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Abstract

Adoptive T cell therapy with chimeric antigen rettep(CAR) modified T cells
combines the specificity of antibodies, capacitylyghphocytes to tumor-penetrating
and the potential of activated T cells for the @hation of tumor cells. By this method
CAR modified activated effector cells develop sfpiectytolytic effects towards the
tumor. In contrast to cell cultuexperiments, the process of tumor elimination igemi
models can be analyzed in the context of interadbietween the established tumor and
the immune system.

The aim of this work was to generate a transgemiasa with conditional expression of
a CAR with specificity for carcinoembryonic antigé@EA) on T-cells to get a model
for such investigations. The transgenic mouse wesemgted by transfection of
embryonic stem cells using ti@e/loxP system. Both CD4+ and CD8+ T-lymphocyte
express the CARTransgenic animals also show no phenotype or tispaeific
differences to wild-type mice and have no shorferthan normal mice. The mice are
immunocompetent in the presence of CAR T-cellseAfire-activation of the isolated
CAR bearing T lymphocytes, they were activaiedvitro by CEA+ tumor cells
measured by IFN-secretion. Resting T cells do not lysevitro CEA+ tumor cells.
Transplanted CEA+ tumor cells were rejected by #rai-CEA-CAR transgenic
animals. Wild-type mice, which were transferredhatite CAR transgenic T cells, also
did not develop the tumor. By renewed challengen witmor antigen the transgenic
animals also did not develop tumor with the lowsligen expression.

This mouse model offers the opportunity to studgsgions about the antigen-specific

activation, tolerance and auto-immunity of T celigh specificity for an auto-antigen.
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Einleitung

1 Einleitung

Krebserkrankungen sind weltweit fur ca. 7,6 Miod&sfalle jahrlich verantwortlich.
Bis 2030 wird eine weitere Zunahme auf etwa 17 Ndir@gnostiziert (WHO 2010).
Besonders in den Industrienationen steht KrebsTatlesursache nach den Herz-
Kreislauf-Erkrankungen an zweiter Stelle. Die varedenen Krankheitsbilder
maligner Erkrankungen besitzen vielfaltige Ausprigen hinsichtlich ihrer
Ursachen, Pathologie, Klinischer = Symptome, Thesgpsibilitat und

Heilungschancen.

1.1 Immuntherapie mit durch Chiméren Antigen Rezeptor (CAR)
modifizierten T-Zellen
Obwohl eine frihe Krebsdiagnose macht es mdglich, Neoplasien in einem
operablen Stadium zu erfassen, und die chirurgigetieernung von Tumoren heute
besser als vor 10 Jahren funktioniert, bleibt diertelitat bei Krebserkrankungen
weiterhin hoch. Das therapeutische Ziel bestehdraglich darin, die hohe Anzahl
der Krebstoten durch die Kombination verschiedehleerapieansatze zu senken.
Neben konventionellen Ansatzen wie Operation, Bésting und Chemotherapie
werden zunehmend alternative Strategien wie diednthrerapie zur Behandlung der
Patienten eingesetzt. Eine Immuntherapie zielt «damab, die Spezifitdt des
Immunsystems in der Erkennung und die lytische VAt fur die Zerstérung von
Tumoren auszunutzen. Dabei ergibt sich jedoch dalsiém, dass T-Zellen tolerant
sind gegenuber Tumorzellen und nicht als fremd revka. Die Tumorzellen
exprimieren zwar ,Tumor-assoziierte Antigene”, ggdoch toleriert werden, sodass
keine effektive Immunantwort erfolgt. Die adoptizellulare Immuntherapie mit
modifizierten T-Zellen bietet die Moglichkeit, dierkennung definierter Antigene
durch rekombinante T-Zellen-Rezeptoren zu vernmttehd dadurch das &auRRerst
effektive zellulare Immunsystem des Menschen zur k&Bgpfung von
Tumorerkrankungen zu nutzen.
Das Hauptziel der adoptiven Immuntherapie ist dran$plantation langlebiger,
durch Tumorzellen aktivierbarer Effektorzellen. §8s kann dadurch erreicht
werden, dass nach Gentransfer Chimare Antigen Rasep (CAR) in T-Zellen
exprimiert werden, die MHC-unabhéangig zur Erkennugiges Tumorantigens
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befahigt sind. Die MHC-unabhé&ngige Erkennung deBgéns ist von Vorteil, da in
vielen Tumorzellen keine MHC-Préasentation mehrtfstatet. Dazu kann bei CAR
durch die Fusion kostimulatorischer Signaldoméanere dehlende Kostimulation
aufrechterhalten werden, wenn Tumorzellen die BEsgpom kostimulatorischer
Liganden verlieren. Somit wird eine mogliche Anergnodifizierter T-Zellen
abgewendet und eine Modifikation der Effektorfunk&n durch Kostimulation
erzielt. Eine definierte Spezifitdt wird den T-Zail durch Expression eines
rekombinanten CAR auf der Zelloberflache verlieh®urch Verwendung eines
Antikorpers im extrazellularen Teil des CARs alsid@doméne wird die Spezifitat
fur ein definiertes Antigen erzielt und die MHC Région der T-Zellen-Erkennung
umgangen. Der intrazelluléare Teil des CARs tréageader mehrere Signaldoméanen,
die die T-Zellen aktivieren. Die Funktionalitat see Rezeptoren beruht auf der
Fusion eines Einzelkettenantikdrpers (,single chainable fragment®, scFv) mit der
signaltransduzierendépUntereinheit des CD3-Komplexes (Eshhar et al. 3}98in
scFv-Antikorper besteht aus der variablen leichitatte (VL) und der variablen
schweren Kette (VH) eines Antikdrpers, die ubereninLinker miteinander
verbunden werden. Die Stabilitat der Expressioromdinanter Rezeptoren wird
durch die Insertion einer Gelenkregion zwischenatgigenbindenden scFv-Domane
und der Signaldoméane entscheidend erhoht (Morital.et1995; Hombach et al.,
1998). Solch eine Gelenkregion besteht beispielvaius dem konstanten Fc-Anteil
des humanen Ig(einschliel3lich der hinge Region. Zudem ist esatetislend, dass
eine stabile Expression der CAR auf der Oberflaotve T-Lymphozyten erreicht
wird. Dieses wird durch die extrazellulare Briickemdne und die Ausbildung von
Cystein-Bricken beeinflusst. Zusatzlich kann dieBemane zur Detektion
rekombinanter Rezeptoren auf der Zelloberflachetvamsduzierten T-Lymphozyten
genutzt werden, da haufig keine anti-idiotypisch@mtikorper gegen die scFv-
Doméane zur Verfugung stehen. Es folgen die Trandmamdomane und die
zytoplasmatische Signaltransduktionsdomane des Ki8plexes (Abb.1).Die
bevorzugt verwendete Signaldoméne ist die aus leZ@&nthommene CXKette,
die mit zusatzlichen kostimulatorischen Signalkettbeispielsweise aus CD28,
OX40 oder 4-1BB, kombiniert werden kann (Reviewhit, 2008).



Einleitung

Tumor-spezifischer
Antikdrper

sckv

19G;

Fc Teil

Signal Domane

TCR/CD3

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines chimare Antigen Rezeptors. Die
Antigen-bindende Doméane des CARs wird von der Hkezgen-Bindedomane (scFv) eines
monoklonalen Antikorpers mit definierter Spezifitdbgeleitet. Der konstante Fc-Anteil

eines IgG stellt die Verbindung zu der intrazellularen GC&Egnaldomane her.

Das Ziel einer Krebstherapie ist die gezielte Zgtstg der malignen Zellen ohne
Beeintrachtigung des gesunden Gewebes. Dadurch tekdnngravierende
Nebenwirkungen vermieden oder zumindest eingeskhvéerden. Wie in Dudley et
al. 2008 gezeigt, eignen sich zellulare Therapignkombination mit klassischen
Chemo- oder Strahlentherapien, da sie aufgrundjel@ngen systemischen Toxizitét
eine niedrige zusatzliche Belastung des Patiendgeugen. In dieser Studie hat die
Kombinationstherapie von aus Tumorgeweben gewomdnanor-infiltrierenden
Lymphozyten (TIL) mit hoch dosiertem IL-2 bei UbBO % der Patienten mit
metastasierendem Myelom nach, durch Chemotheraaadter Lymphodepletion
zu partieller oder vollstandiger Ruckbildung desmbus gefihrt. Die dabei
verabreichten TIL hatten unbekannte Spezifitategegeden Tumor. Wiinschenswert
waren jedoch die hochwertigen tumorspezifischentayischen T-Zellen, einerseits,
um eine unerwiinschte Auto-Reaktivitdt der modifige T-Zellen zu vermeiden,
und andererseits, da sie im Patienten lange Ulserland zum Teil weiter
proliferieren (Abb.2).
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Abbildung 2: Schema des adoptiven Transfers genetisch modifizier T-Zellen. T-Zellen
werden aus dem Blut der Patienten isoliert (1.) @oderhalb des Koérpers genetisch
modifiziert-retroviral mit CAR ausgestattet (2.). oblifizierte CAR tragende T-Zellen
werden unter GMP Bedingungen in ausreichender Maeggestellt, ihre Wirksamkeit und
Reinheit werden untersucht (3.). Nach der myeldafla Lymphodepletion werden die
CAR ausgestatten T-Zellen zu dem Patient reimpani4.).

Fur die Expression der CAR ist ein Gentransferveda notwendig, das eine
effiziente Transduktion von T-Lymphozyten ermoégticBevorzugt werden hierfur
retrovirale Vektoren benutzt, die fir humane T-&elbptimiert sind (Weijtens et al.,
1998). Interessanterweise werden sowohl CD4+ ath &lD8+ T-Zellen sowie
NK-Zellen mit Hilfe der CAR MHC-unabhangig und aggnspezifisch zytolytisch
aktiv (Hombach et al., 2001; Charo et al., 20@8)tch eine Vielzahl verschiedener
scFv sind die CAR in der Lage, spezifisch die Zibltanzen zu erkennen und zu
binden. Da die Bindedoméane ein Antikdrper ist, kimmeben Peptid-Antigenen

auch nicht klassische T-Zell-Antigene erkannt wardeie Karbohydrate.

1.2 Drei Generationen der CAR

CAR konnen den T-Zellen verschiedene Signale in angigkeit von den
intrazellularen Signaldoménen vermitteln. T-Zelldie nur das primare Signal durch
die CD3X Kette erhalten, sind in der Lage, effektiv Zytamtéat zu vermitteln. Nach
Bindung des Antigens an die scFv Doméane und naebhz¢ernetzung des CARs auf
der T-Zell Oberflache wird die Induktion der ze#tgén Aktivierung von der
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intrazellularen CDG& Signaltransduktionsdoméne vermittelt, die Ubei threnuno-
rezeptor-Tyrosin-Aktivierungs-Motive (ITAM) verfugtDie Signaltransduktion ist
von den ITAM-Aminosduremotiven abhéngig (Cambier a&f 1995). Die
Phosphorylierung ITAMs Tyrosine durch die Proteyrdsin-Kinase (PTK) leitet die
Phosphorylierung weiterer Signalproteine wie ZAP{Z&ta-assoziiertes Protein)
ein, die die Signale weiter stromabwarts transpwati (Straus et al., 1992; Van Oers
et al., 1996). Die Zellen mit dem CAR, der aussgbich die CD3 Signaldomane
enthalt, sind jedoch durch eine erhéhte Anfalligkiéi den Aktivierungs-induzierten
Zelltod und geringe Persistennn vivo gekennzeichnet (Wang et al., 2007).
Rezeptoren mit lediglich der CDXette als signalgebender Doméne werden als
CAR ,erster Generation” bezeichnet.

Durch Integration intrazellularer kostimulatorisctggnaldomanen in den chimaren
CD3 Rezeptor bekommt die Rezeptor-tragende T-Zelle laatimulatorisches
Signal zusatzlich zu dem CD3X>ignal. CAR ,zweiter Generation” besitzen eine
(z.B. CDZ-CD28) und CAR ,dritter Generation” besitzen zweiB. CDX-CD28-
0OX40) kostimulatorische Signalketten zusatzlich X3, Kette. Dies ist vor allem
dann notwendig, wenn Zielzellen die Liganden fustkaulatorische Molekule nicht
exprimieren, wie es bei vielen Tumoren der Fall. i&turch Kombination
kostimulatorischer Signalketten erhalt man einenaiptte Anti-Tumor-Aktivitat der
T-Zellen (Review: Abken et al., 2002).

Die klonale Expansion antigenspezifischer naiveZellen benétigt ein zweites,
kostimulatorisches Signal. Da Tumorzellen in deg@&eein sehr eingeschranktes
Expressionsmuster kostimulatorischer Liganden aisBwe fuhrt das Fehlen von
kostimulatorischen Signalen zu einer unvollstandigAktivierung der CAR
T-Zellen. Ein Losungsansatz besteht in der Konstwakvon chimaren Rezeptoren,
die zuséatzlich zur signaltransduzierenden CDRette eine kostimulatorische
Domane enthalten, bevorzugt die CD28 Domane. DreliBig an seine Liganden
B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86) auf der das Antigenspridierenden Zelle bewirkt
gemeinsam mit der TCR-Bindung eine erhdhte Prodoktion IL-2, welche die
klonale Expansion der T-Lymphozyten ermdglicht (€logt al., 2001). Die CD28
vermittelte Kostimulation zu einem CD28-CDXAR verstarkt auch die IFM-
Produktion (Hombach et al., 200Die Produktion und Sekretion von IFNedurch
T-Zellen ist ein MalR fur die Aktivierung und Verdténg der zellularen

Immunantwort. Die IFN¢ Produktion kann in T-Zellen durch die alleinige
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Kreuzvernetzung des CARs ausgeldst werden, wobebidinaltransduktion tber die
CDZX Kette stattfindet. Die Stimulation durch einenrchren CD28-CD3Rezeptor
war im Mausmodell in der Lage, die vollstandige isigrung naiver T-Zellen zu
erzielen (Friedmann-Morvinski et al., 2005). Diengtlation der CD28 Domane ist
fur die IL-2 Sekretion notwendig (Hombach et alQ02). Zudem vermittelt die
Aktivierung der T-Zelle tber das CD28 Molekul dieamskription von bcl-2 und
bcl-xL, deren Produkte den apoptotischen ZelltodEféektorzelle verhindern. Eine
verminderte Anfalligkeit fir AICD der Rezeptor-texgden T-Zellen bei der CD28-
CDZ intrazellularen CAR Domane ist nachgewiesen (Emtagal., 2008). Die
Aktivierung des CD28 Korezeptors durch B7 stimulied3-K und Lck-Kinase,
welche zusammen mit PKC den TranskriptionsfaktoridBFaktivieren, die an den
Promoter des IL-2 Gens binden (Schraven et al.,.919Bie TGF-vermittelte
Inhibition der Proliferation von T-Zellen am Tumatowelche zur Unterdriickung
der Immunantwort beitragt, wird durch das kombit@eiCD28-CD3 Signal
Uberwunden (Koehler et al., 2007). Dies fuhrt zoeeigrof3eren therapeutischen
Effektivitat der durch CAR kostimulierten T-Zelleémvivo (Emtage et al., 2008).

Ein anderer Kostimulator der gleichen Familie, OX4érmittelt ein Signal, welches
die Zytokin-Produktion steigert (Baum et al., 19%s Uberleben der Zellen durch
Induktion der Expression von Bcl-2 und Bcl-xL fordéRogers et al., 2001), die
klonale Expansion naiver CD4R-Zellen induziert (Gramaglia et al., 1998) und die
Bildung der Gedachtniszellen aus Effektor T-Zeli@maert (Maxwell et al., 2000).
Finney et al.,, 2004 zeigten, dass im Vergleich alaesiener kostimulatorischer
Signhaldoménen in Kombination mit der CDSignalkette in einem CAR die CD28
Signaldoméne ruhende T-Zellen besser aktiviertG¥10 oder 4-1BB. Um die
zusatzlichen Vorteile der Stimulation durch Molekildie in spateren T-Zell-
Entwicklungsstadien relevant sind, zu nutzen, testee Moglichkeit, CAR mit den
drei intrazellularen Signalketten, beispielsweise \CD28, CD3 und OX40, zu
verwenden. Die Verwendung von CAR ,erster Genendtivurde in ersten
klinischen Studien evaluiert. Dabei wurde eine rygei Persistenz der Rezeptor-
tragenden Zellenn vivo festgestellt. Korrelierend damit wurde bei nur igen
Patienten ein objektiver Rickgang der Tumorlastobebtet (Kershaw et al., 2006;
Park et al., 2007; Till et al., 2008). Da die kéicihhe Wirksamkeit mit der Persistenz
der T-Zellen einher geht, werden CAR ,zweiter Gatien” mit den Signalketten
von CD28 und CD3 zur kombinierten Stimulation der adoptiv transfeien
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T-Zellen verwendet, was das Uberleben der Zelleriangern soll. Die bessere
Eignung dieser Rezeptoren in einem CEA+ Tumormodetirde durch
Voruntersuchungen demonstriert (Emtage et al., ROD&rlber hinaus wird der
Verwendung eines CARs ,dritter Generation” hohedeRnal beigemessen. In
diesem Zusammenhang wurde in einem praklinischedeMeon der Eliminierung
grofRer etablierter Tumore durch T-Zellen mit Reaepermittelten Signalen von
CD28, 4-1BB und CD3berichtet (Carpenito et al., 2009). Der CD28-CIaB<40
CAR zeigt eine bevorzugte Stimulation der Effekiéemory Zellen (Ederer et al.,
nicht publiziert). Drei Generationen von CAR sindhematisch in der Abb.3
dargestellt.

scFv — ~ Vi ~\ R wl_ . ML @
Vi Ay Vi

(_YG:F‘"‘(\-’LF!" 88D )  ER TGRS
il ”WI* “IIL
D28 or_7

4-1BB or
CDS{J 0X40

“\cnac —

| Generation CAR Il Generation CAR Il Generation CAR
SCFv-CD3{ ScFV-CD28-CD3{ SCFv-CD28-4-1BB-CD3¢
scFv-CD28-0X40-CD3¢

Abbildung 3: Die drei Generationen der CAR.Die erste Generation CAR (I) besteht aus
einem single chain Fragment (scFv), der sich anAadigien bindet und aus einer schweren
(VH) und einer leichten Kette (VL) besteht. In dies CAR ist nur CD3 Signalkette
vorhanden. In der zweiten Generation CAR (ll) simdazelluldar zusatzlich zum CRQiner
der Domanen CD28, 4-1BB oder OX40 vorhanden. DittedGeneration CAR (lll) hat
intrazellular drei Doméanen: CD28-4-1BB-CD8der CD28-CD3-0X40.
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1.3 Carcinoembryonales Antigen (CEA)

Das Auffinden molekularer Unterschiede zwischenmideellen und Krebszellen
bildet nicht nur die Grundlage zum Verstandnis woalignen Transformationen,
sondern ertffnet auch neue Wege zur Entwicklunggemigneten Zielstrukturen zur
Eliminierung von Tumorzellen. Innerhalb der letztahrzehnte wurdeine Vielzahl
Tumor-assoziierter-Antigene (TAA) mit Hilfe immuroglischer Methoden
identifiziert (Sadelain et al., 2009). Derartigetiyene wurden auf der Oberflache,
im Zytoplasma und im Zellkern von Tumorzellen naahgesen. Haufig werden auf
der Zelloberflache exprimierte Tumor-assoziierteigene proteolytisch gespalten,
sodass diese im Serum von Tumorpatienten nachweisbiad. Das
Carcinoembryonale Antigen (CEA) ist eines diesemdutassoziierten Antigene.
Die CEA Genfamilie gehdrt zur Immunoglobin-Superiisgrund wird von 29 Genen
kodiert. Zur CEA Untergruppe gehdren die dem CEA rwamdten
Zelladhasionsproteine, die auf zahlreichen epieh, endothelialen und
hamatopoetischen exprimiert werden (sogenannteir@ambryonic Antigen Cell
Adhesion Molecule, abgekirzt CEACAM). AlternativeSplicing fuhrt zu
zahlreichen weiteren, dem CEA verwandten Proteindie nicht nur bei
Zelladhasion, sondern auch bei der NeoangiogerieeeRmlle spielen (Wagener C.
et al, 2000). Das Protein CEA ist ein durch postiationale Modifikation
hochgradig glykosiliertes, 200 kDa integrales Meamprotein. Physiolo-
gischerweise wird CEA in den ersten sechs Monatan fetus in grof3en Mengen
im Bereich des Darmes, des Pankreas und der L&pengert. Ein Erwachsener hat
eine geringe CEA Expression im Darm, aber hohe &gion auf Adenokarzinomen.
Dort ist ein extrazellulares Adhasionsmolekiil, dase Rolle bei der Interaktion der
Tumorzellen untereinander und der Kommunikation ldarzinomzellen mit dem
peritumoralen Gewebe spielt (Oikawa S. et al, 1988BA wird als Zielantigen fur
den Einsatz von monoklonalen Antikdrpern verwen@tan und Stanners, 2004;
Blumenthal et al., 2005). CEA ist bei Tumoren h@uifiberexprimiert.
Die klinische Hauptanwendung des CEA liegt in deuieilung des Serumwertes
im Langzeitverlauf zur Prognoseeinschatzung (Geldstind Mitchell, 2005). So
weisen bleibend hohe CEA Werte nach der chirurgisctientfernung eines
kolorektalen Tumors und besonders ein Wiederanssief) ein rezidivierendes
Krankheitsgeschehen hin (Thompson et al., 19919s&4 wird somit oft bereits zu
einem Zeitpunkt erkennbar, an dem Kklinische Untrangen und bildgebende
8
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Verfahren noch keinen Hinweis auf ein Rezidiv Irefe Eine Erhdhung des
Serumwertes fur CEA uber die Obergrenze von 2,B5nhggt jedoch nicht nur bei

Tumoren des Gastrointestinaltrakts, sondern auchelmer Reihe von anderen
Neoplasien und bei entztindlichen Erkrankungen adret oder der Gallenblase zu

erwarten.

1.4 Die CAR transgene Maus als Modell fiir die adoptive
Immuntherapie

Mause sind neben den Menschen die am besten wtiersBpezies der Sdugetiere.
Durch das vollstandig sequenzierte Genom des Menscimd der Maus kénnen
vergleichende Studien zu neuen Erkenntnissen fuhfetwa 99 % aller
identifizierten Gene der Maus besitzen ein homaadgen im humanen Genom, von
denen wiederum etwa 96 % in einem vergleichbaremés angeordnet sind. 80 %
der Gene der Maus haben dabei genau eine Entspgeainthumanen Genom. Dies
zeigt, dass die Maus als Modellorganismus fur ddwicklung des Menschen
geeignet ist, auch wenn sicherlich nicht alle gewemn Erkenntnisse unmittelbar
Ubertragbar sind.

Die Entwicklung von Methoden zur Manipulation vonatembryonen in den
letzten Jahren fuhrte zu einer immer héaufigerenwéadung transgener Maus-
Modelle. Bereits 1974 konnte gezeigt werden, dads i die frihe Blastozyste
injizierte Teratokarzinom-Zellen an der Entwickludgs Mausembryos beteiligen
konnen und auf diese Weise chimare Tiere erzeugtemekonnen. Die Entdeckung,
dass die Injektion gereinigter DNS in den Pronukleiner befruchteten Eizelle zur
stabilen Transformation der Zellen einer neugebemerMaus fuhren kann,
ermdoglichte die Generierung der ersten, ein Tramsggrimierenden Maus. Ein
weiterer wichtiger Schritt war die Isolierung underfvhehrung pluripotenter
embryonaler Stammzellen (ES-Zellen) und die Entdegk dass sich diese nach
Injektion in frihe Embryonen zu allen Zelltypen dehilten Tiers, inklusive Zellen
der Keimbahn, entwickeln kdnnen. Durch retroviral@antransfer in embryonale
Stammzellen und anschlieBende Injektion der maditen Zellen in Maus-
Blastozysten wurden chimare Tiere geschaffen, welile exogene DNS stabil in
Keimzellen integriert hatten. Durch homologe Rekorabon konnen Gene in ES-
Zellen gezielt manipuliert werden. Der entscheige@dund fur die Verwendung der

ES-Zellen ist ihre Kapazitat, sich in allen Gewebder drei Keimblatter zu
9
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differenzieren. Embryonale Stammzellen konnen zudals reine Population
undifferenzierter Zellen Uber lange Zeitrdume inltu gehalten und expandiert
werden. Im Gegensatz zu Tumorzelllinien behalten isi hohen Passagenzahlen
einen normalen Karyotyp. ES-Zellen behalten ihrairipbtenz, wenn sie auf
.feeder” Zellen (EF-Zellen) und unter Zugabe vorukemia Inhibitory Factor (LIF),
das die Differenzierung von ES-Zellen inhibiertltkuert werden.

Ein grof3er Fortschritt konnte durch die EntwickluesCre/loxP-Systems gemacht
werden zur Erzielung eines zell- und entwicklunggsschenknock-in oder out
eines Gens. Die sequenzspezifische Cre-Rekombkadskysiert die Rekombination
zwischen zwei spezifischen Erkennungsstellen. DesgenanntehoxP-Elemente
(locus of crossover) bestehen aus einer asymnietgsdchteten Kernregion (8 bp)
und zwei flankierenden palindromen Wiederholung#8 bp). Abhangig von der
Orientierung zweieloxP-Elemente zueinander flihrt das Rekombinationseiseign
Deletion oder Inversion déexP-flankierten DNS-Segmentes. Die Cre-Rekombinase
ist in der Lage, DNS-Sequenzen, die MorP-Seiten flankiert sind, spezifisch zu
rekombinieren und zu entfernen. Um ein Zielgen aderStick DNS mit Hilfe des
CrelloxP-Systems konditional auszuschneiden, missen zunéddhh ,Gene
Targeting“ zweiloxP-Elemente so in die Ziel-DNS eingebracht werdessdae das
Gen flankieren. In Abwesenheit von Cre bleibt digefloxte DNS-Sequenz intakt.
Die Rekombinase Cre wird transgen in einer zweldaus exprimiert (Abb.4).
Durch Kreuzung der Cre transgenen Maus mit der Maiigefloxter DNS wird in
den Nachkommen die Rekombination zwischen den kwPBiElementen nur in den
Zellen erzeugt, in denen die Cre-Rekombinase uMtmrtrolle des spezifischen
Promoters exprimiert. Diese Zellen exprimieren aftisBend das Zielgen, da die
Stopp-Kassette die Transkription nicht mehr veramd Die Zellen, wo die

Rekombination nicht stattgefunden hat, exprimideen Transgen.
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loxP loxP

— CAG Promoter -‘— NEO-STOP -‘— CAR |—

£/
r

loxP loxP loxP
— CAG Promoter <— CAR |— — CAG Promoter -4— NEO-STOP -4— CAR |—
Spezifische Rekombination in T-Zellen inallenander enZellen

Abbildung 4: Schematische DarstellungCre/loxP System.Der CAR soll konditional in T-
Zellen exprimiert werden. Deswegen wurde in den RZESLocus die Expressionskassette
NEO-STOP-CAR eingebracht. Zu Beginn dieser Kassetght eine loxP flankierte
transkriptionsterminierende Sequenz, die ein Neamggistenzgen und ein STOP Signal
enthalt, danach folgt die cDNS des CARs. Nach demp®arung mit der Cre-Maus, die die
Cre-Rekombinase in T-Zellen exprimiert, werden iddllen das Neomyzinresistenzgen und
die STOP-Kassette durch die Cre vermittelte Rekoatimn ausgeschnitten, was die
Transkription der CAR unter der Kontrolle des CA@®mAoters ermoglicht. Andere Zellen
exprimieren kein CAR aufgrund der STOP-Kassettedeon Target-Gen.

Die gezielte Mutagenese von Genen mittels provtaidromologer Rekombination
wird als ,Gene Targeting® bezeichnet. Daflr wird neiKonstrukt, das
Sequenzhomologien zum Zielgen und einen positiveekBonsmarker, haufig das
Neomycin-Resistenzgen (Geneticin G418), enthéaltE#+Zellen eingefuhrt. Die
Neo-Resistenz erlaubt ES-Zellen, die das Konststkbil in ihr Genom integriert
haben, unter Selektionsbedingungen zu Uberlebens@ektierten ES-Zellen werden
in Blastozysten injiziert und in den Uterus vonaiakrachtigen Mausen transferiert.
Die geborenen Chimaren werden mit Wildtyp Mausempaart. So wird festgestellt,
ob waéahrend der Embryoentwicklung aus genetisch neenden ES-Zellen
Keimbahnzellen hervorgegangen sind. HeterozygotereTiwerden miteinander
verpaart mit dem Ziel, Homozygote Mause zu genemierDiese Technologie
ermoglicht die gezielte Inaktivierung von endogen&enen Knock-out), die
Insertion neuer ausgewahlter Gene oder DNS-Fragmerdinen bestimmten Locus
unter die Kontrolle eines endogenen Promotersck-in), sowie Veranderungen wie
Punktmutationen und chromosomale NeuordnungenPEablem konnte sein, dass

das deletierte Gen wahrend der Embryogenese esbésttioder die Insertion eines
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neuen Genes kifock-in) letale Konsequenzen hervorbringen kann. Um diese
Nachteile zu umgehen, wurde das konditionale ,,GEmgeting” entwickelt. Diese
Technik ermdglicht die Entfernung der Selektionsk#ien sowie die Aktivierung
oder Inaktivierung der Genexpressiom vitro oderin vivo in definierten Zellen
und/oder Geweben. Zusatzlich ermoglicht das koowitie ,Gene Targeting® die
An- oder Ausschaltung der Genexpression zum gevhiies&Entwicklungszeitpunkt.
Dieser Prozess verhindert die embryonale Letaldi#t,durch die Veranderung des
Genoms hervorgerufen werden kénnte. Da es nur dregleichzeitigen Expression
der Cre-Rekombinase und der gefloxten DNS-Sequermer Zelle gemeinsam zu
einer Rekombination kommen kann, ist es mdogliclesein Zeitpunkt durch das
Verwenden von gewebs- oder zelltypspezifisci@e-Promotoren zu bestimmen.
Zur konditionalen Anschaltung des Zielgens kommtvesnn die gefloxte und die
Cre-Maus miteinander gekreuzt werden. Nach Kreuztegler Mausstdmme
induziert die gewebespezifische Aktivierung der -Bekombinase die
Rekombination zwischen den zwekP-Elementen im Zielgen.

