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1. Einleitung

1.1. T-Zell Differenzierung im Thymus

T-Zellen entstehen aus Progenitorzellen des Knochenmarks oder der fotalen Leber,
die sich im Thymus weiterentwickeln. Dem Thymus verdanken T-Zellen auch das , T
in ihrer Namensbezeichnung (Davies et al. 1966). Die Vorlauferzellen im Thymus, die
sich zu T-Zellen entwickeln sollen, werden auch als Thymozyten bezeichnet. Sie
werden anhand des Signalmolekils CD3 und der spateren Ko-Rezeptoren CD4 und
CD8 kategorisiert, die auf frihen Progenitorzellen allesamt noch nicht vorhanden
sind. Daher werden Thymozyten in diesem Stadium als , Triple Negative® (TN, CD4"
CD8CD3") oder ,Double Negative® Thymozyten (DN, CD4CD8’) bezeichnet, je
nachdem, ob CD3 als Marker zugerechnet wird. Ein T-Zell-Rezeptor (TZR) ist zum
TN-Stadium ebenfalls noch nicht an der Oberflache ausgebildet. Er entsteht durch
somatische Rekombination verschiedener Keimbahn-Gene (V-[D]-J-Rekombination)
(Anderson et al. 1996).

DN-Thymozyten durchlaufen wiederum verschiedene Reifungsstadien (DN1-4), die
sich anhand der Ausbildung der Oberflachenmolekile CD25 und CD44
unterscheiden lassen: CD44*CD25 (DN1), CD44*CD25* (DN2), CD44'°CD25*(DN3)
und CD44'°CD25(DN4). Das Adhasionsmolekil CD44 dient in den frilhen Stadien
vermutlich dazu, Vorlauferzellen vom Blutkreislauf in den Thymus zu bewegen (Wu et
al. 1993). CD25, die a-Kette des IL-2-Rezeptors, ist erst ab dem DN2-Stadium an der
Zelloberflache vorhanden (Belizario et al. 2016). In den Stadien DN1-3 wird
auRerdem das Rezeptormolekil c-Kit exprimiert, ohne welches keine T-Zell-Reifung

stattfindet (Waskow und Rodewald 2002).

Ein entscheidender Vorgang wahrend der T-Zell Reifung im Thymus ist die
Ausbildung des TZRs. Dabei handelt es sich um einen Protein-Heterodimer, bei dem
entweder ein a- mit einer 3- oder eine y- mit einer 5-Kette kombiniert ist. Je nachdem,
welcher TZR an der Zelloberflache des Thymozyten ausgebildet wird (a3 oder vd),

unterscheiden sich auch die Reifungsvorgange: Im Falle von aff T-Zellen



wird zunachst die B-Kette hergestellt, wahrend sich die a-Kette erst im Folgestadium
ausbildet. Entsteht jedoch eine y3-T-Zelle, werden beide Ketten des Heterodimers im
DN2-Stadium beginnend hergestellt. Die fur einzelne TZR-Segmente kodierenden
Genabschnitte werden dazu in bestimmter Weise rearrangiert und damit deutlich um
DNA-Material reduziert bevor der fertige TZR an der Zelloberflache erscheint
(Hayday et al. 1999). Fir die a-Kette stehen etwa 44 V- (Variable)- Segmente und 61
J-(Verbindungs=“Joining“)-Segmenten (J) zur Verfugung, die zufallig miteinander
verbunden werden. Im Falle der B-Kette sind es 64 V-, 14 J- und zusatzlich noch 2 D-
( Diversity )-Segmente (Toor et al. 2016). Im DN2 Stadium beginnt zunachst die DJ-
Rekombination, im DN3-Stadium wird dann ein V- angeflgt (Petrie et al. 1995,
Tourigny et al. 1997). Thymozyten gehen nur dann in das DN4 Uber, wenn sich die -
Kette der TZRs erfolgreich ausgebildet hat. Anderenfalls verbleiben sie im DN3-
Stadium. Im DN3 Stadium wird die neue B-Kette zur Zelloberflache transportiert und
verbindet sich mit einer vorlaufigen o-Kette zu einem sogenannten pre-TZR. Dieser
pre-TZR bildet einen Komplex mit dem seit dem DN3-Stadium ausgebildeten CD3-
Oberflachenmolekil und fuhrt konsekutiv zu einer Proliferation der Thymozyten (von
Boehmer et al. 1999, Borowski et al. 2002). y3 T-Zellen sind nicht auf die Bildung
des pre-TZR angewiesen und kdonnen sich davon unabhangig entwickeln (Fehling et

al. 1995).

Im Gegensatz zu den yé T-Zellen, die zumeist im DN-Stadium verbleiben und somit
weder CD4 noch CD8 an der Zelloberflache ausbilden, durchlaufen off T-Zellen im
Folgenden ein doppelt positives (DP) Reifestadium, in dem beide Molekule auf der
Zelloberflache exprimiert werden (Pereira et al. 2012). In diesem Stadium erscheint
der reife TZR an der Zelloberflache, wenn auch in deutlich geringerem Ausmal als
bei ausdifferenzierten T-Zellen. Der weitere Reifungsprozess findet allerdings nur
unter der Voraussetzung statt, dass die Thymozyten Peptide auf einem
prasentierenden Molekul des major histocompatibility complex (MHC) erkennen
(positive Selektion). Gleichzeitig wird entweder CD4 oder CD8 herunterreguliert, so
dass die Thymozyten zu ,einfach positiven®, d.h. entweder CD4*- oder CD8*-,



Thymozyten differenziert werden. Im Rahmen der Reifung gehen alle Thymozyten
zugrunde, deren TZR mit hoher Affinitat gegen kdrpereigene Antigene gerichtet ist
(negative Selektion) (Goldrath und Bevan 1999). Nur 2-5 % der eingewanderten
Thymozyten werden als reife T-Zellen in die Peripherie entlassen. y6 T-Zellen
konnen, da sie ihren TZR bereits gegen Ende des DN-Stadium ausgebildet haben,
das DP-Reifestadium uberspingen. Ob ein Thymozyt sich zu einer afj- oder zu einer
v8-T-Zelle entwickelt, unterliegt vielen Regulationsmechanismen, beispielsweise der
differentiellen Expression und Phosphorylierung der Serin/Threoninkinase-,Erk".
Dieses Enzym unterdrickt die Ausbildung eines af- und fordert die Bildung des yo-
TZRs (Hayday et al. 1999). Auch andere TZR-unabhéangige Signalwege konnen
Einfluss auf die Differenzierung zu off oder yo T-Zellen nehmen (Kreslavsky et al.
2010).

1.2. off T-Zellen

Die meisten reifen T-Zellen besitzen einen TZR, der sich aus einem ap-Ketten-
Heterodimer zusammensetzt. Durch die V(D)J-Rekombination, aber auch durch
Ungenauigkeiten bei der Verbindung der DNA-Basen zwischen den V-, D- und J-
Gensegmenten und Mutationen bei der anschlieBenden DNA-Replikation kdnnen
theoretisch bis zu 10'® verschiedene af-TZR erzeugt werden. T-Zellen mit af-TZR
erkennen in aller Regel Antigene, die prozessiert und anschlieend als Peptide auf
MHC-(major histocompatibility complex)-Molekulen (beim Menschen auch HLA:
human leukocyte antigen) von einer anderen Zelle prasentiert werden (Toor et al.
2016). Dieser Schritt kann bei jeder korpereigenen und kernhaltigen Zelle
geschehen, wenn diese beispielsweise virusinfiziert ist oder entartet. Dann werden
virale oder aus der Entartung entstandene mutierte Proteine von der Zelle auf einem
MHC-I-Molekil prasentiert. Demgegenliber steht ein anderer Typ von MHC-
Molekulen der Klasse IlI, die im Wesentlichen nur auf professionellen ,Antigen-
prasentierenden” Zellen des Immunsystems wie dendritischen Zellen, Makrophagen
und B-Lymphozyten exprimiert werden. Auf MHC-I-Molekulen werden endogene
antigene Peptide fur zytotoxische CD8* T-Zellen prasentiert, die dann widerum die
infizierten Zellen abtdéten. Erreger, die von aullen aufgenommen und in

intrazellularen Vesikeln abgebaut werden, werden zu sogenannten exogenen



Peptiden prozessiert und Uber MHC-II-Molekile dann CD4* T-Zellen (T-Helferzellen)
prasentiert. Ferner kdnnen auch Antigene von extrazellularen Erregen von B-Zellen
gegenuber CD4" T-Zellen prasentiert werden, ebenso aktivieren CD4* T-Zellen B-
Zellen Uber Zytokine, wie beispielsweise IL-4. CD4" T-Zellen setzen in erster Linie
Zytokine frei, die wiederum andere Immunzellen wie Makrophagen oder

Granulozyten stimulieren (Murphy 2012).

CD4* T-Zellen lassen sich in funktionelle Untergruppen einteilen. Die wichtigsten sind
dabei T-Helferzellen Typ 1,2 oder 17 (Tu1, Tu2, Tu17), folikulare T-Helferzellen (TrH)
und regulatorische T-Zellen (Treg). TH1-Zellen sind an der Abwehr von Viren oder
Bakterien beteiligt. Sie entstehen vor allem durch den Einfluss des Zytokins IL-12.
Sowohl Makrophagen und dendritische Zellen als Zellen der angeborenen
Immunantwort produzieren diese Zytokine. Als Schlisselenzym produzieren Tu1-
Zellen y-Interferon (IFNy), welches vor allem Makrophagen aktivieren kann. Th2-
Zellen entstehen durch Einfluss des Zytokins IL-4 und Blockade vor allem von IL-12.
Dabei aktivieren sie eosinophile sowie basophile Granulozyten und Mastzellen.
Ferner sorgen sie dafur, dass B-Zellen Antikorper vom IgE-Typ produzieren. Das ist
vor allem essentiell im Rahmen der Immunabwehr von Parasiten und Pilzen . Th2-
Zellen produzieren als Schlisselzytokin selber IL-4 (Murphy, Reiner 2002). Tu17-
Zellen sezernieren das proinflammatorische Zytokin IL-17, welches neutrophile
Granulozyten zum Entzindungsherd anlocken kann. Sie entstehen, unter dem
Einfluss von TGF-B (transforming growth factor ) und gleichzeitigem Vorhandensein
von IL-6. IL-6 wird von Zellen des angeborenen Immunsystems freigesetzt, vor allem
im Rahmen einer proinflammatorischen Reaktion bei bakteriellen oder viralen
Infektionen. In Abwesenheit von IL-6 kann TGF-$ eine Differenzierung von naiven

CD4* T-Zellen in induzierbare Treg bewirken (Belizario et al. 2016).



1.3. yo T-Zellen

Etwa 1-5 % der CD3* T-Zellen im peripheren Blut exprimieren den alternativen yo-
TZR. Die V-Gene der 5-Kette befinden sich vermischt zwischen den V-Genen der a-
Kette auf Chromosom 14 und vor. Anschlielend folgen die den D- und die J-Genen
der o-Kette. Insgesamt sind also die Gene fur die 5-Kette zwischen denen fur die a-
Kette lokalisiert. Ferner kdonnen auch Va-Segmente anstelle von V5-Genen in der 6-
Kette verwendet werden (Abbildung 1.1). Wahrend im peripheren Lymphknoten das
Verhaltnis y5:ap T-Zellen etwa 1:50 ist finden sich an Grenzflachen wie Haut oder
Darmschleimhaut deutlich mehr yd T-Zellen. So sind etwa 20 % der intraepithelialen
T-Zellen der Darmschleimhaut yd T-Zellen. Eine mdgliche Erklarung hierfir ist, dass
vd T-Zellen stressinduzierte Antigene auf Epithelzellen ohne die Prasentation durch
MHC-Molekile erkennen kdnnen, was fur die Immunabwehr an Grenzflachen im
Sinne einer schnelleren Reaktion von Vorteil ist (Morita et al. 2001). Neben dem TZR
exprimieren yd T-Zellen auch Rezeptoren der angeborenen Immunitat. Dazu gehort
zum Beispiel der NKG2D-Rezeptor (Natural Killer Group 2 Member D), der auch auf

natlrlichen Killerzellen (NK-Zellen) gefunden wird.
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Abbildung 1.1.: Die V-Gene fir der 5-Kette finden sich zwischen denen fir a-Kette. Die Vy-Gene
werden durch Pseudogene — hier mit y unter dem schwarzen Kasten gekennzeichnet - interkaliert,
denen keine Bedeutung bei der Bildung des y3-T-Zell-Rezeptorproteins zukommt (aus Hayday et al.
2000).



NKG2D erkennt Membranproteine, die auf kérpereigenen Zellen durch Stress — wie
Hitze oder DNS-Schadigung - induziert bzw. hochreguliert werden, beispielsweise
MIC-A (MHC class | polypeptide-related sequence A), MIC-B und ULBP1-6 (UL16
binding protein 1-6). Diese Molekule werden oft zum Teil konstitutiv auf Tumorzellen
exprimiert, so dass yd T-Zellen derartige Tumorzellen erkennen kénnen. (Chiplunkar
et al. 2009, Kabelitz et al. 2013).

Im Unterschied zu den aff T-Zellen gibt es nur wenige (6) exprimierte Vy- und Vé-
Gene. Allerdings ist die Expression bestimmter Vy/V6 Kombinationen stark reguliert.
Man unterscheidet prinzipiell zwischen V62 T-Zellen, die fast immer ein Heterodimer
mit der Vy9 Kette bilden und yo T-Zellen, mit anderen variablen & Ketten. Die
letzteren werden entsprechend als non-V52 T-Zellen bezeichnet. Vy9Vé2 T-Zellen
bilden bei Erwachsenen die Mehrheit der y6 T-Zellen im peripheren Blut. V&1 T-
Zellen finden sich vor allem in Haut und in der Darmschleimhaut (Kabelitz et al. 2005,
Kabelitz et al. 2013). Im Unterschied zu off T-Zellen erkennen Vy9Vs2 T-Zellen nicht
MHC-prasentierte Peptide, sondern kleine phosphorylierte Molekule, Pyrophosphate
oder ,Phosphoantigene® z.B. aus dem Cholesterolsyntheseweg. Derartige
Intermediate fallen in eukaryoten Zellen und somit beim Menschen im Mevalonatweg
und bei Parasiten und Prokaryoten im Methylerythriolweg gebildet an. Das 4-
hydroxy-but-2-enyl-Pyrophosphat (HMBPP) ist ein Beispiel fur ein mikrobielles und
somit aus menschlicher Sicht kérperfremdes Pyrophosphat. Ein wichtiger endogener
Ligand fur y6 T-Zellen ist Isopentenylpyrophosphat (IPP), ein Zwischenprodukt der
Cholesterinbiosynthese. In Tumorzellen wird IPP infolge des dysregulierten
Mevalonat-Stoffwechsels oft Uberproduziert. Interessanterweise kann die endogene
Produktion von Pyrophosphaten wie IPP pharmakologisch beeinflusst werden.
Aminobisphosphonate (n-BPs) wie Zoledronat werden aufgrund ihrer Wirkung auf die
Knochenresorbtion zur Therapie der Osteoporose und von Knochenmetastasen bei
Krebserkrankungen eingesetzt (Gober et al. 2003). Dartber hinaus stimulieren n-BPs
uber eine Hemmung des IPP-weiterverarbeitenden Enzyms Farnesylpyrophosphat-
Synthase (FPPS) auch die y3-T-Zell-Aktivierung. Diese Inhibition flihrt zu einer
intrazellularen |IPP-Anreicherung und in der Folge zur v3-T-Zell-Aktivierung
(Abbildung 1.2) (Roelofs et al. 2009, Thompson et al. 2010).
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Abbildung 1.2: Aktivierung der y8 T-Zellen durch Aminobisphosphonate. In Tumorzellen wird oft
aufgrund eines dysregulierten Mevalonat-Stoffwechsels vermehrt IPP produziert, das von Vy9Vé2 T-
Zellen erkannt wird. Wird die weitere Verstoffwechselung zu Cholesterin Uber die
Farnesylpyrophosphat-Synthase pharmakologisch durch n-BPs gehemmt, kommt es zu einer
Anreicherung des IPPs in Tumorzellen und zu einer Stimulation von Vy9Vs2 T-Zellen.

1.4. Wechselwirkungen zwischen Vy9Vé2 T-Zellen und

umgebenden Leukozyten

Obwohl yd T-Zellen HLA-unabhangig durch tumorassoziierte Pyrophosphate aktiviert
werden, sind sie nicht unabhangig von Wechselwirkungen mit umgebenden
Leukozyten. Dies zeigt sich besonders, wenn Vy9V52 T-Zellen ex vivo stimuliert
werden: Aus mononuklearen Zellen — einem Zellgemisch aus Lymphozyten und
Monozyten - werden Vy9Vs2 T-Zellen selektiv durch Inkubation mit n-BPs aktiviert.
Dabei nehmen Monozyten die n-BPs Uber Endozytose auf, die dann die Produktion
von IPP induzieren und damit Vy9Vo2 T-Zellen stimulieren (Roelofs et al. 2009). Far
Vy9Vé2 T-Zellklone konnte gezeigt werden, dass sie zwar in Abwesenheit anderer
Leukozyten, nicht aber ohne Zellkontakt untereinander auf Pyrophosphate reagieren
kébnnen (Morita et al. 1995). Beide Reaktionen der Vy9Vs2 T-Zellen auf
Pyrophosphate zeigen, dass nicht nur der Kontakt zwischen Vy9Vs2 T-Zellen und
Tumorzellen entscheidend ist, sondern auch das Zusammenspiel mit umgebenden

Leukozyten.



Im Blut stellen neutrophile Granulozyten bis zu 75 % der Leukozyten dar (Chistiakov
et al. 2015). Die Interaktion zwischen Granulozyten und yd T-Zellen hangt vom
Antigen ab: Werden ldsliche Pyrophosphate zugegeben, verstarkt die Anwesenheit
neutrophiler Granulozyten in Zellkultur die Vy9Vé2 T-Zell-Expansion und Aktivitat.
Interessanterweise kdnnen aber neutrophile Granulozyten die Aktivierung von o T-
Zellen nach intrazellularer Aufnahme von n-BPs hemmen, wobei auch die Bildung
von reaktiven Sauerstoffradikalen eine Rolle spielt. So kdnnte auch die beobachtete
Abnahme peripherer Vy9Vs2 T-Zellen nach langer Therapie mit intravenosen n-BPs
durch die inhibitorische Aktivitat neutrophiler Granulozyten erklart werden (Kalyan et
al. 2014).

