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1 Zusammenfassung

Interleukin 15 (IL-15) gilt als eines der vielversprechendsten zukiinftigen Medikamente fur die
Krebstherapie. Es fordert die Proliferation, Persistenz und Funktion von CD8" T-Zellen und
vermittelt zahlreiche Effekte, die es als Uberlegene Alternative fiir das derzeit in der Klinik
verwendete IL-2 erscheinen lassen. Fur den Einsatz von IL-15 in der vorliegenden Arbeit
wurde zunachst ein Protokoll zur Herstellung von rekombinantem IL-15 in E. coli etabliert.
Das hergestellte Protein hatte eine zu kommerziellen Produkten vergleichbare Bioaktivitat
und begulnstigte die Persistenz und Aktivitat antigenspezifischer, humaner CD8" T-Zellen
nach adoptivem Transfer in NSG-Mause, wobei unter anderem ein verstéarkter Effekt auf
T-Zellen mit Tscu-Phanotyp beobachtet wurde. Um die Bioaktivitat von IL-15 zu steigern,
wurden superagonistische IL-15-Fusionsproteine entworfen und im Expi293-System herge-
stellt. Dabei wurde IL-15 kovalent mit der Sushi-Doméane der IL-15Ra-Kette und einer IgG1-
Fc-Domane verbunden, was zu einer gesteigerten Affinitat der IL-15-Fusionsproteine zum
physiologischen, niederaffinen IL-15RBy und zu einer stark erhéhten in vivo-Halbwertszeit in
Mausserum fuhrte. Die gesteigerte Affinitat der IL-15-Superagonisten wurde durch die
IL-15Ra-Sushi-Domane vermittelt. Eine um 13 Aminoséuren verlangerte Sushi-Domane
zeigte im Vergleich zur normalen Form eine nochmals gesteigerte Affinitat. Die langere
Halbwertszeit wurde von der Sushi- und der IgGl-Fc-Doméane vermittelt. Die IgGl-Fc-
Domaéne verstarkte die Wirkung der Fusionsproteine zusétzlich tUber einen Mechanismus,
der wahrscheinlich mit der Transprasentation durch Fc-Rezeptoren zusammenhéngt. Die
gesteigerte Bioaktivitat der IL-15-Superagonisten wurde im Tiermodell mit humanen und
murinen T-Zellen bestétigt und ILR13*-Fc wurde als das Fusionsprotein mit der hochsten
Bioaktivitat identifiziert. Im Vergleich zu anderen IL-15-Superagonisten vereint es alle derzeit
bekannten Eigenschaften zur Bioaktivitatssteigerung in einem einzigen Protein. In therapeu-
tischen Versuchen mit adoptivem Transfer tumorreaktiver T-Zellen konnte der Antitumoref-
fekt durch ILR13*-Fc mafgeblich verstarkt werden. Als Modellsysteme wurden NSG-Mause
mit humanen AML-Blasten oder einem soliden Ovarialkarzinom verwendet. Dabei wurden
sowohl antigenspezifische als auch unspezifische Effekte beobachtet. Die unspezifischen
Effekte wurden wahrscheinlich durch eine ILR13*-Fc-vermittelte Uberexpression von
NKG2D, einem Rezeptor der angeborenen Immunantwort, auf den adoptiv transferierten
T-Zellen vermittelt. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass IL-15 und die IL-15-
Superagonisten die Proliferation und Reaktivitat von CD8* T-Zellen im Rahmen der Immun-
therapie fordern koénnen. Aufgrund der hohen Bioaktivitdt und potenzierten Wirksamkeit
konnten vor allem die IL-15-Superagonisten in Zukunft bei der Entwicklung effizienter Thera-
piemethoden eingesetzt werden und dadurch einen wichtigen Beitrag zu Behandlung von

Krebs leisten.
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21 Einfuhrung in das Immunsystem

Das Immunsystem ist ein hochkomplexes, biologisches System zur Abwehr von Krankheits-
erregern. Neben mechanischen und physiologischen Barrieren, wie zum Beispiel Epithelien
und niedrige pH-Werte, die das Eindringen von Pathogenen in den Korper erschweren, be-
steht es aus spezialisierten Zellen und Proteinen, die aktiv werden, sobald Krankheitserreger
in den Korper eindringen. In Vertebraten kann zwischen einem angeborenen und einem
adaptiven Immunsystem unterschieden werden, wobei das angeborene Immunsystem evolu-
tionsbiologisch friher entstand und auch in niedrigeren Taxa zu finden ist. Das angeborene
Immunsystem unterscheidet nur grob zwischen verschiedenen Typen von Krankheitserre-
gern und reagiert mit einer schnellen Immunantwort. Das adaptive Immunsystem reagiert
hingegen langsamer, ist dafiir aber in der Lage, eine hochspezifische Immunantwort auszu-
I6sen und ein immunologisches Gedachtnis auszubilden. T-Zellen, die maligne Zellen direkt
lysieren kdnnen sowie die Antikérper-produzierenden B-Zellen, sind bedeutende Bestandtei-
le der adaptiven Immunantwort. Sie reagieren auf eine Vielzahl von Krankheits-assoziierten
Strukturen, die als Antigene bezeichnet werden. Die Erkennung dieser Antigene erfolgt durch
spezielle Rezeptoren, die als B- bzw. T-Zellrezeptoren bezeichnet werden. Der T-Zell-
Rezeptor (engl.: T cell receptor, TCR) erkennt definierte Epitope im Kontext des Haupthisto-
kompatibilitdtskomplexes (engl.: major histocompatibility complex, MHC) und 16st als Folge
eine spezifische Immunantwort aus. Der Aufbau von TCR und MHC sowie die Prozesse der
T-Zellreifung, Antigenprésentation und Erkennung werden in den folgenden Abschnitten na-

her betrachtet.
2.1.1 Entwicklung und Reifung von T-Zellen

T-Zellen entwickeln sich aus hamatopoetischen Vorlauferzellen im Knochenmark. Die unrei-
fen Zellen siedeln sich im Thymuscortex an und migrieren wahrend eines mehrstufigen Rei-
fungsprozesses durch die Medulla des Thymus. Sie exprimieren in ihrer frihsten Entwick-
lungsphase weder den CD3-Komplex noch einen TCR. Die Korezeptoren CD4 und CD8 sind
ebenfalls nicht auf der Zelloberflache prasent, weshalb die T-Zellen in diesem Entwicklungs-
stadium als doppelt negativ bezeichnet werden. Sie durchlaufen danach die Phasen der so-
matischen Rekombination, die sogenannte V(D)J-Rekombination. Bei diesem Prozess, der
fur die hohe Variabilitat der TCRs innerhalb des T-Zellpools verantwortlich ist, werden die
stark segmentierten TCR-Gensegmente zu einem funktionellen Gen zusammengesetzt.

Aus der zufalligen Kombination der V-, D- und J-Segmente (engl.: variable, diversity and
joining segments), gepaart mit der ebenfalls zufalligen Insertionen von Nukleotiden und al-

ternativem SpleilRen, ergibt sich eine theoretische Anzahl von Uber 10%° verschiedenen
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T-Zell-Rezeptoren [1, 2]. Schatzungen taxieren die Anzahl aller T-Zellen eines erwachsenen
Menschen auf etwa 102, die Anzahl funktioneller und unterschiedlicher TCRs zu einem be-
stimmten Zeitpunkt wird auf etwa 108 geschatzt. Somit wird ein bestimmter TCR im Mittel von
10* T-Zellen exprimiert, die allesamt Nachkommen einer einzigen TRC-tragenden Vorlaufer-
zelle sind [3, 4]. Nach erfolgreicher somatischer Rekombination exprimiert ein Grol3teil der
T-Zellen einen TCR bestehend aus einer a- und einer 3-Untereinheit. Die Zellen werden in
diesem Stadium als doppelt positiv bezeichnet, da sie sowohl CD4 als auch CD8 exprimie-
ren. Ein geringer Anteil der T-Zellen tragt statt eines a:B-TCRs einen y:5-TCR. Diese
T-Zellpopulation findet sich spéter vermehrt in den Schleimh&auten des Darms und ist bei der
Antigenerkennung nicht zwingend auf den MHC angewiesen [5]. Im weiteren Verlauf der
Reifung durchlaufen die T-Zellen die positive und negative Selektion. Sie werden dabei auf
ihre Affinitat zum MHC und Autoreaktivitéat getestet. Ist die Affinitdt zum MHC zu gering, er-
halt die T-Zelle keine Uberlebenssignale durch den TCR, was zur Einleitung der Apoptose
fhrt (positive Selektion). Erkennt die T-Zelle hingegen hochaffin MHC-Komplexe, die kor-
pereigene Peptide prasentieren, so ist sie autoreaktiv und wird ebenfalls durch Induktion der
Apoptose eliminiert (negative Selektion). T-Zellen, die beide Selektionsprozesse uberleben,
entwickeln sich zu einfach positiven T-Zellen, die entweder CD4 oder CD8 auf ihrer Oberfla-
che tragen.[6]. Sie werden Uber den Blutstrom sowie Milz und Lymphknoten in das Lymph-
system eingeschleust. Dort schlief3t sich eine weitere Reifungsphase an, nach deren Ab-
schluss sie den Status naiver T-Zelle (Tn) erreicht haben [7].

21.2 Aufbau und Funktion des Haupthistokompatibilitdtskomplexes

Die Antigenerkennung durch den TCR erfordert die Prasentation prozessierter Antigene im
MHC, der beim Menschen historisch bedingt auch als HLA bezeichnet wird (engl.: human
leukocyte antigen). Dadurch sind T-Zellen, im Gegensatz zu den Immunglobulinen, auch in
der Lage, immunogene Epitope zu erkennen, die in Form des nativen Antigens sterisch un-
zuganglich sind. Es gibt zwei MHC-Klassen: MHC-Klasse-I wird ubiquitér von allen kernhalti-
gen Zellen exprimiert. MHC-Klasse-Il wird primar von professionellen, antigenprasentieren-
den Zellen (engl.: antigen presenting cells, APCs), also Makrophagen, B-Zellen und dendriti-
schen Zellen exprimiert, kann aber als Reaktion auf inflammatorische Zytokine wie Interfe-
ron-y (IFN-y) auch auf Zelltypen nicht-h&matopoetischen Ursprungs induziert werden [8].
Beide MHC-Klassen weisen eine ahnliche rdumliche Struktur auf, unterscheiden sich jedoch
in ihrem Aufbau. MHC-Klasse-I besteht aus einer a-Kette, untergliedert in die a;-, az-und as-
Domanen, sowie dem nicht-kovalent assoziierten (3.-Mikroglobulin (B2M). Die membranpro-
ximale az-Domé&ne und B,M haben strukturelle Ahnlichkeit zu den konstanten Domanen der
Immunoglobuline und stabilisieren den Komplex. Die a;- und a,-Doménen bilden eine memb-

randistale Grube aus, die Peptide mit einer Lange von 8-10 AA bindet und prasentiert [9].
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MHC-Klasse-Il besteht aus einer a- und einer 3-Kette, die in Doménen ay, a,, B1 und B2 un-
terteilt sind. Die Peptidbindestelle wird zwischen a; und 3, ausgebildet. Im Gegensatz zu 3;M
besitzt a, eine Transmembrandomane und ist kovalent mit a; verbunden [10]. In Abbildung 1

wird der Aufbau beider MHC-Klassen verglichen.

MHC-Klasse-I MHC-Klasse-II

PBG PBG

Abbildung 1: Aufbau der Haupthistokompatibilitatskomplexe | und 1. MHC-Klasse-I besteht aus
einer a-Kette, die in 3 Domé&nen (a1-3) unterteilt ist und B2-Mikroglobulin (32M). MHC-Klasse-Il besteht
aus einer a- und einer 3-Kette, die jeweils in zwei Doméanen unterteilt sind (ai1-2 und Bi-2). PBG = Pep-

tidbindegrube (engl.: peptide binding groove).
2.1.2.1 MHC-Klasse-I

MHC-Klasse-l wird von CD8" T-Zellen erkannt und prasentiert 8-10 AA lange Oligopeptide
zytosolischer Herkunft. Diese Peptide entstehen durch proteasomalen Abbau von Proteinen,
die aktiv Uber TAP1:TAP2-Komplexe (engl.: transporters associated with antigen processing
1 and 2) in das Lumen des endoplasmatischen Retikulums (ER) transportiert werden. Der
Zusammenbau des MHCs und die Bindung der Peptide finden im ER statt. Ohne gebunde-
nes Peptid ist der MHC instabil und wird von Chaperonen wie Calreticulin, ERp57 und
Tapasin am Export Richtung Zelloberflache gehindert [11, 12]. Durch die Aminopeptidase
ERAAP (engl.: endoplasmic reticulum aminopeptidase associated with antigen processing)
kdnnen Peptide vor der Bindung an den MHC am Amino-Ende zugeschnitten werden, da das
Proteasom auch Peptide generiert, die langer als 8-10 AA sind [13]. Die vom Proteasom de-
gradierten Proteine umfassen sowohl zelleigene Proteine, als auch Proteine, die von Viren
oder Bakterien stammen. Die auf der Zelloberflache préasentierten Peptide spiegeln also zu
jedem Zeitpunkt den aktuellen Status der Zelle wider. Infektionen oder Mutationen flihren
somit zur Prasentation immunogener Peptide im MHC und letztlich zur Lyse der betroffenen
Zelle durch CD8* T-Zellen [14].
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2.1.2.2 MHC-Klasse-ll

Antigene, die sich in Vesikeln oder im extrazellularen Raum befinden, werden durch MHC-
Klasse-1l prasentiert und von CD4* T-Zellen erkannt. Die extrazellularen Antigene werden
durch rezeptorvermittelte Endozytose, Phagozytose oder Makropinozytose in Endosomen
aufgenommen, deren pH-Wert zeitabhangig abféllt. Die Endosomen fusionieren daraufhin
mit Lysosomen, die Proteasen enthalten, welche durch den niedrigen pH-Wert aktiviert wer-
den. Diese Proteasen, auch Cathepsine genannt, prozessieren die Antigene fur die Prasen-
tation im MHC-Klasse-II [15, 16]. Um eine vorzeitige Bindung von Peptiden nicht-vesikularen
Ursprungs im ER zu verhindern, ist MHC-Klasse-Il zundchst mit der invarianten Kette li
(engl.: invariant chain, CD74) assoziiert. Die invariante Kette ist ein homotrimeres Membran-
protein dessen Monomere jeweils ein MHC-Klasse-II-Molektil binden und seine Peptidbinde-
stelle blockieren [17, 18]. Der Komplex wird dann gezielt in Endosomen mit niedrigem
pH-Wert geleitet, wo li durch saure Proteasen abgespalten wird, so dass nur das kurze
CLIP-Peptid (engl.: class Il associated invariant chain peptide) in der Bindungsgrube des
MHC-Klasse-Il zurtickbleibt. Dadurch wird der Komplex zwar aufgeldst, die Bindungsgrube
ist jedoch weiterhin blockiert. CLIP wird erst von HLA-DM, einem spezialisierten MHC-
Klasse-lI-Molekil gel6st, woraufhin die Bindung eines Peptids méglich ist. Die Bindungstas-
che des MHC-Klasse-ll ist seitlich offen und erlaubt dadurch die Aufnahme von Peptiden mit
einer Lange von 13-25 AA [19]. MHC-Klasse-II prasentiert auf diese Weise auch Antigene

von extrazellularen Krankheitserregern, die in Verbindung mit MHC-Klasse-I nicht auftreten.
2.1.3 Antigenerkennung durch den T-Zell-Rezeptor

Der T-Zell-Rezeptor von a:B-T-Zellen besteht aus einer a- und einer B-Kette, zwei Trans-
membranproteinen, die jeweils in eine variable und eine konstante Region unterteilt sind.
Durch die Interaktion beider Ketten innerhalb der variablen Regionen bildet sich auf der ext-
razellularen Seite der Zellmembran eine Bindestelle aus, die fur die Antigenerkennung ver-
antwortlich ist. Zur Stabilisierung der Rezeptorstruktur werden beide TCR-Ketten durch den
CD3-Komplex, bestehend aus einer y- und &- sowie zwei e-Untereinheiten und CD3C unter-
stutzt (Abbildung 2) [20]. Der CD3-Komplex und CD3( sind notwendig fir die Signaltransduk-
tion durch den TCR, da sich in ihren zytoplasmatischen Doméanen die fir die Signalleitung
zustandigen ITAMs (engl.:immunoreceptor tyrosine based activation motifs) befinden. Als
weitere wichtige Komponenten sind CD4 und CD8 an der TCR:MHC-Interaktion beteiligt. Sie
binden direkt an nicht-polymorphe Doméanen im MHC und aktivieren dadurch die zytoplas-
matisch assoziierte Lck-Kinase (engl.: lymphocyte-specific protein tyrosine kinase), die Tyro-
sin-Reste in den ITAMs phosphoryliert [21, 22]. CD4 bindet dabei an MHC-Komplexe der
Klasse II, wahrend CD8 an MHC-Komplexe der Klasse | bindet. Die initiale Phosphorylierung
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der ITAMs hat die Aktivierung einer Vielzahl von nachgeschalteten Signaltransmittern zur

Folge, die das Verhalten der Zelle nach Antigenkontakt regulieren.

MHC class I/

Antigenic peptide —

Abbildung 2: Aufbau des T-Zell-Rezeptors und Interaktion mit dem MHC. Die a- und B-Ketten des
T-Zellrezeptors paaren mit dem intrazellularen CD3-Komplex, bestehend aus y-, 6-, und je zwei ¢- und
(-Ketten. Die Korezeptoren CD4 und CD8 stabilisieren den Gesamtkomplex, CD4 bindet dabei spezi-
fisch an MHC-Klasse-Il und CD8 an MHC-Klasse-I. Durch Kontakt mit dem Antigen:MHC-Komplex
erfolgt die Aktivierung der Lck-Kinase, die durch Phosphorylierung der ITAMs die Signaltransduktion
einleitet. Abbildung aus Gascoigne et al. 2008 [23].

214 T-Zellaktivierung und Effektormechanismen

Die Antigenerkennung durch den TCR ist isoliert nicht ausreichend fir eine effiziente
T-Zellaktivierung. Neben der TCR:MHC-Interaktion werden unter Normalbedingungen zwei
weitere Signale bendtigt. Diese werden zum einen von kostimulatorischen Molekilen und
zum anderen von Zytokinen vermittelt. Kostimulatorische Moleklle werden von professionel-
len APCs, wie DCs oder Makrophagen auf der Zelloberflache exprimiert. Zu den wichtigsten
kostimulatorischen Signalwegen gehoren die Aktivierung von CD28 durch CD80 oder CD86
(B7.1 und B7.2) sowie die Bindung von CD40 an CD40L [24]. Weitere kostimulatorisch wirk-
same Oberflachenmolekile sind LFA-3 und CD54, deren Liganden auf T-Zellseite CD2 und
LFA-1 sind [25]. Die Aktivierung dieser Signalkaskaden zusammen mit der Bildung des
TCR:CD3-Komplexes fuhrt zu T-Zellproliferation und Differenzierung. Einen genau entge-
gengesetzten Effekt haben koinhibitorische Molekile wie PD-1 (engl.: programmed cell
death protein 1) und CTLA-4 (engl.: cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4). CTLA-4 ist

6
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ein CD28-Antagonist der ebenfalls von CD80/86 aktiviert wird. Die Aktivierung des
TCR:CD3-Komplexes zusammen mit CTLA-4 hat einen Proliferationsstopp und die Deakti-
vierung der Effektorfunktionen zur Folge [26]. Die Aktivierung von PD-1 durch PD-L1 inhibiert
Effektorfunktionen zytotoxischer T-Zellen und wirkt als Differenzierungssignal fir Trec [27].
Das dritte Signal zur optimalen Aktivierung der CD8" T-Zellen stammt von Zytokinen. Die
wichtigsten Zytokine fir die Aktivierung naiver T-Zellen sind IL-12 und Typ-I-Interferone wie
IFN-a [28]. Sie werden von APCs gebildet und fordern die Proliferation und Effektorfunktio-
nen aktivierter T-Zellen. Die Abwesenheit von IL-12 bei der initialen T-Zellaktivierung kann
zur Ausbildung einer Antigentoleranz fiihren [29].

Zytotoxische T-Zellen erreichen die Lyse ihrer Zielzellen tber lytische Granula oder die In-
teraktion von Fas (CD95) mit dem Fas-Liganden (FasL). Lytische Granula sind sekretorische
Vesikel, die Perforin und Granzyme enthalten [30, 31]. Perforin durchdringt die Zellmembran
der Zielzelle und bildet dort Poren aus, durch die Granzyme in die Zelle gelangen kénnen.
Ein Teil der Granzyme kann auch Uber Rezeptor-vermittelte Endozytose in die Zielzelle ein-
dringen, wobei Perforin dennoch fiir den Austritt aus den Endosomen benétigt wird, da die
Granzyme ansonsten in den Endosomen verbleiben und keine Apoptose auslésen. Eine ho-
he Dosis Perforin fuhrt auBerdem zum Verlust der Membranintegritat und kann so die Nekro-
se der Zielzelle bewirken. Unter physiologischen Bedingungen werden dadurch etwa 10 %
der Zellen nekrotisch [32-34]. Die ebenfalls in den lytischen Vesikeln vertretenen Granzyme
bilden eine Familie strukturell verwandter Serinproteasen und I6sen nach Eintritt in die Ziel-
zelle proapoptotische Signalkaskaden aus. In Homo sapiens sind die Granzyme A, B, H, K
und M bekannt. Z&hlt man die Varianten aus Spezies wie Mus musculus und Rattus norvegi-
cus dazu umfasst die Familie insgesamt 11 Mitglieder. Im Menschen wird die Apoptose
hauptséchlich durch Granzym A und B ausgel6st [35]. Granzym A ist dabei das Protein, das
in den lytischen Granula am haufigsten vorkommt. Es spaltet intrazelluléare Proteine spezi-
fisch nach den basischen Aminoséuren Lysin oder Arginin und ist zudem in der Lage, Ein-
zelstrangbriiche in der DNA zu induzieren, die Kernmembran zu zerstdren sowie die Integri-
tat der Mitochondrien und der Zellmembran zu schwachen [36, 37]. Granzym B ist weniger
spezifisch und spaltet die Proteine C-terminal nach sauren Aminosauren. Besonders haufig
wird dabei nach Asparaginsaure geschnitten. Granzym B induziert die DNA-Degradation
durch Aktivierung von CAD (engl.: caspase activated DNase) und aktiviert mehrere Mitglie-
der aus der Familie der Caspasen [38, 39]. Caspasen sind ebenfalls Proteasen, die
C-terminal nach Asparaginsaure schneiden und stellen die wichtigsten Signalgeber der
Apoptose dar [40].

Die Caspasen konnen, wie oben bereits angemerkt, auch durch Fas/FasL aktiviert werden.
FasL wird von T-Zellen kurze Zeit nach ihrer Aktivierung durch den TCR exprimiert und indu-

ziert nach Interaktion mit dem Fas-Rezeptor, der von der Zielzelle exprimiert wird, die Bil-
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dung sogenannter DISC-Komplexe (engl.: death-inducing signaling complex). Die Internali-
sierung dieser DISC-Komplexe bewirkt dann die Spaltung von Effektor-Caspasen, was letzt-

lich ebenfalls in der Initiierung der Apoptose resultiert [41, 42].
2.15 T-Zell-Differenzierung

Naive T-Zellen reagieren auf Antigenkontakt mit starker Proliferation und die dadurch entste-
henden Tochterzellen differenzieren gré3tenteils zu Effektorzellen, die in das periphere Ge-
webe eindringen und dort infizierte Zielzellen lysieren. Uber 95% der Zellen sterben unmittel-
bar nach Klarung der Infektion ab, der Rest bildet eine langlebige Gedachtnispopulation
(Tmem) aus, die bei einer erneuten Infektion mit dem gleichen Erreger schneller reagieren
kann [43, 44]. Die Beobachtung ungleich verteilter Signaltransduktionskomponenten und
Transkriptionsfaktoren innerhalb sich teilender Gedachtnis-T-Zellen legt nahe, dass die Ent-
stehung zweier phanotypisch unterschiedlicher T-Zellpopulationen aus einer phanotypisch
einheitlichen Vorlauferpopulation durch asymmetrische Zellteilung realisiert wird [45]. Die
kiurzlich beschriebenen Stammzell-Gedachtnis-T-Zellen (engl.: stem cell memory, Tscm) Stel-
len dabei die bisher am wenigsten differenzierten, antigenerfahrenen T-Zellen dar. Sie besit-
zen Stammzell-ahnliche Eigenschaften und alle anderen Subpopulationen kénnen aus ihnen
hervorgehen [46].

Die verschiedenen Differenzierungsstadien der T-Zellen lassen sich anhand ihrer Oberfla-
chenmarker unterscheiden. Ein wichtiges Markerprotein ist dabei die Tyrosinphosphatase
CD45. Sie kommt in zwei Spleil3varianten unterschiedlicher Grof3e vor, die durch spezifische
Antikorper unterschieden werden kdnnen [47]. CD45RA wird von naiven T-Zellen exprimiert,
nach Antigenkontakt herunterreguliert und tritt bei terminal differenzierten Effektor T-Zellen
(engl.: effector T cells, Tex) wieder in Erscheinung. CD45R0O kennzeichnet Gedéchtnispopu-
lationen und findet sich nicht auf naiven und terminal differenzierten T-Zellen [48]. CD62L,
ebenfalls ein bedeutender Differenzierungsmarker, hat die Funktion eines Homingrezeptors
und ermdglicht den T-Zellen den Eintritt in die Lymphknoten. CD62L findet sich auf naiven
T-Zellen und bis auf wenige Ausnahmen auf Tyem. Diese Ausnahmen umfassen Tyew die in
Haut und Schleimh&auten residieren [49]. Ein weiterer prominenter Marker ist der
CC-Chemokin-Rezeptor CCR7. Er wird von sogenannten zentralen Gedéachtnis-T-Zellen
(engl.: central memory T cells, Tcm) exprimiert und fehlt auf Effektor-Gedéachtnis-T-Zellen
(engl.: effector memory T cells, Tem) [50]. CD27 und CD28 sind zwei kostimulatorische Re-
zeptoren, deren Expressionsmuster ebenfalls Auskunft Uber den T-Zell-Phanotyp geben
kann. Beide werden meist auf Tcyund Tew, nicht aber auf Tere exprimiert. Abbildung 3 enthélt
eine Ubersicht uber die bereits genannten und einige weitere Differenzierungsmarker und

ihre Expression in den T-Zell-Subpopulationen.
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~ Signal strength

Short-lived Ty,

CCR7 +++ +++ ++ -
CD62L +++ +++ ++ -
CD27 Tt it ++ +/-
CD28 ++ +++ +++ +/-
CD45RA + + - +/-
CD45R0O - - + +
CD122 - ++ +++ +++
CD95 - ++ +++ +++
KLRG1 - - +/- ++

Abbildung 3: Expressionsmuster der Differenzierungsmarker von T-Zellen. Die Grafik zeigt wich-
tige Oberflachenmarker, deren Expressionsmuster sich wahrend der T-Zelldifferenzierung verandern.
Ausgehend vom naiven Phéanotyp Tn Uber die Gedéachtnis-Phanotypen Tscm und Tewm bis hin zum Ef-
fektor-Gedéachtnis-Phanotyp Tem wird die Expressionsstarke der Marker mit + und — angegeben. Nicht
messbare Expression wird durch ,-“ gekennzeichnet, starke Expression durch ,+++“ Abbildung modi-
fiziert nach Gattinoni et al. 2012 [51].

Nach der Differenzierung im Thymus werden die T-Zellen in die sekundar lymphatischen
Organe ausgeschwemmt. Sie besitzen typischerweise einen naiven Phanotyp mit niedriger
Expression von CD44 und hoher Expression der Homing-Rezeptoren CD62L und CCRY7.
Diese Zellen bendtigen weiterhin Uberlebenssignale, die durch die schwache Bindung des
TCR zu MHC-Selbstpeptid-Komplexen und Interleukin-7 vermittelt werden [52, 53]. Das
TCR-Signal bleibt dabei stets unter dem Schwellenwert, der zur T-Zell-Aktivierung bendétigt
wird. Wird es durch Blockierung oder Knockout von TCR oder MHC unterbrochen, sterben
die naiven T-Zellen innerhalb kurzer Zeit ab [54, 55]. Dagegen bewirkt der adoptive
T-Zelltransfer in einen lymphopenischen Wirt eine T-Zellproliferation aufgrund der erhéhten
Verfugbarkeit von MHC-Selbstpeptid-Komplexen und Zytokinen [56]. T-Zellen mit hoéherer
Affinitat zu MHC-Selbstpeptid-Komplexen proliferieren dabei starker als solche mit schwa-
cher Affinitat [57]. Tvem Sind anders als die naiven und Effektorpopulationen nicht auf ein
TCR-Signal angewiesen, ihre homdostatische Proliferation ist hingegen stark IL-7- und IL-15-
abhangig [58]. Ahnlich wie bei Ty, verhindern beide Zytokine bei Tyem das Eintreten der
Apoptose durch mitogene Signale und die verstarkte Expression antiapoptotisch wirkender

9
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Proteine wie BCL-2 und MCL-1 [59]. Die Funktionen von IL-7 und IL-15 sind dabei teilweise
redundant und bisher nicht eindeutig differenzierbar. AuBerdem kdnnen auch weitere
ye-Zytokine wie IL-2 und IL-21 &hnliche Effekte haben [60].

2.2 Biologie von Interleukin-15

Zytokine sind sekretierte oder membranstandige Proteine, die das Wachstum und die Diffe-
renzierung von Zellen beeinflussen. Die untergeordnete Gruppe der Interleukine reguliert die
Aktivitdt von Leukozyten und ist somit eine bedeutende Komponente des Immunsystems.
Interleukine kdénnen die Immunantwort sowohl aktivieren als auch inhibieren. IL-15 gehort,
wie auch das nah verwandte IL-2, zur Familie der gemeinsamen y-Ketten Zytokine (engl.:
common gamma chain cytokines) und wirkt aktivierend auf CD8" T-Zellen und NK-Zellen.
Die Eigenschaften und Funktionen von IL-15 und dem IL-15-Rezeptor werden in den folgen-

den Abschnitten genauer beschrieben.
2.2.1 Struktur und Funktion von IL-15

IL-15 ist ein 14-15 kDa schweres Glykoprotein, das strukturell und funktionell eine starke
Ahnlichkeit zu IL-2 aufweist. Die erste Beschreibung von IL-15 erfolgte 1994 aufgrund seiner
Eigenschaft, die IL-2-abhangige Zelllinie CTLL-2 in Anwesenheit eines IL-2-spezifischen,
inhibierenden Antikérpers zu stimulieren. Das 34 kb Uberspannende IL-15-Gen ist beim
Menschen auf Chromosom 4q25-35 lokalisiert und ist in 8 Introns und 9 Exons unterteilt [61].
Es konnen zwei Isoformen des IL-15-Prakursors anhand unterschiedlicher Signalpeptide
unterschieden werden. Die maturierten Proteine beider Isoformen sind identisch und beste-
hen aus 114 Aminoséuren (engl.: amino acids, AA). Die verschiedenen Signalpeptide bewir-
ken lediglich eine unterschiedliche Lokalisation der Proteine innerhalb der Zelle. Wéahrend
das 48 AA lange Signalpeptid (engl.: long signal peptide, LSP) den sekretorischen Weg uber
endoplasmatisches Retikulum und Golgi Apparat vorgibt, wird IL-15 vom 21 AA langen, so-
genannten kurzen Signalpeptid, (engl.: short signal peptide, SSP) in Richtung Zellkern gelei-
tet. Die Funktion des SSP-IL-15 im Zellkern konnte bisher nicht aufgeklart werden, es wird
jedoch vermutet, dass es an der Transkriptionsregulation von IL-15 beteiligt ist [62].

Maturiertes IL-15 besitzt eine 4-a-Helix-Struktur und wird von zwei intramolekularen Disulfid-
briicken zwischen Cystein (Cys) 42 und Cys 88 sowie zwischen Cys 35 und Cys 85 stabili-
siert [63]. Abbildung 4 zeigt ein 3D-Modell von IL-15 im Komplex mit der Alphakette des
IL-15 Rezeptors (IL-15Ra) [64]. Die IL-15 mRNA wird von einer Vielzahl von Zelltypen expri-
miert, darunter Fibroblasten, Keratinozyten, Epithelzellen, Monozyten, Makrophagen und
dendritische Zellen (engl.: dendritic cells, DCs). Trotz dieser weiten Verbreitung der IL-15-
MRNA wird das maturierte Protein fast ausschlie3lich in Monozyten, Makrophagen und DCs

exprimiert, was auf starke post-transkriptionelle Regulierungsmechanismen hinweist [65].
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(A) (B)

Abbildung 4: Strukturmodell von IL-15 im Komplex mit seinem a-Rezeptor. (A) Darstellung im
Bander-Modell. (B) Darstellung im volumetrischen Oberflachen-Modell (RCSB PDB # 2Z3Q).

IL-15 vermittelt proliferations- und Uberlebensfordernde Signale an aktivierte B-Zellen,
T-Zellen und NK-Zellen, beginstigt im Gegensatz zu IL-2 aber nicht die immunsupprimieren-
den regulatorischen T-Zellen (Trec). Auch die von IL-2 bekannte Induktion des aktivierungs-
induzierten Zelltods (engl.: activation induced cell death, AICD) wird durch IL-15 nicht ausge-
l6st [66-68]. Es verstarkt hingegen die Expression der anti-apoptotischen Proteine BCL-2,
BCL-XL und MCL-1, wahrend die proapoptotischen Proteine BAX, BID, BIM, NOXA, PUMA
sowie die Caspasen 3 und 9 herabreguliert werden [69-71]. Zusatzlich ist IL-15 wesentlich an
der Differenzierung von T-Zellen zu zentralen Gedachtniszellen (engl.: central memory
T cells, Tcw) mit einem entsprechenden Phanotyp beteiligt, wahrend IL-2 eher einen Effektor
(Tere) oder Effektor-Gedachtnis-Phanotyp (Tem) propagiert [72]. Eine durch IL-15 induzierte
verstarkte Telomerase-Expression wirkt dem Verfall der Telomere bei der Zellteilung entge-
gen und verlangert die Lebensspanne von Tcum- und Tem-Populationen [73]. Diese Uberle-
bensfordernden und differenzierungshemmenden Eigenschaften machen IL-15 besonders
interessant fir den Einsatz im Kontext der zellularen Immuntherapie (siehe auch Abschnitt
2.3.5.4). In einer Publikation der NIH (engl.: National Institutes of Health) wurde IL-15 aus
diesen Grinden auf Platz 1 der vielversprechendsten zukinftigen Krebsmedikamente gelis-
tet [74]. So ist IL-15 beispielsweise in der Lage tumortolerant gewordene CD8* T-Zellen zu
reaktivieren [75], zytotoxische Effekte nattrlicher Killerzellen (engl.: natural killer cells,
NK-Zellen) zu potenzieren [76] und die Anzahl und Effektorfunktionen humaner, antigenspe-
zifischer CD8* T-Zellen nach adoptivem Transfer in Mausmodellen zu erhéhen [77]. Zahlrei-
che Publikationen belegen auRerdem die Wirksamkeit von IL-15 in Gen- und Kombinations-
therapien [78].
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2.2.2 Aufbau und Signaltransduktion des IL-15-Rezeptors

Der heterotrimere, hochaffine IL-15-Rezeptor setzt sich aus jeweils einer a-, - und y-Kette
zusammen. IL-15 gehort, wie auch IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, und IL-21, zur Familie der gemein-
samen y-Ketten-Zytokine (engl.: common gamma chain cytokines), deren Mitglieder die ge-
meinsame y-Rezeptor-Untereinheit y. verwenden. Neben der y. teilen sich IL-2 und IL-15
auch eine gemeinsame B-Kette, so dass der Unterschied zwischen ihren hochaffinen
aBy-Rezeptoren alleine durch individuelle a-Ketten entsteht [79]. Die Affinitat von IL-15 zu
seinem afy-Rezeptor (IL-15RaBy) ist mit einer Dissoziationskonstante von Kq ~ 10 M ahn-
lich hoch wie die von IL-2 zu seinem afy-Rezeptor. Beide Zytokine bewirken aul3erdem eine
abgeschwachte Signaltransduktion durch den gemeinsamen By-Rezeptor mit Kq ~ 10° M. Im
Gegensatz dazu ist die Affinitat von IL-15 zum IL-15Ra mit Kq ~ 101! M wesentlich héher als
die von IL-2 zum IL-2Ra mit Ky~ 108 M. [80, 81]. IL-15 I6st in Lymphozyten eine Signal-
kaskade aus, die durch die initiale Aktivierung von JAK1/JAK3 (Januskinasen) und
STAT3/STATS (engl.: signal transducer and activator of transcription) gekennzeichnet ist.
JAK1 ist mit IL-15RB assoziiert und JAK3 mit y.. Ihre Dimerisierung bewirkt eine durch Phos-
phorylierung initiierte Aktivierung von STAT3/STAT5 [82]. In Lymphozyten werden dariber
hinaus SYK, PLCy1, LCK und SHC aktiviert, was zu einer Signaltransduktion tUber PI3K/Akt
und den MAP-Kinase-Weg flhrt, die letztlich die Expression der Transkriptionsfaktoren
NF-kB, c-Myc und c-Fos/Jun sowie des anti-apoptotisch wirkenden Bcl-2 induzieren [83].
Wahrend die Komponenten des IL-2RaBy allesamt auf T- und NK-Zellen vorliegen und mit
I6slichem IL-2 interagieren, befindet sich der IL-15Ra auf der Zelloberflache von Monozyten,
Makrophagen und DCs. Er wird somit nicht von den Zellen, die das IL-15-Signal empfangen,
sondern zusammen mit IL-15 von den signalgebenden Zellen exprimiert. IL-15 assoziiert
nach seiner Translation bereits im endoplasmatischen Retikulum mit dem IL-15Ra und bleibt
auch bis zur Sekretion gebunden. Dadurch wird es in der Regel durch IL-15Ra auf der Zell-
oberflache présentiert [80, 84, 85]. Auf diese Weise wird IL-15 nur in geringen Mengen ins
Plasma freigesetzt und vorwiegend wéhrend der Ausbildung der immunologischen Synapse
zwischen antigenprasentierender Zelle (engl.: antigen presenting cell, APC) und T- oder
NK-Zelle transprasentiert. [86]. Abbildung 5 verdeutlicht den Aufbau der beschriebenen Re-
zeptorkomplexe sowie die Transprasentation von IL-15. Neben der vorherrschenden Trans-
prasentation kommt IL-15 in murinem und humanem Serum aber auch gebunden an eine
|6sliche Form des IL-15Ra vor [85].
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Abbildung 5: Vergleich des IL-2- und IL-15-Rezeptorkomplexes. IL-15 besitzt einen dreiteiligen Re-
zeptor, dessen B- und y-Untereinheiten auch im ebenfalls dreiteiligen IL-2 Rezeptor Verwendung finden. Im
Gegensatz zum IL-2Ra ist der IL-15Ra nicht auf demselben Zelltyp exprimiert wie der Rest der Rezeptor-
komponenten, was zur Folge hat, dass IL-15 physiologisch meist in trans prasentiert wird. Abbildung aus
Steel et al. 2012 [65].

2.2.3 IL-15-Superagonisten

Um die Wirkung von IL-15 auf T- und NK-Zellen zu potenzieren, wurden in den letzten Jah-
ren mehrere IL-15-Mutanten und Fusionsproteine mit erhohter Bioaktivitat entwickelt.
IL-15N72D ist eine IL-15-Punktmutante mit einem Aminosaureaustausch von Asparagin zu
Asparaginsdure an AA-Position 72. Dadurch wird die Affinitat zur IL-15RB-Kette verstarkt,
was in vitro eine 4-5-fach erhdhte Bioaktivitat auf Zellen mit dem humanen, niederaffinen
IL-15RaBy bewirkt, wahrend keine erhéhte Affinitat fir den murinen IL-15Rafy berichtet wur-
de [87]. Mortier et al. beschreiben die Fusion von IL-15 an die IL-15Ra-Sushi-Doméane, dem
IL-15-bindenden Teil der IL-15Ra-Kette, durch ein flexibles Glycin-Cystein-Linkerpeptid
(GC-Linker). Die so generierten IL-15-Fusionsproteine RLI und ILR bewirken auch ohne
Transprasentation eine Signaltransduktion, die der des hochaffinen IL-15Rafy ahnlich ist
[88]. Alt-803 ist ein weiterer IL-15-Superagonist, der ebenfalls die IL-15Ra-Sushi-Doméane
besitzt. Sie wurde bei diesem Konstrukt zusatzlich an eine IgG1-Fc-Doméne gekoppelt, was
zur Dimerisierung des Proteins fuhrt, so dass ein Immunoglobulin-&hnliches Konstrukt mit
zwei IL-15-Bindestellen entsteht. Durch Koexpression dieses Konstrukts mit IL-15 in CHO-
Zellen konnte ein Homodimer isoliert werden, bei dem beide IL-15Ra-Sushi-Doméanen von
IL-15 besetzt sind. Alt-803 hat eine ahnlich hohe Bioaktivitat wie RLI/ILR mit stark erhdhter
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Halbwertszeit in Mausserum [89]. Neben den beschriebenen IL-15-Superagonisten gibt es
Ansatze zur antigenspezifischen Anreicherung von IL-15 in der Tumormikroumgebung. Da-
bei wurde IL-15 beispielsweise an einen p53-spezifischen scTCR oder an die variable Do-
mane eines FAP-spezifischen (engl.: fibroblast activation protein) Antikérpers gekoppelt
[87, 90]. Aufbau und Funktion der superagonistischen IL-15-Fusionsproteine, die in der vor-
liegenden Arbeit entworfen und hergestellt wurden, werden im Ergebnisteil dieser Arbeit ab
Abschnitt 4.5.1 besprochen.