In transgenen Mausmodellen unerwinscht sind Eisdliregulatorischer Elemente
des Insertionsortes auf das Expressionsverhaltemsi&enom eingebrachten Gene.
Als besonders geeigneter Integrationsort wurdeR{@6A26-Locus ausgewahlt, der
in der Maus ubiquitér exprimiert und fur das ,,Gérageting” leicht zuganglich ist.
ROSA steht hierbei flir ,reverse orientation spboeeptor 3-gal“. Folgende weitere
Eigenschaften fuhrten zur Wahl dieses Locus:

(1) Der ROSA26-Locus zeichnet sich durch mittelstafranskriptionsaktivitat im
gesamten Organismus und vor allem in den Zellenhdesatopoetischen Systems
aus, sowohl wahrend der Embryogenese als auchriadigten Maus (Zambrowicz
et al., 1997) und ist universell zugénglich.

(2) Die Inaktivierung der ROSA26-Transkripte fiulati keiner ph&notypischen
Veranderung (Zambrowicz et al., 1997). Dadurch eiggich dieser Locus fir die
Generierung transgener Knock-In Mauslinien (Fargyal., 2000; Rideout et al.,
2000).

(3) Mittels homologer Rekombination lassen sichngene mit hoher Effizienz in
den Locus integrieren (Soriano, 1999; Srinivaslet2801; Nyabi et al., 2009) und
weisen ein Expressionsmuster auf, das der Expreslee ROSA26-Gens entspricht
(Soriano, 1999; Mao et al., 2001).
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(4) Verschiedene Studien konnten durch die Genargevon Cre-Reporterlinien
verdeutlichen, dass der ROSA26-Locus zuganglich dig Aktivitdit von Cre-
Rekombinasen ist (Soriano, 1999; Srinivas et 8012 Nyabi et al., 2009).

(5) Die Insertion einer fur den ROSA26-Locus etfdn Stopp-Kassette (Buch et
al., 2005) bewirkt die Eliminierung endogener Tiaiionsaktivitdt. Der ROSA26-

Locus ist offensichtlich von Gen-Silencing-Effektgingegrenzt.

1.5 Zielsetzung

Mausmutanten stellen wichtige Modelle fir mensdidi&rankheiten dar. Dies gilt
in besonderem Mal3e fir die Immunforschung.
Im Rahmen dieser Arbeit soll in T-Zellen konditibe&a chimarer Antigen Rezeptor
zweiter Generation mit CD3-CD28 Signalkette Spgtifgegen das CEA Tumor
Antigen exprimiert werden.
Aus Sicht der adaptiven Immuntherapie ergab siehadjumentative Notwendigkeit
zur Erzeugung transgener Mausmodelle fur die Beaminwg der folgenden Fragen:
1. Hat die transgene CAR Expression in T-Zellen eimarphologischen oder
physiologischen Einfluss auf die Entwicklung derugda
2. Exprimieren alle ruhenden T-Zellen den CAR?
3. Wird eine Immunantwort gegen CEA+ Tumorzellen indu2
4. Wird die Zytokinproduktion der CAR T-Zellen durclei@m-Tumor Antigen
CAR-spezifisch induziert?
5. Erfolgt eine Tumorabstof3ung nach der Injektion @A+ Tumorzelllinien
in der transgenen und der Wildtyp Maus?
Die Generierung der CAR transgenen Maus soll daatrdgen, in einem Tier-
Modell einen klinischen Einsatz von chimaren Antigé-Zell Rezeptoren in der

adoptiven Immuntherapie zu evaluieren.
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2 Material

2.1 Stammlésungen und Puffer

ABTS-Puffer
4,1 g CHCOONa; 3,9 g NabPQO,; mit ddH,O auf 500 ml auffullen (bei —20 °C

lagern)

Hybridisierungspuffer fir Southern Blot (pH 7,2)
7 % SDS 10 mM ; 0,25 M NaHPO4 ; 1 mM EDTA ; 1 % BSA

PBS

8,0 g/l NaCl entspricht 137 mM; 0,2 g/l KCI entgtri 2,7 mM; 1,44 g/l N&HPO,
entspricht 10 mM oder 2,68 g/l BlPOx7H,0; 0,24 g/l KBPO, entspricht 2 mM;
pH 7,4 (mit HCI einstellen)

PBS/T
PBS mit 0,1% (v/v) Tween®-20 (Merck, Darmstadt)

SSC-Puffer (saline sodium citrate) (20x)
175,3g NaCl entspricht 3 M; 88,2 g Na-Citrat (Ttmamcitrat) entspricht 0,3 M;
800ml HO zufligen, pH 7 einstellen, bis 1L,®l zufiigen

TAE-Puffer (50x)
2429 Tris-HCI entspricht 2 M; 57,1 ml/l Eisessi@0inl EDTA entspricht 50 m M,
pH 8,5

Tris-HCI
10 mM Tris-Base, eingestellt mit 37 %-iger Salzséauf pH 8,4

Ethidiumbromid
(Sigma, Deisenhofen)

Ethidiumbromid wird in ddKHO in einer Stammlosung zu 10 mg/ml angesetzt.
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2.2 GrolRenmarker fur die Gel-Elektrophorese

DNS-GrolRenmarker, (MBI Fermentas GeneRuler™, Hannoer)

GroRenstandard |doppe|str5ngige DNS-FragmentgroBe (in bp)

1 kb DNS Ladder 14 Fragmente: 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500,
2000, 1500, 1000, 750, 500, 250

100bp DNS Ladder |10 Fragmente: 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100
MassRuler™  DNS|9 Fragmente: 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2500, 2000, 1500
Ladder, High
Range, ready-to-
use

MassRuler™ DNS|11 Fragmente: 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100, 80
Ladder, Low Range,
ready-to-use

2.3 Medien und Medienzusatze fur Bakterienkultur

Alle Nahrmedien wurden vor Gebrauch 20 min bei 120autoklaviert. Hitzelabile
Zusatze wie Antibiotika wurden steril filtriert undem Medium erst nach dem

Autoklavieren zugegeben.

LB-Medium
10 g/l Bacto-Trypton; 5 g/l Hefe-Extrakt; 10 g/l Gk

LB-Agar
1l LB-Medium; 15 g Bacto-Agar

Ampicillin
Zur Selektion Ampicillin-resistenter Bakterienstammwvurden 0,1mg Ampicillin

(Merck, Darmstadt) pro ml LB-Medium eingesetzt.

Kanamycin
Zur Selektion Kanamycin-resistenter Bakterienstammeden 0,25mg Kanamycin
(Sigma; Deisenhofen) pro ml LB-Medium eingesetzt.

2.4 Bakterienstamme

E.coli DH5a
(Woodcock et al., 1989) F-, endAl, hsdR1¥%-,(rmk-) supE44, thi-1, lambda-,

recAl, gyrA96,® 80 d lacZs M15
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2.5 Zelllinien

293T

(Pear, 1993) Derivat von 293-Zellen, die das S\&t@d T-Antigen exprimiert. Die
Zellen werden in RPMI 1640-Medium (Sigma-Aldrich &bhie GmbH,
Taufkirchen), 10 % (v/v) FCS und 1 % (w/v) PeninillStreptomyzin kultiviert.

C15A3

Stabil CEA-exprimierende MC38-Transfektoma ZelldiniDie Zellen werden in
RPMI 1640 Medium (Dutch Modification) 10 % (v/v) BQund 1 % (w/v) Penizillin,
Streptomyzin kultiviert.

Maus ES-Zellen
Bruce 4 maéannliche embryonale Stammzellen der 18ssd&g wurden
freundlicherweise von der AG Prof. Dr. J. Brunimgstitut fir Genetik, Uni Kéln,

zur Verfiigung gestellt.

Maus EF-Zellen
Neomycin resistent embryonale Fibroblastenzelles dar Maus, als ,Feeder-
Zellen” der 0. bis 3. Passage benutzt, wurden fikcimerweise von AG Prof. Dr. J.

Bruning, Institut fur Genetik, Uni KoIn, zur Verfiigg gestellt.

Maus T-Lymphozyten

Die Lymphozyten wurden aus der Milz gewonnen, indeie isolierten T-
Lymphozyten in MACS getrennt und anschlie3end itMRP640-Medium (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen), 10 % (v/iv) FC%% (w/v) Penizillin,
Streptomyzin und IL-2 (400 U/ml) kultiviert wurden.

MC38

CEA-negative murine kolorektale Adenokarzinom-Zeid der Maus des Stamms
B6. Die Zellen werden in RPMI 1640-Medium (SigmaiAth Chemie GmbH,
Taufkirchen), 10 % (v/v) FCS und 1 % (w/v) PeninillStreptomyzin kultiviert.
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2.6 Mauslinien

CD4-Cre
Transgene Mause aus der hauseigenen Zucht IfgtitGenetik

Fellfarbe: schwarz

C57BL/6
Wildtyp Mause stammen von Charles River , Sulzfelder aus der hauseigenen

Zucht, Fellfarbe: schwarz

2.7 Medien und Medienzusatze fur die Zellkultur

Alle Medien wurden mit FCS, Penizillin (50 IE/mind Streptomyzin (50 pug/ml)
versetzt. Bei einer Kontamination mit Mycoplasmenrde 10 pg/ml MycoKill
(PAA Laboratories GmbH), gegen Penizillin bzw. $tenyzin-resistente Bakterien
Gentamycin und bei Kontaminationen mit Hefen 0,5nldrungizione eingesetzt.

BSA (Rinderserumalbumin)
(Roth)

B-Mercaptoethanol
(Sigma)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
(Gibko, Paisley, UK)
Formulierung mit 4500 mg/l Glykose, L-Glutamin unNatriumbicarbonat,

Pyridoxalhydrochlorid durch Pyrodixinhydrochloricsetzt.

Einfriermedium
80% FCS; 20 DMSO

ES-Zellen Medium ( fir embrionale maus Stammzellen)

500 ml DMEM (+Glucose); 90 ml FCS; 6 ml MEM nichésentielle Aminosauren
(100x); 6 ml Glutamine (200 mM); 6 ml Na-pyruvatO@ mM); 2,4 ml LIF
(500U/ml)); 1,2 mlB-Mercaptoethanol (50 mM); 6 ml Penizillin-Streptarity
(100x; 200 mM)
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Feeder Medium (fir Maus primare Fibroblasten)
500 ml DMEM (Glutamax); 75ml FCS; 6 ml Na-pyruvdt0Q0 mM); 6 ml MEM
nicht essentielle Aminosauren (100x); 6 ml Peniz8treptomyzin (100x; 200 mM)

Fetales Kalberserum (FCS)
(Biochrom KG, Berlin)

Fungizione
(GibcoBRL) 250ug/ml Amphotericin B,
Eingesetzte Konzentration: 0,5ug/ml Medium

Gelatine
(Sigma Aldrich, Steinheim) 2% (w/v)
Eingesetzte Konzentration: 0,1% (w/v) PBS

Geneticin (G418)
(Gibco, Paisley, UK) 50mg/ml 4©
Eingesetzte Konzentration: 200ug/ml ES-Medium

MycoKill
(PAA Laboratories GmbH)
Eingesetzte Konzentration: 10 pg/ml Medium

Penizillin-Streptomyzin
(GibcoBRL, Eggenheim)
Penizillin 50 IE/ml Medium, Streptomyzin 50 pg/migdium

Phenol-Chlorophorm-Isopropanol
(Roth)

Propidiumiodid

(Sigma, Deisenhofen)

RPMI 1640 Medium
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen)

Formulierung mit L-Glutamin und Natriumbicarbonat
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RPMI 1640 (Dutch Modification)
Glutamin (4mM) in RPMI 1640 (dutch modification ahh-Glutamin) + 50 pM3-
Mercaptoethanol und Na-Pyruvat (1 mM)

Tween 80
(Roth)

2.8 Antikorper

Antikérper aus Spezifitat Herkunft
anti-mouse CD28 Hamster Klon-Nr.: 37.51 PharMingen, Hamburg
anti-mous CD3e Hamster Klon-Nr.: 145-2C11 | PharMingen, Hamburg
anti human IgG Ziege polyklonal Southern  Biotechnolog
Associates Inc.
Birmingham USA
anti mouse 1g& Ziege Klon-Nr.:15H6 Southern  Biotechnolog
Associates Inc.
Birmingham USA
anti-mouse CD3-PE| Hamster | Klon-Nr.:145-2C11 | Southern  Biotechnolog
Associates Inc.
Birmingham USA
anti-mouse CD41 Rate Klon-Nr.: GK1.5 | Southern  Biotechnolog
APC Associates Inc.
Birmingham USA
anti-mouse  CD8{ Hamster Klon-Nr.:53-6.7 | Southern  Biotechnolog
APC Associates Inc.
Birmingham USA
Anti-maus  CD19-| Rate Klon-Nr.:1D3 eBioscience, Frankfurt
APC
Anti-mouse  NK-| Maus Klon-Nr.:Pk136 eBioscience, Frankfurt
1.1 -APC
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2.9 Restriktionsendonukleasen und Restriktionspuffer

Name des Enzyms |Schnittstelle |Inkubationspuffer [Herkunft
und Konzentration

Ascl 5’-GGJ,CGCGCC-3’ INEB Puffer |IBioLabs
10U/ul 3’-CCGCGCPGG-5’

AsiS| 5’-GCGATJ, CGC-3’ INEB Puffer |IBioLabs
10U/ul 3’-CGCPTAGCG-5’

EcoRl 5'-GJL AATTC-3’ |EcoRI Puffer |Fermentas
10-50/ul 3’-CTTAAG-5’

EcoRV 5'-GATJ ATC-3’ |Buffer R |Fermentas
50U/ul 3'-CTAPMNTAG-5’

Puffer NEB: 50mM CHCOOK,

DTE; pH 7.9

EcoRI Puffer: 50mM Tris-HCI; 10mM MgCJ; 100 mM NaCl; 0.002%Triton-X-100;

0.1mg/ml BSA; pH 8.2

Buffer R: 10 mM Tris-HCI , 10 mM MgGJ, 100 mM KCI and 0.1 mg/ml BSA; pH 8.5

2.100ligonukleotide

(MWG-Biotech AG, Ebersberg)

20mM CHCOOTris; 10mM Mg(CHCOO), , 1mM

Name vom Verwendungszweck
Primer Sequenz Tvoisi S -
ypisierung |Sequenzierung
#136 p-Bullet 3'|5’-cgt act ata ggc ttc agc tgg tga X
seq neu-AS tat ttg -3’
#251 mlgG-S |5’-aac tgg gag gca gga aat actjttc X
acc-3’

#334 BW431- |5’-tat agg cgc gcc acc atg gat ftt X
26-Ascl-S cag gtg cag att ttc agc ttc ctg-3'
#335 mOx40- |5'-tat agg cgc gcc tca gat ctt gd;c X
Ascl-AS cag agt aaa gtg tgc gtc-3’
#336 mCD3- |5'-tat agg cgc gcc tta gcg agg X
Acsl-AS ggc cag ggt ctg cat-3’
#568 Rosa- 5’-aaa gtc gct ctg agt tgt tat c-3’ X
Type-forw
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Name vom Verwendungszweck
. Sequenz — -
Primer Typisierung [Sequenzierung

#569 Rosa- 5’-gat atg aag tac tgg gct ctt-3’ X

Type-rev-WT

#570 Rosa- 5'-tgt cgc aaa tta act gtg aat c-B’ X

REV-CAGs

CDA4Cre 5’-ccc aac caa caa gag ctc-3’ X

CD4 Cre2 5’-ccc aga aat gcc aga tta cg-3’ X

2.11Vektoren

In dieser Arbeit wurden Vektoren verwendet, didghnsit ROSA26 Locus integrieren
kénnen. Sie verfigen neben den regulatorischeteBtek/P und dem Resistenzgen
(Amp~), NeoR-STOP Kassette, ,short arm of homology “(SAkd ,long arm of
homology* (LAH) fiir die Integration in ROSA26, Dififeria-Toxin (DTA) Sequenz
fur negative Selektion, ,splicing acceptor site AJSIRES, EGFP Marker, die unter
den CAG oder CD4-Promoter stehen.

STOP-EGFP-ROSA-CAGs (#1013)

Targeting Vektor hat CAG-Promoter, [BxP Stellen, die NeoR-STOP Kassette
flankieren, IRES und GFP Domane.

Institut fur Genetik, Universitat zu Koln

STOP-EGFP-ROSA-CAGs-SCA431-mlIgGi1-mCD28-mCD3zeta (#1015)
Vektor fur CAR mit Einzelkettenbindedoméane des memi anti-CEA scFv SCA431,
muriner 1gG-Fc Domane sowie muriner CD28 Transmembran- unddkigméane
und N-terminaler CD3Signaldoméne wird nach der Cre/LoxP Rekombinatiater
CAG-Promoter exprimiert

Labor fur Tumorgenetik, konstruiert von Volha Makitkina

STOP-EGFP-ROSA-CD4s-SCA431-mlIgG-mCD28-mCD3zeta (#1011)
Vektor fur CAR mit Einzelkettenbindedoméane des memi anti-CEA scFv SCA431,
muriner 1gG-Fc Domane sowie muriner CD28 Transmembran- unddhigméane
und N-terminaler CD3Signaldoméne wird nach der Cre/LoxP Rekombinatiater
CD4-Promoter exprimiert.

Labor fur Tumorgenetik, konstruiert von Nadin Fein
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3 Methoden

3.1 DNS-Praparation

3.1.1 Mini-Praparation von Plasmid-DNS durch Bindung an ene

Anionenaustauscher-Saule
(peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I, PEQLAB Biotechnglie GmbH, Erlangen)

Zur Praparation kleinerer Mengen hoch reiner DN$ $iequenzierungen oder
Klonierungen wurde das oben beschriebene Kit vedeenDas Volumen der
Ubernachtkulturen betrug zwischen 1,5 und 5 ml LBelim mit 100 ug/ml
Ampicillin. Am Vorabend der Praparation wurde dasdium mit zuvor gezichteten
Bakterienkolonien angeimpft und Gber Nacht bei 3ut@ 200 rpm kultiviert. Die
Plasmid-Praparationen erfolgten nach Herstellegbt Eluierte DNS wurde
kurzfristig bei 4°C oder langerfristig bei -20°Clagert.

3.1.2 Midi-Praparation von Plasmid-DNS durch Bindung an ene

Anionenaustauscher-Saule
(QuiaFilter Midi Kit, Quiagen, Hilden)

Eine 50 ml Bakterien-Ubernachtkultur wurde 20min B@00x g 4 °C sedimentiert
und in 4 ml Puffer P1 (50 mM Tris-HCI, pH 8; 10 mBDTA; 100 pg/ml RNase A)
resuspendiert. Fur die effektive Lyse der Baktelgnes wichtig, das Sediment
durch Mischen vollstandig zu resuspendieren. Daiauivurden 4 ml Puffer P2
(200 mM NaOH; 1 % SDS) zugegeben und vorsichtig igelm, damit die
genomische DNS nicht geschert wird. Nach 5 minitigkubation bei RT wurde die
Losung mit 4 ml eiskaltem Puffer P3 (3M KaliumadefzH 5,5) neutralisiert. Das
Lysat wurde fir 10 Minuten bei RT inkubiert. Dadl4g/sat wurde durch Filtration
(Qialfilter) von Bakterientrimmern, Proteinen urnehgmischer DNS befreit und auf
die vorher mit 4 ml Puffer QBT (750 mM NaCl; 50 mMOPS, pH 7; 15% (v/v)
Ethanol; 0,15 % (v/v) Triton-X-100) aquilibriertenrdonenaustauschersaule (Quagen-
tip 500) gegeben. Die beladene Saule wurde 2xemli)j ml Puffer QC (1M NacCl;
50 mM MOPS, pH 7; 15 % (v/v) Isopropanol) gewaschgie Elution der Plasmid-
DNS erfolgte mit 5 ml Puffer QF (1,25 M NaCl; 50mMis-Cl, pH 8,5; 15% (v/v)
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Isopropanol). Danach wurde die Plasmid-DNS durchabe von 3,5 ml Isopropanol
und anschlieender 30 minutiger Zentrifugation ¥eD00x g, 4°C prazipitiert, mit
2 ml 70 %igem Ethanol gewaschen. Die sedmentidegsnitd-DNS wurde bei RT
getrocknet und schlie8lich in 150 pl 10 mM Tris-H@H 8,4 aufgenommen.
Aufbewahrt wurde die DNS entweder kurzfristig béiC4oder langerfristig bei
-20 °C.

3.1.3 Schnellpraparation der Plasmid-DNS nach der Koch-(beling)
Methode

(Holmes und Quigley, 1981)

Eine 1,5 ml Bakterien-Ubernachtkultur wurde 3 Mimtbei 1100xg sedimentiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Zell-Sedinred00 pl STET-Losung (10
mM Tris-HCI, pH 8; 1 mM EDTA; 5 % (v/v) Triton-X-1@ 0,1 M NaCl)
resuspendiert. Die Suspension wurde mit 25 pl Lysekdsung (10 mg/ml)
durchmischt, 30 Sekunden gekocht und anschlief3&nalOf Minuten bei 13.000g
bei RT zentrifugiert. Die Plasmid-DNS im Uberstamarde durch Zugabe von 40 pl
3 M Natriumacetat, pH 5,2 und 420 pl Isopropanobzjgiert und durch
Zentrifugation 15 Minuten bei 13.000x bei RT sedimentiert. Nach zweimaligem
Waschen mit je 1 ml 70%igem (v/v) Ethanol wurde NS an der Luft getrocknet
und in 20 pl 10 mM Tris-HCI, pH 8,4 resuspendi¥igrbliebene RNA wurde durch
Zugabe von 0.pg/ul RNaseA restrigiert.

3.2 Enzymatische Reaktionen mit doppelstrangiger DNS

3.2.1 DNS-Spaltung mit Restriktionsenzymen

Eine Restriktions-Enzymeinheit U ist definiert dis Menge Enzym, die ig DNS
des Phagen Lambda in einer Stunde vollstdndig uerdair analytische und
praparative Zwecke wurde die zu restrigierende DNft 2-3 Einheiten
Restriktionsenzym praug DNS bei den vom Hersteller empfohlenen Pufferd un
Temperaturbedingungen (in der Regel 37°C) fur lid tber Nacht inkubiert.
Das Reaktionsvolumen betrug dabei mindestens dasf@Z&he des Volumens der
zugesetzten Enzym/Glycerin-Losung. Bei Doppelrestm wurden Enzyme mit
gleichem Pufferanspruch gemeinsam zugegeben; daterwurde zuerst die

Restriktionsspaltung mit dem Enzym und Puffer rigeglr lonenstarke durchgefuhrt,
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und nach Phenol/Chloroform-Extraktion und Ethandzipitation erfolgte die
Restriktionsspaltung mit dem zweiten Enzym und methendem Puffer héherer
lonenstéarke. Bei Plasmid-DNS aus Minipraparationdie, mit RNA verunreinigt
war, wurde der Reaktion O4g/ul RNaseA zugesetzt. Zur Gréf3enbestimmung und
Reinigung der Fragmente wurde die DNS uber ein égggel elektrophoretisch

aufgetrennt.

3.2.2 Ligation von DNS-Doppelstrdngen

Isolierte DNS-Fragmente mit kohasiven Uberlappertéighen wurden in einem 3 bis
5-fach molaren Uberschuss mit linearisierter VelddS gemischt. Nach der
Zugabe von 2 Units T4-DNS-Ligase (Roche Diagnostdannheim) und 1/10
Volumen 10fach Ligationspuffer wurde der Reaktiorssdz tUber Nacht bei 14°C
inkubiert (T3000 Thermocycler, Biometra GmbH, Gefén). Das Gesamtvolumen
betrug zwischen 10 und 2Ql. AnschlieRend wurde der Ligationsansatz zur
Transformation von kompetenten Bakterien einges®tet ein Teil lAngerfristig bei
-20°C gelagert.

3.2.3 Reinigung und Konzentrationsbestimmung von DNS

Phenol/Chloroform-Extraktion der linearisierten DNS

(Chomczynski und Sacchi, 1987)

Zu dem 300 pl restrigierten Ansatz wurden 30@henol/Chloroform (1:1) unter
dem Abzug zugeflgt, gemischt und 3 min bei 13.0@0n rzentrifugiert.
Die Trennung der zwei Phasen konnte man gut sebenOberphase mit DNS
wurde in einen neuen 1,5 ml Eppendorf-Gefal3 abgermamund 300 ul Isopropanol
wurden zugefugt, nach der leichten Vermischung wulgt Mischung 30 min bei
13.000 rpm zentrifugiert. Nach Zugabe von 200 ghlalebl (70 %) zu dem Sediment
wurde die linearisierte DNS fur die weitere Verwand bei -20 °C aufbewahrt.

Agarose-Gelelektrophorese

(Sub Cell GT / Mini-Sub Cell GT, Bio-Rad Laboratsj Minchen)

Zur analytischen und praparativen Auftrennung dedSDwurden horizontale
Agarosegele mit TAE-Puffersystem verwendet. Die DRi®ben wurden mit 6x
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Beladungspuffer (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) vetseund mittels
Gelelektrophorese fir 0,5 bis 1,5 h bei 8 bis 12r&% cm Gelbreite aufgetrennt. Zum
Anfarben der DNS wurde der 1%igen (w/v) AgarosehgsBul Ethidiumbromid pro
100 ml zugesetzt. Die Analyse erfolgte unter UVHLI§245 nm) durch Vergleich

mit dem Grof3enstandard.
Isolierung von DNS-Fragmenten aus Agarose

(QlAquick®, Qiagen, Hilden)

Die Auftrennung und Aufreinigung mittels Restrikigspaltung fir die Klonierung
erzeugter DNS-Fragmente erfolgte durch die prapardtgarose-Gelelektrophorese.
Anschlie3end wurde die gewlnschte Bande unter W#L{245 nm) identifiziert,
ausgeschnitten und das Gewicht des Gelstlcks battiDie Gelpraparation von
maximal 400 mg erfolgte nach Herstellerprotokolli&te DNS-Fragmente wurden
unmittelbar weiterverarbeitet oder kurzfristig B€iC gelagert.

Photometrische Bestimmung

(Gene Quant RNA/DNS Calculator, Pharmacia, Freipurg

Zur Bestimmung der Konzentration einer wassrigerkl®losaure-Losung wurde
mittels eines Foto-Spektrometers die Extinktion B6D nm und 280 nm gegen
Tris-HCI als Leerwert gemessen. Der Reinheitsgrad Lldisung wurde durch den
Extinktionskoeffizienten E260/E280 abgeschatzt. neeDNS-Losungen besitzen
einen Quotienten von 1,8. Bei 1 cm Strahlengangpeicht eine OD260nm = 1 der
Nukleinsdure-Konzentration von p@/ml doppelstrangiger DNS.

