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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Die Umprogrammierung von T-Zellen durch die Transduktion spezifischer T-Zell-
Rezeptoren (TCR) ist ein effektiver Ansatz fur die adoptive Immuntherapie. Diese
erfordert anspruchsvolle Techniken fur die ldentifikation und Klonierung geeigneter
TCRs, sowie fur die Transduktion von primaren T-Zellen. Zugleich stellt das TCR-
Mispairing, die unerwinschte Paarung transgener TCR-Ketten mit komplementéren
endogenen Ketten, eine grof3e Herausforderung der TCR-Gentherapie dar.

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Optimierung des TCR-Gentransfers in primaren T-
Zellen, wozu als Modellsystem ein influenzaspezifischer (Flu) TCR verwendet wurde.

Im ersten Teil der Arbeit wurden Optimierungen durchgefuhrt, die primar zu einer
verstarkten Transgenexpression des Flu-TCR gefihrt haben. Dabei konnte ein neuer
lentiviraler Vektor (LeGO-MP) entwickelt werden, der eine signifikante Erhéhung der
Expressionsstarke von Transgenen in T-Zelllinien und in primaren T-Zellen gegeniber
dem bisherigen lentiviralen Vektor ermdglichte. Bei der Optimierung der verwendeten
Expressionskassette wurde gezeigt, dass die starkste Expression der TCR-Ketten tber
die 2A-Sequenz des porzinen Teschovirus in der Konfiguration TCRB-2A-TCRa erreicht
wird. Nach zusatzlicher Kodonoptimierung und Murinisierung der transgenen Flu-TCR-
Sequenzen konnte erstmals die Generierung von aktiven influenzaspezifischen priméren
Effektor-T-Zellen gezeigt werden, die durch starke Sekretion von IL-2, IFN-y und TNF-a
nach Kontakt zu ihrem Antigen charakterisiert waren.

Der zweite Teil der Dissertation widmete sich der Verhinderung des TCR-Mispairings
durch das Ausschalten der endogenen TCR-Gene mit Hilfe von TAL-Effektor-Nukleasen
(TALEN). Nach Identifizierung der TCR-spezifischen TALEN und nach Optimierung von
Transportmethoden und Kulturbedingungen konnte erstmals ein Knockout der
endogenen TCRa- und TCRB-Ketten durch TALEN-mRNA-Elektroporation in priméaren
T-Zellen nachgewiesen werden. Durch den sukzessiven Knockout der endogenen TCR-
Ketten und der jeweils anschlieRenden Transduktion mit den entsprechenden Flu-TCR-
Ketten wurde eine komplette Umprogrammierung von primaren T-Zellen erreicht. Diese
Zellen zeigten aufgrund der Abwesenheit des TCR-Mispairings deutlich verbesserte Flu-
Oberflachenexpression sowie verstarkte Effektorfunktionen.

Insgesamt wurden in dieser Arbeit Methoden entwickelt, die zu einer verstarkten
TCR-Expression in primaren T-Zellen sowie zur kompletten Verhinderung des TCR-
Mispairings gefihrt haben. Diese kdnnen bei klinischen Anwendungen der adoptiven

TCR-Immuntherapie zukinftig von grol3em Nutzen sein.



Summary

SUMMARY

Engineering T cells with antigen specific T-cell receptors (TCR) represents a promising
strategy in adoptive immunotherapy. The approach of identification and cloning of
suitable TCRs and the transduction of primary T cells remains technically demanding.
Moreover TCR mispairing, the incorrect pairing between an introduced a/f chain and the
complementary endogenous TCR a/f chain, remains a major challenge in the field of
TCR gene therapy.

The main goal of this thesis was the optimization of TCR gene transfer in primary T cells
by using influenza virus (Flu)-specific T-cell responses as a model system.

The goal of the first part of the thesis was the development of strategies facilitating
enhanced surface expression of Flu-TCR molecules. In this process a novel lentiviral
self-inactivating vector (LeGO-MP) which significantly enhanced transgene expression in
T-cell lines and primary T cells was developed. The optimization of the transgene
cassette showed that the 2A element of the porcine Teschovirus as a linker for the TCR
chains in the configuration TCRB-2A-TCRa mediated the highest levels of TCR surface
expression. Codon-optimization and murinization of the Flu-TCR chains led to the
successful generation of active anti-Flu effector T cells, characterized by the secretion of
high amounts of IL-2, IFN-y und TNF-a after contact with their cognate antigen.

The second part of this thesis focused on the prevention of TCR mispairing by knocking
out the expression of endogenous TCR chains with TCR specific TAL effector nucleases
(TALEN). Following the identification and cloning as well as the optimization of delivery
strategies and culture conditions for the TCR specific TALEN, an efficient knockout of the
endogenous TCRa and TCRQ genes was, for the first time, successfully induced by
TALEN-mRNA electroporation. The successive knockout of the endogenous TCR chains
and the subsequent transduction of the appropriate Flu-TCR chains led to the complete
editing of primary T cells. These cells showed enhanced surface expression and were
superior at mediating effector functions, likely because of the absence of TCR mispairng.
In conclusion, new approaches for the enhanced surface expression of TCR molecules
as well as for the complete prevention of TCR mispairing were successfully developed.
Together these new techniques might be beneficial for the further development of TCR

gene transfer for clinical applications of adoptive immunotherapy.



Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1. Der T-Zell-Rezeptor-Komplex

Seit den 1960er Jahren ist es offenkundig, dass die Funktionen sowohl von B- als auch
von T-Lymphozyten fir die adaptive Immunantwort eine zentrale Rolle spielen. Zu
diesem Zeitpunkt war jedoch noch unklar, wie die Erkennung korperfremder Antigene
und die Ausldsung einer Immunantwort durch diese Zellen erfolgt'. Die Identifizierung
des T-Zell-Rezeptors (TCR, engl. T-cell receptor) und der ihn kodierenden Gene stellte
sich dabei als wesentlich komplizierter heraus als die Identifikation des B-Zell-Rezeptors.
Erst Anfang der 1980er Jahre konnte der Rezeptorkomplex auf T-Zellen mit Hilfe von
monoklonalen Antikorpern identifiziert und charakterisiert werden®™. Kurze Zeit spater
folgten die Identifikation und Klonierung der humanen und murinen Gene, die fur die
TCRa- bzw. TCRB-Ketten kodieren'®®. Es zeigte sich, dass der TCR-Komplex
zusammen mit weiteren Molekllen eine komplizierte Transmembranrezeptor-Struktur
bildet'®. Heute wissen wir, dass dieser Komplex eine Schliisselfigur des adaptiven
Immunsystems ist. Neben der Erkennung einer immensen Anzahl unterschiedlichster
Antigene mit dem Ziel der Bekédmpfung von Pathogenen und entarteter Korperzellen ist
er u.a. for die T-Zell-Entwicklung im Thymus und die Differenzierung von T-Zellen in

verschiedene Subpopulatonen verantwortlich™.

1.1.1. Struktur des T-Zell-Rezeptors und assoziierter CD3-
Molekule

Jeder T-Lymphozyt weist ca. 30.000 identische Antigenrezeptor-Komplexe auf seiner
Oberflache auf, die u.a. fur das Auslosen einer Immunantwort nach Antigenerkennung
zustandig sind?. Der Komplex setzt sich aus dem T-Zell-Rezeptor und assoziierten CD3-
Molekiilen zusammen'*'®. Der TCR ist ein Heterodimer, das aus den beiden
glykolisierten Polypeptidketten TCRa- und TCRp bzw. in selteneren Fallen aus den
alternativen, aber strukturell sehr &hnlichen y- und &-Ketten besteht'?. Die
Rezeptorketten werden in die aminoterminale variable Region (V) und in die
carboxyterminale konstante Region (C) unterteilt. Die extrazellulare variable Region
beinhaltet die Antigenbindungsstelle und ist somit fur die Erkennung von Antigenen
zustandig. Sie enthalt die 3 hypervariablen Bereiche CDR1, CDR2 und CDR3 (CDR,
engl. complementarity determining regions), welche die Antigenbindungstelle bilden und
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Einleitung

damit direkten Kontakt zum Antigen (CDR3) bzw. zu den antigenprasentierenden
Strukturen (CDR1 und CDR2) aufnehmen. Die konstante Region besteht aus einer direkt
an die V-Region anschlieBenden extrazellularen Region. Die folgende Gelenk-Region
beherbergt je ein Cystein, das fir die Ausbildung der Disulfidbriicke verantwortlich ist,
die die TCR-Ketten miteinander verbindet. Auf die Gelenk-Region folgen eine
hydrophobe Transmembrandoméne, sowie ein kurzer 2-7 Aminosauren langer

zytoplasmatischer Anteil (Abb. 1)***°.

a-Kette B-Kette
| — T R |

Antigenbindungsstelle
e |

>
c
o
=)
7}
x
Q
kel
.©
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>—< - >
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@
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C J c
ol
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(LR R LN} c
3 o
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Lipidmembran
s @ @ -Region
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T-Lymphozyt - ] Schwanz
Abb. 1. Schematische Darstellung des T-Zell-Rezeptors. Der TCR ist ein Heterodimer, das aus den Uber eine

Disulfidkette verbundenen TCRa- (griin) und TCRB-Ketten (grau) besteht. Die TCR-Ketten bestehen aus einer variablen
Region (V), die die Antigenbindungsstelle enthalt, sowie aus einer konstanten Region (C), welche den TCR (ber die
Transmembranregion in der zelluliren Membran verankert. Abbildung modifiziert nach Janeway et al.*2.

Die genomische Organisation des humanen TCRa- und B-Locus ist in Abb. 2 dargestellt.
Der TCRa-Locus befindet sich auf Chromosom 14 und besteht aus 70-80 variablen
Gensegmenten (V), 61 verbindenden Gensegmenten (J, engl. joining) und einem
konstanten Gensegment (C)*?. Der TCRB-Locus befindet sich dagegen auf Chromosom
7 und besteht aus einer Gruppe von 52 funktionalen Vg-Gensegmenten und aus 2
Gruppen von 6 bzw. 7 Jg-Gensegmenten, die je ein Diversitatsgensegment (D) und je ein
Cp-Gensegment enthalten'?. Die beiden Cg-Gene besitzen sehr grof3e Homologie, und
bislang wurde kein funktioneller Unterschied zwischen ihnen festgestellt. Um die hohe
Diversitat der T-Zell-Rezeptoren zu erreichen, die notwendig ist, um eine nahezu

unbegrenzte Anzahl von Antigenen erkennen zu kénnen, erfolgt ein komplexer und gut
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koordinierter Prozess namens V(D)J-TCR-Rearrangement*®. Dabei werden die einzelnen
V, D, und J-Gensegmente wahrend der T-Zell-Entwicklung im Thymus zu einem
zusammenhangenden TCR-V-Exon rekombiniert'’. Die Umordnung der V/(D)J-
Gensegmente wird hauptsachlich durch die beiden Enzyme RAG1 und RAG2 (RAG,
engl. recombination-activating gene) vermittelt'®. Die hohe Diversitat der T-Zell-
Rezeptoren entsteht zusétzlich durch Addition und/oder Deletion von wenigen
Nukleotiden in den Verbindungsbereichen der kombinierten Fragmente. Diese Bereiche
befinden sich v.a. in der CDR3-Region, was die Hypervariabiltat dieses Abschnittes
erklart'’®. Nach der Transkription wird zur Generierung der reifen mRNA das

rekombinierte V-Exon an die konstante TCR-Region gespleiRt'’.

A. T-Zell-Rezeptor- a-Locus (chr. 14g11)

Va
L x 70-80 Ju X 61 C

B. T-Zell-Rezeptor- B-Locus (chr. 7q34)

VB
L x52 Dg;  JpuX6 Cpi  Dp I X7 Cpo

Abb. 2: Schematische Darstellung des TCR  a- und TCR B-Locus. A. Der TCRa-Locus auf Chromosom 14 besteht
aus 70-80 variablen (V), 61 verbindenden (J) und einer konstanten Doméane (C). B. Der TCRB-Locus befindet sich auf
Chromosom 7 und besteht aus 52 V-, 61 J- und 2 C-Domanen. Abbildung modifiziert nach Janeway et al.*2.

Die invarianten CD3-Molekille des TCR-CD3-Komplexes sind negativ geladene
Transmembranproteine, die zur Immunglobulin-Superfamilie gehdren und mit den positiv
geladenen TCRa- und B-Ketten interagieren. Sie sind fir den Transport des Komplexes
an die Zelloberflache sowie fur die Initiierung der intrazellularen Signalkaskade nach
Kontakt des T-Zell-Rezeptors mit einem extrazellularen Liganden verantwortlich. Der
CD3-Komplex besteht aus den Heterodimeren CD3ed, CD3ye und dem Homodimer (.
Die CD3-Proteine €, & und y besitzen extrazellulare, immunglobulindhnliche Doménen
und einen kurzen zytoplasmatischen Anteil, der je ein hochkonserviertes
Immunoglobulin-Tyrosin-Aktivierungsmotiv (ITAM) besitzt. Die beiden {-Proteine weisen
dagegen eine kurze extrazellulare- und eine lange intrazellulare Domane auf, die mit je 3
ITAM-Motiven ausgestattet ist. Insgesamt hat der TCR-CD3-Komplex somit 10 ITAMs
zur Verfugung, die eine grof3e Flexibilitat bei der Signalubertragung ermadglichen.
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T-Zell-Rezeptor
— —
CD3-Molekille CD3-Molekile
1 1
TCRa | [ TCRB
Lipidmembran O O Q

T-Lymphozyt

Abb. 3: Schematische Darstellung des TCR-CD3-Komplexes. Der TCR-CD3-Komplex besteht aus dem T-Zell-
Rezeptor (grau) und den assoziierten CD3-Molekilen € (pink), & (rosa), y (orange) und ¢ (blau). Die fur die
Signaltransduktion notwendigen ITAMs sind wei/rot-schraffiert dargestellt. Abbildung modifiziert nach Janeway et al.*?.

1.1.2. Interaktionen des T-Zell-Rezeptors mit MHC-Molekiilen

Im Jahre 1976 konnten Zinkernagel und Doherty erstmals zeigen, dass die T-Zell-
Aktivierung nicht nur von der Antigenerkennung, sondern zusatzlich von einer
gleichzeitigen Erkennung von sogenannten MHC-Molekilen durch den T-Zell-Rezeptor
abhangt'’®. Bei den MHC-Molekilen handelt es sich um membrangebundene
Glykoproteine, die durch eine grof3e Gruppe von utber 200 Genen kodiert werden, die
den sogenannten Haupthistokompatibilitatskomplex (MHC, engl. major histocompatibility
complex) bilden'?. Im Menschen werden diese Gene auch humane Leukozytenantigene
(HLA) genannt, da sie erstmals bei der Transplantationen von Leukozyten entdeckt
wurden'®. Eine bemerkenswerte Eigenschaft des MHC-Komplexes ist seine, durch
Polygenie und Polymorphismus entstandene, betrachtliche genetische Variabilitat™. Die
MHC-Molekule lassen sich in die MHC-Klasse-I- und die MHC-Klasse-II-Molekiile
einteilen (Abb. 4). Bei beiden Klassen handelt es sich um Heterodimere mit sehr
ahnlicher Struktur**®. Klasse-I-Molekiile bestehen aus einer groReren a-Polypeptidkette,
die aus den 3 Domanen al, a2 und a3 zusammengesetzt ist. Die a-Polypeptidkette ist
mit der kleineren, nicht-kovalent assoziierten 32-Mikoglobulin-Kette verbunden. MHC-
Klasse-lI-Molekile bestehen aus den zwei Polypeptidketten a und (3, die jeweils aus den

2 Domanen al, a2 bzw. B1, B2 zusammengesetzt sind™.
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MHC-Klasse-I-Molekil MHC-Klasse-II-Molekl
1
Peptidbindungsspalte
a2 al
a3 || B2m B2 a2
Abb. 4: Schematische Darstellung der MHC-Klasse-I- (links) und MHC-Klasse-lI-Molekille (rechts). Die

MHC-Molekiile lassen sich in MHC-Klasse-I (links) und MHC-Klasse-Il (rechts) einteilen. Klasse-I-Molekile bestehen
aus der Polypeptidkette al, a2, a3, die mit der nicht-kovalent assoziierten B2-Mikoglobulin-Kette (82m) verbunden ist.
Klasse-II-Molekiile setzten sich aus den beiden Polypeptidketten al, a2 sowie f1, f2 zusammen. Die Proteindoméanen
al und a2 (MHC-I) bzw. al und B1 (MHC-II) bilden die Peptidbindungsspalte fur die Antigenprésentation. Abbildung
modifiziert nach Janeway et al.*%.

In beiden Klassen bilden die gepaarten Proteindomanen, die am weitesten von der
Membran entfernt sind, eine a-Helix/B-Faltblatt-Superdoméne. Diese Struktur bildet eine
Spalte, in der Peptide fiir die Antigenerkennung durch den TCR prasentiert werden'®.
Polymorphe Reste gruppieren sich dabei innerhalb und um die Spalte herum und
schaffen die notwendigen Variationen, die fur die Bindung unterschiedlichster Peptide

2021 MHC-Molekiile der Klasse Il prasentieren klassischerweise Peptide

bendtigt werden
mit einer Lange zwischen 13-17 Aminosauren, die aus der Proteolyse von
extrazellularen Antigenen in endosomalen Kompartimenten entstehen. MHC-Molekile
der Klasse | hingegen prasentieren hauptsachlich Peptide aus 8-10 Aminosauren, die
aus der intrazellularen Degradation von Proteinen im Zytosol stammen®. T-Zell-
Rezeptoren auf CD4'-Zellen erkennen Peptide, die durch MHC-Klasse-II-Molekiile
prasentiert werden, wahrend TCRs auf CD8"-Zellen MHC-Klasse-l-gebundene Peptide
erkennen. Der Kontakt zum prasentierten Peptid erfolgt dabei hauptséachlich durch die
hypervariable CDR3-Region des TCR, wohingegen der Kontakt zu den MHC-Molekulen
durch die CDR1- und CDR2-Regionen vermittelt wird®?. Abb. 5 stellt diese Interaktion

schematisch dar.
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Abb. 5: Darstellung der MHC-Peptid-TCR-Interaktion. Bei der MHC-Peptid-TCR-Interaktion erkennt der TCR
einen Komplex aus einem gebundenen Peptid und den MHC-Molekilen A. Schematische Darstellung der MHC-Peptid-
TCR-Interaktion am Beispiel eines MHC-Klasse-II-Molekils. APC, antigenprasentierende Zelle. B. Struktur der MHC-
Peptid-TCR-Interaktion am Beispiel eines MHC-Klasse-I-Molekiils. Die Doméanen des MHC-Molekils (al, a2, a3, f2m)
und des TCR (Va, Ca, VB, CB) sind markiert. Das durch das MHC-Molekiil prasentierte und durch den TCR gebundene
Peptid ist gelb markiert (P1-P2). Die hypervariablen Regionen des TCR sind ebenfalls farbig markiert (CDR1, 2a — lila,
CDR3a — gelb, CDR1, 2B — blau, CDR3B — griin). Abbildungen modifiziert nach Janeway et al.*2.

1.1.3. T-Zell-Rezeptor Signaltransduktion

Die genauen molekularen Mechanismen, die der TCR-Peptid-MHC-Ligation folgen, und
zu einer Initiierung der Signalkaskade der T-Zell-immunantwort fihren, sind noch immer
unzureichend  verstanden und Gegenstand  zahlreicher  Diskussionen®?*.
Unterschiedlichste Modelle wurden vorgeschlagen, um die Initierung der TCR-
Aktivierung durch den TCR-Peptid-MHC-Kontakt, das sogenannte TCR triggering, zu
erklaren. Bei den beiden momentan popularsten Modellen handelt es sich um das
Konformationsanderungsmodell, = sowie um das  Segregationsmodell. = Das
Konformationsanderungsmodell postuliert, dass die Bindung des Peptid-MHC-
Komplexes durch den TCR zu einer Konformationsédnderung des TCR fihrt, die die
Initiierung der Signalkaskade auslést™?. Das Segregationsmodell schlagt hingegen vor,
dass die Initierung der TCR-Signalkaskade aufgrund einer Partitionierung des TCR in
bestimmte Bereiche der Lipidmembran erfolgt. Diese Bereiche sind reich bzw. arm an
bestimmten Molekulen, die fur die Initierung und den weiteren Verlauf der

2727,28
d

Signalkaskade notwendig sin . Unabhéngig von den tatsachlich vorherrschenden

-15 -



Einleitung

Mechanismen beim TCR triggering fuhrt die Erkennung eines passenden Peptid-MHC-
Molekils durch den T-Zell-Rezeptor zu einer Phosphorylierung der ITAM-Motive der
TCR-assoziierten CD3y-, CD36-, CD3¢- und (-Ketten durch die Tyrosin-Kinase LCK
(engl. lymphocyte-specific protein tyrosine kinase). Die Kinase LCK ist mit den
zytoplasmatischen Doménen der TCR-Korezeptoren CD4 und CD8 assoziiert, was deren
essentielle Rolle fir eine optimale Signaliibertragung deutlich macht?. Die
Phosphorylierung der ITAMs ermoglicht anschlieBend die Phosphorylierung und
Aktivierung von ZAP70 ((-Kette assoziierte Proteinkinase mit einem Gewicht von
70 kDa)®. Aktiviertes ZAP70 phoshoryliert daraufhin LAT (engl. linker of activation of T
cells). LAT rekrutiert zahlreiche Signalmolekile, was zur Entstehung eines
Mutliproteinkomplexes namens LAT-Signalosom fiihrt?>. Uber das LAT-Signalosom
werden anschlieBend drei Hauptsignalwege aktiviert. Diese fuhren zu einer
intrazellularen Erhdhung der Ca”*-Konzentration und zur Aktivierung verschiedener
Transkriptionsfaktoren  (u.a. NF-kB, NFAT, AP-1). Die Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren bewirkt die Expression spezifischer Effektorproteine (bspw. IL-2,

IFN-y, Perforin), die fir eine effiziente Immunantwort notwendig sind®*.

1.2. Adoptive T-Zell-lmmuntherapie

Das Potential transferierter T-Zellen zur Heilung von Krebs konnte bereits vor tber 50
Jahren zum ersten Mal gezeigt werden. Damals konnten Mause mit einer Leukdmie
durch eine allogene Knochenmarkstransplantation geheilt werden®. In den folgenden
Jahren wurde deutlich, dass die transplantierten T-Zellen fur diesen Erfolg entscheidend
waren, da sie in der Lage sind einen graft-versus-leukaemia (Spender-gegen-Leukamie)

31-

Effekt zu vermitteln®~*°. Der adoptive Transfer von spezifischen T-Zellen gegen Krebs-

oder Virusantigene konnte daraufhin in den nachsten Jahrzehnten etabliert werden (s.
Abb. 6). Seitdem wurden im Zuge der adoptiven T-Zell-Immuntherapie sowohl autologe
als auch allogene tumorinfiltrierende Lymphozyten (TIL) aus Tumorgewebe, oder
virusspezifische T-Zellen aus mononuklearen Zellen isoliert, in vitro expandiert und

31,34,35

Patienten infundiert Die Funktionalitat der Therapie konnte anhand der

Bekampfung des Epstein-Barr-Virus (EBV) und des Cytomegalovirus (CMV) in klinischen

36,37

Studien gezeigt werden™”’. Auch in der Behandlung von soliden Tumoren, wie dem

metastasierenden Melanom, konnte die therapeutische Wirksamkeit demonstriert

werden®®%,

Ungeachtet dieser Erfolge wurden allerdings auch die Grenzen der
adoptiven T-Zell-immuntherapie deutlich. Das grof3te Hindernis zeigte sich in der

Generierung einer ausreichenden Anzahl spezifischen T-Zellen mit hoher Aviditat in
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einer mit den klinischen Studien kompatiblen Zeitspanne. Auf3erdem wiesen nicht alle
Melanom-Patienten  ausreichend grof3e Tumorlasionen auf, um gentgend
Ausgangsmaterial fur die Zellkultur bereitzustellen. Zusatzlich gelang in nur etwa 50%

3435 Eine weitere

der Fallen eine erfolgreiche Isolierung von TIL aus diesen Proben
wesentliche Einschrédnkung war zudem die Schwierigkeit der Isolierung von TIL aus

anderen Tumorentitaten®.

€ H'@ﬂ'w

J'Q‘-'r" Isolierung und
r. g A . Kultivierung von TIL Spezifitatstests
l >
Bl
| [ ! L'u
WUE A\
I| ‘H\ 1 ) I|-|
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'}1 # > 1 'il
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i '|\ autologer klonaler TIL
-
Abb. 6: Schematische Darstellung der adoptiven autologen T-Zell-limmuntherapie. TIL werden aus dem

Patienten isoliert und kultiviert. Die kultivierten Zellen werden anschlieRend auf ihre Spezifitdt gegenliber ausgewahlten
Antigenen getestet, und die reaktiven Zellen weiter expandiert. Die klonalen antigenspezifischen TIL werden
anschlieBend dem Patienten infundiert.

