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Zusammenfassung

Weltweit sterben jéhrlich ca. 1 Million Menschen an den Folgen der chronischen Hepatitis B bei welt-
weit 250 Millionen chronisch HBV-Infizierten. Die aktuell zur Verfiigung stehenden medikamentésen
Therapien der Hepatitis B sind nicht kurativ, da die Replikationsvorlage des Virus, die cccDNA, und
somit das Virus trotz Therapie persistiert. Die akute Hepatitis B heilt hingegen selbstlimitierend
aus. Dabei scheint eine effektive T-Zell-Antwort eine tragende Rolle in der Viruselimination zu
spielen. Beim chronischen Verlauf der Hepatitis B fehlt diese starke T-Zell-Antwort und das Virus
persistiert. Durch die chronische Inflammation kann es im weiteren Verlauf zu potentiell letalen
Folgeerkrankungen wie Leberzirrhose oder einem hepatozellularen Karzinom kommen. Die Idee
der adoptiven T-Zell-Therapie der chronischen Hepatitis B ist es, autologe T-Zellen von chronisch
HBV-Infizierten mit einem HBV-spezifischen Antigenrezeptor zu versehen, mit dem Ziel durch
Transfer dieser gentechnisch modifizierten T-Zellen in chronisch Infizierten eine Immunitét gegen
HBYV zu erreichen.

Zielsetzung dieser Arbeit war es HBV-spezifische T-Zell-Rezeptoren fiir die potentielle Anwendung
in der adoptiven T-Zell-Therapie der Hepatitis B zu identifizieren und zu charakterisieren. Es
wurden hierfiir aus der mRNA von HBV-spezifischen T-Zell-Linien bzw. -Klonen aus HLA-A*02:01%
Spendern die codierenden Sequenzen der a- und S-TZR-Ketten identifiziert und, nach Amplifikation
der kompletten Ketten, diese in den retroviralen Vektor MPT71 kloniert. Es gelang dabei die
Identifikation von insgesamt 11 HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren. Fiinf besaflen dabei eine
Antigensperzifitit fiir das C18-Peptid aus dem Core-Protein des Virus, vier fiir das S20-Peptid
und zwei fiir das S172-Peptid. Beide letzteren Peptide sind aus den Surface-Proteinen des HBV.
Die T-Zell-Rezeptoren wurden anschlieend per retroviraler Transduktion in T-Zellen eingebracht
und die Expression nach Streptamer- und Antikérperfarbung per FACS-Analyse tiberpriift. In
einer Kokultur mit Peptid-beladenen Zielzellen wurde anschliefend mittels IFN-y-ELISA, die
HBV-spezifische Effektorantwort {iberpriift. Jeder dieser elf HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren
wurde nach retroviraler Transduktion in humanen T-Zellen exprimiert und verlieh diesen eine HBV-
Spezifitat. Um die Expressionsraten zu erhthen, wurden die variablen Regionen der TZR-Ketten
codonoptimiert, die konstanten Regionen der TZR-Ketten durch murine konstante Regionen ersetzt
und diese optimierten TZR-Ketten eines T-Zell-Rezeptors, verbunden iiber ein P2A-Element, in
denselben retroviralen Vektor eingefiigt. Hierdurch konnte eine deutlich bessere Expression fiir
die T-Zell-Rezeptoren in humanen T-Zellen erreicht werden. Es wurde nun iiberpriift, ob die mit
den optimierten T-Zell-Rezeptoren transduzierten CD4T" bzw. CD8" T-Zellen auch eine HBV-
spezifische Effektorfunktion durch die gentechnische Modifizierung erlangten bzw. wie sensitiv

diese Effektorantwort war. Hierzu wurde nach Kokultur von transduzierten CD41 bzw. CD8t



T-Zellen mit Peptid-beladenen T2-Zellen mittels eines ICS die spezifische Zytokinproduktion
der transduzierten T-Zellen und mittels eines Chrome-Release-Assays die spezifische Lyse von
Zielzellen durch die Effektorzellen analysiert. Sowohl CD8" als auch CD4" T-Zellen wurden
zu HBV-spezifischen Effektorzellen, die sogar picomolare Konzentrationen des entsprechenden
Peptids erkannten. Die transduzierten CD8" T-Zellen produzierten spezifisch IFN-y und TNF-«
und eliminierten spezifisch Zielzellen. Die Core-spezifischen T-Zellen waren dabei am sensitivsten
gefolgt von den S20-spezifischen und dann den S172-spezifischen CD8' T-Zellen. Die transduzierten
CD4™" T-Zellen, mit Ausnahme der mit den T-Zell-Rezeptoren FLP122 und WL31 transduzierten
CD4" T-Zellen, produzierten IFN-v, TNF-a und IL-2 und zeigten ebenfalls eine zytotoxische
Effektorantwort. Mit einer Kokultur der transduzierten T-Zellen mit HBV™ Hepatomazellen und
anschlieBender Durchfithrung eines XTT-Viabilitdtstests von den Hepatomazellen und einem IFN-v-
ELISA aus dem Uberstand wurde iiberpriift, ob die Effektorzellen auch endogen prozessierte Peptide
erkannten. Die transduzierten C18-spezifischen und S20-spezifischen T-Zellen erkannten auch das
jeweilige Peptid, wenn es ihnen von HBV-replizierenden Hepatomazelllinien (HepG.2.2.15) per
endogener Prozessierung auf MHC-I-Molekiilen présentiert wurde. Die S172-spezifischen T-Zellen
erkannten hingegen die HBV-replizierenden Hepatomazelllinien Hep(G2.2.15 nicht, sondern nur
die mit HBV-infizierten Zellen der Hepatomazelllinie HepaRG. Die HLA-Restriktion ist in der
adoptiven T-Zell-Therapie ein limitierender Faktor. In einer Kokultur der transduzierten T-Zellen
mit lymphoblastoiden Zelllinien, die unterschiedliche HLA-A2-Subtypen exprimierten, wurde mittels
IFN-ELISA die T-Zell-Aktivierung bestimmt. Unsere T-Zell-Rezeptoren erkannten das entsprechende
HBV-Peptid dabei nicht nur auf dem HLA-A*02:01-Molekiil sondern auch unterschiedlich gut auf
weiteren HLA-A2-Subtypen. Zusammenfassend wurden 11 der 12 getesteten HLA-A2-Subtypen bis
auf den Subtyp HLA-A*02:08 durch mindestens einen unserer HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren
erkannt. Dabei wurden auch die in China hiufig vertretenen HLA-A2-Subtypen 02:03, 02:06 und
02:07 von mindestens einem T-Zell-Rezeptor erkannt. Nach einer Kalkulation in der die Préivalenz
der HLA-A2-Subtypen und HBV-Genotypen pro Land mit einbezogen wurde, konnte gezeigt werden,
dass theoretisch in China 29 Millionen und weltweit mindestens 60 Millionen chronisch HBV-Infizierte
mit mindestens einem unserer HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren behandelt werden kénnten.

Es wurden zudem alle T-Zell-Rezeptoren nach retroviraler Transduktion auch in murinen T-Zellen
exprimiert, sodass sie sich auch fiir weitere in-vivo Analysen im Mausmodell eignen wiirden. Ebenso
konnte demonstriert werden, dass die transduzierten murinen T-Zellen die HBV-Peptide auf dem
modifizierten HLA-A2-Molekiil ,,HHD*, welches in dem HBV- und HHD-transgenen Mausmodell
HBV-A2 verwendet werden soll, erkannten.

Zusammenfassend wurden 11 HBV-spezifische T-Zell-Rezeptoren gegen 3 bekannte immunogene
HBV-Peptide isoliert, die nach retroviraler Transduktion CD4™" als auch CD8" T-Zellen in hochavide
polyfunktionale zytotoxische Effektor-T-Zellen umwandelten. Dieses T-Zell-Rezeptor-Repertoire ist
dabei nicht HLA-A*02:01 restringiert, sondern deckt ein breiteres Spektrum an HLA-A2-Subtypen
ab, darunter auch die in Asien gehduft vorkommenden HLA-A2-Subtypen. Mit diesen Eigenschaften
konnten unsere HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren fiir die adoptive T-Zell-Therapie der Hepatitis
B bestens geeignet sein, um das Ziel der HBV-Immunitét per T-Zell-Transfer in chronisch HBV-

Infizierten zu erreichen.



Kapitel 1

Einleitung

1.1 Das Hepatitis B Virus und seine experimentellen Tier- bzw.
Zellkulturmodelle

In der zweiten Hilfte des 20. Jahrhunderts zeigte sich, dass es verschiedene infektitse Hepatitiden
gibt (Trepo, 2014). Krugman und andere beschrieben 1967 zunéchst zwei Formen: die klassische
infektiose Hepatitis, die der Hepatitis A entspricht, und die sogenannte Serum-Hepatitis, die wir
heutzutage als Hepatitis B bezeichnen (Krugman et al., |1967). Zur selben Zeit entdeckten Blumberg
und Kollegen ein Antigen, welches gehduft im Blutserum von Patienten mit Down-Syndrom,
Leukimie oder Hepatitis nachgewiesen werden konnte (Blumberg et al., 1967). Auch Prince und
seine Kollegen beschrieben ein Antigen, welches sie bei der serologischen Untersuchung von Patienten
mit transfusionsassoziierter Hepatitis fanden (Prince, [1968al). Es handelte sich in beiden Féllen um
serologisch nachweisbare Hiillproteine des Hepatitis B Virus (HBV)(Prince, 1968b)), die heute als
Oberflichenantigen des HBV (HBYV surface antigen (HBsAg)) bezeichnet werden. 1970 gelang es
Dane und Kollegen erstmals das HBV als 42 nm grofies Viruspartikel mit Nucleokapsid als Erreger
der Serum-Hepatitis elektronenmikroskopisch darzustellen (Dane et al., 1970). Mit der Identifikation
der Hepatitis B wurde eine weitere Form der transfusionsassoziierten Hepatitis beschrieben, die Non-
A-non-B-Hepatitis. Als ursdchlicher Erreger fiir diese wurde Ende der 1980er Jahre das Hepatitis C
Virus identifiziert (Trepo, 2014)).

Das humane HBYV ist als partiell doppelstrangiges DNA-Virus das Paradebeispiel fiir die Familie
der Hepadnaviridae. Kennzeichnend fiir die Hepadnaviren sind der Lebertropismus, ihre hohe
Wirtsspezifitdt, der d&hnliche morphologische und genetische Aufbau der Viren sowie die Replikation
iiber eine RNA-Zwischenstufe (Mason et al., 2005)).

Die Familie der Hepadnaviren wird in die zwei Gattungen Orthohepadnavirus und Avihepadnavirus
unterteilt. Hepadnaviren, die Sdugetiere wie Primaten und Nagetiere infizieren, werden der Gattung
Orthohepadnavirus zugeteilt. Einige Tiere und ihre entsprechenden Hepatitisviren konnen als
Tiermodelle fiir das HBV verwendet werden. Schimpansen konnen dabei auch mit dem humanen
HBYV infiziert werden (Barker et al., |1975), sind jedoch aufgrund ethischer Bedenken, hoher Kosten
und aufwendiger Haltung kein geeignetes Tiermodell (Inuzuka et al., |[2014). Das woodchuck hepatitis

virus (WHV) des nordamerikanischen Waldmurmeltieres Marmota monaz ist ein naher Verwandter
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des HBV (Summers et al., [1978)). Da Murmeltiere gut haltbare Labortiere sind, sind sie fiir die
Forschung an WHYV ein gerne verwendetes in vivo Modell fiir Hepadnaviren (Dandri et al., 2005).
Der Gattung Avihepadnavirus werden die Hepadnaviren zugeschrieben, die in Végeln zu finden sind,
wie z.B. das duck hepatitis B virus (DHBV) in Enten (Mason et al., |1980). Das DHBV eignet sich
als Tiermodell fiir HBV nur fiir gewisse Fragestellungen, da das Genom der Avihepadnaviren nur
noch zu 40 % mit dem HBV Genom identisch ist (Schaefer, [2007) und auch die Ente als Wirt im
Stoffwechsel deutliche Unterschiede zum Menschen aufweist (Dandri et al., 2005).

Da Méuse nicht auf natiirlichem Wege mit HBV infiziert werden kénnen, wurden fiir die Hepatitis
B verschiedene Mausmodelle entworfen. Eine Moglichkeiten besteht darin, Teile oder das ganze
HBV-Genom als Transgen in die Maus einzubringen (Guidotti et al., [1995; Chisari et al., [1985)).
Hiermit wurde im Mausmodell von Guidotti und Kollegen eine HBV-Replikation in Leber- und
Nierenzellen erreicht, die mit ihrer Viruslast der in chronisch infizierten Patienten &hnelt. Durch
ihre zusétzliche Toleranz gegen HBV-Antigene, ist die transgene Maus deshalb ein Tiermodell fiir
die chronische Hepatitis B (Guidotti et al., [1995)). Als eine Alternative ermdglicht ein Adenovirus-
vermittelter Genom-Transfer eine titrierbare HBV-Replikation in der Maus (Sprinzl et al., 2001).
Dion und Kollegen entwickelten ein weiteres chronisches murines HBV-Modell, indem sie Leberzellen
mit einem Adenovirus assoziierten Virus, der ein replikationsfihiges HBV-DNA Genom enthielt,
transduzierten (Dion et al., 2013). Fiir die Untersuchung des HBV in vitro eignen sich Hepatoma-
Zelllinien und primére Hepatozyten. Humane Hepatozyten (Gripon et al., |1993) und auch primére
Hepatozyten des Spitzenhornchens Tupaia belangeri wurden in vitro erfolgreich mit HBV infiziert
(Walter etal., [1996). Eine Replikation des HBV in der Hepatoblastom-Zelllinie HepG2 konnte
zunéchst nur durch die Transfektion eines klonierten HBV-Genomes erreicht werden (Sells et al.,
1987). Und erst mit der Generierung der HepaRG-Zell-Linie, deren Zellen nach Ausdifferenzierung
humanen Hepatozyten dhneln, gelang die in wvitro Infektion einer Hepatoma-Zelllinie mit HBV
(Gripon et al.,2002). Mit der Entdeckung des Na™ taurocholate cotransporter polypeptide (NTCP) als
Rezeptor fiir die rezeptorvermittelte Endozytose des HBV (Yan et al., [2013; Yan et al., |2012) gelang
die Generierung eines in vitro Modells, welches die Untersuchung des gesamten HBV Lebenszyklus

auch tiber eine ldngere Zeit ermoglicht (Ko et al., 2018)).

1.1.1 Epidemiologie und klinischer Verlauf der Hepatitis B

Mit etwa 2 Milliarden Menschen, die eine HBV-Infektion durchgemacht haben oder aktuell durch-
laufen, gehort die Hepatitis B zu den hiufigsten Infektionskrankheiten weltweit (Perz et al., 20006).
Ca. 3,5 % der Weltbevolkerung, das entsprach im Jahr 2015 257 Millionen Menschen, leiden an
einer chronischen Hepatitis B (CHB) (WHO, [2017) und haben somit ein erhhtes Risiko, an den
Folgeerkrankungen der Hepatitis B zu erkranken und zu versterben. Etwa 20-30 % der chronisch
Hepatitis B infizierten Patienten entwickeln eine Leberzirrhose und/oder ein hepatozellulires Kar-
zinom (WHO - Fact sheets: Hepatitis B|2019). Im Jahr 2016 starben ca. 979 000 Menschen an
Hepatitis B, davon ca. 111 000 Personen an einer akuten Hepatitis B, 382 000 Personen an einem
hepatozelluldren Karzinom und 486 000 Personen an einer Leberzirrhose aufgrund einer chronischen
Hepatitis (WHO, [2018)).

Es sind dabei deutliche geographische Unterschiede beziiglich der Pravalenz der Hepatitis B zu
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Abb. 1.1.1: Privalenz der Hepatitis B Infektion (HBsAg) weltweit im Jahr 2015. Im Graphen ist die
Anzahl der HBV-infizierten Personen im Jahr 2015 in den entsprechenden WHO-Regionen dargestellt. In der Tabelle
die geschitzte Priavalenz der HBV-Infektion bzw. geschitzte Anzahl an HBV infizierten Personen (modifiziert nach

WHO, [2017).

vermelden (s. Abb. [L.1.1). In Afrika und in der westpazifischen Region sind etwa 6 % der Einwohner
mit HBV infiziert. Damit kommen 68 % aller HBV-infizierten Personen aus der westpazifischen
Region und Afrika. Im 6stlichen Mittelmeerraum und in Siidostasien liegt die Privalenz bei 3,3 %
bzw. 2,0 %. In Europa liegt die HBV-Prévalenz bei 1,6 % und in Amerika sogar mit 0,7 % unter

1%.(WHO, 2017)

Die Art der Ansteckung mit HBV unterscheidet sich dabei in den Regionen mit unterschiedlicher
Préavalenz. In Niedrigpriavalenzgebieten wie z.B. in Deutschland erfolgt die HBV-Infektion meist durch
sexuellen Verkehr oder durch anderweitigen Kontakt (insbesondere intraventsen Drogengebrauch)
mit kontaminiertem Blut oder anderen Korperfliissigkeiten. In den hoch endemischen Gebieten erfolgt
die Ubertragung meist durch Kontakt mit miitterlichem HBV-positivem Blut im Rahmen der Geburt
(perinatale oder vertikale Transmission) oder im spéiteren Kindesalter per horizontaler Transmission
durch Kontakt mit infiziertem Blut.(Dudareva et al., 2019; | WHO - Fact sheets: Hepatitis B|[2019)

Bei Erwachsenen verlduft die HBV-Infektion meist asymptomatisch oder geht lediglich mit unspezi-
fischen Beschwerden einher. In etwa einem Drittel der Félle entwickelt sich eine akute Hepatitis

mit reduziertem Allgemeinzustand, Oberbauchbeschwerden, Ubelkeit und Erbrechen sowie einer
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ikterischen Haut- bzw. Sklerenfarbe aufgrund des erhohten Bilirubins im Rahmen des akuten
Leberschadens. In 0,5 % Prozent kommt es zu einem fulminanten Krankheitsverlauf mit akutem
Leberversagen. Wihrend der akuten HBV-Infektion entwickeln die meisten Patienten durch Pro-
duktion von HBV-spezifischen Antikérpern eine lebenslange Immunitéit. Zwischen 5-10 % der mit
HBV-infizierten Erwachsenen entwickeln allerdings eine subklinische chronische Hepatitis. Bei Kin-
dern und immunsupprimierten Patienten ist die Wahrscheinlichkeit eine chronische HBV-Infektion
zu entwickeln mit 90 % bzw. 30-90 % deutlich hoher.(Dudareva et al., [2019))

Die Inkubationszeit fiir HBV betrégt zwischen 30 und 180 Tagen. Da die HBV-Infektion klinisch
nicht von anderen Hepatitiden zu unterscheiden ist, erfolgt die Diagnose iiber direkten (HBV-PCR,
HBV-Antigen) oder indirekten Erregernachweis (Antikoérper gegen HBV-Antigene) im Labor. Nach
einer Infektion kommt es zwischen der 1.—12. Woche zun#chst zu einem Anstieg des HBsAg sowie der
HBV-DNA im Serum. Ca. 2-6 Wochen spéter kommt es dann zum Anstieg der Lebertransaminasen
und zur klinischen Manifestation. Obwohl das HBV core antigen (HBcAg) nicht routineméflig im
Serum nachzuweisen ist, konnen die Antikérper gegen HBcAg als erste HBV-spezifische Antikérper
etwa 1-2 Wochen nach dem HBsAg-Anstieg detektiert werden. Anhand der Unterscheidung der
Immunglobulinsubklassen in Anti-HBc-IgM und IgG kann dabei eine frische Infektion von einer
schon ldnger bestehenden Infektion unterschieden werden. Vor allem wéhrend der hochaktiven
Virusreplikation kann zudem auch das HBe-Antigen im Serum festgestellt werden, welches einen
indirekten qualitativen Parameter fiir die Virusreplikation darstellt. Beim akuten Verlauf kommt es,
kurz nachdem die Werte der Lebertransaminasen ihren Hohepunkt erreichen, zur Serokonversion
von HBe zu Anti-HBe. Mit dem Verschwinden des HBsAg im Verlauf und dem Nachweis von Anti-
HBs-Antikérpern und der somit lebenslangen Immunprotektion, spricht man von einer ausgeheilten
akuten Hepatitis B.(Dienstag und Schmidt, [2009))

Wird das HBsAg ldnger als 6 Monate nachgewiesen, spricht man von einer chronischen Hepatitis B
(CHB). Hierbei kénnen mehrere Phasen durchlaufen werden. In der immuntoleranten Phase repliziert
das Virus ungehindert. Dies fithrt zu hohen Konzentrationen an viraler DNA und HBeAg im Serum,
bei normwertigen Lebertransaminasespiegeln. Daran schliefit sich meist eine immunaktive Phase an,
in der durch die hervorgerufene Immunreaktion einerseits die virale Replikation eingeddmmt wird, es
andererseits aber auch zu einer vermehrten Leberzellschiddigung mit erhéhten Lebertransaminasen
im Blut und einem zirrhotischen Umbau der Leber kommt. Bei 5-10 % Patienten pro Jahr geht
dies anschlieflend in eine niedrig replikative Phase {iber, in der die Serum HBV-DNA unterhalb
der Nachweisgrenze liegt und die inflammatorisch bedingte Leberzellschadigung zuriickgeht. Dabei
kommt es meist zur Serokonversion von HBeAg zu Anti-HBe (McMahon, 2009). Gelegentlich,
insbesondere bei Immunsuppression, kann es auch zu einer erneuten Reaktivierung mit hohen Titern
von HBV-DNA, HBeAg und Transaminasespiegeln kommen (Bessone und Dirchwolf, 2016]).

Die chronische Hepatitis B und deren Heilung ist insbesondere aufgrund ihrer schweren und potentiell

letalen Folgeerkrankungen weltweit von gesundheitspolitischem Interesse.
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1.1.2 Virusmorphologie, Genomstruktur und der Replikationszyklus des HBV

HBV-infizierte Zellen bilden sowohl infektitse ca. 42 nm grofle Virionen, als auch nicht infektitse ca.
20nm grofle subvirale Partikel. Letztere konnen eine sphérische oder eine tubulére Form besitzen (s.
Abb. a—c) und kommen weitaus hiufiger im Blut von HBV-Infizierten vor als das HBV-Virion

(Kann und Gerlich, 2005).

a)

filaments

Abb. 1.1.2: Morphologie der Viruspartikel und schematische Darstellung der Genomstruktur, Gene
und mRNA des HBV. a-c) Elektronenmikroskopische Aufnahmen von (a) infektiosen HBV-Viruspartikeln und
(b) den nichtinfektidsen Filamenten und (c) Sphéren (modifiziert nach Kann und Gerlich, [2005). d) Schematische
Darstellung des Virion und subviraler Partikel. Die virale partiell-doppelstriangige DNA ist als Linie dargestellt.
Assoziiert mit der DNA ist die virale Polymerase (grau) mit Primer-Doméne (Pr) und Reverse-Transkriptase-Doméne
(RT). Das Nukleokapsid (schwarz) setzt sich aus 120 Dimeren des Core-Proteins zusammen. Die drei unterschiedlich
grofen Hiillproteine ,,S* (small), ,M“- (middle) oder ,L*- (large) sind abhingig von ihrer Zusammensetzung in
grau mit einer dunkelgrauen Pria-S1-Domaéne, einer hellgrauen Pré-S2-Doméne und einer mittelgrauen S-Doméne
dargestellt (modifiziert nach Kann und Gerlich, . e) Beispielhafte Darstellung des HBV-Genoms (Genotyp ayw).
Der innere Kreis zeigt die Position relativ zur EcoRI-Schnittstelle an Position 1. Dargestellt ist die rcDNA, wie sie in
HBV-Virionen vorliegt, mit ihrem kompletten Minusstrang (—Strand), an der die virale Polymerase hingt, und dem
Plusstrang (4+Strand) mit dem inkompletten 3’-Ende (gestrichelt). Es sind die Bindungstellen der Primer und die zwei
direct repeat Sequenzen DRI und DR2, die wichtig fiir die DNA-Replikation sind, eingezeichnet. Die iiberlappenden
open reading frames (ORFs) P, PreS1\PreS2\S, preC\Core und X sind farblich und dick hervorgehoben. Die dufieren
Linien stellen die RNA-Transkripte (0,7-kb X mRNA (fiir das HBx), 2,1-kb S mRNA (fiir das M and S Hiillprotein),
2,4-kb preS mRNA (fiir das grofle L Hiillprotein), and die 3,5-kb lange pgRNA (fiir das Core-Protein und die virale
Polymerase). Die 3,5-kb precore RNA, iiber die das HBeAg Protein exprimiert wird, ist nicht dargestellt (modifiziert

nach Lamontagne et al., 2016)).

Das HBV-Genom umfasst je nach Genotyp 3182 bis 3248 Basenpaare und beinhaltet vier {iberlappende
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Leserahmen und codiert sieben Proteine (s. Abb. e) (Schaefer, |2007; Seeger und Mason, [2015).
Dabei hat das HBV das kleinste Genom unter den DNA-Viren und ist sehr kompakt in seinem
Aufbau (Tong und Revill, |2016)).

Der offene Leserahmen der HBV-Hiillproteine (praS1/praS2/S ORF) codiert die drei Hiillproteine
des HBV. Abhingig vom jeweiligen Translationsstart in praS1, praS2 oder S entsteht das grofle
Hiillprotein ,L“ (PraS14-PraS2+S), das mittlere Hiillprotein ,M“ (PraS2+S) oder das kleine
Hiillprotein ,,S¢ (S) (s. Abb. d, e) (Heermann et al., [1984; Kann und Gerlich, [2005).

Der praC/C ORF kodiert das Core-Protein als Baustein des Nukleokapsids und das HBeAg. Abhéngig
davon ob die Translation vom Startcodon in der prdC oder der C-Region beginnt, wird das HBeAg
oder das Core-Protein (HBcAg) exprimiert (Tong und Revill, [2016)).

Das Polymerase-Gen (P), welches die virale Polymerase codiert, iiberlappt mit dem 3’-Ende des Core-
Gens, dem kompletten praS1/praS2/S ORF und dem 5-Ende des X-Gens. Die virale Polymerase
agiert sowohl als DNA-abhingige DNA-Polymerase wie auch als reverse Transkriptase, aber enthilt

im Gegensatz zur retroviralen Transkriptase keine Integrase (Kann und Gerlich, 2005).

Das x-Gen ist das vierte HBV-Gen, welches das nicht strukturelle X-Protein (HBx) kodiert. Dieses
wird nach der Infektion der Wirtszelle exprimiert und reguliert die HBV-Transkription und ist
sowohl fiir die Initiierung als auch fiir die Erhaltung der HBV-Replikation notwendig (Lucifora et al.,
2011]).

Das Eindringen in die Zelle gelingt dem Hepatitis B Virus durch rezeptorvermittelte Endozytose (s.
Abb. (1-3)). Bis vor kurzem war dabei unklar, an welchen Rezeptor das Virus bindet. Yan und
Kollegen konnten 2012 das humane NTCP als den gesuchten Rezeptor identifizieren, an den das
HBYV mit seiner PraS1-Doméne des grofles Hiillproteins bindet und in die Zielzelle eindringt. NTCP
wird nur in humanen Leberzellen exprimiert, wodurch der Hepatotropismus und die Speziesspezifitét
des HBV erklért ist (Yan etal., 2013; Yan etal., 2012).

Die in das Zytoplasma freigegebenen Kapside und das darin verpackte Virusgenom werden aufgrund
einer Kernlokalisierungssequenz iiber Mikrotubuli zu den Kernporen transportiert (Rabe et al.,
2003; Rabe et al., [2009) (s. Abb. (4-5)). Dort wird das nichtkovalent geschlossene Virusgenom
(relazed circular DNA (rcDNA)) freigesetzt und gelangt dann in den Zellkern (s. Abb. (6)). Hier
wird die unvollstdndige rcDNA durch die virale Reverse Transkriptase oder zelluldre Transkriptasen
vervollstéandigt, woraus der zirkuldr geschlossene DNA-Doppelstrang entsteht (im eng. covalently
closed circular DNA (cccDNA)) (s. Abb. (7)). Die cccDNA stellt, an Histione gebunden, ein
Minichromosom im Kern der Wirtszelle (Bock et al., 2001)) dar und dient als Transkriptionsvorlage

und zur viralen Replikation.

Von der cccDNA erfolgt die Transkription der fiinf mRNAs durch die zelluldre RNA-Polymerase II (s.
Abb. (8)). Gemeinsam ist allen viralen mRNA-Transkripten das co-terminale polyadenylierte
3’-Ende. Von der 0,7- und 2,4-kb mRNA erfolgt die Translations des HBx-Proteins beziechungsweise
des grofien Hiillproteins ,,L“. Die 2,1-kb mRNA ist Vorlage sowohl fiir die Translation des mittleren
Hiullproteins ,M*“ wie auch des kleinen Hiillproteins ,,S“. Des weiteren gibt es zwei 3,5-kb lange
RNA-Stréange. Der etwas kiirzere Strang wird als priagenomische RNA bezeichnet, die einerseits als
Vorlage zur Synthese der Polymerase und des Core-Proteins, andererseits als Vorlage zur reversen

Transkription fiir die virale Replikation dient. Von der etwas ldngeren 3,5-kb praCore-mRNA erfolgt

8
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Abb. 1.1.3: Schematische Darstellung des Lebenszyklus des HBV. (1) Unspezifische Bindung von HBV an
Heparansulfat-Proteoglykane (2) spezifische Bindung an NTCP (3) rezeptorvermittelte Endozytose (4-5) Auspacken
und Transport des Nukleokapsids zu den Kernporen (6) Freigabe des viralen DNA-Genoms (rcDNA) in den Zellkern
(7) Vervollstdndigung zur cccDNA (8) Transkription (9) Translation: HBsAg und HBeAg am ER mit anschlieSendem
Transport iiber den Golgi-Apparat; HBcAg, Polymerase und X-Protein an freien Ribosomen im Zytoplasma. (10)
Bindung der Reversen Transkriptase an die pragenomische mRNA und Initiierung der Verpackung des Genoms mit
Homodimeren des Core-Proteins (11) reverse Transkription der priigenomischen mRNA (12A) Ummantelung mit
Lipidschicht und den Hiillproteinen des Viruskapsids oder (12B) Reimport reifer Viruskapside in den Zellkern (13)
Sekretion der neu gebildeten Hepatitis B Viren (Ko et al., .c

die Translation des , pricore\core“-Proteins. Mit der in der praC-Region codierten Signalsequenz wird
das Transkript zum glatten endoplasmatisches Retikulum (ER) transportiert. Mit der Abspaltung
des N-terminalen Signalpeptids und argininreicher Sequenzen am C-Terminus des ,pricore\core*

Proteins entsteht das 16sliche HBeAg, welches in das Lumen des ER abgegeben und dann {iber den
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Golgi-Apparat und deren Vesikel sezerniert wird (s. Abb. (9)). (Tong und Revill, 2016)

Die Bildung der Oberflichenproteine erfolgt ebenfalls am rauen endoplasmatischen Retikulum (s.
Abb. (9)). Die Oberflichenproteine werden dort mittels ihrer Transmembrandoménen in der
Lipidschicht verankert.

Indem das P-Protein an eine stabile Haarnadelschleife (e-Verpackungssignal) der prigenomischen
RNA bindet, wird der Initiationskomplex der Replikation gebildet (s. Abb. (10)) und die
Verpackung des viralen Genoms in die Kapside eingeleitet (Bartenschlager und Schaller, 1992).
Die Kapside werden dabei aus Homodimeren des Core-Proteins gebildet und durch weitere zel-
luldre Proteine modifiziert. In den reifenden Nukleokapsiden erfolgt wihrenddessen die reverse
Transkription der prigenomischen RNA (s. Abb. (11-12A)) in den DNA-Negativstrang und
die unvollsténdige Bildung des DNA-Positivstrangs, was dann die bereits erwihnte rcDNA darstellt
(Seeger und Mason, 2015).

Nach diesem Reifungsprozess werden die Kapside durch die HBsAg-enthaltende ER-Membran
umbhiillt und die fertigen Viruspartikel wahrscheinlich iiber Golgi-Vesikel an der Zelloberfliche
freigesetzt. Einige der Nukleokapside werden nicht umhiillt und nicht sezerniert und gelangen
darum {iiber ihre Signalsequenz zuriick zum Zellkern (s. Abb. (12B)). Durch diesen Reimport
akkumulieren die Virusgenome mit bis zu 100 cccDNA-Kopien im Zellkern (Modrow et al., [2010).

Dieser komplexe Replikationszyklus mit Generierung der cccDNA als hocheffiziente Transkriptions-
vorlage scheint u.a. ausschlaggebend fiir die Persistenz der Infektion bei chronisch Infizierten zu
sein. Die cccDNA ist daher ein wichtiger Angriffspunkt bei der Entwicklung neuerer Therapien zu

Heilung der Hepatitis B.

1.1.3 Pathogenese und Rolle des Immunsystems im Infektionsverlauf

Die Immunantwort auf eine HBV-Infektion ist entscheidend fiir den klinischen Verlauf und die
Pathogenese der Hepatitis B. Das HBV ist ein nicht zytopathisches Virus und erst durch die
Immunantwort kommt es zur Zerstérung HBV-infizierter Leberzellen und somit zur Leberschidigung
(Rehermann und Nascimbeni, 2005]). Diese These wird u.a. durch die Beobachtung gestiitzt, dass
sogenannte asymptomatische HBV-Tréger keine oder nur minimale pathologische Verédnderungen
der Leber aufweisen (Franchis, |1993)).

An der Immunantwort gegen HBV sind sowohl das angeborene als auch das erworbene Immunsystem
beteiligt. Dem angeborenen Immunsystem wird insbesondere initial eine Rolle zugeschrieben und es
ist wichtig fiir die Induktion der adaptiven Immunantwort (Bauer etal., 2011).

Freigesetzte HBV-Antigene, wie z.B. HBcAg (Arzberger et al., 2010)), werden dabei iiber Pattern-
Recognition-Rezeptoren, wie z.B. dem toll-like-receptor 2 (TLR2), vom angeborenen Immunsystem
erkannt (Cooper et al., 2005). Die Aktivierung von Toll-like-Rezeptoren, mit Ausnahme fiir den TLR2,
fiihrt {iber die Ausschiittung von antiviralen Zytokinen, wie z.B. Typ I Interferonen (IFNa/IFNJ),
zur Hemmung der HBV-Replikation (Isogawa et al., 2005). IFN-« fithrt dabei zur Induktion von
APOPEC Deaminasen (apolipoprotein B mRNA editing enzyme catalytic polypeptide), die mittels
des Core-Proteins in Kontakt mit der cccDNA treten und durch Deaminierung zur Degradierung
der cccDNA fithren (Lucifora etal., 2014). Fiir TLR2 hingegen konnte im Mausmodell gezeigt
werden, dass eine TLR2 Aktivierung in Kupfferzellen durch HBcAg zu einer Inhibition der T-Zell-
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Antwort fithrt (Li etal., 2015). Auch die anderen Bestandteile der angeborenen Immunantwort,
wie Makrophagen, natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) und natiirliche Killer-T-Zellen (NKT-Zellen),
tragen einerseits zur antiviralen Immunantwort bei, spielen andererseits aber auch eine Rolle bei der
Suppression der erworbenen antiviralen Immunantwort und bei der Immunpathologie der chronischen
Hepatitis B (Maini und Gehring, 2016).

Fiir den klinischen Verlauf, d.h. ob es nach HBV-Infektion zu einer akuten Hepatitis mit folgenloser
Ausheilung kommt oder ob das Virus im Rahmen einer chronischen Hepatitis persistiert, ist die
Stérke, Spezifitit und der Beginn der adaptiven Immunantwort entscheidend (Rehermann und
Nascimbeni, 2005; Bauer et al., 2011} Bertoletti und Ferrari, 2013). Eine sehr wichtige Rolle in
der Elimination des HBV spielen dabei die CD8" zytotoxischen T-Zellen. Thimme und Kollegen
stellten in Tierversuchen an HBV-infizierten Schimpansen fest, dass die Depletion von zytotoxischen
CD8T T-Zellen, die TNF-« (Tumornekrosefaktor) positiv waren, den Krankheitsverlauf und das
Plateau an hoher Viruslast verldngerte und eine Elimination des HBV sich bis zum Wiedererlangen

virusspezifischer T-Zellen hinauszogerte (Thimme et al., 2003).

Zytotoxische T-Zellen fiihren durch ihre zellvermittelte Zytotoxizitit zur Elimination HBV-infizierter
Hepatozyten (Ando et al., [1994)). Zudem sezernieren sie Zytokine, wie IFN-y und TNF-«, die die
Virusreplikation hemmen (Guidotti et al., [1996; Thimme et al., [2003)). IFN-vy scheint dabei den
groBten antiviralen Effekt zu haben (McClary etal., 2000), indem es posttranskriptionell den
Replikationszyklus hemmt (Tsui et al., [1995).

Mittels der Zytokine IFN-y und TNF-« scheinen die T-Zellen bereits vor der Infiltration des
Leberparenchyms die Virusreplikation nicht zytopathisch zu hemmen (Guidotti et al., 1996) und
eliminieren anschliefend die restlichen HBV-infizierten Hepatozyten im direkten Zell-Zell-Kontakt
(Thimme et al., 2003; Wieland et al., [2004)). IFN-vy und TNF-« induzieren die Deaminierung der
cccDNA mittels APOBEC-Deaminasen, wodurch es zum Zerfall der cccDNA ohne Schiadigung der
Zelle kommt (Xia et al., 2016).

In Patienten mit einer akuten Hepatitis B findet sich dabei eine multispezifische CD8' T-Zell-Antwort
gegen verschiedene Epitope der viralen Antigene HBcAg (Core-Protein), HBsAg (Surface-Protein, S-
Protein), viralen Polymerase und dem HBx Protein (Rehermann et al., 1995a; Nayersina et al., |[1993;
Bertoletti et al., 1991). Die CD4" T-Helferzellen sind wichtig fiir die Aktivierung und Stimulation der
zytotoxischen T-Zellen mittels Kreuzpriasentation und fiir die Antikérperproduktion der B-Zellen.
Es ist eine starke, vorwiegend HBcAg- bzw. HBeAg-spezifische T-Helfer-Zell-Antwort im Blut
von Patienten mit akuter Hepatitis zu kafinden. Diese Core-spezifische T-Helfer-Zell-Antwort geht
zeitlich mit dem Verschwinden von HBsAg einher. Eine T-Zell-Antwort gegen Teile der Hiillproteine
ist dabei in den meisten Fillen nicht zu finden (Ferrari et al., [1990)). Dies ist aber nicht auf eine
generell schwache Immunogenitit von HBsAg zuriickzufithren. Denn sowohl in HBsAg Geimpften
als auch in Personen mit einer akuten Hepatitis B ist im Vergleich zu chronisch Infizierten eine
starkere HBsAg-spezifische B- und T-Zell-Antwort vorzufinden (Bocher et al., 1999). Die HBcAg-
spezifische CD4™ T-Helfer-Zellen aus Patienten mit akuter Hepatitis produzieren im Sinne einer
Tyl-Antwort vorwiegend IFN-v und tragen somit zur antiviralen Immunantwort aber auch zum
Leberschaden bei (Penna etal., |1997)). Trotz einer adiquaten Immunantwort im Rahmen einer

akuten Hepatitis kann HBV-DNA in geringen Mengen noch Jahre persistieren und es kdnnen
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aktivierte T-Zellen nachgewiesen werden (Rehermann et al., 1996)). Damit es zu einer spontanen
,funktionellen Ausheilung® (Definition siehe Block et al., [2013) nach einer HBV-Infektion kommt,
ist deshalb eine starke und multispezifische zytotoxische CD8' T-Zell-Antwort sowie eine adiquate
Unterstiitzung dieser durch CD41 T-Helferzellen erforderlich (Rehermann und Nascimbeni, 2005). Im
Gegensatz dazu kommt es beim chronischen Verlauf der Hepatitis B zu einem Ausfall der antiviralen
Immunabwehr. Die genauen Mechanismen, die zu einer chronischen HBV-Infektion fithren, sind
dabei noch nicht vollstandig geklédrt. Wichtige Faktoren scheinen aber die Beeintrachtigung der
T-Zell-Antwort, das immuntolerante Milieu in der Leber und erfolgreiche Fluchtmechanismen des

HBYV vor der Immunabwehr zu sein (Protzer et al., |2012)).

Insbesondere die qualitativen und quantitativen Verinderungen der CD8" T-Zell-Antwort sind
charakteristisch fiir die nicht funktionierende Immunabwehr in der chronischen Hepatitis B. Die
Anzahl und die Funktionalitiit HBV-spezifischer CD8" T-Zellen scheint sich dabei invers zur HBV-
Replikation (Sobao et al., [2002; Webster et al., 2004; Boni et al., [2007) zu verhalten, so konnten bei
einer Viruslast von 1 x 107 Kopien/ml HBcAg-spezifische T-Zellen nicht mehr detektiert werden
(Webster et al., [2004). Bei niedrigerer Viruslast konnen hingegen mit moderneren Aufreinigungs-
verfahren durchaus HBV-spezifische T-Zellen in 80 % der Patienten detektiert werden, allerdings
scheint die Frequenz und Effektorfunktion abhéingig von der Epitopspezifitit zu sein (Schuch et al.,
2018).

Betrachtet man intrahepatische T-Zellen in chronisch HBV-Infizierten, scheinen diese unabhéngig von
ihrer Spezifitdt in ihrer IL-2 Produktion und Zellproliferation eingeschrankt zu sein. Sie produzieren
aber weiterhin antivirale Zytokine, wie IFN-y und TNF-a (Das et al., 2008).

Beziiglich des Verlustes von HBV-spezifischen T-Zellen wurde festgestellt, dass bei HBV-spezifischen
CD8™ T-Zellen die Expression des proapoptotischen Proteins Bel2-interacting mediator hochreguliert
ist (Lopes etal., 2008). Die Apoptoseneigung konnte dabei durch den Ort der T-Zell-Aktivierung
beeinflusst werden. Bowen und Kollegen stellten in einem Mausmodell fest, dass naive T-Zellen, die
in der Leber ihren ersten Antigenkontakt hatten, in ihrer Effektorfunktion eingeschriankt sind und
eine verkiirzte Halbwertszeit besitzen (Bowen et al., 2004)). Dies konnte auch im Zusammenhang
mit der beobachteten Toleranz von CD8' T-Zellen stehen, die sie erlangen, wenn ihnen exogenes

Antigen iiber Sinusendothelzellen kreuzprisentiert wird (Limmer et al., 2000).

Abgesehen von dem quantitativen Mangel an HBV-spezifischen T-Zellen, liegt auch eine qualitative
Beeintrichtigung der noch vorhandenen HBV-spezifischen T-Zellen vor. Dieser Status von T-Zell-
Dysfunktion wird unter dem englischen Fachbegriff T cell exhaustion zusammengefasst und wird
bei vielen chronischen Infektionen und Tumorerkrankungen beobachtet. Der T-Zell-Dysfunktion
liegt u.a. ein Uberwiegen coinhibitorischer Signale zu Grunde, wie z.B. durch das programmed cell
death protein 1 (PD1) (Wherry, 2011). Auch bei Patienten mit CHB (chronischer Hepatitis B) ist
PD1 in HBV-spezifischen T-Zellen vermehrt exprimiert und durch Blockade des PD1-Signalwegs
kann die Effektorfunktion wieder hergestellt werden (Fisicaro et al., 2010).

Die Dysfunktion der T-Zellen in chronisch HBV-Infizierten ist dabei nicht nur auf ein Uberwiegen
inhibitorischer Signalwege zuriickzufiihren. Fisicaro und Kollegen konnten mit einer Transkripto-
manalyse HBV-spezifischer T-Zellen aus chronisch HBV-Infizierten eine Herunterregulierung der

Genexpression fiir verschiedene Zellprozesse im Vergleich zu T-Zellen aus akuten Infizierten bzw.
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ausgeheilten Patienten feststellen. Insbesondere eine mitochondriale Dysfunktion beeintrachtigt die
T-Zell-Funktion in chronisch HBV-Infizierten. Durch Gabe von Antioxidantien kann daher sowohl
die mitochondriale Dysfunktion in den HBV-spezifischen T-Zellen sowie deren antivirale Effektorant-
wort verbessert werden und ermoglicht somit neue therapeutische Angriffspunkte (Fisicaro et al.,
2017). Zudem liegt im Vergleich zu akut Infizierten in den CD8' T-Zellen chronisch Infizierter
eine Dysregulation des Transkriptionsfaktors T-bet vor, iiber den die Produktion von IFN-y und
anderen zytotoxischen Molekiilen geregelt wird (Kurktschiev et al.,|2014). Die Mechanismen, die zu
diesem dysfunktionalen Zustand der T-Zellen bei der chronischen Hepatitis B fithren, sind noch
nicht gut verstanden. Moglicherweise héngt es mit dem Priming der T-Zellen zusammen, d.h.
von welchem Zelltyp die T-Zellen das Antigen prisentiert bekommen haben. Bénéchet et al., [2019
konnten in einem Mausmodell zeigen, dass, wenn das Priming von HBV-spezifischen T-Zellen durch
Kupffer-Zellen erfolgt, die T-Zellen zu Effektorzellen differenzierten. Erfolgte hingegen das Priming
der T-Zellen durch Hepatozyten, konnte zwar eine Proliferation aber keine Differenzierung der
T-Zellen hin zu Effektorzellen nachgewiesen werden.

Ein weiterer Grund fiir die schwache Immunantwort bei der chronischen Hepatitis B scheint auch das
Fehlen einer adiquaten HBV-spezifischen CD41 T-Zell-Antwort zu sein. So fiihrte eine Depletion von
CD4*1 T-Zellen vor Inokulation mit HBV zu einer chronischen Infektion in Schimpansen (Asabe et al.,
2009). Die Rolle von regulatorischen T-Zellen wird kontrovers diskutiert beziiglich ihrer erh6hten
Héufigkeit in chronisch HBV-infizierten Patienten und ihrem Bezug zum Virus-Titer. Allerdings
fithrt die Entfernung in vitro zu einer besseren T-Zell-Proliferation (Stoop et al., 2005). Der Beitrag
der humoralen Immunantwort zur Kontrolle der chronischen HBV-Infektion ist nicht geklart. Die
gegen HBsAg gerichteten Antikorper sind erst nach Ausheilung der HBV-Infektion detektierbar. Sie
kénnen auch durch eine Impfung induziert werden (siche Kapitel und verleihen dem Patienten
in beiden Fillen eine protektive Immunitét.

Das lokale Milieu in der Leber scheint die Immunantwort gegen HBV durch immunregulatorische
Zytokine wie IL-10 und Entzug von Aminoséuren zu supprimieren (Protzer et al., |[2012; Dunn et al.,
2009; Peppa et al., 2010). Auch das HBV selbst beeinflusst die Immunantwort gegen sich selbst.
Studien in der Maus zeigten, dass das HBV direkt durch sein virales Antigen HBeAg den T-Zell-
Phéanotyp moduliert (Milich et al.,|1997) und eine HBeAg vermittelte T-Zell-Toleranz induzieren
kann (Chen et al., 2004).

Wie man in dem vorangehenden Kapitel erkennen kann, spielen viele Faktoren bei der Entwicklung
einer chronischen Hepatitis B eine Rolle. Die quantitativ wie auch qualitativ eingeschrénkte T-Zell-
Antwort scheint aber entscheidend fiir den Infektionsverlauf und die Immunpathologie der CHB zu

sein.
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1.1.4 Prophylaxe und Therapie der HBV-Infektion

Eine prophylaktische aktive Immunisierung ist seit 1983 moglich. Der erste Hepatitis-B-Impfstoff
bestand aus hoch gereinigten, nicht infektitsen 22 nm HBsAg-Partikeln, die aus HBsAgt-Trigern
isoliert wurden. Dieser wurde 5 Jahre spéiter durch einen rekombinanten Impfstoff mit HBsAg aus
Hefezellen ersetzt.

Zunichst war die Hepatitis-B-Impfung nur fiir Personen mit einem erhchten Expositionsrisiko
empfohlen worden, wie z.B. Angestellte im Gesundheitswesen oder Pflegeeinrichtungen, Personen
mit intraventsem Drogenabusus oder héufig wechselnden Geschlechtspartnern sowie Patienten, die
H&modialyse oder héufige Bluttransfusionen erhielten. Da in Léndern mit bereits geringer HBV-
Préavalenz mit diesen Impfrichtlinien keine Senkung der HBV-Inzidenz erreicht wurde, ist die aktuelle
Empfehlung jedes Kleinkind ab dem 3. Lebensmonat gegen HBV zu impfen. Eine kleine Gruppe der
Geimpften zeigt keine ausreichende Immunantwort und hat somit keine priaventive Antikérperbildung
gegen Hepatitis B, weswegen die Bestimmung des Anti-HBs-Titers zur Uberpriifung des Impfschutzes
empfohlen wird. Zur Postexpositionsprophylaxe bei ungeimpften Personen, z.B. bei perinataler
Exposition, kann gleichzeitig eine passive Impfung mit Hepatitis-B-Immunglobulinen und die aktive
Impfung erfolgen (Dienstag und Schmidt, [2009; Modrow et al., 2010)).

Eine medikamenttse Therapie ist bei jedem Patienten mit einer CHB zu erwégen, bei einer akuten
Hepatitis B normalerweise nur bei drohendem akutem oder subakutem Leberversagen (Cornberg
etal., 2011; Lampertico etal., 2017). Weltweit gesehen ist man von diesen Empfehlungen weit
entfernt. Im Jahr 2016 wussten weltweit schitzungsweise nur 10,5 % aller HBV-Infizierten von ihrer
Erkrankung, wovon wieder nur 16,7 % eine Therapie erhielten (WHO - Fact sheets: Hepatitis B
2019).

Das Haupttherapieziel bei chronisch HBV-Infizierten ist die Lebensdauer und die Lebensqualitéit des
Patienten zu verbessern, indem durch die Therapie das Risiko fiir einen weiteren Krankheitsprogress
und die konsekutive Erkrankung an einem hepatozellularen Karzinom gesenkt wird. Hierzu wird
der optimale Behandlungsendpunkt einer ,,funktionellen Heilung“ angestrebt, welcher als fehlender
HBsAg Nachweis mit oder ohne Nachweis von Anti-HBsAg definiert ist und eine starke Suppression
der HBV-Replikation und Expression viraler Proteine bedeutet (Lampertico etal., [2017). Eine
»funktionelle Heilung“ unter antiviraler Therapie fiihrt zu einem deutlich reduzierten Risiko fiir
Krankheitsprogress und Entwicklung eines hepatozelluldren Karzinoms (Lauret et al., 2015). Zu einer
spontanen Anti-HBs Serokonversion kommt es in ca. 0,2-1 % der chronisch infizierten Patienten pro
Jahr (McMahon, 2009)).