Mengenabschatzung im Agarosegel im Vergleich zu Merbanden

(MassRuler™ DNS Ladder, Fermentas, St. Leon-Rot)

Bei dieser Methode ist eine Mengenabschétzung Ibeihgeitiger Identifikation der
praparierten DNS mdglich. Die zirkulare DNS wurdafiot durch Restriktions-
Endonukleasen linearisiert und in einem 1%igen \wWyarosegel aufgetrennt. Unter
dem UV-Licht (245 nm) wurde die Intensitdt der DB8hden mit Marker-DNS-
Banden gleicher Grol3e und bekannter Konzentragoglichen.
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3.3 Bakterienkultur

3.3.1 Herstellung chemokompetentelE.coli DH5a Bakterien

(modifiziert nach Hanahan, 1983)

Am Vorabend des Herstellungstages wurden 5 ml LRHNMt® ohne Antibiotika mit
10 pul DH5a aus einem Aliquot der zuvor benutzten kompetenBakterien
angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C und 200 rpmikelt. Am Versuchstag wurden
jeweils 200 ml LB-Medium ohne Antibiotika in 1l-EBrhmeyerkolben mit 2 mi
Vorkultur angeimpft und im Schiuttler bei 37 °C uB80 rpm bis zu einer OD
590 nm von maximal 0,4 (gegen LB-Medium) wachsdaggen. Nach Erreichen der
optimalen Dichte kihlten die Kulturen auf Eis mietdns
10 min ab. Von diesem Zeitpunkt an wurden alle Adsehritte auf Eis und im 4 °C-
Kihlraum ausgefiihrt. Die Bakterien wurden in evargekihlten Zentrifuge 10 min
bei 1600x g und 4 °C abzentrifugiert. Zur Verminderung zu hohe
Beschleunigungsbelastungen wurden die Brems- unschBmunigungswerte der
Zentrifuge (Avanti® J-E, Beckman Coulter GmbH, kalel) herabgesetzt. Der
Uberstand wurde verworfen und das Sediment mit l€iskaltem CaG} Puffer (60
mM CaC}-Dihydrat 20mM PIPES 15 % (w/v) Glycerin, pH 7) smhtig geltst und
durch langsames Auf- und Abpipettieren resuspendi¢eitere 10 ml Puffer wurden
hinzugegeben und bei 4 °C und 110X min ab zentrifugiert. Nach erneutem
Verwerfen des Uberstands wurde die Resuspensionlvée beschrieben wiederholt
und die Bakteriensuspension 30 min auf Eis inkubkes erfolgte 7 min eine weitere
Zentrifugation bei 4 °C und 1100y. Der Uberstand wurde verworfen und die
Bakteriensediment in 4 ml Puffer wie beschriebesuspendiert. Die vereinigte
Bakteriensuspension wurde zu jeweils L@dOaliquotiert und sofort in flissigem
Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte 48© °C. Alle Materialien waren
sterilisiert und wurden ab dem Vortag des Verswades bei 4 °C gelagert.
Die erzeugte Kompetenz wurde durch Transformatidgrneweils 10 und 100 pg des
Plasmids pUC19 (Invitrogen GmbH, Darmstadt) getaste mittels Auswahlen der
Kolonien bestimmt. Die Kompetenz betrug zwischeb L@d 107 Colony-forming

units proug DNS.
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3.3.2 DNS-Transformation chemokompetenter Bakterien

(Hanahan 1983)

Bei —80 °C gelagerte kompetente Bakterien (10(Qro 1,5 ml Reaktionsgefafl)
wurden auf Eis aufgetaut und mit 5 bis ll@es Ligationsansatzes oder 10-50 ng der
Plasmid-DNS gemischt. AnschlielRend wurden die Bakie30 min auf Eis und fur
90 Sekunden bei 42°C inkubiert. Danach wurden dikt&ien sofort 2 min auf Eis
abgekuhlt. Nach Zugabe von 6Q0LB-Medium (ohne Antibiotikum) wurden die
Bakterien 1 h bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. AmdE wurde aus jedem
Eppendorf-Gefald das Gesamtvolumen entnommen undrapficillin-haltige LB-
Agarplatten ausgestrichen.

3.4 Plasmid-Sequenzierung nach der Kettenabbruch-Methoel

(ABI Prism® Big DyeTM Terminator Cycle Sequencingd&ly Reaction Kit, ABI-

Prism Sequnecer, Applied Biosystems, Warrington) GB

Die DNS-Sequenzierung wurde nach der Didesoxy-Katibruch-Methode (Sanger
et al., 1977) durchgefuhrt. Das Prinzip dieses evatischen Verfahrens beruht auf
dem Einbau von fluoreszenzmarkierten 2’, 3’ Didgsbiukleotiden (ddNTPs) in
einen durch die DNS-Polymerase | neu synthetisielNS-Strang. Dies fuhrt zum
Abbruch der Synthese, da die fir die Kettenverlamyg bendétigte 3'-
Hydroxylgruppe im Didesoxy-Nukleotid fehlt. Auf die Weise wird die
Polymerisierung selektiv bei A, C, G oder T terramhi Es entsteht eine Vielzahl von
unterschiedlich langen DNS-Fragmenten, die siclcld@in fixes 5-Ende und ein
variables, basenspezifisches 3’-Ende auszeichnemchDden Einsatz von vier
unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen (A: diechlRhodamin 6G [R6G]; C di-
chloro-carboxy X Rhodamin [ROX]; G di-chloro Rhodaml10 [R110]; T di-
chloro-tetramethyl Rhodamin [TAMRA]) kdnnen alle evi enzymatischen
Sequenzierreaktionen gleichzeitig in einem Reakgefald durchgefuhrt werden.
Durch Gelelektrophorese in einem denaturierendelyabxylamidgel werden die

unterschiedlich langen DNS-Fragmente getrennt.
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Reaktionsansatz fur die Sequenzreaktion:

x ul Matrizen-DNS (150-300 ng)

2 ul Sequenzierungs-Oligonukleotide (10 pmol)
0,5ul Terminator-Ready-Reaction-Mix

5 ul 5x Puffer

X wl ddH20 1 pl Matrizen-DNS (100-200 ng)

" 10 pl

Der Reaktionsansatz wurde nach folgendem PCR-Rrogramplifiziert. Es wurden
30 Zyklen mit einem spezifischen Temperaturprofil @inem programmierbaren
Heizblock (UNO II, Biometra®) durchgefuhrt:

1. Hitzedenaturierung: 96 °C 60 Sekunden
2. Hitzedenaturierung: 96 °C 30 Sekunden
3. Anlagerung der Oligonukleotide: 50°C 15 Sekunde
4. Polymerisation (je nach Lange): 60 °C 240 Sekond
90 Reaktionszyklen (2.-4.)

5. Kuihlung 4°C

Zur Prazipitation der amplifizierten DNS wurde dierobe in ein frisches
Reaktionsgefall Uberfihrt, mit 80 pl ddH 1/10 Volumen (10 pl) 3 M Na-Acetat
(pH 5,2) mit Dextran-Blau und 3 Volumen (300 plh&tol abs. gemischt und fir 10
min bei RT gefallt. Die DNS wurde durch eine 30-iitige Zentrifugation bei
10.000xg und 4 °C sedimentiert. Im Anschluss daran wurde@ES-Sediment mit
250 ul 70 %igem (v/v) Ethanol gewaschen und erbeut4d °C, 10.000xg, 15 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und &adiment bei RT getrocknet.
Die Auswertung der Sequenzierreaktion erfolgte aBt-Rrism Sequencer (Applied

Biosystems).

3.5 Zellkultur

Allgemeine Kulturbedingungen

Alle Zellkulturarbeiten wurden in Laboren der Sidigtsstufe | oder Il unter einer

Sterilbank der Sicherheitsklasse Il (Fa. Heraeusgtiyefiihrt. Die Zellen wurden in
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Inkubatoren (Fa. Heraeus) unter 5 %iger oder 1@&#{gVv) CQ-Versorgung bei 37
°C und 95 %iger bis 100%iger Luftfeuchtigkeit kuiért. Kulturgefal3e, Medien,
Zusatze und Losungen wurden nach dem Autoklaviedsr Sterilfiltrieren unter
sterilen Bedingungen gehandhabt. Vor Gebrauch wudie verwendeten Medien
sowie Wasch- und andere Losungen auf die geeigresteeratur vorgewarmt oder
abgekunhlt.

3.5.1 Auftauen von Zellen

Die eingefrorenen Zellen wurden sofort in 9 ml wasKulturmedium dberfuhrt.
Die Zellen wurden 5 min bei 1200 rpm zentrifugietér Uberstand verworfen, das
Sediment in der bendtigten Menge Kulturmedium resodiert und auf

Zellkulturschalen verteilt.

3.5.2 Gelatinisieren von Gewebekulturschalen

Die Gewebekulturschalen wurden fur 10-30 min mitneei 0.1% (w/v)
Gelatineldsung in PBS Uberschichtet, anschliel3enddev die Losung wieder

abgenommen.

3.5.3 Kultivierung von embryonaler Stammzellkultur

Murine embryonale Stammzellen (ES-Zellen) der LilBeuce 4 aus C57/BI6
Mausen und die murine embryonale Fibroblasten-del(&F-Zellen) wurden
freundlicherweise von AG Brining, Institut fur Géike Uni Kéln, zur Verfigung
gestellt.

ES-Zellen missen mit grof3ter Sorgfalt in Kultur gedn werden, damit sie ihren
embryonalen Charakter bewahren. Eine ungewollte fei@hzierung der
pluripotenten Zellen in spezifische Zelltypen mussmieden werden. Es hat sich
bewahrt, ausschliel3lich mit Plastikpipetten zu i&elbe um einer Kontamination

durch organische Losungsmittel oder Spulmittelresteubeugen.

Die ES-Zellen wurden in ES-Medium auf 10 cm - 6 £ailkulturschalen oder auf
96-well Platten bei 37 °C und 10 % CO2 kultivielie ES-Zellen wurden zur
Erhaltung ihrer Pluripotenz auf mitotisch inaktiten primaren, embryonalen Maus-
Fibroblasten (EF), als Feeder-Zellen bezeichnédtiviert, taglich versorgt und jeden

zweiten Tag je nach Dichte 1:3 verdinnt und negesi. Die Fibroblasten wurden
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aus Mausembryonen isoliert, dreimal passagiertmmd/itomycin C behandelt, um
ihre Zellteilung zu verhindern, damit sie die ESI&e in der Ko-Kultur nicht
Uberwachsen. Die ES-Zellen erhielten jeden Tagchlas ES-Medium. Die
Morphologie der ES-Zellen wurde jeden Tag Uberprifinter optimalen
Bedingungen wachsen ES-Zellen als tropfenférmigdéoien mit regelméafiigem
Rand. In der Kolonie sind nur schwer Einzelzellendentifizieren, da ES-Zellen in

engem Zell-Zell-Kontakt wachsen.

3.5.4 Praparation von embryonalen Maus-Fibroblasten (EF-2£llen)

Da bei der Kultivierung der transfizierten ES-Zalleur Selektion Neomyzin (G418)
als Selektionsmarker verwendet wurde, missen deoblasten ebenfalls eine
Resistenz gegeniber diesem Antibiotikum besitzem. Rraparation dieser Zellen
wurden deswegen Embryonen verwendet, die aus Vienpgen von Wildtyp und
einer transgenen Mauslinie, des Genotyps cd44irdle (deomyzinkassette fuhrte in
diesen Mausen zum Funktionsverlust des cd44-Gdas)nsten (Schmits et al.,
1997). Schwangere Mause wurden durch cervikaleokagion getotet, das Abdomen
mit 70% (v/v) Ethanol desinfiziert und median am Beritonealhthle aufgeschnitten.
Der Uterus duplex mit den Implantationen wurde enmtmen und in eiskaltes PBS
Uberfuhrt. Die weitere Praparation erfolgte unternd Binokular unter sterilen
Bedingungen. Mit einer Schere wurde der Uterus awaa den einzelnen
Implantationen durchtrennt. Nach Entfernen des udggwebes und der
embryonalen Hillen (Dottersack und Amnion) wurdesr Hopf und die inneren
Organe der Embryonen abgetrennt. Das restliche Ryewebe wurde mit der
Schere zerkleinert und in 1x Trypsin fiur 30 min & °C inkubiert. Die
Zellsuspension wurde mit einer 5 ml Pipette verglinend anschliel3end wurden die
Zellen durch ein Zellsieb (40 mm) in ein vorber@®e50 ml Réhrchen mit frischem
EF-Medium dberfuhrt. Zur Inaktivierung des Trypswsirden 2 ml Fibroblasten-
Kulturmedium pro 1 ml Trypsin eingesetzt. Die Zgellevurden durch 5 min
Zentrifugieren bei 1200 rpm pelletiert, in frischevtedium resuspendiert und pro
Embryo auf eine 15 cm Gewebekulturschale bei 3'kdl@viert. Nach 24 h wurde
das Kulturmedium gewechselt. Nach drei Tagen watienEF-Zellen konfluent
gewachsen und wurden passagiert. Nach 3 Passagdanalie Kulturen seneszent

und konnten nicht mehr zur Ko-Kultur mit ES-Zellegrwendet werden.
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3.5.5 Inaktivieren von Fibroblasten-Zellen

Nachdem das Kultivierungsmedium von der 15 cm Gekelturschale, auf der die
EF-Zellen konfluent gewachsen waren, abgesaugtemowr, wurden die Zellen in
10 ml EF-Medium mit MMC (1mg/ml) far 2,5 Stundenib&7 °C inkubiert.
Anschliel3end wurde das EF-Medium mit MMC abpipettieweimal mit 1xPBS
gespult, die Zellen mit 1% Trypsin-LOsung abgeldbgi 1200 rpm 5 min
zentrifugiert und in EF-Medium resuspendiert odergefroren. Die inaktivierten
Fibroblasten einer 15 cm Platte konnte man auf dem Kulturschalen, drei 6well
Kulturschalen oder drei 96well Gelatine-beschightelatten verteilen. Nach ca. 2-4
Stunden bildeten EF-Zellen nach Adhésion einentdiciMonolayer’, dann konnten
die ES-Zellen zur Kultivierung auf die inaktivient€&ibroblasten gegeben werden.

3.5.6 Passagieren von ES-Zellen oder EF-Zellen

Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und 5 min mi#%1Trypsin bei 37 °C
inkubiert. Die Zellen wurden durch Resuspendiereremzelt, anschlie3end in Zell-
Kulturmedium aufgenommen und bei 1200 rpm 5 min trifeigiert. Das

Zellsediment wurde in frisches Kulturmedium aufgameen, im Verhaltnis 1:3
verdinnt und entweder auf gelatinisierten (EF-Z8lleoder auf mit bereits
ausplattierten inaktivierten priméren Fibroblas(Es-Zellen) Gewebekulturschalen

verteilt.

3.5.7 Ablosen und Vereinzeln adharenter Zellen

Das Ablésen und Vereinzeln von ES-Zellen und Feedlerde mit Hilfe einer

Trypsin -Losung durchgefihrt. Hierzu wurden diel@elmit PBS gewaschen, um
inhibierende Medienbestandteile (FCS) zu entferBamach wurde Trypsin-Losung
auf die Zellen gegeben, damit diese gerade bedeidn (z.B. 3 ml fur eine 10 cm
Schale). Nach 5 min Inkubation bei 37 °C und geldgdem Klopfen der Schale,
um Zellaggregate mechanisch aufzulésen, wurde e@kf#ton mit serumhaltigem
Medium abgestoppt und die Zellen durch vorsichtided- und Abpipettieren

vollstandig vereinzelt. AnschlieRend wurden dieletelpelletiert (5 min, 1200 rpm)

und in neuem Medium in der gewiinschten Konzenmmagguspendiert.
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3.5.8 Einfrieren von Zellen

Die trypsinierte Zellen wurden in Kulturmedium aef@mmen und bei 1200 rpm 5
min zentrifugiert. Das Zellsediment wurde in Eiefnedium (90% FCS, 10%
DMSO) aufgenommen, auf Kryoréhrchen verteilt unetkli auf Eis gestellt. Um den
Stoffwechsel der Zellen zu verlangsamen, wurderosbdie Kryordhrchen als auch
das Einfriermedium bis kurz vor Gebrauch auf Eikliipdt. Die Zellen wurden

zunachst bei -80 °C eingefroren und nach 24 Stundeflissigen Stickstoff

umgelagert.

3.5.9 Stabile Transfektion der ES-Zellen durch Elektroporation

Durch Elektroporation kann Plasmid-DNS effizient Zellen eingebracht werden.
Um zu gewadhrleisten, dass sich die ES-Zellen inereiogarythmischen
Wachstumsphase befanden, wurden sie 3 Tage voEldktroporation passagiert
und auf 10 cm Gewebeflasche wachsen gelassen. gnddraElektroporation wurde
das ES-Medium 4 Stunden vor der Elektroporation egpiselt, direkt vor der
Elektroporation wurden die ES-Zellen mit PBS gevmascund 3 min mit 5 ml 1%
Trypsin bei 37 °C inkubiert. Anschlieend wurde dsrch Resuspendieren
vereinzelt, in 10 ml ES-Medium aufgenommen undli2€l0 rpm 5 min zentrifugiert.
Das Zellsediment wurde in 10 ml frisches ES-Mediamfigenommen, auf eine mit
Gelatine beschichtete Gewebekulturschale gegebérBarmin 37 °C inkubiert. In
dieser Zeit heften sich die EF-Zellen an die Obefft der Gewebekulturschale.
Somit konnten die ES-Zellen durch Spulen von déwdblasten getrennt werden.
Die ES-Zell-Suspension wurde abgenommen, zweimal 5miml eiskaltem PBS
gewaschen und die Anzahl der Zellen mit einer Neab&@ahlkammer bestimmit.
Zur Elektroporation wurden zweimal 410Zellen in 400 pl eiskaltem
Elektroporationspuffer (farblose RPMI ohne allegiggnommen, mit 400ul (40 mg)
linearisierten Plasmid-DNS  vermischt und in eine rgekihlte
Elektroporationskiivette gegeben (gesamtes Volum@d @Bl). Zur Herstellung
transgener ES-Zellklone mit stabiler Integratiors deansgenkonstrukts wurden 40
mg des linearisierten, isolierten Plasmids #1016hnasisl-Restriktionsspaltung
(etwa 18 kb) elektroporiert. Ungefahr 60-80% deromegzinresistenten Klone
werden Plasmid-DNS stabil in das Genom aufnehmerré$ und Kiihn, 1997). Die
Elektroporation wurde mit folgenden Parametern lge€iihrt: BioRad Gene Pulser,

230 V und 500 mF. Die elektroporierten Zellen wurd® min auf Eis inkubiert, in
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40 ml ES-Medium (ohne Selektionsantibiotikum) auwig@men, auf vier 10 cm
Gewebekulturschalen mit EF-Zellen ausgesat un@bécC, 10 % CQinkubiert.

3.5.10Selektion der neomyzinresistenten ES-Zellklone

Die Neomyzin-Selektion der ES-Zellen begann am Zawch der Elektroporation.
Dazu wurden die Zellen zweimal mit PBS gewasched @&elektionsmedium
(250 ug/ml G418 in ES-Medium) zugegeben. Das Selektioalfune wurde jeden
Tag durch frisches Medium ersetzt. Nach vier Tdgsgannen die ES-Klone, die das
Neomyzin-Resistenzgen nicht stabil in das Genoragnert hatten, abzusterben.
Die Selektion dauerte bis Tag 9.

3.5.11lIsolierung von ES-Zellklonen

Am Tag 10 nach der Elektroporation und G418 Sebekivurden die einzelnen
neomyzinresistenten ES-Zellen, die wahrend diesst grole Kolonien gebildet
hatten einzeln isoliert und auf die neu PlatteaiértDie einzelnen Kolonien sollten
scharf begrenzt, aber nicht flach sein. Die 10 alikidlturschale mit den Klonen
wurde nach zweimaligem Waschen mit 12 ml PBS Ub@btet. Die Kolonien
wurden mit einer 4Ql-Pipette unter dem Mikroskop isoliert, in @bkaltes Trypsin
pro Vertiefung einer 96-well Platte tGberfuhrt umd Inkubator 3 bis 5 min I6sen
lassen. Durch Zugabe von 100 warmen ES-Medium wurde der Trypsinierung
gestoppt und durch pipettieren die Zellen vereina€lul der Zellsuspension wurden
auf einer gelatinierten 96-well Platte mit 1pDES-Medium fur die Southern Blot
Analyse der Zellen ausgesét. Die restlichen lofer ES-Zellsuspension wurde auf
zweimal 96-well Platten mit 100l ES-Medium auf EF-Zellen (Masterplatten) fir
die Erhaltung der Zelllinie aufgeteilt. Masterpéattdienten dem Expandieren der
einzelnen ES-Zellklone. Das Selektionsmedium wadtee24 h gewechselt und nach
ca. funf Tagen waren die ES-Zellklone konfluent gelasen. Die ES-Zellklone
wurden mit PBS gewaschen und Medium (40 ml Kultudime und 80 mi
Einfriermedium pro ES-Zellklon) wurde zugegebene Rwei Masterplatten wurden
anschlie3end bei -80 °C aufbewabhrt.
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3.6 Murine ES Analyse

3.6.1 Praparieren und Verdauen von genomischer DNS in
96-Well-Platten

Homolog rekombinierte ES-Zell-Klone wurden mit Hilfvon Southern Blot
identifiziert. Zunachst wurde genomische DNS ausZElen in 96-Well Platten
isoliert. Hierzu wurden die konfluent bewachsendattén mit 50 ul pro well
Lysepuffer/Proteinase K (10 mM Tris pH 7,5; 10 mMEA 10 mM NacCl; 0,5 %
Sarcosyl; 2 mg/ ml Proteinase K (frisch dazugebem)setzt. In einer feuchten
Kammer wurden die Zellen Uber Nacht bei 56 °C lysi&m néchsten Tag wurden
die Platten 5 min gekuhlt und dann die DNS mit s0pro well Isopropanol gefallt.
Beim Schitteln Gber 1 h bei Raumtemperatur wurde RINS als weil3e Faden
sichtbar, der Uberstand wurde vorsichtig abgekip. DNS wurde zweimal mit je
150 ul pro well 70 % Ethanol gewaschen. Fir die Restniidspaltung wurde die
DNS bei bei 37 °C getrocknet, um Ethanolreste abayden und dann direkt in je
20 ul pro well TE-Puffer mit RNAse geldst und mit 15 Réstriktionsspaltungsmix
gemischt. Der Ansatz wurde Uber Nacht bei 37°C imerefeuchten Kammer
inkubiert. Bei Bedarf wurde am nachsten Tag nockrfrédches Restriktionsenzym
zugegeben. Positive, d.h. homolog rekombinierteZE5Klone wurden mit Hilfe
eines Southern Blots identifiziert.
Restriktionsspaltungsmix pro well:

3, SplEcoRI Puffer (10x)

2 UIECORI Enzym (50U/ul)

0,01 pl DTT (1M)

0,02 pl Spermidin (0,5M)

0,35 ul BSA (100x)

9,12 ul ddHO

3.6.2 Genotypisierung mittels Southern Blot

(Feinberg und Vogelstein, 1983)

Die verdauten DNS-Proben wurden neben dem Markeeiaufrisch vorbereitetes
0,8 %iges (w/v) TE-Agarosegel aufgetragen und IeM3iber Nacht aufgetrennt.
Das Gel wurde dann mit einem beiliegenden LinedemukV-Licht fotografiert.
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Die im Agarosegel aufgetrennten DNS-Fragmente wurddepuriniert und
denaturiert. Dazu wurde das Gel zunéchst in 0,230\ im Kdhlraum fur 30 min
geschwenkt, dann wurde der Blott im 0,4 M NaOH lagsaufgebaut. Eine Nylon-
Membran (Hybond N+, Amersham, Braunschweig) und Wiaa-Papiere wurden in
entsprechender Grof3e zugeschnitten. Fir den AudbaBlot-Apparatur wurde das
Gel auf eine Whatman-Papier-,Bricke”, getrankt id ™M NaOH, luftblasenfrei
plaziert. Der Transfer der DNS auf eine positivagieine Nylon-Membran wurde
durch Kapillarkréfte erzielt. Dabei wurde die Membrauf das Gel und darauf eine
Schicht Zellulosepapier gelegt. Durch Kapillarkedfturde die Flissigkeit aus dem
Gel in die Zellulose gesaugt und dabei die DNS @erm Gel auf die Membran
transferiert. FuUr den Transfer der DNS auf eine oNyWlembran wurde eine

Blot-Apparatur, wie in folgender Abbildung dargekteaufgebaut:

Gewicht

Papiertiicher
/ Nitrocellulose-

oder
/ Nylonmembran
Gel

| I Glasblock \ —f—Salzlésung

Abbildung 5: Aufbauschema eines Southern Blots, voanten nach oben:Schale mit 0,4

M NaOH; dicke schwarze Linie-Ende von 1 Lage WhattRapier reinhédngen; Gel,
Membrane; 2 Lagen Whatman-Papier; 1 Packung TuGewjcht

Danach wurden die Geltaschen auf der Membran nrarkige Membran wird
abgenommen, 20 min in 2x SSC-LAsung geschutteltawhdrilterpapier getrocknet.
Die DNS wurde auf der Membran durch Backen zwiscBgnWhatman-Papier

Blatter bei 72-80 °C mindestens 30 min immobilisier

Mit Hilfe einer radioaktiv-markierten Sonde werdeéie DNS-Fragmente spezifisch
markiert und kbnnen anschliel3end auf einem Rontgesfchtbar gemacht werden.
Fur die Markierung der Sonden mit-82P]-dCTP wurde das Megaprime DNS
labelling System der Firma Amersham verwendet. DNS-Sonde (100-200 ng)
wurde zusammen mit @ Primerlésung 5 min denaturiert. Nach dem Abkudeih
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Eis wurden 2,5ul Reaktionspuffer (10x), 2,5 pul dNTPs (ohne dCTP)pl BCA

Polymerase sowie 25 mCi [a-32P]-dCTP (2,5ul) zugege Das Reaktionsgemisch
wurde in einem Endvolumen von 28 60 min bei 56 °C inkubiert. Nach der
Reaktion wurde zu dem Ansatz 100ul TE-Puffer zugegeund der Ansatz Uber

Microspin S-300 Saulen (Amersham) aufgereinigt.

Um die spezifische Aktivitat der radioaktiv markesr Sonde zu bestimmen, wurde 1
ul der aufgereinigten Sonde in 2 ml ScintillatioisBigkeit gegeben und in einem
Beta-Counter gemessen. Die Sonde sollte eine sg@f Aktivitat von mehr als
10° cpmiig DNS aufweisen und in der Hybridisierungsreaktion mindestens
10° cpm/ml Lésung vorliegen. Der Sonde wurden 3@0Lachsspermien DNS
zugegeben, der Ansatz wurde 5 min bei 95 °C deeatuund dann auf Eis
abgekuhlt. Die Membran wurde zunachst in 20 mlreirehybridisierungslosung in
einer drehenden ROhre eingesetzt und mindestensbdi 165 °C prehybridisiert.
Danach wurde die durch Aufkochen denaturierte DNSd® hinzugegeben und die
Membran wurde Uber Nacht bei 65 °C hybridisiertciNaer Hybridisierung wurde
die Membran zweimal 15 min bei 56 °C in Waschlésu(#x SSC, 0.1 % SDS) und
danach 30 min bei 56 °C in Waschlosung Il (1x S8Q, % SDS) gewaschen.
Die Radioaktivitait der Membran wurde nach dem Weasgang mit einem
Handmonitor Uberpruft und gegebenenfalls wurde/daschschritt wiederholt. Dann
wurde die Membran auf einem Filterpapier getrocknat Klarsichtfolie umhullt
und Uber Nacht in einer Kassette mit einem ROntlpenfexponiert. Die
Expositionsdauer hangt grundsatzlich von der Stddsezu erwartenden Signals ab.
DNS-Sonden, die an die Membran gebunden sind, kbanternt werden, um diese
mit einer weiteren Sonde zu hybridisieren. Daflrrdeudie zuvor hybridisierte
Sonde in 0,1x SDS bei 95 °C von der Membran gevasch

3.6.3 Expansion von positiven ES-Zell Klonen

Positive ES-Zell-Klone wurden auf der 96-Well Riaitlentifiziert und expandiert.
So wurden sie zuerst von der originalen 96-Well téigdatte auf eine frische
96-Well Platte Ubertragen. Nach Anwachsen auf datté®wurden sie in eine 24-
Well Platte, von dort auf eine 6 cm Platte und danauf eine 10 cm Platte

transferiert. Dort wurden sie so lange herangezogensich mindestens vier 10 cm
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Platten des positiven Klons ergaben. Eine Plattelgvaur Injektion in Blastozysten

verwendet, die anderen wurden eingefroren und iok8bfftank gelagert.

3.7 Generierung chimarer Mause aus embryonalen Stammaeh

Die Herstellung von chiméren Mausen aus den maenpeh ES-Zellen wurden in
den Labors und Arbeitsgruppen von Prof. Dr. JensiBig im Institut fir Genetik,
K&ln durchgefuhrt.

Bei CB20 M&ausen wurde durch Hormonbehandlung eingef®vulation induziert,
damit fur die Experimente genigend Blastozystenogewn werden konnten. Um
Blastozysten zu gewinnen, wurden weibliche, supdreste Tiere in der Nacht der
Ovulation mit fertilen Mannchen verpaart. Mittelgigp check wurde am nachsten
Morgen kontrolliert, ob es zur Verpaarung gekomnvesr. War dies der Fall,
wurden 3,5 Tage post coitum die Tiere getotet uedBtastozysten aus dem Uterus
gespult. Zehn Tage vor der geplanten Blastozygekiion wurden die
ausgewahlten ES-Zell-Klone aufgetaut und expandigine Einzelzellsuspension
von je 12 positiven ES-Zellen wurde in jede friggwonnene Blastozyste (CB20)
mikroinjiziert. Hierfir wurde ein Versuchsaufbau tmmikromanipulierbaren
Glaskapillaren unter Mikroskopkontrolle verwendBlach der Injektion der ES-
Zellen wurden die Blastozysten noch einige Stundentro kultiviert, bevor sie in
scheintrachtige Ammentiere implantiert wurden. Jesa@-10 Blastozysten wurden

in scheinschwangere C57BI/6-Mause transplantiert.

3.8 Testen der chiméaren Mause auf Keimbahntransmission

In den Wirfen der Ammenmiuitter befinden sich nadblgmeichen Injektionen und
Reimplantationen der Blastozysten Chiméren. Von derei Zellpopulationen
stammt eine aus den Blastozysten der weil3en CB20deptiere und die andere aus
den injizierten ES-Zellen, die ursprunglich ausveatzfarbenen Wildtyp M&ausen
gewonnen wurden. Der Grad des Chimarismus kann dams Verhdaltnis von
schwarzem zu weilRem Fell abgeschatzt werden, wdeei Anteil schwarzer
Fellfarbe den Anteil an ES-Zellen widerspiegelt. Gm testen, ob die genetisch
modifizierten ES-Zellen auch zur Bildung von Keirtlze beitrugen, wurden die
mannliche Chimaren mit schwarzen C57BL/6 Weibchermpaart. Da die Fellfarben
schwarz und weil3 zur braunen Fellfarbe fuhren, k@inmNachkomme mit braunem

Fell nicht von ES-Zellen abstammen und somit nitdd modifizierte Gen tragen.
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Schwarzfarbene Nachkommen tragen dagegen ein el den injizierten ES-
Zellen, wobei sie entweder das modifizierte odes Waldtyp-Allel tragen kénnen,
da die selektierten ES-Zellen heterozygot fur diekekus sind. Deswegen wurde

eine Genotypisierung durchgefuhrt.