1.2.1. T-Zell-Rezeptor-Gentherapie

Eine Alternative zur adoptiven T-Zell-immuntherapie stellt die T-Zell-Rezeptor-
Gentherapie dar. Bei der TCR-Gentherapie werden normale periphere T-Zellen der
Patienten verwendet. Die Zellen werden mit Hilfe von genetischen Transfervektoren,
meist gammaretrovirale oder lentivirale Vektoren (s. 1.2.2), mit den TCRa- und 3-Genen
aus zuvor identifizierten hochreaktiven tumor- oder virusspezifischen T-Zellen
ausgestattet’’. Die eingebrachten TCR-Ketten sorgen dann fiir eine Ubertragung der in
der Ausgangszelle vorhandenen Spezifitit auf die T-Lymphozyten des Patienten.
Dadurch lassen sich relativ schnell gro3e Mengen antigenspezifischer T-Zellen
herstellen. Die genetisch modifizierten Zellen kdnnen anschlieend dem Patienten

infundiert werden. Abb. 7 zeigt den schematischen Ablauf der TCR-Gentherapie.
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Abb. 7: Schematische Darstellung der adoptiven TCR-Gentherapie. Bei der TCR-Gentherapie werden T-Zellen
aus dem Blut des Patienten isoliert. Diese werden mit zuvor identifizierten und in virale Vektoren klonierten virus- oder
tumorspezifischen TCRs transduziert. Die Transduktion filhrt zu einer Ubertragung der TCR-Spezifitat auf die T-Zellen
des Patienten. Die umprogrammierten T-Zellen werden anschlieBend dem Patienten infundiert.

Der erste erfolgreiche TCR-Gentransfer in humane T-Lymphozyten erfolgte 1999 mit
einem TCR, der fiir das HLA-A2 restringierte MART-1 Antigen spezifisch war*'. Seitdem
haben viele verschiedene wissenschaftliche Experimente gezeigt, dass der Transfer von
tumorantigenspezifischen TCRs in  T-Lymphozyten zur Generierung von
antigenspezifischen T-Zell-Populationen fiihrt. Es konnten bislang u.a. die Spezifitaten
gegen meist HLA-A2 restringierte Epitope der Antigene gp-100, NY-ESO-1, CEA, WT1

oder TARP durch TCR-Gentransfer ubertragen werden®**

. Als erste erfolgreiche
klinische Studie mit TCR-modifizierten Zellen gilt die Studie durch Morgan et al. aus dem
Jahr 2006. Es wurde gezeigt, dass die Infusion von autologen T-Zellen, die mit einem
MART-1 antigenspezifischen TCR modifiziert waren, in 2 von 15 (13%) Patienten mit
metastasierendem Melanom zu einem klinischen Ansprechen fuhrte. Der Transfer der
genetisch modifizierten T-Lymphozyten vermittelte in diesen beiden Patienten, die zuvor
auf keine Therapieformen mehr ansprachen, einen kompletten Ruckgang der klinischen
Krankheitserscheinungen, was einen groRen Erfolg darstellte*’. Zusatzlich zeigte diese
Studie die grundsatzliche Eignung dieser Therapieform fur Patienten auf, bei denen
keine Infusion von TILs mdglich ist. In einer weiteren klinischen Studie durch dieselbe
Arbeitsgruppe konnte durch die Verwendung eines MART-1 spezifischen TCRs mit

verbesserter Affinitdt und eines anti-gp100-TCR sogar ein klinisches Ansprechen bei
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30% (6/20) und 19% (3/16) der Patienten erreicht werden. Allerdings wurden bei diesen
Studien neben den erwiinschten Effekten auch unerwinschte Nebenwirkungen, die
durch die Erkennung des Antigens auf gesundem Gewebe (on-target/off-tumor)
hervorgerufen wurden, beobachtet**. Weitere klinische Studien konnten in den folgenden
Jahren ebenfalls die prinzipielle klinische Anwendbarkeit der TCR-Gentherapie

zeigen44‘48‘51

. Robbins et al. erreichten z.B. 2010 ein klinisches Ansprechen bei 65%
(4/6, synoviales Sarkom) und 45% (5/11, metastatisches Melanom) der Patienten nach
Infusion von autologen NY-ESO-1 antigenspezifischen T-Zellen*. Allerdings zeigten sich
auch bei einigen dieser Studien Nebenwirkungen, die ebenfalls durch on-target/off-tumor
Reaktionen der modifizierten TCRs ausgeldst wurden. Obwohl dieses Nebenwirkungen
haufig unterdrickt werden kénnen und z.T. auch reversibel sind, verdeutlichen diese
Falle die Bedeutung der Wahl eines sicheren Zielantigens, das optimalerweise nicht auf
gesundem Gewebe exprimiert wird (s. 1.2.3). Des Weiteren zeigte eine Reihe der an den
klinischen Studien teilnehmenden Patienten keinerlei klinisches Ansprechen durch die
TCR-Gentherapie. Um ein zukinftiges klinisches Ansprechen bei einer gréReren Anzahl
von Patienten zu erreichen, bedarf es daher, neben der Auswahl von geeigneten
Zielantigenen zur Vermeidung von on-target/off-tumor-Toxizitaten, einiger weiterer
Optimierungen. Dazu gehéren u.a. die Optimierung der Aviditdt und Affinitat der
transgenen TCRs, die Verbesserung der Persistenz der Zellen in vivo sowie die
Optimierung der Oberflachenexpression der transgenen TCR-Molekule. Die Optimierung
dieser Attribute ist entscheidend fir den Erfolg der Gentherapie. Vor allem der
Optimierung der Oberflachenexpression der transgenen TCR-Molekile sollte groR3e
Aufmerksamkeit gewidmet werden. Das TCR-Mispairing ist eine der gréf3ten
Herausforderungen bei der TCR-Gentherapie und der Hauptgrund fur die verminderte
Oberflachenexpression transgener TCR-Molekile in primaren T-Lymphozyten. Die
Transduktion von TCR-Ketten in primare T-Lymphozyten, die bereits einen endogenen
T-Zell-Rezeptor besitzen, kann zu einer falschen Paarung (engl. Mispairing) der
exogenen und endogenen TCR-Ketten und somit zu einer Expression von theoretisch
vier verschiedenen TCRa/B-Ketten fuhren (s. Abb. 8). Das Mispairing kann mehrere
Konsequenzen haben. In jedem Fall fihrt es zu einer verminderten Expression des
exogenen TCRs und somit zu einer daraus resultierenden geringeren Funktionsfahigkeit
der modifizierten Zellen. Zusétzlich kann die Fehlpaarung der TCR-Ketten zur
Generierung von potentiell autoreaktiven T-Zellen fuhren, die im schlimmsten Fall eine
letale Spender-gegen-Wirt Krankheit auslésen koénnten®®. Strategien zur Verringerung
und im besten Fall zur Vermeindung des TCR-Mispairings sind daher von grof3er
Wichtigkeit® >3,
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Abb. 8: Schematische Darstellung des TCR-Mispairings . Durch die Transduktion von T-Zellen mit exogenen
TCRs besteht die Mdglichkeit der Paarung der exogenen mit den endogenen TCR-Ketten. Dadurch kann es zur
Entstehung von vier verschiedenen TCR-Ketten-Kombinationen kommen. Das Mispairing hat einen negativen Einfluss
auf die Reaktivitat der transduzierten Zellen und kann zu neuen, unerwinschten Antigenspezifititen einschlief3lich
autoreaktiver TCRs fihren.

1.2.2. Retrovirale Vektoren fur den Gentransfer

Ein Schliusselfaktor einer erfolgreichen Gentherapie ist die Entwicklung von Gentransfer-
Methoden, die in der Lage sind, einen effizienten Gentransfer in unterschiedliche
Zelltypen zu gewahrleisten, ohne dabei pathogene Nebeneffekte zu verursachen. Im
Laufe der Jahre wurden verschiedenste Verfahren fir den Gentransfer entwickelt, die
grob in zwei Kategorien eingeteilt werden konnen: physiko-chemische nicht-virale und
virale Methoden®. Der Gentransfer mittels nicht-viraler Systeme, zu denen u.a.
Liposomen, Nanopartikel oder Polykationen gehdren, wird als Transfektion bezeichnet,
die als Vorteil generell eine hohe Biosicherheit hat. Gleichzeitig ist die Transfektion
jedoch haufig auch mit einer geringen Effektivitat assoziiert. Zusatzlich handelt es sich
bei der Transfektion meist um einen transienten Gentransfer, der fir viele Anwendungen
nicht ausreichend ist>*. Der Transfer genetischen Materials mit Hilfe von viralen Vektoren
wird als Transduktion bezeichnet, da er rezeptorvermittelt ablauft. Virale Vektoren sind
von natirlich vorkommenden Viren abgeleitet. Sie haben die Fahigkeit, ihre Gene
effizient und je nach Virustyp dauerhaft oder transient in das Genom einer Wirtszelle zu
integrieren. Die bislang verwendeten viralen Vektoren basieren dabei auf verschiedenen
RNA- und DNA-Viren, und kénnen grob in nicht-integrierende und integrierende
Vektoren eingeteilt werden. Zu den nicht-integrierenden viralen Vektoren gehoren u.a.

Vektoren, die auf Adenoviren und Herpes Simplex Viren basieren®. Zu den

-20-



Einleitung

integrierenden Vektoren gehoren die in dieser Arbeit verwendeten retroviralen Vektoren.
Die Integration des viralen Genoms in die genomische DNA der Wirtszelle ist ein

obligatorischer Schritt im Lebenszyklus von Retroviren>.

Hiillprotein

Lipidmembran

Matrixprotein

Kapsidprotein

Nukleokapsidprotein

RNA

Reverse Transkriptase / Ribonuklease H
Protease

Integrase

Abb. 9: Aufbau eines retroviralen Partikels. Das ~100 nm groRe Viruspartikel ist von einer Lipidmembran umhuillt,
in die die viralen Hullproteine verankert sind. Die Matrixproteine sind von innen an die Hillmembran angelagert. Das
konische Kapsid enthalt zwei Kopien des einzelstrangigen viralen RNA-Genoms, die komplexiert mit den
Nukleokapsidproteinen vorliegen. Im KaEsid befinden sich zusétzlich die viralen Enzyme und akzessorische Proteine.
Abbildung modifiziert nach Modrow et al.*®.

Retroviren wurden erstmals vor ca. 100 Jahren beschrieben®. Es handelt sich dabei um
eine grol3e Familie umhullter, ca. 100 nm grofR3er, einzelstrangiger RNA-Viren (s. Abb. 9).
Die Familie tragt ihren Namen aufgrund der Fahigkeit, ihr RNA-Genom im Zuge der
Infektion mit Hilfe der reversen Transkriptase in doppelstrangige DNA umzuschreiben.
Die Familie der Retroviren (Retroviridae) lasst sich in die sieben Gattungen der a-, -, y-,
0- und e-Retroviren sowie der Lentiviren und der Spumaviren einteilen. Aufgrund der
Genomorganisation unterscheidet man zwischen einfachen und komplexen Retroviren>
(s. Abb. 10). Die bekanntesten Vertreter der zu den komplexen Retroviren zéhlenden

Lentiviren sind die humanen Immundefizienz-Viren HIV-1 und HIV-2.
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A. Einfaches Retrovirus (z.B. y-Retrovirus)

Y
|LTR|—| gag |—| env HLTR|

pol

B. Komplexes Retrovirus (z.B. Lentivirus)

Y
| LTR |—| gag

Abb. 10: Schematische Darstellung der Genomorganisation einfacher und komplexer Retroviren als
Provirus. Beide Typen von Retroviren sind charakterisiert durch LTR-Sequenzen, die die viralen Gene flankieren.
Stromabwarts des 5-LTR befindet sich das Verpackungssignale W. A. Einfache Retroviren, wie bspw. y-Retroviren,
besitzen lediglich die drei kodierenden Gene gag, pol und env. B. Komplexe Retroviren enthalten neben den Genen
gag, pol und env zusatzlich akzessorische Gene. Dargestellt sind die tat, rev, vif, vpr und nef Proteine des zu den
Lentiviren gehdrenden HI-Virus. Abbildung modifiziert nach Stripecke et al.*®. Nicht maRstabsgetreu.

Die virale RNA einfacher Retroviren, zu denen u.a. die y-Retroviren gehdren, enthalt
lediglich die drei essentiellen Gene gag, pol und env. Diese werden von den 5" und 3’
vorhandenen langen endstandigen Sequenzwiederholungen (LTR, engl. long terminal
repeat) flankiert. Gag kodiert fur die Kapsid-, Matrix- und Nukleokapsidproteine. Die
notwendigen viralen Enzyme (Protease, reverse Transkriptase, Integrase) werden durch
das pol-Gen kodiert. Das env-Gen kodiert fur die viralen Glykoproteine, die durch
Bindung an den zellularen Rezeptor den Viruseintritt in die Wirtszelle vermitteln (Abb.
10A). Das Signal fur den Zusammenbau der viralen Proteine zu einem Virion wird durch
das cis-aktive Verpackungssignal W (Psi, engl. packaging signal) gegeben, das sich
stromabwarts vom 5" LTR befindet. Komplexe Retroviren kodieren dariiber hinaus fur
weitere virale Proteine. Im Falle des Lentivirus HIV sind dies bspw. die sechs viralen

54,56

Proteine vif, vpr, vpu, tat, rev, und nef (Abb. 10B)>"*". Abb. 11 zeigt den Verlauf einer

retroviralen Infektion am Beispiel eines Lentivirus.
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Abb. 11: Retroviraler Replikationszyklus am Beispiel eines Lentivirus. Die Infektion einer Zelle durch ein
Retrovirus erfolgt nach Bindung der viralen Hiuillproteine durch zellulare Rezeptoren. Die Bindung lost die Fusion der
viralen mit der zellularen Membran aus. Im Zytoplasma erfolgt die reverse Transkription (RT) der viralen RNA in
doppelstrangige DNA. Die virale DNA wird anschlieBend als Praintegrationskomplex aus dem Kapsid durch die Poren
des Zellkerns transportiert. Im Zellkern vermittelt die virale Integrase (IN) die Integration der Virus-DNA in die
genomische DNA der Zelle. Die integrierte DNA (Provirus) wird durch die RNA-Polymerase Il der Zelle transkribiert. Die
nachfolgende Prozessierung fiihrt zur Entstehung ungespleif3ter, einfach gesplei3ter und mehrfach gespleiter mRNAs.
Die im Zytoplasma translatierten viralen Proteine dienen zum einen zur Regulation der Transkription und zum anderen
zur Bildung neuer infektidser Viruspartikel. Die Ausbildung neuer Viruspartikel erfolgt nach Knospung der unreifen
Viruspartikel von der Zelloberflache und Reifung der viralen infektiésen Partikel durch die virale Protease. Abbildung
modifiziert nach Modrow et al.?®.

Etwa 70 Jahre nach Beschreibung der Retroviren wurden erstmals von ihnen abgeleitete
Vektoren fiir den Transfer von genetischem Material eingesetzt>’. Eines der ersten Viren,
dessen Genom in seiner Gesamtheit sequenziert und kloniert wurde, und anschlie3end
in einen viralen Vektor umgewandelt wurde, war das zu den einfachen Retroviren
gehorende Moloney murine leukemia virus (MMLV)®. In den darauf folgenden Jahren

und Jahrzehnten erfolgten viele Vektormodifikationen, um verschiedenste Aspekte, u.a.
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den Titer, die Transduktionseffizienz, die Stabilitat der Viruspartikel und v.a. die
Sicherheit der Vektoren, zu optimieren. Die Generierung von replikationsinkompetenten
Vektoren war dabei ein Schlisselaspekt der erfolgreichen Entwicklung virusbasierter
Transportwerkzeuge®. Um diesen Replikationsdefekt zu erreichen, wurden, soweit
maoglich, die fur virale Proteine kodierenden Sequenzen aus dem Vektor entfernt. Die
Biosicherheit der Vektoren konnte durch die Entwicklung der sog. SIN-Vektoren (engl.
self-inactivating vectors) weiter verbessert werden. Diese Vektoren enthalten
unterschiedlich lange Deletionen im 3'-LTR.”® Wahrend des Prozesses der reversen
Transkription wird die Deletion in den 5’-LTR kopiert, wodurch dessen Promotoraktivitat
beseitigt und das Risiko einer Rekombinationen mit Wildtyp-Viren stark reduziert wird>®.
Um trotz der beschriebenen Entfernung viraler Proteine funktionale Viruspartikel
herstellen zu kénnen, die das Transgen der Wahl enthalten, werden die essentiellen
viralen Gene in trans wahrend der Virusproduktion durch das sogenannte
Komplementierunsprinzip von Helferplasmiden bereitgestellt>®

Eine weitere Herausforderung bei der Entwicklung von retroviralen Vektoren war die
naturlicherweise vorhandene Wirtsspezifitit von Retroviren. Diese Herausforderung
konnte durch die Pseudotypisierung geldést werden. Dabei werden bei der
Virusproduktion unterschiedliche Hullproteine anderer Viren verwendet, was die
Transduktion vieler verschiedener Zelltypen erméglicht®®®. In Abb. 12 ist die

Transduktion einer Zelle durch einen retroviralen Vektor schematisch dargestellt.

Abb. 12: Schematische Darstellung der
Transduktion einer Zelle durch einen
retroviralen Vektor. Die ersten Schritte der
Transduktion durch den retroviralen Vektor
verlaufen analog zu der Infektion durch ein
unverandertes Retrovirus (s. Abb. 11). Im
Falle des retroviralen Vektors kommt es zur
Integration des Vektors inkl. Transgen (z.B.
TCR-Gene) in die genomische DNA. Das
Transgen wird meist Uber einen internen
Promotor des Vektors transkribiert und im
Zytoplasma translatiert. Im Falle der
translatierten TCR-Molekiile kdnnen diese
sich nun mit den CD3-Molekiilen verbinden
(s. 1.1.1) und an die Oberflache der T-Zelle
gelangen. Je nach verwendetem Transgen
kénnen die translatierten Proteine nun ihre
Funktion tbernehmen. Im Gegensatz zu der
Effektorfunknonen Infektion ~ mit  einem  unveranderten
des Transgens Retrovirus kann es bei der Transduktion von

/ % Zellen durch retrovirale Vektoren aufgrund
Translatlon

der Entfernung der fur die viralen Proteine
-24 -
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1.2.3. Antigene fur die TCR-Gentherapie

Fur eine zielgerichtete Immuntherapie ist das Wissen um spezifische tumorassoziierte
Antigene von grundlegender Bedeutung. In den letzten 20 Jahren wurden mit Hilfe
verschiedener Analysemethoden grof3e Fortschritte bei der Identifizierung solcher
Antigene gemacht®™. Sie lassen sich in die Klassen der Differenzierungsantigene, viralen
Antigene, mutierten Antigene, Uberexprimierten Antigene und Cancer-Testis-
(CT)Antigene einteilen®. Fiir eine Immuntherapie geeignete Tumorantigene sollten dabei
spezifisch und stabil vom Tumor exprimiert werden, im besten Fall in gesundem Gewebe
nicht exprimiert werden und immunogen sein. Optimalerweise sollten sie fir das
Uberleben der Tumorzelle relevant sein, so dass eine Herabregulierung des Antigens
unwahrscheinlich ist. Bei den CT-Antigenen, die vermeintlich alle diese Eigenschaften
erfullen, handelt es sich um aussichtsreiche Zielantigene der Immuntherapie. Die
allgemeine Ansicht zum Beginn dieser Dissertation war, dass die CT-Antigene neben der
Expression in vielen verschiedenen Tumorentitdten ein sehr eingeschranktes
Expressionsmuster auf gesundem Gewebe aufweisen und lediglich in nicht MHC-
exprimierendem Keimbahngewebe (Hoden, Throphoblast, Plazenta) vorkommen®.
Bislang konnten Uber 60 verschiedene zum Teil hochimmunogene CT-Antigene

identifiziert werden, die meist auf dem X-Chromosom vorliegen®®.

1.2.3.1. Das Cancer-Testis-Antigen MAGE-C2 beim Multiplen Myelom

Beim Multiplen Myelom (MM), auch Plasmozytom oder Morbus Kahler genannt, handelt
sich um eine klonale maligne Erkrankung ausdifferenzierter Plasmazellen. Diese
akkumulieren zu grofRer Anzahl vorwiegend im Knochenmark und fiihren zu einer

63—65. Die

Ubermafigen Produktion von abnormalen Antikérpern (M-Protein/Paraprotein)
malignen Myelomzellen verdrangen durch ihr starkes Wachstums die normale
Hamatopoese, wodurch eine Immundefizienz und Anamie entsteht. Weitere
Auswirkungen der Krankheit sind Destruktionen der kndchernen Substanz (Osteoporose,
lytische L&sionen), Hyperkalzamie und Schadigungen der Nieren®®. Das Multiple Myelom
ist die am zweith&aufigsten auftretende hamatologische Neoplasie mit einer Inzidenz von
ca. 4 Erkrankungen/100.000 Menschen im Jahr und betrifft mit einem durchschnittliche
Alter von 65-70 Jahren bei Diagnose eher dltere Menschen®®. Die Prognose ist mit
einer durchschnittlichen Lebenserwartung von 3-4 Jahren nach Diagnose sehr schlecht,
da es trotz vorhandener Therapiemoglichkeiten, u.a. der hochdosierten Chemotherapie

inkl. autologer und allogener Stammzelltransplantation, in nahezu allen Fallen nach einer
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voriibergehenden Remission zu einem todlich verlaufendem Rezidiv kommt®~®.

Aufgrund der eingeschrankten Therapiemdglichkeiten werden fir das Multiple Myelom
daher dringend neue, z.B. immuntherapeutische Ansatze bendétigt. Dabei kénnte sich
z.B. die TCR-Gentherapie mit dem CT-Antigen MAGE-C2 als Zielantigen eignen. Die
Eignung anderer CT-Antigene als Zielstruktur in der Gentherapie konnte bereits in vitro
und in ersten klinischen Studien fiir verschiedene Tumorentitaten gezeigt werden®®*°.
Das 373 Aminosauren-lange CT-Antigen MAGE-C2 wurde im Jahre 2000 zeitgleich vom
Briisseler und New Yorker Ludwig Institute for Cancer Research entdeckt’®™. Die
MAGE-Familie, zu der MAGE-C2 gehort, ist durch das Vorhandensein einer grof3en
zentralen Region, der MAGE homology domain (MHD) charakterisiert, die vermutlich ein
wichtiger Ort von Protein-Protein-Interaktionen ist’>. Die biologische Funktion von
MAGE-C2 konnte bislang nicht aufgeklart werden. Es wird spekuliert, dass es die
transkriptionale Regulation beeinflussen koénnte’?. MAGE-C2 wird in signifikanter Weise
in vielen unterschiedlichen Tumorentitdten (malignes Melanom, Harnblasen-, Bronchial,
Kopf-Hals-, Osophagus- und Mamma- und hepatozellulares Karzinom) exprimiert. Beim
Multiplen Myelom ist MAGE-C2 mit 56% das am héaufigsten exprimierte CT-Antigen”.
Die MAGE-C2-Expression im MM weist eine negative Korrelation mit dem Fortschreiten
der Krebserkrankung sowie dem Grad der Entdifferenzierung aus’. Diese Erkenntnis
sowie die Tatsache der fehlenden Therapieméglichkeiten beim MM macht MAGE-C2 als

Zielstruktur fiir eine mogliche Therapie sehr interessant.

1.3. Genome Engineering mit genetisch modifizierten

Nukleasen

Das Genome Engineering hat es Wissenschaftlern in den letzten Jahren ermdéglicht,
nahezu jedes Gen in vielen verschiedenen Zelltypen und Organismen nach Wahl zu
manipulieren’. Der Kern dieser Technologie basiert auf der Nutzung von gentechnisch
veranderten Nukleasen. Diese bestehen aus sequenzspezifischen DNA-Bindemotiven,
die mit DNA-unspezifischen Nukleasedoménen fusioniert wurden’. Die gentechnisch
modifizierten Nukleasen fligen Modifikationen in die Ziel-DNA ein, in dem sie
Doppelstrangbriiche  (DSB) induzieren, die anschlieBend durch zelleigene
Reparaturmechanismen wieder zusammengefugt werden kénnen. Der eukaryotischen
Zelle stehen zur Reparatur von DSB zwei Hauptmechanismen zur Verfugung. Eine
Maglichkeit fur eine préazise Reparatur des DSB ist die homologe Rekombination (HR).

Bei der HR wird eine homologe Sequenz, wie bspw. das Schwester-Chromatid, als
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Vorlage fur eine exakte Kopie verwendet. Der zweite Reparaturmechanismus ist das
Nonhomologues End-Joining (NHEJ), mit dem die beiden offenen Enden eines DSB
ohne Vorlage wieder verbunden werden’®. Das NHEJ ist ein haufig unpraziser
Mechanismus, der zu Insertionen oder Deletionen an der Schnittstelle fuhren kann.
Diese Mutationen konnen durch Verschiebungen des Leserahmen zu ,Missense”-

und/oder ,Nonsense“-Mutationen fiihren’®"”

. NHEJ-vermittelte Mutagenese wird daher
haufig fir die gezielte Disruption (Knockout) von Genen verwendet. Neben der Fusion
mit Nukleasedomanen gibt es inzwischen die Madglichkeiten, unterschiedliche
Effektordoménen an die DNA-Bindedoméne zu fusionieren, um andere genetische
Modifikationen einzufigen. Dazu gehoéren u.a Transkriptionsaktivatoren oder
-repressoren, sequenzspezifische Rekombinasen, Transposasen, Methyltransferasen
oder auch Histonacetyltransferasen.