Eine Therapie ist indiziert bei Patienten mit einer Virdmie grofler 2000 IU/ml und erhohten Le-
berwerten, insbesondere wenn eine deutliche oder fortschreitende Leberzirrhose vorliegt (Cornberg
etal., 2011), da hier das Risiko fiir die Entwicklung eines hepatozelluliren Karzinoms erhoht ist.
Bei unklaren Féllen, wenn z.B. die Viruslast tiber dem Grenzwert von 2000 IU/ml liegt, aber die
Transaminasen auch in mehrfachen Kontrollen nicht erhoht sind, ist eine Leberbiopsie anzustreben
und bei Nachweis einer relevanten Fibrose eine Therapie indiziert. Nicht behandelt werden miissen in-
aktive HBsAg-Tréger (mit anhaltend niedriger Viruslast kleiner 2000 IU /ml und anhaltend normalen
Transaminasen)(Cornberg et al., 2011)). Die weitere Unterscheidung von chronisch HBV-Infizierten

in HBeAg positiv und negativ ist sinnvoll, da bei HBeAg™ Patienten im Verlauf das Risiko ein
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hepatozellulidres Karzinom zu entwickeln deutlich erhoht ist (Yang et al., 2002). Patienten mit einer
chronischen Hepatitis B Infektion kénnen dabei entweder eine Interferontherapie mit (pegyliertem)
IFN-a oder eine Therapie mit Nukleosid- bzw. Nukleotidanaloga wie Lamivudin, Entecavir, Telbi-
vudin bzw. Tenofovir alafenamid, Tenofovir disoproxil fumarat oder Adefovir erhalten (Lampertico
etal., 2017).

Mit der Interferontherapie erhofft man eine andauernde Immunkontrolle der Virusinfektion durch
Stimulation der antiviralen Immunantwort zu erreichen (Seeger und Mason, 2015). So kommt es in
30 % der Fille zur Serokonversion von HBeAg zu Anti-HBe, Senkung der Viruslast und Riickgang der
Lebertransaminasen, wobei initial stark erhohte Lebertransaminasewerte bei gleichzeitig niedriger
viraler DNA im Serum dies begiinstigen (Hoofnagle, [1990; Janssen et al., 2005). In bis zu 7% kann
sogar ein Verschwinden von HBsAg bzw. eine Serokonversion zu anti-HBs erreicht werden (Janssen
et al., [2005; Trépo et al., 2014). Die Serokonversion hilt dabei auch nach Beenden der Therapie
in den meisten Patienten an (Buster et al., 2008). Bei Patienten, die mit dem Genotyp A infiziert
waren, sprachen 40 % der Patienten im Vergleich zu 28 % fiir Genotyp B und 25 % fiir Genotyp C
auf die Interferontherapie an, sodass der Therapieerfolg auch vom vorliegenden Genotyp abhéngt
(Janssen et al., 2005). Nachteile der Interferontherapie sind die subkutane Applikationsform und die
unangenehmen Nebenwirkungen mit grippeéhnlichen Beschwerden, wie Myalgien und Fieber, sowie
das Auftreten von Thrombozytopenien und Depressionen, die dazu fithren, dass viele Patienten
die Therapie abbrechen. Aulerdem ist die Interferontherapie bei Patienten mit fortgeschrittenem
Leberversagen kontraindiziert, da durch die Therapie ein akutes Leberversagen ausgelost werden
kann (Ganem und Prince, 2004).

Die Nukleosid- und Nukleotidanaloga unterbrechen die virale DNA-Synthese, indem sie die Reverse
Transkription der priagenomischen RNA in DNA inhibieren. Auf die bereits vorliegende cccDNA in
den infizierten Zellen haben die Virostatika keinen direkten Effekt und somit kann das Virus von
der persistierenden cccDNA als Transkriptvorlage sich immer wieder replizieren (Dandri et al., 2000}
Moraleda et al., |1997). Daraus folgt ein Nachteil der antiviralen Therapie mit Nukleos(t)idanaloga,
némlich dass eine lebenslange Therapie erforderlich ist, da keine Immunkontrolle des Virus bzw.
komplette Elimination erreicht wird. Daher ist die Therapie kostenintensiv und erfordert eine gute
Compliance von Seiten des Patienten (Seeger und Mason, 2015). Der Vorteil von Virostatika ist
die bessere Vertriglichkeit (orale Einnahme und besseres Nebenwirkungsprofil) im Vergleich zu
Interferon-a und auch die Moglichkeit Patienten mit schwerem Leberschaden einer antiviralen
Therapie zuzufithren (Ganem und Prince, |2004). Problematisch ist wiederum die Entstehung von
Resistenzmutationen unter Monotherapie mit den &dlteren Basenanaloga wie Lamivudin. Nach
einem Jahr Monotherapie mit Lamivudin war in 15 % der Patienten die Resistenzmutation YMDD
im aktiven Zentrum der Polymerase nachzuweisen und nach zwei Jahren bereits in 38 % (Liaw
et al., 2000). Diese Virusmutanten kénnen wieder ungehindert replizieren und fithren zu erneuten
Entziindungsherden und zum zirrhotischen Umbau der Leber. Fiir die neuen Medikamente wie
Entecavir und Tenofovir disoproxil fumarat sind Resistenzmutationen auch nach 5 Jahren Therapie
nur selten (Tenney et al., 2009)) bzw. gar nicht beschrieben. Das neueste zugelassene Medikament
Tenofovir alafenamid scheint nach der aktuellen Datenlage bei der Behandlung therapienaiver

Patienten das wirksamste Virostatikum zu sein und wird daher zusammen mit Tenofovir disoproxil
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fumarat und Entecavir als Erstlinientherapie fiir die chronische Hepatitis B empfohlen (Wong
etal., 2019). Trotz der verschiedensten Préparate an Virostatika und der Kombinationsmdoglichkeit
ist die Wahrscheinlichkeit die Endpunkte HBeAg-Serokonversion oder die anhaltende Elimination
von HBsAg zu erreichen niedrig (Wong et al., [2019). So kommt es nach einem Jahr Therapie mit
Nukleotid- bzw. Nukleosidanaloga nur bei 0-3 % der Patienten zu einem HBsAg Verlust, nach 5-10
Jahren Therapie erhoht sich dies nur geringfiigig auf 0-10 % der Patienten (Trépo et al., [2014).

Die Problematik der aktuell zur Verfiigung stehenden Medikamente ist, dass in den meisten Féllen
nur eine Reduktion der Viruslast und keine vollstdndige Elimination des Virus erreicht wird und
dadurch auch das Risiko der Folgeerkrankung mit Leberzirrhose und hepatozellulirem Karzinom
auch unter den aktuellen Therapien nicht vollstdndig eliminiert werden kann (Ko et al., 2017).
Denn selbst ein fehlender HBsAg-Nachweis spricht nicht fiir eine vollstindige Elimination des HBV
und somit Erreichen einer vollstéindigen Heilung. So kann 5 Jahre nach Erreichen eines fehlenden
HBsAg-Nachweises in 21 % der Patienten immer noch HBV-DNA im Serum und bei einem noch
groBeren Anteil HBV-DNA in der Leber nachgewiesen werden (McMahon, [2009). Zudem besteht
auch Jahre nach HBsAg-Verlust weiterhin ein erh6htes Risiko ein HCC zu entwickeln (Ahn et al.,
2005)). Die Entwicklung von Therapien, die eine vollstdndige Elimination des HBV anstreben, wéren
deshalb erstrebenswert. Dies wird mit hoher Wahrscheinlichkeit nur erreicht, wenn es gelingt die

cccDNA als Replikationsvorlage des Hepatitis B Virus vollstindig zu eliminieren.

1.2 T-Zellen

T-Zellen bilden zusammen mit den B-Zellen das adaptive Immunsystem und sind fiir die antigen-
spezifische, zellvermittelte Immunantwort verantwortlich. Mit Hilfe eines Antigenrezeptors, dem
T-Zell-Rezeptor, erkennen T-Zellen spezifisch virusinfizierte Zellen oder Tumorzellen. Der T-Zell-
Rezeptor erkennt Peptidfragmente von viralen Proteinen oder Onkogenen, die an der Zelloberfliche
iiber die sogenannten MHC-Molekiile (magjor histocompatibility complex) présentiert werden. Es gibt
dabei zwei Klassen von MHC-Molekiilen — MHC-Klasse I und MHC-Klasse II. Diese unterscheiden
sich in ihrer Struktur und den Expressionsleveln in den einzelnen Geweben. Beim Menschen werden
die MHC-Molekiile nach dem Humanen Leukozytenantigensystem eingeteilt (human leukocyte
antigen, HLA).

T-Zellen reifen im Thymus aus Abkommlingen der lymphatischen Progenitorzellen des Knochen-
marks heran. Hier wird durch Kontakt mit dem Thymusgewebe eine Neuanordnung bestimmter
Gensegmente induziert, die dann als Transkriptionsvorlage fiir den T-Zell-Rezeptor dienen (siehe
Kapitel . Es erfolgt zunéchst eine positive Selektion, in der nur die wenigen T-Zellen zur
weiteren Proliferation angeregt werden, die an die kérpereigenen MHCI und MHCII Molekiile
binden. Anschliefend erfolgt die negative Selektion in der alle T-Zellen, die korpereigene Antigene
erkennen, durch Apoptose eliminiert werden. Im Verlauf des Reifungsprozefles exprimieren die
T-Zellen zusétzlich zum T-Zell-Rezeptor die Korezeptoren CD4 und CD8, anhand derer die T-Zellen
in CD4™ T-Helferzellen und zytotoxische CD8' T-Zellen eingeteilt werden. Die CD4™ T-Helferzellen
sezernieren, nach spezifischer Aktivierung, unterschiedliche Zytokine, wodurch sie auf verschiede-
ne Weise die angeborene als auch erworbene Immunantwort modulieren bzw. unterstiitzen. Die

Hauptaufgabe von T-Zellen ist das gezielte Erkennen und Téten von virusinfizierten oder maligne
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entarteten Zellen. (Kapitel wurde zusammengefasst aus Murphy et al., 2009)

1.2.1 Der T-Zell-Rezeptor
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Abb. 1.2.1: Struktur des T-Zell-Rezeptors und Variabilitéit des T-Zell-Rezeptor-Repertoires. a) Der T-
Zell-Rezeptor besteht aus zwei Polypeptidketten der TZR-a-Kette und der TZR-3-Kette. Die fiir die Antigenerkennung
zustédndigen variablen Regionen sind am aminoterminalen Ende der TZR-Ketten zu finden. An diese schliefit sich
jeweils die konstante Region an, gefolgt von einer Stielregion, in der sich die Cystein-Reste fiir die Disulfidbriicke
befinden. Uber eine hydrophobe Transmembrandoméne sind die TZR-Ketten in der Zellmembran verankert, wobei
ein kurzer Teil der Ketten in das Zytoplasma ragt (Murphy et al., . b) Die TZR-Ketten werden im Rahmen
der somatischen Rekombination aus Gensegmenten zusammengebaut. Die variable Region der p-TZR-Kette setzt
sich dabei aus je einem V-, D- und J-Segment zusammen, die variable Region der a-TZR-Kette aus je einem V- und
D-Segment. An den Verkniipfungsstellen der Segmente konnen zusétzlich Nukleotide eingefiigt oder entfernt werden
(modifiziert nach Murphy et al., .

Der T-Zell-Rezeptor setzt sich aus zwei unterschiedlichen Polypeptidketten zusammen, der soge-
nannten T-Zell-Rezeptor-a-Kette und der T-Zell-Rezeptor-3-Kette (s. Abb. a). Ahnlich wie

Antikorper bestehen die TZR-Ketten am aminoterminalen Ende aus einer variablen Region, an die

sich eine konstante Region anschlieit, der eine kurze Stielregion folgt, in der sich die Cystein-Reste

fir die Disulfidbriicke befinden. Die Ketten sind iiber eine hydrophobe Transmembrandoméne

in der Zellmembran verankert und ragen mit einem kurzen Abschnitt in das Zytoplasma der

T-Zelle.(Murphy et al.,

Fiir eine funktionierende T-Zell-Antwort wird ein breites T-Zell-Repertoire bendtigt, welches eine Viel-
falt an unterschiedlichen Antigenen erkennen kann. Dies wird durch hochvariable Aminosidurensequenz-
en (AS) im Bereich der Antigenbindungsstellen erreicht. Die hohe Variabilitét in der AS-Sequenz

der variablen Regionen wird durch Umlagerung und Zusammenbau von Gensegmenten im Sinne

eines Baukastensystems erreicht. Dieser Vorgang ist auch bei der Generierung von Immunglobulinen

vorzufinden und wird als somatische Rekombination bezeichnet. So setzt sich die variable Region der

B-TZR-Kette aus je einem V(variable)- , D(diversity)- und J(joining)-Segment zusammen und die

variable Region der a-Kette aus je einem V- und J-Segment (s. Abb. b). Durch die Kombination

unterschiedlicher Gensegmente kann ein breites Spektrum an verschiedenen variablen Regionen
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erzeugt werden, man spricht hier von der kombinatorischen Vielfalt. Zusétzlich werden wahrend der
Rekombination an den Verkniipfungsstellen der Gensegmente Nukleotide zufillig eingefiigt oder
entfernt und somit die Vielfalt an variablen Regionen weiter erhoht. Dies wird unter dem Begriff
junktionale Diversitéit zusammengefasst.(Murphy et al., [2009)

In der variablen Region beider Ketten liegen drei unterschiedliche Regionen (complementarity
determining region, CDR), die Schleifen bilden und entscheidend an der Bindung an den Peptid: MHC-
Komplex beteiligt sind. Die weniger variablen CDR1- bzw. CDR2-Schleifen interagieren dabei
vorwiegend mit Anteilen des prasentierenden MHC-Molekiils. Die hochvariable CDR3-Region liegt
im Zentrum der Antigenbindungsstelle und interagiert hauptséchlich mit dem Peptid. Die CDR3-
Region der TZR-Ketten ist dabei in der hypervariablen Region vorzufinden, die aus Teilen des
V-Segments sowie dem D- und/oder J-Segment besteht.(Kapitel ist eine Zusammenfassung aus
Murphy et al., |2009)

1.2.2 TZR:Peptid:MHC-Interaktion

a) b)
peptidbindender
Spalt

oy o,

0y B,-Mikroglobulin

Abb. 1.2.2: Aufbau des MHC-Klasse-I-Molekiils. a) Schematische Darstellung eines MHC-Klasse-I-Molekiils.
Das Heterodimer besteht aus einer a-Kette, welche in die drei Doménen a1, a2 und as unterteilt wird, an die als
4. Doméne eine nichtkovalente kleinere Kette, das B2-Mikroglobulin, angelagert ist. Die as-Doméne und das [2-
Mikroglobulin haben eine gefaltete Struktur, die der Immunglobulindoméne stark &hnelt. Die ;- und as-Doméne bilden
die Winde des peptidbindenden Spalts, in der das zu bindende Peptid gebunden wird. b) Im peptidbindenden Spalt
liegt das Peptid lings zur Furche, sodass das MHC-Molekiil durch Wasserstoffbriicken und ionische Wechselwirkungen
mit den Enden des Peptides interagiert. Die Aminosdurereste, iiber die das MHC-Molekiil mit den Peptidenden
eine Verbindung eingeht, sind in allen MHC-Molekiilen gleich. Am Aminoende (in Abb. links) wird das Peptid iiber
Wasserstoffbriicken durch Tyrosinreste des MHC-Molekiils gebunden. Am Carboxylende (in Abb. rechts) entstehen
Bindungen durch eine zweite Gruppe von Aminosiureresten die Wasserstoffbriicken und ionische Wechselwirkungen
mit dem Riickgrat am Carboxylende und mit dem Carboxyrest selbst eingehen. (Grafik a) und b) modifiziert nach
Murphy et al., 2009)

T-Zell-Rezeptoren erkennen ihre Antigene in Form von Peptidfragmenten, wenn diese ihnen an
MHC-Molekiile gebunden priisentiert werden. Die T-Zell-Rezeptoren der CD8' T-Zellen binden
unter Mitbeteiligung des CD8-Korezeptors konventionell nur an MHC-Molekiile der Klasse 1.

MHC-Klasse-I-Molekiile bestehen aus einer grofieren a-Kette, welche in drei Doménen eingeteilt wird
(a1 bis a3) und iiber eine Transmembrandoméne in der Zellwand verankert ist, sowie einer kleineren

nichtkovalent angelagerten Kette, dem S2-Mikroglobulin (s. Abb. a). Die von MHC-Molekiilen
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der Klasse I gebundenen Peptide sind normalerweise 8 bis 10 Aminosiuren lang. Die Peptide binden
in einer Furche an der Oberfliiche des MHC-I-Molekiils, dem peptidbindenden Spalt, dessen Winde
von den Doménen «; und ag gebildet werden.(Murphy et al.,

Die Bindung eines Peptids wird an beiden Enden durch Wechselwirkungen zwischen Atomen
der endstédndigen Amino- bzw. Carboxylgruppen des Peptids mit AS-Resten des MHC-Molekiils
stabilisiert (s. Abb. b). Letztere sind an jedem Ende der Spalte aller MHC-Klasse-I-Molekiile
zu finden und scheinen durch ihren Kontakt mit den Peptidenden wesentlich zur Stabilisierung des
Peptid: MHC-Klassel-Komplexes beizutragen. Abgesehen von diesen Stellen sind MHC-Molekiile
duflerst polymorph. Dabei unterscheiden sich die verschiedenen allelischen MHC-Varianten vor
allem an gewissen Stellen im peptidbindenden Spalt, sodass in verschiedenen MHC-Varianten an
gewissen Schliisselpositionen unterschiedliche Aminoséuren vorliegen und somit unterschiedliche
Peptide von den MHC-Varianten bevorzugt gebunden werden. Die Peptide, die wiederum von einer
MHC-Variante bevorzugt gebunden werden, haben innerhalb der Peptidsequenz an 2-3 definierten
Stellen dieselben oder sehr #hnliche AS-Reste. Uber diese sogenannten Verankerungsreste binden
die Peptide ans MHC-Molekiil.(Murphy et al., |2009)
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Abb. 1.2.3: T-Zell-Aktivierung iiber den TZR:Peptid:MHC-Komplex. Schematische Darstellung der T-
Zell-Aktivierung. Das TZR-Heterodimer aus o~ und (-Kette bildet mit dem CD3-Komplex, bestehend aus den
Proteinketten CD3§, 2x CD3e und CD3+, und der (-Kette, die als Homodimer mit Disulfidbriicke vorliegt, den
T-Zell-Rezeptor-Komplex, der das TZR-Heterodimer stabilisiert und die Signaltransduktion bei Aktivierung erméglicht.
Wenn der TZR spezifisch zusammen mit dem CD8-Korezeptor an den Peptid-MHC-I-Komplex bindet, wird die
Signaltransduktion durch die Phosphorylierung von Tyrosinresten an zytoplasmatischen Regionen der CD3-Ketten
und der ¢-Kette initiiert, die sogenannten ITAMs (immunoreceptor tyrosine-based activation motifs). Zur Aktivierung
der T-Zelle ist eine Ko-Stimulation iiber B7 und CD28 elementar (modifiziert nach Murphy et al., .

Das auf dem MHC prisentierte Peptid kann durch das Antigen-bindende TZR-Heterodimer, be-
stehend aus a- und B-TZR-Kette erkannt werden. Das TZR-Heterodimer geht, damit es auf der
Zelloberflache stabil exprimiert wird und eine Signaltransduktion zur Aktivierung der T-Zelle
moglich ist, einen Komplex mit 6 Signalketten ein (s. Abb. . Dieser Komplex wird als T-Zell-
Rezeptor-Komplex bezeichnet und besteht aus zwei CD3e-Ketten, einer CD3§-Kette, und einer
CD3~-Kette, die zusammen den sogenannten CD3-Komplex bilden, und der (-Kette, die als Homo-
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dimer mit Disulfidbriicke vorliegt. Wenn der TZR, spezifisch an den Peptid-MHC-Komplex bindet,
wird die Signaltransduktion durch die Phosphorylierung von Tyrosinresten an zytoplasmatischen
Regionen der CD3-Ketten und der (-Kette initiiert und die T-Zelle aktiviert, wenn zudem auch eine
Ko-Stimulation {iber B7 oder CD28 erfolgt.(Murphy et al., 2009)

Der TZR tritt bei der Antigenerkennung sowohl mit dem Peptid als auch mit dem prasentierenden
MHC-Komplex in Interaktion. Fiir eine spezifische Antigenerkennung mit stabiler Bindung des
T-Zell-Rezeptors an den Peptid:MHC-Komplex muss deshalb der T-Zell-Rezeptor nicht nur spezifisch
das Peptid binden, sondern auch das MHC-Molekiil. Dieses Phanomen, dass T-Zell-Rezeptoren ihr
Antigen nur erkennen, wenn es auch auf dem passenden MHC-Molekiil prasentiert wird, nennt man
MHC- bzw. HLA-Restriktion.(Murphy et al., |2009)

Zusétzlich zur Bindung des T-Zell-Rezeptors an den Peptid-MHC-Komplex ist fiir eine effiziente
T-Zell-Antwort die Stabilisierung des TZR:Peptid:MHC-Komplexes durch sogenannte Korezeptoren
notig. Bei T-Helferzellen unterstiitzt der CD4-Korezeptor die Bindung an MHC-II-Molekiile. Bei
zyotoxischen Zellen verstiarkt der CD8-Korezeptor die Bindung an MHC-I-Molekiile. Dadurch wird
in beiden Féllen die Empfindlichkeit der T-Zelle gegeniiber ihrem Antigen um das Hundertfache
erhoht.(Kapitel ist eine Zusammenfassung aus Murphy et al., [2009)

1.2.3 Effektorfunktion von zytotoxischen T-Zellen

Nach der Aktivierung der T-Zelle iiber eine spezifische TZR:Peptid:MHC Interaktion geht die
zytotoxische CD8" T-Zelle ihrer namensgebenden Eigenschaft nach, nimlich die Zielzelle, welche
das Antigen auf ihrer Zelloberfliche prisentiert, zu téten. Dies kann durch das Freisetzen der in den
zytotoxischen Granula gespeicherten zytotoxischen Proteine Perforin, Granzyme und Granulysin
erfolgen. Perforin scheint dabei ausschlaggebend an der Freisetzung der Granzyme in das Zytosol
der Zielzelle beteiligt zu sein. Granzyme sind Serinproteasen, die iiber die Aktivierung von Caspasen
die Apoptose der Zielzelle einleiten. Des Weiteren exprimieren CD8" T-Zellen den Fas-Ligand.
Dartiber kann in Zellen, die den Fas-Rezeptor exprimieren, ebenfalls der programmierte Zelltod
eingeleitet werden. Dieser Mechanismus scheint jedoch eher bei der Regulation der zellvermittelten
Immunantwort als beim Abtoten von infizierten Zielzellen eine Rolle zu spielen.(Murphy et al., [2009))
Abgesehen von diesen direkt zytotoxischen Proteinen produzieren und sezernieren aktivierte T-
Zellen auch Zytokine wie IFN-v, TNF-a und Lymphotoxin (LT), die wichtige Botenstoffe in der
Zytokinantwort sind. Das Zytokin IFN-v kann dabei direkt die virale Replikation hemmen, aktiviert
Makrophagen und fiihrt zu einer vermehrten Expression von MHC-I Molekiilen und Proteinen, die
der Peptidprozessierung und MHC-Beladung dienen. Letzteres ermoglicht ein besseres Erkennen von
infizierten Zellen durch zytotoxische T-Zellen. TNF-a und LT haben, wie IFN-v, eine aktivierende
Wirkung auf Makrophagen und kénnen zudem iiber die Bindung an den TNF-Rezeptor die Apoptose
einer Zelle einleiten.(Murphy et al., 2009))

Will man T-Zellen hinsichtlich ihrer Effektorfunktion beurteilen, gibt es zwei wesentliche Parameter,
némlich die Polyfunktionalitdt und die funktionelle Aviditéit von T-Zellen. Diese zwei Parameter sind
ausschlaggebend fiir eine effektive T-Zell-Antwort gegen Viren oder Krebszellen. Unter Polyfunktio-
nalitdt versteht man, dass die spezifisch stimulierte T-Zelle verschiedene fiir ihre Effektorfunktion

wichtige Proteine produziert und sezerniert, wie z.B. die Zytokine IFN-+, TNF-a und Interleukin-2
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oder Serinproteasen wie Granzym B. In Individuen, in denen es zu einer Kontrolle der Virusinfektion
kommt, sind polyfunktionelle Zellen in hoher Anzahl anzutreffen (Harari et al., |2006]).

Die funktionelle Aviditiat beschreibt, wie gut eine T-Zelle in vitro auf eine gewisse Konzentration
des spezifischen Peptids reagiert. Hoch avide T-Zellen reagieren bereits bei geringen Antigenkonzen-
trationen. Niedrig avide T-Zellen benttigen hingegen eine weitaus hohere Antigenkonzentration,
damit eine dhnlich starke Effektorantwort wie in den hoch aviden T-Zellen hervorgerufen wird
(Vigano et al., 2012). Durch Bestimmung der T-Zellfunktionen wie IFN-y-Produktion, Zytotoxizitéit
oder Proliferation in Abhéngigkeit von der Antigenkonzentration kann die funktionelle Aviditét
experimentell ermittelt werden. Folgende Faktoren beeinfluflen dabei die funktionelle Aviditét:
die Bindungsstérke des T-Zell-Rezeptors zum MHC-Molekiil (der sogenannten Affinitét), das Ex-
pressionslevel des TZR und der Korezeptoren und die vorliegende Verteilung und Anordnung von

intrazelluldren Signalmolekiilen (Vigano et al., 2012).

1.3 Adoptive T-Zell-Therapie

Die adoptive T-Zell-Therapie ist eine zellbasierte Immuntherapie. Beim adoptiven T-Zell-Transfer
erhalten Patienten, die an einer Tumor- oder Viruserkrankung leiden, T-Zellen, die zuvor ex vivo
expandiert und eventuell modifiziert wurden (Restifo et al., 2012).

Die Idee der adoptiven T-Zell-Therapie entstand im Rahmen der allogenen hdmatopoetischen
Stammzelltransplantation (HSZT). Denn mit der Entdeckung der antileukédmischen Wirkung der
Spender-Gegen-Wirt-Reaktion (auch bekannt als Graft-versus-Host-Erkrankung) entwickelte sich die
Idee durch adoptiven T-Zell-Transfer einen antileukémischen Effekt zu erzielen, um z.B. ein Leukémie-
Rezidiv durch Infusion von peripheren Spender-Lymphozyten zu behandeln (Porter et al., [1994).
Ebenso entwickelte sich die Idee in den nach Stammzelltransplantation stark immunsupprimierten
Patienten die virus-spezifische T-Zell-Immunitét durch Infusion von peripheren Lymphozyten aus
Spendern wieder herzustellen und damit das Risiko schwerwiegender viraler Infektionen (z.B. durch
das Cytomegalievirus (CMV) zu senken (Walter et al., [1995).

Seitdem konnte in verschiedenen klinischen Studien die Wirksamkeit der adoptiven T-Zell-Therapie
sowohl fiir hiimatoonkologische Erkrankungen (Maude et al., [2018)) als auch fiir solide Tumoren,
wie z.B. fiir das metastasierte Melanom (Rosenberg et al., 2011)) oder fiir Sarkome (Robbins et al.,
2011)), gezeigt werden. Auch in der Behandlung von chronischen Viruserkrankungen wie zum
Beispiel mit dem HIV konnte gezeigt werden, dass die adoptive T-Zell-Therapie im klinischen
Setting durchfithrbar und sicher ist, wenn auch noch ohne durchschlagenden Erfolg hinsichtlich einer
vollstdndigen Elimination des HIV-Reservoirs (Deeks et al., 2002).

Durch die hohe Spezifitit und dem Versprechen einer potentiell langanhaltenden Immunprotektion
stellt die adoptive T-Zell-Therapie eine interessante, zukunftsorientierte Therapiemoglichkeit fiir
virale und maligne Erkrankungen dar, die auch gut mit konservativen Therapien kombiniert werden
kann (Yee, [2014). Aber auch fiir die Behandlung von Autoimmunerkrankungen durch Transfer
modifizierter regulatorischer T-Zellen scheint sie Potenzial zu haben (Wright et al., 2009)).
Wihrend beim Melanom sogenannte Tumor-infiltrierende Lymphozyten (TIL) aus dem immunsu-
pressiven Tumormilieu isoliert werden konnen und nach ex vivo Expansion im Sinne der adoptiven

T-Zell-Therapie wieder zugefiihrt werden und zur Tumorregression fithren (Rosenberg et al., 2011)),
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Abb. 1.3.1: Gentechnische Modifizierung von T-Zellen in der adoptiven T-Zell-Therapie. a) Aus Patienten
mit einer guten T-Zell-Antwort gegen ein Malignom oder ein Virus, werden Antigen-spezifische T-Zellen isoliert.
Deren natiirlicher endogener TZR wird bestimmt und in einen viralen Vektor kloniert, um diesen dann in autologe
Lymphozyten des Empfiangers gentechnisch einzubringen und ihnen somit die entsprechende neue Spezifitit zu
verleihen. b) Chimére Antigen-Rezeptoren bestehen, als Einzelkette konstruiert, aus der variablen Doméne eines
Antikorpers, einem Abstandhalter und einer Signaldoméne, iiber die es zur Aktivierung der T-Zelle kommt. Das
chimére Proteinkonstrukt kann dann ebenfalls per viralem Vektor in die Empfianger-Lymphozyten eingebracht werden
und erméglicht eine MHC-T unabhiéingige Antigenerkennung (modifiziert nach Restifo et al., [2012)

sind fiir die meisten anderen Tumorentitédten und chronischen viralen Erkrankungen kaum spezifische
T-Zellen im Tumorgewebe oder im peripheren Blutkreislauf zu finden (Restifo etal., [2012). Um
trotzdem eine ausreichende Anzahl spezifischer T-Zellen zu erhalten, gibt es mehrere Moglichkeiten,
T-Zellen gentechnisch eine neue Spezifitét zu verleihen (s. Abb . So kann ein spezifischer TZR,
der z.B. aus Patienten mit einer adiquaten T-Zell-Antwort isoliert wurde, mittels lenti- oder re-
troviraler Vektoren in T-Zellen des Empfiangers eingebracht werden und diesen die entsprechende
HLA-restringierte Antigenspezifitiit verleihen (Morgan et al., . Eine andere Méglichkeit ist das
Einbringen eines chiméren Antigen-Rezeptors (CAR), der eine MHC I unabhéingige Antigenerken-
nung ermdglicht. Das chimére Protein besteht aus einer variablen Antikérperdoméne, die iiber eine
Transmembrandoméne mit einer intrazelluliren TZR-Signal-Doméne verbunden ist, durch die die
T-Zellen aktiviert werden konnen (Gross et al., [1989).

Mit Tisagenlecleucel zur Behandlung der therapierefraktiren CD19" akuten lymphatischen Leukiimie
(Maude etal., und Axicabtagene Ciloleucel zur Behandlung therapierefraktiarer B-Zell-
Lymphome (Locke et al., , gibt es auch nun die ersten offiziell zugelassenen T-Zell-Therapien
auf dem Markt. Damit ist die T-Zell-Therapie im klinischen Alltag angekommen und es besteht Hoff-
nung, dass sie auch bei der Behandlung anderer Erkrankungen, wie z.B. der chronischen Hepatitis

B, mit dem Ziel der anhaltenden Heilung von klinischer Relevanz sein wird.
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1.3.1 Historischer Riickblick und zukiinftige Perspektiven zur adoptiven T-Zell-
Therapie der Hepatitis B

Damit es zu einer kompletten Ausheilung der Hepatitis B kommt, ist eine Elimination von HBV-
infizierten Zellen und der darin enthaltenen cccDNA, die dem HBV als Replikationsvorlage dient,
notig (Wieland et al., 2004). Wie in Kapitel beschrieben, ist dafiir eine starke multispezifische
T-Zell-Antwort essentiell. Der Transfer von HBV-spezifischen T-Zellen in chronisch HBV-Infizierte
konnte wieder eine suffiziente Immunantwort herstellen und zu einer Ausheilung der chronischen
Hepatitis B fiithren.

Erste Erkenntnisse zur adoptiven T-Zell-Therapie der Hepatitis B wurden im Zusammenhang
mit Knochenmarktransplantationen zur Therapie von himatologischen Erkrankungen gewonnen.
Patienten sind nach einer HSZT stark immunsupprimiert und haben aufgrund der oft noétigen
Bluttransfusionen ein erhchtes Risiko fiir eine Hepatitis-B-Infektion. Eine aktive Immunisierung
vor oder bis zu einem Jahr nach der Knochenmarktransplantation ist nicht erfolgreich. Shouval
und Kollegen wollten darum 1993 wissen, ob eine protektive Immunitidt gegen HBV durch Trans-
plantation von Knochenmark Anti-HBs-positiver Spender erreicht werden kann. Patienten, die vor
der Transplantation Anti-HBs und Anti-HBc negativ waren, wurde Knochenmark von Spendern
transplantiert, die entweder eine akut ausgeheilte Hepatitis B hinter sich hatten oder vor der
Knochenmarktransplantation einmalig gegen Hepatitis B geimpft worden waren. Fiir beide Grup-
pen konnte bei der Mehrzahl der Patienten nach der Knochenmarktransplantation ein protektiver
Antikorpertiter gemessen werden (Ilan et al., [1993), welcher auch noch Jahre nach der Knochen-
marktransplantation bestand (Ilan et al., [2000). Eine protektive Immunitét gegen HBV konnte auch
durch alleinige Infusion von Lymphozyten aus geimpften Spendern erreicht werden (Ilan et al., [2000).
In einem Fall konnte bei einem Patienten mit asymptomatischer persistierender HBV-Infektion
(HBsAg™, HBV-DNA™), der an Leukiimie erkrankt war, nach einer Knochenmarkspende von seinem
Anti-HBct und Anti-HBs™ positiven Bruder eine Serokonversion zu Anti-HBs festgestellt werden,
die mit einem Verschwinden der HBV-DNA einherging (Shouval und Ilan, [1995)). Dies konnte in
weiteren Studien bestétigt werden (Lau et al., |1998; Lau et al., 2002)). Eine erfolgreiche adoptive
T-Zell-Therapie per Knochenmarktransplantation mit Verlust des HBsAg senkt das Risiko fiir
spatere HBV-verursachte Folgeerkrankungen. Die Dauerhaftigkeit der Serokonversion zu Anti-HBs
kann dabei durch antivirale Nukleosid-Analoga gesteigert werden (Hui et al., [2005). Trotz dieser
Erfolge sind die Risiken, die mit der Knochenmarktransplantation einhergehen, sehr groff und somit
ist diese Form von adoptiver T-Zell-Therapie nur fiir chronisch Hepatitis-B-Infizierte sinnvoll, bei
denen aufgrund einer himatologischen Grunderkrankung eine Knochenmarktransplantation indiziert
ist.

Eine interessante und praktische Alternative stellt deshalb die adoptive T-Zell-Therapie mit gen-
technisch modifizierten T-Zellen dar. Statt einer kompletten Zerstérung und anschliefenden Wieder-
herstellung des himatopoetischen Systems des Patienten konnten hier gezielt autologe T-Zellen mit

einer Anti-HBV-Spezifitdt versehen werden, sodass auch kein HLA-Matching nétig ist.

Felix Bohne und Kollegen konstruierten einen CAR gegen die HBV-Oberflichenproteine. Der Transfer
in T-Zellen lidsst diese HLA-unabhéingig das Surface-Protein auf HBV-infizierten Hepatozyten

erkennen, antivirale Zytokine produzieren und fiihrt schliefllich zur Elimination von cccDNA (Bohne
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et al., 2008). Im HBV-transgenen Mausmodell proliferierten und migrierten murine T-Zellen, die mit
dem HBsAg-spezifischen CAR versehen wurden, in die Leber und fithrten zu einer Kontrolle der
HBV-Infektion mit nur passagerem Leberschaden. Damit bewiesen Karin Wisskirchen (geborene
Krebs) und Kollegen, dass die adoptive T-Zell-Therapie der chronischen Hepatitis B mit chiméren
Antigen-Rezeptoren in vivo funktionieren kann (Krebs et al., [2013]).

Eine andere Moglichkeit ist es, T-Zell-Rezeptoren, isoliert aus Patienten mit ausgeheilter Hepatitis B,
per Gentransfer in Lymphozyten chronisch HBV-Infizierter einzubringen und dem Patienten wieder
zuzufiihren. Gehring und Kollegen isolierten bereits einen Core-spezifischen TZR und zwei HBsAg-
spezifische T-Zell-Rezeptoren aus Patienten mit akut ausgeheilter Hepatitis B. Damit versehene
T-Zellen, unabhéngig ob sie aus Gesunden oder chronisch Infizierten isoliert wurden, wiesen eine
polyfunktionale Zytokinantwort auf und eliminierten HBV-Antigen™ HCC-Linien in vitro (Gehring
etal., 2011b).

Die Daten aus allogenen Knochenmarktransplantationen von HBsAg™ Patienten mit einer zusitzlichen
hématologischen Grunderkrankungen demonstrieren, dass der adoptive Transfer von Immunzellen
durchaus zu einer funktionellen Heilung von chronisch Hepatitis B Infizierten und zu einer Verbesse-
rung relevanter klinischer Endpunkte wie der Risikoreduktion von Folgeerkrankungen fiihren kann
(Hui et al., 2005). Durch den gezielten Transfer von genmodifizierten autologen HBV-spezifischen
T-Zellen soll die Therapieidee fiir CHB-Patienten auch ohne hiamatologische Grunderkrankung
zuganglich gemacht werden. Erste in vitro und in vivo Daten mit chiméren Antigenrezeptoren
(Krebs et al., 2013) oder natiirlichen T-Zell-Rezeptoren (Gehring et al., 2011b)) konnten zeigen, dass
die adoptive T-Zell-Therapie durchaus Potential hat, um in Zukunft eine Therapiemoglichkeit fiir

die chronische Hepatitis B darzustellen.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Weltweit sind ca. 275 Mio. Menschen an einer chronischen Hepatitis B erkrankt (WHO, 2017)
und nach dem ,, Globale Health Estimates Report“ von 2018 sind im Jahr 2016 knapp eine Million
Menschen an den Folgen einer Hepatitis B verstorben (WHO, [2018). Die aktuell zur Verfiigung
stehenden medikamentdsen Therapien sind nicht kurativ, da die cccDNA mit diesen Therapien nicht
eliminiert wird und somit immer wieder als Replikationsvorlage fiir das HBV dient (Dandri et al.,
2000; Moraleda et al., [1997)).

Die in der akuten Hepatitis B zur Ausheilung fithrende starke T-Zell-Antwort fehlt in chronisch
Hepatitis B-Infizierten und fiithrt zur Persistenz der Infektion (Rehermann, 2013; Schuch et al., [2018)).
Durch den adoptiven T-Zell-Transfer von HBV-spezifischen T-Zellen erhofft man sich die starke
T-Zellen Antwort, wie sie bei akut HBV-Infizierten vorliegt (Thimme et al., 2003; Urbani et al.,
2002), zu imitieren und dadurch die vollstdndige Elimination des Virus zu erreichen.

Ziel dieser Arbeit war es, ein multispezifisches TZR-Repertoire aus hoch aviden T-Zell-Rezeptoren
fiir die potentielle Anwendung in der adoptiven T-Zell-Therapie der Hepatitis B zu identifizieren
und zu charakterisieren.

Aus 100 HBV-spezifischen T-Zell-Linien und Klonen, die von Karin Wisskirchen aus Patienten mit
einer akuten oder ausgeheilten HBV-Infektion isoliert worden waren (Wisskirchen und Metzger et
al., 2017), sollten die identifizierten T-Zell-Rezeptor-Sequenzen amplifiziert und in einen retroviralen
Vektor eingebaut werden. Per retroviraler Transduktion sollten dann diese T-Zell-Rezeptoren in
T-Zellen eingebracht werden, um aus ihnen HBV-spezifische Effektorzellen zu machen. Dies erfor-
derte eine gentechnische Optimierung der TZR-Sequenzen, um eine hohe Transduktionseffizienz und
TZR-Expression in humanen als auch murinen T-Zellen zu erreichen. Die isolierten und optimierten
T-Zell-Rezeptoren sollten dann nach retroviraler Transduktion in humane T-Zellen funktionell
charakterisiert werden, um die besten T-Zell-Rezeptoren pro Peptid-Spezifitit auszuwéhlen. Die
funktionelle Charakterisierung umfasste die Bestimmung der spezifischen polyfunktionalen Zytokin-
produktion, der zellvermittelten Zytotoxizitdt und die Bestimmung der Fiahigkeit das entsprechende
HBV-Peptid auf verschiedenen HLA-A2-Subtypen zu erkennen. Diese Auswahl an HBV-spezifischen
T-Zell-Rezeptoren sollte dann in in vitro Infektionsmodellen mit humanen und murinen Zellen ihre
spezifische Effektorfunktion im Sinne einer Elimination von HBV-infizierten-Zellen beweisen, um
sie dann als geeignete Kandidaten fiir einen adoptiven T-Zell-Transfer im Mausmodell weiter zu

untersuchen.
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Kapitel 2
Ergebnisse

Die in den Kapiteln 2.1-2.6.4 dargestellten Daten zur TZR-Gewinnung und Charakterisierung der
11 HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren entstanden in enger Kollaboration mit Karin Wisskirchen
und wurden bereits in folgendem Artikel verdffentlicht:

Wisskirchen, K., Metzger, K., ... Protzer, U. (2017). ,Isolation and functional characterization of
hepatitis B virus-specific T-cell receptors as new tools for experimental and clinical use“. In: PLOS
ONE, 12(8), e0182936.

Folgende Abbildungen aus Wisskirchen, Metzger et al., 2017 und die Daten auf denen diese basieren
entstanden im Rahmen der vorliegenden Arbeit: Fig. 1 B-D, Fig. 2, Fig. 3, Fig. 4, Fig. 6, S2 Fig.,
S3 Fig. A und C, S4 Fig., S5 Fig.. Hingegen folgende Abbildungen und Daten aus (Wisskirchen,
Metzger et al., 2017) entstanden vor beziehungsweise nach dieser Arbeit: Fig. 1 A, Fig. 5, Fig.7., S1
Fig., S3 Fig. B, S6 Fig. Noch nicht versffentlicht sind die Ergebnisse der Charakterisierung der TZR
C_AB und S_AB, die wir zum Vergleich von der AG Antonio Bertoletti erhalten hatten. Werden die
Daten im folgenden mit (Wisskirchen et al., 2017) zitiert, wurden die Daten auflerhalb dieser Arbeit
meist durch Karin Wisskirchen erhoben. Erfolgt das Zitat mit (Wisskirchen, Metzger et al., 2017)

wurden die Daten im Rahmen dieser Arbeit erhoben.

2.1 Identifizierung HBV-spezifischer T-Zell-Rezeptoren

Um natiirliche T-Zell-Rezeptoren fiir einen spéteren adoptiven T-Zell-Transfer mit retroviral trans-
duzierten HBV-spezifischen T-Zellen zu gewinnen, wurden in Vorarbeiten von Karin Wisskirchen
HBV-spezifische T-Zell-Klone gewonnen (Wisskirchen et al., 2017).

Zuvor war festzulegen welche Antigenspezifitdit und HLA-Restriktion die zu isolierenden T-Zellen
besitzen sollen, d.h. welche HBV-Peptide auf welchem prasentierenden HLA-Molekiil erkannt werden
sollen. Man entschied sich dabei fiir zwei Peptide aus dem S-Protein, dem Peptid Sog.2g (S20) mit der
AS-Sequenz ,FLLTRILTI“ an der Aminoséureposition S20-S28 und dem Peptid Si72-180 (S172) mit
der AS-Sequenz , WLSLLVPFV “ an der AS-Position S172-S180, sowie dem Peptid Coreqg.o7 (C18)
mit der Sequenz ,,FLPSDFFPFV “, das sich im Core-Protein an der AS-Position 18-27 befindet.
Alle drei Peptide wurden bereits als immundominante HLA-A*02:01-restringierte Peptide in der
T-Zell-Antwort gegen HBV beschrieben (Desmond et al., 2008). Da HLA-A*02:01 ein héufiger
HLA-Subtyp in der européischen Bevolkerung ist und viele etablierte Zelllinien HLA-A*02:01 positiv
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sind, entschied man sich HLA-A*02:01 restringierte T-Zellen zu isolieren. Zur Gewinnung HBV-
spezifischer T-Zell-Klone wurde drei HLA-A*02:01" Patienten Blut entnommen, die entweder an
einer akuten Hepatitis B erkrankt waren oder bereits eine akute HBV-Infektion hinter sich hatten
(siehe Tabelle . Aus dem Blut wurden mononukleiire Zellen isoliert, mit den HBV-Peptiden

stimuliert, HBV-spezifische Zellen sortiert und expandiert (s. Abb. [2.1.1])(Krebs, 2011).

Characteristics Donor 1 Donor 2 Donor 3
Sex M F M
Age (years) 49 52 61
HBV-DNA(IU/ml) negative 1,9 x 10°
HBsAg negative positive
HBeAg negative positive
Anti-HBs (IU/ml) >1000 negative
HLA-A 02:01, 23:01 01:01, 02:01 02:01
HLA-B 39:24, 44:03  08:01, 44:02 07:02, 41:02
HLA-C 04:01, 07:01  05:01, 07:01  12:03, 17:03
HLA-DRBI1 07:01, 13:03 04:04, 13:01  13:03, 15:01
HLA-DQB1 02:02, 03:01  03:02, 06:03 03:01, 05:02
HLA-DPBI1 02:01, 04:01  04:02, 06:01 04:01

Tabelle 2.1.1: Informationen zu den Blutspendern fiir die Gewinnung der HBV-spezifischen T-Zell-Klone (modifiziert

nach Wisskirchen et al., 2017))

donors:

= HLA-A2*

= acute or resolved
HBYV infection

functional analyses |

isolation of RNA
->identification of

-—

2 weeks of expansion to up to
1x107 cells & screening of (u—m
clones for HBV-specificity

\ y-irradiation
/ T2 cells loaded with HBV peptides:
Core; g7 FLPSDFFPSV
PBMC 2 weeks of stimulation S,0.28 FLLTRILTI
Si724180 WLSLLVPFV

sorting of streptamer
binding CD8* cells

limiting dilution: 0.3 cells/well

2 weeks of clonal expansion
with y-irradiated feeder cells

TCR chains

Abb. 2.1.1: Schema des Protokolls zur Gewinnung HBV-spezifischer T-Zell-Klone. Aus dem Blut HLA-
A*02:01% Patienten mit AHB oder Z.n. einer AHB, wurden mononukleire Zellen (peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs)) tiber einen Dichtegradienten (Ficoll) isoliert und mit Peptid-beladenen T2 Zellen, die zuvor zur
Wachstumshemmung bestrahlt worden waren, stimuliert. Zur Stimulation wurden die HBV-Peptide S20, S172 und C18
verwendet. Nach zwei Wochen wurden die spezifischen T-Zellen mittels Streptamerfarbung am Durchflusszytometer per
FACS( = fluorescence-activated cell sorting) isoliert. Nach weiteren zwei Wochen Expansion wurden die T-Zell-Klone
im Screeningverfahren auf ihre Spezifitit iiberpriift. Dies erfolgte in der Kokultur mit HBV-Peptid-beladenen T2-Zellen
oder HBV-replizierenden Hepatomazelllinien und anschlieBendem Chromium-Relase-Assay bzw. XTT-Test. Ein Teil
der funktionellen T-Zell-Linien wurden nach Erreichen einer ausreichender Zellzahl zur RNA-Isolation eingefroren und
die restlichen Zellen fiir weitere funktionelle Analysen verwendet (Wisskirchen et al., [2017).
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Fiir 100 T-Zell-Linien und -Klone konnte eine funktionelle HBV-Spezifitat nachgewiesen werden,
sodass nun der T-Zell-Rezeptor jedes HBV-spezifischen T-Zell-Klons identifiziert werden sollte. Das
Ziel war es die TZR~codierende mRNA nach Umschreibung in cDNA zu amplifizieren, um die DNA-
Sequenz anschlieffend iiber einen retroviralen Vektor in die Zielzellen einzubringen. Insbesondere
die variablen Regionen der T-Zell-Rezeptorketten, die durch somatische Rekombination entstehen,
sind von Interesse, da sie die Spezifitdt des TZR bestimmen (vgl. Kapitel . Da theoretisch die
variable Sequenz fiir die a-TZR-Kette (im folgenden a-Kette) mit ca. 70 verschiedenen V-Segmenten
und fiir die -TZR-Kette (im folgenden [-Kette) mit 52 verschiedenen V-Segmenten beginnen
kann (Murphy et al., 2009), ist die Identifizierung der variablen Regionen unbekannter TZR-Ketten
aufwendig. Fiir die Identifizierung der g-Kette aus der cDNA der 100 HBV-spezifischen T-Zell-Linien
wurde eine PCR mit degenerierten Primern verwendet (siche Kapitel . Die Amplifikate
wurden per Elektrophorese aufgetrennt und die spezifischen Banden extrahiert und sequenziert. Mit
dem Analyse-Tool ,IMGT/V-QUEST“ auf der IMGT-Webseite (the international ImMunoGeneTics
information system) wurden dann in Zusammenarbeit mit Karin Wisskirchen (Krebs, 2011)) die
variable Region der p-Kette identifiziert und nach IMGT-Nomenklatur klassifiziert (Brochet et al.,
2008). Die Identifizierung der TZR-Sequenzen (insbesondere der S-Ketten) von einem Teil der
isolierten T-Zell-Linien war bereits von Karin Wisskirchen erfolgt (Krebs, [2011)). In der vorliegenden
Arbeit wurden die Proben der noch nicht untersuchten T-Zell-Linien analysiert und die Sequenzen
der noch fehlenden a-Ketten identifiziert. Es stellte sich dabei heraus, dass mehrere der aus einem
Spender gewonnenen T-Zell-Linien gleicher Antigen-Spezifitéit die gleichen variablen S-Ketten mit
identischer CDR3-Region aufwiesen, sodass man davon ausgehen kann, dass diese urspriinglich alle
von derselben Ursprungszelle abstammen und somit einen T-Zell-Klon darstellen (s. Abb. . Fiir
den Spender 1 wurde z.B. in 19 T-Zell-Linien die identische variable 8-Ketten Region V317 isoliert,
die zusammen mit der a-Kette Va24-1 den Core-spezifischen TCR, 7D bildet. In 11 T-Zell-Linien des
Spenders 2 konnte die V36-5 als variable Region der 5-Kette des S172-spezifischen T-Zell-Rezeptors
WL31 identifiziert werden.

