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Zusammenfassung 1

1 ZUSAMMENFASSUNG

Obwohl das Nierenzellkarzinom (RCC, engl.: renal cell carcinoma) reichlich von CD8" T- und
NK-Zellen infiltriert ist, kommt es meist nicht zu einer TumorabstoRung. Die aus Tumoren
isolierten T- und NK-Zellen zeigen direkt nach Isolierung aus dem Tumor keine
Effektorfunktion, gewinnen jedoch oftmals nach Kultivierung und Zugabe von IL-2 lytische
Funktion gegentber Tumorzellen. Dies deutet auf eine Inaktivierung der Lymphozyten durch
das Tumormilieu hin. Ziel der Arbeit war es, die Funktionsdefizite der Lymphozyten im
Nierenzellkarzinom und die zu Grunde liegenden Mechanismen zu identifizieren.

Es wurden Leukozyten aus RCC (TIL) und aus nichtmalignem Gewebe der Niere (NIL)
isoliert und mittels Mehrfarbendurchflusszytometrie analysiert. TIL hatten vergleichbare
Anteile an T- und NK-Zellen wie NIL und PBMZ (periphere Blut mononukleare Zellen), jedoch
hatten TIL mehr CD3*CD8" Zellen und dadurch ein verschobenes CD4:CD8 Verhaltnis im
Vergleich zu PBMZ und NIL.

Bei Stimulation waren die CD3"CD8" bzw. NK-Zellen der TIL nicht in der Lage lytische
Granula an die Oberflache zu mobilisieren. Beide Effektorzellgruppen der TIL zeigten
erniedrigte Anteile an Perforin- und Granzym B-positiven Zellen. Die NK-Zellen der TIL
hatten weniger NKp46-positive Zellen, aber gleich viele NKG2D- und 2B4-positive Zellen wie
die NK-Zellen der NIL. NKp44- und CD69-positive Zellen waren in TIL erhoéht. Die CD3"CD8"
Zellpopulation der TIL enthielt im Vergleich zu NIL weniger NKG2D- und CD57-positive
Zellen.

Nach Kultivierung der TIL konnten mehr CD3'CD8" und NK-Zellen zur Degranulation
stimuliert werden. Bei CD3'CD8" Zellen war IL-2 im Kultivierungsmedium nétig, bei NK-
Zellen dagegen nicht. Die defizitare Expression von Perforin und Granzym B bei CD3"CD8"
und NK-Zellen, sowie von NKp46 bei NK-Zellen, konnte durch IL-2-Kultivierung revertiert
werden.

Die Untersuchung der Signalkaskade in T- und NK-Zellen ergab, dass die Phosphorylierung
der proximalen Signalproteine LCK, ZAP70 und PLC-y2 nach Stimulation bei TIL, NIL und
PBMZ vergleichbar war. Dagegen war die Phosphorylierung von ERK, AKT, I1kB und GSK3
in T- und NK-Zellen der stimulierten TIL reduziert. IL-2-Kultivierung erhdhte das konstitutive
Phosphorylierungsniveau von ERK und AKT in den Effektorzellen der TIL und durch
Stimulation wurde die Phosphorylierung weiter gesteigert auf ein vergleichbares Niveau wie
bei T- und NK-Zellen der PBL bzw. NIL. Die Menge des zellzyklusarretierenden Proteins
p27kip war in T- und NK-Zellen der TIL nach IL-2-Kultivierung reduziert.

Die Effektorzellen der TIL wiesen mehr Diazylglyzerolkinase (DGK) auf als die Zellen der NIL.

Die Stimulation in Anwesenheit des DGK-Inhibitors erhdhte den Anteil degranulierender
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Effektorzellen in TIL. Im In-vitro-Modell konnte durch DGK-Inhibition die funktionelle
Inhibierung der Effektorzellen durch das Tumormilieu verhindert werden.

Der NK-TIL-Phanotyp mit Abregulation von NKp46-, Perforin- und Granzym B-positiven NK-
Zellen und Induktion von CD69 konnte in vitro in einem 3D-Spharoidkultursystem
nachvollzogen werden. Im In-vitro-Suspensionskokultursystem mit hoher Tumorzellzahl
wurde der NK-TIL-Phanotyp partiell erreicht. Es blieb die Abregulation des Granzyms B und
die Induktion des CD69 aus. In beiden In-vitro-Kokultivierungsmodellen wurde die 2B4-
Expression einhergehend mit Verlust des SAP-Proteins induziert, was einen madglichen
Mechanismus des Tumormilieus darstellt, funktionsinhibierbare NK-Zellen zu induzieren.
Auch dendritische Zellen (DZ) waren Bestandteil der TIL. Diese zeigten durch das
Tumormilieu veranderte Eigenschaften im Vergleich zu konventionellen DZ. Zudem wurde
gezeigt, dass sie anders als myeloische Suppressorzellen die lytische Aktivitat, die
Granulaexozytose und die Zytokinproduktion von NK-Zellen und zytotoxischen T-Zellen nicht

inhibieren und keine T-Zellapoptose ausldsen.
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2 EINLEITUNG

2.1 Das Immunsystem

Das menschliche Immunsystem ist ein sehr komplexes System, das aus verschiedenen
Organen, Geweben, Zellen und Molekilen besteht. Die wichtigste Aufgabe des
Immunsystems ist die Unterscheidung zwischen korpereigenen und —fremden oder
gefahrlichen Bestandteilen (Matzinger, 2002). Es schuiitzt den Kérper vor Krankheitserregen,
wie Viren und Bakterien, und stellt gleichzeitig sicher, dass es zu keiner Immunreaktion
gegen Komponenten des eigenen Korpers kommt. DarUber hinaus besitzt es die Fahigkeit,
krankhaft veranderte (z.B. entartete) Zellen zu erkennen und zu beseitigen. Prinzipiell kann
das humane Immunsystem in die beiden Bereiche des natlrlichen oder angeborenen
Immunsystems und des erworbenen oder adaptiven Immunsystems unterteilt werden. Diese
beiden Gruppen arbeiten mit unterschiedlichen Mechanismen, da das angeborene
Immunsystem erregeribergreifend und das adaptive Immunsystem erregerspezifisch ist.
Ersteres umfasst Monozyten, Makrophagen, dendritische Zellen (DZ), Granulozyten sowie
naturliche Killer Zellen (NK-Zellen) und entwickelt seine Wirkung unmittelbar nachdem der
Erreger die Eptihelschicht Gberwunden hat. Das Epithel ist die erste mechanische Barriere,
die durch den festen Verbund der Zellen und dem kontinuierlichen Strom von Flussigkeiten
oder Luft Gber das Epithelium ein Eindringen von Krankheitserregern verhindert. Zusatzlich
wird das Wachstum der Bakterien durch Enzyme, antibakterielle Peptide, sowie den sauren
pH-Wert der Epitheloberflache auf chemische Weise gehemmt. Ist diese erste Barriere
Uberwunden, so kommen die Pathogene in Kontakt mit Zellen des angeborenen
Immunsystems. Pathogene kdnnen anhand der Expression verschiedener pathogener
Strukturen, den PAMPs (engl.: pathogen associated molecular patterns), in Gruppen
eingeteilt werden. Diese Gruppen werden Uber spezifisch auf diese PAMPs ausgerichtete
Rezeptoren, die sogenannten ,pattern recognition receptors® (PRRs), die von Immunzellen
exprimierte werden, erkannt (Armon et al.,, 2004). Hierzu gehéren membranstandige
Rezeptoren, wie Toll-like-, Mannose- und Scavenger-Rezeptoren und zytoplasmatische
PRRs, wie die NOD-like Rezeptoren. Nach Bindung einer Zielstruktur kommt es zur
Transkription spezifischer Gene, wie z.B. proinflammatorischer Zytokine, die als
Zellkommunikationssystem eine wichtige Briicke zwischen angeborenem und adaptivem
Immunsystem darstellen und die Differenzierung und Proliferation von Zellen beeinflussen
kdnnen. Scheitert die angeborene Immunantwort, so kommt die adaptive zum Zuge, die

spezifisch gegen den Erreger gerichtet ist und ein Gedachtnis ausbildet, um bei erneuter
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Konfrontation mit demselben Erreger schnell reagieren und gegebenenfalls eine erneute
Infektion verhindern kann. Hier sind als wichtigste Zelltypen die T- und B-Zellen zu nennen.
In lymphatischen Geweben, wie Lymphknoten und Milz, werden sie von DZ und
Makrophagen aktiviert, welche im peripheren Gewebe ,Fremdkdrper aufgenommen haben,
dann in die Lymphknoten abgewandert sind, um dort die Fremdkdrper den T- und B-Zellen
Uber Haupt-Histokompatibilitats-Molekile (MHC) zu prasentieren. Daraufhin sind
Lymphozyten in der Lage, spezifisch auf nahezu jedes Antigen zu reagieren. Durch diese
gezielte Immunreaktion gegen ein bestimmtes Antigen entsteht ein spezifisches und
langlebiges immunologisches Gedachtnis, welches dem Organismus dazu verhilft auf eine

zweite Exposition mit demselben Antigen schneller zu reagieren (Janeway et al., 2008).

2.2 T-Lymphozyten

Sowohl T- als auch B-Lymphozyten (T- bzw. B-Zellen) entstehen im Knochenmark, reifen
jedoch an unterschiedlichen Orten aus. Im Gegensatz zu B-Zellen, die im Knochenmark
reifen, migrieren die Vorlaufer T-Zellen (T fir Thymus-abhangig) zur weiteren Entwicklung in
den Thymus. Nach vollstandiger Reifung gelangen beide Lymphozytenarten (ber den

Blutstrom in die peripheren lymphoiden Organe.
221 Subgruppen der T-Zellen

Bisher wurden verschiedene T-Zelluntergruppen entdeckt, die unterschiedliche Funktionen
aufweisen. T-Helfer-Zellen (Ty-Zellen), die auch als CD4" T-Zellen bekannt sind, da sie das
CD4-Molekdl auf ihrer Oberflache tragen, unterstitzen andere weilte Blutzellen in
immunologischen Prozessen. So sind sie beispielsweise an der Reifung von B-Zellen zu
Plasmazellen oder an der Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen und Makrophagen beteiligt.
CD4" T-Zellen erkennen Peptide (iber MHC-II-Molekile, die von antigenprasentierenden
Zellen (APZ) exprimiert werden. Nach ihrer Aktivierung proliferiert diese T-Zell-Subgruppe
und sezerniert Zytokine, um die Immunantwort zu regulieren bzw. zu unterstitzen. Innerhalb
der T-Helfer-Zellen ist eine weitere Unterteilung in Untergruppen maoglich. Beschrieben sind
Tyl-, Tu2-, Ty3- und Ty17-Zellen, die unterschiedliche Zytokine produzieren und damit
verschiedene Arten an Immunreaktionen auslésen.

Die zytotoxischen T-Zellen (ZTL) exprimieren das CD8-Molekul auf ihrer Oberflache und sind
an der Zerstérung von virusinfizierten und Tumorzellen beteiligt. Sie erkennen ihre Antigene
Uber MHC-I-Molekiile, die von allen Zellen im Korper exprimiert werden.

Als dritte Hauptgruppe der T-Zellen sind die T-regulatorische Zellen (Tregs) zu nennen, die
frGher als Suppressor-Zellen bekannt waren. lhre Hauptaufgabe besteht darin, unerwinschte

Immunantworten zu verhindern. Diese kdénnen sich beispielsweise gegen Selbstantigene
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(Autoimmunitat) oder harmlose Fremdantigene (Allergie, Transplantat, Fetus) richten. Eine
weitere Rolle spielen die Treg-Zellen bei der Beendigung erfolgreicher Immunreaktionen.
Marker, die dieser Zellgruppe zugeordnet werden kénnen, sind die Oberflachenmolekiile
CD4, CD25 und der Transkriptionsfaktor Foxp3.

2.2.2 Der T-Zellrezeptor

Bei der Mehrzahl der peripheren T-Zellen ist der T-Zellrezeptor (TZR) ein Heterodimer aus
einer a- und B-Kette. Einige T-Zellen (5-10 %) bilden einen y3-TZR mit den y— und 3-Ketten
als Untereinheiten aus. Der TZR-Komplex besteht aus mehreren Komponenten, wobei der
durch die beiden — mit einer Disulfidbricke verbundenen — Polypeptidketten gebildete TZR
die antigenerkennende Einheit darstellt. Die beiden Ketten lassen sich in eine variable (V-
Doméane) und eine konstante Region unterteilen, wobei die V-Domane die
Antigenbindungsstelle bildet. Diese wird von mehreren Gensegmenten kodiert und ist fur
jeden Zellklon individuell verschieden. Durch die Variation im Bereich der V-Region sind die
TZR in der Lage viele unterschiedliche Strukturen zu erkennen und entsprechend darauf zu
reagieren. Nach Bindung des TZR an den MHC-Peptid-Komplex (pMHC) der Zielzelle erfolgt
die Aktivierung der T-Zelle, die daraufhin Zytokine produziert und proliferiert. Durch die
Ausbildung gleicher TZR bei allen Tochterzellen wird die Anzahl antigenspezifischer T-Zellen
drastisch erhoht. Die Aktivierung Uber den TZR ruft eine Kaskade an biochemischen
Reaktionen hervor. Allerdings sind TZR-Heterodimere nicht in der Lage Aktivierungssignale
selbststandig weiterzuleiten, da sie nur Uber kurze zytoplasmatische Domanen ohne
Kinaseaktivitdt verfliigen. Die Signaltransduktion wird von entsprechenden Komponenten
des, mit dem TZR assoziierten, CD3-Komplexes bewerkstelligt. Der CD3-Komplex besteht
aus vier invarianten akzessorischen Polypeptidketten, von denen sich jeweils zwei zu
Heterodimeren (e-6, y—¢) formieren. Daneben existiert ein Homodimer zweier (-Ketten,
welches einen langen zytoplasmatischen Bereich besitzt. Fir die Signalweiterleitung
beinhaltet jede der {-Ketten ITAM-Motive (engl.: immunoreceptor tyrosine based motif), die
durch Tyrosinkinasen phosphoryliert werden und somit eine Signaltransduktionskaskade

auslosen kénnen (Janeway et al., 2008).

2.3 Naturliche Killer Zellen (NK-Zellen)

NK-Zellen sind groRe, granulare Lymphozyten, die im Gegensatz zu T-Zellen zum
angeborenen Immunsystem gehoéren. Der Hauptunterschied zu T- und B-Lymphozyten ist
primar dieser, dass sie weder T-Zell- noch B-Zell-Rezeptoren (TZR/BZR) fur die Erkennung
eines Antigens aufweisen, sondern Uber eine Vielzahl aktivierender bzw. inhibierender

Rezeptoren reguliert werden. Das dynamische Gleichgewicht der Signale Uber aktivierende



6 EINLEITUNG

und inhibierende Rezeptoren ist somit maf3geblich fur den Aktivierungszustand der NK-
Zellen (Lanier, 1998; Moretta et al., 2002). Die Hauptfunktion der NK-Zellen ist das Abtdten
von infizierten und entarteten Zellen. Dies geschieht durch die Induktion von Apoptose,
indem NK-Zellen ebenso wie ZTL nach Erkennung ihrer Zielzellen zytotoxische Molekiile,
wie Perforin und Granzyme ausschitten. Eine weitere Mdglichkeit Apoptose zu induzieren,
ist Uber den rezeptorvermittelten Fas-Ligand- bzw. TRAIL- (engl.: tumor necrosis factor-
related apoptosis-inducing ligand) Weg (Trapani et al., 2002). Neben der direkten Lyse von
Zellen kénnen NK-Zellen auch Zytokine und Chemokine freisetzen, u.a. IFN-y, TNF-a, GM-
CSF, IL-10, RANTES (CCL-5), MIP-1a (CCL-3) und -13 (CCL-4) und damit, ahnlich wie T-
Zellen, die nachfolgende Immunantwort beeinflussen, indem sie eine pro- oder anti-
inflammatorische Richtung vorgeben (Cooper et al., 2001; Robertson, 2002). Gegentber
normalen, gesunden Zellen weisen NK-Zellen eine Art ,Toleranz* auf (Selbsttoleranz), d.h.

sie attackieren gesundes Gewebe in der Regel nicht.

2.31 Subgruppen der NK-Zellen

Die NK-Zellen, welche CD3-negativ. und CD56-positiv. (NCAM) sind, werden in
unterschiedliche Subtypen untergliedert (Orange et al., 2006), wobei die gangigste Einteilung
die in zwei Hauptgruppen ist. Hier werden die NK-Zellen anhand ihrer Expressionsdichte von
CD56 und Fcy—Rezeptor Il (CD16) unterteilt (Abb. 2-1) (Lanier et al., 1986).

NK-Zellen mit hoher Expression von CD56 und niedriger oder fehlender Expression von

CD16 (CD56™°" CD16™") machen etwa 10 % der NK-Zellen im Blut aus. Sie verfiigen tber

ein schwaches zytotoxisches Potential, kbnnen aber hohe Mengen an Zytokinen, wie IFN-y
und TNF-a, sezernieren (Jacobs et al., 1992; Cooper et al., 2001).

Durch die zytokinvermittelte Beeinflussung der nachfolgenden spezifischen Immunantwort

wird den CD56hOCh NK-Zellen eher eine regulatorische Funktion zugeschrieben.

Hauptsachlich wird das inhibitorische Heterodimer CD94/NKG2A - selten Killerzell-
immunglobulindhnliche Rezeptoren (KIR) bzw. immunglobulindhnliche Transkripte 2 (ILT2) -

von dieser Subgruppe exprimiert.

Der CD56hOCh CD16" NK-Subgruppe gegeniiber stehen die NK-Zellen mit niedriger

Expression von CD56 und hoher Expression des CD16 (CD56"°%"® cD16"). Sie stellen 90

% der NK-Zellen im Blut dar und gelten als die zytotoxischen NK-Zellen, da sie viel mehr

hoch

Perforin in ihren Granulen haben wie CD56 NK-Zellen (Jacobs et al., 2001).
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Abb. 2-1: Uberblick iiber die Rezeptoren und Eigenschaften der (a) CD56™" bzw. (b)
CD56 "*“"9 NK-Zellen (modifiziert nach (Cooper et al., 2001))

Die beiden NK-Zell-Subpopulationen unterscheiden sich vor allem in der Expression von
CD56 und CD16. Aufgrund der hdheren Expression von zytotoxischen Granula in den
CD56™" NK-Zellen wird ihnen vorrangig zytotoxische Aktivitat zugeschrieben, wohingegen
CD56™" NK-Zellen vor allem fir eine Zytokinproduktion verantwortlich sein sollen.

Der aktivierendene Rezeptor NKG2D und die naturlichen Zytotoxizitatsrezeptoren (NZR;
NKp30, NKp44, NKp46) zeigen eine vergleichbare Expression auf beiden Subgruppen
(Bauer et al., 1999; Sivori et al., 2000). Beide Gruppen exprimieren ein unterschiedliches
Repertoire sowohl an Zytokin- und Chemokinrezeptoren als auch an Adhasionsmolekdlen.
So werden beispielsweise CCR7 (CC-Chemokin Rezeptor 7) und CD62L (L-Selektin),
welche flr die Migration in die sekundaren lymphatischen Organe nétig sind, hauptsachlich
von CD56"" NK-Zellen exprimiert. Dadurch wird diese Subgruppe in Lymphknoten (75 %
der NK-Zellpopulation) und Milz (50 % der NK-Zellpopulation) in héherer Frequenz gefunden
als im Blut (Frey et al., 1998).

2.3.2 Rezeptoren der NK-Zellen

NK-Zellen kénnen zwischen infizierten bzw. entarteten und gesunden Zellen unterscheiden.
Da sich der Aktivierungszustand einer NK-Zelle auf die Gesamtheit der eingehenden Signale
bezieht, unterliegt er einem fein regulierten Gleichgewicht. Die HLA-Klasse-I-Molekile
interagieren mit inhibierenden Rezeptoren auf NK-Zellen, wodurch ein inhibitorischer
Signalweg ausgelost wird. Dadurch sind HLA-Klasse-I-positive korpereigene Zellen vor
einem Angriff durch NK-Zellen geschiitzt. Zellen, die aufgrund einer Virusinfektion oder

Transformation ihre HLA-Expression reduziert oder verloren haben und somit einer ZTL-
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Erkennung entgehen wuirden, kénnen von NK-Zellen eliminiert werden, da das Wegfallen
des inhibierenden HLA-Klasse-I-Signals eine Aktivierung der NK-Zellen ermdglicht. Dieses
Konzept der NK-Zellregulation wurde von Klas Karre in seiner ,missing self“-Hypothese
formuliert (Ljunggren et al., 1990).

Zusatzlich zu dem Verlust von HLA-Klasse-I-Molekulen tritt in transformierten oder
virusinfizierten Zellen die Expression aktivierender Liganden — meist Liganden des
aktivierenden Rezeptors NKG2D — auf. Auf Grund dieser Stress-Liganden kénnen NK-Zellen
auch bei Anwesenheit inhibitorischer HLA-Molekiile aktiviert werden. Abb. 2-2 zeigt

schematisch Mechanismen, die zur NK-Zell-Aktivierung flihren kénnen.

NK-Zelle normale Zelle

NK-Zelle Tumorzelle

Aktivierung der NK-Zelle,
da inhibitorische Liganden wie
z.B. MHC-Klasse-l fehlen

infizierte Zelle

NK-Zelle

Aktivierung der NK-Zelle,
‘ da aktivierende Liganden
liberwiegen

Abb. 2-2: Regulation der NK-Zellen durch aktivierende und inhibierende Rezeptoren

Vereinfachte, schematische Darstellung der NK-Zell-Regulation. (a) inhibierende (-) und aktivierende
(+) Rezeptoren stehen miteinander im Gleichgewicht. So sind beispielsweise gesunde Zellen durch
die Expression von MHC-Klasse-I-Molekilen (orange) geschitzt. Werden diese auf Grund einer
Transformation herunterreguliert (b), kommt es zur Aktivierung der NK-Zellen und zur Lyse der
Zielzellen. (c) Uberwiegen die aktivierenden Liganden gegeniiber den inhibierenden, so kann Zelllyse,
auch bei Anwesenheit von inihitorischen Liganden, stattfinden (adaptiert von (Raulet et al., 2006)).
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Erkannt werden die MHC-Klasse-I-Moleklle von Rezeptoren auf NK-Zellen, die sich in
verschiedene Familien unterteilen lassen. So werden HLA-A, -B und -C Molekiile von
Rezeptoren der killer cell Ig-like* Rezeptor Superfamilie (KIR) erkannt.

CD94, welches von allen NK-Zellen exprimiert wird, kann sowohl mit dem inhibitorischen
NKG2A-Rezeptor, als auch mit dem aktivierenden Rezeptor NKG2C ein Heterodimer
ausbilden. Diese beiden Heterodimere bilden zusammen mit dem NKG2D-Rezeptor die
Gruppe der C-Typ-Lektin-Rezeptoren. Die Liganden des Homodimers NKG2D sind MICA
(engl.: MHC class | chain-related gene, MIC) und MICB sowie die ULBPs (engl.: unique long
16-binding protein, ULBP), die sowohl von einigen Tumorzellen, als auch von infizierten
Zellen exprimiert werden kénnen (Cerwenka et al., 2003; Raulet, 2003). Die Expression der
MHC-kodierten MIC-Molekule wird durch Zellstress bzw. genotoxischen Stress, sowie virale
und bakterielle Infektion induziert und ist mit einer malignen Transformation assoziiert
(Raulet, 2003; Gasser et al., 2005). NKG2D ist mit dem Adaptormolekil DAP10 assoziiert,
welches ein Bindungsmotiv fur die Phosphatidylinositol-3 Kinase (PI3K) besitzt und somit im
phosphorylierten Zustand diese binden kann (Billadeau et al., 2003). Im Mausmodell konnte
gezeigt werden, dass in vivo eine antitumorale Immunreaktion ausgeldst werden kann, wenn
Tumorzellen mit Liganden fur NKG2D transfiziert wurden (Cerwenka et al., 2001).

Die einzigen fur NK-Zellen spezifischen Marker sind die natlrlichen Zytotoxizitatsrezeptoren
(NZR) NKp30 (CD337), NKp44 (CD334) und NKp46 (CD335), die alle zur Ig-Superfamilie
gehdren. Sie assoziieren mit unterschiedlichen Signaladaptormolekilen. So ist CD3( mit
NKp30, CD3C-FceRly mit NKp46 und DAP12 mit NKp44 assoziiert (Moretta et al., 2001). Die
Signalweiterleitung erfolgt Uber die in den Adaptoren enthaltenen ITAMs, an welche SYK und
ZAP70 Kinasen binden und somit zur Aktivierung der PI3-Kinase fuhren (Abb. 2-3). Die
Liganden der NZR sind weitgehend unbekannt, jedoch ist eine Bindung von NKp44 und
NKp46 an Hamagglutinin von Influenza-Viren beschrieben (Mandelboim et al., 2001; Arnon
et al., 2004). Ebenso erkennen NZR Heparinsulfate auf ihren Zielzellen, von denen postuliert
wird, dass sie als Zielstrukturen virusinfizierter Zellen fungieren, sowie bei der Abtétung von
Tumorzellen eine wichtige Rolle spielen (Bloushtain et al., 2004). Wahrend NKp30 und
NKp46 auf allen NK-Zellen exprimiert werden, wird NKp44 nur nach Aktivierung — z.B. durch
IL-2 — induziert.



10 EINLEITUNG

NKp46 NKp30 NKp44

I ITAM

FceRly IiCD% ii CD3 ii D3¢ II DAP-12

Syk / ZAP-70 Kinasen

(o}

Abb. 2-3: Schematische Darstellung der natiirlichen Zytotoxizitatsrezeptoren und deren
Adaptormolekiile

NKp46, NKp30 und NKp44 gehdren zu den natirlichen Zytotoxizitatsrezeptoren. Sie assoziieren mit
unterschiedlichen ITAM-enthaltenden Signaladaptormolekilen. So ist CD3¢ mit NKp30, CD3¢-FceRly
mit NKp46 und DAP12 mit NKp44 assoziiert. Die Signalweiterleitung erfolgt Gber Syk und ZAP-70
Kinasen. ITAM = immunoreceptor tyrosine based motif

Die Rezeptoren 2B4 (CD244), NTB-A (NK-, T-, B-cell antigen), CRACC (CD2-like receptor-
activating cytotoxic cells, CD319) und DNAM-1 (DNAX accessory molecule-1, CD226)
gehoren zur Famillie der SLAM-verwandten Rezeptoren (engl.: signaling lymphocyte
activation molecule). Sie besitzen keine eigene ITAM-Domane und sind nicht mit ITAM-
enthaltenen Molekilen assoziiert (Stark et al., 2006). Stattdessen rekrutiert 2B4 das SLAM-
assoziierte Protein (SAP) sowie Fyn mittels immuntyrosinbasierter Schaltermotive (ITSM)
(Chen et al., 2004; Eissmann et al., 2005) und leitet das Signal so in den PI3-Kinase-Weg
ein. Der Ligand von 2B4 ist CD48, welches von hamatopoetischen Zellen exprimiert wird
(Brown et al., 1998). Die Bindung von Liganden an die Rezeptoren 2B4, NTB-A und CRACC
induziert die zytotoxische Aktivitdt von NK-Zellen (Stark et al., 2006). Studien haben aber
auch gezeigt, dass 2B4 die NK-Zell-Effektorfunktion ebenfalls inhibieren kann.
Ausschlaggebend hierfir ist, welches SH2-enthaltende Adaptorprotein an das Schaltermotiv
in der zytoplasmatischen Domane des Rezeptors bindet. Mdgliche Proteine sind SAP und
EAT2 (engl: EWS-activated transcript 2), wobei 2B4-SAP-Fyn-Komplexe NK-Zellen
aktivieren und 2B4-EAT2-Komplexe diese inhibieren (Abb. 2-4) (Veillette, 2006).
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Abb. 2-4: Schematische Darstellung des 2B4-Rezeptors (CD244), dessen mogliche
Adaptorproteine und resultierende NK-Funktion (Veillette, 2006)

Der 2B4-Rezeptor besitzt ein Schaltermotiv (pTyr) in seiner zytoplasmatischen Domane, an welches
verschiedene Adaptermolekile binden kénnen. Die Bindung von SAP und Fyn aktiviert die NK-Zelle,
wohingegen die Bindung von EAT2/ERT oder von unbekannten Proteinen die NK-Zelle inhibiert.

Ein weiterer aktivierender Rezeptor auf NK-Zellen ist der Fcy-Rezeptor Il (CD16), durch
welchen sie zur antikdrpervermittelten Zytotoxizitat (ADCC) befahigt sind. Dabei binden
Antikérper von opsonierten Partikeln mit ihrem Fc-Teil an CD16 und |6sen so eine
Quervernetzung der Rezeptoren aus, welche die NK-Zellen Gber CD3( aktiviert. Eine hdhere
Dichte von CD16 auf der Oberflache ist dabei charakteristisch fur NK-Zellen mit hdherer
zytotoxischer Aktivitat (Perussia, 1998).

AbschlieRend zeigt Abb. 2-5 eine Ubersicht der inhibierenden und aktivierenden Rezeptoren

der NK-Zellen und deren Liganden.
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Abb. 2-5: Ubersicht verschiedener NK-Zellrezeptoren

Gezeigt ist eine Auswahl der aktivierenden (griin) und inhibierenden (blau) Rezeptoren auf NK-Zellen
und deren Liganden auf Zielzellen. Der 2B4-Rezeptor (blaugriin) kann sowohl aktivierend als auch

inhibierend sein.

2.4 Die Effektorfunktion der NK- und T-Zellen

241 Sekretorische Aktivitat

Die Aktivierung der NK-Zellen resultiert in der Ausfuhrung unterschiedlicher
Effektormechanismen. So sezernieren NK-Zellen eine Reihe wichtiger Zytokine und
Chemokine und beeinflussen somit den Verlauf einer Immunreaktion. Sie produzieren
beispielsweise IFN-y, welches die Differenzierung von T-Helfer-Zellen anregt, eine starke
antimycobakterielle und antivirale Wirkung aufweist und die MHC-Expression steigert (Rock
et al., 2002). Die virale Replikation in infizierten Zellen kann durch IFN-o und IFN-f gehemmt

werden. Weitere wichtige von NK-Zellen produzierte Zytokine sind TNF-a, welches zu
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Beginn wichtiger proinflammatorischer Zytokinkaskaden steht (O'Shea et al., 2002),
Granolozyten/Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF), IL-5, -6, -10, und -13
sowie die Chemokine CCL-3, CCL-4 und CCL-5 (Cooper et al., 2001).

Ebenso wie die NK-Zellen produzieren die zytotoxischen T-Zellen nach Zielzellerkennung
entzindungsférdernde Zytokine wie IFN-y und TNF-a. Da IFN-y die MHC-Expression auf
entarteten und virusinfizierten Zellen erhdhen kann, fihrt dies zu einer verstarkten
Aktivierung der ZTL und somit zu einer Verstarkung der weiteren Immunantwort (Gastl et al.,
1996).

24.2 Zytotoxische Aktivitat

Neben der Zytokinsekretion ist die Zytotoxizitadt — Induktion von Selbsttot (Apoptose) - eine
weitere wichtige Effektorfunktion der NK- und T-Zellen. Dies kann einerseits durch die
Interaktion des Rezeptors Fas (CD95, Todesrezeptor), welcher sich auf Zielzellen befindet,
mit dem Fas-Liganden (CD95-L) auf ZTL bzw. NK-Zellen oder andererseits durch die
Ausschittung zytotoxischer Effektormolekiile erfolgen (Barry et al., 2002). Hierbei werden
Granula, welche mit lytischen Proteinen, wie Perforin und Granzymen, geflllt sind, durch
gerichtete Exozytose in die immunologische Synapse entleert und I6sen nach Aufnahme in
die Zielzelle Apoptose aus (Trapani et al., 2002; Bossi et al., 2005). Im Gegensatz zu den T-
Zellen, in welchen die lytischen Proteine induziert werden missen, werden von den NK-
Zellen die lytischen Proteine konstitutiv exprimiert und gespeichert (Trapani, 2001).
Polyperforin, welches in Anwesenheit von Ca’*-lonen aus Perforinmonomeren entsteht,
erzeugt Lécher in der Membran der Zielzellen, was das Eindringen der apoptoseeinleitenden
Granzyme und die Zerstérung der Zellintegritat zur Folge hat (Krahenbuhl et al., 1991; Shi et
al., 1992). Neuere Untersuchungen zeigen, dass Perforin in physiologischer Konzentration
keine Poren in der Plasmamembran der Zielzelle bildet, sondern zusammen mit Granzymen
Uber Endozytose in die Endosomen aufgenommen wird und dort durch Membranzerstorung
die Freisetzung der Granzyme in die Zielzelle ermdglicht (Froelich et al., 1996; Metkar et al.,
2002). Die in das Zytosol gelangten Granzyme l6sen eine Signalkaskade aus, die
letztendlich in Apoptose in der Zielzelle resultiert (Lieberman, 2003). Die Exozytose
sekretorischer Lysosomen - auch Degranulation genannt - kann durch den Nachweis der
lysosomalen Membranglykoproteine CD107a und CD107b (LAMP1 und LAMP2) auf der
Zelloberflache untersucht werden. Dazu wird eine CD107-Oberflachenfarbung mit NK-Zellen
und ZTL durchgefiihrt, welche positiv ist, wenn die Zellen nach Stimulation degranuliert
haben (Bryceson et al., 2005).
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2.4.3 Signaltransduktion in T- und NK-Zellen

Die Signaltransduktionswege in T- bzw. NK-Zellen flihren zur Transkriptionsaktivierung, die
fur Proliferation, Differenzierung und Effektorfunktionen (wie Zytokinproduktion) notwendig
ist, oder zur Reorganisation des Zytoskeletts.

Abb. 2-6 zeigt die fiur diese Arbeit relevanten Signalkaskaden in schematischer und
vereinfachter Darstellung. Die Signaltransduktion wird bei T-Zellen tber den TZR und bei
NK-Zellen Uber die aktivierenden Rezeptoren (z. B. NZR, NKG2D) initiiert. Die
Phosphorylierung durch Phosphotyrosinkinasen (PTK) der ITAM-Domanen in CD3(-Ketten,
DAP12 oder FCeR1y, stellt den ersten Schritt der T- bzw. NK-Zellaktivierung dar. Vorab
wurden Fyn und die PTK der Src-Familie LCK durch CD45 (dem gemeinen
Leukozytenantigen, welches intrazellulare Thyrosinphosphatase-Aktivitat aufweist) aktiviert.
Dieser Vorgang erlaubt es nun Proteinen, die spezifische Tyrosinphosphat-
Bindungseigenschaften haben (sogenannte Src-Homologien-2(SH2)-Domanen), an die
phosphorylierten ITAMs zu binden. Hierbei spielt die ZAP70-PTK eine wichtige Rolle. Sie
bindet an die phosphorylierten ITAMs und wird dabei von LCK phosphoryliert und aktiviert.
Die aktivierte Kinase unterstlitzt nun die weiteren intrazellularen Signalgebungsereignisse.
Dabei wird LAT (engl.: linker of activation in T cells) phosphoryliert, welches mit der
Plasmamenbran assoziiert ist und als eine Bricke bei der Weiterleitung der
Aktivierungssignale von der Zellmembran ins Innere der Zelle fungiert. Dieses Protein ist
nach der Phosphorylierung eine wichtige Bindungsstelle fir verschiedene Proteine mit SH2-
Doméanen, wie zum Beispiel SOS, GRB2, Phospholipase C-y (PLC-y), und SLP-76, wodurch
sich ein wichtiger Signalkomplex ausbildet. Nach Phosphorylierung und Aktivierung der PLC-
vy katalysiert diese die Hydrolyse des Phospholipids Phosphatidyl-inositol-4,5-biphosphat
(PIP,) zu Diazylglyzerin (DAG) und Inositol-triphosphat (IP3). IP; bewirkt einen erheblichen
Anstieg von Kalziumionen in der Zelle. Hierdurch kénnen kalziumabhangige Enzyme, z.B.
das Kalziumbindungsprotein Calmodulin, aktiviert werden. Durch die Mitwirkung von DAG
und dem intrazellularen Kalziumanstieg wird eine weitere Signalkaskade in Gang gesetzt,
welche die Proteinkinase C (PKCp2), eine Serin/Threonin-Phosphokinase, aktiviert. PKC
wiederum induziert Uber die Phosphorylierung von AKT die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF«xB (nuclear factor kappa B). DAG fiihrt auch zur Aktivierung von
Ras, welches nun in der Lage ist, eine Kaskade von Proteinkinasen, die MAP-Kinasen (engl.:
mitogen-activated protein kinase) zu denen auch ERK (engl.: extracellular signal-regulated
kinase) zahlt, zu aktivieren. Dies hat die Aktivierung des Trankriptionsfaktors AP-1 (engl.:
activating protein 1) zur Folge. Die PI3-Kinase (PI3K) wird meist durch Wachstumsfaktoren
und deren Rezeptortyrosinkinasen, aber auch durch Ras oder PKC aktiviert. PI3K
phosphoryliert PIl(4,5)P, (Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat) und produziert PI(3,4,5)P;
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(Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat), tUber welche dann AKT aktiviert wird. Von AKT
gehen verschiedene Signalwege aus, die Zellzyklus, Zelldifferenzierung, Transkription und
Translation regulieren. Einer davon ist die Phosphorylierung von GSK3 (engl.: glycogen
synthase kinase 3), welche durch AKT-vermittelte Phosphorylierung deaktiviert wird und so
den Verbleib des Transkriptionsfaktors NFAT (engl.: nuclear factor of activatet T-cells) im
Nukleus ermdglicht. Ein anderer Signalweg ist die Phosphorylierung von kB (engl.: inhibitor
of kappa B), welches nach Phosphorylierung degradiert wird und die Aktivierung von NFxB

erlaubt.

TZR oder NZR
CD45

Wachstumsfaktoren

PIBK

\ __ PKep2 ® ... \

AKT -
|
/'/ T me <

NFAT Zellkern

Abb. 2-6: Schematische und vereinfachte Darstellung der Signalwegen in T- und NK-Zellen
(Beschreibung siehe Text)

In rot sind die Proteine hervorgehoben, deren Phosphorylierung nach Stimulation in dieser Arbeit
untersucht wurden.

2.5 Myeloische Zellen

Neben den T- und NK-Zellen stellen myeloische Zellen einen weiteren wichtigen Zelltyp des
Immunsystems dar. Konventionelle myeloische dendritische Zellen (DZ) befinden sich als
unreife DZ in peripheren Geweben, wo sie extrazellulare Bestandteile durch Phagozytose

und Endozytose aufnehmen, diese prozessieren und als Peptide auf ihrer Oberflache im
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HLA- (humanes Leukozytenantigen) Kontext prasentieren. Durch proinflammtorische
Zytokine reifen DZ, verlassen das Gewebe und wandern in den Lymphknoten, wo sie mit T-
Zellen in Kontakt treten. Nun kénnen sie eine spezifische Immunantwort gegentber dem
prasentierten Peptid induzieren, indem sie T-Zellen mit dem passenden TZR aktivieren. Dies
geschieht durch die TZR-MHC-Peptid-Interaktion (pMHC) zusammen mit Signalen Uber
kostimulatorische Molekile und die Sekretion von Zytokinen wie IL-12.

Auch im Tumorkontext spielen myeloische Zellen eine wichtige Rolle. Sie kdnnen
beispielsweise durch Foérderung der Angiogenese und Abbau des Stromas das
Tumorwachstum begtinstigen. Durch Tumorfaktoren wird eine Differenzierung myeloischer
Zellen zu Suppressorzellen beglnstigt. In murinen und humanen Tumoren wurden
tumorassoziierte Makrophagen (TAM) beschrieben, die durch die Produktion
inflammatorischer Zytokine, wie IL-18, TNFo und IL-6 das Uberleben des Tumors férdern
(Balkwill et al., 2005). Des Weiteren sind MDSC (engl.: myeloid derived suppressor cells)
beschrieben, die durch Zellkontakt oder I6sliche Faktoren wie NOS (Nitrit-Oxid-Synthase)
und ARG (Arginase) tumorspezifische Immunantworten unterdricken kdnnen (Nagaraj et al.,
2009).

2.6 Das humane Nierenzellkarzinom

Das Nierenzellkarzinom (engl.: renal cell carcinoma, RCC) geht vom proximalen
Tubulusepithel der Niere aus und ist daher ein epithelialer Tumor. Er ist mit einer Haufigkeit
von etwa 3 % aller Tumoren im Erwachsenenalter der dritthaufigste Tumor der Harnwege
und steht an sechster Stelle aller krebsbedingten Todesursachen. Dennoch ist er ein
vergleichsweise seltener Tumor mit vielfaltiger Klinik, der haufig erst spat entdeckt wird.
Méanner erkranken mit einem Verhaltnis von 3:2 haufiger am Nierenzellkarzinom als Frauen.
Meist wird die Erkrankung zwischen dem 60. und 70. Lebensjahr diagnostiziert. In Europa
treten etwa 30.000 Neuerkrankungen pro Jahr auf.

Im ,Heidelberger Workshop* wurden funf Hauptgruppen der Nierenzellkarzinome klassifiziert:
klarzelliges (70 % aller Nierentumore), papillares (10-15 % aller Nierentumore),
chromophobes (5 % aller Nierentumore), medullares (<1 % aller Nierentumore) und
unklassifiziertes Nierenzellkarzinom (4-5 % aller Nierentumore).