Zum Ausgangszeitpunkt der vorliegenden Dissertation, waren drei unterschiedliche
Klassen sequenzspezifischer Nukleasen bekannt: die Zinkfingernukleasen (ZFN), die
Meganukleasen, sowie die TAL-Effektor-Nukleasen (TALEN, engl. Transcription
activator-like effector nucleases)’®.

Die Zinkfingernukleasen waren die ersten genetisch veranderten sequenzspezifischen
Nukleasen, die effizient spezifische Mutationen in das Genom einfiigen konnten. Mit Hilfe
der ZFN konnte bislang in einer groBen Anzahl verschiedener Spezies, u.a. in Ratten’®,
im Mais”®, im Tabak® und auch in humanen Zellen, sehr effizientes Genome
Engineering durchgefiihrt werden’. Das in ZFN verwendete DNA-Bindemotiv ist das
Zinkfinger-Motiv Cys2—-His2, das haufigste DNA-Bindemotiv in Eukaryoten’>"®®', Ein
Zinkfinger besteht aus ca. 30 Aminosauren und bindet meist Uber zwei Hystidine und
Cysteine ein zentrales Zink-lon, wodurch eine kompakte und stabile fingerartige Struktur
entsteht, welche meist drei Nukleotide der DNA-Helix bindet®. Beim Zusammenbau von
Zinkfingern zu Zinkfingernukleasen werden in der Regel 3-6 Zinkfinger-Module tber
Linker-Sequenzen miteinander verbunden. Es werden daher typischerweise 9-18
Nukleotide der DNA erkannt und durch fusionierte Dimere der Nuklease geschnitten.
ZFN haben sich als wirkungsvolles Werkzeug fir das Genome Engineering erwiesen,
allerdings ist die Entwicklung aktiver ZFN schwierig, da ihre Module kontextabhangig
funktionieren, d.h. in Abhangigkeit vom benachbarten Zinkfinger unterschiedlich mit der
DNA interagieren®. Zudem wurde ZFN-assoziierte Zelltoxizitat beobachtet, die durch
induzierte DSB auRerhalb der Zielsequenz (off-target) entstanden ist**®°.

Eine weitere Gruppe sequenzspezifischer Nukleasen sind die Meganukleasen. Diese
von Natur aus hochspezifischen Nukleasen stammen urspriinglich von mobilen Introns

ab. Meganukleasen erkennen typischerweise eine DNA-Sequenzldnge von 12-40
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Nukleotiden’”. Ein groRer Nachteil der Meganukleasen liegt darin, dass die DNA-
Bindedomane und die Nuklease-Domane uberlappen. Die Protein-DNA-Interaktion ist
zudem sehr komplex, so dass die Produktion von Meganukleasen mit neuen
Sequenzspezifitaten sehr aufwendig und schwierig ist™.

Etwa eineinhalb Jahrzehnte nach der Einfuhrung der ZFN und der Meganukleasen
wurde mit den TAL-Effektor Nukleasen (TALENS) eine weitere Alternative fur die prazise
Modifikation von DNA vorgestellt. Die DNA-Bindedomane der TAL-Effektoren stammt
ursprunglich aus einem Pflanzenpathogen der Gattung Xanthomonas. Wahrend der
Infektion werden die TAL-Effektoren vom Bakterium in die Pflanzenzelle eingebracht,
binden dort spezifisch an pflanzliche Promotoren und beeinflussen dadurch die
Expression verschiedener Gene, was zu einer Verstarkung der pathogenen Virulenz
fuhrt. Die natirlichen TALE-Bindedomanen bestehen zumeist aus 13-28
Wiederholungen (Tandem-Repeats) von typischerweise jeweils 34 Aminosauren (s.
Abb. 13A). Die Sequenz der 34 Aminosauren ist mit Ausnahme von zwei Aminoséuren
hochkonserviert. Lediglich die Aminosduren an den Positionen 12 und 13, die
sogenannten repeat variable di-residues (RVDs), sind variabel. Diese beiden variablen
Aminosauren bestimmen dabei die Spezifitait der DNA-Bindung, wobei jedes Repeat
typischerweise genau eine Base der DNA-Zielsequenz bindet®. Die Aminosaure an
Position 12 ist v.a. fur die Stabilisierung der Haarnadel-Stuktur des Repeats
verantwortlich, wahrend die Aminosaure an Position 13 einen direkten Kontakt zur Base
in der grof3en Furche der DNA ausbildet. Bislang wurden sieben verschiedenen RVDs
mit starker Bindung zu den vier DNA-Basen identifiziert. Die RVDs NI, HD, NG, und NN
binden jeweils an Adenosin, Cytosin, Thymin und entweder Guanin oder Adenosin.
Zusatzlich wurden die zwei weiteren RVDs NH und NK identifiziert, die mit etwas
grol3erer Spezifitat aber geringerer Affinitat als NN an Guanin binden kénnen. Das RVD
NA bindet sowohl an Adenosin, Cytosin, Thymin als auch an Guanin (s. Abb. 13A). Die
einzelnen TALE-Repeats kénnen, genau wie bei den Zinkfingern, miteinander verlinkt
werden. Die Repeats werden dann mit der katalytischen Domane eines Typ2-
Restriktionsenzyms, meist Fokl, verbunden, das fir die Induktion des DSB in der DNA
verantwortlich ist. Das Enzym Fokl funktioniert dabei genau wie bei den ZFN als Dimer,
so dass zwei TALEN-Molekiile fur das Einfigen eines DSB bendttigt werden, die in

einem bestimmten Abstand auf den gegenlaufigen Strangen der DNA binden (Abb. 13B).
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Abb. 13: Schematische Darstellung des Aufbaus eines TAL-Effektors. A. Ein TAL-Effektor besteht aus einer
DNA-Bindedomane (farbige Blocke) und einer Effektordoméne, wie bspw. der Fokl-Nuklease (dunkelgrau). Ein TAL-
Repeat der Bindedomane bindet dabei genau eine Base der DNA. Der Protein-DNA-Bindecode, der durch die zwei
variablen Positionen (RVDs) im Repeat bestimmt wird, ist ebenfalls dargestellt. B. Schematische Darstellung eines
TALEN-Paares, das an die DNA gebunden ist. Die Dimerisierung der Fokl-Endonuklease fuihrt zu ihrer Aktivierung und
zur Generierung eines Doppelstrangbruches in der DNA. Abbildung modifiziert nach Sanjana et al.®’.

Es ist ein groRRer Vorteil der TALEN, dass sie im Gegensatz zu den ZFN
kontextunabhangig funktionieren. Sie sind daher wesentlich leichter zu entwickeln.
Zudem gibt es keine Beschrankung bei der Auswahl der Ziel-DNA. Darlber hinaus sind
inzwischen fur den modularen Zusammenbau der TAL-Repeats mehrere verschiedene
Kits frei erhaltlich (Addgene: catalog #1000000016, #1000000017, and #1000000019).
TALENS scheinen zudem ein héheres Aktivitatslevel beim Induzieren von DSB sowie ein

niedrigeres Zytotoxizitatslevel durch off-target Bindungen zu haben’®.

Aufgrund ihrer vielen Vorteile im Vergleich zu den anderen Gruppen sequenzspezifischer
Nukleasen, habe ich mich in der vorliegenden Dissertation fiir die Arbeit mit den TALE-
Nukleasen entschieden. Sie wurden verwendet, um sequenzspezifische DSB innerhalb
der konstanten Regionen der humanen TCR-Gene zu induzieren, die zu einem Knockout

der endogenen TCR-Molekdle fuhren sollten.
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1.4. Fragestellung und Zielsetzung

In den letzten Jahren konnten sowohl préklinische Modelle als auch klinische Studien
zeigen, dass die Umprogrammierung von T-Lymphozyten durch die Transduktion
spezifischer TCRs ein effektiver Ansatz fir die adoptive TCR-Gentherapie ist. Jedoch
sind die Techniken fir die Identifikation und Klonierung geeigneter TCRs sowie ihre
Transduktion in primare T-Zellen technisch sehr anspruchvoll und viele Methoden noch
nicht ausgereift. Zudem stellt das TCR-Mispairing, d.h. die falsche Paarung der
transgenen TCR-Ketten mit den komplementaren endogenen TCR-Ketten eine grolde
Herausforderung dar. Das Mispairing fuhrt zu verminderter Oberflachenexpression und
Funktionalitdit des transgenen TCR und kann zusatzlich zu neuen, potentiell
autoreaktiven TCR-Spezifitaten flhren.

Ziel dieser Arbeit war daher die Optimierung des TCR-Gentransfers in primaren T-Zellen
fur die adoptive Immuntherapie zu erreichen.

Ein sehr wichtiger Aspekt dieser Therapieform ist die Auswahl eines geeigneten
Zielantigens. Dieses sollte u.a. immunogen sein, stabil exprimiert werden und auf
gesunden Korperzellen nicht vorkommen. Das CT-Antigen MAGE-C2 ist in dieser
Hinsicht eine vielversprechende Zielstruktur beim Multiplen Myelom. Im ersten Abschnitt
der Dissertation sollten daher TCRs aus MAGE-C2-spezifischen T-Zellklonen mit
optimierten Methoden identifiziert, isoliert und charakterisiert werden.

Im zweiten Teil der Dissertation sollten anhand eines influenzaspezifischen TCR-
Modellsystems primar Optimierungen des TCR-Gentransfers erfolgen, die zu einer
Verstarkung der Transgenexpression in primaren T-Zellen fuhren. Daflr sollten sowohl
an der TCR-Sequenz als auch an dem verwendeten lentiviralen Vektor verschiedene
Modifikationen durchgefiihrt werden.

Im dritten Teil der Dissertation stand die Vermeidung des TCR-Mispairings im
Vordergrund. Aufgrund der angesprochenen Problematik dieser Fehlpaarungen sind
Strategien fur ihre Verringerung und bestenfalls kompletten Verhinderung bei der
Optimierung des TCR-Gentransfers auf3erst wichtig. Um ein Mispairing auszuschliel3en,
sollte die Expression der endogenen TCR-Gene durch Genomeditierung mit Hilfe von
TALEN-Designernukleasen ausgeschaltet werden. Nach Identifizierung und Klonierung
der TALEN, sollten Optimierung von Transportmethoden und Kulturbedingungen fir ein
effizientes Ausschalten der TCR-Gene sorgen. Anschlie3end sollte Uberprift werden, ob
sich die TALEN-modifizierten T-Zellen mit exogenen TCR-Ketten komplett in ihrer

Spezifitat umprogrammieren lassen.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Material

2.1.1. Laborgerate

Die folgende Liste umfasst alle fur die Datenerhebung relevanten Laborgerate. Alle

daruber hinaus verwendeten Laborgerate, wie bspw. Zentrifugen, Heizblécke, Pipetten,

Thermocycler etc. entsprechen den aktuellen Laborstandards und werden nicht separat

aufgelistet.

Anwendung und Geratebezeichnung

Durchflusszytometrische Analysen
LSR Fortessa

Laseraustattung: 405-, 488-, 561- und 640 nm
FACSCanto Il

Laseraustattung: 407-, 488- und 633 nm

Zellsortierung
FACSArialll

Laseraustattung: 407-, 488-, 561- und 633 nm

Elektroporation von Zellen

Gene Pulser Xcell Total System

Photometrische Auswertung von ELISA Mikrotiterplatten

Sunrise™ Basic

Auswertung von ELISPOT-Platten
AID EliSpot Reader classic

Auswertung der *H-Thymidin Proliferationsassays
Wallac Victor 1420 Multilabel Plate Reader

Bestimmung von Nukleinsdurekonzentrationen
Nanodrop 1000
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BD Biosciences

BD Biosciences

BIO-RAD

Tecan

Autoimmun Diagnostika
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2.1.2. Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Corex Zentrifugationsréhrchen
Elektroporationskiivetten Plus, BTX (4 mm)
ELISA-Platten Microlon (96-Loch)

Eppendorf Combitips plus

FACS Rohrchen (5 ml)

Falcon Reaktionsgefalie (15-, 50 ml)
Gewebekulturplatten (96-, 24-, 12-, 6-Loch)
Kryoréhrchen (1,2 ml)

Mehrzweckgefal’ (30 ml)
Mikroreaktionsgefalie (0,2-, 0,5-, 1,5- 2 ml)
Nitrozellulose-beschichtete ELISPOT Platten
Petrischalen fur die Molekularbiologie (10 cm)
Petrischalen fur die Zellkultur (10 cm)
Pipettenspitzen (10-, 20-, 200-, 1000 ul)
Serologische Pipetten (2-, 5-, 10-, 25 ml)
Sterilfilter (0,22-, 0,45 pm)

Zellkulturplatten fur RetroNectin-Transduktionen (24-Loch)

2.1.3. Kommerzielle Kits

Bezeichnung

pMacs mRNA Isolation Kit

CloneJet PCR Cloning Kit

HIV-1 p24 Antigen ELISA 2.0

Human IFN gamma ELISA Ready-SET-Go!
Human IL-2 Ready-SET-Go! ELISA (2nd Generation)
Human Interferon-gamma ELISpot kit
Human TNF alpha ELISA Ready-SET-Go!
MinElute Gel Extraction Kit

peqGOLD Gel Extraction Kit

PureLink HiPure Plasmid Filter Maxiprep Kit
QIAamp DNA Blood Mini Kit

QIAGEN Plasmid Maxi Kit

QlAprep Spin Miniprep Kit

QIAquick 96 PCR Purification Kit

QIAquick Gel Extraction Kit

QIAquick PCR Purification Kit
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Firma

Fisher Scientific
VWR International
Greiner-Bio-One
Eppendorf
Sarstedt

BD Falcon

Greiner Bio-One
Thermo Scientific
Greiner Bio-One
Sarstedt

Millipore, Whatman
Greiner Bio-One
Sarstedt

Sarstedt / Eppendorf
BD Falcon
Millipore, Whatman
BD Falcon

Firma

Miltenyi Biotec
Thermo Scientific
Zeptometrix
eBiosciene
eBiosciene
Mabtech AB
eBiosciene
Qiagen

Peqglab

Life Technologies
Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen
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RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit
Rneasy Mini Kit
T7 mScriptTM Standard mRNA Production System

2.1.4. Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung

*H-Thymidin

6 x DNA Loading Dye

6 x Orange DNA Loading Dye
Adenosintriphosphat (ATP)

Agarose — Ultrapure

Ampicillin / Kanamycin

Anti-A,B BioClone

Biocoll Trennlésung (1,077 g/ml)
Bovines Serumalbumin (BSA — 7,5%ige Losung)
Bovines Serumalbumin (BSA)
Chloroquin
Desoxynucleosidtriphosphate (ANTPs)
Destilliertes Wasser, Rnase/Dnase-frei
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dithiothreitol (DTT)

Dynabeads CD3

Dynabeads Human T-Activator CD3/CD28
Ethanol, absolut reinst
Ethidiumbromid

Fetales Kalberserum (FCS)
Flebogamma (5%ige Ldsung)

Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder
Gene Ruler Low Range DNA Ladder
Glycerol

HEPES (1 M)

Interleukin-2 (IL-2 / Proleukin / Aldesleukin)
Kalziumchlorid (CaCly)

L-Glutamin (200 mM)

Natriumpyruvat (100 mM)
Oligo(dt),g-Primer
Penicillin-Streptomycin
Phythdmagglutinin (PHA)

Polybren

RetroNectin
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Thermo Scientific
Qiagen
Biozym

Firma

Hartmann Analytic
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Life Technologies
Carl Roth

Ortho Clinical Diagnostics
Biochrom AG
Sigma-Aldrich
Thermo Scientific
Sigma-Aldrich
Thermo Scientific
Life Technologies
Sigma-Aldrich
Thermo Scientific
Life Technologies
Life Technologies
Th. Geyer

Life Technologies
Lonza

Grifols

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Sigma-Aldrich
Gibco
Prometheus
Merck

Gibco

Gibco

Thermo Scientific
Gibco
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
TaKaRa
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Rnase AWAY

Streptavidin HRPO

TMB Stop Solution

TMB SureBlue Microwell
Trypanblau-Ldsung (0,4%)
Trypsin/EDTA (0,05%)
Tween 20
B-Mercaptoethanol (50 mM)

2.1.5. Medien und Puffer

Bezeichnung

Agar-Agar Kobe |

DMEM, High Glucose, GlutaMAX, Pyruvate
LB-Medium (Lennox)

Opti-MEM

PBS” ohne Ca*’Mg**

RPMI 1640, GlutaMAX

UltraPure 50 x TAE Puffer

X-VIVO 10, X-VIVO 15

Ready-Set-Go! ELISA-Puffer
1xPBS
+ 0,05% Tween 20

RetroNectin-Block-Puffer:
1x PBS
+ 2% BSA

Waschpuffer fur Dynabeads:
1xPBS
+0,1% BSA

2 x HBS-Puffer:
42 mM HEPES
280 mM NacCl
10 mM KCl,
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Thermo Scientific
BD Biosciences
KPL

KPL

Gibco

Gibco

Merck Millipore
Gibco

Firma

Roth

Gibco

Roth

Life Technologies
Gibco

Gibco

Life Technologies

Lonza

ICN Biomedicals
Roth

Roth

Merck

Roth
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1,5 mM Na,HPO,
11 mM Glukose
pH 7,05

1 x Annealing-Puffer:
10 mM Tris
50 mM NaCl
1 mM EDTA
pH7,5-8,0

Merck
Roth
Sigma-Aldrich

2.1.6. Bakterienstamme, Zelllinien und primére Zellen

Bakterienstamm

Topl0 F’ chemically competent E.coli
One Shot SthI3 chemically competent Escherichia coli (E. coli)

Zelllinie

293T
Jurkat

J76

K562
PM1
T2

*American Type Culture Collection, Manassas, USA

Firma

Invitrogen
Invitrogen

Referenz

ATCC*: CRL-11268
ATCC*: TIB-152

8 freundlicherweise
bereitgestellt von Prof. W.
Uckert/Berlin

ATCC*: CCL-243

89

ATCC*: CRL-1992

Fur die Kultivierung der Zellen wurden folgende Medien verwendet:

DMEM, High Glucose, GlutaMAX, Pyruvate

+10% FCS

- Dieses Medium wurde zur Kultivierung von 293T-Zellen verwendet.

RPMI 1640, GlutaMAX

+10% FCS, + 2% L-Glutamin, + 1% Natriumpyruvate, + 20 mM HEPES

- Dieses Medium wurde fur die Kultivierung von Jurkat-, J76-, K562-, PM1-, und T2-

Zellen verwendet.
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X-VIVO 10 oder X-VIVO 15

+ 10 mM Natriumpyruvate, + 50 uM [B-Mercaptoethanol, + 16% autologes Plasma,

+ 100-150 U/ml Interleukin-2

- Dieses Medium wurde fur die Kultivierung von priméren T-Zellen verwendet.

2.1.7. Enzyme

Alle Enzyme wurden, soweit nicht anders vermerkt, gemaf Herstellerangaben und mit

den mitgelieferten Puffern verwendet.

Bezeichnung

Dream Taq (Green) DNA Polymerase

FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase
Herculase Il Fusion DNA Polymerase
Klenow-Fragment

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
PlasmidSafe ATP-dependent Dnase

RiboLock Rnase Inhibitor

T4 DNA Ligase

T4 Polynucleotide Kinase

T4 RNA Ligase

T7 DNA Ligase

T7 Endonuklease |

Tobacco Acid Pyrophosphatase (TAP), 10 U/ul

2.1.7.1. Restriktionsenzyme

Bezeichnung

Afel (Eco47Ill)
BamHI

Bglll
Bsal-HF™
BsiwlI

BsmBI (Bsp3l)
BsrGl

BstBlI

EcoRI

Hindlll
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Firma

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Agilent Technologies
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Epicentre

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Enzymatics

New England Biolabs
Biozym

Firma

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
New England Biolabs
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
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Nhel Thermo Scientific
Pstl Thermo Scientific
Spel Thermo Scientific
Xbal Thermo Scientific
AsiSlI Thermo Scientific
Notl Thermo Scientific

2.1.8. Plasmide

Bezeichnung Referenz

LeGO-G2 9

LeGO-iG2 9

LeGO-iS2 %

LeGO-iTALEN-iG2-p(A) o1

MP91-wPRE-LMO2 92

pcDNA3.MLVgp 9

phCMV-GALV-C4070A zur Verfiiung gestellt von Dr. Carol
Stocking, Heinrich-Pette-Insitut,
Hamburg

phCMV-VSV-G %

pHD_v2 87

pJET1.2/blunt Thermo Scientific

pMDLg/pRRE %8

pMDLg/pRRE_ART o

pNG_v2 87

pNI_v2 87

pNN_v2 87

pRSV-Rev o8

pTALEN_v2 (HD) 87

PTALEN_v2 (NG) 87

pTALEN-TF 87

2.1.9. Oligonukleotide

Die folgende Liste fiuhrt die verwendeten Oligonukleotide in 5 - 3’ Orientierung. Alle

Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG Operon synthetisiert.

Bez. Name und Sequenz Quelle

Primer mit interner Nummer:
5 5’RACEouter-For Ambion
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10

24

58

60

62

63

73

74

75

76

77

78

79

81

82

GCTGATGGCGATGAATGAACACTG

5'RACEinner-For Ambion
CGCGGATCCGAACACTGCGTTTGCTGGCTTTGATG
CaUTR-Rev

GGGAGCACAGGCTGTCTTACA

CaCDSende-Rev
CGAGCGGCCGCTCAGCTGGACCACAGCCGCAGCGTCATG
CB1+2inner-Rev
CGAGCGGCCGCGCAGTATCTGGAGTCATTGAGGG
TRBV19*01 — BsiWI - F
GTCCGTACGATGAGCAACCAGGTGCTCT

5'RACEinnerF

GAACACTGCGTTTGCTGGCTTTG

Cbl innerR

TCAGAAATCCTTTCTCTTGACCATGG

Cb2_innerR

CTAGCCTCTGGAATCCTTTCTCTTGAC

Ca_innerR

TCAGCTGGACCACAGCCGCAG

B2AA-TRBC1-Rev

GTCGCCGGCCTGCTTCAGCAGGCTGAAGTTGGTGGCGCCGCTGCCGA
AATCCTTTCTCTTGACCATGGCCATCAA

B2AA-TRBC2-Rev
GTCGCCGGCCTGCTTCAGCAGGCTGAAGTTGGTGGCGCCGCTGCCGC
CTCTGGAATCCTTTCTCTTGACCATGGC

Flu-V17-2A-A-F

CTGCTGAAGCAGGCCGGCGACGTGGAGGAGAACCCCGGACCGATGGA
AACTCTCCTGGGAGTGTC

AF16+-V2-2A-A-F

CTGCTGAAGCAGGCCGGCGACGTGGAGGAGAACCCCGGACCGATGGC
TTTGCAGAGCACTCTGGG

AF21V26.1-2A-AF
CTGCTGAAGCAGGCCGGCGACGTGGAGGAGAACCCCGGACCGATGAG
GCTGGTGGCAAGAGTAAC

AP11V12.2-2A-AF
CTGCTGAAGCAGGCCGGCGACGTGGAGGAGAACCCCGGACCGATGAA
ATCCTTGAGAGTTTTACTAGTG

IE-V8.1-2A-A-F
CTGCTGAAGCAGGCCGGCGACGTGGAGGAGAACCCCGGACCGATGCT
CCTGTTGCTCATACCAGTGC

AF16V5.6-ASI-B-F
GCTATGCGATCGCACCATGGGCCCCGGGCTCCTCTG
AF21BV2-ASI-B-F
GCTATGCGATCGCACCATGGATACCTGGCTCGTATGCTG
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83

85

86

99

100

101

102

103

113

114

123

124

127

128

129

130

AP11BV7.7-ASI-BF
GCTATGCGATCGCACCATGGGTACCAGTCTCCTATGCTG
AV17-ASISI-Koz_F
GCTATGCGATCGCGCCACCATGGAAACTCTCCTGGGAGTGTCTTTGG
BV19-ASISI-Koz_F
GCTATGCGATCGCGCCACCATGAGCAACCAGGTGCTCTGCTG
MPSV-U3-For

AATGAAAGACCCCACCTGTAGGTTTGGC

MPSV-Rregion-Rev
AGGGATCCGGGCGACTCAGTCAATCGGAGGACTG
TRBV19-Vregion-R

CTGAACAGGTACTTCGGGGACTGAGTGA

MCS_for

CCGGATCCGCTAGCGATCGCACTTTCGAAGCGTACGACCTCGAGCGC
GGCCGCGT

MCS_rev

ACGCGGCCGCGCTCGAGGTCGTACGCTTCGAAAGTGCGATCGCTAGC
GGATCCGG

hAlpha-Cys-for
GATGTGTATATCACAGACAAATGCGTGCTAGACATGAGGTCTA
hBETA-Cys-rev
TGAGGGGCTGCGGGTCTGTGCAGACCCCACTGTGCACCTCC
TLN-2A+MCS-F