Zur Identifizierung der variablen Regionen der a-Kette wurde analog vorgegangen. Fiir einige
T-Zell-Rezeptoren konnte keine a-Kette bestimmt werden, da die Sequenzierungsergebnisse keine
reine Nukleotidsequenz ergaben. Dies ist dadurch zu erklédren, dass eine T-Zelle im Rahmen der
Reifung meist zwei a-Ketten durch somatische Rekombination generiert, wovon jedoch nur eine
Kette funktionell ist (Malissen et al., |1988). Mit dem degenerierten Primer werden beide a-Ketten
amplifiziert und somit ein unreines PCR-Produkt erzeugt. Von diesen Proben wurde deshalb die
Polymerase-Kettenreaktion mit den spezifischen Primern fiir die einzelnen V-Segmente der a-Kette
durchgefiihrt. Hier wurden nun pro T-Zell-Klon oft fiir zwei V-Segmente spezifische Banden in
den PCR-Produkten gefunden. Die Unterscheidung zwischen funktioneller und nicht funktioneller
a-Kette konnte teils durch die Analyse der Sequenzierungsresultate mit dem ,IMGT/V-QUEST ¢
Analyse-Tool, durch Nachweis z.B. einer Frame-Shift Mutation, festgestellt werden. Nur fiir den
T-Zell-Klon 4G fanden wir zwei potentiell funktionelle a-Ketten, Vo 34 und Va 13.

Aus der ¢cDNA der 100 analysierten T-Zell-Linien konnten 11 verschiedene T-Zell-Rezeptoren
identifiziert werden (s. Abb. [2.1.2)). Es wurden fiinf T-Zell-Rezeptoren mit einer Spezifitit fiir das
Core-Peptid C18, vier T-Zell-Rezeptoren mit einer Spezifitit gegen das S-Peptid S20 und zwei T-
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S172'180 D 2 R I : FLP14
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Abb. 2.1.2: Zusammensetzung der T-Zell-Klone pro Spender. Insgesamt wurden 100 in vitro expandierte
T-Zell-Linien analysiert. Die Grafik zeigt die Anzahl der T-Zell-Klone (x-Achse) pro Patient und Antigenspezifitét
(y-Achse), die den gleichen TZR (siehe Farblegende) besitzen (modifziert nach Wisskirchen, Metzger et al., 2017).

TCR Donor Hepatitis B status Specifity TCR chains
Va Va3
G6 3 acute S20 17 12-3
FL6 2 acute S20 22 12-3
4G 1 resolved S20 34 5-1
D1 1 resolved S20 17 12-3
WL31 2 acute S172 39 6-5
WL12 1 resolved S172 12-2 7-6
FLP14 2 acute C18 12-2 2
FLP122 2 acute C18 12-2 27
5E 1 resolved C18 13-1 13
6K 1 resolved C18 13-1 27
7D 1 resolved C18 17 24-1

Tabelle 2.1.2: Identifizierte HBV-spezifische T-Zell-Rezeptoren. Die V-Segmente sind nach der IMGT-
Nomenklatur (Va =TRAV, VB=TRBYV) angegeben. In fett markiert sind V-Segmente, die in T-Zell-Rezeptoren mit
gleicher Antigenspezifitdt in verschiedenen Spendern vorkommen.

Zell-Rezeptoren mit einer Spezifitdt gegen das S-Peptid S172 isoliert. Die meisten T-Zell-Rezeptoren
wurden dabei aus dem Spender 1 isoliert, wobei aus diesem auch am meisten T-Zell-Klone gewonnen
und analysiert worden waren. Genauere Informationen beziiglich der identifzierten TZR-Ketten der
einzelnen T-Zell-Rezeptoren siehe Tabelle [2.1.2]

Aulffallig ist, dass pro Spender je ein S20-spezifischer T-Zell-Rezeptor die gleichen V-Segmente
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(TRBV 12-3) der -Kette und die zwei T-Zell-Rezeptoren G6 und D1 sogar die gleichen V-Segmente
in der a-Kette (TRAV 17) hatten. Selbst die Aminosduresequenz der CDR3 Region der S-Kette
unterschied sich bei den T-Zell-Rezeptoren G6 und D1 nur in 2 von 11 Aminoséuren. Auch die
C18-spezifischen T-Zell-Rezeptoren FLP122 und 6K besitzen das gleiche V-Segment der g-Kette.
(Die Daten aus diesem Kapitel wurden bereits in Wisskirchen, Metzger et al., 2017 veroffentlicht.)

2.2 Klonierung der HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren in retro-

virale Vektoren

Um die genetische Information der HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren in die T-Zellen des Patienten
einzusetzen, konnen modifizierte Retroviren verwendet werden. Diese konnen die gewiinschte Sequenz

in das Genom der Zielzelle integrieren, sind jedoch nicht replikationsfihig.

Abb. 2.2.1: Klonierung der einzelnen TZR-Ketten in den retroviralen Vektor pMP71. a) Beispiel einer
Gelelektrophorese nach PCR mit spezifischen Primern zur Amplifizierung der o und S-TZR-Ketten. M= Mar-
ker b) Schematische Plasmidkarte der einzelnen TZR-Ketten im pMP71. MPSV-LTR, long terminal repeats of
myeloproliferative sarcoma virus; mSS, modified mRNA splice site; PRE, woodchuck hepatitis virus posttranscriptional
regulatory element (Abb. b) modifiziert nach Engels et al., 2003).

Hierzu wurden zunéchst die vollstdndigen Nukleotidsequenzen der TZR-Ketten ermittelt. Nachdem
die V-Segmente der einzelnen T-Zell-Rezeptoren, wie in Kapitel beschrieben, identifiziert worden
waren, konnten anhand der entsprechenden vollstindigen V-Segment-Sequenzen aus der IMGT-
Datenbank ,,IMG/Gene-DB “(Giudicelli et al., 2006) Primer entworfen werden, die die Amplifizierung
der kompletten codierenden Sequenz erlaubte. Es ergaben sich fiir die a- und -Kette PCR-Produkte
um die 800 bzw. 900 bp (s. Abb. , die nach Gel-Extraktion in den retroviralen Vektor MP71,
der uns von der AG Uckertﬂ zur Verfiigung gestellt wurde (Engels et al., 2003), kloniert wurden.
(Die Daten aus diesem Kapitel wurden bereits in Wisskirchen, Metzger et al., 2017 veroffentlicht.)

Max Delbriick Center for Molecular Medicine, Berlin-Buch, Berlin, Deutschland
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2.3 Uberpriifung der Expression und Spezifitit der isolierten TZR-
Ketten

Um zu iiberpriifen, ob die korrekten TZR-Sequenzen isoliert worden waren, wurden die HBV-
spezifischen T-Zell-Rezeptoren in Zellen der Jurkat-T-Zell-Linie eingebracht. Diese eignen sich
besonders zur Uberpriifung der TZR-Expression: sie sind erstens leichter zu kultivieren und zu
transduzieren als primére T-Zellen und zweitens exprimieren sie keinen eigenen T-Zell-Rezeptor.
Aufgrund der fehlende TZR-Expression befindet sich auch kein CD3-Molekiil auf der Zelloberfliche,
da CD3-Molekiile nur im Komplex mit TZR-Ketten stabil sind. Die Detektion von CD3 an der
Zelloberfliche auf Jurkat-Zellen ist folglich ein Hinweis, ob es nach Transduktion zu einer TZR-
Expression an der Zelloberfliche kommt (Thomas et al., 2007). Die transduzierten Jurkat-Zellen
wurden 2 Tage nach retroviraler Transduktion mit anti-CD3 Antikorpern und dem jeweiligen
Streptamer gefiarbt und per Durchflusszytometrie analysiert. Anhand der CD3-Expression konnte
festgestellt werden, welche transduzierten Kettenkombinationen auf der Zelloberfliche exprimiert
wurden (s. Abb. a—c). Durch die Streptamerfirbung wurde die Peptidspezifitat der T-Zell-
Rezeptoren nachgewiesen. Fiir alle TZR-Ketten-Kombinationen konnte nachgewiesen werden, dass sie
an der Zelloberflache der Jurkat-Zellen exprimiert werden. Fiir den T-Zell-Klon 4G zeigte sich nur fiir
die Kettenkombination V35-1 und Va34 eine positive Streptamerbindung und somit der Nachweis,
dass diese beiden Ketten den S20-spezifischen TZR 4G bilden und nicht die Kettenkombination
V35-1 und Val3. Fiir alle restlichen T-Zell-Rezeptoren konnte ebenfalls per Streptamerfirbung die
korrekte Peptidspezifitéit der identifizierten TZR-Heterodimere gezeigt werden.

Anschlieend wurden mit den in den Jurkat-Zellen korrekt exprimierten TZR-Ketten-Kombinationen
humane T-Zellen transduziert. Als Transduktions- und Expressionskontrolle wurde eine Strept-
amerfirbung der transduzierten Zellen durchgefiihrt (s. Abb. a—c). Fiir alle T-Zell-Rezeptoren
(bis auf die Kettenkombination V/35-1 und Val3 des T-Zell-Klons 4G) konnte eine Streptamer™ Po-
pulation abgegrenzt werden, jedoch schwankte die Transduktionsrate der T-Zell-Rezeptoren mit 0,4 %
bis 7,2 % Streptamer™ CD8T T-Zellen stark. Um die Funktionalitit der TZR-Kettenkombination
grob zu iiberpriifen wurde eine Kokultur der transduzierten mononukleiren Zellen mit Peptid
beladenen T2-Zellen durchgefiihrt (s. Abb. d). Das Effektor- zu Zielzellverhéltnis wurde
hierbei nicht an die Transduktionseffizienz (Streptamer™ Zellen) angepasst, sodass verschiedene
Effektor- zu Zielzellverhéltnisse vorlagen (zwischen 1:3 bis 1:40). Pro TZR wurden die T2-Zellen mit
dem spezifischen, einem unspezifischen oder keinem Peptid beladen. Nach 72h wurde Uberstand
von der Kokultur abgenommen und mit diesem ein IFN-y-ELISA (Enzyme linked Immunosorbent
Assay) durchgefiihrt. Alle transduzierten PBMCs, bis auf die mit den T-Zell-Rezeptoren G6 und D1
transduzierten, sezernierten spezifisch um die 2000-4000 pg/ml IFN-~. Die schwache IFN-vy Antwort
der T-Zell-Rezeptoren G6 und D1 korrelierte mit der sehr geringen Transduktionsrate (0,46 bzw.
0,88 %), sodass diese trotzdem als funktionell angesehen wurden.

Es konnte gezeigt werden, dass die identifizierten und in den retroviralen Vektor eingebrachten
TZR-Konstrukte sowohl auf Jurkat-Zellen wie auch auf humanen T-Zellen exprimiert wurden und
eine spezifische Effektorantwort in den transduzierten T-Zellen auslosen konnen. (Die Daten aus

diesem Kapitel wurden bereits in Wisskirchen, Metzger et al., 2017 versffentlicht.)
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Abb. 2.3.1: Uberpriifung der Expression der T-Zell-Rezeptoren und deren Funktionalitit. a)-c) Anti-
CD3- und Streptamer-Férbung (Achsen mit TCR beschriftete) von Jurkat-Zellen und humanen T-Zellen, transduziert
mit der entsprechenden a- und B-TZR-Kette der HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren. Der Nachweis von CD3 an
der Oberflache der Jurkat-Zellen, die keinen endogenen TZR exprimieren, weist auf die erfolgreiche Expression des
per retroviraler Transduktion eingefiihrten T-Zell-Rezeptors hin. Die FACS-Analyse erfolgte 2 Tage nach retroviraler
Transduktion mit den a) C18-spezifischen, b) S20-spezifischen und c) S172-spezifischen T-Zell-Rezeptoren. T-Zellen
wurden vorselektiert in CD4" and CD8' T-Zellen. Vom Klon 4G wurden zwei a-TZR-Ketten identifiziert, weswegen
diese jeweils getrennt in Kombination mit der 4G 8-Kette iiberpriift wurden. ¢) IFN-+-ELISA nach 20h-Kokultur der
transduzierten T-Zellen mit Peptid beladenen T2-Zellen. Pro TZR wurde eine Kokultur mit T2-Zellen durchgefiihrt,
die mit 1 M des entsprechenden spezifischen HBV-Peptid beladen (= peptide) worden waren, mit einem unspezifischen
Peptid (= +irrelevant peptide) oder mit gar keinem Peptid beladen worden waren (= —peptide). Das Effektor- zu
Zielzellverhaltnis variierte unter den T-Zell-Rezeptoren (von 1:3 bis 1:40) abhéngig von der Transduktionseffizienz.
(Wisskirchen, Metzger et al., 2017.)
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2.4 Optimierung der Expression der isolierten HBV-spezifischen

T-Zell-Rezeptoren

Nach Identifikation der korrekt exprimierten und funktionellen TZR-Ketten wurden vor einer
genaueren funktionellen Charakterisierung die T-Zell-Rezeptoren zunéchst gentechnisch optimiert.
Das Ziel der Optimierung ist, eine bessere und ausgewogene Expression der TZR-Ketten in den
Zielzellen zu erreichen sowie das Risiko einer Fehlpaarung der eingebrachten TZR-Ketten mit den

endogenen TZR-Ketten zu minimieren.
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Abb. 2.4.1: Schematische Darstellung der Fusion der optimierten TZR-Ketten. An die variablen Regionen
am 5’-Ende wurde fiir die 3-Kette eine zum Zielvektor pMP71 iiberlappende Sequenz und fiir die a-Kette eine
Teilsequenz des P2A-Elements wiithrend der Gensynthese angefiigt. Am 3’-Ende der variablen Regionen wurde jeweils
eine Teilsequenz der entsprechenden konstanten Region angefiigt. 1. In einer ersten PCR wurden die variablen
beziehungsweise konstanten Regionen amplifiziert (Pfeile symbolisieren Bindestellen der Primer). 2. Im zweiten Schritt
wurden die entsprechenden variablen und konstanten TZR-Regionen im Sinne einer Fusions-PCR zuerst in einem
Annealing-Schritt tiber die iiberlappenden Bereiche miteinander verbunden und anschlieSend die ganze TZR-Kette
amplifiziert. 3. In einer weiteren Fusions-PCR wurden dann die entsprechende a- und -Kette durch iiberlappende
Abschnitte in der verbindenden P2A-Sequenz miteinander fusioniert und anschlieBend amplifiziert. 4.-5. Das gesamte
Konstrukt konnte dann durch die ebenfalls angefiigten Restriktionsschnittstellen EcoRI und Notl in den retroviralen
Vektor pMP71 eingebaut werden. MPSV-LTR, long terminal repeats of myeloproliferative sarcoma virus; mSS, modified
mRNA splice site; PRE, woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory element (schematische Darstellung
des Vektorkonstrukts modifiziert nach Engels et al., schematische Darstellung der Fusions-PCR nach Wisskirchen,
Metzger et al., 2017)

Um eine bessere Expression der TZR-Ketten in humanen T-Zellen zu erreichen, wurden die variablen
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Regionen der T-Zell-Rezeptoren fiir das humane System codonoptimiert. Die konstanten humanen
Regionen der T-Zell-Rezeptoren wurden durch murine konstante Regionen mit einer zusétzlichen
Cystein-Briicke ersetzt, wodurch das Risiko von Fehlpaarungen reduziert wird (Cohen et al., 2006}
Cohen et al., 2007). Gleichzeitig ermoglicht dies eine bessere Expression der T-Zell-Rezeptoren in
murinen Lymphozyten und somit die Moglichkeit der spéteren Verwendung in einem Mausmodell,
zudem l&sst sich der Rezeptor in humanen Zellen, mit spezifischen Antikdrpern gegen den murinen
konstanten Bereich besser anfarben (personliche Mitteilung von Prof. Wolfgang Uckert).

Aus Kostengriinden wurden nur die variablen Regionen der T-Zell-Rezeptoren codonoptimiert. Diese
wurden dann durch eine Fusions-PCR mit der entsprechenden bereits codonoptimierten murinen
konstanten TZR-Region, die uns von der AG UckertE] zur Verfiigung gestellt wurde, verbunden (s. Abb.
1.-2.). Des Weiteren wurden o~ und S-Ketten iiber ein P2A Element in einer weiteren Fusion
verkniipft, um eine ausgewogenere Expression der TZR-Ketten zu gewéhrleisten (s. Abb. 3.).
Das P2A-Element ist ein 2A-Element vom porzinen Teschovirus. Diese Peptidsequenz fithrt zu einem
ribosomalen Sprung mit gleichzeitigem Abbruch der bereits synthetisierten Aminosiduresequenz,
wobei die Synthese der nachfolgenden Aminosiuresequenz nicht beeintriichtigt ist (Donnelly et al.,
2001). Dies gewéhrleistet ein fast gleiches Expressionslevel zweier Proteine, die unter demselben
Promotor exprimiert werden (Leisegang et al., |2008). Das optimierte Konstrukte wurde dann in
den retrovirale Vektor MP71 kloniert (s. Abb. 4.-5.). (Die Daten aus diesem Kapitel wurden
bereits in Wisskirchen, Metzger et al., 2017 veroffentlicht.)

2.5 Expression der optimierten HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren

in humanen T-Zellen

Die 11 codonoptimierten T-Zell-Rezeptoren sowie die beiden HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren
C_AB und S_AB, die uns von der AG Antonio Bertoletti E] zur Verfiigung gestellt worden waren, wur-
den per Transduktion in mononukleire Zellen eingebracht. Der TCR C_AB ist ein C18-spezifischer
TZR, der S_AB ein S20-spezifischer TZR (Gehring et al., [2011al). Zur Bestimmung der Transdukti-
onseffizienz wurde eine Streptamerfirbung durchgefiihrt. Die in diesem Kapitel dargestellten Daten
zu unseren HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren wurde bereits in Wisskirchen, Metzger et al., 2017
veroffentlicht. Noch nicht verdffentlicht sind die ebenfalls erhobenen Daten fiir die T-Zell-Rezeptoren
C_AB und S_AB.

In den CD8' T-Zellen konnte fiir alle T-Zell-Rezeptoren eine distinkte Population an Streptamer™
Zellen festgestellt werden (s. Abb. . Die Transduktionsraten der optimierten TZR-Ketten in
CD8* T-Zellen waren um ein Vielfaches hoher (zwischen 5- bis 40-fach) als in der ersten Transduktion
der nicht optimierten TZR-Ketten (s. Abb. in Kapitel . Zudem waren im Vergleich die
Transduktionsraten fiir unsere 11 T-Zell-Rezeptoren mit einem Durchschnitt von 39,9 % Streptamer™
CD8* T-Zellen doppelt so hoch, wie die Transduktionsraten der zwei T-Zell-Rezeptoren (C_AB,
S_AB) aus der AG von Antonio Bertoletti mit einem Durchschnitt von 20,1 %.

In den transduzierten CD4" T-Zellen waren deutliche Unterschiede beziiglich der Streptamerbindung

2Max Delbriick Center for Molecular Medicine Berlin-Buch, Berlin, Deutschland
3Singapore Institute for Clinical Sciences, Agency for Science Technology and Research (A*STAR), Singapore
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Abb. 2.5.1: Expression der optimierten TZR-Konstrukte in humanen T-Zellen. Streptamer- und anti-
CD8-Féarbung der mit den optimierten T-Zell-Rezeptoren transduzierten T-Zellen am Tag 10 nach Stimulation und
Transduktion. Bei der Auswertung der FACS-Daten wurde zuvor auf CD8" und CD4™ T-Zellen vor selektioniert,
somit entsprechen die CD8™ Zellen den CD4" T-Zellen (modifiziert und ergéinzt um die Daten der TZR C_AB und
S_AB nach Wisskirchen, Metzger et al., 2017).

zu erkennen. In Abbildung entsprechen diese den CDS8 Streptamer™ Zellen. So war die
Hiufigkeit der Streptamer™ Zellen in den CD4" T-Zellen fiir drei T-Zell-Rezeptoren dhnlich der in
CD8" (6K, FLP14, 4G) bei 6 T-Zell-Rezeptoren geringer (FLP122, 7D, 5E, D1, G6, WL12) und
bei den vier T-Zell-Rezeptoren C_AB, FL6, S_AB und WL31 war keine Streptamerbindung in den
CD4™" T-Zellen zu erkennen.

Zur Klirung, ob diese Unterschiede in den CD4" T-Zellen durch unterschiedlich starke Streptamer-
bindung oder durch unterschiedliche Expressionsniveaus der T-Zell-Rezeptoren zustande kamen,
verwendeten wir in einem zweiten Experiment zusétzlich zu dem spezifischen Streptamer einen
Antikorper (anti-muTRBC), der an den fiir alle T-Zell-Rezeptoren identischen murinen konstanten
Bereich der optimierten S-TZR-Kette bindet (s. Abb. . Diese Untersuchung erfolgte nur fiir
die C18-spezifischen T-Zell-Rezeptoren.

Fiir alle transduzierten CD8" T-Zellen war zu erkennen, dass die Frequenz an Streptamer™ Zellen
der Frequenz an anti-muTRBC™ Zellen in etwa entspricht, auch wenn der prozentuale Anteil
der Streptamer™ CD8" T-Zellen je TZR zwischen 5-10 % niedriger war als der Anteil an anti-
muTRBCT CD8" T-Zellen. In den CD4" T-Zellen waren deutliche Unterschiede zwischen der
Streptamerfirbung und der Firbung mit anti-muTRBC™ festzustellen. So war die Frequenz an
Streptamer™ Zellen fiir die T-Zell-Rezeptoren 7D und 5E sehr gering und fiir den TZR C_AB war
gar keine Streptamerfirbung festzustellen, wohingegen die Frequenzen an anti-muTRBC* CD4*
T-Zellen den Frequenzen der Streptamer™ bzw. anti-muTRBCT CD8T T-Zellen entsprachen.
Daraus kann geschlossen werden, dass die Streptamerfarbung zur Feststellung der TZR-Expression
in CD8" T-Zellen geeignet ist, jedoch in CD4™" T-Zellen nicht zur Bestimmung der TZR-Expression
verwendet werden kann. Es scheint ohne den CD8-Korezeptor zwischen manchen T-Zell-Rezeptoren

und dem Streptamer keine ausreichend stabile Bindung zustande zu kommen. Um zu kléren, ob
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Abb. 2.5.2: Vergleich der TZR-Expression und Streptamerbindung von transduzierten CD8" bzw.
CD4" T-Zellen. Transduzierte C18-spezifische mononuklesre Zellen wurden mittels »magnetic-activated cell
sorting“ (MACS) in CD8" bzw. CD4" T Zellen aufgetrennt. Die aufgereinigten C18-spezifischen CD8" und CD4*
T-Zellen wurden, jeweils mit dem C18-spezifischen Streptamer oder dem Antikérper gegen gegen die murine konstante
Doméne (Anti-muTRBC) sowie Antikérpern gegen CD4 und CD8 geférbt und mittels Durchflusszytometrie analysiert.
Dot-Plot der a) separierten CD8" bzw. b) CD4" (x-Achse) nach Streptamerfirbung bzw. Antikérperfirbung der
murinen konstante der S-Kette (y-Achse)(modifiziert und ergénzt um die Daten der TZR C_AB und S_AB nach
Wisskirchen, Metzger et al., 2017).

die Unterschiede der Streptamerbindung in Abwesenheit des CD8-Korezeptors auch Auswirkung
auf die funktionelle Aviditdt der transduzierten Zellen haben, erfolgte separat eine funktionelle
Analyse transduzierter CD4" T-Zellen bzw. CD8" T-Zellen (siehe nichstes Kapitel). Aufgrund
dieses Ergebnisses wurde zur Uberpriifung der Expression der TZR Kettens mittels FACS fiir die
S-spezifischen CD4" T-Zellen nur noch der anti-muTRBC Antikérper verwendet. Fiir alle S20-
als auch S172-spezifischen T-Zell-Rezeptoren lief} sich eine CD8-unabhéngige Expression der TZR-
Ketten in humanen CD4" T-Zellen nach Fiarbung mit dem anti-muTRBC Antikérper nachweisen
(Daten nicht gezeigt).

Des Weiteren erkennt man in Abbildung[2.5.2] dass die Aufreinigung mittels dem CD8* bzw. CD4*+T
Cell Isolation Kit sehr reine CD8' und CD4" T-Zell Populationen mit einem zu vernachliissigenden
Anteil an Zellen des anderen T-Zell-Typs liefert.

Durch die in dem vorherigen Kapitel beschriebene Optimierung der TZR-Sequenzen und das
Einbringen der - und a-TZR-Ketten eines T-Zell-Rezeptors in denselben retroviralen Vektor konnte
die Transduktionsrate in humanen T-Zellen um ein Vielfaches erh6ht werden. Zudem wurden alle T-
Zell-Rezeptoren CD8 unabhingig auch in CD4" T-Zellen exprimiert, mit allerdings unterschiedlicher

Fihigkeit das jeweilige spezifische Streptamer zu binden.
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2.6 Funktionelle Charakterisierung der HBV-spezifischen T-Zell-

Rezeptoren in humanen T-Zellen

In Kapitel wurde gezeigt, dass alle optimierten T-Zell-Rezeptoren per retroviraler Transduktion
in humane T-Zellen eingefithrt werden kénnen und eine gute Oberflichenexpression aufweisen.
Fiir alle HBV-Antigene konnte dabei mehr als ein TZR isoliert werden. Fiir die eventuell spétere
medizinische Anwendung und die dafiir notige kostspielige Aufbereitung der TZR-Konstrukte unter
den Good Manufacturing Practice (GMP) Richtlinien sollte pro Peptid-Spezifitét der fiir die adoptive
T-Zell-Therapie am besten geeignete TZR ausgewihlt werden. Es erfolgte deswegen eine genauere
Untersuchung der T-Zell-Rezeptoren hinsichtlich ihrer funktionellen Aviditdt wie in den folgenden
Kapiteln beschrieben.

In der ersten durchgefiihrten funktionellen Testung wurden transduzierte CD3% T-Zellen als Ef-
fektorzellen verwendet (Daten nicht gezeigt), d.h. CD8" und CD4" T-Zellen wurden zusammen
eingesetzt (die verwendeten Effektorzellen stammten aus dem in Abbildung gezeigten Transduk-
tionsansatz). Fiir die Einstellung der Effektorzellzahl wurden die Frequenzen von Streptamert CD3*
T-Zellen verwendet. Die Bestimmung der transduzierten CD3" T-Zellen mittels Streptamerbindung
war retrospektiv jedoch aufgrund der starken Unterschiede in der Streptamerbindung von TZR™
CD4" T-Zellen ungeeignet (siehe Kapitel 2.5)), da dadurch nicht alle TZR* CD4* Effektorzellen
detektiert wurden. Nichtsdestotrotz konnten wir in diesen Vorversuchen bereits zeigen, dass die
Transduktion der HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren in T-Zellen diese in HBV-spezifische Effek-
torzellen umwandelte, die spezifisch Zytokine produzierten und Peptid-beladene T2-Zellen sowie
HBV-transgene Hepatomazellen abtoteten (Daten nicht gezeigt).

Um die Problematik der unterschiedlichen Streptamerfirbung in den CD4" T-Zellen zu umgehen
und unter anderem der Frage nachzugehen, ob die unterschiedliche Streptamerbindung der T-Zell-
Rezeptoren in CD4" T-Zellen (s. Kapitel mit der funktionellen Aviditat korreliert, erfolgte
eine zweite ausgiebigere funktionelle Testung der T-Zell-Rezeptoren in CD4" bzw. CD8" T-Zellen
getrennt voneinander. Die erhobenen Daten sind in den folgenden Kapiteln dargestellt und wurden
mit Ausnahme der Daten bzgl. des TZR C_AB und des TZR S_AB bereits in Wisskirchen, Metzger
et al., 2017 veroffentlicht. Zur Einstellung der Effektorzellzahl in der zweiten funktionellen Testung
wurden die prozentualen Anteile von CD8T Streptamer™ T-Zellen bzw. CD4" anti-muTRBC™

Zellen verwendet, die nach der 2. Transduktion per Durchflusszytometrie bestimmt wurden.

2.6.1 Zytokinproduktion transduzierter HBV-spezifischer T-Zellen

Eine wichtige Eigenschaft einer Effektor-T-Zelle ist die spezifische polyfunktionale Zytokinantwort
auf einen adidquaten Reiz. Darunter versteht man die Produktion und Sekretion von mehreren
Zytokinen, wobei hier v.a. IFN-v, TNF-a und IL-2 als wichtige Zytokine im Rahmen der Th1-T-
Zell-Antwort zu nennen sind. Zur Uberpriifung der Polyfunktionalitiit erfolgte eine 4h dauernde
Kokultur von TZR* CD8" bzw. TZR™ CD4" T-Zellen mit Peptid-beladenen T2-Zellen und eine
anschlieflende intrazelluldre Zytokinfarbung der T-Zellen. Die Zytokinproduktion der T-Zellen wurde
in Abhéngigkeit von der Peptid-Konzentration untersucht. Hierzu wurden die T-Zellen mit T2-Zellen

kokultiviert, die mit absteigenden Peptid-Konzentrationen beladen worden waren.
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Abb. 2.6.1: Zytokinproduktion von TZR' CD4" bzw. CD8" T-Zellen nach Kokultur mit Peptid-
beladenen T2 Zellen. Nach retroviraler Transduktion von T-Zellen erfolgte eine Auftrennung mittels MACS (siehe
Kapitel in CD8" und CD4" T-Zellen. TCR™ CD8" T-Zellen wurden mit den entsprechenden Streptameren und
die TCRT CD4" T-Zellen mit dem Antiképer anti-muTRBC identifiziert. 1 x 10° T2-Zellen, die mit absteigenden
Peptid-Konzentrationen beladen worden waren, wurden fiir 4 h kokultiviert mit insgesamt 1 x 10° CD4" oder CD8"
T-Zellen, die einen der C18-, S20- oder S172-spezifischen T-Zell-Rezeptoren exprimierten. Zytokin produzierende Zellen
wurden mittels intrazelluldrer Zytokinfirbung identifiziert und sind als Anteil von den TZR" T-Zellen angegeben. Die
Daten wurden fiir die CD8% T-Zellen als Mittelwerte aus Triplikaten und fiir die CD4™ als Einzelwerte dargestellt
(mod. und ergénzt um TZR C_AB und S_AB nach Wisskirchen, Metzger et al., 2017).
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Die folgenden Daten wurden mit Ausnahme der Daten bzgl. des TZR C_AB und des TZR S_AB
bereits in Wisskirchen, Metzger et al., 2017 verdffentlicht.

In Abbildung ist der Anteil der Zytokin-produzierenden Zellen an TZR*T CD4" bzw. TZR™
CD8* T-Zellen nach Kokultur mit den Peptid beladenen T2-Zellen dargestellt. Alle TZR™ CD8"
und TZR* CD4" T-Zellen zeigten, abgesehen von den mit den T-Zell-Rezeptoren FLP122 und
WL31 transduzierten CD4" T-Zellen, eine mit der Peptidkonzentration abnehmende Zytokinpro-
duktion. Die C18-spezifischen T-Zellen waren im Durchschnitt am sensitivsten, gefolgt von den
S20-spezifischen T-Zellen. Die S172-spezifischen T-Zellen zeigten die geringste Sensitivitéit. Gleich-
zeitig zeigte sich auch eine konzentrationsabhiingige Anderung des Zytokinprofils mit einem kleiner
werdenden Anteil an tri- und bifunktionellen T-Zellen hin zu monofunktionellen, vorwiegend TNF-«
produzierenden T-Zellen. Die C18-spezifischen transduzierten T-Zellen waren im Durchschnitt am
sensitivsten (s. Abb. a). Etwa 10 % der TZR* CD8" T-Zellen, transduziert mit den T-Zell-
Rezeptoren 7D und 5E, produzierten noch bei einer Peptidkonzentration von 1 x 10712 M TNF-«
und waren somit die sensitivsten der C18-spezifischen CD8' T-Zellen. Die mit den C18-spezifischen
T-Zell-Rezeptoren FLP14 und FLP122 transduzierten CD4™ T-Zellen wiesen eine deutlich geringere
bzw. keine spezifische Zytokinproduktion auf. Fiir die T-Zell-Rezeptoren 6K und C_AB war im
Gegensatz zu den restlichen T-Zell-Rezeptoren der Anteil an Zytokin®™ CD4% T-Zellen hoher als in
den CD8" und es war noch eine spezifische Zytokinproduktion bei einer Peptidkonzentration von
1 x 107" M mit groBer 10 % Zytokin® CD4+ T-Zellen zu erkennen.

Die mit den S20-spezifischen T-Zell-Rezeptoren transduzierten CD8' T-Zellen unterschieden sich in
ihrer Zytokinproduktion nur unwesentlich untereinander (s. Abb. b). Auch bei der niedrigsten
Konzentration von 1 x 10719 M war fiir alle T-Zell-Rezeptoren eine Zytokinproduktion festzustellen,
nur fiir den TZR G6 dedektierten wir weniger als 10 % TNF-« produzierende T-Zellen. Die mit dem
TZR 4G transduzierten CD41 T-Zellen waren die sensitivsten S20-spezifischen Effektorzellen mit
auch im Vergleich zu den TZR 4G+ CD8" T-Zellen stirkerer polyfunktionaler Zytokinproduktion.
So waren bei einer Peptid-Konzentration von 1 x 107> M 40 % der CD41 T-Zellen trifunktional,
d.h. IFN-y+, TNF-a* und IL-2% und bei einer Peptidkonzentration von 1 x 10~ M produzierten
noch iiber 50 % der T-Zellen Zytokine.

Bei den S172-spezifischen CD8' T-Zellen (s. Abb. c) waren die mit dem TZR WL31 transdu-
zierten CD8' T-Zellen mit einer spezifischen Zytokinproduktion bei einer Peptidkonzentration von
1 x 1079 M sensitiver als die TZR WL12+ CD8% T-Zellen. In den CD4" T-Zellen hingegen war fiir
die WL31T CD4*" T-Zellen keine Zytokinproduktion festzustellen, wohingegen die mit dem TZR
WL12 transduzierten T-Zellen bis zu einer Peptidkonzentration von 1 x 10~ M Zytokine produzier-
ten und zudem im Vergleich zu den CD8' T-Zellen einen gréfieren Anteil an polyfunktionalen Zellen
aufwiesen. Schlielich ist noch anzumerken, dass keine Korrelation zwischen der Zytokinproduktion
in den CD8" und den CD4" T-Zellen zu erkennen war.

Zusammenfassend konnte nach Transduktion der HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren in CD8"
T-Zellen nach spezifischer Stimulation eine polyfunktionale Zytokinantwort nachgewiesen werden,
ebenso ist fiir fast alle T-Zell-Rezeptoren eine polyfunktionale Zytokinproduktion nach Transduktion

der T-Zell-Rezeptoren in CD4" T-Zellen zu verzeichnen.
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2.6.2 Zellvermittelte Zytotoxizitit transduzierter HBV-spezifischer T-Zellen

Die Fahigkeit infizierte oder maligne entartete Zielzellen spezifisch zu erkennen und zu eliminieren
ist die charakteristische Figenschaft der zytotoxischen T-Zellen. Dass diese spezifische zellvermittelte
Zytotoxizitat gegeniiber HBV-Peptid-préasentierenden Zellen durch den retroviralen Transfer der
isolierten HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren in T-Zellen erreicht werden kann, soll in folgendem
Kapitel demonstriert werden. Entscheidend ist dabei nicht nur, ob eine spezifische Lyse der HBV-
Peptid prisentierenden Zielzellen durch den T-Zell-Transfer erméglicht wird, sondern auch, ab
welcher Peptid-Konzentration diese auftritt. Man spricht hierbei von der funktionellen Aviditit der
T-Zelle (siehe Kapitel . Die folgenden Daten wurden mit Ausnahme der Daten bzgl. des TZR
C_AB und des TZR S_AB bereits in Wisskirchen, Metzger et al., 2017 veroffentlicht.

Zur Uberpriifung der zellvermittelten Zytotoxizitit durch transduzierte T-Zellen wurden Chromium-
Release-Assays durchgefiithrt. Dabei werden die Zielzellen mit radioaktivem Chrom markiert und
mit dem entsprechenden Peptid beladen und dann mit den Effektorzellen in einer Kokultur fiir
4h zusammengebracht. Aus den getdteten Zielzellen wird das radioaktive Chrom in das Kokul-
turmedium freigesetzt. Durch Messung der radioaktiven Strahlenintensitéit des Kokulturmediums
ist die Berechnung des prozentualen Anteils der spezifisch lysierten Zielzellen moglich. Um eine
Aussage iiber die Sensitivitdt bzw. iiber die funktionelle Aviditdt der T-Zellen treffen zu koénnen,
wurden Kokulturen von den transduzierten T-Zellen mit Peptid-beladenen T2-Zellen angesetzt und
die spezifische Lyse bei absteigender Peptid-Konzentration bestimmt. In Abbildung ist die
spezifische Lyse der T2 Zellen durch die transduzierten CD8" bzw. CD4" T-Zellen in Abhiingigkeit
von der Peptid-Konzentration aufgetragen. Um die funktionelle Aviditéit der T-Zell-Rezeptoren
besser beschreiben und untereinander vergleichen zu kénnen, wurde als deskriptiver Parameter
die mittlere effektive Konzentration (ECsp) bzw. die halbmaximale Lyse berechnet (siche Tabelle
. Alle mit den HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren transduzierten CD8" und CD4" T-Zellen
lysierten spezifisch die Zielzellen bis auf die mit dem TZR FLP122 transduzierten CD4" T-Zellen.
Die TZR"™ CD8' T-Zellen waren sensitiver als TZR*T CD4" T-Zellen und erreichten auch eine um
ca. 20 % hohere Gesamtlyserate als die mit dem gleichen TZR transduzierten CD4" T-Zellen.

Die T-Zellen, die die C18-spezifischen T-Zell-Rezeptoren exprimierten, wiesen die hochste Aviditét
mit einem Median der EC5o-Werte von 0,05nM in den CD8" und 0,26 nM in den CD4" T-Zellen
auf und waren damit um das 10- bis 20-fache sensitiver als die S20- und S172-spezifischen T-Zellen.
Unter den C18-spezifischen T-Zellen waren die mit TZR 5E und TZR 7D transduzierten CD8"
T-Zellen mit einem EC5o-Wert von 0,04 nM am sensitivsten und erkannten Peptidkonzentrationen
im pikomolaren Bereich (s. Abb. a). In den CD4*" T-Zellen hingegen waren die TZR 6K*
T-Zellen am sensitivsten (EC59 =0,12nM), gefolgt von den TZR 5ET T-Zellen (EC5¢ = 0,23 nM).
Fiir den bereits in den CD8" T-Zellen am wenigsten aviden TZR FLP122 (EC5p = 0,20nM) konnte
in CD4™ T-Zellen gar keine Lyse der Zielzellen festgestellt werden. Insgesamt hob sich aber kein
C18-spezifischer TZR mit einers deutlich besseren Aviditit von den anderen ab.

Die hochste funktionelle Aviditét fiir die S20-spezifischen T-Zell-Rezeptoren konnte erneut fiir den
TZR 4G festgestellt werden (s. Abb. b). Eingebracht in CD8*" T-Zellen oder CD4" T-Zellen
fithrte er zur sensitivsten Antwort innerhalb der S20-spezifischen T-Zell-Rezeptoren mit ECs5-Werten
von 0,34nM in CD8T bzw. von 0,79 nM in CD4™ T-Zellen.
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Abb. 2.6.2: Zytotoxizitit der mit HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren transduzierten CD8" bzw.
CD4% T-Zellen. Dargestellt ist die spezifische Lyse der mit einer sinkenden Peptid-Konzentration beladenen
T2 Zielzellen nach Kokultur mit Effektorzellen (Effektor- zu Zielzellverhéltnis von 1:1. x-Achse): Konzentration
des korrekten Peptids in Molar. a) C18-spezifische T-Zell-Rezeptoren b) S20-spezifische T-Zell-Rezeptoren und c)
S172-spezifische T-Zell-Rezeptoren. Jede Farbe steht fiir einen TZR (siehe jeweils Legenden). Die Daten sind als
Mittelwert +/— SEM der Kokultur-Triplikate angegeben (modifiziert und ergéinzt um die Daten der TZR C_AB und

S_AB nach Wisskirchen, Metzger et al., 2017).

43



KAPITEL 2. ERGEBNISSE

TCR CD8" EC5y (nM) median (mean) CD4% ECsp (nM)  median (mean)

FLP 14 0,05 0,68
FLP122 0,20 e

o 0,04 0,23

6K 0,06 0,05 (0,9) 012 0,26 (0,26)
7D 0,04 0,49

C_AB 0,05 0,28

GG6 1,69 292400

FL6 0,57 25,07

4G 0,34 0,68 (0,67) 0,79 4,07 (492,98)
D1 0,75 4,07

S_AB 0,68 3.97

WL31 1,34 7264,00

WL12 0,70 } 1,02 (0,68) 1.96 } 3632,6 (2421,8)

Tabelle 2.6.1: EC5o-Werte der spezifischen Lyse durch HBV-spezifische T-Zell-Rezeptoren nach Trans-
duktion in CD8" bzw. CD4" T-Zellen. Die mittlere effektive Konzentration (EC5o) beschreibt in diesem Fall die
Peptid-Konzentration in nM, bei der die Hélfte der Zielzellen spezifisch lysiert wurde. Bei Bestimmung der spezifischen
Lyse von T-Zellen spricht man hier auch von der halbmaximalen Lyse. Mit dem Programm Graphpad Prism wurden
mittels nicht linearer Regression Kurven zu den Rohdaten und daraus die EC50—Werte berechnet (Kurven nicht
dargestellt). Vereinfacht entspricht dies folgender Formel:

ECSO __ (maximaler Anteil an lysierten Zielzellen) —(Anteil an spontanen unspezifisch lysierten Zielzellen)

Ansonsten zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede zwischen den S20-spezifischen T-Zell-
Rezeptoren bis auf den TZR G6, der in den CD41 T-Zellen die schwichste Antwort mit einem
ECs50-Wert von 2924 nM aufwies.

Bei den S172-spezifischen T-Zell-Rezeptoren zeigten sich nach Transduktion in CD8' T-Zellen
keine wesentlichen Unterschiede hinsichtlich ihrer funktionellen Aviditat (s. Abb. ¢). In den
transduzierten CD4" T-Zellen war sowohl bei der Betrachtung der Kurvenverliufe, als auch der
ECs50-Werte der TZR WL12 der avidere TZR im Vergleich zu WL31. So war die ECgg des T-
Zell-Rezeptoren WL12 in CD4"mit 1,26 nM um das knapp 6000 -fache niedriger als die ECyy des
T-Zell-Rezeptoren WL31 mit 7264 nM, welches mit dem raschen Abfallen der spezifischen Lyse des
TZR WL31 in Abbildung ¢ iibereinstimmt.

Zusammenfassend eliminierten T-Zellen, die mit unseren HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren
transduziert worden waren, spezifisch Zielzellen, die mit HBV-Peptiden im nanomolaren Bereich
beladen worden waren. Dabei wurden nicht nur CD8% T-Zellen in hoch avide HBV-spezifische
zytotoxische Effektorzellen umgewandelt, sondern auch CD4% T-Zellen wiesen eine zytotoxische

Effektorantwort auf, wenn auch geringer als in den CD8" T-Zellen.
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2.6.3 Erkennung von endogen prozessierten HBV-Peptiden

In den letzten Kapiteln konnte gezeigt werden, dass der Transfer der isolierten HBV-spezifischen T-
Zell-Rezeptoren in T-Zellen sowohl zu einer polyfunktionalen als auch zytotoxischen T-Zell-Antwort
fithrt. Die Zielzellen waren dabei immer TAP-defiziente T2-Zellen, welche mit synthetisierten
HBV-Peptiden beladen worden waren und eine hohe HLA-A*02:01 Expression aufwiesen. Um

zu tberpriifen, ob die verwendeten HBV-Peptide in HBV-infizierten Zellen mittels endogener
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Abb. 2.6.3: Erkennung von endogen prozessierten HBV-Peptiden durch transduzierte C18-spezifische
CDS8" bzw. CD4" T-Zellen. Die C18-spezifischen transduzierten CD8" bzw. CD4" T-Zellen wurden mit abneh-
menden Effektor- zu Zielzellverhiltnissen mit HBV' HepG2.2.15 bzw. HBV ™ HepG2 (Daten nicht gezeigt) fiir 72 h
inkubiert. Zuvor waren die Hepatomazelllinien fiir einen Zeitraum von mindestens 10 Tagen ausdifferenziert worden. a)
Anschlieflend wurde die spezifische Lyse der Hepatomazellen indirekt iiber einen XTT-Assay bestimmt und b) aus den
Kokulturiiberstinden ein IFN-y-ELISA durchgefiihrt. Die x-Achse gibt das Effektor-(TZR* CD8' bzw. TZRT CD4*
T-Zellen) zu Zielzellverhiltnis an. Farbkodierung der T-Zell-Rezeptoren siehe Legende. Es sind die Mittelwerte mit
+/- SEM der Kokultur-Triplikate angegeben (modifiziert und ergénzt um die Daten des TZR C_AB nach Wisskirchen,
Metzger et al., 2017).

45



KAPITEL 2. ERGEBNISSE

Prozessierung auf dem HLA-A2-Komplex prisentiert werden und durch HBV-spezifische T-Zellen
erkannt werden, wurde eine Kokultur der transduzierten CD8' bzw. CD41T T-Zellen mit der
Hepatomazelllinie HepG2.2.15 durchgefiihrt. Aufgrund der Integration des HBV-Genoms produziert
die HepG2.2.15 Zellinie infektitses HBV, des Weiteren ist sie HLA-A*02:01% (Sells et al., 1987).
Neben der endogenen Prozessierung der HBV-Proteine und Beladung des MHC I, spiegelt dieses
Modell im Vergleich zu den T2-Zellen die geringere MHC-I- bzw. Peptid-MHC-I-Konzentration
an der Zelloberfliche von Leberzellen besser wieder. Die Hepatomazelllinie HepG2, in der kein
HBYV repliziert wird, wurde als Negativkontrolle verwendet. Nach 72h wurde die Kokultur beendet
und die Viabilitdt der Hepatomazellen mit Hilfe des XTT-Tests bestimmt, aus der dann indirekt
der Prozentsatz an spezifisch lysierten Hepatomazellen berechnet wurde. Die folgenden Daten zur
HepG2/HepG2.2.15 Kokultur wurden mit Ausnahme der Daten bzgl. des TZR C_AB und des TZR
S_AB bereits in Wisskirchen, Metzger et al., 2017 vertffentlicht.

Es wurde fiir alle C18-spezifischen T-Zell-Rezeptoren eine spezifische Lyse von HBV™ HepG2.2.15
Zellen und eine deutliche IFN-vy-Sekretion nach Transduktion der Rezeptoren in CD8" T-Zellen
festgestellt (s. Abb. [2.6.3). Im Vergleich mit den S20-spezifischen T-Zell-Rezeptoren (s. Abb.
2.6.4) waren die C18-spezifischen CD8" T-Zellen sensitiver. Die C18-spezifischen CD81 T-Zellen
produzierten zwischen 1000-6000 pg/ml bei einem Effektor- zu Zielzellverhiltnis von 1:243, wéihrend
die S20-spezifischen CD8" T-Zellen nur bis zu einem Effektor- zu Zielzellverhiltnis von 1:81 eine
vergleichbar hohe IFN-y-Produktion sezernierten. Die mit den C18-spezifischen T-Zell-Rezeptoren
5E, 7D, FLP122 sowie C_AB transduzierten CD8" T-Zellen lysierten bis zu einem Effektor- zu
Zielzellverhiltnis von 1:27 und maximal zwischen 60-80 % Zielzellen (s. Abb. a). Die mit dem
TZR 6K transduzierten CD8" T-Zellen fiihrten zur schwiichsten zytotoxischen Antwort in den
C18-sperzifischen T-Zellen (s. Abb. a), allerdings produzierten sie am meisten IFN-v (s. Abb.
b). Fiir die T-Zell-Rezeptoren FLP122 und FLP14 transduziert in CD4% T-Zellen konnte
keine spezifische Lyse oder Zytokinproduktion nach Kokultur mit den HepG2.2.15 Hepatomazellen
erreicht werden. T-Zellen, die mit den T-Zell-Rezeptoren 6K und 5E transduziert wurden, lysierten
bis zu einem Effektor- zu Zielzellverhiltnis von 1:9 60 % der Zielzellen und wiesen somit die beste
zytotoxische Antwort unter den C18-spezifischen CD4" T-Zellen auf (s. Abb. a). Am meisten
IFN-v produzierten ebenfalls die mit dem TZR 6K transduzierten CD4" T-Zellen, die bei einem
Effektor- zu Zielzellverhéltnis von 1:81 iiber 7500 pg/ml IFN-v produzierten. Sie produzierten damit
mehr als das fiinffache an IFN-+ als die anderen C18-spezifischen T-Zell-Rezeptoren. In der Kokultur
mit den HepG2-Zellen als Negativkontrolle konnte sowohl fiir die CD8 als auch die CD4" T-Zellen
keine spezifische Lyse und auch keine vermehrte IFN-y-Sekretion im Uberstand detektiert werden

(Daten nicht gezeigt).

Bei den S20-spezifischen T-Zell-Rezeptoren war im XTT-Assay eine dosisunabhéingige Hintergrund-
lyse sowohl in der Kokultur mit den HepG2.2.15 (s. Abb. a) als auch mit den HepG2 (Daten
nicht gezeigt) zu verzeichnen. Da keine unspezifische IFN-y-Produktion vorlag, ist der Hintergrund
nicht durch eine T-Zell-Aktivierung sondern am ehesten im Rahmen eines technischen Fehlers
oder einer anderweitigen Beeintrichtigung der Viabilitét der Zielzellen zu erkliren (s. Abb.
b). Die mit den S20-spezifischen T-Zell-Rezeptoren transduzierten CD8" T-Zellen erreichten eine
spezifische Lyse von ca. 80-90 % der HBV*™ Hepatomazellen. Bei einem Effektor:Zielzell-Verhiltnis
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Abb. 2.6.4: Erkennung von endogen prozessierten HBV-Peptiden durch transduzierte S20-spezifische
CD8" bzw. CD4" T-Zellen. Transduzierte CD8" bzw. CD4" T-Zellen wurden in unterschiedlichen Effektor-
zu Zielzellverhiltnissen mit HBV' HepG2.2.15 bzw. HBV™ HepG2 fiir 72 h inkubiert. a) Nach 72h wurde die
spezifische Lyse der Hepatomazellen indirekt iiber einen XTT-Assay bestimmt und b) aus den Kokulturiibersténden
ein IFN-y-ELISA durchgefiihrt. Farbkodierung der T-Zell-Rezeptoren siehe Legende. Es sind die Mittelwerte mit +/-
SEM der Kokultur-Triplikate angegeben (modifiziert und ergéinzt um die Daten des TZR S_AB nach Wisskirchen,
Metzger et al., 2017).

von 1:9 wiesen nur noch die CD8T T-Zellen, die mit den T-Zell-Rezeptoren 4G und D1 transduziert
worden waren, eine spezifische Lyse iiber 80 % der Zielzellen auf und waren somit die sensitivs-
ten S20-spezifischen T-Zellen (s. Abb. a). Bei einem Effektor- zu Zielzellverhéltnis von 1:81
sezernierten die mit dem TZR 4G transduzierten CD8' T-Zellen iiber 1500 pg/ml, wihrend die
mit den restlichen S20-spezifischen T-Zell-Rezeptoren transduzierten T-Zellen unter 1000 pg/ml
IFN-v sezernierten (s. Abb. b). Fiir die S20-spezifischen T-Zell-Rezeptoren in CD4" T-Zellen
war keine spezifische Lyse der Hep(G2.2.15 zu erkennen, moglicherweise aufgrund einer zu hohen
Hintergrundlyse. Betrachtet man die IFN-y-ELISA Ergebnisse wurden zumindest die mit dem TZR
4G transduzierten CD4" T-Zellen bis zu einem Effektor- zu Zielzellverhiltnis von 1:9 aktiviert und
produzierten maximal bis zu 10000 pg/ml IFN-vy (s. Abb. b).