3.9 Genotypisierung der mutanten Mauslinien

Mausschwanzspitzenbiopsien von dem schwarzen Nadismuach der Verpaarung
eine Chimare mit Wildtyp Mausen wurden mit Protema& (1mg/ml) in 500 ml
»Tails-Lyse“-Puffer (Stockldsungen fur 500 ml: 50BDTA pH 8,0 (von 5M); 5ml
Tris-HCI pH 7,5 (von 1M); 10ml NaCl (von 5M); 50r8IDS (von 10%)) bei 55 °C
UN lysiert. Nach Fallung in 500 pl Isopropanol, ®hsing, 15-minitiger
Zentrifugation bei 13000 rpm, Waschen in 70 %igethaBol und anschlieRender
wiederholter 5-minttiger Zentrifugation wurde diengmische DNS in 30-6Ql
sterilem HO-Millipore bei 55 °C 30 min gel6st und fur die Géypisierung durch
PCR-Analyse eingesetzt.
Ein 50ul PCR-Ansatz enthielt:

37 pl ddHO

5 ul Tag-Puffer (10x)

1 plvon jedem Primer

3 ul MgCh

2 ul dNTPs

1 pl Tag-Polymerase

3.10Zucht von konditionellen R26¢+/cag-ca’Cre Knock in Tg Mausen

Zur Generierung der konditionellen RZ6ag-car/cre Tg Mause wurden
R26+/cag-stop-car mit CD4-Cre Mausen verpaart. Die resultierenden

doppeltransgenen Mause haben eine aktive Cre-Rekas®in den T-Zellen.

3.11Isolierung muriner T-Lymphozyten

Die Tiere wurden mittels C&Inhalation getdtet und seziert. Die Milz wurdeHBS
entnommen und durch ein Zellsieb (70 um Maschemyeaierrieben. Die Zellen
wurden nach ausgiebiger Spilung mit PBS abzeniefu@¢l200 rpm, 10 min, RT)
und im Waschmedium resuspendiert. AnschlieRend evu@D8+ T-Zellen mittels
magnetisch aktivierter Zellsortierung (MACS) isolieDie MACS-Technologie
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beruht auf der Separation magnetisch markiertedeZealon unmarkierten Zellen in
einem magnetischen Feld unter Verwendung von MAG&dBeads (an mAk
gekoppelte supermagnetische Partikel), MACS-Saulans ferromagnetischen
Kugeln) und MACS-Separatoren (permanentes MagntfBei der Positivselektion
wird die gewulnschte Zellpopulation magnetisch meatkiund beim S&ulenlauf im
magnetischen Feld auf der Saule zuriickgehaltenemdhunmarkierte Zellen die
Saule passieren. Nach Entfernung der Saule ausSeparator, d.h. nach Entfernung
aus dem magnetischen Feld, kann die Positivfraltmm der Saule eluiert werden.
Bei der Negativselektion werden die unerwinschtelled magnetisch markiert und
auf der Saule zurickgehalten, wahrend die gewtesamnarkierte Zellpopulation
die Saule passiert. Fur die T-Zellanreicherung wurddie Milz-
Lymphozytensuspension gewaschen und der Uberstamgl&tt abgenommen. Die
Zellen wurden in 90 pl MACS-Puffer (2 mM EDTA in BBund 10 pl anti-CD8-
MicroBeads pro 107 Zellen resuspendiert. Nach 1% lmkubation im Kihlschrank
wurde die Suspension zweimal gewaschen und in 500 MACS-Puffer
resuspendiert. Die Separation erfolgte Uber eineSdfarationssaule. Nach der
Trennung wurden isolierte CD8+ Maus-Lymphozytenmaah mit PBS gewaschen,
im RPMI 1640 (Dutch Modification) Medium entnommemd einen Tag mit
500 U/ml IL-2, 100 ng/ml anti-CD28, 100 ng/ml a3 aktiviert und anschliel3end
im Medium mit 500 U/ml IL-2 kultiviert.

3.12Praparation von murinen T-Zellen aus dem Blut flr de
FACS-Analyse

Das Blut der Maus wurde durch Anritzen der Schwanevgewonnen. Da die
Schwanzvenen bei der Thermoregulation der Maus @ioBe Rolle spielen, kann
die Blutabnahme durch Hyperthermie wesentlich ehnkeirt werden. Dazu wurden
die Tiere einem Infrarotstrahler ausgesetzt. Esdemretwa 100 pl Blut von dem
Versuchstier in 100 pl PBS-Heparin abgenommen.Hdyghrozyten wurden aus der
Blutzellsuspension durch Zugabe von 2 ml Erythreaytysepuffer (8,29 g NiLI;

1 g KHCG;; 37,2 mg NgEDTA; H,O ad 1 I; pH 7,2-7,4 mit 1 N HCI einstellen und
durch 0,2 um Filter steril filtrieren) und bei 15fitiger Inkubation bei 37 °C

lysiert. Da Erythrozyten eine Natrium-Kalium-Pumpehlt, kénnen diese die

einstromenden lonen nicht mehr aus der Zelle befardJm den osmotischen Druck
auszugleichen, stromt Wasser in die Zellen undgbdrese dadurch zum Platzen.
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Nach der Inkubation wurde die Zellsuspension minBPBS verdinnt und mit
1200 rpm bei 4 °C uber eine Dauer von 5 min zergrdrt. Zu den Zellen wurden
entsprechende Antikérper furs die FACS-Analyse gebgen und 30 min im
Dunklen auf Eis inkubiert. Danach wurden die Probeeimal mit PBS gewaschen,

bei 1200 rpm 5 min zentrifugiert und in 500 ul P@Suspendiert.

3.13Immunfluoreszenz (FACS)-Analysen

(FACScanTM-Durchflu3zytometers, Becton Dickinsomejd¢lberg)

Etwa 2 x 16 Zellen wurden in ein FACS-R6hrchen (Renner GmbbBrfiihrt. Die
Zellen wurden 5 min bei 400 g zentrifugiert. Dadls&gliment wurde in 2 ml PBS
resuspendiert. Dieser Waschschritt wurde insgesieitnal wiederholt. Nach dem
letzten Waschschritt wurde der Uberstand erneuvarden und die Zellen in etwa
100 pl PBS resuspendiert. Ein Detektions-Antikor(Endkonzentration 5 pg/ml)
wurde zugegeben und die Probe 30 min auf Eis irktibAb diesem Schritt wurden
die Proben vor direkter Lichteinstrahlung geschiuf2anach wurden die Zellen
zweimal mit 2 ml PBS (4 °C) gewaschen und bei 408eqgtrifugiert, wobei der
Uberstand jeweils verworfen wurde. AnschlieBenddeutas Zellsediment in 500 pl
PBS resuspendiert und 1 pl Propidiumjodid (0,5 nhg/8igma, Deisenhofen)
hinzugegeben. Die Auswertung der Immunfluoreszeegtsl erfolgte mit Hilfe eines
FACScanTM-DurchfluBzytometers unter Verwendung deACScan-Research
Software.

3.14 Kokultivierung mit Antigen-positiven Tumorzellen

CAR exprimierende T-Lymphozyten wurde mit PBS geshas. Fur die
Kultivierung wurde die Zellzahl bestimmt und anhasher durchflusszytometrisch
bestimmten Expression vom CAR auf die Effektorzellaormiert. In einer
vierstufigen bzw. achstufigen Verdiinnungsreihe ward.B. 1 x 1®bis 1,25 x 18
Zellen pro Vertiefung auf 96-Well-Rundbodenplat(@®PP®, Trasadingen, Schweiz)
mit konstanter Zahl an Antigen-positiven Tumorzelle (z.B.

2 x 10" Zellen pro Vertiefung) in einem Volumen von je 2BDpro Vertiefung
kokultiviert. Je nach Experiment betrug das maxanalerhaltnis zwischen
Effektorzellen und Tumorzelle (E:T ratio) 10:1. Xa48 h wurden zur Analyse der
Zellkulturiberstande 15@l pro Vertiefung abgenommen und fur Zytokin-ELISA
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weiterverwendet oder bis zur Verwendung bei -20 dé€lagert, wahrend die
Zytotoxizitat der Effektorzellen anhand eines XTaskerenden Viabilitatstest der
verbleibenden Zellen ermittelt wurde. Aus diesenur@r wurden zum Vergleich
stets nicht transgene T-Lymphozyten sowie mit Aemiglefizienten Tumorzellen

kokultivierte CAR-exprimierende T-Zellen ausplattie

3.15XTT-basierender Zytotoxizitatstest

(Cell proliferation Kit 1l (XTT), Roche Diagnostic#lannheim)
( Jost und Kirkwood, 1992)

Die spezifische Zytolyse wurde in einem XTT-basmglen Zytotoxizitats-Test
bestimmt. Hierbei wurde der Umsatz des durch miadhiale Dehydrogenasen
metabolisierten XTT zu einem wasserléslichen FoaneRalz photometrisch
bestimmt. Die Hohe des Umsatzes héangt direkt veorVasbilitat der kokultivierten
Zellen ab. Es wurden jeweils 50 pl pro Vertiefungd TXMarkierungslésung (1
mg/ml XTT; 1,25 mM PMS, Roche Diagnostics, Mannheia 50 pul Medium pro
Vertiefung gegeben, der Ansatz bei 37 °C und 5 % i@Kubiert und die Extinktion
alle 30 min photometrisch bei einer Wellenlange w50 nm mit 650 nm
Referenzwellenlange (OD450-650) bestimmt. Der makemUmsatz von XTT
wurde gemessen in den Vertiefungen, die nur Tunllerzenthielten. Zudem wurde
die OD der Vertiefungen bestimmt, die nur RPMI 1848dium, 10 % (v/v) FCS
enthielten. Desweiteren wurde der Anteil am Gesarmaiz des XTT-Substrates
bestimmt, der ausschlieBlich auf die Effektorzellmmriickzufiihren ist. Hierfur
wurde die gleiche Anzahl von Lymphozyten wie auth\Versuchsansatz in RPMI-
Medium 1640 mit 10 % (v/v) FCS ausplattiert und @@ dieser Vertiefungen nach
Zugabe des XTT-Substrates bestimmt. Die Anzahlleleenden Tumorzellen [%)]

wurde wie folgt bestimmit:

Viabilitat [%] — ODVertiefung des Versuchansatz'eQ DEffektorzeIIen alleine % 100

umorzellen alleine

Medium
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3.16 Enzym-gekoppelter Immunadsorbanztest (ELISA)

Die Beschichtung der Mikrotiterplatten (PolySorburid GmbH, Wiesbaden)
erfolgte durch Inkubation von 50 pl Fangantikbrpeo Vertiefung (RT, 3-4h).

Wenn nicht anders angegeben, betrug die Konzemrder verwendeten Antikorper
1 pg/ml im Beschichtungspuffer (34 mM )&0O;; 16mM NaHCQ, pH 9,6). Zur

Absattigung aller freien Bindungsstellen wurde UReacht mit 3 % (w/v) BSA/PBS
bei 4 °C inkubiert und 5 x mit PBS-Tween gewascHhaie. Inkubation mit einem
Biotin-gekoppeltem Detektionsantikorper (50 ul/\fefidng) erfolgte 2 h bei RT,
anschlieBend wurde 5 x mit PBS-Tween gewaschemid5mit einer Streptavidin-
gekoppelten Peroxidase (1:10000 Verdinnung in F&Bhe Diagnostics) inkubiert
und erneut gewaschen. Der Test wurde durch Zugaie %0 pl ABTS-

Substratlosung (1 mg/ml ABTS-Puffer, Roche Diags$tpro Vertiefung bei RT
entwickelt. Die Absorption bei einer Wellenlangenvd05 nm (OD405) wurde

photometrisch bestimmt.

3.17 Tumorinduktion durch s.c. Injektion

Zur Tumorerzeugung in transgenen und Wildtyp Mawserden den ca. 1-1,5 Jahre
alten Tieren die Tumorzellen durch subcutane ($ngektionen in eine oder beide
Flanken verabreicht. Diese Injektionen bestandenOzali— 0,15 ml Zellsuspension in
PBS mit 2 - 3 x 19 MC38 (CEA-) oder C15A3 (CEA+) Tumorzellen. Das
Tumorwachstum wurde anschlieRend mindestens zwkwidehentlich palpatorisch
Uberprift. Die TumorgrofRe wurde jeden zweiten Tagemer Schublehre registriert.
Die individuellen Tumorgré3en wurden nach folgendermel berechnet: V=1x b x
t. Dabei bedeutet V das Volumen, | die LaAnge da®drs in der Longitudinalachse,
b die Breite des Tumors in der Transversalachse,tutie Hohe des Tumors in der
Sagittalachse jeweils in mm. Nach 21 Tagen bei neinBumorvolumen von
durchschnittlich etwa 3.000 nfmin den Kontrolltieren wurden die Tiere
euthanasiert. Bei einem Tumordurchmesser von ca. I5 mm erfolgte die
Tumorentnahme zwecks der vergleichenden lichtmkapschen Untersuchungen

und Analyse.
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4 Ergebnisse

Ziel der Arbeit ist es, eine konditionale, transglnock in Mauslinie mit Expression
des anti-CEA Chimaren Antigen Rezeptors (CAR) iZéllen zu generieren und
funktionell zu charakterisieren. Der SCA431-Fc-CB2B3, CAR ist spezifisch
gegen das Tumorantigen CEA gerichtet und verfudfstémdig Uber die murinen
Domanen.

Die Arbeit bestand aus folgenden Schritten: Genamig des Targeting Vektors und
einer transgenen ES-Zelllinie durch homologe Rekoatlbn des Targeting
Vektors, Injizierung der modifizierten ES-ZellenBtastozysten und Transplantation
in scheinschwangere Weibchen zum Erhalt chimédrenddaDiese Mause wurden
mit Wildtyp Mausen gekreuzt und bildeten nach Keammtigédngigkeit des Transgens
die heterozygote F1-Generation der CAR-transgenanshhie. Schematisch sind
die o.a. Schritte im Abb.6 dargestellt. Nach derpdarung der F1-Generation dieser
Mause mit der Cre-Mauslinie erfolgte die konditieneExpression des CARs

exklusiv in T-Zellen.
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< B

Generierung des Targeting Vektors

Integration des Vektors in ES-Zellen

Selektion und Expansion der ES-Zellen
mit dem Vektor

Injektion der positiven ES-Zellen
in Blastozysten

Implantieren der Embryonen in pseudo-
schwangere Mause

Verpaarung der chiméren Maus mit der
Wildtyp Maus

F1-Generation ,still&knock in“ Tg Maus

Verpaarung F1-Generation mit Cre-Maus

Verpaarung F2 miteinander zum Erhalten
der homozygoten CAR T-Zell en Maus

Abbildung 6: Schema zur Generierung knock-in transgne Maus.
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A ROSA26-Lokus (Wildtyp)

Sonde 1 n 1]}
— |-I Fa
T I g =
EcoRli EcoRl
| 16 kb |
| 1
B ROSA26-Targeting Vektor
Long arm
'_h ﬁ
[saH cAG -] neo® H sTOP CAR (IRES I PA I DT-A
Short am [ —
EcoRl EcoRl

Sonde |

C ROSA26-Lokus nach homologer Rekombination
|

s cact = Hstoe H—-o.-;-m—ﬁ_ﬂ-ﬂ-u_._
EccRl m

i 7,1 kb :
I 1

 —

D ROSA26-Lokus nach CRE-vermittelter Rekombination

Abbildung 7: Targetingstrategie zur Generierung eires konditionalen CAR
exprimierenden Alleles. Schematische Darstellung des ROSA26-Wildtyp-Lo@As des
Targeting Vektors (B), des rekombinierten ROSA268FFCAR Allels (C) und des aktiven
ROSA26-CAR Allels (D) mit den relevanten Restrikis@nzymschnittstellen fiitcoRI. Die
Detektion der DNS-Fragmente erfolgt mittels eingtemen 5’'Sonde oder 3'Sonde. Man
erhalt ein 16 kb DNS-Fragment bei Vorliegen eineldiyp DNS, ein 7,1 kb DNS-Fragment
nach der homologen Rekombination und ein 8 kb DIR&pRent nach Cre-Rekombination.
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4.1 Klonierung des Vektors mit dem anti-CEA-CAR #1015
SCA431-Fc-CD28-CD3

Als erstes haben wir den Vektor, der fir SCA431-maiE28-CD3 kodiert ist,
optimiert. Der im Labor vorliegende ROSA-CD4-STOEABI31-Fc-CD28-CD3
(#1011) Vektor, hergestellt von Nadin Fein, kodfértden CAR unter Kontrolle des
CD4 Promoters, erwies sich als unzureichend in Bepression in T-Zellen.
Die kodierte Sequenz des CARs wurde aus dem ROSAEDDP-SCA431-Fc-
CD28-CDJX (#1011) Vektor isoliert und mit dem CAG-Promotor den ROSA-
CAG-STOP-GFP (#1013) Targeting Vektor eingefugt l{A&). Der CAG-Promoter
fand Anwendung aufgrund seiner Eigenschaft alsketaPromoter und seiner
Vermittlung einer konstitutiv langfristigen Genegpsion in einem breiten
Zellspektrum. Dazu erfolgte zuerst die Spaltung#HE311 Vektors miAcsl und die
Isolierung des ~2kb SCA431-Fc-CD28-CD3AR-DNS-Fragmentes (Abb.9).
Der Targeting Vektor #1013 wurde néitsl linearisiert (Abb.9). Um die Re-Ligation
der #1013 Vektorenden der enzymatisch gespaltetéB-Molekile zu verhindern,
wurden die 5-Phosphatgruppen mit Hilfe der Shrinkafihe Phosphatase (SAP)
entfernt. Der linearisierte und dephosphorylierekir #1013 wurde mit der ~2kb
SCA431-mFc-CD28-CD3 CAR-DNS ligiert. Die korrekte Ligation wurde durch
Restikrionsspaltung des #1015 ROSA-CAG-STOP-SCAESTD28-CD3
Vektors mitEcoRI bestatigt. Erwartungsgemaf wurden die 8400bp, 30B600bp
und 1900bp DNS-Fragmente erhalten (Abb.10). Die ldiene des #1015 Targeting
Vektors mit dem Insert der gewiinschten Anordnung Riemanen wurden durch
Sequenzierung verifiziert (Anhang). Die vollstaraliBlasmid-Karte des klonierten
Targeting Vektor #1015 ROSA-CAG-STOP-SCA431-mFc-i288nCDJ ist in
der Abb.11 dargestellt.
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CD4 CAG
Promoter Promoter

#1011
RO SA-CD4-5TOP-SCA431-mFc-
mCD23-mCD3L
18 kb

#1013
ROSA-CAG-5TOP
16 kb

Ascl

CAR
Ascl
Ascl Ascl
Restriktionsspaltung Restriktionsspaltung
CAG

, Promoter

. 3 5.3 #1013

RO SA-CAG-STOP
CAR (ca. 2kb) 16kb

|

CAG
Promoter

#1015
ROSA-CAG-5TOP-5CA431-mFc-

mCD28-mCD3
18 kb ¢ Asecl

Abbildung 8: Klonierung des Targeting Vektors fir ROSA-CAG-STOP-SCA431-Fc-
CD28-CDX (#1015) aus dem Targeting Vektor ROSA-CAG-STOP (#13) durch
Insertion des SCA431-Fc-CD28-CD3 CAR aus dem Vektor ROSA-CD4-STOP-Fc-
CD28-CD3zeta (#1011)Der 16 kb groRRe Targeting Vektor #1013 wurde dudas
Restriktionsenzymi\csl gedffnet und durch Alkalische Phosphatase (SABhagphoryliert.
Das Plasmid #1011 wurde durdbsl gespalten und die CAR kodierte Sequenz SCA431-Fc-
CD28-CDg3 isoliert. Die linearisierte, dephosphorylierte dgeting Vektor DNS und das
CAR Fragment wurden zu dem ROSA-CAG-STOP-SCA43LB28-CD3X (#1015)
Vektor 18 kb ligiert.
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nach Acsl
Restriktion
nach Acsl
Restriktion

E =
-
= - 2 )
= = x b
L]
= % = %

16kb

CAR
2kb

Abbildung 9: Restriktionsspaltung des ROSA-CD4-STOPSCA431-Fc-CD28-CD3
(#1011) Vektors und Linearisierung der ROSA-CAG-ST® (#1013) Targeting Vektor
DNS. Die Plasmid-DNS #1011 und #1013 wurden mit dem rikgisinsenzym Ascl
geschnitten und elektrophoretisch in einem 1%iggar8segel aufgetrennt. Die #1011 DNS
wurde in die zwei Fragmente 16 kb und 2 kb gestdgmitdas 2 kb CAR DNS-Fragment
wurde anschlieRend ausgeschnitten, aus dem Agaidsetiert und mit dem linearisierten
und dephosphorilierten 16 kb Targeting Vektor #10di8rt.

Marker

Abbildung 10: Restriktionsanalyse der ROSA-CAG-STOPSCA431-Fc-CD28-CD3
(#1015) DNS. Die Plasmid-DNS #1015 wurde mit dem Restriktiozsem EcoRl
geschnitten und elektrophoretisch in einem 1%iggardsegel aufgetrennt. Die Plasmid-
DNS #1015 mit dem Insert in der gewlnschten Omeutig ergab die vier DNS-Fragmente
von 8400 bp, 4300 bp, 3500 bp und 1900 bp (sind+algn Bild markiert). Wurde der
Insert revers eingebaut, dann wurde die Plasmid-DN8&400 bp, 4300 bp, 3300 bp und
2200 bp Fragmente gespalten (sind als ,-* im Bilarkrert).
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SAH

CAGs Promoter

DTA

Eco R|(13623)
18095 bp

#1015

ASC | (5446)
Lkappa
Eco RI(5779)

LAH .
murine CD4 Transmembrandomé&ne

murine CD28 Signaldoméne
ine CD3 Si u

Asc |(7485)

Eco RI(9320) IRES-GFP

Abbildung 11: Plasmidkarte des Targeting Vektors RCBA-CAG-STOP-SCA431-Fc-
CD28-CDZ (#1015) fur die murine ES-Transfektion.CAR cDNS befindet sich zwischen
zweiAscl Schnittstellen.

4.2 Modifikation der ES-Zellen

Als néchstes wurden ES-Zellen mit dem Targeting tdviek#1015 ROSA-CAG-
STOP-SCA431-Fc-CD28-CIa3 transfiziert und homolog rekombinierte Klone
identifiziert. Dazu wurde das Targeting KonstrukD#5 mit dem Restriktionsenzym
AsiS linearisiert (Abb.12) und durch Elektroporation imdnnliche C57/BI6 ES-
Zellen transfiziert. Nach Selektion mit Genetici®4(8) wurden resistente ES
Zellkolonien isoliert und auf eine 96well Platte ES Medium expandiert. Zur
Bestatigung der homologen Rekombinanten wurde $méhern Blot-Analyse der
genomischen DNS aus 96 ES-Zellklonen durchgefuliierfir wurde die
genomische DNS mit den Restriktionsenzynt®oRIl oderEcorV geschnitten. Zur
Detektion der rekombinierten DNS-Fragmente wurden625 bp DNS-Fragment
aus dem Bereich de®o-gens (neo-Sonde), sowie ein 80 bp DNS-Fragmendewrns
5-Bereich des ersten Exons des ROSA26-Gens (ROS8omde) als Sonde
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verwendet. Nach homologer Rekombination wurde neit ROSA 5’-Sonde die
Wildtyp-Bande ~16 kb und eine 7 kb Bande fur daglifioerte Allel nachgewiesen.
Mit der neo-Sonde wurde in der Wildtyp-DNS keine und in demS32Q6+/stop-cag-
car CAR Allel eine 11 kb Bande detektiert (Abb.13).

Durch Southern Blot-Analysen wurden homolog rekomahtie (hR) ES-Zellen
Klone identifiziert werden. Die Genotypisierung mhHlilfe Southern Blot-
Hybridisierung der transgenen Kopien gibt im Veigiezur PCR die zusatzliche
Aussage Uber die Anzahl der integrierten transgé&ugnen. Das Bandenmuster gab
Auskunft Gber Art der Integration und Anzahl demnsgenen Kopien. Es wurden
etwa acht homolog rekombinante Klone aus 100 aigaitgs Klonen mittels ROSA
5’-Sonde identifiziert. Davon hatten funf Klone dasviinschte Bandenmuster nach
der neo-Sonde Detektion. Die Analysen bestatigen insgesdats die Klone B11,
E12, F1, F3, F4 und H6 durch homologe Rekombinaties Targeting Vektors in
den genomischen Locus ROSA26 wie erwartet integreurden, ohne dass

unerwinschte Rekombinationsereignisse beobachtetewu

Marker
#1015 ohne AsiSl

@
]
<
+
w
ol
=
®

Abbildung 12: Linearisierung der ROSA-CAG-STOP-SCA41-Fc-CD28-CDJ (#1015)
Targeting Vektor DNS mit der Hilfe von AsiSI fur die ES-Zellen Transfektion. Die
Plasmid-DNS #1015 wurde mit dem RestriktionsenzyAsiS linearisiert und
elektrophoretisch in einem 1%igen Agarosegel avéget. Die linearisierte #1015 DNS von
18 kb wurde ausgeschnitten, aus dem Agarosegaerisogereinigt und in embryonale

Stammzellen (ES-Zellen) elektroporetisch transfizie
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Abbildung 13: Genotypisierung der ROSA-CAG-STOP-SCA31-Fc-CD28-CDg #1015
tragende ES-Zellen mit Hilfe der Southern Blot-Anayse. A) Fir die Southern Blot-
Analyse wurde die genomische DNS von 96 mit demgdtamng Vektor transfezierten
ES-Klonen nach ddEcoRI Restriktionsspaltung mit der ROSA 5’-Sonde hylsiielit und die
Banden detektiert. Dabei ergaben sich die beiderd®a 16 kb Wildtyp ROSA26 Bande
(Wt) und die 7 kb Bande, die eine homologe Rekoatipinm anzeigt (hR). B) Die DNS
wurde mit ECORV geschnitten und mit deveo-Sonde hybridisiert. Hier zeigte die 11 kb
Bande die homologe Rekombination und richtige Ireggn ins Genom an (+), die Wildtyp-

DNS dagegen zeigte keine Neo-Bande (-).
4.3 Etablierung und Genotypisierung der mutanten Mauslnie

4.3.1 Kreuzung der transgenen Tiere

Es wurde Uberprift, ob die mittels Southern Bldegieten, homolog rekombinierten
Klone der ES-Zellen mit der richtigen Integratioesdlransgens, die in Blastozyste
injiziert wurden, zu der chimaren Maus gefuhrt mmbh2udem wurde die chimére
Maus auf Keimbahntransmission getestet. Wir hakaftirchomolog rekombinante
ES-Zellen von den Klonen F3 und F4 fir die Blassteg-Injektion ausgewahlt.
Es wurden jeweils 12 ES-Zellen vom Klon F3 in 1620Blastozysten transferiert
und jeweils 12 ES-Zellen vom Klon F4 in 18 CB20 &tzysten an zwei aufeinander
folgenden Tagen transferiert. Die Blastozysten d@éh ES-Zellen vom Klon F3
wurden in eine, die vom Klon F4 in drei pseudosayese Mause implantiert. Drei
Ammen haben insgesamt 13 chimére Mannchen mit sehwaild gemusterter
Fellfarbe geworfen. Drei davon zeigten tber 70 %i@himéarismus, was auf eine
hohe Wahrscheinlichkeit der erfolgten Keimbahntnaigssion schlieBen lassen

konnte. Diese drei chimaren Mannchen wurden mit BU/67 Wildtyp (WT)
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Weibchen verpaart, um die Keimbahntransmission lzerprifen (Abb.14). Wenn
die rekombinanten ES-Klone in die Keimbahn einggganwaren, dann wurden
Nachkommen der F1-Generation mit schwarzer Felfatzeugt. Der Nachwuchs
mit brauner Fellfarbe der F1-Generation stammte@B&0 und C57BI/6 Zellen und
wurde nicht weiter benutzt (Abb.14). Die mit demntaog rekombinanten
ES-Zellklon erzeugte Mauslinie wird als ROSAZ€ag-stop-cabezeichnet.

I I
&

Vi g/l
braun schwarz; die Halfte ist
R26+/stop-cag-car

Abbildung 14: Kreuzung chimérer Mause zur Feststeling der Keimbahntransmission
des Trangens ROSAZ2&/cag-stop-car Chimare. Die Kreuzungen von einer 85%igen
mannlichen Chimare mit Wildtyp Weibchen (WT) ergabldachkommen mit und ohne
ROSA26+/cag-stop-car Transgen im Verhdaltnis von circa 1:3. Der braunaciNvuchs
stammte von den Gameten von WT und Zellen von dast@&yste von Mausen mit der

weillen Fellfarbe. Ungefahr die Halfte des schwaNachwuchses trug das Transgen.