GAACTAGTCTCGAGGGATCCTTCGAAGGCAGCGGCGCCACCAACTTCA
GCCTGCTGAAGCAGGCCGGCGACGTGGAGGAGAACCCCGGACCGC
GTACGTGTACATCG

TLN-2A+MCS-R

CGATGTACACGTACGCGGTCCGGGGTTCTCCTCCACGTCGCCGGCCT
GCTTCAGCAGGCTGAAGTTGGTGGCGCCGCTGCCTTCGAAGGATCCCT
CGAGACTAGTTC

BamHI-NLS-F
GTAGGATCCGCCACCATGGACTATAAGGACCACGACGGAGACTAC
BsiWI-NLS-F
CTACGTACGGGATCCGCCACCATGGACTATAAGGACCACGACGGAGAC
Fok-NoSt-BstBI-R

AGTTCGAATGAGCGGAAATTGATCTCGCCATTGTT

FokStop-BsrGI-R
ACGTGTACATTATGAGCGGAAATTGATCTCGCCATTGTT

Primer fiir die Konstruktion und Uberpriifung der TALE-Nukleasen:

Ex-F1

TGCGTCCGTCTCCGAACCTTAAACCGGCCAACATACCGGTCTCCTGAC ¥’
CCCAGAGCAGGTCGTG
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Ex-F2 TGCGTCCGTCTCCGAACCTTAAACCGGCCAACATACCGGTCTCGACTT ¥
ACACCCGAACAAGTCGTGGCA ATTGCGAGC

Ex-F3 TGCGTCCGTCTCCGAACCTTAAACCGGCCAACATACCGGTCTCGCGGC *'
CTCACCCCAGAGCAGGTCG

Ex-F4 TGCGTCCGTCTCCGAACCTTAAACCGGCCAACATACCGGTCTCGTGGG '
CTCACCCCAGAGCAGGTCG

Ex-R1 GCTGACCGTCTCCGTTCAGTCTGTCTTTCCCCTTTCCGGTCTCTAAGTC ¥
CGTGCGCTTGGCAC

Ex-R2 GCTGACCGTCTCCGTTCAGTCTGTCTTTCCCCTTTCCGGTCTCAGCCGT ¥
GCGCTTGGCACAG

Ex-R3 GCTGACCGTCTCCGTTCAGTCTGTCTTTCCCCTTTCCGGTCTCTCCCAT ¥
GGGCCTGACATAACACAGGCAG CAACCTCTG

Ex-R4 GCTGACCGTCTCCGTTCAGTCTGTCTTTCCCCTTTCCGGTCTCTGAGTC ¥

CGTGCGCTTGGCAC
In-F2 CTTGTTATGGACGAGTTGCCCGTCTCGTACGCCAGAGCAGGTCGTGGC *'
In-F3 CCAAAGATTCAACCGTCCTGCGTCTCGAACCCCAGAGCAGGTCGTG 87
In-F4 TATTCATGCTTGGACGGACTCGTCTCGGTTGACCCCAGAGCAGGTCGT ¥
G
In-F5 GTCCTAGTGAGGAATACCGGCGTCTCGCCTGACCCCAGAGCAGGTCGT *'
G

In-F6 TTCCTTGATACCGTAGCTCGCGTCTCGGACACCAGAGCAGGTCGTGGC ¥
In-R1 TCTTATCGGTGCTTCGTTCTCGTCTCCCGTAAGTCCGTGCGCTTGGCAC ¥
In-R2 CGTTTCTTTCCGGTCGTTAGCGTCTCTGGTTAGTCCGTGCGCTTGGCAC *'
In-R3 TGAGCCTTATGATTTCCCGTCGTCTCTCAACCCGTGCGCTTGGCACAG ¥
In-R4 AGTCTGTCTTTCCCCTTTCCCGTCTCTCAGGCCGTGCGCTTGGCACAG ¥
In-R5 CCGAAGAATCGCAGATCCTACGTCTCTTGTCAGTCCGTGCGCTTGGCA  *'

C

Hex-F CTTAAACCGGCCAACATACC 87
Hex-R AGTCTGTCTTTCCCCTTTCC 87
TALE- CCAGTTGCTGAAGATCGCGAAGC 87
Seg- F1

TALE- ACTTACACCCGAACAAGTCG 87
Seq- F2

TALE- TGCCACTCGATGTGATGTCCTC 87
Seq- R1

Sonstige Primer:

pJET1.2-F CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC Thermo
Scientific

pJET1.2-R  AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG Thermo
Scientific

u62 GGTCTAGACCAAAGAAGAAGCGGAAGG o

u63 TAGCGGCCGCTTATGAGCGGAAATTG o

RACE RNA  GCUGAUGGCGAUGAAUGAACACUGCGUUUGCUGGCUUUG  Ambion
Anker AUGAAA
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2.1.10. Antikorper

Antigen Klon

CD2 RPA-2.10
CD3 BW264/56
CD4 L120

CD8 RPA-T8
CD28 15E8

CD45 J33

TCR BW242/412

Fluorochom

PE

FITC/ APC
FITC

APC

APC

FITC

PE

2.1.11. Peptide und Tetramere

Name

Influenza Matrixprotein (Flu-M)

Influenza A Nucleoprotein (Flu-NP)

SSX-2 Peptid
HLA-A2 Flu-Tetramer

2.1.12. Software

Name

Adobe Photoshop CS2
BD FACSDiva v6.2
BioEdit v7.0
EliSpot4.0

GraphPad Prism 5
Magellan 5

Office Excel 2003
pDraw32

AS-Sequenz

GILGFVFTL (58-66)

FWRGENGRKTRIAYERMCNILKGK
(206-229)

Firma

BD
Miltenyi
BD

BD
Miltenyi
IOTest
Miltenyi

Firma

Bio-Synthesis

Iris Biotech

FGRLQGISPKIMPKKPAEEG (101-120) Iris Biotech

spezifisch fir Flu-M (58-66)

Ludwig Institute

Firma / Urheberrecht

Adobe

BD Bioscience

Tom Hall

Autoimmun Diagnostika

GraphPad Software Inc.

Tecan

Microsoft Corporation
ACACLONE software
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2.2. Molekularbiologische Methoden

Die im Folgenden beschriebenen molekularbiologischen Methoden wurden in
Sicherheitslaboren der Stufe S2 mit den unter 2.1 aufgefuihrten Materialien durchgefuhrt.

2.2.1. Agarosegelelektrophorese

Zur Auftrennung von Nukleinsauren anhand ihrer FragmentgroRe wurde die
Agarosegelelektrophorese durchgefiihrt. Alle Gele wurden in TAE-Puffer angesetzt. Je
nach Fragmentgréf3e wurden die Gele mit einer Agarosekonzentration von 0,8% - 4%
angesetzt. Das flr die Elektrophorese verwendete elektrische Feld hatte eine Starke von
ca. 10 V/cm. Zur Darstellung der Nukleinsauren wurden die Gele mit Ethidiumbromid

gefarbt (~ 20 pg/50 ml) und unter UV-Licht im Transilluminator visualisiert.

2.2.2. Quantifizierung von Nukleinsauren

Die Quantifizierung von Nukleinsduren (DNA und RNA) erfolgte spektralphotometrisch,
basierend auf dem Absorptionsmaximum von Nukleins&uren bei 260 nm. Die Messung

erfolgte mit Hilfe des Nanodrop 1000 gemaf Herstellerangaben.

2.2.3. Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA (pDNA) aus Bakterienkulturen erfolgte je nach Mal3stab
mit unterschiedlichen Kits. Plasmidpraparation im analytischen Maf3stab (~ 20 pg)
wurden mit Hilfe des QIlAprep Spin Miniprep Kit durchgefiihrt. Fir praparative
Plasmidisolationen (~ 500 pg) wurde sowohl das PureLink HiPure Plasmid Filter
Maxiprep Kit sowie das QIAGEN Plasmid Maxi Kit verwendet. Alle Kits wurden den

Herstellerangaben entsprechend verwendet.

2.2.4. Isolierung von genomischer DNA

Die Isolierung von genomischer DNA (gDNA) aus primaren Zellen und Zelllinien erfolgte
mit dem QlAamp DNA Blood Mini Kit gemalf3 Herstellerangaben.
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2.2.5. Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Zur Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen wurde das peqGOLD Gel Extraction Kit
oder das QIAquick Gel Extraction Kit verwendet. Bei geringen DNA-Mengen wurde das
MinElute Gel Extraction Kit verwendet, bei dem ein kleines Elutionsvolumen von 10 pl
verwendet werden kann. Zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus PCR- oder
Restriktionsansatzen wurde das QIAquick 96 PCR Purification Kit verwendet. Alle Kits

wurden gemal Herstellerangaben eingesetzt.

2.2.6. Verwendung von Restriktionsenzymen

Restriktionsenzyme wurden bei der Herstellung von DNA-Fragmenten fur Klonierungen,
sowie fur die Uberprifung von Klonierungsprodukten verwendet. Je nach
Verwendungszweck wurden 0,5-4 ug DNA mit 1 U/ug Restriktionsenzym in einem

Gesamtvolumen von 20 — 50 pl versetzt und bei 37<C fur 20 min — 2 h inkubiert.

2.2.7. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Polymerase-Kettenreaktionen® erfolgten entweder mit der DreamTaq DNA Polymerase
oder mit der Phusion High-Fidelity DNA Polymerase gemalR} Herstellerangaben. Die
DreamTaq Polymerase wurde fir analytische PCR-Reaktionen verwendet, wéhrend die
Phusion Polymerase aufgrund ihrer sehr viel geringeren Fehlerrate zur Amplifikation von
praparativen PCR-Produkten eingesetzt wurde. Bei schwierigen oder sehr langen
Templates wurde dabei der GC-Puffer (+DMSO) gegen den Ublicherweise verwendeten
HF-Puffer ausgetauscht. Die Annealing-Temperatur wurde ca. 4C unterhalb des
Primerschmelzpunktes gewahlt. Je nach Verwendungszweck wurden positive PCR-
Produkte per Agarosegelelektrophorese (2.2.1) tberprift und per Gelelution oder PCR
Purification Kit (2.2.5) aufgereinigt.

2.2.7.1. Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR diente zur schnellen Analyse von Bakterienkolonien auf die Prasenz
rekombinanter Plasmide. Die Bakterienkolonie dient dabei direkt als Template in der
PCR. Sie wurde mit einer sterilen Pipettenspitze zuerst in den vorbereiteten PCR-Ansatz
getaucht und anschlie3end fur die spatere Kutivierung in vorgelegtes LBawp Uberfuhrt.

Die Kolonie-PCR wurde mit Plasmid-spezifischen Primern und der DreamTagq DNA
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Polymerase gemall Herstellerangaben durchgefuhrt. Abweichend zu einer Standard-
PCR wurde die initiale Denaturierung auf 3 min verlangert, um ein vollstandiges
Aufschlielen der Bakterienkolonien zu gewahrleisten. Bakterienkolonien, die ein
positives PCR-Produkte zeigten, wurden anschlieRend einer Plasmidpraparation (2.2.3)

unterzogen.

2.2.7.2. nested-PCR

Die nested-PCR wurde fur die Identifikation von T-Zell-Rezeptor-Ketten verwendet (s.
2.2.12). Bei der nested-PCR handelt es sich um zwei aufeinanderfolgende,
verschachtelte PCR-Reaktionen. Sie eignet sich aufgrund ihrer hohen Sensitivitdt und
Spezifitat besonders gut zur Amplifikation von DNA, die nur in sehr geringer
Konzentration in der Ausgangsprobenmenge vorhanden ist. Bei der ersten nested-PCR-
Reaktion handelt es sich um eine Standard-PCR. Das Produkt aus der ersten PCR dient
in der zweiten PCR anschlieend als Template und wird Uber Primer, die innerhalb des

Templates binden, mit sehr hoher Spezifitat, amplifiziert.

2.2.7.3. Overlap Extension PCR

Um die Expression der unter 2.2.12 identifizierten TCR-Ketten in &quimolaren Mengen
und von nur einem Plasmid aus zu erméglichen, wurden die Alpha- (a) und Beta- (B)
Ketten Uber die 2A-Sequenz des porzinen Teschovirus 1 verbunden. Der Zusammenbau
der TCR-Ketten und der 2A-Sequenz erfolgte per Overlap-Extension PCR. Diese
Methode ermoglichte es, ohne Restriktionsschnittstellen kleinere DNA-Fragmente
zwischen grofRere einzusetzen. Im ersten Schritt erfolgte die Fusion der tUberlappenden
2A-Sequenz an das jeweils zu verbindende Ende der TCR-Ketten per Standard-PCR.
Das Design der in dieser Reaktion verwendeten Primer berlcksichtigte, dass das
Stopkodon des Gens vor der 2A-Sequenz in der PCR entfernt wurde, um eine
Kotranslation des zweiten Gens hinter der 2A-Sequenz zu ermdéglichen. Im zweiten
Schritt erfolgte die Verbindung der im ersten Schritt hergestellten Fragmente tber die
komplementaren Bereiche der 2A-Sequenz. Abschlie3end wurde das komplette Beta-

2A-Alpha-Konstrukt Uber eine weitere Standard-PCR amplifiziert
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2.2.7.4. Megaprimer-PCR

Fur die Entstehung einer weiteren Disulfidbriicke zwischen den konstanten Regionen der
TCRao- und B-Ketten wurden in diese Punktmutationen tber zwei Megaprimer-PCRs

eingefiigt. Die Orte der Punktmutationen wurden in Anlehnung an Cohen et al.*®

gewabhilt.
Die Mutation wird im ersten Schritt Gber ein Oligonukleotid, das als Primer dient,
eingefugt. Das so mutierte PCR-Produkt dient im zweiten Schritt als sog. Megaprimer
und wird zur Amplifikation des Volllangen-Gens eingesetzt. Da als Template ein TCR
diente, dessen TCR-Ketten Uber eine 2A-Sequenz miteinander verbunden waren, waren
in diesem Fall zwei aufeinanderfolgende Megaprimer-Reaktionen notwendig, um die
beiden Punktmutationen in die Alpha- sowie in die Beta-Kette einzufiigen. Im ersten
Schritt wurden zwei Megaprimer hergestellt, die jeweils die Mutationen in der konstanten
Region trugen. Nach erfolgreichem Einfigen der ersten Mutation Uber die erste
Megaprimer-PCR, diente das Produkt als Template fur das Einfigen der zweiten

Punktmutation, bei dem der zweite Megaprimer zum Einsatz kam.

2.2.8. Transformation von Plasmid-DNA

Die Transformation von pDNA erfolgte mit Hilfe der CaCl,-Methode in chemische
kompetente Top 10 F’ E. coli-Bakterien. 100 pul Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und
mit ~100 ng pDNA versetzt. Der Bakterien/DNA-Ansatz wurde fur 30 min auf Eis
inkubiert, fur ca. 60 s einem Hitzeschock bei 42C unterzogen und erneut kurz auf Eis
inkubiert. Anschlieend erfolgte die Zugabe von 900 pul LB-Medium und eine 40-mindtige
Inkubation bei 37C. Zur Selektion der transformierten Bakterien wurden dann 50 —
100 pl des Transformationsansatzes auf Agarplatten bzw. in flissiges LB-Medium inkl.
Antibiotikum (100 pg/ml Ampicillin oder 50 pg/ml Kanamycin) uberfihrt. Die folgende
Inkubation erfolgte Gber Nacht bei 37<.

2.2.9. Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNA-Fragmenten zur Herstellung neuer Plasmidvarianten erfolgte
gemal Herstellerangaben mit Hilfe der T4 DNA Ligase. Die Ligationsreaktion erfolgte in
einem Gesamtvolumen von 10 pl bei RT fur 3-5h bzw. bei 16T U.N. Es wurden ca.
100 ng des Plasmids pro Ligationsansatz verwendet. Bei sticky-end-Ligationen wurde das

Insert in vierfachem molaren Uberschuss, bei blunt-end-Ligationen in sechsfachem
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molaren Uberschuss eingesetzt. Nach der Ligation erfolgte die Transformation des

kompletten Ligationsansatzes in chemisch kompetente Bakterien (s. 2.2.8)

2.2.10. Subklonierung von PCR-Produkten

Eine Subklonierung von PCR-Produkten erfolgte mit Hilfe des CloneJet PCR Cloning
Kits in den Vektor pJET1.2/blunt gemall Herstellerangaben. Bei diesem
Klonierungssystem handelt es sich um ein hocheffizientes positives Selektionssystem,
bei dem aufgrund eines letalen Restriktionsenzyms nur Bakterien mit rekombinanten

Plasmiden anwachsen konnen, wodurch das spatere Screening stark erleichtert wird.

2.2.11. Sequenzierungen

DNA-Sequenzierungen wurden von den Firmen Eurofins MWG Operon und Seqlab
durchgefuhrt. Fur die Sequenzierungsreaktionen wurden 600 — 700 ng Plasmid und
20 pmol des gewlnschten Sequenzierungsprimers in einem Endvolumen von 7 pl
benotigt. Die Auswertung der Sequenzierergebnisse erfolgte mit Hilfe der Basic Local
Alignment Search-(BLAST)-Programme des National Center for Biotechnology

Information (NCBI- https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) und mit Hilfe der Software BioEdit.

2.2.12. lIdentifizierung von T-Zell-Rezeptor-Ketten

Die Identifikation von TCR-Ketten aus primaren Einzelzellklonen oder aus Bulk-Kulturen
erfolgte mit Hilfe einer modifizierten RLM-RACE (RNA Ligase mediated Rapid
amplification of cDNA ends) PCR. Diese Methode ermdéglicht die ldentifikation von
kompletten, d.h. Volllangengenen, von denen zuvor nur ein kurzer Bereich bekannt ist.
Abb. 15 gibt einen schematischen Uberblick tiber den Versuchsablauf zur Identifikation
der TCR-Ketten.

mMRNA-Isolierung

Zunachst wurde die mRNA der Einzelzellklone bzw. Bulk-Kulturen isoliert. Die Isolation
erfolgte mit Hilfe des pMacs mRNA Isolation Kits gemal3 Herstellerangaben. Isolierte
MRNA wurde entweder direkt verwendet oder in Aliquots bei -80CT bis zur spateren

Verwendung gelagert.
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RLM Race-Reaktionen

Bei der RLM Race-Reaktion erfolgte zu Anfang eine Behandlung der mRNA mit der
Tobacco Acid Pyrophosphatase (TAP). Diese lost die Triphosphatbindung der Cap-
Struktur und entfernt diese von intakten mRNAs. An die dabei entstandenen freien
Phosphatenden wurde anschlieRend der RNA-Anker mit bekannter Sequenz ligiert. Die
folgende cDNA Synthese wurde mit Hilfe des RevertAid H Minus First Strand cDNA

Synthesis Kit und Oligo(dt);s-Primern nach Herstellerangaben durchgefihrt.

Nested-PCR

Fur die Identifikation der spezifischen TCR-Sequenzen aus der gesamten Menge von
MRNAs wurde eine nested-PCR (2.2.7.2) durchgefiihrt. Dabei wurden die Produkte der
ersten PCR per Agarosegelelektrophorese aufgereinigt. Wie zu erwarten, waren nach
der ersten PCR keine Banden auf dem Agarosegel sichtbar, so dass Gelfragmente der
erwarteten Hohe (~ 1000 bp fur die Alpha-Kette, ~ 1100 bp fur die Beta-Kette) anhand
des GrolRenstandards herausgeschnitten wurden. Die aufgereinigten DNA-Fragmente
dienten anschliel3end als Matrize fur die verschachtelte zweite PCR. Die Produkte der
nested-PCR wurden erneut per Gelelektrophorese (2.2.1) aufgetrennt und die sichtbaren

DNA-Fragmente aus dem Gel eluiert.

Subklonierung der PCR-Produkte

Die Subklonierung der eluierten PCR-Produkte erfolgte mit dem CloneJet PCR Cloning
Kit in den Vektor pJET1.2/blunt (s. 2.2.10).

Screening und Sequenzierungen der Plasmide

Das Screening der gewachsenen Bakterienkolonien erfolgte per Kolonie-PCR (2.2.7.1).
Kolonien, die ein PCR-Produkt der erwarteten Grol3e zeigten, wurden U.N. in LBavp
kultiviert und anschliel3end einer Plasmidpraparation unterzogen. Die klonierten DNA-
Fragmente der isolierten Plasmide wurden per Sequenzierung mit dem Primer pJET1.2-
R identifiziert. Fur jede a- bzw. (-Kette wurden mind. 10 verschiedene Plasmide
sequenziert um einen Ruckschluss auf die Klonalitat der TCR-Ketten zu erhalten. Bei
einem heterogenen Sequenzierungsbild wurden weitere Klone sequenziert. Die
erhaltenen TCR-Sequenzen wurden mit Hilfe der IMGT-Datenbank (http://www.imgt.org)

analysiert.
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2.2.13. ldentifizierung und Klonierung von TALE-Nukleasen

Bei transcription activator-like effectors (TALE) handelt es sich um natirlich
vorkommende DNA-Bindeproteine aus dem Pflanzenpathogen Xanthomonas sp., die die
Transkription von Wirtsgenen fur die bakterielle Besiedelung beeinflussen. Die DNA-
Bindeproteine lassen sich u.a. mit der katalytischen Doméane der Endonuklease FoklI
fusionieren und kénnen somit als spezifische Werkzeuge bei der Genommadifizierung
genutzt werden. Die so entstandenen TALE-Nukleasen (TALENS, transcription activator-
like effector nucleases) kdnnen spezifisch an ihre DNA-Sequenzmotive binden und tber
die Fokl-Nuklease-Domane Doppelstrangbriiche induzieren, die zu Gendisruptionen
(Knockout) fuhren kénnen (s. 1.3). Um einen Knockout des TCR-Locus zu erreichen,
wurden TALENS kloniert, die spezifisch in den konstanten Bereichen der TCRa- und -
Ketten binden und schneiden. Die Identifizierung dieser TALE-Sequenzen erfolgte mit
Hilfe des TALE Sequence Generators 2.0%’. Um mdgliche Off-Targets der ausgewahlten
TALE-Nukleasen zu identifizieren, wurde anschlieBend der Paired Target Finder”’
verwendet. Die Klonierung der ausgewéhlten TCR-spezifischen TALEN erfolgte
anschlieBend nach dem Protokoll von Sanjana et al. 2012. Kurz zusammengefasst,
wurde zunachst eine Monomer-Bibliothek hergestellt, in der jedes Monomer einen
spezifischen Ligationsadapter erhalt, der die Position des Monomers im spateren TALE-
Tandemrepeat spezifiziert. Fur die ausgewdahlten TCR-spezifischen TALEN-Konstrukte
wurden anschlieBend die gewlnschten Monomere zunachst als Hexamere per Golden-
Gate-Ligation zusammengefiigt und per PCR amplifiziert. In einer zweiten Golden-Gate-
Ligation wurden daraufhin die 3 Hexamere in den TALEN-Klonierungsvektor ligiert. Die
richtige LAnge des TALEN-Zusammenbaus wurde per Kolonie-PCR (2.2.7.1) Uberpruft.
Die Korrektheit der TALEN-Sequenz wurde per Sequenzierung (2.2.11) verifiziert.

2.2.14. In vitro-Transkription von mRNA

Die in vitro-Transkription von mRNA erfolgte mit dem T7 mScriptTM Standard mRNA
Production System geman Herstellerangaben. Far die notwendigen
Aufreinigungsschritte wurde das Rneasy Kit (Protokoll: RNA clean up) nach
Herstellerangaben verwendet. Die notwendige Linearisierung der Plasmide im Vorfeld
des Versuches erfolgte fir die TALEN-Konstrukte durch die Inkubation mit dem
Restriktionsenzym Bglll. Das Plasmid pJET-T7-eGFP wurde durch Hindlll linearisiert.
Nach der Restriktion wurden die Plasmide mit Hilfe des PCR Purification Kits

aufgereinigt (2.2.5).
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2.2.15. Endonukleaseassay

Um den Anteil der TALEN-vermittelten modifizierten DNA auf genomischer Ebene zu
bestimmen, diente der Endonukleaseassay. Dabei wurde zuerst die gDNA von
behandelten Zellen isoliert (s. 2.2.4) und per PCR (s. 2.2.7) die modifizierten Bereiche
des Gens amplifiziert. Die PCR wurde gelelektrophoretisch (s.2.2.1) auf das
Vorhandensein von nur einem PCR-Produkt tUberpruft und per PCR Purification Kit
aufgereinigt (2.2.5). 150 ng des PCR-Produktes wurden bei 98T fur 10 min denaturiert
und anschlieBend wieder auf RT abgekuhlt. Bei der Abkihlung entstehen dabei sog.
Heteroduplexe, d.h. Mismatch-Paarungen von TCR-TALEN modifizierten mit
unmodifizierten DNA-Strangen. Diese Heteroduplexe werden von mismatch-sensitiven
Endonukleasen erkannt und geschnitten. Dafiir wurden nach dem Reannealing 10 U T7
Endonuklease zu der DNA gegeben und bei 37C fur 30 min inkubiert. Das Produkt
wurde anschlieBend erneut gelelektrophoretisch aufgetrennt.

2.2.16. Hybridisierung von Oligonukleotiden

Zur Hybridisierung komplementarer Oligonukleotide wurden jeweils 200 pM der
Oligonukleotide mit 1 x Annealing-Puffer versetzt. Der Ansatz wurde 4 min bei 94T im
Heizblock erhitzt und anschlielend durch das Ausschalten des Heizblockes langsam auf
RT abgekihlt. Die erfolgreiche Hybridisierung wurde per Agarose-Gelelektrophorese

Uberpruft.