2.3 Therapiemethoden gegen maligne Neoplasien

Krebs ist eine Sammelbezeichnung fur Krankheiten, die sich durch bdsartige Gewebeneubil-
dungen auszeichnen. Diese Gewebeneubildungen, die auch als Neoplasien oder Tumore
bezeichnet werden, kénnen aus einer Vielzahl von Gewebetypen hervorgehen. Gemeinsam
ist allen Tumorarten ein Verlust tber die Zellzykluskontrolle. Tumorzellen kénnen sich unkon-
trolliert vermehren und behindern dadurch die Funktion von Organen und Geweben. Viele
Tumore bilden aul3erdem Metastasen aus, die entstehen, wenn Zellen des urspringlichen
Tumors in andere Gewebe einwandern und dort Tochter-Geschwulste ausbilden. Die folgen-
den Abschnitte behandeln den aktuellen Wissensstand Uber die Krebsentstehung sowie

klassische und moderne Therapieformen.
2.3.1 Krebsentstehung und Risikofaktoren

Krebs ist eine multifaktorielle Krankheit. Die Ursachen der Krebsentstehung sind vielfaltig
und die genauen Mechanismen weitestgehend ungeklart. Sicher ist, dass es zu einer Scha-
digung des Erbgutes kommt, welche die Zellzyklusregulation beeintrachtigt. Bekannte Risiko-
faktoren sind unter anderem ionisierende Strahlung, Kanzerogene, Rauchen, Ubergewicht,
bestimmte Viren und genetische Faktoren. Das Risiko einiger Krebsarten, darunter Mamma-
und Prostatakarzinome, scheint Uber die Ernahrung beeinflusst werden zu kénnen [91-93].

lonisierende Strahlung kann direkt destruktiv auf die DNA einwirken und erzeugt auf3erdem
Radikale, die schadliche Folgereaktionen in der Zelle auslosen. Studien in Gebieten mit
durch Radioaktivitat stark erhohter Strahlenbelastung belegen einen klaren Zusammenhang
zwischen Strahlendosis und Krebsrisiko [94]. Ebenfalls besteht ein Zusammenhang zwi-
schen UVB-Strahlung und der Entstehung von Hautkrebs [95]. Ein weithin bekanntes Bei-
spiel fur karzinogene Substanzen ist Asbest, das die Entstehung von Lungenkrebs begins-
tigt [96]. Sein Einsatz ist in Deutschland seit 1993 verboten. Auch Tabakrauch enthélt eine
Vielzahl krebserregender Stoffe. Erste Berichte tUber den Zusammenhang von Tabakrauch
und Lungenkrebs erschienen bereits 1953 [97]. Heute gilt Rauchen als Hauptrisikofaktor fur
Lungenkrebs und ist in 80-90 % aller klinisch dokumentieren Falle involviert [98, 99]. Krebs-

arten, deren Entstehung durch Ubergewicht begiinstigt wird, sind zum Beispiel Darmkrebs,
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Nierenzellkarzinome sowie Speiserfhren- und Prostatakrebs. Zu den krebserregenden Viren
zahlen das Epstein-Barr-Virus (EBV), die Hepatitis-B und C-Viren (HBV, HCV), das humane
Immundefizienz-Virus (HIV), einige Stamme der humanen Papillomviren (HPV, darunter vor
allem die Hochrisikostamme HPV 16 und 18) sowie das humane Herpesvirus 8 (HHV 8)
[100-104]. Fur die Entdeckung der Bedeutung von HPV-Infektionen bei der Entstehung von
Zervixkarzinomen und die damit verbundene Entwicklung eines Impfstoffes wurde Harald zu
Hausen 2008 mit dem Nobelpreis flr Physiologie oder Medizin ausgezeichnet. Ein bekann-
tes Beispiel fiur einen erblichen Risikofaktor sind Mutationen in den Genen der Tumorsupp-
ressoren BRCA1 und BRCAZ2, die ein stark erhOhtes Brustkrebsrisiko verursachen
[105, 106]. Alle oben genannten Faktoren tragen zu einem signifikant erhdhten Krebsrisiko

bei, allerdings kann im Normalfall kein alleiniger Ausloser der Krankheit benannt werden.
2.3.2 Klassische Behandlungsmethoden und Immuntherapie

Ebenso vielfaltig wie die Ursachen und Formen von Krebserkrankungen sind auch die The-
rapiemethoden. Die klassischen Behandlungsmethoden umfassen chirurgische Resektion,
Chemo- und Strahlentherapie. Dabei wird das Tumorgewebe operativ entfernt oder durch
den Einsatz zytotoxischer bzw. zytostatischer Medikamente sowie hochenergetischer Be-
strahlung zerstort. Als moderne Behandlungsmethode gewinnt die Immuntherapie zuneh-
mend an Bedeutung [107]. Dabei wird das Immunsystem so manipuliert, dass es das Tum-
orgewebe als fremd erkennt und daraufhin eine Immunantwort eingeleitet wird. Nach der
Theorie der Immuniberwachung ist das Immunsystem eines gesunden Menschen in den
meisten Féllen in der Lage, entartete Zellen zu erkennen und ein Auswachsen des Tumors
zu verhindern [106]. Das Immunsystem reagiert bei diesem Prozess auf tumorspezifische
(engl.: tumor specific antigens, TSAS) oder tumorassoziierte Antigene (engl.: tumor associa-
ted antigens, TAAs). TSAs sind mutierte Proteine, die ausschliel3lich von Tumorzellen expri-
miert werden. Diese werden durch das Immunsystem erkannt und fuihren zur Lyse der be-
troffenen Tumorzellen. TAAs werden auch von gesunden Zellen exprimiert, sind aber im
Tumor entweder stark Uberexprimiert oder kommen sonst nur in der Keimbahn oder Embry-
onalentwicklung vor [108-110]. Durch diese ungewothnliche Expression kénnen sie ebenfalls
eine Immunantwort auslosen. Verschiedene Tumore zeigen ein unterschiedliches Expressi-
onsmuster von TSA/TAAs, auch innerhalb einer bestimmten Tumorart. Flr viele Tumorarten
sind bislang allerdings keine TSA/TAAs bekannt. Fur eine optimale Behandlung muss die
TSA/TAA-Expression im Tumorgewebe patientenspezifisch ermittelt, und die Immuntherapie
entsprechend ausgerichtet werden. Auch weitere Faktoren wie der Haplotyp des Patienten
und eventuelle Vorbehandlungen mussen bei einigen Therapieformen bertcksichtigt werden.
Aus diesen Grunden spricht man auch von individualisierter Immuntherapie bzw. personali-

sierter Medizin.
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2.3.3 Immuntherapie mit monoklonalen Antikdrpern

Eine Form der Immuntherapie ist die Medikation mit monoklonalen Antikérpern (engl.: mono-
clonal antibodies, mAbs), die sich durch die Uniformitét ihrer variablen Regionen und der
dadurch bedingten Spezifitat fir ein singulares Epitop auszeichnen. Grundlage ihrer Herstel-
lung ist die Hybridomtechnik, fir die Georges Kdhler 1984 mit dem Nobelpreis fur Physiolo-
gie oder Medizin ausgezeichnet wurde [111]. mAbs kdnnen die Immunantwort durch unter-
schiedliche Mechanismen verstarken. Durch Bindung an TSA/TAAs auf der Zelloberflache
von Tumorzellen werden das Komplementsystem und die Fc-Rezeptor-vermittelte Zelllyse
aktiviert, welche beispielsweise fir die Wirkung des CD20-spezifischen mAbs Rituximab ver-
antwortlich sind. Rituximab wird bei der Behandlung von B-Zelllymphomen eingesetzt und
induziert die Depletion CD20-positiver B-Zellen [112-114]. Auch der HER2-spezifische (engl.:
human epidermal growth factor receptor 2) mAB Trastuzumab aktiviert Komplementsystem
und Fc-Rezeptor-vermittelte Zelllyse. Gleichzeitig ist er ein Beispiel fir mAbs, die in wichtige
Signalwege des Tumorwachstums eingreifen. Er blockiert HER2, einen Rezeptor fur Wachs-
tumsfaktoren, der bei etwa 20 % aller invasiven Mammakarzinome uberexprimiert wird
[115-118]. Ein weiterer Mechanismus ist die Stérung der Tumormikroumgebung (engl.: tumor
microenvironment). Viele Tumore exprimieren VEGFs (engl.: vascular endothelial growth
factor), eine Familie von Signalmolekilen der Angiogenese. Durch die Neubildung der Kapil-
laren wird das Tumorgewebe mit Sauerstoff und Nahstoffen versorgt. Der mAB Bevacizumab
wird eingesetzt um die Angiogenese in der Tumorumgebung zu verhindern. Er bindet
VEGF-A und verhindert die Erkennung durch den VEGF-Rezeptor [119-121]. Weitere Ziel-
strukturen monoklonarer Antikorper sind inhibitorische Rezeptoren auf den Effektorzellen des
Immunsystems (siehe Abschnitt 2.1.4), welche durch mAbs blockiert werden, wodurch die
Weiterleitung immunsuppressiver Signale verhindert wird. Beispiele hierfir sind der CTLA-4-
spezifische mAB Ipilimumab sowie der PD-1-spezifische mAB Pembrolizumab, die bei der
Behandlung fortgeschrittener Melanome eingesetzt werden [122-125]. Haufig werden mAbs
mit weiteren Behandlungsmethoden kombiniert, um synergistische Effekte zu erzielen [112].

234 Zellulare Immuntherapie

Bei der zellularen Immuntherapie werden Leukozyten in Form von sogenannten Donor Lym-
phozyten Infusionen (DLI) oder im Kontext einer allogenen HSCT transferiert, um einen the-
rapeutischen Effekt gegen residuale Leukamie- bzw. Tumorblasten oder virale Infektionen zu
erzielen. Die Effektorzellen sind in den meisten Féllen zytotoxische T-Zellen, seltener geht
der therapeutische Effekt von NK-Zellen aus [126]. Beim autologen T-Zelltransfer stammen
die transferierten Zellen vom Patienten selbst. Voraussetzung fiur eine wirkungsvolle Thera-
pie mit dieser Methode ist die Anwesenheit tumorreaktiver T-Zellen im Patienten, die sich in
einigen Fallen direkt aus einer Biopsie des Tumors oder aus dem peripheren Blut isolieren
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lassen. Diese tumorinfiltrierenden T-Zellen (engl.: tumor infiltrating lymphocytes, TILS) kdn-
nen innerhalb weniger Wochen ex vivo, durch wiederholte Stimulation der isolierten T-Zellen
mit Tumorzellen oder Tumorantigen-exprimierenden APCs, stark expandiert werden. Die
T-Zellen kdnnen dem Patienten anschlie3end reinfundiert werden und die bereits vorhande-
ne Immunreaktion gegen den Tumor verstarken. Dieses Verfahren wird haufig zur Behand-

lung metastasierender Melanome eingesetzt [127-129].
2.3.4.1 Transplantation hAmatopoetischer Stammzellen

Bei der Behandlung von Leukamien hat sich der adoptive Transfer hamatopoetischer
Stammzellen (engl.: hematopoietic stem cell transfer, HSCT) allogenen Ursprungs bewahrt.
Diese Methode wurde zunédchst nach myeloablativer Strahlen- oder Chemotherapie ange-
wandt, um das Knochenmark nach Aplasie mit gesunden HSCs zu regenerieren. Die thera-
peutische Wirkung entsteht dabei zunachst durch die starke, chemo- und/oder radiothera-
peutische Reduktion der Leukamielast im Knochenmark. Dartber hinaus tragen die mit dem
Transfer der HSCs infundierten Spenderlymphozyten dazu bei, den therapeutischen Effekt
deutlich zu verstarken. Die im Transplantat enthaltenen T-Zellen stellen dabei wesentliche
Mediatoren der antitumoralen Immunantwort dar, weil sie residuale Leukamieblasten erken-
nen und abtéten kénnen [130]. Diese als Transplantat-gegen-Leukamie-Effekt (engl.: graft
versus leukemia, GvL) bezeichnete Reaktivitat ist bei der allogenen Transplantation starker
ausgepragt als im autologen Setting [131, 132]. Die Ursache hierfur liegt in der Erkennung
von Minor-Histokompatibilitdtsantigenen (engl.: minor histocompatibility antigens, mHags).
Im Normalfall wird der Spender so gewahlt, dass seine MHC-Klasse-I- und Il-Allele identisch
zum Empfanger sind. Doch auch im vollstandig HLA-identischen Setting kommt es durch
mHags zu Immunreaktionen zwischen Transplantat und Empfanger. Ausléser sind Polymor-
phismen innerhalb der Aminosduresequenz zellularer Proteine. Diese geringen Sequenzab-
weichungen, welche die Proteinfunktion meist nicht beeintrachtigen, fihren zur MHC-
Prasentation von Epitopen, die von Spender-T-Zellen als fremd erkannt werden und dadurch
Effektorfunktionen induzieren [133]. DLIs werden haufig eingesetzt, um den GvL-Effekt nach
allogener HSCT gezielt zu verstarken. Dabei werden Lymphozyten des urspringlichen
Stammzellspenders infundiert. Sie stellen eine géangige Praxis bei der Behandlung akuter
Leukamien im Stadium der minimalen Resterkrankung (minimal residual disease, MRD)
[134, 135] dar. Allerdings ist die Anwendung von DLIs haufig mit dem Risiko einer Transplan-
tat-gegen-Wirt-Reaktivitat assoziiert, die zur Entstehung der Transplantat-gegen-Wirt-

Erkrankung (engl.: graft versus host disease, GvHD) fiihrt.
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2.3.4.2 Transplantat-gegen-Wirt-Erkrankung

Wie oben bereits erwahnt, vermitteln allogene T-Zellen nicht nur den GvL-Effekt, sondern
fihren auch zur GvHD. Dabei werden mHags im gesunden Wirtsgewebe erkannt und aktivie-
ren alloreaktive T-Zellen. Die haufigsten Zielorgane der GvHD sind Haut, Leber, Lunge,
Darm und Schleimh&aute. Die GvHD kann einen akuten oder einen chronischen Verlauf neh-
men. Bei der akuten GvHD treten die Krankheitssymptome wie Hautausschlag, Blasenbil-
dung, Unterleibsschmerzen und Ubelkeit bis zu 100 Tage nach der Transplantation ein, bei
spater eintretenden oder langer anhaltenden Symptomen spricht man von einer chronischen
GvHD [136, 137]. Der Schweregrad der GvHD ist in 4 Stufen unterteilt, die unter anderem
von der Flache des Ausschlags und der Billirubinkonzentration im Blut abh&ngen [138]. Nach
allogener Transplantation histokompatibler, hamatopoetischer Stammzellen tritt eine akute
GvHD vom Grad II-IV in 30-60 % aller Falle auf, die Inzidenz der chronischen GvHD liegt bei
35-50 %. Die chronische GvHD kann als Folge einer akuten GvHD oder ohne Auspragung
vorheriger Symptome eintreten. Beide Formen der GvHD sind mit starken Komplikationen
sowie hohen Morbiditats- und Mortalitatsraten verbunden [139, 140]. Transplantationen mit
nicht vollstandig identischen Haplotypen verursachen mit hoherer Wahrscheinlichkeit eine
GvHD als Transplantationen im vollstandig HLA-identen Setting, kdnnen jedoch auch den
GvL-Effekt verstarken [141, 142].

2.3.4.3 Reprogrammierung von T-Zellen durch exogene TCRs

Durch die genetische Reprogrammierung von T-Zellen kénnen diese gegen beliebige Anti-
gene gerichtet werden. Dabei kdnnen verschiedene gentechnische Methoden angewandt
werden, welche die Redirektion bewirken. Im einfachsten Fall wird den T-Zellen cDNA oder
RNA fiir die Expression eines neuen TCRs durch Elektroporation oder ahnliche Transfekti-
onsmethoden transferiert, woraufhin dieser transient exprimiert wird [143-145]. Bessere
Transduktionsraten und eine langfristige Expression des exogenen TCRs werden durch vira-
len Gentransfer mit retro- bzw. lentiviralen Vektoren erreicht [146, 147]. Die Wirksamkeit
TCR-transduzierter T-Zellen wurde bereits in mehreren klinischen Studien belegt [148, 149].
In einer Studie mit Melanompatienten und hochaffinen Melan-A- oder gpl00-spezifischen
TCRs wurde bei 30 %, bzw. 19 % der Patienten eine Regression des Melanoms festgestellt
[150]. Eine weitere Studie mit gleichem Setting zeigte eine komplette Remission in 2 von 11
Patienten [151]. In einer Studie unter 11 Patienten mit multiplem Myelom und T-Zellen gegen
das Antigen NY-ESO-1 konnte in 3 Patienten eine komplette Remission und in 7 Patienten
eine Tumorregression festgestellt werden [152].

Fir die korrekte Expression des exogenen TCRs miussen sowohl a- als auch -Kette trans-
duziert werden. Da auch die beiden Ketten des endogenen TCRs weiterhin exprimiert wer-
den, kann es zu Fehlpaarungen kommen, bei der sich eine Kette des exogenen TCRs mit
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einer Kette des endogenen TCRs verbindet. Diese fehlgepaarten TCRs besitzen eine ganz-
lich neue Antigenspezifitdt und kbénnen unerwiinschte Autoimmunitatsreaktionen und GvHD-
Symptome auslésen [153, 154]. Eine zusatzliche Disulfidbricke im konstanten Teil des
TCRs kann dazu beitragen das Auftreten von Fehlpaarungen zu reduzieren [155]. Auch die
Transduktion von Einzelketten-TCRs (single-chain TCRs, scTCRs) wirkt der Fehlpaarung
entgegen. Hier sind a- und B-Kette des scTCRs kovalent Uber ein Linkerpeptid verbunden.
Die Expression und Affinitat der scTCRs ist im Vergleich zum urspriinglichen TCR oft leicht
reduziert, seine Funktionalitat bleibt allerdings erhalten [156-158]. Weitere Methoden, die
zum Ausschluss der Fehlpaarungen fuhren, sind das Silencing der endogenen TCR-Ketten
Uber RNA-Interferenz, ihr Knockout im Genom durch Zinkfingernukleasen sowie die Trans-
duktion von af-TCRs in yd-T-Zellen [159-161].

Durch die Transduktion exogener TCRs kdnnen T-Zellen sowohl extrazellulare als auch int-
razellulare TSA/TAAs im Kontext von MHC-Klasse-l erkennen. Dabei ist zu beachten, dass
die Erkennung des TSA/TAAs durch den TCR einer MHC-Restriktion unterliegt. Das bedeu-
tet, dass die exogenen TCRs zum Haplotyp des Patienten passen mussen, um die Erken-
nung des TSA/TAA zu ermdglichen. Haufig sind die bekannten TSA/TAAs HLA-A2-
restringiert, da dieses Allel in der kaukasischen Bevolkerung mit hoher Frequenz vorkommt
[162]. Somit kdnnen viele TCRs auch bei nachgewiesener Expression eines TSA/TAAS nicht

nicht fir Patienten mit abweichendem Haplotyp verwendet werden.
2.3.4.4 Chimare Antigenrezeptoren

Chimare Antigenrezeptoren (engl.: chimeric antigen receptors, CARs) kdnnen alternativ zu
TCRs fiur die Redirektion von T-Zellen genutzt werden und bestehen aus der variablen Do-
mane eines Immunoglobulins, einer flexiblen Gelenkregion (engl.: hinge), einer Transmemb-
randomane und einer intrazellularen Signaldomane. Die Antigenerkennung erfolgt durch die
Immunoglobulindoméne. In CARs der ersten Generation besteht die Signaldoméne einzig
aus der CD3(-Kette des TCRs (siehe Abschnitt 2.1.3). In CARs der zweiten und dritten Ge-
neration wurde die Signaldomane um kostimulatorische Doménen aus CD27, CD28, CD134
(OX40) oder CD137 (4-1BB) erweitert, um die T-Zellaktivierung nach Antigenkontakt zu ver-
starken [163, 164]. Die Gelenkregion, die sich zwischen Signaldoméane und der antigener-
kennenden Region des CARs befindet, beeinflusst die Positionierung des CARs auf der Zell-
oberflache und ist wichtig fur die Flexibilitat der variablen Doménen bei der Bindung des An-
tigens. Die Beschaffenheit der Transmembranregion hat Einfluss auf die Oberflachenexpres-
sion des CARs [165, 166]. Durch CARs werden in T-Zellen die gleichen Effektormechanis-
men wie durch TCRs aktiviert, sie benétigen allerdings zur Antigenerkennung weder Prozes-
sierung noch Prasentation der Antigene im MHC [167, 168]. Dadurch kdnnen sie zwar unab-

hangig vom Haplotyp des Patienten eingesetzt werden, allerdings muss das TSA/TAA auf
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der Oberflache der Tumorzellen zuganglich sein. Intrazellulare und maskierte Oberfla-
chenantigene koénnen durch CARs nicht erkannt werden [169]. In klinischen Studien mit
CD19- und CD20-spezifischen CARs konnten therapeutische Effekte gegen B-Zell-Leuka-
mien nachgewiesen werden. Dabei wurde studientbergreifend in 80 % der behandelten Pa-
tienten eine Tumorregression beobachtet [170]. Die Behandlung bewirkte au3erdem eine
langanhaltende B-Zell-Aplasie sowie in einigen Fallen einen starken Anstieg inflammatori-
scher Zytokine im Blut [171]. Weitere klinische Studien mit CARs der zweiten und dritten Ge-
neration gegen eine Vielzahl von Tumorantigenen, darunter Mesothelin, HER2 (engl.: human
growth factor receptor 2), EGFR (engl.: epidermal growth factor receptor) und FAP (engl.:
fibroblast activation protein), werden zurzeit durchgefiihrt [172]. Erste Ergebnisse aus der
Studie mit Mesothelin-spezifischen CARs demonstrieren die Tumorregression sowie die Re-

aktivierung der intrinsichen Antitumorantwort des Immunsystems [173].
2.3.5 Zytokine in der Immuntherapie

Zytokine konnen in der Immuntherapie eingesetzt werden, um die Immunantwort zu modifi-
zieren. Meist werden sie als Adjuvantien verwendet, um die Effektivitat transferierter Ef-
fektorzellen zu erhéhen. Es sind 7 Zytokinrezeptorfamilen bekannt, von denen vor allem die
Zytokine, die an Typ-1- und 2-Rezeptoren binden fur die Immuntherapie interessant sind
[174]. Im Kklinischen Einsatz sind zurzeit IL-2 und IFN-a fur die Krebstherapie zugelassen. Sie
werden bei der Behandlung von Melanomen und Nierenzellkarzinomen eingesetzt. In den
folgenden Abschnitten ist der aktuelle Stand der klinischen und préklinischen Studien zur

Behandlung mit IFN-q, IL-2, IL-7 und IL-15 zusammengefasst.
2.35.1 IFN-a

Interferone konnen von einer Vielzahl von Zelltypen gebildet werden. Sie induzieren eine
verstarkte Expression von MHC-Klasse-l, initiieren die Reifung von DCs und aktivieren zyto-
toxische T-Zellen, NK-Zellen und Makrophagen [174]. IFN-a ist flr die Behandlung von Me-
lanomen und einigen hamatopoetischen Neoplasien zugelassen. Dabei wurde studienuber-
greifend eine geringere Zahl von Rezidiven und damit verbunden eine héhere Lebenserwar-
tung flr Patienten mit IFN-a als Adjuvans beobachtet [175]. Der therapeutische Effekt war in
vielen Fallen mit dem Auftreten von Autoreaktivitat assoziiert [176]. Die Nebenwirkungen der
IFN-a-Behandlung sind dosisabhéangig. In tber 80 % der Patienten wurden Fieber, Erschtpfung,
Reizung des Gastrointestinaltrakts sowie Kopfschmerzen und erhdhte Leberwerte festgestellt
[177, 178].
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2.3.5.2 Interleukin-2

IL-2 wurde in klinischen Studien zunachst als Adjuvans bei gleichzeitiger Vakzinierung oder
adoptivem Transfer von NK-Zellen und T-Zellen getestet. Ein therapeutischer Effekt konnte
jedoch nur in wenigen dieser Studien beobachtet werden [179, 180]. Durchgesetzt hat sich
die Bolusinfusion von hohen Dosen IL-2 als Monotherapie vor allem bei Patienten mit metas-
tasierendem Melanom und Nierenzellkarzinom [181]. In diversen klinischen Studien wurden
mehrmals taglich Infusionen mit 6-7,2 x 10° 1U/kg IL-2 Uber einen Zeitraum von zweimal finf
Tagen infundiert. Dadurch konnte in 37 von 255 Patienten eine Immunantwort gegen den
Tumor induziert werden, darunter 17 Patienten, bei denen eine komplette Remission beo-
bachtet wurde [182, 183]. Eine haufig auftretende Nebenwirkung der IL-2-Infusionen ist je-
doch das Kapillarlecksyndrom (engl.: capillary leak syndrome, CLS), dass mit arterieller Hy-
potonie, Tachykardie (Herzrasen) und der Ausbildung peripherer Odeme assoziiert ist
[184-186]. Wahrend in den ersten Studien zwei Patienten durch septischen Schock als Folge
einer grampositiven Infektion starben, waren die Nebenwirkungen in spateren Studien kon-

trollierbar und es kam zu keinen weiteren Todesfallen [187-189].
2.3.5.3 Interleukin-7

IL-7 gehort zur Familie der yc-Zytokine und fordert unter anderem die homoostatische Prolife-
ration von T-Zellen mit naivem und Gedachtnisphanotyp [190]. In murinen Modellversuchen
konnte gezeigt werden, dass IL-7 die Funktion antigenspezifischer T-Zellen nach Vakzinie-
rung oder adoptivem T-Zelltransfer begunstigt [191, 192]. Erste klinische Studien an Mela-
nom- oder Nierenzellkarzinom-erkrankten Patienten belegen eine initiale Lymphopenie, ge-
folgt von einer 3-4-fachen Expansion CD4- und CD8-positiver T-Zellen im peripheren Blut.
Die Nebenwirkungen der IL-7-Therapie sind moderat und beschranken sich auf leichtes Fie-
ber, Ubelkeit und einen vorriibergehenden Anstieg der Leberwerte im Blut [193].

2.3.5.4 Interleukin-15

Struktur und funktionelle Eigenschaften von IL-15 wurden bereits in Abschnitt 2.2.1 be-
schrieben. In einer Reihe praklinischer Studien konnte ein therapeutischer Effekt von IL-15
gegen Neoplasien, darunter Melanome und kolorektale Karzinome, gezeigt werden [194].
Die ersten klinischen Studien mit IL-15 wurden in einer Gruppe von Patienten mit refraktar
metastatischem Melanom oder Nierenzellkarzinom durchgefuhrt. Dabei wurde rekombinant
hergestelltes IL-15 aus E. coli verwendet und téglich Uber einen Zeitraum von 12 Tagen
durch Bolusinfusionen verabreicht. Die maximal vertragliche Dosis betrug 0,3 pg/kg Korper-
gewicht. Als dosisbegrenzende Nebenwirkungen wurden Hypotonie sowie ein 50-facher An-
stieg von IL-6 und IFN-y im Serum der Patienten angegeben. Die Frequenzen von

NK-Zellen, CD8* yd-T-Zellen und Twem Waren bis zu 8-fach erhéht, es konnte jedoch keine

21



Einleitung

Tumorreduktion erreicht werden. In einigen Patienten stagnierte das Tumorwachstum aller-
dings vorrtibergehend [195]. Studien an Rhesusaffen haben gezeigt, dass c.i.v. (engl.: conti-
nuous intravenous) Infusionen von IL-15 Uber einen langeren Zeitraum eine starkere Expan-
sion von Effektorzellen bewirken, wobei eine bis zu 100-fache Expansion von CD8* Tem im
Blut festgestellt wurde. Diese Ergebnisse werden zurzeit in mehreren klinischen Studien an
Patienten mit fortgeschrittenem Melanom, Nierenkrebs, Lungenkrebs oder Kopf-Hals-
Karzinom Uberpruft [194]. Auch in préklinischen Studien konnte bereits mehrfach eine stark
verlangerte Persistenz von Tyem beobachtet werden. Dabei wurde vor allem die Expansion
bzw. das Langzeitiberleben von Tew, aber auch von Tcuw sowie einer CD45RA-positiven
Tcm-Population beobachtet [77, 196]. Zusatzlich waren die Effektorfunktionen von IL-15-
behandelten T-Zellen in vitro stérker ausgepragt als flr andere Zytokine aus der y.-Familie.
Die homoostatische Proliferation der Twem wurde in vivo sowohl in Anwesenheit als auch in
Abwesenheit spezifischer Antigene gefordert und ohne IL-15 konnten haufig keine Gedacht-
nispopulationen ausgebildet werden. Die Anwesenheit von IL-15 war flr die Persistenz eini-
ger Subpopulationen essentiell [77, 197, 198]. Im klinischen Einsatz im Rahmen der Immun-
therapie konnten diese Effekte vor allem dabei helfen, Tvem-Populationen zu erhalten und
dadurch eine langanhaltende Reaktivitat gegen Tumore oder virale Infektionen zu vermitteln.

24 Praklinische Mausmodelle in der Entwicklung neuer immuntherapeu-

tischer Strategien

Die Forschung zur Entwicklung und Validierung neuer immuntherapeutischer Verfahren wie
z.B. der adoptiven T-Zelltherapie erfordert idealerweise Modelle, welche es ermdglichen, die
Bedingungen der klinischen Situation bestméglich abzubilden. Durch in vitro-Versuche in Zell-
kultursystemen koénnen haufig erste Aussagen Uber die Wirksamkeit von Therapiemethoden
getroffen werden. Allerdings ist es bisher nicht mdglich, das komplexe Zusammenspiel von
Tumorzellen, Tumor-Mikroumgebung, Botenstoffen und T-Zellen in vitro zufriedenstellend zu
simulieren. Besonders Fragestellungen zur Migration der T-Zellen zum Tumor, zu den Auswir-
kungen des Tumor-Mikromillieus auf die T-Zellfunktionalitét sowie zum Langzeitiiberleben und
zur Ausbildung von T-Gedachtnispopulation sind in vitro nur unzureichend adressierbar. Auch
eventuelle Nebenwirkungen der Therapie kénnen auf diese Weise nicht aufgeklart werden.
Aus diesem Grund werden fir fortgeschrittene Fragestellungen zur Wirksamkeit immunthera-
peutischer Methoden in vivo-Studien mit Versuchstieren durchgefihrt. Dabei ist die Hausmaus
Mus musculus das am haufigsten verwendete Versuchstier. Der Stamm C57BL/6 ist ein im-
munkompetenter Stamm mit normalem Phé&notyp und wird fir eine Vielzahl von Fragestellun-
gen eingesetzt. Um die Transplantation humaner Zellen und Gewebe Uber die Speziesbarriere
in die Maus ohne starke AbstoRungsreaktionen zu ermdglichen werden jedoch immundefizien-

te Mause bendtigt. Erst dadurch ist es moglich, die Funktionalitdt und W echselwirkungen hu-
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maner Zellen naherungsweise im murinen Modell zu analysieren. Einer der ersten Maus-
stamme, der fur derartige Versuche verwendet wurde, ist CB17-Prkdcs®, kurz als SCID be-
zeichnet. Diese Mause tragen eine Genmutationen, die der Ausléser der SCID-Erkrankung
(engl.: severe combined immunodeficiency) ist. Sie betrifft das PRKDC-Gen (engl.: protein
kinase, DNA activated, catalytic polypeptide) auf Chromosom 16, welches ein Enzym kodiert,
das fur die DNA-Reparatur und V(D)J-Rekombination (siehe Abschnitt 2.1.1) benétigt wird.
Durch die Mutation verliert das Enzym seine Funktion und die M&use kdnnen keine funktionel-
len B- und T-Zellen ausbilden [199]. Dadurch sind die lymphoiden Organe wie Thymus und
Lymphknoten stark verkleinert. In CB17-Prkdcs¢“-Mausen konnten humane PBMCs (engl..
peripheral blood mononuclear cells) bereits Uber einen Zeitraum von bis zu 6 Monaten engraf-
tet werden [200]. Durch Kreuzungen dieses Stammes mit NOD/ShiLt (engl.: non obese diabe-
tic) wurde der Stamm NOD.CB17-Prkdcsc® (NOD.scid) generiert, in dem ein verbessertes En-
graftment humaner PBMCs und HSCs mit héheren Frequenzen erreicht werden konnte
[200, 201]. Die Mause haben jedoch zusétzliche Defekte in der angeborenen Immunantwort
und besitzen aufgrund der spontanen Entwicklung von Thymomen eine relativ geringe Le-
benserwartung von 8,5 Monaten [202]. Des W eiteren wird das Engraftment humaner Zellen in
beiden Stammen stark durch murine NK-Zellaktivitat limitiert [203]. Der Stamm NOD.Cg-
Prkdcse® 112rg™Wi/Sz, (NSG) ist aktuell einer der Stamme mit der hochsten Immundefizienz
[204]. Zusatzlich zum NOD.scid-Hintergrund haben diese Mause eine Knockout-Mutation des
IL-2Ry-Gens (siehe Abschnitt 2.2.2) und bilden dadurch keine NK-Zellen mehr aus. In NSG-
Mausen kann dadurch ein nochmals héheres Engraftment humaner PBMCs bzw. HSCs mit
langfristiger Persistenz erreicht werden. Sie eignen sich dadurch besonders zur Generierung
humanisierter Mause. Dabei wird beispielsweise durch Transplantation humaner, CD34-
positiver hamatopoetischer Stammzellen eine funktionelle humane Hamatopoese in den Mau-
sen ausgebildet [205-207]. Durch die Humanisierung nahern sich die physiologischen Bedin-
gungen im Tiermodel denen des Menschen an, was zu einer besseren Ubertragbarkeit der

Ergebnisse fur die Anwendung im Menschen beitragt.
25 Zielsetzung

Aufgrund der forderlichen Effekte von IL-15 auf die Proliferation und Funktion von CD8*
T-Zellen und die bedeutende Rolle bei der Ausbildung und Persistenz von langlebigen Twew-
Populationen, sollte die Wirkung von IL-15 in der vorliegenden Arbeit in verschiedenen Modell-
systemen zur adoptiven Immuntherapie im Hinblick auf einen zukunftigen klinischen Einsatz
bei der Therapie von Krebserkrankungen untersucht werden. Dabei sollte die Effekte von IL-15
auf CD8* T-Zellen sowohl in vitro als auch in vivo analysiert werden. Im Fokus der in vivo-
Versuche standen dabei zunachst die Auswirkungen von IL-15 auf die homdoostatische Prolife-
ration und das Langzeitiberleben humaner T-Zellen in NSG-Mausen. Die NSG-Maus stellt ein
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wichtiges Modellsystem fir praklinische Versuche dar, da sich aufgrund der starken Immunde-
fizienz dieses Stammes, die sich unter anderem durch vollstandige Abwesenheit von T-, B-,
und NK-Zellen &uBert, viele humane Zelltypen ohne AbstoRungsreaktionen transferieren las-
sen. Aus vorrausgegangenen Versuchen war allerdings bekannt, dass reine CD8* T-Zellpopu-
lationen in NSG-Méausen, aufgrund der Abwesenheit humaner Leukozyten und Zytokine, nur
unzureichende Uberlebenssignale erhalten und wenige Tage nach dem adoptivem Transfer
absterben. In praklinischen Modellen zur Tumortherapie durch adoptiven Transfer tumorreakti-
ver T-Zellen kann dies zur Verringerung oder zum Ausbleiben des Antitumor-Effekts fuhren,
was die Entwicklung und Validierung neuer, T-Zell-basierter Therapiemethoden behindert. Aus
diesem Grund sollten in der vorliegenden Arbeit CD8" T-Zellen mit verschiedenen Antigenspe-
zifitdten und Phanotypen in NSG-Mause transferiert und regelméanig mit IL-15 supplementiert
werden. So sollten unter anderem die Proliferation und Persistenz von alloreaktiven, Leuka-
mie-reaktiven und EBV-reaktiven T-Zellen in Anwesenheit oder Abwesenheit des jeweiligen
Antigens und unter Einfluss von IL-15 untersucht werden. Dabei sollten auch T-Zellen mit
stammzelldhnlichem Tscu-Phénotyp eingesetzt werden, da diese potenziell eine gesteigerte
therapeutische Effizienz aufweisen.

Da fur die vorgesehenen Experimente grof3e Mengen IL-15 bendtigt wurden, war zundchst die
Etablierung eines Protokolls zur rekombinanten Herstellung von IL-15 gefordert. Neben der
Produktion von Wildtyp-IL-15, sollten auch Methoden zur Steigerung der IL-15-Aktivitat und
Bioverfiigbarkeit recherchiert und in der Herstellung superagonistischer IL-15-Varianten umge-
setzt werden. Fir die Produktion der Proteine sollten geeignete Expressionssysteme gefunden
und hinsichtlich Ertrag, Reinheit und Bioaktivitdt der Endprodukte optimiert werden. Zur Vali-
dierung der Effizienz der generierten IL-15-Superagonisten sollten diese sowohl! in immun-
kompetenten als auch in NSG-Méausen, die mit humanen T-Zellen bzw. PBMCs oder HSCs
engraftet wurden, getestet werden. Durch den Einsatz der IL-15-Superagonisten im Rahmen
der Immuntherapie sollten die vorteilhaften Effekte von IL-15 potenziert und die benétigten
Zytokinmengen verringern werden.

Um den potenziellen Nutzwert der IL-15-Superagonisten in Rahmen der adoptiven Immunthe-
rapie zu testen, sollten diese in zwei Tumormodellen mit NSG-Mausen getestet werden. Als
Modell fir hdmatologische Tumore sollten dabei priméare AML-Blasten in NSG-Mausen engraf-
tet werden und durch Injektion AML-reaktiver T-Zellen, die nhach einem bereits im Vorfeld etab-
lierten Protokoll generiert wurden, unter Supplementierung von IL-15 und IL-15-Superagonist-
en behandelt werden. In einem weiteren Modell mit CAR-transduzierten T-Zellen gegen eine
humane Ovarialkarzinomlinie sollte die Wirkung der IL-15-Superagonisten exemplarisch fur
solide Tumore untersucht werden. Zusammenfassend sollten so die Effekte von IL-15 auf
CD8* T-Zellen untersucht und fur die Optimierung der Persistenz und Funktionalitat adoptiv

transferierter CD8"* T-Zellen in préaklinischen NSG-Modellen genutzt werden.
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3 Material und Methoden

31 Bezugsquellen von Geraten und Reagenzien

3.1.1 Laborgerate

Gerat

Typ

Hersteller

137Cs Kleintierbestrahlungsanlage
137¢Cs Zellbestrahlungsanlage
Autoklav

Blotkammer, SDS-Gelkammer
Brutschrank

Chirurgisches Besteck
CO;-Inkubator

Dispenser
Durchflusszytometer
Einfrierbox

Eismaschine
Elektrophoresekammer
Elektroporationsgerat
ELISpot Analysesystem
Feinwaage

Gefrierschrank -80 °C
Infrarotlampe

Inkubator

Laborschiittler, Linear
Laborwaage

Magnetriihrer, heizbar
Mikrotiterplatten-Photometer
Nanodrop Photometer
Netzgerat

Orbitalschiittler
Phasenkontrastmikroskop
pH-Meter

Pipetten

Pipettierhilfe
Reinwasseranlage
Scintillationscounter
Sterilbank

Sterilbank

Stickstofftank
Taumel-Rollenmischer
Thermocycler
Thermohaube
Thermomixer

OB 58-BA
Gammacell-2000
Varioklav 40-60
Mini-Protean Tetra Cell
C1Sm

diverse

Heracell 150i

Dial control 1-5
FACSCanto |l

Mr. Frosty

UBE 50/35

Mupid exU

X cell Gene Pulser Il
Immunospot S5 Versa
AC210S

Hera Freeze, HFU 686
Infraphil

B28

SSL2

MD BA 100

Variomag

Safire

ND-1000

E802

Polymax 1040
Wilovert S

HI2210 und pH211
Transfer S

Pipetus

Purelab Ultra

Wallac Betaplate 1205
Technoflow 2F180-II
HERAsafe
Taylor-Wharton XL-180
7204008

TPersonal

TH 30

Thermomixer 5436

Buchler, Braunschweig
Nuklear Data, Frankfurt
H+P, OberschleiRheim
Biorad, Miinchen
Binder, Tuttlingen

Fine Science Tools, Heidelberg

Thermo Fisher, Dreieich
Eppendorf, Hamburg

BD Biosciences, Heidelberg

Nalgene. Rochester, UK
Ziegra, Isernhagen
Mupid, Tokyo, JP
Biorad, Miinchen
C.T.L.,Bonn

Sartorius, Gottingen
Thermo Fisher, Dreieich
Phillips, Hamburg
Binder, Tuttlingen
Stuart, Staffordshire, UK
Sartorius, Goéttingen
Monotherm, Miinchen
Tecan, Crailsheim
Thermo Fisher, Dreieich
Consort, Turnhout, BE
Heidolph, Schwabach
Hund, Wetzlar

Hanna, Vohringen
Brand, Wertheim
Hirschmann, Eberstadt
Elga, Celle

Perkin Elmer, Baesweiler
Integra, Fernwald
Thermo Fisher, Dreieich
Tec Lab, Konigstein
Marienfeld, Kénigshofen
Biometra, Gottingen
Buhler, Hechingen
Eppendorf, Hamburg
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Typ

Material und Methoden

Hersteller

Thermoschiittler
Tischzentrifuge
Ultraschallstab
Ultrazentrifuge

Vortexer

Wasserbad

Zellbank

Zellerntegerat

Zentrifuge Zellkultur

Zentrifuge, high performance
Zentrifugenbecher fiir Ultrafiltration

3.1.2 Chemikalien

Bezeichnung

Thermomixer comfort
Biofuge Fresco
Sonifier 250

Optima XPN-100
Vortex Genie 2

SW22
Espace 151
Mach I
5810R
Avanti J-201
Jumbosep

Alternativbezeichnung

Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Buckinghamshire, UK
Branson, Danbury, US
Beckman Coulter, Karlsruhe
Bohemia, NY, USA

Julabo, Seelbach

Air Liquide, Dusseldorf
Tomtec, Hamden, US
Eppendorf, Hamburg
Beckman Coulter, Karlsruhe
Pall, Dreieich

Hersteller

Acrylamid-Lésung 29:1

AEC Tabletten

Agarose

AL4 Fixierlosung fiir Rontgenfilm
Ammoniumperoxidsulfat
Azeton

Bromphenolblau
Carboxyfluoresceinsuccinimidylester
Coomassie Brilliant-Blau G-250
Dimethylsulfoxid
Dinatriumhydrogenphosphat
Essigsdure

Ethanol 100 %
Ethylendiamintetraessigsaure
GBX Entwicklerlosung fiir Rontgenfilm
GelRed

Glutathion ox. und red.