In der Kokultur der HepG2.2.15 mit den transduzierten S172-spezifischen CD4" und CD8" T-Zellen
konnte keine spezifische Lyse festgestellt werden (s. Abb. a). Im IFN-y-ELISA zeigte sich eine

47



KAPITEL 2. ERGEBNISSE

a) CD8* T cells CD4* T cells
100 100 -
X 80- T 80+
2 60 2
27 2 %7
O O
S 40 S 40+
[&] (&)
8 20- 8 20-
) v ) /‘
O IK T T ,\I T T ,\I 0 T T T I\I T T T ,\I
N D> ) N G-) ) N 5 O N G O
[N NOAE N AN - DPN SO R ) Ne NSNS A D A Y B
NG o \'{," N{'\ \{»\ NG N* '\"‘L \f.\ \{1'\
E:T E:T
b) CD8* T cells CD4* T cells
100+ 100 -
— 80+ — 804
5 £
S 60 S 60
K= =
> 404 > 404
z z
- 209 - 209 &h;;.—!:;:,%,
0 T T T ,\I T T T ,\I O T T T '\I T T T '\I
N e (+.) N G O N 3] ) N el O
ARG P ) NS NS N LD D 0 B
NSNS RO 8 R \'15‘ N RP A »\'i"\

- WL12 % WL31

Abb. 2.6.5: Erkennung von endogen prozessierten HBV-Peptiden durch transduzierte S172-spezifische
CDS8" bzw. CD4"-Zellen T-Zellen. Transduzierte CD8" bzw. CD4™ T-Zellen wurden in unterschiedlichen Effektor-
zu Zielzellverhiltnissen mit HBV' HepG2.2.15 bzw. HBV ™ HepG2 (Daten nicht gezeigt) fiir 72 h inkubiert. a) Nach
72h wurde die spezifische Lyse der Hepatomazellen indirekt iiber einen XTT-Assay bestimmt und b) aus den
Kokulturiiberstéanden eines IFN-y-ELISA durchgefiihrt. Farbkodierung der T-Zell-Rezeptoren siehe Legende. Es sind
die Mittelwerte mit +/- SEM der Kokultur-Triplikate angegeben (modifiziert nach Wisskirchen, Metzger et al., 2017).

geringe Erhohung von IFN-v bis zu einem Effektor- zu Zielzellverhiltnis von 1:9 (s. Abb. b).
Diese war im Vergleich zu den IFN-+-Konzentrationen, die in den Kokulturen mit den C18 bzw.
S20-spezifischen T-Zell-Rezeptoren gemessen wurde, minimal, sodass eine geringfiigige Aktivierung
der S172-spezifischen T-Zellen nicht auszuschlielen ist, aber nicht fiir eine adéquate Effektorantwort

mit spezifischer Lyse der Zielzellen reichte.

Zur Klarung, ob nur in der HepG2.2.15-Kokultur das S172-Peptid nicht erkannt wurde oder ob
es generell in humanen Hepatozyten nicht zu einer ausreichenden Prisentation des S172-Peptids
kommt, kokultivierten wir T-Zellen mit der humanen Hepatomalinie HepaRG und iiberpriiften an-
schlieflend die Viabilitét der HepaRG-Zellen mittels XTT und bestimmten die IFN-y-Konzentration
im Uberstand mittels ELISA (s. Abb. . Da HepaRG nicht HLA-A*02:017" sind, wurde durch
Christina Dargels aus unserem Labor eine HLA-A*02:01" HepaRG-Zelllinie per retroviraler Trans-
duktion geschaffen. Die folgenden Daten wurden noch nicht verdffentlicht. Als Effektorzellen wurden
humane CD3* T-Zellen benutzt, die mit den drei T-Zell-Rezeptoren 5E, 4G und WL12 transduziert
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Abb. 2.6.6: Erkennung von HBV-infizierten Zellen durch HBV-spezifische TZR-transduzierte T-Zellen.
HepaRG-Zellen wurden nach Ausdifferenzierung mit HBV infiziert. Nach weiteren 20 Tagen wurden HBV-infizierte
HLA-A*02:017 HepaRG-Zellen mit CD3% T-Zellen, welche mit den drei T-Zell-Rezeptoren 5E, 4G und WL12
zuvor transduziert worden waren, firr 72h in einer Kokultur angesetzt. Pro TZR wurden 4 x 10* TZR™ CD3*
Effektorzellen mit HLA-A*02:01" HBV infizierten (HBV™) HepaRG-Zellen kokultiviert. Als Negativkontrolle dienten
HBV* HLA-A*0201~ bzw. HBV™ HLA-A*02:017 HepaRG-Zellen. Nach 24 h wurde Uberstand fiir einen IFN-y-ELISA
abgenommen (a) und nach 72h wurde die Viabilitit der XTT-Assay durchgefiihrt (b). Es sind die Mittelwerte + /-
SEM der Kokultur-Triplikate angegeben mit Ausnahme fiir den TZR 4G bei dem pro Kokultur nur ein Unikat
angesetzt worden war.

worden waren. Die IFN-y-Konzentration war nach 24 h Kokultur fiir den S20-spezifischen TZR
4G und den S172-spezifischen TZR WL12 im Vergleich zu den Negativkontrollen erhoht, fiir den
C18-spezifischen TZR 5E zeigte sich kein eindeutiger Unterschied zur Negativkontrolle (s. Abb.
a). In einem XTT-Assay nach 72h ist allerdings keine Reduktion in der Viabilitét der mit HBV
infizierten Zielzellen nach Kokultur mit den Effektorzellen zu erkennen (s. Abb. b). Dies ist
wahrscheinlich durch die geringe Anzahl an HBV-infizierten HepaRG zu erkliaren. In Anbetracht
der geringen Infektionsrate ist die Sekretion von IFN-v fiir die TZR 4G und WL12 am ehesten im
Rahmen einer spezifischen T-Zell-Aktivierung zu sehen und weist somit darauthin, dass auch das
S172-Peptid per endogener Prozessierung auf dem HLA-A*02:01 Molekiil prisentiert wird, allerdings
nur in HepaRG-Zellen und nicht in HepG2.2.15. In einer erneuten Wiederholung der Kokultur mit
HBV-infizierten HepaRG konnte Karin Wisskirchen die Erkennung des S172-Peptid und damit die
endogene Prozessierung in HepaRG erneute bestéitigen und auch eine Aktivierung von T-Zellen, die
mit dem TZR 5E transduziert waren, nach Kokultur mit HBV+ HepaRG nachweisen (Wisskirchen
etal., 2017).
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2.6.4 Vergleich der MHC-Restriktion der HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren

Bei der Verwendung natiirlicher T-Zell-Rezeptoren in der adoptiven T-Zell-Therapie ist ein limi-
tierender Faktor die MHC-Restriktion. In unserem Fall wurden die T-Zell-Rezeptoren aus HLA-
A*02:01" Kaukasiern gewonnen, da dies in der europiischen Bevolkerungen einer der hiufigsten
HLA-Molekiile ist und somit unsere HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren fiir viele européiische

Patienten zur Verfiigungen stehen wiirden. In anderen Regionen mit hoherer HBV-Privalenz, wie
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Abb. 2.6.7: Erkennung von unterschiedlichen HLA-A*02-Subtypen durch die HBV-spezifischen T-Zell-
Rezeptoren. Dazu wurden fiir die a) C18-spezifischen b) S20-spezifischen und ¢) S172-spezifischen T-Zell-Rezeptoren
Kokulturen mit den 12 lymphoblastoiden Zelllinien, die unterschiedliche HLA-A*02-Subtypen exprimieren, angesetzt.
Die lymphoblastoiden Zellen wurden mit 1 M des jeweiligen spezifischen HBV-Peptids beladen und mit 2 x 10*
transduzierten CD8' T-Zellen bei einem Effektor:Zielzell-Verhiltnis von 1:1 inkubiert. Nach 4-stiindiger Kokultur
wurde aus dem Uberstand die IFN-y-Konzentration mittels ELISA bestimmt. Da alle HBV-spezifischen T-Zell-
Rezeptoren aus HLA-A*02:01" Spendern isoliert worden waren, wurde zur besseren Vergleichsmdglichkeit, pro TZR
die IFN-+-Sekretion der jeweiligen HLA-A2-Subtypen ins prozentuale Verhéltnis zur IFN-+-Sekretion der HLA-
A*02:01"7 LCL gesetzt (siehe y-Achse). Auf der x-Achse sind die HLA-A2-Subtypen angegeben. Daten sind als
Mittelwerte +/- SEM aus Triplikaten dargestellt (modifiziert nach Wisskirchen, Metzger et al., 2017).
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z.B. Asien oder Afrika ist HLA-A*02:01 allerdings weniger héufig, stattdessen sind z.B. in Asien die
HLA-A*02-Subtypen A*02:03, A*02:06 und A*02:07 hiufiger vertreten. Es wiire daher von Vorteil,
wenn ein TZR das spezifische HBV-Peptid auf moglichst vielen unterschiedlichen HLA-A2-Subtypen

erkennt, um potentiell bei vielen Menschen verwendet werden zu kénnen.

Es standen uns zwolf lymphoblastoide Zelllinien (LCL) mit unterschiedlichen HLA-A2-Subtypen
zur Verfiigung, welche mit den HBV-Peptiden beladen wurden und anschliefend mit den HBV-
spezifischen transduzierten CD8F T-Zellen fiir 72h inkubiert wurden. Aus dem Uberstand der
Kokultur wurde anschlieflend die IFN-v-Konzentration mittels ELISA bestimmt und in Relation zu
der IFN-+-Konzentration der entsprechenden Kokultur mit der HLA-A*02:01" LCL gesetzt. Die
folgenden Daten beziiglich der LCL-Kokultur wurden bereits in Wisskirchen, Metzger et al., 2017

veroffentlicht.

Auf den HLA-A*02-Subtypen A*02:01, A*02:04, A*02:05, A*02:07 und A*02:09 prisentiert, wurde
das C18-Peptid von allen transduzierten C18-spezifischen CD8% T-Zellen erkannt (s. Abb. a).
Von den C18-spezifischen T-Zell-Rezeptoren deckten die T-Zell-Rezeptoren 5E und FLP14 mit der
Erkennung des C18-Peptids auf 10 von 12 HLA-Subtypen am meisten HLA-A2-Subtypen ab. Des
Weiteren wurde das C18-Peptid auf 8/12 HLA-A2-Subtypen durch die T-Zell-Rezeptoren FLP122
und 7D und auf 7/12 durch den TZR 6K erkannt. Fiir die S20-spezifischen T-Zell-Rezeptoren war die
durchschnittliche Erkennungsrate der HLA-A*02-Subtypen mit im Mittel 5 HLA-Subtypen pro TZR
geringer als bei den C18-spezifischen T-Zell-Rezeptoren mit im Mittel 8 HLA-Subtypen pro TZR.
Von allen vier S20-spezifischen T-Zell-Rezeptoren wurde das S20-Peptid nur auf den HLA-A*02-
Subtypen A*02:01, A*02:05, A*02:07 und A*02:09 erkannt (s. Abb. b). Der TZR 4G erkannte
das S20-Peptid auf 8/12 der HLA-A2-Subtypen und war damit nicht nur funktionell, sondern auch
in der HLA-A2-Subtypen-Erkennung, der beste S20-spezifische TZR. Zugleich war die TZR 4G
auch der einzige HBV-spezifische TZR der ein HBV-Peptid auf der A*02:03" lymphoblastoiden
Zelllinie erkannte. Die mit den T-Zell-Rezeptoren G6 und D1 transduzierten T-Zellen erkannten
das S20-Peptid auf 5/12 HLA-A2-Subtypen und der TZR FL6 auf 4/12 HLA-A2-Subtypen. Das
S172-Peptid wurde von dem TZR WL31 auf 8/12 HLA-A2-Subtypen und vom TZR WL12 auf 7/12
HLA-A2-Subtypen erkannt, dabei wurden sieben HLA-A2-Subtypen A*02:01, A*02:04, A*02:05,
A*02:06, A*02:07, A*02:09 und A*02:17 von beiden erkannt (s. Abb. ¢). Der TZR WL31
erkannt zusétzlich noch A*02:02" Zellen.

Zusammengefasst wurden bis auf den HLA-Subtyp A*02:08 alle getesteten HLA-A2-Subtypen durch
mindestens einen unserer HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren erkannt und riefen eine spezifische
IFN-v-Sekretion hervor (s. Abb. c).

Um besser einschétzen zu kénnen, wieviele Menschen unter Beachtung der HLA-Restriktion weltweit
gesehen fiir eine T-Zell-Therapie mit unseren HBV-spezifischen T-Zell potentiell geeignet wéren,
wurde die Haufigkeit und das Vorkommen der von unseren HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren
erkannten HLA-A2-Subtypen in verschiedenen Populationen bestimmt (s. Abb. a-c). Es
wurde hierzu mittels des ,,population coverage® Analysetools (Bui et al., |2006) von der Website
www.iedb.org (IEDB, [2020)) fiir verschiedene Populationen berechnet, welcher prozentuale Anteil der
entsprechenden Population potentiell mindestens einen HLA-A2-Subtyp trigt, der von mindestens

einem unserer T-Zell-Rezeptoren erkannt wird (siche Kapitel . Dieser Wert wird als ,, population
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coverage“ bezeichnet. Die folgenden Daten, wenn nicht anders angegeben, sind zuvor noch nicht
veroffentlicht worden.

In Abbildung [2.6.§ a ist dabei fiir verschiedene Weltregionen dargestellt, wie hoch der prozentuale
Anteil an der Population in der entsprechenden Weltregion ist, der mindestens HLA-A2-Subtyp
besitzt, der von einem unserer T-Zell-Rezeptoren erkannt wird. In Abbildung b ist die
Genotypenfrequenz der einzelnen HLA-A2-Subtypen in den Weltregionen dargestellt. Weltweit
gesehen weisen nach der Analyse somit 44% der Weltbevolkerung einen HLA-A2-Subtyp auf, der
durch mindestens einen unserer T-Zell-Rezeptoren erkannt wird (s. Abb. a).

Die C18-spezifischen T-Zell-Rezeptoren FLP14 und 5E decken mit der Erkennung von 8 HLA-
Subtypen bereits 43,6 % der Weltbevélkerung ab (s. Abb. a und c¢). Von den S172-spezifischen
T-Zell-Rezeptoren ist der TZR WL31 durch die zusétzliche Erkennung des HLA-A*02:02 -Subtyps
mit 43,5 % der Beste. Bei den S20-spezifischen T-Zell-Rezeptoren deckt der Rezeptor 4G durch
die zusitzliche Erkennung der HLA-Subtypen A*02:03 und A*02:16 im Vergleich zu den anderen
S20-spezifischen T-Zell-Rezeptoren 42,7 % der Weltbevolkerung ab (s. Abb. a und c).

Wenn man die Weltregionen vergleicht, ist in Europa und Nordamerika der prozentuale Bevolkerungs-
anteil, der geeignet fiir eine adoptive T-Zell-Therapie mit unseren HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren
wire, mit im Durchschnitt 48,5 % bzw. 44 % am hoéchsten. Dabei gibt es auch keine wesentlichen Un-
terschiede zwischen den einzelnen T-Zell-Rezeptoren in diesen Regionen. In Ozeanien und Stidafrika
tragen hingegen im Durchschnitt nur 15 % der Bevélkerung einen HLA-A2-Subtypen, der durch un-
sere T-Zell-Rezeptoren erkannt wurde (s. Abb. a). Fir Afrika schneiden die T-Zell-Rezeptoren
am besten ab, die A*02:02 erkennen, d.h. die T-Zell-Rezeptoren FLP14, 5E, G6, 4G und WL31 (s.
Abb a und b). In Nordost- und Siidostasien sind die HLA-A*02:03, A*02:06 und A*02:07 im
Vergleich zu anderen Weltregionen vermehrt vorhanden. Der Rezeptor 4G kann durch Erkennung
des HLA-A*02:03 in den Weltregionen Nordost- und Siidostasien den grofiten Bevilkerungsanteil
abdecken. An zweiter Stelle stehen die C18-spezifischen T-Zell-Rezeptoren FLP14, FLP122 und 5E
und die S172-spezifischen T-Zell-Rezeptoren, die im Vergleich zu den anderen HBV-spezifischen
T-Zell-Rezeptoren den A*02:06 Subtyp erkennen (s. Abb. aund b). Auch in Ostasien (Mongolei,
Japan und Siidkorea) ist die Erkennung der HLA-Subtypen A*02:06 von Bedeutung. Durch dessen
Erkennung konnten die T-Zell-Rezeptoren FLP14, FLP122, 5E sowie WL12 und WL31 in ca. 10 %
mehr Menschen theoretisch eingesetzt werden. Der HLA-Subtyp HLA-A*02:03 scheint hier weniger
relevant zu sein (s. Abb. a und b).

Zusammenfassend wiren nach diesen Berechnungen iiber 40 % der Weltbevolkerung mit unseren
HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren behandelbar, wiirde eine Infektion mit einem erkannten HBV-
Genotyp vorliegen. Selbst in Weltregionen in denen HLA-A*02:01 nicht so hiufig wie in Europa
und Nordamerika vorhanden ist, kann durch die zusétzliche Erkennung der getesteten HLA-A*(2-
Subtypen ein betréchtlicher Teil der Populationen theoretisch mit unseren HBV-spezifischen T-Zell-

Rezeptoren behandelt werden.
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5E 1 N 0 1 10 43,6% 48,9% 50,9% 32,7% 35,6% 35,3% 34,9%
6K 0o 0 0 n 7 41,6% 48,4% 504% 23,1% 29,7% 30,0% 29,1%
7D 0 0 0 0 1 1 8 41,7% 48,4% 50,4% 23,1% 30,0% 30,0% 29,4%
G6 0 0 0 00 5 41,5% 48,2% 50,4% 31,6% 29,6% 30,0% 29,0%
FL6 0 001 0 10 0 0 4 41,1% 48,1% 50,3% 22,7% 29,4% 29.97% 28,5%
4G 0 0 0 - 8 42,7% 48,3% 50,4% 32,4% 39,0% 38,9% 38,1%
D1 0 0 0 0 5 41,5% 48,2% 50,3% 22,7% 29,7% 30,0% 29,0%
1 0 00 8 43,5% 48,9% 509% 43,5% 35,3% 35,2% 34,6%
1 0 0 0 7 43,1% 48,8% 50,8% 23,9% 35,1% 35,2% 34,2%

Abb. 2.6.8: Hiufigkeit und Vorkommen der von unseren HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren erkann-
ten HLA-A2-Subtypen in der Weltbevélkerung. Mit dem Analysetool ,,population coverage* der Website
www.iedb.org (Bui etal., wurde fiir verschiedene Populationen berechnet, welcher prozentuale Anteil der
Bevolkerung mindestens einen HLA-A2-Subtyp tréigt, der von mindestens einem unserer T-Zell-Rezeptoren erkannt
wird und somit potentiell fiir eine T-Zell-Therapie infrage kommen kénnte, sollte eine chronische Hepatitis B Infektion
mit einem erkannten Genotyp vorliegen. a) Darstellung des prozentualen Anteils der Bevolkerung innerhalb von
Weltregionen, die mindestens einen HLA-A2-Subtyp besitzen, der durch den jeweiligen HBV-spezifischen T-Zell-
Rezeptor erkannt wird. b) Darstellung der Genotypenfrequenz (%) der einzelnen HLA-A2-Subtypen in den jeweiligen
Weltregionen (Daten aus Analysetool ., population coverage* der Website www.iedb.org). ¢) Tabellarische Darstellung
der HLA-A2-Subtypen, die von einem TZR erkannt werden und der prozentuale Anteil pro Bevélkerungspopulation,
der mindestens einen der aufgefithrten HLA-A2-Subtypen trigt. 1 = TZR erkennt entsprechendes HBV-Peptid
der zwei Genotypen A/D auf HLA-Subtyp, 2 = TZR erkennt zusitzlich die entsprechende Peptid-Varianten (C18:
FLPSDFFPSI, S20: FLLTKILTI, S172: WLSLLVQFV) auf dem HLA-Subtyp (Daten aus Wisskirchen et al.,
iibernommen), 0 = HLA-Subtyp wird nicht erkannt.
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2.6.4.1 Kalkulation der Anzahl von potentiell mit unseren HBV-spezifischen T-Zell-

Rezeptoren therapierbaren chronisch HBV-Infizierten

Um eine genauere Vorstellung hinsichtlich der Anzahl von Patienten mit einer chronischen Hepatitis
B (CHB) zu erhalten, die mit unseren HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren behandelt werden
konnten, wurde ergénzend eine Modellrechnung durchgefiihrt. In dieser wurde die Haufigkeit der
zur Erkennung notwendigen HLA-Subtypen sowie die HBV-Genotypen-Verteilung unter chronisch

HBV-Infizierten pro Land mit einbezogen. Die folgenden Daten sind noch nicht veré6ffentlicht worden.

a)

172-180

HBV A KP234051
HBV B GQ205440
HBV C KP017269
HBV D KP322600
HBV E KX186584
HBV F KY476322

HBV A KP234051
HBV B GQ205440
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Abb. 2.6.9: Erkennung von HBV-Genotypen auf HLA-A2-Subtypen. Es liegen genotypische Variationen in
der Peptidsequenz der HBV-Peptide C18, 520 und S172 vor (Desmond et al., [2008). In a) ist ein Alignment der als
Referenz verwendeten Peptidsequenzen der HBV-Genotypen A-F fiir die Peptide C18, S20 und S172 mit Angabe der
Genbank Accession Number aufgefithrt. Die AS, die sich vom Genotyp A/D unterscheiden, sind rot markiert. Basierend
auf den experimentellen Ergebnissen aus Kapitel [2.6.4] und den von Karin Wisskirchen ergéinzten Untersuchungen
hinsichtlich der Erkennung der Peptid-Varianten (C18: FLPSDFFPSI, S20: FLLTKILTI, S172: WLSLLVQFV)
(Wisskirchen et al., ist in b) pro Genotyp (hellgraue Késtchen) aufgefithrt, auf welchen HLA-Subtypen die
TZR-Rezeptoren die HBV-Peptid-Varianten erkennen (farbig markierte Quadrate).

Die Miteinbeziehung der HBV-Genotypen ist notwendig, da fiir die verwendeten Epitope (C18, S20
und S172) genotypische Variationen und Polymorphismen in der Peptidsequenz vorliegen und damit
die Erkennung des Peptids eingeschrénkt sein kann (Desmond et al., 2008). Zudem gibt es deutliche
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Unterschiede in der geographischen Verteilung der HBV-Genotypen (Velkov et al., . Es wurden
die Genotypen A-F mit einbezogen, die weltweit gesehen ca. 97 % aller HBV-Infektionen ausmachen
(Velkov et al., [2018). Die in Abb. a) abgebildeten Peptidesequenzen der Genotypen A-F fiir
die Peptide C18, S20 und S172 wurden als Referenz verwendet, seltenere Polymorphismen wurden

nicht beachtet. Basierend auf den Referenzsequenzen wurde dann pro Genotyp festgestellt, welche
HLA-Subtypen durch mindestens einen TZR erkannt werden (s. Abb. b).

a)

~

number of
calculated
HBV+HLA-A*02:xx*
patients (*103) per
country

~l= 2500

HLA-A*02:xx-subtypes
recognized by at least one - 1500
HBV-specific TCR
prosening popldee ot . o ~ -1 1000
04, :05, :06, :07, :09, :10, :16, ) J I—l 500
17
%%nt.)(tJ);P?Og: (117 :02, :04, :05, v ‘ :fH:.%—Data
genotype C: :01, :02, :03, :04, 4 in IEDB Tool
:05, :06, :07, :09, :16, :17 € availabel
genotype E/F: :01, :02, :04, Unterstiitzt von Bing
:05, :086, :07, :09, :10, :16, :17 © GeoNames, Microsoft, Navinfo, TomTom
b) China 29408  Mali 772 Tunisia 246 Cuba 57

India 4405 Burkina Faso 763 Argentina 148 Austria 50

Vietnam 3188 South Africa 711 Bulgaria 144 Portugal 49

Philippines 2530 Italy 641 Morocco 120 Zambia 45

Thailand 1961 Zimbabwe 591 Mongolia 115 Mexico 44

Russia 1630 Senegal 570 Colombia 111 Chile 36

Turkey 1570 Japan 526 Oman 103 Jordan 35

Uganda 1250 Brazil 523 Venezuela 93 Belgium 33

Sudan 1203 Peru 494 Malaysia 85 Australia 27

Pakistan 1064 Saudi Arabia 428 Poland 79 Israel 25

South Korea 1026 United States 388 Spain 78 Sweden 21

Indonesia 1011 Romania 364 Czech Republic 69 Croatia 20

Kenya 834 Iran 310 Sri Lanka 67 UK 3

Cameroon 815 Germany 285 France 63 Ireland 1

Abb. 2.6.10: Anzahl von CHB-Patienten, die fiir eine adoptive T-Zell-Therapie mit unseren HBV-
spezifischen T-Zell-Rezeptoren potentiell in Frage kommen. Mit dem Tool , population coverage“ der
Website www.iedb.org (Bui et al., wurde fiir die farbig dargestellten Lander berechnet, welcher Prozensatz der
Bevolkerung mindestens einen HLA-A2-Subtyp triigt, auf dem mindestens eines der verwendeten HBV-Peptid (C18,
S20 oder S172) der Genotypen A-F nach experimentellen Daten erkannt wird (s. Abb. und bzgl. der Erkennung
der Peptidvarianten s. Wisskirchen et al., . Es wurde nach folgender Formel die Anzahl an CHB Patienten pro
Land berechnet (nCH B for ACT), die potentiell fiir eine adoptive T-Zell-Therapie mit unseren HBV-spezifischen
T-Zell-Rezeptoren in Betracht kommen wiirden.

nCHB for ACT _ (nCHB(A) + nCHB(D)) *pA/D + nCHB(B) «pP + nCHB(C)) *pC + (nCHB(E) _|_nCHB(F)) *pE/F

nCHB(@®) — Angahl Infizierter mit HBV-Genotyp x (x = A, B, C, D, E oder F), p® = prozentualer An-
teil der Bevolkerung des Landes, die einen HLA-Subtypen tragen, der, wenn er das entsprechende HBV-Peptid
der HBV-Genotypen (z= Genotypen A/D, B, C oder E/F) présentiert durch mindestens einen HBV-spezifischen
T-Zell-Rezeptor erkannt werden wiirde. Die Daten beziiglich der Anzahl von CHB-Patienten des entsprechenden
HBV-Genotyps pro Land wurde aus Velkov et al., iibernommen. a) Die berechnete Anzahl an CHB-Patienten
pro Land, die mit unseren HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren behandelt werden kénnte, wurde graphisch auf einer
Weltkarte dargestellt. In b) ist tabellarisch pro Land die berechnete Patientenanzahl (*10%) angegeben.
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Zur Berechnung wurde die Anzahl der mit den Genotypen A—F infizierten Patienten pro Land (Daten
aus Velkov et al., |2018) mit dem im ,,population coverage“ Analysetool berechneten prozentualen
Anteil der Bevolkerung, die mindestens einen HLA-Subtyp tragen, auf den das entsprechende
HBV-Peptid des Genotypen A—F von mindestens einem unserer T-Zell-Rezeptoren erkannt wird,
multipliziert (siehe Kapitel zur genaueren Vorgehensweise). Die anhand dieser Modellrechnung
kalkulierte Anzahl an Patienten pro Land, die mit einem der HBV-Genotyp A-F infiziert sind
und seinen HLA-Subtypen tragen, der von mindestens einem unserer HBV-spezifischen T-Zell-
Rezeptoren erkannt wird, wurde dann auf einer Weltkarte graphisch dargestellt (s. Abb.
a) und die berechnete Patientenanzahl pro Land tabellarisch aufgefiihrt (s. Abb. b). Die
meisten chronisch HBV-Infizierten, die fiir eine adoptive T-Zell-Therapie nach dieser Kalkulation
in Betracht kommen konnten, sind mit 29 Millionen in China vorzufinden, gefolgt von Indien
mit ca. 4,4 Millionen chronisch HBV-Infizierten die einen HLA-A*02-Subtyp tragen, der durch
mindestens einen unserer Rezeptoren erkannt wird (s. Abb. b). In absteigender Reihenfolge
sind in den Léndern Vietnam, Philippinen, Russland, Tiirkei, Thailand, Uganda, Sudan, Pakistan
und Siidkorea schitzungsweise zwischen 3,2 Millionen (Vietnam) und 1 Million (Stidkorea) CHB-
Patienten potentiell nach dieser Berechnung geeignet fiir eine adoptive T-Zell-Therapie mit unseren
T-Zell-Rezeptoren. Deutschland steht mit 285 000 HBV™ Patienten an 28. Stelle.

Es ist eine vereinfachte Modellrechnung und die Zahlen sind daher unter Vorbehalt zu betrachten.
Es wird aber deutlich, dass trotz HLA-Restriktion unserer T-Zell-Rezeptoren mehrere Millionen
CHB-Patienten mit diesen behandelte werden kénnten, sollte sich die adoptive T-Zell-Therapie fiir
die Hepatitis B im klinischen Alltag etablieren.
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2.7 Expressionsanalyse und Testung der HBV-spezifischen T-Zell-

Rezeptoren auf Funktionalitit in murinen T-Zellen

Nach der in vitro Testung der HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren in humanen Zellen ist ein weiterer
Schritt die in vivo Testung des adoptiven T-Zell-Transfers in einem HBV-Mausmodell.

Dafiir musste ein neuer Mausstamm geziichtet werden, in dem sich das HBV repliziert und in
dem das humane HLA-A*02:01 exprimiert wird. Hierzu wurde die Mauslinie HBV1.3 (Guidotti
etal., [1995), welche das HBV-Genom als Transgen besitzt, mit der Mauslinie HHD2 (Pascolo
et al., [1997) gekreuzt, die ein modifiziertes humanes HLA-A2.01 Molekiil als Transgen exprimiert,
,HHD*“ genannt. Bei der HHD2-Mauslinie liegt ebenfalls ein Doppel-Knockout des dominanten
murinen H-2DP-Molekiils und des murinen 3-Mikroglobulins vor. Die Kreuzung der neuen Mauslinie
HBV-A2 wurde bereits von Karin Wisskirchen in ihrer Dissertation beschrieben und wihrend meiner
Laborzeit weiter gefiihrt (Krebs, [2011]).

Vor den aufwendigen in vivo Versuchen sollte festgestellt werden, ob die HBV-spezifischen T-Zell-
Rezeptoren auch die entsprechenden HBV-Peptide auf dem modifizierten HLA-A*02:01-Molekiil

,HHD* erkennen. (Die folgenden Daten sind noch nicht veréffentlicht worden)

2.7.1 Expression der HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren in murinen T-Zellen

Beim T-Zell-Transfer in das HBVtg/HHDtg Mausmodell miissen transduzierte murine T-Zellen,
die zuvor aus Milzen anderer M&use isoliert wurden, als Effektorzellen verwendet werden. Deshalb
sollte zunéchst getestet werden, ob und wie gut die HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren in murinen
T-Zellen exprimiert werden und ob sie diese in HBV-spezifische Effektorzellen umwandeln.

Das verwendete Transduktionsprotokoll unterschied sich zum Teil vom Transduktionsprotokoll fiir
humane T-Zellen. Statt der Verpackungszelllinie 293-T wurde die Plat-E-Zelllinie (Morita et al.,
2000) verwendet, die unter dem Promoter EF1« eine stabile Expression der Verpackungsproteine
gag-pol und env und eine effiziente Retrovirusproduktion erlaubt. Der damit produzierte Retrovirus
wurde zur Transduktion der murinen T-Zell-Linie B3Z und zur Transduktion von murinen T-Zellen,
die wir zuvor aus Milzen isoliert hatten, verwendet.

In Abbildung a ist die Frequenz der Streptamer™ CD8' B3Z Zellen dargestellt. Diese war bei
den T-Zell-Rezeptoren 6K, FLP14, 4G und WL12 mit iiber 60 % hoch, fiir die T-Zell-Rezeptoren
FLP122, 5E, D1, G6 und WL31 lag sie zwischen 20-60 % und fiir die T-Zell-Rezeptoren 7D, C_AB,
FL6, S_.AB war nur eine geringe bzw. gar keine Streptamerbindung zu erkennen. Dabei fiel auf,
dass die Fahigkeit der einzelnen T-Zell-Rezeptoren Streptamer zu binden sich in humanen CD4"
T-Zellen und murinen T-Zellen sehr &hnelte (siehe Kapitel [2.5).

Nachdem die T-Zell-Rezeptoren sich gut in der murinen T-Zell-Linie B3Z exprimieren lieflen, wurde
die Expression des C18-spezifischen TZR FLP14 in priméren murinen T-Zellen iiberpriift. Die
Abbildung b stellt den prozentualen Anteil an Streptamer™ primiren murinen T-Zellen nach
der ersten und zweiten Transduktion mit dem TZR FLP14 dar. Dabei waren nach der ersten
Transduktion 38 % der CD4" T-Zellen Streptamer™ und 26 % der CD8' T-Zellen Streptamer™.
Nach der 2. Transduktion verdoppelte sich die Transduktionsrate in den CD4" und CD8" T-Zellen.

Es konnte somit gezeigt werden, dass unsere HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren in der murinen T-
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Abb. 2.7.1: Expression der HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren in der murinen T-Zell-Linie B3Z und
in primiren murinen T-Zellen. Zur Transduktion muriner T-Zellen wurden Zellen der Verpackungszelllinie Plat-E
Zellen mit den optimierten T-Zell-Rezeptoren im MP71-Vektor transfiziert. Nach 48 h und 72h wurde der gewonnene
Retrovirus zur Transduktion von a) Zellen der murinen T-Zelllinie B3Z bzw. b) priméiren murinen T-Zellen, die
zuvor aus Milzen von CD45.17 Méusen isoliert worden waren, verwendet. Die Transduktionrate wurde mittels
Durchflusszytometrie nach Streptamer- und Antikérperfirbung gegen CD8 bestimmt.

Zell-Linie B3Z exprimiert werden, jedoch Unterschiede in der Bindung der spezifischen Streptamere
aufwiesen. Zudem konnte auch eine erfolgreiche Expression des C18-spezifischen TZR FLP14 in

primér murinen T-Zellen erreicht werden.

2.7.2 Erkennung des modifizierten MHC der HBV-A2 Miéiuse durch die HBV-
spezifischen T-Zell-Rezeptoren

Nachdem erfolgreich gezeigt wurde, dass die T-Zell-Rezeptoren auch in murinen T-Zellen exprimiert
werden, sollte nun abgeklart werden, ob die T-Zell-Rezeptoren auch die Peptide spezifisch erkennen,
wenn sie iiber das modifizierte HLA-A*02:01-Molekiil ,HHD* (Pascolo et al., , welches im
HBV-A2 Mausmodell exprimiert wird, préisentiert werden (s. Abb. a).
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Abb. 2.7.2: Funktionalitdt der HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren in der murinen T-Zell-Linie B3Z
a) Schematische Darstellung eines HLA-A*02:01 Molekiils bestehend aus einer langen Polypeptidkette, welche in
drei Doménen (ol — @3) unterteilt wird, und dem nichtkovalent gebundenen B2 Mikroglobulin. Das modifizierte
HHD-Molekiil basiert auf dem HLA-A2*02:01 Molekiil, wobei jedoch die murine H-2D® a3 Domiine, sowie die murine
Transmembran- und Zytoplasmadomine (schraffierte Abschnitte) eingefiigt wurde und die modifizierte a-Kette am
Aminoterminus iiber eine 15-AS lange Verbindung (dicke Linie) mit dem humanen B2 Mikroglobulin verbunden wurde
(Abbildung a modifiziert nach Pascolo et al.,|[1997)). b) Splenozyten wurden aus HHDtg M#usen oder CD45.1wt Miusen,
welche das murine MHC H2DP exprimieren, isoliert und mit dem HBV-Peptid, dem OVA-Peptid oder keinem Peptid
beladen. Zusammen mit 1 x 10° transduzierten HBV-spezifischen B3Z-T-Zellen wurde eine 48-stiindige Kokultur
angesetzt (Effektor- zu Zielzellverhéltnis 1:1). Bei Aktivierung von B3Z-Zellen kommt es unter dem humanen NFAT-
Promoter zu einer Expression von Galaktosidase (Karttunen et al., [1992). Deren Aktivitéit wurde aus dem Lysat der
Zellen indirekt mittels der photometrisch messbaren Substratumsetzung bestimmt und spiegelt die T-Zellaktivierung
wieder. ¢) Die photometrisch bestimmte Extinktion fiir jede Kokultur wurde ins Verhéltnis zur gemessenen Extinktion
nach spezifischer Stimulation des endogenen OVA-spezifischen T-Zell-Rezeptors der B3Z-Zellen gesetzt (siehe Kokultur
der B3Z-Zellen mit den OVA-Peptid beladenen H2D’4 Splenozyten). Daten sind als Mittelwerte 4/- SEM aus
Triplikaten dargestellt.
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Zur Uberpriifung, ob die HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren auch HBV-Peptide auf dem HHD-
Molekiil erkennen, wurden Splenozyten aus HHDtg oder CD45wt Méusen gewonnen, mit Peptid
beladen und mit den transduzierten B3Z-Zellen in einer Kokultur fiir 48h inkubiert (s. Abb.
b). Letztere besitzen aufler dem transduzierten HBV-spezifischen TZR einen endogenen
OVA-spezifischen H2DP-restringierten TZR und enthalten ein Reportergen bestehend aus dem
p-Galaktosidase-Gen, dessen Transkription durch das NF-AT-Element (nuclear factor of activated
T cells element) des humanen Interleukin2-Enhancer reguliert wird (Karttunen et al., 1992). Bei
Aktivierung der B3Z-Zellen kommt es daher zu Expression von §-Galaktosidase, deren Konzentration
anschliefend indirekt iiber die photometrisch messbare Substratumsetzung im Zelllysat bestimmt
werden kann. Die Erkennung der mit OVA-Peptid beladenen H2DP* Splenozyten durch diesen
OVA-sperzifischen TZR diente daher als Positivkontrolle fiir eine spezifische T-Zell-Aktivierung. Da
die Streptamerfirbung von den transduzierten B3Z-Zellen nicht fiir alle T-Zell-Rezeptoren erfolgreich
und eine Antikorper-Farbung gegen den murinen konstanten Bereich wegen der endogenen T-Zell-
Rezeptoren nicht sinnvoll war, konnten die Effektorzellen nicht auf die gleiche Anzahl an TZR™ Zellen
gebracht werden. Pro TZR wurden je 1 x 10° B3Z-Zellen in einem Effektor- zu Zielzellverhéltnis
von 1:1 mit Peptid beladenen oder unbeladenen murinen Splenozyten kokultiviert.

Nach 48-stiindiger Kokultur wurde ein -Galaktosidase-Assay zum Nachweis einer spezifischen
Aktivierung der B3Z-Zellen durchgefiihrt (siehe Kapitel , die indirekt iiber die vermehrte
Galaktosidase Expression wieder gespiegelt wurde (s. Abb. .

Fiir alle T-Zell-Rezeptoren war eine spezifische Aktivierung zu erkennen (s. Abb. . Die
Antworten der B3Z-Zellen, die mit den T-Zell-Rezeptoren FLP14 und 5E transduziert worden
waren, wiesen dabei sogar eine stidrkere Aktivierung auf als die Positivkontrolle mit dem OVA-
Peptid. Folglich wurden alle T-Zell-Rezeptoren trotz der teils schwachen oder nicht vorhandenen
Streptamerbindung in den B3Z-Zellen exprimiert und fithrten zu einer spezifischen Effektorantwort.
Zudem erkannten alle HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren ihr entsprechendes HBV-Peptid auf dem
modifizierten HLA-A*02:01-Molekiil , HHD*“ der murinen Splenozyten.

Hepatozyten unterscheiden sich jedoch unter anderem von den Splenozyten durch eine geringere
MHC-I-Expression. Um zu iiberpriifen, ob die Expression des , HHD“ in den Hepatozyten ausreichend
ist fiir eine spezifische Erkennung durch die HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren wurde deshalb
eine Kokultur mit transduzierten B3Z-Zellen und murinen Hepatozyten aus einer HHDtg und einer
H2DP*+ HLA-A*02:01° Maus (CD45.1% Mauslinie) durchgefiihrt.

In Abbildung ist dabei die T-Zell-Aktivierung relativ zur Aktivierung der B3Z-Zellen nach
Kokultur mit dem OVA-Peptid beladenen H2DP + Hepatozyten dargestellt. Zu erkennen ist eine
spezifische Aktivierung der transduzierten HBV-spezifischen B3Z-Zellen nach Kokultur mit den HBV-
Peptid beladenen HHD™ murinen Hepatozyten. Die mit dem S20-spezifischen TZR 4G transduzierten
B3Z-Zellen erreichten 50 % der T-Zell-Aktivierung im Vergleich zur Positivkontrolle, wohingegen
die C18-spezifischen TZR 6K B3Z-Zellen nur 30 % erreichten. Die Hintergrundaktivierung lag bei
unbeladenen bzw. HHD™ Zielzellen bei 10 % bzw. 20 %. Zusammenfassend ist zu schlussfolgern,
dass zumindest in vitro die MHC-I-Présentation in murinen Hepatozyten bei externer Beladung

ausreichend ist um T-Zellen zu aktivieren.
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Abb. 2.7.3: Erkennung von primir murinen Hepatozyten durch transduzierte HBV-spezifische murine
T-Zellen. Die Hepatozyten wurden mittels Kollagenase-Perfusion der Leber und anschliefender Aufreinigung iiber
einen Cell Separator und iiber Gradientenzentrifugation isoliert und fiir 3 Tage kultiviert. Je TZR wurden Kokulturen
mit unbeladenen bzw. dem jeweiligen HBV-Peptid beladenen HHD " Hepatozyten und mit dem OVA-Peptid bzw. dem
jeweiligen HBV-Peptid beladenen H2DP+ HLA-A*02:01" Hepatozyten angesetzt. Nach 24 h wurde ein 8-Galaktosidase-
Assay aus den Uberstéinden durchgefiihrt und daraus indirekt die T-Zell-Aktivierung bestimmt. Die photometrisch
bestimmte Extinktion fiir jede Kokultur wurde ins Verhéltnis zur gemessenen Extinktion nach spezifischer Stimulation

des endogenen OVA-spezifischen T-Zell-Rezeptors der B3Z-Zellen gesetzt. Bei den Messwerten handelt es sich um
Unikate.
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Kapitel 3

Diskussion

Mit 1,4 Millionen Menschen verstarben im Jahr 2016 weltweit mehr Menschen an den Folgen von
viralen Hepatitiden als an Tuberkulose, HIV oder Malaria. Die chronische Hepatitis B wird deshalb
von der WHO als Gefahr fiir die weltweite 6ffentliche Gesundheit gesehen und deren Bekdmpfung
ist von zunehmendem gesundheitspolitischem Interesse (Graber-Stiehl, 2018). Mit den aktuell zur
Verfiigung stehenden medikamentosen Therapien ist eine Heilung der chronischen Hepatitis B
normalerweise nicht moglich, da diese nicht zu einer vollstiandige Elimination der cccDNA fiihren,
die dem HBV als Replikationsvorlage dient. Die in der akuten Hepatitis B starke T-Zell-Antwort, die
wesentlich an der Immunkontrolle des HBV und Ausheilung der akuten Hepatitis B beteiligt ist, fehlt
bei chronisch Hepatitis B Infizierten und fiihrt zu einer Persistenz der Infektion (Rehermann, [2013).
Mit der Moglichkeit der gentechnischen Modifizierung kam die Idee, hoch avide HBV-spezifische
T-Zellen zu generieren, indem T-Zellen mit hoch affinen Antigenrezeptoren ausgestattet werden.
Diese sollen per T-Zell-Transfer die geschwiichte T-Zell-Antwort in chronisch Hepatitis B Infizierten
starken und dadurch eine Heilung der chronischen Hepatitis B ermdglichen. Als Antigenrezeptoren
konnen dabei chimére Antigen-Rezeptoren oder natiirliche T-Zell-Rezeptoren verwendet werden. In
dieser Arbeit sollte iiberpriift werden, ob HBV-spezifische natiirliche T-Zell-Rezeptoren, die aus
Patienten mit akuter Hepatitis B oder Z.n. ausgeheilter akuter Hepatitis B isoliert worden waren, sich
eignen, um per retroviraler Transduktion T-Zellen zu hoch aviden HBV-spezifischen Effektorzellen
zu machen. Es wurden 11 HBV-spezifische T-Zell-Rezeptoren nach Isolierung und gentechnischer
Optimierung funktionell charakterisiert und mit zwei bereits charakterisierten T-Zell-Rezeptoren
(Gehring et al., 2011b) hinsichtlich ihrer funktionellen Fahigkeiten verglichen.

3.1 Identifizierung von HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren

Zur Isolation der HLA-A*02:01 restringierten HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren wurden die zwei
Peptide Ss20-28 (S20) und Si72-180 (S172) aus dem S-Protein (Nayersina et al., [1993), sowie das
Coreqg-27 (C18) Peptid aus dem Core-Protein des HBV verwendet (Bertoletti et al., [1993). Das
C18-Peptid ist dabei ein hiufig vorkommendes Epitop zytotoxischer T-Zellen bei HLA-A*02:01"
Patienten mit einer akuten HBV-Infektion (Penna et al., [1991). Mit bis zu 1,3 % aller zirkulierenden
CD8*'-Zellen machen C18-spezifische T-Zellen einen GroBteil der HBV-spezifischen T-Zell-Antwort
in akut HBV-Infizierten aus (Maini et al., 1999)). Bei allen drei HBV-Peptiden handelt es sich um
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stark konservierte Epitope, die eine starke Immunogenitit und eine degenerative HLA-Bindung
aufweisen (Bertoni et al., [1997)). Letzteres bedeutet, dass sie auch an andere HLA-Molekiile bzw.
HLA-A2-Subtypen binden und dort immunogen sind. Wir entschieden uns fiir diese 3 etablierten
immunogenen HBV-Peptide, um mehrere HBV-spezifische T-Zell-Rezeptoren zu isolieren, da eine
polyklonale und insbesondere multispezifische T-Zell-Antwort entscheidend fiir die Immunkontrolle
von HBV ist (Rehermann et al., [1995a; Maini et al., 2000).

In chronischen viralen Erkrankungen, wie z.B. HCV und HIV, fiihrt die T-Zell-vermittelte Immun-
antwort durch einen Selektionsdruck auf virale Proteine zu Mutation in T-Zell-Epitopen (Gaudieri
et al., 2006; Klgverpris et al., 2016|). Dies stellt auch eine Problematik bei der Antigen-spezifischen
Immuntherapie von Viruserkrankungen dar, wenn rein monospezifische T-Zellen verwendet werden,
da der Virus durch Mutation im Bereich des Zielepitops der Therapie entkommen kann (Koenig
etal., |1995). Auch das Hepatitis B Virus versucht auf unterschiedliche Weise der T-Zell-vermittelten
Immunantwort zu entflichen (Lumley et al., 2018)). Wie hiufig und v.a. wie ausschlaggebend aller-
dings Mutationen in T-Zell-Epitopen bei der chronischen Hepatitis B sind wird kontrovers diskutiert
(Hoogeveen et al., 2019; Zhang et al., 2018; Rehermann et al., [1995b). Erstmalig isolierten Bertoletti
und Kollegen Virusvarianten aus zwei chronisch Hepatitis B Infizierten, die durch einen Austausch
der Aminosduren an der Position 27 und 21 des C18-Peptids eine geringere Peptid-MHC-Bindung
bzw. schlechtere TCR-Peptid-MHC Bindung im Vergleich zum Prototyp des C18-Peptid (vom
Genotyp D) aufwiesen. Da in diesen zwei Patienten nur eine selektive T-Zell-Antwort gegen das
Prototyp C18-Peptid vorlag, vermuteten die Autoren, dass die Virusvarianten der C18-spezifischen
zytotoxischen T-Zell-Antwort entkamen und somit moglicherweise zur Persistenz der Infektion
in diesen zwei Patienten beigetragen hatten (Bertoletti etal., [1994). Rehermann und Kollegen
untersuchten die Immunantwort und die Sequenzvariation von HLA-A*02:01 restringierten T-Zell-
Epitopen in chronisch HBV-Infizierten und kamen hingegen zu dem Schluss, dass Sequenzvariationen
von T-Zell-Epitopen eher selten in CHB vorzufinden sind und in den meisten Fillen keine Erkldrung
fiir die Persistenz der HBV-Infektion sind (Rehermann et al., [1995b)). In jiingerer Zeit konnte in
viralen Sequenzstudien gezeigt werden, dass gewisse Sequenzvarianten von viralen Epitopen in
Isolaten von Patienten mit dem relevanten HLA-Klasse-I-Allel signifikant hiufiger waren (Desmond
etal., 2012). In weiteren Studien konnten sowohl fiir verschiedene Virustypen sowie unterschiedliche
HLA-Allele Sequenzpolymorphismen in T-Zell-Epitopen beschrieben werden und es gelang auch
in funktionellen Tests der Nachweis, dass gewisse Sequenzpolymorphismen in T-Zell-Epitopen zu
einer schwicheren T-Zell-Antwort fithren (Kefalakes et al., [2015; Zhang et al., [2018). Insbesondere
Sequenzvariationen von Epitopen im Core-Protein des HBV sind in der Literatur beschrieben
(Kefalakes et al., 2015; Zhang et al., 2018)).

