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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Lebewesen sind standig den Angriffen anderer Osga@n ausgesetzt. Um sich erfolgreich
gegen pathogene Mikroorganismen, Viren und Paragite Wehr zusetzen, besitzen hdhere
Wirbeltiere ein hoch entwickeltes Abwehrsystem, tamunsystem (latimmunis unberihrt,
frei). Das Immunsystem erkennt Eindringlinge alenfd und vernichtet diese in einem
komplexen Zusammenspiel von mehreren Organen, hiedsenen Zelltypen und zahlreichen
Molekulen. Hinsichtlich der stammesgeschichtliclartwicklung unterscheidet man dabei die
unspezifische (angeborene) Immunabwehr von deiifigmen (erworbenen) Immunabwehr. In
erster Linie schitzen mechanische Barrieren, waekgiithelien, den Wirt gegen das Eindringen
von Erregern. Kommt es dennoch zum Eindringen dieserden sie durch Faktoren der
angeborenen Immunabwehr, unabhangig der ErregekAniggt. Zu der angeborenen
Immunabwehr zahlen zellulare Komponenten, wie MpRegen, dendritische Zellen,
natirlichen Killerzellen (NK-Zellen) und Granuloeyt, aber auch Molekile, wie Zytokine und
Faktoren des Komplementsystems. Wird diese Vegerdisbarriere durchbrochen, erfolgt die
Aktivierung der spezifischen Immunabwehr, die splezifisch gegen jeden Eindringling richtet.
In der erworbenen Immunabwehr haben vor allem Tedelnd B-Zellen eine entscheidende
Funktion. Bei der Aktivierung der T-Zellen und BiEm spielen dendritische Zellen und
Makrophagen eine entscheidende Rolle. Sie prasentisach Aufnahme und Verdau von
Fremdkorpern Teile dieser in Form von Peptiden igferte) tber Molekile, die von Genen des
Haupthistokompatibilitats-Komplexem@jor histocompatibility compleMHC) kodiert werden.
Nach Einwanderung in lymphatische Gewebe, wie Mitdl Lymphknoten, kénnen sie diese
dann den Lymphozyten prasentieren. Lymphozyten dardufhin in der Lage eine spezifische
Immunantwort gegen nahezu jedes Antigen aufzubmingeder ausgereifte Lymphozyt besitzt
einen einzigartigen Antigenrezeptor und tragt damider Gesamtheit der Lymphozyten zu
einem riesigen Repertoire an Antigenrezeptoren b, jeweils unterschiedliche Antigene
erkennen konnen. Ein weiteres Charakteristikumedeorbenen Immunabwehr ist die Bildung
von antigenspezifischen Gedéachtniszellen in ders€raner erfolgreichen Erstabwehr eines

Krankheitserregers. Die Gedachniszellen bleiberr i@een langeren Zeitraum erhalten und
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expandieren nach erneutem Antigenkontakt, wodusclaueeiner schnelleren und effektiveren

Immunantwort kommt.

1.2 T-Lymphozyten

T-Lymphozyten, auch T-Zellen genannt, entstehenKinochenmark aus undifferenzierten
Vorlauferzellen und wandern in den Thymus (dahe9),,Wwo sie ausreifen. T-Zellen tragen an
ihrer Oberflache einen T-Zell-Rezeptor (TZR), ménd jede T-Zelle jeweils ein spezifisches
Antigen erkennen kann. Im Gegensatz zu den B-Lyrmytieo, die auch freie Antigene
erkennen, erkennen T-Zellen nur Antigene, die immigex mit MHC-Molekilen auf der
Oberflache von korpereigenen Zellen prasentiertdemr Die unterschiedlichen Typen von
T-Zellen werden nach den Proteinen auf ihrer Zathinean eingeteilt, die gleichzeitig fur die
Funktionen der Zellen wichtig sind. So tragen Ti{klellen dascluster of differentiation
(CD)4-Protein (CD4-T-Zellen) und die zytotoxischen T-Lymphozyten (3Tdas CD8-Protein

MHC-Klasse-I-
Rezeptor flr Molekl
kostimulatorisches

Protein Fremdpeptid

ZTL

Zielzelle

Adhasions-
proteine

Kostimulatorisches
Protein

Abb. 1.1: Schem atische Darstellung der Erkennung einer
Zielzelle durch eine zytotoxische T-Zelle. Der TZR bindet
spezifisch an den MHC-Klasse-I-Peptid-Komplex, wenn das
entsprechende Peptid von der Zielzelle prasentiert wird. Zusatzlich
kommt es zur Bindung der Adhasionsproteine sowie der
kostimulatorischen Proteine der Zielzelle mit den entsprechenden
Rezeptoren auf der ZTL. Abklrzungen: ZTL: zytotoxische T-Zelle,
TZR: T-Zell-Rezeptor, MHC: major histocompatibility complex.
Modifiziert nach (2).
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(CD8'-T-Zellen) auf ihrer Oberflache. Bis zur Entstehwiger reifen T-Zelle muss sie mehrere
Entwicklungsstadien durchlaufen. Dabei ist die Bild eines funktionellen TZR entscheidend.
Der TZR ist ein Heterodimer aus einerund eineiB-Kette, welches den MHC-Klasse-I-Peptid-
Komplex bindet. Er ist mit dem CD3-Komplex assazjiavelcher als eine Komponente das
Protein CD3 enthélt. Nachdem der TZR einen MHC-Klasse-I-Peftianplex auf der Zielzelle
gebunden hat, kommt es zur Phosphorylierung denaBrgnsduktions-Untereinheit durch
Tyrosinkinasen und dadurch zur Signalweiterleit(dig Je nach Art der T-Zelle wird durch die
Signaltransduktion eine andere Effektorfunktionuniért. ZTL sind in der Lage infizierte Zellen
nach Erkennung des uber MHC-Klasse-I-Molekile présden Antigens abzutéten. MHC-
Klasse-I-Molektile werden von allen kernhaltigen p&nzellen exprimiert, wodurch alle
Korperzellen abgetdtet werden kénnen, wenn sie Afdglen tragen, dass der TZR erkennt.
T-Helferzellen leisten nach Erkennung von Antigeiier MHC-Klasse-lI-Molekile durch die
Sekretion von forderlichen Zytokinen wichtige CBB-Zellhilfe und koénnen Antikorper-
produzierende B-Zellen aktivieren. MHC-Klasse-Il-ldkiile werden im Gegensatz zu den

MHC-Klasse-I-Molekullen nur von Antigen-prasentiesten Zellen exprimiert.

1.2.1 Effektorfunktion zytotoxischer T-Lymphozyten

ZTL koénnen nach Zielzellerkennung zum einen dielZéike abtoten und zum anderen
entziindungsférdernde Zytokine, darunter Interfe(teN)-y, sezernieren. IFN- fuhrt zur
Verstarkung der Weiteren Immunantwort und kann Ek@ression von MHC-Molekilen auf
entarteten und virusinfizierten Korperzellen erhighg&as wiederum zur verstarkten Aktivierung
der ZTL beitragt (5). Der Mechanismus der Zytota®izvon ZTL beruht auf der Induktion von
Selbsttod (Apoptose) in den Zielzellen. Diese kaam einen durch Interaktion des Rezeptors
Fas, welches sich auf der Zielzelloberflache befinohit dem Fas-Liganden der ZTL oder durch
die Ausschittung von zytotoxischen Effektormolekilgach Zielzellerkennung erfolgen (6).
Beim letzteren spielen das Effektormolekil Perf@invie die Serinproteasen, Granzyme A und
Granzym B, eine entscheidende Rolle. Nach der Aiggng ermdglicht Perforin den Eintritt
der Granzyme und weiterer Effektormolekile in dielzelle (1). Neuere Untersuchungen
zeigen, dass Perforin keine Porenbildung der Plasmmbran der Zielzelle nach dem
urspringlichen Modell verursacht (7) (8), sondeme&orenbildung der Endosomenmembran
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bewirkt, um den Eintritt der durch Endozytose anfgamenen Granzyme in die Zielzelle zu
ermoglichen (9, 10). Ein weiteres Modell postuliedass Perforin einen Membran-
Reparaturmechanismus in der Zielzelle induziert sodden Eintritt der Granzyme ermdglicht
(11). Die Granzyme l6sen anschlie3end in der Zielzne Signalkaskade aus, die letztendlich

zur Apoptose der Zielzelle fuhrt (1).

ZTL entwickeln sich aus naiven CD8§-Zellen, die noch nicht mit Effektormolekiilen
ausgestattet sind, zu reifen Effektorzellen. Bestean Antigenkontakt wird in naiven
CD8'-T-Zellen ein Differenzierungsprogramm ausgelosgloves ab Tag 6 bis Tag 7 zur
Expression von Effektormolekilen fuhrt. Diese werde speziellen sekretorischen Lysosomen
(Iytische Granula, Abb. 1.2) gespeichert (12). Aufgl der Abstammung von Lysosomen
befinden sich in der Membran lytischer Granula $gsuenspezifische Proteine wiesosomal
associated membran prote(hAMP)-1 und LAMP-2 (CD107a bzw. CD107b) sowie LAMS3
(CD63) (13). Daneben enthalten Iytische Granulahagmezifische Membranproteine wie das
Granulamembranprotein 1gr@nule membrane protein df7 kDa, GMP-17) (14, 15). Das
Membranprotein GMP-17 besitzt vier Transmembrand@naind das Epitop, welches von dem
in der vorliegenden Arbeit verwendeten GMP-17-dmzhen Antikorpers erkannt wird, ist am
carboxyterminalen Ende des Proteins lokalisiert.

Perforin[——__ e
. O /1 Lytische Granula
Granzym B—é)\ o >
Q\
o ©
o L
Perforin / 1 \
Zielzelle

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Exozytose Iyti scher Granula von ZTL nach Zielzellkontakt.
Nach Zielzellkontakt polarisieren die lytischen Granula der ZTL zur Zielzellkontaktstelle und verschmelzen mit
der T-Zellplasmamembran, wodurch es zur Sekretion der zytotoxischen Effektormolekile kommt. Die
VergréRBerung zeigt ein lytisches Granulum mit den Effektormolekilen Perforin, Granzym A und Granzym B
sowie den Granulamembranproteinen GMP-17, CD107a bzw. CD107b und CD63. Abkilrzungen: ZTL:
zytotoxische T-Zelle. Modifiziert nach (1).
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Nach Bindung des TZR an den MHC-Klasse-I-Peptid-KtEx (obMHC) der Zielzelle kommt es
zur Ausbildung der immunologischen Synapse zwisdweerEffektorzelle und der Zielzelle (16).
Dadurch wird eine Signalkaskade in der ZTL gestade zum einen lytische Granula zur
Zielzellkontaktstelle hin polarisiert und zum arnelereine transkriptionelle Aktivierung von
Genen, die unter anderem fur Zytokine kodierenyzmett (17). Die immunologische Synapse
wurde erstmalig in CD4T-Zellen beobachtet, wenn diese mit hoher Antigeentration
aktiviert wurden. Dabei bildete sich an der Zidkmhtaktstelle eine Struktur mit zentraler
Akkumulation der TZR und weiterer Signalmolekiles g8). Die Akkumulation des TZR und
der weiteren Signalmolekile wird atsentral supramolecular activation clust§cSMAC)
bezeichnet und ist von einem Ring aus Adhasiongditda umgeben, der ateripheralSMAC
(PSMAC) bezeichnet wird. Eine &hnliche Struktur derrauch an der BerUhrungsflache
zwischen ZTL und Zielzellen beobachtet, wobei eséawlich an der cSMAC-Region zur
Akkumulation der lytischen Granula kommt und digRegion als sekretorische Doméne
bezeichnet wird (19) (Abbildung 1.3, rechts oben).

Fur ZTL wurde aul3erdem gezeigt, dass es je nackeSd&r Antigenstimulation zur Ausbildung

zweier unterschiedlicher Arten von immunologiscl&ynapsen (lytische und stimulatorische
Synapse) zwischen Zielzelle und ZTL kommt (20).okal und Mitarbeiter zeigten, dass es
schon bei niedrigen Antigenkonzentrationen zur Adsibg der lytischen Synapse kommt

(Abbildung 1.3, rechts unten), wohingegen die Alaghig der stimulatorischen Synapse hohe
Antigenkonzentration benétigt. Die Ausbildung degtidchen Synapse flhrte zur lytischen
Effektorfunktion der ZTL, wohingegen die Ausbildurder stimulatorischen Synapse zur
vollstandigen Effektorfunktion, d.h. lytischer Efterfunktion und Zytokin-Sekretion, fuhrte.
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Die Polarisierung der lytischen Granula zur Zidkaattaktstelle erfolgt schon wenige Minuten
nach Zielzellerkennung (21, 22). Die Mobilisierungler Iytischen Granula zur
Zielzellkontaktstelle erfolgt durch den Transporhtleng Mikrotubuli zum microtubule

organizing center(MTOC), der sich an der BerUhrungsflaiche zur Aldz ausbildet (23).

