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ZUSAMMENFASSUNG
Antigenprésentierende Funktion von y8-T-Zellen und ihre Interaktion mit
regulatorischen T-Zellen
Zoller, Silke Sabine

Eine aussichtsreiche adoptive Immuntherapie bosartiger Tumorerkrankungen bedarf ei-
ner einfachen, praktikablen Gewinnung der eingesetzten Immunzellen. Zudem muss ihre
Kultivierung kosteneffektiv und auch unter den erschwerten Bedingungen der Abwehr-
schwiche der Tumorpatienten durchfiihrbar sein. Die fortbestehende Funktionalitit der

Immunzellen ist dabei essenzielle Voraussetzung fiir eine wirksame Therapie.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass aktivierte y6-T-Zellen den sehr
schwer kultivierbaren und funktionell heterogenen dendritischen Zellen (DC) in Aspek-
ten der Prisentation tumorassoziierter viraler Antigene gleichwertig sind. Gegeniiber DC
sind sie einfach und kostengiinstig auch aus geringen Blutmengen zu isolieren, stellen
geringe Anspriiche an die Kulturbedingungen und zeigen eine stabile in vitro Expansion.
Ihre Funktionalitiat bei der effektiven Prisentation tumorassoziierter Antigene wurde
durch die stabile Induktion antigenspezifischer, zytotoxischer T-Zellen durch Présenta-
tion des Epstein-Barr-Virus-Peptids RAK bestitigt. In diesen Koinkubationen zeigte sich
weder durch peptidbeladene noch durch nichtbeladene yo-T-Zellen eine signifikante In-
duktion regulatorischer T-Zellen. Dies ist insofern hervorzuheben, als dass regulatorische
T-Zellen tumorprotektiv sein konnen, indem sie tumorreaktive T-Zellen in ihrer Funktion
behindern. y6-T-Zellen stellen somit eine Alternative fiir die Stimulation und Expansion

von tumorantigenspezifischen T-Zellen fiir die zelluldre Immuntherapie dar.
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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Eine Vielzahl an Pathogenen ist in der Lage unseren Organismus in seiner Funktion zu
kompromittieren und schwere Erkrankungen hervorzurufen. Geschiitzt wird unser Korper
durch das Immunsystem, wobei durch verschiedene Regulationsmechanismen gleichzei-
tig eine Toleranz gegeniiber korpereigenen Strukturen gewahrleistet wird. Grob betrach-
tet unterscheidet man das angeborene (unspezifische) sowie das erworbene (antigenspe-

zifische) Immunsystem.
1.1.1 Das angeborene Immunsystem

Kennzeichnend fiir die angeborene Immunitit ist, dass sie nicht spezifisch erfolgt, son-
dern sich gegen Merkmale richtet, die von verschiedenen Pathogenen geteilt werden wie
zum Beispiel das Lipopolysaccharid oder Karbohydrate der Zellwand verschiedenster
Bakterien sowie die doppelstringige RNA einiger Viren (11). Das angeborene Immun-
system wird vor allem durch Makrophagen, neutrophile Granulozyten und Effektorzellen
reprasentiert, die keine of-T-Zell-Rezeptoren tragen wie z.B. natiirliche Killerzellen
(172). Auchyo-T-Zellen weisen Eigenschaften des angeborenen Immunsystems auf (23).
v0-T-Zellen stellen eine eigene Subpopulation von T-Zellen dar, welche MHC-unabhén-
gig Protein- und Nichtproteinantigene erkennt und verschiedene Funktionen ausiibt (s.

Kapitel y6-T-Zellen) (128,133,166,203).
1.1.2 Das erworbene Immunsystem

Das erworbene Immunsystem zeichnet sich durch seine (erworbene) Antigenspezifitét
und somit gezielte Immunantwort aus. Zellen des erworbenen Immunsystems weisen auf
ithrer Oberflache Rezeptoren fiir ein spezifisches Antigen auf. T-Zellen bilden die zellu-
lare Komponente des erworbenen Immunsystems, wahrend die humorale, antigenspezi-
fische Immunantwort am besten durch die von den B-Zellen synthetisierten Antikorper
gekennzeichnet ist. Durch die Fahigkeit der B- und T-Zellen zum Re-Arrangement der

Gene der Inmunglobulinfamilie entsteht eine groBe Vielfalt und ausreichende Anzahl an



spezifischen Zellen und Antikdrpern. (93,197,198) B- und T-Zellen durchlaufen in Kno-
chenmark bzw. dem Thymus Reifungsprozesse der klonalen Deletion bzw. der positiven
und negativen Selektion, bei welchen die vorher naiven Zellen zu antigenspezifischen
Zellen ausreifen und gegen korpereigene Antigene gerichtete Zellen friihzeitig eliminiert
werden (60,96,137,198). T-Zellen werden durch Présentation des fiir ithre individuellen
T-Zell-Rezeptoren spezifischen Antigens durch antigenpréisentierende Zellen (APC) so-
wie kostimulatorische Signale aktiviert (172). Nach Aktivierung kommt es zur klonalen
Expansion der Zellen sowie zur weiteren Differenzierung. Wahrend B-Zellen zu antikor-
perproduzierenden Plasmazellen reifen, differenzieren CD8"-Zellen zu aktivierten zyto-
toxischen T-Zellen und CD4"-Zellen zu inflammatorischen Typl- Zellen (Tw1) oder zu
der zur B-Zell-Aktivierung erforderlichen Typ2-Helferzelle (Tw2) (172). Spezifische T-
und B-Zellen weisen zum Teil eine lange Lebensdauer auf und schaffen so ein Immun-
gedachtnis, welches bei erneuter Antigenexposition schnell und effektiv expandieren und

agieren kann (54,60,194).
1.2 Zellulire Immuntherapie maligner Tumore

Die gezielte Nutzung von Effektorzellen des Immunsystems zur Bekdmpfung von Krebs
ist die Grundlage der antigenspezifischen zelluldren Immuntherapie. Unterschieden wird
dabei die aktive Immunisierung gegen Tumorantigene, die sogenannte Vakzinierungs-

strategie, und die adoptive Immuntherapie mit in vitro generierten Effektor-T-Zellen.

Fiir die Vakzinierungsstrategie macht man sich zunutze, dass auch Tumorantigene in
Form von Peptiden iiber APC présentiert werden und so zu einer tumor-gerichteten T-
Zellantwort fithren kénnen (16,75,136). Mit abgetoteten, allogenen Melanomzelllinien
beladene dendritische Zellen (DC) fiihren bei einigen Patienten mit metastasiertem, ma-
lignen Melanom durch Induktion tumorantigenspezifischer T-Zellen zu einer Regression
des Tumors (16,146). Bei anderen Tumorerkrankungen als dem auergewdhnlich immu-
nogenen Melanom blieb der Erfolg dieser in vivo Stimulation und Expansion des erwor-
benen Immunsystems durch Injektion von Antigenen oder antigenbeladenen APC bislang
hinter den Erwartungen zuriick (125). Dies 1st zum Teil bedingt durch die fortgeschritte-
nen Tumorstadien der in die Studien einbezogenen Patienten sowie ihre radio- und che-

motherapiebedingte Immunsuppression (178). Aber auch die z.T. fehlende Migration der



injizierten Zellen zur Tumorlokalisation, die Induktion bzw. Aktivierung immunsuppres-
siver regulatorischer T-Zellen sowie ein immunsuppressives Tumormikromilieu stellen

Hindernisse der Vakzinierungsstrategie dar (147,178,193).

Die adoptive zelluliire Inmuntherapie beruht auf der ex-vivo Modifikation und Expan-
sion (tumor-)antigenspezifischer Effektorzellen sowie ihrer anschlieBenden Reinfusion.
Effektorzellen sind in der Regel tumorreaktive, zytotoxische T-Zellen. Alternativen sind
Effektorzellen des angeborenen Immunsystems, z.B. natiirliche Killerzellen oder yo6-T-
Zellen (7,47,75). y6-T-Zellen besitzen eine immanente Antitumoraktivitit (114). Bei Pa-
tienten mit lokal fortgeschrittenem Nierenzellkarzinom ist eine erhéhte Anzahl von yo6-T-
Zell-Zahlen 1im peripheren Blut mit einer giinstigen Prognose assoziiert (98). Die Zytoto-
Xizitat von in vitro stimulierten yo-T-Zellen gegen diverse Tumorzellen wurde beschrie-
ben, hierunter das Nierenzellkarzinom, das Neuroblastom, die chronisch myeloische

Leukimie, das Kolonkarzinom, sowie das Ovarialkarzinom (40,46,99,107,188).

Neben ihren zytotoxischen Effektorfunktionen gibt es Hinweise, dass aktivierte yo-T-Zel-
len antigene Epitope prasentieren und so tumorantigenspezifische T-Zell-Antworten in-
duzieren kénnen (28). Durch die Kombination beider Funktionen bieten y6-T-Zellen kon-
zeptionelle Vorziige gegeniiber DC fiir die Prisentation von Antigen. Zwar wurden zyto-
toxische Eigenschaften von DC gegeniiber Zellen des Basalzellkarzinoms beschrieben,

jedoch scheint eine Effektorfunktion bei DC eine untergeordnete Rolle zu spielen (175).

Ziel dieses Projektes ist die Erarbeitung von Vorarbeiten fiir eine y3-T-Zell-basierte Im-
muntherapie unter der Vorstellung, diese Synergieeffekte durch die antigenprasentieren-
den als auch die zytotoxischen Eigenschaften dieser Zellen simultan in der Immunthera-

pie von Tumorerkrankungen nutzen zu kénnen.

1.3 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen (DC) sind die sogenannten ,,professionellen” antigenprasentierenden
Zellen des Immunsystems mit maximaler Kapazitit zur Antigenstimulation von T-Zellen
(10,178). Fiir immuntherapeutische Fragestellungen wurden sie bislang vorrangig er-
forscht. Bei DC handelt es sich um einen morphologisch sehr heterogenen Zelltyp (179).
Alle DC sind zur Prasentation zuvor aufgenommener und prozessierter Antigene an naive

T-Zellen in der Lage. Unterschiede zwischen Subpopulationen bestehen in Lokalisation



und Migrationsverhalten ebenso wie in ihrer speziellen Funktion und den zur Aktivierung

und Heranreifung notwenigen Stimuli (106,171,176).

DC entwickeln sich unter Stimulation diverser Zytokine aus einer multipotenten hamato-

poetischen myeloischen Vorlauferzelle des Knochenmarks (10,37,120,171).

Humane DC lassen sich in zwei groflere Untergruppen unterteilen: Plasmazytoide dend-
ritische Zellen (pDC) sowie konventionelle, auch myeloide dendritische Zellen (¢cDC)
genannt (48,72). Plasmazytoide DC nehmen vor allem Aufgaben der angeborenen Im-
munabwehr wahr (48,181). Nach Ausreifung im Knochenmark gehen sie in den Blut-
strom iiber und finden sich im Steady State vor allem im Thymus und in den sekundéren
lymphatischen Organen (9,195). Im Gegensatz zu den c¢DC fiihren aktivierte pDC ihre
immunmodulatorischen Aufgaben vor allem am Infektionsort aus und scheinen keinen

nennenswerten Stellenwert in der Antigenprasentation in Lymphknoten zu haben (195).

Konventionelle (myeloide) DC hingegen sind in der Regel migratorische DC und verkor-
pern die klassische APC, die nach Antigenaufnahme in der Peripherie im Verlauf in die
regionalen Lymphknoten migriert und hier die in der Peripherie aufgenommenen und
prozessierten Antigene den T-Zellen préasentiert (85,198). Typischerweise durchlaufen
sie wahrend der Migration Reifungsprozesse und zeigen bei Eintreffen in den Lymph-
knoten einen reifen Phanotyp (171). Die in dieser Arbeit verwendete Bezeichnung einer
dendritische Zelle (DC) bezieht sich auf diese Gruppe von konventionellen dendritischen
Zellen.

Klassische DC lassen sich anhand ihrer Oberflichenmerkmale in weitere Untergruppen
untergliedern. Das Ursprungsgewebe der ¢cDC ist dabei ausschlaggebend fiir die Expres-
sion der Subgruppenmerkmale sowie die Funktion der DC (48,125,170). Es wird jedoch
diskutiert, ob die verschiedenen Oberflachenmarker distinkte Zellreithen von DC darstel-
len oder nur unterschiedliche Entwicklungswege und Entwicklungsstufen nach Antigen-
aktivierung (170). Jede Untergruppe dendritischer Zellen besitzt ein unterschiedliches
Rezeptorprofil. (94). Dies ist insofern hervorzuheben, als die unterschiedlichen Rezepto-
ren entsprechend differierende Aufnahmewege und Verarbeitungen der Antigene nach
sich ziehen konnen. Die hieraus resultierenden, unterschiedlichen Reifungssignale an die
DC sowie die Bandbreite an moglichen Zytokinausschiittungen ergeben eine Vielzahl an

moglichen Immunantworten von der bevorzugten Stimulation eher zytotoxischer oder



Helfer-T-Zellen bis hin zur Immunsuppression durch Stimulation von regulatorischen T-
Zellen oder Ausschiittung von Immunosuppressiven Mediatoren.

(48,87,88,94,117,119,168)

Grundlegend entscheidend fiir die Eigenschaften der DC ist neben ithrer Unterart und dem
Profil an Oberflachenrezeptoren zudem ihr Reifungsstatus.

Unreife DC finden sich in vielen peripheren Geweben (178). Unreife DC weisen Chemo-
kinrezeptoren auf, welche initial ihre Migration zur Stelle der Inflammation und wahrend

der Ausreifung ihre Migration in das Lymphsystem begiinstigen (11,50,147).

Hier erfiillen sie eine Art Wachterfunktion und nehmen endogene und exogene Antigene
und Partikel auf (10,73,162,192). Die Proteine werden in den Endosomen abgebaut und
anschlieend mit Hilfe von MHC-Klasse-II-Molekiilen auf der Zelloberflache préasentiert.
In unstimuliertem Zustand weisen diese MHC-II-Peptid-Komplexe jedoch nur eine kurze
Lebensdauer auf, da sie regelméfig durch Ligasen und Lysosomen wieder internalisiert
und abgebaut werden. (192) Zudem besitzen unreife DC nur wenige kostimulatorische
Molekiile auf ihrer Oberflache und sind daher nur eingeschrankt zur Interaktion mit T-
Zellen fahig (147,170). Hauptaufgabe der unreifen DC ist daher die Antigenaufnahme.

Die Ausreifung dendritischer Zellen wird von einer Reihe von Faktoren beeinflusst. Ne-
ben Bakterien, mikrobiellen Bestandteilen wie dem LPS der Zellwand sind hier auch sti-
mulatorische Zytokine wie IL-1, GM-CSF und TNF-a zu nennen (10,34,162,200). Auch
natiirliche Produkte des Zellabbaus, wie z.B. Harnsdure und Hitzeschockproteine, welche
bei Tumorerkrankungen oder Apoptosevorgangen vermehrt produziert werden, kénnen

eine Aktivierung dendritischer Zellen zur Folge haben (125).

Die zur Aktivierung und Differenzierung der DC notwendigen Stimuli kénnen einen sy-
nergistischen Effekt entwickeln. IThre Kombination bestimmt das Oberfldchenrezeptor-
profil der sich entwickelnden DC sowie ihre Funktion (147,178). Aktivierte, heranrei-
fende DC verlassen ihren Ursprungsort und migrieren in lymphatische Organe wie die
Milz sowie Lymphknoten, um dort antigenspezifische T-Zellen zu aktivieren (10). Reife
DC sind durch eine hohe Expression von MHC-II-Molekiilen an ihrer Oberflache sowie
durch die Expression von T-Zell kostimulierenden Molekiilen wie z.B. CD80, CD86 und
CD40 charakterisiert (147,192,200).



1.3.1 Antigenprisentierende Funktionen dendritischer Zellen

Exogene Antigene werden von DC unspezifisch durch Phagozytose oder Makropinozy-
tose jedoch auch rezeptorvermittelt aufgenommen (10,53,162,178). Die noch unreifen
DC weisen spezielle MHC-II reiche Kompartimente auf, in welche die Antigene iiber-
fiihrt, prozessiert und an MHC-II-Molekiile gekoppelt werden, bevor sie als MHC-II-An-
tigen-Komplexe zuriick an die Zelloberflache gelangen (10,139). Verdnderungen des
MHC-II-Stoffwechsels sowie eine gesteigerte Proteaseaktivitit lassen heranreifende DC
deutlich effektiver in threr Antigenprisentation werden (38,73,122). Auch wenn vorwie-
gend exogene Peptide mittels MHC-II-Molekiilen auf der Zelloberflache dendritischer
Zellen prasentiert werden, konnen auch Peptide, welche sich im Cytosol befinden mittels
Autophagie oder spezieller Transporter in die Endosomen und somit den MHC-II-Pésen-

tationsweg gelangen (167,195,206).

