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1. Einleitung
1.1. Tumorimmunologie

1.1.1. Tumor-Immunoediting-Konzept

Die Tumor-Immunoediting-Hypothese erklart den Prozess der Immunuberwachung und

Tumorentwicklung und damit die Krebsentstehung in immunkompetenten Organismen.

Nach dieser Hypothese werden in der Interaktion von Tumorzellen und Immunzellen
die drei Phasen Eliminierung, Equilibrium und Entkommen unterschieden. Die erste
Phase postuliert die Immuntberwachung und Tumorsuppression durch das
Immunsystem, das Tumorzellen detektieren und eliminieren kann. Eine unvollstandige
Elimination und die kontinuierlich ablaufenden Mutationen im Tumorgewebe kénnen
dabei die Entwicklung zahlreicher Tumorzellvariationen bewirken. Diese kbénnen die
Phase der Elimination Uberleben und in die zweite Phase des Equilibriums eintreten.
Die Phase des Equilibriums kennzeichnet eine veranderte tumorale Immunogenitét,
welche eine verminderte Detektion und Elimination durch das Immunsystem bedeuten
kann. Das Equilibrium entspricht also der Balance zwischen immunologischer Kontrolle
durch die Immunantwort und der Persistenz von Tumorzellklonen. Diese Balance kann
durch die zunehmende Selektion genetisch instabiler Tumorzellen, anti-tumorale
immunologische Mechanismen untergraben. In der letzte Phase des Entkommens
kommt es schlieBlich zur klinischen Manifestation der Tumorerkrankung (Dunn et al.
2004, Matsushita et al. 2012).

Zusammengefasst postuliert die Immunoediting-Hypothese die protektive
Kontrollfunktion durch Destruktion von Tumorzellen neben der Tumorprogression durch
die Selektion oder Entstehung immunologisch silenter Tumorphanotypen (Khong and
Restifo 2002, Schreiber et al. 2011).

1.1.2. Tumor-Immunitats-Zyklus

Der Tumor-Immunitats-Zyklus ist ein Modell, welches die molekularen und zellularen
Mechanismen des Immunsystems zur Etablierung einer anti-tumoralen Antwort erklart.
Er liefert die konzeptuelle Grundlage, um Angriffspunkte flir neue immuntherapeutische
Strategien zu identifizieren. Im Folgenden wird die Theorie seiner einzelnen Schritte
mit Beispielen translationaler Forschungsschwerpunkte erklart, um die konzeptionelle
Einbettung des Promotionsprojektes zu verdeutlichen (Chen and Mellman 2017).
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Abbildung 1: Tumor-Immunitats-Zyklus. Abbildung nach (Chen and Mellman
2013). Die Prasentation von Tumorantigenen durch Antigen-prasentierende Zellen
bewirkt die T-Zellaktivierung und fihrt zur Tumorrejektion durch die Amplifikation der

T-Zell-Antwort.

Die Freisetzung von Antigenen durch Tumorzellen initiiert die anti-tumorale

Immunantwort. In Abgrenzung zu Tumor-assoziierten Antigenen und Tumor-Testis-

Antigenen verfigen Tumor-spezifische Antigene als direkte Produkte tumor-

spezifischer Mutationen Uber die gréBte Abweichung vom menschlichen Genom. Diese

Neoantigene sind attraktive Zielstrukturen fir die immunologische Unterscheidung

zwischen Tumor- und Normalgewebe durch tumor-spezifische T-Zellen (Gubin et al.

2015, Yarchoan et al. 2017).

Die Aktivierung von T-Zellen erfolgt zunachst durch die Erkennung von Antigenen im
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Kontext des major histocompatibility complex (MHC) auf z. B. Antigen-prasentierenden
Zellen (APC) oder Tumorzellen. Gleichzeitig kommen an diesem Schaltpunkt zwischen
T-Zelle und der Antigen-tragenden Zelle auch bedeutende suppressive Mechanismen
zum Tragen, die eine Hemmung einer tberschieBenden Antwort bedingen. Solche
Mechanismen werden im Allgemeinen als immunologische check-points bezeichnet
und werden von Tumoren als Teil ihrer immunsuppressiven Strategie genutzt. Die
Inhibition dieser check-points mit Antikérpern entfesselt T-Zellen gegen Tumorzellen
und ist Teil der klinischen Routineversorgung in mehreren Tumorentitaten (Callahan et
al. 2016, Wolchok et al. 2017). Jedoch fuhrt die Aktivierung einer nicht tumor-
spezifischen T-Zellreaktivitdt zu Autoimmunitat, die wiederum die Anwendung einer
solchen Strategie limitiert (June et al. 2017, Postow et al. 2018).

Nach Migration der T-Zellen in die Tumormikroumgebung (TME) kommt es zur
Detektion und Eliminierung der Tumorzellen. Funktionelle Analysen dieser T-Zellen
zeigen aber haufig eine ineffektive Zytokinproduktion und Reaktivitat. Tumore
entgehen weiterhin der immunologischen Kontrolle, indem immunsuppressive Zellen
und Molekile des Tumormikromilieus initial funktionale T-Zellen in einen
Erschdpfungszustand versetzen. AuBerdem kénnen proinflammatorische Zytokine, die
T-Zellen selbst ausschutten, T-Zellanergie begtinstigen oder verstarken (Motz and
Coukos 2013, Spranger et al. 2013). Ein Ansatz, um T-Zellen therapeutisch
einzusetzen und gleichzeitig diese Limitationen zu umgehen, ist der adoptive T-Zell-
Transfer (Andersen et al. 2016, Tran et al. 2016).

1.2. Adoptiver T-Zell-Transfer

Adoptiver T Zell-Transfer (AZT) ist der direkte therapeutische Einsatz von T-Zellen. Bei
AZT wird das anti-tumorale Potential von T-Zellen eines Patienten durch Kultivierung
und gegebenenfalls zusétzlich genetische Modifikation in vitro erhéht. AnschlieBend
werden diese T-Zellen mit verbesserten tumorlytischer Kapazitéat autolog reinfundiert.
Im Folgenden werden die unterschiedlichen Modalitaten von AZT erklart.

1.2.1. Tumor infiltrierende Lymphozyten (TIL)

Den Beginn der T-Zell-Therapie bildete die Behandlung von Patienten mit Haut-,
Lungen- und Leberkrebs mit TIL, die aus dem Tumorgewebe isoliert und in vitro
expandiert wurden (Rosenberg et al. 1988). Die Zusammensetzung des zuvor im TME
in vivo geprimten endogenen T-Zellrezeptorrepertoires bestimmt dabei die Erkennung
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und Lyse von Tumorzellen durch den T-Zellrezeptor (TCR) der TIL. Nach Interaktion
des T-Zellrezeptorkomplex bestehend aus einer a-Kette und einer B-Kette mit dem
CD3-Rezeptor komplettieren Antigen-unabhéngige kostimulatorische Domanen das
duale Signal fir die Aktivierung der zytotoxischen Signalkaskade. Der
T-Zellrezeptorkomplex kann dabei nur Antigene detektieren, die tiber MHC-Molekiile
prozessiert und an der Oberflache von Targetzellen présentiert werden (Davis and
Bjorkman 1988). Dieses betrifft intrazellular synthetisierte Peptide inklusive der
Proteinprodukte von tumorspezifischen Mutationen oder den schon beschriebenen
Neoantigenen. Dieses intrazellulare Proteom von Tumorzellen umfasst ein breites
Spektrum von bisher therapeutisch ungenutzten Targetproteinen. Insofern eignen sich
fir den Einsatz von TIL Tumore mit hoher Mutationslast und in der Folge vielen
tumorspezifischen T-Zellen. Dazu gehéren z. B. das Melanom, das Nierenzell- und
Ovarialkarzinom, flr die in unterschiedlichen Phase I/ll-Studien Ansprechraten von bis
zu 50% gezeigt werden konnten. Dabei korrelierte die Dosis, der Anteil der CD8+ TIL
sowie eine kurze Kulturzeit in vitro mit der therapeutischen Wirksamkeit (Besser et al.
2010, Chang et al. 2003, Fujita et al. 1995). Im Gegensatz dazu stehen
Lmmunologisch kalte Tumore“ mit niedriger immunologischer Suszeptibilitat, welche
auch wenig nutzbare TIL besitzen und daher fir diese Art der Therapie eher
ungeeignet sind (Robbins et al. 2013, Schumacher and Schreiber 2015, Zhang et al.
2016). Zudem limitiert die deutlich niedrigere Affinitat des TCR fir Tumorantigene im
Vergleich zu anderen Krankheitspathogenen sowie der haufige Erschépfungszustand
der TIL das zytotoxische Potential dieser T-Zellen und damit ihre therapeutische
Aktivitat (Aleksic et al. 2012, Lee et al. 1999).

1.2.2. TCR-transduzierte T-Zellen

Um T-Zellen eine in naturlicher Weise nicht vorhandene Spezifitat zu verleihen, kénnen
diese gentechnisch modifiziert werden. Dabei muss unterschieden werden zwischen
der genetischen Modifikation von T-Zellen mit tumorspezifischen TCR oder mit
tumorspezifischen artifiziellen chiméren Antigenrezeptoren (CAR) (June et al. 2015,
Schumacher et al. 2015).

Die Generierung von T-Zellen mit tumorspezifischen TCR erfolgt Uber retro- oder
lentivirale T-Zelltransduktion. Zuvor wird die kodierende genetische Sequenz fir den
TCR aus einem bekannten tumorspezifischen T-Zellklon extrahiert und in retro- oder
lentivirale Vektoren kloniert. Bei Antigenen mit hoher Immunogenitéat kann die Sequenz
fr den Antigen-spezifischen TCR direkt aus Patientenmaterial mit spontan
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vorkommenden reaktiven Antigen-spezifischen T-Zellklonen isoliert werden. Fur
Tumorantigene, gegen die aufgrund des Phdnomens der Selbsttoleranz keine
tumorspezifischen T-Zellen gebildet werden, kénnen transgene Mause fir humanes
HLA nach Immunisierung mit entsprechendem Tumorantigen T-Zellen mit Antigen-
spezifischen TCR produzieren. Zudem kénnen mittels Phagen-Display
tumorspezifische TCR mit hoher Affinitat identifiziert werden (Chinnasamy et al. 2011,
Hughes et al. 2005, Li et al. 2005). Die erste erfolgreiche Translation in eine klinische
Studie betraf T-Zellen mit einem fur das Melanom Antigen MART1 spezifischen TCR
(Johnson et al. 2006). Aktuell werden T-Zellen mit tumorspezifischen TCR fir diverse
intrazelluldre und oberflachliche Tumorantigene wie z. B. MAGE-3, Mesothelin und NY-
ESO-1 in zahlreichen klinischen Studien erprobt (Rapoport et al. 2015, Stadtmauer et
al. 2019). Trotz der potenziell hohen Tumorspezifitdt der TCR-transduzierten T-Zellen
birgt ihre MHC-Restriktion den Nachteil, dass analog zur Spenderkompatibilitét bei der
allogenen Stammzelltransplantation die HLA-Gewebemerkmale von Spender und
Empfanger Ubereinstimmen missen. Des Weiteren kdnnen Tumorzellen Uber die
Herunterregulation von MHC-Molekilen der Antigendetektion durch T-Zellen mittels
TCR und damit der immunologischen Kontrolle entkommen. Darlber hinaus ist z. B.
durch molekulares Mimikry oder eine hohe Peptidhomologie auch die Vorhersage von
On-target-off-tumor-Toxizitaten schwer vorherzusehen. Dieses bildet sowohl neben der
MHC-abhangigen Antigenprasentation als auch dem héchst aufwendig personalisierten
HLA-gematchten Transfer der TCR-transduzierten T-Zellen die Rationale fir die
genetische Modifikation von T-Zellen mit chimaren Antigenrezeptoren (Restifo et al.
1993, Thor Straten and Garrido 2016).

1.2.3. CAR-transduzierte T-Zellen

CAR sind synthetische Rezeptoren, die die variable Region eines Antikdrpers fur die
Tumorzellerkennung nutzen. Dieser ist Gber Gelenkdoméne (spacer) sowie
transmembranare Domane mit der intrazelluldren Signalkaskade des TCR, der CD3(
Domane, fusioniert. Die CD3¢ Domane ist assoziiert mit Immunrezeptor-Tyrosin-
basierte aktivierenden Motive (ITAMs), die bedeutend flr die Signaltransduktion sind.
Diese artifiziellen Rezeptoren kénnen als Chimére die Spezifitat eines Antikérpers mit
dem zytotoxischen Potential eines TCR verbinden und ermdglichen die nicht MHC-
restringierte Aktivierung der T-Zelle (Stoiber et al. 2019). Die initial reduzierte
Expansion und Persistenz der ersten CAR-T-Zellen konnte durch die Erhéhung der
Anzahl oder Kombination kostimulatorischer Domé&nen wie z. B. CD28 oder 4-1BB,
welche CAR der zweiten und dritten Generation charakterisieren, verbessert werden
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(Sadelain et al. 2003). In der Klinik haben bisher CD19-spezifische CAR-T-Zellen der
zweiten Generation den gréBten therapeutischen Effekt gezeigt und sind seit August
2018 von der Europaischen Arzneimittelagentur (EMA) fir die Behandlung der
therapierefraktaren rezidivierten (r/r) akuten lymphatischen B-Vorlauferzell-Leukédmie
(BCP — ALL) sowie des r/r diffus groBzelligen B-Zell - Lymphoms (DLBCL) zugelassen
(Locke et al. 2018, Maude et al. 2018). Darlber hinaus werden CAR-T-Zellen der
dritten Generation und zahlreiche weitere CAR-Konstrukte in vielen anderen
Tumorentitaten in klinischen Studien erprobt, wobei aktuell B-cell maturation antigen -
spezifische CAR-T-Zellen zur Behandlung des r/r multiplen Myeloms die
vielversprechendsten klinischen Daten zeigen (Hartmann et al. 2017, Madduri D 2019,
Raje et al. 2019).

1.2.4. Limitationen

Trotz initial hoher Ansprechraten von 50 bis 80 % nach Therapie hamatologischer
Neoplasien mit CD19-spezifischen CAR-T-Zellen zeigen langere follow-up-Daten ein
medianes Gesamtiberleben von 6 bis 12 Monaten, innerhalb dessen ein GrofB3teil der
Patienten rezidiviert. Dieses konnte nur zum Teil mit der Herunterregulation des
Zielantigens CD19 auf Tumorzellen korreliert werden (Locke et al. 2018, Maude et al.
2018, Park et al. 2018, Schuster et al. 2019). In der Behandlung von soliden Tumoren
konnten CAR-T-Zellen ihren therapeutischen Effekt bislang gar nicht reproduzieren
(Beatty et al. 2018, Lamers et al. 2013, Park et al. 2007).