AulRerdem wurde kurzlich gezeigt, dass beim Trannspder lytischen Granula zur
Zielzellkontaktstelle Zentrosomen ebenfalls bajgeilsind (24). Nach Fusion der lytischen
Granula mit der Plasmamembran kommt es zur Exoeytder Effektormolekile. Die
Polarisierung der Iytischen Granula ermdglicht eifekussierte Ausschittung der

Effektormolekile. Beim ,lytischen Hit* entleert @nZTL ihre Speicher nicht vollstandig.

Stimulatorische Synapse
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung der immunologisch en Synapse. Vereinfachte Darstellung der
immunologischen Synapse, die sich nach Kontakt der ZTL mit der Zielzelle, an der Kontakistelle
ausbildet wird. Die stimulatorische immunologische Synapse besteht aus einer zentralen Region aus
lytischen Granula und dem cSMAC. Der cSMAC ist der zentrale Kern aus Signal- und Effektormolekilen
(u.a. TZR und dem MHC-Peptid-Komplex) und wird umringt von Adhasionsmolekiilen, die an der
PSMAC Region lokalisiert sind (rechts oben). Fiir eine Zytokin-Sekretion der ZTL ist die Ausbildung der
stimulatorischen Synapse erforderlich, die bei hohen Antigenkonzentrationen gebildet wird. Niedrige
Antigenkonzentrationen dagegen sind fiir die Ausbildung der minimalen lytischen Synapse ausreichend,
die durch Rekrutierung der lytischen Granula gebildet wird (rechts unten). Dieser fehlen die Merkmale,
die fur eine stimulatorische immunologische Synapse charakteristisch sind. Abkirzungen: ZTL:
zytotoxische T-Zelle, TZR: T-Zell-Rezeptor, MTOC: microtubule organizing center, cSMAC: central

supramolecular activation cluster pSMAC: peripheral supramolecular activation cluster, MHC: major
histocompatibility complex, pMHC: MHC-Klasse-I-Peptid-Komplex. Modifiziert nach (3).
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Zudem werden durch Neusynthese der EffektormolelideSpeicher wieder befillt. Dadurch
kann eine ZTL seriell mehrere Zielzellen nacheimandbtdten (25) (26). Kirzlich zeigten
Wiedemann und Mitarbeiter, dass ZTL auch mehrerdzgilen gleichzeitig durch raumlich-

zeitliche Abkopplung lyischer und der stimulatohec Synapsen abtdten kénnen (22).

1.2.2 Perforin

Patienten mit der Erkrankunf@amiliare hamophagozytische Lymphohistozy(@$¢l)-2, die
eine Mutation im Gen fur Perforin tragen, zeigehebtich hohe Anfalligkeiten flr virale
Infektionen (27). Dies weist auf eine Schllssedrdilir Perforin bei der Bekdmpfung viraler
Infekte hin. Perforin-defizientenockoutMause zeigen ahnliche Anfalligkeiten, so dass dieh
Bedeutung des Perforins fur die immunologische ®est gegen virale und bakterielle
Infektionen bestatigt (28, 29).

Perforin ist ein circa 67 kDa gro3es Protein unddebi nach Polymerisierung in der
Zielzellmembran Poren von circa 5-20 nm Durchmeg3@r 31). Die Expression von Perforin
ist in ruhenden T-Zellen sehr gering, wird aber ®@nulation des TZR und durch Zytokine wie
IL-2, IL-15 und IL-21 induziert (32). Die dreidimsionale Struktur des Proteins ist bis jetzt
noch nicht aufgeklart. Es konnte aber gezeigt werdass Perforin am carboxyterminalen Ende
eine so genannte C2-Bindedomane besitzt, die caébbangig fir die Bindung an
Phospholipide von entscheidender Bedeutung ist. (Bl)den lytischen Granula fiihrt ein
niedriger pH-Wert von unter pH 5,5 zur Protonierutey Aspartat-Reste in der C2-Domane,
wodurch eine Bindung von Calcium und damit eineii&tung des Perforins verhindert wird.
Erst bei Ausschittung des Perforins werden ab eimgfWert von pH 6,2 in der
immunologischen Synapse die Aspartat-Reste depestpso dass Calcium binden kann und

Perforin aktiviert wird, wodurch es den Eintritrdéranzyme in die Zielzelle erméglicht (33).

Um sich selbst vor der Aktivitat des Perforins zhi#zen, gelangt das Granulamembranprotein
Cathepsin B bei Exozytose der lytischen GranuladieifAul3enseite der Effektorzellmembran

(34). Cathepsin B inaktiviert durch Proteolyse igus Perforin, welches gegen die eigene
Effektorzelle gerichtet ist. Neben Cathepsin B messnoch weitere schitzende Mechanismen

geben, da Cathepsin B defiziente Effektorzellemé&bis Uberleben (35).
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1.2.3 Granzym A und Granzym B

Fur die Induktion der Zielzellapoptose sind dieilgaoteasen Granzym A und Granzym B die
wichtigsten Granzyme. Granzym B aktiviert eine podbytische Kaskade, die mit der
Aktivierung der Caspase-3 beginnt und Uber siebeiteve Caspasen verlauft. Schliel3lich wird
die Caspase-aktivierbare DNase (CAD), die im Zyt@so ein inhibierendes Molekil (ICAD)
gebunden ist, freigesetzt und aktiviert (Abbildung). CAD dringt in den Zellkern der Zielzelle
ein und spaltet dort die chromosomale DNA in die &ine Apoptose charakteristischen
Fragmente von 200 bp (36). Uber einen Caspase-énglten Weg kann Granzym B das
Protein BH3interacting domain death agonifBID) spalten. Das gespaltene BID aktiviert die
Proteine BCL-2associated X proteiiBAX) und BCL-2-antagonist of cell deatl{BAD), die
Poren in der &aufReren Mitochondrienmembran bildemadutch wird die Integritat der
Mitochondrienmembran zerstért und die Freisetzungn VCytochrom C induziert. Das
freigesetzte Cytochrom C kann in Anwesenheit akti@aspasen mit dempoptotic protease-
activating factor (APAF)-1 und der Procaspase-9 ein so genannteptdpom bilden, dass
wiederum die Caspase-3 aktiviert, wodurch der rhibocrielle Weg mit dem Caspase-

abhangigen Weg verknupft ist (37).

Granzym A hingegen induziert Apoptose Uber einesp@se-unabhangigen Weg. Zum einen
spaltet es das Histon H1, wodurch die DNA fur DMeseganglich gemacht wird. Zum anderen
zerstort Granzym A die Lamine, die Bestandteile Kiemmembran sind. Granzym A kann auch
DNA-Schaden durch Einzelstrangbriiche verursachezs W/eiteren kann Granzym A den
Verlust des mitochondriellen Membranpotentials dren, wodurch es zu einem
Funktionsverlust der Mitochondrien durch Anreichegueaktiver Sauerstoffspezies kommt (1).
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Kaskade aus, die letztlich CAD aktiviert. CAD wird daraufhin aus dem inaktiven Komplex mit ICAD losgelost,
dringt in den Zellkern der Zielzelle ein und fiihrt zur Fragmentierung der DNA (links). Uber einen Caspase-
unabhéngigen Weg spaltet Granzym B das Protein BID. Das gespaltene BID aktiviert BAX und BAD um Poren in
der &auBeren Mitochondrienmembran zu bilden. Daraufhin kommt es zur Zerstérung der Integritat der
Mitochondrienmembran. Unter anderem gelangt das Cytochrom c ins Zytosol und aktiviert Caspasen, die
zusammen mit dem APAF-1 und Pro-Caspase-9 ein Apoptosom bilden, das wiederum Caspase-3 aktiviert
(rechts). Abklrzungen: ZTL: zytotoxische T-Zelle, GzmB: Granzym B, CAD: caspase-aktivierbare DNase,
ICAD: inactive CAD, BID: BH3-interacting domain death agonist, BAX: BCL-2-associated X protein, BAD: BCL-2-

antagonist of cell death, APAF: apoptotic protease-activating factor. Modifiziert nach (1).

1.2.4 RANTES

RANTES (egulated upon activation, normal T cell expressed secreted nach der neuen
Nomenklatur auch CCL5 genannt, ist ein Chemokikis Chemokine bezeichnet man
chemotaktisch wirkende Zytokine. Chemokine werdem wielen verschiedenen Zelltypen,
darunter auch Monozyten und T-Zellen, sezerniehterfiokine kénnen Leukozyten anlocken
und aktivieren (38, 39). Die Signaltransduktion v@ANTES wird dabei durch die
Chemokinrezeptoren CCR1, CCR3 und CCR5 UbermittRANTES wird wahrend der
Differenzierung naiver CDST-Zellen zu reifen Effektorzellen zusammen mit fBen,
Granzym A und Granzym B induziert (40). Fir RANTESInte gezeigt werden, dass es in ZTL
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ebenfalls wie die zytotoxischen Effektormolekulantrazellularen Kompartimenten gespeichert
vorliegt und spezifisch nach TZR-Stimulierung serat wird (41, 42). Neuere Arbeiten zeigen
unter anderem, dass RANTES durch Verstarkung déellproliferation und der Zytotoxizitat
zu einer generellen Aktivierung der ZTL beitragemk (43, 44).

1.3 Funktion von Makrophagen

Makrophagen stellen die aktive Form der Monozytan die in der Blutbahn zirkulieren. Unter
dem Einfluss verschiedener Zytokine unecrophage colony-stimulating fact@-CSF) und
granulocyte-macrophage colony-stimulating fac(@M-CSF) durchlaufen sie unterschiedliche
Reifungs- und Differenzierungsstadien. Sobald sseGewebe einwandern, differenzieren sie zu
Makrophagen und vergré3ern sich auf das Funf- kisniache der urspriinglichen ZellgroR3e.
Dabei nimmt ihre phagozytische Kapazitat zu, sa@eGehalt an verdauenden Enzymen in den
Lysosomen. Makrophagen tben in der Immunabwehr\gelseitige Funktionen aus. Durch die
Eigenschaft der Phagozytose, die eine essentiellapgnente der angeborenen Immunantwort
darstellt, kdnnen sie Eindringlinge, verletztes uotes Gewebe sowie apoptotische Zellen
beseitigen (45, 46). Viele ihrer Funktionen erfiill®akrophagen durch die Ausschuittung von
biologisch aktiven Substanzen wie Proteinen, Lipided reaktiven Sauerstoffspezies, wobei

deren Produktion getrennt, nacheinander oder gleitig erfolgen kann (47).

In der spezifischen Immunabwehr aktivieren Makrammaals Antigen-prasentierende Zellen
T-Zellen und B-Zellen. Nach Phagozytose und Verdawm Fremdkorpern werden Teile dieser
Antigene uUber MHC-Molekile auf der Makrophagen-dedrflache prasentiert. Die

T-Lymphozyten, die diese Struktur mit ihrem TZR Afisch erkennen, werden gebunden und
zur Vermehrung angeregt. Dabei produzieren sie Kiy#p die wiederum antigenstimulierte

B-Lymphozyten zur Differenzierung in eine Antikorgeoduzierende Plasmazelle aktivieren.
Die gebildeten Antikorper binden spezifisch an preéshende Strukturen von Mikroorganismen,
wodurch diese neutralisiert werden oder durch dasiilementsystem vernichtet werden. Die
gebildeten Antigen-Antikorper-Komplexe kdnnen eladisf durch Makrophagen phagozytiert

werden.
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1.4 Das humane Nierenzellkarzinom

In Deutschland wird die Zahl der jahrlichen Neuarktungen an Nierenkrebs bei Frauen auf
etwa 6 400 und bei Mannern auf etwa 10 300 gestcHzdz bosartigen Neubildungen der Niere
im Erwachsenenalter handelt es sich zu 85% um eNmmilkarzinome (48). Das
Nierenzellkarzinom renal cell carcinoma RCC) ist ein epithelialer Tumor der vom
Tubulusepithel der Niere ausgeht. Es stellt didigéie neoplastische Erkrankung der Niere dar
und macht in Deutschland einen Anteil von 1 — 2 Mradsartigen Tumoren aus. Manner
erkranken dreimal héaufiger als Frauen. Die Erkraugkwird meist im sechsten Lebensjahrzehnt
diagnostiziert. Nach der im deutschsprachigem Raerbreiteten Mainz-Klassifikation nach
Thoenes werden die Nierenzellkarzinome nach zytphwogischen Kriterien und
Tumorwachstum in klarzellige, chromophile, chromaipé und polymorphige und Duct-Bellini-
Typen unterschieden. Das klarzellige Nierenzellikemn macht einen Anteil von 70 - 80 % aller
Nierenzellkarzinome aus (49). Die Klassifikation durdie Stadieneinteilung sowie der
histologisch beurteilte Grad der Tumordifferenziegufir das Nierenzellkarzinom sind in
Tabelle 1.1 nach den Richtlinien dddnion International Contre le CancrqUICC)

zusammengefasst

Die Prognose hangt entscheidend vom Ausmall derardaing bei Therapiebeginn ab. Die
Funf-Jahres-Uberlebensrate betragt bei lokal be¢gem Tumor 70 -80 %, bei lokal

vorgeschrittenem Tumor 20 - 60 % und bei Fernmasast unter 10 %. Bei Prognosestellung
sind bereits 13 % der Karzinome metastasiert. ésafn fortgeschrittenen Stadium betragt die
Ein-Jahres-Uberlebensrate ohne weitere Behandlungtwa 15 %. Hierbei spielt die Zahl der
befallenen Organe eine entscheidende Rolle. Ms&stireten in absteigenden Haufigkeiten
primar in Lunge, Lymphknoten, Skelett, Leber undbbdiieren auf, wobei Skelett und

Lebermetastasen die ungtinstigste Prognose anz&agen

Die Therapie der Wahl bei Vorliegen eines nicht astsierten Nierenzellkarzinoms ist die
chirurgische Entfernung des Tumors. Das metastadi@rzinom ist in der Regel nicht heilbar.
Das Nierenzellkarzinom entzieht sich weitgehencderekonservativen Therapie (Bestrahlung,
Chemotherapie), wodurch diese héaufige und hochmaligrkrankung die Suche nach
alternativen Behandlungsmadglichkeiten erforderi.®2 - 0,5 % der Nierenzellkarzinome zeigt

11
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sich eine spontane Remission von Primartumoren btitastasen, die auf eine Antwort des
Immunsystems gegen den Tumor zurtickgefuihrt wer8é&h Daher erhofft man sich Erfolge
durch eine Immuntherapie. Diese Hoffnung liegt ier dBeobachtung begrindet, dass
Nierenzellkarzinome meist eine groRe Anzahl tunfoniierender Lymphozyten (TIL)

beinhalten, die nach Isolierung Aktivitat gegen Tueellen zeigen (52).