Insgesamt ist die Wirkung von exogenen Pyrophosphaten und der endogenen
Pyrophosphatanreicherung durch n-BPs auf andere Immunzellen noch nicht vdllig
verstanden. Fur die Aktivierung von yd T-Zellen durch |6sliche Pyrophosphate wie
das HMBPP ist ein direkter Zellkontakt erforderlich. Bei der Stimulation durch n-BPs
kénnen verschiedene Zelltypen unterschiedliche Effekte austiben: CD14*-Monozyten
stimulieren bei Zugabe von n-BPs die Expansion von Vy9Vé2 T-Zellen
(Chandrasekaran et al. 2015), wahrend neutrophile Granulozyten die Vy9Vs2 T-Zell-
Proliferation (vor allem durch die Produktion reaktiver Sauerstoffmetabolite)
abschwachen (Abbildung 1.3) (Kalyan et al. 2014).



Aufnahme in
die Zelle
Monozyt Neutrophiler

- T-Zelle Granulozyt
VY9V62

Proliferation

Abbildung 1.3: Die Effekte von Aminobisphosphonaten (n-BP) auf Leukozyten in der
Umgebung von y3d T-Zellen: Monozyten und neutrophile Granulozyten nehmen n-BPs auf. Wahrend
Monozyten dadurch die Proliferation von Vy9Vé2  T-Zellen férdern, reduzieren neutrophile
Granulozyten deren Expansion.

1.5. Vy9V52 T-Zellen in der Tumortherapie

16 T-Zellen haben in der Regel starke zytotoxische Aktivitat und kénnen eine Vielzahl
unterschiedlicher Tumore HLA-unabhangig abtoten. Es besteht daher grofes
Interesse daran, y6 T-Zellen fir die Tumortherapie einzusetzen und erste Studien
wurden bereits durchgeflhrt (Hannani et al. 2012). Dabei ist vor allem die Reaktion
auf Pyrophosphate aus zwei Grinden vielversprechend:

1. Vy9Vs2 T-Zellen lassen sich durch Pyrophosphate HLA-unabhangig ex vivo
expandieren und im autologen Therapieansatz einsetzen (Nussbaumer et al.
2013).

2. Die tumorzelleigene Zielstruktur IPP lasst sich durch Gabe von

Aminobisphosphonaten zusatzlich anreichern (Chiplunkar et al. 2009).

Klinische Studien zeigten dabei, dass ex vivo-expandierte Vy9Vo62 T-Zellen eine
vielversprechende Option bei der Therapie von soliden und hamatologischen
Malignomen darstellen (Kobayashi et al. 2011, Abe et al. 2009, Dieli et al. 2007). Um



allerdings diese Therapieform gezielter weiterzuentwickeln, ist ein deutlich
umfassenderes Verstandnis Uber die Mechanismen der Vy9Vé2 T-Zell-vermittelten
Tumorzelllyse erforderlich. Bisher kann man zusammenfassen, dass die Zugabe von
n-BPs zu mononuklearen Blutzellen zum intrazellularen IPP-Anstieg in Monozyten
und damit zur selektiven Proliferation und zur Aktivierung des zytotoxischen
Potentials von Vy9Vs2 T-Zellen fuhrt fuhrt. Es ist jedoch nicht eindeutig geklart, wie
der Anstieg des intrazellularen IPPs in Monozyten die Reaktivitat der Vy9Voé2 T-
Zellen auslost. Ebenso ist noch nicht vollig verstanden, wie die direkte Vy9Vs2 T-Zell-
Stimulation durch I6sliche Pyrophosphate (z.B. HMBPP) mechanistisch ablauft, da
sie prinzipiell auch ohne direkten Zellkontakt stattfinden kann (Morita et al. 1995,
Roelofs et al. 2009a). In diesem Kontext wurde erst kirzlich berichtet, dass fur die
Aktivierung von yd T-Zellen sowohl durch endogene Pyrophosphate nach n-BP-
Gabe, als auch durch exogene Pyrophosphate das ubiquitar exprimierte
Membranmolekul Butyrophilin 3A1 (BTN3A1) unerlaBlich ist (Harly et al. 2012,
Sandstrom et al. 2014, Vavassori et al. 2013).

1.6. Butyrophillin 3A1

Die Butyrophiline bilden eine Gruppe von B7-verwandten Proteinen, deren Gene auf
dem Chromosom 6 lokalisiert sind und fir Typ | Transmembranproteine kodieren. Sie
gehdren zur Immunglobulin (Ig)-Superfamilie und tragen zwei extrazellulare
Domanen. Zurzeit sind drei Butyrophiline in der 3A-Gruppe bekannt, die kollektiv
auch als CD277 bezeichnet werden. BTN3A1 ist an der Vermittlung und Regulation
der T-Zellantwort durch Pyrophosphate beteiligt (Harly et al. 2012, Rhodes et al.
2015). Es besitzt eine intrazellulare B30.2 Domane mit der charakteristischen
Jripartite® Aminosauresequenz ,PRYSPRY". Die Funktion dieser Domane ist noch
weitgehend unverstanden, es gibt jedoch Hinweise, dass sie Eigenschaften einer
Ubiquitin E3 Ligase hat und an der Regulation der angeborenen Immunantwort bei
Infektionen beteiligt ist (D'Cruz et al. 2013). Neben BTN3A1 gibt es zwei weitere
Molekule der Butyrophilin 3A-Gruppe, die fur die Vy9Vé2 T-Zell-Aktivierung jedoch
eine eher untergeordnete Rolle spielen: Butyrophilin 3A2 und Butyrophilin 3A3. Beide
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enthalten ebenfalls die immunglobulindhnlichen extrazellularen Domanen. Die
intrazellulare Domane fehlt allerdings bei BTN3A2 komplett und ist beim BTN3A3
durch eine 70 Aminosauren lange Kette verlangert (Vavassori et al. 2013, Harly et al.
2012).

Uber den Mechanismus, wie Vy9V82 T-Zellen durch Phosphoantigene zur
Proliferation angeregt werden, gibt es zur Zeit widersprichliche Befunde.
Interessanterweise ist BTN3A1 sowohl fur das I6sliche bakterielle HMBPP und das
eukaryotischen IPP als auch fur die Reaktion auf die gesteigerte endogene IPP-
Produktion durch n-BP Gabe notwendig. Fur beide Reaktionstypen ist nicht nur
BTN3A1 erforderlich, sondern mdglicherweise auch andere Molekile, die auf dem
Chromosom 6 lokalisiert sind (Riafo et al. 2014). Dies lalkt vermuten, dass die

Vy9V62 T-Zell-Aktivierung komplex reguliert ist.

Es gibt ebenfalls widersprichliche Befunde zu der Frage, ob die Pyrophosphate
extrazelluldar an BTN3A1 binden und so dem v3-TZR ,prasentiert® werden
(Vavassouri et al. 2013), primar Uber die intrazellulare B30.2-Domane wirken
(Sandstrom et al. 2014; Rhodes et al. 2015) oder ob ggf. die verschiedenen
Pyrophosphat-Typen unterschiedliche Signalwege bendtigen. In Hinblick auf die
Bindung der Pyrophosphate an die extra- bzw. intrazellulare Domane gibt es
ebenfalls unterschiedliche Befunde: Vavassouri et al. konnten in ihren Experimenten
mittels Massenspektrometrie und Biacore-Studien zeigen, dass Pyrophosphate an
den extrazellularen Bereich von BTN3A1 binden konnen, wahrend Sandstrom et al.
keine extrazellulare Bindung nachweisen konnten. Vielmehr konnten diese Autoren
eine Bindung des IPP an die intrazellulare B30.2 Domane nachweisen (Vavassori et
al. 2013, Sandstrom et al. 2014). Zumindest fir die endogene Stimulation durch n-BP
ist ein Mechanismus unter Einbeziehung einer intrazellularen Bindung und einer
konsekutiven BTN3A1-abhangigen Veranderung an der auleren Zellmembran
vorstellbar. Daflr spricht sowohl, dass eine Stimulation mit n-BP die Membranfluiditat
von BTN3A1 beeinflusst (Harly et al. 2012), als auch, dass Mutationen der B30.2-
Doméne zu einem Abbruch der Vy9Vo2 T-Zell-Aktivitat fuhrt, nicht aber

Veranderungen der extrazelluldren Abschnitte (Wang und Morita, 2015).
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Interessanterweise kann die Vy9Voé2 T-Zell-Aktivitat auch direkt durch Antikorper
gegen BTN3A Dbeeinflusst werden. Dabei zeigen 2zwei Antikdrperklone
unterschiedliche Wirkung. Der Klon 20.1 (Compte et al. 2004, Messal et al. 2011)
fuhrt bei in vitro-Zugabe ahnlich wie Phosphoantigen zu einer Expansion von Vy9Vé2
T-Zellen aus mononuklearen Blutzellen und steigert aul3erdem deren Aktivitat gegen
Tumorzellen (Harly et al. 2012). Losliche Pyrophosphate oder n-BP sind dazu nicht
erforderlich. Der Antikorperklon 103.2 (Harly et al. 2012) hingegen wirkt
neutralisierend und hebt die Aktivitat von Vy9Vé2 T-Zellen nach Pyrophosphate-Gabe
auf. Beide Antikérper sind allerdings nicht spezifisch fur BTN3A1. Sie sind
kreuzreaktiv mit den Isoformen BTN3A2 und BTN3AS3. Interessanterweise kann der
Antikorperklon 20.1 seine Wirkung auch Uber BTN3A2 oder BTN3A3 auslosen. Dazu
ist auRer dem BTN3 Oberflachenmolekul kein weiteres Protein des Chromosoms 6
erforderlich (Harly et al. 2012, Riafo et al. 2014).

Ungeklart bleibt der Mechanismus, wie anti-BTN3A Antikorper die y5-T-Zell-
Aktivierung beeinflussen. Moglich ware, dass die Antikdrper an BTN3A auf Vy9Vé2 T-
Zellen binden und dort eine Signalkaskade in Bewegung setzen, also ein
sogenannter ,Cis-Effekt” stattfindet. Genauso konnte aber auch eine Bindung an
BTN3A einer Nachbarzelle verantwortlich sein. Dies kann eine benachbarte Vy9V52
T-Zelle, eine Tumorzelle oder eine andere Immunzelle sein, die dann nach
Antikérperbindung und dadurch induzierter Konformationsanderung zu einer
Erkennung durch Vy9V62 T-Zellen fuhrt. Diese Art der Reaktion bezeichnet man als
,1rans-Effekt” (Abbildung 1.3) (Harly et al. 2012).
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Cis-Effekt Trans-Effekt

T-Zelle
Vy9V62

Der Antikorper T-Zelle
aktiviert direkt
Mechanismen an
den Vy9Vo2 T-

Zellen.

Proliferation

Bessere Erkennung
durch Konformations-

Proliferation

Anti BTN3A1 Antikorper
(Klon 20.1 in diesem Fall)

\ Butyrophilin 3A1

\ T Zell Rezeptor

Abbildung 1.3.: Zwei Theorien zum Wirkmechanismus der anti-BTN3A Antikdrper am Beispiel des
aktivierenden Antikdrperklons 20.1. Cis-Effekt: Der Antikdrper bindet BTN3A-Molekile der Vy9Vé2 T-
Zellen, was zu einer direkten Aktivierung fihrt. Trans-Effekt: Der Antikorper verandert die Konformation von
BTN3A an der Zielzelle durch direkte Bindung. Dies wird von Vy9V52 T-Zellen erkannt.

1.7. Zielsetzung der Doktorarbeit

Vy9V62 T-Zellen kdnnen nach vorheriger Aktivierung Krebszellen abtoten und sind
deshalb interessant flr die zellbasierte Tumortherapie. Bisher ist jedoch ihr
Aktivierungsmechanismus nur unvollstandig verstanden. Das Transmembranprotein
Butyrophilin 3A1 und erhdhte cytoplasmatische Spiegel von Lipid-assoziierten
Pyrophosphaten in Zielzellen kdénnen Vy9Vé2 T-Zellen aktivieren. Der genaue
Wirkmechanismus ist jedoch bisher nicht bekannt. Vor der Nutzung von Vy9Vé2 T-
Zellen fur die Krebstherapie muss jedoch der Aktivierungsmechanismus genau
abgeklart werden um eine maximale Schadigung der Krebszellen unter Aussparung
gesunder Zellen zu ermdglichen.

In diesem Zusammenhang sollte die vorliegende Arbeit folgende Fragen

beantworten:
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1. Welche Tumoren eignen sich fur eine Immuntherapie durch Vy9Vvd2 T-Zellen?

2. Welche Rolle spielen unterschiedliche Leukozyten in der Aktivierung von
Vy9Vé2 T-Zellen durch Pyrophosphate oder n-BP?

3. Welche Bindungsproteine sind an der Butyrophilin 3A1-abhangigen Vy9Vas2 T-
Zell-Stimulation beteiligt?

4. Werden die  extrazellularen  Bereiche von  Butyrophilin  durch

Pyrophosphatexposition verandert?

2. Materialien

Verwendete Abkurzungen: APS = Ammoniumperoxodisulfat (Ammoniumpersulfat); BSA =
Rinderserumalbumin; DMSO = Dimethylsulfoxid; EDTA = Ethylendiamintetraacetat; FKS = Fetales
Kalberserum; IPP = Isopentenylpyrophosphat; n-BP = Aminobisphosphonat; PFA = Paraformaldehyd;
Pl = Propidiumjodid; PMBC = periphere mononukleare Blutzellen; PMSF = Phenyl-Methyl-Sulfonyl-
Fluorid; rh = rekombinant, human; rcf = relative centrifugal force; relative

Zentrifugationsbeschleinigung; TEMED = Tetramethylethylendiamin; WP = FACS-Waschpuffer.

2.1. Substanzen

Name

Bezugsquelle

Acetonitril (HPLC Ultra Gradient Grade)

Roth, Karlsruhe

Acrylamid/Bisacrylamid

Roth, Karlsruhe

Ammoniumbicarbonat

Fluka, Buchs, Schweiz

Ammoniumperoxidisulfat (APS)

Merck, Darmstadt

Aprotinin

Sigma, Taufkirchen

Bovines Serumalbumin

Serva, Heidelberg

Bromphenolblau

Merck, Darmstadt

Coomassie Protein

Thermo Fischer

Untersuchungsreagenz Scientific, Langenselbold
Dimethylsulfoxid (DMSO) Calbiochem, Darmstadt
ECL Plus GE Healthcare, Minchen
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Eosin Serva, Heidelberg
Essigsaure Roth, Karlsruhe
Ethanol Roth, Karlsruhe

Ethylendiamintetraacetet (EDTA)

Sigma, Taufkirchen

Fotales Kalberserum (FKS)

Life Technologies, Karlsruhe

Ficoll-Hypaque (1,077 g/mL)

Biochrom, Berlin

Flamingo Fluorescent gel stain

Bio Rad

Glycerin Merck, Darmstadt

Glycin Roth, Karlsruhe

Leupeptin Sigma, Taufkirchen

Methanol Roth, Karlsruhe

Milchpulver Frema Granovita, Heimertingen
Monensin Merck, Darmstadt

NaCl Merck, Darmstadt

NaF Merck, Darmstadt

NaNs Merck, Darmstadt

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Merck, Darmstadt

Natriumfluoyourid

Fluka, Buchs, Schweiz

Natriumorthovanadat

Merck, Darmstadt

Natriumpyrophosphat

Sigma, Taufkirchen

Nitrozellulosemembran

Machery Nagel, Diren

Nonident P-40 (NP-40)

Fluka, Buchs, Schweiz

Paraformaldehyd (PFA)

Sigma, Taufkirchen

Penicillin/Streptomycin

Biochrom, Berlin

Pepstatin A

Sigma, Taufkirchen

Phosphat Gepufferte Salzlésung (PBS)

Biochrom, Berlin

PMSF

Sigma, Taufkirchen

Protein-marker

Biorad, Miinchen

RPMI 1640-Medium

Life Technologies, Karlsruhe

Temed

Serva, Heidelberg

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Merck, Darmstadt

Trifluoressigsaure (TFA)

Fluka, Buchs, Schweiz

Tris Roth, Karlsruhe
Triton X-100 Merck, Darmstadt
Trypsin Biochrom, Berlin
Tween 20 Sigma, Taufkirchen

Vollstandiger Proteaseinhibitor

Roche, Mannheim

Wasser (HPLC Ultra Gradient Grade)

Roth, Karlsruhe
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a-Cyano-4-Hydroxyzimtsaure (CHCA) Laser Labs, Sophia-Antipolis Cedex,
Frankreich

B-Mercaptoethanol Merck, Darmstadt

2.2. Stimulantien und IL-2

Name Finale Konzentration Bezugsquelle

BrHPP 300 nM Innate Pharma, Marseille (Frankreich)

(Bromohydrinpyrophosphat)

HMBPP ((E)-4-Hydroxy-3-methyl- | 1 nM Echelon Biosciences, Salt Lake City (USA)

but-2-enyl pyrophosphat)

Zoledronat 5uM Novartis, Basel (Schweiz)

Lovastatin 5 uM Sigma, Taufkirchen

riL-2 50 IU/mL (1:200 | Novartis, Basel (Schweiz)
Verdiinnung)

2.3. Puffer und Losungen

Medien/Puffer Bezugsquelle

Ficoll® Hypaque Loésung (1,077 g/mL) Biochrom AG

Fotales Kalberserum (FKS) Life Technologies

RPMI1640 Life Technologies
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2.3.1. Fur zellbiologische Arbeiten verwendete Puffer und Losungen

Puffer/Lésungen Substanz Endkonzentration
Einfriermedium (EFM) RPMI - 1640

FKS 20 % (v/v)

DMSO 10 % (viv)
Eosinlésung Eosin 0,2 % (w/v)

NaNs 0,05 % (w/v)

NaCl 0,9 % (w/v)

FKS 10 % (viv)
FACS-Waschpuffer (WP) PBS

BSA 1 % (v/iv)

NaNs 0,1 % (w/v)
MACS-Waschpuffer (MP) PBS

BSA 0,5 % (w/v)