Folgende Immunescape- und Resistenzmechanismen wurden in soliden Tumoren
identifiziert, die fir das Therapieversagen von CAR-T-Zellen und ihre Etablierung als
zellbasierte Immuntherapie in soliden Tumoren relevant sind. Dazu gehdéren die
reduzierte Migration zum Tumorgewebe, die lokale Immunsuppression mit
verminderter Persistenz und Effektorfunktion im TME sowie unzureichende
Antigendetektion und Tumor-spezifische Aktivierung von T-Zellen (Benmebarek et al.
2019, Tokarew et al. 2019).

Solide Tumore zeichnen sich durch die Architektur eines hypoxischen, schlecht
vaskularisierten Stromas mit hohem Anteil extrazellularer Matrix aus, dessen komplexe
Interaktion immunsuppressiver zellularer und molekularer Faktoren die Infiltration und
Aktivierung von T-Zellen unterbinden kann (Ibe et al. 2001, Joyce and Fearon 2015).
Diverse Gruppen konnten zeigen, dass das TME die Infiltration und Aktivierung von
T-Zellen und damit auch auf das Ansprechen T-Zellbasierter Immuntherapien
verhindern kann (Beatty and Moon 2014). Dieses betrifft unter anderem die Expression
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von inhibitorischen Rezeptoren auf Tumorzellen, die eine T-Zelldysfunktion induziert.
Die therapeutische Wirksamkeit von Immun-Checkpoint-Inhibitoren, welche die
Bindung von T-Zellen an diese inhibitorischen Rezeptoren blockt, beruht auf der
Aufhebung dieses Mechanismus (Huang et al. 2017, Riaz et al. 2017). Zudem
zeichnen sich solide Tumoren durch eine veranderte Présentation von Zielantigenen
sowie eine hdhere Antigenheterogenitat im Vergleich zu hamatologischen Neoplasien
aus, welches die Detektion von Tumorzellen durch T-Zellen und konsekutiv die T-
Zellaktivierung inhibiert (Carretero et al. 2008)

Ansétze, die die Wirksamkeit von CAR-T-Zellen in soliden Tumoren verbessern, sind
aktuell beschrankt auf eine verbesserte Aktivierung von CAR-T-Zellen im TME. Hierzu
konnten CAR der vierten und finften Generation in préklinischen Modellen ein
verbessertes anti-tumorales Potential zeigen. CAR-T-Zellen der vierten Generation,
sogenannte TRUCKSs (T cells redirected for antigen-unrestricted cytokine-initiated
killing), kénnen nach der Aktivierung des CAR vermehrt proinflammatorisches
Interleukin-12 sezernieren, welches dann die Produktion weiterer zytotoxischer
Botenstoffe wie IFN-y oder Granzyme B triggern und die tumorlytische Aktivitat
potenzieren kann (Koneru et al. 2015, Pegram et al. 2012). Bei CAR-T-Zellen der
finften Generation kann Uber eine veranderte zytoplasmatische Bindungsdoméane des
IL-2-Rezeptors der Transkriptionsfaktor STAT 3 simultan den physiologischen TCR
aktivieren und bewirkt damit synergistisch die starkere Aktivierung und Proliferation der
CAR-T-Zelle (Kagoya et al. 2018). Andere Strategien beruhen auf Fusionsproteinen
bestehend aus der extrazelluldaren Bindungsdomane von inhibitorischen Rezeptoren
wie z. B. PD-1 und intrazellularer kostimulatorischer Doméane, sodass transduzierte T-
Zellen bei Bindung an Immuncheckpoints wie z. B. PD-L1 aktiviert werden (Kobold,
Grassmann, et al. 2015, Rataj et al. 2018).

Voraussetzung fir jede tumorlytische Aktivitat von T Zellen jedoch ist ihre
Translokation an den Wirkungsort bzw. ihre Migration zum Tumorgewebe und ihre
Persistenz im TME. Besonders in soliden Tumoren gilt die Anreicherung von T-Zellen
im Tumorgewebe als wichtiger pradiktiver Marker (Lim and June 2017). Die
Rekrutierung von zytotoxischen T-Zellen und konsekutiv die Effektivitat T-Zell-basierter
Tumortherapien kann jedoch durch die Prasenz immuninhibitorischer regulatorischer T-
Zellen oder myeloider Suppressorzellen (MDSC) in Tumoren negativ beeinflusst
werden (Bayne et al. 2012, Zhou et al. 2010). Allein schon die quantitative Anderung
des Verhéltnisses von zytotoxischen T-Zellen zu immunsuppressiven Stromazellen

kann eine T-Zell-Immunitat wirksam induzieren (Perna et al. 2014, Yao et al. 2012).
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Eine mdgliche Strategie, Effektorzellen im Tumormilieu anzureichern, représentieren
bispezifische Antikérper, die sowohl an einen korrespondierenden synthetischen
Rezeptor auf transduzierten T-Zellen als auch an Tumorantigene binden und so T-
Zellen und Tumorzellen koppeln. Mit Hilfe eines anti-EGFRuvIII x anti-EpCAM
bispezifischen Anitkdrper konnte unsere Arbeitsgruppe die verbesserte Rekrutierung
und Persistenz EGFRVIII-spezifischer T-Zellen préaklinisch in unterschiedlichen
Pankreskarzinommodellen nachweisen (Karches et al. 2019). Weitere Ansatze
betreffen das Nutzen naturlicher Mechanismen durch die Immunzellen in Gewebe

migrieren: sogenannte Chemokin-Chemokinrezeptor-Interaktionen.

1.3. Chemokine
1.3.1. Eigenschaften und Funktion

Chemokine umfassen mit einer GréB8e von ca. 8 bis 10 kDa eine Gruppe von ca. 50
redundant sezernierten Proteinen. Sie reprasentieren die physiologischen zentralen
Kommunikationssignale des Immunsystems mit der Fahigkeit, die Migration und
Lokalisation von Zellen zu navigieren. Dazu binden lésliche Chemokinliganden an
Immunzellen, die den korrespondierenden Chemokinrezeptor exprimieren (von Andrian
and Mackay 2000). Die Signale von Chemokinrezeptoren werden kodiert durch G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren mit sieben Transmembrandoméanen auf der
Zelloberflache. Die Ligandenbindung induziert eine Konformationsénderung und
Dissoziation der Rezeptoruntereinheiten in a und By. Diese aktivieren als sekundare
Signalmolekile Uber den PISK-PTEN-AKT-mTOR Signalweg diverse Effektorenzyme.
Ein groBes Repertoire von Chemokinrezeptoren bindet Chemokinliganden der gleichen
Klasse mit hoher Affinitat und kann mit unterschiedlichen Liganden interagieren. Aus
dieser Redundanz und Promiskuitat der Rezeptor-Ligandeninteraktion folgt eine
Kombinationsdiversitat mit einem multiplen biologischen Wirkungsspektrum des
Chemokinnetzwerkes (Charo and Ransohoff 2006, Thelen and Stein 2008).

Funktionell missen homdostatische Chemokine von Chemokinen abgegrenzt werden,
die primar unter inflammatorischen Bedingungen exprimiert werden. Homdostatische
Chemokine kontrollieren konstitutiv wahrend normaler Stoffwechselprozesse die
basale Leukozytenmigration wie das Leukozyten-homing zu sekundaren lymphatischen
Organen, Leukozyten-Endothel Interaktionen oder Leukozytenrezirkulation durch
periphere Gewebe (Luster 1998, Moser and Loetscher 2001). Inflammatorische
Chemokine kdnnen im Falle von Entziindungen die migratorische Kapazitat von
Immunzellen gegenlber physiologischen steady-state-Konditionen steigern und z. B.
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mit APC kolokalisieren. Dartber hinaus sind Chemokine bedeutend fiir die Aktivierung,
Differenzierung und Funktion von Immunzellen. Sie kbnnen Exozytose von Granula
und oxidativen Burst initiieren und sind auch beteiligt an frihen Phasen der
Wundheilung und der Angiogenese (Jones et al. 2006, Moser et al. 2001). Neben
Homdostase und Funktion der angeborenen und adaptiven Immunitat sind Chemokine
auch von Bedeutung in der Atiopathogenese zahlreicher Erkrankungen wie z. B. HIV-
Infektion oder Arteriosklerose (Boring et al. 1998, Cocchi et al. 1995). Unterschiedliche
pharmakologische Ansatze verwenden Chemokine als Zielstrukuren z. B. fir die
Behandlung von HIV und Multipler Sklerose oder zur Mobilisierung von Stammzellen
vor hamatopoetischer Stammzelltransplantation (Kobold et al. 2011, Polman et al.
2006, Tan et al. 2013).

1.3.2. Chemotaxis

Voraussetzung fir die Rekrutierung von Immunzellen ist die Etablierung eines
Chemokingradienten im Zielgewebe, der durch die Sezernierung von I8slichen
Chemokinen in den Extrazellularraum und ihre lokale Aufkonzentrierung entsteht.
Dieser Vorgang wird auch als Chemotaxis bezeichnet (Boldajipour et al. 2008, Rot
1993). Die migratorische Kapazitat der Zellen tber diesen Konzentrationsgradienten ist
abhéangig von der Konzentration der Chemokinliganden sowie der
Expressionsintensitat des korrespondierenden Chemokinrezeptors. Beides kann durch
Rezeptor-vermittelte Endozytose des Liganden sowie durch temporéare
Rezeptorinternalisierung oder intrazellularen Abbau des Rezeptors beeinflusst werden
(Boldajipour et al. 2008, Neel et al. 2005). Des Weiteren kénnen inflammatorische
Stimuli wie Zytokine Uber stabilisierende Wirkung auf die mRNA von Chemokinen die
Intensitat des Liganden bestimmen (Fan et al. 2005). Darliber hinaus kann die
Aktivierung des Chemokinrezeptors die Expression oder Sekretion von weiteren
Enzymen wie Proteasen induzieren, die durch posttranslationale Modifikation von
Chemokinen deren Aktivitat regulieren kénnen. Dieses umfasst z. B. als eine positive
Rickkopplungsschleife die Freisetzung weiterer Chemokinliganden durch Shedding
von der Zelloberflache und damit die Amplifikation des Chemokinrezeptorsignals (Van
den Steen et al. 2000). Nach Rezeptor-Ligandeninteraktion bewirkt die intrazellulare
Signaltransduktion die Koaktivierung von Integrinrezeptoren, welche dann Uber eine
Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts die Migration der Zelle einleiten (Bajenoff et al.
2007, Palamidessi et al. 2008). Im Unterschied zu anderen Chemokinliganden zeichnet
sich die CXCR6 - CXCL16-Achse durch besondere Eigenschaften aus. Dazu gehért
die fehlende Bindungs-Promiskuitat von CXCL16, d.h. CXCL16 interagiert nur mit dem
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Rezeptor CXCR6 (Wilbanks et al. 2001). Zudem verfigt CXCL16 durch sein Vorliegen
in zwei unterschiedlichen morphologischen Formen Uber eine duale Funktion: Wahrend
das lésliche CXCL16 (s-CXCL16) vor allem Chemotaxis induziert, ist auch die
transmembrane Form (TM-CXCL16) biologisch aktiv und vermittelt die Adhasion von
Zellen (Abel et al. 2004, Shimaoka et al. 2004). Diese duale Funktion ist bisher
lediglich noch fur die CX3CR1 - CX3CL1-Achse beschrieben (Bazan et al. 1997).

1.3.3. Tumorimmunologische Bedeutung

Im Tumorgewebe ermdglicht die pathophysiologisch aberrante Expression von
Chemokinen Tumorzellen die multiplen Wirkungen des Chemokinetzwerkes flr
protumorale Effekte wie Proliferation, Metastasierung und Angiogenese zu
manipulieren (Balkwill 2004, Peng et al. 2015). Darlber hinaus haben Chemokine eine
Schllsselfunktion in Bezug auf die Definition des Phanotyps rekrutierter Leukozyten.
Hier missen immunsuppressive Zellpopulationen (z. B. iMC, TAMs) zur
Tumorprotektion von der Rekrutierung zytotoxischer T-Zellen (z. B. CD4+ und CD8+ T-
Zellen) zur Etablierung einer anti-tumoralen Immunitat abgegrenzt werden (Curiel et al.
2004, Harlin et al. 2009). Auch die Wirkung von Checkpoint-Inhibitoren basiert neben
der Aufhebung der T-Zellerschépfung auch auf der vermehrten T-Zell-Infiltration ins
TME durch vermehrte Sekretion von Chemokinen (Peng et al. 2012). Andere konnten
zeigen, dass Chemokine auch die Wirksamkeit von AZT verbessern kénnen, indem sie
die Chemotaxis transferierter Effektorzellen ins TME férdern. Hierzu beobachteten
Brown et al in einem heterotopen Xenograftmodell mit Glioblastomzellen eine
vermehrte Anreicherung adoptiv transferierter T-Zellen im Tumorgewebe, die sie mit
einer vermehrten tumoralen Expression von CCL2 in vitro korrelieren konnten (Brown
et al. 2007). Dieses deutet darauf hin, dass korrespondierende Chemokinrezeptoren
gezielt flr die Verbesserung der migratorischen Kapazitat von adoptive transferierten
T-Zellen genutzt werden kénnen.

1.4. Hypothese
Das Ziel des Promotionsprojektes besteht in der Verbesserung der spezifischen
Migration und verbesserten Persistenz adoptiv transferierter T-Zellen in das

immunsuppressive Tumormilieu.

Die in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse knlipfen an Vorarbeiten der Arbeitsgruppe
an. Zentrale Bedeutung hat hier ein Chemokinarray mit den murinen
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Pankreaskarzinomzelllinien PancO20VA und T110299-OVA. Dieser zeigt auf RNA-
Ebene im Vergleich zu anderen Chemokinliganden die Uberexpression von CXCL16.
Neben der dualen Funktion identifizierten diese Daten CXCL16 als ein attraktives
Zielprotein. Folglich wurde der korrespondierende Rezeptor CXCR®6 kloniert und seine
Expression in T-Zellen mittels retroviraler Transduktion etabliert.

Die vorliegende Arbeit Gberprift dabei die Hypothese, ob die in vitro erzeugte
Uberexpression von CXCR6 in zytotoxischen T-Zellen ihre Migration in das Mikromilieu
eines Pankreaskarzinommodelles férdert, sofern die Tumorzellen den

korrespondierenden Chemokinliganden sezernieren.