Zelleigene oder iiber die zelleigene Proteinsynthese produzierte virale Proteine oder Tu-
morantigene werden in DC durch Proteasomen abgebaut und im endoplasmatischen Re-
tikulum an MHC-I-Molekiile gekoppelt (10,73). Im Verlauf werden diese Protein-MHC-
I-Komplexe an der Zelloberfliche CD8-T-Zellen prisentiert. Einige Antigene exogenen
Ursprungs gelangen ebenfalls via Phagozytose, Makropinozytose oder rezeptorvermittelt
in die Zelle und werden mittels MHC-I an CD8"-T-Zellen kreuzprasentiert (5,73,142).
Diese Kreuzprisentation fiihrt zur Stimulation zytotoxischer T-Zellen auch gegen Tumor-

zellen (5,10,143,170).
1.3.2 Immuntoleranzinduktion durch DC

Neben ihrer T-Zell-aktivierenden Eigenschaft spielen DC auch eine wichtige Rolle in der
Aufrechterhaltung von Immuntoleranz: DC sind an der negativen Selektion von potentiell
autoreaktiven T-Zellen im Thymus beteiligt (170). In der Abwesenheit von zur Reifung
fiihrenden Stimuli sind DC zudem in der Lage, eine Toleranz gegeniiber den von ihnen
aufgenommenen Eigen- und Fremdantigenen aufzubauen. Hawinger et al. konnten zei-
gen, dass unter diesen Bedingungen zwar eine antigenspezifische T-Zell-Antwort durch
antigenprasentierende DC erzielt werden kann, diese jedoch im Verlauf nicht aufrecht-

erhalten wird. Die Zahl der induzierten T-Zellen sinkt nach sieben Tagen durch Deletion



deutlich ab. Zudem zeigen die spezifischen T-Zellen im Verlauf keine Reaktion mehr auf

ihr spezifisches Antigen, werden also anerg. (76,177)

Insbesondere tragt die Induktion regulatorischer T-Zellen durch DC zur Erhaltung einer
Antigentoleranz bei (12,52). Auf diesen T-Zell-Subtyp und die Interaktion mit DC wird

im Folgenden noch detailliert eingegangen.

Wurden bislang spezielle Subgruppen dendritischer Zellen fiir die Aufrechterhaltung von
Toleranzmechanismen verantwortlich gemacht, geht man aktuell eher davon aus, dass der
Entwicklungsstatus der DC fiir ithre immunogene oder tolerogene Funktion entscheidend

ist (109,125,170).

Wihrend die immunogenen Eigenschaften dendritischer Zellen in der Immuntherapie ge-
schitzt werden, stellt ihr tolerogenes Potential eine Hiirde dar. Anstelle einer Aktivierung
tumorantigenspezifischer T-Zellen kdnnen diese Eigenschaften zu einer Unterdriickung
natiirlicher oder durch Tumorvakzinen induzierter Immunreaktionen gegen Tumorzellen

fithren.
1.3.3 In vitro Generierung und Ausreifung von DC

Ein weiterer Nachteil von DC bei ihrer Anwendung in der Tumorimmuntherapie ist die

Heterogenitit dieses Zelltyps sowie ihre komplexen Anspriiche an die in vitro Kultur.

Prinzipiell stehen verschiedene Verfahren zur Gewinnung dendritischer Zellen fiir die
Tumorimmuntherapie zur Auswahl. DC werden z.B. durch in vitro Differenzierung aus
Monozyten oder CD34"-Vorliuferzellen des Knochenmarks bzw. Nabelschnurblutes
durch Zugabe von GM-CSF und II-4 bzw. TNF a gewonnen (22,84,89,156,182). Fiir die
optimale Prasentation von Antigenen werden reife DC benétigt. Es miissen also vielge-
staltige Entwicklungswege und Reifungsprozesse in vitro nachempfunden werden. Als
gingigstes Verfahren hat sich dabei die Ausreifung von aus Monozytenkulturen gewon-
nenen DC mittels eines Zytokincocktails aus IL-1B, IL-6, TNF-a sowie Prostaglandin E2
etabliert (48,89,110).



1.4 y8-T-Zellen

Auf der Suche nach alternativen Zellen fiir die Immuntherapie richtete sich die Aufmerk-
samkeit der Forscher in den letzten Jahren unter anderem auf y6-T-Zellen. Bei y5-T-Zel-
len handelt es sich um T-Zellen, welche anstatt o- und pB-Untereinheiten des T-Zell-Re-
zeptors yo-Heterodimere aufweisen (29,74). ap-T-Zellen und y6-T-Zellen entstehen aus
einer gemeinsamen CD4-CD8 -Vorlauferzelle des Thymus (51,190,203). y5-T-Zellen
finden sich beim Menschen vorwiegend in den lymphatischen Organen, im Blut sowie
im Intestinum. Thr Anteil an den Lymphozyten in den jeweiligen Regionen ist variabel

(Blut 0,5-16%, Milz 2-30%, Lymphknoten 5%, Intestinum 10%). (33,67,74)

v0-T-Zellen weisen einige der gleichen Oberflichenmolekiile wie of-T-Zellen auf.
Hierzu zahlen unter anderem CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CD8, CD11b, CD16, CD25,
CD28 und CD45, wobei CD2, CD7 und CD5 bei allen yo-T-Zellen aufzufinden sind und
die anderen variabel exprimiert werden (67,74). Vereinzelt exprimieren yo-Zellen eben-

falls CD4 oder CD8 an ihrer Oberfldche (74).

Es existieren verschiedene Subgruppen von yo-T-Zellen. Diese unterscheiden sich hin-
sichtlich ihres zeitlichen Auftretens wahrend der Entwicklung, aber auch in Bezug auf
ihre Lokalisation und T-Zell-Rezeptor-Beschaffenheit (74). y6-T-Zellen schiitzen somit
bereits neonatal einen Fotus, dessen ap-Zellen noch nicht entwickelt und dessen DC noch
unreif sind (74,102,123,124,190). Humane prinatal entstehende y5-T-Zellen gehdren vor-
wiegend der V&1-Fraktion an, wéihrend postnatal zunehmend V62-Zellen produziert wer-
den (36,74,149).

Der Anteil der y8-T-Zellen an der Gesamtzahl der Lymphozyten unterscheidet sich zu-
dem in den unterschiedlichen Distributionsorten. Hier zeigt sich dariiber hinaus ein sub-
gruppenspezifisches Verteilungsmuster. Wahrend sich im peripheren Blut zu iiber 80%
v0-T-Zellen finden, welche den Vy9Vo2-T-Zell-Rezeptor exprimieren, finden sich im
Thymus und in Schleimhauten vorwiegend V1*-Zellen. (28,74,149,203) Das Vertei-
lungsmuster 1st bei den verschiedenen Spezies sehr unterschiedlich: So scheinen z.B. im
Gegensatz zu Mausen beim Menschen y0-T-Zellen in der Haut keine wesentliche Rolle
zu spielen und auch Anzahl und Subgruppenverhéltnisse von y6-T-Zellen variieren unter

den verschiedenen Spezies betrdchtlich (32,33,67,74,77,86,118,173). Die vorliegende
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Arbeit berichtet iiber Erkenntnisse aus der Erforschung von humanen, aus peripherem
Blut gewonnenen Vy9Va2-T-Zellen, so dass der Terminus yd-T-Zelle im Folgenden sy-

nonym fiir diese verwendet wird.

1.4.1 Antigenerkennung und Aktivierung von yo-T-Zellen

v0-T-Zellen unterscheiden sich grundlegend von af-T-Zellen hinsichtlich ihrer Fahigkeit
zur Antigenerkennung. Wahrend of-T-Zellen nur iiber MHC-Molekiile prasentierte Pep-
tide erkennen, erfolgt die Antigenerkennung und Aktivierung von yo-T-Zellen vorwie-
gend MHC-unabhéngig, erfordert jedoch ebenfalls emne Stimulation iiber den T-Zell-Re-
zeptor (128,133,166,203). y6-T-Zellen sind in der Lage, verschiedene Liganden wie
Phosphoantigene, Alkylamine, Oberflichenmolekiile oder 16sliche Proteine zu erkennen

(203).

v0-T-Zellen kdnnen iiber Metabolite der Steroidsynthese aktiviert werden. Membrankom-
ponenten wie Cholesterol und Steroide erfordern fiir ithre Synthese Isoprenoide, die ent-
weder {iber den Mevalonatweg oder den Methylerythritolphosphatweg (MEP) syntheti-
siert werden. (15,80,133) Die in diesem Zusammenhang auftretenden Prenyl-Pyrophos-
phat-Antigene (Phosphoantigene) werden von Vy9Vo62-T-Zellen iiber ihren T-Zell-Re-
zeptor erkannt, wobei hierfiir weder Antigenprasentation iiber die klassischen MHC-I,
MHC-II oder CD1a/b/c Molekiile noch Antigenaufnahme und Antigenprozessierung not-
wendig sind (132). Isopentyl-Pyrophasphat (IPP) als Zwischenprodukt des Mevalonat-
weges fiihrt bei unphysiologisch hohen Serumkonzentration, wie z.B. bei der gesteiger-
ten Membransynthese aufgrund des hohen Zellumsatzes bei Tumorerkrankungen, zu ei-
ner Aktivierung von y6-T-Zellen (65,80). Ein weiteres, sehr potentes Stimulans von yo-
T-Zellen 1st HMB-PP ((E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyl Pyrophosphat), das beim
Menschen nicht vorkommt, aber im Rahmen mikrobieller Infektionen von Bakterien pro-
duziert wird (15,80). Auch einige Alkylamine, welche in verschiedenen Sekreten und
Nahrungsmitteln vorkommen, wirken ebenfalls als Antigene fiir Vy9Vo2-T-Zellen
(35,80).

Die vor allem in Geweben vorkommenden V51™-Zellen werden durch CDlec, einem
CD1-Molekiil auf der Oberfliche von B-Zellen und DC, aktiviert (174). V51*-Zellen kén-
nen auch iiber ihren NKG2D-Rezeptor durch stressinduzierte Antigene wie MICA und

11



MICB aktiviert werden (14,68-70,80,190). Auch eine yo-T-Zellaktivierung durch 16sliche
Proteine z.B. das Staphylococcal enterotoxin A (SEA) oder durch Hitzeschockproteine
wurde beschrieben (39,133,158,203).

Wie bei den af-T-Zellen werden auch bei den y6-Zellen fiir ihre optimale Aktivierung
neben der Antigenbindung an den entsprechenden T-Zell-Rezeptor ein oder mehrere wei-
tere kostimulatorische Signale benétigt (74). Die zur Aktivierung von y6-T-Zellen bené-
tigten kostimulatorischen Signale werden vor allem iiber Rezeptoren der Immunglobulin-

Superfamilie oder Tumornekrose-Superfamilie vermittelt (155).
1.4.2 Aktivierung und Expansion von y0-T-Zellen zur Forschung in vitro

v0-T-Zellen konnen in vitro aktiviert und in groen Mengen expandiert werden. Dabei
macht man sich zunutze, dass Medikamente der Osteoporosetherapie, Aminobisphospho-
nate, als Pyrophosphatanaloga Ahnlichkeit zu Phosphoantigenen aufweisen (45) und eine
stabile Expansion funktioneller y6-T-Zellen induzieren kénnen (103,104). Wéhrend die
Aktivierung der yo-T-Zellen sich zytokinunabhingig zeigte, ist zur Proliferation eine exo-
gene Gabe des Zytokins IL-2 notwendig (104). Die yo-T-Zell-Aktivierung iiber Amino-
bisphosphonate ist abhéngig vom Vy9V62-T-Zell-Rezeptor, so dass initial aufgrund der
strukturellen Ahnlichkeit zu Phosphoantigenen eine direkte Aktivierung dhnlich zu IPP
und HMB-PP diskutiert wurde. Aktuell geht man eher von einer Aktiverung der yo-T-
Zellen durch Akkumulation von IPP und seinen Vorstufen durch Hemmung der Farnesyl-

Disphosphonat-Synthetase des Mevalonatweges aus. (45,80,185)
1.4.3 Funktionelle Eigenschaften aktivierter yd-T-Zellen

Nach Stimulation {iber den yo-T-Zell-Rezeptor und kostimulatorische Molekiile, sind yo-

T-Zellen in der Lage, verschiedene Funktionen auszuiiben.

So sind aktivierte y5-T-Zellen in der Lage eine grofe Bandbreite an pro- aber auch anti-
inflammatorischen Chemokinen und Zytokinen wie IL-2, IL-4, IL-5, TNFa sowie INFy
freizusetzen. Das Repertoire sowie die quantitative Zusammenstellung der sezernierten
Botenstoffe sind hierbei abhdngig von der Untergruppe der yo-T-Zellen sowie dem Sti-
mulationsreiz. (74,108,131,203)
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Weiterhin besitzen y6-T-Zellen zytotoxische Eigenschaften. Diese werden zum einen
iber eine Apoptose iiber die Fas/Fas-Ligand vermittelte Caspasenaktivierung erzielt
(44,196,203). Zum anderen kénnen yd-T-Zellen {iber Perforin direkt zytolytisch wirken
(101,135,174).

1.4.4 Antigenprisentation durch yo-T-Zellen

Wihrend die zytotoxischen Effektor-Eigenschaften von yd-T-Zellen gut beschrieben
sind, ist erst seit kurzem bekannt, dass y6-T-Zellen auch Antigene prasentieren kénnen.
Nach Aktivierung iiber den T-Zell-Rezeptor zeigt sich bei den nun proliferierenden V2™
Zellen eine verstarkte Expression des Lymphknoten-Homing-Rezeptors CCR7 (27). Die
somit zur Migration in Lymphknoten begiinstigten V2*-T-Zellen weisen zudem eine
vermehrte Expression von MHC-II-Molekiilen, CD40 sowie kostimulatorischen (CD80,
CD86) und Adhisionsmolekiilen (u.a. CD54) auf ihrer Oberflache auf (28,203). Diese
Oberflaichenmerkmale dhneln denen einer professionellen APC. Brandes et al. konnten
zeigen, dass y0-T-Zellen auch entsprechende Aufgaben wahrnehmen kénnen: Aktivierte
V82*-T-Zellen kénnen eine Proliferation und Differenzierung antigenspezifischer ap-T-

Zellen induzieren (28).

Analog gelang es, durch Antigenprasentation auf V52*-T-Zellen eine Proliferation anti-
genspezifischer zytotoxischer CD8" ap-T-Zellen (CTLs) zu induzieren (28,108).

v0-T-Zellen weisen demnach nicht nur Effektorzelleigenschaften, sondern auch antigen-
prasentierende Eigenschaften auf und besitzen daher ein grofles Potenzial fiir den Einsatz

in der Immuntherapie.
1.5 Regulatorische T-Zellen

Als wesentliches Hindernis der Tumorimmuntherapie hat sich die Hemmung tumoranti-
genspezifischer T-Zellen durch regulatorische T-Zellen, die immunsuppressive Wirkun-

gen aufweisen, gezeigt (111,134,160).

Nach ersten Hinweisen fiir Immuntoleranz unterstiitzende T-Zellen in den 70er Jahren

haben Sakaguchi et al. in den 90er Jahren CD4"CD25-T-Zellen eine entscheidende Rolle
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bei der Kontrolle autoreaktiver T-Zellen nachgewiesen (62,159). Die Gruppe konnte zei-
gen, dass das Fehlen von CD4"CD25"-Zellen bei Méusen zu Autoimmunerkrankungen
wie Thyreoiditis, Gastritis, Insulinitis, Oopheritis, Glomerulonephritis und anderen
fiihrte, die Zellen jedoch auch eine Rolle in der Toleranz von nichteigenen Antigenen
spielen (159). Aufgrund dieser Fahigkeit zur Steuerung der Immunantwort wurden diese
T-Zellen zunéchst als suppressive T-Zellen, spéter dann als regulatorische Zellen be-

zeichnet.

Regulatorische T-Zellen entwickeln sich aus einer CD4*-Vorlduferzelle (19). Natiirlich
vorkommende regulatorische T-Zellen entstehen wéhrend der frithen fetalen und neona-
talen T-Zell-Entwicklung im Thymus und werden von hier in die Peripherie ausge-
schwemmt (160). Ihre Selektion scheint eine TCR-Rezeptoraffinitét fiir die von thymalen
Stromazellen prasentierten Selbstantigene zu erfordern (91). Trotz dieser Spezifitit fiir
Selbstantigene entgehen sie im Gegensatz zu normalen T-Zellen aus bisher nicht eindeu-
tig geklarten Griinden der negativen Selektion und differenzieren stattdessen zu regula-

torischen T-Zellen (19).

Regulatorische T-Zellen konnen auch in der Peripherie durch entsprechende Antigen- und
Zytokinstimulation aus reifen CD4"-T-Zell-Populationen entstehen (18,43). Dies kann in
einem inflammatorischen oder nichtinflammatorischen Kontext geschehen und diese
adaptiven regulatorischen T-Zellen finden sich gehéuft im Kontext einer Infektion oder
nach Transplantation aber auch durch gehaufte Exposition mit anderen Fremdantigenen

z.B. durch Allergene oder Nahrung (18,92).
Neben CD4 weisen die Zellen den I1-2-Rezeptor CD25 an ihrer Oberflache auf (159).

Als wichtiger Marker regulatorischer T-Zellen wurde in den vergangenen Jahren der
Forkhead Transkriptionsfaktor FOXP3 identifiziert. In aktivierten T-Zellen bewirkt
FOXP3 eine Hemmung der Transkription von Zytokinen wie II-2, IL-4 oder IFN-y
(17,56,169). Gleichzeitig wird FOXP3 eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung und
Funktion regulatorischer T-Zellen zugeschrieben: Durch retroviralen Gentransfer von

FOXP3 gelang es, CD25-CD45ROCD4"-Zellen in einen Phénotyp ahnlich regulatori-
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scher CD25"CD4*-Zellen zu verwandeln, wihrend Foxp3 defiziente Méuse keine regu-
latorischen T-Zellen aufweisen und als Folge schwere lymphoproliferative Autoimmun-

erkrankungen erleiden (55,56.,204).

Im Rahmen der Erforschung regulatorischer T-Zellen wurden unterschiedliche Oberfla-
chencluster zur Definition einer regulatorischen T-Zelle verwendet, da keiner dieser Mar-
ker spezifisch fiir eine regulatorische T-Zelle ist. Konsens ist jedoch, dass
CD4*CD25'FOXP3™e"*_Zellen die hochsten suppressiven Eigenschaften aufweisen, so
dass sich diese Definition in den letzten Jahren durchgesetzt hat und fiir die vorliegende

Arbeit zugrunde gelegt wurde.
1.5.1 Suppressive Kapazitit regulatorischer Zellen

Regulatorische T-Zellen sind in der Lage, thre immunmodulatorische Funktion durch Be-
einflussung einer Vielzahl von Zellen des angeborenen und erworbenen Immunsystems
zu entfalten. Hierbei ist zu erwédhnen, dass regulatorische T-Zellen zur Entfaltung ihrer
immunsuppressiven Eigenschaften zwar einer Antigenstimulation iiber ihren TCR bediir-

fen, die folgende Immunsuppression jedoch antigenunspezifisch ablauft (129,187).

