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Abstract

1 Abstract

Die allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation ist ein kurativer Heilungsan-
satz der akuten myeloischen Leukamie. Werden Stammzellen transplantiert, die in
10/10 HLA kompatibel sind, liegen bei etwa 80% der Falle Inkompatibilitaten des HLA-
DPB1 Allels vor (1,2). Diese sind mit einer signifikanten Senkung der Leukamie-Re-
zidivrate assoziiert (3—5). Weil die T-Zellen der Spender normalerweise keine Toleranz
fur inkompatible HLA-DPB1 aufweisen (6), scheinen diese Antigene als mogliches Ziel
einer adoptiven T-Zell Therapie im Rahmen der hamatopoetischen Stammzelltrans-
plantation geeignet zu sein (7). In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass HLA-DPB1
spezifische AML-reaktive zytolytische T-Lymphozyten, die aus naiven, CD4*CD45RA"
selektierten T-Zellen gegen akute myeloische Leukamien mit 10/10 passenden HLA-
Allelen stimuliert wurden, in vitro expandiert werden konnen (7). Diese CD4* T-Zellen
lysierten sehr effizient AML-Blasten in vitro, die das fehlgepaarte HLA-DPB1 Allel tru-
gen. Zuséatzlich konnte in immundefizienten NOD/SCID/IL2Ryc”- (NSG) Mausen eine
vollstandige Eradikation HLA-DPB1 exprimierender AML-Blasten nachgewiesen wer-
den (7).

Um die Herstellung von HLA-DPB1 reaktiven T-Zellen zu vereinfachen, wurde der T-
Zell Rezeptor eines stark lytischen HLA-DPB1*04:01 spezifischen CD4" T-Zell Klons
(Klon 11C12) isoliert und anschlieend in T-Zellen gesunder Spender transferiert. Die
Feinanalyse dieses TZR11c12 zeigt eine Kreuzreaktivitdt des Rezeptors gegen das
HLA-DPB1*04:02, das dem HLA-DPB1*04:01 sehr ahnlich ist. Damit kann der Rezep-
tor in Uber 50% der Patienten fur eine Therapie angewandt werden. Zusatzlich fand
die Erkennung des Rezeptors unabhangig von der a—Kette des HLA-DP statt, sodass
die Zielstruktur von der B-Kette des HLA-DPA1*01:03/ -DPB1*04:01 ausgeht.
Nachdem der TZR zusatzlich ein breites Spektrum von HLA-DPB1*04:01 exprimieren-
den hamatopoetischen und nicht hamatopoetischen Zellen erkannte, wurde die Kreuz-
reaktivitat von TZR11c12 transfizierten T-Zellen gegentber xenogenen Zellen Uberpruft,
die zuvor mit HLA-DPB1*04:01 kodierender mRNA transfiziert wurden. Hierbei zeigte
sich eine HLA-DPB1*04:01 spezifische Erkennung von Zellen verschiedener Spezies.
Diese Daten lassen vermuten, dass der TZR11c12 das HLA-DPB1*04:01 peptidunab-
hangig erkennt.

Da TZR11c12 ein grol3es Spektrum an nicht hamatopoetischen Zellen erkannte, wurden

GvHD-Surrogatzellen aus Zelllinien humaner Leberzellen, Fibroblasten und Darmzel-
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len nach IFN-y Vorbehandlung getestet, um die HLA-DP Expression heraufzuregulie-
ren. In Anwesenheit von inflammatorischen Zytokinen zeigte sich eine Reaktivitat ge-
gen eine HLA-DPB1*04:01 positive Fibroblastenzelllinie, sodass TZR11c12 exprimie-
rende T-Zellen in der Lage sind, eine HLA-DPB1*04:01 spezifische GvHD im Patienten
zu induzieren. Somit mussen fur eine klinische Translation Sicherheitsmechanismen
integriert werden, die eine solche GvHD Reaktivitat verhindern oder diese nach Auf-

treten stoppen kdnnen.
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2 Einleitung

2.1 Die akute myeloische Leukamie

Die akute myeloische Leukamie (AML) trat in Deutschland im Jahr 2012 bei rund 1400
Patienten auf und machte etwa ein Viertel aller Leukamien aus (8). Auch wenn vor
allem alte Menschen erkranken (8), tritt die Krankheit auch bei Kindern auf (9).

Bei dieser Erkrankung kommt es zu einer Entartung von Stammzellen des blutbilden-
den Systems, sodass klonale, abnormal und kaum differenzierte Zellen ungehemmt
proliferieren. Diese infiltrieren Knochenmark, Blut und andere Organe des Patienten
(10,11). Die klinischen Symptome wie etwa Anamie, Thrombopenie und Granulopenie
entstehen durch die Verdrangung der normalen Hamatopoese. Dartber hinaus kon-
nen so viele Blasten im peripheren Blut auftreten, dass es zu einer Leukostase mit
Durchblutungsstérungen kommt (12).

Risikofaktoren der Erkrankung sind Exposition gegenulber ionisierender Strahlung, Zi-
garettenrauch, verschiedener Chemikalien (Benzole, Herbizide, Pestizide). Auch kon-
genitale Erkrankungen der Hamatopoese, genetische Syndrome sowie Therapien mit
verschiedenen Chemotherapeutika wie Alkylantien, Topoisomerase IlI-Hemmern,
Anthrazyklinen und Taxanen stellen Risiken dar. Die meisten Erkrankungen entstehen
jedoch de novo (9).

Neben der Untersuchung eines Blutausstrichs umfasst die Diagnostik der AML die zy-
tomorphologische und zytochemische Aufbereitung eines Knochenmarkaspirats, die
Feststellung der Zelldifferenzierung durch Immunphanotypisierung sowie die zytoge-
netische und molekulargenetische Untersuchung der Leukamieblasten (13).

Das Krankheitsbild der AML kann auf verschiedene Art und Weise eingeteilt werden.
Die Erkrankung wird in der alteren Einteilung der French-American-British-group (FAB)
nach zytomorphologischen und zytochemischen Aspekten eingeteilt (12,14-16), was
durch Immunphanotypisierung erganzt werden kann (15). Dadurch lassen sich insge-
samt 11 verschiedene Formen der AML in Gruppen (AML M0-M7) und Subgruppen
definieren (Tab. 1) (14,15,17,18) . Untersuchungen haben gezeigt, dass den verschie-
denen Unterformen bestimmte zytogenetische Aberrationen und Mutationen zugeord-
net werden kénnen (12). Die Korrelation zwischen genetischer Aberration und mor-
phologischer Form ist allerdings nicht verlasslich und hauptsachlich bei Vorliegen von
t(15;17), t(8;21), inv(16) oder t(16;16) bedeutsam (19).
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AML Bezeichnung Haufigkeit
MO Akute myeloische Leukamie mit minimaler Differenzierung 3,9%
M1 Akute myeloische Leukamie ohne Ausreifung 18,8%
M2 Akute myeloische Leukamie mit Ausreifung 33,9%
M3 Akute Promyelozytenleukamie 3,8%
M3v 0,9%
M4 Akute myelomonozytare Leukamie 18,0%
M4eo 5,8%
M5a Akute monoblastische/ monozytare Leukamie 4,8%
M5b 5,4%
M6 Akute Erythroleukédmie 4,3%
M7 Akute Megakaryozytenleukamie 0,2%

Tabelle 1: FAB-Klassifikation der AML

In der Tabelle sind die Subtypen der AML nach FAB (12,15,17,18,20) mit ihrer Bezeichnung und Haufigkeit aufge-
tragen (20). Die AML M7 wurde 1985 (15) und die AML MO 1991 (18) in die Klassifikation aufgenommen.

Da die Einteilung in die von der FAB vorgeschlagenen Kriterien aufgrund vieler Er-
kenntnisse der Pathogenese und Molekulargenetik nicht mehr zeitgemal ist, wurde
eine neue Einteilung der AML durch die WHO vorgenommen (14,19). Diese vereint
die zytomorphologischen, zytochemischen und immunphanotypischen Aspekte der
FAB-Klassifikation mit zytogenetischen, biologischen und klinischen Aspekten (14,19).
In der aktuellsten Fassung von 2008 (21), die 2016 Uberarbeitet wurde (22), lassen

sich sechs Hauptgruppen abgrenzen (Tab. 2).

AML with recurrent genetic abnormalities
z.B. 1(15;17)(q22;912), t(8;21)(922;922), inv(16)(p13.1922), AML mit mutiertem NPM1
AML with myelodysplasia-related changes

aus MDS entstanden, dhnliche Zytogenetik wie MDS, iber 50% in >2 myeloischen Linien sind

dysplastisch

Therapy related myeloid neoplasms

AML not otherweise specified
AML mit minimaler Differenzierung/ AML ohne Differenzierung/ AML mit Differenzierung

sowie zahlreiche Subtypen, die teilweise an die FAB-Klassifikation angelehnt sind

Myeloid sarcoma

Myeloid proliferations related to Down Syndrome

auch transiente Blutbildveranderungen und MDS, die zum Down-Syndrom gehdren
Tabelle 2: WHO-KIlassifikation der AML von 2008 mit der Revision von 2016

Dargestellt ist die Klassifikation der AML nach der Einteilung der WHO in der vierten Revision von 2008, modifiziert
nach Vardiman et al. (21) mit den Aktualisierungen von 2016 (22).
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Die zytogenetischen und molekulargenetischen Veranderungen der Leukamieblasten
sind nicht nur diagnostisch, sondern auch prognostisch bedeutsam (10,13,23,24).
Chromosomale Aberrationen haben unterschiedliche Auswirkungen auf die Krank-
heitsprognose des Patienten (Tab. 3) (25). Grundsatzlich sind komplexe Karyotypen
mit mehreren Veranderungen ungunstig (13), die bei etwa 10-14% der jungeren und
in 23% der alteren Patienten vorliegen (24).

Molekulargenetische Veranderungen kdnnen unabhangig von Chromosomenaberrati-
onen auftreten, was bei etwa 50% der Patienten der Fall ist (26). Aktuell werden im
klinischen Alltag verschiedene Mutationen zur Risikostratifikation im Rahmen der Di-
agnostik der akuten myeloischen Leukamie untersucht (25). Eine gunstige Prognose
zeigen beispielsweise Mutationen in NPM1 oder biallelisch in CEBPA (Tab. 3), die mit
einer hdheren Rate von Komplettremissionen sowie Rezidivfreiheit nach Chemothera-
pie assoziiert sind (10,13,25). Liegen hierbei zusatzliche Chromosomenaberrationen
vor, scheint sich die Prognose nicht zu verandern (25). Mutationen in der Tyrosin-
kinase FLT3 mussen differenziert betrachtet werden und hangen von der klonalen Do-
minanz des Allels ab. Bei niedriger Allelrate von FLT-ITD und gleichzeitig vorliegender
NPM1-Mutation verandert sich die gute Prognose nicht. Das Vorliegen einer hohen
Genlast des Allels ist dagegen mit einer schlechten Prognose assoziiert (Tab. 3)
(25,27). Andere untersuchte molekulargenetische Marker wie RUNX1, ASXL1 und
TP53 werden als Risikomutationen der AML angesehen (25). Nach dem European-
LeukemiaNet (ELN) kdnnen die verschiedenen zytogenetischen und molekulargeneti-

schen Veranderungen in drei Risikogruppen unterteilt werden (Tab. 3) (10,13,25).
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Risikogruppe Mutation

Glinstig t(8;21)(922;922);RUNX1-RUNX1T1

inv(16)(p13.1922) oder t(16;16)(p13.1;9g22); CBFB-MYH11

Mutiertes NPM1 ohne FLT3-ITD oder FLT3-ITD""

Biallelisch mutiertes CEBPA

Mittelgradig Mutiertes NPM1 und FLT3-ITD"d"

Wildtyp NPM1 ohne FLT3-ITD oder mit FLT3-ITD"* (ohne andere Risiko-
faktoren)

t(9;11)(p21.3, q23.3); MLLT3-KMT2A

Zytogenetische Aberrationen, die noch nicht anders klassifiziert sind
Unglinstig t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214

t(v;11)(v;q23); KMT2A neu angeordnet

t(9;22)(q34.1; q11.2); BCR-ABL

inv(3)(q21926.2) oder 1(3;3)(921;926.2); GATA2-MECOM (EVI1)

-5 oder del(5q);-7; abnormales(17p);

komplexer Karyotyp, monosomaler Karyotyp
Wildtyp NPM1und FLT3-ITD"d
Mutiertes RUNX1/ ASXL1/ TP53

Tabelle 3: Ubersicht von zytogenetischen Aberrationen der AML mit Risikoprofil nach EuropeanLeukemia-
Net (D6hner et al. 2017 (25))

Die in der Ubersicht nach dem European Leukemia Net aufgetragenen zytogenetischen und molekulargenetischen
Aberrationen wurden in klinischen Studien hinsichtlich ihres Risikos untersucht und sind modifiziert nach Déhner et
al. (25) aufgetragen.

Daneben sind noch das Alter, die Zahl der Leukozyten bei Diagnosestellung, ein vor-
heriges myelodysplastisches Syndrom, vorangegangene Chemotherapien, Spleno-

megalie und die Hohe der LDH prognostisch relevant (13).

2.2 Therapie der akuten myeloischen Leukamie

In der Therapie der akuten myeloischen Leukamie wird zunachst mit Hilfe der soge-
nannten Induktionschemotherapie eine moglichst effektive Verringerung der Blasten-
zahl angestrebt. Dazu kommen vor allem die Chemotherapeutika Cytarabin in Kombi-
nation mit einem Anthrazyklin (z.B. Daunorubicin) zum Einsatz (10,28,29). Bei entspre-
chender Mutation des FLT3-ITD ist zusatzlich der spezifische Inhibitor Midostaurin in-
diziert (25). Die genaue Dosierung sowie die Kombination mit weiteren Pharmaka ist
aktuell Gegenstand vieler Studien, wobei sich bisher kein Induktionsschema als signi-
fikant Uberlegen herausgestellt hat (10). Ziel der Induktionstherapie ist die sogenannte
Komplettremission (KR) der Leukamie. Diese wird durch eine Infiltration von normozel-

luldarem Knochenmark mit weniger als 5% Blasten ohne extramedullare Blutbildung bei
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Granulozytenzahlen von >1000/ul und Thrombozytenzahlen von >100.000/ul im peri-
pheren Blut definiert (30), was bei einem Grol3teil der Patienten erreicht werden kann
(31).

Zur Erhaltung der Krankheitsremission schlief3t sich die sogenannte Konsolidierungs-
therapie an, da es ohne weitere Therapie faktisch immer zum Krankheitsrickfall
kommt (32). Bei Patienten, die eine AML mit niedrigem Risiko aufweisen, besteht diese
aus einer Hochdosistherapie mit Cytarabin (33). Liegt dagegen die intermediare oder
hohe Risikogruppe der AML nach ELN vor, so ist die allogene hamatopoetische
Stammzelltransplantation Therapie der Wahl (10,25).

Patienten die sich aufgrund ihres Alters oder aufgrund von Komorbiditaten nicht fur
eine intensive Induktions- und Konsolidierungstherapie eignen, erhalten aul3erhalb
von klinischen Studien eine supportive Therapie mit z.B. niedrigdosiertem Cytarabin
oder hypomethylierenden Substanzen wie Azacitidin oder Decitabin (10,30,32,34).
Da trotz bester Therapie nur etwa ein Drittel aller Erkrankten nach 10 Jahren noch lebt
(8) und ein Groliteil der alten Erkrankten prognostisch ungunstige Formen der AML
aufweist (35), wird intensiv an neuen Therapeutika gearbeitet. Neben anderen phar-
makologischen Formulierungen der Chemotherapie ist es moglich, neu entstehende
Proteine der Leukamieblasten gezielt anzugreifen. Ebenso befinden sich spezifische

Antikorper in Entwicklung (Review in (25,36)).

2.3 Hamatopoetische Stammzelltransplantation

Durch die effektive Induktionstherapie kann in etwa 70% der Krankheitsfalle eine Kom-
plettremission der Leukamie erzielt werden (31). Ohne eine suffiziente Postremissi-
onstherapie ist der Krankheitsrickfall in vielen Fallen, gerade bei AML mit mittelgradi-
gem und hohem Risiko, unvermeidlich (31,37). Daher sind effektive Strategien zur
Vermeidung des Krankheitsrickfalls notwendig. Ein Losungsansatz ist die hamatopo-
etische Stammzelltransplantation (HSZT), die meist in der ersten Phase der Komplett-
remission der Leukamie erfolgt (38). Grundsatzlich kdnnen zwei Arten der Transplan-
tation unterschieden werden. Bei der autologen Transplantation werden dem Patien-
ten nach einer Hochdosischemotherapie eigene, vorher entnommene Stammzellen
zur Rekonstitution der Hamatopoese gegeben. Diese Art der Transplantation spielt fur
die Therapie der AML allenfalls im Rahmen von Studien eine Rolle (10,39,40). Es
konnte jedoch bislang kein absoluter Uberlebensvorteil der Patienten gegeniiber der

Konsolidierungstherapie ohne autologe Transplantation nachgewiesen werden (41).
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Bei der allogenen hamatopoetischen Stammzelltransplantation stammen die verab-
reichten Zellen von einem fremden Spender oder Familienangehoérigen. Ob diese
Form der Therapie flr den Patienten einen Vorteil bietet, muss im jeweiligen Einzelfall
entschieden werden. Liegen Niedrigrisikomutationen wie etwa in NPM1 ohne FLT3-
ITD vor, verringert sich nach der allogenen Transplantation das Uberleben der Patien-
ten (42). Patienten, die an Leukamieformen mit hohem oder intermedidrem Risiko
nach ELN erkrankt sind, profitieren hinsichtlich des Gesamtlberlebens und der Rlick-
fallrate von der Transplantation (31,38). AuRerdem bleibt die allogene Stammzelltrans-
plantation bei primar therapierefraktarer AML der einzig kurative Therapieansatz (37).
Vor der allogenen hamatopoetischen Transplantation wird das an Leukamie erkrankte
Knochenmark des Patienten durch eine sogenannte Konditionierungstherapie mog-
lichst vollstandig zerstort. Das erzeugt eine ausreichende Immunsuppression fur die
Ansiedelung des neuen Immunsystems und zerstort den Grolteil residueller Leuka-
mieblasten (10). Dazu kommen unter anderem die beiden Alkylantien Busulphan und
Cyclophosphamid sowie die Ganzkdrperbestrahlung zum Einsatz (37). Altere Patien-
ten, fUr die diese sog. myeloablative Form der Konditionierungstherapie aufgrund ihres
Allgemeinzustandes zu toxisch ist, erhalten weniger radikale nicht-myeloablative oder
dosisreduzierte Konditionierungstherapien. Dabei ist die Ruckfallrate der Leukamie
hdher, wahrend die Transplantations-assoziierte Mortalitat kleiner ist (43).

Das Prinzip der allogenen Transplantation basiert nicht nur auf der Eradikation verblei-
bender Blasten durch die Konditionierungstherapie, sondern vor allem auf der Elimi-
nierung verbleibender Leukamieblasten (sog. Graft versus Leukamie (GvL) Effekt)
durch das neue Immunsystem (37).

Nebenwirkungen der allogenen Stammzelltransplantation sind neben der Transplantat
gegen Spender-Erkrankung (Graft versus Host Disease (GvHD)) auch die in der frihen
Phase nach Transplantation notwendige Immunosuppression und die Organtoxizitat
der Chemotherapeutika (44,45). Die haufigsten Folgen der Chemotherapie sind Mu-
kositis, das sinusoidale Verschlusssyndrom und Lungenschaden (45). Die Immuno-
suppression kann ein Aufflammen latenter Virusinfektionen und das Auftreten von op-
portunistischen Infektionen begunstigen (46). Trotz aller Bemihungen kommt es je
nach Risikogruppe der AML zu Krankheitsrickfallen, die das Gesamtiberleben der

Patienten stark vermindern (47).
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2.4 Spenderauswahl in der Stammzelltransplantation

Zur Auswahl eines geeigneten und moglichst HLA-kompatiblen Stammzellspenders
mussen Spender und Empfanger hinsichtlich der Histokompatibilitatsantigene (HLA)
getestet werden. Diese sorgen im menschlichen Koérper daflr, dass das Immunsystem
fremde und eigene Strukturen unterscheiden kann. Aus Studien ist bekannt, dass fur
eine HSZT mit einem Uberleben von 52% eine Ubereinstimmung aller HLA-Klasse |
(HLA-A, -B, -C) und des HLA-Klasse Il HLA-DR notwendig sind (sog. 8/8 Match) (48).
Nicht Ubereinstimmungen (Inkompatibilititen; sog. Mismatch) dieser Allele zwischen
Patient und Spender sind mit einer hoheren Rate an schwerer GvHD bei geringerer
Ruckfallrate assoziiert (49). Bei der Spenderauswabhl ist die 8/8-Match Situation anzu-
streben, da sonst das Risiko der Transplantation den Nutzen Uberwiegt (48,50). Jedes
nicht-gematchte Allel erniedrigt das Gesamtuberleben um ca. 10% (48). Lediglich der
Mismatch eines der beiden Allele von HLA-DQ veréndert die Uberlebensrate nicht, bei
Inkompatibilitaten beider Allele erhdht sich dagegen die Mortalitat (50). Um das Kom-
plikations- und Mortalitatsrisiko in Deutschland so niedrig wie mdglich zu halten, wird
daher ein 10/10-Match (d.h. Ubereinstimmungen in den Allelen fir HLA-A, -B, -C, -DR
und —DQ) angestrebt (50).

2.5 Die Rolle der T-Zellen nach hamatopoetischer Stammzelltransplanta-
tion

Nach der Stammzelltransplantation treten drei durch die transplantierten T-Lymphozy-
ten vermittelte Effekte auf (Abb. 1). Der Transplantat gegen Infektion-Effekt (Graft ver-
sus Infection-Effect (Gvl)), der zur Kontrolle latenter Virusinfektionen nétig ist, ist oft
nicht in der Lage, schwere Virusreaktivierungen und Infektionen im Rahmen der Trans-
plantation zu verhindern (46,51). Neben antiviralen Medikamenten ist in dieser Situa-
tion eine Therapie Uber die Donor-lymphocyte Infusion (DLI) denkbar, bei der Spender

T-Lymphozyten transfundiert werden (52).
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Graft versus Leukemia |:> Riickfall 4
Graft versus Infection |:> Infektion §

Allogene hamatopoetische
Stammzelltransplantation

Spender T-Zellen

Graft versus Host |:>

Abbildung 1: Effekte der transfundierten Spender T-Lymphozyten
Abgebildet sind die drei Haupteffekte nach hamatopoetischer Stammzelltransplantation. Die Gbertragenen T-Zellen
sind dazu imstande, verbleibende Leukdmiezellen anzugreifen und zu zerstéren. Latente Virusinfektionen kdnnen

ebenfalls durch sie kontrolliert werden. Dennoch besitzen sie ein groRes Potenzial, eine schwere Graft versus Host
Disease in Patienten/-innen auszuldsen.

Der Transplantat gegen Wirt Effekt (GvH), der maligeblich von den transplantierten T-
Zellen ausgeht, stellt eine der wesentlichen Komplikationen der allogenen hamatopo-
etischen Stammzelltransplantation dar (44,53). Durch die Konditionierungstherapie,
eventuelle Infektionen und die Grunderkrankung kann es zur Entstehung eines proin-
flammatorischen Milieus im geschadigtem Gewebe kommen (44). In diesem werden
antigenprasentierende Zellen, wie zum Beispiel dendritische Zellen, aktiviert (44).
Diese prasentieren Autoantigene des Empfangers, die durch die transplantierten T-
Zellen als Alloantigene erkannt werden (53). Die transplantierten T-Zellen, von denen
1-10% potenziell alloreaktiv sind (54-56), kdnnen das HLA selbst oder HLA beladen
mit Peptiden sogenannter minor-Antigene erkennen (53). Minor-Antigene sind Peptide
endogener Proteine, deren Aminosauresequenz sich aufgrund genetischer Polymor-
phismen zwischen Empfanger und Spender unterscheiden (57). Die Erkennung des
allogenen HLA erfolgt entweder direkt durch die Bindung des intakten Proteins auf der
Zelloberflache oder indirekt durch Bindung eines prasentierten Peptids des allogenen
HLA (58,59).

Nach der Aktivierung der T-Zellen und der klonalen Expansion kommt es zu einer Re-
aktion der Lymphozyten gegen die Alloantigen-tragenden Zellen und zur Induktion ei-
ner komplexen Reaktionskaskade, die zur weiteren Schadigung des Gewebes flhrt
(44). Neben den T-Zellen spielen weitere Faktoren wie das unspezifische Immunsys-
tem und B-Zellen eine Rolle fur die Pathogenese (53,60-62). Das klinische Bild dieser
Reaktion entspricht dem einer Autoimmunerkrankung. Von der bis ungefahr 100 Tage
nach der Transplantation eintretenden akuten GvHD sind vor allem Leber, Darm und
Haut betroffen (44,53). Die chronische GvHD ahnelt klinisch eher dem Krankheitsbild
einer systemischen Sklerose und tritt etwa ab 100 Tagen nach der Transplantation auf
(53).
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Die Heilungschancen durch die hamatopoetische Stammzelltransplantation beruhen
auf dem Transplantat gegen Leukamie-Effekt (GvL) (63). Das transplantierte Immun-
system, insbesondere die T-Zellen des Spenders, richten sich dabei gegen die ver-
bliebenen malignen Zellen. Da die Spender T-Zellen nicht spezifisch zwischen Leuka-
miezellen und gesunden Zellen der Patienten/-innen unterscheiden kdnnen, ist der
GvL-Effekt mit dem Auftreten einer GvHD assoziiert (63,64). Es konnte gezeigt wer-
den, dass bei Auftreten einer GvHD die Wahrscheinlichkeit fur ein Rezidiv der Leuka-
mie geringer ist (65). Gleichzeitig steigt bei Patienten mit GvHD die Sterblichkeit im
Zusammenhang mit der Transplantation (64). Damit die Nebenwirkungen und Re-
zidivhaufigkeiten nach HSZT minimiert werden kdnnen, ware es winschenswert, die
gewulnschte GvL-Reaktivitat von der unerwiinschten GvH-Reaktivitat zu trennen. Um
diese Gratwanderung erfolgreich zu bestehen, ist die Kenntnis geeigneter Zielstruktu-

ren fur eine T-Zell Antwort auf den Leukamiezellen nétig.

