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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Rolle des Immunsystems bei Tumorerkrankungen

Schon zu Anfang des 20. Jahrhunderts vertrat Paul Ehrlich die Idee, dass das
Immunsystem zur Karzinomkontrolle beitragt (Ehrlich 1908). Die genaue Rolle des
Immunsystems bei Krebsentstehung und -ausbreitung blieb jedoch noch lange Zeit
ungeklart (Schreiber et al. 2011). Burnet und Thomas postulierten das Prinzip der
Immun-,Uberwachung®, welches besagt, dass Krebszellen selektiv von gesunden
Zellen unterschieden und getétet werden kénnen (Burnet 1957; Thomas 1959; Burnet
1964; Burnet 1970; Dunn et al. 2002; Kobold et al. 2018). Mehrere Studien konnten
belegen, dass das Immunsystem neben Pathogenen auch maligne Zellen erkennen
und bekampfen kann (Dighe et al. 1994; Kaplan et al. 1998; Shankaran et al. 2001;
Schreiber et al. 2011; Hashimoto et al. 2018). Heute nimmt man an, dass das
Immunsystem einerseits das Tumorwachstum hemmen, andererseits eine Selektion
von Krebszellen bewirken, beziehungsweise das Mikromilieu in der Tumorumgebung
(englisch: tumor microenvironment, TME) zu Gunsten einer Malignomausbreitung

beeinflussen kann (Shankaran et al. 2001; Schreiber et al. 2011).

Zu dieser ambivalenten Interaktion von Immunsystem und Tumor haben Schreiber et
al. drei aufeinanderfolgende Phasen bei der Ausbreitung einer Krebserkrankung

beschrieben:

1) Bei der ,Elimination“ werden Tumorzellen durch das Immunsystem des Patienten
zerstort, bevor diese klinisch in Erscheinung treten (Dunn et al. 2004; Schreiber et
al. 2011). Um die Rolle des Immunsystems bei der Bekdmpfung einer
Krebserkrankung zu verstehen, eignet sich der Vergleich zu einer Infektion: Cluster
of differentiation (CD) 8-positive T-Lymphozyten erkennen im Falle einer viralen
Infektion Antigene und expandieren, wodurch neben zytotoxischen T-Lymphozyten
(ZTL) zur Beseitigung der pathologischen Zellen auch Gedachtniszellen entstehen,

die eine wichtige Rolle in der Langzeitimmunitat spielen (Kaech et al. 2012).
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2) Bei Persistenz einiger entarteter Zellen Gber diese erste Phase hinaus, stellt sich in
der Folge das ,Equilibrium® ein: Eine Elimination des Tumors wird nicht erreicht,
eine weitere Ausbreitung jedoch verhindert (Dunn et al. 2004; Schreiber et al.
2011).

3) In der letzten Phase, der ,,Escape”-Phase, kommt es zu einer Proliferation und
Ausbreitung des Tumors. Grinde hierfir kénnen ein durch Selektionsmechanismen
des Immunsystems verandertes Tumorgewebe oder eine geschwéachte
Immunabwehr, ausgelést durch zum Beispiel Immunseneszenz oder -suppression,
sein (Dunn et al. 2004; Schreiber et al. 2011).

Vor allem bei einer Antigenpersistenz, wie sie bei chronischen Infektionen oder
Krebsleiden auftritt, knnen CD8-positive T-Zellen in einen Zustand der Erschdpfung,
die T-Zell-exhaustion, mit deutlich eingeschrankter Funktion verfallen (Day et al. 2006;
Baitsch et al. 2011; Speiser et al. 2014; Wherry et al. 2015; Hashimoto et al. 2018). Die
T-Zell-exhaustion tritt vermutlich zum Schutz des Organismus vor einer
UberschieBenden Immunantwort auf und kann in der Folge zu einer ungentigenden
Immunantwort und fehlenden Kontrolle von chronisch-infektiésen oder malignen

Erkrankungen fihren (Speiser et al. 2014; Hashimoto et al. 2018).

Dass all diese Uberlegungen nicht nur theoretische, sondern auch klinische Relevanz
besitzen, zeigte sich beim kolorektalen Karzinom: Prognostisch bedeutsam erwiesen
sich dabei die Subgruppe, Menge und Verteilung lymphozytarer Zellen innerhalb des
TME (Galon et al. 2006). So hat der Immunoscore, dem die Quantifizierung von
Gedéchtnis- und ZTL in Tumorkern- sowie invasiven Randbereichen zugrunde liegt,
eine héhere prognostische Aussagekraft beim kolorektalen Karzinom als Ubliche, eher
anatomisch orientierte Klassifikationen, wie zum Beispiel die American Joint
Committee on Cancer (AJCC)-, die Union internationale contre le cancer (UICC)- oder
die tumor, node, metastasis (TNM)-Klassifikation (Galon et al. 2006; Mlecnik et al.
2011; Galon et al. 2012; Angell et al. 2013; Galon et al. 2014; Pageés et al. 2018). Eine
ahnliche Assoziation zwischen ZTL-Infiltration und anti-tumoralem Effekt konnte auch
in anderen Malignomen wie Brustkrebs, Zervixkarzinom und Glioblastom gezeigt
werden (Galon et al. 2006; Piersma et al. 2007; Kim et al. 2013; Kmiecik et al. 2013).
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1.2 Die adoptive T-Zell Therapie

Die adoptive T-Zell Therapie (AZT) beschreibt die Nutzung von T-Zellen zur direkten
Bekéampfung von Malignomerkrankungen (Rosenberg et al. 2015; Zhang et al. 2019).
Sie basiert auf der Herstellung beziehungsweise Entnahme, Selektion und Vermehrung
hochaktiver, Tumor-spezifischer Lymphozyten ex vivo (also auBerhalb des
Organismus) und der anschlieBenden Verabreichung an den Patienten (Dudley et al.
2003; Kalos et al. 2013; Rosenberg et al. 2015). Aufgrund der Tatsache, dass die dem
Patienten verabreichten Zellen in vivo (also innerhalb des Organismus) zu einer
Vermehrung und Persistenz und damit einer anhaltenden anti-tumoralen Immunantwort
fahig sind, wird die AZT auch als eine ,lebende” Therapie bezeichnet (Rosenberg et al.
2015).

Die Modifikation der T-Zellen ex vivo ermdglicht eine Reduktion inhibitorischer
Einflisse im Gewebe des Patienten und gleichzeitig die pratherapeutische
Beeinflussung des TME zur Optimierung des Therapie-Effekts (Rosenberg et al. 2015).
So fuhren vorbereitende MaBnahmen auf die AZT, wie Chemotherapie oder
Kombinationsbehandlungen mit zusatzlicher Ganzkdrperbestrahlung, zu einer
temporaren Lymphozytendepletion und infolgedessen zu einer verbesserten T-Zell-

Persistenz der Therapiezellen (Gattinoni et al. 2005; Restifo et al. 2012).

Tumor-spezifische T-Zellen kénnen entweder als Tumor-inflitrierende Lymphozyten
direkt aus dem Tumorgewebe entnommen, selektiv stimuliert und vermehrt oder mittels
genetischer Modifikation von autologen T-Zellen mit Tumor-spezifischen T-Zell-
Rezeptoren (TZR) beziehungsweise chiméaren Antigenrezeptoren (CAR) generiert
werden (Eshhar et al. 2001; Restifo et al. 2012; Rosenberg et al. 2015). Durch die
Nutzung der AZT in der Onkologie konnte unter anderem bei Lymphomen und
Leuké@mien ein deutliches Therapieansprechen erzielt werden (Rosenberg et al. 2015;
Turtle et al. 2016; Neelapu et al. 2017; Schuster et al. 2017; Maude et al. 2018).

Eine spezifische T-Zell-Immunitat via AZT kénnte zudem besonders in einem
immunsupprimierten Patientenkollektiv mit Toleranz gegen Malignom- oder Infektions-
assoziierte Antigene von Vorteil gegenuber anderen onkologischen
Immuntherapieformen, beispielsweise Impfungen, sein (Kalos et al. 2013; Rosenberg
et al. 2015). Anders als bei Impfungen miissen die Therapiezellen bei der AZT namlich

nicht durch den Organismus selbst aktiviert und expandiert werden (Kalos et al. 2013).
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Als Beispiel fur die Wirksamkeit der AZT in der Krebstherapie sind die anti-CD19 CAR
T-Zellen zu nennen, welche aufgrund ihrer hohen Ansprechraten sowohl durch die
Food and drug administration in den Vereinigten Staaten von Amerika (USA) als auch
durch die Europaische Arzneimittel-Agentur in der Europaischen Union flr bestimmte
hamatologische Krebserkrankungen zugelassen wurden (Turtle et al. 2016; Neelapu et
al. 2017; Schuster et al. 2017; European Medicines Agency 2018; Maude et al. 2018;
O'Leary et al. 2019).

Trotz der oben genannten Erfolge sollten die méglichen Nebenwirkungen dieser
Therapieform nicht vergessen werden: So kénnen ein Zytokinsturm, welcher durch
massive Freisetzung von Zytokinen ein dem systemic inflammatory response
syndrome ahnliches Krankheitsbild hervorruft, sowie neurologische Nebenwirkungen
therapielimitierend sein (Morgan et al. 2010; Kobold et al. 2018). AuBerdem sollte
erwahnt werden, dass die Herstellung solch neuartiger Therapien derzeit noch mit

einem hohen Organisations- und Kostenaufwand verbunden ist (Kobold et al. 2018).

1.3 Limitationen der adoptiven T-Zell Therapie bei soliden Tumoren

Der Transport von ZTL zum Zielort einer infektiosen oder malignen Veranderung im
Gewebe ist flr eine funktionierende Immunreaktion essenziell (Slaney et al. 2014).
Jedoch zeigt sich eine deutlich geringere Infiltration der ZTL in das Tumorgewebe als
in entziindliche oder infektidse Foci (Bellone et al. 2013; Slaney et al. 2014). Dabei
muss man das komplexe Zusammenspiel von Tumor-, Endothel- sowie Immunzellen,
Fibroblasten, Blut- und LymphgeféaBen beachten, sowie dessen Beeinflussung durch

Zytokine und zellulare Stoffwechselprodukte (Angell et al. 2013).

Eine physikalische Nahe zwischen Tumor- und Effektorzellen ist nétig, damit eine
ausreichende anti-tumorale Immunantwort stattfinden kann (Lim et al. 2017). Gerade
dies stellt bei soliden Tumoren im Gegensatz zu beispielsweise Leukdmien ein
Problem dar: Neben physikalischen Barrieren, wie ein dichtes, fibrotisches Gewebe,
gilt es hier, ein immunsuppressives TME zu Uberwinden (Lim et al. 2017; Zhang et al.
2019).

Weiterhin wird die ausreichende Vermehrung und das Uberleben der ZTL im TME

unter anderem durch Hemmmechanismen via programmed cell death-protein 1 oder
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cytotoxic T lymphocyte antigen 4 und inhibitorische Zellen, wie regulatorische T-Zellen
und myeloid-derived suppressor cells, erschwert (Fridman et al. 2012; Lim et al. 2017;
Zhang et al. 2019).

SchlieBlich limitieren Kreuzreaktionen, bei denen gesundes Gewebe geschadigt wird,
die Therapiesicherheit der AZT (Lim et al. 2017). So kann der Einsatz von CAR- oder
TZR-modifizierten T-Zellen bei soliden Tumoren die Schadigung lebenswichtiger

Organe mit letalen Folgen hervorrufen (Lim et al. 2017).

1.4 Die Rolle von Chemokinen und Chemokinrezeptoren in der anti-

tumoralen Immunantwort

Chemokine spielen als gréBte Untergruppe der Zytokine eine wichtige Rolle bei der
Regulation des Immunsystems, sowohl bei der Reifung und Homdostase von
Immunzellen als auch bei der zelluldren und humoralen Immunabwehr (Griffith et al.
2014). Sie werden nach dem jeweiligen N-terminalen Zystein-Rest in vier Klassen
eingeteilt, die CC-, CXC-, C- und CX3C-Chemokine (Rollins 1997; Proudfoot 2002).

Die Chemokinsekretion durch unter anderem Tumor-, Immun- und Stromazellen
innerhalb des TME beeinflusst maBgeblich die Migration verschiedener
Leukozytenuntergruppen zum Tumor hin sowie die anti-tumorale Immunantwort als
Ganzes (Nagarsheth et al. 2017). Durch das vorherrschende Chemokinmilieu innerhalb
des TME kann die Chemotaxis von einerseits anti-tumoralen Effektorzellen oder
andererseits immunsuppressiven Zellpopulationen, wie regulatorischen T-Zellen,
initiiert werden (Curiel et al. 2004; Schlecker et al. 2012; Zhang et al. 2019). Die
Chemokinexpression von Malignomen ist dabei von genetischen, epigenetischen sowie
Umweltfaktoren abhangig und haufig so ausgepragt, dass eine effektive Bekdmpfung
durch das Immunsystem erschwert wird (man spricht hierbei von engl. immune
escape) (Nagarsheth et al. 2017). So fuhrt beispielsweise epigenetisches silencing von
Typ-1-T-Helferzellen-Typ-Chemokinen zu einer schlechteren Infiltration mit CD8-
positiven Lymphozyten im humanen Ovarialkarzinom (Peng et al. 2015). Die Nutzung
von Chemokinen und ihren Rezeptoren als Ansatzpunkte zur Verbesserung der AZT

scheint daher als erfolgsversprechend (Zhang et al. 2019).
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1.5 Hintergrund der Dissertationsarbeit

1.5.1 Die C-C motif chemokine receptor 4 (CCR4) — C-C motif chemokine ligand
22 (CCL22) — Achse als Angriffspunkt zur Verbesserung der anti-tumoralen

Immunantwort

Der Rezeptor C-C motif chemokine receptor (CCR) 4 kommt unter anderem auf Typ-2-
T-Helferzellen sowie den immunsuppressiven regulatorischen T-Zellen vor und spielt
zusammen mit seinen beiden Liganden C-C motif chemokine ligand (CCL) 22 und
CCL17 im Organismus eine wichtige Rolle bei der Rekrutierung von T-Zellen in die
Haut und bei Pathologien wie Asthma, allergischen Erkrankungen sowie Malignomen
(Imai et al. 1999; lellem et al. 2001; Baatar et al. 2007; Yoshie et al. 2015).

Die intratumorale Expression des Chemokins CCL22 und sein immunsuppressiver
Effekt durch das Anlocken von regulatorischen T-Zellen Uber seinen Bindungspartner
CCR4 konnte fur verschiedene Tumorerkrankungen, wie Ovarial- und Brustkrebs,
gezeigt werden (lellem et al. 2001; Curiel et al. 2004; Gobert et al. 2009). Mit diesen
Ergebnissen Ubereinstimmend verbesserte ein Anti-CCR4-Antikérper die anti-tumorale

Immunantwort in vivo beim Menschen (Sugiyama et al. 2013).

Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass CD11-positive Zellen in murinen Tumoren
der Pankreaskarzinomlinie Panc02-OVA das Chemokin CCL22 in hohem MaBe
exprimieren und die Transduktion von ZTL mittels Ccr4 den anti-tumoralen Effekt der
AZT im Mausmodell verstarkt. (Rapp et al. 2016). Die Transduktion mit Ccr4 scheint
neben der ZTL-Migration auch die intercellular adhesion molecule 1-abhéngige T-Zell-
Aktivierung und Antigenerkennung Uber eine optimierte Interaktion zwischen T-Zellen
und dendritischen Zellen zu verbessern (Rapp et al. 2016). Da auch die Umgebung
humaner Pankreaskarzinome CCL22 produziert, haben die eben genannten

Ergebnisse eine besondere Relevanz (Rapp et al. 2016).

Interessanterweise sezernieren nicht die Tumorzellen selbst CCL22, sondern
Immunzellen — sowohl im humanen als auch im murinen TME (Rapp et al. 2016). Die
beiden Liganden von CCR4, CCL22 und in geringerer Konzentration auch CCL17,
fanden sich vor allem im Tumorgewebe selbst sowie in peripheren Lymphknoten,
wéhrend sie von normalem Pankreasgewebe nicht exprimiert wurden (Griffith et al.
2014; Rapp et al. 2016).
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Derzeit wird — als einer der ersten Chemokinrezeptoren — der Therapieeffekt von CCR4
in CD30-spezifischen CAR T-Zellen in einer klinischen Studie Uberprift (NCT
03602157).

1.5.2 Die C-X-C motif chemokine ligand 16 (CXCL16) — C-X-C motif chemokine
receptor 6 (CXCR6) — Achse als vielversprechender Ansatz bei der Verbesserung

der adoptiven T-Zell Therapie

Unsere Arbeitsgruppe hat zudem die C-X-C motif chemokine ligand (CXCL) 16-C-X-C
motif chemokine receptor (CXCR) 6-Achse im Hinblick auf eine mégliche
Verbesserung der AZT untersucht (Lesch et al. 2021). CXCL16 kommt im Kérper
sowohl in einer l6slichen, chemotaktisch aktiven Form, als auch Membran-gebunden
vor (Matloubian et al. 2000; Wilbanks et al. 2001; Agostini et al. 2005). In letzterem Fall
vermittelt CXCL16 die Zelladhasion (Matloubian et al. 2000; Wilbanks et al. 2001; Linke
et al. 2019). Durch diese doppelte Wirkweise sowie seine Expression in mehreren
malignen Entitaten erscheint dieses Chemokin als Angriffspunkt zur Verbesserung der
AZT besonders geeignet (Deng et al. 2010; Lesch et al. 2021).

Es ist bekannt, dass CXCR6 im Organismus unter anderem durch Rekrutierung von
zum Beispiel regulatorischen T-Zellen und unreifen, myeloischen Zellen, eine
immunsuppressive und tumorférdernde Wirkung entfaltet (La Porta 2012; Oldham et al.
2012; Allaoui et al. 2016). Beim Pankreaskarzinom scheinen CXCL16 und sein
korrespondierender Rezeptor CXCR6 eine wichtige Rolle im Hinblick auf die lokale
Mobilitat, Invasivitat und Metastasierung von Krebszellen und damit die
Tumorprogression zu spielen (Wente et al. 2008; Chalabi-Dchar et al. 2015). Die
Expression von CXCR6 auf CD8-positiven Lymphozyten wird wiederum erst durch
Aktivierung hochreguliert, wahrend der Rezeptor sonst kaum auf diesen Zellen zu
finden ist (Unutmaz et al. 2000; Agostini et al. 2005; Sato et al. 2005; Lesch et al.
2021). Eine weitere Besonderheit ist, dass CXCL16 ein exklusiver Ligand seines
Rezeptors CXCRG6 zu sein scheint (Wilbanks et al. 2001).

Lesch et al. konnten zeigen, dass die Transduktion von ZTL mit Cxcr6 zusatzlich zu
einem TZR oder CAR sowohl im Mausmodell als auch in menschlichen Gewebeproben
zu einem verbesserten anti-tumoralen Effekt in Mausmodellen von humanen und

murinen Pankreaskarzinomen fihrte (Lesch et al. 2021). Im murinen Modell
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produzieren hierbei Karzinomzellen und die umgebenden Zellen im TME, wie CD11c-
positive Myeloidzellen, CXCL16 (Lesch et al. 2021). Di Pilato et al. fanden weiterhin
heraus, dass Tumor-infiltrierende ZTL eine hohe Expression von CXCR6 aufwiesen
und dass dieser Rezeptor nicht nur an der Rekrutierung, sondern auch an ihrem
Uberleben, der Interaktion mit weiteren Zellen im TME und ihrer anti-tumoralen Aktivitat
beteiligt ist (Di Pilato et al. 2021). CXCRG6 stellte sich schlieBlich als ein starker
Pradiktor fir das Uberleben von Patienten mit malignem Melanom heraus (Di Pilato et
al. 2021).

1.6 Das Pankreaskarzinom als Anwendungsbeispiel der adoptiven T-Zell

Therapie

Krebs stellt als die zweithaufigste Todesursache in Deutschland mit einer Inzidenz von
circa 500.000 und einer Todesrate von tber 230.000 Menschen jahrlich, eine
bedeutende soziobkonomische Belastung dar (Statisches Bundesamt 2020; Robert
Koch-Institut 2021).

Patienten mit Bauspeicheldrisenkrebs weisen durch eine meist spate Diagnose eine
geringe fiinf Jahres-Uberlebens-Rate von etwa zehn Prozent fiir beide Geschlechter
auf (Robert-Koch-Institut 2021). Trotz Weiterentwicklungen der verschiedenen
Therapieansatze, konnte die unglinstige Prognose der Patienten kaum verbessert
werden (Ansari et al. 2016). Laut S3-Leitlinie zum exokrinen Pankreaskarzinom gilt
momentan allein die Operation als potenziell kurativ (S3-Leitlinie Exokrines
Pankreaskarzinom 2022). Viele der Patienten sind jedoch zum Beispiel durch bereits
vorhandene Metastasen bei Diagnosestellung einer kurativen, chirurgischen
Behandlungsoption nicht mehr zugénglich (Ansari et al. 2016; S3-Leitlinie Exokrines
Pankreaskarzinom 2022). Zudem ist letztere als groBer Eingriff mit Auswirkungen auf
den Organismus verbunden, sodass der praoperative korperliche und mentale
Allgemeinzustand des Patienten vor einer Entscheidung zur Operation beachtet

werden muss (Ansari et al. 2016).

Daher ist es notwendig, eine Therapie mit héheren Erfolgsaussichten zu finden, die
selbst bei nicht-resektablem beziehungsweise ausgedehntem Tumorstadium eine

Heilung ermdglicht.
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1.7 Zielsetzung und Fragestellung

Wie zuvor beschrieben, bieten sich die Chemokinrezeptoren CCR4 sowie CXCR6 als
vielversprechende Angriffspunkte zur Verbesserung der AZT an (Rapp et al. 2016; Di
Pilato et al. 2021; Lesch et al. 2021). Gerade weil diese nicht Uberlappende Quellen

und Wirkungsweisen haben, kann dadurch synergistisches Potenzial entstehen.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde daher Uberprift, ob die Kombination der
Chemokinrezeptoren CCR4 und CXCR®6 in ZTL fur die AZT genutzt werden kann.

Hierzu wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:

1) Sind die transduzierten T-Zellen hinsichtlich ihrer Aktivierung und zytotoxischen

Eigenschaften in vitro funktional?

2) Flhren die auf den murinen T-Zellen exprimierten Rezeptoren zu einer

verbesserten Migration zu ihren entsprechenden Chemokinliganden?

3) Fuhrt die kombinierte Expression von CCR4 und CXCR6 im Vergleich zur AZT mit
einfach oder gar nicht transduzierten T-Zellen in einem murinen
Pankreaskarzinommodell zu einer verbesserten anti-tumoralen Immunantwort in

vivo?

Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurden Ccr4-Cxcr6- sowie Cxcr6-Ccr4-
Kombinationskonstrukte kloniert. Primére murine T-Zellen wurden anschlieBend mit
den Konstrukten retroviral transduziert und die Transduktionseffizienz tberprdft. Die
Funktionalitat der ZTL wurde mittels Migrations-, Aktivierungs- und
Zytotoxizitatsversuchen getestet. Zuletzt wurde die Effektivitéat der AZT mittels der

transduzierten T-Zellen in einem murinen Pakreaskarzinommodell in vivo untersucht.
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heterotopen Pankreastumoren

Abbildung 1: Arbeitsablauf des Projekts.

Dargestellt ist der Arbeitsablauf des Projekts. Nach Klonierung der Kombinationskonstrukte aus
Ccr4 und Cxcr6 erfolgt die retrovirale Transduktion in Ovalbumin-spezifische OT-1-T-Zellen aus
transgenen Mausen. Die transduzierten T-Zellen werden anschlieBend hinsichtlich ihrer
Funktionsféhigkeit (Aktivierung und Zytotoxizitat) sowie ihrer Migration zu den entsprechenden
Chemokinliganden getestet. SchlieBlich wird ihr anti-tumoraler Effekt bei heterotop-induzierten,
Ovalbumin-exprimierenden Panc02-OVA-Pankreaskarzinomen in Wildtyp-Mausen untersucht.
Die Ergebnisse werden jeweils mit denen von T-Zellen verglichen, die nur einen oder keinen
Chemokinrezeptor exprimieren. Die Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 1: Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung

Ampicillin

-Mercaptoethanol

Blastcidin 100 mg

bovines Serum-Albumin (BSA)
Calciumchlorid (CaCl,)

CountBrightTM Absolute Counting
Beads
CutSmart Buffer 10 x

Dimethylsulfoxid (DMSO)

DNA Loading Dye 6 x

Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM)

Dulbecco’s phosphate-buffered saline
(PBS)

EcoRI-HF

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Ethanol 100 %

FACSFlow

fétales Kalberserum (FBS)
HEPES-Puffer 1 M

Isofluran

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumhydrogencarbonat (KHCQO3)
LB-Agar (Luria/Miller)

LB-Medium (Luria/Miller)

Firma

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
InvivoGen, San Diego,Kalifornien

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Invitrogen, Eugene, USA

New England Biolabs (NEB), Ipswich,
USA
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Thermo Scientific, Waltham, USA
Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

New England Biolabs, Ipswich, USA
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
VWR Chemicals (BDH Prolabs),

Fontenay-sous-Bois France

BD Biosciences, San Jose, USA
Gibco Products, Grand Island, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
HENRY SCHEIN, Melville, USA
MERCK, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
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LE Agarose

L-Glutamin 200 mM

Lipofectamine 2000

Natriumcarbonat (Na-COs)
Dinatriumhydrogenphosphat (NazHPOQO4)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO:s)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumpyruvat

Ammoniumchlorid (NH4CI)

Notl-HF

Opti-MEM

PBS Pulver

Penicillin/Streptomycin (100 x)

Polybrene Infection/Transfection
Reagent

Puromycin 100 mg

RetroNectin®

Roswell Park Memoirial Institute
(RPMI) 1640 medium
RPMI 1640 medium ohne Phenolrot

Roti-Gel Stain

Rotiphorese 50 x TRIS-Acetat-EDTA-
Puffer

Schwefelsdure 2 N
T4 deoxyribonucleic acid (DNA) Ligase
T4 DNA Ligase Buffer 10 x

T cell Mouse Activator Anti-CD3-CD28
Dynabeads
TriDye 2-log DNA ladder (0.1-10.0 kb)

12

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Invitrogen, Carlsbad, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
New England Biolabs, Ipswich, USA
Gibco Products, Grand Island, USA
MERCK, Darmstadt, Deutschland

PAA Laboratories GmbH, Pasching,

Osterreich

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

InvivoGen, San Diego,Kalifornien

TaKaRa, Saint-Germain-en-Laye,
Frankreich

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

New England Biolabs, Ipswich, USA
New England Biolabs, Ipswich, USA
Thermo Fischer, Waltham, MA, USA

New England Biolabs, Ipswich, USA
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Trypanblau
Trypsin 10 x

Tween-20

2.2 Geréate und Kits

Tabelle 2: Gerate
Geratebezeichnung
Axiovert-40C-Lichtmikroskop
ChemiDoc Touch Imaging System
CO2-Brutschrank (BBD 6220)
FACSCanto Il
Lamin Air
Mithras LB 940 Multimode Plate Reader
MULTIFUGE 4 KR
Multifuge X3 FR
Nanodrop 2000C Spectrophotometer

Neubauer Zahlkammer

Rotina 420 R
SHAKER DOS-10L
TCS-SP5-Konfokalmikroskop

Thermocycler Gene Touch
Tischzentrifuge Fresco 17
Waage KB 240-3N
Wasserbad GFL 1083

Lonza, Verviers, Belgien
Lonza, Verviers, Belgien

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Firma

Zeiss, Jena, Deutschland

Bio-Rad, Minchen, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

BD Biosciences, New Jersey, USA
Heraeus, Hanau, Deutschland
Berthold, Bad Wildbad, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
Thermo Scientific, Waltham, USA
Optik Labor Frischknecht, Balgach,

Deutschland

Hettich, Tuttlingen, Deutschland
neolLab, Heidelberg, Deutschland

Leica Microsystems, Wetzlar,
Deutschland
BIOER, Hangzhou, China

Heraeus, Hanau, Deutschland
KERN, Balingen-Frommern, Deutschland

GFL, Burgwedel, Deutschland
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Tabelle 3: Kits

Bezeichnung

CytoTox 96 NonRadio
Cytotoxicity Assay

Gene Jet Gel Extraction Kit

Gene Jet Plasmid Miniprep Kit

Mix2Seq Kit
Mouse IFN-y-ELISA Set
Q5 High-Fidelity PCR Kit

Firma

Promega, Madison, USA

Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Litauen

Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Litauen

Eurofins Genomics, Ebersberg, Deutschland

BD Biosciences, San Diego, USA

New England Biolabs, Ipswich, USA

Zymo Pure Il Plasmid Maxiprep ZYMO RESEARCH, Freiburg, Deutschland

Kit

2.3 Puffer, Gele und Zellkulturmedien

Tabelle 4: Puffer, Gele und Zellkulturmedien

Transfektionspuffer
NaCl

KCI

NazHPO,

HEPES

doppelt destilliertes
Wasser (ddH20)
pH

Calciumchloridpuffer

CaCl,
ddH20

ELISA Waschpuffer

PBS

Tween 20

14

169
74 mg
50 mg
19
100 ml

6,76

2,774
10 ml

nach Bedarf
0,05 %

2 % BSA Blockpuffer

ddH20
BSA

Transduktions-
Waschpuffer
HEPES-Puffer 1 M
PBS

Diluent
PBS
FBS

25 ml
05¢g

39 ml

nach Bedarf
10 %
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Natriumcarbonatpuffer