Regulatorische T-Zellen konnen die Aktivierung, Proliferation, Funktion und Zytokin-
produktion von CD4* sowie CD8*-T-Zellen iiber immunosuppressive Proteine und Zyto-
kine wie IL-10, 1IL-35, 19, TGF-f und @Galectin supprimieren
(24,25,41,61,92,100,161,180,183,186). Durch die hohe Dichte des IL.-2-Rezeptors CD25
an der Oberflache von CD4"CD25" regulatorischen T-Zellen wird zudem die den iibrigen
Effektorzellen zur Verfiigung stehende Menge an IL-2 reduziert und so eine Apoptose
der CD4"-Zellen durch Zytokindeprivation induziert. (92,148)

Antigenprisentierende DC werden durch regulatorische T-Zellen sowohl in ihrem Rei-

fungsprozess, als auch in Ihrer Funktion beeintrachtigt (112,127,144,154,199).

Antigenspezifische CTL sowie natiirliche Killerzellen werden durch regulatorische T-
Zellen in Threr Proliferation, zytotoxischen Funktion und Produktion von IFN-y einge-
schrankt (63,64). Auch eine direkte Zytotoxizitat gegeniiber CD4*- oder CD8"-T-Zellen,
B-Zellen, CD14"-Monozyten sowie unreifen und reifen DC tiber Perforine und Granzyme

(A/B) konnte nachgewiesen werden (71,205).
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1.6 Zielsetzung

In dieser Arbeit haben wir das Potenzial von yo-T-Zellen untersucht, als APC fiir tumor-
assozilerte Antigene zu dienen. Dies soll der Stimulation und Expansion von Tumoranti-
gen-spezifischen T-Zellen fiir die zelluldre Immuntherapie dienen. Der Goldstandard der
Antigenprésentation sind zur Zeit DC; ihre Verwendung fiir die Inmuntherapie 1st jedoch
durch die Heterogenitit dieses Zelltyps und die Schwierigkeiten ihrer Expansion und in
vitro Kultur limitiert. Hier haben wir die Hypothese untersucht, dass in vitro aktivierte
v0-T-Zellen wesentliche Funktionen von Antigenprisentation besitzen und T-Zellen an-

tigenspezifisch stimulieren kdnnen.

Um die Eignung von y06-T-Zellen als APCs fiir die Immuntherapie zu untersuchen, wur-
den folgende Gesichtspunkte betrachtet: Die technisch einfache, ressourcenschonende
Isolation sowie in vitro Kultivierung von y8-T-Zellen ist fiir thren Einsatz in der Immun-
therapie entscheidend. Der zentrale Aspekt war die Untersuchung der Kapazitit dieser
Zellen zur Antigenprasentation. Ziel dieser Arbeit war es weiterhin darzustellen, ob yo-
T-Zellen auch regulatorische T-Zellen stimulieren, die ein potenziell negatives Feedback

fiir die von ithnen induzierte Immunantwort liefern kénnten.

Um diesen Fragestellungen ndher nachzugehen wurde in der vorliegenden Arbeit die Ef-
fektivitat und Praktikabilitit einer in vitro Aktivierung und Expansion von yd-T-Zellen
iberpriift. Zur ndheren Evaluation der antigenprasentierenden Eigenschaften sowie der
moglichen Stimulation regulatorischer T-Zellen wurden Koinkubationsversuche von an-
tigenprasentierenden Zellen und CD3*-Responderzellen durchgefiihrt. Das Epitop RAK
des Epstein-Barr-Virus (EBV)-Proteins BZLF1, das zum lytischen Zyklus des Virus ge-
hort, wurde aufgrund seiner starken Immunogenitét als Antigen gewahlt (153). Entspre-
chend der HLA-Restriktion dieses Peptids (20) wurden entsprechende, HLA-BOS posi-
tive Spender gewahlt. Im direkten Vergleich mit DC als APC haben wir untersucht, ob
durch Présentation auf y6-T-Zellen funktionell gleichwertige, peptidspezifische T-Zellen
generiert werden konnen. Langerfristig planen wir die Weiterentwicklung dieser Strate-

gie im Hinblick auf eine klinische Anwendung bei der Tumorimmuntherapie.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Verbrauchsmaterialien:
Falcon 15ml, 50ml
T75-Gewebekulturflaschen

24-Well-Platten

Kolbenhubpipetten 1-10, 10-100, 100-1000pul1

Pipettenspitzen 10-1000pul (steril)
Pipetten 2ml, Sml, 10ml, 25ml
Transferpipetten 3,5ml
Eppendorf Tubes 1,5ml

0,45um Filter

FACS-Ro6hrchen

2.1.2 Apparate und Software
Neubauer-Zahlkammer
Mikroskop Axiovert 25
Magnetblock MidiMACS Separator
MACS-Midi-Séulen

MACS Magnet

MACS Multistand

Laminar Flow hood

Greiner Labortechnik

Greiner Labortechnik

Nunc
Eppendorf
Sarstedt
Corning
Sarstedt
Eppendorf
Corning

BD-Falcon

Merck
Zeiss
Milteny1
Milteny1
Milteny1

Milteny1

Zapf Instruments



Inkubator

Vortex

Megafuge

Eppendorf Zentrifuge 5417R
Pipettierhilfe pipetus® akku

Autoklav 2540EL Tuttnauer

Heraeus Instruments
Heidolph

Heraeus Instruments
Eppendorf

Hirschmann Laborgerate

Systec Laborsysteme

Durchflusszytometrie/FACS (fluorescence activated cell sorting): Fiir jede Analyse wur-

den 10*-10° Zellen mittels dem FACS Calibur™ A4C gemessen und die Daten mit Hilfe
der BD Cell Quest Software (Becton Dickinson) oder mit Hilfe der Flowing Software
2.5.1 (http://www.flowingsoftware.com/) von Perttu Terho, Cell Imaging Core, Turku

Centre for Biotechnology analysiert.
2.1.3 Reagenzien

RPMI 1640

Trypanblau

Ficoll Lymphoprep™

PBS (phosphate buffered saline)
BSA (Bovines Serum Albumin)
PFA (Paraformaldehyd)
L-Glutamin

Zoledronsaure (Zometa®)
Tris-HC1

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)

NaCl

Invitrogen/GIBCO/Hyclone
GIBCO

Axis Shieds

GIBCO

Promega

Serva

GIBCO

Novartis

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
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2.1.4 Medium, Losungen und Puffer

Autologes Medium: RPMI 1640, 8% autologes Serum , 1% L-Glutamin

Cell dissociation solution: 0,04M Tris-HCL, ImM EDTA, 0,15M NaCl, pH 7.4
MACS Puffer: 500ml PBS, 0,5% BSA, 2mM EDTA, pH 7,2

FACS-Puffer: PBS, 0,5% BSA

Waschpuffer Pentamerfarbung: PBS, 0,1% BSA, 0,1% Azid

Die fiir die FOXP3 Farbung bendtigte Fixations/Permeabilisationsldsung sowie der Per-
meabilisations-Puffer wurden mit den Reagentien und gemil3 den Herstellerangaben des

FOXP3 staining set von eBioscience gefertigt.
2.1.5 Zytokine und Peptide

GMCSF. rhIl.-2. thIT.-4. thIl.-6. TNF-a: ImmunoTools

IL-1B: R&D
Prostaglandin E2: Sigma-Aldrich

RAK: HLA-B08 bindendes Epitop RAKFKQLL des EBV-Proteins BZLF1, welches
zum lytischen Zyklus des Virus gehért, Prolmmune

2.1.6 MACS-Isolationskits

Fiir die MACS-Verfahren wurden die entsprechenden, kommerziell verfiigbaren Isolati-
onskits (Pan T Cell Isolation Kit I, Anti-TCRy/6 MicroBead kit human, CD14 Microbe-

ads) von Miltenyi Biotec verwendet.
2.1.7 Fiarbungen

Oberflaichenmarker: Die fiir die Farbungen verwendeten fluorescin-konjugierten mono-
klonalen Antikérper Anti-CD3 PerCp, Anti-CD3 PE, Anti-CD4 PerCp, Anti-CD8 Fitc,
Anti-CD14 Fitc, Anti-CD25 Fitc stammten von Becton Dickinson Pharmingen.
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RAK-Pentamerfarbung: Das fiir die RAK-Pentamerfarbung notwenigen RAK-Pentamer

sowie das PE-konjugierte Fluortag wurde von Prolmmune bezogen.

FOXP3-Farbung: Die fiir die FOXP3-Farbung bendtigten Permeabilisationspuffer, Rat-
tenserum und Antikérper gegen FOXP3 entstammen dem FOXP3 staining set von e-

Bioscience.

2.2 Methoden

2.2.1 Spender

Fiir die Koinkubationsexperimente von yo-T-Zellen und DC wurde das Blut von drei frei-
willigen, gesunden Spendern verwendet, welche bekanntermaflen das Histokompatibili-

tatsantigen HLA-BOS8 aufwiesen.
2.2.2 Zellzihlung

Die Zellzahlung erfolgte manuell mit Hilfe der Neubauer Zahlplatte. Hierfiir wurde eine
Probe der zuvor im enthaltenden Medium suspendierten Zellen in einem je nach Experi-
ment variablen Verdiinnungsverhiltnis mit Trypanblau versetz und anschlieffend auf die
Zahlplatte aufgebracht. Nach Auszdhlen aller vier Quadranden unter dem Mikroskop

wurde die Zellzahl der Suspension nach folgender Formel berechnet:

Zellzahl/ml = (Summe der Zellen der 4 Quadranten)/4 x Verdiinnungsfaktor x 10*
2.2.3 Isolierung der peripheren mononukleiren Blutzellen (PBMC)

Zur Isolation der PBMC wurde heparinisiertes Blut gesunder Spender 1:1 mit RPMI ver-
mischt. Anschliefend wurde dieses Gemisch vorsichtig iiber die Halfte der Menge an
Ficoll-Losung (Lymphoprep®) in 50ml-Tubes geschichtet, ohne es mit dieser zu vermi-
schen. Es erfolgte die Zentrifugation iiber 20-30 Minuten bei 800g und Auslaufen der
Zentrifuge ohne Bremse. Hierdurch trennten sich die Blutbestandteile gemaf3 ihres Dich-
tegradienten auf. Der sich an der Interphase zwischen Ficoll-Paque und Plasma bildende
Lymphozytenring konnte mit einer Transferpipette abgenommen werden, wahrend die

Erythrozyten und Granulozyten sich aufgrund ihrer geringen Dichte am Boden der 50ml-
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Tubes anreicherten (26). Nach zweimaligem Waschen (Resuspendieren, Abzentrifugie-
ren und Verwerfen des Uberstandes) der PBMC mit reinem RPMI wurden die gewonne-
nen Lymphozyten in autologem Medium aufgenommen und mit Hilfe der Neubauer-

Zahlkammer gezahlt.
2.2.4 Gewinnung und Expansion der yo-T-Zellen

Fiir die Gewinnung von y3-T-Zellen wurden je 20*10° der isolierten PBMC mit 1pg/ml
Zoledronsiure stimuliert und zu 2*10° Zellen/well auf einer 24 well-Platte ausplattiert.
Bei dem hierbei verwendeten Medium handelte es sich um RPMI, welchem 8% autologes
Serum und 2mM L-Glutamin sowie rhIL-2 in emer Konzentration von 100U/ml zugesetzt
wurden. Zur Inkubation wurden die Zellen im Brutschrank bei 37°C und 5% CO; bebrii-
tet. Eine 1:2 Splittung und Fiitterung mit dem rhIL-2 haltigem, autologen Medium wurde
an Tag 4-5 durchgefiihrt, bevor die Zellen an Tag 8 bzw. an Tag 9 geerntet und gezahlt
wurden. Aus jeweils 20*10° der geernteten Zellen wurden mit Hilfe von TCR-y$ spezifi-
schen Beads in einem magnetischen Separationsverfahren (s. Punkt 2.2.7) die y5-T-Zellen
positiv selektiert, diese anschlieBend gezahlt und fiir die weitere Koinkubation mit den
CD3"-Zellen verwendet. Zur Kontrolle der Reinheit dieser fiir die Kokulturen verwende-
ten yo-T-Zellen erfolgte die Farbung einer Probe der Zellfraktionen vor der Separation
sowie der positiv und der negativ selektierten Zellfraktionen mittels monoklonaler Anti-
korper gegen CD3 und anschliefender FACS-Analyse. Eine Farbung des y6-TCR erfolgte
bereits durch die Fitc-konjugierten Beads (1).

2.2.5 Gewinnung und Ausreifung der DC

CD14"-Zellen wurden mit Hilfe der magnetischen Zellseparation (s. Punkt 2.2.7) aus je-
weils 30*10° frisch isolierten PBMC positiv selektiert und anschlieBend gezéhlt. Zur
Uberpriifung der Reinheit der weiter zu verwendenden CD14%-Zellen erfolgte die Fir-
bung einer Probe der Zellfraktionen vor der Separation sowie der positiv und der negativ
selektierten Zellfraktionen mittels monoklonaler Antikérper gegen CD3 und CD14 und
anschliefender FACS-Analyse.

Die so isolierten CD14%-Zellen wurden mit einer Dichte von 1-2*10%well auf einer 24-

well Platte ausplattiert. Als Medium diente RPMI, welchem 8% autologes Serum sowie
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2mM L-Glutamin, 800U/ml GM-CSF und 1000U/ml IL-4 zugefiigt wurden. Die Inkuba-
tion wurde bei 37°C und 5% CO; durchgefiihrt. Am 3. Tag erfolgte ein Wechsel des GM-
CSF und IL-4 haltigen, autologen Mediums. Zur Ausreifung der DC wurden die Zellen
an Tag 6 mit Hilfe von Cell dissociation solution geerntet, mit RPMI gewaschen und die
Zellzahl bestimmt. AnschlieBend erfolgte die Ausplattierung aller gewonnenen Zellen in
RPMI mit 8% autologem Serum, 2mM L-Glutamin sowie den Ausreifungszytokinen IL-
6 (100ng/ml), IL-1P (10ng/ml), Prostaglandin E2 (1pg/ml) sowie TNF-a (10ng/ml) auf
einer 24-well Platte in einer Dichte von 300.000 bis 1,4 Millionen CD14*-Zellen pro well.
Nach 24h wurden die ausgereiften DC abermals mit Hilfe von Cell dissociation solution

geerntet, gewaschen und fiir die weitere Koinkubation mit den CD3-Zellen verwendet.

2.2.6 Isolation der CD3" Responderzellen

Die fiir die Kokulturen als Responderzellen bendtigten CD3*-Zellen wurden aus jeweils
30*10° frischen PBMC mit Hilfe der magnetischen Zellseparation gewonnen (s. Punkt
2.2.7). Dabei handelte es sich bei den eingesetzten CD3*-Zellen um die negativ selektio-
nierte Zellfraktion. Der Gesamtmenge an PBMC wurden durch das Verfahren die CD3-
Zellen entzogen. Die CD3" -Zellen blieben unberiihrt und somit unstimuliert (2).

Zur Kontrolle der Reinheit dieser fiir die Kokulturen verwendeten CD3-T-Zellen er-
folgte die Farbung einer Probe der Zellfraktionen vor der Separation sowie der positiv
und der negativ selektierten Zellfraktionen mittels monoklonaler Antikérper gegen CD3
und anschliefender FACS-Analyse.

2.2.7 Magnetische Zell Separation (MACS)

Die magnetische Zellseparation (MACS) bedient sich der Oberflaichenmerkmale von Zel-
len zum gezielten Separieren von Zellgemischen. Hierbei werden je nach der zu isolie-
render Zellfraktion monoklonale Antikdrper gegen die spezifische Oberflachenstrukturen
verwendet, welche wiederum mit sogenannten MicroBeads konjugiert sind. Be1 diesen
handelt es sich um magnetische Mikropartikel eines Durchmessers von bis zu 100nm.
Durch die magnetischen Eigenschaften der MicroBeads kdnnen die mit ithnen verbunde-
nen Zellen 1m nichsten Schritt isoliert werden. Die mit MicroBeads versetzte Zellsuspen-
sion wird iiber eine Sdule mit plastikbeschichteter Stahlwolle gegeben, welche in einem

starken magnetischen Feld aufgehdngt ist. Wahrend die unmarkierten Zellen die Saule
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und das Magnetfeld passieren bleiben die mit MicroBeads markierten Zellen durch die
magnetischen Kréfte an der Stahlwolle in der Saule haften. Das anschlieBende Entfernen
der Saule aus dem Magnetfeld fiihrt zur Entmagnetisierung der Stahlwolle, so dass die in

ihr verbliebenen, markierten Zellen anschlieBend ausgewaschen werden konnen (126).

Die sogenannte Negativiraktion der unmarkierten Zellen in der Ausschlussfraktion als
auch die sogenannte Positiviraktion der markierten Zellen kdnnen im Anschluss fiir wei-

tere Experimente genutzt werden.

Fiir das genaue Procedere zur Gewinnung der einzelnen Zellfraktionen wird auf die Her-
stellerangaben von Miltenyi zu den CD14MicroBeads human, Anti-TCRy/6 MicroBead

kit human sowie des Pan T Cell Isolation Kit IT verwiesen.
Besonderheiten bzw. Unterschiede der einzelnen Verfahren:

CD14 Microbeads: Dieser Kit von Miltenyi dient zur Gewinnung von CD14*-Zellen aus

PBMC. Hierbei wurden, analog zu dem oben beschriebenen MACS-Prinzip, an Micro-
Beads gebundene, monoklonale anti-humane CD14-Antikérper verwendet. Bei den fiir

die Zellkulturen eingesetzten CD14"-Zellen handelte es sich also um die Positivfraktion.

