingesetzt. Nach Abschluss der zwanzigminiitigen
Inkubationszeit auf 4°C wurden die Zellen in einem angemessenen Volumen kalten
FACS-Puffers gewaschen. Die Zellen wurden durch Zentrifugation sedimentiert und in
1 ml frischem FACS-Puffer resuspendiert. Fiir die nachfolgende Unterscheidung leben-
der und toter Zellen wurde der somit erhaltenen Zellsuspension eine DAPI-
Arbeitslosung [60 ng/ml] im Verhaltnis 1:10 zugefiigt. Im Anschluss daran wurden le-
bende, CD4-CD154-doppeltpositive T-Lymphozyten am Fluoreszenz-aktivierten Zell-
sortierer (FACS, engl. fluorescence activated cell sorter; FACS-Aria III, BD) einzeln in
die Vertiefungen steriler 96-Loch-Rundbodenplatten sortiert. Die Sortierung erfolgte
unter Inkaufnahme von Zellverlusten im strikten Einzel-Zell-Modus (100-um-Diise).
Nach Abschluss der Plattenklonierung wurden alle verbleibenden lebenden CD4* T-
Zellen in eine CD154-positive sowie CD154-negative Fraktion sortiert. Die Zellen der
Plattenklonierung wurden im Anschluss an die Sortierungsprozedur durch Zugabe von
200 pl Stimulationsgemisch pro Vertiefung versorgt (2-10° Zellen einer Mischung ein-
zeln Antigen-CrossTAg-ivt-mRNS-transfizierter mLCL des autologen Spenders, GAGE-
1, MAGE-A4, NY-ESO1, SSX4, XAGE-1, bestrahlt mit 100 Gy, Bestrahlungsanlage '¥Cs,
HWM-D-2000, Gammacell; 3-10* Zellen einer Mischung dreier unterschiedlicher Spen-
der-PBL, bestrahlt mit 55 Gy; 250 ng/ml PHA; 20 U IL-2/ml in T-Zell-Medium) und nach
Umwickeln der Kulturplatten mit Aluminiumfolie in den Brutschrank transferiert. Drei
Tage nach Klonierung wurde das PHA-haltige Kulturmedium moglichst vollstandig
abgenommen und durch frisches T-Zell-Medium (inklusive 20 U IL-2/ml und 5 ng IL-
7/ml) ersetzt. Die Zellen der CD154-positiven und CD154-negativen Fraktion wurden
gezdhlt und nach Transfer in 24-Loch-Kulturplatten durch Zugabe 5-Antigen-ivt-
mRNS-transfizierter autologer DZ restimuliert (Verhdltnis 4:1). Die 24-Loch-
Kulturplatten wurden fiir die weitere Kultivierung ebenfalls in den Brutschrank trans-
feriert und die enthaltenen CD4* T-Zell-Populationen unter regelmafiiger Zugabe von
IL-2 und IL-7 in Kultur gehalten (alle zwei Tage 20U IL-2/ml und 5 ng IL-7/ml).
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3.5 Analyse des TZR-a/p-Repertoires

3.5.1 Isolierung zelluldrer Gesamt-RNS

Zur Isolierung zelluldrer Gesamt-RNS wurden Zellen durch Zentrifugation sedimen-
tiert und in TRI-Reagent® aufgenommen (200 pl / 1-10° Zellen). Die Suspension wurde
durch Auf- und Abpipettieren homogenisiert und 5 Minuten bei RT inkubiert. Im An-
schluss wurde die erhaltene Losung mit 1-Brom-3-Chlorpropan in einem Verhaltnis
von 5:1 versetzt und durch kraftiges Schiitteln gemischt. Nach zehnmintitiger Inkubati-
onsphase bei RT wurde die Losung auf 4°C fiir 15 Minuten bei 12000-g zentrifugiert.
Durch die Zentrifugation trennte sich das Lysat in drei unterschiedliche Phasen. Nach-
folgend wurde die oberste farblose Phase abgenommen und in ein gekiihltes 1,5-ml-
Reaktionsgefafs (Eppendorf) tiberfithrt. Zur RNS-Prazipitation wurde die Losung im
Verhiéltnis von 1:1 mit Isopropanol versetzt, sorgfiltig gemischt und nach einer zehn-
miniitigen Inkubationszeit auf 4°C fiir 12 Minuten bei 12000-g zentrifugiert. Der fliissige
Uberstand wurde restlos verworfen und das sedimentierte Pellet 3 bis 5 Minuten an der
Luft getrocknet. Abschlieffend wurde das Pellet in 20 ul H2O gelost und die RNS-
Konzentration durch OD-Messung am UV/Vis-Spektralphotometer (NanoDrop ND-
1000, PEQLAB) bei 260 nm (OD2s0) bestimmt.

3.5.2 Reverse Transkription von mRNS zu ¢cDNS

Zur Synthese einzelstrangiger cDNS-Sequenzen aus zuvor isolierter zelluldrer Gesamt-
RNS wurde das ,1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV)” (Roche) einge-
setzt. Eine ausreichende Menge zelluldrer Gesamt-RNS wurde zum Losen eventueller
Sekundarstrukturen fiir 10 Minuten auf 55°C inkubiert und im Anschluss nach Anga-
ben des Herstellers mit den entsprechenden Einzel-Losungen versetzt. Nach sorgfalti-
gem Mischen wurde die erhaltene Losung in ein 0,5-ml-PCR-Reaktionsgefaf3 tiberfiihrt
und im Heizblock nach Angaben des Herstellers inkubiert (10 Minuten auf 25°C; 60
Minuten auf 42°C; 5 Minuten auf 99°C und anschlieSendes Abkiihlen auf 4°C). Zur lan-
gerfristigen Aufbewahrung wurde die cDNS-Losung auf -20°C iiberfiihrt.

3.5.3 TZR-PCR zur Analyse von TZR-a/pB-Sequenzen

Zur Analyse der Segmentzusammensetzung sowie der CDR3-Sequenz einzelner TZR-

Ketten wurde zellulare Gesamt-RNS aus Zellen eines T-Zell-Klons isoliert (Abschnitt
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3.5.2) und in die PCR-basierte Analyse der jeweils vorliegenden TZR Va- und Vp-Kette
eingesetzt (Steinle et al., 1995). In Einzelreaktionen einer herkémmlichen Polymerase-
Kettenreaktion wurde ein Panel verschiedener Va- und V(3-Gensegment-spezifischer 5'-
Primer (Tab. 2.11) in Verbindung mit immer gleichen 3’-Primern, spezifisch fiir die C-
Region der TZR-a/B-Kette (Ca-Region: 3'T-Ca; C[B-Region: P-3'CfII) eingesetzt, um
V(D)J-Gensegment-iiberspannende DNS-Amplifikate zu generieren. Im Falle der TZRa-
Kette lag die zu erwartende Amplifikatgrofse zwischen 370 und 500 Basenpaaren. Fiir
die Amplifikate der TZR(3-Kette lag die zu erwartende Amplifikatgrofie im Bereich von
190 bis 290 Basenpaaren. Eine interne PCR-Kontrolle mithilfe eines Primerpaares, das in
der konstanten C-Region der TZR-a/p-Kette hybridisierte (Ca: 3°ST/5°ST; Cp: P-
5BST/P-3’BST), gestattete eine Aussage iiber die Funktionalitit der einzelnen PCR-
Ansiatze (Kontrolle Ca: 550 bp; Kontrolle Cf: 350 bp). Nach Abschluss der PCR-Ampli-
fikation wurden die erhaltenen Amplifikate bei 125 V in einem 1,5%igen Agarosegel
aufgetrennt. Amplifikate auf Hohe von 370-500 bp (TZRa-Ketten) und 190-290 bp
(TZRB-Ketten) wurden ausgeschnitten, aus dem Gel aufgereinigt und zur Sequenzie-

rung an die Firma Sequiserve (Vaterstetten) {ibersandt.

Tab. 3.2: Ansatz der TZR-a/B-PCR und Reaktionsbedingungen

Volumen Reaktionsbedingungen

PCR Master Mix 20,0 l Initiale Denaturierung bei 94°C fir 2 Min.,

, , ) Amplifikation (35 Zyklen): 95°C flur 30 Sek.,
5'ST oder S'BST Primer 28 u 56°C fir 30 Sek. und 72°C fur 1 Min.,
3'ST oder 3°'BST Primer 2,8 pl Elongation bei 72°C fiir 10 Min.,
5'Vax / 5’VBx Primer 4,0 ul Kuhlung bei 4°C.
3'TCa / 3’CBII Primer 6,0 ul
cDNS 1,5 ul
H-.O (PCR-grade) ad. 40 pl

Die Primer-Arbeitskonzentrationen betrugen 2,5 pmol/pul fir alle variablen 5’ Primer als auch fir die
Primer der internen Kontrolle und 5 pmol/ul fir die konstanten Primer 3'T-Ca und P-3'CpiIlI.

3.5.4 Analyse klonaler TZR-B-Sequenzen mithilfe degenerierter Primer

Um die Analyse der TZR-3-Ketten-Gensegmentumlagerung einzelner T-Zell-Klone zu
vereinfachen, wurden zwei generische Primer-Paare eingesetzt (Zhou et al., 2006), die
76% bzw. 20% der 55 Vp-Gensegmente abdeckten (Tab. 2.11). Die Gensegmente
TRBV14 und TRBV21-2 (IMGT-Nomenklatur, www.imgt.org) konnten mit diesen Pri-
mern nicht amplifiziert werden. Aus diesem Grund mussten zur volligen Abdeckung
aller VB-Spezifititen zwei zusatzliche Reaktionen mit TRBV14- und TRBV21-2-Gen-
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segment-spezifischen Primern analog zu Abschnitt 3.5.3 durchgefiihrt werden. Nach
Abschluss des PCR-Amplifikation wurden die erhaltenen PCR-Produkte bei 125 V in
einem 1,5%igen Agarosegel aufgetrennt. Erhaltene TZR-V3-Amplifikate wurden ausge-
schnitten, aus dem Gel aufgereinigt und zur Sequenzierung an die Firma Sequiserve

(Vaterstetten) tibersandt.

Tab. 3.3: Ansatz der TZR-3-PCR mittels degenerierter Primer

Volumen Reaktionsbedingungen
PCR-Puffer (10x) 4,0 ul Initiale Denaturierung bei 94°C fir 2 Min.,
) . Amplifikation (35 Zyklen): 94°C filr 30 Sek.,
5" VP1 oder VP2 Primer SO 500G firr 30 Sek. und 72°C fiir 30 Sek.,
3’ CP1 Primer 6,0 ul Elongation bei 72°C fiir 10 Min.,
cDNS 1,5 pl Kuhlung bei 4°C.
H-,O (PCR-grade) ad. 40 pl

Die Primer-Arbeitskonzentrationen betrugen 2,5 pmol/pul fir alle variablen 5’ Primer als auch fir die
Primer der internen Kontrolle und 5 pmol/ul fir die konstanten Primer 3'T-Ca und P-3'CpiIlI.

3.6 Direkte Epitop-Identifizierung (DEPI)

Alle Arbeitsschritte zur Epitop-Identifizierung mithilfe der DEPI-Methode wurden wie
von Milosevic und Kollegen beschrieben durchgefiihrt (Milosevic et al., 2006).

3.6.1 Erstellen der C/T-Antigen-Expressions-Bibliothek

Zur Vorbereitung des Expressionsvektors fiir das spatere Einfiigen von Antigen-DNS-
Fragmenten wurden die Plasmide F315A, F315B und F315C (S. Milosevic) zu gleichen
Teilen gemischt und mithilfe des Restriktionsenzyms Stul linearisiert. Nachfolgend
wurde die linearisiert Plasmid-DNS-Mischung in drei separaten Teil-Ansédtzen mit den
Enzymen Mscl, Eco471I oder SnaBI (New England Biolabs) geschnitten und mit Alkali-
scher Phosphatase (CIP, engl. calf intestine phosphatase New England Biolabs) behan-
delt, um eine Religation der Vektoren zu vermeiden. Im Anschluss an die CIP-Behand-
lung wurde die Vektor-DNS in der Gelelektrophorese aufgetrennt und mithilfe des
,QIAquick Gel Extraction”-Kits (QIAGEN) aus dem Gel aufgereinigt. Abschliefsend
wurde die DNS-Konzentration bestimmt und die Teil-Ansatze wieder zu gleichen Tei-

len vereinigt.
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Die C/T-Antigen-kodierenden offenen Leserahmen der fiinf pGEM-Antigen-CrossTAg-
A120-Plasmide (GAGE-1, MAGE-A4, NY-ESO1, S5X4 und XAGE-1; jeweils inklusive
LAMP1- und DC-LAMP-Teilsequenzen) wurden in Teil-Ansédtzen mit haufig schnei-
denden Restriktionsenzymen (Cvi]l, Mnll und Acil; New England Biolabs) verdaut und,
wann immer notig, mithilfe der T4-Polymerase (New England Biolabs) behandelt, um
die Generierung von stumpfen Fragment-Enden (engl., blunt ends) sicherzustellen.
Nach T4-Polymerase-Behandlung wurden die unterschiedlichen Restriktionsansitze
mithilfe des ,MinElute Reaction Cleanup”-Kits (QIAGEN) aufgereinigt und zu gleichen
Teilen gemischt. Das somit erstellte DNS-Fragment-Gemisch wurde abschliefiend in das
Expressionsvektor-Gemisch ligiert.

Zur Bestimmung der Ligations- und Transformationseffizienz wurden elektrokompe-
tente E. coli-Bakterien (Stamm XL1-Blue MRF’; Stratagene) mit einem Aliquot des Liga-
tionsgemisches transformiert und die entsprechend iiber Nacht auf LB-Agar-
Kulturplatten (Tetracyclin [10 ug/ml], Ampicillin [100 ug/ml], Chloramphenicol [30
ug/ml], IPTG [1 mM]) gewachsenen Kolonien gezahlt. Die Zahl nétiger Transformatio-
nen zur Erstellung einer mehrfach tiberlappenden Expressions-Bibliothek wurde an-
hand der zuvor bestimmten Transformationseffizienz errechnet. Die Gesamtheit der
daraufhin transformierten Bakterien wurde auf eine addquate Anzahl von Vertiefungen
einer 96-Loch-Kulturplatte verteilt (200 ul LB-Medium pro Vertiefung; Tetracyclin [10
ug/ml], Ampicillin [100 pg/ml], Chloramphenicol [30 pg/ml], IPTG [1 mM]) und {iiber
Nacht im Bakterienschiittler inkubiert (Master-Platte). Im Anschluss daran wurden je 30
ul Bakteriensuspension in die 1,5-ml-Vertiefungen eines 96-Tiefloch-Kulturblocks
(Nunc) transferiert (1 ml LB-Medium pro Vertiefung; Tetracyclin [10 pg/ml], Ampicillin
[100 pg/ml], Chloramphenicol [30 pg/ml], IPTG [1 mM]) und unter kraftigem Schiitteln
im Bakterienschiittler inkubiert. Sobald die Bakterien-Mischkolonien in den 1,5-ml-
Vertiefungen die optische Dichte (ODesw) von 1 erreicht hatten, wurden die Bakterien
durch Zentrifugation fiir 15 Minuten bei 1000-g sedimentiert und nach Verwerfen des
Uberstands in LB-Medium (Tetracyclin [10 pg/ml], Ampicillin [100 pg/ml]) auf eine
ODesoo von 5 resuspendiert (~ 300 ul).

Die verbliebenen Bakterien-Mischkolonien der urspriinglichen 96-Loch-Kulturplatte
(Master-Platte) wurden nach Glycerin-Zugabe (Endkonzentration 20%) zur Aufbewah-
rung auf -80°C tiberfiihrt.
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3.6.2 DEPI Schritt 1 - Mischkolonien

Fiir die spatere Kokultur von T-Zellen mit Antigen-Fragment-beladenen APZ wurden
10 ul der einzelnen Bakterien-Mischkolonien (ODsw von 5) durch Zugabe ins Kultur-
medium (LCL-Medium) mit jeweils 1-10° mLCL in den Vertiefungen einer 96-Loch-
Kulturplatte iiber Nacht koinkubiert. Nach Aufnahme und Prozessierung der Bakterien
durch mLCL wurden die Zellen durch Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 470-g sedimen-
tiert und nach Verwerfen des Uberstands durch Zugabe von 200 ul einer T-Zell-
Suspension (1-10¢ T-Zellen/ml T-Zell-Medium) resuspendiert. Die APZ-T-Zell-Misch-
kulturen wurden nachfolgend im Brutschrank bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtig-
keit inkubiert. 16 Stunden nach Ansatz der Kokultur wurden die Uberstinde auf IFN-y-

Sekretion hin getestet.

3.6.3 DEPI Schritt 2 - Einzelkolonien

Positiv getestete Bakterien-Mischkolonien wurden aus den verbliebenen Bakterien-
Suspensionen des 96-Tiefloch-Kulturblocks heraus auf LB-Agar-Kulturplatten (Tetra-
cyclin [10 pg/ml], Ampicillin [100 pg/ml], Chloramphenicol [30 pg/ml], IPTG [1 mM])
ausgestrichen. 16 Stunden nach Ansatz gewachsene Kolonien wurden einzeln auf Ver-
tiefungen einer 96-Loch-Kulturplatte verteilt (200 ul LB-Medium pro Vertiefung; Tetra-
cyclin [10 pg/ml], Ampicillin [100 pg/ml], Chloramphenicol [30 pg/ml], IPTG [1 mM])
und iiber Nacht im Bakterienschiittler inkubiert (Einzelkolonie-Platte). Am néachsten
Morgen wurden je 20 ul der Einzelkolonie-Suspensionen durch Zugabe ins Kulturme-
dium (LCL-Medium) mit jeweils 1-10° mLCL in den Vertiefungen einer 96-Loch-Kultur-
platte gemischt und tiber Nacht inkubiert. Nach Aufnahme und Prozessierung der Bak-
terien durch mLCL wurden die Zellen durch Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 470-g se-
dimentiert und nach Verwerfen des Uberstands durch Zugabe von 200 pl einer T-Zell-
Suspension (1-10° T-Zellen/ml T-Zell-Medium) resuspendiert. 16 Stunden nach Ansatz
der Kokultur wurden die Uberstande auf IFN-y-Sekretion getestet und positiv getestete
Einzelkolonien aus der zuvor angesetzten Einzelkolonie-Platte heraus in einen Mini-
Praparations-Ansatz eingesetzt. Die jeweils erhaltene Plasmid-DNS wurde sequenziert
(Sequiserve, Vaterstetten) und das durch T-Zellen erkannte Antigen-DNS-Fragment

analysiert.
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Die Zielsetzung dieser Arbeit lag in der Etablierung einer effizienten Methode zur Iso-
lierung Tumor-Antigen-spezifischer CD4* T-Lymphozyten. In den folgenden Kapiteln
wird die Entwicklung und Durchfiihrung des In-vitro-Kulturansatzes beschrieben, mit
dessen Hilfe es moglich war, entsprechende Zellen zu generieren und weiterfithrend
molekular zu charakterisieren.

CD4* T-Lymphozyten erkennen auf APZ prasentierte Epitope auf MHC-Klasse-II-Mole-
kiilen (pMHCII). Die Epitop-Beladung der MHC-Klasse-II-Molekiile erfolgt durch die
Aufnahme und Prozessierung exogener Antigene (siehe Abb. 4.1, B). Durch Zugabe re-
kombinant exprimierter Proteine in die APZ-Kultur ist es moglich MHC-Klasse-II-
Molekiile gezielt mit Epitopen ausgewdhlter Antigene zu beladen. Antigen-beladene
APZ konnen daraufhin zur gezielten Aktivierung Antigen-spezifischer CD4* T-Zellen
eingesetzt werden.

