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1 Einleitung 

 

Aufgrund des steigenden Alters der Bevölkerung wächst die Inzidenz von 

Krebserkrankungen stetig (Smittenaar et al. 2016, Weir et al. 2015). So 

erkrankten im Jahr 2016 in Deutschland 492 090 Menschen an Krebs, während 

229 827 Menschen daran verstarben (Zentrum für Krebsregisterdaten 2019). 

Die bisher etablierten Therapieansätze – Chirurgie, Chemotherapie, 

Strahlentherapie und Antikörpertherapien – führen bei vielen Patienten nicht zu 

vollständiger Remission. Um in Erkrankungsstadien, die aktuell mit einer 

infausten Prognose einhergehen, die Überlebenszeit und Lebensqualität der 

Patienten zu erhöhen, besteht Bedarf an der Entwicklung neuartiger 

Tumortherapien. 

 

Nicht zuletzt durch die Beobachtung, dass erhöhte intratumorale T-Zell-Präsenz 

mit einer besseren Prognose von Krebspatienten einhergeht, wurde die 

entscheidende Rolle des Immunsystems bei Tumorerkrankungen immer 

deutlicher (Zhang et al. 2003). Es eröffnete sich ein neues, rasant wachsendes 

Forschungsgebiet in der Onkologie, die Immuntherapie. Diese konnte sich in 

den letzten Jahren bei der Behandlung einer stetig zunehmenden Anzahl von 

Tumorentitäten etablieren. Monoklonale Antikörper, die gegen Tumorantigene 

oder als sogenannte checkpoint-Inhibitoren gegen T-Zell-inhibitorische 

Rezeptoren wie cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4) oder 

programmed cell death protein 1 (PD-1) gerichtet sind, fanden ihren Einzug in 

die Klinik (Coiffier et al. 1998, Hodi et al. 2010, Viani et al. 2007). Gleichzeitig 

erweiterten auch T-Zell-basierte Therapien den Rahmen der immunologischen 

Behandlungsmöglichkeiten. Hierbei werden den Patienten tumorspezifische 

T-Zellen verabreicht, welche im Körper gezielt die entarteten Zellen eliminieren 

sollen. Mit der Zulassung der ersten T-Zell-basierten Therapie durch die FDA 

(Food and Drug Administration) im Jahr 2017 bewegte sich dieser neuartige 

Therapieansatz, mit dem sich auch diese Arbeit beschäftigt, einen großen 

Schritt nach vorne.  
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1.1 Adoptive T-Zell-Therapie 

 

Die adoptive T-Zell Therapie (AZT) ist die therapeutische Anwendung von 

T-Zellen, meist zur Behandlung von Tumorerkrankungen (Kalos et al. 2013). 

Essenziell sind dabei T-Zellen, die möglichst spezifisch für die Tumorzelle sind. 

Diese können entweder bereits im Patienten vorhanden sein, oder die T-Zellen 

werden durch Gentransfer spezifisch gemacht (Abbildung 1). Bei der 

Durchführung der AZT werden zunächst allogene oder autologe (Bonini et al. 

2015) Zellen aus dem peripheren Blut entnommen, in vitro kultiviert und 

selektiert und schließlich dem Patienten als Krebstherapie verabreicht 

(Rosenberg et al. 2015). Auch aus dem Tumorgewebe selbst können 

Lymphozyten gewonnen werden, die selektiert und expandiert werden, bevor 

sie dem Patienten wieder zugeführt werden. Das bietet den Vorteil, dass 

T-Zellen genutzt werden, die bereits in den Tumor infiltriert sind und somit in der 

Lage dazu erscheinen, dies nach in vitro Expansion wieder zu tun. Diese 

T-Zellen werden als Tumor-infiltrierende Lymphozyten (TIL) bezeichnet (Restifo 

et al. 2012). Noch einen Schritt weiter geht man mit der genetischen 

Modifizierung der T-Zellen. Dabei erhalten die Zellen verschiedene Rezeptoren, 

zum Beispiel tumorspezifische T-Zellrezeptoren (TCR) oder chimäre 

Antigenrezeptoren (CAR), durch die die Spezifität der T-Zellen gelenkt und ihre 

Aktivierung bewirkt wird (June 2007, Rosenberg et al. 2015).  

 

 

Abbildung 1: Überblick über verschiedene Arten der adoptiven T-Zell Therapie. 
Bei der AZT werden dem Patienten Tumor-infiltrierende Lymphozyten oder genetisch 
modifizierte T-Zellen verabreicht. Durch die genetische Modifikation exprimieren die 
Zellen zum Beispiel chimäre Antigenrezeptoren oder T-Zell-Rezeptoren, durch die die 
T-Zelle bestimmte Antigene erkennen kann (adaptiert nach Rosenberg et al. 2015). 
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Die Potenz der adoptiven T-Zell-Therapie spiegelt sich in der Stärke der 

möglichen Komplikationen wider. Der sogenannte Zytokinsturm, bei dem es zu 

Organversagen durch massive Freisetzung von inflammatorischen Zytokinen 

kommt (Morgan et al. 2010), oder das Tumor-Lyse-Syndrom, bei dem durch die 

schnelle Zerstörung vieler Tumorzellen eine große Menge an Metaboliten in 

den Blutkreislauf gelangt und den Organismus schädigt (Howard et al. 2011), 

sind lebensbedrohliche Nebenwirkungen und können Therapie-limitierend sein.  

 

1.2 Chimäre Antigenrezeptoren 

 

Chimäre Antigenrezeptoren sind gentechnisch konstruierte Rezeptoren, die 

durch den extrazellulären Anteil des Rezeptors spezifisch Antigene erkennen 

können, und intrazelluläre T-Zell-Rezeptor Domänen zur Weiterleitung von 

Signalen in die Zelle besitzen (Almasbak et al. 2016). Wenn ein CAR von einer 

T-Zelle exprimiert wird und mit dem extrazellulären Anteil an das dazugehörige 

Antigen bindet, wird die Zelle über ein Clustering der CAR durch die 

intrazellulären Domänen aktiviert (Davenport et al. 2018). Der Vorteil gegenüber 

T-Zell-Rezeptoren besteht darin, dass die Antigenerkennung unabhängig vom 

Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC) vermittelt wird, allerdings können CAR 

dadurch im Gegensatz zu TCR nur Oberflächenproteine erkennen (Harris et al. 

2016). 

 

Der extrazelluläre Anteil eines CAR besteht aus einem single chain variable 

fragment (scFv), welches aus einem monoklonalen Antikörper isoliert wurde 

und spezifisch für ein Antigen ist. Die darauffolgende Gelenkregion ist wichtig 

für die Flexibilität des Rezeptors und die Signalweiterleitung (Hudecek et al. 

2015). Extra- und intrazellulärer Bereich werden durch eine 

Transmembrandomäne verbunden, die zum Beispiel der aus CD3 oder CD8 

entspricht. Die intrazelluläre Domäne stellt den entscheidenden Bereich für die 

Signalweiterleitung und Aktivierung der T-Zelle dar. Um seine Funktion zu 

optimieren, wurde dieser intrazelluläre Anteil des CAR im Laufe der Zeit stark 

weiterentwickelt (Abbildung 2, Sadelain et al. 2013). Die erste CAR-Generation 

enthält eine einzelne Signaldomäne, was nur zu geringer Zytokinproduktion und 

Expansion führt (Shi et al. 2014). T-Zellen werden zwar anfänglich aktiviert, 
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jedoch in vivo zu schnell anerg, da das kostimulatorische Signal fehlt (Almasbak 

et al. 2016). Ein stärkerer Effekt kann mit CAR der zweiten Generation erzielt 

werden, bei denen zusätzlich eine kostimulatorische Domäne eingefügt wird, 

die beispielsweise aus Rezeptoren wie 4-1BB oder CD28 stammt (Sadelain et 

al. 2013). Chimäre Antigenrezeptoren der dritten Generation enthalten zwei 

verschiedene kostimulatorische Domänen, wobei es entscheidend ist, 

geeignete Kombinationen auszusuchen, um die CAR der jeweiligen Situation 

am besten anzupassen (Morello et al. 2016).  

 

 

Abbildung 2: Verschiedene CAR-Generationen. CAR lassen sich durch ihre 
intrazellulären Domänen in fünf Generationen einteilen. Dabei besitzen die CAR 
höherer Generationen im Gegensatz zu CAR der ersten Generation mehr intrazelluläre 
Domänen und zusätzliche Funktionen (adaptiert nach Tokarew et al. 2019). 

 

Einen Schritt weiter gehen chimäre Antigenrezeptoren der vierten Generation, 

sogenannte TRUCK (T-cells redirected for universal cytokine-mediated killing). 

Sie sind genetisch so modifiziert, dass sie nach Aktivierung im Tumorgewebe 

bestimmte Zytokine freisetzen, beispielsweise Interleukin-12 (IL-12). Dadurch 

sollen weitere Immunzellen angelockt werden, die dann ihre Antitumoraktivität 

entfalten können. Das bietet den Vorteil, auch die Tumorzellen angreifen zu 

können, die von den CAR-T-Zellen nicht erkannt werden (Chmielewski et al. 

2014). Durch IL-12 sollen außerdem die Angiogenese gehemmt, die IFN-γ 

Produktion erhöht und die zytotoxischen Fähigkeiten von CD8+ T-Zellen 

verstärkt werden (Kerkar et al. 2011). Aktuell werden auch CAR fünfter 

Generation erforscht. Diese enthalten intrazellulär eine gekürzte IL-2-Rezeptor-

Domäne mit einer Bindungsstelle für den Transkriptionsfaktor STAT3. Die 

Bindung des spezifischen Antigens an diesen CAR bewirkt somit gleichzeitig 
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eine Aktivierung über CD3ζ, die kostimulatorische Domäne und über Zytokine. 

Dadurch werden die T-Zellen bestmöglich auf verschiedenen Bahnen stimuliert 

(Tokarew et al. 2019). 

 

Im Bereich der hämatologischen Onkologie wurden in klinischen Studien bereits 

vielversprechende Resultate durch die adoptive T-Zell Therapie erreicht. Als 

Zielantigen bietet sich besonders CD19 an, da es auf allen malignen und 

normalen B-Zellen vorkommt, aber nicht auf anderem gesunden Gewebe 

(Ramos et al. 2014). Anti-CD19-CAR-T-Zellen führten bei Patienten mit 

refraktärem B-Zell-Lymphom (Neelapu et al. 2017, Schuster et al. 2017) und 

akuter lymphatischer Leukämie (Maude et al. 2018, Turtle et al. 2016) zu bisher 

nie erreichten Ansprechraten in dieser austherapierten Patientenpopulation. 

Folgerichtig wurden anti-CD19-CAR-T-Zellen in diesen Indikationen in den USA 

und Europa zugelassen (O'Leary et al. 2019). Diese vielversprechenden Erfolge 

bei hämatologischen Malignomen lassen sich bei soliden Tumoren derzeit nur 

bedingt beobachten (Ahmed et al. 2017, Brown et al. 2016). Dennoch konnten 

bei drei von 19 Patienten mit Neuroblastom in einer klinischen Studie 

vollständige Remissionen nach Behandlung mit anti-GD2-CAR-T-Zellen 

verzeichnet werden (Louis et al. 2011).  

 

Die Gründe dafür, dass solide Tumoren trotz mancher Fortschritte immer noch 

begrenzter als hämatologische Neoplasien mit CAR-T-Zellen zu behandeln 

sind, sind vielfältig. Zum einen ist die Auswahl eines geeigneten Antigens auf 

dem Tumorgewebe bei CAR-T-Zellen von besonderer Wichtigkeit, da diese 

schon auf sehr niedrige Antigenexpression reagieren und es zu schweren 

Organschäden kommt, wenn die Zellen neben dem Tumor auch gesundes 

Gewebe angreifen (Fesnak et al. 2016).  

 

Zum anderen wird eine effektive Immuntherapie durch die von soliden Tumoren 

hervorgerufene stark immunsuppressive Umgebung erschwert. Diese kann 

unter anderem dadurch entstehen, dass Tumorstromazellen immunsuppressive 

Moleküle wie transforming growth factor β (TGF-β) oder Interleukin-10 (IL-10) 

produzieren (Maus et al. 2016). Auch Oberflächenproteine wie PD-L1 

(programmed cell death-ligand 1) führen zur Inaktivierung von T-Zellen, was die 
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Kombination von adoptiver T-Zell-Therapie mit checkpoint-Inhibitoren wie 

anti-PD-1 interessant macht (Beavis et al. 2016, Chong et al. 2017). 

 

Bei der Immuntherapie solider Tumoren stellt sich zusätzlich ein logistisches 

Hindernis in den Weg: Um entartete Zellen zu erkennen und zu beseitigen, 

müssen die CAR-T-Zellen zuerst in das Tumorgewebe migrieren. Erschwert 

wird dieser Prozess durch Herunterregulierung von Adhäsionsmolekülen und 

pathologische Vaskularisation in der Tumorumgebung (Zhang et al. 2016). 

Manche Tumoren vermindern durch Veränderung ihres Chemokinprofils die 

Zahl der infiltrierenden zytotoxischen T-Zellen und entgehen so der Kontrolle 

des Immunsystems (Cadilha et al. 2017). Um diesem Evasionsmechanismus 

entgegenzutreten, macht es Sinn, sich die Interaktion von Chemokinen und 

Chemokinrezeptoren zu Nutze zu machen.  

 

1.3 Chemokine und Chemokinrezeptoren 

 

Chemokine sind Proteine, die die Chemotaxis (gezielte Wanderung) von 

Immunzellen hin zu entzündetem Gewebe vermitteln (Rollins 1997). Unter den 

Chemokinen zeigt die Tertiärstruktur – bestehend aus drei -Faltblättern, einer 

carboxyterminalen Helix und einer variablen aminoterminalen Region – eine 

starke Homologie. Basierend auf der Position ihrer N-terminalen Cysteinreste 

werden Chemokine in die CC-, CXC-, CX3C- und XC-Untergruppen eingeteilt 

(Proudfoot 2002). Unabhängig von den strukturellen Unterschieden lassen sich 

die Chemokine auch hinsichtlich der Funktion unterteilen. Einerseits gibt es 

inflammatorische Chemokine, die bei entzündlichen Reaktionen hochreguliert 

werden. Andererseits gibt es Chemokine, die dauerhaft in Lymphgewebe und 

Organen exprimiert werden und die Homöostase und Migration von 

Immunzellen im Gewebe vermitteln. Manche Chemokine lassen sich beiden 

Gruppen zuordnen (Zlotnik et al. 2012). Die verschiedenen chemotaktischen 

Proteine können an G-Protein-gekoppelte Chemokinrezeptoren binden. Diese 

bestehen aus ungefähr 350 Aminosäuren, die sieben Transmembrandomänen 

und jeweils drei intra- und extrazelluläre hydrophile Schleifen bilden. C-terminal 

befinden sich Serin- und Threoninreste, die im Rahmen der Rezeptorregulation 

phosphoryliert werden können (Frick et al. 2016). 
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Sowohl tumorassoziierte Zellen als auch Tumorzellen selbst setzen Chemokine 

frei, die zu der Rekrutierung von verschiedenen Zellen in das Tumorgewebe 

führen. Manche dieser Zellen fördern das Tumorwachstum während andere es 

bremsen. Außerdem können Chemokine auch direkt das Wachstum von 

Tumorzellen modulieren und deren Apoptose verhindern (Chow et al. 2014). So 

wurde zum Beispiel festgestellt, dass Melanomzellen bestimmte Chemokine wie 

CXCL8 und CCL5 freisetzen, die die Tumorprogression fördern (Payne et al. 