2.6 T-Zell Immunologie

Wesentliche Effekte der allogenen hamatopoetischen Stammzelltransplantation sowie
wichtige Teile der spezifische Immunantwort gegen maligne Erkrankungen gehen von
T-Lymphozyten aus (66,67). Diese lassen sich in CD8" und CD4" positive Zellen auf-
teilen. CD8* T-Zellen Uberprifen kontinuierlich Uber die Bindung an HLA-Klasse |, ob
eine Zelle ein z.B. von Virusproteinen oder Tumorproteinen abgeleitetes koérperfrem-
des Peptid auf ihrer Oberflache prasentiert (68) (Abb. 2).

CD4* T-Zellen sind eine sehr heterogene Gruppe mit Zellen verschiedener Funktionen,
die Uber die Bindung an HLA-Klasse Il ihr Zielepitop erkennen. Sogenannte Th-Zellen
sezernieren Zytokine und steuern damit die Immunantwort (69). Treg-Zellen sorgen fur
eine immunologische Toleranz und regulieren die Immunantwort herab (70). CD4" und
CD8* T-Zellen sind auRerdem beide in der Lage, zytotoxisch zu wirken (67,71) (Abb.
2).
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Abbildung 2: Uberblick iiber die beiden T-Zell Gruppen
Schematische Darstellung beider Gruppen der T-Lymphozyten, CD4* (blau) und CD8* (grtin) T-Zellen. Die T-Zellen

tragen jeweils einen TZR sowie den entsprechenden Korezeptor. Auf den Zielzellen (gelb) wird entweder HLA-
Klasse | (oben) oder HLA-Klasse Il (unten) exprimiert.

Die TZR, die den T-Lymphozyten die spezifische Antigenerkennung ermaoglichen, wer-
den in zwei Klassen aufgeteilt. Sogenannte y:6 TZR werden von Lymphozyten getra-
gen, die an vielen Prozessen der Immunantwort beteiligt sein kdnnen und die mit vielen
zellularen Akteuren interagieren. Die Bindung ihrer Zielstruktur ist, anders als bei der
zweiten Gruppe der a.:3 TZR nicht von einem HLA abhangig (Review in (72)).

Die meisten T-Lymphozyten tragen dagegen sogenannte a.: TZR (73), zu denen auch
TZR11c12 gehort. Dieses Glykoprotein bildet an der Zelloberflache ein Heterodimer aus
der a— und pB— Kette des TZR. Die a- und B-Kette des Rezeptors bestehen jeweils aus
einer konstanten (C) und aus einer variablen (V) Domane. Oberhalb der Zellmembran
wird das Heterodimer mit Hilfe einer Disulfidbindung stabilisiert (55). Im Bereich der
konstanten Domane befindet sich die Transmembrandomane, mit der der TZR in der
Zellmembran verankert ist. Hier befindet sich auch die Stelle, an der die Interaktion
des TZR mit den Strukturen des CD3, stattfindet, die zur Bildung des TZR-CD3 Kom-
plexes notwendig ist (74) (Abb. 3 B). CD3 besteht aus den Heterodimeren CD36¢ und
CD3ye sowie dem uber eine Disulfidbricke verbundenen Homodimer CD3(C (74,75).
Es besitzt im Gegensatz zum TZR lange intrazellulare Strukturen, an denen sich so-
genannte immunoreceptor tyrosine based motifs (ITAMs) befinden (76) (Abb. 3 B).

Nach der Aktivierung des TZR durch die Bindung des Antigens kommt es zu einer
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strukturellen Veranderung der ITAM von CD3, die eine Phosphorylierung und damit
eine Bindung weiterer Proteine der Signalkaskade ermdglicht (76). Die Signalkaskade
sorgt unter anderem fur die Proliferation der Zelle, lasst Integrine affiner binden und

ermdglicht einen Kalziumeinstrom in die Zelle (76).
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Abbildung 3: Struktur des TZR

(A) Tertiarstuktur von TZR 2IAM (77), in der mit Hilfe des Pdb-Viewers von SWISS-MODEL (78) die Sekundarstruk-
tur sichtbar gemacht wurde. Der oben dargestellte TZR bindet das unten dargestellte HLA-DR, wobei die jeweiligen
Doménen beschriftet wurden. (B) Schematische Darstellung eines TZR «:3-Heterodimers mit CD3 nach Murphy,

Weaver 2017 (79). Das CD3 ist mit den Heterodimeren CD38¢ und CD3ye, sowie mit dem Homodimer CD3, die
jeweils die zur Signaltransduktion notwendigen ITAM tragen, abgebildet.

Die variablen Domanen kodieren jeweils flr 3 sogenannte CDR (complementary de-
termining regions). CDR1 und CDR2 vermitteln den Kontakt zu konservierten Doma-
nen von HLA (55,80) und leiten sich vom Keimbahngenom ab (81). CDR3, dessen
Sequenz stark durch genetische Rearrangements verandert wird (81), ist vornehmlich
fur die Bindung des Peptids verantwortlich (82). Um ein mdglichst groRes Spektrum
an Peptiden binden zu kdnnen, kommt es wahrend der Entwicklung der T-Zellen zu
einem genetischen Rearrangement von Variable-, Joining- und Diversity (VDJ)-Regi-
onen der TZR-Loci (81,83). Durch die anschlie®ende Selektion der unreifen T-Lym-
phozyten im Thymus wird die sogenannte zentrale Toleranz ausgebildet (73). Im Rah-
men der Positivselektion werden T-Lymphozyten eliminiert, die kein HLA binden kon-
nen. Die Negativselektion sortiert Lymphozyten aus, die autologe Peptide hochaffin
binden (84) (Abb. 4). Ob die T-Zelle CD4 oder CD8 als Korezeptor exprimiert, ent-
scheidet die Spezifitat des TZR gegenuber HLA Klasse | oder HLA Klasse Il wahrend

der Positivselektion (85). Vereinfacht entstehen T-Lymphozyten, die an autologes HLA
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binden kdnnen aber lediglich Peptide erkennen, die nicht von autologen Proteinen ab-

geleitet werden.

genetisches Rearrangement des TZR

TZR bindet 4glb

HLA nicht

T

TZR
erkennt
autologe
Peptide

_I_

Positivselektion

Negativselektion

Naive polyklonale T-Zellen

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Selektion von T-Lymphozyten im Thymus

Nach dem genetischen Rearrangement durchlaufen die T-Zellen die Positiv- sowie die Negativselektion, wobei
nicht geeignete T-Lymphozyten entfernt werden. Es entstehen polyklonale, naive T-Zellen.

Der TZR erkennt die Oberflachenstruktur aus HLA und beladenem Peptid auf kom-
plexe Art und Weise. Die Wechselwirkung von TZR und HLA kann als Modell in zwei
Schritte aufgeteilt werden (86). Im ersten Schritt kommt es zur Bindung des TZR an
das Gerust des erkannten HLA (86). Der TZR bindet hierbei in einem recht stereoty-
pen, schragen Bindungswinkel mit konservierter Polaritat von V., und V; (55,80,87).
CDR1 und CDR2 kommen typischerweise Uber den Helices zum Liegen. Hierdurch
wird CDR3 im Zentrum der Kontaktflache, zum Peptid gewandt, positioniert (87). In
der zweiten Phase wird das Peptid durch die flexiblere CDR3 mit Hilfe von induced fit
gebunden (86). Insgesamt wird die Bindung des TZR nicht allein durch die Wechsel-
wirkung von Peptid und CDR3 erreicht. Vielmehr kommt es durch die Interaktion von
Peptid, HLA und TZR zu einer spezifischen Bindung (87). TZR kdnnen im Sinne dieses
Mechanismus viele HLA absuchen, bis sie ihr spezifisch erkanntes Peptid binden und
dabei eine gewisse Kreuzreaktivitat gegenltber verschiedenen Peptiden aufweisen
(86).

Zusatzlich zum TZR binden auch die jeweiligen Korezeptoren CD4 und CD8 an das
HLA. Dadurch wird die intrazellulare Signalkaskade nach der Bindung zwischen TZR
und HLA verstarkt (88). Nur unter speziellen experimentellen Bedingungen konnten
korezeptorunabhangige Rezeptoren generiert werden, die in ihren Bindungseigen-

schaften Antikdrpern ahnlich waren (89).
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T-Zellen binden nicht nur an das peptidbeladene HLA auf den antigenprasentierenden
Zellen, sondern bilden eine immunologische Synapse wahrend ihrer Interaktion. Diese
besteht aus dem TZR-HLA Komplex, kostimulatorischen Domanen mit Liganden sowie
Integrinen und Integrinliganden. Nach dem initialen Kontakt der T-Zelle mit dem spe-
zifisch erkannten Antigen kommt es nicht nur zu einer Umstrukturierung der Kontakt-
flache zwischen T-Zelle und antigenprasentierenden Zelle, sondern auch zu einer Po-
larisierung und zu strukturellen Veranderungen des Zytoskeletts, was sekretorische
Vesikel und Mitochondrien in Richtung Zell-Zell Kontakt bringt. Insgesamt ermdglicht
die immunologische Synapse eine effektive Signaltransduktion (90,91).

Das vom TZR gebundene HLA kann in zwei Klassen aufgeteilt werden. HLA-Klasse |,
das von jeder kernhaltigen Korperzelle exprimiert wird, wird von CD8* T-Zellen gebun-
den. Die Expressionsdichte dieses HLA variiert je nach Zelltyp und dient der Identifi-
kation der Korperzelle als korpereigen (92). Es sind viele Allelvarianten der auf Chro-
mosom 6 liegenden HLA Moleklle bekannt, wobei die Ausstattung des Individuums
mit bestimmten HLA-Molekullen als Haplotyp bezeichnet wird. Die polymorphen HLA-
A, -B, -C werden von fast jeder kernhaltigen Zelle exprimiert, wahrend weitere HLA-
Klasse |-Subtypen unterschieden werden kénnen, die hinsichtlich ihrer Gewebeex-
pression deutlich restringierter sind (92,93).

Die Struktur der HLA-Klasse | besteht aus einem Anteil mit Transmembrandomane
(a3) und zwei Domanen (a1 und a2), die die Peptidbindetasche bilden. Zusatzlich dazu
ist das p2-Mikroglobulin assoziiert, das auf Héhe der as-Untereinheit liegt (92,94). Die
Peptide, die auf das HLA-Klasse | geladen werden, stammen aus dem Zytoplasma.
Dort werden fehlgefaltete und degradierte Proteine mit Hilfe des Proteasoms zu Pep-
tiden abgebaut und von TAP (transporter associated with antigen processing) als
Transportkanal fur die zytoplasmatischen Peptide in das endoplasmatische Retikulum
transloziert. Hier werden die Peptide durch Helferproteine auf das HLA-Klasse | gela-
den (95) (Abb. 5). Im Rahmen der Kreuzprasentation kann es vorkommen, dass zu-
satzlich auch Peptide aus endozytierten Pathogenen auf das HLA geladen werden
(96). In beiden Fallen besitzen die prasentierten Peptide eine Lange von ungefahr 8-
13 Aminosauren, die vor allem im Bereich des C- und N-Terminus verankert werden
(97).

CD4* T-Zellen erkennen mit ihrem TZR HLA-Klasse Il. Die Expression dieser HLA ist

vornehmlich auf B-Zellen, Makrophagen und dendritischen Zellen beschrankt, die als
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Aktivatoren und Effektoren an der Immunantwort beteiligt sind (professionell antigen-
prasentierende Zellen (APC)). Sie dienen der Prasentation von Peptiden exogen auf-
genommener Proteine (98). Das HLA-Klasse Il liegt als Heterodimer auf der Zellober-
flache vor, wobei a- und B- Untereinheit aus jeweils zwei Domanen bestehen. Die
Transmembrandomanen befindet sich jeweils zellnah und besitzen einen kleinen zy-
toplasmatischen Schwanz. Die Peptidbindetasche wird sowohl von der a- als auch von
der B-Untereinheit gebildet und besteht aus einer B-Faltblattstruktur am Boden der
Peptidbindetasche, die von zwei antiparallelen Helices umgeben wird (97,99,100). Im
Gegensatz zu HLA-Klasse | ist die Bindetasche, mit der die Peptide interagieren, in
ihrer Lange nicht begrenzt, sodass unterschiedlich lange Peptide mit ungefahr 12-20
Aminosauren binden kénnen (97). Dabei spielen Ankerdomanen der Peptide eine
wichtige Rolle, die entlang der gebundenen Peptide immer gleich sind und als Haupt-
bindungsagonisten fungieren (97).

HLA-Klasse Il wird GUber einen spezialisierten Beladungsweg mit Peptiden beladen, die
von phagozytierten Proteinen und Pathogenen abstammen. Direkt nach der Synthese
und der Dimerisierung der HLA im endoplasmatischen Retikulum wird eine stabilisie-
rende Struktur, die sogenannte invariant chain (li), an die Peptidbindetasche gebun-
den. Diese dient einerseits als Chaperon des neu synthetisierten HLA Klasse II, ande-
rerseits wird durch die Bindung auch die weitere Prozessierung eingeleitet (101). Das
neu synthetisierte HLA wird aus dem endoplasmatischen Retikulum in den Golgi-Ap-
parat transportiert. Dort finden vor dem Transport in das HLA-class Il compartment
(MIIC, Teil des endosomalen Kompartiments) (102,103) weitere posttranslationale Mo-
difikationen, wie z.B. Glykosylierungen, statt (104). Sie verandern die Bindungsgeo-
metrie von TZR an HLA (104), verandern die Oberflachenstruktur der HLA (105), mo-
dulieren die funktionellen Eigenschaften des HLA je nach Zellkontext (104) und beein-
flussen die Zuganglichkeit zum Peptid (103). Wahrend des Transports des HLA-Klasse
[I/li Komplexes zu den MIIC bauen Cathepsine die li ab, sodass nur noch ein Rest, das
sog. CLIP (class Il associated invariant chain peptide) als Platzhalterpeptid in der
Bindetasche verbleibt (98,102,106,107). Im nachsten Schritt wird CLIP Uber die Bin-
dung von HLA-DM an den HLA-Klasse || Komplex extrahiert und das HLA erst dann
wieder durch HLA-DM freigegeben, wenn ein hochaffin bindendes Peptid in der Bin-
detasche zu liegen kommt (106,108,109). HLA-Klasse |l befindet sich im Komplex mit

HLA-DM in einem thermodynamischen Ubergangszustand bis zur Bindung des hoch-
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affinen Peptids (109). Die in diesen spezialisierten Endosomen vorliegenden phagozy-
tierten Strukturen werden ebenfalls durch die Cathepsine abgebaut (98). HLA-DO wirkt
als Bindungsantagonist an HLA-DM zum neu assemblierten HLA-Klasse Il. Die ge-
naue Funktion von HLA-DO ist nicht vollstandig aufgeklart, allerdings scheint damit die
Prasentation von Autoantigenen verringert zu werden (108,109) (Abb. 5). Durch die
Selektion von nur besonders affinen Peptiden kommt es zu einem Phanomen der Im-

mundominanz, bei dem fast ausschlief3lich hochaffin gebundene Peptide zugelassen

werden (103,108,110).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Peptidbeladung von HLA-Klasse | und Klasse Il

In der Abbildung ist eine schematische Darstellung der beschriebenen Peptidbeladung abgebildet. HLA-Klasse |
findet sich im Bereich unten links, HLA-Klasse Il im Bereich oben rechts. HLA-Klasse | ist nach der Assemblierung
im endoplasmatischen Retikulum zunachst an seine stabilisierenden Hilfsproteinen Calretikulin, Calnexin und
ERp57 gebunden. Dort befindet sich auch das TAP mit Tapasin, das den Import von degradierten Proteinen aus
dem Zytosol ermdglicht (95). HLA-Klasse Il ist mit dem nach der Assemblierung bindenden Calnexin dargestellt
(111). Die Peptidbeladung erfolgt zunachst mit li, das auf dem Weg zum MIIC (HLA-class Il compartment) durch
Proteasen abgebaut wird. Es verbleibt das CLIP, das durch spezifisch bindende Peptide, die durch HLA-DM und —
DO editiert werden, verdrangt wird (103).

Die naiven T-Zellen, die ihr spezifisches Antigen noch nicht erkannt haben, flottieren
standig zwischen Blutstrom und sekundaren lymphatischen Organen wie Milz und

Lymphknoten (73,112). Sie exprimieren CD45RA, was vereinfacht als Marker fur naive
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T-Lymphozyten angesehen werden kann (113). Den Eintritt in die lymphatischen Or-
gane ermdglichen spezifische Liganden (114). Dort treffen die Lymphozyten unter an-
derem auf dendritische Zellen. Deren Hauptaufgabe besteht darin, Pathogene aufzu-
nehmen, zu prozessieren und diese auf ihrer Oberflache in peptidbeladenen HLA zu
prasentieren (115). Sie befinden sich dabei in fast allen Koérpergeweben (68,116).
Nach dem Kontakt mit Pathogenen reifen dendritische Zellen zu APC aus und wandern
anschlie3end in die lymphatischen Gewebe (115). Wahrend der Reifung werden HLA-
Klasse I, kostimulatorische Proteine und Zelladhasionsproteine exprimiert, was eine
effektive Prasentation der Pathogenstrukturen und Aktivierung von T-Zellen ermdglicht
(115,116). Beispielsweise binden die fur eine effektive Signaltransduktion notwendi-
gen CD80/86 an CD28 auf der T-Zelle. Nur nach dieser Bindung kann eine effektive
Antigenerkennung stattfinden, ohne die Bindung geht die T-Zelle entweder in
Apoptose oder wird anerg (67). Dieser Mechanismus ist als periphere Toleranz be-
kannt (117). Nach der Erkennung ihres spezifisch erkannten Antigens stoppen die
Lymphozyten die Migration und beginnen eine klonale Expansion (118). Durch Zelltei-
lung entstehen viele Effektorzellen und Gedachtnis-T-Zellen, die bei einem erneuten

Antigenkontakt die spezifische Immunantwort einleiten (67,119) (Abb. 6).

vasa afferentia
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der im Lymphknoten stattfindenden T-Zell Reifung
Die T-Zell Reifung ist schematisch dargestellt. Die aus dem Thymus entlassenen T-Zellen flottieren an professionell
antigenprasentierenden Zellen, z.B. dendritischen Zellen, vorbei, die neben dem entsprechenden peptidbeladenen

HLA zuséatzlich noch kostimulatorische Domanen exprimieren. Erhalt eine spezifische T-Zelle Kontakt mit ihrem
Antigen, so kommt es zu einer Proliferation und Entstehung von Gedachtnis- und Effektor-T-Zellen (67).

Nach dieser Expansionsphase verlassen die Lymphozyten das lymphatische Organ in
die Blutbahn und gelangen zum Ort der Infektion. Chemokine und Integrine auf den
Endothelien fuhren die T-Zellen zum Ort der Inflammation, an dem sie Uber die Diape-

dese das Gefallsystem verlassen (120).
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2.7 Donor lymphocyte infusion (DLI) und adoptive T-Zell Therapie
Aufgrund der wichtigen Rollen des durch die T-Lymphozyten ausgelosten GvL-Effek-
tes nach der allogenen hamatopoetischen Stammzelltransplantation (121), werden
Strategien gesucht, diesen Effekt gezielt auszunutzen.

Ein mdglicher Ansatz, der seit vielen Jahren intensiv erforscht wird, ist die Donor lym-
phocyte infusion (DLI). Bei dieser Methode werden unselektierte T-Lymphozyten des
Stammzellspenders in den Patienten transfundiert, um einen GvL-Effekt zu induzieren
(122—124). Die Nebenwirkungen der DLI umfassen im Wesentlichen die Induktion ei-
ner GvHD und mit geringerer Inzidenz die Induktion eines aplastischen Syndroms
(123,125,126). Zudem zeigte sich, dass die DLI in der Therapie eines Krankheitsrick-
falles der AML keinen Vorteil bietet (126,127). Das wird u.a. auf die geringe Menge
kostimulatorischer Proteine auf den Blasten, die Induktion anerger T-Zellen bei dauer-
hafter Antigenprasentation ohne kostimulatorische Molekule und den Rickzug malig-
ner Zellen in immunologisch privilegierte Gewebe zurtickgefuhrt (125,127). Lediglich
fur bestimmte Patientengruppen mit Hochrisiko-AML nach T-Zell depletierter allogener
Stammzelltransplantation ohne Komplikationen, bei der eine deutliche Latenz zwi-
schen Transplantation und DLI vorlag, konnte ein positiver Effekt nachgewiesen wer-
den (128).

Wegen der fehlenden Spezifitdt und Effektivitat sind weitere Malkinahmen erforderlich,
den GvL-Effekt bei mdglichst kleinem Risiko fur eine GvHD zu fordern. Die T-Lympho-
zyten richten sich im Rahmen der GvL-Reaktion nicht nur gegen minor histocompati-
bility antigens (mHAg) und allogenes HLA, sondern auch gegen nicht polymorphe, tu-
morspezifische Antigene. Die Leukamieblasten exprimieren verschiedene tumorasso-
ziierte, tumorspezifische und sogenannte Hoden/Tumor Antigene (129).

Daher wurde in einer klinischen Studie die Impfung gegen die leukamiespezifische
Zielstruktur Wilms-Tumorantigen-1; WT1 durchgefuhrt. Trotz einer in vitro nachgewie-
senen T-Zell Antwort konnte keine klinische Effektivitat gemessen werden (63). Erfolge
wurden unter anderem erzielt, wenn dem Patienten bestrahlte Leukamieblasten und
Fibroblasten, auf deren Oberflache kostimulatorische Proteine Uberexprimiert wurden,
als Impfung verabreicht wurden (63). Aktuell erscheint bei diesem Ansatz die Fusion
von autologen dendritischen Zellen und AML-Blasten aussichtsreich zu sein (130).
Der adoptive Transfer leukamiespezifischer Lymphozyten ist ein weiterer Ansatz. Da-

bei werden gegen Leukamieantigene gerichtete T-Zellen in vitro expandiert und dem
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Patienten verabreicht. Allerdings tragen die T-Zellen oftmals niedrig affine T-Zell Re-
zeptoren und die individuelle Immunantwort gegen diese Zielstrukturen ist sehr hete-
rogen (122). Aullerdem differenzieren die T-Lymphozyten wahrend der Stimulation,
sodass sowohl die Effektivitat zur Zerstérung der Leukamieblasten, als auch das Er-
reichen der Lymphknoten und die Lebensdauer sinken (131). Die fir die Herstellung
solcher T-Zellen notwendige Zellkultur ist zudem zeit- und kostenintensiv (132).

Die Therapie mit genetisch veranderten T-Zellen ist die derzeit aussichtsreichste Stra-
tegiealternative. Dabei werden T-Zellen entwickelt, die neben den polyklonalen endo-
genen T-Zell Rezeptoren auch eingebrachte antigenerkennende T-Zell Rezeptoren o-
der genetisch modifizierte, rezeptorahnliche Proteine (chimare Antigenrezeptoren) tra-
gen (122).

Werden TZR in die T-Lymphozyten eingebracht, erfolgt die Erkennung der Zielstruktur
HLA-abhangig. Mogliche Zielstrukturen kdnnen Peptide von in Leukamieblasten Uber-
exprimierten Proteinen wie WT1 (Wilms-Tumor-1 Protein), PR-3 (Proteinase-3),
HMMR/Rhamm (hyaluronan mediated motility receptor) und Survivin (122,133) dar-
stellen. Allerdings werden die entsprechenden T-Zell-Epitope nicht immer ausreichend
prozessiert und von den Leukamieblasten prasentiert (134), sodass die Suche nach
effektiven Zielstrukturen schwierig ist. Arbeiten zur rezeptorbasierten adoptiven T-Zell
Therapie fur die AML haben bislang einen HLA-A2 spezifischen TZR bis zur Anwen-
dung in klinischen Studien gebracht, der ein HLA-A*02:01 restringiertes Peptidepitop
von WT1 erkennt (66,129,135,136). Andere TZR basierte adoptive T-Zell Therapien,
etwa gegen das tumorspezifische Antigen Survivin (137), befinden sich in der Entwick-
lung.

Aktuell basiert die adoptive T-Zell Therapie der akuten myeloischen Leukamie mit re-
programmierten T-Zellen vornehmlich auf sogenannten chimeric antigen receptors
(CAR), die aus drei Untereinheiten bestehen. Extrazellular befindet sich ein antigener-
kennendes Protein, das der antigenbindenden Struktur eines Antikorpers gleicht. Un-
ter einer Platzhalterstruktur befindet sich die Transmembrandomane, an der sich wie-
derum die Signaldomane eines TZR oder anderer kostimulatorischer Rezeptoren be-
findet (138). Die Zielstrukturen der CAR sind HLA-unabhangige Oberflachenantigene
(129). Im Fokus stehen hierbei vor allem die Blastenantigene CD33, CD34, CD38,
CD44v6, CD123 und LeY (138-141). Allerdings ist ihre Expression meist nicht streng

auf die Leukamieblasten restringiert. Daher kdnnen Nebenwirkungen der Therapie,
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wie etwa die Schadigung von Lebergewebe, Haut oder gesunden Zellen des hamato-
poetischen Systems, entstehen (139,142,143).

Nebenwirkungen gentechnisch veranderter adoptiver T-Zellen werden in sogenannte
on-target und off-target Effekte eingeteilt (144). On-target off-tumor Effekte beschrei-
ben eine Erkennung der Zielstruktur auf gesunden Zellen, die dieses ebenfalls expri-
mieren (145). Ein Beispiel eines on-target off tumor Effekts ist die Lungenschadigung
durch einen gegen Her2-gerichteten CAR, da Her2 nicht nur vom Tumor, sondern auch
von Zellen in der Lunge exprimiert wird (145). Off-target Effekte beschreiben die Scha-
digung von Zellen, die das spezifisch erkannte Antigen nicht exprimieren (144). Diese
konnen auf der Kreuzreaktivitat des Rezeptors mit anderen Epitopen oder auf der Neo-
reaktivitat von Fehlpaarungen der eingebrachten Rezeptorketten mit endogenen Ket-
ten basieren (145). Ein Beispiel fur die Kreuzreaktivitat ist der off-target Effekt eines
gegen HLA-A2 mit MAGE-A3 gerichteten TZR gegen kardiales Titin, das ein dem Tu-
morpeptid ahnliches Motiv aufweist (146). Auch die organschadigende Wirkung der
massenhaften Zytokinfreisetzung wird von manchem Autor zu den off-target-Effekten
gerechnet (144).