Fiir das HLA-A*02:01 restringierte Corejs o7 Peptid (C18) sind bei den Genotypen A /D Sequenz-
Polymorphismen an der Position 21 (Serin zu Alanin oder Threonin), 24 (Phenylalanin zu Tyrosin)
und 27 (Valin zu Isoleucin oder Alanin) beschrieben, die statistisch bei HLA-A*02:01" CHB-
Patienten vermehrt vorkommen (Kefalakes et al., 2015). Mit dem gleichzeitigen Transfer multis-
pezifischer polyklonaler statt monospezifischer monoklonaler T-Zellen wiirde sich moglicherweise
das Risiko einer Virus-Escape-Mutation verringern lassen. Unser multispezifisches und polyklonales

T-Zell-Rezeptor-Repertoire kénnte zur Klirung dieser Fragestellung geeignet sein. Des Weiteren
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wiére interessant, ob unsere HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren, die in der Literatur beschriebenen
Polymorphismen in den HLA-A*02:01 restringierten T-Zell-Epitopen C18, S20 und S172 erkennen
konnten und somit auch bei Patienten eingesetzt werden kénnten, bei denen diese Virusvarianten

vorliegen bzw. durch Selektionsdruck entstanden sind.

Noch relevanter fiir die spitere Anwendung in der adoptiven T-Zell-Therapie sind moglicherweise
die Sequenzvariationen der Epitope zwischen den einzelnen HBV-Genotypen (AS-Verédnderungen
im vgl. zu Genotyp A/D in folgendem Abschnitt fett markiert). Nach Desmond et al., 2008 sind
die Sequenzen des C18-Peptids (, FLPSDFFPSV*) fiir Genotypen A, D, E und F identisch, die
Genotypen B und C weisen eine genotypische Variation mit der Peptidsequenz ,, FLPSDFFPSI“ auf.
Fiir das S20-Peptid haben die Genotypen A, C und D eine identische Sequenz (, FLLTRILTI*), fiir die
restlichen HBV-Genotypen B, E, F ist die genotypische Sequenzvariation ,, FLLTKILTI“ beschrieben
(Desmond et al., 2008). Die Sequenz des S172-Peptids mit ,, WLSLLVPFV* ist in den Genotypen
A-FE gleich und nur fiir den Genotyp F liegt eine Variation mit der Sequenz ,, WLSLLVQFV* vor
(Desmond et al., |2008)).

Zur Isolation und zur funktionellen Charakterisierung unserer HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren
wurden in dieser Arbeit die Peptidsequenzen der Genotypen A /D, welche vorwiegend in Europa,
Nordamerika, Indien und Afrika vorkommen, verwendet (Velkov et al., 2018). Ob unsere HBV-
spezifischen T-Zell-Rezeptoren die oben beschriebenen genotypischen Sequenzvariationen erkennen
wurde in dieser Arbeit nicht tiberpriift, sondern konnte in spéteren ergénzenden Versuchen ge-
zeigt werden (Wisskirchen etal., 2017). Alle C18-spezifischen T-Zell-Rezeptoren erkannten die
Peptidvariante ,, FLPSDFFPSI“, wenn ihnen diese auf HLA-A*02:01" Zielzellen prisentiert wur-
den. Von den S20-spezifischen T-Zell-Rezeptoren erkannten nur die T-Zell-Rezeptoren 4G und
G6 die S20-Peptidvariante , FLLTKILTI“ auf dem HLA-A*02:01-Komplex, wihrend die anderen
S20-spezifischen T-Zellen diese Peptidvariante auf dem HLA-A*02:01-Komplex nicht erkannten. Die
Peptidvariante des S172-Peptids ,, WLSLLVQFV* wurde wiederum von beiden S172-spezifischen
T-Zell-Rezeptoren auf HLA-A*02:01 erkannt (Wisskirchen et al., 2017)).

Die von uns isolierten HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren erkennen somit bekannte immundominan-
te HBV-Peptide, gegen die auch in der natiirlichen Immunantwort eine starke T-Zell-Antwort besteht
(Hoogeveen et al., [2019). Mit dem isolierten polyklonalen und multispezifischen TZR-Repertoire
konnen wir daher die multispezifische T-Zell-Antwort der akuten Hepatitis B zum Teil nachempfin-
den. Dabei erkennt mindestens ein TZR pro Peptid-Spezifitédt auch die hadufigsten Peptidvarianten

der Genotypen A-F, was die klinische Anwendung in einem gréfleren Patientenspektrum ermdoglicht.

Aus den 100 T-Zell-Klonen, die wir mittels limitierender Verdiinnung kultiviert hatten, konnten
wir letztendlich 11 verschiedene HBV-spezifische T-Zell-Rezeptoren isolieren. Dabei konnten wir
fiir Spender 1 und 2 jeweils fiir alle drei Epitope spezifische T-Zell-Rezeptoren isolieren. Aus dem
peripheren Blut des 3. Spenders gelang nur die Isolation eines S20-spezifischen T-Zell-Rezeptors.
Auffallend ist, dass ein Grofiteil der mittels limitierender Verdiinnung gewonnenen T-Zell-Klone
pro Peptidspezifitdt und Spender den gleichen T-Zell-Rezeptor exprimierten und somit desselben
monoklonalen Ursprungs waren. Ob diese deutliche klonale Expansion bereits in vivo vorlag oder
erst durch die in vitro Stimulation herbeigefiithrt wurde, ldsst sich anhand dieses Versuchsaufbaus

nicht sagen. In der Literatur wird jedoch beschrieben, dass es nach Ausheilung einer akuten Hepatitis
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B zu einer monoklonalen und polyklonalen Expansion insbesondere der CD8" T-Zellen kommt
(Yang et al., 2014) und auch nach Impfung mit rekombinatem HBsAg eine monoklonale Expansion
von CD8" T-Zellen entdeckt wurde (Hohn et al., [2002).

Bekannt ist, dass sich im Rahmen der antiviralen Immunantwort das TZR-Repertoire verdndert
bzw. ausrichtet. Dies wird in der englischen Fachliteratur auch gerne als ,, skewed or immundominant
TCR-Repertoire* oder , TCR bias “ beschrieben (Turner et al., 2006). Yang und seine Kollegen
stellten beispielsweise eine erhohte relative Expression von 9 TRBV-Familien (BV5.1, BV11, BV12,
BV13.1, BV13.2 , BV15 , BV18 , BV20 und BV24) in Patienten mit einer akuten Hepatitis B fest
(Yang et al., |2014). Auch 5 unserer T-Zell-Rezeptoren besitzen eine variable Region, die zu diesen
vermehrt auftretenden TRBV-Familien gehort. Insbesondere fiir die TRBV-Familie BV12, die auch
bei Yang und seinen Kollegen die hiufigste TRBV-Familie war (Yang et al., [2014), isolierten wir je
einen S20-spezifischen TZR pro Spender. Diese Bevorzugung von gewissen variablen Regionen scheint
dabei nicht nur auf die TRBV-Familien zuzutreffen, sondern auch auf die variablen Regionen der a-
Kette (=TRAV) (Hohn etal., 2002). Bei unseren T-Zell-Rezeptoren kam dreimal die TRAV-Familie
AV 17 und AV 12-2 vor, sowie zweimal die AV 13-1.

Dabei sind nicht nur gewisse TRBV- und TRAV-Familien in Patienten mit akut ausgeheilter Hepatitis
B vermehrt vorzufinden, sondern auch in den sonst hochvariablen CDR3-Regionen interindividuell
konservierte Sequenzen vorzufinden (Yang et al., [2014)). Auch die CDR3-Regionen der S-TZR-Kette
von TZR D1 aus Spender 1 und TZR G6 aus Spender 3 unterschied sich nur in zwei Aminoséduren
bei sonst identischen TZR-Ketten (TRAV 17 und TRBV 12-3). Moglicherweise kénnte es sich hier
um einen ,,public TCR*, wie es schon fiir andere virale Erkrankungen beschrieben wurde, handeln
(Lehner et al., |1995; Lim et al., 2000; Venturi et al., 2008). Darunter versteht man, dass in allen
Individuen mit gleichen MHC-Molekiilen, der TZR von T-Zellen einer gewissen Antigenspezifitat

aus identischen TZR-Sequenzen besteht.

Zusammenfassend gehen auch unsere Daten mit der Hypothese einher, dass gewisse TRBV- bzw.
TRAV-Familien bevorzugt bei der Bildung von HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren verwendet
werden, wenn auch sicher weitere Untersuchungen hinsichtlich dieser Fragestellung nétig sind. Um
eine Aussage treffen zu konnen, ob diese bevorzugten T-Zell-Rezeptoren-Sequenzen auch mit einer
starken antiviralen Immunantwort bzw. mit Ausheilung der Hepatitis B assoziiert sind, sind weitere

Studien mit mehr Proben nétig.

3.2 Optimierung der HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren

Die gentechnische Optimierung von T-Zell-Rezeptoren dient zur Verbesserung der Transduktionsrate,
der TZR-Expression sowie zur Risikosenkung von Fehlpaarungen des transgenen T-Zell-Rezeptors

mit dem endogenen Rezeptor.

Eine Moglichkeit um transgene TZR-Sequenzen in T-Zellen einzufiigen ist, diese in retrovirale
Vektoren einzubringen. Durch Optimierung dieser Vektoren wird eine hohe Transduktionseffizienz
mit hoher Expression des Transgens in den Zielzellen bei gleichzeitig hohem Sicherheitsprofil (d.h.

geringer Insertionsmutagenese) angestrebt. Wir entschieden uns fiir den retroviralen Vektor MP71,
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der uns von der AG UckertF_-] zur Verfiigung gestellt wurde. Die Arbeitsgruppe von Prof. Wolfgang
Uckert konnte zeigen, dass im Vergleich zu einem Standardvektor basierend auf dem Moloney murine
leukemia virus der MPT71 bereits bei niedriger MOI (Multiplicity of infection) zu einer deutlich
hoheren Expression des Transgens in murinen und in humanen T-Zellen fiihrte (Engels et al., 2003)).
Der MP71-Vektor war deshalb besonders geeignet fiir unser Vorhaben T-Zell-Rezeptoren sowohl im
in vivo Mausmodell als auch in humanen T-Zellen zu testen. Auch die ersten Langzeitdaten mit
iitber 500 Patientenjahren zur Sicherheit und Effizienz von ~-retroviralen Vektoren in der adoptiven

T-Zell-Therapie zeigen keine wesentlichen Nebenwirkungen (Scholler et al., 2012).

Ein Nachteil von ~-retroviralen Vektoren wie dem MP71 ist, dass fiir eine stabile Integration
des Transgens in das Genom die T-Zellen mittels CD3- und CD28-Stimulation zur Proliferation
angeregt werden miissen. Im Rahmen dessen kommt es zur Aktivierung und Differenzierung der
T-Zellen, was Auswirkung auf die T-Zell-Funktion haben kann (Thomas et al.,2010). Mit lentiviralen
Vektoren konnen hingegen auch undifferenzierte T-Zellen transduziert werden, da sie auch eine
Integration des Transgens in das Genom von sich nicht teilenden Zellen ermoglichen (Suerth et al.,
2012). Eine andere Moglichkeit besteht darin, T-Zellen per mRNA-Elektroporation mit einem
spezifischen TZR gegen das Ziel-Antigen auszustatten. Mogliche Vorteile gegeniiber der Verwendung
von viralen Vektoren sind ein schnellerer Herstellungsprozess, geringere Produktionskosten, weniger
regulatorische Auflagen und ein potentiell besseres Sicherheitsprofil, da es nur zu einer kurzzeitigen
TZR-Expression kommt und das Transgen nicht ins Wirtsgenom integriert wird und somit kein
Risiko einer Onkogenese besteht (Koh etal., 2013). Durch die nur kurzzeitige Expression des
Antigenrezeptors in den T-Zellen ist die Effektorantwort allerdings nicht so langanhaltend wie
bei retroviral transduzierten T-Zellen und es sind darum meist mehrere Infusionen von TCR-
mRNA elektroporierten T-Zellen notwendig. So gelang den Kollegen Koh et al., 2013| in einem
Maus-Tumor-Xenograft-Modell durch dreimalige Infusionen von 3 x 108 T-Zellen, die mit mRNA
eines S20-spezifischen TZR zuvor elektroporiert worden waren, ein verminderter Tumorprogress
von S20-Antigen exprimierenden HepG2-Hepatoma Zellen, aber keine komplette Tumorelimination.
Hingegen konnte bei Verwendung von 3 x 10 CD8*" T-Zellen und 3 x 10° CD4" T-Zellen, die per
retroviraler Transduktion mit dem S20-spezifischen T-Zell-Rezeptor ausgestattet worden waren, eine
vollstdndige Tumorelimination erreicht werden. Auch bei der Viruskontrolle in einem chiméren HBV-
Mausmodell mit humanen HLA-A*02:01" Hepatozyten scheint die einmalige Infusionen von T-Zellen,
die per retroviraler Transduktion mit HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren ausgestattet worden waren
(Wisskirchen et al., |2019), der mehrmaligen Infusion von T-Zellen, die per mRNA Elektroporation
mit passager exprimierten HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren ausgestattet worden waren (Kah
etal., [2017)), tiberlegen. Denn Wisskirchen et al., |2019| konnten durch den einmaligen adoptiven
T-Zell-Transfer von 2 x 10% T-Zellen, von denen zuvor je 1 x 10% Zellen per retroviraler Transduktion
mit dem C18-spezifischen TZR 6K bzw. dem S20-spezifische TZR 4G ausgestattet worden waren,
eine deutliche Reduktion der Virus-DNA (> 4log) und des HBsAg im Serum der M#use erreichen.
Wohingegen die dreimalige Infusion von 0,5 x 10 T-Zellen, die per mRNA-Elektroporation mit
einem HBV-spezifischen TZR ausgestattet worden waren, nur zu einer durchschnittlichen Senkung
des HBV-DNA um 1log fiithrte und die HBsAg-Level nicht beeinflusste (Kah et al., 2017).

Max Delbriick Center for Molecular Medicine Berlin-Buch, Berlin, Germany
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FEine bessere Expression des Transgens wird u. a. durch in den MP71-Vektor eingebaute cis-
Elemente wie dem WPRE erreicht (Zufferey et al., |[1999)). Zudem fiihrt die Codonoptimierung der
TZR-Sequenzen zu einer Steigerung der TZR-Expression (Scholten et al., 2006; Reuf et al., 2014).
Durch die Verwendung des P2A-Elements kénnen mehrere Gene in einem Vektor eingebaut und
unter dem gleichen Promoter im Sinne einer polycistronischen Expression ausgewogen exprimiert
werden (Szymczak et al., [2004). Leisegang und Kollegen verglichen die Verbindungselemente interne
ribosomale Eintrittsstelle (IRES) und P2A hinsichtlich der Auswirkung auf die TZR-Expression
und die T-Zell-Funktion. Das P2A-Element fithrte im Vergleich zum IRES zu einer besseren TZR-
Expression und auch besseren funktionellen Aviditit (Leisegang et al., |2008)). Des Weiteren konnten
sie zeigen, dass die Expression auch von der Reihenfolge der TZR-Ketten in der Transgenkassette
abhéangt. Die Reihenfolge 8-TZR-Kette — P2A — a-TZR-Kette fiithrt zu einer hoheren Expression
im Vergleich zur Reihenfolge a-TZR-Kette — P2A — 3-TZR-Kette (Leisegang et al., 2008]). Auch
unsere Daten unterstiitzen diese Hypothese. Unsere HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren sind in
der Reihenfolge 5-TZR-Kette — P2A — a-TZR-Kette in den Vektor MP71 kloniert worden und
erreichten eine im Durchschnitt doppelt so hohe Transduktionsrate, wie die T-Zell-Rezeptoren S_AB
und C_AB von der AG Bertoletti, welche in der Reihenfolge a-TZR-Kette — P2A — 5-TZR-Kette in
den retroviralen Vektor eingebaut worden waren. In den meisten Féllen scheint die Einhaltung der
Reihenfolge B-TZR-Kette — P2A — a-TZR-Kette bei Einbau der Transgenkassette in den retroviralen
Vektor zu einer besseren Expression der T-Zell-Rezeptoren zu fithren (Banu et al., [2015). Es gibt
aber auch Ausnahmen. So erreichte der TZR C_AB als einziger der 10 T-Zell-Rezeptoren, die von
Banu et al., 2015 getestet wurden, eine bessere Expression in der Konfirmation a-TZR-Kette — P2A
— B-TZR-Kette. Die Ursache, warum die Reihenfolge 5-TZR-Kette — P2A — a-TZR-Kette in den
meisten Fillen zu einer besseren Expression fiihrt, ist nicht gekldrt. Banu et al. postulierten, dass die
a-Kette durch sofortige Dimerbildung mit der kurz zuvor translatierten S-Kette der sonst drohenden
ER-assoziierten Degradierung entgeht (Banu et al., [2015). Leisegang und Kollegen vermuteten, dass
es durch den verbleibenden Peptidrest des P2A Elements an der a-Kette zu einer Destabilisierung
der a-Kette kommt (Leisegang et al., |2008)).

Zu welchem Anteil die einzelnen Optimierungsschritte, wie Codonoptimierung und das Einfiigen des
P2A-Element, zu einer besseren Expression der HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren beigetragen
haben, kann nicht gesagt werden. Die Transduktionsraten der optimierten TZR-Ketten in CD8"
T-Zellen waren um ein vielfaches hoher (zwischen 5- bis 40-fach) als in der ersten Transduktion
der nicht optimierten TZR-Ketten. Allerdings wurde hier auch ein anderes Transduktionsprotokoll
verwendet, sodass die Steigerung der Transduktionseffizienz sowohl auf die Optimierung der T-
Zell-Rezeptoren als auch auf das verbesserte Transduktionsprotokoll zuriickzufiithren ist. In einem
spater durchgefithrten Vergleich der Transduktionseffizienz von optimierten und nicht optimierten
TZR-Konstrukten bei gleichem Transduktionsprotokoll konnte gezeigt werden, dass die gentechnische
Optimierung ca. zu einer Verdopplung der Transduktionsraten fithrte (persoénliche Mitteilung von
Karin WiBkirchen).

Mit dem verwendeten Transduktionsprotokoll sowie der gentechnischen Optimierung der TZR-Ketten
konnten wir fiir unsere T-Zell-Rezeptoren eine hohe Transduktionseffizienz und TZR-Expression in

den Zielzellen erreichen, um eine effiziente Generierung von HBV-spezifischen T-Zellen zur weiteren
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Testung der T-Zell-Rezeptoren in vivo und in vitro zu gewéhrleisten.

Mit der Expression des transgenen T-Zell-Rezeptors in einer zytotoxischen T-Zelle besteht das
Risiko, dass sich die TZR-Ketten des endogenen T-Zell-Rezeptors mit den Ketten des transgenen
T-Zell-Rezeptors falsch paaren. Dadurch konnten alloreaktive bzw. autoreaktive HLA-I und -II
restringierte T-Zellen entstehen, die bei Autoreaktivitit auch zur Zerstérung von korpereigenen
Zellen fithren koénnen (Loenen etal., [2010). In vivo konnte es durch diese falsch gepaarten T-
Zell-Rezeptoren zur letalen Graft-versus-Host-Reaktion kommen, wie Bendle u. a. im Mausmodell
zeigen konnten (Bendle et al., [2010). Deswegen wurden Methoden entwickelt, die das Paaren der
gentechnisch eingebrachten TZR-Ketten begiinstigen und den TZR-Komplex stabilisieren wie u. a.
die Murinisierung der konstanten Doméne oder das Einbringen von Disulfidbriicken (Cohen et al.,
2006; Cohen et al., 2007). Auch wir verwendeten in unseren optimierten TZR-Konstrukten eine
murine konstante Region und eine zusétzliche Disulfidbriicke, die uns ebenfalls von der AG Uckert
zur Verfiigung gestellt wurde. Das Einfiigen von Disulfidbriicken fiihrte in den oben genannten
Studien zu einer Reduktion der Neoreaktivitdt durch fehlgepaarte T-Zell-Rezeptoren und verbesserte
die Funktion der T-Zell-Rezeptoren.

Die Verwendung von neueren gentechnischen Verfahren wie z.B. die TALEN (Qasim et al., [2017))
oder CRISPR/CAS9-Methode (Roth et al., [2018]) ermoglichen dabei sowohl einen gezielten Knockout
des endogenen T-Zell-Rezeptors als auch eine gezieltere Integration modifizierter Antigenrezeptoren
oder weiterer Transgene (Bailey und Maus, 2019). Dies ermoglicht weitere Perspektiven wie z.B.
auch die Verwendung von allogen modifizierten T-Zellen in der adoptiven T-Zell-Therapie (Qasim
etal., 2017).

Inwieweit die Fehlpaarung von TZR-Ketten und die potentielle Bildung ein klinisch relevantes
Problem sein wird, wird sich wahrscheinlich erst bei einer breiteren klinischen Anwendung der
adoptiven T-Zell-Therapie zeigen. In den bis jetzt durchgefithrten klinischen Studien gibt es noch
keinen Anhalt fiir Graft-Versus-Host-Reaktionen aufgrund von Fehlpaarungen der transgenen und
endogenen T-Zell-Rezeptor-Ketten (Rosenberg, 2010).

3.3 Expression der optimierten HBV-spezifischen T-Zell-Rezep-

toren in humanen T-Zellen

Nach Optimierung der HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren wurde fiir alle T-Zell-Rezeptoren nach
Transduktion in CD8T T-Zellen eine hohe Transduktionsrate bzw. TZR-Expression erreicht. Bei
den transduzierten CD4"-Zellen fiel dagegen auf, dass fiir manche T-Zell-Rezeptoren im Vergleich
zu den CD8T T-Zellen nur eine kleine oder gar keine Population an Streptamer™ CD4" T-Zellen
festzustellen war (s. Abb. in Kapitel . Diese unterschiedlichen Frequenzen an Streptamer™
CD4™" T-Zellen koénnten entweder durch eine teils geringere TZR-Expression in CD4" T-Zellen
oder eine unterschiedliche Féahigkeit der T-Zell-Rezeptoren CD8-unabhiéingig Streptamere zu binden
erklart werden. Um dies zu untersuchen, fithrten wir getrennt fiir die mit den C18-spezifischen T-Zell-
Rezeptoren transduzierten CD8% bzw. CD4™" T-Zellen, je eine Firbung mit dem C18-Streptamer und
eine Férbung mit einem Antikérper (anti-muTRBC™) gegen den eingefiigten murinen konstanten
Teil der S-TZR-Kette durch.
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Fiir alle C18-spezifischen T-Zell-Rezeptoren stellten wir fest, dass die Frequenz von anti-muTRBC™
CD8" T-Zellen der Frequenz an Streptamer™ CD8T T-Zellen in etwa entspricht. Die Frequenz
von anti-muTRBCT CD8" T-Zellen war im Durchschnitt um 5-10 % hoher als die Frequenz an
Streptamer™ CD8' T-Zellen. Dies ist am ehesten darauf zuriickzufiihren, dass der Antikérper
anti-muTRBC an alle murinen S-TZR-Ketten bindet, unabhingig davon, ob sie korrekt gepaart mit
einer a-TZR-Kette an der Zelloberflache vorliegen oder nicht. Das Streptamer bindet hingegen nur
an den korrekt gepaarten transgenen TZR. Antikérperfarbungen sind daher meist sensitiver in der
Detektion transduzierter T-Zellen mit geringer TZR-Expression als Multimerfirbungen (Banu et al.,
2015; Gehring et al., 2011b).

In den transduzierten CD41 T-Zellen lag im Gegensatz zu den CD8" T-Zellen fiir manche T-Zell-
Rezeptoren eine deutliche Diskrepanz zwischen der Streptamerfirbung und der Antikérperfarbung
mit anti-muTRBC (Antikoérper gegen die konstante Region der murinen TZR-S-Kette) vor. Die Fre-
quenzen von anti-muTRBCT CD4" T-Zellen hingegen entsprach den Frequenzen von anti-muTRBC™
CDS8* T-Zellen. Daraus schlussfolgerten wir, dass alle HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren in etwa,
gleich gut in CD8" T-Zellen und CD4™" T-Zellen exprimiert werden, jedoch manche T-Zell-Rezeptoren
ohne den stabilisierenden CD8-Korezeptor den Peptid-MHC-Streptamer-Komplex nur schlecht oder

gar nicht binden.

Der CD8-Korezeptor bindet an MHC I und erhoht die Antigensensivitidt von T-Zellen (Dembié
et al., |[1987; Dockree et al., 2017). Der CD8-Rezeptor trigt dabei iiber unterschiedliche Mechanismen
zu einer Erhohung der Antigen-Sensitivitéit bei. Erstens wird durch den CD8-Korezeptor der
T-Zell-Rezeptor/pMHC Komplex stabilisiert (Wooldridge et al., 2005)). Zweitens werden durch
den CD8-Rezeptor intrazellulir Signalmolekiile in die Ndhe des TZR/CD3 Komplexes gebracht
(Artyomov et al., 2010)). Drittens wird der T-Zell-Rezeptor/pMHC Komplex durch den CD8-Rezeptor
in entsprechenden Microdoménen in der Zellmembran verankert, die privilegiert sind fiir eine friihe
Signaltransduktion (Arcaro etal., 2001). Hinsichtlich der CD8-abhingigen bzw. -unabhiingigen
Streptamerbindung scheint davon vor allem die extrazelluldr stattfindende stabilisierende Wirkung
des CD8-Korezeptors auf den TZR:pMHC-Komplex relevant zu sein. Interessanterweise bindet der
CD8-Korezeptor selbst an das MHC nur relativ schwach, fiihrt aber zu einer relevanten Stabilisierung
des TZR:pMHC-Komplexes. Rechnerisch fithrt der CD8-Korezeptor zu einer um den Faktor 2,3-fach
langeren durchschnittlichen Verweildauer des T-Zell-Rezeptors am pMHC-Molekiil (Laugel et al.,
2007). Hierdurch erhoht der CD8-Korezeptor die Antigen-Sensitivitit der T-Zelle, bei gleichzeitiger
Erhaltung der Peptidspezifitit, die durch den T-Zell-Rezeptor gegeben ist (Cole et al., 2012). Nach
den Daten von Laugel et al., 2007 scheint die Relevanz der stabilisierenden CD8-Korezeptor Bindung
fiir die Tetramerbindung abhéingig von der Affinitdt des TZR zum pMHC zu sein. Lag die T-Zell-
Rezeptor-Affinitét fiir den Peptid-MHC-Komplex hoch (mit einer Kp < 10 pM), dann war eine CD8
unabhéngige Tetramerbindung mdoglich. Lag die Affinitdt des T-Zell-Rezeptors zum Peptid-MHC-
Komplex mit einer Kp zwischen 10-30 pM, dann war die Tetramerbindung relevant eingeschrinkt,
war die Affinitét noch niedriger (Kp > 30 uM), dann war eine CD8-unabhéingige Bindung des T-Zell-
Rezeptors an den Peptid-MHC-Komplex gar nicht mehr moglich (Laugel et al., 2007). Auf unsere
T-Zell-Rezeptoren iibertragen (in der Annahme, dass die Bindungseigenschaften von Streptameren

ahnlich wie die von Tetrameren sind) wiirde das bedeuten, dass es sich bei den T-Zell-Rezeptoren,
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die CD8-unabhéngig eine hohe Streptamerbindung aufweisen, um T-Zell-Rezeptoren handelt, die
eine hohe Affinitdt zum Peptid-MHC-Komplex aufweisen. Bei den T-Zell-Rezeptoren, die keine
oder nur eine geringe Strepamterbindung aufweisen, miisste eine niedrige Affinitdt zum pMHC
bestehen. Um zu iiberpriifen, ob diese hypothetische Aussagen zur Affinitéit der T-Zell-Rezeptoren
zutrifft, miisste die Bindungsstéirke der einzelnen T-Zell-Rezeptoren an das pMHC mit z.B. der

Oberflichen-Plasmon-Resonanz-Methode iiberpriift werden.

In der Literatur wurde auch eine Korrelation zwischen der Stidrke der CD8-unabhéngigen Multimer-
bindung und der funktionellen Aviditéit beschrieben (Choi et al., [2003; Laugel et al., [2007)). Dass eine
hohe CD8-unabhéngige Multimerbindung auch mit einer hohen funktionellen Aviditit einhergehen
kann, trifft zum Beispiel fiir unseren S20-spezifischen T-Zell-Rezeptor 4G zu. Dieser weist von den
S20-spezifischen T-Zell-Rezeptoren die hochste Streptamerbindung und die hochste funktionelle
Aviditat auf. Auch bei den S172-spezifischen T-Zell-Rezeptoren scheint ein Zusammenhang zwi-
schen der CD8-unabhéingigen Streptamerbindung und der funktionellen Aviditét zu bestehen. Der
T-Zell-Rezeptor WL12 zeigte eine CD8-unabhingige Streptamerbindung und ein hohe funktionelle
Aviditéat. Der T-Zell-Rezeptor WL31 wies wiederum keine CD8-unabhéngige Streptamerbindung
und eine schlechte funktionelle Aviditéit auf. Doch fiir mehrere unserer T-Zell-Rezeptoren lisst sich
kein eindeutiger Zusammenhang zwischen der Streptamerbindung und der funktionellen Aviditat
darstellen. So waren z.B. fiir die T-Zell-Rezeptoren 7D, FL6 sowie C_AB oder S_AB in transdu-
zierten CD4" T-Zellen eine Streptamerbindung nur schwach bis gar nicht vorhanden, aber die
transduzierten CD4" T-Zellen zeigten eine spezifische Zytokinproduktion und spezifische Lyse von
Antigen-positiven Zielzellen. Auch Callender und Kollegen isolierten einen HCV-spezifischen T-Zell-
Rezeptor, der eine CD8-unabhingig Effektorantwort aufwies ohne Tetramer zu binden (Callender
et al., 2006). Dies kann evtl. dadurch erkliart werden, dass die extrazelluldre Bindung von CD8 auf
die T-Zell-Aktivierung bzw. funktionelle Aviditdt der T-Zellen eine nicht so starke Auswirkung
zu haben scheint wie auf die Multimerbindung (Laugel et al., 2007). Laugel und Kollegen stellten
nédmlich eine quantitative Diskrepanz zwischen dem Bindungseffekt des CD8-Korezeptors auf die
Multimerbindung und dem Effekt auf die T-Zell-Aktivierung fest. So war die CD8-unabhéngige
Multimerbindung bereits ab einer T-Zell-Rezeptor zu pMHC Affinitdt von > 10 pM eingeschréinkt,
eine relevante CD8-unabhéngige funktionelle Einschriankung allerdings erst aber einer sehr viel
niedrigeren T-Zell-Rezeptor zu pMHC Affinitét von > 200 pM (Laugel et al.,|2007)). Allerdings gibt es
auch T-Zell-Rezeptoren, die eine gute CD8-unabhéngige Streptamerbindung aber eine sehr schwache
funktionelle Aviditéit in den CD4™ T-Zellen aufweisen. Beispiele sind die T-Zell-Rezeptoren FLP14
und FLP122, die in transduzierten CD4™ T-Zellen von den C18-spezifischen T-Zell-Rezeptoren die
hochste bzw. dritthéchste Streptamerbindung aufweisen, aber von der funktionellen Aviditat an
vorletzter und letzter Stelle stehen. Auch Laugel und Kollegen beschreiben in ihrer Publikation,
dass zwei T-Zell-Rezeptor-Liganden, die eine hohe Affinitét fiir den T-Zell-Rezeptor aufwiesen und
auch mit einer hohen Multimerbindung einhergingen, nicht die stiarksten funktionellen Agonisten
waren (Laugel et al., |2007)). Berechnet man fiir unsere T-Zell-Rezeptoren nun den Korrelations-
koeffizient zwischen der Streptamerbindung in CD4% T-Zellen und den EC50-Werten aus dem
Chrom-Release mit den CD4"-T-Zellen so betriigt der r-Wert —0,37 und spricht allenfalls fiir eine

schwache Korrelation. Zusammenfassend konnen wir daher eine starke Korrelation zwischen der
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CD8-unabhéngigen Streptamerbindung und der funktionellen Aviditdt nicht ableiten. Nach unseren
Ergebnissen ist eine Vorhersage iiber die funktionelle Aviditdt eines T-Zell-Rezeptors nur basierend
auf der Bindungsstirke des T-Zell-Rezeptors zum Streptamer-Komplex daher nicht moglich.
Unsere Daten sowie andere Publikationen in denen T-Zell-Rezeptoren beschrieben werden, die mit
einer guten Multimerbindung einhergehen aber keine funktionelle Effektorantwort nach Peptid-
Stimulation aufweisen (Bentzen et al., [2016; Sibener et al., [2018; Hombrink et al., 2013)), unterstiitzen
die These, dass die Bindungsaffinitit des T-Zell-Rezeptors zum pMHC (gemessen mittels Oberfldchen-
Plasmon-Resonanz-Methode) (Krogsgaard et al., [2003) bzw. die Multimerbindung (Callender et al.,
2006; Sibener et al., 2018)) allein nicht als Pradiktor fiir eine T-Zell-Aktivierung ausreicht, sondern
andere Parameter noch in Betracht gezogen werden miissen (Krogsgaard et al.,[2003). Nach neueren
Erkenntnissen scheint vielmehr das Vorliegen von kraftabhéngigen Wechselwirkungen zwischen
TZR und pMHC-Komplex im Sinne von sogenannten Fangbindungen sowie die Ausgrenzung der
Phosphatase CD45 von Membran-Kontakten ausschlaggebend fiir die T-Zell-Aktivierung zu sein
(Sibener et al., [2018)).

Letztendlich konnten wir durch die Optimierung der T-Zell-Rezeptoren hohe Expressionsraten
sowohl in CD4™ als auch CD8" T-Zellen erreichen und somit die Voraussetzung fiir hoch avide
T-Zellen, namlich einer ausreichenden Expression des Antigenrezeptors, erfiillen. Die fiir manche
T-Zell-Rezeptoren zudem festgestellte CD8-unabhéngige Streptamerbindung erlaubt jedoch keine
sicheren Riickschliisse auf die Aviditit der T-Zell-Rezeptoren in T-Zellen.

3.4 Funktionelle Charakterisierung der HBV-spezifischen T-Zell-

Rezeptoren in humanen T-Zellen

Fiir die adoptive T-Zell-Therapie werden hoch avide T-Zellen benétigt, die vorzugsweise bereits bei
geringer Antigendichte spezifische antivirale Zytokine sezernieren und infizierte Zellen abtéten. Wir
iiberpriiften daher die Fahigkeit der genmodifizierten HBV-spezifischen T-Zellen zur spezifischen
Zytokinproduktion und Zytotoxizitit in Kokultur mit Peptid beladenen T2-Zellen und ob die HBV-
spezifischen T-Zellen auch endogen prozessierte HBV-Peptide auf HBV-replizierende Hepatomazellen

erkennen.

3.4.1 Zytokinproduktion transduzierter HBV-spezifischer T-Zellen

Die Produktion von antiviralen Zytokinen ist ein wichtiger Teil der T-Zell-Effektorantwort in der
akuten Hepatitis B (Thimme et al.,|2003)). Sie trigt wesentlich zur Kontrolle der viralen Genexpression
und Virusreplikation bei, ohne dabei einen wesentlichen Leberschaden mit Transaminasenerh6hung im
HBV-transgenen Mausmodell zu verursachen (Guidotti et al., 1996). Der retrovirale Transfer unserer
HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren befihigt CD8' und CD4" T-Zellen den entsprechenden HBV-
spezifischen TZR, zu exprimieren und fiihrt zu einer spezifischen polyfunktionalen Zytokinproduktion
bei Kontakt mit dem entsprechenden Antigen.

Die C18-spezifischen CD8' T-Zellen waren am sensitivsten und produzierten teils ab einer Antigen-
konzentration von 1 x 1072 M TNF-a. Die S20- bzw. S172-spezifischen CD8% T-Zellen produzierten
ab einer Peptidkonzentration von 1 x 1070 M bzw.1 x 1072 M spezifisch TNF-a. Eine hohere Sen-
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sitivitdt von C18-spezifischen im Vergleich zu S20-spezifischen T-Zellen stellten auch Webster und
Kollegen fest, mit einer spezifischen IFN-v-Produktion bei bereits 10-fach geringerer Peptidkonzen-
tration (Webster et al., 2004)).

In den mit den HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren transduzierten CD4" T-Zellen konnte fiir die
T-Zell-Rezeptoren FLP122, FLP14 und WL31 eine nur geringe bis gar keine spezifische Zytokinpro-
duktion festgestellt werden. Fiir die restlichen T-Zell-Rezeptoren liegt in den transduzierten CD4™
T-Zellen eine Zytokinantwort im Sinne einer Th1-Antwort mit Sekretion von IFN-v, TNF-« und IL-2
vor. Dabei unterscheidet sich das Zytokinprofil der transduzierten CD4" von den CD8" T-Zellen
insbesondere durch eine vermehrte IL-2 Produktion, wie dies auch in der Literatur beschrieben ist
(Han et al., [2012)). Es konnte somit durch Transduktion von CD4" T-Zellen mit HBV-spezifischen
T-Zell-Rezeptoren eine Tpi-Antwort hervorgebracht werden, wie sie im Verlaufe einer akuten
Hepatitis B (Penna et al., [1997)) wie auch einer chronischen Hepatitis B beschrieben wurde (Wang
et al., [2020).

Das vorwiegend produzierte Zytokin in unseren HBV-spezifischen CD4 T T-Zellen war TNF-a.. Auch
bei Wang und Kollegen war in HBV-spezifischen CD4" T-Zellen aus chronisch HBV-Infizierten TNF-
a, das dominante Zytokin und scheint mit einem erhshten Leberschaden assoziiert zu sein (Wang et al.,
2020). Eine hohere Rate an IFN-y produzierenden HBV-spezifischen CD4" T-Zellen in chronisch
Hepatitis B Infizierten ist hingegen mit einer hheren Wahrscheinlichkeit fiir eine Viruselimination
im Sinne eines HBs-Ag Verlusts assoziiert (Wang et al., [2020). Auch unsere HBV-spezifischen CD4 ™"
T-Zellen produzierten IFN-v. Insbesondere fiir die C18-spezifischen T-Zell-Rezeptoren 6K und C18,
die S20-spezifischen T-Zell-Rezeptoren 4G und S20 sowie den S172-spezifischen T-Zell-Rezeptor
WL12 waren grofie Anteile der CD4" T-Zell-Population trifunktional und sezernierten somit auch
TFN-~.

Unsere mit HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren transduzierten CD8" T-Zellen produzierten vor-
wiegend IFN-v und TNF-a. Ein &dhnliches Zytokinprofil wurde auch schon von Gehring et al. nach
Transduktion von T-Zellen mit einem Core-spezifischen TZR beschrieben (Gehring et al., 2011b)).
Der hohe Anteil an IFN-vy und TNF-« produzierenden T-Zellen ist positiv zu werten. Beide Zytokine
sind Teil der nicht zytopathischen T-Zell-Antwort gegen HBV und die Blockade dieser Zytokine
mittels Antikorper fithrte zur Persistenz von HBV-DNA und viraler mRNA (Guidotti et al., 1996
Phillips et al., 2010)). IFN-v wirkt dabei auf verschiedenste Weise antiviral (Xia und Protzer, 2017)).
IFN-v beeintrachtigt posttranskriptionell die Formierung replikation-kompetenter HBV-Kapside
(Wieland et al., [2005; Pasquetto etal., [2002; Xu etal., 2010)). Zudem kommt es auch zu einer
Hemmung der Transkription von HBV mRNA durch Interferone (Gao et al., 2009; Liu et al., 2013).
Des Weiteren induziert IFN-v die Expression des Enzyms Indoleamine-2,3-Dioxygenase, die an der
Metabolisierung von Tryptophan beteiligt ist. Dies fiihrt durch vermehrtem Abbau von Tryptophan
zu einer Hemmung der Translation von HBV-Proteinen (Mao et al., [2011). TNF-« fiihrt ebenfalls zu
einer Destabilisierung der intrazelluléren viralen Kapside und somit zu einer posttranskriptionellen
Hemmung der HBV Replikation (Biermer et al., 2003).

IFN-v und TNF-« fithren allerdings nicht nur zu einer transkriptionellen bzw. posttranskriptionellen
Hemmung der HBV-Replikation, sondern auch zur Elimination der cccDNA. Denn IFN-+ und TNF-
« induzieren eine durch APOBEC3A und APOBEC3B vermittelte Desaminierung der cccDNA,
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welche dadurch zur Destabilisierung und zum Abbau der cccDNA fithren (Xia et al., [2016]). Dabei
haben TNF-« und IFN-v eine additive Wirkung und fiithren in der Kombination zu einer stérkeren
und anhaltenden A3A- und A3B-Expression (Xia et al., 2016). TNF-a und IFN-v tragen also iiber
diese nicht-zytopathische Effektorantwort zur Immunkontrolle und zur Elimination des HBV {iber
oben genannte molekulare Angriffspunkte bei, doch ist auch zu beachten, dass die sezernierten
Zytokine auch durch ihre pro-inflammatorische Wirkung zur Leberzellschidigung beizutragen
scheinen (Wang et al., 2020; Ohta et al., [2000). Des Weiteren fithrt IFN-v in infizierten Zellen auch
zu einer Hochregulation der MHCI-Molekiile, die HBV-Epitope préasentieren, und somit auch zu
einer stirkeren T-Zell-Aktivierung (Khakpoor et al., 2018)).

Durch den retroviralen Transfer der HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren in CD8" sowie CD4™
T-Zellen erwerben diese modifizierten T-Zellen die Fahigkeit zur spezifischen polyfunktionalen
Zytokinproduktion und kénnen somit iiber die nicht zytopathische Effektorantwort zur Kontrolle

bzw. Elimination des HBV beitragen.

3.4.2 Zellvermittelte Zytotoxizitéit der transduzierten HBV-spezifischen T-Zellen

Die zellvermittelte Zytotoxizitdt ist, neben der Produktion antiviraler Zytokine, ein wichtiger
Bestandteil der T-Zell-Antwort gegen HBV. Insbesondere fiir die vollstdndige Eliminierung HBV-
infizierter Hepatozyten in der Ausheilungsphase scheint sie ausschlaggebend zu sein (Thimme et al.,
2003)). Hierfiir wiren hoch avide T-Zell-Rezeptoren nétig, die auch bei geringer Peptid-MHC-Dichte
eine stabile Bindung an den Peptid-MHC-Komplex zustande bringen (Derby et al., [2001; Kitazono
etal., 2011) und eine gezielte T6tung der noch infizierten Hepatozyten ermoglichen.

In den durchgefithrten Chromium-Release-Assays konnten wir fiir alle T-Zell-Rezeptoren nach
Transduktion in CD8% T-Zellen EC50-Werte kleiner 1 x 1079 M feststellen. Bossi und Kollegen
konnten zeigen, dass T2 Zellen, die mit Peptiden im nanomolaren Bereich beladen worden waren,
nur noch eine niedrige Anzahl von 4-80 Peptiden pro Zelle iiber MHC-I-Molekiile prisentierten
(Bossi et al., [2013)). T2-Zellen, die mit Peptidkonzentrationen im nanomolaren Bereich beladen
werden, scheinen somit eine dhnliche Epitopdichte wie immunogene Peptide von Tumor-Antigenen
in Tumorzellen (Bossi et al.,|2013)) oder immunogene Peptide von HBV-Antigenen in HBV-infizierten
Hepatomazellen (Khakpoor et al., 2018) zu besitzen. Mit EC50-Werten im nano- bis picomolaren
Bereich entsprechen unsere HBV-spezifischen T-Zellen daher hoch aviden T-Zellen und sind von
ihrem T6tungsvermogen vergleichbar mit anderen antiviralen (Derby et al.,[2001; Nauerth et al., [2013)
oder HBV-spezifischen T-Zellen (Sobao et al., 2001)). Die C18-spezifischen CD8' T-Zellen waren
insgesamt am sensitivsten (mit EC50-Werten um 1 x 10712 M), gefolgt von den S20-spezifischen und
den S172-spezifischen CD8' T-Zellen. Innerhalb der Peptidspezifitit gab es dabei keine deutlichen
Unterschiede zwischen den T-Zell-Rezeptoren.

Die Transduktion der HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren in CD4" T-Zellen wandelte diese in
MHC-I-restringierte zytotoxische T-Zellen um. Nur fiir die mit den T-Zell-Rezeptoren WL31 und
FLP122 transduzierten CD4™ T-Zellen konnte keine spezifische Lyse im Sinne einer Effektorantwort
festgestellt werden, konkordant zu der ebenfalls fehlenden Zytokinproduktion. Abgesehen von
Letzteren konnte somit fiir alle anderen T-Zell-Rezeptoren eine CD8-unabhiingige Effektorantwort

nachgewiesen werden. Diese CD8-Unabhéngikeit scheint ebenfalls charakteristisch fiir hoch avide

74



KAPITEL 3. DISKUSSION

T-Zellen zu sein (Snyder et al., [2003; Choi et al., [2003; Laugel et al., 2007)).

Zudem ist es interessant, dass die Peptidkonzentration, die benttigt wurde um die halbmaximale
Lyse zu erreichen, im Durchschnitt um das 10-fache niedriger war als die Peptidkonzentration, die
benotigt wurde um in der Hilfte aller Zytokin™ Zellen eine Zytokinproduktion hervorzurufen. Dass
bei geringen Antigenkonzentrationen vorwiegend die zytotoxische Effektorfunktion vorliegt und die
Aktivierungsschwelle fiir die spezifische Zytokinproduktion zwischen dem zehn- bis hundertfachen
hoher ist, beschrieben auch Betts und Kollegen (Betts et al., 2004).

Zusammenfassend wandeln die von uns isolierten T-Zell-Rezeptoren T-Zellen in hoch avide HBV-
spezifische zytotoxische Effektorzellen um, die auch bei Peptidkonzentrationen im nano- bis picomo-

laren Bereich noch spezifisch Zielzellen abtoteten.

3.4.3 Erkennung von endogen prozessierten HBV-Peptiden durch die transdu-
zierten HBV-spezifischen T-Zellen

In Hepatomagzellen und priméren Hepatozyten ist die Dichte an Rezeptoren, die an der Anti-
prasentation beteiligt sind, im Vergleich zu professionellen antigenprisentierenden Zellen wie dendri-
tische Zellen, B-Zellen oder Monozyten geringer und daher die T-Zell-Aktivierung weniger effizient
(Gehring et al., 2007). Daher fithrten wir auch eine Kokultur mit unseren HBV-spezifischen-T-Zellen
und der HBV-replizierenden Hepatomagzelllinie HepG2.2.15 durch.

Der Transfer der S20- und C18-spezifischen T-Zell-Rezeptoren in T-Zellen befihigte diese HBV-
replizierende Hepatomazellen spezifisch abzutéten und IFN-y zu produzieren (s. Abb. und Abb.
. Im Gegensatz zu den im Chromium-Release-Assay verwendeten TAP-defizienten T2-Zellen,
die nur von exogen mit synthetisiertem Peptid beladen werden kénnen (Hosken und Bevan, [1990),
werden in den Hepatomazellen HepG2.2.15 virale Proteine vom integrierten HBV-Genom exprimiert,
mittels dem Immunoproteasom endogen prozessiert und dann iiber den Antigenpeptid-Transporter
TAP (transporter associated with antigen processing) ins endoplasmatische Retikulum transportiert,
wo die Peptide dann an die MHC-I-Komplexe binden. Somit konnte gezeigt werden, dass die
Peptide C18 und S20 auch durch endogene Prozessierung generiert werden und auf dem HLA-
A*02:01-Molekiil in ausreichender Dichte présentiert werden, um von T-Zellen erkannt zu werden.
Auch Khakpoor und Kollegen zeigten, dass das C18- und das S20-Peptid sowohl in infizierten
Hepatozyten (primére humane Hepatoyzten und HepG2-HNTCP-A3) als auch in Hepatomazellen
mit integriertem HBV-Genom (HepG2.2.15) in ausreichender Dichte per HLA-A*02:01-Molekiil
préasentiert wird um zu einer T-Zell-Aktivierung zu fiihren. Allerdings stellten sie fest, dass die Dichte
des S20-Peptid/HLA-A*02:01-Komplex im Vergleich zum C18-Peptid/HLA-A*02:01-Komplex in
den HepG2.2.15 Zellen hoher war als in den mit HBV infizierten HepG2-HNTCP und somit auch
zu einer stirkeren T-Zell-Aktivierung fithrte (Khakpoor et al., 2018). In unserem Fall waren die
C18-spezifischen T-Zellen sensitiver in der Erkennung von HepG2.2.15 als die S20-spezifischen
T-Zellen. Dies kénnte daran liegen, dass unsere Core-spezifischen T-Zellen deutlich avider sind als
unsere S20-spezifischen T-Zellen (siehe hierzu auch Kapitel [2.6.1) und [2.6.2]).

Hingegen konnte fiir die S172-spezifischen T-Zellen keine ausreichende Lyse oder IFN-v-Produktion
in der Kokultur mit HepG2.2.15 nachgewiesen werden (s. Abb. Um der Frage nachzugehen,
warum das S172-Peptid moglicherweise generell nicht per endogener Prozessierung auf HLA-A*02:01
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prasentiert wird, setzten wir fiir je einen T-Zell-Rezeptor pro Peptid-Spezifitdt eine Kokultur mit
HBV-infizierten HepaRG als Zielzellen an. Dabei konnten wir in der Kokultur mit HBV-infizierten
HepaRG-Zellen und TZR WL12" T-Zellen eine schwache aber spezifische IFN-+-Sekretion nachwei-
sen. In weiteren Versuchen, die nach dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, konnte gezeigt werden, dass
transduzierte S172-spezifische T-Zellen nicht nur HBV-infizierte HepaRG-Zellen spezifisch lysierten
und spezifisch IFN-v produzierten, sondern dass dadurch auch eine Verringerung der cccDNA in
den Zielzellen und des HBeAg im Uberstand erreicht werden konnte (Wisskirchen et al., 2017).
Ebenso konnte auch eine spezifische IFN-+-Sekretion von S172-spezifischen T-Zellen nach Kokultur
mit HLA-A*02:01" HeLa-Zellen festgestellt werden (Wisskirchen et al., 2017). HepaRG-Zellen sind
dabei eine von humanen Hepatozyten abgeleitete Zelllinie, die, wenn sie differenziert wurde, vom
Phénotyp als auch vom Zellmetabolismus priméren humanen Hepatozyten sehr #hnlich ist (Gripon
et al., 2002). Moglicherweise dhnelt sie darum auch beziiglich der Peptid-Prozessierung humanen
Hepatozyten eher als die HepG2.2.15-Hepatomazelllinie. Auch in einer lymphoblastoiden Zelllinie, die
mit rekombinierten Vakzinia-Viren, die das HBsAg enthielt, infiziert worden war, fand eine korrekte
endogene Prozessierung des S172-Peptids und folglich eine spezifische Lyse der Zielzellen durch
S172-spezifische T-Zell-Klone statt (Nayersina et al., [1993). Das S172-Peptid wird also in anderen
Zellen prozessiert und per HLA-A*02:01-Molekiil ausreichend prisentiert. Dass die S172-spezifischen
T-Zellen unsere Form der HepG2.2.15 Hepatomazellen nicht spezifisch lysierten, konnte an mehreren
Faktoren liegen:

1. Das S172-Peptid wird in den HepG2.2.15 nicht oder nur in sehr geringen Mengen prozessiert,
da z.B. nicht die richtige Kombination an Proteasomuntereinheiten fiir die korrekte und effiziente
Peptid-Prozessierung in den HepG2.2.15 Zellen vorliegt. Moglicherweise konnte eine Zugabe von
IFN-~ eine erfolgreiche Peptid-Prozessierung erméglichen (Sijts et al., 2000)).