Die Klassifikation und Stadieneinteilung, sowie der histologisch beurteilte Grad der
Tumordifferenzierung fir das klarzellige Nierenzellkarzinom sind in Tabelle 2-1 dargestellt
(Oberneder, 2003).
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Tabelle 2-1: Stadieneinteilung und TNM-Klassifikation des Nierenzellkarzinoms nach den
Richtlinien des Union International Contre le Cancer (UICC), Stand 2003 (Quelle: Empfehlungen

zur Diagnostik,

Therapie und Nachsorge; Urogenitale Tumoren, Tumorzentrum Miinchen)

T: Primartumor

pTx Primartumor kann nicht eingestuft werden

pTO Kein Nachweis eines Primartumors

oT1 Primartumor mit einem maximalen Durchmesser von 7 cm, auf die Niere
begrenzt

-pT1a Primartumor mit einem maximalen Durchmesser von 4 cm, auf die Niere
begrenzt

- pT1b Primartumor groRer als 4 cm, aber maximal 7 cm im groRten Durchmesser,
auf die Niere begrenzt

oT2 Primartumor mit einem Durchmesser von mehr als 7 cm, auf die Niere
begrenzt
Tumor dehnt sich in groBe Venen aus oder invadiert die ipsilaterale

pT3 Nebenniere oder perirenales Gewebe, durchbricht aber nicht die
Gerota’sche Faszie

- pT3a Tumor invadiert die ipsilaterale Nebenniere oder perirenales Gewebe,
durchbricht aber nicht die Gerota’sche Faszie

-pT3b Tumor dehnt sich makroskopisch in die Nierenvene oder die V.cava aus

pT4 Tumor durchbricht die Gerota’sche Faszie

N: Regionale

Lymphknoten (hilar, abdominal paraaortal und paracaval)

Nx

Regionale Lymphknoten kdénnen nicht beurteilt

werden

Kein Anhalt fir regionale
NO Lymphknotenmetastasen
N1 Singulare regionale Lymphknotenmetastasen
N2 Mehr als eine regionale Lymphknotenmetastase

M: Fernmetastasen

Mx Fernmetastasen konnen nicht beurteilt werden
MO Kein Anhalt fur Fernmetastasen

M1 Nachweis von Fernmetastasen
Stadiengruppierung

Stadium | pT1 NO MO

Stadium Il | pT2 NO MO
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pT3 NO/1 MO
Stadium Il

pT1-3 N1 MO

pT4 NO/1 MO
Stadium IV |jedes pT N2 MO

jedes pT jedes N M1

Histologisches Grading

G1 gut differenziert
G2 mafig differenziert
G3/G4 schlecht differenziert/undifferenziert

Das Ausmal der Erkrankung zum Zeitpunkt der Diagnose ist entscheidend fir die Prognose.
So fihrt das Vorliegen von Metastasen zu einer dramatischen Verschlechterung der
Prognose. Die 5-Jahresuberlebensrate fiur das Stadium | liegt noch bei 90-100 %, fur das
Stadium Il bei 75-95 %, fir das Stadium Il bei 60-70 % und fiir das Stadium IV nur noch bei
15-30 %. Leider werden die Tumoren oftmals erst in einem sehr spaten Stadium
diagnostiziert, da Symptome im frihen Stadium fehlen. Metastasen treten mit absteigenden
Haufigkeiten in Lunge, Lymphknoten, Skelett, Leber und Nebennieren auf (Oberneder et al.,
2003).

Therapiestandard ist die chirurgische Entfernung des Primartumors und resektabler
Metastasen, da das Nierenzellkarzinom eine hohe Resistenz sowohl gegen medikamentdse
als auch gegen Strahlentherapie aufweist. In der Regel ist das metastasierte
Nierenzellkarzinom nicht heilbar. Die radikale Nephrektomie kann bislang noch als
Standardtherapie bezeichnet werden, auch wenn der Trend hin zu mehr limitierten, d.h.
nierenerhaltenden Operationsverfahren geht.

Das Nierenzellkarzinom wird wie das Melanom zu der kleinen Gruppe der immunogenen
Tumoren gezahlt, da das RCC eine grolie Anzahl an tumorinfiltrierender Lymphozyten
besitzt und einige Patienten auf Immuntherapie ansprechen. Bei 0,2-0,5 % der Tumoren sind
spontane Remissionen von Primartumor oder Metastasen zu beobachten, was auf eine
Reaktion des Immunsystems gegen den Tumor zurlickzufiihren ist (De Riese et al., 1991).
Dies und die Tatsache, dass gezeigt werden konnte, dass TIL nach Isolierung aus dem
Tumor Aktivitdt gegen Tumorzellen besitzen kdnnen, I8sst auf Erfolge durch Immuntherapien
hoffen (Schendel et al., 1997). In den letzten Jahren wurden verschiedene Chemo- und
Immuntherapieprotokolle angewandt, ohne die schlechte Prognose der Patienten wesentlich
zu verbessern. In circa 6 % der Falle konnte die alleinige Chemotherapie komplette
Remissionen erreichen, wohingegen die Immuntherapie mit Interferon-a und/oder

Interleukin-2 komplette Remissionen bei 10-20 % der Faélle erreichen konnte (Lopez
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Hanninen et al., 1996). Die Hochdosis IL-2-Therapie konnte zwar langere komplette oder
partielle Remissionen erreichen, jedoch gehen diese Vorteile mit einer signifikanten
Zunahme der Toxizitat einher. Inzwischen stellt die kombinierte Immun-Chemotherapie nach
operativer Entfernung des Primartumors die standardisierte und am haufigsten angewendete
Behandlung des metastierten Nierenzellkarzinom in Deutschland dar. Bei dieser Therapie
wird systemisch IFN-o, IL-2 und 5-Fluoruracil (Atzpodien et al., 1990) gegeben und es
werden Ansprechraten von 20-30 % beschrieben, die bei etwa der Halfte zu kompletten oder
partiellen Remissionen des Tumors flhrten (Lopez Hanninen et al., 1996; Fishman et al.,
2003). Weitere Studien zur Entwicklung neuer therapeutischer Optionen fur das
Nierenzellkarzinom beinhalten den adoptiven Transfer von in vitro aktivierten autologen T-
Zellen, sowie die Verabreichung weiterer Zytokine, tumorspezifischer Antikérper oder
Peptide, die jeweils eine Stimulation des Immunsystems gegen den Tumor bewirken sollen.
Neuerdings laufen auch erfolgversprechende Studien mit Tyrosinkinaseinhibitoren. Hierbei
spielt die gezielte Inhibition des vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF) eine
wichtige Rolle (Rini, 2007). Dies kann einerseits durch die Blockade des Liganden mittels
monoklonaler Antikdrper (Bevacizumab) oder durch die Blockade des Rezeptors mittels
kleiner Molekile (Sunitinib, Sofarenib), welche die Tyrosinkinasen inhibieren, geschehen. Mit
der Sunitinibtherapie konnten Ansprechraten von uber 31 % bei Patienten mit
metastasiertem Nierenzellkarzinom erreicht werden (Rini, 2007), doch wurde bisher noch
keine Heilung durch Tyrosinkinaseinhibitoren beobachtet werden. Zusatzlich kommt es zu
einer schnellen Wiederkehr des Tumors nach Absetzen der Therapie.

Somit bleibt die Immuntherapie derzeit die einzige heilende Therapie. Da das
wunschenswerte Ziel nur bei wenigen Patienten eintritt und zudem schwerwiegende
Nebenwirkungen auftreten, ist die Immuntherapie derzeit nicht als Standardtherapie
einzusetzen. Ein besseres Verstandnis der fur eine TumorabstoRung notwendigen
immunologischen Effektorfunktionen ist noétig, um die Situation zu verbessern. Eine
Moglichkeit das Wissen voranzutreiben ist die Analyse der tumorinfiltirerenden Lymphozyten,
die im RCC zahlreich vorkommen, aber offensichtlich nicht zur TumorabstoBung befahigt

sind.

2.7 Tumorinfiltrierende Lymphozyten

Das Lymphozyteninfiltrat des Nierenzellkarzinoms beinhaltet T-Zellen und NK-Zellen
(Schendel et al., 1997; Van den Hove et al., 1997; Schleypen et al., 2006), wohingegen B-
Zellen selten zu finden sind. Neben den Lymphozyten sind auch myeloische Zellen -
darunter Monozyten, Makrophagen und dendritische Zellen (DZ) - als Infiltrat im

Nierenzellkarzinom beschrieben worden (Thurnher et al., 1996). Am ausflhrlichsten
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charakterisiert sind bisher die infiltrierenden T-Zellen, wobei zahlenmaRig die zytotoxischen
cD8" T-Zellen gegenlber den cb4” Uberwiegen (Tomita et al., 1991; Nakano et al., 2001).
Mehrere Forschergruppen konnten anhand funktioneller Analysen zeigen, dass einige
infiltrierende  CD8™  T-Zellen tumorspezifische Antigene in vitro erkennen und

antigenexprimierende Tumorzellen lysieren kénnen, wobei unverandertes Nierenparenchym
nicht erkannt wurde (Koo et al., 1991; Finke et al., 1992; Schendel et al., 1993; Leisegang et
al., 2010). In einem Fall waren die spezifischen T-Zellen auch nach einem Zeitraum von ca.
10 Jahren im peripheren Blut von Patienten nachzuweisen (Jantzer et al., 1998). Die
Effektivitat infilirierender Lymphozyten konnten Rosenberg et al in einem Mausmodell
zeigen, in dem durch adoptiven Transfer von TIL ein etablierter Tumors eliminiert wurde
(Rosenberg et al., 1986).

Da im RCC trotz Infiltration mit tumorantigenspezifischen T-Zellen die AbstolRung des
Tumors ausbleibt, lasst sich schlieRen, dass die Effektorfunktion tumorinfiltrierender
Lymphozyten im Tumor unterbleibt. Um einem Angriff des Immunsystems zu entkommen,
haben Tumore verschiedene Strategien entwickelt, die als Tumor-Escape-Mechanismen
beschrieben werden. Es sind bereits verschiedene Tumorimmunevasionsmechanismen
beschrieben und je nach Tumor kann der eine oder andere Mechanismus vorherrschen
(Marincola et al., 2003).

So stellt sich die Frage, warum die Lymphozyten das RCC zwar so zahlreich infiltrieren und
damit eine Veranderung des Normalzustandes zu erkennen scheinen, dort aber keine
effiziente Zerstérung der Tumorzellen bewirken. Aus der Beobachtung, dass TIL nach der
Entfernung aus dem Tumor reaktiv sein kénnen, resultiert die Annahme, dass das
Tumormilieu selbst fir die Inaktivierung der Zellen vor Ort verantwortlich sein kénnte.

Ein besseres Verstandnis, wie die infiltrierenden Effektorzellen in bestimmten Tumortypen
beeinflusst sind, wird entscheidend dazu beitragen die Immuntherapie erfolgreicher zu

machen.
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3 ARBEITSPROGRAMM DER VORLIEGENDEN ARBEIT

Das Tumorgewebe des Nierenzellkarzinoms ist zahlreich von Lymphozyten infiltriert. Obwohl
dies auf eine Erkennung des veranderten Normalzustandes hindeutet, wird die Ausbreitung
des Tumors in den wenigsten Fallen verhindert. Trotz zahlreicher Untersuchungen bleibt die
Rolle des Immunsystems bei Toleranz und Abstofung des Nierenzellkarzinoms weitgehend
ungeklart. Die Charakterisierung des Lymphozyteninfiltrats ist einerseits flr die Entwicklung
neuer wirkungsvoller Immuntherapien und andererseits flir das Verstandnis bereits
angewandter Therapien von entscheidender Bedeutung. Erste Analysen deuten darauf hin,
dass die Effektorzellen im Tumor funktionell inaktiv sind, jedoch auf3erhalb des Tumormilieus
reaktivierbar sein kdnnen. Allerdings sind bisher nur wenige Mechanismen beschrieben
worden, die die funktionelle Inhibierung der Lymphozyten erklaren konnten. Durch die
Langzeitkultivierung der TIL, wie sie fur die Identifikation von tumorspezifischen T-Zellen und
Antigenen bendtigt wird, kdnnen keine Ruckschlisse mehr Uber die Eigenschaften der Zellen
im Tumorgewebe getroffen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte das Lymphozyteninfiltrat klarzelliger Nierenzellkarzinome
charakterisiert werden. Mittels moderner Multi-Farben-Durchflusszytometrie wurden die NK-
Zellen und zytotoxischen Lymphozyten der TIL direkt nach Isolierung aus dem Gewebe auf
ihre funktionelle Aktivitdt und auf die Expression von Zytotoxinen und verschiedenen
Oberflachenmarkern hin analysiert. Es wurden tumormilieubedingte Defizite aufgedeckt und
Gegenmallnahmen, die diese reversieren sollten, evaluiert. Um Defekte, die der
funktionellen Inhibierung zu Grunde liegen, aufzudecken, wurden Signalkaskaden, also die
Phosphorylierung bestimmter Signalproteine, durchflusszytometrisch analysiert. Das Wissen
um die Ursachen fir eine Inaktivierung der Lymphozyten in situ kénnte in Zukunft dazu
beitragen durch gezielte Stimulation bestimmter Zellpopulationen eine wirkungsvolle Abwehr
des Tumors zu erreichen.

Um den Einfluss und die Auswirkungen des Tumormilieus auf NK-Zellen mechanistisch
untersuchen zu kénnen, wurden In-vitro-Modellsysteme entwickelt. Neben der Kultivierung
im Beisein von hoher Tumorzellzahl wurde auch das Spharoidsystem als ein
dreidimensionales Kultursystem eingesetzt. Mit der Kenntnis der Mechanismen, die zu dem
defizitdren NK-Zell-Phanotyp flhren, kénnen MafRnahmen entwickelt werden, um die

Effizienz immuntherapeutischer Strategien zu verbessern.
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4 MATERIAL

4.1 Gerate und Verbrauchsmaterial

GERAT/VERBRAUCHSMATERIAL

HERSTELLER

40 uym Rundfilter

Becton Dickinson, Heidelberg

5 ml Spritzen (fiir Multistepper)

Eppendorf, Hamburg

Bestrahlungsanlage HWM-D-200,
(Strahlungsquelle: 137 Caesium)

GammacCell 40, Ottawa, Kanada

Bodenplatten fiir ELISA (96-Loch)

Nunc, Wiesbaden

Brutschrank

Heraeus Instruments, Hanau

Deckglaschen

IDL, Nidderau

Durchflusszytometer, LSR-II

Becton Dickinson, Heidelberg

Dynal-Magnet MPC-50

Invitrogen, Karlsruhe

Einmalpipetten 2 ml, 5 ml, 10 ml und 25 mli

Greiner bio-one, Frickenhausen

Eppendorfzentrifuge

Eppendorf, Hamburg

FACS-Roéhrchen (5 ml mit Deckel,
Polypropylen)

Becton Dickinson, Heidelberg

FACS-Rd&hrchen (klein, Polypropylen)

Greiner bio-one, Frickenhausen

Kryoréhrchen (1,5 ml)

Nunc, Wiesbaden

Kryostat

Leica Jung CM 3000

Lichtmikroskope (Leica DMLS)

Leica Microsystems, Heidelberg

LumaPlateTM-96 (Filterplatten fir CML)

Canberra Packard, Dreieich

MACS Multistand (quadro MACS)

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

MACS Separation Columns; 25 LS

Miltenyi, Biotec, Bergisch Glattbach

Mehrkanalpipette

Dunn Labortechnik, Asbach

Mehrlochplatten (48- Loch)

Nunc, Wiesbaden

Mehrlochplatten (6-, 12- und 24- Loch)

Nunc, Wiesbaden
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Milli-Q®-Reinwasserherstellungssystem

Millipore, Schwalbach

Multistepper

Eppendorf, Hamburg

Neubauer-Zahlkammer

GLW, Wirzburg

Objekttrager

Menzel, Braunschweig

Pasteurpipetten, Glas

Peske OHG, Miinchen

Pipettenspitzen

Eppendorf/Gilson

Reagenzrohrchen (15 ml und 50 ml)

Becton Dickinson, Heidelberg

Reaktionsgefale

Eppendorf, Hamburg

Rundbodenplatten (96-Loch)

PAA Laboratories, Colbe

Sterilbank

BDK, Sonnenbrihl-Genkingen

Stickstofftank

Messer Griesheim, Krefeld

Szintilationsmessgerat (TOPCount)

Canberra Pckard, Dreieich

Transwell 24-Loch-Platten,

Porengréfie 0,4 um

Costar, Corning (USA)

Wasserbad

Kottermann Labortechnik, Uetze

Zellschaber (25 cm)

Greiner, Mlinchen

Zellsieb Cellstrainer, 100 uM

BD Biosciences, Heidelberg

Zellkulturflaschen (25/75/175 cm?)

Greiner bio-one, Frickenhausen

Zentrifugen fur Zellkultur
(Megafuge 2.0)

Heraeus Instruments, Hanau

4.2 Chemikalien und fertige Losungen

BEZEICHNUNG

HERSTELLER

1 N Salzsaure

Merck, Darmstadt

4’,6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI)

Sigma Aldrich, Taufkirchen

*1Cr-Natrimchromat (185 MBq)

Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig

7-Amino-Actinomycin D (7-AAD)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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Aceton

Merck, Darmstadt

Aqua ad iniectabilia Braun

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

BD Phosflow Cytofix Puffer ®

Becton Dickinson, Heidelberg

BD Phosflow Perm Puffer lI® bzw. llI®

Becton Dickinson, Heidelberg

Bovines Serumalbumin (BSA)

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Essigsaure

Merck, Darmstadt

Ethanol

Merck, Darmstadt

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Fixogum

Science Services, Miinchen

Humanserum (fir die Durchflusszytometrie)

Cambrex Corporation, Wiesbaden

Immersionsol Type F

Leica Microsystems, Wetzlar

Methanol

Merck, Darmstadt

Natrionhydrogencarbonat

Merck, Darmstadt

Natriumazid

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Natriumchlorid

Merck, Darmstadt

Paraformaldehyd (PFA)

Merck, Darmstadt

Propidiumjodid (PI)

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Saponin Sigma Aldrich, Taufkirchen
Trypanblau ICN Biomedicals GmbH, Frankfurt (Main)
Vectashield Biozol Diagnostica Vertrieb GmbH, Eching
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4.3 Zellkultur

4.31 Verbrauchsmedien und Zusatze

BEZEICHNUNG

HERSTELLER

Accutase®

PAA Laboratories, Colbe

Agarose (Seaplaque) fur Spharoidherstellung

Biozym, Oldendorf

AIM-V

Invitrogen, Karlsruhe

Brefeldin A

Sigma Aldrich, Taufkirchen

ERK Inhibitor (PD 98059)

Sigma Aldrich, Taufkirchen

AKT Inhibitor (Perifosine)

Selleck Chemicals, Housten

lonomyzin

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Diazylglyzerolkinase Inhibitor | (DGK-I)

Sigma Aldrich, Taufkirchen

DNAse |, Typ IV

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Kollagenase IA

Sigma Aldrich, Taufkirchen

HBSS (10x) ohne CaCl,/MgCl,

Invitrogen, Karlsruhe

HBSS (1x) mit 1,26 mM CaCl,/0,5 mM MgCl,

Invitrogen, Karlsruhe

CD14 Microbeads

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach

NK-Zell-Negativisolierungs-Kit (Dynabeads

untouched human NK cells)

Invitrogen, Karlsruhe

CD8 Microbeads

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach

CD56 Microbeads

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach

CompBeads (anti Maus IgG, «)

BD Biosciences, Heidelberg

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Merck, Darmstadt

Ficoll® (Pancoll, Dichte 1,077 g/ml)

Pan Biotech, Aidenbach

Fotales Kalberserum (FKS)

Invitrogen, Karlsruhe

Golgi Stop

Becton Dickinson, Heidelberg
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Heparin 2500 IE

Essex Pharma GmbH, Mlnchen

Humanserum (verschiedener gesunder

IMI, Helmholtz Zentrum Mlnchen

Spender)
L-Glutamin Invitrogen, Karlsruhe
Natriumpyruvat Invitrogen, Karlsruhe

Nicht-essentielle Aminosauren (100x)

Invitrogen, Karlsruhe

Opti-MEM

Invitrogen, Karlsruhe

Penizillin/Streptomyzin (100x)

Invitrogen, Karlsruhe

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)

Invitrogen, Karlsruhe

Rekombinantes humanes GM-CSF, Leukine®

Promokine, Heidelberg

Rekombinantes humanes Interleukin-15

(PromoKin)

PromoCell GmbH, Heidelberg

Rekombinantes humanes Interleukin-2

(Proleukin)

Cancernova GmbH, Reute

Rekombinantes humanes Interleukin-4

Promokine, Heidelberg

RPMI 1640 ohne L-Glutamin

Invitrogen, Karlsruhe

Trypsin-EDTA (10x)

4.3.2 Medien

RPMI-Basismedium
RPMI 1640
2 mM L-Glutamin

1 mM Natriumpyruvat

1 mM nicht-essentielle Aminosauren

LCL-Medium
RPMI-Basismedium

10% FKS

RCC-Medium
RPMI-Basismedium

12% FKS

Invitrogen, Karlsruhe
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T-Zellmedium
RPMI-Basismedium

7,5 % FKS

7,5 % Humanserum (HS)
50 U/ml IL-2

Kulturmedium flir myeloische Zellen
AIM-V (serumfrei) + 2 mM L-Glutamin

Einfriermedium flr eukaryotische Zellen
RPMI 1640 ohne Glutamin
20 % DMSO

CML-Medium
RPMI-Basismedium
15 % FKS

1x Penizillin/Streptomyzin

Verdaupuffer zur Isolierung der TIL bzw. NIL

RPMI 1640

0,1 % BSA

1x Penizillin/Streptomyzin
10 mM Hepes
Kollagenase IA, 218 U/mi
DNAse |, 435 U/ml

TIL-Kultivierungsmedium
AIM-V

2 mM L-Glutamin

10 % Humanserum (HS)

50 U/ml IL-2

Kokulturmedium/Stimulationsmedium
AIM-V

2 mM L-Glutamin

10 % HS
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Aktivierungsmedium fiir PBL bzw. NK-Zellen
AIM-V

2 mM L-Glutamin

10 % HS

100 - 500 U/ml IL-2

4.3.3 Pufferlosungen

Trypsin-EDTA-LOsung

2x Stocklosung Trypsin-EDTA

FACS-Puffer

1% HS

2 mM EDTA

0,1 % Natriumazid

in PBS

MACS-Puffer
0,5 % HS

2 mM EDTA
in PBS

NK-Isolierungspuffer
0,1 % FKS
in PBS

Paraformaldehydlésung
1 % (w/v) Paraformaldehyd (PFA) in PBS

Saponinldsungen
0,1 % (w/v) bzw. 0,35 % (w/v) Saponin in PBS

2 % Humanserum
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4.4 Zellen

BEZEICHNUNG

CHARAKTERISTIKA

KULTURMEDIUM

QUELLE

Epstein-Barr-Virus

B-LCL-LAZ388 transformierte LCL-Medium Mackenson, A.
lymphoblastoide Zelllinie
Dendritische aus Monozyten von
AIM-V-Medium ) ]
Zellen gesunden Spendern im Labor generiert
i ) ) (GM-CSF, IL-4)
(klassische D2Z) differenziert
humane
B ATCC, Rockuville,
K562 Erythroleukamiezelllinie LCL-Medium
Maryland, USA
CCL-243™
humane
KT-195 Nierenzellkarzinomzelllinie, RCC-Medium DKFZ, Heidelberg
HLA-A2
Gemisch aus Leukozyten,
(Lymphozyten, dendritische
NIL Zellen, Makrophagen, Patienten der
) Granulozyten) Nierenzellen Urologischen Kilinik Dr.
(Normalnieren- ; , o o
und Zelltrimmern (durch nicht kultiviert Castringius, Planegg
infiltrierende
die mechanische oder urologische Klinik
Leukozyten) }
Zerkleinerung und den der LMU, Minchen
enzymatischen Verdau
entstanden)
NK-Zellen Negativ isoliert aus PBMZ gesunde Spender
Maus-Mastozytom Zelllinie ATCC, Rockuville,
P815 LCL - Medium

TIB-64™

Maryland, USA

PBL (periphere

Blutlymphozyten)

CD14-depletierte PBMZ
(mittels CD14-MACS
Beads, siehe 4.2.3)

gesunde Spender

PBL-Pool

Gemisch von PBL aus vier

gesunden Spendern

IMI, Helmholtz Zentrum

Muenchen
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PBMZ
(periphere Blut

mononukleare

isoliert aus Vollblutproben

gesunde Spender

Zellen)
humane
IMI, Helmholtz Zentrum
RCC-26 Nierenzellkarzinomzelllinie, RCC-Medium
Munchen
HLA-A2-positiv
humane
IMI, Helmholtz Zentrum
RCC-53 Nierenzellkarzinomzelllinie, RCC-Medium )
Minchen
HLA-A2-positiv
Gemisch aus Leukozyten,
(Lymphozyten, dendritische
Zellen, Makrophagen, Patienten der
TIL (tumor- Granulozyten) Tumorzellen Urologischen Klinik Dr.

infiltrierende

und Zelltrimmern (durch

TIL-Kultivierungs-

Castringius, Planegg

Leukozyten) die mechanische medium oder urologische Klinik
Zerkleinerung und den der LMU, Miinchen
enzymatischen Verdau
entstanden)
in vitro mit Kulturiberstand  AIM-V-Medium

tumorinduzierte
dendritische
Zellen (RCC-D2)

von RCC-26 zu Tumor
dendritische Zellen

differenzierte Monozyten

mit 20 % Kultur-
Uberstand von
RCC-26

gesunde Spender

ZTL-Klon JB4

humane klonale ZTL Linie,
allo-HLA-A2-reaktiv

T-Zellmedium

IMI, GSF

ZTL-Klon TIL26

isoliert aus RCC-
Patient 26,
HLA-A2-restringiert,

tumorantigenspezifisch

T-Zellmedium

IMI, Helmholtz Zentrum

Muenchen

ZTL-Klon TyrF8

humane klonale ZTL Linie,
HLA-A*0201-restringiert,
spezifisch fur das

Tyrosinasesgg.377-Epitop

T-Zellmedium

Schrier, P., Leiden
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4.5 Blutproben

Die in der Arbeit verwendeten Vollblutproben wurden von gesunden Spendern zur Verfligung
gestellt. Die Abnahme erfolgte von einem zur Blutabnahme berechtigten Mediziner. Die

Zustimmung der Spender und der lokalen Ethikkommission lag vor.
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4.6 Antikorper
4.6.1 Primare Antikorper fiir die Durchflusszytometrie
. MAR- SPEZIES/ EIN- FAR-
SPEZIFITAT KLON HERSTELLER
KIERUNG IsoTYP SATZ BUNG
2B4
PE Maus IgG1, C1.7 Beckman Coulter  1:25 OF
(CD244)
Annexin V FITC Maus IgG1, « VAA-33 Bioscource 1:20 OF
CD107a FITC Maus IgG1, « H4A3 BD 1:20 OF
CD107b FITC Maus IgG1, « H4B4 BD 1:20 OF
CD11c FITC Maus IgG1, « 3.9 eBioscience 1:20 OF
CD11c PE Maus IgG1, x B-ly6 BD 1:25 OF
APC-
CD14 Alexa Maus IgG2a, « =~ TuK4 Invitrogen 1:50 OF
Fluor 750
Pacific
CD14 Maus IgG2a,«  M5E2 BD 1:25 OF
Blue
Alexa
CD16 Maus IgG1, k 3G8 Bio Legend 1:20 OF
Fluor 700
PerCP-
CD163 Maus IgG1, « GHI/G1 BioLegend 1:25 OF
Cy5.5
CD163 PE Maus IgG1, « GHl/61  BD 1:12 OF
APC-
CD19 eFluor Maus IgG1, « HIB19 eBioscience 1:20 OF
780
CD209 APC Maus IgG2b, «  DCN46 BD 1:10 OF
Pacific
CD3 Maus IgG1, « UCHT1 BD 1:20 OF
Blue
CD3 APC-H7 Maus IgG1, « SK7 BD 1:20 OF
CD3 PE-Cy7 Maus IgG1, « SK7 BD 1:20 OF
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CD3
- FITC Maus 1gG2a, k G3 AbD Serotec 1:20 V4
(CD247)
APC-
CcD4 eFluor Maus IgG1, x RPA-T4 eBioscience 1:20 OF
780
CD45 PeCy7 Maus IgG1, x HI30 BD 1:50 OF
CD45 Amcyan Maus IgG1, « 2D1 BD 1:10 OF
CD48 FITC Maus IgG1, « J4.57 Beckman Coulter 1:25 OF
CD56 APC Maus IgG1, x N901 Beckman Coulter 1:20 OF
CD56 PE Maus IgG1, x B159 BD 1:10 OF
CD57 FITC Maus IgG1, k TBO1 eBioscience 1:20 OF
CD69 FITC Maus IgG1, « FN50 BD 1:20 OF
CD8a V500 Maus IgG1, x RPA-T8 BD 1:20 OF
CD8a AmCyan Maus IgG1, x SKA1 1:25 OF
Pacific
CD8a Maus IgG1, RPA-T8 BD 1:25 OF
Blue
CD8a PE Maus IgG1, x RPA-T8 BD 1:50 OF
CD8a FITC Maus IgG1, x HIT8a BD 1:20 OF
Kaninchen
DGK-a unmarkiert Santa Cruz 1:20 1Z
polyklonal
) Kaninchen
ERK unmarkiert Cell signalling 1:20 V4
polyklonal
2G9A1
GMP-17 Cy5 Maus IgG1, x OF5 Immunotech 1:250 V4
GranzymB PE Maus 1gG1, x GB11 AbD Serotec 1:50 V4
257231
IFN-y APC Maus IgG2b, « BD 1:10 V4
IFN-y PE-Cy7 Maus IgG1, « 4S.B3 BD 1:25 Iz
MQ1-
IL-2 APC Ratte 1I9G2a, « 1:20 V4

17H12
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G155-
Isotyp FITC Maus IgG2b BD 1:25 4
148

NKG2D APC Maus IgG1, « 1D11 BD 1:12 OF
NKp46 PE Maus IgG1, x 9E2 BD 1:5 OF
p27kip unmarkiert Maus IgG2b 225501 R&D Systems 1:100 1Z
pAKT

PE Maus IgG1, « M89-61 BD 1:2,5 1Z, F/IP
(pS473)
Perforin FITC Maus IgG2b, x 8G9 BD 1:10 V4
Perforin PE Maus IgG1, « B-D48 Santa Cruz 1:20 V4
Perforin unmarkiert Maus IgG2b, x 3G9 BD 1:100 1Z
pERK (Thr

] ] D13.14. ) ]

202/Tyr umarkiert  Kaninchen IgG AE Cell signalling 1:300 IZ,F/P
204)
pLCK 4/LCK-

PE Maus IgG1, x BD 1:2,5 IZ, F/IP
(Y505) Y505
PLC-y2 K86-

PE Maus IgG1, x BD 1:2,5 IZ, F/IP
(Y759) 689.37

Kaninchen
SAP unmarkiert Santa Cruz 1:20 V4
polyklonal

Alexa
TNF-a Maus IgG1, « Mab11  BD 1:20 V4

Fluor 700

OF: Oberflachenfarbung, 1Z: intrazelluldare Farbung (wenn nicht anders angegeben mit PFA und
Saponin), F/P: BD Cytofix ®Perm Puffer lll ®

4.6.2 Sekundare Antikorper fur die Durchflusszytometrie

SPEZIFITAT MARKIERUNG SPEZIES KLON HERSTELLER EINSATZ
Molecular
Kaninchen A488 Ziege polyklonal 1:500
Probes
Molecular
Kaninchen A647 Ziege polyklonal 1:500

Probes
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Maus — ] Molecular

A488 Ziege polyklonal 1:500
IgG2b Probes
Maus — Molecular

A647 Ziege polyklonal 1:500
IgG2b Probes

4.6.3 Antikorper zur Stimulation von T-Zellen

SPEZIFITAT SPEZIES KLON HERSTELLER EINSATZ
eigene 10 pg/1 x 10° Zellen
CD3 Maus 1gG2a OKT3 Herstellung (P815-Beladung)

E. Kremmer bzw. 1 pg/ul (Quervernetzen)

F(ab), anti-

Ziege polyklonal Serotec 10 pg/ml
Maus IgG

4.7 Patientenmaterial

4.71 Unbehandelte RCC-Patienten

Bei den untersuchten Tumorgeweben handelte es sich um den Primartumor. Die in dieser
Arbeit untersuchten Nierengewebe wurden von der Urologischen Abteilung des Klinikums
Groflthadern und der Urologischen Klinik Dr. Castringius in Planegg zur Verfiigung gestellt.
Alle Tumoren waren Nierenzellkarzinome des klarzelligen Typs. Von jedem Patienten wurde

zusatzlich Normalgewebe der tumortragenden Niere asserviert.

PATIENT-ID 2
PATIENT-ID 1 ALTER 3
NORMALGEWEBE GESCHLECHT TNM — STADIUM
TUMORGEWEBE (JAHRE)
(TUMORTRAGENDE NIERE)
RCC27 NN27 M 67 pT3b pNO Mx G3
RCC28 NN28 M 49 pT2 pNO Mx G2

RCC30 NN30 M 53 pT3b pNO Mx G2
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RCC31 NN31 M 58 pT3b pNx Mx G2
RCC34 NN34 M 66 pT3b pNO Mx G3
RCC35 NN35 W 65 pT3b pN2 Mx G3-4
RCC37 NN37 M 50 pT2 pNx Mx G2
RCC38 NN38 M 60 pT2 pNx Mx G3
RCC40 NN40 W 57 pT2 pNx Mx G3
RCC42 NN42 W 72 pT3 pNO Mx G3
RCC43 NN43 W 67 pT3b pNx Mx G2
RCC44 NN44 M 65 pT3b pNx MX G2
RCC49 NN49 M 38 pT1b pNO MO G1
RCC50 NN50 W 62 pT3b pN1 Mx G2
RCC52 NN52 W 73 pT1b pNO MO G3
RCC54 NN54 W 65 pT1b pNO MO G2

" Geschlecht der Patienten. M=maénnlich, W=weiblich
2 Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Gewebsentnahme
® Klassifikation und Stadiengruppierung der Tumoren nach den Richtlinien der Union International
Contre le Cancer (UICC); T:GréBe des Primdrtumors, N:Status des Lymphknotenbefalls,
M:Fernmetastasen, genaue Erkldrung siehe Tabelle 2-1.

4.7.2 Sunitinibbehandelte RCC-Patienten

Die sunitinibbehandelten RCC-Patienten wurden im Rahmen der Pfizerstudie erst mit
Sunitinib behandelt (Dr. Stahler, Urologische Klinik, LMU Grofthadern) und anschlieflend
wurde der Tumor entfernt. Somit war es mdglich den Einfluss dieser Therapieform auf die
tumorinfiltierenden Leukozyten zu untersuchen. Die in dieser Arbeit untersuchten
Tumorgewebe von sunitinibbehandelten Patienten wurden von der Urologischen Abteilung
des Klinikums Grof3hadern zur Verfigung gestellt. Alle Tumoren waren Primartumoren und

Nierenzellkarzinome des klarzelligen Typs.
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PATIENT-ID ) ALTER? s
GESCHLECHT TNM - STADIUM
TUMORGEWEBE (JAHRE)
P0.2 M 66 pT3a pN1 M2 G4
P0.3 M 53 pT3a pNx M1 G3
P1 W 49 pT3b pN2 Mx G3
P2 W 44 pT3a pN2 Mx G3

" Geschlecht der Patienten. M=mannlich, W=weiblich

2 Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Gewebsentnahme

® Klassifikation und Stadiengruppierung der Tumoren nach den Richtlinien der Union International
Contre le Cancer (UICC); T:GréBe des Priméartumors, N:Status des Lymphknotenbefalls,

M:Fernmetastasen, genaue Erklérung siehe Tabelle 2-1.

Die in dieser Arbeit untersuchten Tumorgewebe von sunitinibbehandelten Patienten wurden
von der Urologischen Abteilung des Klinikums GroRhadern zur Verfliigung gestellt. Alle

Tumoren waren Nierenzellkarzinome des klarzelligen Typs.

4.8 Multiplex-Analyse: Phosphoproteinbestimmung (BIO-RAD)

Bio-Plex cell lysis kit
Bio-Plex phosphoprotein detection reagent kit

Bio-Plex phosphoprotein assay

Phosphoprotein-spezifische Antikorper:

Phospho ERK1/2 (Thr202/Tyr204, Thr 185/Tyr 187)
Phospho GSK-3a/p (Ser21/Ser9)

Phospho IkappaB-a (Ser31/Ser36)

Phospho JNK (Thr183/Tyr185)
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5 METHODEN

5.1 Allgemeine Methoden der Zellkultur

5.1.1  Kultivierung humaner und muriner Zelllinien sowie primarer

Zellen

Alle Arbeiten zur Kultivierung der Zellen wurden mit sterilem Material, L6sungen und Medien
bei sterilen Bedingungen unter einer Sterilbank durchgeflihrt, um Kontaminationen mit
Bakterien, Hefen oder Pilzen zu vermeiden. Die Zellen wurden in einem Brutschrank bei
37°C, 6,5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert.

5.1.2 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde mithilfe der Trypanblau-Farbung in einer Neubauer-Zahlkammer
bestimmt. Dazu wurde einer Zellsuspension ein Aliquot (10 ul) enthommen und 1:10 mit
Trypanblau-Lésung (90 ul) gemischt. 10 ul der Farbstoff-Zell-Mischung wurde in den
Zwischenraum einer Neubauer-Zahlkammer aufgetragen. Der Farbstoff dringt nur in tote,
nicht aber in lebende Zellen ein. Unter dem Lichtmikroskop wurde nachfolgend die Anzahl
der ungefarbten Zellen in mindestens 2zwei GroRRquadraten, bestehend aus 16
Kleinquadraten, bestimmt. Die durchschnittliche Zellzahl pro GroRRquadrat wurde mit dem
Kammerfaktor 1 x 10* und dem Verdiinnungsfaktor 10 multipliziert und ergab die Zellzahl in
einem Milliliter Zellsuspension. Die Gesamtzellzahl ergibt sich aus dem Wert pro ml
multipliziert mit dem Gesamtvolumen der Zellsuspension. War die Zellkonzentration niedrig,
so wurde eine geringere Verdinnung gewahlt.

Die allgemeine Berechnungsformel lautet:

Zellen/ml = Mittelwert aus zwei GroRquadraten*Verdinnungsfaktor+10000

5.1.3 Kryokonservierung von Zellen

Um die Zellen fur eine Langzeitlagerung zu konservieren, wurde die Gefrierschutzsubstanz
Dimethylsulfoxid (DMSO) verwendet. Da DMSO auf stoffwechselintakte Zellen toxisch wirkt,
wurden alle Arbeitsschritte der Kryokonservierung zugig auf Eis durchgefuhrt. Die Zellen

wurden durch eine Zentrifugation von 5 Min. bei 1500 Umdrehungen pro Minute (rpm)
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(Megafuge 2.0, Heraeus) sedimentiert und der Kulturiiberstand abgesaugt. Anschlielend
wurde das Zellsediment in 500 pl gekuhltem fotalen Kalberserum (FKS) aufgenommen und
in ein Kryoréhrchen uUberfuhrt. Schrittweise wurde das gleiche Volumen an kihlem 20 %
igem DMSO zur Zellsuspension gegeben. Anschliefend wurden die Réhrchen in Zellstoff
eingepackt, um ein schnelles Einfrieren zu verhindern, und bei -80°C eingefroren. Nach einer
bis zwei Wochen erfolgte die Uberfihrung der Kryordhrchen auf Trockeneis in fliissigen
Stickstoff (-196°C).

5.1.4 Auftauen von Zellen

Eingefrorene Zellen wurden bei Bedarf zligig im Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Der Inhalt
eines Kryoréhrchens wurde, sobald nur noch ein kleines Eisstlickchen zu sehen war, in ein
15 ml Falcon-Réhrchen, das 2 ml FKS enthielt, Uberfihrt und 5 Min. bei 1500 rpm
zentrifugiert (Megafuge 2.0, Heraeus). AnschlieRend wurde das Zellsediment in dem

jeweiligen Kulturmedium aufgenommen und in eine Zellkulturflasche tberfihrt.

5.1.5 Kultivierung adharenter Zelllinien

Die Kultivierung von adharent wachsenden Zelllinien erfolgte in dem flr die Zellen optimalen
Kulturmedium. Das Volumen des Kulturmediums in mittleren Zellkulturflaschen (75 cm?
Adhérenzflache) betrug 10 ml, in den groRen Zellkulturflaschen (175 cm? Adhérenzflache)
betrug das Volumen des Kulturmediums 25 ml. Da die Nahrstoffe im Kulturmedium ab einer
gewissen Zelldichte aufgebraucht werden, wurde das Kulturmedium der Zellen alle drei bis
vier Tage gewechselt, indem das alte Kulturmedium abgesaugt und neues Kulturmedium
hinzu gegeben wurde. War unter dem Mikroskop bereits ein dichter Zellrasen sichtbar, d.h.
eine Konfluenz von 80 % bis 100 % vorhanden, wurde die Zellzahl reduziert, indem bei der
P815-Zelllinie neun Zehntel bzw. bei den Nierenzellkarzinomzelllinien zwei Drittel bzw. drei
Viertel der Zellen verworfen wurden. Fir die Entnahme von Zellen bei einer adhéarent
wachsenden Zellkultur musste zuerst eine Zellsuspension hergestellt werden. Hierzu wurde
das alte Kulturmedium in der Zellkulturflasche abgesaugt und die Zellen mit PBS
gewaschen, um das noch verbliebene FKS-haltige Medium und tote Zellen, die nicht mehr
an den Zellkulturboden angeheftet waren, zu beseitigen. Anschlieiend wurden die Zellen mit
1 ml (75 cm? Zellkulturflaschen) bzw. 2 ml (175 cm? Zellkulturflaschen) Trypsin-EDTA-
Lésung ca. 2 Min. bis 5 Min. behandelt, damit sie sich von der Kulturgefaloberflache
ablésen. Dabei werden durch das Trypsin die Bindeproteine zwischen Zelle und Substrat
proteolytisch gespalten und durch EDTA, die fir die Salzbriicken zwischen Zelle und

Substrat notwendigen zweiwertigen Kationen, vor allem Kalzium, komplexiert. Sobald unter
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dem Mikroskop zu erkennen war, dass sich alle Zellen vollstandig abgeldst hatten, wurde
Zellkulturmedium hinzu gegeben. Die im Kulturmedium enthaltenen Bestandteile des FKS
inaktivieren das Trypsin und stoppen somit die Reaktion. Die Inkubation der Zellen mit der
Trypsin-EDTA-L6sung erfolgte nicht langer als notig, da es bei langerer Exposition die Zellen
schadigt. Das gewilinschte Volumen der Zellsuspension wurde aus der Kulturflache
entnommen und diese Zellen verworfen oder in Experimente eingesetzt. Den restlichen
Zellen in der Kulturflasche wurde neues Kulturmedium zugegeben und die Kultivierung

fortgesetzt.

5.1.6 Kultivierung von Suspensionszellen

Die Kultivierung von Suspensionszellen erfolgte in dem fur die Zellen optimalen
Zellkulturmedium in kleinen (T25) oder mittleren (T75) aufrecht gestellten Zellkulturflachen (5
bis 7,5 ml bzw. 20 bis 40 ml Zellkulturvolumen). Alle zwei bis drei Tage wurde je ein Viertel
bis ein Zehntel der Zellsuspension entnommen und durch neues Medium ersetzt. Die

entnommenen Zellen wurden verworfen oder in Experimente eingesetzt.

