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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Die personalisierte Immuntherapie ist ein innovatives und viel versprechendes Feld im Bereich der
Krebstherapie. Beispielsweise fiihrte der adoptive Transfer von Tumorantigen-spezifischen T-
Zellen oder die Vakzinierung mit Tumorantigen-beladenen dendritischen Zellen (DZ) bei einigen
wenigen Patienten zum Ruckgang der Tumoren. Beide Immuntherapien kdnnen jedoch optimiert
werden. Eventuell kénnte auch die Kombination von beiden Therapieansatzen zu einer
verbesserten Tumorabwehr fihren.

Tumor-assoziierte Antigene stellen meist von Tumoren Uberexprimierte Selbst-Antigene dar, die
von Selbst-MHC-Molekilen prasentiert werden. Um Autoimmunitat zu verhindern, werden jedoch
T-Zellen, die einen hoch-affinen T-Zellrezeptor (TZR) tragen, im Thymus negativ selektiert. Es
konnte allerdings gezeigt werden, dass tumorreaktive T-Zellen isoliert werden kdnnen, die ein
Tumorantigen im Zusammenhang eines fremden MHC-I-Molekules erkannten. Mit dieser Methode
kénnen eine Vielzahl von hoch-affinen TZR generiert werden, die in periphere Blutlymphozyten der
Patienten transferiert werden kdnnen, um diese fir die Tumorabwehr zu befahigen. Hierfir wurden
in unserer Arbeitsgruppe angereicherte CD8" T-Zellen und autologe DZ verwendet, die mit in vitro
transkribierter (ivt) RNS transfiziert wurden, welche fur ein allogenes MHC-I-Allel, sowie ein
Tumorantigen codierte.

Ein Ziel dieser Arbeit war die Etablierung einer Methode, die den Gedanken des allorestringierten
Induktionsansatzes von Antigen-spezifischen CD8" T-Zellen unter Verwendung von mehreren
Tumor-Testis-Antigenen (TTA), prasentiert auf verschiedenen allogenen MHC-Molekdlen,
weiterflhrte. So wurden entweder periphere Blutlymphozyten oder DZ von zwei Spendern
eingesetzt, die sich in mehreren MHC-Allel unterschieden.

Die Wahl der Kandidaten-Antigene erfolgte anhand des untersuchten Expressionsprofils sechs
verschiedener TTA (cTAGE-1, GAGE-1, MAGE-A4, NY-ESO-1, SSX4 und XAGE-1) in
verschiedenen Zelltypen mittels quantitativer real-time PCR. Aufgrund des universalen Nachweises
von cTAGE-1-RNS in den untersuchten Zellen, wurde dieses Antigen fir den Induktionsansatz
nicht verwendet.

Um die in der Literatur haufig beschriebene essentielle CD4* T-Zellhilfe fir die Induktion von TTA-
spezifischen CD8" T-Zellen zu erhalten, wurden die Zielantigene an die Signalsequenzen von
DC-LAMP und LAMP-1 (CrossTAg) gekoppelt und dadurch die Prasentation der Antigene auf
MHC-I und -Ill erméglicht. So konnte fiir jedes eingesetzte Zielantigen ein spezifischer CD8* T-
Zellklon isoliert werden. Exemplarisch wurden die TZR-Sequenzen eines T-Zellklons analysiert und
transgen in geeignete Effektor-Rezipienten-T-Zellen transferiert, wodurch die XAGE-1-Spezifitat
bestimmt werden konnte.

AulBerdem wurde die effiziente Induktion von CD8" T-Zellen in Abhangigkeit der CrossTAg-

Sequenzen anhand eines humanisierten Mausmodelles untersucht. NOD/scid IL2Ry™!" (NSG)-
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Zusammenfassung

Mause, die defizient in T-, B- und NK-Zellen sind, wurden mit humanen mononukleare Zellen des
peripheren Blutes (PBMZ) rekonstituiert und anschlieBend zweimal mit DZ vakziniert, die entweder
mit herkémmlicher Melan-A-ivi-mRNS oder mit CrossTAg-Melan-A-ivi-mRNS transfiziert worden
waren. Es konnte gezeigt werden, dass DZ Melan-A im Zusammenhang mit CrossTAg-Sequenzen
eine signifikant Uberlegene Induktionskapazitdt von Antigen-spezifischen CD8* T-Zellen aufwies.
Dies druckte sich in einer starkeren Proliferation sowie hoheren IFN-y-Ausschittung nach
spezifischer Aktivierung von Melan-A-spezifischen CD8* T-Zellen aus.

In dieser Arbeit wurde die erfolgreiche Induktion von Tumorantigen-spezifischen CD8* T-Zellen
unter Verwendung der CrossTAg-Sequenzen sowohl in vitro als auch in vivo gezeigt. Da aufgrund
der vielfaltigen Krebsursachen und Tumorfluchtméglichkeiten ein Therapieansatz alleine vermutlich
fur eine erfolgreiche Heilung von Krebspatienten nicht ausreicht, kdnnte der parallele Einsatz der in
dieser Arbeit zugrunde liegenden Therapieansatze, namlich der adoptive Transfer transgen-
modifzierter Tumorantigen-spezifischer T-Zellen sowie die Vakzinierung mit Tumorantigen-

beladenen DZ, die Erfolgschancen in der Bekampfung von Tumoren erhéhen.
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Summary

SUMMARY

Personalised immunotherapy for tumor treatment is a promising strategy that is gaining broad
interest in the field of cancer therapy. Using either adoptive transfer of patient-derived tumor-
specific T-cells or applying dendritic cell (DC) vaccines loaded with tumor antigens has led to tumor
remission in a small number of cases. However, these two forms of immunotherapy as used to
date have room for improvement so that more patients can receive clinical benefit.

T-cells expressing a high-affinity TCR recognizing self-antigens on self-MHC molecules are
eliminated by negative selection in the thymus to avoid autoimmunity. Since tumor-associated
antigens are often over-expressed self-antigens presented on self-MHC molecules, an alternative
is to induce allo-reactive T-cells, which recognize antigens presented by foreign MHC molecules to
bypass this central tolerance. These T-cells then serve as sources of high-affinity TCR that can be
used to engineer patient-derived lymphocytes to express a new tumor specificity. Therefore, the
semi-allogeneic priming approach established in our group paved the way to isolate T-cells with
high-affinity TCR by priming CD8-enriched T-cells with DC which were simultaneously transfected
with one in-vitro-transcribed (ivf) RNA coding for a tumor antigen and one coding for an allogeneic
MHC-I molecule.

To pursue and further extend the scope of semi-allogeneic priming, a method to simultaneously
induce CD8* T-cells specific for one of several different cancer-testis antigens (CTA) presented by
one of several different allogeneic MHC molecules was established (multi-allogeneic approach),
providing the possibility to overcome limitations of obtaining high-affinity TCR restricted by
molecules encoded by only one foreign MHC-I allele. Therefore, two donors dissimilar in several
MHC-I alleles served as the sources of antigen-presenting cells and responding peripheral blood
lymphocytes, respectively.

The target-antigens were selected from a group of six different CTA: cTAGE-1, GAGE-1,
MAGE-A4, NY-ESO-1, SSX4 and XAGE-1. As the expression analysis by quantitative real-time
PCR revealed a ubiquitous incidence of cTAGE-1 mRNA in all cell-types examined, cTAGE-1 was
excluded from the list of appropriate candidates for use in T-cell priming. Furthermore, target
antigens were linked to signaling sequences adopted from LAMP-1 and DC-LAMP (CrossTAg),
thereby enabling antigen-presentation on MHC-I as well as on MHC-II. This allowed CD4* T-cell
help to be provided for the induction of antigen-specific CD8* T-cells. Thus, T-cells specific for all
five CTA were generated and analyzed with respect to their TCR sequences. One exemplary TCR
was reconstructed and introduced into appropriate effector recipient T-cells. By this means, the
XAGE-1-specificity of this TCR could be identified.

Subsequently, the efficiency of induction of Melan-A-specific T-cells achieved by introducing ivt-
MRNA into DC using the CrossTAg-vector was compared with DC transfected with the standard

Melan-A-ivi-mRNA in an in vivo DC vaccination model. Here a humanized mouse model was used.
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Summary

Thus, NOD/scid IL2Ry™! (NSG) mice lacking T-, B- and NK-cells were engrafted with human
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and vaccinated twice with DC loaded either with
CrossTAg-Melan-A-ivt-mRNA or with Melan-A-ivi-mRNA. The results revealed a superior induction-
capacity of DC expressing CrossTAg-linked Melan-A-ivi-mRNA, as demonstrated by a significantly
higher proliferation and activation-induced IFN-y secretion by Melan-A-specific CD8* T-cells.

Induction of tumor-antigen specific CD8* T-cells was achieved by introducing CrossTAg-sequences
linked to target antigens in vitro as well as in vivo. Faced with very diverse mechanisms of cancer
development and tumor escape, the use of only one form of immunotherapy may not be sufficient
for a successful cure of many cancers. By providing a combination therapy that includes both DC
vaccination and use of TCR-engineered lymphocytes for adoptive T-cell transfer may enhance the

chances of success.
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1 Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Vorkommen und Haufigkeit von Krebs

Die alteste uns bekannte Beschreibung von Krebs in der Geschichte der Menschheit geht zurtick
auf etwa das Jahr 3000 vor Christus, auf das aus dem frilhen Agypten stammende Edwin Smith
Papyrus. Der Autor erwahnt einen wuchernden Brusttumor und erklart, dass dies eine nicht
behandelbare Erkrankung sei. Der Begriff ,Krebs“ wurde von Hippocrates (460 — 370 v. Chr.)
gepragt, der das griechische, die Schalentiere bezeichnende Wort ,kapkivog* aufgrund des krebs-
ahnlichen Aussehens der malignen Zellen auf die Tumoren tbertrug (Hajdu, 2011).

Definiert wird Krebs Uber das unkontrollierte Wachstum von einst normalen Korperzellen, die in
gesundes Gewebe eindringen und in manchen Fallen Uber das Blut- oder Lymphsystem in andere
Teile des Korpers gelangen kénnen, die sog. Metastasierung. Normale Zellen teilen sich kontrolliert
und sterben nach einiger Zeit. Die Entwicklung von Tumorzellen ist ein mehrstufiger Prozess, der
mit mehreren zellularen Veranderungen einhergeht, so dass sie beispielsweise die Eigenschaften
gewinnen, unter Umgehung des Zelltodes unaufhoérlich wachsen zu kénnen (Dugdale, 2012; WHO,
2013).

Im Jahre 2011 war laut Statistischem Bundesamt Krebs mit 26 % die zweit haufigste Todesursache
in Deutschland und machte damit mehr als ein Viertel aller Todesfélle aus. Weltweit standen 2008
maligne Erkrankungen nach kardiovaskularen und infektiosen Erkrankungen an dritter Stelle der
Todesursachenstatistik — in Zahlen waren dies 7,6 Millionen Menschen, die der haufig tédlich
verlaufenden Erkrankung erlagen. Es starben mehr Manner als Frauen an Krebs, wobei der
Haufigkeitsgipfel bei beiden Geschlechtern zwischen 70 und 79 Jahren liegt. Bis zum Jahre 2030
wird ein Anstieg der durch Krebs verursachten Todesfalle auf 13,1 Million prognostiziert. Zu den
am haufigsten vorkommenden Krebsarten zahlen Lungen-, Magen-, Leber-, Darm- und Brustkrebs
(WHO, 2011). In Deutschland ist bei Mannern hauptsachlich die Lunge betroffen, gefolgt von
Darm-, Prostata-, Bauchspeicheldrise-, Magen- und Lebererkrankungen. Bei Frauen ist Brust-
krebs fuhrend, dicht gefolgt von Darm- und Lungenkrebs (Robert Koch-Institut, 2012).

Generell gibt es viele verschiedene Krebsarten, da jedes Organ und Gewebe betroffen sein kann.
So mannigfaltig die Arten sind, genauso vielfaltig sind die Ursachen flir die Entstehung verschie-

denster maligner Entartungen, die im folgenden Kapitel kurz umrissen werden sollen.

1.2 Ursachen und Entwicklung von Krebs

Die Liste der Krebserkrankungen und deren unterschiedlicher Ursachen ist lang. Sie resultiert aus
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1 Einleitung

dem Zusammenspiel von genetischen Faktoren und Umwelteinflissen, welches in der Bildung von
malignem Gewebe enden kann. Auf genetischer Ebene spielen sog. Onkogene, Tumorsuppres-
sorgene und genomstabilisierende Gene eine wichtige Rolle. Werden diese Gene durch
Mutationen verandert, kann dies zur Entartung normaler Zellen fihren, wie es beispielsweise bei
Proto-Onkogenen der Fall ist, sollten diese zu Onkogenen transformiert werden (Zitvogel et al.,
2008; Chial, 2008). Proto-Onkogene kodieren meist fur Proteine, die Zellteilung stimulieren,
Zelldifferenzierung inhibieren oder Zelltod blockieren (Chial, 2008).

AuRere Faktoren kénnen fiir Mutationen ursachlich sein. So ermdglichte zwar die sauerstoffreiche
Umgebung die Entwicklung mehrzelligen Lebens, jedoch werden aerobe Organismen durch
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) vermehrt oxidativem Stress ausgesetzt, Desoxyribonukleinsaure
(DNS)-Schaden geférdert und schlussendlich kann Mutagenese induziert werden (Maynard et al.,
2009). Pro Tag muss jede Zelle etwa 10 000 oxidative Attacken auf die DNS abwehren. Daher
entwickelten sich coevolutionar zum aeroben Metabolismus antioxidative Schutzmechanismen als
Anpassung auf Protein- und DNS-Schaden, die durch freie Radikale verursacht werden (Dreher
und Junod, 1996; Pham-Huy et al., 2008). Allerdings sind auch Reparaturmechanismen fehler-
behaftet, so dass im Laufe eines Lebens Schaden akkumulieren und zu Krebs fihren konnen.
Daher ist Alter ebenfalls ein Risikofaktor fur Krebsentstehung. Daneben kdnnen freie Radikale
durch UV- oder ionisierende Strahlung, aber auch durch Zigarettenrauch und Fettsauren in
Nahrungsmitteln gebildet werden (Dreher und Junod, 1996; WHO, 2011).

Vieles deutet darauf hin, dass virale, bakterielle oder parasitare Infektionen mit der Entwicklung
von Tumoren assoziiert sind. Peyton Rous entdeckte 1910 erstmals den Zusammenhang zwischen
Tumorentstehung und einer Virusinfektion in Hihnern (Rous, 1910 zitiert in Chial, 2008).
Heutzutage spricht man 20% aller Krebsursachen durch Viren verursachten Mutationen zu, denn
virale Gene koénnen durch ihren Einbau in das Wirtsgenom Onkogene anschalten oder
Chromosomentranslokationen bewirken, wodurch Fusionsproteine entstehen kbénnen, die
wiederum die Zellteilung stimulieren (Chial, 2008; De Mitri et al., 2010). Bakterielle oder parasitare
Infektionen mit Helicobacter pylori oder Schistosoma haematobium kdénnen zur chronischen
Entzindung und dadurch zu oxidativem Stress fuhren, wodurch ein verandertes Verhalten von
Korperzellen, die Proliferation bzw. Apoptose betreffend, eingeleitet werden kann und das
Krebsrisiko erhdht wird (Pagano et al., 2004; Adams et al., 2007; Roithmaier et al., 2007; Fried et
al., 2011).

Nach Induktion von Malignitat-verursachenden Mutationen, missen diese Zellen verschiedene
Abwehrmechanismen Uberwinden, um sich im Korper etablieren zu kénnen. Hierbei unterscheidet
man zwischen intrinsischen (zellautonomen) und extrinsischen (immunvermittelten) Barrieren
(Zitvogel et al., 2006). Zur Uberwindung intrinsischer Abwehrmechanismen gehért das Erlangen
von Fahigkeiten, die es den Krebszellen erlauben, ungehindert zu wachsen. So bendtigen sie

zunachst Wachstumsfaktoren, die viele maligne Zellen selbst synthetisieren (autokrine Stimula-
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1 Einleitung

tion). Einige dieser Faktoren stimulieren nicht nur die Proliferation, sondern inhibieren auch
gleichzeitig das Immunsystem. Auf der anderen Seite mussen Tumorzellen insensitiv gegenlber
Signalen sein, die das Wachstum hemmen. Ein entscheidendes Zytokin hierbei ist TGF-
(transforming growth factor-8), das in Normalgewebe fur Homoostase verantwortlich ist, da es die
Expression von Proliferation-vermitteinden Genen unterdrickt oder Zellzyklusarrest induziert
(Zitvogel et al., 2006).

Vermeidung des programmierten Zelltodes und uneingeschranktes Replikationspotential sind
ebenfalls essentiele Attribute. Hierflir entwickeln die Zellen Resistenzen gegenuber Apoptose-
induzierenden Effektormolekulen oder Uberexprimieren anti-apoptotische Moleklle bzw. aktivieren
die Synthese von Telomerasen, die die Aufgabe haben, sog. Telomere an DNS-Enden anzufiigen,
um diese vor Abbau wahrend der Replikation zu schitzen. Hinweise auf solche Mechanismen
lieferten aus Krebspatienten isolierte zytotoxische T-Lymphozyten (ZTL), die im Gegensatz zu
gesunden Menschen spezifisch anti-apoptotische Molekiile erkannten (Zitvogel et al., 2006).
Wurden diese Hirden einmal genommen, kommt der extrinsische Schutzmechanismus in Form
der Immunabwehr zum Tragen. Paul Ehrlich sprach Anfang des 20. Jahrhunderts das erste Mal
von der Hypothese einer Tumoriberwachung durch das Immunsystem (Ehrlich, 1909 zitiert in
Zitvogel et al., 2008). Mit Immunuberwachung wird das Zusammenspiel von angeborenem und
erworbenem Immunsystem zur Erkennung und Eliminierung von anormalen Zellen bezeichnet. In
Mausexperimenten wurde gezeigt, dass immundefiziente Mause, denen Zellen des adaptiven
Immunsystems fehlten und nicht auf das flr die Aktivierung des Immunsystems essentielle Zytokin
Interferon (IFN)-y reagieren konnten (Rag2~- yc™-), nach Injektion von murinen Krebszellen
haufiger Tumoren entwickelten als ihre immunkompetenten Artgenossen (Senovilla et al., 2012).
Als Antwort auf die Fragestellung, wie Tumoren angesichts der Rolle des Immunsystems in der
Tumortberwachung in gesunden Menschen entstehen kdnnen, kristallisierte sich das Modell der
Immuneditierung heraus. Darunter ist der Prozess zu verstehen, der zur Immuntoleranz flhrt und
in drei Phasen gegliedert ist: 1) Tumortiberwachung, 2) Gleichgewicht zwischen Immunsystem und
Tumor und 3) Immunevasion (Schreiber et al., 2011).

Anfangs werden entartete Zellen vom Immunsystem erkannt und eliminiert. Verschiedene Studien
mit Mausen zeigten, dass dem eine koordinierte Aktivierung des angeborenen als auch des
adaptiven Immunsystems zugrunde liegt, denn das Fehlen von T-, B- und natirlichen Killer (NK)T-
Zellen in Rag2-’- oder Rag1”- M&usen, fiihrte zur verstarkten Tumorentwicklung. Ahnlich verhielt es
sich in Abwesenheit von Eosinophilen, Zellen des angeborenen Immunsystems, wodurch die
Tumorlast erheblich erhéht wurde (Dunn et al., 2006; Simson et al., 2007; Marr et al., 2012).

Nicht immer kdnnen alle Tumorzellen vollstandig eliminiert werden. Das Immunsystem bt einen
starken Selektionsdruck auf genetisch instabile Tumorzellen aus, so dass nur diejenigen Uber-
leben, die vor Angriffen von Seiten der Immunzellen resistenter sind und persistieren kénnen. So

stellt sich ein Gleichgewicht zwischen Tumorzellen und dem Immunsystem ein, in dem die
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Krebszellen am weiteren Wachstum gehindert werden. Diese Phase wird als die am langsten
andauernde Periode beschrieben und kann mehrere Jahrzehnte fortbestehen oder an diesem
Punkt enden und nicht weiter voranschreiten. In diesem Stadium ist nur das adaptive, nicht aber
das angeborene Immunsystem von Bedeutung (Koebel et al., 2007; Marr et al., 2012).
Mausexperimente zeigten ferner, dass das Immunsystem die Immunogenitat der Tumoren bedingt,
denn Tumoren konnten sich nur etablieren, wenn sie von einer immunkompetenten Maus in eine
andere transferiert wurden, nicht jedoch wenn sie aus immundefizienten Mausen stammten. Das
bedeutet, dass durch die Immunselektion Tumorvarianten entstanden sind, die dem Immunsystem
widerstehen konnten, indem sie eine geringe Immunogenitat aufwiesen (Shankaran et al., 2001;
Schreiber et al., 2011; Vesely et al., 2011).

Tumorflucht kann dann erfolgen, wenn sich Tumorzellen entweder derart stark verandern, dass
das Immunsystem sie nicht mehr kontrollieren kann, oder aber das Immunsystem zu schwach ist
um den Tumor in Schach zu halten. Verschiedene Mechanismen kénnen hierbei eine Rolle
spielen. Die Herunterregulierung des Haupthistokompatibilitatskomplexes | (major histocompatibi-
lity complex I, MHC-I), eine verringerte Prasentation von Tumor-assoziierten Antigenen (TAA), ein
immunsuppressives Milieu und die Expression oder das Fehlen von kostimulatorischen Molekiilen,
die Immunzellen anerg werden lassen oder abtdten, sind einige Beispiele, die die Eliminierung von
Krebszellen erheblich erschweren und zu einer klinisch relevanten Tumorerkrankung fuhren
(Zitvogel et al., 2006; Schreiber et al., 2011).

1.3 Krebstherapien

Dort, wo das Immunsystem gegen den Tumor kapituliert, versucht der Mensch seit jeher mittels
verschiedenster Therapiestrategien der Erkrankung Herr zu werden. Bereits Aulus Celsus (25 v.
Chr. - 50 n. Chr.) schlug eine friihzeitige operative Entfernung von malignem Gewebe vor, da ihm
bereits die Mdglichkeit einer Metastasenbildung bekannt war (Hajdu, 2011). Zu den weiteren
klassischen Behandlungsmethoden, die sich im Laufe der Zeit entwickelten, zahlen Bestrahlungs-
und Chemotherapie, die oft aber keinen dauerhaften Heilungserfolg zeigen. Daher wird intensiv
nach alternativen Therapiemoglichkeiten in verschiedenste Richtungen gehend gesucht. Die
ersten Versuche eines immuntherapeutischen Ansatzes fanden im Jahre 1890 statt, als William B.
Coley mit Hilfe von bakteriellen Adjuvanzien das Immunsystem gegen inoperable Tumoren
mobilisierte (Kirkwood et al., 2012).

Dendritische Zellen (DZ), als Bindeglied zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem,
sind ausgezeichnete Antigen-prasentierende Zellen und werden daher zu den hoffnungsvollen
Vakzinierungsstrategien gezahlt. Bestrahlungs- und Chemotherapie zeigten zusammen mit DZ-

Vakzinierungen einen synergistischen Effekt. Geringe Strahlendosen flhren beispielsweise zu
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einer erhéhten MHC-I-Expression und Tumorantigen-Prasentation auf Tumorzellen, Adh&sions-
moleklle auf Endothelzellen sind verstarkt vorhanden sowie der Apoptose-induzierende Fas-
Rezeptor CD95 wird von Tumorzellen vermehrt exprimiert. Des Weiteren kdnnen Tumor-Antigene
von toten Tumorzellen durch DZ aufgenommen, prasentiert und T-Zellen aktiviert werden (Zitvogel
et al., 2008).

Viele Studien beschaftigen sich diesbezuglich mit DZ, die mit Tumorlysaten beladen werden und
entweder als alleinige Komponente, oder zusammen mit z.B. Zytokinen (Interleukin (IL)-2), oder
vorangegangener Bestrahlung und/oder Chemotherapie verabreicht werden. Toxische Neben-
wirkungen wurden nur in sehr geringem Umfang beobachtet. Gliederschmerzen, Kraftlosigkeit,
Ubelkeit, Fieber und Schmerzen an der Injektionsstelle kamen zuweilen vor. In einigen Studien
konnte eine zellulare Immunantwort nach Vakzinierung, basierend auf dem DTH-Test (delayed
type IV hypersensitivity), bei dem Tumorlysate in die Haut gespritzt werden, um die Immunreaktion
anhand des Ausmales der Schwellung zu messen, oder anhand des Zytokinprofils im Blutserum
der Patienten, beobachtet werden (Ardon et al., 2012; Galluzzi et al., 2012).

Als Variante werden DZ mit aufgereinigten oder synthetisch hergestellten TAA-Peptiden beladen.
Wie schon bei den Tumorlysat-beladenen DZ sind unerwiinschte Nebeneffekte gering und eine T-
Zellantwort konnte beobachtet werden. Obwohl diese Studien zeigen konnten, dass Peptid- oder
Tumorlysat-beladene DZ fiir Patienten eine ,sichere® Vakzine darstellen und eine Immunantwort
induziert werden konnte, beschranken sich die Erfolge bislang auf die Verzégerung des Voran-
schreitens der Erkrankung (Galluzzi et al., 2012). Eine Schwierigkeit der exogen beladenen DZ ist
der hohe Umsatz des Peptid-MHC, sodass mdglicherweise nur wenige TAA auf der Oberflache der
DZ zu finden sind, wenn diese die Lymphknoten erreicht haben (Banchereau und Palucka, 2005).
Die Beladung mit nur einem TAA-Peptid fordert auRerdem die Selektion auf Tumorvarianten, die
das ausgewahlte Peptid nicht prasentieren (Frankenberger und Schendel, 2012).

Alternativ kbnnen DZ mit Ribonukleinsaure (RNS), die fir TAA codiert, beladen werden. Eine
Immunantwort des angeborenen (NK-Zellen) und adaptiven (WT-1-spezifische CD8* T-Zellen)
Immunsystems zeigten 50% der Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie (AML), die Wilms’
tumor 1 Protein (WT1)-RNS-transfizierte DZ appliziert bekamen. Eine vollstdndige Remission
erlebten 40% der Patienten, die auf die Vakzine ansprachen (Van Tendeloo et al., 2010). Nach
einer erfolglosen Operation und einer ebenso erfolglosen Chemotherapie wurde eine Patientin
Uber drei Jahre hinweg wiederholt mit DZ, die mit der humanen Telomerase-reverse-Transkriptase
(hTERT)-RNS transfiziert worden waren, behandelt. Die induzierte Immunantwort ging mit einem
voll-standigen Rickgang des Pankreaskarzinoms einher (Suso et al., 2011). Trotz Induktion einer
Immunantwort kann eine Tumorregression oft nur in vereinzelten Patienten erreicht werden.
Mégliche Griinde dafir sind eine geringe Aviditat der T-Zellen zum TAA, eine geringe Zytotoxizitat
oder schlechte Migrationsfahigkeit der ZTL zum Tumor aufgrund geringer Chemokinmengen bzw.

Hemmung der Effektor-T-Zellen infolge inhibitorischer Signale im Tumormilieu als Resultat von
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Tumorfluchtmechanismen (Himoudi et al. 2012).

Neben der aktiven Immunisierung mit DZ, stellt die passive Immunisierung mit Hilfe des adoptiven
Transfers Tumorantigen-spezifischer T-Zellen (adoptiver T-Zelltransfer, ATZT) eine alternative
Herangehensweise dar. Die |dee des adoptiven Zelltransfers (AZT) wird schon seit mehreren
Jahrzehnten in z.B. Mausmodellen untersucht (Restifo et al., 2012). Der erste grol3e Fortschritt im
Hinblick auf AZT wurde 1988 bei der Behandlung von 20 Patienten mit metastasierenden Melanom
erzielt. Diesen wurden autologe Tumor-infiltrierende Lymphozyten (TIL) und IL-2 nach
Lymphozytendepletion appliziert (Marr et al., 2012). Idealerweise werden autologe oder allogene
Lymphozyten ex vivo expandiert, gegebenenfalls modifiziert, so dass sie eine hdohere Spezifitat
gegen TAA aufweisen, und dem Patienten wieder zuriick gegeben (Rosenberg et al., 2008).
Problematisch beim Einsatz von TIL ist zum einen die Ubertragbarkeit auf andere Krebsarten,
denn die Infiltration von potentiell Tumor-erkennenden Immunzellen ist nicht immer assoziiert mit
einer ausreichenden Anti-Tumor-Reaktion. Zum anderen sind sie teilweise schwer zu identifizieren
und zu expandieren (Morgan et al., 2006; Galluzzi et al., 2012).

Abhilfe kann hier die genetische Veranderung von normalen Lymphozyten bieten, in die transgen
ein TAA-spezifischer T-Zellrezeptor (TZR) transferiert wird. Hoch affine TZR kénnen retro- oder
lentiviral in autologe T-Zellen transduziert werden. Entscheidend ist hierbei, dass der Rezipient das
HLA-Restriktionselement fiir den exogenen Rezeptor aufweist, damit die Erkennung gewahrleistet
ist (Johnson et al.,, 2009; Thomas et al.,, 2010). So wurde ein HLA-A2-restringierter MART-1-
spezifischer Rezeptor aus TIL isoliert und in periphere Blutlymphozyten (PBL) transduziert. Diese
zeigten in vitro eine starke Erkennung von HLA-A2*, MART-1" Melanomzelllinien, die anhand der
Zytokinsekretion (IFN-y und GM-CSF), der zelluldaren Lyse von Zielzellen, sowie dem
Proliferationsverhalten in Anwesenheit von IL-2 untersucht wurde (Gattinoni et al., 2006).

Der Transfer von transgenen TZR in PBL birgt gewisse Vorteile: die biophysiologischen
Eigenschaften des Rezeptors, sowie die Zellsubpopulation, in die der Rezeptor transferiert werden
soll, kann beeinflusst werden. Gattinoni et al. entdeckten 2011 eine langlebige humane
Gedachtnis-T-Zellpopulation (Stammzell-Gedachtnis-T-Zellen, Tscu), die eine hdhere Proliferations-
kapazitat aufwiesen, sowie in Mausen eine bessere Anti-Tumorantwort vermitteln konnten. Da T-
Zelldifferenzierung invers mit einer effizienten Anti-Tumorantwort korreliert ist, eignen sich Tscum
besser als zentrale Gedachtnis-T-Zellen (Tcw) und letztere eignen sich wiederum besser als
Effektor-Gedachtnis-T-Zellen (Tewm) flur den ATZT (Gattinoni et al., 2011; Restifo et al., 2012).
Weiterhin sind CD4* T-Helferzellen wichtig fiir die Aktivierung und das Uberleben von CD8* T-
Effektorzellen. Daher sollten sowohl CD8", als auch CD4* T-Zellen fir den Transfer des TZR
vorgesehen werden, um eine adaquate Tumorabwehr zu erreichen (Rosenberg et al., 2004;
Mortenson et al., 2013).

Des Weiteren kénnen Gene in TZR-rezipiente Zellen eingebracht werden, die die Funktion und das

Uberleben der Zellen verbessern. Dazu gehdren beispielsweise Gene, die kostimulatorische
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Molekile codieren, Apoptose inhibieren oder Entziindungsreaktionen induzieren, homeostatische
Proliferation vermitteln und Chemokinrezeptoren oder Transkriptionsfaktoren kodieren, die die T-
Zelldifferenzierung bestimmen. Beispielsweise wurden T-Zellen dahingehend manipuliert, dass sie
autokrin IL-12 sezernierten, wodurch die IFN-y-Produktion verstarkt wurde und sie schlussendlich
insensitiv gegentber regulatorischen T-Zellen waren (Pegram et al., 2012; Restifo et al., 2012).
Das Gen fiir Bcl-2 verschaffte den TZR-transduzierten Zellen einen Uberlebensvorteil gegentiber
den nicht-transduzierten Zellen. Damit kdnnen diese Zellen dem Zelltod entgehen und kdnnen zu
einer effizienten Tumorabwehr beitragen (Charo et al., 2005).

Daneben mussen einige Hlurden, wie die Moglichkeit einer Fehlpaarung zwischen endogenen und
exogenen o- bzw. B-TZR-Ketten in der Rezipientenzellen, genommen werden. Dies kann zu
unerwlnschten Erkennungen von anderen Zielstrukturen flihren, so dass Autoimmunitat entstehen
kann. Um dies zu vermeiden, wird der konstante Teil des TZR mit Teilsequenzen aus der Maus
modifiziert oder zusatzliche Cysteinbriicken eingebracht, so dass eine Paarung der exogenen
TZR-Ketten wahrscheinlicher wird. Alternativ kbnnen yd-T-Zellen als Empfangerzellen fungieren.
Das Risiko der Toxizitdt kann ebenfalls durch Kreuzreaktivitdt des Rezeptors bzw. durch die
Bindung an andere Antigene, die aufgrund von Mimikry erkannt werden, erhdht sein.
Regulatorische T-Zellen missen vor der Transduktion des TAA-spezifischen TZR ausgeschlossen
werden, damit nicht ein immunsupprimierender Phanotyp induziert wird (Marr et al., 2012; Restifo
et al., 2012).

Sicherheits-Aspekte kdnnen mit Hilfe eines Selbstmord-Gens (suicide gene) erhdht werden, das
zusatzlich zum TZR in die Zellen transferiert wird. Fir geeignet erwies sich Caspase 9, die durch
Applikation eines synthetischen Medikamentes aktiviert wird, woraufhin ein schneller Tod der TZR-
transgenen Zellen induziert wird (van Loenen et al., 2013). Eine geringe Expression oder Affinitat
der exogenen TZR sind weitere Herausforderungen, die zu berlcksichtigen sind. Die
Expressionseffizienz kann gesteigert werden, indem die a- und B-Kette des TZR im Vektor
hintereinander geschalten werden, getrennt durch z.B. IRES (internal ribosomal entry site), bzw.
die Sequenzen codonoptimiert werden. Eine starkere Bindung an das Epitop kann durch
Affinitdtsmaturierung erreicht werden. Dabei wird die CDR (complementary determining region)
verandert, so dass die Spezifitat méglichst erhalten bleibt, die Bindungsaffinitat aber gesteigert
wird (Leisegang et al., 2008; Thomas et al., 2011).

Bifunktionale T-Zellen bieten sich an, um die Anti-Tumorantwort aufrecht zu erhalten, auch wenn
TAA im Tumormilieu herunterreguliert sind. Es handelt sich hierbei um T-Zellen, deren endogener
TZR ein Viruspeptid erkennt und die mit einem TAA-spezifischen TZR zusatzlich tranduziert
werden. Virus-Antigen-prasentierende Zellen gewahren somit die Proliferation, das Uberleben und
die Funktion der bifunktionalen T-Zellen Uber den endogenen Rezeptor. Tumornekrose oder
-regression vermittelnde bifunktionale Zellen konnten bis zu sechs Monaten nach Applikation

reisoliert und in vitro weiter expandiert werden. Nachteile sind verstarkte Nebenwirkungen, wie z.B.
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Ausschlag, Uveitis oder teilweise Gehdérverlust zusammen mit Schwindel (Johnson et al., 2009;
Marr et al., 2012).

Die T-Zellantwort in Patienten kann durch eine vorangegangene Immunablation verbessert
werden. Der positive Effekt beruht auf der Dezimierung regulatorischer T-Zellen durch Bestrahlung
oder Chemotherapie, wodurch Tumorzellen sterben und Antigen-prasentierende Zellen TAA
aufnehmen und prasentieren kdnnen. AulRerdem bildet sich eine Nische fir die adoptiv trans-
ferierten Zellen, sodass diese mit anderen Immunzellen weniger um Zytokine konkurrieren missen
(Gattinoni et al., 2006; Zitvogel et al., 2008; Rosenberg und Dudley, 2009).

Zu den noch offenen Fragen in der Immuntherapie gehéren, welche Zielantigene sich fir die
Krebstherapie eignen und wie viele der Tumorzellen das Zielantigen exprimieren und ob diese
Antigene Epitope flir CD8" und CD4"* T-Zellen aufweisen. AulRerdem ist noch immer unklar, ob alle
Tumorzellen anvisiert werden mussen, oder ob ein Teil ausreicht, der dann die restlichen

Krebszellen mit in den Zelltod sturzt (bystander killing) (Restifo et al., 2012).

1.4 T-Zellentwicklung und Reifung zu aktivierten Effektor-T-Zellen

Im Thymus findet die T-Lymphozytenreifung und -selektion auf Selbsttoleranz statt. Die T-
Lymphozyten bilden sich nicht aus im Thymus residierenden, sich selbst erneuernden
Vorlauferzellen, sondern alle Lymphozytenvorlduferzellen werden urspriinglich im Knochenmark
gebildet, wobei T-Lymphozyten in den Thymus einwandern. Zu den auf Vorlauferzellen befind-
lichen, wichtigen Chemokinrezeptoren gehéren CCR7, CCR9 und der P-Selektinligand P-Selektin
Glycoprotein Ligand 1 (PSGL1), die die Besiedlung des Thymus mit multipotenten hematopoieti-
schen Vorlauferzellen ermdoglichen. Nicht kontinuierlich, sondern in Schiben findet das Ein-
wandern wahrend der Embryogenese, sowie im Erwachsenenalter statt (Takahama, 2006; Naito et
al., 2011; Zlotoff et al., 2011). Der Reifungsprozess besteht aus mehreren Stufen: Die Vorlaufer-
zellen differenzieren zu CD4* CD8* doppelt positiven Thymozyten, durchlaufen positive und
negative Selektion und wandern schlussendlich als reife T-Zellen in peripheres Blut und Gewebe.
Ausschlaggebend fir eine erfolgreiche Reifung ist die Expression eines funtionalen TZR, der
Peptid:Selbst-MHC erkennen kann und zur Aktivierung der T-Zelle flhrt. a-T-Zellen erkennen mit
ihren Rezeptoren Peptide auf MHC-I oder -ll Molekilen bzw. Lipidantigene auf CD1 Molekilen
(Takahama, 2006; Krangel, 2009). Die vom TZR erkannten Liganden der meisten yd-T-Zellen
hingegen sind noch immer unbekannt, wobei Mausexperimente daraufhin deuten, dass nicht
klassische MHC-Ib Molekiile als Bindepartner funigeren kénnen (Shin et al., 2005). Uber ihre
Funktion ist ebenfalls kaum etwas bekannt, auer dass sie als wichtige Quelle fur IFN-y dienen
(Dunn et al., 2006).
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Sowohl die a- als auch die B-Kette besteht aus einer variablen (V)-Region, einer joining (J)-Region,
sowie einer konstanten (C)-Region. Zwischen der V- und J-Region der B-Kette befindet sich
zusatzlich eine diversity (D)-Region. Somit setzen sich die TZR-Ketten aus verschiedenen
Gensegmenten zusammen. Die hypervariablen Schleifen CDR3a und CDR3B des TZR, die die
Ver-knupfungsbereiche der Gensegmente darstellen, sind fir die Erkennung des Peptides,
welches sich in der Bindungsgrube des MHC-Molekules befindet, verantwortlich. CDR1a und
CDR1B tragen gelegentlich ebenfalls zur Peptiderkennung durch die Bindung an das amino- und
carboxy-terminale Peptidende bei, interagiert aber grotenteils, genauso wie die CDR2 Schleife,
mit dem MHC-Molekul (Wucherpfennig et al., 2010).

Der TZR der T-Zellen muss gewisse Eigenschaften, wie die Bindung mit geringer Affinitat an
Peptid:Selbst-MHC Molekdle, erfillen. Nur 1-5% der CD4* CD8* doppelt-positiven T-Zellen erfillen
dieses Kriterium und werden ,positiv selektiert®. Sie erhalten ein Uberlebenssignal, weisen viele
TZR auf der Zelloberflache auf und differenzieren zu einfach positiven CD4* CD8 oder CD4 CD8*
T-Zellen. Zellen mit TZR, die eine hohe oder keine Affinitat zu Peptid:Selbst-MHC-Molekiile zeigen,
werden deletiert. Positiv selektierte Zellen wandern in die Medulla, wo sie die negative Selektion
durchlaufen muassen, um zellular-vermittelte Zytotoxizitdt zu verhindern. Hierfir prasentieren
medullare Epithelzellen und Dendritische Zellen Gewebe-spezifische Selbst-Antigene. Selbst-
reaktive T-Zellen mit hoher Aviditat gegen Selbst-Antigene werden eliminiert, oder entwickeln sich
zu regulatorischen T-Zellen. Somit verbleiben nur CD8" oder CD4" T-Zellen, die nicht Selbst-
Peptide aber Fremd-Peptide auf Selbst-MHC-Molekilen mit hoher Aviditdt erkennen kdnnen
(Anderson und Takahama, 2012).

Die spezifische Aktivierung der T-Zellen wird von reifen DZ vermittelt, die in der Peripherie
Antigene aufnehmen und prozessieren, in den Lymphknoten wandern und auf ihrer Oberflache auf
MHC-I oder -Il Molekiilen den CD8" bzw. CD4" T-Zellen prasentieren. Endozytotisch aufgenom-
mene Antigene werden in Endosomen proteolytisch in Peptide zerlegt. Fusionieren Golgi-Vesikel,
die MHC-II-Moleklle aus dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) beherbergen, mit den Endo-
somen, bilden sich sog. MHC-lI-Kompartimente (MIIK). Dort wird die invariante Kette auf dem
MHC-II, das die Stabilitdt des Komplexes gewahrleistet und die Bindung von selbst-Peptiden
verhindert, degradiert und durch das exogen aufgenommene Peptid ersetzt. Der Peptid:MHC-II-
Komplex wird schliellich an die Zelloberflache transportiert und CD4* T-Helferzellen prasentiert.
Fur die Prasentation auf MHC-I werden endogene Proteine im Zytoplasma durch Proteasomen in
Peptide gespalten, Uber Transporterproteine (TAP, transporter associated with antigen processing)
in das ER gebracht und dort auf MHC-I Molekile geladen, wodurch sich ein stabiler Komplex
bildet. Dieser wird mittels Vesikeln des Golgi-Apparates zur Zelloberflache transportiert und fihrt
zur Aktivierung Antigen-spezfischer CD8* T-Zellen (Boudreau et al., 2011).

Nahezu alle Korperzellen tragen MHC-I-Molekiile auf der Oberfliche, um entweder dem

Immunsystem signalisieren zu kénnen, dass alles in Ordnung ist und die Zelle nicht getttet wird,
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oder um anzuzeigen, dass etwas vom normalen Status abweicht, sei es durch Mutationen, wie es
bei Krebs der Fall sein kann, oder durch Infektion mit einem Erreger (Apcher et al., 2012). Uber
sog. Kreuzprasentation kdbnnen auch exogene Antigene auf MHC-I-Molekulen prasentiert und eine
zytotoxische CD8* T-Zellantwort induziert werden (Dresch et al., 2012; Hopkins und Connolly,
2012).

Andererseits wurde erst vor Kurzem gezeigt, dass mit Hilfe der Signalsequenzen von Lysosom-
assoziiertes Membranprotein 1 (LAMP-1) und DC-LAMP endogene Proteine auf MHC-II prasentiert
werden kdénnen und somit eine CD4* T-Zellantwort induziert wird. Die Signalsequenz des murinen
LAMP-1 wurde an das aminoterminale Ende der Zielproteine fusioniert, wodurch die Translokation
zum endoplasmatischen Retikulum gewahrleistet wurde. DC-LAMP-Sortierungs-Signalsequenzen
wurde an das carboxyterminale Proteinende fusioniert, um die Translokation in das Kompartiment
zu ermoglichen, in dem HLA-Klasse Il prozessiert wird. Somit sorgten die beiden Sortierungs-
signale daflir, dass die assoziierten Proteine in das MIIK transportiert wurden und schlussendlich
auf MHC-Il geladen wurden. DZ, die mit Signalsequenzen-modifizierten TAA-RNS beladen
wurden, konnten die Prasentation von Tumor-assoziierten-Peptiden auf MHC-I und -l vermitteln
(Van Nuffel et al., 2012b).

Das Aktivierungssignal Uber den TZR ist nur eines von dreien, das die T-Zellen fir die Aktivierung
bendtigen. Das zweite Signal erhalten die T-Zellen Uber kostimulatorische Molekile, deren
Liganden sich auf den DZ befinden. So verbessert die Interaktion des CD27 oder CD28 auf T-
Zellen mit CD70 bzw. CD80 auf DZ die Expansion, das Uberleben und die Zytotoxizitat von
Antigen-spezifischen T-Zellen (Larosa und Orange, 2008; Van Brussel et al., 2012). CD137 (4-
1BB) ist ein Aktivierungs-induzierendes T-Zell-kostimulatorisches Molekul, das zur TNF-Rezeptor-
Superfamilie gehoért. Es wird u.a. von spezifisch aktivierten T-Zellen exprimiert, wobei seine
Bindung an den Liganden auf z.B. DZ zur Hochregulierung von Uberlebenswichtigen Genen flihrt,
die die Zellteilung verstarkt, die Zytokinproduktion induziert und die Aktivierungs-induzierten Zelltod
(activation-induced cell death) verhindern kann. Daher kommen gegen CD137-gerichtete
monoklonale Antikdrper bereits in der Tumortherapie zum Einsatz (Wolfl et al., 2008; Vinay und
Kwon, 2012).

Als drittes Signal bendtigen T-Zellen Zytokine, die entweder von den DZ kommen, oder durch die
T-Zellen selbst synthetisiert werden. DZ sekretieren u.a. IL12p70, das T-Zellen dazu anregt, IFN-y
zu produzieren und die Generierung von zytotoxischen T-Lymphozyten bevorzugt. T-Zellen sind
ebenfalls angewiesen auf autokrines IL-2, da andernfalls Anergie induziert wird. Es konnte gezeigt
werden, dass CD4" T-Helferzellen essentiell fir die Expansion von CD8* zytotoxischen T-Zellen
sind, indem sie wichtige Zytokine wie IL-2 und IL-21 zur Verfligung stellen und die IL-21-
Rezeptorexpression in CD8* T-Zellen erhdht, so dass der Effekt von IL-21 verstarkt wird (Larosa
und Orange, 2008; Butler et al., 2012; Van Brussel et al., 2012). (Abb. 1)
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IL-12p70

CD137
CD137L

Abbildung 1: Zell- und Zytokin-vermittelte Aktivierung von CD8* T-Zellen

Fur die erfolgreiche Aktivierung und Expansion von Antigen-spezifischen CD8* T-Zellen bedarf es dreier
unterschieldlicher Signale. Erkennen CD8* T-Zellen ein von DZ-prasentiertes Antigen, so erhalten sie Uber
den TZR ein Aktivierungssignal (Signal 1). Dies wiederum fiihrt zur Expression von kostimulatorischen
Molekilen auf der T-Zelloberflache (z.B. CD28 und CD137), die ihren Liganden auf der DZ finden (CD80 und
CD137L) (Signal 2). Nicht zuletzt benétigen die CD8* T-Zellen fiir ihre Expansion und ihr Uberleben wichtige
Zytokine, die sie entweder selbst synthetisieren (autokrines IL-2) oder von DZ (IL12p70) bzw. CD4* T-Zellen
erhalten (IL-21 und IL-2).

Aktivierte CD8" T-Zellen kénnen entweder zu langlebigen zentralen Gedachtnis-T-Zellen (Tcw,
central memory) oder zu kurzlebigen Effektor-Gedachtnis-T-Zellen (Tem, effector memory)
differenzieren. Tcw persistieren als Antigen-spezifische Vorlauferzellen und kdnnen unabhangig von
ihrem Antigen flir lange Zeit in Homdostase verbringen. Sie exprimieren den Chemokinrezeptor
CCR?7 und residieren vornehmlich in lymphoidem Gewebe. Treffen sie auf ihr Antigen, werden sie
reaktiviert, teilen sich sehr schnell und differenzieren zu Effektor-T-Zellen. Im Gegensatz dazu
befinden sich Tew im peripheren Gewebe und haben eine sehr eingeschrankte Proliferations-
kapazitat. Wie der Name schon verrat, heben sie sich mit ihrer Eigenschaft als Effektor-T-Zellen
hervor. Die Entscheidung, ob eine T-Zelle zu Tcw oder Tewm differenziert, hangt von verschiedenen
Faktoren ab. So spielt die Starke des TZR-Signals, sowie das Zytokinmilieu eine wichtige Rolle.
Beispielsweise nimmt das Uberleben und die Proliferationsfahigkeit von CD8" T-Zellen, die
wiederholt mit ihrem spezifischen Antigen und IL-2 stimuliert wurden, stark ab. IL-15 und IL-7
unterstitzen die Differenzierung und den Erhalt von Tcu. Zusammenfassend stellen Tew die
Uberwachungspatrouille in der Peripherie dar, die schnell agieren kénnen, wohingegen Tcw als
Reserve einspringen (Larosa und Orange, 2008).

Treffen zytotxische T-Zellen auf Zellen, deren Antigen durch den TZR erkannt werden kdnnen,
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fuhrt dies zum Zelltod der Zielzelle. Erreicht wird dies durch die gezielte Ausschittung von Perforin
und Granzymen, die in das Zytoplasma der Zielzelle eindringen und Apoptose induzieren.
Alternativ kdnnen Effektor-T-Zellen den Zelltod durch Interaktion des CD95-Liganden mit dem dazu
passenden Rezeptor CD95, der auf der Zielzelle zu finden ist, auslésen. Durch die simultane
Sekretion von IFN-y und IL-2 werden MHC-Moleklle hochreguliert und weitere Immunzellen des
angeborenen Immunsystems wie Makrophagen und NK-Zellen rekrutiert und aktiviert. Auf diese
Weise werden schadliche Zellen, wie Krebszellen oder infizierte Koérperzellen beseitigt (Dunn et al.,
2006; Biswas und Mantovani, 2010; Law et al., 2010; Martini et al., 2010).

1.5 Tumor-Testis-Antigene (TTA oder CTA, cancer testis antigens)

Auf der Suche nach geeigneten Tumorantigenen, die in der Krebstherapie als Target fungieren
kénnen, wurde in den 1970ern von Lloyd J. Old die sog. ,autologe Typisierung” entwickelt. Dabei
fungierten Zellen aus Tumor- und Normalgewebe eines Krebspatienten als Zielzellen far
Autoantikérper bzw. autologe T-Zellen, die spezifisch fur Tumor-assoziierte Antigene waren. Auf
diese Weise wurde das virale Tumorantigen p53 identifiziert. Boon entdeckte das erste TTA
MAGE-1 unter Verwendung einer Cosmid-Bibliothek, die mit DNS-Fragmenten der Melanom-
zelllinie MZ2-E bestlickt wurde und zur spezifischen Erkennung von MAGE-1 durch zytotoxische T-
Zellen fuhrte. Mitte der 1990er entwickelten Micheael Pfreundschuh, Ugur Sahin und Ozlem Tureci
diese Methode zur sog. SEREX-Methode (serological identification of antigens by recombinant
expression) weiter. cDNS aus Tumorzellen wird hierbei Uber Bakteriophagen in Bakterien
eingebracht und exprimiert. Die so hergestellten Proteine werden auf Membranen Ubertragen und
mit Antikdrpern von Krebspatienten inkubiert. Nach Ausschluss der Antikorper, die Virus- oder
Bakterien-spezifisch bzw. spezifisch gegen IgG komplementare DNS von B-Zellen sind, werden
autoreaktive Antikdrper aussortiert. Die verbliebenen Antikdrper zeigen eine spezifische Bindung
gegen Antigene aus Tumorgeweben. Anhand dieser Technologie kénnen neue Tumorantigene
identifiziert werden. Wird ein potentielles Tumor-assoziiertes Antigen entdeckt, werden erganzend
zu SEREX weitere Untersuchungen auf mRNS- und Proteinebene durchgeflihrt, um die Tumor-
spezifische Expression des Antigens zu verifizieren (Chen, 2004; Jager und Knuth, 2012).