2. Eine geringere Bindungsaffinitit des Peptids zum HLA-A*02:01-Molekiil wire theoretisch ein
moglicher weiterer Grund. Das S172-Peptid weist jedoch eine hohe Bindungskapazitit auf, ver-
gleichbar mit der Bindungskapazitit des C18-Peptids, sodass dies als Ursache unwahrscheinlich ist
(Bertoni et al., 1997; Nayersina et al., [1993; Lee et al., 1997).

3. Ein weiterer Faktor zusétzlich zu den zwei oben genannten Griinden kénnte auch eine geringe
MHC-I-Expression sein. Diese wiirde ebenfalls dazu fiithren, dass die S172-spezifischen T-Zellen
die HepG2.2.15 Zellen schlechter bzw. nicht erkennen. Dieser Faktor ist aber sicher von geringerer
Relevanz, da die MHC-I-Expression fiir die anderen von uns getesteten HBV-Peptide ausreichend
war und auch in anderen Arbeiten die MHC-I-Expression in HepG2.2.15 ausreichend fiir eine
T-Zell-Aktivierung war (Gehring et al., 2007; Khakpoor et al., [2018)).

4. Eine Mutation im Bereich der codierenden Sequenzen fiir das S172-Peptid in den HepG2.2.15
konnte zu einer Anderung der Peptidsequenz fithren. In der Literatur wurde bis jetzt jedoch keine
Mutation in diesem Bereich festgestellt und das S172-Peptid als stark konservierte Region beschrie-
ben (Nayersina et al., [1993; Rehermann et al., [1995b). Um das sehr unwahrscheinliche Vorliegen
einer spontanen Mutation wahrend der Zellkultivierung im Bereich des integrierten HBV-Genoms
auszuschliefen, konnte ggf. eine PCR vom integrierten HBV-Genom durchgefithrt werden mit
anschlieBender Sequenzierung des PCR-Produkts.

Trotz des Erkennens von HBV infizierten HepaRG-Zellen durch unsere S172-spezifischen T-Zell-
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Rezeptoren, wire eine Kokultur mit priméren humanen Hepatozyten sinnvoll, um festzustellen,
ob das S172-Peptid auch in priméren Hepatozyten prozessiert und ausreichend mittels MHC-I
prasentiert wird. Nichtsdestotrotz konnten wir zeigen, dass alle unsere HBV-spezifischen T-Zell-
Rezeptoren auch ihre Epitope nach endogener Peptidprozessierung und MHC-I-Beladung erkennen
und somit eine wichtige Voraussetzung fiir die in vivo Versuche und spéteren klinischen Versuche

erfiillen.

3.4.4 Vergleich der MHC-Restriktion von HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren

Die aus HLA-A*02:01" Patienten isolierten HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren erkannten das
entsprechende HBV-Peptid auch auf anderen HLA-A*02-Subtypen (siehe Kapitel . Dabei
wurden, bis auf HLA-A*02:08, 11 der 12 getesteten HLA-A*02-Subtypen mindestens von einem HBV-
spezifischen T-Zell-Rezeptor erkannt. Dass diese drei HBV-Peptide im Sinne einer unselektiveren
T-Zell-Erkennung von T-Zell-Linien auf verschiedenen HLA-A2-Subtypen erkannt werden, stellte
auch Bertoni et al., |1997| fiir die Subtypen A*02:02, A*02:03, A*02:06 fest.

Immunogene natiirliche T-Zell-Peptide haben meist HLA-Affinitdten von unter 500 nM (Sette et al.,
1994)). Fiir die Peptide C18, S20 und S172 konnte z.B. eine hohe HLA-Bindungsaffinitdt zu den
HLA-A2-Subtypen A*02:02, A*02:03, A*02:06 mit IC50-Werten unter 50 nM festgestellt werden, mit
Ausnahme der Bindungskapazitit des HLA-A2-Subtyps A*02:02, fiir die die beiden S-spezifischen
Peptide einen IC50-Wert um die 100 nM besaflen (Bertoni et al., [1997)). Dass T-Zell-Rezeptoren einer
Epitopspezifitdt manche dieser 3 HLA-Subtypen nicht erkennen, scheint damit nicht allein mit einer
generell instabilen Peptid-MHC-I-Bindung erkldrt werden zu kénnen, sondern moglicherweise eher
durch die unterschiedliche Fahigkeit der T-Zell-Rezeptoren den Peptid-HLA-A2-Subtyp-Komplex
zu binden.

Die HLA-Subtypen HLA-A*02:06, HLA-A*02:07 unterscheiden sich zum HLA-A*02:01 in einer
Aminoséure, dass HLA-A*02:03 in drei. Die Unterschiede in der Proteinsequenz liegen dabei alle im
Peptidbindenen-Spalt vor und kénnen dadurch die Bindungskonformation der zu prasentierenden
Peptide beeinflussen (Liu et al., 2011)). Kristallstrukturanalysen vom C18-Peptid auf HLA-A*02:03,
HLA-A*02:06, HLA-A*02:07 ergaben dabei die gréfite sterische Hinderung zwischen der Bindungs-
tasche des HLA-A*02:03 und dem Core-Peptid, welche zu einer reduzierten Bindungsaffinitét fiihrte
(Liu et al., 2011)) und eventuell erkldren kénnte, warum alle unsere C18-spezifischen T-Zell-Rezeptoren
das C18 Peptid nicht auf A*02:03" Zielzellen erkennen konnten.

Durch die Féhigkeit unserer HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren, das entsprechende HBV-Peptid auf
verschiedenen HLA-A2-Subtypen zu erkennen, kénnen unsere HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren
auch in Landern bzw. Weltregionen eingesetzt werden, in denen der HLA-A*02:01-Subtyp sehr
niedrig ist bzw. andere HLA-A*02-Subtypen in der Bevolkerung dominieren (s. Abb. a, b).
Wiiren unsere T-Zell-Rezeptoren strikt auf das HLA-A*02:01-Molekiil restringiert, konnten in
Nordostasien (China und Hong Kong) nur 14.33 % der Bevélkerung (berechnet mit dem Analysetool
»population coverage“ von IEDB.org) potentiell mit unseren HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren
behandelt werden. Durch die zusétzliche Erkennung der HLA-Subtypen A*02:06, A*02:07 und
A*02:03 durch einen Teil unserer HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren kann aber ein dreifach grofierer

Anteil der chinesischen Bevolkerung, ndmlich 44,36 %, theoretisch mit unseren HBV-spezifischen
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T-Zell-Rezeptoren im Sinne einer adoptiven T-Zell-Therapie therapiert werden. Durch das Vorliegen
eines T-Zell-Repertoires konnten abhéngig von der Population, die behandelt werden soll, die T-Zell-
Rezeptoren verwendet werden, die die hdufigsten HLA-A2-Subtypen in der Population erkennen
wiirden. Es ist aber auch hervorzuheben, dass allein durch die Kombination des C18-spezifischen
TZR 5E und des S20-spezifischen TZR 4G, alle HLA-A2-Subtypen abgedeckt wiren, die durch unsere
T-Zell-Rezeptoren erkannt werden. Dies hiitte den Vorteil, dass in Anbetracht der kostenintensiven
klinischen Testung und Aufbereitung unter GMP-Bedingungen auch bereits mit diesen zwei hoch
aviden T-Zell-Rezeptoren theoretisch 44,3 % der Weltbevilkerung behandelt werden kénnten —
unter der etwas vereinfachten Annahme, dass nur die HLA-Restriktion limitierender Faktor fiir die

Verwendung in einer Patientenpopulation ist.

Die Erkennung der HLA-A2-Subtypen A*02:06, A*02:07 und A*02:03 ist insbesondere daher von
Relevanz, da 68 % aller chronisch Heptatitis B Infizierten aus der westpazifischen Region (115
Millionen Infizierte) oder aus Afrika (60 Millionen) kommen (WHO, 2017). Der GroBteil der HBV-
Infizierten in der westpazifischen Region leben dabei in China. Im Jahr 2018 waren in China

schitzungsweise 84 Millionen Menschen HBsAg positiv (Wang et al., [2019).

Der HLA-A2-Subtyp A*02:07 wurde von allen T-Zell-Rezeptoren erkannt. Der HLA-A2-Subtyp
A*02:06 wurde nur von den C18-spezifischen T-Zell-Rezeptoren FLP14, FLP122 und 5E sowie dem
S172-spezifischen TZR WL31 gut erkannt, aber nicht von S20-spezifischen T-Zellen. Es kénnen
durch die Erkennung von A*02:06 weitere 5% der chinesischen Bevélkerung mit diesen T-Zell-
Rezeptoren potentiell therapiert werden. Der S20-spezifische TZR, 4G erkannte wiederum als einziger
der elf getesteten T-Zell-Rezeptoren den HLA-A2-Subtyp A*02:03 und wire damit in 38,1 % der

chinesischen Bevolkerung potentiell einsetzbar.

Allerdings ist bei der Abschétzung, wieviele Patienten fiir die Behandlung mit unseren HBV-
spezifischen T-Zell-Rezeptoren in Fragen kommen konnten, ein weiterer Faktor miteinzubeziehen -
die HBV-Genotypenverteilung. Dies ist von Relevanz, da fiir die verwendeten Epitope (C18, S20
und S172) genotypische Variationen in der Peptidsequenz vorliegen und diese Auswirkung auf die
Peptid-MHC sowie die T-Zell-Erkennung haben kénnen. Zudem gibt es deutliche geographische
Unterschiede, so sind es in Europa vorwiegend die HBV-Genotypen A /D, die in Infizierten zu
finden sind, in China hingegen vorwiegend die Genotypen B/C. Es sind schitzungsweise 92 %
der chronischen HBV-Infektionen in China auf die Genotypen B/C zuriickzufiihren (Velkov et al.,
2018). Dass diese Unterschiede in der Verteilung der HLA-A2-Subtypen sowie der Verteilung HBV-
Genotypen Auswirkung auf das natiirliche T-Zell-Repertoire in der chinesischen bzw. kaukasischen

Bevolkerung hat, konnten Tan et al., 2008| zeigen.

Im Anschluss an die vorliegende Arbeit wurde daher eine weitere LCL-Kokultur durch Karin Wiss-
kirchen durchgefiihrt, um zu iiberpriifen, ob unsere HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren die genoty-
pischen Variationen der HBV-Peptide (C18: FLPSDFFPSI, S20: FLLTKILTI, S172: WLSLLVQFV)
auch auf den in China hiufigen HLA-A*02-Subtypen erkennen. Transduzierte HBV-spezifische
T-Zellen wurden mit A*02:017 bzw. A*02:06" oder A*02:07" lymphoblastoiden Zelllinien kokul-
tiviert, die mit den entsprechenden HBV-Peptiden beladen worden waren. Alle C18-spezifischen
T-Zell-Rezeptoren, bis auf den TZR 6K und 7D, erkannten die C18-Peptid-Variante ,, FLPSDFFPSI*
auf den A*02:06" oder A*02:07" Zielzellen nur unwesentlich schlechter als das C18-Peptid des
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Genotyps A/D (FLPSDFFPSV). Bei den S20-spezifischen T-Zell-Rezeptoren war der TZR 4G wieder
der stiarkste. Er erkannte alle getesteten Peptid-HLA-Subtyp-Kombinationen, nur die S20-Peptid-
Variante ,, FLLTKILTI“ prisentiert auf A*02:06" nicht. Die S172-Peptid-Variante ,, WLSLLVQFV*
wurde auf den A*02:01% oder A*02:07" nicht aber auf den A*02:06" Zielzellen erkannt (Wisskirchen
etal., 2017)). Eine weitere genauere funktionelle Testung der HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren
mit diesen genotypischen Variationen der Peptide C18, S20 und S172 wire sinnvoll, denn die
genotypischen Variationen in den Epitopen kénnen mit einer schnelleren Dissoziation der Peptide
von den HLA-Molekiilen einhergehen und somit Auswirkung auf die Sensitivitét der T-Zell-Antwort
haben (Tan et al., [2008]).

In unserer Modellrechnung zur Bestimmung der Anzahl an potentiellen Patienten fiir eine adoptive
T-Zell-Therapie (siehe Kapitel bezogen wir die HLA-A2-Subtypenverteilung sowie die HBV-
Genotypenverteilung pro Land mit ein. China weist mit 29 Millionen Patienten, die einen HLA-
Subtyp tragen und einen HBV-Genotyp tragen, der von mindestens einem unserer HBV-spezifischen
T-Zell-Rezeptoren erkannt wird, am meisten potentielle CHB-Patienten fiir eine adoptive T-Zell-
Therapie auf, gefolgt von Indien mit um die 4,4 Millionen CHB-Patienten. Insgesamt kénnten
nach unserer Modellrechnung mindestens 60 Millionen chronisch Hepatitis B-Infizierte mit unseren
HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren behandelt werden.

Unsere HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren kénnen demnach, iiber die HLA*A2:01" Population
hinaus, auch fiir die in den HBV-Epidemiegebieten hiufig vorkommenden A*02:037, A*02:06™ und
A*02:07" Populationen angewendet werden und wiiren potentiell in 60 Millionen Patienten mit

chronischer Hepatitis B einsetzbar.

3.5 Expression und Funktionalitit der HBV-spezifischen T-Zell-

Rezeptoren in murinen T-Zellen

Es wurde bereits gezeigt, dass der Transfer von HBV-spezifischen murinen T-Zellen eine Immun-
kontrolle des HBV in Mausmodellen der chronischen Hepatitis B ermoglicht (Guidotti et al., [1996]).
Gehring und Kollegen (Gehring et al., 2011a) transferierten per retroviraler Transduktion gentech-
nisch modifizierte humane HBV-spezifische T-Zellen in immunkompromittierte Méuse, denen zuvor
die humane HBV-Antigene exprimierende Hepatomazelllinie HepG2 injiziert wurde. Damit konnten
sie zeigen, dass der adoptive Transfer von HBV-spezifischen T-Zellen eine Therapiemoglichkeit fiir
das HBV-induzierte hepatozellulare Karzinom sein kénnte.

Um jedoch Aussagen treffen zu kénnen, ob der Transfer von allogenen oder autologen gentechnisch
verinderten T-Zellen eine Therapiemdoglichkeit fiir die chronische Hepatitis B darstellen konnte,
sind andere in vivo Mausmodelle nétig, in denen z.B. die Antigendichte und ihr Einfluss auf die
T-Zell-Exhaustion und das immunsupprimierende Milieu der Leber simuliert wird (Guidotti et al.,
1995; Inuzuka et al.,[2014). Wir kreuzten deshalb die als chronisches HBV-Modell etablierte Mauslinie
HBV1.3 (Guidotti et al., 1995) mit der Mauslinie HHD2 (Pascolo et al., [1997)), die das modifizierte
humane HLA-A*02:01 ,HHD* exprimiert und generierten somit die Mauslinie HBV-A2. Die Idee ist
unsere HLA-A*02:01 restringierten HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren in diesem in-vivo-Modell

der chronischen Hepatitis B weiter zu untersuchen. In den hier erwdhnten Vorversuchen konnte
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gezeigt werden, dass unsere HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren auch in murinen T-Zellen exprimiert
werden und diese in HBV-spezifische Effektorzellen umwandeln. Interessant ist dabei, dass, wie bei
den humanen CD4" T-Zellen, auch in den murinen T-Zellen deutliche Unterschiede beziiglich der
Streptamerbindung auffielen. Wie bei den humanen CD4" T-Zellen korreliert die Streptamerbindung
dabei nicht mit der funktionellen Aviditdt wie auch von anderen Forschungsgruppen beschrieben
(Hombrink et al., 2013; Bentzen et al., 2016]). Nach neueren Erkenntnissen lassen sich allein aus der
Stéarke der Multimerbindung eines T-Zell-Rezeptors keine verldsslichen Angaben zur Aviditét einer
T-Zelle machen, sondern es scheinen auch andere Faktoren wie z.B. kraftabhéngige Wechselwirkungen
zwischen TZR und pMHC Auswirkungen auf die T-Zell-Aktivierung zu haben (siehe Kapitel .

Zudem konnten wir zeigen, dass die HBV-Peptide auf dem modifizierten HLA.A*02:01 HHD nach
Peptid- Beladung prisentiert und durch unsere HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren erkannt werden.
Dabei scheint auch die Expression des HHD-Molekiils auf den murinen Leberzellen ausreichend zu
sein, wie die Kokultur der transduzierten B3Z-Zellen mit Peptid-beladenen HHD™ primiir murinen
Hepatozyten zeigte. Um MHC- bzw. Antigendichte des HBV-A2 Mausmodell in vitro noch besser
zu imitieren, kénnten auch primére murine Hepatozyten aus HBVA2 Méusen isoliert werden und
dann mit transduzierten HBV-spezifischen murinen T-Zellen kultiviert werden. Die Ergebnisse der
oben genannten Voruntersuchungen sind daher vielversprechend, dass sich das HBV-A2 Mausmodell
fiir die in vivo Testung der HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren eignet. Die Befiirchtung, dass in
HLA-A2-transgenen Méausen durch eine andere Prozessierungsmaschinerie andere Peptide prozessiert
und présentiert werden und somit andere T-Zell-Epitope von Relevanz sind, wurde widerlegt. So
konnte nach Impfung von HLA-A2 transgenen M#use mit HBV-Antigenen eine Immunantwort
gegen die Peptide C18 und S172 nachgewiesen werden (Wentworth etal., [1996) sowie in einem
HBsAg/HLA-A*02 transgenen Mausmodell nach DNA-Impfung eine CD8" Immunantwort gegen
das S20-Peptid (Loirat et al., 2003).

Ein Nachteil des HBV-A2 Mausmodell ist, dass man mit diesem nicht nachweisen kann, ob der
adoptive T-Zell-Transfer auch zur wiinschenswerten Elimination der cccDNA fithren wiirde, da das
HBV-Genom als Transgen im Genom des Wirts integriert ist und nicht in Form von cccDNA in den

Hepatozyten vorliegt.

Dieser Fragestellung kann jedoch in einem Mausmodell, bei dem humane HLA-A*02:01" Hepatozyten
in immundefiziente M#use xenotransplantiert und anschliefend mit HBV infiziert werden (Allweiss
et al., [2014), nachgegangen werden. In diesem Mausmodell konnte in spéteren Experimenten durch
Karin Wisskirchen und Kollegen gezeigt werden, dass transferierte humane HBV-spezifische T-
Zellen infizierte Hepatozyten spezifisch eliminieren und cccDNA nach der Behandlung nicht mehr
nachweisbar ist (Wisskirchen et al., 2019).

Die moglichen Wechselwirkungen der transferierten gentechnisch modifizierten T-Zellen mit dem
endogenen HBV-toleranten Immunsystem des Empfiangers konnten wiederum besser im HBV-A2
Mausmodell untersucht werden, sodass auch dieses Modell weiterhin untersucht werden sollte. Andere
interessante Mausmodelle zur Untersuchung der adoptiven T-Zell-Therapie der chronischen Hepatitis
B wiire die HBV-Transfektion mittels Adeno-assoziertem Virus von HLA-A*02:01" Méusen (Huang
etal., 2012; Dion et al., |[2013) oder die HBV-Infektion von humanisierten Mausen mit humanem

Immunsystem und humanen Hepatozyten, wie es bereits von Washburn et al., 2011| fiir HCV
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beschrieben wurde.

Letztendlich konnten unsere HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren in murine T-Zellen exprimiert
werden und eine spezifische Effektorantwort hervorrufen. Dies ermdoglicht die weitere Untersuchung
unserer T-Zell-Rezeptoren sowie das Therapieverfahren der adoptiven T-Zell-Therapie der Hepatitis
B in murinen Mausmodellen, wie u. a. dem HBV-A2 Mausmodell, um somit weitere wichtige

préklinische in vivo Daten zu generieren.

3.6 Zusammenfassende Bewertung der HBV-spezifischen T-Zell-

Rezeptoren

Alle HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren fiihrten, transduziert in CD8% T-Zellen, zu einer starken
antiviralen Effektorantwort. Die C18-spezifischen T-Zell-Rezeptoren waren allerdings im Vergleich
zu den S-spezifischen T-Zell-Rezeptoren insbesondere in der spezifischen Lyse der T2-Zellen und
der Hepatomazellen sensitiver. C18-spezifische T-Zellen sind bekannterweise in der akuten HBV-
Infektion die dominierende T-Zell-Population (Maini et al., |1999) und scheinen auch in chronisch
HBV-Infizierten die hiufigste und zugleich gegen T-Zell-Dysfunktion robusteste T-Zell-Population
zu sein (Schuch et al., |2018)). Auch scheint der Anteil an HBV-Core-spezifischen CD4" T-Zellen
hoher als der Anteil an HBsAg-spezifischen T-Zellen in Knochenmarkspender und den dazugehorigen
Empfiangern nach HBsAg-Elimination zu sein und ist daher mit Ausheilung der chronischen Hepatitis
B assoziiert (Lau et al., [2002)). Es ist daher sicher von Vorteil hoch avide C18-spezifische T-Zellen
fiir die adoptive T-Zell-Therapie der Hepatitis B zu benutzen. Allerdings sind auch die Surface-
spezifischen T-Zell-Rezeptoren nicht zu vernachlissigen. Einerseits scheinen die Surface-Epitope
bei Hepatoma-Zellen stark exprimiert zu werden (Khakpoor etal., 2018) und somit eignen sich
S-spezifische T-Zellen zur Immuntherapie des HBV-assozierten HCC, andererseits konnte auch
gerade der geringere Nachweis von S-spezifischen T-Zellen in chronisch Hepatitis B Infizierten dafiir
sprechen, dass diese zur Elimination einer chronischen HBV-Infektion notwendig sind (Schuch et al.,
2018]).

Die grofiten Unterschiede zwischen den T-Zell-Rezeptoren beziiglich der funktionellen Aviditiat waren
in den CD4" T-Zellen vorzufinden. Durch Verwendung von CD4" T-Zellen in der adoptiven T-Zell-
Therapie — allein oder in Kombination mit CD8" T-Zellen — kann méglicherweise die Wirksamkeit
weiter gesteigert werden (Muranski und Restifo, 2009; Kamphorst und Ahmed, 2013). Der Transfer
von CD4" T-Zellen scheint dabei sowohl in der adoptiven Therapie von Malignomen (Kahn et al.,
1991; Surman et al., 2000; Hunder et al., 2008)) als auch von chronischen Viruserkrankungen durch
Triggerung oder Verstarkung der antitumoralen bzw. antiviralen Immunantwort erfolgversprechend zu
sein (Aubert et al., [2011)). In einem Mausmodell zur Therapie des HBV-assoziierten hepatozellulédren
Karzinoms mittels adoptivem T-Zell-Transfer konnte gezeigt werden, dass sowohl der Transfer von
S20-spezifischen CD8* als auch der CD4™ zur vollstéindigen Tumorelimination notwendig ist (Koh
etal., [2013).

Eine funktionierende CD4" T-Zell-Funktion ist auch fiir die Immunkontrolle des HBV wichtig
(Ferrari etal., [1990). Eine frithe CD4" T-Zell-Antwort scheint dabei ausschlaggebend fiir eine

effektive und koordinierte CD8%" T-Zell-Antwort und einen akuten selbstlimitierenden Verlauf der
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HBV-Infektion zu sein. Im Gegensatz dazu scheint eine verlangsamte oder fehlende CD4™" T-Zell-
Antwort zu einer chronischen HBV-Infektion zu fithren, trotz Vorliegen von HBV-spezifischen CD8"
T-Zellen (Asabe et al., 2009).

Die CD4*% T-Zellen scheinen dabei nicht nur wichtig fiir die Initiierung der zytotoxischen CD8"
T-Zell-Antwort und fiir die Antikérperproduktion zu sein, sondern auch fiir die Wiederherstellung
von dysfunktionalen CD8% Effektor-T-Zellen (Kamphorst und Ahmed, |2013)). Fiir die chronische
Lymphozytare-Choriomeningitis-Virus-Infektion wurde im Mausmodell nachgewiesen, dass durch
Transfer von CD4" T-Zellen sowohl die Dysfunktion von CD8" T-Zellen wieder aufgehoben als auch
eine spezifische B-Zell-Antwort ausgelost werden konnte (Aubert et al., 2011). Auch in chronisch
HBV-Infizierten liegt eine Dysfunktion HBV-spezifischer T-Zellen vor (Fisicaro et al., 2010). Die
. T-cell exhaustion® der CD8% T-Zellen, durch chronische Uberstimulation mit viralen Antigenen
und dem immunsupressiven Milieu in der Leber, konnte somit méglicherweise durch den Transfer von
HBV-spezifischen CD4" T-Zellen iiberwunden werden. Das Ziel einer Immuntherapie der chronischen
HBV-Infektion wire deshalb sowohl die Anzahl und Potenz HBV-spezifischer zytotoxischer T-Zellen
als auch die Anzahl der CD4*-Helferzellen zu erhéhen (Protzer et al., 2012)).

Bei Verwendung MHC-I-restringierter T-Zell-Rezeptoren in CD4™ T-Zellen ist fiir eine ausreichende
antigenspezifische Immunantwort eine hohe TZR-Affinitdt notig, die eine stabile TZR:Peptid:MHC-
Bindung auch ohne CD8-Korezeptor erméglicht (Stone und Kranz, [2013)). Diese hohe Affinitit kann
z.B. durch Verwendung gentechnisch modifizierter hoch avider T-Zellen (Soto et al., 2013)) oder
durch gleichzeitigen Transfer des CD8-Korezeptors (Xue et al., [2013)) erreicht werden. Erstaunlicher-
weise wurden fast alle unsere HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren in CD4" T-Zellen unabhéngig
vom CD8-Korezeptor exprimiert und zeigten zudem eine spezifische Thl-Zytokinproduktion mit

polyfunktionaler Zytokinproduktion von IFN-+, TNF-a und IL-2.

Die mit den HBV-spezifischen transduzierten CD4% T-Zellen wiesen dabei im Vergleich zu den
transduzierten CD8" T-Zellen eine vermehrte IL-2 Produktion auf. Die spezifische IL-2 Produktion
durch CD4*1 T-Zellen ist wichtig fiir eine funktionierende antivirale CD8" T-Zell-Antwort (Lichterfeld
et al., 2004; Smyk-Pearson et al., 2008) und verhindert bzw. hebt moglicherweise den dysfunktionalen
Zustand von HBV-spezifischen CD8% T-Zellen im immunsuppressiven Lebermilieu auf. Bénéchet
et al., 2019 konnten namlich in einem Hepatitis B Mausmodell demonstrieren, dass durch die
Applikation von IL-2 der durch falsches ,,Priming* verursachte dysfunktionale Zustand von HBV-
spezifischen CD8" T-Zellen wieder behoben werden konnte.

Zudem konnte teils auch eine direkte zellvermittelte Zytotoxizitiit durch den TZR-Transfer in CD4™
T-Zellen erreicht werden, wenn auch geringer als in CD8% T-Zellen. Die geringere zellvermittelte
Zytotoxizitit der TZRT CD4" T-Zellen im Vergleich zu den CD8" T-Zellen bei gleichzeitiger
hoher polyfunktionaler Zytokinproduktion kénnte dabei in der adoptiven T-Zell-Therapie den
Vorteil haben, dass es zu einer geringen Leberschiddigung kommt bei gleichzeitig indirekter Zytokin
vermittelter Elimination der cccDNA. Die von T-Zellen sezernierten Zytokine wie z.B. IFN-v und
TNF-« fithren dabei nicht nur zur Elimination der cccDNA, sondern greifen an verschiedenen
Punkten in den Lebenszyklus des HBV antiviral ein (Xia und Protzer, |2017; Xia et al., 2016).
Bei in vitro Experimenten, anschliefend an die Versuche zu dieser Arbeit, konnte Wisskirchen
etal., 2019 zeigen, dass nach Blockade der Zytokine IFN-y und TNF-a mittels Antikorper die
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Fihigkeit der CD4" T-Zellen zur cccDNA Elimination reduziert war. In den CD8" T-Zellen war im
Gegensatz dazu weiterhin eine starke Reduktion der cccDNA Level trotz Blockade der Zytokine
IFN-v und TNF-« zu verzeichnen. Ob die alleinige Verwendung von HBV-spezifischen CD8' bzw.
CD4*1 T-Zellen oder die Kombination beider in der adoptiven T-Zell-Therapie der chronischen
Hepatitis B sinnvoll wiire bzw. in welcher Form die HBV-spezifische CD8"-T-Zell-Antwort durch
Kotransfer mit HBV-spezifischen CD4"-T-Zellen verbessert wird, muss allerdings noch in weiteren

in vitro und insbesondere in vivo Versuchen iiberpriift werden.

Vergleicht man die einzelnen T-Zell-Rezeptoren der jeweiligen Peptidspezifitéit hinsichtlich der
Effektorfunktionen in CD8" und CD4" T-Zellen und der Erkennung von HLA-A2 Subtypen ergibt
sich Folgendes:

In den C18-spezifischen T-Zell-Rezeptoren zeigten alle T-Zell-Rezeptoren bis auf den T-Zell-Rezeptor
FLP122 eine starke Effektorantwort, wobei die TZR 6K und 5E die hichste Aviditdt aufwiesen.
Allerdings erkannten die T-Zell-Rezeptoren 5E und FLP14 am meisten HLA-A*02-Subtypen von den
C18-spezifischen T-Zell-Rezeptoren und sind somit potentiell in einer grofleren Patientenpopulation
anwendbar. Der C18-spezifische TZR C_AB von Antonio Bertolettis Arbeitsgruppe gehért anhand
der hervorgerufenen Effektorfunktion in CD8' und CD4" T-Zellen ebenfalls zu den hoch aviden
C18-spezifischen T-Zell-Rezeptoren. Die Fihigkeit HLA-A2-Subtypen zu erkennen wurde fiir den
TZR C_AB allerdings nicht gepriift.

In den S20-spezifischen T-Zell-Rezeptoren waren die Unterschiede eindeutiger. Hier fiel vor allem der
hoch avide TZR 4G auf, der insbesondere in den CD4™ T-Zellen eine starke Effektorantwort zeigte.
Des Weiteren war der TZR 4G der einzige S20-spezifische TZR, der transduziert in CD4" T-Zellen
eine signifikant IFN-+v Produktion nach Kokultur mit den HBV-replizierenden Hepatomazellen
hervorrief. Die mit dem TZR 4G transduzierten T-Zellen erkannten zudem in der S20-spezifischen

Gruppe am meisten HLA-A2-Subtypen.

Bei den S172-spezifischen T-Zell-Rezeptoren wies der TZR WL12 die bessere Effektorantwort auf,
insbesondere in den CD4" T-Zellen, allerdings erkannte der TZR 31 mehr HLA-A2-Subtypen.

Die hoch aviden T-Zell-Rezeptoren 6K, 5E, 4G und WL12 stammen dabei alle aus dem Spender
1 (siehe , bei dem bereits vor 25 Jahren eine akute Hepatitis B ausgeheilt war, wihrend
die niedrig aviden T-Zell-Rezeptoren aus den akut infizierten Spendern isoliert worden waren.
Interessanterweise konnten aus dem Blut des Spenders nicht direkt ex vivo HBV-spezifische T-
Zellen per Tetramerfirbung isoliert werden. Normalerweise geht man davon aus, dass mittels
Tetramerfarbung etwa 0,1-1,1% HBV-spezifischer T-Zellen (im peripheren Blut) akut HBV-Infizierter
vorzufinden sind (Urbani et al., 2002)). Dass hoch avide HBV-spezifische T-Zellen aus einem Spender
mit seit Jahren ausgeheilter Hepatitis erst nach erneuter Stimulation dedektierbar waren, konnte
durch das Vorhandensein kleiner Populationen HBV-spezifischer zentraler Gedéchtnis-T-Zellen zu
erklédren sein. Die hoch aviden T-Zell-Rezeptoren 6K, 5E, 4G und WL12 sind méglicherweise durch
wiederholte Antigenexposition einer stirkeren Selektion fiir hoch avide T-Zell-Rezeptoren unterzogen
worden (Busch und Pamer, 1999)).

Wir haben somit einerseits fiir jede der drei Peptidspezifitdten hoch avide T-Zell-Rezeptoren (6K, 5E,
4G und WL12) isolieren kénnen, haben aber auch einige T-Zell-Rezeptoren mit niedrigerer Aviditt.

Dies kénnte von daher interessant sein, da es aktuell auch zu einem gewissen Umdenken beziiglich der
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anzustrebenden Aviditdt bei Antigenrezeptoren in der adoptiven T-Zell-Therapie kommt (D’Ippolito
etal., [2019). Denn in der klinischen Anwendung von hoch aviden Antigen-Rezeptoren zeigte sich,
dass hoch avide Antigen-Rezeptoren zwar einerseits zu einer hohen Effektorantwort gegen das
Zielantigen fithren, aber auch mit einer erhéhten On- and Off-Target Toxizitét einhergehen (Johnson
et al., 2009; Linette et al., [2013). Es wird daher u. a. von d’Ippolito und Kollegen postuliert, dass
weniger avide Antigenrezeptoren zu einem geringeren Nebenwirkungsprofil und somit zu einer
besseren Therapiesicherheit fithren (D’Ippolito etal., 2019). Dabei konnten entweder mehrere
Antigenrezeptoren mit verschiedener Aviditét gleichzeitig dem Patienten verabreicht werden oder
der Patient erhélt bei hoher Antigenlast zunéchst weniger avide T-Zellen und dann zur vollstdndigen
Antigen-Eradikation bzw. Therapieerhaltung hoch avide T-Zellen.

Zusammenfassend konnten wir hoch avide T-Zell-Rezeptoren gegen 3 bekannte immunogene HBV-
Peptide isolieren, die sowohl CD8* als auch CD41 T-Zellen in starke HBV-spezifische Effektorzellen
umwandeln. Zudem decken wir mit unserem TZR-Repertoire ein breites Spektrum an HLA-A2-
Subtypen ab, darunter auch die in Asien gehiuft vorkommenden HLA-Subtypen HLA*A2:03 und
HLA*A2:06 und HLA*A2:07 - der Kontinent in dem 75% aller chronisch HBV-Infizierten leben
(Merican et al., [2000). Mit diesen Eigenschaften sind unsere HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren fiir
die adoptive T-Zell-Therapie der Hepatitis B bestens geeignet. Wir erhoffen uns dadurch die starke
multispezifische T-Zell-Antwort, wie sie beim akuten Verlauf der Hepatitis B zu beobachten ist und
die zur Eliminierung des Virus fiithrt, mit diesen T-Zell-Rezeptoren nach retroviraler Transduktion

in T-Zellen imitieren zu kénnen.

3.7 Bewertung des adoptiven T-Zell-Transfers mit natiirlichen T-

Zell-Rezeptoren als Immuntherapie der chronischen Hepatitis
B und Ausblick

Die Idee, dass die adoptive T-Zell-Therapie eine potentielle kurative Therapie der chronischen
Hepatitis B sein kann, begann, als Shouval und Kollegen 1995 erstmals berichteten, dass in einem
chronisch HBV-infizierten Patienten nach Erhalt von Knochenmarkzellen aus einem Anti-HBc und
Anti-HBs positiven Spender, HBsAg und die HBV-DNA verschwanden und eine Serokonversion zu
Anti-HBs statt fand (Shouval und Ilan, 1995). In weiteren Studien wurde dies bestétigt und gezeigt,
dass eine Serokonversion von HBsAg zu Antikérper gegen das HBsAg (Anti-HBs) nur zustande
kommt, wenn der Knochenmarkspender eine natiirliche Immunitét (Anti-HBc™, Anti-HBs™) besa8.
Eine alleinige Immunisierung der Knochenmarkspender (Anti-HBs) fiihrte nicht zu einem Verschwin-
den von HBsAg (Lau et al., [1998). Die Problematik ist, dass die Knochenmarktransplantation mit
lebensbedrohlichen Komplikationen wie schweren Infektionen oder der Graft-Versus-Host-Reaktion
einhergeht, sodass dieses Verfahren zur alleinigen Therapie der Hepatitis B ohne Vorliegen einer
malignen hamatologischen Grunderkrankung nicht geeignet ist. Durch den Transfer von autologen
HBV-spezifischen T-Zellen sollten weniger Komplikationen auftreten, auch weil keine Immunsup-
pression nach Transfer der T-Zellen notwendig wére. Durch die Verwendung von autologen Zellen
wiirde auch die teils schwierige Suche nach dem passenden Spender — Stichwort HLA-Matching —

nicht mehr nétig sein, sondern alleine die HLA-Restriktion des verwendeten T-Zell-Rezeptors wére
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zu beachten. Da in chronisch HBV-Infizierten eine addquate HBV-spezifische T-Zell-Antwort sehr
schwach ist oder sogar fehlt bzw. eine funktionelle Erschépfung der HBV-spezifischen CD8" T-Zellen
besteht, kénnen funktionelle HBV-spezifische T-Zellen nicht bzw. nur schwer isoliert und somit
auch nicht nach Expansion wieder reinfundiert werden. Durch Einfithrung von HBV-spezifischen
T-Zell-Rezeptoren oder chiméren Antigenrezeptoren (CAR) konnte autologen T-Zellen von chronisch
HBV-Infizierten eine HBV-Spezifitiat verliechen werden. Zuséatzlich konnte mit HBV-spezifischen
T-Zellen nicht nur die chronische Hepatitis B sondern auch das HBV-assozierte HCC behandelt
werden. Die Arbeitsgruppe um Antonio Bertoletti publizierte hierzu bereits einen Fallbericht (Qasim
etal., 2015). Autologe T-Zellen, welche mit einem Surface-spezifischen TZR transduziert worden
waren, fithrten in einem lebertransplantierten Patienten mit neuen disseminierten HBsAg™ HCC
Metastasen und zirkulierendem HBsAg zu einer deutlichen Reduktion (90 %) des HBsAg ohne
funktionseinschrinkenden Leberschaden oder anderen Nebenwirkungen, wie ,,on* oder ., of target*
Nebenwirkungen. Ein Tumorregress bzw. Riickgang der Tumormasse oder eine komplette Elimination

von HBsAg konnte allerdings in diesem Fall nicht erreicht werden (Qasim et al., |2015)).

Welche Antigenrezeptoren sich am besten fiir die adoptive T-Zell-Therapie der CHB eignen wiirden
ist noch unklar. Die Verwendung von chiméren Antigenrezeptoren hétte den Vorteil, dass sie aufgrund
ihrer HLA-Unabhéngigkeit im Gegensatz zu HLA-restringierten natiirlichen T-Zell-Rezeptoren in
allen chronisch HBV-infizierten Patienten theoretisch verwendet werden kénnten. Da die Erkennung
des Antigens durch Antikorperfragmente erfolgt, konnen Zellen allerdings nur spezifisch erkannt
und lysiert werden, wenn sie das entsprechende Antigen auf ihrer Oberfliche exprimieren, wie z.B.
das Hepatitis-B-Oberflichenprotein. Virale Proteine wie das Core- oder X-Protein, die nicht auf
der Zelloberfliche exprimiert werden, sind somit als Antigen fiir den CAR nicht geeignet. Dies
ist deswegen von Relevanz, da in HBV-infizierten Lebern nicht alle infizierten Hepatozyten das
gleiche Antigen-Profil aufweisen, sondern vielmehr ein Mosaik an infizierten Hepatozyten besteht,
die HBV-Antigene, HBV-DNA und cccDNA in unterschiedlicher Menge und an unterschiedlichen
Lokalisation exprimieren (Zhang et al., 2016). So konnten Zhang et al., [2016 z.B. zeigen, dass sich
HBsAg-Expression invers zur HBV-DNA und cccDNA Menge in Hepatozyten verhilt und auch
die Kolokalisation (Kolokalisationsindex von 8,9%) von Core- und Surface-Antigenen sehr gering
ist. Dieses Mosaikmuster findet sich folglich dann auch in der Expression von MHC-I présentierten
HBV-Epitopen wieder (Khakpoor et al., [2018]). T-Zellen, die mit rein S-spezifischen CAR-Rezeptoren
versehen wiren, wiirden infizierte Zellen, die nur Core-Antigene exprimieren, somit nicht erkennen,

wohingegen unsere Core-spezifischen T-Zellen diese spezifisch eliminieren kénnten.

Zudem scheint der CAR bei geringen Antigenmengen weniger sensitiv als natiirliche T-Zell-
Rezeptoren zu sein (Krebs et al., 2013)), sodass infizierte Zellen, die keine oder nur geringe Mengen
an HBsAg an der Zelloberfliiche exprimieren, moglicherweise nicht erkannt werden und das HBV
in diesen persistieren kann. Zugleich gibt es Bedenken, dass der chimére Antigen-Rezeptor durch
die hohe Konzentration von frei zirkulierendem HBsAg im Blut entweder unspezifisch aktiviert
wird und es zu einem ungewollten Gewebe- bzw. Leberschaden kommt oder die Uberstimulation zu
einer funktionellen Erschépfung der CAR™ T-Zellen fiihrt. Letztere Bedenken konnten aber fiir den
S-CAR im HBV transgenen Mausmodell nicht bestétigt werden (Krebs et al., [2013).

Die Verwendung von natiirlichen T-Zell-Rezeptoren hat den Vorteil, dass hoch affine T-Zell-
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Rezeptoren gegen verschiedenste HBV-Antigene aus Patienten mit spontan ausgeheilter Hepatitis B
isoliert und verwendet werden kénnen und somit am ehesten die polyspezifische und hoch avide

T-Zell-Antwort, die in akuten HBV-Infizierten zur Elimination des Virus fiihrt, imitiert.

Aufgrund der HLA-Restriktion ist die infrage kommende Patientenpopulation pro TZR aller-
dings eingeschriankt. Daher miissten zumindest fiir die hdufigsten HLA-Molekiile die immunogenen
HBV-Peptide charakterisiert und dagegen spezifische T-Zell-Rezeptoren isoliert werden. Die Charak-
terisierung und gentechnische Herstellung unter GMP-Bedingungen wére deshalb sehr kostenintensiv,
insbesondere wenn T-Zell-Rezeptoren mit unterschiedlicher Peptid-Spezifitit kombiniert werden
sollten. Durch die Verwendung von Epitopen mit degenerierter HLA-Restriktion bei der Isolation der
T-Zellen konnten wir HBV-spezifische T-Zell-Rezeptoren isolieren, die die HBV-Epitope und deren
relevante genotypische Epitopvarianten nicht nur prasentiert auf HLA-A*02:01 sondern auch auf
anderen HLA-A*02-Subtypen erkannten und somit in eine gréferen Anzahl von Patienten eingesetzt
werden konnten. Ca. 44,3 % der Weltbevolkerung wiirden einen HLA-Subtyp besitzen, der entweder
durch den C18-spezifischen TZR 5E oder den S20-spezifischen TZR 4G erkannt wird und ca. 60
Millionen der weltweit chronisch HBV-Infizierten kénnten nach unseren Hochrechnungen mit einen

dieser zwei T-Zell-Rezeptoren theoretisch sofort behandelt werden.

Eine befiirchtete spezifische Komplikation der adoptiven T-Zell-Therapie der Hepatitis B ist, dass
es durch die forcierte zytotoxische Immunantwort zu einem betréchtlichen Leberschaden mit der
potentiell letalen Komplikation eines schweren Leberversagens kommen kann. Dieser Befiirchtung
widersprechen jedoch einige Daten aus dem HBV-transgenen Mausmodell und Erfahrungen aus
klinischen Studien. Guidotti und Kollegen konnten in HBV-transgenen M&ausen, in denen nahezu
alle Hepatozyten HBV-Gene exprimieren, zeigen, dass der Leberschaden zwar mit der Anzahl an
transferierten T-Zellen korreliert, jedoch zur Kontrolle des HBV eine Effektorzellzahl von 5 x 10% oder
1 x 107 Effektorzellen ausreichte, um die HBV-DNA unter die Nachweisgrenze zu senken und dabei
nur 10 % bzw. 24 % der Hepatozyten zerstort wurden (Guidotti et al., [1996). Auch bei dem Transfer
von T-Zellen in HBV-transgene Méuse, die mit dem HBV-spezifischen CAR ausgestattet waren, kam
es zur Kontrolle der HBV-Replikation und nur zu einem voriibergehenden Leberschaden (Krebs et al.,
2013). Im Menschen konnte in mehreren Fillen von chronisch HBV-Infizierten gezeigt werden, dass
durch den Transfer von HBV-spezifischen T-Zellen im Rahmen von Knochenmarktransplantationen
eine Elimination des HBV ohne grofiere Leberschiden moglich ist (Lau et al., [1997; Lau et al., [2002).
Ein moglicher Grund hierfiir konnte sein, dass das HBV und dessen cccDNA bereits aus einem
Grofiteil der infizierten Hepatozyten durch die von den T-Zellen sezernierten Zytokine IFN-v und
TNF-« eliminiert wird, sodass eine zytotoxische T-Zell-Effektorantwort gar nicht mehr nétig ist
(Guidotti et al., [1996; Xia et al., 2016]).

Fiir unsere T-Zell-Rezeptoren 6K und 4G konnte Karin Wisskirchen anschliefend an diese Arbeit in
einem Mausmodell, in dem humane Hepatozyten in eine immundefiziente Maus xenotranplantiert
wurden, zeigen, dass durchaus infizierte Hepatozyten vorwiegend durch die zytotoxische Effektor-
antwort eliminiert werden und ein Zusammenhang zwischen der Rate an infizierten Hepatozyten
und des durch den T-Zell-Transfer verursachten Leberschadens besteht. In Mausen in denen 90 %
der humanen Hepatozyten infiziert waren, kam es nach T-Zell-Transfer zu einer voriibergehenden

Leberschidigung, die klinisch auch mit einem Gewichtsverlust von unter 10 % einherging, bei
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allerdings auch nahezu vollstindiger Elimination der infizierten Hepatozyten und nicht mehr
nachweisbaren cccDNA-Leveln in der Leber (Wisskirchen et al., 2019)). Allerdings entsprechen
solche hohen Infektionsraten wie in diesem Mausmodell nicht der Mehrheit der Infektionsraten von
Hepatozyten in chronisch HBV-Infizierten, insbesondere wenn die Patienten antiviral anbehandelt
werden (Wursthorn et al., 2006). Unter anderem scheint die Viruslast mit der Rate an infizierten
Hepatozyten zusammenzuhéngen, sowohl in HBeAg-positiven (Naoumov et al., [1990) wie auch
HBeAg-negativen CHB-Patienten (Huang et al., 2010), sodass bei Anwendung der adoptiven T-Zell-
Therapie der CHB im klinischen Setting sicher eine gute Charakterisierung des Infektionsstatus
mit ggf. der Durchfithrung einer Leberbiopsie notwendig wére. Eine weniger invasive und schnellere
Alternative zur Leberbiopsie konnte ggf. die Feinnadelaspiration aus der Leber sein (Gill et al., 2019),
die auch im Langzeitmonitoring von CHB-Patienten nach adoptiver T-Zell-Therapie eingesetzt
werden konnte. Um das Risiko eines fulminanten Leberschadens weiter zu reduzieren, kénnte
vor Beginn der adoptiven T-Zell-Therapie eine medikamentose Therapie mit Nukleosid- bzw.
Nukleotidanaloga erfolgen, um die Zahl an HBV-infizierten Zellen weiter zu reduzieren und somit
moglicherweise zugleich die Chance auf eine Ausheilung zu erhthen. Eine Kombinationstherapie mit
peglFN-a und Adefovir konnte die Zahl an HBsAgt Hepatozyten von durchschnittlich 36 % (max.
95 %) auf 14 % ( max. 50 %) und die Zahl an HBcAg™ Hepatozyten von 16 % (max. 90 %) auf 7%
(max 70 %) reduzieren (Wursthorn et al., |2006)). Daher simulierten Karin Wisskirchen und Kollegen
in ihrem Mausmodell mit Hilfe des Entry-Inhibitor Myrcludex in einem weiteren Versuch nur eine
partielle Infektion der Leber und konnten zeigen, dass es hierunter zu keiner klinisch relevanten
Leberschidigung kam bei trotzdem deutlicher Senkung der Virusmarker und spezifischer Elimination
von infizierten Hepatozyten. Gleichzeitig konnte keine relevante Schidigung von benachbarten nicht
infizierten Hepatozyten im Sinne eines , bystander killings* festgestellt werden (Wisskirchen et al.,
2019).

Mit einer transienten Expression HBV-spezifischer T-Zell-Rezeptoren in T-Zellen durch mRNA-
Elektroporation, erhofft sich die AG um Antonio Bertoletti, das Risiko fiir einen schweren anhaltenden
Leberschaden zu reduzieren (Kah et al., [2017). Des Weiteren modifizierten sie das Isolations- und
Stimulationsverfahren von T-Zellen vor mRNA-Elektroporation und generierten dadurch T-Zellen,
die vorwiegend iiber die Sekretion von IFN-v und weniger iiber die zytotoxische zellvermittelte
Antwort ihre antivirale Effektorfunktion ausiibten (Koh etal., 2018). Im Vergleich zur gentech-
nischen Modifizierung von T-Zellen mittels retroviraler Transduktion scheint dies aber auch mit
einer schwicheren antiviralen Antwort einher zugehen und bedarf wiederholter Applikationen von
gentechnisch modifizierten T-Zellen um einen gleichen anhaltenden antiviralen Effekt zu erhalten
(vergleiche Kah et al., [2017 und Wisskirchen et al., 2019)).

Block und Kollegen postulierten, dass neue Therapeutika, welche eine funktionelle Heilung im
Sinne einer anhaltenden Unterdriickung der Viruslast, des HBsAg und der cccDNA als Therapieziel
haben, optimalerweise folgende Eigenschaften mitbringen sollten, némlich eine schnelle Senkung
der Viruslast und des HBsAg mit Beginn der Therapie sowie die Elimination der cccDNA aus
infizierten Hepatozyten (Block et al., [2013). All diese Eigenschaften konnten die HBV-spezifischen
T-Zell-Rezeptoren in den von Karin Wisskirchen durchgefiihrten in vivo Experimenten aufweisen.

Die uns vorliegenden Daten machen also Hoffnung, dass die adoptive T-Zell-Therapie eine Heilung
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der chronischen Hepatitis B ermoglichen kann. Es sind jedoch weiterhin einige Fragen offen, die in
weiteren, insbesondere in vivo Experimenten gekliart werden sollten.