©)

Anti-TCRy/6 MicroBead kit human: Dieser Kit wurde zur Gewinnung der yo-T-Zellen

aus den zuvor mit Zoledronséure stimulierten PBMC eingesetzt. Im Unterschied zu dem
oben geschilderten Verfahren ist bei diesem MACS zunéichst die Bindung eines Hapten-
konjugierten Anti-TCR-y/d-Antikorpers an die Zielzellen erforderlich. In einem zweiten
Schritt wurden dann FITC-konjugierte Anti-Hapten MicroBeads an die gebundenen Hap-
ten-konjugierten Anti-TCR-y/6-Antikérper gebunden. Das Auftrennungsprinzip bleibt
unter der Beriicksichtigung dieser zweifachen Bindung analog zu dem oben geschilder-
ten. Bei den isolierten yo-T-Zellen handelte es sich somit um die Positivfraktion aus dem
MACS. Diese Zellen waren aufgrund der FITC-Konjugation der Micro-Beads bereits fiir
die Analyse im FACS geeignet, die Farbung weiterer Oberflichenmarker wurde ange-

schlossen. (1)

Pan T Cell Isolation Kit IT: Dieses Kit dient zur Gewinnung von CD3*-Zellen aus PBMC.

Bei diesem Verfahren wurden die PBMC mit einem Cocktail aus Biotin-konjugierten
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Antikérpern gegen CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123 sowie CD235a (Glyco-
pherin A) versetzt. Nach den ndtigen Inkubations- und Waschschritten wurde auch hier
eine zweite Bindung mit Anti-Biotin-MicroBeads angeschlossen, bevor die an die Beads
gebundenen Zellen mit Hilfe der magnetischen Separation aus der Gesamtzellmenge her-
aussortiert wurden. Bei den in den Experimenten verwendeten CD3*-Zellen handelte es

sich somit um die unberiihrte und somit unstimulierte Negativiraktion. (2)
2.2.8 RAK-Peptidbeladung

Fiir die Peptidbeladung der in der Kokultur mit CD3"-Zellen verwendeten y3-T-Zellen
und DC wurde das an das human leukocyte antigen (HLA)-BO8 bindende Epitop
RAKFKQLL des EBV-Proteins des lytischen Zyklus BZLF1, im folgenden RAK ge-
nannt, verwendet (20,153). Bis zu einer Million der y6-T-Zellen bzw. der DC wurden
hierzu geerntet, abzentrifugiert und dann mit jeweils 1pl (10pg/ml) des in 1,5ml auto-
logem Medium und 0,5ml PBS gelosten RAK-Peptides fiir eine Stunde bei 37°C und 5%
CO; inkubiert. Hierauf folgten drei Waschschritte mit RPMI oder autologem Medium,
bevor die peptidbeladenen Zellen fiir die Kokultur mit den CD3"-Zellen weiterverwendet
wurden. Aufgrund der mehrfachen Zentrifugationsvorgange wurde ein Verlust von 10%

der Ausgangszellen eingerechnet.
2.2.9 Farbungen

Die in den Experimenten verwendeten Zellen wurden vor und nach den Kokulturen hin-
sichtlich ithrer Oberflichenmerkmale mittels der DurchfluBzytometrie analysiert. Hierzu
wurden die Zellen geerntet, mit PBS mit 0,5% BSA gewaschen, der Uberstand verworfen
und anschliefend das verbleibende Pellet in der Restfliissigkeit resuspendiert. Die Zellen
wurden mit verschiedenen Kombinationen von FITC-, PE-, oder PerCp konjugierten mo-
noklonalen Antikérpern fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert, an-
schliefend abermals mit PBS mit 0,5% BSA gewaschen, in 200-300ul 1% PFA fixiert
und bis zur Durchflufzytometrie bei 4°C im Dunkeln gelagert.
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2.2.10 Pentamerfarbung

Fiir die RAK-Pentamerfarbungen wurden die Zellen der Koinkubationen resuspendiert,
ca. 500ul geerntet und mit Waschpuffer, bestehend aus 0,1% BSA- und 0,1% Azid- hal-
tigem PBS, gewaschen. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 10011 Wasch-
puffer resuspendiert. Je die Halfte, 50ul, der Zellsuspension wurden fiir die Pentamer-
bzw. Isotypenfiarbung verwendet. Fiir die Pentamerfarbung wurden 10ul des verdiinnten
RAK-Pentamers (1,5ul Pentamer/20ul Waschpuffer) hinzugegeben und die Zellen fiir 15
Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Es erfolgte ein erneuter Waschschritt
unter Zugabe von 2ml Waschpuffer, die folgende Abzentrifugation, das Verwerfen des
Uberstandes und die anschlieBende Resuspension der Zellen in der Restfliissigkeit. Zwi-
schenzeitlich wurde das PE-konjugiertem Fluorotag bei 14.000rpm 2 Minuten lang ab-
zentrifugiert. Sowohl zur Isotypenkontrolle als auch zu den pentamergefarbten Zellen
wurden anschlieBend je 3ul der PerCp- bzw. Fitc-konjugierten monoklonalen Antikdrper
gegen CD3 bzw. gegen CD8 sowie 4l des Fluortag-PE zugegeben. Nach 20-30 Minuten
Inkubation im Dunkeln folgte ein erneutes zweimaliges Waschen bevor die Zellen in 100-
200ul 1% PFA fixiert und bis zur Durchflu3zytometrie bei 4°C im Dunkeln gelagert wur-

den.

2.2.11 FOXP3-Firbung

Fiir die intrazellulare FOXP3-Farbung wurden Puffer, Rattenserum und Antikorper des
Foxp3 staining sets von eBioscience verwendet. Zundchst wurde mit der Farbung mittels
monoklonaler Antikérper gegen die Oberflichenmarker CD4. CD25 und CD3 begonnen.
Nach abgelaufener Inkubation wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen, der Uber-
stand verworfen und anschlieBend in der Restfliissigkeit resuspendiert. Iml der vorher
nach den Herstellerangaben gefertigten Fixations/Permeabilisationsldsung wurde hinzu-
gefiigt, die Mischung gevortext und dann fiir 30 Minuten bei 4° im Dunkeln inkubiert.
Nach der Inkubation erfolgten zwei Waschschritte mit dem ebenfalls nach Herstelleran-
gaben gefertigten und 0,45um filtriertem Permeabilisationspuffer. Der Uberstand wurde
verworfen, das Pellet in der Restfliissigkeit resuspendiert und 2ul Rattenserum zur Blo-
ckierung hinzugefiigt. Nach erneuter 15-miniitiger Inkubation bei 4°C im Dunkeln wur-
den 20pul des fluorochrom-konjugierte anti-human FOXP3 Antikérper hinzugegeben, und
die Zellen abermals fiir 30 Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Nach zweimaligem
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Waschen mit dem Permeabilisationspuffer wurde der Uberstand verworfen, das Pellet in
PBS mit 0,5% BSA resuspendiert und unverziiglich mit Hilfe der DurchfluBzytometrie
analysiert.

Bei allen Farbungen wurden die entsprechenden Isokontrollen mitgefiihrt.

2.1.12 Koinkubation der Antigen prisentierenden Zellen mit und ohne RAK-
Peptidbeladung mit CD3"-Zellen

Zur Evaluation der APC-Funktion von y8-T-Zellen sowie der durch sie hervorgerufenen
Induktion regulatorischer T-Zellen wurden verschiedene Zellkulturen angelegt. MACS-
isolierte CD3*-Zellen dienten hierbei als Responderzellen und wurden mit y5-T-Zellen
bzw. DC als Vergleich koinkubiert. Eine Mediumkontrolle bestehend aus reinen CD3"-
Responderzellen ohne Zusatz von APC wurde ebenfalls angelegt. Vor dem CD3-MACS
wurde zur Bestimmung des Ausgangswertes an regulatorischen T-Zellen eine Probe der

frisch 1solierten PBMC FOXP3, CD4, CD25 und CD3 gefédrbt und im FACS analysiert.

Die mit Zoledronséure stimulierten und durch den y8-MACS i1solierten y6-T-Zellen wur-
den zum Teil mit dem RAK-Peptid beladen. Ebenso wurde auch ein Teil der zytokinge-
reiften DC mit diesem Peptid beladen. Anschlielend wurden die gewonnenen peptidbe-
ladenen und nichtpeptidbeladenen y5-T-Zellen und DC im Verhaltnis 1:10 mit den CD3*-
Responderzellen in RPMI mit 8% autologem Serum, 2mM L-Glutamin und 100 U/ml IL-
2 auf einer 24-well-Platte ausplattiert:

2*10° CD3*- 2*10° CD3*- 2*10° CD3*- 2*10° CD3*- 2*10° CD3*-
Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen
(Mediumkon- + + + +
trolle) 200.000 y56-T- | 200.000 y6-T- | 200.000 DC 200.000 DC
Zellen (ohne Zellen (mit (ohne RAK) (mit RAK)
RAK) RAK)

Wihrend der einwdchigen Koinkubationszeit bei 37°C und 5% CO; erfolgte der einma-

lige Wechsel des autologen, IL-2-haltigen Mediums.
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Zur Bestimmung des Anteils induzierter regulatorischer T-Zellen in den Kulturen wurden
diese an Tag 7 abgenommen, gewaschen und FOXP3, CD4, CD25 und CD3 gefarbt. Pa-
rallel erfolgte eine gesonderte CD3, CD8 und RAK-Pentamerfarbung aller Kulturen zur
Bestimmung des Anteils antigenspezifischer zytotoxischer T-Zellen. Sowohl der Anteil
regulatorischer T-Zellen als auch der antigenspezifischer zytotoxischer T-Zellen wurde

anschliefend gesondert voneinander mittels Durchflusszytometrie erfasst.
2.2.13 Statistische Analyse

Die in dieser Arbeit abgebildeten Grafiken und Tabellen beruhen auf den mehrfach durch-
gefiihrten Experimenten. Der zweiseitige Student T-Test Typ 2 wurde zur Testung der

Signifikanz der Resultate angewandt. Eine gleiche Varianz wurde hierbei zugrunde ge-

legt.
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3 Ergebnisse

3.1 In vitro Expansion von y6-T-Zellen

Fiir den therapeutischen Einsatz von yo-T-Zellen ist es notwendig, die Zellen in einer
groBBen und ausreichenden Zellzahl in vitro zu expandieren. Dies ist mdglich durch eine
gezielte Stimulation der yo-T-Zellen unter den PBMC mit dem Aminobisphosphonat
Zoledronsaure. Um das Potenzial von y8-T-Zellen fiir den Einsatz in der Immuntherapie
zu evaluieren, wurde daher zunéchst ihre Fahigkeit zur Proliferation sowie die Ausbeute
der zur Verfligung stehenden yo-T-Zellen iiberpriift. Wie in Abbildung 1 schematisch
dargestellt wurden hierfiir die Lymphozyten aus dem Spenderblut mittels Ficollgradien-
tenzentrifugation isoliert und an Tag 0 mittels Zugabe von IL-2 und Zoledronsaure sti-
muliert. An Tag 5 erfolgten ein Mediumwechsel und eine erneute Zugabe von IL-2. Die
hierunter expandierten yo-T Zellen wurden an Tag 9 geerntet und gezéhlt. Fiir spatere
Koinkubationsexperimente wurde anschlieBend mit Hilfe der magnetischen Zellsepara-
tion die Fraktion der y6-T-Zellen aufgereinigt. Der Anteil der y5-T-Zellen vor und nach
MACS wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie erfasst.

IL-2
| +
‘ Zoledronsdure

Ficoll __

ﬁ Blutentnahme #,
\
;

\,uS-T-ZeIIenﬂ w

Abb. 1 Schematische Darstellung der in vitro Kultivierung von y6-T-Zellen. Nach initialer Gewinnung der
PBMC aus dem Spenderblut mittels Ficoll wurden diese an Tag 0 mit Zoledronsdure und I1-2, sowie an Tag 5
erneut mit IL-2 stimuliert. Die hierunter expandierenden y6-T-Zellen wurden an Tag 9 mit Hilfe der magneti-

schen Zellseparation (MACS) isoliert.
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Durch die einmalige Stimulation mit Zoledronsdure und unter Zugabe von IL-2 konnte
bei 3 Spendern in 4 Versuchen eine Expansion der 20 Millionen eingesetzten PBMC auf
eine durchschnittliche Zellzahl von 73,44 + 15,20 Millionen Zellen nach 9 Tagen erzielt
werden. Dies entspricht einer durchschnittlich 3,67 + 0,76-fachen Expansionsrate inner-
halb von 9 Tagen (n=4) (s. Abb. 2). Bei zwei weiteren Spendern wurden 20 Millionen der
gewonnenen PBMC gleichermallen stimuliert und an Tag 8 gezéhlt. Hier zeigten sich
durchschnittlich 99 + 11,31 Millionen Zellen, entsprechend einer Vervielfachung um den
Faktor 4,95 + 0,57 (n=2). Es waren interindividuelle sowie intraindividuelle Schwankun-
gen zu verzeichnen. So ergaben sich fiir den Spender 2 an Tag 9 in zwei separat durchge-
fiihrten Experimenten dieser Versuchsreihe Vervielfaltigungen der PBMC um den Faktor
2.8 bzw. 3,55; an Tag 8 zeigte der gleiche Spender eine Vervielfachungsrate von 5,36.
Die minimale Vervielfachung bei den drei getesteten Spendern lag an Tag 8 bzw. 9 beim

Faktor 2.8, die hochste gemessene Vervielfachungsrate bei 5,36 (s. Abb. 2).
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A Zellproliferation nach Stimulation frisch isolierter PBMC
mit IL-2 und Zoledronsaure
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Vervielfachungsrate der Zellen innerhalb von 8 bzw. 9
Tagen

Spender 1 Spender 2 Spender 1 Spender 2 Spender 2 Spender 3
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Vervielfachungsrate der
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Abb. 2 Nach Stimulation frisch isolierter PBMC mit IT-2 und Zoledronsiure zeigte sich bei allen Spendern eine
reproduzierbare Zellexpansion. A Darstellung der Zunahme der Zellzahl innerhalb von 8 bzw. 9 Tagen bei den
getesteten drei Spendern. (n=6) B Darstellung der Vervielfachungsrate der Zellen innerhalb von 8 Tagen (Spender
1 Exp. 2, Spender 2 Exp.3, n=2) bzw. 9 Tagen (Spender 1 Exp. 1, Spender 2 Exp. 1 und 2, Spender 3. n=4).

Es lief} sich also durch Stimulation mit Zoledronsiure unter Zugabe von IL-2 eine repro-

duzierbare Expansion erzielen.

Die Proliferation der PBMC ist vor allem auf eine Expansion der y6-T-Zellen zuriickzu-
fiihren. Bei den getesteten drei Spendern exprimierten an Tag 8 bzw. 9 82.87% + 11,76%
(n=6) der in Kultur befindlichen Zellen neben CD3 auch den y3-T-Zell-Rezeptor (s. Abb.
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3A). Auch hier zeigten sich neben interindividuellen vor allem intraindividuelle Unter-
schiede (s. Abb. 3B), so dass eine Abhangigkeit des Proliferationserfolges der yo -T-Zel-
len von den situativen Gegebenheiten im Spenderorganismus zum Zeitpunkt der Blutent-
nahme angenommen werden kann. Bei den zwei wiederholt getesteten Spendern ergaben
sich Spannbreiten von 61,4% bis 80,7% (Spender 1) bzw. 85,1% bis 94,4% (Spender 2)
an y0-T-Zellen innerhalb der expandierten PBMC. Der Anteil an y5-T-Zellen an den
Lymphozyten im peripheren Blut vor Stimulation wurde in den hier dargestellten Expe-
rimenten nicht getestet, in vorangegangenen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe ergaben sich
hierfiir intra- und interindividuell variable Anteile von 1,5%-5,5% (191). Dies entspricht
den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen (103).

Anteil der y&-T-Zellen in der IL-2 und
A  zoledronsdurestimulierten PBMC-Kultur an Tag 8 bzw. 9

= ybd-T-Zellen an Tag 8 bzw. 9 nach Stimulation mit IL-2 und Zoledronsaure

= restliche PBMC an Tag 8 bzw. 9 nach Stimulation mit IL-2 und Zoledronsaure

Anteil yd6*-Zellen in den IL-2 und
zoledronsaurestimulierten PBMC-Kulturen an Tag 8 bzw. 9

B
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+
© 40
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3"‘% Spender 1 Spender 1 Spender 2 Spender 2 Spender 2 Spender 3

Experiment 1 Experiment 2 Experiment 1 Experiment2 Experiment 3

Abb. 3 A An Tag 8 bis 9 nach Stimulation mit IT-2 und Zoledronsiure wiesen die PBMC-Kulturen einen durch-
schnittlichen Anteil von 82,87% + 11,76% (n=6) y6 -T-Zellen auf. B In Bezug auf die Expansion von y6-T-Zellen
durch Stimulation von PBMC mit IT-2 und Zoledronséure zeigten sich bei den drei Spendem inter- und intraindi-
viduelle Unterschiede bei insgesamt hohen Proliferationsraten (n=6).
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Um moglichst reine yo-T-Zell-Kulturen fiir die spateren Experimente zu gewinnen und
einen Einfluss verbleibender antigenprasentierender Zellen, wie B-Zellen innerhalb der
PBMC, zu minimieren, wurden die Zellen mittels Positivselektion mit y6-TCR-spezifi-

schen Antikérpern und magnetischer Zellseparation (yo-MACS) weiter aufgereinigt.