Die Bezeichnung , Tumor-Testis-Antigene® wurde erstmals von Chen et al. 1997 eingefuhrt, als
diese mit Hilfe der SEREX-Methode und RT-PCR das Tumor-assoziierte Antigen NY-ESO-1 in
verschiedenen Tumoren als auch in Testis- sowie im Ovarialgewebe nachwiesen (Cheng et al.,
2011). Aufgrund ihrer starken Immunogenitat und der restringierten Expression in vielen verschie-
denen Tumoren und immunpriviligiertem Gewebe, eignen sich TTA als Kandidaten fur die immun-

basierte Krebstherapie. Da das Testisgewebe keine MHC-I oder MHC-II Molekile aufweist und die

24



1 Einleitung

Blut-Testis-Barriere den Zugang fur das Immunsystem verhindert, sollte keine Toleranz gegenuber
Testisantigenen ausgeldst werden und fir immuntherapeutische Zwecke sind keine uner-
wunschten Nebeneffekte oder sog. ,Off-target™Effekte gegen Normalgewebe zu erwarten (Lim et
al., 2012; Suri et al., 2012).

Grundsatzlich unterscheidet man zwischen TTA, deren Gene auf dem X-Chromosom (TT-X) oder
auf somatischen Chromosomen (nicht-X TTA) lokalisiert sind. TT-X sind vermehrt in Spermato-
gonien exprimiert, wohingegen nicht-X TTA in der spateren Phase der Keimzelldifferenzierung, wie
den Spermatozyten, vorkommen und fur die Meiose wichtig sind. lhre entartete Expression in
Krebszellen flhrt vermutlich zur abnormalen Chromosomensegregation und Aneuploidie (Cheng et
al., 2011; Lim et al., 2012; Nishikawa et al., 2012).

Mit Ausnahme einiger weniger immunhistochemischen Studien, gibt es keine Untersuchungen zur
Funktionsweise der mittlerweile Gber 100 bekannten TTA. Es wird aufgrund der beobachteten
Expressionsmuster und auf Grundlage einiger Studien eine Rolle in der Spermiogenese, der
Keimzellapoptose, dem Zelliberleben, der Zellzyklusregulation und dem Zellzyklusablauf oder der

transkriptionellen Regulation angenommen (Cheng et al., 2011; Nishikawa et al., 2012).

1.6 Ausgewahlte Tumor-Testis-Antigene

Im Rahmen dieser Arbeit wurden flinf Tumor-Testis-Antigene ausgewahlt, gegen die in vitro eine
zellulare Immunantwort generiert werden soll: GAGE-1, MAGE-A4, NY-ESO-1, SSX4 und XAGE-1.
cTAGE-1 wurde hinsichtlich seines Expressionsmusters in verschiedenen Zelllinien in dieser Arbeit
untersucht. Es ist auf einem somatischen Chromosom lokalisiert und zahlt damit zu den nicht-X
TTA, wahrend GAGE-1, MAGE-A4, NY-ESO-1, SSX4 und XAGE-1 auf dem X-Chromosom
lokalisiert sind (TT-X). Allen gemeinsam ist das weit verbreitete Vorkommen in Tumoren.

Unter den aufgeflhrten Antigenen ist cTAGE-1 mit 74 Aminosauren das kleinste Protein. Es wurde
mit der SEREX-Methode entdeckt und seine mRNS wurde in 35% der kutanen T-Zelllymphoma
(cutaneous T-cell lymphoma, CTCL) nachgewiesen. Seine Funktion ist bislang unbekannt
(Eichmuller et al., 2001; Chen, 2004).

GAGE-1 wurde Uber eine autologe ZTL-Antwort entdeckt. Verschiedene Gruppen haben es in
unterschiedlichen Tumoren wie Melanom, Lungen-, Schilddrisen, Brust- Leber- und Ovarialkrebs
identifiziert. Transkripte des Gens wurden ebenfalls in Primaten gefunden, was darauf schliel3en
lasst, dass das Gen im Laufe der Evolution unter positiver Selektion stand. XAGE-1 zeigt eine
starke Homologie zu GAGE-1, da sie zu 65% in ihrer mMRNS-Sequenz identisch sind, wobei die
Proteinstruktur voneinander abweicht und auf unterschiedliche Funktionen hinweist (Gjerstorff und

Ditzel, 2008). Die dominante Form in Testis und Tumoren ist XAGE-1b. Ein Kernlokalisationssignal
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(NLS, nuclear localization sequence) weist darauf hin, dass das Protein eine Funktion innerhalb
des Zellkerns ausubt. XAGE-1 konnte in Ewing-Sarkom, Lungen-, Brust- und Prostatakrebs
nachgewiesen werden (Zendman et al., 2002a; Zendman et al., 2002b; Chen, 2004; Sato et al.,
2007; Gjerstorff und Ditzel, 2008; Zhao et al., 2011).

MAGE-A4 kommt in verschiedensten Tumorarten, wie in Lungenkarzinomen (51%), Oesophagus-
karzinomen (63%), Melanomen, Ovarialkarzinomen und ATLL-Patienten vor. Daher eignet sich
dieses Antigen fir die Immuntherapie. In Krebspatienten konnte bereits eine humorale und
zellulare Immunantwort gegen Mitglieder der MAGE-Familie nachgewiesen werden. Mehr als 60
Gene gehoéren zur MAGE-Familie, die alle eine konservierte Sequenz von 200 Aminosauren, die
sogenannte MAGE-Homologiedomane (MHD) aufweisen. Die starke Expression der MAGE-Gene
in frihen Spermatozyten Iasst auf eine Beteiligung im Zellzyklusverlauf, genauer der Vorbereitung
von Keimzellen auf die Meiose | und Il, schlielen. MAGE-ahnliche Gene sind auch in Drosophila
melanogaster, im Zebrafisch, Saccharomyces und sogar in Arabidopsis thaliana zu finden, was auf
eine evolutionar konservierte Funktion schlieen lasst (De Plaen et al., 1994; Gjerstorff und Ditzel,
2008; Cheng et al., 2011; Nishikawa et al., 2012).

NY-ESO-1 ist das am besten untersuchte und das bis dato immunogenste TTA. Sowohl eine
humorale als auch zelluldre Immunantwort wurde gezeigt. Exprimiert wird NY-ESO-1 von
Melanomen, Brust-, Prostata-, Speiseréhren-, und Ovarialkarzinomen. In Patienten mit adulter T-
Zellleukéamie/Lymphom (adult T-cell leukemia/lymphoma, ATLL) wurde in 11,6% der Félle eine
humorale Antwort und in 55,6% eine zellulare Antwort (CD8+ T-Lymphozyten) beobachtet.
Verschiedene klinische Phase | bis Il Studien, basierend auf immuntherapeutischen Ansatzen,
werden zur Zeit durchgefihrt (Valmori et al., 2000; Sadanaga et al., 2001; Yamaguchi et al., 2004;
Cheng et al., 2011).

SSX4 (synovial sarcoma x) ist eines von insgesamt neun Genen aus der Multigenfamilie. SSX4 ist
im Nukleus der Spermatogonia und frihen Spermatozyten vorzufinden, nicht aber in pachytenen
Spermatozyten und Spermatozoa, das auf eine Rolle in der Zellproliferation und -zyklus schlieRen
l&sst. Die Translokation von Chromosom X auf Chromosom 18 fiihrt zu dem Fusionsprotein SS18-
SSX. Das SS18-Gen, das auf Chromosom 18 lokalisiert ist, ist ein transkriptioneller Aktivator,
wohingegen SSX als Repressor fungieren. Das Zielprotein des Fusionsproteins ist COM1, ein
Regulator der Zellproliferation. Es wird durch SS18-SSX in Weichteilkarzinoma herunterreguliert
(Cheng et al., 2011).

Alle hier ausgewahlten TTA sind in der Literatur als restringiert auf immunpriviligiertem Gewebe
oder Tumorgewebe beschrieben. Daher wird ihr Potenzial als Antigene flir eine immunthera-
peutische Krebstherapie als sehr hoch eingestuft, weshalb sie auch fir diese Doktorarbeit

ausgewahlt wurden.
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Der adoptive T-Zelltransfer bietet eine effiziente Tumortherapiemdglichkeit, wenn T-Zellen mit
hoch-affinen T-Zellrezeptoren (TZR) ausgestattet werden, um mdglichst alle Tumorzellen zu
eliminieren und Tumorflucht zu verhindern. Fir die Generierung dieser hoch-affinen TZR ist es
wichtig, die Tumorantigene, die meist Selbst-Antigene darstellen, in einen fremden MHC-Kontext
zu stellen. Denn T-Zellen, die Selbst-Antigen:Selbst-MHC mit hoher Affinitdt erkennen konnen,
werden bereits im Thymus negativ selektiert und aus dem T-Zellrepertoire herausgefiltert. Der in
unserer Arbeitsgruppe von S. Wilde etablierte semi-allogene Induktionsansatz bertcksichtigt
dieses Dilemma, indem dendritische Zellen (DZ) parallel mit zum Zielantigen und einem fremden
MHC-I-Allel beladen werden, wodurch allo-reaktive, Antigen-spezifische CD8* T-Zellen aktiviert
werden kénnen (Wilde et al., 2009).

Ein Ziel dieser Doktorarbeit war die Erweiterung des semi-allogenen Ansatzes, indem Antigen-
spezifische CD8* T-Zellen durch Prasentation von mehreren Tumorantigenen auf verschiedenen
allogenen MHC-I-Molekulen induziert werden kdnnen. Dazu sollten mehrere verschiedene Tumor-
Testis-Antigene (TTA) in Form von in vitro transkribierter(ivt)-mRNS in DZ transfiziert werden, die
aufgrund ihres genetischen Hintergrundes im Vergleich zu den T-Zellen die Antigene auf mehreren
allogenen MHC-I-Allelen prasentieren (multi-allogener Ansatz).

Die Wahl der einzusetzenden Zielantigene sollte sich auf das Ergebnis des Expressionsprofils
sechs verschiedener TTA (cTAGE-1, GAGE-1, MAGE-A4, NY-ESO-1, SSX4 und XAGE-1) in
verschiedenen Zelltypen stitzen. Dadurch sollte auf lange Sicht gesehen verhindert werden, dass
der Einsatz von TTA-spezifischen CD8* T-Zellen als Therapeutikum die Zerstérung von nicht-
tumordsen Gewebe zur Folge hat. Daher war es essentiell, dass die zu untersuchenden Antigene
nicht von normalen Zellen exprimiert wurden.

In der Literatur wird verstarkt die fur die Induktion von Antigen-spezifischen CD8" T-Zellen wichtige
CD4* T-Zellhilfe beschrieben. Aus diesem Grund sollten die Zielantigene an die beiden
Signalsequenzen von DC-LAMP und LAMP-1 gekoppelt (CrossTAg) werden, um dadurch die
Prasentation der Antigene nicht nur auf MHC-I, sondern auch auf MHC-Il zu ermdglichen. Die
Isolierung und Klonierung der TTA-spezifischen CD8" T-Zellen sollte durchflusszytometrisch
(FACS) anhand des Aktivierungs-induzierten Oberflachenmarkers CD137 (4-1BB) bewerkstelligt
werden. Zur Uberprifung der Antigenspezifitdt sollten TTA-ivt-mRNS-transfizierte DZ oder EBV-
immortalisierte B-Zellen (Mini-LCL) eingesetzt werden. Fir die von den originalen CD8* T-
Zellklonen unabhangige T-Zellrezeptor(TZR)-Analyse stand eine neuartige TZR-Vektorbibliothek
fur die Rekonstruktion von TZR zur Verfigung, anhand derer TZR in alternative Effektor-
Rezipienten-T-Zellen transferiert werden kénnen.

AuRerdem sollte im NOD/scid IL2Ry™" (NSG)-Mausmodell die effiziente Induktion von CD8* T-

Zellen in Abhangigkeit der CrossTAg-Signalsequenzen untersucht werden. NSG-Mause sind
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defizient in T-, B- und NK-Zellen, wodurch sie sich besonders flir eine Rekonstitution mit humanen
Immunzellen eignen (Shultz et al., 1995). Dazu sollten humane mononukledre Zellen des
peripheren Blutes (PBMZ) in vier Gruppen zu je vier Mausen injiziert werden. Eine zweimalige
Vakzinierung mit DZ, die mit Melan-A- oder CrossTAg-Melan-A-ivi-mRNS transfiziert werden
sollten, sollte Aufschluss Uber eine verbesserte Induktionseffizienz von Antigen-beladenen DZ
durch Verwendung der CrossTAg-Sequenzen geben. Als Negativkontrolle sollte eine Gruppe
fungieren, die nur mit PBMZ rekonstitutiert wurde und keine Vakzinierung erhielt. Eine weitere
Gruppe erhielt DZ, die sich 1:1 aus DZ zusammensetzte, die mit CrossTAg-gekoppelter oder

Melan-A-ivt-mRNS ohne Signalsequenzen transfiziert wurden.
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2 MATERIAL

2.1 Gerate und Verbrauchsmaterial

Tab. 2.1: Gerate

Produkt

Firma, Firmensitz

Bestrahlungsanlage *’Cs, HWM-D-2000
Brutschrank, CO,-Auto-Zero

Cell Quest, FACS™ Software
Eismaschine

Elektroporator Gene Pulser Xcell™
Elisa-Reader Sunrise
ImmunoCompliance™ (ELISpot-Reader)
Durchflusszytometer Calibur
Durchflusszytometer, LSR |l
Gefrierschrank

Gelapparatur DNA Sub Cell
Gelapparatur Geltray

Gelprint 2000i

Heizblock Thermomixer Comfort

Intelli Mixer RM-2

Kuhlzentrifuge 2K15

Kihlzentrifuge Eppendorf Centrifuge 54172
Laborwaagen B6, P120, PC 440
Lichtmikroskop, Auflicht

Lichtmikroskop, Durchlicht
Magnetruhrer IKARCT
Mehrkanalpipetten

Mikrowellengerat FM 3510

Milli-Q®, Reinstwasserherstellungssystem
Nalgene ,Mr Frosty“ Freezing Container
NanoDrop ND-1000
Neubauer-Zahlkammer

PCR-Master Cycler

PCR-Thermocycler T-1

pH-Meter pH391

Pipetten Eppendorf/Gilson

Gammacell, Ottawa (Kanada)
Heraeus, Miinchen

BD, Heidelberg

Scottsman, Mailand (ltalien)
Bio-Rad, Miinchen

Tecan, Crailsheim

C.T.L., Bonn

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

Liebherr, Ochsenhausen
Bio-Rad, Mlnchen

Renner, Dannstadt
Biophotonics, Ann Arbor (USA)
Eppendorf, Hamburg

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®, Gottingen

WTW, Weilheim

Materiallager, Neuherberg
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Produkt

Firma, Firmensitz

Pipettierhilfe, Pipetus Akku
Plattenzentrifuge Labofuge 6000
Schuttler MTS4

Schuttler TR 125

Schuttler Vortex Genie 2
Spektralphotometer, Utraspec® 1100 pro
Sterilbank

Stickstofftank Chronos Biosafe
Tischzentrifuge Biofuge pico
Tischzentrifuge Hettich Mikroliter
Thermocycler

Ultrazentrifuge Sorvall® RC-5B
UV-Transluminator, 302 nm / 365 nm
UV-Transluminator, 366 nm
Wasserbad

Zellsortierer, FACS® Aria Ill
Zentrifuge Eppendorf Minispin
Zentrifuge IEC 6000B

Zentrifuge Megafuge2.0

Zentrifuge Rotana 460R

Tab. 2.2: Verbrauchsmaterial

Hirschmann, Ebersberg

Heraeus, Minchen

IKA, Staufen

Infors, Bottmingen (Schweiz)

Bachofen, Reutlingen

Amersham Biosciences, Amersham (UK)
BDK, Sonnenbiihl-Genkingen

Messer Griesheim, Krefeld

Heraeus, Minchen

Bachofen, Reutlingen

Biometra, Gottingen

Thermo-Scientific, Massachusetts (USA)
Synoptics Cambridge (UK)

Bachofen, Reutlingen

Memmert, Schwabbach

BD, Heidelberg

Eppendorf, Hamburg

ICE, Bedfordshire (UK)

Heraeus, Minchen

Hettich Lab Technology, Ebersberg

Produkt

Firma, Firmensitz

1,5 ml -Reaktionsgefalle
Einmalpipetten, 5/10/25 mi
Einmalspritzen, 1/10/50 ml
Eismaschine
Elektroporationskivetten, 01/0,4 cm
FACS™ Roéhrchen
Falcon-Réhrchen, 15/50 ml
Filterpapier

Filtereinheit, fast flow & low binding, 45 um
Filtereinheit, 22 um

Kryo-Réhrchen, 1,8 ml

Kulturplatten, 24-/48-Loch, Flachboden

Eppendorf, Hamburg
Greiner, Minchen

BD, Heidelberg

Scottsman, Mailand (ltalien)
Bio-Rad, Miinchen

Peske OHG, Aindling

BD, Heidelberg
Materiallager, Neuherberg
Millipore, Schwalbach
Millipore, Schwalbach

Nunc, Wiesbaden

BD, Heidelberg
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Produkt

Firma, Firmensitz

Kulturplatten, 6-/96-Loch, Flachboden
Kulturblock, 96-Tiefloch
Kulturplatten, 96-Loch, Rundboden
Light Cycler 480 Multiwell Platten 96
Nitrilhandschuhe

Nunc-Immuno™ MicroWell™ 96 Well
Pasteurpipetten

PE Folie, selbstklebend

Petrischalen (Falcon)
Pipettenspitzen Eppendorf/Greiner
Pipettenspitzen, gestopft

Zellsieb, 40 ym Nylon

Zellkulturflaschen (25 cm? und 175 cm?)

Zellkulturflaschen (75 cm?)

Zellkulturflaschen (Nunclon™ 25 cm? und 80cm?)

Zellkulturschalen, 30 x 10 mm, steril

Zellkulturschalen 94 x 16 mm, steril

TPP, Trasadingen (Schweiz)
Nunc, Wiesbaden

TPP, Trasadingen (Schweiz)
Roche, Penzberg

Semperit, Wien (Osterreich)
Nunc, Wiesbaden

Peske OHG, Miinchen
Macherey-Nagel, Duren
BD, Heidelberg
Materiallager, Neuherberg
Starlab, Ahrensberg

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

Greiner, Minchen

Nunc, Wiesbaden

BD, Heidelberg

Greiner, Minchen

2.2 Enzyme, Zytokine und sonstige Reagenzien

Tab. 2.3: Restriktionsenzyme

Produkt

Firma, Firmensitz

BstEll
Dralll-HF
EcoRI
Fspl
Hindlll

Spel

New England BioLabs, Frankfurt/Main
New England BioLabs, Frankfurt/Main
New England BioLabs, Frankfurt/Main
New England BioLabs, Frankfurt/Main

New England BioLabs, Frankfurt/Main

New England BioLabs, Frankfurt/Main
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Tab. 2.4: Zytokine und TLR-Liganden

Produkt

Firma, Firmensitz

GM-CSF, human

Interferon-y (IFN-y), human
Interleukin-1B (IL-18), human
Interleukin-2 (IL-2), human
Interleukin-4 (IL-4), human
Interleukin-6 (IL-6), human
Interleukin-7 (IL-7), human
Interleukin-15 (IL-15), human
Poly(I:C) (Hiltonol)
Prostaglandin E; (PGE-)
R848

Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a), human

Tab. 2.5: Enzyme und sonstige Reagenzien

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

R&D Systems, Wiesbaden

R&D Systems, Wiesbaden
Rockland, Pennsylvenia (USA)

PeproTech, Hamburg
InvivoGen, San Diego

Sigma Aldrich, Taufkirchen

InvivoGen, San Diego

R&D Systems, Wiesbaden

Produkt

Firma, Firmensitz

1kb-plus DNS-Leiter

100 bp DNS-Leiter

Agar, SELECT Agar®

Agarose, Ultra Pure

AIM V Medium

Ampicillin

B-Mercaptoethanol

Bi-destilliertes H20

Bovines Serum Albumin (BSA)

CFSE (Vybrant CFDA SE Cell Tracer)
CIP, Alkalische Phosphatase

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

DMEM

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

EDTA[0,5 M]

Einfriermedium, ibidi Freezing Medium
Ethanol (absolut)

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

neo-Lab, Minchen

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St- Louis (USA)
Applied Biosystems, Darmstadt
Ibidi, Planegg/Martinsried
Merck, Darmstadt
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Produkt

Firma, Firmensitz

Ethidiumbromid, 10mg/ml

FACS™ Flow und Rinse

FKS (Foétales Kalberserum)

Ficoll®

Fungizone® Antimyotic (Amphotericin B)
Gentamycin

Glukose

Glycerin, 87%

HCI (Salzsaure)

Heparin-Natrium

HEPES

HS (Humanserum)

Isopropanol

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

Magermilchpulver

Magnesiumchlorid (MgClz2)
Magnesiumsulfat (MgSQOa4)

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

Methanol

MRA, Mycoplasma Removal Agent
Natriumazetat [3 M] (C.Hs;NaO,)
Natriumcarbonat (Na.COs)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH;PO,)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Natriumpyruvat

OptEIA™ TMB Substrate

PBS (very low endotoxin, VLE)

PCR Master Mix
1-Brom-3-Chloropropan

PFA, Paraformaldehyd

PHA, Purified Phytohaemagglutinin
Pl, Propidiumjodid

Polyethylenimin (PEI)

Merck, Darmstadt
BD, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
Biochrom, Berlin
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Braun, Melsungen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Braun, Melsungen
Invitrogen, Karlsruhe
IMI, Minchen
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Frema, Minchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

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

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

BD, Heidelberg

Biochrome AG, Berlin
Promega, Mannheim

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Remel, Dartford (UK)

ICN, Eschwege

Sigma Aldrich, Taufkirchen
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Produkt

Firma, Firmensitz

Protaminsulfat

Retronektin

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

RPMI (very low endotoxin, VLE)
S.0.C.-Medium

T4-Ligase

T4-Polymerase

TAE (Tris Acetat EDTA) Puffer
Tetracyclin

TRI-Reagent®

Tris, Hydroxylmethyl-Aminomethan
Trypanblau

Trypsin/EDTA (0,05%; 1x)

Tween 20

Urea

Merck, Darmstadt

TATKARA, Saint-Germain-en-Laye/Frankreich
Thermo-Scientific, Massachusetts (USA)
Invitrogen, Karlsruhe

Biochrome AG, Berlin

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

Gibco®, Life Technologies, Darmstadt

ICN, Eschwege

Sigma-Aldrich, Steinheim

2.3 Kommerzielle Analysesysteme

Tab. 2.6: Kommerzielle Analysesysteme

Produkt

Firma, Firmensitz

BD® CompBeads Anti-Mouse Ig, k Set
,CD8* T cell Isolation Kit Il (human)*

First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV)

FoxP3 Staining kit
JETstar Plasmid Purification Maxi Kit
Human IFN-y ELISpot PRO Kit (ALP)

LightCycler® 480 SYBR Green | Master

MMESSAGE mMACHINE™ T7 Kit
OptEIA™ Human IFN-y ELISA Set
OptEIA™ Human IL-2 ELISA Set
PCR-Mastermix

Poly(A) Tailing Kit

QIAquick® Gel Extraction Kit

BD Bioscience, Heidelberg
Miltenyi, Bergisch Gladbach
Roche Diagnostics, Mannheim
BD Bioscience, Heidelberg
Genomed, Lohne

Mabtech, Nacka Strand (Schweden)
Roche Diagnostics, Penzberg
Ambion, Corston (UK)

BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
Promega, Madison (USA)
Ambion, Corston (UK)

Qiagen GmbH, Hilden
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Produkt

Firma, Firmensitz

BD® CompBeads Anti-Mouse Ig, k Set
QIAquick® Reaction Cleanup Kit

BD Bioscience, Heidelberg

Qiagen GmbH, Hilden

QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit
RNeasy Mini Kit

Agilent Technologies, Waldbronn
QIAGEN, Hilden

2.4 Kulturmedien

Tab. 2.7: Kulturmedien

Medium Zusammensetzung Konzentration
D-MEM
. FKS 10 %
293T-Zell-Medium L-Glutamin 2 mM
Natriumpyruvat 1 mM
. VLE RPMI 1640
DZ-Medium Humanserum 1,5%
. H.O dest.
LB-Medium LB Broth Base (Miller's) 25 g/l
. LB-Medium
LB-Agar-Medium Agar 15 g/l
RPMI 1640
FKS 10 %
. MEM Nichtessentielle Aminosauren 1x
LCL-Medium L-Glutamin 2 mM
Natriumpyruvat 1 mM
Gentamycin 70 pg/ml
H,O dest.
Trypton 20 g/l
. Hefeextrakt 5 g/l
SOB-Medium NaCl 0,5 g/l
MgCl, 10 mM
MgSO., 10 mM
. SOB-Medium
SOC-Medium Glucose, steril gefiltert 2gll
AIM-V
Humanserum 10 %
. HEPES (1 M) 10 mM
T-Zell-Medium L-Glutamin (200 mM) 2 mM
Natriumpyruvat (100 mM) 1 mM
Gentamycin 70 pg/ml
Waschmedium RPMI 1640
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2.5 Puffer und Losungen

Tab. 2.8: Puffer und Lésungen

Medium Zusammensetzung Konzentration

1% Milchpulverlésung PBS

(ELISA) Milchpulver 1%
2 % BSA-L6sung BSA Pulver 2%
PBS
DEPC- H20 H.O dest.
DEPC 0,1 %
ELISA- H>O dest.
Beschichtungspuffer NaHCO; 8,4 g/l
(pH 9,5) Na,CO3 3,56 g/l
ELISA-Waschpuffer PBS
Tween20 0,05 %
Elutions-Puffer H.O dest.
(pH 5) Imidazol 0,5M
FACS-Puffer PBS
FKS (Foétales Kalberserum) 1%
TAE (10x) H.O dest.
(pH 8) Tris Base 30 g/l
NaCl 111 g/l
Waschpuffer fiir MACS- FKS 10%
Kits Na-EDTAin PBS 2mM

nach Miltenyi, Bergisch Gladbach

2.6 Zelllinien und Bakterien

Tab. 2.9: Verwendete Zellen
Name Charakteristika Quelle Referenz

Klonale ZTL-Linie; HLA-A*0201-restringiert;
11/33 ZTL spezifisch fur das Melan-Az.3s-Epitop, Wolfel, T. Wolfel et al., 1993
Suspensionszellen

Embryonale Nierenzelllinie,
293T-Zellen Transfomlert durch Teile des Humanen- Invitrogen Graham et al., 1977
Adenovirus-5-Genoms,

exprimieren SV40 large T-Antigen

aus Monozyten von gesunden Spendern

Dz! : . .
differenziert, Suspensionszellen

C. Wehner

HLA-A*0201-restringiert; spezifisch fur das

IVS-B ZTL Tyrosinaseseg.sn-EpitOp, Suspensionszellen

Wolfel, T. Wolfel et al., 1993
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Klonale ZTL-Linie; Allo-HLA-A2-reaktiv,
Suspensionszellen

Jurkat(76)-Zellen (von M. Heemskerk)
Jurkat(76)- wurden stabil transduziert mit pMP71-

JB4 ZTL B. Mosetter Milani et al., 2005

tgTZR- TZRap-Melan-A (von S.Wilde, D. C.Wehner
Melan-A Sommermeyer), Melan-A-spezifisch
(ELAGIGILT), HLA-A*0201-restringiert
Chronische myeloische Leukamiezelllinie, Lozzio und Lozzio,
K562 ,
Suspensionszellen 1975
EBV transformiert B-Zellen
LCL-MSC' (Uberstand Wirtszelllinie B95-8), S. MiloSevi¢
Suspensionszellen
Melanomzelllinie; HLA-A2-positiv;
Mel A375 Tyrosinase- und Melan-A-negativ, adherent ATCC
Melanomzelllinie; HLA-A2-positiv;
Mel 624.38 Tyrosinase-positiv, Melan-A-positiv, M.C. Panelli Rivoltini et al., 1995
adherent
I\/_I_ini-EBV transformiert B-Zellen
mLCL-MRE' (Uberstand EBV-Pack-Zelllinie), C. Ellinger
Suspensionszellen
l\/_I_ini-EBV transformiert B-Zellen A. Moosmann/
mLCL-SJ?'  (Uberstand EBV-Pack-Zelllinie), C. Wehner
Suspensionszellen
PBL" Nach Plattenadherer_]z, von gesunden C. Wehner
Spendern , Suspensionszellen
" HLA-Typisierung siehe Tab. 8.7
Tab. 2.10: Verwendete Bakterien
Name Charakteristika Quelle

E. coli XL1 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F’ proAB Stratagene
Blue MRF’ laclgZAM15 Tn10 TetR], Tetracyclin-Resistenz

2.7 Plasmide, Tetramere, Primer und Oligonukleotide

Tab. 2.11: Plasmide
Plasmid Eigenschaften Resistenz Quelle

gag-/pol-Gen des murinen Leukamievirus (Mo

pcDNA3.1 MLVg/p " Ampicillin ~ C. Baum

MLV)
pALF-10A1 Verpackungsplasmid(env-Gen des MLV-10A1)  Ampicillin  W. Uckert
pGEM-4Z-A116 T7-Promotor, polyAiss-Abschnitt Ampicillin  S. MiloSevi¢
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Plasmid Eigenschaften Resistenz Quelle

pPGEM-eGFP-A116  T7-Promotor, polyAis-Abschnitt, eGFP-DNS Ampicillin  S. MiloSevi¢

pGEM-XAGE-1-A116 T7-Promotor, polyAis-Abschnitt, XAGE-1-DNS  Ampicillin ~ C. Wehner

pGEM-GAGE-1-CrossTAg-Ai6’
pGEM-GAGE-1- T7-Promotor, polyAiss-Abschnitt, LAMP1-ER-
CrossTAg-A116" Translokationssignal, DC-LAMP-Transmembran-
und Zytoplasma-Domane, GAGE-1-DNS

Ampicillin ~ C. Ellinger

pGEM-MAGE-A4-CrossTAg-Ais'
pGEM-MAGE-A4- T7-Promotor, polyAiss-Abschnitt, LAMP1-ER-
CrossTAg-A116" Translokationssignal, DC-LAMP-Transmembran-
und Zytoplasma-Domane, MAGE-A4-DNS

Ampicillin ~ C. Ellinger

2?156“’1' Melan-Ac.a Eﬁgr(onr:)%ti%rz’ig‘r’t')yA”e Abschnitt, Melan-Aewa-  Ampicillin €. Ellinger
pPGEM-Melan-Ag.a-CrossTAg-Arss'

T7-Promotor, polyAis-Abschnitt, LAMP1-ER-

Translokationssignal, DC-LAMP-Transmembran- Ampicillin ~ C. Ellinger
und Zytoplasma-Domane, Melan-Ag.a-DNS

(modifiziert)

pGEM-MeIan-A(ELA)-
CrossTAg-A116"

PGEM-NY-ESO-1-CrossTAg-Ass’
pGEM-NY-ESO1- T7-Promotor, polyAiss-Abschnitt, LAMP1-ER-
CrossTAg-A116" Translokationssignal, DC-LAMP-Transmembran-

und Zytoplasma-Domane, NY-ESO-1-DNS

Ampicillin ~ C. Ellinger

PGEM-SSX4-CrossTAg-Ass’
PGEM-55X4- T7-Promotor, polyAs-Abschnitt, LAMP1-ER-

} 1 Translokationssignal, DC-LAMP-Transmembran-
CrossTAg-A116 und Zytoplasma-Domane, SSX4-DNS

Ampicillin ~ C. Ellinger

PGEM-XAGE-1-CrossTAg-Ai1s'
pGEM-XAGE-1- T7-Promotor, polyAiss-Abschnitt, LAMP1-ER-
CrossTAg-A116" Translokationssignal, DC-LAMP-Transmembran-
und Zytoplasma-Domane, XAGE-1-DNS

Ampicillin ~ C. Ellinger

pGEM-aD115-TZR- T7-Promotor, polyAs-Abschnitt, Tyrosinase- . .
A116 spezifischer TZR, a-Kette D115-DNS Ampicillin S. Wilde
pGEM-BD115-TZR- T7-Promotor, polyAs-Abschnitt, Tyrosinase- - .
A116 spezifischer TZR, B-Kette D115-DNS Ampicillin - S. Wilde
pPGEM-Tyrosinase- T7-Promotor, polyAis-Abschnitt, . .
A116' Tyrosinase(YMD-Variante)-DNS AmpicillinC. Ellinger
T7-Promotor, polyAis-Abschnitt,

PGEM-YMD-eGFP- Tyrosinase(YMDGTMSQV)-DNS gekoppelt an ~ Ampicillin ~ C. Wehner

1
A116 eGFP-cDNS

. C. Wehner
pVA1-2-EBNA-1-TZR-T7-Promotor, polyAs-Abschnitt, EBNA-1- Ampicillin (TZR von S
A116' spezifischer TZR, a-Kette EBNA-1-DNS P Milosevic) ’
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Plasmid Eigenschaften Resistenz Quelle
pVA17-M244-TZR-  T7-Promotor, polyAz-Abschnitt, XAGE-1- -
A70" spezifischer TZR, a-Kette M244-DNS Ampicillin - C. Wehner

pVB3-1-M244-TZR- T7-Promotor, polyA7-Abschnitt, XAGE-1-
A70' spezifischer TZR, B-Kette M244-DNS

Ampicillin ~ C. Wehner

' Siehe Methoden, Abschnitt 3.2.9 (Abb. 3)

Tab. 2.12: Tetramer

Peptidsequenz

Quelle

HLA-A*0201/Melan-Aga/HB2m  ELAGIGILT

D. Busch

Tab. 2.13: Primer

Primer Sequenz 5’ nach 3’

Antigenklonierung (pGEM-A116)

XAGE-1

5  ATAAAGCTT Hinai)ATGCTCCTTTGGTGCCCACC
3 ATAGAATTCEcor)TCATCACCAAACTTGTGGTTGCTCT

Mutagenese (ein Aminosaurenaustausch)

5  CCACCATGGCCTATATGGATGGAACAATGTCCCAG

YMN — YMD-GFP

3" CTGGGACATTGTTCCATCCATATAGGCCATGGTGG

Quantitative real- Sequenz 5’ nach 3’

Amplifikat- Schmelztem

time PCR lange (bp) peratur
5 TTGGTGGGAACAACTTTATCCA
CTAGE-1 3  TACTCCTTCCCCTTGCCACA 156 79.2
5 AGTTGGCGAGGAAGATCGAC
GAGE-1 3  TTCAGGCGTTTTCACCTCCT 321 87.4
5 TATCGAGCCAAGGAGCTGGT
MAGE-A4 3 AGTGTGCTCCCTCCCATCAT 342 861
NY-ESO-1 (Kurashige 5 AGTTCTACCTCGCCATGCCT 286 607
etal, 2001) 3 TCCTCCTCCAGCGACAAACAA :
5 GAGACCCAGGGATGATGCTC
SSx4 3  GATGCCTCTGGCACTTCCTT 363 84.1
5 CATGTTCACTGGGCGTCTTC
XAGE-1 3  TGCTCTTCACCTGCTTCTGG 400 89,5
. . GTTAGCAAGAAACTGAACGTC
aEnolase (Dr. Marion 5
Frankenberger, HHZ) 3 ACA 619 88,4
ger, TGAAGGACTTGTACAGGTCAG
185 RNS 5 CGGCTACCACATCCAAGGAA 86

3 GCTGGAATTACCGCGGCT
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Primer Sequenz 5’ nach 3’

Sequenzierung

T7 (P GEM-Plasmide) 5 TAATACGACTCACTATAGGG

TZR-VB-Repertoire

P-5'BST 5 AAGCAGAGATCTCCCACAC
P-3'BST 3 GAGGTAAAGCCACAGTTGCT
P-3'CRII 3° GATGGCTCAAACACAGCGACCTC
Vi1 5 GCACAACAGTTCCCTGACTTGGCAC
VB2 5 TCATCAACCATGCAAGCCTGACCT
VB3 5 GTCTCTAGAGAGAAGAAGGAGCGC
V34 5  ACATATGAGAGTGGATTTGTCATT
VSS5.1 5 ATACTTCAGTGAGACACAGAGAAAC
V5.2 5 TTCCCTAACTATAGCTCTGAGCTG
VB6.1 5 GCCCAGAGTTTCTGACTTACTTC
V6.3 5 ACTCTGAAGATCCAGCGCACA

VB7 5 CCTGAATGCCCCAACAGCTCTC
V38 5 ATTTACTTTAACAACAACGTTCCG
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
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Primer Sequenz 5’ nach 3’

VB22.2 5 AAGTGATCTTGCGCTGTGTCCCCA

VB22.3 5 CTCAGAGAAGTCTGAAATATTCG

VB23 5 GCAGGGTCCAGGTCAGGACCCCCA

V324 5 ATCCAGGAGGCCGAACACTTCT

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

CP1 3* GCACCTCCTTCCCATTCAC

VP1 5 GCITKTIYTGGTAYMGACA (I = Inosin, W=A/T, M=A/C,Y =
C/T, K= GIT)

VP2 5 CTITKTWTTGGTAYCIKCAG (I = Inosin, W=A/T, M=A/C,Y =

CIT, K = G/T)

TZR-Va-Repertoire

Primer Sequenz 5' nach 3'
P-5'aST 5  CTGTGCTAGACATGAGGTCT
P-3'aST 3 CTTGCCTCTGCCGTGAATGT
3'T-Ca 3 GGTGAATAGGCAGACAGACTTGTCACTGGA
PANVa1 5 AGAGCCCAGTCTGTGASCCAG S=C/G
PANVa1.1 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
Va11 5  AGAAAGCAAGGACCAAGTGTT
Va12 5 CAGAAGGTAACTCAAGCGCAGACT
Va13 5 GAGCCAATTCCACGCTGCG
Va14 5 CAGTCTCAACCAGAGATGTC
Vai4.1 5 CAGTCCCAGCCAGAGATGTC
Va15 5  GATGTGGAGCAGAGTCTTTTC
Va16 5 TCAGCGGAAGATCAGGTCAAC
Va17 5 GCTTATGAGAACACTGCGT
Va18 5 GCAGCTTCCCTTCCAGCAAT
Va19 5 AGAACCTGACTGCCCAGGAA
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Primer Sequenz 5’ nach 3’

Va20 5 CATCTCCATGGACTCATATGA
Va21 5  GTGACTATACTAACAGCATGT
Va22 5" TACACAGCCACAGGATACCCTTCC
Va23 5  TGACACAGATTCCTGCAGCTC
Vaz4 5 GAACTGCACTCTTCAATGC

Va25 5  ATCAGAGTCCTCAATCTATGTTTA
Va26 5 AGAGGGAAAGAATCTCACCATAA
Va27 5 ACCCTCTGTTCCTGAGCATG
Va28 5 CAAAGCCCTCTATCTCTGGTT
Va29 5 AGGGGAAGATGCTGTCACCA
Va30 5 GAGG GAGAGAGTAGCAGT
Va31 5 TCGGAGGGAGCATCTGTGACTA

Va32 5 CAAATTCCTCAGTACCAGCA

Angegeben sind Sequenz und Verwendungszweck der in dieser Arbeit verwendeten DNS-Primer.
Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen und angegeben. Alle Primer sind aus der 5 Richtung ange-
geben. Die Bezeichnungen der TZR-Va/B-Gensegmentfamilien-spezifischen Primer richtet sich nach der
Arden-Nomenklatur (Arden et al.,, 1995). Fett markierte Primer fungierten als jeweilige interne PCR-
Kontrolle. Die Primersequenzen fir die TZR-Va/B-Ketten-Analyse beruhen auf Angaben von Steinle et al.
(1995).

Tab. 2.14: Oligonukleotide

DNS-Oligonukleotide = Sequenz 5' nach 3'

GCAACCGACGACGGCGCCAACAGCAAGCTGACCTTCGGCAAGGG
CATCACCCTGAGCGTGCGCCCCGACATCCAGAACCCCGAGCCCGC
CGTGTACCAGCTGAAGGACCCCAGAAGCCAGGACAGCACCCT

TZR-M244 Va-CDR3a
(sense)

GTGCTGTCCTGGCTTCTGGGGTCCTTCAGCTGGTACACGGCGGGC
TCGGGGTTCTGGATGTCGGGGCGCACGCTCAGGGTGATGCCCTTG
CCGAAGGTCAGCTTGCTGTTGGCGCCG TCGTCGGTTGC

TZR-M244 VVa-CDR3a
(anti-sense)

GCAAGCAGCCAGACCGGCTGGGAGACCCAGTACTTCGGCCCCGG
CACCCGCCTGCTGGTGCTGGAGGACCTGAGGAACGTGACCCCAC
CCAAG

TZR-M244 \V/3-CDR3p
(sense)

GTCACCTTGGGTGGGGTCACGTTCCTCAGGTCCTCCAGCACCAGC

TZR-M244 VB-CDR3B 5 3cGGGTGCCGGGGCCGAAGTACTGGGTCTCCCAGCCGGTCTG

(anti-sense) GCTGCTTGC
GCAGTGCGCGGCAGCTACAGCGGCGCCGGCAGCTACCAGCTGAC

TZR-EBNA-1 Va- CTTCGGCAAGGGCACCAAGCTGAGCGTGATCCCCAACATCCAGAA

CDR3a (sense) CCCCGAGCCCGCCGTGTACCAGCTGAAGGACCCCAGAAGCCAGG
ACAGCACCCT
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DNS-Oligonukleotide = Sequenz 5' nach 3'

GTGCTGTCCTGGCTTCTGGGGTCCTTCAGCTGGTACACGGCGGGC

TZR-EBNA-1 Va- TCGGGGTTCTGGATGTTGGGGATCACGCTCAGCTTGGTGCCCTTG

CDR3a (anti-sense) CCGAAGGTCAGCTGGTAGCTGCCGGCGCCGCTGTAGCTGCCGCG
CACTGC

TZREBNA-1 VB- GCAAGCAGCTTCACCGGCCAGGGCTACAACGAGCAGTTCTTCGGC
CCCGGCACCCGCCTGACCGTGCTGGAGGATCTGAGGAACGTGAC

CDR3p (sense) CCCACCCAAG

TZREBNA-1 VB- GTCACCTTGGGTGGGGTCACGTTCCTCAGATCCTCCAGCACGGTC

CDR3S (ant AGGCGGGTGCCGGGGCCGAAGAACTGCTCGTTGTAGCCCTGGCC

B (anti-sense) GGTGAAGCTGCTTGC

2.8 Klonierte T-Zell-Rezeptoren

Tab. 2.15: Eigenschaften und CDR3-Regionen des TZR-EBNA-1
Die Nomenklatur fur die angegebenen V-, D- und J-Regionen richtete sich nach IMGT (Lefranc et al., 2009).

TZRa-CDR3-Sequenz CAVRGSYSGAGSYQLTF
TZRB-CDR3-Sequenz CASSFTGQGYNEQFF

TZRo-Kette TRAV1-2 , TRAJ28

TZRB-Kette TRBV5-1, TRBD1-1, TRBJ2-1
HLA-Restriktion HLA-B*3502

Spezifitat EBNA-1-Peptid des EBV (HPVGEADYFEY)

Tab. 2.16: TZR-Analyse des XAGE-1-spezifischen CD8* T-Zellklons M244
Die Gesamt-RNS des XAGE-1-spezifischen CD8* T-Zellklones M244 wurde isoliert, in cDNS umgeschrieben
und in einer PCR anhand von spezifischen Primern fir die Va- bzw. V3-Kette des TZR analysiert. In der

Tabelle aufgefiihrt sind die Va- bzw. VB- und Ja- bzw. JB-Ketten (IMGT-Nomenklatur) sowie die CDR3-
Region. (AS: Aminosaure)

V-Segment D-Segment J-Segment CDR3-Region (AS-Sequenz)
TZRa-Kette TRAV17*01 - TRAJ56*01 CATDDGANSKLTF
TZRB-Kette TRBV3-1*01 TRBD1*01 TRBJ2-5*01 CASSQTGWETQYF

2.9 Peptide und Proteine

Tab. 2.17: Peptide

Peptid Epitop Quelle
Tyrosinase YMDGTMSQVA Metabion
EBNA-1 HPVGEADYFEY Metabion
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2.10 Antikorper

Tab. 2.18: Antikorper

Spezifitat Kunjugation Isotyp Klon Quelle

CCR7 (CD197) PE Ratte IgG2a  3D12 eBloselence,
CD3 FITC Maus 1gG; UCHT1 BD, Heidelberg
CD3 APC Maus 1gG; UCHT1 BD, Heidelberg
CD4 Hz450 Maus 1gG; RPA-T4 BD, Heidelberg
CD4 FITC Maus IgG; 13B8.2 peckman Coulter,
CD4 APC Maus 1gG; RPA-T4 BD, Heidelberg
CD8 FITC Maus 1gG; HIT-8a BD, Heidelberg
CD8 APC Maus 1gG; RPA-T8 BD, Heidelberg
CD8 APC-Cy7 Maus 1gG; RPA-T8 BD, Heidelberg
CD8 PE Maus IgGs RPA-T8 BD, Heidelberg
CD14 FITC Maus 1gG2a MSE2 BD, Heidelberg
CD19 PE-Cy7 Maus IgG: HIB19 eolosclence,
CcD19 PercP-Cy5.5  Maus IgG; SJ25CH eBlosclence,
CD25 PE-Cy7 Maus IgG+ M-A251 BD, Heidelberg
CD25 APC Maus 1gG2b 4,00E+003 Miltenyi

CD40' - Maus IgG; M.Frentsch
CD56 PE Maus IgG NKH-1 seckman Coulter,
CD69 PE Maus IgG2b TP1.55.3 Immunotech
CD80 PE Maus 1gG; L307.4 BD, Heidelberg
CD83 FITC Maus 1gG; HB15e BD, Heidelberg
CD86 PE Maus IgG; FUN-1 BD, Heidelberg
CD137 APC Maus IgG+ 4B4-1 BD, Heidelberg
CD154 (CD40L) PE Maus 1gG+ TRAP1 BD, Heidelberg
CD209 (DC-SIGN) FITC Maus 1gG2, DCN46 BD, Heidelberg
FcR-Blockierung - ggggécliergisch
HLA-DR PE Maus 19G2, G46-6 BD, Heidelberg
Isotypkontrolle, 1gG+ PE, FITC Maus 1gG; MOPC21 BD, Heidelberg
Isotypkontrolle, 1gGz, PE Maus 1gGz, G155-178 BD, Heidelberg
maus-TZRB-konstant  APC Hamster IgG2a  H57-597 BD, Heidelberg
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Spezifitat Kunjugation Isotyp Klon Quelle
anti-Melan-A - Maus IgG+ A103 Dako, Danemark
panMHC-I - Maus IgG; W32/6 E. Kremmer
panMHC-II - Maus 1gG; C23/43 Dako, Danemark
Anti-Maus-IgG F(ab),  PE IgG F(ab). Jackson,

Newmarket, UK

' CD40-Blockierungs-Antikérper

2.11 Personen

Ein herzliches Dankeschon geht an folgende Personen flur die Bereitstellung verschiedener

Materialien:
MiloSevic, S. Institut fir Molekulare Immunologie (IMI), Helmholtz Zentrum Miinchen
Mautner, J. Klinische Kooperationsgruppe (KKG) Padiatrische Tumorimmunologie,

Helmholtz Zentrum Minchen

Moosmann, A.

Klinische Kooperationsgruppe (KKG) Immunonkologie, Helmholtz
Zentrum Munchen

Ellinger, C. Institut fir Molekulare Immunologie (IMI), Helmholtz Zentrum Miinchen
Kremmer, E. Institut fir Molekulare Immunologie (IMI), Helmholtz Zentrum Miinchen
Busch, D. Institut der Medizinischen Mikrobiologie, Immunologie and Hygiene, TU

Minchen

2.12 Verwendete Software

Tab. 2.19: Verwendete Software

Textverarbeitung OpenOffice 3.0
Adobe lllustrator 2.0
Bildbearbeitung/Zeichenprogramme Adobe Photoshop 2.0

OpenOffice Draw 3.0

FACS-Auswertung

FlowdJo 8.6

Datenauswertung

Microsoft-Excell

Graph Pad Prism 5.0

Statistische Auswertung Graph Pad Prism 5.0

Virtuelle Klonierung

Clone Manager 8.0

Sequenzanalyse

Chromas Lite (Elektropherogramme)

NCBI BLAST

IMGT (TZR Sequenzanalyse)

Sequenzoptimierung Jcat, www.jcat.de (Grote et al., 2005)
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3 METHODEN

3.1 Zellbiologische Methoden

Zur Vermeidung von Kontaminationen mit Bakterien, Pilzen oder anderen Organismen wurden alle
Arbeiten zur Kultivierung eukaryotischer Zellen unter sterilen Bedingungen und mit sterilen
Materialien, Losungen und Medien durchgeflihrt. Inkubiert wurden die Zellen im Brutschrank
(Heraeus) bei 37°C/6,5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit.

3.1.1 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde die Zellsuspension mit Trypanblau gefarbt und in einer
Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Der Farbstoff Trypanblau diffundiert lediglich in tote Zellen
wodurch diese von den ungefarbten, lebendigen Zellen unterschieden werden kénnen. Ein Aliquot
(10 ul) des Zellgemisches wurde im Verhaltnis 1:10, bei hohen Zellkonzentrationen, oder 1:2, bei
niedrigen Zellkonzentration mit der Trypanblau-Lésung gemischt. 10 ul der Farbstoff-Zell-Mischung
wurde auf eine Neubauer-Zahlkammer aufgetragen. Die Anzahl der ungefarbten Zellen wurde
anhand eines Durchlichtmikroskops in mindestens zwei GroRRquadraten, bestehend aus 16
Kleinquadraten, bestimmt. Die durchschnittliche Zellzahl pro GroRquadrat wurde mit dem Kammer-
faktor 1 x 10* und dem Verdlinnungsfaktor 10 multipliziert, woraus sich die Anzahl der Zellen in

einem Milliliter Zellsuspension ergab.

3.1.2 Einfrieren von Zellen

Abgesehen von PBMZ und PBL wurden fiir alle Zelltypen zwischen 0,5 — 1 x 107 Zellen und fir
PBMZ oder PBL 5 x10” Zellen abzentrifugiert und in 1 ml Einfriermedium (ibidi Freezing Medium,
serumfrei) resuspendiert und in ein 1,8 ml-Kryo-Roéhrchen (Nunc) dberfuhrt. Die Kryo-Rohrchen
wurden in Nalgene® Cryo 1°C Freezing Container (Thermo-Scientific) auf -80°C herunter gekihlt

und fur langfristige Aufbewahrung in flissigen Stickstoff (-196°C) transferiert.

3.1.3 Auftauen von Zellen

Zum Auftauen der Zellen wurden diese in 12 ml vorgewarmtem RPMI 1640 Medium
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(Raumtemperatur) zlgig resuspendiert und in ein 15 ml Falcon-Gefal} Uberfuhrt. Nach dem

Abzentrifugieren wurden die Zellen in vorgewarmten Kulturmedium (37°C) aufgenommen.