EDTA 2 mM
Paraformaldehylosung PBS

PFA 0,1 % (v/v)
Standardzell-Puffer (StdZP) WP

Standardzellen 0,1*108 Zellen/mL

PI 0,2 yg/mL

2.3.2. Fur biochemische Arbeiten verwendete Puffer und Losungen

Puffer/Lésungen Substanz Endkonzentration
Elektrophoresepuffer (Bio Rad, 10x) | ¢¢H20
Tris 3,03 % (wiv)
Glycin 14,4 % (wlv)
SDS 1% (whv)
Elektrophoresepuffer (NUPAGE) adH20
NuPAGE™ MES-Puffer 5 % (viv)
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Laufgel (Bio Rad, 10%ig)

adH20
30 %ig Acrylamid/Bisacrylamid
Tris-Puffer 1M, pH 8,8

28,7 % (viv)
33 % (viv)
36 % (v/v)

10 %ig SDS 1 % (v/v)
20 %ig APS 0,33 % (v/v)
TEMED 0,066 % (v/v)
NP-40 Lysepuffer NP-40 1 % (v/v)
Tris (pH 7,4) 20 mM
NaCl 150 mM
EDTA 5mM
Natriumorthovanadat 1mM
Natriumflourid 10 mM
Natriumpyrophosphat 1M
PMSF 1mM
Aprotinin 2 ug/mL
Leupeptin 2 ug/mL
Pepstatin 2 ug/mL
Probenpuffer (Bio Rad) SDS 6 % (w/v)
Glycerin 30 % (v/v)
Tris-Puffer 1M, pH 6,8 200 mM

Bromphenolblau

B-Mercaptoethanol

0,005 % (v/v)
2-5% (viv)

Sammelgel (Bio Rad)

aaH20
30 %ig Acrylamid/Bisacrylamid
Tris-Puffer 1 M, pH 6,8

69,5 % (v/v)
16,5 % (v/v)
12,4 % (viv)

10 %ig SDS 1 % (v/v)
20 %ig APS 0,49 % (viv)
TEMED 0,1 % (v/v)
Tris buffered saline (TBS) adH20
Tris 10 mM
NaCl 150 mM
pH 7,5-8,0
Tris buffered saline-Tween (TBS-T) | TBS
Tween 20 0,05 % (viv)
Western-Blot-Transferpuffer adH20
Tris 25mM
Glycin 192 mM
Methanol 20 % (v/v)
10 %ig SDS 1 % (v/v)
Modifizierter RIPA-Lysepuffer adH20
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NP-40 1% (viv)
Tris-HCI pH 7,5 0,05 M
NaCl 0,15 M
Triton X-100 1 % (v/v)
EDTA 1mM
Na-desoxycholat 0,25 % (w/v)
RIPA-Lysepuffer adH20
EDTA 150 mM
Tris pH 7,4 1M
Triton X-100 1% (viv)
Na-desoxycholat 1 % (wiv)
SDS 0,1 % (w/v)
Flamingo Pink Fixierlésung aaH20
Ethanol 40 % (v/v)
Essigsaure 10 % (v/v)
Flamingo Pink Entfarbeldsung aaH20
Tween20 0,1 % (w/v)
10x Ammoniumbicarbonat Ammoniumbicarbonat 250 mM
Wasser (HPLC Ultra Gradient | 192 mM
Grade)
Triflouressigsaure (TFA) 0,1 % TFA 0,1 % (v/v)
Wasser (HPLC Ultra Gradient
Grade)
Matrixlésung a-Cyano-4-Hydroxyzimtsaure 3,2mg
(CHCA)
TFA 650 pL
Acetonitril 350 uL
25 mM Ammoniumbicarbonat + | Ammoniumbicarbonat 250 mM 5mL
Acetonitril 1:1 Wasser (HPLC Ultra Gradient | 45 mL
Grade)
Acetonitril  (HPLC Ultra Gradient | 50 mL
Grade)
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2.4. Gerate

Gerate Bezeichnung Hersteller
Absaugvorrichtung Filter Mate Harvester Perkin Elmer
CO2-Brutschrank Heracell 240i Heraceus
Durchflusszytometer FACS Calibur™ BD Biosciences
Durchflusszytometer ImageStream® Merck Millipore
Entwicklermaschine Agfa, Gera
Multistepper Nichiryo 8100 Nichiryo, USA
Kihlzentrifuge Biofuge 15R Thermo Scientific
Kihlzentrifuge Megafuge 16/16R Thermo Scientific
Mehrkanalpipette 3-300 uL Finnpipette Thermo Scientific
Mikroplatten-Photometer Infinite™ M200 Tecan
Neubauer-Zahlkammer Fischer
Netzgerat Power Supply 250-2 Sigma

Netzgerat Power Pack 200/300 Bio Rad
Pipettierhilfen (10, 100, 200, Eppendorf

1000 pL)

Elektrophoresekammer Protean®ll xi Cell Bio Rad

Sterilbank Lamin air™ Thermo Scientific
Thermomixer compact Thermostat 5320 Eppendorf
Vortex-Gerat REAX 2000 Heidolph Reax
Western Blot Transfer-Kammer Trans-blot® Bio Rad
Zentrifuge Biofuge 15R Heraceus
Zentrifuge Megafuge 1.0 Heraceus
Zentrifuge Megafuge 1.0R Heraceus
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2.5. Verbrauchsmaterialien

Material Bezeichnung Hersteller
ECL-Chemolumineszenz-Film Hyperfilm™ Amersham
Einfrierrdhrchen CryoTube™ Thermo Scientific

FACS-Rdhrchen (0,6 mL)

Round base test Tube

Sterilin

FACS-Réhrchen (5 mL)

BD Biosciences

Filterpapier

Whatman

MACS-LS-Saulen

Miltenyi Biotec

Mikrotitierplatte Maxisorb Nunc
Nitrozellulose-Membran Hybond™ C Extra Amersham
Parafilm Parafilm Pechiney Plastic Packaging

Pasteurpipetten gestopft

Hecht

Pasteurpipetten ungestopft Hecht
Pipetierhilfe Accu-jet™ pro Brand, Wertheim
Pipettenspitzen Sarstedt

Protein A-Sepharose™ 4B Invitrogen
Protein G-Sepharose™ 4B Invitrogen
PS-Abdeckplatten 127,0/85/11MM, Standard Greiner
Reaktionsgefale (1,5 und 2 mL) Sarstedt
Serologische Pipetten (5, 10, 25, Greiner

50 mL)

Steppertips 0,06 mL

Sud Laborbedarf

Steppertips 0,6 mL

Sid Laborbedarf

Transwell Einsatz

Cell Culture Insert/ Anopore, 8

Well (0,2 um PorengroRe)

Nunc

Zellkulturflaschen (50, 250, 650
mL)

Greiner

Zellkulturplatte, Rundboden, 96

Kavitaten

MicroWell™

Thermo Scientific
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Zellkulturplatte, Stitzboden, 96 Nerbe plus

Kavitaten

Zellkulturplatten, Flachboden, (6, | Microwell™ Greiner
12, 24, 96 Kavitaten)

Zentrifugenrandréhrchen (15 mL Greiner

und 50 mL, ohne Stehrand)

2.6. Software

Software Hersteller

Cell Quest Pro™ BD Biosciences
Microsoft Office 2016™ Microsoft
FlowJo™ FlowJo

2.7. Antikorper
Fur Antikorper, deren Konzentration unbekannt war, wurde die verwendete

Verdinnung angegeben.
Verwendete Abkilrzungen: APC = Allophycocyanin; FITC = Flouresceinisothiocyanat; PE =

Phycoerythrin; HRP = Meerrettichperoxidase.(horseadish peroxidase)

2.7.1. Fur die Durchflusszytometrie verwendete Antikorper

Antigen Konjugat Isotyp Klon Einsatzkonzentration Bezugsquelle
BTN3A PE Maus 1gG+, K 201 500 pg/mL oder 50 | BioLegend
ug/mL

CD107a PE Maus 1gG+, K H4A3 | pur BD Biosciences
CD107a FITC Maus 1gGs, H4A3 | 50 pg/mL BioLegend
TZRyd PE Maus 1gG+, K 11F7 25 pg/mL BD Biosciences
CD3 PE Maus 1gG+, K SK7 20 pg/mL BD Biosciences
CD3 FITC Maus 1gG+, K SK7 6,25 pg/mL BD Biosciences
CDh4 PE Maus 1gG+, K SK3 0,6 pg/mL BD Biosciences
CD14 PE Maus 1gGab, K | MeP9 | 5 pg/mL BD Biosciences
CD14 FITC Maus 1gGab, K | MpP9 | 5 pg/mL BD Biosciences
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CD66b FITC Maus 1gG+, k 04 0,1 mg/mL Sino Biological Inc.

CD3 APC Maus 1gG1, K SK7 10 pg/mL BD Biosciences

Vy9 FITC Maus 1gG1, K 7A5 25 pg/mL Aus eigener Herstellung
(Kabelitz et al. 1990)

Kontrolle FITC Maus 1gG+, k X40 entsprechend BD Biosciences

Kontrolle PE Maus 1gG+, k X40 entsprechend BD Biosciences

Kontrolle APC Maus 1gG+, k X40 entsprechend BD Biosciences

Kontrolle PE Maus 19Gab, k| 20116 | entsprechend R&D Systems

2.7.2. Fur Imagestream verwendete Antikorper

Antigen Konjugat Isotyp Klon Einsatzkonzentration Bezugsquelle
BTN3A PE Maus IgG1, k| 20.1 10 pg/mL BioLegend
Maus IgG Alexa 488 | Esel IgG polyklonal | 10 ug/mL Invitrogen

2.7.3. Fur Imagestream verwendete Farbungen

Zielstruktur

Bezeichnung

Bezugsquelle

Zellmembran

CellMaskTM deep red plasma membrane stain

Life Technologies

Zellmembran

Wheat Germ Agglutinin

Life Technologies

Zellkern

Hoechst 33342, trihydrochloride, trihydrate

Life Technologies

2.7.4. Fur Immunprazipitation, Westernblot und funktionelle Analysen

verwendete Antikorper

Antigen Konjugat Isotyp Klon Einsatzkonzentration | Bezugsquelle
BTN3A unkonjugiert | Maus IgG1, | 20.1 1 pg/mL BioLegend
K
Maus light chain HRP Ziege 1gG polyklonal | 0,1 yg/mL Millipore
BTN3A unkonjugiert | Maus IgGs1, | 103.2 5 pg/mL Daniel Olive,
K Toulouse, Frankreich
BTN3A1 unkonjugiert | Hase IgG polyklonal | 0,35 mg/ml Abcam
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2.8. Kits

Kit Bezugsquelle KatalogNr.
Anti-TCRy3 Microbead Kit Miltenyi Biotec 130-092-892
CD4* T Cell Isolation Kit Miltenyi Biotec 130-091-155
FcR Blocking Reagent, human Miltenyi Biotec 130-059-901
Human CD4* T Cell Enrichment Kit Miltenyi Biotec 130-096-533
CD14* Microbeads Miltenyi Biotec 130-050-201
Human Neutrophil Enrichment Kit Stemcell™ technologies 19257

Human butyrophilin subfamily 3 member A1
(BTN3A1) ELISA Kit

CusaBio

CSB-EL002873HU

2.9. Tumorzelllinien

Die verwendeten Tumorzelllinien wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Holger

Kalthoff (Institut fir experimentelle Tumorforschung, Christian Albrechts Universitat,

Kiel) zur Verfugung gestellt oder kommerziell erworben. Verwendete Abklrzungen:

ATCC = American Type Culture Collection; AML = Akute Myeloische Leukamie; DSMZ = Deutsche

Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH; ECACC = European Collection of Cell

Cultures (Salisbury, UK); PDAC = Pankreatisches duktales Adenokarzinom.

Zelllinie Herkunft Histologie Bezugsquelle

Colo357 Pancreas, Primartumor PDAC Holger Kalthoff

PancTu1 Pancreas, PDAC Holger Kalthoff
Primartumor

Panc89 Pancreas, PDAC Holger Kalthoff
Lymphknotenmetastase

THP1 Monozytenleukamie AML ATCC
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Daudi B-Zelllymphom Burkittlymphom ATCC und DSMZ
Raiji B-Zelllymphom Burkittlymphom DSMZ

MCF7 Brust, Primartumor Duktales ATCC

Adenokarzinom

A172 Gehirn, Primartumor Glioblastom ECACC

T98G Gehirn, Primartumor Glioblastom ECACC
U251MG Gehirn, Primartumor Glioblastom ECACC

us7 Gehirn, Primartumor Glioblastom ECACC
MDA-MB-231 Brust, Pleurametastase Adenokarzinom ATCC

PC-3 Prostata, Knochenmetastase Adenokarzinom ATCC

2.10 Statistik

FUr die in Experimenten aufgefihrten Statistiken wurde Microsoft Excel 2016

verwendet und ein zweiseitiger, gepaarter t-test angewandt.

3. Methoden

3.1. Zell-basierte Methoden

3.1.1. Isolierung mononuklearer Zellen aus dem peripheren Blut (PBMZ)

Zur Isolierung der mononukledren Zellen aus Vollblut wurde ausgenutzt, dass intakte
mononukleare Zellen eine andere Dichte aufweisen, als die Ubrigen zellularen
Blutbestandteile. Dazu wurde Blut mit PBS verdunnt und davon 30 — 35 mL auf 15
mL Ficoll (Dichte = 1,077 g/mL) Uberschichtet und zentrifugiert (693 rcf, 20 Minuten,
ohne Bremse). Dichtere zellulare Bestandteile wie Erythrozyten oder Granulozyten
pelletieren; Monozyten und Lymphozyten sedimentieren als ,Interphasering” an der
Phasengrenze zwischen Ficoll und Plasma/PBS. Thrombozyten bleiben mit dem
Uberstandigen Plasma in Suspension. Der Interphasering wurde abgetragen und im
Verhaltnis 1:5 mit PBS verdinnt. Es schlossen sich 3 Waschschritte mit PBS an:
Zuerst bei 444 rcf, 5 Minuten, anschlieend 2mal 174 rcf, 10 Minuten. Die

Waschschritte dienen der Entfernung Ubergebliebenen Ficolls und Thrombozyten.
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Das Pellet wird dann in 50 mL RPMI-Medium mit 10 % FKS aufgenommen. Die
Lagerung erfolgte bei 4 °C. Leukozytenkonzentrate gesunder Spender wurden vom
Institut fur Transfusionsmedizin des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein zur
Verfugung gestellt. Ein Votum der zustandigen Ethikkomission zur Verwendung der

Leukozytenkonzentrate lag vor (D405110).
3.1.2. Isolierung von Leukozyten aus Vollblut

Zur Isolierung aller Leukozytenpopulationen aus peripherem Blut ist die ficollbasierte
Aufbereitung der mononuklearen Blutzellen nicht ausreichend: Zellpopulationen wie
Granulozyten werden mit ihr aussortiert. Sollen diese in Experimente mit einbezogen
werden, ist ein anderes Verfahren erforderlich, in welchem Erythrozyten und
Thrombozyten lysiert und so von den restlichen Leukozyten abgetrennt werden.

Dazu wurde gesunden Spendern eine zweckmalige Menge peripheres Blut in EDTA-
Roéhrchen abgenommen. Das Blut wurde im Verhaltnis 1:2 mit PBS verdinnt und bei
444 rcf 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgetragen und in 10 mL
Vollblut-Waschpuffer resuspendiert und zentrifugiert. Im Verhaltnis 1:6 zum Volumen
der peletierten Zellen wurde Lysepuffer zugegeben und 12 Minuten unter
Lichtausschluss bei gelegentlicher Agitation bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlielend wurde die Suspension zentrifugiert und der Niederschlag 2-mal in
Vollblut-Waschpuffer gewaschen und anschliefend in dem gleichen Puffer

aufgenommen.

3.1.3. Expansion von yo T-Zellen

Zur selektiven Expansion von yé T-Zellen wurden zuvor isolierte PMBZ mit dem
Aminobisphosphonat ,Zoledronat® stimuliert. Dazu wurden 10 Millionen PMBZ in 5
mL RPMI Medium mit 10 % FKS mit 5 uM Zoledronat und IL-2 inkubiert. Uber 14-28
Tage wurde alle 2 bis 3 Tage IL-2 zugegeben.

3.1.4. Bestimmung von Zellzahl und Zellvitalitat

Zu Bestimmung der Zellzahl werden 25 pul einer zweckmafig vorverdinnten
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Zellsuspension mit 75 pl Eosinlésung vermengt. In einer Neubauer-Zahlkammer
wurde die Anzahl vitaler und toter Zellen bestimmt. Der Farbstoff Eosin durchdringt

dabei nur abgestorbene Zellen und markiert diese rot.

3.2. Durchflusszytometrische Methoden

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie (FACS: fluorescence activated cell sorting) lassen
sich Zellen anhand verschiedener Parameter charakterisieren: Im Vorwarts- und
Seitwartsstreulicht werden die GroRe und die Granularitat von Zellpopulationen
bestimmt. Zellpopulationen, die sich nicht anhand der physikalischen
Lichtbrechungseigenschaften unterscheiden lassen, kénnen weitesgehend anhand
von extra- oder auch intrazellularen ,Markern® differenziert werden. Dazu wurden
Fluoreszensfarbstoff-gekoppelte  Antikbrper verwendet. Bei dem in diesen
Experimenten verwendeten Durchflusszytometer kdénnen bis zu 4 verschiedene

Fluoreszenzen gleichzeitig unterschieden werden.

3.2.1. Oberflachenantikdrpermarkierung

Zur Markierung von Oberflachenproteinen wurden 100.000 bis 500.000 Zellen in
einer 96-Kavitaten-Spitzbodenplatte bei 207 rcf, 4 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgetragen und 2 mal in WP gewaschen. Nach Abtragen des
Uberstandes wurden auf die in den Kavitdten verbliebenen Zellen 7-10
Antikorperlosung gegeben und fur 30 Minuten bei 4°C (oder auf Eis) inkubiert. Die
Waschschritte wurden wiederholt und die Zellen in 60-100 uyl 1 %

Paraformaldehydlésung (PFA) aufgenommen.