Um eine Alternative zur bisher geldufigen rekombinanten Expression einzelner Protei-
ne in der Zellkultur heranzuziehen, sollte ein Antigen-Expressionssystem fiir die MHC-
Klasse-1I-Beladung basierend auf in-vitro-transkribierter mRNS (ivt-mRNS) entwickelt
werden. Werden APZ mit Antigen-kodierender ivt-mRNS transfiziert, translatieren die-
se das entsprechende Protein selbst. Da zytosolische Proteine physiologisch auf MHC-
Klasse-I-Molekiilen prasentiert werden, ist eine Manipulation des Antigen-Prozessier-
ungsweges notwendig, um die Pradsentation der gewiinschten Antigene auf MHC-
Klasse-1I-Molekiilen zu ermoglichen (siehe Abb. 4.1, A und D). Durch Fusionierung der
Antigensequenz mit einem geeigneten Sortierungssignal sollte der zellinterne vesikula-
re Transport der neu-translatierten Proteine in das lysosomale / endosomale Kompar-
timent erzwungen werden. Die gezielt eingeschleusten Proteine sollten somit parallel
zu allen endozytotisch aufgenommenen Antigenen prozessiert und auf MHC-Klasse-II-
Molekiilen an CD4* T-Lymphozyten prasentiert werden.

Auf diese Weise Antigen-beladene APZ sollten im Rahmen dieser Arbeit zur De-novo-
Induktion Tumor-Antigen-spezifischer CD4* T-Lymphozyten eingesetzt werden. Er-
folgreich induzierte T-Zellen sollten mithilfe einer Methode zur Sortierung lebender,
Antigen-spezifischer CD4* T-Zellen anhand eines Aktivierungs-induzierten Oberfla-

chenmarkers kloniert und nachfolgend molekular charakterisiert werden.
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Abb. 4.1. Modulation der Antigen-Prozessierungswege fiir MHC-Klasse-I und Klasse-II-Molekiile in APZ. Darge-
stellt sind die klassischen Prasentationswege endogener Antigene auf MHC-Klasse-I-Molekiilen (A) sowie, aus dem
extrazelluldren Raum endozytotisch aufgenommener Antigene auf MHC-Klasse-II-Molekiilen (B). Ausgehend von
diesem Grundschema ist eine Modulation der klassischen Prozessierungswege notwendig, um in-vitro-transkribierte
mRNS zur Antigen-spezifischen Induktion von CD4* T-Lymphozyten einsetzen zu kénnen. Werden Antigene auf
DNS-Ebene mit einer Sequenz zum gezielten zellinternen Versand von Proteinen an das lysosomale / endosomale
Kompartiment fusioniert, kann eine Présentation der zuvor im Zytosol transkribierten Antigene auf MHC-Klasse-II-
Molekiilen erzwungen werden (C). Antigen-présentierende Zellen werden fiir diesen Zweck mit Antigen-kodieren-
der vt-mRNS transfiziert und translatieren in der Folge das entsprechende Protein. Aufgrund des Sortierungssignals
werden die fusionierten Proteine nach erfolgter Translation durch vesikuldren Transport an das lysosomale / endo-
somale Kompartiment iiberfiihrt. Diese Proteine werden parallel zu allen endozytotisch aufgenommenen Antigenen
verdaut und in Form kleiner Peptide im MHC-Klasse-II-Kompartiment (MIIC) auf MHC-Klasse-II-Molekiile geladen
und an der Zelloberfliche an CD4* T-Lymphozyten prasentiert. (Abbildung abgedndert nach Heath und Carbone,
2001).

4.1 Etablierung der gezielten MHC-Klasse-II-Kreuzprisentation

Die Epitop-Beladung von MHC-Klasse-II-Molekiilen findet in einer spezialisierten Un-
tereinheit des endosomalen / lysosomalen Kompartiments, dem sogenannten MHC-
Klasse-1I-Kompartiment (MIIC), statt (siehe Abb. 4.1, B). Hier treffen neu-translatierte
MHC-Klasse-II-Molekiile aus dem ER mit phagozytierten Antigenen zusammen. Die
Antigene werden zuvor in Endosomen / Lysosomen zu kurzen Peptiden prozessiert. In
dieser Form werden sie im MIIC gegen CLIP in der Bindungsgrube der MHC-Klasse-II-
Molekiile ausgetauscht und weiter proteolytisch angepasst (Trombetta und Mellman,
2005).
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Endosomen und Lysosomen beinhalten eine Vielzahl assoziierter 16slicher und Memb-
ran-durchspannender Proteine. Wahrend der Synthese werden diese aus dem Zytosol
ins ER translatiert und mithilfe Sequenz-intrinsischer Sortierungssignale durch vesiku-
laren Transport an die unterschiedlichen Organellen des endosomalen / lysosomalen
Kompartiments iibersandt (Braulke und Bonifacino, 2009). Durch den Einsatz experi-
mentell identifizierter Sortierungssignale dieser Endosomen- oder Lysosomen-assozi-
ierten Proteine ist es moglich, Antigene gezielten in das endosomale / lysosomale Kom-
partiment einzubringen und somit dem MHC-Klasse-II-Prasentationsweg zuzufiihren
(Arruda et al., 2006).

4.1.1 Generierung des Vektorsystems

Auf Basis des pGEM-Vektor-Systems fiir die Herstellung von in vitro transkribierter
mRNS wurde ein Vektor zur gezielten Kreuzprasentation endogen exprimierter Anti-
gene auf MHC-Klasse-II-Molekiilen generiert (siehe Abb. 4.2).

Hierzu wurden Teilsequenzen der humanen lysosomal- / endosomal-assoziierten Prote-
ine LAMP1 (Lysosomen-assoziiertes Membran-Protein-1) und DC-LAMP (LAMP3,
Lysosomen-assoziiertes Membran-Glykoprotein-3) auf DNS-Ebene in einem offenen
Leserahmen (ORF) des Vektors fusioniert (CrossTAg). Restriktionsschnittstellen zwi-
schen den beiden Teilsequenzen erlaubten das Einfiigen einer frei wahlbaren Anti-
gensequenz in den ORF. 5-strangaufwdrts zur Antigensequenz befindet sich das
LAMP1-ER-Translokations-Signal (AS 1-28 der LAMP1-Sequenz; Wu et al., 1995), wel-
ches die Translation des ivt-mRNS-kodierten Proteins in das endoplasmatische Retiku-
lum gewdhrleisten sollte. 3’-strangabwarts zur Antigensequenz schliefst sich die DC-
LAMP-Transmembran- und Zytoplasma-Domane (AS 376-416; Bonehill et al., 2004) an.
Die C-terminal gelegene zytoplasmatische Doméne dieses Proteins beinhaltet ein Sig-
nal-Motiv (AS 413-416; Guarnieri et al., 1993) fiir den zielgerichteten Transport vom ER
in das endosomale / lysosomale Kompartiment. Die CrossTAg-Teilsequenzen wurden
in Codon-optimierter Form zusammenhangend synthetisiert (GeneArt, Regensburg),
mittels Restriktionsverdau aus Plasmid-DNS ausgeschnitten und in den adaquat vorbe-
reiteten pGEM-Vektor ligiert.

Werden APZ mit entsprechender ivt-mRNS transfiziert, sollte das kombinierte Sortie-
rungssignal somit den zellinternen Transport der flankierten Antigene zum lysosoma-
len / endosomalen Kompartiment und demnach die Prasentation moglicher Epitope auf
MHC-Klasse-II-Molekiilen sicherstellen.
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Abb. 4.2. DNS-Konstrukt zur zielgerichteten Kreuzprisentation endogener Antigene auf MHC-Klasse-1I-
Molekiilen (CrossTAg). Im pGEM-CrossTAg-Vektor zur Herstellung in-vitro-transkribierter mRNS (ivf-mRNS) liegt
das Antigen in Fusion mit zwei Teilsequenzen endosomal- / lysosomal-assoziierter Proteine vor. 5 strangaufwarts
zur Antigensequenz befindet sich das ER-Translokations-Signal des humanen Lysosomen-assoziierten Membran-
Proteins-1 (LAMP1; AS 1-28). 3’ strangabwaérts zur Antigensequenz schlief8t sich die Transmembran- und Zytoplas-
ma-Domiéne des humanen Lysosomen-assoziierten Membran-Glykoproteins-3 (DC-LAMP; AS 376-416) an. Die
Teilsequenzen von LAMP1 und DC-LAMP bilden in Kombination mit dem eingefiigten Antigen einen offenen Le-
serahmen (ATG — STOP). Zur Herstellung der ivt-mRNS wird Vektor-DNS mithilfe des Restriktionsenzyms Spel li-
nearisiert und im Anschluss in einer in-vitro-Reaktion durch die T7-Polymerase (nMESSAGE mMACHINE-Kit, Am-
bion) transkribiert. Die Transkription beginnt am T7-Promotor und wird bis zum Ende der linearisierten DNS {iiber
den polyA-Fortsatz (120x Alanin) hinweg fortgesetzt. Zum Austausch der integrierten Antigene dienen die jeweils
nur einmal in der Sequenz des Vektors vorhandenen Schnittstellen der Restriktionsenzyme Nhel, PstI und Kpnl. Zur
Selektion in Bakterien tragt der Vektor das Ampicillin-Resistenz-Gen (AmpR).

4.1.2 Funktionelle Uberpriifung des CrossTAg-Vektor-Systems

Um die Funktionalitdt des oben beschriebenen Antigen-Expressionssystems zu bestati-
gen, sollte in einem ersten Schritt die Kapazitit Antigen-CrossTAg-ivt-mRNS-transfi-
zierter APZ zur Aktivierung ausgewdhlter T-Zell-Klone getestet werden.

Durch das Einfligen einer geeigneten Antigensequenz zwischen die CrossTAg-Teil-
sequenzen im ORF des pGEM-CrossTAg-Vektors sollte der Erfolg der Kreuzprasentati-
on anhand eines etablierten, hinsichtlich seiner Spezifitat charakterisierten CD4* T-Zell-
Klons (Klon 3H10, EBNA-3C-spezifisch, HLA-DRB1*11:01-restringiert) nachgewiesen
werden. Zusatzlich dazu sollte mithilfe eines charakterisierten CD8* T-Zell-Klons (Klon
IVSB, Tyrosinase-spezifisch, HLA-A*02:01-restringiert) die Auswirkung des Sortierungs-

signals auf die MHC-Klasse-I-Prasentation tiberpriift werden.
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Zu diesem Zweck wurden verschiedene pGEM-Vektor-Konstrukte fiir die spatere Her-
stellung von ivt-mRNS erzeugt (sieche Abb. 4.3, A). Die Antigen-DNS-Sequenzen der
zwei aufgefiihrten T-Zell-Klone wurden jeweils in den ORF des klassischen pGEM-
Vektors sowie zwischen die Sortierungssignal-Teilsequenzen des neu-generierten
pGEM-CrossTAg-Vektors eingebracht. Die gewiinschten Antigensequenzen wurden
mithilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) aus bereits in der Arbeitsgruppe vorlie-
gender Plasmid-DNS amplifiziert. In der PCR eingefiigte, randstandige Restriktions-
schnittstellen dienten der Ligation der Amplifikate in das jeweils addquat vorbereitete
Vektor-Plasmid. EBNA-3C wurde als 1kb-umfassende Teilsequenz (AS 421-780) des ge-
samten Gens kloniert und beinhaltet das Epitop fiir Klon 3H10. Das 1kb-Fragment ist
reprasentativ fiir die durchschnittliche Lange humaner Gene und verhindert eventuelle
negative Einfliisse des intakten Virus-Proteins. Fiir das Konstrukt IVSB-3H10(Epitope)-
CrossTAg wurden die Epitope der T-Zell-Klone 3H10 (EBNA-3C, AS 628-641, VVRMF
MRERQLPQS) und IVSB (Tyrosinase, AS 369-377, YMDGIMSQV) in Codon-opti-
mierter Form gekoppelt als kurze DNS-Oligonukleotide synthetisiert (Sigma, Deisenh-
ofen). Sinn- und Gegensinn-Strange wurden durch Erhitzen und langsames Abkiihlen
hybridisiert und mittels passender Uberhinge in den durch Restriktionsenzyme ge-
schnittenen pGEM-CrossTAg-Vektor ligiert. Nach positiver Sequenzkontrolle durch ei-
nen DNS-Sequenzierservice (Sequiserve, Vaterstetten) wurden die einzelnen Konstruk-
te fiir die ivt-mRNS-Herstellung verwendet. Erhaltene ivt-mRNS-Produkte wurden in
der Agarose-Gelelektrophorese auf Homogenitit sowie Sequenzlange kontrolliert und
nachfolgend der Transfektion professionell Antigen-prasentierender Zellen zugefiihrt.

Zur Uberpriifung der T-Zell-Reaktivierung in der APZ-Kokultur sollten maturierte
Dendritische Zellen (mDZ) eingesetzt werden. Hierzu wurden Monozyten eines HLA-
A*02:01-, DRB1*11:01-positiven Spenders mittels Plastikadhdrenz aus mononukledren
Zellen des peripheren Blutes (PBMC) angereichert. Die Monozyten-Kultur wurde mit-
hilfe einer gestaffelten Zytokin-Zugabe sowie eines Maturierungs-Cocktails innerhalb
von sieben Tagen zu mDZ ausgereift (Jonuleit et al., 1997). So erhaltene mDZ wurden in
Teilpopulation mit den oben beschriebenen ivt-mRNS-Spezies mittels Elektroporation
transfiziert. Zusatzlich wurde rekombinant-exprimiertes 3H10-Epitop-GFP-Fusionspro-
tein oder YMD-Peptid (IVSB-Epitop) durch Zugabe ins Kulturmedium der Antigen-
Prozessierung in mDZ zugefiihrt beziehungsweise exogen auf MHC-Klasse-I-Molekiile
geladen (YMD-Peptid). Mature DZ, welche die Elektroporationsprozedur ausschlief3-
lich mit H2O-Zugabe durchlaufen hatten, dienten als negative Elektroporationskontrolle.
Wurden Zellen des CD4* T-Zell-Klons 3H10 oder CD8* T-Zell-Klons IVSB alleine kulti-

viert oder mit mDZ der negativen Elektroporationskontrolle kokultiviert, konnte keine
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Abb. 4.3. Funktionelle Uberpriifung der zielgerichteten MHC-Klasse-II-Kreuzprisentation mithilfe der Cross-
TAg-Sequenz. (A) Schematische Darstellung der zur ivt-mRNA-Herstellung genutzten Vektor-Konstrukte. Das An-
tigen eines definierten CD4* T-Zell-Klons (Klon 3H10, EBNA-3C-spezifisch, HLA-DRB1*11:01-restringiert) sowie ei-
nes CD8* T-Zell-Klons (Klon IVSB, Tyrosinase-spezifisch, HLA-A*02:01 restringiert) liegen jeweils mit, als auch ohne
CrossTAg-Sequenz im pGEM-Vektor-System vor. EBNA-3C wurde als 1kb-umfassende Teilsequenz (AS 421-780) des
gesamten Gens kloniert und beinhaltet das Epitop fiir Klon 3H10. Fiir das Konstrukt IVSB-3H10(Epitope)-CrossTAg
wurden die kombinierten Epitope der T-Zell-Klone 3H10 (EBNA-3C, AS 628-641, VVRMFMRERQLPQS) und IVSB
(Tyrosinase, AS 369-377, YMDGTMSQV) an Stelle einer vollstindigen Antigensequenz in den Vektor eingebracht.
Alle Konstrukte fiir den CD8* T-Zell-Klon IVSB tragen, im Gegensatz zum Wildtyp, einen Aminosdure-Austausch
(Tyrosinase, N371D) im Bereich des Epitops. Zur Stabilisierung der ivt-mRNS tragen alle Konstrukte eine 120 Basen-
paare-umfassende Poly-Adenin-Sequenz (poly-A120) 3’ strangabwirts des ORFs. (B) Versuchsansatz zur Uberprii-
fung der stimulatorischen Fahigkeit ivf-mRNS-transfizierter DZ. Mature DZ (7d) eines HLA-A*02:01-, DRB1 *11:01-
positiven Spenders wurden einzeln mit 15 ug aller, unter (A) aufgefiihrter, ivt-mRNS-Spezies transfiziert. Zusatzlich
wurden DZ durch Zugabe von 20 ug/ml rekombinanten 3H10-GFP-Proteins oder 10 pg/ml YMD-Peptids (Tyrosina-
se, AS 369-377, YMDGTMSQYV) ins Kulturmedium beladen. 7 h nach Elektroporation wurden jeweils 1-10° Zellen der
unterschiedlichen DZ-Fraktionen mit 1-10° CD4* 3H10 oder 1-10° CD8* IVSB - Fortsetzung S.66
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Abb. 4.3 — Fortsetzung: T-Lymphozyten (Ratio 1:1) ko-kultiviert. Als Negativkontrolle wurden DZ in die T-Zell-
Kokultur eingesetzt, welche zuvor die Elektroporationsprozedur ohne ivt-mRNS-Zugabe durchlaufen hatten (H20),
sowie Ansdtze ohne DZ oder T-Zellen mitgefiihrt. Im Balken-Diagramm dargestellt ist die IFN-y-Konzentration in
200 pl Kulturiiberstand 16 h nach Ansatz der Kokultur (3H10, schwarze Balken; IVSB, weifSe Balken). Die IFN-vy-
Konzentration wurde mittels Standard-ELISA (Absorptionsmessung bei 450 nm, Wellenldngenkorrektur bei 570 nm)
gemessen. Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus Messwert-Triplikaten ermittelt.

beziehungsweise eine nur sehr geringe IFN-y-Sekretion gemessen werden (siehe Abb.
4.3, B). Wurden Zellen des CD4* 3H10-Klons jedoch mit EBNA-3C(1kb)-CrossTAg-ivt-
mRNS-transfizierten mDZ kokultiviert, lag das Niveau der IFN-y-Sekretion weit iiber
dem der Kokultur mit 3H10-Epitop-GFP-Protein-beladenen DZ. Fehlte dagegen das
CrossTAg-Sortierungssignal in der Sequenz der ivt-mRNS, das heifit, wurden 3H10-T-
Zellen mit EBNA-3C(1kb)-ivt--mRNS-transfizierten mDZ kokultiviert, konnte keine IFN-
v-Sekretion iiber dem Hintergrund der negativen Elektroporationskontrolle nachge-
wiesen werden. Im Falle des CD8* IVSB-Klons lag die IFN-y-Sekretion unabhangig von
der Kokultur mit Tyrosinase- oder Tyrosinase-CrossTAg-ivt-mRNS-transfizierten mDZ
gleichauf, jedoch nur geringfiigig iiber dem hohen Niveau der Sekretion in der Kokul-
tur mit exogen YMD-Peptid-beladenen mDZ. Die IFN-y-Sekretion des CD4* 3H10-
Klons sowie des CD8* IVSB-Klons in Kokultur mit IVSB-3H10(Epitope)-CrossTAg-ivt-
mRNS-transfizierten mDZ lag in beiden Féllen anndhernd auf dem gleichen hohen Ni-
veau der jeweiligen Kokultur mit Antigen-CrossTAg-ivt-mRNS-transfizierten mDZ. In
Kulturen der einzelnen mDZ-Populationen ohne T-Zell-Zugabe konnten nur geringfii-
gige unspezifische IFN-y-Konzentrationen detektiert werden.

Wann immer APZ mit CrossTAg-tragender Antigen-ivt-mRNS transfiziert wurden,
kam es zur effizienten Prasentation der jeweils abgefragten Epitope auf MHC-Klasse-I-
und Klasse-II-Molekiilen. Eine gezielte Kreuzprasentation endogen exprimierter Anti-
gene auf MHC-Klasse-II-Molekiilen ist somit moglich. Vektor-Konstrukte mit Cross-
TAg-Sortierungssignal konnen somit Anwendung zur Antigen-spezifischen Reaktivie-

rung oder De-novo-Induktion von CD4* als auch CD8* T-Lymphozyten finden.

