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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Um seine zellulare Integritdt zu wahren und sich vor potenziell schéadlichen
Pathogenen und Substanzen zu schitzen, benotigt der menschliche Korper das
Immunsystem. Dies ist ein komplexes, aus verschiedenen Zelltypen bestehendes
Netzwerk, welches Uber den gesamten Korper verteilt ist und sich in zwei
Hauptkomponenten, das angeborene und das erworbene Immunsystem, unterteilen
lasst. Seine Effektorzellen entstehen und reifen in Knochenmark und Thymus, den

primaren lymphatischen Organen.

Die Komponenten des angeborenen Immunsystems reagieren unmittelbar nach
Kontakt zu einem Pathogen mit einer effektiven Immunantwort. Ein Teil des
angeborenen Immunsystems wird durch die mechanischen Barrieren von Haut und
Schleimhauten sowie antimikrobiellen Peptiden gebildet. Ein weiterer Teil, das
Komplementsystem, besteht aus l6slichen Effektormolekilen. Diese reagieren
entweder direkt mit Pathogenen oder Uber an diese gebundene Antikdrper und
bewirken deren Opsonierung, was wiederum deren Erkennung und Beseitigung durch
Phagozytose erleichtert. Des Weiteren flihrt das Komplementsystem durch die Bildung
von Poren in der Zellmembran zur Lyse der Pathogene. Bei der Reaktion des
Komplementsystems entstehen auflerdem l6sliche Komponenten mit einer
chemoattraktanten Wirkung, wodurch weitere Zellen des Immunsystem rekrutiert
werden. Ein weiterer grof3er Anteil des angeborenen Immunsystems bildet die zellulare
Abwehr. Hierzu gehdren Makrophagen, Granulozyten (insbesondere die Neutrophilen
Granulozyten [Neutrophile]) und Nattrliche Killerzellen (NK-Zellen). Die meisten Zellen
der angeborenen Immunitéat konnen uber genetisch invariante
Mustererkennungsrezeptoren (Pattern Recognition Receptors, PRR) sogenannte
Pathogen-assoziierte molekulare Muster (Pathogen-associated molecular patterns,
PAMPs) oder auch Mikroben-assoziierte molekulare Muster (Microbe-associated
molecular patterns, MAMPSs) von Pathogenen erkennen. Dabei handelt es sich um
hochkonservierte, typische biochemische Strukturen, wie beispielsweise
Zellwandbestandteile oder Nukleinsduren von z.B. Bakterien, Viren, Parasiten oder
Pilzen. AulRerdem konnen aus dem Zellinneren freigesetzte Moleklle, wie zum

Beispiel Adenosintriphosphat (ATP), welche auf eine Zellzerstérung hinweisen
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(Damage-associated molecular pattern, DAMPS) ebenfalls Giber PRR entdeckt werden.
NK-Zellen koénnen durch Ausschittung von zytotoxischen Granula den
programmierten Zelltod (Apoptose), in beispielweise virus-infizierten oder entarteten
Zellen, induzieren. Sie kdnnen mit Zielzellen Uber eine Reihe keimbahnkodierter
inhibierende (z. B. Killer inhibitory receptors [KIR], cluster of differentiation 94 [CD94])
und aktivierende Rezeptoren (z.B. Natural Killer Group 2 [NKGZ2], Natural Cytotoxicity
Receptors [NCR]) auf ihrer Zelloberflache interagieren. So wird beispielsweise in
Abwesenheit von major histocompatibility complex | (MHC-I) Molekilen (wie es haufig
bei Tumorzellen der Fall ist) kein negatives Signal durch inhibitorische Rezeptoren
vermittelt, was direkte zytotoxische Effektorfunktionen der NK-Zellen zur Folge hat.
Makrophagen haben ein sehr breites Wirkspektrum. Sie sind neben Neutrophilen, die
wichtigsten phagozytierenden Zellen des Kdorpers und entfernen Krankheitserreger
und Zelltrimmer. Zur Beseitigung von Bakterien haben Neutrophile zwei Strategien.
Einerseits erfolgt sie Uber Phagozytose, zum anderen kdnnen Neutrophile
extrazellulare Netze (Neutrophil extracellular traps, NETs) aus entfalteter DNA bilden
und Bakterien damit einfangen und unschédlich machen. Die Zellen des angeborenen
Immunsystems kénnen durch Freisetzung von Zytokinen und Chemokinen andere
Zellen des angeborenen Immunsystems, aber auch Zellen des adaptiven
Immunsystems rekrutieren und in ihrer Funktion beeinflussen. Dendritische Zellen und
Makrophagen sind in der Lage endo- oder exozytotisch aufgenommene Partikel von
Pathogenen Uber MHC-Molekule auf ihrer Oberflache zu prasentieren und fungieren
als professionelle Antigen-prasentierende Zellen. Zusammen mit den entsprechenden
kostimulatorischen Signalen, kénnen auf diese Weise die Zellen des adaptiven

Immunsystems, B- und T-Zellen, aktiviert werden [1, 2].

Das adaptive Immunsystem entwickelt sich von Geburt an stetig weiter, seine
Wirksamkeit und Spezifitdt nimmt im Laufe des Lebens stark zu. Die erworbene
Immunantwort setzt mit einer Verzégerung von mehreren Stunden bis Tagen ein und
ist durch ihre hohe Spezifitdt und die Ausbildung eines immunologischen
Gedachtnisses charakterisiert. Sie lasst sich in die humorale, durch B-Lymphozyten
(B-Zellen) vermittelte, Immunabwehr und die zellvermittelte Immunabwehr Uber
T-Lymphozyten (T-Zellen) einteilen, wobei beide Komponenten eng miteinander
interagieren. Zu Beginn einer Immunantwort steht die Erkennung und Bindung eines

Antigens an den B- bzw. T-Zell-Rezeptor (TZR) des Lymphozyten. Um aktiviert zu
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werden, bendtigen naive T-Zellen noch ein weiteres kostimulatorisches Signal z.B.
durch Bindung von CD28 an die Oberflachenpoteine CD80 bzw. CD86 auf einer
Antigen-prasentierenden Zelle (APZ). Nach der antigenspezifischen Aktivierung
kommt es zur klonalen Expansion und Differenzierung der Lymphozyten. Eine
differenzierte B-Zelle (Plasmazelle) produziert fir das erkannte Antigen spezifische
Antikorper, welche entweder direkt, zum Beispiel durch Neutralisation eines Toxins,
oder Uber nachfolgenden Mechanismen, wie Komplementaktivierung, die Gefahr
unschéadlich machen.

T-Zellen kdnnen in viele verschiedene Subgruppen differenzieren, dazu gehdren
beispielsweise zytotoxische T-Zellen (ZTL), regulatorische T-Zellen und T-Helfer-
Zellen. Auf die Funktionen von T-Zellen soll im néchsten Abschnitt genauer
eingegangen werden. Bei einer Reaktion des adaptiven Immunsystems und der
Differenzierung von B- und T-Zellen entstehen auflerdem sogenannte
Gedachtniszellen, welche bei erneuter Infektion mit dem Mikroorganismus schnell eine

spezifische Immunantwort einleiten kénnen [1].

1.2 ap T-Zellen

T-Zellen nehmen eine zentrale Rolle in der adaptiven Immunantwort ein. Sie besitzen
vielfaltige Funktionen und werden anhand dieser in eine grof3e Menge verschiedener
Subpopulationen eingeteilt. Das wesentliche Merkmal aller T-Zellen ist ihr TZR, der
aus zwei verschiedenen Untereinheiten zusammengesetzt ist. Diese sind uber
Disulfidbriicken kovalent miteinander verbunden. Die meisten T-Zellen exprimieren
einen TZR der aus einer a- und einer B-Kette aufgebaut ist, wahrend nur ein kleiner
Teil einen TZR besitzt, der aus einer y- und eine &-Untereinheit besteht. Die
Untereinheiten setzten sich wiederum aus mehreren Domanen zusammen - einer
variablen, einer konstanten und einer Transmembran-Region (Abb. 1). Die variable
Region des Rezeptors bildet eine hochspezifische Bindestelle fir das jeweilige
Antigen, den Peptid-MHC-Komplex und weist durch somatische Rekombination (auch
V-[D]-J-Rekombination) eine enorme Diversitat auf [3]. Der TZR selbst besitzt keine
Signalfunktion und bendtigt zur Signalweiterleitung CD3 -Molekiile. Der TZR liegt als
TZR-CD3-Komplex vor, welcher aus den extra- sowie intrazellularen Bestandteilen des
TZR und dem CD3-Komplex besteht. Der CD3-Komplex ist aus einer y- und einer -

Kette, sowie aus jeweils zwei e- und C-Ketten aufgebaut ist [4].
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Antigen Bindungsstelle
—

ITAMs

Abbildung 1: Schematische Darstellung des af T-Zell-Rezeptor Komplex
Der TZR ist ein Heterodimer und besteht aus einer a- und einer 3-Kette. Mit V markiert ist die variable

Region der Rezeptoruntereinheiten, an welcher sich die Bindestelle fir das MHC-Molekil mit dem
prasentierten Peptid befindet (Antigen Bindungsstelle). K kennzeichnet die konstante Region und T die
Transmembrandomane. Die schwarze Linie zwischen den Transmembran-Regionen der o und p Kette
stellt die Disulfidbriicken dar, Uber die das Heterodimer verbunden ist. Der TZR steht in enger
Verbindung mit den 6 Signaluntereinheiten des CD3 Komplex. Dieser setzt sich aus zwei g, einer 8 und
einer y Kette sowie einem Homodimer aus zwei {-Ketten zusammen. Als gelbes Rechteck dargestellt
sind immunoreceptor tyrosine-based activation motifs (ITAMs), von denen die CD3 a-, - und y- Kette
eines und die -Kette drei besitzt. Modifiziert nach Murphy et al. [1].

Fur die Stimulation des o TZR ist des Weiteren einer der beiden Korezeptoren, CD4
oder CD8, essenziell, welcher spezifisch an die antigenprasentierenden
MHC-Molekule bindet. CD8" af T-Zellen (ZTL) interagieren mit MHC-Molekilen des
Typ | (MHC-I), welche auf allen kernhaltigen Zellen zu finden sind. MHC-I-Molekiile
préasentieren zelleigene Antigenfragmente, was u.a. im Falle einer Virusinfektion oder
der Entartung von Korperzellen von Bedeutung ist. Durch APZ prozessierte, exogene
Antigenfragmente werden tber MHC Moleklle des Typs Il prasentiert, welcher von
CD4* a3 T-Zellen (T-Helfer-Zellen) gebunden wird [5]. Durch die Bindung des TZR an
den MHC-Peptid-Komplex und der Bindung von CD4 oder CD8 an das MHC-Molekill,
wird die intrazellulare Phosphorylierung von sogenannten immunoreceptor tyrosine-
based activation motifs (ITAMs) in den {-Ketten und der intrazellularen Domane von
CD3 initiiert.
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Durch diese Phosphorylierung kommt es zur Bindung der intrazellularen Tyrosin-
Kinase Zap70, die die weitere Signalkaskade der TZR-Aktivierung auslost [4, 6]. Fur
die Aktivierung einer naiven T-Zelle ist zusatzlich zu TZR- und CD4- bzw.
CD8-Stimulation ein kostimulatorisches Signal noétig. Dieses wird durch Rezeptor-
Liganden Interaktionen vermittelt.

Ein wichtiger kostimulatorischer Rezeptor ist hierbei CD28, ein auf allen naiven
T-Zellen vorhandenes Oberflachenprotein. CD28 bindet an die auf der Oberflache von
APZ vorhandenen Liganden B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86), was zu einer Verstarkung
TZR Signals und damit zur Proliferation und zur Differenzierung hin zu Effektorzellen
fahrt [7].

Durch kostimulatorische Signalwege konnen allerdings auch negative Signale
integriert werden. So konkurriert beispielsweise der auf T-Zellen vorhandene Rezeptor
CTLA-4 (CD152, cytotoxic T lymphocyte-associated protein) mit CD28 um die Bindung
an dessen Liganden CD80 (B7.1) und CD86 (B7.2), wobei CTLA-4 eine hodhere
Affinitat fur diese besitzt. Des Weiteren werden nach Bindung der Liganden,
Phosphatasen an den intrazellularen Teil von CTLA-4 rekrutiert, wodurch der
proximalen TZR-Phosphorylierung und der durch diese induzierten Aktivierung der
T-Zelle, entgegen gewirkt wird [8]. Ein weiterer negativ-kostimulatorischer Rezeptor ist
Programmed cell death protein 1 (PD1). Sein Ligand PD1-L kann auf Tumorzellen
vorhanden sein. Durch Rezeptor-Liganden Bindung kommt es zur Inhibition von
Proliferation, Zytokinproduktion und zytotoxischen Funktionen der T-Zellen [9]. Als
Immuncheckpoint Inhibitor werden gegen CTLA-4, PD-1 und PD-L1 gerichtete
monoklonale Antikdrper (mADb) seit Neuerem in der gezielten Krebstherapie z.B. des
malignen Melanoms eingesetzt [10, 11]. Ziel dieser Therapie ist es, die Aktivierbarkeit
anerger T-Zellen des Patienten wiederherzustellen und so eine gegen den Tumor

gerichtete T-Zellantwort hervorzurufen.

Naive aff T-Zellen entwickeln sich nach ihrer Aktivierung in Abhéngigkeit des auf der
Oberflache vorhandenen CD4 oder CD8 Moleklils und des umgebenden
Zytokinmilieus zu funktionell unterschiedlichen Effektorzellpopulationen [2]. CD4*
T-Zellen kénnen durch den Einfluss von durch APZ gebildetem Interleukin (IL)-12 und
Interferon (IFN)-y zu Tul-Zellen differenzieren. Eine solche Differenzierung geschieht

u.a. als Immunantwort auf intrazellulare Erreger. Von Tul-Zellen typischerweise




EINLEITUNG

produzierte Zytokine sind IFN-y, IL-2 und Tumornekrosefaktor (TNF)-a, wodurch
NK-Zellen, Makrophagen und ZTL aktiviert werden konnen. Charakteristisch fur
Tul-Zellen ist die Expression des Transkriptionsfaktors T-Box expressed in T cells
(Thet) [12]. Unter dem Einfluss von IL-4 kommt es bei der Antwort auf Allergene und
Helmintheninfektion zur Ausbildung von Tu2-Zellen. Diese exprimieren typischerweise
den Transkriptionsfaktor GATA binding protein 3 (GATA-3) [13]. Durch Freisetzung
von u.a. IL-4, IL-5, IL-13 aktivieren sie Makrophagen, Mastzellen, Eosinophile sowie
Basophile Granulozyten. Eine weitere Population von T-Helferzellen stellen die
Tul7-Zellen dar, welche eine starke pro-inflammatorische Wirkung haben und bei
deren Bildung IL-1B, IL-6 und IL-23 sowie TGF-f eine Rolle spielen. Sie zeichnen sich
durch die Expression des Transkriptionsfaktors retinoic acid receptor related orphan
receptor # (RORyt) aus [14]. Tul7-Zellen sezernieren IL-17, IL-21 und IL-22 und
fordern so die Immunantwort gegen extrazellulare Bakterien und Pilze, welche vor
allem durch Neutrophile vermittelt wird [15]. Sie haben aul3erdem eine Bedeutung im
Kontext von Autoimmunerkrankungen [16]. Weitere mogliche Differenzierungswege
fur CD4* Tu-Zellen sind Th9- Zellen und follikulare Tu-Zellen [17, 18]. Eine eigene
kleine Subpopulation von CD4* T-Zellen bilden die regulatorischen T-Zellen (Treg).
Hierbei kann zwischen natirlichen, das heil3t im Thymus gepragten, regulatorischen
T-Zellen (nTreg) und induzierten, also in der Peripherie durch den Einfluss von
transforming growth factor g (TGF-B) zu Treg-Zellen differenzierten, regulatorischen T-
Zellen (iTreg) unterschieden werden [19]. nTrg exprimieren konstitutiv den
Transkriptionsfaktor forkhead box P3 (FoxP3), iTreg verlassen den Thymus ohne FoxP3
zu exprimieren und tun dies erst nach Antigenerkennung in der Peripherie in
Kombination mit einem bestimmten Zytokinmilieu. Treg SUpprimieren angeborene und
adaptive Immunantworten und stellen so das Gleichgewicht zwischen Abwehr und
Selbsttoleranz sicher [20]. In diesem Zusammenhang sind verschiedene
Suppressionsmechanismen bekannt. Ein wichtiger Mechanismus ist beispielsweise
die Produktion der regulatorischen Zytokine IL-10 und TGF- sowie die starke
Expression der Oberflachenmolekiile CTLA-4 und PD-1 [19, 21, 22]. CD8* ZTL kdnnen
Uber die Freisetzung von zytolytischen Granula, welche Perforin und Granzyme
enthalten, in der Zielzelle die Apoptose initiieren. Perforin bewirkt dabei eine
Porenbildung in der Membran der Zielzelle, durch die Granzyme in die Zelle gelangen
kénnen, wo sie durch die proteolytische Aktivierung von Caspasen den

programmierten Zelltod auslésen. Ein weiterer Effektormechanismus von ZTL, ist die
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Oberflachenexpression des Fas-Liganden (CD178), der nach Bindung an den

Fas-Rezeptor (CD95) die Apoptose der Zielzelle auslost [23].