Aus der Kreuzung der drei mannlichen Chiméaren natblichen Wildtyp Mausen
C57BI/6 sind nur aus einer von drei VerpaarungenMBEuse F1-Generation von
insgesamt 100 Mausen mit schwarzer Fellfarbe hgegangen. Von diesen 15
schwarzen Mausen haben wir die genomische DNS aes Hupierten
Schwanzspitzen isoliert und mit Hilfe der PCR ggpatiert, um das Transgen
ROSA26-/cag-stop-car nachzuweisen. Etwa sieben schwarze Mause der
F1-Generation hatten das ROSAZ&fag-stop-caim Genom (Abb.15 und 16).
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Marker

ROSA wt
ROSA-cAG-CAR
heterozygot

wt 570 bp
floxed 380 bp

Abbildung 15: Genotypisierung der Nachkommen nach dr Kreuzung chimarer und
Wildtyp Méause mittels RT-PCR. Isolierte DNS aus der kupierten Mausschwanzspitze
wurde mit drei Primern Rosa_forw, Rosa _rev._WT urmb&® rev_CAG for Rosa Locus
eingestetzt. Das Produkt wurde in 0,8 %igem Agafdskeaufgetrennt. Ein 570 bp-DNS-
Fragment reprasentiert ein Rosa Wildtyp-Allel, véild ein transgenes ROSA2€ag-stop-
carAllel durch ein 380 bp- floxed DNS-Fragment anggtzerird.

. Transgen
X
l WT

Chiméare
” Gam‘eten
Transgen
F1:
2x 2x 2x
braun schwarz schwarz

Abbildung 16: Schema zur Gametverteilung und Transgnerbe.Chimare Mause trugen
in den Gonaden Zellen der Blastozyste (weifl3) und ugizierten ES mit Transgen
(schwarz). Allerdings fand die Homologe Rekombioatinur in einem von zwei
Chromosomen der diploiden ES statt (schwarz mitldemi Punkt), so dass das zweite
Chromosom Wildtyp war. Der Nachwuchs erbte weil3erathwarze Fellfarbe. Wildtyp
Mause (WT) hatten zwei Chromosomen ohne Transgemwvgaz), der Nachwuchs erbte
schwarze Fellfarbe. Wenn in der F1-Generation ,&eihd ,schwarze ohne Transgen'
Gameten zusammenkamen, hatten die Mause braurierbellWenn in der F1-Generation
zwei ,schwarze ohne Transgen’ Gameten zusammenkadraden die Mause zwar schwarze
Fellfarbe, waren aber nicht transgene Méause -ldiaate man nur durch PCR testen. Wenn
in der F1-Generation ,schwarze ohne Transgen‘ wsuhwarze mit Transgen' Gameten
zusammenkamen, dann entstand eineHR&fp-cag-catransgene Maus, was bei circa einem

Drittel der gesamten Mause der F1-Generation diémaa.
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Als nachstes wollten wir die konditionale Expressimn SCA431-Fc-CD28-Ci3

in T-Zellen einschalten. Dafir haben wir die trarsgn ROSAZ2€/stop-cag-car

Mause aus der F1-Generation mit CD4-Cre Mausen aegrp die die Cre-
Rekombinase unter der Kontrolle des CD4-Promotemimiert hatten. Dadurch
wurden Nachkommen erzeugt, in denen de®/stop-Selektionskassette (Abb.7)
durch Cre-vermittelte Rekombination im frihembrylenaStadium entfernt wurde.
Die so entstandene doppelt transgene Mauslinie RRBSg€ag-carCre hatte den
CAR auf der Oberflache der T-Lymphozyten exprim{@&ib.17).

CD4-Cre ' R26+/cag-stop-car

_— s

—

R26+/cag-car /cre

Abbildung 17: Kreuzung ROSA26+/cag-stop-car mit CD4-Cre Maus zur Generierung
der doppelt  transgenen Mausen ROSA26cag-carCre. Konditioneller
gewebespezifischdmock in. Die beiden CD4-Cre transgenen weiblichen und bdiiglen
CD4-Cre transgenen mannlichen Tiere wurden vonitingtir Genetik, Uni Kdln, erzeugt.
Die Kreuzungen der CD4-Cre Mause mit ROSARtp-cag-caiMausen ergaben doppelt
transgene ROSA2écag-carCre Nachkommen. ROSA2&ag-carCre hatte CAR auf den T-

Lymphozyten exprimiert.
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4.3.2 Genotypisierung der ROSA26-/cag-carCre Maus

Die Genotypisierung der doppelt transgenen Maus&AZB+/cag-carCre erfolgte
mittels PCR von der genomischen DNS aus kupiertemv&nzspitzen. Mit den
Oligonukleotiden Rosa_forw, Rosa_rev_WT und Rosa CAG konnten die
ROSAZ26+/cag-carCre durch das 380 bp transgene PCR-Produkt vonbp7@CR-
Produkt des Wildtyp-Allels unterschieden werdens bi@-Allel aus den CD4-Cre
Mausen wurde mit denre-spezifischen Oligonucleotiden CD4Crel und CD4Cre2
durch ein 600 bp PCR-Produkt nachgewiesen (Abb.18).

R26 homozygot
R26 homozygot
R26 heterozygot
R26 homozygot

R26 wt

—
Q
X
—
©
=

Abbildung 18: Genotypisierung des doppelt transgenme Nachkommens ROSA26/cag-
car/Cre aus der Verpaarung der CD4-Cre und ROSA26&/cag-stop-car Mausen mittels
RT-PCR. Isolierte DNS aus der kupierten Mausschwanzspitaede entweder mit drei
Primern Rosa_forw, Rosa_rev._WT und Rosa_rev_CAGROSA-Locus oder mit zwei
Primern CD4Crel und CD4Cre2 fQre-Gen zusammen eingesetzt. Das Produkt wurde in
0,8 %igem Agarose-Gel aufgetrennt. Ein 570 bp DM&jfent reprasentiert ein ROSA
Wildtyp-Allel, wahrend ein transgenes ROSA2fag-carCre Allel durch ein 380 bp DNS-
Fragment ausgezeichnet ist. D&e-Gen wurde durch ein 600 bp DNS-Fragment

nachgewiesen, die Wildtyp Maus hatte k€me-Gen.

Nach der Verpaarung der ROSA2€ag-stop-caMaus mit der CD4-Cre Maus hatten
wir eine heterozygote F2-Generation ROSARZBg-car/cre Mauslinie generiert,
deren Verpaarung miteinander die F3-Generation wedere Fn-Generationen
homozygoter Mauslinien cag-car/cag-car/Cre erzeugtenomische DNS der
homozygoten cag-car/cag-car/Cre Mauslinie zeigtechnaler RT-PCR mit
Rosa_forw, Rosa rev_WT und Rosa rev_CAG Primer dier 380 bp Bande
(Abb.18).
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4.4 Analyse der CAR transgenen Mause

4.4.1 Histologische Analyse der ROSA2€&/cag-carCre Maus

Transgene Tiere der Linie ROSA&Z6ag-cariCre wurden zu verschiedenen
Zeitpunkten der Entwicklung histologisch und monpigtrisch analysiert. Die

transgenen Mause sind fertil und bringen jeweilseenormale Anzahl von

Nachkommen hervor (ca. 6-12 Méause pro Wurf). Dierdihaben einen normalen
Lebenszyklus und ihre Lebenserwartung entspriciit edeer normalen Wildtyp

Labormaus, was unter optimalen Bedingungen etwa ZaBre betragt. Die

Vererbung der Transgene folgte den Mendelschen IReBér den histologischen
Vergleich der Organe von transgenen (Tg) und Kdtigeen (WT) wurden die

Mause gleichen Geschlechts und Alters genommerorBless haben wir geachtet
auf das histologische Bild von Milz, Lymphknoten durdie Gewebe des
Gastrointestinaltrakts, da sich dort die T-Zellenstarkt ansammeln. Zwischen WT
und Tg Méausen wurde in der histologischen Strukiier Organe kein Unterschied
durch Organschnitte und Farbung nachgewiesen. $asgiewurden histologisch und
morphometrisch keine Abweichungen von transgenememi zu Wildtyp Mausen

festgestellt (Abb.19).
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Herz

Leber © o
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Abbildung 19: Histologische Analyse der CAR transgeen Maus. Dargestellt ist die
Hamatoxylin/Eosin (HE) Farbung von Schnitten urdgkisdlicher Organe der Kontroll-
(WT) und transgenen (Tg) Mause im Alter von vierrdten.

4.4.2 Expression des CARs in T-Zellen transgener Tiere

Es wurde untersucht, ob der chimare Rezeptor SCA43CD28-CDg (#1015) auf
der Oberflache der T-Zellen exprimiert wurde. Dazurden CD3 T-Zellen aus der
Milz von transgenen Méausen (Tg) und Wildtyp Maug$@fir) isoliert und Uber die
magnetisch aktivierte Zellsortierung (MACS) getreribie CD3+ T-Zellen wurden
hierbei mit einem anti-CD3-PE markiert, der CAR aurdas anti-lgePE
Antikdrper nachgewiesen. Die transgenen CD3+ Tefelrugen zusatzlich GFP
Marker (Abb.7), der sich im FITC Kanal sichtbar i Das anti-IgGPE
Antikdrper band sich an den extrazellularen Fc-Teis CARs. Die Lymphozyten
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von WT Mausen dienten als Kontrolle. Die durchfiygemetrische Auswertung
zeigte, dass alle CD3+ T-Lymphozyten aus Tg MaussnCAR auf der Oberflache
trugen. T-Lymphozyten aus WT Mausen zeigten kegndiim FITC Kanal und
exprimierten keinen CAR auf der Zelloberflache (Atf)).
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Abbildung 20: Expression des CARs auf der Oberflach der CD3+
T-Lymphozyten aus transgenen (Tg) und Wildtyp (WT) Tieren. Die Lymphozyten
wurden aus der Milz isoliert und CD3+ T-Zellen wend mit Hilfe der magnetischen
Sortierung getrennt. CD3+ T-Lymphozyten wurden aiitem anti-CD3-PE (A) oder mit
anti-lgG-PE  (B) Antikdrper inkubiert.  AnschlieBend wurden ie d Zellen
durchflusszytometrisch analysiert. Die Tg CD3+ Tl&le zeigten ein GFP-Signal. Etwa 95
% Tg CD3+ T-Zellen exprimierten den CAR, was dudid Fc-Bindung mit anti-IgGPE
nachgewiesen wurde. CD3+ T-Zellen aus der WildWf Y Maus dienten als Kontrolle. WT

T-Zellen banden sich nicht anti-Ig®E und zeigten kein GFP-Signal.
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Sowohl CD8+ als auch CD4+ CAR tragenden transg@nr2ellen exprimieren CAR
auf der Oberflache (Abb.21).
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Abbildung 21: Expression des CARs auf der Oberflach CD8+ und CD4+
T-Lymphozyten aus transgenen (Tg) und Wildtyp (WT) Tieren. Die Lymphozyten
wurden aus der Milz isoliert und CD3+ Zellen wurdait Hilfe magnetischer Sortierung
getrennt. CD3+ T-Lymphozyten von transgenen unddijfil Mausen wurden entweder mit
anti-CD8-APC und anti-IgG-PE (A) oder mit anti-CBRC und anti-IgePE (B)
Antikérpern zusammen inkubiert. Der anti-lgBE Antikdrper bindet sich an die Fc-
Doméne des CARs. Die T-Zellen wurden durchflusgaginisch analysiert. 95 % CD8+ und
CD4+ aus transgenen Tieren exprimierten den CAReZeus Wildtyp Mausen zeigten

keine CAR Expression.
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Um festzustellen, dass der CAR exklusiv auf CD3+ymphozyten exprimiert,
wurde Blut von transgenen und Wildtyp Tieren iswoidie Erythrozyten lysiert und
Proben mit anti-CD19-APC und anti-NK.1.1-APC Antigérn inkubiert. Wie
erwartet, exprimieren weder B-Zellen noch NatuekiZellen den CAR (Abb.22).
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Abbildung 22: Keine Expression des CARs auf der Olylache B-Zellen und NK-Zellen
aus transgenen (Tg) und Wildtyp (WT) Tieren.Blut von transgenen und Wildtyp Mausen
wurde nach der Erythrolyse entweder mit anti-CDICAund anti-lgePE (A) oder mit
anti-NK1.1-APC und anti-IgGPE (B) Antikérpern inkubiert. AnschlieRend wurddre
Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Es wukdme Expression von CAR auf B-Zellen

oder Natur Killer-Zellen bei Tg und WT Tieren naelagesen.
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4.5 Funktionelle Charakterisierung der transgenen
SCA431-Fc-CD28-CD3 exprimierenden T-Zellen

4.5.1 Ko-Inkubation ruhender CAR exprimierenden T-Zellen mit
CEA+ C15A3 Tumorzellen

Es wurde geprift, ob die frisch isolierten CAR #aden CD3+ T-Zellen der
transgenen Maus in vitro eine spezifische Zytolgee CEA+ C15A3 Tumorzellen
vermitteln. Aus den Milzen isolierte CD3+ T-Zellaus transgenen und Wildtyp
Mausen wurden sofort, ohne Pra-Aktivierung, mit GEgder CEA- Tumorzelllinien
zusammengesetzt. Die CD3+ und Tumorzelllinien ward24-48 Stunden
ko-kultiviert. AnschlieBend wurde die ViabilitAt deTumorzellen gemessen.
Ko-Inkubation von CD3+ ohne CAR aus WT Mausen wuatie Kontrolle benutzt.
Uberraschenderweise haben aus Tg Tieren isolie@8+CZellen die CEA+
Tumorzelllinie nicht lysiert, auch nicht bei Verg@rung der Ko-Inkubationszeit
oder nach Erh6hung des Verhaltnisses von Effekierzeu Tumorzellen (Abb.23).
Dieselben Ergebnisse ergaben sich, wenn man CDBenZ24-72 Stunden vor der
Ko-Inkubation nur mit 400 U/ml IL-2 aktiviert haEs wurde auch keine Steigerung
der IFNy Sekretion nach der Ko-Inkubation mit Tumorzellmiggemessen.
Wir schliel3en daraus, dass die ruhenden CAR tragedellen aus der transgenen
Maus nicht in der Lage sind, die CEA+ C15A3 Tumdezespezifisch zu lysieren.
Im Vergleich dazu lysieren T-Zellen, die retroviratit den anti-CEA CAR
ausgestattet wurden, die CEA+ C15A3 Zellen, nicle @EA- MC38 Zellen.
Einziger Unterschied zwischen den CAR tragenden elled, die retroviral
gewonnen wurden, und den CAR tragenden T-Zellemads der transgenen Maus

isoliert wurden, ist der praaktivierte Zustand vetroviral gewonnenen T-Zellen.
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Abbildung 23: Cytotoxizitat der CAR transgenen T-Zdlen gegen CEA+ C15A3 und
CEA- MC38 Tumorzellen mit CD3+ T-Zellen ohne Pra-Akivierung von CD3+ Zellen.
CD3+ T-Lymphozyten aus CAR transgenen Tieren (TdgrdVildtyp Tieren (WT) wurden
in einer Verdiinnungsreihe (0,25%10 2x10" T-Zellen pro Vertiefung) ausplattiert und
entweder mit den CEA+ C15A3 Zeller¢ ) oder deéh CEA- MC38 Zellen4 ) (je 2,5 X
10* Zellen) fur 24-48 Stunden ko-inkubiert. CD3+ T-Lphozyten aus Wildtyp Méause
(WT) dienten als Kontrolle. Die Bestimmung der Vitégt erfolgte mit Hilfe eines XTT
Tests. Der Test wurde als Dreifachbestimmung dwfihgt und Mittelwert und
Standardabweichung aufgetragen.

4.5.2 T-Zellen Aktivierung nach der Ko-Inkubation pra-akt ivierten

transgenen T-Zellen mit CEA+ C15A3 Tumorzellen

Die CD3+ T-Zellen wurden aus der Milz von CAR trgesen und Wildtyp Tieren
isoliert. Die T-Zellen wurden mit dem agonistischiamikorper anti-CD3 anti-CD28
und IL-2 drei Tage pra-aktiviert, gewaschen und &Bunden in einer
Verdunnungsreihe auf Mikrotiterplatten mit ZelleerdLinie CEA+ C15A3 oder
CEA- MC38 ko-kultiviert. Als Kontrolle dienten T-Zen aus der Wildtyp Maus.
Nach 48 h wurde die IFN-Konzentration im Kulturiiberstand mit Hilfe eines
ELISA bestimmt. Die Aktivierung der transgenen TH&e wurde anhand der
Induktion der IFNy Sekretion bestimmt. T-Zellen mit anti-CEA CAR sewrerten
nach Ko-Inkubation mit Zellen der Linie C15A3 (CEA#-N-y in Abhangigkeit
vom Verhaltnis Effektorzellen:Tumorzellen. Als Kooiten fir die Rezeptor-
Spezifitat wurden die T-Zellen mit Zellen der LinMC38 (CEA-) ko-inkubiert,
wobei keine Induktion der IFN-Sekretion registriert wurde. T-Zellen aus der
Wildtyp Maus wurden ebenfalls nicht zur IFENSekretion durch die Ko-Inkubation
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mit Zellen der Linie MC38 oder C15A3 aktiviert. @ffsichtlich wird die CAR
tragende T-Zelle-Aktivierung Antigen-spezifisch dardie anti-CEA CAR vermittelt
(Abb.24).
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Abbildung 24: Induktion der Rezeptor-vermittelten 1FN-y Sekretion durch T-Zellen.
Die T-Zellen mit CAR mit der CEA Spezifitdt aus dewansgenen oder Wildtyp Maus
wurden in einer Verdinnungsreihe (0,25%1®@x10 T-Zellen pro Vertiefung) ausplattiert
und mit je 2,5 x 10 Tumorzellen/Vertiefung der Linie C15A3 (CEA+) oddiC38 (CEA-)
fur 48 h ko-kultiviert. Als Kontrolle wurden T-Zeh der Wildtyp Maus verwendet.

Die IFN-y Konzentration im Zellkulturiiberstand wurde mitfdieines ELISAs bestimmt.

4.5.3 Spezifische Zytolyse CEA+ C15A3 Tumorzelllinie nachder
Ko-Inkubation mit CAR transgenen T-Zellen nach der

Pra-Aktivierung in vitro

Wir haben untersucht, ob die CAR tragenden CD3+elled aus der transgenen
Maus mit dem CAR Rezeptor nach einer dreitagigemitro Pra-Aktivierung mit
anti-CD3, anti-CD28 und IL-2 zur spezifischen Zys# der CEA+ Tumorzelllinie
induziert werden. Hierfur wurden CD3+ T-Zellen &&R tragenden oder Wildtyp
Maus isoliert und mit aktivierenden AntikGrpern {adéiviert. Am vierten Tag
wurden die Zellen gewaschen und in einer Verdinsigige zusammen mit
Tumorzellen der Linie C15A3 (CEA+) oder der LinieQ@8 (CEA-) fur 48 h
ko-inkubiert. AnschlieRend wurde die Viabilitat dBumorzellen gemessen. CD3+

T-Zellen mit CAR aus transgenen Mausen entwicke#tigre zytolytische Aktivitat
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gegenuber CEA+ C15A3 Tumorzellen. Hingegen wurdeekeytolytische Aktivitat
der CD3+ T-Zellen aus der Wildtyp Maus gegentbdleBeder Tumorlinie CEA+
C15A3 und CEA- MC38 registriert. Dies zeigt, dage dytolytische Aktivitat
Antigen spezifisch durch die anti-CEA CAR nach @a-Aktivierung vermittelt
wird (Abb.25).
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Abbildung 25: Préa-aktivierte CAR tragende T-Zellen aus der transgenen Maus lysieren
die CEA+ C15A3 Tumorzellen nach der Ko-Inkubation.CD3+ T-Lymphozyten wurden
aus Milzen der transgenen Tieren (Tg) oder Wildtygren (WT) isoliert und 72 Stunden
mit den anti-CD28, anti-CD3 und IL-2 Antikdrperntiadert. Die T-Zellen wurden in einer
Verdiinnungsreihe (0,25x10 2x10 T-Zellen pro Vertiefung) ausplattiert und entwedst
den CEA+ C15A3 Zellen® ) oder mit den CEA- MCB8len& ) (je 2,5 x 10Zellen) fir
24-48 Stunden ko-inkubiert. CD3+ T-Lymphozyten &uddtyp Mause (WT) dienten als
Kontrolle. Die Bestimmung der Vitalitat erfolgte tiilfe eines XTT Tests. Der Test wurde

als Dreifachbestimmung durchgefiihrt und Mittelwertl Standardabweichung aufgetragen.

4.5.4 Anti-Tumor Aktivitat der CAR transgenen T-Zellen in vivo

In immunokompetenten C57/B16 Versuchstieren fllet ldjektion von murinen
Turmorzelllinien zur Tumorbildung. In diesem VerbBuevollten wir der Frage
nachgehen, ob die subkutane Injektion von CEA+ Tmelten der Linie C15A3
oder CEA- MC38 zur Tumorbildung in anti-CEA CAR demden Tieren fuhrt.
Dadurch wird untersucht, ob CAR transgene T-Zelien vivo durch CEA
Tumorantigen funktional aktiviert werden. Die CEAession auf der Oberflache
von Tumorzellen (Abb.26) wurde durchflusszytometiisgemessen. Die C15A3
(CEA+) Tumorzellen zeigten starke CEA ExpressiorC3@ (CEA-) Tumorzellen
exprimieren kein CEA auf der Oberflache und wur@és Kontrolle benutzt. Den

Tieren wurden 2x10Tumorzellen subkutan in die rechte Flanke injiziend das
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Tumorvolumen zweitaglich gemessen (Abb.27). Keioa ¥unf CAR transgenen
Mausen entwickelte wahrend des Experiments einebAG1(CEA+) Tumor
(Abb.27; A). Alle funf transgenen Tiere entwickeltaber einen MC38-Tumor, was
die CEA-Spezifitat der anti-Tumor-Antwort zeigt (B27; C). Die Mause
entwickelten bis zum ein Jahr nach der Injektiomd&e Tumor. Alle funf Wildtyp
Mause, denen zum Vergleich ebenfalls die beidendraetllinien injiziert wurden,

entwickelten dagegen einen C15A3 (CEA+) und MC3BA€ Tumor (Abb.27; B
und D).
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Abbildung 26: Nachweis der CEA Expression in C15A3Tumorzelllinie. C15A3
Turmozellen waren aus MC38 Tumorzellen durch stabiinsfektion mit CEA gewonnen.
Zellen der Tumorlinieninie MC38 und C15A3 wurdent minem murinen anti-human-CEA
Antikérper oder einem murinen IgGAntikdrper (Isotyp-Kontrolle) und dann mit einem
FITC gekoppelten anti-Maus-IgGAntikérper inkubiert (dicke Linie). Mit Hilfe der
Durchflusszytometrie wurden die Fluoreszenzintémsit ermittelt und als Histogramme

Ubereinander gelegt. Die FluoreszenzintensitaMied8 Zellen diente als Kontrolle.
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Abbildung 27: Tumorwachstum nach der subkutanen Ingktion (1) der CEA+/CEA-

Tumorzellen in die CAR transgene MausJe 2,5x10Tumorzellen der MC38 (CEA-) oder
C15A3 (CEA+) Tumorzelllinien wurden s.c. in die ke Flanke der CAR transgenen (A
und C) und der Wildtyp Maus (B und D) injiziert umths Tumorvolumen zweitaglich
gemessen. Die dinne Linie représentiert jedes lemZEier, die dicke Linie zeigt den

Mittelwert aus funf Teststieren jeder Gruppe.

In einem weiteren Experiment (lI) wurde untersudit, transgene Tiere den CEA
positiven Tumor mit einer geringerer CEA ExpressignB. 15 % CEA-
Expression=CEA+) (Abb.28) ebenfalls abstof3en. Dasmvurden nur C15A3
Tumorzelllinien benutzt, die sich aber in der Exgsienstarke (MFI) des Antigens
unterschieden. Jeder Maus von transgenen (Tg) Wdeityp (WT) Tiere wurde
rechts C15A3 (CEA+++)-stark exprimierende Tumorzellund links C15A3
(CEA+)-schwach exprimierende Tumorzellen s.c. igjiz Die Ergebnisse sind im
Abb.29 dargestellt. Von transgenen Tieren, deneBAG1(CEA+++ und CEA+)

injiziert wurde, entwickelten zwei von vier Tiereden schwach Antigen-
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exprimierenden Tumor C15A3 (CEA+) und einer vonrwveéen stark Antigen-
exprimierenden C15A3 (CEA+++) (Abb.29). Das zeihss der Tumor mit dem
schwach exprimierenden CEA+ nicht in allen Fallem €AR stimuliert und die T-
Zellen aktiviert. Vier aus vier Wildtyp Mause entkelten besonders schnell einen
C15A3 (CEA+) Tumor, drei von vier Mausen bekamerchaeinen C15A3

(CEA+++) Tumor, der aber langsamer wuchs im Veojlezum C15A3 (CEA+)
Tumor.
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Abbildung 28: Unterschiedliche Starke der CEA Expression in C15A3 Tumorzelllinie.

Zellen der Tumorlinieninie MC38 und C15A3 wurdent minem murinen anti-human-CEA
Antikérper oder einem murinen IgGAntikdrper (Isotyp-Kontrolle) und dann mit einem
FITC gekoppelten anti-Maus-IgGAntikérper inkubiert (dicke Linie). Mit Hilfe der
Durchflusszytometrie wurden die Fluoreszenzintémsit ermittelt und als Histogramme

Ubereinander gelegt. Die FluoreszenzintensitaMied8 Zellen diente als Kontrolle.
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Abbildung 29: Tumorwachstum nach der subkutanen Ingktion (Il) der CEA+
Tumorzellen mit Unterschiedlicher Antigen Expressimen in die CAR transgene Maus.
Je 2,5x10 Tumorzellen der C15A3 (CEA+) rechts oder C15A3 AGE+)-links
Tumorzelllinien wurden s.c. in jede der transgeliEusen (Tg) oder Wildtyp Mausen (WT)
injiziert und das Tumorvolumen zweitaglich gemesdgie dinne Linie reprasentiert jedes
einzelnes Tier, die dicke Linie zeigt den Mitteltvaus vier Testtieren.

Im nachsten Experiment (lll) wollten wir sehen, die@ transgene CAR tragende
Tiere, die schon einmal den Kontakt mit den staxprienierenden CEA(+++)
Tumorzellen hatten, die Gedéachtnis-Zellen gebiltien und verstarkt gegen den
Tumorzellen mit der niedrigere CEA(+) Expressioagieren. Dafur haben wir jeder
transgenen Maus, die zum ersten Mal Tumorinjektiekommen hat (Tg) und erneut
Tumorinjektion bekommen hat (Tgshallenge) rechts C15A3 (CEA+++)-stark
exprimierende Tumorzellen und links C15A3 (CEA+inwsach exprimierende
Tumorzellen s.c. injiziert. Die Ergebnisse sind Ainb.30 dargestellt. Keine von Tg
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challenge M&usen hat ein Tumor entwickelt. Im Unterschiedudhaben Tg Tiere,
die zum ersten Mal mit der CEA C15A3 Tumorzelllinmgiziert wurden, zu 50%
(2von4) Tumor mit niedrigerer CEA+ Expression bekoam und 25% (1von4).
Offensichtlich haben die transgene Tiere mit CAREssion ein immunologisches
Gedachtnis gegen CEA gebildet und konnten bei derugen Injektion der Tumor
mit niedrigeren CEA Expression erfolgreich abstol3en
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Abbildung 30: Tumorwachstum nach der subkutanen Ingktion (Ill) der CEA+
Tumorzellen mit Unterschiedlicher Antigen Expressimen in die CAR transgene Maus.
Je 2,5x10 Tumorzellen der C15A3 (CEA+) rechts oder C15A3 AGE+)-links
Tumorzelllinien wurden s.c. in jede der transgeMgiusen (Tg) zum ersten Mal oder der
transgenen Mausen (Tchallenge) erneut injiziert und das Tumorvolumen zweitéaglich

gemessen. Die dinne Linie reprasentiert jedes legzeTier, die dicke Linie zeigt den
Mittelwert aus vier Testtieren.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde eine transgene, aldi CEA-CAR SCA431-mFc-
CD28-CDJ konditional exprimierende Maus generiert. Der Ci&Rgerichtet gegen
das carcinoembryonale Antigen (CEA) und tragt digrine CD3 Signalkette mit
der kostimulatorischen murinen Domé&ne CD28. Der C&R ausschlief3lich in

T-Zellen exprimiert und Antigen-spezifisahvitro undin vivo.

Wahrend im letzten Jahrzehnt zahlreiche CAR mit &iem Doméanen generiert und
in humanen T-Zellen exprimiert wurden, ist Uber &®pression und Funktion
muriner CAR wenig bekannt. Die Gentransfermethoste entscheidend fur die
Effizienz der T-Zell Transduktion, die Anordnungrdeomanen in dem CAR ist
wichtig fur die Stabilitdt der Expression des CAR der Oberflache der T-Zelle
(Review: Bridgeman, 2010). Fur die Verwendung ei@é&s ,zweiter Generation”

spricht die vollstandige Aktivierung naiver T-Zellelurch die CAR CD28-CO3

Signalkette im Mausmodell (Friedmann-Morvinski ¢t 2005). Deswegen haben
wir den murinen CAR eingesetzt, der die scFv DomameAntigen-Bindung, die

IgG; CH2-CH3 Domane als ,spacer” und die intrazellul&embinierte CD28-

CD3; Domaéne als Signalkette tragt. Die CD28 Kette attwendig fur eine adaquate
Kostimulation und beeinflusst die Eigenschaft, @#izienz und die Dauer der
Tumor-spezifischen T-Zell Aktivierung. Im Vergleictur Signalleitung durch die
CD3, Signalkette fuhrt die Kombination aus der @DSignalkette und der
kostimulatorischen CD28 Signaldoméane zur gestegelEN+y Sekretion und zur

Induktion von IL-2 (Hombach et al., 2001). IL-2 weyum unterstitzt die
Proliferation und die Differenzierung der T-ZelleDariiber hinaus regt IL-2 die
Produktion anderer Zytokine, wie z.B. IBN-an und erhoht die zytotoxische
Aktivitat von CD8+ Zellen. Diese Faktoren zusamniewirken, dass die Effizienz

einer Immunreaktion steigt.