Durch den y3-MACS konnte die Reinheit der fiir die Experimente verwendeten yo-T-
Zellen der drei Spender (n=6) auf 99,06% + 0,70% hinsichtlich des Anteils der CD3 und
den y3-TCR koexprimierenden Zellen gesteigert werden (s. Abb. 4).
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Abb. 4 Darstellung der FACS-Analyse der Zellen von Spender 2 (in Experiment 1) vor
und nach magnetischer Zellseparation der mit Hilfe von IT-2 und Zoledronséure expan-
dierten y56-T-Zellen. Links abgebildet Zellen an Tag 9 nach Stimulation mit ausgeprigter
Expansion der y6 -T-Zellen. Nach y6-MACS zeigte sich eine fast reine y6 -T-Zell-Kultur
(rechts abgebildet).
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Die vorausgehenden Ausfiihrungen verdeutlichen, dass sich bei der Gewinnung von yo-
T-Zellen sowie deren Proliferation in vitro mit relativ geringem Aufwand eine ausrei-
chende Zellzahl fiir mégliche Forschungs- und Therapieansitze generieren lisst. Bei ei-
nem Einsatz von 100 Millionen PBMC lagen die zu erwartenden yo-T-Zellen trotz Ver-
lusten im Rahmen der magnetischen Zellseparation nach Stimulation und Isolation bei

123 Millionen (s. Abb. 5).

Ausbeute von y&6-T-Zellen im Vergleich zu
eingesetzten PBMC
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Anzahl der Anzahl der PBMC an Anzahl der yb-T- Anzahl der yb6-T-
eingesetzten PBMC Tag 9 nach Zellen an Tag 9 nach Zellen nach MACS
Stimulation mit IL-2 Stimulation mit IL-2
und Zoledronsaure und Zoledronsaure

Millionen Zellen

Abb. 5 Darstellung der Ausbeute der zur Verfiigung stehenden y6-T-Zellen nach Stimulation von PBMC mit
I1.-2 und Zoledronsdure und nach 8 bzw. 9 Tagen durchgefiihrter magnetischer Zellseparation. Im Vergleich zu
den eingesetzten PBMC lésst sich eine ausreichende Anzahl von v6-T-Zellen fiir die spéteren Experimente
generieren. (Hochrechnung basierend auf den Ergebnissen von drei Spendern (n=4))
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3.2 Kultivierung dendritischer Zellen in vitro

Um das Potenzial von yo-T-Zellen als APC fiir die Immuntherapie zu analysieren, wurde
als Vergleichspartner die DC als Goldstandard einer antigenprasentierenden Zelle ge-
wéhlt. DC stellen eine sehr heterogene Zellpopulation dar, welche weitaus schwieriger
als y6-T-Zellen zu isolieren und in Kultur zu halten ist. Dementsprechend gestaltet sich
die Gewinnung ausreichender Mengen an DC fiir die Immuntherapie im klinischen Kon-
text kompliziert. Eine Mdglichkeit fiir die in vitro Kultivierung von DC ist die Ausreifung
von CD14"-Monozyten zu DC. Wie in Abbildung 6 schematisch dargestellt wurde zur
Gewinnung der DC dre1 HLA-BO08 positiven Spendern Blut abgenommen und mittels
Ficollgradientenzentrifugation die Lymphozytenpopulation isoliert. Danach wurden per
magnetischer Zellseparation CD14*-Zellen isoliert. Zur Uberpriifung der Reinheit der ge-
wonnenen Kulturen wurden entsprechende Proben vor und nach dem Verfahren mit An-
tikdrpern gegen CD14 und CD3 gefarbt und anschlieBend mittels FACS analysiert. Die
CD14"-Zellen wurden an Tag 0 sowie Tag 3 mit GM-CSF sowie IL-4 stimuliert und an
Tag 6 durch Zugabe von IL-6, IL-1p, PGE-2 und TNF-a zur Ausreifung gebracht. Am
Folgetag wurden die nun reifen DC fiir die folgenden Koinkubationsversuche mit autolo-

gen CD3"-T-Zellen eingesetzt.
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Abb. 6 Schematische Darstellung der Kultivierung von DC. Aus den aus Spenderblut mittels Ficollgradientenzent-
rifugation gewonnenen PBMC wurden anschliefend mittels MACS CD14*-Monozyten gewonnen. Diese wurden

unter Zugabe von IL-4 und GM-CSF an Tag 0 und Tag 3 stimuliert. Unter Zugabe von IL-6, IL-1p, PGE-2 und

TNF-0 an Tag 6 reiften die Zellen zu reifen DC heran, die an Tag 7 fiir die folgenden Experimente geerntet wurden.
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Im Blut der getesteten dre1 gesunden Spender (n=6) fanden sich stark unterschiedliche
Anteile an CD14%-Zellen. Im Mittel fanden sich 15,57% + 7,31% CD14"CD3"-Zellen in-
nerhalb der isolierten PBMC bei einer Bandbreite der einzelnen Werte von 6,00% bis
28,29% (s. Abb. 7).
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Abb. 7 Im frisch entnommenen Spenderblut war nur ein geringer Anteil, durchschnittlich 15.6% der PBMC,
CD147CD3" (n=6). Hierbei zeigte sich eine grofie Variationsbreite zwischen den getesteten Spendermn.

Um diese Zellen fiir die weiteren Experimente aus der PBMC-Menge zu isolieren wurde
auch hier die magnetische Zellseparation angewandt. Dadurch konnten durchschnittlich
aus 30*10° PBMC 4,93*10° + 1,28*10% CD14"-Zellen gewonnen werden. Diese durch
den Positiv-MACS gewonnene Zellfraktion wies eine durchschnittliche Reinheit von
93,34% + 3,61% hinsichtlich der CD14"-Zellen auf. Die Ausschussfraktion hingegen
zeigte eine nahezu komplette Depletion der CD14"-Zellen; nur 0,29% +0,27% der Zellen
waren CD14" und CD3" (s. Abb. 8).
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Abb. 8 Exemplarische Darstellung der FACS-Analyse der Zellen von Spender 1 (Experiment 1) vor und nach
CD14-MACS. Links abgebildet PBMC vor Isolation der CD14%-Zellen. Mittels CD14-MACS lieBen sich Rein-
heiten der Positivfraktion von durchschnittlich 93% (n=6) CD14*-Zellen erzielen (Abbildung Mitte). In der Aus-
schlussfraktion fanden sich nur vereinzelte (durchschnittlich 0,27%. n=6) CD14*-Zellen was auf eine nahezu kom-

plette Depletion schliefien lasst.

Wihrend der Stimulations- und Ausreifungsphase der DC kam es zu einem Riickgang der

Zellzahl der Kulturen, so dass an Tag 7 durchschnittlich nur noch 44,5% +10,0%, also

2,25 + 0,88 Millionen der urspriinglichen 4,93 + 1,28 Millionen isolierter CD14"CD3-

Zellen fiir die folgenden Experimente zur Verfiigung standen (n=6) (s. Abb. 9).

Verlauf der Zellzahl wéhrend der in vitro Ausreifung
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ADbb. 9 Wihrend der zytokininduzierten Ausreifung CD14%-Zellen zu reifen DC ging die Zellzahl auf durch-
schnittlich 44,5% der anfangs isolierten CD147-Zellen zuriick, so dass von den urspriinglich mittels MACS

isolierten 4,93 Millionen CD14*-Zellen nach 7 Tagen nur 2,25 Millionen ausgereifte DC verblieben (n=6).
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Zusammenfassend ergab sich, verglichen mit der Zahl der initial eingesetzten PBMC, nur
eine geringe Ausbeute an reifen DC. Bei einem Einsatz von 100 Millionen PBMC lage

die zu erwartende Zahl reifer DC bei ca. 7,3 Millionen Zellen (s. Abb 10).

Ausbeute reifer DC im Vergleich zur Anzahl
eingesetzter PBMC
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nzahl der PBMC Anzahl der CD14+CD3- Zellen Anzahl der DC nach Ausreifung
nach MACS

= Millionen Zellen

ADb. 10 Im Vergleich zu den eingesetzten PBMC steht nach magnetischer Zellseparation der CD14*-Monozyten
sowie folgender Ausreifung mittels eines Zytokincocktails aus GM-CSF, IL-4, IL-6, IL-1p, PGE-2 und TNF-u
nur eine geringe Ausbeute an reifen DC fiir die Experimente zur Verfiigung. Im Falle von 100 Millionen einge-
sefzten PBMC wéren nur 7,3 Millionen reife DC zu erwarten. (Hochrechnung der Daten von drei Spendemn

(0=6))

Im Gegensatz zu yd-T-Zellen ist die Generierung einer ausreichenden Anzahl von ein-
setzbaren DC fiir Forschung und Therapieansitze somit wesentlich aufwendiger und in-

effektiver.
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3.3 Gewinnung der CD3"-Responderzellen

Zur Evaluation der APC-Funktion von y6-T-Zellen sowie der Induktion regulatorischer
T-Zellen durch y6-T-Zellen wurden Koinkubationsexperimente von in vitro aktivierten
v6-T-Zellen sowie DC mit CD3*-Responderzellen durchgefiihrt. Um den Einfluss anderer
antigenprasentierender Zellen auszuschliefen wurden die Responderzellen vor Beginn
der Kokulturen aufgereinigt. Nach tagesgleicher Entnahme des Spenderblutes und Isola-
tion der Lymphozyten mittels Ficollgradientenzentrifugation erfolgte hierzu eine magne-
tische Zellseparation zur Gewinnung der CD3*-Responderzellfraktion (s. Abb 11).
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ADb. 11 Schematische Darstellung der Gewinnung der CD3*-Responderzellen. Nachdem die PBMC aus dem Blut

der Spender mittels Ficollgradientenzentrifugation isoliert wurden, erfolgte die magnetische Zellseparation. Hier-
durch konnten in der Ausschlussfraktion des MACS die CD3*-Responderzellen fiir die folgenden Kokulturexpe-

rimente gewonnen werden.

Innerhalb der von den drei Spendern (n=6) isolierten PBMC fanden sich durchschnittlich
72,46% + 7,02% CD3"-Zellen, wobei die einzelnen Werte zwischen 60,4% und 79,7%

lagen.

Mittels des CD3-MACS konnte bei den drei Spendern in vier Versuchen eine Reinheit
der CD3-Fraktion von durchschnittlich 91,92% + 3,86% erzielt werden (s. Abb. 12).
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Abb. 12 Darstellung der FACS-Analyse der Zellen eines Spenders vor und nach CD3 MACS. Links abgebildet
PBMC vor Isolation der CD3* Zellen. Mittels CD3-MACS liefen sich Reinheiten der Negativfraktion von durch-
schnittlich 92% CD3" Zellen erzielen (Abbildung Mitte). In der in der MACS-Kolummne verbliebenen Fraktion
fanden sich verfahrensbedingt weiterhin ca. 14% CD3* Zellen (Abbildung rechts).

Da bei dieser Negativ-Separation die CD3"-Zellen die Ausschlussfraktion bilden und die
anderen Zellen mit Hilfe eines Cocktails von CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123
sowie Glycopherin A-Beads herausgefiltert wurden, blieben die CD3"-Zellen unberiihrt
und somit unstimuliert (2). Sie eigneten sich somit als Responderzellen fiir die Koinku-

bationsversuche mit DC und yd-T-Zellen.

3.4 Induktion antigenspezifischer CTL durch peptidbeladene
v0-T-Zellen

Ein therapeutischer Ansatz der Immuntherapie besteht in der in vitro Expansion zytoto-
xischer T-Zellen mit Spezifitit fiir Tumor-assoziierte Antigene unter Zuhilfenahme kom-
petenter antigenprasentierender Zellen. Aufgabe der APC ist dabei, die defizitdren Fahig-
keiten von Tumorzellen, T-Zellen antigenspezifisch zu stimulieren, zu umgehen. Ent-
scheidend fiir den Erfolg eines solchen Therapieansatzes ist die Effektivitit, mit welcher
die APC antigenspezifische zytotoxische T-Zellen induzieren kann. DC haben dahinge-
hend optimale Eigenschaften, jedoch wird aufgrund der beschriebenen technischen
Schwierigkeiten ihrer in vitro Expansion nach Alternativen gesucht. Zur niheren Erfor-
schung einer moglichen Funktion in vitro aktivierter yo-T-Zellen als APC haben wir zu-
nédchst in einem Virusmodell ihre Fahigkeiten zur Induktion peptidspezifischer zytotoxi-
scher T-Zellen gepriift. Dazu wurden in vitro aktivierte yo-T-Zellen mit dem Peptid RAK
des BZLF1-Proteins, einem Peptid des lytischen Zyklus von EBV, beladen und mit einer
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autologen CD3*T-Zell-Responderzellkultur koinkubiert. Aufgrund der HLA-Restriktivi-
tat der Peptidprasentation wurden nur Spender mit dem zur Prasentation des EBV-Peptids
RAK erforderlichen HLA-BOS Oberflichenmerkmal eingesetzt (20,153). Als Vergleichs-
population dienten DC. Zur Minimierung anderer Einflussfaktoren wurde fiir Effektor-
sowie Responderzellen sowie die zugesetzten Medien ein autologer Kontext gewahlt. Die
Experimente wurden fiir drei Spender durchgefiihrt, wobei einer der Spender zweimalig

getestet wurde (n=4).

Die zuvor mittels Zoledronsdure und IL-2 stimulierten und nach 9 Tagen per magneti-
scher Zellseparation isolierten yo-T-Zellen wurden hierfiir mit dem RAK-Peptid beladen
und dann in einer Ratio von 1:10 mit den autologen CD3*-Responderzellen koinkubiert.
Als Vergleichsgruppe dienten DC des jeweils selben Spenders, welche mittels Zugabe
von GM-CSF und IL-4 zu CD14"-Monozyten an Tag 0 und Tag 3 generiert und mittels
der Ausreifungszytokine IL6, IL-1P, PGE-2 und TNF-a an Tag6 in vitro ausgereift wur-
den. Die an Tag 7 geernteten, reifen DC wurden ebenfalls mit dem RAK-Peptid beladen
und dann in einer Ratio von 1:10 mit autologen CD3*-Responderzellen koinkubiert. Eine
Mediumkontrolle, bestehend aus einer reinen CD3*-Responderzellkultur ohne den Zusatz
von APC, wurde ebenfalls angelegt (schematische Darstellung des Versuchsaufbaus in
Abbildung 13). Die Kulturen wurden an Tag 0 in autologem, IL.-2 haltigem Medium in-
kubiert, welches an Tag 3 einmalig gewechselt wurde. An Tag 7 wurden die Koinkubati-
onen mit monoklonalen Antikérpern gegen CD3, CD8 sowie einer fiir das RAK-Peptid
spezifischen Pentamerfarbung gefarbt und mittels FACS-Analyse hinsichtlich ihres An-
teils an zytotoxischen T-Zellen bzw. RAK-spezifischen zytotoxischen T-Zellen unter-
sucht. Parallel erfolgte eine FACS basierte Bestimmung der in der gleichen Kultur be-
findlichen regulatorischen T-Zellen.
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Abb. 13 Schematische Darstellung des Koinkubationsversuches. Nach vorausgehender Gewinnung der y6-T-Zel-
len, reifer DC sowie der CD3*-Responderzellen wurden RAK-peptidbeladene sowie nichtpeptidbeladene y5-T-
Zellen bzw. DC in einer Ration von 1:10 mit den autologen CD3*-Responderzellen unter Zugabe von IL-2 koin-
kubiert. Als Mediumkontrolle diente eine reine CD3*-Responderzellkultur ohne Zusatz von APC. Nach einer Wo-
che erfolgte die FACS Analyse der Kulturen hinsichtlich des Anteils der vorliegenden zytotoxischen T-Zellen,
RAK-spezifischen zytotoxischen T-Zellen sowie regulatorischen T-Zellen.

Durch die RAK-Peptidbeladung der y6-T-Zellen bzw. DC wurden in den Kokulturen
RAK-spezfische CD8"-Killerzellen spezifisch aktiviert. Durch peptidspezifische Expan-
sion kam es zu einem Anstieg der RAK-spezifischen CD8"-Zellen.

In der reinen CD3"-Kultur als Mediumkontrolle lag der durchschnittliche Anteil der CD3*
CD8*-Zellen an den lebenden Zellen an Tag 7 der Koinkubation bei den drei Spendern
be1 21,94% =+ 1,09%. Auch bei Koinkubation mit y3-T-Zellen (21,47% + 1,93%) und DC
(18,28% =+ 2.43%) fanden sich ohne Peptidbeladung etwa gleiche Anteile CD3*CD8"-
Zellen, wobeli sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Kokulturen der yo-T-Zel-
len und der Mediumkontrolle (p=0,69) sowie zwischen den Kokulturen der yo-T-Zellen
und den Kokulturen der DC (p=0,09) finden lief3.

Im Gegensatz dazu wiesen die Kokulturen mit DC im Vergleich zur Mediumkontrolle
der reinen CD3"-Responderzellkulturen im Durchschnitt signifikant weniger zytotoxi-
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sche T-Zellen auf (p=0,03). Ein Erkldrungsansatz ist der hohere Gehalt an regulatori-
schen T-Zellen in diesen Kulturen und deren immunsuppressive Wirkung auf CD8"-T-

Zellen (s. Abb 14 und 16 ).
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ADbb. 14 Autologe CD3*-Responderzellen wurden sieben Tage lang mit nichtpeptidbeladenen y5-T-Zellen sowie
DC unter Zugabe von IL-2 koinkubiert. A Dargestellt ist die FACS-Analyse der Zellkulturen an Tag 7 hinsichtlich
ihres Anteils an CD3*CD8"-Zellen (Darstellungen zeigen Spender 2 Experiment 2). Von links nach rechts
dargestellt: Gatingstrategie, Mediumkontrolle reiner CD3*-Responderzellen ohne APC, Kokultur mit
nichtpeptidbeladenen y5-T-Zellen, Kokultur mit nichtpeptidbeladenen DC. B Ubersicht iiber die vier Spender.
Wihrend zwischen Kokultuen mit nichtpeptidbeladenen v6-T-Zellen verglichen mit der Mediumkontrolle kein
sigfikanter Unterschied (p=0.,69) hinsichtlich des Anteils der zytotoxischen T-Zellen bestand, lagen in den
Kokulturen nichtpeptidbeladener DC signifikant weniger zytotoxische T-Zellen im Vergleich zur Mediumkontrolle
vor (p=0,03) (n=4).