In der Arbeitsgruppe wurde bereits der Rezeptor CXCR®6 erfolgreich kloniert und seine
Expression mittels retoviraler Transduktion in prim&ren murinen T-Zellen erprobt.
Zudem wurde die Expression von CXCL16 im murinen Pankreaskarzinommodell
PancO20VA auf Proteinebene mittels CXCL16 ELISA nachgewiesen. Mit diesem
Ausganspunkt soll die vorliegende Arbeit die Funktionalitat transduzierter, CXCR6-
positiver OT1 T-Zellen zur Migration in vitro und in vivo im Mausmodell

untersuchen. Dabei wurden die Pankreaskarzinomzelllinien PancO20VA und
T110299-OVA, die das Modellantigen OVA exprimieren, sowie primare murine OT-1-
spezifische T-Zellen eingesetzt. Dabei sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1. CXCL16-Expression in murinen Pankreaskarzinomzellen und Kokulturen mit T-
Zellen sowie in primaren Dendritischen Zellen (DC) in vitro und in Organ- und
Tumorgewebe in vivo mittels ELISA

2. Migratorisches Potential CXCR6-positiver T-Zellen auf rekombinantes CXCL16
sowie auf den Uberstand von Pankreaskarzinomzelllinien

3. Anti-tumorales Potential CXCR®6 positiver T-Zellen in Kokulturen mit
Pankreaskarzinomzelllinien in vitro mittels IFN-y ELISA und Zytotoxassays

4. Interaktion und Aktivierung CXCR6-positiver T-Zellen in Kokulturen mit DC in vitro
mittels IFN-y ELISA und Konfokalmikroskopie

5. Therapeutische Wirksamkeit der adoptiven Zelltherapie mit CXCR6-transduzierten

T-Zellen im heterotopen Pankreaskarzinommodell in vivo
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Abbildung 2: Hypothese dieser Arbeit zur Optimierung der T-Zell-Antwort durch
Modifikation von T-Zellen mit CXCR6. Die CXCR6 Expression in T-Zellen kénnte
ihre Migration sowie die Lyse CXCL16 exprimierender Tumorzellen verbessern. Zudem
kdnnte die CXCR6 Expression in T-Zellen ihre Interaktion mit CXCL16 exprimierenden
Dendritischen Zellen férdern.
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2. Material und Methoden
2.1. Zellen und Medien
2.1.1. Zusitze und Grundmedien

Ampicillin

Blasticidin

BSA

DMEM (Gibco)

FKS (Gibco)

Geneticin (G418) Sulfat
HEPES Puffer
LB-Medium

L-Glutamin (200 mM)
Natriumchlorid (0,9 %)
PBS w/o Ca?*, Mg?*
Penicillin, Streptomycin (100x)
Puromycin

RPMI 1640 (Gibco)
RPMI 1640

2.1.2. Zellkulturmedien

DMEM +++

DMEM Vollmedium 500 ml
hitzeinaktiviertes FKS 10 %
L-Glutamin 1%
Penicillin / Streptomycin 1%
DMEM +++++

DMEM +++ 500 ml
Natriumpyruvat 1 % ml
HEPES 0,1%
Plat-E Medium

DMEM +++ 500 ml_
Blasticidin 10 pg/ml
Puromycin 1 pg/ml

Invivogen, San Diego, CA, USA
Invivogen, San Diego, CA, USA

Roth, Karlsruhe

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Santa Cruz, Dallas, TX, USA

Sigma Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Lonza, Basel, Schweiz

Baxter, UnterschleiBheim

Lonza, Basel, Schweiz

Lonza, Basel, Schweiz

Invivogen, San Diego, CA, USA

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
PAA, Pausching, Osterreich

RPMI +++

RPMI Vollmedium 500 ml
hitzeinaktiviertes FKS 10 %
L-Glutamin 1%
Penicillin / Streptomycin 1%
RPMI +++++

RPMI +++ 500 ml
Natriumpyruvat 1%
HEPES 0,1 %
T-Zell-Medium

RPMI +++++ 500 ml
B-Mercaptoethanol 50 mM
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Zytotoxmedium

Migrationmedium
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RPMI +++++ RPMI Vollmedium 500 ml
Ohne Farbindikator 500 ml BSA 0,5 %
2.1.3. Zelllinien
Tabelle 1: Zelllinien

Zelllinien Spezies | Beschreibung Medium Quellen

Platinum-E Human Niere (embryonal) | Plat E Morita et al.,

2000

T110299-OVA | Murine Pankreaskarzinom | DMEM+++++ | Prof. Sieveke,

Essen, Germany
PancO2-OVA | Murine Pankreaskarzinom | DMEM+++ Jacobs et al.,
2011
2.2. Versuchstiere

Tabelle 2: Versuchstiere

Stamm_ | Hintergrund | Herkunft | Eigenschaft

Wildtyp | C57BL/6J Janvier Wildtyp

OTH1 C57BL/6J Jackson Ovalbumin-spezifische CD8+ T-Zellen
2.3. E.coli Stamme

OneShot Mach1-T1R
2.4. Oligonukleotide

CXCL16 (Maus) Uniprot Eintrag Q8BSU2
CXCR6 (Maus) Uniprot Eintrag Q9EQ16

2.5. Proteine

2.5.1. Enzyme

Ecorl

Notl

RevertAid™M-MuLV Transkriptase
T4 Ligase

Q5 hot start high fidelity DNA Polymerase
Xho1

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Thermo Scientific, Rockford, USA
Thermo Scientific, Rockford, USA
Thermo Scientific, Rockford, USA
Thermo Scientific, Rockford, USA
New England Bio Labs, Ipswich, MA, USA
Thermo Scientific, Rockford, USA
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2.5.2. Antikorper

Tabelle 3: Antikorper
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Arbeits- .
Antigen | Klon . Spezies Isotyp | Hersteller | Assay
konzentration
145- Armenischer eBio- Zell-
CD3e 1 ug/mi lgG _
2C11 Hamster science kultur
lgG2b, _
CDS3 17A2 2 ug/mi Ratte Biolegend | FACS
K
lgG2b, _
CD4 GK1.5 1 ug/ml Ratte Biolegend | FACS
K
lgG2a, _
CD8 53-6.7 1,5 ug/ml Ratte Biolegend | FACS
K
lgG2a, _
CD19 6D5 1 ug/ml Ratte Biolegend | FACS
K
Syrischer eBio- Zell-
CD28 37.51 0,1 pug/mi IgG _
Hamster science kultur
lgG2a, _
CD335 | 29A1.4 1 ug/ml Ratte Biolegend | FACS
K
R&D
CXCR6 | 221002 1 ug/mi Ratte lgG2b FACS
Systems

2.5.3. Rekombinante Proteine

CXCL16, murine (rekombinant)
GM-CSF, murine (rekombinant)
IL-2, murine (rekombinant)
IL-4, murine (rekombinant)
IL-15, murine (rekombinant)
OVA257-264

R848

2.6. Kitsund Assays

Bio-Plex Cell Lysis Kit
CXCL16 ELISA, murine

Peprotech, Hamburg
Peprotech, Hamburg
Peprotech, Hamburg
Peprotech, Hamburg
Peprotech, Hamburg

Invivogen, San Diego, CA, USA
Enzo Life Science, Lérrach

Bio Rad, Miinchen
R&D Systems, Inc., MN
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Zytotoxassay
Fluorescent Cell Linker Kit
Fixable Viability Kit

Gel Extraction Spin Kit
Hydrolysis Probe Assay
IFN-y ELISA, murine
RNA-Isolation Kit
Maxi-Prep Kit
Mini-Prep Kit

Reverse Transkription
Sequenzierung

Q5 DNA-Polymerase

2.7. Chemikalien und Puffer

B-Mercaptoethanol
Agarose

Anti-APC Microbeads
Percoll

BSA

Calciumchlorid
Counting Beads
Cytoperm

DNAse
DynabeadsCD3/CD28
Dimethylsulfoxid (DMSO)
EDTA

Ethanol 96 % - 100 % (rein)
Ethidiumbromid
Glycerin

Heparin

Immersionsoél
Isopropanol

KAc

Kaliumchlorid (KClI)
Kollagenase

Natriumhydrogenphosphat (Na:HPO4)

Promega Corporation, Madison, WI, USA
Sigma Aldrich, Steinheim

Biolegend, San Diego, CA, USA
Genomed GmbH, Léhne

Roche, Mannheim

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA
Stratec, Birkenfeld

Promega Corporation, Madison, WI, USA
Thermo Scientific, Rockford, USA
Fermentas, Rockford, USA

Metabion, MUnchen

New England Bio Labs, Ipswich, MA, USA

Roth, Karlsruhe

Biozym, Oldendorf

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
Biochrome, Berlin

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Ratiopharm, Ulm

Zeiss, Jena

Applichem, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe
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Manganchlorid (MnCly)
Molekulargewichtsmarker DNA
NaOH

PBS-Pulver

PMSF

RbCl

Reagent A and B
Retronectin
Schwefelsaure
TAE-Puffer (50x)
Trypanblau

Trypsin

Tween-20

Lysepuffer Tumore

RPMI 50 mi
Kollagenase 1 mg/ml
DNAse 2 ug/ml

FACS-Puffer

PBS 500 ml
BSA 2,5 %
EDTA 2mM

Erylysepuffer

KAc 3 mi
ddH:0 1L
NH4CI 8,92 ¢
KHCOs 0,029 g
EDTA 19

MACS-Puffer
PBS 500 m
EDTA 2 mM

Transformationspuffer |l
ddH-0 50 mi

Roth, Karlsruhe

Thermo Scientific, Rockford, USA
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Bio Rad, Miinchen

Takara, Shiga, Japan

Apotheke Klinikum LMU Minchen
Apotheke Klinikum LMU Minchen
Sigma-Aldrich, Steinheim

Lonza, Basel, Schweiz

Roth, Karlsruhe

Transfektionspuffer

ddH20 100 ml
Natriumchlorid 1,69
Kaliumchlorid 74 mg
Na:HPO4 50 mg
HEPES 19

Einstellung des pH-Wertes auf 7,1

Transformationspuffer |

ddH:0 100 ml
MnClz 5mi
RbCl 10 ml
CaClz 1ml
Glycerin (w/v) 15 ml
BSA 0,5 %

Einstellung des pH-Wertes auf 5,8

Coating Puffer (Nickel-Platte)

ddH20 50 ml
KCl 0,01 M
Waschpuffer (ELISA)

ddH20 10L

20
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Glycerin 7,5 ml PBS 96 ¢
MOPS/NaOH 0,5 ml Tween 5mil
CaClz 3,75 ml

RbCl 0,5 ml

2.8. Gebrauchsmaterialien und Geréte
Alpha Imager Hp gel imager, Alpha Innotec, Kasendorf
Varioklav 500E, HP Medizintechnik, Minchen
Multiwell Platten (ZKT, Migration)  Costar Corning, New York

Autoklav

96-flat-well Platte
96-well Platte (ELISA)

96-well Platten (Nickel beschichtet)

Assayplatten Zytotox
Combitips
Elektrophoreseapparatur
Facial Tissues
FACS-R&hrchen und -Flow
FACS

Falcon (5 ml, 15 ml, 50 ml)
Filter, steril (0,2 um pore)
Filter, Virus (0,45 um pore)
Freezing container
Handschuhe

Heizblock

Inkubator (Zellkultur)
Kanilen (20 G, 27 G, 30 G)
Kapillarpipetten
MACS-Saulen (LS)
Mikroskope

Mitras Reader

NanoDrop

Neubauer Zahlkammer
Nylon-Filter (100 um, 40 um)
Parafilm

PCR Cycler

Brandt, Wertheim

Costar Corning, New York

Thermo Scientific, Rockford

Brandt, Wertheim

Eppendorf, Hamburg,

200/2.0, Bio-Rad, Minchen

Wepa, Professional GmbH, Arnsberg
Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ
Canto Il, Becton Dickinson, San Jose
Greiner bio-one, Frickenhausen
Sartorius, Géttingen

Merck Milipore, Darmstadt

Nalgene® Mr.Frosty, Sigma Aldrich, Steinheim

B. Braun Medical AG, Sempach, Schweiz
5436, Eppendorf, Hamburg

BBD 6620, Thermo Scientific, Rockford
Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ
Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
Axiovert 40C, A.1, Primo Vert, Zeiss, Jena
TCS SP5, Leica, Wetzlar

LB940, Berthold, Bad Wildbad

ND-1000, Nanodrop Tech., Montchanin
Brand, Berlin

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ
Bemis, Neenah, WI, USA

T3 Thermocycler, Biometra, Géttingen
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Petrischalen
Pipetboy
Pipetten
Pipettenspitzen
pH-Meter

Polypropylene round bottom tube
Reagent Reservoir

Schiittler
Skalpelle

Serologische Pipetten

Spritze (1 ml)

Spritze (2 ml, 5 ml, 10 ml)

Sterilbank
Thermocycler
Thermoschttler

Transilluminator

Tube (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)

Vakuumpumpe
Vortexer

Waage
Waschanlage
Wasserbad
Zellkulturflasche
Zentrifugen

2.9. Software

MikroWin 2000
EndNote X7
Flow Jo 7.6.1.

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ
Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Nimbrecht

WTW, inoLab

Becton Dickinson, Franklin Lakes

Costar Corning, New York

Shaker DOS-10L, NeoLab, Heidelberg

B. Braun Medical AG, Sempach

Costar Corning, New York

B. Braun Medical AG, Sempach, Schweiz Spritze
Becton Dickinson, Franklin Lakes

Herasafe KS, Thermo Scientific, Rockford
T3, Biometra, Géttingen

Thermomixer compact, Eppendorf, Hamburg
Innova 44, New Brunswick Scientific, Enfield
Thermoshake Gerhardt, Oberdollendorf
2011 Macrovue LKB, Bromma

Sarstedt, Nimbrecht

25227-02, Welch, Monroe

Genie2, Scientific Industries, New York

VF2, Janke&Kunkel IKA Labortechnik

M23 basic und Lab dancer, IKA, Staufen
CPA1003S Sartorius Laboratory, Géttingen
Nunclmmuno Wash, Thermo Scientific, Rockford
Unitherm HBuni equip, Minchen

Costar Corning, New York

Sprout, Heathrow Scientific

Centrifuge 541R, Eppendorf, Hamburg

3L-R Multifuge Heraeus Instruments, Hanau
Rotina 420R Hettich, Ebersberg

Berthold, Bad Wildbad,
Thomson Reuters, Carlsbad, USA
Tree Star, Ashland, USA

22
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GraphPad PRISM® 5.01. GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA
Lasergene DNA star, Madison, WI, USA
LAS AF Leica Application Suite Leica, Wetzlar

2.10. Zellbiologie
2.10.1. Kultivierung von Zelllinien

Unter sterilen Konditionen wurden die Zellen bei 37 °C, 5 % CO: - Luft Gemisch und 95
% Luftfeuchtigkeit aufbewahrt. Zur Ermittlung der Viabilitat diente die Farbung mit
Trypanblau. Zur Ermittlung der Zellzahl wurden die Zellen nach der Farbung mit
Trypanblau in eine Neubauer-Zahlkammer Uberfihrt.