NaHCO;
Na-CO3

Vollentsalztes Wasser

NaOH

DMEM 3+ Medium
FBS

L-Glutamin
Penicillin
Streptomycin
DMEM

DMEM 5+ Medium
FBS

L-Glutamin
Penicillin
Streptomycin
Puromycin
Blasticidin

DMEM

CYTOTOX Medium
RPMI 1640 medium
ohne Phenolrot
FBS
Natriumpyruvat
Penicillin

Streptomycin

7,139
1,59 ¢

auf 11
bis pH 9,5

10 %

1 mM
100 1U/ml
100 pg/mi
500 ml

10 %

1 mM
100 1U/ml
100 pg/mi
500 pg
5mg

500 ml

500 ml

1%
1%
100 1U/ml
100 pg/mi

1 % Agarosegel
LE-Agarose

50x TRIS-Acetat-
EDTA-Puffer

Vollentsalztes Wasser

Roti-Gel Stain

DMEM 4+ Medium
FBS

L-Glutamin
Penicillin
Streptomycin
DMEM

Murines T-Zell-Medium

FBS

L-Glutamin
Penicillin
Streptomycin
Natriumpyruvat
HEPES

RPMI 1640 medium

Erylyse
ddH:0

NH4CI
KHCOs
EDTA
pH

1%
200 ml

101
0,035 pg/ml
Gel

10 %
2mM
100 1U/ml
100 pg/mi
500 ml

10 %

1 mM
100 1U/ml
100 pg/mi
1%

0,1 %
500 ml

11

8,92¢

0,029 g

19
7,2
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Migrationsmedium
RPMI 1640 medium 500 ml

FBS 2,5ml

Penicillin 100 1U/ml

Streptomycin 100 pg/mi
2.4 Antikorper

Tabelle 5: T-Zell-aktivierende Antikorper

Antikorper Konzentration Klon Spezies Firma
Isotyp
Anti-Maus- 1 mg/ml 145- Armenian eBiosciences, San
CD3-Antikérper 2C11 hamster Diego, USA
IgG
Anti-Maus- 1 mg/mi 37.51 Syrian hamster eBiosciences, San
CD28-Antikdrper IgG Diego, USA
2.5 Zytokine
Tabelle 6: Zytokine
Zytokin Firma

Rekombinantes murines CXCL16
Rekombinantes murines CCL22
Rekombinantes Interleukin-2

Rekombinantes Interleukin-15

16

Peprotech, Hamburg, Deutschland
Biolegend, Koblenz, Deutschland
Peprotech, Los Angeles, USA
Peprotech, Los Angeles, USA
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2.6 Oligodesoxyribonukleotide

Das Designen der Primer erfolgte mithilfe der Software SnapGene. Alle flr diese Arbeit

verwendeten Primer wurden von der Firma Eurofins Genomics hergestellt. Das Ziel

war hierbei, ein Konstrukt aus beiden Chemokinrezeptoren sowie dem Gen des

Fluoreszenzproteins enhanced green fluorescent protein (Egfp) zu generieren.

Tabelle 7: Primer des Konstrukts Ccr4 Cxcr6 Egfp

Fragment Primer-Sequenz

1 (Ccr4) vorwarts
rackwarts
2 (2A) vorwarts
rackwarts
3 (Cxcr6) vorwarts
rackwarts
4 (2A) vorwarts
rackwarts
5 (Egfp) vorwarts
rackwarts

5°-CTC TCC AAG GCG GCC GCG CCACCATGA
ATG CCA CAG AGG TCA C-3°

5-AAATTC AAAGTC TGT TTC ACC AAA GCG TCA
CGG AAG TC-8

5°-ATG ACT TCC GTG ACG CTT TGG TGA AAC AGA
CTTTGAATT TTG ACC TTC-3’

5-TCT TGA TGC CCA TCA TCC ATC GGG CCT GGG
TTG G-3°

5-TGG AGT CCA ACC CAG GCC CGATGG ATG
ATG GGC ATC AAG AG-3’

5°-GCG GTA AGA TGC TCG AAT TCC TAC AAT TGG
AAC ATACTG GTG GTC TC-3’

5-CCA CCA GTATGT TCC AAT TGG TGA AAC AGA
CTT TGAATT TTG ACC TTC-3'

5-CGC CCT TGC TCA CCATCG GGC CTG GGT
TGG-3°

5-TGG AGT CCA ACC CAG GCC CGATGG TGA
GCA AGG GCG-3’

5-GCG GTA AGA TGC TCG AAT TCT TAC TTG TAC
AGC TCG TCC ATG C-3°
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Tabelle 8: Primer des Konstrukts Cxcr6 Ccr4 Egfp

Fragment Primer-Sequenz

1 (Cxcr6) vorwarts
rackwarts
2 (2A) vorwarts
rackwarts
3 (Ccr4) vorwarts
rackwarts
4 (2A) vorwarts
rackwarts
5 (Egfp) vorwarts
rackwarts

5°-CCT CTC TCC AAG GCG GCC GCG CCA CCA
TGG ATG ATG GGC ATC AAG AG-3’

5-AAATTC AAAGTC TGT TTC ACC AAT TGG AAC
ATACTG GTG GTC TC-3’

5-CCA CCA GTATGT TCC AAT TGG TGA AAC
AGACTTTGAATTTTG ACC TTC-3

5-GTG ACC TCT GTG GCATTC ATC GGG CCT
GGG TTG GAC TCC-3°

5-TGG AGT CCA ACC CAG GCC CGATGA ATG
CCA CAG AGG TCA C-3’

5°-GCG GTA AGA TGC TCG AAT TCC TAC AAA
GCG TCA CGG AAG TCAT-8

5°-ATG ACT TCC GTG ACG CTT TGG TGA AAC
AGACTTTGAATTTTG ACC TTC-3

5-CGC CCT TGC TCA CCATCG GGC CTG GGT
TGG-3°

5-TGG AGT CCA ACC CAG GCC CGATGG TGA
GCA AGG GCG-3’

5-GCG GTA AGA TGC TCG AAT TCT TAC TTG
TAC AGC TCG TCC ATG C-3'

2.7 Versuchstiere, Zellkultur und Zellgewinnung

2.7.1 Virusproduzierende Zelllinien

Tabelle 9: Virusproduzierende Zelllinien

Zelllinie Ursprung

Medium Referenz

Plat-E HEK293-Zelllinie DMEM 5+ Medium  (Morita et al. 2000)

293Vec-Eco HEK293-Zelllinie DMEM 4+ Medium BioVec Pharma, USA

293Vec-Galv HEK293-Zelllinie DMEM 4+ Medium BioVec Pharma, USA

18



2. Material und Methoden

2.7.2 Tumorzelllinien

Tabelle 10: Tumorzelllinien

Zelllinie Ursprung Entitat Mausstamm Medium Referenz

Panc02-OVA Pankreas Karzinom C57BL/6 DMEM 3+ (Jacobs et al. 2011)

2.7.3 Versuchstiere

Weibliche C57BL/6RJ Wild-Typ-Mause wurden von Charles River (Sulzfeld,
Deutschland) erworben und im Alter von finf bis 23 Wochen fiir Tierversuche
verwendet (letztere Altersangabe aufgrund einer Re-Exposition alterer Mause mit
Tumorzellen, siehe unten). C57BL/6-Tg(TcraTcrb)1100Mjb/J-Méause, deren T-Zellen
mit einem gegen Ovalbumin spezifischem TZR ausgestattet sind (OT1-CD45.1
beziehungsweise -CD90.1) stammten aus eigener Zucht der Versuchstierhaltung der
Arbeitsgruppe TH ZiemssenstraBe 1. Die in vivo-Experimente erhielten eine
Genehmigung von der zustédndigen Behdrde (Regierung von Oberbayern, Miinchen,

Deutschland).

2.7.4 Organentnahme zur Zellgewinnung

Nach Tétung von OT1-spezifischen Spendermausen (siehe 2.7.3) durch zervikale
Dislokation unter Isofluran-Narkose und Desinfektion des Fells mittels 70-prozentigem
Ethanol, erfolgte die Organentnahme. Der Situs wurde von lateral eréffnet und die Milz

entnommen. Diese wurde bis zur Weiterverarbeitung in PBS auf Eis gelagert.

2.7.5 Zellkultivierung, Waschen und Zellzahlung

2.7.5.1 Zellkultivierung

Die Inkubation der Zellen erfolgte unter sterilen Bedingungen bei 37 °C, 95 %

Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2 entweder in Well-Platten oder Flaschen. Ab einer

Konfluenz nahe der Maximaldichte wurden die Zellen 1:10 gesplittet, was bedeutet,
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dass 90 % der Zellen verworfen und die restlichen 10 % in entsprechendem Medium
rekultiviert wurden. Dies verhinderte ein Uberwachsen und erhielt die Integritat der
Zellen. Dazu wurde die Zellsuspension bei 400 x g fur 5 Minuten in einem 50 ml-
Réhrchen zentrifugiert, der Uberstand wurde entfernt und das Zellpellet am Boden des
Réhrchens in frischem Medium durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren mit Hilfe

eines elektrischen Pipettier-Helfers resuspendiert.

Semiadhéarente Zellen wurden durch mehrmaliges Klopfen vom Boden der
Zellkulturflasche geldst. Bei adharenten Zellen wurde der Medium-Uberstand
abgenommen, der Zellrasen am Boden der Flasche mit PBS umspdilt, um restliches
Medium zu entfernen, und einfaches Trypsin in entsprechender Menge je nach GréBe
der Zellkulturflasche hinzugegeben. Nach Ablésung der Zellen, in der Regel nach etwa
2 bis 10 Minuten Inkubation bei 37 °C, wurde die Reaktion mit Medium abgestoppt, die

Menge war hierbei abh&ngig von der des zugegebenen Trypsins.

2.7.5.2 Waschen

Um restliches Medium von Zellen zu waschen, wurden diese zun&chst, wie oben
beschrieben, aus der Zellkulturflasche entfernt und die Zellsuspension bei 400 x g fir 5
Minuten zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 10 ml PBS
resuspendiert. Je nach Versuch und gewunschter Reinheit von Medium wurde dieser
Schritt mehrmals wiederholt. SchlieBlich wurde das Zellpellet nach der letzten
Zentrifugation in dem jeweiligen Zielmedium resuspendiert und die Zellsuspension

weiterverwendet.

2.7.5.3 Zellzahlung

Die Zellzahlung unter dem Lichtmikroskop erfolgte mit Hilfe einer Neubauer-
Zahlkammer nach Zugabe von Trypanblau im Verhaltnis 10:1 zur Zellsuspension.
Durch die resultierende Anfarbung toter Zellen, konnte eine Z&hlung ausschlieBlich

lebender Zellen erfolgen.
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2.7.6 Zellgewinnung aus Milzen und Differenzierung zu CD8-positiven

T-Lymphozyten

Mit dem Stempel einer 5 ml-Einwegspritze wurden die murinen Milzen auf einem

100 ym-Zellsieb zerquetscht. Danach wurde die Einzelzellsuspension mit Hilfe von
murinem T-Zell-Medium durch dieses und ein 30 ym-Zellsieb in ein 50 ml-Réhrchen
gespdilt. Der Inhalt des Réhrchens wurde bei 400 x g fur 5 Minuten zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Zellpellet in 2 ml Erylyse resuspendiert. Nach 2 Minuten
erfolgte die Zugabe von 10 ml murinem T-Zell-Medium, eine weitere Zentrifugation, wie
oben beschrieben, das Verwerfen des Uberstands sowie das erneute Resuspendieren
in murinem T-Zell-Medium. Nun wurde die Konzentration der Suspension auf 2 x 108
pro ml eingestellt und in einem Verhéltnis von 1:1000 Interleukin-2, Anti-
Maus-CD3-Antikdrper sowie -Mercaptoethanol und in einem Verhaltnis von 1:10000
Anti-Maus-CD28-Antikorper hinzugeflgt. Die Zellsuspension wurde tGber Nacht bei

37 °C in 6-Well-Platten mit jeweils 3 ml pro Well inkubiert.

2.8 Klonierung

2.8.1 Polymerase-Kettenreaktion und Gelelektrophorese

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde gemal dem Protokoll des ,,Q5 High-
Fidelity PCR Kit“durchgeflhrt. Die amplifizierte DNA wurde dann mithilfe von DNA
Loading Dye 6 x angeféarbt und zusammen mit dem TriDye 2-log DNA ladder

(0.1-10.0 kb) als Referenz in einem 1 % Agarosegel aufgetragen. Mittels
Gelelektrophorese bei circa 120 Volt wurden die DNA-Stlcke der GréBe nach getrennt.
Dadurch ergaben sich Banden, die im ChemiDoc Touch Imaging System sichtbar
gemacht werden konnten. Die Banden der richtigen Gré8e konnten im Anschluss
ausgeschnitten und die gewlinschte DNA gemaB dem Protokoll des ,Gene Jet Gel

Extraction Kit‘ extrahiert und weiterverwendet werden.

2.8.2 Wahl des Vektors und Beschreibung der Konstrukte

Alle Konstrukte wurden mittels einer overlap extension PCR und Klonierung in den

retroviralen Vektor pMP71 mit Resistenz gegen Ampicillin generiert (Sommermeyer et
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al. 2006; Heckman et al. 2007; Leisegang et al. 2008). Die verwendeten Primer sind

hierbei in Tabelle 7 und 8 dargestellt.

Tabelle 11: Funktionelle Bestandteile der Konstrukte

Abkiirzung Bezeichnung Uniprot Entry Herkunft

Egfp enhanced green UniProt Entry, CSMKY7, Medusa
fluorescent protein amino acids 1-239

Ccr4 C-C motif chemokine  Uniprot Entry P51680, Mus musculus
receptor type 4 amino acids 1-360

Cxcr6 C-X-C motif UniProt Entry Q9EQ16, Mus musculus
chemokine receptor amino acids 1- 351
type 6

Tabelle 11 zeigt die funktionellen Bestandteile der verschiedenen Konstrukte. Dazu
gehdren die murinen Rezeptoren CCR4 und CXCR6 sowie das Fluoreszenzprotein
EGFP. Alle Bestandteile wurden Uber ein selbst-spaltbares 2A-Peptid miteinander

gekoppelt, wie in Tabelle 12 gezeigt.