2002). Auch bei der Angiogenese in Tumoren spielen Chemokine eine 

entscheidende Rolle, wodurch die chemotaktischen Proteine sehr wichtig für 

das Wachstum und auch für die Metastasierung von Tumoren zu sein scheinen 

(Bernardini et al. 2003). Somit ist es nicht verwunderlich, dass bestimmte 

Chemokine in der Tumorumgebung hochreguliert sind. Beispielsweise konnte in 

Brustkrebsproben eine erhöhte Produktion von CCL18 im Vergleich zu 

gesundem Brustgewebe festgestellt werden (Gao et al. 2015). Für das gleiche 

Chemokin konnte auch in Endometriumkarzinomen eine gesteigerte Menge 

gemessen werden (Sakane et al. 2014). Das in Pankreaskarzinomen erhöhte 

CXCL16 steigerte in vitro die Invasivität der Tumorzellen (Wente et al. 2008).  

 

Allerdings stellen Chemokine auch bei der Tumorkontrolle einen 

entscheidenden Faktor dar, da sie die Präsenz von T-Lymphozyten im 

Tumorgewebe erhöhen können (Gajewski 2007, Harlin et al. 2009). In in vivo 

Experimenten wurde bereits gezeigt, dass es eine Korrelation zwischen 

T-Zell-Chemotaxis und tumorbedingter Produktion von CCL2 gibt. Wurden 

Tumorzellen, die normalerweise kein CCL2 freisetzten so verändert, dass sie 

den Liganden produzierten, wanderten T-Zellen vermehrt zu den Tumorzellen 

hin (Brown et al. 2007). Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass T-Zellen, die 

nach genetischer Modifikation den Rezeptor CCR4 besitzen, eine bessere 

Migration in Tumoren aufweisen, die das dazu passende Chemokin CCL22 

überexprimieren (Rapp et al. 2016). Außerdem wurde festgestellt, dass 

T-Zellen, die CX3CR1 exprimieren, CX3CL1 produzierende Tumoren besser 

infiltrieren können (Siddiqui et al. 2016) und CXCR2-exprimierende T-Zellen 

eine gesteigerte Migration zu Tumoren besitzen, die CXCL1 produzieren (Peng 

et al. 2010).  
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Da für T-Zellen, die nach genetischer Modifikation bestimmte 

Chemokinrezeptoren besitzen, eine gesteigerte Migration erreicht werden kann, 

ist es wichtig, dass in der Tumorumgebung ein passendes Chemokinmilieu 

herrscht (Siddiqui et al. 2016). Die schlechte Steuerbarkeit dieses 

Chemokinmilieus in Tumornähe stellt somit ein Hindernis für diese 

Therapieform dar. Außerdem muss bedacht werden, dass die Spezifität, die für 

die Tumortherapie wichtig ist, dadurch eingeschränkt wird, dass 

Chemokinrezeptoren nicht spezifisch für einzelne Liganden sind, sondern an 

mehrere verschiedene Chemokine binden können (Zlotnik et al. 2012).   

 

Damit CAR-T-Zell-Therapien in Zukunft auch in soliden Tumorentitäten zu 

vollständigen und dauerhaften Remissionen führen können, muss eine Vielzahl 

von Hindernissen überwunden werden. Um zu erreichen, dass T-Zellen gezielt 

zu Tumorzellen migrieren und diese spezifisch erkennen und bekämpfen, 

macht es Sinn, Chemokinrezeptoren und chimäre Antigenrezeptoren kombiniert 

auf den T-Zellen zu exprimieren.  

 

1.4 Ergebnisse von Vorarbeiten der Arbeitsgruppe 

 

Unsere Arbeitsgruppe hat bereits Ergebnisse im Bereich der Modifizierung von 

T-Zellen mit Chemokinrezeptoren und chimären Antigenrezeptoren einzeln 

gesammelt. In vitro konnte beobachtet werden, dass die Migration von T-Zellen 

mit Chemokinrezeptoren zu den entsprechenden Liganden erhöht war (Rapp et 

al. 2016). Außerdem konnte in Zytotoxizitätsexperimenten gezeigt werden, dass 

Zellen, die mit einem anti-EpCAM-CAR transduziert worden sind, eine höhere 

Zytotoxizität gegenüber EpCAM-positiven Tumorzellen als untransduzierte 

T-Zellen besitzen. Darüber hinaus war durch in vivo Experimente bekannt, dass 

die AZT mit Ovalbumin-spezifischen T-Zellen, die mit CCR8, CCR4 oder 

CXCR6 transduziert worden sind, im Vergleich zu den Kontrollgruppen zu 

erhöhter Tumorkontrolle in einem System mit Ovalbumin-Antigenrestriktion 

führt.  
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1.5 Hypothese 

 

In verschiedenen Experimenten ist die Wirksamkeit von T-Zellen, die nach 

genetischer Modifizierung chimäre Antigenrezeptoren oder 

Chemokinrezeptoren besitzen, gezeigt worden. Dennoch bleibt unklar welcher 

Chemokinrezepor, insbesondere in Kombination mit einem CAR, die größte 

Synergie zeigt. In der vorliegenden Arbeit soll ein chimärer Antigenrezeptor, der 

epitheliales Zelladhäsionsmolekül (EpCAM) erkennt, jeweils mit CCR4, CCR8 

oder CXCR6 kombiniert werden. Ziel ist dabei die Beantwortung folgender 

Fragen (Abbildung 3): 

• Produzieren CAR- und Chemokinrezeptor-transduzierte T-Zellen nach 

Erkennung von EpCAM IFN-γ? 

• Können die transduzierten T-Zellen EpCAM-positive Tumorzellen töten? 

• Migrieren die CAR- und Chemokinrezeptor-exprimierenden T-Zellen in 

Richtung der zugehörigen Liganden? 

• Welche Auswirkungen haben die kombiniert transduzierten T-Zellen auf 

das Tumorwachstum in vivo? 

• Bestehen zwischen den verschiedenen Kombinationen Unterschiede 

hinsichtlich der in vitro und in vivo Wirkungen? 

 

Abbildung 3: Experimenteller Aufbau des vorliegenden Promotionsprojekts. 
T-Zellen werden entnommen und in vitro transduziert, sodass sie einen CAR und einen 
Chemokinrezeptor exprimieren. Anschließend werden die Proliferation, die 
IFN-γ-Produktion, die Zytotoxizität und die Migration der Zellen in vitro untersucht. Zur 
Untersuchung der Wirksamkeit der Zellen in vivo werden diese in tumortragende 
Mäuse injiziert. Das Ziel ist es, dass die T-Zellen in vivo durch Chemokine zu den 
Tumorzellen finden und dort nach Bindung an das Tumorantigen aktiviert werden und 
die Tumorzellen töten.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Geräte und Reagenzien 

2.1.1 Technische Geräte 

Tabelle 1: Technische Geräte 

AlphaImager HP Alpha Innotech Kasendorf, Deutschland 

CO2-Inkubator (BD6220) 
Heraeus, 
ThermoFisherScientific 

Massachusetts, USA 

CO2-Inkubator (Heracell 240i) 
Heraeus, 
ThermoFisherScientific 

Massachusetts, USA 

Discovery Comfort Pipetten Set HTL Warschau, Polen 

EasyCast Gelelektrophorese 
Systeme 

ThermoFisher Scientific Massachusetts, USA 

FACSCanto II BD Biosciences New Jersey, USA 

Fujifilm LAS4000  Fujifilm Tokyo, Japan 

Gefrierschränke 4 °C und 
-20 °C 

Bosch 
Gerlingen-Schillerhöhe, 
Deutschland 

Gene Touch Thermocycler Bioer Hangzouh, China 

HERAfreezeTM HFU T Series 
Heraeus, 
ThermoFisherScientific 

Massachusetts, USA 

iCELLigence ACEA Biosciences Inc. California, USA 

Innova44 Thermoshaker 
New Brunswick Scientific, 
Eppendorf 

Hamburg, Deutschland 

Lichtmikroskop Axiovert 40Ca Zeiss New York, USA 

LSRFortessa BD Biosciences New Jersey, USA 

MaxQ 4000 Thermoshaker ThermoFisherScientific Massachusetts, USA 

Mithras lb 940 Berthold Technologies Bad Wildbad, Germany 

Multifuge 3L-R, X3 und 4KR 
Heraeus, 
ThermoFisherScientific 

Massachusetts, USA 

Nanodrop 2000c ThermoFisherScientific Massachusetts, USA 

Nichipet EXII Pipetten Set Nichiryo Saitama, Japan 

Pipetus Hirschmann Eberstadt, Deutschland 

PowerPacTM Bio-Rad Laboratories München, Deutschland 

Research plus Pipetten Set Eppendorf Hamburg, Deutschland 

Rollenmischer CAT RM 5 Zipperer Deutschland 

Shaker DOS-10L NeoLAB Heidlberg, Germany 

Sprout Minizentrifuge Biozym 
Hessisch Oldendorf, 
Deutschland 

Thermomixer comfort Eppendorf Hamburg, Deutschland 

Thermomixer digital ThermoFisherScientific Massachusetts, USA 

Tischvortexer RS VA 10 Phoenix Garbsen, Deutschland 

Tischzentrifuge Heraeus 
Fresco 17 

ThermoFisherScientific Massachusetts, USA 

Tischzentrifuge 5418r Eppendorf Hamburg, Deutschland 

T3 Thermocycler Biometra Göttingen, Deutschland 

Vakuumpumpe Welch 
Fürstenfeldbruck, 
Deutschland 

Zellkulturflow HeraSAFE KS 
Heraeus, 
ThermoFisherScientific 

Massachusetts, USA 

Zentrifuge Rotina 420R Hettich GmbH Tuttlingen, Deutschland 
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2.1.2 Reagenzien, Chemikalien und Puffer 

Tabelle 2: Reagenzien, Chemikalien und Puffer 

Albumin Fraktion V (BSA) Sigma-Aldrich Missouri, USA 

Ammoniumchlorid Merck Darmstadt, Deutschland 

Calciumchlorid Sigma-Aldrich Missouri, USA 

CountBright Absolute Counting 
Beads 

LifeTechnologies Kalifornien, USA 

CytoTox 96 Non-Radioactive 
Cytotoxicity Assay 

Promega Wisconsin, USA 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich Missouri, USA 

Disodiumphosphat Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland 

DNA Gel Loading Dye 6x ThermoFisherScientific Massachusetts, USA 

Dulbecco’s Phosphate Buffered 
Saline (PBS) 

Sigma-Aldrich Missouri, USA 

Dynabeads Mouse T-Activator 
CD3⁄CD28  

Invitrogen 
(ThermoFisherScientific) 

Massachusetts, USA 
 

EcoRI Enzym NEB Massachusetts, USA 

Ethanol Carl Roth GmbH Karlsruhe, Deutschland 

Ethylendiamintetraessigsäure Carl Roth GmbH Karlsruhe, Deutschland 

FACSFlow, FACSClean BD Biosciences New Jersey, USA 

GeneJet Plasmid Miniprep Set ThermoFisherScientific Massachusetts, USA 

Isofluran CP PHARMA Burgdorf, Deutschland 

Kaliumhydrogencarbonat Merck Darmstadt, Deutschland 

LB Agar Carl Roth GmbH Karlsruhe, Deutschland 

LB Medium Carl Roth GmbH Karlsruhe, Deutschland 

LE Agarose Biozym 
Hessisch Oldendorf, 
Deutschland 

Lipofectamin 3000 
Invitrogen 
(ThermoFisherScientific) 

Massachusetts, USA 

Natriumcarbonat Merck Darmstadt, Deutschland 

Natriumchlorid Baxter Illinois, USA 

Natriumhydrogencarbonat Carl Roth GmbH Karlsruhe, Deutschland 

Natriumhydroxid Carl Roth GmbH Karlsruhe, Deutschland 

NotI Enzym NEB Massachusetts, USA 

Kaliumchlorid Sigma-Aldrich Missouri, USA 

OptEIA Mouse IFN-γ ELISA Set BD Biosciences New Jersey, USA 

Polybren Sigma-Aldrich Missouri, USA 

PureLink PCR Purification Kit 
Invitrogen 
(ThermoFisherScientific) 

Massachusetts, USA 

PureLink PCR Quick Gel 
Extraction Kit 

Invitrogen 
(ThermoFisherScientific) 

Massachusetts, USA 

Q5 Enyzm NEB Massachusetts, USA 

RetroNectin TaKaRa Kyoto, Japan 

Schwefelsäure Carl Roth GmbH Karlsruhe, Deutschland 

SERVA DNA Stain G SERVA Heidelberg, Deutschland 

TriDye 2-Log DNA Ladder NEB Massachusetts, USA 

T4 Ligase Enzym NEB Massachusetts, USA 

ZymoPURE Plasmid Maxi Prep Kit Zymo Research Kalifornien, USA 



  12 

2.1.3 Materialien für die Zellkultur 

Tabelle 3: Materialien für die Zellkultur 

Blasticidin InvivoGen Kalifornien, USA 

Dulbecco’s modified Eagle 
medium DMEM 

Lonza Basel, Schweiz 

Dulbecco’s modified Eagle 
medium DMEM 

Sigma-Aldrich Missouri, USA 

FCS (fetal calf serum) Gibco Products Massachusetts, USA 

HEPES-Puffer 1 M Sigma-Aldrich Missouri, USA 

L-Glutamin 200 mM Sigma-Aldrich Missouri, USA 

β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Missouri, USA 

Natrium-Pyruvat Sigma-Aldrich Missouri, USA 

Opti-MEM Medium Gibco Products Massachusetts, USA 

Penicillin/ Streptomycin Sigma-Aldrich Missouri, USA 

Puromycin InvivoGen Kalifornien, USA 

Roswell Park Memory Institute 
(RPMI) Medium 

Lonza Basel, Schweiz 

Roswell Park Memory Institute 
(RPMI) Medium 

Sigma-Aldrich Missouri, USA 

Trypsin Lonza Basel, Schweiz 

 