Zur Generierung der anti-CEA SCA431-CD28-CDBAR transgenen Maus wurde
zunachst der Targeting Vektor #1015 ROSA-CAG-ST@A&31-Fc-CD28-CD3

kloniert, mit dessen Hilfe der gewlnschte CAR duincdmologe Rekombination in
den ROSA26-Locus des Genoms von embryonalen Stallemzaéngebracht wurde.

Durch Injektion ausgewahlter, homolog rekombiniert&tammzellklone in
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Blastozysten und anschlieRende Reimplantationeag@esschwangere Ammenmause
wurden chimare Mause erzeugt, die den Targetingtorek1015 tragen. Eine
Keimbahntransmission der transgenen Zellen erladi@eEtablierung eines neuen
transgenen Mausstammes ROSARGg-stop-carder Ubereinen ,stillen” knock in
verfugte. Die STOP-Kassette im Targeting Vektor \a@r cDNS des CARs
verhinderte die ubiquitéare Expression des CARs. l®©P-Kassette ist mit zwei
loxP-Stellen flankiert und wurde nach der Kreuzung tteesgenen Mausstammes
ROSAZ26+/cag-stop-camit einem Mausstamm, der di&re-Rekombinase unter dem
CD4-Promoter in den T-Zellen exprimierte, durch Gre-Rekombinase in den T-
Zellen entfernt. Der Vorteil dieses Systems isgsdaine konditionale Expression des
CARs in T-Zellen erreicht wird. Dadurch wurde depgdelt transgene Mausstamm
ROSAZ26-/cag-cafCre erzeugt. Der transgene CAR ist in diesem Maoss
konditional in den T-Zellen unter Kontrolle des ,&Marly enhancer/chickef-
actin“ (CAG) Promoters exprimiert. Der CAG-Promoteurde gewahlt, da er ein
starker Promoter ist und eine konstitutiv langigistGenexpression in einem breiten
Zellspektrum vermitteln kann. Die transgenen T-&w®llerhielten durch den
Targeting Vektor zusatzlich ein EGFP Reporterprotei

Beide Geschlechter der R@26ag-cafCre transgenen Tiere haben die stabile 100%
Expression der SCA431-mFc-CD28-CD&AR in T-Zellen. Die Expression des
CARs in T-Zellen ist unabhéngig vom Alter der TierEs wurden keine
phanotypischen Veranderungen und kein Unterschidgbensdauer, Organbildung
oder Gewebebildung im Vergleich zu Wildtyp Mausesoliachtet. Insbesondere
haben wir auf die Entwicklung und Gewebeschnitten vilz, Thymus,
lymphatischen Knoten und Gastrointestinaltrakt gestc da sich dort die T-Zellen

verstarkt ansammeln.

Die Expression des CARs in der R2€ag-cafCre transgenen Maus erfolgt exklusiv
in CD3+ T-Zellen. Insbesondere exprimieren B-Zellen NK-Zellen keinen CAR.
Diese exklusive Expression auf T-Zellen des Transdesiert auf der Nutzung des
Cre/lloxP-Systems und erlaubt, spezifisch die Wirkung vodellen zu untersuchen.
In diesem Zusammenhang ist es wichtig darauf hieren, dass normalerweise
ex vivo die Modifizierung von den T-Zellen mit einem CARurdh retrovirale
Transduktion erreicht wird. Die retrovirale Gewimguvon CAR exprimierenden
Zellen in ausreichender Menge ist jedoch zeitautiigiund teuer. Um die Zellen

empfanglich fur das Zufihren von Retroviren zu neschmuss man diese vorerst
71



Diskussion

aktivieren. Dieses schliel3t die Moglichkeit aust mhenden Zellen zu arbeiten, die
primar durch ein Tumor Antigen aktiviert werden kén. Die im Rahmen dieser
Arbeit erzeugte transgene Maus mit 100% CAR exmieriden T-Zellen bietet
dagegen den Vorteil, ruhende T-Zellen mit CAR fimKtionelle Untersuchungen zu
nutzen. Eine weitere Moglichkeit besteht darim, vivo die Entstehung des
Gedéachtnisses der T-Zellen zu untersuchen undwheuhiiberwachung des Tumors

Zu analysieren.

Als erstes haben wir uns mit der Frage beschéafidp, T-Zellen mit CEA
spezifischem CAR aus der transgenen Maus durchakomit CEA+ Tumorzellen
in vitro spezifisch aktiviert werden. Uberraschenderweiselgte keine Lyse von
Tumorzellen nach der Ko-Inkubation mit CAR transgreT-Zellen. Dies steht im
Gegensatz zu den Ergebnissen mit T-Zellen, diehdtetroviralen Gentransfer mit
demselben CAR erzeugt wurden. Der Unterschied heiscCAR transgenen und
retroviral gewonnenen T-Zellen ist in der Pra-Aldiung von transduzierten CAR
T-Zellen zu finden. Die Unfahigkeit des CARs, nurch ein Antigen die T-Zellen
zu aktivieren, hat auch die Gruppe von Brocker bhebtet (Brocker et al. 2005).
Grundlage von deren Beobachtungen ist eine traesiflamus mit FvCD3 CAR und
ohne CD28 stimulatorische Doméne in der intrazéten Signalkette. FvCd3st
gegen das humane C®8erichtet. Ohne CD28 Pra-Aktivierung der CAR TiZel
haben die FvCD3 CAR tragenden Zellen keine Lyse von Antigen puosiii
Tumorzellen (EL4-hCD8 in vitro gezeigt. Erst nach Pra-Aktivierung von CAR
tragenden T-Zellen mit IL-2 und anti-CD28 haben diZellen spezifisch den
Tumor lysiert. Da unser CAR durch CD28 und CB8muliert wird, haben wir mit
unserem anti-CEA CAR die Lyse von Antigen positivéamorzellen C15A3
(CEA+) ohne Pra-Aktivierung von T-Zellen erwartigt.unserem chiméren Rezeptor
ist die CD28 kostimulatorische Domane zusammen @, in der Signalkette
enthalten und somit unabhangig von extrazellulBstimulation. Trotzdem hat die
Ko-Inkubation von Antigen positiven Tumorzellen uBAR tragenden ruhenden T-
Zellen aus der transgenen Maus nicht zur Lyse votigén positiven Tumorzellen
gefuhrt und zu keiner Zytokinen (IFN-Sekretion. Die Aktivierung in Gegenwart
von IL-2 fuhrte auch zu keiner Lyse von Tumorzell&ss wurde dabei keine IFN-
Produktion registriert. Offensichtlich reicht engge unserer Erwartung die
simultane CD8 und CD28 Stimulation durch den CAR nicht aus, eiokstandige

T-Zell Aktivierungin vitro zu erzielen. Im Gegensatz dazu fiihrte die dregggira-
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Aktivierung mit anti-CD28, anti-CD3 Antikdrper untd-2 zur spezifischen Lyse von
Antigen positiven Tumorzellinie C15A3 (CEA+) dur€AR tragende T-Zellen und
zur Sekretion von IFN- Dieses zeigt, dass die CAR T-Zellen nicht in der
Aktivierung blockiert und prinzipiell zu einer spggchen T-Zell Antwort in der
Lage sind.

Im Gegensatz hierzu wurde vivo eine effektive Anti-Tumor Antwort beobachtet in
zwei Modellen: 1) Transplantation des Tumors in @&R transgene Maus;

2) Transplantation der CAR transgenen T-ZellenienTdimor tragende Maus.

Im ersten Modell haben wir den transgenen TierenTdimorzelllinie C15A3 mit
hoher CEA-Antigen-Expression subkutan injiziert urane Tumorprotektion
beobachtet. Wahrenth vitro in unserem Mausmodell die zur CD3ignalkette
zusatzliche CD28 kostimulatorische Domane nichtredolste, um T-Zellen nur
durch CEA zu aktivieren, haben wir vivo in den transgenen Tieren den anti-CEA
Effekt gegeniuber CEA+ Tumorzellen durch T-Zellent miém anti-CEA-CD28-
CD3; CAR beobachtet. Das zeigt, dassvivo die CAR transgenen T-Zellen keine
zusatzliche Pra-Aktivierung fur die Tumoreliminiagubrauchen und ausschliel3lich

durch CEA spezifisch aktiviert werden.

Im zweiten Modell haben wir die orthotopisch in dBankreas transplantierten
CEA+ Pankreastumorzellen in der immunokompetentansvC57/BI6 mit den CAR
transgenen T-Zellen behandelt. Wir konnten sehergssd die CEA+
Pankreastumorzellen eliminiert wurden, nicht jedaidér CEA- Pankreastumor
(Chmielewski, nicht publiziert). Das zeigte, dass ttansferierten CAR tragenden
T-Zellenin der Wildtyp Maus spezifisch aktiviert werden.

Im Gegensatz hierzu hat Brocker et al. in 2005ime éEnmunkompetente Maus die
T-Zellen mit CAR aus einer transgenen Maus und éindgen exprimierende
Tumorzelllinie zusammen transferiert und keine Lysa Tumorzellen ohne externe
Aktivierung der T-Zellen beobachtet. Er hat in d#aus C57/BI6 die Antigen
positive Maus-EL4-Lymphoma mit der Expression va@Di3e injiziert und CAR
FvCDX T-Zellen aus der transgenen Maus, die gegen kC&p@zifisch sind,
transferiert. Durch zusatzliche IL-2 Injektion wardie FvCD3 CAR transgenen
T-Zellen jedoch funktionell in der Lage, das Wadnst des Tumors zu

verlangsamen, aber nicht zu verhindern. Dies zeiggs eine ausschlief3lich aus
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CD3 bestehende Signalkette in CAR nicht ausreicht, den CAR vollstandig

in vivo durch Antigen zu aktivieren.

Darlber hinaus stellte sich die Frage, ob die TastoRung abhangig von der
Hohe der Antigenexpression ist. Dazu wurde CARdganen Tieren die murine
CEA+ C15A3 Tumorlinie s.c. in beide Seiten injizjewobei in die linke Seite
C15A3 mit hoher CEA Expression, in die rechte S€iebA3 mit niedriger CEA
Expression injiziert wurde. Die Halfte der transgerTiere entwickelte den Tumor
mit der niedrigeren CEA Expression und ein Viedel Tiere den Tumor mit der
hoheren CEA Expression. Offenbar reicht es beiGhre des Tumors mit niedriger
CEA Expression nicht aus, die T-Zellen durch derRCAI aktivieren.

Wir haben in einem weiteren Versuch die transgéliere, denen schon einmal die
hochexprimierenden CEA-Antigen Tumorzellen injizievurden und die keinen
Tumor entwickelt haben, erneut mit CEA+ Tumorzellellesmal aber mit der
niedrigeren Antigen Expression, injiziert. Hierb@nnten wir beobachten, dass die
transgenen Tiere keinen Tumor entwickelt hattererdlis schlieRen wir, dass bei
einem ,Challenge” mit CEA+ Tumorzellen mit niednigéntigen-Dichte eine
signifikant erhéhte Wahrscheinlichkeit auf ein tufneies Uberleben besteht. Wir
nehmen an, dass die CAR transgenen T-Zellen persistund das immunologische

Gedéachtnis ausbhilden.

Eine weitere Frage ist, ob CAR in der transgenensviavischen der Expression von
Antigen auf den gesunden Zellen und Tumorzellerergoheiden kénnen. Diese
Frage beruhrt die Balance zwischen Autoimmunit&d Gmmortoleranz. Um diese
Fragen zu beantworten, haben wir die R26ég-cafCre transgene Maus mit einer
CEA-tragenden transgenen Maus gekreuzt. In der @aAsgenen Maus wird das
humane CEA Uberwiegend im Gastrointestinaltrakt inndler Lunge exprimiert. Die
eingekreuzte CAR-tg x CEA-tg Maus zeigt offensidg&n keinen phanotypischen
Unterschied zur Wildtyp Maus. In Gewebeschnitternrtke man jedoch die
Infiltration von T-Zellen im Gastrointestinaltrafststellen, in denen CEA auf dem
gesunden Gewebe exprimiert wird. Die VerpaarungR&8+/cag-cafCre transgenen
Maus mit der CEA-exprimierenden transgenen Mausebidie Moglichkeit, die
Entwicklung von Autoimmunitdt vs. Tumorantwoim vivo Uber einen langeren

Zeitraum zu untersuchen.

74



Diskussion

Eine andere Moglichkeit fur die Nutzung der Maustbkt in der Kreuzung der
R26+/cag-cafCre Maus mit anderen Cre-Mausen, um die ExpresstonCAR auf

der Oberflache, zum Beispiel von NK-Zellen oder emet Zellen zu erreichen.
Dadurch konnten die CAR Modifikationen in andereifiel&orzellen als T-Zellen

studiert werden.

Zwei andere Mausmodelle mit chimaren Rezeptorendemrin der Literatur
beschrieben. Die Gruppe von Eshhar, Weizmann uhstérael, hat zwei transgene
Mause generiert. Eine davon tragt einen chimarezeper spezifisch gegeh4,6-
Trinitrophenyl (TNP) mit humanen CD28 und Cbidtrazellularen Signaldoméanen
(TPCR). Die andere tragt einen chimaren Rezepta@ziipch gegen2,4,6-
trinitrophenyl (TNP) ohne CD28 und mit nur Cptrazellularen Signaldoménen
(TPCRACDZ28). Die mit dem TPCR ausgestatten T-Zellen warater Lagejn vitro
allein durch Antigen, angezeigt durch IL-2 Seknefiaktiviert zu werden. Bei den
mit TPCRACD28 ausgestatteten T-Zellen stieg die IL-2 Se#retnach der
zusatzlichen B7(CD28) Kostimulation. Allerdings wder CAR durch das I6sliche
Antigen blockiert. Obwohl bekannt ist, dass [6sishCEA im Blut von Tumor-
patienten nachweisbar ist, haben wirvivo im Mausmodel keine Blockade des
CARs beobachtet.

In Fortsetzung dieses Projektes sind zwei weiter@udvhodelle mit chiméren
Antigen Rezeptoren fur die Generierung und den Malg zur anti-CEA-CD28-
CD3, CAR tragenden transgenen Maus geplant. Dies wemsnCEA mit
ausschlief3lich CD3Signaldoméane und ,dritter Generation* anti-CEA-GBRD3I-
OX40 CAR mit zwei kostimulatorischen Domanen in @Hgn CAR tragende
Mause.Nach jungeren Erkenntnissen sind durch CD28-C0340 stimulierte T-
Zellen hochpotente Effektorzellen zur Tumorelentunig in vivo. Diese T-Zellen
differenzieren in spatere Stufen, in denen sie andere Stimulation als durch CD28
benétigen. Deswegen zeigt sich die OX40 Kostimotazusammen mit CD28 als
Vorteil. Da eine T-Zelle mit dem CD28-CD®X40 CAR zwangslaufig in die spate
Differenzierung lauft, ware eine CD28-CD®X40 CAR transgene Maus in Bezug
auf eine anhaltende T-Zell Antwort interessant. rbiBe ist zu erwarten, dass
T-Zellen mit dem CD28-CD30X40 CAR am Tumorort persistieren und Rezeptor-

vermittelte Kostimulation die Apoptose von Effektdr-Zellen durch erhéhte
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Expression von Bcl-2 verhindert. Infolgedessendstein CD28-OX40 kostimulierte
T-Zellen etablierte Tumorein vivo effektiver (Ederer, nicht publiziert).
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Zusammenfassung

Die adoptive T-Zell-Therapie mit Hilfe von durclmen Chimaren Antigen Rezeptor
(CAR) modifizierten T-Zellen vereint die Spezifitibn Antikbrpern mit den anti-
tumoralen Eigenschaften von T-Zellen. Durch dieSé&sfahren werden CAR
modifizierte Effektorzellen spezifisch aktiviert dinentfalten ihre zytolytische
Wirkung lokalisiert am Tumor. Im Gegensatz zu Zelliur-Modellen kann im
Mausmodell der Prozess der Tumoreliminierung im t€ghdes etablierten Tumors
und des Immunsystems sowie derer Wechselwirkungalysiert werden.
Zielsetzung dieser Arbeit war es, eine transgeneusitde mit konditionaler
Expression eines CAR mit Spezifitat fir das Carembryonale Antigen (CEA) auf
T-Zellen zu generieren. Die transgene Maus wurdehddie Transfektion des CAR
Expressionskontrukts in embryonalen StammzellenHitie desCre/loxP Systems
zur konditionalen Expression in T-Zellen generiétterdurch exprimieren sowohl
CD4+ als auch CD8+ T-Lymphozyten den CAR. Transgémee zeigen dartber
hinaus keine phanotypischen oder gewebespezifisthaerschiede zu Wildtyp
Mausen und keine Einschrankung der Lebenszeit.

Die Mause sind immunkompetent in Gegenwart der CREellen. Nach Pra-
Aktivierung der isolierten, CAR tragenden T-Lymplten sind diese in der Lage,
nach Antigen-spezifischer Aktivierung durch CEA expierende Tumorzellen,
IFN-y zu sezernieren und Tumorzellen zu lysieren. RubemeZellen kdnnen
dagegen nichtin vitro CEA+ Tumorzellen lysieren. Transplantierte CEA+
Tumorzelllinien werden jedoch von anti-CEA-CAR tsgenen Tieren abgestolRen.
Wildtyp Mause mit adoptivem Transfer der CAR tragrsgn T-Zellen entwickeln
ebenfalls keinen Tumor. Die CAR transgenen Tielie, @neut mit dem CEA+
Tumorzellen konfrontiert wurden, entwickeln keinnor, auch wenn die Antigen
Expression viel niedriger ist.

Dieses Mausmodell bietet die Madoglichkeit, Fragenr dentigen-spezifischen
Aktivierung, Toleranz und Auto-Immunitat von T-Zel mit Spezifitat fur ein Auto-

und Tumorantigen zu studieren.
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Anhang

DNS-Sequenz der CAG-Neo-STOP-SCA431-Fc-CD28-CEGFP Intergrations-
Kassette in ROSA 26 Locus. Die cDNS fur den CAR 881 Fc-CD28-CD3 im
ROSA-CAG-STOP-SCA431-Fc-CD28-CD3/ektor (#1015) umfasst 2039 bp und
befindet sich zwischen zwei RestriktionsschnitistelAscl, die der Klonierung
dienten. Diese Schnittstellen sind mit Fettdruckegmzeichnet. Die abgeleitete
Aminosauresequenz wird im Ein-Buchstaben-Code uter Nukleotidsequenz

aufgefuhrt und ist annotiert. Das Stopp-Codon istaimem Stern (*) markiert.

CAGs Promoter

SLFF PQLAVEDKLFA VF PVYV
1141 TCCCTTTTTT TTCCACAGCT CGCGGTITGAG GACAAACTCT TCGCGGICTT TCCAGIGGTT
AGGGAAAAAA AAGGTGICGA GCGCCAACTC CTGITTGAGA AGCGCCAGAA AGGTCACCAA
CAGs Promoter

N*SY NR*  GNI *NHF Q M1l HS*
1201 AATTAAAGIT ATAATCGCTG AGGTAATATT TAAAATCATT TTCAAATGAT TCACAGITAA
TTAATTTCAA TATTAGCGAC TCCATTATAA ATTTTAGTAA AAGITTACTA AGIGICAATT
CAGs Promoter
FATI *FY FHI N*TP C RLLLR
1261 TTTGCGACAA TATAATTTTA TTTTCACATA AACTAGACGC CTTGICGICT TCTTCTTCGT
AAACCCTGIT ATATTAAAAT AAAAGTGTAT TTGATCTGCG GAACAGCAGA AGAAGAAGCA
CAGs Promoter

IPSLFHFSLHKN®*H S YY RIH
1321 ATTCCTTCTC TTTTTCATTT TTCTCTTCAT AAAAATTAAC ATAGITATTA TCGTATCCAT
TAAGGAAGAG AAAAAGTAAA AAGAGAAGTA TTTTTAATTG TATCAATAAT AGCATAGGTA
CAGs Promoter
ICIY RIE *IF CCHK'Y I C LF*
1381 ATATGTATCT ATCGTATAGA GTAAATTTTT TGITGICATA AATATATATG TCTTTTTTAA
TATACATAGA TAGCATATCT CATTTAAAAA ACAACAGTAT TTATATATAC AGAAAAAATT
CAGs Promoter

WGV* YRC A*F FCNL Q QC YFL
1441 TGGGGIGTAT AGTACCGCTG CGCATAGITT TTCTGTAATT TACAACAGIG CTATTTTCTG
ACCCCACATA TCATGGCGAC GCGTATCAAA AAGACATTAA ATGITGICAC GATAAAAGAC
CAGs Promoter

VVLR SVLL*LLNLYN Q* IWD
1501 GTAGITCTTC GGAGIGIGIT GCTTTAATTA TTAAATTTAT ATAATCAATG AATTTGGGAT
CATCAAGAAG CCTCACACAA CGAAATTAAT AATTTAAATA TATTAGITAC TTAAACCCTA
CAGs Promoter
RRFCTICCRHS STOQLL LV QLH
1561 CGICGGITTT GTACAATATG TTGCCGGCAT AGTACGCAGC TTCTTCTAGI TCAATTACAC
GCAGCCAAAA CATGITATAC AACGGECCGTA TCATGCGICG AAGAAGATCA AGITAATGIG
CAGs Promoter

HFLAAPD*HNFPKCUC TN R*T
1621 CATTTTTTAG CAGCACCGGA TTAACATAAC TTTCCAAAAT GTTGTACGAA CCGITAAACA
GTAAAAAATC GTCGTGCCCT AATTGTATTG AAAGGITTTA CAACATGCTT GGCAATTTGT
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1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

CAGs Promoter
KTVHLPFLYY  CLRAYV VCC*K
AAAACAGTITC ACCTCCCTTT TCTATACTAT TGICTGCGAG CAGITGITTG TTGITAAAAA
TTTTGTCAAG TGGAGGGAAA AGATATGATA ACAGACGCTC GTCAACAAAC AACAATTTTT
CAGs Promoter

*QPL **D AQT NITN W KCLSI

TAACAGCCAT TGTAATGAGA CGCACAAACT AATATCACAA ACTGGAAATG TCTATCAATA

ATTGTCGGTA ACATTACTCT GCGIGITTGA TTATAGIGIT TGACCTTTAC AGATAGITAT
CAGs Promoter

YSCS SY***S | TGS L VH SPY
TATAGTTGCT CTAGITATTA ATAGTAATCA ATTACGGGGT CATTAGITCA TAGCCCATAT
ATATCAACGA GATCAATAAT TATCATTAGI TAATGCCCCA GTAATCAAGT ATCGGGTATA
CAGs Promoter
MEFR VT* LTV NGPP G *P PND
ATGGAGITCC GCGITACATA ACTTACGGTA AATGGECCCGC CTGGECTGACC GCCCAACGAC
TACCTCAAGG CGCAATGTAT TGAATGCCAT TTACCGGGECG GACCGACTGG CGGGITGCTG
CAGs Promoter

PRPLTSI MTY VPIV T Pl GTF

CCCCGCCCAT TGACGTCAAT AATGACGTAT GITCCCATAG TAACGCCAAT AGGGACTTTC

GGGGECGGGTA ACTGCAGITA TTACTGCATA CAAGGGTATC ATTGCGGITA TCCCTGAAAG
CAGs Promoter

H*RQ WVD YLR *TAHL AV HQV

CATTGACGTC AATGGGTGGA CTATTTACGG TAAACTGCCC ACTTGGCAGI ACATCAAGTG

GTAACTGCAG TTACCCACCT GATAAATGCC ATTTGACGGEG TGAACCGICA TGTAGITCAC
CAGs Promoter

YHMP STP PID VNDG K WP AWH

TATCATATGC CAAGTACGCC CCCTATTGAC GICAATGACG GTAAATGGECC CGCCTGGCAT

ATAGTATACG GITCATGCGG GGGATAACTG CAGITACTGC CATTTACCGG GCGGACCGTA
CAGs Promoter

YAQY MTLWDFPTWQ Y Y VLV

TATGCCCAGT ACATGACCTT ATGGGACTTT CCTACTTGGC AGTACATCTA CGTATTAGIC

ATACGGGTCA TGTACTGGAA TACCCTGAAA GGATGAACCG TCATGTAGAT GCATAATCAG
CAGs Promoter

IAIT MHG RGE PHVL L HS PHL

ATCGCTATTA CCATGCATGG TCGAGGTGAG CCCCACGITC TGCTTCACTC TCCCCATCTC

TAGCGATAAT GGTACGTACC AGCTCCACTC GGGGTGCAAG ACGAAGTGAG AGGGGTAGAG
CAGs Promoter

PPLPTPNVFVFIYFLI IL CSD

CCCCCCCTCC CCACCCCCAA TTTTGTATTT ATTTATTTTT TAATTATTTT GIGCAGCGAT

GGGGGEEGAGG GGTGEGEGEGETT AAAACATAAA TAAATAAAAA ATTAATAAAA CACGTCGCTA
CAGs Promoter

GGGG GGG ARARRGG A GR GAG

GGEEECEEEG GEEEEEEEGG GECECECELC AGGCEEEECG GEECEEEECG AGEEECEEEG

CCCCCGCCCC CCCCCCCCCC CCGCECECEG TCCECCCCGC CCCECCCCEC Teeecaecece
CAGs Promoter

RGEAERCGGS QSERR AP KVS

CGGGECGAGG CCGAGAGGTG CGGCGGCAGC CAATCAGAGC GGCGECGCTCC GAAAGITTCC

GCCCCGCTCC GCCTCTCCAC GCCGCCGICG GITAGICTCG CCGCGCGAGG CTTTCAAAGG
CAGs Promoter

FYGE AAA AAAL*KA K RA AGG
TTTTATGECG AGGCGECGEC GECGECEECC CTATAAAAAG CGAAGCGCGEC GECEEECEEG
AAAATACCGC TCCGCCGCCG CCGCCAECCGG GATATTTTTC GCTTCGCGCG CCGCCCGCCC
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2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

CAGs Promoter

SRCDAAFAPCPAPPP

AGTCGCTGCG ACGCTGCCTT CGCCCCGIGC CCCECTCCEC

TCAGCGACGC TGCGACGGAA GCGGGGCACG GGEGCGAGECG
CAGs Promoter

PGSD *PRYSHIR*AG G

CCCGGECTCTG ACTGACCGCG TTACTCCCAC AGGTIGAGCGG

GGGCCGAGAC TGACTGGECGC AATGAGGGTG TCCACTCGCC
CAGs Promoter

TA LLL
GCGGGACGEC CCTTCTCCTT
CGCCCTGCCG GGAAGAGGAA

RAVI SAWIFND GLFL F

CGGCGCTGTAA TTAGCGCTTG GITTAATGAC GCGCTTGITTC

GCCCGACATT AATCGCGAAC CAAATTACTG CCGAACAAAG
CAGs Promoter

ALRG SGR ALC AGGA A

GCCTTGAGGG GCTCCGGGAG GGCCCTTTGT GCGEEEGEGEAG

CGGAACTCCC CGAGGCCCTC CCGGGAAACA CGceeccecTe
CAGs Promoter

CG CVK
TTTTCTGIGG CTGCGTGAAA
AAAAGACACC GACGCACTTT

RG GRG RAGF G

GCCTTCGGEGEG GGGACGEEEC AGGECEEEGET

CGGAAGCCCC CCCTGCCCCG TCCCGCCCCA
CAGs Promoter

SLASV GRSS P

GAGCCTCGCT AGCATCTGTA GGGCGCAGTA

CTCGGAGCGA TCGTAGACAT CCCGCGTCAT
CAGs Promoter

FWRVT
TCGECTTCTG GCGIGTGACC
AGCCGAAGAC CGCACACTGG

GF P**
GTCCAGGGTT TCCTTGATGA
CAGGTCCCAA AGGAACTACT

CHTY PVPFFSTARG *

TGTCATACTT ATCCTGICCC TTTTTTTTCC ACAGCTCGCG

ACAGTATGAA TAGGACAGGG AAAAAAAAGG TGTCGAGCGC
CAGs Promoter

5'loxP

GLSS G*LNNF V*HTL

GGTCTTTCCA GIGGITAATT AAATAACTTC

CCAGAAAGGT CACCAATTAA TTTATTGAAG
NeoR

GIATAGCATA
CATATCGTAT

PNKR PNTRAFYSVFL

CCGAACAAAC GACCCAACAC CCGTGCGITT TATTCTGICT

GCCTTGITTG CTGGGITGIG GGCACGCAAA ATAAGACAGA
NeoR

GQ TLR
GTTGAGGACA AACTCTTCGC
CAACTCCTGT TTGAGAAGCG

NeoR

YE VMD
CATTATACGA AGTTATGGAT
GTAATATGCT TCAATACCTA

LPIPS
TTTTATTGCC GATCCCCTCA
AAAATAACGG CTAGGGGAGT

EELVKKAIEGDALRI

GAAGAACTCG TCAAGAAGCEC GATAGAAGEC

CTTCTTGAGC AGTITCTTCCG CTATCTTCCG
NeoR

GATGCCCTCGC
CTACGCGACG

VKHE EAV SPF AAKL F

GS GDT
GAATCGGGAG CGGCGATACC
CTTAGCCCTC GCCGCTATGG

SNITG

GTAAAGCACG AGGAAGCGGT CAGCCCATTC
CATTTCGIGC TCCTTCGCCA GTCGGGTAAG
NeoR

GCCGCCAAGC TCTTCAGCAA TATCACGGGT
CCCCGGTTCG AGAAGTCGIT ATAGIGCCCA

SQRY VLI AVR HTQP A
AGCCAACGCT ATGTCCTGAT AGCGGICCGC
TCGGITGCGA TACAGGACTA TCGCCAGGCG

NeoR

TV DES
CACACCCAGC CGGCCACAGT CGATGAATCC
GIGTGGGTCG GCCGGTGTCA GCTACTTAGG

RKAAIFHHDIRQAGI
AGAAAAGCGG CCATTTTCCA CCATGATATT
TCTTTTCGCC GGTAAAAGGT GGTACTATAA

AM GHD
CGGCAAGCAG GCATCGCCAT GGGTCACGAC
GCCGITCGTC CGTAGCGGTA CCCAGIGCTG
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3241