Tabelle 12: Sequenz des selbst spaltbaren 2A-Peptids
Peptid Sequenz
2A PVKQTLNFDLLKLAGDVESNP

2.8.3 Digestion

Die Digestion erfolgte nach dem ,Optimizing Restriction Endonuclease Reactions™
Protokoll von NEB (New England Biolabs 2018). Als Restriktionsenzyme wurden die
Enzyme EcoRI-HF und Notl-HF, als Puffer der CutSmart Buffer von NEB verwendet.
Nach der Digestion erfolgten eine erneute Auftrennung der DNA mittels

Gelelektrophorese und anschlieBend die Gelextraktion, wie oben beschrieben.
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2.8.4 Ligation

Die Ligation geschah gemaB dem ,Ligation Protocol with T4 DNA Ligase (M0202)“von
NEB (New England Biolabs 2018). Um die benétigten Mengen flr ein molares
Insert-zu-Vektor-Verhaltnis von 3:1 zu berechnen, wurde der ,NEBioCalculator”

verwendet (New England Biolabs 2018).

2.8.5 Transformation, DNA-Extraktion, Sequenzierung und DNA-Amplifikation

2.8.5.1 Transformation

Die Transformation wurde nach einem in der Arbeitsgruppe etablierten und eigens
modifiziertem Protokoll durchgeflihrt. Zunachst erfolgte das Auftauen von NEB 5 alpha
kompetenten Escherichia coli-Zellen auf Eis. Nach vorsichtigem Auf- und Abpipettieren
wurden 100 pl Zellsuspension in ein 0,5 mI-Réhrchen auf Eis umgeflllt. AnschlieBend
erfolgte der Zusatz von 1 ul des Ligations-Produktes und erneutes, vorsichtiges
Mischen. Nun wurde die Mixtur fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert, bei 42 °C fir

90 Sekunden Hitze-geschockt und erneut fir 10 Minuten auf Eis inkubiert. 150 pl
LB-Medium auf Raumtemperatur wurde hinzugefligt und die Mixtur fir 60 Minuten bei
37 °C und 250 revolutions per minute (rpm) inkubiert. SchlieBlich wurde die gesamte
Zellsuspension auf vorgewarmte Ampicillin-Selektions-LB-Agarplatten verteilt und Uber
Nacht bei 37 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die entstandenen
Bakterienkolonien zusammen mit 5 ml LB-Medium und 5 yl Ampicillin fr 6 bis 8
Stunden bei 180 rpm und 37 °C inkubiert.

2.8.5.2 DNA-Extraktion

Sobald der gewtinschte Grad an Triibheit in der Mixtur erreicht war, wurde die
enthaltene DNA gemaB dem Protokoll des ,,Gene Jet Plasmid Miniprep Kit“extrahiert.
Statt dem im Kit enthaltenen , Elution Buffer*wurde im letzten Schritt allerdings 55 °C
warmes ddH»O verwendet, um zu vermeiden, dass etwaige Inhaltsstoffe nachfolgende

Experimente beeinflussen.
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2.8.5.3 Sequenzierung

Zur Bestatigung, ob die gewuinschte DNA-Sequenz enthalten war, wurde zunéchst die
Konzentration der purifizierten DNA mit Hilfe des Nanodrop 2000C Spectrophotometer
ermittelt. Danach erfolgten die Digestion sowie die Gelelektrophorese, wie oben
beschrieben. Ergaben sich Banden der richtigen GréBe, wurde die durch Gelextraktion
purifizierte DNA gemaB dem Protokoll des ,Mix2Seq Kit“ weiterverarbeitet und zur

Sequenzierung zur Firma Eurofins Genomics abgeschickt.

2.8.5.4 DNA-Amplifikation

Sofern die gewlinschte DNA-Sequenz enthalten war, wurde die purifizierte DNA, wie
oben geschildert, retransformiert. Die resultierende tribe Zellmixtur wurde in einen
500 ml-Erlenmeyer Kolben umgefillt und zusammen mit 250 ml LB und Ampicillin im
Verhaltnis 1:1000 bei 37 °C und 180 rpm Uber Nacht kultiviert. Am néchsten Tag
erfolgte die DNA-Extraktion nach dem Protokoll des

»2ymo Pure Il Plasmid Maxiprep Kit".

2.9 Retrovirale Transduktion und Expansion primérer muriner T-Zellen

sowie Generierung neuer, stabil virusproduzierender Zelllinien

2.9.1 Generierung neuer, stabil virusproduzierender Zelllinien und retrovirale

Transduktion priméarer muriner T-Zellen

Die retrovirale Transduktion primarer muriner T-Zellen wurde gemaB eines
Standardprotokolls der Arbeitsgruppe durchgefiihrt (Kobold et al. 2015). Der retrovirale
Vektor pMP71 wurde zur Transfektion der ecotrophen Verpackungszelllinie Plat-E

beziehungsweise der stabil virusproduzierenden Zelllinie 293Vec-Eco herangezogen.

Plat-E-Zellen wurden hierbei in 6-Well-Platten kultiviert bis sie eine Konfluenz von etwa
70 % zeigten. Im Anschluss erfolgte die Transfektion mittels Kalzium-Phosphat-
Prazipitation. Hierbei wurden pro 6-Well 2,5 M CaCl,, 18 ug retrovirale
pMP71-Plasmid-DNA und 150 ul Transfektionspuffer (Gesamtvolumen 300 ul) tber die

Plat-E-Zellen getraufelt und die Platten, wie unter 2.7.5.1 beschrieben, flr 6 Stunden
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inkubiert. Danach wurde das Medium mit 3 ml DMEM 3+ Medium ersetzt und fir
weitere 48 Stunden inkubiert. Der virushaltige Uberstand der 6-Well-Platten wurde
entnommen und fur die Transduktion der ZTL (siehe 2.7.6) verwendet. Im Anschluss
wurde murines T-Zell-Medium zu den Plat-E-Zellen gegeben und diese erneut fir

24 Stunden inkubiert. Der virushaltige Uberstand wurde entnommen und abermals zu

den ZTL gegeben, um die Transduktionseffizienz zu erhéhen.

Die Herstellung der stabil virusproduzierenden Zelllinien

293Vec-Eco CCR4 CXCR6 EGFP sowie 293Vec-Eco CXCR6 CCR4 EGFP erfolgte
wie von Ghani et al. beschrieben (Ghani et al. 2007). Diese ermdglichten stabilere und
gleichzeitig héhere Transduktionseffizienzen bei gleichem Transduktionsprotokoll im
Vergleich zur Nutzung der Verpackungszellline Plat-E. Hierfir wurden die
entsprechenden pMP71-Vektoren in oben genannten Zelllinien etabliert und
Einzelzell-Klone hergestellt. Dann wurden diejenigen Klone selektiert, mit denen die

gréBte Transduktionseffizienz primarer muriner T-Zellen erreicht werden konnte.

Die 293Vec-Eco-Zellen produzierten den gewlinschten Retrovirus, der wiederum
genutzt wurde, um priméare, murine OT-1-T-Zellen zu transduzieren. 1,2 x 109
293Vec-Eco-Zellen wurden in einer 6-Well-Platte aufgetragen und ihr virushaltiger
Uberstand wurde circa ein und zwei Tage nach Aussaat und nach Filterung mittels
0,45 pym-Filter fir die Transduktion verwendet. Zur Optimierung der 6rtlichen Nahe
zwischen T-Zellen und Virus wurden hierbei 24-Well-Platten bei 4 °C mit 6,25 yg/ml
RetroNectin® benetzt (Hanenberg et al. 1996). Der virushaltige Uberstand wurde auf
die RetroNectin®-bedeckten 24-Well-Platten aufgetragen und die Platten wurden bei
3000 x g, fiir 120 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Der restliche Uberstand wurde entfernt
und 108 OT-1-T-Zellen wurden in die Wells gefullt. Nach circa 24 Stunden wurde eine

zweite Transduktion mit neuem Virus-Uberstand durchgefiihrt.

Die murinen Zellen wurden wéhrend dieses Protokolls zunachst mit anti-Maus-CD3-
sowie anti-Maus-CD28-Antikérper und Interleukin-2, daraufhin durch Zugabe von

T cell mouse activator anti-CD3-CD28 dynabeads und schlieBlich mit humanem
Interleukin-15 und B-Mercaptoethanol stimuliert. Die Messung der

Transduktionseffizienz erfolgte via Durchflusszytometrie (siehe 2.10)
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2.9.2 Expansion priméarer muriner T-Zellen

Fir die erste Expansion wurden die frisch transduzierten T-Zellen nach 6 Stunden
Inkubation bei 37 °C bei 400 x g fiir 5 Minuten zentrifugiert und der Uberstand wurde
verworfen. Das Zellpellet wurde zunéchst in 3 ml murinem T-Zell-Medium
resuspendiert und dann wurde in einem Verhaltnis von 1:1000 -Mercaptoethanol und
von 1:2000 Interleukin-15 zugegeben. Die Zellsuspension wurde auf eine 6-Well-Platte
aufgetragen und fur 48 Stunden bei 37 °C inkubiert. Nun erfolgte alle 2 Tage die
Expansion, wie oben geschildert. Allerdings wurden die T-Zellen ab der 2. Expansion
nach dem Resuspendieren gezahlt und in einer Konzentration von 108 Zellen pro ml
murinem T-Zell-Medium eingestellt. Ab einer gewissen Zellzahl erfolgte die weitere

Kultivierung in Flaschen.

2.10 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (fluorescence-activated cell sorting, FACS) wurde mit Hilfe
des Gerats BD FACS Canto Il und der BD FACSDiva-Software durchgefuhrt. Die
T-Zell-Suspensionen wurden, wie oben beschrieben, mit PBS gewaschen und je 150 ul
in FACS-Roéhrchen tberfuhrt. Die Transduktion der T-Zellen konnte durch die Detektion
des Fluoreszenzproteins EGFP im Fluorescein-lsocyanat-Kanal gemessen werden.
Alle Datenséatze wurden im Anschluss mit der Software Flow Jo 10.2. ausgewertet. Bei
der Analyse der migrierten Zellen im migration assay wurden zusatzlich vor Analyse
mittels Durchflusszytometrie pro 150 ul Zellsuspension 2,5 pl

CountBright™ Absolute Counting Beads einer Konzentration von 0.52 x 105/50 pl

zugefugt.

2.11 Migrationsversuche

Fir die Evaluation der Zell-Migration wurde ein Protokoll herangezogen, das in der
Arbeitsgruppe bereits etabliert war. 96-Well-Filtrations-Platten (MERCK, Darmstadt,
Deutschland) wurden verwendet. Alle Konditionen wurden in Triplikaten angelegt. Je
108 Egfp-, Ccr4 Egfp-, Cxcr6 Egfp-, Ccr4 Cxcr6 Egfp- sowie Cxcr6 Ccr4 Egfp-
transduzierte ZTL wurden in 70 pyl Migrationsmedium auf einen 3,0 ym-Porenfilter in

das obere Well einer solchen Platte pipettiert. Die unteren Wells dieser Platte
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enthielten hierbei entweder nur Migrationsmedium, Migrationsmedium mit
rekombinantem murinen CXCL16, mit rekombinantem murinen CCL22 oder mit beiden
Zytokinen. Dabei wurden jeweils eine Zytokinkonzentration von 50 ng/ml und ein
Volumen von 150 pl verwendet. Die Zellen wurden bei 37 °C fir 4 Stunden inkubiert.
AnschlieBend wurden die durch den Porenfilter in die unteren Wells migrierten Zellen
mittels Durchflusszytometrie, wie oben beschrieben, und mit Hilfe der Software
Microsoft Office 365 und GraphPad PRISM® Version 9 analysiert.

2.12 Zytotoxizitatsversuche

2.12.1 Lactatdehydrogenase assay

Hierzu wurde das Protokoll des ,,CytoTox 96 NonRadio Cytotoxicity Assay“Kits
verwendet. Alle Konditionen und Kontrollen wurden in Quadruplikaten angelegt.
Samtliche Zellen wurden in 100 yl CYTOTOX Medium pro Well aufgenommen. Als
Kontrollen dienten eine ,, Tumormin“-Kontrolle, die aus 4 Wells a 25000 Tumorzellen
bestand, sowie eine ,, Tumormax“-Kontrolle, die sich ebenfalls aus 4 Wells & 25000
Tumorzellen zusammensetzte, der aber im Verlauf noch Lyse-L&sung hinzugegeben
wurde. Die letzte Kontrolle bestand allein aus CYTOTOX Medium. Die verschiedenen
Konditionen setzten sich aus Egfp-, Ccr4 Egfp-, Cxcr6 Egfp-, Ccr4 Cxcr6 Egfp- sowie
Cxcr6 Ccr4 Egfp-transduzierten T-Zellen als Effektorzellen zusammen. Zu jeweils
25000 Tumorzellen als Zielzellen wurden im Verhéltnis von Ziel- zu Effektorzellen (Z:E)
1:1, 1:5 und 1:10 T-Zellen hinzugegeben. Fir jedes Z:E-Verhaltnis wurden Kontrollen
angelegt, die dieselbe Anzahl T-Zellen ohne Tumorzellen beinhielten (,Effektoron;”).
Alle Kontroll-Wells wurden mit CYTOTOX Medium aufgefiillt, sodass sich fir jedes
Well ein Volumen von 200 pl ergab. Nach 12 Stunden erfolgte die Lyse der
»1UmOrmax“-Kontrolle. Die Platte wurde mit dem Mithras LB 940 Multimode Plate
Reader ausgelesen und die Daten im Anschluss mit den Softwares Microsoft

Office 365 und GraphPad PRISM® Version 9 analysiert. Der Rest des Uberstandes
wurde in mit Parafilm umschlossenen 96-u-Well-Platten fir spatere

Interferon y (IFN-y)-enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) bei — 20 °C gelagert.
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Die prozentuale Lyse der Tumorzellen wurde mithilfe der Formel

Messwert — Tumor,,;,, — Effektor,,;, 100
X

Prozentuale Lyse (%) = Tumor,,,,,, — Tumor,,;
max min

berechnet, wobei Hintergrundeffekte durch das CYTOTOX Medium subtrahiert wurden.

2.12.2 Interferon y-enzyme-linked immunosorbent assay

Bei der Durchfiihrung des ELISA wurde das Protokoll des ,Mouse IFN-y-ELISA Set"
befolgt. Es wurde in Triplikaten gearbeitet und die Platten mit dem Mithras LB 940
Multimode Plate Reader ausgelesen. SchlieBlich wurden die Daten mit Hilfe der
Softwares Microsoft Office 365 und GraphPad PRISM® Version 9 ausgewertet.