3.2.2. Oberflachenfarbung fur adharente Tumorzellen

Die verwendeten adharenten Tumorzelllinien wurden Uber Nacht in eine 6-Kavitaten-
Platte zu je 400.000 Zellen/mL in 3 mL Nahrmedium mit oder ohne 100 pM
Zoledronat inkubiert. Am Folgetag wurden die Zellen entweder mit einem Zellschaber
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mechanisch oder flr 10-20 Minuten bei 37 °C in Trypsinlésung geldst. AnschlieRend

folgte eine Oberflachenfarbung nach bereits beschriebenen Schema (Kap. 3.2.1).

3.2.3. Oberflachenmarkierung flr Imagestream®-Zytometrie

Fir die Imagestream®-Zytometrie wurden die zu untersuchenden Zellen ebenfalls
mit Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikorpern markiert. Im Gegensatz zur
konventionellen Durchflusszytometrie wird nicht nur die Fluoreszenzintensitat
bestimmt, sondern auch ein epifokales Bild von jeder Zelle gemacht. Dabei lassen
sich auch Lokalisationen der gesuchten Strukturen sowie Daten grolRer Zellmengen
ermitteln und miteinander vergleichen. Dazu werden die zu analysierenden Zellen
aufbereitet und verschiedene Oberflachenstrukturen mit Fluoreszenzfarbstoff-
gekoppelten Antikérpern markiert. Da bei jedem Fluoreszenzfarbstoff auch
Emissionen in anderen optischen Kanalen stattfinden, werden zusatzlich zu den zu
messenden Proben auch Kontrollen angefertigt, in denen ausschlieBlich einer der
Fluoreszenzfarbstoffe zum Einsatz kommt. Daraus wird dann berechnet welchen
Anteil diese Farbung an der gemessenen Fluoreszenz in den anderen Kanalen hat
und das spatere Bild entsprechend korrigiert. Untersucht wird dabei, welche
Auswirkungen unterschiedliche intrazellulare IPP-Konzentrationen auf die
Oberflachenlokalisation von BTN3A haben.

Alle Farbeschritte wurden auf Eis durchgefihrt. Nach jedem Schritt folgten 2
Waschschritte in 500 ul PBS bei 137 rcf fur 5 Minuten. Zunachst wurden 1 — 2
Millionen Zellen in 100 ul 4 % Formaldehylosung aufgenommen und 20 Minuten auf
Eis inkubiert. Gegebenenfalls wurden die Zellen dann in 100 pl
Permeabilisierungslésung 20 Minuten inkubiert. Im nachsten Schritt wurden 100 pl
anti-BTN3A Antikorperklon 20.1 (Endkonzentration 10 ug/mL) und anschlieRend der
Sekundarantikdrper zugegeben und 60 Minuten auf Eis inkubiert. Nicht
permeabilisierte Zellen wurden in 100 pl PBS mit Membranfarbstoff (CellMask™ oder
WGA; 1:1000) far 10 Minuten inkubiert. Die Zellen wurden dann in einem

zweckmaligen Volumen 4 % PFA Ldésung, die einen Zellkernfarbstoff enthalt
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(Hoechst; 1:10000), aufgenommen.

3.2.4. Zytotoxizitatsanalyse von y6 T-Zellen

Um unter verschiedenen Bedingungen die Zytotoxizitat von v3 T-Zellen auf
Tumorzellen zu analysieren, wurden y3 T-Zell-Kurzzeitlinien mit einer Reinheit von
mindestens 85% mit Tumorzellen kultiviert. y6 T-Zellen lysieren Tumorzellen unter
anderem durch die Freisetzung zytotoxischer Granula. Dabei fusionieren Lysosomen
mit der Zellmembran, um so zytotoxische Substanzen freizusetzen. Als Nebeneffekt
der Fusion kommt das lysosomale Protein LAMP1 (CD107a) an die Zelloberflache
und wird dort nachweisbar. So kdnnen Tumorzellysen unter verschiedenen

Versuchsbedingungen verglichen werden.

3.2.4.1. Vergleich der Suszeptibilitat verschiedener Tumorzelllinien

gegenuber yo T-Zellen

In diesem Experiment wurde die Zytotoxizitat der yd T-Zellen gegenuber
verschiedener Tumorzellen unter verschiedenen BTN3A1  aktivierenden
Bedingungen verglichen.
Dazu wurden zunachst  96-Kavitaten-Flachbodenplatten  fur  adharente
Tumorzelllinien oder 96-Kavitaten-Rundbodenplatten flr Suspensionszellen mit je
20.000 Tumorzellen in 100 pyl RPMI Medium pro Kavitat versehen. Fir solide
Tumorzelllinien erfolgte nach sechs Stunden Adhasionszeit ein Mediumwechsel. Die
einzelnen Kavitaten wurden dann unterschiedlich supplementiert:

1. Unbehandelte Tumorzellen

2. Fur 20 Stunden mit 20 yM Zoledronat

3. Fur 2 Stunden mit 20 yM Zoledronat

4. Fuar 20 Stunden mit 300 nM BrHPP
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Far 2 Stunden mit 300 nM BrHPP
Fir 20 Stunden mit dem anti-BTN3A (5 ug/mL) Antikdrperklon 20.1
Far 2 Stunden mit dem anti-BTN3A (5 pg/mL) Antikorperklon 20.1

8. Unstimulierte Tumorzellen fur die Isotypkontrolle

N o g

AnschlieRend wurden 250.000 y3 T-Zellen in 50 pl hinzugegeben sowie 10 ul anti-
CD107a-Antikorper (FITC konjugiert, 50 pg/mL). Die 96-Kavitaten-Platten wurden
dann eine Stunde bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert. AnschlieRend wurden 10 pl
Monensinlésung (3 pM Endkonzentration pro Kavitat) zugegeben. Es folgte eine
Inkubation Uber 3 Stunden und danach wurden die Zellsuspensionen in den 96-
Kavitaten- Platten abgetragen und von einer 96-Kavitaten-Rund- in eine 96-
Kavitaten-Spitzbodenplatte Ubertragen. Die Zellen wurden mit einem anti-TZR-y
Antikérper (25 pg/mL PE konjugiert, Klon 11F7) gefarbt. Es folgte eine
durchflusszytometrische Analyse: Dabei wurden die yd T-Zellen (im PE-Kanal
angefarbt) auf ihre LAMP1-Oberflachenexpression (im FITC Kanal angefarbt)

analysiert und verglichen.

3.2.4.2 Modulation der y5 T-Zell Antwort durch anti-BTN3A Antikorper

In einer 6-well-Platte wurden 400.000 monozytdre THP1-Tumorzellen in 1,5 mL
Nahrmedium unter folgenden Bedingungen bei 37 °C 5 % CO:2 vorinkubiert:

1. Ohne Stimulation

2. Uber 20 Stunden mit 20 yM Zoledronat

3. Uber 2 Stunden mit 20 uM Zoledronat
Die unstimulierten Tumorzellen wurden abzentrifugiert (137 rcf, 5 Minuten) und in
einem mL Nahrmedium aufgenommen und in 3 Gruppen bei 37 °C inkubiert:

1. Ohne Stimulation 90 Minuten.

2. Koinkubation mit dem anti-BTN3A Antikorperklon 20.1 (5 pg/mL)

3. Koinkubation mit dem anti-BTN3A Antikdrperklon 103.2 (5 pg/mL)
Die Tumorzellen wurden anschlief3end in PBS gewaschen (2 Durchgange, 137 rcf, 5
Minuten), in einem zweckmaRigen Volumen Medium (RPMI + 10 % FKS)
aufgenommen und nach Ermittlung der Zellzahl auf eine Tumorzellkonzentration von

200.000 Zellen/mL verdunnt. Je 100 ul dieser Zellsuspension wurden auf Kavitaten
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einer 96-Kavitaten-Rundbodenplatte verteilt, 250.000 Zellen aus einer yd-T-Zell-
Kultur in 50 yl Nahrmedium hinzugegeben sowie 10 pl anti-CD107a (FITC gelabelt,
50 pyg/mL) und folgendermalien inkubiert:

1. Unbehandelte Tumorzellen

2. Unbehandelte Tumorzellen fur die Isotypkontrolle

3. Tumorzellen nach 20 Stunden Vorinkubation mit Zoledronat

4. Tumorzellen nach 20 Stunden Vorinkubation mit Zoledronat und Koinkubation

mit dem anti-BTN3A Antikorperklion 103.2

Tumorzellen nach 90 Minuten Vorinkubation mit Zoledronat

o

6. Tumorzellen nach 90 Minuten Vorinkubation mit dem anti-BTN3A
Antikorperklon 20.1
7. Tumorzellen nach 90 Minuten Vorinkubation mit dem anti-BTN3A
Antikérperklon 103.2 und Koinkubation mit BrHPP (300 nM)
8. Unbehandelte Tumorzellen in Koinkubation mit BrHPP (300 nM)
9. Nahrmedium ohne Tumorzellen
10.N&hrmedium ohne Tumorzellen in Koinkubation mit BrHPP (300 nM)
Nach einer Stunde Inkubation wurden 10 ul Monensinlésung (auf eine
Endkonzentration in der Kavitat von 3 uM) zugegeben. Die Zellen wurden mit dem
anti-TZR-Vy9 7A5 gefarbt. Es folgte eine durchflusszytometrische Analyse: Dabei
wurden die yd T-Zellen anhand ihrer LAMP1-Oberflachenbindung verglichen.

3.2.5. Analyse der y5 T-Zell-Proliferation

Es wurde weiterhin analysiert, welche Auswirkungen Leukozyten-Subpopulationen
als Antigen-prasentierende Zellen auf die yo T-Zell-Proliferation haben. Hierfur
wurden vy T-Zellen Uber magnetische Trennsaulen aus PBMZ isoliert. Die isolierten
1o T-Zellen (je 8.000 - 10.000) wurden gemeinsam mit isolierten CD4" T-Zellen,
CD14*-Monozyten oder neutrophilen Granulozyten (je 25.000, 50.000 oder 100.000)
und gegebenenfalls einem yd T-Zell-Stimulus (HMBPP, anti-BTN3A-Antikdrperklon
20.1, Zoledronat) 7 Tage in Kulturmedium (RPMI mit 10 % FKS und mit Zusatz von
IL-2 und z.T. IL-18) inkubiert. Es folgte eine Bestimmung der Gesamtzellzahl der Vy9

T-Zellen,da die verwendeten Stimuli ausschlieRlich Vy9Vé2 T-Zellen aktivieren.
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3.2.5.1. Magnetische Isolation von Leukozytenpopulationen

Um selektiv Zelltypen zu isolieren und fur weitere Experimente zu verwenden ist die
sogenannte magnetaktivierte Zellsortierung (MACS) eine vielfach eingesetzte
Maoglichkeit. Dabei werden in einem Zellgemisch Oberflachenstrukturen, mit
biotinylierten Antikorpern gebunden und anschlieBend mit Microbeads, an denen
gegen Biotin gerichtete Antikorper gebunden sind, vermengt. Das Gemisch wird Uber
magnetische Saulen gegeben, in denen die magnetischen beads und mit ihnen die
markierten Strukturen zurlckbleiben. Dabei kdnnen nun Oberflachenmolekile einer
bestimmen Unterpopulation markiert, magnetisch in der Saule festgehalten und
anschlieend aus der Saule herausgespult werden, indem das Magnetfeld entfernt
wird (positive Isolation). Ferner kbénnen aber auch alle vorkommenden
Zellpopulationen bis auf die gesuchte markiert und in der magnetischen Saule
festgehalten werden. Die gesuchte Zellpopulation ist somit in dem Zellgemisch, dass
durch die Saule hindurch geht und deren Zellen nicht durch das zugegebene
Antikdrpergemisch gebunden worden sind (negative Isolation). Die negative Isolation
hat den Vorteil, dass die isolierten Zellen keine Antikdrper an der Zelloberflache
gebunden haben (Miltenyi et al. 1990).

In den folgenden Experimenten wurden zur Isolation von vy T-Zellen und CD4* T-
Zellen negative Isolationen, fur Monozyten (CD14%) ein positives Isolierungsprotokoll
verwendet.

Die Isolierungen wurden stets auf Eis mit vorgekuhlten Reagenzien durchgefuhrt, um
unspezifische Bindungen der Antikorper zu vermeiden. Zunachst wurden PBMZ
isoliert. Die Zellen wurden dann zentrifugiert (300 g, 10 Minuten) und in MACS-Puffer
aufgenommen. Die Volumina fur Puffer und Reagenzien wurden jeweils nach Zellzahl
und Herstellerangaben bestimmt. AnschlieRend wurde das Biotin-Antikorper-
Gemisch hinzugefugt und 5-10 Minuten bei 4 °C inkubiert. Die Zellen wurden dann in
MACS-Puffer gewaschen, resuspendiert und mit anschliefend mit anti-Biotin
Microbeads vermengt. Diese Suspension wurde dann fir 10-15 Minuten bei 4 °C
inkubiert und anschlieBend gewaschen. Die Suspension wurde Uber eine
magnetische Saule gegeben. Die Saulen wurden anschlielfend mehrmals mit MACS-

Puffer gewaschen wund der gesamte Durchfluss zentrifugiert in  Medium
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aufgenommen und flr weitere Experimente verwendet. Im Falle einer positiven
Isolierung wurden die Saulen anschlieBend aus dem Magnetfeld entfernt und
gespult, alle zurickgebliebenen und magnetisch markierten Strukturen wurden

zuruckgehalten.

Das Protokoll fur die Isolierung neutrophiler Granulozyten weicht vom dem der
anderen Zellpopulationen ab. Hier handelt es sich ebenfalls um eine negative
Isolierung, die allerdings nicht mit einer magnetischen Saule, sondern mit einem
stationaren Magneten stattfindet. Da neutrophile Granulozyten nicht zu den PMBZ
gehoren wurde zunachst humanes Blut nach dem Protokoll der Isolierung von
peripheren Blutzellen aus Vollblut verwendet. Die Blutzellen wurden gezahlt und
nach Herstellerangaben auf die gewlnschte Konzentration gebracht. Ein Gemisch
aus Antikdrpern gegen alle Leukozytenpopulationen bis auf neutrophile Granulozyten
(Negativisolation) wurde je nach Zellmenge zugegeben und fir 10 Minuten bei 4 °C
inkubiert. AnschlielRend wurden die magnetischen Partikel hinzugegeben und wieder
fur 10 Minuten bei 4 °C inkubiert. Die Zellsuspension wurde dann mit MACS-Puffer
verdunnt, das Gefal® zu dem stationaren Magneten gegeben und 5 Minuten bei
Raumtemparatur inkubiert. Der Uberstand wurde in ein neues GefdlR gegeben.
Dieser Schritt wurde mit dem neuen Gefal} wiederholt und es blieb eine Suspension

angereicherter neutrophiler Granulozyten.

3.2.5.2. SCDA (Standard Cell Dilution Assay)

Die Methode des SCDA wurde verwendet, um in einem heterogenen Zellgemisch
mittels Durchflusszytometrie absolute Zellzahlen einer gewunschten Population zu
ermitteln. Dabei kdnnen Zellen nach ihrer GréRe und ihrer Granularitat im Vorwarts-
oder Seitwartsstreulicht untersucht werden, aber auch mit fluorochromgekoppelten
Antikérpern markiert und so anhand von Oberflachenmarkern unterschieden werden.
Zum Ausschluss toter Zellen wird Propidiumjodid (PI) verwendet. Diese DNA-
interkalierende Substanz kann durch die geschadigte Membran toter Zellen
diffundieren und markiert diese so mit einer deutlichen Fluoreszenz. Zu dem zu

analysierenden Zellgemisch wird eine definierte Menge Standardzellen gegeben.
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Standardzellen sind CD4-positive Suspensionszellen mit einer einheitlichen sehr
stark fluoreszierenden Oberflachenmarkierung, die sich von den anderen
verwendeten Markierungen unterscheidet (in diesem Fall APC als Fluorochrom). Die
Anzahl untersuchter Zellen korreliert mit der Anzahl der in der Messung erhaltenen
Standardzellen. Da die Anzahl der zugegebenen Standardzellen bekannt ist, lasst
sich so die absolute Zellzahl ermitteln (Pechhold et al. 1994).

Dazu wurde in zuvor angesetzten 96-Kavitaten-Rundbodenplatten das Zellgemisch
resuspendiert und auf eine 96-Kavitaten-Spitzbodenplatte tUbertragen. Im Anschluss
wurde die Rundbodenplatte mit PBS gespult, um auch verbliebene Zellen auf die
Spitzbodenplatte zu Ubertragen. Diese wurde dann bei 300 rcf, 8 Minuten bei 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgetragen und das Pellet ohne einen weiteren
Waschschritt in 20 yl FcR-Blocking Lésung aufgenommen, zusatzlich je 5 l
Fluorochromgekoppelter Antikérper zugegeben (5 ul anti-Vy9-FITC, Klon 7A5 und 5
Ml anti-CD3-PE, Klon SK7) und 30 Minuten bei 4 °C unter Lichtabschluss inkubiert.
Nach einem anschlieBenden Waschschritt in Waschpuffer (300g, 8 Minuten, 4 °C)
folgten keine weiteren Waschschritte um Zellverluste auf ein Minimum zu reduzieren.
Das Pellet wurde in 100 pl Standardzellpuffer (StdZP) aufgenommen und

durchflusszytometrisch analysiert.

3.2.5.3. Herstellung von Standardzellen

Unter der Verwendung eines Negativisolationskit der Firma Miltenyi Biotec wurden
CD4 T-Zellen gemal® dem Herstellerprotokoll isoliert. Zur Generation eines starken
Fluoreszenzsignals wurden die Zellen zunachst mit einem Gemisch aus
verschiedensten Biotin gekoppelten monoklonalen Antikérpern bei 4 °C fur 30
Minuten inkubiert (Gesamtvolumen: 200 pl/100x106 Zellen. Verwendet wurden anti-
MHC | mAk (Klon W6/32, 50 pg/mL), anti-TZR(pan)af mAk (Klon BMAO031, 50
pg/mL), anti-CD2 mAk (Klon OKT11, 30 pg/mL), anti-CD3 mAk (Klon OKT3, 50
pMg/mL) und anti-CD4 mAk (Klon OKT4.5, 20 ug/mL).