5.1.7 Kultivierung und Restimulation von T-Zellklonen

Die ZTL-Klone TyrF8, JB4 und TIL26 wurden in T-Zellmedium mit 50 U Interleukin-2 (IL-2)
pro ml in 24-Lochplatten in einem Volumen von 1,5 ml kultiviert. Alle drei bis vier Tage wurde
die Halfte des Mediums vorsichtig mit einer Pipettenspitze abgenommen, ohne dabei die T-
Zellen mitzunehmen. Das entnommene Medium wurde mit neuem T-Zellmedium mit 100
U/ml IL-2 ersetzt, so dass die Konzentration des IL-2 kontinuierlich 50 U/ml betrug. Waren
die Zellen sehr dicht gewachsen, wurde die Halfte der Zellen in eine neue Vertiefung
Uberfihrt und mit T-Zellmedium mit 100 U/ml IL-2 ersetzt.

Damit die ZTL-Klone Uberleben und zur Proliferation angeregt werden, missen sie
regelmaflig einen Stimulus durch eine Restimulation erhalten. Diese wurde durch
Kultivierung der ZTL-Klone mit den jeweiligen pMHC®-Zielzellen erreicht. Zusétzlich
bendtigen die ZTL-Klone so genannte pMHC-Feeder-Zellen, die ein fir die T-Zellen
forderliches Zytokinmilieu schaffen. Als Feeder-Zellen wurde die B-LCL-LAZ388 und ein
Gemisch aus PMBZ verschiedener Spender verwendet. Zielzellen und Feeder-Zellen wurden
in einer Bestrahlungsanlage mit dem Caesium-Isotop "*’Cs (B- und y-Strahler) bestrahlt, um
die Proliferation dieser Zellen zu verhindern. Die jeweiligen Bestrahlungsdosen, die je nach
Aktivitat der Strahlenquelle in unterschiedlichen Bestrahlungsdauern resultierten, sowie die
Zellzahlen pro Restimulationsansatz sind in  Tabelle 5-1 angegeben. Der

Restimulationsansatz wurde zusammen mit jeweils 6 x 10° Zellen der T-Zellklone in einer
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Vertiefung in 1,5 ml T-Zellmedium mit 50 U/ml IL-2 ausgesat. Die T-Zellen zeigten ab dem
ersten Restimulationstag eine langlichere Morphologie und ein leuchtend klares Zytoplasma.
Ab dem dritten bis vierten Tag verschwanden die Restimulationszellen zunehmend. Die
Restimulation der T-Zellklone wurde alle 12 bis 14 Tage wiederholt. Die ZTL-Klone wurden

zwischen Tag 7 und Tag 9 nach der Restimulation in die Experimente eingesetzt.

Tabelle 5-1: Restimulationsansatz fiir 6 x 10° Zellen der ZTL-Klone JB4', TyrF8? bzw. TIL26" pro
Vertiefung einer 24-Lochplatte in 1,5 ml T-Zellmedium

RESTIMULATIONSZELLEN ZELLZAHL BESTRAHLUNGSDOSIS (GRAY)
'RCC-26/°"Mel 93.04 A12.1 6 x 10* 100
PBMZ 1-1,4 x 10° 50
B-LCL-LAZ388 1x10° 150

5.1.8 Gewinnung von Tumorzellkulturtiberstand fiir die Differenzierung

von Monozyten zu tumorinduzierten DZ (RCC-DZ)

Fir die In-vitro-Differenzierung von tumorinduzierten DZ aus Monozyten (siehe 5.2.5) wurde
der Tumorzellkulturiiberstand von RCC-26 eingesetzt. Zur Gewinnung wurden 2 x 10° Zellen
der Tumorzelllinie in 10 ml AIM-V + L-Glutamin in einer 75 cm? Zellkulturflasche tber 10
Tage kultiviert und anschlieRend der Uberstand geerntet. Dieser wurde dann 10 Min. bei
2000 rpm (Megafuge 2.0, Heraeus) zentrifugiert, aliquotiert und bei -20°C eingefroren. Die
Uberstande wurden auf die Anwesenheit von IL-6 und IL-8 mittels ELISA tberprift. Es wurde
bereits gezeigt, dass diese Faktoren entscheidend fir die Differenzierung von Monozyten zu
RCC-DZ sind.

5.2 Arbeiten mit Vollblut und Geweben

Alle Isolierungsschritte wurden zligig durchgefihrt. Es wurden Einmalpipetten aus Plastik

verwendet, um eine Voraktivierung der Zellen zu vermeiden.
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5.2.1 Isolierung mononuklearer Zellen aus Vollblut (PBMZ)

Die Isolierung von PBMZ (periphere Blut mononukleare Zellen) erfolgte aus vendsem
Vollblut gesunder Spender. 50 ml Spritzen wurden zur Blutabnahme mit 1000 U Heparin/50
ml Blut (100 ul pro Spritze) beschickt, um die Blutgerinnung zu verhindern. Das Blut wurde
nach Abnahme sofort 1:1 mit RPMI 1640 Medium gemischt und 35 ml davon auf 15 ml Ficoll
in einem 50 ml-Réhrchen Uberschichtet. Die Bestandteile des Blutes wurden durch 20-
minltige Zentrifugation bei 2000 rpm ohne Bremse (Megafuge 2.0, Heraeus) durch die
Zentrifugalkraft entsprechend ihrer Dichte voneinander getrennt. Die Erythrozyten und
Granulozyten sinken dabei in die Ficollschicht ab. In der Interphase sammeln sich die PBMZ.
Daruber befindet sich das Plasma-Mediumgemisch mit den Thrombozyten. Die Interphase
wurde vorsichtig mit einer 10 ml Plastikpipette abgenommen, in ein neues 50 ml Réhrchen
Uberfiihrt und mit dem gleichen Volumen an RPMI 1640 Medium gemischt. Es wurde
anschliefend bei 1900 rpm fir 12 Min. (Megafuge 2.0, Heraeus) zentrifugiert (Waschschritt
zum Entfernen des Ficolls). Der Uberstand wurde verworfen und das Zellsediment in Puffer
aufgenommen.

Die Ausbeute lag spenderabhingig zwischen 20 x 107 bis 30 x 107 Zellen/100 ml Vollblut.

5.2.2 Negative Isolierung von Natiirlichen Killerzellen aus PBMZ

NK-Zellen wurden aus PBMZ Uber negative Isolierung angereichert. Bei der negativen
Isolierung werden, im Gegensatz zur positiven Isolierung, nicht die gewiinschten Zellen tber
Antikorper an magnetische Beads gebunden, sondern alle zu entfernenden Zellen. Der
Vorteil darin besteht, dass keine Beads an den Zellen, die fir das Experiment bendtigt
werden, kleben und eine mogliche Aktivierung der Zellen durch das Binden der Antikodrper
verhindert wird. Wichtig bei der Isolierung der NK-Zellen war, dass aus den PBMZ
vorhandene Thrombozyten entfernt wurden, da sie die Reinheit der Isolierung negativ
beeinflussten. Deswegen wurde die PBMZ-Suspension zweimal fir 12 Min. bei 1000 rpm
(Megafuge 2.0, Heraeus) abzentrifugiert und mit NK-Isolierungspuffer gewaschen. Danach
wurde die Zellsuspension auf eine Konzentration von 1,0 x 10" Zellen/100 ul in NK-
Isolierungspuffer eingestellt und pro 1,0 x 10" Zellen 20 ul FKS und 20 pl Antikdrper-
Mischung (aCD3, aCD14, aCD36, aCDw-HLA 1l DR/DP) zugegeben. Es folgte eine
Inkubation von 10 Min. bei 4°C auf einem Roller. Danach wurde mit 1 ml/1,0 x 10’ Zellen NK-
Isolierungspuffer gewaschen und bei 1700 rpm fir 8 Min. (Megafuge 2.0, Heraeus)
zentrifugiert. Das Zellsediment wurde in 0,95 ml NK-Isolierungspuffer/1,0 x 10’ Zellen
aufgenommen und mit 50 pl Beads/1,0 x 10" Zellen fiir 10 Min. bei 4°C inkubiert. Nach

mehrmaligem Auf- und Abpipettieren, um entstandene Beadrosetten aufzulésen, wurde das



METHODEN 43

Roéhrchen fur mindestens 2 Min. an den Magneten gehangt. Der Uberstand, der die NK-
Zellen enthielt, wurde in ein neues Roéhrchen Uberflihrt und noch mal mit 50 ul Beads
versetzt, wie zuvor beschrieben inkubiert und ein zweites Mal an den Magneten gehangt.
Vom finalen Uberstand wurde ein Teil fiir die Zellzahlbestimmung abgenommen und der
restliche Uberstand fir 5 Min. mit 1500 rpm (Megafuge 2.0, Heraeus) zentrifugiert. Das
Zellsediment wurde dann in einem fir den anschlieRenden Versuch optimalen Medium
aufgenommen. Es folgte eine Reinheitsbestimmung mittels Durchflusszytometrie. Hierbei
wurde Uber eine CD3/CD56-Doppelfarbung bestimmt, wie viel CD3-positive Zellen noch
vorhanden waren. Brauchbar waren Aufreinigungen mit einem NK-Gehalt von Uber 90 %.

Die Ausbeute war spenderabhangig.

5.2.3 Positive Isolierung von Monozyten aus PBMZ

Die Isolierung der Monozyten aus PBMZ erfolgte Gber Magnetic Cell Sorting (MACS). Alle
Isolierungsschritte erfolgten auf Eis, alle Zentrifugationsschritte mit der Megafuge 2.0,
(Heraeus).

Nachdem die PBMZ (ber Dichtegradientenzentrifugation - wie in 5.2.1 beschrieben - aus
Vollblut isoliert worden waren, wurde das Zellsediment in 10 ml eiskaltem MACS-Puffer
aufgenommen und die Zellen in einem Rohrchen vereinigt. Es wurde einmal mit 10 ml
MACS-Puffer nachgespult. Dabei wurden die Zellen so wenig wie moglich auf- und
abpipettiert, um eine Aktivierung der Zellen zu verhindern. Um Zellaggregate sowie sonstige
groRere Bestandteile zu entfernen, wurde die Zellsuspension uber ein Zellsieb (Porengrofe:
100 uM) filtriert. AnschlieRend wurde ein Aliquot zur Zellzahlbestimmung abgenommen. Die
verbleibende Zellsuspension wurde mit MACS-Puffer auf 50 ml aufgefullt und nochmals bei
1900 rpm fiir 12 Min. abzentrifugiert. Das Zellsediment wurde in 80 pyl MACS-Puffer/10’
Zellen resuspendiert, wozu 15 ul CD14 Microbeads/10” Zellen gegeben wurden. Um eine
adaquate Mischung der Zellen mit den Beads zu gewahrleisten, wurde das Rdhrchen fur 15
Min. bei 4°C auf einem Rotiergerat inkubiert. Um nicht gebundene Microbeads zu entfernen,
wurden die Zellen anschlieRend mit der 10-fachen Menge an MACS-Puffer versehen und bei
1900 rpm fur 12 Min. abzentrifugiert. Das Zellsediment wurde in 5 ml MACS-Puffer
aufgenommen und auf eine Saule, die zuvor mit 3 ml MACS-Puffer equilibriert und in den
MACS Separator eingespannt wurde, gegeben. Die CD14" Zellfraktion konnte dabei durch
Bindung der Beads in der Magnetsaule zuriickgehalten werden und die nicht an die Saule
gebundenen Zellen (CD14") direkt aufgefangen werden. Die Saule wurde zweimal mit 3 ml
Puffer nachgespilt und das Eluat als CD14” PBMZ-Fraktion gesammelt und portionsweise

eingefroren oder direkt verwendet. Die in der Saule verbliebenen CD14" Zellen wurden mit
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Hilfe eines Stempels eluiert und sofort abzentrifugiert. Die Zellen wurden dann im
entsprechenden Medium aufgenommen und standen flr Folgeversuche zur Verfugung.

Die Ausbeute an Monozyten betrug - spenderabhangig - zwischen 5 - 15 % der PBMZ, bei
einer Zellzahl von 20 x 10° bis 40 x 10° Monozyten pro 100 ml Blut.

5.2.4 Positive Isolierung von CD8" und CD56" Zellen aus PBMZ und
TIL

Aus drei TIL und zwei PBMZ wurden die CD8" und die CD56" Zellen isoliert. Die
Zellseparation wurde mit spezifischen Antikdrpern, die an magnetische Kugelchen (MACS
Microbeads) gebunden waren, durchgefihrt. Die Durchfiihrung erfolgte exakt nach
Herstellerprotokoll und gleicht der Monozyten-Isolierung, die unter 5.2.3 beschrieben ist. Fir
die Separation wurden die Zellen sedimentiert und zunachst mit 80 yl MACS-Puffer und 20
ul CD8* MACS Mikrobeads pro 10 Zellen fiir 15 Min. auf dem Roller bei 4°C inkubiert. Aus
der, nach der Durchfiihrung, erhaltenen Negativfraktion wurden dann die CD56" Zellen
isoliert. Die hierdurch erhaltenen Positivfraktionen wurden fir den BIO-RAD Multi-Plex zur

Bestimmung von Phosphoproteinen verwendet.

5.2.5 Generierung von klassischen DZ und RCC-DZ

Zur Generierung von klassischen DZ wurden die durch CD14" Magnetseparation
gewonnenen Monozyten — wie in 5.2.3 beschrieben - in einer Konzentration von 6 x 10°
Zellen/4 ml AIM-V-Medium pro Vertiefung in einer 6-Loch-Flachbodenplatte (Nunc) ausgesat.
Das Medium enthielt 400 U/ml IL-4 und 800 U/ml GM-CSF. Zur Generierung der RCC-DZ
wurden 6 x 10° CD14" Zellen in 3 ml AIM-V-Medium mit 1 ml RCC-26-konditioniertem
Tumoriberstand (siehe 5.1.8) pro Vertiefung kultiviert. Die Zytokine bzw. der RCC-26-
konditionierte TumorUberstand wurden am Tag der Aussaat, am Tag 2 und Tag 5 der
Kultivierung zugegeben. Die DZ wurden meistens am Tag 7 geerntet und fir Experimente

verwendet.

5.2.6 Anlegen von 24 Std. Kokulturen mit myeloischen Zellen

Um den Einfluss von myeloischen Zellen auf naive bzw. Effektorzellen zu untersuchen,
wurden Kokulturexperimente durchgefuhrt. Fur diese wurden DZ (in vitro aus Monozyten
generierte klassische DZ und RCC-DZ) einerseits mit PBL oder isolierten NK-Zellen und

anderseits mit dem zytotoxischen HLA-A2-reaktiven ZTL-Klon JB4 kokultiviert. Fur die
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Kokultivierungsversuche mit NK-Zellen wurden autologe DZ und fiur die mit JB4 HLA-A2-
negative DZ verwendet. Meist wurden 0,3 x 10° JB4, PBL oder NK-Zellen in 300 pl T-
Zellmedium (JB4) oder Stimulationsmedium (PBL/NK-Zellen) mit entsprechender Zahl an DZ
angesetzt. Es wurden verschiedene Verhaltnisse von DZ zu JB4 bzw. zu PBL oder NK-
Zellen (0,1:1-1:1) gewahlt, um zu erkennen, ob sich die Art des Einflusses mit
unterschiedlichem Verhaltnis verandert. Nach 24 Std. wurden die Zellen in funktionelle
Versuche eingesetzt und hinsichtlich verschiedener Oberflachenmarker und intrazellularer

Proteine untersucht.

5.2.7 Isolierung von Leukozyten aus Tumor- und Normalnierengewebe

Das Probenmaterial fur die Untersuchung der TIL bzw. der NIL (tumor- bzw.
normalniereninfiltrierende Lymphozyten) wurde aus Tumoren bzw. Normalnierengewebe der
tumortragenden Niere isoliert. Patienten mit Nierenzellkarzinomen erhielten in der Klinik eine
Nephrektomie und anschlieBend wurde das entnhommene Gewebe in die Pathologie
gebracht. Hier wurden Tumor- bzw. Normalnierensticke von einem Pathologen
abgeschnitten, von uns abgeholt und sofort verarbeitet. Die Gewebsstiicke besalien im
Durchschnitt eine Grole von 4 cm x 2 cm x 1,5 cm. Um die Gewebe auch histologisch
farben und untersuchen zu kénnen, wurden von jedem Tumor- und Normalgewebe ein
kleines Stlick abgetrennt, in Aluminiumfolie verpackt und in fliissigem Stickstoff eingefroren.
Nach einigen Minuten wurden diese aus dem fllissigen Stickstoff entnommen und bei -80°C
gelagert. Das restliche Gewebe wurde in den Verdau eingesetzt. Hierfir wurde das Gewebe
in eine Petrischale geben und mit Hilfe von Skalpell und Schere in sehr kleine Stlickchen
geschnitten. Meist wurde das Gewebe bearbeitet bis es eine breiige Konsistenz aufwies. Es
wurde darauf geachtet, dass das Gewebe nicht austrocknete. Deswegen wurde meist etwas
HBSS (Ca?'/Mg?*-haltig) zugegeben. AnschlieBend wurde der Gewebebrei mit einem Loffel
in ein 50 ml Falconréhrchen Uberfuhrt, wobei pro Réhrchen ein maximales Volumen von 5 mi
optimal war. Im Durchschnitt lag das Volumen pro Tumor- bzw. Normalnierenstickchen bei 3
— 5 ml. Da in den Experimenten nur Leukozyten untersucht werden sollten, die ins Gewebe
ausgewandert waren, mussten die Leukozyten, welche sich in den Blutgefalen des
Gewebes befanden, entfernt werden. Dies erfolgte Uber mehrere Waschschritte. Hierflr
wurden zu den Gewebebreien 20 — 30 ml HBSS (Ca®'/Mg?*-haltig) zugegeben und
anschlieBend 2 Min. bei 1500 rpm (Megafuge 2.0, Heraeus) zentrifugiert. Der Uberstand mit
den darin enthaltenen Zellen wurde in ein neues Roéhrchen uberflhrt. Dieser Waschschritt
wurde so oft wiederholt bis der Uberstand nicht mehr blutig war. Der durch diese
Waschschritte erhaltene Uberstand 1 wurde mit US1 bezeichnet und enthalt die aus dem

Gewebe ausgewaschenen Zellen, vermutlich solche die nicht ins Tumorgewebe
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ausgewandert waren. Diese Zellen werden als tumorzirkulierende Lymphozyten (TZL)
bezeichnet. Als nachstes erfolgte der erste Gewebeverdauschritt. Dem Gewebesediment
wurden 30 ml Verdaupuffer zugesetzt, gut gemischt und anschlielend 20 — 30 Min. auf dem
Rotator inkubiert. Danach erfolgte ein Zentrifugationsschritt von 1500 rpm 5 Min (Megafuge
2.0, Heraeus). Der erhaltene Uberstand wurde in ein neues Réhrchen transferiert und dem
Sediment wurden 20 — 30 ml HBSS ohne Ca*" und Mg?* zugesetzt. Nach einer Zentrifugation
von 1500 rpm fiir 5 Min (Megafuge 2.0, Heraeus) wurde der Uberstand in ein neues Réhrchen
tberfiihrt und dem Sediment 30 ml 5 mM EDTA in HBSS ohne Ca®" und Mg** zugegeben.
Es erfolgte eine Inkubation von 20 — 30 Min. bei Raumtemperatur auf dem Rotator. Nach der
anschlielenden Zentrifugation von 1500 rpm fir 5 Min. (Megafuge 2.0, Heraeus) wurde der
Uberstand in ein neues Réhrchen transferiert und dem Sediment wieder HBSS mit Ca?* und
Mg?* zugegeben. Nach der Zentrifugation (1500 rpm, 5 Min., Megafuge 2.0, Heraeus) erfolgte
der zweite Verdauschritt analog dem ersten Verdauschritt. Nach Abnahme des Uberstandes
wurde das Gewebehomogenat in eine Petrischale gegeben und mit einer kleineren
Petrischale ausgedriickt. AnschlieRend wurde die Petrischalenoberfliche mit HBSS
(Ca*/Mg?*-haltig) abgespiilt und zusammen mit der Gewebesuspension in ein neues
Roéhrchen Uberfihrt. Nachdem die Gewebesuspension durch ein 40-um-Filterpapier filtriert
worden war, erfolgte eine Zentrifugation aller Uberstande bei 1500 rpm fir 10 Min. (Megafuge
2.0, Heraeus). Hiernach erfolgte die Zellzahlung. Die Ausbeute fiir TIL betrug 10-100 x 10°,
fiir NIL 1-10 x 10° und fiir TZL 0,5-4 x 10° Leukozyten. Dabei wurde versucht nur die kleinen

Zellen zu zahlen, die grofden Zellen (=Tumorzellen) wurden weitgehend ausgeschlossen.

5.2.8 Kultivierung von TIL

Isolierte TIL wurden nach dem Auftauen entweder direkt analysiert oder in Kultur genommen.
Hierfiir wurden 2—4 x 10° Zellen in 1,5 ml AIM-V (versetzt mit 10 % Humanserum und 50
U/ml IL-2) in einer 24—Lochplatte fur 48 Stunden kultiviert. Im Anschluss daran wurden die

Zellen geerntet, gezahlt und die entsprechende Menge in weitere Versuche eingesetzt.

5.2.9 Gewinnung von I6éslichen Tumormilieufaktoren zur Kultivierung

von NK-Zellen

Die Nierentumorzelllinie KT-195 wurde in einer Konzentration von 5 x 108/ml in AIM-V mit 10
% HS Uber 40 Stunden kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen abzentrifugiert (5 Min.,

1500 rpm, Megafuge 2.0, Heraeus), der Kulturiiberstand steril ein neues Gefal Uberfihrt und
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bei -20°C eingefroren. Vor Einsatz in die Experimente wurde der aufgetaute und auf

Raumtemperatur erwarmte Tumorkulturiberstand gut gemischt.

5.2.10 Fixierung von Tumorzellen

Um den Einfluss von Tumorzellen auf PBL ohne Beteiligung I6slicher, von den Tumorzellen
produzierter Faktoren zu untersuchen, wurden die Tumorzellen fixiert. Hierfiir wurden 5 Mio.
Tumorzellen in 1 ml 4 % PFA/PBS fir 30 Min. auf Eis inkubiert. Anschlieliend wurden die
Zellen zweimal mit PBS gewaschen und direkt in Versuche eingesetzt oder bis zum

nachsten Tag in Kultur gehalten.

5.3 In-vitro-Modellkultursysteme

5.3.1 In-vitro-Kokultivierungsmodell

Der Einfluss von Tumorzellen auf Lymphozyten sollte mit Hilfe eines In-vitro-Modellsystems,
welches die Kokultivierung mit einer hohen Tumorzellzahl beinhaltete, untersucht werden.
Ziel war es, ein System zu evaluieren, welches die Generierung des in situ beobachteten
Phanotyps der NK-Zellen in TIL ermdglicht. Hierfir wurden PBL mit der Tumorzelllinie KT-
195 im Normalwell bzw. Transwell (PorengrofRe 0,4 um; nicht zellpermeabel, aber Diffusion
I6slicher Faktoren maoglich, Tumorzellen wurden unten im well, PBL wurden oben im Insert
kultiviert) in verschiedenen Verhaltnissen kokultiviert. Meist wurden 0,3 — 0,5 x 108 PBL in
600 - 1000 pl Kokulturmedium mit entsprechender Tumorzellzahl angesetzt. Es wurden
Verhaltnisse von PBL:Tumorzellen von 1:1 bis 1:8 gewahlt. Eine Kokultivierung im
Normalwell ermoéglicht die Untersuchung des Einflusses von Zell-Zell-Kontakt einhergehend
mit von den Zellen sezernierten loslichen Faktoren, die des Transwells erlaubt die
Bestimmung des Einflusses von l6slichen Faktoren ohne Zellkontaktbeteiligung. Zusatzlich
wurden auch Ansatze mitgefuhrt, in denen die Tumorzellen fixiert waren. Da in diesem Fall
ein Zell-Zell-Kontakt mdglich ist, die Tumorzellen aber nichts mehr produzieren, gestattet
dieser Ansatz die Untersuchung des Einflusses von Kontakt ohne l6sliche Faktoren. Eine
Ubersicht ist in Tabelle 5-2Tabelle dargestellt.
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Tabelle 5-2: Ubersicht iiber die verschiedenen Ansitze der PBL:KT-195-Kokultivierung

ART
VERHALTNIS BEHANDLUNG
LOCHPLATTE EINFLUSSFAKTOREN
PBL : KT-195 DER KT-195
(24-wWELL)
Zellkontakt und losliche
1:1 Normalwell - Faktoren bei geringer
Zelldichte
18 Normalwell _ Zellkontakt und I6sliche
’ Faktoren bei hoher Zelldichte
|6sliche Faktoren, sezerniert
1:8 Transwell - wahrend Kultur mit hoher
Zelldichte
1:8 Normalwell PFA-fixiert Zellkontakt bei hoher
Zelldichte

5.3.2 In-vitro-3D-Tumormodell

Spharoide wurden aus RCC-Zelllinien (RCC-53 oder KT-195) generiert. Hierfur wurden die
Zellen mit 5 mM EDTA ohne Trypsin aus den Zellkulturflaschen geerntet. Es wurde 1 %-ige
Agarose (Seaplaque) im Wasserbad auf 70°C erwarmt und 150 ul davon in je ein Loch einer
48-Loch-Platte gegeben. Die Platte wurde ca. 15x in Form einer 3-dimensionalen 8 rotiert,
damit die Agarose eine Art Meniskus bildet. Nach dem Abkuhlen der Platte auf einer
horizontalen Flache wurden 1 x 10° Tumorzellen in 500 ul T-Zellmedium ohne Zytokine pro
Loch zugegeben und 1500 rpm fir 5 Min. (Megafuge 2.0, Heraeus) zentrifugiert.
Anschlielend erfolgte eine 4-tagige Kultivierung im Brutschrank. In dieser Zeit formten die
Tumorzellen ein dichtgepacktes 3D-,0Organoid®.

Nach 4 Tagen wurden die Spharoide mit Hilfe einer abgeschnittenen 100 pl-Pipettenspitze
aus den Lochern in Petrischalen transferiert, in der sie im Deckel als hangende Tropfen
weiterkultiviert wurden. Im hangenden Tropfen geschieht eine optimale Migration von NK-
Zellen bzw. Monozyten in die Mikrotumoren. Dafiir wurden 1 x 10° isolierte NK-Zellen bzw.
Monozyten in 20 pl Kokulturmedium zu einem Spharoid zugegeben und weiter als hangende
Tropfen kultiviert. Nach 12 Std. wurde das Medium gewechselt, um nicht eingewanderte
Zellen zu entfernen. Dann wurde neues Medium zugegeben und NK-Zellen wurden
insgesamt 24 Stunden und Monozyten 3 Tage weiter im Spharoid kokultiviert. Nach der
Kokultur der NK-Zellen bzw. Monozyten wurden die Spharoide mit den eingewanderten

Zellen im FACS-Puffer durch auf- und abpipettieren resuspendiert und somit
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Einzelzellsuspensionen hergestellt. Die Zellen wurden anschlieRend in
durchflusszytometrische Analysen eingesetzt, wobei flr einen Farbeansatz ca. 3-5

Spharoide verwendet wurden.

5.4 Funktionelle Versuche

5.41 CD3-Beladung der P815-Zelllinie

Fir die Stimulation der T-Zellen wurde die Mausmastozytomzelllinie P815 verwendet, die Fc-
Rezeptoren auf ihrer Oberflache exprimiert. Somit konnten die P815-Zellen mit murinen anti-
CD3 Antikérpern beladen werden, die dann die T-Zellen tGber den CD3-Komplex stimulieren.

Die gewlinschte Anzahl an P815-Zellen wurde serumfrei gewaschen und anschliefiend mit
10 ug OKT3-Antikdrper pro 1 x 10° Zellen in 100-200 pl Opti-MEM bei Raumtemperatur fiir
30 Min. auf dem Schiittler inkubiert. Um Uberschiissigen Antikdrper wegzuwaschen, wurden
nach der Inkubation 10 ml Opti-MEM zugegeben und 1500 rpm fir 5 Min. (Megafuge 2.0,
Heraeus) zentrifugiert. Die P815-OKT3 Zellen wurden darauf folgend im gewinschten

Medium aufgenommen und in die funktionellen Versuche eingesetzt.

5.4.2 Stimulation von T- und NK-Zellen

Zielzellen:

Wenn nicht anders angegeben, so wurden pro durchflusszytometrischem Farbeansatz 2-5 x
10° PBMZ (oder PBL,T IL oder NIL) mit 2 - 5 x 10° P815-OKT3 und/oder 2-5 x 10° K562
(Verhaltnis 1:1:1) in insgesamt 200 - 300 ul Stimulationsmedium stimuliert. Zur Detektion der

CD107-Oberflachenmobilisierung oder intrazellularer Zytokine wurde 5 Std. stimuliert.

PMA/lonomyzin:

Wenn nicht anders angegeben, so wurden pro durchflusszytometrischem Farbeansatz 2 - 5
x 10° PBMZ (oder PBL, TIL oder NIL) mit 50 ng/ml PMA und 500 ng/ml lonomyzin in 200 ul
Stimulationsmedium stimuliert. Zur Detektion der CD107-Oberflachenmobilisierung oder
intrazellularer Zytokine wurde 5 Std. stimuliert. Wurde die Phosphorylierung von ERK und

AKT untersucht, so wurde 8 Min. stimuliert.
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CD3-Quervernetzen:

Diese Methode dient der Stimulation von T-Zellen fir den Nachweis der PLC-y2-
Phosphorylierung. Zunachst wurden 1 x 10° Zellen in 20 pl serumfreien Medium (RPMI) mit 1
Mg/l OKT3-Antikérper fur 10 Min. auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit
RPMI-Medium gewaschen und in 20 pul aufgenommen. Es folgte eine einminitige
Erwarmung der Zellen bei 37°C gefolgt von einer Inkubation mit 10 ug/ml F(ab), Ziege anti-
Maus IgG fir 4 Min. bei 37°C. Die Reaktion wurde dann mit Cytofix Puffer (BD) abgestoppt.

5.4.3 Nachweis der CD107-Oberflachenmobilisierung

Um die funktionelle Aktivitat der CD3*CD8" und der NK-Zellen zu untersuchen, wurden die
Zellen auf die nach Stimulus induzierte CD107-Degranulation hin untersucht. CD107a und
CD107b sind Membranproteine der Lysosomen und daher auch Bestandteil lytischer
Granula von zytotoxischen T- und NK-Zellen. Kommt es bei Zielzellerkennung zur
Granulaausschiittung gelangen die CD107-Molekiile an die Oberflache der T- oder NK-
Zellen. Durch Zugabe fluoreszenzmarkierter Antikérper gegen CD107a und CD107b
wahrend der Koinkubation mit Zielzellen werden alle wahrend des Stimulationszeitraums auf
die Oberflache gelangten Molekile markiert. Die resultierende Fluoreszenzintensitat der
Zellen ist somit proportional zum Ausmal} der Degranulation.

Die zu untersuchenden Zellen wurden wie oben beschrieben mit Zielzellen oder
PMA/lonomyzin in kleinen FACS-R6hrchen nach Zugabe von je 5 pl der FITC-markierten
CD107a- und CD107b-spezifischen Antikdrper stimuliert. Die Inkubation erfolgte tUber 5 Std.
bei 37°C im Beisein von GolgiStop (Monsensin) und Brefeldin A.

Da in dieser kurzen Zeit keine Kontamination zu erwarten war, wurden die Réhrchen offen in
den Brutschrank gestellt. Um die Spezifitdt der Degranulation beurteilen zu kénnen, wurde
auch ein 0-Std.-Ansatz durchgefihrt. Hierbei wurden die Zielzellen erst nach Zugabe von
500 ul eiskaltem FACS-Puffer zu dem Antikérper-Effektorzellgemisch zugegeben sowie alle
Schritte auf Eis durchgefiihrt. Das im FACS-Puffer enthaltene Azid inhibiert alle
schwermetallhaltigen Enzyme. Dadurch werden Enzyme der Atmungskette inhibiert und der
Stoffwechsel der Zellen unterbunden. Zusatzlich wurden auch Ansatze entweder mit den
Effektorzellen alleine oder mit Effektorzellen plus Nicht-Zielzellen mitgefuhrt. Nach Ende der
Inkubation wurde die Reaktion durch Zugabe von 500 ul eiskaltem FACS-Puffer abgestoppt,
die Zellen abzentrifugiert (1500 rpm, 5 Min., Megafuge 2.0, Heraeus) und der Puffer bis auf 50

Ml abgesaugt. Anschlieend erfolgte meist eine Oberflachenfluoreszenzfarbung.
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5.4.4 Nachweis intrazellularer Zytokine

Zur durchflusszytometrischen Bestimmung intrazellularer Zytokine wurden NK-Zellen mit
PMA/lonomyzin und der ZTL-Klon JB4 mit RCC-26 (Verhaltnis 1:1; je 2 x 10° Zellen) liber 5
Std. stimuliert. Wahrend der Stimulation waren Monensin und Brefeldin A anwesend, um
intrazellulare Transportmechanismen zu inhibieren. Somit werden die Zytokine nicht
sezerniert sondern im Golgi-Apparat angereichert. Danach wurde die Reaktion mit eiskaltem

FACS-Puffer abgestoppt. Es folgte eine Oberflachen- und intrazellulare Fluoreszenzfarbung.

5.4.5 Nachweis der Chromfreisetzung nach Zelllyse der Zielzellen

(Chromfreisetzungstest)

Das Prinzip des Chromfreisetzungstests besteht in der Freisetzung von Cr®' (Chromat) aus
radioaktivmarkierten Zielzellen durch die Effektorzell-vermittelte Lyse (cell mediated lysis,
CML). Die Zielzellen nehmen durch Inkubation mit einer Natriumchromat-Losung das
enthaltene Chrom-Isotop °'Cr (y-Strahler) auf. Das bei Zelllyse freigesetzte *'Cr kann im
Uberstand nachgewiesen werden. Die Zielzellen wurden einen Tag vor dem Versuch 1/2 bis
1/4 verdinnt, um metabolisch aktive und vitale Zellen zu erhalten. Zur Markierung der
Zielzellen wurden mindestens 1 x 10° Zellen geerntet, bei 1500 rpm fir 5 Min. (Megafuge 2.0,
Heraeus) zentrifugiert und das Zellsediment in 100 pyl 100 % FKS aufgenommen.
Anschliellend wurde die Natriumchromat-Ldsung in einer Aktivitat von 50 uCi bis 100 pCi zu
den Zielzellen gegeben. In der Regel wurden 50 ul bis 100 pl Natriumchromat eingesetzt und
die Zielzellen 1 bis 1,5 h bei 37°C inkubiert. Um das Uberschissige *1Cr zu entfernen,
wurden die Zellen dreimal mit jeweils 5 ml CML-Medium gewaschen und anschlieRend auf
eine Zellkonzentration von 4 x 10* Zellen/ml in CML-Medium eingestellt. Von dieser
Zellsuspension wurden 50 pl (entspricht 2 x 10° Zielzellen) pro Loch einer 96-Loch-
Spitzbodenplatte mit zuvor ausgesaten 50 pl an Effektorzellen in CML-Medium gegeben und
fur 4 Std. bei 37°C inkubiert. Dabei wurden Duplikate einer Verdlinnungsreihe der
Effektorzellen verwendet, so dass die bendtigten Verhalinisse von Effektor- zu Zielzellen
gegeben waren. Um die spontane Chromfreisetzung (spontane cpm) der Zielzellen ohne
Beteiligung von Effektorzellen zu ermitteln, wurden die markierten Zielzellen ohne
Effektorzellen in Parallelansatzen inkubiert. Die mogliche maximale Chromfreisetzung
(maximale cpm) ergab sich aus der direkten Messung der markierten Zielzellen. Nach der
Inkubation wurden je Ansatz 50 pl des Kulturiberstandes auf eine 96-Lochfilterplatte

(Lumaplatte) zum Trocknen gegeben. Am nachsten Tag wurde die Messung der Platten am
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TOPCount-Gerat durchgefiihrt. Von den gemessenen counts per minute (cpm)-Werten aller
Duplikate wurde der Mittelwert gebildet. Die Berechnung der spezifischen Zelllyse der
Zielzellen durch die Effektorzellen erfolgte anschlieRend anhand der Mittelwerte Uber

folgende Formel:

expermimentelle cpm — spontane cpm

% spezifische Zelllyse = x 100
maximale cpm — spontane cpm

5.5 Durchflusszytometrie

5.5.1 Prinzip

Die Durchflusszytometrie ermoglicht die Identifizierung von Zellen aufgrund ihrer
Oberflachenmarker bzw. intrazellularer Komponenten. Dazu werden die Zellen zuerst mit
monoklonalen Antikérpern markiert, an welche verschiedene Fluorochrome gekoppelt sind.
Die Zellen werden im Durchflusszytometer durch eine Kapillare gezogen, sodass ein Strom
einzelner Zellen entsteht, der von einem Laserstrahl erfasst wird. Fotodetektoren messen die
Lichtstreuung, die ein Mall fir die Grofle und Granularitat der Zelle darstellt, und die
Emissionen der verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe. Das liber den Vorwartsdetektor (FSC)
des Lasers gemessene Licht ist proportional zur ZellgroRe. Das abgelenkte
Seitwartsstreulicht ist proportional zur Granularitdt der Zelle und wird durch den
Seitwartsdetektor (SSC) detektiert. Jeder Fluoreszenzfarbstoff absorbiert Licht eines
bestimmten Wellenlangenbereiches (Absorptionsspektrum). Laser mit vier verschiedenen
Wellenlangen gewahrleisten, dass ein breites Spektrum an Fluorochromen verwendet
werden kann. Vom Laserlicht angeregt, werden die Elektronen auf ein héheres Energielevel
angehoben. Beim Ubergang des Elektrons in den Grundzustand kommt es zur Emission von
Licht, welches eine langere Wellenldnge als das Anregungslicht besitzt. Man erhalt
charakteristische Emissionsspektren fir jedes Fluorochrom. Das emittierte Licht wird durch
ein ,Photomultiplier tube (PMT)* detektiert. Jedes Photon, das durch den PMT
wahrgenommen wird, verursacht einen definierten elektrischen Strom, der gemessen und als
Datei abgespeichert wird. Ein vor dem PMT angebrachter Filter schrankt das Spektrum der
Wellenlangen, das den Detektor erreicht, ein und schirmt somit den jeweils fur den Farbstoff
spezifischen Kanal vor dem Emissionslicht anderer Fluorochrome ab. Da optische Filter nicht
alle spektralen Uberschneidungen der einzelnen Fluorochrome beseitigen kénnen, ist eine
elektronische Subtraktion, die sogenannte spektrale Kompensation, nétig, um verbleibende

Streufluoreszenzen zu entfernen.
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Mit Hilfe des Auswertungsprogramms (hier: FlowJo® Treestar) lasst sich z.B. der
Prozentsatz an Zellen mit dem gleichen Oberflachenmarker innerhalb einer Population
bestimmen und zudem die Expressionsstarke verschiedener intra- und extrazellularer
Molekiile pro Zelle als Fluoreszenzintensitat ermittelt. Fir die Auswertung der
zytometrischen Daten gibt es verschiedene Darstellungsformen:

Histogramme zeigen die Verteilung von Zellen, die durch einen einzigen Parameter
charakterisiert werden. Hierbei kann die Fluoreszenzintensitat erfasst werden, welche
proportional zur Expressionstarke des Parameters ist. Bei zwei oder mehr Parametern kann
man ein Punktediagramm (Dot-Plot) wahlen. Dabei wird in einem xy- Koordinatennetz jede
Zelle als Punkt dargestellt, wobei x der Fluoreszenz des einen und y der Fluoresezenz des
zweiten Parameters entspricht.

Abwandlungen des Dot-Plots sind ,density plots®. Auch hier wird jede Zelle als Punkt in
einem xy- Koordinatendiagramm eingeteilt. Fallen mehrere Zellen in die gleiche Region, so
wird die Zelldichte durch eine Farbskala reprasentiert. Bei einem Konturdiagramm wird die
Zelldichte durch Linien dargestellt, wobei bei hoher Zelldichte die Linien enger und bei
niedriger Zelldichte weiter auseinander sind. Diese Art von Diagramm kann durch auf3erhalb
liegende Zellen, welche als Punkte dargestellt werden, erganzt werden.

Das Durchflusszytometer, das flr die hier durchgeflihrten Experimente eingesetzt wurde,
war ein LSR |l flow Zytometer der Firma Becton Dickinson mit vier Lasern, wodurch bis zu 18

verschiedene Fluoreszenzen detektiert werden konnen.

Tabelle 5-3: Fluoreszenzcharakteristika der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe, die
Wellenldange der Laser fiir die Anregung, sowie die Filter fiir die Detektion am LSR II
Durchflusszytometer

FLUORESZENZ- EXTINKTIONS- EMISSIONS- WELLENLANGE
FILTER (nm)

FARBSTOFF MAXIMUM MAXIMUM (A) DES LASERS

Pacific Blue 401 nm 452 nm 450 nm' 450/50
Amcyan 457 nm 491 nm 450 nm' 525/50
V500 415 nm 500 nm 450 nm' 530/30
FITC 494 nm 519 nm 488 nm? 530/30
Alexa Fluor 488 495 nm 519 nm 488 nm? 530/30
PE 564 nm 578 nm 488nm? 575/26
(F’F[f)p'd'“ml‘)d'd 493 nm 619 nm 355 nm® 630/22
7-Amino-

Actinomycin D 543 nm 655 nm 488 nm? 630/30

(7-AAD)
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APC 650 nm 660 nm 633 nm* 660/20
Alexa Fluor 647 650 nm 668 nm 633 nm* 670/20
PerCP-Cy5.5 482 nm 695 nm 488 nm? 695/40
Alexa Fluor 700 696 nm 719 nm 633 nm* 720/40
Pe-Cy7 564 nm 785 nm 488 nm? 780/60
APC Alexa 650 nm 785 nm 633 nm* 780/60

! Violetter Laser, ? Argonlaser, ® UV-Laser, * Heliumneonlaser

5.5.2 Nachweis von Oberflachenmarkern mit fluoreszenzmarkierten

Antikorpern

Zur Bestimmung der Oberflachenmarker auf verschiedenen Zellen wurde eine
Oberflachenfarbung durchgefiihrt. Zunéchst gab man 2 x 10°-5 x 10° Zellen in ein FACS-
Roéhrchen, gab 500 pl FACS-Puffer zu und zentrifugierte bei 1500 rpm fir 5 Min (Megafuge
2.0, Heraeus). Der Uberstand wurde anschlieRend auf ein Volumen von 50 ul abgesaugt und
dazu die adaquate Menge spezifischer fluorochrommarkierter Antikérper gegeben. Da fir die
Auswertung der Daten nach der Durchflusszytometrie die Erstellung einer
Kompensationsmatrix zur Evaluierung der Fluoreszenzinterferenz von Noten ist, wurden
Kontrollréhrchen mit sogenannten ,Compensation Beads® angelegt. Die positiven Beads sind
mit einem Antikorper benetzt, welcher die Kappa-leichte Kette der fluorochrommarkierten
Antikdrper erkennt. Die mit Antikérpern beladenen Beads wurden vor der Messung mit
Kompensationsbeads, die keinen Antikdrper tragen (negative Beads), vermischt, so dass
zwei Populationen messbar sind, die fluoreszenzpositive und die fluoreszenznegative.