Die oben erwéhnten iiberzeugenden Ergebnisse aus den in vivo Experimenten von Karin Wisskirchen
erfolgten in einem Mausmodell mit kompletter Defizienz des autologen Immunsystems (Wisskirchen
etal.,2019). Es ist aber noch unklar, wie z.B. die transferierten T-Zellen mit einem HBV-toleranten
Immunsystem interagieren, wie es insbesondere in vertikale HBV-Infizierten vorliegt. Um diese
Fragestellungen zu untersuchen, wiirde sich moglicherweise das HBVA2-Mausmodell anbieten. Des
Weiteren wire zu untersuchen, ob die Kombinationen von T-Zell-Rezeptoren verschiedener HBV-
Sperzifitiat einer monospezifischen Therapie mit einem hoch affinen TZR tatséchlich iiberlegen ist.
Davon ist angesichts der mosaikartigen HBV-Antigen-Verteilung in chronisch Infizierten (Khakpoor
etal., 2018)) und der zunehmenden Evidenz fiir Escape-Mutationen in T-Zell-Epitopen (Kefalakes
etal., [2015; Zhang et al., 2018) auszugehen, aber es ist noch experimentell zu beweisen. Auch die
im Kapitel bereits thematisierte Fragestellung, ob und in welcher Form die Kombination von
CD8* T-Zellen mit CD4™ T-Zellen die Effektorantwort und Proliferationsfihigkeit der transferierten
HBV-spezifischen T-Zellen verbessert und sie moéglicherweise vor T cell exhaustion schiitzt, wire
weiter zu untersuchen. Offen ist auch die Frage, ob und in welcher Kombination eine adoptive
T-Zell-Therapie mit anderen Medikamenten oder Immuntherapien sinnvoll kombiniert werden kénnte.
Die Vorbehandlung mit etablierten Virostatika zur Senkung der Viruslast und Infektionsrate von
Hepatozyten, um den Leberschaden gering zu halten, erscheint sinnvoll und scheint auch nach ersten
in vitro Daten keinen negativen Einfluss auf die Antigenerkennung und Effektorfunktion der T-Zellen
zu haben (Wisskirchen etal., [2019). Aber auch die Kombination mit neueren Therapien wie z.B.
Anwendung von siRNA zur Reduzierung der Antigenproduktion, die insbesondere bei Patienten mit
hoher Viruslast und Antigenexpression interessant wire, um einer 7' cell exhaustion entgegen zu
wirken (Michler et al., 2020) oder die Kombination mit dem Entry-Inhibitor Myrcludex (Wedemeyer
et al., 2019) konnte interessant sein. Fiir Letzteren konnte im Mausmodell gezeigt werden, dass es
durch Kombination von Myrcludex mit dem einmaligen Transfer von HBV-spezifischen T-Zellen
zu einer Langzeitkontrolle kam, wohingegen bei alleinigem einmaligem Transfer von T-Zellen die
HBV-Marker wieder anstiegen (Wisskirchen et al., |[2019).

Das von uns generierte TZR-Repertoire mit multispezifischen polyklonalen hoch aviden T-Zell-
Rezeptoren gegen drei etablierte immunogene HBV-Peptide ermoglicht uns, diese Fragestellungen
zur adoptiven T-Zell-Therapie der Hepatitis B weiter zu untersuchen, mit dem Ziel der klinischen

Anwendung und Heilung der chronischen Hepatitis B.
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Material

4.1 Gerite
Gerit Hersteller
Axsym Abbott
Beta-counter Top Count NXT Perkin Elmer
Brutschrank Cell 150 Heraeus
Einfrierhilfe Nalgene
ELISA-Reader infinite F200 Tecan
FACSCantoll BD
Geldokumentation Fusion Fx7 Peqlab
Hybridisierungsofen Thermo Scientific
Lightcycler 480 Roche
Neubauer-Zahlkammer Brand
Thermocycler T300 Biometra
Tischzentrifuge 54173 Eppendorf
Zellkulturzentrifuge 4K15 Sigma

4.2 Verbrauchsmaterial

Produkt Artikel-Nr. Hersteller
Einmalpipetten Cellstar Greiner
Filcons 30 pm 030-33 S WIPAK
Filter 0,45 pm 831 826 Sarstedt
Filter 0,20 pm 831 826 001 Sarstedt
Impfschlinge 861 562 010 Sarstedt
Kaniilen 20 G (gelb) 4657519 Braun
Kryogefifie 122263 Greiner
Li-Heparin Réhrchen 21.065 Sarstedt

LUMA-Platte96

Perkin Elmer
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Produkt Artikel-Nr. Hersteller
Nicht behandelte Zell-Kultur- 351147 BD
Platten

Pipetten fiir Zellkultur Greiner
Platten  fiir = Retronectin- 659102 Greiner
Beschichtung

Reaktionsgefafle 1,5 und 2ml 616201 bzw. 623201 Greiner
Reaktionsgefédfie 1,5ml (DNA 30.108.051 Eppendorf
low bind)

Reaktionsgeféafie 15 ml 7Z05-PF60309 BD
Reaktionsgefifie 50 ml GZ-17301-05 BD
Spritzen 194212010 Braun
V-Bodenplatte 9292.1 Roth
Zellkulturplatten 96-Well 92696 TTP
Zellkulturplatten 24-Well 92424 TTP
Zellkulturplatten 12-Well 92412 TTP
Zellkulturplatten 6-Well 92406 TTP
Zellkulturschalen 10 cm 93100 TTP
Zellkulturschalen 6 cm 93060 TTP
Zellkulturflaschen T150 90151 TTP
Zellkulturflaschen T75 90076 TTP
Zellkulturflaschen T25 90026 TTP
Zellsieb 100 pm 352360 BD Falcon

4.3 Chemikalien / Reagenzien / Medienzusitze

Chemikalien Artikel-Nr. Hersteller
Agarose 35-1020 Peqglab
Ampicillin 50 mg/ml K029.1 Roth

BFA B7651 Sigma
Biotin B4501 Sigma
Blasticidin 10 mg/ml A11139-03 Gibco
Brom-Chloro-Propan B9673 Sigma

BSA A1470 Sigma
Collagen R 47254 Serva
Chlorophenolred-3-D- 99792-79-7 Sigma
galactopyranoside (CPRG)

DMSO D2650 Sigma
DMSO D5879 Sigma-Aldrich
dNTPs 10 mM 18427-013 Invitrogen
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Chemikalien Artikel-Nr. Hersteller
EMA E1374 Invitrogen
EGTA 11290 Serva
FCS 10270 Gibco
FCS fiir mTZM 3302-P271120 PAN Biotech
Ficoll LSM 1077 J15-004 PAA
Fugene 6 11 814 443 001 Roche
Geniticin 10131-019 Thermo Fisher
Gentamicin 40 mg/ml PZN-03928180 Ratiopharm
Glutamin 200 mM 25030 Gibco
Glucose 22720 Serva
Heparin-Natrium 25000 PZN- 03029843 Ratiopharm
Hepes 200 M 15630 Gibco
Humanserum Eigenproduktion aus Serum-
Pool-Aktion
Hydrocortison PZN-01877030 Pfitzer
IL-2 (fiir murine Zellen) 202-1L RD Systems
IL-2 Proleukin (fiir humane PZN-2238131 Novartis
Zellen)
Insulin (human) (Insuman Ra- PZN8923069 Sanofi
pid 40IE/ml )
Inosine 26350 Serva
Linear Acrylamid AM9520 Ambion
Lipofectamin 2000 11668-019 Invitrogen
Natrium-Pyruvat 100 mM 11360 Gibco
NEAA 100x 11140 Gibco
Neomycin (Geneticin) 10131 Gibco
PBS 10010 Gibco
Pen/Strep 104U bzw. 15140 Gibco
104 mg/ml
Percoll 17-0891-02 GE Healtcare
Poly-L-Lysin P4707 Sigma
Protaminsulfat P3369 Sigma
Puromycin 10 mg/ml ant-Pr-1 Invitrogen
Radioaktives Cr51 Cr-RA-8 Hartmann Analytic
Retronectin T100B Takara
RNase Inhibitor 03 335 339 001 Roche
Tissue-Tek O.C.T. 4583 Sakura
Trizol 15596-026 Invitrogen
Trypanblau 15250 Gibco
Versen EDTA 15040 Gibco
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Chemikalien Artikel-Nr. Hersteller
B-Mercaptoethanol 50 mM 31350 Gibco
4.4 Enzyme
Enzym Artikel-Nr. Hersteller
AMYV Reverse Transkriptase 11 495 062 001 Roche
Benzonase D00086290 Novagen
Collagenase 40E11939 Worthington
DNase 04 716 728 001 Roche
Phusion Polymerase F-549-S Finnzymes
Proteinase K 7528.2 Roth
RNase A 740505 Macherey-Nagel
SAP EF0511 Fermentas
SuperScript IT Reverse Trans- 18064022 Invitrogen
criptase
T4 DNA Ligase EL0015 Fermentas
Trypsin 15400 Gibco
FastDigest EcoRI FDO0274 Thermo Scientific
FastDigest Notl FDO0596 Thermo Scientific
Bsp1407I(BsrGI) ER0931 Thermo Scientific
EcoRI ER0271 Thermo Scientific
Notl ER0595 Thermo Scientific
4.5 Kits
Kit Artikel-Nr. Hersteller
AMV RT 11 483 188 001 Roche

CD4" T Cell Isolation Kit hu-
man

CD8™ T Cell Isolation Kit hu-
man

Gel Extraction Kit

Human IFN~ ELISA *
Midiprep  Plasmid DNA
Endotoxin-free

Miniprep Plasmid DNA

PCR Pure Taq

Peqglab Gel Ex
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0130-096-533

0130-096-895

28706
430103
PLED35-1KT

K0503
27-9557-02
12-2500-02

Miltenyi Biotec

Miltenyi Biotec

Quiagen
BioLegend

Sigma

Fermentas
GE Healthcare
Peqlab
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Kit Artikel-Nr. Hersteller
Rapid DNA Dephos and Liga- 04898117001 Roche

tion Kit

XTT 11 465 015 001 Roche

Enzygnost® HBe monoclonal OQDMGI11C11

stics

Siemens Healthcare Diagno-

*statt Avidin HRP aus Kit wurde Avidin HRP von BD (Artikel-Nr. 51-26437E-7) verwendet

4.6 Puffer und Lésungen

Puffer Substanzen Stockkon- Volumen Endkon-
zentration zentration

(B-Galaktosidase Lyse- NasHPO4 1M 2,4ml

puffer NaHsPOy4 1M 1,6 ml
KCL 1M 0,4 ml
MgSOy4 1M 0,4 ml
EDTA 25 mM 0,4 ml
10 % NP40 0,5 ml
H>O 0,4ml
Mercaptoethanol 120l

B-Galaktosidase Phosphatpuffer pH 7,4 800 nl

Reaktionspuffer MgCly 2M 50l
Mercaptoethanol 7l
CPRG 600mM 100 1l
H>O 9ml

FACS-Puffer PBS 99,9 %

PSA 0,01 %

TAC-Puffer NHA4CI 0,16 M
Tris pH 7,65 0,17M
beides autoklavieren und
bei Bedarf 9/10 Ammoni-
umchlorid mit 1/10 Tris-

Losung frisch mischen

TAE Tris 2M
Essigsédure 2M
EDTA pH 8 50 mM
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4.7 Zellen

Zellen Beschreibung Medium Quelle

Buffy coat PBMC ohne Ficoll-Aufrein- hTZM Christiane  Frommel,
igung, negative Spender aus AG Neuenhan, Mikro-
CMV Immunmonitoring, im- biologisches Institut
mer frisch aufgetaut TUM

293T HLA-A2+ Embryonale Nieren- RPMI-Vollmed. AG Protzer, Laborbe-
zellen stand

B3Z murines T-Zell Hybridom, RPMI Vollmed. AG Uckert, MDC Ber-
H-2K" restringierte TZR ge- lin
gen OVA-Peptid SIINFEKL,
lacZ-Aktivierung durch
NF-AT

HepG2 humane Hepatoma-Zelllinie DMEM Vollmed., AG Protzer, Laborbe-

bzw. Differen- stand
zierungs-Medium

HepG2.2.15 HepG2 transfiziert mit DMEM Vollmedi- AG Protzer, Laborbe-
HBV-Genom, stabile HBV- um, bzw. Differen- stand
Produktion nach Differen- zierungs-Medium
zierung

HepRG HepRG (humane Hepatoma- HepRG-Medium, AG Protzer, generiert

HLA-A*02:01"

Lymphoblastoide
Zelllinien (LCL)
PBMC

Plat-E

Stbl3
T2

94

Zellinie) retroviral transdu-
ziert mit HLA-A*02:01 Mo-
lekiil
EBV-transformierte B-Zell-
linien

gepoolte PBMC-Mischung

293T stabil transfiziert mit

HepRG-
Differenzierungs-
Medium
RPMI-Vollmed.

bzw.

hTZM

DMEM-Vollmed.

MoMulv gag, pol und env un- + 1 pg/ml

ter dem EF1 Promoter

E.coli, chemisch-kompetent
HLA-A*02:01" Hybrid einer
T- und B-lymphoblastoiden
Zelllinie mit TAP-Defizienz

Puromycin + 10
ng/ml Blasticidin
LB
RPMI-Vollmed.

von Christina Dargels

AG Krackhardt , AG
Bertoletti
Eigenherstellung
,,Serum-Pool-
Aktion*“Virologie

und AG Krackhardt
AG Uckert, MDC Ber-

lin

Invitrogen C7373-03

Christiane  Frommel,
AG Neuenhan, MIBI
(Salter1986)
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EBV-transformierte lymphoblastoide Zelllinien (LCL)

LCL HLA-A Nummer * Quelle

JY A*0201 9287 AG Krackhardt
BELLO A*02:02 AG Bertoletti
CF160 A*02:03 AG Bertoletti
RML A*02:04 9016 AG Krackhardt
WT49 A*02:05 9285 AG Krackhardt
CLA A*02:06/A*24 9209 AG Krackhardt
TABOS89 A*0207 9066 AG Krackhardt
KLO A*02:08 9213 AG Krackhardt
OZB A*02:09/A3 9216 AG Krackhardt
XLIND A*02:10/A*30 9220 AG Krackhardt
TUBO A*02:16/A*0301 9045 AG Krackhardt
AMALA A A*02:17 9064 AG Krackhardt

* Bei Angabe einer Nummer siehe Prasad und Yang, 1996

4.8 Zellkulturmedien

Medium Bestandteile Menge

Einfriermedium FCS 90 %
DMSO 10%

Allgemeine Zellkulturmedien

DMEM-Voll-Medium DMEM 500 ml
FCS 50 ml
Pen/Strep 5,5ml
Glutamin 5,5 ml
NEAA 5,5ml
Natrium-Pyruvat 5,5 ml

RPMI-Voll-Medium RPMI 500 ml
FCS 50 ml
Pen/Strep 5,5 ml
Glutamin 5,5 ml
NEAA 5,5 ml
Natrium-Pyruvat 5,5 ml

Waschmedium RPMI 500 ml
Pen/Strep 5,5 ml
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Medium Bestandteile Menge
Zellkulturmedien fiir T-Zellen
humanes T-Zell-Medium RPMI 500 ml
(hTZM) Humanserum 50 ml
Pen/Strep 5,5ml
Glutamin 5,5 ml
NEAA 5,5 ml
Natrium-Pyruvat 5,5 ml
Hepes 5,5 ml
Gentamicin 208 ul
murines T-Zell-Medium RPMI-dutch modified 500 ml
(mTZM) FCS Pan Biotech 50 ml
Pen/Strep 5,5ml
Glutamin 5,5 ml
[B-Mercaptoethanol 550 ul
Natrium-Pyruvat 5,5ml
Zellkulturmedien fiir Kultur von Hepatoma-Zellen
bzw. primirer muriner Hepatozyten
Differenzierungsmedium William’s Medium 500 ml
FCS 25 ml
Pen/Strep 5,5 ml
Glutamin 5,5 ml
NEAA 5,5 ml
Natrium-Pyruvat 5,5 ml
DMSO 2,75 ml
HepRG-Medium William’s Medium 500 ml
FBS (Fetaclone II) 50 ml
Pen/Strep 5,5 ml
Glutamin 5,5 ml
human Insulin S10,0231U
Hydrocortison 4,7ng/1
Gentamicin 80 pg/ml
HepRG- HepRG-Medium
Differenzierungsmedium
DMSO 1,8%
PMH-Wasch-Medium Spinners MEM 500 ml
Glutamin 5,6 ml
Glucose 5% 6 ml
HEPES (pH 7,4) 11,5 ml
human Insulin 0,16 ml
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Medium Bestandteile Menge
Pen/Strep 5,6 ml
Natrium-Pyruvat (100 mM) 30ml
Préaperfusions-Medium PMH-Wasch-Medium 500 ml
EGTA (100 mM 2,5ml
Heparin (100 mM 0,5ml
Kollagenase-Medium Williams 500 ml
CaClp 1M 1,8 ml
Glutamin 5,6 ml
Glucose 5% 6 ml
HEPES (pH 7,4) 11,5ml
Insulin 0,16 ml
Pen/Strep 5,6 ml
Na-Pyruvat (100 mM) 30ml
Erhaltungs-Medium fiir Williams 500 ml
primére murine Hepatozyten  Gentamycin (50 mg/ml) 0,55 ml
Glutamin 5,6 ml
Glucose 5% 6 ml
HEPES (pH 7,4) 11,5 ml
Hydrocortison 0,5 ml
Inosine 2,8 ml
Insulin 1,4ml
Pen/Strep 5,6 ml
DMSO 100 % 5ml
Medium fiir E. coli Stbl3
SOC-Medium Hefe-Extrakt 25g
Trypton 10g
NaCl 0,29¢g
KCL 0,093 g
MgClyx6H20 1,02g
MgSOlyx7H20 1,02g
Glucose 1,802¢g
Medium Artikel-Nr. Hersteller
AIM-V 31035 Gibco
DMEM V 11960 Gibco
Opti-MEM-V 31985 Gibco
RPMI V 21875 Gibco
RPMI-dutch modified 22409 Gibco
Williams V 22551 Gibco
Spinners MEM 31380-025 Gibco
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Zutaten fiir Zellkulturmedien Zubereitung

Calciumchlorid (CaCly) 1 Molare Calciumchloridlésung wurde mit
ddH5O hergestellt und dann autoklaviert

EGTA 0,1M EGTA in ddH20O aufgelost

Glucose 5 g Glucose wurde in 200 ml aufgeltst, und dann

iiber einen 0,2 pm Filter steril filtriert

Heparin Heparin wurde mit PBS auf eine Konzentration
von 1 x 10* U/ml verdiinnt
Heparin Heparin wurde mit PBS auf eine Konzentration

von 10 U/ml verdiinnt

Hydrokortison 100 mg wurde in 20,6 ml einer Earle’s Salzlosung
mit 100 mM HEPES pH 7.4 vermischt und tiber
0,45 pmFilter filtriert

Inosine 2,5mg/ml wurden in sterilem PBS aufgelost
und mit 0,2 pm Filter filtriert, Aliquots wurden
bei 4°C

Insulin 25mg Insulin wurden in ca. 0,1 M HCI mit 1%
FSC iiber 10’ aufgelést und dann mit der sel-
ben Losung auf ein Gesamtvolumen von 8,3 ml
verdiinnt. Von der Lésung wurden dann 0,15 ml
in 2ml Tubes gelagert. Zum Gebrauch wurden
die Aliquots aufgetaut und in einem Verhéltnis
von 1 zu 10 mit Earles Salzlésung mit 20 mM
HEPES pH 7,4 verdiinnt.

4.9 MaAuse

Maus (Bezeichnung laut Beschreibung Quelle
Tierhaltung
HHDII exprimiert modifiziertes hu- AG Drexler, Virologie

manes HLA-A*02 Transgen,

Knockout des murinen F2M

und H-2D,

C57BL/6 CD45.1 »Black6“, exprimiert kongenen AG Busch, MIH TUM
Marker CD45.1

HBV1.3tg hom C57BL/6 HBV-Transgen AG-Protzer, Tierstallbestand

HBV-A2 Kreuzung aus HBV1.3tg und Eigenherstellung von Karin
HHDII Krebs
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4.10 Peptide

Lokalisation Abkiirzung Sequence Herstellung Firma

S20-28 S20 FLLTRILTT Reinheit >80 %, HPLC JPT Peptide Technolo-
gies (Berlin)

S172-180 S172 WLSLLVPFV  Reinheit>80 %, HPLC JPT Peptide Technolo-
gies (Berlin)

C18-27 C18 FLPSDFFPSV  Reinheit >80 %, HPLC JPT Peptide Technolo-
gies (Berlin)

OVA257-264 OVA SIINFEKL Reinheit >80 %, HPLC JPT Peptide Technolo-

gies (Berlin)

* Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC = engl. Abkiirzung von high performance liquid
chromatography)

4.11 Streptamere

Die MHC:Peptid Komplexe der verwendeten Streptamere wurden aus einem l6slichen humanen
HLA-A*02:01, humanem -2-Mikroglobulin, StrepTag3 und den entsprechenden Peptiden (C18, S20
und S172) gefaltet. Die Herstellung erfolgte durch Anna Hochholzer, AG Busch (MIH, TUM).
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4.12 Antikérper (AK)
humanes Fluoreszenz Klon Artikel-Nr. Hersteller Verdiinnung
Antigen
ICS Antikorper-Panel ok
IL-2 APC 5.344.111 34116 BD 1:10
TFN-v FITC 25723.11 340449 BD 1:20
TNF-« Pb MAb11 48-7349-42 eBioscience 1:20
CDR&a APC-780 RPA-TS8 47-0088-42 eBioscience 1:200
CD4 PE Cy7 OKT4 917414 Biolegend 1:100
murine PE H57-597 5533172 BD 1:20
TRBC
verwendete AK bei Streptamerfarbungen
CD4 FITC MEM-241 21270043 ImmunoTools 1:100
CDS8 APC MEM-31 21270086 ImmunoTools 1:200
CD4 APC OKT4 17-0048-73 eBioscience 1:7
CDR8a APC-780 RPA-TS 47-0088-42 eBioscience 1:200
sonstige AK fiir Durchflusszytometrie
CD4 APC OKT4 17-0048-73 eBioscience 1:7
CD3 FITC UCHT1 11-0038 eBioscience 1:7
CDh4 PB DK25 PB9&4 Dako 1:70
CD4 PE OKT4 12-0048-42 eBioscience 1:200
HLA.A2 FITC $32236 Santa Cruz
(BB7.2) Biotechnolo-
gy
AK fiir Stimulation der PBMC
CD28 keine CD28.2 16-0289-85 Invitrogen s. Methoden
CD3 keine OKT-3 16-0037-85 Invitrogen s. Methoden

** Verwendete Verdiinnung fiir ICS der transduzierten CD41 bzw. CD8" Zellen

Substanz Artikel-Nr. Hersteller
Cytofix-Cytoperm 554714 BD
Perm Wash 554723 BD

100



KAPITEL 4. MATERIAL

murines An- Fluoreszenz Klon Artikel-Nr. Hersteller Ver-

tigen diinnung

Streptamerfarbung der transduzierten B3Z-Zellen

CD3 FITC 17A2 555274 BD 1:150

CD8 APC 5H10 MCDO0805 Invitrogen 1:250

CDS8 PE 53-6.7 553033 BD 1:150

FACS-Analyse der transduzierten murinen Splenozyten

CD4 PE GK1.5 553730 BD 1:200

CDS8 APC 5H10 MCDO0805 Invitrogen 1:300

CD3 FITC 17A2 555274 BD 1:150

CD4 Pb RM4-5 48-0042-82 eBioscience 1:200

Antikorper zur Stimulation von murinen Splenozyten

mCD3 17A2 eBioscience siehe Metho-
den

mCD28 37.N.51.1 eBioscience siehe Metho-
den

4.13 Plasmide
Plasmid Beschreibung Quelle

pcDNA3.1-MLVg/p. (gag/pol)

pALF-10A1 (env)

pMPT71_GFP,re

Vektor zur Expression der gruppenspe-
zifischen Antigene (gag) und Polyme-
rase (pol) des Mo-MLV-Retroviruses,

zur Herstellung von MP71 Retroviren

Vektor zu Expression des Hiillproteins
des Murinen Leukédmievirus zur Verpa-
ckung der retroviralen MP71-DNA und
Generierung von MP71-Retroviren

Vektor mit  GFP-
MPSV-LTR-

Kontrolle und zuséatzlicher Einbrin-

retroviraler
Markergen unter
gung einer modified mRNA splice cite
(mss) sowie PRE-Element (postran-
skriptionelles regulatorisches Element)

des Murmeltier-Hepatitisvirus

hergestellt von
Christopher
Baum, Hanno-
ver; erhalten
von AG Uckert,
Berlin

AG Uckert,
Berlin
(Uckert2000)

AG Uckert,

Berlin (Engels
et al., [2003)
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Plasmid Beschreibung Quelle
pMP71_beta_ TCR-WL12(blau) B-Kette TZR WL12 (TRBVT7-6*01) AG  Protzer,
Kai Metzger
pMP71_alpha TCR-WL12(blau) a-Kette TZR WL12 (TRAV12-2¥01) AG  Protzer,
Kai Metzger
pMP71_beta_ TCR-WL31(rot) B-Kette TZR WL31 (TRBV6-5%01) AG  Protzer,
Kai Metzger
pMP71_alpha TCR-WL31(rot) a-Kette TZR WL31 (TRAV39*01) AG  Protzer,
Kai Metzger
pMP71 _beta TCR_5E B-Kette TZR 5E (TRBV13*01) AG  Protzer,
Kai Metzger
pMP71_alpha TCR_5E a-Kette TZR 5E (TRAV13-1*02 ) AG  Protzer,
Kai Metzger
pMPT71_beta_ TCR_6K B-Kette TZR 6K (TRBV27*01) AG  Protzer,
Kai Metzger
pMP71_alpha TCR_6K a-Kette TZR 6K (TRAV13-1%02 ) AG  Protzer,
Kai Metzger
pMP71_beta TCR_7D p-Kette TZR 7D (TRBV24-1*01) AG  Protzer,
Kai Metzger
pMP71_alpha TCR_7D a-Kette TZR 7D (TRAV17*01) AG  Protzer,
Kai Metzger
pMP71_beta_ TCR_D1 B-Kette TZR D1 (TRBV12-4*01) AG  Protzer,
Kai Metzger
pMP71_alpha TCR_D1 a-Kette TZR D1 (TRAV17*01) AG  Protzer,
Kai Metzger
pMP71_beta TCR_FLP122 B-Kette TZR FLP122 (TRBV27*01) AG  Protzer,
Kai Metzger
pMP71_alpha TCR_FLP122 a-Kette TZR FLP122 (TRAV12-2%01) AG  Protzer,
Kai Metzger
pMP71 _beta TCR_FLP14 B-Kette TZR FLP14 (TRBV2*01) AG  Protzer,
Kai Metzger
pMP71 _alpha TCR_FLP14 a-Kette TZR FLP14 (TRAV12-2*01) AG  Protzer,
Kai Metzger
pMP71 _beta TCR_G6 B-Kette TZR G6 (TRBV12-3*01 ) AG  Protzer,
Kai Metzger
pMP71 _alpha TCR_G6 a-Kette TZR G6 (TRAV17*01) AG  Protzer,
Kai Metzger
pMP71 _beta TCR_4G B-Kette TZR 4G (TRBV5-1*01) AG  Protzer,
Kai Metzger
pMP71 _alpha TCR_ 4G a-Kette TZR 4G (TRAV34*01) AG  Protzer,

Kai Metzger
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Plasmid Beschreibung Quelle
pMP71_co TCR-WL12(blau) optimierter TZR WL12 AG  Protzer,
Kai Metzger
pMP71_co TCR-WL31(rot) optimierter TZR WL31 AG  Protzer,
Kai Metzger
pMP71_co TCR_5E optimierterTZR HE AG  Protzer,
Kai Metzger
pMP71_co TCR_6K optimierter TZR 6K AG  Protzer,
Kai Metzger
pMP71_co TCR_7D optimierterTZR 7D AG  Protzer,
Kai Metzger
pMP71_co TCR_D1 optimierter TZR D1 AG  Protzer,
Kai Metzger
pMP71_co TCR_FLP122 optimierter TZR FLP122 AG  Protzer,
Kai Metzger
pMP71_co TCR_FLP14 optimierter TZR FLP14 AG  Protzer,
Kai Metzger
pMP71_co TCR_G6 optimierter TZR G6 AG  Protzer,
Kai Metzger
pMP71_co TCR_ 4G optimierter TZR 4G AG  Protzer,

pMP71_C18_AGAB
pMP71_S183_AGAB
pMPT71_co-cys_ TCR

optimierter TZR C4B
optimierter TZR S4B

Kai Metzger
AG Bertoletti
AG Bertoletti

muriner TZR mit codonoptimierten AG Uckert, Eli-

konstanten Regionen + zusétzlicher sa Kieback
Cystein-Briicke
4.14 Primer
Name Sequenz Annealing-
Temperatur

Identifizierung der TZR-Ketten mit degenerierten Primern

CAl AGACCTCATGTCTAGCACAG
CA2 GTGACACATTTGTTTGAGAATC
VPANHUM TGAGTGTCCCPGAPGG2P

VP1 GCIITKTIYTGGTAYMGACA

VP2 CTITKTWTTGGTAYCIKCAG
CP1 GCACCTCCTTCCCATTCAC
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Name Sequenz Annealing-
Temperatur

Primer fiir TZR-Ketten-Synthese

5 TRBV7-6.01- CAGGCGGCCGCCACCATGGGCACCAGTCTCC 60°C

KOZAK-Notl

5 TRBV6-5.0- CAGGCGGCCGCCACCATGAGCATCGGCCTC 58°C

KOZAK-Notl

5 TRBV27-0.1- CAGGCGGCCGCCACCATGGGCCCCCAGC 62°C

Notl-Kozak

5TRBV12-3.01- CAGGCGGCCGCCACCATGGACTCCTGGACC 53°C

Notl-Kozak

5TRBV24-1.01- CAGGCGGCCGCCACCATGGCCTCCCTGCTC 60°C

Notl-Kozak

5 TRBV2-0.1- CAGGCGGCCGCCACCATGGATACCTGGCTCGTATGC 65°C

Notl-Kozak

5 TRBV9-0.1- CAGGCGGCCGCCACCATGGGCTTCAGGCTCCTC 65°C

Notl-Kozak

5" TRBV13-0.1- CAGGCGGCCGCCACCATGCTTAGTCCTGACCTGC 60 °C

Notl-Kozak

5" TRBV28-0.1- CAGGCGGCCGCCACCATGGGAATCAGGCTCCT 60°C

Notl-Kozak

5" TRBV5-1.01- CAGGCGGCCGCCACCATGGGCTCCAGGCTGC 65°C

Notl-Kozak

5TRAV12-2.01- CAGGCGGCCGCCACCATGAAATCCTTGAGA 45°C

Notl-Kozak

5" TRAV41.01- CAGGCGGCCGCCACCATGGTGAAGATCCG 50°C

Notl-Kozak

5TRAV13-1.02- CAGGCGGCCGCCACCATGACATCCATTCGAG 52°C

Notl-Kozak

5" TRAV17-0.1- CAGGCGGCCGCCACCATGGAAACTCTCCTGGGA 60 °C

NotI-Kozak

5TRAV5-0.1- CAGGCGGCCGCCACCATGAAGACATTTGCTGGATT 52°C

NotI-Kozak

5'TRAV39.01- CAGGCGGCCGCCACCATGAAGAAGCTACTAGCAATG 56°C

NotI-Kozak

5'TRAV22*01- CAGGCGGCCGCCACCATGAAGAGGATATTGGGAGC 60°C

NotI-Kozak

5" TRAV35.02- CAGGCGGCCGCCACCATGCTCCTTGAACATTTATTA  56,02°C

NotI-Kozak
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Name Sequenz Annealing-
Temperatur
5"T5- CAGGCGGCCGCCACCATGTCACTTTCTAGCCTGC 57,57°C
TRAV14/DV4*02
3'TRBC-1 EcoRI TGGAATTCTCAGAAATCCTTTCTCTTGACC 61°C
3TRBC-2-EcoRI TGGAATTCCTAGCCTCTGGAATCCTTTCTC 62°C
3'TRAC-EcoRI TGGAATTCTCAGCTGGACCACAGCCGCAGC 78°C
3TRACI-BsrG1  CTTGTACATCAGCTGGACCACAGCCGCAGC 78°C

Primer fiir Synthese der optimierten TZR-Sequenzen

betaVariable_fw
betaVariable_rv
alphaVariable_fw
alphaVariable_rv
betaConstant_fw
betaConstant_rv
alphaConstant_fw
alphaConstant_rv-
_EcoRI
alphaConstant_rv-
_BSRG

TCCCTCTCTCCAAGCTCACT
GCTCGAACAGGGACACCTT
AAGCAGGCCGGCGACG
TCTGGGGTCCTTCAGCTGGT
GAAGATCTGAGGAACGTGACC
CGGGGTTCTCTTCCACGTC
CCGCCGTGTACCAGCTGAA
TGGAATTCTCAGCTGGACCACAGCC

CTTGTACATCAGCTGCTCCACAGCCGC

Primer fiir Sequenzierung von MP71

PrimMP71for
PrimMP71rev

GCAGCATCGTTCTGTGTTGT
TTGTCTTGTGGCAATACACC

Primersequenzen zur Identifizierung der TZR-Ketten mit Primerset bitte Dissertation von Schuster,

2008 entnehmen.

4.15 Sonstiges

Substanz Artikel-Nr. Hersteller
Smart Ladder 1kb 1700-02 Eurogentec
Streptactin-PE 6-5000-005 IBA

PI 25 mg CN74.1 SIGMA
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Kapitel 5

Methoden

5.1 Allgemeine Zellkultur

Die Zellkulturversuche wurden alle unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Die Zellen wurden
im Brutschrank bei 37°C 5% COs und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Bei der Kultivierung von
adhérenten Zellen wurden bei einer 90-100 % Konfluenz, d.h. durchschnittlich alle 3-4 Tage, der Zell-
rasen mit Trypsin von der Oberfliche abgel6st und gesplittet. Ein Splitting der Suspensionszelllinien
erfolgte bei Gelbfirbung des Mediums und/oder wenn augenscheinliche Proliferationskliimpchen
auffielen. Fiir die Differenzierung von Leberzelllinien wurden Platten mit Kollagen (1:10) 30’ bei
37 °C beschichtet. Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Neubauer-Zihlkammer verwendet. Zellen
wurden zuvor ggf. vorverdiinnt und dann in einem 1:2 Verhéltnis mit Trypanblau angefiarbt. Die
Zellsuspension wurde dann auf die Zdhlkammer aufgetragen und unter dem Mikroskop ausgezahlt.
Es wurde die Zellzahl in zwei GroBquadraten bestimmt und mit 10* und ggf. Vorverdiinnungsfaktor
multipliziert, um die Zellzahl pro ml zu erhalten.

Zur Kryokonservierung wurden die Zellen bei 1500 rpm fiir 5’ zentrifugiert. Das gewonnene Zellpellet
wurde in Einfriermedium resuspendiert und anschlielend fiir 24 h in einer Einfrierhilfe bei —80 °C und
danach in Fliissigstickstoff gelagert. Zum Auftauen wurden eingefrorene Zellen rasch im Wasserbad
erwirmt, dann mit 10 ml warmem Medium abzentrifugiert und in Kultur genommen. Ausnahme
stellten primére Lymphozyten dar, welche in zweimal 50 ml abzentrifugiert wurden. Wurden dies in

Form von Buffy Coats aufgetaut, wurden zum Auftaumedium 50 U/ml Benzonase zugesetzt.

5.2 Retrovirale Transduktion von T-Zell-Rezeptoren in humane
T-Zellen

5.2.1 Transfektion von 293T-Zellen

Drei Tage vor Transfektion wurden 2,5 x 10° 293T-Zellen in 2ml Antibiotika freiem DMEM-Voll-
Medium auf 6-Well-Platten ausgesét. Die Platten wurden zuvor mit je 2ml Poly-L-Lysin, 1:20
in PBS pro Well beschichtet, fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert und danach mit 2ml PBS pro
Well gewaschen. Zwei Stunden vor der Transfektion wurde das alte Medium durch 2ml neues

Medium ausgetauscht. Nach Herstellerangaben wurde die Transfektion der 293T-Zellen mit 2 pg
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TCR-Plasmid und je 1png Verpackungsplasmiden ¢cDNA3.1-gag-pol und pALF10.al-env sowie 10 ng
Lipofectamin durchgefiihrt. Der Transfektionsansatz wurde fiir 6 h bei 37 °C inkubiert und danach
der Uberstand durch 1,5 ml DMEM-Voll-Medium ersetzt. Am zweiten und dritten Tag wurde der
Uberstand fiir die erste bzw. zweite Transduktion der PBMCs abgenommen und nach der ersten
Abnahme durch 1,5ml DMEM-Voll-Medium ersetzt.

5.2.2 Vorbereitung der humanen PBMCs

Die humanen PBMCs wurden am selben Tag, an dem die Transfektion stattfand, per Ficoll aus
Heparin-Blut gewonnen oder nach Lagerung im Stickstofftank aufgetaut. Bei der Aufbereitung
des Frischblutes wurde eine 1:1 Verdiinnung mit RPMI-Voll-Medium hergestellt und je 25 ml auf
eine 12,5 ml Ficoll-Schicht in einem 50ml Falcon vorsichtig aufgetragen. Dies wurde dann mit
650¢ fiir 20’ bei RT ohne Bremse zentrifugiert. Danach wurde die oberhalb der Ficollschicht
liegende weifllich triibe PBMC-Schicht vorsichtig abgetragen und zweimal mit 50 ml Waschmedium
abzentrifugiert. Wenn tiefgerorene PBMCs verwendet wurden, wurden diese zuerst in 37 °C warmem
Wasserbad aufgetaut und dann behutsam in 10ml hTZM (plus Benzonase im Verhéltnis 1:1000)
im 50 ml Falcon resuspendiert. Das Falcon wurde dann mit Wasch-Medium auf 50 ml aufgefiillt
und mit 1500 rpm fiir 10’ bei RT zentrifugiert. Das Zellpellet wurde dann erneut in 1ml hTZM
(mit Benzonase) resuspendiert, mit 50 ml Wasch-Medium aufgefiillt und erneut zentrifugiert. Dieser
Waschschritt wurde zweimal durchgefithrt. Zur Zellzéhlung wurden die Zellen meist in 1 - 10 ml
hTZM resuspendiert und entsprechend 1:10 — 1:2 verdiinnt. Non-tissue-culture-treated 24-Well-
Platten wurden zuvor mit 0,5 ml PBS und 5pg/ml anti-CD3 (hOKT) und 0,05 pg/ml anti-hCD28
pro Well fiir 2h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden diese mit 0,5ml 2% BSA pro Well
geblockt und nach 30’ bei 37 °C nochmal mit 2 ml PBS gewaschen. In den anti-CD3 und anti-CD28
beschichteten 24-Well-Platten wurden 1 x 10° Zellen pro Well in 1,5 ml hTZM mit 300U IL-2 pro

ml ausgesét und fiir 2 Tage kultiviert.

5.2.3 Retrovirale Transduktion der humanen T-Zellen

Es wurden in der Vorbereitung non-tissue-culture-treated 24-Well-Platten mit 0,25 ml Retronectin
(20 pg/ml in PBS) fiir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde das Retronectin durch 0,5 ml
2% BSA in PBS ersetzt und fiir 30’ bei RT geblockt.Abschlieend wurden die Platten mit 2 ml PBS
pro Well gewaschen. Der Retrovirusiiberstand wurde nach 2 Tagen von den 293T-Zellen abgenommen
und durch einen 45 pm Filter filtriert. Zu den transfizierten 293T-Zellen wurde pro Well 1,5 ml
frisches DMEM-Voll-Medium hinzugefiigt. Von dem filtrierten Retrovirus-Uberstand wurden 0,5
bis 0,7 ml pro Well aufgetragen und dann mit 2000 g bei 32 °C fiir 2 h zentrifugiert. Wahrenddessen
wurden die stimulierten PBMCs aus den 24-Well-Platten durch auf- und abpipettieren abgelost
und dann mit 1400 rpm fiir 10’ bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Die Pellets wurden dann
in 5 ml Resuspensionsmedium aufgenommen (1:1; hTZM und AIMV Medium (+5% FCS)) und
die Zellzahl bestimmt. Je nach Gesamtzellzahl wurden zwischen 0,7 x 10% und 1 x 105 T-Zellen
pro Retronectin-gecoatetem Well in 1,5ml hTZM mit 3001U IL-2 pro ml ausgeséit, nachdem
der Retrovirusiiberstand zuvor abgenommen wurde. Die Zellen wurden anschlieend fiir 10 min
mit 1000 g bei 32 °C spinokuliert. Nach 24 h erfolgte die 2. Transduktion, dazu wurden der neu
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abgenommene Retrovirusiiberstand wie oben bereits beschrieben aufbereitet und auf die Retronectin-
gecoateten Wells aufgetragen. Anschliefend wurden die T-Zellen auf die mit dem entsprechenden
RV-gecoateten Wells wie oben beschrieben aufgetragen. Die Zellen wurden fiir 1-2 Tage weiter in
den 24-Well-Platten kultiviert, bevor sie in kleine Zellkulturflaschen mit einer Konzentration von
ca. 2 x 10° Zellen/ml iiberfithrt wurden. Alle 2 Tage wurde dann 2/3 des Mediums durch frisches
hTZM mit 300IU IL-2 pro ml ausgetauscht.

5.3 Retrovirale Transduktion von T-Zell-Rezeptoren in murine T-
Zellen

5.3.1 Transfektion der Verpackungszelllinie Plat-E

Ein Tag vor Transfektion wurden 1x10° Plat-E Zellen in 2 ml DMEM-Voll-Medium (ohne Antibiotika)
in Poly-L-Lysin beschichtete 6-Well-Platten ausgesét. Die Plat-E Zellen wurden mit 4 ng TZR-
Plasmid DNA (mittels Endotoxin-freier Priparation gewonnen) und 10 nl Lipofectamin pro Well
transfiziert. Das weitere Vorgehen wie in Kapitel beschrieben.

5.3.2 Aufreinigung von murinen Splenozyten

Murine Splenozyten wurden aus Milzen von HHDtg bzw. CD45.1tg Mé&usen aufgereinigt. Nach
Préaparation der Milz wurde diese in 3ml mTZM in einer 3 cm Zellkulturschale durch ein 100 pm
Zellsieb mit dem geriffelten Ende eines Spritzenstempels zerrieben. Die durch das Zellsieb zerkleinerte
Zellsuspension wurde mit einer 20 G Kaniile aufgezogen um eine weitere Vereinzelung der Splenozyten
zu erreichen. Insgesamt wurde pro Milz diese Schritt noch zwei Mal durchgefiihrt. Die gewonnenen
Splenozyten wurden anschlieBend bei 180 g, bei 6°C fiir 8’ zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgeschiittet. Zur Entfernung der Erythrozyten wurde 3 ml TAC-Puffer hinzugegeben und die Zellen
fiir 2’ im 37 °C warmen Wasserbad inkubiert. Die Zelllyse wurde mit 27 ml mTZM gestoppt und
erneut zentrifugiert. Um mogliche restliche Zellklumpen zu beseitigen, wurde das Zellpellet in
10 ml mTZM resuspendiert und erneut iiber ein angefeuchtetes Zellsieb gegeben. Die Zellsuspension
wurde erneut zentrifugiert und danach in 20 ml aufgenommen. Fiir die Waschvorgénge wurde immer
eiskaltes Medium verwendet und wéhrend sédmtlichen oben aufgezihlten Schritten wurden die Zellen

auf Eis gehalten.

5.3.3 Aufreinigung von primiren murinen Heptatozyten

Die Tiere wurden mit COy getétet. AnschlieBend wurde das Fell mit 70 % Ethanol desinfiziert,
die Maus entsprechend auf der Unterlage fixiert und der Bauchraum eroffnet. Die Darmschlingen
wurden nach rechts zur Seite gelegt und die Leber und die zufithrende Pfortader wurden dargestellt.
Die Pfortader wurde mit Hilfe einer Butterfly-Kaniile punktiert. Das Praperfusionsmedium wurde
zuvor auf ca. 40 °C erhitzt, damit es eine Temperatur von 37 °C hatte, wenn es die Leber erreichte.
Mittels einer Pumpe wurde die Leber mit dem erwéirmten Praperfusionsmedium iiber 5-10 min
mit eine Laufrate von 9 ml/min perfundiert. Nach Start der Perfusion wurde die Vena cava inferior

eroffnet, damit ein ausreichender Abfluss gewéhrleistet war. Als nichstes wurde die Leber mit
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Kollagenase-Medium bei einer Laufrate von 15 ml/min iiber ca. 8 min perfundiert. Die Kollagenase
(30 mg auf 100ml) wurde kurz vor der Perfusion zum Kollagenase-Medium hinzugefiigt und das
Kollagenase-Medium ebenfalls auf 40 °C im Wasserbad erhitzt. Gelang eine ausreichende Perfusion
der Leber in situ nicht, wurde die Leber herausprédpariert und die Leber ex situ unter sterilen
Zellkulturbedingungen in eine Petrischale mit Kollagenase-Medium gelegt und mit Kollagenase-
Medium iiber 15 min perfundiert (Laufrate 15 ml/min). Ab nun wurden alle Schritte ebenfalls
unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Im néchsten Schritt wurde die per Kollagenase verdaute
Leber in eine kleine Petrischale mit Kollagenase-Medium gelegt und die Gallenblase entfernt. Die
Hepatozyten bzw. das Leberparenchym wurde vorsichtig von der Leberkapsel abgelost und die
gewonnene Zellsuspension durch einen Zellstainer in ein 50 ml Falcon filtriert. Die Zellsuspension in
den Falcons wurde mit kaltem Wasch-Medium aufgefiillt und fiir 5’ mit 50 g bei 12 °C zentrifugiert.
Anschliefend wurden die Zellen in ca. 8,5 ml Erhaltungsmedium resuspendiert und pro Mausleber
wurden 2 Wells einer 6-Well-Platte mit 1 ml/Well und 12 Wells einer 24-Well-Platte mit 0,5 ml/Well
mit dieser Zellsuspension zur Kultivierung ausgeséit. Die priméren Hepatozyten wurde fiir 3 Tage

kultiviert, bevor die Kokultur mit den B3Z Zellen begonnen wurde.

5.3.4 Retrovirale Transduktion der murinen T-Zellen

Transduziert wurden entweder murine B3Z-Zellen oder murine Splenozyten, die zuvor aus Milzen
von CD45.1tg Méusen isoliert wurden. Vor Transduktion der Zellen wurden 6-Well-Platten mit 1 ml
verdiinntem Retronektin (1:80 in PBS fiir 2h bei RT) inkubiert. Danach wurde das Retronectin
abgenommen und ggf. zur erneuten Verwendung wieder eingefroren. Anschlielend wurden die
Platten mit 2% BSA in PBS fiir 30’ bei 37 °C geblockt und anschlieflend ggf. mit 0,025 M Hepes
iiber Nacht bei 4 °C gelagert. Der von den transfizierten Plat-E-Zellen abgenommene Uberstand
wurde durch einen 0,45 pm Filter filtriert.

Sollten murine Spleonzyten transduziert werden, so wurden einen Tag vor der Transduktion 2,5 x
10% Splenozyten pro Well einer 24-Well-Platte ausgesit. Die Zellen wurden iiber Nacht (UN) in
2,5ml mTZM mit 10ng/ml IL-2, 2 pg/ml anti-mCD3 und 0,1 pg/ml anti-mCD28 stimuliert. Zur
Transduktion der murinen Splenozyten wurden dann 720 pul Retrovirusiiberstand pro Retronektin-
beschichtetes Well aufgetragen und mit 2000 g bei 32 °C fiir 2 h zentrifugiert. Wahrenddessen wurden
die murinen Splenozyten fiir 10’ mit 180 g bei RT zentrifugiert und in frischem mTZM aufgenommen.
Dann wurden pro Well ca. 1x 108 murine Splenozyten in 1 ml mTZM auf die Retrovirus-beschichteten
6-Well-Platten aufgetragen und fiir 10’ mit 100 g zentrifugiert. Nach 24 h erfolgte die 2. Transduktion.
Der neu produzierte Retrovirusiiberstand wurde, wie oben bereits beschrieben, aufbereitet und auf
Retronectin-gecoatete Wells per Zentrifugation (200 g bei 32°C fiir 2h) aufgetragen. Anschliefend
wurden die T-Zellen auf die mit dem entsprechenden RV-gecoateten Wells wie oben beschrieben zur
2. Transduktion aufgetragen. Die Zellen wurden dann fiir 1-2 Tage in den Platten weiter kultiviert
bevor sie in kleine Zellkulturflaschen mit einer Konzentration von ca. 2 x 10° Zellen/ml {iberfiihrt
wurden.

Bei Transduktion von B3Z-Zellen war keine Stimulation nétig. Ansonsten erfolgte die Transduktion
wie oben beschrieben. An Retrovirusiiberstand wurde 1 ml pro Retronektin-beschichtetem Well

aufgetragen.
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5.4 Kokulturen und funktionelle Analysen der humanen T-Zellen

Vor den funktionellen Analysen wurde 2-4 Tage zuvor die IL-2 Stimulation im Sinne einer Resting-
Phase reduziert, indem 2/3 des alten hTZM durch hTZM mit nur noch 301U IL-2 pro ml ersetzt
wurde. Dann wurde die funktionelle Testung nach dem in Abb. aufgezeichneten Zeitplan

durchgefiihrt.
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Abb. 5.4.1: Zeitplan der separaten funktionellen Testung von transduzierten CD81 und CD4% Zellen
(Zeit in d)

5.4.1 Separation der CD8%" bzw. CD4" T-Zellen

Zur getrennten funktionellen Analyse von transduzierten CD8" bzw. CD4% wurden fiir die C18-
und S20-spezifischen T-Zell-Rezeptoren transduzierte T-Zellen aufgetaut, die zuvor transduziert
und anschliefend nach 7 Tagen Stimulation eingefroren worden waren. Bei den S172-spezifischen
T-Zell-Rezeptoren wurden aufgrund zu geringer Zellzahl erneut PBMCs transduziert. Von den
tiefgefrorenen PBMCs wurden 3,5-4 x 107 Zellen pro TZR aufgetaut (sieche Kapitel und in
13ml hTZM mit 300 IU/ml IL-2 in kleine Zellkulturflaschen resuspendiert. Nach 3 Tagen wurden die
Zellen auf zwei kleine Zellkulturflaschen gesplittet und 6,5 ml h'TZM mit 300 IU/ml IL-2 hinzugefiigt.
Am 5. Tag wurden die Zellen in die Restingphase versetzt, indem 6,5 ml altes Medium durch h'TZM
mit 30 IU/ml IL-2 ersetzt wurde.
Aus den proliferierten transduzierten PBMCs wurde am darauffolgenden Tag mittels dem CD8"
bzw. CD4+T Cell Isolation Kit von MACS Miltenyi Biotec per Depletion der Nicht-Zielzellen
aufgereinigte CD8' bzw. CD4" T-Zellen gewonnen. Dazu wurden die Nicht-Zielzellen an Biotin-
gelabelte Antikorper gebunden, die wiederum in einem zweiten Schritt mit einem Anti-Biotin-
Antikorper, der mit einem MicroBead konjugiert ist, markiert wurden. Die Zellsuspension wurde
dann iiber eine MACS S#ule, die im magnetischen MACS Seperator befestigt war, filtriert. Die nicht
gelabelten Zellen erschienen im Durchfluss und die gelabelten Zellen wurden iiber die MicroBeads in
der Sdule im magnetischen Feld raus filtriert. Der MACS Buffer wurde selbst hergestellt, indem eine
2mM EDTA-L6sung mit einem pH von 7,4 angesetzt und autoklaviert wurde und anschlieend daraus
durch Hinzufiigen von steril filtriertem BSA eine 0,5 % BSA-Losung hergestellt wurde. Pro TZR
wurden je 3 x 107 PBMCs mit dem CD8% bzw. CD4*T Cell Isolation Kit nach Herstellerangaben
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aufgereinigt. Beim Auswaschen der nicht depletierten Zellen wurde zweimal mit 5 ml Puffer gespiilt.
Die depletierten Zellen wurden mit 5ml Puffer ausgewaschen und anschlieend in 8 ml hTZM mit
3001U/ml IL-2 aufgenommen.