3.1.4 Generierung von Mini-LCL-Zelllinien

Zur Immortalisierung von B-Zellen eignet sich besonders das Epstein-Barr-Virus (EBV), das in vitro
die Zellen infizieren und transformieren kann. Das Virus induziert das Wachstum einer dauerhaften
lymphoblastoiden Zelllinie (LCL, engl. lymphoblastoid cell line) (Pope et al., 1968). Alternativ
kénnen B-Zellen mit Hilfe eines gentechnisch veranderten EBV-Stammes transformiert werden,
der noch im Stande ist B-Zellen zu infizieren und zu transformieren, aber durch das Fehlen der
meisten lytischen Gene nicht mehr in den lytischen Zyklus eintreten kann (Kempkes et al., 1995;
Moosmann et al., 2002). Durch eine EBV-Verpackungs-Zelllinie ist es moglich, ohne das Risiko
einer Kontamination durch ein Helfervirus das Replikations-defiziente Mini-EBV-Genom in einer
Virionform zu generieren. Diese Virionen konnen selbststandig B-Zellen infizieren und
immortalisieren (Delecluse et al., 1999). Die so transformierten B-Zellen werden als Mini-LCL
(mLCL, engl. mini lymphoblastoid cell line) bezeichnet. Im Rahmen dieser Arbeit wurden B-Zellen
in PBMZ eines Spenders anhand des Mini-EBV-enthaltenden Uberstandes der Wirtszelllinie B95-8
(periphere Blutlymphozyten des Krallenaffen, freundlicherweise von Andreas Moosmann
bereitgestellt) immortalisiert (Miller, G. und Lipman, 1973; Farrell, 2001). Hierfir wurden 1 — 0,5 x
10° PBMZ in 100 pl LCL-Medium mit 100 ul EBV-Uberstand und 1 ug/ml Cyclosporin A in einer 96-
Loch-Platte (Flachboden) versetzt. Cyclosporin A (CSA) blockiert die Calcineurin-Aktivitat, ein
Schlisselenzym der T-Zell-Aktivierung, wodurch die Genexpression verschiedener Zytokine sowie
deren Rezeptoren inhibiert wird und dadurch zelluldre Bestandteile des Immunsystems sterben
(Mascarell und Truffa-Bachi, 2003). Auf der anderen Seite weist CSA eine unterstiutzenden
Wirkung auf die EBV-Transformation und Entwicklung immortalisierter humaner B-Lymphoyten auf
(Walz et al., 1990; Chen et al., 2009). Somit wird eine CSA-vermittelte Selektion auf EBV-

transformierte B-Zellen ermdglicht.

3.1.5 Kultivierung von LCL/mLCL-Zelllinien

In stehenden 25 cm? (15 ml Medium) oder 75 cm? (50 ml Medium) Zellkulturflaschen (BD) wurden
im Brutschrank (Heraeus) bei 37°C/6,5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit LCL und mLCL in LCL-
Medium kultiviert. Die in Suspension wachsenden Zellen wurden etwa alle drei bis finf Tage 1:5

gesplittet und mit frischem LCL-Medium (12 ml bzw. 40 ml) versetzt.
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3.1.6 Kultivierung adharenter Tumorzellen

Adhérente humane Tumorzelllinien wie Mel624.38 und MelA375 wurden in liegenden 75 cm?
Zellkulturflaschen (BD) mit 20 ml LCL-Medium im Brutschrank (Heraeus) bei 37°C/6,5% CO, und
95% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Etwa alle drei bis vier Tage wurden die Zellen 1:5 oder 1:10
gesplittet. Hierfir wurde das Medium entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen und mit 2 ml 1 x
Trypsin/EDTA-LOsung fur 5 — 10 Minuten bei 37°C inkubiert, um die Zellen von der Oberflache zu
I6sen. Der Verdau wurde mit 10 ml LCL-Medium abgestoppt. In eine neue Zellkulturflasche wude
1/5 oder 1/10 der geldsten Zellen transferiert und mit LCL-Medium auf ein Endvolumen von 20 ml

aufgefuillt.

3.1.7 Kultivierung von Suspensionszellen

Die Tumorzellen K562 sowie LCL/mLCL sind in Suspension wachsende Zellen, die in stehenden
75 cm? Zellkulturflaschen (BD) mit 50 ml LCL-Medium im Brutschrank (Heraeus) bei 37°C/6,5%
CO, und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert wurden. Etwa alle drei bis vier Tage wurden die Zellen 1:5

gesplittet und mit frischem LCL-Medium versehen.

3.1.8 Kultivierung etablierter T-Zellklone

Etablierte T-Zellklone wurden alle 14 Tage restimuliert. Hierfir wurden pro Kavitat einer 24-Loch-
Flachbodenplatte 1 x 10° T-Zellen mit 1 x 10°® bestrahlten PBL vier verschiedener Spender (50 Gy,
Bestrahlungsanlage "*’Cs, HWM-D-2000 Gammacell), 1 x 10° bestrahlten Antigen-prasentierenden
Zellen (APZ), 250 ng/ml Phytohdmagglutinin (PHA) oder je 30 ng/ml Anti-CD3/-CD28 und 50 U
IL-2/ml in 2 ml T-Zellmedium gemischt. Der CD8" T-Zellklon IVSB (Tyrosinase-spezifisch, HLA-
A*02:01-restringiert) wurde mit der Melanomzelllinie Mel624.38 (100 Gy, Bestrahlungsanlage *'Cs,
HWM-D-2000 Gammacell) und der T-Zellklon JB4 (HLA-A*02:01-spezifisch) mit einer HLA-
A*02:01-positiven mLCL-Linie (mLCL-MRE, 100 Gy, Bestrahlungsanlage "*’Cs, HWM-D-2000
Gammacell) als APZ stimuliert. Spatestens vier Tage nach Restimulation wurde der PHA-haltige
KulturGberstand abgenommen und durch 2 ml frisches T-Zellmedium mit 50 U/ml IL-2 ersetzt. Im
Folgenden wurde alle drei Tage 1 ml Medium pro Kavitat durch frisches Medium mit 50 U/ml IL-2
ausgetauscht und wenn notig die Zellen 1:2 gesplittet. Die T-Zellen wurden an Tag 14 nach

Stimulation bei Bedarf wie unter 3.1.2 beschrieben eingefroren.
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3.1.9 Anreicherung von humanen mononukleéren Zellen des Blutes (PBMZ) aus
Frischblut

Mononukleare Zellen aus Frischblut wurden anhand der Dichtegradientenzentrifugation unter
Verwendung des synthetischen Copolymers Ficoll (Biochrome) angereichert. Das Spenderblut
wurde bei Abnahme heparinisiert und anschlieBend im Verhaltnis 1:2 mit sterilem PBS (low
endotoxin, Biochrom AG) gemischt, wovon jeweils 35 ml auf 15 ml Ficoll Uberschichtet wurde.
Nach der Zentrifugation fir 18 Minuten bei 840 x g ohne Bremse wurden 15 ml der obersten
Phase abgenommen und der Zentrifugationsschritt wiederholt (Thrombozytenwasche). Danach
wurden jeweils zwei Interphasenringe gemischt, mit sterilem PBS auf 50 ml Endvolumen aufgefullt
und fur 10 Minuten bei 470 x g mit Bremse zentrifugiert. Jeweils zwei Zellsedimente wurden
zusammengefuhrt und ein weiteres Mal mit sterilem PBS (Endvolumen 50 ml; 470 x g fur 10
Minuten mit Bremse) gewaschen. Fur die zweite Thrombozytenwasche wurden erneut zwei
Zellsedimente gemischt und jeweils 40 ml PBS mit 0,5% Humanserum dazugegeben und die
Zellen resuspendiert. Nach der Zentrifugation fur 15 Minuten bei 130 x g ohne Bremse wurde
dieser Schritt wiederholt. Anschlieliend wurden die Zellen in 15 ml DZ-Medium resuspendiert und

die Zellzahl bestimmt.

3.1.10 Generierung von 3-Tage DZ (3d-DZ)

Fir die Generierung von 3d-DZ wurden zunachst Monozyten mit Hilfe der Plastikadharenz aus den
PBMZ isoliert. Hierfir wurden 75 x 10° PBMZ in 15 ml DZ-Medium in eine 80 cm?Nunclon™ A
Surface-Zellkulturflasche (Thermo Scientific) gegeben und leicht geschwenkt, um die Zellen
moglichst gleichmalRig zu verteilen. Nach 25-minitiger Inkubation bei 37°C wurde die liegende
Flasche kurz geschwenkt und fir weitere 25 Minuten im Brutschrank inkubiert. AnschlieRend
wurden alle nicht adharenten Zellen mit dem Uberstand entfernt und die adharenten Zellen mit
jeweils 15 ml DZ-Medium durch leichtes Schwenken zweimal gewaschen. Fur die Ausreifung zu
zunachst unreifen iDZ (engl. immature DC) wurden 15 ml DZ-Medium mit 20 ng/ml IL-4 und
100 ng/ml GM-CSF versetzt und in die Flasche gegeben. Fir die Generierung reifer mDZ (engl.
mature DC) wurde am dritten Tag der Maturierungscocktail (sieche Tab. 3.1) in DZ-Medium dazu
gegeben. Am vierten Tag war der Reifungsprozess beendet und die DZ konnten flir Experimente

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

Jonoleit-Cocktail’ Cocktail 5 Cocktail 6°
DZ-Medium 3 ml 6 ml 6 ml
GM-CSF 1800 ng 2100 ng 2100 ng
IL-4 360 ng 420 ng 420 ng
IL-1B 180 ng 210 ng 210 ng
TNFa 180 ng 210 ng 210 ng
INFy - 105000 U 105000 U
R848 - - 21 000 ng
PGE:; 18 000 ng 5250 ng 5250 ng
Poly(l:C) - 420 ng 420 ng

" mDZ generiert nach Jonuleit et al. (1997), verkirzt von 7 Tage auf 3 Tage von M. Biirdek (2010)

2 3-Tage-mDZ generiert nach verkilrztem Protokoll unter Verwendung von poly(l:C) (Spranger et al. 2010)

3 3-Tage-mDZ generiert nach verkiirztem Protokoll unter Verwendung von TLR-Liganden und Poly(l:C)
(5C+R848; Spranger et al., 2010)

3.1.11 Ivt-mRNS-Transfektion verschiedener Zelltypen

Die Zellen wurden mit ivt-mRNS unter Verwendung des ,Gene Pulser Xcell™* (Biorad) in 0,4 cm
Elektroporationskiivetten (Biorad) transfiziert. Dazu wurden die Zellen einmal mit kaltem RPMI
1640 (very low endotoxin, Biochrom AG) gewaschen, bei 470 xg zentrifugiert und das
Zellsediment in kaltem RPMI aufgenommen, wobei die Zellzahl auf 2 — 3 x 10° Zellen pro 200 pl
RPMI eingestellt wurde. Nach Zugabe der ivt-mRNS (siehe Abbildungen flir Mengenangaben)
wurde die 200 ul Zellsuspension kurzfristig auf Eis gestellt und, unter den in Tab. 3.2
nachzulesenden Bedingungen, elektroporiert. Anschlie®end wurden die Zellen sofort mit dem flr
sie geeigneten Kulturmedium gemischt und fur einige Stunden in 24- oder 6-Loch-Flachboden-
Kulturplatten (Falcon bzw. TPP) bei 37°C inkubiert. Zellen, die als Negativkontrolle mit H20 statt
ivt-mRNS elektroporiert worden waren, wurden in dieser Arbeit als ,Kontroll-transfiziert
bezeichnet.

Tab. 3.2: Elektroporationsbedingungen fiir verschiedene Zelltypen

Zellen Elektroporationsprogramm Bedingungen Zellzahl  Volumen
(RPMI)
3d-Dz exponentiell 300V, 300 uF 2-3 x 106 200 pl
mLCL/LCL exponentiell 300V, 150 uF 2-3 x10° 200 pl
PHA oder CD3/CD28- time constant 900V;2,3ms 1,8-2x10° 200 pl
expandierte PBL time constant 760V;25ms  1,8-2x10° 200 pl
CD8* T-Zellklon IVSB time constant 760V;2,5ms 1,8-2x10° 200 pl
CD8"* T-Zellklon JB4 time constant 400V;25ms 1,8-2x105 200 l
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3.1.12 Peptid-Beladung von LCL

Fur die Peptid-Beladung von LCL wurden jeweils zwei Millionen Zellen in 1 ml LCL-Medium in ein
15 ml Reaktionsgefald Uberfihrt und mit 10 ng Peptid fur zwei Stunden bei 37°C inkubiert.
AnschlieRend wurden die Zellen bei 470 x g fur fiinf Minuten zentrifugiert, der Uberstand entfernt

und die Zellen in Kulturmedium resuspendiert.

3.1.13 De-novo-Induktion naiver CD8* T-Zellen

Fur die De-novo-Induktion naiver CD8" T-Zellen wurden diese mit Antigen-beladenen mDZ oder,
fur den allogenen Kontrollansatz, mit H,O-elektroporierten mDZ kokultiviert. Im Falle der Antigen-
beladenen mDZ wurden diese in Aliquots aufgeteilt, mit verschiedenen CrossTAg-Antigen-ivt-
MRNS-Spezies (GAGE-1, MAGE-A4, NY-ESO1, SSX4, XAGE-1) transfiziert und fur etwa finf
Stunden bei 37°C inkubiert. Anschliellend wurden die mDZ zu gleichen Teilen wieder gemischt.
Zur Uberprifung der Elektorporationseffizienz wurde ein Teil der mDZ mit GFP-ivt-mRNS
transfiziert. Pro Kavitat einer 24-Loch-Flachboden-Kulturplatte wurden 1 x 10° aufgetaute PBL mit
0,5 x 10° Zellen der mDZ-Mischpopulation in 2 ml T-Zellmedium zusammengefiihrt. Nach zwei
Tagen wurden 20 U/ml IL-2 und 5 ng/ml IL-7 dazugegeben. Im Folgenden wurden etwa alle zwei
Tage 20 U/ml IL-2 und 5 ng/ml IL-7 in die Kokultur gegeben und bei Bedarf die Zellen 1:2 gesplittet.
Uberschiissige mDZ-Aliquots wurden zur spateren Verwendung fiir die Restimulation der T-Zellen
in IBIDI-Einfriermedium bei -80°C weggefroren. Nach 14 Tagen wurden die T-Zellen erneut mit
aufgetauten, transfizierten mDZ-Mischpopulationen oder H.O-elektroporierten mDZ im gleichen
Verhaltnis wie zu Beginn restimuliert. CD8" T-Zellen wurden 16 Stunden nach der Restimulation
Uber den Aktivierungsmarker CD137 anhand des Fluoreszenz-aktivierten Zellsortierer (FACS Aria
[ll, BD) isoliert und separat in 96-Loch-Platten (1 Zelle/Loch, 3 Zellen/Loch oder 6 Zellen/Loch)

weiter kultiviert.

3.1.14 Kultivierung sortierter CD8" T-Zellklone

Die in 96-Loch-Platten klonierten CD8* T-Zellen wurden alle 14 Tage mit einem T-Zell-
Stimulationsgemisches (200 ul) restimuliert. Das Stimulationsgemisch bestand aus 2 x 10° Zellen
einer Mischung unterschiedlich (CrossTAg)-Antigen-ivi-mRNS-transfizieter mLCL des DZ-
Spenders (GAGE-1, MAGE-A4, NY-ESO1, SSX4, XAGE-1; bestrahlt mit 100 Gy, Bestrahlungs-
anlage "*'Cs, HWM-D-2000, Gammacell) und 3 x 10* Zellen einer Mischung dreier unterschied-
licher PBL-Spender (bestrahlt mit 50 Gy) pro 200 ul T-Zellmedium, sowie 250 ng/ml PHA oder
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30 ng/ml Anti-CD3/CD28 und 20U/ml IL-2 und 20 ng/ml IL-15. Nach drei Tagen wurde das PHA-
haltige Kulturmedium entfernt und durch frisches T-Zellmedium mit 20 U/ml IL-2 und 20 ng/ml IL-15

ersetzt.

3.1.15 Koinkubation von T-Zellen und Antigen-prasentierenden Zellen (APZ)

Zur Bestimmung der sezernierten Zytokinmenge nach spezifischer Stimulation, wurden T-Zellen
und entsprechende APZ fiir die Analyse mittels ELISA kokultiviert. Zur Vermeidung unspezifischer
Zytokinsekretion wurden die T-Zellen mindestens drei Tage vor der Kokultivierung ohne [L-2-
Zugabe kultiviert. Auflerdem wurden nur sich in der Ruhephase befindlichen T-Zellen verwendet,
d.h. die T-Zellen wurden erst ab dem 10.Tag nach Stimulation fur die Reaktivierung in der Kokultur
eingesetzt. Hierfir wurden T-Zellen und APZ abzentrifugiert (470 x g, funf Minuten) und
anschliel3end in gewiinschter Konzentration in T-Zellmedium resuspendiert. Die Kokultur wurde in
einem Endvolumen von 200 pl in 96-Loch-Rundbodenplatten angesetzt und tGber Nach bei 37°C
inkubiert. Nach 16 bis 24 Stunden wurden die Kulturiberstdnde gesammelt und in eine neue 96-
Loch-Rundbodenplatte transferiert. Fur eine langerfristige Lagerung wurde die Platte mit den
Uberstanden bei -20°C aufbewahrt.

3.1.16 Kultivierung adharenter HEK-293T-Zellen

Fur die Kultivierung und Expansion von HEK-293T-Zellen wurden diese in 20 ml 293T-Zellmedium
in 15 cm Zellkulturplatten (Nunc) im Brutschrank (Heraeus) bei 37°C, 5% CO, und 95% inkubiert.
Die leicht adharent wachsenden Zellen wurden etwa alle 3 Tage von der Oberflache abgespult und
1:10 oder 1:20 gesplittet.

3.1.17 Transfektion von HEK-293T-Zellen

HEK-293T-Zellen wurden mit dem Plasmid pcDNA3.1MLVg/p (gag/pol-Gen des murinen
Leukdmievirus (Mo-MLV)) und dem Verpackungsplasmid pALF-10A1 (env-Gen des MLV-10A1)
sowie dem TZRa/B-codierenden retroviralen Vektor transfiziert, um infektidse Virushullen zu
generieren, die die gewilnschten TCRa/B-Plasmid-DNS tragt (Reull et al. 2007). Fir den
Polyethylenimmin-(PEl)-vermittelten Plasmid-Transfer (PEl-Transfektion) in Zellen der Linie HEK-

293T wurden einen Tag zuvor 3,0 x 10° Zellen in 10 cm Zellkulturplatten (Nunc) mit 10 ml 293T-
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Zellmedium ohne Antibiotika ausgesat. Wichtig hierbei war der Verzicht auf Trypsin/EDTA, um die
Zellen von der Oberflache zu l6sen, da andernfalls die Zellen die Transfektion mit PEI nicht
uberleben. Pro Transfektion wurden 600 pl OptiMEM mit 10 ng pALF, 10 ng CeB und 10 ng TZRa
oder TZRp, 67,5 pl PEI (1x, 1 mg/pl, pH 7,0) nacheinander (Reihenfolge ist einzuhalten) gemischt
und fur 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Das Medium der 293T-Zellen wurde entfernt.
Der Transfektionsansatz wurde mit 18 ml 293T-Zellmedium (ohne Antibiotika) gemischt und am
Rande der 10 cm Platte vorsichtig zu den 293T-Zellen getropft, um die Zellen nicht von der
Oberflache zu ldsen. Nach 3-tagiger Inkubation bei 37°C wurde der virushaltige Uberstand
gesammelt und durch 0,45 um Filter (Millipore) filtriert, um Kontaminationen mit 293T-Zellen zu
vermeiden. Es wurde nur soviel wie nétig Virusuberstand von den 293T-Zellen abgenommen und
das Volumen durch frisches 293T-Zellmedium ersetzt. Der filtrierte Virusiberstand wurde sofort fur
die erste Transduktion der PBL verwendet. Uberschissiger Virusiiberstand wurde auf -20°C
gelagert. Fur die zweite Transduktion (Retronektin-vermittelte Infektion der PBL) wurde der

restliche Uberstand der 293T-Zellen abgenommen, filtriert und sofort eingesetzt.

3.1.18 Transduktion von Jurkat-76-Zellen

Fur die Transduktion von Jurkat-76-Zellen mit Retroviren, die Melan-A-TZRa/B-Ketten enthielten,
wurden 1 x 10° Jurkat-Zellen pro Kavitat einer 24-Loch-Flachboden-Kulturplatte in 2 ml filtrierten
Virustiberstand (1 ml TZRa-Kette + 1 ml TZRp-Kette tragender Virusiiberstand) ausgesat. Die
Zellen wurden so fiur 24 Stunden bei 37°C inkubiert. Danach wurden pro Kavitat einer 6-Loch-
Flachboden-Kulturplatte mit 2 ml Retronektin (12 pg/ml) in sterilem PBS fir zwei Stunden bei
Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4°C beschichtet. AnschlieRend wurde die Retronektin-PBS-
Lésung entfernt und die Platte fur 30 Minuten mit 2%iger BSA-L6sung geblockt. Nach Blockierung
wurden 3 ml frisch abgenommener und filtrierter Virustberstand (1,5 ml TZRa-Kette + 1,5 ml
TZRB-Kette Virusliberstand) auf das Retronektin-beschichtete 6-Loch gegeben und zwei Stunden
bei 4°C 4000 rpm (Rotana 460R, Hettich) zentrifugiert. Danach wurden die PBL aus der 24-
Lochplatte in die 6-Lochplatte Uberfuhrt und fur weitere 10 Minuten bei 32°C 2000 rpm (Rotana
460R, Hettich) zentrifugiert. Nach Zugabe von Protaminsulfat und 50 U/ml IL-2 wurden die Zellen
fur vier Tage bei 37°C inkubiert bevor die Jurkat-Zellen aus den 6-Lochplatten in liegende 75 cm?
Kulturflaschen mit 20 ml T-Zellmedium und 50 U/ml Gberfiihrt wurden. Nach weiteren drei Tagen
erfolgte die Uberprifung der erfolgreichen Transduktion mit den TZRa/B-Ketten anhand des
spezifischen Anti-Maus-TZRB-Kette-Antikorpers, der an den murinen Teil der exogenen TZRp-
Kette band, im FACS.
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Bakterienstamm und -kultur

Fur alle hier beschriebenen bakteriellen Experimente wurden Escherichia coli (E. coli) des
Stammes XL1-Blue MRF’ (Stratagene) verwendet. Auf Agarplatten ausplattierte Bakterien wurden
in einem Inkubator, flissige Bakterienkulturen in einem beheizbaren Schittler kultiviert (jeweils
37°C). Fur die langfristige Lagerung wurden Bakteriensuspensionen mit Glycerin (20%) versetzt
und bei -80°C aufbewahrt. Da alle verwendeten Plasmide eine Ampicillin-Resistenzkassette
aufwiesen, wurde sowohl auf den Agarplatten, als auch im flissigen Kulturmedium (LB-Medium)

mit dem Antibiotikum Ampicillin (50 pg/ml) auf Plasmid-tragende Bakterien selektiert.

3.2.2 DNS-Amplifikation mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Unter Verwendung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurden DNS-Fragmente amplifiziert
(Mullis et al., 1986; Sambrook, 2000). Hierfir wurde der PCR Master Mix der Firma Promega
gemall der Herstellerbeschreibung eingesetzt. Die Reaktionen wurden im Thermocycler T1
(Biometra, Goéttingen) durchgefiihrt. Gemal Sambrook et al. wurden die PCR-Standardbe-

dingungen ausgewahlt und Primer- bzw. Amplifikationsproduktldange angepasst.

3.2.3 Agarose-Gelelektrophorese von DNS

Die Auftrennung der DNS-Fragmente erfolgte unter zur Hilfenahme der Gelelektrophorese mit
1%igen Agarosegelen bei 5 — 10 V/cm. Die Gele wurden in einem Endvolumen von 200 ml 1x
TAE-Puffer mit 1% Agarose in der Mikrowelle erhitzt und mit 0,4 pg/ml Ethidiumbromid gemischt.
Die FragmentgréRen wurden anhand parallel aufgetragener 1 kb-plus DNS-Leitern (Fermentas)
oder 100 bp plus DNS-Standard-Leitern (Fermentas) bestimmt. Die DNS-Banden wurden mit

einem UV-Transilluminator exponiert.

3.2.4 DNS-Extraktion aus Agarosegelen

Fir die Aufreinigung der DNS-Fragmente aus Agarosegelen wurden die auf dem UV-
Transilluminator sichtbaren Banden ausgeschnitten und mittels “QIAquick® Gel Extraction”-Kits

(QIAGEN) nach Vorgaben des Herstellers aufgereinigt.
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3.2.5 Sequenzierung

Die Sequenzierung doppelstrangiger DNS wurde kommerziell von der Firma Sequiserve
(Vaterstetten) oder MWG (Ebersberg) durchgefiihrt. Das Programm Chromas lite (Technelysium)

wurde fir die bioinformatische Auswertung der Elektropherogramme verwendet.

3.2.6 DNS-Restriktionsverdau

Fur die Klonierung von DNS-Fragmenten in entsprechende Expressionsvektoren oder zur
Uberprifung der erfolgreichen Klonierung (Kontrollverdau) wurden die Produkte mit Restriktions-
enzymen verdaut. Die Kontrollverdaue fanden in 20 pl Endvolumen mit etwa 1 ug DNS, 2 ul Puffer
(10 x) und 5 Units Restriktionsenzym statt. Der Verdau der DNS-Fragmente erfolgte in einem
100 ul Ansatz, der 20 ug DNS, 10 pl Puffer (10 x) und 40 Units Restriktionsenzym enthielt. Die
Verdaue wurden fur 1-2 Stunden bei 37°C inkubiert. Wurden phosphorylierte DNS-Fragmente in
Expressionsvektoren kloniert, wurden die Vektoren zur Hydrolyse freier Phosphatgruppen nach
dem Verdau fur weitere 30 Minuten bei 37°C mit der Alkalischen Phosphatase (CIP, engl. calf
intestine phosphatase; NEB) behandelt. Wurden synthetisch hergestellte, nicht phosphorylierte
Oligomere in Vektoren kloniert, wurde auf diesen Schritt verzichtet, um eine Ligation zu
gewahrleisten. Bei der Wahl der Enzyme wurde auf die Kompatibilitdt fir einen Doppelverdau
geachtet, d.h. es wurden entsprechende Pufferbedingungen flir den optimalen Verdau durch beide

Enzyme gewahlt. War dies nicht mdglich, wurde sequenziell verdaut.

3.2.7 Oligomer-Hybridisierung

Synthetisch hergestellte einzelstrangige DNS-Oligonukleotide (max. 145 Basen) wurden von der
Firma Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) hergestellt und in lyophilisierter Form geliefert. Diese wurden
in destilliertem H20 geldst (100 nM). Fur die Herstellung doppelstrangiger DNS-Fragmente wurden
Strang- und Gegenstrang-Oligonukleotide zu gleichen Teilen gemischt, fir 5 — 10 Minuten auf 95°C
erhitzt und innerhalb von zwei Stunden auf Raumtemperatur abgekihlt. Die doppel-strangigen
DNS-Fragmente mit entsprechenden Uberhdngen fiir die Ligation mit verdauter Plasmid-DNS
konnten direkt eingesetzt werden. Fir langfristige Lagerung wurden die Oligomere auf -21°C

aufbewahrt.
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3.2.8 Ligation von DNS-Fragmenten

Geschnittene Plasmid-DNS und einzufligende, geschnittene DNS-Fragmente wurden im Verhaltnis
1:3 gemischt und mittels T4-Ligase Uber Nacht bei 16°C in einem 10 pl Ansatz (1 pl T4-
Ligasepuffer (10x), 1 Unit T4-Ligase (NEB)) ligiert.

3.2.9 Generierung der Vektorkonstrukte

Im Folgenden wird die Konstruktion der verschiedenen Vektoren auf Grundlage des pGEM-A116-
Vektors (Restriktionsschnittstellen-modifizierter pGEM-Vektor: pGEM-A116, modifziert von S.
MiloSevi¢; Vektorsequenz in Tab. 8.1) beschrieben. Der Vektor weist einen T7-Promotor, eine
multiple Klonierungssequenz (MCS, multiple cloning site) und eine Poly-Adenin-Folge (polyA,
A116) von 116 Nukleotiden auf. Fir das Umschreiben der Plasmid-DNS (pDNS) in in vitro
transkribierte (ivt)-mRNS wurde der Vektor anhand der Spel-Schnittstelle, die sich in 3'-Richtung
von dem Poly-A-Abschnitt befindet, linearisiert. Fur die Selektion erfolgreich transformierter E.coli
Bakterien enthielt das Plasmid aulerdem eine Ampicilin-Resistenzkassette.

Das Plasmid pGEM-XAGE-1-A116-Vektor wurde durch Amplifikation des Antigens XAGE-1 aus
einem bereits vorhandenen Vektor amplifziert (S. Milosevic; XAGE-1 oder CT12.1; Gen-
Identifikationsnummer: AF251237). XAGE-1 wurde mit den in Tab. 2.13 angegebenen Primern
amplifiziert und anschlieBend mit Hindlll und EcoRlI fiir eine Stunde bei 37°C geschnitten. Mit den
selben Enzymen wurde der pGEM-A116-Vektor fur eine Stunde bei 37°C geschnitten, auf ein
1%iges Agarosegel aufgetragen (120V, 45 Minuten) und der geschnittene Vektor aufgereinigt.
Geschnittenes Amplifikat und aufgereinigter Vektor wurden Uber Nacht bei 16°C ligiert, in E.coli
transformiert und korrekt ligierte Plasmide prapariert (s. Abschnitt 3.2.11 ff.).

Zur Rekonstitution der TZR-EBNA-1 und -M244 wurde der modifizierte pGEM-Vektor pVA-A116 flr
die TZRa-Kette bzw. pVB-A116 fur die TZRB-Kette verwendet (CDR3-Sequenz nachzulesen in
Tab. 2.14). Hierfur wurden sense- und antisense-Strange der CDR3a/B-Region mit Ja/B-Region
des jeweiligen Rezeptors synthetisch und sequenzoptimiert hergestellt (SIGMA Aldrich®). Die
sense und antisense DNS-Strange wurden hybridisiert (95°C, 5 Minuten, 10 uyl pro DNS-Strang,
die eine Konzentration von 10 pmol/ul hatten), wodurch aufgrund der Sequenzabfolge bereits am
5'-Ende die Schnittstelle Fsp/ (blunt end) und am 3'-Ende die Schnittstelle BstEll (fir B-TZR-
Ketten; 5'-Uberhang GTNAC) bzw. Dralll (fiir a-TZR-Ketten; 3'-Uberhang NNN) enthalten war.

Im pGEM-Vektor-A116 war das Tyrosinase-Epitop YMNGTMSQV an die Sequenz von GFP
gekoppelt. Fur die Mutation der Aminosaurenfolge von YMNGTMSQV zu YMDGTMSQV wurden
Primer fur die Mutagenese (QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit) konstruiert und

synthetisch von der Firma Metabion (Martinsried) hergestellt. Die Durchfuhrung erfolgte nach
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Anleitung des ,,QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kits".

Die Konstruktion der verwendeten pGEM-LAMP-1-Antigen-DC-LAMP-A116-Vektoren (CrossTAg-
Antigen-A116-Vektoren) sind an anderer Stelle nachzulesen (Ellinger, 2013). Die Sequenzfolge
des Grundvektors ist in Tab. 8.1 aufgefuhrt. Eine schematische Darstellung ist in Abb. 2 Aund B zu
sehen.

Q Hindlll EcoRI Spel

pPGEM-A116-Vektor EJ JI poly-A116 I—J

Hindlll EcoRI Spel

lﬁc—'} TAAJ l
pGEM-XAGE-1-A116-Vektor —| 7 |— XAGE-1 | poly-A116 |—

B Spel

IATG TAA l
pGEM-LAMP-1-XAGE-1-DC-LAMP-A116-Vektor —| Y. H LAMP-1 | Antigen |DC-LAMP H poly-A116 |—
(CrossTAg-Antigen)
Dralll
Fspl BstEll
J J Spel
IATG TAA J
pPVA/PVB-TZR-A116-Vektor —| 7 H Vaip | CDR3a/B &Jalp | Crconst. H poly-A116 |—

Abb. 3: Uberblick der verwendeten Vektor-Konstrukte

(A) pGEM-A116 Vektoren: Markiert sind die Restriktionsschnittstellen, die relevant fur die Klonierung
(Hindlll, EcoRI) von XAGE-1 bzw. fUr die Linearisierung (Spel) waren. T7-Promotor und Poly-A-116-Sequenz
sind grau unterlegt. (B) CrossTAg-Vektor und TZR-Vektoren (pVA/pVB-TZR-A-116). Blau unterlegt sind die
Signalsequenzen LAMP-1 und DC-LAMP bzw. orange unterlegt die austauschbare CDR3-/J-Region. Ckonst:
konstante C-Region; Va/f: variable a-/B-Kette.

3.2.10 Herstellung elektrokompetenter E. coli Bakterien

E. coli Bakterien des Stammes XL1-Blue MRF’ (Stratagene) tragen eine Tetrazyklin-Resistenz-
kassette und wurden daher Uber Nacht bei 37°C auf Tetrazyklin-haltigen LB-Agarplatten (LB-
Medium, SELECT Agar®, 20 ug/ml Tetrazyklin) ausplattiert und inkubiert. Am folgenden Tag wurden
400 ml LB-Medium (20 ug/ml Tetrazyklin) mit einer Gber Nacht gewachsenen Kolonie angeimpft
und Uber Nacht bei 37°C unter Schiitteln (190 rpm) inkubiert. Am nachsten Tag wurden 300 ml der
angewachsenen Bakteriensuspension verworfen und die verbliebenen 100 ml mit frischem LB-
Medium (ohne Antibiotikum) auf 400 ml aufgefillt. Unter Schitteln werden die Bakterien weiter bei
37°C kultiviert und in regelmafRigen Abstanden die optische Dichte der Suspension bei 600 nm

(ODewo) anhand eines Spektralphotometers (UltraSpec 1100 pro, Amersham Biosciences)
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bestimmt. Bei Erreichen eines ODgp-Wertes von 1,0 wurden die Bakterien fiir 10 Minuten bei 4°C,
5100 x g abzentrifugiert. Alle folgenden Schritte erfolgten auf Eis. Der Uberstand wurde vollstandig
verworfen und das Zellsediment ohne Blasenbildung in 200 ml einer 10 %igen Glycerol-Lésung
resuspendiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (15 Minuten, 4°C bei 5100 x g) wurde
der Uberstand erneut verworfen und der Schritt wiederholt. Das Zellsediment (aus einem anfangs
400 ml Ansatz) wurde abschlieRend in 2 ml Glycerol ohne Blasenbildung resuspendiert und in 90

pl Aliquots auf vorgekihlte Reaktionsgefalie verteilt. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

3.2.11 Transformation elektrokompetenter Bakterien mit Plasmid-DNS

Elektrokompetente Bakterien wurden mit Ligationsprodukten transformiert, um diese zu
amplifizieren. Hierfir wurden 20 pl elektrokompetente Bakterien auf Eis aufgetaut und mit 1,5 pl
Ligation-DNS auf Eis gemischt. Das Gemisch wurde dann in vorgekuhlte 0,1 cm Elektroporations-
kivetten (Biorad) transferiert und mittels im Elektroporator (X cell GenePulser, Biorad) voreinge-
stellten Bedingungen flur Bakterien (1,8 kV, 1 mm Kivetten) transformiert. Unmittelbar nach dem
Elektropuls wurden die Bakterien in 1 ml SOC-Medium aufgenommen und fir eine Stunde bei
37°C inkubiert. Anschliefiend wurden die Bakterien fir 10 Minuten bei 950 x g zentrifugiert und 800
ul des Uberstandes verworfen. Das Zellsediment wurde in den verbliebenen 200 yl SOC-Medium
resuspendiert, auf eine LB-Agarplatte mit Ampicillin (LB-Medium, SELECT Agar®, 50 ug/ml
Ampicillin) ausplattiert und tGber Nacht bei 37°C inkubiert.

3.2.12 Selektion und Expansion der transformierten Bakterien

AusschlieBlich Bakterien, die erfolgreich mit der Plasmid-DNS, welche die Ampicillin-
Resistenzkassette aufwies, transformiert wurden, konnten auf der Selektionsplatte mit Ampicillin
(LB-Medium, SELECT Agar®, 50 pg/ml Ampicillin) Kolonien bilden. Diese wurden mit sterilen
Pipettenspitzen in jeweils 5 ml LB-Medium mit 50 pg/ml Ampicillin Gberfihrt und Gber Nacht bei
37°C und 190 rpm inkubiert. Verwendet wurden 1,5 ml der Vorkultur, um die Plasmid-DNS zu
extrahieren und die Nukleotidsequenz Uberprifen zu lassen (Firma MWG (Ebersberg) oder Firma
Sequiserve (Vaterstetten)). Ergab die Sequenzierung eine fehlerfreie Nukleotidsequenz, wurden
300 ml LB-Medium (+ 50 ug/ml Ampicillin) mit 50 ul der entsprechenden Vorkultur angeimpft und
uber Nacht bei 37°C und 190 rpm inkubiert. Existierte bereits ein kryokonservierter Bakterienstock
mit entsprechender Plasmid-DNS, wurden 300 ml LB-Medium (+ 50 pg/ml Ampicillin) mit etwa 5 pl
der weggefrorenen Bakterien angeimpft. Am nachsten Tag erfolgte die Extraktion der Plasmid-
DNS.
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3.2.13 Plasmid-DNS-Extraktion aus transformierten Bakterien

Die Bakteriensuspension wurde tUber Nacht bei 37°C und 190 rpm inkubiert. AnschlieRend wurden
die Bakterien bei 5100 x g und 4°C fir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde restlos
verworfen und die Plasmid-DNS gemals der Anleitung des ,JETstar Plasmid Purification MAXI®

(praparative Extraktion) Kits (Genomed) extrahiert.

3.2.14 Herstellung von Einzel-Spezies-ivt-mRNS

Mit Hilfe des ,mMessage mMachine T7 Kit* (Fa. Ambion) wurden Einzel-Spezies-ivt-mRNS
hergestellt. Hierfur wurden zunachst 20 pg der Plasmid-DNS mit dem Restriktionsenzym Spel Gber
Nacht bei 37°C linearisiert. Danach wurde die Linearsierung (100 pl) abgestoppt und aufgereinigt:
zu den 100 pl Verdau wurden 5 pl EDTA (0,5 M), 10 ul Na-Acetat (3 M) und 200 ul 100 %iger
Ethanol dazugegeben und das Ganze fur 45 Minuten auf -20°C gestellt. Nach der Zentrifugation
bei 4°C fur 15 Minuten und 15000 x g wurde der Uberstand verworfen und das DNS-Sediment in
40 pl nuklease-freien H20 resuspendiert. Die DNS-Konzentration wurde am UV/Vis-Spektralphoto-
meter (NanoDrop ND-1000, PEQLAB) bei OD2o bestimmt. Fur die Herstellung der ivt-mRNS
wurden 2 ug linearisierte Plasmid-DNS eingesetzt und mit den Reagenzien nach Herstelleran-
gaben vermischt. Nach 2-stindiger Inkubation bei 37°C wurde die DNS durch Zugabe von DNase
fur weitere 30 Minuten bei 37°C verdaut, sodass nur noch die ivi-mRNS (brig blieb. Die
Aufreinigung der ivt-mRNS erfolgte nach Herstellerangaben des ,RNeasy Mini Kit* (QIAGEN). Die
ivt-mRNS wurde mit 35 pl Nuklease-freiem H20 aus den Saulen geldst. Die Konzentration wurde

wiederum spektral photometrisch bestimmt (OD,s0) und die RNS anschliel3end bei -20°C gelagert.

3.2.15 Agarose-Gelelektrophorese von ivt-mRNS-Produkten

Zur Uberpriifung der erfolgreichen ivt-mRNS-Synthese wurde eine Probe davon auf ein 1%iges
Agarosegel (1% Ethidiumbromid; 1 x TAE-Puffer in DEPC-behandeltem H,O) geladen. Hierfur
wurden 0,5 pl ivi-mRNS mit 5 yl RNS-Ladepuffer (2x) und 4,5 ul Nuklease-freiem H20 gemischt,
fir 10 Minuten auf 70°C erhitzt, um Sekundarstrukturen aufzulésen und anschlieRend auf das Gel
geladen. Fir die Langenkontrolle wurde zusatzlich eine RNS-Leiter (RiboRuler™ High Range RNA
Ladder, Thermo Scientific) aufgetragen. Nach 45 Minuten bei 80 V wurden die RNS-Banden im

UV-Transilluminator sichtbar gemacht.
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3.2.16 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration der Nukleinsauren wurde anhand der optischen Dichte bei 260 nm im UV/Vis-
Spektralphotometer (NanoDrop ND-1000, PEQLAB) bestimmt. Zur Uberprifung der Reinheit
wurde die Absorption bei 260 nm und 280 nm gemessen. DNS wird als rein angesehen, wenn der
OD260/OD2go-Quotient bei Gber 1,8 liegt, im Falle der RNS muss er sich tber 2,0 befinden.

3.2.17 HLA-Typisierung

Fir die HLA-Genotypanalyse eines Blutspenders wurden mLCL-Zellen (1 x 107 Zellen) in 3 ml

LCL-Kulturmedium in ein 15-ml-Reaktionsgefal? an die Firma IMGM (Martinsried) Gbersandt.

3.3 Analytische Methoden

3.3.1 Funktioneller IFN-y-ELISA

Die von der Firma BD erworbenen Reagenzien des ,OptEIA™ Human ELISA Sets, IFN-y“ wurden
fur die funktionelle Analyse im ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) verwendet. Eine 96-
Loch-ELISA-Platte (Nunc-Immuno™ MicroWell™ 96 Well; Nunc) wurde hierfir mit 50 pl
Beschichtungspuffer, der 1:200 mit IFN-y-Capture-Antikbrper gemischt wurde, beschichtet und
uber Nacht bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Kavitaten der Platte drei Mal mit ELISA-
Waschpuffer gewaschen und mit 300 pl 1 %iger Milchpulverlésung in PBS flr eine Stunde bei
Raumtemperatur blockiert. Nach 3-maligem Waschen mit ELISA-Waschpuffer wurde ein in
Dupletten angelegter Zytokinstandard und die Zytokin-haltigen Uberstdnde der Kokulturen
(Abschnitt 3.1.15) auf die Kavitaten verteilt. Nach zweistiindiger Inkubation bei Raumtemperatur
wurde die Platte erneut finf Mal mit Waschpuffer gewaschen. Jede Vertiefung wurde mit 50 pl
1%iger Milchpulverlésung versehen, die 1:200 mit IFN-y-Detektion-Antikérper und Avidin-HRP-
Konjugat gemischt wurde. Die Inkubation fand eine Stunde bei Raumtemperatur unter Ausschluss
von Lichteinwirkung statt. Nach siebenmaligem Waschen wurden 100 pl Substratldsung (OptEIA™
TMB Substrate Reagent A und B zu gleichen Teilen; BD) pro Kavitat verteilt und bei
Raumtemperatur 10 — 30 Minuten stehen gelassen. Zum Abstoppen der Reaktion wurden 50 pl
Phosphorsaure [1M] dazu gegeben. Die Bestimmung der Zytokinkonzentrationen erfolgte anhand
eines Spektralphotometers (ELISA Reader Sunrise, Tecan; Wellenlangenkorrektur bei 620nm)

durch die Absorptionsmessung bei 450 nm.
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3.3.2 Funktionelle Analyse von Effektorzellen mittels ELISpot

Eine sehr sensitive funktionelle Analyse offeriert der ELISpot (Enzyme-Linked ImmunoSpot), mit
dem das von aktivierten Effektorzellen sezernierte IFN-y detektiert werden kann. Dazu werden
Effektor- und Zielzellen direkt auf einer Polyvinyl-difluorid (PVDF)-Membran kokultiviert, die mit
monoklonalen Anti-IFN-y-Antikérpern bedeckt ist. Das sezernierte IFN-y wird von den Antikérpern
in unmittelbarer Nahe gebunden. Anhand Enzym-konjugierter Detektionsantikdrper kann das
gebundenen IFN-y unter Substratzugabe als blaue Punkte sichtbar gemacht werden. D.h jeder
sichtbare Punkt reprasentiert eine Zytokin-sekretierende Effektorzelle.

Fir die Durchfihrung der ELISpot-Analyse wurde der ,ELISpot™® fiir humanes IFN-y* Kit von
Mabtech verwendet. Die Antikdrper-vorbeschichteten Platten wurden vier Mal mit 200 pl sterilem
PBS gewaschen und anschlieBend fir 30 Minuten mit 300 pyl RPMI + 10% FKS pro Kavitat
blockiert. Nach Entfernen des Blockierungsmediums wurden Effektor- und Zielzellen 20 Stunden
auf den ELISpot-Membranen bei 37°C/6,5% CO; kokultiviert. Danach wurden die Zellen entfernt
und die Platte funf Mal mit PBS gewaschen. Enzym-konjugierte Detektionsantikdrper (7-B6-ALP)
wurden 1:200 mit filtriertem PBS + 0.5% FKS gemischt und davon 100 pl pro Kavitat verteilt. Nach
zweistlindiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Platte finf Mal mit PBS gewaschen bevor
100 pl der filtrierten (0.45 um) Substratlésung (BCIP/NBT-plus) pro Kavitat dazu gegeben wurde.
Nach einer Inkubationszeit von 10-20 Minuten wurde die Reaktion durch 10-maliges Waschen mit
destilliertem H20 abgestoppt und die Platten zum Luft-trocknen stehen gelassen. Die Anzahl der
blauen Punkte pro Kavitat wurde anhand des ELISpot-Analysegerates ,S6 FluoroSpot Analyzer
line* (C.T.L.) bestimmt.

3.4 Durchflusszytometrische Analysen

3.4.1 Farbung von Oberflachenmolekiilen

Anhand direkt markierter monoklaner Antikdrper, die mit Fluoreszenzmarkern konjugiert waren,
wurde die Expression verschiedener Oberflachenmolekiile verifiziert. Dazu wurden 0,1 - 1 x 10°
der zu untersuchenden Zellen in 50 pyl FACS-Puffer (PBS + 1% FKS) aufgenommen und mit
entsprechenden Fluoreszenz-markierten Antikdrpern gemischt. Nach einer Inkubationszeit von 20
Minuten im Dunkeln bei 4°C wurden die Zellen mit FACS-Puffer gewaschen und in 200 yl FACS-
Puffer resuspendiert. Fir die lebend/tot-Farbung wurde die Zellsuspension mit Propidiumiodid (PI)
oder DAPI in einer Endkonzentration von 1 ug/ml (PI) oder 60 ng/ml (DAPI) versetzt und anschlie-

Rend sofort im Durchflusszytometer analysiert. Die aufgezeichneten Daten wurden mit Hilfe der
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Flow-Jo-Software (Tree Star) ausgewertet. Fur die Kompensation der Spektraliberlappungen
wurde das ,BD™ CompBeads Anti-Mouse Ig, k-Set* (BD) herangezogen. Je 20 ul der positiven
bzw. negativen Beads wurden mit 1 pl Antikdrper und 100 ul FACS-Puffer gemischt.

3.4.2 Farbung intrazellularer Proteine

Die erfolgreiche Transfektion und Expression von Melan-A-ivt-mRNS in DZ wurde mit Hilfe der
intrazellularen Proteinfarbung Uberpruft. Hierzu wurden Reagenzien des ,FoxP3 staining Kit* (BD
Bioscience) verwendet. Mit FACS-Puffer wurden 0,3 x 108 transfizierte mDZ gewaschen (1700
rom, 4 Minuten) und anschliefend in 100 pyl FACS-Puffer resuspendiert. Die FcR-Blockierung
erfolgte mit 2 pl Blockierungsantikérpern fir 15 Minuten bei 4°C und danach mit 500 pl 1 x
Permeablisierungspuffer (1 x PP; nach Herstellerangaben angesetzt) gewaschen. Die Fixierung/
Permeabilisierung erfolgte in 500 ul Fixierungs/Permeabilisierungspuffer (nach Herstellerangaben
angesetzt) fur 30 — 45 Minuten bei 4°C. Nach dem Waschschritt (500 pyl 1 x PP) wurde das
Zellsediment in 50 pyl 1 x PP resuspendiert und 3 pl des primaren Antikérpers (Anti-Melan-A-
Antikorper, Dako) zugegeben. Die Inkubation erfolgte flir 45 Minuten bei 4°C. Nach Entfernen des
Uberschissigen Antikoérpers (500 uyl 1 x PP; 4 Minuten 1700 rpm), wurde der PE-konjugierte
sekundare Antikorper dazugegeben (1:100 verdinnt in 50 pl 1 x PP) und flr weitere 30 Minuten
bei 4°C inkubiert. Nach dem abschlieRenden Waschschritt wurde das Zellsediment in 200 pl
FACS-Puffer aufgenommen und durchflusszytometrisch analysiert. Als Negativkontrolle wurden

nicht transfizierte DZ mit den gleichen Antikérpern unter den gleichen Bedingungen gefarbt.

3.4.3 Tetramerfarbung

Um die Melan-A-spezifischen CD8* T-Zellen detektieren zu kdnnen, wurden 1 x 10° PBL, die aus
den Milzen der NSG-Mause isoliert worden waren, mit HLA-A*0201-Melan-A g.a)-Tetramer (PE-
konjugiertes HLA-A*0201-Melan-Aga-Tetramer, von D.Busch zur Verfligung gestellt) sowie Anti-
CD8-Antikorpern gefarbt. Daftr wurden die PBL einmal mit FACS-Puffer (PBS + 1% FKS)
gewaschen und anschlieRend in 50 ul FACS-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe des Tetramers
(1:25) wurden die Zellen fur 25 Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Danach wurden Anti-CD8-
und Anti-CD4-Antikdrper (je 1:25) dazugegeben und fir weitere 20 Minuten inkubiert. Nach
insgesamt 45 Minuten wurden die Zellen mit FACS-Puffer gewaschen, in 200 ul FACS-Puffer
resuspendiert und mit DAPI [60 ng/ml] fur die lebend/tot-Farbung versetzt. Die FACS-Analyse
erfolgte unmittelbar nach der Farbung am FACS-LSR Il (BD).
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3.4.4 CD137-Farbung auf reaktivierten CD8" T-Zellen

Um Antigen-spezifische CD8" T-Zellen separieren zu kdnnen, wurde der Aktivierungs-induzierte
Oberflachenmarker CD137 herangezogen. Dazu wurden 0,5 x 10° T-Zellen mit APZ im jeweils
angegebenen Verhaltnis in einer 24-Loch-Flachboden-Kulturplatte (Falcon, BD) bei 37°C/6,5%
CO; in T-Zellmedium kokultiviert. Nach einer 12 — 16-stundigen Inkubationszeit wurden die Zellen
gesammelt und wie in Abschnitt 3.4.1 beschrieben mit einem Anti-CD137-Antikérper (Allophyco-
cyanin(APC)-konjugierter anti-human CD137-Antikérper, BD) gefarbt. Die Analyse erfolgte durch-
flusszytometrisch am FACS LSR Il (BD).