2.8 HLA-DP Antigene

Das HLA-Klasse Il Antigen HLA-DP wird bislang bei der Spenderauswahl zur alloge-
nen hamatopoetischen Stammzelltransplantation nicht bertcksichtigt, so dass hier
aufgrund eines starken Verteilungsungleichgewichtes zwischen HLA-DP und HLA-A,
-B, -C, -DR, -DQ in ca. 80% der unverwandten Spender-/Empfangerpaare ein Mis-
match vorliegt (2). In neueren Studien konnte gezeigt werden, dass verschiedene HLA-
DP Fehlpaarungs-Konstellationen unterschiedliche Auswirkungen auf das GvHD-RI-
siko sowie das Leukamierezidiv-Risiko haben (147,148).

Je nach Immunogenitat werden HLA-DP Konstellationen zwischen Spender- und
Empfanger besser (sog. permissive Mismatches) bzw. schlechter (sog. nicht-permis-
sive Mismatches) toleriert, da letztere das Risiko fur eine GvHD erhdhen (147,148).
Die Immunogenitat selbst beruht auf Effekten der Selektion von T-Zellen im Thymus,
die jeweils bei Spender und Empfanger physiologisch stattfinden und sich flr verschie-
dene Allele unterscheiden (147,148). Interessanterweise sind sowohl die permissiven

als auch die nicht-permissiven Mismatch-Konstellationen im Vergleich zu HLA-DP
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identischen Patienten/-innen/ Spender-Paaren mit einer geringen Inzidenz fur Leuka-
mierezidiv assoziiert (3—5), was HLA-DP Antigene als Zielstruktur fir eine Graft-ver-

sus-Leukamie-Reaktivitat vermuten lasst (149,150).

2.9 HLA-DP als Zielstruktur des Graft versus Leukemia Effekt

Im Gegensatz zu HLA-Klasse | Antigenen, die auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert
werden, werden HLA-Klasse Il nur auf Zellen hamatopoetischen Ursprungs konstitutiv
exprimiert. Eine Expression von HLA-Klasse Il auf nicht-hamatopoetischen Zellen fin-
det sich dagegen nur in Situationen der Inflammation, in denen proinflammatorische
Zytokine die HLA-Klasse Il Expression induzieren kdnnen (68). Das ermdglicht einen
selektiveren GvL-Effekt durch die CD4* T-Zellen als durch CD8* T-Zellen.

Das HLA-DP weist zusatzlich einen sehr geringen Polymorphismus in der kaukasi-
schen Bevolkerung auf (151) (Abb. 7), was im Rahmen einer adoptiven HLA-DP ge-

richteten T-Zell Therapie die Abdeckung einer grofden Zahl an Patienten/-innen ermog-

lichen wurde.
A HLA-DPA1 Haufigkeit in der B HLA-DPB1 Haufigkeit in der
kaukasischen Bevolkerung kaukasischen Bevolkerung
H04:01
H02:01
H04:02
®01:03 ®03:01
@02:01 =01:01
Overbleibende E06:01
013:01

Overbleibende
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C Verteilung der HLA-DPA1/-DPB1 Kettenpaarungen in
der kaukasischen Bevolkerung

mDPA1*01:03~DPB1*04:01
=DPA1*01:03~DPB1*02:01
EDPA1*01:03~DPB1*04:02
EDPA1*01:03~DPB1*03:01
=DPA1*02:01~DPB1*01:01
=@ DPA1*01:03~DPB1*06:01
CODPA1*02:01~DPB1*13:01
Overbleibende

Abbildung 7: Allelfrequenz der HLA-DP in der kaukasischen Bevolkerung

Frequenz einzelner (A) HLA-DPA1-, (B) HLA-DPB1-Allele und (C) HLA-DPA1/-DPB1 Kombinationen in der kauka-
sischen Bevolkerung nach Hollenbach et al. (151).

In einer Untersuchung von Rutten et al. wurden wahrend des klinischen Erfolgs einer
DLI nach HLA-DP disparater hamatopoetischer Stammzelltransplantation T-Lympho-
zyten isoliert. Diese wurden anschlielRend auf ihre Reaktivitat geprift, wobei sich eine
polyklonale T-Zell Reaktivitat gegen HLA-DP in vitro nachweisen liel3 (152). Petersdorf
et al. konnten auRerdem zeigen, dass sich die Ruckfallrate der zu Grunde liegenden
hamatologischen Erkrankung erhoht, wenn eine niedrigere Expression von HLA-DP in
den Blasten vorliegt (1). HLA-DP scheint somit ein wichtiges Antigen des GvL-Effektes

darzustellen.

2.10 Herstellung von HLA-DP spezifischen T-Zellen

Aufgrund der beschriebenen Funktion von HLA-DP als GvL Zielantigen und dessen
Expression auf Leukadmieblasten der AML, wurden in Vorarbeiten unserer Arbeits-
gruppe HLA-DP spezifische T-Zellen generiert. Dies erfolgte durch Stimulation von na-
iven CD45RA selektierten CD4* T-Zellen eines gesunden Spenders mit primaren Leu-
kamiebasten eines HLA-Klasse | sowie HLA-DR und DQ gematchten Patienten/-innen,
wobei fir HLA-DP eine Mismatch-Konstellation vorlag (7) und die AML-Blasten das
allogene HLA-DPB1*04:01 Allel exprimierten. Nach mehrwdchiger T-Zell-Stimulation
bzw. Restimulation konnten in sogenannten Mikrokulturen HLA-DPB1*04:01 reaktive
CD4* T-Zell-Klone generiert werden, die in funktionellen Tests spezifisch HLA-

DPB1*04:01 positive Leukamiezellen unterschiedlicher Patienten/-innen erkannten.

25



Einleitung

Ein CD4* T-Zell-Klon (Klon 11C12), der auf diese Weise generiert werden konnte, war
auch nach Blockade des CD4" Korezeptors noch in der Lage, HLA-DPB1*04:01 posi-
tive Zielzellen zu erkennen, so dass hier von einer hohen Affinitat des T-Zell Rezeptors
(TZR) ausgegangen werden muss. Um die Herstellung solcher HLA-DP reaktiver T-
Zellen zu vereinfachen, wurde im nachsten Schritt der TZR, welcher zur Subfamilie
VB13.2 gehort, aus dem T-Zell-Klon 11C12 isoliert, um anschlielend in T-Zellen ge-
sunder Spender eingebracht. Der TZR Transfer erfolgte mittels Elektroporation von T-
Zellen mit in-vitro-transkribierter RNA, welche fur den TZR kodiert und eine rasche
Translation und Expression des TZR in T-Zellen erlaubt. Zur Stabilisierung und Ver-
besserung der TZR-Expression wurde der Rezeptor in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe
kodonoptimiert. Das bedeutet dass die Sequenzen des Rezeptors an die Basenabfol-
gen im Empfangerorganismus angepasst werden, ohne dabei die Aminosaurense-

quenzen zu verandern (153,154).

2.11 Charakterisierung des HLA-DP spezifischen T-Zell Rezeptors

TZR11c12

Das Projekt knupft nach der Isolation des TZR11c12 aus dem HLA-DPB1*04:01 reakti-
ven CD4* T-Zell-Klon 11C12 an, indem es die Bindungsspezifitat des TZR naher cha-
rakterisiert, um ihn fur die adoptive T-Zell Therapie weiterzuentwickeln. Dazu sollte
zunachst die Kreuzreaktivitat gegentber haufig vorkommenden HLA-DPA1/-DPB1 Al-
lelen getestet werden. Um die Fragestellung zu klaren, ob ein bestimmtes HLA-
DPB1*04:01 restringiertes Peptid spezifisch vom TZR erkannt wird bzw. die Erken-
nung ,Peptid-unabhangig“ erfolgt, wurde das HLA-DPB1*04:01 in einem breiten
Spektrum an hamatopoetischen, nicht-hamatopoetischen sowie xenogenen Zellen ex-
primiert und auf Erkennung durch den TZR getestet. Die Expression von HLA-
DPB1*04:01 in hamatopoetischen als auch nicht-hamatopoetischen Zelllinien erlaubte
eine Beladung des eingebrachten HLA-DP mit einer Vielzahl unterschiedlicher bzw.
xenogener Peptide. Zur Feststellung, ob lediglich die HLA-DPB1 Kette oder der Kom-
plex aus HLA-DPA1 und HLA-DPB1 durch TZR11c12 erkannt wird, wurden verschie-
dene Kombinationen beider Allele exprimiert und ebenfalls auf Reaktivitat getestet. Um
das Potenzial des Rezeptors hinsichtlich der Induktion einer GvHD zu testen, wurden

aulRerdem GvHD-Modellzelllinien auf ihre Erkennung gepruft.

26



Material und Methoden

3 Material und Methoden
3.1 Materialliste

3.1.1 Laborgerate

Abzug Typ TAN 120 Prutscher Laboratory Systems, Neudorfl, AT
Autoklav Varioklav Dampfsterilisator Typ 75S HP Medizintechnik GmbH, Oberschleillheim, DE
BD FACS Calibur BD Biosciences GmbH, Heidelberg, DE
Computer Power Mac G4 Apple, Cupertino, US

C.T.L. ELISpot Reader C.T.L., Shaker Heights, US

Einfrierbox cryo safe neolLab Migge GmbH, Heidelberg, DE
Eismaschine AF 20 Scotsman Ice Systems, Vernon Hills, US
Gefrierschrank Forma 900 Series Thermo Fischer Scientific, Waltham, US

Gene Pulsar Xcell™ Electroporation System Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, US
Heizblock Thermo Top® Eppendorf AG, Hamburg, DE

Heraeus Megafuge 16R Thermo Fischer Scientific, Waltham, US
Heraeus Megafuge 40R Thermo Fischer Scientific, Waltham, US
Inkubationsschrank Heracell 240i COz Inkubator ~ Thermo Fischer Scientific, Waltham, US

MACS MultiStand Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch-Gladbach, DE
Magnetrihrer HR Hei-Standard Heidolph Instruments GmbH & Co KG,

Schwabach, DE
Milli-Q Q-Pod® Reinstwasseraufbereitungsan- Merck Millipore, Billercia, US

lage

Mini Laboratory Pump VP86 VWR International, Radnor, US

NanoDrop 1000 Thermo Fischer Scientific, Waltham, US

PCR-Gerat Mastercycler® Nexus Eppendorf AG, Hamburg, DE

pH-Meter 646 Knick Elektronische Messgerate GmbH & Co.
KG, Berlin, DE

Pipetboy 2 Integra Biosciences AG, Hudson, US

Pipette Research® Plus Eppendorf AG, Hamburg, DE

Pipette Multichannel Starlab GmbH, Hamburg, DE

Prazisionswaage Kern PCB Kern & Sohn GmbH, Balingen, DE

Mikroskop PrimoVert Carl Zeiss AG, Oberkochen, DE

Schuttelgerat 3017 Gesellschaft fur Labortechnik, Burgwedel, DE

Spannungsquelle EV231 Consort bvba, Turnhout, BE

Sterilbank Safe 2020 Thermo Fischer Scientific, Waltham, US

Stickstofftank HEco Series 800-190 Chart MVE BioMedical, San Antonio, US

ThermoMixer C Eppendorf AG, Hamburg, DE

Typhoon 9200 GE Healthcare, Little Chalfont, UK

Vortex Genie 2™ Bender & Hobein AG, Zirich, CH

Vortex VV3 VWR International, Radnor, US
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Warmebad Typ 1003

Warmekammer H1.2, SO01.BR
Zahlkammer Neubauer improved bright-line
depth 0,1Tmm

Zentrifuge 5424 R

3.1.2 Verbrauchsgiiter

Plastikwaren
Abdeckplatte PS, Hohes Profil 9mm

Cellstar Polypropylen Réhrchen 15ml und 50mi

Cryo.s ™ 2ml
Elektroporationskivetten 4mm

FACS-Tubes

MACS PreSeparation Filter

MACS Separation Columns LS

MultiScreen Filter Plates

MultiScreen HTS Filter Plates
Multiwellplatten 6 well, 12 well, 24 well
Nitrilhandschuhe

Parafilm (M)®

Petrischalen P10

Pipette ErgoOne 10 pl, 100 ul, 200 pl, 1000 pl
Pipettenspitzen graduiert 10ul, 200ul, 1000yl
Pre-Separation Filters (30um)

Safe Lock Tubes 0,2ml, 0,5ml, 1,5ml, 2,0ml
Safe Lock Tubes 0,5ml, 1,5ml biopur

Safe Seal Tips Professional 10 pl, steril
Serologische Pipetten 5ml, 10ml 25ml, 50ml
Sterican Kanulen 0,4*25 mm 27G*1,5LL
Sterican-Kanulen 0,4*25 mm 27G*1LL

Tip One Filter Tip 20 pl, 100 pl, 200 ul, 1000yl
Versa Touch Handschuhe

Zellkulturflasche T25, T75 und T125

Zellkulturplatten 48 well, 96 well Rundboden und

96 well Spitzboden
Zellkulturschale P10 und P15

Gesellschaft fiir Labortechnik GmbH, Burgwedel,

DE
Kalte Schiibl, Regensburg, DE

Paul Marienfeld GmbH, Lauda-Kénigshofen, DE

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Greiner bio one GmbH, Kremsmunster, AT
Greiner bio one GmbH, Kremsmunster, AT
Greiner bio one GmbH, Kremsmunster, AT
PEQLAB by VWR International

GmbH, Erlangen, DE

Becton Dickinson, Franklin Lakes, US
Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch-Gladbach, DE
Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch-Gladbach, DE
Merck Millipore, Billerica, US

Merck Millipore, Billerica, US

Greiner bio one GmbH, Kremsmunster, AT
Kimberly-Clark, Irving, US

Bemis Company Inc., Neenah, US

Greiner bio one GmbH, Kremsmunster, AT
Starlab GmbH, Hamburg, DE

Starlab GmbH, Hamburg, DE

Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach, DE
Eppendorf AG, Hamburg, DE

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Biozym, Hessisch-Oldendorf, DE

Greiner bio one GmbH, Kremsmunster, AT
B.Braun Melsungen AG, Melsungen, DE
B.Braun Melsungen AG, Melsungen, DE
Starlab GmbH, Hamburg, DE

Ansell, Richmond, VIC, AUS
Greiner bio one GmbH, Kremsmtinster, AT

Greiner bio one GmbH, Kremsmtinster, AT

Greiner bio one GmbH, Kremsmlinster, AT
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3.1.3 Chemikalien und Reagenzien
2-Propanol
3-Amino-9-ethyl-carbazol
Agar-Agar
Ampicillin
Ampuwa® Spiillésung Plastipur®
Borsaure
BSA
Bromphenolblau
Chlorophorm
CutSmart®
Dimethylsulfoxid (DMSO), BioScience-Grade
Phenol/ Chlorophorm/ Isoamylalkohol
Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)
Plasmocin®
Plasmocure®
EDTA
Essigsaure
Ethanol >99,8%
FACS Clean Solution
FACS Flow Sheath Fluid
FACS Rinse
Formaldehyd
Gel Loading Dye
Glycerin
Hefeextrakt
Kaliumchlorid
Ligase Buffer
N,N-Dimethylformamid
Natriumacetat
Natriumchlorid
Pancoll Human Density
RNase Zap™
RotiSafe
Tris-Aminomethan (TRIS)
Trypan blue 0,5% in physiological saline
Trypton/ Pepton aus Casein
Tween 20
Wasserstoffperoxid

Xylencyanol

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
Sigma-Aldrich®, St. Louis, US

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, DE
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
Sigma-Aldrich®, St. Louis, US
Sigma-Aldrich®, St. Louis, US

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

New England Biolabs, Ipswich, US
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
Sigma-Aldrich®, St. Louis, US
InvivoGen, San Diego, US

InvivoGen, San Diego, US

Applichem, Darmstadt, DE
Sigma-Aldrich®, St. Louis, US

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

BD Biosciences GmbH, Heidelberg, DE
BD Biosciences GmbH, Heidelberg, DE
BD Biosciences GmbH, Heidelberg, DE
Sigma-Aldrich®, St. Louis, US

New England Biolabs, Ipswich, US
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

New England Biolabs, Ipswich, US
Sigma-Aldrich®, St. Louis, US

Ambion® by Life Technologies, Carlsbad, US
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Pan Biotech GmbH, Aidenbach, DE
Sigma-Aldrich®, St. Louis, US

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
Sigma-Aldrich®, St. Louis, US
Biochrom GmbH, Berlin, DE

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
Applichem, Darmstadt, DE
Sigma-Aldrich®, St. Louis, US

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
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3.1.4 Antikorper

anti CLIP PE (S) REA296

anti mouse CD11c-FITC HL3

Anti-human-Interferon-y mAb 1-

D1K

Anti-human-Interferon-y mAb 7-

B6-1-Biotin

B7/21 anti-DP (B7/21) B7/21

CD4 APC RPA-T4

CD4 MicroBeads

FcR-Block

gam-FITC (polyklonal)

Hb55 anti-DR (Hb55) Hb55

Isotyp IgG3

REA-Control PE (S) REA296

SpVL6 anti-DQ (SpVL6) SpVL6

VB 13.2 PE H132

VB 13.6 PE Ju74.3
3.1.5 Kits

High Pure PCR Purification Kit
MMESSAGE mMACHINE T7 Ultra Kit
Dynabeads Human T-Activator CD3/28
QlAfilter Plasmid Midi Kit

QIAPrep Spin Miniprep Kit

QIAGEN RNEasy Mini Kit

QlAshredder

SuperScript Il OneStep RT-PCR System

3.1.6 Zellkulturmedien und Zusatze
AIM-V Medium
DMEM
F-12K Medium
Fotales Kalberserum (FCS)
L-Glutamin
Hepes Buffer (1M)
Humanes Serum (HS)

MEM
Murines GM-CSF

Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch-Gladbach, DE

BD Biosciences GmbH, Heidelberg, DE
Mabtech AB, Stockholm, SE

Mabtech AB, Stockholm, SE

Leinco Technologies, Inc., St. Louis, US
BD Biosciences GmbH, Heidelberg, DE

Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch-Gladbach, DE
Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch-Gladbach, DE

Thermo Fischer Scientific, Waltham, US
Zellkulturiberstand Universitat Mainz

eBioscience, San Diego, US

Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch-Gladbach, DE

Zellkulturiberstand Universitat Mainz
Beckman Coulter, Brea, US

Beckman Coulter, Brea, US

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DE
Ambion by Life Technologies, Carlsbad, US
Gibco® by Life Technologies, Carlsbad, US
QIAGEN N.V,, Venlo, NL

QIAGEN N.V,, Venlo, NL

QIAGEN N.V,, Venlo, NL

QIAGEN N.V,, Venlo, NL

Thermo Fischer Scientific, Waltham, US

Gibco® by Life Technologies, Carlsbad, US
Gibco® by Life Technologies, Carlsbad, US
Gibco® by Life Technologies, Carlsbad, US
PAA Laboratories, Pasching, DE

Gibco® by Life Technologies, Carlsbad, US
Sigma-Aldrich®, St. Louis, US

Blutspendedienst des Deutschen Roten Kreuzes

gemeinnitzige GmbH, Minchen, DE
Gibco® by Life Technologies, Carlsbad, US

Zellkulturiberstand des Lehrstuhls flir Immunolo-

gie, Universitatsklinikum Regensburg
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OptiMem Gibco® by Life Technologies, Carlsbad, US
Penicillin/Streptomycin Gibco® by Life Technologies, Carlsbad, US
RPMI Medium 1640 (1X) Gibco® by Life Technologies, Carlsbad, US
Schneider-Medium Gibco® by Life Technologies, Carlsbad, US
Trypsin 0,05% - EDTA 1x Thermo Fischer Scientific, Waltham, US

3.1.7 Zellkulturmedien

Medium zur Kultivierung von Zellen

Zur Kultivierung der Zellen wurde das Zellmedium nach den Datenbanken des DSMZ

(Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

GmbH) oder ATCC (American Type Culture Collection) ausgewahlt und, wenn nicht

anders angegeben, mit 30mmol/l| HEPES-Puffer, 120 1U/ml Penicillin und 0,12 mg/ml

Streptomycin versetzt. Die Zuordnung der Zelllinien zu den einzelnen Medien findet

sich in Kapitel 3.3.2.

Medium zur Kryokonservierung von Zellen
Fetales Kalberserum
+ 10% DMSO

LB-Medium (flissig) zur Kultivierung von Bakterien
900 ml destilliertes Wasser

+ 10 g Trypton

+ 5 g Hefeextrakt

+ 10 g NaCl

Anschlie®end auf pH = 7,0 eingestellt und autoklaviert

SOB-Medium

900 ml destilliertes Wasser,
+ 20 g Trypton

+ 5 g Hefeextrakt

+ 0,5 g NaCl

+2,5ml 1M KCI

Anschlieend auf pH= 7,0 eingestellt und autoklaviert
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Agar-Platten

Alle verwendeten Agar-Platten wurden vom Institut flir Mikrobiologie und Hygiene des

Universitatsklinikum Regensburg bezogen.

3.1.8 Puffer und Losungen
TBE-Puffer (10x)

500 ml destilliertes Wasser
+54 g TRIS

+ 27,5 g Borsaure

+20 ml 0,5M EDTA

MACS-Puffer
500 ml PBS
+0,5% BSA
+2mM EDTA

FACS-Fixans
PBS + 1% Formaldehyd

3.1.9 Zytokine
rh-1L-2
rh-IL-7
rh-IL-15
rh-IFN-y

3.1.10 Desinfektionsmittel
Desinfektionsmittel Purasept®-A Xpress
Desinfektionstlicher Desco Wipes
Handedesinfektionslosung Manisoft®
Handedesinfektionslosung Mucasept-A®

Incidin® Plus

3.1.11 Enzyme
Alkalische Phosphatase (CIP)
Spel
T4 DNA Ligase

Novartis AG, Basel, CH
R&D Systems, Inc., Minneapolis, US
PeproTech, Rocky Hill, US

eBioscience, San Diego, US

Merz Hygiene GmbH, Frankfurt, DE
Dr. Schumacher GmbH, Malsfeld, DE
Ecolab® Inc., St. Paul, US

Merz Hygiene GmbH, Frankfurt, DE
Ecolab® Inc., St. Paul, US

New England Biolabs, Ipswich, US
New England Biolabs, Ipswich, US
New England Biolabs, Ipswich, US
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Xbal
Xhol

3.1.12 Nucleotide und Oligonukleotide
2log DNA Ladder
5-ATACCGCTCGAG-
TTATGCAGATCCTCGTTG
-3 (HLA-DPB1 reverse Primer)
5-CGCTAGTCTAGAACCATGATGGTT-
CTGCAG
-3 (HLA-DPB1 forward Primer)
Deoxynucleotide Solution Mix
Oligo(dT) Primer

3.1.13 Peptide

KKLLTQHFVQENYLEY (MAGE-A3243-258)
RKVAELVHFLLLKYR (Tetanustoxoid111-125)

3.1.14 Tetramere

Tetramer HLA-DPA1*01:03 + HLA-DPB1*04:01 +

Peptid KKLLTQHFVQENYLEY (MAGE-A3243-258)

Tetramer HLA-DPA1*01:03 + HLA-DPB1*04:01 +
Peptid RKVAELVHFLLLKYR (Tetanustoxoid111-

125)

3.1.15 Vektoren
pGEM4Z-64A

3.1.16 Software

CellQuest Pro
CloneManager 9

FlowJo v10.1

GraphPad Prism Version 7
ImmunoSpot

ImmunoCapture

Pdb-Viewer von SWISS-MODEL(78)

New England Biolabs, Ipswich, US
New England Biolabs, Ipswich, US

New England Biolabs, Ipswich, US
Eurofins Genomics GmbH, Ebersberg, DE

Eurofins Genomics GmbH, Ebersberg, DE

New England Biolabs, Ipswich, US
Thermo Fischer Scientific, Waltham, US

JPT Peptide Technologies GmbH, Berlin, DE
JPT Peptide Technologies GmbH, Berlin, DE

Lausanne Tetramer core facility of the Ludwig In-
stitute for Cancer Research
Lausanne Tetramer core facility of the Ludwig In-
stitute for Cancer Research

Cell Biolabs Inc., San Diego, US

BD Biosciences GmbH, Heidelberg, DE
Scientific and Educational Software, Morrisville,
us

FlowJo LLC, Ashland, US

GraphPad Software Inc., San Diego, US

C.T.L., Shaker Heights, US

C.T.L., Shaker Heights, US

Protein Structure Informatics Group, Basel, CH
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3.2 Klonierung der HLA-DP Ketten

3.2.1 Ficoll-Dichtezentrifugation

Die Isolation notwendiger HLA-DP Allele erfolgte aus bereits aufgereinigten PBMCs
(peripheral blood mononuclear cells) gesunder Thrombozytenspender der Transfusi-
onsmedizin des Universitatsklinikums Regensburg. Als Ausgangsmaterial fur die Iso-
lation der Zellen dienten die nach der Zellseparation und Thrombozytenentnahme Ub-
rig gebliebenen Zellen der Spender. Aus diesen wurden die PBMC mit Hilfe einer Dich-
tegradientenzentrifugation isoliert. Dazu wurden die Zellen zunachst eluiert und mit
PBS auf ein Gesamtvolumen von 60 ml verdunnt. Je 30 ml dieser Suspension wurden
anschliel3end auf 15 ml vorgelegte Losung des Zuckerpolymers Pancoll aufgetragen.
Dieser sorgte in einer anschlieRenden Zentrifugation mit 2200 rpm fir 20 Minuten da-
fur, dass die Leukozyten aufgrund ihrer GroRe auf der Polymerschicht verblieben, wah-
rend die Erythrozyten durch das Polymer auf den Boden des Probengefalles sanken.
Um den Gradienten zu erhalten, erfolgte keine Bremsung der Zentrifuge. Der entstan-
dene Gradient aus PBMC wurde abgenommen und in zwei Schritten mit PBS gewa-
schen. Hierzu wurde im ersten Schritt eine Verdunnung auf 50 ml bei 1500 rpm ftr 10
Minuten, im zweiten Waschschritt eine Verdiinnung auf 40 ml Gesamtvolumen bei
1500 rpm fir 5 Minuten zentrifugiert. Nach dem Waschen der Zellen wurden diese
gezahlt, in Aliquots mit der gewlnschten Zellzahl aufgeteilt und in Einfriermedium bei
-80°C eingefroren. Die Feintypisierung der HLA-DPA1 und HLA-DPB1 Allele erfolgte

durch das Institut fur klinische Chemie des Universitatsklinikums Regensburg.