4.1.3 Synergistischer Mechanismus der zweigeteilten CrossTAg-Sequenz

Zur genaueren Charakterisierung der CrossTAg-Sequenz sollte in einem néachsten
Schritt untersucht werden, ob beide Teil-Sequenzen des kombinierten CrossTAg-Sort-
ierungssignals notwendig sind, um eine effiziente Kreuzprasentation endogen expri-

mierter Antigene auf MHC-Klasse-II-Molekiilen zu gewahrleisten.
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Zusétzlich zu bereits bestehenden pGEM-Vektor-Konstrukten aus Abschnitt 4.1.2 wur-
den hierzu zwei weitere Vektor-Varianten mit nur jeweils einem Teil der zweigeteilten
CrossTAg-Sequenz erstellt. Mithilfe der Polymerase-Kettenreaktion wurden LAMP1-
EBNA-3C(1kb)- als auch EBNA-3C(1kb)-DC-LAMP-Teilsequenzen aus pGEM-EBNA-
3C(1kb)-CrossTAg-Plasmid-DNS amplifiziert und mittels eingefiigter Restriktions-
schnittstellen in entsprechend vorbereitete pGEM-Plasmid-DNS ligiert (siehe Abb. 4.4,
A). Der Vektor pGEM-LAMP1-EBNA-3C(1kb)-A120 tragt im ORF somit eine Fusion des
LAMP1-ER-Translokations-Signals mit der 3’-strangabwarts gelegenen Epitop-tragen-
den Antigen-Teilsequenz des CD4* T-Zell-Klons 3H10. Im ORF des Vektors pGEM-EB
NA-3C(1kb)-DC-LAMP-A120 liegt die 1kb-grofie EBNA-3C-Teilsequenz fusioniert mit
der 3’-strangabwairt gelegenen DC-LAMP-Transmembran- und Zytoplasma-Domane
vor. Alle in Abb. 4.4, Abschnitt A, aufgefiihrten Vektor-Konstrukte wurden zur ivt-
mRNS-Herstellung herangezogen. Erhaltene ivt-mRNS-Produkte wurden in der Agaro-
se-Gelelektrophorese auf Homogenitat sowie Sequenzlange kontrolliert und der Trans-
fektion Antigen-prasentierender Zellen zugefiihrt.

Zur Uberpriifung des stimulatorischen Potentials verschieden transfizierter APZ-
Populationen zur Reaktivierung des CD4* T-Zell-Klons 3H10 wurden neben maturier-
ten DZ (7-Tage-Protokoll) in diesem Abschnitt auch Mini-EBV-immortalisierte B-Zellen
(mLCL; Moosmann et al., 2002) eines HLA-DRB1*11:01-positiven Spenders in die T-
Zell-Kokultur eingesetzt. Teilpopulationen von mDZ und mLCL wurden mit einzelnen
der oben beschriebenen ivt-mRNS-Spezies transfiziert und mit 3H10-T-Zellen kokulti-
viert. Als negative Elektroporationskontrolle dienten mDZ und mLCL, welche die
Elektroporationsprozedur nur unter Zugabe von H>O durchlaufen hatten.

Wurden Zellen des CD4* T-Zell-Klons 3H10 alleine oder mit mDZ / mLCL der negati-
ven Elektroporationskontrolle kokultiviert, konnte keine beziehungsweise nur eine ge-
ringe IFN-y-Sekretion detektiert werden (siehe Abb. 4.4, B). Wurden 3H10-Zellen dage-
gen mit EBNA-3C(1kb)-CrossTAg-ivt-mRNS-transfizierten mDZ / mLCL kokultiviert,
konnte unabhéngig von der Art der APZ eine effiziente IFN-y-Sekretion nachgewiesen
werden. Fehlte jedoch das CrossTAg-Signal vollstindig oder war nur die DC-LAMP-
Transmembran- und Zytoplasma-Domaéne in die Sequenz der ivt-mRNS integriert, kam
es in der T-Zell-Kokultur weder mit mDZ noch mit mLCL zu einer IFN-y-Sekretion
tiber dem Hintergrund-Niveau der H:O-Elektroporationskontrolle. Wurden mDZ /
mLCL mit LAMP1-ER-Translokations-Signal-fusionierter EBNA-3C(1kb)-ivt-mRNS
transfiziert, konnte in beiden Féllen eine geringfiigige IFN-y-Sekretion festgestellt wer-
den. Diese fallt im Vergleich zur Kokultur mit EBNA-3C(1kb)-CrossTAg-ivt-mRNS-

transfizierten mDZ / mLCL jedoch drastisch reduziert aus. In Kulturen der einzelnen
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Abb. 4.4. Synergistischer Mechanismus der zweigeteilten CrossTAg-Sequenz zur gezielten MHC-Klasse-II-
Kreuzprisentation in unterschiedlichen APZ. (A) Schematische Darstellung der zur ivt-mRNA-Herstellung genutz-
ten Vektor-Konstrukte. EBNA-3C wurde als 1kb-umfassende Teilsequenz (AS 421-780) des gesamten Gens kloniert
und beinhaltet das Epitop des CD4* Klons 3H10 (EBNA-3C-spezifisch; VVRMFMRERQLPQS ; HLA-DRB1*11:01-
restringiert). Diese EBNA-3C-Teilsequenz liegt mit, als auch ohne, CrossTAg-Sequenz im pGEM-Vektor-System vor.
Zudem wurden Vektoren erstellt, in deren offenen Leserahmen die EBNA-3C-Sequenz mit jeweils nur einem Teil der
zweigeteilten CrossTAg-Sequenz fusioniert vorliegt. (B) In zwei unabhédngigen Experimenten wurden mature DZ
(7d) als auch mini-EBV-immortalisierte B-Zellen (mLCL) eines DRB1*11:01-positiven Spenders einzeln mit 15ug al-
len, unter (A) aufgefiihrten, ivt-mRNS-Spezies transfiziert. 7 h nach Elektroporation wurden jeweils 1-10° Zellen der
unterschiedlichen DZ / mLCL-Populationen mit 1-10° CD4* 3H10 T-Lymphozyten (Ratio 1:1) kokultiviert. Als Nega-
tivkontrolle wurden DZ / mLCL in die T-Zell-Kokultur eingesetzt, welche zuvor die Elektroporationsprozedur ohne
ivt-mRNS-Zugabe durchlaufen hatten (H20), sowie Ansdtze ohne DZ / mLCL oder T-Zellen mitgefiihrt. Im Balken-
diagramm dargestellt ist die IFN-y-Konzentration in 200 ul Kulturiiberstand 16 h nach Ansatz der Kokultur. Die
IFN-y-Konzentration wurde mittels Standard-ELISA (Absorptionsmessung bei 450 nm, Wellenldngenkorrektur bei
570 nm) gemessen. Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus Messwert-Triplikaten ermittelt. (DZ-
Kokulturdaten aus Abb. 4.3 und 4.4 wurden parallel in einem Experiment generiert).
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mDZ- / mLCL-Populationen ohne T-Zell-Zugabe konnten nur geringfiigige unspezifi-
sche IFN-y-Konzentrationen nachgewiesen werden.

Aufgrund der offensichtlich synergistischen Wirkweise war eine effiziente Prasentation
des 3H10-Epitops auf MHC-Klasse-II-Molekiilen somit nur mdoglich, wenn beide Teil-
Sequenzen des kombinierten CrossTAg-Signals in die transfizierte ivt-mRNS integriert
waren. Zudem zeigten Antigen-CrossTAg-ivt-mRNS-transfizierte mLCL ein dhnlich
ausgepragtes Potential zur Reaktivierung des CD4* T-Zell-Klons wie maturierte Dendri-

tische Zellen.

4.1.4 Ubertragbarkeit der gezielten MHC-Klasse-II-Kreuzprisentation

Um die Ubertragbarkeit der mittels Klon 3H10 generierten Daten zur Funktion der ge-
zielten MHC-Klasse-II-Kreuzprasentation zu bestétigen, sollte ein weiterer etablierter
CD4* T-Zell-Klon (Klon G11-3; BNRF1-spezifisch; HLA-DRB1*15:01-restringiert) auf Re-
aktivierung in Kokultur mit Antigen-CrossTAg-ivt-mRNS-transfizierten APZ getestet
werden.

Zu diesem Zweck wurden parallel zu Abschnitt 4.1.2 verschiedene pGEM-Vektor-Kon-
strukte fiir die Herstellung der zum Test benétigten ivt-mRNS generiert (siehe Abb. 4.5,
A). Das EBV-Antigen BNRF1 wurde als 1kb-umfassende Teilsequenz (AS 1021-1318)
des gesamten Gens kloniert und beinhaltet das Epitop fiir Klon G11-3. Fiir das Kon-
strukt G11-3(Epitop)-CrossTAg wurde das Epitop des T-Zell-Klons G11-3 (BNRF1, AS
1238-1252, TDAWRFAMNYPRNPT) in Codon-optimierter Form als kurze Sinn- und
Gegensinn-DNS-Oligonukleotide synthetisiert (Sigma, Deisenhofen) und nach Hybridi-
sierung zwischen die CrossTAg-Teilsequenzen in pGEM-CrossTAg-Plasmid-DNS ein-
gebracht. Alle in Abb. 4.5, Abschnitt A, aufgefiihrten Vektor-Konstrukte wurden der
ivt-mRNS-Herstellung zugefiihrt und resultierende ivt-mRNS-Produkte in die Trans-
fektion Antigen-prasentierender Zellen eingesetzt.

Um die Reaktivierung des T-Zell-Klons G11-3 in der APZ-Kokultur zu tiiberpriifen,
wurden mLCL eines HLA-DRB1*15:01-positiven Spenders in Teil-Populationen mit den
in Abb. 4.5, Abschnitt A, aufgefiihrten ivt-mRINS-Spezies mittels Elektroporation trans-
fiziert. Zusatzlich wurde rekombinant-exprimiertes BNRF1-Protein durch Zugabe ins
Kulturmedium der Antigen-Prozessierung in mLCL zugefiihrt. Als negative Elektropo-
rationskontrolle dienten mLCL, welche den Elektroporationsvorgang ausschliefdlich mit
H:0-Zugabe durchlaufen hatten.

Wurden Zellen des CD4* T-Zell-Klons G11-3 alleine kultiviert oder mit mLCL der nega-

tiven Elektroporationskontrolle kokultiviert, konnte keine IFN-y-Sekretion festgestellt
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Abb. 4.5. Funktionelle Ubertragbarkeit der gezielten MHC-Klasse-II-Kreuzprisentation mittels CrossTAg-
Sequenz. (A) Das Antigen des CD4* T-Zell-Klons G11-3 (BNRF1-spezifisch; HLA-DRB1*15:01-restringiert) liegt mit,
als auch ohne, CrossTAg-Sequenz im pGEM-Vektor-System vor. Das EBV-Tegument-Protein BNRF1 wurde als 1kb-
umfassende Teilsequenz (AS 1021-1318) des gesamten Gens kloniert und beinhaltet das Epitop des CD4* Klons G11-3
(BNRF1, AS 1238-1252, TDAWRFAMNYPRNPT). Fiir das Konstrukt G11-3(Epitop)-CrossTAg wurde das Epitop des
T-Zell-Klons G11-3 an Stelle einer vollstindigen Antigensequenz in den pGEM-CrossTAg-Vektor eingebracht. (B)
mLCL eines DRB1*15:01-positiven Spenders wurden einzeln mit 15 pg aller, unter (A) aufgefiihrter, ivt-mRNS-
Spezies transfiziert. Zusatzlich wurden mLCL, durch Zugabe von 20pg/ml rekombinanten BNRF1-Proteins ins Kul-
turmedium, mit Antigen beladen. 7 h nach Elektroporation wurden jeweils 1-105 Zellen der unterschiedlichen mLCL-
Populationen mit 1-10° CD4* G11-3 T-Lymphozyten (Ratio 1:1) kokultiviert. Als Negativkontrolle wurden mLCL in
die T-Zell-Kokultur eingesetzt, welche zuvor die Elektroporationsprozedur ohne ivt-mRNS-Zugabe durchlaufen hat-
ten (H20), sowie Ansédtze ohne mLCL oder T-Zellen mitgefiihrt. Im Balken-Diagramm dargestellt ist die IFN-y-
Konzentration in 200 pl Kulturiiberstand 16 h nach Ansatz der Kokultur. Die IFN-y-Konzentration wurde mittels
Standard-ELISA (Absorptionsmessung bei 450 nm, Wellenldngenkorrektur bei 570 nm) gemessen. Mittelwerte und
Standardabweichungen wurden aus Messwert-Triplikaten ermittelt. (***, p-Wert < 0,001, Student-T-Test).
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werden (siehe Abb. 4.5, B). Wurden G11-3-Zellen dagegen mit BNRF1(1kb)-CrossTAg-
oder G11-3(Epitop)-CrossTAg-ivt-mRNS-transfizierten mLCL kokultiviert, lag das
nachgewiesene Niveau der IFN-y-Sekretion iiber dem der Kokultur mit BNRF1-Pro-
tein-beladenen mLCL. Fehlte dagegen das CrossTAg-Signal in der Antigen-ivt-mRNS-
Sequenz fiel die IFN-y-Freisetzung im Vergleich zu Antigen-CrossTAg-ivt-mRNS-
transfizierten mLCL um iiber zwei Drittel reduziert aus. Fiir die jeweils alleine kulti-
vierten mLCL-Populationen konnte keinerlei IFN-y-Sekretion detektiert werden.

Die Ergebnisse bestatigen die Beobachtungen der vorangegangen Versuche und unter-
streichen die funktionelle Effizienz des CrossTAg-Sortierungsignals zur gezielten

Kreuzprasentation exogener Antigene auf MHC-Klasse-II-Molekiilen.

4.1.5 Weitere Charakterisierung der MHC-Klasse-II-Kreuzprasentation

Im folgenden Abschnitt wurden Experimente durchgefiihrt, um ein unspezifisches Ak-
tivierungsartefakt in Zusammenhang mit dem hier beschriebenen CrossTAg-Sortier-
ungssignal auszuschliefen und den Mechanismus der MHC-Klasse-II-Kreuzprésenta-
tion weiter aufzuklaren.

Zur Bestatigung der physiologischen Natur der CrossTAg-vermittelten Kreuzprésenta-
tion in APZ sollte eine Verdiinnungsreihe der Antigen-tragenden APZ als auch der zur
Elektroporation eingesetzten Menge an Antigen-CrossTAg-ivt-mRNS in der T-Zell-
Kokultur tiberpriift werden. Zu diesem Zweck wurden mLCL eines HLA-DRB1*15:01-
positiven Spenders mit zunehmender Menge an BNRF1(1kb)-CrossTAg-ivt-mRNS
transfiziert (5ug, 10pg, 20ug und 30ug) und in abnehmender E:T-Ratio (1:1, 1:5, 1:10
und 1:20) mit Zellen des CD4* T-Zell-Klons G11-3 kokultiviert (sieche Abb. 4.6). Die Zahl
der eingesetzten Antigen-CrossTAg-ivt-mRNS-transfizierten mLCL wurde durch nicht-
transfizierte mLCL erganzt, so dass die Gesamtzahl der APZ in der jeweiligen Kokultur
konstant gehalten wurde. Je weniger Antigen-CrossTAg-ivt-mRNS-transfizierte APZ in
die Kokultur eingesetzt wurden, desto geringer war die nachgewiesene IFN-y-Konzen-
tration im Kulturiiberstand. Parallel dazu fiel die IFN-y-Freisetzung umso geringer aus,
je weniger wt-mRNS in die mLCL-Elektroporation eingesetzt wurde. Die IFN-vy-
Sekretion des CD4* T-Zell-Klons G11-3 unter den oben beschriebenen Kokultur-Beding-
ungen folgte somit einer eindeutigen Titrationskurve.

Um weiterfithrend auch den Antigen-Prasentationsweg der CrossTAg-induzierten
Kreuzprasentation zu untersuchen, sollte abschlieffend experimentell {iberpriift wer-
den, ob Sortierungssignal-tragende Antigene in ivt-mRNS-transfizierten APZ direkt auf

MHC-Klasse-II-Molekiilen prasentiert werden, oder, ob die endogen exprimierten An-
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tigene erst nach Sekretion und nachfolgender endozytotischer Wiederaufnahme dem

klassischen MHC-Klasse-II-Prasentationsweg zugefiihrt werden kénnen.

G11-3
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Abb. 4.6. Stimulatorische Fihigkeit ivt-mRNS-transfizierter APZ nach Titration der eingesetzten ivi-mRNS-
Menge. (A) Schematische Darstellung des zur ivt--mRNA-Herstellung genutzten Vektor-Konstruktes. (B) mLCL eines
DRB1*15:01-positiven Spenders wurden in gleichen Teilpopulation mit zunehmender Menge an BNRF1(1kb)-
CrossTAg-ivt-mRNS transfiziert (5 ug, 10 pg, 20 ug und 30 pg). 16 h nach Elektroporation wurden Zellen der unter-
schiedlichen mLCL-Populationen in abnehmender E:T-Ratio (1:1, 1:5, 1:10 und 1:20) mit 1-10° CD4* G11-3 T-
Lymphozyten kokultiviert. Die Zahl der eingesetzten mLCL wurde durch nicht-transfizierte mLCL auf 1-10° Zellen
erganzt. Die absolute Zahl der pro Einzelkultur eingesetzten mLCL wurde somit konstant gehalten, einzig die Zahl
Antigen-prasentierender mLCL wurde titriert. Im Balken-Diagramm dargestellt ist die IFN-y-Konzentration in 200 pl
Kulturiiberstand 16 h nach Ansatz der Kokultur. Die IFN-y-Konzentration wurde mittels Standard-ELISA (Absorpti-
onsmessung bei 450 nm, Wellenldngenkorrektur bei 570 nm) gemessen. Mittelwerte und Standardabweichungen
wurden aus Messwert-Triplikaten ermittelt.

Hierfiir wurden DZ (3d-mDZ) / mLCL eines HLA-DRB1*11:01-positiven als auch eines
HLA-DRB1*11:01-negativen Spenders mit EBNA-3C(1kb)-ivt--mRNS oder EBNA-3C
(1kb)-CrossTAg-ivt-mRNS transfiziert und nach Elektroporation in verschiedenen
Kombinationen koinkubiert (sieche Abb. 4.7). Wurden Zellen des CD4* T-Zell-Klons
3H10 in die Kokultur mit oben genannten APZ-Kombinationen eingebracht, kam es
nachfolgend ausschliefllich bei Anwesenheit Antigen-CrossTAg-ivt-mRNS-transfizier-
ter, HLA-DRB1*11:01-positiver DZ / mLCL zu einer nachweisbaren IFN-y-Sekretion.
Wurden 3H10-Zellen dagegen mit einer Mischung aus Antigen-CrossTAg-ivt-mRNS-
transfizierten, HLA-DRB1*11:01-negativen und nicht-transfizierten, HLA-DRB1*11:01-
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positiven DZ / mLCL koinkubiert, konnte keine spezifische IFN-y-Freisetzung detek-

tiert werden.