1.3 yd T-Zellen

Im peripheren Blut besitzen ca. 5% aller CD3* T-Zellen einen Antigenrezeptor der aus
einem yo- anstelle eines af-Heterodimers besteht [24—26]. Intraepithelial in Haut oder
Darmschleimhaut (bis zu 20%) kénnen diese Zellen jedoch einen wesentlich héheren
Anteil ausmachen [27]. yd T-Zellen kommen in allen Vertebraten vor [1]. Sie kénnten
rechnerisch eine &hnlich groRe TZR-Rezeptordiversitat aufweisen, wie aff T-Zellen sie
generieren, was in vivo allerdings nicht der Fall ist [28]. Anhand der Elemente des TZR
lassen sich verschiedene yd T-Zell-Subpopulationen unterscheiden, welche bei
Mausen mit einer bestimmten anatomischen Lokalisation assoziiert sind [29]. Im
Menschen existieren 6 exprimierte Vo- (V81-6) und 8 exprimierte Vy-Elemente
(Vy2,3,4,5,8,9) [30, 31]. Am besten beschrieben sind V&2 T-Zellen, die den gréf3ten
Anteil von y5 T-Zellen im peripheren Blut ausmachen sowie V381 T-Zellen, welche vor
allem in epithelialen Geweben vorkommen [32]. V52 T-Zellen sind oftmals assoziiert
mit einem Vy9-Element, wohingegen V31 T-Zellen mit verschiedenen Vy-Elementen
(Vy 2,3,4,5, 8 oder 9) assoziiert sind [31, 33].

v T-Zellen weisen sowohl Charakteristika der angeborenen als auch der erworbenen
Immunitat auf und werden daher oft als Bindeglied zwischen beiden Bereichen
betrachtet [34, 35]. Sie erkennen mit ihrem TZR, im Gegensatz zu of T-Zellen,
Antigene unabhangig von einer Prasentation durch MHC-Molekiile und weisen daher
meist auch keinen CD4 oder CD8 Korezeptor auf [36]. Fur V51 T-Zellen wurden bisher
verschiedene Klassen von Liganden identifiziert, wie zum Beispiel die
stressinduzierbaren Proteine MHC class | related chain A (MICA) und MHC class |
related chain B (MICB). Diese werden aul3er durch den V81 TZR auch durch natural
killer group 2 member D -Rezeptoren (NKG2D) erkannt [37, 38]. Des Weiteren wurde
auch die Reaktivitdt von Vo1l T-Zellen gegen CD1-prasentierte Lipidantigene
demonstriert [39-41]. Vy962 T-Zellen, im Weiteren als V52 T-Zellen bezeichnet,
kénnen von kleinen phosphorylierten Molektlen, wie Isopentenylpyrophosphat (IPP)
und Hydroxymethylbutenyl-Pyrophosphat (HMB-PP) aktiviert werden [42]. Diese

sogenannten Phosphoantigene (pAg) sind in der Regel Zwischenprodukte der
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Cholesterol-Biosynthese. Der erste Abschnitt dieses Biosyntheseweges, die Synthese
von Isopentenylpyrophosphat, erfolgt bei Eukaryoten Uber den
Mevalonat-Biosyntheseweg, bei Prokaryoten und Parasiten (Uber den
Methylerythritolphosphatweg (MEP, im englischen Sprachgebrauch auch als
non-mevalonate pathway bezeichnet). Dabei entstehen im Falle des MEP
korperfremde, mikrobielle Zwischenprodukte, wie beispielweise HMB-PP, welche als
Gefahrensignal fur Infektionen fungieren und einen wesentlich starkeren Stimulus fur
vd T-Zellen darstellen als pAg des Mevalonat-Biosyntheseweges. Bei einer Reihe von
bakteriellen Infektionen, beispielsweise mit Mycobacterium tuberculosis, Haemophilus
influenzae, Neisseria meningitidis, oder Streptococcus pneumoniae, konnte eine
erhohte Anzahl von V32 T-Zellen festgestellt werden. Eine vermehrte Anzahl von V2
T-Zellen wurde auch bei Parasitosen mit Toxoplasma gondii und Plasmodium
falciparum beobachtet [43]. Die physiologische Konzentration endogenen IPPs im
menschlichen Korper reicht fir eine Aktivierung von yd T-Zellen hingegen nicht aus
[44]. Jedoch kann es bei einer Dysregulation des Mevalonat-Biosyntheseweges, wie
sie haufig bei bestimmten Tumorerkrankungen auftritt, zu erhohten IPP-
Konzentrationen und zu einer Aktivierung von V42 T-Zellen kommen. Die
Akkumulation endogenen IPPs kann pharmakologisch durch Aminobisphosphonate
(n-BPs) wie Zoledronat oder Alendronat induziert werden. Therapeutisch werden diese
aufgrund ihrer hemmenden Wirkung auf Osteoklasten v.a. zur Behandlung von
Osteoporose eingesetzt. Durch die nBP-induzierte Inhibition der
Farnesylpyrophosphat-Synthase (FPPS), die Teil des Mevalonat-Biosyntheseweges
ist, kommt es zur Akkumulation von IPP und einer Aktivierung von V&2 T-Zellen [45].
V62 T-Zellen kdnnen weiterhin durch potente synthetische Analoga von IPP, wie z.B.
durch Bromohydrin-Pyrophosphat (BrHPP) aktiviert werden [46]. Neben den bereits
erwahnten NK-Rezeptoren wie NKG2D, kdnnen yo T-Zellen funktionelle PRR, wie z.B.
Nod-like receptors (NLR) oder Toll-like receptors (TLR) exprimieren. Dies ermdglicht
ihnen direkt auf Pathogene zu reagieren [47-49].

Mithilfe der Oberflachenexpression von CD27 und CD45RA lassen sich aoff und
vo T-Zellen in unterschiedliche Differenzierungsstadien einteilen. Hierbei lassen sich
naive (Tnav: CD27+CD45RA+), central memory (Tcm: CD27+CD45RA-), effector
memory (Tem: CD27-CD45RA-) und terminal differenzierte effector memory Zellen
(Temra: CD27-CD45RA+) unterscheiden. Naive (Thaiv, CD27+CD45RA+) und central
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memory (Tem, CD27+CD45RA-) Subpopulationen besitzen keine bzw. nur geringe
Effektorfunktionen und befinden sich nicht in peripheren Geweben. Sie exprimieren
Chemokinrezeptoren fur die Migration in sekundare lymphatische Organe. Effector
memory (Tem, CD27-CD45RA-) und terminal differentiated effector memory (Tewmra,
CD27-CD45RA+) Subpopulationen hingegen finden sich in entziindeten Geweben
oder konnen dorthin migrieren und Effektorfunktionen ausiben [50]. yd T-Zellen
konnen analog zu af T-Zellen in Abhangigkeit vom Antigenstimulus und des
vorhandenen Zytokinmilieus zu verschiedenen Effektorzellen differenzieren, die den

Phanotypen von a8 THl, Tu2-, TH9-, TH17- und Treg T-Zellen entsprechen [51-56].

1.3.1 yd T-Zellen in der Tumorimmuntherapie

Insbesondere fir therapierefraktare Tumorentitdten mit hoher Mortalitdt wie
beispielsweise das duktale Pankreas Adenokarzinom ist es von grofR3er Bedeutung
neue, effektivere Therapieformen als Alternative zu Chemo-, Radiotherapie und
chirurgischer Resektion zu entwickeln. Eine Moglichkeit mit einer Vielzahl
verschiedener Ansatze stellt die Immuntherapie dar. Hierbei werden
Effektormechanismen des Immunsystems gezielt eingesetzt, um Tumorzellen zu
zerstoren. yo T-Zellen eignen sich dafur als Effektorzellen, da sie Uber eine hohe
funktionelle Plastizitat mit Eigenschaften des angeborenen und des adaptiven
Immunsystems verfiigen. Aufgrund ihrer Humanes Leukozyten-Antigen-System
(HLA)-unabhangigen Antigenerkennung und ihre Fahigkeit verschiedene
Tumorzellarten zu lysieren, scheinen yd T-Zellen besonders geeignet fur ein Tumor
Immuntherapie mit minimalem Risiko einer Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion (Graft-
versus-Host-Reaktion, GVHR) [57]. Die in dieser Arbeit untersuchten V&2 T-Zellen
werden hierbei Gber Phosphoantigene (PAQ) aktiviert, die von Tumorzellen mit einem
dysregulierten Mevalonatweg freigesetzt werden kénnen. In vitro und in vivo kann ftr
die Aktivierung von V62 T-Zellen Bromohydrin-Pyrophosphat (BrHPP), ein
synthetisches PAg, verwendet werden. In vivo kann die Freisetzung dieser PAg
auBerdem (Uber die Hemmung der Farnesylpyrophosphat-Synthase durch
Aminobisphosphonate wie Zoledronat oder Palmidronat stimuliert werden. Darlber
hinaus konnen V&2 T-Zellen durch Antigenprasentation und Ausschittung von
Entziindungsmediatoren, wie IFN-y und TNF-a andere Immunzellen aktivieren [58].

V62 T-Zellen kdénnen leicht aus peripherem Blut isoliert werden, da yd T-Zellen etwa
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1-5% aller CD3* Zellen innerhalb der PBMZ (periphere mononukleéare Zellen)
ausmachen und Vé2 T-Zellen innerhalb dieses Kompartiments den grof3ten Anteil von
10 T-Zellen bilden [59]. Somit stellen V62 T-Zellen ein einfach generierbares Werkzeug
fur Immuntherapien dar. Der Anteil von y& T-Zellen innerhalb der Tumor-infiltrierenden
Lymphozyten korreliert je nach Tumorentitat mit zum Teil gegenséatzlichen Prognosen.
So assoziierte eine Metaanalyse, die 25 verschiedenen Krebserkrankungen
einschloss, das Vorkommen von intratumoralen y3 T-Zellen mit einer positiven
Prognose [60]. Jedoch existieren auch Vero6ffentlichungen beispielsweise flr
Brustkrebs und das kolorektale Karzinom, in denen die Infiltration des Tumors mit y3
T-Zellen als negativer prognostischer Faktor beschrieben wird [61, 62]. Eine mogliche
Erklarung hierfar liegt in der unterschiedlichen Differenzierung von y3 T-Zellen
abhangig vom umgebenden Mikromilieu und den darin dominierenden Zytokinen. So
konnen verschiedene Subpopulationen von y3 T-Zellen unterschiedlichen Einfluss auf
das Tumorwachstum haben.

Regulatorische yé T-Zellen, deren Differenzierung durch TGF-§ induziert wird, kdnnen
in diesem Zusammenhang beispielsweise Uber ihre immunsupprimierenden
Eigenschaften einen protektiven Effekt auf Tumorzellen haben und somit dessen
Wachstum fordern, wohingegen zytotoxische & T-Zellen das Tumorwachstum
hemmen [63]. Eine Infiltration von y5 T-Zellen in malignen Gangepithelien von
Patienten mit duktalem Pankreas-Adenokarzinom ist beschrieben [64]. Diese
Pankreastumor-infiltrierenden vy T-Zellen waren hierbei in engem Kontakt mit
regulatorischen T-Zellen und Tumor-assoziierten Makrophagen lokalisiert worden [64,
65].

Bisher wurden zwei verschiedene Anséatze von yd T-Zell-basierten Tumortherapien in
klinischen Studien an unterschiedlichen Tumorentitaten untersucht. Entweder wurden
V62 T-Zellen in vivo durch Gabe von pAg oder n-BPs bei gleichzeitiger Gabe von IL-2
stimuliert oder es erfolgte ein adoptiver Zelltransfer von autologen V62 T-Zellen,
welche mit diesen Substanzen ex vivo stimuliert und expandiert wurden [66—70].
Bisher konnten mit beiden Strategien jedoch nur moderate Erfolge erzielt werden. Als
maogliche Ursachen hierfiur kommen z.B. die aktivierungs-induzierte Depletion bzw.
Erschopfung (Exhaustion) der yd T-Zellen nach wiederholter Stimulation oder die

negative Beeinflussung der zytotoxischen Aktivitdit der Zellen durch die
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immunsuppressive Tumorumgebung in Betracht [63, 71] oder intrinsische
Tumorescape-Mechanismen [72].

Zur Optimierung dieser Therapien gibt es zum einen Ansatze die zytotoxische Wirkung
der Zellen Uber verschiedene Angriffspunkte, wie zum Beispiel mit Hilfe von
Antikérpern zu optimieren [73-75]. Andererseits ist es wichtig, die Bedeutung der
Tumormikroumgebung fur die Differenzierung und Funktion der yd T-Zellen besser zu

verstehen [72].

1.4 Duktales Pankreas Adenokarzinom

Das duktale Pankreas Adenokarzinom (PDAC) ist mit einem Anteil von 95% der
haufigste Tumor der Bauchspeicheldriise (Pankreas) und der dritthaufigste Tumor des
Gastrointestinaltraktes. Meist ist es im Pankreaskopf lokalisiert. Jedes Jahr erkranken
in Deutschland ca. 17100 Menschen an einem PDAC. Seit Ende der 1990er Jahre
lassen sich steigende Tendenzen bei den Erkrankungs- und Sterberaten verzeichnen,
wobei die Ursache hierflr bisher nicht vollstandig geklart ist. Als einer der Griinde lasst
sich die demographische Entwicklung benennen, da die Erkrankung typischerweise
Menschen im hoheren Lebensalter betrifft und im Alter zwischen 70-79 Jahren die
meisten Erkrankungsfalle auftreten [76]. Das PDAC ist ein auflert aggressiv
wachsender Tumor, so macht er in Deutschland zwar nur die 10. haufigste Krebsentitéat
aus, ist jedoch die 4. haufigste krebsbedingte Todesursache. Die Prognose ist mit einer
5-Jahres-Uberlebensrate von 8% (Manner) bzw. 9% (Frauen) sehr schlecht und hat
sich, trotz Fortschritte der PDAC Forschung, in den letzten Jahrzehnten nicht
verbessert [76, 77]. Eine Ursache hierfur ist die spate, haufig unspezifische klinische
Manifestation, was dazu fuhrt das die Erkrankung in der Regel erst in einem sehr weit
fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert wird [78]. Ein Biomarker zur Friherkennung
konnte bisher nicht identifiziert werden, jedoch spricht die US Preventive Services
Task Force seit diesem Jahr eine Empfehlung zum Einsatz von bildbasierten
Screeningmethoden bei Hochrisikopatienten aus [79]. Als Risikofaktoren spielen
erworbene Ursachen wie Rauchen, Adipositas, chronische Pankreatitis oder
langjahriger Diabetes mellitus Typ 2 eine Rolle. Es existiert aber auch eine Reihe von
genetischen Pradispositionen beispielsweise im Rahmen des Familiaren
Pankreaskarzinom oder des Peutz-Jeghers-Syndrom, auf welche etwas 20% aller

Pankreaskarzinome zurtick zu fuhren sind [76, 79, 80]. Zur hohen Mortalitat tragt des
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Weiteren das Wachstumsverhalten des Tumors mit friiher Metastasierung (v.a. in die
Leber) und ausgepragter lokaler Invasion bei [81]. Darliber weist das PDAC eine hohe
Resistenz gegenuber Strahlen- und Chemotherapie auf, sodass fir einen kurativen
Therapieansatz meist nur eine operative Entfernung des Tumors in Frage kommt.
Diese stellt jedoch aufgrund des meist fortgeschrittenen Tumorstadiums nur fir 20%
der Patienten eine Option dar [80]. Fur die strahlen- und chemotherapeutische
Resistenz des PDAC wird die umgebende desmoplastische Stromareaktion
verantwortlich gemacht, welche bei dieser Tumorentitat sehr ausgepragt ist und die
teilweise mehr als die Tumormasse ausmachen kann [82]. Hierbei bilden u.a.
Myofibroblasten (auch Pankreassternzellen, pancreatic stellate cells, PSC), deren
produzierte extrazellulare Matrix (EZM) sowie Immunzellen der angeborenen wie
adaptiven Immunitat eine Hulle um den Tumor [83-85]. Zusammen mit den darin
gebildeten Zytokinen und Wachstumsfaktoren, wie TGF-$ und IL-10 scheint dies ein
die Zellproliferation verstarkendes Milieu zu bilden [86—88]. Die Tumormikroumgebung
hat einen komplexen Einfluss auf das Wachstum, die Migration und Invasion, die
Apoptoseresistenz und Immunevasion von Tumorzellen [89-91]. Es besteht daher
groBes Interesse das Zusammenspiel zwischen Tumormilieu, Immunsystem und
Tumorprogression besser zu verstehen, um dadurch therapeutische Ziele zu

identifizieren.

1.5 Immunsuppressions-assoziierte Zytokine

1.5.1 Transforming growth factor g (TGF-B)

TGF-B ist der Prototyp einer Familie von strukturell verwandten Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren. Im Menschen kommt TGF-f in drei Isoformen TGF-f1,
TGF-B2 und TGF-B3 vor, welche von Leukozyten, Fibroblasten, Endothelzellen und
auch Tumorzellen gebildet werden [92, 93]. Funktionell ist TGF- ein pleiotropes
Zytokin und ist fur Zellwachstum, Gewebsdifferenzierung und Wundheilung von
Bedeutung. Es fordert die Produktion von extrazellularen Matrixproteinen und ist fur
einige mesenchymale Zellen ein mitogener Faktor. Dagegen hemmt es das Wachstum
von epithelialen, endothelialen und hamatopoetischen Zellen und wirkt bei
Immunreaktionen als anti-inflammatorisches Zytokin [94]. Als Rezeptoren fungieren

die auf den meisten Zelltypen vorkommenden TGF- Rezeptoren | und ll. Im Menschen
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sind 7 verschiedene Typ | Rezeptoren, sogenannte Activin receptor-like Kinasen (ALK)
1-7 und 5 unterschiedliche Typ Il Rezeptoren bekannt.