Tabelle 4: Zellkultur Medien 

Medium Zusammensetzung Medium Zusammensetzung 

DMEM Vollmedium 

DMEM 
10 % FCS 
2 mM L-Glutamin 
100 IU/ml Penicillin 
100 µg/ml 
Streptomycin 

RPMI T-Zell Medium 

RPMI 
10 % FCS 
2 mM L-Glutamin 
100 IU/ml Penicillin 
100 µg/ml Streptomycin 
1 mM Natriumpyruvat 
0,1 mM HEPES  

DMEM 293Vec 
Kulturmedium 

DMEM 
10 % FCS 
4 mM L-Glutamin 
100 IU/ml Penicillin 
100 µg/ml 
Streptomycin 

Cytotox-Medium 

RPMI ohne Phenolrot 
1% FCS 
2 mM L-Glutamin 
100 IU/ml Penicillin 
100 µg/ml Streptomycin 
1 mM Natriumpyruvat 
0,1 mM HEPES 

Kryo-Medium 
90 % FCS 
10 % DMSO 

Migrationsmedium 
RPMI ohne Phenolrot 
0,5 % BSA 
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2.1.4 Zelllinien 

Tabelle 5: Zelllinien 

Panc02-OVA-Epcam DMEM Vollmedium 

Panc02 
Pankreaskarzinom 
C57BL/6 
Tumormodell 

Klinische 
Pharmakologie, 
Klinikum der 
Universität München 

293Vec-Eco 
DMEM 293Vec 
Kulturmedium 

Retrovirale 
Verpackerzelllinie 

Biovec Pharma 

293Vec-Galv 
DMEM 293Vec 
Kulturmedium 

Retrovirale 
Verpackerzelllinie 

Biovec Pharma 

 

2.1.5 Antikörper, Zytokine und Chemokine 

Tabelle 6: Antikörper, Zytokine und Chemokine 

Anti-c-myc-FITC Klon SH1-26E7.1.3 Miltenyi Biotec 
Bergisch Gladbach, 
Germany 

Anti-IgG1-FITC Klon X-56 Miltenyi Biotec 
Bergisch Gladbach, 
Germany 

Anti-mouse CD3 Klon 145-2C11 BD Pharmingen New Jersey, USA 

Anti-mouse CD28 Klon 37.51 BD Pharmingen New Jersey, USA 

Rekombinantes 
murines CCL1 

Kat. # 582602 BioLegend Kalifornien, USA 

Rekombinantes 
murines CCL22 

Kat. # 584802 BioLegend Kalifornien, USA 

Rekombinantes 
murines CXCL16 

Kat. # 250-28 Peprotech 
Hamburg, 
Deutschland 

Rekombinantes 
humanes IL-2 

Kat. # 200-02 Peprotech 
Hamburg, 
Deutschland 

Rekombinantes 
humanes IL-15 

Kat. # 200-15 Peprotech 
Hamburg, 
Deutschland 

 

2.1.6 Software 

Tabelle 7: Software 

Endnote Clarivate Analytics Pennsylvania, USA 

FACSDiva BD Biosciences New Jersey, USA 

FlowJo Tree Star Oregon, USA 

GraphPad Prism GraphPad Software La Jolla, USA 

Microsoft Office Microsoft Redmond, USA 

MikroWin Labsis Laborsysteme GmbH Neunkirchen-Seelscheid, Deutschland 

RTCA Data Analysis ACEA Biosciences Kalifornien, USA 

SnapGene GSL Biotech LLC Illinois, USA 
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2.2 Tierversuche 

2.2.1 Mäuse 

 

Weibliche C57Bl/6 Mäuse wurden von Charles River bezogen. Die Mäuse 

waren zum Zeitpunkt der Experimente 5 bis 12 Wochen alt. Die Tierversuche 

wurden von der zuständigen Behörde genehmigt (Regierung von Oberbayern, 

München, Deutschland). 

 

2.2.2 Gewinnung von Splenozyten 

 

Die Tötung der Mäuse erfolgte in der CO2-Kammer oder durch Genickbruch. 

Nach Entnahme der Milz wurde in diese unter sterilen Bedingungen an 

mehreren Einstichstellen PBS injiziert und die Milz mit dem PBS anschließend 

durch ein 30 m Zellsieb gegeben. Dabei wurde das Zellsieb mit RPMI T-Zell 

Medium nachgespült. Nach Zentrifugation und Abnahme des Überstands 

wurden die Erythrozyten im Zellpellet durch 2 ml Erylyse-Reagenz lysiert. Im 

Anschluss wurden 20 ml T-Zell Medium hinzugefügt, ein weiteres Mal 

zentrifugiert und die übrigen Zellen gezählt. Abschließend wurde die 

gewünschte Zellzahl in T-Zell Medium mit hinzugefügtem -Mercaptoethanol, 

IL-2 und anti-CD3 Antikörper in einer Konzentration von 1:1.000, sowie 

anti-CD28 Antikörper in einer Konzentration von 1:10.000 in Kultur genommen. 

 

2.2.3 In vivo Tumormodelle 

 

Zum Setzen von Tumoren wurden Panc02-OVA-EpCAM-Zellen genutzt. Dafür 

wurden die adhärenten Tumorzellen mit Trypsin aus der Flasche gelöst, drei 

Mal mit PBS gewaschen, gezählt und 2 x 106 Zellen pro Maus subkutan in die 

linke Flanke injiziert. Nach Erreichen einer Tumorgröße von ungefähr 2 x 3 mm 

wurden die Mäuse randomisiert in Gruppen mit je fünf Versuchstieren aufgeteilt. 

Anschließend erhielten diese eine intravenöse Therapie in Form von 

transduzierten T-Zellen, als Kontrolle erhielt ein Teil der Mäuse nur PBS 

intravenös. Die Tumorgrößen wurden drei Mal pro Woche gemessen, wobei 

auch der Zustand der Mäuse überprüft und dokumentiert wurde. Alle in vivo 

Versuche wurden verblindet durchgeführt. 
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2.3 Molekularbiologische Methoden - Klonieren 

2.3.1 Vektor 

 

Für diese Arbeit wurde der retrovirale pMP71 Vektor (Leisegang, et al. 2008) 

mit Ampicillinresistenz verwendet.  

 

2.3.2 Primer-Design 

 

Alle Primer wurden bei Metabion bestellt und nach folgenden Kriterien 

entworfen: 

1. 15-30 Nukleotide lang; 

2. GC-Gehalt 40 - 60 %; 

3. Primer sollten nicht komplementär zu sich selbst oder zu anderen 

Primern sein; 

4. Primer sollten zu nur einer einzigen Stelle in der Matrizen-DNA 

komplementär sein; 

5. Die Differenz der Annealing-Temperatur der verschiedenen Primer sollte 

5 °C nicht überschreiten. 

 

2.3.3 Overlap Extension PCR (Polymerase-Kettenreaktion) 

 

Diese Methode wurde angewendet, um durch das Zusammenfügen bestimmter 

DNA-Sequenzen gewünschte Inserts herzustellen. Dabei kommen bei zwei 

verschiedenen DNA-Sequenzen, die zusammengefügt werden sollen, Primer 

zum Einsatz, die komplementär zu den jeweiligen Enden der DNA sind, 

zusätzlich aber auch noch einen Überhang besitzen, der wiederum zu der 

Sequenz des anderen Bausteins komplementär ist. In einer weiteren PCR 

können die beiden Sequenzen durch den Überhang zusammengefügt werden. 

Die in diesem Projekt genutzte DNA-Polymerase war das Q5 Enzym von NEB. 
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2.3.4 Ligation 

 

Die Inserts wurden durch eine sticky-end-Ligation in die Vektoren eingesetzt. 

Dafür besaß jedes Insert Schnittstellen für die Restriktionsenzyme NotI und 

EcoRI, sodass man nach der Restriktion durch geeignete Enzyme das Insert 

mit der T4 Ligase von NEB in den Vektor einfügen konnte.  

 

2.3.5 Transformation 

 

Für die Transformation wurden kompetente Bakterien von NEB benutzt. Die zu 

transformierende DNA wurde zu den Bakterien gegeben und das Gemisch 

anschließend zehn Minuten lang auf Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock für 

90 Sekunden bei 42 C und dann wiederum eine Inkubation auf Eis über zwei 

Minuten. Zu den Bakterien wurde Medium ohne Antibiotikum gegeben, um sie 

dann eine Stunde lang bei 37 C zu kultivieren. Anschließend wurden die 

Bakterien für 12 bis 24 Stunden auf LB Agarplatten mit Ampicillin inkubiert, am 

darauffolgenden Tag wurden Kolonien gepickt und diese in LB Medium mit 

Ampicillin weitere 24 Stunden lang wachsen gelassen.  

 

2.3.6 Sequenzierung 

 

Die Plasmid-DNA, die durch die Transformation von den Bakterien produziert 

wurde, wurde durch ein Mini Prep Set von ThermoScientific aufbereitet und in 

einem Restriktionsverdau getestet, um sicherzugehen, dass das Insert richtig in 

den Vektor eingesetzt worden war. Wenn das der Fall war, wurde die DNA mit 

einem Sequenzierset von Eurofins sequenziert. 

 

2.3.7 DNA Vorbereitung 

 

Wenn das Konstrukt in der Sequenzierung keine Mutationen aufwies, wurden 

Bakterien mit dem korrekten Plasmid transformiert und eine Flüssigkultur 

angelegt. Aus dieser wurden für die weitere Arbeit mit einem Set von Promega 

oder Zymo Research größere Mengen des benötigten Plasmids gewonnen. 
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2.3.8 Agarose-Gelelektrophorese 

 

Die Gelelektrophorese wurde mit einprozentigem Agarosegel in TE Puffer mit 

DNA-Farbstoff durchgeführt. Den Proben wurde loading dye hinzugefügt, es 

wurde eine ladder von ThermoScientific aufgetragen und das Gel lief bei 

100 Volt für 30 Minuten. 

 

2.4 Zelluläre Methoden 

2.4.1 Zellkultur Ablauf 

 

Die Zellen wurden unter sterilen Bedingungen gesplittet, wenn sie ungefähr 

80 % Konfluenz erreicht hatten. Das alte Medium wurde abgenommen, die 

Zellflasche mit PBS gewaschen und bei adhärenten Zellen anschließend 

Trypsin aufgetragen, um diese vom Flaschenboden zu lösen. Wenn sich die 

Zellen nach kurzer Zeit gelöst hatten, wurde das Trypsin mit Medium 

abgestoppt. Die Zellen wurden abgenommen, in ein Falkon gegeben und 

zentrifugiert. Danach wurde der Überstand abgenommen, während die Zellen in 

frischem Medium resuspendiert und ein Teil davon zurück in die Zellflasche 

gegeben wurden. Suspensionszellen konnten ohne die Anwendung von Trypsin 

sofort aus der Zellflasche entnommen werden.  

 

2.4.2 Zählen von Zellen 

 

Zellen wurden mit Trypanblau vermischt und in Neubauer Zählkammern 

gezählt. Zum Berechnen der Zellzahl wurde folgende Formel genutzt:  

Zellen / ml =  
Zellzahl in gezählten Kammern

Anzahl gezählter Kammern

  x Verdünnungsfaktor x 104  

 

2.4.3 Zellen einfrieren und auftauen 

 

Beim Einfrieren von Zellen wurde unter sterilen Bedingungen und so zügig wie 

möglich gearbeitet, um die Zellen nur möglichst kurz bei Raumtemperatur 

DMSO auszusetzen. Die Zellen wurden in 1 ml Kryo-Medium suspendiert und in 

ein beschriftetes Kryoröhrchen gegeben. Die eingefrorenen Zellen wurden 

bei -80 C aufbewahrt. Beim Auftauen der Zellen wurde ebenfalls zügig 
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gearbeitet, dabei wurden die Zellen in frischem Medium aufgetaut und 

abzentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und das Zellpellet in 

frischem Medium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche gegeben. Ab 

diesem Zeitpunkt wurden die Zellen wann immer es nötig war gesplittet.  

 

2.4.4 Kokultur von Tumor- und T-Zellen 

 

Um die Aktivierung und Zytotoxizität von T-Zellen in Anwesenheit von 

Tumorzellen zu untersuchen, wurden die Zellen in einer 96-Well-Platte 

gemeinsam und einzeln kultiviert. Dabei wurden T-Zellen in einer Konzentration 

von 2,5 x 106 / ml und Tumorzellen in einer Konzentration von 106 / ml in T-Zell 

Medium verwendet. Bei Kokulturen für ELISA-Assays wurde in Triplikaten 

gearbeitet und es gab eine Kontrollkondition, in der T-Zellen mit anti-CD3 

(1:1.000) und anti-CD28 (1:10.000) Antikörpern stimuliert wurden. Bei 

Kokulturen für LDH-Assays gab es vier Wells pro Kondition, wobei auch 

Tumorzellen alleine plattiert wurden, an denen die maximale LDH-Freisetzung 

nach Zelllyse gemessen wurde. 

 

2.4.5 Herstellung von virusproduzierenden 293Vec-Eco Zellen 

 

Tag 1: Ausplattieren von 293Vec-Galv Zellen in einer Konzentration von 

0,8 - 1,0 x 106 / ml DMEM 293Vec Kulturmedium in 6-Well-Platten mit 3 ml pro 

Well. 

 

Tag 2: In zwei Falcons wurden zum einen 12 µl Lipofectamin 2000 in 750 µl 

OptiMEM und zum anderen 3 µg der zu transfizierenden DNA in 750 µl 

OptiMEM vorbereitet und fünf Minuten lang bei Raumtemperatur stehen 

gelassen. Anschließend wurde der Inhalt der beiden Falcons gut gemischt und 

das Ergebnis weitere 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde 

das Gemisch auf die am Vortag ausplattierten Zellen gegeben. Nach vier 

Stunden Inkubation der Zellen im Brutschrank wurde das Medium gewechselt.  

 

Tag 3: 293Vec-Eco Zellen wurden in einer Konzentration von 0,8 - 1,0 x 106 / ml 

DMEM 293Vec Kulturmedium in 6-Wells mit 3 ml pro Well ausplattiert. 
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Tag 4: Der Überstand von den 293Vec-Galv Zellen wurde abgenommen und 

durch einen 45 µm Filter gegeben. Es wurde Polybren zum Virusüberstand 

gegeben, und dieser abschließend vorsichtig auf den 293Vec-Eco Zellen 

verteilt. 

 

Tag 5: Die 293Vec-Eco Zellen, die kein Fluoreszenzprotein exprimierten, 

wurden mit einem anti-cmyc-FITC Antikörper angefärbt, da sie ein cmyc-Tag 

enthielten. Mittels FACS wurde eine Zelle pro Well in eine 96-well-Platte 

sortiert. Die Einzelzellklone wurden kultiviert und getestet. Die Klone, mit denen 

die höchsten Transduktionseffizienzen erreicht werden konnten, wurden 

expandiert und eingefroren. 