— 3H10
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Abb. 4.7. CrossTAg-fusionierte Antigene werden in APZ direkt prisentiert. (A) Schematische Darstellung der zur
ivt-mRNA-Herstellung genutzten Vektor-Konstrukte. (B) Mini-LCL eines DRB1*11:01-positiven sowie eines
DRB1*11:01-negativen Spenders wurden sowohl mit EBNA-3C(1kb)-CrossTAg-ivt-mRNS (APZ(Antigen-CrossTAg))
als auch EBNA-3C (1kb)-ivt-mRNS (APZ(Antigen)) transfiziert. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte mLCL-
Zellen der jeweiligen Spender. 16h nach Elektroporation wurden 5-10* Zellen der unterschiedlichen APZ-Popu-
lationen einzeln mit 5-10* CD4* 3H10 T-Lymphozyten kokultiviert (E:T-Ratio 1:1). Zusétzlich dazu wurden 1-10° Zel-
len unterschiedlicher APZ-Mischung in die Kokultur mit 5-10* 3H10 T-Zellen eingebracht. Im Balken-Diagramm dar-
gestellt ist die IFN-y-Konzentration in 200ul Kulturiiberstand 16 h nach Ansatz der Kokultur. Der Einsatz der jewei-
ligen APZ-Populationen in der T-Zell-Kokultur ist tabellarisch gekennzeichnet (+, grau unterlegt). Die IFN-y-
Konzentration wurde mittels Standard-ELISA (Absorptionsmessung bei 450 nm, Wellenldngenkorrektur bei 570 nm)
gemessen. Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus Messwert-Triplikaten ermittelt.

Zusammenfassend bestdtigen die hier gezeigten Ergebnisse die hohe Effizienz der
CrossTAg-induzierten MHC-Klasse-II-Kreuzprésentation. Das CrossTAg-Sortierungs-
signal ermoglicht dementsprechend die direkte zellinterne MHC-Klasse-II-Beladung
endogen translatierter Antigene ohne den Umweg iiber die Wiederaufnahme zuvor
sekretierter Proteine. Die Titrierbarkeit der Antigen-spezifischen CD4-T-Zell-Reakti-
vierung wiederum verdeutlicht den physiologischen Prozess der MHC-Klasse-II-Bela-

dung und lasst somit die Dosierung der Antigen-Préasentation zu.
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4.2 Methode zur Sortierung lebender Antigen-spezifischer CD4* T-
Lymphozyten

Um die Charakterisierung Antigen-spezifischer T-Zellen zu gewahrleisten, miissen die-
se vorerst klonal vereinzelt und expandiert werden. Nur so ist die eindeutige Definition
der jeweiligen Antigenspezifitit moglich und die aussagekraftige Untersuchung der
einzelnen TZR in Bezug auf TZR-Sequenz und Restriktion zielfiihrend. Zudem ist es
notwendig Antigen-spezifische CD4* T-Zellen vor der Klonierung gezielt anzureichern,
da de-novo-induzierte Antigen-spezifische CD4* T-Lymphozyten auch nach mehrfachen
Antigen-reaktivierten Proliferationszyklen nur einen sehr geringen Anteil an der PBL-

in-vitro-Gesamtkultur stellen.
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Abb. 4.8. Methode zum Nachweis der CD154-Oberflichen-Expression auf lebenden CD4* T-Lymphozyten. (A) In-
ternalisierung des Aktivierungs-induzierten CD40-Liganden (CD40L; alias CD154) nach Interaktion mit CD40 auf
APZ. (B) Durch Antikorper-vermittelte Blockierung der CD40-CD154-Interaktion kommt es zur CD154-
Akkumulation auf der T-Zell-Oberflache. (Abbildung abgedndert nach Bevan, 2004).

Hierfiir sollte eine Methode zur Sortierung lebender, Antigen-spezifischer CD4* T-
Lymphozyten anhand des Aktivierungs-induzierten Oberflachenmarkers CD154 (CD40-
Ligand; CD40L) zur Anwendung kommen (Chattopadhyay et al., 2005; Frentsch et al.,
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2005). Nach Aktivierung der CD4* T-Lymphozyten durch spezifische Interaktion des
TZR mit dem passenden MHC-Peptid-Komplex, wird CD40-Ligand de-novo auf der T-
Zell-Oberflache exprimiert (siehe Abb. 4.8). CD154 auf CD4* T-Zellen dient wéhrend
der Immunreaktion physiologisch als kostimulatorisches Signal zur Aktivierung von B-
Zellen und APZ. Infolge der Interaktion des CD40-Liganden mit CD40 auf APZ kommt
es zur raschen Internalisierung von CD154. Wird die CD40-CD154-Interaktion jedoch
mithilfe eines CD40-Blockierungs-Antikorpers inhibiert, wird CD154 nicht internalisiert
und akkumuliert somit auf der Oberflache der CD4" T-Zellen. In diesem Fall kann die
CD154-Expression auf CD4* T-Lymphozyten durch geeignete Fluoreszenz-markierte
Antikorper im Durchflusszytometer nachgewiesen werden und zur Sortierung Anti-

gen-spezifischer CD4* T-Zellen eingesetzt werden.

42.1 Etablierung der CD154-Oberflichen-Farbung

Bevor die Methode der CD154-Sortierung ihren Einsatz bei der Suche nach de-novo-
induzierten Antigen-spezifischen CD4* T-Lymphozyten finden konnte, sollte die CD154-
Oberflachen-Farbung in der in-vitro-Kokultur vorerst anhand definierter CD4* T-Zell-
Klone etabliert werden.

In einem ersten Schritt sollte die erfolgreiche Durchfiihrbarkeit der oben beschriebenen
Methode sowie die Kinetik der CD154-Expression nach Antigenkontakt auf zwei CD4*
T-Zell-Klonen untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden Zellen des Klons 3H10
(CD4*, EBNA-3C-spezifisch, HLA-DRB1*11:01-restringiert) als auch des Klons 234
(CD4*, Antigen unbekannt, HLA-A*24:01 allo-restringiert) mit oder ohne addquaten
spezifischen Antigenstimuli koinkubiert (siehe Abb. 4.9). Eine effiziente CD154-Expres-
sion konnte in beiden Fallen nur dann nachgewiesen werden, wenn sowohl das spezifi-
sche Antigen auf APZ prasentiert wurde als auch der Antikorper zur Blockierung der
CD40-CD154-Interaktion wahrend der gesamten Kokultur-Phase anwesend war. Das
CD154-Expressionsmaximum beider Klone wurde etwa sechs Stunden nach Beginn der
APZ-Kokultur erreicht. Klon 234 zeigte jedoch eine rascher abfallende CD154-
Expressionskinetik (Abb. 4.9, B) im Vergleich zu Klon 3H10 (Abb. 4.9, A). Im Fall des
CD4* T-Zell-Klons 3H10 war auch noch 24 Stunden nach APZ-Kokultur eine effiziente
CD154-Oberflachen-Farbung nachzuweisen, wohingegen sich die CD154-Expression
auf Klon 234 bereits nach 12 Stunden dem unspezifischen Hintergrund-Niveau anglich.
Da fiir den gesamten Versuchsablauf der De-novo-Induktion Antigen-spezifischer CD4*

T-Zellen oft nur ein begrenztes Volumen an Spenderblut zur Generierung von mDZ zur
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Abb. 4.9. Zeitkinetik der Antigen-spezifischen CD154-Expression. (A) Uber die Zeit dargestellt ist die mittlere Flu-
oreszenz-Intensitat (MFI) der CD154-Expression des EBNA-3C-spezifischen CD4* T-Zell-Klons 3H10 (DRB1 *11:01-
restringiert). mLCL eines DRB1*11:01-positiven Spenders wurden mit 20ug EBNA-3C(1kb)-CrossTAg-ivt-mRNS
transfiziert und 16 h nach Elektroporation mit CD4* 3H10 T-Lymphozyten kokultiviert (Ratio 1:1). Die unterschiedli-
chen Kokultur-Varianten unterscheiden sich durch die An- bzw. Abwesenheit eines CD40-Blockierungs-Antikorpers.
Als Negativkontrolle wurden mLCL in die T-Zell-Kokultur eingesetzt, welche zuvor die Elektroporationsprozedur
ohne ivt-mRNS-Zugabe durchlaufen hatten (H20-Kontrolle). (B) Parallel zu A dargestellt ist die CD154-Expression
des allo-reaktiven CD4* T-Zell-Klons 234 (HLA-A*24:01 allo-restringiert). mLCL eines A*24:01-positiven sowie
A*24:01-negativen Spenders wurden mit CD4* 234 T-Lymphozyten kokultiviert (Ratio 1:1). Die unterschiedlichen
Kokultur-Varianten ergeben sich wiederum durch die An- bzw. Abwesenheit des CD40-Blockierungs-Antikorpers.
Alle Zellen wurden mittels monoklonaler Fluoreszenz-konjugierter Antikorper (aCD4-Hz450, «CD154-PE) angefarbt
und durchflusszytometrisch analysiert. Das CD154-Expressionsmaximum beider Versuchsansétze ist grau unterlegt.

Verfligung stand, war im Einzelfall ausschlielich eine T-Zellen:APZ-(E:T)-Ratio von
10:1 bis 20:1 in der CD154-Sortierungs-Kokultur moglich.

Nachfolgend sollte demzufolge die Anwendbarkeit der CD154-basierten Sortierungs-
methode nach entsprechender Titration der E:T-Ratio in der in-vitro-Kokultur unter-
sucht werden. Zellen des CD4" T-Zell-Klons 3H10 wurden hierfiir unter An- oder Ab-
wesenheit des CD40-Blockierungs-Antikorpers in unterschiedlicher E:T-Ratio mit Anti-
gen-beladenen APZ kokultiviert. Die Gesamtzahl der pro Kokultur eingesetzten APZ
wurde jedoch durch die entsprechende Zugabe nicht-Antigen-transfizierter APZ kon-
stant gehalten. Wie im Durchflusszytometer analysiert werden konnte, nahm der Anteil
CD154-positiver Zellen, entgegen der Erwartung, mit steigender E:T-Ratio nachweisbar
zu (siehe Abb. 4.10). Der Anteil CD154-positiver CD4* T-Zellen stieg von 52,3% bei ei-
ner E:T-Ratio von 1:1 auf 66,9% bei einer Ratio von 20:1. Das entspricht einer maximal
gemessenen Zunahme CD154-positiver Zellen um etwa 30% zum Niveau der 1:1-Ratio.
Auch in Bezug auf die mittlere Fluoreszenz-Intensitit konnte eine Verstirkung der
CD154-Expression mit steigender E:T-Ratio beobachtet werden. Die Negativkontrolle
der T-Zell-Kokultur mit nicht-Antigen-transfizierten APZ zeigte dagegen keine Anti-
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gen-unspezifische CD154-Expression. In Kokulturen ohne CD40-Blockierungs-Antikor-

per konnten zudem keinerlei CD154-positive Zellen des Klons 3H10 nachgewiesen

werden.
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Abb. 4.10. CD154-Oberflichen-Expression nach Titration Antigen-prisentierender APZ. mLCL eines DRB1 *11:01-
positiven Spenders wurden mit 20ug EBNA-3C(1kb)-CrossTAg-ivt-mRNS transfiziert (APZ(Antigen)). 16 h nach
Elektroporation wurden APZ(Antigen) mit 1-10¢ CD4* 3H10 T-Lymphozyten (EBNA-3C-spezifisch, DRB1*11:01-
restringiert) mit zunehmender E:T-Ratio (1:1, 5:1, 10:1 und 20:1) kokultiviert. Die Zahl der pro Kokultur eingesetzten
mLCL wurde durch APZ(H20) (mLCL, ohne ivt-mRNS-Zugabe elektroporiert) auf jeweils 1-10° Zellen erganzt. Als
Negativkontrolle dienten APZ(H:0) in einer separaten T-Zell-Kokultur. Die unterschiedlichen Kokultur-Varianten
wurden sowohl mit, als auch ohne, CD40-Blockierungs-Antikorper koinkubiert. (A) In Histogrammen dargestellt ist
die CD154-Oberfldchen-Expression auf CD4* 3H10 T-Lymphozyten 6h nach Beginn der Kokultur. Aufgefiihrt sind
ausschliefillich Kokulturen unter Einsatz des CD40-Blockierungs-Antikorpers. Die Daten der APZ(H:0)-Kokultur
(Negativkontrolle) sind hellgrau unterlegt. In Ziffern angegeben findet sich der prozentuale Anteil der im Vergleich
zur Negativkontrolle positiven Zellen. (B) Im Balkendiagramm dargestellt sind die Prozent CD154-positiver CD4*
3H10 Lymphozyten. Es wird unterschieden in Kokulturen mit und ohne CD40-Blockierungs-Antikérper. (C) Aufge-
fiihrt ist die mittlere Fluoreszenz-Intensitdat (MFI) der CD154-Oberfldchen-Farbung auf CD4* 3H10 Lymphozyten. Al-
le Zellen wurden mittels monoklonaler Fluoreszenz-konjugierter Antikdrper («CD4-Hz450, aCD154-PE) angefarbt
und durchflusszytometrisch analysiert.
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Nach Reaktivierung de-novo-induzierter T-Lymphozyten in der APZ-Kokultur mit ei-
nem E:T-Verhaltnis zwischen 10:1 und 20:1 sollte es somit moglich sein, eine effektive
CD154-Farbung aktivierter CD4* T-Zellen durchzufiihren.

4.2.2 Unspezifische CD154-Expression auf PBL nach De-novo-Induktion

Die oben gezeigten CD154-Expressionsdaten wurden in Zusammenhang mit APZ-
Kokulturen etablierter CD4* T-Zell-Klone generiert. Da jedoch eine PBL-Gesamtkultur
als Ausgangspunkt fiir die De-novo-Induktion Antigen-spezifischer CD4* T-Lymphozy-
ten dienen sollte, wurde in einem abschlieffenden Schritt die spontane CD154-Expres-
sion auf peripheren Blutlymphozyten nach Kokultur mit Antigen-beladenen mDZ un-
tersucht. Die mDZ-induzierte CD154-Expression auf CD4* Zellen der PBL-Population
sollte in Relation zur CD154-Expression auf Antigen-spezifisch reaktivierten Zellen des
CD4* T-Zell-Klons 3H10 gesetzt werden.

Klon 3H10 (CellTrace™ Violet) in PBL

10% 5% 1% 0,1%

APZ (H,0) APZ (Antigen)
A ,5]0.05 212] [0.18 14.2| [0.13 5.88] [0.09 0.95] [0.05 0.10

CD154

CellTrace™ Violet

Abb. 4.11. Untersuchung der spontanen CD154-Expression auf peripheren Blutlymphozyten nach De-novo-
Induktion. CD4* 3H10 T-Lymphozyten (EBNA-3C-spezifisch) wurden mit fluoreszierendem Zellfarbstoff (Cell-
Trace™ Violet) angefarbt und in periphere Blutlymphozyten (PBL) des autologen Spenders titriert (10%, 5%, 1% und
0,1%). In Anwesenheit eines CD40-Blockierungs-Antikorpers wurden die jeweiligen Lymphozyten-Populationen mit
autologen EBNA-3C(1kb)-CrossTAg-ivt-mRNS-transfizierten DZ (3d-mDZ; APZ(Antigen)) koinkubiert (E:T-Ratio
20:1). Als Negativkontrolle wurden DZ in die Lymphozyten-Kokultur eingesetzt, welche zuvor die Elektroporati-
onsprozedur ohne ivt-mRNS-Zugabe durchlaufen hatten (APZ(H:20)). In Kontur-Diagrammen dargestellt ist die
CD154-Oberflachen-Expression auf CD4-vorselektierten T-Lymphozyten 6h nach Beginn der Kokultur. Alle Zellen
wurden mittels monoklonaler Fluoreszenz-konjugierter Antikorper (aCD4-Hz450, aCD154-PE) angefarbt und durch-
flusszytometrisch analysiert. In Ziffern angegeben findet sich der prozentuale Anteil der, jeweils pro Selektionsab-
schnitt, positiven Zellen.
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Zu diesem Zweck wurden EBNA-3C-spezifische 3H10-Zellen mit fluoreszierendem
Zellfarbstoff markiert und in abnehmendem Anteil (10%, 5%, 1% und 0,1%) unter PBL
des autologen Spenders gemischt. Die unterschiedlichen Lymphozyten-Populationen
wurden nachfolgend in Anwesenheit eines CD40-Blockierungs-Antikorpers mit autolo-
gen EBNA-3C-beladenen mDZ in einer E:T-Ratio von 20:1 kokultiviert. Die in der
durchflusszytometrischen Analyse detektierte, spontane CD154-Expression auf Zellen
der CD4* PBL-Fraktion tiberstieg nach Kokultur mit Antigen-beladenen mDZ in keinem
Fall ein Hintergrundniveau von iiber 0,2% (siehe Abb. 4.11). Dahingegen konnten be-
zliglich der Antigen-spezifisch reaktivierten Zellen des T-Zell-Klons 3H10 je nach Titra-
tionsstufen zwischen 45 - 65% CD154-positive Zellen nachgewiesen werden. Selbst bei
Untermischung von 0,1% 3H10-Zellen in die PBL-Gesamtpopulation konnten spezifisch
reaktivierte Zellen des T-Zell-Klons 3H10 anhand der detektierten CD154-Expression in
einem Verhaltnis von 2:1 zu spontan CD154-exprimierenden CD4-positiven PBL nach-
gewiesen werden (0,1% zu 0,05%). Anzumerken ist, dass auch nach Kokultur mit nicht-
Antigen-beladenen autologen mDZ ein geringer Anteil schwach CD154-positiver 3H10-
Zellen nachzuweisen war. Die Zahl CD154-exprimierender Zellen der CD4* PBL-
Fraktion lag in diesem Fall nicht {iber dem zuvor genannten Hintergrundniveau von
0,2%.

Die Methode der Sortierung Antigen-spezifisch reaktivierter CD4* T-Lymphozyten an-
hand der CD154-Expression nach Antigen-Kontakt sollte somit erfolgreich fiir die Su-
che nach Tumor-Antigen-spezifischen CD4* T-Zellen in einer de-novo-induzierten PBL-

Gesamtkultur anwendbar sein.

4.3 De-novo-Induktion Tumor-Antigen-spezifischer CD4* T-Zellen

Nach erfolgreicher Etablierung der Antigen-CrossTAg-ivt-mRNS-basierten MHC-Klas-
se-II-Kreuzprésentation auf APZ sowie der CD154-vermittelten Sortierung lebender
Antigen-spezifischer CD4* T-Lymphozyten sollten beide Methoden in einem Ansatz
zur Generierung Tumor-Antigen-spezifischer CD4* T-Lymphozyten zusammengefiihrt
werden. TAA-spezifische CD4* T-Zellen sollten aus peripheren Blutlymphozyten ge-
sunder Spender isoliert werden, um die uneingeschréankte Anwendbarkeit der kombi-
nierten Methode zu bestétigen.

Die direkte Isolierung reaktivierbarer TA A-spezifischer CD4* Geddchtniszellen aus dem
T-Zell-Repertoire gesunder Spender ist aufgrund einer meist fehlenden vorhergegan-
genen Immunantwort nur in Ausnahmefillen moglich. Da es sich bei Tumor-assozi-

ierten Antigenen zudem um Selbst-Antigene handelt, ist aufgrund der negativen Selek-
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tion im Thymus von einer nur sehr geringen Frequenz naiver TAA-spezifischer Vorldu-
ferzellen auszugehen — soweit diese iiberhaupt vorhanden sind.

TAA-beladene maturierte DZ besitzen das Potential zur effizienten De-novo-Induktion
naiver TAA-spezifischer CD4* T-Lymphozyten sowie zur Reaktivierung eventuell vor-
handener TAA-spezifischer CD4* Gedachtniszellen. In Kombination mit der sensitiven
CD154-basierten Methode zur Identifikation Antigen-spezifisch reaktivierter CD4* T-
Zellen sollte es somit nach mehrfachen in-vitro-Proliferationszyklen moglich sein, TAA-
spezifische CD4* T-Lymphozyten am Fluoreszenz-aktivierten Zellsortierer gezielt anzu-
reichern und im Anschluss klonal zu vereinzeln.

T-Zell-de-novo-Induktionsansétze stellen sich in der Regel kostenintensiv und zeitauf-
wendig dar. Klassische Induktionsansatze beschranken sich in der Regel auf den Ein-
satz einzelner Stimulations-Antigene und sind somit anféllig fiir unvorhersehbare
Spender-abhédngige Unterschiede in der Immunantwort und die ungekldrte Immuno-
genitdt der jeweils eingesetzten Antigene.