Immunologisch wirksame Substanzen wie das IL-2teaitpereits 1985 klinische Erfolge in der
Behandlung metastasierender Tumoren (53). Die uidabland mittlerweile standardisierte und
am haufigsten angewendete Behandlung bei metastadean Nierenzellkarzinom nach der
operativen Entfernung des Primartumors stellt doemlinierte Immun-Chemotherapie mit
systemischer Gabe von IFN-IL-2 und 5-Fluoruracil dar (54). Hierbei wurdemgprechraten
von 20 — 30 % beschrieben, die etwa bei der Halier Falle zu kompletten oder teilweisen
Remissionen des Tumors fuhrten (55) (56). Dieselgef bekraftigten die Hypothese, dass in
einigen Fallen eine effektive Immunantwort gegen demor ausgel6st werden kann. Derzeit
laufen zudem mehrere Erfolg versprechende StudignTgmosinkinase-Inhibitoren. Weitere
Studien zur Entwicklung neuer therapeutischer Mibddeiten fir Tumorerkrankungen
beinhalten die Verabreichung weiterer Zytokine, duspezifischer Antikérper und den
adoptiven Transfer vonn vitro aktivierten Zellen unter anderem von tumorspedifes

T-Lymphozyten.

Hinsichtlich der Entwicklung wirkungsvoller Immurtapien ist die Frage noch nicht
beantwortet, in wie weit der Tumor selbst das Imaystem beeinflusst und Mechanismen im
Tumormilieu gegeben sind, die eine Immunantwortitedrn oder inaktivieren. So ist immer
noch nicht vollkommen verstanden, warum Lymphozyten Tumor zwar zahlreich infiltrieren

und damit eine Veranderung des Normalzustandesrkenmen scheinen, im Tumor aber

offensichtlich keine effiziente Zerstérung der etgten Zellen bewirken.

12
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Tabelle 1.1: Stadieneinteilung und TNM-Klassifikaton des Nierenzellkarzinoms nach den Richtlinien der
Union International Contre le Cancre (UIOC), Stand 2002.(Quelle: Empfehlungen zur Diagnostik, Therapie
und Nachsorge Urogenitale Tumoren, Tumorzentruma¥én).

Primartumor

TO

Kein Anhalt fir Primartumor

T1 Tumor 7 cm oder weniger in groRerer Ausdehnbegrenzt auf die Niere (neu seit 1997)
(Tumor 2,5 cm oder weniger in groRBerer Ausdehnbegrenzt auf die Niere [bis 1997])

T2 Tumor mehr als 7 cm in gréRerer Ausdehnung,dretjrauf die Niere (neu seit 1997)
(Tumor mehr als 2,5 cm in gréRerer Ausdehnung, dreggrauf die Niere bis [1997])

T3 Tumor breitet sich in groReren Venen aus oddtriart direkt Nebenniere oder perirenales
Fettgewebe, jedoch nicht Gber die Gerotafaszieusina

T4 Tumor infiltriert Uber die Gerotafaszie hinaus

TX Primé&rtumor kann nicht beurteilt werden

Regionale Lymphknoten

NO Keine regionalen Lymphknotenmetastasen

N1 Metastase(n) in einem regionalen Lymphknoten

N2 Metastase(n) in mehr als einem regionalen Lymptdn

(N3 Metastasen in Lymphknoten, mehr als 5 cm iRgrér Ausdehnung [bis 1997])
NX Regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt chesr

Fernmetastasen

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

MX Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beunegrden

Stadiengruppierung

Stadium | T1 NO MO
Stadium Il T2 NO MO
Stadium Il | T3 NO MO
T1,2,3 N1 MO
Stadium IV | T4 NO,N1 MO
Jedes T N2 MO
Jedes T Jedes N M1

Histologisches Grading

Gl gut differenziert
G2 maRig differenziert
G3/4 schlecht differenziert/undifferenziert

13
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1.5 Tumorinfiltrierende Lymphozyten und deren Beeinflussung durch das Tumormilieu

Damit eine effiziente Immunantwort gegen den Tumertsteht, sind viele Ereignisse
erforderlich, die zum Teil noch unvollkommen verstan sind. Fir eine erfolgreiche
Immunantwort ist die Induktion der tumorantigenspgzhen T-Lymphozyten, ihre Migration in
den Tumor sowie die Effektorfunktion der T-Lymphtey am Ort des Tumors Voraussetzung.
Defekte in der Migration von Lymphozyten zum Tumeurden beobachtet, indem
antigenspezifische T-Zellen in der Peripherie naghgsen wurden, aber nicht im Tumor (57).
Nierenzellkarzinome zeigen jedoch in der Regel aiisgepragtes Lymphozyteninfiltrat, das
neben Lymphozyten, darunter T-Zellen, NK-Zellen uBdZellen, auch Monozyten und
dendritische Zellen beinhaltet (52, 58-61). Unten dhfiltrierenden Lymphozyten (TIL) sind die
T-Lymphozyten bisher am ausfuhrlichsten charakitisworden. Meist wurde von einer
uberwiegenden Anzahl von CD8-Zellen gegeniiber CD4T-Zellen berichtet (58, 62, 63).
Isoliert man die T-Lymphozyten aus dem Tumorgewehd kultiviert siein vitro mit IL-2,
zeigen sie lytische Aktivitdt gegeniber autologarmrzellen auf (52). Die Persistenz von
tumorspezifischen T-Zellen im peripheren Blut eiherenzellkarzinom-Patienten konnte tber
einen Zeitraum von mindestens zehn Jahren ebentatlsgewiesen werden (64). Unbehandelte
infiltrierende Lymphozyten hingegen zeigen nacHiésong keine Iytische Aktivitat (65) (66)
(52). Auch bleibtin vivo eine AbstoRung des Tumors aus. Dies deutet awf e@gfiziente
Effektorfunktion der infiltrierenden Lymphozyten ifrumor hin.

Die zytotoxische T-Zell-Reaktion braucht die Erkeng von Antigenen, die uber
MHC-Klasse-I-Komplexe auf Zielzellen prasentiertrden. Daher sind das Fehlen bzw. eine
Abregulation der MHC-Klasse-I-Molekule, eine schivadAntigenprasentation oder das Fehlen
von Komponenten der antigenprasentierenden Masohihdglichkeiten fur das Ausbleiben

einer zytotoxischen T-Zell-Reaktion. Diese Defiated bei Tumoren weit verbreitet (67).

Daneben kdonnen von Tumorzellen sezernierte Molegkiileiner Inhibierung der Immunantwort
beitragen. Zu diesen zahlen Zytokine, wie der fanserende Wachstumsfakt@r-
(transforming growth factef, TGF). TGFf inhibiert die Aktivierung von T-Zellen, verandert
die Differenzierung von naiven T-Zellen zu Effektellen (68) und inhibier die Expression der
Effektormolekile IFNy, Granzym B, Granzym A, und Perforin spezifisch we#ld der
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Differenzierung naiver T-Zellen zu zytotoxischerdktorzellen (69). In Tumormodellen flhrten
TGF-B-Rezeptor-negative CD8-Zellen zur Tumorregression, wohingegen TBBensitive
T-Zellen nicht in der Lage waren das Wachstum zutrodlieren. Weitere Zytokine, wie IL-10,
konnen ebenfalls die zellulare Immunantwort inhibie (70). Beschrieben ist die Prasenz von
regulatorischen T-Lymphozyten in zahlreichen Tumgomdarunter auch im Nierenzellkarzinom
(71). Diese sezernieren Zytokine, wie TGfnd IL-10, und kdbnnen somit eine Suppression der

antitumoralen Immunantwort bewirken (72).

Das Molekul Perforin spielt eine entscheidende &b#i der zytotoxischen Effektorfunktion von
ZTL und ist fur die Tumorbekdmpfung wichtig. Perfieknock-outMause entwickeln haufiger
Tumoren (28, 73). AuRerdem zeigen Perfdamock-outMause gréRere Tumoren und eine
retardierte Tumorregression sowie eine geringerdizi&fiz in der Absto3ung von
Tumormetastasen gegenuber Wildtyp-Mausen (74,Jersuchungen humaner infiltrierender
Lymphozyten zeigen eine Korrelation zwischen eigeringen Anzahl an PerfofwZellen im

Tumor und einem aggressiven Wachstum von Karzingim@n 78).

1.6 Das Tumormilieu

Das Milieu solider Tumoren unterscheidet sich vemdMilieu gesunder Gewebe. Wesentliche
Faktoren sind dabei die Vaskularitdt und der Steéfiasel der Tumorzellen. Durch die starke
Proliferation der Tumorzellen kommt es zu einerledhteren Blutversorgung innerhalb des
Tumors, wodurch ein geringer Sauerstoffpartialdr(idikpoxie) im soliden Tumor entsteht (79).
Aufgrund des auf anaerobe Glykolyse eingestelltetoffi@echsels der Tumorzellen

akkumulieren Stoffwechselprodukte, wie Laktat umdt&hen, die den pH-Wert erniedrigen und
zu Azidose fuhren. Zusatzlich tragt der hohe Plarigk des Kohlendioxids zur Azidose bei
(80).
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1.7 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Mit immunologischen Strategien, wie der Immunisrggunit tumorassoziierten Antigenen oder
der adoptiven Immuntherapie, erhofft man sich duhetiuktion bzw. Verabreichung von
antigenspezifischen Zellen eine erfolgreiche Beld@mp von Tumoren. Zwar gelingt die
Herstellung tumorantigenreaktiver Zellen zunehmieesker, aber klinische Erfolge gemessen an
dem Tumorriickgang sind bisher noch selten. Aus edillkarzinomen isolierte T-Zellen
zeigen oftmals lytische Aktivitdt gegeniber aute@lmglumorzellen, wenn man sie aus dem
Tumor isoliert und mit IL-2 kultiviert. T-Zell-Reptoranalysen, dein vitro funktionsfahigen
und gegen die autologen Tumorzellen reaktiven turfitierenden T-Lymphozyten zeigten des
Weiteren, dass dieselben T-Zell-Rezeptoren im Tgewebe vorzufinden sind (64, 81). Den
Beobachtungen, dass aus dem Tumor isolierte tufitor@rende T-Lymphozyten ohnia vitro
Kultur nicht reaktiv sind (52, 60) und im Patiennch meist keine Tumorabsto3ung stattfindet,

kann man entnehmen, dass die Lymphozyten im Tumsht ader wenig reaktiv sind.

In folgender Arbeit wurden Nierenzellkarzinom-itrfiérende CD8-Lymphozyten direkt im
Tumorgewebe, wo sie noch dem Tumormilieu ausgesetd{ untersucht, um die funktionellen
Defizite zu identifizieren. Dazu wurde der Diffemerungsstatus und die Prasenz des
Effektormolekuls Perforin in den Lymphozyten mist@inmunhistologischer Mehrfachfarbungen
nachgewiesen Des Weiteren wurde bestimmt, ob undelchem Ausmald im Tumor aktive
Interaktionen zwischen CD&ymphozyten und Tumorzellen vorliegen. Dazu wureiee
Methodik mit immunhistologischen MehrfachfarbungarKombination mit einer Auswertung
mittels konfokaler Lasermikroskopie etabliert, deerlaubt Zielzellerkennung und zytotoxische
Reaktion der CD8Lymphozyten bildgebend darzustellen und zu quiaigiten.