 

2.4.6 Retrovirale Transduktion mit 293Vec-Eco Zellen 

 

Tag 1: 293Vec-Eco Zellen, die stabil den gewünschten Virus produzierten, 

wurden mit einer Konzentration von 0,6 - 1,0 x 106 / ml DMEM 293Vec 

Kulturmedium in 6-Well-Platten mit 3 ml pro Well ausplattiert. Das Ziel war es, 

zwei Tage später eine Konfluenz von 80 - 90 % erreicht zu haben.  

 

Tag 2: Aus einer C57Bl/6 Maus wurde die Milz entnommen und unter sterilen 

Bedingungen wie oben beschrieben Splenozyten gewonnen. Abschließend 

kamen dabei 6 x 106 Splenozyten in ein Well mit 3 ml RPMI T-Zell Medium und 

einer 1:1.000 Konzentration von IL-2, anti-CD3 Antikörper und 

-Mercaptoethanol, und einer 1:10.000 Konzentration von anti-CD28 

Antikörper. Außerdem wurden die nötigen Transduktionswells vorbereitet, 

indem der Boden von 24-Well-Platten durch Retronektin in PBS bedeckt wurde. 

Die fertigen Platten wurden mit Parafilm umwickelt und bis zum nächsten Tag 

im Kühlschrank gelagert. 

 

Tag 3: Zuerst wurde das Retronektin vorsichtig und ohne den Boden der Wells 

zu berühren abgenommen. Mit Blockierpuffer wurden die Wells blockiert und im 

Brutschrank eine halbe Stunde lang inkubiert. Danach wurden die Wells mit 

Waschpuffer gewaschen. Der Virusüberstand der 293Vec-Eco Zellen wurde 

abgenommen, durch einen 45 µm Filter gegeben und schließlich auf die mit 
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Retronektin bedeckten und gewaschenen Wells übertragen. Die Platten wurden 

für 90 Minuten bei 3000 g und 4 C zentrifugiert.  Auf die 293Vec-Eco Zellen 

wurde frisches DMEM 293Vec Kulturmedium gegeben. Die Splenozyten, die 

am Vortag ausplattiert worden waren, wurden auf eine Konzentration von 

106 / ml RPMI T-Zell Medium gebracht und in einer Konzentration von 1:1.000 

wurden IL-2 und -Mercaptoethanol hinzugefügt. Nach der Zentrifugation 

wurden die Überstande aus den Wells entfernt und die T-Zellen hinzugefügt. 

Um auch untransduzierte T-Zellen zu erhalten, wurden zusätzlich Wells genutzt, 

die vorher nicht mit Retronektin und Virus bedeckt worden waren. Außerdem 

wurden in jedes Well 10 µl Dynabeads gegeben. Daraufhin folgte eine 

Zentrifugation für 30 Minuten bei 800 g und 32 C, am Ende wurden die Platten 

bis zum nächsten Tag in den Inkubator gestellt. Abschließend wurde erneut die 

gleiche Anzahl an Retronektin-Wells wie am Vortag vorbereitet und über Nacht 

bei 4 C inkubiert. 

 

Tag 4: Mit den neuen Retronektin-Wells wurde erneut der Tag 3 des 

Transduktionsprotokolls durchgeführt, mit dem Unterschied, dass am Ende die 

T-Zellen, die bereits am Vortag transduziert worden waren, aus den 24-Wells 

abgenommen wurden und für die letzte Zentrifugation auf die neuen 

Transduktionsplatten gegeben wurden. Nach sechs Stunden Inkubation im 

Brutschrank wurde die Transduktionseffizienz der T-Zellen wie gewohnt mittels 

Durchflusszytometrie bestimmt und die T-Zellen in Kultur genommen. 

 

2.4.7 Durchflusszytometrie (FACS) 

 

Bei der Durchflusszytometrie können Zellen nach Phänotyp differenziert und 

gezählt werden. Dabei können die Größe und Granularität der Zellen, sowie 

fluoreszierende Farbstoffe, die an bestimmte Zellbestandteile binden, 

gemessen werden. Im Gerät passieren die Zellen einzeln einen Laserstrahl, 

während das von den Zellen emittierte optische Signal von dem Gerät 

aufgenommen wird. Für diese Arbeit sind bei der Durchflusszytometrie das 

FACSCanto II und das LSRFortessa zum Einsatz gekommen, zum 

fluorescence-activated cell sorting wurde das FACSARIA III genutzt.  Die 

gesammelten Daten wurden mit FlowJo ausgewertet. 
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2.4.8 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

 

Es wurden murine INF ELISA Kits von BD Biosciences nach Anweisung des 

Herstellers verwendet, um Überstände aus Kokulturen zu untersuchen. Die 

Proben wurden entweder 1 : 10, 1 : 200, oder 1 : 500 verdünnt, um in den 

Standardbereich des Herstellers zu fallen. Mitgelieferte Standards wurden nach 

Herstellerprotokoll genutzt, die Interpolation der unbekannten Werte auf der 

Standardkurve wurde durch die 4PL-Gleichung durchgeführt.  

 

2.4.9 Proliferations-Assay 

 

Um die Proliferation von T-Zellen zu untersuchen, wurden diese am letzten Tag 

der Transduktion ausplattiert. Für die Zeitpunkte 48 und 96 Stunden wurden 

jeweils drei Wells einer 96-Well-Platte mit je 20000 Zellen gefüllt. Alle 48 

Stunden wurden die Zellen in den jeweiligen Wells mittels Durchflusszytometrie 

und counting beads gezählt und das Medium und die Zytokine in den 

verbleibenden Wells erneuert. Als Nullpunkt wurden Zellen in ein weiteres Well 

ausplattiert und sofort danach nach Zugabe von counting beads mit dem 

LSRFortessa gezählt.  

 

2.4.10 LDH Zytotoxizitäts-Assay 

 

Die Zytotoxizität von T-Zellen gegenüber Tumorzellen wurde mit dem CytoTox-

Assay von Promega erfasst. Hierbei wurde das LDH in den Überständen von 

Kokulturen nach Protokoll des Herstellers gemessen. Zur Berechnung der 

prozentualen Zytotoxizität wurde folgende Formel genutzt: 

 

% Zytotoxizität =  
LDH Kokultur - T-Zellen spontanes LDH - Tumor spontanes LDH

Tumor max. LDH +Tumor spontanes LDH

  x 100  

 

2.4.11 iCelligence-Assay 

 

Mit dem RTCA iCelligence Gerät konnte die Zytotoxizität der T-Zellen noch 

weiter getestet werden. Dafür wurden spezielle iCelligence Platten verwendet. 

Am Boden dieser Wells befinden sich Gold-Mikroelektroden, zwischen denen 
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ein Elektronenfluss stattfindet, solange sich im Well Medium befindet und ein 

elektrisches Potential angeschlossen ist. Adhärente Zellen am Boden der Wells 

führen zu einer Impedanz, die von dem Gerät gemessen und in den Zellindex 

umgerechnet wird. Dieser kann über ein verbundenes Tablet mitverfolgt 

werden. Für die Experimente wurden Tumorzellen in die Platten pipettiert und 

inkubiert bis sie einen Zellindex von ungefähr 1 – 2 erreicht hatten. 

Anschließend wurden die T-Zellen auf die Tumorzellen gegeben und 

beobachtet, ob die T-Zellen ein Ablösen der Tumorzellen bewirken und wie sich 

der Zellindex daraufhin verändert. Die iCelligence Daten wurden mittels RTCA 

Data Analysis Software 1.0 ausgewertet.  

 

2.4.12 Migrations-Assay 

 

Es kamen Boyden chamber Platten (Corning) zum Einsatz, um die Fähigkeit 

von T-Zellen zur gerichteten Migration zu untersuchen. In die unteren Wells der 

Platten wurde Migrationsmedium mit einem Chemokin (10 ng / ml CCL1, 

50 ng / ml CCL22 oder 50 ng / ml CXCL16) pipettiert. Die Konzentration des 

Liganden wurde nach Empfehlung des Herstellers gewählt, als Kontrolle gab es 

jeweils auch eine Kondition mit Migrationsmedium ohne Chemokin. In die 

oberen Wells der Platten wurden jeweils 5 x 105 Zellen, deren Migration 

untersucht werden sollte, gegeben. Nach sechs Stunden Inkubation im 

Brutschrank wurden die Zellen, die in die unteren Wells gewandert waren, 

zusammen mit counting beads mittels Durchflusszytometrie gezählt. Für die 

Auswertung wurden gates nach Morphologie gesetzt und die Gesamtzahl der 

migrierten Zellen über die Anzahl der gemessenen counting beads berechnet. 

 

2.5 Statistische Analyse 

 

Die statistische Signifikanz wurde je nach Experiment mittels t-Test, one-way 

ANOVA, two-way ANOVA oder Log-rank Test berechnet. Signifikanz wurde 

angenommen bei P < 0,05 (*), P < 0,01 (**) und P < 0,001 (***). Die 

statistischen Berechnungen wurden mit GraphPad Prism durchgeführt, die 

Analyse und die Graphiken wurden mit Microsoft Office Excel, FlowJo und 

GraphPad Prism erstellt. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Antigenspezifische CAR zur Erkennung von Tumorzellen 

 

Unsere Arbeitsgruppe hat bereits die Möglichkeit beschrieben, durch die 

Überexpression des CC Chemokinrezeptors 4 (CCR4) auf T-Zellen die 

tumorgerichtete Migration zu erhöhen (Rapp et al. 2016). Dieses System hängt 

allerdings von einer spezifischen TCR Erkennung ab, sodass CCR4 allein zu 

keiner verbesserten Tumorkontrolle führen würde. Um diese Einschränkung zu 

überwinden, haben wir ein CAR Konstrukt generiert, das murines EpCAM 

(Epithelial cell adhesion molecule) erkennt. Das Konstrukt enthält eine 

CD8α-Leadersequenz, ein anti-EpCAM-scFv (Hybridom G8.8), eine 

CD8-Gelenkregion, eine CD28-Transmembrandomäne und eine intrazelluläre 

CD28- und CD3ζ-Domäne (Abbildung 4). Um den Rezeptor nach der 

Transduktion anfärben und im FACS nachweisen zu können, folgt auf das scFv 

ein c-myc Tag, das mit einem anti-c-myc-FITC Antikörper gefärbt und detektiert 

werden kann. Der anti-EpCAM-CD28-CD3ζ-CAR wird der Einfachheit halber in 

der weiteren Arbeit als anti-EpCAM-CAR bezeichnet. 

 

 

Abbildung 4: Struktur des anti-EpCAM-CD28-CD3ζ-CAR. Der CAR enthält eine 
CD8α-Leadersequenz, ein anti-EpCAM-scFV, eine CD8-Gelenkregion, eine CD28-
Transmembrandomäne, sowie eine intrazelluläre CD28- und CD3ζ-Domäne.  

 

 

3.2 Verbindung des anti-EpCAM-CAR mit verschiedenen 

Chemokinrezeptoren in einem polycistronischen Vektor über die 

2A-Sequenz 

 

Die Chemokinrezeptoren CCR4, CCR8 und CXCR6 haben in vorherigen 

Arbeiten unserer Gruppe in einem Ovalbumin-abhängigen System bereits eine 

Verbesserung der Tumorkontrolle bei Mäusen bewirkt. Um zu untersuchen, ob 

die Transduktion dieser Chemokinrezeptoren in Verbindung mit dem 

anti-EpCAM-CAR auf T-Zellen einen synergistischen Effekt auf die 

Tumorkontrolle hat, wurden im nächsten Schritt polycistronische Konstrukte 
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generiert. Diese enthalten zum einen den anti-EpCAM-CAR, zum anderen 

entweder den Chemokinrezeptor CCR4, CCR8 oder CXCR6, wobei die beiden 

Abschnitte des Konstrukts über eine 2A-Sequenz aneinandergefügt wurden. 

Verschiedene Viren nutzen 2A-Peptide, um die Spaltung von Proteinen zu 

vermitteln (Wang et al. 2015). Durch einen ribosomalen Sprung bildet sich 

zwischen den Aminosäuren Glycin und Prolin im 2A-Peptid keine Bindung aus, 

während die Translation der darauffolgenden Aminosäuren nicht beeinflusst 

wird. Im Gegensatz zu anderen Methoden, die interne ribosomale 

Eintrittsstellen (IRES) zur Herstellung polycistronischer Konstrukte nutzen, 

werden bei der Verwendung des 2A-Peptids die verbundenen Proteine in 

gleicher Höhe exprimiert (Szymczak et al. 2004). 

 

Um den anti-EpCAM-CAR und die Chemokinrezeptoren auf murinen T-Zellen 

zu exprimieren, wurden zunächst virusproduzierende 293Vec-Eco Zelllinien 

hergestellt. Nach Transduktion der T-Zellen mit den Virusüberständen der 

generierten Zelllinien konnte im FACS eine Expression des anti-EpCAM-CAR 

auf 50 - 70 % der Zellen gezeigt werden (Abbildung 5A). Dafür wurden die 

Zellen mit einem anti-c-myc-FITC Antikörper gefärbt. Da kommerzielle 

Antikörper für besagte Chemokinrezeptoren nur unzuverlässige und wenig 

wiederholbare Färbungen ermöglichen, nutzten wir fluoresziernde Proteine als 

Surrogatmarker für deren Expression. Die DNA-Sequenzen, die für den 

anti-EpCAM-CAR und die Chemokinrezeptoren kodieren, sind durch eine 

2A-Sequenz verbunden worden, sodass sie im gleichen Maß translatiert 

werden. Dadurch soll die Transduktionseffizienz, die durch den anti-c-myc 

Antikörper ermittelt wurde, annähernd auch die Höhe der Expression des 

Chemokinrezeptors wiedergeben. 

 

Zur besseren Einschätzung, ob dies wirklich der Fall ist, haben wir den 

anti-EpCAM-CAR über das 2A-Peptid mit dem Fluoreszenzprotein mCherry 

verbunden, auf murine T-Zellen transduziert und überprüft, ob das Signal der 

Oberflächenfärbung durch den anti-c-myc Antikörper mit dem Signal des 

Fluoreszenzproteins im FACS übereinstimmt. Da wir sehen konnten, dass die 

Werte erst nach 96 Stunden einen signifikanten Unterschied zeigten und davor 

vergleichbar waren, gingen wir in den folgenden Experimenten von annähernd 
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gleicher Transduktionseffizienz der durch das 2A-Peptid verbundenen 

Rezeptoren aus (Abbildung 5B). Als Nächstes sollte die Funktionalität der 

T-Zellen und der Rezeptoren untersucht werden. 