Nach proteolytischer Abspaltung eines Propeptids vom TGF-B-Vorlauferprotein mittels
Proteasen wie Plasmin oder Matrix-Metalloproteasen liegt die aktive Form von TGF-$3
vor, welche an den TGF-3 Rezeptor Il bindet [95, 96]. Dieser bildet daraufhin einen
Komplex mit TGF-B Rezeptor |, was die Signaltransduktion initiiert. Der TGF-$
Rezeptor | phosphoryliert die intrazellularen Signalmolekile Smad 2 oder 3, die
daraufhin mit Smad 4 Heterodimere bilden und in den Zellkern translozieren, wo sie
die Expression verschiedener Zielgene induzieren. Gleichzeitig werden Smad 6 und 7
aktiviert, welche durch die Blockade der Phosphorylierung von Smad 2 und 3 die
Signalkaskade hemmen und so eine negative Feedbackschleife bilden. [97]. Die
Vielzahl von teilweise gegenséatzlichen gewebs- und kontextspezifischen Wirkungen
von TGF-B u.a. auf Proliferation, Differenzierung, Migration, Angiogenese und
Apoptose wird durch eine hohe Plastizitat der TGF- Signalkaskade ermoglicht,
welche  zahlreichen Interaktionsmdglichkeiten  unterliegt [98, 99]. Als
immunsuppressives Zytokin reguliert TGF-f die Bildung und Effektorfunktionen vieler
Immunzellen sowohl des angeborenen als auch des erworbenen Immunsystems [100].
In NK-Zellen kann es beispielsweise die zytotoxische Aktivitat und die Produktion von
IFN-y herunterregulieren [101-103]. Dendritische Zellen kénnen durch TGF-B an der
Migration in den Lymphknoten und an der dortigen Antigen Prasentation gehindert
werden [104]. Den starksten immunsuppressiven Einfluss bt TGF-B jedoch auf
T-Zellen aus und kann deren Differenzierung, Proliferation und Uberleben negativ
beeinflussen. So wurde gezeigt, dass TGF-p die T-Zell-Proliferation in vitro hemmt,
wobei diese Inhibition zwar dosisabhangig durch IL-2 abgeschwécht, aber nicht vollig
aufgehoben werden kann [105]. Die Wirkung von TGF-B ist abhéngig vom
Differenzierungsstatus der T-Zellen, vom umgebenden Zytokinmilieu und
kostimulatorischen Signalen. Beispielsweise hat TGF- hemmenden Einfluss auf das
Wachstum von naiven T-Zellen. Aktivierte T-Zellen inhibiert das Zytokin jedoch nur
wenig, was mit der reduzierten Expression des TGF-B Rezeptors Il korreliert [106].
AulRerdem hemmt TGF-f die Differenzierung von naiven CD4* T-Zellen zu TH1- und
Tn2-Zellen u.a. Gber die Inhibition daftr wichtiger Transkriptionsfaktoren wie GATA-3
oder T-bet [107, 108]. Ahnlich verhalt es sich bei CD8* T-Zellen, diese werden (iber

die Hemmung der Transkriptionsfaktoren Eomesodermin und T-bet [109] an der
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Differenzierung zu ZTL gehindert. Zusatzlich fuhrt die reduzierte T-bet Expression bei
Trl-Zellen und CD8* T-Zellen zu einer Hemmung der IFN-y Produktion [110, 111]. Des
Weiteren senkt TGF-p die zytotoxische Aktivitat von CD8* T-Zellen u.a. durch die
Inhibition der Perforin Expression [112]. Andererseits ist TGF-f auch wichtiger Faktor
bei vielen T-Zell-Differenzierungsprozessen. In Kombination mit IL-2 induziert TGF-3
die FoxP3 Expression in CD4* Zellen und damit die Differenzierung in CD4*CD25*
regulatorischen T-Zellen [113, 114]. AuRerdem ist TGF-B zusammen mit IL-6 oder IL-
21 essentiell fur die Bildung von proinflammatorischen Tul7-Zellen [115, 116]. In der
Tumorentstehung hat TGF-f eine duale Rolle: Zum einen durch seine antiproliferative
Wirkung als Tumorsuppressor in pramalignen Zellen und zum anderen als
Tumorprogressor in malignen Zellen durch Verstarkung der Proliferation, Induktion der
Epithelialen-Mesenchymalen Transition und damit der Metastasenbildung sowie der

Suppression von Lymphozyten-Effektorfunktionen [117, 118].

1.5.2 Interleukin 10

IL-10 ist ein weiteres wichtiges immunregulatorisches Zytokin und Teil der IL-10
Superfamilie, zu der auf3erdem IL-19, IL-20, IL-22, IL-24, IL-26, IL-28 und IL-29
gehoren [119]. Es wird von verschiedenen Immunzellen wie z.B. Tul-, Tu2- und THl7-
Zellen, regulatorischen T-Zellen, Monozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen, B-
Zellen, NK-Zellen, Neutrophilen, Eosinophilen sowie Mastzellen gebildet [120-122].
Daruber hinaus konnen auch nicht-hAmatopoetische Zellen beispielsweise
Epithelzellen [123], aber auch Tumorzellen [124, 125] IL-10 zu produzieren.

Stimuli, welche die Expression von IL-10 induzieren sind vielfaltig: In dendritischen
Zellen und Makrophagen wird sie durch die Erkennung von PAMPs Uber PRR
induziert. Naive CD4* T-Zellen benétigen einen TZR- sowie einen Ko-Stimulus, wobei
die anwesenden Zytokine uber die Induktion von JAK-STAT-Signalwegen, den
Differenzierungsphéanotyp der Zellen bestimmen. Dabei ist in Th-Zellen die Aktivierung
des ERK Signalweges fur die Expression von IL-10 entscheidend. Fur Tul-Zellen sind
hierbei hohe Dosen des stimulierenden Antigens, die Anwesenheit von IL-12 und die

daraus resultierende Induktion des (signal transducer and activator of transcription
[STAT]-4) Signalweges von Bedeutung [126]. Die Differenzierung von IL-10
produzierenden Tn2-Zellen wird durch IL-4 und die dadurch induzierte STAT6
Signalkaskade vermittelt. In FoxP3* Trg-Zellen kann TGF-f sowohl die IL-10
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Produktion stimulieren als auch die Differenzierung von naive CD4* T-Zellen zu
FoxP3*IL-10 produzierenden Treg-Zellen induzieren [127].

Die Signaltransduktion erfolgt nach Bindung von IL-10 an den IL-10 Rezeptor (IL-10R),
welcher zur Familie der Klasse Il-Zytokinrezeptoren gehort. Er wird aus zwei
Untereinheiten IL-10R1 (IL-10Ra) und IL-10R2 (IL-10Rp) gebildet. IL-10 bindet an
IL-10R1, was zur Zusammenlagerung der beiden Untereinheiten und zu einer
Konformationsanderung in IL-10R2 fihrt. Dadurch bindet IL-10 auch an IL-10R2 und
es kommt zur Ausbildung eines Rezeptor-Heterotetramers aus je zwei Ketten IL-10R1
und IL-10R2 [128]. AnschlieRend phosphorylieren die mit den intrazellularen Doméanen
von IL-10R1 und IL-10R2 assoziierten Tyrosinkinasen Jak1 (Januskinase 1) und Tyk2
(Tyrosinkinase 2) die Tyrosinreste Y446 und Y496 der intrazellularen Domane des IL-
10R1 [129]. Diese bilden eine temporére Bindungsstelle fir STAT3-Monomere, welche
von Jakl phosphoryliert werden und daraufhin STAT3-Homodimere bilden. Danach
kommt es zur Translokation der STAT3-Homodimere in den Zellkern, wo sie die
Transkription von IL-10 spezifischen Genen initiieren [130].

IL-10 besitzt vielfaltige immunregulatorische Funktionen, welche es vor allem durch
seine Wirkung auf APZ wie z.B. den Makrophagen vermittelt. So inhibiert es u.a. die
Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen wie IL-1a, IL-1(,
IL-6, IL-12, Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (granulocyte-
macrophage  colony-stimulating  factor, GM-CSF), Granulozyten-Kolonie
stimulierender Faktor (granulocyte colony-stimulating factor, G-CSF), Makrophagen-
Kolonie-stimulierender Faktor (macrophage colony-stimulating factor, M-CSF), TNF-
a und CC-, CXC-Chemokinen in aktivierten Monozyten und Makrophagen [131-136].
AulRerdem wirkt IL-10 bei Monozyten und Makrophagen hemmend auf die
Oberflachen-Expression von MHC-Klasse |1l Molekilen, des interzellularen
Adhésionsmolekils ICAM-1 (CD54) sowie die kostimulatorischen Molekile CD80
(B7.1) und CD86 (B7.2 [137-139]. Somit beeintrachtigt es die Antigen-Prasentation
von Monozyten und Makrophagen und damit die T-Zell-Aktivierung. Wie bereits
erwahnt, besitzen auch Tumorzellen die Fahigkeit IL-10 zu bilden, wodurch diese die
gegen sie gerichtete Immunantwort supprimieren und das eigene Wachstum férdern
kénnen [140, 141]. Die Hemmung der Immunantwort wird hierbei neben der direkten
Wirkung auf die Immunzellen u.a. durch die Herunterregulation von MHC-Klasse | und
Il Molekilen induziert [141]. IL-10 hat zusatzlich zum indirekten Einfluss Uber die

Antigen-Prasentation auch direkte Effekte auf T-Zellen. Zum Beispiel wurde eine
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Hemmung der Proliferation sowie eine inhibitorische Wirkung auf die Produktion von
IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5 und TNF-o in CD4" T-Zellen beschrieben [142, 143], dies
geschieht u.a. Uber die Inhibition des CD28 Signalweges [144]. Es konnten allerdings
auch positive Effekte von IL-10 auf Lymphozyten festgestellt werden. Auf CD8+ T-
Zellen wurden stimulierende Effekte von IL-10, wie die Steigerung der Proliferation und
eine Verstarkung der Zytotoxizitat beschrieben [145, 146]. Auch auf B-Zellen kann
IL-10 positive Effekte ausiiben, beispielsweise wurde eine Steigerung der Proliferation
sowie die Forderung der Differenzierung von B-Zellen in Plasmazellen beschrieben.
AulRerdem wurde eine anti-apoptotische Wirkung Uber die Verstarkung der Bcl-2

Expression demonstriert [147-149].
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2 Fragestellung

Suppressive Zytokine in der Tumormikroumgebung spielen eine wichtige Rolle bei der
Immunevasion von Tumoren und bilden die Grundlage fir ein schlechtes Ansprechen
auf Immuntherapien [150]. In vorangegangenen Arbeiten konnten Peters et al. zeigen,
dass die Zytokine TGF-p und IL-15 regulatorische Aktivitat in yd T-Zellen induzieren
[55]. Bei weiterfihrenden Untersuchungen, von denen diese Dissertation ein Teil ist,
wurde festgestellt, dass TGF-f und IL-15 zur Differenzierung von v T-Zellen mit einem
bemerkenswert hohen zytotoxischen Potential beitragen. Diese Arbeit beschéatftigte
sich basierend auf dieser Beobachtung genauer mit der Bedeutung der
immunregulatorischen Zytokine TGF-f und IL-10 fir das Wachstum und die

zytotoxische Funktion von yd T-Zellen.
Im Einzelnen wurden folgende Fragestellungen betrachtet:

1. Welchen Einfluss hat die Zugabe von TGF-$ und IL-10 wahrend der Expansion
von yd T-Zelllinien auf deren Proliferation und Phanotyp?
2. Unterscheidet sich das zytotoxische Potential bzw. die zytotoxische Aktivitat der

in verschiedenen Zytokinmilieus expandierten yd T-Zelllinien?
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3 Material
3.1 Zellen/Zelllinien

3.1.1 y3 T-Zellen

vd T-Zellen wurden aus Leukozytenriickhaltesystem-Konzentraten (LRS, auch buffy

coats) von Vollblutspenden gesunder Spender gewonnen. Die LRS wurden tber das

Institut flr Transfusionsmedizin des UKSH Kiel bezogen. Eine entsprechende

schriftliche Einwilligung der Spender wurde dort vor der Spende eingeholt. Die

Verwendung der LRS fir wissenschaftliche Zwecke wurde von der Ethikkommission

des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein genehmigt (D 405/10).

3.1.2 Tumorzelllinien

Zelllinien | Spezifitat Herkunft/Referenz
Daudi Humanes Burkitt Lymphom ATCC (American Type
Culture Collection)
[151]
Raji Humanes Burkitt Lymphom ATCC
[152]
Pancl Humanes duktales Dr. C. Roder/Prof. Kalthoff
Pankreasadenokarzinom [153]
Panc89 Humanes duktales Dr. C. Roder/Prof. Kalthoff
Pankreasadenokarzinom [153]
PancTu-lI | Humanes Pankreasadenokarzinom, Dr. C. Roder/Prof. Kalthoff
Primartumor [153]
Colo357 | Lymphknoten-metastase eines Dr. C. Roder/Prof. Kalthoff
humanen adenosquamaosen [153]
Pankreaskarzinoms

3.2 Chemikalien und Reagenzien

Agua destillata

BD Cytofix/Cytoperm™

Calcein- AM

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Eosin

Ethanol
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ficoll®-Hypaque (1,077 g/mL)
Fotales Kalberserum (FKS)
L-Glutamin

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,D
BD Biosciences, Heidelberg,D

Life Technologies, Karlsruhe, D
Calbiochem, Darmstadt,D

Serva, Heidelberg,D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Biochrom, Berlin, D

Life Technologies, Karlsruhe, D
Biochrom, Berlin, D
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Monensin

NaCl

NaN3

Paraformaldehyd (PFA)
Penicillin/Streptomycin
Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)
Rinder Serum Albumin (BSA)

1640
Triton X-100

Trypsin

Roswell Park Memorial Institute (RPMI)

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Serva, Heidelberg, D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Biochrom, Berlin, D

Biochrom, Berlin, D

Serva, Heidelberg, D

Life Technologies, Karlsruhe, D

Merck, Darmstadt, D
Biochrom, Berlin, D

X-VIVO-15

Lonza, Koiln, D

3.3 Medien, Puffer und Losungen

Name Substanz Endkonzentration
Einfriermedium RPMI 1640
FKS 20 % (viv)
DMSO (Dimethylsulfoxid) 10 % (v/v)
Eosinlésung flr die Eosin 29
Zellzahlbestimmung NaN3 0,25¢g
NaCl-Lésung 0,9 %ig 450 mL
FKS 50 mL
FACS Fixier-Losung PFA 1 % (w/v)
PBS
FACS staining buffer PBS
FKS 1 % (vIv)
NaN3 0,1 % (w/v)
FACS Waschpuffer PBS
BSA 1 % (w/v)
NaNs 0,1 % (w/v)
MACS Waschpuffer PBS
BSA 0,5 %(v/v)
EDTA 2 mM
Triton X-100 L6sung Aqua destilata
Triton X-100 10 % (v/v)
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Trypsin/EDTA PBS
Trypsin 0,05 % (w/v)
EDTA 0,02 % (w/v)
Zellkulturmedium RPMI-1640 +/- Phenolrot
HEPES 25 mM
L-Glutamin 2mM

FKS (bei 56 °C fur 30 min | 10 % (v/v)
hitzeinaktiviert, dann
0,22 um steril filtriert)

Streptomycin 100 pg/mL
Penicillin 100 U/mL
3.4 Testsysteme

Name | Katalognummer | Firma

Anti-TCRys MicroBead 130-050-701 Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach,

Kit D

Cytofix/Cytoperm 554714 BD Biosciences, Heidelberg, D

FcR Blocking Reagent 130-059-901 Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach,

D

FoxP3 Staining Buffer 00-5523 eBioscience, San Diego, USA

Set

Magnetic Luminex FCSTM18 R&D Systems/Biotechne,

Screening Assay Minneapolis, USA

3.5 Zytokine und Stimuli*

Substanz Konzentration | Endkonzentration | Hersteller

BrHPP 100 pMm 300 nM Innate Pharma,
Marseille, F

lonomycin 5 mg/mL 500 ng/mL Milipore/Calbiochem,
Darmstadt, D

rh IL-2 100000 IU/ml 50 IU/mL Novartis, Basel, CH

rh IL-10 5 pug/mL 1 ng/mL R&D Systems,
Minneapolis, USA

rh IL-15 10 pg/mL 10 ng/mL R&D Systems,
Minneapolis, USA

TGF-B, 1 pg/mL 1,7 ng/mL R&D Systems,
Minneapolis, USA
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TPA (12-O- 100 pg/mL 10 ng/mL Sigma Aldrich,
Tetradecanoylphorbol- Missouri, USA
13-acetat)

*Die eingesetzten Konzentrationen wurden fir alle Stimuli und Zytokine in Vorversuchen
austritriert.

3.6 Antikdrper

3.6.1 Oberflachenantikorper fur die Durchflusszytometrie

Antigen Konzentration | Endkonzen- | Klon | Kon- | Hersteller,
bzw. tration/ jugat | (Bestellnummer)
Kontrollanti- Verdinnung
kbrper
TZR-y6 25 pg/mL pur 11F2 PE BD Biosciences,
Heidelberg, D
TZR-y6 50 pg/mL 17 pg/mL 11F2 Fitc BD Biosciences,
Heidelberg, D
Vol 150 pg/mL 30 pg/mL TS8. Fitc Thermo Scientific,
2 Langenselbold, D
V62 200 pg/mL 10 pg/mL B6 PE BD Biosciences,
Heidelberg, D
Vo2 200 pg/mL 2 pg/mL B6 PerC Biolegend, San
P Diego, USA
CD27 1:2 M- APC  Miltenyi Biotec,
T271 Bergisch-Gladbach,
D, (#130-113-626)
CD45RA 50 pg/mL 25 pg/mL L48 PE BD Biosciences,
Cy7 Heidelberg, D
CD107a/ 50 pug/mL pur H4A3 PE BD Biosciences,
LAMP-1 Heidelberg, D
Maus IgG: 100 pg/mL entsprechend X40 APC BD Biosciences,
Heidelberg, D
Maus IgG1 50 pg/mL entsprechend X40 Fitc BD Biosciences,
Heidelberg, D
Maus IgG1 200 pg/mL entsprechend MOP PE Biolegend, San
C-21 Cy7 Diego, USA
Maus IgG1 50 pg/mL entsprechend X40 PE BD Biosciences,
Heidelberg, D

3.6.2 Intrazelluléare Antikorper fur die Durchflusszytometrie

Antigen Konzentration | Endkonzen- Klon | Kon- | Hersteller

bzw. tration/ jugat | (Bestellnummer)

Kontrollanti- Verdinnung

korper

Granzym B 200 pg/mL 2 ug/mL GB11 AF BD Biosciences,
647 Heidelberg, D
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Perforin 1:40
TNF-a 200 pg/mL 2 yg/mL
IFN-y 200 pg/mL 2 ug/mL
Maus IgG1 200 pg/mL 2 ug/mL
Maus 1gG2zs 1:40

dG9 AF Biolegend, San
647 Diego, USA,

(# 308109)
MAbl PE BD Biosciences,
1 Heidelberg, D
4S.B PE BD Biosciences,
3 Heidelberg, D
MOP PE BD Biosciences,
C-21 Heidelberg, D
27-35 AF BD Biosciences,

647 Heidelberg, D, (#
558713)

3.6.3 Funktionelle Antikorper fur die Zellkultur

Antigen bzw. Konzentration Endkonzentration/
Kontrollantikdrper Verdinnung

IL-6 100 ng/mL 50 ng/mL

IL-6 Rezeptor 0,824 mg/mL 1 pg/mL

IL-9 Rezeptor 1 mg/mL 5 pg/mL

1gG1 500 pg/mL 1 pg/mL

3.6.4 Inhibitoren fur die Zellkultur

Substanz | Konzentration | Endkonzentration | Hersteller
SB 431542 (Activin 10 mg/mL 0,5 uM, 5 uM Sigma-Aldrich,
Receptor-Like kinases Missouri, USA
(ALK) -4, -5, -7 Inhibitor)

3.7 Verbrauchsmaterialien
Name Hersteller
Abdeckplatten Greiner Bio-One GmbH,

Einfrierrdhrchen (CryoTube™)
Farbeplatten 96er (Spitzboden)
Kryoroéhrchen
Latexhandschuhe
MACS-LS-Saulen

Parafilm

Pasteurpipetten, ungestopft
Pipettenspitzen (1-10 pL, 1-200 L,
1-1000 pL)

Roéhrchen (15 mL, 50 mL)