Glycerin

Glycin

Harnstoff

Isopropanol

Magnesiumchlorid

Methanol

Natriumchlorid
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Natriumlaurylsulfat

Nonidet P-40

Paraformaldehyd

CFSE
DMSO
Na,HPO,
Eisessig
EtOH
EDTA

Urea
2-Propanol
MgCl,
MetOH
NacCl
NaHPO,
NaOH

SDS

NP-40

PFA

Applichem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Starlab, Ahrensburg
Kodak, Rochester, US
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Life Technologies, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt
Kodak, Rochester, US
Thermo Fisher, Dreieich
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt
Hedinger, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
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Alternativbezeichnung
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Hersteller

Phosphorsaure

Salzsdure 37 %
Tetramethylethylendiamin
Trichloressigsaure
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Trypanblau

Tween-20

Wasserstoffperoxid
B-Mercaptoethanol

3.1.3 Verbrauchsmaterial

Bezeichnung

HCI
TEMED
TCA
TRIS

H,0;
2-Mercaptoethanol

Hersteller

Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt

Amicon Ultrafiltrationseinheiten
Anti-Flag M2 Affinity Beads
Chromatographiesdulen
CLXPosure Rontgenfilm
Einfrierrdhrchen
Einmalhandschuhe
Einmal-Skalpelle
ELISpot-Platten
Eppendorf-Gefille
Erlenmeyerkolben aus Polycarbonat
FACS Réhrchen
Falcon-Réhrchen 15 und 50 ml
His60 Ni Superflow Beads
Kaniilen Sterican

MACS-Beads

MACS-Saulen LS, MS und LD
Petrischalen

Pipettenspitzen

Protein-A Agarose Beads
Serologische Pipetten 1-25 ml
Spritzen 1,2, 5,10 ml
Sterilfilter

Zellkulturflaschen
Zellkulturplatten

Zellsiebe 40, 70 und 100 pum

Millipore, Eschborn

Sigma-Aldrich, Steinheim

Biorad, Minchen

Life Technologies, Darmstadt

Nunc, Wiesbaden
Semperit, Wien, AT
Braun, Melsungen
Millipore, Eschborn
Eppendorf, Hamburg
Corning, Fogostraat, NL

BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
Clontech, Saint-Germain-en-Laye, FR
Braun, Melsungen

Miltenyi, Bergisch Gladbach
Miltenyi, Bergisch Gladbach
Greiner, Frickenhausen
Starlab, Ahrensburg

Life Technologies, Darmstadt
Greiner, Nirtingen

Braun, Melsungen

Millipore, Eschborn

Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen

BD Biosciences, Heidelberg
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3.14 Enzyme, Kits und Reagenzien fur die Molekularbiologie

Bezeichnung

Hersteller

Alkaline Phosphatase (rSAP)

BCA Protein Assay Kit

CellTiter 96® AQueous One Solution
ExpiFectamine 293 Transfection Kit
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
High Pure Plasmid Isolation Kit
Klenow-Fragment

MMESSAGE mMACHINE T7 Kit
Mung bean Nuklease

NucleoBond Xtra Maxi Kit

peqGOLD Protein Marker IV

Q5 Polymerase

Quantikine IL-15 ELISA Kit

Rapid T4 Ligase Kit
Restriktionsendonukleasen (diverse)
Tag-Polymerase

Vectastain Elite ABC Kit

Western Lightning Plus ECL Substrate

Affimetrix, Wycombe, UK

Life Technologies, Darmstadt
Promega, Mannheim

Life Technologies, Darmstadt
Life Technologies, Darmstadt
Roche, Mannheim

New England Biolabs, Frankfurt
Life Technologies, Darmstadt
Promega, Mannheim
Macherey Nagel, Diiren
Peglab, Erlangen

New England Biolabs

R&D Systems, Wiesbaden
Roche, Mannheim

New England Biolabs

Thermo Fisher, Dreieich

Vector Laboratories, Peterborough, UK
Perkin Elmer, Baesweiler

3.1.5 Medien, Zytokine und Antibiotika fur die Zellkultur

Bezeichnung

Hersteller

AIM YV
Blasticidin-S
DMEM

Expi293 Expression Medium
Geneticin G418
Humanserum
IL-12

IL-15

IL-2

IL-21

IL-4

IL-7

L-Glutamin
NEAAs

OptiMEM, farblos
PBS, steril
Pen/Strep
RPMI-1640
Trypsin-EDTA (0.25%), Phenolrot
X-Vivo-15

Zeocin

Life Technologies, Darmstadt
Life Technologies, Darmstadt
Life Technologies, Darmstadt
Life Technologies, Darmstadt
Life Technologies, Darmstadt

Transfusionszentrale der Universitdtsmedizin, Mainz

R&D Systems, Wiesbaden
R&D Systems, Wiesbaden
Chiron, Emeryville, US
Biomol, Hamburg

R&D Systems, Wiesbaden
Merck, Darmstadt

Lonza, Verviers, B

Biochrom, Berlin

Life Technologies, Darmstadt
Life Technologies, Darmstadt
Life Technologies, Darmstadt
Life Technologies, Darmstadt
Life Technologies, Darmstadt
Lonza, Verviers, B

Life Technologies, Darmstadt
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3.1.6 Software
Bezeichnung Hersteller
mylmageAnalysis 2162391.1 | Life Technologies, Darmstadt
GENtle 1.94 | Magnus Manske, Koln
SE central 5.0 | Sci-Ed Software, Morrisville, USA
Immunospot Professional 5.0 | CTL, Bonn
Prism 6.0 | GraphPAD, La Jolla, USA
FacsDiva 6.0 | BD Biosciences, Heidelberg
FlowJo 10.0 | FlowJo LLC, Ashland, USA
Serial Cloner 2.6 | SerialBasics, FR
3.1.7 Antikorper fir die Durchflusszytometrie
Klon Verdiinnung Fluorochrom Hersteller
CCR7 | 4B12 1:40 FITC, PE eBioscience, San Diego, USA
CD27 | 0323 1:40 FITC eBioscience, San Diego, USA
CD28 | CD28.2 1:40 PE eBioscience, San Diego, USA
CD3 | UCHT1 1:20 APC, PE BD Biosciences, Heidelberg
CD33 | WM53 1:20 PE BD Biosciences, Heidelberg
CD4 | 13B8.2 1:20 FITC, PE Beckman Coulter, Karlsruhe
CD45 | J.33 1:20 APC Beckman Coulter, Karlsruhe
CD45RA | HI100 1:20 APC, PE BD Biosciences, Heidelberg
CD45RO | UCHL1 1:20 FITC Beckman Coulter
CD62L | DREG-56  1:40 PE, APC BioLegend, Fell
CD8 | SK1 1:40 FITC, PE, V450 BD Biosciences, Heidelberg
CD80 | MAB104 1:20 FITC Beckman Coulter
CD86 | IT2.2 1:20 PE BD Biosciences, Heidelberg
CD95 | SM1/23 1:40 PE eBioscience, San Diego, USA
HLA-A2 | BB7.2 1:40 PE, FITC BioLegend, Fell
HLA-ABC | B9.12.1 1:20 FITC BD Biosciences, Heidelberg
IgG1 | H2 1:20 FITC, PE, APC, V450 BD Biosciences, Heidelberg
3.1.8 Antikdrper fur IFN-y-ELISpot

Bezeichnung Hersteller

Primarantikérper 1-D1K | Mabtech, Nacka Strand, SE
Sekundarantikorper 7-B6-1-Biotin | Mabtech, Nacka Strand, SE

3.1.9 Antikorper fur Westernblot
Klon Verdiinnung Hersteller
6 x His | AB18184 1:5000 Abcam, Cambridge, UK
anti-Maus | Ziege anti-Maus HRP 170-6516 1:20000 Biorad, Miinchen
IL-15 | SC-8437 1:5000 Santa Cruz, Heidelberg
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3.1.10 Oligonukleotide
Name Sequenz5’-3’ Ziel Schnittstellen
UH242 | CCACTGCTTACTGGCTTATC T7 Promotor, Sequenzierung -
UH243R | GATGGCTGGCAACTAGAAGG BGH, Sequenzierung -
UH259 | CCTAGCAAACGACAGTTTGTC IL-15, Mutagenese -
UH260R | GACAAACTGTCGTTTGCTAGG IL-15, Mutagenese -
UH261 | CGAATTCCGCCACCATGTACAGG IL-15, Klonierung EcoRl
UH262R | CGGATCCGGAAGTGTTGATGAAC IL-15, Klonierung BamHI
UH263R | CTCTAGAGGAAGTGTTGATGAA IL-15, Klonierung Xbal
UH264 | CCAAGCTGGCTAGGTAAG pEF4,Sequenzierung Ndel
UH271 | GCGCATATGAACTGGGTGAATGTAATAAGTG IL-15, Klonierung Ndel
UH272R | CCGGATCCTTAGGAAGTGTGATGAACATTTGG IL-15, Klonierung BamHI
UH273 | GGAGATATACCATGGGCCATCA pET-19b, Sequenzierung -
UH274R | AGTTATTGCTCAGCGGTGGCAG pET-19b, Sequenzierung -
UH279 | TGGACGTGAGCCACGAAGAC IgG1-Fc, Deletion -
UH280R | ACACGGTACGTGCTGTTGTACT IgG1-Fc, Deletion -
UH301 | GACCACACCATCTCTGAAAT IL-15Ra, Sequenzierung =
UH302 | GTCCGACTGATCATCAGTGT IgG1-Fc, Sequenzierung -
UH328 | GTGGTGGAATTCGCCACCAT ILR-Fc, Klonierung EcoRl
CGCAATGATATCTCACTTGTCATCGTCATCCTT .
UH329R ILR-Fc, Klonierung EcoRV
GTAATCAAT GCATTTCAGAGATGGTGTG
UH330 AGAGACCCCGCCCTGGTGCACCAGAGACCCGC ILR-Fc, 13" Insertion )
CCCACCTA AGAGTTGTGACAAAACTCAT
AGGTGGGGCGGGTCTCTGGTGCACCAGGGCG . .
UH331R ILR-Fc, 137 Insertion -
GGGTCTCTAATGCATTTCAGAGATGGTGT
UH332 | AGTGTGGTGGAATTCGCCACC ILR13"-Fc, Klonierung -
UH333R | TACGACCTCGAGTCACTTCCCAGGGCTCAGGCT  ILR13*-Fc, Klonierung -
CGCAATGATATCTCACTTGTCATCGTCATCCTT .
UH336R ILR-@, Klonierung EcoRV
GTATCAGGTGGGGCGGGTCTCTGGTG
3.2 DNA-Aufreinigung und Analyse
3.2.1 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction, PCR) wurde bei der Kon-

struktion der IL-15-Fusionsproteine ILR-@, ILR-Fc und ILR13*-Fc eingesetzt, um sequenz-

spezifisch DNA-Fragmente zu amplifizieren. Dafir wurden Oligonukleotid-Primer generiert,

die den Startpunkt der DNA-Polymerase festlegen. Eine Auflistung der eingesetzten Primer
findet sich in Abschnitt 3.1.8. Der PCR-Mix wurde in einem 0,2 ml PCR-Tube gemal den
Angaben aus Tabelle 1 angesetzt und im Thermocycler platziert. StandardméaRig wurde die

Programmroutine aus Tabelle 2 verwendet. Zur Bestimmung der Temperatur fir die Primer-
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hybridisierung wurde der Schmelzpunkt der Primer nach der Wallace-Regel, mit der Formel
Tv=2x%x(A+T)+4x (G + C) berechnet. Vom Ergebnis wurden 5 °C subtrahiert um die Hyb-

ridisierungstemperatur zu erhalten [208, 209].

Tabelle 1: Pipettierschema fur die PCR

Komponente | 50 ul Reaktion Endkonzentration
5 x Q5 Puffer | 10 pl 1x
10 nM dNTPs | 1 pl pl 200 uM
Primer1 | 2,5 ul 0,5 uM
Primer2 | 2,5 ul 0,5 uM
Plasmid DNA | 1 ng 1ng
Q5 Polymerase | 0,5 pl 0,02 U/ul
ddH,0, nukleasefrei | auf 50 pl -

Tabelle 2: PCR-Protokoll fiir Q5 Polymerase

Schritt | Temperatur Dauer
Denaturierung | 98 °C 30 sec
Denaturierung | 98 °C 10-20 sec
Hybridisierung | 50-72 °C 30 sec 25-35 Zyklen
Elongation | 72 °C 30 sec/kb
Finale Extension | 72 °C 2 min
Pause | 4 °C -
3.2.2 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ermoglicht die Auftrennung von DNA-Fragmenten anhand
ihrer Gré3e. Sie wurde eingesetzt, um die Ergebnisse analytischer Restriktionen zu kontrol-
lieren oder DNA-Fragmente zu isolieren und aufzureinigen. Fir die Herstellung der Gele
wurden 100 ml 1 x TAE-Puffer (Tabelle 3) mit 1 g Agarose versetzt und kurz aufgekocht. Um
die Detektion der DNA unter UV-Licht zu ermdglichen, wurde die Agaroselésung mit 5 pl des
Ethidiumbromid-Ersatzstoffs GelRed versetzt. Der Farbstoff interkaliert in die DNA und wird
durch UV-Strahlung (A = 300 nm) zur Emission von Licht im sichtbaren Bereich (A = 600 nm)
angeregt. Die DNA-Proben wurden mit 6 x Ladepuffer versetzt und in 1 x TAE Puffer bei
100 V in der Elektrophoresekammer aufgetrennt.

Tabelle 3: Lésungen fir die Agarose-Gelelektrophorese
50 x TAE | 2 M TRIS, 0,05 M EDTA, pH 8,3

6 x Ladepuffer | 1 x TAE, 50 % Glycerin, 0,001 % Bromphenolblau
1 % Gellésung | 100 ml 1 x TAE, 1 g Agarose, 5 ul GelRed
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3.2.3 DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Durch den Einsatz von Restriktionsendonukleasen kann DNA sequenzspezifisch gespalten
werden. Dabei entstehen entweder glatte Enden, bei denen Plus- und Minusstrang der DNA
exakt an derselben Stelle gespalten werden, oder Enden mit einem Uberhang, wenn die
Spaltstellen um einige Basenpaare versetzt sind. Wahrend der Klonierung der Expressions-
konstrukte fur IL-15, ILR-@, ILR-Fc und ILR13*-Fc wurde die DNA-Spaltung durch Restrikti-
onsendonukleasen eingesetzt, um gezielt DNA-Fragmente auszuschneiden. Fur die Uber-
prufung von Klonierungen wurden die Restriktionsenzyme so gewdhlt, dass nur das korrekte
Endprodukt ein spezifisches Fragmentmuster nach Auftrennung in der Agarose-Gelelektro-
phorese erzeugt. Fir den analytischen Verdau wurde 1 pg DNA mit 5 U Restriktionsenzym
und 2,5 ul des passenden 10 x Puffers auf 25 pl mit nukleasefreiem Wasser aufgefllt und
fur 2 h Stunden bei 37 °C inkubiert. Bei gleichzeitigem Einsatz von mehreren Enzymen wur-
de ein Puffer gewabhlt, in dem alle Enzyme aktiv sind. Waren die Enzyme nicht in einem Puf-
fer kombinierbar, so wurden sie sequenziell verwendet. Fir eine spatere Isolation und W ei-
terverwendung einzelner DNA-Fragmente wurden bis zu 5 pug DNA im Restriktionsverdau
eingesetzt und die Konzentration der Restriktionsenzyme entsprechend angepasst. Die oben

genannten Inkubationsbedingungen und das Gesamtvolumen wurden beibehalten.
3.24 Klenow-Reaktion

Die Klenow-Reaktion wurde verwendet um DNA-Fragmente, die mit nicht kompatiblen Rest-
riktionsenzymen geschnitten wurden, durch Ligation verbinden zu kdnnen. Sie beruht auf der
Aktivitat des Klenow-Fragments, dem grof3eren der zwei Proteinfragmente, aus denen sich
die DNA-Polymerase-l von E. coli zusammensetzt. 5 -0berhdngende DNA-Einzelstrange
doppelstrangiger DNA werden dabei durch die 5'—3' Polymeraseaktivitdt des Klenow-
Fragments aufgefillt und 3"-Uberhange durch die 3'—5'- Exonukleaseaktivitat abgeschnitten
[210]. So entstehen auf beiden Seiten glatte Enden, die durch Ligation beliebig kombiniert
werden kdnnen. Zur Durchfuhrung der Reaktion wurde 1 pg DNA mit 1 U Klenow-Fragment
mit 33 uM dNTPs in 20 yl Gesamtvolumen fir 15 min bei 25°C inkubiert. Da das Klenow-
Fragment in allen NEB-Restriktionspuffern aktiv ist, wurden Enzym und dNTPs gewd6hnlich
gegen Ende der Restriktionszeit dem Restriktionsansatz zugefligt. Optional wurde die
Klenow-Reaktion durch Zugabe von EDTA auf eine Endkonzentration von 10 mM und Erhit-

zen des Ansatzes fir 20 min auf 75 °C gestoppt.
3.25 Dephosphorylierung endstandiger Phosphatgruppen

Die Dephosphorylierung endsténdiger Phosphatgruppen wurde bei der Klonierung einge-
setzt, um unerwiinschte Ligationen zu verhindern. Meist wurden linearisierte Plasmidvekto-

ren dephosphoryliert, um ihre Religation ohne Insert zu verhindern. Dazu wurde eine rekom-
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binant hergestellte, alkalische Phosphatase (recombinant shrimp alkaline phosphatase,
rSAP) aus der Eismeergarnele Pandalus borealis verwendet [211]. Pro Picomol freier DNA-
Enden wurde 1 U des Enzyms in einem Gesamtvolumen von 25 pl eingesetzt, was etwa 1 g
eines linearisierten 3 kb Plasmids entspricht. Die DNA wurde fiir die Reaktion entweder im
zugehorigen 1 x rSAP-Puffer geldst oder die Dephosphorylierung erfolgte nach dem Restrik-
tionsverdau in einem der NEB-Restriktionspuffer. Inkubiert wurde der Reaktionsansatz bei
37 °C fur 30-60 min. Optional wurde die rSAP 15 min bei 65 °C inaktiviert.

3.2.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNA-Fragmenten wurde bei der Klonierung eingesetzt, um zwei oder meh-
rere DNA-Fragmente zu verbinden. Ligasen bilden eine Phosphodiesterbindung zwischen
dem 3 Hydroxyl- und dem 5 Phosphatrest der Fragmente aus und sind essentielle Kompo-
nenten der DNA-Replikation, Rekombination und von Reparaturmechanismen. Fur die Expe-
rimente dieser Arbeit wurde eine rekombinant hergestellte Ligase des Bakteriophagen T4
verwendet [212, 213]. Die DNA muss vor der Ligation mit Restriktionsenzymen geschnitten
werden, die kompatible, Uberhdngende Enden erzeugen. Alternativ kénnen auch zwei Frag-
mente mit glatten Enden verknlUpft werden. Durch die in Abschnitt 3.2.4 beschriebene
Dephosphorylierung der DNA kann die Ligation spezifischer Fragmente inhibiert werden.

DNA-Ligationen erfolgten in einem Gesamtvolumen von 20 pl mit einem 1:3-Verhéaltnis von
Vektor zum Insert. Die DNA-Fragmente wurden in 1 x Rapid-DNA-Ligationspuffer aquilibriert
und die Ligation daraufhin durch Zugabe von 1 pl T4-DNA-Ligase gestartet. Nach 5 min In-
kubation bei Raumtemperatur wurde der Ligationsansatz entweder direkt fir eine Transfor-

mation (siehe Abschnitt 3.2.7) genutzt oder bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.
3.2.7 Herstellung chemokompetenter E. coli

Die Herstellung chemokompetenter E. coli erfolgte nach der Inoue-Methode [214]. Eine Vor-
kultur von E.coli XL1-Blue wurde 1:100 in 250 ml SOB-Medium (Tabelle 4) angeimpft und bei
18°C bis zu einer Dichte von ODego~ 0,6 kultiviert. Die Zellsuspension wurde daraufhin direkt
in Eiswasser abgekihlt und 10 min bei dieser Temperatur inkubiert. Die Zellen wurden dann
10 min bei 4°C und 2500 rcf pelletiert und anschliel3end in 80 ml eiskaltem TB-Puffer resus-
pendiert. Nach einer weiteren Zentrifugation bei gleichen Bedingungen wurden die Zellen in
20 ml eiskaltem TB-Puffer resuspendiert, mit 1,5 ml DMSO versetzt und aliquotiert zu 200 pl

in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.
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Tabelle 4: Losungen fur die Herstellung chemokompetenter E. coli
SOB-Medium 1L | 2 % Trypton, 0,55 % Hefeextrakt, 10 mM CaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,,

10 mM MgSO., pH 7,0, autoklaviert

10 mM PIPES, 15 mM CaCl,, 250 mM KCI, pH 7,0 mit KOH eingestellt, steril-

filtriert 0,22 pm

TB-Puffer

3.2.8 Transformation von Plasmid-DNA in E. coli

Als Transformation wird die Aufnahme freier DNA durch Bakterien bezeichnet. Bei der Trans-
formation von Plasmid-DNA wird diese von transformationskompetenten E. coli aufgenom-
men und im Verlauf der Zellteilung repliziert. Dadurch findet eine Amplifikation der DNA statt,
die genutzt wurde, um grofRe Mengen der Expressionsplasmide fur die Herstellung von IL-15,
ILR-@, ILR-Fc und ILR13*-Fc zu generieren. Lineare DNA-Fragmente werden von E. coli
schlecht aufgenommen und nicht repliziert. Aus diesem Grund wurde die Transformation
nach Ligationen durchgefuhrt um erfolgreich kombinierte, zirkuldre Plasmide zu isolieren.
Durch den Einsatz von Antibiotika und Resistenzgenen, wurden Klone ohne das gewinschte
Plasmid selektiv am Wachstum gehindert.

Fir die Transformation wurden chemokompetente E.coli XL1 Blue auf Eis aufgetaut und
100 pl der Bakteriensuspension mit 1 ng Plasmid-DNA oder 10 pl Ligationsansatz versetzt.
Der Ligationsansatz wurde 30 min auf Eis inkubiert, anschlieBend erfolgte ein Hitzeschock
fir 1 min bei 37 °C im Wasserbad. Nach erneutem Abkuhlen auf Eis fir 2 min wurden 900 pl
LB-Medium zu jedem Transformationsansatz gegeben und diese fur 45 min bei 37 °C und
150 rpm auf dem Bakterienschiittler inkubiert. Es wurden standardmaflig 50 ul der Bakteri-
ensuspension pro Agarplatte ausgestrichen. Bei umfangreicheren Klonierungen mit geringer
Wahrscheinlichkeit des gewtinschten Endprodukts wurden die Bakterien 10 min bei 4000 rcf
pelletiert, in 100 pl LB-Medium resuspendiert und davon 20-100 pl ausgestrichen. Die Agar-
platten wurden 16-18 h bei 37 °C inkubiert. Positive Kolonien wurden in eine 5 ml Starterkul-
tur Uberfuhrt und die Plasmidsequenz wurde durch analytischen Restriktionsverdau sowie
Sequenzierung verifiziert. Die Zusammensetzung der verwendeten Kulturmedien und Kon-

zentrationen der Antibiotikaldsungen sind in Tabelle 5 aufgelistet.
Tabelle 5: Medien und Lésungen flr die Bakterienkultur

LB-Medium | 0,5 % Hefeextrakt, 1 % Trypton, 1 % NaCl, 5mM NaOH
LB-Agar | 0,5 % Hefeextrakt, 1 % Trypton, 0,5 % NaCl, 5mM NaOH, 1,5 % Agar
Ampicillin Stock | 100 mg/ml Ampicillin in ddH,0
Kanamycin Stock | 50 mg/ml Kanamycin in ddH,0

Chloramphenicol | 34 mg/ml Chloramphenicol in 100 % Ethanol
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3.2.9 DNA-Amplifikation und Isolation

Die Amplifikation von Plasmid-DNA erfolgte, wie in Abschnitt 3.2.8 beschrieben, durch Trans-
formation in E. coli und anschlieBende Kultivierung eines positiven Klons in Anwesenheit von
Selektionsantibiotika. Kleine Plasmid-DNA-Mengen von Bakterienkulturen bis 5 ml und durch
PCR amplifizierte DNA-Fragmente wurden mit dem High Pure Plasmid Isolation Kit isoliert.
GrolRere Mengen von Kulturen bis 500 ml wurden mit dem NucleoBond Xtra Maxi Kit isoliert.
In beiden Systemen wurden die Bakterien zunéachst durch Guanidiniumthiocyanat lysiert und
die DNA im Anschluss an eine Siliciumdioxid-Schicht in einem Zenrifugenréhrchen gebunden
[215]. Dort wurde die DNA mehrfach durch Pufferldosungen gewaschen und letztlich in nukle-
asefreiem Wasser eluiert. Zur DNA-Isolation aus Agarose-Gelen wurden die entsprechenden
Banden mit einem Skalpell unter UV-Licht ausgeschnitten und tber das High Pure PCR Pro-
duct Purification Kit aufgereinigt. Die Anwendung der Kits erfolgte jeweils nach Herstelleran-

gaben.
3.3 Proteinanalyse und rekombinante Proteinexpression
3.31 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Durch die Polyacrylamid-Gelelektrophorese lassen sich Proteine in einer Gelmatrix der Gro-
Be nach auftrennen [216]. Natriumlaurylsulfat (engl.: sodium dodecyl! sulfate, SDS) in Gel-
und Laufpuffern sowie das Aufkochen der Proben in Anwesenheit von -Mercaptoethanol
sorgen daflr, dass die Proteine bis auf ihre Primarstruktur denaturiert werden. Beim Verzicht
auf SDS und B-Mercaptoethanol bleibt die Proteinstruktur erhalten und man spricht von einer
nativen PAGE. Die Zusammensetzung der L6sungen, die in der SDS-PAGE verwendet wur-

den, sind in Tabelle 6 aufgefihrt.
Tabelle 6: Lésungen fir die SDS-PAGE

Losung C | 1,5 M TRIS, 0,4 % (w/v) SDS, pH 8,8
Losung B | 0,5 M TRIS, 0,4 % (w/v) SDS, pH 6,8
10 x Laufpuffer | 2 M Glycin, 250 mM TRIS, 1 % (w/v) SDS
4 x Probenpuffer | 10 % B-Mercaptoethanol, 125 mM TRIS, 8 % SDS, 30 % Glycin,
1 % Bromphenolblau, pH 6,8

Die Gele wurden im Mini-Protean System gegossen und elektrophoretisch aufgetrennt. Pro-
teinhaltige Lésungen wurden vor der elektrophoretischen Analyse mit 4 x Probenpuffer ver-
setzt und 5 min auf 95 °C erhitzt. Zellpellets wurden in 1 x Probenpuffer aufgenommen und
in gleicher Weise erhitzt. Die Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Spannung von
100 V und wurde beendet, sobald die Laufmittelfront das untere Ende des Gels erreichte.
Zur Abschatzung der Fragmentgrof3en wurde eine Spur mit dem peqGOLD IV Molekularge-
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wichtsmarker mitgefuhrt. Es wurden Gele mit 5-12,5 % Acrylamid verwendet. Das Pipettier-
schema fir die verschiedenen Gelkonzentrationen findet sich in Tabelle 7. Die Gele wurden
nach der Elektrophorese entweder unspezifisch mit dem Coomassie-Farbstoff InstantBlue
angefarbt oder nachfolgend im Westernblot (siehe Abschnitt 2.3.2) mit spezifischen Antikor-
pern behandelt. Die densitometrische Auswertung der Signalstarken erfolgte mit der Soft-
ware mylmageAnalysis v2.0.

Tabelle 7: Pipettierschema fiir SDS-PAGE-Gele

Trenngel Sammelgel

Konzentration 7,5% 10 % 125% 15% 17,5 % 5%

ddH,O | 2442 ul 2028 pl 1614 ul 1200 pl 785 pl 1257 ul
Losung B | 1257 pl 1257 ul 1257 ul 1257 ul 1257 ul -

Losung C - - - - - 535 ul
Bis-/Acrylamid (30 %) 1257 ul 1671 ul 2085 pl 2500 pl 2914 pl 357 ul

APS (20 %) 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul 10 ul

TEMED 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul 10 pl

3.3.2 Westernblot

Durch SDS-PAGE aufgetrennte, proteinhaltige Proben kénnen im Westernblot an eine Tra-
germembran gebunden und dort mit spezifischen Antikbrpern nachgewiesen werden
[217, 218]. Die SDS-PAGE-Gele wurden dazu im Mini-Protean System im Tank-Blot-
Verfahren auf eine Nitrozellulosemembran geblottet. Hierflr wurden Whatman-Papier, Trans-
fermatten und Nitrozellulosemembran zunachst in Transferpuffer (Tabelle 8) aquilibriert und
in folgender Reihenfolge in der Transferkassette Ubereinander geschichtet: Transfermatte,
3 x Whatman-Papier, Nitrozellulosemembran, SDS-PAGE-Gel, 3 x Whatman-Papier, Trans-
fermatte. Der Transfer erfolgte bei 400 V, 150 mA und 200 W fir 1 h und wurde durch eine
unspezifische Proteinfarbung mit Ponceau-S-Losung Uberprift. UnregelmaRigkeiten auf der
Membran, die zum Beispiel durch den Einschluss von Luftblasen entstehen kénnen, wurden
dadurch sichtbar gemacht und ggf. dokumentiert. Die Ponceau-Farbung wurde im Anschluss
durch mehrmaliges Waschen der Membran mit PBS riickgéngig gemacht. Freie Bindestellen
auf der Membran wurden durch eine 30-minttige Inkubation in Blockierpuffer abgesattigt. Die
Priméarantikorper wurden nach den Angaben aus Abschnitt 3.1.6 in verdinnt und bei 4 °C fur
16-24 h inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Membran mit PBST wurde sie eine Stun-
de mit einem Meerrettichperoxidase-gekoppelten (engl.: horseradish peroxidase, HRP) Se-
kundarantikorper inkubiert. Nach dem Abwaschen des Sekundéarantikdrpers erfolgte die De-
tektion der Signale mit dem Western-Lightning ECL Kit und CL-XPosure Rontgenfilmen. Die
Substratldsung wurde durch Mischen der beiden Losungen aus dem ECL-Kit im Verhaltnis
1:1 hergestellt und auf die Membran gegeben. Nach 1 min wurde die Membran aus der Sub-
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stratlésungen genommen und zwischen zwei Plastikfolien platziert. Die Entwicklung der Fil-
me wurde in der Dunkelkammer durchgefuihrt, wobei die Filme standardmafig fir 1 min be-
lichtet wurden. Bei schwécheren Signalen wurde die Belichtungszeit auf bis zu 30 min ver-
langert. Die Filme wurden manuell in GBX-Entwicklerldsung entwickelt, kurz in einem Was-
serbad gewaschen und abschlieRend in AL4-Fixierlosung fixiert. Die densitometrische Aus-
wertung der Signalstarken erfolgte mit der Software mylmageAnalysis v2.0 der Firma Ther-

mo Scientific.
Tabelle 8: Lésungen fir den Westernblot

Transferpuffer | 1 x TG-Puffer mit 20 % Methanol
10 x TG-Puffer | 1,92 M Glycin, 250 mM TRIS
Blockierpuffer | 5 % Magermilchpulver in PBS
Ponceau-S Lésung | 0.1 % Ponceau-S in 3 % Trichloressigsaure
PBST | PBS mit 0,2 % Tween

3.3.3 Rekombinante Herstellung von IL-15

IL-15 wurde im Zuge dieser Arbeit rekombinant in E.coli hergestellt. Es faltet sich dabei nicht
in seine native Form, sondern aggregiert zu Einschlusskérpern (engl.: inclusion bodies), die
innerhalb der Zelle verbleiben. Diese Einschlusskdrperchen wurden isoliert und anschlie-
Rend denaturiert. Nach einer affinitdtschromatographischen Aufreinigung tber ein 10 x His-
Tag wurde IL-15 durch Ruckfaltung wieder in die native Form Uberfiihrt. In Tabelle 9 sind alle

Lésungen aufgefihrt, die fir die 1L-15-Produktion verwendet wurden.
Tabelle 9: Losungen fur die rekombinante Herstellung von IL-15

Lysepuffer | 100 mM NaCl, 50 mM TRIS, 1 mM PMSF, 5 mM MgS0,, 10 pg/ml DNAse |,
1 mg/ml Lysozym, pH 8,0
Waschpuffer A | TBS mit 100 mM NacCl, 0,5 % NP40, 0,5 % Triton X-100,
5 mM EDTA, pH 8,0
Waschpuffer B | 3 M Harnstoff, 5 mM EDTA in TBS, pH 8,0
Denaturierungspuffer | 8 M Harnstoff, 50 mM NaH,PQ,4, 10 mM TRIS,
10 mM B-Mercaptoethanol, pH 8,0 (6,3 und 4,5 zum Waschen)
Dialysepuffer A | = Denaturierungspuffer
Renaturierungspuffer | 100 mM TRIS, 500 mM Glycin, 1mM Glutathion ox.,
10 mM Glutathion red., pH 8,0
Dialysepuffer B | 10 mM NaH,PQO,4, 27 uM KCl, 137 mM NaCl, pH 7,4
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3.3.31 Expression in E. coli

Die rekombinante Herstellung von IL-15 und IL-15N72D erfolgte im E.coli-Stamm BL21-
CodonPlus(DE3)-RIL. Dieser Stamm ist transgen fir tRNAs zu den Codons fur Arginin (AGA,
AGG), Leucin (CUA) und Isoleucin (AUA). Diese Codons werden in E.coli selten genutzt und
kénnen die Translation von Fremdgenen behindern. Durch die zusatzlichen tRNAs werden
hohere Expressionslevel rekombinanter Proteine erreicht. Die Expressionsplasmide pET19b-
IL-15 bzw. pET19b-IL-15N72D (Abbildung 41) wurden in kompetente BL-21 transformiert
und Uber Ampicillin und Chloramphenicol selektiert. Positive Klone wurden am nachsten Tag
in eine oder mehrere 5 ml Starterkulturen Uberfiihrt, aus denen groRere Kulturansatze mit
Volumen bis zu 12 L fur die Proteinexpression beimpft wurden. Erreichten die Kulturen eine
Dichte von ODggo = 0,7 wurde die Proteinproduktion durch Zugabe von Isopropyl-B-D-
thiogalactopyranosid (IPTG) zu einer Endkonzentration von 400 uM eingeleitet, wobei die
Temperatur im Bakterienschdttler fur eine gesteigerte Proteinexpression auf 28 °C gesenkt
wurde. 16 h nach der IPTG-Induktion wurden die Zellen durch eine 30-mindtige Zentrifugati-

on bei 6000 rcf pelletiert und entweder direkt lysiert oder bei -80 °C gelagert.

3.3.3.2 Aufreinigung und Rickfaltung von IL-15 und IL-15N72D aus Einschluss-

kdrperchen

Zum Aufschluss der Bakterien wurden sie zu 5 ml/g Nassgewicht in Lysepuffer resuspendiert
und 3 x 3 min bei 200 W und maximalem Output mit einem Ultraschallstab behandelt. Die
Suspension wurde dabei mit Hilfe eines Eisbades unter 20 °C gehalten. Anschliel3end wur-
den Zelltritmmer und Einschlusskérperchen bei 10000 rcf und 4 °C fir 15 min pelletiert und
das Pellet in einer 20-fachen Menge Waschpuffer 1 min bei voller Leistung mit einem Ultra-
schallstab resuspendiert. Unldsliche Bestandteile wurden fir 15 min bei 10000 rcf und 4 °C
pelletiert. Dieser Schritt, durch den leicht I6sliche Zellbestandteile ausgewaschen werden,
wurde insgesamt 3-mal wiederholt. Die Prozedur wurde im Anschluss 4-mal mit Waschpuf-
fer B durchgefiihrt, um schwer I6sliche Zellbestandteile zu entfernen. Die Einschlusskorper-
chen sind in diesen Puffern nicht 16slich und werden durch die wiederholte Zentrifugation im
Pellet angereichert. Durch Zugabe von Denaturierungspuffer und eine 2-stiindige Inkubation
bei 37 °C wurde das verbleibende Pellet samt Einschlusskorperchen in Losung gebracht.
IL-15 bzw. IL-15N72D wurde anschlieBend Uber ein N-terminales 10 x His-Tag mittels
Ni-NTA-Affinitdtschromatographie aus der Losung isoliert. Dazu wurde His60 Ni Superflow
Resin in eine Chromatographiesaule gepackt und mit 10 Volumen Denaturierungspuffer mit
pH 8.0 aquilibriert. Nach Beladen der Saule wurde diese mit je 10 Volumen Denaturierungs-
puffer mit pH 8,0, pH 6,3 und pH 4,5 wiederholt. Die Elution von IL-15 bzw. IL-N72D erfolgte
in 12 Volumen Denaturierungspuffer mit pH 8,0 und 300 mM Imidazol, welches im Anschluss
durch dreifache Dialyse gegen einen 100-fachen Uberschuss Dialysepuffer A entfernt wurde.
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Die IL-15- bzw. IL-15N72D-L6sung wurde anschlieend durch Ultrafiltration bei 3000-
4000 rcf in Amicon Ultra oder Jumbosep Filtereinheiten mit einem MWCO (engl.: molecular
weight cut-off) von 10 kDa auf eine Proteinkonzentration von 2-4 mg/ml konzentriert, trop-
fenweise bis zu einer Endkonzentration von 0,1 mg/ml in Renaturierungspuffer gegeben und
Uber Nacht bei 4 °C auf einem Magnetruhrer bei niedriger Stufe inkubiert. Fehlgefaltetes und
durch Aggregation ausgefallenes IL-15 bzw. IL-15N72D wurde durch Zentrifugation fir
60 min bei 10000 rcf und 4 °C aus der Losung entfernt. Die l6slichen Proteine wurden, wie
oben bereits beschrieben, durch Ultrafiltration mit einem MWCO von 10 kDa konzentriert.
Nach dreifacher Dialyse gegen einen 100-fachen Uberschuss des Dialysepuffers B wurde
IL-15 bzw. IL-15N72D aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Die
genaue Konzentration der Proteine wurde im BCA-Assay bestimmt (siehe Abschnitt 3.4.2)

und ihre Bioaktivitat im Proliferationsassay mit CTLL-2 validiert (siehe Abschnitt 3.4.3).
3.4 Herstellung von superagonistischen IL-15-Fusionsproteinen

Fur die Herstellung der IL-15-Fusionsproteine ILR-@, ILR-Fc und ILR13*-Fc wurde das Ex-
pi293-Expressionssystem verwendet. Die darin enthaltenen Expi293F-Zellen wurden als
Suspensionskultur in Expi293-Kulturmedium bei 120 rpm, 37 °C und 8 % CO; in einem
COz-Inkubator mit Linearschttler kultiviert. Beim Erreichen einer Zelldichte von 5 x 10° Zel-
len/ml wurden sie in frisches Medium Uberfihrt und die Kultivierung mit einer Zelldichte von
1 x 10° Zellen/ml fortgesetzt. Die Transfektion erfolgte bei einer Zelldichte von 3 x 10° Zel-
len/ml. Fur einen 30 ml Ansatz wurden 22,2 ug des Expressionsvektors fir das jeweilige
IL-15-Fusionsprotein (Abbildung 41 und

Abbildung 42) und 0,3 pug eines Expressionsvektors flr das large T antigen des Simian-
Virus-40 (pcDNA3.1-SV40-LTA) in 1,5 ml Opti-MEM und in einem zweiten Ansatz 80 pl Ex-
pifectamine in 1,5 ml Opti-MEM gel6st. Beide Ansatze wurden nach 5 min Inkubation bei
Raumtemperatur vereint und anschlieRend fur weitere 25-30 min inkubiert. Die Transfekti-
onslésung wurde auf 25,5 ml Zellsuspension in Expi293-Expressionsmedium gegeben. Nach
16-18 h in Kultur wurden dem Transfektionsansatz 150 pl der Enhancerlésung E1 und 1,5 ml
der Enhancerlésung E2 zugesetzt. Nach 5-7 Tagen Proteinexpression wurden die Zellen und
Zelltrimmer durch eine 30-minutige Zentrifugation bei 10000 rcf und 4 °C vom Kulturmedium
getrennt und die Fusionsproteine affinitaétschromatographisch aus dem Kulturmedium isoliert.
Fur ILR-Fc und ILR13*-Fc wurden 30 ml Kulturmedium mit 500 ul Protein-A-Agarose versetzt
und Uber Nacht bei 4 °C in einem 50 ml Falcon-Rohrchen auf einem Taumel-Rollenmischer
inkubiert. Fur ILR-@ wurden 500 pl Anti-Flag M2 Affinity Agarose verwendet. Am folgenden
Tag wurden die Agarose-Beads auf eine Chromatographiesaule geladen und mit 10 Volu-
men TBS pH 7,5 gewaschen. Die Elution erfolgte in Fraktionen zu 1 ml mit TBS pH 3,0. Alle
Elutionsfraktionen wurden direkt mit 110 pl 10 x TBS pH 7,5 versetzt um ihren pH-Wert zu
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neutralisieren. Der Proteingehalt der Elutionsfraktionen wurde zundchst ndherungsweise
photometrisch durch Messung der Absorption bei 280 nm bestimmt. Daraufhin wurden die
proteinhaltigen Fraktionen vereint, durch Ultrafiltration in Amicon Ultra oder Jumbosep Fil-
tereinheiten bei 3000-4000 rcf auf 1-2 mg/ml aufkonzentriert und aliquotiert bei -20 °C gela-
gert. Die Bestimmung der genauen Proteinkonzentration erfolgte, wie in Abschnitt 3.4.2 be-
schrieben, Uber einen BCA-Assay. Die Bioaktivitdt wurde durch Proliferationsassays mit
CTLL-2 und Mo7e Uberprift (siehe Abschnitt 3.4.3).

3.4.1 IL-15-ELISA

ELISA ist ein Akronym fur enzyme linked immunoabsorbent assay und bezeichnet ein immu-
nologisches Verfahren zum Nachweis von Proteinen und anderen AntikOrper-Zielstrukturen.
In der vorliegenden Arbeit wurden die Konzentrationen IL-15 und die IL-15-Superagonisten
im Mausserum mit einem Human IL-15 Quantikine ELISA Kit gemessen. Es handelt sich
dabei um einen Sandwich-ELISA, bei dem der primare Antikorper bereits an eine 96-Well
Platte gekoppelt ist. Die Serumproben wurden in dem im Kit enthaltenen Puffer verdiinnt, zu
100 plWell auf die 96 Well Platte gegeben und 4 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Waschschritte, Bindung des sekundaren Antikérpers und Zugabe der Substratldsung erfolg-
ten nach Angaben des Herstellers. Die Farbreaktion wurde abhangig von ihrer Geschwindig-
keit nach 5-30 min durch Zugabe von 50 pl 1 M Phosphorséure gestoppt. Der kolorimetri-
sche Nachweis erfolgte bei einer Wellenlange von 450 nm im Mikrotiterplatten-Photometer.

Als Referenz wurden die Werte bei 570 nm gemessen.
3.4.2 Proteinbestimmung im BCA-Assay

Proteinkonzentrationen aufgereinigter Lésungen wurden im BCA-Assay bestimmt. Bicin-
choninsaure (engl.: bicinchoninic acid, BCA) ist eine heterozyklische Dicarbonsaure, die mit
einwertigen Kupferionen eine violette Komplexverbindung eingeht. In alkalischer L6sung wird
Cu?* in der Biuret-Reaktion durch Proteine quantitativ zu Cu* reduziert. In diesem ersten
Schritt entsteht bereits eine leichte Blaufarbung, die durch den Zusatz von BCA in ein inten-
sives Violett umschlagt. So entsteht in proteinhaltigen Losungen eine Farbentwicklung, deren
Intensitat mit der Proteinkonzentration korreliert. Die Durchfihrung der Tests erfolgte im
Mikrotiterplatten-Format mit dem Pierce BCA Protein Assay Kit nach Angaben des Herstel-

lers. Die kolorimetrische Messung erfolgte bei einer Wellenlange von 562 nm.
3.4.3 Bioaktivitdtsbestimmung von IL-15 und IL-15-Superagonisten

Die Bestimmung der Bioaktivitat von IL-15, ILR-@, ILR-Fc und ILR13*-Fc erfolgte zunéchst
Uber einen Proliferationsassay mit der IL-2/15 abhéngigen Zelllinie CTLL-2. Die Proliferati-

onsrate ist dabei direkt abhangig von der Zytokinkonzentration und wurde entweder durch
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einen *H-Thymidin-Inkorporationsassay oder kolorimetrisch, durch Zugabe der CellTiter 96
AQueous One Solution der Firma Promega, bestimmt. Dazu wurden gewohnlich serielle
Verdunnungsreihen von 5-10000 pmol/L der Zytokine hergestellt und 100-200 pl/Well in
Mikrotiterplatten auf 1 x 10° Zellen gegeben. Nach 4 Tagen Inkubation bei 37 °C, 5 % CO.,
und 95 % Luftfeuchtigkeit wurde die Proliferation durch eine der nachfolgend beschriebenen

Methoden gemessen.
3.4.3.1  *H-Thymidin-Inkorporationsassay

Die Proliferationsbestimmung tber den H-Thymidin-Inkorporationsassay beruht auf dem
Einbau des radioaktiv markierten Nukleosids 3H-Thymidin in neu synthetisierte DNA. Die
Aufnahme von *H-Thymidin ist dabei direkt abhéangig von der Proliferationsrate der Zellen.
®H-Thymidin wurde zur Proliferationsmessung zu einer Endkonzentration von 0,5 puCiWell
auf die Zellen gegeben. Nach 16-18 Stunden Inkubation bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luft-
feuchtigkeit wurden die Zellen durch Einfrieren und Auftauen lysiert und mit einem Zellernte-
gerat auf Glasfiltermatten Ubertragen. Nicht-DNA-gebundenes *H-Thymidin wurde durch
mehrmaliges Waschen mit ddH,O im Erntegerat entfernt. Die Glasfiltermatten wurden ge-
trocknet und mit 20 ml Szintillationsflissigkeit in Folie eingeschweil3t. Die Auswertung erfolg-

te durch Messung der Strahlung in einem Szintillationsdetektor.
3.4.3.2 CellTiter 96-Assay

CellTiter 96 ist eine MTT-basierte Methode zur Bestimmung der Zellproliferation. Dabei wird
der wasserlosliche Farbstoff 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
(MTT) durch Reduktion in Formazan umgewandelt. Die Farbentwicklung ist dabei proportio-
nal zur Anzahl lebender Zellen in der Probe. Zur Bestimmung der Proliferation wurden 20 ul
des CellTiter 96-Reagenzes in 100 pl Kulturmedium gegeben und die Farbentwicklung wurde
nach 2-4 h bei 490 nm im Mikrotiterplatten-Photometer gemessen.