3.4.5 Sortierung CD137-positiver CD8" T-Zellen

Die in Abschnitt 3.4.3 beschriebenen CD137-gefarbten CD8* T-Zellen wurden ebenfalls mit
Fluoreszenz-konjugierten Anti-CD8-Antikérpern (PE-konjugiert, BD) gefarbt, um Antigen-
spezifische CD8" T-Zellen anhand der Sortierungsmaschine FACS Aria lll (BD, 100-um-Dise)
direkt in 96-Loch-Rundbodenplatten sortieren zu lassen. Hierfir wurden die Zellen nach der
Farbung in 2 ml sterilem FACS-Puffer (steriles PBS + 1% steriles FKS) resuspendiert. Um tote
Zellen ausschlieBen zu kénnen, wurde der lebend/tot-Farbstoff DAPI [60 ng/ml] unmittelbar vor
Sortierung dazugegeben. CD8-CD137-doppeltpositive T-Lymphozyten wurden in sterile 96-Loch-
Rundbodenplatten mit vorgelegten 100 ul T-Zellmedium sortiert. Anschlielend wurden pro Kavitat
100 I des Restimulationsgemisches (2 x 10° Zellen einer Mischung einzeln CrossTAg-Antigen-ivt-
MRNS-transfizierter mLCL, GAGE-1, MAGE-A4, NY-ESO1, SSX4, XAGE-1, bestrahlt mit 100 Gy,
Bestrahlungsanlage "*’Cs, HWM-D-2000, Gammacell; 3 x 10* Zellen einer Mischung dreier
unterschiedlicher Spender-PBL, bestrahlt mit 55 Gy; 250 ng/ml PHA oder 30 ng/ml Anti-CD3/-
CD28; 20 U/ml IL-2 in T-Zell-Medium) dazugegeben. Die Kulturplatten wurden, um
Temperaturschwankungen beim Offnen des Brutschrankes zu minimieren, in Stahlboxen im
Brutschrank bei 37°C/6,5% CO: inkubiert. Drei Tage nach Stimulation wurde das PHA vollstandig
entfernt und die Zellen mit frischem T-Zellmedium, 20U/ml IL-2 und 20 ng/ml IL-15 versehen. Nach
14 Tagen wurden die Zellen erneut, wie oben beschrieben, restimuliert. Die restlichen, nicht
klonierten T-Lymphozyten wurden in CD8" CD137* und CD8" CD137" Fraktionen geteilt und
separat mit 20 U/ml IL-2 und frischem T-Zellmedium in 24-Loch-Flachboden-Kulturplatten bei
37°C/6,5% CO; fur weitere 14 Tage kultiviert.
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3.5 Analyse verschiedener RNS-Spezies in Zellen

3.5.1 Isolierung zellularer Gesamt-RNS

Fir die Isolierung zelluldare Gesamt-RNS wurden bis zu 1 x 10° Zellen in 200 pl TRI-Reagent®
aufgenommen und homogenisiert. Dem Lysat wurde 1-Brom-3-Chlorproman im Verhaltnis 5:1
hinzugefiigt und kraftig gemischt. Nach 10-minUtiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde das
Gemisch fur 15 Minuten bei 12 000 x g und 4°C zentrifugiert. Danach waren Proteine und RNS in
unterschiedlichen Phasen getrennt. Die obere farblose RNS-Phase wurde abgenommen und in ein
neues Reaktionsgefald Uberfihrt (1,5 ml Reaktionsgefal® von Eppendorf). Die RNS-Prazipitation
erfolgte durch lIsopropanol, das im Verhaltnis 1:1 dazu gegeben wurde. Nach 10-minttiger
Inkubation bei Raumtemperatur wurde die RNS fir 12 Minuten bei 12 000 x g und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das RNS-Sediment fiir etwa 5 Minuten Luft-
getrocknet, bevor es in 20 pyl RNase-freiem H20 resuspendiert wurde. Die Konzentrationsbe-
stimmung erfolgte durch OD-Messung am UV/Vis-Spektralphotometer (NanoDrop ND-1000,
Peqglab) bei 260 nm.

3.5.2 Reverse Transkription von mRNS zu cDNS

Fir die PCR-Analyse musste RNS zunachst in cDNS umgeschrieben werden. Dies wurde anhand
des ,1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV)“ (Roche) unter Verwendung von olig-dT-
Primern durchgefiihrt. Die RNS wurde fir 10 Minuten auf 55°C erhitzt, um Sekundarstrukturen
aufzulésen. Als Ausgangsmaterial wurde 1 pg zellulare Gesamt-RNS fir die Umschreibung
eingesetzt und nach Angaben des Herstellers mit den verschiedenen Reagenzien des Synthese-
Kits gemischt. Die Synthese erfolgte in einem 0,5 ml PCR-Reaktionsgefald in einem Heizblock
(10 Minuten bei 25°C, 60 Minuten bei 42°C, 5 Minuten bei 99°C und zum Schluss 4°C). Die cDNS
wurde auf -20°C gelagert.

3.5.3 PCR zur Analyse von TZRa-Sequenzen
Fir die Analyse der V(D)J-Segmente sowie der CDR3-Sequenz einzelner TZR-Ketten wurde
zellulare Gesamt-RNS aus T-Zellklonen isoliert und in cDNS umgeschrieben. Mit Hilfe spezifischer

Primer wurden Uber PCR die Sequenzen ermittelt (Steinle et al., 1995). Die in der Va-Ketten-

sequenz bindenden 5'-Primer sowie die in der C-Region bindenden 3'-Primer (Ca-Region: 3'T-Ca)
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sind in Tab. 3.3 aufgefuhrt. Die Amplifikatgro3e der TZRa-Kette lag zwischen 370 und 500 Basen-
paaren. Fur die interne PCR-Kontrolle wurden zusatzlich 3'- und 5'-Primer verwendet, die beide in
der konstanten C-Region der TZR banden (Ca: 3'ST/5°ST; Ca-Kontrollamplifikat: 550 bp). Als
Negativkontrolle wurde in den sonst identischen PCR-Ansatz statt der Matrizen-cDNS H>O in die
Reaktion eingesetzt. Die PCR-Reaktionsbedingungen und Komponenten sind in Tab. 3.3
dargestellt. Nach Amplifikation der entsprechenden Ketten wurden die Produkte auf einem
1,0 %igen Agarosegel bei 125 V aufgetrennt. Die relevanten Banden wurden ausgeschnitten, auf-
gereinigt und zur Sequenzierung geschickt (Firma Sequiserve in Vaterstetten oder MWG in

Ebersberg).

Tab. 3.3: Ansatz der TZRa-PCR und Reaktionsbedingungen

Reagenzien Volumen Reaktionsbedingungen Zyklen
PCR Mastermix (Promega) 20 pl 1. Denaturierung  95°C 5 Min. 1
5'ST 2,8 ul (10 pmol/pul) 2. Denaturierung 95°C 30 Sek.

3'ST 2,8 ul (10 pmol/pl) 3. Anlagerung 56°C 30 Sek. 35
5Va ?éopﬂovw) 4. Elongation 72°C 1 Min.

3TCa 4.0 pl (5 pmol/ul) 5. Inaktivierung 72°C 10 Min. 1
cDNS 1-2 pl 6. Kuhlung 4°C ) 1
H20 (PCR-Grad) ad. 40 pl

3.5.4 Analyse klonaler TZRB-Sequenzen mit Hilfe degenerierter Primer

Fir die Analyse der TZRB-Kettensequenz einzelner T-Zellklone wurden zwei degenerierte Primer-
paare verwendet, die 76% bzw. 20% der 55 V[3-Gensegmente abdecken (Zhou, D. et al., 2006).
Die TRBV14- und TRBV21-2-Gensegmente (IMGT-Nomenklatur) konnten mit diesen Primern nicht
Uberprift werden. Daher mussten separat zwei Reaktionen flr die Analyse der TRBV14- und
TRBV21-2-Segmente (IMGT-Nomenklatur) durchgefiihrt werden, sollte kein Amplifikat mit den
degenerierten Primern erzielt worden sein. Als Negativkontrolle wurde in den sonst identischen
PCR-Ansatz statt der Matrizen-cDNS H,O (Negativkontrolle) in die Reaktion eingesetzt. Die
Reaktionsbedingungen sind in Tab. 3.4 aufgefuhrt. Nach Amplifikation wurden die PCR-Produkte
auf einem 1% igen Agarosegel bei 125 V aufgetrennt. Die relevanten Banden wurden aus dem Gel
extrahiert und zum Sequenzieren geschickt (Firma Sequiserve in Vaterstetten oder MWG in

Ebersberg).
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Tab.3.4: Analyse der TZRB-PCR mittels degenerierter Primer

Reagenzien Volumen Reaktionsbedingungen Zyklen

PCR Mastermix (Promega) 20 ul 1. Denaturierung 95°C 5 Min. 1

5 VP1 oder VP2 Primer 8 ul (10 pmol/pl) 2. Denaturierung 95°C 30 Sek. 40

3’ CP1 Primer 0,8 pl (10 pmol/pl) 3. Anlagerung 50°C 30 Sek.

cDNS 1-2 ul 4. Elongation 72°C 30 Sek.

H20 (PCR-Grad) ad. 40 pl 5. Inaktivierung 72°C 10 Min. 1
6. Kuhlung 4°C 1

3.5.5 Expressionsanalyse von Tumor-Testis-Antigenen in unterschiedlichen

Zelltypen mittels quantitativer real-time PCR

Da untersucht werden sollte, in welchen Zelltypen die sechs Tumor-Testis-Antigene (TTA)
cTAGE 1, GAGE-1, MAGE-A4, NY-ESO-1, SSX4 und XAGE-1 exprimiert wurden, wurde die
Gesamt-RNS verschiedener Zellen extrahiert, in cDNS umgeschrieben und die RNS-Menge pro
Antigen quantitativ mittels qRT(quantitative real-time)-PCR analysiert. Daflir wurden Reagenzien
des ,LightCycler® 480 SYBR Green | Master-Kits“ verwendet. Parallel zu den Reaktionen zur
Bestimmung der TTA-Transkriptmenge, wurde fiir jede eingesetzte cDNS-Matrize zur Uberpriifung
der eingesetzten DNS-Menge (interne Kontrolle) eine Reaktion mit a-Enolase-Primern
durchgefiihrt. Als Negativkontrolle wurde in den sonst identischen PCR-Ansatz statt der Matrizen-
cDNS H;O in die Reaktion eingesetzt. Die Reaktionen wurden im 96-Loch-Plattenformat
vorbereitet und anschlieBend mit einer selbstklebenden Folie verschlossen und die Platte fir
2 Minuten bei 1500 rpm abzentrifugiert. Das Reaktionsgemisch ist in Tab. 3.5 und die
Reaktionsbedingungen in Tab. 3.6 aufgeflhrt. Zu dem angegebenen Reaktionsgemisch wurden
jeweils 1 ul cDNS hinzugefligt. Die stimulierten Zellen wurden entweder zwei oder vier Tage lang
mit 75 pyg/ml PHA unspezifisch stimuliert bevor die RNS isoliert und in cDNS umgeschrieben

wurde.

Tab. 3.5: Analyse der Expression verschiedener TTA in unterschiedlichen Zelltypen mittels spezifi-
scher Antigen-Primer

Mastermix TTA Mastermix a-Enolase
H20 5yl 5ul
Sense Primer 2yl 2 ul
Antisense Primer 2 ul 2 ul
Master Mix 2x 10 10 pl
Pro Kavitat 19 i 19 ui
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Tab. 3.6: Reaktionsbedingungen

Reaktionsbedingungen Zyklen
1. Denaturierung 95°C 10 Min. 1
2. Denaturierung 95°C 10 Sek.
3. Anlagerung 60°C 20 Sek. 40
4. Elongation 72°C 30 Sek.
5. Schmelzkurve 95°C 5 Sek.
65°C 1 Min. 1
6. Kuhlung 40°C o 1

Fur die Auswertung wurden die jeweilige Schmelztemperatur pro Zielantigen analysiert (Schmelz-
temperatur und Basenpaarlange der Amplifikate; siehe Tab. 3.7). Nach Normalisierung auf die CP-
Werte der internen Kontrolle wurden die CP-Werte (lagen zwischen CP = 18 - 22) der Zielantigene
in den jeweiligen Proben analysiert. Als Positivkontrolle fur die Funktionalitdt der eingesetzten
Primer wurde cDNS von der Melanomzelllinie Mel624.38 eingesetzt, die Transkriptmengen aller zu

untersuchenden TTA aufwies.

Tab. 3.7: Amplifikation diverser TTA mittels quantitativer Real-Time PCR

Zielgen Amplifikationsgrofe [bp] Schmelztemperatur [°C]
cTAGE-1 156 79,2
GAGE-1 321 87,4
MAGE-A4 342 86,1
NY-ESO-1 386 89,7
SSX4 363 84,1
XAGE-1 400 89,5
a-Enolase 619 88,4

Daneben wurde die erfolgreiche Transfektion von mDZ mit Antigen-ivt-mRNS auf Transkript-Ebene
mittels gqRT-PCR mit den angegebenen Primern untersucht. Auch hier wurde a-Enolase als interne
Positivkontrolle verwendet. Die quantitative Berechnung wird im Folgenden anhand eines Beispiels
verdeutlicht (Berechnung nach der AACP-Methode):
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Tab. 3.8: Rechenbeispiel zur Berechnung der x-fach vorliegenden Transkriptmenge in transfizierten
mDZ im Vergleich zu nicht-transfizierten mDZ (CP-Werte fir GAGE-1, Abb. 4.5 C)

a-Enolase = Zielantigen ACP AACP Ratio
Referenz (CP-Wert) (CP-Wert) (x-fach)

i ) CP(Zielantigen)- ACP(Zielantigen)- -AACP
Formeln CP(a-Enolase)  ACP(a-Enolase) 2 )

untransfizierte

mDZ 18,61 21,72 3,1
Transfizierte 19.29 6,61 -12,68 -15,79 56658,3
mDZ

3.6 In-vivo-Experiment: NOD/scid IL-2Rg™" (NSG) Mausmodell

3.6.1 Vakzinierung von NSG-Mausen

NSG-Mause sind doppelt homozygot, zum einen fir die Mutation, die die schwere kombinierte
Immundefizienz (SCID) zur Folge hat, zum anderen fir die Mutation im Allel fir den IL-2-Rezeptor
(IL-2R). Durch die Mutationen fehlen den Mausen T- und B-Lymphozyten, sowie NKT-Zellen.
Aulerdem zeigte sich, dass die NK-Zellen ihre Funktionalitat komplett einbifiten. Da die NK-
Zellaktivitat entscheidend flr die Abstollung von xenotransplantierten Zellen ist, eignet sich dieser
Mausstamm besonders fir die Rekonstitution mit humanen PBMZ (Ito et al., 2002). Wichtig ist die
Haltung der Tiere unter moglichst sterilen Bedingungen, da sie aufgrund ihrer starken Immun-
defizienz sehr anfallig fur Infektionen sind.

Um die Effizienz und den Einfluss des CrossTAg-Konstruktes bei der De-Novo-Induktion von CD8*
T-Zellen in vivo zu untersuchen, wurde das von S. Spranger etablierte Protokoll adaptiert
(Spranger et al.,, 2012). Mit humanen PBMZ rekonstituiert wurden 16 mannliche NSG-Mause.
Daflir wurde das Blut eines Spenders, wie in Abschnitt 3.1.9 beschrieben, aufgereinigt und 1 x 10’
PBMZ in 200 ul sterilem PBS (low endotoxin) pro Maus intravends appliziert. Nach einem Zeitraum
von zwei Wochen hatten sich die humanen PBMZ in den Mausen etabliert. Aus frisch
aufgereinigten Blutzellen wurden reife DZ generiert (siehe Abschnitt 3.1.10; Cocktail 5) und mit
48 pyg Melan-A-ivt-mRNS oder CrossTAg-Melan-A-ivti-mRNS transfiziert (siehe Abschnitt 3.1.11).
Nach der Elektroporation wurden die DZ fiinf Stunden bei 37°C/6,5% in DZ-Medium (RPMI + 10%
HS) inkubiert. Jeweils vier Mduse wurden einer Versuchsgruppe zugeordnet. Gruppe eins wurde
nicht mit DZ vakziniert, Gruppe zwei wurde zweimal mit Melan-A-ivt-mRNS transfizierten DZ,
Gruppe drei mit CrossTAg-Melan-A-ivt-mRNS transfizierten DZ und Gruppe vier mit einer 1:1
Mischung aus DZ der Gruppe zwei und drei vakziniert. Jede zu vakzinierende Maus erhielt

intravends 1 x10° DZ in 200 pl sterilem PBS (low endotoxin). Nach einer weiteren Woche wurden
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die Mause mit wiederum frisch praparierten, transfizierten DZ identisch zur ersten Vakzinierung ein
zweites Mal vakziniert. Nach weiteren sieben Tagen wurden die Mause getétet (Totung durch

Inhalation von CO,). Milzzellen wurden isoliert und in vitro weiter kultiviert.

3.6.2 Post-mortem-Untersuchung und -Praparation von Milzzellen

Nach Tétung der Mause wurde ein Y-Schnitt gesetzt und der Bauchraum gedffnet, um Leber und
Milz auf Veranderungen untersuchen zu kénnen. Die Milz wurde herausprapariert, durch einen
Zellfilter gedrickt und mit 5 ml RPMI (Jow endotoxin) gemischt. Zur Homogenisierung und
Vereinzelung der Zellen wurde die Suspension mehrmals mit einer 10 ml Spritze aufgenommen

und dann die Spritze durch Aufsetzen auf den Boden einer Petrischale wieder entleert.

3.6.3 Kultivierung der Milzzellen

Fur die Tetrameranalyse wurden 0,5 x 10° Milzzellen (HLA-A*0201-Melan-Aga)-Tetramer-PE) und
0,2 x 10° Milzzellen fur die Panelanalyse (CD8, CD4, CD56, CD19, CD25, CD137, CD69)
verwendet. Dreiviertel der Milzzellen wurden ohne sie zu fikollieren in 20 ml T-Zellmedium mit
50 U/ml IL-2 aufgenommen, in eine 80 cm?Nunclon™ A Surface-Zellkulturflasche (Thermo
Scientific) transferiert und bei 37°C/6,5% CO; inkubiert. Die restlichen Milzzellen der Gruppen
zwei, drei und vier wurden spezifisch mit transfizierten DZ entsprechend der Vakzinierung
restimuliert. Zwei Tage spater wurde die Kokultur mit 20 U/ml IL-2 versehen. Vier Tage nach
Beginn der Kultivierung waren die Milzzellen, die nur unspezfisch mit IL-2 stimuliert worden waren,
so stark proliferiert, dass die Halfte eingefroren wurde (siehe Abschnitt 3.1.2). Die DZ-stimulierten
Milzzellen wurden an Tag 10 nach der Restimulation in vitro flr die Tetramerfarbung (HLA-A*0201-
Melan-AgLa-Tetramer-PE) verwendet, an Tag 11 fur die Analyse auf spezifische Melan-A-
Reaktivitat im ELISpot eingesetzt und die restlichen Zellen an Tag 14 eingefroren (siehe Abschnitt
3.1.2).

3.6.4 Abbruchkriterien fur das NSG-Mausexperiment

Um den Versuchstieren nicht unzumutbare Schmerzen oder Leidensphasen zuzufiigen, wurden
Abbruchkriterien festgelegt, unter denen das Experiment sofort beendet werden und die Mause

euthanasiert werden mussten. Die Kriterien flr einen solchen Fall waren:
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— Abdomenschwellung

— tastbarer Tumor im Bauchraum
— Kurzatmigkeit

— subkutaner Tumor

— Apathie oder Vitalitatsverlust

— gekrimmter Ricken

— struppiges Fell

— Absonderung von der Gruppe

Zur Uberwachung des Zustandes der Tiere wurden diese taglich gesichtet.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Etablierung einer Methode zur De-novo-Induktion Antigen-spezifi-
scher CD8* T-Zellen

Aus tumortherapeutischer Sicht ist der adoptive Transfer Tumor-reaktiver T-Zellen eine viel
versprechende Strategie zur spezifischen Bekdmpfung entarteter Zellen. Dabei ist es essentiell,
die T-Zellen mit einem TZR auszustatten, der zum einen ein auf Tumoren beschranktes Antigen
erkennt und zum anderen dies mit einer hohen Affinitat bewerkstelligen kann. Andernfalls kame es
zu unerwinschten Nebeneffekten, wie der Zerstérung von Normalgewebe oder zur unzu-
reichenden Tumoreliminierung. Daher war das Ziel dieser Arbeit, eine effektive Methode zu
etablieren, mit deren Hilfe Tumor-Antigen-reaktive CD8* T-Zellen induziert und isoliert werden
konnen. Folgende Abschnitte beschreiben die Entwicklung eines in vitro De-novo-Induktions-
ansatzes, sowie die Etablierung eines geeigneten Systems zur weiteren Charakterisierung Tumor-

Antigen-spezifischer TZR, welche transient in Rezipientenzellen eingebracht wurden.

4.1.1 Prinzip der De-novo-Induktion von Tumor-Testis-Antigen (TTA)-spezifi-
schen CD8* T-Zellen

Der Umstand der negativen Selektion von Selbst-Peptid:Selbst-MHC-erkennenden T-Zellen im
Thymus zur Vermeidung von Autoreaktivitat, verhindert die Generierung hoch-avider Tumor-
reaktiver CD8* T-Zellen, da Tumorantigene oft Selbst-Antigene darstellen. Um das Repertoire an
hoch-affinen TZR abrufen zu kénnen, ist es notwendig, die Tumorantigene in einen fremden MHC-
Kontext zu stellen. Dies wurde bewerkstelligt, indem T-Lymphozyten und DZ von verschiedenen
Spendern eingesetzt wurden, die sich in fast allen MHC-I-Allelen unterschieden. Auf diese Weise
wurden Tumorantigene im fiir die T-Lymphozyten allogenen MHC-Klasse-I-Kontext prasentiert. Da
es sich um mehrere allogene MHC-I-Allele handelte, wurde der Begriff ,multi-allogen“ eingefihrt
(Abb. 4.1 A).
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HLA-A* HLA-B* HLA-C*
DZ-Spender 2402 1501 | 3501 | 0303 | 0401

PBL-Spender| 2301 | 6801 | 1501 | 4405 | 0102 | 0202

allo-HLA-C

LAVAYAYAY
JaVAVAVAY

AG-ivt-mRNS

Abb. 4.1: De-novo-Induktion von TTA-spezifischen CD8* T-Zellen im multi-allogenen Ansatz

(A) Um hoch-affine HLA-Klasse-I-restringierte, TTA-spezifische TZR zu erhalten, wurden PBL eines
Spenders (grin; MP) mit Antigen(AG)-ivi-mRNS-transfizierten mDZ eines zweiten Spenders (blau; SJ)
kokultiviert. (B) Die Spender stimmten nur in einem HLA-Klasse-I-Allel (HLA-B*1501, grau in der Tabelle
unterlegt) tberein, wodurch die TTA auf fir die PBL vier fremden HLA-Klasse-I-Molekilen prasentiert wurde
(sog. multi-allogene De-novo-Induktionsansatz).

DZ wurden mit ivt-mRNS transfiziert, die fur Tumorantigene codierte. Auf diese Weise wurde das
ganze Tumorantigen von den Zellen prozessiert. Durch die Transfektion maturer DZ (mDZ) mit ivt-
mMRNS, codierend fiir verschiedene Tumorantigene, werden die T-Lymphozyten einer natirlichen
Selektion fir die immunogensten Epitope unterworfen.

Die Berichte, dass die Anwesenheit von CD4* T-Zellen fiir das Uberleben und die Expansion von
CD8* T-Zellen sowohl bei Antigen-Erstkontakt als auch fir die Bildung und Aktivierung von
Gedachtnis-CD8* T-Zellen essentiell ist, haufen sich zunehmend. Dabei wird immer klarer, dass
die Hilfe, die die CD8* T-Zellen von den CD4* T-Zellen erhalten, sehr vielschichtig sein kann. Das
kann zum einen das unterstutzende Zytokinmilieu durch die T-Helferzellen sein, bzw. sezerniertes
IL-12, das von den DZ als Antwort auf die Interaktion mit CD4* T-Zellen produziert wird. Zum
anderen fihrt die Bindung der CD4* T-Zellen an DZ zur Hochregulierung kostimulatorischer
Molekiile, wie CD80 und CD86, die flr die Aktivierung von CD8* T-Zellen wichtig sind (Wiesel und
Oxenius, 2012). Um diese unterstitzende Wirkung auch in vitro zu ermdglichen, wurden PBL und
nicht CD8*-angereicherte T-Zellen mit mDZ induziert. Fur die Aktivierung der CD4* T-Zellen,
wurden mDZ mit ivt-mRNS, codierend flr Tumorantigene, transfiziert, die am N-terminalen Ende

an die humane Signalsequenz LAMP-1 und am C-terminalen Ende an das humane DC-LAMP
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gekoppelt wurden (im Folgenden als CrossTAg-Antigen-ivt-mRNS bezeichnet). Diese Signalse-
quenzen fuhren dazu, dass das translatierte Protein vom endoplasmatischen Retikulum (ER)
vesikular in das endosomale und lysosomale Kompartiment MIIC transportiert wird, wo es auf
MHC-II-Moleklle geladen wird. So werden endogen synthetisierte und prozessierte Peptide nicht
nur Uber den klassischen Weg auf MHC-I, sondern auch auf MHC-II geladen. Diese Kreuz-
prasentation ermdglicht eine Aktivierung von CD8* und CD4* T-Zellen mittels der oben beschrie-
benen transfizierten mDZ. Die Funktionalitat dieses Ansatzes und eine erfolgreiche Induktion von
CD4* T-Helfer- und CD8* Effektor-T-Zellen wurde mit murinen LAMP-1 und humanem DC-LAMP
gezeigt (Van Nuffel et al., 2012b). Vor kurzem konnte in unserer Arbeitsgruppe von Christian
Ellinger nachgewiesen werden, dass mittels humaner Signalsequenzen ebenfalls die Aktivierung
von CD4* und CD8* T-Zellen erreicht werden kann (Ellinger, 2013).

4.1.2 Wahl der Zielantigene

Vor Beginn der De-novo-Induktion stellte sich die Frage, welche Tumor-assoziierten Antigene am
geeignetsten fir die Generierung einer spezifischen CD8* T-Zellantwort sein konnten. Fir die
Sicherheit der Patienten und eine gezielte Zerstérung von méglichst nur Tumorzellen ist es
zwingend erforderlich, Zielantigene zu wahlen, die von Normalgewebe bzw. -zellen nicht oder nur
sehr gering exprimiert werden. Tumor-Testis-Antigene (TTA) sind als Tumor-assoziiert und
ansonsten nur in immunprivilegierten Geweben vorkommende Antigene beschrieben. Daher
wurden einige aus dieser Antigen-Gruppe herausgegriffen und die Expression in verschiedenen
Zelltypen auf RNS-Ebene anhand der quantitativen Real-Time PCR untersucht, um so geeignete
Kandidaten identifizieren zu kénnen.

Geeignete Primer und PCR-Bedingungen flr die spezifische Amplifikation von cTAGE-1, GAGE-1,
MAGE-A4, NY-ESO-1, SSX4 und XAGE-1 wurden anhand der Melanomzelllinie Mel624.38, die
Transkripte fir alle genannten Antigene aufwies, ausgetestet. Die zu erwartende AmplifikatgréRe
sowie die Schmelztemperatur fur die ausgewahlten Antigene sind in Tab. 3.7 aufgefuhrt.

Wie in Abb. 4.1 ersichtlich, konnte mit geeigneten Primerpaaren jeweils ein spezifisches Produkt
amplifiziert werden. Die Sequenzanalyse der ausgeschnittenen und aufgereinigten Banden besta-
tigte die Identitat der entsprechenden Zielantigene. Im Falle der MAGE-A4-Primer konnte man
sogar die Isoform von anderen Mitgliedern aus der gleichnamigen Familie unterscheiden. Als

interne Kontrolle jedes PCR-Ansatzes wurde das Haushaltsgen a-Enolase gewahlt.
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Marker | cTAGE-1| GAGE-1 [IMAGE-A4|NY-ESO-1| SSX4 | XAGE-1|a-Enolase
N.k. Mel| N.k. Mel | N.k. Mel | N.k. Mel | N.k. Mel | N.k.Mel | N.k. Mel
sooves L) —
100 bp =

Abb. 4.1: Nachweis der Transkripte ausgewiesener Tumor-Testis-Antigene

Verschiedene TTA wurden anhand von spezifischen Primern in der Real-Time PCR aus cDNS der Melanom-
zelllinie Mel624.38 (Mel) amplifiziert und anschlielend auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen. Die Negativ-
kontrolle (N.k.) wurde fur den Ausschluss einer Kontamination der Primer mitgeflhrt. Die Sequenzierung der
Gelbanden bestétigte die Identitat der angegebenen Zielantigene.

Um die Eignung der zu untersuchenden TTA als Zielantigene flr die Tumortherapie einschatzen zu
kénnen, wurden verschiedene Zelltypen auf transkriptioneller Ebene untersucht. Dabei wurde
cDNS von PBMZ, CD8-, CD8* und CD4* T-Zellklonen in unterschiedlichen Aktivierungsstadien flr
die PCR-Analyse verwendet. Als unstimuliert wurden diejenigen Zellen bezeichnet, die sich in einer
ruhenden Phase, 14 Tage nach der letzten Restimulation, befanden. Stimuliert wurden die Zellen
unspezifisch mit Phytohamagglutinin (PHA) und RNS zwei oder vier Tage danach fur die
quantitative RT-PCR-Analyse prapariert. Des Weiteren wurden DZ untersucht. Hierfir wurden
immature DZ (iDZ) mit unterschiedlichen Maturierungscocktails zu maturen DZ (mDZ) ausgereift
(Cocktail 5, 6 oder Jonuleit; siehe Abschnitt 3.1.10), oder iDZ direkt analysiert. Fir die
Identifizierung TTA-spezifischer T-Zellen auf klonaler Ebene wurden Mini-LCL (mLCL) oder LCL
eingesetzt. Daher war es ebenfalls essentiell, dass diese Zellen die entsprechenden Antigene nicht
endogen exprimierten, um zu vermeiden, dass potentiell TTA-spezifische T-Zellen aufgrund ihrer
Reaktivitdt gegen die APZ aussortiert wurden. Die Amplifikate wurden auf 1 %ige Agarosegele
aufgetragen und dokumentiert. Einige Banden von erwarteter Amplifikat-Lange wurden
ausgeschnitten, aufgereinigt und zur Uberpriifung der spezifischen Nukleotidabfolge zum Sequen-
zieren eingeschickt (in Abb. 4.2 mit einem ,**“ markiert). Handelte es sich bei der Sequenz um das

gesuchte Zielantigen, so wurde dies mit einem Plus (+) kenntlich gemacht. Unspezifisch ampli-
fizierte Produkte sind mit einem Minus (-) markiert (Abb. 4.2). Alle restlichen Amplifikate wurden
anhand der spezifischen Schmelztemperaturen fir jedes Antigen Uberprift. Das Auftreten
unspezifischer Banden ist mit der relativ hohen Zyklenzahl (40 Zyklen) zu erklaren, die gewahlt

wurde, um auch geringe Transkriptmengen der Antigene nachweisen zu kénnen.
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Abb. 4.2: Amplifikation von TTA in verschiedenen Zelltypen

Mit spezifischen Primern wurde in verschiedenen Zelltypen (PBMZ, CD8-, CD8+, CD4+, mLCL, LCL und DZ)
auf cTAGE-1-, GAGE-1-, MAGE-A4-, NY-ESO-1-, SSX4- und XAGE-1-Transkripte hin untersucht.
Sequenzierte Gelbanden (*) wurden mit der Sequenz des jeweiligen Zielantigens verglichen und hinsichtlich
der Ubereinstimmung (+) oder Unterschiedlichkeit (-) markiert. Als Positivkontrolle wurde cDNS der
Melanomzelllinie Mel624.38 eingesetzt. Kontaminationen in veschiedenen Komponenten des PCR-Ansatzes
mit cDNS wurde mit einer Negativkontrolle ausgeschlossen. Nicht stimuliert (n.s.); RNS-Extraktion zwei/vier
Tage nach PHA-Stimulation (2d stim./4d stim.). Die Analyse wurde insgesamt zweimal durchgefihrt.

Eine Zusammenfassung der Transkriptanalyse in den verschiedenen Zelltypen ist in Tab. 4.2
dargestellt. Es zeigte sich, dass cTAGE-1 in allen untersuchten Proben nachweisbar war, wodurch
es als Kandidaten-Antigen fiir die De-novo-Induktion von spezifischen TZR nicht in Frage kam. Die
restlichen Antigene zeigten generell nur in einigen Zelltypen geringe Transkriptmengen (CP-Werte
lagen meist zwischen 26 und 30). Im Falle von XAGE-1 konnte in den untersuchten Proben keine
spezifische mRNS, auller in geringen Mengen in mit dem Jonuleit-Cocktail maturierten DZ,
nachgewiesen werden. Die unspezifisch amplifizierten Produkte wurden z.T. durch Sequenzierung

bzw. durch Vergleich der Schmelztemperatur der Amplifikate mit der Positivkontrolle analysiert.
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Durch das restringierte Vorkommen der XAGE-1-mRNS eignete sich dieses Antigen besonders als
TTA-Kandidat fiir die Generierung spezifischer CD8* T-Zellen. MAGE-A4, SSX4 und NY-ESO-1
wurden nur in geringem Umfang in einigen Zelltypen detektiert. MAGE-A4 konnte hauptsachlich in
aktivierten T-Zellen nachgewiesen werden. NY-ESO-1 wurde v.a. in CD4" T-Zellen, in DZ und in
LCL exprimiert. Neben cTAGE-1 wurde auch GAGE-1 ubiquitar in den untersuchten Linien
detektiert. Abgesehen von den meisten DZ, einigen mLCL und T-Zellen waren GAGE-1-Transkripte
Uberall vertreten, wenn auch in geringem Umfang (o, CP-Werte zwischen 28-31). Trotz
ausreichend eingesetzter cONS-Menge (a-Enolase-CP-Werte lagen zwischen 18 und 22) lagen die
CP-Werte fir die Antigene meist zwischen 25-31. Aus diesem Grund wurden fir die De-novo-
Induktion von TTA-spezifischen T-Zellen die Antigene GAGE-1, MAGE-A4, NY-ESO-1, SSX4 und
XAGE-1 ausgewahlt. cTAGE-1 wurde aufgrund des universellen Vorkommens in den untersuchten

Linien ausgeschlossen.
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4.1.3 Sortierung von aktivierten Antigen-spezifischen CD8* T-Zellen

Eine gangige Vorgehensweise zur Isolierung von Peptid-spezifischen CD8* T-Zellen ist die
Sortierung mittels MHC-Tetrameren. Nachteilig daran ist zum einen, dass man damit nur
diejenigen T-Zellen separieren kann, die das eingesetzte Peptid erkennen und zum anderen die
HLA-Restriktion von dem verwendeten Tetramer vorgegeben wird. Die restlichen T-Zellen, die
andere Epitope erkennen oder eine andere HLA-Restriktion haben, fallen hierbei durch das
Selektionsraster. Eine Alternative zur Tetramersortierung stellt das Oberflachenmolekil CD137
(4-1BB) dar, das nach spezifischer Aktivierung tber den TZR von CD8* T-Zellen hochreguliert wird
(Wolfl et al., 2007). Um zu erfahren, unter welchen Bedingungen und in welcher Zeitspanne die
Prasentation dieses Molekils auf der T-Zelloberflache ihr Maximum erreicht hat, wurde der
etablierte, HLA-A2*0201-restringierte, Tyrosinase-spezifische CD8* T-Zellklon IVS-B in unter-
schiedlichen Verhaltnissen mit seinen Zielzellen kokultiviert und in regelmafigen zeitlichen
Abstanden die CD137-Expression durchflusszytometrisch gemessen. Als Zielzellen wurde die
Melanomzelllinie Mel624.38 (HLA-A2*0201-positiv, Tyrosinase-positiv) eingesetzt, als Negativ-
kontrolle fungierte die Melanomzelllinie MelA375 (HLA-A*0201-positiv, Tyrosinase-negativ), die
den Klon nicht stimulieren sollte. Der IVSB-Klon befand sich vor Beginn der Testreihe im ruhenden
Zustand (14 Tage nach letzter Restimulation). Der prozentuale Anteil an CD8-, CD137-doppelt-
positiven T-Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Beginn der Kokultur mit den Stimulator-
zellen ist in Abb. 4.3 A ersichtlich. Wurden die T-Zellen mit ihren Zielzellen im Verhaltnis 1:1
kokultiviert, erreichte die CD137-Expression nach 12 Stunden ihr Maximum, als 87% der T-Zellen
das Molekil auf der Zelloberflache exprimierten. Wurden weniger Zielzellen (1:10, 1:20, 1:40 und
1:100) eingesetzt, wurde die maximale Expression auf den T-Zellen bereits nach acht Stunden
erreicht, wobei sich bis zum 12-Stunden-Wert der Anteil an CD137-positiven CD8* T-Zelle kaum
veranderte. Die Kokultivierung mit MelA375 flihrte Uber den gesamten Beobachtungszeitraum zu
keiner Hochregulierung des kostimulatorischen CD137-Molekuls (Abb. 4.3 A). Neben der CD137-
Expression wurde das Expressionsniveau von CD8- und CD3-Molekiilen auf der Zelloberflache
nach Stimulation untersucht. Vor Stimulation zeigten alle IVSB-Zellen eine hohe mittlere Fluores-
zenzintensitat (MFI) von CD8-Molekillen pro Zelle auf der Oberflache (MFI = 51280). Nach
Stimulation der Zellen im Verhaltnis 1:1 sank die MFI bereits nach acht Stunden auf ca. die Halfte
(MFI = 23419) und nach 23 Stunden auf 40% des Anfangswertes (Abb. 4.3 B). Wurden die T-
Zellen mit einer geringeren Anzahl an Zielzellen stimuliert, fiel dieser Effekt z.T. weniger deutlich
aus. Wie auch schon bei CD8, wurde die MFI von CD3 bestimmt. CD3 steht reprasentativ fur die
Menge an exponierten TZR, da TZR ohne CD3 nicht an die Oberflache der T-Zellen transportiert
werden kénnen. Die Stimulation mit Zielzellen im Verhaltnis 1:1 fihrte zu einer Hochregulierung
von CD3 uber den gesamten Zeitraum hinweg, wobei das Maximum (2,6-fache Steigerung im

Vergleich zum Ausgangswert vor der Stimulation) mit dem Maximum der CD137-Expression nach
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12 Stunden korrelierte. Die Stimulation im Verhaltnis 1:10 und 1:20 fuhrte ebenfalls zu einer
leichten Hochregulierung von CD3 innerhalb der ersten 14 Stunden, gefolgt von einem Abfall auf
etwa den Ausgangswert. Das Verhaltnis von 1:40 oder 1:100 verdinnte Mel624.38 resultierte in

einer tendenziell geringeren MFI (Abb. 4.3 C).
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Abb. 4.3: Analyse der CD137-, CD8- und CD3-Expressionskinetik auf der Oberfliche von CD8*-T-
Zellen nach Stimulation

Der HLA-A*0201-restringierte, Tyrosinase-spezifische CD8*-T-Zellklon IVSB wurde mit der Melanomzelllinie
Mel624.38 (HLA-A*0201, Tyrosinase-positiv) oder MelA375 (HLA-A*0201, Tyrosinase-negativ) kokultiviert.
Dabei wurden die Zielzellen mit jeweils 1 x 106 T-Zellen in den Verhaltnissen 1:1, 1:10, 1:20, 1:40 oder 1:100
inkubiert. Die Expression der Oberflachenmolekile CD137, CD8 und CD3 wurde Uber einen Zeitraum von 23
Stunden hinweg untersucht. Hierfir wurden die Zellen mit Fluoreszenz-markierten, monoklonalen Anti-
kérpern gefarbt und quantitativ im Durchflusszytometer analysiert. In den Graphen sind (A) der prozentuale
Anteil der CD8-, CD137-doppelt-positiven T-Zellen bzw. die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) von (B) CD8
oder (C) CD3 auf der Oberflache der T-Zellen angegeben. Die Zellpopulationen wurden auf lebende
Lymphozyten vorselektiert.
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4.1.4 De-novo-Induktion von TTA-spezifischen CD8* T-Zellen mittels CrossTAg-
ivt-mRNS

4.1.4.1 Zeitliche Ubersicht der T-Zell-De-novo-Induktion

Im Folgenden wird beschrieben, wie TTA-spezifische CD8* T-Zellen in vitro generiert wurden.
Dazu wurden iDZ aus Monozyten innerhalb von drei Tagen mit dem Cocktail 6 ausmaturiert und
anschliefend mit jeweils 20 pg der funf TTA-codierenden CrossTAg-ivt-mRNS (fur GAGE-1,
MAGE-A4, NY-ESO-1, SSX4 und XAGE-1) transfiziert. Die mDZ-Population wurde hierzu in funf
Aliquots aufgeteilt und jede Fraktion mit einer der finf CrossTAg-ivi-mRNS-Spezies via Elektro-
poration transfiziert (Abb. 4.4 A). Nach Transfektion wurden die mDZ fir sechs Stunden bei 37°C
inkubiert und anschlieflend die Fraktionen zu gleichen Teilen gemischt. PBL wurden mit allogenen
mDZ im Verhaltnis 4:1 kokultiviert. Als Kontrolle wurden mDZ Kontroll-elektroporiert und separat
mit PBL kokultiviert. Die verbliebenen transfizierten mDZ wurden fir spatere Restimulationen oder
weitere Analysen eingefroren. Die Restimulation erfolgte 14 Tage nach der De-novo-Induktion und
nach weiteren 12 Stunden die Sortierung CD137-positiver CD8* T-Zellen in 96-Loch-Rundboden-
platten. Es wurden eine, drei oder sechs Zellen pro Kavitat sortiert und die Zellen sofort danach mit
bestrahlten PBL und allogenen mLCL, die alle finf TTA exprimierten, sowie mit PHA oder Anti-
CD3/CD28-Antikérpern, IL-2 und IL-15 stimuliert. Die Antigenspezifitat der expandierten T-Zellen
erfolgte 14-28 Tage nach Sortierung (Abb. 4.4 B).

80



4 Ergebnisse
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Abb. 4.4: De-Novo-Induktion von TTA-spezifischen CD8* T-Lymphozyten

Aus Vollblut isolierte Monozyten wurden innerhalb von drei Tagen mit Cocktail 6 zu reifen DZ (mDZ)
ausmaturiert. (A) Fur die Transfektion der mDZ mit TTA wurden diese in flnf Fraktionen aufgeteilt und jede
Fraktion mit einer CrossTAg-TTA-ivt-mRNS-Spezies (fir GAGE-1, MAGE-A4, NY-ESO-1, SSX4 oder
XAGE-1) elektroporiert. Nach sechsstiindiger Inkubation bei 37°C wurden die DZ-Aliquots wieder zu
gleichen Teilen gemischt (5-TTA) und (B) Monozyten-depletierte PBL de novo induziert. Nach 14 Tagen
erfolgte die Restimulation der PBL mit CrossTAg-5-TTA-ivt-mRNS-transfizierten mDZ (Restimulation). PBL
wurden 12 Stunden spater mit CD8- und CD137-Antikdrpern gefarbt und spezifisch aktivierte CD8* T-
Lymphozyten anhand des Aktivierungs-induzierten Oberflachenmarkers CD137 mit der FACS-Aria-Sortier-
maschine in eine 96-Loch-Rundbodenplatte sortiert. Es wurden eine, drei oder sechs Zellen pro Kavitat
kloniert und mit PHA oder mit Anti-CD3/CD28-Antikdrpern, IL-2, IL-15, 2 x 103 CrossTAg-5-TTA-ivt-mRNS-
transfizierten bestrahlten allogenen mLCL und 3 x 104 bestrahlten PBL (gemischt aus vier verschiedenen
Spendern) restimuliert.
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4.1.4.2 Analyse der Ausgangs-Zellpopulationen

Monozyten wurden mit Hilfe der Plastikadharenz von den restlichen PBL separiert und innerhalb
von drei Tagen mit dem Maturierungscocktail (C6) zu mDZ ausdifferenziert. Zur Uberpriifung der
Stimulationsfahigkeit der mDZ wurden wichtige Oberflachenmarker durchflusszytometrisch
Uberprift (Abb. 4.5 A). Die Fahigkeit der mDZ, T-Zellen zu aktivieren zeichnet sich durch die Anwe-
senheit von kostimulatorischen Molekulen wie CD80, CD86 und CD40 aus. CD86 und CD40 waren
erwartungsgemalf auf dem Grofteil der mDZ hoch exprimiert. Besonders CD86 wurde von uber
90% der DZ stark exprimiert. Andererseits war CD80 nur auf einem geringen Prozentsatz der
Zellen zu finden. HLA-DR, reprasentativ fir HLA-Klasse-II-Molekiile, und CD83 waren ebenfalls
moderat bis hoch exprimiert. Des Weiteren konnte eine gute Expression des Chemokinrezeptors
CCRY7 nachgewiesen werden. Dementsprechend war der Prozentsatz an CD14-positiven Zellen,
der die Monozytenpopulation bzw. unreife DZ (iDZ) widerspiegelt, gering. Die Reinheit der mDZ
wurde anhand des T-Lymphozytenmarkers CD3 uberpruft (ca. 8% CD3* T-Zellen) und war als
hoch einzuschatzen. Zur Kontrolle der Antigenexpression wurde ein Teil der mDZ mit GFP-ivt-
MRNS transfiziert. Sechs Stunden nach der Elektroporation exprimierten bereits 69,8 % der Zellen
das grin-fluoreszierende Protein und zeugten damit von einer erfolgreichen Transfektion. Dies
wurde durch die quantitative Analyse auf RNS-Ebene in den CrossTAg-5-TTA-ivt-RNS-transfi-
zierten mDZ im Vergleich zu nicht elektroporierten mDZ bestatigt. Als Referenz fungierten untrans-
fizierte mDZ, deren CP-Werte den Ausgangswert darstellten und mit denen die Transkriptmengen
der transfizierten mDZ verglichen wurden. Es konnte eine deutlich héhere Transkriptmenge an
GAGE-1 (3,5 x 104-fach), MAGE-A4 (4,7 x 10%-fach), SSX4 (7,3 x 104-fach) und XAGE-1

(16 x 104-fach) als in den Referenzzellen festgestellt werden.
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Abb. 4.5: Uberpriifung der DZ-Maturierung und -Transfektion vor De-novo-Induktion

(A) Innerhalb von drei Tagen mit Cocktail 6 maturierte DZ, wurden anhand typischer Marker fir die DZ-
Reifung analysiert (HLA-DR, CD80, CD83, CD86, CD40 und CCR?7). CD14-positive Zellen stellten die
Monozyten-Fraktion dar. Die Reinheit der mDZ wurde anhand des T-Lymphozyten-spezifischen Oberflachen-
molekiils CD3 festgestellt. (B) Die ausgereiften DZ wurden mit den CrossTAg-5-TTA-ivt-mRNS-Spezies
transfiziert. Um die Expression zu verifizieren, wurde ein Aliquot der mDZ mit 10 ug eGFP-ivi-mRNS
transfiziert und nach sechs Stunden Inkubation bei 37°C im Durchflusszytometer quantifiziert (nicht
transfizierte mDZ sind grau dargestellt). (C) Zusatzlich wurde auf Transkriptebene die erfolgreiche
Elektroporation der Cross-TAg-Antigen-ivt-mRNS (GAGE-1, MAGE-A4, SSX4 und XAGE-1; DZ (AG)) mit
Hilfe der quantitativen Real-Time PCR Uberprift. Als Referenz zur Quantifizierung der Antigen-RNS-Mengen
in transfizierten mDZ diente die cDNS von nicht transfizieten mDZ (DZ (nicht transifziert)). Zur Normali-
sierung der eingesetzten cDNS-Mengen wurde das Haushaltsgen a-Enolase herangezogen. Die Berech-
nung erfolgte mittels absolut quantifizierter CP-Werte.

Fur die De-novo-Induktion von TTA-spezifischen T-Zellen wurden Monozyten-depletierte PBL
eingesetzt und vor der ersten Stimulation bezlglich der Zusammensetzung der verschiedenen
Zellsubpopulationen durchflusszytometrisch untersucht (Abb. 4.6 B). Spezifische Oberflachen-
marker fir B-, NK-, T- und regulatorische T-Zellen wurden untersucht. Mit 85,8% machten CD3-
positive T-Lymphozyten den gré3ten Teil der PBL-Population aus. Davon waren 28,1% CD8-positiv
und wie erwartet beinahe doppelt so viele CD4-positiv (55%). Von den T-Zellen waren 13,4%
weder CD8- noch CD4-positiv. Ein sehr geringer Anteil der CD4-positiven Zellen zeigten die fiir
regulatorische T-Zellen typischen Marker FoxP3 und CD25 (0,5%). Der geringe Anteil an B-Zellen
und Monozyten (CD19-positiv, 1,0%; CD80-positiv, 2,6%) spiegelt die nach der Plastikadharenz
verbliebenen Zellen wider. Mit 2,8% der gesamten lebenden PBL-Population machen NK-Zellen

ebenfalls einen geringen Teil aus (Abb. 4.6).
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Abb. 4.6: Analyse der Monozyten-depletierten PBL-Population vor De-novo-Induktion

Vor Kokultivierung wurden die Monozyten-depletierten PBL hinsichtlich ihrer Zusammensetzung der
unterschiedlichen Zellpopulationen untersucht. Die Zellen wurden auf lebende einzelne Lymphozyten
vorselektiert. Mittels spezifischer monoklonaler Antikérper wurde der Anteil an B-Zellen (CD19-positiv), NK-
Zellen (CD56-positiv), CD8* bzw. CD4* T-Lymphozyten sowie CD4*-regulatorischen T-Zellen (FoxP3-positiv,
CD25-positiv) untersucht.

4.1.4.3 Restimulation und Klonierung TTA-reaktiver CD8* T-Zellen

Einen Tag vor Restimulation wurde ein kleiner Teil der PBL-Kultur mit mDZ reaktiviert und 12
Stunden spater der Prozentsatz an spezifisch aktivierten, CD137-exprimierenden CD8* T-Zellen
untersucht. Hierfir wurden PBL, die de novo (Tag 0) mit Kontroll- oder CrossTAg-5-T TA-ivt-mRNS-
elektropo-rierten mDZ stimuliert worden waren, erneut mit 5-TTA-exprimierenden mDZ kokultiviert.
Das Verhaltnis von CD4- zu CD8-T-Zellen hat sich im Vergleich zur Zusammensetzung vor De-
novo-Induktion um-gekehrt, so dass nunmehr doppelt so viele CD8*- als CD4*-T-Zellen vorlagen.
Dieser Effekt trat unabhangig davon auf, ob die PBL an Tag 0 mit CrossTAg-5-TTA-ivt-mRNS-
transfizierten oder kontrollelektroporierten mDZ kokultiviert wurden. Der Anteil an CD137-positiven
CD8* T-Zellen war in der 5-TTA-stimulierten PBL-Kultur (41%) um das 3-fache héher als die der
PBL-Kultur, die an Tag 0 mit Kontroll-elektroporierten mDZ kokultiviert wurde (13,7%) (Abb. 4.7).
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Abb. 4.7: CD137-Expression auf spezifisch restimulierten CD8* T-Zellen

PBL, die de novo mit Kontroll- oder 5-TTA-ivt-mRNS-elektroporierten allogenen mDZ induziert worden waren
(in Klammern hinter PBL gekennzeichnet), wurden 13 Tage spater mit CrossTAg-5-TTA-ivi-mRNS-
transfizierten mDZ restimuliert. Im Streudiagramm dargestellt ist der prozentuale Anteil an TTA-reaktiven
CD8* T-Zellen 12 Stunden nach Restimulation. Die dargestellten Zellpopulationen wurden vorselektiert auf
lebende, einzelne Lymphozyten (PBL) oder auf CD8* T-Zellen (CD8).