3.2.2 Isolation von RNA aus PBMC

Zur Extraktion der zytoplasmatischen RNA wurden die Zellen mit Hilfe des QIAGEN
QIAShredders homogenisiert. Dazu wurden ca. 50 Millionen Zellen in 600 pl RLT-Puf-
fer geldst und fur 2 Minuten bei 15000 rpm durch die Shreddersaule zentrifugiert. An-
schlielend erfolgte die Aufreinigung der RNA aus dem Homogentisat durch das Ql-
AGEN RNEasy Mini Kit nach Herstellerprotokoll. Die Elution der RNA wurde nach einer
Inkubation von 30 ul Nuklease-freiem Wasser fur 30 s durch eine Zentrifugation der
mit RNA beladenen Saule bei 15000 rpm flir 1 Minute erreicht.
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3.2.3 Klonierung der HLA-DP Ketten
Aus der isolierten RNA wurde mittels einer Standard RT-PCR (Reverse Transkriptase

Polymerase-Kettenreaktion) eine cDNA hergestellt.

isolierte RNA 1 Mg

dT23-oligo-dT Primer 2 ul

H20 x ul
10 pl

Nach dem vorsichtigen Mischen erfolgte die Denaturierung der Tertiar- und Sekun-
darstrukturen der RNA durch eine Erhitzung auf 70°C fur 5 Minuten. Daraufhin wurden
10 ul Reaction-Buffer und 2 ul Tag-Polymerase zugegeben. Die cDNA wurde bei 42°C
fur 60 Minuten amplifiziert und anschlielRend die Proteine bei 80°C fur 5 Minuten de-
naturiert. Die entstandene cDNA wurde auf 50 yl Gesamtvolumen mit Nuklease freiem
Wasser verdunnt.

HLA-DPB1*03:01 wurde mit Hilfe von spezifischen Primern aus der cDNA amplifiziert.
Der forward-Primer hatte die Sequenz 5-CGCTAGTCTAGAACCATGATGGTT-
CTGCAG-3', der reverse-Primer die Sequenz 5-ATACCGCTCGAGTTATGCA-
GATCCTCGTTG-3. Die anderen HLA-DPA1 und —DPB1 Allele lagen bereits vor.
cDNA 4 pl

forward-Primer 1 ul (1:10 verdinnt)
reverse Primer 1 ul (1:10 verdinnt)
H20 19 ul
Tag-Polymerase-Mix 25 ul

50

Die Initiation erfolgte durch ein Erhitzen der DNA auf 95°C fir 1 Minute. Das Programm
bestand aus einer 30 s dauernden Denaturierung bei 94°C, dem Annealing der Primer
bei 60°C und der Synthese bei 68°C fur je eine Minute. Das Programm wurde 35-mal
wiederholt. Zum Abschluss folgte eine Phase von 68°C fur 5 Minuten. Ein Gradient mit
5 verschiedenen Temperaturstufen zu +/- 5°C um 60°C ermdglichte verschiedene An-
nealingtemperaturen. Das Ergebnis der PCR wurde mittels Gelelektrophorese auf ei-
nem 1%-igen Agarose Gel in TBE-Puffer und 1ul Roti-Safe Uberprift. Dazu wurden 5
Ml des Produkts mit 2 pl Roti-Safe und 5 pl H2O gemischt und bei 120V, 80mA fur 45
Minuten laufen gelassen Das Gel wurde ausgelesen und die Temperaturstufe 60°C

aufgrund der deutlichsten Bande selektiert.
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Das Reaktionsprodukt wurde durch die beiden Restriktionsendonukleasen Xhol und
Xba geschnitten und anschlieend in den zuvor ebenfalls mit Xhol und Xbal verdauten
und mit CIP dephosphorylierten Vektor pGEM4Z-64A (52) ligiert. Der Verdau wurde
fur ca. 12 Stunden bei 37°C nach folgendem Pipettierschema durchgefuhrt:

DNA 50 pl
CutSmart 7 ul
destilliertes H.O 7 ul
Xhol 3l
Xbal 3ul
70 pl

Die verdaute DNA konnte mit Hilfe einer PCR-Purification nach Herstellerprotokoll auf-

gereinigt und anschlielend bei 16°C Uber Nacht in den Vektor ligiert werden.

pGEM4Z-64A 1 pl
Insert 15 ul
Ligase-Puffer 2 ul
H20 1 pl
T4 Ligase 1yl
20 pl

3.2.4 Transformation der Plasmid-DNA

Der entstandene Vektor wurde mittels einer Transformation in E.coli (JM-109) einge-
bracht. Dazu wurde 1 pg Plasmid-DNA zu 10 ul angetauter Bakteriensuspension in
SOB-Medium pipettiert und flr 30 Minuten belassen. Im Anschluss daran erfolgte ein
Hitzeschock mit 42°C fur 45 Sekunden, wahrend dem die Zellmembran der Bakterien
aufgrund der Porenbildung fur die DNA durchlassig wird. AnschlieRend wurden die
Bakterien flr 45 Sekunden auf Eis gekuhlt. Zur Initiation des Wachstums wurden die
Bakterien eine Stunde bei 37°C in 2 ml LB-Medium unter standigem Schutteln (280
rom) kultiviert. Das Ausplattieren der Suspension auf selektiven Agar mit Ampicillin
(c=0,1 mg/ml) ermdglichte die Ubernacht-Kultivierung von Kolonien die den Vektor
pGEM-4Z-64A mit entsprechendem Insert enthielten, da sich auf dem Vektor ein Re-

sistenzgen gegen Ampicillin befindet.
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3.2.5 Plasmid-DNA Praparation aus Bakterienzellen

Aus den gewachsenen Kolonien wurden funf Klone flr eine weitere Kultur zur Verviel-
faltigung in selektivem LB-Medium mit 0,1 mg/ml Ampicillin Gber Nacht bei 37°C und
280 rpm selektiert. Nach der Zentrifugation Uber 10 Minuten bei 8°C mit 4000 rpm am
nachsten Morgen konnte die Plasmid-DNA mit dem QIAGEN QIAfilter Plasmid Mini
Prep Kit nach Herstellerprotokoll isoliert werden. Die Aufreinigung erfolgte dabei mit
Hilfe eines Anionentauschs an einer Saule, an die die DNA nach Lyse der Bakterien-
zellen bindet. Durch die Zugabe entsprechender Puffer konnte die DNA danach eluiert
werden. Die DNA-Konzentration des Eluats wurde dann mittels Spektrometrie ermit-
telt. Die so gewonnene DNA wurde anschlieliend mit Hilfe von Xhol und Xbal Gber

Nacht verdaut.

DNA 5l
destilliertes H.O 12 ul
CutSmart 2 ul
Xhol 0,5
Xbal 0,5 ul
20 pl

Die verdauten Proben wurden zur Kontrolle auf die richtige Lange des Inserts auf ein
Agarose-Gel analog zu Kapitel 3.2.2 aufgetragen. Alle funf aufgetragenen Klone zeig-
ten die richtige Lange des Inserts. Die DNA eines zufallig ausgewahlten Klons wurde
anschliellend zur Sequenzanalyse an GATC-Biotech geschickt. Der direkte Vergleich

der gewonnenen Sequenz zeigte eine Homologie zu HLA-DPB1*03:01.

3.2.6 Amplifikation von Plasmid-DNA

Fir alle in diesem Projekt verwendeten HLA-DPA1 und HLA-DPB1 Allele, die bis auf
das isolierte HLA-DPB1*03:01 bereits vorlagen, wurde eine erneute Transformation
von Vektor-DNA in E. coli (JM-109) durchgeflhrt. Jeweils ein Klon der Bakterienkultu-
ren wurde zufallig ausgewanhlt und damit eine Ubertag-Kultur aus 2 ml selektivem LB-
Medium mit c=0,1 mg/ml Ampicillin angeimpft. Die Bebruttung erfolgte bei 37°C unter
stetiger Bewegung mit 280 rpm. Daraus wurde anschlieRend eine Ubernacht-Kultur in
100 ml selektivem LB-Amp.-Medium angeimpft. Hiernach erfolgte die Zentrifugation
der Kultur bei 3500 rpm fir 15 Minuten bei 4°C. Die Isolation und Aufreinigung der
Plasmid-DNA lief nach Herstellerprotokoll fur das QIAGEN QIAfilter Plasmid Midi Prep

Kit ab. Die Konzentration der gewonnen DNA wurde durch ein Spektrometer ermittelt.
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3.2.7 Linearisierung der DNA

Die amplifizierte Plasmid-DNA (pGEM4Z-64A-HLA-DPA1*/-DPB1*) wurde vor der in
vitro RNA-Synthese durch die Restriktionsendonuklease Spel bei 37°C Uber Nacht li-
nearisiert. Die Linearisierung durch Spel erfolgt im Vektor hinter dem Insert. Dieser
Schritt dient dazu, die DNA so fir die in vitro-Transkription vorzubereiten, dass die im
T7 Ultra Kit enthaltene RNA-Polymerase an ihrem Promotor die Transkription an line-

arer DNA beginnen kann.

Vektor-DNA 20 yg
destilliertes H.O X Ml
CutSmart 2 ul (10x)
Spel 3ul

20 pl

3.2.8 Phenol/Chloroform-Aufreinigung von Plasmid DNA

Nach dem Enzymverdau der Vektor-DNA konnte die Aufreinigung durch eine Phenol-
Chlorophorm Aufreinigung erfolgen. Das Verfahren ermdglichte das Auswaschen sto-
render Proteine und Salze. Es beinhaltet 5 Waschschritte mit Phenol, Chlorophorm
und Isoamylalkohol sowie 5 Schritte nur mit Phenol. Innerhalb eines Waschschrittes
wurde die DNA, die zuvor auf 400 pl mit destilliertem Wasser verdinnt wurde, mit 400
Ml der Waschldschung intensiv gemischt. Nach der Mischung erfolgte eine Zentrifuga-
tion mit 15000 rpm fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur. Der Uberstand, der die DNA
enthalt, konnte abgenommen werden und einem neuen Waschschritt zugefuhrt wer-
den. Nach den Waschschritten wurde die DNA mit Natriumacetat und Ethanol ver-
mischt. Durch das Herunterkihlen auf -20°C flr 2 Stunden erfolgte eine Prazipitation.
Die ausgefallene DNA wurde nun mit Ethanol gewaschen und fiur 30 Minuten bei
15000 rpm und 4°C zentrifugiert. Das entstandene Pellet konnte nach kurzer Trock-

nung in RNAse-freiem Wasser resuspendiert werden.

3.2.9 In-vitro Transkription von mRNA

Aus der linearisierten und aufgereinigten DNA wurde mit Hilfe des mMessage mMa-
chine T7 Ultra Kit die fur die Elektroporation notwendige mRNA synthetisiert. Die Re-
aktion erfolgte nach Herstellerprotokoll. Bei der Synthese wird anstatt einer klassi-

schen Cap-Struktur am 5’-Ende der mRNA ein sogenanntes ARCA (anti reverse cap
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analog) angefligt, das die Translation verbessert (155). Im ersten Reaktionsschritt wur-
den Nuklease-freies Wasser, Nukleotidtriphosphate, ARCA, Reaktionspuffer, lineari-
siertes und aufgereinigtes DNA-Template und die RNA-Polymerase in ein Reaktions-

gefal} pipettiert. Die Werte in Klammern stehen jeweils flr den 2,5-fachen Ansatz.

Nuklease-freies Wasser X ul
T7 2x NTP/ARCA 10 pl (25 pl)
T7 10x Reaction Buffer 2 ul (5 ul)
DNA-Template x Ml 1 pg (2,5 ug) DNA-Menge
T7 Enzyme Mix 2 pl (5l
20 pl (50 pl)

Dieser Reaktionsansatz wurde vorsichtig durchgemischt und flr 2 Stunden bzw. 3
Stunden beim 2,5- fachen Ansatz bei 37°C inkubiert. Im Anschluss daran wurde das
DNA-Template durch die Zugabe von 1 pl Turbo DNAse flr 15 Minuten bei 1-fachem
Ansatz und mit 2,5 pl in 45 Minuten bei 2,5-fachem Ansatz verdaut. Die Polyadenylie-
rung der RNA erfolgte nach dem Verdau der DNA.

T7 Ultra Kit Reaction 21 ul (52,5 pl)
Nuklease-freies Wasser 36 ul (90 pl)
5x E-PAP Puffer 20 pl (50 pl)
25 mM MnCl; 10 pl (25 pl)
ATP-Solution 10 pl (25 pl
Entnahme zur Analyse -2,5 ul

E-PAP 4 pl (10 pl

97,5 ul (247,5 pl)
Vor der Zugabe von E. coli Poly(A) Polymerase | (E-PAP) wurden jeweils 2,5 pl flr ein
analytisches Gel der nicht polyadenylierten RNA entnommen. Nach Zugabe des En-
zyms erfolgte die vorsichtige Mischung der Reaktion und die Inkubation bei 37°C fur 1
Stunde. Die anschlieRende Aufreinigung des Reaktionsproduktes erfolgte mit dem Ql-
AGEN RNEasy Mini Kit. Dazu wurden zur Reaktion des T7 Ultra Kits 700 ul RLT-Puffer
und 500 pl Ethanol gegeben und die RNA nach Herstellerprotokoll aufgereinigt, wobei
die Elution der RNA mit Nuklease-freiem Wasser erfolgte. Nach der Aufreinigung
wurde die Konzentration der RNA bestimmt und zu jeweils 10 ug aliquotiert. Die Lage-
rung erfolgte bei -80°C. Das Ergebnis wurde mit Hilfe eines analytischen Agarose-Gels

der abgenommenen Probe Gberpruft.
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3.3 Zellkultur

3.3.1 Kulturbedingungen

So weit nicht anders beschrieben, wurden die Zellen bei 37°C, 5% CO2 und in mit
Feuchtigkeit gesattigter Atmosphare kultiviert. Die Lagerung der Zellen erfolgte in flls-
sigem Stickstoff. Die Zellen wurden einem Mycoplasmentest unterzogen und bei Not-
wendigkeit mit Hilfe von Plasmocin® oder Plasmocure® behandelt.

Das Einfrieren der Zellen erfolgte im beschriebenen Einfriermedium, die Lagerung er-
folgte in flissigem Stickstoff. Um die Zellen wieder aufzutauen, wurden sie zunachst
fur kurze Zeit angetaut und anschlie3end in RPMI 1640 ohne Zusatze verdunnt. Diese
Zellsuspension wurde gezahlt und anschlie®end bei 1500 rpm fur 5 Minuten zentrifu-
giert. Anschlie®end erfolgte die Aussaat der Zielzellzahl im entsprechenden Zellme-
dium (Kapitel 3.3.2)

3.3.2 Verwendete Zelllinien
Adhérente humane Zelllinien
Die Ablosung der Zellen erfolgte durch das Waschen der Kulturflasche mit sterilem
PBS und einer anschlieRenden Inkubation mit 0,05% Trypsin-EDTA (1x). Nach einer
Inkubationszeit von 2 Minuten bei 37°C wurden die Zellen in Kulturmedium resuspen-

diert, 5 Minuten bei 1500 rpm zentrifugiert und anschliefend ausgesat.

Zelllinie Herkunft Kulturme- HLA- | HLA- Refe-
dium DPA1* | DPB1* | renz
HelLa Zervixkarzinom DMEM + 02:01 | 01:01 | (156)
10%FCS
Sw480 Kolonkarzinom, Duke B DMEM + 01:03/ | 01:01/ | (157)
10%FCS 02:01 | 04:01
Saos2 Osteosarkom DMEM + 01:03/ | 01:01/ | (158)
10%FCS 02:01 | 04:01
HaCat Keratinozyten DMEM + 01:03 | 04:01 | (159)
10%FCS
SK29mel | Malignes Melanom DMEM + 01:03 | 04:01 | (160)
10%FCS
HepG2 Differenziertes MEM + 10% 01:03 | 02:01/ | (161)
Hepatozellulares Karzinom | FCS + 2mM L- 04:01
Glutamin

Tabelle 4; Ubersicht der verwendeten adharenten humanen Zelllinien

In der Tabelle sind die verwendeten adharenten humanen Zelllinien dargestellt. Das jeweils verwendete Zellkultur-
medium wurde nach den Datenbanken des DSMZ (Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganis-
men und Zellkulturen GmbH) oder ATCC (American Type Culture Collection) ausgewahilt.
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Zelllinie Herkunft Kulturmedium | HLA- | HLA- Refe-
DPA1* | DPB1* renz
HL-60 Promyelozytenleukamie RPMI 1640 + 01:03/ | 04:01/ | (162)
(FAB: AML M3) 10%FCS 02:01 | 13:01
THP-1 Monozytare akute Leuka- | RPMI 1640 + 01:03/ | 02:01/ | (163)
mie (FAB: AML M4) 10%FCS 02:02 | 04:02
KG-1 Akute Erythroleukamie RPMI 1640 + 02:01/ | 11:01/ | (162)
(FAB: AML M6) 10%FCS 03:01 | 105:01
IM-9 Multiples Myelom RPMI 1640 + 01:03 | 04:01 | (164)
10%FCS
T2 Hybrid aus B- und T-Zel- | RPMI 1640 + - - (165)
len, durch EBV immortali- | 20%FCS
siert
MZ 683 | Mit EBV immortalisierte RPMI 1640 + 02:01 | 04:01
LCL B-Zellen aus PBMC des | 20%FCS
Donors 683 (FAB: AML
M3)
MZ 595 | Mit EBV immortalisierte RPMI 1640 + 02:01 | 03:01
LCL B-Zellen aus PBMC des | 20%FCS
Donors 595 (10/12 ge-
matchter Stammzellspen-
der zu Donor 683 mit
non-permissivem HLA-
DP Mismatch (147)
EU-3 B-Zell Vorlauferleukamie | RPMI 1640 + 01:03 | 02:01/ | (166)
10% FCS 04:01
Ramos Burkitt-Lymphom, AIM-V + 10% 01:03 | 03:01/ | (167)
3 jahriger Patient HS 04:01
K562 Blastenkrise einer chro- RPMI 1640 + 01:03 | 02:01/ | (168)
nisch myeloischen Leuka- | 20% FCS 04:02
mie
Jurkat Akute T-ALL RPMI 1640 + 01:01/ | 02:01/ | (169)
10% FCS 01:03 | 04:02
Jurkat- Akute T-ALL ohne endo- | RPMI 1640 + 01:01/ | 02:01/ | (170)
76 genen T-Zell Rezeptor 10% FCS 01:03 | 04:02

* T2 besitzen grofte Deletionen in Chromosom 6, ein Nachweis von HLA-DP ist nicht gelungen

Tabelle 5: Ubersicht iiber die verwendeten humanen Suspensionszelllinien

In dieser Tabelle sind die verwendeten humanen Suspensionszellen dargestellt. Das jeweils verwendete Zellkul-
turmedium wurde nach den Datenbanken des DSMZ (Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorga-

nismen und Zellkulturen GmbH) oder ATCC (American Type Culture Collection) ausgewahit.
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Zelllinie Herkunft Kulturme- Refe-
dium renz

EL-4 Murine T-Zell Leukamie aus C57/B6 RPMI 1640 + | (171)
10%FCS

B16 Murines malignes Melanom DMEM + (172)
10% FCS

Murine | Stimuliert aus dem Knochenmark einer RPMI + 10% | (173)

DC C57/BL6 FCS + 10%
mGM-CSF

RAW Murine Makrophagen DMEM + (174)
10% FCS

Schnei- | Drosophila melanogaster, Embryonenzellen Schneider + | (175)

der* 10% FCS*

CHO Chinesischer Hamster, Ovarienzellen F-12 K+ (176)
10% FCS

Cos-7 Grline Meerkatze, Nierenzellen DMEM + 177)
10% FCS

LLC- Wildschwein, Nierenzellen DMEM + (178)

PK1 10% FCS

*Schneider-Zellen wurden in 28°C in nicht CO2z-angereicherter Atmosphare kultiviert.
Tabelle 6: Ubersicht iiber die verwendeten Tierzelllinien
In der Tabelle sind die verwendeten Tierzelllinien dargestellt. Das jeweils verwendete Zellkulturmedium wurde nach

den Datenbanken des DSMZ (Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH) oder ATCC (American Type Culture Collection) ausgewahilt.

Humane T-Zellen

Nach der Isolation der CD4* T-Zellen (Kapitel 3.5) wurden diese in RPMI 1640 + 10%
HS + 50 IU IL-2/ml + 5pl IL-7 + 5pl IL-15/ml und 5ul CD3/28 beads (1 Bead / 5 T-
Zellen) pro Millionen Zellen resuspendiert. Die weitere Kultur der Zellen erfolgte in
RPMI 1640 + 10 % HS + 50 U IL-2/ml unter wéchentlicher Zugabe von CD3/28 beads.

3.4 Generation von murinen dendritischen Zellen aus Knochenmark

Die Generation der murinen dendritischen Zellen aus Knochenmark wurde nach dem
Protokoll von Lutz et al. (173) durchgefihrt. Aus einer C57/BL6-Maus wurden Tibia
und Femur herausprapariert. Die Desinfektion der freipraparierten Knochen erfolgte
fur 90 Sekunden in Isopropanol. Nach dem Waschen der Knochen in PBS wurden
beide Enden aufgetrennt. Die Elution des Knochenmarks erfolgte mit aufgewarmtem
RPMI 1640 +10% FCS. Dazu wurden ungefahr 8 ml des aufgewarmten Mediums mit
Hilfe einer Kanule 0,4 x25mm in den Knochen gespritzt und die ausflieRende Zellsus-
pension in einem sterilen Behaltnis aufgefangen. Die Zellsuspension wurde anschlie-
Rend mit 1500 rpm fir 5 Minuten bei Raumtemperatur gewaschen. Zur Generation von

murinen dendritischen Zellen erfolgte die Aussaat von je 2 Millionen Zellen in P10-
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Petrischalen mit je 10 ml RPMI 1640 + 10% FCS + 30 mmol/l Hepes-Puffer + 120 [U/ml
Penicillin und 0,12 mg/ml Streptomycin + 10% murinem GM-CSF. Nach 72 Stunden
wurden 10 ml Kulturmedium zugegeben. An den Tagen 4, 6 und 8 wurden jeweils 10
ml des Kulturmediums ausgewechselt. Die Stimulation war nach 10 Tagen abge-

schlossen.

3.5 Isolation von CD4* T-Zellen aus PBMC

Zur Isolation von CD4* T-Zellen aus PBMC gesunder Spender wurden CD4 Microbe-
ads® verwendet. Bei diesem Verfahren binden mit Hilfe von dextranhaltigen Eisen-
strukturen markierte Antikdrper an spezifische Strukturen der Zielzelle. Durch die Bin-
dung der markierten Zellen an einer magnetisierten Stahlwollesaule und anschlie-
Rende Elution kdnnen die Zellen isoliert werden (179). Die aufgetauten PBMC wurden
dazu gewaschen und gezahlt. Fir 10 Millionen Zellen, die in 80 pl MACS-Puffer auf-
genommen waren, wurden jeweils 40 pl Microbeads verwendet. Nach einer Inkubati-
onszeit von 20 Minuten bei 4°C wurden 10 ml Puffer zu dieser Suspension gegeben
und die Zellen anschliel3end bei 1500 rpm fur 5 Minuten gewaschen. Die Resuspen-
sion erfolgte in 500 ul eisgekuhlter Pufferlosung. Die Zellen konnten jetzt in die mit 3
ml Puffer equilibrierte LS-Saule gegeben werden. Anschlieend wurde die Saule 3-
mal mit jeweils 3 ml Puffer gewaschen. Die Elution der Zellen erfolgte mit 10 ml Puffer
durch Druck auf den Kolben der LS-Saule. Anschliel3end wurden die isolierten Zellen

gezahlt, gewaschen und ausgesat.

3.6 Herstellung von Zelltrimmern/Zellresten durch die Freeze-Thaw Me-
thode

Zur Herstellung der Zelltrimmer ohne weitere Zusatze, die fur die Beladung muriner
dendritischer Zellen verwendet wurden, kam die Einfrier-Auftau- (Freeze-Thaw)-Me-
thode zum Einsatz. Dabei werden die Zellen ohne osmotische Stabilisierung schnell
gefroren. Der durch die Eiskristalle entstehende osmotische Gradient fuhrt zu einer
Lyse der Zellen. Jeweils 6 Millionen Zellen wurden in 200 ul PBS resuspendiert und
anschlie3end in flussigem Stickstoff eingefroren. Nach 2 Minuten wurden sie in 37°C
warmem Wasser erwarmt, bis sie aufgetaut waren. Der Wechsel zwischen Einfrieren

und Auftauen wurde 4-mal wiederholt.
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3.7 Elektroporation

Die Expression des TZR bzw. von HLA-DP Allelen wurde durch das Einbringen von
aufgereinigter in-vitro transkribierter (IVT) RNA mittels Elektroporation in die jeweiligen
Zellen erreicht. Bei diesem Verfahren gelangt die polare RNA Uber elektrisch induzierte
Membrananomalien in die jeweilige Zelle (180). Hierzu wurden etwa 5-6 Millionen Zel-
len in OptiMEM® zu 10 pg der vorgelegten mRNA in eine 4 mm Elektroporations-
kivette gegeben und anschlieBend mit 500 V/5 ms/Square wave Puls fir humane
CD4* T-Zellen bzw. 400 V/5 ms/Square wave Puls fur humane und murine Zelllinien
elektroporiert. Als Kontrolle wurden die jeweiligen Zellen ohne RNA (Mock) elektropo-

riert.