Die mit spezifischen Antikbrpern versehenen Zellen, und die mit Antikdrpern inkubierten
Beads wurden nach kurzem Mischen fur 30 Min. auf Eis im Dunkeln inkubiert. Hierbei fand
die Bindung der zugegebenen spezifischen Antikorper an die jeweiligen Oberflachenmarker
statt. Nicht gebundene Antikérper wurden mit 500 ul FACS-Puffer weggewaschen. Es folgte
die Zugabe von 10 ug/ml 7-AAD (= 1 pl) Zellsuspension und eine 20- minitige Inkubation bei
4°C. 7-AAD erlaubt die Differenzierung zwischen toten und lebenden Zellen. Es interkaliert in
die DNS von toten Zellen, da es nur in Zellen ohne intakte Zellmembran eindringen kann. Im
Anschluss kann eine intrazellulare Farbung durchgefiihrt werden, welche die
Permeabilisierung der Zellen erfordert. Wird keine intrazellulare Farbung bendtigt, kann statt
7-AAD Propidiumjodid (PI, 10 pg/ml) verwendet werden. Bei Verwendung von Pl muss die
Messung innerhalb von 3 Std. durchgeflihrt werden.

Eine Fixierung der mit 7-AAD gefarbten und permeabilisierten Zellen mit 100 pl 1 %
PFA/PBS erlaubt es, die Proben auch bis zu 24 Std. spater zu messen.
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5.5.3 Nachweis von intrazellularen Antigenen mit

fluoreszenzmarkierten Antikorpern

Um Komponenten im Inneren der Zelle mit Hilfe von Antikdérpern nachweisen zu kénnen,
muUssen Zellen permeabilisiert werden. Die Oberflachenmarker weist man wie zuvor
beschrieben nach. Nach der Oberflachenfarbung und 2-maligem Waschen der Zellen mit
500 pl PBS, saugte man den Uberstand auf 50 pl ab, fixierte die Zellen durch Zugabe von
500 pl 1 % PFA/PBS und inkubierte flr 20 Min. bei 4°C. Nach Waschen mit 500 yl PBS
erfolgte die Permeabilisierung mit 500 ul 0,1 %-iger Saponinlésung. Nach Zentrifugieren und
Absaugen des Uberstandes gab man nochmals 0,35 %-iger Saponinldésung zu und saugte
den Uberstand auf 50 pl ab. AnschlieRend setzte man die entsprechende Menge markierter
oder unmarkierter Primarantikérper fur die intrazellulare Farbung zu und inkubierte fir 30
Min. bei 4°C im Dunklen. Bei einer Markierung der intrazellularen Proteine mit einem
unmarkierten Primarantikérper erfolgte ein weiterer Permeabilisierungsschritt mittels Saponin
analog dem ersten. Der fluoreszenzmarkierte Sekundarantikbrper wurde zu den Zellen
gegeben und bei 4°C fir 30 Min. inkubiert. Um Uberschissigen Antikorper zu entfernen,
wusch man die Zellen mit 500 pyl FACS-Puffer, zentrifugierte und gab zuletzt 100 pl 1 %
PFA/PBS zu.

554 Die verschiedenen Farbekombinationen

Tabelle 5-4 zeigt in der ersten Spalte, welche Zelltypen analysiert wurden. Die mittlere Spalte
zeigt die Antikérper zur ldentifikation der Subgruppen, die in jeder Kombination mitgeflihrt
wurden. CD56 wurde entweder in PE oder in APC und CD11c entweder in FITC oder PE
eingesetzt, je nachdem, welche Fluoreszenz die anderen Marker der spezifischen
Charakterisierung besalien. Die rechte Spalte beinhaltet die Antikorper fir die genaue
Charakterisierung, wobei in einer Kombination die Marker einer Zeile verwendet wurden.

Die Identifikation der T-Zellen erfolgte Uber Eingrenzung der CD45"CD3" Zellen. ZTL wurden
durch Auswahl der CD45"'CD3"CD8" Zellen und NK-Zellen durch Auswahl der CD3'CD56"

Zellen bestimmt. Die myeloischen Zellen wurden als CD11c-positive Zellen identifiziert.
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Tabelle 5-4: Farbekombination zur durchflusszytometrischen Analyse der TIL, NIL und PBMZ,
sowie der Zellen der verschiedenen In-Vitro-Modelle

ANTIKORPER ZUR

OBERFLACHEN- UND

ANALYSE UNTERSCHEIDUNG DER -
INTRAZELLULARE MARKER
LEUKOZYTENSUBGRUPPEN
CDA45 PE-Cy7 - CD107 FITC + IFN-y APC

CD14 APC-A750
CD19 APC-A750

- NKp46 PE + Perforin FITC
- Granzym B PE + CD69 FITC

TIL, NIL und PBMZ CD3 PB - 2B4 PE + SAP A488
CD8 Amcyan - NKp44 PE
CD56 APC oder PE - NKG2D APC
CD16 A700 - p27kip A488
CD45 PE-Cy7
CD11c FITC
Myeloische Zellenin ~ CD209 APC
- CD48 FITC
TIL und PBMZ CD14 PB
CD163 PE
CD3 Amcyan
CD45 PE-Cy7
- CD107 FITC + IFN-y APC
CD3 PB
In-vitro-Modelle mit - NKp46 PE + Perforin FITC
CD56 APC oder PE

NK-Zellen

CD11c FITC oder PE (nur bei
Analysen mit DZ)

- Granzym B PE + CD69 FITC
- 2B4 PE + SAP A488

In-vitro-Modell ZTL
mit DZ

CD45 PE-Cy7

CD3 PB

CD8 PE

CD11c FITC oder PE

- CD3( FITC + Granzym B PE

- Perforin FITC

- CD107 FITC + IFN-y APC +
TNF-a A700 + IL-2 APC
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5.5.5 Fluoreszenzmarkierung von phosphorylierten Proteinen

Fur die Detektion von phosphorylierten Proteinen wurde ein speziell daflir entwickeltes
kommerzielles Analyseset (BD ™ Phosflow) verwendet. Fir die lebend/tot-Farbung mittels
7-AAD (10 pg/ml), die im ersten Schritt erfolgte, wurde die gewilinschte Zellzahl in
serumfreien Medium mit 1 ul 7-AAD fir 10 Min. bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.
Nach einem Waschschritt mit serumfreien Medium erfolgte entweder optional die Inkubation
mit einem Inhibitor oder gleich die Stimulation der Zellen. Um die Reaktion abzustoppen,
wurde sofort Cytofix-Puffer zugegeben und 15 Min. bei 37 °C inkbubiert. Nach der
anschlielenden Zentrifugation bei 1200 rpm fur 8 Min. (Megafuge 2.0, Heraeus) erfolgte der
Permeabilisierungsschritt mit Perm Puffer Il bzw. 1ll (BD ™ Phosflow) je nach zu farbendem
Antikorper. Hierfur wurde dem Zellsediment 500 pl Perm Puffer (BD ™ Phosflow)
zugegeben, gemischt und 30 Min. auf Eis inkubiert. Darauf folgend wurden die Zellen bei
1200 rpm fiir 8 Min. (Megafuge 2.0, Heraeus) zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die
Zellen einmal mit FACS-Puffer gewaschen. Nun wurde die Antikérperfarbung durchgefiihrt,
indem zu der 50 pl Zell-Puffer-Lésung die entsprechenden Antikérper zugegeben wurden
und 30 Min. auf Eis inkubiert wurde. Im Gegensatz zu anderen Farbeprotokollen wurde hier
nicht zwischen Oberflachenmarkern und intrazellularen Proteinen unterschieden, da alle
Antikorper gleichzeitig dazugegeben wurden. Die Farbekombination bestand aus CD45 PE-
Cy7, CD3 PB, CD56 APC und dem Antikérper gegen entsprechendes phosphoryliertes
Signalprotein. Enthielt die Farbung unmarkierte Primarantikérper (wie bei ERK) erfolge nach
einem Waschschritt mit FACS-Puffer eine weitere Inkubation mit dem Sekundarantikdrper
(anti-Kaninchen A488) fir 30 Min. auf Eis. Abschlielend wurden die Zellen mit FACS-Puffer
gewaschen und im letzten Schritt mit 1 % PFA fixiert. Eine Zusammenfassung aller

notwendigen Versuchsbedingungen ist in Tabelle 5-5 dargestellit.

Tabelle 5-5: Ubersicht iiber die untersuchten Signalmolekiile, die Art und Dauer der Stimulation
und der verwendeten Permeabilisierungspuffer

PROTEIN . STIMULATIONS- PUFFER
STIMULATION
(FLUORESZENZ) DAUER (BD ™ PHOSFLOW)

P815-OKTS3 (fuir T-Zellen) _
pLCK (PE) . 3 Min. Perm I
K562 (fir NK-Zellen)

pPLC-y2 (PE) CD3 Quervernetzen 5 Min. Perm Il
pERK (A488) PMA/lonomyzin 8 Min. Perm Il
pAKT (PE) PMA/lonomyzin 8 Min. Perm Il

" Die genaue Durchfiihrung der Stimulation ist unter 4.4.2 beschrieben
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5.5.6 Messung der Proben und Auswertung der Daten

Vor der Messung wurde mit einer ungefarbten Probe die Lage der zu untersuchenden
Zellpopulation im FSC/SSC so optimiert, dass diese mdglichst in der Mitte des FSC/SSC-
Punktewolkendiagramms lag. Anschliefend wurden mittels fluoreszenzpositiver und
fluoreszenznegativer Kontrollansatze die PMT-Einstellungen der Laser so modifiziert, dass
die negativen Proben moglichst am Nullpunkt der x-Achse und die positiven Kontrollen
moglicht weit rechts im Histogramm lagen. Da die einzelnen Emissionsspektren der
verschiedenen Fluorochrome Uberlappen kdnnen, wie das z.B. bei FITC und Amcyan der
Fall ist, wurden positive und negative CompBeads aufgenommen, um spater mit Hilfe der
Auswertungssoftware FlowJo® eine Kompensation durchfihren zu kénnen.

Die zu untersuchende Zellpopulation wurde durch einen Auswahlrahmen im FSC/SSC-
Punktewolkendiagramm eingegrenzt und jeweils zwischen 1 x 10* und 50 x 10* Ereignissen
innerhalb des ausgewahlten Bereichs aufgenommen. Die Auswertung erfolgte mittels der
Software FlowJo® mit Darstellung der Daten als Punktewolkendiagramm oder Histogramm.
Das Histogramm ermdglicht es, die Haufigkeitsverteilung der Fluoreszenzintensitat eines
Markers gegen die Anzahl der Ereignisse darzustellen. Dadurch lassen sich zwei Aussagen
treffen: Zum einen kann eine positive Zellfraktion von der fiir den jeweiligen Marker
negativen unterschieden werden, zum anderen kann die Fluoreszenzintensitat erfasst
werden, die sich proportional zur Expressionsstarke des Markers verhalt.

In einem Punktewolkendiagramm konnen zwei Marker gegeneinander dargestellt werden.
Dabei wird in einem xy-Koordinatennetz jede Zelle als Punkt projeziert, wobei x die
Fluoreszenz des einen und y die Fluoreszenz des zweiten Parameters darstellt. Dies
ermoglicht die Bestimmung des Prozentsatzes an Zellpopulationen, die positiv fiir jeweils

einen, beide oder keinen der beiden Marker sind.

5.6 Phosphoproteinbestimmung mittels Bio-Plex

5.6.1 Prinzip der Multiplex-Analysen

Die Multiplex-Technologie erméglicht eine simultane Analyse von mehreren Parametern in
einem sehr kleinen Probenvolumen. Es werden Polymerkugelchen mit individueller
Eigenfluoreszenz verwendet, an die spezifische Molekile gekoppelt sind. Durch abgestufte
Mischverhaltnisse zweier fluoreszierender Rot-Tone stehen somit bis zu 100 farblich
unterschiedliche Mikrospharen zur Verfiigung, die alle gemeinsam in einer Probe verwendet

werden kdnnen. An diese Mikrospharen kdénnen Antikorper, die spezifisch flr jeglicher Art
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von Protein sind, u.a. Zytokine, Chemokine, Transkiptionsfaktoren oder in diesem Falle
Phosphoproteine, gekoppelt werden. Bindet ein Zielmolekil an den gekoppelten Antikérper,
wird das Uber einen sekundaren Biotin-markierten Antikdérper nachgewiesen. Die
Quantifizierung des Zielmoleklls erfolgt dann durch Zugabe von PE-gekoppelten
Streptavidin, welches an das biotinylierte Molekul bindet. Hierdurch kann die Photozelle im
Gerat durch die erste Fluoreszenz der Kugelchen und damit Uber den gekoppelten
Antikorper die Art des Phosphoproteins detektieren und durch die Intensitat der zweiten

Fluoreszenz des PE die Menge ermitteln.

5.6.2 Durchfuhrung der Phospho-Plex Analyse

Zur Herstellung der Proteinlysate wurden die unter 5.2.4 beschriebenen, isolierten CD8" bzw.
CD56" Zellen verwendet. Zunachst wurden 3 x 10° der CD8" bzw. CD56" Zellen fiir 8 Min.
mit PMA (50 ng/ml) und lonomyzin (500 ng/ml) in 200 pl Stimulationsmedium stimuliert. Es
wurde auch jeweils eine Probe ohne Stimulation mitgeflhrt. AnschlieRend wurden die Zellen
fir 40 Sek. bei 13000 rpm (Eppendorfzentrifuge) abzentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Nach Zugabe von 25 pl Lysepufferiésung (100 pl Lysepufferlésung: 4 yul 500 mM
PMSF, 4 ul Faktor 1, 2 ul Faktor 2 und 990 ul Lysepuffer; alles enthalten in Bio-Plex Cell
Lysis Kit) wurden die Proben 30 Min. auf Eis inkubiert. Nach einem Zentrifugationsschritt
(14000 rpm, 5 Min., 4°C, Eppendorfzentrifuge) wurde der Uberstand in ein neues
Eppendorfgefal® tberflhrt und mit 25 yl Assaypuffer vermengt. Die Proben wurden dann bis

zum Tag des Phospho-Plexes bei -20°C eingefroren.

1,25 pl der Mikrospharen (50x) des Multiplex-Assays wurden zusammen mit 50 pl
Assaypuffer fur die Anzahl der bendtigten Proben vorbereitet und gevortext. Anschlie3end
wurden je 50 pl dieser Mikrospharenmischung in die Lécher einer zuvor mit Waschpuffer
gewaschenen und benetzten 96-Loch-Filterplatte (enthalten im Bio-Plex Phosphoprotein
Detection Reagent Kit) gefiillt, durch Vakuumfiltration vom Assaypuffer befreit und zweimal
gewaschen. AnschlieRend wurden 50 pl des jeweiligen Lysats zu der Mikrospharenmischung
gegeben. Die Ansatze wurden anschlieBend Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Am
darauf folgenden Tag wurde die Mischung der Detektionsantikérper in Detection-antibody-
diluent (Bio-Plex Phosphoprotein Assay Kit) angesetzt. Dazu wurden pro Ansatz je 1,25 ul
Antikdrper des Multiplex-Assays zusammen mit jeweils 25 pl Detection-antibody-diluent
vermischt. Die Uber Nacht inkubierten Proben wurden vakuumfiltriert und dreimal
gewaschen. Zu jedem Filterloch der 96-Loch-Platte wurden 25 uyl der Antikdrpermischung
gegeben und 30 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurde erneut dreimal

gewaschen und gleichzeitig die benotigte Menge an Streptavidin-PE-L6sung (SAPE) aus
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100x Streptavidin und SA-PE Puffer angesetzt. Zu jeder Probe wurden dann 50 pyl SAPE-
Lésung gegeben und fir 10 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Vakuumfiltration
wurde dreimal mit Puffer gespllt und anschlielend je 125 pl Resuspensionspuffer
zugegeben und 30 Sekunden bei Raumtemperatur inkubiert. Kurz vor der Messung wurden

die Proben noch einmal kurz aufgeschuttelt.

5.6.3 Messung und Auswertung

Die Messung der Proben erfolgte am Bio-Plex Gerat (LABScanTM100) unter ,High
Calibration“ Bedingungen nach Kalibrierung mit Bio-Plex Kalibrierungsmikrospharen mit der
Bioplex-Software. Fir jede Probe wurden Duplikate gemessen. Als Positivkontrolle dienten
im Kit enthaltene Bio-Plex Assay Lysate (EGF-behandelte HEK293 Zellen fur ERK1/2 und
GSK-3a/B; TNF-a-behandelte HeLA Zellen fir IkB-a und UV-behandelte HEK293 Zellen flr
JNK).

5.7 Statistische Analysen

Fur die statistische Auswertung der Daten wurde das Programm GraphPad Prism in der
Version 5.0 fur Windows der Firma GraphPad Software (San Diego California USA)
verwendet. In dieser Arbeit wurden verschiedene Testverfahren angewandt. Bei allen wurde

ein Signifikanzniveau von a<0,05 angenommen.

5.7.1 Mann-Whitney-U Test

Der Mann-Whitney-U Test (&quivalent zum Wilcoxon-Rangsummentest) ist ein nicht-
parametrisches Testverfahren, welches daher fur die statistische Untersuchung von geringen
Probenanzahlen und nicht normalverteilten Daten geeignet ist. Der Mann-Whitney-U Test
untersucht bei einer zweiseitigen Fragestellung, ob sich die Alternativhypothese signifikant
von der Nullhypothese unterscheidet, also ob der Mittelwert einer Gruppe A signifikant

unterschiedlich ist zu einem Mittelwert einer Gruppe B.
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5.7.2 Kruskal-Wallis-Test

Der Kruskal-Wallis-Test (nach William Kruskal und Wilson Allen Wallis; auch H-Test) ist ein
parameterfreier statistischer Test, mit dem im Rahmen einer Varianzanalyse verglichen wird,
ob sich verschiedene unabhangige Stichproben (Gruppen oder Messreihen) hinsichtlich
einer ordinalskalierten Variablen in ihrem Erwartungswert (Mittelwert) unterscheiden. Er
ahnelt einem Mann-Whitney-U-Test und basiert wie dieser auf Rangplatzsummen, mit dem
Unterschied, dass er flir den Vergleich von mehr als zwei Gruppen angewendet werden

kann.

5.7.3 Post-Hoc Test (ANOVA)

Sobald festgestellt wird, dass es signifikant unterschiedliche Abweichungen zwischen den
Mittelwerten gibt (d.h., das Kruskal-Wallis-Testergebnis hat einen p-Wert <0,05) kébnnen mit
Hilfe des Post-Hoc-Spannweiten-Tests und paarweisen multiplen Vergleichen untersucht
werden, welche Mittelwerte sich unterscheiden. Mit paarweisen Mehrfachvergleichen wird
die Differenz zwischen zwei Mittelwerten verglichen. Die Gruppenmittelwerte, die auf Grund
eines Alpha-Niveaus von 0,05 signifikant voneinander abweichen sind durch Sterne markiert.
Ein Post-Hoc-Spannweitentest ist der Post-Hoc-Test nach Dunn, oder auch Bonferroni
genannt. Dabei werden paarweise Vergleiche zwischen Gruppenmittelwerten mit T-Tests
durchgefihrt, wobei die Gesamtfehlerrate mit einbezogen wird, indem die Fehlerrate jedes
einzelnen Tests auf den Quotienten aus der experimentellen Fehlerrate und der Gesamtzahl
der Tests gesetzt wird. Dadurch wird das beobachtete Signifikanzniveau an

Mehrfachvergleiche angepasst.

5.7.4 Korrelationsanalyse nach Spearman

Der Zusammenhang zwischen zwei Variablen wird mit einem sogenannten
Korrelationskoeffizienten bestimmt. Es wurde der Rangkorrelationskoeffizienten nach
Spearman fir nichtparametrische Testverfahren verwendet. Im Gegensatz zum Pearson
Korrelationskoeffizient flir parametrische Daten muss die Beziehung zwischen den Variablen
nicht linear sein, wodurch die Analyse robust gegenliber Ausreildern ist. Fir jede Korrelation
ergibt sich ein Korrelationskoeffizient ,Rho“, der positiv ist, wenn es sich um eine direkte
Korrelation handelt und negativ ist, wenn die Korrelation invers ist. Zu diesem

Korrelationskoeffizient Rho gehort ein p-Wert, der die Signifikanz der Korrelation angibt.
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6 ERGEBNISSE

6.1 Analyse der tumor- und normalniereninfiltrierenden

Lymphozyten

In der vorliegenden Arbeit sollten aus klarzelligen Nierenzellkarzinomen und aus den
Normalnierenbereichen der tumortragenden Niere die TIL (tumorinfiltrierende Lymphozyten)
und NIL (normalniereninfilirierende Lymphozyten) isoliert und mittels Multi-Fluoreszenz-
Farbung durchflusszytometrisch genauer charakterisiert werden. Dabei waren die
Subgruppen, verschiedene Oberflachenmarker, zytolytische Proteine und die funktionelle
Aktivitat von Interesse. Zu Vergleichszwecken wurden PBMZ (mononukledre Zellen des

peripheren Blutes) gesunder Spender mitgefihrt.

6.1.1 Strategie der Auswahlfensterpositionierung

Um die einzelnen Subgruppen innerhalb der TIL und NIL beschreiben zu kénnen, mussten
diese innerhalb der Zellgemische mit Hilfe des Auswerteprogramms FlowJo® durch
Auswahlfenster selektiert werden. Dafir wurde die in Abb. 6-1 exemplarisch dargestellte
Strategie entwickelt. Es ist zu beachten, dass nur die jeweils ausgewahlten Populationen im
nachsten Fenster dargestellt sind. Das Setzen der Auswahlfenster erfolgte zuerst anhand
der PBMZ, die als Vergleichspopulation diente, und wurde dann auf die TIL und NIL
Ubertragen und bei Bedarf adaptiert. Der erste Auswahlrahmen wurde in einem
Punktewolkendiagramm, an dem GroRe (FSC) gegen Granularitat (SSC) aufgetragen waren,
grob um die Lymphozyten gelegt. Als nachstes wurden die lebenden Zellen ausgewahlt, die
bei einer Lebend/Tod-Farbung beispielsweise mit 7-AAD oder Pl als nicht-markiert in dieser
Fluoreszenz erscheinen. Da nur einzelne Zellen analysiert werden sollten und keine
Dubletten oder Aggregate, die falsch-positive Ergebnisse liefern kdnnen, wurde die
Einzelzellpopulation, die in einer Darstellung von Héhe (FSC-H) gegen Grélte (FSC-A) in der
Diagonalen erscheint, umrandet. In dieser Population kénnen sich in den TIL- bzw. NIL-
Ansatzen immer noch Tumorzellen bzw. Gewebszellen (CD45-negativ) befinden, weshalb
die Proben mit einem CD45-Antikorper gefarbt und das Auswahlfenster im nachsten Schritt
um die CD45-positiven Zellen gelegt wurde. Abschliefiend wurden die CD14- und CD19-
positiven Zellen, welche durch Antikdrper markiert waren, ausgeschlossen. Mittels der nun

erhaltenen Zellpopulation kénnen die zytotoxischen T-Zellen (CD3"CD8") und die NK-Zellen
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(CD3'CD56") durch weitere Auswahlfenster bestimmt und anschlieRend genauer analysiert
werden (Abb. 6-2).
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Abb. 6-1: Schema der Strategie zur Auswahlfensterpositionierung fiir die
durchflusszytometrische Analyse der PBMZ, TIL und NIL

PBMZ, TIL und NIL wurden wie beschrieben isoliert, mit Antikdrpern gefarbt und durchflusszytometrisch
analysiert. Um die CD3"CD8" und NK-Zellen der PBMZ, TIL und NIL charakterisieren zu kénnen
wurden im ersten Schritt die Lymphozyten (rotes Auswahlfenster) durch graphische Selektion in
FlowJo® identifiziert. Bei der Analyse myeloischer Zellen wurde der Auswahlrahmen grof3er, um die
gesamten Leukozyten, gelegt. Es wurden nacheinander folgende Populationen ausgewahlt:
Lymphozyten bzw. Leukozyten, lebende Zellen, einzelne Zellen, CD45-positive Zellen und CD14/CD19
nicht-markierte Zellen. Es ist die Auswahlfensterpositionierung am Beispiel eines PBMZ und TIL
gezeigt.
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Abb. 6-2: Selektion der CD3'CD8" und NK-Zellen in PBMZ und TIL

Nach Durchfilhrung der in Abb. 6-1 beschriebenen Strategie wurden dann innerhalb der CD45°CD14
CD19 Population die zytotoxischen T-Zellen durch Umranden der CD3"CD8" und die NK-Zellen durch
Umranden der CD3'CD56" ausgewahlt. Es sind exemplarisch eine PBMZ- und eine TIL-Population
gezeigt.

6.1.2 Zusammensetzung der TIL und NIL

Um die Zusammensetzung der TIL und NIL zu bestimmen, wurden diese, wie unter 5.2.7
beschrieben, aus klarzelligen Nierenzellkarzinomen bzw. aus dem gesunden Gewebe der
tumortragenden Niere isoliert. Da die Art der Immunantwort entscheidend von der Interaktion
verschiedener Immunzelltypen gepragt ist, war es erstes Ziel, die Subgruppenzusammen-
setzung der TIL und NIL mit Hilfe der Durchflusszytometrie zu bestimmen. Hierbei standen
CD4" und CD8" T-Zellen, NK-Zellen sowie myeloische Zellen als Hauptgruppen der
Immunzellen im Vordergrund. Abb. 6-3 zeigt die prozentuale Zusammensetzung der
Lymphozyten der untersuchten TIL (Kreise), NIL (Dreiecke nach oben zeigend) und PBMZ
gesunder Spender (Dreiecke nach unten zeigend). TIL unterschieden sich nicht wesentlich
im prozentualen Anteil der Gesamt-T-Zellen (Median: 79 %) und NK-Zellen (Median: 12 %)
von PBMZ (Median: CD3* 79 %, NK-Zellen 12 %) bzw. NIL (Median: CD3" 65 %, NK-Zellen
16 %). Im prozentualen Anteil der CD3'CD8" Zellen waren die TIL jedoch mit einem
medianen Anteil von 37 % signifikant héher als die NIL mit 20 % und die PBMZ mit 21 %.
Dementsprechend war der prozentuale Anteil der CD3"CD4" Zellen der TIL (34 %) signifikant
niedriger als der der PBMZ (49 %). Allerdings entsprach der mediane Anteil der CD4" T-
Zellen der NIL (31 %) dem der TIL. In den NIL und in den PBMZ waren anteilig mehr CD4"
als CD8" T-Zellen enthalten. TIL enthielten gleiche Anteile von CD4" und CD8" T-Zellen. So
war in PBMZ gesunder Spender das prozentuale Verhaltnis von CD4"* zu CD8" innerhalb der
T-Zellen 2, in den NIL 1,4 und in den TIL 0,9. Eine Studie mit 468 gesunden Blutspendern
zeigte, dass das mediane Verhaltnis CD4'/CD8" bei 1,88 liegt (Amadori et al., 1995), also
dem Bereich der PBMZ und NIL entspricht.

In den NIL wurden zwei Besonderheiten gefunden: Erstens ergaben die Anteile der
CD3'CD8" und CD3'CD4" Zellen zusammen nicht den Gesamtanteil der T-Zellen. Der
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fehlende Anteil kann durch eine Population von doppeltnegativen T-Zellen erklart werden,

die in den NIL nachgewiesen werden konnte. Zweitens ergaben die Anteile der T- und NK-

Zellen addiert nicht 100 %.

konnte lediglich ermittelt werden, dass es in den NIL einen Anteil an Zellen gab, der zwar
CD45-positiv war, aber keinen weiteren der untersuchten Marker (CD3, CD8, CD4, CD19,

CD14) exprimierte.
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Abb. 6-3: Zusammensetzung der
Leukozyten der PBMZ, TIL und NIL

TIL (Kreise) wurden aus Kklarzelligen
Nierenzellkarzinomen, NIL (Dreiecke nach
unten) aus dem gesunden Gewebe der
tumortragenden Niere und PBMZ (Dreiecke
nach oben) aus Blut gesunder Spender
isoliert und mittels Durchflusszytometrie und
geeigneter Auswahlfenster analysiert. Auf der
y-Achse ist der Anteil positiver Zellen
innerhalb der CD45°CD14°'CD19™ (A) bzw.
der Anteil CD14" Zellen innerhalb der CD45"
Zellen (B) dargestellt. Ein Symbol steht
jeweils fur die Zellen eines Patienten bzw.
gesunden Spenders. Der horizontale Balken
gibt den Median der jeweiligen Gruppe an.
Die Signifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis
(CD3'CD8": p=0,03; CD3'CD4": p=0,003)
ermittelt. Anschliel3end erfolgte ein
paarweiser Datenvergleich mit Post-Hoc-Test
nach Dunn (*p<0,05; ** p<0,01).
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Zur Analyse der myeloischen Zellen wurde der Marker CD14 verwendet. Da diese Zellen
grolker und granularer als Lymphozyten sind, wurde die in Abb. 6-1 gezeigte, grélere
Eingrenzung um die gesamte Zellpopulation verwendet. Der prozentuale Anteil der CD14"
Zellen wurde dann innerhalb der CD45" Zellen, also aller Leukozyten, bestimmt.

Wie in Abb. 6-3 B zu erkennen, waren im gesunden Spender im Median ca. 11 % der
Leukozyten CD14". Die TIL zeigten eine groRe Streuung, wobei der TIL mit dem niedrigsten
Anteil bei ca. 3 % CD14" Zellen lag und der hichste bei fast 80 %. Im Median ist der Gehalt
an CD14" Zellen (16 %) aber nur etwas hoher als bei PBMZ. Die NIL entsprachen mit
ebenfalls 16 % CD14" Zellen dem Median der TIL.

6.1.3  Funktionelle Analyse der CD3"CD8" und NK-Zellen mittels des
CD107-Mobilisierungsverfahrens

Der wesentliche Unterschied zwischen TIL und NIL bzw. PBMZ war ein erhdhter Anteil der
CD3*CD8" Zellen. Wie frilhere Untersuchungen an Gewebeschnitten von RCC-Tumoren in
der Arbeitsgruppe gezeigt hatten, sind die CD8" T-Zellen und NK-Zellen positiv fiir den
lytischen Granulamarker GMP-17. Somit handelt es sich um differenzierte Effektorzellen.
Zusatzlich wurde auch die funktionelle Kapazitat der Granulaexozytose in situ untersucht und
es konnte gezeigt werden, dass CD3"CD8" Zellen differenzierte ZTL mit lytischen Granula
sind, welche aber in situ defizient in der Granulaexozytose sind (Skrablin, 2007).

Um die Granulaexozytose der zytotoxischen CD8" T-Zellen und der NK-Zellen ex vivo zu
analysieren, wurde der unter 3.4.3 beschriebene CD107-Mobilisierungstest angewendet.
Hierzu wurden die, aus Gewebe bzw. aus Blut gesunder Spender isolierten, Zellen fir 5 Std.
mit P815-OKT3 flr T- bzw. K562 fur NK-Zellen im Beisein der CD107a und CD107b
Antikérper inkubiert. Abb. 6-4 zeigt beispielhaft die 0- bzw. 5-Std.-Werte der NK-Zellen einer
TIL-, NIL- und PBMZ-Probe. Es wurde ein Auswahlfenster um die NK-Zellen gelegt und
diese dann in einem Punktewolkendiagramm mit CD56 auf der y-Achse und CD107 auf der
x-Achse abgebildet. Funktionell aktive NK-Zellen (=CD107") erscheinen im rechten oberen
Quadranten. Dies waren bei PBMZ 20 %, bei TIL 3 % und bei NIL 23 % CD107* NK-Zellen.
Die Auswertung fur die CD3'CD8" Zellen erfolgte analog den NK-Zellen mit entsprechend
auf CD3'CD8" Zellen gelegtem Auswahlrahmen.
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Abb. 6-4: Punktewolkendiagramm zur Auswertung der CD107-Oberflachenmobilisierung am
Beispiel der NK-Zellen

TIL, NIL und PBMZ wurden fur 0 Std. (obere Reihe) bzw. 5 Std. (untere Reihe) mit K562 im Beisein
der CD107-Antikorper inkubiert. Auf der y-Achse ist CD56, auf der x-Achse CD107 dargestellt.
Degranulierende NK-Zellen werden CD107-positiv und erscheinen im rechten oberen Quadranten. Die
Zahlen in den Quadranten zeigen den Prozentsatz der CD107-positiven Zellen.

Die Zusammenstellung aller untersuchten Proben zeigt (Abb. 6-5), dass die NK-Zellen der
TIL mit einem Median von 7 % eine verminderte Degranulationskapazitat im Vergleich zu
NK-Zellen der NIL (14 %) und PBMZ (11 %) besalen. Bei den CD3"'CD8" Zellen
degranulierten bei TIL im Median 3 %, bei NIL 13 % und bei PBMZ 8 %. Somit waren in den
CD3'CD8" Zellen der TIL wesentlich weniger Zellen funktionell aktiv als in den Zellen der
PBMZ, obwohl TIL zu 98 % differenzierte Effektorzellen mit lytischen Granula (GMP-17%)
sind, wahrend bei PBMZ im Median nur 39 % (n=12) der CD3*CD8" Zellen differenzierte ZTL
(CD8"GMP-17") und der Rest naive Zellen ohne lytische Granula sind, die somit auch nicht
degranulationsfahig sind. Somit wiesen die CD3"CD8" Zellen der TIL einen signifikanten
Defekt in der CD107-Oberflachenmobilisierung im Vergleich zu den Zellen der NIL oder
PBMZ auf.
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Abb. 6-5: CD107-Oberflichenmobilisierung der NK- und CD3'CD8" Zellen nach Exposition mit
Zielzellen

TIL, NIL und PBMZ wurden wie beschrieben isoliert und die jeweiligen Subgruppen durch graphische
Selektion in FlowJo® bestimmt. Mit Hilfe des CD107-Mobilisierungstestes wurde die funktionelle
Aktivitat analysiert. Die y-Achse zeigt den prozentualen Anteil CD107-positiver Zellen innerhalb der
NK-Zellen (links) bzw. CD3'CD8" Zellen (rechts). Ein Symbol steht jeweils fiir die Zellen eines
Patienten bzw. gesunden Spenders. Der horizontale Balken gibt den Median der jeweiligen Gruppe
an. Die Signifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis (NK-Zellen: p=0,114; CD3"CD8": p<0,0001) ermittelt.
Anschlieflend erfolgte ein paarweiser Datenvergleich mit Post-Hoc-Test nach Dunn (*p<0,05; ***

p<0,001).

6.1.4 Nachweis der Zytotoxine in NK- und CD3*CD8" Zellen

Die lytischen Proteine Perforin und Granzym B sind die entscheidenden Molekile in
zytotoxischen Effektorzellen (Lieberman, 2003), die fur das Abtdten von Tumorzellen
notwendig sind. Perforin ist erforderlich, damit Granzym B in die Zielzelle gelangen kann, um
dort Apoptose auszulésen. Die zytolytischen Proteine in NK- und CD3'CD8" Zellen der
PBMZ, TIL und NIL wurden mit Hilfe von Antikdrpern durchflusszytometrisch analysiert. Die
NK- und CD3'CD8" Zellen wurden softwaregestiitzt ausgewahlt und anschlieBend innerhalb
der jeweiligen Subgruppe, die positiven Zellen flr Perforin bzw. Granzym B identifiziert. Eine
Zusammenfassung aller untersuchten Patienten bzw. gesunder Spender ist in Abb. 6-6
dargestellt, wobei (A) den Prozentsatz Perforin-positiver und (B) den Granzym B-positiver
Zellen zeigt. Die NK-Zellen in TIL hatten mit nur 65 % Perforin-positiven NK-Zellen einen
signifikant niedrigeren Anteil als NIL (88 %) oder PBMZ (96 %). In den CD3"CD8" Zellen der
TIL waren im Median 31 % der Zellen Perforin-positiv, was verglichen mit den 41 % Perforin-

positiven Zellen aus den NIL, signifikant weniger war. In den PBMZ waren 31 % der
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CD3'CD8" Zellen Perforin-positiv, also vergleichbar mit TIL, obwohl — wie bereits erlautert -
in PBMZ hauptséachlich naive CD8" T-Zellen vorhanden sind und Effektorzellen mit lytischen
Granula in der Minderzahl sind. Beim Vergleich GMP-17"CD8" T-Zellen (CD3"CD8" Zellen
mit lytischen Granula) in TIL und PBMZ hatten die GMP-17"CD8" ZTL in TIL mit einem
medianen Anteil von 31 % signifikant weniger Perforin-positive Zellen als die GMP-17"CD8"
ZTL in PBMZ (Median 53 %). Die funf durchflusszytometrisch analysierten ZTL-Klone waren
im Median zu 98 % Perforin-positiv. Daher kann die Aussage getroffen werden, dass die T-
Effektorzellen der TIL in ihrer Anzahl an Perforin-positiven Zellen deutlich reduziert sind.

Bei der Analyse des Granzym B zeigte sich, dass NK-Zellen gesunder Spender im Median
nur zu 45 % Granzym B-positiv waren, obwohl fast alle NK-Zellen Perforin-positiv waren. Die
Erklarung ist, dass sich im Blut hauptsachlich runende NK-Zellen befinden. In den TIL wurde
ein geringerer Anteil an Granzym B-positiven NK-Zellen (36 %) gefunden. Der Unterschied
war im Vergleich zu dem Anteil Granzym B-positiver NK-Zellen in NIL (86 %) hdchst
signifikant niedriger. Granzym B bei CD3*CD8" Zellen in TIL war mit 30 % hoher als in PBMZ
(14 %) aber signifikant weniger als in NIL (50 %), wobei auch hier der hohe Anteil naiver
Zellen in den PBMZ beachtet werden muss. Eine Bewertung des Granzym B-Anteils in
CD3'CD8'GMP-17" Zellen wurde nicht durchgefihrt.

Obwohl differenzierte CD8" T- und NK-Zellen mit lytischen Granula ausgestattet sind, zeigte
sich eine mangelhafte Ausstattung mit zytotoxischen Proteinen und stark beeintrachtigter
Fahigkeit zur Granulaexozytose in TIL im Vergleich zu den entsprechenden Zelltypen in den
NIL oder PBMZ.
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Abb. 6-6: Bestimmmung des prozentualen Anteils Perforin- bzw. Granzym B-positiver
Effektorzellen

TIL, NIL und PBMZ wurden wie beschrieben isoliert und die jeweiligen Subgruppen durch graphische
Selektion in FlowJo® bestimmt. Die ZTL-Klone wurden wie beschrieben restimuliert und kultiviert. Die
y-Achse zeigt den prozentualen Anteil positiver Zellen fur Perforin (A) bzw. Granzym B (B) innerhalb
der NK-Zellen (links) bzw. CD3"CD8" Zellen (Mitte) und CD8"GMP-17" Zellen (rechts). Ein Symbol
steht jeweils flr die Zellen eines Patienten bzw. gesunden Spenders oder ZTL-Klons. Der horizontale
Balken gibt den Median der jeweiligen Gruppe an. Die Signifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis
(Perforin: NK-Zellen p<0,0001, CD3"CD8" p=0,03; CD8"GMP-17" p<0,0001; Granzym B: NK-Zellen
p=0,0002, CD3"CD8" p<0,0001) ermittelt. AnschlieBend erfolgte ein paarweiser Datenvergleich mit
Post-Hoc-Test nach Dunn (*p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001).

6.1.5 Analyse der Oberflachenrezeptoren auf NK-Zellen

Eine differentielle Analyse von Oberflachenmarkern sollte weitere Aufschlisse (ber die
funktionelle Kapazitat der tumorinfiltrierenden NK-Zellen geben. Dazu wurden einerseits
aktivierende Oberflachenmarker wie NKp46, NKp44, NKG2D und 2B4 untersucht, welche flr
die Zytolyse und die Zytokinsekretion wichtig sind (Moretta et al., 2000; Fauriat et al., 2009).
Andererseits wurden NKp44, CD69 und CD57 bestimmt, um zu ermitteln, ob die NK-Zellen
im Tumor aktiviert sind. Abb. 6-7 zeigt, dass in PBMZ im Median 71 % der NK-Zellen positiv
fur NKp46 (A) waren, wahrend es in den NK-Zellen der NIL 48 % und in den NK-Zellen der
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TIL nur 28 % waren. Somit war der prozentuale Anteil der NKp46-positiven NK-Zellen in den
TIL im Vergleich zu NIL signifikant und im Vergleich zu PBMZ hdchst signifikant erniedrigt.
Dagegen wurde flr einen weiteren aktivierenden Rezeptor, NKG2D, welcher an
stressinduzierte Proteine binden kann, keine signifikanten Unterschiede zwischen den NK-
Zellen der PBMZ, TIL und NIL beobachtet. (Abb. 6-7. B: PBMZ 66 %, TIL 67 %, NIL 61 %).
Auch die Analyse des Rezeptors 2B4 zeigte keine signifikanten Unterschiede (Abb. 6-7 C:
PBMZ 89 %, TIL 90 %, NIL 96 %). NKp44 wird nach Aktivierung der NK-Zellen - z.B. durch
IL-2 - hochreguliert und ist daher auf peripheren NK-Zellen kaum ausgepragt. Dies bestatigte
sich in der Analyse der PBMZ gesunder Spender (Abb. 6-7 D).
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Abb. 6-7: Oberflaichenrezeptoren auf NK-Zellen in PBMZ, TIL und NIL

TIL, NIL und PBMZ wurden wie beschrieben isoliert, mit Antikbrpern gefarbt und
durchflusszytometrisch analysiert. Durch graphische Selektion in FlowJo® wurde die NK-Zell-
Subgruppe bestimmt und hinsichtlich ihrer Positivitdt fir verschiedene Oberflachenmolekile
ausgewertet. Die y-Achse zeigt den prozentualen Anteil positiver Zellen fir A) NKp46, B) NKG2D,
C) 2B4, D) NKp44, E) CD69 und F) CD57 innerhalb der NK-Zellen. Ein Symbol steht jeweils fur die
Zellen eines Patienten bzw. gesunden Spenders. Der horizontale Balken gibt den Median der
jeweiligen Gruppe an. Die Signifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis (NKp46: p<0,0001, NKp44:
p<0,0001, CD69: p<0,0001, CD57: p=0,06) ermittelt. AnschlieRend erfolgte ein paarweiser
Datenvergleich mit Post-Hoc-Test nach Dunn (*p<0,05, *** p<0,001). n.a.: nicht analysiert.
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TIL hatten einen gewissen Anteil NKp44-positive Zellen (im Median 6 % mit groRer Streuung
zwischen den Proben). Die NKp44-Expression in den NK-Zellen der NIL wurde nicht
untersucht.