Um mechanistisch mdgliche Ursachen, die zu giesitu erkannten Defiziten gefiihrt haben
konnten, aufzuklaren, wurde eim vitro Modellsystem entwickelt. Hierbei wurde der Ein8lus
von Tumormilieu-assoziierten Faktoren, wie Zelldegh Azidose und TGB- auf die
Effektormolekile und die Effektorfunktion von zybaischen T-Lymphozyten untersucht. Mit
der Kenntnis der Mechanismen, die zu einer Inadtisng der T-Zell-Effektorfunktion fuhren,
kbnnen MalRnahmen entwickelt werden, die die Effiziemmuntherapeutischer Strategien

verbessern.
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2 Material

2 Material

2.1 Geréate und Verbrauchsmaterial

Gerat/ Verbrauchsmaterial

Hersteller

40 um Rundfilter

Becton Dickinson, Heidelberg

5 ml Spritzen (fiir Multistepper)

Eppendorf, Hamburg

Bestrahlungsanlage HWM-D-20@trahlungsquelle’Caesium)

GammacCell 40, Ottawa, Kanada

Bodenblatten fur ELISA (96-Loch)

Nunc, Wiesbaden

Brutschrank

Heraeus Instruments, Hanau

Chamber slides

Becton Dickinson, Heidelberg

Deckglaschen

IDL, Nidderau

Einmalpipetten 2,5,10 und 25 ml

Greiner bio-onéckemhausen

ELISA-Lesegerat SLT SPECTRA

SLT Instruments, AlgidDsterreich

Fluoreszenzzytometer, FACS Calibur

Becton Dickinson, Heidelberg

Fluoreszenzzytometer, LSR-II

Becton Dickinson, tederg

Kryoréhrchen

Nunc, Wiesbaden

Kryostat

Leica Jung CM 3000

Laserscanning System TCS SP2

Leica Microsystendeterg

Leica DM IRBE Mikroskop

Leica Microsystems, Heideil

Lichtmikroskope (Leica DMLS, Zeiss Axioskop)

Leibicrosystems, Heidelberg; Zeiss, Jena

MACS-Zelltrennsystem (Saulen, beads)

Miltenyi, Bmt Bergisch Glattbach

Milli-Q®-Reinwasserherstellungssystem

Millipore,/Ba@albach

MoFlo™ High Performanceell sorter

Dako, Glostrup, Danemark

Neubauer-Zahlkammer

GLW, Wirzburg

Objekttrager

Menzel, Braunschweig

Pasteurpipetten, Glas

Peske OHG, Miinchen

pH-Meter 766 Calimetric

Knick, Berlin

Pipettenspitzen

Eppendorf / Gilson

Reaktionsgefalie Eppendorf, Hamburg
Rundbodenplatten (96-Loch) PAA Laboratories, Célbe
Sterilbank BDK, Sonnenbriihl-Genkingen

StickstofftankChronos Biosafe

Messer Griesheim, Krefeld

SzintilationsmessgeratOP Count

Canberra Packard, Dreieich

Zellkulturflachen (175 cf)

Greiner bio-one, Frickenhausen

Zellkulturflachen (25 cund 75 crf)

Becton Dickinson, Heidelberg

Zentrifugen

Heraeus Instruments, Hanau
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Geréat / Verbrauchsmaterial

Hersteller

ELISA-Kit IFN-y

Becton Dickinson, Heidelberg

ELISA-Kit IL-2

Becton Dickinson, Heidelberg

ELISA-Kit TGF-B1

Becton Dickinson, Heidelberg

FACS-Rohrchen (5 ml mit Deckel)

Becton Dickinsoreidtelberg

FACS-Ro6hrchen (klein)

Greiner bio-one, Frickenhausen

LumaPlaté"-96 (Filterplatten fiir CML)

Canberra Packard, Diele

Mehrkanalpipette

Dunn Labortechnik, Asbach

Mehrlochplatten (48- Loch)

Becton Dickinson, Heluksig

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

Becton Ditdan, Heidelberg

Multistepper

Eppendorf, Hamburg

Rohrchen 15 und 50 ml

Greiner bio-one, Frickhausen

Substratreagenzien A und B (Substrat fiir ELISA)

tBe®ickinson, Heidelberg

TECAN Genios Plus (Photometer)

SLT, Creilsheim

Wasserbad

Koéttermann Labortechnik, Uetze
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2.2 Chemikalien

Verbrauchsmaterial

Hersteller

1 N Salzsaure

Merck, Darmstadt

4’ ,6-Diamodino-2-Phenylindol (DAPI)

Sigma-Aldricth€mie GmbH, Steinheim

>ICr-Natrimchromat (5 mCi)

Hartmann

7-Amino-Actinomycin D (7AAD)

Sigma-Aldrich Chemier@bH, Steinheim

Aceton

Merck, Darmstadt

Aqua ad iniectabilia Braun

B. Braun Melsungen AgMelsungen

BSA-Fitc

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

DAKOP® Target Retrieval Solution (10x)

DAKO, Hamburg

ELISA Substratlésung

Becton Dickinson, Heidelberg

Essigsaure

Merck, Darmstadt

Ethanol

Merck, Darmstadt

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Sigma-Aldridie@ie GmbH, Steinheim

Fixogum

Science Services

Humanserum (fur die Durchflusszytometrie)

CambrexpOration

Immersionsol Leica Microsystems, Wetzlar
Methanol Merck, Darmstadt
Met-RANTES Proudfoot, A., Serone, Genf

Natrionhydrogencarbonat

Merck, Darmstadt

Natriumazid

Merck, Darmstadt

Natriumchlorid

Merck, Darmstadt

Natriumcitrat 2HO0

Merck, Darmstadt

Orthophosphorséaure

Merck, Darmstadt

Paraformaldehyd

Merck, Darmstadt

phosphatgepufferte Salzlésung (PBS), Pulver zunei.és

Biochrom AG, Berlin

PKH

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Propidiumjodid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Saponin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Trypanblau ICN Biomedicals GmbH

Tween 20 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Vectashield VECTOR Laboratories

Vybrant DiD Invitrogen, Karlsruhe
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2.3 Zellkultur

2.3.1 Medien und Puffer (steril)

RMPI-Basismedium
RPMI 1640
2 mM L-Glutamin
1 mM Natriumpyruvat
1 mM nichtessentielle Aminoséuren

T-Zell-Medium
RPMI-Basismedium
7,5 % FCS
7,5 % Humansserum
50 U/ ml IL-2 (bei einigen Versuchen anstelle ¥o? 10 ng / ml IL-15)

RCC-Medium
RPMI-Basismedium
12 % FCS

LCL-Medium
RPMI-Basismedium
10 % FCS

Selektionsmedium fir K-562-A2
LCL-Medium
1 mg / ml Gentamycin (G418)

CML-Medium
RPMI-Basismedium
15 % FCS
1x Penicillin/Streptomycin

Einfriermedium
20 % DMSO in RPMI-Basismedium

Trypin-EDTA-L8sung
2x Stocklésung Trypsin-EDTA

MACS-Puffer
0,1 % Humanserum
0,5 mM EDTA (in PBS)
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2.3.2 Medienzusatze und sonstige Losungen

Verbrauchsmaterial Hersteller

Rekombinantes Interleukin-2 (Proleukin) Cetus, Bidle, USA
Rekombinantes Interleukin-15 (PromoKin) PromoCethlgH, Heidelberg
Rekombinantes GM-CSF, Leukine® Schering, Berlin
Rekombinantes Interleukin-4 R&D Systems, Wiesbaden
Rekombinantes TGB1 R&D Systems, Wiesbaden
Tyrosinase-Peptid (YMNGTMSQV) IMI, GSF

Humanserum (verschiedener gesunder Spender) IME, GS

Trypsin-EDTA (10x) Invitrogen, Karlsruhe

Ficoll® Biochrom, Berlin

Fotales Kalberserum (FCS) Invitrogen, Karlsruhe
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck, Darmstadt
Nichtessentielle Aminosauren (100x) Invitrogen, IKarhe
Natriumpyruvat Invitrogen, Karlsruhe
L-Glutamin Invitrogen, Karlsruhe
Heparin 2500 IE Essex Pharma GmbH, Miinchen
Gentamycin (G418) Roche, Pensberg
phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) Invitrogen)dfahe

RPMI 1640 ohne L-Glutamin Invitrogen, Karlsruhe
Penicillin / Streptomycin (100x) Invitrogen, Kanlgre

AIMV Invitrogen, Karlsruhe
OPTI-MEM Invitrogen, Karlsruhe
Accutas& PAA Laboratories, Célbe
Calcein AM Invitrogen, Karlsruhe

Einige Medienzusatze sollen hier noch mal ndhechresben werden:

L-Glutamin

Glutamin ist in vielen Fallen die wachstumslimigede Aminoséaure fir in Kultur befindliche Zellers E
dient als wichtige Kohlenstoffquelle sowie als Aasgsstoff flr viele katabolische Reaktionen. Des
Weiteren kann Glutamin als Energiequelle in demafiyklus eingeschleusst werden. Da Glutamin
instabil ist und durch im Medium befindliche Glutamsen sowie nicht-enzymatisch abgebaut wird, ist
eine Zugabe zum Kulturmedium kurz vor Gebrauch eotfig. Die sterile Stammlésung (200 mM)

wurde in Aliquots bei -20°C gelagert.
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Natriumpyruvat
Natriumpyruvat dient ebenfalls als Energiequellel wann dem Zitratzyklus zur Energiegewinnung

zugefuhrt werden. Die sterile Natriumpyruvat-Losy#g0 mM) wurde bei 4°C aufbewahrt.

Fotales Kéalberserum (FCS)

Um eine optimale Zellvermehrung zu gewahrleistash,es notwendig, dem Grundmedium zusatzlich

tierische Seren zuzugeben. Diese liefern essentiBistandteile wie unter anderem Hormone,

Bindungsproteine und Anheftungsfaktoren, Aminosauemorganische Salze und Spurenelemente. Um
die hitzelabilen Komplementfaktoren in dem Serumzetstéren, wurde es vor Gebrauch bei 56°C fir

45 min hitzeinaktiviert.

2.4L6sungen und Puffer

FACS-Puffer
2 % Humanserum
200 mM EDTA (in PBS)
0,1 % Natriumazid (in PBS)

FACS-Puffer mit Saponin
2 % Humanserum
0,1 % bzw. 0,35 % Saponin (in PBS)

Paraformaldehyd-L&sungen
1 % bzw. 4 % Paraformaldehyd (in PBS)

ELISA-CoatingPuffer
0,1 M Carbonatpuffer pH 9,5

ELISA-Waschpuffer
0,05 % Tween20 in PBS

ELISA-Blockierungspuffer (IL-2 und IFN)
1 % Magermilchpulver (in PBS)

ELISA-Blockierungspuffer (TGH)
10 % FCS (in sterilem PBS)
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20x SSC-Puffer
0,3 M Natrimcitrat 2HO (8,82 g)
3 M Natriumchlorid (17,83 g)
ad Aqua ad iniectabilia (100 ml)
— pH-Wert 7,0 (mit 1N Salzséaure)

DAPI-Stockl6sung
5 mg DAPI /ml in Aqua ad iniectabilia

DAPI-Gebrauchslésung
150 pg/ml DAPI (3l Stocklésung)
2x SSC-Puffer (10 ml)
ad Aqua ad iniectabilia (90 ml)

Stopp-Puffer fir Phagozytoseassay
01 % Natriumazid in PBS
200 mM EDTA in PBS

2.5Gewebeschnitte

Die in Tabelle 2.1 aufgefiihrten Nierentumoren ward®n der urologischen Abteilung des
Klinikum Grol3hadern, Ludwig-Maximilians-Universitdliinchen zur Verfigung gestellt. Bei
allen untersuchten Tumoren handelte es sich unaédlage Nierenzellkarzinome. In Tabelle 2.2
sind die in dieser Arbeit untersuchten Kontrollgpee(Paraffingewebe) aufgelistet. Alle
Gewebeschnitte (4 bis 5 pum) wurden bereits ferigGbjekttragern zur Verfigung gestellt. Die

Sammlung der Gewebeproben wurde von der lokaleikkeiimmission genehmigt.

Tabelle 2.1: Ubersicht der untersuchten Nierenzellkrzinomgewebe.

2

Bezeich- Jahrgang, Tumor- Stadium TNM- Histologisches Fern- Follow-up
nung Geschlecht  gréRke Klassifikation® Grading metastasen (8/05)

T1-RCC 1926, M 7,5cm I T3aNxMO0 G2 - A-DF
T4-RCC 1920, W 7,8 cm 1] T3bN2MO G2 - A

T5-RCC 1921, W v T1INOM1 G3 Lunge A-SD
T7-RCC 1934, M 7,8 cm v T3bNOM1 G2 Lunge A-PR
T8-RCC 1919, W 9,5cm I T2NxXMx G2 - A-DF

M: ménnlich, W: weiblich
2A: lebendig (alive), DF: krankheitsfrei (diseasesdy, SD: Erkrankung stabil (stabile disease), PRraBkung progressiv

3Fur die Erklarungen der einzelnen Stadieneinte#ungnd TNM-Klassifikationen siehe Tabelle 1.1.
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Tabelle 2.2: Ubersicht der untersuchten Kontrollgevebe.