3.5 Zellkultur und zellulare Analysen
351 Kultivierung, Zellzahl- und Viabilitatsbestimmung von Zelllinien

Alle Arbeitsschritte an Zellen oder deren Kulturmedien erfolgten unter sterilen Bedingungen
in einer Sicherheitswerkbank. Die Kultivierung erfolgte, mit Ausnahme von Expi293F, in Zell-
kulturflaschen oder Kulturschalen bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit. Expi293F-
Zellen wurden in sterilen Erlenmeyerkolben bei 37 °C, 8 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit auf
einem Linearschuttler bei 200 rpm kultiviert. Adharent wachsende Zellen wurden bei voll-
standiger Konfluenz neu ausgesat. Dazu wurde das Kulturmedium entfernt und die Zellen

5-10 min mit Trypsin EDTA-L6sung bei 37 °C inkubiert. Dadurch l6sen sich die Zellen von
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der Oberflache des KulturgeféaBes und der Zellverbund wird aufgebrochen. Die Trypsin-
EDTA Losung wurde zweimal mit Kulturmedium ausgewaschen und die Zellen durch Zentri-
fugation von je 5 min bei 450 rcf pelletiert. AbschlieRend wurden die Zellen in einer Konzent-
ration von 0,5-1,5 x 10° Zellen/ml in frischem Medium ausgesét. Suspensionszellen wurden
bei einer Kulturdichte von 4-7 x 10° Zellen/ml durch Zentrifugation bei 450 rcf gesammelt und
ebenfalls in einer Konzentration von 0,5-1,5 x 108 Zellen/ml in frisches Kulturmedium tber-
fuhrt. Die Zellzahlen wurden unter einem Phasenkontrastmikroskop in einer Neubauer im-

proved Zahlkammer bestimmt. Die hierbei verwendete Formal lautet:

Anzahl gezahiter Zellen x 10* x Verdlinnungsfaktor

Zellzahl proml = Anzahl ausgezahlter GroRquadrate

Zur Uberpriifung der Zellviabilitat wurde die Zellsuspension 1:2 bis 1:20 mit Trypanblaul6-
sung verdunnt, wodurch tote Zellen blau angefarbt wurden. Es folgt in den néchsten Ab-
schnitten eine kurze Beschreibung der verwendeten Zelllinien. Die Zusammensetzung der

zugehorigen Kulturmedien ist in Tabelle 10 aufgeflhrt.
3511 HEK 293, HEK 293T und Expi293F

HEK 293 (ATCC: CRL-1573) ist eine humane, embryonale Nierenzelllinie (engl.: human em-
bryonic kidney, HEK), die durch Insertion von Adenovirus 5 DNA immortalisiert wurde. Die
wabenformigen Zellen wachsen adharent und bilden eine Monoschicht aus. Die Linie
HEK 293T (ATCC: CRL-3216) wurde zusatzlich mit dem SV40-LTA transformiert. Dadurch
eignet sie sich besonders fiir die Produktion von Retroviren und rekombinanten Proteinen mit
SV40-Replikationsursprung (siehe Abschnitt 4.5.2.1) [219-221]. Expi293F ist eine kommerzi-
elle Variante der HEK 293-Linie von Life Technologies. Sie erreicht hohe Zelldichten in Sus-
pensionskultur mit bis zu 8 x 10° Zellen/ml und wéchst in serumfreiem Kulturmedium. Auf-
grund dieser Eigenschaften wurde Expi293F in der vorliegenden Arbeit fir die Herstellung
von ILR-@, ILR-Fc und ILR13*-Fc verwendet.

3.5.1.2 CHO

CHO (ATCC: CCL-61) ist eine Zelllinie, die aus dem Ovar des chinesischen Streifenhams-
ters (engl.: chinese hamster ovarian, CHO) stammt. Die meist langlichen Zellen wachsen
adharent und bilden eine Monoschicht aus. CHO ist eine der meistgenutzten Zelllinien fur die
rekombinante Herstellung von Proteinen, insbesondere fir Proteine und monoklonale Anti-

korper, die fur Therapiezwecke bendtigt werden [222-224].
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3.5.1.3 CTLL-2

Die Zelllinie CTLL-2 (ATCC: TIB-214) entstammt einer zytotoxischen T-Zelle einer C57BL/6-
Maus [225]. CTLL-2 exprimieren den murinen IL-15Rafy und reagieren dadurch auf IL-2 und
IL-15 mit konzentrationsabhangiger Proliferation [226]. Aus diesem Grund wird CTLL-2 von
kommerziellen Zytokinproduzenten zur Bestimmung der Bioaktivitat von IL-2 und IL-15 ein-
gesetzt [227]. In der vorliegenden Arbeit wurde sie auRerdem auch zur Bestimmung der Bio-
aktivitaten von IL-15, ILR-@, ILR-Fc und ILR13*-Fc verwendet.

3.5.14 M-07e

M-07e (DSMZ: ACC 104) ist eine humane, zytokinabhéngige Zelllinie, die von einer akuten,
megakaryoblastischen Leuk&mie stammt und wurde aus dem peripheren Blut eines 6 Mona-
te alten Madchens isoliert [228]. M-07e exprimieren den IL-15RBy und reagieren mit konzent-
rationsabhangiger Proliferation auf GM-CSF, IFN-alpha, IFN-3, IFN-gamma, IL-2, IL-3, IL-4,
IL-6, IL-15, NGF, SCF, TNF-alpha und TPO [229, 230]. Aufgrund der von CTLL-2 verschie-
denen Rezeptorkonfiguration wurden sie in der vorliegenden Arbeit zur Bestimmung der Bio-
aktivitat von ILR-@, ILR-Fc und ILR-13*-Fc verwendet.

3.5.15 K562 und K562-A2

Die Zelllinie K562 (ATCC: CCL-243) entstammt dem Pleuraerguss einer 53-jahrigen Patien-
tin mit chronisch myeloischer Leuk&mie in der Blastenkrise [231]. K562-Zellen zeigen eine
minimale Expression von MHC-Klasse-I und MHC-Klasse-Il und werden nicht von CD8*
T-Zellen erkannt [232]. Aufgrund dieser Eigenschaft werden sie haufig als Zielzellen in
NK-Zell-Assays bzw. als Negativkontrolle in CD8* T-Zell-Assays eingesetzt. K562-A2 ist eine
gentechnisch maodifizierte Variante dieser Linie, die konstitutiv HLA-A*0201 exprimiert. Das
B>-Mikroglobulin ist dabei endogenen Ursprungs [233, 234]. K562-A2 wurden in der vorlie-
genden Arbeit zur Stimulation alloreaktiver T-Zellen gegen HLA-A*0201 genutzt. Aul3erdem

wurden sie als Stimulatoren im IFN-y-ELISpot verwendet.
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Tabelle 10: Zusammensetzung der Medien fir die Zellkultur

Bezeichnung Kulturmedium

AML-Linien | RPMI-1640, 10 % FCS, 2 mM L-Glutamin 1 % NEAAs, 1 % Pen/Strep
CHO | RPMI-1640, 10 % FCS, 2 mM L-Glutamin 1 % NEAAs, 1 % Pen/Strep
CTLL-2 | RPMI-1640, 10 % FCS, 2 mM L-Glutamin 1 % NEAAs, 100 U/ml IL-2, 1 % Pen/Strep
Expi293F | Expi293 Expression Medium, 1 % Pen/Strep (Transfektion ohne Pen/Strep)
HEK 293 | DMEM, 10 % FCS, 2 mM L-Glutamin 1 % NEAAs, 1 % Pen/Strep
HEK 293T | DMEM, 10 % FCS, 2 mM L-Glutamin 1 % NEAAs, 500 pg/ml G418, 1 % Pen/Strep
K562 | RPMI-1640, 10 % FCS, 2 mM L-Glutamin 1 % NEAAs, 1 % Pen/Strep
K562-A2 | DMEM, 10 % FCS, 2 mM L-Glutamin 1 % NEAAs, 500 pg/ml| G418, 1 % Pen/Strep
RPMI-1640, 10 % FCS, 2 mM L-Glutamin 1 % NEAAs 10 ng/m| GM-DCF, 1 %
Pen/Strep
Einfriermedium | FCS, 10 % DMSO

M-07e

3.5.1.6 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Die langfristige Lagerung von Zellen erfolgte bei -196 °C in der Gasphase von flissigem
Stickstoff. Flr den Einfrierprozess wurden die Zellen mit einer Zelldichte bis zu 5 x 107 Zel-
len/ml in Einfriermedium (Tabelle 10) aufgenommen und in Kryordhrchen Uberfuhrt. Die
Rohrchen wurden 24 h in einer mit Isopropanol gefiiliten Einfrierbox bei -80 °C gelagert.
Durch das Isopropanol wird die Zellsuspension um etwa 1 °C pro Minute abgekihlt. Das kon-
trollierte Abkiihlen vermindert die Bildung von Eiskristallen und erhéht dadurch die Viabilitat
der Zellen. Nach 24 h wurden die Kryoréhrchen in die Stickstoffbank tberfiihrt und dort bis
zur weiteren Verwendung gelagert. Zum Auftauen wurden die gefrorenen Kryoréhrchen in
37 °C warmem Wasser angetaut und von auf3en mit 70 % Ethanol desinfiziert. Die Zellsus-
pension wurde in 10 ml Kulturmedium oder PBS aufgenommen und 5 min bei 450 rcf zentri-
fugiert. Um DMSO-Reste vollstédndig auszuwaschen, wurde der Vorgang zweimal wiederholt.
Zellzahl und Viabilitdt wurden anschlieend im Hamozytometer (siehe Abschnitt 3.5.1) be-

stimmt und die Zellen in Kultur genommen.
3.5.2 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (engl.: fluorescence-activated cell sorting, FACS) ist ein optisches
Messverfahren mit dem Analysen auf Einzelzellebene durchgefiihrt werden kénnen. Die Zel-
len passieren dabei mehrere Laserstrahlen, deren Licht abhangig von Grof3e, Form und
Granularitat der Zelle seitlich gestreut wird oder die Zelle ohne gréRere Beugungserschei-
nungen passiert, wobei beide Anteile des Lichts von Photodetektoren aufgefangen werden.
Die Analyse der Signalstarke und Verteilung erméglicht Riickschliisse auf die Zellgréf3e und
die Beschaffenheit der Zelloberfliche zu ziehen. Der wichtigste Teil der Durchflusszytomet-

rie, der die Komplexitat der Methode begriindet, ist allerdings die Verwendung von Fluoro-

44



Material und Methoden

chrom-gekoppelten Antikorpern, die verschiedene charakteristische Anregungs- und Emissi-
onsspektren besitzen. Dadurch kdnnen Oberflachenstrukturen der Zellen und durch spezielle
Farbeprotokolle auch intrazellulare Antigene mit unterschiedlichen Fluorochromen markiert
werden. Beim Durchfluss durch das Zytometer werden die Fluorochrome durch monochro-
matische Laser verschiedener Wellenlangen angeregt und emittieren darauthin Licht héherer
Wellenlangen, wodurch die Zellen in einer einzigen Messung auf eine Vielzahl von Merkma-
len untersucht werden kdnnen.

Zur Farbung der Zellen wurden Einzelzellsuspensionen mit bis zu 0,5 x 10° Zellen/ml in
FACS-Puffer (PBS, 0,5 % BSA, 0,01 % Natriumazid) hergestellt und entsprechend den An-
gaben aus Abschnitt 3.1.7 mit Antikdrpern versetzt. Die Inkubation der Antikdrper erfolgte in
FACS-Rohrchen fir 20 min bei 4 °C unter Lichtausschluss. Im Anschluss wurden die Zellen
zweimal mit je 1 ml FACS-Puffer gewaschen und bei 450 rcf pelletiert. Fur die direkte Mes-
sung wurden 0,5 x 108 Zellen/ml in FACS Puffer resuspendiert und fir spatere Messungen
wurden die Zellen in PBS mit 4 % Paraformaldehyd resuspendiert und lichtgeschitzt bis zu
72 h bei 4 °C gelagert. Die Messungen wurden an einem FACSCanto Il Durchflusszytometer
durchgefihrt. Die Auswertung der Rohdaten erfolgte mit den Programmen FACSDiva 6.0
und Flowjo 10.0.

3.5.3 IFN-y-ELISpot

Der IFN-y-ELISpot-Assay (engl.: enzyme-linked immunosorbent spot) ist ein Antikdrper-
basiertes Nachweisverfahren fir Interferon-y (IFN-y), ein proinflammatorisches Zytokin, das
von CD8* T-Zellen nach Antigenkontakt freigesetzt wird. Das Prinzip des ELISpots ist dem
ELISA (siehe Abschnitt 3.4.1) &hnlich und kann auch fiir andere Antigene verwendet werden.
Fir den IFN-y-ELISpot-Assay wird ein IFN-y-spezifischer Antikbrper an eine Tragermembran
gekoppelt auf der im Anschluss die CD8* T-Zellen und Stimulatoren inkubiert werden. INF-y
wird von aktivierten T-Zellen sekretiert und bindet lokal an den gekoppelten Primé&rantikorper.
Die Messung der INF-y-Freisetzung als Reaktion auf verschiedene Stimulatoren kann Aus-
kunft Uber die Antigenspezifitat der untersuchten T-Zellpopulation geben. Die Zellen werden
nach der Inkubation abgewaschen und der Nachweis von IFN-y erfolgt Uber eine Farbreakti-
on, die durch einen sekundéaren, Enzym-gekoppelten, IFN-y-spezifischen Antikorper kataly-
siert wird. Dabei entstehen auf der Membran die fir diesen Assay charakteristischen Farb-
punkte (engl.: spots) an den Stellen, an denen sich aktivierte T-Zellen befanden, wobei die
Intensitat der T-Zellaktivierung mit der Anzahl der Spots korreliert. In der vorliegenden Arbeit
wurden ein biotinylierter Sekundérantikdrper sowie eine Avidin-gekoppelte Peroxidase ver-
wendet. Als Substrat wurde 3-Amino-9-ethylcarbazole (AEC) verwendet, dass durch die Per-

oxidase in den roten Farbstoff 3-Azo-9-ethylcarbazole umgesetzt wird.
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Fir die Durchfuhrung wurde die Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF) der ELISpot-Platte
1 min mit 20 pl 35 % Ethanol aktiviert und im Anschluss dreimal mit je 200 ul PBST (Tabelle
11) gewaschen. Der primare Antikdrper wurde mit PBS auf eine Konzentration von 10 pg/ml
eingestellt und zu 60 pl/Well in die Platte gegeben. Die Bindung des Antikorpers erfolgte
durch Inkubation bei 4 °C fur 16-18 h. Nicht immobilisierte Antikérper wurden durch dreimali-
ges Waschen mit PBS entfernt und freie Bindestellen auf der Membran wurden durch Inku-
bation mit 200 ul Blockierpuffer fiir 30 min abgesattigt. Pro Well wurden 1-2 x 10* T-Zellen
zusammen mit 2-5 x 10* Stimulatoren fir 16-18 h bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtig-
keit in AIM V mit 10 % Humanserum kultiviert. Vor der Entwicklung wurde die Platte fiinfmal
mit je 200 ul PBST gewaschen. Der Sekundarantikérper wurde mit PBS, 0,5 % BSA auf eine
Konzentration von 2 pg/ml eingestellt, zu je 80 pl in die Wells gegeben und fur 2 h bei 37 °C
inkubiert. Der Avidin-Peroxidase-Komplex wurde eine halbe Stunde vor Ablauf der Inkubati-
onszeit angesetzt. Dazu wurden 50 ul Reagenz A und 50 ul Reagenz B aus dem
VECTASTAIN Elite ABC Kit in 10 ml PBS geldst und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Platte wurde nach Ablauf der Inkubationszeit dreimal mit 200 pl PBST und dreimal mit
PBS gewaschen, mit 80 pl/Well des Avidin-Peroxidase-Komplexes beladen und 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Zur Herstellung des AEC-Substrates wurde eine AEC-Tablette in
2,5 ml Dimethylformamid geldst und mit Acetatpuffer auf 50 ml aufgeftllt. Um unlésliche Ag-
gregate zu entfernen, wurde die Lésung durch einen 0,45 pm Filter sterilfiltriert. Die Lage-
rung des Substrates erfolgte unter Lichtausschluss bei 4 °C. Kurz vor Gebrauch wurde dem
AEC-Substrat 0,5 pl/ml 30 % H.O, zugegeben. Nachdem ungebundene Peroxidase-Avidin-
Komplexe durch dreimaliges Waschen mit PBST und PBS von der ELISpot-Platte entfernt
wurden, erfolgte die Farbreaktion mit 100 pl/Well AEC-Substrat fur 5-15 min bei Raumtempe-
ratur und unter Lichtausschluss. Die Reaktion wurde unter flieRendem Wasser abgestoppt
und die Membran der ELISpot-Platte bei Raumtemperatur getrocknet. Die Zahlung der Spots
und Auswertung der Ergebnisse wurde an einem Immunospot S5 Versa Analysegerat mit

der Immunospot Professional Software in der Version 5.3 durchgefihrt.
Tabelle 11: Losungen fur IFN-y-ELISpot

Bezeichnung Zusammensetzung

PBST | PBS, 0,05 % Tween-20
AEC Substrat | 1 AEC Tablette, 2,5 ml Dimethylformamid, 47,5 ml Acetatpuffer
0,45 um filtriert, vor Gebrauch 0,5 pl/ml 30 % H,0, zugeben
Blockierpuffer | AIM V, 5% Humanserum
Acetatpuffer | 46,9 ml ddH,0, 11 ml 0,2 N Natriumacetat, 4,6 ml Essigsaure
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3.54 PBMC-Aufreinigung aus Buffy-Coats

Buffy-Coats von gesunden Spendern wurden von der Transfusionszentrale der Universitats-
medizin Mainz bezogen. Die Isolierung der PBMCs erfolgte Uiber eine Dichtegradientenzent-
rifugation mit Ficoll-Paque. Zunéchst wurde der Inhalt der Transfusionsbeutel steril mit einer
50 ml Spritze entnommen und im Verhdaltnis 1:1 mit PBS gemischt. Im Anschluss wurden
25 ml Ficoll-Paque in 50 ml Falcons vorgelegt und langsam mit je 25 ml des Buffy-Coat/PBS-
Gemisches uberschichtet. Durch 20-mindtige Zentrifugation bei 800 rcf und 4°C wurden die
Bestandteile des Buffy-Coats aufgetrennt. Um eine Verwirbelung der Schichten zu vermei-
den, wurde die Zentrifuge dabei ohne Bremse betrieben. Die PBMCs waren nach diesem
Schritt als weil3e Schicht erkennbar und wurden vorsichtig abgesaugt. Sie wurden zweimal
mit je 25 ml PBS gewaschen um Ficoll-Paque Reste zu entfernen und entweder direkt wei-
terverarbeitet oder zu 5 x 107 Zellen/ml kryokonserviert.

3.5.5 Isolierung von CD8" T-Zellen durch MACS

Die magnetische Zellsortierung (engl.: magnetic activated cell sorting, MACS) ist eine Tech-
nik, bei der an superparamagnetische Beads konjugierte, spezifische Antikbrper zur Auftren-
nung eines Zellgemisches eingesetzt werden. Dabei binden die Antikorper ihre Zielstrukturen
auf der Zelloberfliche und koppeln dadurch die Zielzellen an die Beads. Beim Durchlauf
durch eine magnetisierte Separationssaule werden die Zielzellen zuriickgehalten und so vom
Rest der Zellsuspension getrennt. Auf diese Weise kdnnen spezifische Zellpopulationen an-
gereichert oder ausgeschlossen werden.

Fur die Isolierung von CD8* T-Zellen aus PBMCs wurden humane CD8-Microbeads verwen-
det. Dazu wurden 1 x 10 PBMCs in 80 ul MACS-Puffer (PBS, 0,5 % BSA, 2 mM EDTA,
pH 7,2) resuspendiert und mit 20 pl der CD8-Microbeads fir 15 min bei 4 °C inkubiert. Bei
mehr als 1 x 10’ PBMCs wurden die Mengen entsprechend angepasst. Die Zellen wurden
anschlieBend mit 2 ml MACS-Puffer gewaschen und zu 2 x 102 Zellen/ml im gleichen Puffer
resuspendiert. Zur Separation wurden abhéngig von der Zellzahl MACS MS- oder
LS-Saulen verwendet. Die Saulen wurden in einer magnetischen Halterung platziert und mit
MACS-Puffer aquilibriert. Fir MS-Saulen wurden 0,5 ml und fur LS-Saulen 3 ml Puffer ver-
wendet. AnschlieBend wurde die Zellsuspension aufgetragen und die Saule dreimal mit 0,5
bzw. 3 ml MACS-Puffer gewaschen. Zur Elution wurde die Séule aus dem Magnetfeld ent-
fernt und 1 bzw. 5 ml MACS-Puffer wurden mit einem Stempel durch die Saule gedrtckt. Die
Reinheit des Eluats wurde durchflusszytometrisch mit CD4-, CD8- und CD45-spezifischen
Antikorpern Uberprift und lag gewohnlich bei Uber 95 %. Fir die Isolierung naiver
CD8* T-Zellen wurde ein naives T-Zell-Isolationskit verwendet. Dabei wird der CD8*-Positiv-
selektion eine weitere MACS-Separation vorgeschaltet, bei der nicht-naive Zellen durch ei-
nen Beadcocktail gegen CD45R0O, CD56, CD57 und CD244 entfernt werden. Die Durchfih-
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rung gleicht der Positivselektion, allerdings werden die markierten, nicht-naiven Zellen ver-
worfen und der Durchlauf der Saule fir die nachfolgende CD8-Positivselektion weiterver-

wendet.
3.5.6 Generierung maturierter DCs aus Monozyten

Fir die Generierung maturierter DCs aus Monozyten wurden bis zu 1 x 108 PBMCs eines
gesunden Spenders in eine 10 cm Zellkulturschale tberfuhrt. Dort wurden sie fur 2-3 Stun-
den in Basis-Medium bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert, bis ein Grof3teil
der Monozyten an der Oberflache der Schale adhérierte. Nicht-adharente Zellen wurden
durch Spulen der Schale mit PBS entfernt und verworfen. Die adhérente Zellpopulation wur-
de mit frischem DC-Medium (Tabelle 12) fur 6 Tage weiterkultiviert. Zum Ausreifen der DCs
wurden sie am sechsten Tag der Kultur in frisches DC-Medium mit Maturierungscocktail
Uberfuihrt und fir 24 h weiterkultiviert. Im Anschluss wurden die DCs entweder direkt zur Sti-

mulation von T-Zellen verwendet oder kryokonserviert bei -196 °C gelagert.
Tabelle 12: Kulturmedien fir die DC-Generierung

Basis-Medium | X-Vivo 15, 5 % Humanserum, 50 uM B-Mercaptoethanol
DC-Medium | Basismedium, 1000 U/m| GMCSF und 500 U/ml IL-4
Maturierungscocktail | DC-Medium, 10ng/ml IL1B, 10ng/ml TNFa, 15 ng/ml IL-6, 1pg/ml
Prostaglandin E2

3.5.7 RNA-Elektroporation in DCs

Fur die Generierung HLA-A2-reaktiver T-Zellen wurden zur initialen Stimulation HLA-A2-
transduzierte DCs verwendet, deren Generierung in Abschnitt 3.5.9.3 beschrieben wird.
HLA-A*0201-RNA wurde durch in vitro-Transkription mit dem mMESSAGE mMACHINE
T7-Kit generiert. Der dafir verwendete Vektor pcDNA3.1-HLA-A*0201 wurde freundlicher-
weise von der Arbeitsgruppe von Univ.-Prof. Dr. med. Thomas Wdlfel der Universitatsmedi-
zin Mainz zur Verfugung gestellt. Am Tag der Elektroporation wurden die DCs zweimal mit
farblosem OptiMEM gewaschen und 5 x 10° Zellen in 200 pl OptiMEM aufgenommen. Die
200 pl Zellsuspension wurde mit 20 ug HLA-A*0201-RNA gemischt und luftblasenfrei in eine
4 mm Elektroporationskivette Uberfiihrt. Die Elektroporation erfolgte fir 5 ms mit einem
400-V-Impuls in Rechteckschwingung. Danach wurde die Zellen sofort in 1 ml vorgewarmtes
DC-Medium gegeben und in einer 12-Well-Platte bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtig-
keit kultiviert. Nach 24 Stunden wurde die HLA-A2-Expression durchflusszytometrisch tber-

pruft.
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3.5.8 Bestrahlung von Zellen

Die Bestrahlung von Zellen erfolgte in einer Gammacell-2000 *3’Cs-Zellbestrahlungsanlage.
Dazu wurden die Zellen in Suspension gebracht und in 15 oder 50 ml Falcon-R6hrchen im
Gerat platziert. Die Strahlendosis wurde Uber die Bestrahlungszeit reguliert. Aus Strahlen-

schutzgrinden wurden stets ein Dosisleistungsmessgerat und ein Filmdosimeter mitgefuhrt.
3.5.9 Generierung antigenspezifischer T-Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurden humane, antigenspezifische CD8* T-Zellen in vitro durch
wochentliche Stimulation mit verschiedenen Zellpopulationen generiert. Unabhangig von der
Spezifitat der T-Zellen erfolgte die Kultivierung der T-Zellen in T-Zellmedium (Tabelle 13) bei
37 °C, 5% CO,, 95 % Luftfeuchtigkeit und bei einer initialen Zelldichte von 1-2 x 10° Zel-
len/ml. Die Anzahl der eingesetzten Stimulatoren wurde in Abhangigkeit ihrer ZellgréRe, Fa-
higkeit zur Antigenprasentation und Kostimulation variiert. Stimulatoren und Kulturmedium
wurden wochentlich ausgewechselt. Ab Tag 14 wurde IL-12 im Kulturmedium durch IL-21
ausgetauscht. Bei Stimulation mit DCs wurde auf zuséatzliches IL-12 im Kulturmedium ver-
zichtet. In den folgenden drei Abschnitten wird die Generierung der HLA-A2, AML und EBV-

reaktiven T-Zellen im Detail beschrieben.
Tabelle 13: Kulturmedien fur die T-Zellkultur

T-Zellmedium bis Tag 14 | AIM V, 10 % Humanserum, 5 ng/ml IL-7, 1 ng/ml IL-12, 5 ng/ml IL-15,
10 ng/ml IL-21

T-Zellmedium ab Tag 14 | AIM V, 10 % Humanserum, 5 ng/ml IL-7, 1 ng/ml IL-12, 5 ng/ml IL-15,
100 U/ml IL-2

3.5.9.1 Generierung alloreaktiver T-Zellen gegen HLA-A*0201

CD8* T-Zellen wurden, wie in Abschnitt 3.5.5 beschrieben, tber CD8-MACS aus PBMCs
eines gesunden, HLA-A2 negativen Spenders isoliert. Die ersten zwei Stimulationen erfolg-
ten mit autologen, HLA-A*0201 transduzierten DCs im Verhéltnis 10:1. Die Elektroporation
der DCs mit HLA-A*0201 RNA erfolgte gemal der Angaben aus Abschnitt 3.5.7. Die DCs
wurden mit 25 Gy bestrahlt um ihr Auswachsen zu verhindern und den T-Zellen im Verhaltnis
1:10 zugesetzt. Ab Tag 14 wurden K562-A2 zur Stimulation verwendet, die mit 100 Gy be-
strahlt und den T-Zellen ebenfalls im Verhaltnis 10:1 zugesetzt wurden. Die Reaktivitat der
so generierten T-Zellen wurde gewohnlich an Tag 21 sowie vor der Weiterverwendung der
T-Zellen im IFN-y-ELISpot gegen K562-A2 tberprift.
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3.5.9.2 Generierung AML-reaktiver T-Zellen

Vorstimulierte, AML-reaktive T-Zellen waren bereits kryokonserviert vorhanden und wurden
in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. med. Wolfgang Herr der Universitadtsmedizin Mainz gene-
riert. Dazu wurden naive CD8* T-Zellen eines gesunden Spenders Uber MACS isoliert und
repetitiv mit HLA-inkompatiblen, primaren AML-Blasten, die zuvor mit 35-65 Gy bestrahlt
wurden, im Verhaltnis 1:1 stimuliert. Fir die in der vorliegenden Arbeit durchgefihrten Ver-
suche wurden kryokonservierte, AML-reaktive T-Zellen mit einer Kulturdauer von 35-42 Ta-
gen aufgetaut, im Verhaltnis 1:1 mit AML-Blasten restimuliert und nach 5 Tagen in Kultur fur
die in vivo-Versuche verwendet. Die Reaktivitdt der Zellen wurde an Tag 4 mittels IFN-y-
ELISpot gegen Blasten der jeweiligen AML Uberpruft.

3.5.9.3 Generierung EBV-reaktiver T-Zellen mit Tscm-Phénotyp

Fur die Generierung EBV-Peptid-spezifischer Tscw wurden CD8* T-Zellen Uber CD8-MACS
oder naive-CD8-MACS isoliert. Beide Populationen wurden in Anwesenheit von 5 uM
TWS119 (Biozol) mit EBV-Peptid beladenen DCs im Verhaltnis 10:1 stimuliert. Dabei wurden
die Peptide LMP2 (CLGGLLTMV), BMLF1 (GLCTLVAML) und BRLF1 (YVLDHLIVV) mit ei-
ner Konzentration von je 5 pg/ml Kulturmedium eingesetzt. Die DCs wurden direkt vor ihrem
Einsatz mit 25 Gy bestrahlt und die Reaktivitat der generierten T-Zellen wurde vor ihrer wei-
teren Verwendung im IFNy-ELISpot gegen EBV-Peptid beladenen DCs uberpriift.

3.6 Arbeiten mit Versuchstieren

Die Zucht und Haltung der Mause, die fir die in vivo-Versuche dieser Arbeit verwendet wur-
den erfolgte durch die Tierpfleger der zentralen Versuchstiereinrichtung der Johannes Gu-
tenberg-Universitat Mainz (engl.: Translational Animal Research Center, TARC). Die Mause
wurden unter kontrollierten SPF-Bedingungen (engl.: specific pathogen free) in Filtertop-
Kéafigen gehalten und erhielten autoklaviertes Wasser und Trockenfutter ad libitum. Dem
Trinkwasser wurde zum Schutz vor bakterieller Kontamination 0,08 mg/ml des Antibiotika-
gemisches Borgal zugesetzt (40 mg/ml Sulfadoxin, 200 mg/ml Trimethoprim). Alle Versuche
wurden nach behdrdlicher Genehmigung, im Einklang mit dem deutschen Tierschutzgesetz
und nach den Empfehlungen der GV-SOLAS (Gesellschaft fir Versuchstierkunde / Society
of Laboratory Animals) durchgeftihrt.
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3.6.1 Ganzkorperbestrahlung

NSG-Mause wurden vor dem AML-Transfer subletal mit 1,5 Gy bestrahlt. Durch die Bestrah-
lung erfolgt eine Konditionierung des Knochenmarks, die das Engraftment der AML-Blasten
unterstitzt [206, 235]. Die Bestrahlung erfolgte in der Kleintierbestrahlungsanlage mit einer
137Cs Strahlungsquelle. Die Regulation der Strahlendosis erfolgte Gber die Bestrahlungszeit.
Ein Dosisleistungsmessgerat und ein Filmdosimeter wurden dabei aus Strahlenschutzgriin-

den mitgefuhrt.
3.6.2 Blutentnahme an der Schwanzvene

Vor Entnahme peripherer Blutproben wurden die Mause in einem Kéfig mit einer Rotlicht-
lampe erwdrmt, um eine Dilatation der Blutgefal3e zu erreichen. Die Blutentnahme erfolgte
durch Punktion der Schwanzvene und das Blut wurde in 500 pl Eppendorfgeféa3en gesam-
melt. Um die Gerinnung der Blutproben zu verhindern, wurden 10-20 ul Heparin vorgelegt.

Bei der Serumgewinnung wurde dem Blut kein Heparin zugesetzt.
3.6.3 Injektion von Zellsuspensionen und Zytokinlésungen

Die Injektionen von Zellsuspensionen und Zytokinlésungen erfolgte unter sterilen Bedingun-
gen in den Rdumen des TARC und unter einer Sicherheitswerkbank. Dabei wurden gewohn-
lich sterile 1 ml Spritzen mit 26 G Kanile verwendet. In den folgenden zwei Abschnitten wer-

den die drei angewandten Injektionsroutinen naher beschrieben.
3.6.3.1 Intravendse Injektion

Der Transfer von T-Zellen und AML-Blasten erfolgte durch intravenése (i.v.) Injektionen. Die
Zellen wurden vor dem Transfer zweimal mit PBS gewaschen und in PBS mit 0,5 % FCS
resuspendiert. Die Mause wurden zunachst in einem Kafig mit einer Rotlichtlampe erwarmt,
wodurch die Schwanzvene deutlich sichtbar hervortritt. Fur die Injektion wurden die Mause in
einem Restrainer fixiert und der Schwanz der Mause mit 70 % Ethanol desinfiziert. Anschlie-
Rend wurde die Zellsuspension mit einem Maximalvolumen von 200 ul in die laterale

Schwanzvene der Mause injiziert.
3.6.3.2 Intraperitoneale Injektion

Zytokinlésungen wurden gewohnlich intraperitoneal (i.p.) injiziert. Dabei wurden die Mause
durch einen Nackengriff mit der linken Hand fixiert. Die Einstichstelle wurde ventral, etwa
2 cm Uber dem Schwanzansatz und 1 cm rechts oder links der Kérpermitte gewéhlt. Das

maximale Injektionsvolumen betrug hierbei 300 pl.
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3.6.3.3 Subkutane Injektion

Die Etablierung subkutaner Tumore erfolgte durch subkutane (s.c.) Injektion tumorigener
Zellen. Daftr wurden die Mause im Nackengriff fixiert und die Haut an der Einstichstelle zwi-
schen Daumen und Zeigefinger leicht angehoben. Die Injektion von 200 ul Zellsuspension
erfolgte ventrolateral unter die Haut. Bei korrekter Durchfiihrung bildet sich direkt nach der
Injektion eine sichtbare Woélbung um die Einstichstelle, die nach wenigen Minuten ver-

schwindet.
3.6.4 Chirurgische Organentnahme und Herstellung von Einzelzellsuspensionen

Die Versuchstiere wurden am Ende der Versuche durch zervikale Dislokation getotet und die
Organentnahme erfolgte mit sterilem chirurgischem Besteck unter einer Sicherheitswerk-
bank. Dazu wurden die toten Tiere mit 70 % Ethanol desinfiziert und die Bauchhéhle wurden
durch einen ventralen Schnitt er6ffnet.

Milz, Leber und Dinndarm wurden aus der Bauchhohle entfernt und kurzfristig in Praparati-
onsmedium (RPMI-1640, 10 % FCS) gelagert. Der Brustraum wurde gedffnet um Proben der
Lunge zu entnehmen oder Blutproben durch Punktion des Herzens zu gewinnen. Proben des
Knochenmarks wurden aus dem Femur der hinteren Extremitaten ausgespult. Dazu wurde
der Knochen von umliegender Muskulatur und Geweberesten befreit, kurz durch Eintauchen
in Isopropanol desinfiziert und die Epiphysen mit sterilem Besteck abgetrennt. Dadurch liegt
die Markhohle (Cavitas medullaris) frei und das Knochenmark wurde mit Praparationsmedi-
um und einer 25 G Kanile ausgespult. Um Einzelzellsuspenionen von Knochenmark oder
anderen Organen herzustellen, wurde der Zellverbund mechanisch durch Reiben mit der
Stempelplatte einer 1 ml Spritze auf einem Zellsieb mit 70 um Maschenweite geltst. Das
Sieb wurde mit Praparationsmedium gespilt und die Zellsuspenion in 50 ml Falcon-
Rohrchen aufgefangen. Optional wurden die Zellen 2-3 min in Erythrozyten-Lysepuffer inku-
biert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Einzelzellsuspenionen gewdhnlich

der durchflusszytometrischen Analyse zugefihrt.

52



4 Ergebnisse

4.1 Rekombinante Herstellung von IL-15 und IL-15N72D

Fur die in vivo-Versuche dieser Arbeit wurden grol3e Mengen von IL-15 bendtigt. Aus diesem
Grund wurde zunachst ein Protokoll fir die rekombinante Herstellung von IL-15 in E. coli
etabliert und neben Wildtyp-IL-15 auch IL-15N72D produziert, eine Punktmutante, die bereits
in Abschnitt 2.2.3 vorgestellt wurde. Die Einzelheiten, die das verwendete Expressionssys-
tem und den Herstellungsprozess betreffen, finden sich im Material und Methoden-Teil die-
ser Arbeit in Abschnitt 3.3.3. In den nachfolgenden Abschnitten werden die Ergebnisse, wel-
che die Reinheit, den Ertrag und die Bioaktivitat von IL-15 und IL-15N72D aus eigener Pro-
duktion betreffen, besprochen.

41.1 Design der Expressionsvektoren

Zur rekombinanten Herstellung von IL-15 und IL-15N72D wurden die cDNA-Sequenzen bei-
der Zytokine mit den Primern UH271 und UH272R amplifiziert. Die Primer fuhren am
5°-Ende eine Ndel- und am 3"-Ende eine BamHI-Schnittstelle ein, die zur Insertion der PCR-
Produkte in die multiple Klonierungsstelle (engl.: multiple cloning site, MCS) des durch IPTG
induzierbaren Expressionsvektors pET19b genutzt wurden. AuRerdem wurde durch UH271
ein N-terminales 10 x HIS-Tag mit Enterokinase-Schnittstelle inseriert, das fur die spéatere,
affinitatschromatographische Aufreinigung genutzt wurde. Fir die Klonierung wurden
pPET19b und die PCR-Produkte von IL-15 bzw. IL-15N72D mit Ndel und BamHI geschnitten,
Uber eine praparative Agarose-Gelelektrophorese aufgereinigt und mit pET19b ligiert. Die
Ligationsansatze wurden in chemokompetente XL-1 Blue transformiert und tber Ampicillin
selektiert. Die Plasmid-DNA je eines positiven Klons wurde amplifiziert und die korrekte Ba-
senabfolge der proteinkodierenden Regionen (engl.: coding sequence, CDS) durch Restrikti-
onsanalyse und zwei unabhéngigen Sequenzierungen mit den Primern UH273 und UH274R
verifiziert. Um unerwinschte Punktmutationen auszuschlieRen, wurden die Aminosaurese-
quenzen mit der IL-15-Referenzsequenz verglichen. Die Sequenzalignments sind in Abbil-
dung 6 dargestellt. Dabei ist die Punktmutation in pET19b-IL-15N72D durch einen Asterisk
hervorgehoben. Eine Plasmidkarte der beiden Konstrukte findet sich im Anhang (Abbildung
41).
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PET19b-IL-15 1 MGHHHHHHHHHHSSGHIDDDDKHNWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYT 50
FEEEEEEEr e
IL-15 mature 1 —mmmmmm e NWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYT 27
PET19b-IL-15 51 ESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGDASIHDTIVENLIILANNSLSSN 100
Prrrrrrrr e e e e e e e e e
IL-15 mature 25 ESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGDASIHDTVENLIILANNSLSSN 77
PET19b-IL-15 101 GNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVOMFINTS 137
PEEEEErrr et e e
IL-15 mature 75 GNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVQMFINTS 114
PET19b-IL-15N72D 1 MGHHHHHHHHHHSSGHIDDDDKHNWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYT 50
CEEEEEEEE e
IL-15 mature 1 mmmmmmmm e NWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYT 27

PET19b-IL-15N72D 51 ESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGDASIHDTVENLIILANDSLSSN 100

Frrrrrerrrrrrrrererr ettt r et =i
IL-15 mature 25 ESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGDASIHDTVENLIILANNSLSSN 77

PET19b-IL-15N72D 101 GNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVQOMFINTS 137

FEEEEErrrrr et
IL-15 mature 75 GNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVQMFINTS 114

Abbildung 6: Aminosaure-Alignment von IL-15 und IL-15N72D. Die CDS von pET19b-IL-15 und
pPET19b-IL-15N72D wurden sequenziert und in Aminosauresequenzen Ubersetzt. Diese Sequenzen
wurden mittels lokalem Sequenzalignment mit der IL-15-Referenzsequenz (NCBI: AAB97518) vergli-
chen. A) Alignment von pET19b-IL-15 mit IL-15 Referenzsequenz B) Alignment von pET19b-
IL-15N72D mit der IL-15-Referenzsequenz.

41.2 Aufreinigung und Unterscheidung einzelner Chargen

Die Produktion von IL-15 und IL-15N72D wurde wie in Abschnitt 3.3.3 beschrieben durchge-
fuhrt. Um einzelne Chargen besser unterscheiden zu kdnnen, wurden sie mit einem Index
versehen, der aus einer Kombination von Ziffern und Buchstaben besteht, die dem Protein-
namen (IL-15 oder IL-15N72D) mit einem Doppelkreuz (#) nachgestellt wurde. Aus einer
mehrere Liter umfassenden Bakterienkultur wurden zunachst die Einschlusskérperchen iso-
liert und in Losung gebracht. Diese wurde aliquotiert und fur die nachfolgenden Aufreinigun-
gen verwendet. So wurden aus einer Bakterienkultur verschiedene Chargen aufgereinigt, die
aufsteigend nummeriert wurden. Dabei sind die Ziffern unabhangigen Kulturansatzen zuzu-
ordnen, wahrend die Buchstaben die individuellen Aufreinigungen kennzeichnen. Die genaue
Zuordnung jeder Charge war wichtig, um eine homogene Bioaktivitat von IL-15/IL-15N72D

fur die in vivo-Versuche gewahrleisten zu kénnen.
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4.1.3 Bestimmung von Ertrag und Reinheit

Die Expression von IL-15 und IL-15N72D konnte bis zu 16 h durchgefiihrt werden, ohne
dass unerwiinschte Abbauprodukte entstanden, welche bei der Affinitatschromatographie
stbren konnten. Die Proteinkonzentration nach Aufreinigung der Einschlusskdrperchen wur-
de durch BCA-Assays bestimmt, fir die ndherungsweise Bestimmung wurden auch photo-
metrische Messungen bei 280 nm durchgefiihrt. Die Reinheit der Proteine wurde anhand
densitometrischer Auswertungen von SDS-PAGE-Signalen berechnet. Es werden hier bei-
spielhaft die Ergebnisse der Chargen IL-15#5A und IL-15#5B sowie IL-15N72D#2A und
IL-15N72D#2B gezeigt. Die Ergebnisse der anderen Chargen waren vergleichbar und Char-
gen mit einer Reinheit unter 93 % oder einer niedrigen Bioaktivitat, d.h. mit einer
EDso > 3 mg/ml im CTLL-2-Proliferationsassay, wurden verworfen und nicht fur die in vivo-
Versuche verwendet. Abbildung 7A zeigt die Proteinkonzentrationen von IL-15#5A und
IL-15N72D#2B nach Aufreinigung der Einschlusskorperchen. Die gezeigten Werte beziehen
sich auf jeweils 1 | Kulturansatz. Fir IL-15#5A wurden 47 mg/l gemessen, fir IL-15N72D#2B
53 mg/l. Die densitometrisch bestimmte Reinheit von IL-15#5A lag bei 75 % und die von
IL-15N72D#2B bei 71 %. Ublicherweise lagen die Proteinkonzentrationen auf dieser Produk-
tionsstufe im Bereich von 40-55 mg/l und die Reinheiten bei 60-80 %. Abbildung 7B zeigt
eine SDS-PAGE, in der die Einschlusskorperchen beider Proteine elektrophoretisch aufge-
trennt wurden. Das IL-15/IL-15N72D-Signal liegt bei etwa 14 kDa und ist bereits deutlich als
das starkste Signal zu erkennen. Verunreinigungen mit héherem Molekulargewicht sind dar-
Uber als Schweif sichtbar. Die nachfolgenden Schritte im Aufreinigungsprotokoll, also Affini-
tatschromatographie und Rickfaltung, sowie Dialyse und Proteinkonzentration, waren durch
starke Verluste von IL-15/IL-15N72D gekennzeichnet. Besonders wahrend der Ruckfaltung
ging ein Grof3teil des eingesetzten Proteins verloren, da fehlgefaltete IL-15/IL-15-N72D-
Varianten entstanden, die in der Pufferldsung aggregierten und letztlich ausfielen. Von den
47 mg/l IL-15#5A, die nach Aufreinigung der Einschlusskorperchen gemessen wurden, konn-
ten am Ende der Aufreinigung nur 2,0 mg/l natives IL-15 isoliert werden. Fur IL-15N72D#2B
betrug der finale Ertrag 1,8 mg/l. Die Reinheit der Proteine wurde durch den Aufreinigungs-
prozess fiir IL-15#5A auf 96 % und fiir IL-15N72D#2B auf 95 % angehoben. Ublicherweise
konnten 1,6-2,2 mg IL-15/IL-15N72D mit einer Reinheit von tber 95 % aus einem Liter Bak-
terienkultur isoliert werden. Abbildung 7C zeigt exemplarisch eine SDS-PAGE der final auf-
gereinigten Chargen IL-15#5A und IL-15N72D#2B. Das Protein erscheint als klar abgegrenz-

tes Signal, Verunreinigungen sind kaum vorhanden.
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Abbildung 7: Ertrag, Reinheit und Bioaktivitat von IL-15 und IL-15N72D. A) Reinheiten und Ertra-
ge von IL-15#5A und IL-15N72D#2B nach Aufreinigung der Einschlusskérperchen und fir die riickge-
falteten Endprodukte. Die Reinheiten sind als Prozentwerte angegebenen und wurden densitomet-
risch anhand von SDS-PAGE-Aufnahmen bestimmt. B) SDS-PAGE von IL-15#5A und IL-15N72D#2B
nach Aufreinigung der Einschlusskorperchen. C) SDS-PAGE mit rickgefaltetem IL-15#5A und
IL-15N72D#2B. D) Vergleich der Bioaktivitaten von IL-15- und IL-15N72D-Chargen im Vergleich zu
kommerziell erworbenem IL-15. Fir die Messung wurden CTLL-2 Zellen 4 Tage mit verschiedenen
IL-15-Konzentrationen kultiviert und die Proliferation daraufhin in einem 3H-Thymidin-Assay bestimmt.
IL-15REF = kommerziell erworbenes IL-15 als Referenz.