Einen Tag nach der Uberpriifung der CD137-Expression wurde die gesamte PBL-Population mit
CrossTAg-5-TTA-ivti-mRNS-transfizierten mDZ restimuliert. Spezifisch aktivierte CD8* T-Lymphozy-
ten wurden anhand des Oberflachenmarkers CD137 identifiziert und mit Hilfe des Fluoreszenz-
aktivierten Zellsortiergerates (FACS-Aria, BD) in 96-Loch-Rundbodenplatten sortiert. Dabei wurden
eine, drei oder sechs Zellen pro Kavitat verteilt und die Zellen im Anschluss mit einem Restimu-
lationscocktail, bestehend aus von vier verschiedenen Spendern stammenden PBL, 5-TTA-expri-
mierenden allogenen mLCL, PHA oder Anti-CD3/CD28-Antikdrpern und den Zytokinen IL-2 sowie
IL-15 kultiviert. Die Sortierungsstrategie ist in Abb. 4.8 verdeutlicht. Einzelne CD8* T-Lymphozyten
wurden selektiert und davon die CD137-positive Fraktion in die Kulturplatten sortiert. Wie am Tag
zuvor beobachtet, betrug der Anteil an CD137-, CD8-doppelt-positiven T-Lymphozyten rund 30%.
Nicht in Kulturplatten sortierte T-Zellen wurden in eine CD137-negative oder CD137-positive CD8*

T-Zelllinie separiert und fur weitere 14 Tage unter Zusatz von humanem IL-2 kultiviert.
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Abb. 4.8: Sortierung und Klonierung CD137-positiver CD8* T-Zellen nach spezifischer Restimulation
Die Sortierung CD8* CD137* T-Zellen in 96-Loch-Rundbodenplatten erfolge 12 Stunden nach Restimulation.
Es wurden eine, drei oder sechs Zellen pro Kavitat sortiert. Die verbleibenden Zellen wurden als CD8*
CD137* Linie und CD8* CD137- Linie sortiert (Liniensortierung) und in Kultur gehalten. Die Zellpopulation
wurde auf einzelne Lymphozyten vorselektiert.

4.1.5 Uberpriifung der TTA-Spezifitit von isolierten CD8* T-Zellklonen

Zwei Wochen nach der Klonierung CD137-positiver CD8* T-Zellen erfolgte die Analyse der
sortierten T-Zellklone auf TTA-Spezifitdt. Die Linien wurden in einem Versuchsansatz eingesetzt,
um die Sortierungseffizienz zu untersuchen. Hierfur wurde die CD137-positive und CD137-nega-
tive T-Zelllinie mit 5-TTA-exprimierenden mDZ (DZ (5 TTA)) oder Kontroll-elektroporierten mDZ
stimuliert. Es konnte eine hdhere sezernierte IFN-y-Menge durch die CD137-positiven im Vergleich
zu den CD137-negativen T-Zellen beobachtet werden (1,5-fach). In beiden Linien fihrten die
Kontroll-mDZ zu keiner geringeren Zytokinausschuttung der T-Zellen wie die Antigen-transfizierten
mDZ. Dies korrelierte mit der in Abschnitt 4.1.4.3 in Abb. 4.7 beobachteten TTA-unspezifischen
Hochregulierung von CD137 auf T-Zellen, die mit Kontroll-DZ kokultiviert worden waren. Eine
mogliche Erklarung fur die hdhere IFN-y-Ausschuttung durch die CD137-positive T-Zelllinie nach
Kokulti-vierung mit Kontroll-mDZ ist die fehlende Konkurrenz der transfizierten TTA mit endogenen
Antigenen. Dadurch kdnnten mehr Antigene prasentiert worden sein, gegen die TTA-unspezifische

T-Zellen spezifisch reagierten und somit moglicherweise starker stimuliert werden konnten.
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Abb. 4.9: Zytokinsekretion der sortierten T-Zelllinien nach spezifischer Stimulation

CD137-negative und CD137-positive CD8* T-Zelllinien wurden mit CrossTAg-5-TTA-ivt-mRNS-transfizierten
mDZ (DZ (5AG)) oder mit Kontroll-elektroporierten mDZ (DZ(Kontrolle)) kokultiviert. Als Negativkontrolle
wurden die Zelllinien und DZ (Kontrolle oder 5AG) einzeln kultiviert. Die IFN-y-Menge im Uberstand wurden
nach 24 Stunden mittels ELISA quantifiziert.

Des Weiteren wurden einzelne expandierte T-Zellklone auf TTA-Spezifitat Gberprift, indem sie mit
CrossTAg-5-TTA-ivt-mRNS-transfizierten DZ (DZ (5 TTA)) oder Kontroll-transfizierten DZ (DZ
(Kontrolle)) kokultiviert wurden und die sezernierten IFN-y-Mengen im ELISA quantifiziert wurden.
Aufgrund der in Abb. 4.9 gezeigten Ergebnisse der T-Zelllinien, mussten auf klonaler Ebene
ebenso T-Zellen erwartet werden, die TTA-unspezifisch gegen mDZ reagierten. In Abb. 4.10 A sind
diejenigen T-Zellklone dargestellt, die nicht ausschlieldlich TTA-spezifisch reagierten. Dazu
gehorten Zellen, die nach Stimulation keinerlei IFN-y sezernierten (nicht-reaktiv). Ein Teil der Klone
wurde sowohl nach Stimulation mit Kontroll-transfizierten DZ als auch nach Kokultivierung mit
CrossTAg-5-TTA-ivt-mRNS-transfizierten mDZ aktiviert. Dies lasst auf eine starke Reaktivitat
gegen allogene-MHC-I-Molekile der fir die PBL fremden DZ schliefen. Da die transfizierten mDZ
jedoch zu einer starkeren Zytokinsekretion der Klone fiihrte, war anzunehmen, dass die TZR
kreuzreaktiv gegen TTA waren und somit im Zusammenhang der Allo-Reaktivitat eine Teilab-
hangigkeit bestand (partiell TTA-abhangig). Eine dritte, ebenfalls alloreaktive Gruppe reagierte mit
der Ausschuittung identischer Zytokinmengen unabhangig von den eingesetzten Antigen-prasen-
tierenden Zellen (APZ) (TTA-unspezifisch). Daneben konnte auch eine Reihe an TTA-spezifischen
T-Zellklonen identifiziert werden (Abb. 4.10 B). Die von Kontroll-elektroporierten mDZ sezernierten
IFN-y-Mengen wurden als Hintergrundsignal markiert (rote Linie). Abgesehen von den Klonen
M214, M219 und M334, die unspezifisch sehr geringe Zytokinmengen nach Kokultivierung mit den
Kontroll-transfizierten DZ sezernierten, reagierten alle Klone ausschlieBlich auf die 5-TTA-

exprimierenden DZ und zeigten keinen unspezifischen Hintergrund.
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Abb. 4.10: Identifizierung TTA-spezifischer CD8* T-Zellklone

Uberstéande wurden 24 Stunden nach der Kokultivierung von Effektor- und Zielzellen abgenommen und
mittels ELISA analysiert. Die T-Zellklone wurden mit 5-TTA-ivt-mRNS-transfizierten (DZ (5 TTA)) oder
Kontroll-elektroporierten mDZ (DZ (Kontrolle)) kokultiviert. (A) Im Diagramm dargestellt sind T-Zellklone, die
entweder nicht-reaktiv, partiell TTA-abhangig oder TTA-unspezifisch auf die Stimulation mit mDZ reagiert
haben. (B) T-Zellklone, die spezifisch durch TTA-exprimierende mDZ aktiviert wurden, wurden fur die TZR-
Analyse separiert. Die rote Linie zeigt die durch die mit Kontroll-elektroporierten mDZ freigesetzten IFN-y-
Mengen an.

TTA-spezifische Klone, die in ausreichender Zahl zur Verfligung standen, wurden in einem
weiteren Experiment mit zu DZ alternativen APZ kokultiviert, um die Antigenspezifitdt zu identi-
fizieren. Als APZ wurden mLCL herangezogen, die aus PBL des DZ-Spenders generiert worden
waren. Nach Transfektion der mLCL mit Cross-TAg-ivt-mRNS, spezifisch fur jeweils eines der funf
TTA (T-Antigen), wurden diese mit den T-Zellklonen kokultiviert. Als Negativkontrolle fungierten
GFP-ivt-mRNS-transfizierte mLCL (Abb. 4.11 A und B). Alle Ergebnisse wurden auf die von T-
Zellen ohne spezifischen Stimulus sezernierten IFN-y-Mengen normalisiert. So war z.B. der Klon
M395 spezifisch fur das Antigen NY-ESO-1, zuséatzlich konnte eine geringe Kreuzreaktivitat gegen
das Antigen SSX4 beobachtet werden. Der Klon M399 sezernierte erhdhte Mengen an Zytokin
nach Stimulation mit mLCL, die das Antigen GAGE-1 prasentierten (Abb. 4.11 A). Ohne APZ
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hingegen sezernierten beide Klone kaum detektierbare Mengen an IFN-y (nicht gezeigt). Neben
den zuvor spezifisch getesteten Klonen wurden auch einige der mit DZ getesteten partiell TTA-
abhangigen T-Zellklone mit den mLCL kokultiviert (Abb 4.11 B). Auch der Einsatz von alternativen
APZ (mLCL) bestatigte die Kreuzreaktivitat der Zellen, da alle mLCL inklusive der GFP-ivt-mRNS-
transfizierten mLCL, von den T-Zellen erkannt wurden. Wurden hingegen die Klone ohne APZ
kultiviert, konnte kein IFN-y nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Daneben schienen die Klone
(Klon M227 und Klon M500) das Antigen MAGE-A4 bzw. das Antigen SSX4 zu erkennen, denn
mLCL, die dieses Antigen exprimierten, fihrten zu einer deutlich starkeren Zytokinfreisetzung
durch die T-Zellklone. Die APZ selbst sezernierten kein detektierbares IFN-y (nicht gezeigt).
Insgesamt standen nur sehr geringe Zellzahlen der jeweiligen T-Zellklone fir die Analyse zur
Verfigung. Aus diesem Grund konnte flir einige Klone nur 1,5 — 1,6-fach mehr IFN-y nach

spezifischer Stimulation im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle im Uberstand detektiert werden.
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Abb. 4.11: Identifizierung der Antigenspezifitat einzelner CD8* T-Zellklone

mLCL wurden mit jeweils der CrossTAg-ivt-mRNS fiir ein TTA transfiziert und mit unterschiedlichen CD8* T-
Zellklonen kokultiviert. Die dargestellten Werte wurden auf die ohne mLCL kultivierten T-Zellklone norma-
lisiert. Gemessen wurde die IFN-y-Sekretion 24 Stunden nach der Kokultivierung. In (A) sind die beiden fiir
NY-ESO-1 bzw. GAGE-1-spezifischen T-Zellklone M395 bzw. M399 darge-stellt. (B) Zwei der partiell TTA-
abhangigen T-Zellklone wurden zur Bestatigung der Alloreaktivitat mit TTA-exprimierenden mLCL kokultiviert.
Als Kontrolle fungierten eGFP-ivt-mRNS-transfizierte mLCL.
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Es wurde weiterfuhrend untersucht, ob die beiden partiell TTA-abhéngigen T-Zellklone M227 und
M500 moglicherweise statt einer Alloreaktivitat eventuell die von den mLCL endogen exprimierten
Zielantigene MAGE-A4 bzw. SSX4 erkannten. Daher wurden die mLCL auf Transkriptebene
dahingehend analysiert, ob die mRNS beider Antigene detektierbar waren (Abb. 4.12). Allerdings
konnten weder MAGE-A4 noch SSX4 in den mLCL nachgewiesen werden. Als Positivkontrolle flir
die PCR-Analyse fungierte wieder die cDNS von Mel624.38. Folglich handelte es sich bei der
beobachteten Kreuzreaktivitat der Klone M227 und M500 wahrscheinlich um eine Reaktivitat

gegen ein allogenes MHC-I-Molekil oder gegen ein von mLCL-exprimiertes Antigen.
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Abb. 4.12.: Expressionsanalyse von TTA in mLCL auf Transkript-Ebene

Die fur die Verifizierung der Antigenspezifitdt der Klone eingesetzten mLCL wurden hinsichtlich ihrer
Expression von vier TTA mittels PCR auf Transkriptebene untersucht. Als Positivkontrolle fungierte cDNS
von Mel624.38. Die Negativkontrolle (N.k.) schloss unerwiinschte Kontaminationen mit DNS aus.

4.1.6 Weitere Charakterisierung TTA-spezifischer TZR

Die Schwierigkeit bei der Analyse der TZR von CD8* T-Zellen in vitro ist das zeitlich sehr
eingeschrankte Expansionsfenster, da optimale Kulturbedingungen fiir T-Zellklone oft schwer
vorhersagbar sind. Die in 4.1.5 gezeigten TTA-spezifischen CD8* T-Zellklone verloren bald ihre
Reaktivitat und ihre Fahigkeit zur Proliferation, wodurch es unmdglich war, mit den Originalklonen
weitere Analysen zur Bestimmung der Spezifitat der TZR durchzufihren. Aus diesem Grund

musste eine alternative Herangehensweise in Betracht gezogen werden.

4.1.6.1 Verwendung einer TZR-Bibliothek fir den Einsatz transgener TZR

Voraussetzung fir die therapeutische Anwendung von TZR ist das Wissen Uber die funktionellen

Eigenschaften und die molekularen Charakteristika der TTA-spezifischen TZR. Hierflr ist es nicht
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notwendigerweise erforderlich die urspringlichen T-Zellen, von denen die TZR stammen, fiur
weiterflhrende Analysen zu expandieren, denn die Rezeptorsequenzen kdénnen ohne Funktions-
verlust auf andere Rezipientenzellen Gbertragen und von diesen exprimiert werden (Wilde et al.,
2009). Da die kommerzielle Synthese der gesamten TZRa- bzw. TZRB-Sequenzen oft sehr
schwierig bzw. finanziell sehr kostspielig ist, stellte die von Slavoljub MiloSevi¢ etablierte TZR-
Bibliothek eine sinnvolle Alternative dar (Abb. 4.13). Die Bibliothek beruht auf dem Prinzip, dass
sich in jedem Vektor (im Folgenden als pVA-/pVB-A116-Vektor bezeichnet) eine variable (V)a- oder
VB-Sequenz befindet, die gefolgt wird von einer mit den Restriktionsschnittstellen flankierten
Linkersequenz (5' Fspl; 3' Dralll fir a-Ketten und BstEll fur B-Ketten). Diese kann gegen jede
beliebige TZRa-/B-CDR3-Region inklusive J-Region, die synthetisch hergestellt wird, ausgetauscht
werden. Nach Hybridisierung der entsprechenden Sense- und Antisense-Oligomere enthalten die
entstandenen doppelstrangigen DNS-Fragmente bereits die zum Austausch mit der Linkersequenz
erforderlichen Ligationsstellen. Fur die anschlieRende konstante (C-) Region des TZR wurde fur
eine effizientere Paarung der exogenen TZRa- bzw. TZRB-Kette in den Rezipientenzellen
Sequenzen der C-Regionen aus der Maus verwendet (nachfolgend als ,murinisiert* bezeichnet).
Des Weiteren erlaubte die Sequenzveranderung eine leichte Detektierbarkeit der TZRp-Kette des
Rezeptors auf der Zelloberflache mit Hilfe eines monoklonalen Antikdrpers, der spezifisch die
TZRB-C-Region binden kann (murine-TZRB-C-Region). Die Vektoren enthalten au3erdem eine
Ampicillinresistenzkassette, wodurch erfolgreich die mit der TZR-CDR3-Region ligierten Vektoren
selektiert werden kénnen. Fir die Synthese von TZR-ivt-mRNS wurde ein T7-Promotor vor die
TZR-Sequenz geschaltet. Der 116-Nukleotid-lange Poly-A-Schwanz am 3' Ende des TZR sorgte
fur die Stabilisierung der mRNS.
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Abb. 4.13: Prinzip der TZR-Bibliothek nach S. MiloSevi¢

Die TZR-Bibliothek beruht auf einer Vielzahl von Vektoren (Ursprungsvektor ist der pGEM-A116-Vektor), die
jeweils eine bestimmte variable (V)a- oder VB-Kette beinhalten, gefolgt von einer Linker-Region, die beliebig
gegen jede TZRa-/B-CDR3-Region mit entsprechender joining (J)-Region austauschbar ist und von einer
konstanten (C-) Region (Maussequenzen, murinisiert) abgeschlossen wird. Die CDR3-und J-Region der a-
bzw. B-Kette des zu klonierenden TZR wird in Form von 120-140 Nukleotid-langen sense und antisense
Oligomeren kommerziell synthetisiert. Nach der Hybridisierung enthalten die entstandenen DNS-Fragmente
bereits am 5' Ende die passende Enzymschnittstelle Fsp/ und am 3' Ende die Schnittstelle Dralll (fir a-
Ketten) bzw. BstEll (fir B-Ketten), um sie zwischen das im Vektor pVA/pVB enthaltene V-Segment und C-
Segment klonieren zu kénnen. Mit Hilfe der im Vektor befindlichen Ampicillinresistenzkassette erfolgt die
Selektion auf erfolgreich ligierte Vektoren. Da das Vektorsystem auflierdem einen T7-Promotor und einen
poly-A-Schwanz aufweist, ist es fir die Synthese von ivti-mRNS geeignet.

4.1.6.2 Etablierung von geeigneten Testsystemen zur Analyse von transgenen TZR

Bevor die TZR-Bibliothek ihre Anwendung in der Analyse der TTA-spezifischen CD8* T-Zellklone
fand, wurde das System anhand eines TZRs getestet, dessen Epitop und HLA-Restriktion bekannt
war. Auflerdem galt es fur diesen Zweck geeignete TZR-Rezipientenzellen und Zielzellen zu
finden. Die Rezipientenzellen mussten einige wichtige Eigenschaften aufweisen, um fur die TZR-
Analyse einsetzbar zu sein. Zum einen mussten sie den CD8-Korezeptor exprimieren, da zu
Beginn der Analyse unklar war, ob die zu testenden Rezeptoren Korezeptor-abhangig waren. Zum

anderen mussten die Zellen leicht expandierbar sein, um innerhalb kurzer Zeit eine ausreichende

92



4 Ergebnisse

Menge an Zellen zu erhalten. Des Weiteren mussten sie mittels Elektroporation den TZR
aufnehmen und exprimieren kénnen, da sich ivt-mRNS aufgrund der einfachen Synthese und
schnellen Proteinexpression fiur eine aufwandsarme Analyse anbot. Nicht zuletzt ist die funktionelle
Fahigkeit der Rezipientenzellen, z.B. definierte Zytokine in ausreichender Menge zu sekretieren,
um eine spezifische Stimulation Uber den transgenen (tg) TZR Uberprifen zu kénnen, eine
essentielle Voraussetzung. Im Falle der APZ wurden Zellen bendtigt, die die Effektorzellen
aufgrund des Peptidprofiles der APZ auf den HLA-Molekilen nicht unerwlinscht aktivierten. So
durften sie beispielsweise das Zielprotein des tgTZR nicht endogen exprimieren, da andernfalls
eine Negativkontrolle unmdglich wirde. Die gleichzeitige endogene Expression des Zielproteins fir
den endogenen TZR der Effektorzellen durch die APZ musste ebenfalls unbedingt vermieden
werden, da sonst nicht zu unterscheiden ware, ob die Effektorzellen tGber den endogenen oder

tgTZR stimuliert wurden.

4.1.6.2.1 CD8" T-Zellen als TZR-Rezipienten

Da die zu untersuchenden TZR urspriinglich aus CD8* T-Zellen isoliert wurden, lag es nahe, als
TZR-Rezipientenzellen ebenfalls CD8* T-Zellen zu verwenden. Aus diesem Grund wurden
zunachst zwei etablierte CD8* T-Zellklone getestet, deren endogener TZR weitgehend charakteri-
siert war. Als Testrezeptor wurde ein EBNA-1-Peptid-spezifischer, HLA-B*3502-restringierter TZR
(von S. MiloSevi¢) eingesetzt: TZR-EBNA-1. Die TZRa- und TZRB-CDR3-Region sowie die J-
Region wurden, wie in Abschnitt 4.1.6.1 beschrieben, in die entsprechenden pVA- bzw. pVB-
Vektoren der TZR-Bibliothek kloniert und in ivt-mRNS umgeschrieben (Tab. 2.15). Die Transfektion
der Zellen fand friihestens elf Tage nach der letzten Restimulation statt, um Zellen in der ruhenden
Phase fur die Versuche einzusetzen und unspezifisch sezerniertes Zytokin zu vermeiden. Das
kommerziell synthetisierte Zielpeptid wurde von aul3en auf die angegebenen Zielzellen geladen.

Der erste zu testende T-Zellklon JB4 war HLA-A*0201-spezifisch. Zwei Millionen JB4-Zellen
wurden mit jeweils 15 pg der TZRa-/B-EBNA-1-ivt-mRNS transfiziert (400 V, 5 ms) und sechs bzw.
24 Stunden spater auf TZR-Expression durchflusszytometrisch quantifiziert. Nach sechs Stunden
wiesen 17% der T-Zellen die tgTZR-B3-Kette auf der Zelloberflache auf, nach 24 Stunden waren es
immer noch uber 10% (Abb. 4.14 A). Transfizierte und nicht transfizierte T-Zellen wurden mit den
mLCL-MRE kokultivert, da diese HLA-A*0201-positiv, sowie HLA-B*3502-negativ waren und somit
ausschlief3lich den endogenen TZR stimulierten. So wurde getestet, ob der T-Zellklon in der Lage
war, nach spezifischer Stimulation ausreichende Mengen an IFN-y zu sekretieren. Sowohl die nicht
transfizierten als auch die TZR-EBNA-1-tragenden JB4-Zellen sezernierten daraufhin 2000-
3000 pg/ml IFN-y. Als zusatzliche Positivkontrolle wurden transfizierte JB4-Zellen mit einem

unspezifischen Stimulationsgemisch aus Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)/ lonomycin behan-
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delt, wodurch im Zelliberstand mehr als 4000 pg/ml IFN-y detektiert wurden. Fir die Stimulation
uber den tgTZR wurden LCL-MSC (HLA-A*0201-negativ, HLA-B*3502-positiv) mit dem EBNA-1-
Peptid fir zwei Stunden bei 37°C beladen und anschlieRend mit den transfizierten T-Zellen
kokultiviert. Als Kontrolle wurden unbeladene LCL-MSC ebenfalls mit TZR-EBNA-1-dB4-Zellen
gemischt. Trotz der geringen Oberflachenexpression sekretierten die TZR-EBNA-1-JB4-Zellen
ausschliel3lich in Anwesenheit der Peptid-beladenen LCL-MSC bereits mehr als 500 pg/ml IFN-y.
In Abwesenheit von APZ konnte kaum Zytokin nachgewiesen werden und auch fiir die APZ ohne
T-Zellen war kein Zytokin nachweisbar (Abb. 4.14 B).
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Abb. 4.14: CD8* T-Zellklon JB4 als tgTZR-Rezipientenzellen

Als TZR-Rezipient fungierte der CD8* T-Zellklon JB4, dessen endogener TZR HLA-A*0201 spezifisch ist. (A)
Ein EBNA-1-Peptid-spezifischer, HLA-B*3502-restringierter TZR wurde in den CD8* T-Zellklon JB4 trans-
fiziert (400 V, 5 ms; 15 ug ivt-mRNS pro TZR-Kette) und die Expression des tgTZR 6 und 24 Stunden nach
Elektroporation durchflusszytometrisch analysiert. Die im Histogramm dargestellte Zellpopulation wurden auf
lebende Lymphozyten vorselektiert. Die Expression des TZR wurde anhand eines Antikdrpers, der spezifisch
an die CB-Region des tgTZR band, nachgewiesen (grau dargestellt sind mit Antikdrper gefarbte, untrans-
fizierte JB4 T-Zellen). (B) 1x10° TZR-EBNA-1-transfizierte JB4 T-Zellen wurden mit der identischen Zellzahl
an EBNA-1-Peptid-beladenen oder unbeladenen LCL (HLA-B*3502-positiv; Spender MSC) kokultiviert. Als
Positivkontrolle wurde der Klon unspezifisch mit PMA/lonomycin (2,5 ng/ml PMA, 250 ng/ml lonomycin;
>Max.: das Maximum des IFN-y-Standards wurde erreicht) bzw. spezifisch fir den endogenen TZR mit HLA-
A*0201-positiven mLCL (Spender: MRE) (1x10%) stimuliert. Die Standardabweichung ergab sich aus den in
Duplikaten angesetzten Messwerten.

Als zweite potentielle TZR-Empfangerzellen fungierte der CD8* T-Zellklon IVSB. Er erkennt das
Tyrosinase-Epitop (YMDGTMSQVA, kurz YMD) und ist HLA-A*0201-restringiert. Die Zellen wurden
— ahnlich wie beim JB4-Klon — mit jeweils 15 pyg der TZRa-/B-EBNA-1-ivt-mRNS transfiziert (760V,
2.5 ms) und die Expression nach sechs Stunden im Durchflusszytometer bestimmt (Abb. 4.15 A).

Hier war mit 77% TZRB-EBNA-1-positiven Zellen eine deutlich bessere Oberflachenexpression als
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bei den JB4-Zellen zu verzeichnen. Die Fahigkeit zur IFN-y-Produktion nach spezifischer Stimula-
tion wurde durch die Kokultivierung des transfizierten IVSB-Klons (TZR-EBNA-1-IVSB) mit der
Melanomzelllinie Mel624.38 (HLA-A*0201-positiv, Tyrosinase-positiv) oder mit Tyrosinase-ivt-
MRNS-transfizierten mLCL-MRE (HLA-A*0201-positiv) Uberpruft. Die Anwesenheit der Mel624.38-
Zielzellen in der Kokultur stimulierte eine deutliche IFN-y-Sekretion der IVSB-Zellen (2000 pg/ml).
Die Stimulation mit den transfizierten mLCL-MRE resultierte in einer weitaus geringeren IFN-y-
Sekretion (200 pg/ml). Als Negativkontrolle flir den endogenen TZR fungierte die Melanomzelllinie
MelA375 (HLA-A*0201-positiv, Tyrosinase-negativ). Die Funktionalitdt des tgTZR wurde mit den
EBNA-1-Peptid-beladenen LCL-MSC verifiziert. Ohne Peptidbeladung erfolgte keine Stimulation
des TZR-EBNA-1-IVSB. Trotz der weitaus besseren tgTZR-Expression in den IVSB-Zellen flihrte
dies nicht zu héheren Zytokinkonzentrationen im Uberstand (600 pg/ml IFN-y). Sowohl die TZR-
EBNA-1-IVSB-Zellen als auch die APZ sekretierten keine oder nur geringe Mengen an IFN-y, wenn

sie alleine kultiviert wurden.
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Abb. 4.15: CD8* T-Zellklon IVSB als tgTZR-Rezipientenzellen

Als TZR-Rezipient fungierte der CD8* T-Zellklon IVSB, dessen endogener TZR HLA-A*0201-restringiert und
Tyrosinase-spezifisch (YMNGTMSQVA) ist. (A) Der TZR-EBNA-1 wurde in den CD8* T-Zellklon transfiziert
und die Expression des tgTZR sechs Stunden nach Elektroporation durchflusszytometrisch analysiert. Die im
Histogramm dargestellte Zellpopulation wurde auf lebende Lymphozyten vorselektiert. Die Expression des
tgTZR wurde anhand eines Antikdrpers, der spezifisch an die TZRp-C-Region band, nachgewiesen (grau
dargestellt sind mit Antikorper-gefarbte, untransfizierte IVSB-T-Zellen). (B) 1x105 der TZR-EBNA-1-
transfizierte IVSB-T-Zellen wurden mit EBNA-1-Peptid-beladenen oder unbeladenen LCL (HLA-B*3508-
positiv, Spender: MSC) kokultiviert. Als Positivkontrolle wurde die Melanomzelllinie Mel624.38 (HLA-A*0201-
positiv, Tyrosinase-positiv) oder Tyrosinase-ivt-mRNS-transfizierte mLCL(HLA*0201-positiv; Spender: MRE)
eingesetzt. Als Negativkontrolle wurde die Melanomzelllinie MelA375 (HLA-A2*0201-positiv, Tyrosinase-
negativ) verwendet. Die Standardabweichung ergab sich aus den in Duplikaten angesetzten Messwerten.
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4.1.6.2.2 PBL als tgTZR-Rezipienten-Zellen

Auf der Suche nach Zellen, die nach Stimulation groRere Mengen an IFN-y ausschatten konnten,
als es bei den vorgestellten Klonen der Fall war, wurden als nachstes PHA-expandierte PBL
erwogen. Monozyten-depletierte PBL konnten leicht mit Hilfe eines unspezifischen Stimulus (PHA)
und IL-2 in beliebigen Mengen expandiert werden. Die resultierende Population bestand anschlie-
Rend hauptsachlich aus T-Zellen. Um diese am Leben zu erhalten, mussten die Zellen nach
spatestens 21 Tagen erneut mit PHA stimuliert werden. Die Zeit zwischen 11 und 16 Tagen nach
Stimulation war die gunstigste Zeit fur die Versuchsdurchfihrung, da sich die Zellen hier
erfahrungsgemall am besten transfizieren liefken, sich in einer ruhenden Phase befanden und
nicht unspezifisch Zytokine sezernierten. AulRerdem waren sie vital genug, um nicht zu viele tote
Zellen in der Kultur anzureichern, die die Elektroporationsbedingungen verandern und die
Expression verringerten.

Die optimalen Elektroporationsbedingungen (Gene Pulser Xcell™, Biorad) wurden mit GFP-ivt-
mRNS und unterschiedlichen Bedingungen ausgetestet. Es zeigte sich, dass es fiir das Uberleben
der Zellen wichtig war, nicht mehr als zwei Millionen auf einmal zu elektroporieren, da sonst die
Zelldichte zu hoch war und die voreingestellten Elektroporationsbedingungen nicht durchgefiihrt
werden konnten. Die beste Expression wurde unter den Bedingungen 900 V, 2,3 ms oder 760 V,
2,5 ms erreicht. Die Sterberate lag bei beiden Bedingungen unter 10%. Die Expression fur GFP-
ivt-mRNS lag bereits nach funf Stunden bei Uber 80% und blieb innerhalb der ersten 24 Stunden
relativ konstant (Abb. 4.16). Aus diesem Grund wurden im folgenden Experiment die Zellen mit
760V und 2,5 ms transfiziert.
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Abb. 4.16: Elektroporationsbedingungen fiir PHA-expandierte PBL

PBL (Spender: SJ) wurden elf Tage nach Stimulation mit 8 pg GFP-ivt-mRNS unter verschiedenen
Elektroporationsbedingungen (760 V, 2,5 ms oder 900 V, 2,3 ms) transfiziert. Die Expression wurde funf und
24 Stunden spater durchflusszytometrisch analysiert. Die toten Zellen wurden mit dem DAPI-Farbstoff
angefarbt. Die Zellen wurden auf Lymphozyten vorselektiert.

Die Kokultivierung von LCL mit PBL flihrte zu einer starken Stimulation der T-Zellen, die in einem
hohen IFN-y-Hintergrund resultierte (600-1200 pg/ml IFN-y) und unabhangig von der Expression
des tgTZR in den PBL beobachtet wurde (Abb 4.17). Da PBL zunachst mit autologen mLCL
kokultiviert wurden, handelte es sich bei der beobachteten Stimulation offenbar nicht um eine
Reaktivitat gegen allogene HLA-Molekile. Daher wurde ferner Gberprift, ob dieser Effekt auf EBV-
spezifische T-Zellen in der PBL-Population zuriickzufGhren war, denn mLCL waren EBV-transfor-
mierte und immortalisierte B-Zellen und exprimierten daher einige wenige EBV-spezifische Pro-
teine. Daher wurden PBL eines EBV-negativen Spenders (CE) eingesetzt, die mit allogenen mLCL
(MRE) kokultiviert wurden. Aber auch hier wurden grof3e Zytokinmengen im Kulturiberstand detek-

tiert. Aus diesem Grund wurde im Folgenden die Kokultur von PBL mit mLCL oder LCL vermieden.
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Abb. 4.17: IFN-y-Sekretion durch PBL in Anwesenheit von mLCL

PBL und mLCL des selben Spenders (MRE, schwarze Balken) wurden kokultiviert und nach 24 Stunden die
IFN-y-Sekretion durch die PBL im ELISA quantifiziert. PBL eines EBV-negativen Spenders (CE) wurden mit
10 ug GFP-ivt-mRNS transfiziert und mit allogenen mLCL (MRE), die Kontroll-elektroporiert worden waren,
kokultiviert. Die Standardabweichung ergab sich aus den in Duplikaten angesetzten Messwerten.

Um nun PBL als tgTZR-Rezipienten zu testen, musste an dieser Stelle ein zum TZR-EBNA-1
alternativer TZR verwendet werden, da flir diesen Rezeptor au’er LCL keine anderen APZ zur
Verfugung standen. So wurden PHA-expandierte PBL an Tag 14 nach Stimulation mit jeweils 15 pg
ivi-mRNS pro TZRa-/B-Kette des EBNA-1-spezifischen TZR und zusatzlich mit dem nicht in der
TZR-Bibliothek generierten TZR-D115 (S. Wilde), der Tyrosinase-spezifisch und HLA-A*0201-
restringiert ist, transfiziert. Der TZR-EBNA-1 wurde zum Vergleich der Oberflachenexpression und
als Negativkontrolle in der Kokultur mitgefiihrt. Die Expression wurde sechs Stunden nach
Elektroporation durchflusszytometrisch analysiert (Abb. 4.18 A). Das Verhaltnis von CD8* zu CD4*
T-Zellen in der PBL-Population war etwas zugunsten der CD8* T-Zellen verschoben. Die
Oberflachenexpression der beiden tgRezeptoren lag flir CD4* T-Zellen bei Uber 70% und fir CD8*
T-Zellen bei rund 50%. Die transfizierten PBL wurden mit der Melanomzelllinie Mel624.38 in
unterschiedlichen PBL:APZ-Verhaltnissen kokultiviert (Abb. 4.18 B). Es zeigte sich, dass die PBL
bereits in Anwesenheit gleicher Zielzellzahlen maximale Zytokinmengen sezernierten bzw. eine
Sattigung erreicht war, denn eine Steigerung der Zielzellzahl flhrte nicht zu einer Mehrproduktion
an IFN-y. Damit war die detektierte Zytokinmenge ausschliel3lich abhangig von der PBL-Zellzahl.
Generell wurden nur die TZR-D115-tgPBL stimuliert, da die TZR-EBNA-1-tgPBL kein Zielpeptid
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oder HLA-Molekul auf den Mel624.38 finden konnten. Ziel- und Effektorzellen alleine sezernierten

kein IFN-y.
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Abb. 4.18: PHA-expandierte PBL als tgTZR-Rezipientenzellen

Als TZR-Rezipienten fungierten PHA-expandierte PBL (Spender: SJ) am Tag 14 nach Stimulation. (A) Der
TZR-EBNA-1 oder der HLA-A*0201-restringierte, Tyrosinase-spezifische TZR-D115 wurde in PBL transfiziert
(760 V, 2.5 ms) und die Expression des tgTZR sechs Stunden nach Elektroporation in der CD8* bzw. CD4*
Subpopulation durchflusszytometrisch analysiert (grau dargestellt reprasentieren die mit Antikérper gefarb-
ten, untransfizierten PBL). (B) Die TZR-EBNA-1-transfizierten bzw. TZR-D115-transfizierten PBL wurden mit
der Melanomzelllinie Mel624.38 (HLA-A*0201-positiv, Tyrosinase-positiv) in unterschiedlichen Effektorzell- zu
Zielzellverhaltnissen kokultiviert. Die Standardabweichung ergab sich aus den in Duplikaten angesetzen
Messwerten.
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4.1.6.3 Analyse des XAGE-1-spezifischen TZR-M244

Dank der TZR-Bibliothek war es nun maéglich, TZR auRerhalb ihrer Ursprungszellen in alternativen,
expandierbaren und funktionellen Rezipientenzellen zu exprimieren. Zu diesem Zweck musste
zunachst die Sequenz der relevanten TZR ermittelt werden. Hierfir wurde die Gesamt-RNS der
verbliebenen Zellen der TTA-reaktiven CD8* T-Zellklone extrahiert und die TZR-a- bzw. 3-Sequen-
zen anhand spezifischer Primer in einer PCR amplifiziert und anschlieend sequenziert. Das
Ergebnis der TZR-Analyse des T-Zellklones M244 ist in Tab. 2.16 aufgeflhrt. In den folgenden

Kapiteln wurde dieser naher untersucht.

4.1.6.3.1 Identifizierung der Antigen-Spezifitét

Wie im Kapitel 4.1.5 dargestellt, reagierte der T-Zellklon M244 nur auf mDZ, die mit CrossTAg-
5-TTA-ivt-mRNS transfiziert worden waren. Da der urspringliche Klon in vitro nicht weiter zu
expandieren war, wurde der TZR in die TZR-Bibliothek kloniert und der tgTZR-M244 in PBL
transfiziert. Um Alloreaktivitat zu verhindern, wurden autologe PBL zu den mDZ (DZ-Spender der
De-novo-Induktion) eingesetzt. Die Oberflachenexpression in CD8" oder CD4* T-Zellen wurde
sechs Stunden nach der Elektroporation Uberpruft (Abb. 4.19 A). Insgesamt exprimierten 31% der
T-Lymhozyten die B-Kette des tgTZR. Davon waren knapp 9% CD8* und 22% CD4* T-Zellen. Als
APZ wurden DZ frisch mit dem Jonuleit-Cocktail maturiert, da dieser kein IFN-y enthielt, welches
im ELISA unter Umstanden zu verfalschten Ergebnissen fiihren koénnte. Die erfolgreiche
Maturierung wurde, wie zuvor beschrieben, anhand geeigneter Oberflachenmolekiile UGberprift
(Abb. 4.19 B). Alle fur die Stimulation der CD8* T-Zellen wichtigen kostimulatorischen Molekiile,
wie CD80, CD83, CD86 sowie CD209 (DC-SIGN) waren erwartungsgemafy hoch exprimiert. Mit
Ausnahme des 30%igen Monozytenanteils und der geringen CD40-Expression wiesen die mDZ
alle Merkmale von reifen DZ auf. Diese wurden mit jeweils 20 ug der CrossTAg-Antigen-ivi-mRNS
(codierend fur GAGE-1, MAGE-A4, NY-ESO-1, SSX4 oder XAGE-1) oder mit YMD-GFP-ivt-mRNS
transfiziert, fur vier Stunden bei 37°C inkubiert und anschlieBend mit den tgTZR-M244-
transfizierten PBL fur 24 Stunden kokultiviert (Abb. 4.19 C). Anhand des Stimulationsgemisches
PMA/lonomycin wurde die Fahigkeit der PBL Uberprift, ausreichende Mengen an IFN-y zu
sekretieren. Die YMD-GFP-transfizieten mDZ fungierten als Negativkontrolle, indem sie ein fur
den tgTZR irrelevantes Protein bzw. Tyrosinase-Epitop (YMD) prasentierten. Die PBL wurden mit
mDZ kokultiviert, die jeweils nur eines der TTA exprimierten. Als zusatzliche Positivkontrolle
wurden die flinf DZ-Fraktionen gemischt (Antigen-Pool), so dass jedes der 5 TTA reprasentiert
wurde. AusschlieBlich die CrossTAg-XAGE-ivt-mRNS-transfizieten mDZ bzw. die TTA-Pool-DZ-
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Fraktion fuhrten zu einer Stimulation der PBL (120 — 140 pg/ml IFN-y). Kulturliberstdande von

separat kultivierten PBL oder APZ wiesen keine bzw. zu vernachlassigende IFN-y-Konzentrationen
auf. Die Ergebnisse zeigten deutlich, dass die PBL, die den tgTZR-M244 exprimierten, einen Teil

des von der CrossTAg-XAGE-ivt-mRNS translatierte und prozessierte Protein spezifisch erkannt

haben.
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Abb. 4.19: Identifizierung der Antigenspezifitit des transgen in PBL eingebrachten TZR-M244

Als TZR-Rezipient fungierten zu den im De-novo-Induktionsansatz verwendeten mDZ autologe PHA-
expandierte PBL (Spender: SJ). (A) Der TZR-M244 wurde in PBL transfiziert (760 V, 2.5 ms) und die
Expression in CD8* bzw. CD4* Subpopulationen sechs Stunden nach der Elektroporation durchflusszytome-
trisch analysiert (im Histogramm grau dargestellte Population reprasentiert die mit Antikbrper-gefarbten,
untransfizierten PBL). (B) mDZ (autolog zu PBL) wurden hinsichtlich der Maturierungsmarker bzw. der
Reinheit analysiert. (C) TZR-M244-transfizierte PBL wurden mit CrossTAg-TTA-ivi-mRNS-transfizierten
mDZ oder Kontroll-transfizierten mDZ (YMD-GFP) kokultiviert. Als Positivkontrolle wurden M244-transfizierte
PBL unspezifisch mit PMA/lonomycin stimuliert (>Max.: das Maximum des IFN-y-Standards wurde erreicht).
Die Standardabweichung ergab sich aus den in Duplikaten angesetzten Messwerten.

In einem nachsten Schritt wurde verifiziert, ob tatsachlich ein Epitop des XAGE-1-Antigens vom
tgTZR-M244 erkannt wurde, oder ob es sich um die Erkennung eines durch die Verlinkung der
Sortierungssignale, LAMP-1 und DC-LAMP-1, mit der XAGE-1-Sequenz neu entstandenen Epitops
handelte. Zu diesem Zweck wurden zunachst PBL erneut mit dem TZR-M244 transfiziert und
dieses Mal mit mDZ kokultiviert, die zum einen mit CrossTAg-XAGE-1-ivi-mRNS und zum anderen
mit XAGE-1-ivt-mRNS (ohne CrossTAg-Sequenzen) transfiziert worden waren. Als
Negativkontrolle fungierten GFP-ivt-mRNS-transfizierte mDZ und als Positivkontrolle das Gemisch
aus mDZ, die alle fiinf TTA reprasentierten. Die Uberpriifung der Expression von PBL und DZ ist
aus Abb. 4.20 A ersichtlich. Die Transfektion hatte mit 15% TZRB-positiver T-Zellen drei Stunden
nach Elektroporation nur mafig funktioniert, war fir ein eindeutiges Ergebnis aber ausreichend.
Die Transfektion der mDZ war hocheffizient, da nach funf Stunden schon bereits knapp 87% der
Zellen GFP-positiv waren. Die PBL wurden sowohl mit mDZ stimuliert, die XAGE-1 in Kombination

mit CrossTAg, als auch ohne die Signalsequenzen transfiziert worden waren. Die Reaktivitat der
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PBL in Anwesenheit von XAGE-1 ohne CrossTAg entsprach der 1:5 verdinnten XAGE-1-positiven
Fraktion in dem DZ-Gemisch. Im Vergleich zu XAGE-1 ohne Signalsequenzen fuhrte CrossTAg-
XAGE-1 zu einer etwa 2,5-fach starkeren IFN-y-Sekretion der PBL. Dies mag aufgrund einer
besseren Prozessierung des XAGE-1-Proteins durch die Signalsequenzen zu Stande gekommen
sein. Die APZ und PBL sezernierten einzeln kein IFN-y. Schlussendlich konnte mit diesem Versuch
eindeutig die XAGE-1-Spezifitat des TZR-M244 bestatigt werden (Abb 4.20 B).
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Abb. 4.20: Bestitigung der XAGE-1-Spezifitat des TZR-M244

Als TZR-Rezipient fungierten PHA-expandierte PBL des mDZ-Spenders (SJ) der De-novo-Induktion. (A) Der
TZR-M244 wurde in PBL transfiziert und die Expression drei Stunden nach der Elektroporation durchfluss-
zytometrisch analysiert (im Histogramm grau dargestellte Population reprasentiert die mit Antikorper-
gefarbten, untransfizierten PBL). 86,6% der Kontroll-transfizierten, autologen mDZ exprimierten finf Stunden
nach Elektroporation das GFP-Protein. (B) TZR-M244-transfizierte PBL wurden mit CrossTAg-XAGE-1-ivt-
mRNS-transfizierten (DZ (T-XAGE-1)), XAGE-1-ivt-mRNS-transfizierten (DZ (XAGE-1)) oder Kontroll-
transfizierten mDZ (DZ (GFP)) kokultiviert. AuRerdem wurden die PBL-TZR-M244 mit einem Pool an mDZ, in
dem die Prasentation von allen funf Antigenen vertreten war, kokultiviert. Die Standardabweichung ergab
sich aus den in Duplikaten angesetzen Messwerten.

4.2 Induktion Antigen-spezifischer CD8* T-Zellen in vivo

Da die De-novo-Induktion von TTA-spezifischen CD8* T-Zellen in vitro mit dem CrossTAg-Antigen-
ivt-mRNS-Konstrukt erfolgreich war, bot dies ein grol3es Potenzial nicht nur fir die Generierung
von Tumorantigen-spezifischen T-Zellen, sondern kénnte auch flr den Einsatz von mit Cross-TAg-
Antigen-ivt-mRNS-transfizierten DZ als Vakzine in der Krebstherapie dienen. Daher wurde in

einem nachsten Schritt die Effizienz des Konstruktes, T-Zellen in vivo zu induzieren, anhand eines
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etablierten Mausmodelles untersucht. Als Zielantigen wurde das Melan-A-Protein gewahlt, gegen
das viele Menschen bereits einen geringen Prozentsatz an spezifischen Vorlaufer-T-Zellen
aufweisen. Aullerdem wurden fir diesen Ansatz PBMZ und DZ desselben Spenders (autologer

Ansatz) eingesetzt.

4.2.1 Uberblick iiber die Aktivierung Antigen-spezifischer CD8* T-Zellen im
NSG-Mausmodell

Das fur die Untersuchung in der Arbeitsgruppe bereits etabliete NSG (NOD-scid IL-2Ry(nul)-
Mausmodell hat den Vorteil, dass diese Mause defizient fir die IL-2-Rezeptor-y-Kette sind und
daher keine NK-, T- oder B-Zellen besitzen (Shultz et al., 1995). Dies bietet eine Nische fir die
Rekonstitution mit PBMZ, die nach Transfer von humanen Antigen-prasentierenden DZ aktiviert
werden kdnnen. So kann eine dem humanen System vergleichbare Situation bezlglich der
Induktion von Antigen-spezifischen T-Zellen durch applizierte APZ geschaffen werden.

In Abb. 4.21 ist ein Uberblick iber den gesamten Versuchsablauf dargestellt. Der Versuchsansatz
umfasste insgesamt 16 Mause, wobei jeweils vier Mause einer Gruppe zugeteilt wurden. Es gab
demnach insgesamt vier Gruppen: eine Kontrollgruppe, die nur mit humanen PBMZ rekonstituiert
wurde, eine Gruppe, die zusatzlich mit Antigen-ivt-mRNS-transfizierten DZ vakziniert wurde, eine
Gruppe, die mit CrossTAg-Antigen-ivt-mRNS-transfizierten DZ vakziniert wurde und zuletzt eine
Gruppe, die eine 1:1-Mischung aus DZ erhielt, die entweder mit oder ohne CrossTAg-Sequenzen-
enthaltende mRNS elektroporiert wurde. Das verwendete Zielantigen Melan-A wies einen
Aminosaurenaustausch auf, denn das naturliche Epitop ,EAAGIGILT* wurde zu ,ELAGIGILT* (im
Folgenden als ,ELA" gekennzeichnet) mutiert. Grund dafir ist die héhere Bindungsaffinitat des
~ELA-Peptides” an die HLA-Bindegrube des Tetramers. An Tag O erhielten zunachst alle Mause
intravends 10 x 108 frisch aus menschlichem Blut aufgereinigte PBMZ. Nach 14 Tagen, die fiir eine
Rekonstitution der menschlichen Zellen in der Maus ausreichte, erfolgte die erste intraventse
Vakzinierung (1 x 10% DZ pro Maus) der fiir die Gruppen entsprechend transfizierten DZ (auer der
Kontrollgruppe). Die zweite Vakzinierung erfolgte analog zur ersten Vakzinierung nach weiteren
sieben Tagen an Tag 21. An Tag 28 wurden die Mause getétet und die Milzzellen isoliert. Ein Teil
der Milzzellen wurde mit Hilfe eines HLA-A*0201-Melan-AELa)-Tetramers auf spezifische CD8* T-
Zellen Uberpruft bzw. die Zusammensetzung der Zellen untersucht (Panelfarbung). Die
verbliebenen Milzzellen wurden fur weitere zehn Tage in vitro kultiviert. Hierfur wurden die PBMZ
der unterschiedlichen Versuchsansatze mit 0,3 x 108 der jeweiligen DZ wiederholt stimuliert und
nach zwei Tagen mit 50U/ml IL-2 versetzt. Die Kontrollgruppe hingegen erhielt ausschlief3lich das
fir das Uberleben der humanen Zellen notwendige humane IL-2 (hIL-2, 50U/ml). An Tag 38

wurden die PBMZ erneut auf Melan-A-spezifische CD8* T-Zellen (Tetramerfarbung) bzw. ihre
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Zellzusammensetzung hin Uberpruft. Des Weiteren wurde die funktionelle Fahigkeit zur Zytokin-
freisetzung nach spezifischer Aktivierung Melan-A-spezifischer CD8* T-Zellen im ELISpot analy-

siert.
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Abb. 4.21: Induktion von Melan-A-spezifischen CD8* T-Zellen in vivo

16 NSG-Mause wurden in vier Gruppen eingeteilt. Alle Mause wurden intravends (i.v.) mit 107 humanen
PBMZ rekonstituiert und 14 bzw. 21 Tage spater, mit Ausnahme der Kontrollgruppe, mit jeweils 1 x 106
humanen maturen DZ (mDZ) vakziniert. Die mDZ wurden entweder mit Melan-AEgLa)-ivi-mRNS oder
CrossTAg-Melan-AELay-ivi-mRNS transfiziert. Die letzte Gruppe erhielt eine 1:1 Mischung der mit unter-
schiedlichen ivt-mRNS-Spezies (mit oder ohne CrossTAg-Sequenzen) transfizierten mDZ. Die Milzzellen
wurden an Tag 28 isoliert, ein Teil davon mittels HLA-A*0201-Melan-A eLa)- Tetramer auf Melan-A-spezifische
CD8* T-Lymphozyten untersucht und ein Teil wurde fur die Analyse der Zellzusammensetzung verwendet
(Panelfarbung). Die restlichen Milzzellen wurde entsprechend den Gruppen mit den jeweiligen DZ (mit
oder/und ohne CrossTAg-enthaltende Melan-AgLa)-ivt-mRNS) in vitro stimuliert und fiir weitere zehn Tage
kultiviert. Zellen der Kontrollgruppe wurden mit ausschlieRlich 50 U/ml hiL-2 in Kultur gehalten. An Tag 38
erfolgte erneut eine Tetramer- und Panelfarbung. Die Funktionalitat der Melan-A-spezifischen CD8* T-Zellen
wurde anhand des ELISpot untersucht.