3301

3361

3421

3481

3541

3601

3661

3721

3781

3841

3901

3961

EILAVGHA ARLEPGEQ FG WRE
GAGATCCTCG CCGTCGGGCA TGCGCGCCTT GAGCCTGECG AACAGTITCGG CTGGECGCGAG
CTCTAGGAGC GGCAGCCCGT ACGCGCGGAA CTCGGACCGC TTGICAAGCC GACCGCGCTC

PLML FVQIILIDKT G FH PST
CCCCTGATGC TCTTCGTCCA GATCATCCTG ATCGACAAGA CCGGCTTCCA TCCGAGTACG
GGGGACTACG AGAAGCAGGT CTAGTAGGAC TAGCTGITCT GGCCGAAGGT AGGCTCATGC
NeoR
CSLDAMFRLV VEWAG SR IKR
TGCTCGCTCG ATGCGATGIT TCGCTTGGTG GITCGAATGGEG CAGGTAGCCG GATCAAGCGT
ACGAGCGAGC TACGCTACAA AGCGAACCAC CAGCTTACCC GICCATCGEC CTAGITCGCA
NeoR

MQPP HCI SHD GYFL G RS KVR
ATGCAGCCGC CGCATTGCAT CAGCCATGAT GGATACTTTC TCGGCAGGAG CAAGGTGAGA
TACGTCGGECG GCGTAACGTA GTCGGTACTA CCTATGAAAG AGCCGICCTC GITCCACTCT
NeoR
*QEI LPR HFA Q*QP V PS RFS
TGACAGGAGA TCCTGCCCCG GCACTTCGCC CAATAGCAGC CAGTICCCTTC CCGCTTCAGT
ACTGICCTCT AGGACGEGEEC CGTGAAGCGG GITATCGICG GICAGGGAAG GGCGAAGTCA
NeoR

DNVEHSC ARNARRG Q PR *PR

GACAACGTCG AGCACAGCTG CGCAAGGAAC GCCCGTICGIG GCCAGCCACG ATAGCCECGEC

CTGITGCAGC TCGIGTCGAC GCGITCCTTG CGGGCAGCAC CGGICGGTGC TATCGGECGCG
NeoR

CLVLQFI QGT GQVG L DK KNR

TGCCTCGICC TGCAGTTCAT TCAGGGCACC GGACAGGTCG GTCTTGACAA AAAGAACCGG

ACGGAGCAGG ACGTCAAGTA AGTCCCGIGG CCTGTCCAGC CAGAACTGIT TTTCTTGGECC
NeoR

APLR *QP EHG GIRA A DCLLC

GCGCCCCTGC GCTGACAGCC GGAACACGGEC GBCATCAGAG CAGCCGATTG TCTGITGIGC

CGCGGGGACG CGACTGTCGG CCTTGIGCCG CCGTAGICTC GICGGCTAAC AGACAACACG
NeoR

PVIAE*PLHP SGRRT CV QS

CCAGICATAG CCGAATAGCC TCTCCACCCA AGCGGECCGGA GAACCTGCGT GCAATCCATC

GGTCAGTATC GGCTTATCGG AGAGGTGGGT TCGCCGGECCT CTTGGACGCA CGITAGGTAG
NeoR

LFNGRSHIGCRVARTZC SR PHA

TTGITCAATG GCCGATCCCA TATTGGCTGC AGGGTICGCTC GGIGITTCGAG GCCACACGCG

AACAAGITAC CGGCTAGGGT ATAACCGACG TCCCAGCGAG CCACAACGCTC caarareeaee
NeoR

SP*Y AKWTWDRAAPT AS ACS

TCACCTTAAT ATGCGAAGTG GACCTGGEGAC CGCGECCECCC CGACTGCATC TGCGTIGITCG

AGTGGAATTA TACGCTTCAC CTGGACCCTG GCGCGECEEG GCTGACGTAG ACGCACAAGC
NeoR

NSPMTRR WAGF FARHW VE TFQ

AATTCGCCAA TGACAAGACG CTGGEECGEEEG TTTGCTCGAC ATTGGGTGGA AACATTCCAG

TTAAGCGGIT ACTGITCTGC GACCCGCCCC AAACGAGCTG TAACCCACCT TTGTAAGGTC
NeoR

AWVEIRLFASSCKTTL LD IGW

GCCTGGEGTGG AGAGCECTTTT TGCTTCCTCT TGCAAAACCA CACTGCTCGA CATTGGGTGG

CGGACCCACC TCTCCGAAAA ACGAAGGAGA ACGITTTGGT GTGACGAGCT GTAACCCACC
NeoR

KHSRPGWRGFLLPLA KP HCS
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Anhang

4021 AAACATTCCA GGCCTGEGTG GAGAGECTTT TTGCTTCCTC TTGCAAAACC ACACTCGCTCG
TTTGTAAGGT CCGGACCCAC CTCTCCGAAA AACGAAGGAG AACGTTTTGG TGTGACGAGC
NeoR
TSD* SRLGDTIKYGD L GL FVS
4081 ACTAGTGATT AAAGICGACT CGGGGACACC AAATATGECG ATCTCGECCT TTTCGITTCT
TGATCACTAA TTTCAGCTGA GCCCCTGIGG TTTATACCGC TAGAGCCGGA AAAGCAAAGA
NeoR

WSWDMFAIDP STTR T AV RSA
4141 TGGAGCTGGG ACATGTITTGC CATCGATCCA TCTACCACCA GAACGGCCGI TAGATCTCGCT
ACCTCGACCC TGTACAAACG GTAGCTAGGT AGATGGTGGT CTTGCCGGCA ATCTAGACGA
NeoR

ATVV STEETTVAVTT TT VVA
4201 GCCACCGITG TTTCCACCGA AGAAACCACC GITGCCGTAA CCACCACGAC GGrTGrTeCcTt
CGGTGGCAAC AAAGGTGGECT TCTTTGGIGG CAACGGCATT GGIGGTGCTG CCAACAACGA
NeoR
KEAATATATV VAAV YV VI VVA
4261 AAAGAAGCTG CCACCGCCAC GGCCACCGIT GTAGCCGCCG TTGITGITAT TGTAGITGCT
TTTCTTCGAC GGIGECGGTG CCGGTGGECAA CATCGGECGEC AACAACAATA ACATCAACGA
NeoR

HVIS GTS WFS S*VRR NI TIL
4321 CATGITATTT CTGGCACTTC TTGGITTTCC TCTTAAGIGA GGAGGAACAT AACCATTCTC
GTACAATAAA GACCGTGAAG AACCAAAAGG AGAATTCACT CCTCCTTGTA TTGGTAAGAG
NeoR
VVVVDA*ILHLFAQF SHNMK
4381 GITGITGICG TTGATGCTTA AATTTTGCAC TTGITCGCTC AGITCAGCCA TAATATGAAA
CAACAACAGC AACTACGAAT TTAAAACGTG AACAAGCGAG TCAAGTCGGT ATTATACTTT
NeoR

CFSCCSYGIPLATYH HN *LF
4441 TGCTTTTCTT GITGITCITA CGGAATACCA CTTGCCACCT ATCACCACAA CTAACTTTTT
ACGAAAAGAA CAACAAGAAT GCCTTATGGT GAACGGTGGA TAGTGGIGIT GATTGAAAAA
NeoR

STOP

PVPP SLLYFF SRGI F VK EPY
4501 CCCGITCCTC CATCTCTTTT ATATTTTTTT TCTCGAGGGA TCTTTGTGAA GGAACCTTAC
GGCCAAGGAG GTAGAGAAAA TATAAAAAAA AGAGCTCCCT AGAAACACTT CCTTGGAATG
STOP
FCGV T*LDKLPTEI * SS KVN
4561 TTCTGTGGTG TGACATAATT GGACAAACTA CCTACAGAGA TTTAAAGCTC TAAGGTAAAT
AAGACACCAC ACTGTATTAA CCTGITTGAT GGATGTCTCT AAATTTCGAG ATTCCATTTA
STOP

IKFLSV* CVKLLILII vVCVEF?
4621 ATAAAATTTT TAAGIGTATA ATGIGTITAAA CTACTGATTC TAATTGITTG TGTATTTTAG
TATTTTAAAA ATTCACATAT TACACAATTT GATGACTAAG ATTAACAAAC ACATAAAATC
STOP
IPTY GTD EWE QWWN A FNEEN
4681 ATTCCAACCT ATGGAACTGA TGAATGGGAG CAGIGGTGGA ATGCCTTTAA TGAGGAAAAC
TAAGGTTGGA TACCTTGACT ACTTACCCTC GTCACCACCT TACGGAAATT ACTCCTTTTG
STOP
LFCSEEMPSSDDEAT AD SQH
4741 CTGITTTGCT CAGAAGAAAT GCCATCTAGI GATGATGAGG CTACTGCTGA CTCTCAACAT
GACAAAACGA GICTTCTTTA CGGTAGATCA CTACTACTCC GATGACGACT GAGAGITGTA
STOP

STPP KKK RKV EDPK D FP SEL
4801 TCTACTCCTC CAAAAAAGAA GAGAAAGGTA GAAGACCCCA AGGACTTTCC TTCAGAATTG
AGATGAGGAG GTTTTTTCTT CTCTTTCCAT CTTCTGGGGT TCCTGAAAGG AAGICTTAAC
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4861

4921

4981

5041

5101

5161

5221

5281

5341

5401

5461

LSFLSHAVFS NRTLA
CTAAGTTTTT TGAGTCATGC TGIGITTAGI AATAGAACTC
GATTCAAAAA ACTCAGTACG ACACAAATCA TTATCTTGAG

TTKEKAALLY KKIME

ACCACAAAGG AAAAAGCTGC ACTGCTATAC AAGAAAATTA

TGGTGITTCC TTTTTCGACG TGACGATATG TTCTTTTAAT
STOP

FISRHNSYNHNILFF

TTTATAAGTA GGCATAACAG TTATAATCAT AACATACTGT

AAATATTCAT CCGTATTGIC AATATTAGTA TTGTATGACA
STOP

CF AIY
TTGCTTGCTT TGCTATTTAC
AACGAACGAA ACGATAAATG

KY SVT
TGGAAAAATA TTCTGTAACC
ACCTTTTTAT AAGACATTGG

LT PHR
TTTTTCTTAC TCCACACAGG
AAAAAGAATG AGGTGTGTICC

HRVS AINNYAQKLCT

CATAGAGTGI CTGCTATTAA TAACTATGCT CAAAAATTGT

GTATCTCACA GACGATAATT ATTGATACGA GITTTTAACA
STOP

CKGV NKEYLMYSALT

TGTAAAGCGG TTAATAAGGA ATATTTGATG TATAGTGCCT

ACATTTCCCC AATTATTCCT TATAAACTAC ATATCACGGA
STOP

FS FLI
GTACCTTTAG CTTTTTAATT
CATGGAAATC GAAAAATTAA

RD HNOQ
TGACTAGAGA TCATAATCAG
ACTGATCTCT AGTATTAGTC

PYHI CRGFTC FKKPP

CCATACCACA TTTGTAGAGG TTTTACTTGC TTTAAAAAAC

GGTATGGTGI AAACATCTCC AAAATGAACG AAATTTTTTG
STOP

PET* NECNCCC*LVY

CCTGAAACAT AAAATGAATG CAATTGITGI TGITAACTTG

GGACTTTGTA TTTTACTTAC GITAACAACA ACAATTGAAC
STOP

LOQIKQ*H HKF HK*S |

TTACAAATAA AGCAATAGCA TCACAAATTT CACAAATAAA

AATGITTATT TCGITATCGT AGIGITTAAA GIGITTATTT
STOP

TP PPE
CTCCCACACC TCCOCCTGAA
GAGGGTGTGG AGGGGGACTT

CSL*W
TTTATTGCAG CTTATAATGG
AAATAACGTC GAATATTACC

FFTAF
GCATTTTTTT CACTGCATTC
CGTAAAAAAA GTGACGTAAG

*LWFVQTHQCILSCL

TAGITGIGGT TTGICCAAAC TCATCAATGT ATCTTATCAT

ATCAACACCA AACAGGTTTG AGTAGITACA TAGAATAGTA
3'loxP

VSL* LRI AYI IRSY G
GTAAGCTTAT AACTTCGTAT AGCATACATT ATACGAAGTT
CATTCGAATA TTGAAGCATA TCGTATGTAA TATGCTTCAA

single  chain

FQVQIFS FLLISASYV

TTTCAGGTGC AGATTTTCAG CTTCCTGCTA ATCAGTGCCT

AAAGTCCACG TCTAAAAGTC GAAGGACGAT TAGTCACGGA
SCA431 single chain

VHSQ VQL QES GPDL V

DL TW*
GICTGGATCT GACATGGTAA
CAGACCTAGA CTGTACCATT

RA TMD
ATGGGCGCGCACCATGGAT
TACCCGCGCGTGGTACCTA

SCA431

IM SRG
CAGTCATAAT GICTAGAGGT
GICAGTATTA CAGATCTCCA

KP SQS

5521 GTCCACTCCC AGGTCCAACT GCAGGAGTCA GGACCTGACC TGGTGAAACC TTCTCAGTCA

CAGGTGAGEG TCCAGGTTGA CGTCCTCAGT CCTGGACTGG ACCACTTTGG AAGAGTCAGT
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5581

5641

5701

5761

5821

5881

5941

6001

6061

6121

6181

6241

6301

SCA431 single chain

LSLTCTV TGY SITS G
CTTTCACTCA CCTGCACTGT CACTGGCTAC TCCATCACCA
GAAAGTGAGT GGACGTGACA GTGACCGATG AGGTAGTGGT

SCAA431 single chain

YS WHW
GIGGITATAG CTGGCACTGG
CACCAATATC GACCGTGACC

IRQF PGNIKLE WMGY I

ATCCGGCAGT TTCCAGGAAA CAAACTGGAA TGGATGGECT

TAGGCCGTCA AAGGTCCTTT GITTGACCTT ACCTACCCGA
SCAA431 single chain

QY SG I
ACATACAATA CAGTGGTATC
TGTATGTTAT GTCACCATAG

TNYNPSLKSRISITR

ACTAACTACA ACCCCTCTCT CAAAAGICGA ATCTCTATCA

TGATTGATGT TGGGGAGAGA GITTTCAGCT TAGAGATAGT
SCA431 single chain

QFFLQLNSVTTEDT A

CAGITCTTCC TGCAGITGAA TTCTGTGACT ACTGAGGACA

GITCAAGAAGG ACGTCAACTT AAGACACTGA TGACTCCTGT
SCAA431 single chain

DT SKN
CTCGAGACAC ATCCAAGAAC
GACGCTCTGIG TAGGITCTTG

TY YCA
CAGCCACATA TTACTGIGCA
GICGGTGTAT AATGACACGT

REDYDYHWYFDVWG Q

AGAGAAGACT ATGATTACCA CTGGTACTTC GATGICTGGG

TCTCTTCTGA TACTAATGGT GACCATGAAG CTACAGACCC
SCA431 single chain

VSSG GGG SGG GGSG G

GICTCCTCAG GAGGTGGTGG ATCGGECGEGT GECAEGTCCG

CAGAGGAGTC CTCCACCACC TAGCCCGCCA CCGCCCAGCC
SCAA431 single chain

GT TVT
GCCAAGGGAC CACGGTCACC
CGGITCCCTG GTGCCAGTGG

GG SDI
GIGECGECGEG ATCTGACATC
CACCGCCGCC TAGACTGTAG

QLTQ SPAIMS ASLG E

CAGCTGACCC AGTCTCCAGC AATCATGTCT GCATCTCTAG

GICGACTGGG TCAGAGGTCG TTAGTACAGA CGTAGAGATC
SCAA431 single chain

EI TLT
GGGAGGAGAT CACCCTAACC
CCCTCCTCTA GIGGGATTGG

CSAS SSVSYMHWYQ Q

TGCAGTGCCA GCTCGAGTGT AAGTTACATG CACTGGTACC

ACGTCACGGT CGAGCTCACA TTCAATGTAC GTGACCATGG
SCA431 single chain

PKLLIYSTSNLASGYV

CCCAAACTCT TGATTTATAG CACATCCAAC CTGECTTCTG

GGGTTTGAGA ACTAAATATC GIGTAGGTTG GACCGAAGAC
SCAA431 single chain

KS GTS
AGCAGAAGTC AGGCACTTCT
TCGTCTTCAG TCCGTGAAGA

PS RFS
GAGTCCCTTC TCGCTTCAGT
CTCAGGGAAG AGCGAAGICA

GSGS GTFYSLTISS YV

GGCAGTGGGT CTGGGACCTT TTATTCTCTC ACAATCAGCA

CCGTCACCCA GACCCTGGAA AATAAGAGAG TGTTAGTCGT
SCA431 single chain

ADYY CHQ WSS YPTF G

GCCGATTATT ACTGCCATCA GIGGAGTAGI TATCCCACGT

CGGCTAATAA TGACGGTAGT CACCTCATCA ATAGGGTGCA
migG1l

SCA431 single chain

EIKVDPVPRD GGCK P

GAGATCAAAG TAGATCCTGT GCCCAGGGAT GGTGGITGTA

CTCTAGITTC ATCTAGGACA CGGGICCCTA CCACCAACAT
mlgG1

EAEDA
GIGTGGAGCEC TGAAGATGCT
CACACCTCCG ACTTCTACGA

AGCCTCCCCC CTGGITCGAC

CI CTV
AGCCTTGCAT ATGTACAGTC
TCGGAACGTA TACATGICAG

PEVS SVFIFP PKPK D
CCAGAAGTAT CATCTGTICTT CATCTTCCCC CCAAAGCCCA
GGTCTTCATA GTAGACAGAA GTAGAAGGEGG GGTTTCGEGT

VL TIT
AGGATGTGCT CACCATTACT
TCCTACACGA GTGGTAATGA
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6361

6421

6481

6541

6601

6661

6721

6781

6841

6901

6961

7021

LTPKVTCVVVDISKD
CTGACTCCTA AGGTCACGIG TGITGIGGTA
GACTGAGGAT TCCAGTGCAC ACAACACCAT

migG1

DP EVQ
GACATCAGCA AGGATGATCC CGAGGTCCAG
CTGTAGTCGT TCCTACTAGG GCTCCAGGTC

FSWF VDD VEV HTAQ T
TTCAGCTGGT TTGTAGATGA TGTGGAGGTG
AAGTCGACCA AACATCTACT ACACCTCCAC

mlgG1

QP REE
CACACAGCTC AGACGCAACC CCGGGAGGAG
GTGTGTCGAG TCTGCGTTGG GBCCCTCCTC

QFNS TFR SVS ELPI M
CAGTTCAACA GCACTTTCCG CTCAGTCAGT
GITCAAGTTGT CGTGAAAGGC GAGTCAGTCA

migG1l

NGKE FKC RVN SAAFP

AATGGCAAGG AGITCAAATG CAGGGTCAAC

TTACCGITCC TCAAGTTTAC GTCCCAGITG
mlgG1

HQ DWL
GAACTTCCCA TCATGCACCA GGACTGGCTC
CTTGAAGGGT AGTACGTGGT CCTGACCGAG

AP IEK
AGTGCAGCTT TCCCTGCCCC CATCGAGAAA
TCACGTCGAA AGGGACGEEG GTACGCTCTTT

TISKTKGRPKAPQVC

ACCATCTCCA AAACCAAAGG CAGACCGAAG

TGGTAGAGGT TTTGGTTTCC GICTGECTTC
migG1l

KEQMAKDKVSLTCM I
AAGGAGCAGA TGGCCAAGGA TAAAGTCAGT
TTCCTCGICT ACCGGTTCCT ATTTCAGICA

mlgG1

TIPPP
GCTCCACAGG TGTGCACCAT TCCACCTCCC
CGAGGTGTCC ACACGTGGTA AGGTGGAGGG

TD FFP
CTGACCTGCA TGATAACAGA CTTCTTCCCT
GACTGGACGT ACTATTGTCT GAAGAAGGGA

EDITVEWQWNGQPAE
GAAGACATTA CTGTGGAGTG GCAGTGGAAT
CTTCTGTAAT GACACCTCAC CGICACCTTA

mlgG1

NY KNT
GGGCAGCCAG CGGAGAACTA CAAGAACACT
CCCGTCGGIC GCCTCTTGAT GITCTTGTGA

QPIMDTD GSY FVYSK

CAGCCCATCA TGGACACAGA TGGCTCTTAC

GICGGGTAGT ACCTGIGICT ACCGAGAATG
migG1l

SNWEAGNTFT CSVLH
AGCAACTGGG AGGCAGGAAA TACTTTCACC
TCGITGACCC TCCGICCTTT ATGAAAGTGG

Transmembrandomane

HHTE KSL SHS PGIV F
CACCATACTG AGAAGAGCCT CTCCCACTCT
GIGGTATGAC TCTTCTCGGA GAGGGTGAGA
CD28 Signaldoméane

murine CD4 Transmembrandomane

GGSFGFLGFLGLCIL
GGTGCECTCCT TCGECTTTCT GGGITTCCTT
CCACCGAGGA AGCCGAAAGA CCCAAAGGAA

LN V QK
TTCGTCTACA GCAAGCTCAA TGTGCAGAAG
AAGCAGATGT CGTTCGAGTT ACACGTCTTC

EGLHN
TGCTCTGIGI TACATGAGGG CCTGCACAAC
ACGAGACACA ATGTACTCCC GGACGIGITG
murine CD4

LA CVL
CCTGGTATTG TGITCCTGGC TTGCGTGCTG
GGACCATAAC ACAAGGACCG AACGCACGAC
murine

CC VNS
GGCGCTCTGCA TCCTCTGCTG TGTCAATAGT
CCCGAGACGT AGGAGACGAC ACAGITATCA

murine CD28 Signaldomane

RRNRLLQ SDY MNMT P
AGAAGGAACA GACTCCTTCA AAGTGACTAC
TCTTCCTTGT CTGAGGAAGT TTCACTGATG

RR PGL
ATGAACATGA CTCCCCGGAG GCCTGEEECTC
TACTTGTACT GAGGGGECCTC CGGACCCGAG
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7081

7141

7201

7261

7321

7381

7441

7501

7561

7621

7681

7741

murine CD28 Signaldomane

murine CD3zeta Signaldomane

TRKP YQP YAP ARDF A AY RPL

ACTCGAAAGC CTTACCAGCC CTACGCCCCT GCCAGAGACT TTGCAGCGTA CCGCCCCCTG

TGAGCTTTCG GAATGGTCGG GATGCGGGGA CGGTCTCTGA AACGTCGCAT GGCGGGGGAC
murine CD3zeta Signaldomane

RAKF SRS AET AANL Q DP NQL

AGAGCAAAAT TCAGCAGGAG TGCAGAGACT GCTGCCAACC TGCAGGACCC CAACCAGCTC

TCTCGTTTTA AGICGTCCTC ACGTCTCTGA CGACGGTTGG ACGTCCTGGG GTTGGTCGAG
murine CD3zeta Signaldomane

YNELNLGRREE EYDVL EK KRA

TACAATGAGC TCAATCTAGG GCGAAGAGAG GAATATGACG TCTTGGAGAA GAAGCGGGECT

ATGTTACTCG AGITAGATCC CGCTTCTCTC CTTATACTGC AGAACCTCTT CTTCGCCCGA
murine CD3zeta Signaldoméane

RDPE MGG KQQ RRRNP QE GVY

CGGGATCCAG AGATGGGAGG CAAACAGCAG AGGAGGAGGA ACCCCCAGGA AGGCGTATAC

GCCCTAGGTC TCTACCCTCC GITTGICGIC TCCTCCTCCT TGGGGGTCCT TCCGCATATG
murine CD3zeta Signaldomane

NALQ KDK MAE AYSE I GT KGE

AATGCACTGC AGAAAGACAA GATGGCAGAA GCCTACAGTG AGATCGGCAC AAAAGGCGAG

TTACGTGACG TCTTTCTGIT CTACCGICTT CGGATGTCAC TCTAGCCGIG TTTTCCGCTC
murine CD3zeta Signaldoméane

RRRGKGHDGL YQGL S TA TKD
AGGCGCGAGAG GCAAGGGCECA CGATGGECCTT TACCAGGGTC TCAGCACTGC CACCAAGGAC
TCCGCCTCTC CGITCCCCGT GCTACCGGAA ATGGTCCCAG AGTCGTGACG GTGGTITCCTG

murine CD3zeta Signaldomane I RES-GFP
Ascl
TYDALHMOQTLAPRGA PR PRS

ACCTATGATG CCCTGCATAT GCAGACCCTG GCCCCTCCGCG GCGCGGHEG GCCGCGATCA

TGGATACTAC GGGACGTATA CGTCTGGGAC CGGGGAGCGEC CGCGCGEEC CGECCCTAGT
IRES-GFP

IRYR SSY SEV PIL* K V*ELP

ATTCGGTACC GAAGITCCTA TTCCGAAGIT CCTATTCTCT AGAAAGTATA GGAACTTCCT

TAAGCCATGG CTTCAAGGAT AAGCCTTCAA GGATAAGAGA TCTTTCATAT CCTTGAAGGA
IRES-GFP

RGYPNSAPPPPLTLL AE AAW

CGAGGGTACC CCAATTCCGC CCCCCCCCCC CCCCTAACGT TACTGGCCGA AGCCCGCTTGG

GCTCCCATGG GGTTAAGCCG GEEEEEEEEG GGGGATTGCA ATGACCGECT TCGGCGAACC
IRES-GFP

NKAGVRL SICYFPPY CRLLA

AATAAGGECCG GTGIGCGITT GICTATATGI TATTTTCCAC CATATTGCCG TCTTTTGGCA

TTATTCCGGEC CACACGCAAA CAGATATACA ATAAAAGGTG GTATAACGGEC AGAAAACCGT
IRES-GFP

M*GP GNL ALS S*RA F LG VFP

ATGTGAGGEC CCGGAAACCT GGCCCTGICT TCTTGACGAG CATTCCTAGG GGICTTTCCC

TACACTCCCG GGCCTTTGGA CCGGGACAGA AGAACTGCTC GTAAGGATCC CCAGAAAGGEG
IRES-GFP

LSPKECKVC* MS*R K QF LWK
CTCTCGCCAA AGGAATGCAA GGTCTGTTGA ATGTCGTGAA GGAAGCAGIT CCTCTGGAAG
GAGAGCGGIT TCCTTACGIT CCAGACAACT TACAGCACTT CCTTCGTCAA GGAGACCTTC
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7801