Um nun das Risiko eines erfolglosen Versuchsansatzes zu minimieren, wurde in dieser
Arbeit die Moglichkeit eines zeitgleichen Einsatzes verschiedener Tumor-Antigene in
einer einzigen T-Zell-Kultur untersucht. Um das Konzept des multiplen Antigeneinsat-
zes in der De-novo-Induktion zu tiberpriifen, wurden folgende fiinf C/T-(Cancer/Testis)-
Antigene ausgewahlt: GAGE-1, MAGE-A4, NY-ESO1, S5X4, XAGE-1. Die aufgefiihrten
Antigene lagen als Plasmid-DNS in der Arbeitsgruppe vor (S. MiloSevi¢). Die Anti-
gensequenzen wurden mithilfe der Polymerase-Kettenreaktion amplifiziert und mittels
eingefiigter Restriktionsschnittstellen zwischen die CrossTAg-Teilsequenzen in pGEM-
CrossTAg-Plasmid-DNS eingebracht. Nach positiver Sequenzkontrolle wurden die ein-
zelnen Vektor-Konstrukte der ivt-mRNS-Herstellung zugefiihrt.

4.3.1 Protokoll fiir die T-Zell-De-novo-Induktion

Das in Abschnitt 3.1.11 beschriebene Protokoll wurde zur gezielten De-novo-Induktion
Antigen-spezifischer CD4* T-Zellen entwickelt (siehe Abb. 4.12). Entgegen der gangigen
Praxis wurde keine Anreicherung einer CD4- oder CD8-T-Zell-Subpopulation mithilfe
der Antikorper-vermittelten negativen Separation im Magnetfeld (MACS) durchge-
fithrt. Spender-PBMC wurden dementsprechend nach Plastikadhdrenz der enthaltenen
Monozyten als Gesamt-PBL fiir die De-novo-Induktion verwendet.

Reife DZ wurden in Teilpopulationen mit jeweils einer der fiinf Antigen-CrossTAg-ivt-
mRNS-Spezies transfiziert. Nach dem Mischen der Einzelansitze wurde die so erhalte-

ne DZ-Mischpopulation in einer E:T-Ratio von 4:1 in die T-Zell-de-novo-Induktion ein-
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gebracht, was einem effektiven Verhaltnis von 20:1 in Bezug auf die einzelnen Antigene
entsprach. Uberzdhlige DZ der Mischpopulation wurden fiir die spétere Restimulation

des T-Zell-Kulturansatzes kryopraserviert.

Mischung
— >
+ GAGE-1
+ MAGE-A4
+ NY-ESO1

+S5X4
+ XAGE-1 i ¢
De-novo- 1. 2.
Induktion Restimulation Restimulation
14 Tage 14 Tage 6h .
9 . 9 Klonierung
T T (CD154)
durchfluss- durchfluss-
zytometrische zytometrische
Analyse Analyse

Abb. 4.12. Protokoll fiir die De-novo-Induktion Antigen-spezifischer CD4* T-Zellen mit ivt-mRNS-beladenen DZ.
Die Abbildung zeigt eine schematische Darstellung des zeitlichen Ablaufs der T-Zell-De-novo-Induktion. Reife DZ
(83d-mDZ) wurden an Tag 0 in Teilpopulationen mit unterschiedlichen Antigen-CrossTAg-ivt-mRNS-Spezies trans-
fiziert (Antigene: GAGE-1, MAGE-A4, NY-ESO1, 55X4, XAGE-1) und 6h nach Elektroporation zu gleichen Teilen
gemischt. Die Mischung Antigen-beladener DZ wurde im Verhiltnis 1:4 in die Kokultur mit nicht-angereicherten
PBL aus dem Uberstand der, im Laufe der DZ-Maturierung vorhergegangenen, Monozyten-Plattenadhéirenz einge-
bracht. Die zweite und dritte Stimulation (1. und 2. Restimulation) erfolgte 14 und 28 Tage nach der De-novo-
Induktion. Einen Tag vor Ablauf des jeweiligen Stimulationszyklus (Tag 13 und 27) wurden 1-10° Zellen der prolife-
rierenden Kokultur mit ivf-mRNS-beladenen DZ restimuliert und durchflusszytometrisch analysiert. Sechs Stunden
nach Beginn des dritten Stimulationszyklus wurden CD4* T-Lymphozyten anhand ihrer CD154-Expression am
Durchflusszytometer direkt in 96-Loch-Kulturplatten sortiert (1 Zelle/Loch; 3 Zellen/Loch und 6 Zellen/Loch) und
weiterkultiviert. Uber die Dauer der Kokultur wurden die Zellen in einem nahezu konfluenten Zustand gehalten
und alle drei Tage frisches Kulturmedium mit 20 IU/ml IL-2 und 5 ng/ml IL-7 zugesetzt.

Jeweils 14 und 28 Tage nach Ansatz der De-novo-Induktion wurden kryopréservierte
Zellen der DZ-Mischpopulation aufgetaut und zur ersten und zweiten Restimulation
der T-Lymphozyten in die Kokultur eingebracht. Sechs Stunden nach Beginn der zwei-
ten Restimulation wurden spezifisch reaktivierte CD4* T-Lymphozyten am Fluores-

zenz-aktivierten Zellsortierer anhand der induzierten CD154-Expression kloniert.
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4.3.2 Durchflusszytometrische Analyse der Ausgangskultur

Uber Plastikadhérenz angereicherte Monozyten wurden mithilfe des 3-Tage-Protokolls
zu mDZ ausdifferenziert. Nach Abschluss des Maturierungsprozesses wurden die nun
reifen DZ geerntet und im Durchflusszytometer auf die Expression charakteristischer
Oberflachenmarker in-vitro-generierter DZ hin untersucht (siehe Abb. 4.13). Diese Ober-
flachenmarker dienten zur Bestimmung der stimulatorischen Kapazitiat der mDZ sowie

zur eindeutigen Abgrenzung der ausdifferenzierten DZ von Monozyten und Makro-

phagen.
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Abb. 4.13. Phinotyp der ausgereiften DZ fiir die De-novo-Induktion und Transfektionskontrolle. Die Histogramme
zeigen die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse ausgewahlter Maturierungsmarker auf 3d-mDZ mithil-
fe spezifischer Antikorper (graue, nicht ausgefiillte Kurven) sowie der jeweils zugehorigen Isotyp-Kontrolle (graue,
ausgefiillte Kurven) nach Ablauf der dreitagigen Ausreifungsphase. Als Transfektionskontrolle gezeigt ist die durch-
flusszytometrische Analyse der GFP-Expression in mDZ 6h nach GFP-ivt-mRNS-Elektroporation (graue, nicht gefiill-
te Kurve). Als Negativkontrolle dienten DZ, welche die Elektroporationsprozedur ohne ivt-mRNS-Zugabe durchlau-
fen hatten (H20; graue, ausgefiillte Kurve). In Ziffern angegeben findet sich der Anteil GFP-negativer und -positiver
Zellen in Prozent in Bezug auf die Isotyp-Kontrolle.

Die zur T-Zell-De-novo-Induktion generierten DZ zeigten eine starke Expression der ko-
stimulatorischen Molekiile CD80 (B7.1), CD86 (B7.2) und CD40. CD83 als Marker fiir
den Reifegrad der DZ wurde erwartungsgemafs hoch exprimiert. HLA-DR als Referenz
fiir die Expression von MHC-Klasse-II-Molekiilen auf APZ war auf allen DZ in grofier
Zahl nachweisbar. Zudem konnte eine hohe Oberflachen-Expression des Chemokinre-
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zeptors CCR7 detektiert werden. Das an der immunologischen Synapse beteiligte Zel-
ladhéasions-Molekiil DC-SIGN (CD209) war auf einem Grof3teil der analysierten Zellen
intermedidr bis hoch exprimiert. Der Monozyten-Marker CD14 zur Abgrenzung der
maturierten DZ von unreifen DZ (iDZ) war trotz Einhaltung der 24-Stunden-
Maturierungsphase ungewdohnlich hoch exprimiert. Die hier eingesetzten DZ zeigten
demnach, mit Ausnahme der erhohten CD14-Expression, den Phénotyp vollstandig
ausgereifter in-vitro-mDZ. Zur Kontrolle des Transfektionserfolges wurden mDZ paral-
lel zu den Transfektionsansatzen mit einzelnen Antigenen ebenfalls mit GFP-ivt-mRNS
elektroporiert. In Folge der Transfektion exprimierten iiber 65% der analysierten DZ
das GFP-Protein hoch bis sehr hoch und bestdtigten damit die Effizienz der gewahlten
Elektroporationsbedingungen (siehe Abb. 4.13).
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Abb. 4.14. Durchflusszytometrische Analyse der peripheren Blutlymphozyten vor Ansatz der De-novo-Induktion.
In Streu-Diagrammen dargestellt ist die differentielle Analyse der Subpopulationen der eingesetzten peripheren
Blutlymphozyten (PBL). Die Populations-Oberflachenmarker (CD3, CD4, CD8, CD19, CD56 und CD80) wurden mit-
hilfe von Fluoreszenz-konjugierten Antikdrpern spezifisch angefarbt und im Durchflusszytometer analysiert («CD3-
Pacific Blue, aCD4-PerCP, aCD8-PE, aCD19-PE-Cy7, aCD56-Alexa700, aCD80-APC-Cy7). Zu unterscheiden sind
CD4* und CD8* T-Lymphzyten (CD3-positiv), B-Zellen (CD19-positiv, CD3-negativ), NK-Zellen (CD56-positiv, CD3-
negativ) und aktivierte Monozyten (CD80-positiv, CD19-negativ). Die zu untersuchende Probe wurde auf lebende
Zellen vorselektiert. In Ziffern angegeben findet sich der prozentuale Anteil der, jeweils pro Selektionsfenster, positi-
ven Zellen.

83



4 Ergebnisse

Die in der Plastikadhdrenz nicht-adhéarierten Zellen der PBL-Fraktion wurden zuerst
durchflusszytometrisch auf ihre Zusammensetzung hin charakterisiert und nachfol-
gend zur TAA-spezifischen De-novo-Induktion in die Kokultur mit der Mischpopulati-
on Antigen-beladener mDZ eingebracht (siehe Abb. 4.14).

Die hier eingesetzte PBL-Population enthielt neben den gewtiinschten CD4* T-
Lymphozyten zudem noch zytotoxische CD8* T-Zellen, B-Zellen, NK-Zellen und Uber-
reste aktivierter Monozyten als physiologische Bestandteile des peripheren Blutes. Der
Anteil CD3-positiver T-Lymphozyten an der PBL-Population lag bei etwa 71%. Die aus
dem direkten Verhaltnis von CD4* und CD8* T-Zellen in der CD3-positiven Lymphozy-
ten-Fraktion ermittelte CD4/CD8-Ratio lag bei 1,69. Knapp 10% der CD3-positiven T-
Lymphozyten exprimierten weder CD4 noch CD8. B-Zellen (CD19-positiv, 2,4%) und
Monozyten (CD80-positiv, 0,6% der lebenden Zellen) waren nach vorhergegangener
Plastikadhdrenz nur noch in geringer Zahl vorhanden. Die Fraktion der CD56-positiven
NK-Zellen stellte einen Anteil von 0,6% an der Gesamtpopulation lebender PBL. In et-
wa 25% der Zellen liefien sich in keine der untersuchten Leukozyten-Subpopulationen

einordnen.

4.3.3 Klonierung CD154-positiver CD4* T-Lymphozyten

Jeweils einen Tag vor DZ-Restimulation (Tag 13 und 27) wurde die PBL-Kultur hin-
sichtlich der Zahl CD154-positiver CD4* T-Zellen nach Antigen-spezifischer Reaktivie-
rung untersucht. Hierzu wurde jeweils eine kleine PBL-Teilpopulation in Anwesenheit
des CDA40-Blockierungs-Antikorpers mit 5-Antigen-CrossTAg-ivt-mRNS-transfizierten
mDZ kokultiviert und nach Ablauf der sechsstiindigen Inkubationsphase im Durch-
flusszytometer mithilfe Fluoreszenz-konjugierter Antikorper analysiert (siehe Abb.
4.15). Der Anteil CD154-positiver CD4* T-Zellen stieg von 4,6% an Tag 13 auf iiber 30%
an Tag 27. Das bedeutete eine anndhernde Versiebenfachung der durch Antigen-bela-
dene DZ reaktivierbaren CD4* T-Lymphozyten innerhalb des ersten Restimulationszyk-
lus.

Zeitgleich zur Analyse der CD154-Expression konnte die Proliferations-dynamische
Verdanderung des CD4/CD8-T-Lymphozyten-Verhaltnises untersucht werden. Die CD4/
CD8-Ratio invertierte innerhalb der ersten 13 Kokultur-Tage von 1,69 an Tag 0 (siehe
oben) zu 0,74 an Tag 13. Der Trend hin zu einer iiberwiegenden CD8* T-Zell-Prolifera-
tion wurde durch die an Tag 27 gemessene CD4/CD8-Ratio von 0,67 bestatigt.

Im Anschluss an die zweite Restimulation der gesamten PBL-Kultur mit mDZ an Tag

28 sollten nun Antigen-spezifisch reaktivierte CD4* T-Lymphozyten, parallel zu den
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Abb. 4.15. Probefirbung der CD154-Expression auf CD4* T-Lymphozyten nach Antigen-spezifischer Restimulati-
on. In Kontur-Diagrammen dargestellt ist die Expression ausgewéhlter Oberflichen-Molekiile auf T-Zellen des De-
novo-Induktionsansatzes (Tag 13 und 27) jeweils 6h nach Restimulation mittels Antigen-CrossTAg-ivt-mRNS-trans-
fizierter DZ. Die Oberflaichenmarker (CD4, CD8, CD137 und CD154) wurden mithilfe von Fluoreszenz-konjugierten
Antikorpern spezifisch angefdarbt und im Durchflusszytometer analysiert («CD4-Hz450, aCD8-Hz500, aCD 137-
APC, aCD154-PE). Die zu untersuchende Probe wurde auf lebende, einzelne Lymphozyten vorselektiert. In Ziffern
angegeben findet sich der prozentuale Anteil der, jeweils pro Selektionsabschnitt, positiven Zellen.

oben gezeigten Ergebnissen, mithilfe der CD154-Expression am Fluoreszenz-aktivierten
Zellsortierer angereichert und kloniert werden. Die Selektionsstrategie der gewtiinsch-
ten Lymphozyten-Fraktion ist im Detail in Abbildung 4.16 dargestellt. Zur Unterschei-
dung toter und lebendiger Zellen wurde in diesem speziellen Fall der Fluoreszenz-
Farbstoff DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol), anstelle des herkémmlich genutzten
Propidiumiodid, herangezogen. In Ubereinstimmung mit den Tags zuvor generierten
CD154-Expressionsdaten wurde ein Anteil von iiber 30% CD154-positiver Zellen an der
Gesamtpopulation der CD4* T-Lymphozyten detektiert. Die Klonierung CD154-positi-
ver CD4* T-Zellen wurde am Zellsortierer (FACS-Aria, BD) mittels direkter Sortierung
in 96-Loch-Kulturplatten durchgefiihrt. Es wurden Kulturplatten mit jeweils einer, drei
oder sechs Zellen pro Loch angelegt. Nach Abschluss der Plattenklonierung wurden al-
le verbliebenen CD4* T-Lymphozyten in eine CD154-negative sowie eine CD154-posi-
tive Fraktion sortiert und unter Zugabe Antigen-transfizierter DZ in der Zellkultur als
T-Zell-Linien etabliert. Die Zellen der Plattenklonierung wurden direkt im Anschluss

an die Sortierungsprozedur mithilfe von PHA und einer Mischung 5-Antigen-Cross
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TAg-ivt-mRNS-transfizierter mLCL des autologen Spenders erneut restimuliert und

nach IL-2-Zugabe fiir 14 Tage weiterkultiviert.
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Abb. 4.16. Sortierung CD154-positiver CD4* T-Lymphozyten nach wiederholter spezifischer Restimulation. In
Kontur-Diagrammen dargestellt ist die Strategie zur durchflusszytometrischen Sortierung CD154-positiver CD4* T-
Lymphozyten der De-novo-Induktion 28 Tage nach Beginn der urspriinglichen Kokultur. Sechs Stunden nach Beginn
des dritten spezifischen Stimulationszyklus durch Einsatz Antigen-CrossTAg-ivt-mRNS-transfizierte DZ (5 Antige-
ne) wurden CD4* T-Lymphozyten anhand ihrer CD154-Expression am Durchflusszytometer direkt in 96-Loch-
Kulturplatten sortiert (1 Zelle/Loch; 3 Zellen/Loch und 6 Zellen/Loch) und weiterkultiviert. Nach Abschluss der Plat-
tenklonierung wurden alle verbliebenen CD4* Lymphozyten in Fraktionen zur Etablierung einer CD154nestv sowie
CD154resitiv Linie sortiert. Die Farbung erfolgte mithilfe monoklonaler Fluoreszenz-konjugierter Antikérper (aCD4-
Hz450, aCD154-PE). In Ziffern angegeben findet sich der prozentuale Anteil an Zellen je Selektionsfenster.
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4.3.4 Suche nach Tumor-Antigen-reaktiven CD4* T-Zell-Klonen

Auf die CD154-Sortierung folgend sollte anhand der CD4* T-Zell-Linien eine Einschat-
zung der Sortierungseffizienz gewonnen werden und einzelne T-Zell-Klone der Plat-
tenklonierung auf ihre Tumor-Antigen-Reaktivitat hin untersucht werden.