2.10.2. Isolation von dendritischen Zellen aus dem Knochenmark

Nach Knochenpraparation wurde das Knochenmark mit DC-Medium Uber einen Filter
gespult. Nach Zentrifugation wurden mit Erylyselésung die Erythrozyten zerstért. Die
Knochenmarkzellen wurden in einer Konzentration von 10® Zellen/ml mit 20 ng/ul GM-
CSF fur 7 Tage bei 37°C inkubiert. DC wurden mit Hilfe von Trypsin vom
Flaschenboden geldst.

2.10.3. Isolation von Splenozyten und CD8+T-Zellen aus der Milz

Far alle experimentellen Untersuchungen wurden fiir das Modellantigen Ovalbumin
(OVA)-spezifische CD8+ T-Zellen aus transgenen OT1-M&ausen isoliert. Nach
Milzentnahme wurde das Gewebe mit Hilfe von T-Zellmedium, dem Stempel einer 5 ml
Spritze und einem Filter zu einer Zellsuspension aufbereitet. Nach Zentrifugation
wurden mit Erylyselésung die Erythrozyten zerstért. Die Splenozyten wurden nach
Auszahlung in einer Konzentration von 2 x 108/ml auf einer sechs-well-Platte mit T-
Zellmedium mit IL-2 (10 U/ml), Anti- CD3- (1 ug/ml) und Anti-CD28-Antikérper (0,1
ug/ml) 24 Stunden bei 37°C inkubiert.

2.10.4. Produktion von retroviralen Vektoruberstanden
Die Plat-E Zellen sind eine potente Virus Verpackungszelllinie, welche die viralen

Strukturproteine gag-pol und env Uber den MuLV-LTR Promotor exprimieren, ohne ein
Verpackungssignal zu besitzen. Am Vortag der wurden die Zellen mit PBS gewaschen
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und zentrifugiert. Nach Resuspension in Plat-E Medium ohne Blasticidin und
Puromycin wurden die Zellen gez&hlt und auf eine 6-well-plate plattiert.
Fir die Transfektion wurde eine Plasmidlésung vorbereitet (Volumina sind errechnet

fr die Transfektion von einem well Plat-E auf einer sechs-well Platte).

Tabelle 4: Transfektionsreagenzien

Substanz Volumen

Plasmid (Vektor backbone pMP71 18 ug

und Ziel-DNA)

CaClz (2,5 M) 15 ul

H20 (demineralisiert) Auffiillen auf ein Gesamtvolumen von 150 pl

Die Plasmide enthalten den retroviralen Vektor mit Verpackungssignal sowie die Ziel-
DNA. Diese Plasmidlésung wurde unter Vortexen zur Stabilisierung des pH-Wertes mit
150 pl Transfektionspuffer vermischt. Das Medium der Plat-E Zellen wurde unter
Verzicht auf Antibiotika ausgetauscht und tropfenweise auf die Plat-E Zellen pipettiert.
Nach der Transfektion produzieren die Plat-E Zellen Viruspartikel, die retrovirale RNA
enthalten, in den Uberstand. Nach einer Inkubationszeit von 6 Stunden bei 37 °C
wurde das Medium vorsichtig von den Plat-E Zellen entfernt und durch neues Plat-E
Zellmedium ohne Puromycin und Blasticidin ersetzt (3 ml/well).

2.10.5. Transduktion von Zelllinien und primaren CD8+ T-Zellen

Fir die 1.Transduktion werden CD8+ T-Zellen mit dem Virus-haltigen Uberstand der
Plat-E Zellen infiziert, der mit einer 5 ml Spritze und einem Filter aufgereinigt und auf
die 24-well-Platte gegeben wird (1 ml/well). Fur die Bindung von Viruspartikeln wurde
die Platte am Vorabend bei 4 °C mit Retronectin (6,25 ug/ml in 400 ul PBS/well)
benetzt. Die Plat-E Zellen werden mit neuem T-Zellmedium (2,5 ml/well) versorgt.
Nach Zentrifugation (3000 g, 120 min, 4 °C) wird das Medium aus dem well entfernt,
mit T-Zellen (10° Zellen/ml) aufgefillt und die Platte erneut zentrifugiert (800 g, 30 min,
32 °C). Am n&chsten Tag wird ein neuer gefilterter Virustberstand zu den T-Zellen
gegeben (1 ml/well) und die Platte zentrifugiert (800 g, 90 min, 32 °C). Nach sechs
Stunden wir die Transduktionseffizienz im FACS gemessen.

2.10.6. Zellstimulation und Kokulturen

Tumorzellen (10* pro well fiir IFN-y Messung und 3x 10* pro well fir CXCL16
Messung) oder DC (10 pro well) wurden zusammen mit T-Zellen in entsprechenden
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Verhaltnissen auf 96 well Platten mit flachem Boden plattiert und Uberstande wie
angegeben geerntet. Zuvor wurden Zellreste durch Zentrifugieren (400 g fir 5 min) des
Uberstandes auf einer 96 well Platte mit rundem Boden entfernt.

2.10.7. Migrationassay

In die untere Kammer wurden entweder rekombinantes CXCL16 (50 ng/ul) oder
TumorUberstéande gegeben (225 pl/well). Fur die Tumortberstande wurden T110299-
OVA Tumorzellen mit IFN- yund TNF-a stimuliert. In die obere Kammer wurden
transduzierte oder untransduzierte T-Zellen (10° Zellen/70 pl/well) gegeben. Nach drei
Stunden wurde der Assay durch Ubertragung der Zellen der unteren Kammer in eine
96 well Platte und Zentrifugation der Zellen (400 g fir 5 min) beendet. Die Zellpellets
wurden in 100 wl PBS mit 2,5 ul Counting Beads/well resuspendiert, in FACS Réhrchen
Uberfihrt und anschlieBend im FACS die Zellzahl ermittelt (s. 3.2. FACS)

2.10.8. Zytotoxizitatsassay

Tumorzellen (3 x 104100 pl/well) und T-Zellen (im Verhéltnis von 1:5 und 1:10 in 100 pl)
wurden in Zytotoxmedium aufbereitet und in eine 96 well Platte mit flachem Boden
plattiert. Bei sichtbarer Lyse wurde der Assay durch Zufigen der lysis solution

in die Maximum-Targetkontrolle beendet und der LDH-Gehalt mittels Zytotoxassay-Kit
(s .B 9.4. Kits und Assays) sowie IFN-y mittels ELISA (s. 9.4. Kits und Assays) ermittelt.

2.10.9. Migration-Zytotoxizitatsassay

Die wells einer 96 trans well Migration-Platte Platte wurden mit Polylysin (100 ug/mlin
100 pl PBS/well) benetzt (4 °C/24 h). Nach dem Waschen mit PBS wurden die
CXCL16 Uberexprimierenden Tumorzellen in Zytotoxmedium in der unteren Kammer (8
x 10° Zellen in 225 pl/well) inkubiert (12 h fur 37 °C). In die obere Kammer wurden
transduzierte oder untransduzierte T-Zellen (10° Zellen/70 ul/well) gegeben. Nach
zwei Stunden wurde durch Entfernen des Einsatzes die Migration gestoppt. Die weitere
Inkubation Uber ca. 1-2 h unter Sicht erfolgte bis zum Abstoppen der Maximum-
Targetkontrolle mit lysis solution. Die Zellen der unteren Kammer wurden fiir CD8
angefarbt. LDH und IFN-y der Uberstande wurde mittels Zytotoxassay-Kit und IFN-y
ELISA ermittelt.
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2.10.10. Clustering von T-Zellen an dendritischen Zellen

CXCR6-GFP+ T-Zellen und kontrolltransduzierte T-Zellen (EGFR+) wurden mit Hilfe
von Antikérpern und MACS-beads zu einer 90 -100 %-reinen Population transduzierter
Zellen aufkonzentriert und in T-Zellmedium inkubiert (24 h fir 37 °C). Die Membran
der T-Zellen wurde mit fluoreszierenden Farbstoffen gefarbt und auf eine Konzentration
von 108 Zellen/ml eingestellt. Je 100 ul der gefarbten und ungefarbten
Zellsuspensionen wurden in je ein FACS Tube gegeben und mit einem Totfarbstoff
gefarbt. Die Farbeeffizienz wurde im FACS quantifiziert und bei einer Effizienz von <99
% erneut gefarbt. Die genaue Zahl der viablen erfolgreich mit Zelllinkern angefarbten
Zellen wurde mit Hilfe von Counting Beads im FACS gemessen. Die zuvor
eingestellten Zellsuspensionen wurden durch Verdinnung mit T-Zellmedium
angepasst. Die T-Zellen wurden in eine 96 well non-tissue culture Platte Uberfuhrt (5 x
10* T-Zellen/well//100 wl) und die Negativkontrolle mit rekombinantem CXCL-16 (4
pug/ml) zur Neutralisation inkubiert (30 min fir 37 °C). Nach Zentrifugation (400 g fur 5
min) wurden die Uberstande der T-Zellen entfernt und in 100 ul PBS resuspendiert. Die
DC wurden auf eine Konzentration von 5 x 10® Zellen/ml in PBS eingestellt, mit
SIINFEKL (1 pg/ml) stimuliert und in eine 96 well Platte ohne Beschichtung tberfuhrt
(100 wl/well). Die T-Zellen wurden zu den DC Uberfiihrt und in Kokultur inkubiert (3 h
fr 37 °C). Fir die Aufnahme mit dem Konfokalmikroskop wurde die Zellsuspension
aus der 96 well non-tissue culture Platte in spezielle cell view culture dish Uberfihrt.

2.11. Molekularbiologie
2.11.1. RNA-Isolation und reverse Transkription durch RT-PCR

Fir die RNA-Isolation wurden die entsprechenden Zellen in zwei wells einer sechs
well Platte Ubertragen, sodass am nachsten Tag eine Konfluenz von 100 % erreicht
war. Die RNA wurde mit einem RNA-Isolierungs-Kit isoliert. Die RNA wurde mit Hilfe
einer reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben.

2.11.2. Gelelektrophorese, Restriktionsverdau, Ligation, Sequenzierung

Die cDNA wurde auf ein 1,5 % Agarose Gel mit 15 Kammern mit LoadingDye (10 ul)
und Marker (7 ul) mit 90 V fUr ca. 30 min aufgetragen. Die entsprechende Bande wurde
aus dem Gel ausgeschnitten und die DNA mit einem Kit aus dem Gel extrahiert. Die
DNA wurde entsprechend der Schnittstellen und des Zielvektors mit
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Restriktionsenzymen und Puffern inkubiert (37 °C fir 60 min). Aus dem Ansatz wurden
mit einem Kit die geschnittene DNA aufgereinigt. Die geschnittene DNA wurde mit dem
geschnittenen Vektorbackbone, Ligase und Puffer nach folgendem Ansatz inkubiert (30
min bei 25°C . CXCL16 in den retroviralen Vektor pmxs kloniert. Die Konstrukte wurden

mit einem Kit sequenziert.

Tabelle 5: Ligation

20 pl Ansatz

150 ng Verdautes Insert
50 ng Verdauter Vektor
2 u T4 Ligase Puffer
1 ul T4 Ligase

2.11.3. (Re-)Transformation von kompetenten E.coli und Plasmidamplifikation

Die Bakteriensuspension (10 ul) wurde mit der Plasmidlésung (bei Transformation 10
ul des Ligationsansatzes, bei Retransformation 1 ug DNA) in drei Schritten inkubiert (1.
Fir 15 min auf Eis, 2. fir 45 sec bei 45 °C, 3. fir 30 min auf Eis). Danach wurde die
Bakterien auf eine Agar-Platte mit Ampicillin ausgestrichen und inkubiert (12 — 15 h far
37 °C). Zuerst wurden Mini-Kulturen (Volumen 4 ml) in LB-Medium mit je einem Klon
von Bakterien der Agarplatte angelegt und inkubiert (5 h fiir 37 °C). Die Bakterien
wurden zentrifugiert (4000 g fir 10 min) und die DNA aus den Bakterienpellets mit
einem Kitisoliert. Im Fall einer Retransformation wurden mit 20 pl der Mini-Kulturen
Maxi-Kulturen (Volumen 300 ml) in LB-Medium angelegt (12 h fur 37 °C). Die Bakterien
wurden zentrifugiert (4000 g fr 10 min) und die DNA aus den Bakterienpellets mit

einem Kit isoliert.

2.11.4. Herstellung kompetenter E.coli

Nach Expansion der Bakterien in 100 ml LB Medium bei 37 °C bis zu einer optischen
Dichte von 0,44 — 0,55 wurde das Medium auf 4 °C abgekuhlt und die Bakterien Gber
Zentrifugation (4000 g fiir 10 min) pelletiert. Nach Verwerfen des Uberstandes und
Resuspension der Bakterien in 30 ml Transfektionspuffer | wurden die Bakterien
inkubiert (4 °C fir 5min) und durch Zentrifugation (4000 g fir 10 min) pelletiert. Nach
Resuspension des Pellets in 4 ml Transfektionspuffer Il wurden Aliquote (je 50-100 pl)

in flussigen Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.
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2.12. Durchflusszytometrie
2.12.1. Extrazellulare Farbung

108 Zellen wurden in 96-U-well-Platten plattiert und mit Fc-Block inkubiert (20 min/4
°C). AnschlieBend wurden extrazellulare Proteine mit Antikérpern und tote Zellen mit
einem Totfarbstoff markiert (30 min fir 4 °C ohne Licht). Nach Zentrifugation (400 g fur
5 min) erfolgten zwei Waschschritte mit FACS-Puffer. Fur die FACS-Messung wurden
die Zellen in FACS-Puffer (100 ul/well) resuspendiert und in FACS Rdéhrchen Uberfihrt.

2.13. Mausmodell
2.13.1. Tierhaltung

Die Tiere wurden im Alter von 4 Wochen in die Zentrale Versuchstierhaltung der LMU
Munchen bezogen und eine Woche mit Genehmigung der Regierung von Oberbayern
in Experimenten eingesetzt. Die Tierhaltung erfolgte nach gesetzlichen
Hygienevorschriften und die Versorgung durch examiniertes Personal.

2.13.2. Tumormodell (subkutan)

Die Injektion erfolgte heterotop in die rechte Flanke (2 x 10° Zellen in 100 ul PBS). Die
Tiere sowie das Tumorwachstum wurden im Abstand von zwei Tagen mittels
elektronischer Schublehre verblindet Gberwacht. Als Abbruchkriterien wurden
Korpergewicht, Tumorflache (>225 mm?), Ulzeration des Tumors, reduzierte
Koérperkonstitution sowie Verhaltensauffélligkeiten definiert.