2.2.17. Modifikationen von DNA-Enden fir Klonierungen

2.2.17.1. Auffillen von 5-Uberhangen mit dem Klenow Fragment

Zum Auffillen von 5’-Uberhangen wurde das Klenow Fragment nach Herstellerangaben

verwendet.

2.2.17.2. Phosphorylierung von 5’-DNA-Enden

Die 5-DNA-Enden von hybridisierten Oligonukleotiden mussten, wenn sie nicht mit
Restriktionsenzymen behandelt wurden, fur eine Ligation in dephosphorylierte Vektoren
zuerst phosphoryliert werden. Hierfur wurde die T4 Polynukleotidkinase gemaf

Herstellerangaben verwendet.
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2.2.17.3. Dephosphorylierung von 5’-Phosphatresten

Um bei Klonierungen eine Selbstligation der pDNA zu vermeiden, wurden die wahrend
des Restriktionsverdaus entstehenden 5 Phosphatreste der Plasmide mit der FastAP
Thermosensitiven Alkalischen Phosphatase nach Herstellerangaben entfernt. Nach der

Reaktion erfolgte die Aufreinigung der Produkte (2.2.5).

2.2.18. Klonierungsstrategien

Die Klonierungsstrategien der in dieser Arbeit verwendeten Vektoren sind nachfolgend
aufgefuhrt. Fir einen optimalen Start der Translation wurde in der Regel bei den
Konstrukten die Kozak-Sequenz ,GCCACC* vor das Startkodon eingefiigt. Alle fertigen
Vektorkonstrukte wurden zunéachst per Restriktionsanalyse (2.2.6) Uberprift und

anschlie3end die korrekte Sequenz zusatzlich per Sequenzierung (2.2.11) verifiziert.

2.2.18.1. LeGO-iG2-MCS, LeGO-iS2-MCS, MP91-MCS

Um die Klonierung der unterschiedlichen TCRs mit unbekannter Spezifitat zu
ermdglichen, wurde eine neue Multiple Cloning Site (MCS)in die Vektoren eingefligt. Die
zuvor aus den Oligonukleotiden 102 und 103 hergestellte neue MCS wurde Uber die
Restriktionsschnittstellen BamHI/Notl in die LeGO-Vektoren iG2 und iS2 eingefiigt. Zur
Herstellung des Vektors MP91-MCS diente der Ausgangsvektor MP91-wPre-LMO2. Das
LMO2-Gen wurde zundchst mit EcoRI/Notl aus dem Vektor ausgeschnitten und die
Uberhdnge mit dem Klenow-Fragment aufgefiillt. Die neue MCS wurde mit der T4

Polynucleotide Kinase phosphoryliert und in den vorbereiteten Vektor ligiert.

2.2.18.2. LeGO-iS2-Flua, LeGO-iG2-Fluf

Zum Einfigen der identifizierten Flu-TCR-Ketten wurden diese per PCR mit den Primern
35 und 8 (a-Kette) bzw. 10 und 24 (B-Kette) amplifiziert. Die Flua-Kette wurde Uber die
Restriktionsschnittstellen AsiSI/Notl in den Vektor LeGO-iS2-MCS kloniert. Die Flup-
Kette wurde in den Vektor LeGO-iG2-MCS uber die Restriktionsschnittstellen BsiWI/Notl
ligiert.
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2.2.18.3. LeGO-iG2-Flua2AB, LeGO-iG2-FluB2Aa

Zur aquimolaren Expression der beiden TCR-Ketten aus einem Vektor wurden sie per
Overlap Extension PCR (2.2.7.3) Uber die 2A-Sequenz des porzinen Teschovirus
verbunden. Zur Herstellung des Konstrukts LeGO-iG2-Flua2AB wurden die a- und B-Flu-
Ketten mit den Primer 85 und 71 bzw. 72 und 70 per PCR amplifiziert. Die PCR-Produkte
wurden aus dem Gel eluiert und dienten fir den anschlie3enden Zusammenbau Uber die
2A-Sequenz per PCR mit den Primern 85 und 70 als Template. Das hergestellte PCR-
Produkt Flua2AB wurde anschlieRend Uber die Restriktionsschnittstellen AsiSI/Notl in
den Vektor LeGO-iG2-MCS kloniert. Zur Herstellung des Konstrukts LeGO-iG2-FluB2Aa
wurden die TCR-Ketten mit den Primern 86 und 74 (B) bzw. 75und 8 (a) per PCR
amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden anschlieBend mit den Primern 86 und 8
miteinander verbunden und Uber die Restriktionsschnittstellen AsiSI/Notl in den Vektor
LeGO-iG2-MCS kloniert.

2.2.18.4. LeGO-iG2-MPSV, LeGO-iG2-MPSV-MESV (LeGO-MP), LeGO-
IG2-SFFV-MESV

Als Ausgangsvektor fir die Veranderung von Promotoren- und Leader-Elementen diente
LeGO-iG2. Als Template fur die Amplifizierung des MPSV-Promotors sowie des MESV-
Leaders diente gDNA von J76-Zellen. Die J76-Zellen waren mit dem gammaretroviralen
Vektor MP91 transduziert, der das Flu-Konstrukt Flu-B2Aa trug. Die Amplifikation der
MPSV- und MESV-Elemente erfolgte per PCR. Der MPSV-Promotor wurde mit den
Primern 99 und 100, das MPSV/MESV-Element mit den Primern 99 und 101 amplifiziert.
Die PCR-Produkte wurden in den Vektor pJET1.2/blunt subkloniert, sequenziert und
anschlieend in LeGO-iG2 umkloniert. Der Austausch des SFFV Promotors durch den
MPSV-Promotor bzw. den MPSV-Promotor und den MESV-Leader erfolgte tber die
Schnittstellen Nhel/BamHI. Durch die Restriktion mit Nhel/BamHI wurde der SFFV-
Promotor in LeGO-iG2 entfernt, der anschlie3end durch die Promotor und Leader-
Elemente Uber die gleichen Schnittstellen ersetzt wurde. Zur Klonierung des MESV-
Leaders hinter den SFFV-Promotor in den LeGO-iG2-Vektor wurde der MESV-Leader
ebenfalls per PCR mit den Primern 104 und 105 aus gDNA von transduzierten J76-
Zellen amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde erneut subkloniert, sequenziert und
anschlieBend uber die Schnittstellen BamHI/EcoRI hinter den SFFV-Promotor in den
LeGO-iG2 kloniert.
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2.2.18.5. LeGO-MP-FIuCYS

Die Herstellung der Flu-TCR-Sequenz mit einer zusatzlichen Disulfidbriicke zwischen
der a- und B-Kette erfolgte per Megaprimer-PCR (2.2.7.4). Als Template zum Einflugen
der Mutationen diente der Vektor LeGO-MP-FluB2Aa. Die Megaprimer wurden per PCR
mit den Primerpaaren 113 und 8 (a-Megaprimer) bzw. 112 und 114 (B-Megaprimer)
synthetisiert. Das Einfugen der ersten Mutationen erfolgte per PCR mit dem a-
Megaprimer und dem Primer 8. Das PCR-Produkt wurde in pJET1.2/blunt subkloniert
und sequenziert. Das Einfiigen der zweiten Mutation erfolgte per PCR mit dem in der
ersten PCR mutierten PCR-Produkt als Template und dem a-Megaprimer sowie dem
Primer 112. Das PCR Produkt wurde erneut subkloniert und per Sequenzierung auf die
beiden eingefligten Mutationen hin Uberprift. Die Klonierung in den Vektor-LeGO-MP
erfolgte anschlieRend Uber die Schnittstellen EcoRI/Notl.

2.2.18.6. MP91-muFlu, LeGO-MP-muFlu

Die Synthetisierung der murinisierten und kodonoptimierten TCR-Flu-Sequenz (s.
Anhang 7.1) erfolgte durch die Firma Genart. Die Sequenz wurde aus dem gelieferten
Vektor uber die Schnittstellen AsiSI/Notl in die Vektoren MP91 und LeGO-MP

umkloniert.

2.2.18.7. pJET-T7-eGFP

Um die Herstellung von eGFP-mRNA per in vitro-Transkription zu erméglichen, wurde
der offene Leserahmen von eGFP aus LeGO-G2 iiber EcoRI/BamHI herausgeschnitten,
mit Hilfe des CloneJet-Kits gebluntet und hinter den T7-Promotor, der zur mRNA-

Produktion notwendig ist, in den Vektor pJET1.2/blunt ligiert.

2.2.18.8. pTALEN-TCRall, pTALEN-TCRalR, pTALEN-TCRa2L,
pTALEN-TCRO2R, pTALEN-TCRB1L, pTALEN-TCRBLR,
pTALEN-TCRB2L, pTALEN-TCRB2R

Die Klonierung der identifizierten TCR-spezifischen a- und B-TALEN Arme erfolge nach

dem Protokoll von Sanjana et al.®’

das TALEN-Kontrukt TCRB1L in den Vektor pHD_v2 ligiert.

in den Vektor pNG_v2. Als einzige Ausnahme wurde
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2.2.18.9. pTALEN-2A-TCRpB1L, pTALEN-2A-TCRB1R

Um die TCR-spezifischen TALEN-Arme Uber einen Vektor in die Zellen einzubringen,
wurden die jeweils linken und rechten TALEN-Arme Uber eine 2A-Sequenz miteinander
verbunden. Die 2A-Sequenz sowie die fur die weitere Klonierung notwendigen
Restriktionsschnittstellen wurden per Oligonukleotide 123 und 124 nach Annealing in
den Vektor pTALEN-TF(NN) Uber die Restriktionsschnittstellen Spel/BsrGl eingefugt.
Der linke TALEN-Arm wurde per PCR mit den Primern 127 und 129, der rechte TALEN-
Arm mit den Primern 128 und 130 amplifiziert. Die TALEN-Arme wurden anschlieRend
Uber die Restriktionsschnittstellen BamHI/BstBl bzw. BsiWI/BsrGl sukzessiv in den zuvor
hergestellten pTALEN-TF(NN)-2A Vektor kloniert.

2.2.18.10. LeGO-ITALEN-TCRa2L, LeGO-ITALEN-TCRa2R

Um einen lentiviralen Transport der TALE-Nukleasen zu ermdglichen, wurden die unter
2.2.13 identifizierten TCR-spezifischen TALEN-Sequenzen in den lentiviralen Vektor
LeGO-ITALEN-iG2-p(A) kloniert. Der Vektor wurde mit den Restriktionsenzymen
Pstl/Xbal, sowie Notl/Pstl geschnitten. Durch die Restriktion mit Pstl/Xbal wurde die
IRES-Sequenz herrausgeschnitten, die in dem spéteren Ligationsschritt jedoch wieder in
den Vektor eingesetzt wurde. Dieser Zwischenschritt war aufgrund der in der IRES-
Sequenz vorhandenen Notl-Schnittstelle notwendig, die fur das Einfigen der TALEN-
Sequenzen verwendet wurde. Die TCR-TALEN-Arme wurden aus den Vektoren
PTALEN-TCRalL und pTALEN-TCRalR per PCR mit den Primern u62 und u63
amplifiziert und Uber die Restriktionsschnittstellen Xbal/Notl in den LeGO-iTALEN-iG2-
p(A) ligiert.

2.2.18.11. LeGO-iG2-AF16, LeGO-iG2-AF21, LeGO-iG2-AP11, LeGO-
IG2-HS1, LeGO-iG2-IE32

Die identifizierten MAGE-C2-spezifischen TCR a- und B-Ketten wurden per Overlap
Extension PCR (2.2.7.3) Uber eine 2A-Sequenz miteinander verbunden. Im ersten Schritt
wurden die 2A-Sequenzen an die TCR-Ketten angefiigt. Folgende Primerpaare wurden
dafur verwendet: AF16 (81 und 73 (B) bzw. 76 und 8 (a)), AF21 (82 und 74 () bwz.
77 und 8 (a)), AP11 (83 und 74 (B) bzw. 78 und 8 (a)), HS1 (84 und 73 (B) bwz. 76 und 8
(a)), IE (84 und 74 (B) bzw. 79 und+ 8 (a)). In einer zweiten PCR wurden die Produkte

anschlie3end lber folgende Primerpaare miteinander verbunden: AF16 (81 und 8), AF21
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(82 und 8), AP11 (83 und 8), HS1 (84 und 8), IE (84 und 8). Die PCR Produkte wurden
anschlieRend Uber AsiSI/Notl in den Vektor LeGO-iG2-MCS eingefugt.

2.3. Zellbiologische Methoden

Alle zellbiologischen Arbeiten wurden in Sicherheitslaboren der Stufe S2 durchgefinhrt.
Die Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen in S2-Sicherheitswerkbanken
durchgefuhrt. Die Kultivierung von primaren Zellen und Zelllinien erfolgte, wenn nicht

anders angegeben, in Inkubatoren bei 37C, 5% CO , und 95% relativer Luftfeuchtigkeit.

2.3.1. Kryokonservierung & Auftauen von Zellen

Die zu kryokonservierenden Zellen wurden pelletiert, zu 2 x 10° (Zelllinien) bzw. 2 x 10’
(primare Zellen) Zellen/ml in 1 ml eiskaltem FCS + 10% DMSO resuspendiert und in
Kryordhrchen Uberfiihrt. Das langsame Abkuhlen der Zellen (-1C/min) erfolgte G.N. bei -
80T in speziellen Isopropanol-Einfrierbehéaltern. A m nachsten Tag wurden die Zellen in
flussigen Stickstoff Uberfuhrt und dort bis zur erneuten Verwendung gelagert. Zum
Wiederauftauen der Zellen wurden die Kryorohrchen bei 37<C erwarmt, die Zellen in ein
15 ml Falcon Reaktionsgefal3 tberfihrt und mit 10 ml Kulturmedium gewaschen. Die

pelletierten Zellen wurden in frisches Medium tberfiihrt und wie tblich kultiviert (s. 2.3.3).

2.3.2. Zellzahlung

Die Bestimmung der Zellzahl von primaren Zellen und Zelllinien erfolgte mit Hilfe der
Neubauer-Zéhlkammer. Zur Exklusion von toten Zellen wurden die Zellen kurz vor dem
Zahlen mit Trypanblau gefarbt, das durch defekte Zellmembranen eindringen kann und
somit ausschlie3lich tote Zellen blau anfarbt. Die Zellzahl errechnete sich nach dem

Auszahlen von vier Gro3quadraten folgendermafien:

Zellen/ ml = Zellen der 4 GroRquadrate x Verdiinnungsfaktor x 10*

4

2.3.3. Kultivierung von Zelllinien

Die Kultivierung von Suspensions- als auch von adharenten Zelllinien erfolgte mit den

unter 2.1.6 aufgefihrten Zellmedien. Suspensionszellen wurden alle 2-3 Tagen je nach
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Verdopplungszeit und Zelldichte in einem Verhdaltnis von 1:3-1:5 mit frischem
Zellkulturmedium verdiinnt. Das Ablésen der adhérent wachsenden 293T-Zellen erfolgte
nach Waschen des Zellrasens mit PBS durch die Zugabe einer Trypsin/EDTA-LAsung.
Nach 1-2-mintiger Inkubationszeit erfolgte der Reaktionsstopp durch die Zugabe von
serumhaltigem Zellkulturmedium. Die Zellen wurden anschlieend durch Auf- und
Abpipettieren in Suspension genommen und 1:10 mit frischem Medium verdinnt. Das

Passagieren der adharenten Zellen erfolgte ebenfalls alle 2-3 Tage.

2.3.4. Isolierung von PBMCs und autologem Plasma

Die Isolierung von humanen primaren T Lymphozyten erfolgte per Dichtegradienten-
Zentrifugation aus sog. Buffy Coats, die vom Blutspendedienst des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf bezogen wurden. Der Buffy Coat ist ein Lymphozytenkonzentrat,
das bei der Herstellung von Erythrozytenkonzentraten aus Vollblut als Nebenprodukt
entsteht. Mittels Dichtegradienten-Zentrifugation lassen sich aus dem Konzentrat die
mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (PBMCs, engl. peripheral blood
mononuclear cells), d.h. Lymphozyten und Monozyten isolieren. Entsprechend ihrer
spezifischen Dichte lassen sie sich von den anderen Teilen des Buffy Coats (Plasma,
Thrombozyten, Granulozyten, Erythrozyten) abtrennen. Der Buffy Coat wurde zunachst
1:2 mit PBS verdiunnt, in einem 50 ml Reaktionsgefald tber 15 ml Biocoll (1,077 g/ml)
geschichtet und bei 400xg fiur 40 min ohne Bremse zentrifugiert. Die bei der
Zentrifugation entstandene Interphase, in der sich die PBMCs befinden, wurde
abgenommen und zweimal mit PBS — bei 300xg 30 min bzw. 200 xg 15 min —
gewaschen. Die Zellen wurden gezahlt und anschlieBend kryokonserviert oder direkt
stimuliert und kultiviert (2.3.5). Die bei der Dichtegradienten-Zentrifugation entstandene
obere Phase, die vom autologen Plasma gebildet wird, wurde ebenfalls abgenommen
und fir 30 min bei 57<C hitzeinaktiviert. Nach zweimaliger Zentrifugation bei 1000 x g

wurde der Uberstand aliquotiert und bei -20 bis z ur weiteren Verwendung gelagert.

2.3.5.  Stimulierung und Kultivierung von primaren T-Zellen

Die Stimulierung von T-Lymphozyten aus isolierten PBMCs (s. 2.3.4) erfolgte mit Hilfe
des Dynabeads® Human T-Activator CD3/CD28 Kits gemald Herstellerangaben. Die an
Beads gekoppelten Antikorper liefern den T-Zellen die nétigen stimulatorischen Signale,
die fir ihre Aktivierung und Expansion nétig sind. Die PBMCs wurden in einem
Verhaltnis von 1:1 mit den Beads versetzt und in X-VIVO 10 oder X-VIVO 15 mit 100-
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150 U/ml IL2 und 16% autologem Serum kultiviert. Nach 3-tagiger Aktivierung wurden

die T-Zellen fur nachfolgende Experimente verwendet.

2.3.6.  Virusproduktion

Die Herstellung von lentiviralen und gammaretroviralen infektiosen Viruspartikeln erfolgte
tber die transiente Kotransfektion von 293T-Zellen nach dem
Komplementierungsprinzip®®. Dafiir wurden am Abend vor der Virusproduktion 5 x 10°
293T-Zellen in Petrischalen (10 cm) fur die Zellkultur ausplattiert. Am n&chsten Morgen
wurde das Zellkulturmedium durch frisches DMEM, supplementiert mit 25 uM
Chloroquin, ausgetauscht. Die bendétigten Vektoren (s. Tabelle 1) wurden in 450 pl H,O
geldst. Nach Zugabe von 50 pl 2,5 M CaCl, wurde das Plasmidgemisch tropfenweise zu
500 pl 2 x HBS-Puffer gegeben, wahrend dabei zur optimalen Durchmischung mit einer
Pasteurpipette Luft durch den Puffer geblasen wurde. Das Plasmid/CaCl,/HBS-Prazipitat
wurde anschlieBend auf die vorbereiteten 293T-Zellen verteilt. Nach mindestens 6 h
wurde der Zelluberstand durch frisches Medium ersetzt und die Zellen bei 37<C kultiviert.
Das Ernten des Virusuiberstandes erfolgte im Falle des Huillproteins VSV nach 24 und 48
h. Im Falle des GALV-Hiillproteins konnten bis zu 4 Uberstande nach 12, 24, 36, und
48 h geerntet werden. Die Virustberstande wurden filtriert (0,22 puM) und in Aliquots bei -
80T gelagert.

Tabelle 1: Fir die Virusprodukion bendétigte Plasmide:

Plasmid Menge [ug]
Vektor-Plasmid inkl. Transgen 10
Gag/Pol-Plasmide: 10

pMDLg/pRRE (Lentivirus)
pcDNA3.MLVgp (Gammaretrovirus)

Rev-Plasmid: 5
pRSV-Rev

Hullproteine:

phCMV-VSV-G 2
phCMV-GALV-C 470 5

Virusproduktion von nicht-revers-transkribierenden Lentiviren (NRTLYV)

Bei der Virusproduktion von nicht-revers-transkribierenden Lentiviren (NRTLV) wurde
das Gag/Pol Plasmid pMDLg/pRRE durch das Plasmid pMDLg/pRRE_ART ausgetauscht,
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welches eine inaktivierte reverse Transkriptase aufweist. Alle anderen Plasmide und

Reaktionsschritte blieben unverandert.

2.3.7. Titration von Virusiuberstanden

Die Titration von Virusuiberstanden erfolgte per Durchflusszytometrie auf 293T-Zellen.
Die Zellen wurden hierfur mit verschiedenen Volumina der Viruslberstande transduziert
(s. 2.3.9) und die Prozentzahl transduzierter Zellen nach 72 h anhand der Expression
des vom Vektor kodierten fluoreszierenden Reporterproteins im Durchflusszytometer
bestimmt. Vektorvolumina, mit denen Tranduktionsraten zwischen 5% und 20% erreicht
wurden, dienten anschlieRend der Titerberechnung. In diesem Prozentbereich werden
Mehrfachintegrationen der Vektoren in die Zellen, und damit ein Unterschatzen des

Titers weitgehend vermieden®. Der Titer ist folgendermaRen definiert:

T(lE/ml)=¥

T: Titer

[E/ml: Infektiose Einheiten/ml
N: Anzahl der zur Infektion eingesetzten Zellen
V: Volumen des verwendeten Virusiberstandes

P: Prozentzahl transduzierter Zellen

Fir den Vergleich von Vektorkonstrukten (s. 3.3.1) erfolgte die Titration der
Virusiberstadnde abweichend hierzu nicht per Durchflusszytometrie, sondern mit Hilfe
des HIV-1 p24 Antigen ELISA 2.0 nach Herstellerangaben. Die Titer wurden anhand

eines Referenzvektors mit bekanntem Titer eingeordnet.

2.3.8. Aufkonzentrierung von Virusiberstanden

Fir eine Erhéhung des viralen Titers durch Aufkonzentrierung wurden 30 ml des
Viruslberstandes in Corex-Rdhrchen bei 6000 x g und 4<C fiir ca. 15 h zentrifugiert. Das
virushaltige Pellet wurde in 500 pl — 2 ml frischem Medium resuspendiert. Der Titer des

aufkonzentrierten Virusuberstandes wurde durchflusszytometrisch bestimmt (2.3.7).
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2.3.9. Transduktion von Zelllinien

Die Transduktion von Zelllinien erfolgte mit VSV-pseudotypisierten Virusuberstanden
nach der sog. Spin-Infektionsmethode. Dabei wurden die zu transduzierenden Zellen zu
1-2 x 10°> Zellen in 24-Loch-Gewebekulturplatten ausgesat. Je nach gewiinschter
Transduktionsrate wurden unterschiedliche Volumina des Virusiiberstandes in das
Kulturmedium gegeben. Dem Kulturmedium wurden auf3erdem 8 pg/ml Polybren
hinzugefiigt. Die Zellen wurden anschliel3end fur 1 h bei 1000 x g und 22T zentrifugiert.
Nach der Zentrifugation wurden die Zellen bei 37T kultiviert und das Medium am

nachsten Tag 1:2 mit frischem Medium verdinnt.

2.3.10. Transduktion von priméren T-Zellen

Die Transduktion von primaren T-Zellen erfolgte mit GALV-pseudotypisierten
Virusiberstdnden in Zellkulturplatten, die mit RetroNectin vorbeschichtet wurden.
RetroNectin, ein rekombinant hergestelltes Fibronektin-Fragment, vermittelt eine
Kolokalisierung der viralen Partikel und der Zielzelle, wodurch es zu einer signifikanten
Erhdhung der Transduktionsrate kommt®**%. Zunachst wurden 24-Loch-Zellkulturplatten
fiir die RetroNectin-Transduktion mit 0,4 ml RetroNectin (9 pg/cm?) 2 h bei RT oder @.N.
bei 4C beschichtet. Ungebundenes RetroNectin wurde anschlie3end entfernt und
unspezifische Bindungsstellen mit dem RetroNectin-Block-Puffer fur 30 min bei RT
geblockt. Nach einmaligem Waschen mit PBS wurden die RetroNectin-beschichteten
Platten entweder direkt verwendet oder max. eine Woche bei 4C gelagert. Die Beladung
der beschichteten Platten mit den viralen Uberstanden erfolgte in vier aufeinander
folgenden Schritten per Zentrifugation (1000 x g, 4C, 30 min) mit jeweils max. 400 pl
des Virusuberstandes. Die Multiplicity of Infection (MOI) wurde unter der Annahme, dass
50% der Viruspartikel aus dem Uberstand an das RetroNectin binden, errechnet. Auf die
virusbeladenen Platten wurden 2 x 10° primare T-Zellen ausgesat. Am nachsten Tag

wurden die Zellen auf neue unbehandelte 24-Loch-Zellkulturplatten umgesetzt.