Nach RAK-Peptidbeladung stieg der Anteil der zytotoxischen CD3*CD8"-Zellen an. In
Kokulturen mit RAK-peptidbeladenen yo-T-Zellen wiesen sie durchschnittlich einen An-
teil von 60,26% + 11,53% auf und unterschieden sich somit signifikant (p<0,01) von der
Mediumkontrolle der reinen CD3"-Responderzellen (n=4). Auch in den Kokulturen der
RAK-peptidbeladenen DC zeigte sich im Vergleich zur Mediumkontrolle ein signifikan-
ter Anstieg der CD3"CD8-Zellen (p<0,01) auf 67,70% = 8,19% (n=4). Vergleicht man
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den Anteil der CD3"CD8-Zellen in den beiden peptidbeladenen Kokulturen von y8-T-
Zellen bzw. DC hingegen, ergab sich kein signifikanter Unterschied (p=0,33, n=4) (s.
Abb. 15 und 16).
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ADb. 15 Autologe CD3*-Responderzellen wurden sieben Tage lang mit RAK-peptidbeladenen y5-T-Zellen sowie
RAK-peptidbeladenen DC unter Zugabe von IL-2 koinkubiert. A Dargestellt ist die FACS-Analyse der Zellkulturen
an Tag 7 hinsichtlich ihres Anteils an CD3*CD8"-Zellen (Darstellungen zeigen Spender 1). Von links nach rechts:
Gatingstrategie, Mediumkontrolle reiner CD3*Responderzellen ohne APC, Kokultur mit RAK-peptidbeladenen 8-
T-Zellen, Kokultur mit RAK-peptidbeladenen DC. B Ubersicht iiber den Gehalt zytotoxischer T-Zellen in den
RAK-peptidbeladenen Kulturen der drei Spender. An Tag 7 der Kokulturen fand sich sowohl in den Kokulturen
der RAK-peptidbeladenen y6-T-Zellen als auch in den Kokulturen der RAK-peptidbeladenen DC eine Expansion
der CD3*CD8%*-Zellen. Der Unterschied war in beiden Kokulturen signifikant im Vergleich zur Mediumkontrolle
(p fiir beide Kokulturen < 0,01). Der Unterschied der Expansion CD3*CD8*-Zellen zwischen den peptidbeladenen
v6 -T-Zellen bzw. peptidbeladenen DC hingegen war nicht signifikant (p=0,33) (n=4).
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Abb. 16 Autologe CD3*-Responderzellen wurden sieben Tage lang mit RAK-peptidbeladenen bzw.
nichtpeptidbeladenen y5-T-Zellen sowie RAK-peptidbeladenen bzw. nichtpeptidbeladenen DC unter
Zugabe von IL-2 koinkubiert. An Tag 7 der Koinkubation zeigte sich eine signifikante Expansion der
zytotoxischen T-Zellen in den RAK-peptidbeladenen Kokulturen im Vergleich zur Mediumkontrolle (p
<0,01 fiir y3+RAK sowie DC+RAK). Dahingegen zeigte sich ein signifikanter Riickgang der CD37CD8"*-
Zellen in der Kokultur der nichtpeptidbeladenen DC im Vergleich zur Mediumkontrolle (p=0.03).

Eine erginzend durchgefiihrte Pentamerfarbung erlaubt eine weitere Differenzierung
durch die selektive Detektion der T-Zellen, welche einen peptidspezifischen T-Zell-Re-
zeptor exprimieren. Bei der hier durchgefiihrten RAK-Pentamerfiarbung verdeutlichte
sich, dass die Expansion der CD3*CD8"-Zellen vor allem auf die der RAK-spezifischen
CD8*-T-Zellen zuriickzufiihren war: Der Anteil der mittels Pentamerfarbung erfassten
CD8" -RAK-spezifischen T-Zellen lag in den RAK-peptidbeladenen y3-T-Zell- Kokultu-
ren bei den drei Spendern durchschnittlich bei 43,64% + 13,07% (n=4); bei Kokulturen
mit RAK-beladenen DC respektive bei 52.87% =+ 13,22% (n=4). Ein signifikanter Unter-
schied hinsichtlich der Induktion RAK-spezifischer CD8"-Zellen bestand zwischen die-
sen beiden Gruppen nicht (p=0,36) (s. Abb. 17 und 18).
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Abb. 17 Autologe CD3*-Responderzellen wurden sieben Tage lang mit RAK-peptidbeladenen bzw.
nichtpeptidbeladenen y6-T-Zellen sowie RAK-peptidbeladenen bzw. nichtpeptidbeladenen DC unter Zugabe von
IL-2 koinkubiert. Dargestellt ist die FACS-Analyse der CD8 und RAK-Pentamer geffirbten Zellen von Spender 2
Experiment 1 zur Erfassung der an Tag 7 in Kokultur befindlichen RAK-spezifischen zytotoxischen T-Zellen: Oben
links das gewihlte Gate der lebenden Zellen. Bei den Kokulturen der nichtpeptidbeladenen y6-T-Zellen fanden sich
nur sehr vereinzelte RAK-spezifische CTL (Abbildung oben mittig), wihrend RAK-peptidbeladene y6-T-Zellen
effektiv RAK-spezifische CTL induzierten (Abbildung oben rechts). Auch in den Kokulturen mit
nichtpeptidbeladene DC fanden sich nur sehr vereinzelte RAK-spezifische CTL (Abbildung unten links) wihrend

Data.014

10Om

DC+RAK

57,31%

CDS8 FITC

Pentamer Fluorotag PE 100

in Koinkubation mit RAK-peptidbeladenen DC eine grofie Population RAK-spezifische CTL induziert wurde.
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ADbb. 18 Autologe CD3*-Responderzellen wurden sieben Tage lang mit RAK-peptidbeladenen y5-T-Zellen sowie
RAK-peptidbeladenen DC unter Zugabe von IL-2 koinkubiert. A Bei allen durchgefiihrten Experimenten zeigte
sich eine reproduzierbar stabile Induktion RAK-spezifischer CTL durch RAK-antigenprisentierende y6-T-Zellen
und RAK-antigenprésentierende DC. B Der Anteil der induzierten RAK-spezifischen CTL in den Kokulturen RAK-
peptidbeladener DC unterschied sich nicht signifikant vom Anteil RAK-spezifischer CTL in den Kokulturen mit
RAK-peptidbeladenen v6-T-Zellen (p=0,36).

Ohne RAK-Peptidbeladung hingegen fanden sich bei den drei Spendern nach sieben Ta-
gen in den reinen CD3*-Responderzellkulturen erwartungsgemall keine nennenswerten
Anteile CD8" RAK-spezifischer Zellen. Durchschnittlich nur 0,45% =+ 0,63% der Zellen
waren CD8- und RAK-spezifisch. Auch in den Kokulturen mit y3-T-Zelle (0,42% =+
0,54%) bzw. DC (0,43% =+ 0,37%) fand keine Induktion RAK-spezifischer CTLs statt.

Eine Peptidbeladung der APC fiihrte also sowohl bei y6-T-Zellen als auch bei DC zur

Expansion zytotoxischer T-Zellen, wobei vorwiegend antigenspezifische zytotoxische T-
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Zellen stimuliert wurden. Betrachtet man den Anteil antigenspezifischer T-Zellen bezo-
gen auf die Gesamtzahl der in Kokultur befindlichen zytotoxischen T-Zellen ergibt sich
folgendes Bild: Durchschnittlich 70,87% + 11,94% der durch RAK-beladenene y5-T-Zel-
len stimulierten CD8*-Zellen zeigten sich in der Pentamerfarbung spezifisch fiir dieses
Antigen. Nur wenig effektiver waren diesbeziiglich RAK-beladene DC in deren Kokul-
turen 76,75% =+ 11,50% der CD8*-Zellen eine Spezifitit fiir das RAK-Antigen zeigten.
Statistisch ist dieser Unterschied nicht signifikant (p=0,50).

Sowohl peptidbeladene y6-T-Zellen als auch DC stellen in diesem Modell somit effektive
APC dar, welche in der Lage sind, eine Proliferation RAK-spezifischer CD8"-T-Zellen

zu induzieren.

3.5 Weder RAK-peptidbeladene noch unbeladene y6-T-Zellen

induzieren regulatorische T-Zellen

Regulatorische T-Zellen sind in der Lage, die Immunantwort des Korpers durch ihre
suppressiven Eigenschaften zu ddmpfen. Von Natur aus als negativer Riickkoppelungs-
mechanismus zur Pravention einer iiberschiefenden Immunantwort angelegt, wiirde eine
Stimulation von regulatorischen T-Zellen im Rahmen der Immuntherapie von Krebs-
oder Infektionskrankheiten daher gleichzeitig einen Verlust der Therapieeffektivitét

durch die daraus resultierende Immunsuppression bedeuten.

Zur Evaluierung der Beeinflussung regulatorischer T-Zellen im Rahmen einer Antigen-
prasentation wurden die beschriebenen Koinkubationsversuche autologer CD3*-Respon-
derzellen mit antigenprasentierenden Zellen daher auch beziiglich der Induktion regula-
torischer T-Zellen durch RAK-peptidbeladene und unbeladene aktivierte yo-T-Zellen
bzw. reife DC getestet.

Zur Bestimmung des Grundgehaltes an FOXP3"-Zellen erfolgte eine entsprechende Fir-
bung und Analyse aus den PBMC vor Durchfithrung des CD3-MACS.

An Tag 7 wurden die Zellen der Koinkubationen mit monoklonalen Antikérpern gegen
CD3, CD4, CD25 sowie den intrazelluldren Transkriptionsfaktor FOXP3 gefarbt und mit-
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tels FACS-Analyse der Anteil CD4"CD25"FOXP3™" regulatorischer T-Zellen quantifi-
ziert. Parallel erfolgte die FACS-basierte Quantifizierung der in der gleichen Kultur be-
findlichen RAK-spezifischen zytotoxischen T-Zellen.

Zur Bestimmung des Gehaltes an regulatorischen T-Zellen wurde bei der FACS-Analyse
der Gehalt der CD25"FOXP3"-Zellen innerhalb der Population der CD4"-Zellen erfasst.
Zur Festlegung der Gates dienten mitgefiihrte FOXP3 ungefarbte Kontrollen der einzel-
nen Kulturen. Aufgrund der intrazellularen FOXP3-Farbung mit Permeabilisationspuffer
zeigte sich eine Verschiebung der Zellen im Vorwirts-Seitwarts-Scatter, so dass die Gates

fiir die jeweilige Population sowie zwischen FOXP3 ungefarbter Kontrolle und FOXP3-
Farbung angepasst wurden (s. Abb. 19).

FOXP3 ungefarbte Kontrolle
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Abb. 19 FACS-Analyse zur Bestimmung der Anzahl CD25"FOXP3*-Zellen innerhalb der CD4*CD3*-Zellen frisch
isolierter PBMC von Spender 3. Oben dargestellt die FOXP3 ungefiirbte Kontrolle zur Festlegung der Analysegren-
zen fiir FOXP3. In der Unteren Reihe wurden die Zellen zusétzlich zu CD3, CD4 und CD25 auch fiir FOXP3 ange-
firbt, hierdurch zeigt sich ein Absterben der Zellen im Vorwirts-Seitwirts-Scatter, so dass die Gates entsprechend
angepasst wurden. Bei Spender 3 fanden sich 3,79% FOXP3*CD25%-Zellen innerhalb der CD3*CD4*-Population

frisch isolierter PBMC.

Direkt nach Isolierung der PBMC aus dem Blut der dret HLA-BOS8 positiven Spender
zeigte sich bei diesen durchschnittlich ein Gehalt von 2,38% + 1,10 CD25"FOXP3*-Zel-
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len innerhalb der Fraktion CD4*- und CD3"-Zellen. Schwankungen waren sowohl inter-
individuell mit Werten von 1,28% bis 3,79% der CD25"FOXP3"-Zellen innerhalb der
CD3"CD4"-Population als auch intraindividuell von 1,28% bis 2,65% der
CD25*FOXP3*-Zellen innerhalb der CD3*CD4*-Population bei der zweifachen Testung
eines Spenders (s. Tabelle 1 und Abbildung 20).

Nach einwdchiger Inkubationszeit der Kokulturen zeigte sich in der Mediumkontrolle
reiner CD3*-Responderzellen bei den drei Spendern in vier Versuchen ein durchschnitt-
licher Anteil von 4,09% + 0,97% der CD25"FOXP3*-Zellen an den CD4"-Zellen (s. Ta-
belle 1 und Abbildung 20).

Tabelle 1: Anteil CD25*FOXP3*-Zellen an der CD4"CD3*-Population von PBMC

Spender 1 | Spender 2 Spender 2 Spender 3 n G
Experiment 1 Experiment 2
Anteil CD25'FOXP3* 1,78% 1,28% 2.65% 3.79% 2.38% | 1,10%
Zellen an den
CD4"CD3*-Zellen
frisch isolierter PBMC
an Tag 0
Anteil CD25'FOXP3*- 3.79% 2,93% 4.42% 5.23% 4,09% | 0,97%

Zellen an den CD4*-
Zellen der Medium-
kontrolle der CD3*-
Responderzellkultur
nach 7 d

Der Anteil CD25"FOXP3*-Zellen an der CD4"CD3*-Population von frisch isolierten PBMC dreier HLA-BOS8 po-
sitiver Spender sowie nach einwdchiger Inkubationszeit innerhalb der CD4*-Zellen der Mediumkontrolle reiner
CD3*-Responderzellen. Es zeigten sich intra- sowie interindividuelle Schwankungen. Die Expansionsrate der re-
gulatorischen T-Zellen innerhalb der 7 Tage ist statistisch nicht signifikant (p=0,06. n=4).

= Mittelwert, o= Standardabweichung
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Abb. 20 Innerhalb von sieben Tagen zeigte sich in der Mediumkontrolle der CD3*-Responderzellkulturen unter
Stimulation mit IL-2 ein statistisch nicht signifikanter (p=0,06) Anstieg der CD25*FOXP3*-Zellen innerhalb der
CD4*-Zellpopulation im Vergleich zum Anteil CD25"FOXP3*-Zellen innerhalb der CD4*CD3*-Zellpopulation
frisch isolierter PBMC um den Faktor 1.87 (=4).

Verglichen mit dem Anteil CD25"FOXP3"-Zellen an den CD4"CD3"-Zellen frisch iso-
lierter PBMC ergab sich somit innerhalb der sieben Tage unter der Stimulation mit IT.-2
eine statistisch jedoch nicht signifikante (p=0,06) Zunahme dieser Zellen in der Medium-
kontrolle der CD3"-Responderzellen (s. Abb. 20 ). Durchschnittlich steigerte sich der Ge-
halt CD25" FOXP3*-Zellen an den CD4"-Zellen in diesem Zeitraum bei den drei Spen-
dern um den Faktor 1,87 +0,42.

In den Kokulturen von CD3*-Responderzellen mit nichtpeptidbeladenen y3-T-Zellen lag
der Gehalt der CD25"FOXP3"-Zellen innerhalb der CD4"-Zellpopulation nach sieben Ta-
gen bei den drei1 Spendern bei durchschnittlich 5,30% =+ 1,65%. Es zeigten sich interindi-
viduelle Unterschiede mit Werten von 3,05% bis 6,79% sowie leichte intraindividuelle
Unterschiede bei dem doppelt getesteten Spender mit Werten von 5,11% und 6,79% (s.
Tabelle 2 und Abb. 21+22). Ein signifikanter Unterschied des Anteils der
CD25"FOXP3*-Zellen an der CD4*-Zellpopulation der Kokulturen von CD3*-Respon-
derzellen mit nichtpeptidbeladenen yd-T-Zellen im Vergleich zur Mediumkontrolle der
CD3*-Responderzellkultur fand sich nicht. (p=0,26) (s. Tabelle 3 und Abb. 21+22).

In den Kokulturen von CD3*-Responderzellen mit RAK-peptidbeladenen y5-T-Zellen lag
der Gehalt der CD25"FOXP3"-Zellen innerhalb der CD4"-Zellpopulation nach sieben Ta-
gen bei den drei Spendern bei durchschnittlich 4,62% + 1,49% (2,81% bis 6,36%), bei
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leichten intraindividuellen Unterschieden bei dem doppelt getesteten Spender mit Werten
von 5,07% und 6,36% (s. Tabelle 2 und Abb. 21+22). Auch hier fand sich kein signifi-
kanter Unterschied der CD25"FOXP3*-Zellen innerhalb der CD4*-Zellpopulation der
Kokulturen mit RAK-peptidbeladenen y6-T-Zellen im Vergleich zur Mediumkontrolle
der CD3*-Responderzellkultur (p=0,57) (s. Tabelle 3 und Abb. 21+22).