Um die Proliferation der CD154-positiv- und CD154-negativ-sortierten CD4* T-Zell-
Linien zu vergleichen, wurde die Zellzahl der unterschiedlichen T-Zell-Linien am Tag
der Sortierung sowie an Tag 14 nach DZ-Kokultur bestimmt (siehe Abb. 4.17, A). Hier-
bei konnte eine knapp 3,5-fach erhohte Proliferation der CD154-positiv-sortierten Linie
im Vergleich zu den CD4* T-Zellen der CD154-negativen Linie beobachtet werden. Zur
Uberpriifung der IFN-y-Sekretionskapazitit nach Antigen-spezifischer Reaktivierung
wurden zudem Zellen der einzeln etablierten T-Zell-Linien an Tag 13 nach Sortierung
in die Kokultur mit Tumor-Antigen-beladenen DZ eingebracht (siehe Abb. 4.17, B). Im
Vergleich zur CD154-negativ-sortierten Linie kam es durch CD4* T-Zellen der CD154-
positiven Linie zu einer iiber zweifach erhchten IFN-y-Sekretion. Die Kultivierung der
einzelnen T-Zell-Linien ohne Zugabe von Antigen-beladenen APZ fiihrte jedoch zu

keiner unspezifischen IFN-y-Freisetzung.
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Abb. 4.17. Proliferation und IFN-vy-Freisetzung sortierter T-Zell-Linien. (A) Im Balken-Diagramm dargestellt ist die
x-fache Proliferation der sortierten CD4* T-Zell-Linien (CD154resitv und CD154nes2tv) innerhalb der ersten 14 Tagen
nach Sortierung am Durchflusszytometer. Die Referenz-Zellzahl der einzelnen Populationen an Tag 0 der Proliferati-
onsmessung wurde jeweils auf den Wert ,1” gesetzt. (B) CD4* T-Lymphozyten der jeweiligen sortierten Zelllinie
wurden mit Antigen-CrossTAg-ivt-mRNS-transfizierten DZ (APZ(5 Antigene); GAGE-1, MAGE-A4, NY-ESO1, 55X4
und XAGE-1) des autologen Donors kokultiviert (E:T-Ratio 1:4). Im Balken-Diagramm dargestellt ist die IFN-y-
Konzentration im Kulturiiberstand 16 h nach Ansatz der Kokultur (CD154resitiv, schwarze Balken; CD154regativ, weifSe
Balken; Kulturmedium alleine, graue Balken). Die IFN-y-Konzentration wurde mittels Standard-ELISA (Absorpti-
onsmessung bei 450 nm, Wellenldngenkorrektur bei 570 nm) gemessen. Mittelwerte und Standardabweichungen
wurden aus Messwert-Duplikaten ermittelt.
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Abb. 4.18. Suche nach Antigen-reaktiven CD4* T-Lymphozyten in der Plattenklonierung. (A) Alle in der Platten-
klonierung iiber die ersten 14 Tage ausreichend expandierten T-Zell-Klone wurden mit Antigen-CrossTAg-ivt-
mRNS-transfizierten DZ (DZ(5 Antigene); GAGE-1, MAGE-A4, NY-ESO1, S5X4 und XAGE-1) kokultiviert (E:T-Ratio
anndherungsweise 1:4). Als Negativkontrolle dienten DZ, welche die Elektroporationsprozedur ohne ivt-mRNS-
Zugabe durchlaufen hatten (DZ(H:0)). (B) Einen Tag nach DZ-Kokultur wurden Zellen ausgewahlter T-Zell-Klone
mit zuvor Antigen-reaktivem IFN-y-Sekretionsmuster in eine Kokultur mit autologen Antigen-CrossTAg-ivt-mRNS-
transfizierten mLCL (mLCL(5 Antigene)) eingebracht (E:T-Ratio anndherungsweise 1:1). Als Spezifititskontrolle
dienten GFP-ivf-mRNS-transfizierte, autologe mLCL (mLCL(GFP)). In Balken-Diagrammen dargestellt ist die IFN-y-
sowie GM-CSF-Konzentration im Kulturiiberstand 16 h nach Ansatz der jeweiligen Kokultur (DZ / mLCL(5 Antige-
ne), weifie Balken; DZ(H20) / mLCL(GFP), schwarze Balken; jeweils Einzelwerte). Die IFN-y-Konzentration wurde
mittels Standard-ELISA (Absorptionsmessung bei 450 nm, Wellenldngenkorrektur bei 570 nm) gemessen. (C) In Kon-
tur-Diagrammen dargestellt ist die Expression ausgewdhlter Oberflichen-Molekiile auf T-Zell-Klonen der Platten-
klonierung. Die Differenzierungsmarker CD4 und CD8 wurden mithilfe von Fluoreszenz-konjugierten Antikdrpern
(aCD4-Hz450 und aCD8-Hz500) spezifisch angefarbt und im Durchflusszytometer analysiert. Die zu untersuchen-
den Proben wurden auf lebende Lymphozyten vorselektiert.
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In einem weiteren Schritt sollten die oben gezeigten Ergebnisse durch die Identifizie-
rung eindeutig Antigen-reaktiver CD4* T-Zell-Klone bestitigt werden. In einem ersten
Ansatz wurden hierzu an Tag 12 nach Sortierung ausreichend expandierte Zellen der
Plattenklonierung in die Kokultur mit 5-Antigen-CrossTAg-ivt-mRNS-transfizierten DZ
eingesetzt. Wie in Abbildung 4.18, Abschnitt A, dargestellt, konnten T-Zellen mit unter-
schiedlichen Reaktionsmustern identifiziert werden. Neben nicht-reaktiven sowie Anti-
gen-unspezifisch reaktivierten T-Zellen konnten hiermit auch eindeutig Tumor-Anti-
gen-reaktive T-Lymphozyten erfolgreich nachgewiesen werden. Der Hintergrund der
unspezifischen IFN-y-Freisetzung nach Kokultur mit leer-transfizierten DZ war im Fall
der Antigen-reaktiv-getesteten T-Zellen, mit Ausnahme des Klons A100, gering bis
nicht detektierbar.

Um die in Einzelwerten gemessene Spezifitdt der Antigen-reaktiven T-Zell-Klone mit-
hilfe anderer, nicht zur De-novo-Induktion genutzter APZ zu validieren, wurden Zellen
ausgewdhlter Klone an Tag 13 nach Sortierung erneut in eine APZ-Kokultur einge-
bracht (siehe Abb. 4.18, B). Zu diesem Zweck wurden mLCL des autologen Spenders in
Teilpopulationen mit allen zur De-novo-Induktion eingesetzten Antigen-CrossTAg-ivt-
mRNS-Spezies transfiziert und die Mischung dieser APZ nachfolgend mit Zellen der
verschiedenen T-Zell-Klone kokultiviert. Als Negativkontrolle wurden GFP-ivt-mRNS-
transfizierte mLCL in die Kokultur eingebracht. Alle getesteten T-Zell-Klone zeigten ein
Antigen-reaktives IFN-y- als auch GM-CSE-Sekretionsmuster und bestétigten damit die
Daten der DZ-Kokultur. Zusatzlich dazu wurden Zellen verschiedener ausgewahlter T-
Zell-Klone im Durchflusszytometer auf CD4- und CD8-Expression hin untersucht (Abb.
4.18, C). Alle analysierten Klone exprimierten ausschliefllich den CD4-Corezeptor und
waren somit CD4* T-Lymphozyten.

Im Verlauf mehrfacher Restimulationszyklen wurden auf diese Weise insgesamt 600 T-
Zell-Klone beziiglich ihrer Tumor-Antigen-Reaktivitdt tiberpriift (Daten nicht gezeigt).
Nachfolgend konnten iiber 70 T-Zell-Klone mit TAA-reaktivem IFN-y-Sekretionsmus-
ter identifiziert werden. Dies entsprach einer Erfolgsquote von iiber 12%. Das bedeutet,
dass im Schnitt jeder achte getestete T-Zell-Klon die gewiinschte Antigen-Reaktivitat
zeigte.

Alle Tumor-Antigen-reaktiven T-Zell-Klone wurden unter regelmafiger IL-2-Zugabe in
Kultur gehalten, zyklisch mithilfe des T-Zell-Expansionsprotokolls restimuliert und

somit erfolgreich expandiert.
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4.4 Molekulare Charakterisierung TAA-spezifischer CD4* T-Zellen

Eine T-Zelle erkennt ihr spezifisches Epitop ausschliefilich im Kontext eines passenden
MHC-Klasse-I/II-Molekiils — dem sogenannten Restriktionselement. Die Interaktion des
T-Zell-Rezeptors mit dem auf APZ prasentierten Epitop funktioniert nach dem ,Schliis-
sel-Schloss-Prinzip” und schliefit die Struktur des prasentierenden MHC-Molekiils teil-
weise mit ein. Um die Spezifitit einer T-Zelle unabhidngig vom urspriinglichen Klon
sowie zugehoriger autologer APZ einsetzbar zu machen, miissen alle Teilaspekte der
TZR-Epitop:MHC-Interaktion bekannt sein. Notwendige Parameter fiir die vollstandige
molekulare Charakterisierung der Spezifitiat eines T-Zell-Klons sind somit die DNS-
Sequenz des spezifisch erkannten Antigens oder Antigenfragments (antigene Determi-
nante), die exakte Nukleotid-Sequenz des rekombinierten T-Zell-Rezeptors sowie die

Information tiber das zugehorige HLA-Restriktionselement.

441 Antigenspezifitit isolierter CD4* T-Zell-Klone

Aufgrund der anfanglich begrenzten Zellzahlen konnten T-Zell-Klone im ersten Schritt
ausschliefilich gegen eine Mischung der zur De-novo-Induktion eingesetzten Tumor-
Antigene getestet werden (vgl. Kapitel 4.3.4). CD4* T-Zell-Klone wurden somit auf eine
vorerst undefinierte Antigen-Reaktivitdt hin selektiert. Um jedoch eine Aussage zur
exakten Antigenspezifitat der isolierten CD4* T-Zell-Klone treffen zu kénnen, wurden
Zellen der einzelnen T-Zell-Klone nachfolgend einer Untersuchung der jeweils spezi-
fisch erkannten Antigene zugefiihrt.

Zu diesem Zweck wurden mLCL des autologen Spenders in Teilpopulationen mit ein-
zelnen Antigen-CrossTAg-ivt-mRNS-Spezies transfiziert (GAGE-1, MAGE-A4, NY-
ESO1, SSX4, XAGE-1) und separat in die Kokultur mit TAA-reaktiv-getesteten CD4* T-
Zell-Klonen eingebracht. Als Negativkontrolle dienten GFP-ivt-mRNS-transfizierte
mLCL. Wie in Abbildung 4.19 anhand ausgewahlter T-Zell-Klone dargestellt, konnten
CD4* T-Zellen mit eindeutig Antigen-spezifischem Reaktionsmuster identifiziert wer-
den. Fiir alle hier gezeigten T-Zell-Klone konnte eine Antigen-induzierte IFN-y-Sekre-
tion ausschliefilich in einer der moglichen fiinf Kokulturansidtze mit einzeln Tumor-
Antigen-transfizierten mLCL-Teilpopulationen detektiert werden. Allein drei der vier
getesteten MAGE-A4-spezifischen T-Zell-Klone (A100, A236 und A458) zeigten eine ge-
ringe Nebenreaktivitdt gegen NY-ESO1-CrossTAg-ivt-mRNS-transfizierte mLCL. Die
Hohe der Nebenreaktivitidt des jeweiligen T-Zell-Klons folgte jedoch dem IFN-y-Sekre-
tionsniveau in Kokultur mit MAGE-A4-beladenen APZ. Ein unspezifischer Hinter-
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Abb. 4.19. Nachweis der Antigenspezifitit ausgewihlter CD4* T-Zell-Klone. Darstellung der IFN-y-Sekretion aus-
gewahlter Antigen-reaktiv-getesteter CD4* T-Zell-Klone nach Kokultur mit autologen, Antigen-CrossTAg-ivt-mRNS-
transfizierten mLCL (GAGE-1, MAGE-A4, NY-ESO1, S5X4 und XAGE-1). Die entsprechenden ivt-mRNS-Spezies
wurden einzeln transfiziert und die somit Einzel-Antigen-positiven APZ separat in die Kokultur eingebracht (E:T-
Ratio 1:1). Als Spezifitdtskontrolle dienten GFP-ivt-mRNS-transfizierte, autologe mLCL. In Balken-Diagrammen dar-
gestellt ist die IFN-y-Konzentration im Kulturiiberstand 16 h nach Ansatz der jeweiligen Kokultur (T-Zell-Klone sind
beispielhaft nach jeweiliger Antigenspezifitat sortiert; Messung in Doppelwerten). Die IFN-y-Konzentration wurde
mittels Standard-ELISA (Absorptionsmessung bei 450 nm, Wellenldngenkorrektur bei 570 nm) gemessen.
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grund in Kokultur mit GFP-beladenen mLCL war in keinem Ansatz zu detektieren. Auf
diese Weise konnten T-Zell-Klone mit Einzel-Spezifititen gegen GAGE-1, MAGE-A4,
S5X4 und XAGE-1 identifiziert werden. Einzig NY-ESO1-spezifische T-Zellen waren in
der Vielzahl der unterschiedlichen getesteten T-Zell-Klone nicht nachzuweisen.
T-Zell-Kulturen aus der Plattenklonierung mit drei und sechs CD154-positiv-sortierten
Zellen pro Loch zeigten vereinzelt kombinierte Antigenspezifititen (Daten nicht ge-
zeigt). Da es sich in diesen Fallen nicht um T-Zell-Klone sondern T-Zell-Mischkulturen
handelte, wurden alle Ansdtze mit mehr als einer Antigenspezifitat entweder subklo-
niert (5S5X4-spezifischer Klon A486) oder aus der weiterfithrenden Analyse ausge-
schlossen.

Mithilfe der in Kapitel 4.3 beschriebenen Methode zur De-novo-Induktion und Sortie-
rung Antigen-spezifischer CD4* T-Zellen konnten somit zeitgleich TAA-spezifische
CD4* T-Lymphozyten gegen vier der urspriinglich fiinf eingesetzten Tumor-assoziier-

ten Antigene isoliert werden.

442 T-Zell-Rezeptor-Sequenzanalyse

T-Zell-Rezeptoren bestehen auf molekularer Ebene aus der Kombination einer a- und
einer (3-Untereinheit. Sie werden in der Entwicklung einer jeden T-Zelle zufillig aus ei-
ner Vielzahl moglicher Teilsegmente zusammengelagert. Wahrend der V(D)J-Rekombi-
nation werden fiir die TZR-a-Kette ein variables (V) und ein verbindendes (J, von engl.
joining) Segment mit einem konstanten Teil (C, von engl. constant) kombiniert. Der re-
kombinierte Teil der fertigen TZR-(3-Kette besteht aus einem V- und einem J-Segment in
Kombination mit einem eingeschobenen diversifizierenden (D) Segment. Die im Bereich
der V(D)J-Segment-Schnittstelle entstehenden hypervariablen Regionen (CDR3-Region-
en) der TZR-a/B-Ketten dienen nachfolgend der Epitoperkennung auf MHC-Molekiilen.
Die Sequenzen aller in der humanen Keimbahn vorkommenden V-, D- und J-Segmente
liegen in Datenbanken abrufbar vor (sieche www.IMGT.org). Somit ist fiir die vollstan-
dige Charakterisierung eines T-Zell-Rezeptors ausschliefSlich die Information iiber die
Segmentzusammensetzung der beiden TZR-Ketten sowie die exakte Sequenz der jewei-
ligen CDR3-Region notwendig.

Die TZR-Sequenzen der isolierten TA A-spezifischen T-Zell-Klone sollten demnach mit-
hilfe einer PCR-basierten Methode zur Amplifizierung der TZR-a/B-Ketten analysiert
werden. Hierfiir wurde mRNS aus Zellen aller TAA-spezifischen T-Zell-Klone isoliert
und revers in cDNS transkribiert. Die so erhaltene cDNS einzelner T-Zell-Klone wurde

im Anschluss via TZR-PCR mit spezifischen Primern zur Analyse rekombinierter TZR-

92



4 Ergebnisse

o/p-Teilsequenzen herangezogen. In der TZR-Repertoire-Analyse erhaltene Amplifika-
te wurden zur Sequenzierung an einen externen Sequenzierungs-Dienstleister {iber-
sandt (Sequiserve, Vaterstetten).

Auf diese Weise konnten aus der Vielzahl Tumor-Antigen-spezifischer T-Zell-Klone
sieben einzigartige T-Zell-Rezeptoren identifiziert werden (siehe Tab. 4.1). Im Detail
konnten drei unterschiedliche TZR-Sequenzen aus GAGE-1-spezifischen T-Zell-Klonen
(GAGE-1-TZR-1, -2 und -3), eine TZR-Sequenz aus MAGE-A4-spezifischen T-Zellen
(MAGE-A4-TZR-1), wiederum eine TZR-Sequenz aus SSX4-spezifischen T-Zell-Klonen
(S5X4-TZR-1) sowie zwei einzigartige TZR-Sequenzen aus der Gesamtheit aller XAGE-
1-spezifischen CD4* T-Lymphozyten (XAGE-1-TZR-1 und -2) in Bezug auf ihre V(D)]-
Segmentzusammensetzung und die Sequenz der jeweiligen CDR3-Region bestimmt

werden.

Tab. 4.1: Ergebnisse der T-Zell-Rezeptor-Analyse

T-Zell-Rezeptor

Antigen TZR#? Restriktion TZR-o-Kette ® CDR3-Region TZR-B-Kette © CDR3-Region

GAGE-1 TZR-1  DRB1*13:01  TRAV13-1*02AJ43*01 CAAKINNNDMRF TRBV9*01BD2*02BJ2-7*01 CASSAEYWSGEQYF

TZR-2 DRB1*13:01  TRAV35*02AJ32*02 CAGPDYGGATNKLLIF  TRBV11-2*01BD1*01BJ1-1*01  CASSPGRANTEAFF
TZR-3 DRB1*15:01/ TRAV36/DV7*01AJ57*01 CAERTQGGSEKLVF TRBV10-3*01BD1*01BJ1-1*01  CATQRNTEAFF
DQB1*06:
MAGE-A4 TZR-1 DRB3*03:01  TRAV6*02AJ9*01 CALDGGGGFKTIF TRBV7-8*01BD2*01BJ2-5*01 CASSRAGVQQETQYF
SSX4 TZR-1 DPB1*14:.01  TRAV9-2*01AJ50*01 CALRQTSYDKVIF TRBV11-2*01BD1*01BJ1-4*01 CASSLADRGSEKLFF
XAGE-1 TZR-1  DRB1*15:01/ TRAV1-2*01AJ29%01 CAVRDNSGNTPLVF TRBV19*01BD1*01BJ1-2*01 CASSIIQGSAGYTF
DRB5*01:01
TZR-2 DRB1*13:01  TRAV8-4*01AJ53*01 CAALRGGSNYKLTF TRBV5-1*01BD1*01BJ2-1*01 CASSLARGVNEQFF

? Einzigartige TZR-Sequenzen Antigen-spezifischer CD4* T-Lymphozyten

P TZR-Kettenzusammensetzung angegeben nach IMGT-Nomenklatur (www.imgt.org)

4.4.3 Phanotypisierung einzelner CD4* T-Zell-Klone

Im Anschluss an die T-Zell-Rezeptor-Analyse sollten reprasentative CD4* T-Zell-Klone
mit unterschiedlichen Antigen-Spezifitaten und T-Zell-Rezeptoren phanotypisch analy-
siert werden. Es sollte untersucht werden, ob sich die isolierten C/T-Antigen-spezifi-
schen CD4* T-Lymphozyten des De-novo-Induktionsansatzes einer spezifischen CD4-T-

Zell-Subpopulation zuordnen lieflen. Zu diesem Zweck wurden T-Zellen aus der jewei-
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ligen In-vitro-Kultur abgenommen und die Oberflachen-Expression ausgewahlter T-
Zell-Differenzierungsmarker im Durchflusszytometer mithilfe Fluoreszenz-gekoppelter
monoklonaler Antikdrper nachgewiesen (siehe Abb. 20). Im Speziellen wurden folgen-
de Oberflachen-Molekiile angefarbt: CD45RO, CCR7 , CD62L und CD25. Alle unter-
suchten CD4* T-Lymphozyten zeigten eine hohe CD45RO- und CCR7-Expression, vari-
ierten jedoch stark in ihrer CD62L- und CD25-Expression. So exprimierten T-Zell-Klone
mit MAGE-A4-TZR-1 sowie XAGE-1-TZR-1 und -2 CD62L tiberdurchschnittlich hoch
im Vergleich zu den verbleibenden GAGE-1-spezifischen CD4* T-Zellen. Eine hohe
CD25-Oberflachen-Expression konnte jedoch wiederum ausschlieflich fiir T-Zell-Klone
mit GAGE-1-TZR-2 und -3 detektiert werden. Fiir CD4* T-Lymphozyten mit SSX4-TZR-
1 konnte die Analyse aufgrund sehr geringer verfiigbarer Zellzahlen nicht durchgefiihrt

werden.
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Abb. 4.20. Oberflichen-Expression ausgewdihlter T-Zell-Differenzierungsmarker. Die aufgefiihrten Histogramme
zeigen die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse ausgewahlter Differenzierungsmarker auf einzelnen T-
Zell-Klonen mit unterschiedlichem T-Zell-Rezeptor (GAGE-1-TZR-1, TZR-2, TZR-3; MAGE-A4-TZR-1; XAGE-1-TZR-
1, TZR-2). Die Oberflachenfarbung wurde mithilfe spezifischer Fluoreszenz-gekoppelter Antikorper (graue, nicht
ausgefiillte Kurven) sowie der jeweils zugehorigen Isotyp-Kontrolle (graue, ausgefiillte Kurven) durchgefiihrt. Klone
mit SSX4-TZR-1 wurden nicht untersucht.
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444 HLA-Restriktionsanalyse

MHC-Klasse-II-Molekiile auf APZ dienen zur Prasentation von Antigenfragmenten an
CD4* T-Lymphozyten. MHC-Klasse-II-Molekiile sind Heterodimere und werden aus
einer a- und einer $-Kette zusammengesetzt. Im Genom liegen im Normalfall drei Gen-
Paare vor, welche jeweils fiir MHC-Klasse-II-a und -pB-Ketten kodieren. Sie heifsen
HLA-DR, -DP und -DQ. In vielen Fallen besitzt die HLA-DR-Gengruppe jedoch ein zu-
satzliches Gen fiir eine zweite [3-Kette. Diese paart auch mit der funktionell monomor-
phen DR-a-Kette. Mit der Ausnahme des DR-a-Lokus sind alle MHC-Molekiile hoch
polymorph und werden als Vielzahl meist funktionell unterschiedlicher Allele vererbt.
Parallel zur DR-a-Kette sind jedoch fiir die polymorphen DP-a-Ketten keine funktionel-
len Unterschiede bekannt. Alle im Erbgut eines Individuums vorliegenden MHC-Klas-
se-II-Allele werden kodominant exprimiert. Nimmt man somit die von Mutter und Va-
ter vererbten Allele zusammen, besitzt der Mensch zwischen sechs und acht unter-
schiedliche MHC-Klasse-II-Heterodimere. Sollten funktionell unterschiedliche DQ-a-
Ketten jedoch in der Lage sein, variabel mit beiden vererbten DQ-3-Ketten zu paaren,
konnte sich die Zahl der exprimierten Heterodimere jedoch weiter erhohen.