Frickenhausen, D
Thermo Scientific, Langenselbold, D

NerbePlus, Winsen/Luhe, D
Nunc, Wiesbaden, D

Ansell GmbH, Minchen, D
Miltenyi, Bergisch-Gladbach, D

Pechiney Plastic Packaging, Chicago,
USA
Assistent, Sondheim, D

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, D

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, D
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ReaktionsgefalRe (1,5 mL) Sarstedt AG & Co., Numbrecht, D
RTCA 96er E-Platte ACEA, San Diego, USA
Schwarze Platten 96er (WCLEAR®) Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen, D
Serologische Pipetten (1 mL, 5 mL, 10 mL, Greiner Bio-One GmbH,

25 mL, 50 mL) Frickenhausen, D
Sterifilter Steritop 0,22 pm Millipore, Schwalbach, D
Zellkulturflaschen (50 mL, 250 mL) Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, D
Zellkulturplatten (12er, 24er) Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, D
Zellkulturplatten 96er (Rundboden) Thermo Scientific, Langenselbold, D
3.8 Gerate
Gerat Typ Hersteller
Absaugvorrichtung Filter Mate Harvester  Perkin Elmer, Waltham,
USA
Bestrahlungsgerat GammacCell40 Atomic Energie of Canada,
Chalk River, Kanada
CO2-Begasungsbrutschranke Heracell 240 Thermo Fisher Scientific,
Langenselbold
Durchflusszytometer FACSCalibur BD Biosciences,
Heidelberg, D
Durchflusszytometer LSRFortessa BD Biosciences,
Heidelberg, D
Durchflusszytometer Luminex LX100 LuminexCorporation,
system Austin, USA
ELISA Reader Infinite M200 Tecan, Mannedorf, CH
Feinwaage A120S Sartorius, Gottingen, D
Lichtmikroskop Axioskop Zeiss, Jena, D
Lichtmikroskop Axiovert 10 Zeiss, Jena, D
Magnet-aktivierter Zellsorter ~ MidiIMACS Separator  Miltenyi, Bergisch-
Gladbach, D
Pipette Eppendorf Research Eppendorf, Hamburg, D
0,1-1000 uL
Mehrkanalpipette Finnpipette Thermo Fisher Scientific,
5-300 pL Langenselbold, D
Pipettierhilfen Accu-jet® pro Brand, Wertheim, D
Repetierpipette Nichiryo 8100 Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, D
Real Time Cell Analyzer XCELLigence® RTCA ACEA, San Diego, USA
SP
Sterilbank HeraeusTM Thermo Fisher Scientific,
LaminAir® HB2472K  Langenselbold, D
Vortexer REAX 2000 Heidolph, Schwabach, D
Wasserbad GFL 1083 GFL Labortechnik,
Burgwedel
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Zahlkammer
Zentrifuge 5415C
Zentrifuge

3.0R
Zentrifuge

15R
Zentrifuge

Neubauer advanced

HeraeusTM Biofuge

HeraeusTM
Megafuge 1.0

Laboroptik Ltd, Lancing,
UK

Eppendorf AG, Hamburg,
D

HeraeusTM Varifuge  Thermo Fisher Scientific,

Langenselbold, D
Thermo Fisher Scientific,
Langenselbold, D
Thermo Fisher Scientific,
Langenselbold, D

3.9 Software

Name Hersteller

Cell Quest Pro BD Bioscience, San Jose, USA

Citavi 5.0 Swiss Academic SoftwareGmbH,
Wadenswil, CH

FACS Diva 8 BD Bioscience, San Jose, USA

FlowJo™ Software
Graphpad Prism 8

i-control™Microplate Reader Software
Luminex xPonent 2.3/3.1 firmware
Microsoft Office

XCELLigence RTCA Software

FlowJo, LLC, Ashland, USA

GraphPad Software, LLC, San Diego,
USA

Tecan, Mannedorf, CH
LuminexCorporation, Austin, USA
Microsoft Corporation, Redmond,
USA

ACEA Biosciences, San Diego, USA
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4 Methoden

4.1 Zellbiologische Methoden

4.1.1 Zellkultur
4.1.1.1 Isolation von PBMZ aus peripherem Blut

Die Isolation von PBMZ erfolgte aus Leukozytenrickhaltesystem-Konzentraten (LRS)
oder Vollblut mittels Ficoll-Hypaque-Dichtegradientenzentrifugation. Hierbei werden
die Bestandteile des Blutes entsprechend ihrer Dichte relativ zur Ficolltrennlésung
separiert: Granulozyten und Erythrozyten bilden ein Pellet am Boden des
Zentrifugenréhrchens, Monozyten und Leukozyten sammeln sich an der

Phasengrenze zwischen Ficoll-Losung und PBS / Plasma.

LRS-Konzentrate wurden im Verhaltnis 1:10 mit PBS verdinnt und je 30-35 mL
verdinntes Blut iber 15 mL Ficoll-Trennldésung (Dichte: 1,077 g/mL) geschichtet. Nach
anschlieBender Zentrifugation (7519 ohne Bremse, 20 min) wurden die als
Interphasering akkumulierten Monozyten und Lymphozyten in ein neues
Zentrifugenréhrchen 0Uberfohrt und zur Entfernung von Ficollriickstdnden und
Thrombozyten mehreren Waschschritten mit PBS unterzogen (1. 481 g, 5 min; 2./3.
188 g, 10 min).

Nach anschlielender Aufnahme in RPMI 1640 Medium mit 10 % (v/v) FCS wurden die
Zellen gezahlt und ihre Vitalitat beurteilt. LRS gesunder Spender wurden vom Institut
fur Transfusionsmedizin des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein bereitgestellt.
Fir die Verwendung von LRS in der Forschung liegt eine schriftliche Einwilligung der
Spender vor sowie eine Beflrwortung der Ethikkommission der medizinischen Fakultat

der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel vor (Codenummer: D405/10).

4.1.1.1 Isolation von yd T-Zellen mittels magnetischer Separation (MACS)

Das MACS-Verfahren ermdglicht die Separation definierter Populationen aus einem
Zellgemisch. Hierbei werden spezifische mAKk, welche sich gegen definierte
Oberflachenantigene bestimmter Zellpopulationen richten und an magnetische
Mikropartikel (MicroBeads) gekoppelt sind, verwendet. Nach Markierung der
gewulnschten Zellen mit dem mAk, wird das Zellgemisch Uber eine Séaule mit
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paramagnetischer Matrix gegeben. Diese befindet sich in einem Magnetfeld, welches
quer zur FlieBrichtung der Saule ausgerichtet ist. Somit werden die magnetisch

markierten Zellpopulationen in der Séule zurlickgehalten.

TZRys+
95,6

TZRys+

—rrgf| rrrfrrrfrr v rrr g 1¢

SSC-H

Abbildung 2: Durchflusszytometrische Untersuchung der Reinheit magnetisch
isolierter y3 T-Zellen
Aus den PBMZ gesunder Spender wurden y3 T-Zellen magnetisch isoliert. Nach der Separation

erfolgte eine durchflusszytometrische Prifung der Reinheit der yd T-Zellen. Die hierfur verwendete
Markierung mit einem TZRyd Antikdrper erfolgte bereits wahrend der Isolation durch die Verwendung
FITC-markierter Micropartikel. Die Abbildung steht exemplarisch fir alle magnetischen Separationen
in dieser Arbeit (n=25 Separationen).
Sind die zuriickgehaltenen Zellen die zu isolierende Population, handelt es sich um
eine positive Separation. Werden die markierten Zellen aus dem Gemisch entfernt und
die effluenten Zellen betrachtet, spricht man von negativer Separation. In dieser Arbeit
wurden yd T-Zellen ausschlielich positiv separiert, dazu wurde das anti-
TZRyd MicroBead Kit von Miltenyi Biotec verwendet. Durch die Verwendung von zwei
MACS-Saulen in zwei aufeinanderfolgenden Separationsschritten wurde eine hohe
Reinheit der yd T-Zellen erzielt. In dieser Arbeit wurden yd T-Zellen mit einer Reinheit

von mindestens 95% verwendet (Abb. 2).

4.1.1.2 Differentielle Expansion von yd T-Zellen

Nach der magnetischen Isolation der yd T-Zellen wurden diese durch mit 40Gy

bestrahlten PBMZ (als Futterzellen) in Anwesenheit von BrHPP stimuliert und im
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Zellkulturbrutschrank bei 37 °C und 5 % CO: kultiviert. Durch die BrHPP-Stimulation
werden vor allem V52 T-Zellen expandiert, sodass man nach 15 Tagen in Kultur V62
T-Zelllinien erhélt. Zusatzlich zur BrHPP-Stimulation wurden die Zellen in Anwesenheit
von acht verschiedenen Kombinationen von Zytokinen, deren Einsatzkonzentartion

vorher austitriert wurde, expandiert.

1. IL-2 5. IL-15

2. IL-2 + IL-10 6. IL-15+IL-10

3. IL-2 + TGF-B 7. IL-15+TGF-

4. IL-2+IL-10+TGF- 8. IL-15+IL-10+TGF-B

Alle vier Tage erfolgte eine erneute Zugabe frischer Zytokine sowie an Tag 8 zusatzlich
ein Wechsel des Mediums. Beim verwendeten TGF-f handelt es sich immer um
TGF-B1. An Tag 15/16 wurden die Zellen gezahlt und ihre zytotoxischen Eigenschaften
charakterisiert. Inhibitoren oder Antikérper wurden der Zellkultur an den Zeitpunkten
der Zytokin Zugabe zugesetzt (Abb. 3).

—_— e N

Uag -2 Tag -1 Tag0 Tag 4 Tag 8 Tag 12 Tag 15/16

Vorkultur iiber Nacht

+ frische Zytokine + frische Zytokine

Magnetische

) 96-Kavititen-Platte: 24-Kavitdten-Platte: W
. Separationvon differentielle Frisches Medium + Zytokine Bestimmung des
Isolationven Y8 T-Zellen Zytokinstimulation zytotoxischen Potentials
PBM2Z l

IL-2 IL-2+ IL-2+ IL-2+

BrHPP + — IL-10 TGF-p IL-10+

TGE-p

IL-15 IL-15+ IL-15+ IL-15+

110 TGE-B IL-10+

TGF-B

Abbildung 3: Schematische Darstellung der differentiellen Expansion von y3 T-Zellen
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4.1.1.3 Kultivierung von Tumorzelllinien

Alle Tumorzelllinien wurden mit RPMI 1640 (+10 % (v/v) FCS, +1 % (v/v) Penicillin /
Streptomycin) bei 37 °C und 5 % COz kultiviert. Ein Mediumwechsel erfolgte alle zwei
bis drei Tage. Die Tumorzellen wurden zu diesen Zeitpunkten passagiert. Bei den
adharent wachsenden Tumorzelllinien wurden die Zellen nach Entfernen des Mediums
durch Inkubation in einer Trypsin/EDTA-PBS-Lésung (0,05% / 0,02 % (w/v),
10-15 Minuten bei 37 °C) vom Boden der Zellkulturflasche abgeldst, abzentrifugiert
(317 g, 5 min) und anschlieRend mit einer definierten Anzahl von Zellen ausgesat. Die
Zellzahl wurde fur jede Tumorzelllinie so gewéhlt, dass nach 3 Tagen weitere Zellkultur
eine etwa 80%ige Konfluenz zu erwarten war. Die ldentitat der Tumorzelllinien wurde
durch Mikrosatelliten Analyse (Short Tandem Repeat Analyse) durch das Institut far
Rechtsmedizin des UKSH Kiel tberpruft. Die hierfur benétigte DNA wurde zuvor durch
die AG Wesch isoliert. Ein moglicher Befall mit Mykoplasmen wurde regelmaf3ig durch

einen Mykoplasmentest ausgeschlossen.

4.1.2 Bestimmung von Zellzahl und Vitalitat

Um die Zellzahl zu bestimmen, wurden 20 uL der Zellsuspension entnommen, mit
60 uL Eosinlésung verdinnt und anschlieRend in eine Neubauer Zellkammer
Uberfihrt. Da tote bzw. beschadigte Zellen eine erhéhte Permeabilitat der
Zellmembran aufweisen, kann das Eosin in die Zellen eindringen und sie somit rot
farben, wodurch eine Einschatzung der Vitalitat moglich wird. Gezahlt werden nur
vitale Zellen innerhalb von zwei bzw. vier Quadraten der Zahlkammer. Die

Zellkonzentration errechnet sich daraus wie folgt:

Zellzahl Anzahl der gezahlten Zellen

= x Verdi ktor (Eosin) x K ktor (10*
ml Summe der ausgezahlten Quadrate erdinnungsfaktor (Eosin) ammer faktor (10%)

4.1.3 Kryokonservierung von Zellen

Fur die langere Aufbewahrung und mogliche spatere Weiterkultivierung kdnnen
lebende Zellen in flissigem Stickstoff konserviert werden. Um beim Einfrieren die

Bildung von Kristallen zu vermeiden, wird dem Einfriermedium DMSO beigefiigt. Die
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vorher abzentrifugierten Zellen wurden in eisgekihltes Einfriermedium aufgenommen

und pro Einfrierréhrchen je 1 mL Zellsuspension mit 20-30x10° Zellen verteilt.

Anschlie3end lagerten die Einfrierréhrchen zunéchst fir 30 min bei -20 °C, danach bis
zum folgenden Tag bei -80 °C, um in einem letzten Schritt zur endgultigen Lagerung
bei -196 °C in flussigen Stickstoff Uberfiihrt zu werden.

Zur Weiterkultivierung der Zellen wurden die Einfrierréhrchen aus dem Stickstoff
entnommen und bei Raumtemperatur aufgetaut. Danach wurde die Zellsuspension mit
10 mL kaltem RPMI1640 Medium in ein Zentrifugenréhrchen Uberfihrt, pelletiert
(317 g, 5 min) und zur Entfernung des fur die Zellen (bei Raumtemperatur) toxischen
DMSOs zwei weiteren Waschschritten mit Kulturmedium unterzogen. Nach
Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen in RPMI1640 Kulturmedium aufgenommen

und im Brutschrank unter den tblichen Bedingungen (37°C, 5 % COz) kultiviert.

4.2 Zytotoxizitatsmessung

4.2.1 Calcein-Freisetzungs Analyse

Zur Bestimmung der Zytotoxizitat mit Hilfe der Calcein-Freisetzungs Analyse (Calcein-
release assays) wurden Tumorzellen 30 min bei 37°C in farblosem RPMI-1640
Medium mit Calcein-AM inkubiert. Hierbei wird das Calcein-AM von den Zellen
aufgenommen und intrazellular von endogenen Esterasen zu fluoreszierendem
Calcein gespalten, welches bei intakter Zellmembran im Zytosol verbleibt. Nach zwei
Waschschritten (317 g, 5min) wurden die y& T-Zellen in verschiedenen
Effektor/Zielzellverhéltnissen (25:1, 12,5:1 und 6,25:1) auf 96-Well V-Boden Platten zu
den Tumorzellen gegeben und ein Teil der yo6 T-Zellen mit BrHPP restimuliert.
AulRerdem wurde fir die Bestimmung eines Maximallysewertes bzw. eines Wertes fir
die spontane Zelllyse, Triton-X-100 bzw. farbloses RPMI-1640 Medium zu den
Tumorzellen gegeben.

Nach 4 h Inkubation bei 37 °C wurden pro Well 100 pL des Uberstandes auf schwarze
96-Well Flachboden Platten tberfihrt und die Floureszenzintensitat des, von lysierten
Tumorzellen freigesetzten, Calceins in den Uberstanden mit dem ELISA-Reader

bestimmt.
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4.2.2 RTCA

Mit dem Real-Time Cell-Analyzer kann das Wachstum adharenter Zellen tber die
Bestimmung des elektrischen Widerstandes (der Impedanz) quantifiziert werden. Die
Messung des Widerstandes erfolgt Uber Goldelektroden am Boden einer speziellen
96-Kavitaten-Flachbodenplatte (E-plate).

Ein Anstieg der Zelldichte beispielsweise durch Zellproliferation, Veranderung der
Starke der Zelladhasion oder Veranderung der Zellmorphologie fuhrt zu einer
Veranderung des Widerstandes, welcher in Form des sogenannten Zell Indexes, der
sich zum Widerstand proportional verhélt, angegeben wird.

Fur die Zytotoxizitatsmessung wurden adharente Tumorzellen auf der E-plate
ausgesat (je nach Tumorzelllinie 5000-6500 Zellen/Kavitat) und tber Nacht bei 37 °C
und 5% COz2 inkubiert. Die Anzahl der ausgesaten Tumorzellen wurde hierfur in
Vorversuchen so austritriert, so dass der Zellindex nach etwa 24 Stunden Inkubation
bei 1 liegt. Nach Erreichen eines Zellindexes = 1 wurden y3 T-Zellen in verschiedenen
Effektor/Zielzellverhéltnissen (25:1, 12,5:1 und 6,25:1) hinzugegeben, wobei ein Tell
der yd T-Zellen mit BrHPP restimuliert wurde. Da initial die Adharenz der Tumorzellen
in den einzelnen Kavitaten variieren kann und damit auch der Zellindex, erfolgte zu
diesem Zeitpunkt zur besseren Vergleichbarkeit eine Normalisierung der Zellindices
auf 1.

Durch Zugabe von Triton-X-100 bzw. RPMI-Medium zu den Tumorzellen wurde der
Zell Index bestimmt, welcher der maximalen bzw. der spontanen Zelllyse entspricht.
Die Messung der Zell Indices erfolgte tber 72 h alle 3 min mit dem xCelligence RTCA
System (ACEA Biosciences). Die Auswertung wurde mit der dazugehérigen RTCA
1.2.1 Software durchgefuhrt.

4.3 Durchflusszytometrische Methoden

4.3.1 Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie kdnnen verschiedene Zelltypen voneinander
unterschieden und charakterisiert werden. Dabei binden fluoreszenzmarkierte
Antikoérper an intrazellulare oder Oberflachenantigene der Zellen. Die gekoppelten

Fluorochrome werden durch Laser im Durchflusszytometer zur Emission von Licht
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angeregt. Anhand der unterschiedlichen Emissionsmuster bzw. der Unterschiede von
Streulicht kann auf das Vorhandensein der durch die mAk nachgewiesenen Proteine,

sowie auf GréRe und Granularitat der Zellen geschlossen werden.