Nach einem Waschschritt wurden (5 mL WP, 300 rcf) die Zellen mit einem Biotin-

gekoppelten Ziege- anti-Maus-Antikorper fur 20 Minuten bei 4 °C markiert (100
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ul/100x10® Zellen). Nach 2 weiteren Waschschritten wurden die Zellen mit APC-
markierten Streptavidin inkubiert (45 Minuten, 4 °C, 50 pL/100x10° Zellen). Nach
einem weiteren Waschschritt wurden die Zellen in 10 mL 1 %iger PFA-Losung Uber
Nacht fixiert. Die Zellen wurden nach einem anschlielenden Waschschritt in WP
resuspendiert auf eine Gesamtkonzentration von 107 Zellen/mL. Diese
Zellsuspension konnte 6 Monate verwendet werden. In den Experimenten wurde die
Suspension mit Waschpuffer verdiinnt und mit einer Endkonzentration von 10°

Zellen/mL verwendet.

3.3. Biochemische Methoden

3.3.1. Immunprazipitation

Mittels (Ko-)Immunprazipitation sollten mogliche Bindungspartner von BTN3A1

identifiziert werden.

Zur Immunprazipitation wurden THP1-Zellen verwendet, von denen aus
Vorexperimenten bekannt war, dass sie insbesondere nach Vorbehandlung mit
Zoledronat effizient von yd T-Zellen lysiert werden. Je 200 Millionen Zellen wurden
uber Nacht in Nahrmedium ohne Zusatz oder mit 20 uM Zoledronat vorbehandelt.
Am Folgetag wurden die Zellen zunachst zweimal in 50 mL PBS gewaschen und
daraufhin jeweils in 4 mL Lysepuffer (NP-40 oder modRIPA) resuspendiert,
homogenisiert und 20 Minuten auf Eis inkubiert. Je 1 mL aus allen Proben wurde in
ein Eppendorfgefall gegeben und bei 10.000 g, 10 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde zusammen mit Protein G- bzw. Protein A-gekoppelten
Sepharosebeads bei 4 °C flr eine Stunde rotiert. Dabei sollten Proteine entfernt
werden, die unspezifisch an die Sepharosebeads binden. Nach Zentrifugation
wurden die Sepharosebeads als Kontrollen aufgehoben und die Uberstande wurden
mit je 2 pug anti-BTN3A Antikérper (Klon 20.1) und 2 pg eines polyklonalen anti-
BTN3A1 Antikdrpers (Ab115947) sowie Protein G wund/oder Protein A

Sepharosebeads flr eine Stunde bei 4 °C rotiert. Die Sepharosebeads wurden
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abzentrifugiert, drei- bis finfmal mit Lysepuffer gewaschen, in 50 pl Probenpuffer

aufgenommen und Uber ein 10 %iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt.

3.3.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese kdnnen Proteine nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt werden. Die Proben werden in einem
Natriumdodecylsulfat (SDS) und p-Mercaptoethanol-haltigen  Probenpuffer
vorbehandelt. Dabei reduziert pB-Mercaptoethanol Disulfidbricken, wahrend
Dodecylsulfat mit dem Dodecylrest an die hydrophoben Bereiche des Proteins
(wasserunlosliche Areale) bindet und durch die Sulfatreste dem Protein
Wasserloslichkeit und eine negative Ladung verleiht. Somit sind alle enthaltenen
Proteine negativ geladen und lassen sich durch Gleichstrom in Bewegung setzen
und nach der molekularen Masse auftrennen..

Bei dem hier verwendeten ,Protean-1I-System® wurden die Gele selbst angefertigt.
Dabei wurde zunachst das Trenngel gegossen und mit 96 %igem Ethanol
Uberschichtet, um so eine mdglichst glatte Oberflache zu erzeugen. Anschliel3end
wurde das Sammelgel gegossen und der Probenkamm luftblasenfrei eingesetzt. Die
Proben wurden mit der Halfte des Endvolumens an Probenpuffer versetzt und 5
Minuten bei 95 °C erhitzt. Die aufgekochten Prazipitate wurden in die Geltaschen
transferiert und anschlieend mit Laufpuffer Uberschichtet. Die Elektrophorese
erfolgte bei 60 — 70 V Uber Nacht.

3.3.3. Western Blot

Mittels Western Blot lassen sich in einem uUber SDS-Elektrophorese aufgetrennten
Proteingemisch spezifische Proteine Uber Enzym-gekoppelte Antikdrper nachweisen.
Dabei werden die im Gel befindlichen Proteine auf eine Nitrozellulosemembran
ubertragen, auf der mithilfe der spezifischen Antikdrper individuelle Zielproteine
markiert werden kénnen. Dabei wird die Membran gemeinsam mit dem Gel in einer

Transferkammer unter Strom gesetzt (0,8 A, 2 Stunden bei 4°C). In die Transfer-
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Kassette werden von der Anode bis zur Kathode folgender Komponenten
eingepresst:. Schwamm, 2 Whatman-Papiere, Gel, Nitrozellulosemembran, 2
Whatman-Papiere, Schwamm. Nach dem Transfer wurde die Membran mit
demineralisiertem Wasser gespult und es folgte eine Farbung mit Ponceau S, um die
Transfereffizienz zu Uberprifen. Die reversible Proteinfarboung wurde durch
Inkubation mit TBST entfernt, bevor die Membran fir eine Stunde in 5 % BSA
blockiert wurde. Darauf folgend wurde der Primarantikorper — in diesem Fall der anti-
BTN3A Antikorper 20.1 — in TBST zugegeben und eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Ungebundener Primarantikdrper wurde ausgewaschen (dreimal flr 10
Minuten in TBST) und der HRP-gekoppelte Sekundarantikdrper flir 45 Minuten
zugegeben. Nach 3 weiteren 10-minttigen Waschschritten mit TBST konnten die
spezifisch markierten Proteine mithilfe des ECL-Detektionsreagenz und

anschlieBender Belichtung mit Hyperfiim-ECL Filmen dargestellt werden.

3.3.4. Proteinfarbung mittels Flamingo Pink (Bio Rad)

Da mittels Western Blot in der Regel nur bekannte Proteine oder Proteine mit
bestimmten Modifikationen nachgewiesen werden kénnen, ist diese Methode zur
Identifizierung mdglicher BTN3A1-Bindungsproteine nicht geeignet. Entsprechende
Prazipitate wurden daher in der Regel parallel zum Western Blot Uber ein weiteres
Gel aufgetrennt und anschlieBend einer sensitiven Proteinfarbung mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Flamingo-Pink unterzogen, um sie fur eine
massenspektrometrische Identifizierung weiter verarbeiten zu kénnen. Dazu wurden
die Gele zunachst Uber mindestens 3 Stunden fixiert (Flamingo Pink Fixierldsung)
und danach mindestens 14 Stunden in der entsprechenden Farbeldsung inkubiert.
Es folgten 2 Waschschritte fir je 10 Minuten mit 44H20. Die Gele wurden
anschlieRend im Fluoreszenzscanner vermessen (Anregung 532 nm, Detektion 610
nm).

3.3.5. Proteolytische Spaltung und Massenspektrometrie

Bei der Vorbereitung der Proben zur Massenspektrometrie wurden umfangreiche

Schutzmalnahmen getroffen, um Kontaminationen mit Fremdproteinen (wie z.B.
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Keratin) zu vermeiden. Interessant erscheinende Banden wurden markiert und
mittels automatischem Picker oder Handpicker wurden individuelle Spots
ausgestanzt. Die Gelspots wurden je mit 70 ul 4dH20 dreimal fir mindestens 20
Minuten gewaschen. Im Anschluss wurden die Proben mit 100 ul 50 mM
Ammoniumbicarbonat in 50 % Methanol umgepuffert. Dabei wurden die Proben
gleichzeitig dehydiert, was schlieBlich mit 100 ul 70 % Acetonitril vollstandig erfolgte.
Die vollstandig dehydrierten Gelspots (erkennbar an einer Weildfarbung) konnten in
diesem Zustand bei -80 °C fur bis zu 3 Monate gelagert werden oder direkt mit
Trypsin verdaut werden. Dazu wurden die Spots zunachst mit 100 ng Trypsin in 10 pl
25 mM Ammoniumbicarbonat bei 4 °C fur 10 Minuten rehydriert. Die gequollenen
Proben wurden dann nach Zugabe von 10 ul 25 mM Ammoniumbicarbonat bei 37 °C
uber Nacht verdaut. Die im Gel verdauten Proben wurden nun eluiert mit 20 ul 0,1 %
Trifluoressigsaure  (TFA) in  ACN unterstutzt von einer 15-minltigen
Ultraschallbehandlung. Der Uberstand wurde in eine 96-Kavitdten U-Bodenplatte
uberfuhrt. Es folgte eine Dehydrierung der Gelspots mit 20 ul 0,1 % TFA in ACN. Dies
wurde so lange zugegeben bis durch eine Weildfarbung zu erkennen war, dass die
Gele vollstandig dehydriert waren. Der dort gewonnene Uberstand wurde mit dem
bereits abgenommenen vermengt. Um die eluierten Peptide einzuengen, wurden die
Proben auf mittlerer Heizstufe fir 30 Minuten im Vakuum zentrifugiert. Die Proben
wurden nach Aufnahme in 0,8 ul Matrixiésung auf eine MALDI-Edelstrahlplatte mit

192-Kavitaten pipettiert und luftgetrocknet.

3.3.6. Peptidmassenanalyse

Die Peptidmassenanalyse wurde mit dem MALDI-TOF/TOF 5800 Proteomics

Analyzer Massenspektrometer (Applied Biosystems, Darmstadt) im Labor von Herrn
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Prof. Dr. Andreas Tholey (Abteilung Systematische Proteomik und Bioanalytik, Institut
fur Experimentelle Medizin, CAU Kiel) durchgeflhrt. Die Spots wurden flr die
Analyse mit 1000-2000 Laserimpulsen beschossen und die gemessenen Spektren
kumuliert. Die Fragmente des Trypsins, die aus der Autolyse entstanden sind,
dienten zur internen Kalibrierung der Spektren und wurden aus der Datenbanksuche

ausgeschlossen.

3.3.7. Datenverarbeitung

Fur die Datenbanksuche der Peptidmassen nach passenden Proteinen wurde die
Software ,GPS Explorer Version 3.6“ (Applied Biosystems) angewandt. Die
ermittelten Daten wurden an den MASCOT-Server Version 2.2.04 (Matrix Science
Ltd., London, UK) Ubermittelt und mit allen Proteinen des homo sapiens aus einer
.in-house“ Datenbank verglichen. Folgende Einstellungen wurden dabei verwendet:
Die Carboxyamido-methylierung an Cysteinen wurde als obligatorisch vorausgesetzt.
Die Oxidation von Methionin oder Deamidation von Asparagin wurde als potentielle
Modifikation eingestuft. Die maximale Anzahl an fehlenden tryptischen Spaltungen
war auf 1 gesetzt und monoisotopische Massen zugelassen. Die Massentoleranz
wurde + 30 ppm gesetzt. Mit einem Konfidenzintervall von 95 % wurden Proteine als

sicher identifiziert.

3.3.8. BTN3A1-ELISA

In einem Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) lassen sich Konzentrationen
festgelegter Zielmolekule in Lésung bestimmen. Dabei wird das zu untersuchende
Reagenz, zum Beispiel Zellkulturmedium, zu mit Antikdrper vorbeschichtete
Kavitatenplatten gegeben, inkubiert und gewaschen, so dass das zu untersuchende
Molekul an den Antikdrpern gebunden ist. Im nachsten Schritt wird ein weiterer, aber
nicht identischer, fur die Zielstruktur spezifischer Antikdrper, der an Peroxidase
gekoppelt wird, zugegeben. Durch Zugabe eines Enzymsubstrats spiegelt sich die

Enzymaktivitat durch eine Einfarbung der Kavitaten wieder: Diese ist proportional zur
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Ausgangskonzentration des zu untersuchenden Reagenzes. Die Tatsache, dass 2
unterschiedliche Antikorper eingesetzt werden und ein positives Testergebnis nur zu
Stande kommt, wenn beide Antikorper an das Substrat binden, macht den ELISA zu
einer sehr spezifischen Testmethode.

In diesem Fall wurde ein kommerzieller ELISA (Cusabio) verwendet, um die
Konzentration von BTN3A1 in Ldsung spezifisch nachzuweisen. Ziel war
herauszufinden, ob die Vorinkubation von Tumorzellen mit Aminobisphosphonaten
oder Statinen zu einer Sekretion oder Abspaltung (Shedding) von BTN3A1 fuhrt.
Ferner wurde auch untersucht, ob eine Erhitzung der Tumorzellen Uber 30 Minuten
bei 45 °C mit einem darauffolgenden Waschschritt zu Expressionsveranderungen
fuhrt. Dazu wurden Tumorzellen unter verschiedenen Bedingungen Uber Nacht
inkubiert. Verwendet wurden dabei die B-Zell-Lymphom-Zelllinien Daudi und Raji, die
monozytare Leukamiezelllinie THP1, die Glioblastomzelllinie T-98 und die
Pankreastumorzelllinien Panc89 und Colo357. Inkubiert wurden je 400.000
Tumorzelllinien in 3 mL Medium. Die Tumorzellen wurden entweder unbehandelt
belassen, mit 20 uM Zoledronat oder 5 uM Lovastatin vorinkubiert oder 2 Stunden
bei 42 °C erwarmt.

Die Uberstande wurden bei 137 rcf 5 Minuten zentrifugiert, der jeweilige Uberstand
vorsichtig in ein neues Gefal} Ubertragen und bei -20 °C aufbewabhrt.

Die Zellen wurden zweimal mit kaltem PBS gewaschen und anschliefend 20
Minuten in 400 ul Lysepuffer (RIPA) inkubiert. Die Ubrigen adharenten Zellen wurden
mechanisch mittels Zellschaber vom Boden abgeldst und ebenfalls in ein separates
Eppendorfgefall gegeben, um anschliellend als Lysate analysiert zu werden. Die
Tumorzell-Lysate wurden 10 Minuten bei 10.000 rcf zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und bei -20 °C aufbewahrt.

In Zelliberstanden wurde unter Verwendung des BTN3A1-ELISA-Kits nach Angaben

des Herstellers die BTN3A1-Konzentration ermittelt.
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4. Ergebnisse
4.1. Aktivierung von yd T-Zellen durch BTN3A-Antikorper

Anti-BTN3A-Antikorper, kdnnen ahnlich wie Zoledronat und Phosphoantigene wie
BrHPP die Reaktivitat von Vy9Vé2 T-Zellen gegenuber Tumorzellen beeinflussen
(Harly et al, 2012). Um diese Effekte zunachst zu bestatigen, wurden Tumorzellen
(THP1) mit den BTN3A-Antikorpern (Klon 20.1 und 103.2) vorbehandelt und
anschlieBend gewaschen. Der Einfluss auf die Degranulierung von yd T-Zellen als
Korrelat der zytotoxischen Aktivitdt wurde anschlieend in Kokultur mit den
Tumorzellen untersucht. Dabei diente die CD107a (LAMP-1) Translokalistion zur
Zelloberflache von v T-Zellen als Marker der zytotoxischen Aktivitat. Ohne
Vorbehandlung der Tumorzellen war nur eine sehr geringe LAMP1-
Oberflachenexpression zu feststellbar (Abbildung 4.1 A). Erst die Vorinkubation von
THP1 mit Zoledronat fuhrte zu einer Zunahme von LAMP-1 auf der Oberflache. Der
inhibitorische Antikorperklon 103.2 unterdrickte dies (Abbildung 4.1 B und D). Wurde
allerdings derselbe Antikorperklon zur Vorbehandlung der Tumorzellen genutzt und
die Tumorzellen anschlielfend gewaschen, fihrte er nicht zu einem Riuckgang der o
T-Zell Reaktion, wie es in diesem Fall anhand der Reaktion auf das l6sliche BrHPP
gezeigt wurde (Abbildung 4.1 E und F). Somit scheint ein moglicher Effekt des
inhibitorischen  Antikorperklon an der Tumorzelloberflache zumindest nicht
ausreichend zu sein, um die Stimulation von Vy9V62 T-Zellen durch BrHPP zu
unterbinden, da sich in Ldsung befindliche Antikdrper durch die Waschschritte
entfernt wurden. Anders verhielt sich der stimulierende Antikérperklon 20.1. Wurden
Tumorzellen mit diesem Antikorper vorbehandelt, konnten auch weitere
Waschschritte den stimulierenden Effekt auf y3 T-Zellen nicht unterbinden (Abbildung
4.1 C). Dies ist ein Hinweis darauf, dass der Antikorperklon 20.1 aktivierend auf
BTN3A-Molekile der Tumorzellen und auf y6 T-Zellen ausubt. Somit wurde bestatigt,
dass yo6 T-Zellen sich durch BTN3A1-abhangige Stimuli, wie dem IPP anreichernden
Zoledronat, dem an y3 T-Zellen wirkenden HMBPP und den anti-BTN3A-Antikorper

20.1 aktivieren lassen.
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Abbildung 4.1: LAMP1-Oberflachentranslokation auf aktivierten yd T-Zellen. Tumorzellen (THP1)
wurden mit Zoledronat oder Antikérpern (20.1 oder 103.2) vorbehandelt und gewaschen. Danach
wurden sie mit y8 T-Zellen teilweise unter Zugabe von BrHPP kokultiviert. Gezeigt ist die LAMP1-
Oberflachenexpression an Vy9Vé2 T-Zellen an einem reprasentativen Experiment. Dabei sind
Ergebnisse abgebildet fir unbehandelte (A), mit Zoledronat (B) oder mit dem anti-BTN3A-
Antikorperklon 20.1 (C) vorbehandelte Tumorzellen, bei denen keine zusatzliche Substanz
wahrend der Zeit der Kokultivierung zugegeben wurde. Zusatzlich wurden die Tumorzellen nach
gleichem Schema mit Zoledronat vorbehandelt, allerdings gemeinsam mit dem anti-BTN3A-
Antikérperklon ,103.2“ in Lésung kokultiviert (D). Derselbe Antikdrper wurde dann auch fir die
Vorbehandlung der Tumorzellen verwendet und dann mit der y3 T-Zell-stimulierenden Substanz
BrHPP in Lésung mit Vy9V62 T-Zellen kokultiviert (F). Als Kontrolle dazu wurden auch nicht
vorbehandelte Tumorzellen mit Vy9Vs2 T-Zellen unter Zugabe von BrHPP inkubiert (E). Bei den
gezeigten Abbildungen handelt es sich um ein reprasentatives Experiment von insgesamt 9
durchgefiihrten.