4.1.4 Bestimmung der Bioaktivitat im CTLL-2-Proliferationsassay

Zur Bestimmung der Bioaktivitat von IL-15 und IL-15N72D wurde standardmaflig die 1L-2/15-
abhangige Zelllinie CTLL-2 verwendet. Das Wachstum dieser Zelllinie setzt voraus, dass
eines der beiden Zytokine in mindestens picomolarer Konzentration im Kulturmedium vor-
handen ist. HOhere Konzentrationen bewirken eine verstarkte Proliferation, wodurch sich
konzentrationsabhangige Wachstumskurven erstellen lassen. Fir die Bioaktivitatsbestim-
mung wurden serielle Verdinnungsreihen der IL-15/IL-15N72D-Chargen hergestellt und im
CTLL-2-Proliferationsassay getestet. Die Proliferation wurde nach 4 Tagen durch Zugabe
von *H-Thymidin fir 16 h und anschlieRender Messung im Betastrahlendetektor bestimmt.
Als Richtwert wurde kommerziell erworbenes IL-15 der Firma Peprotech mitgefuhrt
(IL-15REF). Wie in Abbildung 7D gezeigt, waren die IL-15/IL-15N72D-Chargen, welche auch
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in den in vivo-Experimenten zum Einsatz kamen, hinsichtlich ihrer Bioaktivitat auf CTLL-2
gleichwertig zur kommerziellen Kontrolle. Die EDsq lag Ublicherweise zwischen 0,5 und
1 ng/ml. Die geringen Unterschiede in der Bioaktivitat zwischen den einzelnen Chargen wur-
den fur die nachfolgenden Versuche beriicksichtigt. Dazu wurde ein Standard-IL-15 mit einer
EDso; von 1 ng/ml im CTLL-2-Proliferationsassay definiert und die in vivo eingesetzten
IL-15/IL-15N72D-Konzentrationen hinsichtlich der Bioaktivitat der jeweiligen Charge ange-
passt.

4.2 Vergleich der Bioaktivitaten von IL-15 und IL-15N72D

IL-15N72D ist eine IL-15-Punktmutante mit erhdhter Bioaktivitat. Wie in Abschnitt 2.2.3 be-
schrieben, wurde diese gesteigerte Bioaktivitéat bisher nur in vitro und mit Zellen, die den hu-
manen, niederaffinen IL-15RBy exprimieren, beschrieben [87]. In den hier vorgestellten Ver-
suchen wurde die Bioaktivitat von IL-15 und IL-15N72D sowohl in vitro als auch in vivo und

zusatzlich mit unterschiedlichen IL-15-Rezeptorkonfigurationen ermittelt.
421 In vitro-Proliferationsassay mit CTLL-2- und AML-reaktiven T-Zellen

Um die gesteigerte Proliferationswirkung von IL-15N72D gegeniiber Wildtyp-IL-15 in vitro zu
testen, wurden Proliferationsassays mit der murinen, IL-2/15 abhangigen Zelllinie CTLL-2
und der oligoklonalen, AML-reaktiven T-Zelllinie 5B2 durchgefihrt. CTLL-2 exprimieren den
murinen, niederaffinen IL-15RBy wahrend 5B2 den humanen, niederaffinen IL-15RBy expri-
mieren.

Die Zellen wurden in 96-Well-Platten mit verschiedenen Konzentrationen von IL-15 und
IL-15N72D kultiviert. Zur zuséatzlichen Stimulation wurden die 5B2-T-Zellen im Verhaltnis
10:1 mit letal (100 Gy) bestrahlten Zellen der AML MZ667 kultiviert. Der 5B2-Ansatz wurde in
Anwesenheit und Abwesenheit einer festen Konzentration von 5 ng/ml IL-7 durchgefihrt. Die
Proliferationsrate wurde in allen Anséatzen nach 4 Tagen durch Zugabe von 3H-Thymidin fiir
16 h und durch anschlie3ende Messung im Betastrahlendetektor bestimmt.

Abbildung 8A zeigt die Ergebnisse des CTLL-2-Proliferationsassays. Wie auch in Abschnitt
4.1.4 ersichtlich, konnte fur IL-15N72D keine erhdhte Bioaktivitat beobachtet werden. Alle
drei Zytokine bewirkten eine &hnlich starke, dosisabhéngige Vermehrung der Zellen. Hinge-
gen konnte die gesteigerte Bioaktivitéat im Ansatz mit 5B2-T-Zellen bestatigt werden. Sowohl
in Anwesenheit, als auch in Abwesenheit von 5ng/ml IL-7 wurde eine gesteigerte Proliferati-
on fur IL-15N72D beobachtet, woraus eine etwa 5-fach erhdhte Bioaktivitat fur IL-15N72D
gegenuber dem IL-15-Wildtyp berechnet wurde (Abbildung 8B). Die Zugabe von IL-7 bewirk-
te keine Veradnderung im Proliferationsverhalten und es wurden durchgehend ahnliche Werte
wie im Ansatz ohne IL-7 erreicht. IL-15REF und IL-15 zeigten wie erwartet sowohl auf

CTLL-2, als auch auf 5B2-T-Zellen naherungsweise identische Bioaktivitaten.
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Abbildung 8: Bioaktivitat von IL-15 und IL-15N72D in vitro. CTLL-2 oder die AML-reaktive T-Zell-
Linie 5B2 wurden mit verschiedenen Konzentrationen von IL-15 oder IL-15N72D stimuliert. Als Refe-
renz (IL-15REF) wurde kommerziell erworbenes IL-15 mitgefuhrt. Die Proliferationsmessung erfolgte
durch einen 3H-Thymidin-Inkorporationsassay nach 4 Tagen A) CTLL-2 mit murinem IL-15RBy B) 5B2
mit humanem IL-15RBy. Zur TCR-Stimulation wurden den 5B2-Anséatzen letal bestrahlte Zellen der
AML MZ667 im Verhéltnis 10:1 zugesetzt. Einer der Ansatze wurde in Anwesenheit einer festen Kon-
zentration von 5 ng/ml IL-7 im Kulturmedium inkubiert.

4.2.2 Proliferation alloreaktiver CD8" T-Zellen im NSG-Mausmodell

Um die gesteigerte Bioaktivitdt von IL-15N72D in vivo zu testen, wurden alloreaktive CD8*
T-Zellen in einem NSG-Mausmodell verwendet. Dabei wurde die Wirkung von IL-15 und
IL-15N72D auf die homdostatische Proliferation der T-Zellen in Abwesenheit ihres spezifi-
schen Antigens untersucht. Die Generierung der alloreaktiven T-Zellen erfolgte, wie in Ab-
schnitt 3.5.9.1 beschrieben, durch Stimulation einer CD8-MACS-isolierten, polyklonalen
CD8* T-Zellpopulation aus einem HLA-A2  Spender mit HLA-A*0201-RNA-transduzierten,
autologen DCs im Verhaltnis 10:1. Ab Tag 14 wurden zur Stimulation letal bestrahlte (100
Gy) K562-A2 verwendet. Bis zum Transfer waren die T-Zellen 25 Tage in Kultur. Abbildung 9
zeigt eine Ubersicht tiber den Ablauf des Versuchs. Pro Maus wurden 5 x 10° T-Zellen i.v.
injiziert, die Injektionen von IL-15 und IL-15N72D erfolgten i.p. an Tag O und 3. Die finalen
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T-Zellfrequenzen in Blut, Milz und Knochenmark der Mause wurde nach 7 Tagen durch-

flusszytometrisch mit spezifischen Antikdrpern gegen CD3 und CD8 bestimmt.

5 x 106 T-Zellen/Maus i.v.
* Maus 1-3: PBS

*  Maus 4-6:IL-15 Analyse der T-Zellfrequenzen in

*  Maus 7-9:I1L-15N72D Blut, Milz und Knochenmark
Tag 0 | Tag 3 | Tag 7 i

10 pug/Maus 10 pug/Maus

IL-15/IL-15N72D i.p. IL-15/IL-15N72D i.p.

Abbildung 9: Versuchsablauf zur Proliferation alloreaktiver T-Zellen im NSG-Modell. NSG-
Mause (n = 3) erhielten i.v. Injektionen von 5 x 10® HLA-A2-reaktiven T-Zellen/Maus. Kurz darauf wur-
den 10 pg/Maus IL-15, IL-15N72D oder eine PBS Kontrolle i.p. injiziert. Die Zytokininjektionen wurden
an Tag 3 wiederholt. Nach 7 Tagen erfolgte die Analyse der T-Zellfrequenzen in Blut Milz und Kno-
chenmark.

Abbildung 10 fasst die Ergebnisse zusammen. Sowohl IL-15 als auch IL-15N72D fuhrten zu
stark erhohten T-Zell-Frequenzen in Blut, Milz und Knochenmark der Mause. Die fir
IL-15N72D gemessenen Frequenzen waren dabei im Vergleich zu Wildtyp-IL-15 nicht auffal-
lig erhoht. Im Blut wurden in den behandelten Gruppen T-Zellfrequenzen mit Mittelwerten
von 28 % fur I1L-15 und 20 % fir IL-15N72D gemessen, wahrend die PBS-Kontrollgruppe bei
0,7 % lag. In der Milz wurde fiur IL-15 ein Mittelwert von 12 %, fir IL-15N72D 13 % und fir
die PBS-Kontrolle 2,5 % bestimmt. Die T-Zellfrequenzen im Knochenmark waren gruppen-
Ubergreifend sehr niedrig und lagen im Mittel bei 0,5 % fir IL-15, 0,43 % fur IL-15N72D und
0,08 % fur die PBS-Kontrolle. Die etwa 5-fach erh6hte Bioaktivitat, die fir humane T-Zellen

in vitro beobachtet wurde, konnte somit in vivo nicht bestétigt werden.

Blut Milz Knochenmark
IL-15N72D
IL-15 —_ — —
PBS

0 20 40 60 0 5 10 15 2000 02 04 06 08
% CD3* CD8* T-Zellen

Abbildung 10: Wirkung von IL-15 und IL-15N72D auf CD8" T-Zellen in vivo. NSG-Mause (n = 3)
erhielten i.v. Injektionen von 5 x 10® HLA-A2-reaktiven CD8* T-Zellen. Die Injektionen von 10 ug/Maus
IL-15, N72D oder einer PBS-Kontrolle erfolgten i.p. an Tag 0 und 3. Nach 7 Tagen wurden die Fre-
guenzen von CD3*CD8" T-Zellen in Blut Milz und Knochenmark durchflusszytometrisch bestimmt. Die
gezeigten Werte beziehen sich auf ein vorgeschaltetes FSC/SSC-Lymphozytengate.

59



Ergebnisse

4.3 Einfluss von IL-15 auf die Persistenz von antigenspezifischen
CD8* T-Zellen im NSG-Modell

Die NSG-Maus ist stark immundefizient und bietet isolierten CD8* T-Zellen keine ausrei-
chenden Uberlebenssignale. Die T-Zellen persistieren in Abwesenheit und oft auch in Anwe-
senheit ihres spezifischen Antigens nicht ohne Hilfe exogener Zytokine oder anderer huma-
ner Zellpopulationen wie beispielsweise CD4* T-Zellen und sterben gewdhnlich innerhalb
weniger Tage nach dem Transfer ab. Nachdem in Abschnitt 4.2.2 bereits ein Effekt von IL-15
auf die homdostatische Proliferation von CD8* T-Zellen in NSG-Méausen nach 7 Tagen fest-
gestellt werden konnte, wurde in den Versuchen dieses Abschnitts die T-Zellpersistenz tber
einen langeren Zeitraum von 28 Tagen beobachtet.

431 Persistenz allo- und AML-reaktiver T-Zellen in NSG-Mausen

Allo- und AML-reaktive T-Zellen wurden, wie in Abschnitt 3.5.9 beschrieben, durch Stimulati-
on mit HLA-A2-RNA-transduzierten DCs und K562-A2 oder HLA-identischen Blasten der
Leukamien MZ308 oder MZ667 generiert. Die HLA-A2-reaktiven T-Zellen wurden aus frisch
isolierten PBMCs generiert und waren zum Zeitpunkt des Transfers 35 Tage in Kultur. Von
den MZ308- und MZ667-reaktiven T-Zellen wurden hingegen Kryokonserven von 42 Tage
kultivierten T-Zellen aufgetaut, antigenspezifisch restimuliert und bis zur Injektion weitere
4 Tage in Kultur gehalten. Pro Maus wurden 5 x 10° T-Zellen i.v. injiziert. Eine Ubersicht tiber
den zeitlichen Verlauf des Experiments findet sich in Abbildung 11. Die i.p. Injektionen von
10 pg/Maus IL-15 oder IL-15REF begannen am Tag des T-Zelltransfers und wurden jeden
zweiten Tag Uber den gesamten Versuchsverlauf durchgefiihrt. Die finale Analyse der
T-Zellpersistenz erfolgte an Tag 28 durch mechanischen Aufschluss der Milzen und durch-
flusszytometrische Untersuchung der Einzelzellsuspensionen auf die Frequenz von huma-
nen CD8*CD45" T-Zellen.

5x 10° T-Zellen/Maus i.v.

*  Maus 1-3: HLA-A2-reaktiv

*  Maus 4-6: MZ308-reaktiv Analyse der T-Zellfrequenzen
Maus 7-9 MZ667-reaktiv in der Milz

Tag 0 Tag 28

10 pg IL-15/Maus i.p.
jeden zweiten Tag

Abbildung 11: Versuchsablauf zur Persistenz allo- und AML-reaktiver T-Zellen in NSG-M&ausen.
5 x 10° CD8* T-Zellen gegen HLA-A2, MZ308 oder MZ667 wurden i.v. in NSG-Mause injiziert.
10 pg/Maus IL-15, IL-15REF oder eine PBS-Kontrolle wurden jeden zweiten Tag i.p. injiziert. Die
durchflusszytometrische Analyse der T-Zellfrequenzen in der Milz erfolgte nach 28 Tagen.
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In Abbildung 12 sind die Ergebnisse dieses Versuchs zusammengefasst. Wéhrend in den
Kontrollgruppen, die PBS-Injektionen erhielten, nur T-Zell-Frequenzen auf Hohe des unspe-
zifischen Hintergrundsignals detektiert werden konnten, waren diese in den IL-15- und
IL-15REF-Gruppen deutlich erhoht. Die T-Zellen aller untersuchten Spezifitdten zeigten
durch die IL-15-Supplementierung eine deutlich gesteigerte Persistenz, waren aber mit un-
terschiedlichen Frequenzen in der Milz nachweisbar. Die MZ308-reaktiven T-Zellen persis-
tierten am besten und erreichten im Mittel Frequenzen von 13,0 % fur I1L-15 und 13,7 % fir
IL-15REF. Die HLA-A2-reaktiven T-Zellen persistierten mit niedrigeren Frequenzen und es
wurden 8,9 % fur IL-15 und 11,0 % fir IL-15REF gemessen. Die niedrigsten Frequenzen
wurden fir die MZ667-reaktiven T-Zellen beobachtet und lagen fur IL-15 bei 3,5 % und flr
IL-15REF bei 2,9 %. Die Ergebnisse wurden in einer Signifikanzanalyse durch einen einseiti-
gen ANOVA mit Tukey-Test Uberprift. Die T-Zellfrequenzen fur I1L-15 und IL-15REF waren
innerhalb der HLA-A2-Gruppe mit p < 0,05 signifikant héher als die der PBS-Kontrolle. In der
Mz308-Gruppe waren die Ergebnisse von IL-15 und IL-REF gegenuber der PBS-Kontrolle
mit p < 0,01 ebenfalls signifikant erhoht. Fur die MZ667-reaktiven T-Zellen konnte keine Sig-
nifikanz festgestellt werden.
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Abbildung 12: T-Zell-Frequenzen in NSG-Milzen nach adoptivem Tranfer mit und ohne IL-15.
NSG-Mause (n = 3) erhielten i.v. Injektionen von 5 x 10 HLA-A2-, MZ308- oder MZ667-reaktiven,
CD8* T-Zellen. 10 pg/Maus IL-15, IL-15 REF oder PBS wurden jeden zweiten Tag i.p. injiziert. Nach
28 Tagen erfolgte die durchflusszytometrische Analyse der T-Zellfrequenzen in der Milz. Die Prozent-
angaben beziehen sich auf ein vorgeschaltetes FSC/SSC-Lymphozytengate. IL-15REF = kommerziel-
les IL-15 als Referenz. * = p < 0.05, ** p < 0.01 in einem einseitigen ANOVA mit Tukey-Test.

4.3.2 Persistenz EBV-reaktiver Tscm in NSG-Mausen

IL-15 ist ein wichtiger Uberlebensfaktor, insbesondere fiir T-Zellen mit Gedachtnis-Phanotyp.
In diesem Versuch sollte die Wirkung von IL-15 auf T-Zellen mit Tscu-Phanotyp untersucht
werden. Tscw wurden durch TWS119, einen Inhibitor der Glykogensynthase-Kinase 3 (engl.:
glycogen synthase kinase 3, GSK3) generiert. Die GSK3-Inhibierung tauscht eine Aktivie-

rung des Wnt-Signalwegs vor, die in einem Anstieg von B-Catenin resultiert. Dadurch behal-
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ten die T-Zellen auch nach mehrmaliger Stimulation einen Tscu-Phénotyp, der durch die Ex-
pression von CD45RA, CD62L, CCR7 und CD95 [46] gekennzeichnet ist.

Naive T-Zellen wurden durch ein naives CD8-MACS-Isolationskit gewonnen und wdchentlich
mit EBV-Peptid-beladenen DCs in Anwesenheit oder Abwesenheit von 5 pM TWS119 stimu-
liert. Nach 38 Tagen in Kultur wurden 2,5 x 108 T-Zellen pro Maus i.v. in NSG-Mause injiziert.
Eine phanotypische Analyse der eingesetzten T-Zellen zum Zeitpunkt des T-Zelltransfers
findet sich in Abbildung 14. Die TWS119-behandelten T-Zellen behielten einen naiven Phé&-
notyp mit stark erhdhter Expression von CD45RA, CCR7 und CD62L. Die Expression von
CD27 und CD28 war im Vergleich zu den TWS119-unbehandelten Zellen ebenfalls leicht
erhoht. Zwei Versuchsgruppen erhielten die TWS119-behandelten T-Zellen und zwei Grup-
pen die unbehandelten. Je eine dieser Gruppen erhielt jeden zweiten Tag 10 pg/Maus I1L-15,
die andere eine PBS-Kontrolle. An Tag 28 wurde der Versuch beendet und Milz, Blut, Kno-
chenmark und Lunge der Mause durchflusszytometrisch auf die Frequenz von humanen
CD45*CD8" T-Zellen untersucht. Eine Ubersicht tiber den Versuchsablauf findet sich in Ab-
bildung 13.

2,5 x 10° T-Zellen/Maus i.v.
*  Maus 1-5:-TWS119- IL-15

* Maus 5-10: - TWS119 + IL-15

*  Maus 11-15: + TWS119 - IL-15 Analyse der T-Zellfrequenzen in

*  Maus 16-20: + TWS119 + IL-15 Blut, Milz, Lunge und Knochenmark
Tag O | Tag 28 -

10 pg IL-15/Maus i.p.
jeden zweiten Tag

Abbildung 13: Versuchsablauf zur Persistenz EBV-reaktiver Tscw in NSG-M&usen. An Tag 0 wur-
den 5 x 10°® T-Zellen/Maus in die Schwanzvene von NSG-Mausen injiziert. Die i.p. Injektionen von
10 pg/Maus IL-15 begannen am selben Tag und wurden alle 2 Tage wiederholt. Nach 28 Tagen wur-
den Blut, Milz, Lunge und Knochenmark der Mause durchflusszytometrisch auf die Frequenzen von
CD8* T-Zellen untersucht.

Die Ergebnisse wurden in Abbildung 15 zusammengefasst. Wie bereits fur die allo- und
AML-reaktiven T-Zellen aus Abschnitt 4.3 gezeigt wurde, bewirkte die IL-15-Supplemen-
tierung auch in diesem Versuch eine verlangerte Persistenz der T-Zellen, ersichtlich durch
die erhdhten T-Zellfrequenzen in den analysierten Organen an Tag 28. In allen Organen
fihrte die Kombination von Tscmund IL-15 zu den besten Ergebnissen. In der Milz lagen die
Frequenzen von CD8* T-Zellen dieser Gruppe bei durchschnittlich 5 %, in Blut und Lunge
wurden 2,0 bzw. 2,4 % gemessen. Die Frequenzen im Knochenmark lagen bei 0,3 %. Auffal-
lig war eine ungewohnlich niedrige Persistenz der unbehandelten T-Zellen mit IL-15 in der

Milz, in der lediglich eine Frequenz von 0,1 % und damit auf Hohe des unspezifischen Hin-
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tergrunds gemessen wurde. In Lunge und Blut wurden jedoch Mittelwerte von 1,1 und 0,9 %
detektiert. TWS119 behandelte Tscw ohne IL-15 zeigten, verglichen mit unbehandelten
T-Zellen ohne IL-15, keine verbesserte Persistenz. Fir beide Gruppen wurden organuber-
greifend Mittelwerte unter 0,1% gemessen. Zusammenfassend konnte die Persistenz
TWS119-behandelter und unbehandelter T-Zellen Uber 28 Tage durch regelméaiige IL-15-
Injektionen erreicht werden, wobei die TWS119-behandelten Tscm mit héheren Frequenzen

persistierten als unbehandelte T-Zellen, was auf eine starkere IL-15-Abhangigkeit der Tscwm

hindeutet.
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Abbildung 14: Phanotypische Analyse von kultivierten T-Zellen mit und ohne TWS119. Tscm
wurden durch Einsatz von 5 pmol/l TWS119 im Kulturmedium generiert. Die phéanotypische Analyse
der kultivierten, TWS119-behandelten und unbehandelten T-Zellen erfolgte am Tag des T-Zell-
transfers durch FACS mit spezifischen Antikdrpern gegen die oben angegebenen Markerproteine.
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Abbildung 15: Frequenzen TWS119-behandelter und unbehandelter CD8" T-Zellen in vivo unter
Einfluss von IL-15. NSG-M&ause (n = 5) erhielten i.v. Injektionen von 2,5 x 10® TWS119-behandelten

Tscm oder unbehandelten T-Zellen, die durch Stimulation mit EBV-Peptiden generiert wurden. IL-15
oder eine PBS-Kontrolle wurden jeden zweiten Tag i.p. injiziert. An Tag 28 wurden Einzelzellsuspen-
sionen von Blut, Milz, Knochenmark und Lunge durchflusszytometrisch auf die Frequenz von
CD45*CD8* T-Zellen untersucht.
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4.4 Einfluss von IL-15 auf die Funktionalitat alloreaktiver T-Zellen im
NSG-HLA-A2/HHD-Modell

In den bisher gezeigten in vivo-Versuchen wurde die homdoostatische Proliferation und Per-
sistenz von CD8" T-Zellen in Abwesenheit spezifischer Antigene untersucht. Im hier gezeig-
ten Versuch wurde ergénzend das Verhalten alloreaktiver T-Zellen in Anwesenheit des spe-
zifischen Antigens und unter Einfluss von IL-15 beobachtet. Dafur wurden HLA-A2-reaktive
T-Zellen und Mause des Stamms NOD.Cg-Prkdcsel|2rg™WiITg(HLA-A/H2-D/B2M)1Dvs/SzJ,
kurz NSG-HLA-A2/HHD-Méause verwendet [236]. Dieser Stamm zeichnet sich durch die
ubiquitare Expression des chiméren HLA-A2-Konstruktes HHD aus, das aus der a1- und a2-
Domaéne der schweren Kette des humanen HLA-A*0201-Allels und der murinen H-2Db-a3-
Domane, die den zytoplasmatischen und den Transmembranteil des Proteins umfasst, be-
steht. Das humane B2-Mikroglobulin ist in HHD kovalent durch eine 15 AA lange Linkerse-
guenz verbunden [237]. HLA-A2-reaktive T-Zellen sollten in diesem Stamm die Symptome
einer GVHD hervorrufen, wodurch die T-Zell-Proliferation und Funktionalitadt humaner,
HLA-A2-reaktiver T-Zellen unter Einfluss von IL-15 im Mausmodell untersucht werden konn-

te.
441 HLA-A2-Expression im peripheren Blut von NSG-HLA-A2/HHD-Mausen

Zum Nachweis der HLA-A2/HHD-Expression wurde peripheres Blut von 6 NSG-HLA-
A2/HHD-Méausen entnommen und durchflusszytometrisch mit einem HLA-A2-spezifischen
Antikorper untersucht, wobei als Kontrolle Blut einer NSG-Maus mitgefihrt wurde. Wie in
Abbildung 16 zu sehen, konnte die HLA-A2/HHD-Expression bei allen NSG-HLA-A2/HHD-
Mausen nachgewiesen werden und der Anteil der HLA-A2-positiven Zellen reichte dabei von
10,1-43,9 %, wahrend der Wert der NSG-Kontrolle auf Hintergrundlevel blieb.

Kontrolle Maus 1 Maus 2 Maus 3 Maus 4 Maus 5 Maus 6
] 171% 439% | . 101% 152% | -

29% | - 28,0 %

Anzahl

A |

HLA-A2/HHD

Abbildung 16: Nachweis der HLA-A2 Expression in NSG-HLA-A2/HHD-Mausen. Peripheres Blut
von 6 NSG-HLA-A2/HHD-Mausen wurde durchflusszytometrisch auf die Expression von humanem
HLA-A2/HHD untersucht. Die angezeigten Prozentwerte beziehen sich auf ein vorgeschaltetes
FSC/SSC-Lymphozytengate.
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4.4.2 T-Zell-Engraftment und GvHD-Induktion

1,5 x 107 PBMCs eines HLA-A2 Spenders oder 5 x 10° HLA-A2-reaktive T-Zellen/Maus
wurden i.v. in NSG-HLA-A2/HHD-Mause transferiert. Die i.p. Injektionen von 10 pug/Maus
IL-15 erfolgten wenige Minuten spater und wurden jeden zweiten Tag wiederholt. Den Mau-
sen wurde wochentlich peripheres Blut an der Schwanzvene entnommen und durchflusszy-
tometrisch auf die Frequenzen von CD4" und CD8" T-Zellen untersucht. Bei klinisch manifes-
ten GvHD-Symptomen wie struppigem Fell, Gewichtsverlust, Bewegungsarmut und ggf. Al-
opezie wurden die Mause aus dem Versuch genommen und final analysiert. Eine Ubersicht

Uber den Versuchsablauf findet sich in Abbildung 17.

5 x 108 T-Zellen/Maus i.v. Riickgewinnung HLA-A2-
*  Maus 1-3: PBMCs HLA-A2 reaktiver T-Zellen aus
*  Maus 4-6: HLA-A2 reaktive T-Zellen der Milz fur IFNy-ELISpot und
¢ Maus 7-9: HLA-A2 reaktive T-Zellen + IL-15 phanotypische Analyse
Tag 0 | Versuchsende i
10 pg IL-15/Maus wochentliche Kontrolle
jeden zweiten Tag der T-Zellfrequenzen im

peripheren Blut durch FCM

Abbildung 17: Versuchsablauf zu T-Zell-Engraftment und GvHD-Induktion. NSG-HLA-A2/HHD-
Mause erhielten i.v. Injektionen von 1,5 x 106 HLA-A2-PBMCs oder 5 x 10° HLA-A2-reaktiven
T-Zellen. IL-15 wurde jeden zweiten Tag i.p. injiziert. Wochentlich wurde peripheres Blut in der Durch-
flusszytometrie auf Expression von CD4, CD8 und CD45 mit spezifischen Antikdrpern untersucht. Bei
Eintritt starker GVHD-Symptome wurden die Mause aus dem Versuch genommen.

In Abbildung 18 sind die Ergebnisse der Messungen zusammengefasst. Nach Injektion von
HLA-A2 PBMCs wurde innerhalb von 14 Tagen eine starke Proliferation von CD4"und CD8"*
T-Zellen im peripheren Blut detektiert. Dabei stiegen zunachst die Frequenzen der CD4*
T-Zellen an und danach, mit etwa einer Woche Verzégerung, die der CD8* T-Zellen. Die
Mause der PBMC-Gruppe zeigten progrediente GvHD-Symptome an Tag 21 und wurden
aus dem Versuch genommen. In der FACS-Analyse der Organe wurden neben hohen Fre-
qguenzen von CD4* und CD8* T-Zellen auch moderate Frequenzen einer doppelpositiven
CD4*CD8* T-Zellpopulation detektiert. In Mausen, die HLA-A2-reaktive T-Zellen ohne IL-15
erhielten, konnte trotz Anwesenheit von HHD kein T-Zell-Engraftment festgestellt werden.
Waihrend an Tag 3 noch tber 10 % CD8* T-Zellen im Blut vorhanden waren, sanken die Fre-
quenzen bis Tag 14 unter die Nachweisgrenze und die Mause dieser Gruppe entwickelten zu
keinem Zeitpunkt GvHD-Symptome. In der Gruppe, die HLA-A2-reaktive T-Zellen und IL-15
erhielt, wurden an Tag 14 mit 20-40 % bereits hohe Frequenzen von CD8* T-Zellen im Blut
gemessen. Bis Tag 28 gingen die Frequenzen auf 5-18 % zurlck. Darauf folgte eine erneute,

starke Expansion der T-Zellen auf Werte tber 50 % und die Mause zeigten nacheinander
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deutliche GvHD-Symptome, so dass sie an Tag 35, 42 bzw. 56 aus dem Versuch genommen

wurden. Auffallig waren in dieser Gruppe die hohen Frequenzen von CD4*CD8* doppelposi-

tiven T-Zellen ab Tag 28, die zeitlich mit dem Auftreten der GvHD-Symptome korrelierten.

CD45*CD4*CD8- CD45*CD4-CD8* CD45+*CD4+*CD8*
60 60 60+
404 404 40- 4 Maus 1
PBMCs O Maus 2
HLA-A2- E 3 Maus 3
é 20 20 20+ t
S gebtt
0 0- T T T 0 T T T e
= 14 28 42 56 14 28 42 56 14 28 42 56
2 60 60 60
Q.
X
40 401 401 & Maus 4
HLA-A2 reaktive O Maus 5
T-Zellen 4 Maus 6
204 20 20
0- 0- 0-
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HLA-A2 reaktive t+ O Maus 8
T-Zellen + IL-15 + 4 Maus 9
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Tag nach T-Zell/PBMC-Transfer

Abbildung 18: Entwicklung der Frequenzen HLA-A2-reaktiver T-Zellen im peripheren Blut von
NSG-HLA-A2/HHD-Mé&ausen unter Einfluss von IL-15. PBMCs eines HLA-A2 Spenders sowie in

vitro generierte HLA-A2-reaktive T-Zellen wurden zu 5 x 108 Zellen pro Maus i.v. in NSG-HLA-
A2/HHD-Mause injiziert. Eine Gruppe erhielt zusatzlich i.p. Injektionen von 10 pg/Maus IL-15 jeden
zweiten Tag. Peripheres Blut der Mause wurde wochentlich mittels FACS auf die Frequenzen CDA4-,
CD8- und CD45-positiver T-Zellen untersucht. Aufgetragen wurden prozentuale Werte, die sich auf ein
vorgeschaltetes FSC/SSC-Lymphozytengate beziehen. Mause, die starke GvHD-Symptome zeigten,
wurden aus dem Versuch genommen und sind in der rechten Spalte mit einem 1 gekennzeichnet.

4.4.3 Phéanotypische T-Zellanalyse

Die in vitro-generierten, HLA-A2-reaktiven T-Zellen wurden am Tag des T-Zelltransfers auf
die Expression der phanotypischen Markerproteine CD4, CD8, CD45RA, CD45R0O, CD27,
CD28, CCR7 und CD62L untersucht. Auch am Ende des Versuchs wurden CD8* T-Zellen
aus Milz und Knochenmark der Mause 8 und 9 per MACS isoliert und phéanotypisch charak-
terisiert. Wie in Abbildung 19 zu sehen, war der Anteil von CD4*CD8* doppelpositiven
T-Zellen im Vergleich zur Ausgangspopulation von Tag 17 stark erhoht. Aul3erdem zeigten
die ex vivo isolierten T-Zellen eine Verschiebung der CD45RA/RO-Verteilung in Richtung
CD45R0. Wahrend zu Beginn des Versuchs 34,1 % der T-Zellen positiv fur CD45R0O waren,
wurden an Tag 56 92,0 % gemessen. Die Expression von CD27 und CD28 war am Ver-
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suchsende ebenfalls hdher als an Tag 17. Der Anteil von CD27*CD28* Zellen stieg von 56,4
auf 95,8 % an. Die Frequenz von CCR7*CD62L* Zellen sank dagegen von 13,1 auf 6,4 %

ab. Insgesamt entspricht dies einer Differenzierung der T-Zellen hin zum Effektor-Phanotyp.

Kultur Tag 17 Milz Tag 56 Kultur Tag 17 Milz Tag 56
0,1 0,9(]0,3 27,7 56,4((1,6 95,8
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Abbildung 19: Phanotypische Analyse ex vivo isolierter, HLA-A2-reaktiver T-Zellen. Kulturzellen
vom Tag des T-Zelltransfers sowie nach Versuchsende tGiber CD8-MACS reisolierte, humane T-Zellen
von Maus 8 und 9 wurden durchflusszytometrisch auf die Expression phénotypischer Markerproteine
untersucht. Die gezeigten Frequenzen entsprechen Prozentwerten in einem vorgeschalteten
FSC/SSC-Lymphozytengate.

444 IFN-y-Sekretion kultivierter und ex vivo isolierter CD8" T-Zellen

Die Reaktivitat der in diesem Versuch eingesetzten, HLA-A2 reaktiven T-Zellen wurde am
Tag des T-Zelltransfers durch einen IFN-y-ELISpot-Assay gegen K562-A2 und NSG-HLA-
A2/HHD-DCs Uberprift. Pro Well wurden 1 x 10* T-Zellen eingesetzt. Als Stimulatoren dien-
ten K562, K562-A2 und in vitro generierte DCs von NSG- oder NSG-HLA-A2/HHD-Mausen
und wurden zu 0,5 x 10* Zellen/Well eingesetzt. Die spontane IFN-y-Freisetzung wurde
durch eine Mediumkontrolle ohne Stimulatoren gemessen. Wie in Abbildung 20A zu sehen,
waren die Zellen gegen K562-A2 und NSG-HLA-A2/HHD-DCs reaktiv, zeigten jedoch keine
Reaktivitdt gegen NSG-DCs und K562. Die T-Zellen reagierten somit exklusiv alloreaktiv
gegen HLA-A2/HHD und zeigten keinerlei Xenoreaktivitdt gegen DCs aus NSG-Mausen. Die
Reaktivitat gegen K562-A2 war dabei etwas starker als gegen NSG-HLA-A2/HHD-DCs.

An Tag 42 und 56 wurden humane T-Zellen aus Milz und Knochenmark der Mause 8 und 9
Uber CD8-MACS isaliert. Auch fur diese Zellen wurde das Reaktivitatsprofil im IFN-y-ELISpot
untersucht. Dabei wurden dem Kulturmedium 100 U/ml IL-2 zugesetzt, da die ex vivo-isolier-
ten T-Zellen aufgrund der vergleichsweise schwachen Stimulation im IFN-y-ELISpot ohne
IL-2 keine Reaktivitat zeigten und auch mit IL-2 deutlich weniger Spots als fur die T-Zellen
aus der Zellkultur beobachtet wurden (Abbildung 20B). Am starksten fiel die Reaktion gegen
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NSG-HLA-A2/HHD DCs aus, die Reaktion gegen K562-A2 war hingegen im Vergleich zu
den Kulturzellen abgeschwécht. Die ex vivo-isolierten T-Zellen reagierten allerdings auch auf

NSG-DCs, was auf das Auswachsen einer xenoreaktiven Subpopulation hindeutet.

A Kultur Tag 17 B Milz Tag 56
(ohne IL-2) (100 U/ml IL-2)
HHD-DCs
NSG-DCs
K562-A2 —_— —
K562
Medium
0 100 200 300 400 500 0 20 40 60

Spots/104 Zellen

Abbildung 20: IFN-y-ELISpot von kultivierten und ex vivo isolierten, HLA-A2-reaktiven CD8*
T-Zellen. A) HLA-A2-reaktive T-Zellen wurden generiert und nach 17 Tagen Kultur zu 10* T-Zellen pro

Well im IFN-y-ELISpot gegen die angezeigten Stimulatoren eingesetzt. B) An Tag 42 und 56 wurden
humane T-Zellen aus der Milz von Maus 8 und 9 (Gruppe: A2-reaktive T-Zellen und IL-15) durch CD3-
MACS isoliert und mit 100 U/ml IL-2 im IFN-y ELISpot eingesetzt. HHD-DCs = in vitro generierte DCs
aus einer NSG-HLA-A2/HHD-Maus, NSG-DCs = in vitro generierte DCs aus einer NSG-Maus.

4.5 Herstellung und funktionelle Charakterisierung der IL-15-
Fusionsproteine ILR-@, ILR-Fc und ILR13*-Fc

Wie in Abschnitt 4.1 beschrieben verursachte die Aufreinigung und Renaturierung von IL-15
aus E.coli grof3e Verluste und IL-15 musste fur die in vivo-Versuche aufgrund seiner kurzen
Halbwertszeit in den NSG-M&ausen mehrfach pro Woche verabreicht werden. Um die Haufig-
keit der Injektionen zu reduzieren und die Bioaktivitdt bzw. Bioverfligbarkeit von IL-15 zu
steigern, sollte ein IL-15-Superagonist entwickelt werden. Dazu wurden verschiedene IL-15-
Fusionsproteine mit der IL-15Ra-Sushi-Doméane und ggf. einer IgG1-Fc-Domane hergestellt
und hinsichtlich ihrer Wirkung auf IL-15-abhangigen Zelllinien und CD8* T-Zellen getestet. In
den folgenden Abschnitten wurden die Daten zur Herstellung, Aufreinigung, Reinheit sowie
Funktion und Pharmakokinetik fur die in dieser Arbeit entwickelten IL-15-Superagonisten
ILR-@, ILR-Fc und ILR13*-Fc zusammengefasst.

45.1 Aufbau und Abfolge der Doméanen

Die Nomenklatur der IL-15-Superagonisten ist angelehnt an eine Publikation von Mortier et
al. von 2006 [88]. ILR ist ein Akronym fir Interleukin-15, Linker und Rezeptor-a-Sushi.
ILR-Fc enthalt zusétzlich dazu eine IgG1l-Fc Domaéane, wahrend diese bei ILR-@ nicht vor-

handen ist. ILR13*-Fc hat im Vergleich zu ILR-Fc eine um 13 AA verlangerte Sushi-Domane.
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Abbildung 21 zeigt eine schematische Zusammenfassung, in der die Reihenfolge und Lange
der einzelnen Proteindomanen innerhalb der drei superagonistischen IL-15-Fusionsproteine
aufgezeigt wird.

IL-15N72D GS Linker 26 IL-15Rasu Flag
ILR-® | NWVN-INTS | S6GG-G5LQ | ITCP-LKCI | DYKDDDDK |
aa 1-64 8aa
IL-15N72D GS Linker 26 IL-15RaSu GS Linker 10 IgG1-Fc 10x HIS
ILR-Fc | NWVN-INTS | SGGG-GSLQ | ITCP-LkCI | GSGG-SGGG | KSCD-SPGK | HHHH-HHHH
aa 1-64 aa3-232
IL-15N72D GS Linker 26 IL-15Rasu lgG1-Fc
ILR13*-Fc [ NWuN-INTS | sGGe-GsLQ | rmce-papp
aal1-77 aa3-232

Abbildung 21: Zusammensetzung der Proteindoménen von ILR-@, ILR-Fc und ILR-13*-Fc.
Schematische Darstellung der Abfolge und Léange von Domdanen der IL-15-Superagonisten ILR-&,
ILR-Fc und ILR13*-Fc. In den Kastchen wurden Anfang und Ende der jeweiligen Doméane mit je 4 AA
im Einbuchstabencode notiert. GS-Linker 26 = 26 AA langes, flexibles Glycin-Serin-Linkerpeptid;
IL-15RaSu = Sushi-Domane der IL-15Ra-Kette; GS Linker 10 = 10 AA langes, flexibles Glycin-Serin-
Linkerpeptid; IgG1-Fc = Fc-Doméane des humanen IgG1; 10 x HIS = Polyhistidin-Tag.

4511 Herstellung von pEF4-ILR-Fc

Die Expressionskassette von ILR-Fc besteht aus der AA-Sequenz des IL-15Ra-Signal-
peptids (NP_002180.1), IL-15N72D [87], einem 26 AA langen, flexiblen Glycerin-Serin-Linker
(GC-Linker) [238], den AA 1-61 der IL-15Ra-Sushi-Doméne (NM_002189.3), einem 10 AA
langen GC-linker (GSGGGGSGGG), der humanen IgG1-Fc-Sequenz (AFF59210) und einem
10 x His-Tag. Die Expressionskassette fur ILR-Fc wurde in silico entworfen, fir die Expressi-
on in Homo sapiens und Mus musculus kodonoptimiert und von der Firma GenScript synthe-
tisiert. Die Expressionskassette wurde dann tber EcoRIl und EcoRV in die multiple Klonie-
rungsstelle (engl.: multiple cloning site, MCS) des Vektors pEF4/myc-His-A (Life Technolo-
gies) eingebracht. Der daraus resultierende Vektor pEF4-ILR-Fc wurde genutzt, um Uber
PCR und Klonierungsschritte die Expressionskonstrukte fur ILR-@ und ILR13*-Fc zu generie-
ren. Eine Plasmidkarte von pEF4-ILR-Fc findet sich im Anhang in

Abbildung 42. Die proteinkodierende Sequenz des Vektors wurde mit den Primern UH301
und UH302R sequenziert. Die Sequenz stimmte zu 100 % mit dem theoretischen Konstrukt

Uberein und die resultierende AA-Sequenz ist in Abbildung 22 dargestellt.
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45.1.2 Herstellung von pEF4-ILR-@

Bei der Herstellung des ILR-@-Expressionsvektors wurde pEF4-ILR-Fc als PCR-Template
verwendet. Die Region, welche das IL-15-Signalpeptid, IL-15N72D, den 26 AA langen
GC-Linker und die IL-15Ra-Sushi-Domane enthélt, wurde mit den Primern UH328 und
UH336R amplifiziert. Durch diese PCR wurden der 10 AA lange GC-Linker und die IgG1-Fc-
Domane deletiert. AuRerdem wurden der Sequenz durch die Primer 5" eine EcoRI- und 3"ein
Flag-Tag sowie eine EcoRV-Schnittstelle zugefugt. Die Insertion der neu generierten Ex-
pressionskassette in die MCS des Vektors pEF4/myc-His-A erfolgte Uber EcoRI und EcoRV.
Die Plasmidkarte von pEF4-ILR-@ kann im Anhang in Abbildung 41 eingesehen werden. Die
proteinkodierende Sequenz wurde durch Sequenzierung mit den Primern UH301 und UH328
tberprift und zeigte 100 % Ubereinstimmung zum theoretischen Konstrukt (Abbildung 22).