3.8 Durchflusszytometrie

Zur Kontrolle der TZR bzw. HLA-DP Expression nach der Elektroporation, aber auch
zur Zielanalyse, wurden die Zellen mittels Durchflusszytometrie untersucht. Dabei bin-
den an Fluorochrome gekoppelte Antikérper spezifisch an ein gewlinschtes Antigen
auf den zu untersuchenden Zellen. Diese kdnnen, angeregt durch bestimmte Wellen-
langen von Lasern, spezifische Frequenzen an Licht emittieren. Die Emission wird auf-
gezeichnet und spiegelt die Antikdrperdichte auf der Zelloberflache wieder, was Ruck-
schlisse auf die Expressionsdichte des zu untersuchenden Antigens zulasst. Die T-
Zellen wurden auf die Expression des eingebrachten TZR11c12 mit dem Vp-Subfami-
lien-spezifischen monoklonalen Antikorpers (mAb) VB13.2 geprift. Die HLA-DP Ex-
pression wurde indirekt mittels des HLA-DP spezifischen mAb B7/21 analysiert. Zur
Messung auf Mauszelllen wurde zusatzlich ein FcR-Block angewandt, um unspezifi-
sche Effekte von gebunden Antikérpern zu vermeiden. Die Expressionen von HLA-DR
und HLA-DQ wurden ebenfalls indirekt Uber die Antikérper Hb55 und SpVL6 nachge-
wiesen. Die Sekundarfarbung der unkonjugierten Antikorper erfolgte mit dem mAb
goat anti mouse-FITC. Die Analyse auf Expression des Invariant Chain Peptides
(CLIP) erfolgte durch einen monoklonalen rekombinanten humanen Antikdrper gegen
CLIP. Murines CD11c wurde durch einen mit FITC-konjugierten Antikbrper gemessen.
Die Farbung der Zellpopulationen erfolgte nach Standardverfahren bzw. Herstelleran-
gaben. Als Durchflusszytometer diente der BD FACSCalibur und die anschlieRende
Auswertung der Daten erfolgte mittels der FlowJo Software. Die rMFI der HLA-DP Ex-

pression (relative mittlere Fluoreszenzintensitat) wurde als Quotient aus dem Median
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der Fluoreszenzintensitat zwischen a-DP (B7/21) + gam-FITC und Isotyp IgG3 + gam-
FITC berechnet.

3.9 ELISpot

Die Analyse der Epitoperkennung durch T-Zellen mit dem TZR11c12 wurde durch einen
IFN-y ELISpot durchgefiihrt. Dazu wurde eine Kokultur aus CD4* TZR11c12 bzw. Mock
transfizierten T-Zellen und Zielzellen in einem Effektor (T-Zellen) zu Zielzell-Verhaltnis
von 0,6:1 fur 20h bei 37°C und 5% CO2 in RPMI 1640 + 10% HS angesetzt. Die 96-
Well Kulturplatte war mit einer Polyvinylidenflouridbeschichtung ausgestattet. Diese
war nach einer Vorwéasserung mit 35% Ethanol wahrend einer Ubernachtinkubation
bei 4°C in der Lage, den am F. Teil hydrophoben Antikdrper anti-human-IFNy-mAb-1-
D1K binden. IFN-y, das durch aktivierte T-Zellen sezerniert wird, konnte so gebunden
werden. Nach 20h Kokultur wurden die Zellen abgewaschen und der Zweitantikorper,
anti-human-IFN-y-7-B6-1-Biotin, zugegeben. Dieser band das auf der Platte gebun-
dene IFN-y. An den mit Biotin ausgestatteten Antikdrper wurde nun eine Mischung
vorinkubierter Peroxidase mit Streptavidin gebunden. Die Farbereaktion durch 3-
Amino-9-Ethyl-Carbazol, geldst in Dimethylformamid mit 0,03% H2O>, erzeugte ein ro-
tes, ausfallendes Produkt. Uber den C.T.L ELISpot Reader konnten die entstehenden
Ausfallungsherde als Orte von gebundenem IFN-y anschlieRend aufgenommen und
gezahlt werden. Die Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit GraphPad Prism

und Microsoft Excel.
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4 Ergebnisse
4.1 Expressionsanalyse des TZR11c12
Far die Charakterisierung von TZR11c12 wurden CD4* T-Zellen gesunder Spender mit
der TZR o/p kodierender mRNA elektroporiert. Die anschlieRende Expressionskon-
trolle erfolgte durchflusszytometrisch. Dazu wurde 14 Stunden nach der Elektropora-
tion die Farbung der B-Kette des eingebrachten T-Zell Rezeptors mit Hilfe des TZR-
Subfamilien-spezifischen Antikérpers VB 13.2 PE fir den TZR11c12 vorgenommen.
CD4 wurde zusatzlich angefarbt, um die Expression auf den CD4* T-Zellen zu ver-
deutlichen und die Reinheit der Zellpopulation zu kontrollieren. Die Analyse der Ex-
pressionsdaten zeigt, dass der TZR11c12 nach Elektroporation jeweils stark auf den
CD4* T-Zellen exprimiert wurde (Abb. 8).
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Abbildung 8: Expression von TZR11c12in den fiinf verwendeten CD4*-T-Zell-Donoren

(A) Der durchflusszytometrische Nachweis der Expression von TZR11c12 auf CD4* T-Zellen erfolgte jeweils 14 Stun-
den nach der Elektroporation mit Hilfe des subfamilienspezifischen Antikdrper VB 13.2 PE. Um die Expression auf
CD4* T-Lymphozyten zu zeigen, wurde zusatzlich noch mit einem anti-CD4-APC gefarbt. Abgebildet ist exempla-
risch das Ergebnis einer Elektroporation. (B) Gezeigt ist die Auswertung der Expression von TZR11¢12 aller durch-
gefuhrten Experimente des Projektes. Fir Do 89 liegen 6 Messungen, fir Do 95 21 Messungen, fur Do 133 2
Messungen, fir Do 139 14 Messungen und fur Do 140 14 Messungen vor. Die Expressionsdaten unterschiedlicher
Donoren wurden gepoolt. Mock steht fir CD4* T-Zellen, die ohne RNA (Mock) elektroporiert wurden. Die Messung
erfolgte durchflusszytometrisch Uber die Farbung mit VB 13.2 PE. Dargestellt ist die mittlere Fluoreszenzintensitat
fir den Kanal FL-2, in dem Vf 13.2-PE gemessen wurde. Der Kasten des Plots umfasst jeweils den Quarzentilen-
bereich mit markiertem Median. Als Fuhler sind jeweils Maximal- und Minimalwert eingezeichnet.

Die Auswertung dieser Daten belegt, dass die Elektroporation als zuverlassige Me-

thode zur Expression des TZR11c12 in humanen CD4* T-Zellen verwendet werden

kann.

46



Ergebnisse

4.2 Test der drei AML-Zelllinien HL-60, THP-1 und KG-1 auf ihre Erken-
nung durch TZR11c12 elektroporierte T-Zellen
Da der TZR11c12 fur die adoptive T-Zell Therapie der AML angewendet werden soll,
wurden zunachst Leukamieblasten in vitro auf ihre Erkennung Uberpruft. Dafur wurde
die IFN-y-Sekretion von TZR11c12* CD4* T-Zellen gegenuber den etablierten AML- Zell-
linien HL-60 (akute Promyelozytenleukamie, AML M3) (162), KG-1 (akute Erythroleu-
kamie, AML M6) (162) und THP-1 (akute myelomonozytare Leukamie, AML M4) (163)
getestet. Dadurch sollten erste Rickschllisse auf die Erkennung zellassoziierter Fak-
toren, wie beispielsweise HLA-DPB1*04:01 restringierte Leukamie-assoziierte Peptide
gewonnen werden. Als Positivkontrolle diente die HLA-DPB1*04:01 positive MZ 683
LCL. Der Test der HLA-DPB1*04:01 negativen MZ 595 LCL zeigt die Erkennung von
EBV-Peptiden durch das endogene TZR-Repertoire der CD4* T-Zellen an.
Die Feintypisierung der Zelllinien ergab, dass HL-60 fir die HLA-DPB1* Allele
13:01/04:01, THP-1 fir HLA-DPB1*02:01/04:02 und KG-1 fur HLA-
DPB1*11:01/105:01 positiv sind. Die untersuchten Zelllinien zeigten durchflusszyto-
metrisch ein heterogenes Bild der HLA-DP Expression auf ihrer Oberflache. Auf HL-
60 (rMFI1=1,02) und THP-1 (rMFI=1,34) konnte ohne vorherige Veranderung kaum
HLA-DP nachgewiesen werden, deutlich dagegen auf KG-1 (rMFI=9,23) (Abb. 9 A).
Durch die Elektroporation konnte in allen drei untersuchten Zelllinien eine HLA-DP
Uberexpression von HLA-DPA1*01:03/-DPB1*04:01 erreicht werden (Abb. 9 A). Das
entspricht einer Steigerung der HLA-DP Expression um den Faktor von etwa 13 in HL-
60, von etwa 10 in THP-1 und von etwa 4,5 in KG-1. Eine 24-stlindige Vorinkubation
mit IFN-y, die zur Hochregulation von HLA-Allelen auf der Zelloberflache fuhrt, zeigte
keine Effekte auf die endogene HLA-DP Expression in diesen Zelllinien (nicht darge-
stellt).
Im IFN-y ELISpot mit TZR11c12" CD4* T-Zellen von drei unterschiedlichen T-Zell-Do-
noren wurden alle drei Zelllinien bereits ohne HLA-DP Elektroporation in unterschied-
lichem Ausmald erkannt. HL-60 zeigte eine spezifische Erkennung mit 174,50 (SD
+20,11) Spots, THP-1 mit 326,17 (SD £12,27) Spots und KG-1 mit 515,67 (SD +47,47
Spots) (Abb. 9 B). Das hohe Mal3 an Erkennung von KG-1 Zellen ohne endogene HLA-
DPB1*04:01 Expression lasst sich durch die Ahnlichkeit des von KG-1 getragenen
HLA-DPB1*105:01 zu HLA-DPB1*04:01 erklaren. HLA-DPB1*105:01 unterscheidet
sich lediglich in 3 Basen von HLA-DPB1*04:01. Nach der Transfektion von HLA-
DPA1*01:03/-DPB1*04:01 liel3 sich die IFN-y Sekretion der T-Zellen fir alle drei AML-
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Zelllinien nochmals steigern (556,33 (SD +34,36) Spots fur HL-60, 671,00 (SD +35,73)
Spots fur KG-1 und 584,67 (SD +31,78) Spots fur THP-1 (Abb. 9 B)). Mock CD4* T-
Zellen zeigten lediglich eine geringe unspezifische Erkennung der AML-Zelllinien. Die
von der HLA-DPB1*04:01 positiven MZ 683 LCL gestellte Positivkontrolle zeigte eine
deutliche Erkennung im ELISpot (Abb. 9 B).

A HL-60 Mock KG-1 Mock THP-1 Mock
IMFI=1,02 |1 & MFI=923 | : [MFI=134 |__|ungefarbt

[ 119G, + gam-FITC

[ ]anti-DP (B7/21)
+ gam-FITC

HL-60 DP04 KG-1 DP04 THP-1 DP04
MFl= 13,24 rMFI = 42,25 | - |y rMFI = 14,17
\ 1 J

Anzahl Zellen

ey
3

anti-DP (B7/21) + gam-FITC

B
IFN-y Sekretion TZR;,c1," CD4" T-Zellen gegeniiber den AML-Zelllinien THP-1, KG-1
und HL-60
MZ 595 LCL
MZ 683 LCL+ >1000
THP-1 DP04+ -
THP-1 Mock+ 2
KG-1 DP04+4 =
KG-1 Mock-i__ —
HL-60 DP04 — BE CD4 Mock
HL-60 Mock%“ = CD4 TZRy4c12
0 200 400 600 800
IFN-y Spots

Abbildung 9: Test der AML-Zelllinien HL-60, THP-1 und KG-1

(A) Durchflusszytometrische Analyse der Expression von HLA-DP 14 Stunden nach der Elektroporation. Diese
wurde mit Hilfe des Hybridomantikérpers a-DP B7/21 und einer Sekundarfarbung durch gam-FITC ermittelt. Als
Isotypkontrolle diente 1gGs. (B) Die IFN-y Sekretion von CD4* Mock bzw. TZR11¢c12 wurde mit Hilfe des ELISpot
durch eine 20 stiindige Kokultur mit einer T-Zell zu Zielzellrate von 0,6:1 (30.000:50.000) bestimmt. Mock steht fir

nicht mit RNA elektroporierte Zellen, DP04 fur mit HLA-DPA1*01:03/-DPB1*04:01 elektroporierte Zellen. Gezeigt
sind die Mittelwerte der gepoolten Daten von drei T-Zell-Spendern (jeweils Doppelwerte) + Standardabweichung.

Mit diesem Ergebnis Iasst sich zeigen, dass mit TZR11c12 elektroporierte CD4* T-Zellen
in der Lage sind AML-Zellen, die das HLA-DPB*04:01 exprimieren, spezifisch zu er-
kennen. Als weitere Zielstruktur konnte zudem HLA-DPB1*105:01 identifiziert werden,
das von KG-1 getragen wird. Eine Eingrenzung auf ein einzelnes HLA-DPB1*04:01

restringiertes leukamiespezifisches Peptid ist aus diesen Daten nicht mdglich.
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4.3 Test unterschiedlicher HLA-DPA1*01:03/-DPB1*04:01 exprimierender
humaner Zelllinien auf ihre Erkennung durch TZR11c12

Die von einem TZR erkannte Struktur kann im Kontext der Alloreaktion sowohl vom
HLA selbst als auch vom Komplex aus Peptid und HLA ausgehen (121).

Far die Untersuchung des TZR11c12 war es daher notwendig, mogliche Zielpeptide zu
identifizieren oder die Peptidunabhangigkeit aufzuzeigen. Dazu wurden in diesem Ver-
such Zelllinien unterschiedlichster Herkunft (hamatopoetische und nicht-hamatopoeti-
sche Zellen) mit HLA-DPA1*01:03/-DPB1*04:01 elektroporiert, deren anschlieRende
Expression durchflusszytometrisch ermittelt und auf ihre Erkennung durch TZR11c12
tragende CD4" T-Zellen im IFN-y ELISpot getestet.

APC, wie etwa dendritische Zellen oder B-Zellen, prozessieren das HLA-DP dabei an-
ders als nicht APC. In den APC wird das Peptid, das in HLA-DP liegt, uber HLA-DM
und HLA-DO selektiert, sodass an der Zelloberflache nur hochaffin bindende Peptide
in der Bindetasche des HLA-DP zu finden sind (106,108,109,181). Nicht APCs zeigen
dagegen eine Beladung des HLA-DP mit unspezifischen Peptiden aus dem endoplas-
matischen Retikulum (182). Wenn HLA-DP Molekdle nicht peptidbeladen sind, degra-
dieren sie sehr schnell und erscheinen nicht an der Zelloberflache (106). In diesem
Versuchsaufbau wurden lymphatische und nicht lymphatische Zelllinien Gberprtft. Bei
EU-3 handelt es sich um eine B-Zell Vorlauferleukamie (166), Ramos stammen aus
einem Burkitt-Lymphom (167), T2 sind EBV-positive Hybride aus B- und T-Zellen (165)
und IM-9 sind EBV-positive Zellen eines multiplen Myeloms (164). Getestet wurden
zusatzlich die nicht-hamatopoetischen Zelllinien HelLa, (Zervixkarzinom) (156), Sw480
(Kolonkarzinom) (157), SK29mel (malignes Melanom) (160,183) und Saos 2ciones (Os-
teosarkom). Saos2ciones Zellen enthalten stabil transduziertes MDM2 (184). Diese
Zellauswahl ermoglichte die Abdeckung eines grof3en Spektrums von HLA-DP bela-
denen Peptiden. Positivkontrolle ist die HLA-DPB1*04:01 positive MZ 683 LCL. Die
HLA-DPB1*04:01 negative MZ 595 LCL diente wiederum als Negativkontrolle.
Bereits vor der Elektroporation trugen EU-3 (rMFI 23,32 (SD +10,0)), Ramos (rMFI
3,81 (SD £0,78)) und IM-9 (rMFI 14,16 (SD +6,19)) HLA-DPB1*04:01 auf ihrer Ober-
flache (Abb. 10), sodass hier bereits unabhangig vom exogen eingebrachten HLA-DP
eine Erkennung erwartet wurde. Alle anderen Zelllinien zeigten keine HLA-DP Expres-
sion vor der Transfektion (Abb. 10), auch wenn sie das HLA-DPB1*04:01 Allel in ihrem
Genom kodierten. In allen Zelllinien konnte das HLA-DP durch die Elektroporation

deutlich Uberexprimiert werden (Abb. 10).
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Abbildung 10: Expression von HLA-DP auf verschiedenen humanen Zelllinien nach der Elektroporation
14 Stunden nach Elektroporation mit HLA-DPA1*01:03/-DPB1*04:01 wurde die HLA-DP Expression auf den ge-
nannten Zielzellen mit Hilfe des Hybridomantikdrpers a-DP B7/21 gemessen, der sekundar mit Hilfe von gam-FITC

angefarbt wurde. Als Isotypkontrolle wurde ein 1IgGs Antikdrper eingesetzt. Mock steht fur nicht mit RNA elektropo-
rierte Zellen, DP04 fir mit HLA-DPA1*01:03/-DPB1*04:01 transfizierte Zellen.

Die Positivkontrolle MZ 683 LCL wurde mit iber 1000 Spots/well durch TZR11c12* CD4*
T-Zellen erkannt. Die nicht APC-Zelllinien HeLa, SK29mel und Saos2ciones Wurden
nach der Elektroporation mit iber 1000 Spots spezifisch durch TZR11c12 CD4* T-Zellen
erkannt, es zeigte sich keine unspezifische Erkennung durch Mock (ohne RNA) trans-
fizierte CD4" T-Zellen (Abb. 11). Sw480 wurde von allen drei Donoren nach der Elekt-
roporation mit 262,17 (SD +168,73) Spots erkannt. Die Erkennung ergab ebenfalls
keinen Hintergrund durch die unveranderten CD4*-Populationen (Mock). Ein Donor
zeigte jedoch eine spezifische Erkennung von nur 49 (SD +1,41) Spots, was die hohe
Standardabweichung erklart (Abb. 11).

Die APC-Zelllinien Ramos, IM-9 und EU-3 wurden, wie erwartet, bereits ohne Uberex-
pression von HLA-DPA1*01:03/-DPB1*04:01 erkannt (Abb. 11). Bei EU-3 und IM-9
erzeugten die TZR11c12" CD4" T-Zellen bereits ohne Veranderung der Zielzellen Uber
1000 Spots, Ramos wurden ohne zusatzliche HLA-DPB1*04:01-Expression mit
291,33 (SD £71,65) Spots erkannt. Nach der Elektroporation zeigten sich fur alle drei
Zelllinien >1000 Spots/well bei CD4" TZR11c12 (Abb. 11). Nicht veranderte CD4" T-
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Zellen (Mock) zeigten lediglich eine unspezifische Erkennung der Zielzellen. TZR11c12
erkannte keine HLA-DPB1*04:01 negative Zelllinie. T2, die eine defekte HLA-Klasse
II Beladungsmaschinerie besitzen und EBV-positiv sind (107,165), zeigten ohne -
DPB1*04:01 Elektroporation lediglich eine sehr schwache a.e. EBV-assoziierte ,un-
spezifische® Erkennung mit 15,67 (SD +20,83) Spots. Mit den eingebrachten HLA-
DPA1*01:03 /-DPB1*04:01 Ketten zeigten sie tendenziell einen héheren Hintergrund
von 57,50 (SD +42,97) Spots (Abb. 11).

IFN-y Sekretion TZR44¢q2’ CD4* T-Zellen gegeniiber
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Abbildung 11: Erkennung humaner hamatopoetischer und nicht-hamatopoetischer Zelllinien durch TZR11c12+
CD4* T-Zellen vor und nach Elektroporation mit dem HLA-DPA1*01:03/-DPB1*04:01-Allel

Die spezifische Erkennung verschiedener Zelllinien wurde im IFN-y ELISpot durch eine 20-stiindige Kokultur von
CD4* Mock und TZR11c12 mit einer T-Zell zu Zielzellrate von 0,6:1 (30.000:50.000) bestimmt. Mock steht fur nicht

mit RNA elektroporierte Zellen, DP04 fir mit HLA-DPA1*01:03/-DPB1*04:01 elektroporierte Zellen. Gezeigt sind
die Mittelwerte der gepoolten Daten von drei T-Zell-Spendern (jeweils Doppelwerte) + Standardabweichung.

Der TZR11c12 erkannte das HLA-DPA1*01:03/-DPB1*04:01 in allen Zelllinien. Damit
erkennt der Rezeptor seine Zielstruktur unabhangig von der Tragerzelle. Daraus ergibt
sich, dass TZR11c12 entweder das HLA-DP peptidunabhangig erkennt, oder ein konsti-
tutivin HLA-DPA1*01:03/-DPB1*04:01 beladenes Peptid erkennt.
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4.4 Nachweis von CLIP auf THP-1

Um die Hypothese der Peptidunabhangigkeit weiter zu prufen, erfolgte eine genauere
Analyse der Zelllinie THP-1. Sie besitzt einen speziellen Immunevasionsmechanismus
und tragt keine AML-spezifischen Peptide auf ihren HLA-Klasse Il. Durch eine defekte
HLA-Klasse Il Beladungsmaschinerie, tragt sie eine Platzhalterstruktur, das sog. Inva-
riant Chain Peptide (CLIP), anstelle von Peptiden auf ihnren HLA-Klasse Il Molektlen
(101). Dieses wird unter physiologischen Bedingungen in den professionell antigen-
prasentieren Zellen im endosomalen Kompartiment durch HLA-DM entfernt und durch
hochaffin bindende Peptide ersetzt (101,107,109).

Die durchflusszytometrische Analyse unveranderter THP-1 auf ihre CLIP-Expression
zeigte eine heterogene Expressionsdichte in der Zellpopulation. Das CLIP konnte auf
nahezu allen HLA-Klasse Il nachgewiesen werden (Abb. 12). Relativ zur Isotypenkon-
trolle ergab sich ein rMFI von 52,88 (SD +12,70) flr drei Messungen. Nach der Elekt-
roporation von HLA-DPA1*01:03/ -DPB1*04:01 in drei Versuchen konnte die Oberfla-
chenexpression des CLIP tendenziell auf einen rMFI von 57,86 (SD +16,23) etwas
erhdht werden. Die Expression von HLA-DR und -DQ veranderte sich durch die ver-
mehrte Expression von HLA-DP nicht weiter (Abb. 12). Im dargestellten exemplari-
schen Beispiel erscheinen damit 92,9% aller THP-1 HLA-DP und CLIP positiv (Abb.
12).

THP1 Mock THP1 Mock THP1 Mock
.. 89,8%

THP1 DP04

THP1 DP04

Anti-CLIP PE

anti-DP+gam-FITC anti-DR+gam-FITC anti-DQ+gam-FITC

Abbildung 12: Nachweis des CLIP mittels anti-CLIP PE auf THP-1 Zellen nach Elektroporation mit HLA-
DPA1*01:03/-DPB1*04:01 auf den HLA-Klasse Il HLA-DR, -DQ und -DP

Durchflusszytometrischer Nachweis der CLIP-Expression auf den HLA-Klasse Il von THP-1. Die Farbung erfolgte
etwa 14 Stunden nach Elektroporation. DP04 steht fiir die mit HLA-DPA1*01:03/-DPB1*04:01 elektroporierte Zell-
linie, Mock steht fir nicht mit RNA elektroporierte Zellen. HLA-DP, HLA-DR und HLA-DQ sind jeweils mit dem
entsprechenden Hybridomantikdrper gebunden worden, was anschlieRend tber eine Sekundarfarbung mit gam-
FITC nachgewiesen wurde. CLIP wurde mit Hilfe eines spezifischen Antikérpers gebunden.

Nach der Uberexpression von HLA-DPA1*01:03/-DPB1*04:01 konnte die Erkennung
durch TZR11c12 von 326,17 (SD +12,27) auf 584,67 (SD +31,78) Spots (Kapitel 4.2)
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deutlich erhdéht werden. Die Erkennung von THP-1 ohne transfiziertes HLA-
DPB1*04:01 durch TZR11c12 ist auf die bereits vorhandene Expression von HLA-
DPB1*04:02 zurtckzuflhren.

4.5 Test verschiedener HLA-DPA1*01:03/-DPB1*04:01 exprimierender

Tierzelllinien auf ihre Erkennung durch TZR11c12

Die Versuche mit verschiedenen humanen Zelllinien als Trager von HLA-
DPA1*01:03/-DPB1*04:01 haben gezeigt, dass TZR11c12 ein breites Spektrum von hu-
manen Zielzellen erkennt. Dadurch sind viele Peptide aufgrund spezifischer und un-
spezifischer Beladungsmechanismen abgedeckt worden. Zur weiteren Testung der
Peptidunabhangigkeit des Rezeptors erfolgte die Expression des HLA-DPA1*01:03/-
DPB1*04:01 in verschiedenen Zelllinien tierischen (xenogenen) Ursprungs, wobei die
Expression durchflusszytometrisch ermittelt wurde. Die Erkennung dieser Zielzellen
wurde durch den Nachweis der Zytokinsekretion im IFN-y ELISpot mit CD4* TZR11c12
uberprift. Der Test sollte aulerdem noch die Abhangigkeit der TZR11c12-HLA-
DPB1*04:01 Interaktion von humanen Faktoren aufdecken. Es wurden Cos-7 aus Af-
fen (177), CHO aus dem Hamster (176), LLC-PK1 aus Schweinen (178), EL-4, B16
und RAW 264.7 aus Mausen (171,172,174) und Schneider-Zellen aus Drosophila me-
lanogaster (175) getestet. Als Positivkontrolle diente die HLA-DPB1*04:01 positive MZ
683 LCL, als Negativkontrolle wurde die HLA-DPB1*04:01 negative MZ 595 LCL ein-
gesetzt.

Die Expression des HLA-DPA1*01:03/-DPB1*04:01 gelang in allen Zelllinien. Die Af-
fennierenzellen Cos-7 zeigten eine geringe unspezifische anti-DP (B7/21) Bindung.
Durch die Einbringung des HLA-DP wurde der rMFI im gleichen Kanal deutlich erhéht
(rMFI1=11,10) (Abb. 13). Auf allen anderen Zelllinien band der anti-DP Antikdrper ohne
vorherige Veranderung nicht (Abb. 13). Am starksten konnte die Expression nach
Elektroporation auf CHO-Zellen (rMFI = 43,50) gesteigert werden. Die Expression auf
RAW (rMFI = 3,76) und Schneider-Zellen (rMFI = 2,29) gelang dagegen nur schwach
(Abb. 13).
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Abbildung 13: Expression von HLA-DP auf den getesteten Tierzelllinien
Durchflusszytometrischer Nachweis der HLA-DP Expression etwa 14 Stunden nach Elektroporation mit HLA-
DPA1*01:03/-DPB1*04:01. Dazu wurde das HLA-DP mit Hilfe des Hybridomantikérpers a-DP B7/21 gebunden, der

sekundar mit Hilfe von gam-FITC angefarbt wurde. Als Isotypkontrolle diente IgGs. Mock steht fiir nicht mit RNA
elektroporierte Zellen. DP04 steht fir mit HLA-DPA1*01:03/-DPB1*04:01 elektroporierte Zellen.