Um die Restriktionselemente der isolierten TAA-spezifischen T-Zell-Klone zu identifi-
zieren war es somit notwendig die MHC-Klasse-II-Allel-Zusammensetzung des autolo-
gen Spenders aufzukldren. Hierfiir wurde mLCL-Zellmaterial an einen externen HLA-
Typisierungs-Dienstleister (IMGM, Martinsried) {ibersandt (siehe Tabl. 4.2).

Tab. 4.2: Ergebnisse der HLA-Typisierung des autologen Spenders

HLA-DRB1 HLA-DRB3 HLA-DRB4 HLA-DRB5 HLA-DQA1 HLA-DQB1 HLA-DPB1
DRB1%*13:02 DRB3*03:01 negativ DRB5%*01:01 DQA1*01:02 DQB1*06:02 DPB1%*03:01
DRB1%*15:01 DQB1*06:04 DPB1%*14:01

Anhand der Typisierungsinformation sollte nachfolgend eine Restriktionsanalyse der
sieben identifizierten T-Zell-Rezeptoren durchgefiihrt werden. Zu diesem Zweck wur-
de die spezifische Reaktivierung verschiedener isolierter T-Zell-Klone in einer APZ-
Kokultur gegen eine Palette Antigen-CrossTAg-ivt-mRNS-transfizierter allogener LCL-
Linien getestet. Wahlt man allogene LCL-Linien gezielt aus, so dass sich die vorliegen-

den HLA-Allele nur teilweise mit den Allelen des autologen Spenders tiberschneiden,
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Abb. 4.21. Bestimmung der HLA-Restriktion Antigen-spezifischer CD4* T-Zell-Klone. Verschiedene CD4* T-Zell-
Klone mit einzigartigen T-Zell-Rezeptoren wurden mit Antigen-CrossTAg-ivt-mRNS-transfizierten autologen mLCL
oder LCL allogener LCL-Linien (APZantgen; GAGE-1, MAGE-A4, S5X4 und XAGE-1) kokultiviert (E:T-Ratio 1:1). Da
sich die HLA-Allele der ausgewédhlten LCL-Linien nur teilweise mit den Allelen der autologen mLCL-Linie iiber-
schneiden, kann anhand der einzelnen T-Zell-Reaktionsmuster ein Riickschluss auf das jeweils erkannte Restrikti-
onselement gezogen werden. Alle LCL-Linien wurden in Teilpopulationen mit einzelnen ivf-mRNS-Spezies trans-
fiziert. APZ der so erzeugten LCL-Antigen-Paletten wurden daraufhin in Einzelreaktionen mit den jeweils korres-
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pondierenden spezifischen CD4* T-Zell-Klonen kokultiviert - Fortsetzung S.97
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Abb. 421 - Fortsetzung: (S.96 Klon GAGE-1-TZR-1/
TZR-2/ TZR-3; Klon MAGE-A4-TZR-1; S.96, Klon S5X4-
TZR-1; Klon XAGE-1-TZR-1/TZR-2). Als Negativkon-
trolle dienten Zellen der unterschiedlichen APZ-Linien,
welche zuvor die Elektroporationsprozedur ohne ivt-
mRNS-Zugabe durchlaufen hatten (APZ @120)). Im Bal-
ken-Diagramm dargestellt ist die IFN-y-Konzentration
im Kulturiiberstand 16 h nach Ansatz der Kokultur (APZ
(antigen), schwarze Balken; APZw20), weifle Balken). Die
IFEN-y-Konzentration wurde mittels Standard-ELISA
(Absorptionsmessung bei 450 nm, Wellenldngenkorrek-
tur bei 570 nm) gemessen. Mittelwerte und Standardab-
weichungen wurden aus Mefiwert-Triplikaten ermittelt.
Unterhalb des Balken-Diagramms ist tabellarisch die
HLA-Allel-Ubereinstimmung der unterschiedlichen LC-
L-Linien mit der autologen Mini-LCL-Linie aufgefiihrt
(grau unterlegt sind alle autologen HLA-Allele; griin
unterlegt finden sich die aus den T-Zell-Reaktionsmus-
ternresultierenden moglichen Restriktionselemente). Der
HLA -DQ1-Lokus des autologen Spenders ist homozy-
got vererbt und wurde wo notwendig mit den verwen-
deten LCL-Linien abgeglichen. Sich nicht iiberschnei-
dende HLA-Allele sind nicht aufgefiihrt.

lassen sich anhand der Klon-spezifischen Reaktionsmuster Riickschliisse auf das jewei-

lige Restriktionselement ziehen.
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Insgesamt wurden fiinf allogene Antigen-beladene LCL-Linien in separaten Ansitzen
mit Zellen unterschiedlicher TAA-spezifischer CD4* T-Zell-Klone kokultiviert (siehe
Abb. 4.21). Als Referenz fiir die Antigen-induzierte IFN-y-Sekretion dienten T-Zell-
Kokulturen mit Antigen-transfizierten mLCL des autologen Spenders. Zur Uberprii-
fung der Antigen-Spezifitiat der T-Zell-Reaktivierung wurden parallel zu Antigen-bela-
denen LCL/mLCL jeweils auch leer-transfizierte LCL/mLCL in eine gesonderte Kokul-
tur eingebracht.

Mithilfe dieser LCL-Paletten konnten in der Folge vier der sieben T-Zell-Rezeptoren di-
rekt einem eindeutigen Restriktionselement zugeordnet werden. Fiir CD4* T-Zell-Klone
mit GAGE-1-TZR-1 und -2 (Abb. 4.21, 5.96) und XAGE-1-TZR-2 (Abb. 4.21, 5.97) konnte
eine IFN-y-Freisetzung zusétzlich zur Positivkontrolle nur in Kokultur mit Antigen-
beladenen LCL-Zellen der Linie-3 und Linie-4 detektiert werden. Die MHC-Klasse-II-
Allele der LCL-Linien 3 und 4 tiberschneiden sich mit den Allelen der autologen mLCL-
Linie ausschliefdlich in HLA-DRB1*13:02. Im Fall der T-Zellen mit SSX4-TZR-1 (Abb.
4.21, 5.97) kam es nur nach Kokultur mit Antigen-beladenen LCL der Linie 5 zu einer
nachweisbaren IFN-y-Sekretion. Aufgrund der ausbleibenden Erkennung anderer An-
tigen-beladener LCL-Linien konnten alle Allele aufSer HLA-DPB1*14:01 ausgeschlossen
werden.

Auch fiir den T-Zell-Klon mit Rezeptor MAGE-A4-TZR-1 (Abb. 4.21, 5.96) kam es in
nur einer der fiinf LCL-Kokulturen — der LCL-Linie 4 — zu einer spezifischen IFN-y-
Freisetzung. Hier konnte im Gegensatz zu SSX4-TZR-1 jedoch die Zahl der moglichen
erkannten MHC-Klasse-II-Allele nur eingeschrankt werden. Nach Ausschluss aller auf
LCL-Linien 1, 2, 3 und 5 exprimierter Allele wurden einzig HLA-DRB3*03:01 und HLA-
DQB1*06:04 als potentielle Kandidaten identifiziert. Desgleichen kann im Falle der T-
Zellen mit XAGE-1-TZR-1 (Abb. 4.21, 5.97) die Zahl der moglichen Restriktionselemen-
te auf zwei Allele eingegrenzt werden. Hier konnten nach Analyse der sich iiberschnei-
denden MHC-Klasse-II-Allele weder HLA-DRB1*15:01 noch HLA-DRB5*01:01 eindeu-
tig ausgeschlossen werden.

Fiir CD4* T-Zellen mit Rezeptor GAGE-1-TZR-3 (Abb. 4.21, 5.96) wurde nach Kokultur
mit den unterschiedlichen Zellen der LCL-Palette ein komplexes IFN-y-Sekretions-
muster detektiert. Im Fall der Linien 1, 3 und 4 kam es zu einer IFN-y-Freisetzung in
Kokultur mit Antigen-beladenen als auch leer-transfizierten LCL-Zellen. Ausschliefdlich
die LCL-Linien 2 und 4 wurden Antigen-spezifisch erkannt. Da in diesen zwei LCL-
Linien unabhéngig von den unspezifisch erkannten Linien 1, 3 und 4 jedoch das pas-
sende Restriktionselement vorliegen musste, konnten nach Ausschluss aller sich nicht
tiberschneidenden MHC-Klasse-II-Allele HLA-DRB1*15:01 und HLA-DRB5*01:01 als

einzig mogliche Kandidaten identifiziert werden.
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4.4.5 Weiterfithrende Untersuchung der Antigenerkennung

Nachdem die isolierten TAA-spezifischen CD4* T-Zell-Klone hinsichtlich der spezifisch
erkannten Antigene, der T-Zell-Rezeptorsequenzen als auch der jeweils zugehorigen
HLA-Restriktionselemente charakterisiert werden konnten, sollte im folgenden Schritt
die Notwendigkeit der CrossTAg-Signalsequenz zur Reaktivierung der unterschiedli-
chen CD4* T-Zell-Klone untersucht werden.
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Abb. 4.22. Das CrossTAg-Signal ist notwendig fiir die Aktivierung der generierten Antigen-spezifischen CD4* T-
Zell-Klone. Autologe mLCL wurden in Teilpopulationen mit Antigen-CrossTAg-ivt-mRNS oder Antigen-ivf-mRNS
ohne CrossTAg-Signal transfiziert (Antigene: GAGE-1, MAGE-A4, 55X4, XAGE-1) und in Einzelansédtzen mit Zellen
der Antigen-spezifischen CD4* T-Zell-Klone kokultiviert (E:T-Ratio 1:1). Als Negativkontrolle dienten autologe
mLCL, welche zuvor die Elektroporationsprozedur ohne ivf-mRNS-Zugabe durchlaufen hatten (H20). Im Balken-
Diagramm dargestellt ist die IFN-y-Konzentration im Kulturiiberstand 16 h nach Ansatz der Kokultur. Die IFN-vy-
Konzentration wurde mittels Standard-ELISA (Absorptionsmessung bei 450 nm, Wellenldngenkorrektur bei 570 nm)
gemessen. Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus Messwert-Triplikaten ermittelt.
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Zu diesem Zweck wurden autologe mLCL in Teilpopulationen mit Antigen-CrossTAg-
ivt-mRNS oder Antigen-ivt-mRNS ohne CrossTAg-Signal transfiziert und in Einzelan-
sdtzen mit den jeweils korrespondierenden Antigen-spezifischen CD4* T-Zell-Klonen
kokultiviert (sieche Abb. 4.22). In allen Fallen war nur nach T-Zell-Kokultur mit Antigen-
CrossTAg-ivt-mRNS-transfizierten APZ eine effiziente IFN-y-Sekretion nachweisbar.
Einzig in Kokultur GAGE-1-TZR-3-positiver T-Zellen mit GAGE-1-ivt-mRNS-transf-
izierten APZ war ohne Anwesenheit der CrossTAg-Signalsequenz eine leicht erhohte
IFN-y-Konzentration im Kulturiiberstand zu detektieren. Die Antigen-unspezifische
IFN-y-Freisetzung nach Kokultur mit leer-transfizierten autologen mLCL lag fiir alle
getesteten T-Zell-Klone unterhalb des ELISA-Sensitivitatsniveaus.

Aufgrund der unphysiologischen Fusionsstellen im Sequenzbereich der Antigen-Cross
TAg-Konstrukte zwischen LAMP1-ER-Translokationssignal und Antigen sowie Anti-
gen und DC-LAMP-Transmembran- und Zytoplasma-Domaéne (siehe Abb. 4.2) besteht
die Gefahr der Entstehung immunogener Antigenartefakte (Neo-Epitope). Um auszu-
schliefsen, dass die in dieser Arbeit isolierten T-Zell-Klone ausschliefilich aufgrund
moglicher generierter Neo-Epitope in der Lage sind, Antigen-CrossTAg-ivt-mRNS-
transfizierte APZ zu erkennen, sollte in einem abschlieSenden Schritt die tatsachliche
Erkennung des physiologischen Antigens untersucht werden.

Hierfiir wurden autologe mLCL in Teilpopulationen einerseits mit den einzelnen Anti-
gen-CrossTAg-ivt-mRNS-Spezies transfiziert als auch durch Zugabe rekombinant ex-
primierter Proteine mit Antigen beladen. Die Antigene werden in diesem Fall endozy-
totisch aufgenommen und endosomal / lysosomal prozessiert auf MHC-Klasse-II-Mole-
kiile geladen. Die hier eingesetzten rekombinanten Proteine GAGE-1, MAGE-A4, SSX4
und XAGE-1 wurden zuvor in vitro in humanen embryonalen Nierenzellen (HEK-293T)
exprimiert und mithilfe eines 6xHistidin-Markers tiber Nickel-Agarose-Kiigelchen auf-
gereinigt. Zu diesem Zweck wurden die oben aufgefiihrten Antigene mittels PCR
amplifiziert und mithilfe eingefiigter Restriktionsschnittstellen in den offenen Leserah-
men eines zur Proteinexpression geeigneten pCMV-DNS-Vektorplasmids eingefiigt.
Die Sequenzen der erzeugten rekombinanten Proteine enthielten kein CrossTAg-
Sortierungssignal.

Antigen-CrossTAg-ivt-mRNS-transfizierte und Protein-beladene APZ wurden nachfol-
gend mit Zellen der verschiedenen CD4* T-Zell-Klone kokultiviert (siehe Abb. 4.23).
Nach Kokultur der Zellen einzelner T-Zell-Klone mit Antigen-CrossTAg-ivt-mRNS-
transfizierten APZ kam es in allen Fallen zu einer starken IFN-y-Sekretion. Fiir vier der
sieben unterschiedlichen T-Zell-Klone konnte neben der Antigen-CrossTAg-Reaktivitat
zudem eine erhohte IFN-y-Freisetzung nach Kokultur mit Protein-beladenen APZ de-
tektiert werden. Fiir T-Zellen mit den Rezeptoren GAGE-1-TZR-1 und -2 sowie MAGE-
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A4-TZR-1 war dies nicht moglich. Hierbei lag das IFN-y-Sekretionsniveau zusammen
mit den T-Zell-Kokulturen leer-transfizierter mLCL unterhalb des ELISA-Sensitivitats-
levels. Wurden T-Zellen ohne APZ-Zugabe kultiviert kam es zu keiner detektierbaren

IFN-y-Freisetzung.
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Abb. 4.23. Aktivierung von CD4* T-Zell-Klonen mithilfe Protein-beladener APZ. Autologe mLCL wurden in Teil-
populationen mit Antigen-CrossTAg-ivt-mRNS transfiziert (Antigene: GAGE-1, MAGE-A4, S5X4, XAGE-1) oder,
durch Zugabe rekombinant exprimierten Proteins in das Kulturmedium (Proteine: GAGE-1, MAGE-A4, SS5X4,
XAGE-1; ohne CrossTAg-Signal; exprimiert in humanen HEK-293T-Zellen), 16 h mit Protein koinkubiert. APZ der
unterschiedlichen Antigen-Beladungsstrategien wurden in Einzelansdtzen mit den jeweils korrespondierenden Anti-
gen-spezifischen CD4* T-Zell-Klonen kokultiviert (E:T-Ratio 1:1). Als Negativkontrolle dienten autologe mLCL, wel-
che zuvor die Elektroporationsprozedur ohne ivt-mRNS-Zugabe durchlaufen hatten (H20). Im Balken-Diagramm
dargestellt ist die IFN-y-Konzentration im Kulturiiberstand 16 h nach Ansatz der Kokultur. Die IFN-y-Konzentration
wurde mittels Standard-ELISA (Absorptionsmessung bei 450 nm, Wellenlangenkorrektur bei 570 nm) gemessen. Mit-
telwerte und Standardabweichungen wurden aus Messwert-Triplikaten ermittelt.
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4.5 Identifizierung erkannter CD4* T-Zell-Epitope

MHC-Klasse-II-Epitope variieren im Gegensatz zu MHC-Klasse-I-Epitopen stédrker in
Bezug auf die Lange der HLA-Allel-gebundenen Peptidfragmente. Die Peptid-Binde-
grube der MHC-Klasse-II-Molekiile ist zu beiden Seiten hin geo6ffnet und bindet Pepti-
de mit durchschnittlicher Liange von 12 bis 28 Aminosauren. Die somit bereits ausge-
pragte Heterogenitit der MHC-Klasse-II-Epitope wird zuséatzlich durch ein breiteres
Spektrum an Bindemotiven zur Verankerung der Peptidfragmente in der MHC-Klasse-
II-Bindegrube erhoht (Rammensee, 1995). Aus diesem Grund ist eine Computer-
Modell-gestiitzte Vorhersage der MHC-Klasse-II-gebundenen Epitope innerhalb eines
bekannten Antigens selten zielfithrend und setzt das Wissen iiber das jeweils Epitop-
prasentierende MHC-Klasse-II-Allel voraus (Bian et al., 2003). Die hohe Heterogenitat
der MHC-Klasse-II-Epitope erschwert dementsprechend auch die massenspektrometri-
sche Analyse eluierter MHC-Klasse-II-gebundener Peptide (Lemmel und Stevanovic,
2003). Die hier genannten Methoden konnen ausschliefilich zur Einengung der erkann-
ten Peptidsequenzen herangezogen werden. Sie bediirfen nichtsdestotrotz jedoch einer

experimentellen Bestatigung aller vorhergesagten oder eluierten Kandidatenpeptide.

4.5.1 Methode zur direkten Epitopidentifizierung

Um eine effiziente Identifizierung der Epitope der hier isolierten C/T-Antigen-
spezifischen CD4* T-Zell-Klone zu ermdglichen, wurde in dieser Arbeit eine intelligente
Methode zur MHC-Klasse-II-Epitop-Identifizierung unter Einbezug einer bakteriellen
Expressionsbibliothek herangezogen (Milosevic et al., 2005). Im Gegensatz zum Test fi-
nanziell unerschwinglicher Pools iiberlappender synthetischer Peptide (Sospedra et al.,
2003) oder zur arbeitsaufwendigen Expression von Antigen-Deletionsvarianten sollte es
mithilfe der sogenannten DEPI-Methode (von engl. Direct Eptitope Identification) nach-
folgend moglich sein, die jeweils erkannten Epitope in nur wenigen Arbeitsschritten auf
eine Minimalsequenz von etwa 80 Nukleotiden einzuschranken.