Bezeichnung Organ/Material Bemerkungen Quelle

Tranplantat Niere/Bioptat AbgestoRRenes Prof. J. Diebold, Pathologisches Institut,
Nierentranplantat LMU, Minchen

Leber 2935 Leber/Bioptat Akute virale Prof. H.—J. Grone, Abteilung Zellulare und
Leberentziindung Molekulare Pathologie, DKFZ, Heidelberg

Leber 2690 Leber/Bioptat Akute virale Abteilung Zellulare und Molekulare
Leberentziindung Pathologie, DKFZ, Heidelberg

2.6 Blutproben

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Vollpiaben wurden von freiwilligen gesunden
Spendern zur Verfligung gestellt. Die Abnahme etéolgon zur Blutabnahme berechtigten

Personen. Die Zustimmung der lokalen Ethikkommiséag vor.
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2.7Zellen

Die in dieser Arbeit verwendeten Zellen, deren @ktamristika, Kulturmedien, Quelle sowie evt.

die Referenz ist in Tabelle 2.3 aufgefuhrt.

Tabelle 2.3: Ubersicht der verwendeten Zellen.

Bezeichnung Charakeristika Kulturmedium * | Quelle Referenz

PBL-Pool Gemisch von PBL aus vier gesunden IMI, GSF
Spendern

B-LCL-LAZ388 Epstein-Barr-Virus transformierte LCL-Medium Mackenson, A.
lymphoblastoide Zelllinie

Makrophagen aus Monozyten von gesunden AIMV-Medium im Labor generiert
Spendern differenziert (GM-CSF)

Dendritische Zellen aus Monozyten von gesunden AIMV-Medium im Labor generiert
Spendern differenziert (GM-CSF, IL-4)

RCC26 humane Nierenzellkarzinomzelllinie, | RCC-Medium IMI, GSF (82)
HLA-A2*

KT-195 humane Nierenzellkarzinomzelllinie, | RCC-Medium DKFZz, Heidelberg| (83)
HLA-A2~

K-562 Humane Erythroleukadmiezelllinie LCL-Medium ATCC, Rodley

Maryland, USA

K-562-A2 Humane Erythroleukamiezelllinie, LCL-Medium Britten, C.M.,
HLA-A2-Transfektate von K-562 (Gentamycin) Mainz

Mel624.38 humane Melanomzelllinie, HLA-A2 | RCC-Medium Panelli, M. (84)
Tyrosinasé

ZTL Klon JB4 humane klonale ZTL Linie, Allo- T-Zell-Medium IMI, GSF (85)
HLA-A-reaktiv

ZTL Klon TyrF8 humane klonale ZTL Linie, HLA- T-Zell-Medium Schrier, P., Leiden  (86)
A*0201-restringiert, spezifisch fur das
Tyrosinasesg.377Epitop

ZTL Klon TIL26 Isoliert aus RCC-Patient 26 T-Zell-Medium IMI, GSF 416

Mel 93.04 A12.1 humane Melanomzelllinie, HLA-A2 RCC-Medium Schrier, P., Leider

Tyrosinasé, stabile IL-2-TransfektanteF

'siehe Kapitel 2.3.1
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2.8 Antikorper

2.8.1 Priméarantikorper

Die in dieser Arbeit verwendeten Primarantikbrpadsn Tabelle 2.4 aufgefihrt.

Tabelle 2.4: Ubersicht der verwendeten Priméarantiképer.

Spezifitat Konjugation Isotyp Klon Einsatz | Verwendung® | Hersteller/Quelle
Perforin keine Maus 1gG2b | 8G9 5ug/ ml | FACS, IF BD Pharmingen
Isotyp ohne Maus IgG2b MOPC 141 uy / ml | FACS Sigma-Aldrich
Perforin FITC Maus 1gG2b | 6G9 1:10 FACS BD Pharmingen
Perforin keine Ratte KM 585 (P1-8) | 1:50 IF Kamiya Biomedical
GMP-17 keine Maus IgG1 2G9A10F5 1:1000 IF Immunotech
Granzym B | Keine Maus IgG1 GB11 1:50 FACS, IF Serotec
GranzymB | PE Maus IgG1 GB11 1:20 FACS Serotec
Granzym A | FITC Maus IgG1 CB9 1:10 FACS BD Pharmingen
Isotyp FITC Maus IgG1 MOPC-21 1:10 FACS BD Pharmingen
RANTES FITC Maus 1gG2b VL2 11 FACS Nelson, P., LMU
CD8 Cy5 Kaninchen SP16 1:100 IF Lab Vision
PD-1 PE Maus IgG1 MHI14 1:10 FACS BD Pharmingen
CD107a FITC Maus IgG1 H4B4 1:25 FACS BD Pharmingen
CD107b FITC Maus IgG1 H4A3 1:25 FACS BD Pharmingen
Isotyp FITC Maus IgG1 MOPC 21 1:17 FACS BD Pharmingen
CD14 FITC Maus lgG2a M5E2 1:25 FACS BD Pharmingen
CD209 FITC Maus 1gG2b DC N46 1:25 FACS BD Pharmingen
CD11lc PE Maus IgG1 B-Ly6 1:10 FACS BD Pharmingen
CD1la PE Maus IgG1 HI1149 1:10 FACS BD Pharmingen
CD36 FITC Maus 1gG2b FAG-152 1:10 FACS Immunotech
CCR1 PE Maus 1gG2b 53504.111 1:10 FACS R&D Systems
CCR5 PE Maus 1gG2b 45531 1:10 FACS R&D Systems
Isotyp PE Maus 1gG2b 27-35 1:10 FACS BD Pharmingen
CD3¢ FITC Maus 1gG2b G3 1:25 FACS Serotc

Isotyp FITC Maus 1gG2b G155-148 1:25 FACS BD Pharmingen
Isotyp? keine Maus 1gG2b TIB 173 1:1 FACS ATCC

'FACS: Durchflusszytometrie, IF: Imnmunfluoreszenzgsal

2Kulturiiberstand
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2.8.2 Sekundarantikérper

Die in dieser Arbeit verwendeten Sekundarantikogoed in Tabelle 2.5 aufgefihrt.

Tabelle 2.5: Ubersicht der verwendeten Sekundararkbrper.

Spezifitat Konjugation Spezies Einsatz Verwendung* Hersteller
Maus IgG2b AlexaFluor 488 Ziege 4ug/ml FACS, IF Invitrogen
Maus IgG1 AlexaFluor 488 Ziege 4u/ml FACS, IF Invitrogen
Kanincher Cy5 Ziege 1:100 IF Dianova
Maus IgG1 AlexaFuor 568 Ziege 4ug/ml IF Invitrogen
Ratté Cy3 Maus 1:200 IF Dianova

'FACS: Durchflusszytometrie, IF: Immunfluoreszenzgaal

2 Antikorperadsorbiert, so dass keine Kreuzreaktivitat gegenben
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3 Methoden

3.1Allgemeine Methoden der Zellkultur

3.1.1 Allgemeine Anmerkungen

Um Kontaminationen mit Bakterien und Pilzen zu veigen, erfolgte die Durchfiihrung der
sterilen Arbeiten in einer Sterilbank.

3.1.2 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Um die Zellen fir eine Langzeitlagerung zu konsenem, wurde die Gefrierschutzsubstanz
Dimethylsulfoxid (DMSO) verwendet. Das DMSO wirkaloki als Gefrierschutzsubstanz indem
es durch die Zellmembran diffundiert und somit dafassergehalt in der Zelle erniedrigt.
Dadurch wird die Bildung von Eiskristallen innerdbhalowie auch aul3erhalb der Zelle verhindert,
die die Zelle schadigen wirden. Da DMSO auf stoffvgelintakte Zellen toxisch wirkt, wurden
alle Arbeitsschritte der Kryokonservierung sowiend&uftauen zugig auf Eis durchgefuhrt. Die
Zellen wurden durch eine Zentrifugation von 5 mai 500 Umdrehungen pro Minute (rpm)
sedimentiert und der Kulturiberstand abgesaut. Wieftend wurde das Zellsediment in
eisgekihltem fotalem Kélberserum (FCS) mit 10 % DM&ufgenommen. Je ein Kryordhrchen
wurde mit 1,0 ml dieser Zellsuspension befillt,Hapiertiicher eingepackt, um ein schnelles
Einfrieren zu verhindern, und bei -80°C eingefrorliach einer bis zwei Wochen erfolgte die

Uberfuihrung der Kryoréhrchen auf Trockeneis indigen Stickstoff (-196°C).

Das Auftauen der konservierten Zellen erfolgte madarch Erwarmung der Kryoréhrchen bei
37°C im Wasserbad. Anschliel3end wurden die Zeltdarsin 100 % FCS aufgenommen und
zum Entfernen des DMSO bei 1500 rpm 5 min abzemfieit und der Kulturiberstand
abgesaugt. Nach Aufnahme des Zellsediments in Gebsamedium wurden sie in die
entsprechenden Zellkulturflachen gegeben. Die ieltuing aller verwendeten Zelllinien
erfolgte in einem Begasungsbrutschrank bei einem-Géhalt von 6,5 % in Wasserdampf

gesattigter Atmosphare und einer Temperatur vok37°
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3.1.3 Kultivierung und Trypsinierung von adharent wacltamZelllinien

Die Kultivierung von adharent wachsenden Zelllinenfolgte in dem fur die Zellen optimalen
Kulturmedium. Das Volumen des Kulturmediums in haign Zellkulturflaschen (75 ¢m
Adhérenzflache) betrug 10 ml bzw. bei den verwesnevielanomzelllinien 15 ml. In den
groRen Zellkulturflaschen (175 émidhérenzflache) betrug das Volumen des Kulturmediu
20 ml. Da die Nahrstoffe im Kulturmedium ab einemgssen Zelldichte aufgebraucht werden,
wurde das Kulturmedium der Zellen alle drei bisrvieage gewechselt, indem das alte
Kulturmedium abgesaugt und neues Kulturmedium higegeben wurde. War unter dem
Mikroskop bereits ein dichter Zellrasen sichtbah.deine Konfluenz von 80 % bis 100 %
vorhanden, wurde die Zellzahl reduziert. indemdss Melanomzelllinien vier Flnftel bzw. bei
den Nierenzellkarzinomzelllinien die Hélfte bis aveittel der Zellen verworfen wurde. Fir die
Entnahme von Zellen bei einer adharent wachsendettkukur musste zuerst eine
Zellsuspension hergestellt werden. Hierzu wurdeatt@sKulturmedium in der Zellkulturflasche
abgesaugt und die Zellen mit 5 ml phosphatgepeffSalzlosung (PBS) gewaschen, um das
noch verbleibende FCS-haltige Medium (siehe unterg tote Zellen, die nicht mehr an den
Zellkulturboden angeheftet waren, zu beseitigenschhieRend wurden die Zellen mit 1 ml
(75 cnf Zellkulturflaschen) bzw. 2 ml (175 énZellkulturflaschen) Trypsin-EDTA-L6sung ca.
2 min bis 5 min behandelt, damit sie sich von deltitgefalloberflache ablésen. Dabei werden
durch das Trypsin die Bindeproteine zwischen Zaehe Substrat proteolytisch gespalten und
durch EDTA die fir die Salzbriicken zwischen Zelted .Substrat notwendigen zweiwertigen
Kationen, vor allem Kalzium, komplexiert. Sobaldemdem Mikroskop zu erkennen war, dass
sich alle Zellen vollstadndig abgeltst hatten, wuedlkulturmedium hinzu gegeben. Die im
Kulturmedium enthaltenen Bestandteile des FCS ivigkén das Trypsin und stoppen somit die
Reaktion. Die Inkubation der Zellen mit der Tryp&DTA-L6sung erfolgte nicht langer als
notig, da es bei langerer Exposition die Zellené&salt. Das gewinschte Volumen der
Zellsuspension wurde aus der Kulturflache entnommed diese Zellen verworfen oder in
Experimente eingesetzt. Den restliche Zellen in Kgturflasche wurde neues Kulturmedium
zugegeben und die Kultivierung fortgesetzt. Das 68bh der Zellen von der
KulturgefalRoberflache stand somit am Beginn jededlkdlturexperiments mit adharent

wachsenden Zelllinien.
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3.1.4 Kaultivierung von Suspensionszellen

Die Kultivierung von Suspensionszellen erfolgte oem fur die Zellen optimalen
Zelkulturmedium in kleinen oder mittleren aufredwestellten Zellkulturflachen (5 bis 10 ml
bzw. 20 bis 40 ml Zellkulturvolumen). Die transédie Zelllinie K-562-A2 besitzt eine
Antibiotikaresistenz als Selektionsmarker und wuideentsprechendem Selektionsmedium
kultiviert. Alle zwei bis drei Tage wurde je ein értel bis ein Zehntel der Zellsuspension
entnommen und durch neues Medium ersetzt. Die emtremen Zellen wurden verworfen oder

in Experimente eingesetzt.