Im IFN-y ELISpot mit TZR11c12" CD4* T-Zellen von drei PBMC-Donoren konnte eine
spezifische Erkennung nachgewiesen werden. Die mit HLA-DPA1*01:03/-DPB1*04:01
elektroporierte Zelllinie Cos-7 wurde von TZR11c12* CD4" T-Zellen mit 751,83 (SD
+23,02) Spots gegenlber einem Hintergrund von 39,80 (SD +28,75) Spots fur die
nichtelektroporierte Zelllinie erkannt (Abb. 14). LLC-PK1 wurden, wenn sie HLA-
DPB1*04:01 exprimierten, ebenfalls spezifisch von TZRiic12* CD4* T-Zellen mit
174,33 (SD +50,33) Spots erkannt, wahrend die Hintergrunderkennung der unveran-
derten Zelllinien sehr klein war. RAW, B16 und Schneider-Zellen wurden dagegen
nicht spezifisch durch den Rezeptor erkannt. Die HLA-DP exprimierende CHO-Zelllinie
zeigte gegen CD4" mit TZR11c12 216,50 (SD +49,33) Spots (Abb. 14). Allerdings ist
diese Erkennung am ehesten als unspezifische Reaktion der CD4* T-Zellen zu werten,
da die Erkennung der unveranderten CHO-Zellen mit 136,50 (SD +53,22) Spots sehr
grol} ist. Bei EL-4 ergab sich eine ebenfalls unspezifische Erkennung von 44,17 (SD
+15,35) Spots der unveranderten Zelllinie und einer Erkennung mit 61,17 (SD +12,21)
Spots nach Elektroporation (Abb. 14).
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Abbildung 14: Erkennung der mit und ohne RNA elektroporierten Tierzelllinien gegen TZR11c12 im ELISpot
Die spezifische Erkennung verschiedener Tierzelllinien wurde im IFN-y ELISpot durch eine 20-stiindige Kokultur
von CD4* Mock und TZR11c12 mit einer T-Zell zu Zielzellrate von 0,6:1 (30.000:50.000) bestimmt. Mock steht fiir

nicht mit RNA elektroporierte Zellen, DP04 fir mit HLA-DPA1*01:03/-DPB1*04:01 elektroporierte Zellen. Gezeigt
sind die Mittelwerte der gepoolten Daten von drei T-Zell-Spendern (jeweils Doppelwerte) + Standardabweichung.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass TZR11c12 das HLA-DPB1*04:01 lediglich in
Tumorzelllinien aus Affen und Schweinen erkennt. Dieses Ergebnis zeigt eine mdgli-
che Beeinflussung der Erkennung durch posttranslationale Modifikationen oder ande-

rer humaner Faktoren der TZR-HLA Interaktion.

4.6 Uberpriifung der Erkennung muriner dendritischer Zellen als Triger
des HLA-DP

Da nach den Versuchen mit xenogenen Zelllinien unklar war, weshalb murine Zellen
nicht spezifisch erkannt werden, sollten zusatzlich gesunde murine dendritische Zellen
getestet werden. Diese wurden durch die Stimulation mit murinem GM-CSF aus muri-
nem Knochenmark von C57/BL6 Mausen generiert (173).

An Tag 10 der DC-Generierung wurden diese mit humanem HLA-DPA1*01:03/-
DPB1*04:01 elektroporiert. Zusatzliche Populationen wurden nach der Elektroporation

14 Stunden lang in Medium mit Zelltrimmern humaner Zellen inkubiert, damit sie nach
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Einbringung des humanen HLA-DP humane Proteine aufnehmen und diese als Pep-
tide auf ihrer Oberflache prasentieren. Dieser Ansatz sollte die Fragestellung I6sen, ob
murine Peptide die Erkennung durch TZR11c12 verandern. Die Zugabe der Zelltrimmer
erfolgte in einer Dichte von einer zerstorten humanen Zelle pro muriner dendritischer
Zelle. Die Erkennung der Zellen wurde im IFN-y ELISpot mit TZR11c12 positiven CD4*
T-Zellen gemessen. Die Positivkontrolle wurde durch die HLA-DPB1*04:01 positive MZ
683 LCL gestellt, die HLA-DPB1*04:01 negative MZ 595 LCL diente wiederum als Ne-
gativkontrolle.

Durchflusszytometrisch liel3 sich die Reinheit der murinen dendritischen Zellen an Tag
6 mit ungefahr 30% und an Tag 10 mit um die 50% messen (Abb. 15 A). Nach der
Elektroporation der mRNA konnte die Uberexpression des humanen HLA-DP auf allen
dendritischen Zellen nachgewiesen werden (Abb. 15 B).

Im IFN-y ELISpot zeigte sich eine spezifische Erkennung der HLA-DP tragenden muri-
nen dendritischen Zellen, wahrend das Niveau der spezifischen Erkennung durch die
Inkubation mit Zelllysat humaner Zellen nicht verandert wurde. Die unveranderten
dendritischen Zellen zeigten keine Hintergrunderkennung durch TZR11c12 oder Mock-
transfizierte CD4* T-Zellen (Abb. 15 C).

dé d10 mDC Mock mDC DP04
29,0% | i 46,3% | ungefarbt MFI=0,77 | ™FI=1.29| [ IgG; + gam-FITC
] A ] 0 [ llsotyp [_]a-DP (B7/21) + gam-FITC
" I h [ ImcD11c

Anzahl Zellen

mDC DP04 +HeLa mDC DP04 +Ramos mDC DP04 + PBMC
! | MFI=143 | . MFI=1,62 | ] ‘ rMFI=1,87

R
10?

mCD11c/ gam-FITC

Anzahl Zellen

anti-DP (B7/21) + gam-FITC

56



Ergebnisse

C
IFN-y Sekretion TZR44c12" CD4" T-Zellen gegeniiber HLA-DPA1*01:03/-DPB1*04:01 in
murinen dendritischen Zellen
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Abbildung 15: Test muriner dendritischer Zellen als Trager des HLA-DP

(A) An den Tagen 6 und 10 der GM-CSF Stimulation von murinem Knochenmark wurde die Reinheit der murinen
dendritischen Zellen anhand der Expression von murinem CD11c¢ Uberprift, das mit Hilfe eines spezifischen Anti-
korpers angefarbt wurde. (B) 14 Stunden nach Elektroporation mit HLA-DPA1*01:03/-DPB1*04:01 wurde die HLA-
DP Expression mit Hilfe des Hybridomantikérpers a-DP (B7/21) gemessen, der sekundar mit Hilfe von gam-FITC
angefarbt wurde. Als Isotypkontrolle diente IgGs. Mock steht fiir nicht mit RNA elektroporierte Zellen. DP04 steht
fur mit HLA-DPA1*01:03/-DPB1*04:01 elektroporierte Zellen. Die Bezeichnungen HelLa, Ramos und PBMC stehen
fur das jeweilige Zelllysat, mit dem tGber Nacht inkubiert wurde. (C) Die IFN-y Sekretion von CD4* Mock und TZR11¢12
wurde mit Hilfe des ELISpot durch eine 20 stiindige Kokultur mit einer T-Zell zu Zielzellrate von 0,6:1
(30.000:50.000) bestimmt. Mock steht fur nicht mit RNA elektroporierte Zellen, DP04 fur mit HLA-DPA1*01:03/-
DPB1*04:01 elektroporierte Zellen. Gezeigt sind die Mittelwerte der gepoolten Daten von drei T-Zell-Spendern (je-
weils Doppelwerte) + Standardabweichung.

Die Ergebnisse dieses Versuchs zeigen, dass humanes HLA-DPB1*04:01 auf murinen
dendritischen Zellen spezifisch erkannt wird. Dabei ist es irrelevant, ob vorher Zelllysat
humaner Zellen inkubiert wurde. Das wirft die These auf, dass tumorspezifische Fak-

toren die Erkennung der Mauszelllinien in Kapitel 4.5 (Abb. 14) herabregulieren.

4.7 Test der haufig vorkommenden HLA-DPB Allele

TZR11c12 wurde aus leukamiereaktiven T-Zellen isoliert, die HLA-DPB1*04:01 positive
Leukamieblasten erkennen (7). Da unklar war, was der TZR flr eine Kreuzreaktivitat
gegenuber anderen HLA-DPB1 Allelen besitzt, wurden haufig in der kaukasischen Be-
volkerung vorkommende HLA-DP Kettenpaare ausgewahlt (151). Die Auswahl der
HLA-DPB1 Allele ermdglichte eine Untersuchung von 87% der exprimierten HLA-
DPB1 Allele in der kaukasischen Bevdlkerung. Die ausgewahlten Allele wurden zu-
sammen mit den nach Hollenbach et al. (151) beschriebenen, physiologisch koexpri-
mierten HLA-DPA1 Allelen in die HLA-DP negativen Zelllinien HelLa, Jurkat und K562
per Elektroporation eingebracht und deren Expression durchflusszytometrisch Uber-
pruft. TZR11c12exprimierende CD4* T-Zellen wurden daraufhin im IFN-y Elispot mit den

Zielzellen kokultiviert und die Sekretion von IFN-y nachgewiesen. Als Positivkontrolle
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diente wie bereits beschrieben die HLA-DPB1*04:01 exprimierende MZ 683 LCL. Die
MZ 595 LCL, die HLA-DPB1*04:01 negativ ist, zeigt die Erkennung von EBV-Peptiden
auf den LCL durch die T-Zellen.

Die Expression der HLA-DP Allele gelang auf allen untersuchten Zelllinien, wobei sich
das Expressionsniveau der HLA-DP auf den verschiedenen Zelllinien und zwischen
den HLA-DP Allelen unterschied (Tab. 7).

HLA-DPA1*-DPB1* | K562 (rMFI) | HeLa (rMFI) | Jurkat (rMFI)
02:01/01:01 9,83 35,84 13,10
01:03/02:01 9,38 19,73 3,86
01:03/03:01 19,53 48,42 31,43
01:03/04:01 15,70 49,64 26,37
01:03/04:02 14,56 63,81 20,38
01:03/06:01 19,01 41,36 22,11
02:01/13:01 14,12 27,31 17,64

Mock 1,01 0,92 0,95

Tabelle 7: Expression verschiedener HLA-DP auf K562, HeLa und Jurkat
Aufgetragen sind die rMFI der elektroporierten HLA-DP Kettenpaarungen etwa 14 Stunden nach Elektorporation.

Der rMFI ist der Quotient der Fluoreszenzintensitat von anti-DP (B7/21) und Isotyp IgGs, die beide durch eine
Sekundarfarbung mit gam-FITC nachgewiesen wurden.

Im ELISpot zeigte sich eine sehr geringe Erkennung der Zelllinien ohne vorherige Ver-
anderung. TZR4c12 elektroporierte CD4* T-Zellen zeigten eine spezifische IFN-y Sek-
retion gegentuber HLA-DPB1*04:01 als auch -DPB1*04:02 exprimierenden K562,
HelLa und Jurkat Zellen (Abb. 16 B, C, D). HLA-DPB1*04:02 wurde in Jurkat mit 260,83
(SD +65,79) Spots etwas schlechter erkannt als HLA-DPB1*04:01 mit 384,83 (SD
+49,14) Spots (Abb. 16 D). Die anderen getesteten Allele induzierten keine spezifische
IFN-y Sekretion in TCR11c12-tragenden T-Zellen. Mock transfizierte CD4" T-Zellen
zeigten ebenfalls keine IFN-y Sekretion gegenuber den getesteten Zielzellen.

Die erkennbare Reaktivitat gegenuber mit HLA-DPB1*13:01 elektroporierten Zelllinien
durch alle Spender war lediglich unspezifisch. (Abb. 16 B, C, D). Weitere Versuche mit
den am haufigsten vorkommenden HLA-DPB1 Allelen (151) in HLA-DP negativen T2
Zellen (T-/B-Zell-Hybrid) und in der AML-Zelllinie KG-1 bestatigen diese Ergebnisse
(Daten nicht gezeigt).
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D IFN-y Sekretion TZR44c12” CD4* T-Zellen gegeniiber haufig
vorkommenden HLA-DPB1 Allelen in Jurkat
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Abbildung 16: Test der in der kaukasischen Bevolkerung haufig vorkommenden HLA-DP

(A) Die HLA-DP Expression wurde 14 Stunden nach Elektroporation mit HLA-DPA1*01:03/-DPB1*04:01 durch-
flusszytometrisch mit Hilfe des Hybridomantikérpers a-DP (B7/21) gemessen, der sekundar durch gam-FITC an-
gefarbt wurde. Exemplarisch ist hier die Expression auf K562-Zellen dargestellt. Als Isotypkontrolle diente 19Gs.
Mock steht fur nicht mit RNA elektroporierte Zellen. (B) (C) (D) Die spezifische Erkennung durch CD4* Mock und
TZR11c12 wurde mit Hilfe des IFN-y ELISpot in einer 20 stiindigen Kokultur mit einer T-Zell zu Zielzellrate von 0,6:1
(30.000:50.000) bestimmt. Mock steht fiir nicht mit RNA elektroporierte Zellen, die elektroporierten Kettenpaarun-

gen sind jeweils fur die Zellen aufgetragen. Gezeigt sind die Mittelwerte der gepoolten Daten von drei T-Zell-Spen-
dern (jeweils Doppelwerte) + Standardabweichung.

Diese Daten veranschaulichen, dass nur die beiden Allele HLA-DPB1*04:01 und das
verwandte HLA-DPB1*04:02 von TZR11c12 spezifisch erkannt werden.

4.8 Test unterschiedlicher HLA-DP Kettenpaarungen

In epidemiologischen Studien zur allogenen Stammzelltransplantation konnte gezeigt
werden, dass das Risiko transplantationsassoziierter Komplikationen unabhangig von
der a-Kette des HLA-DP ist. Ein Mismatch der a-Kette zeigte eine tendenzielle Reduk-
tion der Rezidivwahrscheinlichkeit (185). Andere Studien zeigten aul3erdem, dass Po-
lymorphismen der HLA-DP a-Kette die Reaktivitat von T-Zellen modulieren kénnen
(186). Der Polymorphismus der a-Kette des HLA-DP ist in der kaukasischen Bevolke-
rung sehr klein, sodass HLA-DPA1*02:01 und HLA-DPA1*01:03 von fast 96% der Be-
volkerung getragen werden (151).

Um die Abhangigkeit der Erkennung von TZR11c12 von der a-Kette des HLA-DP Anti-
gens zu messen, wurden verschiedene Kombinationen aus HLA-DPA1*02:01 und —
DPA1*01:03 mit HLA-DPB1*04:01 und —-DPB1*04:02 in K562, HeLa und Jurkat mittels
RNA Elektroporation exprimiert und auf ihre spezifische Erkennung durch TZR11c12
exprimierende CD4* T-Zellen analysiert. Als Positivkontrolle diente die HLA-
DPB1*04:01 positive MZ 683 LCL. Um die Erkennung von EBV-Peptiden auf den LCL
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durch die T-Zellen darzustellen, wurde die HLA-DPB1*04:01 negative MZ 595 LCL
getestet.

Fur einzeln transfizierte HLA-DPA1 bzw. -DPB1 Ketten konnte weder eine Expression
noch eine Erkennung durch TZR11c12 gemessen werden (Abb. 17 A). Die Oberflachen-
expression der Kettenpaarungen war nicht homogen fur alle HLA-DPA1/DPB1 Hete-
rodimere messbar. Die Expressionsdaten zeigen, dass die physiologisch nicht vor-
kommende Kettenpaarung HLA-DPA1*02:01 + HLA-DPB1*04:01 (151) in allen drei
Zelllinien am schlechtesten exprimiert wurde. In HelLa-Zellen konnte die hochste Ex-
pression erzielt werden (Tab. 8).

Im IFN-y ELISpot zeigte sich fur alle eingebrachten HLA-DPA/DPB Kettenpaarungen
eine deutliche Erkennung (Abb. 17 B, C, D, Tab. 9). In K562 konnte, in Analogie zu
den Ergebnissen von Kapitel 4.7, eine bessere Erkennung der Kettenpaarungen mit
HLA-DPB1*04:01 nachgewiesen werden. Die Erkennung der Paare erfolgte unabhan-
gig vom koexprimierten HLA-DPA1 Allel (Abb. 17 B, Tab. 9). In HeLa wurden alle Ket-
tenpaarungen mit HLA-DPA1*01:03 besser erkannt als Paare mit HLA-DPA1*02:01
(Abb. 17 C, Tab. 9) was durch eine bessere Expression (Faktor 2) von HLA-
DPA1*01:03/-DPB1*04:01 im Vergleich zu HLA-DPA1*02:01/-DPB1*04:01 erklart wer-
den kann. Kettenpaarungen mit HLA-DPB1*04:02 wurden in HelLa-Zellen ebenfalls
spezifisch von TZR11c12 erkannt. Auch in Jurkat-Zellen wurden alle Haplotypen er-
kannt. Die nicht physiologisch vorkommende Kettenpaarung aus HLA-DPA1*02:01/-
DPB1*04:01 wurde aufgrund des geringen Expressionsniveaus schlechter erkannt als
die anderen Kettenpaarungen (Abb. 17 D, Tab. 9) und seine Expression war um den
Faktor 6 geringer als die von HLA-DPA1*01:03/-DPB1*04:01 (Tab. 8).
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Abbildung 17: Test unterschiedlicher HLA-DPA/-DPB Kettenpaarungen

(A) 14 Stunden nach Elektroporation mit HLA-DPA1*01:03/-DPB1*04:01 wurde die HLA-DP Expression auf den
Zielzellen mit Hilfe des Hybridomantikdrpers a-DP (B7/21) gemessen, der sekundar mit Hilfe von gam-FITC ange-
farbt wurde. Hier ist exemplarisch die Expression auf HeLa-Zellen dargestellt. Als Isotypkontrolle diente IgGs. Mock
steht fur nicht mit RNA elektroporierte Zellen. (B) (C) (D) Die IFN-y Sekretion von CD4* Mock und TZR11¢12 wurde
mit Hilfe des ELISpot durch eine 20 stiindige Kokultur mit einer T-Zell zu Zielzellrate von 0,6:1 (30.000:50.000)
bestimmt. Mock steht fur nicht mit RNA elektroporierte Zellen, eingebrachte Kettenpaarungen sind fir jede Zelle
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entsprechend aufgetragen. Gezeigt sind die Mittelwerte der gepoolten Daten von drei T-Zell-Spendern (jeweils
Doppelwerte) + Standardabweichung.

Expressionsanalyse |HLA- HLA- HLA- HLA-
unterschiedlicher DPA1*02:01 + DPA1*02:01 + DPA1*01:03 + DPA1*01:03 +
HLA-DP Kettenpaa- |HLA HLA- HLA- HLA-

rungen DPB1*04:01 DPB1*04:02 DPB1*04:01 DPB1*04:02
K562 3,55 577 11,18 13,28

HeLa 14,88 86,59 37,95 66,17

Jurkat 2,34 9,10 14,78 16,06

Tabelle 8: Expressionsanalyse der unterschiedlichen HLA-DP Kettenpaarungen in K562, HeLa und Jurkat

Aufgetragen sind die exprimierten Kettenpaarungen in einer Ubersicht, die das Expressionsniveau der einmaligen
Messungen 14 Stunden nach Elektroporation zeigt. Die rMF| wurde als Quotient der Fluoreszenzintensitat aus anti-
DP (B7/21) und Isotyp IgGs, beide + gam-FITC errechnet.

HLA- HLA- HLA- HLA-
Erkennung der unter- | DPA1*02:01 + DPA1*02:01 + DPA1*01:03 + DPA1*01:03 +
schiedlichen Ketten- | HLA- HLA- HLA- HLA-
paarungen im ELISpot | DPB1*04:01 DPB1*04:02 DPB1*04:01 DPB1*04:02
K562 460,67+95,52 310,67+£73,05 459 ,83+66,51 272,17+96,31
HelLa 389,00+73,57 384,17+£57,74 >1000 >1000
Jurkat 48,67+33,20 246,50+49,12 349,50+49,23 274,00+£37,54

Tabelle 9: Ubersicht der Erkennung der HLA-DP Kettenpaarungen durch CD4* TZR11c12im ELISpot

Gezeigt sind jeweils die Werte fiir den Mittelwert £ Standardabweichung der Anzahl der IFN-y Spots im Elispot der
drei verwendeten CD4* Donoren mit TZR11c12. >1000 Spots/w bedeutet, dass das well komplett gefillt war.

Durch diesen Versuch wird deutlich, dass TZR11c12 seine Zielstruktur unabhangig von
der koexprimierten a-Kette des HLA-DP erkennt. Die spezifische Zielstruktur des TZR
liegt somit auf der p-Kette von HLA-DPB1*04:01 oder von HLA-DPB1*04:02 oder be-
steht aus dem Komplex der -Kette mit beladenem Peptid. In Analogie zu den Versu-

chen mit haufig vorkommenden HLA-DP Kettenpaarungen induzierte HLA-
DPB1*04:01 erneut eine starkere T-Zell Aktivierung als HLA-DPB1*04:02.

4.9 Test verschiedener Kombinationen des T-Zell Rezeptors

Um zu prifen, ob die HLA-DPB1*04:01 Spezifitat von TZR11c12 von der Expression
des TZR-Heterodimers abhangig ist oder lediglich durch eine der beiden TZR-Ketten
hervorgerufen wird, wurden die a- und B- Kette des TZR11c12 einzeln und als Hetero-
dimer mitirrelevanten TZR-Ketten in CD4* T-Zellen verschiedener Donoren exprimiert.
Als irrelevante Ketten dienten a- und B- Untereinheiten des TZRacs4, der das HLA-
DPB1*14:01-Allel spezifisch erkennt. Der Nachweis der Erkennung durch die CD4* T-
Zellen erfolgte im IFN-y ELISpot. Als Zielzellen dienten die HLA-DPB1*105:01 positive
AML-Zelllinie KG-1 und die HLA-DPB1*04:01 positive MZ 683 LCL. HLA-DPB1*105:01
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ist dem HLA-DPB1*04:01 sehr ahnlich, sodass beide Zellen als Positivkontrolle fun-
gierten. Die HLA-negative CML-Zelllinie K562 und die HLA-DPB1*03:01 exprimie-
rende MZ 595 LCL dienten als Negativkontrolle.

Zur Farbung der B-Kette von TZR2c4 wurde ein Antikdrper gegen VB 13.6 angewandt.
Die durchflusszytometrische Analyse zeigte, dass a- und pB-Ketten von TZR11c12 auch
Fehlpaarungen mit Ketten von TZR2c4 als auch mit endogenen Rezeptorketten einge-
hen konnen (Abb. 18 A). Die Erkennung der Zielzellen im IFN-y ELISpot erfolgte ledig-
lich dann, wenn sowohl a- als auch p-Kette von TZR11¢c12 auf der Oberflache der CD4*
T-Zellen exprimiert wurde. Alle anderen eingebrachten Paarungen aus a- und B-Kette
erzeugten keine Erkennung der beiden positiven Targets KG-1 und MZ 683 LCL (Abb.
18 B).
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Abbildung 18: Test unterschiedlicher TZR-Kettenpaarungen in CD4* T-Zellen

(A) Gezeigt ist exemplarisch die Expression verschiedener TZR-Ketten-Kombinationen auf CD4* T-Zellen eines
Donors 14 Stunden nach Elektroporation ohne (Mock) bzw. mit angegebener TZR-RNA. Zur Expressionsanalyse
ist eine Farbung mit den TZR-Subfamilien-spezifischen monoklonalen Antikdrpern (mAb) VB 13.2- bzw. VB 13.6-
PE sowie einem CD3-spezifischen mAb erfolgt. (B) Die spezifische Erkennung verschiedener Zelllinien durch CD4*
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T-Zellen mit unterschiedlichen TZR-Kettenpaarungen wurde mit Hilfe des IFN-y ELISpot in einer 20 stiindigen Ko-
kultur mit einer T-Zell zu Zielzellrate von 0,6:1 (30.000:50.000) bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte der gepoolten
Daten von drei T-Zell-Spendern (jeweils Doppelwerte) + Standardabweichung.

Der TZR11c12 bendtigt somit fur seine spezifische Erkennung von HLA-DPB1*04:01
und HLA-DPB1*105.01 sowohl die a- als auch p- Kette des Rezeptors.

4.10 Test der Alloreaktion von TZR11c12 gegen typische GvHD-Zielstruktu-
ren

Eine wesentliche Komplikation nach der hamatopoetischen Stammzelltransplantation
ist die Graft-versus-Host-Disease (GvHD). Bei dieser kommt es durch T-Zellen des
Spenders zur Erkennung von inkompatiblen HLA-Molekdlen und ,,minor” histocompa-
tibility antigens auf den Empfangerzellen. Von dieser Form der immunologischen Re-
aktion sind vor allem Haut, Darm und Leber betroffen, wobei sich das Uberleben der
Patienten/-innen nach dem Auftreten dieser Erkrankung deutlich verschlechtert (44).
Klinische Studien der Graft-versus-Host Reaktion zeigten, dass das HLA-DP als Ziel-
struktur fungieren kann (5,187).

Um das Sicherheitsprofil von TZR11c12 exprimierenden T-Zellen zu Uberprufen, wurden
die drei HLA-DPB1*04:01* GvH-Modellzelllinien HaCat fur die Haut, Sw480 fur den
Darm und HepG2 fur die Leber verwendet. Die Zellen wurden ohne Veranderung, mit
exogen eingebrachtem HLA-DPA1*01:03/-DPB1*04:01 und in inflammatorischer Um-
gebung getestet, die durch eine 24 Stunden dauernde Inkubation mit 500 1U/ml [FN-y
erzeugt wurde. Als Positivkontrolle diente die HLA-DPB1*04:01 positive MZ 683 LCL,
als Negativkontrolle wurden HLA-DPB1*04:01 negative MZ 595 LCL Zellen eingesetzt.
HepG2 und Sw480 zeigten ohne zusatzliche Einbringung der DP-Ketten keine HLA-
DP Expression. Lediglich auf HaCat-Zellen band der anti-DP (B7/21) - Antikdrper. Die
Induktion der HLA-DP Expression durch Elektroporation von HLA-DPA1*01:03/-
DPB1*04:01 gelang in allen drei Zelllinien (Abb. 19 A).