 

 

Abbildung 5: Detektion des c-myc Tags des anti-EpCAM-CAR und des 
Fluoreszenzproteins mCherry im FACS. A) T-Zellen, die mit anti-EpCAM-CAR-
mCherry, anti-EpCAM-CAR-CCR4, CCR8-anti-EpCAM-CAR oder anti-EpCAM-CAR-
CXCR6 transduziert worden waren, wurden mit einem anti-c-myc-FITC Antikörper 
angefärbt. Die gates wurden nach Populationen gesetzt. Die Daten sind repräsentativ 
für fünf unabhängige Experimente. B) Vergleich der Detektion der anti-c-myc-FITC 
Oberflächenfärbung und des Fluoreszenzproteins mCherry im FACS. Anti-EpCAM-
CAR-mCherry-transduzierte T-Zellen wurden mit anti-c-myc-FITC Antikörper angefärbt 
und im FACS untersucht. Dargestellt als Anteil der single cells sind das Signal des 
mCherry Fluoreszenzproteins im PE-Kanal und das Signal des angefärbten c-myc 
Tags im FITC Kanal. Die Daten zeigen drei unabhängige, gepoolte Experimente. 

 

3.4 Die Proliferation der anti-EpCAM-CAR- und Chemokinrezeptor-

transduzierten T-Zellen ist im Vergleich zu untransduzierten T-Zellen nicht 

beeinträchtigt 

 

Um einen Einfluss der CAR- beziehungsweise Chemokinrezeptortransduktion 

auf die Zellviabilität und die Fähigkeit der Zellvermehrung auszuschließen, 

führten wir Proliferations-Assays durch. Innerhalb des Beobachtungszeitraumes 

konnten wir sehen, dass die Expression des anti-EpCAM-CAR und der 

Chemokinrezeptoren nicht in einer Schädigung der Zellvermehrung resultiert 

(Abbildung 6). Während untransduzierte T-Zellen sich in 96 Stunden ungefähr 
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versiebenfachten, konnte bei transduzierten T-Zellen sogar eine bis zu 

18 - fache Zunahme der Zellzahl gemessen werden.  

 

 

Abbildung 6: Proliferation von anti-EpCAM-CAR- und Chemokinrezeptor-
transduzierten T-Zellen verglichen mit der Proliferation untransduzierter T-Zellen. 
Transduzierte und untransduzierte T-Zellen wurden 0, 48 und 96 Stunden nach dem 
Ausplattieren zusammen mit counting beads mittels Durchflusszytometrie gezählt. 
Bei der Auswertung wurden gates nach Morphologie gesetzt und die Gesamtzahl der 
Zellen pro Probe über die Anzahl der gefacsten counting beads berechnet. Die 
Ergebnisse wurden mittels One-way ANOVA auf Signifikanz geprüft. ns = nicht 
signifikant A) Gezeigt ist der fold change der anti-EpCAM-mCherry-, 
anti-EpCAM-CCR4- und anti-EpCAM-CXCR6-transduzierten T-Zellen mit 
Kontrollgruppen. B) Gezeigt ist der fold change der CCR8-anti-EpCAM-CAR-
transduzierten T-Zellen mit Kontrollgruppen. Die Daten sind repräsentativ für drei 
unabhängige Experimente mit jeweils drei Replikaten. 
  

3.5 Anti-EpCAM-CAR- und Chemokinrezeptor-transduzierte T-Zellen 

produzieren nach Erkennung des EpCAM-Antigens IFN-γ 

 

Zur Untersuchung, ob die Kotransduktion von Chemokinrezeptoren und 

anti-EpCAM-CAR in primäre murine T-Zellen deren Fähigkeit zur Aktivierung 

beeinflusst, führten wir Kokulturen aus EpCAM-positiven Tumorzellen 

(Panc02-OVA-EpCAM) und T-Zellen durch. Murine T-Zellen, die nach 
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retroviraler Transduktion sowohl einen der Chemokinrezeptoren CCR4, CCR8, 

und CXCR6, als auch den gegen EpCAM gerichteten CAR exprimierten, 

setzten in vitro nach Erkennung des Antigens EpCAM auf Tumorzellen IFN-γ 

frei. T-Zellen, die mit zwei Rezeptoren transduziert worden waren, produzierten 

dabei vergleichbare oder höhere Mengen IFN-γ als T-Zellen, die nur den anti-

EpCAM-CAR exprimierten (Abbildung 7). Die Zellen produzierten wie erwartet 

auch IFN-γ, wenn sie durch anti-CD3 und anti-CD28 Antikörper stimuliert 

wurden, allerdings in signifikant niedrigeren Mengen im Vergleich zu der IFN-

γ-Produktion nach Bindung an EpCAM. Bei Abwesenheit von aktivierenden 

Antikörpern und Tumorzellen blieben die transduzierten T-Zellen inaktiv und 

produzierten kein IFN-γ, was für die Spezifität des anti-EpCAM-CAR spricht. 

 

 

Abbildung 7: IFN-γ-Produktion von T-Zellen, die mit dem anti-EpCAM-CAR und 
einem Chemokinrezeptor transduziert worden sind. Murine Wildtyp T-Zellen 
wurden entweder mit anti-EpCAM-CAR, anti-EpCAM-CAR-mCherry, anti-
EpCAM-CAR-CCR4, CCR8-anti-EpCAM-CAR oder anti-EpCAM-CAR-CXCR6 
transduziert. Nach 96 Stunden Expansion mit IL-15 wurden transduzierte und 
untransduzierte Zellen in 96-Well-Platten mit aktivierenden Antikörpern, Panc02-OVA-
EpCAM-Tumorzellen, oder nur Medium plattiert. Die Abbildung zeigt die absoluten 
Werte eines IFN-γ-ELISA der Kokulturüberstände. Die Ergebnisse wurden mittels 
t-Test auf Signifikanz überprüft. Dabei wurde das durch Stimulation mit anti-CD3 und 
anti-CD28 Antikörpern freigesetzte IFN-γ verglichen mit der IFN-γ-Freisetzung bei 
Kokultur mit EpCAM-positiven Tumorzellen. *** p < 0,001; ** p < 0,01. Die Daten sind 
repräsentativ für drei unabhängige Experimente mit jeweils drei Replikaten. 
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3.6 Anti-EpCAM-CAR- und Chemokinrezeptor-transduzierte T-Zellen sind 

in der Lage, EpCAM-exprimierende Tumorzellen zu töten 

 

Nachdem festgestellt wurde, dass die transduzierten T-Zellen das Antigen 

EpCAM erkennen und nach Bindung an dieses IFN-γ produzieren, sollte im 

nächsten Schritt geprüft werden, ob EpCAM-exprimierende Tumorzellen von 

den Lymphozyten lysiert werden können. Dafür kamen zwei verschiedene 

Methoden zum Einsatz, die Messung der LDH-Freisetzung der Tumorzellen und 

die Messung der Zelladhärenz mittels iCELLigence. Im Vergleich zu den 

Kokulturen mit unspezifischen T-Zellen konnte eine signifikant höhere 

Zytotoxizität der T-Zellen, die das anti-EpCAM-CAR und einen der 

Chemokinrezeptoren CCR4, CCR8 oder CXCR6 exprimierten, beobachtet 

werden (Abbildung 8). T-Zellen, die nur mit dem chimären Antigenrezeptor 

transduziert worden waren, zeigten eine signifikant höhere Zytotoxizität als 

mCherry-transduzierte T-Zellen, während sie sich ungefähr auf dem gleichen 

Zytotoxizitätsniveau wie anti-EpCAM-CAR-mCherry-transduzierte T-Zellen 

befanden. Daraus lässt sich schließen, dass die Zytotoxizität gegenüber den 

Tumorzellen anti-EpCAM-CAR vermittelt ist und nicht beeinträchtigt wird, wenn 

außer diesem noch ein weiteres Protein auf die Zellen transduziert wird. 

 

 

Abbildung 8: Zytotoxizität von T-Zellen, die mit dem anti-EpCAM-CAR und einem 
Chemokinrezeptor transduziert worden sind, gegenüber Panc02-OVA-EpCAM-
Tumorzellen. Murine Wildtyp T-Zellen wurden durch retrovirale Transduktion entweder 
nur mit einem Chemokinrezeptor (CCR4, CCR8 oder CXCR6), nur mit dem anti-
EpCAM-CAR oder sowohl mit einem Chemokinrezeptor als auch mit dem CAR 
versehen. Die transduzierten T-Zellen wurden 96 Stunden lang mit IL-15 expandiert 
und anschließend in 96-Well-Platten jeweils mit Panc02-OVA-EpCAM-Tumorzellen 
und als Kontrolle nur mit Medium ausplattiert. Die Abbildung zeigt die prozentuale 
Zytotoxizität, die durch die T-Zellen in Kokultur mit Tumorzellen beobachtet wurde. Die 
Ergebnisse wurden mittels t-Test auf Signifikanz überprüft. Dabei wurden die T-Zellen, 
die einen Chemokinrezeptor und den anti-EpCAM-CAR exprimieren, verglichen mit 
den T-Zellen, die den jeweiligen Chemokinrezeptor ohne den CAR exprimieren. Die 
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anti-EpCAM-CAR- und die anti-EpCAM-CAR-mCherry-transduzierten T-Zellen wurden 
mit den mCherry-transduzierten Zellen verglichen. *** p < 0,001. Die Daten sind 
repräsentativ für drei unabhängige Experimente mit jeweils vier Replikaten. 
 

Um die Zytotoxizität der transduzierten T-Zellen gegenüber EpCAM-

exprimierenden Tumorzellen mit einer weiteren Methode zu bestätigen, wurde 

der iCELLigence-Assay genutzt. Vor der Zugabe der transduzierten T-Zellen 

konnten die Panc02-OVA-EpCAM-Tumorzellen proliferieren bis ein Zellindex 

zwischen 0,9 und 2,1 erreicht war. Den T-Zellen, die den gegen EpCAM 

gerichteten CAR exprimierten, gelang es diesen Zellindex auf unter 0,5 zu 

reduzieren (Abbildung 9). Dadurch, dass auch getötete und abgelöste 

Tumorzellen eine leichte Impedanz des Elektronenflusses bewirken, kann bei 

einem Zellindex von unter 0,5 davon ausgegangen werden, dass die 

Tumorzellen von den T-Zellen vollständig lysiert worden sind. Auch mehrere 

Stunden später lässt sich kein erneuter Anstieg des Zellindex, verursacht durch 

mögliche überlebende und proliferierende Tumorzellen, beobachten.  

 

Letztendlich ließ sich durch die Messung der LDH Freisetzung der Tumorzellen 

und durch den iCELLigence-Assay zeigen, dass die transduzierten T-Zellen 

nach Antigenerkennung nicht nur aktiviert werden und IFN-γ produzieren, 

sondern auch zytotoxisch auf die EpCAM-exprimierenden Tumorzellen wirken. 

Da bis jetzt nur die Wirksamkeit des anti-EpCAM-CAR untersucht worden war, 

sollte in den nächsten Schritten nachgewiesen werden, ob auch die 

Chemokinrezeptoren, die zusammen mit dem CAR auf die T-Zellen transduziert 

wurden, funktionell sind. Dafür kamen Migrations-Assays, bei denen die 

T-Zellen zu bestimmten Chemokinen wandern sollten, zum Einsatz. 
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Abbildung 9: Zellindex von Panc02-OVA-EpCAM-Tumorzellen nach dem 
Ausplattieren und nach der Zugabe von anti-EpCAM-CAR- und 
Chemokinrezeptor-exprimierenden T-Zellen. Panc02-OVA-EpCAM-Tumorzellen 
wurden in iCELLigence-Wells ausplattiert. Nach Erreichen eines Zellindex zwischen 
0,9 und 2,1 wurden retroviral transduzierte murine T-Zellen, die vorher 96 Stunden 
lang mit IL-15 expandiert worden waren, zu den Tumorzellen dazugegeben. Die 
T-Zellen besaßen auf ihrer Oberfläche verschiedene Rezeptorkombinationen. A) Die 
T-Zellen exprimierten nach der Transduktion entweder anti-EpCAM-CAR-CCR4, anti-
EpCAM-CAR-CXCR6, anti-EpCAM-CAR-mCherry, CXCR6-GFP oder mCherry. 
Gezeigt ist der Zellindex im Verlauf von 46 Stunden nach Versuchsbeginn. Als 
Kontrolle wurden sowohl nur T-Zellen, als auch nur Tumorzellen, als auch Tumorzellen 
mit T-Zellen, die keinen CAR besitzen, ausplattiert. Die Unterschiede der 
Zellindexkurven wurden mittels 2way ANOVA auf Signifikanz getestet. Dabei wurden 
die Chemokinrezeptor-und anti-EpCAM-CAR-exprimierenden T-Zellen verglichen mit 
den T-Zellen, die nur den Chemokinrezeptor CXCR6 auf ihrer Oberfläche trugen. 
B) Die T-Zellen exprimierten nach der Transduktion entweder CCR8-anti-EpCAM-CAR, 
anti-EpCAM-CAR-mCherry, CCR8-GFP oder mCherry. Kontrollkonditionen waren 
transduzierte T-Zellen allein, Tumorzellen allein und Tumorzellen zusammen mit 
CCR8-transduzierten T-Zellen, die das CAR nicht tragen und die Tumorzellen somit 
nicht erkennen können. Abgebildet ist der Zellindex im Verlauf der Versuchsdauer von 
47 Stunden. Die Unterschiede der Zellindexkurven wurden mittels 2way ANOVA auf 
Signifikanz getestet. Dabei wurden die Chemokinrezeptor- und anti-EpCAM-CAR-
exprimierenden T-Zellen verglichen mit den T-Zellen, die nur den Chemokinrezeptor 
CCR8 auf ihrer Oberfläche trugen. *** p < 0,001. Die Daten sind repräsentativ für drei 
unabhängige Experimente mit jeweils zwei Replikaten. 
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3.7 Chemokinrezeptor- und anti-EpCAM-CAR-transduzierte T-Zellen 

migrieren in Richtung der zugehörigen Liganden 

 

Zellen, die den Chemokinrezeptor CCR4 exprimieren, sollten zu dem Chemokin 

CCL22 migrieren. Um zu überprüfen, ob T-Zellen, die sowohl den 

anti-EpCAM-CAR als auch CCR4 exprimieren, in der Lage sind dies zu tun, 

wurde ein Migrations-Assay durchgeführt. Dabei wurde eine signifikante 

Bewegung der kombiniert transduzierten T-Zellen zu CCL22 hin beobachtet 

(Abbildung 10A). Die Fähigkeit der T-Zellen zur gerichteten Migration erschien 

im Vergleich zu T-Zellen, die nur mit dem CCR4 transduziert worden waren, 

nicht eingeschränkt.  

 

Auch T-Zellen, die den anti-EpCAM-CAR und CXCR6 auf ihrer Oberfläche 

besitzen, wurden mittels Migrations-Assay untersucht. Der Chemokinrezeptor 

CXCR6 wird durch den Liganden CXCL16 aktiviert und bewirkt eine 

zielgerichtete Wanderung in Richtung des Chemokins. Bei der Überprüfung der 

Migration der anti-EpCAM-CAR-CXCR6-transduzierten T-Zellen wanderten 

diese in das Well mit Medium und CXCL16 signifikant mehr ein, als in das Well, 

in dem sich nur Medium befand (Abbildung 10B). Daraus lässt sich schließen, 

dass CXCR6 auch bei kombinierter Transduktion mit dem gegen EpCAM 

gerichteten CAR funktionell bleibt. 