2.13.3. Adoptiver T-Zelltransfer (intravenos)

Die Injektion erfolgte in die Schwanzvene (107 Zellen in 100 pl PBS) bei einer

Tumorflache von ca. 25 mm? unter Lagerung der Tiere in einer Haltevorrichtung.

2.13.4. Organentnahme, Zell- und Proteinisolation

Nach Tétung mittels CO2 Kammer wurden die Organe prépariert. Flr die Isolation von
Zellen wurden die Gewebe und Tumore mechanisch zerkleinert, mit Kollagenase und
DNAase inkubiert, durch Zellstrainer gefiltert und mit Erylyse behandelt.
Einzelzellsuspensionen wurden auf einen Gradienten von 44 % und 67 % Percoll
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gelegt und zentrifugiert (800 g fir 30 min). Myeloide und lymphoide Zellen wurden aus
der Zwischenphase gewonnen, gewaschen und fiir die FACS-Messung gefarbt.

Fir die Gewinnung von Proteinen wurden die Gewebe in flissigem Stickstoff
schockgefroren und mittels Bradford Assay nach Herstellerangaben aufbereitet.

2.14. Statistische Analyse

Alle Daten werden als Standardfehler des Mittelwertes (standard error of mean, SEM)
dargestellt. Die statistische Signifikanz wurde mittels t-Test berechnet und
angenommen fir p <0,05, p< 0,01 und p < 0,001. Die Signifikanzen wurden mit den
Markierungen *, ** und *** gekennzeichnet. Unterschiede in der Tumorgréf3e wurden
mittels der Varianzanalyse two-way ANOVA berechnet. Fir die statistischen

Auswertungen wurde das Programm GraphPad Prism verwendet.
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3. Ergebnisse
3.1. CXCL16-Expression in Tumorzellen
3.1.1. Murine Tumorzellen

Biologisch relevant fur die Einflussnahme auf die Chemotaxis CXCR6
Uberexprimierender T-Zellen ist die tatsachliche sezernierte CXCL16 Proteinmenge
von Tumorzellen. Daher wurden zum Nachweis der CXCL16-Expression auf
Proteinlevel und zur Modellierung inflammatorischer Bedingungen Tumorzellen mit den
Zytokinen IFN-y und TNF-a stimuliert und CXCL16 in den Uberstdnden gemessen.
CXCL16 wird von murinen Pankreaskarzinomzelllinien sekretiert. In murinen Zelllinien
erhdhen IFN-y und TNF-a die CXCL16 Sekretion. Beide Zytokine zeigen in
Kombination einen synergistischen Effekt auf die CXCL16-Produktion. Die Zelllinie
T112099-OVA produziert dabei deutlich mehr CXCL16 als die Zelllinie PancO2-OVA.
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Abbildung 3: murine Pankreaskarzinomzellen sekretieren CXCL16.

0,01 x 10° Tumorzellen wurden im 96 well Format partiell mit 20 ng/ul IFN-y oder 20
ng/ul TNF-a oder in Kombination 48 h inkubiert. Die CXCL16 Bestimmung der
Uberstande erfolgte mittels ELISA. Jedes Experiment wurde mit drei experimentellen
Replikaten durchgefiihrt. Die gezeigten Daten reprasentieren eines von drei
unabhéngig durchgefuhrten Experimenten. Die statistische Analyse erfolgte mittels t-
Test.

3.1.2. Tumorzellen nach Kokultur mit CD8+ T-Zellen

AnschlieBBend sollte ermittelt werden, ob auch die Kokultur mit Antigen-spezifischen T-
Zellen, die CXCL16-Produktion steigern kann.

In Uberstanden von Kokulturen ist im Vergleich zu Uberstdnden von Tumorzellen
alleine mehr CXCL16 detektierbar. Fur das Modell PancO2-OVA ist die Induktion der
CXCL16 Sekretion umgekehrt proportional zur Anzahl der eingesetzten T-Zellen. Im
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Modell T110299-OVA korreliert die Zahl der eingesetzten T-Zellen nicht mit der
CXCL16 Induktion.
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Abbildung 4: murine Pankreaskarzinomzellen sekretieren CXCL16 nach Kokultur
mit T-Zellen

0,03 x 106 T110299-OVA und PancO2-OVA wurden mit OT1+ CD8+ T-Zellen in den
Verhéltnissen 10:1, 5:1, 2:1 und 1:1 im 96 well Format 48 h inkubiert. Die CXCL16
Bestimmung der Uberstande erfolgte mittels ELISA. Jedes Experiment wurde mit drei
experimentellen Replikaten durchgefiihrt. Die gezeigten Daten reprasentieren eines
von drei unabhangig durchgefiihrten Experimenten. Die statistische Analyse erfolgte
mittels t-Test.

3.1.3. Organe und Tumore in vivo

Zur Untersuchung der Verteilung der CXCL16-Expression im Organismus wurde die
Expression des Tumorgewebes im Vergleich zu anderen Organen gemessen. Mausen
wurden subkutan Tumorzellen injiziert und nach ein bis drei Wochen Organe und
Tumore entnommen. Zur Kalibrierung wurde der Proteingehalt der Lysate im Bradford
Assay bestimmt und die CXCL16 Konzentration mittels ELISA gemessen.

In beiden Tumormodellen stellt das Tumorgewebe die Hauptquelle fir CXCL16 dar.
Andere Organe wie Lunge, Milz, Niere oder Leber exprimieren variable Mengen an
CXCL16.
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Abbildung 5: Verteilung der CXCL16 Expression in vivo

Vier M&usen wurden mit den Tumorzellen T110299-OVA und PancO2-OVA injiziert.
Der Proteingehalt der Lysate von Organen und Tumoren wurden im Zeitverlauf von ein
bis drei Wochen im Bradfordassay bestimmt. Nach entsprechender Verdlinnung der
Proben zur Normierung auf eine definierte Proteinkonzentration erfolgte die CXCL16
Bestimmung der Uberstéande mittels ELISA. Die gezeigten Daten reprasentieren eines
von drei unabhangig durchgefihrten Experimenten mit je 9 oder 12 Mausen. Die
statistische Analyse erfolgte mittels t-Test.

3.2. CXCR6-Expression in Leukozyten
3.2.1. Primére T-Zellen

Um die CXCR6 - CXCL16 Achse zur T-Zelltherapie zu nutzen, wurden primare murine
T-Zellen zunachst mit CXCRG6 retroviral transduziert. Als Transduktionskontrolle diente
ein Vektor mit GFP. Der Rezeptor CXCRE6 ist stabil an der Oberflache von
transduzierten primaren T-Zellen Gber flurochromgekoppelte Antikérper detektierbar.
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Abbildung 6: murine T-Zellen exprimieren CXCR6 nur nach genetischer
Modifikation in vitro

Zuvor isolierte primére murine OT1+ CD8+ T-Zellen wurden anschlieBend mit dem
produzierten Retrovirus infiziert. Die Auswertung auf Proteinlevel erfolgte mittels FACS,
wobei der CXCR6-Antikdrper APC-gekoppelt ist. Die gezeigten Daten reprasentieren
eines von ca. 60 unabhéangig durchgefihrten Experimenten mit wiederholt stabiler
Transduktionseffizienz.

3.2.2. Leukozyten in vivo

Im folgenden Experiment soll Gberprift werden, ob andere Leukozyten physiologisch
CXCR6 exprimieren. Dieses kdnnte insbesondere bei einer Kompetition der
transduzierten T-Zellen mit endogenen CXCR6+ Zellen von Bedeutung sein.

Nach drei Wochen wurden Tumore und Organe zu Zellsuspensionen aufbereitet. Die
Expression von CXCR6 sowie immunphanotypischer Marker wurde mittels FACS
gemessen. Insgesamt konnte eine signifikante Expression fir CXCR6 in
tumortragenden M&usen nur in CD4+ T-Zellen im Blut gemessen werden.
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Abbildung 7: CXCR6-Expression auf Lymphozyten von Panc02-OVA-tragenden
Méausen.

Drei Mause wurden mit PancOVA Zellen injiziert. Nach 3 Wochen wurden die
Gewebe entnommen, die Zellen isoliert und entsprechende Antigene fur die
Differenzierung lymphoider und myeloider Zellpopulationen angeférbt. Die
Auswertung auf Proteinlevel erfolgte mittels FACS. Die gezeigten Daten
reprasentieren eines von drei unabhangig durchgefihrten Experimenten mit je drei
Méausen.

3.3. Migratorische Kapazitat CXCR6-modifizierte CD8+ T-Zellen

Zunéchst sollte analysiert werden, inwiefern die CXCR6-Expression in

T-Zellen ihre migratorische Kapazitat beeinflussen kann. Es wurde rekombinantes
CXCL16 einerseits und CXCL16+ Tumorzellen andererseits verwendet.

CXCL16 zeigt einen Konzentrations-abhangigen chemotaktischen Effekt fiir CXCR6+
T-Zellen im Vergleich zu GFP+ T -Zellen. Die Migration ist spezifisch, da sich
insbesondere die CXCR6+ T-Zellen im Vergleich zu den GFP+ T-Zellen deutlich
anreichern. Auch CXCL16-produzierende T110299-OVA Tumorzellen kénnen,
vermittelt durch CXCL16 CXCR6+T-Zellen anlocken. Die Zugabe eines CXCL16-
neutralisierenden Antikdrpers hebt diesen Effekt vollstandig auf. CXCR6-modifizierte T-
Zellen kénnen also spezifisch in Richtung eines CXCL16 Gradienten migrieren, wobei
die Konzentration von CXCL16 diesen chemotaktischen Effekt des Gradienten

determiniert.
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Abbildung 8: CXCR6+ T-Zellen migrieren spezifisch auf rekombinantes CXCL16
Je 108-T-Zellen wurden in die wells der oberen Kammer einer Transwell-Platte im 96
well Format gegeben. 50 ng/ul r-CXCL16 in absteigender 1:1 Verdinnungsreihe in die
untere Kammer Uberflihrt. Die Auswertung erfolgte nach 3 h Inkubation in Bezug auf
die Zellzahl sowie die GFP Fluoreszenz mittels FACS. Die gezeigten Daten
reprasentieren eines von drei unabhangig durchgefihrten Experimenten. Die
statistische Analyse erfolgte mittels t-Test.
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Abbildung 9: CXCR6+ T-Zellen migrieren spezifisch auf rekombinantes und von
Tumorzellen produziertes CXCL16

Je 108 Tumorzellen wurden im 6 well Format ausgesat und mit 20 ng/ul IFN-y sowie
TNF-a 48h stimuliert. Je 108-T-Zellen wurden in die wells der oberen Kammer einer
Transwell-Platte im 96 well Format gegeben. Tumoriberstande wurden in die untere
Kammer Uberflhrt. Als Negativkontrolle wurde CXCL16 mit 4 ug/ml anti-CXCL16
neutralisiert. Die Auswertung erfolgte nach 3h Inkubation in Bezug auf die Zellzahl
sowie die GFP Fluoreszenz mittels FACS. Die gezeigten Daten repréasentieren eines
von drei unabhangig durchgefiihrten Experimenten. Die statistische Analyse erfolgte
mittels t-Test.
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3.4. Anti-tumorales Potential CXCR6-modifizierter CD8+ T-Zellen

Die folgenden Experimente untersuchen, inwiefern die verbesserte Migration von
CXCR6 -modifizierten T-Zellen einen Vorteil fur die Effektorfunktion darstellt. CXCR6-
GFP+ CD8+ OT1 T-Zellen wurden im Vergleich zu GFP+ CD8+ OT1 T-Zellen in
Kokultur mit OVA-transduzierten Tumorzellen analysiert.

3.4.1. Aktivierung

In einer Kokultur von Tumorzellen und T-Zellen soll gezeigt werden, inwiefern die
CXCR6-Expression in T-Zellen ihre Aktivierung gemessen an die IFN-y Sekretion
beeinflusst. Dazu wurde eine Kinetik der IFN-y Ausschittung erstellt.

CXCR6+ T-Zellen produzieren schneller mehr IFN-y als GFP+ T-Zellen. Bei PancO2-
OVA (A) sind bereits nach kirzerer Zeit Unterschiede in der IFN-y Sekretion
detektierbar, die bis 24 h bestehen bleiben. Bei T110299-OVA (B) ist die IFN-y
Sekretion der CXCR6+ T-Zellen erst nach 36 h starker.

CXCL16 kann neben Migration also auch die Aktivierung von CXCR6+ T-Zellen als
Quelle von Effektorzytokinen induzieren.
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Abbildung 10: CXCR6+ T-Zellen sezernieren vermehrt IFN- y nach Kokultur mit
Tumorzellen

T-Zellen wurden im Verhéltnis von 5:1 mit 10* Tumorzellen fiir vier bis 36 h im 96 well
Format inkubiert. Die IFN-y Bestimmung der Ubersténde erfolgte mittels ELISA. Die
gezeigten Daten reprasentieren eines von drei unabhéngig durchgefihrten
Experimenten. Die statistische Analyse erfolgte mittels t-Test.
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3.4.2. Tumorlyse

In einem Zytotoxizitatsassay soll analysiert werden, inwiefern die CXCR6-Expression in
T-Zellen ihr zytotoxisches Potential beeinflusst.

Nach Kokultur von Tumorzellen und T-Zellen wurde die LDH- und IFN-y Konzentration
quantifiziert. Die LDH-Freisetzung dient hier als Maf fir die spezifische Lyse von
Tumorzellen, IFN-y fur die Aktivierung von T-Zellen.

CXCRG6+ T-Zellen lysieren Tumorzellen starker in dem evaluierten Zeitraum als GFP+
T-Zellen. Dieses korreliert teilweise mit der IFN-y Konzentration. CXCL16 optimiert die
Interaktion von T-Zellen mit Tumorzellen also dahingehend, dass CXCR6-modifizierte
T-Zellen starkeres zytotoxisches Potential in dem Zeitfenster haben kénnen.
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Abbildung 11: CXCR6+ T-Zellen zeigen eine héhere tumorale Zelllyse

T- Zellen wurden im Verhaltnis von 5:1 und 10:1 mit 3 x 10* Tumorzellen 5 h inkubiert.
Die LDH-Freisetzung der Uberstédnde wurde in Korrelation zur Zelllyse als
chromogenes Substrat einer gekoppelten Enzymreaktion mit sichtbarer Wellenlange
gemessen. Die IFN-y Bestimmung der Uberstéande erfolgte mittels ELISA. Die
gezeigten Daten reprasentieren eines von drei unabhéngig durchgefihrten
Experimenten. Die statistische Analyse erfolgte mittels t-Test.

3.4.3. Tumorlyse nach erfolgter Migration

Die Kombination eines Migrations- und Zytotoxizitdtsassay soll untersuchen, ob die
Migration von T-Zellen Gber den CXCL16 Gradienten ihr zytotoxisches Potential
beeinflusst. Dazu wurden Tumorzellen mit einem Vektor fir eine CXCL16
Uberexpression modifiziert.