Zum Erstellen einer DEPI-Expressionsbibliothek nach Milosevic et al. wird Antigen-
DNS mithilfe haufig schneidender Restriktionsenzyme in kleine DNS-Fragmente ge-
schnitten (siehe Abb. 4.24). Die erzeugten Schnittstellen besitzen nach Einsatz geeigne-
ter Restriktionsenzyme keine iiberhdangenden Enden. Somit konnen die erhaltenen
DNS-Fragmente unabhéngig von ihrer Nukleotid-Sequenz direkt in einen addquat vor-
bereiteten Expressions-Vektor ligiert werden. Durch den Einsatz unterschiedlicher

Restriktionsenzyme zum Verdau der Antigen-DNS entstehen Sequenz-iiberlappende

102



4 Ergebnisse

WM
VAV

WAVAVAV.

[[Antigen-Fragmente [[]

Plasmid-
Bibliothek

ausplattieren o
Transformation v olonien
picken /

Bakterienmischungen Einzelne Kolonien

} :

Proteininduktion [ Proteininduktion
| |
APZ mit Bakterien kokultivieren ! ' A APZ mit Bakterien kokultivieren
! ' ' |

CD4* T-Zellen zugeben

l

Zytokin-ELISA

CD4* T-Zellen zugeben

|

K S
Zytokin-ELISA oo %‘.,,Q &)

Ceolsleoleles
i e
>}

IO

3\

UX0)
OKC
e
O

O
o

IO CKC
(oo e oo @ ®d

);

Abb. 4.24. Schematische Darstellung der Methode zur direkten Identifizierung von CD4-T-Zell-Epitopen. Anti-
gen-kodierende DNA wird mittels hdufig schneidender Restriktionsenzyme verdaut. Daraus resultierende DNA-
Fragmente (Lédnge ~60-120 Basenpaare) werden in einen, fiir Bakterien geeigneten Expressionsvektor ligiert. In einer
96-Loch-Kulturplatte wird aus Vektorgemisch-transformierten E.coli-Bakterien eine Bibliothek, bestehend aus zufél-
ligen Bakterien-Pools, erstellt. Durch IPTG (Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid)-Zugabe wird die bakterielle Pro-
tein-Expression induziert. Bakterien, die nach Transformation die Fahigkeit zur Produktion eines Antigen-Fragment-
CAT (Chloramphenicol-Acetyltransferase)-Fusionsproteins besitzen, werden mithilfe von Chloramphenicol selek-
tiert. Eine Suspension dieser Bakterien-Pools wird nachfolgend direkt mit APZ kokultiviert. 24 h nach Beginn der
Kokultur werden CD4* T-Lymphozyten zugesetzt. Nach weiterer 16-stiindiger Kulturphase wird die IFN-vy-
Konzentration mittels Standard-ELISA gemessen. Positiv-getestete Bakterien-Pools werden aus der Bibliothek heraus
auf Kultur-Agar-Platten ausplattiert. Einzelkolonien dieser Bakterien-Pools werden daraufhin erneut, wie oben be-
schrieben, in der T-Zell-Kokultur getestet. Erkannte Antigen-Fragment-Sequenzen konnen abschlieffend durch DNA-
Sequenz-Analyse identifiziert werden. (Abbildung abgeéndert nach Milosevic et al., 2006).

DNS-Fragmente mit variabler Sequenzlange. Im Idealfall decken diese DNS-Fragmente
die Sequenz der urspriinglich eingesetzte Antigen-DNS mehrfach ab. Durch nachfol-
gende Ligation in den Expressionsvektor werden die DNS-Fragmente mit der 3’ strang-
abwarts gelegenen Sequenz der Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT) fusioniert.
Nach spaterer Transformation der Ligationsprodukte ermdglicht dies die Selektion er-

folgreich eingefiigter DNS-Fragmente. Transformierte Bakterien exprimieren die Fusi-
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onsproteine und {iiberleben demnach unter Einsatz geeigneter Antibiotika nur solange
es zu einer Expression der gesamten Antigenfragment-CAT-Sequenz kommt. Liegen
die Antigenfragmente nicht im Leserahmen der urspriinglichen Antigensequenz ent-
steht statistisch gesehen alle 64 Basen ein Stop-Codon. Bei ausreichender Lange der ein-
gefligten DNS-Fragmente reduziert dies automatisch die Zahl unbrauchbarer Ligati-
onsprodukte. Erfolgreich transformierte Bakterien werden als Bakterien-Mischungen
(Pools) mit zufilliger Fragment-Zusammensetzung kultiviert und nachfolgend mit ge-
eigneten APZ kokultiviert. Die eingesetzten APZ nehmen die Bakterien selbstandig aus
dem Kulturmedium auf und présentieren die beinhalteten Peptidfragmente physiolo-
gisch im Kontext von MHC-Klasse-II-Molekiilen. Die Komplexitdt der einzelnen Pools
sollte so gewahlt werden, dass die Lange der urspriinglichen Antigensequenz durch die
in der Gesamtheit der Pools vorliegenden DNS-Fragmente mehrfach abgedeckt wird.
Somit sollte es nach Kokultivierung Bakterien-beladener APZ mit Antigen-spezifischen
CD4* T-Lymphozyten zur Erkennung einer oder mehrerer Bakterien-Mischungen
kommen. Erkannte Bakterien-Pools konnen aus der Ursprungskultur heraus ausplat-
tiert werden und im Folgenden als Einzelkolonien auf APZ geladen werden. Nach er-
neuter APZ-T-Zell-Kokultur kénnen wiederum erkannte Bakterienkolonien der Plas-
mid-Praparation zugefiihrt werden und die Nukleotidsequenz der vorliegenden DNS-
Fragmente sequenziert werden.

Die DEPI-Methode stellt somit einen einfachen und schnell durchzufiihrenden Arbeits-

ablauf zur Identifizierung von MHC-Klasse-II-Epitopen dar.

4.5.2 Test isolierter TAA-spezifischer CD4* T-Zell-Klone

Wie in Abschnitt 3.6 beschrieben wurde eine DEPI-Expressionsbibliothek unter Einbe-
zug der fiinf zur De-novo-Induktion TAA-spezifischer CD4* T-Zellen genutzten C/T-
Antigene erstellt. Um auch die Erkennung moglicher generierter Neo-Epitope abzude-
cken beinhalteten die in die Restriktion eingesetzten DNS-Sequenzen jeweils das flan-
kierende CrossTAg-Sortierungssignal. Die durchschnittliche Lange der eingefiigten
DNS-Fragmente betrug 82 Nukleotide. Nach Transformation konnte anhand des Probe-
ausstrichs eine Gesamtzahl von 180 Kolonie-formenden Bakterien errechnet werden.
Die somit in Bakterien vorliegenden DNS-Fragmente deckten die Gesamtlange aller
eingesetzten Antigensequenzen von 4,2 Kilobasen in etwa dreifach ab. Die Gesamtzahl
von 180 Kolonien wurde nachfolgend auf insgesamt 40 Loch einer 96-Loch-Kulturplatte
verteilt. Die Komplexitét einer Plattenvertiefung belief sich demnach auf vier bis fiinf

unterschiedliche DNS-Fragment-tragende Bakterienkolonien. Zur Untersuchung der
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T 3000 A : CBZ Antigenfragment-tragender E. coli-Bakterien (Stamm XL-1 Blue)
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(", %\0\0 “BakterienPools mehrfach ab (~ 3x). Bakterien-beladene mLCL wurden nachfol-
b‘p‘o & gend in die Kokultur mit autologen CD4* T-Zell-Klonen (GAGE-
OY «f\/e’ 1-TZR-1/-2/-3, MAGE-A4-TZR-1, SSX4-TZR-1 und XAG E-1-
g TZR-1/-2) eingebracht. Im Balken-Diagramm dargestellt ist die

IFN-y-Konzentration im Kulturiiberstand 16 h nach Ansatz der
Kokultur (Einzelwerte). Die IFN-y-Konzentration wurde mittels
Standard-ELISA (Absorptionsmessung bei 450 nm, Wellenladn-
genkorrektur bei 570 nm) gemessen.

105



4 Ergebnisse

CD4* T-Zell-Erkennung wurden die Kulturen des DEPI-Ansatzes iiber zwei Inkubati-
onsrunden im Brutschrank expandiert und durch Zugabe ins Kulturmedium iiber
Nacht mit mLCL des autologen Blutspenders koinkubiert. Nach erfolgter Epitop-Bela-
dung der APZ wurden diese in die Kokultur mit Referenzklonen aller isolierter C/T-
Antigen-spezifischer CD4* T-Lymphozyten eingesetzt (sieche Abb. 4.25).

In Bezug auf ihre IFN-y-Sekretion zeigten alle T-Zell-Klone mit unterschiedlicher Anti-
genspezifitit ein jeweils einmaliges Reaktionsmuster. CD4* T-Zell-Klone mit gleicher
Antigenspezifitat bestatigten jedoch das Reaktionsmuster des jeweils anderen Klons. So
konnte tibereinstimmend fiir T-Zell-Klone mit Rezeptor GAGE-1-TZR-1 und -2 eine
spezifische IFN-y-Freisetzung nach Kokultur mit Bakterien-beladenen APZ der Pools 2-
C und 4-F detektiert werden. GAGE-1-TZR-2-Zellen erkannten zudem Bakterien-bela-
dene APZ des Pools 5-A. Fiir CD4* T-Lymphozyten mit MAGE-A4-TZR-1 hingegen
konnte eine IFN-y-Sekretion ausschliefdlich in Kokultur mit APZ der Pools 1-E, 4-H und
5-D nachgewiesen werden. In Kokultur mit C/T-Antigen-spezifischen T-Zellen mit Re-
zeptor XAGE-1-TZR-1 fiihrten indes nur Bakterien-beladene APZ der Pools 1-F, 4-F und
5-C zu einer spezifischen Erkennung. XAGE-1-TZR-2-Zellen zeigten im Gegensatz zu
den oben beschriebenen T-Zell-Klonen kein deutlich abgesetztes Reaktionsmuster, be-
statigten jedoch mit geringfiigig erhohter IFN-y-Sekretion nach Kokultur mit APZ der
Pools 1-F, 4-F und 5-C das Reaktionsmuster der XAGE-1-TZR-1-Zellen. CD4* T-Zellen
mit XAGE-1-TZR-2 zeigten zudem eine schwache Erkennung des Pools 3-F.

Alle spezifisch erkannten Bakterien-Pools miissten im nachsten Schritt demnach auf ge-
eigneten Agarplatten ausgestrichen werden und somit erhaltene Einzelkolonien erneut
in die APZ Kokultur eingesetzt werden. Nach wiederholter T-Zell-APZ-Kokultur sollte
die Sequenzierung isolierter Plasmid-DNS Aufschluss tiber die jeweils erkannten
Epitope geben. Diese nachfolgenden Schritte konnten jedoch im Rahmen dieser Arbeit
nicht weiter verfolgt werden.

Die Versuchsansitze fiir T-Zell-Klone mit Rezeptor GAGE-1-TZR-3 und SSX4-TZR-1
miissten zudem wiederholt werden, da in diesen Fallen keine spezifische IFN-y-Frei-
setzung detektiert werden konnte. Dies konnte auf eine fehlerhafte Beladung der APZ
zuriickzufiihren sein. Da jedoch fiir alle getesteten CD4* T-Zell-Klone eine effiziente
IFN-y-Sekretion in Kokultur mit Antigen-CrossTAg-ivt-mRNS-transfizierten APZ nach-
zuweisen war, kann weiterhin nicht ausgeschlossen werden, dass die hier erstellte Ex-
pressionsbibliothek die benotigten DNS-Fragmente wider Erwarten nicht beinhaltete.
In diesem Fall miisste fiir die erfolgreiche Epitop-Identifizierung eine neue bakterielle

Expressionsbibliothek erstellt werden.
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5 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine effiziente und schnelle Methode entwickelt, mit
deren Hilfe es moglich war, Antigen-spezifische CD4* T-Lymphozyten unabhéangig von
Restriktion und spezifisch erkannten Epitopen zu isolieren.

Zu diesem Zweck wurde ein Vektorsystem zur ivt-mRNS-basierten MHC-Klasse-II-
Kreuzprasentation beliebiger Antigensequenzen auf professionell Antigen-prédsentie-
renden Zellen erstellt. Des Weiteren wurde eine Methode zur gezielten Anreicherung
Antigen-spezifischer CD4* T-Zellen mithilfe eines Aktivierungs-induzierten Oberfla-
chenmarkers etabliert. In Kombination wurden diese beiden Ansétze in einer In-vitro-
Kultur erfolgreich zur De-novo-Induktion und Isolierung Tumor-Antigen-spezifischer
CD4* T-Lymphozyten eingesetzt. Nach Abschluss der Klonierungsprozedur konnten
die resultierenden CD4* T-Zell-Klone umfassend molekular und funktionell charakteri-
siert werden.

Im Folgenden sollen nun die Ergebnisse der einzelnen Teilbereiche zusammengefasst

und im Kontext der aktuellen Forschung diskutiert werden.

5.1 Ivt-mRNS fiir die gezielte MHC-Klasse-II-Kreuzprasentation

Wie bereits besprochen, erkennen CD4* T-Lymphozyten ihre spezifischen Epitope im
Kontext von MHC-Klasse-II-Molekiilen. Der physiologische MHC-Klasse-II-Prasenta-
tionsweg in APZ beinhaltet die endozytotische Aufnahme exogener Antigene und de-
ren proteolytische Prozessierung auf ihrem Weg durch das endosomomale / lysosomale
Kompartiment hin zum MIIC (Geuze, 1998). Sollen nun Epitope ausgewahlter Antigene
physiologisch auf MHC-Klasse-II-Molekiile geladen werden, ist der Einsatz rekombi-
nant exprimierter Proteine oder synthetisierter Peptide notwendig. Allerding sind Bib-
liotheken tiberlappender Peptide aufwendig in der Produktion und fiir den breiten Ein-
satz zur Generierung Antigen-spezifischer CD4* T-Zellen finanziell unerschwinglich.
Andererseits werden kommerziell erhaltliche rekombinante Proteine meist in Bakterien
oder Insektenzellen exprimiert und enthalten xenogene Kontaminationen. Diese Xeno-
Proteine sind hoch immunogen und minimieren den Erfolg bei der Isolierung Antigen-
spezifischer T-Lymphozyten. Im speziellen Fall der De-novo-Induktion TAA-spezifi-

scher CD4* T-Zellen sind selbst in humanen Zelllinien exprimierte Antigene ungeeig-
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net. Da es sich bei Tumor-assoziierten Antigenen meist um Selbstantigene handelt, fallt
die Zahl naiver, hochavider TAA-spezifischer T-Zellen — soweit diese {iberhaupt vor-
handen sind — fiir gewohnlich sehr gering aus. Aus diesem Grund stellen auch geringe
Mengen, bei der Aufreinigung rekombinant exprimierter Antigene unspezifisch ange-
reicherter Proteine einen potentiell storenden immunogenen Hintergrund dar. Fiir eine
effiziente Methode zur Isolierung Antigen-spezifischer CD4* T-Lymphozyten ist somit
eine alternative Antigenquelle ohne das Risiko immunogener Kontaminationen von
grofiem Interesse.

Der Einsatz von in-vitro-transkribierter mRNS ist eine elegante Moglichkeit zur Bela-
dung von MHC-Klasse-I-Molekiilen auf APZ (Van Tendeloo et al., 2001) und wurde
auch in unserer Arbeitsgruppe bereits zur erfolgreichen De-novo-Induktion Antigen-
spezifischer CD8* T-Zellen genutzt (Wilde et al., 2009). Im Gegensatz zu rekombinanten
Proteinen kann ivf-mRNS rasch in grofien Mengen produziert werden und beinhaltet
keine immunogenen Kontaminationen. Die Qualitdt der ivt-mRNS in Bezug auf Kon-
zentration, Reinheit und Homogenitat kann am Spektralphotometer sowie anhand ei-
ner gelelektrophoretischen Langenauftrennung zuverldssig kontrolliert werden und
ermoglicht somit einen gleichbleibend hohen Standard. Mithilfe der In-vitro-Trans-
kription kann zudem jede beliebige cDNS-Sequenz als Ausgangspunkt fiir die Herstel-
lung von ivt-mRNS herangezogen werden. Kodierte Proteine werden nach ivt-mRNS-
Transfektion in APZ selbstandig im Zytoplasma translatiert und weiterfiihrend fiir die
Prasentation auf MHC-Klasse-I-Molekiilen prozessiert.

Um ivt-mRNS fiir die De-novo-Induktion Antigen-spezifischer CD4* Lymphozyten
nutzbar zu machen, bedarf es einer Moglichkeit zur gezielten Kreuzprasentation der
neu-translatierten Antigene auf MHC-Klasse-II-Molekiilen. Werden Antigene auf DNS-
Ebene mit Signalsequenzen fiir den gezielten Transport der Proteine in das endosomale
/ lysosomale Kompartiment fusioniert, konnen diese in APZ auf MHC-Klasse-II-Mole-
kiilen prasentiert werden. Ausfiihrlich in diesem Zusammenhang beschriebene Fusi-
onskandidaten sind die invariante Kette (Ii) und das Lysosomen-assoziierte Membran-
Protein-1 (Bonini et al., 2001; Sanderson et al., 1995). LAMP1-Fusionsproteine zeigen je-
doch im direkten Vergleich mit Fusionsproteinen der invarianten Kette eine vielfach
erhohte Effizienz in der MHC-Klasse-lI-Kreuzprasentation (Bonehill et al.,, 2004).
Bonehill und Kollegen beschreiben in Erganzung zu LAMP1 zudem DC-LAMP, ein
ausschliefdlich in reifen DZ vorkommendes Lysosomen-assoziiertes Membran-Protein
(de Saint-Vis et al., 1998), als neuen potentiellen Fusionskandidaten. Dessen zytoplas-
matische Domadne enthilt ein Sortierungssignal auf Basis des Tyr-X-X-hydrophobe-AS-
Motivs fiir den gezielten zellinternen Transport in das endosomale / lysosomale Kom-
partiment (Guarnieri et al., 1993; Williams und Fukuda, 1990).
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Da im angestrebten In-vitro-Kulturansatz das Potential maturer dendritischer Zellen zur
De-novo-Induktion naiver Antigen-spezifischer CD4* T-Lymphozyten zunutze gemacht
werden sollte (Banchereau und Palucka, 2005), erschien das DC-LAMP-Sortierungs-
signal als besonders geeignet zum zellinternen Transport von Proteinen vom ER in das
MHC-Klasse-II-Kompartiment. Aus diesem Grund wurde unter Einbezug des DC-
LAMP-Sortierungssignals ein Vektorkonstrukt zur gezielten ivt-mRNS-vermittelten
MHC-Klasse-II-Kreuzprasentation generiert. Basierend auf dem pGEM-Vektorsystem
zur Herstellung in-vitro-transkribierter mRNS wurde durch Kombination des N-termi-
nalen LAMP1-ER-Translokationssignals (Wu et al., 1995) sowie der C-terminalen DC-
LAMP-Transmembran- und Zytoplasma-Domane (Bonehill et al., 2004) ein zweigeteil-
tes Rahmenkonstrukt fiir das Einfiigen von Antigensequenzen generiert (Abb. 4.2; Tab.
8.2). Im Gegensatz zum murinen LAMP1-ER-Translokationssignal, das von Wu und
Kollegen beschrieben wurde, kommt in dieser Arbeit die homologe Sequenz des huma-
nen LAMP1 zum Einsatz. Das hier erstellte CrossTAg-Vektorkonstrukt enthalt somi