Demgegeniiber fand sich in den Kokulturen von CD3*-Responderzellen mit nichtpeptid-
beladenen DC ein Anteil von durchschnittlich 13,31% + 6,04% an CD25"FOXP3*-Zellen
innerhalb der CD4*-Zellpopulation der drei Spender nach sieben Tagen. Die Induktion
regulatorischer T-Zellen wies hierbei eine deutliche interindividuelle Variationsbreite
auf. Zwar zeigte sich eine stabile Induktion regulatorischer T-Zellen in allen Kokulturen,
es ergab sich jedoch zwischen den Spendern eine Bandbreite der Werte von 9,49% bis
22.3%. Diese spiegelte sich nicht nur inter- sondern auch intraindividuell wider, so zeigte
sich bei dem doppelt getesteten Spender ein Anteil der CD25"FOXP3*-Zellen an der
CD4*-Zellpopulation von 11,32% und 22,30% (s. Tabelle 2 und Abb. 21+22). Die Induk-
tion von CD25"FOXP3*-Zellen innerhalb der CD4*-Zellpopulation der Kokulturen von
CD3*-Responderzellen mit nichtpeptidbeladenen DC zeigte sich statistisch signifikant im
Vergleich zur Mediumkontrolle der CD3"-Responderzellkultur. (p=0,02) (s. Tabelle 3
und Abb. 21+22).

Nach Peptidbeladung der DC zeigte sich hingegen keine signifikante Induktion
CD25"FOXP3"-Zellen innerhalb der CD4"-Zellpopulation verglichen zur Mediumkon-
trolle der CD3"-Responderzellen (p=0,69) (s. Tabelle 3 und Abb. 21+22). In den Kokul-
turen von CD3*-Responderzellen mit RAK-peptidbeladenen DC lag der Gehalt der
CD25"FOXP3*-Zellen innerhalb der CD4*-Zellpopulation nach sieben Tagen bei den
drei Spendern bei durchschnittlich 3,82% + 0,82%. Interindividuelle Unterschiede mit
Werten von 3,22% bis 5,04% waren ebenso zu verzeichnen wie intraindividuelle Unter-
schiede bei dem doppelt getesteten Spender mit Werten von 3,53% und 5,04% (s. Tabelle
2 und Abb. 21+22).

Vergleicht man die Induktion der CD25"FOXP3*-Zellen innerhalb der Population der
CD4*-Zellen in den Koinkubationen mit den nichtpeptidbeladenen y5-T-Zellen mit denen
in den Koinkubationen mit den nichtpeptidbeladenen DC, so findet sich ebenfalls ein sig-
nifikanter Unterschied (p=0,04). Auch gegeniiber den anderen Koinkubationen ergaben
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sich signifikante Unterschiede im Vergleich mit nichtpeptidbeladenen DC (s. Tabelle 3).
Kein signifikanter Unterschied bestand hingegen beziiglich der Induktion der
CD25"FOXP3*-Zellen innerhalb der Population der CD4*-Zellen fiir die Koinkubationen
der RAK-peptidbeladenen y6-T-Zellen mit denen der RAK-peptidbeladenen DC (p=0,38)
(s. Tabelle 3 und Abb. 21+22)

Tabelle 2: Anteil CD25"FOXP3*-Zellen an der CD4"-Population in den verschiedenen Kokulturen

Spender 1 Spender 2 Spender 2 Spender 3 K o
Experiment1 | Experiment 2

Mediumkon- 3,79% 2,93% 4,42% 5,23% 4,09% 0,97%
trolle

yo 3,05% 5,11% 6,23% 6,79% 5,30% 1,65%
yS+RAK 2,81% 5,07% 6,36% 4,25% 4,62% 1,49%
DC 9,49% 11,32% 22,3% 10,13% 13,31% | 6,04%
DC+RAK 3,22% 3,53% 5,04% 3,50% 3,82% 0,82%

Autologe CD3*-Responderzellen wurden sieben Tage lang mit RAK-peptidbeladenen bzw. nichtpeptidbeladenen
v6-T-Zellen sowie RAK-peptidbeladenen bzw. nichtpeptidbeladenen DC unter Zugabe von IL-2 koinkubiert. Die
Tabelle gibt den nach dieser Koinkubationszeit gemessenen Anteil der CD25"FOXP3*-Zellen an der CD4"-
Zellpopulation der Koinkubationen wieder. Lediglich nichtpeptidbeladene DC zeigen eine signifikante Induktion
regulatorischer T-Zellen (p=0,02) im Vergleich zur Mediumkontrolle reiner CD3*-Responderzellen. p=Mittelwert,

o= Standardabweichung, (n=4)

Tabelle 3: Signifikanz der Induktion CD4*CD25"FOXP3*-Zellen in den Kokulturen

Mediumkontrolle Y6 y&6+RAK DC DC+RAK
Mediumkontrolle X p=0,26 p=0,57 p=0,02 p=0,69
yo p=0,26 X p=0,57 p=0,04 p=0,16
y6+RAK p=0,57 p=0,57 X p=0,03 p=0,38
DC p=0,02 p=0,04 p=0,03 X p=0,02
DC+RAK p=0,69 p=0,16 p=0,38 p=0,02 X

Autologe CD3*-Responderzellen wurden sieben Tage lang mit RAK-peptidbeladenen bzw. nichtpeptidbeladenen
v6-T-Zellen sowie RAK-peptidbeladenen bzw. nichtpeptidbeladenen DC unter Zugabe von IL-2 koinkubiert. Die
Tabelle bietet eine Ubersicht iiber die Signifikanz vergleicht man die verschiedenen Kokulturen untereinander be-
ziiglich der Induktion von CD25"FOXP3*-Zellen innerhalb der Population der CD4*-Zellen. Ein signifikanter Un-
terschied fand sich in den Kokulturen mit nichtpeptidbeladenen DC im Vergleich mit allen iibrigen. (n=4)
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Abb. 21 Autologe CD3*-Responderzellen wurden sieben Tage lang mit RAK-peptidbeladenen bzw.
nichtpeptidbeladenen y6-T-Zellen sowie RAK-peptidbeladenen bzw. nichtpeptidbeladenen DC unter Zugabe von
IL-2 koinkubiert. Mittels Durchflusszytometrie wurde nach anschlieBender FOXP3-Farbung der Anteil der
FOXP3*CD25%-Zellen innerhalb des Gates der CD4*-Zellen der Kokulturen bestimmt. Abgebildet sind die FACS-
Analysen des Spenders 3. Oben links: Darstellung des Gate R1 nach erfolgter FOXP3-Farbung. Oben mittig: Gate
der CD4%-Zellen (R2). Oben rechts: Darstellung der FOXP3-ungefirbten Kontrolle zur Festlegung der Grenzen
fiir FOXP3. Darstellung der CD25"FOXP3*-Zellen an den CD4*-Zellen (Gate R1+R2) in der Mediumkontrolle
der CD3*-Responderzellen (Mitte links), in den Kokulturen mit nichtpeptidbeladenen (Mitte mittig) sowie RAK-
peptidbeladenen (Mitte rechts) y6-T-Zellen sowie in den Kokulturen mit nichtpeptidbeladenen (unten links) und
RAK-peptidbeladenen (unten rechts) DC. Eine signifikante Induktion regulatorischer T-Zellen im Vergleich zur
Mediumkontrolle findet sich nur in den Kokulturen mit nichtpeptidbeladenen DC (p=0.02).
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A Anteil CD25*FOXP3*-Zellen an der CD4*-Population
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Abb. 22 Autologe CD3*-Responderzellen wurden sieben Tage lang mit RAK-peptidbeladenen bzw. nichtpeptid-
beladenen y6-T-Zellen sowie RAK-peptidbeladenen bzw. nichtpeptidbeladenen DC unter Zugabe von IL-2 koin-
kubiert. Die Abbildungen stellen den Anteil der CD25*FOXP3*-Zellen an der CD4*-Zellpopulation fiir die ver-
schiedenen Koinkubationen der einzelnen Spender (A) und als Mittelwerte (B) dar. Es fand sich ein signifikanter
Unterschied der Anteile regulatorischer T-Zellen in den Koinkubationen mit den nichtpeptidbeladenen DC vergli-
chen mit den iibrigen Koinkubationskulturen. (zur Signifikanz s. auch Tabelle 3).
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4 Diskussion

Ubergeordnetes Ziel des Projekts ist die Untersuchung des Potenzials von y5-T-Zellen fiir
die zelluldare Immuntherapie maligner Erkrankungen. Die Rationale eines solchen Thera-
pieansatzes basiert auf der praktikablen und effizienten ex vivo Stimulationsmoglichkeit
von yo-T-Zellen, die stabile antigenspezifische T-Zell-Antworten induzieren kdnnen. Die
Attraktivitat der Effektorzellpopulation wére noch erhoht, sollte sich zeigen, dass sie in
geringerem Mafle als alternative APC regulatorische T-Zellen induzieren, die aufgrund
threr immunsuppressiven Eigenschaften als Hindernis der Immuntherapie betrachtet wer-

den (111,134,160).

Seit Dekaden gelten DC aufgrund ihrer herausragenden antigenprasentierenden Eigen-
schaften als Goldstandard der zellbasierten Immuntherapie. Doch ihre Heterogenitit so-
wie ihre aufwendige Kultivierung behindern oft einen effektiven Therapieansatz. In vo-
rausgegangenen Arbeiten hat unsere Forschungsgruppe untersucht, inwieweit y5-T-Zel-
len DC hinsichtlich der Praktikabilitidt der Gewinnung fiir in vitro Studien, ihrer Prolife-
rationskapazitit sowie ithrer Fahigkeit zur Antigenprisentation ebenbiirtig oder sogar
iberlegen sind. In der hier vorliegenden Arbeit wurde der Aspekt untersucht, ob yo-T-
Zellen und DC neben antigenspezifischen zytotoxischen T-Zellen auch regulatorische T-
Zellen induzieren und somit ein potentiell negatives Feedback fiir die von ihnen indu-

zierte (Antitumor-) Immunantwort liefern.

4.1 Vereinfachte Kultur von yo-T-Zellen im Vergleich zu DC

Unsere Arbeiten haben vorausgehende Beschreibungen bestitigt, dass sich yo-T-Zellen
im Gegensatz zu DC mit wenigen einfachen Arbeitsschritten aus PBMC generieren und
durch Bisphosphonate zur Proliferation stimulieren lassen (103). Die im peripheren Blut
zu 1-5% der T-Zellen vorkommenden y6-T-Zellen erreichen so innerhalb von 8-9 Tagen
ein Vielfaches ihrer urspriinglichen Anzahl (103). Im Zuge dieser Arbeit konnten wir
zeigen, dass nach Einsatz von 100 Millionen PBMC unter Zusatz von IL-2 und Zoledron-
sdure nach 9 Tagen im Mittel Ausbeuten von 123 Millionen y6—T-Zellen zu erwarten

sind. Zudem zeigte sich die Zahl der y6-T-Zellen an Tag 9 vor MACS mit etwa 300
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Millionen noch deutlich groBer. Eine weitere Steigerung der Ausbeute durch Minimie-
rung der im Rahmen der magnetischen Zellseparation auftretenden Verluste durch Opti-
mierung oder Wechsel des Isolationsverfahrens wire dementsprechend méglich. Abel et.
al konnten zeigen, dass die wiederholte Infusion von Zoledronsdure und II-2 stimulierten
v0-T-Zellen bei Patienten mit Multiplem Myelom keine schwerwiegenden Nebenwirkun-
gen hervorruft (4). Auch die in vivo Stimulation von y6-T-Zellen mittels IL-2 und Zometa
erwies sich als nichttoxisch (49), so dass eine Aufrechterhaltung der Immunantwort durch

Reaktivierung infundierter yo-T-Zellen moglich erscheint.

DC hingegen sind schwieriger aus peripherem Blut zu isolieren und zeigen sich deutlich
heterogener hinsichtlich ihrer Zelleigenschaften. Die durch Ausreifung aus Monozyten-
kulturen gewonnenen DC dhneln eher Makrophagen als den iibrigen Subgruppen dendri-
tischer Zellen hinsichtlich ihrer proteolytischen Fahigkeiten, so dass Forschungsergeb-
nisse mit diesen Zellen nur unter Vorbehalt auf DC im Allgemeinen iibertragbar sind
(122). Die in unseren Experimenten mit 6,00% bis 28,29% der PBMC geringe und stark
schwankende Anzahl DC im peripheren Blut erschwert zusétzlich eine Beurteilung bzw.
Vorhersage beziiglich der erforderlichen Blutmenge. Die ohnehin oft andmischen Tumor-
patienten miissten sich also ggf. rezidivierenden bzw. exzessiven Blutentnahmen unter-
ziehen, damit eine ausreichende Anzahl dendritischer Zellen fiir die Immuntherapie ge-
wonnen werden kann. Eine Steigerung der Ausbeute durch Optimierung des Isolations-
verfahrens ist gemal unseren Daten nicht zu erwarten, da in Anbetracht der geringen An-
zahl (0,29% +0,27%) der CD14"-Zellen in der Ausschlussfraktion des MACS von einer
kompletten Depletion auszugehen ist. Des Weiteren erfordert die Ausreifung dendriti-
scher Zellen eine aufwendige Stimulation durch teure Zytokincocktails, bevor sie fiir die
Forschung oder Therapie eingesetzt werden kdnnen. Zu guter Letzt zeigen DC in vitro
keine Expansion; vielmehr ging die Zellzahl im Rahmen der erforderlichen Reifungs-
schritte deutlich auf 44,5% der anfangs isolierten CD14-Zellen zuriick.
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4.2 Funktionelle Defizite der DC von Tumorpatienten erschwe-

ren die Immuntherapie

Reife DC eignen sich aufgrund ihrer hohen Kapazitit zur Antigenprisentation sehr gut
fiir die Induktion zytotoxischer T-Zellen mit Spezifitat fiir in der Regel schwach immu-
nogene, tumorassozilerte Antigene in der Immuntherapie. Trotz der herausragenden an-
tigenprasentierenden Eigenschaften stehen ihre Heterogenitidt sowie ihre erschwerten
Kulturbedingungen einer breiten Anwendung entgegen. Der Einsatz von DC in der
Krebstherapie ist weiteren Hindernissen unterworfen: DC bei Krebspatienten weisen
funktionelle Defekte auf. Bei Patienten mit Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Be-
reich zeigten DC eine verminderte Fahigkeit zur Bildung von Zellclustern (184). Gabri-
lovich et al. konnten zudem zeigen, dass die Antigenprasentation von DC bei Mausen mit
Tumoren herabgesetzt ist und sie eine verminderte Fahigkeit zur Induktion spezifischer
zytotoxischer T-Zellen aufweisen (58). Auch fiir Patienten mit fortgeschrittenem Brust-
krebs konnte eine defiziente antigenprédsentierende Funktion reifer DC nachgewiesen
werden (59). Des Weiteren liegen reife DC bei Patienten mit kleinzelligem Bronchialkar-
zinom, Brustkrebs oder Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Halsbereiches in einer deut-
lich reduzierten Anzahl vor, was den Einsatz autologer Zellen in der Immuntherapie wei-
ter erschwert (6,57,201). Im Gegensatz hierzu zeigten yo6-T-Zellen von Patienten mit Ho-
dgkin-Lymphom oder Nierenzellkarzinom nach Stimulation mit Bisphosphonaten eine

effiziente Proliferation bei fortbestehender Funktionalitit (99,108).

4.3 v8-T-Zellen sind DC hinsichtlich ihrer APC-Funktion beim
RAK.-Peptid ebenbiirtig

DC werden insbesondere aufgrund ihrer ausgeprigten antigenprasentierenden Eigen-
schaften in der Immuntherapie geschitzt. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch auch
durch yo-T-Zellen eine stabile Induktion RAK-antigenspezifischer zytotoxischer T-Zel-
len nachgewiesen werden, welche sich von der durch DC hervorgerufenen Induktion sta-
tistisch nicht signifikant unterschied. Brandes und unsere Arbeitsgruppe konnten in vor-
herigen Arbeiten zeigen, dass die durch yo-T-Zellen induzierten, peptidspezifischen
CD8"-Zellen hinsichtlich ihrer zytotoxischen Eigenschaften vollfunktionell sind
(28,108). Einschrankend muss erwahnt werden, dass das EBV-Peptid RAK auf ein stark
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immunogenes Antigen zuriickzufiihren ist, das die Eigenschaften von Tumorantigenen
nur bedingt widerspiegelt. Jedoch haben Vorarbeiten gezeigt, dass y6-T-Zellen das Po-
tenzial besitzen durch die Prasentation auch schwicher immunogener Antigene wie
LMP2a eine stabile Expansion peptidspezifischer CD8-T-Zellen zu induzieren (108).
LMP2a ist ein in der latenten Phase des EBV-Virus vorkommendes Membranprotein,
welches aufgrund seines Vorkommens bei EBV-assoziierten Tumoren wie dem Hodgkin
Lymphom oder nasopharyngealen Tumoren ein tumorassoziiertes Antigen darstellt
(31,116,138). Der Einsatz EBV-spezifischer, zytotoxischer T-Zellen, welche mittels
LMP2-transduzierten APC (DC und B-Lymphoblasten) expandiert wurden, zeigte in kli-
nischen Studien mit EBV-assoziierten Lymphomen erste Erfolge (21).