Nach der 24-stindigen IFN-y Inkubation der drei Zelllinien konnte nur in HaCat eine
Steigerung der HLA-DP Expression gemessen werden. In den anderen beiden Zellli-
nien blieb eine Steigerung der Expression aus (Abb. 19 B). Um die Effektivitat der IFN-
v Inkubation zu Uberprufen, erfolgte Uber die Farbung der Proben mit anti-HLA-A,B,C
PE. In den drei gepruften Zelllinien konnten Steigerungen in der HLA-Expression ge-
messen werden (Abb. 19 B).

Unverandert wurden die Zellen durch TZR11¢c12 nicht erkannt. Nach der Elektroporation

konnte, in Analogie zu den vorherigen Versuchen mit elektroporierten Zelllinien, bei
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den drei getesteten Zelllinien eine spezifische Erkennung durch TZR11c12 nachgewie-
sen werden (Abb. 19 C), wohingegen nach der IFN-y Inkubation nur HaCat erkannt
wurden. Die anderen beiden Zelllinien zeigten weder eine Hochregulation der HLA-DP
Expression (Abb. 19 B) noch eine spezifische Erkennung durch TZR11c12 im inflamm-
atorischen Milieu (Abb. 19 C). Durch unveranderte CD4" T-Zellen (Mock) fand keine

Erkennung statt.

HaCat Mock Sw480 Mock HepG2 Mock
A ] ™MFI=1,39] ! MFI=123] | MFI=089 | ungefarbt
10 i [ 11gG; + gam-FITC
[ ]anti-DP (B7/21)
+ gam-FITC
c
o
° >
N 10 1? 100 0 10t 0% 0
§ HaCat DP04 HepG2 DP04
£ MFI = 16,72 ) rMFI = 19,35
anti-DP (B7/21) + gam-FITC
B Sw480 HepG2
¢ MFF327 - ¢ MF,92) 77 Mock anti HLA-A,B,C
s A ! [_124n IFN-y Inkubation
G anti HLA-A,B,C
N I
=
[ |
N
c
< [
0 N .v ”'M 2 3 4
Anti HLA-A,B,C PE
HaCat + IFN-y Sw480 + IFN-y HepG2 + IFN-y
| MMFI=195 1 ™MFI =0,94 | \ MFI =085 [ ]1gGs+gam-FITC
| | 4 —— .
anti-DP (B7/21)
+ gam-FITC

Anzahl Zellen

anti-DP (B7/21) + gam-FITC

66



Ergebnisse
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Abbildung 19: Testung der GvHD-Modellzelllinien ohne RNA, mit RNA elektroporiert und nach IFN-y Inkuba-
tion

(A) Im Verlauf nach Elektroporation mit HLA-DPA1*01:03/-DPB1*04:01 wurde dessen Expression auf den Zielzel-
len mit Hilfe des Hybridomantikdrpers a-DP B7/21 gemessen, der sekundar mit Hilfe von gam-FITC angefarbt
wurde. Als Isotypkontrolle diente IgGs. Mock steht fur nicht mit RNA elektroporierte Zellen. DP04 steht fir mit HLA-
DPA1*01:03/-DPB1*04:01 elektroporierte Zellen (B) In diesem Diagramm ist die Expression von HLA-A,B,C und
HLA-DP nach einer 24-stiindigen Inkubation mit IFN-y aufgetragen. Die angegebene Steigerung des MF| wurde als
Faktor zwischen dem MFI der jeweiligen Zellen ohne und nach 24-stiindiger IFN-y Inkubation berechnet. (C) Die
IFN-y Sekretion von CD4* Mock und TZR11c12 wurde mit Hilfe des ELISpot nach einer 20 stiindigen Kokultur mit
einer T-Zell zu Zielzellrate von 0,6:1 (30.000:50.000) bestimmt. Mock steht fur nicht mit RNA elektroporierte Zellen,

DPO04 fir mit HLA-DPA1*01:03/-DPB1*04:01 elektroporierte Zellen. Gezeigt sind die Mittelwerte der gepoolten Da-
ten von drei T-Zell-Spendern (jeweils Doppelwerte) + Standardabweichung.

Dieses Ergebnis zeigt, dass der Rezeptor keine unspezifischen Antigene auf der Ober-
flache der GvH-Modellzelllinien erkannt hat. Die HLA-DPB1*04:01 exprimierenden
Zellen nach Elektroporation zeigten dagegen alle eine Erkennung durch den TZR11c12.
In der nachgestellten Inflammationssituation konnte eine Reaktivitat gegen HaCat-Zel-
len nachgewiesen werden, sodass die Gefahr einer GvHD durch TZR11¢12 nicht auRer

Acht gelassen werden darf.

4.11 Test artifizieller HLA-DP Tetramere auf Erkennung durch TZR11c12

Die bereits durchgeflhrten Versuche zur Charakterisierung der Bindungseigenschaf-
ten von TZR11c12 deckten bislang nur zellbasierte Systeme ab. Es ist damit unklar,
inwieweit zellulare Kofaktoren eine Rolle bei der Bindung des Antigens spielen und ob
die Erkennung des HLA-DPB1*04:01 vollstandig vom beladenen Peptid unabhangig
ist. Zur Klarung dieses Sachverhaltes dienen zwei unterschiedliche Tetramere, die
dankenswerterweise von Professor Pedro Romero vom Ludwig Center of Cancer Re-

search des Universitatsklinikums Lausanne bereitgestellt wurden.
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Bei diesen Strukturen handelt es sich um extrazellular stabile Konstrukte aus jeweils
vier HLA-DPA1*01:03 und vier HLA-DPB1*04:01. Diese enthalten ein definiertes Pep-
tid in ihrer Bindetasche (188). Im Fall der beiden getesteten Tetramere handelt es sich
um die Peptide MAGE-A3243.258 (Peptid-Sequenz: KKLLTQHFVQENYLEY) und Teta-
nustoxoidi11.125 (Peptid-Sequenz: RKVAELVHFLLLKYR) (189). Zur Stabilisation der
HLA-DP Struktur enthalten die Proteine jeweils ein biotinyliertes Ende, das tber Strep-
tavidin gebunden wird und damit die vier HLA-DP in ihrer Struktur halt. Zum durch-
flusszytometrischen Nachweis sind die Tetramere mit PE markiert (188).

Die Analyse der gewonnenen Daten zeigte keine spezifische Bindung weder der
MAGE-A3 noch der Tetanustoxoid-Tetramere an CD4* T-Zellen dreier PBMC-Dono-
ren mit TZR11c12 (Abb. 20).

Do 95 Tetanustoxoid Do 139 Tetanustoxoid Do 140 Tetanustoxoid
[::I CD4* Mock + Tetramer

[ ] cpar 11C12 + Tetramer

Do 139 MAGE-A3 Do 140 MAGE-A3

Anzahl Zellen

- 'Fe‘!trar;;)r-PE )
Abbildung 20: Durchflusszytometrische Analyse der Tetramerbindung an CD4* TZR11c12

Gezeigt ist die durchflusszytometrische Analyse von CD4" T-Zellen mit nachgewiesener Expression des TZR11c12
nach 1-stiindiger Bindungsreaktion. Tetanustoxoid steht fur die Binderaktion mit den Tetramer, auf dem das Peptid

Tetanustoxoid 111-125 beladen ist, MAGE-AS3 fir die Bindereaktion mit dem Tetramer, auf dem das Peptid MAGE-
A3243.258 beladen ist.

Das bedeutet, dass die Bindung des TZR an HLA von Faktoren beeinflusst wird, die
sich auf oder in den erkannten Zellen befinden. Alternativ kdnnte die Affinitat von
TZR11c12 gegenuber HLA-DPA1*01:03/-DPB1*04:01 trotz der korezeptorunabhangi-

gen Bindung der Zielstruktur zu wenig affin sein, um die Tetramere zu binden.

4.12 Priifung der Erkennung spezifisch beladener Peptide durch TZR11c12
Durch die Testung unterschiedlicher Zelllinien als Trager des HLA-DPA1*01:03/-
DPB1*04:01 als Ziel von TZR11c12 konnte ein grol3es Peptidspektrum abgedeckt wer-
den (Siehe Kapitel 4.3, 4.5). Allerdings bleibt bei diesen Ergebnissen unklar, welche

Peptide aus dem Proteom der Zellen wirklich auf das eingebrachte HLA-DP geladen
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werden. Um definierte Peptide auf HLA-DP positive Zellen zu laden, wurde eine Pep-
tidinkubation durchgefuhrt. Fir diese Versuche wurden die beiden bekannten HLA-
DP04-bindenden Peptide MAGE-A3243-258 (KKLLTQHFVQENYLEY) (190) und Teta-
nustoxoidi11-125 (RKVAELVHFLLLKYR) (189) fur 4 Stunden mit einer Konzentration
von 10-° mol/l mit HLA-DPA1*01:03/-DPB1*04:01 positiven Zellen inkubiert. Es handelt
sich dabei um die gleichen Peptide wie diejenigen, die sich auf den Tetrameren befin-
den (siehe Kapitel 4.11). Die Peptide sind mit ICso-Werten von 37,4 nM fur MAGE-A3-
Peptid und 15,5 nM fur das Tetanustoxoidpeptid starke Bindungsagonisten an HLA-
DPA1*01:03/-DPB1*04:01 (191,192).

Als Zielzellen wurden THP-1 und EL-4 ausgewahlt. THP-1, die aufgrund eines HLA-
Klasse Il Beladungsdefektes das Platzhalterpeptid CLIP auf den HLA-Klasse Il an ihrer
Zelloberflache tragen (101), sollten eine leichte Beladung durch eine Verdrangung des
CLIP ermdglichen. EL-4 wurden ausgewahlt, um den Effekt spezifischer Mauspeptide
auf exogen eingebrachten humanen HLA-DP zu untersuchen. Diese sollten durch die
Beladung mit Hilfe der Peptide verdrangt werden. Der Nachweis der Peptidbeladung
sollte fur THP-1 durchflusszytometrisch durch die Messung der CLIP-Expression an
ihrer Oberflache erfolgen. HLA-DPA1*01:03/ -DPB1*04:01 konnte in alle Zielzellen
eingebracht werden. Die CLIP-Expression auf den THP-1-Zellen veranderte sich durch
die Peptidinkubation nicht wesentlich (Abb. 21 A, Tab. 10).

In Analogie zum Versuch mit den Tierzelllinien in Kapitel 4.5 wurden EL-4 von CD4*
T-Zellen mit TZR11c12 im ELISpot nicht erkannt (Abb. 21 B). THP-1 zeigten dagegen
eine Erkennung mit 326,33 (SD +106,26) Spots, wenn sie mit HLA-DPA1*01:03/ -HLA-
DPB1*04:01 elektroporiert wurden. Nach der Elektroporation und der Peptidbeladung
wurden die Zellen mit 280,67 (SD +126,84) Spots flr das Tetanustoxoid-Peptid und
311,33 (SD +138,10) Spots flur das MAGE-A3 Peptid erkannt (Abb. 21 B). Die HLA-
DPB1*04:01 exprimierende Positivkontrolle wurde durch den TZR11c12 spezifisch er-
kannt. Um die Hintergrunderkennung der EBV-Peptide auf den LCL durch die T-Zellen
darzustellen, wurde die HLA-DPB1*04:01 negative MZ 595 LCL getestet.
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Abbildung 21: Test der peptidbeladenen THP-1 und EL-4

(A) 14 Stunden nach Elektroporation wurde die Expression von HLA-DP auf Zellen gemessen. DP04 steht fur die
mit HLA-DPA1*01:03/-DPB1*04:01 elektroporierte Zellen, Mock steht flr nicht mit RNA elektroporierte Zellen.TT
steht fir 4 Stunden mit Tetanustoxoid 111-125 inkubierte Zellen. MAGE-A3 steht fur 4 Stunden mit MAGE-A3243.258
inkubierte Zellen. (B) Die spezifische Erkennung wurde Uber die IFN-y Sekretion von CD4* Mock und TZR11¢12 mit
Hilfe des ELISpot durch eine 20 stiindige Kokultur bei einer T-Zell zu Zielzellrate von 0,6:1 (30.000:50.000) be-
stimmt. Mock steht fir nicht mit RNA elektroporierte Zellen, DP04 fir mit HLA-DPA1*01:03/-DPB1*04:01 elektro-
porierte Zellen. TT steht fir mit HLA-DP elektroporierte und vier Stunden mit dem Peptid Tetanustoxoid111-125 inku-
bierte Zellen. MAGE-A3 steht fir mit HLA-DP elektroporierte und vier Stunden mit dem Peptid MAGE-A3243-358
inkubierte Zellen. Gezeigt sind die Mittelwerte der gepoolten Daten von drei T-Zell-Spendern (jeweils Doppelwerte)
+ Standardabweichung

Verdrangung des CLIP THP-1 DP04 + | THP-1 DP04 +
auf THP-1 THP-1 Mock | THP-1DP04 |TT MAGE-A3

52,88 (SD 57,86 (SD 49,51 (SD
rMFI +12,70) +16,23) +14,24)' 75,60 (SD +30,42)'

Tabelle 10: Ergebnisse der durchflusszytometrischen Messungen der CLIP-Expression auf THP-1
Aufgetragen sind die rMFI des PE-Kanals der Messung von ca. 15000 Zellen mit anti-CLIP PE. Die rMF| wurde als

Quotient aus dem MFI des PE-Kanals von anti-CLIP PE zur Isotypenkontrolle REA-Control PE berechnet. 1) Fir
die Peptidinkubation sind jeweils nur zwei Werte verfugbar.

Aus diesem Versuch kann geschlossen werden, dass THP-1 nach einer Peptidbela-
dung ihr CLIP auf der Oberflache behalten. Die Erkennung im IFN-y ELISpot anderte

sich durch die Inkubation der Zellen mit spezifischen Peptiden nicht.
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5 Diskussion

Die akute myeloische Leukamie kann trotz intensiver Therapieschemata nur bei 40%
der Erkrankten geheilt werden (10). Ein Hauptproblem der Therapie bleibt der Krank-
heitsrtckfall der Leukamie (122), sodass effektive Strategien zu dessen Verhinderung
notwendig sind. Nach der allogenen hamatopoetischen Stammzelltransplantation geht
von den T-Zellen des Spenders nicht nur ein Risiko fur die GvHD aus, diese kdnnen
auch im Rahmen des Graft versus Leukemia (GvL) Effektes verbleibende Leukamie-
blasten zerstdren (63). Klinische Studien zeigten, dass sich bei Vorliegen eines HLA-
DP-Mismatches bei sonst passenden HLA-Allelen die Ruckfallwahrscheinlichkeit einer
Leukamie signifikant verringert (4). Deswegen wird vermutet, dass HLA-DP ein Graft-
versus-Leukemia Antigen darstellt. AuRerhalb von inflammatorischen Situationen ist
die Expression von HLA-Klasse Il fast ausschlieRlich auf hamatopoetische und lym-
phatische Zellen beschrankt, was einen selektiven, durch CD4* T-Zellen vermittelten,
GvL-Effekt ermdglicht. Daher wurden allogene CD45RA" CD4* Spender T-Zellen ge-
gen primare Leukamieblasten im HLA-DP Mismatch stimuliert (7). Aus einem dabei
entstandenen Klon wurde der TZR11¢c12 isoliert, der in diesem Projekt funktionell cha-

rakterisiert wurde.

5.1 HLA-DPB1*04:01-Spezifitat von TZR11c12

Damit das von TZR11c12 erkannte Epitop naher betrachtet werden kann, muss das
HLA-DP ausgehend von seiner Primarstruktur untersucht werden. Der Vergleich der
unterschiedlichen Allele zeigt, dass keine grofl3e Heterogenitat des HLA-DP Genlocus
in der Bevolkerung vorliegt (151). Dabei scheinen vor allem die auf Exon 2 des HLA-
DPB liegenden Polymorphismen eine Rolle flr die Alloreaktivitdt zu spielen
(186,193,194). Die Sequenzanalyse dieses Exons zeigte sechs flur die Alloreaktivitat
relevante hypervariable Domanen (zwischen Allelen unterschiedliche Regionen), die
an der Bildung der Peptidbindetasche beteiligt sind (186,194,195). Wie experimentell
gezeigt wurde, scheint das HLA-DPA fiir die Erkennung durch TZR11c12 nicht wichtig,
sodass die Zielstruktur vom TZR auf der -Kette von HLA-DPA1*01:03/-DPB1*04:01

oder im Komplex aus p-Kette und Peptid liegt.
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A(AS8- |B(AS33- |C(AS55- | D(AS65- |E(AS |F (AS 84-
Allel 11) 36) 57) 67) 76) 87)
HLA-DPB1*04:01 | LFQQ EEFA AAE ILE M GGPM
HLA-DPB1*04:02 |LFQQ EEFV DEE ILE M GGPM
HLA-

DPB1*105:01 LFQQ EEFV DEE ILE M GGPM

Tabelle 11: Sequenzunterschiede der relevanten hypervariablen Domanen des HLA-DP
Aufgetragen sind die ermittelten Unterschiede der Primarstrukturen der Proteine an den hypervariablen Doméanen
von Exon 2 nach Cesbron et al (194). HLA-DPB1*04:01 stellt die Referenzstruktur dar und ist gelb markiert. Die

Unterschiede der anderen getesteten Allele zu HLA-DPB1*04:01 sind fett dargestellt. Die Spalten kennzeichnen
die jeweilige hypervariable Doméane (Abb. 22). Die grau geschriebenen Allele wurden im ELISpot nicht erkannt.

Die fur die Alloreaktion relevanten hypervariablen Domanen auf Exon 2 des HLA-
DPB1 unterscheiden sich innerhalb der Gruppe der gepruften HLA-DPB (Tab. 11).
TZR11c12 toleriert lediglich Polymorphismen der Domanen B (AS 33-36) und C (AS 55-
57) (Tab. 11). HLA-DPB1*04:02 und HLA-DPB1*105:01 unterscheiden sich durch drei
Aminosauren in diesen Loci von HLA-DPB1*04:01 und werden tendenziell etwas
schlechter erkannt. Alle anderen nicht erkannten Allele tragen mindestens 10 unter-
schiedliche Aminosauren in ihrer Primarstruktur bei deutlichen Unterschieden der hy-
pervariablen Domanen (Tab. 11), was die ausbleibende Erkennung erklart.

Allerdings wird die Erkennung nicht ausschlieRlich durch das Motiv der hypervariablen
Domanen verandert. HLA-DPB1*02:01 tragt, verglichen mit HLA-DPB1*04:02, an
Stelle 69 eine Glutaminsaure anstatt eines Lysins (E69K), wahrend die hypervariablen
Domanen auf Exon 2 identisch sind. Dieser Polymorphismus reicht, um die Erkennung
durch TZR11c12 zu unterbinden.

Die von Zino et al. (148,195) vorgeschlagene und von Crocchiolo et al. (147) verfei-
nerte Einteilung der T-Zell Epitope (TCE) beschreibt die Immunogenitat verschiedener
HLA-DP gegenuber alloreaktiven T-Zellen (147,148,195). Der hier untersuchte
TZR11c12 erkennt nicht einheitlich eine TCE-Gruppe, sodass diese Einteilung keine Er-
klarung fur das erkannte Motiv abgeben kann. Crivello et al. konnten in Untersuchun-
gen von HLA-DPB1*09:01 reaktiven T-Zell Klonen Mutationen identifizieren, die die
Alloreaktion deutlich verringern (196). TZR11c12 weist hinsichtlich dieser Veranderun-

gen ein ahnliches Verhalten auf. Die Polymorphismen E69K und D84G (196) veran-
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dern ebenfalls die Erkennung des HLA-DPB1*04:01 durch TZR11c12. Andere Amino-
sauresubstitutionen wie F35Y und L11G (196), die fir die Senkung der Erkennung von
HLA-DPB1*09:01 aufgefallen sind, konnten fur TZR+1c12 nicht nachvollzogen werden.
Die getesteten Allele mit diesen Substitutionen sind im Vergleich zu HLA-DPB1*04:01
zu unterschiedlich, sodass bereits das die fehlende Erkennung erklart. Rutten et al.
konnten in Versuchen mit HLA-DPB1 spezifischen T-Zell Populationen eine Kreuzre-
aktivitat gegentber HLA-DPB1*04:01 und —-DPB1*04:02 beobachten (6).

| Peptidbinde-
tasche

Abbildung 22: Tertiarstruktur von HLA-DPA1*01:03/-DPB1*02:01

(A) Darstellung der Quartarstruktur basierend auf der Réntgenkristallographie von HLA-DPA1*01:03/-DPB1*02:01;
PDB-ID: 3LQZ (100). Der Blick geht dabei vom C-Terminus des Peptids in Richtung N-Terminus, wobei das Peptid
als Linie in der Peptidbindetasche dargestellt ist. (B) Darstellung wie in A, lediglich die hypervariablen Doméanen
nach Cesbron et al. (194) sind als Aminosaurereste in schwarz markiert und mit A-F beschriftet. In der Umgebung
dieser Domanen wurde die Darstellung der Sekundarstruktur deaktiviert.
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Abbildung 23: Tolerierte hypervariable Doménen auf HLA-DPB1

Darstellung der Quartarstruktur basierend auf der Réntgenkristallographie von HLA-DPA1*01:03/-DPB1*02:01;
PDB-ID: 3LQZ (100). Der Blick geht dabei vom C-Terminus des Peptids in Richtung N-Terminus, wobei das Peptid
als Linie in der Peptidbindetasche dargestellt ist. In der Umgebung derjenigen hypervariablen Doméanen (B, C)

nach Cesbron et al. (194), in denen TZR11c12 die Polymorphismen toleriert, wurde die Darstellung der Sekun-
darstruktur deaktiviert.

Die Analyse der Tertiarstruktur von HLA-DPA1*01:03/-DPB1*02:01, PDB-ID: 3LQZ
(100) mit Hilfe von SWISS-MODEL und dessen Pdb-Viewer (78) bestatigt, dass die fur
die Alloreaktion relevanten hypervariablen Domanen so lokalisiert sind, dass sie Be-
standteile der Peptidbindetasche (186,195) von HLA-DP bilden (Abb. 23). Die Doma-
nen As.11 (LFQG) und Bss.36 (EEFV) bilden einen Teil der Faltblattstruktur am Boden
der Peptidbindetasche. Die Domanen Css.s7 (DEE), Des-67 (ILE), E76 (M) und Fas-s7
(GGPM) befinden sich auf der Helix der B-Kette, die die Peptidbindetasche begrenzt
(Abb. 23) Der Polymorphismus E69K erzeugt eine —COO" Gruppe, die von der Helix
der B-Kette an der Peptidbindetasche ausgeht (100). Allein diese strukturelle Aberranz
von HLA-DPB1*02:01 lasst die Erkennung durch TZR11c12 vollig verschwinden. Nach
der Mutation dieser AS in SWISS-MODEL zum Arginin, wie es auch in HLA-
DPB1*04:01, -DPB1*04:02 und —DPB1*105:01 vorkommt, ist die negativ geladene
Carboxygruppe durch eine Aminogruppe ersetzt. Die tolerierten Polymorphismen der
hypervariablen Regionen B (AS 35-37) und C (AS 55-57) (Tab. 11) liegen am Uber-
gang des Bodens zur helikalen Begrenzung der Peptidbindetasche (Abb. 23).
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Auch wenn Studien zur Bindung von CD4 an das HLA-Klasse Il gezeigt haben, dass
die Bindung von CD4 durch Polymorphismen der a-Kette des HLA-Klasse Il verandert
wird (186), ist dies fur TZR41c12 nicht sehr relevant. Die beiden hier getesteten HLA-
DPA Allele weisen keinen Unterschied in der CD4-Bindungsstelle auf (88). Weil
TZR11c12 sein Epitop auch in CD8" T-Zellen erkennt (unpublizierte Daten der Arbeits-
gruppe) und CD4 die Bindungseffizienz des TZR erhoht (88), muss von einem hdher-
affin bindenden Rezeptor ausgegangen werden. Das steht jedoch im Gegensatz zur

fehlenden Tetramer-Bindung durch TZR11c12.

5.2 Peptidunabhangigkeit von TZR11c12

Das breite Spektrum an erkannten Zelllinien mit exprimiertem humanem HLA-
DPA1*01:03/-DPB1*04:01 zeigt, dass TZR11c12 flr seine Bindung nicht auf ein spezi-
fisches zellrestringiertes Peptid angewiesen ist oder aber ein konstitutiv exprimiertes
Peptid erkennt. Diese konstitutiv exprimierten Peptide entstehen aus Strukturprotei-
nen, die durch Autophagozytose und ahnliche Prozesse aufgenommen und prozes-
siert werden (197). Auch wurde eine spontane CLIP-Dissoziation von HLA-Klasse Il
diskutiert (106), die eine Beladung mit Peptiden aus dem ER ermdéglicht. Da TZR11c12
auch HLA-DPB1*04:01 positive Tierzelllinien und die Zelllinie THP-1 erkannt hat, die
das Platzhalterpeptid CLIP auf ihrer Oberflache exprimiert, scheint die Erkennung ei-
nes konstitutiv exprimierten humanen Antigens unwahrscheinlich. Argumente, die fur
eine Peptidunabhangigkeit von TZR11c12 sprechen, ergeben sich aus der naheren Be-
trachtung der Peptidbeladung des transfizierten HLA-DP.