2.13 Tierversuche

2.13.1 Etablierung der Tumore in vivo

Zuerst erfolgte die Ablésung der adharent-wachsenden Panc02-OVA-Zellen mit
Trypsin sowie das anschlieBende dreimalige Waschen der Zellen in PBS. Die Zellen
wurden den Mausen zu je 2 x 108 Zellen pro Versuchstier subkutan in die Flanke
verabreicht. Sobald die Tumoren etwa ab einer GréBe von 2 x 2 mm palpabel waren,
wurden die Tiere in Gruppen unterteilt und der jeweiligen Therapie zugefihrt. Die Tiere
wurden dabei so aufgeteilt, dass die Gruppen vor Therapiebeginn jeweils dhnliche
Tumor-DurchschnittsgréBen hatten (Randomisierung). Es wurden jeweils

107 OT-1-T-Zellen intravends in die Schwanzvene injiziert. Der Zustand der Tiere
wurde pro Woche mindestens dreimal Gberprift und der Tumor in jeweils zwei Ebenen
vermessen. Die TumorgréBe wurde als Flache dokumentiert, definiert als

Lange in mm x Breite in mm. Ab einer TumorgréBe von > 225 mm?, einer
Tumorulzeration oder eines im Tierversuchsantrag pradefinierten Kriteriums wurden
die Tiere durch Genickbruch aus dem Versuch genommen. Die Durchfiihrung des

Experiments erfolgte verblindet.
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2.14 Softwares

Far die Analyse der Daten wurden die folgenden Softwares herangezogen:

Tabelle 13: Verwendete Softwares

Bezeichnung Firma

BD FACSDiva BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

BioRender BioRender, Toronto, Kanada

Endnote X9 Clarivate Analytics, London, Vereinigtes Kénigreich
Flow Jo 10.2. FlowdJo LLC, Ashland, USA

GraphPad PRISM® Version 9 GraphPad Software, La Jolla, USA

Microsoft Office 365 Microsoft, Redmond, USA
SnapGene GSL Biotech, Chicago, USA
NEBioCalculator New England Biolabs, Ipswich, USA

2.15 Statistische Analyse

Die statistischen Analysen wurden mit Hilfe der Software GraphPad PRISM® Version 9
durchgefuhrt. Die Darstellung der Daten erfolgte als Mittelwert mit Standardfehler
(standard error of mean, SEM). Zur Berechnung der statistischen Signifikanz wurden
der unpaired t test, multiple unpaired t tests, der Two-way ANOVA-Test sowie der

Log rank (Mantel-Cox) test verwendet. Etwaige Unterschiede galten als signifikant bei
p <0,05. Im Folgenden gilt: **** p <0,0001, *** p <0,001; ** p <0,01 und * p =0,05

und ns = nicht signifikant.
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3. Ergebnisse

3.1 Klonierung der Chemokinrezeptor-Konstrukte

Als Kontrollen fur die kombinierten Konstrukte, bestehend aus Ccr4 und Cxcr6, dienten
das Fluoreszenzprotein EGFP und die einzelnen Chemokinrezeptoren. Wahrend die
Kontrollen im Rahmen friherer Projekte der Arbeitsgruppe bereits vorhanden waren,
wurden die Kombinationskonstrukte fur dieses Projekt neu generiert. Alle
Chemokinrezeptor-Konstrukte wurden ebenfalls an Egfp gekoppelt, um eine schnelle
Erfassung der jeweiligen Transduktionseffizienz via Durchflusszytometrie zu
ermdglichen. Die einzelnen funktionellen Bestandteile wurden Uber eine selbst
spaltbare 2A-Sequenz verbunden, sodass die Rezeptoren und EGFP getrennt und in

mdglichst &quimolarer Ratio exprimiert wurden.

<> EGFP
D [:] <> Cerd 2A EGFP

[j D <> Cxcr6 2A EGFP

() O ) O cnzmonszacse
[:] D D [j <> Cxcré 2A Cord 2A EGFP

Abbildung 2: Schematische Darstellung der klonierten Konstrukte.

Es sind die Konstrukte dargestellt, die flr dieses Projekt verwendet wurden. Die funktionellen
Bestandteile Ccr4 (rot), Cxcr6 (gelb) sowie Egfp (grin) wurden Uber die Sequenz eines selbst
spaltbaren 2A-Peptids (blau) verbunden. Die Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt.
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3.2 Untersuchung der Aktivitat und Zytotoxizitat der transduzierten
T-Zellen

3.2.1 Die transduzierten T-Zellen produzieren nach Kokulturen mit Tumorzellen
INF-y

Die Funktionalitat der T-Zellen wurde anhand ihrer INF-y-Ausschittung als Marker der
T-Zellaktivierung nach Antigenerkennung in vitro untersucht. Hierbei wurden
Kokulturen von den Ovalbumin-exprimierenden Panc02-OVA-Tumorzellen mit den fir
dieses Antigen spezifischen, murinen OT-1-T-Zellen angelegt und anschlieBend die
IFN-y-Konzentration mittels ELISA im Uberstand untersucht. Hierbei zeigten T-Zellen,
die mit einem oder beiden Chemokinrezeptoren und Egfp transduziert worden waren,
ahnliche IFN-y-Konzentrationen wie jene, welche nur mit der Kontrolle Egfp

transduziert worden waren (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Chemokinrezeptor-transduzierte und nicht-Chemokinrezeptor-transduzierte
tumorspezifische T-Zellen zeigen eine vergleichbare IFN-y-Sekretion bei Kokultur mit
Tumorzellen.

Panc02-OVA-Tumorzellen wurden mit OT-1-T-Zellen, welche entweder nur mit Egfp oder in
Kombination mit Ccr4, Cxcr6 beziehungsweise beiden Chemokinrezeptoren transduziert
worden waren, fir 12 Stunden kokultiviert. Hierfiir wurden Z:E-Verhéltnisse von 1:1, 1:5 und
1:10 verwendet. Im Anschluss erfolgte die Messung der IFN-y-Konzentrationen mittels ELISA
im Uberstand. Es sind Mittelwerte von technischen Triplikaten + SEM dargestellt und
reprasentativ fir drei unabhéngige Versuche. Die Resultate wurden mittels unpaired t test auf
Signifikanz gepriift. Die Signifikanz ist zur besseren Ubersicht nur bei Z:E 1:5 abgebildet.
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3.2.2 Transduzierte tumorspezifische T-Zellen lysieren Tumorzellen

Neben der Aktivierung ist die Féahigkeit zur Lyse von Target-Zellen wichtig flr die
korrekte Funktionsweise von ZTL. Diese wurde anhand des unter physiologischen
Bedingungen intrazelluldren Enzyms Lactatdehydrogenase (LDH) untersucht, welches
nach Zelllyse freigesetzt wird. Hierbei wurden nach den in 3.2.1 beschriebenen
Kokulturen von Panc02-OVA-Tumorzellen mit transduzierten, murinen OT-1-T-Zellen
die prozentuale Lyse anhand der LDH-Freisetzung berechnet. Der Prozentsatz der
lysierten Zellen zeigte bei den Chemokinrezeptor-Konstrukten ein vergleichbares
Niveau wie bei der EGFP-Kontrollgruppe (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Transduzierte OT-1-T-Zellen kénnen Panc02-OVA-Tumorzellen lysieren.
Panc02-OVA-Tumorzellen wurden mit OT-1-T-Zellen, welche entweder nur mit Egfp oder in
Kombination mit Ccr4, Cxcr6 beziehungsweise beiden Chemokinrezeptoren transduziert
worden waren, fir 12 Stunden kokultiviert. Hierfir wurden Z:E-Verhéltnisse von 1:1, 1:5 und
1:10 verwendet. Im Anschluss erfolgte die photometrische Messung der freigesetzten
LDH-Konzentration sowie die Berechnung der prozentualen Lyse der Tumorzellen, wie unter
2.12.1 beschrieben. Es sind Mittelwerte von technischen Quadruplikaten + SEM dargestellt,
welche reprasentativ flr drei unabhangige Versuche stehen. Die Resultate wurden mittels

unpaired t test auf Signifikanz gepriift. Die Signifikanz ist zur besseren Ubersicht nur bei Z:E 1:5
abgebildet.
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3.3 Chemokinrezeptor-transduzierte T-Zellen migrieren zu ihren

korrespondierenden Liganden

Mit Hilfe von Migrationsversuchen wurde gepruft, ob die Expression der jeweiligen
Rezeptoren auf den ZTL zu einer spezifischen Migration zu den korrespondierenden
Liganden fuhrt. Bei Betrachtung aller Zellen, die durch einen Porenfilter in Richtung der
jeweiligen Chemokine migriert waren, zeigte sich bei der Cxcré-transduzierten
Population sowie den T-Zellen, die mit Ccr4 und Cxcr6 transduziert worden waren,
eine signifikant erhdhte Migration zu den korrespondierenden Chemokinen CXCL16
beziehungsweise CXCL16 und CCL22 (Abbildung 5 A).

Bei den CCR4-positiven Lymphozyten zeigte sich eine Migration in allen
Chemokinkonditionen, es ergab sich jedoch nur in der CCL22-Einzelkondition ein
signifikanter Unterschied im Vergleich zum reinen Medium. In der EGFP-Gruppe
ergaben sich wie erwartet keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Chemokingruppen und dem reinen Medium (Abbildung 5 A).

Um diese Ergebnisse auf die jeweilige Transduktionseffizienz zu normalisieren, wurde
die EGFP-Ratio berechnet. Diese bezeichnet das Verhéltnis des Prozentsatzes der
EGFP-positiven Zellen nach der Migration zu dem der EGFP-positiven Zellen vor der
Migration. Letzterer entspricht dabei der jeweiligen Transduktionseffizienz. Eine Ratio
Uber eins bedeutet also eine Anreicherung an transduzierten Zellen in der migrierten
Population. Die lediglich EGFP-positiven T-Zellen zeigten ein Verhéltnis von circa eins
in allen Konditionen. Interessanterweise ergab sich hier ein signifikanter Unterschied in
der CXCL16- und der Doppelkondition im Vergleich zum reinen Medium. Die
Ccr4-transduzierten Lymphozyten wiesen eine signifikant hohere Ratio in den CCL22-
und die Cxcré6-transduzierten Zellen in den CXCL16-Konditionen auf. Die Populationen,
die mit beiden Rezeptoren transduziert worden waren, zeigten ein signifikant héheres

Verhéltnis Uber eins in allen Chemokin-Konditionen (Abbildung 5 B).
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Abbildung 5: Chemokinrezeptor-transduzierte T-Zellen migrieren zu ihren
korrespondierenden Liganden.

Transduzierte ZTL wurden auf einen Porenfilter einer Transwell-Platte pipettiert. Die unteren
Wells dieser Platte enthielten hierbei entweder nur Migrationsmedium, Migrationsmedium mit
rekombinantem murinen CCL22, mit rekombinantem murinen CXCL16 oder mit beiden
Zytokinen. Nach 4 Stunden Inkubation wurden die migrierten Zellen mittels
Durchflusszytometrie analysiert. (A) Zu sehen ist die Zahl an Lymphozyten, die durch den
Porenfilter migriert sind. (B) Die Darstellung zeigt die EGFP-Ratio, also das Verhéltnis vom
Prozentsatz der EGFP-positiven Zellen nach der Migration zu dem der EGFP-positiven Zellen
vor der Migration. Die Daten sind als Mittelwerte von technischen Triplikaten + SEM dargestellt
und reprasentativ fiir drei unabhéangige Versuche. Die Resultate wurden mittels multiple
unpaired t tests auf Signifikanz geprift. Die Signifikanz wird zur besseren Darstellung lediglich
gegeniber dem reinen Medium gezeigt.
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3.4 Die Therapie mit Chemokinrezeptor-transduzierten T-Zellen fuhrt zu
einem reduzierten Tumorwachstum und héherem prozentualen Uberleben

im Mausmodell

Nach Testung der Funktionalitat der transduzierten T-Zellen in vitro, erfolgte die
Untersuchung ihrer Effektivitat in einem murinen Tumormodell in vivo. Hierbei wurden
Wildtyp-Mausen Panc02-OVA-Tumorzellen subkutan in die Flanke injiziert und sobald
der Tumor palpabel war, eine einmalige intravendse Therapie mit OT-1-T-Zellen oder
einer PBS-Kontrolle verabreicht. Die Zellen wurden zuvor mit einem Retrovirus, der fir
EGFP, CCR4 EGFP, CXCR6 EGFP oder beide Chemokinrezeptoren kodiert,
transduziert. Die Mause einer Gruppe erhielten jeweils dieselbe Art transduzierter
T-Zellen beziehungsweise die PBS-Kontrolle. Im weiteren Verlauf wurde das
Tumorwachstum beobachtet und die durchschnittliche TumorgréBe sowie das
Uberleben der Mé&use in den verschiedenen Therapiegruppen gegeneinander

aufgetragen (Abbildung 6 und 7).

Bei Injektion von PBS zeigte sich ein stetiges Wachstum, wohingegen sich bei allen
anderen Konditionen zumindest zunachst eine Verkleinerung des Tumors beobachten
lieB. Im weiteren Verlauf zeigte die EGFP-Kondition ein exponentielles Wachstum,
wahrend die TumorgréBe in der CCR4 EGFP- und der CXCR6 EGFP-Therapiegruppe
ein Plateau erreichte. Die Mause, welche mit T-Zellen, die beide Chemokinrezeptoren
exprimierten, behandelt worden waren, waren am Ende des Experiments tumorfrei.
Signifikante Unterschiede ergaben sich im Vergleich zwischen der EGFP- und den
Chemokinkonstrukt-Gruppen nicht (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Chemokinrezeptor-transduzierte, tumorspezifische T-Zellen fiihren zu
einem geringeren Tumorwachstum beim murinen heterotopen Pankreaskarzinom.
Wildtyp-Mé&use wurden nach Etablierung eines Tumors durch subkutane Injektion von 2 x 108
Panc02-OVA-Zellen in die Flanke intravends mit PBS oder 107 Egfp-, Ccr4 Egfp-, Cxcr6 Egfp-
oder Ccr4 Cxcr6 Egfp-transduzierten OT-1-T-Zellen behandelt. Die Abbildung stellt die
TumorgréBe in mm?2 Uber die Zeit in Tagen dar. Die Ergebnisse wurden mittels
Two-way ANOVA-Test auf Signifikanz gepruft. Hierbei ergaben sich im Vergleich zwischen der
EGFP- und den Chemokinkonstrukt-Gruppen keine signifikanten Unterschiede. Die PBS- und
EGFP-Gruppe bestanden jeweils aus 4, die CCR4 EGFP- und die CXCR6 EGFP-Gruppe aus
jeweils 6 und die CCR4 CXCR6 EGFP-Gruppe aus 5 biologischen Replikaten respektive 5
Mé&usen.

In Ubereinstimmung zu diesen Ergebnissen war bei Versuchsende kein Tier der
PBS-Gruppe am Leben. Die Uberlebensrate der EGFP-Gruppe lag bei 25 %, der
CXCR6 EGFP und CCR4 EGFG-Gruppe bei ca. 67 % und das Uberleben der Mause
in der CCR4 CXCR6 EGFP-Gruppe bei 100 %. Ein signifikanter Unterschied
gegenuber der EGFP-Gruppe zeigte sich nur in der CCR4 CXCR6 EGFP-Gruppe
(Abbildung 7).
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Abbildung 7: Chemokinrezeptor-transduzierte, tumorspezifische T-Zellen fiihren zu
einem lingeren Uberleben in einem murinen heterotopen Pankreaskarzinom-Modell.