 

Um letztlich zu überprüfen, ob anti-EpCAM-CAR- und CCR8-transduzierte 

T-Zellen zu CCL1 hinwandern, wurde auch hier ein Migrations-Assay 

durchgeführt. Wir konnten eine signifikant erhöhte Wanderung der kombiniert 

transduzierten T-Zellen zu CCL1 beobachten (Abbildung 10C), woraus wir 

schlossen, dass der Chemokinrezeptor CCR8 bei gleichzeitiger Transduktion 

mit dem anti-EpCAM-CAR seine Funktion beibehält.  
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Abbildung 10: Absolute Zahl der in Richtung Chemokinligand migrierten 
T-Zellen. T-Zellen, die nur einen Chemokinrezeptor (CCR4/CXCR6/CCR8) oder eine 
Kombination aus Chemokinrezeptor und anti-EpCAM-CAR exprimierten, wurden in die 
oberen Wells von Boyden chamber-Assay Platten gegeben. In die unteren Wells wurde 
entweder nur Medium oder Medium mit rekombinantem Chemokinrezeptorliganden 
(CCL22, CXCL16 oder CCL1) pippetiert. Nach sechs Stunden Inkubationszeit wurde 
der Inhalt der unteren Wells mittels Durchflusszytometrie nach Zugabe von counting 
beads untersucht. In den Abbildungen gezeigt ist die Menge der Zellen, die in Richtung 
Medium oder Medium mit Chemokin gewandert sind. Die Ergebnisse wurden durch 
den t-Test auf Signifikanz überprüft, wobei jeweils die Anzahl an Zellen einer Gruppe, 
die zu dem Chemokin migriert sind, mit der Anzahl an Zellen der gleichen Gruppe, die 
zum Medium ohne Chemokin migriert sind, verglichen wurde. A) Migration der CCR4-
und anti-EpCAM-CAR-exprimierenden T-Zellen in Richtung Medium oder Medium mit 
CCL22. B) Migration der CXCR6- und anti-EpCAM-CAR-exprimierenden T-Zellen in 
Richtung Medium oder Medium mit CXCL16. C) Migration der anti-EpCAM-CAR- und 
CCR8-exprimierenden T-Zellen in Richtung Medium oder Medium mit CCL1. 
*** p < 0,001; ** p < 0,01; * p < 0,05; ns = nicht signifikant. Die Daten sind repräsentativ 
für drei unabhängige Experimente mit jeweils drei Replikaten. 
 

3.8 Wirkung von anti-EpCAM-CAR- und Chemokinrezeptor-transduzierten 

T-Zellen auf Tumorwachstum in vivo 

 

Bei der in vitro Untersuchung der doppelttransduzierten T-Zellen stellten wir 

fest, dass die T-Zellen, die den anti-EpCAM-CAR und zusätzlich einen der 

Chemokinrezeptoren CCR4, CXCR6 oder CCR8 exprimierten, bei 

Antigenerkennung aktiviert wurden und Tumorzellen eliminierten. Durch die 

Expression von CCR4, CCR8 oder CXCR6 wanderten die T-Zellen außerdem 

zielgerichtet zu dem entsprechenden Liganden hin. Nach dieser in vitro 

Charakterisierung sollte als Nächstes das Verhalten der Zellen in einem 

Mausmodell untersucht werden. Dafür wurden den Mäusen subkutan 

EpCAM-positive Tumorzellen gespritzt und bei Erreichen von palpablen 

Tumoren die intravenöse T-Zell-Therapie verabreicht. 
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Bei den Mäusen, die nach Entwickeln eines Tumors mit T-Zellen therapiert 

wurden, die den anti-EpCAM-CAR und zusätzlich entweder den Rezeptor 

CCR4, CCR8 oder CXCR6 exprimierten, konnte eine signifikante Verringerung 

des Tumorwachstums gemessen werden (Abbildungen 11 und 12). Die 

T-Zellen, die anti-EpCAM-CAR und CCR4 oder CXCR6 exprimierten, bewirkten 

durch die langsamere Größenzunahme der Tumoren auch eine signifikant 

längere Überlebenszeit der Mäuse. In der Gruppe, die mit anti-EpCAM-CAR-

und CXCR6-exprimierenden T-Zellen therapiert wurde, konnten vier Mäuse 

komplett vom Tumor geheilt werden, bei den Mäusen, die mit anti-EpCAM-

CAR- und CCR4-exprimierenden T-Zellen therapiert wurden, waren es zwei. 

T-Zellen, die CAR und mCherry exprimierten, konnten keine signifikante 

Verringerung des Tumorwachstums bewirken. Dadurch wird deutlich, dass in 

diesem Modell erst die Kombination des chimären Antigenrezeptors mit einem 

Chemokinrezeptor dazu führte, dass die T-Zellen zu den Tumorzellen finden 

und diese eliminieren konnten. 

 

 
Abbildung 11: Anti-EpCAM-CAR-CXCR6-transduzierte T-Zellen und Anti-EpCAM-
CAR-CCR4-transduzierte T-Zellen als Therapie von Panc02-OVA-EpCAM-
Tumoren in Mäusen. 20 Mäusen wurden subkutan Panc02-OVA-EpCAM-Tumorzellen 
injiziert. Sieben Tage nach Injektion wurden die Versuchstiere in vier Gruppen zu je 
fünf Mäusen eingeteilt. Drei der Gruppen erhielten eine intravenöse Gabe von T-Zellen 
die sowohl den anti-EpCAM-CAR als auch entweder CCR4, CXCR6 oder mCherry 
exprimierten. Der vierten Gruppe wurde als Kontrolle PBS intravenös verabreicht. 
A) Gezeigt sind die gemessenen Tumorgrößen im Verlauf des Experiments. Die 
Unterschiede der Wachstumskurven wurden mittels 2way ANOVA auf Signifikanz 
getestet. Dabei wurden die Gruppen, die durch Chemokinrezeptor- und anti-EpCAM-
CAR-exprimierende T-Zellen therapiert worden waren, mit der Gruppe, die durch 
T-Zellen, die anti-EpCAM-CAR und mCherry exprimierten, therapiert worden war, 
verglichen. *** p < 0,001; ** p < 0,01; * p < 0,05. B) Die Abbildung zeigt die 
Überlebensrate der Versuchstiere im Verlauf der Zeit. Die Unterschiede in der 
Überlebensdauer wurden mittels Log-rank Test auf Signifikanz überprüft. Auch hier 
wurden die Mäuse, die mit CAR- und Chemokinrezeptor-exprimierenden T-Zellen 
therapiert worden waren, mit den Mäusen, denen CAR- und mCherry-exprimierende 
T-Zellen gespritzt worden waren, verglichen. ** p < 0,01. Die Daten sind repräsentativ 
für drei unabhängige Experimente mit jeweils fünf Mäusen pro Gruppe. 
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Abbildung 12: CCR8-anti-EpCAM-CAR-exprimierende T-Zellen als Therapie von 
Panc02-OVA-EpCAM-Tumoren in Mäusen. 15 tumortragende Mäusen wurden in drei 
gleich große Gruppen eingeteilt. Eine dieser Gruppen erhielt CCR8-anti-EpCAM-CAR-
tragende T-Zellen als intravenöse Therapie, eine weitere anti-EpCAM-CAR-mCherry-
transduzierte T-Zellen und die dritte Gruppe erhielt PBS als Kontrolle. A) Die Abbildung 
zeigt die gemessenen Tumorgrößen im Verlauf des Tierversuchs. Der T-Zell Transfer 
fand sechs Tage nach subkutaner Tumorzellinjektion statt. Die Unterschiede der 
Wachstumskurven wurden durch den 2way ANOVA auf Signifikanz getestet. Dabei 
wurde die mit CCR8-anti-EpCAM-CAR-T-Zellen therapierte Gruppe mit der Gruppe 
verglichen, der T-Zellen, die den anti-EpCAM-CAR und mCherry exprimierten, 
verabreicht worden sind. *** p < 0,001; * p < 0,05. 
(B) Abgebildet ist die Überlebensrate der Versuchstiere im Verlauf des Experiments. 
Die Unterschiede in der Überlebensdauer wurden mittels Log-rank Test überprüft, 
allerdings ergab sich hierbei keine Signifikanz. Die Daten sind repräsentativ für drei 
unabhängige Experimente mit jeweils fünf Mäusen pro Gruppe. 
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4 Diskussion 

 

Nachdem die adoptive T-Zell-Therapie in hämatologischen Entitäten bereits zu 

großen Erfolgen führen konnte, soll in Zukunft auch die Therapie solider 

Tumoren mit CAR-T-Zellen ermöglicht werden. Neben der immunsuppressiven 

Tumormikroumgebung und der Gefahr der unerwünschten Nebenwirkungen, 

stellen auch die zielgerichtete Migration und das Erkennen der Tumorzellen 

große Herausforderungen dar (Beatty et al. 2016, Zhang et al. 2016). Die 

beiden letzteren sollten in dieser Arbeit durch die Kombination eines 

Chemokinrezeptors und eines chimären Antigenrezeptors auf T-Zellen 

angegangen werden. Dabei konnte gezeigt werden, dass die kombinierte 

Expression von einem anti-EpCAM-CAR und einem Chemokinrezeptor auf 

T-Zellen möglich und sinnvoll ist. Die transduzierten T-Zellen wurden durch die 

Rezeptoren zu gerichteter Migration und zum Eliminieren von EpCAM-positiven 

Tumorzellen befähigt. Auch in vivo ließ sich nach intravenöser Gabe der 

transduzierten T-Zellen ein vermindertes Tumorwachstum im Mausmodell 

beobachten. 

 

4.1 Zusammensetzung des anti-EpCAM-CAR 

 

Ein entscheidender Faktor für die Funktionalität und Persistenz von 

CAR-T-Zellen in vivo sind die verschiedenen kostimulatorischen Domänen 

(Almasbak et al. 2016, Savoldo et al. 2011, Zhao et al. 2015). Von Kawalekar et 

al. wurde bereits untersucht, welche Auswirkungen die kostimulatorische 

intrazelluläre Domäne eines chimären Antigenrezeptors auf die Proliferation 

und Differenzierung der T-Zellen besitzt. T-Zellen, die einen CAR mit der 

kostimulatorischen Domäne 4-1BB auf ihrer Oberfläche trugen, zeigten ein 

längeres Überleben und gesteigerte Expansion verglichen mit T-Zellen, deren 

CAR als kostimulatorische Domäne CD28 enthielt. Letztere erwiesen sich nach 

weiterer Analyse vor allem als Effektor-Gedächtnis-T-Zellen, während sich die 

T-Zellen, die einen 4-1BB enthaltenden CAR exprimierten vor allem zu 

zentralen Gedächtnis-T-Zellen entwickelten (Kawalekar et al. 2014). Dass in 

dieser Arbeit ein chimärer Antigenrezeptor mit kostimulatorischer 

CD28-Domäne zum Einsatz kam, ließ erwarten, dass die transduzierten 



  36 

T-Zellen sich vor allem zu Effektor-Gedächtnis-T-Zellen differenzierten. In vitro 

konnten wir sehen, dass die Proliferation der CAR-T-Zellen mit der 

kostimulatorischen Domäne CD28 verglichen mit den untransduzierten T-Zellen 

unbeeinträchtigt war. In weiterführenden Experimenten wäre es interessant zu 

überprüfen, ob sich durch Austausch der CD28-Domäne gegen eine 

4-1BB-Domäne die Überlebenszeit und die Proliferationsrate der CAR-T-Zellen 

noch weiter erhöhen lässt, und ob Unterschiede in der Wirksamkeit in vivo 

bestehen. 

 

Auch die anderen Bestandteile der chimären Antigenrezeptoren verdienen 

Aufmerksamkeit. Beispielsweise scheint die Länge und Zusammensetzung der 

extrazellulären Gelenkregion die CAR-Funktion zu beeinflussen (Hudecek et al. 

2013, Watanabe et al. 2016). Es wurde gezeigt, dass CAR mit einem 229 

Aminosäuren langen Volllänge IgG-spacer verglichen mit einem aus zwölf 

Aminosäuren bestehenden spacer keine Wirksamkeit gegen Tumorzellen 

in vivo besaßen. Der Grund dafür waren Interaktionen zwischen der Fc-

Domäne des spacers und den Fc-Rezeptoren myeloischer Zellen, die zum 

AICD (activation-induced cell death) der T-Zellen führten (Hudecek et al. 2015). 

Die von uns genutzten CAR-T-Zellen besaßen einen 45 Aminosäure langen 

CD8-spacer und zeigten Wirksamkeit gegen Tumorzellen in vivo. Um 

festzustellen, ob die T-Zell-Funktion in vivo durch einen anderen spacer 

verbessert oder verschlechtert wird, sind weitere Untersuchungen nötig. 

 

Desweitern ist die Auswahl der richtigen Transmembrandomäne von Relevanz. 

So stellten Alabanza und Kollegen fest, dass CAR mit CD28- und 

CD8α-Transmembrandomänen zwar eine ähnliche Effektivität in vivo zeigten, 

aber dass die Zytokinproduktion und AICD bei der Nutzung der 

CD8α-Transmembrandomäne geringer war (Alabanza et al. 2017). In den 

in vivo Experimenten dieser Arbeit konnten wir sehen, dass der anti-EpCAM-

CAR mit der hier genutzten CD8 Gelenkregion und Transmembrandomäne 

in vivo funktionell ist. In weiteren Experimenten könnte durch Modulation der 

beschriebenen Parameter versucht werden die Effektivität und Persistenz der 

CAR-T-Zellen weiter zu erhöhen.  
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4.2 Migration der anti-EpCAM-CAR- und Chemokinrezeptor-transduzierten 

T-Zellen in Richtung der Chemokinliganden 

 

Bei der adoptiven T-Zell-Therapie hämatologischer Malignome besteht der 

Vorteil, dass die T-Zellen nach der intravenösen Injektion bereits unmittelbar am 

Wirkort angekommen sind. Im Gegensatz dazu müssen T-Zellen bei soliden 

Neoplasien erst den Weg zu den Tumorzellen finden und je nach 

Tumorlokalisation verschiedene Hürden überwinden, beispielsweise die 

Blut-Hirn-Schranke (Fousek et al. 2015) oder peritumorales Bindegewebe 

(Salmon et al. 2012). Durch die Transduktion der T-Zellen mit passenden 

Chemokinrezeptoren kann man auf die Migration der T-Zellen in Richtung 

Tumorgewebe Einfluss nehmen (Slaney et al. 2014, Vignali et al. 2017).  