7861

7921

7981

8041

8101

8161

8221

8281

8341

8401

8461

8521

IRES-GFP

LLED KQR L*R PFAG S

CTTCTTGAAG ACAAACAACG TCTGTAGCGA CCCTTTGCAG

GAAGAACTTC TGITTGTTGC AGACATCGCT GGGAAACGTC
IRES-GFP

GT PHL
GCAGCGGAAC CCCCCACCTG
CGTCCCCTTG GGGEGGTGGAC

ATGA SAAKSHVYKIH

GCGACAGGTG CCTCTGCGEC CAAAAGCCAC GIGTATAAGA

CCCTGICCAC GGAGACGCCG GITTTCGGTG CACATATTCT
IRES-GFP

LQ RRH
TACACCTGCA AAGGCGGCAC
ATGTGGACGT TTCCGCCGTG

NPSATL*VG* LWKE S

AACCCCAGTG CCACGTTGIG AGITGGATAG TTGTGGAAAG

TTGGGGTCAC GGTGCAACAC TCAACCTATC AACACCTTTC
IRES-GFP

AYSTRG* RMP RRYP I

GCGTATTCAA CAAGGGECECTG AAGGATGCCC AGAAGGTACC

CCGCATAAGIT GITCCCCGAC TTCCTACGGG TCTTCCATGG
IRES-GFP

NG SPQ
AGTCAAATGG CTCTCCTCAA
TCAGTTTACC GAGAGGAGTT

VW DLI
CCATTGTATG GGATCTGATC
GGTAACATAC CCTAGACTAG

WGLG AHALHV FSRG *

TGGEEECCTCG GTGCACATGC TTTACATGTG TTTAGICGAG

ACCCCGGAGC CACGTGTACG AAATGTACAC AAATCAGCTC
IRES-GFP

PEPR GRG FPL KNTM I

CCCGAACCAC GGGGACGTGG TTTTCCTTTG AAAAACACGA

GGECTTGGTG CCCCTGCACC AAAAGGAAAC TTTTTGTGCT
IRES-GFP

KT SRP
GITAAAAAAC GTCTAGGECCC
CAATTTTTTG CAGATCCGGG

W PQP
TGATAATATG GCCACAACCA
ACTATTATAC CGGTGTTGGT

W*AR ARS CSP GWCP S

TGGTGAGCAA GGGCGAGGAG CTGITCACCG GEGTGGTGCC

ACCACTCGIT CCCGCTCCTC GACAAGIGCEC CCCACCACGG
IRES-GFP

WS SWT
CATCCTGGIC GAGCTGGACG
GIAGGACCAG CTCGACCTGC

AT*T ATS SACPARAR

GCGACGTAAA CGGCCACAAG TTCAGCGIGT CCGGCGAGEG

CGCTGCATTT GCCGGIGITC AAGTCGCACA GGCCGCTCCC
IRES-GFP

AS*P *SS SAPPASCP

GCAAGCTGAC CCTGAAGITC ATCTGCACCA CCGGCAAGCT

CGITCGACTG GGACTTCAAG TAGACGTGGT GGCCGTTCGA
IRES-GFP

AMPPT
CGAGGGCGAT GCCACCTACG
GCTCCCGCTA CGGTGGATGC

S*PP*PTACS ASAAT

TCGIGACCAC CCTGACCTAC GGECGTGCAGI GCTTCAGCCG

AGCACTGGTG GGACTGGATG CCGCACGTCA CGAAGTCGEC
IRES-GFP

STTS SSPPCP KATS R

AGCACGACTT CTTCAAGTCC GCCATGCCCG AAGGCTACGT

TCGIGCTGAA GAAGITCAGG CGGTACGGEC TTCCGATGCA
IRES-GFP

PT T*S
CTACCCCGAC CACATGAAGC
GATGGGGCTG GTGTACTTCG

SA PSS
CCAGGAGCGC ACCATCTTCT
GGTCCTCGCG TGGTAGAAGA

SRTTATTRPAPR*S S

TCAAGGACGA CGGCAACTAC AAGACCCGCG CCGAGGTGAA

AGITCCTCCT GCCGITGATG TTCTGEECGC GGCTCCACTT
IRES-GFP

RATPW
GITCGAGGEC GACACCCTGG
CAAGCTCCCG CTGTGGGACC

*TAS S*RAST SRRTA
TGAACCGCAT CGAGCTGAAG GGCATCGACT TCAAGGAGGA
ACTTGGECGTA GCTCGACTTC CCGTAGCTGA AGITCCTCCT

TS WGT
CGGCAACATC CTGGGGCACA
GCCGITGTAG GACCCCGTGT
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8581

8641

8701

8761

8821

8881

8941

9001

9061

9121

9181

9241

IRES-GFP

SWSTTTTATT SISW P

AGCTGGAGTA CAACTACAAC AGCCACAACG TCTATATCAT

TCGACCTCAT GITGATGITG TCGGTGITGC AGATATAGTA
IRES-GFP

TS RRT
GGCCGACAAG CAGAAGAACG
CCGECTGITC GICTTCTTGC

ASR* TSR SATTSRT A

GCATCAAGGT GAACTTCAAG ATCCGCCACA ACATCGAGGA

CGTAGITCCA CTTGAAGITC TAGGCGGTGI TGTAGCTCCT
IRES-GFP

AC SSP
CGGCAGCGTIG CAGCTCGCCG
GCCGICGCAC GICGAGCGEC

TTTS RTPPSATAPCC

ACCACTACCA GCAGAACACC CCCATCGGECG ACGECCCCGT

TGGTGATGGT CGTCTTGIGG GGGTAGCCGC TGCCGGGEECA
IRES-GFP

T*AP SPP*AK TPTR S

ACCTGAGCAC CCAGICCGCC CTGAGCAAAG ACCCCAACGA

TGGACTCGIG GGTCAGECGG GACTCGITTC TGGGGTTGCT
IRES-GFP

CPTTT
GCTGCTGCCC GACAACCACT
CGACGACGGEG CTGITGGTGA

Al TWS
GAAGCGCGAT CACATGGTCC
CTTCGCGCTA GIGTACCAGG

CWSS*PPPGSLSAWT

TGCTGGAGIT CGTGACCGCC GCCGGGATCA CTCTCGGCAT

ACGACCTCAA GCACTGGECGG CGGCCCTAGT GAGAGCCGTA
IRES-GFP

PGSGELPTKFLFRS S

CCGCGATCCG GAGAGCTCCC AACGAAGITC CTATTCCGAA

GGCCCTAGCEC CTCTCGAGEG TTGCTTCAAG GATAAGECTT
IRES-GFP

SC TSN
GGACGAGCTG TACAAGTAAT
CCTGCTCGAC ATGITCATTA

YS LES
GITCCTATTC TCTAGAAAGT
CAAGGATAAG AGATCTTTCA

IGTS SRLDAARGIH*

ATAGGAACTT CCTCGAGGTT GGATGCAGCC CGGGGEGATCC

TATCCTTGAA GGAGCTCCAA CCTACGICGG GCCCCCTAGG
IRES-GFP

F* SGR
ACTAGTTCTA GAGCGGCCGA
TGATCAAGAT CTCGCCGECT

SASTVPS SCQPSVYV C

PS PVP

TCAGCCTCGA CTGIGCCTTC TAGITGCCAG CCATCTGITG TTTGCCCCTC CCCCGIGCCT
AGTCGGAGCT GACACGGAAG ATCAACGGTC GGTAGACAAC AAACGGGGAG GGGGCACGGA
IRES-GFP
SLTLEGATPT VLS** NE EIA
TCCTTGACCC TGGAAGGTGC CACTCCCACT GTCCTTTCCT AATAAAATGA GGAAATTGCA
AGGAACTGGEG ACCTTCCACG GTGAGGGTGA CAGGAAAGGA TTATTTTACT CCTTTAACGT
IRES-GFP

SHCL SRCHSILGGG V GQ DsSK

TCGCATTGIC TGAGTAGGTG TCATTCTATT CTGGGEEEGTG GGGTGGEEGECA GGACAGCAAG

AGCGTAACAG ACTCATCCAC AGTAAGATAA GACCCCCCAC CCCACCCCGI CCTGICGITC
IRES-GFP

GEDWEDNSRHA AGDA YV GS MAS

GGGGAGGATT GGGAAGACAA TAGCAGGCAT GCTGGEGGATG CGGTGGECTC TATGGCTTCT

CCCCTCCTAA CCCTTCTGIT ATCGICCGTA CGACCCCTAC GCCACCCGAG ATACCGAAGA
IRES-GFP

EAERTSWGSR STSS S LE AR
GAGGCGGAAA GAACCAGCTG GGGECTCGAGA TCCACTAGIT CTAGCCTCGA GGCTAGAGC
CTCCCCCTTT CTTGGICGAC CCCGAGCTCT AGGTGATCAA GATCGGAGCT CCGATCTCG

88



Literaturverzeichnis

Literaturverzeichnis

Abken H, Hombach A, Heuser C, Kronfeld K, Seliger B(2002): Tuning tumor-specific T-

cell activation: a matter of costimulation? Tremmignunol; 23(5):240-5

Abken H, Hombach A and Heuser C (2003)immune response manipulation: recombinant
immunoreceptors endow T-cells with predefined dpgci Current Pharma Design: 9, 639 —
652

Alexopoulou AN, Couchman JR, Whiteford JR (2008)The CMV early enhancer/chicken
beta-actin (CAG) promoter can be used to drive sgane expression during the
differentiation of murine embryonic stem cells im@scular progenitors; BMC Cell Biol. Jan
11; 9:2

Baum PR, Gayle RB, Ramsdell F, Srinivasan S, Sorems RA, Watson ML, Seldin MF,
Baker E, Sutherland GR, Clifford KN (1994): Molecular characterization of murine and
human OX40/0X40 ligand systems: identification dftaman OX40 ligand as the HTLV-1-
regulated protein gp34; EMBO J, 13(17):3992-4001

Beecham E J, Ma Q, Ripley R, and Junghans RP (200@oupling CD28 costimulation to
immunoglobulin T-cell receptor molecules: the dyiwsrof T-cell proliferation and death.
Journal of Immunotherapy (Hagerstown, Md.: 1997)i28 6 (December): 631-642

Berry LJ, Moeller M, Darcy PK (2009): Adoptive immunotherapy for cancer: the next

generation of gene-engineered immune cells; Tidstigens. Oct; 74(4):277-89

Brocker T, Peter A, Traunecker A, Karjalainen K (1993): New simplified molecular
design for functional T cell receptor; Eur J Immbudal; 23(7):1435-9

Brocker T, Karjalainen K (1995): Signals through T cell receptor-zeta chain alore ar
insufficient to prime resting T lymphocytes; J BMed. May 1;181(5):1653-9

Brocker T (2000): Chimeric Fv-zeta or Fv-epsilon receptors are ndfickent to induce
activation or cytokine production in peripheraldlls; Blood; Sep 1;96(5):1999-2001

Carpenito C, Milone MC, Hassan R, Simonet JC, LakhaM, Suhoski MM, Varela-
Rohena A, Haines KM, Heitjan DF, Albelda SM, Carrol RG, Riley J, Pastan |, June
CH (2009): Control of large, established tumor xenograft$wgienetically retargeted human
T cells containing CD28 and CD137 domains; Prod Nedd Sci U S A, 106(9):3360-3365

89



Literaturverzeichnis

Cartellieri M, Bachmann M, Feldmann A, Bippes C, Samova S, Wehner R, Temme A,
Schmitz M (2010): Chimeric antigen receptor-engineered T cells famunotherapy of
cancer; J Biomed Biotechnol.;2010:95630

Chames P, Willemsen RA, Rojas G, Dieckmann D, Rem, ISchuler G, Bolhuis RL and
Hoogenboom HR (2002):TCR-like human antibodies expressed on human Gfiédiate
antibody affinity-dependent cytolytic activity.J tnunol.: 169, 1110 — 1118

Chmielewski M, Hombach A, Heuser C, Adams GP, Abkeild (2004):T cell activation by
antibody-like immunoreceptors: increase in affindgf the single-chain fragment domain
above threshold does not increase T cell activadigainst antigen-positive target cells but
decreases selectivity; J Immunol.;173(12):7647-53

Dudley ME, James CY, Richard S, Marybeth SH, Richad R, Kammula U, Robbins PF,
et al. (2008): Adoptive cell therapy for patients with metastatielanoma: evaluation of
intensive myeloablative chemoradiation preparatagimens. Journal of Clinical Oncology:
Official Journal of the American Society of Clinicancology 26, no. 32: 5233-5239

Eades-Perner AM, van der Putten H, Hirth A, Thompsm J, Neumaier M, von Kleist S,
Zimmermann W (1994): Mice transgenic for the human carcinoembryonidgamt gene

maintain its spatiotemporal expression pattern,c€aRes. ;54(15):4169-76

Emtage PCR., Lo ASY., Gomes EM, Liu DL, Gonzalo-Dagnzo RM, Junghans RP
(2008): Second-generation anti-carcinoembryonic antigetigdes T cells resist activation-
induced cell death, proliferate on tumor contaegrste cytokines, and exhibit superior

antitumor activity in vivo: a preclinical evaluatipClin Cancer Res, 14(24):8112-8122

Elinav E, Waks T, Eshhar Z (2008):Redirection of regulatory T cells with predeteredn
specificity for the treatment of experimental aslitin mice; Gastroenterology:
Jun;134(7):2014-24

Elinav E, Adam N, Waks T, Eshhar Z (2009):Amelioration of colitis by genetically
engineered murine regulatory T cells redirected dmyigen-specific chimeric receptor;
Gastroenterology: May;136(5):1721-3

Eshhar Z, Waks T, Gross G, Schindler DG (1993)Specific activation and targeting of
cytotoxic lymphocytes through chimeric single.claigonsisting of antibody-binding
domains and the or ¢ subunits of the immunoglobulin and T cell recepidtroc Natl Acad
Sci: 720 - 725

90



Literaturverzeichnis

Eshhar Z, Waks T, Bendavid A, Schindler DG (2001)Functional expression of chimeric
receptor genes in human T cells; J Immunologicahidés: 248, 67 — 76

Eshhar Z (2008): The T-body approach: redirecting T cells with batly specificity; Handb
Exp Pharmacol, (181):329-42,

Eshhar Z (2010): Adoptive cancer immunotherapy using geneticallgiesered designer T-
cells: First steps into the clinic; Curr Opin Mdhdr. Feb;12(1):55-63

Friedmann-Morvinski D, Bendavid A, Waks T, Schindle D, Eshhar Z (2005):
Redirected primary T cells harboring a chimericemor require costimulation for their
antigen-specific activation; Blood Apr 15;105(8)33093

Gattinoni L, Powell DJ Jr, Rosenberg SA, Restifo NK2006): Adoptive immunotherapy

for cancer: building on success; Nat Rev ImmunayM5(5):383-93. Review

Gramaglia |, Weinberg AD, Lemon M, Croft M (1998): Ox-40 ligand: a potent
costimulatory molecule for sustaining primary CD4 cEll responses. J Immunol,
161(12):6510-6517,.

Greenfield EA, Nguyen KA, Kuchroo VK (1998):CD28/B7 costimulation: a review; Crit
Rev Immunol:18, 389 — 318

Greenwald RJ, Freeman GJ, Sharpe AH (2005)The B7 family revisited; Annu Rev
Immunol, 23:515-548

Haynes NM, Trapani JA, Teng MWL, Jackson JT, Cerrut L, Jane SM, Kershaw MH,
Smyth MJ and Darcy PK (2002): Single chain antigen recognition receptors that
costimulate potent rejection of established expental tumors; Gene Therapy: 100, 3155 —
3163

Heuser C, Hombach A, Ldsch C, Manista K, and AbkerH (2003): T-cell activation by
recombinant immunoreceptors: impact of the intdatal signalling domain on the stability
of receptor expression and antigenspecific activadif grafted T cells; Gene Therapy 10, no.
17 (August): 1408-1419

Hombach A, Sircar R, Heuser C, Tillmann T, Diehl V,Kruis W, Pohl C and Abken H
(2998): Chimeric anti-TAG72 receptors with immunoglobutionstant Fc domain andor ¢
signalling chains; Int J Mol Med: 2, 99 — 103

91



Literaturverzeichnis

Hombach A, Schneider C, Sent, D, Koch D, WillemseRA, Diehl V, Kruis W, Bolhuis
RL, Pohl C and Abken H (2000):An entirely humanized CD3-chain signalling receptor
that directs peripheral blood T cells to specifisi$ of carcinoembryonic Antigen-positiv
tumor cells; Int J Cancer: 88, 115 — 120 (2000)

Hombach A, Heuser C, Marquardt T, Groneck V Pohl Cand Abken H (2001a):CD4+ T
cells engrafted with a recombinant immunorecepftficiently lyse target cells in a MHC-
and Fas-independent fashion; J Immunol: 167, 108096

Hombach A, Sent D, Schneider C, Heuser C, Koch D,oRl C, Seliger B and Abken H
(2001b): T cell activation by recombinant receptors. CD2&timulation is required for
Interleukin 2 secretion and receptor-mediated Tpreliferation but does not affect receptor

mediated target cell lysis; Cancer Res: 61, 197882

Hombach A, Wieczarkowicz A, Marquardt T, Heuser C,Usai L, Pohl C, B. Seliger and

H. Abken (2001c): Tumor-specific T cell activation by recombinant nhmnoreceptors:
CDZ; signaling and CD28 costimulation are simultanepuslquired for efficient IL-2

secretion and can be integrated into one combim@2BECD3; signalling receptor molecule;
Journal of Immunology: 167, 6123 — 6131

Irion S, Luche H, Gadue P, Fehling HJ, Kennedy M, kller G (20079:1dentification and
targeting of the ROSA26 locus in human embryoniemstcells; Nat Biotechnol.
Dec;25(12):1477-82

Kershaw, Michael H, Jennifer A Westwood, Linda L Paker, Gang Wang, Zelig Eshhar,
Sharon A Mavroukakis, Donald E White, et al. (2006) A phase | study on adoptive
immunotherapy using gene-modified T cells for osarcancer. Clinical Cancer Research;
An Official Journal of the American Association f@ancer Research 12, no. 20 (October
15): 6106-6115

Kim JE, White FM (2006): Quantitative analysis of phosphotyrosine signaliegworks
triggered by CD3 and CD28 costimulation in Jurkalss J Immunol. 2006 Mar
1;176(5):2833-43

Koehler H, Kofler D, Hombach A, Abken H (2007): CD28 costimulation overcomes
transforming growth factor-betamediated represgbrproliferation of redirected human
CD4+ and CD8+ T cells in an antitumor cell attaClgncer Research 67, no. 5 (March 1):
2265-2273

92



Literaturverzeichnis

Kruschinski A, Moosmann A, Poschke I, Norell H, Chnrelewski M, Seliger B, Kiessling
R, Blankenstein T, Abken H, Charo J (2008)Engineering antigen-specific primary human
NK cells against HER-2 positive carcinomas; ProctiNacad Sci U S A. Nov
11;105(45):17481-6

Lee PP, Fitzpatrick DR, Beard C, Jessup HK, Lehar SMakar KW, Pérez-Melgosa M,
Sweetser MT, Schlissel MS, Nguyen S, Cherry SR, TisdH, Tucker SM, Weaver WM,
Kelso A, Jaenisch R, Wilson CB2001): A critical role for Dnmtl and DNA methylation in

T cell development, function, and survival; ImmynNov;15(5):763-74

Maxwell JR,Weinberg A, Prell RA, Vella AT (2000): Danger and OX40 receptor signaling
synergize to enhance memory T cell survival bybiting peripheral deletion; J Immunol,
164(1):107-112

Moeller M, Haynes NM, Trapani JA, Teng MW, JacksonJT, Tanner JE, Cerultti
L, Jane SM, Kershaw MH, Smyth MJ, Darcy PK (2004):A functional role for
CD28 costimulation in tumor recognition by singleam receptor-modified T cells;
Cancer Gene Ther. May;11(5):371-9

Moritz D and Groner B (1995): A spacer region between the single chain antibadyg-the
CD3 zeta-chain domain of chimeric T cell receptomponents is required for efficient

Ligand binding and signalling activity; Gene Therap, 539 — 546

Nagy A (2000):Cre recombinase: the universal reagent for gertailzgin;. Genesis, 26,99-
109

Nagy A (2001):Published Cre-transgenic-lines. http://www.mshrica/nagy/Cre-pub.html

Niwa H, Yamamura K, Miyazaki J (1991): Efficient selection for high-expression
transfectants with a novel eukaryotic vector; Gérer 15;108(2):193-9

Nyabi O, Naessens M, Haigh K, Gembarska A, GoossefSss Maetens M, De Clercq S,
Drogat B, Haenebalcke L, Bartunkova S, De Vos |, D€raene B, Karimi M, Berx G,
Nagy A, Hilson P, Marine JC, Haigh JJ (2009):Efficient mouse transgenesis using
Gateway-compatible ROSA26 locus targeting vectadsFl hybrid ES cells. Nucleic Acids
Res. Apr;37(7):e55

93



Literaturverzeichnis

Park, JR, Digiusto, DL, Slovak M, Wright C, Naranjo A, Wagner J, Meechoovet HB,
Bautista C, Chang WC, Ostberg JR., Jensen MC (2007Adoptive transfer of chimeric
antigen receptor re-directed cytolytic T lymphocgtenes in patients with neuroblastoma.
Mol Ther, 15(4):825-833

Prenzel N, Fischer OM, Streit S, Hart S and UllrichA (2001): The epidermal growth
factor receptor family as a central element forlutad signal transduction and

diversification; Endocr. Relat. Cancer: 8, 11 -31

Pule M, Finney H, Lawson A (2003)Artificial T-cell receptors. Cytotherapy. ;5(3)226.

Review

Raab M, Cai YC, Bunnell SC, Heyeck SD, Berg LJ, Rud CE (1995) p56Lck and
p59Fyn regulate CD28 binding to phosphatidylindsBekinase, growth factor receptor-
bound protein GRB-2, and T cell-specific proteimsgine kinase ITK: implications for T-
cell costimulation. Proc Natl Acad Sci U S A. 199é&p 12;92(19):8891-5

Radvanyi LG, Shi Y, Vaziri H, Sharma A, Dhala R, Mils GB and Miller RG (1996):
CD28 costimulation inhibits TCR-induced apoptosigig a primary T cell response; J.
Immunol: 156, 1788

Rogers PR, Song J, Gramaglia I, Killeen N, Croft M(2001): OX40 promotes Bcl-xL and
Bcl-2 expression and is essential for long-termvisaf of CD4 T cells; Immunity,
15(3):445-455

Sadelain M, Riviere | and Brentjes R (1999)Targeting tumours with genetically enhanced
T lymphocytes; Nature Review: 20, 170 — 175

Sadelain M, Riviere |, Brentjens R (2003)Targeting tumours with genetically enhanced T
lymphocytes; Nat Rev Cancer. Jan;3(1):35-45

Sadelain M, Brentjens R, Riviere 1(2009): The promise and potential pitfalls of chimeric

antigen receptors. Curr Opin Immunol. Apr;21(2):215

Saha A, Chatterjee SK, Foon KA, Bhattacharya-Chattgee M (2006): Anti-idiotype
antibody induced cellular immunity in mice transigeior human carcinoembryonic antigen.
Immunology. Aug;118(4):483-96

Sanger F, Coulson. AR (1975)A rapid method for determining sequences in DNS by
primed synthesis with DNS polymerises; J Mol B##, 441 — 448

94



Literaturverzeichnis

Sambrock J,. Russel K and Maniatis T (2001);Molecular Cloning“, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 3. Aufl., 2001, New York

Seliger B, Maeurer MJ and Ferrone S (2000)Antigen-processing machinery breakdown

and tumor growth; Immunol Today: 21, 455 — 464

Soriano P (1999):Generalized lacZ expression with the ROSA26 Cponter strain; Nat
Genet, 21, 70-71

Tai X, Cowan M, Feigenbaum L, Singer A. (2005)CD28 costimulation of developing
thymocytes induces Foxp3 expression and reguldtargll differentiation independently of
interleukin 2; Nat Immunol. Feb;6(2):152-62

Takeda |, Ine S, Killeen N, Ndhlovu LC, Murata K, Satomi S, Sugamura Kand Ishii N
(2004): Distinct roles for the OX40-OX40 ligand interaction regulatory and nonregulatory
T cells; J.Immunol. 172:3580-3589

Till BG, Jensen MC,Wang J, Chen EY,Wood BL, Greisma HA, Qian X, James SE,
Raubitschek A, Forman SJ, Gopal AK, Pagel JM, Lindgen CG, Greenberg PD, Riddell
SR, Press OW (2008)Adoptive immunotherapy for indolent non-Hodgkin lghoma and
mantle cell lymphoma using genetically modifiedadogous CD20-specific T cells; Blood,
112(6):2261-2271

Thomas K R. and MR Capecchi (1987)Site-directed mutagenesis by gene targeting in

mouse embryo-derived stem cells; Cell 51:503-512

Tsang KY, Zaremba S, Nieroda CA, Zhu MZ, Hamilton M and Schlom J (1995)
Generation of human cytotoxic T cells specific fouman carcinoembryonic antigen
epitopes from patients immunized with recombinaatcinia-CEA vaccine; J Natl Cancer
Inst: 87, 982 — 990

Wang J, Jensen M, LinY, Sui X, Chen E, Lindgren CGTill B, Raubitschek A, Forman
SJ, Qian X, James S, Greenberg P, Riddell S, Pre€8N (2007): Optimizing adoptive
polyclonal T cell immunotherapy of lymphomas, usanghimeric T cell receptor possessing
CD28 and CD137 costimulatory domains; Hum Gene , Tx&B):712-725

Weijtens MEM, Willemsen RA, Hart EH and Bolhuis RLH (1998a):A retroviral vector
system 'STITCH’ in combination with an optimiseagle chain antibody chimeric receptor
gene structure allows efficient gene transductind expression in human T lymphocytes;
Gene Therapy: 5, 1195 — 1203

95



Literaturverzeichnis

Weijtens MEM, Willemsen RA, van Krimpenand BA, Bolhuis RLH (1998b): Chimeric
scFvfk receptor-mediated T-cell lysis of tumor cells @egulated by adhesion and accessory
molecules; Int J Cancer: 77, 181 — 187

Wilmans W, Huhn D and Wilms K (2000): Internistische Onkologie, Thieme Verlag,
Stuttgart: 71 — 93

Zambrowicz BP, Imamoto A, Fiering S, Herzenberg LA, Kerr WG and Soriano P.
(1997): Disruption of overlapping transcripts in the ROB#ta geo 26 gene trap strain leads
to widespread expression of beta-galactosidaseousenembryos and hematopoietic cells;
Proc Nat Acad Sci USA, 94, 3789-3794

96



Danksagung

Ich mochte mich bei Herrn Professor Dr. Hinrich Abkherzlich bedanken, der mich
mit dem Projekt dieser Dissertation betraut hat diedArbeit durch Anregungen und
Diskussionen forderte. Er hatte immer ein offends Gnd stand mir mit grol3er
Hilfsbereitschaft zur Seite. Zudem mochte ich mioki ihm fir die kritische
Durchsicht des Manuskripts und die Erstellung detaGhtens bedanken.

Herrn Professor Dr. Jens Brining gilt mein Dank ®egine unkomplizierte
Unterstutzung meines Promotionsverfahrens in der thenaatisch-
naturwissenschaftlichen Fakultat der Uni Kéln. Autim mochte ich fur die
Begutachtung der Arbeit danken.

Weiterhin mochte ich mich bei Herrn Professor Diin@r Plickert dafir bedanken,
dass er bereitwillig den Vorsitz meiner Disputatidsernommen hat.

Bei den Mitgliedern der AG Tumorgenetik mochte iamich fir das
freundschaftliche Arbeitsklima, die grofR3e Hilfsbh&sehaft und das Vertrauen, das in
mich gesetzt wurde, bedanken. Ich werde euch veemisinsbesondere erwdhnen
mdchte ich Nicole Hoffmann, vielen Dank fir alle idaVersuche, Dr. Markus
Chmielewski, Dr. Patrick Schmidt, fur ihre hilfreien Ratschlage und die kritischen
Auseinandersetzungen.

Ein gro3er Dank gilt meinem Mann, der mich sehretsttitzt hat. Meinem Sohn
danke ich fur die Beschleunigung und die Motivati@m Zusammenschreiben.



Erklarung

Ich versichere, dass ich die von mir vorgelegtes@iwtion selbstandig angefertigt,
die benutzten Quellen und Hilfsmittel vollstandiggageben und die Stellen der
Arbeit - einschlie3lich Tabellen, Karten und Abhiidyen -, die anderen Werken im
Wortlaut oder dem Sinn nach entnommen sind, innedgnzelfall als Entlehnung
kenntlich gemacht habe, dass diese Dissertatioh kemer anderen Fakultat oder
Universitat zur Prufung vorgelegen hat, dass s@hmocht veréffentlicht worden ist
sowie, dass ich eine solche Veroffentlichung vor sébuss des
Promotionsverfahrens nicht vornehmen werde. Die tiBesungen dieser
Promotionsordnung sind mir bekannt. Die von mirgebegte Dissertation ist von

Prof. Dr. Jens Briuning und Prof. Dr. Hinrich AbKeetreut worden.

Ko6ln, den 09. Februar 2011

Olga Hahn



Lebenslauf

Name
Geburtsdatum/ -ort
Staatsangehdrigkeit
Familienstand
Adresse

e-mail

Telefon

Schulbildung und Hochschulbildung
1985-1995
1995- 2000

Berufliche Tatigkeiten
2000-2001

2001-2002

Akademische Ausbildung
2002- 2003

2003-2007

2007-2011

Kdéln, 10. Februar 2011

Olga (Volha) Hahn (geb. Makhnatkina)
08.04.1978 in Minsk, Weisdarss
weissrussisch
verheiratet
Bachemer Str. 82, 50931 KdIn

volhamara@web.de

(0221) 2933269

MittelschuleNe 156 und 51, Minsk , Weissrussland

Biologiestudium an der Weissrussischen
Staatsuniversitat, Minsk, Weissrussland. Abschluss:
Diplom Biologie, Biologie- und Chemie-Lehrerin.

Gesamtnote  -gut-

Chemielehrerin in Mittelschul¥e 180, Minsk,
Weissrussland

Au-pair, Friesland und Kdéln, Deutsolla

Deutschkurs an der Universitat zu Koln

Abschluss: DSH-Prifung. Gesamtnote -sehr gut-

Biologiestudium an der Universitakaiin
Hauptfach: Genetik; Nebenfacher: Biochemie,
Organische Chemie. Abschluss: Diplom Biologie.

Gesamtnote -gut-

Promotion an der Universitat zu Kolmstitut fir
Genetik, externe Doktorarbeit im Labor fir
Tumorgenetik und Zellbiologie bei Prof. Dr. H.
Abken, Klinik I fur Innere Medizin, Uniklinik KoIn

Olga Hahn