Wildtyp-M&use wurden nach Etablierung eines Tumors durch subkutane Injektion von 2 x 106
Panc02-OVA-Zellen in die Flanke intravends mit PBS oder 107 Egfp-, Ccr4 Egfp-, Cxcr6 Egfp-
oder Ccr4 Cxcr6 Egfp-transduzierten OT-1-T-Zellen behandelt. Die Abbildung zeigt die
Uberlebensrate der Mause in Abhangigkeit der Zeit seit Tumorzellinjektion in Tagen. Die
Signifikanz der Chemokinkonstrukt-Gruppen gegenuber der EGFP-Gruppe wurde mittels
Log-rank (Mantel-Cox) test gepruft. Die PBS- und EGFP-Gruppe bestehen jeweils aus 4, die
CCR4 EGFP- und die CXCR6 EGFP-Gruppe aus jeweils 6 und die CCR4 CXCR6 EGFP-
Gruppe aus 5 biologischen Replikaten respektive 5 Mausen.

Um zu untersuchen, ob eine Behandlung mit den transduzierten T-Zellen zu einer
Langzeitimmunitat gegen Panc02-OVA-Tumoren flhrt, wurden den tUberlebenden
Tieren aus der CCR4 EGFP-, der CXCR6 EGFP- sowie der

CCR4 CXCR6 EGFP-Gruppe ein weiteres Mal Tumorzellen subkutan injiziert. Das
Tumorwachstum wurde gemessen und mit dem von Wildtyp-Mausen verglichen, denen

zum ersten Mal Tumorzellen verabreicht wurden (Abbildung 8).

Die Tumor-naiven Méause zeigten ein stetiges Tumorwachstum seit Beginn des
Experiments. Dahingegen konnte fur alle Chemokinrezeptor-Therapiekonditionen aus
dem vorherigen Versuch kein Tumorwachstum Uber den gesamten Versuchszeitraum
beobachtet werden. Der Unterschied zwischen der Kontroll- und den

Chemokinrezeptor-Gruppen war hierbei signifikant (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Tumorwachstum bei Mausen nach erneuter oder erstmaliger Injektion von
Tumorzellen.

2 x 108 Panc02-OVA-Tumorzellen wurden Mausen erneut subkutan in die Flanke verabreicht,
denen in einem vorangegangenen Versuch bereits Tumorzellen injiziert und die dann mit
transduzierten OT-1-T-Zellen behandelt worden waren. Hierzu wurden jeweils 3 lberlebende
Méuse der CCR4 EGFP- und CXCR6 EGFP-Gruppe des vorherigen Versuchs mit den 5
Uberlebenden Tieren aus der CCR4 CXCR6 EGFP-Gruppe verglichen. Als Kontrolle dienten 3
Wildtyp-Méuse (,Kontrollgruppe®), welche vorher nicht mit Tumorzellen oder ZTL injiziert
worden waren. Dargestellt ist die TumorgréBe in mm2 Uiber die Zeit in Tagen. Der Unterschied
zwischen der Kontroll- und den Chemokinrezeptor-Gruppen wurde mittels

Two-way ANOVA-Test auf Signifikanz geprift. Es ergab sich bei allen
Chemokinrezeptorgruppen ein signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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4. Diskussion

Die AZT hat in den vergangenen Jahren bedeutende Erfolge in der Behandlung von
Krebserkrankungen erzielt, steht jedoch weiterhin vor groBen Herausforderungen
bezulglich ihrer Effektivitat, aber auch hinsichtlich auftretender Nebenwirkungen
(Kobold et al. 2018; Zhang et al. 2019).

Dass die Nutzung von Chemokinrezeptoren, insbesondere der Rezeptoren CCR4 und
CXCR®, zur Verbesserung der AZT vorteilhaft sein kann, wurde bereits mehrfach
gezeigt (Rapp et al. 2016; Di Pilato et al. 2021). Auch Untersuchungen zur
Kombination von mehreren Ansatzen, wie die genetische Modifikation mittels CAR und
Chemokinrezeptor, ergaben vielversprechende Ergebnisse (Lesch et al. 2021). Daher
erscheint die Evaluation von weiteren Kombinationen, wie beispielsweise zweier

Chemokinrezeptoren, zur Verbesserung der AZT sinnvoll.

4.1 Funktionalitat der transduzierten T-Zellen

Um zu untersuchen, ob eine bestimmte Modifikation von T-Zellen flr die AZT zuklnftig
nutzbar gemacht werden kann, ist es wichtig, die entsprechend veréanderten Zellen auf
ihre Funktionalitat zu prifen. Daher wurde zunachst in vitro getestet, ob die mit den

Chemokinrezeptoren transduzierten ZTL nach Antigenerkennung aktiviert werden und

ihre Targetzellen effektiv lysieren kbnnen.

Wie unter 3.2.1 und 3.2.2 dargestellt, zeigten auch die mit den gréBeren
Kombinationskonstrukten transduzierten Zellen keine Einschrankung in oben
genannten Fahigkeiten. Natirlich gilt es zu beachten, dass eine adaquate
Tumorerkennung via TZR oder CAR notwendig ist. In diesem Fall besaBen die fur die
Therapiezellen verwendeten transgenen OT-1-Mause bereits spezifische T-Zellen fir
die Tumorzelllinie Panc02-OVA.

Molon et al. postulierten, dass Chemokinrezeptoren als Kostimulatoren innerhalb der
immunologischen Synapse wirken kénnen (Molon et al. 2005). Die Akkumulation von
CCR5 und CXCR4 in der immunologischen Synapse flhrte hierbei zu einer besseren

Interaktion zwischen T-Zellen und Antigen-prasentierenden Zellen, einer starkeren
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Proliferation und vermehrten Zytokin-Produktion der T-Zellen (Molon et al. 2005).
Ahnliche Mechanismen sind auch fiir CCR4 und CXCR6 beschrieben: CCR4 scheint
die T-Zell-Aktivierung und Antigenerkennung tber eine optimierte Interaktion zwischen
T-Zellen und dendritischen Zellen zu verbessern und auch CXCR®6 spielt eine Rolle an
der Rekrutierung, dem Uberleben und der Interaktion mit weiteren Zellen im TME
(Rapp et al. 2016; Di Pilato et al. 2021).

In den unter 3.2.1 und 3.2.2 dargestellten Versuchen wurden nur die Tumorzellen
selbst und keine weiteren Zellen des TME verwendet, wie sie normalerweise in vivo
vorkommen. Da jedoch unter den Bedingungen in vivo auch die den Tumor
umgebenden Zellen die Chemokine CCL22 und CXCL16 produzieren, kdnnte die
Fahigkeit zur Lyse und Aktivierung der transduzierten Zellen in vivo noch ausgepragter
sein (Rapp et al. 2016; Lesch et al. 2021).

Um eine ausreichende anti-tumorale Immunantwort in vivo zu erreichen, ist zudem eine
adaquate Proliferation der T-Zellen notwendig (Lim et al. 2017). Im Rahmen dieser
Arbeit wurde diesbezlglich kein Proliferationsassay, also eine gezielte Untersuchung
der Expansion der Zellen, durchgefiihrt. Da jedoch eine unbeeintréchtigte Zell-
Vermehrung fir alle Versuche in vitro und in vivo gegeben war, wurde von einer
intakten Proliferationsfahigkeit der transduzierten T-Zellen ausgegangen. Es bleibt
unklar, ob die Chemokinrezeptoren einen Einfluss in der vorliegenden Situation haben,

dies sollte aber in weiteren Untersuchungen geklart werden.

4.2 Migration als Angriffspunkt zur Verbesserung der adoptiven T-Zell

Therapie

4.2.1 Die Nutzung von Chemokinen und von Zytokinen und ihren Rezeptoren zur

Verbesserung der Migration zum Tumor
4.2.1.1 Die CCR4-CCL22- und CXCR6-CXCL16-Achse als Ansatz
Ein priméres Ziel der Modifikation von ZTL mit Chemokinrezeptoren ist die

Verbesserung der Migration von anti-tumoralen Immunzellen zum Tumor (Di Stasi et
al. 2009; Moon et al. 2011; Rapp et al. 2016; Lim et al. 2017).
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Mithilfe von in vitro-Migrationsassays konnte hier gezeigt werden, dass die T-Zellen,
die mit beiden Chemokinrezeptoren transduziert wurden, auch in Richtung beider
Chemokine migrieren kdnnen. So kénnte méglicherweise ein breiteres Tumorspektrum
mit variabler Chemokinausschittung von CXCL16 beziehungsweise CCL22 durch eine

AZT mit entsprechend modifizierten T-Zellen erfasst werden.

CXCL16 fand sich in einem breiten Spektrum solider Karzinome, unter anderem beim
Pankreas-, Lungen- und Mammakarzinom (Wente et al. 2008; Hu et al. 2014; Allaoui et
al. 2016). Lesch et al. konnten zudem eine verbesserte Infiltration von
Cxcré6-transduzierten T-Zellen in reseziertem, humanem Ovarialkarzinomgewebe
zeigen und postulierten, dass in Zukunft eine breite Anwendung solcher Zellen bei
einer Gruppe CXCL16-exprimierender, solider Tumoren méglich sein kénnte (Lesch et
al. 2021).

Neben Pankreastumoren zeigen auch andere solide Tumoren, wie das kolorektale
Karzinom, das Magen-, Mamma- und das Ovarialkarzinom, eine intratumorale
Expression von CCL22 (Curiel et al. 2004; Mizukami et al. 2008; Wagséater et al. 2008;
Gobert et al. 2009; Anz et al. 2011; Faget et al. 2011; Anz et al. 2015; Rapp et al.
2016). Auch dieses Chemokin kénnte daher in Zukunft in einem groBen onkologischen

Patientenkollektiv genutzt werden.

Dies ist insofern nicht unerheblich, da die AZT als personalisierte Therapie in der
Herstellung sehr aufwendig und kostenintensiv und somit in der routineméaBigen
Anwendung aktuell noch beschrankt ist (Kobold et al. 2018). Wenn also durch eine
bestimmte Modifikation von T-Zellen mehrere Malignome gezielt erfasst wirden,
kdnnte dies die Therapie breiter verfugbar und kostenglinstiger machen (June et al.
2015). Da beide Chemokin-Chemokinrezeptor-Achsen, wie oben beschrieben, bei
einer Vielzahl von Tumoren vorkommen, erscheint diese Kombination besonders
gunstig (Curiel et al. 2004; Mizukami et al. 2008; Wagséater et al. 2008; Gobert et al.
2009; Anz et al. 2011; Faget et al. 2011; Hu et al. 2014; Anz et al. 2015; Allaoui et al.
2016; Rapp et al. 2016; Lesch et al. 2021).

Matsumura et al. konnten weiterhin zeigen, dass eine Bestrahlung beim humanen und
murinen Brustkrebs eine vermehrte Sekretion von CXCL16 durch Tumorzellen bewirkt
und zu einer starkeren Migration von CD8-positiven, CXCR6-exprimierenden T-Zellen

zum Tumor flhrt (Matsumura et al. 2008). Daher kénnte die Radiotherapie, als eine
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etablierte Methode in der Onkologie, zusammen mit der AZT die Tumortherapie weiter

verbessern (Matsumura et al. 2008).

Da die CXCL16-CXCR6-Achse im Organismus eine bedeutende tumorférdernde Rolle
zu spielen scheint, kdnnte die Wahrscheinlichkeit eines therapiebedingten Verlusts der
CXCL16-Expression geringer sein als bei anderen Formen der zielgerichteten
Behandlung (Wente et al. 2008; La Porta 2012; Chalabi-Dchar et al. 2015; Lesch et al.
2021). Der Angriffspunkt der Therapie bliebe in diesem Falle erhalten (Lesch et al.
2021). Dies ist insofern wichtig, da ein Verlust des Zielantigens durch den
Selektionsdruck einer AZT bereits bei CD19 CAR T-Zellen gezeigt werden konnte
(Satillo et al. 2015).

Erstaunlich war, dass sich bei dem unter 3.3 gezeigten Migrationsassay auch eine
Migration von Crc4 Egfp-transduzierten T-Zellen entlang eines CXCL16-Gradienten
beobachten lieB. Diese war jedoch nicht signifikant und stellte sich bei Betrachtung der
EGFP-Ratio, also der Anreicherung an transduzierten Zellen in der migrierten
Population, nicht mehr dar. Daneben zeigte sich eine Erhéhung der EGFP-Ratio bei
Egfp-transduzierten Zellen in den CXCL16-Einzel- und -Doppelkonditionen. Eine
mogliche Erklarung kénnte sein, dass der Rezeptor CXCR6 in gewissem MaBe auch
von nicht transduzierten ZTL exprimiert wird und folglich nicht ausschlieBlich auf mit
diesem Rezeptor transduzierten T-Zellen gefunden werden kann (Unutmaz et al. 2000;
Agostini et al. 2005; Sato et al. 2005; Lesch et al. 2021).

4.2.1.2 Weitere Méglichkeiten zur Nutzung von Chemo- beziehungsweise

Zytokinen und ihren Rezeptoren im Rahmen der adoptiven T-Zell Therapie

Es ist bekannt, dass auch andere Chemokine und ihre Rezeptoren eine Rolle in der
Tumorkontrolle spielen (Karin 2020; Markl et al. 2022). Beispielsweise fuhrt die
CXCR3-abhangige Rekrutierung von ZTL und naturlichen Killerzellen Giber die
Chemokine CXCL9 und CXCL10 zu einem anti-tumoralen Effekt (Karin 2020; Markl et
al. 2022). Dementsprechend resultierte eine adoptive Therapie mittels nattrlichen
Killerzellen in einer verstarkten Migration, einer geringeren Tumorlast und einem
héheren Uberleben beim CXCL10-transfizierten Melanom im Vergleich zu Wildtyp-

Tumoren im Xenograft-Modell (Wennerberg et al. 2015).
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Die Transduktion mit Cxcr2 verbesserte ebenfalls die T-Zell-Migration in Richtung des
im humanen Melanom exprimierten Chemokins CXCL1 (Kershaw et al. 2002; Nguyen
et al. 2022). Daneben fiihrte die Modifikation mit CCR2b in einem Neuroblastom-
Xenograft-Modell zu einer starkeren Migration und einem verbessertem anti-tumoralem
Effekt (Craddock et al. 2010). Moon et al. konnten fir Ccr2b-transduzierte T-Zellen
ahnliche Ergebnisse in einem malignen Pleura-Mesotheliom-Modell zeigen (Moon et al.
2011).