 

In unseren Experimenten wurde deutlich, dass T-Zellen die mit den Rezeptoren 

CCR4, CCR8 oder CXCR6 transduziert worden waren, in vitro gezielt zu dem 

entsprechenden Liganden hinwanderten. Dies entsprach auch unseren 

Erwartungen, nachdem die Interaktionen zwischen Chemokinrezeptor und 

zugehörigem Liganden bereits beschrieben sind (Imai et al. 1998, Roos et al. 

1997, Wilbanks et al. 2001). Zusätzliche Expression des anti-EpCAM-CAR auf 

den T-Zellen hatte keinen adversen Einfluss auf die Migration (Abbildungen 12 

und 20).  

 

Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit wird ersichtlich, dass die Transduktion mit 

Chemokinrezeptoren eine vielversprechende Strategie ist, um CAR-T-Zellen die 

gezielte Migration in Tumorgewebe zu ermöglichen. Dabei ist es von großer 

Bedeutung, dass die Chemokinrezeptoren an das vorherrschende 

Chemokinmilieu des Tumors angepasst sind (Slaney et al. 2014) und dass es 

für das Chemokin einen ausreichenden Blut-Gewebe Gradienten gibt (Siddiqui 

et al. 2016). Somit ist es zunächst erforderlich zu bestimmen, welche Liganden 

in Tumornähe vermehrt vorkommen, um die entsprechenden 

Chemokinrezeptoren dann auf den T-Zellen zu exprimieren (Kershaw et al. 

2002).  
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4.3 Bedeutung der Chemokine CXCL16, CCL22 und CCL1 in Tumoren 

 

Das Chemokin CXCL16 ist der Ligand für CXCR6 und besitzt die Besonderheit, 

dass es sowohl in löslicher als auch in membrangebundener Form vorkommt 

(Hattermann et al. 2016, Matloubian et al. 2000). CXCR6 und CXCL16 sind in 

verschiedenen Tumorentitäten hochreguliert und korrelieren mit der Malignität 

des Tumors (Deng et al. 2010). So konnte zum Beispiel festgestellt werden, 

dass CXCL16 von Bronchialkarzinomzellen produziert wird und deren 

Invasivität und Lebensfähigkeit in vitro unterstützt (Hu et al. 2014). Bestätigt 

wurde das durch eine andere Arbeitsgruppe, die in Tumorgewebe von 

Bronchialkarzinompatienten vermehrt CXCL16 messen konnte und feststellte, 

dass erhöhtes CXCL16 im Tumorgewebe mit einer schlechteren Prognose 

einherging (Liang et al. 2018). Auch im duktalen Adenokarzinom des Pankreas 

konnte eine erhöhte CXCL16-Expression gemessen werden. CXCL16 führte 

hier zu einer signifikant gesteigerten Invasivität der Tumorzellen in vitro, was 

auf ein erhöhtes metastatisches Potential hindeutet (Wente et al. 2008). Die 

hohe Produktion von CXCL16 in bestimmten Tumoren kann man sich zu Nutze 

machen, indem man T-Zellen mit dem entsprechenden Chemokinrezeptor 

CXCR6 ausstattet und ihnen somit den Weg zu den Tumorzellen erleichtert. 

Diesen Effekt konnten wir auch in unseren in vivo Experimenten beobachten, 

als die T-Zellen, die den anti-EpCAM-CAR und CXCR6 auf ihrer Oberfläche 

trugen, eine signifikant bessere Wirkung im Vergleich zu den T-Zellen, die nur 

den CAR exprimierten, zeigten.  

 

Auch CCL22 spielt eine interessante Rolle in der Tumormikroumgebung. 

CCL22 ist ein Ligand für CCR4, welcher auf CD4+ regulatorischen T-Zellen 

exprimiert wird. Tumorzellen, die vermehrt CCL22 bilden und dadurch 

regulatorische T-Zellen anlocken, können somit die Schaffung einer 

immunsuppressiven Tumorumgebung begünstigen (Curiel et al. 2004, Ishida et 

al. 2006). Dieser Mechanismus scheint beispielsweise die Entstehung und 

Progression von Brustkrebs zu unterstützen. Es wurde beschrieben, dass 

regulatorische T-Zellen durch CCL22 in Tumornähe gelenkt werden, dort 

expandieren, eine immunsuppressive Umgebung schaffen und somit 

letztendlich die Tumorprogression fördern (Gobert et al. 2009). Außerdem 
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wurden in Serum von Patientinnen mit Brustkrebs signifikant höhere 

CCL22-Werte gemessen, als im Serum gesunder Patientinnen. Die 

Serumspiegel korrelierten mit dem Krebsstadium, sodass bei 

Brustkrebspatientinnen im Stadium IV die höchsten CCL22-Spiegel gemessen 

wurden (Jafarzadeh et al. 2015). Auch in anderen Tumorentitäten konnten 

erhöhte CCL22-Spiegel und damit korrelierend vermehrtes Auftreten von 

regulatorischen T-Zellen nachgewiesen werden (Maruyama et al. 2010, 

Mizukami et al. 2008). Wiedemann et al. stellten fest, dass die CCL22-Induktion 

durch einen IL-1 Rezeptorantagonisten verhindert werden kann, da die 

Produktion von CCL22 durch tumoreigenes IL-1 angeregt wird (Wiedemann et 

al. 2016). Durch die Verminderung der CCL22-Produktion in Tumorumgebung 

lässt sich somit die Immunsuppression durch regulatorische T-Zellen 

abschwächen. Anstatt die CCL22-Induktion zu hemmen, lässt sich das 

Chemokin, das eigentlich zu einem Überlebensvorteil der Tumorzellen führt, 

allerdings auch als Zielpunkt der Migration von T-Zellen nutzen. Tatsächlich 

konnten wir beobachten, dass die kombinierte Expression von CCR4 und CAR 

auf T-Zellen zu effektiver Migration und Zytotoxizität gegenüber Tumorzellen 

sowohl in vitro als auch in vivo führt.  

 

 

CCL1 ist ein Agonist für CCR8, einen Chemokinrezeptor der unter anderem auf 

verschiedenen T-Zell Populationen, Monozyten und NK-Zellen exprimiert wird 

(Zlotnik et al. 2006). Regulatorische T-Zellen produzieren CCL1, was wiederum 

die CCR8-Expression auf den Zellen induziert und die immunsuppressive 

Wirkung der regulatorischen T-Zellen stimuliert. In Hinblick auf 

Tumorerkrankungen könnte diese positive Rückkopplung dazu beitragen, dass 

das Gleichgewicht zugunsten der Immunsuppression verschoben wird und der 

Tumor der Kontrolle des Immunsystems entgeht (Karin 2018). In unseren 

in vivo Experimenten demonstrierten CAR-T-Zellen, die auch CCR8 

exprimierten, eine Verlangsamung des Tumorwachstums, was darauf hinweist, 

dass CCL1 ein geeignetes Chemokin ist, um CAR-T-Zellen in Richtung des 

Tumors zu lenken. Unsere Beobachtungen werden gestützt durch den Fakt, 

dass die CCL1-Mengen in verschiedenen Tumorentitäten erhöht sind. So 

wurden beispielsweise in Brustkrebsproben erhöhte CCL1-Spiegel und ein 
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vermehrtes Auftreten von regulatorischen T-Zellen detektiert (Kuehnemuth et al. 

2018). Pastor und Kollegen untersuchten durch bronchoalveoläre Lavage 

gewonnene Proben von Rauchern mit und ohne Lungenkarzinom mittels ELISA 

und Western Blot, wobei die CCL1-Spiegel in den Proben von Patienten mit 

Lungenkrebs signifikant höher waren als in den Proben von krebsfreien 

Patienten. Durch die Kombination der Messung von CCL1 und IL-11 in den 

Proben konnte mit einer Genauigkeit von 96% diagnostiziert werden, ob der 

jeweilige Patient ein Lungenkarzinom hatte oder nicht (Pastor et al. 2016). 

Sowohl die erhöhten CCL1-Spiegel in Tumorumgebung als auch unsere in vivo 

Daten sprechen dafür, dass CCL1 ein vielversprechendes Migrationsziel für 

CAR-T-Zellen ist. 

 

Eine Schwierigkeit bei der therapeutischen Anwendung von CAR-T-Zellen, die 

zusätzlich einen Chemokinrezeptor exprimieren kann sein, dass nicht alle 

Tumoren ausreichende Mengen an Chemokinen produzieren, um die Migration 

von T-Zellen zu bewirken (Slaney et al. 2014). Allerdings gibt es verschiedene 

Möglichkeiten Chemokine im Tumorgewebe zu induzieren, beispielsweise lässt 

sich durch PD-1-Blockade die IFN-γ-Menge in der Tumormikroumgebung 

steigern und dadurch eine erhöhte Konzentration des IFN-γ-induzierbaren 

CXCL10 bewirken (Peng et al. 2012). Auch durch bestimmte Chemotherapien 

können veränderte Chemokinprofile in der Tumorumgebung hervorgerufen 

werden. So induzierte Temozolomid in vitro in verschiedenen Melanomzelllinien 

die Chemokine CCL5, CXCL9 und CXCL10 (Hong et al. 2011). Möglicherweise 

könnte es in Zukunft auch eine Option sein, T-Zellen genau mit den 

Chemokinrezeptoren auszustatten, die am besten zum Chemokinmilieu im 

Tumor eines bestimmten Patienten passen.  

 

4.4 Andere Möglichkeiten der Einflussnahme auf T-Zell-Migration 

 

Neben Chemokin-Chemokinrezeptor Interaktionen wirken noch andere 

Faktoren auf die Immunzellinfiltration in Tumoren ein. So kann vascular 

endothelial growth factor (VEGF) einerseits immunsuppressiv wirken 

(Gabrilovich et al. 1998, Mulligan et al. 2009, Ohm et al. 2001), andererseits 

auch das Tumorendothel verändern und somit eine verschlechterte 
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Immunzelladhäsion nach sich ziehen (Tromp et al. 2000). Folgerichtig 

beobachteten Shrimali et al. in einem Mausmodell, dass die Kombination der 

adoptiven T-Zell-Therapie mit einem anti-VEGF Antikörper zu gesteigerter 

Extravasation der Immunzellen in den Tumor führt (Shrimali et al. 2010). Da 

αvβ3-Integrin auf dem Endothel tumorassoziierter Gefäße überexprimiert wird 

(Desgrosellier et al. 2010, Gasparini et al. 1998), verbanden Legler et al. 

αvβ3-Liganden durch einen Glykosylphosphatidylinositolanker mit der T-Zell 

Oberfläche und konnten so in einem murinen Bronchialkarzinommodell 

gesteigerte T-Zell-Infiltration in Tumorgewebe bewirken (Legler et al. 2004). 

Auch die Beeinträchtigung der Immunzellinfiltration durch peritumorales 

Bindegewebe (Salmon et al. 2012) wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen 

adressiert. Hierbei kamen beispielsweise antifibrotisch wirkende Substanzen 

wie Pirfenidon zum Einsatz, was in murinen Brustkrebsmodellen zu einer 

Reduktion des Tumorwachstums führte (Polydorou et al. 2017, Takai et al. 

2016). Die Kombination von adoptiver T-Zell-Therapie mit anti-VEGF 

Antikörpern, αvβ3-Liganden oder antifibrotisch wirkenden Substanzen muss 

noch untersucht werden, könnte aber in Zukunft eine vielversprechende 

Möglichkeit sein, die Infiltration der Zellen in Tumorgewebe zu erhöhen.  

 

4.5 Therapeutische Wirksamkeit kombiniert transduzierter T-Zellen in vivo 

 

Um zu sehen, ob die Rezeptoren auch in einem Mausmodell eine gesteigerte 

Tumorkontrolle vermitteln können, führten wir in vivo Experimente durch. 

Verschiedene Arbeitsgruppen haben bereits die Kombination von 

T-Zell-Rezeptoren und Chemokinrezeptoren in vivo untersucht. Peng et al. 

stellten fest, dass T-Zellen, die TCR-abhängig gegen das Antigen gp100 

gerichtet waren, das Tumorwachstum in Mäusen signifikant verringern konnten, 

wenn die T-Zellen so modifiziert wurden, dass sie den Chemokinrezeptor 

CXCR2 exprimierten (Peng et al. 2010). Auch Idorn et al. kombinierten CXCR2 

mit einem TCR und konnten so eine gesteigerte Infiltration der T-Zellen in 

Tumorgewebe beobachten (Idorn et al. 2018). T-Zellen, die TCR-abhängig 

gegen Ovalbumin gerichtet waren und CCR4 exprimierten, infiltrierten vermehrt 

Tumoren, die CCL22 freisetzten und reduzierten das Tumorwachstum in einem 

Mausmodell (Rapp et al. 2016). Kombiniert mit dem Chemokinrezeptor CCR2 
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bewirkten T-Zellen TCR-abhängig eine Verlangsamung des Tumorwachstums 

in vivo (Garetto et al. 2016). Auch die Kombination eines chimären 

Antigenrezeptors mit einem Chemokinrezeptor wurde von anderen 

Arbeitsgruppen bereits untersucht. So zeigte die kombinierte Expression eines 

anti-GD2-CAR mit dem Chemokinrezeptor CCR2 auf T-Zellen eine stärkere 

Antitumoraktivität in vivo als der CAR allein. Durch Biolumineszenz-Bildgebung 

konnte die Anreicherung der CCR2-tragenden T-Zellen in Tumornähe sichtbar 

gemacht werden. T-Zellen, die CCR2 nicht überexprimierten zeigten hingegen 

keine vermehrte Migration in Richtung des Tumors (Craddock et al. 2010). Auch 

Di Stasi et al. stellten fest, dass T-Zellen, die CCR4 und einen anti-CD30-CAR 

exprimierten, verglichen mit T-Zellen, die nur einen der beiden Rezeptoren 

besaßen, eine signifikant gesteigerte Antitumoraktivität aufwiesen (Di Stasi et 

al. 2009). Eine weitere Arbeitsgruppe konnte nach Anwendung von 

anti-Mesothelin-CAR- und CCR2-exprimierenden T-Zellen signifikant 

reduziertes Tumorwachstum in vivo beobachten (Moon et al. 2011). Diese 

Ergebnisse decken sich mit den Beobachtungen der vorliegenden Arbeit. In 

unseren Experimenten zeigten die anti-EpCAM-CAR-transduzierten T-Zellen 

ohne Chemokinrezeptor im Gegensatz zu den kombiniert transduzierten 

T-Zellen keine signifikante Reduktion des Tumorwachstums. Das spricht dafür, 

dass diese Zellen ohne die Überexpression einer der Chemokinrezeptoren den 

Tumor nicht in ausreichender Zahl infiltrierten und betont die Notwendigkeit 

T-Zellen so zu modifizieren, dass sie leichter zu den Tumorzellen hinwandern.  