CD69 ist ein friher Aktivierungsmarker, dessen Expression jedoch auch mit
immunmodulatorischen Eigenschaften einhergehen soll (Sancho et al., 2005). Die NK-Zellen
der TIL wiesen mit einem medianen Anteil von 50 % einen signifikant hdheren prozentualen
Anteil an CD69-positiven Zellen auf (Abb. 6-7 E) als NK-Zellen der PBMZ (6 %) oder NIL (15
%).

Die Untersuchung von CD57 (Abb. 6-7 F) ergab, dass NK-Zellen der PBMZ und TIL
vergleichbare Anteil an CD57-positiven Zellen besal3en (im Median 10 %), wohingegen der
prozentuale Anteil in den NK-Zellen der NIL héher (29 %) war. Dies ist konsistent mit den
Daten der Zytotoxinanalyse, da es beschrieben ist, dass CD57 von enddifferenzierten NK-
Zellen exprimiert wird und die Expression von CD57 mit der der zytotoxischen Proteine
korreliert (Chattopadhyay et al., 2009).

Zusammenfassend ergab sich aus der Analyse der Oberflachenrezeptoren, dass die NK-
Zellen der TIL einen reduzierten Anteil an NKp46® und vergleichbare Anteile an NKG2D*
oder 2B4" Zellen im Vergleich zu den NK-Zellen der NIL oder der PBMZ aufwiesen.
AulBerdem zeigten die NK-Zellen der TIL im Gegensatz zu den Zellen der NIL oder PBMZ
Anzeichen von Aktivierung durch den erhéhten Anteil NKp44™ und CD69* NK-Zellen.

6.1.6  Analyse der Oberflichenrezeptoren auf CD3*CD8" Zellen

Ebenso wie die NK-Zellen exprimieren auch zytotoxische T-Zellen die Oberflachenmarker
NKG2D, 2B4, CD69 und CD57 (Abb. 6-8). Der NKG2D-Rezeptor, lber welchen ZTL
kostimuliert werden kénnen, wurde in den CD3"CD8" Zellen der TIL (Abb. 6-8 A) im Median
von 59 % der Zellen exprimiert, was verglichen mit den CD3"CD8" Zellen der NIL (84 %) und
PBMZ (77 %) signifikant niedriger war. Die Untersuchung des Markers 2B4 (Abb. 6-8 B)
zeigte, dass von den CD3"CD8" Zellen der PBMZ nur 23 % positiv fur diesen Marker waren,
wohingegen es in den CD3*CD8" Zellen der TIL bzw. NIL ca. 79 % waren. Der niedrige Wert
bei PBMZ liegt daran, dass 2B4 auf Effektor-T-Zellen aber nicht auf naiven T-Zellen
exprimiert wird (Speiser et al., 2001) und PBMZ hauptsachlich naive Zellen enthalten,
wahrend TIL und NIL hauptsachlich Effektorzellen sind. CD69 wurde von 67 % der
CD3*CD8" Zellen in TIL exprimiert, wohingegen es in den NIL nur 34 % und in den PBMZ 12
% der CD3*CD8" Zellen waren. Die Analyse von CD57 zeigte, dass der Anteil der CD57-
positiven CD3*CD8" Zellen innerhalb der PBMZ bzw. TIL nicht signifikant unterschiedlich war
(PBMZ: 6 %, TIL 11 %), in den CD3*CD8" Zellen der NIL jedoch ein signifikant hoherer Anteil

(28 %) an CD57-positiven Zellen zu finden war.
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Abb. 6-8: Oberflichenrezeptoren auf CD3'CD8" Zellen in PBMZ, TIL und NIL

TIL, NIL und PBMZ wurden wie beschrieben isoliert, mit Antikbrpern gefarbt und
durchflusszytometrisch analysiert. Durch graphische Selektion in FlowJo® wurden die CD3'CD8"
Zellen bestimmt und hinsichtlich ihrer Positivitat fiir verschiedene Oberflachenmolekiile ausgewertet.
Die y-Achse zeigt den prozentualen Anteil positiver Zellen fir A) NKG2D, B) 2B4, C) CD69 und D)
CD57 Zellen innerhalb der CD3"CD8" Zellen. Ein Symbol steht jeweils fiir die Zellen eines Patienten
bzw. gesunden Spenders. Der horizontale Balken gibt den Median der jeweiligen Gruppe an. Die
Signifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis (NKG2D: p=0,03, 2B4: p<0,0001, CD69: p<0,0001, CD57:
p=0,002) ermittelt. AnschlieRend erfolgte ein paarweiser Datenvergleich mit Post-Hoc-Test nach Dunn
(*p<0,05, *** p<0,001).

Der erhohte Anteil an 2B4" Zellen innerhalb der CD8" T-Zellen ist konsistent mit dem
erhohten Anteil differenzierter GMP-17"CD8" T-Zellen in TIL und NIL im Vergleich zu PBMZ
(nachgewiesen von P. Skrablin, Dissertation). Eine In-situ-Aktivierung der CD3"CD8" Zellen
der TIL wird durch deren erhdhten Anteil CD69-positiver Zellen angedeutet. Der erniedrigte
Anteil CD57-positiver CD3'CD8" Zellen der TIL im Vergleich zu den Zellen der NIL ist
konsistent mit den Daten der Zytotoxinanalyse, da es beschrieben ist, dass die CD57-
Expression mit der Expression der zytotoxischen Proteine korreliert (Chattopadhyay et al.,

2009), welche im Fall der TIL im Vergleich zu NIL reduziert war.
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6.2 Reversion der aufgezeigten Defizite in TIL durch IL-2-

Kultivierung

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob die in den Effektorzellen der TIL
aufgedeckten Defizite revertierbar sind. Dafiir wurden die TIL fir 48 Std. in niedrigdosiertem
IL-2-Medium (50 U/ml) kultiviert. Es wurde IL-2 verwendet, weil es zur Immuntherapie des
Nierenzellkarzinoms eingesetzt wird und gute Erfolge damit erzielt wurden (Oberneder et al.,
2003; Wong, 2008). Nach der IL-2-Kultivierung wurde ein Teil der TIL in den CD107-
Mobilisierungstest eingesetzt, anschlie3end mit Antikdrpern gefarbt und
durchflusszytometrisch analysiert. Der andere Teil wurde direkt nach der IL-2-Kultur mit

Antikoérpern gegen Oberflachenmarker und Zytotoxine gefarbt und analysiert.

6.2.1 Vergleich der Zytotoxine und funktionellen Aktivitat der NK- und
CD3*CD8" Zellen in TIL vor und nach IL-2-Kultivierung

Da die Expression lytischer Proteine zusammen mit der Fahigkeit zur Degranulation flr eine
effiziente lytische Aktivitdt notwendig ist, werden die Ergebnisse dieser Parameter
gemeinsam vorgestellt (Abb. 6-9). Dabei sind die Anteile positiver Zellen fiir den
untersuchten Marker jeweils im Vergleich zwischen dem unkultivierten, nativen Zustand und
nach IL-2-Kultivierung dargestellt. In Abb. 6-9 A sind die NK-Zellen und in Abb. 6-9 B die
CD3*CD8" Zellen aufgezeigt.

Der prozentuale Anteil der Perforin- bzw. Granzym B-positiven NK-Zellen der TIL stieg durch
die IL-2-Kultivierung von einem medianen Wert von 65 % auf 84 % bzw. von 37 % auf 82 %
an. Patienten-individuell berechnet war die Zunahme von Perforin in NK-Zellen der TIL im
Median 1,3-fach (niedrigste Zunahme 1,0-fach, hdochste 1,8-fach) und von Granzym B 2-fach
(niedrigste Zunahme 1,3-fach, hochste 3-fach). Auch in den CD3"CD8" Zellen nahmen durch
die IL-2-Kultivierung die Perforin-positiven (Median: von 32 % auf 79 %) und die Granzym B-
positiven (Median: 31 % auf 76 %) Zellen deutlich zu. Die Zunahme von Perforin in
CD3'CD8" Zellen der TIL war im Median 2,6-fach (niedrigste Zunahme 1,4-fach, hochste
7,7-fach) und von Granzym B 2-fach (niedrigste Zunahme 1,4-fach, héchste 6,2-fach).
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass durch die IL-2-Kultivierung signifikant mehr
Effektorzellen hervorgebracht wurden, die lytische Proteine aufwiesen. Es wurden jeweils im
Median die Werte der entsprechenden Zellen in NIL erhalten (Abb. 6-6). Einhergehend mit
dem hoheren Anteil an zytotoxinpositiven Effektorzellen zeigte sich auch ein Gewinn in
funktioneller Aktivitat (Abb. 6-9). Wahrend in den nativen, unkultivierten NK-Zellen der TIL
nur 7 % und in den CD3*CD8" Zellen der TIL nur 3 % der Zellen degranulierten, so waren es
nach IL-2-Kultivierung der TIL bei NK-Zellen 26 % und bei CD3"CD8" Zellen 17 %.
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Die Zunahme der degranulationsaktiven NK-Zellen der TIL war im Median 4,9-fach
(niedrigste Zunahme 1,2-fach, hochste 26-fach) und der CD3*CD8" Zellen 5,8-fach
(niedrigste Zunahme 2,5-fach, héchste 11-fach).

Die Ergebnisse zeigen, dass die Defekte in der Expression von Perforin und Granzym B,
sowie in der funktionellen Aktivitat der TIL-Effektorzellen durch die Kultivierung in

niedrigdosiertem IL-2-Medium Uberkommen werden konnten.
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Abb. 6-9: Vergleich der Zytotoxine und der CD107-Oberflaichenmobilisierung der Effektorzellen
der TIL vor und nach IL-2-Kultivierung

TIL wurden wie beschrieben isoliert und direkt ohne Kultivierung, oder nach 48 Std. Kultivierung mit
IL-2 (50 U/ml) mit Antikorpern gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Zur Bestimmung der
funktionellen Aktivitat wurde der CD107-Mobilisierungstest angewandt. Durch graphische Selektion in
FlowJo® wurden NK- (A) bzw. CD3'CD8" Zellen (B) bestimmt und hinsichtlich ihrer Positivitat fiir
Perforin, Granzym B und CD107 ausgewertet. Die y-Achse zeigt den prozentualen Anteil positiver
Zellen innerhalb der NK-Zellen (A) oder CD3"CD8" Zellen (B). Ein Symbol steht jeweils fiir die Zellen
eines Patienten. Der horizontale Balken gibt den Median der jeweiligen Gruppe an. Die Signifikanz
wurde mittels Mann-Whitney-U Test ermittelt und ist als p-Wert angegeben.
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6.2.2 Vergleich der Oberflachenrezeptoren auf NK-Zellen der TIL vor

und nach IL-2-Kultivierung

Die NK-Zellen der TIL wurden hinsichtlich der Anteile an Rezeptor-positiven Zellen nach der
IL-2-Kultivierung im Vergleich zum nativen Zustand untersucht. Dabei wurde der Anteil an
NKp46- (Abb. 6-10 A), NKG2D- (Abb. 6-10 B), 2B4- (Abb. 6-10 C), NKp44- (Abb. 6-10 D),
CD69- (Abb. 6-10 E) und CD57- (Abb. 6-10 F) positiven NK-Zellen der TIL ermittelt. Die
Analyse ergab, dass der Anteil sowohl der NKp46- als auch der NKp44-positiven NK-Zellen
der TIL héchst signifikant zunahm (NKp46: Median von 30 % auf 84 %; NKp44: Median von
6 % auf 21 %). Patienten-individuell ausgewertet ergab sich eine Zunahme der NKp46- bzw.
NKp44-positiven NK-Zellen der TIL war im Median 3,1-fach bzw. 2,5-fach (niedrigste NKp46-
Zunahme 1,7-fach, hochste 12,8-fach bzw. niedrigste NKp44-Zunahme 1,1-fach, héchste
6,4-fach).

Auch der Anteil CD69-positiver NK-Zellen in TIL erhéhte sich durch die IL-2-Kultivierung: von
im Medianen 50 % im nativen Zustand auf 91 % nach der IL-2-Kultivierung (mediane
Zunahme 1,7-fach, zwischen 1,1-fach und 2,3-fach).

Nur kleine Veranderung im medianen Anteil positiver Zellen zeigte sich flir NKG2D, 2B4 und
CD57. Die mediane Zunahme der NKG2D-positiven NK-Zellen der TIL war 0,8-fach
(zwischen 0,6-fach und 1,7-fach), die der 2B4-positiven 0,9-fach (zwischen 0,8-fach und 1-
fach) und die der CD57-positiven 1,2-fach (zwischen 0,8-fach (der Anteil der CD57" Zellen
eines Patienten fiel von 10 % auf 8 %) und 12-fach (der Anteil der CD57" Zellen eines

Patient stieg von 1 % auf 12 %; alle anderen nahmen im Anteil zu).
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Abb. 6-10: Vergleich von Oberflichenrezeptoren auf NK-Zellen der TIL vor und nach IL-2-
Kultivierung

TIL wurden wie beschrieben isoliert und direkt ohne Kultivierung, oder nach 48 Std. Kultivierung mit
IL-2 (50 U/ml), mit Antikérpern gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Durch graphische
Selektion in FlowJo® wurden NK-Zellen bestimmt und hinsichtlich ihrer Positivitat fr NKp46 (A),
NKG2D (B), 2B4 (C), NKp44 (D), CD69 (E) und CD57 (F) ausgewertet. Die y-Achse zeigt den
prozentualen Anteil positiver Zellen innerhalb der NK-Zellen. Ein Symbol steht jeweils fiir die Zellen
eines Patienten. Der horizontale Balken gibt den Median der jeweiligen Gruppe an. Die Signifikanz
wurde mittels Mann-Whitney-U Test ermittelt und ist als p-Wert angegeben.

6.2.3 Vergleich der Oberflichenrezeptoren der CD3'CD8" Zellen der

TIL vor und nach IL-2-Kultivierung

Ebenso wie die NK-Zellen wurden auch die CD3*CD8" Zellen der TIL nach der IL-2-
Kultivierung erneut charakterisiert. In Abb. 6-11 ist eine Zusammenstellung der untersuchten
Marker NKG2D, 2B4, CD69 und CD57 dargestellt. Die Oberflachenmarker NKG2D, 2B4 und
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CD69 zeigten im Anteil der flr diese Marker positiven Zellen keine signifikanten
Unterschiede vor und nach der IL-2-Kultivierung.

Patienten-individuell ergab sich eine mediane Zunahme der NKG2D-positiven CD3"'CD8"
Zellen von 0,7-fach (zwischen 0,2-fach und 2,2-fach; die Zellen eines Patienten nahmen im
Anteil NKG2D" zu, alle andern nahmen ab), die der 2B4-positiven von 0,8-fach (zwischen
0,6-fach und 1-fach; die Zellen eines Patienten nahmen im Anteil 2B4" zu, alle andern
nahmen ab) und die der CD69-positiven von 1,1-fach (zwischen 0,6-fach und 3-fach; die
Zellen zweier Patient nahmen im Anteil CD69" ab, alle andern nahmen zu ). Allerdings nahm
der Anteil der CD57-positiven CD3"CD8" Zellen wahrend der IL-2-Kultivierung signifikant zu
(von 11 % auf 30 %; mediane Zunahme 2,6-fach, zwischen 1,4-fach und 13-fach (nur die

Zellen eines Patienten zeigten eine so starke Zunahme)).
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Abb. 6-11: Vergleich von Oberflichenrezeptoren auf CD3°CD8" Zellen in TIL vor und nach IL-2-
Kultivierung

TIL wurden wie beschrieben isoliert und direkt ohne Kultivierung, oder nach 48 Std. Kultivierung mit
IL-2 (50 U/ml), mit Antikbrpern gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Durch graphische
Selektion in FlowJo® wurden CD3"CD8" Zellen bestimmt und hinsichtlich ihrer Positivitat fiir NKG2D
(A), 2B4 (B), CD69 (D) und CD57 (E) ausgewertet. Die y-Achse zeigt den prozentualen Anteil positiver
Zellen innerhalb der CD3"CD8" Zellen. Ein Symbol steht jeweils fiir die Zellen eines Patienten. Der
horizontale Balken gibt den Median der jeweiligen Gruppe an. Die Signifikanz wurde mittels Mann-
Whitney-U Test ermittelt und ist als p-Wert angegeben.
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6.3 Korrelationsanalysen zwischen exprimierten  Markern,

Subtypenzusammensetzung und funktioneller Aktivitat in TIL

Die IL-2-Kultivierung der TIL zeigte, dass manche TIL einen hoheren Anteil an CD107"
Effektorzellen nach Zielzellkontakt aufwiesen, also funktionsaktiver waren als andere. Es
sollte ermittelt werden, ob bestimmte Marker mit der besseren Reaktion assoziiert sind.
Schleypen et al (Schleypen et al., 2006) hatten gezeigt, dass NK-Zellen aus TIL, die einen
hohen Anteil (> 20 %) an NK-Zellen besalen, nach IL-2-Kultivierung zytotoxische Aktivitat
zeigten. Ein Zusammenhang zeigte sich bei den hier untersuchten Markern der TIL zwischen
Degranulationsfahigkeit (Anteil CD107" Zellen) und dem % NK-Zellanteil und den % Perforin-
positiven NK-Zellen. So korrelierte der Anteil CD107" NK-Zellen nach IL-2-Kultivierung hoch
signifikant mit dem Anteil der NK-Zellen innerhalb der TIL (Abb. 6-12 links). Ebenso
korrelierte der Anteil CD107-positiver NK-Zellen nach der IL-2-Kultivierung mit dem Anteil
Perforin-positiver NK-Zellen im unkultivierten Zustand signifikant (Abb. 6-12 rechts).
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Abb. 6-12: Korrelationsanalysen zur Ildentifikation von NK-Zell-exprimierten Markern, die mit
der CD107-Oberflachenmobilisierung von IL-2-kultivierten NK-Zellen assoziiert sind

Mit den, fir die NK-Zellen der TIL erhaltenen Daten wurden nicht parametrische
Korrelationsberechnungen nach Spearman durchgefiihrt. Die x-Achse zeigt den prozentualen Anteil
an CD107" NK-Zellen nach K562-Stimulation nach der IL-2-Kultivierung und die y-Achse zeigt den
prozentualen Anteil an NK-Zellen innerhalb der Lymphozyten (links) und den prozentualen Anteil an
Perforin® Zellen innerhalb der nativen NK-Zellen (rechts)jeweils vor IL-2-Kultivierung. Jeder Kreis steht
fur die Zellen eines untersuchten Patienten (Spearman: % NK-Zellen r=0,75, p=0,005; % Perforin”
r=0,57, p=0,04).
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Somit waren NK-Zellen, die vor der IL-2-Kultivierung bereits viele Perforin-positive Zellen
aufwiesen, nach der IL-2-Kultivierung funktionell aktiver. Vor IL-2-Kultivierung waren fast alle
NK-Zellen degranulationsinaktiv, unabhangig von ihnrem Perforinstatus.

Weiterhin zeigte sich eine Korrelation bei unkultivierten TIL zwischen dem Anteil 2B4-
positiver NK-Zellen der TIL und dem Anteil CD107-positiver NK-Zellen (Abb. 6-13). Es
handelt sich hierbei um eine inverse Korrelation, da ein hoher Anteil an 2B4-positiven NK-
Zellen mit einem geringen Anteil CD107-positiver NK-Zellen assoziiert war. Dies lasst

vermuten, dass die Expression von 2B4 auf die NK-Zellaktivitat einen ungtinstigen Einfluss

hat.
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Abb. 6-13: Korrelationsanalysen zur Identifikation von NK-Zell-exprimierten Markern, die mit
der CD107-Oberflachenmobilisierung von nicht-IL-2-kultivierten NK-Zellen assoziiert sind

Mit den, fiur die NK-Zellen der TIL, erhaltenen Daten wurden nicht parametrische Korrelations-
Berechnungen nach Spearman durchgefiihrt. Die x-Achse zeigt den prozentualen Anteil CD107" NK-
Zellen nach Zielzellkontakt und die y-Achse zeigt den prozentualen Anteil 2B4™ NK-Zellen der TIL,
jeweils im nativen, unkultiverten Zustand. Jeder Kreis steht fiir die Zellen eines untersuchten Patienten

(Spearman r=-0,64, p=0,03).

Korrelationsberechnungen wurden auch mit den, fir die CD3'CD8" Zellen der TIL
gewonnenen Daten durchgefuhrt. Es ergaben sich keine signifikanten Korrelationen. Es
zeigte sich allerdings die Tendenz, dass TIL, deren CD3'CD8" Zellen einen guten
zytotoxischen Status hatten, also einem hohen Anteil an Perforin- und Granzym B-positiven

Zellen hatten, nach IL-2-Kultivierung funktionell aktiver waren (siehe Abb. 6-14).
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Abb. 6-14: Korrelationsanalysen zur Identifikation von CD3"CD8" T-Zell-exprimierten Markern,
die mit der CD107-Oberflichenmobilisierung von IL-2-kultivierten CD3*CD8" Zellen assoziiert
sind

Mit den, fir die CD3'CD8" Zellen der TIL, erhaltenen Daten wurden nicht parametrische
Korrelationsberechnungen nach Spearman durchgefiihrt. Die x-Achse zeigt den prozentualen Anteil
an CD107" CD3"CD8" Zellen nach der IL-2-Kultivierung nach Zielzellkontakt und die y-Achse zeigt
den zytotoxischen Status der nicht IL-2-kultivierten CD3"CD8" Zellen der TIL. Der zytotoxische Status
wurde mit der Formel (% Perforin® x Granzym B*)/100 errechnet. Jeder Kreis steht fiir die Zellen eines
untersuchten Patienten (Spearman: r=0,58, p=0,06).

6.4 Analyse der TIL von sunitinibbehandelten Patienten

Im Laufe meiner Doktorarbeit erhielten wir Tumormaterial von 4 Patienten, die mit Sunitinib
behandelt wurden. Sunitinib ist ein Rezeptortyrosinkinaseinhibitor, der als Arzneistoff zur
Behandlung fortgeschrittener und/oder metastasierter Nierenzellkarzinome eingesetzt wird.
Er hemmt unter anderem die Rezeptoren fir PDGF, VEGF, c-Kit, FLT, CSF und RET (Chow
et al., 2007). Diese Rezeptoren werden mit dem Tumorwachstum, der pathologischen
Angiogenese und der Entwicklung von Metastasen bei Krebserkrankungen in Verbindung
gebracht. Aus den erhaltenen Tumorproben der 4 behandelten Patienten wurden die TIL
isoliert und die NK- sowie die CD3"CD8" Zellen im Vergleich zu den TIL unbehandelter
Patienten charakterisiert. Abb. 6-15 A-F zeigt die Auswertung fur die NK-Zellen. Die NK-
Zellen der TIL der sunitinibbehandelten Patienten zeigten, verglichen mit den NK-Zellen der
TIL von unbehandelten Patienten, im Median signifikant mehr CD107-positive Zellen (Abb.
6-15 A:18 % gegenuber 7 %) und der Anteil 2B4-positiver NK-Zellen war signifikant niedriger
(Abb. 6-15 E: 70 % 2B4" NK-Zellen gegeniiber 90 % bei unbehandelter Patienten). Die
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Prozentanteile der anderen untersuchten Marker Perforin (B), Granzym B (C), NKp46 (D)
und CD69 (F) waren in den NK-Zellen der TIL der beiden Gruppen vergleichbar, wobei bei
Granzym B alle 4 Proben der sunitinibbehandelten Patienten Uber dem Median der

unbehandelten Patienten lagen.
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Abb. 6-15: Vergleich der NK-Zellen der TIL von unbehandelten und sunitinibbehandelten
Patienten

TIL unbehandelter oder sunitinibbehandelter Patienten wurden wie beschrieben isoliert, mit
Antikérpern gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Durch graphische Selektion in FlowJo®
wurden NK-Zellen bestimmt und hinsichtlich ihrer Positivitat fur CD107 nach K562-Stimulation (A),
Perforin (B), Granzym B (C), NKp46 (D), 2B4 (E) und CD69 (F) ausgewertet. Die y-Achse zeigt den
prozentualen Anteil positiver Zellen innerhalb der NK-Zellen. Ein Symbol steht jeweils fiir die Zellen
eines Patienten. Der horizontale Balken gibt den Median der jeweiligen Gruppe an. Die Signifikanz
wurde mittels Mann-Whitney-U Test ermittelt und ist als p-Wert angegeben.

Neben den NK-Zellen der TIL wurden auch die CD3'CD8" Zellen der TIL der
Sunitinibpatienten im Vergleich zu unbehandelten Patienten untersucht (Abb. 6-16 A-E). Die
CD3*CD8" Zellen der TIL der Sunitinibpatienten zeigten keine signifikanten Unterschiede im
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Anteil der CD107- (A), Perforin- (B), Granzym B- (C), 2B4- (D) und CD69-positiven (E) Zellen
im Vergleich zu den CD3'CD8" Zellen der TIL der unbehandelten Patienten. Allerdings
waren 3 der 4 TIL von Sunitinibpatienten in ihrem Anteil an CD107" Zellen deutlich tiber dem
Median der TIL unbehandelter Patienten und entsprachen deren héchstem Wert. Auffallig
war weiterhin, dass bei Perforin alle TIL der Sunitinibpatienten unter dem Median der TIL
unbehandelter Patienten lagen. Hingegen lagen die TIL der sunitinibbehandelten Patienten
hinsichtlich des Anteils Granzym B-positiver Zellen tiber dem Median der TIL unbehandelter
Patienten und entsprachen somit deren hdchsten TIL. Fur eine Interpretation dieser

Beobachtungen miissen noch mehr TIL von Sunitinibpatienten analysiert werden.

A B (o4
20 50 60 -
—
N Yo 40 °ee’ a °
8 15 1 8 ° +o o0 ¢
+0 *on ° 8 40 - b oo
2 g 307 TYe o .
+2' 10~ . ‘o e
£ . L
5 o S 20 o° . E
i [ ] t Y N 20 T (]
[m] ) [ ] % ° )
O 5 Y . o o . <
X oo s 101 o
—eo-00— . X
o0
o *
\ 4 T T T T T
unbehandelt  Sunitinib unbehandelt  Sunitinib unbehandelt  Sunitinib
D E
100 100
% °
80 +. * * 80 ¢
+: *o L TN
3 "o G | —Se—
+, 60- ' 60 e
8 o
= + ° **
<+ 40 Q 401 °
m o °
o o Y
= 20 . X 20-
1 1 1 1
unbehandelt  Sunitinib unbehandelt  Sunitinib

Abb. 6-16: Vergleich der CD3'CD8" Zellen in TIL von unbehandelten und sunitinibbehandelten
Patienten

TIL unbehandelter oder sunitinibbehandelter Patienten wurden wie beschrieben isoliert, mit
Antikérpern gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Durch graphische Selektion in FlowJo®
wurden die CD3'CD8" Zellen bestimmt und hinsichtlich ihrer Anteile fiir CD107nach P815-Okt3-
Stimulation (A), Perforin (B), Granzym B (C), 2B4 (D) und CD69 (E) ausgewertet. Die y-Achse zeigt
den prozentualen Anteil positiver Zellen innerhalb der CD3"CD8" Zellen. Ein Symbol steht jeweils fiir
die Zellen eines Patienten. Der horizontale Balken gibt den Median der jeweiligen Gruppe an.
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6.5 Evaluierung von In-vitro-Tumormodellen

Die Effektorzellen der TIL zeigten Defizite in den zytotoxischen Proteinen, der funktionellen
Aktivitat und der Rezeptorexpression, wovon einige durch Milieudnderung — Kultivierung in
IL-2 — umkehrbar waren. Im nachsten Schritt sollte ein In-vitro-Tumormodell entwickelt
werden. Mit Hilfe dieses Modells sollten die ex vivo beobachteten Merkmale induziert werden
kénnen, um einerseits zu erlernen, welche Faktoren fir deren Induktion verantwortlich sind
und um andererseits defizitare Effektorzellen fir mechanistische Untersuchungen verfugbar
zu haben. Bei der Etablierung und Evaluierung des Tumormodells wurde der Fokus auf die

NK-Zellen gelegt.
6.5.1 In-vitro-Kokultivierung mit hoher Tumorzellanzahl

Zunachst wurden gesunde Spender-PBL, welche als Quelle flir NK-Zellen dienten, die keine
Defizite aufweisen, mit einer hohen Anzahl an Tumorzellen kokultiviert, welches die In-situ-
Tumorsituation reflektieren sollte. Die Versuche wurden so konzipiert, dass es moglich war,
den Einfluss von Zellkontakt zusammen mit I6slichen Faktoren, nur Zellkontakt bzw. nur
I6sliche Faktoren zu untersuchen. Nach der Koinkubation wurden die Zellgemische mit
Antikorpern gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Die NK-Zellen wurden nach der
In-vitro-Kokultivierung auf dieselben Marker wie die NK-Zellen der TIL untersucht, um zu
zeigen, ob in diesem In-vitro-Kokultivierungsmodell den NK-Zellen der TIL vergleichbare NK-
Zellen entstehen.

Die Analyse der Zytotoxine (Abb. 6-17) ergab, dass Perforin in einer kontaktabhangigen
Weise, bei Anwesenheit einer hohen Tumorzellzahl (8x), verloren geht. Die NK-Zellen,
welche ohne Tumorzellen bzw. in einem Verhaltnis von 1:1 mit Tumorzellen kokultiviert
wurden, waren im Median zu 89 % Perforin-positiv. Im Gegensatz dazu waren die NK-Zellen,
welche mit einer hohen Tumorzellzahl (Verhaltnis 1:8) kokultiviert wurden, im Median nur
noch zu 47 % Perforin-positiv. Dieser Effekt war unabhangig davon, ob die Tumorzellen
fixiert waren, also keine léslichen Faktoren produzieren konnten oder nicht, da bei einer
Kokultivierung mit fixierten Tumorzellen der Anteil der Perforin-positiven NK-Zellen im
Median ebenfalls auf 56 % absank. Die Tatsache, dass I6sliche Faktoren keine Rolle flir den
Perforinverlust zu spielen schienen, bestatigte die Kultivierung der NK-Zellen in zellfreiem
Tumoruberstand, welcher durch Kultivierung einer hohen Konzentration von Tumorzellen
Uber 40 Std. generiert wurde. Bei Kokultur mit den von Tumorzellen sezernierten Faktoren
trat kein Perforinverlust auf (8x US: Median 82 % Perforin® Zellen) (Abb. 6-17 A). Im
Gegensatz zu Perforin wurde der prozentuale Anteil Granzym B-positiver NK-Zellen durch

keine der Kultivierungsbedingungen beeinflusst (Abb. 6-17 B).
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Bei der Analyse des aktivierenden NK-Zellrezeptors NKp46 (Abb. 6-17 C) zeigte sich, dass
auch hier Tumorzellkontakt Einfluss auf dessen Expression hat. Wahrend nach einer
Kokultivierung ohne Tumorzellen bzw. 1:1 mit Tumorzellen im Median 78 % bzw. 89 % der
NK-Zellen NKp46-positiv waren, war der Anteil der NKp46-positiven Zellen nach der
Kokultivierung mit hoher Tumorzellzahl héchst signifikant reduziert und lag bei 7 % mit
unbehandelten Tumorzellen und bei 6 % mit fixierten Tumorzellen. Wurden die PBL mit

zellfreiem Tumoriberstand kultiviert, blieben die NK-Zellen NKp46-positiv.
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Abb. 6-17: Analyse der Zytotoxine und des NKp46-Rezeptors in NK-Zellen im In-vitro-
Kokultivierungsmodell

Gesunde Spender-PBL wurden ohne Tumorzellen, mit Tumorzellen im Verhaltnis 1:1 (1x) oder 1:8
(8x), mit fixierten Tumorzellen im Verhaltnis 1:8 (8x fix) oder mit zellfreiem Tumoriberstand (8x US) fir
24 Std. kokultiviert, anschlielend geerntet, mit Antikérpern gefarbt und durchflusszytometrisch
analysiert. Die NK-Zellen wurden mit Hilfe von graphischer Eingrenzung in FlowJo® bestimmt und
hinsichtlich ihres Anteils an Perforin, Granzym B und NKp46 untersucht. Die y-Achse zeigt den
prozentualen Anteil an Perforin- (A), Granzym B- (B) bzw. NKp46-positiven (C) Zellen innerhalb der
NK-Zellen. Die Balken sind die Mittelwerte der durchgeflihrten Experimente (n), die Fehlerbalken sind
die SEM. Die Signifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis (Perforin p=0,0004, NKp46 p=0,0003) ermittelt.
AnschlieRend erfolgte ein paarweiser Datenvergleich mit Post-Hoc-Test nach Dunn (*p<0,05,

**p<0,01, ***p<0,001).
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Mit der Abregulation von NKp46 und Perforin, aber ohne Verlust von Granzym B, wurde
somit mit diesem In-vitro-Kokultivierungsmodell (Zellkontakt bei hoher Tumorzellzahl) der
Phanotyp der NK-Zellen in TIL nur teilweise repliziert. Der erniedrigte Anteil Granzym B-
positiver NK-Zellen, wie bei TIL gesehen, blieb aus.

In dem In-vitro-Kokultivierungsmodell wurde zusatzlich zum Rezeptor 2B4 auch die
Expression des Adaptermolekils SAP untersucht. SAP ist ausschlaggebend, ob 2B4 nach
Ligandbindung eine aktivierende oder inhibierende Signalkaskade auslost. Ist SAP
anwesend, kommt es zu einem aktivierenden Signal. Bei Abwesenheit von SAP kommt es zu
einer inhibierenden Signalweiterleitung und die NK-Zelle ist in ihrer Funktion unterdriickt. Auf
Grund des Zusammenspiels dieser beiden Faktoren, wurden sie hier zusammen untersucht.
Nach der Kokultivierung ohne oder mit einer geringen Anzahl an Tumorzellen, waren 73 %
der NK-Zellen positiv fir 2B4. Durch Kontakt mit einer hohen Tumorzellzahl, unabhangig ob
diese fixiert oder unfixiert waren, stieg der Anteil 2B4-positiver NK-Zellen signifikant an (90
%), wohingegen in NK-Zellen, die nur |8slichen Faktoren ohne Zell-Zell-Kontakt ausgesetzt
waren, der 2B4-Anteil deutlich reduziert war (40 %) (Abb. 6-18).

SAP wurde nach einer Kultivierung ohne Tumorzellen von 95 % und nach einer
Kokultivierung von PBL:Tumorzellen im Verhaltnis 1:1 von 82 % der NK-Zellen exprimiert.
Nach Inkubation mit einer hohen Tumorzellzahl waren nur noch 14 % der NK-Zellen SAP-
positiv. Dieser signifikante Verlust der SAP-Expression trat unabhangig von l6slichen
Faktoren auch bei Kokultur mit fixierten Tumorzellen auf (14 % SAP-positive NK-Zellen).

Der Zellkontakt war fur die Reduktion des SAP-positiven NK-Zellanteils notwendig, da
lsliche Faktoren diesen Effekt nicht induzieren konnten (Kokultur mit 8x US: 88 % SAP-
positive NK-Zellen).

Das hier angewandte In-vitro-Modell mit Kokultivierung von PBL mit einer hohen
Tumorzellzahl induzierte den Rezeptor 2B4 auf NK-Zellen und reduzierte das
Adaptermolekil SAP. Somit wurde ein inhibierbarer NK-Phanotyp induziert, welcher bei 2B4-

Ligandbindung keine zytotoxische Reaktion ausfiihren wird.
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Abb. 6-18: Analyse des 2B4-Rezeptors und des Adaptermolekiils SAP in NK-Zellen im In-vitro-
Kokultivierungsmodell

Gesunde Spender-PBL wurden ohne Tumorzellen, mit Tumorzellen im Verhaltnis 1:1 (1x) oder 1:8
(8x), mit fixierten Tumorzellen im Verhaltnis 1:8 (8x fix) oder mit Tumoriiberstand (8x US) fir 24 Std.
kokultiviert, anschlieRend geerntet, mit Antikbrpern gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Die
NK-Zellen wurden mit Hilfe von graphischer Eingrenzung in FlowJo® bestimmt und hinsichtlich ihres
Anteils an 2B4 und SAP untersucht. Die y-Achse zeigt den prozentualen Anteil an 2B4- (links) bzw.
SAP- (rechts) positiven Zellen innerhalb der NK-Zellen. Die Balken sind die Mittelwerte der
durchgefiihrten Experimente (n), die Fehlerbalken sind die SEM. Die Signifikanz wurde mittels
Kruskal-Wallis (2B4 p=0,002, SAP p=0,0007) ermittelt. AnschlieRend erfolgte ein paarweiser
Datenvergleich mit Post-Hoc-Test nach Dunn (*p<0,05, ***p<0,001).

Da fur die NK-Zellen der TIL gezeigt werden konnte, dass sie funktionell inhibiert waren,
wurde die Fahigkeit zur CD107-Mobilisierung nach Zielzellkontakt bei den im In-vitro-
Kokultivierungsmodell hergestellten NK-Zellen untersucht. Dafir wurden die PBL nach den
unterschiedlichen Vorkultivierungsbedingungen tber 5 Std. mit K562 im Beisein der CD107-
Antikorper koinkubiert, anschlieRend mit Antikdrpern gefarbt und durchflusszytometrisch
analysiert. Die NK-Zellen gesunder Spender-PBL sind hauptsachlich ruhende Zellen, die
eine relativ schlechte Degranulation zeigten, wenn sie mit Zielzellen stimuliert wurden. So
degranulierten in dem Kultivierungsansatz ohne Tumorzellen nur 15 % der NK-Zellen, nach
Kokultur mit Tumorzellen im Verhaltnis 1:1 bzw. 1:8 12 % bzw. 5 % der NK-Zellen. Trotz der
niedrigen Zahlen wurde deutlich, dass die NK-Zellen durch den Kontakt zu Tumorzellen in
ihrer Fahigkeit zur Degranulation inhibiert wurden. Eine Inhibition war auch erkennbar, wenn
die PBL nur I6slichen Faktoren ausgesetzt waren (8 % CD107" NK-Zellen). Die Inhibition
durch I6sliche Faktoren war bei Stimulation der NK-Zellen mit PMA/lonomyzin nicht mehr
vorhanden (l6sliche Faktoren: 55 % CD107" NK-Zellen, ohne Tumorzellen: 61 % CD107"
NK-Zellen), wahrend die mit Zellkontakt vorkultivierten NK-Zellen weiterhin inhibiert waren

(8x Tumorzellen: 10 %) (Abb. 6-19 B). Entweder greifen die I6slichen und zellbedingten
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Faktoren an unterschiedlichen Schritten in der zur Degranulation flihrenden Signalkaskade
ein oder PMA/I ist ein viel starkerer Stimulus.

Mit Hilfe der PMA/lonomyzin-Stimulation konnte auch eine IFN-y-Produktion induziert
werden, welche bei K562-Stimulation nicht detektierbar war. Diese IFN-y-Produktion wurde
durch Vorkultur mit Zellkontakt komplett unterdrickt und durch die Anwesenheit I6slicher

Faktoren von 67 % positiver NK-Zellen auf 16 % reduziert.
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Abb. 6-19: Analyse der funktionellen Aktivitidt der NK-Zellen im In-vitro-Kokultivierungsmodell

Gesunde Spender-PBL wurden ohne Tumorzellen, mit Tumorzellen im Verhaltnis 1:1 (1x) oder 1:8
(8x), mit fixierten Tumorzellen im Verhaltnis 1:8 (8x fix) oder mit zellfreiem Tumoriiberstand (8x US) fir
24 Std. kokultiviert und anschlielend fur weitere 5 Std. mit Zielzellen (A) oder PMA/I (B,C) stimuliert,
um die funktionelle Aktivitdt zu bestimmen. Danach wurden die Zellen geerntet, mit Antikbrpern
gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Die NK-Zellen wurden mit Hilfe von graphischer
Eingrenzung in FlowJo® bestimmt und hinsichtlich ihres Anteils fiir CD107" (A, B) und IFN-y* (C)
Zellen untersucht. Die y-Achse zeigt den prozentualen Anteil an CD107- (A, B) bzw. IFN-y- (C)
positiven Zellen innerhalb der NK-Zellen. Die Balken sind die Mittelwerte der durchgefuhrten
Experimente (n), die Fehlerbalken sind die SEM. Die Signifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis (CD107
(A) p=0,02) ermittelt. AnschlieBend erfolgte ein paarweiser Datenvergleich mit Post-Hoc-Test nach
Dunn (**p<0,01).