In den Zelllinien hamatopoetischen Ursprungs findet eine Peptidbeladung des HLA-
Klasse Il wie bereits beschrieben statt (Kapitel 2.6). In den Zelllinien nichthamatopoe-
tischen Ursprungs, die nicht die intrazellulare Ausstattung der professionell antigen-
prasentierenden Zellen haben, wird das transfizierte HLA-DP anders prozessiert. Van
Lith et al. haben gezeigt, dass HLA-DP weder die invariante Kette (li) noch HLA-DM
fur einen stabilen Aufbau seiner Proteinstruktur bendétigt (182). Die strukturelle Integri-
tat basiert auf einer oxidativen Assemblierung Uber Cysteinreste der a- und B-Kette im
endoplasmatischen Retikulum (182). Durch das Fehlen der Beladungsproteine werden
unspezifisch aus dem ER aufgenommene Peptide auf dem HLA-DP prasentiert (182).
Jiang et al. konnten aul3erdem nachweisen, dass fehlgefaltete Proteine aus dem ER

auf HLA Klasse Il beladen werden (198). Diese prasentierten Epitope werden aufgrund
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der Abwesenheit von HLA-DM und —DO nicht mehr editiert. Unbeladene HLA-DP war-
den schnell degradieren und von der Zelloberflache entfernt werden (106). Da durch
spezifische, durch HLA-DM und —DO selektierte, und unspezifische Peptidbeladungs-
mechanismen potenziell eine Vielzahl an Peptiden auf das eingebrachte HLA-DP be-
laden werden konnte und TZR11c12 dennoch eine grof3e Zahl an Zellen erkannt hat, ist
von einer funktionellen Peptidunabhangigkeit auszugehen.

Auch wenn in der Literatur bislang kein HLA-DP spezifischer peptidunabhangiger TZR
beschrieben wurde, lasst sich das Verhalten von TZR11c12 erklaren. Peptidunabhan-
gige TZR lassen sich meist nur mit Aufwand stimulieren und deren Frequenz ist sehr
klein (199). Das von einem TZR erkannte Alloantigen kann als zusammengesetztes
Strukturmotiv bestehend aus Peptid und HLA angesehen werden (80,200), sodass die
Kreuzreaktivitat gegenuber dem allogenen HLA auf einem Mimikry zur spezifisch er-
kannten Struktur beruht (200). Gestutzt wird diese These von Arbeiten von Birnbaum
et al.. Darin konnte gezeigt werden, dass TZR fast nie eine Spezifitdt gegenlber nur
einem Peptid besitzen, sondern dass sie ein ganzes Spektrum an Peptiden, die auf
HLA-Klasse Il beladen sind und sich strukturell ahneln, erkennen (201). Die Interaktion
von TZR zu allogenem HLA kann aber auch unabhangig von der Bindung des TZR
zum Peptid gesehen werden (200). Das Peptid wird hierbei nicht als spezifisch erkann-
tes Element, sondern als unspezifische Struktur vom TZR gebunden, sodass eine
~peptidunspezifische Reaktivitat gegenuber allogenem HLA entsteht (200). Santori et
al. haben in Untersuchungen eines HLA-Klasse | spezifischen, alloreaktiven und pep-
tidunabhangigen TZR die These aufgestellt, dass bei peptidunabhangiger Bindung die
Hauptbindungsenergie vom Kontakt des TZR zu den Helices des HLA ausgeht (202).
Roéntgenkristallographien von TZR gegen HLA Klasse |l zeigten, dass die Kontaktfla-
che zwischen TZR und HLA 50% der Bindungsflache ausmacht, wobei Substitutionen
der Peptidstruktur an dieser Geometrie nur wenig anderten (201). Die CDR3-Domane
des TZR, die vornehmlich die Peptidbindung vornimmt (82), Iasst bei alloreaktiven TZR
durch seine Flexibilitat eine Toleranz des auf dem HLA prasentierten Peptidspektrums
zu (59).
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5.3 Die Xenoreaktivitiat des TZR11c12

Im Rahmen dieses Projekts wurde eine Reihe von nicht humanen Zelllinien auf die
Erkennung durch TZR11c12 getestet. Dabei ist aufgefallen, dass das HLA-DPB1*04:01
nicht auf allen getesteten Zelllinien durch den TZR erkannt wurde. Auch wenn die Er-
kennung von Affenzellen Uber gesunde murine dendritische Zellen zu Schweinezellen
abnimmt, wurden sie doch durch CD4* TZR11c12* spezifisch erkannt.
Datenbankrecherchen zu Proteinstrukturen haben gezeigt, dass die Prozessierung
des HLA-DP in xenogenen Zelllinien nicht grundsatzlich anders verlauft als in huma-
nen Zellen. Die invariant chain (CD74) findet sich nach der Proteindatenbank des NCBI
(203) in allen getesteten Zelllinien bis auf Drosophila melanogaster. Die Analyse der
Primarstruktur zeigt eine recht konservierte HLA-Interaktionsdomane, sodass eine
Wechselwirkung wahrscheinlich scheint, auch wenn HLA-DP diese fur die korrekte
Assemblierung nicht bendtigt (182). Fur Mauszellen konnten in der Proteindatenbank
des NCBI (203) Orthologe sowohl fir HLA-DM als auch fur HLA-DO gefunden werden.
Der Vergleich beider Primar- und Tertiarstrukturen (PDB-ID: 2BC4 (HLA-DM) (204)
und 1K8I (H2-DM) (205)) zeigt groRe Ahnlichkeiten, auch auf den mit HLA interagie-
renden Doméanen, sodass von einer Interaktion der murinen Proteine mit dem trans-
fizierten HLA-DP ausgegangen werden muss. In den murinen dendritischen Zellen und
Mausmakrophagen RAW sollte die Peptidbeladung ahnlich den humanen professio-
nell antigenprasentierenden Zellen ablaufen. Da keine Orthologe von HLA-DM und —
DO fur die anderen xenogenen Zelllinien gefunden werden konnten (203), erfolgt die
Assemblierung und Peptidbeladung des HLA-DP hier am ehesten Uber den bereits
beschriebenen Weg nach einer oxidativen Assemblierung im endoplasmatischen Re-
tikulum (106,111,182). Da die Bindung der spezifisch und unspezifisch beladenen
Peptide von den Peptidbindetaschen auf HLA-DP und den Ankerdomanen der Peptide
abhangt (201,206—-208), sind die prasentierten Peptidmotive nicht grundsatzlich unter-
schiedlich zu humanen Peptiden. Da TZR11c12 das HLA-DPB1*04:01 auch auf Zellen
xenogenen Ursprungs erkennt, wird die Hypothese der funktionellen Peptidunabhan-

gigkeit gegenuber HLA-DPB1*04:01 weiter unterstutzt.
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5.4 Peptidunabhangige Faktoren der Allo- und Xenoreaktion von TZR11c12
Trotz der funktionellen Peptidunabhangigkeit und der ahnlichen Peptidbeladung wur-
den nicht alle Tierzelllinien gleich gut erkannt. Weil der Verwandtschaftsgrad nicht die
alleinige Erklarung fur das Ausbleiben z.B. der Erkennung von murinen Tumorzelllinien
liefert, missen in diesem Fall weitere zellspezifische Faktoren vorliegen. Posttransla-
tionale Veranderungen von HLA-Klasse Il kdnnen die Immunantwort verandern und
sind fur Autoimmunreaktionen und Hypersensitivitatsreaktionen relevant (103,104).
HLA-Klasse Il tragen unter anderem Akzeptordomanen fir N-Glykosylierungen an a-
und B- Kette (104). Lancaster et al. haben fur Insektenzellen andere Muster der N-
Glykosylierung von Proteinen nachgewiesen (209), was vermutlich die Erkennung von
HLA-DPB1*04:01 auf Schneider-Zellen beeintrachtigt. Je nach Expressionsvektor der
Tetramere kann auch dadurch die Bindung von TZR11c12 gestort werden.

Negative Immuncheckpoints, die die T-Zell Antwort gegen Tumoren herabregulieren
konnen (210), zeigen ebenfalls eine Relevanz fiir die Erkennung durch TZR11c12. Der
Rezeptor erkannte das humane HLA-DPA1*01:03/-DPB1*04:01 auf den murinen Me-
lanomzellen B16 nicht. Weil TZR11c12 gesunde murine dendritische Zellen erkannt hat,
ist von einer Beeinflussung durch zellspezifische Faktoren auszugehen. Von B16-Zel-
len ist bekannt, dass sie eine starke Immunsuppression verursachen (211,212). Ana-
lysen zur Homologie mit Hilfe der Proteindatenbank des NCBI (203) zeigten, dass
murine Zellen nicht nur wichtige immunsupprimierende Proteine wie PD-L1 und Ga-
lectin-9 (213) besitzen, sondern diese der humanen Form ahneln. Wie von Singer et
al. beschrieben, kdnnte auch das Mikromilieu der Tumorzellen die T-Zell Antwort supp-
rimieren (214). Zusatzlich kdnnten Proteine der immunologischen Synapse, die fur die
T-Zell Antwort bendtigt werden (215), in den tierischen Zelllinien fehlen oder so modi-

fiziert sein, dass die humanen T-Zellen nicht binden kénnen.

5.5 Klinische Aspekte von TZR11c12

In diesem Projekt ist ein neuer TZR fur die Reprogrammierung von T-Zellen charakte-
risiert worden, der einige fur die adoptive T-Zell Therapie nitzlichen Eigenschaften
aufweist.

Das vom Rezeptor erkannte HLA-DP ist weniger polymorph als andere HLA (151),
insbesondere HLA-Klasse |. HLA-Klasse Il wird aulRerdem nur im inflammatorischen

Milieu von nicht professionell antigenprasentierenden Zellen exprimiert (68), sodass
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ein selektiverer Effekt gegen Leukamieblasten als bei HLA-Klasse | restringierten Re-
zeptoren von TZR11¢c12 ausgeht.

Ein wichtiger Aspekt bei der Suche einer optimalen Zielstruktur ist die Expressions-
haufigkeit auf AML-Blasten. Da TZR11ci2 die beiden HLA-DPB1*04:01 und -
DPB1*04:02 erkennt, kdbnnen im Rahmen einer adoptiven T-Zell Therapie etwa 55%
(151) der in der kaukasischen Bevdlkerung vorkommenden Allele abgedeckt werden.
Die GroRe dieser potenziell erreichbaren Patientengruppe ist vergleichbar mit bereits
klinisch erprobten leukamiespezifischen Zielstrukturen. WT1, die Zielstruktur eines
HLA-AZ2 restringierten TZR wird in 70% der Falle von den Leukadmieblasten exprimiert
(129). HLA-A2 wird dagegen nur von 50% der kaukasischen Bevdlkerung getragen
(216), sodass die Zielgruppe dieses TZR etwas eingeschrankt wird. Die CAR-Zielstruk-
tur LeY wird in etwa 50% der Krankheitsfalle von den Leukamieblasten exprimiert
(217). CD33, das eine Zielstruktur fur CAR darstellt, wird in 90% der Falle von den
Leukamieblasten getragen. Allerdings ist die Expression nicht streng auf Blasten be-
schrankt, sodass schwerwiegende on-target off-tumor Nebenwirkungen beobachtet
wurden (142).

Die funktionelle Peptidunabhangigkeit ist fur die klinische Anwendung von besonde-
rem Vorteil. Sie bietet eine hdhere Flexibilitdt des Rezeptors im Vergleich zu den be-
reits bekannten TZR-basierten adoptiven T-Zell Therapien. Funktionell erkennt der
TZR11c12 das HLA-DPB1*04:01/-DPB1*04:02, ahnlich wie die CAR ihre Zielstrukturen,
als Oberflachenantigen. Die sonst fur TZR-basierte adoptive T-Zell Therapien notwen-
dige Kombination auf HLA und tumorspezifisches Antigen wird damit umgangen. Da-
her kann TZR11c12 nicht nur Leukéamieblasten erkennen, die ein bestimmtes, HLA-DP
restringiertes Peptid exprimieren, sondern potenziell alle HLA-DPB1*04:01/-
DPB1*04:02 tragenden Blasten. Dartber hinaus ist die Anwendung in der Therapie
anderer maligner hamatologischer Erkrankungen mdglich.

Fujiwara et al. haben den HLA-A2 abhangigen TZR gegen das WT1-Peptid auch in
CD4* T-Zellen erfolgreich exprimiert. Damit ist nicht nur die Generation leukamiespe-
zifischer CD8" T-Zellen mdglich, auch die Effektorfunktion von CD4* T-Zellen gegen
die Leukamieblasten kann genutzt werden (218). Gleiches gilt auch fir TZR11c12. Da
der TZR11c12 auch CD8* T-Zellen erfolgreich in HLA-DPB1*04:01 spezifische Zellen
umprogrammieren kann (unpublizierte Daten der Arbeitsgruppe), ist von einem Kore-

zeptor-unabhangigen hochaffin bindenden TZR auszugehen (219). Das ermdglicht
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nicht nur den Transfer des Rezeptors in CD4* positive T-Zellen, die direkt Leukamie-
blasten zerstoren, eine effektive Immunantwort durch ihre Helferfunktion aufrecht er-
halten und einen antigenprasentierenden Phanotyp der Blasten induzieren (150). Auch
leukamiespezifische zytotoxische CD8" T-Zellen kdnnen generiert werden.

Die in diesem Experiment gezeigte Beeintrachtigung der Erkennung durch zellabhan-
gige Faktoren wie negative Immuncheckpoints und metabolische Faktoren muss in der
Anwendung des Rezeptors bedacht werden. Distler et al. konnten zwar zeigen, dass
AML-Blasten nicht zwingend grof3e Mengen des inhibitorisch wirkenden Liganden PD-
L1 exprimieren (131), dennoch sind negative Immuncheckpoints, regulatorische T-Zel-
len und die Herabregulation der Antigenprasentation (132,210,220) bereits beschrie-
bene Probleme adoptiver T-Zell Therapien. Lésungsversuche sind die Blockade der
negativen Immuncheckpoints durch Antikérper (210) und die Suppression von Treg-
Zellen (133,221). Die Effektivitat der adoptiven T-Zell Therapie kann zusatzlich durch
die Auswahl der richtigen T-Zell Subpopulation erhéht werden. Thomas et al. konnten
zeigen, dass die Population der Gedachtnis T-Zellen nach TZR RNA Elektroporation
eine langere Effektivitat als die der naiven T-Zellen aufweist (52).

Da gerade in der akuten myeloischen Leukamie eine hohe Zellteilungsrate der malig-
nen Zellen vorliegt und die Gefahr fir das Tumorlysesyndrom sowie das Zytokin-Frei-
setzungssyndrom am ehesten mit der Tumorlast steigt (222,223), ist die Anwendung
von TZR11c12 vornehmlich in der Situation der minimal verbleibenden Restkrankheit
(minimal residual disease) sinnvoll. In Beobachtungen von Chapuis et al. konnte in
dieser Situation aulRerdem eine Verlangerung der Krankheitsremission beobachtet
werden, wahrend bei fortgeschrittener Erkrankung lediglich die Tumorzellzahl verrin-

gert werden konnte (134).

5.6 Sicherheitsaspekte von TZR11c12

Die Transfusion allogener T-Zellen tragt immer das Risiko einer GvHD (224). Das Si-
cherheitsprofil von TZR11c12 wird auRerdem von on-target und off-target Effekten be-
stimmt (136). Die Ergebnisse der Versuche mit verschiedensten Zelllinien zeigen zwarr,
dass der TZR in vitro keine spezifische Erkennung nicht HLA-DP exprimierender Zel-
len zeigt. Eine Aussage bezuglich anderer off-target Effekte kann jedoch erst nach

weiterer in vivo Testung des Rezeptors getroffen werden.
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Die Selektivitat gegentber dem Antigen ist ein wesentlicher Faktor der Sicherheit des
Rezeptors. Die Hochregulation von HLA-Klasse Il findet nach allogener Stammzell-
transplantation aufgrund der Proliferation der T-Zellen, der Gewebeschaden durch die
Konditionierungstherapie und durch eine eventuelle Reaktivierung latenter Virusinfek-
tionen statt (187). Unter inflammatorischen Bedingungen kénnen auch Epithelien und
Endothelien HLA-Klasse Il exprimieren (68). Stevanovic et al. haben gezeigt, dass in
diesem Fall auch nicht hamatopoetische Zellen Ziel von HLA-DP spezifischen CD4*
T-Zellen werden kénnen (187). Eine 24-stundige IFN-y Inkubation zur Herstellung ei-
nes lokalen inflammatorischen Milieu (225) konnte das HLA-DP auf der Keratinozyten-
zelllinie HaCat (HLA-DPB1*04:01 positiv) heraufregulieren und die Erkennung durch
TZR11c12 ausldsen. Auf den ebenfalls herangezogenen Modellzelllinien fur Leber und
Darm (beide HLA-DPB1*04:01 positiv) konnte HLA-DP im inflammatorischen Milieu
zwar nicht heraufreguliert werden, nach der Expression von transfiziertem HLA-
DPA1*01:03/-DPB1*04:01 erkannte TZR11c12 die Zellen deutlich. Bereits in vitro erge-
ben sich somit Hinweise auf einen on-target off-tumor Effekt in inflammatorischer Si-
tuation, was einen wesentlichen Nachteil fir die spatere klinische Anwendung darstellt.
Durch die funktionelle Peptidunabhangigkeit von TZR11c12 sind daher on-target off-tu-
mor Effekte auf jeglichen HLA-DPB1*04:01 exprimierenden Geweben denkbar.

Die Transduktion neuer TZR-Kettenpaare birgt das Risiko der Erzeugung von Fehl-
paarungen, die im leichtesten Fall nur die Reaktivitat des TZR beeintrachtigen. Im
schlimmsten Fall entstehen TZR, die Neoepitope erkennen kdénnen (135). Modifikatio-
nen des TZR wie das Einfugen einer Disulfidbriicke, die Veranderung der konstanten
Domanen oder die Verwendung von Leucin-Zippern (66) kdnnen dieses Problem mi-
nimieren. Die Abschaltung endogener TZR-RNA mit Hilfe von siRNA stellt ebenfalls
eine Mdglichkeit dar und wurde bereits in vitro erprobt (135). Der Transfer neuer TZR
in virusspezifische T-Zellen bietet zusatzlich den Vorteil, dass die Anzahl der Fehlpaa-
rungen aufgrund des kleineren endogenen TZR-Ketten Repertoires begrenzt ist (226).
Weitere Nebenwirkungen adoptiver T-Zell Therapien sind in klinischen Studien bereits
erkannt worden. Bei groRen Mengen maligner Zellen sind Tumorlysesyndrome be-
schrieben (136). Die Beschrankung der Anwendung auf Falle mit minimal residual
disease sollten diese in der Anwendung von TZR11c1216sen. Die massenhafte Freiset-
zung inflammatorischer Zytokine erzeugt Uberdies noch das cytokine release syn-

drome (CRS), das vor allem Patienten mit noch vorhandenen Tumorresten betrifft
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(145). Durch die Ausschuttung von inflammatorischen Zytokinen kann es zu einer Ak-
tivierung von Makrophagen kommen, die Hamophagozytose, Hepatosplenomegalie
und Panzytopenie auslosen (145). Potenziell lebensgefahrlich sind die disseminiert
intravasale Gerinnung, Nieren- und Leberversagen, das akute progressive Lungenver-
sagen und neurotoxische Wirkungen der Zytokine (222). Als Hauptmediator des CRS
wird derzeit IL-6 diskutiert. In einer Fallanalyse von Lee et al. mussten alle beobach-
teten Patienten intensivmedizinisch aufgrund von Ateminsuffizienzen und Organver-
sagen betreut werden. Durch die frihzeitige Anwendung von Steroiden konnten die
Zytokinlevels normalisiert werden, auch wenn bei wenigen Patienten Organdysfunkti-
onen nach Normalisierung der Zytokine auftraten (222). Eingebrachte Modifikationen
in die TZR, die nicht humanen Rezeptoren entsprechen, kénnen allergische Reaktio-
nen bis hin zum anaphylaktischen Schock auslésen (136).

Aufgrund der Nebenwirkungen von adoptiven T-Zellen, die sowohl on-target als auch
off-target Effekte ausuben, missen Sicherheitsmechanismen zur Inaktivierung der
Zellen Uberlegt werden. Eine Mdglichkeit besteht in der Veranderung der Zellen durch
RNA-Elektroporation, bei der der Effekt der eingebrachten mMRNA wegen der Endozy-
tose der TZR nur wenige Tage anhalt (227). Die Inaktivierung transfundierter T-Zellen
mittels einer Apoptoseinduktion durch das von Di Stasi et al. beschriebene Caspase-
9 System ist ebenfalls denkbar (228). Das von Greco et al. vorgeschlagene Konzept
zur Elimination alloreaktiver T-Zellen mittels der HSV-Thymidinkinase kénnte ebenfalls
fur die TZR11c12 —Therapie angewandt werden. Hierbei entstehen nach Verabreichung
von Ganciclovir toxische Metabolite in Zellen, die das eingebrachte Enzym exprimieren
(224). Nach der Expression von zusatzlichen Oberflachenmarkern wie CD20 oder
Peptidmotiven von humanem EGF-R-Peptid kdnnen Antikdrper zur Depletion einge-
setzt werden (224,229). Molekulare Schalter, wie sie von Wu et al. fir CAR gezeigt
wurden, lassen durch ein gezieltes Einschalten des Rezeptors eine kontrollierte The-
rapie zu (230). Dafir muss zunachst ein single-chain Rezeptor aus TZR11c12 herge-
stellt werden, an dessen Signaldomanen sich eine Zielstruktur fir den molekularen
Schalter befindet.
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5.7 Zusammenfassung und Ausblick

Nach allogener hamatopoetische Stammzelltransplantation sind T-Zell basierte The-
rapien eine der wesentlichen Optionen, um den Krankheitsriickfall der Leukamie zu
verhindern (122). Werden im Rahmen einer donor lymphocyte infusion unselektierte
T-Zellen des Spenders im Verlauf nach der Transplantation transfundiert, so ist dies
bei der AML nicht nur ineffektiv, sondern auch mit dem Risiko der Induktion einer GvHD
assoziiert (126). Um den GvL-Effekt zu fordern und das Risiko fur die GvHD zu senken,
werden weitere Verfahren entwickelt. Eine Mdglichkeit besteht darin, gentechnisch
modifizierte, tumorspezifische T-Zellen zu transfundieren. Obwohl Leukamieblasten
viele Antigene exprimieren (129), bleibt die Suche nach geeigneten und sicheren Ziel-
strukturen schwierig (132). Der in dieser Arbeit charakterisierte TZR11c12 stellt einen
neuen Ansatz zur TZR-basierten adoptiven T-Zell Therapie dar.

Im vorliegenden Projekt konnte gezeigt werden, dass der TZR eine spezifische Reak-
tivitat gegenuber den zwei am haufigsten vorkommenden Allelen HLA-DPB1*04:01
und —DPB1*04:02 aufweist. Die adoptive T-Zell Therapie mit diesem Rezeptor kann
daher bei mehr als 50% der Patienten angewandt werden (151). Es konnte aul3erdem
gezeigt werden, dass die a-Kette des HLA-DP keinen Einfluss auf die Erkennung
durch TZR11c12 hat. In Experimenten mit unterschiedlichen humanen und xenogenen
Zelllinien konnte eine funktionelle Peptidunabhangigkeit des TZR nachgewiesen wer-
den. Diese bietet die Chance, unabhangig von HLA-DP restringierten Peptiden ein
breites Spektrum an HLA-DPB1*04:01 oder -DPB1*04:02 tragenden malignen Erkran-
kungen zu therapieren. Versuche mit Insektenzellen zeigten eine Beeinflussung der
Erkennung durch posttranslationale Modifikationen des HLA-DP. Weitere Faktoren,
die die Erkennung durch TZR11c12 herabregulieren kdnnen, waren immunsupprimie-
rende Liganden oder das metabolische Milieu der Tumorzellen. In Experimenten mit
artifiziell hergestellten HLA-DP Tetrameren konnte keine Bindung an den TZR nach-
gewiesen werden, sodass von einem dafir zu niedrig affinen Rezeptor ausgegangen
werden muss oder die Tetramere aufgrund fehlender posttranslationaler Modifikatio-
nen nicht gebunden werden.

Das Ergebnis der Charakterisierung zeigt auRerdem, dass der TZR aufgrund der funk-
tionellen Peptidunabhangigkeit ein Potenzial flr on-target off-tumor Reaktivitat besitzt.
GvHD-Modellzelllinien aus Haut, Darm und Leber wurden, wenn sie HLA-DP expri-

mierten, deutlich erkannt. Daher missen Strategien Uberlegt werden, um die Sicher-
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heit der Therapie zu gewahrleisten. Geeignet erscheinen die RNA-Elektroporation auf-
grund ihrer transienten Expression, die Verwendung von sogenannten on-switch Do-
manen oder die Ausschaltung der veranderten T-Zellen mittels verschiedener Mecha-
nismen.

Zusammenfassend ist damit festzustellen, dass der funktionell peptidunabhangige
TZR11c12 spezifisch HLA-DPB1*04:01 und —DPB1*04:02 erkennt. Das ermdglicht nicht
nur die Therapie einer gro3en Patientengruppe, sondern auch anderer maligner ha-
matologischer Erkrankungen neben der AML. Neben der Beeinflussung der Erken-
nung durch immunsupprimierende Liganden, ist die Mdglichkeit der Induktion einer
GvHD-ahnlichen on-target off-tumor Reaktivitat im Rahmen einer moglichen Therapie
zu beachten.

Zur weiteren Charakterisierung der Zielstruktur und zur endgultigen Identifikation des
gebundenen Antigens sind weitere Untersuchungen notwendig. Die Analyse einer
Peptidelution der erkannten HLA-DPB1*04:01 und —-DPB1*04:02 durch Hochleistungs-
flussigkeitschromatografie (HPLC) (231) konnte die Frage beantworten, welche Pep-
tide auf die eingebrachten HLA-DP beladen wurden. Um die Bindungsgeometrie des
TZR und die Beteiligung der CDR-Domanen an der Bindung festzustellen, ware die
Anfertigung einer Rontgenkristallographie nétig.

Die Effektivitat des Rezeptors kann durch weitere Modifikationen des TZR verbessert
werden. Darunter fallen Minimalmurinisierung konstanter Ketten zur Verhinderung von
Fehlpaarungen, aber auch das Einbringen gezielter Veranderungen zur Affinitatserho-
hung (66). Da sich das Potenzial flr eine on-target off-tumor-Reaktivitat gezeigt hat,
muss das Sicherheitsprofil des Rezeptors vor der klinischen Anwendung noch verbes-
sert werden. Dazu ist die Klonierung der beiden variablen Ketten des Rezeptors an
eine einzelne konstante Kette (single chain TCR) notwendig (66), um danach on-
switch Domanen implementieren zu kénnen (230). Alternativ sind auch Strategien zum
Ausschalten der T-Zellen denkbar (Kapitel 5.6). Au3erdem ist eine klinische Studie zur
Anwendung des TZR erst mdglich, wenn die Effektivitat der TZR11c12 basierten adop-

tiven T-Zell Therapie in vivo nachgewiesen werden konnte.
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