CXCR6+ T-Zellen migrieren mehr als GFP+ T-Zellen in Richtung der Tumorzellen.
Aufgrund der Anreicherung von GFP, als Surrogat fir die CXCR6 Expression, ist
dieser Effekt auch spezifisch. Migrierte CXCR6+ T-Zellen zeigen eine starkere
Tumorlyse und Freisetzung von IFN-y im Vergleich zu GFP+ T-Zellen.
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Abbildung 12: CXCR6+ T-Zellen zeigen nach spezifischer Migration zu
Tumorzellen eine hohere Tumorzelllyse sowie vermehrte IFN-y Sekretion
Transwell Platten wurden mit 100 pg/ml Polylysin benetzt. 105 CXCL16+ Tumorzellen
wurden in die untere Kammer gegeben. Nach Anwachszeit wurde der Assay durch
das Zuftigen der T-Zellen in die obere Kammer im Verhaltnis zu Tumorzellen von 5:1
und 10:1 gestartet. Die Auswertung der Migration erfolgte nach drei Stunden wie
beschrieben. LDH und IFN-y der Uberstdnde wurde wie beschrieben gemessen. Die
gezeigten Daten reprasentieren eines von drei unabhangig durchgefihrten
Experimenten. Die statistische Analyse erfolgte mittels t-Test.

3.5. Interaktion CXCR6-modifizierter CD8+ T-Zellen mit dendritischen Zellen

Da auch DC bekanntermaBen CXCL16 exprimieren und produzieren kénnen und diese
Zellen auch in der Interaktion mit T-Zellen eine wichtige Rolle einnehmen, sollte im
Folgenden untersucht werden, inwiefern CXCL16+ DC CXCR6+ T-Zellen beeinflussen

kénnen.
3.5.1. CXCL16-Expression in dendritischen Zellen

Initial wurde tberprift, oo CXCL16 von DC exprimiert wird. DC wurden isoliert und
ausgesat. Um Sekretionsbedingungen zu charakterisieren, wurden rekombinante
Zytokine zur Stimulation verwendet. Die CXCL16-Konzentration der Uberstande wurde

gemessen.

Die CXCL16 Sekretion von DC wird am meisten durch den TLR7/8-Liganden R848
induziert. IFN-y und TNF-a induzieren ebenfalls die CXCL16 Produktion, zeigen aber
keinen additiven Effekt.
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Abbildung 13: DC sekretieren CXCL16

Aus Knochenmark wurde eine Zellsuspension hergestellt und sieben Tage mit 20 ng/ul
GM-CSF zur Differenzierung von DC inkubiert. Nach Ausreifung wurden 5 x 10* DC im
96 well Format ausgesat und 48h mit je 20 ng/ul der genannten rekombinanten
Proteine stimuliert. Die CXCL16 Bestimmung der Uberstande erfolgte mittels ELISA.
Die gezeigten Daten repréasentieren eines von drei unabhangig durchgefihrten
Experimenten. Die statistische Analyse erfolgte mittels t-Test.

3.5.2. Aggregation von CD8+ T-Zellen mit dendritischen Zellen

Um die Interaktion mit DC naher zu charakterisieren, wurden DC mit T-Zellen
koinkubiert und dann mittels konfokaler Mikroskopie visualisiert. Erwartungsgeman
klustern T-Zellen um DC herum, wobei die Zahl und GréBe der Kluster ein MaB flir die

spezifische Attraktion ist.

Transduzierte T-Zellen wurden mit zwei unterschiedlichen fluoreszierenden Zelllinkern
markiert und mit DC kultiviert. Zur Negativkontrolle wurden T-Zellen mit CXCL16
vorinkubiert, um durch eine Liganden-induzierte Rezeptorinternalisierung den Effekt zu
neutralisieren. Die Kluster wurden konfokalmikroskopisch abgebildet und hinsichtlich
des Verhéltnisses von CXCR6+ zu kontrolltransduzierten T-Zellen analysiert.

CXCRG6+ T-Zellen reichern sich vermehrt in Clustern mit DC an, welches durch die
Vorkinkubation mit CXCL16 reduziert werden kann. Die GroBe der Cluster gemessen

an der Zahl der T-Zellen wird dabei nicht beeinflusst.
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Abbildung 14: CXCR6+ T-Zellen aggregieren verstarkt an DC im Vergleich zu
Kontrollzellen.

Die Reinheit von CXCR6+ oder EGFR+ T-Zellen wurde durch MACS auf nahezu 100
% erhdéht und im FACS validiert. Die T-Zellen wurden mit PKH-Farbstoffen angefarbt,
im Verhaltnis von 1:1 gemischt und nach Validierung der Zellzahl mit counting beads
im FACS ausplattiert. Die Negativkontrolle wurde mit 4 pg/ml CXCL16 fir 30min
inkubiert. Nach Isolation wurden 5 x 10 DC im 96 well Format plattiert, mit 1 ug/mi
Siinfekl behandelt und mit T-Zellen im Verhéltnis 1:5 drei Stunden inkubiert. Nach
konfokalmikroskopischer Abbildung der Cluster erfolgte die Auszahlung der T-Zellen
durch eine verblindete Person anhand der fluoreszierenden Marker. Die gezeigten
Daten repréasentieren eines von drei unabhangig durchgeflhrten Experimenten. Die
statistische Analyse erfolgte mittels t-Test.

3.5.3. Aktivierung von CD8+ T-Zellen durch dendritische Zellen

In einer Kokultur von OVA-beladenen DC und T-Zellen soll analysiert werden, inwiefern

die CXCR6-Expression in OT-1-T-Zellen ihre Aktivierung gemessen als IFN-y

Sekretion durch verstarkten Kontakt mit DC beeinflusst.

CXCR6+ T-Zellen sezernieren mehr IFN-y als GFP+ T-Zellen, wobei bereits nach zwei

Stunden eine héhere Produktion als bei GFP+ T-Zellen gemessen werden kann, die
auch im Unterschied zu GFP+ T-Zellen im zeitlichen Verlauf stark zunimmt.
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Abbildung 15: CXCR6+ T-Zellen vermehrt IFN- y nach Kokultur mit dendritischen
Zellen

5 x 10® dendritische Zellen wurden im 96 well Format plattiert und mit 1 pug/ml Siinfekl
stimuliert. Dendritische Zellen und T-Zellen wurden im Verhaltnis von 1:10 fiir zwei bis
sechs Stunden inkubiert. Die IFN-y Bestimmung der Ubersténde erfolgte mittels
ELISA. Die gezeigten Daten reprasentieren eines von drei unabhangig durchgefuhrten
Experimenten. Die statistische Analyse erfolgte mittels t-Test.

3.6. Therapeutische Wirksamkeit nach adoptiven Transfer in vivo

Im Mausmodell sollte schlieBlich analysiert werden, inwiefern die CXCR6-Expression in
T-Zellen die therapeutische Wirksamkeit von AZT verbessern kann.

Mausen wurden an Tag 0 +subkutan Tumorzellen injiziert. Nach sechs Tagen wurden
je funf Tiere mit CXCR6+ oder GFP+ T-Zellen oder PBS intravends behandelt. Das
anti-tumorale Potential der T-Zellen wurde durch regelméaBige Messung der

TumorgréBen bestimmt.

Sechs Tage nach Zelltransfer differiert die TumorgréBe bezogen auf die Flache und die
Tumore der Versuchsgruppe wachsen langsamer als in den beiden Kontrollen. Bei
zwei Tieren konnte sogar eine komplette Eradikation des Tumors erreicht werden.
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Abbildung 16: CXCR6+ verstarkt die therapeutische Wirksamkeit von OT-1-T-
Zellen im Panc02-OVA-Modell

Drei M&usen pro Gruppe wurden subkutan 2 x 10° Tumorzellen injiziert und nach ca. 8
Tagen in Bezug auf die TumorgréBe randomisiert. Nach ex vivo Modifikation mit
CXCR6 oder GFP und Kultivierung wurden 107 T-Zellen oder PBS i. v. in den Schwanz
injiziert. Auswertung alle zwei Tage durch Messung der TumorgréBe. Die gezeigten
Daten reprasentieren eines von drei durchgefiihrten unabhangigen Experimenten.
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4, Diskussion

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass CXCL16 von Pankreaskarzinomzellen
exprimiert und sezerniert wird. Die genetische Uberexpression von CXCR6 in CD8+ T-
Zellen ermdglicht eine spezifische Rekrutierung zu den Tumorzellen in vitro und dort
auch eine verbesserte anti-tumorale Funktion. In vivo fihrte die CXCR6-Modifikation
von OT-1-T-Zellen zu einer verbesserten anti-tumoralen Aktivitat.

Darlber hinaus konnte auch gezeigt werden, dass CXCL16 ein stabil exprimiertes
Chemokin in DC ist. Die Uberexpression von CXCR6 in CD8+ T-Zellen bewirkt dabei
ihre vermehrte Aggregation mit DC und konsekutiv eine verstarkte Stimulation dieser
T-Zellen.

4.1. Die Expression und Bedeutung der CXCR6 - CXCL16-Achse in Tumoren
4.1.1. CXCL16 wird unter inflammatorischen Bedingungen vom Tumorgewebe

sezerniert

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass CXCL16 von Pankreaskarzinomzellen
spontan produziert wird und, dass seine Sekretion in vitro durch TNF-a und IFN- y oder
zytotoxische T —Zellen induziert werden kann. In vivo tGberwiegt die tumorale CXCL16
Expression im Zeitverlauf quantitativ die Expression von CXCL16 in Organen.

CXCL16 (LARC, MP3a) ist neben CX3CL1 (Fractalkine) das einzige Chemokin,
welches nicht nur als 16sliches Peptid exprimiert wird, sondern zunachst als type-I-
transmembrane-molecule (TM-CXCL16) an der Zelloberflache verankert ist. CXCL16
besteht aus einer N-terminalen Chemokindoméne, gefolgt von einem hoch O-
glykosylierten Mucin-ahnlichen Stiel, einer einzelnen transmembranen a-Helix und
einem kurzen zytoplasmatischen Schwanz. Die I6sliche Form des Chemokins ist das
Produkt eines shedding-Prozesses. In dieser proteolytischen Kaskade katalysiert die
disintegrin-like metalloproteinase ADAM10 die Generierung des I8slichen CXCL16 (s-
CXCL16) aus dem TM-CXCL16 und seine anschlieBende Freisetzung in Fragmenten
auBerhalb der Zelle (Gough et al. 2004, Hundhausen et al. 2007).

Auch Abel et al zeigten eine Stimulation der ADAM10 Aktivitat und konsekutiv der
Induktion der CXCL16-Expression durch die proinflammatorischen Zytokine IFN-y und
TNF-a (Abel et al. 2004). Dieses spricht far einen positiven Feedback-Mechanismus

zwischen aktivierten T-Zellen und der CXCL16-Expression. Wente et al konnten
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speziell im Pankreaskarzinom eine vermehrte Expression von CXCL16 messen (Wente
et al. 2008). Andere Gruppen konnten CXCL16 als negativen prognostischen Marker
und Organisator eines proinflammatorischen Tumormilieus mit proangiogenetischen
oder proliferativen Effekten wie Tumorwachstum, Metastasierung und Immunevasion
nachweisen (Darash-Yahana et al. 2009, Deng et al. 2010). Andere
Forschungsgruppen konnten eine vermehrte CXCL16-Expression pathophysiologisch
mit proinflammatorischen Krankheitsbildern korrelieren (Heydtmann et al. 2005, Nanki
et al. 2005, Yamauchi et al. 2004).

Die detektierte geringe Menge von CXCL16 in Nieren und Organen in der vorliegenden
Arbeit suggeriert eine mégliche On-off-tumor-Toxizitat in diesen Organen. Aufgrund der
starken proinflammatorischen Assoziation der CXCR6 - CXCL16-Achse erscheint
diese jedoch firr gesundes nicht entziindlich verédndertes Gewebe unwahrscheinlich.
Ebenfalls macht die hier unzureichende Antigenlast eine T-Zellaktivierung und eine
klinisch relevante kollaterale Toxizitat ebenfalls weniger wahrscheinlich. Passend zu
den proinflammatorischen Sekretionsbedingungen von CXCL16 konnten zwei
Forschungsgruppen nach Bestrahlung von Brustkrebszellen eine Hochregulation von
CXCL16 und eine vermehrte Rekrutierung von T-Zellen ins Tumormilieu Uber die
CXCR6 - CXCL16-Achse zeigen (Matsumura et al. 2008, Yoon et al. 2016). Diese als
abskopaler Effekt bezeichnete Synergie von Bestrahlung und Immuntherapie kénnte
die Attraktivitat von CXCL16 als Zielprotein auch fir Tumorentitaten erhdhen, die durch
eine immunologische Resistenz und geringe CXCL16-Expression charakterisiert sind.

4.1.2. CXCR6 kann in zytotoxischen T-Zellen exprimiert werden

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass primare CD8+ T-Zellen nach retroviraler
Transduktion CXC6 an der Zelloberflache exprimieren kénnen. Zudem reproduziert die
Arbeit die physiologische Expression von CXCR6 auf einem kleinen Anteil
zirkulierender CD4+ T-Zellen. Auf anderen Immunzellpopulationen insbesondere CD8+
T-Zellen, Naturlichen Killerzellen (NK Zellen) oder B-Zellen konnte kein CXCR6
detektiert werden (Latta et al. 2007, Matloubian et al. 2000).

Physiologisch ist die Chemokinrezeptorexpression als Bestandteil einer molekularen
Signatur an der Zelloberflache strengt reguliert. Dabei kdnnen Zellen durch
Internalisierung des Chemokinrezeptor-Liganden-Komplexes diesen oberflachlichen
Kommunikationscode manipulieren, selbst Chemokingradienten generieren und damit

Migrationsrichtungen beeinflussen (Dona et al. 2013, Kim, Rott, et al. 2001). Einige
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Gruppen konnte zeigen, dass die Expression des G-Protein gekoppelten Rezeptors
CXCR6 (oder BONZO/STRL33/TYMSTR) durch aktivierte DC sowie IL-2 und IL-15
induziert werden kann und einen Marker fir die Differenzierung von T-Zellen in einen
TH1 Phéanotyp reprasentiert (Calzascia et al. 2005, Kim et al. 2003, Langenkamp et al.
2003, Unutmaz et al. 2000). Kim et al konnten zeigen, dass der GroBteil der CXCR6+
T-Zellen dabei CD8+ T-Zellen vom zytotoxischen Effektorphénotyp umfasst, die
aufgrund fehlender Koexpression von L-Selektin oder CCR7 kein spezifisches
,homing" Potential zu Lymphknoten besitzen, sondern sich in inflammatorisch
veranderten Geweben anreichern (Kim, Kunkel, et al. 2001). Auch Calabresi et al
fanden eine starke Korrelation der CXCR6-Expression mit der Konversion von T-Zellen
in Effektor-Gedachtnis-Zellen (Calabresi et al. 2002). Hydes et al konnten eine erhéhte
CXCR6-Expression in Leber residenten NK-Zelllen sowie unter Stimulation mit IL-12
und IL-15 auch eine CXCR6 Hochregulation in Nattrlichen Killerzellen im peripheren
Blut zeigen. Die CXCR6-Expression korrelierte auch dabei mit der Konversion peripher
zirkulierender NK Zellen in einen Homing Immunphéanotyp (Hydes et al. 2018).