Als weiterer Marker wurde CD69 auf in vitro behandelten NK-Zellen untersucht, da in den
NK-Zellen der TIL festgestellt wurde, dass ca. die Halfte der NK-Zellen diesen
Aktivierungsmarker exprimierten. Im In-vitro-Kokultivierungsmodell konnte allerdings mit
keiner der Kokultivierungsbedingungen eine CD69-Expression auf den NK-Zellen induziert

werden. Die NK-Zellen blieben, wie im Ausgangszustand, negativ fir CD69 (Daten nicht

gezeigt).
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Neben der Degranulationsfahigkeit wurde auch die lytische Aktivitat der NK-Zellen in einem
Chrom-Freisetzungstest bestimmt. Dieser Test ermdglicht es, die Konsequenz einer
Degranulation auf Seiten der Zielzellen zu untersuchen. Die MessgroRe ist dabei
Chromfreisetzung durch Zelltod nach Inkubation mit Effektorzellen. NK-Zellen IL-2-aktivierter,
gesunder Spender-PBL wurden isoliert, fur 24 Std. unter verschiedenen Bedingungen (Abb.
6-20) mit Tumorzellen kokultiviert und anschlieRend fir 4 Std. mit Chrom-markierten K562
inkubiert. Anhand der freigesetzten Chrommenge im Uberstand kann die spezifische Lyse
der K562 berechnet werden. Abb. 6-20 A zeigt den Prozentsatz spezifischer Lyse durch NK-
Zellen, welche ohne, mit einer niedrigen Tumorzellzahl (Verhaltnis 1:1) oder einer hohen
Tumorzellzahl (Verhéltnis 1:8) entweder zusammen in einem Reaktionsvolumen
(Normalwell) oder unter Zellseparationsbedingungen (Transwell) vorkultiviert wurden.
Zusatzlich wurden die NK-Zellen auch mit einer hohen Anzahl fixierter Tumorzellen
vorinkubiert.

NK-Zellen, die ohne Tumorzellen (blaue Dreiecke) vorkultivert wurden, zeigten 60 %
spezifische Lyse bei einem Effektor-Zielzell-Verhaltnis von 5:1. Mit abnehmendem Verhaltnis
NK- zu Zielzellen sank die spezifische Lyse. Bei Vorkultivierung unter zellseparierenden
Bedingungen (offene Symbole), also ohne Zellkontakt zwischen NK- und Tumorzellen, war
bei hoher Tumorzelldichte die Iytische Aktivitdt vergleichbar und bei niedriger
Tumorzelldichte leicht erhdht. Eine Inhibition der spezifischen Lyse trat jedoch dann auf,
wenn die NK-Zellen in Kontakt mit Tumorzellen vorkultiviert worden waren und zwar bereits
bei einer niedrigen Anzahl an Tumorzellen (schwarze Quadrate). Nach Vorkultivierung mit
einer hohen Tumorzellzahl (schwarze Kreise) war keine spezifische Lyse mehr zu
detektieren. Die Vorkultivierung mit einer hohen Anzahl fixierter Tumorzellen (graue Rauten)
unter Zellkontaktbedingungen, wobei keine I6slichen Milieufaktoren gebildet wurden, war die
lytische Aktivitat mit 33 % zwar reduziert, allerdings nicht so stark wie bei hoher Anzahl
unfixierter Tumorzellen. Eine Zusammenfassung aller durchgefiihrten Experimente (Abb.
6-20 B) zeigt, dass eine Kokultivierung mit einer hohen Anzahl an Tumorzellen die lytische
Aktivitdt der NK-Zellen hoch signifikant reduzierte, wenn die Tumorzellen unfixiert waren.
Fixierte Tumorzellen erreichten nur etwa die Halfte des Effekts der unfixierten Tumorzellen.
Die Ergebnisse, die durch den Chrom-Freisetzungstest erhalten wurden, bestatigten die der
Degranulation: Zellkontakt mit hoher Anzahl an Tumorzellen inhibiert die Degranulation und
die lytische Aktivitat der NK-Zellen.
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Abb. 6-20: Lytische Aktivitat der NK-Zellen im In-vitro-Kokultivierungsmodell

NK-Zellen wurden aus IL-2-aktivierten, gesunden Spender-PBL isoliert und fir 24 Std. ohne, mit
niedriger (1:1), und mit hoher Tumorzellzahl (unfixiert (1:8) bzw. fixiert (1:8 fix)) in gemischter Vorkultur
(Normalwell) bzw. Separationsvorkultur (Transwell) kokultiviert. AnschlieRend wurden die NK-
Kokulturen in einen 4-stiindigen Chrom-Freisetzungstest mit K562 eingesetzt. Titrierte NK-Zellen
(Effektoren, E) wurden zu einer konstanten Anzahl Zielzellen (Z) gegeben, sodass sich
unterschiedliche E:Z Verhaltnisse ergaben.

(A) Die y-Achse zeigt den Prozentsatz an spezifischer Lyse. Die Werte sind der Mittelwert der
gemessenen Duplikate. Die Fehlerbalken sind die Mittelwertabweichungen.

(B) Zusammenfassung aller durchgefuhrten Experimente. Die y-Achse zeigt den Prozentsatz
spezifischer Lyse normalisiert auf den Ansatz ohne Tumorzellen, die x-Achse beschreibt die
Vorkultivierungsbedingungen, wobei ,-“ die Bedingungen ohne Tumorzellen, 8x bzw. 8x fix besagt,
dass 8x soviel Tumorzellen wie NK-Zellen vorhanden waren. Die Balken sind die Mittelwerte aller
Chrom-Freisetzungstests bei einem E:Z von 5:1 (n=4) und die Fehlerbalken sind die SEM. Die
Signifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis (p=0,02) ermittelt. AnschlieRend erfolgte ein paarweiser
Datenvergleich mit Post-Hoc-Test nach Dunn (** p<0,01)

Das In-vitro-Tumormodell (Kokultivierung mit hoher Tumorzellzahl) induzierte NK-Zellen mit
einem Phanotyp, der dem der NK-Zellen in TIL in der niedrigen Expression von Perforin und
NKp46, der hohen Expression von 2B4 und der reduzierten funktionellen Aktivitat glich.
Zellkontakt scheint der entscheidende Mechanismus zu sein, der die Entstehung des
Phanotyps bewirkt. Unterschiede zu den NK-Zellen der TIL waren, dass die im In-vitro-
Kokultivierungsmodell induzierten NK-Zellen weiterhin Granzym B-positiv waren und kein
CD69 exprimierten. Um die Tumorbedingungen noch besser nachzustellen, wurde ein
weiteres In-vitro-Modell, das Spharoid-System, angewandt.
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6.5.2 In-vitro-3D-Tumormodell

Spharoide sind dreidimensionale Zellaggregate, die unter reproduzierbaren, standardisierten
Bedingungen aus Zelllinien hergestellt werden. Sie haben ahnliche biologische
Eigenschaften wie die kleinsten, avaskularen Mikrotumoren in Patienten. Im Spharoid bilden
sich wie im realen Tumor morphologische Differenzierungsareale und biochemische
Gradienten aus Sauerstoff, Nahrstoffen und Stoffwechselmetaboliten (Friedrich et al., 2009).
Es wurde untersucht, ob mit Hilfe dieses Spharoidmodells der defizitare NK-TIL-Phanotyp
aus NK-Zellen gesunder Spender generiert werden kann. Hierfur wurden isolierte NK-Zellen,
welche flr 3-4 Tage mit IL-2 aktiviert wurden, in einem hangenden Tropfen zusammen mit
einem Spharoid koinkubiert, sodass die NK-Zellen in das Spharoid migrieren konnten. Nach
12 Std. wurden die Spharoide gewaschen, um nicht eingewanderte NK-Zellen zu entfernen,
weitere 12 Std. kultiviert und dann homogenisiert, mit Antikérpern gefarbt und
durchflusszytometrisch analysiert. Parallele Kulturen von NK-Zellen ohne Tumorzellen
dienten als Kontrolle. Abb. 6-21 zeigt die Histogramme fiir die untersuchten Marker, wobei
das grau-ausgefillte Histogramm die Isotypfarbung, die rote Linie die NK-Zellen nach
Migration ins Spharoid und die schwarze Linie die NK-Zellen ohne Spharoid darstellt.

Die NK-Zellen ohne Spharoid waren positiv flir die zytotoxischen Marker Perforin und
Granzym B, sowie fir NKp46. Die Expression dieser Marker war bei ins Spharoid infiltrierten
NK-Zellen stark reduziert, was sich in einer Abnahme der medianen Fluoreszenzintensitat
zeigte. Neben der Reduktion von Perforin, Granzym B und NKp46 bei NK-Zellen im Spharoid
trat eine Zunahme in der Expression des Rezeptors 2B4 auf und der Aktivierungsmarker
CD69 wurde induziert. Mit dieser Markerkombination entsprachen die in Spharoide

(Mikrotumore) eingewanderten NK-Zellen den NK-Zellen der TIL.
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Abb. 6-21: Analyse von Markern in NK-Zellen nach Migration in Mikrotumore

NK-Zellen wurden aus gesunden Spender-PBL isoliert und 3-4 Tage mit IL-2 aktiviert. Anschlielend
wurden sie mit Spharoiden (aus einer RCC-Zelllinie generiert) fir 12 Std. koinkubiert, damit die NK-
Zellen in die Mikrotumore einwandern konnten. Nach einem Waschschritt, um nicht eingewanderte
Zellen zu entfernen, wurden weitere 12 Std. kultiviert. Aus den Sphéaroiden wurde eine
Einzelzellsuspension hergestellt, die mit Antikbrpern gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert
wurde. Durch graphische Selektion in FlowJo® wurden die NK-Zellen bestimmt und die
Expressionsstarke der Marker als Histogramm dargestellt. Die y-Achse zeigt die Zellzahl. Graue,
ausgeflllte Histogramme zeigen die Isotypfarbung, rote Linien zeigen die NK-Zellen im Sphéroid und
schwarze Linien die NK-Zellen, die ohne Tumorzellen kultiviert wurden. Die MFI der jeweiligen Marker
ist in den Diagrammen aufgezeigt.

Die Veranderung in der mittleren Fluoreszenzintensitat der Marker reflektiert sich auch im
Anteil der Marker-positiven NK-Zellen (Abb. 6-22). Wahrend fast alle NK-Zellen im
Ausgangszustand positiv fur Perforin und Granzym B waren, war in den NK-Zellen im
Spharoid der Anteil Perforin-positiver (57 %) und Granzym B-positiver (36 %) Zellen stark
reduziert. Ebenso sank der Anteil der NKp46-positiven NK-Zellen von 75 % auf 25 % bei
Migration ins Spharoid. Im Gegensatz dazu stieg der Anteil der 2B4-positiven NK-Zellen von
60 % auf 86 % und der der CD69-positiven von 8 % auf 45 %. Die Anteile der Marker-
positiven NK-Zellen im Spharoid waren vergleichbar mit denen, die auch in den NK-Zellen

der TIL gefunden wurden.
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Abb. 6-22: Analyse der Anteile Marker-positiver NK-Zellen nach Migration in Mikrotumore

NK-Zellen wurden aus gesunden Spender-PBL isoliert und 3-4 Tage mit IL-2 aktiviert. Anschlie3end
wurden die Zellen mit Spharoiden (aus einer RCC-Zelllinie generiert) fur 12 Std. koinkubiert, damit die
NK-Zellen in die Mikrotumore einwandern konnten. Nach einem Waschschritt, um nicht eingewanderte
Zellen zu entfernen, wurde aus den Spharoiden eine Einzelzellsuspension hergestellt, die mit
Antikdrpern gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert wurde. Durch graphische Selektion in
FlowJo® wurden die NK-Zellen bestimmt und der Anteil der fir die verschiedenen Marker positiven
NK-Zellen ermittelt. Die y-Achse zeigt den prozentualen Anteil positiver Zellen innerhalb der NK-
Zellen. Graue Balken entsprechen NK-Zellen aus der Spharoidkultur, schwarze Balken sind
unbehandelten NK-Zellen, wobei die Balken die Mittelwerte der durchgefiihrten Experimente sind. Die
Fehlerbalken (falls vorhanden) sind die SEM. NK-Zellen, die in Mikrotumore eingewandert waren,
waren im Vergleich zu unbehandelten NK-Zellen im Anteil an Perforin (n=3), Granzym B (n=2) und
NKp46 (n=2) reduziert und an 2B4 (n=1) und CD69 (n=1) erhoht.

6.6 Myeloische Zellen und deren Einfluss auf Effektorzellen

Eine Medizindoktorantin unserer Arbeitsgruppe entdeckte durch Immunfluoreszenzfarbungen

von Nierenzellkarzinomgewebeschnitten einen neuen, bisher nicht beschriebenen
myeloischen Phanotyp, der im Gegensatz zu klassischen dendritischen Zellen, die CD209
positiv sind, Koexpression der Marker CD209, CD14 und CD163 aufwies. Diese dreifach-
positiven dendritischen Zellen werden im Weiteren mit RCC-DZ (fur ,durch renal cell
carcinoma induzierte DZ*) bezeichnet. Dieser spezielle Phanotyp wurde auch in den TIL
nachgewiesen. Die TIL wurden wie beschrieben isoliert, mit Antikérpern gefarbt und
durchflusszytometrisch analysiert. Insgesamt wurden 6 TIL-Proben untersucht, wobei Abb.
6-23 beispielhaft die Analyse einer TIL-Probe zeigt. Es ist zu erkennen, dass TIL myeloische
(CD11c") Zellen enthielten, welche hauptséchlich CD14- und CD209-positiv waren. Innerhalb
der PBMZ waren fast alle CD11c” Zellen stark CD14-positiv und CD209-negativ, was den
Monozyten entspricht. Die Abwesenheit des CD209-Markers entspricht der Tatsache, dass
im Blut keine dendritischen Zellen vorkommen. Die CD14°CD209" Zellen der TIL waren im
Vergleich zu den CD209 bzw. CD14 einzel-positiven Zellen der TIL oder PBMZ, auch CD163
positiv. Somit konnte das Vorkommen der RCC-DZ durch ex-vivo-Analysen der TIL bestatigt

werden und gezeigt werden, dass dies der dominante myeloische Phanotyp im RCC ist.
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Abb. 6-23: Nachweis der RCC-DZ in TIL mittels Durchflusszytometrie

TIL und PBMZ wurden wie beschrieben isoliert, mit Antikorpern gefarbt und durchflusszytometrisch
analysiert. Die erste Reihe zeigt Punktewolkendiagramme der PBMZ (links) und TIL (rechts) zur
Auswahl der CD11c-positiven (myeloischen) Zellen. Diese sind dann in den Diagrammen der zweiten
Reihe gezeigt, wobei die Fluoreszenz von CD209 auf der y-Achse und die von CD14 auf der x-Achse
gezeigt sind. Das Histogramm zeigt auf der x-Achse die Fluoreszenzintensitat von CD163 und auf
der y-Achse die Zellzahl. Dargestellt sind die Histogramme der angegebenen Zellpopulationen. Diese

Daten sind exemplarisch flir 6 untersuchte TIL.
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6.6.1 Generierung der RCC-DZ im In-vitro-3D-Tumormodell

Um die Frage nach der Entstehung dieses RCC-DZ-Phanotyps zu klaren, wurde das in vitro
3D-Spharoidmodell verwendet. Als Zellpopulation wurden Monozyten aus dem Blut
verwendet, da bekannt ist, dass die Monozyten in periphere Gewebe auswandern und dort
zu DZ differenzieren kénnen. Daher wurden RCC-Spharoide mit Monozyten infiltriert und
diese nach vier Tagen auf die Expression der Marker CD14, CD209 und CD163 hin
durchflusszytometrisch analysiert. Als Kontrolle wurden in vitro generierte klassische DZ und
durch Kultur in Tumoruberstand induzierte RCC-DZ mitgefuhrt. Letztere Bedingung war in
einer parallelen Doktorarbeit (A. Figel) evaluiert worden und hatte gezeigt, dass Idsliche
Faktoren diesen Phanotyp induzieren kdnnen. Wie in Abb. 6-24 zu erkennen, waren die
klassischen DZ (schwarz) schwach positiv fur CD14 und CD163 und stark positiv fir CD209,
wohingegen die mit I6slichen Faktoren inkubierte Monozyten (blau) stark positiv waren fir
alle untersuchten Marker. Ebenso waren die Monozyten, die in die Spharoide migriert waren,
in der gleichen Intensitat positiv fir CD14, CD209 und CD163 wie die in vitro durch
Tumorlberstand generierten RCC-DZ.
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Abb. 6-24: Analyse der Monozyten nach Migration in Mikrotumore

Monozyten wurden wie beschrieben aus Voll-Blut isoliert. Anschlie3end erfolgte die Generierung der
klassischen DZ mit IL-4 und GMCSF und der RCC-DZ mit RCC-26 Uberstand. Die restlichen
Monozyten wurden mit Mikrotumoren koinkubiert, um die Monozyten einwandern zu lassen. Nach vier
Tagen wurden die Zellen geerntet, mit Antikérpern gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert.
Nach Auswahl der myeloischen Zellen durch Eingrenzen der lebenden CD45"/CD11¢” Zellen, wurden
Histogramme flr die verschiedenen Marker erstellt. Die y-Achse zeigt die Zellzahl, die x-Achse die
Fluoreszenzintensitdt der untersuchten Marker - Bezeichnung Uber dem Diagramm. Das graue
ausgeflillte Histogramm sind ungefarbte Zellen, die schwarze Linie zeigt die Fluoreszenz der
klassischen DZ, die blaue Linie die der RCC-DZ und die rote Linie die der Spharoid-Monozyten.
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6.6.2 Einfluss der dendritischen Zellen auf NK-Zellen

Die Interaktion von NK-Zellen mit myeloischen Zellen ist derzeit ein aktuelles
Forschungsfeld, da in diesem ,crosstalk® sowohl die myeloischen als auch die NK-Zellen
beeinflusst werden und andere Funktionen annehmen kénnen (Walzer et al., 2005; Moretta
et al., 2006). In dieser Arbeit sollte der Einfluss der RCC-DZ im Vergleich zu klassischen DZ
auf die NK-Zellen untersucht werden. Dazu wurden die NK-Zellen aus gesunden Spender-
PBL 24 Std. mit den myeloischen Zellen aus demselben Spender kokultiviert und danach die
Expression von Oberflachenrezeptoren und zytolytischen Proteinen der NK-Zellen, sowie
deren funktionellen Aktivitat untersucht. Es wurde in einem autologen System - also sowohl
die NK-Zellen als auch die myeloischen Zellen stammen von demselben Spender -

gearbeitet, um eine allogene Inhibition oder Aktivierung der NK-Zellen zu vermeiden.

Die Analyse der Oberflachenmarker (Abb. 6-25) zeigte, dass der Anteil der CD16-positiven
NK-Zellen von 76 % (Kultivierung ohne DZ) und 69 % (Kokultivierung mit klassischen DZ)
auf 56 % (Kokultivierung mit RCC-DZ) absank. Diese Unterschiede waren aber nicht
signifikant. Ein signifikanter Unterschied zwischen den NK-Zellen, die ohne DZ Kkultiviert
wurden und denen die mit DZ kultiviert wurden, konnte fir den Rezeptor NKp46 beobachtet
werden, wobei der Einfluss klassischer DZ und RCC-DZ vergleichbar war (ohne DZ: 90 %,
RCC-DZ: 71 %, klassischen DZ: 78 % NKp46-positive NK-Zellen).

NKG2D wurde durch die Kultivierung mit DZ nicht verandert. Der Prozentsatz 2B4- bzw.
SAP-positiver NK-Zellen nahm bei Kokultivierung sowohl mit RCC-DZ als auch mit
klassischen DZ im Vergleich zu Kultivierung ohne DZ zwar ab, jedoch nicht signifikant.
Interessanterweise nahm die Expression von CD69 bei Kokultur mit RCC-DZ deutlich zu,
was auf eine Aktivierung der NK-Zellen durch RCC-DZ - trotz autologer Situation - hindeutet.
Somit zeigten sich keine Unterschiede in der NK-Zellpopulation nach Kokultivierung mit
RCC-DZ oder klassischen DZ bis auf die Induktion des CD69 auf NK-Zellen durch die RCC-
DZ.
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Abb. 6-25: Analyse von Oberflaichenmarkern auf NK-Zellen nach Kokultivierung mit autologen DZ

PBL wurden wie beschrieben isoliert und klassische DZ sowie RCC-DZ wie beschrieben aus Monozyten
generiert. PBL wurden ohne, mit autologen klassischen DZ oder RCC-DZ fiir 24 Std. in einem Verhaltnis
PBL:DZ von 1:0,3 kokultiviert. AnschlieRend wurden die Zellen geerntet, mit Antikdrpern gefarbt und
durchflusszytometrisch analysiert. Durch graphische Selektion in FlowJo® wurden die NK-Zellen
ausgewahlt und der Anteil fir CD16-, NKp46-, NKG2D-, 2B4-, SAP- und CD69-positive Zellen bestimmt.
Die y-Achse zeigt den prozentualen Anteil positiver Zellen fur den jeweiligen Marker. Die x-Achse zeigt
die Kokultivierungsbedingungen der PBL mit myeloischen Zellen. Die Balken sind der Mittelwert der
durchgefiihrten Experimente (CD16 n=5, NKp46 n=7, NKG2D n=4, 2B4 n=6, SAP n=5, CD69 n=2), die
Fehlerbalken sind die SEM. Die Signifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis (NKp46: p=0,002) ermittelt.
Anschlieftend erfolgte ein paarweiser Datenvergleich der Unterschiede mit Post-Hoc-Test nach Dunn
(**p<0,01).

Die Untersuchungen der Anteile der Perforin- und Granzym B-positiven NK-Zellen, sowie der
Degranulationsfahigkeit der NK-Zellen zeigte, dass zwar die Anteile positiver Zellen durch
DZ-NK-Kultur erniedrigt wurden, jedoch sowohl in Kokultur mit klassischen DZ und RCC-DZ
(Abb. 6-26). In beiden Kokulturen war der Anteil der Perforin-positiven NK-Zellen mit 70 %,
im Vergleich zu NK-Zellen, die ohne DZ (88 %) kultiviert wurden, signifikant reduziert. Der
Perforinverlust konnte vermieden werden, wenn die DZ durch eine Membran von den NK-

Zellen getrennt waren (Daten nicht gezeigt). Somit ist der Kontakt - und nicht I6sliche
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Faktoren — mit RCC-DZ bzw. klassischen DZ notwendig, um einen Perforinverlust zu
induzieren. Die Reduktion der Granzym B-positiven NK-Zellen und die funktionelle Aktivitat,
gemessen anhand der CD107-Oberflachenmobilisierung, nach Kokultur mit myeloischen
Zellen war nicht signifikant. RCC-DZ oder klassische DZ induzierten vergleichbare Effekte;

d.h. der RCC-DZ-Typ ist nicht ausschlaggebend fiir die induzierten Veranderungen.
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Abb. 6-26: Analyse der Zytotoxine und der CD107-Oberflaichenmobilisierung von NK-Zellen
nach Kokultivierung mit autologen DZ

PBL wurden wie beschrieben isoliert und klassische DZ sowie RCC-DZ wie beschrieben aus
Monozyten generiert. PBL wurden ohne, mit autologen klassischen DZ oder RCC-DZ fiir 24 Std. in
einem Verhaltnis PBL:DZ von 1:0,3 kokultiviert. AnschlieRend wurden die Zellen geerntet, mit
Antikdrpern gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert, wobei die PBL zur CD107-
Oberflachenmobilisierung weitere 5 Std. mit Zielzellen inkubiert wurden. Durch graphische Selektion in
FlowJo® wurden die NK-Zellen ausgewahlt und der Anteil fir Perforin-, Granzym B- und CD107-
positive Zellen bestimmt. Die y-Achse zeigt den prozentualen Anteil positiver Zellen flur den jeweiligen
Marker. Die x-Achse zeigt die Kokultivierungsbedingungen der PBL mit myeloischen Zellen. Die
Balken sind der Mittelwert der durchgefiihrten Experimente (Perforin n=9, Granzym B n=2, CD107
n=6), die Fehlerbalken sind die SEM. Die Signifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis (Perforin: p=0,006)
ermittelt. AnschlieRend erfolgte ein paarweiser Datenvergleich mit Post-Hoc-Test nach Dunn
(* p<0,05, ***p<0,001).

Da die Inkubation von NK-Zellen mit RCC-DZ oder klassischen DZ eine Reduktion von
Perforin induzierte, wurde anschlieRend gemessen, ob dadurch die lytische Fahigkeit der
NK-Population beeintrachtigt wird. Hierfir wurden isolierte NK-Zellen fir 24 Std. mit
klassischen DZ oder RCC-DZ kokultiviert und anschlie®Bend fur 4 Std. mit Chrom-markierten

K562 inkubiert. Abb. 6-27 zeigt exemplarisch das Ergebnis eines von vier Versuchen. Die
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NK-Zellen, die mit klassischen DZ oder RCC-DZ kultiviert wurden, zeigten bei den getesteten
Effektor- zu Zielzellverhaltnissen eine vergleichbare spezifische Lyse wie die NK-Zellen,

welche ohne DZ kultiviert wurden.
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Abb. 6-27: Lytische Aktivitat der NK-Zellen nach Inkubation mit autologen DZ

PBL wurden fur vier Tage in 100 U/ml kultiviert und anschlieRend die NK-Zellen (ber negative Bead-
Isolation gewonnen. Diese wurden dann mit zuvor generierten autologen klassischen DZ bzw. RCC-
DZ im Verhaltnis NK-Zellen:DZ von 1:0,3 fir 24 Std. kokultiviert. Danach wurden die NK-Zellen in
titriertem Verhaltnis fur 4 Std. zu Chrom-markierten K562 gegeben. Aus der Chrommenge im
Uberstand lasst sich der Anteil spezifischer Lyse berechnen, welcher auf der y-Achse dargestellt ist.
Die x-Achse zeigt das Effektor:Zielzell (E:Z) Verhaltnis. Dargestellt sind NK-Zellen, die ohne DZ
(Dreieck), mit klassischen DZ (Viereck) oder mit RCC-DZ (Kreis) kokultiviert wurden. Die Symbole
sind der Mittelwert der Duplikate, die Fehlerbalken sind die Mittelwertabweichung Die Abbildung zeigt
beispielhaft einen von vier Versuchen.

Zusammenfassend zeigten die Untersuchungen des Einflusses der RCC-DZ auf NK-Zellen,
dass anders als bei der In-vitro-Tumorzellkokultur keine gegenlaufige Regulation von 2B4
und SAP auftrat. Ferner waren die NK-Zellen nicht funktionell beeintrachtigt und es entstand
nicht der NK-TIL-Phanotyp. Die In-vitro-Daten geben somit keinen Hinweis, dass die RCC-

DZ zur Entstehung der funktionellen Defizite der NK-Zellen in TIL beitragen.
6.6.3 Einfluss der dendritischen Zellen auf zytotoxische T-Zellen

Neben dem Einfluss auf NK-Zellen wurde auch der Einfluss der RCC-DZ auf zytotoxische T-
Zellen untersucht. Als zytotoxische T-Zellen wurde der HLA-A2-reaktive ZTL-Klon JB4
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verwendet. Da untersucht werden sollte, ob die myeloischen Zellen die Funktion des ZTL-
Klons beeinflussen, durften sie selbst nicht Zielzellen fiir den ZTL-Klon sein, da sie sonst
eine ZTL-Aktivierung auslésen wurden. Auf Grund dessen wurden die DZ aus Monozyten
HLA-A2-negativer Spender generiert.

Sollte es sich bei den, durch das Tumormilieu induzierten, RCC-DZ um myeloische
Suppressor-Zellen handeln, dann sollten sie bei ZTL, wie fir MDSC (engl.: myeloid derived
suppressor cells) beschrieben, eine Abregulation der CD3(-Kette sowie Apoptoseinduktion
bewirken (Otsuiji et al., 1996; Nagaraj et al., 2008). Auf Grund dessen wurde die Expression
der CD3C-Kette in ZTL nach Inkubation mit RCC-DZ im Vergleich zur Kokultur mit
klassischen DZ oder ohne DZ untersucht. Abb. 6-28 zeigt die Fluoreszenzintensitat von
CD3e bzw. CD3¢ der CD45" ZTL als Punktewolkendiagramm. Es wurde keine Veranderung
in der Expression von CD3¢ oder CD3( nach Inkubation mit RCC-DZ im Vergleich zur

Inkubation mit klassischen DZ oder der Kultur ohne DZ beobachtet.

ZTL kokultiviert
ohne DZ klassische DZ RCC-DZ

CD3¢ [MFI]

CD3¢ [MFI]
Abb. 6-28: Analyse der CD3¢ und CD3{ Expression von ZTL nach Koinkubation mit
klassischen DZ oder RCC-DZ

HLA-A2-reaktive ZTL wurden ohne, mit allogenen HLA-A2-negativen klassischen DZ oder RCC-DZ fiir
24 Std. kokultiviert (Verhaltnis ZTL:DZ = 1:0,3). Als ZTL wurde der zytotoxische T-Zellklon JB4
verwendet. Nach der Kokultur wurden die Zellen mit Antikérpern gefarbt und durchflusszytometrisch
analysiert. Nach Auswahl der lebenden CD45°'CD11c” Zellen wurden diese als
Punktewolkendiagramm mit der Fluoreszenz von CD3e (MFI) auf der y-Achse und der von CD3¢ (MFI)
auf der x-Achse dargestellt. Die Kokultivierungsbedingungen sind tiber den Diagrammen aufgezeigt.

Zur Untersuchung, ob RCC-DZ in ZTL Apoptose induzieren, wurden ZTL mit
unterschiedlichen Mengen an RCC-DZ oder klassischen DZ fir 24 Std. kokultiviert und
anschliefend mit Annexin V und Propidiumjodid (PI) gefarbt. Annexin V bindet an
Phosphatidylserin (PS), das sich normalerweise auf der Innenseite der Zellmembran einer
lebenden Zelle befindet, jedoch wahrend der Apoptose auf die Aulienseite der Membran

transloziert und somit detektiert werden kann. Durch Markierung von Zellen mit Annexin V
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kann man apoptotische Zellen durchflusszytometrisch nachweisen. Das PI dringt nur in
Zellen mit durchlassiger Membran, also in nekrotische oder tote Zellen ein. Lebende Zellen
sind daher Annexin V- und Pl-negativ, apoptotische Zellen sind Annexin-positiv und PI-
negativ, nekrotische bzw. tote Zellen sind Annexin V- und Pl-positiv. Wie in Abb. 6-29 zu
erkennen, sind die ZTL bei Kultivierung ohne DZ alle lebend; 97 % Annexin V- und PI-
negative Zellen. Nach der Kokultivierung der ZTL mit einer niedrigen Anzahl klassischer DZ
bzw. RCC-DZ (Verhaltnis 1:0,1) war keine Veranderung zu erkennen (97 % lebende Zellen).
Hingegen waren nach Kokultivierung mit mehr myeloischen Zellen (1:0,5) mehr ZTL Annexin
V- und Pl-positiv, jedoch unabhangig ob die Kokultur mit klassischen DZ oder RCC-DZ war.
So waren in dem Ansatz mit klassischen DZ 6 % der Zellen Annexin V-positiv und Pl-negativ
und 5 % der ZTL Annexin V- und Pl-positiv. In dem Ansatz mit RCC-DZ waren 7 % der ZTL
Annexin V-positiv und Pl-negativ und 4 % der ZTL Annexin V- und Pl-positiv. Somit waren in
den Ansatzen mit myeloischen Zellen etwas mehr tote ZTL enthalten, jedoch gab es keinen

Unterschied zwischen der Kokultivierung mit klassischen DZ und RCC-DZ.

ZTL ohne DZ

ZTL : klassische DZ ZTL : RCC-DZ
1:0,1 1:0,5 1:0,1 1:0,5
5:3 105j ’

Propidiumjodid

4

T
10 10 10 10 10 1(}5

Annexin V

Abb. 6-29: Apoptose in ZTL nach Koinkubation mit klassischen DZ oder RCC-DZ

Klassische DZ und RCC-DZ wurden wie beschrieben aus Monozyten generiert. Anschie3end erfolgte
eine Kokultivierung mit ZTL (JB4) Uber 24 Std. im Verhaltnis ZTL:DZ von 1:0,1 bzw. 1:0,5. Danach
wurden die Zellen zum einen mit Antikérpern zur Detektion der ZTL und zum anderen mit Annexin V
und Pl gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Nach Auswahl der CD3" ZTL wurden
Konturdiagramme mit der Fluoreszenz von Annexin V auf der x-Achse und der von PI auf der y-Achse
erstellt. Die Kokultivierungsbedingungen sind Uber den Diagrammen gezeigt. Apoptotische Zellen sind
Annexin V-positiv und Pl-negativ und tote Zellen sind Annexin V- und Pl-positiv. Die Zahlen geben
den Prozentsatz positiver Zellen im entsprechenden Quadranten an.
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Um zu testen, ob RCC-DZ die ZTL in ihrer Fahigkeit zur Abtétung von Tumorzellen
beeinflussen, wurde ein Chrom-Freisetzungstest durchgefuhrt. Hierfur wurden die ZTL
zusammen mit einer konstanten Anzahl von markierten Tumorzellen (5:1) ohne DZ, oder mit
verschiedenen Mengen an klassischen DZ bzw. RCC-DZ flir 4 Std. inkubiert. Da die DZ von
Monozyten eines HLA-A2-negativen Spenders generiert wurden, hatten sie keine Zielstruktur
fur den JB4-ZTL und sollten die cognate ZTL-Tumorzellinteraktion Gber TZR und pMHC nicht
direkt kompetieren. Sollten Veranderungen auftreten, missen andere Mechanismen
verantwortlich sein. Abb. 6-30 zeigt den Anteil spezifischer Lyse der Tumorzellen. Wahrend
die ZTL ohne DZ 28 % spezifische Lyse der Tumorzellen (schwarzer Balken) zeigten,
steigerte sich durch Zugabe von DZ in Konzentrations abhangiger Weise die lytische Aktivitat
der ZTL gegen die Tumorzellen. Beide myeloische Typen férderten die Lyseaktivitat der ZTL

gleichermalen.
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Abb. 6-30: Lytische Aktivitat der ZTL im Beisein myeloischer Zellen

Die Zytotoxizitat des ZTL-Klons JB4 gegen RCC-26 im Beisein myeloischer Zellen wurde in einem 4
Std. Chrom-Freisetzungstest bestimmt. Daflir wurde ein konstantes Verhaltnis von ZTL:RCC-26 (5:1)
mit titrierter Anzahl myeloischer Zellen verwendet. Die klassischen DZ und RCC-DZ wurden wie
beschrieben aus Monozyten eines HLA-A2-negativen Spenders generiert Die y-Achse zeigt den
prozentualen Anteil spezifischer Lyse der Tumorzellen, die x-Achse das Verhaltnis der ZTL:DZ. Der
schwarze Balken zeigt die Kultur der ZTL ohne DZ, die Kreise die der ZTL mit klassischen DZ und die
Vierecke die der ZTL mit RCC-DZ. Die Symbole sind die Mittelwerte der Duplikate, die Fehlerbalken
sind die Mittelwertabweichungen. Die Daten sind exemplarisch fir zwei durchgeflhrte Experimente.

Zusatzlich zum direkten Einfluss der myeloischen Zellen auf die lytische Aktivitat der ZTL,
wurde getestet, ob die RCC-DZ vielleicht bei Langzeitkokultur die ZTL beeintrachtigen (Abb.
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6-31). Dazu wurden die ZTL in verschiedenen Verhaltnissen (1:0,25, 1:0,5, 1:1) mit
klassischen DZ bzw. RCC-DZ 24 Std. kokultiviert, anschlieBend geerntet und in einen 4-
stiindigen Chrom-Freisetzungstest mit RCC-26 eingesetzt. Da die ZTL nicht von den DZ
getrennt wurden, waren diese auch noch wahrend der Iytischen Inkubation der ZTL mit den
Tumorzellen anwesend. ZTL, die ohne DZ kultiviert wurden, zeigten 37 % spezifische Lyse
der Tumorzellen. Die Kultivierung mit DZ steigerte die lytische Aktivitat der ZTL gegen die
Tumorzellen. Bei niedrigem ZTL:DZ Verhaltnis, vor allem wenn klassischen DZ verwendet

wurden, ging die lytische Aktivitat bis auf 60 % zurlck.
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Abb. 6-31: Lytische Aktivitat der ZTL nach Kokultivierung mit myeloischen Zellen

Die Zytotoxizitat des ZTL-Klons JB4 gegen RCC-26 nach Koinkubation mit myeloischen Zellen wurde
in einem 4 Std. Chrom-Freisetzungstest bestimmt. Die ZTL wurden fir 24 Std. mit einer ftitrierten
Anzahl an klassischen DZ oder RCC-DZ kokultiviert und anschlieBend bei einem konstanten
Verhaltnis ZTL:RCC-26 von 5:1 die Iytische Aktivitdt bestimmt. Die klassischen DZ und RCC-DZ
wurden wie beschrieben aus Monozyten HLA-A2-negativer Spender generiert. Die y-Achse zeigt den
prozentualen Anteil spezifischer Lyse der Tumorzellen, die x-Achse das Verhaltnis der ZTL:DZ. Der
schwarze Balken zeigt die Kultur der ZTL ohne DZ, die Kreise die der ZTL mit klassischen DZ und die
Vierecke die der ZTL mit RCC-DZ. Die Symbole sind die Mittelwerte der Duplikate, die Fehlerbalken
sind die Mittelwertabweichungen. Die Daten sind exemplarisch fur zwei durchgeflhrte Experimente.

Neben der Zytotoxizitdt wurde als weitere Effektorfunktion die TZR-stimulierte
Zytokinsekretion der ZTL nach Vorkultivierung mit DZ analysiert. Dafiir wurde die Expression
der Zytokine IFN-y, TNF-o und IL-2 durchflusszytometrisch mittels intrazellularer
Zytokinfarbung bestimmt. Ferner wurde die CD107-Mobilisierung als Maf fur die lytische

Aktivitdt bestimmt. In Abb. 6-32 sind die Ergebnisse von drei Experimenten
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zusammengefasst. Dargestellt ist jeweils der prozentuale Anteil positiver ZTL, normalisiert
auf den Ansatz ohne DZ. Die Kultivierung der ZTL mit DZ veranderte die funktionelle
Kapazitat der ZTL nicht. Der Anteil CD107-, IFN-y- und TNF-a-positiver Zellen war bei ZTL,
die mit klassischen DZ sowie mit RCC-DZ vorkultiviert wurden, vergleichbar mit dem Anteil
der ZTL die ohne DZ vorkultiviert wurden. Lediglich der Anteil IL-2-produzierender ZTL war

nach der Kultivierung mit RCC-DZ reduziert, jedoch ohne Signifikanz zu erreichen.
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Abb. 6-32: Analyse der pMHC-TZR-induzierten Zytokinsekretion und Degranulation von ZTL
nach Koinkubation mit myeloischen Zellen

ZTL wurden mit HLA-A2-negativen klassischen DZ, RCC-DZ oder ohne DZ fir 24 Std. (Verhaltnis
1:0,3) kokultiviert. Danach wurden die Zellen geerntet und Zielzellen (RCC-26) fir 5 Std. (Verhaltnis
E:T = 1:2) zugegeben. Anschliefend wurden die Zellen mit Antikérpern gefarbt und durchfluss-
zytometrisch analysiert. Nach Auswahl der lebenden CD45°CD3" ZTL wurden die Anteile Zytokin-
bzw. CD107-positiver Zellen bestimmt. Die y-Achse zeigt den prozentualen Anteil positiver ZTL,
jeweils normalisiert auf den Ansatz ohne DZ. Die x-Achse gibt die Kokultivierungsbedingungen an. Die
Balken sind die Mittelwerte dreier Experimente, die Fehlerbalken sind die SEM.

Die Kokultivierung der ZTL mit myeloischen Zellen fuhrte offensichtlich zu gesteigerter

lytischer Aktivitat ohne die Fahigkeit zur Zytokinproduktion zu beeinflussen. Wichtig fur das
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Abtéten von Zielzellen sind die zytolytischen Proteine Perforin und Granzym B. Deren
Expression in ZTL wurde nach Inkubation mit klassischen DZ bzw. RCC-DZ untersucht. Wie
in Abb. 6-33 zu erkennen, veranderte sich der Gehalt an Perforin und Granzym B der ZTL
nach Koinkubation mit klassischen DZ nicht. Allerdings war ein Anstieg in der Expression der

lytischen Proteine zu erkennen, nachdem die ZTL mit RCC-DZ kokultiviert wurden.
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Abb. 6-33: Analyse des Zytotoxingehalts in ZTL nach Koinkubation mit myeloischen Zellen

ZTL wurden fiir 24 Std. ohne, mit klassischen DZ oder RCC-DZ kokultiviert (Verhaltnis ZTL:DZ =
1:0,5) und anschlief’end mit Antikérpern gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Nach Auswabhl
der lebenden CD45°CD3" ZTL wurde die mediane Fluoreszenzintensitat (MFI) von Perforin und
Granzym B bestimmt. Die y-Achse zeigt die MFI fur Perforin (links) bzw. Granzym B (rechts) und die
x-Achse die Kokultivierungsbedingungen. Der Versuch wurde einmal durchgefuhrt.

Zusammenfassend zeigten die Experimente, dass die RCC-DZ nicht die fir myeloische
Suppressorzellen beschriebenen Eigenschaften besitzen, da sie in ZTL weder CD3({ oder
CD3e¢ abregulierten noch Apoptose induzierten. Ebenso beeintrachtigten sie die lytische
Aktivitat und Zytokinproduktion der ZTL bei Tumorzellerkennung nicht. Vielmehr zeigten die
RCC-DZ in ZTL-Kokultur trotz ihres anderen Phanotyps vergleichbare Eigenschaften wie
klassische DZ.
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6.7 Untersuchung wichtiger Signalmolekile in den Effektorzellen
der TIL

Es konnte gezeigt werden, dass die Effektorzellen der TIL funktionelle Defizite aufweisen. So
zeigten die T-Zellen bei Stimulation mittels anti-CD3-Antikorper und die NK-Zellen bei K562-
Stimulation keine Degranulation oder Zytokinproduktion. Auf Grund dessen wurde vermutet,
dass Signalwege, welche zu Effektorfunktion fiihren unterbrochen sind. Eine vereinfachte
schematische Darstellung des TZR-Signalweges ist in Abb. 6-34 gezeigt. Die
Signalweiterleitung beruht auf der Phosphorylierungskaskade verschiedener Proteine. In der
vorliegenden Arbeit wurde der Phosphorylierungsstatus ausgewahlter Signalproteine nach

Stimulation in T- und NK-Zellen bestimmt.

TZR oder NZR

“ CD45 T
PIP, /5

Wachstumsfaktoren

NFAT Zellkern

Abb. 6-34: Schematische Ubersicht iiber Signalkaskaden, die zu Zytokinproduktion und
Zytotoxizitat fiihren

Das Schema zeigt die Signalwege beginnend am TZR. NK-Zellen benutzen dieselben Signalproteine;
anstatt Gber den TZR wird das Signal Uber aktivierende Rezeptoren der NK-Zellen wie beispielsweise
Uber NZR ausgeltst. Die Proteine, deren stimulationsinduzierte Phosphorylierung in dieser Arbeit
untersucht wurden, sind in rot dargestellt.