3.1.5 Kultivierung und Restimulation von T-Zellklonen

Die T-Zellklone TyrF8, JB4 und TIL26 wurden in T{E®&ledium mit 50 U Interleukin-2
(IL-2)/ml in 24-Lochplatten kultiviert. Dabei begudas Volumen des Kulturmediums 1,5 ml.
Alle drei bis vier Tage wurde die Halfte des Medsudurch vorsichtig mit einer Pipettenspitze
abgenommen, ohne dabei die T-Zellen mitzunehmers. @dnommene Medium wurde mit
neuem T-Zell-Medium mit 100 U IL-2/ml ersetzt, sasd die Konzentration des IL-2
kontinuierlich 50 U/ml betrug. Waren die Zellen selicht gewachsen, wurde die Halfte der
Zellen in eine neue Vertiefungoerfihrt und mit T-Zell-Medium mit 100U IL-2/ml| stzt.

Damit die T-Zellklone tberleben und zur Prolifepatiangeregt werden, missen sie regelmaliig
einen Stimulus durch eine Restimulation erhaltenes® wurde durch Kultivierung der
T-Zellklone mit den jeweiligen AntigérZielzellen erreicht. Zuséatzlich bendtigen die
T-Zellklone so genannte AntigefieederZellen sowie ein Gemisch PMBC verschiedener
Spender, die ein fur die T-Zellen férderliches Zymmnilieu schaffen. AldeederZellen wurde
die B-LCL-LAZ388 Zelllinie verwendet. ZielzellerieederZellen und PMBC wurden in einer
Bestrahlungsanlage mit dem Caesium-Isot8fCs (- und y-Strahler) bestrahlt, um die
Proliferation dieser Zellen zu verhindern. Die jdigen Bestrahlungsdosen, die aufgrund der
Halbwertszeit de$*’Cs (30 Jahre) in unterschiedlichen Bestrahlungsdatesultierten, sowie
die Zellzahlen pro Restimulationsansatz sind in €llal2.1 angegeben. Der
Restimulationsansatz wurde zusammen mit jeweils 80%Zellen der T-Zellklone in einer
Vertiefung in 1,5 ml T-Zell-Medium mit 50 U IL-2/mAusgesat. Die T-Zellen zeigten ab dem

ersten Restimulationstag eine langlichere Morphelogd ein leuchtend klares Zytoplasma. Ab
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dem dritten bis vierten Tag verschwanden die Res#tionszellen zunehmend. Die
Restimulation der T-Zellklone wurde alle 12 bis Tége wiederholt durchgefihrt. Die
T-Zellklone wurden zwischen Tag 7 und Tag 9 nach Restimulation in die Experimente

eingesetzt.

Tabelle 3.1: Restimulationsansatz fiir 6 x 10Zellen der T-Zellklone JB4" , TyrF82bzw.
TIL26 *pro Vertiefung einer 24-Lochplatte

Restimulationszellen Zellzahl Bestrahlungsdosissy)
1RCC26 Mel 93.04 A12.1 6 x 1¢ 100

PMBC 1x16bis1,4x18 | 50

B-LCL-LAZ388 1x10 150

3.1.6 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte nach Farbueg Aellen mit Trypanblau (Trypanblau-
Exklusionsmethode). Der Farbstoff Trypanblau karmtakte Plasmamembranen nicht
durchdringen, wodurch lebende Zellen nicht angéfarrden. Hingegen nehmen tote Zellen
den Farbstoff auf und sind unter dem Mikroskop chililau erkennbar. Die Zellsuspension
wurden abzentrifugiert und das Zellsediment in 21l ml Medium, abhangig von der
ZellsedimentgrofRe, resuspendiert. Nach Abnahme seiAéiquots der gut gemischten
Zellsuspension, wurde dieses mit einer isotonischigmpanblaulésung entsprechend verdinnt.
Bei Verwendung von PBMC wurde Trypanblau mit 1 96i§saure verwendet, um die eventuell
noch vorhandenen Erythrozyten zum Platzen zu bmingen diese nicht mitzuzahlen. Fir einige
Versuche wurden nur die Lymphozyten gezahlt, dié sihhand der Morphologie von gréf3eren
Zellen, wie Tumorzellen und Monozyten, unterscheid@ssen. Die Anzahl der ungefarbten
Zellen wurde in mindestens zwei Grof3quadraten eMeubauer-Zahlkammer gezahlt und
gemittelt. Unterschieden sich die Werte stark voaeder wurden weitere Grof3quadrate
ausgezahlt und gemittelt. Da die Flache eines Gra®dmts 1 m betragt und der Spalt
zwischen Deckglas und Zahlkammer eine Hohe vonmiyilhat, umfasst ein GroRquadrat ein
Zellsuspensionsvolumen vorul Die Zellzahl /ml wurde tber folgende Formel ldmeet:
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Zellzahl/ml = Mittelwert der ausgezéhlten GroRqaael

x 10* x Verdiinnungsfaktor mit Trypanblau-Lésung

3.2Koinkubation von T-Zellklonen und Tumorzellen

Die Kokinkubation des T-Zellklons JB4 mit verschee@n Tumorzelllinien erfolgte durch
Zugabe von 0,5 x fODiD-markierten Zellen des T-Zellklons JB4 (siehapitel 3.11.4) zu
0,5 x 18 Tumorzellen (in dieser Arbeit als ,1x“ bezeichnbBw. zu 5 x 10 Tumorzellen (in
dieser Arbeit als ,,10x“ bezeichnet) in einem Endvoen von 1 ml in T-Zell-Medium in sterilen

5 ml Roéhrchen. Hierbei wurde dem T-Zellmedium afestedes IL-2 mit IL-15 (10 ng/ml)
zugesetzt. IL-15 wurde dem IL-2 vorgezogen, da redNieren- und Nierenzellkarzinomen
natirlicherweise vorkommt (87). Die Kulturansatzereen Uber verschiedene Zeitspannen bei
37°C inkubiert. AnschlieRend wurde der Gehalt afelEdbrmolekilen in den T-Zellen mittels
Durchflusszytometrie-Analyse bestimmt (siehe 3.1Hierbei wurden die Zellen eines
Kokulturansatzes nach Inkuabtionsende auf kleineC&RG6hrchen aufgeteilt und alle

Inkubationsschritte auf einem Schuttler bei 4°Cctigefihrt.

Bei einigen Versuchen wurden die Zellkulturiiberdeanler Kokulturansatze fur eine Zytokin-
Analsyse mittels ELISA aufgehoben. Hierzu wurdes Ansatze nach Inkubationsende jeweils
gut gemischt, bei 1500 rpm fur 5 min zentrifugiettnd die Kulturiberstéande in

EppendorfreaktionsgefalRe Uberfihrt und bei mindest20°C eingefroren.

3.3 Stimulationsversuch zum Nachweis der Zytokin-Sekradn

Um die Zytokin-Sekretion des T-Zellklons JB4 zulge@ren wurden 5 x £0r-Zellen mit 1,5 x
10* Stimulationszellen in 200l T-Zell-Medium gegeben und fiir 20 h bis 24 h in-l9%&h-
Rundbodenplatten inkubiert. Um die Spezifitdt dgtoKin-Freisetzung beurteilen zu kdnnen,
wurden die Stimulationszellen und die Effektorzeljeweils auch alleine in 200 inkubiert.
Anschlie3end wurden die Kulturiberstande nach efeatrifugation Uber 5 min bei 1500 rpm
in eine neue 96-Lochplatte Gberfuhrt und bei -2@M@efroren. Der Nachweis der Zytokine in

den Uberstanden erfolgte nach Kapitel 3.10.
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3.4Nachweis der CD107-Oberflachenmobilisierung

Die Degranulationsaktivitéat des T-Zellklons JB4otgfe durch den Nachweis der CD107-
Oberflachenmobilisierung mittels Durchflusszytoreet{88). Hierzu wurden die T-Zellen bei
Anwesenheit von Antikdrpern gegen die Proteine CI2lnd CD107b mit Zielzellen stimuliert.
CD107a und CD107b sind Membranproteine der Lysosommed daher auch Bestandtell
lytischer Granula von zytotoxischen T-Zellen. Komres bei Zielzellerkennung zur
Granulaausschittung gelangen die CD107-Molekiledien Oberflache der T-Zelle. Durch
Zugabe fluoreszenzmarkierter Antikorper gegen CR10dnd CD107b wéahrend der
Koinkubation mit Zielzellen werden alle auf die @ft#che gelangten Molekule markiert
(Abbildung 3.1). Die resultierende Fluoreszenzisigit der T-Zellen ist somit proportional zum

Ausmal’ der Degranulation.

5 x 1¢ Zellen des T-Zellklons JB4 wurden nach der DiD-Mearung in 50ul T-Zellmedium auf
kleine FACS-Rohrchen verteilt. Anschlieend wurdendpul der FITC-markierten CD107a-
bzw. CD107b-spezifischen Antikdrper zugegeben. imera Parallelansatz wurdepub eines
FITC-markierten Isotykontrollantikbrper zugegeb®mne Stimulation der T-Zellen wurde durch
Zugabe von 5 x 10Zellen der Zielzelle RCC26 in 50 T-Zell-Medium gestartet. Fir einige
Experimente wurden 5 x i@ielzellen eingesetzt. Die Inkubation erfolgte £idéh bei 37°C. Da
in dieser kurzen Zeit keine Kontamination zu ereartvar, wurden die Rohrchen offen in den
Brutschrank gestellt. Um die Spezifitat der

Degranulation beurteilen zu kénnen, wurden }% Elglc(;;naa;gfise';gezm%he

Antikorper

alle Anséatze inklusive der Ansatze mit dem

CD107a/b
Isotypkontrollantikérper auch fir 0Oh

Lytische

inkubiert. Hierbei wurden die Zielzellen erst Granula

nach Zugabe von 5Q0 eiskaltem FACS-
Puffer zu dem T-Zell-Antikorper-Gemisch

. . . ohne Zielzelle mit Zielzelle
zugegeben sowie alle Schritte auf Eis
durchgefiihrt. Das im  FACS-Puffer Abb. 3.1: Prinzip des Nachweises CD107-
Oberflachenmobilisierung.

Erlauterung der schematischen Darstellung: siehe Text

schwermetallhaltigen Enzyme. DadurchAbkirzungen: ZTL = zytotoxische T-Zelle, FITC:

. . ... Fluorescein-5-isothiocyanat.
werden Enzyme der Atmungskette inhibiert

enthaltene Azid inhibiert alle

34



3 Methoden

und der Stoffwechsel der Zellen unterbunden. Zlisatevurden auch Anséatze entweder mit den
T-Zellen alleine ohne aber mit Nicht-Zielzellen gatihrt. Nach Ende der Inkubation wurde die
Reaktion durch Zugabe von 5@Deiskaltem FACS-Puffer abgestoppt, die Zellen abaeigiert
(1500 rpm, 5 min) und der Puffer abgesaugt. Dieledelwurden in 10@ FACS-Puffer
aufgenommen und nach Zugabe von Propidiumjodid ttelimar am Durchflusszytometer

aufgenommen.

3.5Nachweis der lytischen Aktivitat von T-Zellen

Die lytische Effektorfunktion des ZTL Klons JB4 vda mittels der zwei folgenden Versuche

untersucht.