Die in dieser Arbeit gezeigte Expression von CXCR6 auf einem kleinen Teil
zirkulierender CD4+ Lymphoyzten identifiziert die CXCR6 - CXCL16 Achse als eine
geeignete Zielstruktur. Dabei ist jedoch unklar, ob die in der Literatur beschriebene
CXCR6-Expression auf anderen Immunzellsubpopulation méglicherweise aufgrund
einer nicht ausreichenden Sensitivitat der FACS Farbung nicht reproduziert werden
konnte. Dartiber hinaus untersucht diese Arbeit weder direkt die Stabilitat der
Rezeptorexpression im Verlauf vor dem Hintergrund einer méglichen transienten
Herunterregulierung noch nimmt sie eine immunphéanotypische Differenzierung der
CXCR6+ T-Zellen vor. Die folgenden funktionalen in vitro Assays zur Uberpriifung der
migratorischen und zytotoxischen Kapazitat der transduzierten T-Zellen untersuchen
jedoch indirekt beide Aspekte.

4.2. Effekte von CXCL16 auf CXCR6-modifizierte CD8+ T-Zellen
4.2.1. CXCR6-modifizierte CD8+ T-Zellen migrieren spezifisch lber einen
CXCL16 Gradienten in vitro

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass CXCR6-modifizierte T-Zellen
Konzentrations-abhéangig und spezifisch tber einen rekombinanten CXCL16

Gradienten sowie zu TumorUberstanden in vitro migrieren.

Die Leukozytenmigration oder Leukodiapedese besteht aus den Phasen des Rollens,
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der Leukozytenaktivierung und —bindung sowie der transendothelialen Migration.
Chemokine kénnen dabei in l6slicher Form durch den Aufbau eines
Konzentrationsgradienten die Migrationsrichtung von Leukozyten steuern. Diese
Navigation wird auch Chemotaxis genannt. Im Unterschied dazu kénnen
Chemokinliganden als Oberflachen-gebundener Lockstoffgradient mit adh&siver
Wirkung auch die als Haptotaxis bezeichnete Lokomotion von Leukozyten
organisieren (Nourshargh and Alon 2014).

Fur CXCL16, welches durch seine duale Expression als TM- und s-CXCL16 prinzipiell
beide Navigationsformen initiieren kénnte, scheint die Leukozytenmigration vor allem
auf einem chemotaktischen Effekt zu basieren. Passend zum Konzentrations-
abhéangigen Effet der T-Zellmigration in der vorliegenden Arbeit konnten auch
Matloubian et al konnten zeigen, dass fir die Migration aktivierter T-Zellen der
chemotaktische Gradient von CXCL16 entscheidend ist. CXCL16 im unmittelbaren
Milieu der T-Zellen konnte keine Migration von T-Zellen induzieren. Zudem
beobachteten sie eine Migration von aktivierten CD8+ T-Zellen und weniger CD4+ T-
Zellen zu rekombinanten CXCL16. FUr naive T-Zellen, B-Zellen oder NK-Zellen konnte
trotz vergleichbarer CXCR6-Expression keine Migration nachgewiesen werden
(Matloubian et al. 2000). Die in der vorliegenden Arbeit fast vollstandige Aufhebung der
Migration CXCR6-transduzierter T-Zellen mittels eines gegen CXCL16 gerichteten
neutralisierenden Antikérpers ist Indiz fir die auch von anderen Gruppen beschriebene
geringe Bindungspromiskuitat von CXL16 und die starke Abh&ngigkeit der Chemotaxis
von der CXCL16 - CXCR6-Achse. Auch Sato et al. beobachteten im Mausmodell eine
signifikante reduzierte Rekrutierung von transferierten CXCR6-defizienten T-Zellen in
GvHD befallenes CXCL16 reiches Leberparenchym (Sato et al. 2005). Auch Wehr et al
und Xia et al konnten im Mausmodell die reduzierte Migration von CXCR67/
Lymphozyten in inflammatorisch veréandertes Leber- und Nierenparenchym sowie in
der Folge einen reduzierten fibrotischen Umbau dieser Organe zeigen (Wehr et al.
2013, Xia et al. 2014).

Auch in zahlreichen Tumorentitaten wurde die Bedeutung des CXCL16 Gradienten fir
die Migration von Zellen untersucht. Einige Gruppen beobachten die Anlockung
CXCR6-exprimierender T-Lymphozyten durch erhéhte Expression von CXCL16 im
Tumormilieu. Passend dazu konnte CXCL16 mit einer verbesserten Prognose korreliert
werden (Gutwein et al. 2009, Oldham et al. 2012, Parsonage et al. 2012). Im
Unterschied dazu konnten Gooden et al und andere Gruppen CXCL16 auch mit der

Migration von Tumorzellen im Sinne einer prometastatischen Aktivitat assoziieren und
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folglich CXCL16 als negativen prognostischen Marker in einigen Tumorentitaten
nachweisen (Darash-Yahana et al. 2009, Gooden et al. 2014, Wang et al. 2008). Dabei
konnten Hajo et al zeigen, dass vor allem s-CXCL16 die Migration und Metastasierung
von Tumorzellen und TM-CXCL16 eher die Leukozytendiapedese und Infiltration ins
TME férdert (Hojo et al. 2007). Dieses steht in Diskrepanz zu der in der vorliegenden
Arbeit gezeigten chemotaktischen Wirkung von rekombinanten s-CXCL16. Eine
weitere moglich mechanistische Untersuchung wére z. B. die Koinkubation von
ADAM10 Inhibitoren und Tumorzellen in Migrationassays. Dadurch kénnte die
Auswirkung eines verminderten Sheddings von TM-CXCL16 auf die T-Zellmigration

analysiert werden.

4.2.2. CXCR6-modifizierte CD8+ T-Zellen zeigen erhdhtes anti-tumorales
Potential in vitro

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass CXCR6-modifizierte T-Zellen im Vergleich
zu nicht modifizierten T-Zellen eine starkere Tumorzelllyse bewirken und mehr IFN-y
produzieren. Die vorherige Migration zum Tumor kompromittiert dabei nicht ihre
Effektorfunktion.

Die verbesserte Zytotoxizitat im statischen System des in vitro Assays lasst neben der
chemotaktischen Wirkung auch eine Relevanz der beschriebenen adhasiven Effekte
von TM-CXCL16 im Tumormilieu vermuten (Shimaoka et al. 2004). Die Menge von s-
CXCL16, welches von der transmembranen Form extrahiert wird und den
chemotaktisch wirksamen Gradienten synthetisiert, beeinflusst dabei das
Expressionslevel des adhasiv wirksamen TM-CXCL16 (Schulte et al. 2007). Die in
dieser Arbeit nachgewiesene erhéhte Tumorzelllyse und IFN-y Produktion von T-Zellen
nach erfolgter Migration deutet auf eine tumorale Expression von CXCL16 hin, welche
stabil sowohl fir einen chemotaktischen als auch adhasiven Effekt ist. Die CXCR6-
Expression in T-Zellen kénnte so aufgrund der dualen Funktion von CXCL16 neben der
verbesserten Migration ins TME auch die Persistenz von T-Zellen im Tumormilieu und
ihre Interaktion mit Tumorzellen glnstig beeinflussen. Dazu mussten weitere in vitro
Assays mussten die Kinetik der Expression von TM-CXCL16 im Tumormilieu und seine
adhasive Wirkung auf T-Zellen untersuchen. Wir und andere konnten die
therapeutische Relevanz dieser Kopplung von Tumorzellen und T-Zellen bereits mittels
bispezifischer Antikérper nachweisen, die sich in klinischer Zulassung fiir BCP-ALL
befinden (Kantarjian et al. 2017, Kobold, Steffen, et al. 2015).

Diese Arbeit eruiert dabei jedoch nicht, ob die gezeigte vermehrte IFN-y Sekretion
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CXCR6+ T-Zellen Folge ihrer verbesserten Chemotaxis ins Tumormilieu ist oder auch
die CXCR6 - CXCL16-Achse antigenunabhéangig T-Zellen aktivieren kann. Calabresi et
al gelang es, eine Korrelation zwischen IFN-y Produktion und CXCR6-Expression in
Effektorzellen nachzuweisen (Calabresi et al. 2002). Andere konnten auch fir die
Chemokinliganden CCL5 und CXCL1 die Induktion einer IFN-y Produktion in T-Zellen
beobachten. Dabei gilt es als weniger wahrscheinlich, dass diese die Folge einer
Aktivierung des T-Zellrezeptorkomplex ist, sondern, dass manche Chemokine G-
Protein gekoppelt neben Chemotaxis komplexe physiologische Mechanismen in T-
Zellen kontrollieren kénnen (Bacon et al. 1995, Kershaw et al. 2002). IFN-y kann durch
die Hochregulation von MHC-Molekilen Antigenpréasentation und Aktivierung von T-
Zellen potenzieren. Darlber hinaus kann es durch Inhibition von Angiogenese und
Zellproliferation zur Apoptose von Tumorzellen beitragen (Dunn et al. 2006).
Konsekutiv kénnte eine verstarkte IFN-y Produktion durch CXCR6-Expression in T-
Zellen ihre Effektorfunktion potenzieren, welche neben der Migration zum Tumormilieu
eine entscheidende Bedeutung flr die Erzeugung einer anti-tumoralen T-Zell-
Immunitat hat. Im Tumormilieu ist dieses relevant, weil Tumore durch
Herunterregulierung kostimulatorischer Molekile zur Anergie von T-Zellen fihren
kénnen (Hombach et al. 2001, Ochsenbein et al. 2001). In CAR-T-Zellen kann die
Inkorporation unterschiedlicher kostimulatorischer Signalmolekile ihre anti-tumorale
Immunitat wiederherstellen (Kawalekar et al. 2016, Lee et al. 2015). Vergleichbar
kdénnte auch die CXCR6 - CXCL16-Achse die Bioenergetik von T-Zellen beeinflussen.

4.3. CXCR6-modifizierte CD8+ T-Zellen interagieren vermehrt mit
dendritischen Zellen
4.3.1. CXCL16 wird von dendritischen Zellen sezerniert

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass DC spontan und unter Stimulation mit
rekombinanten Proteinen CXCL16 sezernieren.

Dieses ist kongruent mit den Ergebnissen zwei anderer Gruppen, welche die
Expression von CXCL16 neben DCs auch in anderen APC wie Monozyten,
Makrophagen und B-Zellen nachweise konnten (Hundhausen et al. 2007, Wilbanks et
al. 2001). Generell kénnen DC Uber ihr Chemokinexpressionsmuster das
Migrationsverhalten und die zelluléren Interaktionen von T-Zellen beeinflussen
(Langenkamp et al. 2003, Tang and Cyster 1999). Darlber hinaus kann die
Chemokinexpression in DC als Bestandteil einer molekularen Signatur die
Differenzierung und Ph&notypen von T-Zellen bestimmen (Kim et al. 2003).
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Mittels Ausschiittung von CXCL16 kénnen DC CXCR6-Uberexprimierende T-Zellen
auch zu Orten der Antigenprasentation rekrutieren. Darliber hinaus kann von DC
sezerniertes CXCL16 naive T-Zellen in zytotoxische T-Zellen umprogrammieren.
CXCR®6 konnte in diesem Zusammenhang als Marker von Effektor-Gedachtnis-T-
Zellen nachgewiesen werden (Tabata et al. 2005). Einige Gruppen konnte hierzu
zeigen, dass DC Uber die Ausschiittung von IL-12 eine Hochregulation von CXCR6 auf
T-Zellen induzieren kénnen (Kim, Kunkel, et al. 2001, Luther and Cyster 2001). Die hier
gezeigte CXCL16-Expression in DC erdffnet die Option, durch eine Uberexpression
von CXCRG6 in T-Zellen auch die unumstrittene Schlisselfunktion DC in der Regulation
der T-Zell-lImmunitat zu manipulieren (Banchereau and Steinman 1998).

Insgesamt existieren unterschiedlich differenzierte Populationen von DC mit einer
groB3en funktionellen Plastizitat, die neben Priming von T-Zellen auch protumorale
Effekte vermitteln kdnnen (Broz et al. 2014, Engelhardt et al. 2012). Die in dieser Arbeit
verwendeten DC wurden aus dem Knochenmark nicht tumortragender Mause isoliert,
ohne das die Zuordnung einer bestimmten Linie erfolgte. Inwieweit dieses Modell auf
tumortragende Organismen Ubertragbar ist, missten weitere in vivo Analysen

untersuchen.

4.3.2. CXCR6-modifizierte CD8+ T-Zellen aggregieren verstarkt mit
dendritischen Zellen und werden verstarkt durch dendritische Zellen
aktiviert

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass CXCR6-modifizierte T-Zellen verstarkt
Cluster mit DC bilden. Eine Liganden-induzierte Rezeptorinternalisierung normalisiert
diesen Effekt. Zudem produzieren CXCR6-modifizierte T-Zellen im Vergleich zu nicht
modifizierten T-Zellen im Milieu von DC mehr IFN-y.

Andere Forschungsgruppen konnten ebenfalls zeigen, dass DC Uber die Sekretion von
CXCL16 CXCR6+ T-Zellen anlocken kdnnen (Matloubian et al. 2000). Eine andere
Gruppe zeigte, dass DC tber CXCL16 T-Zellen reaktivieren und zu Orten der
Inflammation direktionieren kdnnen (Tabata et al. 2005). Dartber hinaus agiert TM-
CXCL16 als ein Mediator der immunologischen Synapse von APC und T-Zellen (van
der Voort et al. 2010). Shimaoka et al konnten ebenfalls eine verstarkte Adhasion von
CXCR6+ T-Lymphozyten an TM-CXCL16 exprimierenden DC nachweisen (Shimaoka
et al. 2004).

Analog zum statischen Ansatz des Zytotoxizitdtsassays lassen auch die
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Versuchsbedingungen der Clusterbildung eine Rolle von TM-CXCL16 vermuten.
Welche Rolle jedoch auch ein Gradient von s-CXCL16 spielt oder inwieweit die CXCR6
- CXCL16-Achse weitere Faktoren, welche die Translokation von CXCR6+ T-Zellen

bestimmen, beeinflussen, missten weitere Versuche untersuchen.