4.2. Die Rolle von antigenprasentierenden Zellen

In den gezeigten Experimenten wurde die zytotoxische Aktivitat von yd T-Zellen auf
Tumorzellen betrachtet. Allerdings ist noch ein weiterer Aspekt wichtig, wenn es um
die potentielle Aktivierung von y5 T-Zellen in der Tumortherapie geht, namlich die
optimale yd T-Zell-Expansion. Obwohl BTN3A fur die Aktivierung von Vy9Vo2 T-
Zellen unerlasslich ist, ist die Rolle von Monozyten, Granulozyten und off T-Zellen als
akzessorische Zellen weniger gut charakterisiert. Um dies zu untersuchen haben wir
frisch isolierte yo T-Zellen mit ebenfalls frisch isolierten neutrophilen Granulozyten,
CD4 T-Zellen oder Monozyten als ,antigen-prasentierende Zellen“ kokultiviert. Dabei
wurden jeweils 100.000 Leukozyten zu 10.000 gereinigten yd T-Zellen zugesetzt.
Zusatzlich wurde mit HMBPP, BrHPP, Zoledronat oder mit dem BTN3A-
Antikodrperklon 20.1 unter Zugabe von IL-2 (50 IU/mL) stimuliert.

Wurden gereinigte yé T-Zellen ohne zusatzliche Leukozytenpopulationen kultiviert,
zeigte sich nach 8 Tagen Kulturdauer nach Zugabe von HMBPP (oder BrHPP),
Zoledronat oder Antikorper 20.1 keine yd-T-Zell-Expansion (Abbildung 4.2 B). In
Gegenwart von Monozyten konnten alle drei Stimuli (exogene Pyrophosphate,
Zoledronat und Antikdrper 20.1) eine Proliferation der yd T-Zellen induzieren
(Abbildung 4.2 C). In Kokultur mit neutrophilen Granulozyten war nur bei Zugabe
exogener Pyrophosphate ein geringes yd T-Zell-Wachstum erkennbar (Abbildung 4.2
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E). Ein weiterer moglicher Interaktionspartner mit y5 T-Zellen sind off T-Zellen. Die
mittels MACS isolierten CD4 T-Zellen exprimieren in ihrer gro3en Mehrzahl den of-
T-Zellrezeptor. In Anwesenheit von CD4 T-Zellen wurde nur bei Zugabe l6slicher
Phosphoantigene wie HMBPP eine Expansion der yd T-Zellen festgestellt (Abbildung
4.2 D). Der Antikorper 20.1 induzierte in Kokultur mit CD4* T-Zellen ebenfalls keine
Expansion der y5 T-Zellen. Auch der Effekt des Antikorperklons 103.2, der bereits in
den bisherigen Experimenten als inhibitorisch auf die y3-T-Zell Aktivitat wirkte, wurde
untersucht. Dabei wurden PMBZ oder Leukozyten, unter denen sich auch yé T-Zellen
befinden, neben den bisher genannten Stimuli (Zol, 20.1 und HMBPP) auch mit dem
103.2-Antikorper inkubiert. Dort war zu beobachten, dass der Antikorperklon, nicht
nur die die zytotoxische Aktivitat (Kapitel 4.1), sondern auch die Expansion der yd T-

Zellen infolge aller drei Stimuli unterdriickt (Abbildung 4.3).
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Abbildung 4.2: yd T-Zell-Expansion an mononukledren Blutzellen (A) oder nach 7-tagiger Mono- oder
Kokultur mit oder ohne Stimulation (B-E). Mononukleare Blutzellen (A) oder isolierte y6 T-Zellen (B)
wurden Anwesenheit verschiedener yd T-Zell-Stimuli kultiviert: Zoledronat (Zol), einen stimulierenden
Anti-BTN3A-Antikérperklon (,20.1%) und dem Pyrophosphat HMBPP. Ferner wurden auch 10.000
isolierte yd T-Zellen in Monokultur (B) oder in Kokultur mit je 50.000 Monozyten (C), CD4* T-Zellen (D)
oder neutrophiler Granulozyten (E) angelegt und nach 7 Tagen gemessen. Auch hier waren jeweils die
verschiedenen Stimuli anwesend. Gezeigt ist die Absolutzellzahl der Vy9 T-Zellen aus verschiedenen
Experimenten, die mittels SCDA ermittelt wurde (n=5; p<0,05).
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Abbildung 4.3: yd T-Zell-Expansion nach 8-tdgiger Kokultur mit unterschiedlichen Stimuli. Frische
mononukleare Blutzellen (A) oder Leukozyten (B) wurden mit 5 uM Zoledronat (Zol), 40 ng/mL anti-
BTN3A Antikorper (20.1) oder 1 nM HMBPP unter Zugabe von IL-2 stimuliert. Die Zellen wurden dann
so belassen (-) oder mit dem inhibitorischen anti-BTN3A Antikdrper (103.2) inkubiert (+). Angegeben
ist das Verhaltnis der gesamten Vy9 T-Zellen nach 8 Tagen zu deren Anzahl an Tag 0.

4.3. BTN3A-Oberflachenexpression

Da sich Monozyten, Granulozyten und CD4* T-Zellen offensichtlich in ihrer Aktivitat
als akzessorische Zellen fur die yo-T-Zellaktivierung durch Phosphoantigene,
Zoledronat und und den anti-BTN3A Antikorper 20.1 unterscheiden, andererseits
aber alle Stimuli BTN3A-abhangig sind, wurde als nachstes die
Oberflachenexpressionen von BTN3A verglichen. Dabei wurden Monozyten,
Granulozyten sowie af- und yd T-Zellen untersucht. Hierzu wurden Gesamt-
Leukozyten mit Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikérpern gegen CD14, CD66b,
CD3 und Vy9 samt BTN3A angefarbt. In der FACS-Analyse wurden entsprechende
Fenster (,Gates") abgegrenzt, um BTN3A gezielt auf CD14*-Monozyten, CD66b™-
Granulozyten, CD3*-af3- oder yd T-Zellen und CD3*-Vy9*-yd T-Zellen zu untersuchen.
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Hierbei zeigte sich, dass sowohl y3 als auch off T-Zellen auf der Zelloberflache
BTN3A exprimieren. Ebenso exprimierten CD14* Monozyten deutlich BTN3A an der
Zelloberflache. CD66* Granulozyten exprimierten bei unverdinntem Einsatz des
Antikorpers ebenfalls BTN3A mit starker Intensitat, wahrend die Farbung bei 1:10
verdinntem Antikorper deutlich weniger intensiv war als auf den anderen

Leukozytenpopulationen (Abbildung 4.4).

Tumorzellen werden nach Vorbehandlung mit Zoledronat deutlich besser von o T-
Zellen lysiert als ohne diese Vorbehandlung. Es stellte sich die Frage, ob durch die
Zoledronat-Vorbehandlung die Oberflachenexpression von CD277/BTN3A moduliert
wird. FUr die untersuchten Tumorzelllinien zeigten sich nach Zoledronat-
Vorbehandlung jedoch keine deutlichen oder einheitlichen Effekte auf die
Oberflachenexpression von BTN3A. Allerdings wiesen die verschiedenen

Tumorzelllinien untereinander Unterschiede auf:

Die Erythroblasten Leukamie K562, das histiozytare Lymphom U937 und die
Monozytenleukamie THP1 — in Abbildung 4.5 A als reprasentatives Histogramm
dargestellt - wiesen eine geringere Oberflachenexpression auf, aber auch auf der
Glioblastomzelllinie U87 und der Pankreastumorzelllinie Colo357 war eine geringere
Oberflachenexpression im Vergleich zur Tumorzellinie Panc89, die sich ebenfalls

vom Pankreaskarzinom ableitet (Abbildung 4.5 B).

Da fur die nachfolgenden Experimente neben der CD277-Oberflachenexpression auf
Tumorzellen auch deren Suszeptibilitdt gegenuber vy5-T-Zell-vermittelter Lyse
entscheidend ist, sollte diese nun in weiteren Experimenten zwischen den

Tumorzelllinien verglichen werden
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Abbildung 4.4: BTN3A-Oberflachenexpression auf verschiedenen Leukozytenpopulationen.
Leukozyten wurden aus Vollblut verschiedener Spender jeweils nach dem selben Protokoll isoliert,
mit verschiedenen Antikdrpern anhand von Oberflachenstrukturen identifiziert (CD14, CD66b und
Vy9) und mit dem anti-BTN3A Antikorperklon 20.1 gefarbt. Gezeigt sind Histogramme der
Durchflusszytometrie von je 5000 untersuchten Zellen (A). Ferner ist die Statistik fir mehrere
Experimente aufgefiihrt, wobei der fiur die Oberflachenfarbung verwendete Antikorper sowohl pur
(n=6), als auch 1:10 verdinnt (n=3) verwendet wurde. Angegeben ist die mittlere
Floureszenzaktivitat (MFI) der Probe abztiglich der Isotypkontrolle (B) (n=3) (p<0,05).
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Abbildung 4.5: Einfluss von Zoledronat auf die BTN3A-Oberflachenexpression auf A)
THP1 Zellen und B) weiteren Tumorzelllinien. Die Zellen wurden mit dem anti-BTN3A
Klon 20.1 gefarbt auf die BTN3A-Oberflaichenexpression. Angegeben ist die mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFI1). Hierbei wurde ein Screening-Experiment durchgefihrt.



4.4. v5 T-Zellreaktivitat gegenuber Tumorzelllinien

Eine geringere BTN3A-Oberflachenexpression auf Tumorzellen muss nicht
gleichbedeutend sein mit einer geringeren Suszeptibilitdt gegentber y5 T-Zellen. Die
Suszeptibilitat mehrerer unterschiedlicher Tumorzelllinien wurde Anhand der LAMP1-
Oberflachentranslokation an 3 T-Zellen, nach Koinkubation mit Tumorzellen,
untersucht. Zur Stimulation der yd T-Zellen wurden BrHPP, Zoledronat und der
aktivierende anti-BTN3A-Antikorper (Klon: 20.1) verwendet. Es zeigte sich eine
erhebliche Heterogenitat der Tumorzelllinien in ihrer Suszeptibilitat gegenuber Lyse
durch yé T-Zellen: yd T-Zellen reagierten gut auf Zoledronat- oder 20.1-vorbehandelte
Glioblastomzelllinien, wahrend sich bei jeweils 2 untersuchten Mamma- und
Pankreastumorzelllinien je eine als suszeptibel bzw. eine als resistent erwies.
Auffallig war dabei, dass die suszeptiblen Tumorzelllinien (Panc89 und MDA-MB231)
jeweils nicht von Primartumoren, sondern von Metastasen abstammen (Abbildung
4.6 A). Solide Tumorzellen waren in diesem Experiment empfindlicher fur eine
Erkennung durch yd T-Zellen. (Abbildung 4.6). Aufgrund ihrer einfachen Handhabung
als Suspensionskultur und der guten Reaktivitat der 3 T-Zellen bei allen
verwendeten Stimuli, wurden die folgenden Experimente mit der Leukamiezelllinie
THP1 durchgefuhrt (Abbildung 4.6 B).

Zu klaren verbleibt allerdings noch, worauf die Suszeptibilitat der Tumorzellen beruht.
Neben einer veranderten quantitativen Oberflachenexpression von BTN3A1 kdnnten
sich auch strukturelle Veranderungen infolge der Zoledronat-Stimulation ergeben,
wie z.B. die Ausbildung von Konglomeraten von BTN3A1-Molekilen auf der

Zelloberflache, die vielleicht besser von yé T-Zellen erkannt werden.
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Abbildung 4.6: Vergleich verschiedener BTN3A-abhangiger Stimuli zwischen verschiedenen
Tumorzelllinien: Zoledronat und der Antikdrperklon 20.1 (A). Gezeigt ist die LAMP1-
Oberflachentranslokation in Relation zu der unstimulierten Probe. Alle verwendeten Zelllinien wurden
ferner in solide und Suspensions-Tumorzelllinien unterteilt und aus den Daten miteinander verglichen
(B). Gezeigt ist ein einmalig durchgefuhrtes Screening-Experiment.

Um diese Veranderungen an der Zellmembran darzustellen wurden THP1-Zellen
unbehandelt oder mit Zoledronat Uber Nacht vorinkubiert mit Formaldehyd fixiert und
anschlieBend mit einem BTN3A-Antikorper (Klon: 20.1) gefarbt. Anschliel3end
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wurden die Zellen mit der Imagestream-Zytometrie gemessen. Es wurden dann im
grunen Farbkanal, in dem BTN3A markiert war, mithilfe der zugehdrigen Software
farbintensive Areale erkannt, gezahlt und ausgewertet. Gezeigt ist in Abbildung 4.7 B
ein Histogramm der gezahlten Agglomerate in Abhangigkeit von der Vorinkubation
der Tumorzellen (unstimuliert oder Zoledronat). Zwar lasst sich an den Aufnahmen
von Einzelzellen (Abbildung 4.7 A) optisch erahnen, dass BTN3A an der
Zelloberflache Agglomerate bildet und nicht aquidistant verteilt ist; allerdings zeigt die
statistische Auswertung keine deutlichen Unterschiede zwischen unstimulierten und

mit Zoledronat vorbehandelten Tumorzellen (Abbildung 4.7).

Anzahl

° (l) 2IOO L100 (IEOO éOO 1IOOO
gezahlte Spots

Abbildung 4.7: BTN3A wurde in FA-fixierten THP1-Tumorzellen markiert und mit der Imagestream®-
Durchflusszytometrie gemessen. Dabei wurden epifokale Bilder der untersuchten Tumorzellen
aufgenommen. Dabei wurde der Zellkern mit Hoechst, die Zellmembran mit CellMask und BTN3A mit
dem Antikdrperklon 20.1 angefarbt. A) Abgebildet ist die Aufnahme einer einzelnen THP1-Tumorzelle
(Grun ist BTN3A, Rot die Zellmembran und Violett der Zellkern. B) Die Anzahl fluorenzintensive
Punkte (Spots) ist fir 5000 gemessene Zellen, die entweder mit Zoledronat stimuliert wurden (blau)
oder unstimuliert blieben (griin) im Histogramm dargestellt. Dies ist ein beispielhaftes Experiment
(n=3).

4.5. BTN3A1-ELISA

Verschiedene Tumorzelllinien wurden mit Zoledronat oder Lovastatin — einer
Substanz aus der Gruppe der Statine, die intrazellulare IPP-Spiegel senkt
(Thompson und Rogers 2003) - vorbehandelt. Dadurch sollten die intrazellularen

IPP-Spiegel angehoben oder gesenkt werden. Die Freisetzung von BTN3A1 wurde
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mit einem kommerziellen BTN3A1-ELISA untersucht. Dabei wurden sowohl die
Uberstande der stimulierten Zellen, als auch Zelllysate fiir die Analyse verwendet.
Obwohl der ELISA vom Hersteller als ,BTN3A1-spezifisch, deklariert wird, war es
nicht moglich die enthaltenen Antikorper zu identifizieren. Mit dem ELISA sollte
untersucht werden, ob BTN3A1 eventuell von Tumorzellen sezerniert (,gesheddet®)
werden kann und dies z.B. durch Zoledronat beeinflusst wird. Gleichzeitig sollte
BTN3A1 in Zelllysaten quantifiziert werden, um Unterschiede in der zellularen
BTN3A1-Protein-Expression zu bestimmen. Deswegen wurden sowohl Lysate der
Tumorzellen als auch Mediumuberstande untersucht. Die Tumorzellen wurden mit
Medium, Zoledronat, BrHPP und Lovastatin vorbehandelt. BTN3A1 konnte jedoch bei
keiner der Stimulationen im Uberstand nachgewiesen werden. Als Positivkontrolle

dienten dabei Tumorzelllysate.

4.6. BTN3A-interagierende Proteine

Die beschriebene Rolle der intrazellularen Domane von BTN3A1 fir vy5 T-
Zellaktivierung lasst vermuten, dass BTN3A1 dazu mit weiteren intrazellularen
Proteinen interagiert.  Mittels  Koprazipitation  sollten  daher  modgliche
Interaktionspartner von BTN3A1 vor und nach Stimulation mit Zoledronat identifiziert

werden.

Dazu wurden sowohl der monoklonale anti-BTN3A-Antikérper 20.1 als auch zwei
gegen die intrazellulare Domane gerichtete polyklonale anti-BTN3A1-Antikorper
eingesetzt. Spezifisch ko-prazipitierte Proteine kdnnten potentielle Bindungspartner
von BTN3A1 darstellen, die auch an der Signalweiterleitung nach Bindung von IPP

an die intrazellulare Domane beteiligt sein konnen.

Abbildung 4.8 zeigt exemplarisch die Ergebnisse einer entsprechenden
Immunprazipitation aus THP1-Zellen. Die Zellen wurden entweder direkt aus der
Kultur entnommen oder vor der Lyse mit Zoledronat aktiviert. Die Prazipitate wurden
uber SDS-PAGE aufgetrennt und die enthaltenen Proteine anschliellend mit dem

sensitiven Fluoreszenzfarbstoff Flamingo Pink angefarbt. In den Gesamtlysaten
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waren unter diesen Bedingungen keine wesentlichen Unterschiede im Bandenmuster
zwischen Zoledronat-behandelten und unbehandelten Zellen erkennbar. Die zur
Vorreinigung verwendeten Protein G oder Protein A beads prazipitierten alleine kaum
unspezifische Banden. Die Bandenmuster der eigentlichen Prazipitate lielRen
vermuten, dass aus den mit Zoledronat vorbehandelten Tumorzellen moglicherweise
mehr Protein ko-prazipitiert wurde. Gleichzeitig scheinen in der Tat einige Proteine
sowohl mit dem monoklonalen Antikdrper und Protein G wie auch mit den
polyklonalen Antikérpern und Protein A selektiv zu prazipitieren: Die Bande
zwischen 50 und 60 kDa kdnnte anhand der parallel durchgeflihrten Western Blots
eine Uberlagerung von BTN3A1 und der schweren Antikdrperkette darstellen. Die
Isoformen BTN3A2 und BTN3A3 weisen Molekilmassen von 37 und 65 kDa auf.