2.3.11. Durchflusszytometerische Analysen

Mit Hilfe von durchflusszytometrischen Analysen wurden Zellen bzgl. verschiedener
Zelleigenschaften analysiert. Die Zellen wurden u.a. anhand von vektorkodierten
Fluoreszenzproteinen und durch die Markierung mit Antikorpern voneinander

unterschieden. Die Antikdrperfarbung erfolgte nach einmaligem Waschen der Zellen mit
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PBS in 150 ul PBS + 50 pul Fc-Block. Die benétigte Menge des Antikdrpers sowie die
notwendige Inkubationsdauer erfolgten nach Herstellerangaben. Eine Liste der
verwendeten Antikdrper findet sich unter 2.1.10. Nach der Inkubation wurden die Zellen
vor der durchflusszytometrischen Analyse erneut in PBS gewaschen.

2.3.12. Zellsortierung

Die Sortierung von Zellen erfolgte am FACSArialll in der FACS-Core Facility des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf. Die Zellen wurden vor der Sortierung
gewaschen und nach Resuspendierung durch ein Zellsieb (70 pm) gegeben. Die
Sortierung der Zellen erfolgte anhand von Antikorperfarbungen. Da die Sortierung unter
nicht-sterilen Bedingungen erfolgte, wurde das Medium nach der Sortierung mit 2%

Penicillin/Streptomycin versetzt.

2.3.13. Elektroporation von primaren T-Zellen und Zelllinien

Bei der Elektroporation handelt es sich um eine effiziente Transfektionsmethode, bei der
die Zellmembran durch einen elektrischen Impuls transient permeabilisiert wird, wodurch
DNA- oder RNA-Molekile in die Zelle eindringen kénnen. Zur Vorbereitung auf die
Elektroporation wurden die Zellen 2x mit Opti-MEM gewaschen und anschlieRend auf 1-
2 x 10° Zellen/600 pl in Opti-MEM resuspendiert. Bei der Elektroporation von mRNA
wurden alle Schritte auf Eis durchgefuihrt und sowohl die Zellen, als auch die
Elektroprorationskivetten vor der Verwendung fir einige Minuten vorgekihlt. Die zu
elektroporierende DNA oder mRNA wurde in die Kivette pipettiert und mit 600 pl der
Zellsuspension vermischt. Die Elektroporation wurde im Gene Pulser Xcel™ Total
System mit einem Square-Wave-Puls (bei mRNA) bzw. mit Exponentiell-Decay (bei
DNA) durchgefiihrt. Nach der Elektroporation wurden die Zellen in 24-Loch-Kulturplatten
umgesetzt. Bei TALE-Nukleasen erfolgte die auf die Elektroporation folgende Inkubation
fur 24h bei 32C wund anschlieBRend bei 37C. Zur Wi ederverwendung der
Elektroporationskiivetten wurden diese einige Mal mit dH,0 gespult. Anschliel3end
wurden die Kivetten fur mind. 30 min in 80% Ethanol eingelegt. Das Trocknen der
Klvetten erfolgte unter der Sicherheitswerkbank. Die Kivetten waren daraufhin zur
Wiederverwendung geeignet. Im Falle von DNA-Elektroporationen wurden die Kuvetten
nach dem dH,0-Waschschritt zusatzlich fur 5 min mit offenem Deckel unter UV-Licht
gestellt.
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2.3.14. Magnetische Zellseparation von CD3 *-Zellen

Die Trennung von CD3-negativen und CD3-positiven T-Zellen erfolgte mit Hilfe des
Magneten Dynal MPL-L und dem Dynabeads CD3-Kit gemal3 Herstellerangaben.

2.3.15. Cytokine-Release-Assay

Um die Antigenspezifitdt von T-Zellen zu testen, die mit verschiedenen TCR-
Konstrukten transduziert worden waren, wurde der Cytokine-Release-Assay
durchgefuhrt. Die antigenprasentierenden Zielzellen (T2 bzw. autologe PBMCs) wurden
mit Zellkulturmedium gewaschen und auf 1 x10° Zellen/ml eingestellt. Je 1 ml der
Zellsuspension wurde in Kryoréhrchen tberfuhrt, mit den zu prasentierenden Peptiden
versetzt (0,01 - 20 uM) und bei 37<C fur 3 h inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen
erneut gewaschen und auf 1x10° Zellen/1,5ml eingestellt. Die transduzierten

Effektorzellen wurden ebenfalls in Zellmedium gewaschen und auf 1-5 x 10° Zellen/ml

eingestellt. Target- (150 pl 2 1 x 10> Zellen) und Effektorzellen (100 pl 2 1 -5 x 10°

Zellen) wurden gemeinsam in 96-Loch-Platten pipettiert, gemischt und bei 37T
inkubiert. Nach einer Reaktionszeit von 20 h wurde der Zelliberstand abgenommen und
per ELISA (s. 2.3.17) auf die Sekretion verschiedener Zytokine tGberpruft.

2.3.16. °H-Thymidin Proliferationsassay

Um die Proliferation von Zellen nach Kontakt zu ihrem Antigen zu testen, wurde der *H-
Thymidin Proliferationsassay verwendet. Dazu wurden 2,5 x 10* transduzierte Zellen mit
5x 10* antigenprasentierenden T2-Zellen bzw. 1x10°> antigenprasentierenden
autologen PBMCs in einem Gesamtvolumen von 200 ul in X-VIVO 10 in 96-Loch-Platten
kokultiviert. Die antigenpréasentierenden Zellen wurden vor der Kokultivierung entweder
mit dem spezifischen Peptid oder mit einem Kontrollpeptid versetzt (Konzentration:
20 uM) und mit 60 Gy (T2) bzw. mit 35 Gy (autologe PBMC) bestrahlt. Die Kokultivierung
erfolgte fur 48 h bei 37C, bevor die Zugabe von 1 pCu 3H-Thymidin/Probenansatz in
einem Volumen von 50 pl erfolgte. Nach einer weiteren Inkubationsphase von 16 h
wurden die Zellen geerntet und mit Hilfe des Wallac Readers analysiert. Die Ansatze
wurden jeweils in Triplikaten durchgefuhrt. Der Stimulationsindex (SI) wurde

folgendermafen ermittelt:

_ Mittlere CMP (Counts pro Minute) mit spezifischem Antigen

Sl
Mittlere CMP ohne spezifisches Antigen
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2.3.17. Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Die Zelluberstéande des Cytokine-Release-Assays (s. 2.3.15) wurden per ELISA auf das
Vorhandensein verschiedener Zytokine untersucht. Daftr wurde das Human IFN gamma
ELISA Ready-SET-Go!-, Human IL-2 Ready-SET-Go! ELISA (2" Generation)- und das
Human TNF alpha ELISA Ready-SET-Go!-Kit gemaR Herstellerangaben verwendet. Die
Messung der Proben erfolgte in Duplikaten. Proben, die auRerhalb des Standards lagen,
wurden mit Assay Diluent verdinnt. Die Analyse der ELISA-Platten erfolgte mit dem
Sunrise Basic Tecan ELISA Analyzer bei einer Wellenlange von 450 nm
(Korrekturwellenlange 570 nm). Die Auswertung der Daten erfolgte mittels Four

parameter logistic fit curve-Analyse (MyAssays Ltd, http://www.myassays.com).

2.3.18. Enzyme Linked Immuno Spot Assay (ELISPOT)

ELISPOT Assays wurden mit dem Human Interferon-gamma ELISpot Kit gemaf
Herstellerangaben durchgefuhrt. Als antigenprasentierende Zellen dienten entweder T2-
Zellen oder autologe PBMCs, die uU.N. in X-VIVO15 mit den spezifischen- oder mit
Kontrollpeptiden versetzt wurden (Peptidkonzentration 20 pM). 5x 10* oder 1 x 10*
transduzierte Effektorzellen wurden mit 1 x 10* antigenpréasentierenden Zielzellen fiir
16 h auf den ELISPOT Platten kokultiviert und anschlieRend die IFN-y Sekretion der
Zellen detektiert. Die Spot-forming units (SFU) wurden mit Hilfe des AID EliSpot Readers
detektiert und mit Hilfe der Software EliSpot 4.0 ausgewertet. Als positiv wurden Proben
definiert die >10 Spots/Probe sowie 3 x mehr Spots im Vergleich zur Negativ-Kontrolle

aufwiesen.

2.3.19. Statistische Auswertung

Die statistischen Auswertungen erfolgten mit Hilfe der Software GraphPad Prism 5.
Fehlerbalken in S&aulendiagrammen reprasentieren die Standardabweichung (SD) vom
Mittelwert. Signifikanzen wurden mit dem gepaarten t-test oder per One-way ANOVA

ermittelt.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Identifizierung, Klonierung und funktionelle
Uberprifung von MAGE-C2-spezifischen TCRs

Ein sehr wichtiger Aspekt der adoptiven T-Zell-Rezeptor-Gentherapie ist die Auswahl
eines geeigneten Zielantigens. Dieses Antigen sollte u.a. immunogen sein, stabil
exprimiert werden und auf gesunden Kdérperzellen nicht vorkommen. Die CT-Antigene
scheinen in dieser Hinsicht eine vielversprechende Zielstruktur zu sein (s. 1.2.3). In dem
ersten Abschnitt meiner Dissertation habe ich TCRs aus T-Zellklonen, die Peptide des
CT-Antigens MAGE-C2 erkannt haben, isoliert. Dazu habe ich zunachst die Methode zur
Identifizierung von unbekannten TCR-Genen optimiert. AnschlielRend habe ich die TCR-
Gene aus MAGE-C2 T-Zellklonen isoliert, in virale Transfervektoren kloniert und in T-
Zellen Ubertragen. Die Funktionalitat und Spezifitat der Rezeptoren, die sich fur eine
maogliche adoptive Immuntherapie des Multiplen Myeloms eignen konnten, habe ich
anschlieBend in den transduzierten T-Lymphozyten mit Hilfe verschiedener

zellbiologischer Methoden uberprift.

3.1.1. Optimierung der RLM-RACE-PCR zur Identifizierung von
antigenspezifischen T-Zell-Rezeptor-Ketten

Der T-Zell-Rezeptor ist ein membrangebundenes Heterodimer, das aus einer a- und
einer B-Polypeptidkette zusammengesetzt ist. Diese bestehen jeweils aus einer variablen
(V) und einer konstanten (C) Domane (s. 1.1.1). Fur die ldentifikation von unbekannten
TCR-Genen wurde eine RNA Ligase Mediated Rapid Amplification of cDNA Ends PCR
(RLM-RACE-PCR) durchgefuhrt. Diese Art der PCR ist fur die Amplifikation von cDNAs
geeignet, bei denen lediglich ein kurzer Teil der Sequenz bekannt ist. Der bekannte Teil
der TCR-Ketten ist dabei die C-Region, wahrend die V-Region aufgrund der hohen
Diversitat von TCR-Ketten (s. 1.1.1) den zu identifizierenden Teil darstellt. Ein groRRer
Vorteil der RLM-RACE-PCR gegentber traditionellen RACE-PCRs ist die exklusive
Amplifikation von VolllAngen-mRNAs, die zur Generierung von nur einer einzelnen
Gelbande fuhrt (Ambion Herstellerangabe). Abb. 14 zeigt ein reprasentatives Ergebnis
einer RLM-RACE-PCR von zwei verschiedenen Klonen zur ldentifikation von TCR-
Ketten. Der Versuch wurde dabei nach Herstellerprotokoll (Ambion) durchgefuhrt. Nach
der ersten PCR (s. Abb. 14A) waren, wie erwartet, keine PCR-Produkte sichtbar. Nach
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der anschlieBenden nested-PCR konnte bei 5 von 6 Ansatzen eine deutliche DNA-
Bande identifiziert werden (s. Abb. 14B). Die Grof3e der amplifizierten DNA-Produkte war
allerdings in keinem Fall entsprechend der erwarteten Volllangen TCR-Ketten. Diese
haben eine Gréf3e von ~ 1000 bp (TCRa) bzw. ~ 1100 bp (TCRp). Die amplifizierten
GrolRen waren mit 300-700 bp deutlich unter diesen Werten, was fir eine Amplifikation
von unvollstindigen cDNAs spricht. Kleinere DNA-Fragmente werden in PCR-
Reaktionen bevorzugt amplifiziert, so dass es auch in Gegenwart der Volllangen-cDNAs

wahrscheinlich nicht zur vermehrten Amplifikation letzterer kommen wirde.

1500 bp
1000 bp
700 bp
500 bp

1500 bp
1000 bp

700 bp
500 bp

TCRRACE: a Bl B2 a Bl B2 TCR-RACE: a Bl B2 a Bl B2
 Klonl 4+ Klon2 — F— Kioni — F— Klon2 —

Abb. 14: Elektrophoretische Auftrennung einer RLM-RACE-PCR von zwei Klonen zur Identifikation von
TCR-Ketten. A. Wie erwartet, sind bei der Auftrennung der Proben nach der ersten PCR keine Gelbanden zu

erkennen. B. Nach der nested-PCR (zweite PCR) sind deutliche Gelbanden auf dem Agarosegel sichtbar. Allerdings
sollten die erwarteten Banden zwischen 1000 bp und 1100 bp liegen (markiert durch die rot-gestrichelte Linie).

Um eine erfolgreiche Amplifikation der Volllangen-TCR-Ketten zu erreichen, wurde das
Herstellerprotokoll der RLM-RACE-PCR verandert. Ein Uberblick des optimierten
Versuchsablaufes ist in Abb. 15 dargestellt. Der entscheidende Unterschied zum
urspringlichen Herstellerprotokoll liegt dabei in der Aufreinigung der Proben nach der
ersten PCR (Abb. 15, Schritt 6). Im Originalprotokoll diente das PCR-Produkt der ersten
Reaktion ohne Aufreinigungsschritt direkt als Template fiur die nested-PCR. In dem
optimierten Protokoll wird das Produkt der ersten PCR stattdessen per
Gelelektrophorese aufgetrennt. Da nach der ersten PCR meist keine DNA-Banden auf
dem Agarosegel sichtbar waren, wurden die Gelfragmente der richtigen GrofRe (~ 1000
bzw. ~1100bp) anhand des aufgetragenen GroRRenstandards aus dem Gel
ausgeschnitten. Das aufgereinigte Produkt diente anschlieBend als Template fur die

nested-PCR. Durch den Aufreinigungsschritt werden alle Produkte aus der ersten PCR
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mit falscher GroRRe, aus der nested-PCR-Reaktion ausgeschlossen. Somit dienen
ausschlief3lich PCR-Produkte der richtigen Grol3e als DNA-Template fur die nested-PCR.

®

© ® © ©

©

@

©,

mRNA-Isolation

5-cap-struktur {7, 7o'y (- Schwanz

TAP-Enzym zum Entfernen der 5-Cap-Struktur intakter mRNAs
5-Cap-struktur T N, - ~o!y(+)-Schwanz

RNA-Anker-Ligation an freie Phosphatenden der mRNAs
Ra-anker (" S - ~oly(4)-Schwanz

Reverse Transkription

Ak T S - -0 ) Schanz
¢ ————— Oligo(dt) 4
1. PCR
e e i — — — =
= — = — frcaspes pone
Aufreinigung der 1. PCR Uber Gelelektrophorese

nested-PCR (2. PCR)

e merma — — — —
Anker-Sequenz TCR-spez. cDNA

<4t ———— TCR spez. Primer

Aufreinigung der Produkte tber Gelelektrophorese
Subklonierung der PCR-Produkte

Sequenzierung zur ldentifizierung der verwendeten TCR-Ketten
Klonierung der TCR-Ketten in den Expressionsvektor der Wahl

Abb. 15: Schematische Darstellung des optimierten RLM-RACE-PCR-Versuchsablaufs. Zunachst erfolgt die
Isolierung von mRNA aus T-Zellklonen (Schritt 1 ). AnschlieRend wird die mMRNA mit dem TAP-Enzym inkubiert, das die
mRNA-Cap-Struktur von intakten mRNAs ablést (Schritt 2 ), und sie damit zuganglich fir die Ligation eines RNA-Ankers
macht (Schritt 3). Auf die reverse Transkription mit Oligo(dT)-Primern (Schritt 4 ) folgt die Amplifikation TCR-
spezifischer Sequenzen per PCR (Schritt 5 ). Das Produkt der PCR-Reaktion wird gelelektrophoretisch aufgetrennt, die
TCR-spezifische DNA aus dem Gel ausgeschnitten und eluiert (Schritt 6 ). Das Elutionsprodukt dient in der folgenden
nested-PCR als Template fir die weitere Amplifikation der TCR-spezifischen Sequenzen (Schritt 7 ). Die nested-PCR-
Produkte werden erneut per Gelelektrophorese aufgetrennt, ausgeschnitten und eluiert. AnschlieRend erfolgt die
Sequenzierung der PCR-Produkte sowie die Klonierung der identifizierten TCR-Ketten in einen Expressionsvektor.
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Die Ergebnisse der optimierten RLM-RACE-PCR zeigten, dass die Veranderungen zu
einer wesentlichen Verbesserung der Amplifikation von TCR-spezifischen Volllangen-
MmRNAs geflihrt haben. Nach der ersten PCR waren erneut, wie erwartet, keine DNA-
Banden sichtbar (nicht gezeigt). Abb. 16 zeigt die gelelektrophoretische Auftrennung der
RLM-RACE-PCR-Ergebnisse von 6 T-Zellklonen nach der nested-PCR. Die Spuren 1-6
zeigen die Ergebnisse des RLM-RACE-Versuches mit Primern, die fur die C-Region der
TCRo-Kette spezifisch waren. Fiur alle verwendeten Klone konnten einzelne DNA-
Banden in der richtigen Fragmenthdhe identifiziert werden. Da fir den Zusammenbau
der TCRB-Rezeptorketten zwei unterschiedliche C-Regionen (81 und 32) zur Verfigung
stehen (s. 1.1.1), wurden fir die Identifizierung der TCRp-Kette pro Klon zwei
unterschiedliche Primerpaare eingesetzt, die spezifisch fur die TCRBC1 oder die
TCRBC2 waren. Die Spuren 7-12 bzw. 13-18 in Abb. 16 zeigen die
Amplifikationsergebnisse mit den TCRBC1- bzw. TCRBC2-spezifischen Primern. Es
wurden erneut meist einzelne, deutliche DNA-Banden der richtigen Hohe amplifiziert.
Trotz groler Homologien der TCRBC1l- und TCRBC2-Regionen konnten die
verwendeten Primer spezifisch zwischen ihnen unterscheiden, so dass entweder TCR-
Sequenzen mit der TCRBC1-Kette (Klon 1-5) oder der TCRBC2-Kette (Klon 6)
amplifiziert wurden. Die Sequenzierung der DNA-Banden bestétigte, dass es sich bei
ihnen tatsachlich um vollstandige TCRa- und B-Gene handelte. Das optimierte Protokoll
zeigte auch bei der Identifizierung weiterer TCR-Ketten aus anderen T-Zellklonen

zuverlassige und reproduzierbare Ergebnisse.

M 1 2 3 4 5 6 M 7 8 9 10 11 12 M 13 14 15 16 17 18

1500 bp
1000 bp <+—1500 bp
700 bp
500 bp <—1000 bp
<—700 bp
<«—500 bp
Klon-Nr.: 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
F— TCRa-RACE — F— TCRB1-RACE — —— TCRB2-RACE —
Abb. 16: Erfolgreiche Amplifikation TCR-spezifischer DNA mittels optimiertem RLM-RACE-PCR-Protokoll. Die

Abbildung zeigt die gelelektrophoretische Auftrennung der Ergebnisse des optimierten RLM-RACE-PCR-Protokolls nach
der nested-PCR fir 6 verschiedene T-Zellklone. Die Spuren 1-6 zeigen die erfolgreiche Amplifikation der ca. 1000 bp
groBen TCRa-Kette. Die Spuren 7-12 (TCRBC1) bzw. 13-18 (TCRBC1) zeigen die Amplifikation der ca. 1100 bp gro3en
TCRpB-Kette. Je nach verwendeter C-Region kommt es entweder bei der Amplifikation mit den TCRBC1-Primern (Klon 1-
5) oder den TCRBC2-Primern (Klon 6) zu einer deutlichen Gelbande der erwarteten Hohe.
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3.1.2. Identifikation von T-Zell-Rezeptor-Ketten aus potentiell
MAGE-C2-spezifischen T-Zellklonen

Die Identifizierung von TCR-Ketten aus potentiell MAGE-C2-spezifischen T-Zellklonen
wurde mit Hilfe des unter 3.1.1 optimierten RLM-RACE-PCR-Protokolls durchgefiihrt. In
Vorarbeiten wurden zur Anreicherung von MAGE-C2-spezifischen CD4" und CD8"
T-Zellen mononukledre Zellen aus dem Blut von Patienten, die am Multiplen Myelom
erkrankt waren, verwendet. Um die immunogenen Epitope des Proteins zu bestimmen
wurde das gesamte MAGE-C2-Protein in 37 sich Uberlappende 20 Aminoséaure lange
Peptide aufgeteilt. CD4" und CD8" T-Zellen der Patienten wurden daraufhin mit den
Peptiden des MAGE-C2-Proteins stimuliert und die Immunantworten per IFN-y-ELISPOT
oder IFN-y-Sekretionsassay uUberpruft. Die auf die Peptide mit einer Immunantwort
reagierenden Zellen wurden per Limiting Dilution bzw. per FACS-Zellsortierung und
Einzelzellablage zur Generierung von T-Zellklonen weiter bearbeitet. Wie in Tabelle 2 zu
sehen, konnten die TCR-Sequenzen von 11 CD4" und von 2 CD8" T-Zellklonen
identifiziert werden. Alle analysierten Sequenzen zeigten produktive, umgeordnete
TCRa- bzw. TCRB-Ketten, die sich aus der V-Region, der J-Region und der C-Region,
sowie im Falle der TCRB-Kette zusétzlich aus der D-Region zusammensetzten. Die
Sequenzen zeigten des Weiteren eindeutige CDR1, CDR2 und CDR3 Abschnitte. 2 der
11 analysierten CD4"-Klone wiesen ein nicht klonales Bild auf, da 2-3 verschiedene
TCR-Ketten identifiziert wurden. Alle weiteren analysierten Klone waren klonal
hinsichtlich ihrer TCR-Verwendung. Es wurde zudem beobachtet, dass verschiedene
Klone ein und desselben Patienten, die mit demselben Peptid bzw. Peptidpool stimuliert
worden waren, dieselbe TCR-Verwendung zeigten (s. IE 10, 32, 43 oder AF16, 25).
Klone eines Patienten, die mit unterschiedlichen Peptiden stimuliert worden waren,

zeigten dagegen bei der Analyse unterschiedliche TCR-Ketten (s. AF16, 21, 25).