Auch nach retroviraler Transduktion von y6-T-Zellen mit dem Tumorantigen LMP2a
zeigte sich eine Expansion antigenspezifischer zytotoxischer T-Zellen (108). Die Anti-
genprasentation von yo-T-Zellen konnte somit durch genetischen Transfer von gezielt
ausgewahlten Tumorantigenen in die Zelle fiir die Inmuntherapie nutzbar gemacht wer-
den. Dabei muss jedoch in Erwagung gezogen werden, dass Tumorantigene in der Regel
schwicher immunogen sind als virale Antigene. Ein Beispiel ist das tumorassoziierte
Selbstantigen PRAME, dass sich nicht zur Induktion tumorspezifischer CD8"-T-Zellen
eignet (8). PRAME (,,preferentially expressed antigen in melanoma“), ist ein Antigen,
welches sich vor allem auf Melanomzellen, beim Plattenepthelkarzinom der Lunge sowie
bei vielen Sarkomen und akuten Leukdmien findet, jedoch in geringer Anzahl auch auf
gesunden Zellen vorkommt (83). Einige Studien zeigten zudem, dass sowohl durch yo-T-
Zellen, aber auch durch DC expandierte CD8*-Zellen mit Spezifitit fiir PRAME und an-
dere tumorassoziierte Selbstantigene in der Lyse der dieses Antigen endogen exprimie-
renden Zielzellen versagen (8,130). Die Therapie mit spezifischen T-Zellen gegen nicht-
virale Tumorantigene ist demzufolge deutlich erschwert (157). Die wesentliche Ursache
ist, dass schiitzende Toleranzmechanismen gegeniiber diesen auch auf gesunden Zellen
exprimierten Antigenen eine effektive Immunantwort verhindern (157). Dies schriankt die
Effektivitdt einer gegen Tumorselbstantigene gerichteten, zelluldiren Immuntherapie

deutlich ein, so dass weitere Forschungen auf diesem Gebiet notwendig sind.
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4.4 y6-T-Zellen induzieren keine regulatorischen T-Zellen und

tragen damit nicht zu tumorprotektiver Immuntoleranz bei

Ein weiteres Hindernis der adoptiven Immuntherapie sind Tumorinfiltrationen mit regu-
latorischen T-Zellen. Regulatorische T-Zellen besitzen ausgeprigte immunsuppressive
Eigenschaften. Zum Erhalt eines gesunden Organismus ist ein Gleichgewicht aus immun-
suppressiven und immunsupportiven Impulsen erforderlich. Ohne den Einfluss regulato-
rischer T-Zellen resultieren Autoimmunerkrankungen, Allergien, {iberschieBende Inflam-
mation und Transplantatabstofung (160). Wie aber ist ihre Rolle im Kontext einer Tumo-

rerkrankung zu bewerten?

Eine Vielzahl an Tumoren exprimieren tumorassoziierte Selbstantigene, die zwar eine
Angriffsfliche fiir das Immunsystem bieten, sich diesem jedoch entziehen. Dazu tragen
regulatorische T-Zellen bei. So konnten in einigen Tumorgeweben, z.B. von Lunge, Ovar,
Leber, Pankreas, Brust und anderen, eine gehdufte Anzahl regulatorischer T-Zellen nach-
gewiesen werden (42,78,82,115,140,145,163,165,202). Zudem korrelierten hohe Level
regulatorischer T-Zellen mit fortgeschrittenen, metastasierten Tumorstadien unter ande-
rem beim Ewing-Sarkom, Ovarial- und Mammakarzinom (13,30,42). Vor allem ein ver-
mindertes Verhaltnis von zytotoxischen T-Zellen zu FOXP3*CD4"CD25%-Zellen scheint
bei einigen Tumoren mit einer schlechten Prognose einherzugehen, weshalb von einem
tumorprotektiven Effekt der regulatorischen T-Zellen durch Suppression tumorspezifi-
scher CD8"-T-Zellen und ggf anderer Immunzellen ausgegangen wird
(78,95,140,152,164). Nicht bei allen Tumorerkrankungen ist jedoch Progress mit dem
Vorliegen regulatorischer T-Zellen assoziiert. Leon et al. postulierten, basierend auf ei-
nem mathematischen Modell, das Vorliegen zweier unterschiedlicher Arten des Tumor-
progresses. Der Arbeitsgruppe zufolge ist der Progress von schnellwachsenden Tumore
mit geringer Immunogenitat und relativer Resistenz gegeniiber tumorspezifischen Effek-
tor-T-Zellen darauf zuriickzufiihren, dass trotz der vorwiegenden Induktion von Effektor-
T-Zellen diese nicht ausreichen, das Tumorwachstum zu kontrollieren. Der Tumor ent-
wdéchst somit dem Immunsystem, ohne dass der Progress durch regulatorische T-Zellen
gefordert wird. Bei Tumoren mit einer geringen Wachstumsrate, mittlerer bis hoher Im-

munogenitdt, sowie hoher Sensitivitit gegeniiber tumorspezifischen Effektor-T-Zellen

59



hingegen kdnne ein Progress mafigeblich vom Vorliegen regulatorischer T-Zellen abhén-
gen, welche durch Suppression der Effektor-T-Zellen die Immunantwort hindern und so-

mit einen Tumorprogress erst ermoglichen (111).

Hinsichtlich des Mechanismus der Haufung regulatorischer T-Zellen in Tumoren wurden
verschiedene Thesen diskutiert, wie z.B. eine chemokinvermittelte Migration regulatori-
scher T-Zellen in den Tumor, die durch Produktion von Chemokinen durch Tumoren und
Makrophagen iiber ihre Chemokinrezeptoren, z.B. CCR4, vermittelt wird (90). Postuliert
wird aber auch eine Induktion von regulatorischen T-Zelle aus nicht-regulatorischen T-
Zellen durch Sekretion von TGF- durch DC und Tumorzellen (63,113,140). Zudem be-
steht aufgrund der hohen Proliferationsrate sowie des gesteigerten Zellzerfalls in Tumo-
ren ein erhohtes Angebot an Selbstantigenen, was zur Rekrutierung regulatorischer T-

Zellen beitragt (140).

Aufgrund der suppressiven Wirkung regulatorischer T-Zellen auf tumorspezifische T-
Zellen wurden in den letzten Jahren diverse therapeutische Ansitze entwickelt, dies zu

unterbinden:

Depletierende Verfahren mittels gegen CD25 oder den Chemokinrezeptor CCR4 gerich-
teter monoklonaler Antikérper werden mittlerweile in klinischen Studien getestet
(79,140). Eine Inhibition der durch regulatorische T-Zellen vermittelten Suppresion mit-
tels Einsatz agonistischer monoklonaler Antikdrper gegen die Oberflachenproteine OX40
und GITR zeigte in vitro ebenfalls vielversprechende Resultate und geht nun in die klini-
sche Studienphase iiber (97,140,141,151). In jiingerer Zeit werden Antikorper gegen die
Oberflaichenmolekiile PD-1 und CTLA-4 aufgrund ihrer Bedeutung fiir die suppressive
Funktion regulatorischer T-Zellen intensiv erforscht und klinisch gepriift (140,141,189).

Aufgrund der hohen Bedeutung regulatorischer T-Zellen fiir die Unterdriickung von Im-
munantworten gegen Tumore sollte eine effektive zellulare Immuntherapie nicht oder nur
moglichst geringfiigig von einer weiteren Steigerung der Zahl regulatorischer T-Zellen
begleitet sein. Unsere Ergebnisse bestitigen, dass reife DC zu einer Induktion regulatori-
scher T-Zellen fithren kénnen. Die Zahl der induzierten regulatorischen T-Zellen durch
nichtpeptidbeladene reife DC im Vergleich zur Mediumkontrolle reiner CD3*-Respon-
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derzellen sowie im Vergleich zu peptid- und nichtpeptidbeladenen yo-T-Zellen war sig-
nifikant erhoht. Dies ist kongruent mit den Ergebnissen von Banerjee et al., welche zuvor
eine zellkontaktabhiangige, IL-2 und CD80/CD86-vermittelte, signifikante Induktion re-
gulatorischer T-Zellen durch DC in einer CD3*-Kokultur nachweisen konnten. Laut die-
ser Arbeitsgruppe scheinen gerade die in der Forschung vielfaltig eingesetzten, aus Mo-
nozytenkulturen gewonnenen und zytokinstimulierten DC diesbeziiglich besonders po-
tent zu sein. (12) Auffilliger Weise konnte in den Experimenten der vorliegenden Arbeit
eine signifikante Reduktion zytotoxischer T-Zellen in den Kulturen der nichtpeptidbela-
denen DC im Vergleich zur Mediumkontrolle gezeigt werden. Diese Feststellung unter-
stiitzt die Annahme, dass der in diesen Kulturen vorhandene, hohere Gehalt regulatori-

scher Zellen zu einer Kompromittierung der zelluldren Immunantwort fiihrt.

Die Analyse der Experimente zeigt jedoch auch, dass im Falle einer RAK-antigenvermit-
telten Immunantwort durch DC keine signifikante Induktion von regulatorischen T-Zel-
len in den Kokulturen aufzufinden ist. Dies legt den Schluss nahe, dass die Immunantwort
auf das starke virale Antigen weniger hemmenden Regulationsmechanismen unterworfen
ist. Im Falle schwicherer Antigene wie dem tumorassoziierten Antigene PRAME oder
dem bei Karzinomen von Prostata, Blase , Kolon, Ovar und beim Ewing-Sarkom hochre-
gulierten STEAPI (,,six transmembrane epithelial antigen of the prostate™) (81), zeigte
sich in weiteren Arbeiten unserer Gruppe jedoch eine Induktion regulatorischer T-Zellen
durch DC (8). Analog der hier berichteten Ergebnisse mit unbeladenen DC werden durch
PRAME und STEAP1 beladene y6-APC bei denselben Spendern gegeniiber DC weniger
regulatorische T-Zellen induziert (8).

Die Induktion regulatorischer T-Zellen und damit teilweise reziproke Hemmung der in-
duzierten Immunantwort durch DC zeigt sich demnach abhingig vom gewahlten Antigen.
Gerade in der Immuntherapie von Tumoren macht man sich jedoch vorwiegend die auch
bei Gesunden vorkommenden tumorassoziierten Antigene zunutze, so dass die Effekte

be1 schwach immunogenen Antigenen besonders relevant erscheinen.

Auch wenn diese Arbeit darauf hindeutet, dass yo-T-Zellen keine nennenswerte hem-
mende Immunantwort durch Induktion regulatorischer T-Zellen hervorrufen, muss dies
durch weitere Studien bestitigt werden. Aufgrund der HLA-Restriktivitiat der Antigen-

prasentation konnte hier nur eine geringe Spenderdiversitat von drei unterschiedlichen

61



HLA-BO08 positiven, gesunden Spendern getestet (n=3) werden, so dass interindividuelle
Schwankungen mdglich sind. In Kongruenz mit unseren Ergebnissen zeigte sich jedoch
auch in den Experimenten von Mao et al. mit durch Tumorlysat, IL-2 und IL-15 aktivier-
ten y3-T-Zellen von drei Patienten mit Magenkarzinom keine Induktion CD4*CD25 re-
gulatorischer T-Zellen in einer CD4*CD25-Responderzellkultur (121).

Zudem gibt es weitere Hinweise, dass y0-T-Zellen regulatorische T-Zellen nicht nur zah-
lenméBig nicht induzieren, sondern auch ihre immunsuppressive Funktion beeintrichti-

gen konnen:

Petermann et al. konnten zeigen, dass IL-23 aktivierte y56-T-Zellen im Kontext der Auto-
immunen Encephalomyelitis in der Lage sind, die Konversion konventioneller T-Zellen
zu regulatorischen T-Zellen zu hemmen. Zudem produzierten diese y3-T-Zellen ein Zy-
tokinmilieu, welches die von regulatorischen T-Zellen hervorgerufene Suppression von
of-T-Zellen aufhob und so proinflammatorisch wirkte (150). Auch bei Patienten mit Ma-
genkarzinom konnte nachgewiesen werden, dass durch Tumorlysat, IL-2 und IL-15 akti-
vierte y3-T-Zellen zell-zellkontaktabhéngig die von CD4*CD25" regulatorischen T-Zel-
len hervorgerufene Suppression von CD4*CD25-Zellen autheben und diesen die Prolife-
ration ermdglichen (121). Sowohl die tumoraktivierten yo-T-Zellen selbst, als auch durch
sie induzierten CD8"-Zellen wiesen hierbei eine Zytotoxizitit gegeniiber den Tumorzel-

len auf (121).

Aktuell nicht eindeutig geklart ist zudem die Frage, wie und in wieweit die immunosupp-
ressive Funktion regulatorischer T-Zellen auch die Funktion von yo-T-Zellen selbst be-
trifft.

Kunzmann et al. haben gezeigt, dass regulatorische T-Zellen eine starke, zellkontaktun-
abhangige Hemmung der Proliferation von phosphoantigeninduzierten yo-T-Zellen her-
vorrufen, deren Effektorfunktion wie Zytotoxizitit oder Zytokinproduktion jedoch nicht
beeintrachtigen (105). In einer anderen Studie wurde jedoch bei Mausen neben einer zell-
kontaktabhéngigen proliferationshemmenden Wirkung regulatorischer T-Zellen auf yo-
T-Zellen auch eine Hemmung ihrer zytotoxischen Effektorfunktion sowie verminderte
Produktion proinflammatorischer Zytokine wie IFN-y und IL-17 beschrieben (66). Diese

teils konkurrierenden Resultate sind womdglich auf eine unterschiedliche Subpopulation
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regulatorischer T-Zellen mit differierenden Oberflaichenmarkern und/oder auf Speziesun-

terschiede zurtickzufiihren.

Zusammenfassend bleibt festzustellen, dass yo-T-Zellen im Vergleich zu DC deutlich
einfacher und kostengiinstiger sowie in ausreichenden Mengen zu generieren sind. Sie
weisen effiziente antigenprdsentierende Eigenschaften und zudem inherente Effektor-
funktionen auf und erweisen sich dadurch im Gegensatz zu DC als multifunktionell. yo-
T-Zellen induzieren zudem weder RAK-peptidbeladen noch ohne Peptidbeladung eine
signifikante Anzahl von immunsuppressiven regulatorischen T-Zellen. Somit bieten yo-
T-Zellen vielversprechende Eigenschaften fiir ihren Einsatz in der zelluldren Immunthe-
rapie. Konkret konnten RAK-peptidbeladene yo-T-Zellen fiir die Induktion RAK-spezi-
fischer zytotoxischer T-Zellen bei Patienten mit EBV-assoziierten Lymphomen, wie z.B.
dem Hodgkin-Lymphom, und dem entsprechendem HLA-Kontext verwendet werden.
Denkbar wiaren dabei entweder eine direkte Applikation als Tumorvakzine oder aber die
Verwendung fiir die in vitro Generierung peptidspezifischer T-Zellen und deren anschlie-

Bender adoptiver Transfer in den Patienten.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

% Prozent

°C Grad Celsius

APC antigenprasentierende Zelle

BSA Bovines Serumalbumin

BZLF Bam H1 Z fragment leftward open reading frame

CCR Chemokinrezeptor

CD Cluster of differentiation

cDC Konventionelle dendritische Zelle

CO: Kohlenstoffdioxid

CTL Cytotoxic T-Lymphocyte, Zytotoxische T-Lymphozyten

CTLA-4 Cytotoxic T-lymphocyte associated Protein 4

DC Dendritische Zelle

DC+RAK RAK-peptidbeladene dendritische Zelle

DMSO Dimethylsulfoxid

EBV Ebstein-Barr-Virus

EDTA Ethylendiaminteraessigsaure

EGF Epidermal growth factor

FACS fluorescens activated cell sorting, Durchflusszytometrie fluores-
zenz-markierter Zellen

FGF Fibroblast growth factor

FITC Fluorescin-Isothiozyanit

FOXP3 Forkhead box P3

g Gramm

g Erdbeschleunigung (bei Angaben zur Zentrifuge)

GITR Glucocorticoid induced tumor necrosis factor receptor family re-
lated gene

Glu Glutamin

GM-CSF Granulocyte macrophage colony-stimulating factor
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HLA Human leukocyte antigen

HMB-PP (E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyl Pyrophosphat

IDO Indolamine 2,3-dioxygenase

IFN-y Interferon gamma

IGF Insulin-like growth factor

IL Interleukin

IPP Isopentyl-Pyrophasphat

KGF Keratinocyte growth factor

1 Liter

LMP Latent membrane proteine

LPS Lipolpolysaccharid

M Mol

m Milli

MACS Magnetic Activated Cell Sorting

MEP Methylerythritolphosphatweg

MHC Major Histocompatibility Complex

MICA MHC-Class I Chain-Related Protein A

MICB MHC-Class I Chain-Related Protein B

n Number (Anzahl der Experimente/Spender)

n Nano

NaCl Natriumchlorid

NKG2D Natural-killer group 2, membrane D, Rezeptor auf der Oberflache
von NK- und CD8"-Zellen

NK-Zelle Natiirliche Killerzelle

0X40 Oberflaichenmarker einiger T-Zellen, Mitglied der TNF-Rezeptor-
Superfamilie

p probability, Signifikanzwert

PBMC Peripheral blood mononuclear cell, mononukleire Zelle des
peripheren Blutes

PBS Phosphate buffered saline

PD-1 programmed cell death protein 1

85



pDC Plasmozytoide dendritische Zelle

PE Phycoerythrin

PerCp Peridinin-Chlorophyll-Protein-Complex

PFA Paraformaldehyd

PRAME preferentially expressed antigen in melanoma
RAK RAKFKQLL

rh rekombinantes humanes

RNA Ribonukleinsédure

rpm rounds per minute

RPMI 1640 Roswell Park Memorial Institute (Zellkulturmedium)
SEA Staphylococcal enterotoxin A

STEAP 1 six transmembrane epithelial antigen of the prostate
TCR T-Zell-Rezeptor

TGF Tumor growth factor

Tm, Ta2, THo,

Untergruppen von T-Helferzellen

Twa17

TNF-a Tumornekrosefaktor alpha

Treg Regulatorische T-Zelle

U Unit

VEGF Vascular endothelial growth factor

Vo1*-T-Zelle, Untergruppen von yd-T-Zellen

Vy9vVa2 -T-

Zelle

ap-T-Zelle T-Zelle, welche den of-T-Zell-Rezeptor exprimiert
v6+RAK RAK-peptidbeladene y5-T-Zelle

vo-T-Zelle T-Zelle, welche den yd-T-Zell-Rezeptor exprimiert
1 Mittelwert (bei Statistik)

1 Mikro
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