4.2.2 Antigenexpression und Stimulationsfahigkeit transfizierter mDZ

Fur den Versuchserfolg essentiell war die Expression der transfizierten ivi-mRNS, da andernfalls
die T-Zellen nicht oder nur in geringem Mal3e induziert werden konnten. Um eine Einschatzung der
Antigenexpression und der Stimulationsfahigkeit transfizierter DZ zu erhalten, wurde ein Teil der
spater fur die Vakzine verwendeten ivt-mRNS in HLA-A*0201-positive Spender-DZ elektroporiert.

Innerhalb von drei Tagen mit Cocktail 6 ausmaturierte DZ wurden somit mit 25 uyg oder 48 pug
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ivt-mRNS (Melan-AELa)- oder CrossTAg-Melan-AELa)-ivt-mRNS) transfiziert. Sechs Stunden nach
der Elektroporation wurde intrazellular das exprimierte Melan-A-Protein mit monoklonalen Antikor-
pern angefarbt (Abb. 4.22 A). Die Expression beider RNS-Spezies (mit oder ohne CrossTAg-Si-
gnalsequenzen) unter Verwendung von nur 25 pg ivt-mRNS war Uberraschenderweise hoher als
es bei fast doppelt eingesetzter Menge (48 ug ivt-mRNS) der Fall war. In einem zweiten Schritt
wurden die transfizierten mDZ mit einem Melan-A-spezifischen HLA-A*0201-restringierten T-Zell-
klon 11/33 kokultiviert, um die Stimulationsfahigkeit der jeweiligen DZ zu untersuchen. Als Negativ-
kontrolle wurden mDZ mit 25 ug einer fur ein irrelevantes Protein (GFP) codierenden ivt-mRNS
transfiziert. Im Gegensatz zu der Expression war die Stimulationsfahigkeit der mit 48 g ivi-mRNS
transfizierten mDZ deutlich besser, was vor allem fir die CrossTAg-Sequenz-enthaltende
ivt-mRNS anhand der freigesetzten IFN-y-Menge deutlich zu sehen war (Abb. 4.22 B). T-Zellen,
die mit 25 ug Melan-A-ivi-mRNS-transfizierten mDZ stimuliert wurden, zeigten keine auf spezifi-
sche Aktivierung beruhende Zytokinsekretion, da die detektierte IFN-y-Menge derjenigen nach Ko-
kultivierung der T-Zellen mit GFP-ivti-mRNS-transfizierten mDZ entsprach. In Abwesenheit von
mDZ sezernierten T-Zellen keine detektierbaren IFN-y-Mengen.

Aufgrund der deutlich verbesserten Stimulationskapazitat der mDZ, wenn diese mit doppelt soviel
ivt-mRNS transfiziert wurden, wurden im Folgenden die fur die Vakzinierungen vorgesehenen mDZ
mit 48 pg ivt-mRNS transfiziert.
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Abb. 4.22: Uberpriifung der Antigenexpression und Stimulationsfihigkeit ivt-mRNS-transfizierter DZ
25 ug oder 48 ug der Melan-AELa)-ivi-mRNS oder CrossTAg-Melan-AeLa)-ivt-mRNS wurden in 3d-DZ-Zellen
(Spender: MW) transfiziert. (A) Sechs Stunden spéater erfolgte die intrazellulare Farbung des Melan-A-Prote-
ins mit einem Melan-A-spezifischen monoklonalen Antikérper. Als Negativkontrolle wurden nicht transfizierte
DZ gefarbt (im Histogramm grau unterlegte). Der DAPI-Farbstoff wurde zur Unterscheidung von lebenden
und toten Zellen verwendet. Es wurde keine Farbung mit Fluoreszenz-konjugierten Antikbrpern durchgefihrt
und somit in Kanal 1 keine Signale gemessen. (B) Die Stimulationsfahigkeit der transfizierten DZ wurde mit
dem Melan-A-spezifischen, HLA-A*0201-restringierten CD8* T-Zellklon 11/33 im IFN-y-ELISA Uberprift. Als
Negativkontrolle fungierten DZ, die mit GFP-ivi-mRNS transfiziert wurden. Dargestellt sind die sezernierten
IFN-y-Mengen nach Kokultivierung der CD8* T-Zellen mit DZ, abziiglich der von den DZ selbst sezernierten
Zytokinmengen. Mittelwerte und Standardabweichungen ergaben sich aus Messwert-Duplikaten.

4.2.3 Analyse der Ausgangs-Zellpopulation

An Tag 0 wurden den NSG-Mausen jeweils 10 x 106 humane PBMZ fiir die partielle Rekonstitution
des defizienten Immunsystems appliziert. Um einen Uberblick zu bekommen, welche
Zellpopulationen verabreicht wurden und um diese in ihrer Entwicklung nach Rekonstitution in vivo
vergleichen zu kdénnen, erfolgte eine durchflusszytometrische Quantifizierung der CD4*, CD8* T-
Zellen, NK-, NKT- und B-Zellen (Abb. 4.23 A). Wie fiir einen gesunden Spender zu erwarten war,
lagen beinahe doppelt (1,8 x) so viele CD4* wie CD8* T-Zellen vor. Von den CD8* T-Zellen expri-
mierten 3% den Aktivierungsmarker CD69 und nahezu kein CD25, wobei 2,7% den Chemokin-
rezeptor CCRY7, der wichtig fir das Einwandern in sekundare lymphatische Gewebe (wie z.B.
Lymphknoten) ist, auf ihrer Oberflache trugen. Nur ein sehr geringer Prozentsatz von den CD4* T-
Zellen (0,7 %) wiesen das CD69-Molekil auf der Oberflache auf. B-Zellen machten erwartungs-
gemall mit 5,3% einen geringeren Teil der PBMZ aus. Von den rund 26% der CD56-positiven
Zellen wiesen etwa 5% den CD4- bzw. 16% den CD8-Korezeptor auf. Der Anteil der NK-Zellen lag

demnach bei etwa 5%.
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Vor der ersten und zweiten Vakzinierung erfolgte die Uberprifung der Antigenexpression mit ivt-
MRNS. AuRerdem wurde die Ausreifung und die stimulatorische Kapazitat der in-vitro-maturierten
DZ anhand verschiedener Oberflachenmarker analysiert (Abb. 4.23 B und C). mDZ der ersten
Vakzinierung exprimierten zu rund 16% (Melan-AELay-ivt-mRNS) bzw. 17% (CrossTAg-Melan-
AELa-ivt-mRNS) das Melan-A-Protein. Die fur die kostimulatorischen Molekule spezifischen
Marker (CD80, CD86, CD40 und CD83) waren stark bis sehr stark auf den mDZ exprimiert.
Ausgehend von der grundsatzlich wichtigen T-Zellhilfe fir die CD8* T-Zellen durch die CD4* T-
Zellen wurde reprasentativ fir HLA-Klasse-II-Moleklile, die fur die Stimulation der CD4+ T-Zellen
notwendig waren, HLA-DR untersucht, das ebenfalls stark exprimiert war. Das flir die Monozyten
charakteristische Molekil CD14 konnte nicht nachgewiesen werden. Abgesehen von einer
fehlenden CD209-Expression, wies alles auf reife DZ hin. Dasselbe Expressionsprofil der
genannten Marker wurde auch fiir die DZ der zweiten Vakzinierung analysiert, wobei hier der
Marker CD209 vom Groldteil der Zellen exprimiert wurde. Zudem war die Expression mit 35%
(Melan-AELa-ivt-mRNS) und 50% (CrossTAg-Melan-AELay-ivi-mRNS) nach der zweiten
Elektroporation deutlich besser als bei der ersten Vakzinierung. mDZ der ersten Vakzinierung
hatten bei einem T-Lymphozytenanteil von etwa 20% und bei der zweiten Vakzinierung von unter

10% einen hohen Reinheitsgrad.

A T-Lymphozyten CD8" T-Zellen CD4*T-Zellen B-Zellen
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Abb. 4.23: Zusammensetzung der fiir die Rekonstitution eingesetzten PBMZ und Reifungsanalyse der
mDZ. PBMZ und DZ wurden aus Vollblut (Spender: BF) isoliert. Eine FACS-basierte Analyse der Zellpo-
pulationen und des DZ-Maturierungsstatuses erfolgte vor Applikation in die NSG-Mause. Die dargestellten
Zellpopulationen wurden auf lebende Zellen vorselektiert. (A) Mittels monoklonaler Antikérper wurden CD4-,
CD8-positive T-Zellen, NK-, NKT-Zellen (CD56 und CD4/CD8) sowie B-Zellen (CD19) untersucht. Der
Aktivierungsstatus der CD8- bzw. CD4-positiven T-Zellen wurde anhand der Oberflachenmolekile CD25 und
CDG69 Uberpruft. (B)(C) Fur die am Tag 14 (1.Vakzinierung) und 21 (2.Vakzinierung) stattgefundenen Vakzi-
nierungen, wurden Monozyten mittels Plastikadh&renz von PBL separiert und mit dem Maturierungscocktail
C6 innerhalb von drei Tagen ausgereift. AnschlieRend wurde die erfolgreiche Maturierung anhand
verschiedener Oberflachenmolekiile verifziert (CD14, CD80, CD83, CD86, CD40, CD209, HLA-DR, CCR?7).
Zur Uberpriifung der Reinheit der mDZ wurde die Zellpopulation mit CD3 angeférbt. Die Histogramme zeigen
lebende Zellen. Die mDZ wurden vor Applikation mit Melan-A eLay-ivi-mRNS oder CrossTAg-MelaneLa)-A-ivt-
mRNS transfiziert und fir sechs Stunden bei 37°C inkubiert. Die Expression wurde sechs Stunden nach
Elektroporation mittels intrazellularer Farbung des Melan-A-Proteins Uberprift.
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4.2.4 Analyse der Milzpopulation nach zweimaliger DZ-Vakzinierung

Nach der Rekonstitution und zweimaligen Vakzinierung der NSG-Mause, wurden die Milzzellen
entnommen. Alle weiteren Analysen und Kultivierungsschritte erfolgten in vitro. Ein Teil der
Milzzellen wurde fir die Analyse der Zellzusammensetzung verwendet. Untersucht wurde der
Anteil an CD4* und CD8* T-Zellen, sowie NKT- und B-Zellen. Zusatzlich wurden CD8* und CD4* T-
Zellen bezuglich der Aktivierungsmarker CD25, CD69 und CD137 naher betrachtet. In allen
Gruppen war generell der Anteil an CD4* T-Zellen deutlich héher als der der CD8* T-Zellen, was
der Situation in der PBMZ-Population vor Applikation entsprach (siehe Abb. 4.23 A vor Rekon-
stitution). In der Kontrollgruppe waren es 2,8-mal mehr CD4* T-Zellen, wohingegen es in den
restlichen Gruppen etwas ausgeglichener war und der CD4*-Anteil lediglich 1,5 - 1,8-mal héher
war (Abb. 4.24 A). Der Aktivierungsstatus der CD8* T-Zellen in den einzelnen Gruppen unterschied
sich nicht signifikant voneinander. Zwischen 6,5 — 8,4% der CD8* Zellen exprimierten CD69.
Annlich verhielt es sich mit dem Aktivierungs-induzierten Oberflachenmolekil CD137 (5,8 - 7,3%).
Lediglich CD25 wurde in geringerem Ausmalfie von den CD8* T-Zellen hochreguliert (3,0 - 4,2%)
(Abb. 4.24 B). Auch die CD4* T-Zellen der einzelnen Gruppen unterschieden sich nicht signifikant
bezuglich der genannten Aktivierungsmarker. Zwischen 7,6 und 9,5% der Zellen exprimierten
CD69, was mit dem CD8* CD69* T-Zellanteil vergleichbar war. Hinsichtlich der von regulatorischen
CD4+ T-Zellen exprimierten Marker CD137 und CD25 zeigte sich ein inverses Bild zu dem
Expressionsmuster der CD8* T-Zellen. D.h. es waren weniger CD4* T-Zellen positiv fur CD137
(2,7 — 3,7%) und im Vergleich dazu doppelt so viele Zellen positiv fur CD25 (6,3 — 8,7%) (Abb.
4.24 C). Verglichen mit dem verschwindend geringen Prozentsatz an CD4* NKT-Zellen (0,3 —
0,4%) gab es insgesamt in allen Gruppen mehr CD8* NKT-Zellen (1,4 — 3,6%). Somit verringerte
sich der Anteil an NKT-Zellen wahrend der Zeit vor der Applikation der PBMZ in die Mause bis zur
Milzentnahme nach zwei Vakzinierungen sehr stark. Der CD8* NKT-Zellanteil sank von 16% auf
unter 4% und der CD4* NKT-Zellanteil von 4% auf unter 0,5% (siehe Abb. 4.23 A vor
Rekonstitution). In den Gruppen mit CrossTAg-Melan-AELa) und Melan-AgLa) + CrossTAg-Melan-
AELa) konnten jeweils in einer Maus ein stark erhdhter Anteil an CD8* NKT-Zellen beobachtet
werden (Abb. 4.24 D). Hinsichtlich des B-Zellanteils konnte ebenfalls kein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen ausgemacht werden. Abgesehen von den Zellen einer Maus (21,5%)
entsprach der B-Zellanteil in der Kontrollgruppe dem Anteil in der Ausgangs-Zellpopulation. In der
Melan-AEeLa)-Gruppe hatte sich die B-Zellpopulation knapp verdoppelt (1,9-mal so viel) (siehe Abb.
4.23 A vor Rekonstitution). In der CrossTAg-Melan-AeLa)-Gruppe zeichnete sich ein sehr inhomo-
genes Bild ab. Hier reichte die Spannweite der CD19* Zellen von 2% bis 19,5%. In der Gruppe mit
Melan-AELa) + CrossTAg-Melan-AELa) glich der Prozentsatz in etwa dem in der Ausgangs-Zellpo-
pulation (durchschnittlich 6,8% mit Ausnahme der Zellen einer Maus) (Abb. 4.24 E).
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Abb. 4.24: Zusammensetzung der isolierten Milzpopulation

28 Tage nach der Rekonstitution und zweimaliger Vakzinierung mit DZ wurden die Milzzellen prapariert und
analysiert. Die PBMZ wurden auf die Zellzusammensetzung und den Aktivierungsstatus der T-Zellen hin un-
tersucht. Hierflir wurden monoklonale Fluoreszenz-konjugierte Antikdrpern fir die durchflusszytometrische
Quantifizierung eingesetzt. Dargestellt sind die einzelnen Gruppen hinsichtlich des prozentualen Anteils an

(A) CD8* und CD4* T-Zellen, (B) aktivierten CD8* und (C) CD4* T-Zellen, (D) NKT-, und (E) B-Zellen in der
lebenden Milzpopulation.
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Des Weiteren wurden die Milzzellen auf Melan-AgLa)-spezifische und HLA-A*0201-restringierte
CD8* T-Zellen mit Hilfe des HLA-A*0201-Melan-A-Tetramers hin analysiert. Hierfir wurde zunachst
anhand eines Vorversuches untersucht, ob auch geringe Zellzahlen an spezifischen Zellen von
den Tetrameren detektiert werden konnten (Abb. 4.25 A). Zu diesem Zweck wurden TZR-negative
Jurkat-Zellen (J76) mit einem HLA-A*0201-restringierten, Melan-AeLa)-spezifischen TZR transdu-
ziert. AnschlieBend exprimierten 74% der Jurkat-Zellen den transgenen TZR auf der Zellober-
flache. Milzzellen einer BL/6-Maus wurden nun mit 2% oder 5% der Melan-A-TZR-exprimierenden
Jurkat-Zellen gemischt und mit dem Melan-A-Tetramer angefarbt. Als Negativkontrolle fungierten
untransduzierte Jurkat-Zellen und als Positivkontrolle wurden die transduzierten Jurkat-Zellen
(74% Melan-A-TZR*) mit dem Tetramer angefarbt. Die Melan-A-TZR*-Jurkat-Zellen konnten in
dem Gemisch mit BL/6-Milzzellen mit dem Tetramer eindeutig wiedergefunden werden. Sowohl die
2% als auch die 5% Melan-A-TZR*-Jurkat-Zellen konnten von den restlichen Milzzellen
unterschieden werden. Die Sattigung der eingesetzten Tetramere wurde mit 23% der transduzier-
ten Jurkat-Zellen erreicht (das entsprach in etwa 3,3 x 105 Zellen), denn 74% der eingesetzten
Jurkat-Zellen exprimierten den TZR auf der Oberflache, aber nur 23% banden an das Tetramer
(Abb. 4.25 A). Die Tetramerfarbung der isolierten NSG-Milzzellen zeigte, dass insgesamt nur ein
geringer Prozentsatz an Melan-AgLay-spezifischen CD8* T-Zellen detektiert werden konnte. Die
Verwendung von CrossTAg-verlinkter Melan-AEeLa)-ivi-mRNS fuhrte, im Vergleich zur Kontroll-
gruppe, zu einer signifikant starkeren Anreicherung dieser Zellen. Kein Unterschied konnte
zwischen der Kontrollgruppe und der Gruppe, in der mDZ mit ivt-mRNS ohne CrossTAg-

Sequenzen transfizierten waren, beobachtet werden (Abb. 4.25 B und C).

A Jurkat-Zellen (J76)

BL/6-Mausmilzzellen
+ Jurkat-Melan-A-tgTZR+

untransduziert = 2% Melan-A-tgTZR+ 5% Melan-A-tgTZR+ 74% Melan-A-tgTZR+
0

108{0.0 0.2 1050.1 02| 1°J06

Kanal 1
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Abb. 4.25: Tetramerfarbung von isolierten Milzzellen

Nach der Isolierung der Milzzellen wurden diese hinsichtlich HLA-A*0201-restringierter, Melan-A-spezifischer
CD8* T-Zellen untersucht. (A) Jurkat-Zellen (J78), die keinen endogenen TZR exprimierten, wurden mit
einem Melan-A-spezifischen, HLA-A*0201-restringierten TZR transduziert. Nach Transduktion exprimierten
74% der Jurkat-Zellen den Melan-A-spezifischen TZR stabil auf ihrer Oberflache. PBL von BL/6-
Mausmilzzellen wurden mit 2% oder 5% Melan-A-TZR*-Jurkat-Zellen gemischt und mit dem HLA-A*0201-
Melan-AELa)-Tetramer inkubiert. Als Negativkontrolle fungierten nicht transduzierte Jurkat-Zellen. Zuséatzlich
wurden die zu 74% Melan-A-TZR-exprimierenden Jurkatpopulation mit dem Tetramer inkubiert. Der
prozentuale Anteil der Tetramer-positiven Zellen ist in den rechten Quadranten angegeben. Es wurde keine
Farbung mit Fluoreszenz-konjugierten Antikdrpern durchgefihrt und somit in Kanal 1 keine Signale
gemessen. (B) Die isolierten PBMZ der vier Gruppen wurden mit dem HLA-A*0201-Melan-AgLa)-Tetramer
und mit einem monoklonalen CD8-Antikdrper angefarbt. Die gezeigten Populationen waren auf einzelne,
lebende Lymphozyten vorselektiert. Aus jeder Gruppe ist ein Beispiel als Streu-Diagramm dargestellt und in
(C) zusammengefasst. Die statistische Auswertung erfolgte anhand des zweiseitigen Mann-Whitney-U-Tests.
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4.2.5 Analyse der in vitro restimulierten Milzzellen

Die frisch isolierten Milzzellen wurden mit den, fir die jeweiligen Gruppen entsprechenden DZ
restimuliert und zwei Tag danach mit hiL-2 in vitro kultiviert. Die Kontrollgruppe erhielt statt der DZ
nur hiL-2, um das Uberleben der humanen PBMZ zu sichern. Zehn Tage nach der Restimulation
wurden die uberlebenden Zellen erneut auf ihre Zusammensetzung hin analysiert. Des Weiteren
wurde die Tetramerfarbung wiederholt und eine funktionale Analysen Uber spezifische Zytokinse-

zernierung durchgefihrt.

4.2.5.1 Zellzusammensetzung und Melan-AELa)-Spezifitdt humaner PBMZ nach
Kultivierung

Nach der zehntagigen Kultivierung wurde untersucht, ob wahrend dieser Zeit eine Veranderung in
der Zellzusammensetzung stattgefunden hatte. Daher wurde anhand spezifischer Oberflachenmar-
ker der Anteil an CD4* und CD8* T-Zellen, CD8* NKT-Zellen und B-Zellen ausgewertet. FUr den
besseren Vergleich wurden in Abb. 4.26 die prozentual angegebenen Zellpopulationen sowohl fur
den Tag der Milzisolierung als auch nach Kultivierung dargestellt. Der Anteil an CD8* T-Zellen blieb
zwischen den beiden Zeitpunkten unverandert (20 — 30% lebende Zellen) und auch zwischen den
Gruppen war kein Unterschied erkennbar (Abb. 4.26 A). Die Zahl der CD4* T-Zellen stieg tendenzi-
ell an, war jedoch nicht signifikant erhdht. Das CD4* zu CD8* T-Zellverhaltnis blieb dabei konstant
bei etwa 2:1 (Abb. 4.26 B). CD8* NKT-Zellen verdoppelten sich in der Gruppe mit Melan-A gLa)-ivt-
MRNS-transfizierten mDZ und in der Gruppe mit den CrossTAg-Melan-A eLa)-ivt-mRNS-transfizier-
ten mDZ. In der Kontrollgruppe vervierfachte sich die Population sogar. Ausschlie3lich in der ge-
mischten Gruppe blieb der Anteil konstant bei etwa 2,5% (Abb. 4.26 C). Der prozentuale Anteil an
B-Zellen ist wahrend der Kultivierung stark gesunken und machte je nach Gruppe nur noch zwi-

schen 1,5 und 3,6% der Lymphozytenpopulation aus (Abb. 4.26 D).
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Abb. 4.26: Zellzusammensetzung kultivierter Milzzellen

Nach Isolierung der Milzzellen wurden diese mit den fir die Gruppen entsprechend transfizierten DZ
restimuliert. Zwei Tage nach Restimulation, wurden die Kulturen mit 50 U/ml hIL-2 versetzt. Die Kon-
troligruppe erhielt zur weiteren Kultivierung ausschlief3lich 50 U/ml hIL-2. Zehn Tage spater wurden die
Milzzellen auf ihre Zellzusammensetzung hin analysiert. Im Diagramm dargestellt sind die einzelnen
Gruppen hinsichtlich des prozentualen Anteils an (A) CD8*, (B) CD4* T-Zellen, (C) CD56/CD8/CD4 und (D)
CD19-positiven Zellen in der jeweiligen lebenden Lymphozytenpopulation.

Die Tetramerfarbung der Melan-AELa)-spezifischen, HLA-A*0201-restringierten CD8* T-Zellen
wurde ebenfalls nach der Kultivierung wiederholt. In Abb. 4.27 A ist aus jeder Gruppe ein
Streudiagramm als Beispiel aufgefihrt. Es konnte eine deutlich abgesetzte Melan-AgLa)-spezi-

fische CD8* T-Zellpopulation in den beiden Gruppen beobachtet werden, deren mDZ mit
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CrossTAg-gekoppelter ivt-mRNS transfiziert wurden (gemischte Gruppe und Cross-TAg-Melan-
AELa-Gruppe). Die CrossTAg-Melan-AELa)-Gruppe zeigte im Vergleich zur Kontrollgruppe einen
signifikant hdheren Anteil an spezifischen T-Zellen (Abb. 4.27 B). Die gemischte Gruppe zeigte
ebenfalls sehr viel mehr spezifische Zellen als die Kontrollgruppe oder die Gruppe, die ohne
CrossTAg-gekoppeltes Melan-A stimuliert wurde. In der Kontrollgruppe und Melan-AgLa-Gruppe
lag der prozentuale Anteil spezifischer Zellen bei unter 1%, bei den Gbrigen Gruppen hingegen bei
durchschnittlich 8,5% (CrossTAg-Melan-AgLa)) bzw. 12% (Melan-A + CrossTAg-Melan-AELa)).
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Abb. 4.27: Tetramerfarbung kultivierter Milzzellen

Zehn Tage nach der In-vitro-Restimulation wurden die PBL mit dem HLA-A*0201-Melan-AELa)-Tetramer und
mit monoklonalen CD8-Antikérpern angefarbt. (A) Aus jeder Gruppe ist ein Beispiel als Streu-Diagramm
dargestellt. Die gezeigten Populationen waren auf einzelne, lebende Lymphozyten vorselektiert. Der
Prozentsatz an CD8-, Tetramer-doppeltpositiven T-Zellen ist im rechten oberen Quadranten ersichtlich. Alle
Farbungen wurden in (B) zusammengefasst. Die statistische Auswertung erfolgte anhand des zweiseitigen
Mann-Whitney-U-Tests.
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4.2.5.2 Funktionsanalyse Melan-A-spezifischer CD8* T-Zellen

Die bisher gezeigten Ergebnisse beschrieben die Verteilung der Melan-A-spezifischen CD8* T-
Zellen, abhangig von der Stimulation. Dies lie} jedoch keine Aussage uber die Funktionalitat der
spezifischen T-Zellen zu. Daher wurde weiterhin untersucht, ob die induzierten T-Zellen in der
Lage waren, als Antwort auf die Stimulation die fur die Immunantwort und Proliferation wichtigen
Zytokine, wie z.B. IFN-y, zu sekretieren. Dies wurde anhand der sehr sensitiven ELISpot-Methode
analysiert. Die Milzzellen wurden im Verhaltnis 1:1 mit den Zielzellen gemischt und Uber Nacht auf
der beschichteten ELISpot-Platte inkubiert. Drei unterschiedliche Zielzellen wurden herangezogen:
Die Tumorzelllinie K562 (negativ fur HLA-Molekile) wurde eingesetzt, um die NK-Zellaktivitat zu
ermitteln. Als Negativkontrolle fir Melan-A-spezifische T-Zellen fungierte die Melanomzelllinie
MelA375 (Melan-A-negativ, HLA-A*0201-positiv) und als Stimulationszellen die Mel624.38 (Melan-
A-positiv, HLA-A*0201-positiv). Es konnte keine NK-Zellaktivitat beobachtet werden. Unstimulierte
Milzzellen und die Kokultivierung mit MelA375 fihrte ebenfalls zu keiner Aktivierung der T-Zellen.
Des Weiteren wurden nur Melan-A-spezifische CD8* T-Zellen aus der CrossTAg-Melan-AELa)-
bzw. gemischten Gruppe zur IFN-y-Sekretion angeregt. Eine signifikant starkere spezifische
Aktivierung der T-Zellen nach Kokultivierung mit Mel624.38 im Vergleich zur Kontrollgruppe
konnte in den Gruppen, die mit CrossTAg-ivi-mRNS induziert wurden, beobachtet werden
(CrossTAg-Melan-Agea-Gruppe: p= 0,03; Melan-Aga) + CrossTAg-Melan-Aea-Gruppe: p=0,05).
Hingegen konnte kein signifikanter Unterschied zwischen Kontrollgruppe und Melan-A-Gruppe
(ohne CrossTAg) festgestellt werden (p= 0,08) (Abb. 4.28 A).

Die Melan-A-Expression wurde anhand der intrazellularen Farbung des Proteins bestatigt. Nahezu
alle Mel624.38-Zellen (94%) exprimierten das Zielantigen. Mit einem an alle HLA-Klasse-I-binden-
den Antikérper (pan-MHC-I) wurde die Expression auf der Zelloberflache nachgewiesen (100%).
Weiterhin stellte sich die Frage, ob die beobachtete Zytokinsekretion von CD8* T-Zellen oder
zytotoxischen CD4* T-Zellen stammte. In der Literatur ist beschrieben, dass die Melanomzelllinie
Mel624.38 negativ fir HLA-DR ist (Zeng, G. et al., 2000). Um zu klaren, ob ein anderes HLA-
Klasse-1I-Molekll auf der Oberflache exprimiert wurde, wurden die Zielzellen mit einem Antikérper
angefarbt, der alle HLA-Klasse-II-Molekile (pan-MHC-II) binden konnte. Die Zellen wurden als
negativ fur HLA-Klasse-Il getestet, weshalb das beobachtete, sezernierte IFN-y von CD8* T-Zellen

stammen musste.
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Abb. 4.28: Funktionalitiat Melan-A-spezifischer CD8* T-Zellen

(A) Die Reaktivitat der Melan-A-spezifischen CD8* T-Zellen wurde elf Tage nach In-vitro-Restimulation der
humanen PBL mittels ELISpot-Test liberprift. Es wurden jeweils 4 x 104 PBL mit genauso vielen Targetzellen
fir 24 Stunden auf einer IFN-y-beschichteten 96-Loch-ELISpot-Platte inkubiert. Als Zielzellen fungierte die
HLA-negative Tumorzelllinie K562 sowie die Melanomzelllinien MelA375 (Melan-A-negativ, HLA-A*0201-
positiv) und Mel624.38 (Melan-A-positiv, HLA-A*0201-positiv). Die Auswertung der IFN-y-Punkte erfolgte mit
Hilfe eines ELISpot-Lesegerates (C.T.L.). Jeder der im Diagramm dargestellten Datenpunkte reprasentiert
den Mittelwert aus zwei Messwerten (Duplikate). Die statistische Auswertung erfolgte mit dem zweiseitigen
Mann-Whitney-U-Test. (B) Mittels intrazellularer Farbung wurde die Melan-A-Expression in der
Melanomzelllinie Mel624.38 Uberprift. Als Negativkontrolle fungierte die Melanomzellinie MelA375 (Melan-A-
negativ, grau). Die MHC-I bzw. -Il Expression auf der Zelloberfliche wurde mit panMHC-I bzw. -lI-Anti-
koérpern analysiert. Als Negativ(ungefarbt)- und Positivkontrolle fungierten mLCL (grau und blau). Die
dargestellten Histogramme wurden auf lebende Zellen vorselektiert.
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5 DISKUSSION

In dieser Arbeit standen zwei Ansatzpunkte zu tumortherapeutischen Zwecken im Mittelpunkt — der
adoptive T-Zelltransfer und die Vakzinierung mit dendritischen Zellen (DZ). Zum einen wurde eine
Methodik etabliert, mit der Tumor-Testis-Antigen (TTA)-spezifische CD8* T-Zellen ungeachtet der
MHC-I-Restriktion und Epitopspezifitat de novo induziert und isoliert werden konnten, um fiir den
therapeutischen adoptiven T-Zelltransfer einsetzbare TZR zu generieren. Zum anderen wurde in
vivo untersucht, ob die Vakzinierung mit DZ, die sowohl CD8* als auch CD4* T-Zellen induzieren
konnten, gegenuber den DZ, die nur die CD8* T-Zellpopulation spezifisch aktivierten, einen Vorteil
aufwies. Beiden Ansatzen zu Grunde lagen die an die Zielantigene fusionierten Transport-/Sortie-
rungsproteine LAMP-1 und DC-LAMP, wodurch die Antigene auf MHC-1 und -l prasentiert werden
konnten (Wu et al., 1995; Bonehill et al., 2004; Ellinger, 2013).

Die Ergebnisse werden im Zusammenhang der aktuellen Forschung im Folgenden beleuchtet und
diskutiert.

5.1 De-novo-Induktion Tumor-Testis-Antigen (TTA)-spezifischer CD8" T-

Zellen in vitro

Zunachst wurde in vitro eine Methodik etabliert, anhand derer unter Einsatz von CrossTAg-
gekoppelter 5-TTA-ivt-mRNS Antigen-spezifische CD8* T-Zellen in PBL de novo induziert werden
konnten. Dabei wurden einige Aspekte im Vergleich zu bisher durchgefihrten Ansatzen zur
Steigerung der Effizienz verandert: Anstelle von CD8* T-Zellen wurden gesamte PBL eingesetzt,
die nicht nur gegen ein Antigen, sondern gegen finf verschiedenen TTA induziert wurden. Die
Prasentation der Peptidepitope konnte auf mehreren verschiedenen allogenen MHC-I-Allelen

sowie durch den Einsatz des CrossTAg-Konstruktes auch auf MHC-II-Allelen stattfinden.

5.1.1 Aufbau des In-vitro-Kokulturansatzes

Der methodische Ansatz basierte auf den neuesten wissenschaftlichen Erkenntnissen hinsichtlich
einer effektiven, in unserer Arbeitsgruppe routinemaRig durchgeflhrten DZ-Generierung, T-Zell-
Kultivierung und -Induktion sowie weiteren relevanten Aspekten und wird nachstehend naher erlgu-
tert.

Fur die Generierung von TTA-spezifischen CD8* T-Zellen in einem in vitro Ansatz wurden
ausgereifte DZ eingesetzt. Sie gelten als die potentesten Antigen-prasentierenden Zellen, den B-

Zellen und Makrophagen uberlegen, und kénnen Tumorantigen-spezifische T-Zellen aus einem
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naiven Repertoire sowie Gedachtnis-T-Zellen aktivieren (Ho et al., 2006; Andrews et al., 2008;
Steinman, 2012). So wurden fir die Stimulation der TTA-spezifischen T-Zellen Monozyten
innerhalb von drei Tagen zu reifen DZ (3-Tage-mDZ) ausgereift, da gezeigt wurde, dass diese sog.
,fast“mDZ gegenlber denen, die Ublicherweise innerhalb von sieben Tagen ausmaturiert werden,
einige Vorteile aufweisen: sie zeichnen sich vor allem durch eine héhere Migrationskapazitat aus
und kénnen naive T-Zellen effizienter stimulieren. Aulerdem Uberleben sie die Prozedur der
Elektroporation besser, die zur Transfektion der mDZ mit ivi-mRNS durchgefiihrt wird und sind
robuster als die 7-Tage-mDZ, was die Kryopraservation betrifft. CD274 (PD-L1), das durch
Bindung an CD279 (PD-1) auf T-Zellen zu deren Inhibition fihrt, wird von 3-Tage-mDZ in
geringerem Malie, das kostimulatorische Molekil CD80 dagegen verstarkt exprimiert. Zudem
gestaltet sich die Maturierung durch das verkirzte Ausreifungsprotokoll kostenglinstiger, da
weniger Zytokine eingesetzt werden muissen (Dauer et al., 2005; Ho et al., 2006; Burdek et al.,
2010). Bekanntermalen ist IL-12(p70) essentiell fir eine Th1-polarisierte Immunantwort und die
Einleitung einer Tumorantigen-spezifischen zytotoxischen T-Zellantwort (Trinchieri, 2003). Daher
wurden die iDZ mit Cocktail 6 (siehe Material und Methoden 3.1.10) ausmaturiert, der sowohl
TLR3- als auch TLR7/8- Agonisten (Polyl:C und R848) enthielt, denn unter Verwendung der beiden
Komponenten sekretieren mDZ gréliere Mengen an bioaktivem IL-12(p70) und es wird auch ein
héherer Prozentsatz an T-Zellen, die IFN-y sekretieren, induziert (Larange et al., 2009; Spranger et
al., 2010).

Die Prasentation von Tumorantigenen durch die mDZ kann auf unterschiedliche Weise erreicht
werden. Eine Mdglichkeit ist die Tumor-Peptid-Beladung von auf3en, wobei hierfur allerdings die
immunogenen Epitope der Antigene sowie die Bindungsfahigkeit an das jeweilige MHC-Molekul
bekannt sein missen. Dabei wird automatisch das Peptidepitop sowie die MHC-I-Restriktion von
vornherein festgelegt und neue immunogene Epitope auf alternativen MHC-I-Molekilen bleiben
unberucksichtigt. Weiterer Nachteile der Peptidbeladung sind zum einen die relativ kurze Prasen-
tationsdauer, da die Peptide nach kurzer Zeit bereits wieder von der Bindungsgrube dissoziieren.
Zum anderen fehlen posttranslationale Modifikationen der Peptidepitope (Gilboa, 1999; Wang, R.
F. etal., 1999; Aarntzen et al., 2012).

Die Transfektion von DZ mit DNA birgt ebenfalls einige Schwierigkeiten. So kénnte man zwar das
gesamte Gen des Zielantigens in die Zellen einbringen, allerdings gestaltet sich die Transfektion
schwierig. Nicht-virale Transfektionsmoglichkeiten wie Elektroporation und Liposomen-vermittelte
Transfektion resultieren in einer sehr geringen Effizienz. Eine der besten Moglichkeiten ist die
Transfektion mit einem 33-Aminosaure langen kationischen Peptid (CL22), wodurch die Transfek-
tionseffizienz auf 17% gesteigert werden konnte, was dennoch gering ist (Zhou, Y. et al., 2002).
Die Virus-vermittelte Transfektion beschrankt sich bei DZ auf z.B. lentivirale Vektoren, da die
Zellen nicht stark proliferieren, was jedoch eine Voraussetzung fir eine effiziente Transfektion mit

retroviralen Vektoren darstellt. Generell bergen in das Wirtsgenom integrierende virale Vektoren
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eine Gefahr hinsichtlich des transformierenden Potenzials (Ribas et al., 2002; Vari und Hart, 2004).
Eine effektive Alternative fur die Beladung von MHC-I-Molekilen in DZ stellt die Transfektion mit
Antigen-ivt-mRNS dar. Hierbei kdnnen mehrere verschiedene Peptidepitope, unabhangig vom ge-
netischen Hintergrund des Spenders, auf unterschiedliche MHC-I-Molekule geladen werden. Ein
weiterer Vorteil der ivi-mRNS ist die transiente Expression des transfizierten Antigens, wodurch po-
tentiell gefahrliche Antigene in der Anwendung fir immuntherapeutische Zwecke (z.B. DZ-Vakzi-
nierung) keine Gefahr darstellen, da sie nicht stabil in das Zellgenom integriert werden und nach
einer bestimmten Zeit vollstandig degradiert werden (Javorovic et al., 2008). Die Aktivierung von
zytotoxischen T-Zellen konnte mit Hilfe dieser Methode von verschiedenen Gruppen in vitro als
auch in vivo gezeigt werden. Erste Versuche zur Transfektion von Antigen-ivt-mRNS mittels Elek-
troporation wurden im Jahre 2000 gestartet und diese Methode wird mittlerweile standardgemaf?
auch in unserer Arbeitsgruppe erfolgreich durchgefiihrt (Boczkowski et al., 1996; Strobel et al.,
2000; Wilde et al., 2009).

Um die Prasentation von Peptiden nicht nur auf MHC-I-Moleklle zu beschranken, sondern auch
auf MHC-lI-Molekule zu ermdglichen, wurde die Antigen-DNS im verwendeten Vektor von Signal-
sequenzen von LAMP-1 und DC-LAMP flankiert und in ivt-mRNS umgeschrieben. Dadurch wurden
die transfizierten DZ befahigt, eine im Vergleich zur natirlichen Kreuzprasentation verstarkte CD4*
T-Zellantwort auszulésen (Ellinger, 2013). Aus Grunden der effizienteren Expression erfolgte die
Transfektion der mDZ mit jeweils immer nur einem TTA, wobei insgesamt aber gegen funf ver-
schiedene TTA eine CD8* T-Zellantwort generiert werden sollte. Um zu vermeiden, dass die simul-
tane Transfektion der verschiedenen RNS-Spezies zu einer gegenseitigen Blockierung oder Uber-
ladung der mDZ fuhrt, wurde jedes Antigen in eine Teilfraktion der mDZ transfiziert, welche an-
schliefend wieder gemischt wurden (Javorovic et al., 2008). Die erfolgreiche Transfektion konnte
mit spezifischen Primern fur die gewahlten Kandidaten-TTA GAGE-1, MAGE-A4, NY-ESO-1 und
XAGE-1 auf mMRNS-Ebene gezeigt werden (Abb. 4.5).

Der parallele Einsatz von mehreren Antigenen fur die De-novo-Induktion birgt einige Vorteile. Zum
einen ist bislang noch weitgehend unbekannt, welche der potentiellen Tumor-assoziierten Antigene
tatsachlich immunogen sind. Durch Verwendung mehrerer Antigene steigt die Chance, TZR zu in-
duzieren, die gegen ein stark immunogenes Antigen gerichtet sind. Des Weiteren wurde in den
90ern gezeigt, dass die Immunogenitat vom genetischen Hintergrund des jeweiligen Probanden
abhangt (z.B. MHC-Allele), wodurch diese stark variieren kann (Sette et al., 1994; van der Burg et
al., 1996). Dies gilt auch fur die Epitope, die von CD8* T-Zellen erkannt werden kénnen. Indem die
gesamte codierende Sequenz der TTA flr die Transfektion eingesetzt wurde, unterliegen die pra-
sentierten Epitope einer naturlichen Selektion durch die spezifischen CD8* T-Zellen. Zudem konn-
ten neue immunogene Epitope in Kombination mit verschiedenen MHC-I-Allelen identifizier wer-
den.

Da mit Hilfe der Signalsequenzen auch eine CD4* T-Zellhilfe fur die CD8* T-Zellen mobilisiert
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werden konnte (Ellinger, 2013), wurden nicht CD8* angereicherte T-Zellen de novo induziert, wie
es bisher in unserer Arbeitsgruppe Ublich war, sondern die gesamte PBL-Population mit
transfizierten mDZ kokultiviert, um einen synergistischen Effekt zwischen den Subpopulationen zu
ermdglichen. Das durch die Interaktion und das Zusammenspiel der einzelnen Zellpopulationen
entstandene Zytokinmilieu und die gegenseitige Aktivierung kam somit einer physiologischen
Immunreaktion naher.

Nicht zuletzt galt es den Umstand zu umgehen, dass TTA meist Selbst-Antigene sind, gegen die
das T-Zellrepertoire im Thymus eine negative Selektion erfahrt oder in der Peripherie negativ
reguliert wird, um Autoimmunitat zu verhindern. Fur einige der TTA (z.B. XAGE-1a) wurde bereits
beschrieben, dass sie im Thymus exprimiert werden. Daher war davon auszugehen, dass auch T-
Zellen, die einen hoch-affinen TZR fir TTA:Selbst-MHC-Molekile exprimierten, die negative
Selektion durchlaufen haben (Gotter et al., 2004; Scanlan et al., 2004; Wilde et al., 2009). Das
bedeutet wiederum, dass nur T-Zellen Ubrig bleiben, die mit einem niedrig-affinen TZR Selbst-
Antigene im Selbst-MHC-Kontext erkennen kénnen. Fir den adoptiven T-Zelltransfer bzw. eine
effiziente Tumortherapie ist es jedoch notwendig, einen hoch-affinen TZR einzusetzen, um fort-
schreitendes Tumorwachstum zu verhindern (Rosenberg et al., 2008). Bereits 1998 verwiesen
Obst et al. auf die Mdglichkeit der Generierung hoch-avider CD8* T-Zellen gegen Selbst-Antigene,
indem man diese in einen allogenen, also fir die T-Zellen fremden, MHC-I-Kontext stellt (Obst et
al.,, 1998). Der etablierte semi-allogene De-novo-Induktionsansatz von Wilde et al. beschrankte
sich auf ein allogenes MHC-I-Allel (HLA-A*0201) das zusatzlich mit dem Zielantigen in Form von
ivi-mRNS in mDZ transfiziert wurde (Wilde et al., 2009). Fir die endogenen MHC-I-Allele galt
dennoch die Selbst-Antigen:Selbst-MHC-Konstellation, gegen die niedrig avide T-Zellen zu er-
warten waren. Dieser semi-allogene Ansatz wurde in dieser Arbeit erweitert, indem nicht langer nur
ein Allo-MHC-I-Allel transgen in DZ eingebracht wurde, sondern die Prasentation auf mehrere ver-
schiedene MHC-Allele ausgeweitet wurde, indem sich DZ- und PBL-Spender in finf der sechs
MHC-I-Allele unterschieden (Multi-allogener De-novo-Induktionsansatz). Somit wurde eine Selbst-
Antigen:Fremd-MHC-Situation fur vier MHC-I-Loci geschaffen (aufgrund der Homozygotie fur den
HLA-A-Lokus des DZ-Spenders).

5.1.2 Durchfiihrung der De-novo-Induktion und CD137-Sortierung

Vor Beginn der De-novo-Induktion wurde die Verteilung der einzelnen Subpopulationen (Abb. 4.6)
der PBL analysiert und mit Referenzwerten aus der Literatur verglichen. Sie bewegte sich hinsicht-
lich des CD4* und CD8* T-Zellanteils bei einem gesunden, mannlichen Spender von unter 50 Jah-
ren im Normbereich. Insgesamt war der T-Lymphozytenanteil (CD3*) zwar leicht erhéht (Normbe-
reich: 63,9 — 84,6%; Spender: 85,8%), jedoch entsprach das CD4* zu CD8* T-Zellverhaltnis dem
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Durchschnittswert (1,7). Der Anteil an CD4* CD25* T-Zellen rangierte ebenfalls innerhalb der zu er-
wartenden Werte. Wahrend der geringe Anteil an Monozyten und B-Zellen aufgrund der zuvor
durchgeflhrten Plastikadharenz zu erklaren ist, befand sich der NK-Zellanteil ebenfalls unterhalb
der Normgrenze (Normbereich: 5,6 — 20,16%; Spender: 2,8%) (Bisset et al., 2004).

Ho et al. berichteten eine verbesserte Proliferation und Anreicherung Antigen-spezifischer T-Zellen,
wenn die Zytokine IL-2 und IL-7 verzdgert zur Kokultur zugesetzt wurden. Daher wurden diese Zy-
tokine zwei Tage nach der Kokultivierung der PBL mit TTA-transfizierten mDZ der Kultur zugesetzt.
Bis zur Restimulation nach 14 Tagen wurde in regelmaRigen Abstanden von zwei bis drei Tagen al-
tes Kulturmedium gegen frisches, mit IL-2 und IL-7 supplementiertes, Medium ausgetauscht (Ho et
al., 2006). Die Probefarbung der CD8* T-Zellen 13 Tage nach der Kokultivierung ergab, dass sich
das anfangliche CD4* zu CD8* T-Zellverhaltnis von 1,7 hin zu Gunsten der CD8* auf 0,5 umkehrte.
Zudem exprimierten rund 40% der CD8* T-Zellen den Aktivierungsmarker CD137 (4-1BB) auf ihrer
Oberflache. Diese beiden Beobachtungen lieRen darauf schlielen, dass ein fir die CD8* T-Zellen
unterstitzendes Milieu in der PBL-Kultur vorherrschte, da eine massive Proliferation eingetreten
war und ein grof3er Anteil der Zellen Antigen-spezifisch reagierte (Abb. 4.7).

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten multi-allogenen Induktionsansatz ist es unvermeidlich, dass
auch T-Zellen generiert wurden, die das fremde MHC-I-Molekul unabhangig von dem gewlnschten
Zielpeptid erkannten (Nagy, 2012). Da die eingesetzten mDZ mehrere fremde-MHC-Molekile
prasentierten und damit zusatzliche Zielstrukturen fir die T-Zellen lieferten als nur die
eingebrachten Tumor-Testis-Antigene, war die Gefahr gegeben, dass allo-reaktive Zellen die TTA-
spezifschen T-Zellen Uberwuchsen und damit die Frequenz der erwiinschten TTA-spezifischen
Zellen stark sank bzw. die Sortierung erschwerten (Floyd et al., 2010). Wie in Abb. 4.7 zu sehen,
machten die TTA-unabhangig aktivierten CD8* T-Zellen (Kokultur mit Kontroll-elektroporierten
mDZ) 13 Tage nach De-novo-Induktion bereits ein Drittel (33%) der CD137-positiven CD8* T-
Zellen aus. Um zu verhindern, dass dieser unspezifisch aktivierte Zellanteil nach einer weiteren
Stimulationsrunde stark zunahm, wurde die PBL-Kultur nur einmal restimuliert, bevor die
Sortierung hinsichtlich der spezifisch aktivierten, CD137-exprimierenden CD8* T-Zellen erfolgte.
CD137 wurde aufgrund seiner beschriebenen Eigenschaft als Aktivierungs-induzierter Oberfla-
chenmarker flir die Sortierung verwendet, da er von CD8* T-Zellen hochreguliert wird, sobald diese
ein Stimulationssignal Gber den TZR erhalten (Miller, R. E. et al., 2002; Wolfl et al., 2007). Da je-
doch auch allo-reaktive T-Zellen tiber den TZR stimuliert werden und infolge auch CD137 hochre-
gulieren, gab es keine Mdglichkeit, schon bei der Klonierung der Zellen die fir eine T-Zelltherapie
ungeeigneten allo-reaktiven T-Zellen heraus zu filtern (Wehler et al., 2007).

Die Sortierung der TTA-spezifischen CD8* T-Zellen wurde 12 Stunden nach Restimulation durch-
gefuhrt, da nach dieser Zeit, wie gezeigt, bei einem 1:1 Verhaltnis von T-Zellen zu APZ die maxi-
male Expression von CD137 erreicht wurde (Abb. 4.3 A). Zwar wurden fir die Sortierung jeweils

1 x 108 PBL mit nur 2,5 x 10° transfizierten mDZ kokultiviert, bedenkt man aber, dass von den PBL
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nur 56% CD8* T-Zellen ausmachten, lag etwa ein Verhaltnis von 2:1 von spezifischen CD8* T-Zel-
len zu transfizierten mDZ vor, was die Sortierung nach 12 Stunden rechtfertigte. Ahnliche Ergeb-
nisse zur CD137-Expressionskinetik wurden von Watanabe et al. berichtet, die feststellten, dass
CD137 auf T-Zellen 16 Stunden nach Peptidstimulation das Expressionsmaximum erreichte (Wa-
tanabe et al., 2008).

Neben der Selektion spezifisch aktivierter T-Zellen sprach die beschriebene positive Wirkung auf
Proliferation, Zytokinproduktion, zytotoxische T-Lymphozyten-Aktivitat und Zelliberleben nach
Bindung an den Rezeptorliganden CD137L (4-1BBL) fur die Verwendung des Markers CD137
(Wang et al., 2003; Vinay und Kwon, 2012). Zwar zeigte der fur die Sortierung verwendete Anti-
CD137-Antikorper keinen stimulatorischen Effekt auf den CD8* T-Zellklon IVSB, aber andererseits
auch keine inhibitorische Wirkung auf die Zellproliferation (Daten nicht gezeigt). Vermutlich band
der Antikorper an einen nicht zur Kostimulation fihrenden Bereich des CD137-Molekils. Somit
erhielten die T-Zellklone erst nach Zugabe des Stimulationsgemisches, das TTA-ivt-mRNS-
transfizierte mLCL sowie bestrahlte PBL von vier verschiedenen Spendern enthielt, die ndtige
Kostimulation Uber CD137L, denn es konnte auch gezeigt werden, dass z.B. B-Zellen, DZ und
Makrophagen den Liganden exprimieren (Wang et al., 2003; Lee et al., 2012; Park et al., 2012).
Allogene mLCL wurden als Stimulatorzellen alternativ zu mDZ verwendet, da diese nicht
limitierend in der Zellzahl waren und ebenso wichtige kostimulatorische Molekiile wie CD80 und
CD86 exprimierten (Moosmann et al., 2002). Die T-Zellen wurden in 96-Loch-Rundbodenplatten
sortiert, wobei entweder eine, drei oder sechs Zellen pro Kavitat verteilt wurden, da nicht
vorherzusehen war, wie hoch die Frequenz an TTA-spezifischen CD8* T-Zellen sein wirde.