Daten von lellem et al. weisen darauf hin, dass die Expression von CCR8 auf
regulatorischen T-Zellen selektiver als der hier untersuchte Rezeptor CCR4 ist (lellem
et al. 2001). Man kénnte daher zukulinftig untersuchen, ob die Koexpression von CCR8
und CXCR6 mit weniger unerwiinschten Nebenwirkungen einhergeht als die
Kombination mit CCR4. Die Verwendung von CCR8 in CAR T-Zellen zeigte bereits im
murinen Modell sowie im humanen Xenograft-Modell vielversprechende Ergebnisse
(Cadilha et al. 2021).

Ein weiterer Ansatz, Zyto- beziehungsweise Chemokine zur Verbesserung der AZT zu
nutzen, ist die Verwendung von invertierten Zytokinrezeptoren (Mohammed et al. 2017;
Wang et al. 2019; Nguyen et al. 2022). So konnten Wang et al. zeigen, dass ein
invertierter Zytokinrezeptor mit der Ektodoméne des Interleukin-4-Rezeptors und der
Endodomaéne des Interleukin-21-Rezeptors bei Konfrontation mit dem eigentlich
tumorférdernden Interleukin-4 zu einem gréBeren anti-tumoralen Effekt von CAR T-
Zellen fuhrt (DeNardo et al. 2009; Wang et al. 2019). Die Stimulation von
CD8-positiven T-Zellen mittels Interleukin-21 fiihrte hierbei in einer friiheren Arbeit im

Rahmen der AZT zu einer starkeren Tumorregression (Hinrichs et al. 2008).

Weiterhin versucht man, CAR T-Zellen so zu modifizieren, dass sie Uber die
Expression bestimmter Zytokine die Infiltration und den Erhalt der bereits existierenden
Tumor-infiltrierenden Lymphozyten férdern (Nguyen et al. 2022). So fuhrte die
Koexpression eines anti-VEGFR-2 CAR und Interleukin-12 zu Tumorinfiltration

und -regression, wahrend die Transduktion mit den jeweiligen Einzelkonstrukten das
Tumorwachstum nicht beeinflusste (Chinnasamy et al. 2012). Adachi et al. konnten
wiederum zeigen, dass die AZT mit Interleukin-7- und CCL19-koexprimierenden CAR
T-Zellen in Mausen zu einer verbesserten Tumorinfiltration von dendritischen Zellen
und T-Zellen sowie einem starkeren anti-tumoralem Effekt fuhrt (Adachi et al. 2018).

Eine T-Zell-Depletion vor einer solchen AZT resultierte hierbei in einem reduzierten
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Behandlungserfolg (Adachi et al. 2018). Dies kénnte auf das Zusammenspiel von
Therapie- und endogenen Immunzellen bei AZT mit Zytokin-modifizierten

CAR T-Zellen zu Gunsten eines anti-tumoralen Effekts hinweisen (Adachi et al. 2018;
Nguyen et al. 2022).

Eine weitere Mdglichkeit, die Tumorinfiltration mittels Zytokinen im Rahmen der AZT zu
verbessern, ist die Nutzung eines onkolytischen Virus als Trager bestimmter Zytokine
(Nishio et al. 2014; Nguyen et al. 2022). So fihrte die Verwendung eines onkolytischen
Adenovirus mit intratumoraler Freisetzung von CCL5 und Interleukin-15 in Kombination
mit CAR T-Zellen zu einer gesteigerten T-Zell-Infiltration, einem verminderten

Tumorwachstum und langeren Uberleben in M&usen (Nishio et al. 2014).

4.2.2 Weitere Anséatze zur Verbesserung der Tumorinfiltration

Neben der Verwendung von Chemokinrezeptoren gibt es noch andere Ansétze, die
Tumorinfiltration von T-Zellen zu verbessern (Bellone et al. 2013). So konnten
Calcinotto et al. zeigen, dass ein Fusionsprodukt aus Tumornekrosefaktor und dem
»tumor-homing” Peptid NGR im Mausmodell die endotheliale Barriere zu Gunsten
einer Infiltration von CD8-positiven T-Zellen verandert und somit eine Immuntherapie
verbessern, das Tumorwachstum verzégern und das Uberleben verlédngern kann
(Calcinotto et al. 2012). Der beschriebene Effekt konnte durch eine zusétzliche

Chemotherapie noch weiter verstarkt werden (Calcinotto et al. 2012).

Auch die Verwendung eines Anti-vascular endothelial growth factor-Antikérpers flhrte
zu einer verbesserten Tumorinfiltration von adoptiven T-Zellen im murinen Melanom-
Modell (Shrimali et al. 2010). Daher kénnte die Nutzung von Tumornekrosefaktor oder
Anti-vascular endothelial growth factor-Antikérper den Effekt der Chemokinrezeptor-
gestitzten AZT, wie sie in dieser Arbeit untersucht wird, noch weiter verbessern
(Shrimali et al. 2010; Calcinotto et al. 2012).

Weitere Angriffspunkte sind Bestandteile der extrazelluldren Matrix, wie beispielsweise
Hyaluronan und Kollagen | (Provenzano et al. 2008; Whatcott et al. 2011; Jacobetz et
al. 2013; Venning et al. 2015; Nguyen et al. 2022). Man geht davon aus, dass
Hyaluronan mit dem Kollagennetzwerk interagiert und den Druck im Interstitium erhéht

(Whatcott et al. 2011). Hyaluronan kénnte die Zuganglichkeit von Therapeutika zum
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Tumor einschrénken und ein Abbau Uber eine Hyaluronidase daher den Therapieeffekt
einer AZT verstarken (Whatcott et al. 2011; Nguyen et al. 2022).

Zusammenfassend zeigen sich neben der hier untersuchten Kombination zweier
Chemokinrezeptoren mehrere weitere Ansatzpunkte, die Tumorinfiltration und
Migration bei der AZT zu verbessern (Nguyen et al. 2022). Hierbei erscheint die in
dieser Arbeit thematisierte Kombination von sich in ihrer Funktion erganzenden
Chemokinrezeptoren biologisch sinnvoll und sehr vielversprechend (Rapp et al. 2016;

Di Pilato et al. 2021). Dies muss allerdings in weiteren Studien ferner evaluiert werden.

4.3 Die Kombination von CCR4 und CXCR6 im Mausmodell

Nachdem eine ausreichende Funktionalitat der modifizierten ZTL in vitro bestatigt
werden konnte, erfolgte die in vivo-Testung in einem murinen, heterotopen
Pankreaskarzinommodell. Da auch die Kontrollzellen, die nur mit Egfp transduziert
worden waren, einen Ovalbumin- und damit Tumor-spezifischen TZR besaBen, wurde
noch eine reine Pufferkontrolle mit PBS in den Versuchsaufbau inkludiert. Bei Therapie
mit dieser zeigte sich ein stetiges Wachstum des subkutanen Tumors sowie ein

deutlich verkiirztes Uberleben der entsprechenden Mause.

Bei allen anderen Konditionen mit OT-1-T-Zellen lieB sich zumindest zunéchst eine
Verkleinerung des Tumors beobachten. Dies kénnte darauf zuriickzufihren sein, dass
Peptide von Ovalbumin zusammen mit major histocompatibility complex (MHC)-
Molekuilen auf Panc02-OVA-Zellen prasentiert werden und alle verabreichten
OT-1-T-Zellen einen Antigen-spezifischen TZR besitzen (Jacobs et al. 2011). Sie

kénnen die Zellen somit prinzipiell erkennen und téten (Dembic et al. 1986).

Im Verlauf zeigten sich jedoch deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen
Therapiekonditionen zugunsten der Kombinationsgruppe: Die Tiere der Gruppe
CCR4 CXCR6 EGFP zeigten ein geringeres Tumorwachstum sowie eine héhere
Uberlebensrate sowohl im Vergleich zu den Chemokin-Einzelkonstruktgruppen als
auch im Vergleich zur Therapie mit T-Zellen ohne Modifikation mittels

Chemokinrezeptor.
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Diese Ergebnisse unterstiutzend, konnten auch Rosenberg et al. bei Patienten mit
malignem Melanom zeigen, dass eine groBe Anzahl Tumor-spezifischer T-Zellen allein
die Tumorprogression nicht verhindern kann (Rosenberg et al. 2005). Es miissen
daher noch andere Faktoren als die Tumor-Spezifitat eine Rolle in der anti-tumoralen

Immunantwort spielen.

Ein Grund fir den verbesserten in vivo-Effekt kénnten die oben beschriebenen
Mechanismen bei Transduktion von ZTL mit Ccr4 und Cxcr6 sein, wie die
Verbesserung der Rekrutierung, der T-Zell-Aktivierung und Antigenerkennung sowie
der Interaktion von Tumor-infiltrierenden ZTL mit Zellen im TME (Rapp et al. 2016; Di
Pilato et al. 2021). SchlieBlich scheinen Tumor-infiltrierende Lymphozyten eine
wichtige Rolle in der Tumorregression zu spielen (Besser et al. 2010). CXCL16 wirkt
auBerdem dual: Es ist in seiner I6slichen Form chemotaktisch aktiv und vermittelt in
seiner Membran-gebundenen Form die Zelladhasion (Matloubian et al. 2000; Wilbanks
et al. 2001; Nakayama et al. 2003; Agostini et al. 2005; Linke et al. 2019). All diese
Punkte kdnnten zu dem verbesserten in vivo-Effekt bei Transduktion mit

Chemokinrezeptoren gefihrt haben.

Bemerkenswert ist, dass die Kombination der beiden Chemokinrezeptoren einen
gréBeren Therapieeffekt zu haben scheint als die Einzelkonditionen. Zwar ist der
Unterschied beim Tumorwachstum zwischen der Kombinations- und der jeweiligen
Einzelkonstrukt-Gruppe in dem dargestellten Versuch nicht signifikant, moglicherweise
lieBe sich aber eine solche Signifikanz durch eine gréBere Versuchstier-Anzahl zeigen.
Beim Uberleben zeichnete sich bereits in diesem Versuchs-Setting ein signifikanter
Unterschied ab. Dies unterstreicht den synergistischen beziehungsweise additiven anti-
tumoralen Effekt der beiden Chemokinrezeptoren in ZTL. Daher scheinen diejenigen
Krebsformen, bei denen eine Expression von CXCL16 und CCL22 beschrieben ist, wie
das Pankreas- oder Mammakarzinom, fir die CCR4 CXCR6-gestltzte AZT besonders
geeignet (Wente et al. 2008; Anz et al. 2011; Allaoui et al. 2016; Rapp et al. 2016).

Zudem waren nur die an der Flanke sichtbaren, subkutanen Tumoren der Messung
zuganglich. Etwaige von auBen nicht sichtbare Tumor-Metastasen sowie die

Ausdehnung des Tumors nach innen wurde nicht in die Datenerhebung miteinbezogen.

Dass der anféngliche Therapieeffekt im Sinne einer Verkleinerung des Tumors in der

EGFP-Gruppe mit der Zeit verschwand, hangt méglicherweise auch mit einer T-Zell-
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exhaustion dieser T-Zellen zusammen (Hashimoto et al. 2018). Eine verbesserte
Zell-Zell-Interaktion der Therapiezellen mit den bystander-Zellen im TME bei
Modifikation mit CCR4 oder CXCR6 kénnte diese T-Zell-exhaustion in den jeweiligen
anderen Therapiegruppen abgeschwacht oder verhindert haben (Rapp et al. 2016; Di
Pilato et al. 2021). Ein solcher Effekt wiirde neben der Verbesserung der
Migrationsféahigkeit und damit der Herstellung einer physikalischen N&he zwischen
Therapie- und Tumorzellen einen wichtigen Aspekt in der Uberwindung von
Limitationen der AZT darstellen (Lim et al. 2017). So kénnte man eventuell ber oben
genannte Mechanismen ein sekundéres Therapieversagen durch Ermidung der ZTL
im TME verhindern und eine dauerhafte Tumorkontrolle gewéahrleisten (Wherry et al.
2015).

Dass Chemokinrezeptoren ein wichtiger Ansatzpunkt zur Verbesserung der AZT sind,
spiegelt sich auch in der aktuellen Forschung wider: In einer aktuellen Phase I/1l-Studie
wird der Effekt von CXCR2 und des nerve growth factor receptor bei Patienten mit
Stadium 3- und metastasiertem Melanom Uberprift (NCT01740557). In einer weiteren
klinischen Studie wird der Therapieeffekt von CCR4 in CD30-spezifischen

CAR T-Zellen untersucht (NCT 03602157).

Die Nutzung und Umwandlung zweier, eigentlich immunsuppressiver und
tumorprogressiver Achsen scheint besonders elegant und wirkungsvoll: Sowohl CCR4
als auch CXCR®6 wirken uber das Anlocken von unter anderem regulatorischen
T-Zellen immununterdriickend und damit tumorférdernd (lellem et al. 2001; Curiel et al.
2004; Gobert et al. 2009; La Porta 2012; Oldham et al. 2012; Allaoui et al. 2016). Da
bei Verwendung von Cxcr6- und Ccr4- transduzierten ZTL die regulatorischen T-Zellen,
welche eine wichtige Rolle in der Toleranz gegentber korpereigenen Antigenen
spielen, im Gegensatz zur Therapie mit Anti-CCR4-Antikoérper nicht direkt blockiert
werden, kdnnte das Risiko flr Autoimmunrektionen eventuell reduziert werden
(Takahashi et al. 1998; Sugiyama et al. 2013).

Die zukiinftige Untersuchung weiterer Kombinationen von Chemokinrezeptoren, wie
beispielsweise CCR4 oder CXCR6 mit CXCR2 oder CCR2b erscheint sicherlich
sinnvoll (Kershaw et al. 2002; Craddock et al. 2010; Moon et al. 2011; Rapp et al.
2016; Lesch et al. 2021). Die Koexpression von CCR8 und CCR4 wiederum kdénnte
aufgrund ihrer Gberlappenden biologischen Funktion einen geringeren Benefit im

Rahmen der AZT aufweisen (lellem et al. 2001; Rapp et al. 2016).
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Auch die Kombination einer Chemokinrezeptor-gestutzten AZT mit einem
onkolytischen Virus als Trager bestimmter Zytokine, Therapeutika zur Veranderung der
Vaskularisation oder zur Modifikation der extrazellularen Matrix, wie oben beschrieben,
erscheint durch die gleichzeitige Nutzung verschiedener Angriffspunkte
erfolgsversprechend (Shrimali et al. 2010; Whatcott et al. 2011; Nishio et al. 2014;
Nguyen et al. 2022). Es bedarf allerdings noch weiterer Forschung, um sinnvolle

Kombinationen zu identifizieren.

4.4 Effekte der adoptiven T-Zell Therapie auf die Langzeitimmunitat gegen

Tumoren

Fir das Uberleben von Patienten im klinisch-onkologischen Alltag ist besonders der

Aspekt der Langzeitimmunitat interessant (Palucka et al. 2011).