6.7.1  Durchflusszytometrische Analyse der Phosphorylierung von
LCK in T- und NK-Zellen

Zunachst wurde das unmittelbar an den TZR angekoppelte Signalprotein LCK untersucht.
Fir die Analyse wurde die Phosphorylierungsstelle am Tyrosin 505 (Tyr505) mit
phosphospezifischen Antikérpern durchflusszytometrisch analysiert (pLCK). Das Tyr505 ist

eine inhibitorische Phosphorylierungsstelle (Yamaguchi et al., 1996), die entfernt werden
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muss damit eine Aktivierung stattfinden kann. Daher sollte die Phosphorylierung bei
erfolgreicher Stimulation abnehmen. Als Kontroligruppe zu den TIL wurden gesunde
Spender-PBL mitgefiihrt. Stimuliert wurden die T-Zellen der TIL Uber den TZR mit anti-CD3-
Antikérpern und die NK-Zellen in den TIL mit K562. Nach Auswahl der CD3-positiven Zellen
bzw. der NK-Zellen wurde die MFI der Fluoreszenz fiir phosphoryliertes LCK bestimmt und
der Fluoreszenzwert der stimulierten Probe auf den Wert ohne Stimulation normalisiert. Die
Abb. 6-35 zeigt, dass die MFI fur pTyr505 des LCK-Proteins der stimulierten Probe in T-
Zellen und NK-Zellen der PBL sowie der TIL vergleichbar abnahm. Dies ist gleichbedeutend
mit einer Dephosphorylierung des phosphorylierten LCK-Proteins am Tyr505. Somit wurde
die inhibitorische Phosphorylierung reduziert und das Signalprotein LCK flr eine
nachfolgende aktivierende Phosphorylierung freigegeben. In TIL scheint dieser erste Schritt,

die Entfernung der inhibitorischen Tyr-Phosphorylierung, bei Stimulation korrekt zu erfolgen.
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Abb. 6-35: Analyse der Tyr505-Phosphorylierung des LCK in T-und NK-Zellen nach Stimulation

TIL wurden wie beschrieben isoliert. Als Kontrolle wurden gesunde Spender-PBL mitgefuhrt. Die T-
Zellen wurden Uber den TZR mit P815-OKT3, die NK-Zellen mit K562 fur 4 Min. stimuliert,
anschlieRend fixiert, mit Antikérpern gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Nach Auswahl der
T- (TZ) bzw. NK-Zellen wurde die MFI fur pLCK (Tyr505) bestimmt. Die y-Achse zeigt die x-fache
Veranderung bezogen auf den unstimulierten Ansatz. Die Balken sind der Mittelwert der
durchgefiihrten Experimente (n=3), die Fehlerbalken sind die SEM.

6.7.2 Durchflusszytometrische Analyse der Phosphorylierung von
PLC+2 in T-Zellen

Als nachstes wurde die Phospholipase C-y2 (PLC-y2) untersucht. Diese bildet mit GRB2,
SOS und LAT einen wichtigen Signalkomplex, der von den proximalen Signalmolekilen
aktiviert wird. TIL, NIL und gesunde Spender-PBL wurden Uber den TZR fir 4 Min. stimuliert,

anschliefliend mit Antikbrpern gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Zur Auswertung
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der Daten wurden die CD3" Zellen ausgewahlt und die MFI des phosphorylierten PLC-y2
bestimmt.

Abb. 6-36 zeigt die Veranderung der Fluoreszenzintensitat nach der Stimulation bezogen auf
den unstimulierten Wert. Es ist zu erkennen, dass die T-Zellen der PBL, TIL und NIL PLC-y2
nach Stimulation in gleichem Male phosphorylierten. Durch die Stimulation nahm die MFI
der PLC-y2, verglichen mit der jeweiligen unstimulierten Kontrolle, bei den PBL um 1,7, bei
den TIL um 1,8 und bei den NIL um 1,4 zu. Somit konnte gezeigt werden, dass die
Phosphorylierung der PLC-y2 in den T-Zellen der TIL in vergleichbarem Ausmalf zu der in
PBL und NIL durchgefihrt wurde.
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Abb. 6-36: Analyse der Phosphorylierung von PLC+2 in T-Zellen nach Stimulation

TIL und NIL wurden wie beschrieben isoliert. Als Kontrolle wurden gesunde Spender-PBL mitgefiihrt.
Die T-Zellen wurden tber den TZR mit anti-CD3 Antikérper und anschlieRendem Quervernetzen fir 4
Min. stimuliert, anschlieBend fixiert, mit Antikbrpern gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert.
Nach Auswahl der T-Zellen (TZ) wurde die MFI far pPLC-y2 bestimmt. Die y-Achse zeigt die x-fache
Veranderung bezogen auf den unstimulierten Ansatz. Die Balken sind die Mittelwerte der MFI der
durchgefiihrten Experimente mit verschiedenen TIL, NIL (n=3) bzw. PBL (n=1); die Fehlerbalken sind
die SEM.

6.7.3 Durchflusszytometrische Analyse der Phosphorylierung von
ERK in T- und NK-Zellen

Die aktivierte PLC-y2 spaltet PIP, (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat) in DAG
(Diazylglyzerol) und IP; (Inositoltriphosphat), was zu einer Ausschiittung von Ca**-lonen und
zur Einleitung des RAS-Signalweges flhrt. Am Ende des RAS-MAP-Kinase Signalweges
steht ERK, welches an der Auslosung der Degranulation mitbeteiligt ist. Da die T- und NK-

Zellen der TIL in der Degranulation gestort waren, sollte die Phosphorylierung von ERK nach
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Stimulation untersucht werden. TIL, NIL und gesunde Spender-PBL wurden mit dem
chemischen Agens PMA/lonomyzin stimuliert und die ERK-Phosphorylierung am Threonin
202 und Tyrosin 204 der T- und NK-Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Es wurde hier
mit PMA/lonomyzin stimuliert und nicht Gber den TZR, weil der Stimulus so nah wie méglich
oberhalb von ERK erfolgen sollte um auszuschliefen, dass ein Ausbleiben der ERK-
Phosphorylierung nicht auf weiter oben liegende Defekte beruht. In Abb. 6-37 ist die MFI fur
phosphoryliertes ERK in den beiden Effektorzellgruppen verschiedener TIL, NIL und PBL
dargestellt. In T- und NK-Zellen der PBL und NIL war nach Stimulation die Phosphorylierung
des ERK-Proteins deutlich erhoht, wohingegen in T- und NK-Zellen der TIL die
Phosphorylierung deutlich niedriger war. Der Unterschied in der MFI von phosphoryliertem
ERK zwischen T- bzw. NK-Zellen der TIL und NIL war signifikant.
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Abb. 6-37: Analyse der ERK-Phosphorylierung am Threonin 202 und Tyrosin 204 in T- und NK-
Zellen nach Stimulation

TIL und NIL wurden wie beschrieben isoliert. Als Kontrolle wurden gesunde Spender-PBL mitgefihrt.
Die T- und NK-Zellen wurden fir 8 Min. mit PMA/I stimuliert, anschlieRend fixiert, mit Antikbrpern
gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Nach Auswahl der T- (TZ) bzw. NK-Zellen wurde die
MFI fur phosphoryliertes ERK bestimmt. Die y-Achse zeigt die MFI des phosphorylierten ERK-
Proteins. Die Balken sind die Mittelwerte der MFI der durchgefiihrten Experimente (n) mit
verschiedenen TIL, NIL bzw. PBL; die Fehlerbalken sind die SEM. Im linken Diagramm sind die Werte
fur T-Zellen gezeigt, rechts die NK-Zellen. Die schwarzen Balken sind die PBL, die grauen Balken die
TIL und die weifen Balken die NIL. Die Signifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis (TZ: p=0,004, NK:
0,02) ermittelt. AnschlieBend erfolgte ein paarweiser Datenvergleich mit Post-Hoc-Test nach Dunn
(* p<0,05; **p<0,01).

Offensichtlich ist in TIL die Signalkaskade unterhalb von PLC-y2 und oberhalb von ERK

abgeschwacht. Um auszuschlielRen, dass die reduzierte Phosphorylierung des ERK-Proteins
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nicht auf Grund einer niedrigeren ERK-Proteinexpression auftrat, wurden die ERK-
Proteinmenge in den Effektorzellen von drei TIL bzw. NIL durchflusszytometrisch gemessen.
Wie in Abb. 6-38 zu erkennen, wiesen die T-Zellen und die NK-Zellen der TIL eine

vergleichbare Menge an ERK-Protein auf wie die entsprechende Zellpopulation der NIL.
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Abb. 6-38: Bestimmung der ERK-Proteinmenge in T- und NK-Zellen der TIL und NIL

TIL und NIL wurden wie beschrieben isoliert. Zur Bestimmung der ERK-Proteinmenge wurden die
Zellen mit Antikérpern gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Nach Auswahl der CD3" und NK-
Zellen wurde die mittlere Fluoreszenz (MFI) von ERK ermittelt, welche auf der y-Achse dargestellt ist.
Die Balken sind die Mittelwerte der drei untersuchten TIL bzw. NIL, die Fehlerbalken sind die SEM.

6.7.4 Durchflusszytometrische Analyse der Phosphorylierung von
AKT in T- und NK-Zellen

AKT ist ein Signalmolekiil, welches in T- und NK-Zellen beispielsweise Uber die PI3-Kinase
oder PKC-B2 aktiviert werden kann. Eine Phosphorylierung fuhrt zur Aktivierung von AKT,
welche auf viele nachfolgende Proteine einwirkt und wichtig ist fur Zelliberleben,
-proliferation, -differenzierung und Zytokinproduktion. Es wurde untersucht, ob nach
Stimulation die Signalweiterleitung in T-und NK-Zellen der TIL, NIL und PBL zu einer
Phosphorylierung und daher Aktivierung von AKT flhrt.

Zur Analyse der AKT-Phosphorylierung wurden TIL, NIL und PBL mit PMA/lonomyzin fur 8
Min. stimuliert, mit Antikbrpern gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Nach Auswahl
der T- bzw. NK-Zellen wurde die MFI des am Serin 473 phosphorylierten AKT-Proteins
bestimmt (Abb. 6-39). Die T- und NK-Zellen der PBL phosphorylierten AKT nach Stimulation,
was in einem Anstieg der MFI von phosphoryliertem AKT zu erkennen war, wohingegen die
beiden Zellgruppen der NIL schon einen hdheren Phosphorylierungszustand im

unstimulierten Zustand aufwiesen, welcher durch die PMA/lonomyzin Stimulation nicht
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anstieg. Bei den T-und NK-Zellen der TIL wurde nur ein sehr geringer Anstieg der MFI des
phosphorylierten AKT-Proteins beobachtet und die MFI blieb signifikant unter dem Wert der
T-Zellen der PBL. Offensichtlich gibt es in den TIL Defizite, die zu einer reduzierten AKT-
Phosphorylierung in T- und NK-Zellen der TIL fuhrte.
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Abb. 6-39: Analyse der AKT-Phosphorylierung am Serin 473 in T- und NK-Zellen nach
Stimulation

TIL und NIL wurden wie beschrieben isoliert. Als Kontrolle wurden gesunde Spender-PBL mitgefiihrt.
Die T- und NK-Zellen wurden fir 8 Min. mit PMA/lonomyzin stimuliert, anschlieend fixiert, mit
Antikdrpern gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Nach Auswahl der T- (TZ) bzw. NK-Zellen
wurde die MFI flr phosphoryliertes AKT bestimmt. Die y-Achse zeigt die MFI des phosphorylierten
AKT-Proteins. Die Balken sind die Mittelwerte der MFI der durchgefiihrten Experimente (n) mit
verschiedenen TIL, NIL bzw. PBL; die Fehlerbalken sind die SEM. Im linken Diagramm sind die Werte
fur T-Zellen gezeigt, rechts die NK-Zellen. Die schwarzen Balken sind die PBL, die grauen Balken die
TIL und die weiflen Balken die NIL. Die Signifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis (TZ: p=0,03) ermittelt.
Anschlief3end erfolgte ein paarweiser Datenvergleich mit Post-Hoc-Test nach Dunn (* p<0,05).

6.7.5 Uberpriifung der Spezifitit des durchflusszytometrischen
Fluoreszenzsignals des phosphospezifischen ERK- bzw. AKT-

Antikorpers

Um die Spezifitdt der durchflusszytometrischen Messung der eingesetzten
phosphospezifischen Antikorper fir ERK und AKT zu Uberprifen, wurden Inhibitoren der
Phosphorylierung des jeweiligen Proteins eingesetzt. Hierfir wurden PBL in An- oder
Abwesenheit des Inhibitors mit PMA/lonomyzin stimuliert und durchflusszytometrisch mit den
entsprechenden Phosphoantikdrpern analysiert. Nach Auswahl der T-Zellen wurde die MFI

des jeweiligen Signalproteins bestimmt. Zur Inhibierung der ERK-Phosphorylierung wurde
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der MEK1-Inhibitor PD98059 verwendet. In Abb. 6-40 (links) ist zu erkennen, dass bei
Stimulierung in Anwesenheit des Inhibitors (rotes Histogramm) der Anstieg der MFI ausblieb
und gleich war mit dem unstimulierten Ansatz (grau). Ein vergleichbares Ergebnis zeigte sich
fur den phosphospezifischen AKT-Antikorper (Abb. 6-40 rechts). Unterdriickt wurde die AKT-
Phosphorylierung durch den Einsatz von Perifosin. In Anwesenheit dieses Inhibitors war die
Fluoreszenzintensitat flr phosphoryliertes AKT deutlich reduziert im Vergleich zu der
stimulierten Probe ohne Inhibitor (schwarz). Die Inhibierung war nicht komplett, da, wie
spater auch in Western-Blot Analysen bestatigt wurde, die Konzentration des Perifosins zu
gering eingesetzt war. Diese Ergebnisse zeigten, dass die durch Stimulation und
Antikorperfarbung beobachtete Zunahme der Fluoreszenz nicht auf unspezifische
Bindung/Farbung durch den phosphospezifischen Antikdrper zurlickzufuhren ist, sondern auf

die stimulierte Phosphorylierung des entsprechenden Proteins.
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Abb. 6-40: Untersuchung der Spezifitat der Antikorperbindung gegen pERK und pAKT in T-
Zellen

PBL wurden in An- oder Abwesenheit von Inhibitoren der ERK- (PD98059) bzw. AKT- (Perifosin)
Phosphorylierung mit PMA/I stimuliert, fixiert, mit phosphospezifischen Antikérpern gefarbt und
durchflusszytometrisch analysiert. Nach Auswahl der T-Zellen wurden die Fluoreszenzen des
unstimulierten Ansatzes (grau), des stimulierten Ansatzes ohne Inhibitor (schwarz) und des
stimulierten Ansatzes mit Inhibitor (rot) als Histogramme dargestellt. Die jeweilige MFI ist als
Zahlenwert im Diagramm angegeben.

6.7.6 Bio-Plex ™ Phosphoproteinbestimmung in T- und NK-Zellen der
TIL

Neben der durchflusszytometrischen Analyse einiger Signalproteine wurde zusatzlich ein

BIO RAD Bio-Plex™ zur Bestimmung von Phosphoproteinen (=Phospho-Plex) durchgefiihrt.
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Zum einen konnten hier bestimmte Signalproteine untersucht werden, fir die eine
durchflusszytometrische Analyse nicht moglich war, zum anderen sollten die bisherigen
Ergebnisse der ERK-Phosphorylierung mittels einer anderen Methode bestatigt werden.
Hierflir wurden durch Zellseparation die CD8"(TZ) und CD56"(NK)-Zellen aus PBL von zwei
Spendern und aus TIL von 3 Tumoren isoliert, unstimuliert belassen oder mit PMA/lonomyzin
stimuliert und die Zelllysate im Phospho-Plex eingesetzt. Abb. 6-41 zeigt das Ergebnis fir die
beiden Effektorzellgruppen der TIL im Vergleich zu PBL, wobei die x-fache Veranderung des
Signals nach der Stimulation bezogen auf den unstimulierten Ansatz dargestellt ist. Die T-
und NK-Zellen der PBL waren in der Lage ERK nach Stimulation zu phosphorylieren (T-
Zellen zeigten eine 50-fache Zunahme und NK-Zellen eine 23-fache), wahrend mit Zellen der
TIL dies nicht auftrat (T-Zellen zeigten nur eine 5-fache Zunahme und NK-Zellen eine 4-
fache). Fur die ERK-Phosphorylierung zeigte sich somit, dass diese in T- und NK-Zellen der
TIL viel weniger ausgepragt war als in PBL. Damit bestatigten sich die
durchflusszytometrisch erhaltenen Ergebnisse im Phospho-Plex.

JNK, ein weiteres Protein der MAP-Kinase-Superfamilie, wies in den T- und NK-Zellen der
TIL im Vergleich zu den Zellen der PBL ebenfalls eine geringere Phosphorylierung nach
Stimulation auf. T-Zellen in TIL zeigten eine 1,4-fache Zunahme der JNK-Phosphorylierung
und NK-Zellen in TIL eine 1,2-fache wohingegen T-Zellen in PBL eine 2,1-fache Zunahme
zeigten und NK-Zellen in PBL eine 2,6-fache.

GSK3 und IkB sind in der Signalkaskade nach AKT platziert. Beide waren in T- und NK-
Zellen der TIL schwacher phosphoryliert als in den entsprechenden Zellen der PBL.
Wahrend bei den T-Zellen der PBL: eine Signalzunahme von 3,6 flir GSK3 und 8,6 fiir I«B zu
sehen war, war es bei den T-Zellen der TIL nur 1,4 fur GSK3 und 1,7 fur IkB. Ebenso war bei
den NK-Zellen der PBL eine Signalzunahme von 6 fur GSK3 und 3,2 fir IkB zu beobachten,
wobei es bei den NK-Zellen der TIL nur 1,5 fir GSK3 und 0,9 fir kB war. Die geringe
Phosphorylierung von GSK3 und kB in Effektorzellen der TIL kann als Konsequenz der
beobachteten abgeschwachten Phosphorylierung und damit schwachen Aktivierung von AKT
gesehen werden. Die schwache Phosphorylierung von GSK3 und I«kB hat Folgen fur die
Regulation der Aktivitat weiterer Proteine wie die Trankriptionsfaktoren NFAT und NF«B, die

fur die Ausldsung z.B. von Zytokinprodukten wichtig sind.
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Abb. 6-41: Bio-Plex ™ Phosphoproteinbestimmung von Signalproteinen in CD8" und NK-Zellen
der TIL und PBL

CD8" (TZ) und CD56" (NK) Zellen wurden aus TIL und als Vergleichsgruppe aus PBL mit
magnetischen Beads isoliert, mit PMA/I fir 8 Min. stimuliert und die Zelllysate in einen Bio-Plex ™ zur
Phosphoproteinbestimmung eingesetzt. Die y-Achse zeigt die Signalanderung der stimulierten Probe
um das x-fache bezogen auf die unstimulierte Probe. Die untersuchten Signalproteine stehen als Titel
Uber dem jeweiligen Diagramm. Die Balken sind die Mittelwerte der TIL von unterschiedlichen
Patienten bzw. PBL verschiedener Spender. Die Fehlerbalken sind die SEM (n TZ-PBL:2, n TZ-TIL:3,
n NK-PBL:1, n NK-TIL: 3). Signifikanzen konnten auf Grund niedriger Probenanzahl nicht ermittelt
werden.

6.7.7 Analyse des Diazylglyzerols in T- und NK-Zellen der TIL

Bisher konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung der Signalmolekile zu Beginn der
Kaskade (LCK, PLC-y2) in TIL vergleichbar zu der in NIL und PBL war, jedoch Molekile, die
am Ende der Kaskade (ERK, AKT, JNK, GSK3, IkB) stehen schwacher phosphoryliert
wurden. Daher wurde ein dazwischenliegendes Signalmolekil — Diacyglycerol (DAG) —
untersucht. Fir CD4" T-Zellen wurde beschrieben, dass T-Zell-Anergie entsteht, wenn DAG
durch Uberaktive Diazylglyzerol-Kinase (DGK) in PA (Phosphatidylsdure) umwandelt wird
(Zha et al., 2006).

Zunachst wurde mit Hilfe des In-vitro-Kokultivierungsmodell (siehe 6.5.1) untersucht, ob in

Anwesenheit des Inhibitors der DGK der durch Kokultur mit hoher Tumorzellzahl induzierte
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Funktionsverlust der T- bzw. NK-Zellen verhindert werden kann. PBL, als Quelle fir
funktionsfahige T- und NK-Zellen, wurden ohne Tumorzellen, mit einer niedrigen (Verhaltnis
1:1) oder mit einer hohen Anzahl (Verhaltnis 1:8) an Tumorzellen fir 24 Std. mit oder ohne
DGK-Inhibitor kultiviert. AnschlieRend wurde die funktionelle Aktivitat der T- und NK-Zellen
mittels des CD107-Mobilisierungstests, wobei auch hierbei der Inhibitor anwesend war,
bestimmt. Abb. 6-42 zeigt den Anteil CD107-positiver Zellen innerhalb der CD3"CD8" (links)
und der NK-Zellen (rechts). Bei PBL, die ohne Tumorzellen kultiviert wurden, konnte ein
Anteil CD107-positiver Zellen von 18 % fir CD3'CD8" Zellen und 38 % fir NK-Zellen
bestimmt werden. Durch die Kokultivierung mit einer niedrigen Tumorzellzahl veranderte sich
die funktionelle Aktivitat der Effektorzellen nicht, wahrend der Anteil CD107-positiver Zellen
nach der Kultivierung mit einer hohen Tumorzellzahl deutlich reduziert war: So
degranulierten innerhalb der CD3"CD8" nur noch 8 % und innerhalb der NK-Zellen nur noch
16 % der Zellen. Die Gabe des DGK-Inhibitors hatte keinen Einfluss bei Kultur ohne oder mit
niedriger Tumorzellzahl, verhinderte jedoch den Verlust der funktionellen Aktivitat bei Zellen,
die mit einer hohen Tumorzellzahl vorkultiviert wurden: Mit Inhibitor zeigten 23 % der
CD3'CD8" und 27 % der NK-Zellen funktionelle Aktivitat.
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Abb. 6-42: Einfluss des DGK-Inhibitors auf die CD107-Oberflichenmobilisierung von CD3"CD8"
und NK-Zellen nach Inkubation mit Tumorzellen

PBL gesunder Spender wurden ohne, mit einer niedrigen Anzahl (Verhaltnis 1:1) oder mit einer hohen
Anzahl (Verhaltnis 1:8) Tumorzellen fur 24 Std. kokultiviert. Die Vorkultivierung erfolgte in An- oder
Abwesenheit des DGK-Inhibitors. AnschlieRend wurde die funktionelle Aktivitat mittels des CD107-
Mobilisierungstests (+/- DGK-Inhibitor) analysiert. Die y-Achse zeigt den prozentualen Anteil CD107-
positiver Zellen innerhalb der CD3"CD8" (links) bzw. der NK-Zellen (rechts). Die Balken sind die
Mittelwerte der Experimente mit PBL verschiedener Spender (CD3°CD8" n=2, NK-Zellen n=1), die
Fehlerbalken sind die SEM.
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Durch die Zugabe des DGK-Inhibitors konnte somit der Funktionsverlust verhindert werden.
Dies deutet darauf hin, dass der Abbau von DAG zu PA mitverantwortlich ist fir die Induktion
des Funktionsverlustes.

Als nachstes wurde untersucht, ob Effektorzellen, die bereits funktionell defizient sind, durch
Inhibition der DGK ihre funktionelle Aktivitat wieder erlangen kénnen. Hierfur wurden TIL und
NIL fir 5 Std. mit Zielzellen ohne DGK-Inhibitor bzw. in Anwesenheit des DGK-Inhibitors
stimuliert.  Anschlieend wurden die Zellen mit Antikérpern gefarbt und
durchflusszytometrisch analysiert. Abb. 6-43 zeigt die Mittelwerte der Anteile CD107-
positiver T- bzw. NK-Zellen von 5 verschiedenen TIL bzw. NIL. Die Analyse der CD3" TIL
ergab, dass durch DGK-I der Anteil degranulierender Zellen signifikant von im Mittel 12 %
auf 18 % anstieg. Dies ist eine Verbesserung um 50 %. Bei den T-Zellen der NIL, welche
bessere Degranulationseigenschaften als die der TIL hatten, wurde in Anwesenheit des
Inhibitors nur eine geringe Steigerung des Anteils degranulierender Zellen erreicht. Ebenso
wie bei den T-Zellen der TIL verbesserte sich die funktionelle Aktivitat der NK-Zellen der TIL
durch die Zugabe des DGK-Inhibitors. Hier stieg der Anteil CD107-positiver NK-Zellen von 8
% ohne Inhibitor auf 22 % mit Inhibitor, was nahezu eine Verdreifachung aktiver Zellen
bedeutet. Bei den NK-Zellen der NIL hatte die DGK-Inhibition keinen Effekt. Die fur die TIL
und NIL erhaltenen Ergebnisse zeigten, dass durch Inhibition der DGK auch bei bereits

funktionell gestorten Effektorzellen die Fahigkeit zur Degranulation verbessert werden kann.
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Abb. 6-43: Einfluss des DGK-Inhibitors auf funktionell defiziente Effektorzellen der TIL

TIL und NIL wurden wie beschrieben isoliert. Zur Bestimmung der funktionellen Aktivitat wurden TIL
und NIL in An- oder Abwesenheit des DGK-Inhibitors in den CD107-Mobilisierungstest eingesetzt. Die
y-Achse zeigt den prozentualen Anteil CD107-positiver Zellen innerhalb der CD3" (links) bzw. NK-
Zellen (rechts). Die Balken sind die Mittelwerte der finf untersuchten TIL bzw. NIL, die Fehlerbalken
sind die SEM. Die Signifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis ermittelt. AnschlieBend erfolgte ein
paarweiser Datenvergleich mit Post-Hoc-Test nach Dunn (* p<0,05; **p<0,01).
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Abschlie3end sollte noch untersucht werden, ob die T- und NK-Zellen der TIL im Gegensatz
zu denen der NIL mehr DGK-Protein aufweisen. Hierflir wurden die TIL und NIL desselben
Patienten mit Antikérpern gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Nach Auswahl der
T- bzw. NK-Zellen wurde der DGK-Gehalt der Zellen mittels Histogrammen dargestellt. Wie
in Abb. 6-44 zu erkennen, exprimierten die CD3-positiven Zellen der TIL mit einer MFI von
3449 deutlich mehr DGK Protein als die CD3-positiven Zellen der NIL mit einer MFI von
1496. Ebenso wiesen auch die NK-Zellen der TIL (MFI 4552) mehr DGK auf als die NK-
Zellen der NIL (MFI 2301). Die Abbildung zeigt exemplarisch 1 von 5 untersuchten Tumor-
Normalnierenparchen. Die erhohte Proteinexpression in TIL-Effektorzellen zusammen mit
dem gezeigten positiven Effekt der DGK-Inhibition legen nahe, dass eine Uberexprimierte
DGK im Tumormilieu eine wichtige Rolle fir die funktionelle Inaktivitat der Effektorzellen

spielen kénnte.
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Abb. 6-44: Diazylglyzerolkinasenmenge in den Effektorzellen der TIL

TIL und NIL wurden wie beschrieben isoliert. Zur Bestimmung der Expression der DGK wurden TIL
und NIL derselben Patienten mit Antikdrpern gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Nach
Auswahl der CD3" bzw. NK-Zellen wurde die Fluoreszenzintensitat der DGK mittels Histogrammen
veranschaulicht. Die y-Achse zeigt die Zellzahl und die x-Achse die Fluoreszenzintensitat. Das blaue
Histogramm stellt die NIL, das schwarze die TIL dar. Die MFI der DGK ist als Zahlenwert in den
Diagrammen angegeben. Die Abbildung zeigt beispielhaft 1 von 5 untersuchten Patienten.
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6.7.8 Durchflusszytometrische Analyse der ERK-Phosphorylierung der
kultivierten T- und NK-Zellen der TIL nach Stimulation

Wie bereits gezeigt wurde, konnte die funktionelle Aktivitat der T- und NK-Zellen der TIL
durch die Kultivierung fir 48 Std. in niedrigdosiertem IL-2 Medium verbessert werden.
Dadurch stellte sich die Frage, ob die Signalweiterleitung - also die Phosphorylierung der
Signalproteine ERK und AKT - durch diese Art der Kultivierung auch verbessert wurde.

Die TIL wurden wie beschrieben in 50 U/ml IL-2 kultiviert. AnschlieRend wurden die
kultivierten TIL und als Kontrolle die nicht kultivierten TIL derselben Patienten mit PMA/I
stimuliert. Danach wurden die Zellen mit phosphospezifischen Antikérpern gefarbt und
durchflusszytometrisch analysiert. Nach Auswahl der CD3" bzw. der NK-Zellen wurde die
MFI des phosphorylierten ERK-Proteins der jeweiligen Population bestimmt und in Abb. 6-45
dargestellt. Die Phosphorylierung des ERK-Proteins im unstimulierten Zustand, also die
Grundphosphorylierung, war bei den Effektorzellen der kultivierten TIL héher als bei den
unkultivierten (MW MFI: CD3": unkultiviert 80, kultiviert 316; NK-Zellen: unkultiviert 187,
kultiviert 654). Nach Stimulation war die MFI sowohl bei unkultivierten als auch bei
kultivierten TIL hoher als im unstimulierten Zustand, wobei im Mittelwert die der kultivierten
CD3" Zellen der TIL signifikant héher (MW MFI: 935) war, als die der unkultivierten (MW MFI:
348). Auch bei den NK-Zellen der TIL war die MFI des phosphorylieten ERK-Proteins im
kultivierten Zustand nach Stimulation signifikant hdher (MW MFI: 1608) als im unkultivierten
(MW MFI: 419). Somit verbesserten sich die Signalweiterleitung und die damit
einhergehende ERK-Phosphorylierung durch die IL-2-Kultivierung.
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Abb. 6-45: Analyse der ERK-Phosphorylierung nach Stimulation bei unkultivierten und
kultivierten TIL

TIL wurden wie beschrieben isoliert und fir 48 Std. mit IL-2 kultiviert. Zur Bestimmung der ERK-
Phosphorylierung wurden die Zellen fir 8 Min. mit PMA/I stimuliert, fixiert, mit Antikérpern gefarbt und
durchflusszytometrisch analysiert. Durch graphische Selektion in FlowJo® wurden die CD3" bzw. NK-
Zellen ausgewahlt und die MFI des phosphorylierten ERK-Proteins der jeweiligen Population ermittelt.
Die y-Achse zeigt die MFI des phosphorylierten ERK-Proteins. Die Balken sind die Mittelwerte der
untersuchten TIL verschiedener Patienten (unkultiviert n=6, kultiviert n=4), die Fehlerbalken sind die
SEM. Die Stimulations- und Kultivierungsbedingungen sind unter dem Diagramm aufgeflhrt. Die
Signifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis ermittelt. AnschlieBend erfolgte ein paarweiser
Datenvergleich mit Post-Hoc-Test nach Dunn (* p<0.05).

6.7.9 Durchflusszytometrische Analyse der AKT-Phosphorylierung der
kultivierten T- und NK-Zellen der TIL nach Stimulation

Die TIL wurden wie beschrieben in 50 U/ml IL-2 kultiviert. Anschlielend wurden die
kultivierten TIL sowie als Kontrolle die nicht kultivierten TIL derselben Patienten mit
PMA/lonomyzin stimuliert. Danach wurden die Zellen mit phosphospezifischen Antikérpern
gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Nach Auswahl der CD3" bzw. der NK-Zellen
wurde die MFI des phospohrylierten AKT-Proteins der jeweiligen Population bestimmt und in
Abb. 6-46 dargestellt. Die Phosphorylierung des AKT-Proteins im unstimulierten Zustand,
also die Grundphosphorylierung, war bei den Effektorzellen der kultivierten TIL etwa doppelt
so hoch als bei den unkultivierten (CD3": unkultiviert 102, kultiviert 199; NK-Zellen:
unkultiviert 105, kultiviert 203). Nach Stimulation stieg die MFI bei unkultivierten CD3-Zellen
der TIL nur wenig an (MW MFI: 151), wahrend eine deutliche MFI-Zunahme bei den
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kultivierten CD3"-Zellen der TIL (MW MFI: 348) auftrat. Die MFI des phosphorylierten AKT-
Proteins nach Stimulation war bei kultivierten CD3-Zellen der TIL signifikant hdher als bei
unkultivierten. Auch bei den NK-Zellen der kultivierten TIL war die MFI des phosphorylierten
AKT-Proteins nach Stimulation héher (MW MFI: 253) als in unkultivierten TIL (MW MFI: 146).
Somit verbesserte sich die AKT-Phosphorylierung durch die IL-2-Kultivierung.

A CcD3"-Zellen NK-Zellen
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| |
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Abb. 6-46: Analyse der AKT-Phosphorylierung nach Stimulation bei kultivierten TIL

TIL wurden wie beschrieben isoliert und fur 48 Std. mit IL-2 kultiviert. Zur Bestimmung der AKT-
Phosphorylierung wurden die Zellen far 8 Min. mit PMA/I stimuliert, fixiert, mit Antikdrpern geféarbt und
durchflusszytometrisch analysiert. Durch graphische Selektion in FlowJo® wurden die CD3" bzw. NK-
Zellen ausgewahlt und die MFI des phosphorylierten AKT-Proteins der jeweiligen Population ermittelt.
Die y-Achse zeigt die MFI des phosphorylierten AKT-Proteins. Die Balken sind die Mittelwerte der
untersuchten TIL verschiedener Patienten (n=5), der Fehlerbalken sind die SEM. Die Stimulations-
und Kultivierungsbedingungen sind unter dem Diagramm aufgefihrt. Die Signifikanz wurde mittels
Kruskal-Wallis ermittelt. AnschlieRend erfolgte ein paarweiser Datenvergleich mit Post-Hoc-Test nach
Dunn (* p<0.05).

6.7.10 Bestimmung der p27kip-Expression in den Effektorzellen

unkultivierter und kultivierter TIL

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die |IL-2-Kultivierung der TIL zu einer erhéhten AKT-
Phosphorylierung in den CD3" und NK-Zellen fiihrte, wurde tberpriift, ob die Unterschiede
sich auf nachfolgende Proteine des Signalweges auswirken. Hierfir wurde p27kip
untersucht, welches bei inaktiver AKT-Kinase hoch exprimiert sein sollte, wohingegen eine

phosphorylierte, aktive AKT eine geringere p27kip-Expression zur Folge hatte. Wieder
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wurden parallel die CD3" und NK-Zellen der unkultivierten im Vergleich zu kultivierten TIL
untersucht. Wie in Abb. 6-47 zu erkennen, war die MFI von p27kip der CD3" und NK-Zellen
bei den drei untersuchten TIL im unkultivierten Zustand deutlich héher, verglichen mit den

Zellen nach der Kultivierung.

CcD3* Zellen NK-Zellen
\ 1600 -
1200 .\- 1200 - .\.
1 800 {
800 700
=y
~
g 700 - 600 4
™
s 600 -
500 -

400 -|-

400 T

Kultivierung -

500 - .\.
1

+
1
+ -

Abb. 6-47: Analyse der p27kip-Menge in CD3" und NK-Zellen kultivierter TIL im Vergleich zu
unkultivierten TIL

TIL wurden wie beschrieben isoliert und kultiviert. Zur Bestimmung der p27kip-Expression wurden die
Zellen mit Antikdrpern gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Durch graphische Selektion der
CD3+- bzw. der NK-Zellen in FlowJo® wurde die MFI von p27kip bestimmt. Die y-Achse zeigt die MFI
von p27kip. Jedes Symbol steht fiir einen untersuchten TIL, wobei die Kreise die unkultivierten und die
Vierecke die kultivierten TIL darstellen. Die Werte eines Patienten vor und nach Kultivierung sind
durch Linien verbunden. Die Effektorzellen sind iber dem Diagramm aufgefihrt.

Dieses Ergebnis zeigt, dass sich der veranderte Phosphorylierungszustand der AKT-Kinase
in den nachfolgenden Proteinen der Signalkaskade umsetzt. Da eine hohe p27kip-
Expression mit Zellzyklusarrest assoziiert ist, kdbnnte es sein, dass die Effektorzellen der TIL
im Zellzyklus arretiert sind und durch IL-2-Kultivierung ein Eintritt in den Zellzyklus stattfindet.
Um dies genauer zu untersuchen bedarf es der Analyse weiterer Molekiile des Zellzykluses

wie z.B. Cyclin D und Cyclin E.
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7 DISKUSSION

Das Nierenzellkarzinom stellt sich als ein immunologisches Dilemma dar, da es trotz des
reichhaltigen Lymphozyteninfilirats zu keiner TumorabstoBung kommt. Unter den
Lymphozyten befinden sich CD8" T- und NK-Zellen, die lytische Aktivitat gegeniber
Tumorzellen besitzen, aber nur dann wenn sie in vitro kultiviert werden (Schendel et al.,
1997; Schleypen et al., 2006). Dieselben TZR, die in vitro Tumorreaktivitat zeigten, konnten
auch im Tumorgewebe nachgewiesen werden (Jantzer et al., 1998). Offensichtlich sind
Effektorzellen mit der prinzipiellen Fahigkeit fir eine antitumorale Reaktion vorhanden, aber
sie scheinen die Tumorzellen nicht abzustolien. Spontane Remissionen und das Ansprechen
auf Immuntherapie deuten jedoch darauf hin, dass die unterdrickte Immunreaktion im Tumor
Uberkommen werden kann (De Riese et al., 1991; Schendel et al., 1997). Um dies besser
verstehen und eine therapeutische Konsequenz daraus ableiten zu kdnnen, ist es notwendig

das Lymphozyteninfiltrat in seinen Eigenschaften genauer zu charakterisieren.

7.1 Gewebeproben

Das klarzellige Nierenzellkarzinom ist mit mehr als 70 % der haufigste Typ aller
Nierentumore und als der immunsensitive Typ beschrieben. Jeder Nierenzellkarzinomsubtyp
bietet ein spezifisches histologisches Bild, zeigt unterschiedliche genetische Alterationen,
weist verschiedene Kklinische Verlaufe auf und spricht unterschiedlich auf systemisch
applizierte Therapeutika an. Fur die Charakterisierung der tumorinfiltrierenden Lymphozyten
(TIL) wurden daher ausschlieBlich Tumoren des klarzelligen Typs untersucht. Dadurch
konnte sicher gestellt werden, dass Unterschiede zwischen den TIL-Populationen nicht auf
Unterschiede zwischen den Tumortypen beruhen. So kénnten TIL der verschiedenen
Nierenzellkarzinomsubtypen  unterschiedliche  Eigenschaften  besitzen, da die
Chemoimmuntherapie nur bei einigen Patienten mit klarzelligem Nierenzellkarzinom zur
Tumorkontrolle fuhrt, jedoch bei anderen Nierenzellkarzinomsubtypen keine Effektivitat zeigt
(Steiner et al., 2006; Herrmann et al., 2007).

Zusatzlich zu den TIL wurden auch die NIL charakterisiert, welche aus Normalnierengewebe
isoliert wurden. Es handelt sich hierbei um Gewebeproben aus dem nicht vom Tumor
befallenen Bereich der tumortragenden Niere. Da das RCC von einer Kapsel umgeben ist,
sind solche nicht-malignen Areale eindeutig auszuwahlen. Histopathologisch zeigten sie

auch keine Tumorbereiche. Es ist allerdings nicht auszuschlieBen, dass das
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Tumorwachstum in der Niere Veranderungen im Normalgewebe bewirkt, die sich auf die
Lymphozyteninfiltration auswirken. Beispielsweise konnte es durch das
platzbeanspruchende Tumorwachstum zu Kompression und dadurch zu Entziindungen
kommen. Bisher gibt es noch keine Veréffentlichungen Uber eine Charakterisierung von

Lymphozyten aus Normalnierengewebe.

7.2 Ex-vivo-Untersuchung des Lymphozyteninfiltrats

7.21 Isolierung der TIL und NIL

Zur lIsolierung der infiltrierenden Lymphozyten wurde ein bei Mausnieren angewandtes
Protokoll adaptiert (Vielhauer et al.,, 2004). Dieses beinhaltet sowohl eine mechanischen
Zerkleinerung der Tumor- bzw. Normalnierenstlicke mit Skalpell und Schere, als auch einen
daran anschlieRenden enzymatischen Verdau der Gewebestlicke. Als Enzyme wurden
Kollagenase und DNase verwendet. Kollagenasen spalten die Peptidbindung zwischen
Prolin und anderen Aminosauren und sind somit in der Lage Kollagenfasern abzubauen, die
als Stutzgewebe den Zusammenhalt von Zellen in Organen bewirken. Dadurch wird das
Tumor- und Normalnierengewebe aufgelockert, sodass die Immunzellen leichter aus dem
Gewebeverbund gewonnen werden kdnnen. Da die Zerkleinerung von Gewebe immer mit
der Zerstérung und Lyse von einigen Zellen einhergeht, wird DNS aus diesen Zellen
freigesetzt. Ein solcher DNS-Gehalt im Medium wurde als Ursache fir das Verklumpen von
Zellen wahrend der Gewebsdisintegration beschrieben. Dieser Effekt wurde durch die
Zugabe von Desoxyribonuklease (DNase) zum Dissoziationsmedium verringert.

Um sicherzustellen, dass nur die TIL und NIL analysiert wurden, die die Blutbahn verlassen
und in das Gewebe ausgewandert waren, wurden die Gewebestlicke nach der Zerkleinerung
mehrmals mit Puffer gewaschen. Die durch Auswaschen erhaltene Zellsuspension wurde als
TZL (tumorzirkulierende Leukozyten) bezeichntet, weil es sich vermutlich um nicht ins
Tumorgewebe ausgewanderte Zellen handelt. Sie zeigten in ersten Analysen andere
Eigenschaften als die TIL. Sie reihten sich in ihren Merkmalen (z.B. hoéherer Anteil an
Perforin- und Granzym B-positiven Zellen, sowie bessere Degranulation der TZL im
Vergleich zu den Zellen der TIL) zwischen den peripheren Blutlymphozyten und den
isolierten tumorinfiltrierenden Zellen ein.