3.5.1 Nachweis der Chromfreisetzung nach Zelllyse delzélkeen (Chromfreisetzungstest)

Das Prinzip des Chromfreisetzungstests besteht @r dellvermittelten Lyse von
radioaktivmarkierten Zielzellen durch die Effektellen ell mediated lysis CML). Die
Zielzellen nehmen durch Inkubation mit einer Natralnromat-Losung das enthaltene Chrom-
Isotop®'Cr (y-Strahler) auf. Das bei Zelllyse freigesetZt@r kann im Uberstand nachgewiesen
werden. Die Zielzellen wurden einen Tag vor demsJeh 1/2 bis 1/4 verdinnt, um eine
maoglichst hohe Lebendzellzahl zu gewahrleisten. Edarkierung der Zielzellen wurden
mindestens 1 x f(Zellen geerntet, bei 1500 rpm 5 min zentrifugiendwas Zellsediment in
100ul 100 % FCS aufgenommen. AnschlieRend wurde digitNathromat-Losung zu den
Zielzellen gegeben, wobei das Volumen abhé&ngig wdter der Natriumchromat-Losung war.
*ICr hat eine sehr geringe Halbwertszeit von 27,8fago dass mit ansteigendem Alter der
Natriumchromat-L6sung mehr von der LOsung eingésetarde, um die im Experiment
eingesetzte Aktivitat deSCr (130uCi) anndhernd konstant zu halten. In der Regel emfoki
frischem Natriumchromat 3@ und bei zwei Wochen altem Natriumchromatb@ingesetzt
und die Zielzellen 1 bis 1,5 h bei 37°C inkubi&sn das Uberschissige, nicht aufgenommene
*ICr zu entfernen, wurden die Zellen dreimal mit jgsv& ml CML-Medium gewaschen und
anschlieBend auf eine Zellkonzentration von 4 %ZBllen/ml in CML-Medium eingestellt. VVon
dieser Zellsuspension wurden @0(entspricht 2 x 19 Zielzellen) pro Loch einer 96-Loch-
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Spitzbodenplatte mit zuvor ausgesaterub@n Effektorzellen in T-Zell-Medium (ohne IL-2)
gegeben und fur 4 h bei 37°C inkubiert. Dabei wardeplikate einer Verdinnungsreihe der
Effektorzellen von 60 x 10Zellen, 30 x 16 Zellen, 15 x 16 Zellen und 7,5 x 1DZellen
verwendet, so dass Verhéltnis von Effektor- zu Z&kén von 30:1, 15:1, 7,5:1 und 3,25:1
gegeben waren. Um die spontane Chrom-FreisetzungZiddzellen ohne Beteiligung von
Effektorzellen zu ermitteln, wurden die markiertefielzellen ohne Effektorzellen in
Parallelanséatzen inkubiert. Die maximale Aktivitdtirde als die maximal in den Zielzellen
enthaltene Aktivitat definiert und ergab sich aes direkten Messung der markierten Zielzellen.
Nach der Inkubation wurden je Ansatz @0des Kulturtiberstandes auf eine 96-Lochfilterglatt
zum Trocknen gegeben. Am nachsten Tag wurde dislgsder Platten amOPCountGerat
durchgefuhrt. Von den gemessereunts per minutécpm)-Werten aller Triplikate wurde der
Mittelwert gebildet. Die Berechnung der spezifisth&elllyse der Zielzellen durch die

Effektorzellen erfolgte anschlieRend anhand detelvierte Gber folgende Formel:

% spezifische Zelllyse = (experimentelle cmgpontane cpm) x 100

(maximale cpm- spontane cpm)

3.5.2 Nachweis der Zelllyse von fluoreszenzmarkierterz&ien

Das Prinzip dieses Versuchs ist die Zelllyse vohdaenten fluoreszenzmarkierten Zielzellen
durch Effektortellen. Nach Zelllyse 16sen sich dielzellen von der Plattenbodenoberflache ab
und die verbliebene Fluoreszenzintensitat kann geemewerden. Am Tag vor dem Experiment
wurden die Zielzellen mit dem FluoreszenzfarbstGtilcein markiert. Hierzu wurde eine
Zellsuspension von 1 xi0Zellen/5 ml in RCC-Medium eingestellt und Calceim einer
Endkonzentration von 0,628/ml zugegeben. Nach gutem Mischen wurden die Z&@ min
bei 37°C inkubiert. Nach Inkubationsende wurdenZb#en mit RCC-Medium gewaschen und
anschlieBend auf eine Konzentration von 3%SDul eingestellt. Je Vertiefung einer
48-Lochplatte wurden 508 der Zellsuspension gegeben. Die Inkubation dée@erfolgte bei
37°C bis zum néachsten Tag, so dass die Tumorzblezum Versuch adharent waren. Nach

Abnahme des Kulturmediums wurden 3 X T0Zellen in 500u T-Zellmedium ohne IL-2 zu
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den adharenten Zielzellen fir 4 h gegeben. Andgéhd wurden die T-Zellen sowie die durch
Zelllyse abgeltsten Zielzellen durch mehrmals wilkdiende Waschschritte entfernt. Nach dem
letzen Waschschritt wurde je Vertiefung 500RCC-Medium zugegeben. Die Messung der
Fluoreszenzintensitat (FI) der Bodenoberflache lgtdéomittels TECAN Genios-Plus-Gerat bei
einer Wellenlange von 535 nm, die der Emissionamiinge des Calceins entsprach. Die
verbliebene FI war somit umgekehrt proportional Zelllyse der Zielzellen durch die
Effektorzellen. Die spontane FI ergab sich aushMiessung des Positivkontrollansatzes. Hierbei
wurden JB4 verwendet, die lytische Aktivitdt aufsee. Es wurde dabei mikroskopisch
Uberprift, in wieweit noch adhérente Zielzellen asend waren. In der Regel waren alle
Tumorzellen verschwunden. Diese FI stellt somit Hagergrundsignal dar. Die maximale FI
der verwendeten Zielzellpopulation ergab sich arsMiessung des Negativansatzes (Zielzellen
ohne Effektorzellen), wobei keine Zelllyse stattiéh. Auch hier wurden mikroskopisch der
Zellrasen uberpriuft. Die Berechnung der spezifiacl#elllyse der Zielzellen durch die
Effektorzellen anhand der gemessenen FI erfolgee fdbgende Formel:

% Spezifische Zelllyse = 100— (experimentelle F- spontane FI) x 100

(maximale FI- spontane FI)

3.6Inkubation von T-Zellklonen auf einem Tumorzellrasen

Fir den Nachweis der Granulamembranfusion nachzéllkbntakt wurden Zellen von T-

Zellklonen nach entsprechender Vorinkubation furn3@ auf einen Tumorzellrasen gegeben,
anschlieBend wurde eine ImmunfluoreszenzfarburehésKapitel 3.12) gegen CD8, GMP-17
und Perforin durchgefuhrt und die Lokalisation d&slP-17 in den T-Zellen am konfokalen

Mikroskop analysiert.

Um einen Tumorzellrasen zu erhalten, wurden 5%Tl0norzellen in 40 RCC-Medium pro
Kammer eines sterilen Kammerobjekttragers bei 3@t@r Nacht kultiviert. Anschlie3end
wurde das Kulturmedium abgesaut, 5 X T&ellen in 100ul T-Zell-Medium ohne IL-2 auf den
Zellrasen gegeben und fir 30 min bei 37°C inkubignischlieRend wurde der Kulturiiberstand

abgesaugt und eine Immunfluoreszenzfarbung nachteéfe;10.2 durchgefiihrt. Wurden die
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Zellen nicht unmittelbar nach der Kokultur gefasmtirden sie in PBS tber Nacht bei 4°C stehen
gelassen und am nachsten Tag die Immunfluoreszénnig durchgefihrt.

3.7 Generierung von Makrophagen und dendritischen Zella aus mononukleéaren
Blutzellen

3.7.1 Isolierung mononuklearer Zellen aus Vollblut

Die Isolierung von peripheren mononuklearen Bluérel(PBMC) aus Vollblut gesunder
Spender erfolgte mit Hilfe der Ficoll-Dichtegradien-Zentrifugation. Die Abnahme des
Vollblutes erfolgte in Spritzen, die 1Q0 Heparin enthielten, um ein Gerinnung des Blutes z
verhindern. Das heparinisierte Vollblut wurde arigfend mit RPMI-Medium 1:1 verdinnt und
auf 15 ml Ficoll-Lésung in 50 ml Réhrchen vorsighiegeben, um eine Mischung des Blutes
mit dem Ficoll zu verhindern. Ficoll ist ein niahmisches, synthetisches Polysaccharid mit einer
Dichte von 1077 g/ml. Bei der anschlielBenden Zemgation bei 2000 rpm dber 20 min ohne
Bremse werden die Bestandteile des Blutes durcEelgrifugalkraft entsprechend ihrer Dichte
voneinander getrennt. So kdnnen die PMBC von degthErzyten und Granulozyten getrennt
werden. Die PBMC bildeten eine weif3e Grenzschietiseghen dem Plasma und der Ficoll-
Losung, wohingegen die Erythrozyten und Granulazyte Sediment zu finden sind. Nach der
Zentrifugation wurden die PBMC in ein neues Rohrchiberfiihrt, die PBMC-Suspension mit
RPMI-Medium 1:1 verdinnt und bei 1900 rpm fir 12ynmit Bremse zentrifugiert, um noch
vorhandenes Ficoll wegzuwaschen. Der Mediumubeaistaurde abgesaugt und die PMBC in
20 ml MACS-Puffer aufgenommen. Die Zellsuspensionrde Uber eine Filtermembran
gegeben, um groéRere Zellklumpen aufzulésen. Di¢e@elurden anschlieBend gezahlt. Alle

nachfolgenden Schritte wurden auf Eis durchgefihrt.

3.7.2 Anreicherung von Monozyten

Die Anreicherung von Monozyten aus den PBMC er®igibermagnetic-activated cell sorting

(MACS). Hierbei werden Zellen anhand ihrer Obetliktmolekile aus einem Zellgemisch
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isoliert. An die Antikdrper, die an spezifische @hEchenstrukturen der Zellen binden, sind
magnetische Kiugelchen gebunden. Gibt man dieZealhschlieRend in eine Saule, die an einen
Magneten befestigt ist, bleiben alle antikbrpergelmn Zellen in der Saule zurtck.

AnschlieRend eluiert man die verbliebenen Zellehdar Saule.

Entsprechend der Zellzahl der PBMC wurden pro D%Zellen 80ul MACS-Puffer und 2Qul
CD14 micro beadLdésungzum Zellsediment gegeben, gut gemischt und bei fd?CL5 min
schittelnd inkubiert. AnschlieRend wurde mindesidies20-fache Menge an MACS-Puffer zu
den Zellen gegeben und diese bei 1800 rpm fir I2zemtrifugiert. Wahrend dessen wurde die
MACS-Saule in den Magnetstander gegeben und dite $éit1 3 ml MACS-Puffer aquilibriert.
Das Zellsediment wurde in 5 ml MACS-Puffer aufgemoam und die Zellsuspension auf die
Saule gegeben. Die CDI4Zellen, die nicht in der Saule verbleiben, wurdeeinem Roéhrchen
aufgefangen. Nachdem die Zellsuspension durch dieleSgelaufen war, wurden dreimal
nacheinander jeweils 3 ml MACS-Puffer auf die Sadgeben, um noch vorhandenen CD14
Zellen zu entfernen. AnschlieBend wurde die Sautedem Magnetstander genommen und die
CD14-Zellen mit 5 ml MACS-Puffer aus der Saule gespWtihrend eine Zellzéhlung der
Monozyten durchgefuhrt wurde, wurden die Zellen b8D0 rpm 12 min zentrifugiert. Die
Zellen wurden auf eine Zellkonzentration von 1,260k Zellen/ml in AIMV-Medium eingestellt
und das Medium fur die Generierung der Makrophagen800 U/ml GM-CSF bzw. fur die
Generierung der dendritischen Zellen mit 800 U/MM-GSF und 400 U/ml IL-4 versetzt. Fir
die Generierung der dendritischen Zellen wurde @tigfung einer 6-Lochplatte 4 ml dieser
Zellsuspension bzw. fiir die Generierung der Makagam 2 ml gegeben. Die Zellen wurden fir
7 bis 8 Tage kultiviert und danach in die Experiteegingesetzt.

3.8 Nachweis der Phagozytose von apoptotischen Tumoriasi durch Makrophagen

3.8.1 Herstellung apoptotischer Tumorzellen

Um die Aufnahme von apoptotishen Tumorzellen duvtdkrophagen durchflusszytometrisch
zu untersuchen, wurden die Tumorzellen vor Eingdatzdie Apoptoseinduktion mit dem

Membranfarbstoff DIiD markiert. Hierzu wurden die riorzellen analog Kapitel 3.11.4
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behandelt, wobei eine zuvor optimale ermittelte Bi@nzentration von 5 pl/ml Zellsuspension
eingesetzt wurde. Die Herstellung von apoptotischenorzellen erfolgte durch Koinkubation
des Tyrosinasepeptid-spezifischen HLA-A2-restringie T-Zellklons TyrF8 mit der
HLA-A2 *Tyrosinasé-Melanomzelllinie Mel 93.04 A12.1, die fiir TyrF8nei Zielzelle darstellt.
Hierfur wurden 1,5 x 10Zellen der Melanomzelllinie im Verhaltnis 1:1 nden T-Zellen in
einem sterilen 5ml Rohrchen in 1,5ml T-Zell-Meadiuohne IL-2 gegeben. Fir eine
Verstarkung der zytotoxischen Reaktion wurde zlistzlas von TyrF8 erkannte Tyrosinase-
Peptid YMNGTMSQYV in einer Konzentration von 10 ng/mgegeben. Die Inkubation erfolgte
fir 24h bei 37°C. Nach dieser Zeit waren RANTESpoptotische Tumorzellen
nachweisbar(89). Nach der Inkubation wurde die Tmdellen-Suspension abzentrifugiert,
der Kulturiberstand abgesaugt und die Zellen irspgathendem Volumen AIMV-Medium
aufgenommen, so dass ein dreifacher Uberschuss alie i Apoptose-Induktion eingesetzten
Tumorzellen zu den Makrophagen in 300vorhanden war (siehe unten). Nach sehr gutem
Mischen des Tumor-T-Zell-Gemischs wurden jeweil® 30zu den adharenten Makrophagen

zugegeben (siehe unten).