4.3.2 Analyse von Oberflachenproteinen

Fur die durchflusszytometrische (fluorescence activated cell sorting; FACS) Analyse
von Oberflachenproteinen durch Markierung mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikbrpern
wurden jeweils etwa 2:10° Zellen eingesetzt. Die Zellen wurden in einer 96-Well
V-Boden Platte 4 min bei 239 g und 4°C pelletiert. Danach wurden sie in 200 uL
Waschpuffer resuspendiert, erneut zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die
Zellen wurden in 5 - 10 yL der jeweiligen Antikdrperlésung resuspendiert und fur
30 min bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Es erfolgte eine Kontrolle mit dem gleichen Isotyp
wie der fur das Zielantigen verwendete Antikorper (Isotypkontrolle), um
auszuschlieBen, dass dieser gegen Antigene gerichtet war, welche nicht in den
untersuchten Zellen auftraten. Nach zwei anschlieRenden Waschschritten mit je
100 pL Waschpuffer wurde das Zellpellet in 1 % PFA/PBS resuspendiert, in FACS-
Rohrchen tberfuhrt und am Durchflusszytometer (FACS Calibur, BD) gemessen. Die

Auswertung erfolgte mit dem Programm FlowJo V.10.2.

4.3.3 Bestimmung der Degranulation

Aktivierte yo T-Zellen kénnen Uber sekretorische Granula zytolytische Proteine, wie
z.B. Granzyme oder Perforin freisetzten. CD107a (auch Lysosomen assoziiertes
Membranprotein, LAMP-1) ist Bestandteil der Membran dieser Vesikel und wird bei
deren Freisetzung an die Zelloberflache gebracht. Daher kann CD107a als
Oberflachenmarker zur Quantifizierung der Degranulation verwendet werden. Hierzu
wurde der entsprechende mAKk fir 4 h zu den yd T-Zelllinien hinzugegeben. 1 h nach
Zugabe des Antikdrpers wurde Monensin (3 puM) hinzugegeben, welches den
intrazellularen Transport von Zytokinen und Proteinen inhibiert und zu deren
Akkumulation am Golgi-Komplex fuhrt, hinzugefiigt. Nach weiteren drei Stunden wurde
eine Oberflachenfarbung mit einem mAk gegen die V52 Kette des y6 TZR nach dem
Protokoll der Analyse von Oberflachenproteinen (vgl. Abschnitt 3.3.2) durchgefuhrt
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und anschlielBend zusammen mit der Degranulation am Durchflusszytometer (FACS

Calibur, BD) gemessen. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm FlowJo V.10.2.

4.3.4 Analyse intrazellularer Proteine

Zur durchflusszytometrischen Analyse intrazellularer Proteine wurden jeweils
2-10° Zellen verwendet. Diese wurden auf 96er Spitzbodenplatten tberfihrt und in
150 pL Staining Buffer gewaschen (4 min bei 317 g bei 4°C). Danach wurden die
Zellen in 100 pL Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences) resuspendiert und fir 20min im
Klhlschrank inkubiert. Nach der Fixierung wurden die Zellen zwei Mal mit jeweils
200 uL Perm/Wash gewaschen (zentrifugiert, 317 g, 4 min). AnschlielRend wurden die
Zellen in 50 yL der Antikérperlosung resuspendiert, fur 30 min im Kuhlschrank
inkubiert und wiederum zwei Mal mit je 200 yL Perm/Wash gewaschen. Schlief3lich
wurden die Zellen in je 100 uL 1% PFA/PBS resuspendiert und in FACS-R6hrchen
Uberfihrt und am Durchflusszytometer (BD LSRFortessa) gemessen. Die Auswertung

erfolgte mit dem Programm FlowJo V.10.2.

4.4 Messung loslicher Faktoren in Uberstanden

Von den y5 T-Zelllinien freigesetzte losliche Mediatoren wurden aus Uberstéanden
mittels der partikelbasierten Multiplex Analyse quantifiziert. Diese Multiplex Analyse ist
ein Verfahren, welches erlaubt eine grof3e Anzahl verschiedener Zytokine innerhalb
einer Probe gleichzeitig zu messen. Sie kombiniert die Verfahren des enzyme-linked
immunosorbent Assay (ELISA) und der Durchflusszytometrie. Hierbei werden Partikel
mit charakteristischer Fluoreszenz eingesetzt, an welche Analyt spezifische Antikorper
gekoppelt sind. Nach Bindung der Analyte, wird ein zweiter biotinylierter Antikdrper an
das Analyt gebunden. Dieser wird fur die durchflusszytometrische Quantifizierung
wiederum mit Streptavidin-Phycoerythrin  (PE) markiert (Abb. 4). Bei der
durchflusszytometrischen Messung werden die Partikel-Analyt-Antikorper-PE-
Aggregate von zwei Lasern verschiedener Wellenlangen angeregt. Einer erlaubt die
Identifizierung des Analyts durch Anregung der charakteristischen Partikelfluoreszenz

und der Andere anhand der Starke des PE-Signals die Quantifizierung des Analyts.
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Analyt-bindender Fur d|ese Al’belt Wurde
Antikérper - Streptavidin_\. /06\ ) . .
ein Magentic Luminex
¥ Botin Screening Assay (R&D
Analyt-bindend i
e bdender Systems/Biotechne)
verwendet, die Messung
magnetischer fluoreszierender erf0|gte m|t dem

Bead

. . . Luminex LX100 System

Abbildung 4: Schematische  Darstellung eines

»Antikorper-Antigen Sandwich* bei einem Luminex Assay (LuminexCorporation,
Austin, USA) und mit der dazugehoérigen Luminex xPonent 2.3/3.1 firmware
Software. Die analysierten Zellkulturiiberstande wurden an Tag 4 nach initialer
Stimulation entnommen. Danach wurden diese bei -80 °C bis zur Analyse
aufbewahrt. Die Multiplex Analyse wurde nach Hersteller Angaben durchgefihrt. Es
wurden folgende 15 Analyte untersucht: TNF-a, IFN-y, IL-1a, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10,

IL-12p70, IL-13, IL-174a, IL-22, IL-27, CXCL13, LIF, CCL22.

4.5 Statistische Analyse

Die in dieser Arbeit gewonnen Daten wurden mittels Varianzanalyse (ANOVA, analysis
of variance) mit GraphPadPrism Software (Graph Pad Software, Inc., La Jolla, CA,
USA) oder nicht-parametrischem, zweiseitigem Student’s T-Test flir ungepaarte Daten
mittels Excel (Microsoft Office, Microsoft Corporation, Redmond, USA) ausgewertet.
Eine Uberpriifung hinsichtlich der Normalverteilung der Daten erfolgte mittels Shapiro-
Wilk Test. Zur besseren Vergleichbarkeit einzelner Verteilungen erfolgte eine
Standardisierung mittels Z-Normalisierung in Excel.

Statistische signifikante Korrelationen wurden definiert als p < 0.05. Signifikante
Unterschiede mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner 5% (p < 0.05) wurden mit
einem Stern (*) und Irrtumswahrscheinlichkeiten kleiner 1% (p < 0.01) mit zwei Sternen

(**) markiert.
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5 Ergebnisse

5.1 Charakterisierung differentiell stimulierter y8 T-Zelllinien

5.1.1 Einfluss von IL-10 und TGF-B in Kombination mit IL-2 oder IL-15 auf
die V82 T-Zell-Proliferation

Der Einfluss der immunregulatorischen Zytokine IL-10 und TGF-f auf die Proliferation
von ofy T-Zellen unterscheidet sich je nach Subpopulation und Differenzierung der
Zellen und kann sowohl Wachstums hemmend als auch Wachstums fordernd sein
[105, 106, 144-146]. Da bisher wenig Uber die Wirkung der genannten Zytokine auf
das Zellwachstum von y3 T-Zellen bekannt ist, wurden die Zellzahlen von in
verschiedenen Zytokinmilieus expandierten yd T-Zellen bestimmt. Isolierte yd T-Zellen
wurden mit bestrahlten PBMZ und dem synthetischen Phosphoantigen BrHPP
stimuliert und danach unter verschiedenen Bedingungen (IL-2 +/- IL-10 +/- TGF-f oder
IL-15 +/- IL-10 +/- TGF-B) expandiert. Die Zahlung der Zellen erfolgte an Tag 8 und
Tag 15 der Zellkultur.

V52 T-Zellen, welche in Anwesenheit von IL-10 und/oder TGF- expandiert wurden,
wiesen nach acht bzw. fiinfzehn Tagen eine niedrigere Zellzahl auf als Zellen, die ohne
suppressionsassoziierte Zytokine expandiert wurden (Abb. 5A) und dies zeigte sich in
den IL-2 expandierten deutlicher als in den IL-15 expandierten.

Bei Kombination von IL-2 und TGF-$ wurde die niedrigste, in Kombination mit IL-15
eine deutlich héhere Proliferation beobachtet. Entgegengesetzt verhielt sich dies bei
der Kombination von IL-2 und IL-10 bzw. IL-15 und IL-10, bei dieser Konstellation
wurde fir yd [IL-2 + IL-10] T-Zellen héhere Zellzahlen bestimmt. Wurden die Zellen mit
IL-10 oder TGF-p allein (ohne IL-15/ IL-2) kultiviert, waren das Wachstum und die
Vitalitat so gering, dass diese nicht langer als eine Woche kultiviert werden konnten

(Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 5: Morphologie und Zellwachstum von in verschiedenen Zytokinmilieus
expandierten V82 T-Zellen

y& T-Zellen wurden magnetisch isoliert und mit 40x108 Zellen/Kavitat ausgesat. Die Zellen wurden mit
40 Gy bestrahlten PBMZ sowie BrHPP (300nM) stimuliert und anschliel3end in Anwesenheit von IL-2
(50 1U) bzw. IL-15 (10 ng/mL) +/- IL-10 (1 ng/mL) +/- TGF-B (1,7 ng/mL) expandiert. (A) Die Zellzahl
wurde an Tag 8 und 15 der Expansion mit Hilfe einer Neubauer Zéahlkammer bestimmt und im Verhaltnis
zur Zellzahl an Tag 0 als Expansionsfaktor (X-fache Anderung der Zellzahl; Tag 0/Tag 8 bzw. Tag 0/Tag
15) dargestellt. (B) Mikroskopische Aufnahme (32x Vergro3erung) der Zellmorphologie der differentiell

expandierten yd T-Zellen an Tag 12. Gezeigt sind der Median des Expansionsfaktors und der
Standardfehler aus 18-21 Experimenten.

Abbildung 5B stellt die Morphologie und Verteilung der unter verschiedenen
Bedingungen expandierten V562 T-Zellen nach 12 Tagen dar. Die meisten Zellen
besal3en eine Runde Zellform, vereinzelt besonders bei V82 [IL-2 + IL-10], Vo2 [IL-2 +
IL-10 + TGF-p], V62 [IL-15 + IL-10] und V&2 [IL-15 + IL 10 + TGF-p] zeigten sich eher
langliche, spindel- oder birnenférmige Zellen. Unter allen Zytokinbedingungen war (vor
allem in der hier nicht abgebildeten 5x Vergrof3erung) eine Clusterbildung erkennbar.
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5.1.2 Durchflusszytometrische Analyse der Expression von Oberflachen-
Antigenen

Anhand der Oberflachenexpression von CD27 und CD45RA kénnen V62 T-Zellen in 4
Subpopulationen eingeteilt werden, die sich funktionell unterscheiden. Die Einteilung
erfolgt in naive (CD27" CD45RAY), central memory (Tcm, CD27*CD45RA"), effector
memory (Tem, CD27-CD45RA") und terminal differentiated effector memory (Tewmra,
CD27-CD45RA") V382 T-Zellen [50, 154]. Um zu bestimmen, welche Subpopulationen
sich in den verschiedenen Zytokinmilieus entwickeln, wurden CD27 und CD45RA

durchflusszytometrisch analysiert (Abb. 6).

Tag 8
V52 [IL-2] V52 [IL-2 + IL-10] V52 [IL-2 + TGF-] V52 [IL-2 + TGF-B + IL-10]
A oa 02 |"ias 02 | o3 02 |"do3 02
18,0 16,5 8,15 12,0 26,1 114 14.9 8,83

4}
295

4 o Im‘ w? o?
14
2
a V52 [IL-15] V52 [IL-15 + 1L-10] V52 [IL-15 + TGF-B] V52 [IL-15 + TGF-B + IL-10]
O | T 02 |"Joa 02 | s o2 | "dos 02
241 8,64 17.7 15,7 11,8 an 12,9 411

o4}
1.7

V-

CcD27

Abbildung 6: Einfluss der verschiedenen Expansionsbedingungen auf die Expression
von CD27 und CD45RA

Magnetisch isolierte y3 T-Zellen (40x10%Zellen/Kavitat) wurden mit 40 Gy bestrahlten PBMZ sowie
BrHPP (300nM) stimuliert und in Anwesenheit von IL-2 (50 IU) bzw. IL-15 (10 ng/mL) +/- IL-10 (1 ng/mL)
+/- TGF-B (1,7 ng/mL) fur 8 Tage expandiert. AnschlieBend erfolgte die durchflusszytometrische
Bestimmung der Oberflachenmarker CD27 und CD45RA auf den Zellen. Die Zahlen geben die
prozentuale Aufteilung der Quadranten an. Gezeigt ist ein reprasentativer Spender von drei getesteten.

Der Anteil von naiven Vo2 T-Zellen betrug in allen Zytokinmilieus zwischen 8 und 16%,
nur bei V42 [IL-15 +TGF-B] und V62 [IL-15 + IL-10 + TGF-B] lag er mit 3-4% niedriger.

Central memory Vo2 T-Zellen waren in mit IL-2 kultivierten Zellen mit 15-45% vermehrt
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im Vergleich zu mit IL-15 kultivierten Zellen, bei denen der Anteil bei 11-17% lag. Vor
allem die V52 Linien [IL-2] und [IL-2 + IL-10] besaRen mit 29,5% und 45,4% die meisten
central memory V62 T-Zellen. Effector memory V62 T-Zellen machten unter allen
Zytokinbedingungen den grol3ten Anteil aus. Bei den mit IL-15 expandierten
V62 T-Zellen fanden sich verglichen mit IL-2 expandierten V2 T-Zellen mehr dieser
Subpopulation (49-74% mit IL-15 zu 34-55% mit IL-2). AufRerdem besalRen
V52 T-Zellen, welche in Anwesenheit von TGF-§ expandiert wurden (unabhéngig vom
Vorhandensein von IL-10) einen hoheren Anteil von effector memory Zellen (48-75%)
als Zellen ohne TGF- Zugabe (34-50%). Zwischen 8 und 26% betrug die Menge an
terminal differentiated effector memory V62 T-Zellen in den 8 verschiedenen
Zytokinmilieus, hierbei hatten die V62 [IL-2 + TGF-B] T-Zellen mit 26,1% und
V42 [IL-15] T-Zellen mit 24,1% die hdochsten Anteile.

5.2 Einfluss von IL-10 und TGF-B auf das zytotoxische Potential von

V82 T-Zellen

Um den Einfluss von IL-10 und TGF-f auf das zytotoxische Potential von V52 T-Zellen
zu untersuchen, wurden die, fur 15 Tage in 8 verschiedenen Zytokinmilieus
expandierten, V62 T-Zellen mit BrHPP restimuliert oder Zusatz von BrHPP mit PDAC
Tumorzelllinien kokultiviert. Die zytotoxische Aktivitdt wurde durch Echtzeit-
Impedanzmessung mit Hilfe des xCELLigence (RTCA) Systems durchgefuhrt, bei
welcher der Abfall des elektrischen Widerstandes der Lyse der adharenten

Tumorzellen entspricht.
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Abbildung 7: Zytotoxische Aktivitat differentiell expandierter V&2 T-Zellen gegen
verschiedene Tumorzelllinien im  xCELLigence (RTCA) System (Echtzeit

Impedanzmessung)
Colo357 (A), Pancl (B) und Panc89 (C) Tumorzellen (5000 — 6500 Zellen/Kavitat) wurden auf spezielle

96-Kavitaten-Flachbodenplatten (E-plates) ausgeséat. Nach 24 Stunden wurden in Anwesenheit von IL-2
bzw. IL-15 +/-TGF-B expandierte V52 T-Zellen wurden im Effektor-Zielzellverhaltnis 12,5:1 zu den
Tumorzellen gegeben, wobei die V362 T-Zellen teils durch Zugabe von BrHPP (300nM) restimuliert
(+BrHPP) wurden. Die Anderung der Impedanz ist als Zellindex, normalisiert zum Zeitpunkt der Zugabe
der Effektorzellen, dargestellt. Gezeigt sind Mittelwerte aus Duplikaten eines reprasentativen Spenders
von 10 — 15 Spendern. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung aus Duplikaten dar.

V62 [IL-15 + TGF-B] T-Zellen wiesen im Vergleich zu Vo2 [IL-15] T-Zellen eine
gesteigerte zytotoxische Aktivitat gegen Colo357, Pancl und Panc89 Tumorzellen auf
(Abb. 7 A - C). Am deutlichsten war dies in Kokultur mit Colo357- und Panc89-
Zielzellen erkennbar. Wurden die V2 T-Zellen zuséatzlich durch BrHPP restimuliert,
konnte bei allen Zytokinbedingungen eine Steigerung der Zytotoxizitat beobachtet

werden. Auch hier wiesen die in Anwesenheit von TGF- expandierten V&2 T-Zellen
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eine hohere Zytotoxizitat als die Kontrollen (i.e. V42 [IL-2] bzw. V&2 [IL-15]) auf, wobei
der Unterschied zwischen beiden geringer ausfiel.

Eine in Abwesenheit von BrHPP-Restimulation signifikant gesteigerte zytotoxische
Aktivitat von TGF-B-expandierten V62 T-Zellen gegen Panc89 Zellen liel3 sich fur ein
Effektor-Zielzellverhéltnis von 25:1 und 12,5:1 Gber 15 Versuche beobachten. Wenn
zusatzlich zu TGF-f auch IL-10 zu der Zellkultur gegeben wurde, kam es zu einem
weiteren signifikanten Anstieg der zytotoxischen Aktivitat Uber das Mal3 der Aktivitat
von TGF-B-expandierten V62 T-Zellen hinaus (Abb. 8 A, C).

Nach BrHPP-Restimulation zeigte sich wiederum die gleiche Tendenz, nur weniger
deutlich ausgepragt. GroRere Unterschiede waren bei den mit IL-2 expandierten
V62 T-Zellen erkennbar, die insgesamt eine geringere Zytotoxizitat aufwiesen. Bei der
Kombination von IL-2 bzw. IL-15 mit TGF-p und IL-10 konnte bei BrHPP-Restimulation
keine deutliche zusatzliche Steigerung der zytotoxischen Aktivitat beobachtet werden
(Abb. 8 B, D).