Als TIL bzw. NIL wurden nur die Zellen verwendet, die nach dem enzymatischen

Verdauschritt gewonnen wurden. Das Isolierungsprotokoll war zeitaufwandig; so dauerte
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eine parallele Isolation von TIL und NIL ca. 4-6 Stunden. Da die Proben friihestens Mittag,
meistens erst am Nachmittag aus dem Operationssaal abgeholt werden konnten, war es
nicht mdglich die Zellen direkt nach Isolation zu analysieren. Sie wurden kryokonserviert und
am Tag des Versuches aufgetaut.

Die Zellausbeute der 16 im Rahmen dieser Arbeit aufgearbeiteten Tumoren bzw.
Normalnieren war sehr unterschiedlich. Prinzipiell war die erhaltene Zellzahl aus den
Normalnierengewebestiicken um ein Vielfaches geringer als die aus den
Tumorgewebestlcken. Dies entspricht auch den Daten der immunhistochemischen bzw.
Immunfluoreszenzanalyse der Gewebeschnitte der eigenen Arbeitsgruppe und den
Literaturdaten (Heinemann et al., 1987; Tomita et al., 1991), die zeigten, dass das
Normalnierengewebe im Gegensatz zum Tumorgewebe sehr viel geringer von Immunzellen
infiltriert ist. Auch die Zellausbeute der unterschiedlichen Tumorgewebestiicke war variabel.
Allerdings waren auch die erhaltenen Tumorproben nicht immer von gleicher GréRe, wobei
der Gewebebrei vor dem ersten Verdauschritt nach Zentrifugation meist eine Sedimentgrofle
von 3-5 ml aufwies. Auch das Tumorstadium beeinflusst die Zellausbeute, da gezeigt wurde,
dass eine hohe Anzahl an TIL im Gewebe des Nierenzellkarzinoms mit einem weiter
fortgeschrittenen Tumorstadium korrelierten (Yoshida et al., 1986; Nakano et al., 2001).

Um die durch das Tumormilieu ausgelésten Defekte zu erfassen, wurden fiir diese Arbeit TIL
und NIL direkt nach der Isolierung aus dem Tumor kryokonserviert, um mogliche
verandernde Einflisse z.B. durch Kultivierung zu minimieren. In der Vergangenheit lag das
Interesse vor allem in der Suche nach tumorspezifischen zytotoxischen T-Zellen, die
moglicherweise  fur eine  Immuntherapie von Patienten mit metastasiertem
Nierenzellkarzinom eingesetzt werden kénnten oder fiir die Identifizierung tumorassoziierter
Peptide nitzlich sein wirden. Einige solcher TIL wurden bereits beschrieben (Schendel et
al., 1993; Schendel et al.,, 1997; Leisegang et al., 2010). Sie wurden jeweils durch eine
Langzeitkultivierung verschiedener TIL-Populationen gewonnen (Koo et al., 1991; Finke et
al., 1992; Schendel et al., 1993; Schendel et al., 1997). Dabei zeigte sich, dass sich sowohl
die Populationen als auch die funktionellen Eigenschaften der TIL durch diese
Langzeitkultivierung veranderten. Somit kann mit dieser Methode nicht mehr bestimmt
werden, welche Eigenschaften die TIL in situ besal3en, also am Ort, an welchem Absto3ung
stattfinden misste. Im Rahmen dieser Arbeit wurden parallel zu unkultivierten TIL auch TIL
untersucht, die fur 48 Std. in niedrigdosiertem IL-2-Medium (50 U/ml) kultiviert worden
waren. Dies sollte Aufschluss dartiber geben, inwieweit sich die CD8" T- und NK-Zellen der
TIL in ihren Eigenschaften verandern, sobald sie dem Tumormilieu entnommen werden. Die
verwendete IL-2 Menge wurde sehr niedrig ausgewahlt, da Zellen nicht neu differenziert
werden sollten, sondern lediglich die bereits differenzierten Effektorzellen unterstitzt und

moglicherweise aus ihrer funktionellen Paralyse erweckt werden sollten. Dies kdnnte neue
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Erkenntnisse flr Therapien bringen, bei denen isolierte TIL ex vivo behandelt und aktiviert
werden, um sie dann dem Patienten zum Schutz vor Ruickfallen und Metastasen

zurtickzuspritzen.

7.3 Die Leukozytensubpopulationen der TIL und NIL

Die Zusammensetzung der Leukozytenpopulationen und die Interaktion zwischen
verschiedenen Subtypen sind wichtig fur einen optimalen Ablauf einer Immunantwort. NK-
Zellen beeinflussen die adaptive Immunantwort durch die Interaktion mit dendritischen Zellen
und kdénnen auch die Funktion der T-Zellen regulieren (Raulet, 2004). Ebenso ist die
zytotoxische CD8" T-Zellantwort und Gedé&chtnisantwort verringert oder nicht vorhanden,
wenn es keine CD4" T-Zell-vermittelte Hilfe gibt (Kalams et al., 1998; Sun et al., 2003). Da
die Anteile der Subgruppen in verschiedenen Geweben und im Blut unterschiedlich sein
kénnen, unabhangig davon ob eine maligne Erkrankung vorliegt, wurden die TIL zusatzlich
zu PBMZ auch zu NIL aus nichtmalignem Nierengewebe verglichen. Um die Prozentanteile
der Lymphozytenpopulation vergleichen zu kénnen wurden die B-Zellen in den PBL
ausgeschlossen, da das RCC und Normalnierengewebe kaum B-Zellen (< 1 % CD19"
Zellen) enthalten und somit die prozentuale Zusammensetzung hinsichtlich T- und NK-Zellen
nicht vergleichbar gewesen ware. Es konnte gezeigt werden, dass der Anteil an NK-Zellen
im Median in den untersuchten TIL, NIL und PBMZ vergleichbar war. Der Anteil der NK-
Zellen in TIL zeigte eine groRe Streuung, da es TIL mit fast gar keinen NK-Zellen gab (1 %)
und solche mit fast 40 %. Auch der Anteil der T-Zellen war im Median in TIL, NIL und PBMZ
gleich. Allerdings zeigte sich in der Zusammensetzung der T-Subgruppe bei den TIL ein
verschobenes CD4":CD8" T-Zell-Verhaltnis verglichen mit PBMZ und NIL. Fur
Blutlymphozyten sind unterschiedliche Werte - abhangig von Geschlecht und Alter - fur das
CD4":CD8" Verhaltnis innerhalb der T-Zellen beschrieben. Der Median einer Analyse von
468 gesunden Blutspendern liegt bei 1,88 (Amadori et al., 1995). Die in dieser Arbeit
untersuchten PBMZ gesunder Spender bzw. NIL lagen innerhalb der Spannweite dieser
Analyse. Die TIL hingegen wiesen einen Wert von 0,9 auf, hatten also anndhernd gleiche
Anteile an CD4" und CD8" T-Zellen. In Abhéangigkeit vom Tumorstadium und dem
Differenzierungsgrad wurde von Igarashi et al. bei RCC-Patienten ein verandertes
Infiltrationsmuster von CD4" und CD8" T-Zellen in TIL beobachtet. Tumoren in Stadium HI/IV
und Differenzierungsgrad Ill/IV zeigten in der Regel eine Zunahme der CD8" T-Zellen
assoziiert mit einer Abnahme von CD4" T-Zellen, wobei die Prognose dieser Patienten als
schlecht beurteilt wurde (lgarashi et al., 1992). Nach Nakano et al. (Nakano et al., 2001)
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Iasst sich der Umstand, dass mit der Entdifferenzierung eines Nierenzelltumors der Anteil an
CD8" Zellen unter den TIL ansteigt, mit der zunehmenden Antigenitat der Tumorzellen bei
steigender Tumordifferenzierung erklaren. Die erhohte Zahl an CD8" TIL wird auch als
Reaktion auf die zunehmende proliferative Potenz der Tumorzellen gewertet. Da sich
dadurch aber die Uberlebenszeit der Patienten nicht verbessert, sondern sogar negativ
korreliert, erweist sich diese Immunreaktion im Hinblick auf eine erfolgreiche Tumorabwehr
als ineffektiv. Eventuell sind nicht geniigend CD4" T-Zellen vorhanden, um eine
ausreichende CD4" T-Zell-Hilfe firr eine optimale ZTL-Aktivitat bereitzustellen (Kalams et al.,
1998).

Myeloische Zellen sind neben den Effektorlymphozyten eine wichtige Subgruppe des
Immunsystems. Sie sind in der Lage sowohl Immunaktivitat als auch Toleranz zu vermitteln.
Die Bestimmung des Anteils der myeloischen Zellen erfolgte anhand des CD14
Oberflachenmolekiils. CD14 wird im Blut von Monozyten und im Gewebe von Makrophagen
exprimiert, jedoch nicht von klassischen dendritischen Zellen (DZ). Damit durch die
Vorauswahl mit der Software FlowJo® myeloische Zellen auf Grund ihrer gréReren und
granuldreren Erscheinung nicht ausgeschlossen wurden, wurde das Auswahlfenster (FSC-
SSC), anders als bei der Beurteilung der Lymphozyten, groRer gewahlt und der Anteil
innerhalb aller lebenden CD45" Zellen bestimmt. Im Median waren die CD14" Zellen der TIL,
NIL und PBMZ nicht unterschiedlich. Es gab jedoch 6 TIL, deren Anteil an CD14" Zellen lber
dem Median lag (zwischen 25 % und 77 %). Wie weitere Analysen der Arbeitsgruppe, neben
denen aus dieser Arbeit zeigten, sind die Mehrzahl der CD14" Zellen im RCC auch CD209-
positiv und stellen somit einen neuen, speziell im Tumormilieu differenzierten Phanotyp an
myeloischen Zellen dar (Manuskript in Bearbeitung). Ebenso zeigte sich, dass Tumoren mit
hohem CD209" Zellgehalt selten TNM-Klassifikationen mit einem guten prognostischen
Ausgang hatten. Daher wurde vor allem auch in dieser Arbeit der Einfluss dieser Zellen auf
die zytotoxischen Effektorlymphozyten (ZTL und NK-Zellen) untersucht. Die diesbeziiglich

erhaltenen Ergebnisse werden spater diskutiert.

7.4 Charakterisierung der T- und NK-Zellen in TIL und NIL

Wie bereits erwahnt, konnte im Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe des Degranulationstests
gezeigt werden, dass direkt aus dem Tumor isolierte CD3'CD8" und NK-Zellen eine sehr
geringe Degranulationsaktivitat aufweisen. Damit wurden die zuvor mit Hilfe des 4 Std.
Chromfreisetzungstest erworbenen Daten (Schleypen et al., 2006), die einen Mangel an

Iytischer Aktivitat gezeigt hatten, mit einem neuen Test, der direkt die Aktivitat der
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Effektorzellen abfragt, bestatigt. Der CD107-Mobilisierungstest ermdglicht direkt die
funktionelle Kapazitat bzw. funktioneller Inaktivierung der Effektorzellen abzufragen. Da die
T-Zellen mit anti-CD3-Antikérpern, welche an die P815-Zelllinie gekoppelt waren, und NK-
Zellen mit der MHC-Klasse-l-negativen Zelllinie K562 stimuliert wurden, kann eine
funktionelle Inaktivitat nicht durch eine suboptimale Stimulation erklart werden. Beim
Nachweise der Degranulationsfahigkeit wurde nicht mit PMA/lonomyzin stimuliert, um eine
physiologische Stimulation nachzuahmen und auch Defekte, die direkt am TZR vorkommen
kdnnen, nicht zu Ubersehen. Die Ergebnisse dieser Arbeit, als auch weitere Untersuchungen
der Arbeitsgruppe zur Granulaexozytose in RCC-Gewebeschnitten, deuten darauf hin, dass
die Lymphozyten im Tumorgewebe in einem funktionell inaktiven Zustand vorliegen. Die
Effektorzellen der NIL dagegen zeigten im CD107-Oberflachenmobilisierungstest funktionelle
Aktivitat. Somit kann ausgeschlossen werden, dass die funktionelle Inaktivitat der TIL durch
die Isolierungsmethode induziert wurde. Vielmehr scheint eine spezifische, durch das
Tumormilieu bedingte Inaktivierung vorzuliegen. Eine mdgliche funktionelle Inaktivitat der
tumorinfiltrierenden Lymphozyten wurde bislang nur indirekt aus klinischen Beobachtungen
abgeleitet, weil die Tumoren trotz einer hohen Anzahl an TIL nicht abgestof3en wurden.
Durch die hier erhobenen Daten wurde somit die funktionelle Inaktivitat der
tumorinfiltrierenden Lymphozyten direkt gezeigt. Desweiteren wurde in dieser Arbeit gezeigt,
dass die funktionelle Inaktivitat isolierter TIL bereits durch eine zweitdgige Aktivierung der
TIL in niedrigdosiertem IL-2 aufgehoben werden kann; die Inaktivitat der TIL ist demnach
reversibel. In den hier untersuchten TIL war die funktionelle Aktivitdt nach der IL-2-
Kultivierung bei den CD3"CD8" Zellen der TIL im Median auf das 6-fache und bei den NK-
Zellen der TIL auf das 4-fache im Vergleich zu den unbehandelten, nativen Zellen
angestiegen. Diese durch die IL-2-Kultivierung erworbene funktionelle Aktivitat der NK-Zellen
korrelierte mit dem Anteil der NK-Zellen innerhalb der Lymphozyten von unbehandelten TIL.
Schleypen et al zeigten (Schleypen et al., 2006), dass NK-Zellen von TIL, die einen NK-
Anteil von Uber 20 % aufweisen, lytische Aktivitdt gegenuber MHC-Klasse-I negativen
Tumorzellen nach In-vitro-Kultivierung aufwiesen. Eine bestatigende Korrelation ergab sich,
indem der Anteil der degranulierenden NK-Zellen nach IL-2-Kultivierung mit dem Prozentsatz
der NK-Zellen in unkultivierten TIL korrelierte. Somit sind NK-Zellen in TIL, die einen hohen
Anteil an NK-Zellen besitzen, aufRerhalb des Tumormilieus besser reaktivierbar. Auch der
Anteil Perforin-positiver Zellen innerhalb der NK-Zellen in TIL im unbehandelten Zustand
korrelierte mit der Fahigkeit zur CD107-Mobilisierung nach IL-2-Kultivierung. Offensichtlich
sind NK-Zellen mit einem hohen Anteil Perforin-positiver Zellen weniger durch das
Tumormilieu inhibiert und kénnen die funktionelle Aktivitat daher besser wieder erlangen. Mit
drei TIL wurde eine Kultivierung ohne IL-2 durchgeflhrt. Dabei zeigte sich, dass NK-Zellen

kein IL-2 bendtigten um die Fahigkeit zur Degranulation zu erlangen. Denkbar ware, dass
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inhibitorische Zellpopulationen verringert werden oder ganz verschwinden. So war im
unkultivierten Zustand ein deutlich hoherer Anteil an CD14" Zellen in der
Leukozytenpopulation der TIL enthalten als nach der IL-2-Kultivierung. Vermutlich
adharierten die CD14" Zellen am Plattenboden, wurden nicht mitgeerntet und waren daher
bei der Funktionsabfrage nicht anwesend. Weitere Untersuchungen (gezieltes Entfernen von
Subpopulationen) sind nétig, um diese Vermutungen zu konkretisieren.

Die CD3'CD8" Zellen in TIL hingegen benétigten IL-2 um Degranulationsfahigkeit zu
erlangen. |hre Degranulationsfafhigkeit blieb ohne IL-2 deutlich unter dem Anteil der mit IL-2-
kultivierten TIL (Daten nicht gezeigt). IL-2 kénnte somit eine direkte Rolle bei der Reversion
von Degranulationsdefekten der CD3*CD8" Zellen der TIL spielen, indem diese direkt durch
IL-2 aktiviert werden. Auch eine indirekte Rolle ist denkbar, indem andere Zellpopulationen,
wie die NK-Zellen aktiviert werden, welche dann wiederum die funktionelle Aktivitat der T-

Zellen fordern konnten.

Die funktionelle Konsequenz einer Degranulation ist die lytische Aktivitdt. Dazu missen die
lytischen Granula mit den Zytotoxinen Perforin und Granzym B geflllt sein, da diese eine
entscheidende Rolle bei der Eliminierung von Tumorzellen spielen und bei ihrer Abwesenheit
Tumoren schneller wachsen (van den Broek et al., 1995; Smyth et al., 1999). Ein groRer
Anteil der CD8" T- und NK-Zellen der TIL war Perforin- und Granzym B-negativ. Somit wére,
selbst wenn die Zellen degranulieren wirden, eine TumorabstoBung nicht zu erwarten.
Allerdings sind auch ZTL aus Perforin-knockout-Mausen beschrieben, die Tumoren in vivo
abstofRen (Seki et al., 2002). Wir konnten aber innerhalb der Arbeitsgruppe mit Hilfe unserer
In-vitro-Systeme zeigen, dass ZTL, die Perforin-negativ gemacht wurden, nicht lytisch sind.
Dies konnte auch hier fir die NK-Zellen bestatigt werden. Dabei zeigte sich, dass Perforin-
reduzierte NK-Zellen unabhangig von der Granzym B-Expression Zielzellen nicht lysierten.
Dies zeigt zu mindestens in vitro die Bedeutung des Perforins fir die Bekdmpfung von
Tumorzellen.

Durch IL-2-Kultivierung konnten Perforin- und Granzym B-Defizite revertiert werden.
Allerdings reichte eine bloflke Kultivierung ohne IL-2 nicht aus, um die Perforin- und Granzym
B-Expression in NK-Zellen der TIL zu induzieren. Die Expression von Perforin war in NK-
Zellen nach der Kultivierung der TIL ohne IL-2 sogar niedriger als im Ausganszustand und
die Expression von Granzym B vergleichbar mit dem Ausgangszustand. Somit sind die NK-
Zellen der TIL nach der Kultivierung ohne IL-2 zwar fahig zur Granulaexozytose aber
vermutlich nicht lytisch. Dies soll in zukunftigen Experimenten getestet werden.

Auch bei den CD3'CD8" Zellen der TIL blieb bei Kultivierung ohne IL-2 die deutliche
Induktion der zytolytischen Proteine, wie sie bei der Kultivierung mit IL-2 beobachtet wurde,

aus. Zwei der drei TIL zeigten doppelt so viele und ein TIL halb so viele Perforin-positive
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CD3*CD8" Zellen nach der Kultivierung ohne IL-2 im Vergleich zum Ausgangzustand. Die
Granzym B Expression veradnderte sich durch die Kultivierung ohne IL-2 nicht. Die
Induktionen der zytolytischen Proteine in CD3*CD8" Zellen der TIL bendtigt IL-2 (Daten nicht
gezeigt).

Ein weiterer Mechanismus des Tumormilieus eine Tumorzellzerstdrung durch NK-Zellen zu
verhindern, ist die Abregulation aktivierender NK-Zellrezeptoren. Bei den hier untersuchten
TIL zeigte sich eine stark verminderte Population NKp46-positiver NK-Zellen. NKp46 ist der
bedeutendste zytotoxizitdtsvermitteinde Rezeptor (Sivori et al., 1999) und wichtig fir die
Tumorzellerkennung. Ein beschriebener Mechanismus, der zum Verlust des NKp46-
Rezeptors flihren kann, ist der Abbau von Tryptophan zu L-Kynurenin durch 2,3-
Dioxygenase (IDO). Durch eine hohe IDO-Aktivitat im Tumor wird das Abbauprodukt L-
Kynurenin angereichert, welches die Expression von NKp46 inhibiert und das dartber
vermittelte Abtdten von Tumorzellen (Della Chiesa et al., 2006). RCC-Zellen kdnnen in vitro
IDO exprimieren (Riesenberg et al., 2007).

NKG2D ist ein weiterer aktivierender NK-Rezeptor. Seine Expression wir duch
Ligandbindung (MICA/B) abreguliert und fuhrt zu inhibierten NK-Zellen. Lésliche MICA-
Liganden werden vom RCC produziert und dies soll ein immuninhibitorischer Mechanismus
des Nierenzellkarzinoms sein. (Groh et al., 2002; Holdenrieder et al., 2006). Allerdings war
hier eine NKG2D-Abregulation bei den NK-Zellen in TIL nicht nachzuweisen.

ZTL und NK-Zellen zeigten erhdhte Expression des CD69-Rezeptors, welcher als friiher
Aktivierungsmarker gilt. Gleichzeitig waren sie aber funktionsinhibiert. Da CD69 in CD8" T-
und NK-Zellen der TIL aber nicht der NIL erh6ht war, scheinen fir die Induktion von CD69
tumorassoziierte Faktoren verantwortlich zu sein. Die erhdhte CD69-Expression kdnnte
durch chronische Aktivierung im Tumormilieu bedingt sein und ein Zeichen von Erschépfung

darstellen. Dies ist auch in anderen Situationen beschrieben (Sancho et al., 2005).

7.5 Induktion des NK-TIL Phanotyps bei NK-Zellen gesunder

Spender durch tumormilieuadaptierte In-Vitro-Kultur

In der vorliegenden Arbeit konnten einige Unterschiede zwischen NK-Zellen in TIL und NIL
bzw. PBMZ aufgedeckt werden, die mit verringerter funktioneller Kapazitat assoziiert sind.
Analysen zum Mechanismus waren auf Grund geringer Zellzahlen mit TIL und NIL nicht

moglich. AuRerdem gibt es keinen Vergleichswert, wie die Zellen vor dem Einwandern ins
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Tumormilieu ausgestattet waren. Wenn das Tumormilieu in vitro rekapituliert werden kann,
dann kdnnten zu Grunde liegende Mechanismen aufgeklart werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei In-vitro-Kokulturmodelle etabliert und evaluiert. Es
zeigte sich, dass eine hohe Tumorzellzahl, aber nicht eine niedrige, zum Verlust von Perforin
und NKp46 fiihrte. Die Bedeutung des Zell-Zell-Kontaktes, unabhangig von Tumorzell-
produzierten Faktoren, zeigte sich durch die Verwendung einer hohen Anzahl an fixierten
Tumorzellen, die hier ebenfalls den Verlust von Perforin und NKp46 induzieren konnten.
Losliche Tumormilieufaktoren allein hatten keinen Einfluss auf die Perforin- oder NKp46-
Expression der NK-Zellen. Dies steht im Gegensatz zur Beobachtung bei T-Zellen, in
welchen l6sliche Faktoren zum Perforinverlust flhrten. Neben einer verminderten
Markerexpression war auch die Degranulationsfahigkeit der NK-Zellen nach der Kultivierung
mit einer hohen Tumorzellzahl deutlich reduziert. Losliche Milieufaktoren hatten geringeren
inhibitorischen Einfluss. Diesbezuglich waren die NK-Zellen mit den ZTL vergleichbar.

Mit Hilfe des Suspensionskultursystems mit hoher Tumorzellzahl konnten aus NK-Zellen
gesunder Spender solche mit Defiziten in der NKp46-Expression, der
Degranulationsfahigkeit und der lytischen Aktivitat induziert werden. Als Ursache fur die
Induktion dieser Defekte wurde Zellkontakt identifiziert. Andere Eigenschaften der NK-Zellen
der TIL, wie der niedrige Anteil an Granzym B- bzw. der hohe Anteil an CD69-positiven
Zellen, wurde im In-vitro-Kokultivierungsmodell nicht beobachtet. Somit scheint die
Kokultivierung mit einer hohen Tumorzellzahl nicht exakt den Gegebenheiten im Tumor zu
entsprechen. Dennoch war dieses System sinnvoll, weil eine NK-Zellpopulation mit Defizienz
in NKp46 und Perforin generiert werden konnte und somit die Bedeutung dieser Marker fur
die lytische Aktivitat untersucht werden kann. Dies ist mit TIL-Proben schwierig, weil sie
komplexe Zellpopulationen und verschiedene Anteile an NK-Zellen aufweisen. NK-Zellen, die
mit einer hohen Tumorzellzahl kokultiviert wurden zeigten keine lytische Aktivitat gegentber
K562. Losliche Faktoren spielten eine untergeordnete Rolle, da auch fixierte Tumorzellen
diese Defekte auslosten. Als Ursache flir das Ausbleiben der lytischen Konsequenz ist
primar die beobachtete Inhibition der Degranulation, da Degranulation fir die Ubertragung
der lytischen Proteine in die Zielzelle noétig ist. Die Ursache fur das Ausbleiben der
Degranulation ist derzeit nicht geklart. Eine mogliche Erklarung konnte im Syntaxin 11 liegen,
welches ein SNARE (engl.: soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor)
Protein ist und wichtig fir die Fusion biologischer Membranen. Bryceson et al (Bryceson et
al., 2007) zeigten, dass in NK-Zellen von Patienten mit FHL-4 (Familidre hdmophagozytische
Lymphohistiozytose, Gendefekt im Syntaxin-11) die Degranulation blockiert ist. Ob im
Tumormilieu Syntaxin-11-Protein abreguliert wird ist derzeit noch nicht untersucht.

Das In-vitro-Kokultivierungsmodell mit einer hohen Tumorzellzahl brachte defizitare NK-

Zellen hervor, die dem In-situ-Phanotyp der NK-Zellen in TIL mit reduziertem Anteil an
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Perforin- und NKp46-positiven Zellen, sowie verringerter Degranulationsfahigkeit ahnlich
waren. Jedoch fehlten Merkmale der NK-Zellen der TIL, wie der reduzierte Granzym B-Anteil
oder die Induktion von CD69. In einem zweiten In-vitro-Modell wurden Tumorzellen als
dreidimensionale ,Mikrotumoren® mit NK-Zellen kultiviert. Dies reflektiert die in vivo Situation
in vielen Eigenschaften, wie Nahrstoff-, Metabolit- und Sauerstoffgradienten (Friedrich et al.,
2009). Die Inkubation gesunder Spender NK-Zellen mit RCC-Spharoiden induzierte den
identischen Phanotyp der NK-Zellen der TIL: So traten jetzt mit Verlust von Perforin und
NKp46 auch die vorher nicht beobachtete Reduktion von Granzym B und Induktion von
CD69 auf. Mit Hilfe des Spharoidmodells kdnnen nun weitere Untersuchungen durchgefihrt
werden, wie beispielsweise NK- und auch T-Zellen manipuliert werden missen, damit sie
dem Inhibitionsmechanismus des Tumormilieus wiederstehen kdénnen. Ebenso kénnte
getestet werden, ob durch die Zugabe von Zytokinen oder anderen Stoffen zu der

Spharoidkultur die Effektorzellfunktion gestarkt und Tumorzellen abgetdtet werden kénnen.

7.6 Induktion von 2B4 und Verlust von SAP in NK-Zellen als ein

Mechanismus der funktionellen Inhibition im Tumormilieu

Die Korrelationsanalysen der TIL-Daten ergaben eine inverse Beziehung zwischen dem
Anteil 2B4-positiver NK-Zellen in TIL und dem Anteil CD107-positiver NK-Zellen. Je mehr
2B4-positive NK-Zellen in TIL vorhanden waren, desto schlechter war die Zielzell-induzierte
Fahigkeit zur Degranulation. Es ist bekannt, dass der 2B4-Rezeptor eine duale Rolle
hinsichtlich der Funktionalitdt der NK-Zellen besitzt (Chlewicki et al., 2008). Entscheidend
dabei ist das Adaptermolekil SAP, welches bei Anwesenheit eine aktivierende und bei
Abwesenheit eine inhibierende Signalkaskade einleitet (Parolini et al., 2000). In der humanen
Dezidua wurden NK-Zellen beschrieben, deren Aktivitdt durch Quervernetzen des 2B4-
Rezeptors inhibiert wurde. Neben der zytolytischen Aktivitdt wurde auch die IFN-y-Produktion
unterdrickt. Als Grund hierfir wurde die defizitdre Expression des SAP-Proteins in NK-
Zellen nachgewiesen, wodurch die NK-Zellen der Dezidua durch CDA48-positive Zellen
inhibierbar wurden (Vacca et al., 2006). Nahezu alle NK-Zellen in TIL exprimierten den 2B4-
Rezeptor. Die beobachtete inverse Korrelation zwischen dem Anteil 2B4-positiver NK-Zellen
und deren Degranulationsfahigkeit, kénnte durch das Fehlen des SAP-Molekiils bedingt sein.
In den TIL konnte die SAP-Expression nicht gemessen werden, da eine Abgrenzung von
positiver und negativer Fluoreszenz fir SAP nicht eindeutig erkennbar war. Im In-vitro-
System konnte aber gezeigt werden, dass sowohl durch die Suspensionskokultivierung mit

einer hohen Tumorzellzahl, als auch durch die Migration ins Spharoid, der 2B4 Rezeptor auf
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den NK-Zellen hochreguliert wurde und SAP abnahm. Somit kénnte der Verlust des SAP-
Molekuls einen Mechanismus der tumorbedingten NK-Zell-Inhibition, &hnlich dem in der

Dezidua, darstellen.

7.7 Tumormilieuinduzierte RCC- DZ zeigen keine inhibitorischen
Effekte auf NK- und zytotoxische T-Zellen

Die RCC-DZ, welche von einer Kollegin aus der Arbeitsgruppe durch Farbungen von
Gewebeschnitten als tumorrresidente Leukozytenpopulation entdeckt worden war, konnten
auch in der TIL-Population ex vivo mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen werden.
Ebenso konnte gezeigt werden, dass dieser Phanotyp entsteht, wenn Monozyten in
Sphéaroide einwandern, also einem Tumormilieu ausgesetzt sind. Diese RCC-DZ waren im
Gegensatz zu klassischen DZ CD48 positiv. Da DZ an der Balance zwischen Aktivitat und
Inhibition der Immunantwort beteiligt sind (Steinman, 2007), wurde vermutet, dass diese
RCC-DZ eventuell die funktionellen Defizite der NK-Zellen und CD3*CD8" in TIL
mitverschulden wirden. Literaturdaten zeigen, dass CD209'CD14" Zellen in der Dezidua
friher Schwangerschaften die NK-Zellpopulation negativ regulieren, um den allogenen
Embryo zu schitzen (Kammerer et al., 2003). In Analogie konnten ahnliche Zellen im
Tumormilieu die Immunkompetenz verhindern und dadurch die Fortdauer des Tumors
gestatten. Ergebnisse der In-vitro-Kokultivierung von RCC-DZ mit NK-Zellen erbrachte
jedoch keine Evidenz, dass die RCC-DZ die funktionelle Aktivitat der NK-Zellen beeinflussen.
Bei Kokultivierung mit RCC-DZ und auch mit klassischen DZ sank zwar der Anteil Perforin-
und NKp46-positiver NK-Zellen und der Anteil CD69-positiver NK-Zellen stieg (nur bei
Kokultur mit RCC-DZ), aber es hatte keinen Einfluss auf die Zielzell-induzierte Degranulation
oder lytische Aktivitat der NK-Zellen. Praliminare Untersuchungen in Tumorgeweben mittels
Mehrfarbenfluoreszenzfarbung und Auswertung am Konfokalmikroskop deuten weiterhin
darauf hin, dass Interaktionen zwischen NK-Zellen und CD209" CD14" DZ im Tumorgewebe
selten sind, wahrend Kontakte mit T-Zellen haufig vorkommen. In diesen Kontakten zeigten
die T-Zellen allerdings keine verringerte CD3C- und CD3e-Expression. Auch in der In-vitro-
Kokultur induzierten die RCC-DZ keine Abregulation von CD3( oder CD3¢ in ZTL . Ebenso
induzierten sie weder Apoptose, noch inhibierten sie die Zytotoxizitdt oder die
Zytokinproduktion von ZTL. RCC-DZ scheinen somit auch auf ZTL keine inhibitorischen

Effekte auszuliben.
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7.8 Defekte in der Phosphorylierung distaler Signalproteine in
Effektorzellen der TIL

Es konnte nachgewiesen werden, dass die T- und NK-Effektorzellen der TIL bei Stimulation
keine funktionelle Aktivitat zeigten. Daher wurden Defekte in der Signalkaskade vermutet.
Zum Nachweis der Phosphorylierung von Signalproteinen musste erst ein Protokoll fur die
Durchflusszytometrie etabliert werden. Ebenso musste die richtige Art und Dauer der
Stimulation, um die Phosphorylierung der unterschiedlichen Proteine zu induzieren, ermittelt
werden. Es wurden letztendlich Daten zur Phosphorylierung von LCK an Tyr505, ZAP70,
PLC-y2, ERK und AKT generiert.

Literaturdaten lieRen vermuten, dass die Phosphorylierung proximaler Signalmolekdle in
Effektorzellen der TIL defekt sein kénnte. So wurde in einer humanen Tumor-Impfstudie
beobachtet, dass eine erhohte LCK-Phosphorylierung des inhibitorischen Tyr505 fur
peptidspezifische, nichttumorreaktive CD8" T-Zellen charakteristisch war (Beyer et al., 2009).
Andere Daten in Mausmodellen zeigten, dass CD8" tumorinfiltrierende T-Zellen im
proximalen T-Zellrezeptorsignal gestort sind (Monu et al., 2007). Im Gegensatz dazu wiesen
die in dieser Arbeit untersuchten NK- und CD3" Zellen der TIL keine
Phosphorylierungsdefizite in den proximalen Signalmolekiilen wie LCK, ZAP70 und PLC-y2
auf. Dagegen zeigten beide Effektorzellgruppen der TIL nach Stimulation eine reduzierte
ERK- und AKT-Phosphorylierung. Es konnte gezeigt werden, dass die verminderte ERK-
Phosphorylierung nicht auf einer reduzierten Proteinexpression beruht, da TIL und Kontrollen
gleich viel ERK-Protein aufzeigten. Fur die T- und NK-Zell-Effektorfunktionen - Degranulation
und Zytokinproduktion - stellen ERK und AKT wichtige Signalmolekile dar (Berg et al., 1998;
Jiang et al., 2000). Eine schematische Darstellung des Signalweges und der beobachteten

Phosphorylierungsereignisse in TIL ist in Abb. 7-1 zusammengefalit.
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Wachstumsfaktoren

MEK

NFAT Zellkern

Abb. 7-1: Unterschiede in der stimulationsinduzierten Phosphorylierung einiger Signalproteine
in TIL im Vergleich zu PBMZ und NIL

Gezeigt sind die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Signalproteine (rot) sowie der Einfluss des
Tumormilieus auf die Phosphorylierung dieser Proteine (schwarze Pfeile). Die Phosphorylierung nach
Stimulation von LCK, ZAP70 und PLC-y2 war in den Effektorzellen der TIL vergleichbar mit den Zellen
der NIL und PBMZ (horizontale Pfeile), jedoch die von ERK, AKT, GSK3 und IxB war reduziert
(senkrechter Pfeil nach unten).

Ein Zusammenhang zwischen ERK- und AKT-Phosphorylierung und der funktionellen
Aktivitat wurde auch durch die Analyse der IL-2-kultivierten TIL bestarkt. Die durch die IL-2-
Kultivierung verbesserte Degranulation und IFN-y-Produktion der CD3" und NK-Zellen in TIL
ging einher mit einer starkeren Phosphorylierung von ERK und AKT. Dies deutet darauf hin,
dass die durch das Tumormilieu induzierte Blockade in der ERK- und AKT-Phosphorylierung
reversibel war.

Durch eine aktive AKT-Kinase werden nachfolgende Proteine, wie beispielswiese die Foxo
Transkriptionsfaktoren, phosphoryliert und somit unterdriickt. Ein Zielgen dieser
Transkriptionsfaktoren ist das Zellzyklusprotein p27kip. Eine hohe p27kip Proteinexpression
fuhrt zum Zellzyklusarrest, da es ein Zellzyklus regulatorischer mitotischer Inhibitor der CDK-
Aktivitat ist. Die beobachtete hohe Expression in TIL kdénnte bedeuten, dass die TIL im
Tumormilieu im Zellzyklus arretiert sind. Hier wurde gezeigt, dass durch IL-2-Kultivierung die

konstitutive AKT-Phosphorylierung hoher lag und die p27kip-Expression reduziert war als in
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unkultivierten TIL. Ob mit der Reduktion von p27kip ein Eintritt der TIL in den Zellzyklus
einhergeht, soll durch Analyse weiterer Zellzyklusproteine wie Cyclin D und Cyclin E
untersucht werden.

Die reduzierte ERK-Phosphorylierung in TIL konnte auch durch eine weitere Methode,
namlich durch das Multiplex-Verfahren (Phosphoplex-Bestimmung), bestatigt werden.

Ferner brachte diese Methode hervor, dass auch Signalmolekile, wie GSK3 und I«B, die von
einer aktiven AKT-Kinase phosphoryliert werden wirden, bedingt durch das Ausbleiben der
AKT-Phosphorylierung im Tumormilieu, ebenfalls nicht phosphoryliert wurden. Das
Ausbleiben der Phosphorylierung von IkB im Tumormilieu hat zur Folge, dass IkB nicht
abgebaut wird und NFxB im Zytoplamsa zuriick gehalten wird. Dies flhrt dazu, dass es
seine Aufgabe als Transkriptionsfaktor flir Gene der Proliferation und Zytokinproduktion nicht
erfillen kann. GSK3 wird durch die AKT-vermittelte Phosphorylierung inhibiert. Bleibt die
AKT-Phosphorylierung im Tumormilieu aus, ist dort GSK3 aktiv und phosphoryliert NFAT,
was zum Riucktransport ins Zytoplasma flihrt, sodass es im Zellkern keine Gene fiir Zytokine
wie IL-2 anschalten kann. Diese Vorgange und die nachgewiesenen Veranderungen in TIL

und Konsequenzen sind in Abb. 7-2 zusammengefaldt.

NFAT NFAT | —— zytoplasmatisch
)

Abb. 7-2: Mégliche Auswirkungen der reduzierten AKT-Phosphorylierung in den Effektorzellen
der TIL auf nachfolgende Signalproteine

NF«B liegt an IkB gebunden zytoplasmatisch vor. Da IkB durch die inaktive AKT nicht phosphoryliert
wird, wird kB nicht ubiquitinyliert und nicht degradiert. Somit kann NFxB nicht in den Zellkern
wandern. Ebenso wird GSK3 nicht durch die inaktive AKT phosphoryliert und gehemmt, sondern ist
aktiv und phosphoryliert NFAT, welches dadurch zytoplasmatisch vorliegt, da es nicht in den Zellkern
migrieren kann.
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Die nachgewiesenen, durch das Tumormilieu induzierten, Defekte in den Signalmolekulen
ERK und AKT kénnen den Verlust der Effektorfunktionen erklaren und nehmen Einfluss auf
Proliferation und Uberleben der NK- und T-Zellen in TIL. Da proximale Schritte bis zur PLC-y
offensichtlich in TIL normal induziert wurden, wird vermutet, dass sich eine Blockade
zwischen PLC-y und den spaten Signalmolekilen ERK bzw. AKT befinden muss. In dieser
Position befindet sich unter anderem Diazylglyzerol (DAG). In der Literatur wurde
beschrieben, dass durch Diazylglyzerolkinase (DGK) DAG zu Phosphatidylsaure (PA)
abgebaut wird und Anergie in CD4" T-Zellen induziert wurde (Zha et al., 2006). Ein Abbau
von DAG wurde die Signalweiterleitung unterbrechen und sich in einer reduzierten ERK- und
AKT-Phosphorylierung ausdricken. Hier konnte gezeigt werden, dass durch den
pharmakologischen Inhibitor der DGK (DGK-I) der Verlust der Degranulationsfahigkeit der
CD3" und NK-Zellen im In-vitro-Kokultivierungsmodel verhindert werden konnte. Zusatzlich
war in Anwesenheit des DGK-Inhibitors die Zielzell-induzierte Fahigkeit zur Degranulation in
funktionell defizienten T- und NK-Zellen der TIL verbessert. Es konnte auch gezeigt werden,
dass sowohl T- als auch NK-Zellen der TIL mehr DGK besalien als die Zellen der NIL. Somit
kénnte eine Uberexprimierte DGK und die damit einhergehende Reduktion verfligbaren
DAGs ein Inhibierungsmechanismus in den Effektorzellen der TIL sein. Eine DGK-Inhibition
bei Tumorpatienten, eventuell auch in Kombination mit adoptivem Zelltransfer, kénnte die TIL

funktionell reaktivieren und zum Funktionserhalt adoptiv transferierter Zellen beitragen.
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7-AAD 7-Aminoactinomycin D

Ak Antikorper

APC Allophycocyanin

CD engl.:cluster of differentiation

CML engl.:cell mediated lysis

Cy5 Cyanin 5

DAG Diazylglyzerol

DGK Diazylglyzerolkinase

DGK-I Diazylglyzerolkinaseinhibitor

DNS Desoxyribonukleinsdure

DZ dendritische Zelle

ERK extrazellular regulierte Kinase

FACS engl.: fluorescence activated cell sorting
FcR Fc-Rezeptor

FITC Fluorescin-Isothiocyanat

FKS fotales Kalberserum

FSC engl.: forward scatter (Vorwartsstreuung)
GM-CSF Granulozyten/Makrophagen-Kolonie stimulierender Faktor
GSK3 Glykogen Synthase Kinase-3

Gy Gray

HLA humanes Leukozyten Antigen

HS Humanserum

IL Interleukin

IFN-o Interferon-alpha

ITAM Tyrosin-basiertes Aktivierungsmotiv
ITIM Tyrosin-basiertes Inhibitionsmotiv

IxB Inhibitor von NFxB

JNK c-Jun-N-terminale Kinase

MACS engl.: magnet activated cell sorting
MAPK Mitogen aktivierte Proteinkinase

MFI mittlere/mediane Fluoreszenzintensitat
Min. Minute
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NF«B nuklearer Faktor kappa B

NIL normalniereninfiltrierende Lymphozyten

NK-Zelle natdrliche Killerzelle

PB Pacific Blue

PBL engl.: peripheral blood lymphocytes
(Lymphozyten des peripheren Blutes)

PBMZ engl.: peripheral blood mononuclear cells
(mononukleare Zellen des peripheren Blutes)

PBS engl.: phosphate buffered saline
(Phosphatgepufferte Kochzalzésung)

PE Phycoerythrin

PFA Paraformaldehyd

Pl Propidiumjodid

PI3K Phosphatidylinositol-3-Kinase

PLC Phospholipase C

PMA Phorbol-12-myristat-13-Acetat

RCC engl.: renal cell carcinoma (Nierenzellkarzinom)

rpm engl.: rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)

RPMI 1640 engl.: Roesewell Park Memorial Institute Medium 1640

SEM engl.: standard error of the mean

Ser Serin

Std. Stunde

Thr Threonin

TIL tumorinfiltrierende Lymphozyten

TNF-a Tumornekrosefaktor-alpha

TZR T-Zell-Rezeptor

U Unit (Einheit)

uv Ultraviolett

Tyr Tyrosin

ZTL Zytotoxischer T-Lymphozyt
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