 

Es fällt auf, dass bis jetzt vor allem die Chemokinrezeptoren CCR2, CCR4 und 

CXCR2 im Hinblick auf die Steigerung der Tumorinfiltration in vivo in 

Kombination mit T-Zell-Rezeptoren oder chimären Antigenrezeptoren 

untersucht worden sind. Da CCL2, ein Ligand für CCR2, Untersuchungen 

zufolge die Tumorprogression und Metastasierung fördert (Lim et al. 2016), 

erscheint es sinnvoll, diesen Überlebensvorteil der Tumorzellen als 

Zielchemokin für T-Zellen zu nutzen. Den Chemokinrezeptor CXCR2 auf 

T-Zellen zu transduzieren liegt ebenfalls nahe, da CXCL1, einer der 

zugehörigen Liganden, beispielsweise in Melanomen stark exprimiert wird, aber 

nicht auf T-Zellen selbst (Kershaw et al. 2002, Peng et al. 2010). Durch unsere 

Arbeit konnten wir zeigen, dass auch die Chemokinrezeptoren CCR8 und 
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CXCR6 interessante Kandidaten für die Verbesserung der adoptiven 

T-Zell-Therapie sind. Letztendlich müssen bei der Auswahl des geeigneten 

Chemokinrezeptors die Tumorentität und das Chemokinmilieu des jeweiligen 

Tumors beachtet werden. 

 

4.6 Epitheliales Zelladhäsionsmolekül als Zielantigen der adoptiven 

T-Zell-Therapie 

 

Epitheliales Zelladhäsionsmolekül ist ein Glykoprotein, das an der Oberfläche 

von verschiedenen Karzinom- und Epithelzellen getragen wird. Wie der Name 

bereits verdeutlicht, handelt es sich bei EpCAM um ein epithelspezifisches 

Adhäsionsmolekül. Immunhistochemisch kann eine EpCAM-Überexpression 

unter anderem in Karzinomen des Endometriums, Magens, Kolons, Ösophagus 

und Pankreas nachgewiesen werden (Fong et al. 2014, Spizzo et al. 2011). 

Daher wurde EpCAM zunächst als Tumormarker interessant (Litvinov et al. 

1994). Zusätzlich wurden Anstrengungen unternommen, EpCAM als Zielantigen 

für T-Zell vermittelte Immuntherapien zu nutzen. Dabei wurde gezeigt, dass 

durch den bispezifischen EpCAMxCD3 Antikörper die Kontaktzeit zwischen 

Lymphozyten und Tumorzellen verlängert, die IFN-γ Produktion der T-Zellen 

stimuliert und das Wachstum von Pankreaskarzinomzellen in einem in vivo 

Modell signifikant verlangsamt wurde (Salnikov et al. 2009). Eine weitere 

Arbeitsgruppe stellte fest, dass primäre humane Mammaepithelzellen, die 

EpCAM überexprimierten, in vitro länger proliferierten und resistenter 

gegenüber TGF-β1 induzierter Wachstumshemmung waren, als Zellen ohne 

Überexpression von EpCAM (Martowicz et al. 2013). Auch die Ansprechrate auf 

Chemotherapie ist bei EpCAM-überexprimierenden Mamma- und 

Ovarialkarzinomen erniedrigt, was mit einer schlechteren Prognose einhergeht 

(Ohashi et al. 2016, Tayama et al. 2017). Die Nutzung von EpCAM als 

Zielantigen adoptiver T-Zell-Therapien scheint dahingehend interessant, dass 

dabei ein Überlebensvorteil der Tumorzellen direkt angegriffen wird. Chimäre 

Antigenrezeptoren, die gegen EpCAM gerichtet sind, wurden bereits in vitro und 

in vivo in verschiedenen Tumormodellen, zum Beispiel Prostatakarzinom und 

Peritonealkarzinose, getestet (Ang et al. 2017, Deng et al. 2015). Da 

epitheliales Zelladhäsionsmolekül aber nicht nur auf Karzinomzellen, sondern 



  44 

auch in gesunden Epithelien vorkommt, muss stets das Risiko gravierender 

Nebenwirkungen beachtet werden. Bei einer Phase-I-Studie des monoklonalen 

anti-EpCAM Antikörpers ING-1 kam es bei manchen Patienten zu 

Pankreatitiden (Goel et al. 2007). Die Phase-I-Studie des bispezifischen 

monoklonalen Antikörpers Catumaxomab, der gegen EpCAM und CD3 

gerichtet ist, musste abgebrochen werden, als das Medikament bei einem 

Patienten durch akutes Leberversagen zum Tod führte (Mau-Sorensen et al. 

2015). In dieser Arbeit nutzten wir EpCAM als Zielstruktur für den chimären 

Antigenrezeptor um zu zeigen, dass die Kombination eines CAR mit einem 

Chemokinrezeptor auf T-Zellen grundsätzlich möglich ist und um zu sehen, ob 

sich dadurch in einem Mausmodell die Elimination von EpCAM-positiven 

Tumorzellen steigert. Um in Zukunft für den Patienten besser verträgliche 

Immuntherapien durchführen zu können ist es wichtig, spezifischere 

Tumorantigene als EpCAM zu identifizieren.  

 

4.7 Mögliche Ansätze zur Überwindung von Hindernissen bei der 

Immuntherapie solider Tumoren in der Zukunft 

 

In dieser Arbeit wurde demonstriert, dass die kombinierte Expression eines 

chimären Antigenrezeptors und eines Chemokinrezeptors die tumorgerichtete 

T-Zell-Migration und Eliminierung der Tumorzellen in Mäusen steigert. Um auch 

der immunsuppressiven Umgebung des Tumors entgegenzusteuern, könnte 

man diese beiden Rezeptoren zusätzlich mit checkpoint-Inhibitoren 

(Cherkassky et al. 2016, Chong et al. 2017) oder der Expression eines 

dominant-negative TGF-β Rezeptors verbinden (Kloss et al. 2018). Das TGF-β 

in Tumorumgebung würde dabei an den dominant-negative TGF-β Rezeptor 

binden, aber keinen immunsuppressiven Effekt haben, da der intrazelluläre 

Anteil des Rezeptors verkürzt ist (Bollard et al. 2002, Foster et al. 2008). Hierzu 

wurden bereits Phase-1 Studien ins Leben gerufen, die die Effekte chimärer 

Antigenrezeptoren kombiniert mit dominant-negative TGF-β Rezeptor in 

HER2-positiven Malignome (NCT00889954, zugegriffen am 21.08.2019) und in 

Prostatakarzinomen (NCT03089203, zugegriffen am 21.08.2019) untersuchen. 

Einen Schritt weiter geht man mit dem Versuch, immunsuppressive Signale 

nicht nur zu blockieren, sondern in aktivierende Signale umzuwandeln. Hierfür 
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kann ein chimärer Zytokinrezeptor generiert werden, der zum Beispiel aus dem 

extrazellulären Anteil des IL-4 Rezeptors und dem intrazellulären Anteil des IL-7 

Rezeptors besteht (Leen et al. 2014). Des Weiteren führten IL-7 Rezeptoren, 

die so verändert wurden, dass sie die T-Zellen dauerhaft stimulieren, in 

Kombination mit einem CAR in einem Mausmodell zu gesteigerter 

Tumorkontrolle (Shum et al. 2017). 

 

Während CD19 als Zielantigen der AZT von B-Zell-Malignome den Vorteil 

bietet, dass sich dessen Expression bei gesunden Zellen auf die B-Zelllinie 

beschränkt (Sadelain 2015), stellt der Mangel spezifischer und sicherer 

Zielantigene in soliden Entitäten immer noch ein Problem dar, das durch 

Tumorheterogenität und Antigenverlust noch weiter verschärft wird (Fousek et 

al. 2015, Landsberg et al. 2012). Daher sind auch in diesem Bereich neue 

Strategien von großer Bedeutung. Eine mögliche Lösung für diese Problematik 

könnten CAR sein, bei denen zwei oder mehr bestimmte Antigene auf den 

Tumorzellen vorhanden sein müssen, um die T-Zellen zu aktivieren (Kloss et al. 

2013, Roybal et al. 2016, Wilkie et al. 2012). Außerdem könnte das Nutzen von 

durch tumorspezifische Mutationen entstandenen Neoantigenen als 

Zielstrukturen der Rezeptoren in Zukunft zur erhöhten Spezifität der CAR 

beitragen (Blankenstein et al. 2015). 

 

Auch im Bereich der Sicherheit der adoptiven T-Zell-Therapie werden 

Verbesserungen angestrebt. Um lebensbedrohliche Nebenwirkungen wie einen 

Zytokinsturm oder das Tumor-Lyse-Syndrom zu vermeiden, muss die maximal 

tolerierte Therapiedosis ermittelt werden (Lee et al. 2015) und der 

Transfusionszeitplan angepasst werden (Fujiwara 2014). Um bei auftretenden 

Nebenwirkungen eine Möglichkeit zu haben, die T-Zellen schnell zu 

inaktivieren, ist es sinnvoll, einen safety switch einzubauen. Beispielsweise führt 

die induzierbare Caspase 9 nach Verabreichung des Medikaments AP1903 zu 

einer schnellen Induktion der Apoptose in den transduzierten T-Zellen (Di Stasi 

et al. 2011, Gargett et al. 2014). 4SCAR-GD2-T-Zellen, die einen gegen GD2 

gerichteten CAR und eine induzierbare Caspase 9 enthalten, demonstrierten in 

einer Phase-II-Studie Sicherheit und Effektivität in der Neuroblastomtherapie 

(Yang et al. 2017). Auch die Herpes-Simplex-Virus Thymidinkinase kann als 
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Suizidgen eingefügt werden, sodass die Gabe von Ganciclovir zur Apoptose 

der T-Zellen führt (Elahi et al. 2018, Jensen et al. 2010, Jones et al. 2014). 

 

Um letztendlich die Vielfalt der Hindernisse einer effektiven und sicheren 

adoptiven T-Zell-Therapie zu überwinden, macht es Sinn mehrere 

Verbesserungsansätze miteinander zu kombinieren (Ramello et al. 2018). 

Dabei könnte es besonders bedeutsam werden, die Immuntherapie in Zukunft 

immer mehr an den jeweiligen Patienten anzupassen und zu personalisieren 

(Bethune et al. 2017, Kakimi et al. 2017, Mandal et al. 2016)
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5 Zusammenfassung 

 

Die Immuntherapie mit CAR-T-Zellen stellt eine vielversprechende 

Behandlungsmöglichkeit für Krebserkrankungen dar. Da die Erfolge der 

adoptiven T-Zell-Therapie bislang im Bereich der hämatologischen Malignome 

gelungen sind, gilt es diese nun auch auf solide Entitäten auszuweiten. Einer 

der Faktoren, der die Immuntherapie von soliden Tumoren erschwert, ist die 

mangelnde Migration der T-Zellen in das entartete Gewebe. Um dieses 

Hindernis zu überwinden, transduzierten wir murine anti-EpCAM-CAR-T-Zellen 

zusätzlich mit einem der Chemokinrezeptoren CCR4, CCR8 oder CXCR6. Ziel 

dieser Arbeit war es herauszufinden, ob die T-Zellen durch diese Modifikation 

in vitro zu den entsprechenden Chemokinen hinwandern und EpCAM-positive 

Panc02-OVA-EpCAM-Tumorzellen infolgedessen eliminieren können. 

Zusätzlich war zu untersuchen, ob die in vivo Tumorkontrolle durch kombiniert 

transduzierte T-Zellen verglichen mit T-Zellen, die nur einen CAR exprimieren, 

verbessert ist.  

 

Zunächst untersuchten wir die Funktion der T-Zellen in vitro. Die Fähigkeit der 

Zellen zur Proliferation war durch die Transduktion unbeeinträchtigt, außerdem 

produzierten die CAR-T-Zellen bei Erkennung des Antigens EpCAM IFN-γ. Bei 

den kombiniert transduzierten T-Zellen ließen sich sowohl Migration in Richtung 

des jeweiligen Liganden, als auch Zytotoxizität gegenüber EpCAM-positiven 

Panc02-OVA-EpCAM-Tumorzellen beobachten. In vivo zeigten die kombiniert 

transduzierten T-Zellen eine Verlangsamung oder sogar einen Rückgang des 

Tumorwachstums, während dieser Effekt bei CAR-T-Zellen, die keinen 

Chemokinrezeptor überexprimierten, nicht zu erkennen war. 

 

Zusammenfassend beobachteten wir durch die kombinierte Expression eines 

CAR und eines Chemokinrezeptors auf T-Zellen positive Effekte auf die 

Migration und Zytotoxizität der Zellen. Durch unsere Ergebnisse wird deutlich, 

wie wichtig die Steigerung der zielgerichteten T-Zell-Migration ist, um in vivo 

zufriedenstellende zytotoxische Effekte adoptiver T-Zell-Therapie auf den 

Tumor zu erreichen.  
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7 Abkürzungsverzeichnis 

 
AICD   Activation-induced cell death 

AZT   Adoptive T-Zell-Therapie 

 

BSA   Bovine serum albumin 

 

CAR   Chimärer Antigenrezeptor 

CCL   C-C motif Chemokinligand 

CCR   C-C motif Chemokinrezeptor 

CXCL   C-X-C motif Chemokinligand 

CXCR   C-X-C motif Chemokinrezeptor 

CD   Cluster of differentiation 

CTLA-4  Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 

 

DMEM  Dulbecco’s modified Eagle medium 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

 

ELISA   Enzyme-linked immunosorbent assay 

EpCAM  Epithelial cell adhesion molecule 

 

FACS   Fluorescence-activated cell sorting 

FCS   Fetal calf serum 

FDA   Food and Drug Administration 

FITC   Fluoresceinisothiocyanat 

 

HEPES  Hydroxyethylpiperazin-Ethansulfonsäure-Puffer 

HER2   Human epidermal growth factor receptor 2 

 

IFN   Interferon  

IL   Interleukin 

IL-2Rβ  Interleukin-2-Rezeptor-β-Domäne 

IRES   Interne ribosomale Eintrittsstelle  

i. v.   Intravenös 
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JAK   Januskinase 

 

LDH   Laktat-Dehydrogenase 

 

MHC   Haupthistokompatibilitätskomplex 

 

PBS   Phosphate buffered saline 

PCR   Polymerase-Kettenreaktion 

PD-L1   Programmed cell death-ligand 1 

PD-1   Programmed cell death protein 1 

 

RPMI   Roswell Park Memory Institute 

 

s. c.   Subkutan   

scFv   Single chain variable fragment 

STAT3  Signal transducer and activator of transcription 3 

 

TCR   T-Zell-Rezeptor 

TGF-β   Transforming growth factor β 

TIL   Tumor-infiltrierende Lymphozyten 

TRUCK  T-cells redirected for universal cytokine-mediated killing 

 

VEGF   Vascular endothelial growth factor 
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