Die Beobachtung, dass spezifisch aktivierte T-Zellen den Korezeptor CD8 herunterregulieren wird
im Zusammenhang mit der IFN-Typ-l-abhangigen Antwort von CD8* T-Zellen als Schutzmechanis-
mus vor UberschieRender Reaktivitat und daraus resultierenden Gewebeschaden wahrend der Im-
munantwort gegen eine virale oder bakterielle Infektion diskutiert (Xiao et al., 2007). Damit Uber-
einstimmend wurde ein Zusammenhang zwischen der CD8-Expression, dem IL-7 Signalweg und
der TZR-Affinitat beobachtet. Dementsprechend ist die Rede von ,coreceptor tuning®: T-Zellen mit
einem niedrig-affinen TZR regulieren die CD8-Expression in Anwesenheit von IL-7 hoch, wodurch
die Bindung des TZR an seinen Liganden (Selbst-Peptid) erhéht und damit das TZR-Signal ver-
starkt wird. Im umgekehrten Fall sind T-Zellen mit einem hoch-affinen TZR weniger sensitiv gegen-
Uber IL-7, wodurch die CD8-Expression herunterreguliert wird und das TZR-Signal geringer ist
(Park, J. H. et al., 2007). Auch die zu sortierenden PBL zeigten eine Teilpopulation, die geringere
Mengen an CD8-Korezeptoren auf ihrer Oberflache aufwiesen (CD8'°%, Abb. 4.8). Mdglicherweise
handelte es sich hierbei ebenfalls um CD8* T-Zellen, die einen hoch-affinen TZR aufwiesen und
nach DZ-Stimulation CD8 herunterregulierten. Da die CD8'°% Population nicht separat untersucht
bzw. mit den CD8Migh verglichen wurde, lassen sich keine Rlckschlisse auf die TZR-Affinitat zie-

hen.
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5.1.3 Identifizierung TTA-spezifischer CD8* T-Zellklone

Auf klonaler Ebene wurden die T-Zellen mit bestrahlten PBL, zusammengesetzt aus vier verschie-
denen Spendern, TTA-transfizierten allogenen mLCL und entweder mit PHA oder mit Anti-CD3/-
CD28 restimuliert. Zusatzlich wurde das Restimulationsgemisch aller Platten mit den Zytokinen
IL-2 und IL-15 versetzt, da mehrfach beschrieben wurde, dass diese beiden Zytokine wichtig fir
die Generierung und den Erhalt von CD8-Gedéachtniszellen, den Zellzyklus, die Entwicklung von
Zytotoxizitat und maturen T-Zellen sowie die Herunterregulierung von inhibitorischen Rezeptoren
auf CD8* T-Zellen (z.B. CD127 und CD44) sind. Die Bindung von IL-2 flhrt zur Heterodimierisie-
rung der zytoplasmatischen Domane der beiden IL-2-Rezeptorketten 3 und yc, woraufhin drei ver-
schiedene Signalwege in der T-Zelle aktiviert werden (PI13-K/AKT, Ras-MAPK und JAK-STAT). Dies
fihrt u.a. zu Zell-Wachstum, -Uberleben und -Differenzierung (Schluns et al., 2002; Sandau et al.,
2010; Liao et al., 2011; McCaughtry et al., 2012; West et al., 2013). Weiterhin zeigte die Kultivie-
rung des IVSB-Klons mit IL-2 oder IL-15 eine 4-fach verbesserte Proliferationsrate in Anwesenheit
von IL-15, ungeachtet von weiteren Stimulatorzellen oder Agenzien (Daten nicht gezeigt).

Bereits zwei Wochen nach der Sortierung konnten die ersten expandierten T-Zellklone auf TTA-
Spezifitat getestet werden. Insgesamt wurden Uber 658 proliferierende Klone, verteilt auf 22 96-
Loch-Rundbodenplatten, untersucht. Die erste Reihenuntersuchung wurde mit TTA-transfizierten
allogenen mDZ durchgeflihrt, wobei Kontroll-elektroporierte mDZ als Negativkontrolle fungierten.
Es zeigten sich vier verschiedene Reaktionsmuster: Neben den nicht-reaktiven T-Zellen (12,2%),
die keinerlei IFN-y nach Stimulation sezernierten, wurden allo-reaktive T-Zellen isoliert, die
unabhangig von TTA aktiviert wurden (TTA-unspezifisch; 70,2%) (Abb. 4.10 A und B). Die als
partiell TTA-abhangig bezeichneten T-Zellen (15,7%) erkannten, wie eine weiterfihrende
Untersuchung mit separat transfizierten mLCL pro Antigen ergab, neben ihrem spezifischen TTA
vermutlich ein allogenes MHC-Molekil oder die Spezifitat fir ein von den mLCL exprimiertes
Antigen. Denn die beobachtete Hintergrundreaktivitat richtete sich unabhangig vom transfizierten
Antigen gegen alle mLCL (Abb. 4.11 B). Diese Hintergrundreaktivitdt konnte nicht durch die
endogene Expression des Zielantigens in den mLCL ausgelést worden sein, da eine
Expressionsanalyse auf mRNS-Ebene ergab, dass die betreffenden mLCL keine der relevanten
TTA-Transkripte aufwiesen (Abb. 4.12). So wurden zwei partiell TTA-abhéngige Klone identifziert,
die MAGE-A4 (M227) bzw. SSX4 (M500) als spezifisches Antigen erkannten (Abb. 4.11 B). Eine
Kreuzreaktivitat gegen ein mLCL-spezifisches Antigen ist ebenfalls unwahrscheinlich, da die
selben T-Zellklone auch mit DZ als APZ diese Hintergrundreaktivitat aufwiesen. Moglicherweise
war der TZR dieser T-Zellklone spezifisch fir ein anderes Antigen und kreuzreaktiv zu den Tumor-
Testis-Antigenen. Diese Annahme stutzt sich auf den Mechanismus der molekularen Mimikry,
wodurch beispielsweise T-Zellen, die spezifisch flir ein fremdes Antigen sind, kreuzreaktiv gegen

Selbst-Antigene reagieren kénnen (Fujinami et al., 2006; D'Orsogna et al., 2012).
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Nicht zuletzt konnten einige TTA-spezifische T-Zellen (2,0 %) identifiziert werden, die keine oder
eine sehr geringe unspezifische Reaktivitdt zeigten (Abb. 4.10 B). In einer weiteren Analyse
konnten GAGE-1- und NY-ESO-1-spezifische T-Zellklone (M399 und M395) identifiziert werden
(Abb. 4.11 A).

Wie in Tab. 5 dargestellt, konnte fir jedes Zielantigen mindestens ein spezifischer T-Zellklon
identifiziert werden. Im Gegensatz zu einem De-novo-Induktionsansatz, bei dem nur ein
Zielantigen eingesetzt wird, kdnnen mit der hier gezeigten Methode TZR mit unterschiedlichen

Spezifitaten gleichzeitig induziert und isoliert werden.

Tab. 5: Ubersicht der analysierten T-Zellklone

Prozentualer Anteil
(Anzahl der Klone)

Einteilung der T-Zellen in Gruppen Identifizierte TTA-Spezifitdten (Anzahl der Klone)

Nicht-reaktive T-Zellklone 12,2 % (80) -

TTA-unspezifische T-Zellklone 70,2 % (462) -

Partiell TTA-abhangige T-Zellklone 15,7 % (103) GAGE-1 (2), MAGE-A4 (2), SSX4 (1)
TTA-spezifische T-Zellklone 2,0% (13) NY-ESO-1 (1), GAGE-1 (2), XAGE-1 (1)

Im Rahmen dieser Arbeit konnten die T-Zellklone nicht hinsichtlich ihrer Restriktion untersucht
werden, weshalb kein Rulckschluss auf unterschiedliche allogene MHC-I-Restriktionen gezogen

werden konnte.

5.1.4 Hintergriunde der Problematik der Expansion von CD8* T-Zellklonen

Insgesamt war es schwierig, TTA-spezifische Zellen zu detektieren, da ein grundsatzliches Pro-
blem der CD8* T-Zellkultivierung die Expansion und der Erhalt der Reaktivitat auf klonaler Ebene
darstellten und daher der Umfang an Untersuchungen mit den Originalklonen stark limitiert war.
Geht man von dem Ergebnis der ersten Reihenuntersuchung aus, wurden etwa 13 TTA-spezifi-
sche Klone isoliert (2 % aller analysierten Klone). Angesichts der Schwierigkeiten in der Kultivie-
rung und Expansion der Klone, sind die Griinde flr eine relativ geringe Spezifitdtsrate eher in den
genannten Punkten zu suchen, da vermutlich einige spezifische T-Zellklone fir eine Untersuchung
nicht ausreichend expandiert werden konnten. Ein negativer Effekt der CrossTAg-Sequenzen auf
die Proliferation der CD8* T-Zellklone konnte ausgeschlossen werden, da ein eher synergistischer
und positiver Effekt der CD4* T-Zellhilfe auf die Proliferationsfahigkeit der CD8* T-Zellen vor der
Klonierung zu beobachten war. Des Weiteren ergab sich die gleiche Problematik der CD8* T-Zell-

kultivierung auf klonaler Ebene in einem vorangegangenen De-novo-Induktionsansatz, der mit acht
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verschiedenen TTA und zwei Tumor-assoziierten Antigenen als Zielantigene ohne die CrossTAg-
Sequenzen durchgefuhrt wurde (Daten nicht gezeigt).

Nach Separation der CD8* T-Zellen von den restlichen in der PBL-Population enthaltenen Zellen,
konnten die TTA-spezifischen CD8* T-Zellen fur maximal weitere vier Wochen auf klonaler Ebene
expandiert werden, bevor sie entweder anerg wurden oder starben. Die Frage war also, warum die
T-Zellen vor der Klonierung proliferierten, nach Separation jedoch eine weitere Kultivierung Gber
einen langeren Zeitraum nicht moglich war, obwohl die Zellen im 2-wdchigen Abstand restimuliert
wurden. Hier kénnte eine Vielfalt von Ursachen zu Grunde gelegen haben. Beispielsweise wurde
beschrieben, dass aktivierte B-Zellen das inhibitorische Molekil PD-1, nach Stimulation mittels
Anti-IgM-Antikorper, hochregulieren (Agata et al., 1996; Thibult et al., 2013). T-Zellen, die diesen
Rezeptor auf ihrer Oberflache tragen, unterlaufen nach Bindung an dessen Liganden (PD-L1) den
programmierten Zelltod oder verlieren ihre Funktionalitat hinsichtlich Zytokinproduktion,
Proliferation und Zytotxizitdt. Dem Konzept der Trogozytose folgend, das die Ubertragung von
Oberflachenmolekiilen von der APZ auf die Effektorzelle wahrend der Interaktion beschreibt, ist es
grundsatzlich mdéglich, dass Mini-LCL (mLCL, EBV-immortalisierte B-Zellen) ihren inhibitorischen
Rezeptor PD-1 auf die CD8* T-Zellen Ubertragen, wenn diese ihr spezifisches Antigen auf dem
MHC-I-Komplex der mLCL erkannt hat (Bhadra et al., 2011; Gary et al., 2012; Thibult et al., 2013).
Durch die Bindung des PD-1 Rezeptors an seinen Liganden werden SH2-Domanen-enthaltene
Tyrosinase-Phosphatasen zu dem ITSM (immunoreceptor tyrosine-based switch motif) des
zytoplasmatischen Teils des PD-1 Rezeptors rekrutiert, wodurch die TZR-Signalweiterleitung tber
PI3K/AKT-Signalweg in den T-Zellen inhibiert wird (Crespo et al., 2013). In Ubereinstimmung damit
exprimierte eine Teilpopulation (22%) der als Stimulatorzellen eingesetzten mLCL PD-1 auf der
Oberflache (Daten nicht gezeigt) und es konnte eine verminderte Reaktivitdt der CD8* T-Zellen
nach spezifischer Restimulation im Anschluss an eine 4-wéchige Kultivierung auf klonaler Ebene
im ELISA beobachtet werden.

Eine einfachere Variante, wie CD8* T-Zellen PD-1-Molekule auf der Zelloberflache erhalten, ist die
beschriebene Induktion der PD-1-Expression nach PHA- oder Anti-CD3-Antikorper-Stimulation.
Unstimuliert exprimierten nur 15-18% der peripheren T-Zellen PD-1, wohingegen 48 Stunden nach
Anti-CD3-Behandlung bereits 25-30%, und nach 72 Stunden sogar 35-45% der T-Zellen PD-1 auf
der Oberflache trugen. Im Falle von PHA kristallisierte sich dieser Effekt noch starker heraus, denn
nach 48 Stunden konnte auf 80-84% der T-Zellen PD-1 nachgewiesen werden (Saunders et al.,
2005).

Die wiederholte Antigen-vermittelte Stimulation der CD8* T-Zellen kann ebenfalls zum sog.
Aktivierungs-induzierten Zelltod (activation induced cell death, AICD) fihren. Erst kirzlich wurde
gezeigt, dass die Vakzinierung mit persistierender Antigenprasenz in Mausen zur Deletion,
Dysfunktion und zum Absterben der T-Zellen fihrt. Dabei wird IFN-y- und Fas-Ligand-vermittelte

Apoptose eingeleitet (Hailemichael et al.,, 2013). Die wiederholte Stimulation mit Antigen-
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beladenen DZ kann ebenfalls zur Deletion hoch-affiner T-Zellen durch AICD fiihren (Ho et al.,
2006). Aus diesem Grund wurde bei der klonalen Expansion in dieser Arbeit darauf verzichtet,
wiederholt mit DZ zu stimulieren, sondern es wurden stattdessen mLCL eingesetzt. Allerdings ist
es grundsatzlich denkbar, dass auch Antigen-beladene mLCL bei CD8* T-Zellen Uber einen
langeren Zeitraum hinweg AICD induzieren kénnen.

Ebenfalls vorstellbar, aber fur die hier beschriebenen T-Zellklone eher unwahrscheinlich, ist der
sog. Brudermord (fratricide). Dabei handelt es sich um CD8* T-Zellen, die das firr ihren TZR
spezifische Zielantigen und das MHC-I-Restriktionselement endogen exprimieren, so dass die T-
Zellen die TZR-Zielstrukturen auf den benachbarten ,Bruder-“ Zellen erkennen und sich schluss-
endlich aufgrund ihrer zytotoxischen Eigenschaften gegenseitig umbringen. Ein beschriebenes
Beispiel ist der HLA-A*0201-restringierte TZR, der spezifisch das Tumor-assoziierte Antigen
Survivin erkennt. Unsere Arbeitsgruppe fand heraus, dass die Transduktion dieses Rezeptors in
aktivierte HLA-A*0201-positive PBL einen massiven Zelltod zur Folge hatte, da die Lymphozyten
Survivin nach Aktivierung endogen exprimierten (Leisegang et al.,, 2010; Schendel und
Frankenberger, 2013). Da es sich in dieser Arbeit um einen multi-allogenen Induktionsansatz
handelte, erkannten die meisten CD8* T-Zellen Tumor-Testis-Antigene in Kombination mit einem
fremden MHC-I-Allel, das sie selbst nicht exprimierten. Somit ware aufgrund des fehlenden MHC-
Restriktionselements auf den T-Zellen kein Brudermord mdoglich, selbst wenn diese das TTA
endogen exprimierten. Eine Ausnahme bildeten CD8* T-Zellen, die einen HLA-B*1501 restrin-
gierten TZR exprimierten, denn dieses Allel hatten PBL- und APZ-Spender gemeinsam (autologe
Situation) (Abb. 4.1 B). AuRerdem kdnnen TZR, aufgrund ihrer Kreuzreaktivitat, zwei oder mehr
Peptid-MHC-Komplexe erkennen. Somit ist es grundsatzlich moglich, dass T-Zellen mit einem
TTA-spezifischen, allo-MHC-I-restringierten TZR kreuzreaktiv zu einem Antigen sind, das auf
einem MHC-I-Allel der ,Bruder-“Zelle prasentiert wurde (Petrova et al., 2012).

Daneben wird immer haufiger die Wichtigkeit der CD4* T-Zellhilfe fir eine erfolgreiche CD8* Ge-
dachtniszellentwicklung beschrieben. Dies ware eine weitere mogliche Erklarung flur die Sterblich-
keitsrate der T-Zellklone, da nach Sortierung die CD8* T-Zellklone von den TTA-spezifischen CD4*
T-Zellen getrennt wurden und dies mdglicherweise kritisch fur die von der T-Zellhilfe abhangigen
CD8* T-Zellen gewesen ist. Zwar befanden sich in dem Restimulationsgemisch fiir die T-Zellklone
PHA-/Anti-CD3-aktivierte PBL, die auch CD4* T-Zellen enthielten, allerdings wurde beschrieben,
dass flr eine Aktivierung von CD8* Gedachtnis-T-Zellen Antigen-spezifische CD4* T-Zellhilfe es-
sentiell ist, wohingegen Effektor-T-Zellen unabhangig von der T-Zellhilfe agieren kénnen (Gao et
al., 2002). Wurden wahrend des Induktionsansatzes dank der CD4* T-Zellhilfe CD8* Gedachtnis-T-
Zellen ausgebildet, waren diese womaglich auf die Anwesenheit von Antigen-spezifischen CD4+ T-
Zellen angewiesen. So ware eine unspezifische, PHA-/Anti-CD3-vermittelte Aktivierung von CD4+
T-Zellen u.U. fiir das Uberleben der CD8* T-Zellklone nicht ausreichend.

Die Interaktion und Bedeutung des Zusammenspieles der beiden T-Zellsubpopulationen wird in ei-
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nem spateren Kapitel genauer diskutiert (siehe Kapitel 5.4).

5.1.5 Testsystem zur Charakterisierung TTA-spezifischer TZR

Wie bereits erwahnt, konnten die CD8* T-Zellklone nur fir einen kurzen Zeitraum in vitro kultiviert
und daher nur in geringem Umfang funktionelle Spezifitatstests mit diesen Klonen durchgefihrt
werden. Um die moglicherweise therapeutisch wertvollen TTA-spezifischen TZR nicht mit den ab-
sterbenden T-Zellklonen zu verlieren, wurde eine alternative Methode gesucht, mit der die Eigen-
schaften der TZR weiter verfolgt werden konnten. Da Wilde et al. nachweisen konnten, dass die
Charakteristika von den urspriunglichen zytotoxischen T-Zellklonen via TZR-Gentransfer auf PBL
Ubertragbar sind (Wilde et al., 2012), war der Transfer der TTA-spezifischen TZR in geeignete Re-
zipientenzellen eine magliche Option.

Wie in Kapitel 4.1.6.1 dargestellt, bot die TZR-Bibliothek eine kostenglinstige und einfache Mdog-
lichkeit, jeden beliebigen TZR zu rekonstruieren und transgen in geeignete Effektor-T-Zellen einzu-
bringen. Da der Verlust der T-Zellklone nicht abzuwenden war, konnten somit Dank der TZR-Biblio-
thek die TTA-spezifischen TZR flir weitere Analysen bewahrt werden.

Fir eine zeitsparende Bestatigung der TTA-Spezifitat, wurden die TZR nicht stabil tber retrovirale
Vektoren in z.B. PBL transduziert, sondern als Alternative transient tber ivi-mRNS in Rezipienten-
zellen transfiziert (Sommermeyer et al., 2006; Thomas et al., 2010). Im Falle des adoptiven T-Zell-
transfers gilt beispielsweise die Transfektion eines tgTZR in PBL mittels ivt-mRNS als eine sichere
Variante, da ivt-mRNS nach einiger Zeit wieder degradiert wird und nicht, wie z.B. virale Vektoren,
in das Wirtsgenom integriert wird. Sollte es zu unerwiinschten toxischen Nebenwirkungen kom-
men, sind diese mit der Lebensdauer der transfizierten ivt-mRNS zeitlich limitiert (Zhang und Mor-
gan, 2012; Essand und Loskog, 2013).

Verschiedene Strategien verfolgen das Ziel einer verbesserten transgenen TZR-Expression. Um
eine effizientere Expression zu erreichen, wurden die in dieser Arbeit isolierten TZR-Sequenzen,
vor Klonierung in einen fur die Synthese von ivt-mRNS vorgesehenen Vektor, codonoptimiert.
Weiterhin wurden Sequenzen aus der Maus fir den konstanten Teil der TZR-a- und B-Kette
verwendet, um die Wahrscheinlichkeit einer Fehlpaarung zwischen endogenen und transgenen
TZR-Ketten zu minimieren und den Anteil an korrekt gepaarten transgenen TZR-Ketten zu erhéhen
(Govers et al., 2010). Auf der Suche nach geeigneten TZR-Rezipientenzellen wurden folgende

Kriterien aufgestellt:

— leicht und schnell zu expandierende Zellen
— Expression des CD8* Korezeptors, falls die transgenen TZR CD8-abhangig waren

— erfolgreiche Expression des transgenen TZR
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— ausreichende Zytokinsekretion nach spezifischer Stimulation Gber den transgenen TZR
— keine unspezifische Zytokinsekretion

— u.U. bekannte Restriktion und Epitoperkennung des endogenen Rezeptors

Zu diesem Zweck wurden zunachst Jurkat-76-1VB10-Zellen als Rezipientenzellen in Betracht gezo-
gen, die von Maja Blrdek aus Subpopulationen von Jurkat-76 (erhalten von M. Heemskerk) isoliert
worden waren. Diese Jurkat-Zellen exprimierten keinen endogenen TZR mehr und bargen somit
nicht die Gefahr einer Fehlpaarung. Aufierdem waren sie schnell und einfach zu expandieren (Bur-
dek, 2009). Allerdings stellte sich heraus, dass die Verifizierung der Funktionalitat des transgenen
(tg)TZR aufgrund fehlender Zytokinsekretion nicht moglich war (Daten nicht gezeigt).

Alternativ konnten etablierte CD8* T-Zellklone unter geeigneten Elektroporationsbedingungen mit
tgTZR erfolgreich transfiziert werden. Vorteile der Verwendung von etablierten T-Zellklonen ist die
bekannte Restriktion und Spezifitat, die Expression des CD8-Korezeptors sowie die bekannten Be-
dingungen fir eine erfolgreiche Expansion. In Frage kam daher der JB4-T-Zellklon (isoliert von B.
Mosetter in der Arbeitsgruppe von D.J. Schendel), der spezifisch HLA-A*0201 erkannte (Milani et
al., 2005). Dieser wurde mit dem Kontrollrezeptor TZR-EBNA-1 (generiert von S. Milosevic) transfi-
ziert, der sein spezifisches Epitop ,HPVGEADYFEY* auf HLA-B*3502 erkannte. Selbst bei einem
geringen Prozentsatz an tgTZR-EBNA-1-positiven JB4-T-Zellen konnte fur ein eindeutiges Ergeb-
nis ausreichende Zytokinmengen detektiert werden (Abb. 4.14 A und B). Limitiert war dieses Sys-
tem allerdings auf tgTZR, die nicht HLA-A*0201-restringiert waren, denn sonst mussten HLA-
A*0201-positive APZ eingesetzt werden, die allerdings den endogenen TZR stimulieren wirden.
Hier wirde der unglickliche Fall eintreten, dass die Zielstruktur von endogenen und tgTZR gleich-
zeitig auf der selben APZ auftritt und somit die Stimulation tGber endogenen oder tgTZR nicht unter-
scheidbar ware.

Der zweite etablierte CD8* T-Zellklon IVSB exprimierte einen Tyrosinase-Peptid(YMD)-spezifi-
schen und HLA-A2-restringierten endogenen TZR (Wolfel et al., 1993). Der IVSB-Klon lieR sich
leicht transfizieren und exprimierte bereits nach kurzer Zeit den EBNA-1-spezifischen tgTZR auf
der Zelloberflache (Abb. 4.10 A). Aufgrund seiner Peptid-Spezifitat ist er, anders als der JB4-T-Zell-
klon, auch fiir tgTZR geeignet, die potentiell HLA*0201-restringiert sind. Auf der anderen Seite soll-
te fur die Analyse mit diesem Klon als Rezipienten der zu untersuchende TZR hoch-affin sein, da
andernfalls die Stimulation nicht ausreicht, um innerhalb des Sensitivitatsspektrums des ELISA
verwertbare Daten zu erhalten. Dies wird deutlich, wenn man die sezernierte Zytokinmenge nach
Stimulation Gber den weitaus schwacheren endogenen TZR des IVSB-Klons mit den freigesetzten
Zytokinmengen nach Stimulation Gber den héher affinen TZR-EBNA-1 vergleicht (Abb. 4.15 B).

Eine unerwiinschte Hintergrundaktivierung beider T-Zellklone konnte nicht beobachtet werden.
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5.1.6 Charakterisierung des XAGE-1-spezifischen TZR M244

Unter Verwendung des Viruspeptid-spezifischen TZR-EBNA-1 erwiesen sich die etablierten T-
Zellklone IVSB und JB4 als geeignete TZR-Rezipientenzellen, um eine funktionelle Charakteri-
sierung des tgTZR zu ermdglichen. Allerdings stellte sich heraus, dass die TTA-spezifischen TZR
nach Bindung des spezifischen Peptides eine zu geringe Aktivierung der T-Zellklone zur Folge
hatten, wodurch zu geringe IFN-y-Mengen sezerniert wurden. Als alternative TZR-Rezipienten-
zellen wurden PBL herangezogen, da diese generell groRere Mengen an Zytokine sekretieren
konnten. Weitere Vorteile der PBL waren die Expansion der Zellen innerhalb kirzester Zeit durch
die Stimulation mit PHA oder Anti-CD3-/-CD28-Antikérper und die erfolgreiche Expression von
TZR-codierender ivt-mRNS.

Als nachteilig kann die mdgliche Konkurrenz des tgTZR mit dem endogenen TZR um die
Expression auf der Zelloberflache angesehen werden. So kann es zu Fehlpaarungen zwischen
endogenen und transgenen TZR-Ketten kommen, wodurch zum einen die Anzahl korrekt gepaarter
tgTZR-Ketten auf der Zelloberfliche vermindert wird und zum anderen unvorhersehbare
Spezifitaten durch die Neukombination der TZR-Ketten entstehen kénnen (Shao et al., 2010).

Des Weiteren zeigten PBL unabhangig von einem tgTZR eine starke Hintergrundreaktivitat gegen
mLCL, die als APZ fungierten. Diese Reaktivitat beruhte nicht auf einer Erkennung von EBV-
Proteinen oder einer Alloreaktivitat gegen fremde MHC-Molekiile, da PBL eines EBV-negativen
bzw. autologen Spenders ebenfalls durch mLCL aktiviert wurden. Grundsatzlich boten sich
mLCL/LCL als APZ an, da sie nahezu unendlich expandierbar sind und nicht, wie DZ, auf Zytokine
fur die Ausreifung angewiesen sind (Moosmann et al., 2002). Um jedoch die Hintergrundreaktivitat
zu eliminieren, wurde auf mDZ zurlick gegriffen.

So wurde die TZR-Sequenz des Klons M244, der in der ersten Analyse spezifisch durch TTA-
transfizierte mDZ aktiviert wurde, isoliert und mit Hilfe der TZR-Bibliothek rekonstruiert. Um die
Antigenspezifitdt zu bestimmen, wurden PBL mit tgTZR-M244-ivt-mRNS transfiziert und mit auto-
logen 3d-mDZ kokultiviert, die jeweils eines der finf TTA nach Transfektion mit CrossTAg-Antigen-
ivi-mRNS exprimierten (Abb. 4.19 B). Es konnte nachgewiesen werden, dass TZR-M244 aus-
schliel3lich die CrossTAg-XAGE-ivt-mRNS-transfizierten mDZ erkannte.

Somit stellte sich als nachstes die Frage, ob tatsachlich ein Epitop von XAGE-1 erkannt wurde.
Denn generell bestand die Méglichkeit, dass ein neues Epitop, das an den Schnittstellen zwischen
XAGE-1-Antigen und CrossTAg-Sequenzen entstanden sein konnte, immunogen genug war, um T-
Zellen de novo zu induzieren, wie es fir CD4* T-Zellen bereits gezeigt wurde (Ellinger, 2013).
Grundsatzlich ist es schwer zu Uberprifen, ob es sich tatsachlich um eine Induktion von naiven T-
Zellen gegen ein Neoepitop handeln wirde, denn es bestiinde auch die Méglichkeit einer zuvor
bereits erwahnten Kreuzreaktivitat der CD8* T-Zellen (Fujinami et al., 2006; D'Orsogna et al.,
2012). Um die XAGE-1-Spezifitdt zu Uberprifen, wurden daher mDZ entweder mit CrossTAg-
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XAGE-1-ivt-mRNS oder mit XAGE-1-ivt-mRNS transfiziert und jeweils mit TZR-M244-expri-
mierenden PBL kokultiviert. Da beide mDZ-Populationen von den transfizierten PBL erkannt
wurden, bewies dies die XAGE-1-Spezifitat des tgTZR. Denn hatte der TZR-M244 ein CrossTAg-
bedingtes Neoepitop erkannt, waren die mDZ, die mit XAGE-1-ivt-mRNS transfiziert waren, nicht
von den TZR-M244-PBL erkannt worden.

Interessanterweise fuhrten die CrossTAg-XAGE-1-transfizierten mDZ zu einer starkeren Stimulati-
on als die XAGE-1-transfizierten mDZ. Dies kénnte damit erklart werden, dass die CrossTAg-Se-
quenzen zu einer effizienteren Beladung und Prasentation der Peptide auf MHC-Molekdle flhren.
Dieses Phanomen konnte ebenfalls mit CrossTAg-Melan-AeLa)-transfizierten mDZ beobachtet wer-
den, die zu einer weitaus starkeren Stimulation eines Melan-A eLa)-spezifischen CD8* T-Zellklons
fuhrten, als es die Melan-AELa)-ivt-mRNS-transfizierten mDZ konnten (Abb. 4.20 B).

5.2 Eignung von TTA als Zielantigene fuir die Tumortherapie

Wie eingangs bereits ausfihrlich beschrieben, werden nach heutigem Wissenstand diejenigen TTA
als beste Kandidaten fur eine zielgerichtete Tumortherapie angesehen, die eine restringierte Ex-
pression in immunpriviligiertem Gewebe oder Tumorgewebe und eine starke Immunogenitat auf-
weisen. Basierend darauf wurden sechs vielversprechende Kandidaten der bislang Gber 100 be-
kannten TTA in dieser Arbeit ausgewahlt, um auf transkriptioneller Ebene die Expression in ver-
schiedenen Zelltypen zu analysieren. Funf der untersuchten TTA wurden fir die Induktion einer
spezifischen CD8* T-Zellantwort ausgewahlt.

Obwohl mehrfach postuliert wurde, dass TTA auf bestimmte Gewebearten restringiert sind, wurden
Berichte laut, die von der Expression bestimmter TTA in Normalgewebe sprechen. Beispielsweise
wurde entdeckt, dass einige MAGE-Proteine in geringem Male in Normalgewebe, wie in den Zel-
len von Larynx und Lippe, exprimiert werden (Jungbluth et al., 2000). Weiterhin wurde im Rahmen
dieser Arbeit beobachtet, dass MAGE-A4 gehauft in aktivierten Zellen vorkam, was mit der be-
schriebenen Rolle dieses Proteins in der Zellzykluskontrolle erklarbar ist (Cheng et al., 2011). Erst
vor kurzem stellte sich Uiberraschenderweise heraus, dass MAGE-A12 von Gehirnzellen exprimiert
wird, mit teilweise fatalen Konsequenzen fir die immuntherapeutisch behandelten Krebspatienten:
PBL wurden mit einem TZR transduziert, der spezifisch MAGE-A3 erkannte, aber aufgrund der Ho-
mologie innerhalb der MAGE-A-Familie ebenfalls kreuzreaktiv zu MAGE-A12 war. Insgesamt wur-
den neun Krebspatienten mittels adoptiven T-Zelltransfer behandelt, wobei 1/9 Patienten eine kom-
plette Remission erfuhr, 4/9 eine partielle Immunantwort zeigten und 4/9 nicht auf die Behandlung
ansprachen. Zwei der an der Studie teilgenommenen Patienten Uberlebten die Behandlung jedoch
nicht, da MAGE-A3-TZR-PBL durch das von den Neuronen exprimierte MAGE-A12 aktiviert wur-

den, was zu einer massiven Entziindungsreaktion und Gewebeschadigung mit nekrotisierender
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Leukenzephalopathie fiihrte und schlie8lich den Tod der Patienten zur Folge hatte (Morgan et al.,
2013). Zusammenfassend ist es fraglich, ob sich MAGE-A4 fur einen T-Zell-basierten immunthera-
peutischen Einsatz eignet, bedenkt man die sequentielle Ahnlichkeit der einzelnen MAGE-Famili-
enmitglieder untereinander und die MAGE-Expression in manchen Normalgeweben sowie die erst
kiirzlich beschriebenen toxischen Nebenwirkungen in der erwahnten klinischen Studie.

Hingegen war NY-ESO-1 bereits Gegenstand einiger klinischer Studien, wobei bisher keine ernst-
haften Nebenwirkungen beobachtet wurden. Aulerdem wird das Antigen von einer Vielzahl von
Tumoren exprimiert. Daher scheint es ein fir den immuntherapeutischen Ansatz vielversprechen-
des Zielantigen zu sein. Beispielsweise erwies sich der klinische Einsatz von NY-ESO-1-spezifi-
schen TZR, transduziert in T-Zellen, bislang als sicher, da keine schwerwiegenden toxischen Ne-
beneffekte beobachtet wurden. So zeigten 4/6 Synovialsarkompatienten und 5/11 Melanompatien-
ten eine Verringerung des Tumordurchmessers und wiesen keine neuen Tumorlasionen auf (ob-
jective clinical response; Rosenberg et al., 2004). Allerdings befanden sich nur 2/11 Melanompati-
enten in kompletter Remission und 1/6 Synovialsarkompatienten erlebte eine partielle Remission,
die 18 Monate anhielt (Robbins et al., 2011).

Ebenso resultierte die Vakzinierung von 46 Patienten mit NY-ESO-1-Protein in Kombination mit
einem Adjuvans (ISCOMATRIX™) in einer zelluldaren und humoralen Immunantwort gegen NY-
ESO-1. Dabei konnten sowohl CD4* als auch CD8* T-Zellen aus behandelten Patienten isoliert
werden, die eine Vielzahl verschiedener NY-ESO-1-Epitope erkannten. In einer Folgestudie einige
Jahre spater, zeigten 14/26 Patienten eine reaktivierbare CD4* und CD8* T-Zellantwort gegen NY-
ESO-1 (Davis et al., 2004; Nicholaou et al., 2011). Die subkutane Injektion von NY-ESO-1-Peptid
erwies sich ebenfalls als gut vertraglich und I6ste in 9/10 Patienten eine B-Zellantwort und in 10/10
Patienten eine T-Zellantwort aus (Kakimi et al., 2011). Daneben zeigte eine weitere Studie, die
prognostische Relevanz von NY-ESO-1-spezifischen zirkulierenden T-Zellen hinsichtlich des Uber-
lebens von Melanompatienten und damit die therapeutische Relevanz von NY-ESO-1 in der
Immuntherapie (Weide et al., 2012).

GAGE-1 ist ein weiteres TTA, allerdings in der Tumortherapie weniger verbreitet eingesetzt als die
beiden zuvor erwahnten Antigene. Es wird von einer Vielzahl von Tumoren exprimiert. Daneben
ergab die in dieser Arbeit durchgeflinrte Expressionsanalyse, dass GAGE-1 relativ haufig in T-
Zellen und PBMZ vorkam. Aufgrund der insgesamt aber sehr geringen Transkriptmengen wurde
GAGE-1 dennoch als Zielantigen fir die De-novo-Induktion ausgewahlt. Von den insgesamt 13
TTA-spezifisch getesteten TZR waren vier GAGE-1-spezifisch (31%), was auf ein starke
Immunogenitat des Antigens schlielRen lasst. Die starke Immunogenitat und die weit verbreitete
Expression von GAGE-1 in Tumoren sprechen fir die Anwendung eines GAGE-1-spezifischen
TZR in der Tumortherapie. Andererseits wird dieses Antigen offenbar nicht homogen von allen
Tumorzellen exprimiert, so dass in vielen Tumorarten Zellen vorkommen, die GAGE-1-negativ

sind, wodurch eine Tumorflucht begunstigt wirde. Da GAGE-1 jedoch haufig mit anderen TTA
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koexprimiert wird, kdnnte es in Kombination mit einem weiteren Tumor-assoziierten Zielantigen fur
die Tumortherapie eingesetzt werden, um somit die Tumorflucht zu verhindern (Gjerstorff et al.,
2006).

SSX4 gehdrt zu der SSX-Multigenfamilie, die durch die Translokation von Chromosomen entsteht.
In Gber 90% der Synovialkarzinom liegt eine chromosomale Translokation (t(X;18)(p11;q11)) vor,
wodurch es z.B. zur Fusion von SSX4 auf dem X-Chromosom mit dem SYT-Gen auf Chromosom
18 kommt (Kawai et al., 1998; Torres et al., 2008; Cheng et al., 2011). Daher ware ein TZR, der ein
Epitop an der Schnittstelle der beiden Proteine erkennt vermutlich eine sichere Option fir die Tu-
mortherapie, da diese Mutation auf Krebszellen bzw. entartete Zellen beschrankt ist.

XAGE-1 wurde ebenfalls in vielerlei Krebsarten nachgewiesen, darunter in Glioblastom (44%),
Lungenkarzinom (35%) und Adenokarzinom (45%) (Nakagawa et al., 2005; Sato et al., 2007;
Freitas et al., 2013). In vitro wurden durch XAGE-1b-Protein-belandene DZ zytotoxische T-
Lymphozyten generiert, die Tumorzellen von NSCLC (non-small-cell lung carcinoma)-Patienten,
nicht aber normale Lungenepithelzellen erkannten (Zhou, Q. et al., 2008). Die Immunogenitat von
XAGE-1b konnte in Lungenkarzinom (NSCLC)-Patienten anhand der B- und T-Zellantwort gezeigt
werden. In 20/200 NSCLC-Patienten konnte eine humorale Immunantwort induziert werden. In
14/16 der Antikdrper-positiven Patienten konnte eine CD4* T-Zellantwort und in 6/9 eine CD8* T-
Zellantwort detektiert werden. Damit stellt XAGE-1b bis dato das vielversprechenste immun-
therapeutische Zielantigen fur Lungenadenokarzinome dar (Ohue et al., 2012). Die starke
Immunogenitat fihrte vermutlich auch zur Isolierung des XAGE-1-spezifischen TZR des Klons
M244. Im Vergleich zu den Ubrigen spezifischen T-Zellen sezernierte der Klon M244 mehr IFN-y,
was moglicherweise auf einen hoher affinen TZR hinweist. Demnach ermdglicht der XAGE-1-
spezifische Rezeptor u.U. einen fir z.B. NSCLC-Patienten wertvollen Therapieansatz im Rahmen
des adoptiven T-Zelltransfer.

cTAGE-1 kam aufgrund seines ubiquitdren Vorkommens in allen hier untersuchten Zelltypen fur die
De-novo-Induktion nicht in die ndhere Auswahl, denn der therapeutische Wert dieses Antigens ist
vermutlich eher gering einzuschatzen, da PBL, die mit einem cTAGE-1-spezifischen TZR transdu-
ziert wlrden, sich gegenseitig umbringen kdnnten, wenn diese das Antigen endogen exprimierten.
Die einzige Einsatzmaoglichkeit ware in chimaren Patienten, die eine allogene Stammzelltransplan-
tation durchlaufen haben. Denn somit wurden die transduzierten T-Zellen nicht das restringierte
MHC-I-Allel des tgTZR auf der Oberflache tragen, sondern dies wirde nur von z.B. Tumorzellen
exprimiert werden (Schendel, 2012). Dies setzt allerdings voraus, dass cTAGE-1 nicht in anderen
Normalgeweben exprimiert wird.

Fur prominente TTA wie NY-ESO-1 wurde die Sicherheit und Immunogenitat in einigen klinischen
Studien bereits gezeigt. Fur die anderen Antigene sind weitere Untersuchungen notwendig. Grund-
satzlich bieten TTA im Vergleich zu manch anderen Tumor-assoziierten, nicht-viralen Antigenen

eine relativ gute Perspektive hinsichtlich Sicherheit und Immunogenitat, wobei man nicht umhin
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kommen wird, jedes Antigen einzeln zu evaluieren. Auf der anderen Seite besteht grundsatzlich die
Gefahr, dass Tumoren TTA herunterregulieren kénnen, falls diese Antigene nicht fir das Tumor-
wachstum essentiell sind und somit einer Immunantwort entgehen kdnnen. Dies hangt jedoch von
der Funktion der einzelnen TTA ab, die bislang bei vielen noch weitgehend unbekannt ist. Ohne die
Funktion jedoch zu kennen, ist es schwer vorherzusagen, ob eine Tumorflucht durch den therapeu-

tischen Einsatz eines der TTA als Zielantigen mdglich ist.

5.3 Induktionskapazitat der CrossTAg-Antigen-ivt-mRNS-transfizierten

mDZ in vivo

Nachdem in vitro erfolgreich TTA-spezifische CD8* T-Zellen generiert werden konnten, galt es zu
klaren, ob auch in einem In-vivo-Mausmodell Melan-A-spezifische CD8* T-Zellen induziert werden
kénnen. Dabei sollte die Induktionseffizienz von dendritischen Zellen, die mit normaler Antigen-ivt-
MRNS oder mit der CrossTAg-gekoppelten Antigen-ivt-mRNS transfiziert worden waren, verglichen
werden. Entscheidend bei diesem Ansatz war vor allem, dass es zu keinem inhibitorischen Effekt
fur die Antigen-spezifischen CD8* T-Zellen durch die parallel induzierten CD4* T-Zellen kam, wie

es beispielsweise flr regulatorische CD4* T-Zellen beschrieben ist.

5.3.1 NSG-Mause als Grundlage eines humanisierten In-vivo-Modells

Um die oben genannte Fragestellung zu beleuchten, wurde das in unserer Arbeitsgruppe von
Spranger et al. etablierte vierwdchige Protokoll zur Rekonstitution und Vakzinierung von NSG-
Mé&usen adaptiert und modifiziert (Spranger et al., 2012).

Folgende in der Literatur beschriebenen Eigenschaften machten den verwendeten Mausstamm fir
die Zwecke des hier durchgefuhrten Versuchsansatzes zu einem geeigneten Modellsystem: NSG
(NOD/SCID/IL-2Ry")- Mause sind homozygot fiir die SCID (severe combined immunodeficiency)-
Mutation und homozygot fur die Mutation in der IL-2-Rezeptor-y-Kette. Sie wurden durch Ruck-
kreuzungen von C57BL/6J-yc"!I- mit NOD/Shi-scid Mausen, die sich durch das Fehlen von reifen
Lymphozyten und Komplementfaktoren sowie funktionalen Makrophagen auszeichneten, etabliert.
NSG-Mause sind defizient fiir T-, B- und NK-Zellen. Durch die Immundefizienz wird eine Nische flr
die Rekonstitution mit humanen Immunzellen gebildet. Die Abwesenheit von NK-Zellen verbesser-
te die Effizienz der Rekonstitution humaner Zellen in NSG-Mausen gegentber NOD/Shi-scid-Mau-
sen. Hinzu kommt die verminderte IFN-y-Sekretion durch murine DZ sowie die Inhibition des Im-

munsystems in seiner Funktion durch fehlendes IFN-y, das die Rekonstitutionseffizienz mit hama-
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topoietischen Zellen steigerte (Ueda et al., 2000; Yoshino et al., 2000; Ito et al., 2002).

Die beschriebene durchschnittliche Uberlebensrate unbehandelter NSG-Mause unter sterilen Be-
dingungen ist gegenuber den NOD/SCID-Mausen mit etwa 89 Wochen statt 37 Wochen ebenfalls
deutlich verlangert. Die Rekonstitution von bestrahlten Mausen mit 0,7 x 10> CD34* angereicherten
Zellen aus PBMZ gesunder Spender flihrte zur Generierung humaner T-Zellen in Mausmilzen nach
zehn Wochen (Shultz et al., 2005).

Im Gegensatz dazu wurden die NSG-Mause in dieser Arbeit mit gesamten PBMZ (nicht CD34+ an-
gereichert), die aus Vollblut eines gesunden Spenders aufgereinigt worden waren, durch intravend-
se Applikation ohne vorangegangener Bestrahlung der Mause rekonstitutiert. Durch den Verzicht
auf die CD34* Zellanreicherung werden auch reife CD3* T-Zellen, die bei jedem gesunden Men-
schen im Blut zirkulieren, injiziert. Die xenoreaktiven T-Zellen unter ihnen verursachen nach einer
gewissen Zeitspanne Graft-versus-Host-Reaktionen (GvHD, graft-versus-host disease), die fur die
Mause tddlich enden (Shultz et al., 2005). Dies erklart die nach vier Wochen eingetretene Ver-
schlechterung des Allgemeinzustandes der Versuchstiere (z.B. struppiges Fell, verandertes/ge-
ducktes Gangverhalten). AuRerdem ist vermutlich der Anteil an potentiell xenoreaktiven T-Zellen
stark spenderabhangig, da sich nicht jeder Spender fir die Versuchsdurchflihrung eignete (persoén-
liche Beobachtung).

Zur Untersuchung der Induktionseffizienz wurde als Zielantigen Melan-A ausgewahlt. Melan-A eig-
net sich als Modellantigen zur Uberprifung der Induktionseffizienz insofern, als dass viele gesunde
HLA-A*0201-positive Individuen eine relativ hohe Frequenz (0,1%) an naiven Vorlaufer-T-Zellen

gegen Melan-A im Blut aufweisen (Pittet et al., 1999).

5.3.2 Versuchsablauf und Durchfiihrung

Dem etablierten Protokoll folgend, wurden 16 Mause mit jeweils 10 x 10 humanen PBMZ inner-
halb von zwei Wochen rekonstituiert. Daraufhin erfolgten im wochentlichen Abstand zwei Vakzinie-
rungen mit jeweils 1 x 10° (CrossTAg-)Melan-A-ivt-mRNS-transfizierten mDZ. Wie bereits erwahnt,
wurden an dem in unserer Arbeitsgruppe etablierten Protokoll einige Veranderungen vorgenom-
men. So wurde zusatzlich zu dem von Spranger et al. hinsichtlich der Induktionseffizienz in M&u-
sen am erfolgreichsten getesteten mDZ-Maturierungscocktail (C5 + R848) Poly:IC als TLR3-Li-
gand hinzugefugt, da dies dem Cocktail entsprach, der fur die De-novo-Induktion der PBL in vitro
verwendet worden war (Spranger et al., 2012).

Die Integritat der verwendeten ivi-mRNS wurde vor Versuchbeginn Uber die intrazellulare Farbung
des Melan-A-Proteins in den transfizierten mDZ sowie deren Stimulationfahigkeit des Melan-A-
spezifischen Testklons 11/33 bestatigt (Abb. 4.22 A und B). Die Ausgangs-Zellpopulation, die fir

die Rekonstitution eingesetzt wurde, zeigte fur einen Spender Uber 50 Jahren eine erwartete
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prozentuale Verteilung von CD3* (Normwert: 50,7 — 82,2%; Spender: 74,4%), CD4* (Normwert:
31,2 — 63,4%; Spender: 48,0%) und CD8* (Normwert: 9,2 — 33,6%; Spender: 26,4%) T-Zellen,
sowie fur B- (Normwert: 4,4 — 21,5%; Spender: 5,4%) und NK-Zellen (Normwert: 4,9 — 32,9%);
Spender: 5,4%). Der Anteil an CD8* CD25* T-Zellen bewegte sich ebenfalls innerhalb der von
Bisset et al. untersuchten Normwerte (Normwert: 0,0 — 1,0%; Spender: 0,2%) (Abb. 4.23) (Bisset
et al., 2004).

Die reisolierten PBMZ wurden hinsichtlich verschiedener Subpopulationen am siebten Tag nach
der letzten In-vivo-Restimulation (= 2.Vakzinierung mit Melan-A-exprimierenden mDZ) untersucht
(Abb. 4.24 A-E). Dieser Zeitpunkt entsprach laut Caruso et al. etwa dem Expressionsmaximum von
CD25 und CD69 nach Antigenstimulation von CD3* T-Lymphozyten (Caruso et al., 1997). Vergli-
chen mit der Augsgangspopulation zeigte sich keine prozentuale Veranderung der CD4* oder
CD8* T-Zellen. Allerdings waren doppelt so viele CD8* T-Zellen positiv flr den Aktivierungsmarker
CD69 (von 3% auf 7,5 — 8%) und 12-mal so viele fir CD25 (von 0,2% auf 3-4%) als vor der Rekon-
stitution. Dies deutete daraufhin, dass eine Aktivierung von CD8* T-Zellen zwischen dem Zeitraum
der Rekonstitution bis zur Reisolierung aus den Mausmilzen stattgefunden hatte.

Der Anteil an CD137-positiven CD8* T-Zellen nach Reisolierung der PBMZ lag zwischen 6-7%,
was vermuten lasst, dass dieser Anteil an CD8+ T-Zellen innerhalb der letzten 72 Stunden stimu-
liert wurde, da anschlieftend die Expression des Markers nach Angaben von Watanabe et al. wie-
der verschwindet (Watanabe et al., 2008).

Im Falle der CD4* T-Zellen verzehnfachte sich die Population der CD69* T-Zellen (von 0,7% auf 7-
9%) innerhalb der Induktionsphase. Der prozentuale Anteil an CD25-positiven CD4* T-Zellen be-
wegte sich zwischen 6-8%. Des Weiteren wurde beschrieben, dass regulatorische CD4* T-Zellen
ebenfalls CD137 exprimieren (Goldstein et al., 2012). Demnach war der Anteil an CD4-, CD137-
doppelt positiven regulatorischen T-Zellen in den reisolierten PBMZ sehr gering (2-3,5%).

Der Vollstandigkeit halber und um die Dynamik der einzelnen Zellpopulation Uber den
Untersuchungszeitraum hinweg zu Uberwachen, wurden ebenfalls B- und NKT-Zellen untersucht.
Der Anteil an B-Zellen blieb wahrend des ganzen Versuchablaufs relativ konstant, wobei in einigen
wenigen Mausen eine starke Proliferation dieser Zellen stattgefunden hatte (Ausgangspopulation:
5,5%; nach Reisolation: eine Maus in der Kontrollgruppe ~21%; eine Maus in der CrossTAg-
Melan-A-Gruppe ~20%). Der prozentuale Anteil an NKT-Zellen verringerte sich wahrend der Zeit in
vivo von urspringlich 16,3% der CD8* NKT-Zellen auf 2-4% und von 5% der CD4* NKT-Zellen auf
unter 1%.

Nach der Isolierung der Milzzellen wurden diese statt unspezifisch mit Anti-CD3-Antikdrpern, spezi-
fisch mit den jeweiligen Gruppen zugehoérigen mDZ in vitro restimuliert. Dadurch sollte vermieden
werden, dass die im Vergleich zur Gesamtheit der aktivierten T-Zellen wenigen Melan-A-spezifi-
schen T-Zellen Uberwachsen wurden und deren Frequenz stark verringert wurde. Nach zehn Ta-

gen der Kultivierung erfolgte eine weitere Analyse der Subpopulationen und wird im Folgenden mit
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dem Zeitpunkt der Reisolation verglichen (Abb. 4.26 A-D).