V62 [IL-2 + IL-10] und V&2 [IL-15 + IL-10] T-Zellen unterschieden sich in ihrer
zytotoxischen Aktivitdt, unabhéangig von BrHPP-Restimulation, kaum von den
jeweiligen Kontrollen.

Um die Daten der Echtzeit-Impedanzmessung, die mit Hilfe des XCELLigence Systems
ermittelt wurden, mit Hilfe einer weiteren Methode zur Bestimmung der zytotoxischen
Aktivitat zu Uberprifen, wurde diese zusatzlich mit Hilfe der Calcein-Freisetzungs

Analyse bestimmt.
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Abbildung 8: Analyse des zytotoxischen Potentials differentiell expandierter V32
T-Zelllinen mittels xCELLigence (RTCA) System (Echtzeit Impedanzmessung)
Magnetisch isolierte yd T-Zellen (40x10°Zellen/Kavitat) wurden mit 40 Gy bestrahlten PBMZ sowie
BrHPP (300nM) stimuliert und in Anwesenheit von IL-2 (50 IU) bzw. IL-15 (10 ng/mL) +/- IL-10 (1 ng/mL)
+/- TGF-B (1,7 ng/mL) fur 15 Tage expandiert, mit BrHPP (300nM) restimuliert (A,D,F,H) oder ohne
Restimulation (B,C,E,G) in den Effektor-Zielzellverhaltnisen 25:1, 12,5:1 und 6,25:1 zu den 24 Stunden
zuvor ausplattierten Panc89 Zellen (6500 Zellen/Kavitat) gegeben. Die Lyse der Zielzellen wurde 4
(A,B,C,D) bzw. 24 Stunden (E,F,G,H) nach Zugabe der Effektorzellen gemessen, hier dargestellt als
Mittelwert des normalisierten Zellindex aus 10-15 unabhangigen Experimenten. Fehlerindikatoren
reprasentieren den Standardfehler des Mittelwertes. Sterne entsprechen p-Werten des Student’s T-Test
(*p < 0.05; **p < 0.01).

Die Ergebnisse beider Methoden unterscheiden sich hierbei nur unwesentlich. Auch
Uber die Calcein Freisetzung konnte beobachtet werden, dass Vo2 T-Zellen, welche in
Anwesenheit von TGF-B (i.e. V32 [IL-2 + TGF-B]; V82 IL-15 + TGF-B]) expandiert
wurden, eine gesteigerte zytotoxische Aktivitat gegen Panc89 Tumorzellen aufwiesen.
Am deutlichsten war dies bei Effektor-Zielzellverhaltnissen von 25:1 und 12,5:1
(Abb. 9). Wie bei den Daten, die mit Hilfe des xCELLigence Systems ermittelt wurden,
zeigte sich mit Hilfe der Calcein Methode eine erhohte zytotoxischen Aktivitat der
TGF-B-expandierten V52 T-Zelllinien (i.e. Vo2 [IL-2 + TGF-B], V&2 [IL-15 + TGF-B])
nach BrHPP-Restimulation (Abb. 9 B). AuRerdem wurde fir die Kombination aus
IL-10, TGF-f und IL-2 bzw. IL-15 ebenfalls keine zusatzliche Steigerung der
zytotoxischen Aktivitat beobachtet (Abb. 9 B). Die Kombination aus IL-2/IL-15 + IL-10
fuhrte bei den mit der Calcein-Freisetzungs Methode ermittelten Ergebnissen eher zu

einer, im Vergleich zu den Kontrollen, tendenziell reduzierten Zytotoxizitat.
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Abbildung 9: Messung des zytotoxischen Potentials differentiell expandierter
V82 T-Zellen mittels Calcein-Freisetzungs Analyse

Magnetisch isolierte, initial mit 300 nM BrHPP-stimulierte V32 T-Zellen (40x103 Zellen/Kavitat) wurden
mit 40 Gy bestrahlten PBMZ fir 15 Tage in Anwesenheit von IL-2 (50 IU) bzw. IL-15 (10 ng/mL) +/- IL-
10 (1 ng/mL) +/- TGF-B (1,7 ng/mL) expandiert. An Tag 15 erfolgte eine Restimulation mit BrHPP (300
nM) (B, D) oder die Zellen wurden direkt (A, C) in den Effektor-Zielzellverhaltnissen 25:1, 12,5:1 und
6,25:1 zu den zuvor mit Calcein inkubierten Panc89 Tumorzellen gegeben. Die Abnahme der Uberstande
zur Messung der Calcein Freisetzung erfolgte 4 Stunden nach Zugabe der Effektorzellen zu den
Tumorzellen. Die farbigen Symbole repréasentieren die spezifische Lyse als Mittelwert experimenteller
Triplikate und unterschiedlicher Spender. Schwarze Balken stellen die Mittelwerte aus 2-5 Experimenten
dar. Die statistische Analyse erfolgte mittels ANOVA. Sterne entsprechen p-Werten des (*p < 0.05; **p

<0.01).

Da sich diese Methode auch fur die Untersuchung der zytotoxischen Aktivitat gegen
nicht adharente Zellen eignet, wurde sie fur die Messung der zytotoxischen Aktivitat
gegenuber B-Zell-Lymphomen, den Burkitt Lymphom Zelllinien Daudi- und Raji
verwendet. Insgesamt liel3en sich auch bei Daudi- und Raji Zellen &hnliche Tendenzen
der zytotoxischen Aktivitdt wie gegen Panc89 Zellen feststellen. So zeigte sich eine
relative Steigerung der zytotoxischen Aktivitdt von TGF-B-expandierten V62 T-Zellen

(Abb. 10). Allerdings waren die beobachteten Abweichungen zu gering, um signifikante
Unterschiede zu liefern.
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Abbildung 10: Messung der zytotoxischen Aktivitdt differentiell expandierter
V62 T-Zellen mittels der Calcein-Freisetzungs Methode gegen Daudi und Raji
Tumorzellen

Magnetisch isolierte, initial mit 300 nM BrHPP-stimulierte V52 T-Zellen (40x102 Zellen/Kavitat) wurden
mit 40 Gy bestrahlten PBMZ fiir 15 Tage in Anwesenheit von IL-2 (50 IU) bzw. IL-15 (10 ng/mL) +/- IL-
10 (1 ng/mL) +/- TGF-B (1,7 ng/mL) expandiert und mit BrHPP (300 nM) restimuliert (B, D) oder ohne
Restimulation (A, C) im Effektor-Zielzellverhaltnis 12,5:1 den zuvor mit Calcein inkubierten Daudi bzw.
Raji Tumorzellen gegeben. Die Abnahme der Uberstande zur Messung der Calcein Freisetzung erfolgte
4 Stunden nach Zugabe der Effektorzellen zu den Tumorzellen. Die farbigen Symbole repréasentieren
unterschiedliche Spender. Die spezifische Lyse wurde als Mittelwert experimenteller Triplikate ermittelt.
Schwarze Balken stellen Mittelwerte aus 2-5 Experimenten dar. Als Zielzellen wurden Daudi und Raiji
Tumorzellen verwendet. Die statistische Analyse erfolgte mittels ANOVA. Sterne entsprechen p-Werten
des (*p < 0.05; **p <0.01).

5.2.1 Einfluss des SMAD-Signalwegs auf das zytotoxische Potential von
TGF-B-expandierten Vo2 T-Zellen

Um festzustellen, ob der SMAD-abhangige Signalweg zur TGF-B-induziert

gesteigerten Zytotoxizitat beitragt, wurde der ALK 5 - Inhibitor SB431542 verwendet,

mit dessen Hilfe die TGF-B-abhangige SMAD2/3-Phosphorylierung blockiert werden

kann.
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Abbildung 11: Bestimmung der zytotoxischen Aktivitat TGF-B-expandierter V&2
T-Zelllinen mittels xCELLigence (RTCA) System (Echtzeit Impedanzmessung) unter
Blockade des TGF-B-abhéangigen SMAD-Signalweges

Magnetisch isolierte yd T-Zellen (40x103 Zellen/Kavitat) wurden mit 40 Gy bestrahlten PBMZ sowie
BrHPP (300nM) stimuliert und in Anwesenheit von IL-15 (10 ng/mL) + TGF-f (1,7 ng/mL) und (wie in
Abb. 11 angegeben), unter Zugabe von 5 uM DMSO (L6sungsmittelkontrolle), 5 uM SB431542 oder 0,5
UM SB431542 kultiviert. Die V32 T-Zelllinien wurden teilweise mit 300 nM BrHPP restimuliert und in
einem Effektor-Zielzellverhaltnis von 25:1 mit 24 Stunden zuvor ausgesaten Panc89 Zielzellen (6500
Zellen/ Kavitat) kokultiviert (A,B). Die spezifische Lyse nach 4 h (A) bzw. 24 Stunden (B) ist als Mittelwert
aus 3 unabhangigen Experimenten mit drei unterschiedlichen Spendern dargestellt. Fehlerindikatoren
reprasentieren den Standardfehler des Mittelwertes. Sterne reprasentieren den p-Wert des Studen’s T-
Test (*p < 0.05).

Zur Bestimmung der zytotoxischen Aktivitat wurde wiederum die Echtzeit
Zellimpedanzmessung (RTCA) eingesetzt. In Gegenwart von 5 uM SB431542 Inhibitor
kultivierte V82 [IL-15 + TGF-B] T-Zellen zeigten ohne Restimulation mit BrHPP eine
geringere zytototoxische Aktivitdt gegen Panc89 Tumorzellen als die Zellen unter
Kontrollbedingungen (i.e. Vo2 [IL-15 + TGF-B] bzw. V&2 [IL-15 + TGF- + DMSO]).
Nach BrHPP-Restimulation war die zytotoxische Aktivitat insgesamt gesteigert und es
waren keine Unterschiede zwischen den SB431542 behandelten V52 T-Zellen und den

Zellen unter Kontrollbedingungen mehr erkennbar (Abb. 11 A, B).

5.3 Bestimmung der Degranulationskapazitat von IL-10- bzw.
TGF-B- expandierten V62 T-Zellen
Um festzustellen, ob die erhthte zytotoxische Aktivitat der mit TGF-B-expandierten

V52 T-Zellen mit einer erhdhten Degranulation korreliert, wurde die Mobilisierung von
CD107a zur Zelloberflache durchflusszytometrisch untersucht (Abb. 12).
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Abbildung 12: Bestimmung der Degranulation differentiell expandierter V62 T-Zellen
anhand der Oberflachenmobilisierung von CD107a

Magnetisch isolierte y& T-Zellen (40x103 Zellen/Kavitat) wurden mit 40 Gy bestrahlten PBMZ sowie
BrHPP (300nM) stimuliert und in Anwesenheit von IL-2 (50 1U) bzw. IL-15 (10 ng/mL) +/- IL-10 (1 ng/mL)
+/- TGF-B (1,7 ng/mL) fur 15 Tage expandiert. AnschlieBend wurde ein Teil der y5 T-Zellen mit 300 nM
BrHPP restimuliert und/oder mit Panc89 (7500 Zellen/Kavitat) Tumorzellen (Effektor-Zielzellverhaltnis
12,5:1) kokultiviert. Abgebildet ist der Mittelwert der Isotyp-korrigierten mittleren Floureszenzintensitéat
aus 8-12 unabhangigen Experimenten. Fehlerindikatoren reprasentieren den Standardfehler des
Mittelwertes. Sterne reprasentieren den p-Wert des Student’s T-Test (*p < 0.05).

Bei Kokultur mit Tumorzellen (Effektor-Zielzellverhaltnis 12,5:1) oder bei
BrHPP-Restimulation kam es bei allen V62 T-Zellen zu einer verstarkten Mobilisierung
von CD107a zur Zelloberflache. Bei BrHPP-Restimulation zeigte sich eine geringere
CD107a Oberflachenmobilisierung bei TGF-B-expandierten V62 T-Zellen, die sich

allerdings nicht signifikant von den anderen Zytokinbedingungen unterschied. Bei
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BrHPP-Restimulation in Anwesenheit von Panc89 Tumorzellen kam es zum starksten
Anstieg der CD107a Oberflachenmobilisierung, welche im Vergleich zu unstimulierten
Zellen und zur Kokultur mit Panc89 Tumorzellen signifikant héher war. Beim Vergleich
der in verschiedenen Zytokinmilieus expandierten V62 T-Zellen zeigte sich wiederum
eine schwachere Degranulation der TGF-B-expandierten Zellen (unabhéngig davon ob
zusatzlich IL-10 wahrend der Expansion vorhanden war) im Vergleich zu den
Kontrollen (i.e. V42 [IL-2], V82 [IL-15]). V&2 T-Zellen, die zuséatzlich zu IL-2 bzw. IL-15
in Anwesenheit von IL-10 expandiert wurden (i.e. V2 [IL-2 + IL-10], Vo2 [IL-15 + IL-10]
wiesen unter diesen Bedingungen die insgesamt starkste Oberflachenmobilisierung
von CD107a auf, die bei der V&2 [IL-2 + IL-10] T-Zellen signifikant erhoht.

Insgesamt wurde eine starkere Oberflachenmobilisierung von CD107a auf IL-2

expandierten V52 T-Zellen im Vergleich zu mit IL-15 expandierten Zellen beobachtet.

5.4 Einfluss suppressionsassoziierter Zytokine auf die Produktion

von Effektorproteinen in V82 T-Zellen

Um zu untersuchen, ob TGF-pund IL-10einen Einfluss auf die Produktion
zytotoxischer Mediatoren in V62 T-Zellen haben und dartber moglicherweise die
erhdhte Zytotoxizitat vermittelt wird, wurden TNF-a, IFN-y, Granzym B und Perforin
intrazelluar durch spezifische Antikérper markiert und durchflusszytometrisch
nachgewiesen (Abb.13).

Bei mit IL-2-expandierten y6 T-Zellen kam es in Anwesenheit von TGF-§ zu einer
signifikanten Erhéhung von TNF-a, IFN-y und Granzym B im Vergleich zur Kontrolle
(i.e. V52 [IL-2]). Die Kombination von IL-15 und TGF-B, fuihrte zu einem leichten
Anstieg von TNF-a sowie einer signifikanten Zunahme von IFN-y verglichen mit IL-15
allein. In Gegenwart von IL-10 (i.e. V&2 [IL-2 +IL-10] und V32 [IL-15 + IL-10]) bei
Expansion der V62 T-Zellen kam es zu einem deutlichen Anstieg der intrazellularen
Menge von Granzym B im Vergleich zu den Kontrollbedingungen [IL-2/IL-15]. Ein
schwach positiver Einfluss auf die Produktion von Perforin konnte bei der

Vo2 [IL-2 + IL-10] T-Zellen beobachtet werden.
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Abbildung 13: Produktion von Zytokinen und zytotoxischen Mediatoren unter
differentiellen Zytokinbedingungen expandierten V82 T-Zellen

Magnetisch isolierte yd T-Zellen (40x103 Zellen/Kavitat) wurden mit 40 Gy bestrahlten PBMZ sowie
BrHPP (300nM) stimuliert und in Anwesenheit von IL-2 (50 IU) bzw. IL-15 (10 ng/mL) +/- IL-10 (1 ng/mL)
+/- TGF-B (1,7 ng/mL) fir 15 Tage expandiert. Im Anschluss wurden die V82 T-Zellen (5x10° Zellen) mit
TPA (10 ng/mL) und lonomycin (500 ng/mL) stimuliert. Nach Fixierung wurden TNF-a, IFN-y, Granzym
B und Perforin durch spezifische Antikdper nachgewiesen. Die mittlere Floureszenzintensitat wurde zur
besseren Vergleichbarkeit der einzelnen Verteilungen Uber das jeweilige Experiment Z-normalisiert.
Abgebildet als Vierecke (orange, grin, blau) sind Mittelwerte aus 5-11 unabh&ngigen Experimenten.
Fehlerindikatoren reprasentieren den Standardfehler des Mittelwertes. Sterne reprasentieren p-Wert des
Student’s T-Test (*p < 0.05, **p < 0.01).
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5.5 Einfluss suppressionsassoziierter Zytokine auf die Zytokin- und

Chemokinfreisetzung von yd T-Zellen

Um der Frage nach zu gehen, ob die erhthte Zytotoxizitat der mit TGF- expandierten
1o T-Zellen auf freigesetzte l6sliche Mediatoren zurtick zu fuhren ist, wurde deren
Konzentration aus den Uberstanden der y& T-Zellkultur mit einem Luminex Assay
bestimmt. Hierbei ging es insbesondere um die Betrachtung von Faktoren, welche mit
der Differenzierung und Aktivierung von T-Zellen assoziiert sind. Es wurden TNF-q,
IFN-y, IL-1a, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17a, IL-22, IL-27, CXCL13, LIF
und CCL22 quantifiziert. Fur IL-1a, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-17a, IL-22, IL-27 und
LIF waren die freigesetzten Mengen sehr niedrig (<100 pg/mL) und keine
nennenswerten Unterschiede zwischen den einzelnen Zelllinien feststellbar (Daten
nicht gezeigt). V62 [IL-2 + IL-10] und Vo2 [IL15 + IL10] setzten mehr CCL22, IL-5,
IL-13, IFN-y und TNF-a frei als die jeweilige Kontrolle (V42 [IL-2] bzw. V32 [IL15])
(Abb. 14). Von TGF-B expandierten Vo2 [IL-2/15 + TGF-B +/- IL-10] wurde im
Vergleich zu den Kontrollen mehr CXCL13 freigesetzt. Alle anderen abgebildeten

Chemokine wurden von mit TGF-p -expandierten V52 T-Zellen weniger freigesetzt.
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Abbildung 14: Zytokin- und Chemokinfreisetzung von unter verschiedenen
Zytokinbedingungen expandierten yd T-Zellen

Magnetisch isolierte y8 T-Zellen (40x103 Zellen/Kavitat) wurden mit 40 Gy bestrahlten PBMZ sowie
BrHPP (300nM) stimuliert und in Anwesenheit von IL 2 (50 IU) bzw. IL-15 (10 ng/mL) +/- IL-10
(1 ng/mL) +/- TGF-B (1,7 ng/mL) fur 15 Tage expandiert. Die Freisetzung von IL-5, IL-13, CXCL13,
CCL22, IFN-y und TNF-a wurde vier Tage nach initialer Stimulation mittels partikelbasierter
Multiplexanalyse bestimmt. Bei den abgebildeten Werten handelt es sich fiur mit IL-15 expandierte
v T-Zellen um Mittelwerte aus 3 unabhéngigen Experimenten von drei verschiedenen Spendern bei

in Anwesenheit von IL-2 expandierten y6 T-Zellen um Mittelwerte experimenteller Duplikate eines
Experimentes. Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler des Mittelwertes
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5.5.1 Einfluss von IL-6 und IL-9 auf das zytotoxische Potential von