45.1.3 Herstellung von pEF4-ILR13"-Fc

Zur Herstellung des pEF4-ILR13*-Fc Expressionsvektors wurde wiederum pEF4-ILR-Fc als
PCR-Template verwendet. In zwei unabhéngig voneinander durchgefuhrten PCRs mit den
Primerpaaren UH332 und UH331R bzw. UH330 und UH333R wurden zwei DNA-Fragmente
generiert, die in einem Bereich von 39 bp Uberlappen. Diese 39 bp erweitern die IL15Ra-
Sushi-Domé&ne um 13 AA des 4ten Exons, die nach Bouchaud et al. 2008 an der hochaffinen
Bindung zu IL-15 beteiligt sind. Gleichzeitig wurde der 10 AA lange GC-Linker deletiert.
Durch eine sich anschlieBende Fusions-PCR mit den Primern UH332 und UH333R wurden
beide Fragmente miteinander verbunden. Dieser Schritt fuhrte auf3erdem zum Wegfall des
N-terminalen 10 x HIS-Tags und der Einbringung einer 5~ EcoRI- und einer 3° EcoRV-
Schnittstelle. Das finale PCR-Produkt wurde Uber diese Schnittstellen in die MCS des Vek-
tors pEF4/myc-His-A kloniert. Eine Plasmidkarte des Vektors findet sich im Anhang in
Abbildung 42. Die Sequenzierung der proteinkodierenden Sequenz erfolgte mit den Primern
UH301 und UH302R und stimmte zu 100 % mit dem theoretischen Konstrukt Uberein
(Abbildung 22).
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>ILR-Fc
MAPRRARGCRTLGLPALLLLLLLRPPATRGNWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCELL
ELQVISLESGDASIHDTVENLITILANDSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLOSFVHIVOMEINTS SGGGSG
GGGSGGGGSGGGGSGGGSILOITCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERY ICNSGEFKRKAGT SSLTECVLNKATNVAH
WTTPSLKCIGSGGGGSGGGKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLEPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKATPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOOGNVE
SCSVMHEALHNHYTOKSLSLSPGKHHHHHHHHHH--

>ILR-g
MAPRRARGCRTLGLPALLLLLLLRPPATRGNWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFEFLL
ELQVISLESGDASIHDTVENLIILANDSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLOSEVHIVQMEINTS SGGGSG
GGGSGGGGSGGGGSGGGSLOITCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERYICNSGFKRKAGTSSLTECVLNKATNVAH
WTTPSLKCIDYKDDDDK-—

>ILR13*-Fc
MAPRRARGCRTLGLPALLLLLLLRPPATRGNWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCELL
ELQVISLESGDASIHDTVENLITILANDSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLOSFVHIVOMEINTS SGGGSG
GGGSGGGGSGGGGSGGGSILOITCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERY ICNSGEFKRKAGT SSLTECVLNKATNVAH
WTTPSLKCIRDPALVHORPAPPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLEPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI SKAKGQPRE
POVYTLPPSRDELTK NQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKATPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQO
GNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK--

Abbildung 22: Aminosauresequenzen von ILR-Fc, ILR-@ und ILR13*-Fc. Die proteinkodierenden
Regionen der jeweiligen Expressionsvektoren wurden sequenziert und in Aminosauresequenzen
Ubersetzt. Zur besseren Ubersicht wurden die Proteindomanen eingefarbt: griin = IL-15N72D,
rot = 26 AA Glycin-Serin-Linker, gelb = IL-15RaSu, blau = IgG1-Fc. IL-15Ra-Signalpeptid sowie der
10 AA lange GS-Linker, Flag-Tag und 10 x His-Tag sind weil3 hinterlegt. Das Zeichen - steht fiir ein
Stoppkodon.

4572 Ausbeute und Reinheit

Die IL-15-Superagonisten ILR-@, ILR-Fc und ILR13*-Fc wurden in ihrer nativen Form durch
Affinitatschromatographie mit Protein-A oder Flag-spezifischen Agarose-Beads aus Kultur-
Uberstanden transient transfizierter 293F-Zellen aufgereinigt. Dadurch entfielen die Aufreini-
gung von Einschlusskorperchen und die Renaturierung, die bei IL-15 aus E.coli mit hohen

Verlusten behaftet waren.
4521 Ertragssteigerung durch Kotransfektion mit SV40-LTA

Um die Proteinertrdge zu steigern, wurden die Expressionsvektoren mit dem grof3en
T-Antigen des Simian-Virus 40 (engl.: simian virus 40 large T antigen, SV40-LTA) kotrans-
fiziert. Das SV40-LTA besitzt eine Helikaseaktivitdt und kann dadurch die Replikation von
Vektoren initiieren, die einen SV40-Replikationsursprung besitzen, wobei die Replikations-
enzyme der Wirtszelle genutzt werden [240, 241]. Da in den Expressionsvektoren fiir ILR-J,
ILR-Fc und ILR13*-Fc ein SV40-Replikationsursprung existiert, sollte eine Kotransfektion mit
SV40-LTA zur Amplifikation der intrazellularen Plasmidlevel, und dadurch zu einer verstark-
ten Proteinexpression fuhren. Diese theoretische Annahme wurde Uberprift, indem 293F mit
pPEF4-ILR-Fc und 1 % SV40-LTA kotransfiziert wurden und die Proteinkonzentrationen in den
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Zellen sowie im Kulturiiberstand nach 2, 5 und 7 Tagen in einem IL-15-spezifischen Wes-
ternblot bestimmt wurde. Die Transfektion erfolgte wie in Abschnitt 3.4 beschrieben mit Ex-
pifectamine. In Abbildung 23A sind die Ergebnisse des W esternblots abgebildet.
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Abbildung 23: Ertrag von ILR-@, ILR-Fc und ILR13*-Fc. A) pEF4-ILR-Fc wurde entweder isoliert
oder mit 1 % SV40-LTA in 293F-Zellen transfiziert. Nach 2, 5 und 7 Tagen wurden Zelllysate und Kul-
turlberstande in einem IL-15-spezifischen Westernblot analysiert. Als Mock-Kontrolle wurde der leere
pEF4-Vektor transfiziert. B) Vergleich der Ertrage aufgereinigter und bioaktiver Proteine pro Liter Kul-
turmedium fur IL-15, ILR-@, ILR-Fc und ILR13"-Fc.

Zwei Tage nach der Transfektion konnte ILR-Fc in Zelllysaten und Kulturiberstanden detek-
tiert werden. Die Proben mit Kotransfektion von SV40-LTA zeigten zu diesem Zeitpunkt be-
reits eine minimal hdhere Signalstarke. Nach 5 bzw. 7 Tagen waren die Signale der SV40-
LTA-kotransfizierten Proben in Lysaten und Uberstanden deutlich intensiver als die der Pro-
ben ohne SV40-LTA. Eine densitometrische Auswertung des Westernblots an Tag 7 ergab
eine Signalsteigerung in den Kulturiibersténden der kotransfizierten Zellen um den Faktor
10. Zu spateren Zeitpunkten konnte keine weitere Steigerung der Proteinmengen in den Kul-
turiiberstanden beobachtet werden und die Aufreinigung der superagonistischen IL-15-
Fusionsproteine erfolgte somit standardmalRlig an Tag 7. Aus den kotransfizierten Kultur-
Uberstanden konnten zu diesem Zeitpunkt im Mittel 58 mg/l ILR-Fc isoliert werden, wahrend
die Ausbeute der einfach transfizierten Proben bei 7 mg/l lag. Aufgrund dieser Ergebnisse
wurden ILR-&, ILR-Fc und ILR13*-Fc zur Steigerung der Proteinausbeute stets mit 1 %
SVA40-LTA kotransfiziert.

45.2.2 Reinheit

Eine Ubersicht tiber die Ertrage aller Proteine in ihrer bioaktiven Form findet sich in Abbil-
dung 23B. Fiur ILR-Fc und ILR13*-Fc wurden stets dhnlich hohe Ertrdge im Bereich von
50-60 mg/l Kulturmedium erzielt. ILR-@ wurde aufgrund der fehlenden 1gG1l-Fc-Domaéane
nicht mit Protein-A, sondern mit Flag-spezifischen Agarose-Beads aufgereinigt. Diese Auf-
reinigung war weniger effektiv und fuhrte im Mittel zu einer Ausbeute von 17 mg/l. Die Rein-
heit von ILR-@, ILR-Fc und ILR13*-Fc wurde gewdhnlich densitometrisch anhand von SDS-

PAGE-Aufnahmen bestimmt und lag bereits direkt nach der affinitatschromatographischen
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Aufreinigung aus den Kulturiiberstanden bei Uber 95 %, weswegen auf weitere Aufreini-
gungsschritte verzichtet wurde.

45.3 Dimerisierungsverhalten

Durch die Anwesenheit der IgG1-Fc-Domaéne in ILR-Fc und ILR13*-Fc sollten beide Proteine
in ihrer nativen Form als Homodimere vorliegen. Die Dimerisierung erfolgt durch Ausbildung
zweier intramolekularer Disulfidbriicken zwischen den 1gG1-CH2-Doméanen der Monomere.
Da ILR-@ die IgG1-Fc-Doméne nicht besitzt, sollte es nicht dimerisieren. Eine vereinfachte
Darstellung der nativen Proteinkonformationen findet sich in Abbildung 24. Die Dimerisierung
der IL-15-Superagonisten wurde durch SDS-PAGE unter reduzierenden und nicht-
reduzierenden Bedingungen Uberprift. Als reduzierendes Agens wurde dabei (3-Mercapto-
ethanol verwendet.

Linker 26
Linker 26
Linker 26

ILR13*-Fc

ILR-Fc

Abbildung 24: Proteinstrukturen der IL-15-Superagonisten. Dargestellt ist die rdumliche Anord-
nung der Proteindoménen innerhalb der IL-15-Superagonisten. ILR-@ ist ein Monomer, bei dem
IL-15N72D durch einen flexiblen GC-Linker (Linker 26) an die IL-15Ra-Sushi-Doméane gekoppelt ist.
Bei ILR-Fc und ILR13*-Fc wurde diese Struktur kovalent an eine IgG1-Fc-Doméane gebunden. Dies
fuhrt zur Ausbildung zweier Disulfidbriicken im Bereich von IgG1-Fc und zur Bildung von Homodime-
ren. Bei ILR13*-Fc wurde IL-15RaSu unter Wegfall des 10 AA langen GC-Linkers und des C-termi-
nalen His-Tags um 13 AA des vierten Exons erweitert.

Aufgereinigte Proteinldsungen von IL-15, ILR-@, ILR-Fc und ILR13*-Fc wurden durch Erhit-
zen in SDS-PAGE-Probenpuffer mit und ohne Zusatz von 10 % [(3-Mercaptoethanol denatu-
riert. Dadurch wurden die Sekundar- und Tertiarstrukturen der Proteine in allen Proben zer-
stort, die Disulfidbricken blieben jedoch in den Proben ohne B-Mercaptoethanol erhalten.
Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurden die Proteine mit dem Coomassie-Farb-
stoff InstantBlue sichtbar gemacht.

Abbildung 42A zeigt die Ergebnisse der SDS-PAGE. Das Laufverhalten von IL-15 war unter
nicht-reduzierenden Bedingungen leicht verdndert und das Proteinsignal wurde bei etwa
12 kDa detektiert, wahrend es unter reduzierenden Bedingungen bei 15 kDa lag. Auch fur

ILR-@ ist unter nicht-reduzierenden Bedingungen eine Verlagerung des Signals von 34 kDa
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auf etwa 22 kDa zu erkennen. IL-15 und ILR-@ formen zwar keine Dimere, besitzen aber
intramolekulare Disulfidbindungen, deren Anwesenheit das Laufverhalten in der SDS-PAGE
beeinflussen kann. Die Signhale von ILR-Fc und ILR13*-Fc befinden sich unter reduzierenden
Bedingungen im Bereich von 60 kDa. Unter nicht-reduzierten Bedingungen wurden beide
Proteine bei etwa 120 kDa detektiert. Die Verdopplung des Molekulargewichts wurde durch
die Dimerisierung der Proteine erwartet. Um die Spezifitdt der Signale zu Uberprifen, wurde
von den reduzierten Proben zuséatzlich ein Westernblot mit einem IL-15-spezifischen Antikor-
per angefertigt (

Abbildung 42B). Die Verteilung der Signale im Westernblot entspricht genau den Beobach-
tungen aus der SDS-PAGE, somit kénnen die SDS-PAGE-Signale IL-15 bzw. den IL-15-

Superagonisten zugeordnet werden.
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Abbildung 25: Dimerisierung der IL-15-Superagonisten, SDS-PAGE/Westernblot. A) SDS-PAGE
von IL-15 und IL-15-Superagonisten unter reduzierenden (rechts) und nicht-reduzierenden (links) Be-
dingungen. B) Westernblot derselben Proben unter reduzierenden Bedingungen. Der Nachweis erfolg-
te Uber einen IL-15-spezifischen Primarantikdrper.

454 Bioaktivitat im Proliferationsassay mit CTLL-2- und M-07e-Zellen

Um die Unterschiede in der Wirkung der IL-15-Superagonisten zu untersuchen wurden die
Bioaktivitaten von ILR-@, ILR-Fc und ILR13*-Fc in einem Proliferationsassay auf CTLL-2-
und M-07e-Zellen verglichen. CTLL-2 exprimieren den gesamten IL-15Rafy-Komplex, wah-
rend M-07e den IL-15RBy ohne a-Kette exprimieren. Serielle Verdinnungsreihen der IL-15-
Superagonisten wurden erstellt und im 96-Well Format auf 1 x 10° Zellen getestet. Die
Proliferation wurde nach 4 Tagen durch einen CellTiter 96-Proliferationsassay anhand des
Farbumschlags bei 490 nm gemessen.

Auf M-07e-Zellen wurde eine vergleichsweise hohe IL-15-Konzentration bendétigt, um die

Proliferation anzuregen. Die errechnete Effektivdosis, die fur eine halbmaximale Proliferation
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bendtigt wurde (EDso), betragt 2712 pmol/l. ILR-@ und ILR-Fc wirken bereits in deutlich nied-
rigeren Konzentrationen mit einer EDso von 282 pmol/l fur ILR-@ und 271 pmol/l fir ILR-Fc.
Verglichen mit diesen beiden Konstrukten zeigt ILR13*-Fc eine nochmals erhdhte Bioaktivitét
mit einer EDso von 91 pmol/l. Die Bioaktivitaten von ILR-@ und ILR-Fc waren somit etwa
10-fach und die von ILR13*-Fc etwa 30-fach hoher als die von IL-15. Die Rezeptorkonfigura-
tion von M-07e entspricht auch der physiologischen Konfiguration von humanen T-Zellen.

Auf CTLL-2 wirkte IL-15 bereits in relativ niedrigen Konzentrationen mit einer EDsq von
39 pmol/l. ILR-@ und ILR-Fc zeigten geringere Bioaktivitaten mit einer EDso von 841 pmol/l
fur ILR-@ und 1166 pmol/l fur ILR-Fc. Die hochste Konzentration wurde von ILR13*-Fc mit
einer EDso von 5208 pmol/l bendtigt. Die Bioaktivitat von ILR-@ war somit 22-fach niedriger
als die von IL-15, wahrend sie fir ILR-Fc um den Faktor 30 und fur ILR13*-Fc um den Faktor
133 gesenkt war. Die Anwesenheit der IL-15Ra-Sushi-Doméne und besonders der um 13 AA
verlangerten Form behinderte somit offensichtlich die Bindung an den murinen, hochaffinen
IL-15Ray. Fur die &hnlich aufgebauten IL-15-Superagonisten RLI, ILR und Alt803 wurde ein
derartiger Effekt auf 32DB-Zellen, die den humanen, hochaffinen IL-15Rafy exprimieren,
nicht beschrieben [88, 238]. Mdglicherweise sind strukturelle Unterschiede zwischen dem

murinen und dem humanen Rezeptor fiir die beobachteten Differenzen verantwortlich.
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Abbildung 26: Bioaktivitat von ILR-@, ILR-Fc und ILR13*-Fc auf CTLL-2 und M-07e. Es wurden
serielle Verdinnungsreihen von ILR-@, ILR-Fc und ILR13*-Fc hergestellt und im Proliferationsassay
auf CTLL-2- und M-07e-Zellen getestet. Die Proliferation wurde nach 4 Tagen durch Zugabe von Cell-
Titer 96-Losung und Messung des Farbumschlags bei 490 nm bestimmt.

455 Bestimmung der Halbwertszeiten in murinem Serum

Zur Bestimmung der Halbwertszeiten wurden IL-15, ILR-&, ILR-Fc und ILR13*-Fc in einer
Ausgangskonzentration von 60 umol/kg Korpergewicht i.v. in C57BL/6-Mause injiziert. Nach
1, 2, 4, 24, 72, 96 und 144 Stunden wurde den Mausen eine geringe Menge Blut aus der
Schwanzvene entnommen und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert, bis der Gerinnungs-

prozess vollstandig abgelaufen war. Durch Zentrifugation bei 16000 rcf wurde das Serum
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von den restlichen Blutbestandteilen abgetrennt und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C
gelagert. Nach Akquisition aller Serumproben wurden diese im IL-15-Quantikine-ELISA ein-
gesetzt. Die Proben wurden dazu 1:100 in Probenpuffer verdiinnt und der Test nach Anga-
ben des Herstellers durchgefuihrt. Wie in Abbildung 27 gezeigt, sank die Konzentration von
IL-15 bereits nach 4 Stunden unter das Detektionslimit. Die errechnete Halbwertszeit von
IL-15 in diesem Versuch betrug 22 min. ILR-@ konnte demgegeniber bis zu 120 h nach der
Injektion detektiert werden. Die Halbwertszeit war verglichen mit IL-15 wesentlich h6her und
lag bei 12,3 h. ILR-Fc war auch nach 144 h noch im Serum detektierbar, die berechnete
Halbwertszeit lag bei 15,7 h. Die héchsten Zytokinkonzentrationen wurden allerdings durch-
gehend fur ILR13*-Fc gemessen. Die Halbwertszeit war auch im Vergleich zu ILR-Fc noch-
mals erhéht und lag bei 21,5 h.
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Abbildung 27: Halbwertszeiten von IL15, ILR, ILR-@ und ILR13*-Fc in Mausserum. Die Zytokine
wurden zu 60 pg/kg Korpergewicht i.v. in C57BL/6-Mause injiziert. Nach 1, 2, 4, 24, 72, 96, 120 und
144 h wurden Blutproben der Mause gesammelt und daraus Serum gewonnen. Die Zytokinkonzentra-
tionen in den Serumproben wurden Uber einen IL-15-spezifischen ELISA ermittelt.

4.5.6 Einfluss von IL-15 und ILR13"-Fc auf die Expression von NKG2D und PD-1
humaner CD8" T-Zellen

Fiar den bereits in der Einleitung vorgestellten IL-15-Superagonisten Alt803 wurde eine
Hochregulation von NKG2D, einem aktivierenden Rezeptor der angeborenen Immunantwort,
auf humanen T-Zellen beschrieben, die mit einem therapeutischen Effekt in Tumormodellen
einherging, fur den keine antigenspezifische Stimulation notwendig war [89, 242]. Im hier
gezeigten Versuch wurden IL-15 und ILR13*-Fc hinsichtlich ihrer Wirkung auf die Expression
von NKG2D sowie auf den inhibierenden Rezeptor PD-1 auf CD8* T-Zellen untersucht. Dazu
wurden PBMCs uber einen Zeitraum von 4 Tagen in Anwesenheit von 2 oder 20 nM IL-15
bzw. ILR13*-Fc kultiviert. Nach 4 Tagen Kultur wurden die Zellen mit spezifischen Antikor-
pern fur CD4, CD8, PD-1 und NKG2D gefarbt und die Expression beider Rezeptoren durch-
flusszytometrisch ausgewertet.
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Wie in Abbildung 28 dargestellt, lag die Basisexpression von NKG2D und PD-1 auf CD8*
T-Zellen in der unbehandelten Kontrolle bei 27,6 bzw. 4,1 %. IL-15 bewirkte demgegenuber
einen deutlichen Anstieg der NKG2D- und PD-1-Expression. Die Probe mit 20 nM IL-15 zeig-
te im Vergleich zur Probe mit 2 nM IL-15 eine moderat hdhere Frequenz von NKG2D und
keinen Anstieg von PD-1. ILR13*-Fc aktivierte die Expression von NKG2D schon mit einer
Konzentration von 2 nM deutlich starker als IL-15 mit einer Konzentration von 20 nM. Die
hochste NKG2D-Frequenz mit 89,4 % positiven CD8" T-Zellen wurde in der Probe mit 20 nM
ILR13*-Fc gemessen, wéahrend die Expression von PD-1 nicht weiter anstieg. So wurden flr
PD-1 in Anwesenheit von IL-15 oder ILR13*-Fc, unabhangig von der Konzentration der Zyto-
kine, stets Werte um 20 % gemessen.
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Abbildung 28: Expression von NKG2D und PD1. PBMCs wurden Uber einen Zeitraum von 4 Tagen
in Anwesenheit der angegebenen Konzentrationen IL-15 oder ILR13*-Fc kultiviert. Die Kontrolle erhielt
keine Zytokine. Der Nachweis von NKG2D und PD-1 erfolgte Uber spezifische Antikdrper in der Durch-
flusszytometrie.

4.6 Einfluss von ILR-Fc auf T- und B-Zellen immunkompetenter Mause

Nachdem die IL-15-Superagonisten in den vorigen Versuchen in vitro charakterisiert wurden
sollten sie in den in vivo-Versuchen der nun folgenden Abschnitte in Mausmodellen getestet
werden. Da humanes IL-15 und die IL-15-Superagonisten auch auf murinen Zellen aktiv
sind, wurde zunéachst ihre Wirkung auf die endogenen T- und B-Zellen immunkompetenter
Mause untersucht. Dazu erhielten B6-OT-1- oder BALB/c-M&ause eine einfache Dosis ILR-Fc
und die Frequenzen von CD4*und CD8* T-Zellen sowie von CD19* B-Zellen in Blut und Milz
der Mause wurden nach 4 Tagen bestimmt. Zusatzlich wurde das Gewicht der Milzen als

Indikator fir die T-Zellproliferation gemessen.
4.6.1 B6-OT-1-Mause

Im hier vorgestellten Versuch wurde die Wirkung von ILR-Fc auf B- und T-Zellfrequenzen in
C57BL/6-Tg(TcraTcrb)1100Mjb/J, kurz B6-OT-1-Mausen untersucht. Etwa 60-70% der

77



Ergebnisse

CD8* T-Zellen dieser Mause exprimieren einen T-Zell-Rezeptor, der das Ovalbumin-Peptid
SIINFEKL im Kontext von H2-K® erkennt. Diese Mause erhielten Injektionen von 10 pug/Maus
IL-15, der molar aquivalenten Dosis von 62 pg/Maus ILR-Fc oder eine PBS-Kontrolle. Nach
4 Tagen wurden Blut- und Milzproben der Mause in der Durchflusszytometrie mit CD4-,
CD8-, CD19- und CD45-spezifischen Antikérpern untersucht. Das Milzgewicht wurde auf der
Feinwaage bestimmt.

Die Milzen der M&use in der ILR-Fc-Gruppe waren nach 4 Tagen massiv vergrof3ert, wah-
rend in der IL-15-Gruppe keine Vergrol3erung festgestellt wurde. Das Milzgewicht in den
PBS- und IL-15-Mausen lag im Schnitt bei 209 bzw. 213 mg, hingegen wurde fir die ILR-Fc-
Mause ein Durchschnittswert von 603 mg errechnet. In Abbildung 29A sind die Gewichte in
einem Balkendiagramm aufgetragen. In einem einfaktoriellen ANOVA mit Tukey-Test wurde
eine statistische Signifikanz dieser Ergebnisse mit p < 0,05 berechnet.

Die Splenomegalie wurde begleitet von stark erhéhten Frequenzen der CD8" T-Zellen in Blut

und Milz der ILR-Fc-Mause, die in Abbildung 29B zusammengefasst sind.
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Abbildung 29: Auswirkungen von ILR-Fc auf T- und B-Zellen in B6-OT-1-Méausen. Die Mause
erhielten eine einmalige Injektion von 10 pg/Maus IL-15, 62 pg/Maus ILR-Fc oder eine PBS-Kontrolle
i.p. (n = 3). Die Analyse erfolgte nach 4 Tagen. A) Gewicht der freipréparierten Milzen. B) Frequenzen
muriner CD4*, CD8* T-Zellen und CD19* B-Zellen in Blut und Milz. Die Werte beziehen sich auf ein
vorgeschaltetes FSC/SSC-Lymphozytengate. Statistische Signifikanzen wurden mit einem einfaktoriel-
len ANOVA mit Tukey-Test berechnet. * p <0,05; *** p < 0,001; *** p < 0,0001.

Die Frequenz der CD8* T-Zellen im Blut lag fur PBS bei 19 % und war in der IL-15-Gruppe
mit 30 % leicht erhoht. In der ILR--ruppe war die Frequenz im Verhéaltnis dazu mit 58 % fast
doppelt so hoch. In der Milz wurden &hnliche Ergebnisse mit Frequenzen von 30 % flr PBS,

28 % fur IL-15 und 77 % fur ILR-Fc gemessen. Auch diese Ergebnisse waren statistisch sig-
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nifikant (ANOVA mit Tukey-Test; p < 0,0001). Die Frequenzen von CD19* B-Zellen in Blut
und Milz waren in der ILR-Fc-Gruppe deutlich erniedrigt. Fur diese Ergebnisse wurde eine
statistische Signifikanz mit p < 0,001 berechnet. IL-15 hatte weder im Blut noch in der Milz
einen messbaren Effekt auf die CD19-Frequenzen. Die Frequenzen von CD4* T-Zellen im
Blut und in der Milz der IL-15-Gruppe waren jedoch im Vergleich zur PBS-Kontrolle leicht
erniedrigt. Fur ILR-Fc war die Absenkung starker ausgepragt, eine statistische Signifikanz

wurde allerdings in keiner Gruppe erreicht.
4.6.2 BALB/c-Mause

Um zu zeigen, dass die Splenomegalie und die verdnderten T-Zellfrequenzen, die im letzten
Abschnitt beobachtet wurden, nicht exklusiv fir den transgenen Stamm B6-OT-1, sondern
auch in einem Modell mit unverandertem TCR-Repertoire auftreten, wurde der Versuchsauf-
bau aus Abschnitt 4.6.1 beibehalten und der Versuch mit BALB/c Mausen wiederholt. Die
GruppengrofRe wurde auf 5 erhdht und die Mause erhielten einmalige i.p. Injektionen von
entweder 10 pg/Maus IL-15, 62 pg/Maus ILR-Fc oder einer PBS-Kontrolle. Nach 4 Tagen
wurden Blut- und Milzproben der Mause in der Durchflusszytometrie mit CD4-, CD8-, CD19-
und CD45-spezifischen Antikérpern untersucht. Zusétzlich wurden die Milzen vorher freipra-
pariert, ihr Gewicht gemessen und ihre GréRRe photographisch festgehalten.

Wie schon bei den B6-OT-1-Mausen waren die Milzen der BALB/c-Mause als Reaktion auf
die ILR-Fc-Injektion stark vergrof3ert. Abbildung 30 zeigt eine Photocollage, in der die Sple-
nomegalie deutlich ersichtlich ist. Einhergehend mit der VergréRerung stieg das durchschnitt-
liche Gewicht der Milzen von 79 bzw. 96 mg fur PBS und IL-15 auf 375 mg fur ILR-Fc an. Fur
das Gewicht wurde in einem einfaktoriellen ANOVA mit Tukey-Test eine statistische Signifi-

kanz mit p < 0,0001 berechnet.
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Abbildung 30: Photographische Dokumentation der Splenomegalie in BALB/c Mé&ausen. Die
Mé&use erhielten eine einmalige Injektion von 10 pg/Maus IL-15, 62 pg/Maus ILR-Fc oder eine PBS-
Kontrolle i.p. (n =5). Die photographische Dokumentation der Milzgré3en erfolgte an Tag 4. Die Ab-
bildungen besitzen eine einheitliche Skalierung und in jeder Gruppe findet sich zum Vergleich ein
10 mm Maf3stab.

Die Ergebnisse der im Anschluss durchgefuhrten FACS-Analyse sind in Abbildung 31 zu-
sammengefasst. Die Frequenzen der CD4* T-Zellen waren in der ILR-Fc-Gruppe sowohl im
Blut als auch in der Milz stark erniedrigt, wohingegen IL-15 darauf keinen Einfluss hatte. Ein
ausgepragter Anstieg der CD8* T-Zellfrequenz wurde wie erwartet durch ILR-Fc in Blut und
Milz verursacht, wahrend die Frequenzen in der IL-15-Gruppe auf Hohe der PBS-Kontrolle
blieben. Im Blut stieg die Duchschnittsfrequenz der CD8* T-Zellen von 8,4 % fir PBS und
9,0 % flr IL-15 auf 24,2 % fir ILR-Fc an. In der Milz war der Anstieg ahnlich drastisch. Die
CD19*B-Zellen waren im Blut der Mause aus der ILR-Fc Gruppe mit 5,8 % gegeniber denen
aus der PBS-Gruppe mit 35,1 % und der IL-15-Gruppe mit 37,9 % deutlich unterreprasen-
tiert. Auch in der Milz war ein ahnlicher Rickgang zu beobachten. Alle besprochenen Ergeb-
nisse der ILR-Fc-Gruppe waren mit p < 0,0001 statistisch signifikant. Somit konnte gezeigt
werden, dass die durch ILR-Fc ausgeldste Proliferation der CD8* T-Zellen bei gleichzeitigem
Absinken der Frequenzen von CD19* B-Zellen und CD4* T-Zellen nicht nur bei den transge-
nen T-Zellen im B6-OT-1-Modell auftritt, sondern dass es sich um einen generellen Effekt

handelt, der unabhéngig von der Spezifitdt der T-Zellen zu beobachten ist.
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Abbildung 31: Auswirkungen von ILR-Fc auf die endogenen T- und B-Zellfrequenzen im
BALB/c-Modell. NSG-Mause erhielten einmalige i.p. Injektionen von 10 pg/Maus IL-15, 62 pg/Maus

ILR-Fc oder eine PBS-Kontrolle (n =5). 4 Tage spater wurden die Mause analysiert A) Gewicht der
freipréaparierten Milzen. B) Frequenzen muriner CD4* bzw. CD8" T-Zellen und CD19* B-Zellen in Blut
und Milz. Die Werte beziehen sich auf ein vorgeschaltetes Lymphozytengate im FSC/SSC. Die statis-
tischen Berechnungen erfolgten durch einen einfaktoriellen ANOVA mit Tukey-Test. **** p < 0,0001.

4.7 Dosisabhangige Expansion von CD8* T-Zellen durch
IL-15-Superagonisten in B6-OT-1-Mausen

Die durch ILR-Fc ausgeloste Splenomegalie in B6-OT-1 und BALB/c Mausen (siehe Ab-
schnitt 4.6) wurde in diesem Versuch hinsichtlich ihrer Dosisabhéngigkeit untersucht. Dazu
wurden B6-OT-1-Mausen unterschiedliche Konzentrationen von ILR-@ ILR-Fc oder
ILR13*-Fc in die Schwanzvene injiziert. Die Konzentrationen betrugen 60, 30, 15, und 7,5
pmol/kg Korpergewicht. 4 Tagen spater wurden die Milzen der Mause entnommen und peri-
pheres Blut aus dem Thorakalraum gesammelt. Die Milzen wurden gewogen und ihre Groi3e
wurde photographisch dokumentiert. Die Frequenzen muriner B- und T-Zellen in Blut und
Milz wurden wie auch in den vorigen Versuchen durchflusszytometrisch mit CD4-, CD8- und

CD19-spezifischen Antikdrpern gemessen.
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Abbildung 32: Splenomegalie nach Injektion superagonistischer IL-15-Fusionsproteine.
B6-OT-1-Mause erhielten i.v. Injektionen von 7,5, 15, 30 oder 60 pmol/kg ILR-@, ILR-Fc oder ILR13*-
Fc (n = 3). An Tag 4 wurden die Milzen prépariert. A) Die Gewichte freipraparierter Milzen wurden auf
der Feinwaage gemessen. B) Photographische Dokumentation der ILR-Fc- und ILR13*-Fc induzierten
Splenomegalie.

In Abbildung 32A wurden die Gewichtsdaten aller Gruppen zusammengefasst. ILR-Fc und
ILR13*-Fc bewirkten auch in diesem Versuch eine dosisabhangige VergréRerung der Milz.
Die Photos der einzelnen Milzen sind in Abbildung 32B gezeigt und wurden einheitlich ska-
liert. Dadurch ist die Splenomegalie mit zunehmender Dosis deutlich zu erkennen. Fir die
hdchste Dosis von 60 umol/kg stieg das durchschnittliche Gewicht der Milzen in der ILR-Fc-
Gruppe von 131 mg auf 537 mg an. In der ILR13*-Fc-Gruppe wurde ein ahnlich starker Ef-
fekt mit einem Anstieg auf 502 mg beobachtet. Fir ILR-@ stieg das Milzgewicht nur marginal
auf 148 mg an. Eine Dosisabhéngigkeit konnte in dieser Gruppe nicht festgestellt werden.

Die durchflusszytometrischen Messungen zeigten analog zu den Gewichtskurven einen do-
sisabhéngigen Anstieg von CD8* T-Zellen in Blut und Milz der ILR-Fc- und ILR13*-Fc-
behandelten Mause. Fur die ILR-@-Gruppe war dieser Anstieg im Blut nicht zu beobachten,
in den Milzen war er jedoch in schwacher Auspragung vorhanden. Ein leichter Rickgang der
CD19" B-Zellfrequenz konnte fur ILR-@ sowohl im Blut als auch in den Milzen festgestellt
werden. Die durchschnittlichen Werte sanken hier von 62 auf 34 %. Fiur ILR-Fc und ILR13*
war dieser Rickgang starker und die Frequenzen sanken auf 16 bzw. 24 %. Die Frequenzen
der CD4* T-Zellen waren mit 2-3 % gruppenibergreifend sehr niedrig und eine dosisabhan-
gige Anderung wurde in keiner Gruppe beobachtet. Insgesamt wurden mit diesem Versuch

die Beobachtungen aus Abschnitt 4.6 bestétigt und um die Dosisabhangigkeit erganzt. Die

82



Ergebnisse

hdchste Dosis von 60 pumol/kg Korpergewicht zeigte dabei die starksten Effekte und wurde in

nachfolgenden Versuchen als therapeutische Dosis eingesetzt.
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Abbildung 33: Dosisabhangige Verschiebung der Frequenzen von T- und B-Zellen in B6-OT-1-
Mausen nach Injektion von IL-15-Superagonisten. B6-OT-1-Mause erhielten i.p. Injektionen mit

aufsteigenden Konzentrationen von ILR-@, ILR-Fc oder ILR13*-Fc. Nach 4 Tagen wurden Einzelzell-
suspensionen von Blut und Milz mit spezifischen Antikdrpern gegen murines CD4, CD8 und CD19
gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Die angegebenen Werte entsprechen Prozentangaben
in einem vorgeschalteten FSC/SSC-Lymphozytengate.

4.8 Einfluss von IL-15-Superagonisten auf humane T-Zellen im

NSG-Modell

Nachdem in den Versuchen mit B6-OT-1- und BALB/c-Méausen in Abschnitt 4.6 ein Effekt der
IL-15-Superagonisten auf murine T-Zellen gezeigt werden konnte, wurde im Folgenden ihre
Wirkung auf humane T-Zellen im NSG-Modell untersucht. Dazu wurden die Mause entweder
mit humanen CD34* hamatopoetischen Stammzellen rekonstituiert oder es wurden humane
PBMCs i.v. injiziert.

48.1 Wirkung von ILR-Fc in humanisierten Mausen

Fir diesen Versuch wurden NSG-Mause mit CD34* hamatopoetischen Stammzellen rekon-
stituiert, die aus einem fur wissenschaftliche Zwecke freigegebenen Leukapheresat eines
gesunden Spenders stammten. Sie wurden Uber CD34-MACS isoliert und i.v. zu 5 x 10° Zel-

len/Maus in 6 Wochen alte, zuvor mit 150 cGy bestrahlte, NSG-Mause injiziert. 9 Wochen
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spater erhielten die Mause eine i.p. Injektion von 10 pg/Maus IL-15 oder 62 pg/Maus ILR-Fc.
Die Injektionen wurden fur IL-15 aufgrund der kurzen Halbwertszeit alle zwei Tage und flr
ILR-Fc wdchentlich tUber einen Zeitraum von insgesamt 4 Wochen wiederholt. Die Frequen-
zen der CD4*und CD8" T-Zellen im peripheren Blut der Mause wurden wdéchentlich in der
Durchflusszytometrie Uberwacht.

Wahrend bis zu 2 Wochen nach Start der Zytokin-Injektionen nur sehr geringe Frequenzen
von CD4* und CD8* T-Zellen unterhalb von 0,2 % detektierbar waren, stiegen sie ab der drit-
ten Woche in der ILR-Fc-Gruppe rapide an. Fir IL-15 wurden hingegen nur minimal erhdhte
T-Zellfrequenzen gemessen. Im Gegensatz zu den Ergebnissen aus den Versuchen mit
murinen T-Zellen stieg die Frequenz der humanen CD4* T-Zellen ebenfalls mit an. Abbildung
34 zeigt exemplarisch die FACS-Ergebnisse je einer Maus pro Gruppe. Wéhrend die Fre-
quenzen der CD4* T-Zellen in der ILR-Fc-Gruppe im Mittel bei Gber 30 % lagen, wurden fir
IL-15 durchschnittlich nur 0,5 % gemessen. Die Frequenzen der CD8* T-Zellen verhielten
sich ahnlich. So wurden in der ILR-Fc-Gruppe Frequenzen von Uber 40 % detektiert, wah-
rend sie fur IL-15 stets unter 5 % lagen. Die Proben aus den PBS-Kontrollen lagen bei
0,1-0,2 % und nach dem Absetzen der Zytokin-Injektionen verringerten sich die T-Zellfre-
guenzen der IL-15 und ILR-Fc-Gruppe innerhalb von 28 Tagen, bis sie ebenfalls in diesem

Bereich stagnierten.
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Abbildung 34: Einfluss von ILR-Fc auf die T-Zellfrequenzen humanisierter NSG-Mause. NSG-
Mause (n = 3) erhielten i.v. Injektionen von 1 x 10° CD34* hamatopoetischen Stammzellen. Nach
9 Wochen wurden 10 pg/Maus IL-15 jeden zweiten Tag oder 62 pg/Maus ILR-Fc wochentlich Gber
einen Zeitraum von 28 Tagen i.p. injiziert. Gezeigt sind exemplarisch die T-Zellfrequenzen je einer
reprasentativen Maus pro Gruppe an Tag 28 im Blut. Die Prozentwerte beziehen sich auf ein vorge-
schaltetes CD45*-Gate.

4.8.2 Wirkung von IL-15-Superagonisten auf humane PBMCs im NSG-Modell

Um die Wirkung der IL-15-Superagonisten ILR-@, ILR-Fc und ILR13*-Fc auf humane PBMCs
im NSG-Modell zu untersuchen, wurden den Mausen 1 x 10’ PBMCs i.v. injiziert. Anschlie-
Rend wurden jeden zweiten Tag 10 pg/Maus IL-15 bzw. wdchentlich das molare Aquivalent
von 33 ug/Maus ILR-@, 63 pg/Maus ILR-Fc oder 62 pg/Maus ILR13*-Fc, beginnend am Tag
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des PBMC-Transfers durch i.p. Injektionen verabreicht. Nach 10 Tagen wurden die Milzen
der Mause gewogen und Blut und Knochenmark in der Durchflusszytometrie auf die Fre-
quenzen von CD4* und CD8* T-Zellen untersucht.

Wie in Abbildung 35A zu sehen, waren die Milzen der Mause mit einem durchschnittlichen
Gewicht von 199,4 mg fur ILR-Fc und 241,8 mg fir ILR13*-Fc aufféllig vergréRert. Das
Durchschnittsgewicht der PBS-Kontrollgruppe lag bei 79,6 mg. Weniger stark ausgepréagt
war die Splenomegalie mit 99,8 mg fur ILR-@ und 127,8 mg fir IL-15. Die Ergebnisse wur-
den im einfaktoriellen ANOVA mit Tukey-Test auf statistische Signifikanz getestet, wobei flr
ILR-Fc und ILR13*-Fc eine Signifikanz mit p < 0,001 festgestellt wurde.

Die Frequenzen der CD4* und CD8* T-Zellen im Blut der Mause waren in der ILR13*-Fc-
Gruppe deutlich erhoht. Fir ILR-Fc und IL-15 wurde ein moderater Anstieg detektiert, ILR-@
hatte keinen Effekt auf die T-Zellfrequenzen (Abbildung 35B). Im Gegensatz zu den Versu-
chen mit murinen T-Zellen und B6-OT-1 bzw. BALB/c Mausen und in Ubereinstimmung mit
den Ergebnissen der humanen T-Zellen aus dem vorigen Abschnitt, waren von der Fre-
quenzsteigerung sowohl CD8* als auch CD4* Zellen betroffen. Im Knochenmark wurden fir
ILR-Fc und ILR13*-Fc signifikant erhdhte CD4- und CD8-Frequenzen gemessen, wahrend
far IL-15 und ILR-@ nur eine mafige Steigerung zu beobachten war. Die Frequenzen der
CD45RA* und CD45R0O* T-Zellen in der Milz wurden in Abbildung 35C verglichen. Fur
ILR-Fc und ILR13*-Fc wurden signifikant niedrigere CD45'RO- sowie erhdhte CD45RA*-
Frequenzen detektiert, wahrend die Frequenzen von CD62L und CCR7 gleich blieben bzw.
ebenfalls leicht erhoht waren (Daten nicht gezeigt). Diese phéanotypischen Unterschiede
wurden in der IL-15- und ILR-@ Gruppe nicht beobachtet und deuten auf eine praferentielle
Proliferation von T-Zellen mit naivem oder Tscu-Phanotyp hin.
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Abbildung 35: T-Zellfrequenzen in NSG-Mausen nach PBMC-Transfer und Injektionen von
IL-15, ILR-@, ILR-Fc und ILR13*-Fc. NSG-Mause (n = 5) erhielten i.v. Injektionen von 1 x 107 PBMCs

zusammen mit 10 pg/Maus IL-15, 33 pg/Maus ILR-@, 62 pg/Maus ILR-Fc, 63 pg/Maus ILR13*-Fc oder
eine PBS-Kontrolle. Die IL-15-Injektionen wurden jeden zweiten Tag, die der restlichen Zytokine wo-
chentlich wiederholt. Nach 10 Tagen wurde der Versuch beendet. A) Gewicht der Milzen. B) Frequen-
zen CD45*CD4* und CD45*CD8* T-Zellen in Blut und Knochenmark. C) Frequenzen von CD45RA*
und CD45R0O*-Zellen in der Milz. Die Signifikanzen wurden in einem einfaktoriellen ANOVA mit Tukey-
Test berechnet. * P < 0,05; * P < 0,01; ** P < 0,001.
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49 Einsatz von ILR13*-Fc in therapeutischen Tumormodellen
49.1 AML-Xenograft-Leukdamiemodell in NSG-Mausen

Zum Abschluss der Arbeit wurde der Einfluss von ILR13*-Fc auf die Funktionalitdt adoptiv
transferierter, antigenspezifischer CD8" T-Zellen in einem therapeutischen AML-Modell mit
NSG-Mausen untersucht. Dabei wurde ein in der Arbeitsgruppe Herr/Hartwig etabliertes Ver-
suchsprotokoll angewendet und fur ILR13*-Fc modifiziert. Zundchst wurden die Mause mit
primaren AML-Blasten aus einem therapeutischen Leukapheresat eines AML-Patienten en-
graftet. Das Protokoll sieht den therapeutischen T-Zelltransfer zu einem Zeitpunkt vor, der
einer MRD mit 1-3 % AML-Blasten im Knochenmark entspricht. Die therapeutische Effizienz
der transferierten, AML-reaktiven T-Zellen nimmt bei starkerer AML-Infiltration im Knochen-
mark schnell ab, da die T-Zellen ein Auswachsen der AML nicht mehr vollstdndig verhindern
kénnen. Bei Engraftmentraten von tber 5 % AML im Knochenmark wurden in diesem Mo-
dellsystem bisher keine signifikanten Therapieerfolge erzielt. Hier wurde die Wirkung von
ILR-Fc auf die Funktionalitéat transferierter AML-reaktiver T-Zellen bei fortgeschrittenem AML-
Engraftment mit tber 10 % AML im Knochenmark untersucht.