Um diese ndhergehend zu untersuchen, wurden die Uberlebenden Mause aus der
CCR4 EGFP-, der CXCR6 EGFP- sowie der CCR4 CXCR6 EGFP-Gruppe des
vorherigen Versuchs erneut mit Tumorzellen konfrontiert und ihr Tumorwachstum mit
naiven Mausen verglichen. Auch hier zeigte sich ein erheblicher Unterschied: Wahrend
kein Tier mit vorangegangener AZT bei erneuter Exposition einen Tumor entwickelte,
wiesen die Kontrollmause ein stetiges Tumorwachstum auf. Da die Tiere, die im
vorangegangenen Versuch mit PBS oder Egfp-transduzierten T-Zellen behandelt
worden waren, aufgrund der pradefinierten Abbruchkriterien aus dem Versuch
genommen wurden, konnten diese Konditionen nicht mehr untersucht werden. Jedoch
ware es interessant, ob die Immunitéat bei Tumorzell-Re-Exposition durch die
Expression von Chemokinrezeptoren auf Tumor-spezifischen OT-1-T-Zellen verbessert

werden kann.

Ob beispielsweise eine verbesserte Interaktion der Therapiezellen mit den Zellen im
TME bei Transduktion mit Ccr4 oder Cxcr6 auch in der Entstehung einer
Langzeitimmunitat bedeutend ist, muss in Zukunft noch weiter untersucht werden
(Rapp et al. 2016; Di Pilato et al. 2021).

Dass Zyto- beziehungsweise Chemokine eine Rolle in einer persistierenden

Immunantwort gegenuber Malignomen spielen, zeigen Daten von Bajgain et al.:
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CAR T-Zellen, welche mit einem invertierten Zytokinrezeptor mit Interleukin-4-Exo-
sowie Interleukin-7-Endodoméne modifiziert wurden, re-expandierten und fuhrten zur
TumorabstoBung im Mausmodell bei Re-Exposition mit einer Interleukin-4
produzierenden Mammakarzinom-Zelllinie (Bajgain et al. 2018). Bei gleichzeitiger Re-
Exposition mit derselben Tumorzelllinie ohne Interleukin-4-Produktion zeigte sich ein

stetiges Tumorwachstum (Bajgain et al. 2018).

Jin et al. konnten zudem fur CD70-spezifische CAR T-Zellen, welche mit einem
Interleukin-8-spezifischen Chemokinrezeptor (CXCR1 oder CXCR2) ausgestattet
waren, eine persitierende Immunitét gegentber Glioblastom-, Ovarial- und

Pankreaskarzinom-Xenografts zeigen (Jin et al. 2019).

Auch bei der AZT mit Interleukin-7- und CCL19-koexprimierenden CAR T-Zellen zeigte
sich im Verlauf ein Immunged&chtnis sowohl durch die Therapiezellen selbst als auch
durch endogene T-Zellen (Adachi et al. 2018). Mause, welche in einem vorherigen
Versuch mit Interleukin-7- und CCL19-exprimierenden, CD20-spezifischen

CAR T-Zellen therapiert worden waren, stieBen hierbei nicht nur bei Re-Exposition mit
CD20-positiven Tumorzellen, sondern auch bei Exposition mit der CD20-negativen
Ausgangstumorzelllinie die Tumoren ab (Adachi et al. 2018). Dies weist auf ein
Immunged&chtnis mit Tumorantigenerkennung Uber das urspringliche Zielantigen der
CAR T-Zellen bei dieser Form der AZT hin und kénnte in Zukunft von groBem Nutzen
sein (Adachi et al. 2018).

In jedem Fall wére dies ein Durchbruch fur die AZT und die gesamte Onkologie, da
Rezidive in der Tumortherapie nicht nur eine groBe soziobkonomische, sondern auch
flr den Patienten eine enorme psychische und gesundheitliche Belastung darstellen
(Wanat et al. 2016; Daamen et al. 2019).

4.5 Limitationen und Therapiesicherheit

Ein wichtiger Aspekt bei der Verbesserung der AZT im klinisch-translationalen

Zusammenhang ist die Tumorspezifitat der verwendeten T-Zellen (Lim et al. 2017).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausschlieBlich Ovalbumin-exprimierende

Tumorzellen verwendet. Dieses Antigen kommt durch Modifikation nur auf den
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malignen Zellen und nirgendwo sonst im murinen Organismus vor. Bei spontan
entstehenden, soliden Karzinomen im menschlichen Kérper ist die Selektion einer
solchen stabilen, nur auf dem Tumor exprimierten Zielstruktur weitaus schwieriger
(Klebanoff et al. 2016). Dabei betreffen die malignen Mutationen nicht selten Antigene,
die zwar auf Tumorzellen Uberexprimiert werden, jedoch auch in gesundem Gewebe
vorkommen (Haridas et al. 2014; Klebanoff et al. 2016).

Das Risiko fur eine sogenannte ,,off-Tumor-Toxizitat", also Schaden an gesunden
Zellen und Geweben, durch die AZT wird somit deutlich héher (Klebanoff et al. 2016;
Lim et al. 2017). Eine der groBten Herausforderungen bei der Verbesserung der AZT
ist daher ein gezieltes Angreifen der Tumorzellen durch die Therapie, ohne dass
lebenswichtige Organe und Gewebe Schaden nehmen (Rosenberg et al. 2015; Lim et
al. 2017).

CCL22 findet sich beispielsweise physiologisch vor allem in lymphatischem Gewebe,
wie zum Beispiel im Thymus oder in Lymphknoten (Godiska et al. 1997; Tang et al.
1999). Eine deutlich geringere Expression des Chemokins zeigte sich in Milz, Lunge
und Dinndarm (Godiska et al. 1997). Auch wenn der Eintritt von T-Zellen in den
Lymphknoten normalerweise nicht tber CCL22, sondern Uber andere Chemokine
geregelt wird, ist eine Toxizitat auBerhalb des Tumorgewebes, gerade bei der oft
fehlenden Selektivitat von AZT-Zielstrukturen nicht auszuschlieBen (Luther et al. 2002;
Rapp et al. 2016). Fur eine gewisse Therapiesicherheit kbnnten die Ergebnisse von
Rapp et al. sprechen: Die mit Ccr4 transduzierten T-Zellen schienen sich hier

hauptsachlich in Tumor-assoziierten Lymphknoten anzureichern (Rapp et al. 2016).

Das zweite in dieser Arbeit zentrale Chemokin ist CXCL16. Auch hier zeigte sich eine
Expression nicht nur im Tumorgewebe, sondern in mehreren essenziellen Organen,
wie Hoden, Niere und Lunge (Lesch et al. 2021). Zudem konnte im Rahmen von
Studien bezuglich Hepatitis und Arthritis eine Rolle der CXCL16-CXCR6-Achse bei der
inflammatorisch bedingten Migration von Lymphozyten beobachtet werden
(Heydtmann et al. 2005; Nanki et al. 2005). Dass CXCL16 in entziindeten Geweben
vorkommt, ist auch im Rahmen des Pankreaskarzinoms relevant: Eine
CXCL16-Expression fand sich hierbei nicht nur in der inflammatorisch veranderten
Tumorumgebung, sondern auch bei Patienten mit chronischer Pankreatitis — ein
bedeutender Risikofaktor flr die Entwicklung eines Pankreaskarzinoms (Wente et al.
2008; Raimondi et al. 2010). So besteht die Gefahr, dass auch nicht maligne
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verandertes Pankreasgewebe im Falle einer Therapie mit CXCR6-modifizierten Zellen
Schaden nehmen wirde (Lesch et al. 2021). In der Arbeit von Lesch et al. wurde
jedoch keine oder eine nur geringe Expression von CXCL16 in gesunden duktalen
beziehungsweise azindren Pankreaszellen beschrieben, was fir eine intratumorale und
gegen eine peritumorale Anreicherung CXCR6-positiver T-Zellen spricht (Lesch et al.
2021).

Interessanterweise fanden sich bei Patienten mit duktalem Adenokarzinom des
Pankreas hdhere Plasma-CXCL16-Konzentrationen im Vergleich zu gesunden
Probanden (Wente et al. 2008; Lesch et al. 2021). Dies ist insofern relevant, da
CXCL16 dadurch in Zukunft als Biomarker fir eine Tumorerkrankung genutzt werden
kénnte, bei der die Diagnose meist spét erfolgt (Stathis et al. 2010; Lesch et al. 2021).
Da solch erhéhte Serumlevel von CXCL16 jedoch auch bei Patienten mit chronischer
Pankreatitis, Arthritis sowie chronisch entziindlichen Darmerkrankungen auftreten,
mussen die Mdéglichkeiten zur diagnostischen Nutzung dieses Chemokins als Marker
noch genauer evaluiert werden.(Kageyama et al. 2007; Lehrke et al. 2008; Wente et al.
2008).

Aber auch die Heterogenitat des Tumorgewebes erschwert die Selektion einer
geeigneten Zielstruktur in der Tumortherapie. So kénnen sich die vorherrschenden
Mutationen im Tumorgewebe sowohl értlich als auch im Zeitverlauf deutlich
unterscheiden und damit eine gezielte Therapie erschweren (Yachida et al. 2010;
Gerlinger et al. 2012; Klebanoff et al. 2016).

Insgesamt erscheint die selektive Tumorerkennung durch spezifische CAR oder TZR
bei Nutzung der CXCL16-CXCR6-Achse im Rahmen der AZT von zentraler
Bedeutung, um keine therapielimitierende off-Tumor-Toxizitat zu riskieren (Lesch et al.
2021). Ein wichtiger Forschungsschwerpunkt bei einer ,lebenden Therapie® wie der
AZT ist auch die Untersuchung von Kontrollimechanismen oder Feedbacksystemen,
um UberschieBende und fehlgeleitete Immunreaktionen der autonomen Zellen und
damit einen erheblichen Schaden fiir den Patienten zu verhindern (Lim et al. 2017). So
wird beispielsweise versucht, ein Suizidgen in die genetisch modifizierten Zellen
einzubauen, um so schnell und effektiv die entsprechenden Therapiezellen zu

erkennen und bei UberschieBender Toxizitat auszuschalten (Philip et al. 2014).
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Es bedarf in Zukunft weiterer Studien, welche die Kombination eines CAR oder TZR
mit beiden Chemokinrezeptoren untersuchen. Bei Verwendung von Antigenen, welche
— anders als Ovalbumin — tats&chlich in menschlichem Tumorgewebe vorkommen,

lieBe sich der Therapieeffekt sowie die ,,off Tumor-Toxizitat“ besser abschéatzen.

Die Therapiesicherheit der AZT wurde auch wegen der insertionellen Mutagenese bei
Transduktion von Zellen Uber virale Vektoren hinterfragt (June 2007). Montini et al.
konnten jedoch bei lentiviralen Vektoren lediglich ein geringes onkogenes Potential
feststellen, was fir eine gréBere Sicherheit bei dieser Art der Zellmodifikation spricht
(Montini et al. 2006). Zudem kénnten die exprimierten Proteine auf den modifizierten
Zellen der AZT im menschlichen Kérper immunogen wirken, was wiederum einen
Einfluss auf den Therapieeffekt haben kénnte (June 2007). Da humane im Gegensatz
zu murinen T-Zellen tber MHC-II Antigene prasentieren kénnen, spielt die
Immunogenitat im menschlichen Organismus moglicherweise eine gréBere Rolle
(Mauri et al. 1995; June 2007).

Schlussendlich sind weitere préaklinische Studien notwendig, um die bisherigen,
vielversprechenden Ergebnisse bezulglich der AZT zu bestéatigen, diese weiter zu
verbessern und Sicherheitsfragen zu kldren — gerade auch im Hinblick auf die groBen
interindividuellen Unterschiede bei onkologischen Patienten im klinischen Alltag (June
2007; Zhang et al. 2019).
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Die adoptive T-Zell Therapie ist ein vielversprechender Ansatz in der modernen
Krebstherapie. Einige Limitationen der Therapieeffektivitat und -sicherheit missen
jedoch noch durch weitere Forschung und daraus hergeleitete Verbesserungen
Uberwunden werden (Klebanoff et al. 2016; Zhang et al. 2019). Die erfolgreiche
Transduktion von T-Zellen mit den Chemokinrezeptoren Ccr4 und Cxcré zur
Verbesserung der adoptiven T-Zell Therapie konnte im Tierversuch gezeigt werden
(Rapp et al. 2016; Di Pilato et al. 2021; Lesch et al. 2021). Ziel dieser Arbeit ist es
daher, zu untersuchen, ob eine kombinierte Transduktion beider dieser
Chemokinrezeptoren zu einer weiteren Optimierung der adoptiven T-Zell Therapie

beitragen kann.

Die in vitro-Testung der Funktionalitat der mit dem Kombinationskonstrukt
transduzierten OT-1-T-Zellen ergab keine Einschréankung im Hinblick auf Aktivierung
und Zytotoxizitat der T-Zellen. Auch die gewlinschte Migration der modifizierten Zellen
zu den korrespondieren Liganden konnte gezeigt werden. Im Tierversuch stellte sich
ein deutlicher Trend zu Gunsten der Kombination von CCR4 und CXCR6 dar: Wéhrend
die TumorgréBe von subkutan induzierten Tumoren der Zelllinie Panc02-OVA bei
Therapie mit Ovalbumin-spezifischen OT-1-T-Zellen ohne Modifikation mit einem
Chemokinrezeptor deutlich stieg, stellte sich fur die Ccr4- und Cxcré6-Einzelkonstrukt-
transduzierten T-Zell-Gruppen ein Plateau ein. Die Tiere, welche jedoch mit
OT-1-T-Zellen therapiert wurden, die CCR4 und CXCR6 kombiniert exprimierten,
waren zum Ende des Versuchs alle tumorfrei. Dies spiegelte sich auch im Uberleben
wider: In der Kombinationsgruppe lag die Uberlebensrate bei 100 %, in der
Einzelkonstrukt-Gruppe bei circa 67 %, in der EGFP-Gruppe bei 25 % und bei den
Tieren, die mit PBS behandelt wurden, bei 0 %. Bemerkenswert war zudem, dass im
Falle einer Re-Exposition mit Tumorzellen, Mause, die bereits mit
Chemokinrezeptor-transduzierten T-Zellen therapiert worden waren, keinen neuen

Tumor entwickelten.

Diese Ergebnisse sprechen fir eine verbesserte anti-tumorale Immunantwort bei
Kombination der beiden Chemokinrezeptoren CCR4 und CXCR6 im Vergleich zur
Verwendung der Einzelkonstrukte. Die vorliegende Arbeit unterstreicht somit das

Potenzial der adoptiven T-Zell Therapie in der Therapie auch solider Tumore. Weitere
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Forschung zur Kombination von CCR4 und CXCRS6, insbesondere im klinischen
Setting, sowie die kombinierte Expression, zum Beispiel mit CAR, sind jedoch

notwendig.
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CCR C-C motif chemokine receptor, Protein
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CXCR C-X-C motif chemokine receptor, Protein
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FACS fluorescence-activated cell sorting
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tumor microenvironment

tumor, node, metastasis
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