V&2 T Zellen

Da in Versuchen der Arbeitsgruppe eine vermehrte Produktion von IL-6 und IL-9 bei

mit TGF- expandierten V62 T-Zellen festgestellt wurde [52], sollte untersucht werden,

A B
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Restimulation
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50

Lyse [Y%omax]
Lyse [%max]

Abbildung 14: Messung der zytotoxischen Aktivitat TGF-B-expandierter V82 T-Zelllinen
bei IL-6, IL-6 Rezeptor oder IL-9 Blockade

Magnetisch isolierte yd T-Zellen (40x103 Zellen/Kavitat) wurden mit 40 Gy bestrahlten PBMZ sowie
BrHPP (300nM) stimuliert und in Anwesenheit von IL-15 (10 ng/mL) + TGF- (1,7 ng/mL) + IL-2low (10
U/mL) (=Medium) und (wie in Abb. 15 angegeben) zusatzlich mit alL-6, alL-6 Rezeptor oder alL-9 sowie
den jeweiligen Kontrollen [IgG: (Ratte) oder 1gG: (Maus)] expandiert. Die V82 T-Zelllinien wurden
teilweise mit BrHPP restimuliert und in einem Effektor-/Zielzellverhéltnis von 25:1 mit 24 Stunden zuvor
zur Adhasion ausgesaten Panc89 (6500 Zellen/Kavitat) Zielzellen kokultiviert (A,B). Die mittels
XCELLigence (RTCA) System (Echtzeit Impedanzmessung) gemessene spezifische Lyse nach 4
Stunden (A) bzw. 24 Stunden (B) ist als Mittelwert aus 3-6 unabhangigen Experimenten von 3 — 6
verschiedenen Spendern dargestellt. Fehlerindikatoren repréasentieren den Standardfehler des
Mittelwertes. Sterne reprasentieren den p-Wert des Student’s T-Test (*p < 0.05).

ob dies in Zusammenhang mit der erhohten Zytotoxizitat dieser Zellen steht. Daftr
wurde die Wirkung beider Zytokine mit Hilfe von Antikorpern gegen IL-6, den
IL-6 Rezeptor und IL-9 blockiert. Die Messung des zytotoxischen Potentials erfolgte
Uber eine Echtzeit Zellimpedanzmessung (RTCA). Weder bei Zugabe von alL-6 oder
alL-6 Rezeptor noch mit alL-9 war ein Einfluss auf die Zytotoxizitat im Vergleich zur

jeweiligen Kontrolle festzustellen (Abb. 15).
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6 Diskussion

6.1 Hemmung der Zellproliferation von V&2 T-Zellen durch TGF-
und IL-10

Aufgrund einer Vielzahl von besonderen Eigenschaften, wie zum Beispiel die Fahigkeit
zur HLA-unabhangigen Antigenerkennung stellen y3 T-Zellen ein vielversprechendes
Werkzeug fir eine T-Zell-basierte Immuntherapie von Tumorerkrankungen dar.
Ausgehend von der Beobachtung unserer Arbeitsgruppe, dass yd T-Zelllinien ein
besonders hohes zytotoxisches Potential besitzen, wenn sie mit TGF-$ und IL-15
expandiert wurden, beschatftigte sich diese Arbeit mit der Untersuchung des Einflusses
der in der Tumormikroumgebung vorkommenden Zytokine TGF-$ und IL-10 auf die
Zytotoxizitat von yo T-Zellen.

Bei der Expansion magnetisch isolierter y5 T-Zellen durch Aktivierung mit dem Vy9Vé2
T-Zell-selektiver Stimulus BrHPP in Anwesenheit von IL-2 bzw. IL-15 +/- IL-10 +/-
TGF-B konnte festgestellt werden, dass der Expansionsfaktor bei Zellkulturen mit IL-10
und/ oder TGF-B (an Tag 8 und 15) geringer als bei Zellkulturen mit IL-2 oder IL-15
allein war (Abb. 5). Fur humane mit Mycobacterium tuberculosis stimulierte und in
Anwesenheit von TGF- bzw. IL-10 expandierte y5 T-Zellen beschreiben auch andere
Arbeiten in vitro eine Inhibition der Proliferation, welche durch Zugabe von exogenem
IL-2 oder IL-12 (iberkommen werden konnte [155-157]. Ahnliche Beobachtungen fiir
humane mit BrHPP-stimulierte Vy9 yd T-Zellen beschreiben Capietto et al. bei
Kultivierung der Zellen in Anwesenheit von IL-2 + TGF-B. Hierbei war dieser Effekt
durch Zugabe hoherer Konzentrationen von BrHPP oder IL-2 reversibel, was diese als
Hinweis auf eine mdgliche Inhibition der endogenen IL-2 Produktion oder Hemmung
von TZR vermittelten Funktionen durch TGF- werteten [158].

Im Einklang zu den vorliegenden Ergebnissen dieser Arbeit zeigten auch
vorangegangene Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe nach initialer Stimulation
(Tag 5 mit BrHPP oder A/E-Partikeln) einen tendenziell negativen Einfluss von TGF-
auf die Proliferation von yd T-Zellen bei Anwesenheit von IL-15 und TGF-B. Hierbei war
jedoch zu spéateren Zeitpunkten der Expansion und nach Restimulation eine deutlich
gesteigerte Proliferation der yd T-Zellen zu beobachten, was auf einen mdglichen
Einfluss von TGF-B auf die vyd T-Zell-Differenzierung zurtickgefuhrt wurde [52].

Zusammenfassend konnte die in dieser Arbeit beobachtete verlangsamte Expansion
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in Anwesenheit von TGF-f also auf die Induktion von TGF-B-abhangigen
Differenzierungsprozessen gedeutet werden, was moglicherweise auch auf die

Expansion mit IL-10 zutreffen kdnnte.

6.2 Beeinflussung der Differenzierung von Va2 T-Zellen durch TGF-
und IL-10

Fur TGF-p ist bekannt, dass es zur Differenzierung von T-Zellen beitragt [108]. Der in
dieser Arbeit diesbezlglich untersuchte Oberflachenmarker CD27 wird auf naiven
T- und B- sowie NK-Zellen exprimiert und gehort zu den kostimulatorischen
Rezeptoren aus der TNF Familie. Wahrend der T-Zell Aktivierung wird dieser hoch und
anschlieBend nach mehrfacher Teilung der Zellen sowie Reifung zu Effektorzellen
wieder herab reguliert [159]. Ein Verlust der CD27 Oberflachenexpression ist somit
charakteristisch fur die Differenzierung von T-Zellen [160]. Fur y5 T-Zellen wird hierzu
von einer Abnahme der CD27-Oberflachenexpression bei Expansion mit IL-15 und
TGF-p berichtet [52]. Gleiches zeigte sich auch in der vorliegenden Arbeit. vy T-Zellen,
welche in Anwesenheit von TGF- kultiviert wurden, wiesen an Tag 8 der Expansion,
einen geringeren Anteil an CD27* Zellen auf und besal3en im Vergleich zu in
Abwesenheit von TGF- expandierten y5 T-Zellen h&ufiger einen effector memory
Phanotyp (CD27-CD45RA") (Abb. 6). Dazu passend zeigte sich auch in den
funktionellen Analysen ein erhdhtes zytotoxisches Potential dieser Zellen, worauf in
den folgenden Abschnitten noch genauer eingegangen wird. Capietto et al. hingegen
berichten diesbeziglich von einer Verzogerung der Zellreifung durch TGF-B. Sie
stellten fest, dass mit IL-2 und TGF-B kultivierte Vy9 yd T-Zellen im Gegensatz zur
Kontrolle (IL-2 allein) an Tag 7 einen betrachtlichen Anteil von naiven Zellen
(CD27*CD45RA") aufwiesen [158]. Da Capietto et al. fur dieses Experiment PBMZ,
welche auch aff T-Zellen beinhalten, verwendeten, konnte TGF-f die Entstehung von
Treg-Zellen innerhalb der CD4* T-Zellen induziert und somit die Proliferation der yd
T-Zellen negativ beeinflusst haben. Es ist beschrieben, dass naive periphere CD4*
CD25" T-Zellen in Anwesenheit von IL-2 und TGF-B zu Treg-Zellen mit suppressivem
Potential differenzieren kbnnen [113, 161], daher kann die verzdgerte yé T-Zell-Reifung

moglicherweise auch auf eine Suppression durch Treg-Zellen zurlckzuflhren sein.
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Wenn zusatzlich zu TGF-B auch IL-10 in der Zellkultur vorhanden war, &hnelte die in
dieser Arbeit beobachtete Oberflachenexpression von CD27 und CD45RA den
Expansionsbedingungen mit TGF-f allein. Dies war auch in den weiterfuhrenden
Untersuchungen zur CD107a-Expression, der Zytokin- und Chemokinfreisetzung und
der Zytotoxizitat der Fall, sodass die Wirkung von TGF-f auf die
16 T-Zell-Differenzierung Uber den Einfluss von IL-10 zu dominieren scheint.

In Abwesenheit von TGF-f, verfiigten die mit IL-2/IL-15 und IL-10 expandierten V62
T-Zellen Uber den héchsten Anteil Tev-Zellen (CD27*CD45RA") aller 8 verschiedenen
Expansionsbedingungen sowie einen grof3en Anteil an Tem-Zellen (CD27-CD45RA")
(Abb. 6). Dies deckt sich mit der Beobachtung, dass IL-10 mit IL-2 in vitro bei murinen,
anti-CD3/anti-CD28-Antikorper stimulierten CD8* T-Zellen einen central memory
Phanotyp induzieren kann [162]. Dies kénnte im Rahmen der Entwicklung von Krebs-

und Infektionstherapien fur eine Induktion von Gedachtniszellen eine Rolle spielen.

6.3 Einfluss von IL-10 und TGF-B auf das zytotoxische Potential von

V62 T-Zellen

Bei Untersuchung der zytotoxischen Aktivitat der differenziell expandierten
V62 T-Zellen gegeniber duktalen Pankreaskarzinomlinien mittels Echtzeit Impedanz-
messung (RTCA) und Calcein-Freisetzungs Analyse und der daftir maf3geblichen
Effektormechanismen wiesen mit IL-10 (und IL-2 bzw. IL-15) expandierte Vo2 T-Zellen
eine ahnliche, zum Teil sogar signifikant hohere zytotoxische Aktivitat auf als mit IL-2
oder IL-15 allein kultivierte Zellen (Abb. 8,9). Ein solcher Einfluss von IL-10 auf
vo T-Zellen ist bisher noch nicht beschrieben worden. Interessanterweise wurde bei
humanen und murinen NK-Zellen eine Steigerung der Zytotoxizitat in vitro und in vivo
unter dem Einfluss von IL-10 berichtet und auch fir humane und murine CD8* T-Zellen
gibt es Arbeiten, die zeigen, dass IL-10 in Kombination mit IL-2 in vitro deren
zytotoxisches Potential erhdhen kann [146, 163-170]. Die genauen Mechanismen
dahinter sind teilweise noch nicht abschlielend untersucht, jedoch wurde
beispielweise fur murine tumorresidente CD8* T-Zellen eine direkte Aktivierung der
Zellen durch IL-10 via Phosphorylierung von STAT3 und STAT1 beobachtet. Als ein

anderer Mechanismus wurde aul3erdem die IL-10 vermittelte Induktion von IFN-y in
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humanen CD8* T-Zellen sowie murinen tumorresidenten CD8* T-Zellen festgestellt
[166, 170, 171].

Im Kontext der Differenzierung von humanen iTreg-Zellen wird IL-10 als Verstarker des
suppressiven Potentials beschrieben [172].

Allgemein gilt IL-10 als pleiotropes Zytokin, dessen Rolle im tumorimmunologischen
Kontext kontrovers diskutiert wird [173]. So wurden unterschiedliche gegensatzliche
Effekte von IL-10 beobachtet, welche einerseits das Tumorwachstum férdern konnen,
wie beispielsweise die Suppression proinflammatorischer Zytokine oder die Hemmung
der HLA-abhéngigen zellvermittelten Immunantwort, welche wu.a. Uber die
Herabregulierung der MHC Il Expression auf APZ sowie die Inhibition des
kostimulatorischen CD28 Signalweges erfolgen kann [144]. Andererseits kénnen IL-10
vermittelte Effekte, wie die Stimulation von zytotoxischen Immunzellen oder die
Inhibition angiogenetischer Faktoren auch eine Tumorregression bewirken [174].

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich allerdings eine erhdhte Zytotoxizitat der
V62 [IL-2/1L-15 + IL-10] T-Zellen und eine, im Vergleich zu den Kontrollen, signifikant
erhohte CD107a Oberflachenmobilisierung nach Stimulation (i.e. V&2 [IL-2/IL-15])
(Abb. 12). AuRerdem wurde als mdglicher Mediator einer erhdhten Zytotoxizitat eine
signifikant hoéhere intrazellulare Granzym B Expression festgestellt (Abb. 13). Fr
NK-Zellen liegen vergleichbare Beobachtungen vor, so zeigten Wang et al., dass IL-10
bei frisch isolierten aber auch exvivo expandierten humanen NK-Zellen Uber
metabolische Verdnderungen im mammalian target of rapamycin complex 1
(mTORC1) Signalweg die  GranzymB- und IFN-y Freisetzung, die
CD107a Oberflachenexpression, sowie die Effektorfunktionen verstéarkt [175]. Auch in
dieser Arbeit konnten mit Hilfe der partikelbasierten Multiplex-Analyse von loslichen
Mediatoren hoéhere Mengen von IFN-y bestimmt werden. Aul3erdem fanden sich
grolRere Mengen von CCL22, IL-5, IL-13 und TNF-a (Abb. 14). Eine IL-10 vermittelte
erhohte Granzym B sowie IFN-y Freisetzung beobachteten auch Mumm et al. bei
tumorinfiltrierenden CD8* T-Zellen [171].

Rojas et al. hingegen beschreiben in vitro fir humane mit lebendem Mycobacterium
tuberculosis bzw. anti-CD3 mAk stimulierte yd T-Zellen in Anwesenheit von IL-10
sowohl eine Inhibition der Proliferation als auch eine Suppression der IFN-y Produktion

[155]. Ebenso stellten Rowbottom et al. und Groux et al. nach in vitro Expansion
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humaner CD8* a3 T-Zellen bei alleiniger Anwesenheit von IL-10 eine Abnahme der
Proliferation wie auch der Zytotoxizitat fest [145, 176].

Diese zu den Ergebnissen dieser Arbeit gegensatzlichen Ergebnisse sind mdglicher-
weise durch Unterschiede in der Kombination mit weiteren Zytokinen bedingt. In
vorliegender Arbeit erfolgte eine simultane Zugabe von IL-2 und IL-10, wohingegen bei
Rojas et al., Groux et al. und Rowbottom et al. eine solche Kombination nicht erfolgte.
Auch andere Arbeiten deuten in vitro bei murinen und humanen CD8* a3 T-Zellen
darauf hin, dass IL-10 als alleiniger Faktor keinen Einfluss auf die T-Zelldifferenzierung
besitzt, sondern dass die Verstarkung der Proliferation und des zytotoxischen
Potentials nur in Kombination mit IL-2 auftritt. So konnte IL-10 allein in der
Untersuchung von Chen und Zlotnik bei Con A-aktivierten FACS-gesorteten CD8*
murinen T-Zellen keine Proliferation und dementsprechend keine Differenzierung
induzieren, wohingegen die Kombination aus IL-10 und IL-2 verglichen mit IL-2 allein
zur einer Steigerung der Proliferation und Differenzierung zu Effektorzellen mit
héherem zytotoxischen Potential fihrte [146]. Auch Santin et al. verwendeten in ihrer
Arbeit IL-10 und IL-2 in Kombination, was humane Papillomavirus E7-spezifische CD8*
T-Zellen mit gesteigerter zytotoxischer Aktivitat im Vergleich zur Kontrolle (IL-2 allein)
induzierte [167].

Die, in der vorliegenden Arbeit beobachtete, verstarkte Produktion von IL-5 und IL-13
der mit IL-10 und IL-2 bzw. IL-15 differenzierten yo T-Zellen, deutet auf die Induktion
eines Tu2 ahnlichen Zytokinprofils hin, zudem wurde eine vermehrte Freisetzung von
CCL22 festgestellt. Eine Analyse des Transkriptionsfaktorprofils zur weiteren
Charakterisierung der Zellen konnte im Rahmen vorliegender Arbeit leider nicht mehr
erfolgen, ware jedoch fur weiterfihrende Untersuchungen sinnvoll. Bisher ist nicht
bekannt, dass IL-10 zu einer verstarkten Twz-Differenzierung fihren kann, jedoch
konnen Thz-Zellen IL-10 produzieren [177]. Hirata et al. beschrieben allerdings, dass
CCL22 im Kontext atopischer Erkrankungen als autokriner Faktor, die in vitro
Differenzierung naiver humaner CD4* T-Zellen zu Tuz2-Zellen verstarkt [178]. Ein
vergleichbarer Mechanismus kdnnte mdglicherweise auch bei der in vorliegender
Arbeit beobachteten verstarkten Freisetzung von IL-5 und IL-13 ein Einflussfaktor sein.
Im Rahmen einer adoptiven T-Zell-basierten Immuntherapie liegt das
Hauptaugenmerk zurzeit zum groften Teil auf dem Transfer von autologen
zytotoxischen CD8* T-Zellen. Tuz-Zellen werden im tumorimmunologischen Kontext

haufig eher als Tumorwachstums férdernd beschrieben [179]. Jedoch gibt es auch
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Untersuchungen, die auf einen moglichen effektiven Einsatz von Tu2-Zellen bei
Immuntherapien hindeuten [180-182]. Beispielsweise konnten Lorvik et al. im
Mausmodell am Myelom zeigen, dass Tumor-spezifische Tnz-Zellen in vivo Uber eine
Typ 2 Inflammationsreaktion und die dadurch hervorgerufene Infiltration des Tumors
durch Arginase produzierende M2-Makrophagen eine Tumor zerstorende Wirkung
entfalten konnen [183]. Zur weiteren Einordnung der funktionellen Bedeutung des
Tre-Zytokinprofils, der in dieser Arbeit mit IL-10 behandelten V62 T-Zellen, mussen
noch weitere Untersuchungen erfolgen. Auch die erhdhte Degranulation der Zellen
deutet darauf hin, dass IL-10 in Kombination mit IL-2 oder IL-15 eine Rolle bei der
Differenzierung von V&2 T-Zellen besitzt, die aber in weiterfihrenden Experimenten

noch besser charakterisiert werden sollte.