Fur die Generierung der AML-reaktiven CD8* T-Zellen wurden diese aus einem komplett
HLA-kompatiblen Buffy-Coat Uber CD8-MACS isoliert und gemafl dem etabliertem Protokoll
repetitiv mit letal bestrahlten Blasten der AML MZ667 stimuliert [243]. Die so expandierten
AML-reaktiven CD8" T-Zelllinien wurden in vitro hinsichtlich ihres Lyseverhaltens gegen
MZ667-Blasten und unspezifische Zelllinien auf ihre AML-Reaktivitat, sowie durch Untersu-
chung des TCR-V[3-Repertoires auf Klonalitat getestet, wodurch der AML-reaktive T-Zellklon
5B2 identifiziert werden konnte.

Die NSG-Mause wurden einen Tag vor Transfer der Leukamieblasten subletal mit 1,5 Gy
bestrahlt und erhielten 18-24 h spater i.v. Injektionen von 5 x 10° MZ667-Blasten/Maus.
Nach 16 Tagen wurde das AML-Engraftment im Knochenmark von zwei Kontrollméusen
Uberprift. Dazu wurden Einzelzellsuspensionen des Knochenmarks in der Durchflusszyto-
metrie auf CD33*CD45* Zellen untersucht. Die AML-Infiltration lag in diesen Kontrollm&ausen
bei 10,8 bzw. 18,2 % (Abbildung 37A). Der adoptive Transfer von 5 x 10° T-Zellen/Maus des
AML-reaktiven T-Zellklons 5B2 oder von Mel-A-spezifischen T-Zellen als Spezifitdtskontrolle
erfolgte am selben Tag. Eine Gruppe der Mause erhielt wochentliche i.p. Injektionen von
62 pug/Maus ILR-Fc und eine weitere Gruppe erhielt 10 pg/Maus IL-15 jeden zweiten Tag.
Einen Uberblick tiber die Gruppen und den Versuchsablauf gibt Abbildung 36.
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5 x 10° T-Zellen/Maus i.v.

* Maus 1-5: ohne T-Zellen
Maus 6-10: Mel-A

*  Maus 11-15: Mel-A +IL-15
Maus 16-20: Mel-A + ILR13*-Fc

*  Maus 21-25:5B2 Analyse von AML und
*  Maus 26-30: 5B2 + IL-15 T-Zellfrequenzen in Blut,
5x 10° MZ667/Maus  +  Maus 31-35: 5B2 + ILR13*-Fc Milz und Knochenmark
Tag-16 TagOl Tag 21

10 pg IL-15/Maus
jeden zweiten Tag i.p.
bzw. 62 pg/Maus
ILR13*-Fc wochentlich

Abbildung 36: Versuchsablauf zum AML-Xenograft-Leukédmiemodell. NSG-Mause wurden mit
1,5 Gy bestrahlt und erhielten 24 h spater i.v. Injektionen von 5 x 10° Zellen der AML MZ667. Nach 16
Tagen wurden den Mausen 5 x 10° T-Zellen der AML-reaktiven Linie 5B2 oder eine Mel-A-reaktive
Kontrolle i.v. injiziert. Die Zytokininjektionen wurden am selben Tag gestartet und bis zum Versuchs-
ende an Tag 21 regelmalig wiederholt. Die Analyse der AML- und T-Zellfrequenzen in Blut, Milz und
Knochenmark erfolgte durchflusszytometrisch mit CD45-, CD33- und CD8-spezifischen Antikdrpern.

21 Tage nach dem adoptivem T-Zelltransfer wurde das Knochenmark der Mause préapariert
und durchflusszytometrisch auf CD33*CD45* AML-Zellen und CD45*CD8* T-Zellen unter-
sucht. Wie in Abbildung 37B zu sehen, lag die Leukdmielast im Knochenmark der nicht-
behandelten Gruppe an Tag 21 bei 67,6 %. Die Behandlung mit AML-reaktiven T-Zellen des
Klons 5B2 konnte das Wachstum der Leukamie nur minimal verlangsamen. Der Mittelwert
dieser Gruppe lag bei 63,2 %. Eine starkere Reduktion wurde fir 5B2 und IL-15 beobachtet.
Hier lag der Durchschnittswert bei 48,0 %. Der beste therapeutische Erfolg wurde allerdings
durch 5B2 in Kombination mit ILR13*-Fc erreicht. Es wurde in dieser Gruppe eine mittlere
Leukdmielast von 23,8 % gemessen. Aufféllig war, dass auch die zur Spezifitatskontrolle
eingesetzten Mel-A spezifischen T-Zellen mit ILR13*-Fc ein verlangsamtes Tumorwachstum
bewirkten. Der Effekt war dabei mit 49,4 % AML-Blasten im Knochenmark fast so stark aus-
gepréagt wie fur 5B2 und 1L-15.

Die Frequenzen der CD8* T-Zellen im Knochenmark waren einhergehend mit dem therapeu-
tischen Effekt fur ILR13*-Fc stark erhoht (Abbildung 37B). In der Gruppe mit 5B2 und
ILR13*-Fc wurde die hochste T-Zellfrequenz mit einem Mittelwert von 24,9 % gemessen.
Doch auch in der Gruppe mit 5B2 und IL-15 waren die T-Zellfrequenzen mit 4,1 % gegen-
Uber der Kontrolle ohne Zytokine deutlich erhéht. Dort konnten nur vereinzelte T-Zellen de-
tektiert werden und es wurde ein Mittelwert von 0,15 % errechnet. Sowohl IL-15 als auch
ILR13*-Fc hatten dartber hinaus einen Einfluss auf die Frequenzen der Mel-A-spezifischen
T-Zellen, wobei fur Mel-A und IL-15 im Mittel 0,45 % und fir Mel-A und ILR13*-Fc im Mittel
1,7 % gemessen wurden. Die Ergebnisse der AML- und T-Zellfrequenzen wurden mittels

einfaktoriellem ANOVA mit Tukey-Test statistisch analysiert und die Ergebnisse der Gruppe
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mit 5B2 und ILR13*-Fc waren sowohl fur die AML- als auch fur die T-Zellfrequenzen mit
p < 0,0001 statistisch signifikant. Fir die Gruppen mit 5B2 und IL-15 sowie Mel-A und
ILR13*-Fc wurde ebenfalls eine statistische Signifikanz mit p < 0,01 ermittelt. Somit konnte
gezeigt werden, dass IL-15 und insbesondere das superagonistische ILR13*-Fc den thera-
peutischen Effekt des adoptiven T-Zelltransfers im xenogenen AML-Modell mit NSG-M&usen

signifikant verstarken kénnen.
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Abbildung 37: ILR-Fc in einem therapeutischen AML Modell in NSG-Méausen. NSG-Mause (n =5)
erhielten i.v. Injektionen von 5 x 10° Zellen/Maus der AML MZ667. Nach 18 Tagen erfolgte die Thera-
pie durch Injektion von 5 x 10® AML- (Klon 5B2) oder Mel-A-reaktiven CD8* T-Zellen. Die i.p. Applika-
tionen von 10 pg/Maus IL-15 erfolgten jeden zweiten Tag, ILR13*-Fc wurde wodchentlich zu 62 pg pro
Maus appliziert. Alle Prozentangaben beziehen sich auf ein vorgeschaltetes FSC/SSC-Lympho-
zytengate. A) AML-Last im Knochenmark am Tag des therapeutischen T-Zelltransfers. B) AML-Last im
Knochenmark 21 Tage nach T-Zelltransfer. C) Frequenz von CD8* T-Zellen im Knochenmark nach
21 Tagen. Statistische Signifikanzen wurden mit einem einfaktoriellen ANOVA mit Tukey-Test berech-
net. ** p <0,01; *** p < 0,0001.

4972 Solides Ovarialkarzinom-Modell in NSG-Mausen

Analog zum Leukamiemodell wurde in diesem Versuch der Einfluss von ILR13*-Fc in einem
praklinischen, soliden Tumormodell nach adoptivem Transfer CAR-transduzierter T-Zellen
untersucht. Das Tumormodell wurde in Zusammenarbeit mit der Firma BioNTech zur Validie-
rung eines Claudin-spezifischen (CLDN) CARs entwickelt. CAR-transduzierte T-Zellen und
OV-90-Ovarialkarzinomzellen wurden dabei freundlicherweise unter der Leitung von Dr. Pet-
ra Simon generiert und zur Verfigung gestellt. Claudine sind an der Ausbildung impermeab-
ler Barrieren (engl.: tight junctions) in Zellverbanden beteiligt und werden im Menschen nor-

malerweise nur im Embryonalstadium exprimiert, sind jedoch auch auf den Zellen einiger
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Krebsarten prasent [244]. Dazu gehort auch die Zelllinie OV-90, die aus Aszitesflussigkeit
einer 64-jahrigen Patientin mit Ovarialkarzinom etabliert wurde.

NSG-Mause erhielten s.c. Injektionen von 1 x 10’ OV-90-Zellen in die rechte Flanke. Darauf-
hin entwickelten sich innerhalb von 4 Tagen tastbare, solide Tumore im Bereich der Einstich-
stelle. Metastasierung wurde in diesem Modell nicht beobachtet. Der Transfer von CLDN-
CAR- oder Kontroll-CAR transduzierten CD3* T-Zellen erfolgte 4 Tage nach Injektion der
Tumorzellen. Zum Zeitpunkt des T-Zelltransfers wurden 81,2 % CLDN-CAR positive T-Zellen
innerhalb der CD4-Fraktion und 83,2 % innerhalb der CD8-Fraktion des T-Zelltransplantates
gemessen. Fur Kontroll-CAR transduzierte T-Zellen waren es 78,6 % innerhalb der CD4- und
86,0 % innerhalb der CD8-Fraktion. OV-90 exprimiert keine CLDN-Isoform, die durch die
Kontroll-CAR transduzierten T-Zellen erkannt wird. Abbildung 38 gibt einen Uberblick tber
den Versuchsverlauf.

1 x 107 T-Zellen/Maus i.v.
*  Maus 1-4: keine T-Zellen
*  Maus 5-8: Kontroll-CAR
Maus 8-12: CLDN-CAR
*  Maus 13-16: Kontroll-CAR + ILR13*-Fc
1x 107 OV-90/Maus s.c. * Maus 17-20: CLDN-CAR + ILR13*-Fc

>

Tag O Tag 4 |

62 pg ILR13*-Fc /Maus Wachentliche Messung
wochentlich von Tumorvolumen und
T-Zellfrequenzen im Blut

Abbildung 38: Versuchsablauf zum soliden Ovarialkarzinommodell. NSG-M&use erhielten s.c.
Injektionen von 1 x 107 OV-90 Zellen/Maus. Nach 4 Tagen erhielten die Mause 1 x 107 CLDN-CAR-
transduzierte CD3* T-Zellen i.v. Zur Spezifitdtskontrolle wurden auch Gruppen mit Kontroll-CAR-
transduzierten T-Zellen injiziert. Am selben Tag wurde 62 pg/Maus ILR13*-Fc i.p. verabreicht. Die
Zytokininjektionen wurden wochentlich wiederholt. Das Tumorwachstum wurde durch ebenfalls wo-
chentliche Messungen des Tumorvolumens tiberwacht.

Die T-Zellfrequenzen im peripheren Blut der Mause wurden wdéchentlich bestimmt. Sie stie-
gen Uber den Versuchsverlauf stetig an. Auffallige Unterschiede zwischen den ILR-Fc13*-Fc-
Gruppen und Gruppen ohne Zytokinbehandlung wurden allerdings zu keinem Zeitpunkt fest-
gestellt. Die Ergebnisse des Tumorwachstums sind in Abbildung 39 zusammengefasst. In
der Gruppe mit CLDN-CAR-transduzierten T-Zellen war das Wachstum der Tumore gegen-
Uber den Kontrollgruppen signifikant verlangsamt. Auffallig ist, dass sowohl in der Gruppe mit
dem spezifischen CLDN-CAR und ILR13*-Fc als auch in der Gruppe mit dem unspezifi-
schem Kontroll-CAR und ILR13*-Fc ein starker Antitumoreffekt zu beobachten war. In beiden
Gruppen lag das durchschnittliche Tumorvolumen weit unter dem der CLDN-CAR-Gruppe,
die keine Zytokine erhielten. Offensichtlich wurde durch die Supplementierung mit ILR13*-Fc
auch in diesem Versuch ein therapeutischer Effekt erzielt, der nicht exklusiv durch die anti-

genspezifische Erkennung der Zielzellen vermittelt wurde. Dennoch war auch unter Einfluss
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von ILR13*-Fc weiterhin ein CAR-vermittelter, antigenspezifischer Antitumoreffekt vorhan-
den. An Tag 31 wurde flr die Mause 23 und 24 der CLDN-CAR-Gruppe mit ILR13*-Fc eine
komplette Remission mit vollstandiger Abwesenheit sichtbarer Tumore festgestellt. Auch

Maus 21 entwickelte zu keinem Zeitpunkt einen sichtbaren Tumor (Abbildung 39B).
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Abbildung 39: Einfluss von ILR13"-Fc auf das Wachstum solider OV-90-Tumore nach Transfer
CLDN-CAR-transduzierter T-Zellen. NSG-Mause (n =4) erhielten s.c. Injektionen von 1 x 107

OV-90-Zellen/Maus der Ovarialkarzinomlinie OV-90. CLDN-CAR- oder Kontroll-CAR-transduzierte
T-Zellen wurden nach 4 Tagen i.v. appliziert. ILR13*-Fc Injektionen erfolgten wochentlich zu
62 pg/Maus. A) Entwicklung des Tumorvolumens innerhalb der Kontroll-CAR-Gruppe mit ILR13*-Fc.
B) Entwicklung des Tumorvolumens innerhalb der CLDN-CAR-Gruppe mit ILR13*-Fc. C) Analyse des
Tumorwachstums aller Gruppen. Statistische Signifikanzen wurden mittels zweifaktoriellem ANOVA
mit Tukey-Test berechnet. ** p <0,01; **** p < 0,0001.

In dieser Gruppe hatte nur Maus 22 zum Versuchsende einen messbaren Tumor, zeigte je-
doch in den Tagen davor ebenfalls eine starke Reduktion des Tumorvolumens. Das mittlere
Tumorvolumen dieser Gruppe betrug zu Versuchsende 4,5 mm3. In der Gruppe mit Kontroll-
CAR transduzierten T-Zellen und ILR13*-Fc lag es bei 150 mm3. Eine komplette Remission
wurde hier fur Maus 19 festgestellt (Abbildung 39A). Maus 18 und 20 zeigten dem gegen-
Uber eine Regression bzw. Stagnation des Tumorwachstums ab Tag 24. Die Tumorvolumen
lagen jedoch weiterhin deutlich Gber den fir CLDN-CAR und ILR13*-Fc gemessenen Wer-
ten. Das Tumorwachstum von Maus 17 war zwar gegenuber den Kontrollgruppen verlang-
samt, es wurde jedoch keine Tumorregression festgestellt. Die Mause aller Gruppen entwi-

ckelten ab Tag 28, aufgrund des Transfers der CD3* T-Zellpopulation, starke Symptome ei-
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ner xenogenen GvHD, so dass der Versuch an Tag 31 beendet werden musste. Dennoch
konnte auch in diesem Versuch eine deutliche Steigerung der therapeutischen Effektivitét
durch die Supplementierung mit ILR13*-Fc erreicht werden. Auch der antigenunspezifische
Antitumoreffekt, der im therapeutischen AML-Modell des vorigen Abschnitts beobachtet wur-

de, konnte reproduziert werden.
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5 Diskussion

Nach neusten Angaben des Statistischen Bundesamts wurden im Jahr 2013 in Deutschland
223842 Sterbefalle mit Krebs als Todesursache registriert. Damit ist Krebs, nach Herz- und
Kreislauferkrankungen, die zweithdufigste Todesursache [245]. Krebs ist eine multifaktorielle
Krankheit und eine Vielzahl von Mechanismen ist an ihrer Entstehung beteiligt. Die Behand-
lungsmethoden sind ebenso vielfaltig wie die Ursachen und richten sich nach Art und Stadi-
um der Krebserkrankung. Neben den klassischen Therapiemethoden, also dem Entfernen
oder Schadigen des Tumorgewebes durch chirurgische Eingriffe, Strahlen oder Chemothe-
rapie, gewinnt die Immuntherapie zunehmend an Bedeutung. Vor allem durch den adoptiven
Transfer reprogrammierter T-Zellen konnten in den letzten Jahren beachtliche therapeuti-
sche Erfolge erzielt werden [246, 247]. Dabei werden die T-Zellen so manipuliert, dass sie
gegen Tumorantigene reagieren und gegebenenfalls weitere therapieférdernde Eigenschaf-
ten annehmen. Dazu gehoren Veranderungen des Phéanotyps sowie die dauerhafte Aktivie-
rung bzw. Deaktivierung von kostimulatorischen und inhibitorischen Signalwegen. Aufgrund
seiner proliferationsférdernden und anti-apoptotischen Eigenschaften ist IL-15 besonders
interessant, um im Kontext des adoptiven T-Zelltransfers fur die zusétzliche Stimulation und
Expansion antigenspezifischer T-Zellen genutzt zu werden. In praklinischen Modellen, in
denen humane T-Zellen adoptiv in immundefiziente Mause transferiert wurden, konnten
IL-15 und IL-15-Superagonisten bereits erfolgreich getestet werden. Dabei war IL-15 in der
Lage Proliferation, Effektorfunktionen und Persistenz der transferierten T-Zellen zu verbes-
sern. In den folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zur Her-
stellung und Funktion von IL-15 und IL-15-Superagonisten mit der aktuellen Fachliteratur
verglichen und hinsichtlich zukinftiger Verwendungsmaoglichkeiten der Zytokine in klinischen
Studien bewertet. Dabei werden vor allem auch die Mechanismen diskutiert, die fur die Bio-
aktivitatssteigerung der IL-15-Superagonisten verantwortlich sind.

51 Herstellung von IL-15 und IL15N72D

Der Groldteil des kommerziell erhaltlichen IL-15 wird heute rekombinant in E. coli hergestelit.
Dabei wird das Protein wahrend der Aufreinigung denaturiert und riickgefaltet und ihm fehlt
die physiologisch vorhandene N-Glykosylierung. Die Bioaktivitat wird dadurch augenschein-
lich nicht eingeschrankt, Auswirkungen auf die Verteilung und Halbwertszeit des Proteins in
vivo sind jedoch nicht auszuschlie3en [248, 249]. Alternative Methoden zur Herstellung von
IL-15 in S. cerevisiae oder Saugerzellen sind zwar beschrieben, generieren jedoch im Ver-
gleich zur Expression in E. coli nur geringe Ertrage [250, 251]. Der Grund dafir liegt wahr-
scheinlich in einer Stdrung der IL-15-Sekretion, denn physiologisch wird IL-15 Uber sekretori-
sche Vesikel zusammen mit der Alphakette des IL-15-Rezeptors auf die Zelloberflache ge-

93



Diskussion

bracht [80, 84, 85]. In Abwesenheit des IL-15Ra wird nur wenig IL-15 sekretiert. Auch in der
vorliegenden Arbeit wurden Versuche zur Expression von IL-15 und IL-15N72D in den Sau-
gerzelllinien 293T und CHO unternommen. Dabei wurden nur geringe Ertrage erzielt, die fur
eine Aufreinigung im groReren Maf3stab nicht geeignet waren (Daten nicht gezeigt). Um in
Saugerzellen generiertes IL-15 auch bei geringer Expression fur in vivo-Experimente einset-
zen zu kénnen, wurde es von Wang et al. stabil in die murine Myelom-Zelllinie NSO trans-
fiziert und i.p. in immundefiziente NOD/Scid IL-2Ry™!-Mause (NOG) injiziert [77]. Zur Ver-
meidung eines NSO-Tumorwachstums wurden die Zellen vor der Injektion mit 8000 cGy be-
strahlt. Nach Angaben der Autoren wurde so eine konstante IL-15-Konzentration von 6-8
pag/ml im Serum der Mause erreicht. In der vorliegenden Arbeit wurde diese Methode mit
IL-15 und IL15N72D getestet. Es konnten jedoch trotz Aktivitat der generierten Zelllinien im
CTLL-2-Proliferationsassay keine tiberzeugenden in vivo-Effekte beobachtet werden (Daten
nicht gezeigt). Dies ist vermutlich auf ein zu geringes Expressionslevel zuriickzufihren. Die
Serumkonzentrationen von IL-15 und IL-15N72D konnte in den in vivo-Experimenten nicht
genau bestimmt werden und lagen unterhalb der Detektionsgrenze von 5pg/ml des verwen-
deten ELISAs.

Aus diesen Grunden wurde fiur die Herstellung von IL-15 und IL-15N72D ein System mit re-
kombinanter Expression in E. coli gewahlt. Dabei wurde der Stamm BL21 in Kombination mit
dem induzierbaren Expressionsvektor pET19b-IL-15 verwendet, der nach Induktion mit IPTG
IL-15 in Form von intrazellularen Einschlusskorperchen exprimiert. In einem &hnlichen Proto-
koll von Ward et al. wurde das gesamte Zellpellet in 6 M Glutathion gelost und zur Aufreini-
gung direkt der Affinitatschromatographie zugefihrt [250]. In der vorliegenden Arbeit wurden
hingegen zunachst die Einschlusskorperchen isoliert, die im Gegensatz zu den meisten an-
deren Zellbestandteilen weder in 0,5 % NP40/Triton X-100-Lésung noch in 3 M Harnstofflo-
sung ldslich waren. Die Aufreinigung war dabei so effektiv, dass schon vor der Affinitats-
chromatographie eine Reinheit von durchschnittlich 75 % erreicht wurde. Das riickgefaltete
Endprodukt hatte gewdhnlich eine Reinheit von Uber 95 % und besaf3 mit einer EDso von
0,5-1,0 ng/ml im CTLL-2 Proliferationsassay eine Bioaktivitat, die vergleichbar zu kommerzi-
ellen Produkten ist. Der entscheidende Schritt, der sich auf die Bioaktivitat des Endprodukts
auswirkt, war dabei die Ruckfaltung des denaturierten Proteins aus 8 M Harnstofflosung. Die
besten Ergebnisse wurden erzielt, wenn das Protein vor der Ruckfaltung auf tber 2 mg/ml
aufkonzentriert wurde. Die Ruckfaltung niedriger konzentrierter Lésungen fuhrte hingegen zu
starkeren Verlusten durch Prazipitation und einer geringeren Aktivitat des l6slichen IL-15.
Generell war die Aufreinigung von IL-15 in diesem System mit hohen Arbeitsaufwand und
gro3en Verlusten durch die Rickfaltung verbunden. Darliber hinaus trug die kurze Halb-
wertszeit des Proteins in vivo dazu bei, dass die Zytokininjektionen in den in vivo-Versuchen

jede zweiten Tag wiederholt werden mussten und somit fur l&ngere Versuchsvorhaben un-
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erwartet groRe Mengen an IL-15 bendtigt wurden. Aus diesen Griinden wurde mit der Ent-
wicklung der IL-15-Superagonisten begonnen, die eine hohere Bioverfligbarkeit in den in
vivo-Versuchen aufweisen und ohne grof3ere Verluste durch Rickfaltung aufzureinigen sein

sollten.
5.2 Herstellung superagonistischer IL-15-Fusionsproteine

Die Produktion superagonistischer IL-15-Fusionsproteine war im Vergleich zur rekombinan-
ten Herstellung von IL-15 unkompliziert. Die DNA-Sequenz der Fusionsproteine wurde in
silico entworfen und in den Expressionsvektor pEF4/myc-His-A gebracht. Fir die Sequenzen
von ILR-@ und ILR13*-Fc wurden die jeweiligen Anderungen an der DNA-Sequenz (ber
PCR und Klonierungen realisiert. Nach transienter Transfektion der Expressionskonstrukte
wurden alle Fusionsproteine von HEK-293T-Zellen exprimiert und in hoher Konzentration ins
Zellmedium abgegeben. Durch Kotransfektion mit 1 % SV40-LTA konnte der Ertrag deutlich
gesteigert werden (siehe Abschnitt 4.5.2.1). Hintergrund der Ertragssteigerung ist wahr-
scheinlich eine Amplifikation der intrazellularen Plasmidlevel Uber den SV40-Replikations-
ursprung, die unter dem EF1a-Promotor zu einer verstarkten Proteinexpression fuhrt
[252, 253]. Die Aufreinigung von ILR-Fc und ILR13*-Fc erfolgte Uber native Protein-A-
Affinitatschromatografie. ILR-@ wurde jedoch wegen der fehlenden IgG1-Fc-Doméne mit
Anti-Flag-M2-Agarose aufgereinigt. Die finalen Proteine hatten eine Reinheit von Uber 95 %
und waren im Proliferationsassay mit CTLL-2- und M-07e-Zellen aktiv. Einziger Storfaktor
dieses Systems war die Anwesenheit von FCS im Kulturmedium, die bei der Protein-A-
Affinitdtschromatographie zu einer Verunreinigung durch bovine Immunoglobuline flhrte.
Folglich wurde die Produktion auf das serumfreie Expi293-Expressionssystem umgestellt.
Durch SDS-PAGE unter reduzierenden und nicht-reduzierenden Bedingungen konnte ge-
zeigt werden, dass ILR-Fc und ILR13*-Fc in ihrer nativen Form als Homodimere vorliegen
(siehe Abschnitt 4.5.3). ILR-@ und IL-15 lagen als Monomere vor, so dass die Dimerisierung
auf die Anwesenheit der IgG1-Fc-Domane zuriickgefuihrt werden kann. Das Herstellungsver-
fahren der superagonistischen IL-15-Fusionsproteine hat gegentber der rekombinanten Her-
stellung von IL-15 in E. coli mehrere Vorteile. Die Proteine kdnnen in ihrer nativen Form tber
einen einzigen Schritt aus Kulturiberstéanden isoliert werden, wodurch die zeitintensive Auf-
reinigung der Einschlusskorperchen und die mit hohen Verlusten behaftete Rickfaltung ent-
fallen und der Ertrag der bioaktiven Proteine wesentlich gesteigert wird. Hinzu kommt die
erhohte Bioaktivitat der IL-15-Superagonisten, die im weiteren Verlauf der Diskussion aus-
fuhrlich besprochen wird.
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5.3 Biologische Effekte von IL-15 und IL-15N72D

Die therapeutische Effizienz adoptiv transferierter T-Zellen ist von mehreren Faktoren ab-
hangig. Dazu zéhlen die Affinitat des TCRs zur Zielstruktur, die Expressionsstarke und Fre-
guenz des TCRs auf der Zelloberfliche sowie die ph&notypische Zusammensetzung der
transferierten T-Zellen, die Einfluss auf ihre Proliferation und Persistenz im Wirt hat. Eine
hohere T-Zellpersistenz ist mit einer verlangerten Antitumorreaktivitat und einer gunstigeren
Prognose flr den weiteren Therapieverlauf verbunden [254]. Fir die Reprogrammierung und
Expansion von T-Zellen werden diese gewdhnlich in Anwesenheit einer hohen Konzentration
von IL-2 kultiviert [255]. Die so generierten T-Zellen bleiben IL-2-abhangig und reagieren mit
Apoptose auf die vergleichsweise geringen IL-2-Konzentrationen im Patienten [256]. Eine
zusatzliche Administration von IL-2 in vivo wurde in einigen murinen und humanen Studien
eingesetzt, um die Therapie zu unterstitzen, wobei der Einfluss auf die T-Zellpersistenz al-
lerdings nur gering war [181, 257]. Das Zeitfenster, in dem die IL-2-Behandlung stattfindet,
scheint fur die Wirkung eine entscheidende Rolle zu spielen [258]. Aus weiteren klinischen
Studien ist bekannt, dass die Hochdosistherapie mit IL-2 von einer hohen Toxizitat begleitet
wird [259, 260]. Niedrigere IL-2-Dosierungen stimulieren dagegen préaferenziell Tres, welche
die Wirkung der Effektorzellen behindern [261, 262]. IL-2 induziert aul3erdem AICD und ver-
hindert die Ausbildung und das Langzeitliberleben von Tyvew-Populationen [263, 264]. IL-15
scheint in vielerlei Hinsicht geeigneter fir den Einsatz in der adoptiven T-Zelltherapie. Es
besitzt eine anti-apoptotische Wirkung auf T-Zellen, induziert keinen AICD, besitzt eine ge-
ringere Toxizitat als IL-2, lenkt die T-Zelldifferenzierung in Richtung des Tcu-Phanotyps und
hemmt das Wachstum von Trec [69, 74, 194].

In der vorliegenden Arbeit wurde die Aktivitat von IL-15 und IL-15N72D standardmaf3ig im
CTLL-2 Proliferationsassay Uberpruft. CTLL-2 exprimieren den murinen, hochaffinen
IL-15RaBy auf der Zelloberflache. Beide Zytokine bewirkten eine dosisabhéngige Proliferati-
on von CTLL-2, wobei keine gesteigerte Bioaktivitat fur IL-15N72D festgestellt wurde. Zhu et
al. beschreiben eine 4-5-fach erhdhte Bioaktivitat von IL-15N72D gegenuber IL-15 exklusiv
far Zellen mit humaner IL-15RB-Kette und unabhangig von der Anwesenheit der IL-15Ra-
Kette [87]. Sie vermuten als Mechanismus hinter der gesteigerten Bioaktivitat eine erhdhte
Affinitat von IL-15N72D zum humanen IL-15RB. Zur Uberpriifung dieser Annahme wurde ein
Proliferationsassay mit der AML-reaktiven T-Zelllinie 5B2 durchgefuhrt. Diese oligoklonalen
CD8*" T-Zellen exprimieren ebenfalls den humanen, niederaffinen IL-15RBy und wurden in
Anwesenheit verschiedener Konzentrationen von IL-15 und IL-15N72D mit Blasten der AML
MZ667 stimuliert. Hierbei konnte eine etwa 5-fach gesteigerte Bioaktivitat von IL-15N72D
gegeniber IL-15 beobachtet werden. Die zusétzliche Anwesenheit einer konstanten Kon-

zentration von 5 ng/ml IL-7 im Kulturmedium hatte dabei keinen Einfluss auf die Proliferati-
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onsrate. Die Ergebnisse von Zhu et al. konnten somit in vitro mit humanen, Leukamie-
reaktiven CD8* T-Zellen bestatigt werden.

Im néchsten Schritt wurde die Wirkung von IL-15 und IL-15N72D auf die Persistenz alloreak-
tiver humaner CD8* T-Zellen nach adoptivem Transfer in NSG-Mé&use untersucht. Dazu wur-
den HLA-A2-reaktive T-Zellen in die Mause transferiert und am selben Tag 10 pg/Maus
IL-15, IL-15N72D oder eine PBS-Kontrolle i.p. verabreicht. Die Zytokininjektionen wurden
nach 3 Tagen wiederholt. An Tag 7 wurden Blut, Milz und Knochenmark der Mause hinsicht-
lich der Frequenzen humaner T-Zellen untersucht. Sowohl fur IL-15 als auch fur IL-15N72D
konnten deutlich gesteigerte Frequenzen in allen untersuchten Organen nachgewiesen wer-
den. Dabei konnte, im Gegensatz zu den in vitro-Untersuchungen, kein superagonistischer
Effekt in Form hoherer T-Zellfrequenzen fur IL-15N72D beobachtet werden. Die erhdhte Affi-
nitat von IL-15N72D zur IL-15RB-Kette fiihrte folglich nicht zu einer Steigerung der homoo-
statischen Proliferation im Vergleich zu IL-15. Mdglicherweise wird die superagonistische
Wirkung durch die kurzen Halbwertszeiten der Zytokine von etwa 22 min in NSG-Mausen
verhindert. Es ist davon auszugehen, dass die Stimulation der T-Zellen, mit einer ausrei-
chenden IL-15-Konzentration in vivo nur Uber einen kurzen Zeitraum von etwa 1-2 h stattfin-
det. In der Zellkultur bleibt IL-15 hingegen Uber einen Zeitraum von mindestens 48 h stabil
[265]. Die verbesserte homdostatische Proliferation antigenspezifischer CD8* T-Zellen durch
wiederholte IL-15-Injektionen konnte auch Uber einen l&ngeren Versuchszeitraum beobach-
tet werden. So konnten 28 Tage nach adoptivem Transfer AML- oder alloreaktiver CD8*
T-Zellen in NSG-Mause mit IL-15 Injektionen, die jeden zweiten Tag stattfanden, 5-12 %
humane T-Zellen in der Milz nachgewiesen werden. Die Frequenzen in den PBS-Kontrollen
lagen auf Hohe des unspezifischen Hintergrunds. Diese Ergebnisse belegen, dass IL-15 die
Proliferation in vitro generierter, antigenspezifischer CD8* T-Zellen auch in Abwesenheit ih-
res spezifischen Antigens fordert.

Persistenz und therapeutische Wirksamkeit adoptiv transferierter T-Zellen sind unter ande-
rem abhangig vom Phéanotyp der verwendeten T-Zellen [266]. Effektorzellen, die aus Tcwm
generiert wurden, besitzen eine hohere Persistenz und bessere Antitumor-Reaktivitat als
solche, die aus Tem generiert wurden [77, 267]. Studien mit Makaken haben ergeben, dass
der Transfer von Tcwm, nicht aber von Tew, zur Ausbildung einer langlebigen Gedéachtnispopu-
lation fahrt [268]. Die 2011 beschriebenen Tscwm sind T-Gedachtniszellen mit wesentlichen
Eigenschaften naiver T-Zellen. So konnten nur durch Tscw nach serieller Transplantation ein
vollstandiger T-Zellpool generiert werden. Verglichen mit Temund Tcw weisen sie eine noch-
mals erhohte proliferative Kapazitat und Effektivitat bei der Tumortherapie auf. In einem Me-
sotheliom-Modell mit NSG-Mausen konnte durch den Transfer von Tscwm eine starke Redukti-

on bis hin zur Eradikation des Tumors beobachtet werden. Tcw und Tem vermittelten zwar
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ebenfalls einen Antitumoreffekt, allerdings war dieser vergleichsweise gering und es wurde
keine Eradikation erzielt [46, 51].

T-Zellen mit Tscu-Phé@notyp kdnnen durch Manipulation des Wnt-Signalwegs (engl.: wingless
int-1) generiert werden. Der Wnt-Signalweg ist an der Reifung und Differenzierung von
T-Zellen beteiligt [269-271]. Durch seine Aktivierung steigt die 3-Catenin-Konzentration in der
Zelle und die Transkriptionsfaktoren TCF1 (engl.: T cell factor) und LEF1 (engl.: lymphoid
enhancer-binding factor) werden aktiviert [272, 273]. Die Glykogensynthase-Kinase 3 fuhrt
bei deaktiviertem Wnt-Signalweg zum Abbau von (-Catenin. Durch den Einsatz des GSK3-
Inhibitors TWS119 bei der Kultivierung von T-Zellen kann der Abbau von (-Catenin verhin-
dert werden, was zur Aktivierung der Effektormolekiille des Wnt-Signalwegs fuhrt und die
T-Zelldifferenzierung stoppt. Wird TWS119 bei der in vitro-Stimulation naiver T-Zellen dem
Kulturmedium zugesetzt, lassen sich antigenspezifische T-Zellen mit Tscy-Phanotyp generie-
ren [46, 274].

IL-15 begunstigt im Gegensatz zu IL-2 praferentiell das Wachstum von Tcw [275]. Eine Kom-
bination von IL-7 und IL-15 wurde bereits ohne Zugabe von GSK3-Inhibitoren erfolgreich fur
die in vitro-Generierung von Tscwm eingesetzt [276]. Fur die Versuche der vorliegenden Arbeit
wurden die EBV-reaktiven CD8" T-Zellen mit Tscu-Phénotyp allerdings durch Stimulation und
Kultivierung von naiven T-Zellen in Anwesenheit von TWS119 generiert. Die homoostatische
Proliferation dieser Zellen wurde untersucht, indem sie in NSG-Mause transferiert und tber
einen Zeitraum von 28 Tagen mit IL-15 supplementiert wurden (siehe Abschnitt 4.3.2). Ohne
IL-15 konnte entgegen den Erwartungen keine verstarkte Proliferation der Tscum im Vergleich
zu TWS119-unbehandelten Zellen beobachtet werden. In beiden Gruppen waren organtber-
greifend nur geringe T-Zellfrequenzen detektierbar. Durch Zugabe von IL-15 wurden die Fre-
guenzen in beiden Gruppen um ein Vielfaches angehoben. Dabei waren die Frequenzen der
Tscm-Gruppe deutlich hoher als die der TWS119-unbehandelten Zellen. IL-15 ist somit be-
sonders forderlich fur die in vivo-Proliferation und Expansion antigenspezifischer CD8" Tscw.
Die Kombination aus IL-15 und Tscum kbnnte in Zukunft eingesetzt werden, um die Effektivitat
des adoptiven T-Zelltransfers bei der Bekdmpfung von Krebs und viralen Injektionen zu stei-
gern. Der Transfer einer geringen Anzahl minimal differenzierter Tscu und IL-15 kénnte sich
dabei als effektiver erweisen als der derzeit angewandte Transfer einer gro3en Menge aus-
differenzierter Effektorzellen und ggf. IL-2.

531 Optimierung von T-Zell-Effektorfunktionen durch IL-15

IL-15 begunstigt nicht nur die Proliferation und Persistenz von CD8* T-Zellen, sondern akti-
viert auch ihre Effektorfunktionen. Dabei wird unter anderem die Produktion von IFN-y,
TNF-B, Granzym B und Perforin induziert und die lytische Aktivitat der T-Zellen erhoht [197,
277]. IL-15 ist auBerdem in der Lage, antigentolerante T-Zellen zu reaktivieren, die entste-
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hen, wenn Infektionen oder Tumorzellen Uber einen l&ngeren Zeitraum persistieren [75, 278].
Die kontinuierliche Prasenz des Antigens fihrt zu einem Gewdhnungseffekt, aufgrund des-
sen die reaktiven T-Zellen zunehmend anerg werden. Dabei werden Mechanismen aktiv, die
im Normalfall bei der Inaktivierung autoreaktiver T-Zellen in Kraft treten [279].

Um die Auswirkungen von IL-15 auf die Aktivitat von CD8* T-Zellen in vivo zu Uberprufen,
wurde ein Modell mit alloreaktiven T-Zellen und NSG-HLA-A2/HHD-M&ausen verwendet. In
vorigen Versuchen wurde festgestellt, dass reine HLA-A2-reaktive CD8* T-Zellen in diesem
Modell keine Aktivitat zeigen und nach kurzer Zeit absterben. Ein Engraftment sowie die da-
mit verbundene Entwicklung einer allogenen GvHD konnten nur beobachtet werden, wenn
mindestens 10 % CD4" T-Zellen im Transplantat enthalten waren oder PBMCs transferiert
wurden (Daten nicht gezeigt). Fur den Versuch wurden CD8* T-Zellen aus einem HLA-A2-
negativen Spender mit autologen, HLA-A2-RNA-transfizierten DCs stimuliert. Die so gene-
rierten T-Zellen wurden in NSG-HLA-A2/HHD-Mause transferiert, die eine ubiquitare Expres-
sion von HLA-A2/HHD aufweisen (siehe Abschnitt 4.4). Die Mause erhielten jeden zweiten
Tag 10 pg/Maus IL-15 oder eine PBS-Kontrolle und das Engraftment der T-Zellen wurde
anhand der T-Zellfrequenzen im peripheren Blut verfolgt. Wahrend die T-Zellen in der PBS-
Gruppe nach 14 Tagen nicht mehr nachweisbar waren, konnten in der IL-15-Gruppe zu die-
sem Zeitpunkt noch hohe CD8-Frequenzen detektiert werden. Nach einem vorrtibergehen-
den Absinken der Frequenzen stiegen sie ab Tag 28 wieder kontinuierlich an. Alle Mause der
IL-15-Gruppe entwickelten starke GvHD Symptome bis spétestens Tag 56 nach T-Zell-
transfer. Die Entwicklung der Symptome war zeitlich mit dem Auftreten einer Population von
CD4*CD8* doppelpositiven T-Zellen assoziiert. Diese doppelpositiven T-Zellen werden, ab-
gesehen von Entwicklungsstadien im Thymus, haufig bei Krankheiten mit chronischem Ver-
lauf ausgebildet [280-282]. Da fur den adoptiven Transfer eine reine CD8" T-Zellpopulation
verwendet wurde, ist davon auszugehen, dass CD4 als Reaktion auf die konstante Stimulati-
on durch TCR und IL-15 de novo exprimiert wurde. Eine Expansion aus CD4* oder
CD4*CD8* doppelpositiven T-Zellen, die in niedrigen Frequenzen im Transplantat enthalten
gewesen sein kénnten, kann jedoch nicht ganzlich ausgeschlossen werden. Die Reaktivitéat
der T-Zellen wurde am Tag des Transfers im IFN-y-ELISpot Uberprift. Sie reagierten aus-
schlie3lich auf HLA-A2-positive Zellen wahrend T-Zellen, die am Versuchsende tber CD8-
MACS aus Milz und Knochenmark von Mausen der IL-15-Gruppe isoliert wurden, zwar wei-
terhin Reaktivitdt gegen HLA-A2 besal3en, aber zum Teil auch auf HLA-A2-negative NSG-
DCs reagierten, was auf das Auswachsen einer xenoreaktiven T-Zellpopulation mit off-
target-Reaktivitdt gegen das Wirtsgewebe hindeutet. Zusammenfassend konnte gezeigt
werden, dass IL-15 sowohl die Proliferation als auch die Aktivitdt der HLA-A2-reaktiven
T-Zellen fordert. Dadurch ist IL-15 ein geeigneter Kandidat fir den Einsatz in Therapien, in

denen eine initiale T-Zellantwort zwar vorhanden, aber zu schwach ausgepragt ist, um die
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malignen Zellen vollstandig zu beseitigen. Gleichzeitig zeigt der Versuch auch, dass IL-15
offensichtlich nicht nur auf T-Zellen mit der gewinschten Reaktivitat aktivierend wirkt, son-
dern auch die Gefahr einer Reaktivierung allo-, bzw. autoreaktiver T-Zellpopulationen im Kli-

nischen Setting besteht.