Der Prozentsatz an CD8* T-Zellen blieb wahrend dieser Zeit unverandert, wohingegen die CD4* T-
Zellen in allen Gruppen, aulder der Kontrollgruppe, einen leichten Anstieg erfuhr. Dies konnte aber
kein Effekt des CrossTAg-Konstruktes sein, da auch in der Gruppe, die ohne CrossTAg-ivt-mRNS-
exprimierenden DZ vakziniert wurde, ein aquivalenter Anstieg zu beobachten war. Weiterhin wurde
beschrieben, dass sowohl CD4* T-Zellen als auch NKT-Zellen IL-21 produzieren, das in Kombinati-
on mit IL-2 das Zellwachstum der NKT-Zellen verstarkt. Daher kdnnte das von den NKT-Zellen se-
kretierte IL-21 im Zusammenhang mit IL-2, das der Kultur regelmaRig zugesetzt wurde, die Prolife-
ration der NKT-Zellen erklaren, denn der Anteil an CD8* NKT-Zellen nahm in allen Gruppen zu
(Zeng, R. et al., 2005; Coquet et al., 2007).

Den B-Zellen schien ein Uberlebenssignal in der Kultivierung gefehlt zu haben, da deren Zellzahl
innerhalb der kurzen in vitro Zeitspanne stark zurlickging. Es wurde beschrieben, dass neben IL-2
auch IL-15 fur die B-Zellproliferation eine wichtige Rolle spielt (Armitage et al., 1995). Da IL-15 am
starksten von Zellen, wie adharenten Monozyten, Epithel- und Fibroblastenzellen exprimiert wird,
die sich jedoch nicht in der Kultur befanden, kénnte dies ein fehlender Faktor gewesen sein (Grab-
stein et al., 1994).

5.3.3 Verbesserte DZ-Vakzine durch Verwendung der CrossTAg-ivt-mRNS-

Sequenzen

Die Induktionseffizienz der unterschiedlichen DZ-Vakzinen wurde anhand der Frequenzanalyse
Melan-A-spezifischer CD8* T-Zellen mittels Tetramer sowie Uber die funktionelle Analyse im
ELISpot miteinander verglichen.

Bereits nach Isolierung der Milzzellen konnten signifikant mehr Melan-A-spezifische CD8* T-Zellen
in den Gruppen, die mit CrossTAg-ivi-mRNS-transfizierten mDZ vakziniert wurden, beobachtet
werden (Abb. 4.25 B und C). Ohne die Stimulation der CD4* T-Zellhilfe konnte zwar ebenfalls eine
kleine spezifische CD8* T-Zellpopulation nachgewiesen werden, diese bewegte sich allerdings
nicht in einem zur Kontrollgruppe signifikant unterschiedlichen Bereich.

Dieser Effekt verstarkte sich dramatisch nach der In-vitro-Kultivierung mit den entsprechenden
mDZ (Abb. 4.27 A und B). Eine deutlich abgesetzte Melan-A-spezifische CD8* T-Zellpopulation
konnte ausschlieRlich in den Gruppen mit CD4* T-Zellhilfe detektiert werden. In Melanompatienten
konnten Van Nuffel und Kollegen die erfolgreiche Induktion einer spezifischen CD8* und CD4* T-
Zellantwort gegen Proteine der MAGE-Familie, die an murines LAMP-1 und humanes DC-LAMP
gekoppelt waren, zeigen (Van Nuffel et al., 2012a). Somit wurde die Funktionalitat der Signalse-
quenzen ebenfalls im humanen System gezeigt. Der Unterschied zu den von Van Nuffel und Kolle-

gen eingesetzten Konstrukten, ist die in dieser Arbeit verwendete humane LAMP-1 Sequenz statt
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des murinen Homologs. Dies konnte eine Verbesserung darstellen, da Van Nuffel et al. durch die
Verwendung des murinen LAMP-1 ebenfalls T-Zellen isolierten, die Neo-Epitope im Zusammen-
hang mit der murinen Sequenz erkannten. Die Immunogenitat von LAMP-1 kénnte durch den Ein-
satz der humanen Sequenz deutlich verringert worden sein, denn es handelte sich bei der murinen
Sequenz schliel3lich um ein fir die T-Zellen fremdes, nicht-humanes Protein.

Im ELISpot wurde die Funktionalitdt der Melan-A-spezifischen CD8* T-Zellen untersucht. Dabei
stellte sich ein bezlglich der Tetramerfarbung zu erwartendes Resultat ein. Denn die PBMZ, die
mit CrossTAg-Melan-A-ivt-mRNS-transfizierten mDZ induziert worden waren, wiesen eine deutlich
héhere, gegen die Melanomzelllinie Mel624.38 gerichtete, spezifische Aktivitat auf (Abb. 4.28). Im
Gegensatz dazu konnte keine Reaktivitat der Melan-A-spezifischen T-Zellen in der Kontrollgruppe
oder in der Gruppe ohne CrossTAg-Sequenzen detektiert werden. Die beobachtete Reaktivitat der
Zellen in den CrossTAg-induzierten Gruppen beruhte vermutlich tatsachlich auf einer CD8* T-
Zellantwort, denn die Melanomzelllinie exprimierte kein MHC-II auf der Oberflache. Grundséatzlich
war es moglich, dass das durch die aktivierten CD8* T-Zellen sezernierte IFN-y die Expression von
MHC-II auf den Zielzellen induzierte (Ting und Trowsdale, 2002). Daher wurde die Melanom-
zelllinie mit unterschiedlichen Dosen an IFN-y (4000/2000/500/100 U/ml) behandelt und anschlie-
Rend erneut hinsichtlich der MHC-II-Expression untersucht. Auch nach Zusatz von IFN-y wurde
MHC-II nicht auf der Zelloberflache detektiert (Daten nicht gezeigt). AuRerdem bestand grund-
satzlich die Mdglichkeit, dass einige CD4* T-Zellen im Zusammenhang mit MHC-I Melan-A
erkannten (Boyle et al., 2004). Um die beobachtete Reaktivitat eindeutig auf CD8* T-Zellen zurtick-
fuhren zu kénnen, musste der ELISpot-Ansatz mit separierten CD8* T-Zellen wiederholt werden.
Allerdings spricht die Ubereinstimmung der Tetramerdaten mit den ELISpot-Ergebnissen dafiir,
dass die beobachtete Reaktivitdt im ELISpot auf CD8* T-Zellen beruhte.

Die gezeigten In-vivo-Daten demonstrieren die Uberlegenheit der mDZ, die mit CrossTAg-
gekoppelter Melan-A-ivt-mRNS transfiziert wurden gegenuber den mDZ mit Melan-A-ivt-mRNS
ohne Signalsequenzen. Erganzend zu den In-vitro-Ergebnissen konnte somit auch in vivo die
Induktion funktionaler und Antigen-spezifischer CD8* T-Zellen nach Einsatz der CrossTAg-
Sequenzen gezeigt werden.

Nun kénnte man bei den In-vivo-Daten argumentieren, dass mehr mDZ der zweiten Vakzinierung
nach Transfektion mit dem CrossTag-Melan-A-Konstrukt das Melan-A-Protein exprimierten (50%),
als es bei mDZ der Fall war, die nur mit Melan-A-ivt-mRNS transfiziert wurden (35%) (Abb.
4.23 C), und damit der groRe Unterschied in der Induktionseffizienz der einzelnen Gruppen zu er-
klaren ist. Andererseits fanden Celli et al. heraus, dass bei einer Vorlauferfrequenz von 10 spezifi-
schen Zellen (das bedeutet 1 spezifische Zelle pro 1 x 10° Zellen) bereits 85 Antigen-prasentieren-
de DZ, unabhangig von der GrélRe der Lymphknoten, ausreichen, um eine spezifische T-Zellant-
wort einzuleiten (Celli et al., 2012). Ubertragen auf das in dieser Arbeit durchgefiihrte Experiment
bedeutet dies, dass etwa 1000 Vorlauferzellen pro 1 x 10° PBMZ vorlagen (Pittet et al., 1999), flr
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deren Induktion etwa 0,85 x 10° Melan-A-exprimierende mDZ benétigt wurden. Da die Vakzinie-
rung mit 1 x 10° transfizierter mDZ durchgefiihrt wurde, erhielten die Mause etwa 3,5 x 105 Melan-
A-exprimierende DZ (die vierfache Menge). Die Zahl der transfizierten mDZ sollte daher fur eine
umfassende Induktion der T-Zellen ausreichend gewesen sein. Jedenfalls kann damit nicht der
grolie Unterschied zwischen den Gruppen in der Tetramerfarbung bereits nach Reisolierung der
PBMZ erklart werden. Zudem erhielt die gemischte Gruppe zwar mehr Melan-A-exprimierende
mDZ (4,25 x 105 DZ) als die Gruppe ohne CrossTAg, aber weniger Melan-A-exprimierende mDZ
als die reine CrossTAg-Gruppe (5,0 x 105 DZ). Und dennoch zeigte die gemischte Gruppe die
meisten Melan-A-spezifischen CD8* T-Zellen sowohl am Tag der Milzzellisolierung als auch nach

der Kultivierung.

5.4 Die Rolle der CD4* T-Zellhilfe fur die Induktion und Expansion
Antigen-spezifischer CD8* T-Zellen

Das In-vivo-Experiment zeigte deutlich, dass flr eine effiziente Induktion Antigen-spezifischer
CD8* T-Zellen die CrossTAg-Sequenzen (LAMP-1 am N-terminalen Ende und DC-LAMP-1 am C-
terminalen Ende des Antigens) entscheidend waren. Diese flihren dazu, dass das Antigen nicht nur
auf MHC-I, sondern auch auf MHC-II prasentiert wird und damit auch CD4* T-Zellen induziert wer-
den konnen (Ellinger, 2013). Zwar existieren auch Berichte Uber die Kreuzprasentation von endo-
genen Antigenen auf MHC-II, jedoch fuihrten die CrossTAg-Sequenzen zu einer weitaus effiziente-
ren Aktivierung der CD4* T-Zellen (Watts, 2004; Ellinger, 2013).

Ein weiterer Vorteil ist die beschriebene Prasentation von alternativen Epitopen, die erst durch die
Fusion des Antigens an LAMP-1 und DC-LAMP-1 mdglich wurde. Dabei blieb die Prasentation der
immunodominanten Epitope des nativen verwendeten Antigens erhalten (Arruda et al., 2006). So-
mit erdffnen sich zusatzliche Epitope, die zu neuen Spezifitdten der T-Zellen fihren kdnnen. Zuge-
gebenerweise ist bislang ungeklart, inwieweit die Erkennung dieser alternativen Epitope eine Rolle
bei der Behandlung von Tumoren in Patienten spielen. Allerdings wird dadurch das Spektrum der
TZR, die immunogene Antigen-assoziierte Epitope erkennen, erweitert und die Erkennung des Tu-
mors moglicherweise verbessert, zumal in Tumoren zuweilen die MHC-| Prasentation herunterre-
guliert und dadurch das prasentierte Peptidrepertoire eingeschrankt wird (Alpan et al., 1996; Seli-
ger, 2008). In dieser Arbeit wurde jedoch nicht untersucht, ob CD8* T-Zellen aufler dem ,ELA"*-
Peptid auf HLA-A*0201 auch noch andere Melan-A-Epitope auf z.B. anderen MHC-I-Allelen er-
kannten. Mdglicherweise erdffnen sich dabei noch bisher unbekannte Epitope. Des Weiteren wur-
de nicht geklart, wie hoch der Prozentsatz an Melan-A-spezifischen CD4* T-Zellen war, bzw. wel-

che Epitope erkannt wurden.
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Ein weiterer noch zu untersuchender Aspekt ist der direkte Nachweise daflr, dass Melan-A-
spezifische CD4* T-Zellen mit Hilfe der CrossTAg-gekoppelten Melan-A-ivt-mRNS induziert
wurden, und dass die CD4* T-Zellhilfe fur die CD8* T-Zellen ursachlich fir den beobachteten
positiven Effekt auf die Proliferation Melan-A-spezifischer CD8* T-Zellen war. Um dies zu
untersuchen, konnten in einem weiteren In-vivo-Experiment CD4*+ T-Zellen, vor der ersten
Vakzinierung mit CrossTAg-Melan-A-ivti-mRNS-transfizierten mDZ, depletiert werden. Wirde dann
eine verminderte Induktionseffizienz beobachtet werden, konnte dies auf eine fehlende CD4* T-
Zellhilfe zurtckzufihren sein.

Immer haufiger wird die Wichtigkeit der CD4* T-Zellhilfe fiir eine erfolgreiche CD8* T-Zellantwort
und Gedachtnisentwicklung beschrieben. Vor allem fir die Induktion eines CD8* T-Zell-
Gedachtnisses gegen Antigene, die kein ,danger signal“ liefern, wie es einige pathogene Antigene
(PAMPs: Pathogen-associated molecular pattern) tun, ist die CD4* T-Zellhilfe essentiell (Wiesel
und Oxenius, 2012). Darunter durften auch Tumor-assoziierte Antigene wie Melan-A zahlen, da
diese, wie schon erwahnt, haufig Selbst-Antigene darstellen.

Das urspriingliche Modell der CD4* T-Zellhilfe beschreibt die indirekte Uber APZ verlaufende Hilfe
fur die CD8* T-Zellen (,DZ Lizensierung®) durch gleichzeitige Bindung der CD4* und CD8* T-Zellen
an die APZ. Dabei bewirkt die Interaktion der CD4* T-Zelle mit der DZ Uber Peptid:MHC-II die
Hochregulation von kostimulatorischen Molekilen, wie z.B. CD80 und CD86, sowie die Freiset-
zung von pro-inflammatorischen Zytokinen wie IL-12 durch die DZ. Durch die Bindung an diese
Jizensierten* DZ erfahren CD8* T-Zellen neben dem primaren Antigen-vermittelten Aktivierungs-
signal auch adaquate sekundare Aktivierungssignale (Ahmed et al., 2012).

Die Frage, die dieses Szenario aufwirft, beschaftigt sich damit, wie wahrscheinlich es wohl ist,
dass fUr ein bestimmtes Antigen spezifische CD4* und CD8* T-Zellen, die in einer niedrigen
Frequenz vorkommen, zur selben Zeit an die selbe DZ binden. Aus dieser Uberlegung heraus
wurde das bisherige Modell erweitert, hin zum ,,dynamischen Modell der Drei-Zell (DZ, CD4* und
CD8* T-Zellen)-Interaktion® (Ahmed et al.,, 2012) (Abb. 5). Ausgehend von der anfanglichen
Interaktion von CD4* T-Zellen mit den DZ gibt es drei verschiedene Mdglichkeiten, wie CD8* T-
Zellen aktiviert werden kdnnen: Uber die Interaktion ,lizensierter* DZ mit CD8* T-Zellen, Uber die
direkte Interaktion von aktivierten CD4* T-Zellen mit den CD8* T-Zellen oder Uber die indirekte
Interaktion der beiden T-Zelltypen, wahrend sie an die DZ binden. Letzteres wurde bereits 1997
von Bennett et al. in einem OVA-Mausmodell gezeigt (Bennett et al., 1997; Ahmed et al., 2012).
Bedenkt man die Abhangigkeit der drei erwahnten CD8* Aktivierungswege von der CD4* T-
Zellhilfe, ist die grolere Induktionskapazitat der CrossTAg-Melan-A-ivti-mRNS-transfizierten mDZ
im Vergleich zu den Melan-A-ivt-mRNS-transfizierten mDZ nicht verwunderlich, da durch Erstere
gezielt auch CD4* T-Zellen aktiviert werden konnten.

Die direkte Interaktion zwischen CD4* T-Zellen und CD8* T-Zellen wurde von verschiedenen For-

schergruppen beschrieben. Wahrend CD4* T-Zellen APZ unabhangig vom CD40-Signalweg akti-
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vieren konnen, ist es fir CD40-exprimierende CD8* T-Zellen von grofter Wichtigkeit, CD40L auf
CD4* T-Zellen fur die Ausbildung des immunologischen CD8* T-Zellgedachtnisses, zu binden
(Bourgeois et al., 2002). Davon unabhangig ist die primare Induktion von CD8* T-Zellen bei akuter
Infektion (Xydia et al., 2011; Ahmed et al., 2012). Auf der anderen Seite wurde berichtet, dass
CD8* T-Zellen ebenfalls CD40L und CD4* T-Zellen CD40 exprimieren kénnen und dadurch eine bi-
direktionale Stimulation zwischen den beiden T-Zellsubpopulationen entsteht (Xydia et al., 2011).
Damit Ubereinstimmend wurde eine kleinere Fraktion an CD40L* CD8* T-Zellen ebenfalls in dieser
Arbeit nach spezifischer Stimulation der PBL detektiert (6,3%) (Abb. 4.7).

Neben der CD40-CD40L Interaktion kénnen offensichtlich weitere Komponenten eine wichtige Rol-
le spielen. Wie bereits zuvor erwahnt, kann wahrend der Interaktion von APZ und T-Zellen ein in-
terzellularer Austausch von Membranmolekilen (Trogozytose) stattfinden. So wurde gezeigt, dass
CD4* T-Zellen Peptid-MHC-I und kostimulatorische Molekile von APZ lGbernehmen kénnen und
dadurch Uber MHC-I in direkten Kontakt mit CD8* T-Zellen treten kdnnen (Ahmed et al., 2012).
Diese Interaktionsmdglichkeit der CD4* T-Zellen mit den CD8* T-Zellen kdnnte leicht durch die
durchflusszytometrische Analyse der MHC-I-Oberflachenfarbung auf CD4* T-Zellen Uberpruft wer-
den. Interessant wéare es zu untersuchen, ob solch eine Ubertragung von MHC-I-Molekiilen auf
CD4* T-Zellen durch die Verwendung des CrossTAg-Konstruktes induziert wurde.

Des Weiteren wurde vor kurzem eine flr die sekundare Expansion von CD8* T-Zellen wichtige
Interaktion zwischen CD27 auf den T-Zellen und CD70 auf APZ berichtet. CD27 wird u.a. auf
naiven zytotoxischen T-Lymphozyten und auf CD4* T-Zellen exprimiert. DZ regulieren CD70 hoch,
nachdem sie einen Stimulus Uber CD40 erhalten haben, d.h. von CD4* T-Zellen lizensiert wurden.
Die Interaktion von DZ mit CD8* T-Zellen ermdglicht die Programmierung von CD8* T-Zellen, die
eine zweite Expansionsrunde durchlaufen kénnen, ohne nach Restimulation apoptotisch zu
werden (Feau et al., 2012).

Eine weitere von CD4* T-Zellen kommende Hilfestellung fir CD8* T-Zellen, so dachte man, ist die
IL-2 Sekretion, wodurch Differenzierung und Wachstum der CD8* T-Zellen gefordert wird. Neuere
Erkenntnisse deuten darauf hin, dass CD8* T-Zellen selbst das fir ihre sekundare Proliferation
notige IL-2 sekretieren (Feau et al., 2011).

Die aufgeflihrten Interaktionsmoglichkeiten und Hilfestellungen zwischen den drei Zellpopulationen
— DZ, CD4* und CD8* T-Zellen — lassen die Komplexitat der Ausbildung einer erfolgreichen und
lang anhaltenden CD8* T-Zellantwort erahnen (Abb. 5). Sicherlich stellen die bisher bekannten
Mechanismen und Interaktionspartner noch nicht das allumfassende Spektrum dar, denn viele
verschiedene Faktoren, sei es beispielsweise die Natur des stimulierenden Antigens oder die
Verabreichung und Kombination verschiedener Antigene, beeinflussen und modellieren die

Immunantwort.

142



5 Diskussion

Aktivierung Lizensierung

IL-12p70

autokrines IL-2

autokrines IL-2

Abb. 5: Rolle der CD4* T-Zellhilfe bei der Aktivierung von Antigen-spezifischen CD8* T-Zellen (Abb.
nach Ahmed et al., 2012).

DZ erfahren durch die Interaktion mit CD4* T-Zellen die sog. Lizenzierung, wodurch sie die Fahigkeit erlan-
gen, kostimulatorische Molekdle (z.B. CD80 und CD86) zu exprimieren und Zytokine (z.B. IL-12p70) zu se-
kretieren. CD4* T-Zellen werden wahrenddessen aktiviert und regulieren CD40L hoch. Nach dem ,dynami-
schen Modell der Drei-Zell (DZ, CD4* und CD8* T-Zellen)-Interaktion“ werden CD8* T-Zellen entweder durch
direkte Interaktion mit CD4* T-Zellen (CD40-CD40L und TZR-MHC-I), gleichzeitige Bindung der CD4* und
CD8* T-Zellen an DZ oder durch alleinige Interaktion mit DZ (z.B. CD28-CD80/86 oder CD27-CD70), akti-
viert.

5.5. Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass unter Einsatz verschiedener TTA-ivt-mRNS
spezifische CD8* T-Zellen gegen unterschiedliche Antigene induziert und isoliert werden konnten.
Grundsatzlich muss sich die etablierte Methodik nicht auf TTA beschréanken, sondern kann auf
beliebige Zielantigene ausgeweitet werden. Bisher wurde von den hier generierten TZR nur der
XAGE-1-spezifische TZR M244 transgen untersucht und die Antigenspezifitat bestatigt. MHC-
Restriktion, Affinitdt und Epitopidentifizierung sind weitere wichtige Aufgaben, die es herauszu-

finden gilt. FUr letzteres kann die, von Milosevic et al. beschriebene DEPI-Methode (direct epitope
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identification, DEPI) zu Hilfe genommen werden (Milosevic et al., 2006). Dabei handelt es sich um
eine bakterielle Expressionsbibliothek, die alle relevanten Antigene in Uberlappenden Teilstlicken
reprasentiert. Dieses System wurde bereits im Rahmen dieser Arbeit als Vorbereitung fur den
Einsatz zur Identifizierung von CD8* T-Zellepitopen dahingehend modifiziert.

Aulerdem stehen weitere bereits sequenzierte und klonierte TZR bereit, um transgen in geeignete
Reziepientenzellen transferiert und nachfolgend funktionell charakterisiert zu werden. Durch die
Analyse weiterer TZR konnten u.U. Rickschlisse auf die Immunogenitat der eingesetzten TTA
gezogen werden, sollten gehauft spezifische TZR gegen ein oder mehrere TTA isoliert worden
sein. Wie bereits ausfihrlich diskutiert, stellen TTA bis dato die vielversprechensten Zielantigene
fur den Einsatz in der Tumortherapie dar. Somit eroffnet die hier etablierte Methodik eine gute
Méoglichkeit, fir immuntherapeutische Zwecke nutzbare TZR zu generieren und zu isolieren.
Einsatzmdoglichkeiten bieten sich auf dem Gebiet der Tumortherapie als auch bei der Bekampfung
von Autoimmunerkrankungen, indem die TZR bei letzter Krankheitsgruppe statt in Effektor-T-Zellen
in regulatorische T-Zellen transferiert werden.

Fur eine schnellere Analyse TTA-spezifischer CD8* T-Zellen ware es sehr hilfreich, die T-Zellklone
in vitro in groRerem Umfang expandieren zu kénnen. Hier bleiben einige Optimierungsmaoglich-
keiten offen. So wurden beispielsweise mehr PBL spezifisch mit TTA-exprimierenden DZ fir die 12
Stunden spater erfolgte Klonierung stimuliert, als tatsachlich sortiert wurden. Die restlichen PBL,
die nicht auf CD137* sortiert wurden, konnten bestrahlt und als Stimulatorzellen den CD8* T-
Zellklonen zugesetzt werden. Auf diese Weise wirde die viel diskutierte essentielle CD4* T-Zell-
hilfe flr die CD8* T-Zellklonexpansion erhalten bleiben.

Auf der anderen Seite bewies die Versuchsdurchfiilhrung im NSG-Mausmodell die Uberlegenheit
der CrossTAg-gekoppelten ivt-mRNS hinsichtlich der CD8* T-Zellinduktion. Folgt man dem ,dyna-
mischen Modell der Drei-Zell (DZ, CD4* und CD8* T-Zellen)-Interaktion (Ahmed et al., 2012)
koénnte der Einsatz der CrossTAg-Sequenzen in der DZ-Vakzine den tumortherapeutischen Effekt
in Patienten verbessern, da durch die Kreuzprasentation auf MHC-Il ebenfalls CD4* T-Zellen an
der Tumorabwehr beteiligt sein wirden. Der Beitrag der CD4* T-Zellen bestiinde hierbei nicht
zwangslaufig aus der direkten Erkennung der Tumorzellen, sondern, wie bereits diskutiert, aus der
indirekten oder direkten T-Zellhilfe fur (Gedachtnis-) CD8* T-Zellen. Auf diese Weise konnten CD4*
T-Zellen auch bei der Eliminierung von MHC-II-negativen Tumoren eine wichtige Rolle spielen.
Durch einen etwas modifzierten Versuchsansatz im NSG-Mausmodell kdonnte dies getestet
werden, indem zusatzlich zu der PBMZ-Rekonstitution sowie DZ-Vakzinierung eine Tumorlast
durch Injektion von MHC-II-positiven oder -negativen Tumorzellen simuliert wird. Somit wiirde eine
den Patienten aquivalente Situation geschaffen und es konnte Uberpriift werden, ob eine Vakzi-
nierung mit CrossTAg-ivt-mRNS-transfizierten DZ im Vergleich zu DZ ohne CrossTAg-Transfektion
besser in der Lage sind, den Tumor abzustofRen.

Des Weiteren wurde grundsatzlich in dem In-vivo-Modell nicht direkt gezeigt, dass in den
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CrossTAg-Gruppen eine Melan-A-spezifische CD4* T-Zellantwort induziert wurde, wodurch die
gesteigerte Proliferation von Melan-A-spezifischen CD8* T-Zellen ermdglicht wurde. Um dies
nachzuweisen, konnte man anhand eines MHC-II-Melan-A-Tetramers den Anteil an spezifischen
CD4* T-Zellen Uberprifen. Fur den tatsachlichen Nachweis einer essentiellen CD4* T-Zellhilfe, die
durch CrossTAg-Sequenzen induziert wird, missten beispielsweise die CD4* T-Zellen vor der
ersten Vakzinierung mit CrossTAg-Melan-A-ivt-mRNS-transfizierten mDZ depletiert werden. Sollte
sich dann ein ahnliches Bild wie in der Gruppe mit mDZ ohne CrossTAg-Sequenzen ergeben,
kénnte man dies auf die fehlende CD4* T-Zellhilfe zurlickfihren.

Das Wissen Uber das Immunsystem wachst mit der Zahl der Wissenschaftler, die in diesem
Bereich forschen, immer schneller und dennoch kratzen wir noch immer nur an der Oberflache der
vielschichtigen Regulationsmechanismen, die dem komplexen System der Immunabwehr zu
Grunde liegen. Viele verschiedene Tumortherapieansatze stehen mittlerweile zur Verfligung.
Bedenkt man jedoch die vielen Krebsursachen und Tumorfluchtmdglichkeiten, so haben die
Therapieansatze fir sich allein genommen vermutlich wenig Erfolgschancen fir eine lang
anhaltende und umfassende Heilung von Krebspatienten. Daher ist z.B. die Kombination
verschiedener immunotherapeutischer Ansatze wahrscheinlich aussichtsreicher. So kdnnte der
parallele Einsatz der in dieser Arbeit zugrunde liegenden Therapieansatze — der adoptiver T-

Zelltransfer und die DZ-Vakzinierung — zu einer effizienteren Bekdmpfung von Tumoren flhren.
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3d-mDZ Mature DZ, generiert nach dem 3-Tages-Protokoll
7d-mDZ Mature DZ, generiert nach dem 7-Tages-Protokoll
AG Antigen

AK Antikorper

ALL Akute lymphatische Leukamie

APC Allophycocyanin

APZ Antigen-prasentierende Zelle

AS Aminosaure

C-Region Konstante Region (engl. constant region)

cDNS Komplementare DNS (engl. complementary DNA)
CCR Chemokin-(CC-Motiv)-Rezeptor

CDR engl. Complementarity Determinig Region

Cy7 Cyanin-7

DAPI 4',6-Diamidin-2-phenylindol

D-Segment Diversifizierendes Segment

DC-LAMP Dendritische Zellen - Lysosomal-assoziiertes Membran-Protein (LAMP3)
DC-SIGN engl. DC-specific ICAM-Grabbing Nonintegrin
DEPC Diethylpyrocarbonat

DEPI Direkte Epitop-ldentifizierung

dest. destilliert

DMSO Dimethylsulfoxid

DNS Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxynukleotid-5-Trisphosphat

Dz Dendritische Zelle

EBV Epstein-Barr-Virus

EGFR engl. Epidermal growth factor receptor

ELISA engl. Enzyme-linked Immunoabsorbent Assay

F Farad

FACS Fluoreszenz-aktivierter Zellsortierer (engl. fluorescence activated cell sorter)
FITC Fluoreszein-lsothiozyanat

FKS Fotales Kalberserum

FSC Vorwartsstreuung (engl. forward scatter)

GAGE-1 G Protein 1 (TT-Antigen 4.1)

GM-CSF Granulozyten-Makrophagenkolonie-stimulierender Faktor
HLA Humanes Leukozyten-Antigen

HS Humanserum
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iDZ Unreife Dendritische Zelle (engl. immature dendritic cell)

IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

IMI Institut fur Molekulare Immunologie

U Internationale Einheit (engl. international unit)

Ivt-mRNS In vitro transkribierte mMRNS

J-Segment Verbindendes Segment (engl. joining segment)

LAMP1 Lysosomal-assoziiertes Membran-Protein 1

LB-Medium Luria-Bertani-Medium

LCL Lymphoblastoide B-Zell-Linie (engl. lymphlastoide cell line)

MAGE-A4 Melanom-Antigen Familie A, 4 (TT-Antigen 1.4)

Melan-A engl. melanocyte antigen (=MART-1; engl. Melanoma antigen recognized by T-
cells 1)

mDZ reife Dendritische Zelle (engl. mature dendritic cell)

MFI Mittlere Fluoreszenzintensitat

MHC Haupthistokompatibilitdtskomplex (engl. major histocompatibility complex)

MIIC MHC-Klasse-lI-reiches Kompartiment (engl. MHC-class Il rich compartment)

mLCL Mini-EBV transformierte LCL

NY-ESO1 CTAG1B (TT-Antigen 6.1)

ODx Optische Dichte der Wellenlange x nm

ORF Offener Leserahmen (engl. open reading frame)

p53 Proteinprodukt des TP53-Tumorsuppressor-Gens

PBL Periphere Blut-Lymphozyten

PBMZ Periphere mononukleare Blutzellen (engl. peripheral blood mononuclear cells)

PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (engl. phosphate buffered saline)

PCR Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)

PE Phycoerythrin

PGE2 Prostaglandin E2

Pl Propidiumiodid

RNS Ribonukleinsaure

RPMI 1640 Rosewell Park Memorial Institute Medium 1640

SSC Seitwartsstreuung (engl. sideward scatter)

SSX4 Synovial Sarcoma, X Bruchpunkt 4 (TT-Antigen 5.4)

TAA Tumor-assoziiertes Antigen

TAE Tris-Azetat-EDTA-Puffer

TAP Transportprotein (engl. transporter associated with antigen processing)

TGF-B Transformierender Wachstumsfaktor B (engl. fransforming growth factor 3)
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7 Abkurzungsverzeichnis

Th T-Helfer-Zelle

TIL Tumor-infiltrierender T-Lymphozyt

TLR Toll-ahnlicher Rezeptor (engl. Toll-like receptor)
TNF Tumornekrosefaktor

TTA Tumor-Testis-Antigen

TZR T-Zell-Rezeptor

V-Segment Variables Segment

VLE sehr wenig Endotoxin (engl. very low endotoxin)
XAGE-1 X Antigen-Familie, Element 1 (TT-Antigen 12.1)
ZTL Zytotoxischer T-Lymphozyt
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Tab. 8.1: Nukleotidsequenz des verwendeten pGEM-A116-Vektors (S. Milosevic)

5'-ATTACGCCAAGCTCTAATACGACTCACTATAGGGAGACAinanAGCTTCACGGATCCCACTCTAGAXbal
GACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAGCGGC
CGCCACGE.rAATTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAsy..C
TAGTGGCGTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTC
AGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCC
CTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATG
TGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTA
TAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAA
CCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCT
TCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGG
CATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGG
GTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAA
GAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCG
GGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAG
AAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACAC
TGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGG
GGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGT
GACACCACGATGCCTGTAGCAATGCCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTA
GCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGC
CCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTG
CAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACT
ATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGAC
CAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCC
TTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGA
AAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCA
CCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTC
AGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCT
GTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCG
TGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGG
GTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTA
TGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGA
ACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCG
CCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATCGAAAAACGCCA
GCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTAT
CCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGA
CCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCG
CGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTCGAAAGCGGGCAGTGAGCG
CAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGT
ATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATG-3'

Restriktionsschnittstellensequenzen sind unterstrichen und die Schnittstelle ist blau eingezeichnet; T7-
Promotorsequenz ist rot hervorgehoben.
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Tab. 8.2: Nukleotidsequenz von pVA1-2-EBNA-1-TZR-A116

5-TGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAA
TCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACG
GGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGA
GGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTA
ATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTAT
TTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAA
CATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTG
CCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACG
AGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTT
TCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGA
GCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCA
TCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGC
CAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATC
ATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACC
ACGATGCCTGTAGCAATGCCAACAACGTTGCACAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCC
GGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCG
GCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACT
GGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATG
AACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTA
CTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATA
ATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCA
AAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACC
AGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAG
CGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCAC
CGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTA
CCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTG
CACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAA
GCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAG
AGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTC
TGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATCGAAAAACGCCAGCAACGC
GGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGAT
TCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCG
CAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTG
GCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTCGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAA
TTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTG
TGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTCTAATAC
GACTCACTATAGGGAGACAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCACCGGTCGCCAGCA
TGTGGGGAGTGTTTCTGCTGTACGTGTCCATGAAGATGGGCGGCACCACCGGCCAGAACATCGACCA
GCCCACCGAGATGACCGCCACCGAGGGCGCCATCGTGCAGATCAACTGCACCTACCAGACCAGCGGC
TTCAACGGCCTGTTCTGGTATCAGCAGCACGCCGGCGAGGCCCCCACCTTCCTGAGCTACAACGTGCT
GGACGGCCTGGAAGAGAAGGGCCGGTTCAGCAGCTTCCTGAGCAGAAGCAAGGGCTACAGCTACCTG
CTGCTGAAAGAACTGCAGATGAAGGACAGCGCCAGCTACCTGIGCrspnGCAGTGCGCGGCAGCTACAG
CGGCGCCGGCAGCTACCAGCTGACCTTCGGCAAGGGCACCAAGCTGAGCGTGATCCCCAACATCCAG
AACCCCGAGCCCGCCGTGTACCAGCTGAAGGACCCCAGAAGCCAGGACAGCACCCT pranGTGCCTGTT
CACCGACTTCGACAGCCAGATCAACGTGCCCAAGACCATGGAAAGCGGCACCTTCATCACCGACAAGA
CAGTGCTGGACATGAAGGCCATGGACAGCAAGAGCAACGGCGCCATTGCCTGGTCCAACCAGACCAG
CTTCACATGCCAGGACATCTTCAAAGAGACAAACGCCACCTACCCCAGCAGCGACGTGCCCTGCGACG
CCACCCTGACCGAGAAGAGCTTCGAGACAGACATGAACCTGAATTTCCAGAACCTGAGCGTGATGGGC
CTGCGGATCCTGCTGCTGAAGGTGGCCGGCTTCAACCTGCTGATGACCCTGCGGCTGTGGAGCAGCT
GAGGTACCGAGCTCGAATTCATTTATTTATTTATTTATTTACTCGAGCACGCTAGCCACGATATCAATTCAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAATAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA s CTAGTGGCG-3'

Restriktionsschnittstellensequenzen sind unterstrichen und die Schnittstelle ist blau eingezeichnet; T7-
Promotorsequenz ist rot hervorgehoben.
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Tab. 8.3: Nukleotidsequenz von pVB5-1-EBNA-1-TZR-A116

5-CGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTT
ACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGC
TATGACCATGATTACGCCAAGCTCTAATACGACTCACTATAGGGAGACAAGCTTGCATGCCTGCAGGTC
GACTCTAGAGGATCCACCGGTCGCCACCATGGGCAGCCGCCTGCTGTGCTGGGTGCTGCTGTGCCTG
CTGGGCGCCGGCCCCGTGAAGGCCGGCGTGACCCAGACCCCCCGCTACCTGATCAAGACCCGCGGC
CAGCAGGTGACTCTGAGCTGCAGCCCCATCAGCGGCCACCGCAGCGTGAGCTGGTACCAGCAGACC
CCCGGCCAGGGCCTGCAGTTCCTGTTCGAGTACTTCAGCGAGACCCAGCGCAACAAGGGCAACTTCC
CCGGCCGCTTCAGCGGCAGGCAGTTCAGCAACAGCCGCAGCGAGATGAACGTGAGCACCCTGGAGC
TGGGCGACAGCGCCCTGTACCTGIGCrsnGCAAGCAGCTTCACCGGCCAGGGCTACAACGAGCAGTTC
TTCGGCCCCGGCACCCGCCTGACCGTGCTGGAGGATCTGAGGAACGTGACCCCACCCAAGEs=GTGA
CCCTGTTCGAGCCCAGCAAGGCCGAGATCGCCAACAAGCAGAAAGCCACCCTGGTCTGCCTGGCCAG
GGGCTTCTTCCCCGACCACGTGGAGCTGTCTTGGTGGGTGAACGGCAAAGAGGTGCACAGCGGAGT
CAGTACCGACCCCCAGGCCTACAAAGAGAGCAACTACAGCTACTGCCTGAGCAGCAGGCTGAGAGTG
AGCGCCACCTTCTGGCACAACCCCCGGAACCACTTCCGGTGCCAGGTGCAGTTCCACGGCCTGAGCG
AAGAGGACAAGTGGCCTGAGGGCAGCCCCAAGCCCGTGACCCAGAACATCAGCGCCGAGGCCTGGG
GCAGAGCCGACTGCGGCATCACCAGCGCCAGCTACCACCAGGGCGTGCTGTCCGCCACCATCCTGTA
CGAGATCCTGCTGGGCAAGGCCACCCTGTACGCCGTGCTGGTGTCCGGCCTGGTGCTGATGGCCATG
GTGAAGAAGAAGAACAGCTGAGGTACCGAGCTCGAATTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA CTAGTGGCGTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTG
CGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCC
CGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGAC
AAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAG
ACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAG
GTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTAT
CCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAACATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACA
TTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTG
GTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAG
CGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTA
TGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAG
AATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTAT
GCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCG
AAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGA
GCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGCCAACAACGTTGC
ACAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGA
TAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGC
CGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAG
TTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCT
CACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTT
TTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTC
GTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGT
AATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACC
AACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCC
GTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCA
GTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAA
GGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACAC
CGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGAC
AGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCC
TGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAG
GGGGGCGGAGCCTATCGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCC
TTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGA
GCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAG
CGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTT
TCCCGACT-3'

Restriktionsschnittstellensequenzen sind unterstrichen und die Schnittstelle ist blau eingezeichnet; T7-
Promotorsequenz ist rot hervorgehoben.
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Tab. 8.4: Nukleotidsequenz von pVA17-M244-TZR-A116

5-TGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAA
TCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACG
GGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGA
GGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTA
ATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTAT
TTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAA
CATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTG
CCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACG
AGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTT
TCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGA
GCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCA
TCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGC
CAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCA
TGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCA
CGATGCCTGTAGCAATGCCAACAACGTTGCACAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCG
GCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGG
CTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTG
GGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAA
CGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACT
CATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAAT
CTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAA
GGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAG
CGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCG
CAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCG
CCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACC
GGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCA
CACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGC
GCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAG
CGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTG
ACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATCGAAAAACGCCAGCAACGCG
GCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATT
CTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGC
AGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGG
CCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTCGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAAT
TAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGT
GGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTCTAATACG
ACTCACTATAGGGAGACAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCACCGGTCGCCACCAT
GGAGACCCTGCTGGGCGTGAGCCTGGTGATCCTGTGGCTGCAGCTGGCCCGCGTGAACAGCCAGCA
GGGCGAGGAGGACCCCCAGGCCCTGAGCATCCAGGAGGGCGAGAACGCCACCATGAACTGCAGCTA
CAAGACCAGCATCAACAACCTGCAGTGGTACCGCCAGAACAGCGGCAGGGGCCTGGTGCACCTGATC
CTGATCCGCAGCAACGAGCGCGAGAAGCACAGCGGCAGGCTGCGCGTGACCCTGGACACCAGCAAG
AAGAGCAGCAGCCTGCTGATCACCGCCAGCCGCGCCGCCGACACCGCCAGCTACTTCTGCrmGCAAC
CGACGACGGCGCCAACAGCAAGCTGACCTTCGGCAAGGGCATCACCCTGAGCGTGCGCCCCGACAT
CCAGAACCCCGAGCCCGCCGTGTACCAGCTGAAGGACCCCAGAAGCCAGGACAGCACCCT oranGTGC
CTGTTCACCGACTTCGACAGCCAGATCAACGTGCCCAAGACCATGGAAAGCGGCACCTTCATCACCGA
CAAGACAGTGCTGGACATGAAGGCCATGGACAGCAAGAGCAACGGCGCCATTGCCTGGTCCAACCAG
ACCAGCTTCACATGCCAGGACATCTTCAAAGAGACAAACGCCACCTACCCCAGCAGCGACGTGCCCTG
CGACGCCACCCTGACCGAGAAGAGCTTCGAGACAGACATGAACCTGAATTTCCAGAACCTGAGCGTGA
TGGGCCTGCGGATCCTGCTGCTGAAGGTGGCCGGCTTCAACCTGCTGATGACCCTGCGGCTGTGGAG
CAGCTGAGGTACCGAGCTCGAATTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAA,CTAGTGGCG-3'

Restriktionsschnittstellensequenzen sind unterstrichen und die Schnittstelle ist blau eingezeichnet; T7-
Promotorsequenz ist rot hervorgehoben.
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Tab. 8.5: Nukleotidsequenz von pVB3-1-M244-TZR-A116

5-TGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAA
TCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACG

GGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGA
GGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTA

ATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTAT
TTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAA

CATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTG
CCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACG
AGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTT
TCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGA

GCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCA

TCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGC

CAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATC

ATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACC

ACGATGCCTGTAGCAATGCCAACAACGTTGCACAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCC
GGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCG

GCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACT

GGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATG

AACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTA
CTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATA
ATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCA

AAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACC
AGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAG

CGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCAC

CGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTA

CCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTG
CACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAA

GCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAG

AGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTC
TGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATCGAAAAACGCCAGCAACGC
GGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGAT
TCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCG

CAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGLCGCGTTG

GCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTCGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAA
TTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTG

TGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTCTAATAC

GACTCACTATAGGGAGACAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCACCGGTCGCCACCA
TGGGCTGCCGCCTGCTGTGCTGCGTGGTGTTCTGCCTGCTGCAGGCCGGCCCCCTGGACACCGCCG

TGAGCCAGACCCCCAAGTACCTGGTGACGCAGATGGGCAACGACAAGAGCATCAAGTGCGAGCAGAA

CCTGGGCCACGACACCATGTACTGGTACAAGCAGGACAGCAAGAAGTTCCTGAAGATCATGTTCAGCT

ACAACAACAAGGAGCTGATCATCAACGAGACCGTGCCCAACCGCTTCAGCCCCAAGAGCCCCGACAA

GGCCCACCTGAACCTGCACATCAACAGCCTGGAGCTGGGCGACAGCGCCGTGTACTTCIGC rspGCAA

GCAGCCAGACCGGCTGGGAGACCCAGTACTTCGGCCCCGGCACCCGCCTGCTGGTGCTGGAGGACC
TGAGGAACGTGACCCCACCCAAGEsentGTGACCCTGTTCGAGCCCAGCAAGGCCGAGATCGCCAACAA

GCAGAAAGCCACCCTGGTCTGCCTGGCCAGGGGCTTCTTCCCCGACCACGTGGAGCTGTCTTGGTGG
GTGAACGGCAAAGAGGTGCACAGCGGAGTCAGTACCGACCCCCAGGCCTACAAAGAGAGCAACTACA

GCTACTGCCTGAGCAGCAGGCTGAGAGTGAGCGCCACCTTCTGGCACAACCCCCGGAACCACTTCCG
GTGCCAGGTGCAGTTCCACGGCCTGAGCGAAGAGGACAAGTGGCCTGAGGGCAGCCCCAAGCCCGT
GACCCAGAACATCAGCGCCGAGGCCTGGGGCAGAGCCGACTGCGGCATCACCAGCGCCAGCTACCA

CCAGGGCGTGCTGTCCGCCACCATCCTGTACGAGATCCTGCTGGGCAAGGCCACCCTGTACGCCGTG

CTGGTGTCCGGCCTGGTGCTGATGGCCATGGTGAAGAAGAAGAACAGCTGAGGTACCGAGCTCGAAT

TCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAATAAAA

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAASCTAGTGGCG
-3

Restriktionsschnittstellensequenzen sind unterstrichen und die Schnittstelle ist blau eingezeichnet; T7-
Promotorsequenz ist rot hervorgehoben.
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8 Anhang

Tab. 8.6: Nukleotidsequenz des CrossTAg-Konstruktes

5'-ATGGCCGCCCCCGGCAGCGCCCGCCGCCCCCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTG
CTGGGCCTGATGCACTGCGCCAGCGCC-3'

5'-GACCCCAGCAGCGACTACACCATCGTGCTGCCCGTGATCGGCGCCATCGTGGTGGGCC
DC-LAMP [TGTGCCTGATGGGCATGGGCGTGTACAAGATCCGCCTGCGCTGCCAGAGCAGCGGCTAC
CAGCGCATCTAA-3'

LAMP-1

Tab. 8.7: Nukleotidsequenz des pGEM-CrossTAg-Melan-Ae -A116-Vektors (C. Ellinger)

ATTACGCCAAGCTCTAATACGACTCACTATAGGGAGACAAGCTTCACGGATCCCACTCTAGACGCCACC
ATGGCCGCCCCCGGCAGCGCCCGCCGCCCCCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGGGCCTG
ATGCACTGCGCCAGCGCCGCTAGCATGCCAAGAGAAGATGCTCACTTCATCTATGGTTACCCCAAGAA
GGGGCACGGCCACTCTTACACCACGGCTGAAGAGCTCGCTGGGATCGGCATCCTGACAGTGATCCTG
GGAGTCTTACTGCTCATCGGCTGTTGGTATTGTAGAAGACGAAATGGATACAGAGCCTTGATGGATAAAA
GTCTTCATGTTGGCACTCAATGTGCCTTAACAAGAAGATGCCCACAAGAAGGGTTTGATCATCGGGACA
GCAAAGTGTCTCTTCAAGAGAAAAACTGTGAACCTGTGGTTCCCAATGCTCCACCTGCTTATGAGAAAC
TCTCTGCAGAACAGTCACCACCACCTTATTCACCTGGTACCATCGATGACCCCAGCAGCGACTACACC
ATCGTGCTGCCCGTGATCGGCGCCATCGTGGTGGGCCTGTGCCTGATGGGCATGGGCGTGTACAAG
ATCCGCCTGCGCTGCCAGAGCAGCGGCTACCAGCGCATCTAAAGCGGCCGCCACGAATTCAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAS CTAGTGGCGTGATGCGGTATTTT
CTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCG
CATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCC
GGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCAT
CACCGAAACGCGCGAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAAT
GGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAA
ATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAG
AGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGC
TCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCG
AACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCA
CTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCC
GCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCAT
GACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACA
ACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGAT
CGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAAT
GCCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGAC
TGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGC
TGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGC
CCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCG
CTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATT
GATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATC
CCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGAT
CCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTG
CCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACT
GTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCT
CTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAG
ACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTG
GAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGA
AGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCT
TCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATT
TTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATCGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCC
TGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATT
ACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGC
GAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCA
GCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTCGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTC
ACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGAT
AACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATG

Restriktionsschnittstellensequenzen sind unterstrichen und die Schnittstelle ist blau eingezeichnet; T7-
Promotorsequenz, das ELAGIGILT-Epitop und die LAMP-1 bzw. DC-LAMP Sequenzen sind hervorgehoben.
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8 Anhang

Tab. 8.8: Nukleotidsequenz des pGEM-Melan-A e n-A116-Vektors (C. Ellinger)

ATTACGCCAAGCTCTAATACGACTCACTATAGGGAGACAAGCTTCACGGATCCATGCCAAGAGAAGATG
CTCACTTCATCTATGGTTACCCCAAGAAGGGGCACGGCCACTCTTACACCACGGCTGAAGAGCTCGCT
GGGATCGGCATCCTGACAGTGATCCTGGGAGTCTTACTGCTCATCGGCTGTTGGTATTGTAGAAGACGA
AATGGATACAGAGCCTTGATGGATAAAAGTCTTCATGTTGGCACTCAATGTGCCTTAACAAGAAGATGCC
CACAAGAAGGGTTTGATCATCGGGACAGCAAAGTGTCTCTTCAAGAGAAAAACTGTGAACCTGTGGTT
CCCAATGCTCCACCTGCTTATGAGAAACTCTCTGCAGAACAGTCACCACCACCTTATTCACCTTAAGAAT
TCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAs e CTAGTGGCGTGAT
GCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGC
TCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTT
GTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTT
TCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTC
ATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTT
TATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTG
AAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTC
CTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTG
GGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCA
ATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAA
CTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTA
CGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACT
TACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAA
CTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATG
CCTGTAGCAATGCCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAA
CAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGG
CTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGC
CAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAA
ATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATAT
ATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCA
TGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGAT
CTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGG
TGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGA
TACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTAC
ATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTT
GGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAG
CCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCAC
GCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCAC
GAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTG
AGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATCGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTT
TTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGG
ATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAG
TCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTC
ATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTCGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTG
AGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTG
TGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATG

Restriktionsschnittstellensequenzen sind unterstrichen und die Schnittstelle ist blau eingezeichnet; T7-
Promotorsequenz und das ELAGIGILT-Epitop sind hervorgehoben.

172



8 Anhang

Tab. 8.7: HLA-Typisierungen

HLA-Loci
Spender A B C DRB1 DRB3 DRB4 DRB5 DQA1 DQB1 DPB1
*14:02 *07:01 *11:04 n.t. n.t. *01:03  *03:01
#1 *01:01 *02:02 *04:01
*15:17 *08:02 *13:01 n.t. n.t. *05:05 *06:03
*01:01 *13:01 n.t.
#5 *44:02 *05:01 *02:02 *01:01 *06:02 *06:03 *04:02
*32:01 *15:01 n.t.
. *0201 n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t.
n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t.
*02:xx  *15:xx  *03:xx  *13:02 *06:02 *03:01
ME *03:01 negativ. *01:01  *01:02
29:xx *24:xx  *16:xx  *15:01 *06:04 *14:01
*02:01  *18:01 *05:01 *11:xx *01:01 . . *01:03 *03:01
MRE negativ negativ *04:xx
*24:02  *44:02 *07:01 *13:xx  *02:02 *05:xx  *06:03
*26:01  *18:01 *04:01 n.t. n.t. *06:02
MSC *15:01 *01:11  *01:02 *04:01
*68:01 *35:02 *07:01 n.t. n.t. *06:03
*02:xx n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t.
MW
n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t.
*15:01 *03:03 *03:xx n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t.
SJ *24:02
*35:08 *04:01 *11:xx n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t.

xx: es lag keine Feintypisierung vor, sondern nur eine mittlere Auflésung (zweistellig)
n.t.: nicht typisiert
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