Fur in Anwesenheit von IL-2 und TGF-B kultivierte, humane Vy9 T-Zellen beschrieben
Capietto et al. in vitro eine Abnahme der Zytotoxizitdt gegeniber Lymphomzellen
verglichen mit IL-2 Kkultivierten Vy9 T-Zellen [158]. Entgegen der erwarteten
TGF-B-abhangigen Abnahme des zytotoxischen Potentials, zeigte sich in dieser Arbeit
jedoch sowohl bei der Echtzeit Impedanzmessung (RTCA) als auch in der Calcein-
Freisetzungs Analyse eine signifikant hohere Zytotoxizitat im Vergleich zur Kontrolle
(i.e. IL-2/IL-15 allein) (Abb. 8,9). Eine Erklarung fur diese widerspruchlichen
Feststellungen konnte die unterschiedlichen Zellkulturbedingungen der Zellen
darstellen. So wurde TGF-B in der vorliegenden Arbeit wahrend der V62 T-Zell-
Expansion durchgangig dem Zellmedium zugesetzt, wodurch die Aktivierung und die
darauffolgende Differenzierung der V52 T-Zellen in Anwesenheit von TGF-f stattfand.
Capietto et al. hingegen gaben es lediglich in den letzten 48h vor der Zytotoxizitats-
messung zu den Vy9 yd T-Zellen hinzu, sodass TGF-B in diesem Fall nur einen
kurzzeitigen Effekt hatte und somit keinen Einfluss auf die Differenzierung nehmen
konnte. Die in dieser Arbeit gemachten Beobachtungen zur TGF-B-abhangigen
Differenzierung von Vo2 T-Zellen stehen in Einklang mit den Untersuchungen zur
Zytotoxizitat. Die mit TGF-B kultivierten Zellen besal3en den grof3ten Anteil an Tem-
Zellen und insgesamt die meisten zytotoxischen Effektorzellen [Tem und Temra (CD27-
CD45RA™")] (Abb. 6). Es ist beschrieben, dass V62 Tem-Zellen und Temra-Zellen ein
grol3es zytotoxisches Potential und die Fahigkeit IFN-y und TNF-a zu produzieren

besitzen, wohingegen Tcwm-Zellen im Allgemeinen weniger zytotoxisch sind, dafir aber
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ahnlich wie Tnaiv-Zellen gut proliferieren kénnen [154]. Verglichen mit dem Anteil an
Effektorzellen bei der V&2 T-Zellexpansion mit IL-2 (+/-1L-10+/-TGF-B), war die
Summe von Tem-Zellen und Temra-Zellen bei Kultivierung mit IL-15 (+/-IL-10 +/-TGF-p)
hdher, was mit einer hoheren Zytotoxizitat dieser Zellen korrelierte (Abb. 6,8,9).

Um nachzuweisen, dass das hohere zytotoxische Potential tatséchlich durch TGF-B
bzw. den von diesem induzierten SMAD-abhangigen Signalweg hervorgerufen wird,
wurde ein Inhibitor (SB431542) der Activin Receptor-like Kinasen (ALK) 4, 5 und 7
verwendet. Dieser verhindert die Activin-abhéngige Phosphorylierung von SMAD 2,
wodurch es zu einer spezifischen Hemmung dieses Signalweges kommt [184]. Dies ist
insofern interessant, weil SMAD-abhangige Signale sonst eher im Zusammenhang mit
der Induktion immunsuppressiver Funktionen beschrieben sind [150]. SB431542 hat
keinen Einfluss auf die SMAD-unabhangigen TGF-B-induzierten Signalwege, und auch
nicht auf ALK-1, -2, -3, and -6 abhangigen Signalwege wie den Bone Morphogenetic
Protein (BMP)-Signalweg. Bei der Anwendung des Inhibitors zeigte sich ein
dosisabhangiger Ruckgang der Zytotoxizitat (Abb. 11). V52 T-Zellen, welche mit IL-15
+ TGF-B und SB431542 expandiert wurden, zeigten eine vergleichbare zytotoxische
Aktivitdt wie die Kontrollen ohne TGF-B. Daher kann davon ausgegangen werden,
dass die Steigerung des zytotoxischen Potentials durch TGF- und insbesondere
dessen SMAD-abhangigen Signale hervorgerufen wird, was zeigt, dass dieser
Signalweg auch fir die Differenzierung von (V82) T-Zellen mit zytotoxischem Potential
relevant ist.

Um die Effektormechanismen, die zur erhohten zytotoxische Aktivitat
TGF-B-expandierter V62 T-Zellen fuhren, zu verstehen, analysierten wir die
Degranulation der V§2 T-Zellen anhand der CD107a Oberflachenmobilisierung.
Allerdings konnten wir bei TGF-B-expandierten Vo2 T-Zellen gegeniber den
Kontrollzellen keine verstarkte, stattdessen aber eine deutlich geringere CD107a
Oberflachenmobilisierung feststellen (Abb. 12). Das erhéhte zytotoxische Potential
TGF-B-expandierter V62 T-Zellen scheint also nicht mit einer verstarkten
Degranulation von LAMP-1 positiven Granula zu korrelieren. Als eine mogliche
Erklarung fur diese Diskrepanz ware u.a. die Vermittlung der Zytotoxizitat tber LAMP-1
negative Granula denkbar [185, 186]. AuRerdem kame als Erklarung auch eine

zielgerichteter ablaufende Degranulation bei verstarkter Interaktion zwischen Effektor-
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und Tumorzelle in Frage, was im nachsten Textabschnitt genauer beleuchtet werden
soll.

Im Weiteren wurde die intrazellulare Expression von TNF-a, IFN-y, Perforin und
Granzym B bestimmt (Abb. 13). Hierbei fiel eine signifikant h6here Expression von
IFN-y in mit TGF-f expandierten V62 T-Zellen auf, was eine weitere mogliche
Erklarung fur deren verstarkte Zytotoxizitat darstellt. Aus klinischen Studien ist bei
verschiedenen Tumorerkrankungen ein Zusammenhang zwischen positivem
Krankheitsverlauf und IFN-y Antwort bekannt [187]. In weiterfihrenden Arbeiten der
Arbeitsgruppe konnte durch Einsatz eines anti-IFN-y Antikorpers gezeigt werden, dass
die erhohte IFN-y-Produktion zur gesteigerten Zytotoxizitat beitragt [188]. Inwiefern
IFN-y direkt als zytotoxisches Effektormolekil wirken kann, ist jedoch bisher nicht véllig
verstanden. Einige Vero6ffentlichungen beschreiben allerdings einen direkten Effekt
von IFN-y auf Tumorzellen. Zum Beispiel berichten Detjen et al. in vitro von einer
Apoptoseinduktion Uber Caspase 1 abhangige Signalwege in humanen
Pankreaskarzinomlinien durch IFN-y [189]. Desweiteren gibt es eine Arbeit von Zhou
et al., die zeigt, dass IFN-y in vitro die Expression von Gasdermin B (GSDMB) in
verschiedenen humanen epithelialen Tumoren steigern kann, was die Granzym A
induzierte Pyroptose dieser Zellen vermittelt [190]. AuRerdem ware auch ein direkter
Einfluss der y5 T-Zellen als Ursache der gesteigerten Lyse von Tumorzellen denkbar:
So beschreiben Bhat et al. eine motilitdts- und geschwindigkeitssteigernde para- und
autokrine Wirkung von IFN-y auf CD8" T-Zellen, welche zu einer Erhéhung der
kontaktvermittelten Zytotoxizitéat der Zellen fuhrte [191]. Bei in Anwesenheit von [L-2
und TGF-f expandierten V82 T-Zellen (i.e. Vo2 [IL-2 + TGF-$ +/- IL-10]) wurden
dartber hinaus eine signifikant hohere Produktion von TNF-o und Granzym B
festgestellt, was eine weitere Erklarung fir das gesteigerte zytotoxische Potential, der

mit TGF-B expandierten yd T-Zellen sein kdnnte.

6.4 TGF-p-abhangige Induktion von IL-9 produzierenden CD103* V&2
T-Zellen mit hoher Zytotoxizitat
Weitere Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass mit TGF- und IL-15

expandierte humane Vo2 T-Zellen in vitro groRe Mengen IL-9 produzieren [52]. Um

festzustellen, ob diese IL-9-Produktion deren gesteigerten zytotoxischen Potential

58



DISKUSSION

zugrunde liegt, wurde in dieser Arbeit ein anti-IL-9 Antikorper verwendet (Abb. 15). Der
Einsatz des neutralisierenden Antikdrpers beeinflusste die Zytotoxizitat der
TGF-B-expandierten V52 T-Zellen jedoch nicht, sodass davon ausgegangen werden
kann, dass IL-9 fir die direkte Zytotoxizitat gegen die untersuchten PDAC Zelllinien
in vitro keine Rolle spielt. Allerdings gibt es Verdoffentlichungen, welche direkte
zytotoxische Effekte von IL-9 auf Tumorzellen beschreiben. Miao et al. berichten im
Mausmodell von einer Apoptose Induktion in Plattenepithelkarzinomen durch von
Tho-Zellen produziertem IL-9 [192]. Nalleweg et al. beobachteten in vitro einen
wachstumshemmenden Effekt von IL-9 auf humane kolorektale Adenokarzinom-
zelllinien (Caco-2) [193]. Daruber hinaus zeigen weitere Arbeiten indirekte anti-tumor
Effekte sowohl Uber Induktion einer angeborenen sowie auch einer adaptiven
Immunantwort im Mausmodell. So wurden etwa demonstriert, dass eine
IL-9-vermittelte Mastzellaktivierung das Wachstum von Melanomen hemmen kann,
und dass IL-9 zu einer Erh6éhung der CCL20 Produktion, damit zur Rekrutierung
dendritischer Zellen und infolgedessen zu einer gesteigerten Expansion
tumorspezifischer CD8* ZTL in Lungenmetastasen fuhrte kann [194, 195]. Des
Weiteren gibt es Hinweise fur eine durch IL-9 gesteigerte Uber Granzym B und Perforin
vermittelte Zytotoxizitdt von humanen CD4* CD8* doppelpositiven T-Zellen in vitro
[196]. Eine sich moglicherweise besonders gut fur eine adoptiv T-Zell-basierte
Immuntherapie eignende CD8* IL-9 produzierende T-Zellsubpopulation (Tce-Zellen)
beschreiben Arbeiten von Lu et al. [197, 198]. In diesen konnten sie zeigen, dass die
unter Twhe-polarisierenden Zytokinbedingungen in vitro differenzierten CD8* T-Zellen
zwar weniger zytotoxisches Potential (verglichen mit Tci-Zellen) besal3en, jedoch
aufgrund einer hoheren Apoptoseresistenz Uber eine bessere invivo Persistenz
verfigten und eine niedrigere Oberflachenexpression von inhibitorischen Rezeptoren,
wie PD-1, KLRG-1 und LAG-3 aufwiesen. Zudem konnten die Zellen nach dem sie in
Mause transferiert wurden, einen Effektorzellphanotyp annehmen. Insgesamt fuhrte
der Transfer dieser Zellen zu einer effektiveren Reduktion der Tumormasse, verglichen
mit dem Transfer von Tci-Zellen. Es ist also durchaus nicht unwahrscheinlich, dass
IL-9, auch wenn es in den in vitro Experimenten dieser Arbeit keinen direkten Einfluss
auf die Zytotoxizitat hatte, die in vivo anti-Tumor-Aktivitat, beispielweise im Rahmen
eines adoptiven Vo2 T-Zelltransfers, deutlich steigern kdnnte.

Auf der Suche nach einer Erklarung fur die gesteigerte Zytotoxizitat der mit TGF-$3

kultivierten V62 T-Zellen stellte unsere Arbeitsgruppe aul3erdem eine charakteristische
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Veranderung des Musters vorhandener Zelladhasionsmolekile fest [188]. Hierbei
zeigte sich eine vermehrte Expression von CD54, CD103 und CD106 sowie eine
verminderte Expression von CD56 und LFA-1. Es ist bekannt, dass TGF-§ in
verschiedenen T-Zellsubpopulationen CD103 induzieren kann. CD103 (auch Intergin
o E [ITGAE]) ist ein vor allem auf intraepithelialen T-Lymphozyten vorkommendes
Zelladhasionsmolekuil, welches eine Rolle bei der Leitung der Lymphozyten zum
Zielgewebe spielt. Le Floc’h et al. beobachteten eine verstarkte CD103
Oberflachenexpression bei mit TGF-p und einem CD3-Stimulus expandierten CD8*
H32-22 T-Zellklonen [199]. Eine Expansion mit TGF-B alleine hatte nur einen
geringfugigen Anstieg der CD103 Oberflachenexpression zur Folge. Auch Jabeen et
al. beschreiben bei naiven humanen CD4* T-Zellen, die in vitro unter
TGF-B-beinhaltenden Zytokinbedingungen (i.e. zur Tho-, Treg-, TH17-Zelldifferenzierung)
kultiviert wurden, eine hohere Expression des fir CD103 kodierenden Gens (ITGAE),
sowie eine héhere CD103 Oberflachenexpression. Beides wurde bei Zellen die unter
Tr1 oder Thz Zellkulturbedingungen expandiert wurden nicht festgestellt. Die héchste
(Oberflachen-)Expression wurde hierbei in Tho-Zellen gemessen [200].

E-Cadherin, der Ligand von CD103, findet sich typischerweise auf Epithelzellen. Auch
Tumorzellen epithelialen Ursprungs, die den grof3ten Anteil aller menschlichen Tumore
ausmachen, wie etwa Tumorzellen des PDAC, besitzen haufig E-Cadherin auf ihrer
Oberflache [201]. Es wurde gezeigt, dass CD103 einen unmittelbaren, verstarkenden
Einfluss auf die Invasion von CD8* T-Zellen in epitheliale Tumoren hat [169]. Eine
gesteigerte Oberflachenexpression von CD103 auf Tumor-infiltrierenden Lymphozyten
korrelierte aulRerdem bei Ovarialkarzinomen und nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinomen mit besseren Uberlebensraten [168, 202]. Hiermit konsistent ist die
von Le Floc’h et al. beschriebene durch CD103 induzierte Erh6hung der Zytotoxizitat
von CD8*" H32-22 T-Zellklonen aus peripheren humanen Blutleukozyten gegentber
autologen nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomlinien [199]. Unsere Arbeitsgruppe
konnte auf vorliegender Arbeit aufbauenden, weiterfihrenden Untersuchungen
zeigen, dass CD103 in der zytolytischen Synapse zwischen Vo2 T-Zelle und
Tumorzelle vorhanden ist und entscheidend zu der erhodhten Zytotoxizitat von
TGF-B-expandierten V62 T-Zellen beitragen kann [188]. Wie zuvor fir humane CD8*
T-Zellklone beschrieben [203] fand sich auch bei V62 T-Zellen eine funktionelle
Redundanz von CD11a/CD18 (LFA-1) und CD103 [188]. Um bei Immuntherapien eine
effektive Infiltration der Effektorzellen in den Tumor zu férdern und ein hohes
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tumorspezifisches zytotoxisches Potential zu generieren, kénnte die ex vivo Induktion
von CD103 in T-Zellen eine interessante Mdglichkeit darstellen.

Zusammenfassend konnen die, in dieser Arbeit und dartiber hinaus von Peters et al.
charakterisierten, TGF-B-expandierten V52 T(9)-Zellen eine geeignete Zellpopulation
fur den adoptiven T-Zelltransfer im Rahmen einer Tumor-Immuntherapie darstellen.
Aufgrund ihrer hohen Zytotoxizitat und der Fahigkeit IL-9 zu produzieren besitzen sie

ein hohes Potential Tumorzellen effektiv zu zerstoren.
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7 Zusammenfassung

Aufgrund ihres zytotoxischen Potentials gegeniber Tumorzellen verschiedener
Entitdten, der Fahigkeit off T-Zellen Antigene zu prasentieren und Antigene
HLA-unabhangig zu erkennen eignen sich V52 T-Zellen sehr gut als Effektorzellen fur
Tumorimmuntherapien. Da das Ansprechen auf Tumorimmuntherapien mit Vo2
T-Zellen in bisherigen klinischen Studien jedoch nur gering war, ist es notwendig den
Einfluss des Tumors und seiner Umgebung auf die Lymphozyten besser zu verstehen.
In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung der héaufig im Tumormikromilieu
vorkommenden suppressions-assoziierten Zytokine 1L-10 und TGF-B auf die
Zytotoxizitdt humaner V62 T-Zellen gegen Tumorzellen in vitro untersucht. Dabei
wurden initial mit einem phosphorylierten Antigen (pAg)-Stimulus aktivierte yd T-Zellen
fur 15 Tage in Anwesenheit von IL-10 bzw. TGF-§ in Kombination mit IL-2 oder IL-15
expandiert. Mit IL-10 und IL-2 bzw. IL-15 kultivierte V32 T-Zellen zeigten hierbei eine
verringerte Proliferation sowie eine leicht gesteigerte Zytotoxizitdt gegenuber
Tumorzellen im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen [i.e. IL-2 bzw. IL-15 allein]. Die
Degranulation von IL-10 behandelten yo T-Zellen war, gemessen anhand der CD107a
Oberflachenmobilisierung nach Restimulation mit Tumorantigenen bzw. pAg,
signifikant erhoht. TGF-p behandelte yd T-Zellen hingegen wiesen eine geringere
Degranulation auf, proliferierten aber nach anfanglicher Verzogerung stérker als die
Kontrollzellen und besalRen eine signifikant hthere zytotoxische Aktivitat gegenuber
Tumorzellen. Passend hierzu wies ein grofBer Anteil der TGF- behandelte Zellen
einen effector memory Phanotyp (Tem, CD27- CD45RA") und eine starkere Produktion
von IFN-y auf. Durch Verwendung eines SMAD-Inhibitors konnte bewiesen werden,
dass die gesteigerte Zytotoxizitdt der mit TGF-p kultivierten Lymphozyten in
Abhangigkeit des TGF-f induzierten SMAD Signalweg vermittelt wurde.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass IL-10 und TGF-f bei
isolierter Betrachtung anders als urspringlich vermutet, einen positiven Einfluss auf
die anti-Tumoraktivitat von yd T-Zellen ausiben. Die invitro Expansion von
V62 T-Zellen unter Verwendung von TGF-Bund/ oder IL-10 konnte eine
vielversprechende Modoglichkeit zur Erzeugung von V62 T-Zellen mit erhdhter
anti-Tumoraktivitat fur einen adoptiven Zelltransfer zur Tumorimmunotherapie

darstellen.
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