Chemokinrezeptoren kénnen z. B. das Expressionsmuster und die Konformation von
Integrinen und Selektinen bestimmen, die ebenfalls Zellinteraktionen vermitteln. Rapp
et al. konnten eine Uber die CCR4 - CCL22-Achse induzierte ICAM-1 und LFA-1
abhangige Aggregation von T-Zellen mit DC nachweisen (Rapp et al. 2016). Dieses
konnte flr die CXCR6 - CXCL16-Achse nicht reproduziert werden (Daten nicht
gezeigt). Zudem bildet die in vitro Kokultur die verstarkte Aggregation von DC und T-
Zellen nicht unter Einschluss anderer Zellpopulationen wie regulatorischer T-Zellen
oder NK-Zellen ab, die in tumortragenden Organismen die immunologische Synapse
ebenfalls beeinflussen kénnen (Bauer et al. 2014, Iraolagoitia et al. 2016).

Die hier gemessene vermehrte IFN-y Produktion kénnte als ein mégliches funktionelles
Korrelat der konfokalmikroskopisch abgebildeten Aggregation CXCR6-modifizierter T-
Zellen mit DC gelten. Die detektierte IFN-y Produktion kontrolltransduzierter T-Zellen
spiegelt die Promiskuitat der Rezeptor-Liganden Interaktionen der immunologischen
Synapse wieder, innerhalb dessen eine Uberexpression von CXCR®6 eine relevanten
Vorteil bedeutet.

Der Kontakt von T-Zellen mit APC und das konsekutiv erhéhte Priming von T-Zellen
sind zentral fUr die Induktion einer langfristigen spezifischen anti-tumoralen
Immunantwort, die sich selbst unterhalten kann. Die Férderung dieser sogenannten
immunologischen Synapse bildet auch den zentralen Wirkmechanismus der check-
point-Inhibition (Brown et al. 2003, Leach et al. 1996). Darlber hinaus existieren
andere immuntherapeutische BemUhungen, deren Kernstuck die verstarkte Funktion
von DC ist (Ma et al. 2013, Subklewe et al. 2014). Durch die vermehrte Aktivierung
transferierter T-Zellen durch DC kénnte die Modifikation mit CXCR6 neben der
migratorischen Kapazitat auch ihre Effektorimmunitat im immunsuppressiven
Tumormilieu scharfen. Neben dem erhéhten migratorischen und zytotoxischen
Potential reprasentiert dieses die zweite wichtige Dimension in der
Wirksamkeitsoptimierung von AZT durch CXR6-Expression. Weitere in vitro Analysen
immunzytologischer Marker waren notwendig, um dabei den Phanotyp der CXCR6-
koexprimierenden T-Zellen z. B. in Bezug auf ihre gezielte Konvertierung in Tumor-
spezifische T-Zellen zu detektieren.
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Abbildung 17: Effekte durch CXCR6 Expression in T-Zellen in vitro. CXCL16 wird
von Dendritisch  en Zellen und Tumorzellen exprimiert. CXCR6 modifizierte T-Zellen
migrieren und lysieren verbesserte CXCL16 exprimierende Tumorzellen. Ihre dabei
verstarkte IFN-y Produktion férdert als positive Riickkopplung die CXCL16-Produktion
von Tumorzellen und konsekutive Migration CXCR6+ T-Zellen. CXCR6 modifizierte T-
Zellen interagieren verstarkt mit CXCL16 exprimierenden Dendritisch  en Zellen und
produzieren verstarkt [FN-y.

4.4. CXCR6-modifizierte CD8+ T-Zellen zeigen therapeutische Wirksamkeit

nach adoptiven Transfer in vivo

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass CXCR6-modifizierte T-Zellen im Vergleich
zu nicht modifizierten T-Zellen nach AZT in vivo eine Regredienz des Tumors bewirken
kénnen. Im Besonderen haben kontrolltransduzierte T-Zellen auch keinen
vorribergehenden Vorteil gegenliber der reinen Behandlung mit PBS, obwohl sie Gber
den gleichen Tumor-antigen-spezifischen T-Zellrezeptor wie die CXCR6-modifizierten
T-Zellen verfugen.

Wenn auch zunehmend die Verwendung von Chemokinen und Integrinen fir die
verbesserte Anreicherung von Effektorzellen im Tumorgewebe zur Optimierung von T-
Zelltherapien diskutiert wird, so ist die bisherige Erkenntnislage hierzu limitiert (Lim et
al. 2017). Zuvor haben wir beobachten kénnen, dass zwar durch genetische
Modifikation von T-Zellen mit dem Chemokinrezeptor CCR4 eine verbesserte
Anreicherung von T-Zellen im immunsuppressiven Stromamilieu gelingt, jedoch das
therapeutische Potential dadurch nur begrenzt verbessert wird (Rapp et al. 2016).
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Andere Gruppen haben ahnliche Beobachtungen fir die Chemokinrezeptoren CCR2
und CX3CR1 machen kénnen (Garetto et al. 2016, Moon et al. 2011, Siddiqui et al.
2016). Bisher einzig klinisch relevantes Beispiel ist die Transduktion von TIL mit dem
Chemokinrezeptor CXCR2, deren therapeutischer Benefit aktuell in einer klinischen
Studie mit Melanompatienten (NCT 01740557) untersucht wird (Kershaw et al. 2002,
Peng et al. 2010).

Welche Rolle tatsachlich die verbesserte Migration CXCR6-modifizierter T-Zellen fiir
den therapeutischen Effekt spielt, oder inwiefern zudem auch die verbesserte
Persistenz und Aktivierung durch die adhéasiven Effekte von TM-CXCL16 relevant sind,
mussten weitere Experimente untersuchten. Durch pharmakologische Blockade der T-
Zell-Zirkulation aus den Lymphknoten ins Blut kdnnte die Bedeutung der verbesserten
Antigen-Prasentation durch CXCR6-Expression im lymphatischen Gewebe fir die T-
Zell-Antwort demaskiert werden. Rapp et al. gelang es durch die Behandlung
Pankreaskarzinom tragender Mause mit CCR4-transduzierten T-Zellen auch nach
zweiter Tumorzellinjektion die initiale komplette Remission zu erhalten und eine Art
immunologisches Gedachtnis zu etablieren. Auch fir CCR4-modifizierte T-Zellen war
dabei in vitro ein verbesserter Kontakt mit APC nachgewiesen worden (Rapp et al.
2016). Zudem kdnnte eine FACS basierte Messung nach Zelltransfer das
zytotoxisches Potential der T-Zellen mit dem immunologischen Phanotyp und der
tumoralen CXCL16-Expression korrelieren. Diese kdnnte auch Uber die Persistenz der
T-Zellen und die unterschiedlichen Ansprechraten in den Versuchsgruppe informieren.
Die ersten Langzeituntersuchungen mit CAR-T-Zellen behandelten Patienten konnten
die Expansion und Persistenz von T-Zellen als relevante Biomarker fir das
remissionsfreie Uberleben zeigen (June and Sadelain 2018).

Fir die Potenzierung des zytotoxischen Potentials CXCR6-modifizierter T-Zellen ist die
Koexpression von Tumor-spezifischen CAR eine naheliegende Strategie. Préklinisch
konnten unterschiedliche Gruppen durch die kombinierte Expression von den
Chemokinrezeptoren CCR2, CCR4, CXCR2 oder CXCR4 mit Tumor-Antigen-
spezifischen CAR eine verstarkte Migration ins TME sowie verbesserte Zelllyse sowohl
in Lymphomen als auch soliden Tumoren beobachten (Craddock et al. 2010, Di Stasi
et al. 2009, Muller et al. 2015, Whilding et al. 2019).

Vor dem Hintergrund der Induktion der CXCR6 - CXCL16-Achse kdnnte auch der
therapeutische Nutzen einer additiven oder sequentiellen Behandlung mit IL-12 oder
DC untersucht werden (Badovinac et al. 2005, Veinotte et al. 2016). Des Weiteren
wurde nach Inhibition des Checkpoints PD-1 eine vermehrte Ausschittung von IFN-y
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im Tumormilieu nachgewiesen (Peng et al. 2012). Eine Koadministration kénnte tber
die konsekutive Erhéhung von CXCL16 den Effekt der CXCR6-modifizierten T-Zellen

potenzieren.

4.5. Ausblick

Perspektivisch ist fir die Translation der CXCR6 - CXCL16-Achse in einen klinisch
relevanten T-Zellbasierten Therapieansatz die Expression von CXCL16 in humanen
Tumorzelllinien eine Voraussetzung. Auf Basis der Literatur ist dies zu erwarten
(Wente et al. 2008). Die hier im Mausmodell gezeigte vielversprechende
therapeutische Wirksamkeit von CXCR6-modifizierten T-Zellen kénnte daher
perspektivisch auch im Xenograft Modell Gberprift werden. Dabei kénnten zudem
Tracking Versuche eruieren, inwieweit die vermehrte migratorische Kapazitat und
Persistenz von T-Zellen im Tumormilieu durch CXCR6-Expression ihre verbesserte
Wirksamkeit bedingt. Darlber hinaus ist im Wissen der klinisch beobachteten On-
target-off-Tumor-Toxizitaten sowie Immuntoxizitaten von CAR-T-Zellen auch eine
praklinische intensive Untersuchung dieser Nebenwirkungen von Bedeutung fur die
Weiterentwicklung dieses Therapieansatzes.
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5. Zusammenfassung

Mit der Zulassung von Chimeric-antigen-receptor (CAR)-T-Zellen steht Patienten mit
refraktaren und rezidivierten hamatologischen Neoplasien eine neue vielversprechende
Therapieoption zur Verfigung. Hingegen limitiert in soliden Tumoren vor allem die
unzureichende Migration sowie die unzureichende Persistenz und Aktivierung von
CAR-T-Zellen im immunsuppressiven Tumormilieu die Induktion einer klinisch
signifikanten T-Zell-Antwort. Die Herausforderung fir die Weiterentwicklung von T-
Zelltherapie zur Behandlung solider Krebserkrankungen besteht also darin, diese
Funktionen von T-Zellen durch weitere genetische Verédnderungen — neben der CAR
Technologie — zu verbessern.

Hierzu konnte unsere Arbeitsgruppe friiher bereits die verbesserte Migration von OT1
T-Zellen durch genetische Modifikation mit dem Chemokinrezeptor CCR4 in einem
murinen Pankreaskarzinommodell zeigen. Ein Chemokinarray der murinen
Pankreaskarzinomzelllinien PancO2-OVA und T110299-OVA hat eine erh6hte
Expression von CXCL16 im Vergleich zu diversen anderen Chemokinliganden gezeigt.
Die vorliegende Arbeit sollte darauf aufbauend untersuchen, inwieweit sich die CXCR6
- CXCL16-Achse durch die genetische Uberexpression von CXCR6 in T-Zellen eignet,
um die Migration von T-Zellen und die Wirksamkeit von AZT in einem murinen

Pankreaskarzinommodell zu verbessern.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Transduktion von T-Zellen mit
dem Chemokinrezeptor CXCR6 deren migratorische und die zytotoxische Kapazitat im
Tumormilieu sowie den Kontakt von T-Zellen mit antigenprésentierenden Zellen in vitro
verstarkt. Die Uberlegenheit CXCR6-modifizierter T-Zellen gegentiiber nicht
transduzierten T-Zellen nach Transfer in Pankreaskarzinom-tragende Mause belegt
das Potential der CXCR6 - CXCL16-Achse zur Verbesserung der therapeutischen
Wirksamkeit von adoptiv transferierten T-Zellen in vivo.

Die Ergebnisse dieser Arbeit représentieren damit eine mdgliche Strategie, T-Zellen
verbessert im Milieu solider Tumoren anzureichern und damit T-Zell-basierte
Immuntherapien auch in soliden Tumoren zur Anwendung zu bringen. Die kombinierte
Transduktion von CXCR6 und CAR kénnte dabei Gegenstand zukinftiger
translationaler Forschung sein, um die CAR-T-Zelltherapie auch fir solide
Krebserkrankungen zu etablieren.
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Abkilirzungen

A

AZT Adoptiver Zelltransfer

ADAM A disintegrin and metalloproteinase domain
APC Allophycocyanin

APC Antigen-prasentierende Zellen

B

BCP-ALL B-Vorlauferzell-Leuk&dmie

BSA Bovines Serumalbumin

C

CAR Chimérer Antigen-Rezeptor

CD Cluster of differentiation

cDNA Komplementare Desoxyribonukleinsdure
CCR, CXCR Chemokinrezeptor

CXCL Chemokinligand

D

DC Dendritische Zellen

DLBCL Diffus groBzelliges B-Zell-Lymphom
DMEM Dulbecco’s modifies Eagle’s medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

E

E. coli Escheria coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
EMA Europaischen Arzneimittelagentur
env Envelope

F

FACS Fluorescent-activated cell sorting

Fc Fragment crystallisable

FKS Fetales Kélber-Serum

FITC Fluorescein isothiocyanate

G

gag Group antigen
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GFP Green fluorescent protein

GM-CSF Granulocyte macrophage - colony stimulating factor
H

h Stunde

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
|

ICAM Intracellular adhesion molecule

IL Interleukin

IFN Interferon

iv. Intravends

L

LB Luria Bertani

LDH Lactatdehydrogenase

LMU Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen
M

MACS Magnetic-activated cell sorting

MDSC Myeloid-derived suppressor cells

MHC Major histocompatibility complex

MMP Matrixmetalloproteinasen

N

NK-Zellen Natlrliche Killerzellen

o

OVA Ovalbumin

OT- MHC | beschrankte Ovalbumin-spezifische CD8+ T-Zellen
P

PBS Phosphate-buffered saline

PE Phycoerythrin

PerCp Peridinin Chlorophyll-Protein

PCR Polymerase chain reaction

Plat E Platinum E

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

pol Reverse Transkriptase

R

r Rekombinant

r/r Therapierefraktar rezidiviert

RNA Ribonukleinséure

RPMI-1640

Medium, entwickelt am Roswell Park Memorial Institute

71



7. Anhang

RT Raumtemperatur

RT-PCR Reverse Transkription Polymerase Kettenreaktion

S

] Soluble

S.C. Subkutan

scFv Single chain variable fragment

T

TAE (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan)-Acetat
Ethylendiamintetraessigsaure

TAMs Tumor-assoziierte Makrophagen

TCR T-Zellrezeptor

TIL Tumor-infiltrierende Lymphozyten

TLR Toll-like-Rezeptor

™ Transmembran

TME Tumormikroumgebung

TNF Tumor-Nekrose Faktor

TRUCK T cells redirected for antigen-unrestricted cytokine-initiated

killing
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