Tabelle 2: Ubersicht identifizierter, potentiell MAGE-C2-spezifischer T-Zell-Rezeptoren. TRA, T-Zell-Rezeptor
Alpha; TRB, T-Zell-Rezeptor Beta

Klon+ | CD47| TRAV TRAJ CDR3a TRBV TRBJ TRBD CDR3g - Kette
#Peptid | CD8"
AF16 #16-18 CcD4” TRAV2*01 TRAJ4*01 CAVEPGSGGYNKLIF TRBV5-6*01 TRBJ1-6*02 TRBD1*01 CASSFRQETHSPLHF
AF21 #30 CcD4" TRAV26-1*01 | TRAJ47*01 | CIVRGLREYGNKLVF TRBV2*01 TRBJ2-7*01 TRBD1*01 CASSLGGQLREQYF
AF25 #16-18 cD4” TRAV2*01 TRAJ4*01 CAVEPGSGGYNKLIF TRBV5-6*01 TRBJ1-6*02 | TRBD1*01 | CASSFRQETHSPLHF
TRBV2*01 TRBJ2-7*01 TRBD1*01 | CASSLGGQLREQYF
AKS3 #32+36 CcD4” TRAV2*01, TRAJ17*01 | CAAAPKAAGNKLTF TRBV6-5*01 TRBJ2-1*01 TRBD1*01 CASQKAGYNEQFF
TRAV12-2*02 | TRAJ31*01 | CAVNFPARLMF TRBV11-3*01 TRBJ2-3*01 TRBD2*01 | CASSAGKRGGTDTQYF
TRBV4-2*01 TRBJ2-3*01 - CASSQDVPDTQYF
AK4 #32+36 cDh4” TRAV12-2*02 | TRAJ31*01 | CAVNFPARLMF TRBV6-1*01 TRBJ1-4*01 TRBD1*01 | CASSDGDVVRKKLFF
TRAV2*01 TRAJ17*01 | CAAAPKAAGNKLTF
AP10 #25 cb4” TRAV3*01 TRAJ9*01 CAVRDPHTGGFKTIF TRBV5-1*01 TRBJ1-2*01 TRBD1*01 | CASSLALKAEDGYTF
AP11 #27 CcD4” TRAV12-2*02 | TRAJ8*01 CAVNEDFQKLVF TRBV7-7*01 TRBJ2-7*01 TRBD2*01 CASSQNKVGEQYF
DN1 #18 cDg” - - - TRBV6-1*01 TRBJ2-4*01 TRBD1*01 | CASSEHGQGVPAKNIQYF
DN2 #18 CcD8” TRAV8-1*01 TRAJ43*01 | CAVNARNNNDMRF TRBV6-1*01 TRBJ2-4*01 TRBD1*01 CASSEHGQGVPAKNIQYF
IE10 #32 CcD4" TRAVS8-1*01 TRAJ39*01 | CAVKVNNAGNMLTF - - - CASSLTGSAPTDTQYF
IE32 #32 CcD4” TRAV8-1*01 TRAJ39*01 | CAVKVNNAGNMLTF TRBV7-3*01 TRBJ2-3*01 TRBD2*02 | CASSLTGSAPTDTQYF
1E43 #32 CD4" TRAV8-1*01 TRAJ39*01 | CAVKVNNAGNMLTF TRBV7-3*01 TRBJ2-3*01 TRBD2*02 | CASSLTGSAPTDTQYF
HS1 #18 cb4” TRAV2*01 TRAJ29*01 | CAVEAYSGNTPLVF TRBV7-8*01 TRBJ1-6*01 TRBD1*01 | CASSLDLDRGNSPLHF
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3.1.3. J76-T-Zelllinie zur funktionellen Uberprifung klonierter
T-Zell-Rezeptoren

Um im ersten Schritt die grundsétzliche Funktionalitdt und Peptidspezifitat der klonierten
TCR-Ketten zu Uberprufen, wurde die T-Zelllinie J76 verwendet. Bei der Zelllinie handelt
es sich um immortalisierte, von Jurkat T-Zellen abgeleitetet T-Lymphozyten, die als
aB-TCR-defizient beschrieben wurden®. Sie zeigen keine Expression von endogenen
TCR-Ketten, besitzen allerdings alle notwendigen CD3-Molekile, um mit exogen
eingebrachten TCRs den CD3-TCR-Komplex zu bilden, der anschlielend auf der
Oberflache der J76-Zellen exprimiert wird. Die Expression jedes beliebigen ektop
eingebrachten TCR kann damit ohne Beeinflussung von endogenen TCR-Ketten durch
anti-TCR oder anti-CD3 Antikdrper Uberpruft werden. Zur Bestatigung des
beschriebenen Phanotyps wurden die J76-Zellen mit verschiedenen Antikdrpern gegen
T-Zell-Oberflachenmolekile angefarbt (Abb. 17). Als Vergleich diente die Ausgangs-
T-Zelllinie Jurkat. Es ist zu erkennen, dass die J76-Zellen, wie beschrieben und im
Gegensatz zu den Jurkat T-Zellen, keine Expression von CD3- und TCR-Molekulen
zeigten. Weitere T-Zell-Marker bzw. Leukozytenmarker wie CD45, CD2 oder CD28, das
wichtige kostimulatorische Signale fur die T-Zellaktivierung liefert, wurden sowohl vom
Grol3teil der J76-Zellen als auch der Jurkat-Zellen exprimiert. Fur die zwei weiteren
Oberflachenmarker CD4 bzw. CD8, die T-Zellen in T-Helferzellen bzw. zytotoxische T-
Effektorzellen unterteilen zeigten die J76-Zellen keine oder nur minimale Anfarbung
durch die entsprechenden Antikérper. Auch die Jurkat-Zellen, die urspriinglich als CD4"

beschrieben wurden, zeigten keine Anfarbung.
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Abb. 17: Vergleichende Analyse von J76 T-Zellen und Jurkat T-Zellen auf T-Zell-spezifische
Oberflachenmolekiile. Die T-Zelllinien J76 und Jurkat wurden mit fluoreszenzgekoppelten Antikérpern gegen die
T-Zell- bzw. Leukozyten-spezifischen Oberflachenmolekile CD2, CD3, TCR, CD4, CD8, CD28 und CD45 angefarbt und
die Expression durchflusszytometrisch Gberprift.

-67 -



Ergebnisse

3.1.4. Funktionelle Uberprufung identifizierter, potentiell MAGE-
C2-spezifischer T-Zell-Rezeptoren in J76-Zellen

Von den identifizierten, potentiell MAGE-C2-spezifischen T-Zell-Rezeptoren wurden die
TCRs der Klone AF16, AF21, AP11, IE und HS1 fur weitere Versuche ausgewahlt (s.
Tabelle 2). Die identifizierten Rezeptor-Ketten wurden Uber die 2A-Sequenz des
porzinen Teschovirus verbunden und in den lentiviralen Vektor LeGO-iG2 kloniert (Abb.
18A). Bei diesem Vektor handelt es sich um einen lentiviralen Vektor der 3. Generation®.
Er enthdlt eine IRES-eGFP-Sequenz, so dass transduzierte Zellen
durchflusszytometrisch anhand ihrer eGFP-Expression verfolgt werden kénnen. Der
korrekte Zusammenbau der klonierten TCR-Konstrukte konnte nach Transduktion der
aB-TCR-defizienten T-Zelllinie J76 anhand von CD3- und TCR-Antikorperfarbungen
nachgewiesen werden. Die Anzahl an TCR/CD3-positiven T-Zellen korrelierte dabei
stark mit der Anzahl an eGFP-positiven Zellen (Abb. 18B). Um die Spezifitat der
identifizierten TCRs zu Uberprifen, wurden die transduzierten J76-Zellen mit autologen
PBMCs kokultiviert. Die PBMCs dienten als antigenprasentierende Zellen und waren
zuvor mit den entsprechenden MAGE-C2-Peptiden beladen worden. Die
Effektorreaktionen der transduzierten J76-Zellen wurden per IFN-y-ELISPOT, IL-2-ELISA
sowie mit Hilfe des *H-Thymidin Proliferationsassays analysiert. In Abb. 18 sind die
Ergebnisse des ELISPOTs sowie des Proliferationsassays dargestellt. Es zeigte sich,
dass keiner der klonierten MAGE-TCRs spezifisch auf sein Antigen reagierte. Im
ELISPOT war kein Unterschied zwischen der Kokultivierung mit dem spezifischen
Antigen (Abb. 18C, mittlere Spalte) und dem Kontrollantigen (Abb. 18C, rechte Spalte)
zu erkennen. Im Proliferationsassay konnte ebenfalls keine Proliferationsunterschiede
als Folge der verschiedenen Kokultivierungsbedingungen festgestellt werden (Abb. 18D).
Auch im IL-2-ELISA war keine vermehrte Sekretion von IL-2 nach Kokultivierung mit den
spezifischen Peptiden detektierbar (nicht gezeigt). Aufgrund der Vielzahl an
unterschiedlichen Tests mit negativem Ergebnis muss davon ausgegangen werden,
dass es sich bei den identifizierten T-Zellklonen nicht um MAGE-C2-spezifische Zellen
handelte.
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Abb. 18: Funktionelle Uberpriifung der identifizierten MAGE-C2 TCRs. A. Schematische Darstellung der LeGO-
Vektorkonstrukte nach Klonierung der identifizierten MAGE-C2 TCR-Ketten. B. Erfolgreiche Expression der MAGE-C2
TCR-Konstrukte in J76-Zellen. J76-Zellen wurden 3 Tage nach Transduktion mit einem CD3-spezifischen Antikdrper
gefarbt. Die Prozentzahlen geben die Anzahl eGFP- und CD3-positiver Zellen an. C. Die MAGE-C2-transduzierten J76-
Zellen wurden nach Kokultivierung mit spezifischen und unspezifischen Peptiden per ELISPOT auf die Sekretion von
IFN-y getestet. Dargestellt sind jeweils 5 x 10* Zellen. D. MAGE-C2-transduzierte J76-Zellen wurden per *H-Thymidin
Proliferationsassays auf ihre Spezifitdit getestet und entweder mit ihrem spezifischen Antigen oder ohne Antigen
kokultiviert und ihre Proliferation gemessen. Dargestellt ist der Mittelwert + SD aus den Doppelbestimmungen eines
Versuches. Unterschiede nicht signifikant. ccpm, engl. corrected counts per minute.
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3.2. Influenzaspezifische TCRs als Modellsystem flr die

Optimierung der TCR-Gentherapie

Nachdem keine MAGE-C2-spezifischen T-Zellklone und T-Zell-Rezeptoren identifiziert
werden konnten, habe ich Antigene des Influenza A Virus als Modellantigene fur die
Optimierung des TCR-Gentransfers verwendet. Influenzaspezifische Antigene eignen
sich gut, da ein grolRer Anteil der Population eine starke T-Zell-vermittelte Immunantwort
gegen sie zeigt. Zunachst habe ich erneut die TCR-Gene aus influenzaspezifischen T-
Zellklonen isoliert, in virale Transfervektoren kloniert und die Transduktion von T-
Zelllinien und primaren T-Zellen mit diesen Vektoren durchgefihrt. Anschlie3end habe
ich Uberprift, ob es durch die Transduktion zu einem Transfer der urspringlichen

Spezifitat der T-Zellklone gekommen ist.

3.2.1. Identifikation von TCR-Ketten aus influenzaspezifischen
CD4" und CD8 " T-Zellklonen

In Vorarbeiten zur vorliegenden Dissertation wurden influenzaspezifische CD4" und
CD8" T-Zellen aus PBMCs von HLA-A2-positiven, gesunden Blutspendern angereichert.
Zur Anreicherung wurden die PBMCs mit zwei unterschiedlichen Peptiden des Influenza
A Virus stimuliert. Um die Proliferation von influenzaspezifischnen CD8"-Zellen zu
erreichen, wurde das Influenza-Matrixprotein (Flu-M: GIL GFV FTL) verwendet. Fur die
Proliferation von influenzaspezifischen CD4"-Zellen wurde das Influenza-Nukleoprotein
(Flu-NP: FWR GEN GRK TRI AYE RMC NIL KGK) eingesetzt. Die Spezifitat der
stimulierten T-Zellen wurde u.a. mittels IFN-y-ELISPOT und Tetramer-Farbung tberpriift,
spezifische Zellen als Einzellzellen abgelegt und die daraus entstehenden T-Zellklone
expandiert. Anschlie3end wurden die TCR-Ketten identifiziert (2.2.12). Die ldentifikation
der TCR-Ketten konnte fir 14 CD8" T-Zellklone, sowie fiir 2 CD4" T-Zellklone per
optimierter RLM-RACE-PCR (s. 3.1.1) erfolgreich durchgefihrt werden. Die Analyse der
Sequenzierung bestétigte die klonale Identitdt der T-Zellen. Bei allen analysierten
Sequenzen handelte es sich um produktiv umgeordnete TCRa- bzw. TCRB-Ketten, die
sich aus der V-Region, der J-Region und der C-Region, sowie bei der TCRB-Kette
zusatzlich aus der D-Region zusammensetzten. Bei allen analysierten Sequenzen
konnten eindeutige CDR1, CDR2 und CDR3 Abschnitte identifiziert werden. Die
Uberwiegende Mehrheit der analysierten CD8" T-Zellklone (11 von 14), die mit dem Flu-
M-Peptid stimuliert worden waren, zeigten die Verwendung der gleichen TCR-Kette:
TRAV17*01, TRAJ42*01, TRBV19*01, TRBJ2-7*01, TRBD2*02. Fiir zwei weitere CD8"
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T-Zellklone wurde die TCR-Kette TRAV14/DV4*02, TRAJ52*01, TRBV19*01, TRBJ1-
501, TRBD1*02, und fir einen weiteren CD8" Klon die TCR-Kette TRAV27*01,
TRAJ42*01, TRBV19*01, TRBJ1-5*01, TRBD1*01 identifiziert. Dabei ist auffallig, dass
alle 14 analysierten T-Zellklone die gleiche variable Beta-Kette TRBV19*01 verwenden.
Abb. 19 zeigt die bei der Uberwiegenden Mehrheit der T-Zellklone identifizierten TCR-
Sequenzen sowie die dazugehdrigen Aminosauren. Die Bereiche fur die V-, J-, D- und
C-Regionen sowie die CDR1-3-Regionen sind markiert. Die Analyse der Sequenzierung
der beiden CD4" T-Zellklone bestatigte auch hier die Klonalitat der generierten Klone.
Die beiden Klone verwendeten dabei jeweils unterschiedliche TCR-Ketten: TRAV8-1*01,
TRAJ43*01, TRBV6-1*01, TRBJ2-4*01, TRBD1*01 sowie TRAV8-1*01, TRAJ30*01,
TRBV6-5*01, TRBJ2-7*01, TRBD2*01.
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Abb. 19 Identifizierte TCR-Sequenzen der Flu-spezifischen CD8 * T-Zellklone. Dargestellt sind die Sequenzen
der TCRa- und B-Ketten, die von der tberwiegenden Mehrzahl der influenzaspezifischen T-Zellklone verwendet wurden.
Die verschiedenen Bereiche der TCR-Ketten sind farbig markiert: V-Region (blau), D-Region (griin), J-Region (rot), C-
Region (grau), einzelne Nukleotid-Insertionen (braun). Die CDR 1-3 sind mit schwarz gestrichelten Balken umrandet. A.
TCRa-Kette TRAV17#01, TRAJ42*01. B. TCRpB-Kette TRBV19*01, TRBJ2-7*01, TRBD2*02.
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3.2.2. Klonierung und funktionelle Uberprufung identifizierter
influenzaspezifischer T-Zell-Rezeptoren in J76-Zellen

Fur einen Transfer der Spezifitat der unter 3.2.1 identifizierten influenzaspezifischen
TCRs in T-Zelllinien und priméaren T-Zellen wurden die TCR-Gene in den lentiviralen
Vektor LeGO-iG2 kloniert. Bei der Klonierung wurden die TCRa- bzw. TCR[B-Ketten zum
einen getrennt in 2 unterschiedliche Vektoren kloniert (Abb. 20A, LeGO-iS2-Flua, LeGO-
iG2-Flup), zum anderen Uber die 2A-Sequenz des porzinen Teschovirus in einem Vektor
miteinander verbunden. Dabei wurden sowohl die Konfigurationen TCRa-2ASequenz-
TCRB (Abb. 20B, LeGO-iG2-Flua2AB), als auch die Konfiguration TCRB-2ASequenz-
TCRa (Abb. 20C, LeGO-iG2-Flup2Aa) erfolgreich kloniert. Alle Vektoren enthielten ein
Fluoreszenzprotein (eGFP bzw. T-Sapphire), das die Detektion transduzierter Zellen
ermoglichte.

A. LeGO-iS2-Flua

s e B e

LeGO-iG2-FIup

B. LeGO-iG2-Flua2AB

rorore e | [FURGRERER] [

2A

C. LeGO-iG2-FluB2Aa

2A

Abb. 20: Schematische Darstellung der LeGO-Vektorkonstrukte nach Klonierung der identifizierten
influenzaspezifischen CD8 * TCR-Ketten. A. LeGO-iS2-Flua und LeGO-iG2-Flup. B. LeGO-iG2-Flua2AB. C. LeGO-
iG2-FIuB2Aa. Nicht maRstabsgetreu.

Um die Funktionalitat der klonierten Konstrukte zu Uberprifen, erfolgte die Transduktion
der Vektoren in die af-TCR-defiziente T-Zelllinie J76 (s. 3.1.3). Dazu wurden VSV-G-
pseudotypisierte Virusiberstande der Vektoren und eine MOI von 2 verwendet. Die J76-
Zellen konnten mit allen Vektorkonstrukten erfolgreich zu ~ 90%, basierend auf der
eGFP bzw. T-Sapphire-Expression, transduziert werden (Abb. 21). Bei der Zweifach-
Transduktion der J76-Zellen mit den Vektoren LeGO-iG2-Flua und LeGO-iS2-Fluf
konnten ebenfalls ~ 90% doppelt-positive T-Zellen identifiziert werden (Abb. 21A). Die
Uberpriifung der Expression des klonierten TCRs auf der Oberflache transduzierter

Zellen erfolgte Uber die Anfarbung mit monoklonalen anti-TCR Antikérpern. Die
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Expression des TCR wurde durch alle Vektorkonstrukte effizient vermittelt. Die
Prozentzahl der TCR-positiven Zellen war dabei in Ubereinstimmung mit der zuvor
gemessenen Prozentzahl an eGFP-positiven bzw. eGFP/T-Sapphire-doppelt-positiven
Zellen. Dabei war kein Unterschied zwischen den mit zwei Vektoren transduzierten J76-
Zellen (Abb. 21A) und den mit einem Vektor transduzierten Zellen (Abb. 21B, C) zu
erkennen. J76-Zellen, die mit dem Kontrollvektor LeGO-iG2 oder entweder mit LeGO-
iIS2-Flua oder LeGO-iG2-FluB transduziert wurden, zeigten dagegen zwar eine ebenso
hohe eGFP- bzw. T-Sapphire-Expression, allerdings keine TCR- bzw. CD3-Expression
nach Antikdrperfarbung (nicht gezeigt).

A. LeGO-iS2-Flua + LeGO-iG2-Flup
=~ 2 o o]
§ é)_E 24 2 Beo Sy | WE!
ER<E 2| -3 . ~.3 w2
% B 2 o o o m;% 3 Nl
8 F| == | v "oy
b ! 3 @ 3 =
< = = — i o =
! El Ll o 5| 0= : o| —
l('l-)) -|||||IIII|IHI||H||II||| g % |III|IIII|II|I|IIII|IIII| %o) § _IIII|IIII|IIII.|IIII|IIII| % & 3 I II”"‘“"I".I.““‘ 1
€N 50 100 150 200 250 g 50 100 150 200 250 > 50 100 150 200 250 0102 10° 10* 10° 8 ' 50 100 150 200 250
(x1.000) (x1.000) ( 1.000) -89 (x 1.000)
FSC-A T-Sapphire FSC-A
B. 1§ & e i
S-E o e
. = 2 Jo 3
LeGO-iG2-Flua2AB | & "oy e
& - = ,
LU LU LU L L | ; L L N L L & LLLL L L L |
50 100 150 200 250 50 100 150 200 250 50 100 150 200 250
(x 1.000) (x 1.000) (x 1.000)
s 39 o “o
C. E S B
x g Ao S-S
LeGO-iG2-Flup2Aa | 3 E eg® o>
= Q 3 3
3 Q - —
i Ol v —
g L i | g 5 BLLU LU L W | R WL |
1] 50 100 150 200 250 g 50 100 150 200 250 O 50 100 150 200 250
» (x 1.000) (%1.000) (x 1.000)
FSC-A
Abb. 21: Erfolgreiche Expression der Flu-TCR-Konstrukte in J76-Zellen. J76-Zellen wurden mit den LeGO-

Vektorkonstrukten A. LeGO-iS2-Flua und LeGO-iG2-FluB, B. LeGO-iG2-Flua2AB oder C. LeGO-iG2-FluB2Aa
transduziert. 3 Tage nach Transduktion wurden die Zellen mit einem fluoreszenzmarkierten TCR-Antikérper gefarbt und
durchflusszytometrisch untersucht. Dargestellt sind die Zellen im Forward Scatter (FSC-A) gegen den Side Scatter
(SSC-A), sowie die Expression der Vektor-Reporterproteine T-Sapphire (blau) bzw. eGFP (grin) und die TCR-
Expression nach Antikdrperfarbung (grau). Die Prozentzahlen geben die Anzahl eGFP-, T-Sapphire- und TCR-positiver
Zellen an.

Als Nachstes wurde Uberprift, ob die klonierten Flu-TCRs auf den Kontakt mit ihrem
spezifischen Influenza-Antigen ,Flu-M“ mit Effektorfunktionen reagieren. Um dies zu
klaren, wurden die Flu-transduzierten J76-Zellen mit antigenpréasentierenden T2-Zellen
kokultiviert, die entweder mit dem Flu-M-Peptid oder dem Kontrollpeptid SSX-2 beladen
waren. Als zuséatzliche Kontrolle der Effektor-Zielzellen-Interaktion dienten J76-Zellen,
die mit dem Leervektor LeGO-iG2 transduziert waren. Als Positivkontrolle fur die
Sekretion von IFN-y nach Aktivierung, wurden die J76-Zellen mit PMA/lonomycin
stimuliert. Die IFN-y-Sekretion der Zellen wurde in allen Fallen per IFN-y-ELISPOT
analysiert. Wie in Abb. 22A zu sehen, reagierten die mit den verschiedenen Vektoren

transduzierten J76-Zellen auf die unspezifische Stimulation mit PMA/lonomycin mit einer
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starken Sekretion von IFN-y (linke Spalte). Flu-transduzierte J76-Zellen reagierten nach
Kokultivierung mit Flu-M-antigenprasentierenden T2-Zellen ebenfalls mit starker IFN-y-
Sekretion (mittlere Spalte). Alle Vektorkonstrukt-Varianten waren in der Lage, diese IFN-
y-Sekretion zu vermitteln. Nach Inkubation der Zellen mit dem Kontrollpeptid SSX-2
wurde eine sehr viel geringere IFN-y-Sekretion detektiert (rechte Spalte). J76-Zellen, die
mit der Negativkontrolle LeGO-iG2 transduziert waren reagierten weder auf die
Kokultivierung mit dem Flu-M-Peptid, noch mit dem SSX-2-Peptid (untere Spalte). Die
Quantifizierung der IFN-y-Sekretion nach spezifischer Flu-M-Stimulation aus drei
unabhangigen Versuchen ergab, dass die verschiedenen Vektorkonstrukte eine
unterschiedlich starke IFN-y-Sekretion vermittelten (Abb. 22B). Die durch die Konstrukte
LeGO-iS2-Flua/LeGO-iG2-Flup bzw. LeGO-iG2-Flua2AB vermittele IFN-y-Sekretion war
mit 353 £ 169 Spots pro Loch (SpL) bzw. 377 + 116 SpL etwas geringer als die 446 + 79
SpL, die durch das Konstrukt LeGO-iG2-FluB2Aa vermittelt wurden. Die durch LeGO-
iIG2-FluB2Aa vermittelte Sekretion war dabei ahnlich stark wie die Sekretion von J76-
Zellen nach unspezifischer Stimulation mit PMA/lonomycin (459 + 70 SpL). Wie bereits
beschrieben, war die IFN-y-Sekretion nach Kokultivierung mit dem Kontrollpeptid SSX-2
durch alle Vektorkonstrukte gering (iS2-Flua/iG2-FluB: 62 + 53 SpL; iG2-Flua2AB: 63 +
18 SpL; iG2-FIuB2Aa: 67 £ 26 SpL; iG2: 20 + 11 SpL). Diese Resultate zeigen, dass die
Antigenspezifitat der influenzaspezifischen T-Zellklone mittels TCR-Gentransfer

erfolgreich auf die J76 T-Zelllinie transferiert werden konnte.

A. PMA/lonomycin Flu-M SSX-2 B.
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Abb. 22. Deutliche IFN-y -Sekretion von Flu-TCR-transduzierten J76-Zellen nach Kokultivierung mit dem
Flu-M-Peptid. A. J76-Zellen wurden mit den Vektorkonstrukten LeGO-iS2-Flua/LeGO-iG2-FluB, LeGO-iG2-Flua2AR,
LeGO-iG2-FluB2Aa, sowie mit der Vektorkontrolle LeGO-iG2 transduziert und nach Kokultivierung mit Flu-M bzw. SSX-2
per ELISPOT auf IFN-y-Sekretion getestet. Als Positivkontrolle wurde PMA/Ilonomycin zu den Zellen gegeben.
Dargestellt sind die Ergebnisse eines reprasentativen IFN-y-ELISPOTs. Die Ziffern geben die Anzahl IFN-y-
sekretierender Zellen an. B. Quantifizierung der detektierten ELISPOT-Punkte nach Kokultivierung der J76-Zellen mit
Flu-M (grau) bzw. SSX-2 (schwarz.). Dargestellt ist der Mittelwert £ SD von mind. 3 unabhangigen Versuchen.
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3.2.3. Transfer der Flu-spezifischen TCR-Konstrukte in primare
T-Lymphozyten

Nach erfolgreichem Flu-TCR-Transfer in die Zelllinie J76 (siehe. 3.2.2) wurde der Flu-

TCR-Transfer in primare T-Zellen mit endogenem TCR Uberprift. Der endogene TCR

erschwert die erfolgreiche Expression des exogenen TCR in primaren Zellen, da sich die

TCR-Ketten falsch miteinander verbinden kdnnen. Zusétzlich konkurrieren die Ketten um

die Verfuigbarkeit von CD3-Molekiilen'**

. Fur die Transduktion von primaren T-Zellen
wurden PBMCs von zwei gesunden Spendern mit CD3/CD28-Dynabeads aktiviert und
mit GALV-pseudotypisiertem Virusuberstand transduziert. Fir den Versuch wurde der
LeGO-iG2-FluB2Aa ausgewahlt, da er in Vorarbeiten die besten Ergebnisse geliefert
hatte (s. 3.2.2). Die Transduktionsrate der primaren T-Lymphozyten war mit max. 5%
(gemessen an der eGFP-Markerfluoreszenz) sehr gering. In durchflusszytometrischen
Analysen waren die primaren Zellen zudem nicht mit dem spezifischen CD8"-Flu-
Tetramer anfarbbar. Auch die IFN-y-ELISPOT-Funktionalitéatstests waren durchgehend
negativ (nicht gezeigt). Daher ist davon auszugehen, dass die geringe Transduktionsrate
und/oder die Interferenz durch den endogenen T-Zell-Rezeptor ausschlaggebend fir die

fehlenden Effektorreaktionen waren.