Zur ldentifizierung der Proteine wurden Spots aus den entsprechenden Banden
gestanzt, die anschlieend zur massenspektrometrischen Analyse vorbereitet
wurden. Die hierbei identifizierten Bindungspartner sind in Tabelle 4.1 aufgelistet. Es
wurden Proteine mit unterschiedlichen Funktionen gefunden, beispielsweise solche
mit Bedeutung bei der Ausbildung und Organisation des Aktin Zytoskeletts. Dazu
zahlte Aktin oder sowie Aktin-blindelnde bwz. -quervernetzende Proteine wie o-
Actinin, Spectrin oder F-actin-capping protein (Honda et al. 1998; Zhang et al. 2013;
Shekhar et al. 2016). Auch Bestandteile von Intermediarfilamenten wie Vimentin
wurden identifiziert (Shi et al. 2016).
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Abbildung 4.8: Immunprazipitation von potentiellen Bindungspartnern des BTN3A1. THP1-Zellen
wurden Uber Nacht unstimuliert belassen (-) oder mit 20 uM Zoledronat (+) inkubiert. Anschlieend
wurden die Zellen lysiert und zunachst mit Protein G oder Protein A microbeads vorinkubiert
(preclear). In einem nachsten Schritt wurden die Lysate mit anti-CD277 Antikdrper gebundenen
Protein G oder Protein A microbeads inkubiert. Verwendet wurden dabei der Antikdrperklon 20.1 und
ein polyklonaler gegen die intrazellulare BTN3A1-Domane gerichteter Antikdrper Ab115947. Gezeigt
ist eine Flamingopink-Farbung.
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Ferner wurden Proteine identifiziert, die auf zellularen Stress, wie Hitzeschock,
Hypoxie oder oxidativen Stress hinweisen, namlich das 78 kDa glucose-regulating
protein (Ni et al. 2011), heat shock protein 70 (Murphy 2013) und heat shock cognate
71 kDa protein (Yahata et al. 2000). Allerdings wurden diese nicht in Zoledronat
vorbehandelten Zellen gefunden und eine erhdhte BTN3A-Oberflachenexpression
durch Hitze konnte in durchgeflihrten Experimenten nicht reproduzierbar gezeigt
werden; ebenso wenig zeigte sich in einem einmalig durchgefihrten BTN3A1-ELISA

ein erhohtes intrazellularer BTN3A1-Spiegel.

Des weiteren wurde ein Spannungs-gesteuerter, mitochondrialer lonenkanal
ebenfalls als potenzieller Interaktionspartner von BTN3A1 identifiziert: Voltage
dependent annion channel protein 1 oder 2. Die Ergebnisse der
Massenspektrometrie waren hinsichtlich der Isoform nicht eindeutig. Derartige
lonenkanale spielen eine Rolle im Rahmen der Transport- oder Apoptose-Regulation
(Verrier et al. 2003). Eine Rolle bei der Apoptose scheint auch das EF-hand domain

containing protein D2 zu spielen (Kim et al. 2013).

Interessante  Interaktionspartner waren auch Proteine des zellularen
Energiehaushalts: Die p-Galaktosidase (Distler, Jourdian 1973), das IQ-motif
containing Ras-GTPase activating like protein (IQGAP1) (Maertens und Cichowski
2014) und das mitochondrial inner membrane protein (Stiburek et al. 2007) zahlen

aber leider auch zu den haufig als falsch-positiv benannten Interaktionspartnern.
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Tabelle 4.1: Mogliche Bindungspartner an BTN3A

Protein

Aufgetreten in

Funktionen

Zytoskelett assoziierte Proteine

Actin, cytoplasmatic 1
und cytoplasmatic 2

Medium und Zolderonat

Ausbildung des Zytoskeletts

a-actinin 4

Medium und Zoledronat

Zellmigration, Zelladhasion und
zytoskeletaler Stabilitat.

Clathrin heavychain

Medium und Zoledronat

Vesikelformation im Trans-Golgi-
Netzwerk

Drebrin Medium Zytoskelettale Funktionen
F-actin-capping protein Regulation des Aufbaus von

subunit alpha-1 Zoledronat Aktinfilamenten

Spectrin beta chain, Kalzium-abhangige
. Zoledronat . ;

non-erythrocytic Zytoskelettmigration
RNA-Bindung,

Vimentin Medium Glycoproteinbindung,

zytoskelettale Funktionen

Stressproteine

Heat shock cognate 71

kDa protein Medium Transkritionaler Repressor
ATP-Bindung, poly(A) RNA
Heat shock protein 70, Medium Bindung, Ubiquitin-Proteinligase-
mitochondrial Bindung, Bindung ungefalteter
Proteine.
78 kDa Glukose- Medi Vermutlich Proteinfaltung im
edium

regulating protein

endoplasmatischen Retikulum

Zellularer Energiehaushal

t

B-Galaktosidase Medium Kohlenhydratmetabolismus
1Q-motif containing Ras-
GTPase-acivating like Medium GTPase-Aktivierung
protein 1
Mitochondrial inner Medi Integration mitochondrialer
edium

membrane protein

Proteine

Zelltodregulation

EF-hand domain
containing protein D2

Medium und Zoledronat

NFkB-Aktivierung, B-Zell-
Apoptoseregulation

Voltage dependent
annion channel protein
1 oder 2

Zoledronat

Spannungsgesteuerter
mitochondrialer lonenkanal
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5. Diskussion

5.1 Vy9Vs2 T-Zellen erkennen Pyrophosphate

In den Experimenten dieser Doktorarbeit wurden ausschlieRlich Vy9Vé2 T-Zellen
untersucht. Als stimulierende Liganden fur Vy9Vé2 T-Zellen sind Pyrophosphate
beschrieben worden (Harly et al. 2012, Morita et al. 1995). Das konnte in den
vorliegenden Experimenten bestatigt werden. Die Zugabe von prokaryotischen
Pyrophoshaten wie HMBPP, aber auch die Steigerung intrazellularer Pyrophosphate
durch Zoledronat fuhrte zur selektiven Expansion von Vy9Vos2 T-Zellen. Auch bei der
Reaktion von Vy9Vé2 T-Zellen gegen Tumorzellen zeigte sich eine Aktivierung
sowohl bei der Gabe |6slicher Pyrophosphate — in diesem Fall BrHPP — als auch
nach Zoledronat Vorinkubation. Diese Ergebnisse decken sich mit bereits
publizierten Daten, in denen ebenfalls die Translokation des lysosomalen Proteins
LAMP1 auf der Zelloberflache als Messparameter fur die zytotoxische Aktivitat der
Vy9Vo62 T-Zellen diente (Harly et al. 2012). Die selektive Proliferation von Vy9Vsé2 T-
Zellen ist auch nach Stimulation mit Pyrophosphaten aus Mykobakterien beschrieben
(Morita et al. 2001).

5.2. CD277 ist essentiell fur die Erkennung von Pyrophosphaten

Der Mechanismus uUber den die Pyrophosphate erkannt werden ist noch nicht vdllig
verstanden. Bekannt ist allerdings, dass das Membranmolekil CD277 fir diese
Reaktion essentiell ist (Harly et al. 2012, Vavassori et al. 2013). Unter dem Namen
CD277 werden drei verschiedene Isoformen des Moleklls zusammengefasst:
BTN3A1, BTN3A2 und BTN3A3. Dabei kann die Aktivierung von Vy9Vd2 T-Zellen
durch Pyrophosphate durch den anti-CD277 Antikorperklon 20.1 Gber jede der drei
Isoformen von BTN3A vermittelt werden. Die Stimulation durch Zoledronat erfordert
allerdings die Isoform BTN3A1 und des Chromosom 6, auf dem die Basensequenz
fir dieses Protein codiert ist. (Harly et al. 2012, Riafo et al. 2014). Der molekulare

Mechanismus wie intrazellulare oder extrazellulare Pyrophosphate BTN3A1-
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abhangig Vy9Vé2 T-Zellen aktivieren, ist noch nicht vollstandig verstanden. An dem
BTN3A1-Molekil sind mehrere Bindungsstellen flir Pyrophosphate beschrieben. Es
konnte durch Massenspektrometrie eine extrazellulare Bindungsstelle sowohl fur IPP
als auch fur HMBPP gezeigt werden (Vavassouri et al. 2013). Genauso konnte eine
Bindung des immobilisierten Vy9V62-TZR an die extrazellulare Domane von BTN3A1
gezeigt werden, die durch Zugabe von IPP verstarkt wurde (Vavassouri et al. 2013).
Diese Daten sprechen fur eine Prasentationsrolle des extrazellularen Bereichs und
eine anschlielfende Erkennung durch Vy9Vé2 T-Zellen. Nach diesem Modell kdnnten
Pyrophosphate an die extrazellulare Domane von BTN3A1 binden und so eine
Wechselwirkung mit Vy9Vé2 T-Zellen vermitteln. Dabei ist noch unklar, wie
intrazellular angereicherte Pyrophosphate wie IPP die Zellmembran penetrieren
kénnen (Vavassori et al. 2013). Eine andere Studie hat jedoch eine intrazellulare
Bindung von Pyrophosphaten gezeigt. Demnach konnten intrazellulare
Pyrophosphate wie IPP an die zytoplasmatische B30.2-Domane den BTN3A1 binden
und dort eine Konformationsanderung bewirken, auf die Vy9Vs2 T-Zellen reagieren
(Sandstrom et al. 2014). Dieses Modell wird durch weitere Publikationen gestltzt
(Rhodes et al. 2015, Wang und Morita 2015).

5.3. Expression von CD277

CD277 wird im menschlichen Koérper ubiquitar exprimiert. Es findet sich sowohl auf
Tumorzellen, als auch auf Immunzellen. Die Auspragung der Oberflachenexpression
wird dabei in der Literatur unterschiedlich beschrieben. Im Fall der Immunzellen ist
eine erhohte Expression auf T-Zellen im Vergleich zu B-Zellen bereits beschrieben
(Compte et al. 2004, Cubillos-Ruiz et al. 2010). In dieser Doktorarbeit konnte mittels
Durchflusszytometrie bestatigt werden, dass Immunzellen CD277 auf der
Zelloberflache ausbilden und dass es Unterschiede in der Oberflachenexpression
gibt: Neutrophile Granulozyten exprimieren weniger CD277 an ihrer Oberflache. Das
kann im Zusammenhang mit ihrer geringeren kostimulatorischen Aktivitat fur Vy9Vé2
T-Zellen stehen, die bereits beschrieben wurde und sich durch die Ergebnisse
bestatigt (Abbildung 4.2; Kalyan et al. 2014). Auch an der Oberflache von

Tumorzellen wird CD277 exprimiert. Eine erhdhte Oberflachenexpression auf T-Zell-
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Leukamien ist beschrieben. Dabei fanden sich aber auf nahezu allen Tumorzelllinien
CD277, so dass das Molekul als Therapiezielstruktur moglicherweise in Frage kommt
(Compte et al. 2004). Dabei kann eine potentielle Tumorimmuntherapie auch trotz
ubiquitarer Oberflachenexpression auf Tumorzellen mdglich sein, wie es
beispielsweise beim epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor EGFR (epidermal growth
factor receptor) der Fall ist (Tiel Groenestege et al. 2007). Der gegen diese Struktur
gerichtete Antikorper Cetuximab wird bereits mit Erfolg beim kolorektalem Karzinom
eingesetzt (Holubec et al. 2016). In den Experimenten dieser Arbeit bestatigte sich,
dass Tumorzellen CD277 an ihrer Oberflache ausbilden. In einem
Screeningexperiment wiesen Leukamie- und B-Zell-Lymphom-Zelllinien geringere
Oberflachenexpressionen auf, als die zum Vergleich verwendeten soliden
Tumorzelllinien (Abbildung 4.6). Um diese Unterschiede zu validieren, waren
sicherlich weitere Experimente an grélReren Kollektiven erforderlich. Trotzdem ist zu
erkennen, dass Leukamie- und Lymphomzelllinien eine geringere Suszeptibilitat bei
gleichzeitig geringerer CD277-Oberflachenexpression aufweisen, so dass eine
erhdhte Oberflachenexpression von CD277 mit der hdheren Suszeptibilitat
gegenuber yd T-Zellen verbunden sein kdnnte. Dagegen spricht allerdings, dass die
Vorbehandlung mit Zoledronat zu einer deutlich starkeren Suszeptibilitat gegenuber
Vy9Vé2 T-Zellen fuhrt, die CD277-Oberflachenexpression sich jedoch nicht verandert
(Abbildung 4.5). Dies wird durch in dieser Arbeit nicht beschriebene Experimente zur
CD277-Oberflachenexpression nach Zoledronat-Vorbehandlung bei Tumorzellen aus

unserer Arbeitsgruppe bestatigt.

5.4. Monozyten kdnnen yd T-Zellen aktivieren, CD4* T-Zellen nach

Zugabe Ioslicher Pyrophosphate oder anti-BTN-Antikorper

Wie in dieser Arbeit gezeigt weisen alle untersuchten Leukozytenpopulationen
BTN3A1-Expression an der Zelloberflache auf (Abbildung 4.4) und kommen somit
prinzipiell als ,prasentierende” Zellen fur die Aktivierung von yé T-Zellen in Frage. Aus
den vorliegenden Experimenten geht hervor, dass y5 T-Zellen ohne Zugabe weiterer
akzessorischer Zellen durch keinen der verwendeten BTN3A-abhangigen Stimuli

aktiviert werden. Fur die Stimulation mit n-BPs ist dies im Konsens mit der Literatur

60



und vermutlich dadurch erklarbar, dass T Zellen n-BPs nicht intrazellular aufnehmen
(Kalyan et al. 2014). Fur I6sliche Pyrophosphate wurde gezeigt, dass sie auch y3-T-
Zell-Klone stimulieren konnen, wenn diese in Monokultur gehalten werden
(Miyagawa et al. 2001, Morita et al. 1995). Dieser Widerspruch ist vermutlich dadurch
erklart, dass Morita y6 T-Zell-Klone zunachst expandiert und dann deren Aktivitat
nach Pyrophosphatstimulation gemessen hat. Derart voraktivierte yo T-Zellen haben
eine geringere Aktivierungsschwelle im Vergleich zu frisch isolierten unstimulierten yo
T-Zellen. Ferner wurden in diesen publizierten Experimenten hohere Zellzahlen

eingesetzt, als die in dieser Arbeit verwendeten 10.000 y5 T-Zellen.

In Kokultur mit Monozyten flhrten alle Stimuli zu einer Expansion der yé T-Zellen.
Dies ist gut mit Experimenten anderer Arbeitsgruppen vereinbar, in denen aus
Monozyten generierte dendritischen Zellen nach Vorbehandlung mit Zoledronat vy5 T-
Zellen aktivierten (Fiore et al. 2007). Die intrazellulare Aufnahme von n-BPs ist fur
Monozyten und neutrophile Granulozyten gezeigt (Chandasekaran et al. 2015,
Kalyan et al. 2014). Fur Monozyten ist weiterhin beschrieben, dass die
Vorbehandlung mit n-BPs zu einem erhohten intrazellularen IPP-Spiegel fluhrt
(Roelofs et al. 2009). Fur andere Zellpopulationen steht dieser Beweis noch aus.
Bekannt ist aber, dass intrazellulare n-BP-Aufnahme bei neutrophilen Granulozyten
zu einer deutlichen Abschwachung der yd-T-Zell-Expansion fuhrt (Kalyan et al.
2014). Auf diesen Effekt ist die beobachtete mangelnde Expansion von yé T-Zellen in
Kokultur mit Granulozyten bei Zoledronat-Stimulation vermutlich zurtiickzuflhren. Es
ist sogar eine signifikante Unterdrickung der Expansion nachweisbar (Abbildung
4.2). Fur die Stimulation mit HMBPP wurde bei Zugabe neutrophiler Granulozyten
eine Expansion der yd T-Zellen beobachtet, die allerdings deutlich geringer als bei
CD4* T-Zellen oder Monozyten ausfiel. Eine mogliche Erklarung fir diesen
Unterschied zwischen Zoledronat- und HMBPP-Stimulation koénnte sein, dass
HMBPP  extrazellular  bindet und eine  Signalkaskade oder eine
Konformationsveranderung hervorruft. Wahrend die Vorbehandlung durch Zoledronat
bei neutrophilen Granulozyten zu einer Unterdrickung der yd T-Zellen fuhrt, aktiviert
HMBPP das Membranmolekull Uber einen anderen Mechanismus. Die im Vergleich
zur Kokultur mit Monozyten geringere Aktivierung ist vermutlich auf eine geringere

BTN3A-Oberflachenexpression auf den Granulozyten zurlckzuflihren (Abbildung
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4.3). Weiterfuhrende Untersuchungen aus unserer Arbeitsgruppe nach Abschluss der
vorliegenden Experimente zeigten in der Tat, dass neutrophile Granulozyten zwar n-

BPs aufnehmen, jedoch kein IPP produzieren (Nerdal et al. 2016).

CD4 T-Zellen kénnen nur nach Zugabe I6slicher Pyrophosphate wie HMBPP yb T-
Zellen zur Proliferation anregen. Vermutlich fihrt Zoledronat bei CD4 T-Zellen nicht
zur Stimulation von V&2 yd T-Zellen, da ruhende CD4 T-Zellen Zoledronat nicht
intrazellular aufnehmen (Kalyan et al. 2014). Auch der stimulierende Antikorperklion
20.1 fahrt im Gegensatz zum léslichen Pyrophosphat HMBPP nicht zu Vo2 6 T-
Zellaktivierung, wenn diese mit CD4 T-Zellen kokultiviert werden. Da aff T-Zellen,
von denen CD4 T-Zellen eine Untergruppe darstellen, BTN3A an der Zelloberflache
aufweisen (Abbildung 4.3), ist das ein Indiz dafur, dass der Effekt des Antikorpers
nicht nur vom Vorhandensein des Molekdls an der Zelloberflache, sondern auch von

der Zellart abhangt.

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass verschiedene Populationen
umgebender Leukozyten yd T-Zellen BTN3A-abhangig unterschiedlich aktivieren

kdnnen.

5.5. Die Tumorreaktivitat von Vy9Vas2 T-Zellen wird CD277-abhangig

beeinflusst.