5.4.2 Kokultur mit Hepatomazellen und XTT-Test

Die Hepatomazelllinien HepG2 bzw. HepG2.2.15 sind nicht geeignet fiir die Verwendung im Chrom-
Release-Assay (s. Kapitel , da sie sich schlecht vereinzeln lassen und durch Trypsinierung
ihre Differenzierung einbiiflen und die gewollte HBV-Replikation in den Zielzellen reduziert wére.
Deswegen musste ein anderes Verfahren zur Bestimmung der Viabilitdt bzw. der spezifisch lysierten
Hepatomazellen nach Kokulur mit transduzierten T-Zellen verwendet werden. Es wurde das Zell-
Proliferations-Kit XTT von Roche verwendet. Dieses basiert auf der Verstoffwechslung des gelben
Tetrazolium Salzes XT'T durch metabolisch aktive Zellen in den roten Farbstoff Formazan, dessen
Konzentration mittels Spektrophotometer bestimmt werden kann.

HepG2 bzw. HepG2.2.15 -Hepatomazellen wurden mit 5 x 10* Zellen pro Well auf eine 96-Well-Platte
ausgesét und dann fiir 10 Tage mit Differenzierungsmedium behandelt. Nach der Ausdifferenzierung
dieser Zellen waren die Hepatomazellen konfluent und es konnten Kokulturen mit verschiedenen
Effektor- zu Zielzellverhéltnissen angesetzt werden. Die als Effektorzellen verwendeten transduzierten
CDS8T bzw. CD4" T-Zellen wurden dabei auf ihre Transduktionsrate angepasst, d.h. die Anzahl
an TZR™ Zellen war fiir jeden TZR gleich, die Gesamtzellzahl der hinzugefiigten Zellen jedoch
unterschiedlich. Fiir die Kokultur wurden 200 ul des Differenzierungsmediums durch 100 pl hTZM
ersetzt, die transduzierten CD8' oder CD4" T-Zellen wurden dann mit der entsprechenden berech-
neten Konzentration in 100 pl aufgetragen. Nach 72h Kokultur wurde, nach Abzentrifugation mit
1500 rpm fiir 2, 150 1l US pro Well abgenommen und zur spéteren Analyse mittels IFN-y-ELISA
bei —20°C tiefgefroren. Zu den Zellen wurden sofort 125,5 ul XTT-Losung pro Well hinzugegeben.
Diese wurde nicht nach Herstellerangaben verwendet, sondern bestand aus 100 pl DMEM ohne
Phenolrot, 25 ul XTT-Reagent und 0,5 pul Elektronenkoppler. Nach einer Inkubation bei 37°C fiir
etwa 2-3h wurde die Konzentration an verstoffwechseltem Formazan mit einem ELISA-Reader bei
einer Wellenldnge von 450 nm und einer Referenzwellenldnge von 650 nm bestimmt.

Die IFN-y-Konzentration aus dem Kokulturiiberstand wurde mittels dem Human IFN-y-ELISA
von BiolLegend durchgefiihrt. Der ELISA wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt bis auf den
Unterschied, dass statt Avidin HRP aus dem Kit Avidin HRP von BD (Artikel-Nr. 51-26437E-7)
verwendet wurde. Aufgrund zum Teil sehr hoher IFN-Konzentration im Uberstand der Kokulturen
mussten die Proben teils um den Faktor 50 verdiinnt werden, damit sie mit dem IFN-y-ELISA von

BioLegend gemessen werden konnten.

5.4.3 Kokultur mit HepaRG

Da HepaRG Zellen nicht HLA-A*02:017" sind, musste eine neue Zelllinie per retroviraler Transduktion
generiert werden. Die Generierung dieser HLA-A*02:01" HepaRG-Zelllinie wurde von Christina
Dargels aus unserem Labor durchgefiihrt (Wisskirchen et al., 2017)).

Die HepaRG HLA-A*02:01" Zellen wurden in 12-Well-Platten fiir 2 Wochen in HepaRG-Medium
(William’s Medium mit Zusatz von 10 % FBS Fetaclone II, 1 % Pen/Strep, 1 % Glutamin, 0,023 TU/ml
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human Insulin, 4,7 ng/1 Hydrocortison, 80 ng/ml Gentamicin) und anschliefend fiir weitere 2 Wochen
in HepaRG-Differenzierungsmedium (HepRG-Medium mit zusétzlich 1,8 % DMSO) ausdifferenziert.
Dann wurde ein Teil der Zellen mit konzentriertem HBV (MOI 200), gewonnen aus HepG2.2.15,
und 5% PEG als Zusatz infiziert. Der Ansatz wurde iiber Nacht inkubiert und anschlieend die
Zellen pro Well dreimal mit 1ml PBS gewaschen.

Nach weiteren 20 Tage Differenzierung im HepRG-Differenzierungsmedium wurde die Kokultur
angesetzt. Zur Abschitzung der Infektionsrate wurde zuvor HBeAg aus dem Uberstand mit dem
Enzygnost HBe monoclonal Kit bestimmt. Diese war mit einem durchschnittlichen HBeAg von
0,129 OD sehr gering. Als Effektorzellen wurden T-Zellen, die mit den drei T-Zell-Rezeptoren
5E, 4G und WL12 zuvor transduziert worden waren verwendet. Pro TZR wurden 4 x 10* TZR*
CD3* Effektorzellen mit entweder HLA.A*02:01" oder HLA.A*02:01~ HBV infizierten HepaRG-
Zellen kokultiviert. Des Weiteren wurde pro TZR eine Negativkontrolle mit 4 x 10* TZR* CD3*
Effektorzellen und nicht infizierten HLA.A*02:01 HepaRG angesetzt. Als Kokulturmedium wurde
pro Well 2ml Hepa-RG-Medium verwendet. Anzumerken ist hierbei, dass wir in einem Vorversuch
herausfanden, dass differenzierte HepaRG-Zellen in HepaRG-Medium ohne DMSO-Zusatz nach ca.
3 Tagen etwas vermehrt tote Zellen und nach 6 Tagen deutlich vermehrt tote Zellen im Vergleich
zum HepaRG-Differenzierungsmedium aufwiesen.

Nach 24 h wurde Uberstand fiir einen IFN-y-ELISA abgenommen und nach 72h wurde ein XTT
durchgefithrt. Fiir den XTT-Test wurden nach Entfernung des alten Mediums pro Well 500 pl
DMEM ohne Phenolrot, 62,5l XTT-Reagent und 1,25l Elektronenkoppler hinzugefiigt und
fiir 2 Stunden inkubiert. Danach wurde die Konzentration an verstoffwechseltem Formazan mit
einem ELISA-Reader bei einer Wellenlénge von 450 nm und einer Referenzwellenldnge von 650 nm

bestimmt.

5.4.4 Kokultur mit lymphoblastoiden Zell-Linien (LCL)

Durch die Kooperation mit der AG Krackhardt (Translationale Immuntherapie, Medizinische Klinik
ITI, Rechts der Isar, Miinchen) sowie der AG Bertoletti (Singapore Institute for Clinical Sciences,
A*STAR, Singapore) standen uns 12 lymphoblastoide Zelllinien mit unterschiedlichen HLA-A2-
Subtypen zu Verfiigung (siehe Tabelle . Die 13 lymphoblastoiden Zell-Linien wurden mit 1 pM
fiir 2h bei 37°C inkubiert und dann 2,5 Mal gewaschen. Dann wurden 1 x 10* TZR* T-Zellen mit
2 x 10* Peptid beladenen LCL inkubiert. Nach 72h wurde der Uberstand abgenommen und zur
Bestimmung der IFN-v-Konzentration verwendet (siehe Kapitel .

5.4.5 Chromium-Release-Assay

Der Chromium-Release-Assay ist ein sensitiver Killing-Assay, bei dem in unserem Fall Zielzellen
mit Peptid beladen und mit radioaktivem Chrom markiert wurden. Werden diese Zellen lysiert,
kann das freigetretene radioaktive Chrom aus dem US bestimmt werden. Als Zielzellen wurden
die T2-Suspensionszellen verwendet und mit verschiedenen Konzentrationen Peptid beladen. Die
Peptidverdiinnungen wurden mittels Verdiinnungsreihen mit einem Verdiinnungsfaktor von 1:10 von
der Peptid-Stockkonzentration ausgehend hergestellt. Die T2-Zellen wurden zunéchst mit Wasch-
Medium bei 1500 rpm fiir 5/ bei RT gewaschen und dann in 10 ml Wasch-Medium geldst und die
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Zellzahl bestimmt. Pro Peptidkonzentration wurden dann 1 x 10% Zellen abzentrifugiert und das
Medium bis auf ca. 20 nl abgesaugt. Anschlielend wurde zu dem Zellpellet 10 nl der jeweiligen Pep-
tidkonzentration hinzugefiigt und dann mit weiteren 30 ul hTZM resuspendiert. Im Radioaktivlabor
wurde das radioaktive Chrom 1:4 mit h'TZM verdiinnt und davon pro Peptidverdiinnung 40 pl zu den
T2-Zellen hinzugefiigt (Gesamtvolumen 1001l), sodass 1 x 10% Zellen mit 50 pCi Chrom inkubiert
wurden. Dadurch wurde die Peptidkonzentration um 1:10 verdiinnt, sodass die Endkonzentration
in der Kokultur um das 10-fache geringer war als die zuvor angesetzte Peptidkonzentration. Die
T2-Zellen wurden dann fiir 1-1,5h bei 37 °C inkubiert. Wihrenddessen wurden pro Peptidkonzen-
tration je 3 Triplikate mit 2 x 10* TZR* Effektorzellen in 100 pl pro Well auf eine 96-Well-Platte
ausgesiit. Nachdem die Zielzellen 3,5x mit 10 ml hTZM mit 1500 rpm fiir 5’ bei RT gewaschen worden
waren, wurden davon 2 x 10% Zellen in 1001l hTZM pro Well hinzugefiigt. Um die Spontanlyse
bzw. Maximallyse zu bestimmen, wurde zu den Zielzellen statt der Effektorzellen hTZM bzw. 2%
Triton hinzugefiigt. Die Kokulturen wurden dann fiir 4h bei 37 °C inkubiert. Anschlieend wurden
die Platten abzentrifugiert und 30 pl US auf eine LUMA-Platte aufgetragen. Die LUMA-Platten
wurden iiber Nacht unter dem Abzug getrocknet und am folgenden Tag dann am Top Count NXT
ausgelesen (Messeinheit: ,counts®). Die spezifische Lyse wurde nach folgender Formel bestimmt:

((counts Ko-Kultur - counts Spontanlyse) / (counts Maximallyse - counts Spontanlyse)) x100.

5.5 Kokulturen und funktionelle Analysen der murinen T-Zellen

5.5.1 Kokultur der transduzierten murinen B3-Zellen mit murinen Splenozyten

Aus der Milz einer HHDtg und einer CD45.1" Maus wurden Splenozyten isoliert wie in Kapitel
beschrieben. Die murinen Splenozyten wurden mit 1M des jeweiligen HBV-Peptids, dem OVA-
Peptid oder keinem Peptid fiir 1 h in AIMV-Medium inkubiert. Danach wurden die Peptid-beladenen
Splenozyten gewaschen. Es wurden Triplikate pro Kokultur angelegt. 1 x 10° Effektorzellen (trans-
duzierte oder nicht transduzierte B3Z Zellen) wurden in 100 pl mTZM mit Peptid beladenen bzw.
unbeladenen murinen Splenozyten (1 x 10° Zellen in 100 pl) pro Well kokultiviert. Die transduzierten
B3Z Zellen wurden mit Splenozyten aus der HHDtg Maus kokultiviert. Als Positivkontrolle fiir
den Assay wurden untransduzierte B3Z und ein Pool aus transduzierten B3Z-Zellen mit Peptid
beladenen CD45.1" Splenozyten kokultiviert. Als Negativkontrolle wurden untransduzierte B3Z
und ein Pool aus transduzierten B3Z-Zellen mit unbeladenen CD45.1% Splenozyten kokultiviert.
Nach 48 h wurde ein S-Galaktosidase-Assay durchgefiihrt (siehe Kapitel .

5.5.2 Kokultur der transduzierten murinen B3-Zellen mit primir murinen He-
patozyten

Die mit den S20-spezifischen TZR 4G und dem C18-spezifischen TZR 6K transduzierten B3Z-Zellen
wurden 10d vor der Kokultur mit den priméren Hepatozyten aufgetaut und in RPMI-Voll-Medium
in Kultur genommen. Die priméir murinen Hepatozyten (PMH) aus einer HHDtg Maus (HHD™)
bzw. einer CD45.1" Maus (H2DP*) wurden 3 Tage vor der Kokultur gewonnen, wie in Kapitel
beschrieben und in PMH Erhaltungs-Medium in einer 24-Well-Platte kultiviert. Am Tag vor der
Kokultur wurde per FACS-Analyse die Expressionsrate in den B3Z-Zellen bestimmt. Vor Beginn der
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Kokultur wurde je ein Well der HHD* PMH bzw. H2D"* PMH mit dem C18- bzw. S20-Peptid und
zwei Wells der H2DP+ PMH mit dem OVA-Peptid (SIINFEKL) beladen. Zwei Wells der HHD* PMH
wurden unbehandelt belassen. Die Peptidbeladung erfolgte, indem in 1 ml Erhaltungs-Medium 1 pM
des entsprechenden Peptids fiir 1 h bei 37 °C mit den PMH inkubiert wurde. Anschliefend wurden
die PMH gewaschen, indem die Wells auf 2/3 des Volumens mit Erhaltungs-Medium aufgefiillt
wurden und mit einer Pipette iiber dem Zellrasen auf- und abpipettiert wurde und danach das
Medium mit dem aufgewirbelten Zellschrott abgenommen wurde. Die Wells wurden dann erneut
mit 2 ml Kokultur-Medium (William’s Medium + 5% FCS + 10 %Pen/Strep + 10 %L-Glutamin)
gewaschen. Nach dem erneuten Waschvorgang wurde dann 0,5 ml Kokulturmedium zu den PMH
pro Well sowie anschlieflend 0,5 x 10% Effektorzellen (mit TZR 4G oder TZR 6K transduzierte
CD3* CD8* Streptamer™ B3Z-Zellen) in 1 ml Kokultur-Medium hinzugefiigt. Die Kokultur wurde
dann fiir 24 h bei 37 °C fortgefiihrt.

Je TZR wurden Kokulturen mit unbeladenen bzw. dem jeweiligen HBV beladenen HHD™ Hepato-
zyten und mit dem OVA-Peptid bzw. dem jeweiligen HBV-Peptid beladenen H2DPT HLA.A*02:01
Hepatozyten angesetzt. Nach 24 h wurde ein -Galaktosidase-Assay aus den Uberstéinden durch-
gefithrt und daraus indirekt die T-Zell-Aktivierung bestimmt.

5.5.3 [-Galaktosidase-Assay

Der §-Galaktosidase-Assay wurde verwendet, um die T-Zell-Aktivierung in den murinen B3Z-Zellen
zu bestimmen. Die B3Z-Zellen exprimieren das Enzym S-Galaktosidase unter dem NFAT2-Promoter,
sodass die 5-Galaktosidase in diesem Modell als Marker fiir T-Zell-Aktivierung genommen werden
kann. Dazu wurden die Zellen der Kokultur mit 1500rpm fiir 1’ abzentrifugiert und der US

abgenommen und bei -20 °C tiefgefroren.

Fiir die Kokultur der B3Z-Zellen mit den murinen Splenozyten in 96-Well-Platten wurden die Zellen in
100 pl Lysepuffer pro Well resuspendiert und fiir 5—10" bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Zu dem
Lysat wurde 100 ul S-Galaktosidase Reaktionspuffer, in dem sich das Substrat der S-Galaktosidase
befindet, gegeben und fiir 20’ bei RT inkubiert. Danach wurde die S-Galaktosidaseaktivitét iiber
die Umsetzung des Substrats Chlorophenolrot-3-D-Galactopyranosid in den Farbstoff Chlorophenol
photometrisch bei einer Wellenlénge von 560 nm mit dem ELISA-Reader Infinte F200 bestimmt.

Fiir die Kokultur der B3Z-Zellen mit den primér murinen Hepatozyten in der 24-Well-Platte wurden
entsprechend die Zellen in 2 ml Lysepuffer pro Well resuspendiert und fiir 5-10’ bei Raumtemperatur
(RT) inkubiert. Dann wurden pro Well 1 ml des Lysats auf eine neue 24-Well-Platte iibertragen und
1ml g-Galaktosidase Reaktionspuffer hinzugegeben und fiir 2h bei RT inkubiert. Danach wurde
wie oben beschrieben die -Galaktosidaseaktivitit photometrisch durch Bestimmung der Extinktion
mittels dem ELISA-Reader Infinte F200 bestimmt.

Die photometrische bestimmte Extinktion fiir jede Kokultur wurde ins Verhéltnis zur gemessenen
Extinktion nach spezifischer Stimulation des endogenen OVA-spezifischen T-Zell-Rezeptors der
B3Z-Zellen gesetzt.
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5.6 Durchflusszytometrie

5.6.1 Streptamer- und Oberflichenfirbung

Pro Probe wurden zwischen 50—150 pl Zellsuspension in eine 96-Well-V-Boden-Platte iiberfiihrt und
mit 1500 rpm fiir 5’ bei 4 °C abzentrifugiert und anschliefend mit 180 pl FACS-Puffer gewaschen
(1500 rpm, 5’, 4°C). War eine Streptamerfirbung der T-Zell-Rezeptoren mit gleichzeitiger Ober-
flichenfarbung vorgesehen, wurde zuerst die Streptamerfarbung durchgefiihrt. Pro Well wurden die
Zellen dann in 50 pl FACS-Puffer, in den zuvor 1pl Streptactin und 0,4 pg des jeweiligen pMHC
hinzugefiigt worden waren, resuspendiert und fiir 25’ auf Eis im Dunkeln inkubiert. Nach der
Inkubation auf FEis wurden die entsprechenden Antikorper fiir die Oberflichenfarbung in 20 pl
FACS-Puffer hinzugefiigt und fiir weitere 20’ inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen 2,5 mal
mit 180 pl FACS-Puffer gewaschen (1500 rpm, 5, 4°C), in 100—200 pl FACS-Puffer resuspendiert
und in FACS-Rohrchen iiberfiihrt. Zur Farbung der toten Zellen wurde kurz vor der Messung 10 jl
verdiinntes PI in FACS-Puffer hinzugefiigt und kurz gemischt. Die Messungen wurden an einem BD
FACSCantoll durchgefiihrt und anschlieend mittels FlowJo 9.2 Software analysiert.

5.6.2 Kokultur mit T2-Zellen und intrazelluliare Zytokinfarbung

Fiir die intrazelluldre Zytokinfirbung wurden die Effektorzellen zuvor mit Peptid beladenen T2-Zellen
kokultiviert. Zu den abzentrifugierten T2-Zellen wurde pro 1 x 108 Zellen 10yl der entsprechenden
Peptidvorverdiinnung hinzugefiigt und erneut mit h'TZM um 1:10 verdiinnt. Nach Resuspension der
Zellen wurden diese fiir 1h bei 37 °C mit Peptid beladen. Anschlieend wurden die T2-Zellen 3,5x
mit 14 ml Waschmedium gewaschen und danach mit hTZM auf 1 x 10° /10011l eingestellt.

In der Kokultur wurden dann 1 x 10° Peptid-beladene T2-Zellen mit 1 x 10° Effektorzellen fiir
insgesamt 4 h in 200 pl h'TZM miteinander inkubiert. Nach der ersten Stunde Kokultur wurde BFA
(finale Konzentration 8 pg/ml) hinzugegeben, um die Sekretion der Zytokine zu blocken, um spéter
eine gute intrazelluldre Zytokinfarbung zu erreichen. Nach 4h wurden die 96-Well-Platten mit
Parafilm verschlossen und iiber Nacht im Kiihlschrank bei 4 °C gelagert.

Am néchsten Tag fand die intrazellulidre Farbung (ICS) statt. Alle folgenden Schritte der ICS wurden
auf Eis durchgefiihrt. Es wurde das Cytofix/Cytoperm-Kit von BD verwendet. Die mit 1500 rpm fiir
5 bei 4°C abzentrifugierten Zellen wurden mit 50 nl EMA (1:2000 in FACS-Puffer, Stock 2mg/ml)
fiir 20’ unter Lichtbestrahlung inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen 2,5x mit 200 nl gewaschen
und fiir die PBMCs bzw. CD8" Zellen eine Streptamerfirbung durchgefiihrt. Dazu wurden pro
Well 0,5l Streptactin und 0,2 ng pMHC in 30 pl FACS-Puffer verwendet. Nach 45’ Inkubation im
Dunkeln wurden die Zellen 1,5x gewaschen, in 100 pl Cytofix/Cytoperm pro Well resuspendiert
und fiir 20’ inkubiert. Im néchsten Schritt wurde dann 100 pl Perm/Wash-Puffer hinzugefiigt und
die Zellen mit 1800 rpm fiir 5’ bei 4 °C abzentrifugiert und 2x mit 200 ul Perm/Wash-Puffer mit
1800 rpm fiir 5/ bei 4°C gewaschen. Danach wurden die Zellen pro Well zur Oberflichenfirbung
(CD8, CD4 und fiir TZR-Férbung in CD4" Zellen der anti-muTRBC) und intrazellulire Férbung
(IFN-v, TNF-q, IL-2) in 50 ul Perm/Wash-Puffer Antikérpermischung fiir 20 inkubiert. Darauf
wurden die Zellen 3,5x mit 200 nl Perm/Wash-Puffer gewaschen, in 180l resuspendiert und in
FACS-Rohrchen tiberfiihrt. Die Messungen wurden an einem BD FACSCantoll durchgefiihrt.
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5.7 Molekularbiologische Methoden

5.7.1 RNA-Isolation

Zur Tsolierung der RNA aus den T-Zellen wurden die Zellen mit 400 g bei 4 °C fiir 5’ abzentrifugiert
und das Pellet in 1 ml Trizol fiir 5 bei RT inkubiert. Es wurde je ml Trizol 200 pl Bromchlorpropan
hinzugefiigt und fiir 15” gevortext. Nach 10’ Inkubation wurde die Suspension mit 1200 g bei
4°C fiir 5’ zentrifugiert. Die sich bildende obere farblose, wissrige Phase wurde in ein neues
Mikroreaktiongefa$ iiberfithrt und mit 500 nl Isopropanol gevortext. Nach 10’ Inkubation bei RT
wurde erneut mit 1200 g bei 4°C fiir 5/ zentrifugiert und der US vorsichtig ohne Verlust des RNA-
Pellets abgenommen. Das RNA-Pellet wurde dann mit 0,5ml 75 % Ethanol in DEPC- Hy0O mit
1200 g bei 4°C fiir 5’ gewaschen, luftgetrocknet und in 20 pl DEPC- HyO aufgenommen.

5.7.2 cDNA-Synthese

Die aus den HBV-spezifischen T-Zell-Klonen gewonnene RNA wurde mittels zwei verschiedener
Verfahren in ¢cDNA umgeschrieben. Fiir die anschlieflende Identifizierung (siehe Kapitel der
a-TZR-Ketten mittels der degenerierten Primer wurde cDNA als Template benétigt, die iiber den
spezifischen Primer CA1 synthetisiert wurde. Die cDNA-Synthese fiir die Identifizierung der a-TZR-
Kette wurde mit dem AMV-Kit von Roche nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Der Primer CA1,
der im konstanten Bereich der a-Kette bindet, wurde als spezifischer Primer verwendet. Es wurde

dabei 1 g RNA oder bei geringer RNA-Konzentration das Maximalvolumen von 8,2 jul eingesetzt.

je Ansatz:

10x Reaktionspuffer 2 ul

MgCl, 4 nl

dNTPs 2 nl cDNA-Synthese Programm
CA1-Primer (10 pmol/pl) 2 nl 1. 95 °C 10/
RNase Inhibitor 1 pl 2. 492°C 60/
AMYV Reverse Transkriptase 0,8 nl 3. 99°C 5/
H>O up to 20 pl

Template RNA 1pg oder 8,21l

Gesamt.: 20 nl

Fiir die Identifizierung der S-TZR-Kette sowie die Amplifikation der kompletten TZR-Ketten mit
den spezifischen Primern wurde die cDNA-Synthese mit dem Superscript II Reverse Transcriptase

von Invitrogen nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

5.7.3 PCR-Verfahren zur Identifizierung der TZR-Ketten

Zur Identifizierung der TZR-Ketten wurde jeweils ein Fragment aus der entsprechenden variablen
Region der TZR-Ketten amplifiziert und anschliefend sequenziert. Da diese aufgrund der soma-
tischen Rekombination verschiedene V-Segmente enthalten kénnen und die DNA-Sequenz fiir die
variablen Regionen somit unbekannt war, wurden zwei etablierte PCR-Verfahren verwendet. So

besteht die Moglichkeit fiir jedes einzelne V-Segment einen spezifischen Primer zu verwenden. Fiir
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die verschiedenen moglichen V-Segmente der 5-TZR-Kette sind das 34 verschiedene Primer, fiir
die a-TZR-Kette 38 verschiedene Primer. Dies bedeutet jedoch, dass fiir jedes einzelne V-Segment
eine separate PCR durchgefithrt werden muss. Eine weitere Moglichkeit ist die Verwendung von
degenerierten Primern, die an konservierte Bereiche der V-Segmente binden und somit eine gleich-
zeitige Amplifikation fast des kompletten T-Zell-Rezeptor-Repertoires ermoglichen (Zhou et al.,
2006). Beide Methoden decken einen Grofiteil des V-Segment-Repertoires ab, da jedoch bei der
Verwendung der degenerierten Primer insgesamt weniger PCR-Ansétze und somit weniger cDNA
benétigt wird, wurde diese zuerst durchgefiihrt und nur bei keinen oder unsauberen PCR-Produkten
eine PCR mit dem spezifischen Primer-Repertoire durchgefiihrt. Fiir alle PCRs wurden das PCR
Pure Taq Kit von GE verwendet, bei dem Polymerase, Puffer und Nukleotide bereits vordosiert in

Einzeldosenperlen vorliegen und daher nur noch Primer, cDNA und Wasser hinzugefiigt wurde.

5.7.3.1 PCR mit degenerierten Primern

Es wurde ein von Bernhard Frankenberger (Hamatologikum, Miinchen) optimiertes Protokoll
verwendet, basierend auf der Publikation von Zhou et al., [2006. Fiir die Amplifikation der 5-Kette
wurde als erstes der VP1-Primer, der an 76 % Prozent aller V-Segmente bindet, mit dem Primer
CP1, der in der konstanten Region bindet, verwendet. Konnte hier kein spezifisches PCR-Produkt
amplifiziert werden, wurde die PCR mit dem Primer VP2, der 26 % der V-Segmente abdeckt,
wiederholt. Fiir die a-Kette wurde die cDNA aus der Synthese mit dem CA1 Primer verwendet.
Mit dem 5’-Primer VPANHUM und dem 3’-Primer CA2 erfolgte dann die PCR zur Identifikation

der a-Kette.

Deg. a-Ketten-PCR Deg. 5-Ketten-PCR
cDNA(AMV) 3l cDNA (SuperscriptlII) 1,5l
VPANHUM Primer 10 pmol/ul 4l VP1 oder VP2 Primer 5pmol/ul 161l
CA2 Primer 10 pmol/pl 4pl CP1 Primer 5 pmol/ul 1,6l
H,0 14pl  H,0 5,91

25l 25l
95°C 10’
o /
95 C ]. 95 OC 2 !
50°C 2/ 2x
o "
72 oC 2 / 95 C 30
; 50 °C 30" 2x
9%°C 1 72°C 30"
55°C 27 40x /
72 oC 2 / 72 C 10 X

72°C 10’

5.7.3.2 PCR mit Primerset fiir TZR-Ketten

Konnte mit den degenerierten Primern keines oder nur ein unreines PCR-Produkt amplifiziert

werden, wurde zur Identifizierung der 8- oder a-Kette eine PCR mit den Primern spezifisch fiir
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die einzelnen variablen Regionen durchgefiihrt. Es standen 34 verschiedene 5’V 3-Primer bzw. 38
verschiedene 5’Va-Primer fiir die Bindung in den variablen (V) TZR-Regionen zur Verfiigung. Der
jeweils entsprechende 3’-Primer (3'T-Ca bzw. P-3’CSII) lag im jeweiligen konstanten Bereich (C)
des TZR-Gens.

Der entsprechende 3’-Primer (P-3’CSII bzw. 3'T-Ca) bindet im jeweiligen konstanten Bereich der
TZR-Kette.

Zudem erfolgte eine interne Kontrolle der PCR durch Amplifikation eines Bereichs in der konstanten
Region mit den Primern P5’VAST und P3’VEST, um zu zeigen, dass die PCR methodisch korrekt
durchgefiihrt wurde.

fiir a-Kette fiir 5-Kette
cDNA (SuperscriptIl oder AMV) 1yl cDNA (SuperscriptlI) 1yl
5Va X Primer 10 pmol/ul 6 ul P5’V5 X Primer 6 ul
5VaST Primer 2,5 pmol/ul 2,8l P5’VBST Primer 5pmol/ul 4l
3'VaST Primer 2,5 pmol/ul 2,8l P3’VBST Primer 5pmol/ul 4l
3'T-Ca Primer 5 pmol/pl 4pl P3’-CpII Primer 5pmol/pl 4yl
HQO 8,4 pl HQO 6 1,11
25l 25l

95°C 2’

95 °C 30"

56 °C 30" 2x

72°C 20"

72 °C 10’

5.7.4 Klonierung der einzelnen TZR-Ketten

Fiir jede a- und B-Kette wurden nach Identifizierung der TZR-Ketten anhand von vollsténdigen
V-Segment-Sequenzen aus der IMGT-Datenbank ,IMGT/Gene-DB* Primer entworfen E] Die 5’-
Primer waren dabei zwischen 15 bis 18 bp komplementér zum Beginn des V-Segments der jeweiligen
a- oder B-Kette. Am 5’-Ende waren des Weiteren eine Kozak-Sequenz, fiir eine bessere Expression,
sowie die Restriktionsschnittstelle fiir das Restriktionsenzym Notl angefiigt. Die 3’-Primer waren
in 20 bp komplementér zu den konstanten Regionen der TZR-Ketten und hatten am 5-Ende eine
EcoRI bzw. eine BsrGI-Restriktionsschnittstelle angefiigt.

Mit den spezifischen Primern wurden nun aus der cDNA der T-Zell-Klone die jeweiligen TZR-Ketten
amplifiziert und iiber die Restriktionsschnittstellen in den retroviralen Vektor pMP71, der uns von
der Arbeitsgruppe Uckert (Max Delbriick Center, Berlin) zur Verfiigung gestellt wurde, kloniert.
Zur Amplifikation der TZR-Ketten wurde das Polymerase Kit Phusion Hot Start IT benutzt. Die
Annealing-Temperatur der jeweiligen Primer wurde iiber den Tm-calculator von Thermo Scientific
berechnet [

"IMGT/Gene-DB aufgerufen unter www.imgt.org/genedb, siehe auch (Giudicelli et al., [2006)
Zwww.thermoscientificbio.com /webtools/tmc/
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Temp. Zeit Zyklen
5x Phusion HF Buffer 10 ul = yjtiale Denatur-  98°C 30"
10 mM dNTPs 1 qul ferung
5-Primer (10 pmol/nl 2,5 nl
: (10 pmol/pl) n 08°C 0"
3’-Primer (10 pmol/pl) 2,5 nl A . i
Phusion Hot Start II 05 pl feating Em}elr ;pe' 6x
DNA  Polymerase (2 ZTISERE L
Extension 72°C 20"
U/ul)
Template cDNA 100 ng Denaturierung 98°C 20" 08
X
Annealing und 72°C 30"
H>0 up to 50 ql Extension
Total: 50l Finale Extension  72°C
Pause 16°C

Die PCR-Produkte wurden per Gel-Elektrophorese auf ihre Gréfle gepriift und die korrekten Banden
(B-Ketten bei 900bp, a-Ketten bei 800bp) ausgeschnitten und mit dem peqGold-Gel-Extraction Kit
aufgereinigt. Danach wurden die PCR-Produkte mit den Fast-Digest-Enzymen Notl und EcoRI
bzw. Bsp14071 (BsrGI) verdaut und erneut mit dem QIAquick-PCR-Purification aufgereinigt. Der
Vektor pMP71 wurde ebenfalls mit den entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut, per Gel-
Elektrophorese aufgetrennt und die Bande des vollstindig verdauten MP71 wurde aufgereinigt. Die
Ligation wurde mit dem Rapid DNA Dephos&Ligation Kit von Roche mit Dephosphorylierung
des Vektors nach Herstellerangaben durchgefiihrt. 51l des Ligationsansatzes wurden dann zu 50 nl
chemisch-kompetenten Stbl3 Bakterien hinzugefiigt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Dann wurde
ein Hitzeschock der Stbl3-Bakterien bei 42 °C fiir 90” durchgefiihrt mit sofortiger anschlieBender
Kiihlung der Bakterien auf Eis fiir 10’. Der komplette Ansatz wurde dann auf eine Ampicillin-
haltige Agar-Platte ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am néchsten Tag wurden
Kolonien gepickt und damit 5ml LB-Medium (mit Ampicillin) angeimpft. Anschlieend wurde eine
Mini-Praparation nach Herstellerangaben mit dem Kit von Fermentas sowie ein Kontrollverdau der
Plasmid-DNA durchgefiihrt.

5.7.5 Klonierung der optimierten TZR-Konstrukte

Die Codonoptimierung der variablen TZR-Region wurde durch GeneArt von Invitrogen (Regensburg,
Deutschland) durchgefiihrt. Diese wurden dann durch eine dreistufige Fusions-PCR mit einer bereits
optimierten murinen konstanten TZR-Region, die uns von der AG Uckert (Max Delbriick Center,
Berlin) zur Verfiigung gestellt worden war, verbunden (siehe Grafik im Ergebnisteil .

Um fiir alle T-Zell-Rezeptoren die gleiche PCR durchfiihren zu kénnen, wurde an das 5’-Ende der
variablen Regionen fiir die 5-Kette eine zum Zielvektor pMP71 {iberlappende Sequenz und fiir die
a-Kette eine Teilsequenz des P2A-Elements angefiigt. Am 3’-Ende der variablen Regionen wurde
jeweils eine Teilsequenz der entsprechenden konstanten Region angefiigt. Diese Sequenzen wurden

dann von GeneArt codonoptimiert und in einen Standardvektor kloniert.
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Anhang Bestandteil 4+ Sequenz
5V-B-Kette MP71| + NotI-Schnittstelle + Kozak-Sequenz
TCCCTCTCTCCAAGCTCACTTACAG GCGGCCGC CACC
3V A-Kette muriner opt. TRBC-Abschnitt
GAAGATCTGAGGAACGTGACCCCCCCCAAGGTGTCCCTGTTCGAGC
5'V-a-Kette P24
AAGCAGGCCGGCGACGTGGAAGAGAACCCCGGGCCC
V-0 Kette muriner opt. TRAC-Abschnitt
ATCCAGAACCCCGAGCCCGCCGTGTACCAGCTGAAGGACCCCAGA
Aus diesem Vektor wurden die neu codonoptimierten variablen Regionen der a- und g-Ketten mit
den Primern alphaVariable_fw und alphaVariable_rev bzw. betaVariable_fw und betaVariable_rev
amplifiziert (siche Tabelle . Die murinen konstanten Regionen wurden aus einem codonopti-
mierten murinen TZR-Konstrukt, welches von der AG Uckert in den Vektor MP71 kloniert wurde,
mit den Primern alphaConst_fw und alphaConstant_rv_EcoRI bzw. Primern betaConst_fw und
betaConst_fw amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden iiber eine Gelelektrophorese aufgetrennt, die

korrekten Banden ausgeschnitten und aufgereinigt.

Temperatur Zeit Zyklen
(-Variabel p-Konstant «-Variabel «-Konstant

Initiale Denaturierung 98°C 60" 1
Denaturierung 98°C 10”
Annealing 65°C 63°C 68°C 65°C 20" 30
Extension 72°C 20"

Finale Extension 72°C 10’ 1
Pause 16°C

Tabelle 5.7.1: PCR zur Amplifikation der optimierten variablen und konstanten TZR-Regionen.

Im néchsten Schritt wurden mittels Fusions-PCR die variablen und konstanten Regionen der a-
Kette bzw. -Kette miteinander verbunden und amplifiziert (siche Tabelle . Zuerst wurden die
variablen und konstanten Regionen der a- bzw. S-Kette aus Schritt 1 fiir 1’ bei 98 °C denaturiert,
anschlieflend erfolgte ein Annealing der {iberlappenden Bereiche und dann die Extension bei 72 °C.
Die dadurch fusionierte a- bzw. 8-TZR-Kette wurde nun mit den Primern alphaVariable_fw und
alphaConst_rv_EcoRI. bzw. betaVariable_fw und betaConst_rv amplifiziert. Die PCR-Produkte
wurden per Gelelektrophorese aufgetrennt, ausgeschnitten und aufgereinigt.

Im letzten Schritt wurden nun die zueinander gehoérenden TZR-Ketten iiber das P2A-Element
miteinander verbunden und amplifiziert (siehe Tabelle [5.7.3)). Wie bereits zuvor wurden zuerst
die a- und B-Kette iiber die komplementéren Uberhéinge (P2A-Sequenz) miteinander fusioniert.
Anschlielend wurde das g-Kette-P2A-a-Kette Konstrukt mit den Primern betaVariable_fw und
alphaConstant_rv_EcoRI amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden wieder per Gelelektrophorese
aufgetrennt, ausgeschnitten und aufgereingt. Danach wurden die PCR-Produkte mit den Restrikti-
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Temperatur Zeit Zyklen
B-Kette a-Kette
Denaturierung 98°C 60"
Annealing in 5°C Schritten runter auf 40 °C 30" pro 5°C 5
Extension 72°C 60"

Primer hinzufiigen + betaVariable_fw 4 alphaVariable_fw
+ betaConstat_rev + alphaConstant_rv

Denaturierung 98°C 10”
Annealing 68°C 65°C 20" 30
Extension 72°C 20"
Finale Extension 72°C 10/ 1
Pause 16°C

Tabelle 5.7.2: Fusions-PCR zur Generierung der optimierten TZR-Ketten.

Temperatur Zeit Zyklen

Denaturierung 98°C 60"
Annealing in 5°C Schritten runter auf 40°C 30" pro 5°C 5
Extension 72°C 60"
Primer hinzufiigen betaVariable_fw alphaConstant_rv_EcoRI
Denaturierung 98°C 10"
Annealing 65°C 20" 30
Extension 72°C 20"
Finale Extension 72°C 10/ 1
Pause 16°C

Tabelle 5.7.3: Fusions-PCR zur Generierung der optimierten TZR-Konstrukte mit den iiber das P2A verbundene g
und a-TZR-Ketten.

onsenzymen Notl und EcoRI verdaut und wie bereits in Kapitel beschrieben in den retroviralen
Vektor pMP71 kloniert. Per Kontrollverdau und Sequenzierung der Plasmide wurde die Klonierung
iiberpriift.

5.7.6 Gelelektrophorese und Gelextraktion

Es wurde zur Herstellung von Agarosegelen 1% Agarose in TAE-Puffer gelost und in der Mikrowelle
erhitzt. Nach Abkiithlung wurden 0,4 mg/1 Ethidiumbromid hinzugefiigt und das Gel gegossen. Bei
Extraktion der Banden wurden die Gele so kurz wie mdoglich belichtet und die ausgeschnittenen

Gelstiicke nach Herstellerangaben mit Kits von Quiagen und Peqlab aufgereingt.
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5.8 Sequenzierung

Sequenzierungen wurden durch GATC Biotech (Konstanz, Deutschland) mit eigenen Primern
(10 pmol/pl) durchgefiihrt. Die Konzentration der Plasmid-Templates war zwischen 30-100ng/ul,
die von PCR~Produkten zwischen 10-50ng/pl. Zur Sequenzierung der DNA-Fragmente aus den
PCRs zur Identifizierung der a- oder S-TZR-Ketten wurden sowohl die degenerierten Primer fiir
den variablen Bereich als auch die Primer, die im konstanten Bereich banden, verwendet. Die
gewonnenen Sequenzen der TZR-Ketten wurden mit dem Tool ,IMGT/V-QUEST* der Website
imgt.org [ﬂ siehe auch Brochet et al., |2008| ausgewertet.

Die korrekte Klonierung der einzelnen Ketten in den retroviralen Vektor MP71 wurde mittels
Sequenzierung mit den Primern PrimMP71for und PrimMP71rev iiberpriift, die upstream und
downstream der Insertstelle im Vektor binden. Bei den optimierten TZR-Konstrukten wurden wegen

der Grofle des Inserts teils zusétzliche entsprechende Primer aus der Fusions-PCR benutzt.

5.9 Durchfiihrung der Modellrechnung zur Schitzung der Anzahl

behandelbarer Patienten

Mit dem Analysetool , population coverage* von iedb.org lidsst sich der prozentuale Anteil einer
Bevolkerung kalkulieren, der auf eine HLA-restringierte T-Zell-Therapie unter Beriicksichtigung
der genotypischen HLA-Subytpen-Héufigkeit und der HLA-Restriktion ansprechen sollte (Bui et al.,
2006|) — die sogenannte population coverage.

Mit Hilfe des Tools wurde fiir unsere HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren berechnet, welcher
Bevolkerungsanteil von verschiedenen Léndern bzw. Weltregionen HLA-A*02-Subtypen trigt, die
von den HBV-spezifischen Rezeptoren erkannt werden. Zur Berechnung der population coverage
der einzelnen T-Zell-Rezeptoren (siehe Abb. wurde dabei in der Eingabemaske des ToolsE]

Folgendes eingegeben:

e Unter , Select area(s) and/or population(s)“ wurde die entsprechende Weltregion bzw. die

entsprechenden Lénder ausgewéhlt.
e Unter ,,Select calculation option(s)* wurde ,, Class I separate* ausgewihlt.

e Unter , MHC Restricted Allele(s)* wurden dann die HLA-A2-Subtypen eingetragen, die von
dem T-Zell-Rezeptor in der LCL-Kokultur erkannt wurden (siehe Kapitel [2.6.4]).

Die berechneten Werte (Wert zur ,, population coverage* (PC-Wert) und die genotypische Frequenz
der HLA-Subtypen-Héaufigkeit pro Land bzw. Weltregion) wurden dann in eine Excel-Datei importiert

und aufbereitet.

3www.imgt.org/IMGT _vquest/input
4zu finden unter tools.iedb.org/population/
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Fiir die Modellrechnung zur Schiitzung der Anzahl von CHB Patienten (n¢HB for ACTY pro Land,
die mit mindestens einem unserer HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren theoretisch behandelt werden

kénnten, wurde folgende Formel verwendet.

nCHB for ACT _ (nCHB(A) 4 nCHB(D)y y pA/D  ,CHB(B) CHB(C))

*pB—I—n *pc

t (nCHB(E) | CHB(F)) « pE/F

In der Modellrechnung wurde beriicksichtigt, dass die HBV-infizierten Patienten mit unterschiedlichen
HBV-Genotypen infiziert sein kénnen, deren geographische Verteilung sehr unterschiedlich ist (Velkov
etal., 2018) und deren Peptidsequenz fiir die Peptide C18, S20 und S172 zum Teil genotypische
Variationen aufweisen (Desmond et al., 2008)).

Wie im Folgenden genauer erliutert wurden die PC-Werte unserer HBV-spezifischen T-Zell-
Rezeptoren fiir die HBV-Genotypen A/D, B, C und E/F berechnet. Unsere in der LCL-Kokultur
verwendeten Peptide C18 (,FLPSDFFPSV*), S20 (,FLLTRILTI*) und S172 (, WLSLLVPFV*)
entsprechen den Peptidsequenzen der HBV-Genotypen A und D.

Es wurde daher fiir die HBV-Genotypen A und D pro Population der PC-Wert (= p4/P) mit
Angabe einer MHC-Restriktion fiir die HLA-A*02-Subtypen :01, :02, :03, :04, :05, :06, :07, :09,
:10, :16, :17 berechnet(Eingabe unter , MHC Restricted Allele(s)* wie oben beschrieben). Diese
HLA-A*02-Subtypen wurden mindestens von einem der HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren in
der LCL-Kokultur erkannt, wenn sie die oben genannten HBV-Peptidsequenzen présentierten.
Beim HBV-Genotypen B liegt fiir das C18-Peptid ein relevanter Polymorphismus mit der Sequenz
»FLPSDFFPSI® sowie eine genotypische Variation des S20-Peptids mit der Sequenz ,, FLLTKILTI“
vor (Desmond et al., 2008), die nach den anschlieend an diese Arbeit durchgefiihrten Versuchen von
Karin Wisskirchen nur auf den HLA-A02:01, :06 und :07 erkannt wurden (Wisskirchen et al., 2017)).
Das S172-Peptid ist identisch zu dem in unserer Kokultur verwendeten S172-Peptid (,, WLSLLVPFI*).
Wir gingen daher bei der Berechnung des PC-Werts fiir den HBV-Genotypen B (= pP) von einer
HLA-Restriktion fiir die HLA-Subtypen :01, :02, :04, :05, :06, :07, :09:, :17 aus. Beim HBV-Genotypen
C liegt eine genotypische Variation fiir das C18-Peptid (, FLPSDFFPSI“) vor, das S20-Peptid und
das S172-Peptid sind identisch zum in der LCL-Kultur verwendeten Genotyp A/D. Zur PC-Wert
Berechnung wurden daher bei der HLA-Restriktion die HLA-A*02-Subtypen :01, :02, :03, :04, :05,
:06, :07, :09:, :17 verwendet (= p®). Auch die HBV-Genotypen E/F haben im S20-Peptid die
Variante ,, FLLUTKILTT* vorliegen und der Genotyp F noch eine genotypische Variante im S172-
Peptid (WLSLLVQFYV). Das C18-Peptid ist von der Peptidsequenz identisch zu den HBV-Genotypen
A/D. Daher wurden zur Berechnung der PC-Werte der Genotypen E/F die HLA-A*02-Subtypen
:01, :02, :04, :05, :06, :07, :09:, :10, :16, :17 verwendet (= pF/F).

Die Daten zur Anzahl chron. HBV-Infizierter des entsprechenden HBV-Genotyps pro Land (n
nCHB(B) n,CHB(C) jCHB(D) ,CHB(E) nCHB(F))

CHB(A)

wurde aus Velkov et al., |2018 iibernommen.
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5.10 Statistik

Die graphische Darstellung und statistische Analyse erfolgte zum Grofiteil mit GraphPad Prism
von GraphPad Software sowie zum Teil mit Excel von Microsoft. In den Graphen wurde, wenn
nicht anders gekennzeichnet, der Mittelwert 4 /- SEM angegeben. Die Berechnung der ECs,-Werte
wurde mit GraphPad Prism iiber das Rechenmodell ,log(agonist) vs. response — Variable slope*
durchgefiihrt. Die Berechnung des Korrelationskoeffizient zwischen der Streptamerbindung in CD4™"
T-Zellen und den EC50-Werten aus dem Chrom-Release mit den CD4" T-Zellen wurde mit Excel

durchgefiihrt.
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Abkiirzungsverzeichnis

AG Arbeitsgruppe

AHB akute Hepatitis B
Anti-HBs Antikorper gegen das HBsAg
Anti-HBe Antikorper gegen das HBeAg
Anti-HBc Antikorper gegen das HBcAg

AS Aminosédure

AZT Adoptive T-Zell-Therapie

CAR chimérer Antigenrezeptor

cccDNA covalently closed circular DNA
CDR complementarity determining region
CHB chronische Hepatitis B

CMV Cytomegalievirus

DHBV duck hepatitis B virus

ELISA Enzyme linked Immunosorbent Assay
ER endoplasmatisches Retikulum

FACS Jluorescence-activated cell sorting
GMP Good Manufacturing Practice
GSHV ground squirrel hepatitis virus

HBV Hepatitis B Virus

HBcAg HBYV core antigen

HBeAg HBYV envelope antigen

HBsAg HBYV surface antigen

HLA human leukocyte antigen

HSZT allogenen hdmatopoetischen Stammzelltransplantation
IFN Interferon

IMGT the international ImMunoGeneTics information system http://www.imgt.org

(founder and director: Marie-Paule Lefranc, Montpellier, France)

IRES interne Eibosomale Eintrittsgtelle
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ITAM immunoreceptor tyrosine-based activation motifs
LCMV L Lymphozytére-Choriomeningitis-Virus
LHBsAg large HBV surface antigen

LT Lymphotoxin

LTR long terminal repeat

MACS »magnetic-activated cell sorting*

MHBsAg middle HBV surface antigen

MHC major histocompatibility complex

MOI multiplicity of infection

MPSV myeloproliferative sarcoma virus

NF-AT nuclear factor of activated T cells element
NK-Zellen Natiirliche Killerzellen

NKT Natiirliche Killer-T-Zellen

NTCP ﬁcﬁ taurocholate cotransporter polypeptide
ORF open reading frame

ORFs open reading frames

PBMCs peripheral blood mononuclear cells

PC population coverage

PD1 programmed cell death protein

PRE posttranscriptional regulatory element
rcDNA relazed circular DNA

RT Raumtemperatur

S Surface

SHBsAg Small HBV surface antigen

TAP Tumor-infiltrierende Lymphozyten

TIL Tumor-infiltrierende Lymphozyten
TRAC Konstante Regione der a-TZR-Kette
TRBC Konstante Regione der g-TZR-Kette
TNF Tumornekrosefaktor

TZR T-Zell-Rezeptor

Us Ebergcand

WHYV woodchuck hepatitis virus

WPRE woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory element
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