3.3. Genetische Modifikationen zur optimierten
Expression des influenzaspezifischen TCR in
primaren T-Lymphozyten

Im zweiten Teil der Dissertation habe ich genetische Modifikationen durchgefihrt, die
eine verbesserte Expression des influenzaspezifischen TCR gewdhrleisten sollten. Zum
einen habe ich eine Optimierung des fur den Gentransfer verwendeten lentiviralen
Vektors LeGO-iG2 durchgefuhrt, um eine verstarkte Expression der Vektorkonstrukte in
primaren T-Lymphozyten zu erreichen. Zum anderen habe ich Modifikationen an der
influenzaspezifischen TCR-Sequenz durchgefiihrt, die eine Verringerung des TCR-
Mispairings zum Ziel hatten. Unter dem TCR-Mispairing versteht man die falsche
Paarung von endogenen und exogenen TCR-Ketten (s. Abb. 8), die u.a. zu einer
verminderten Expression des exogenen TCRs, und damit zu verringerter Aktivitat
transduzierter Zellen fuhrt (s. 1.2.1). Strategien zur Verringerung und bestenfalls zur
kompletten Vermeidung des Mispairings sind daher bei der Optimierung des TCR-
Gentransfers duf3erst wichtig.
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3.3.1. Optimierung des LeGO-iG2-Vektors fir eine verstarkte
Expression in primaren T-Lymphozyten

Um die Expression des influenzaspezifischen TCR in primaren T-Zellen zu verbessern,
wurde eine Optimierung des lentiviralen Vektors LeGO-iG2 fur T-Lymphozyten
angestrebt. Dazu wurde der SFFV-Promotor durch den T-zellspezifischeren MPSV-
Promotor ausgetauscht. Zudem wurde das MESV-Leader-Element sowohl hinter den
MPSV-Promotor, als auch hinter den SFFV-Promotor kloniert. Abb. 23A zeigt die
schematische Darstellung der neu klonierten Vektorkonstrukte. Um zu tberprifen, ob die
Veranderungen des LeGO-Vektors Auswirkungen auf den viralen Titer hatten, wurden
die Titer einer Virusproduktion zellunabhangig per p24-ELISA bestimmt. Fir alle vier
Vektorkonstrukte konnten hohe Titer zwischen 3 x 10’ TU/ml und 3,8 x 10" TU/ml erreicht
werden (Abb. 23B). Dabei waren die Titer der verdnderten LeGO-Vektoren in allen
Fallen geringfiigig hoher als der Titer des Ausgangsvektor LeGO-iG2 (LeGO-iG2 = 3 x
107; LeGO-iG2-MPSV = 3,3x 10"; LeGO-iG2-MPSV-MESV = 3,8 x 10’; LeGO-iG2-
SFFV-MESV = 3,4 x 10°).
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Abb. 23: Ubersicht modifizierter lentiviraler LeGO-Vektoren und ihre Titer nach der Virusproduktion. A.

Schematische Darstellung der veranderten Vektorkonstrukte fir eine verbesserte Expression in T-Zellen: LeGO-iG2
(Ausgangsvektor), LeGO-iG2-MPSV, LeGO-iG2-MPSV-MESV, LeGO-iG2-SFFV-MESV. Nicht mafistabsgetreu. B.
Lentiviraler Titer der VSV-pseudotypisierten LeGO-Vektoren. Der Titer wurde per HIV-1 p24 Antigen ELISA bestimmt.
Ein Versuch, Unterschiede nicht signifikant.

Fur eine systematische Uberpriifung der Funktionalitit der modifizierten LeGO-
Konstrukte wurden verschiedene Zelllinien sowie primare T-Lymphozyten transduziert.
Die Expression des Reporterproteins eGFP wurde anschlieRend durchflusszytometrisch
bestimmt und die mittlere Fluoreszenzintensitat gegen den Ausgangsvektor LeGO-iG2
normalisiert (Abb. 24). Um die veranderten Expressionsstarken unabhangig von der
Anzahl integrierter Proviren bewerten zu konnen, wurden nur Zellen mit einer

Transduktionsrate zwischen 5% und 20% in die Auswertung einbezogen. Die Analyse
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der Expressionsstarken der modifizierten LeGO-Vektoren ergab eine signifikante
Steigerung der Expressionsstarke in allen T-Zelllinen fir den Vektor iG2-MPSV-MESV
im Vergleich zu den anderen modifizierten Vektorkonstrukten und dem Ausgangsvektor.
In der Jurkat T-Zelllinie und der T-Zelllinie PM1 konnte eine Steigerung der
Expressionsstarke um jeweils mehr als 200% (Jurkat = 2,76 + 0,45, p < 0,001; PM1 =
2,13 + 0,37, p < 0,001) erreicht werden. Der modifizierte Vektor iG2-MPSV-MESV
vermittelte auch eine signifikante Steigerung der Expressionsstarke in den beiden
weiteren untersuchten T-Zelllinien J76 und T2. Dabei war eine Verstarkung um den
Faktoren 1,62 + 0,17 bzw. 1,56 + 0,14 detektierbar (p < 0,05). Entscheidend war, dass
der Vektor iG2-MPSV-MESV auch in primaren T-Zellen eine signifikante Steigerung der
Expressionsstarke des eGFP-Reporterproteins vermitteln konnte (1,68 + 0,11,
p <0,001). Die Veranderungen der Expressionsstarken nach Transduktion der T-
Zelllinien durch die anderen modifizierten LeGO-Vektorkonstrukte iG2-MPSV und iG2-
SFFV-MESV waren im Gegensatz dazu nicht signifikant, und entweder vergleichbar mit
oder schwécher als der Ausgangsvektor iG2. Nach Transduktion der beiden Zelllinien
293T (Fibroblastenzelllinie) und K562 (Zelllinie myeloiden Ursprungs), war ebenfalls
keine Verbesserung der Expressionsstarke durch die modifizierten Vektoren iG2-MPSV
und iG2-SFFV-MESV zu beobachten. Auch der Vektor iG2-MPSV-MESV zeigte in den
nicht-T-Zelllinien keine verbesserte Expression. Bezogen auf den Ausgangsvektor war
eine deutlich verringerte Expressionsstarke aller modifizierter Vektorkonstrukte bei den
K562-Zellen sichtbar (iG2-MPSV: 0,57 + 0,04; iG2-MPSV-MESV: 0,62 £ 0,12; iG2-SFFV-
MESV: 0,56 = 0,06). In 293T-Zellen wurde eine &hnlich starke Abnahme der
Expressionsstarke fiur die Vektoren iG2-MPSV (0,67 + 0.09) und iG2-SFFV-MESV (0,35
+ 0,05) bzw. keine Veranderung der Expressionsstarke durch den Vektor iG2-MPSV-
MESV gegentiber dem LeGO-Ausgangsvektor (1,01 £ 0,26) festgestellt. Daher ist davon
auszugehen, dass die Modifikationen des LeGO-Vektors LeGO-iG2-MPSV-MESV, wie
angestrebt, zu einer T-zellspezifischen Erhohung der Expressionsstarke gefihrt haben.
Aufgrund der Uberlegenheit des modifizierten LeGO-iG2-MPSV-MESV Vektors, nun
LeGO-MP genannt, gegeniber dem Ausgangsvektor LeGO-iG2 wurde dieser fur die

nachfolgenden Versuche verwendet.
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Abb. 24: Steigerung der eGFP-Expressionsstarke in T-Zelllinien und primaren T-Zellen durch Austausch

des Promotors im Vektorkonstrukt LeGO-iG2-MPSV-MESV (LeGO-MP). A. Transduktion der Zelllinien Jurkat,
PM1, J76, T2, 293T und K562 mit den LeGO-Vektoren LeGO-iG2, LeGO-iG2-MPSV, LeGO-iG2-MPSV-MESV (LeGO-
MP) und LeGO-iG2-SFFV-MESV. Quantifizierung der durchflusszytometrisch gemessenen Expression 4 Tage nach
Transduktion. Die Fluoreszenzintensitat wurde gegen LeGO-iG2 normalisiert und ist als Mittelwerte + SD fur drei
unabhangige Versuche dargestellt. Die statistische Analyse wurde per One-way ANOVA durchgefiihrt: *p < 0,05, ***p <
0,001. B. Transduktion von aktivierten primaren T-Zellen mit dem Ausgangsvektor LeGO-iG2 und LeGO-iG2-MP. Die
Fluoreszenzintensitat wurde gegen LeGO-iG2 normalisiert und ist als Mittelwerte + SD fiir drei Messungen dargestellt.
Fur die statistische Analyse wurde der gepaarte t-test verwendet: ***p < 0,001.

3.3.2. Genetische Modifikationen der influenzaspezifischen TCR-
Ketten durch das Einfligen einer weiteren Disulfidbriicke

Um die Expression des influenzaspezifischen TCR in priméren T-Zellen weiter zu
verbessern, wurde getestet, ob das Einfligen einer zusatzlichen Disulfidbricke zwischen
den konstanten Regionen der transgenen TCR-Ketten zu geringerem Mispairing
zwischen dem endogenen und exogenen TCRs fuhrt. Dadurch kdnnte es zu einer
verstarkten Expression des transgenen TCR kommen. Gleichzeitig wurde der fur T-
Zellen optimierte Vektor LeGO-MP verwendet. Die Punktmutationen fir die Generierung
der zusatzlichen Disulfidbriicke konnten erfolgreich per Megaprimer-PCR eingefiigt und
durch Sequenzierungen bestétigt werden (nicht gezeigt). Durch die Punktmutationen
resultierte in der TCRa-Kette eine Substitution der Aminosaure Threonin an Position 48
mit der Aminosaure Cystein. Bei der TCR3-Kette wurde durch die Punktmutationen die
Aminosaure Serin an Position 57 durch ein Cystein ersetzt. Das resultierende
Vektorkonstrukt LeGO-MP-FIUCYS sowie die Punkmutationen sind in Abb. 25A

schematisch dargestellt. J76-Zellen konnten anschlie3end effizient mit LeGO-MP-
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FIUCYS transduziert werden. Die Analyse der Expression des FIUCYS-TCR an der
Oberflache der Zellen zeigte, dass fast alle transduzierten Zellen den TCR exprimierten
(Abb. 25B). Nach Kokultivierung der J76-Zellen mit Flu-M-Peptid-prasentierenden Zellen
konnte per ELISA eine deutliche IL-2- (3125 *+ 1447 pg/ml) und IFN-y-Sekretion (230,7 +
85,3 pg/ml) detektiert werden (Abb. 25C). Bei LeGO-iG2-transduzierten, sowie
untransduzierten J76-Zellen konnten hingegen keine bzw. nur geringe Mengen IL-2 und
IFN-y detektiert werden (LeGO-iG2: IL2 = nicht detektierbar, IFN-y = 29,9 pg/ml; J76-
untransduziert: IL2 = 12 pg/ml, IFN-y = 13,2 pg/ml). Entscheidend war jedoch, ob die
zusatzliche Disulfidbriicke in primaren T-Zellen verbesserte Effektorfunktionen des
transgenen TCR vermitteln konnte. Nach Kokultivierung der transduzierten priméren
Zellen mit Flu-M-Peptid-prasentierenden Zellen konnte diesmal eine deutliche Sekretion
von IFN-y durch die transduzierten Zellen detektiert werden (Abb. 25D, links). Diese war
mit 267,5 £ 13,4 pg/ml in einem moderaten Bereich, jedoch deutlich Gber der Menge, die
fur die LeGO-iG2-transduzierten Kontrollzellen detektiert wurde (36 pg/ml). Die Analyse
von IL-2 zeigte dagegen &hnlich hohe IL-2-Sekretionsmengen sowohl durch die FIUCYS-
transduzierten primaren T-Zellen als auch durch die Kontrollzellen (LeGO-MP-FIUCYS =
265 + 335 pg/ml; LeGO-iG2 = 338 + 447 pg/ml). Es ist also davon auszugehen, dass die
Expression des influenzaspezifischen TCR in priméren Zellen durch das Einfugen einer
weiteren Disulfidbriicke sowie durch die Verwendung des optimierten Vektors LeGO-MP
geringfiigig verbessert werden konnte. Fir weitere Verbesserungen der Funktionalitat
des transgenen TCR bedurfte es allerdings weiteren Modifikationen.
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3.3.3.  Murinisierung der influenzaspezifischen TCR-Ketten flr eine
verstarkte Expression des exogenen TCR

Nachdem die Expression des influenzaspezifischen TCR in primaren Zellen durch das
Einfugen einer weiteren Disulfidbriicke, sowie durch die Verwendung des optimierten
Vektors LeGO-MP nur geringflgig verbessert werden konnte (s. 3.3.2), wurden weitere
Modifikationen der TCR-Ketten durchgefihrt. Zum einen wurden die humanen
C-Regionen der TCRa- und B-Ketten gegen die murinen Varianten ausgetauscht, um die
falsche Paarung zwischen exogenen und endogenen TCR-Ketten weiter zu verringern.

Zum anderen wurde die gesamte TCR-Sequenz fir eine verbesserte Expression in
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humanen Zellen kodonoptimiert (2.2.18.6). In Abb. 26A ist ein Vergleich der
Aminosauresequenz der humanen und murinen C-Regionen des TCR dargestellt. Die
humane und murine Aminoséuresequenzen der TCRa-Kette haben eine Identitat von
65% (91 von 141 AS sind identisch), wahrend die humane TCRp-Kette eine 79%ige
Identitat (139 von 179 AS) zu ihrem murinen Aquivalent aufweist. Zusatzlich zu dem
optimierten lentiviralen Vektor LeGO-MP wurde der bereits fir den TCR-Transfer
etablierte gammaretrovirale Vektor MP91°? verwendet. Damit sollte ausgeschlossen
werden, dass fehlende bzw. geringe Effektorfunktionen in primaren Zellen aus
ungenugender Eignung des lentiviralen Vektors resultierten. Beide Vektoren enthielten
neben der gleichen murinisierten und kodonoptimierten TCR-Expressionskassette,
ahnliche Promotor-Konfigurationen (MPSV-Promotor, MESV-Leader), ein
posttranskriptionales Regulationselement (WPRE) sowie eine IRES-eGFP-Sequenz
(Abb. 26B). Die Vektoren waren daher gut vergleichbar und die IRES-Sequenz

ermdglichte den Vergleich der Transduktionseffizienzen und Expressionsstarken.

Konstante Region der TCRa-Kette

hca I QNPDPAVY QL RDSKSSDKSVCLTFTDFDSA QTN
mea I QNPEPAVYQLKDPRSQDSTLCLFTDFDSO aQlN
hca V.S @S KD S DV Y1l TDKTVLDMRSMDFKSNSAVAW
mea VPKTMESGTEFI|I TDKTVLDMKAMMDSZ KSNG GAI AW
hca S NKSDFACANATFNNSI I PEDTEFFGPSPESSCDUV
ma S NQTSFTCQDI F KET- - - - NATYPSSDVEPCDA
hca KL VEIKSTFETHDTNLNFQNLSVI GFRI LLLIKVAG
meca T LTEKSFETDMNLNFQNLSVMGLRI L LLKVAG
hca F NLLMTLTRLWS S +

ma F NL L MTLRLWS S +

Konstante Region der TCRB-Kette

" hep2 E DL KNV FPPEVAVFEGPSEAEISHT QKATUVUVCL
" mep2 E DL RNV.T PP KV SLFEGPSKAETIANEKOQKATLVCL
hcp2 AT G F Y P DHVELSWWVNGIKEVHSGVSTDPAQQPLK
mp2 A R G F F P DHVELSWWVNGEKEVHSGVSTDPOAQAYK
" hep2 E QP AL NDSRYCLSSRLRVSATEFWAQNPRNHTETR RRCEC
mp2 E - - - - 8 NY SYCLSSRLRVSATEFWHNPRNHTETRLC
hcf2 Q V QF Y GL SENDEWTO QDRAIKPUVTQIl VSAEAWGR R
mp2  Q V Q F H GL S EEDKWPEGSPKPVTQNI SAEAWGR R
hcg2 A DCGFTSESYQQGVLSATILYETITLLGKATLYA
mp2 A D C G I T S ASYHQGUVLSATILYETILLGKATLYA
h2 VL VS ALVLMAMYVKRZKDSRG

mp2 VL VS GL VL MAMY KKKNS - -

" LeGO-MP-muFlu
2A

MP91-muFlu < /
s N . e
Abb. 26: Murinisierung des influenzaspezifischen TCR. A. Vergleich der Aminoséuresequenzen der humanen (h)

und murinen (m) C-Regionen. Unterschiede in der Aminosduresequenz sind rot unterlegt, Licken in der
Aminoséduresequenz sind grau unterlegt, Ubereinstimmungen in der Aminosauresequenz sind weiR unterlegt. B.
Schematische Darstellung der murinisierten und kodonoptimierten Vektorkonstrukte LeGO-MP-muFlu und MP91-muFlu.
Nicht maf3stabsgetreu. SD, splice donor; SA, splice acceptor.
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Die Funktionalitat der klonierten lentiviralen und gammaretroviralen murinisierten
Vektorkonstrukte wurde erneut in der ap-TCR-defizienten Zelllinie J76 Uberprift. Die
Transduktion der Vektorkonstrukte LeGO-MP-muFlu, MP91-muFlu und LeGO-iG2
(Kontrolle) erfolgte mit VSV-pseudotypisierten Virusuberstanden und einer MOI von 1.
Die J76-Zellen konnten mit allen drei Vektoren erfolgreich transduziert werden.
Basierend auf der eGFP-Expression wurden vergleichbare Transduktionseffizienzen
(LeGO-MP-muFlu: 66,5%; MP91-muFlu 73,6%) fir die beiden unterschiedlichen
Vektortypen detektiert (Abb. 27A, linke Spalte). Die Expression des murinisierten
Influenza-TCR an der Oberflache transduzierter Zellen wurde durch Antikoérperfarbungen
gegen die murine TCR-Kette (mMTCR) und gegen die CD3-Molekiile bestatigt (Abb. 27A,
mittlere Spalten). Die Prozentzahlen der mTCR- und CD3-positiven T-Zellen waren dabei
mit 63,9% und 61,7% fir LeGO-MP-muFlu bzw. 72,6% und 71,2% fir MP91-muFlu in
Ubereinstimmung mit den jeweiligen Prozentzahlen der eGFP*-Zellen. Im Einklang damit
zeigten beim Gating auf die eGFP*-Zellen, diese fast alle eine gleichzeitige Expression
des transgenen TCR und der CD3-Molekule (Abb. 27B). Im Gegensatz dazu war bei den
mit der Vektorkontrolle LeGO-iG2 transduzierten Zellen zwar eine sehr hohe eGFP-
Expression (91,6%) detektierbar, jedoch keine Expression von TCR- oder CD3-
Molekilen. Als Nachstes wurde untersucht, ob die murinisierten und kodonoptimierten
TCRs noch immer spezifische Effektorfunktionen nach Kontakt zu ihrem Antigen (Flu-M)
vermitteln. Wie in Abb. 27C zu erkennen, sekretierten muFlu-TCR transduzierte J76-
Zellen grof3e Mengen IL-2 nach Kontakt zum ihrem spezifischen Flu-M-Peptid, aber nicht
nach Kokultivierung mit dem Kontrollpeptid SSX-2. Der Kontrollvektor LeGO-iG2
vermittelte weder bei Kokultivierung mit dem Flu- noch mit dem SSX-2-Peptid eine
Sekretion von IL-2. Der Vergleich des lentiviralen Vektors LeGO-MP-muFlu und des
gammaretroviralen Vektors MP91-muFlu zeigt, dass beide Vektoren in der Lage waren,
eine etwa gleich starke IL-2-Sekretion zu vermitteln (LeGO-MP-muFlu = 2892,5 + 2124,7
pg/ml; MP91-muFlu = 2599,0 + 2759,1 pg/ml; LeGO-iG2 = keine Sekretion detektierbar).
Die transduzierten Zellen zeigten aufRerdem eine moderate IFN-y-Sekretion bei Kontakt
zum Flu-M-Peptid, jedoch keine IFN-y-Sekretion bei Kontakt zum SSX-2-Peptid (nicht
gezeigt).
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Abb. 27: Erfolgreiche Expression des murinisierten TCR in J76-Zellen sowie starke Zytokinsekretion von
muFlu-transduzierten J76-Zellen. A. 3 Tage nach Transduktion von J76-Zellen mit den Konstrukten LeGO-MP-
muFlu, MP91-muFlu und LeGO-iG2 (Vektorkontrolle) erfolgte die Detektion des murinisierten TCR
durchflusszytometrisch nach Anfarbung mit CD3- und mTCR-Antikérpern. Die Prozentzahlen geben die Anzahl eGFP-,
CD3-, mTCR- und hTCR-positiver Zellen an. B. Darstellung der CD3- und mTCR-doppeltpositiven J76-Zellen (oberer
rechter Quadrant) nach Gating auf eGFP'-Zellen. C. Transduzierte J76-Zellen wurden mit peptidbeladenen,
antigenpréasentierenden T2-Zellen kokultiviert. Die IL-2-Sekretion wurde nach 20-stiindiger Inkubation per IL-2-ELISA
gemessen. Dargestellt ist der Mittelwert + SD aus zwei unabhangigen Versuchen.

Nach erfolgreichem Flu-TCR-Transfer in die Zelllinie J76 wurde erneut die Funktionalitat
des Flu-TCR-Transfers in primare T-Lymphozyten getestet. Priméare aktivierte T-Zellen
zweier unterschiedlicher Spender wurden mit GALV-pseudotypisiertem Virusuberstand
auf RetroNectin transduziert. Im Gegensatz zu vorherigen Transduktionsversuchen, bei
denen lediglich eine Transduktionsrate von maximal 5% erreicht werden konnte, ergab
die Transduktion mit dem murinisierten TCR wesentlich hdhere Transduktionsraten. Es
konnte sowohl fur das lentivirale Konstrukt LeGO-MP-muFlu (zwischen 10-18%), als

auch fur den gammaretroviralen Vektor MP91-muFlu (zwischen 20-30%) eine deutliche
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Steigerung der Transduktionsrate erreicht werden. Die Anzahl der transduzierten
primaren Zellen, die den transgenen TCR exprimierten, wurde mit einem murinen TCR-
Antikorper sowie mit Hilfe eines fir den Influenza-TCR-spezifischen Tetramers detektiert.
Abb. 28A und B zeigen eine reprasentative Transduktion von priméren T-Zellen aus dem
Buffy Coat BCBBe3 mit LeGO-MP-muFlu. Von den 17,3% eGFP*-Zellen waren dabei mit
9,7% mehr als die Halfte (56%) der Zellen durch den murinen Antikdrper und tber 40%
durch das Flu-Tetramer anféarbbar. Mock-transduzierte Zellen konnten wie erwartet
weder mit dem mTCR-Antikérper noch mit dem Flu-Tetramer angefarbt werden (nicht
gezeigt). Nachdem der murinisierte influenzaspezifische TCR mit beiden
Vektorkonstrukten erfolgreich in primaren T-Zellen exprimiert werden konnte, wurde
Uberpruft, ob die Zellen mit einer spezifischen Sekretion von Zytokinen (IFN-y, TNF-a, IL-
2) auf ihr Antigen (Flu-M) reagieren. Sowohl die lentiviral, als auch die gammaretroviral
transduzierten primaren T-Lymphozyten exprimierten nach Kontakt mit dem Flu-M-
Peptid groRe Mengen an IFN-y (Abb. 28C, LeGO-MP-muFlu = 9086 + 8304 pg/ml
(BCBBe3) und 6789 + 8548 pg/ml (BCBBe4); MP91-muFlu = 21706 + 10150 (BCBBe3)
und 12083 £ 12784 pg/ml (BCBBe4)). Zudem exprimierten sie grof3e Mengen IL-2 (Abb.
28E, LeGO-MP-muFlu = 480 + 538 pg/ml (BCBBe3) und 1035 + 1137 pg/ml (BCBBe4);
MP91-muFlu = 747 = 801 pg/ml (BCBBe3)und 2050 + 2262 pg/ml (BCBBe4)), sowie
geringe Mengen TNF-a (Abb. 28D, LeGO-MP-muFlu = 32,5 £ 17,7 pg/ml (BCBBe4);
MP91-muFlu = 193,5 + 180,3 pg/ml (BCBBe3)). Dagegen zeigten muFlu-transduzierte
Zellen bei Kontakt mit dem Kontrollpeptid SSX-2 keine Sekretion von Zytokinen. Auch
die mit dem Kontrollvektor LeGO-iG2 transduzierten Zellen zeigten keine
Zytokinsekretion nach der Kokultivierung mit dem Flu-M- bzw. dem SSX-2-Peptid.
Vergleicht man die beiden Vektorkonstrukte, fallt auf, dass die T-Lymphozyten, die mit
dem gammaretroviralen Vektor MP91-muFlu transduziert wurden, grof3ere Mengen IL-2,
IFN-y und TNF-a produzierten. Um einen Einfluss der héheren Transduktionsrate des
gammaretroviralen Vektors auszuschlielen, wurden weitere Versuche mit Zellen
durchgefuhrt, die anhand der Tetramer-Farbung die gleiche Prozentzahl transduzierter
Zellen aufwiesen. Die Auswertung der IFN-y-ELISAs ergab, dass die gammaretroviral
transduzierten Zellen auch in diesem Versuchsansatz hohere Mengen des Zytokins
sekretierten (Abb. 28D, LeGO-MP-muFlu = 1346 + 667 pg/ml; MP91-muFlu = 2418 +
1304 pg/ml). Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Kodonoptimierung
sowie die Murinisierung der influenzaspezifischen TCR-Sequenzen zu einer stark
verbesserten Expression des Transgens in priméren T-Lymphozyten gefihrt hat, die sich

anhand spezifischer Effektorfunktionen zeigte.
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