54 Mechanismen zur Erhdhung der Bioaktivitat von

IL-15-Superagonisten

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten Proliferation, Persistenz und Effektorfunktionen
von CD8* T-Zellen durch IL-15 bzw. IL-15N72D verstarkt werden. Dafiir mussten in den in
vivo-Versuchen jedoch regelmaidig gro3e Mengen des rekombinanten Proteins injiziert wer-
den. Eine Steigerung der Aktivitat und Bioverfligbarkeit von IL-15 erschien zun&chst aus ex-
perimenteller Sicht erstrebenswert, um den Arbeitsaufwand und die Belastung der Versuchs-
tiere wahrend der Versuchsdurchfiihrung gering zu halten. Dartiber hinaus ist die Generie-
rung eines superagonistischen IL-15-Fusionsproteins mit hoher Bioaktivitat und prolongierter
Bioverfligbarkeit von Bedeutung fur einen potenziellen Einsatz in der Klinik, da die aktivitats-
fordernde Wirkung auf CD8* T-Zellen durch die Verwendung von IL-15-Superagonisten po-
tenziert werden konnte. Aufgrund der vielversprechenden Eigenschaften von IL-15 flr den
Einsatz im Rahmen der Immuntherapie, wurden bereits von mehreren Arbeitsgruppen Me-
thoden zur Steigerung der IL-15-Bioaktivitat entwickelt (siehe Abschnitt 2.2.3). Dabei wurden
im Wesentlichen zwei Ziele verfolgt: Zum einen wurde die Steigerung der Affinitat von IL-15
zum IL-15RBy angestrebt, zum anderen die Erhéhung der Bioverfugbarkeit durch eine lange-
re Halbwertszeit von IL-15 in vivo. Zur Umsetzung dieser Ziele wurden jedoch unterschiedli-
che Strategien verfolgt. Auf diese Strategien und die zugrunde liegenden Mechanismen wird
in den folgenden Abschnitten ndher eingegangen. Aul3erdem werden die in der vorliegenden
Arbeit hergestellten IL-15-Superagonisten ILR-@, ILR-Fc und ILR13*-Fc hinsichtlich ihrer
Wirkmechanismen analysiert und mit anderen IL-15-Superagonisten aus der aktuellen Litera-

tur in Vergleich gestellt.
54.1 Steigerung der Affinitat zum IL-15RBy

Aufgrund der bereits sehr hohen Affinitat von IL-15 zur IL15Ra-Kette sowie der physiologisch
dominanten Transprasentation erscheint eine Erhohung der Affinitat zwischen IL-15 und der
IL-15Ra-Kette zur Generation eines IL-15-Superagonisten nicht zielfihrend. Die Interaktion
der beiden Proteine wurde wegen ihrer auRergewohnlich hohen Affinitat beispielsweise
schon als Gerist fir die stabile Verbindung zweier scTCRs genutzt. Eine spontane Dissozia-
tion ist also nicht zu erwarten [283]. Aus diesem Grund wurde der Fokus der Arbeit von Zhu
et al. auf die Steigerung der Affinitat von IL-15 zur IL-15RB-Kette gelegt. Dies wurde durch
Einfuhrung der N72D-Punktmutation erreicht und hatte in vitro eine 4-5-fach gesteigerte Bio-
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aktivitat zur Folge [87]. In der vorliegenden Arbeit konnte allerdings gezeigt werden, dass
sich diese gesteigerte Bioaktivitdt von ILI5N72D gegeniber IL-15 in vivo nicht beobachten
lasst. Der Grund dafir liegt wahrscheinlich in der kurzen Halbwertszeit von IL-15 und
IL-15N72D im in vivo-Setting, die bewirkt, dass beide Zytokine abgebaut werden, bevor die
Effekte der gesteigerten Affinitdt zum Tragen kommen.

Auch die Bindung oder Kopplung von IL-15 an die IL-15Ra-Kette bewirkt eine Steigerung der
Affinitat von IL-15 zum niederaffinen IL-15RBy. Die Bindung erfolgt physiologisch zumeist im
Kontext der Transprésentation, es sind jedoch sowohl im Menschen als auch in der Maus
I6sliche Formen des IL-15Ra (slL-15Ra) bekannt [85]. Funktionell wurde sIL-15Ra zunachst
als IL-15-Antagonist eingeordnet, da es die Interaktion zwischen IL-15 und dem hochaffinen
IL-15Rapy sterisch inhibiert [239, 284]. Eine nachfolgende Arbeit zeigte dann, dass sIL-15Ra
in Kombination mit IL-15 eine gesteigerte Bioaktivitdt auf Zellen mit dem niederaffinem
IL-15RBy, der auch von NK- und T-Zellen exprimiert wird, besitzt [88]. Die Sushi-Domane,
die vom zweiten Exon des IL-15Ra-Gens kodiert wird, ist fur etwa 90 % der Affinitat bei der
Bindung von IL-15 verantwortlich [239]. Die restliche Bindungsaffinitat stammt aus dem Be-
reich der ersten 13 Aminosauren des dritten Exons, das C-terminal auf die Sushi-Doméane
folgt. Die Sushi-Doméne kann, isoliert vom Rest des IL-15Ra, als Iosliches Protein herge-
stellt werden. Sie bindet mit hoher Affinitat an IL-15 und fUhrt zu einer gesteigerten Signal-
transduktion durch den niederaffinen IL-15RBy. Dabei wird die Interaktion mit dem hochaffi-
nen IL-15Rapy, im Gegensatz zur vollstandigen IL-15Ra-Kette, nicht behindert. Auch die um
13 AA verlangerte Sushi-Doméane kann als l6sliches Protein hergestellt werden und bewirkt
eine nochmals gesteigerte Signaltransduktion durch den niederaffinen IL-15RBy, ausgelost
durch eine verringerte Dissoziationsrate des Komplexes in vitro. Allerdings verhindern die
zusatzlichen 13 AA die Bindung an den hochaffinen IL-15RaBy [239]. Mortier et al. demons-
trierten die Fusion der IL-15Ra-Sushi-Domé&ne mit IL-15 durch einen flexiblen GC-Linker. Je
nach Reihenfolge der Domanen wurden die Fusionsproteine als ILR oder RLI bezeichnet
(IL-15, Linker, Ra-Sushi bzw. Ra-Sushi, Linker, IL-15) [88]. Interessant daran ist, dass die
Fusionsproteine zwar die um 13 AA verlangerte Sushi-Doméne besitzen, aber trotzdem an
den hochaffinen IL-15aBy binden kénnen. Der Grund daflir kdnnte nach Angaben der Auto-
ren in der Beschaffenheit des GC-Linkers liegen. Er wurde aufgrund eines alteren Struktur-
modells etwas zu kurz kalkuliert und verursacht dadurch wahrscheinlich eine Strukturveran-
derung, die dem Fusionsprotein die Interaktion mit dem hochaffinen IL-15Ray sterisch er-
moglicht. Abbildung 40 dient der Veranschaulichung eben besprochenen Interaktionen zwi-

schen Sushi-Domane und dem IL-15-Rezeptor.
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Abbildung 40: Modell zur Wirkung von der IL15Ra-Sushi-Doméane auf den IL-15-Rezeptor. A)
Wirkung auf IL-15Ray. B) Wirkung auf IL-15Ry. slL-15Ra-Sushi* = Sushi Doméne mit zusatzlichen
13 AA aus Exon 3; Kd = Gleichgewichtskonstante. Abbildung modifiziert nach Bouchaud 2008 [239]

Bei der Konstruktion der superagonistischen Fusionsproteine der vorliegenden Arbeit wurde
ebenfalls der von Mortier et al. beschriebene, flexible GC-Linker zur Verbindung von IL-15
und IL-15Ra verwendet. Wahrend in ILR-@ und ILR-Fc die IL-15Ra-Sushi-Doméne ohne die
zusatzlichen 13 Aminosauren fusioniert wurde, sind diese in ILR13*-Fc vorhanden. Im
Proliferationsassay mit M-07e-Zellen, die den niederaffinen, humanen IL-15RBy exprimieren,
konnte eine gesteigerte Bioaktivitat von ILR13*-Fc gegentuber ILR-@ und ILR-Fc beobachtet
werden. ILR-@ und ILR-Fc hatten wiederum eine deutlich héhere Aktivitat als IL-15 (siehe
Abschnitt 4.5.4). Zusétzlich wurde entgegen den Erfahrungen aus dem humanen Setting auf
CTLL-2-Zellen, die den hochaffinen, murinen IL-15Rafy exprimieren, eine abgeschwachte
Bioaktivitat von ILR13*-Fc gegeniber ILR-@ und ILR-Fc beobachtet. ILR-@ und ILR-Fc wa-
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ren auf CTLL-2 wiederum weniger aktiv als IL-15. Es scheint also einen strukturellen Unter-
schied zwischen dem humanen und dem murinen, hochaffinen IL-15Ray zu geben, der die
Bindung der Fusionsproteine aufgrund der Sushi-Domane, insbesondere fir die um 13 AA
verlangerte Form, erschwert. Anders als beim Komplex aus IL-15 und sIL-15Ra kommt es
dabei aber nicht zu einer vollstandigen Blockierung des Signals [239].

Zwischen ILR-@ und ILR-Fc wurde hinsichtlich der Bioaktivitat in den Proliferationstests kein
signifikanter Unterschied festgestellt. Die IgG1-Fc-Doméane hatte somit offensichtlich keinen
Einfluss auf die Bioaktivitat der Fusionsproteine in vitro. Sie erhoht allerdings, wie im néchs-
ten Abschnitt besprochen wird, die Halbwertszeit der Fusionsproteine in vivo und beeinflusst
dadurch entscheidend ihre Bioverfugbarkeit. Zusammenfassend deuten die Ergebnisse da-
rauf hin, dass die Lange der IL-15Ra-Sushi-Doméne die Affinitat der IL-15-Superagonisten
zum niederaffinen IL-15RBy und dadurch ihre Aktivitat in vitro beeinflusst.

5.4.2 Steigerung der IL-15-Halbwertszeit in vivo

Die in vivo-Halbwertszeit von IL-15 wurde in mehreren unabhéangigen Publikationen mit Wer-
ten von 14-60 min angegeben [238, 265, 285, 286]. In der vorliegenden Arbeit ergaben die
ELISA-Messungen im Serum von C57BL/6-Mausen eine Halbwertszeit von 22 min. Eine Er-
hoéhung der Halbwertszeit hat fiir die meisten Zytokine eine Zunahme der Bioverfligbarkeit
und somit auch der Bioaktivitdt zur Folge. Es sind verschiedene Methoden bekannt, um die
Halbwertszeit von Proteinen zu verlangern. Eine Mdglichkeit ist die Komplexierung mit einem
nicht-blockierenden Antikorper, die zur Stabilisierung des Proteins fihren kann. Dies wurde
beispielsweise fiir IL-2 und IL-4 demonstriert [287-290]. Eine weitere, haufig eingesetzte Me-
thode ist die Kopplung des Proteins an eine IgG1-Fc-Domaéane, die dem enzymatischen Ab-
bau der Fusionsproteine entgegenwirkt [291, 292]. Die dritte Methode ist die Kopplung oder
Komplexierung des Proteins mit einer loslichen Rezeptordoméane und wurde unter anderem
far IL-2, IFN-B und IL-15 eingesetzt [293, 294]. IL-15 wurde dabei, wie bereits beschrieben,
mit der IL-15Ra-Kette oder der IL-15Ra-Sushi-Doméne verbunden. Das von Mortier et al.
entwickelte Fusionsprotein RLI, bei dem IL-15 durch einen flexiblen GC-Linker mit der
IL-15Ra-Sushi-Domane fusioniert wurde, hat eine Halbwertzeit von etwa 3 h [295]. Das ahn-
lich aufgebaute ILR-@ hat eine wesentlich hohere Halbwertszeit von 12,3 h (siehe Abschnitt
4.5.5). Unterschiede zwischen beiden Proteinen liegen in der Anordnung der Domanen, der
Lange der IL-15Ra-Sushi-Doméne und der Position des Flag-Tags. Allerdings konnte der
Grund fur die abweichenden Halbwertszeiten beider Proteine nicht aufgeklart werden. Die
Komplexierung von IL-15 mit einem sIL-15Ra-IgG1- bzw. einem IL-15Ra-Sushi-IgG1-Fc-
Fusionsprotein fihrte in zwei unabhangigen Arbeiten zu Halbwertszeiten zwischen 18 und
25 h [238, 285]. Fur ILR-Fc und ILR13*-Fc, die eine kovalente Verbindung aller drei Doma-
nen (L-15, IL-15Ra-Sushi und IgG1-Fc) besitzen, wurden vergleichbare Halbwertszeiten von
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15,7 und 21,5 h berechnet. Das Vorhandensein der IgG1-Fc-Doméane erhoht die Halbwerts-
zeit somit auch bei bereits bestehender Komplexierung oder Kopplung von IL-15 mit der
slL-15Ra-Kette oder der IL-15Ra-Sushi-Doméne.

5.5 Effekte von IL-15-Superagonisten auf murine und humane Leuko-

zyten in vivo

Im vorigen Abschnitt wurden die Wirkmechanismen der superagonistischen IL-15-Fusions-
proteine in vitro analysiert. Um ihre Funktion auf die Leukozytenfrequenzen in vivo zu Uber-
prufen, wurden Versuche mit immunkompetenten B6-OT-1- und BALB/c-Mausen durchge-
fuhrt (siehe Abschnitt 4.6). Dabei fiel zunachst auf, dass eine einfache Dosis von 62 pg/Maus
innerhalb von 4 Tagen zu einer massiven Steigerung der Frequenzen von CD8" T-Zellen in
Blut und Milz flhrte. Dieser Effekt wurde begleitet von einer Absenkung der Frequenzen von
CD19* B-Zellen und CD4* T-Zellen in Blut und Milz sowie einer starken Vergro3erung der
Milz (Splenomegalie) auf das 3-4-fache ihres normalen Volumens. Nach Injektion einer molar
aquivalenten Dosis von IL-15 konnten weder Splenomegalie noch eine Verschiebung der
Leukozytenfrequenzen beobachtet werden. Um sicherzustellen, dass die Splenomegalie
sowie die veranderten T- und B-Zellfrequenzen nicht exklusiv fiir die Ovalbumin-spezifischen
T-Zellen im transgenen B6-OT-1 Modell auftreten, wurde der Versuch mit BALB/c-Mausen
wiederholt. Dabei wurden gleichwertige Ergebnisse erzielt, die zeigen, dass der hohe Antell
Ovalbumin-spezifischer T-Zellen nicht ausschlaggebend fiir die ILR-Fc-induzierten Effekte
war. Fur den IL-15-Superagonisten Alt803 wurden ahnliche Ergebnisse aus Versuchen mit
C57BL/6-Mausen publiziert [238]. Die Autoren vermuteten, dass die IgG1-Fc-Domane durch
die erhthte Halbwertszeit oder die Mdoglichkeit zur Transprésentation von AIlt803 durch
Fc-Rezeptoren zur superagonistischen Funktion beitragt. Dass die IgG1-Fc Domaéne fiir die
beobachteten Effekte notwendig ist, zeigt auch die Dosiskinetik der IL-15-Fusionsproteine im
B6-OT-1-Modell (siehe Abschnitt 4.7). Sowohl fir ILR-Fc als auch fir ILR13*-Fc wurde eine
dosisabhangige Splenomegalie und Verschiebung der Leukozytenfrequenzen beobachtet.
ILR-@, das zwar die IL-15Ra-Sushi-Domane, aber keine IgGl-Fc-Doméane besitzt, verur-
sachte dabei keine Splenomegalie und bestenfalls eine vergleichsweise geringe Verschie-
bung der Leukozytenfrequenzen. Die Halbwertszeit von ILR-@ ist nur etwa 20 % niedriger als
die von ILR-Fc. Falls die Effekte alleine durch die Halbwertszeit ausgeldst wirden, hatten sie
auch fur héhere Konzentrationen von ILR-@ auftreten missen. Das legt nahe, dass die IgG1-
Fc-Domane Uber einen bisher unbekannten Mechanismus zur Funktion der IL-15-Super-
agonisten beitragt. Fur mit sIL-15Ra komplexiertes 1L-15 wurde eine Abhangigkeit der Aktivi-
tat von Fc-Rezeptoren in vivo beschrieben [296]. Die Transprasentation von ILR-Fc und
ILR13*-Fc im Kontext von Fc-Rezeptoren ist daher sehr wahrscheinlich. Fir die Auflésung

des genauen Mechanismus kdnnten in Zukunft die Blockierung der Fc-Rezeptoren mit spezi-
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fischen Antikdrpern sowie die Verhinderung der Dimerisierung durch gerichtete Mutationen
der an den Disulfidbriicken beteiligten Cysteine untersucht werden [297-299].

Die Wirkung der superagonistischen IL-15-Fusionsproteine auf humane Leukozyten wurde
weiterfihrend im NSG-Modell untersucht (siehe Abschnitt 4.8.1). Daftr wurden Mause mit
CD34* hamatopoetischen Stammzellen rekonstituiert und zeigten nach 9 Wochen geringe
Frequenzen von humanen CD45* Zellen im peripheren Blut. CD4* und CD8* T-Zellen waren
nur vereinzelt detektierbar [201, 206, 300]. Ab diesem Zeitpunkt erhielt eine Gruppe der
Mause wochentliche Injektionen von 63 pg/Maus ILR-Fc und die Leukozytenfrequenzen im
peripheren Blut wurden regelmafig uUberprift. Nach 3-4 Wochen stiegen die CD8-
Frequenzen sprunghaft von 0,1-0,2 % auf tber 30 % an. Anders als in den murinen Versu-
chen war die Frequenz CD4" T-Zellen dabei ebenfalls stark erhéht. Der Grund fur das unter-
schiedliche Verhalten der CD4* T-Zellen konnte abschlielRend nicht geklart werden.

Die Wirkung aller IL-15-Superagonisten wurde in einem weiteren NSG-Versuch tberprift.
Die Mause wurden nach Injektion humaner PBMCs mit 10 pg/Maus IL-15 oder einer molar
aquivalenter Dosis ILR-@, ILR-Fc oder ILR13*-Fc behandelt (siehe Abschnitt 4.8.2). Die In-
jektionen von IL-15 erfolgten jeden zweiten Tag, die der IL-15-Superagonisten wdchentlich,
Uber einen Zeitraum von 10 Tagen. Wie schon bei den CD34" rekonstituierten Mausen be-
wirkten ILR-Fc und ILR13*-Fc eine Splenomegalie und einen Anstieg der Frequenzen von
CD4* und CD8" T-Zellen. Die Werte fur ILR13*-Fc waren dabei, zumindest im peripheren
Blut, deutlich hoher als fur ILR-Fc. Der Grund daftir kdnnte die bereits besprochene héhere
Affinitat von ILR13*-Fc zum niederaffinen IL-15RBy sein. Interessanterweise zeigten in die-
sem Modell auch die IL-15-Injektionen einen relativ starken Einfluss auf die Milzgr63e und
Leukozytenfrequenzen, wobei zu berlcksichtigen ist, dass die Injektionen in dieser Gruppe
dreimal wochentlich stattfanden, wohingegen die IL-15-Superagonisten nur einmal wochent-
lich injiziert wurden. Die Wirkung von ILR-@ war gegeniiber den anderen IL-15-Super-
agonisten schwach und bestétigt die Annahme, dass die IgG1-Fc-Doméne fir die in vivo-
Effektivitat der IL-15-Superagonisten von Bedeutung ist. ILR-Fc und ILR13*-Fc bewirkten
beide eine moderate Verschiebung der Frequenzen von CD45RA und CD45R0O zugunsten
von CD45RA. Gleichzeitig konnte in diesen Gruppen eine leichte Erhéhung von CD62L und
CCRY7 detektiert werden, was auf die bevorzugte Expansion wenig differenzierter T-Zellen
mit einem Tscw-&hnlichen Phénotyp und nicht auf die Differenzierung zu terminalen Effektor-
zellen hindeutet [46]. Der Phanotyp der T-Zellen aus der IL-15- und ILR-@-Gruppe war nicht
auffallig verandert.

Zusammenfassend zeigten ILR-Fc und insbesondere ILR13*-Fc eine starke Aktivierung der
T-Zellproliferation, wie sie auch durch mehrfache Injektionen von IL-15 bestenfalls anna-
hernd erreicht werden konnte. Hierbei spielt die IlgG1-Fc-Doméne eine wichtige Rolle. Wahr-

scheinlich wird die erh6hte Bioaktivitat von ILR-Fc und ILR13*-Fc in vivo neben der hoheren
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Halbwertszeit auch durch Transprésentation der Proteine im Kontext von Fc-Rezeptoren
vermittelt. ILR13*-Fc scheint generell etwas starkere Effekte hervorzurufen, auch wenn die
Ergebnisse meist gleichzusetzen waren. Dies lasst sich wahrscheinlich auf die erhdhte Affini-
tat zum niederaffinen IL-15RBy zurlckfihren, welche von der um 13 AA verlangerten
IL-15Ra-Sushi-Domane vermittelt wird. Fir die im folgenden Abschnitt beschriebenen thera-

peutischen Modelle wurde aus diesem Grund ILR-13*-Fc verwendet.
5.6 IL-15-Superagonisten in praklinischen Tumormodellen

Es sind bereits einige Arbeiten publiziert, in denen IL-15-Superagonisten gegen Tumorzellli-
nien in praklinischen Therapiemodellen eingesetzt wurden. In einem B16-Melanommodell
wurde ein mit sIL-15Ra komplexiertes IL-15 getestet [296]. Dazu wurden B16-Melanomzellen
i.v. in C57BL/6 Mause injiziert, was ein Tumorwachstum in der Lunge zur Folge hatte. Die
daraufhin durchgefuhrten Zytokininjektionen erfolgten mehrfach wéchentlich. Fur die Gruppe
mit den sIL-15Ra-Komplexen wurde gegeniber einer IL-15- und einer PBS-Kontrollgruppe
ein signifikant verlangertes Uberleben festgestellt. Ebenfalls im B16-Melanommodell konnte
eine Reduktion der Metastasenbildung in Lunge und Leber der Mause nach Injektion des
IL-15-Superagonisten RLI beobachtet werden. Dieselbe Arbeit beschreibt auch die Hem-
mung des Tumorwachstums und der Metastasierung der humanen, kolorektalen Karzinomli-
nie HCT-116 nach Injektion in den Blinddarm von Nacktmausen [295]. Die Wirkung des
IL-15-Superagonisten Alt803 wurde in zwei multiplen Myelom-Modellen mit den Zelllinien
5T33P und MOPC-315 in C57BL/6 und BALB/c-Mausen getestet [89]. Eine einmalige Injekti-
on von Alt803 bewirkte einen starken Rickgang der Tumorlast im Knochenmark und flhrte
bei dem Grofiteil der Mause zu einer komplette Remission. Geheilte Mause waren resistent
gegen erneute Tumorzell-Injektion.

In den vorgestellten Arbeiten wurden mit Ausnahme der Versuche mit der kolorektalen Kar-
zinomlinie HCT-116 immunkompetente Mause und murine Tumore verwendet. Die Antitu-
mor-Reaktivitat war somit auf endogen T- oder NK-Zellen zurtickzufiihren. Im Gegensatz
dazu lag der Fokus der therapeutischen Versuche der vorliegenden Arbeit auf adoptiv trans-
ferierten T-Zellen in zwei xenogenen Tumormodellen mit humanen Tumorzellen und NSG-
Mausen. Fur diese Versuche wurden priméare Tumorblasten der AML MZ667 und die Ovari-
alkarzinom-Linie OV90 verwendet.

Fur das AML Modell erhielten die Mause i.v. Injektionen der AML MZ667 (siehe 4.9.1). Das
Tumorwachstum in diesem Modell beschrankte sich zundchst auf das Knochenmark und
konnte nicht im peripheren Blut tGberwacht werden. Der optimale Therapiezeitpunkt ist er-
reicht, wenn die AML im Knochenmark eine Frequenz von 1-3 % erreicht hat (Manuskript zur
Publikation eingereicht). Bis zu diesem Zeitpunkt kann das AML-Engraftment durch den
adoptiven T-Zelltransfer ohne Zusatz von Zytokinen aufgehalten werden. Um den therapeuti-
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schen Nutzen von ILR13*-Fc in diesem Modell zu bestatigen, wurde bewusst ein spaterer
Therapiezeitpunkt gewahlt. Fur die Therapie wurde der T-Zellklon 5B2 eingesetzt, wobei
Mel-A-spezifische T-Zellen als Spezifitatskontrolle dienten [243, 301]. Zum Zeitpunkt des
adoptiven T-Zelltransfers lag die AML-Last im Knochenmark von zwei Kontroll-Mausen bei
10,8 bzw. 18,2 %. Erwartungsgemal zeigten die 5B2 T-Zellen ohne Zytokine keinen thera-
peutischen Effekt. Durch zusatzliche Injektionen von 10 pg/Maus IL-15 jeden zweiten Tag
Uber einen Zeitraum von 28 Tagen konnte die AML-Last im Knochenmark um etwa 25 % im
Vergleich zur Kontrollgruppe reduziert werden. Die wéchentliche Injektion einer molar aqui-
valenten Dosis von ILR13*-Fc bewirkte eine deutlich verstarkte Reduktion um etwa 67 %. Die
verringerte Tumorlast korrelierte mit erhéhten T-Zellfrequenzen im Knochenmark, wobei fir
ILR13*-Fc deutlich héhere T-Zellfrequenzen als fir IL-15 detektiert wurden. Der Antitumoref-
fekt war folglich abhangig von der Proliferation der T-Zellen in vivo. Interessanterweise zeig-
ten auch Mel-A-spezifische T-Zellen mit ILR13*-Fc einen antitumoralen Effekt mit Reduktion
der Tumorlast um etwa 28 %. Ahnliche, antigenunspezifische Effekte wurden bereits fir
CD8" T-Zellen nach Zytokinbehandlung, insbesondere auch mit dem IL-15-Superagonisten
Alt803 demonstriert [89, 242, 302]. In einem Teil der Versuche konnten sie auf die Uberex-
pression von NKG2D zurlickgefihrt werden. Es handelt sich dabei um einen von NK- und
T-Zellen exprimierten Rezeptor der angeborenen Immunantwort, der bei Aktivierung zellulare
Effektorfunktionen induziert [303, 304]. NKG2D wird als Reaktion auf IL-15 und Alt803 uber-
exprimiert [89, 305, 306]. Auch ILR13*-Fc induzierte eine starke Uberexpression von NKG2D
auf CD8* T-Zellen, wéhrend die Expression von PD-1 nicht beeinflusst wurde (siehe Ab-
schnitt 4.5.6). Dies passt zum Profil einer kirzlich beschriebenen Population von CD8*
T-Gedachtniszellen, die nach Zytokinbehandlung Effektorfunktionen der angeborenen Im-
munantwort tbernehmen [302]. Der beobachtete Antitumoreffekt war dennoch teilweise anti-
genspezifisch, da die AML-reaktiven 5B2 T-Zellen, auch unter Einfluss von ILR13*-Fc das
Tumorwachstum deutlich starker einschrankten als Mel-A spezifische T-Zellen.

Der Einfluss von ILR13*Fc auf adoptiv transferierte, tumorreaktive T-Zellen wurde auch in
einem soliden Tumormodell mit der CLDN-positiven Ovarialkarzinom-Linie OV-90 unter-
sucht. Der Tumortransfer erfolgte durch subkutane Injektionen der OV-90-Zellen in NSG-
Mause. Nach 4 Tagen bildeten sich palpable, solide Tumore im Bereich der Einstichstelle.
An diesem Tag erfolgte der Transfer CD3-positiver, CLDN-CAR- oder Kontroll-CAR-trans-
duzierter T-Zellen. ILR13*-Fc wurde wdchentlich mit einer Konzentration von 62 pg/Maus
appliziert. Die Therapie mit CLDN-CAR-transduzierten T-Zellen bewirkte bereits ohne
Zytokinzugabe eine deutliche Verzogerung des Tumorwachstums (siehe Abschnitt 4.9.2).
Unter Zusatz von ILR13*-Fc konnte allerdings in 3 von 4 Mausen eine komplette Remission
bis Tag 31 nach T-Zelltransfer erreicht werden. Analog zu dem therapeutischen Versuch mit

AML-reaktiven T-Zellen wurde auch in diesem Versuch eine ausgeprégter Antitumoreffekt
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der Spezifitatskontrolle mit ILR13*-Fc beobachtet. Das Tumorwachstum wurde dabei sogar
starker inhibiert als in der Gruppe, die CLDN-CAR-transduzierte T-Zellen ohne Zytokine
erhielten. Dies konnte, wie schon im AML-Versuch, durch die Uberexpression von NKG2D
und anderen Rezeptoren der angeborenen Immunantwort verursacht worden sein.
Moglicherweise wurde der Effekt auch zusatzlich durch den HLA-Mismatch zwischen OV90
und den verwendeten T-Zellen verstarkt. Dennoch blieb auch in diesem Versuch neben der
unspezifischen weiterhin eine antigenspezifische Reaktivitat erhalten. Die T-Zellfrequenzen
in Milz und Blut wurden zum Ende des Versuchs bestimmt, waren jedoch wenig
aussagekraftig, da alle Mause zu diesem Zeitpunkt aufgrund des Transfers der CD3*
T-Zellpopulation Symptome einer xenogenen GvHD und dadurch bedingt hohe Frequenzen
von CD4* und CD8" T-Zellen zeigten. In zukinftigen Versuchen kénnte die GvHD durch den
Einsatz einer reinen CD8" T-Zellpopulation verhindert werden.

Die beiden vorgestellten therapeutische Versuche belegen, dass ILR13*-Fc die Effektivitat
des adoptiven Transfers tumorreaktiver T-Zellen entscheidend verbessern kann. Dabei
fordert es sowohl die Proliferation der T-Zellen als auch die TCR und CAR-vermittelten
Effektorfunktionen. Zusétzlich dazu scheint eine Uberexpression von Rezeptoren der

angeborenen Immunantwort wie NKG2D die T-Zellantwort zu verstarken.
5.7 Klinische Einsatzmoglichkeiten von IL-15 und IL-15-Superagonisten

Die Verwendung von IL-15 und IL-15-Superagonisten in der Klinik kbnnte in vielen Situatio-
nen hilfreich sein. Da sie die homoostatische Proliferation von T-Zellen auch in Abwesenheit
spezifischer Antigene fordern, kdnnten sie beispielsweise in immunkompromittierten Patien-
ten beim Wiederaufbau des Immunsystems eingesetzt werden. Vor allem auch im Kontext
einer MRD erscheint der Einsatz sinnvoll, da Patienten mit MRD frei von klinischen Sympto-
men sind, aber weiterhin aber residuale Krebszellen besitzen, die als Hauptursache fiir das
Auftreten von Rezidiven nach einer Krebsbehandlung angesehen werden [307, 308]. Hier
kénnten IL-15 und IL-15-Superagonisten die Proliferation und Aktivitdt endogener sowie
adoptiv transferierter, tumorreaktiver T-Zellen auch bei niedrigen Antigenfrequenzen verstar-
ken [197]. So kbnnten residuale Tumorzellen vernichtet und die Ausbildung einer langlebigen
Population von T-Gedachtniszellen geférdert werden. Diese konnten im Falle eines Rezidivs
frihzeitig aktiv werden und ein Auswachsen des Tumors verhindern. Im Gegensatz zu IL-2
induzieren IL-15 und die IL-15-Superagonisten dabei keine Apoptose, inhibieren das Wachs-
tum regulatorischer T-Zellen und férdern das Langzeitliberleben von therapeutisch effizien-
ten T-Gedachtniszellen. Auch die Toxizitdt und das Auftreten des Kapillarlecksyndroms sind
reduziert [66, 309]. Sie konnten daher als Ersatz fur IL-2 bei der Behandlung von Melanomen
und Nierenzellkarzinomen Verwendung finden. Eine weitere wichtige Eigenschaft von IL-15
und IL-15-Superagonisten ist die Fahigkeit zur Reaktivierung anerger und antigentoleranter
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T-Zellen. Dies kdnnte beispielsweise bei persistierenden viralen Infektionen zur Aktivierung
einer erneuten Immunantwort eingesetzt werden. So wurden in einigen praklinischen Studien
bereits Effekte gegen HIV und HBV beobachtet [310-313]. Gleichzeitig birgt diese Eigen-
schaft aber auch das Risiko der Reaktivierung autoreaktiver T-Zellen und kénnte dadurch
unerwinschte Autoimmunreaktionen verursachen [82, 306]. AuRerdem wurde berichtet, dass
ein konstitutives IL-15-Signal zu Chromosomeninstabilitat bei Leukozyten und einer damit
verbundenen malignen Transformation flihren kann [314-316]. Diese Risiken missen vor
allem bei Behandlungen Uber einen langeren Zeitraum beriicksichtigt werden.

Da IL-15 und insbesondere die IL-15-Superagonisten die Proliferation, Aktivitdét und den
Phanotyp adoptiv transferierter T-Zellen positiv beeinflussen, kénnten sie als Adjuvantien
beim adoptiven T-Zelltransfer eingesetzt werden. In Kombination mit der mittlerweile sehr
erfolgreichen Reprogrammierung von T-Zellen gegen Tumorantigene erodffnet sich eine Viel-
zahl zusétzlicher Einsatzgebiete, in denen IL-15 bzw. die IL-15-Superagonisten zur Steige-

rung der therapeutischen Effizienz beitragen kdnnten.
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7 Anhang

71 Plasmidkarten

A IL-15/IL-15N72D

LacO
BamHI
T7 termlneit?r'\]de‘ 7 I

AmMpR promoter

\ 6000 |

UH274R |
\ UH273
UH272R

Lacl
UH271

pET19b-IL-15/IL-15N72D
6057 bp

pBR322 ori

PBR322 ori pEF4-ILR-O

6613bp  UH332__ -

UH301

Xbal

3000

7e0R SV40 ori EcoRV
BGH PA terminator ’

Abbildung 41: Plasmidkarte von pET19b-IL-15/IL-15N72D und pEF4-ILR-Fc.. A) Die Expressions-
vektoren fir IL-15 und IL-15N72D unterscheiden sich lediglich in der N72D-Punktmutation und wurden
in einer Karte zusammengefasst. B) AmpR = Ampicillin-Resistenz; AmpR promoter = Promotor des
AmpR-Gens; ZeoR = Zeocin-Resistenz; LacO = Repressorbindestelle aus dem Laktose Operon; la-
¢l = Repressor aus dem Laktose-Operon; T7 promotor = Promotorregion fir die T7-RNA-Polymerase;
T7 terminator = Terminatorregion fir die T7-RNA-Polymerase; pBR322 ori = Replikationsursprung;
UH271-UH274 = Primerbindestellen fir Klonierung und Sequenzierung
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Anhang

AMpR__—T——.
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pEF4-ILR-Fc 1 —_
7348 bp UH328 ™ EcoRi | UH332
2000
\
\ 5000
¢ UH301
ZeoR UH302R

SV40 on 3000,

\C ' 4000 — )

UH301 7
UH302R

\
T
e ILR13+Fc

EcoRl  UH330 1000

-
UH333R
UH331R
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Abbildung 42: Plasmidkarte von pEF4-ILR-Fc und PpEF4-ILR13*-Fc. A) pEF4-ILR-Fc
B) pEF-ILR13*-Fc AmpR = Ampicillin-Resistenz; AmpR promoter = Promotor des AmpR-Gens;
ZeoR = Zeocin-Resistenz; BGH PA terminator = Terminatorregion fir die RNA-Polymerase; pBR322
ori = Replikationsursprung; UH301-UH333 = Primerbindestellen fur Klonierung und Sequenzierung
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7.2

AA
AEC
AICD
AML
Amp
ANOVA
APC
APC
APS
ATCC
B6-0OT-1
Bcl-2
BGH
BRCA1
C.i.v.
CAD
CAR
CCRY7
CD
CFSE
CHO
CLL
CLS
CML
CcOo2
CPM
Cys

DC
ddH20
DLI
DMEM
DMSO
DNA
DSMZ
E. coli
EBV
ECL
EDso
EDTA
EGFR
ELISA
ELISpot
ER
ERAAP
EtOH
FACS
FCS
FITC
FSC
GC-Linker
GM-CSF

Anhang

Abkirzungsverzeichnis

Aminosaure (engl.: amino acid)

3-Amino-9-ethylcarbazole

Aktivierungsinduzierter Zelltod (engl.: activation induced cell death)
Akute myeloische Leukamie

Ampicillin

Varianzanalyse (engl.: analysis of variance)
Antigenprasentierende Zelle (engl.: antigen presenting cell)
Allophycocyanin

Ammoniumpersulfat

Engl.: American Type Culture Collection
C57BL/6-Tg(TcraTcrb)1100Mjb/J

B-Zelllymphom 2 (engl.: B-cell lymphoma 2)

Engl.: Bovine growth hormone

Engl.: Breast cancer 1

Kontinuierlich intravends

Engl.: Caspase activated DNase

Chimarer Antigenrezeptor

Engl.: C-C chemokine receptor type 7

Engl.: Cluster of differentiation
Carboxyfluoresceinsuccinimidylester

Engl.: Chinese hamster ovarian

Chronische lymphatische Leukadmie

Kapillarlecksyndrom (capillary leak syndrome)

Chronische myeloische Leukamie

Kohlendioxid

Engl.: Counts per minute

Cystein

Dendritische Zelle (engl.: dendritic cell)

Doppelt destilliertes Wasser

Donor-Lymphozyten-Infusion

Engl.: Dulbecco's Modified Eagle Medium

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure (engl.: deoxyribonucleic acid)
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
Lat.: Escherichia coli

Epstein-Barr-Virus

Verstarkte Chemolumineszenz (engl.: enhaced chemoluminescence)
Effektivdosis

Ethylendiamintetraessigséure

Engl.: Epidermal growth factor receptor

Engl.: Enzyme Linked Immunosorbent Assay

Engl.: Enzyme Linked Immuno Spot Assay
Endoplasmatisches Retikulum

Engl.: Endoplasmic reticulum aminopeptidase associated with antigen processing
Ethanol

Durchflusszytometrie (engl.: fluorescence-activated cell sorting)
Fotales Kalberserum

Fluoresceinisothiocyanat

Vorwartsstreulicht (engl.: forward scatter)
Glycin-Cystein-Linkerpeptid

Engl.: Granulocyte macrophage colony-stimulating factor
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GvHD
GvL
GV-SOLAS
H202
HBV
HCI
HCV
HEK
HER2
HHV
HIV
HLA
HPV
HRP
HSC
HSCT
i.p.

iV.

IFN
1gG1

IL
IL-15R
IPTG
ITAM
JAK

Kd

LB

LCK
LEF
LSP
LTA
mAB
MACS
MAP-Kinase
MCS
Mel-A
MetOH
MgClz
mHags
MHC
MRD
MRNA
MTT
MWCO
Na:HPO4
NacCl
NaHPO4
NaOH
NEAAs
NF-kB
NKG2D
NK-Zelle
NSG
NSG-HLA-A2/HHD

Anhang

Transplantat-gegen-Wirt-Erkrankung (engl.: graft-versus-host disease)
Transplantat-gegen-Leukamie-Effekt (engl.: graft-versus-leukemia effect)
Gesellschatft fiir Versuchstierkunde (engl.: society of laboratory animals)
Wasserstoffperoxid

Hepatitis-B-Virus

Salzséaure

Hepatitis-C-Virus

Engl.: Human embryonic kidney

Engl.: Human epidermal growth factor receptor 2

Humanes Herpesvirus

Humanes Immundefizienzvirus

Humanes Leukozytenantigen

Humanes Papillomvirus

Meerrettichperoxidase (engl.: horse radish peroxidase)
Hamatopoetische Stammzelle (engl.: hematopoietic stem cell)
Hamatopoetische Stammzeltransplantation

Intraperitoneal

Intravenos

Inteferon

Immunglobulin G1

Interleukin

Interleukin-15-Rezeptor

Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

Engl.: Immunoreceptor tyrosine based activation motif
Januskinase

Dissoziationskonstante

Engl.: lysogeny broth

Engl.: Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase

Engl.: Lymphoid enhancer-binding factor

Langes Signalpeptid (engl.: long signal petide)

GroRRes T-Antigen (engl.: large T antigen)

Monokolonaler Antikdrper (engl.: monoclonal antibody)
Magnetische Zellseparation (engl.: magnetic activated cell sorting)
Engl.: Mitogen-activated protein

Multiple Klonierungsstelle (engl.: multiple cloning site)

Melan-A

Methanol

Magnesiumchlorid

Minorhistokompatibilitatsantigen (engl.: minor histocompatibility antigen)
Haupthistokompatibilitatskomplex (engl.: major histocompatibility complex)
Minimale Resterkrankung (engl.: minimal residual disease)
Boten-Ribonukleinsaure (engl.: messenger RNA)
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid

Engl.: Molecular weight cutoff

Dinatriumhydrogenphosphat

Natriumchlorid

Natriumhydrogenphosphat

Natriumhydroxid

Nicht-essentielle Aminosauren (engl.: non-essential amino acids)
Engl.: Nuclear factor k-light-chain-enhancer of activated B-cells
Engl.: Natural-killer group 2, member D

Naturliche Killerzelle

NOD.Cg-Prkdcscid l12rgtm1Wil/Sz

NOD.Cg-Prkdcscidll2rgtm 1WjlTg(HLA-A/H2-D/B2M)1Dvs/SzJ

128



oD

ori
PAGE
PBMCs
PBS
PCR
PD-1
PD-L1
PE
Pen/Strep
PFA
PI13K
PLCvy1
PRKDC
PVDF
rcf

s.C.
SAP
scTCR
SDS
SHC
SRC
SSC
SSP
STAT
STAT
SV40
SYK
TAA
TAP
TARC
TCA
TCF
Tewm
TCR
TEMED
TILs
Trec
TRIS
TSA
Tsem
VEGF
Wnt
B2M

Anhang

Optische Dichte

Replikationsursprung (engl.: origin of replication)
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Engl.: Peripheral Blood Mononuclear Cells

Phosphatgepufferte Salzldsung (engl.: phosphate buffered saline)
Polymerase Kettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction)
Engl.: Programmed cell death 1

Engl.: Programmed cell death ligand 1

Phycoerythrin

Penicillin, Streptomycin

Paraformaldehyd

Phosphoinositid-3-Kinase

Phosphoinositid-Phospholipase Cy1

Engl.: Protein Kinase, DNA activated, catalytic polypeptide
Polyvinylidenfluorid

Relative Zentrifugalkraft (engl.: relative centrifugal force)
Subkutan

Shrimp alkalische Phosphatase (engl.: shrimp alkaline phosphatase)
Einzelketten T-Zell-Rezeptor (engl.: single chain T cell receptor)
Natriumlaurylsulfat (engl.: sodium dodecy! sulfate)

Engl.: Src homology and collagen protein

Engl.: Proto-oncogene tyrosine-protein kinase cellular sacroma
Seitwartsstreulicht (engl.: sideward scatter)

Kurzes Signalpeptid (engl.: short signal peptide)

Engl.: Signal transducer and activator of transcription

Engl.: Signal transducer and activator of transcription
Simianvirus 40

Engl.: Spleen tyrosine kinase

Tumorassoziiertes Antigen (engl.: tumor associated antigen)
Engl.: Transporters associated with antigen processing

Engl.: Translational Animal Research Center Mainz
Trichloressigsaure

Engl.: T cell factor

Zentrale T-Gedachtniszelle (engl.: central memory T cell)
T-Zell-Rezeptor (engl.: T cell receptor)
Tetramethylethylendiamin

Tumorinfiltrierende Lymphozyten (engl.: tumor infiltrating lymphocytes)
Regulatorische T-Zelle

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Tumorspezifisches Antigen (engl.: tumor specific antigen)
Stammzellahnliche T-Gedéachtniszelle (engl.: stem cell like memory T cell)
Engl.: Vascular endothelial growth factor

Engl.: Wingless int-1

Beta-2-Mikroglobulin
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