Das Verstandnis des BTN3A1-abhangigen Mechanismus der Prasentation von
Pyrophosphaten auf Vy9Vé2 T-Zellen ist Vorraussetzung fur die Entwicklung von yé
T-Zell basierten Tumorimmuntherapien. In vitro ist eindeutig gezeigt, dass Vy9Vs2 T-
Zellen sowohl durch Phosphoantigene, als auch durch anti-BTN3A-Antikorper
stimuliert werden koénnen. Dabei wurden allerdings nur zwei Aspekte isoliert
voneinander betrachtet: Die Reaktion vorstimulierter Vy9Vé2 T-Zellen gegen
Tumorzellen (Kapitel 4.1) und die Stimulation sowie die damit verbundene Expansion

von Vy9Vs62 T-Zellen in Anwesenheit verschiedener Leukozytenpopulationen (Kapitel
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4.2). Dabei ist noch zu klaren, ob andere Leukozytenpopulationen nicht nur die

Proliferation, sondern auch die Tumorreaktivitat von Vy9Vs2 T-Zellen beeinflussen.

Fir y6 T-Zellen ist gezeigt worden, dass diese exogene Antigene aufnehmen und
HLA Klasse l|-abhangig gegenuber CD8" aff T-Zellen kreuzprasentieren kdnnen
(Himoudi et al. 2012, Brandes et al. 2005); aber auch, dass yo-T-Zell-defiziente
Mause eine Hyperaktivitat von aff T-Zellen aufweisen, somit y6 T-Zellen aff T-Zellen
in ihrer Aktivitat hemmen (Hayday und Tigelaar 2003). Eine Wechselwirkung von off
T-Zellen mit Vy9Vé2 T-Zellen, als beeinflussbare GréRe bei der Tumorbekampfung
ware somit denkbar, da es deutlich Hinweise auf Wechselwirkungen zwischen beiden
Zellpopulationen gibt. Allerdings scheinen aff T-Zellen bei der Expansion von v3 T-

Zellen nur bei Zugabe ldslicher Pyrophosphate eine Rolle zu spielen (Kapitel 4.2).

Neutrophile Granulozyten kénnen nach vorliegenden Ergebnissen ebenfalls die
Vy9V62-T-Zell-Proliferation unterstiitzen, sofern diese mit HMBPP stimuliert werden,
wenn auch in deutlich geringerem Mal} als es bei CD4* T-Zellen der Fall ist. Da fur
PMBZ, in denen neutrophile Granulozyten nicht vorkommen eine deutliche
Proliferation zu erkennen ist, ware eine zumindest lokale Depletion neutrophiler

Granulozyten denkbar, um einen Therapieerfolg zu optimieren.

5.6. Einfluss von Zoledronat auf membranstandige Expression von
BTN3A1

Tumorzellen werden von Vy9Vé2 T-Zellen starker lysiert, wenn diese mit Zoledronat
vorbehandelt sind (Harly et al. 2012). Um diese verstarkte Reaktion der yd T-Zellen
naher zu charakterisieren, wurde die Expression von BTN3A-Molekilen auf der
Tumoroberflache sowie der Einfluss von n-BPs ndher untersucht. Eine
Heraufregulation von Membranmolekulen in Folge von Stimulation ist fur B-Zellen am
Beispiel von CD86, das zur B7-Molekilfamilie gehért und damit strukturelle
Annlichkeit zur BTN-Familie besitzt, gezeigt (Shirota et al. 2002).
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Im Falle von BTN3A war eine verstarkte Oberflachenexpression allerdings nicht
nachweisbar (Abbildung 4.4).

Ein Hinweis auf den moglichen Mechanismus der n-BP-abhangigen y& T-Zell-
Stimulation ist, dass die Fluiditdt der BTN-Molekule unter Behandlung mit n-BPs
abnimmt (Harly et al. 2012). In der vorliegenden Arbeit konnten allerdings anhand
epifokaler Bilder, die mit Imagestream-Durchflusszytometrie gewonnen wurden,
keine Unterschiede zwischen n-BP vorbehandelten und unstimulierten Zellen
festgestellt werden. Dies muss allerdings nicht bedeuten, dass n-BPs keinen Einfluss
auf die Anordnung der BTN3A-Membranmolekile haben. Es ware auch mdglich,
dass sich die Veranderung in der epifokalen Mikroskopie nicht auflésen lasst. Ein
anderes Problem bei der Untersuchung der Vy9Vo2 5 T-Zell-spezifischen
Aktivierung ist, dass der fur die Markierung verwendete Antikorperklon 20.1 nicht
spezifisch fur die Isoform BTN3A1 ist, die vorrangig die Aktivierung von V&2 yé T-
Zellen induziert. Die anderen ebenfalls markierten Isoformen BTN3A2 und BTN3A3
konnten die Agglomerate des BTN3A1 maskieren. Ferner besteht die Moglichkeit,
dass auch nach Fixierung der Tumorzellen durch Formaldehyd die Molekule
innerhalb der Membran noch eine so hohe Mobilitat aufweisen, dass — unabhangig
von der Stimulation durch Zoledronat —erkennbaren Agglomerate durch die
Markierung mit dem fur die durchflusszytometrische Untersuchung verwendeten
Antikodrperklon 20.1 verursacht werden (Abbildung 4.6 A). Dadurch waren eventuelle
Veranderungen durch die Zoledronat-Vorbehandlung induziert wurden nicht mehr

erkennbar.

Sowohl der stimulierende Antikorperklon 20.1, als auch der inhibitorische 103.2
Antikdérperklon sind nicht spezifisch gegen BTN3A1 gerichtet, sondern kénnen auch
an die anderen beiden BTN3A-Isoformen binden. Prinzipiell ware es daher mdglich,
dass die Granulozyten Uberwiegend andere Isoformen auf der Oberflache aufweisen,

die nicht zu einer Aktivierung von Vy9Vs2 v6 T-Zellen fuhren.
Als eine mogliche Erklarung fur n-BP-induzierte Unterschiede bezuglich der V62 yd T-

Zell Aktivierung wurde in Betracht gezogen, dass BTN3A1 Molekule infolge einer

Stimulation freigesetzt werden koénnten. Unter Verwendung eines kommerziellen
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BTN3A1-ELISA-Kits ergab sich jedoch - unabhangig von n-BP-Vorbehandlung — bei
keiner der verwendeten Tumorzelllinien ein Hinweis auf shedding von BTN3A1-
Molekulen. Nach Herstellerangaben handelte es sich um ein BTN3A1-spezifisches
ELISA-Kit. Da eine Reaktion durch yd T-Zellen auf mit Zoledronat vorbehandelte
Tumorzellen schon nach 20 Stunden festgestellt wurde, ist aul3erst unwahrscheinlich,
dass eine messbare Sekretion von BTN3A1 erst nach langerer Inkubationszeit
erfolgen wuirde. Allerdings kann man anhand dieser Ergebnisse nicht vollstandig
ausschlielRen, dass eine Abspaltung des Molekuls von der Zelloberflache erfolgt, da
durch die Abspaltung die Epitope fur die verwendeten Antikorper verloren gehen

konnten.

5.7. Verschiedene Proteine des Zytoskeletts sind mogliche

Interaktionspartner von BTN3A1

In dieser Doktorarbeit wurden mittels Immunprazipitation und Massenspektrometrie
verschiedene mdgliche Bindungspartner von BTN3A1 identifiziert. Mit dem
Hitzeschockprotein 70 (Hsp70) ergibt sich zunachst ein Hinweis, dass BTN3A1 durch
Zellstress beeinflusst werden konnte. In einem einmalig durchgeflihrten Experiment
konnte allerdings nicht gezeigt werden, dass Hitzereize zu einer erhéhten BTN3A-
Oberflachenexpression fuhren. Allerdings bleibt die Moglichkeit einer direkten
Interaktion von BTN3A1 mit Stressproteinen denkbar, wie etwa im Zusammenhang
mit Autophagie. Dort spielt das Stress-70 Protein eine wichtige Rolle bei der
Degradation fehlgefalteter Proteine (Jia et al. 2014). Dort werden fehlgefaltete
Proteine Uber Adapterproteine zu den degradierenden Zellorganellen geleitet. Es
ware denkbar, dass fehlgefaltete Proteine — vermittelt durch Stress-70 Protein - zu
einer Veranderung der BTN3A1-Konformation und folglich zu einer Lysereaktion
durch vy T-Zellen fuhren. Zumal das Zytoskelett auch in einem direkten
Zusammenhang mit BTN3A1 zu stehen scheint: Auffallig viele identifizierte Proteine
stehen im Zusammenhang mit dem Zytoskelett (Drebrin, Vimentin und Alpha-Actinin-
4). Ein mogliches Modell ware, dass BTN3A1 an Proteinen des Zytoskeletts
verankert ist. Nach Stimulation kénnte es infolge erhohter IPP-Spiegel zu einer
veranderten Interaktion mit diesen Molekilen und einer daraus folgenden

65



Umverteilung der BTN3A1-Molekile an der Zelloberfliche kommen. Solche
Mechanismen sind bereits fur den B-Zell-Rezeptor bekannt. Dort fihrt eine
Erkennung der extrazellularen Struktur dazu, dass die Verankerung der
Membranmolekile am  Zytoskelett sich auflost. Als Folge sind die
Transmembranmolekule beweglicher und sammeln sich in cholesterinreichen ,lipid
rafts“ (Parameswaran et al. 2013). Bei der Aktivierung von yé-T Zellen wurde kirzlich
gezeigt, dass das Zytoskelettprotein ,Periplakin® als Mediator einer Aktivierung der yo
T-Zellen durch I6sliches HMBPP fungieren kann. Ob auch erhéhte Mengen
endogenen IPPs zu einer verstarkten Periplakin-vermittelten V&2 & T-Zell-
Aktivierung fuhren bleibt vorerst unklar, da Rhodes et al. diesbeziglich keine
eindeutigen Ergebnisse vorlegten (Rhodes et al. 2015) und Periplakin nicht in allen

Zellen exprimiert ist, die yo T-Zellen aktivieren.

Auch das ebenfalls mit Hilfe der Immunprazipitation identifizierte Protein IQGAP1
(IQ-motif containing Ras-GTPase activating like protein 1) kdnnte eine Rolle bei der
vd6 T-Zell-abhangigen Immunantwort spielen. Das Protein ist der Ras GTPase
strukturell sehr anhlich, Ubt jedoch keine direkte GTPase-Funktion aus. IQGAP1
scheint als Onkogen eine wichtige Rolle zu spielen. Es ist in diversen Tumorzelllinien
(Kolorektales Karzinom, Pankreaskarzinom, Glioblastom und Ovarkarzinom)
uberexprimiert und korreliert mit einer schlechten Prognose. Ferner bindet IQGAP1
auch Rho GTPasen ,Rac1“ und ,Cdc42“ die ihrerseits Effekte auf das Zytoskelett

haben kénnen (Maertens und Cichowski 2014).

IQGAP1 bindet aber auch an Proteine aus dem MAPK- (mitogen activated protein
kinase) - oder PI3K/AKT (Phosphoinositid-3-Kinase/Akt)-Signalweg, welche bei
Zelldifferenzierung und —proliferation eine Rolle spielen. Das erlaubt die Spekulation,
dass die Aktivierung von BTN3A1 durch die Interaktion mit IQGAP1 Einfluss auf die
Proliferation austiben konnte (Maertens und Cichowski 2014). Somit konnte durch
IQGAP1 auch das Wachstum oder das Migrationsverhaltens in IPP/BTN3A1-
abhangiger Weise beeinflusst werden. Ferner konnte gezeigt werden, dass IQGAP1-
Knockout-Mause weniger anfallig fir eine chemische Tumorinduktion sind (Fujiki et
al. 1989). Eine jungste Publikation konnte den Verdacht einer Beteiligung von
IQGAP1 bei der Immunreaktion durch Vy9Vé2 T-Zellen noch erharten. Dabei wurde
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die GTPase RhoB — ein Molekil mit struktureller Ahnlichkeit zu IQGAP1 - als ein
Mediator der BTN3A1-abhangigen Immunreaktion vermittelt durch den Vy9Vé2-TZR
identifiziert (Sebestyen et al. 2016). Diese Publikation gibt ferner auch Hinweise auf
eine Beteiligung von Proteinen des Zytoskellets, die eine Konformationsveranderung
des BTN3A1 induzieren und somit eine Immunreaktion durch Vy9Vé2 T-Zellen

initiieren konnen.

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse auf eine mdgliche Interaktion von
Zytoskelett-assoziierten Proteinen mit BTN3A1 hin. Da allerdings auch die Gefahr
besteht, bei der Immunprazipitation von membranassoziierten Molekulen
unspezifisch Moleklle des Zytoskeletts zu prazipitieren, mussen die identifizierten
Bindungspartner aber zunachst in weiterfihrenden Experimenten bestatigt werden,
bevor deren Funktionen bei der V62 T-Zell Aktivierung im Weiteren untersucht
werden konnen. Interessanterweise wurden in der vorliegenden Arbeit andere
Vertreter ahnlicher Proteinfamilienmitglieder identifiziert wie von Rhodes und
Kollegen berichtet (Rhodes et al. 2014). Das BTN3A1-Interaktom und damit die
Klarung der Frage, wie BTN3A1 die y6 T-Zell-Aktivierung steuert ist damit jedoch

noch nicht abschlieRend geklart.
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5.8. Ausblick

Es konnte gezeigt werden, dass die Expansion von Vy9Vé2 T-Zellen vor allem durch
Monozyten, aber auch stimulusabhangig von CD4* T-Zellen und sogar von
neutrophilen Granulozyten gefordert werden kann. Die Reaktion von Vy9Vé2 T-Zellen
auf Tumorzellen ist infolge aller drei Stimuli (BrHPP, Zoledronat oder ant-BTN3A
20.1) vorhanden, wie es anhand der Oberflachentranslokation des lysosomalen
Proteins LAMP-1 nachweisbar war. Zu untersuchen bleibt, ob die isolierte
Anwesenheit von Monozyten, CD4* T-Zellen oder neutrophilen Granulozyten Einfluss
auf Tumorreaktivitat von Vy9Vé2 T-Zellen nimmt, um dann den Einsatz, von Vy9V&2
T-Zellen — beispielweise unter Einbeziehung des Antikorperklon 20.1 — in vivo
auszutesten. Dazu konnten selektiv Isolierte y3 T-Zellen mit verschiedenen
Leukozytenpopulationen und Tumorzellen kokultiviert werden. Die Tumoraktivitat der
vd T-Zellen kdnnte, wie in den bisherigen Experimenten, anhand des lysosomalen
Proteins LAMP1 evaluiert werden.

Ferner konnten diverse potentielle Bindungspartner an BTN3A1 identifiziert werden.
Diese mussen zunachst durch weitere Experimente bestatigt werden und dann auf
deren Rolle beim Tumorbekampfungsprozess der Vy9Vo2 T-Zellen untersucht
werden. Beispielsweise konnen selektiv Proteine durch siRNA deaktiviert und
Veranderungen in der Vy9V42 T-Zell-Funktion beobachtet werden. Die neu
aufgeklarten Mechanismen kénnen dann fir die Entwicklung neuer Immuntherapien

gegen Tumoren verwendet werden.
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6. Zusammenfassung

Vy9Vo62 yd T-Zellen erkennen Pyrophosphate, von Bakterien oder Parasiten, wie das
4-hydroxy-but-2-enyl-Pyrophosphat (HMBPP) und in hohen Konzentrationen auch
das endogene Isopentenylpyrophosphat (IPP). Solche Konzentrationen kdnnen bei
Tumorzellen erreicht und durch Gabe von Aminobisphophonaten (n-BPs) zusatzlich
gesteigert werden. Diese Immunreaktion setzt das Membranmolekul Butyrophillin
3A1 (BTN3A1) voraus. Unverstanden ist, wie Vy9Vé2 yd T-Zellen vermittelt durch
BTN3A1 Pyrophosphate erkennen, was in dieser Doktorarbeit naher charakterisiert
werden sollte.

Dabei konnte bestatigt werden, dass Pyrophosphate (IPP und HMBPP) zu einer
starkeren Reaktion von Vy9Vé62 o T-Zellen auf Tumorzellen fUhren. Auch der
Einfluss von anti-BTN3A-Antikdrpern auf die Aktivierung von Vy9Vo2 vy T-Zellen
konnte reproduziert werden. Durch den Antikorperklon 20.1 konnte eine Aktivierung
erzielen, der Antikorper 103.2 konnte eine Aktivierung durch n-BPs aufheben. Die
Rolle anderer Leukozytenpopulationen auf die Aktivierung von Vy9Vs2 yd T-Zellen
(durch Antikorper oder Phosphoantigene) wurde genauer untersucht. Es wurde
festgestellt, dass auch a3 T-Helferzellen die Proliferation von Vy9Vé2 y3 T- mit Hilfe
des anti-BTN3A-Antikérperklon 20.1 oder HMBPP induzieren. Die Aktivierung von
Vy9Vé2 yo T-Zellen durch n-BPs war nur in Anwesenheit von Monozyten moglich. Um
zu klaren Uber welchen Mechanismus y6 T-Zellen Tumorzellen bekampfen, konnte
gezeigt werden, dass die Behandlung von Tumorzellen mit n-BPs (und die damit
vermutlich einhergehende Erhéhung des intrazellularen IPP-Spiegels), nicht zu einer
veranderten Oberflachenexpression von BTN3A fuhrt. Auch ein Einfluss auf die
Verteilung von BTN3A Molekulen auf der Tumorzelloberflache lie® sich epifokal nicht
nachweisen. Eine Freisetzung von BTN3A1 in den Extrazellularraum konnte durch
einen BTN3A1-ELISA nahezu ausgeschlossen werden. Somit ist naheliegend, dass
intrazellulare Prozesse entscheidend fir die BTN3A-abhangige Aktivierung von
Vy9Va2 yé T-Zellen sind. In dieser Arbeit wurden ferner potentielle Bindungsproteine
von BTN3A1 durch Massenspektrometrie identifiziert und hierbei vor allem

zytoskelettassozierte Proteine identifiziert. Mdglicherweise fuhrt die Stimulation von
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Zielzellen mit Pyrophosphaten zu einer veranderten Membranverankerung von
BTN3A1. Der hier vermutete Einfluss des Zytoskelettts bei der Aktivierung von
Vy9Vé2 yd T-Zellen und die unterschiedliche Rolle der umgebenden Leukozyten-
Populationen stellen neue Ansatzpunkte zur Entwicklung von Tumor-Immuntherapien
mit Hilfe von Vy9V&2 y6 T-Zellen dar.
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