3.8.2 Nachweis der Phagozytose von apoptotischen Tumenzel

Am Tag vor dem Phagozytose-Versuch wurden die Malagen mit einem Zellschaber
geerntet, gezahlt und erneut in einer Zellkonzépmmavon 5 x 18 Zellen/ml pro Loch einer
24-Lochplatte in AIMV-Medium ausgesat. Am nachsifieag vor Einsatz in den Phagozytose-
Versuch wurde ein Loch mit adhéarenten Makrophagssrrget und gezahlt, um die Anzahl der
Makrophagen pro Vertiefung zu ermitteln. Die erbia#t Zellzahl wurde dann fur alle parallelen
Ansétze als identisch angenommen. Zu parallelend&ea wurde nach Abnahme des
Kulturmediums zu den adharenten Makrophagen208IMV-Medium ohne bzw. mit Met-
RANTES zugegeben und fur 30 min bei 37°C inkubi®dbei wurde die Konzentration des
Met-RANTES so gewahlt, dass die Konzentration i® D10 ng/ml entsprach. Nach 30 min
wurden zu den Makrophagen 3@0der apoptotischen Tumorzell-T-Zell-Suspension edpem,
dass rechnerisch ein Verhdltnis von 3:1 TumorzelanMakrophagen gegeben war. (siehe
oben). Zu einem Makrophagen-Ansatz wurde kein ayisghes Tumorzellengemisch
zugegeben. AnschlieRend erfolgte die InkubationLdehplatten bei 37°C bzw. 4°C (auf Eis im
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Kidhlraum) ftr 30 min und 60 min. Zum Abstoppen &eaktion wurde das Medium abgesaugt
und 500ul Stopp-Puffer zugegeben und erneut abgesaugt.\vidiede zwei Mal wiederholt, um
nicht aufgenommene apoptotische Tumorzellen undr diellen wegzuwaschen. Zum Ablésen
der adharenten Makrophagen wurde BD@®ccutase-Losung, ein Enzymgemisch, dass die
adhéarenten Zellen von der Lochbodenoberflache gblfis 10 min bis 15 min zugegeben und
zwischendurch oftmals die Lochplatte geschutteltie Dabgelosten Makrophagen und
gegebenenfalls noch vorhandenen apoptotischen Taftew und T-Zellen wurden in kleine
FACS-RoOhrchen dberfihrt und fur 5 min bei 2000 moma 4°C abzentrifugiert. Nach Absaugen
des Mediums wurde eiskalter FACS-Puffer zugegebmh die Zellen einer Markierung des
Zelloberflachenproteins CD11c mit einem fluoreszmeackierten (Phycoerythrin, PE) CD11c-
spezifischen Antikorpers unterzogen. AnschlieRendden die lebenden Zellen unmittelbar am

Durchflusszytometer aufgenommen.

Die Voreinstellungen am Durchflusszytometer erfeigtir die Einstellung des PE-Kanals mit
dem Ansatz CD1TeMakropahgen ohne apoptotische Tumorzellen und Hiiestellung des
DiD-Kanals mit einem Ansatz der apoptotischen Turathen (DiD) ohne Makrophagen. Die
Aufnahme aller Ansatze wurde erst durchgefuhrt,rweie Abgrenzung der Makrophagen- und
der Tumorzell-Population voneinander im Wolkendsgm von PE gegen DiD gegeben war.

3.9Nachweis der Makropinozytose

Makrophagen bzw. dendritische Zellen wurden in gOQL x 1¢) in kleine FACS-R6hrchen
gegeben. AnschlielBend wurde 9IOFITC-markiertes Dextran in einer Endkonzentratiam

1 ug/ml zugegeben. Als Vergleichskontrolle wurden dédlen auch jeweils ohne FITC-Dextran
behandelt. Die Zellen wurden 30 min bei 37°C inkubiAnschlieend wurden die Zellen bei
1500 rpm 5 min zentrifugiert, die FITC-Dextran-Laguabgesaugt und die Zellen in 5d0
eiskaltem FACS-Puffer aufgenommen, um die Reaktiostoppen. Der Waschvorgang wurde
ein weiteres Mal wiederholt, indem zu den Zeller® {DFACS-Puffer gegeben wurde. Die
Aufnahme der Zellen am Durchflusszytometer erfolgiamittelbar. Dabei diente die
Fluoreszenzintensitat der Zellansadtze ohne FITCdAax als Kriterium fir die

Hintergrundeinstellung des FITC-Kanals.
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3.10 Nachweis von Zytokinen mittelsenzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Der Nachweis der Zytokine IFM-I1L-2 und TGFp in Kulturiiberstanden erfolgte durch einen
enzyme-linked immunosorbent asg&} ISA) nach derSandwichMethode (Abbildung 3.1).
Hierbei wird eine 96-Lochplatte mit einem Zytokipezifischem Erstantikbrpercdpture
Antikdrper) beschichtet. Anschlielend wird die ®lahit einem Blockpuffer inkubiert und die
zu untersuchende Probe aufgetragen. Nach Inkulsetioie wird die Platte mit Waschpuffer
gewaschen, um unspezifische Bindungen des Antikérpe beseitigen. Nach einem weiteren
Waschschritt wird ein Biotin-markierter Zweitantip@&r (Detektions-Antikdrper) zugegeben.
Anschlie3end wird die Platte wieder gewaschen uegrkéttich-Peroxidase-gebundenes Avidin
zugegeben. Dieses bindet an das Biotin des Detskfdmtikorpers. Die Meerrettich-Peroxidase
spaltet nun die zugegebenen Substrate 3,3°,5,Bamethylbenzidin @ (TMB) und
Wasserstoffperoxid (4D,) in ein farbiges Produkt. Die Reaktion wird anse®énd durch
Phosphorsaure (Stoppldsung) abgestoppt. Die Fartsiét ist dabei direkt proportional zu der
umgesetzten Substratmenge und somit indirekt ptigpait zur gebundenen Menge an Zytokin.
Das durch die Meerrettich-Peroxidase umgesetztduRtdkann spektralphotometrisch bei einer
Wellenldnge von 450 nm detektiert werden (Extink$werte). Durch eine mitgefuhrte
Standardverdinnungsreihe mit rekombinantem Zytddann die Zytokin-Konzentration der
experimentellen Probe ermittelt werden. Eine Venlingsreine des rekombinaten Zytokins
wird dabei auf jeder 96-Lochplatte mitgefuhrt.

Vor Einsatz der Zellkulturiberstande in

Peroxidase-markiertes

den ELISA wurden sie bei 13 000 rpm fir Avidin Substrat
5 min abzentrifugiert, um noch m vA¢
Biotin-markierter < >
vorhandene Zellbestandteile zu Dietektiors.AK PR
sedimentieren. Wurde der ELISA nicht - Antigen

unmittelbar nach dem jeweiligen !Coating-AK !

Experiment durchgefihrt, wurden die
Zellkulturiberstande  bei  -80°C in

. " . Abb. 3.2: Prinzip des enzyme-linked immunosorbent
Eppendorf-ReaktionsgefalRen eingefroren. .

assay (ELISA) nach der Sandwich-Methode.

Nach dem Auftauen wurden sie naclerauterung der schematischen Darstellung: siehe Text

. . . . . Abkirzungen: AK = Antikorper.
gutem Mischen zentrifugiert bevor sie in g P
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den ELISA eingesetzt wurde. Wurden Kulturiberstaads 96-Lochplatten in den ELISA
eingesetzt erfolgte eine Zentrifugation bei 1500 fr 5 min.

3.10.1 Nachweis von IFNrund IL-2

Der Nachweis von IFN-und IL-2 erfolgte nach Angaben der Hersteller. talhs von 10Qul
Antikorperlésung wurden jeweils 50 verwendet. Die Blockierung der Platten erfolgte in%
Magermilchpulver in PBS.

3.10.2 Nachweis von TGH

Der Nachweis von TGB-erfolgte nach Angaben des Herstellers. SowohlGdgature als auch
der Detektions-Antikorper wurden in einer Verdungwon 1:125 anstelle von 1:250 eingesetzt.
Die Blockierung der Platten wurde mit 10 % FCS dgefihrt. Der Nachweis von aktivem
TGFf in den Kulturiberstadnden erfolgte durch direktensktz dieser in den ELISA. Die
Aktivierung des latenten TGF4n den Kulturiberstanden erfolgte durch Saureakimg und
anschlieender Neutralisierung. Hierzu wurden zi0@ pul Kulturiiberstand 4 pl 1 N Salzsaure
zugegeben, gut gemischt und die Kulturiberstdndent0 bei 4°C inkubiert. Anschliel3end
wurde je 100 pl Kulturtiberstand 4 pul 1 N Natriurdigxid zugegeben, gut gemischt und die

Proben unmittelbar in den ELISA eingesetzt.

3.10.3 Auswertung des ELISA

Anhand der mitgefuhrten Standardverdinnungsreie8eh sich die Konzentrationen der
Zytokine in den untersuchten Proben ermitteln. Hiewurde eine Standardkurve anhand der
vorgegebenen Zytokin-Konzentrationen und der jegail gemessenen Extinktionswerte im
Programm SigmaPlot erstellt. Uber die fiinfpararsel@ Gleichung wurden die Zytokin-

Konzentrationen der Proben anhand des fir jedeeRgelmessenen Extinktionswerts errechnet.
die Uber die Formel errechneten Zytokin-Konzentregn der Standardverdinnungsreihe sollten

nicht mehr als 30 % von den vorgegebenen abweichen.
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3.11 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie stellt eine Methode darlleh auf die Expression mehrerer
Oberflachenmolekile bzw. intrazellularer Proteim&iapzeitig zu untersuchen. Hierbei werden
fluoreszenzmarkierte Antikdrper verwendet, die gebestimmte Proteine gerichtet sind. Nicht
markierte Antikorper (Primé&rantikorper) koénnen Ubeésotyp- oder speziesspezifische
fluoreszenzmarkierte Antikorper (SekundarantikOypaingegriffen werden. Ebenfalls kdnnen
mithilfe verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe Zeliearkiert werden. Anhand der Markierung
durch die Fluoreszenzfarbstoffe konnen die ZelleschlieRend durclfluorescence activated
cell sorting(FACS) am Fluoreszenzzytometer analysiert werBender Messung der Zellen am
Fluoreszenzzytometer werden diese Uber einen BKetsstrom durch eine Messkivette
aufgenommen und einzeln voneinander getrennt. hafl@reszenzmarkierter Antikdrper an
eine Zelle gebunden, wird der konjugierte Fluoragfbstoff durch einen Laser, der die
entsprechende Extinktionswellenlange des Fluore$adystoffs emittiert, angeregt. Der
angeregte Farbstoff absorbiert die Energie desrlieisies und gibt sie in Form eines Photons
einer bestimmten Wellenlange (Emissionswellenlangeyler ab. Mithilfe geeigneter Filter, die
einen bestimmten Bereich des emittierten Lichtsllassen, werden die Photonen durch einen
Photodetektor registriert. Die Anzahl der deteké&ierPhotonen ist dabei proportional zu der
Anzahl gebundener Antikorper bzw. Fluoreszenzmdgekiind somit zu der Expressionsstarke
des untersuchten Molekils (siehe Abbildung

3.3). Wichtig ist hierbei, dass geeignete Zelle Antikorper mit

Fluoreszenzfarbstoff
Kontrollansatze bei jeder Messung mitgefihrt

werden, da die gemessenen
Fluoreszenzintensitdten nur als relativ

angesehen werden durfen. Die N

Kontrollansatze beinhalten einen Ansatz mit

einem Antikorper, der bekanntermalRen an die

Zelle bindet, und eine Ansatz mit einem Relative Fluoreszenzintensitat
Antikérper ohne gegebene  Spezifitat -
(Isotypkontrollantikdrper), um d

Abb. 3.3: Schematische Darstellung von Zellen mit
Hintergrundsignale zu erfassen. Zudem Wir@nterschiediicher ~ Anzahl  an  gebundenen

von jeder Zelle das VorwartsstreulichtAntikdrper in einem Histogramm.  Erlauterung siehe
Text.
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(forward scatterFSC), ein Mal3 fur die Grol3e der Zelle, und daseSsiteulicht gide scatter,
SSC), ein Mal3 fur die Granularitat der Zelle, basit. So ist es mdglich, die in einer Probe
enthaltenen Zellen nach der Gro3e und der Gratétlasowie auf die Fluoreszenzintensitat, d.h.
auf die Prasenz verschiedener Molekile gleichzeaitiguntersuchen. Mittels einer speziellen
Software des Fluoreszenzzytometers wird jedem gegnes Ereignis, d.h. jeder Zelle, ein Wert
fur SSC, FSC, sowie fur jede Fluoreszenzintensitgeordnet und gespeichert. Alle gemessenen
Fluoreszenzintensitatswerte eines Zellansatzeerasgch gegen die Anzahl der Ereignisse
(Zellen) als Histogramme mit logarithmischer Skaliey der Fluoreszenzintensitat darstellen
(Abbildung 3.4, rechts). Alternativ kdnnen zwei &aeter als Wolkendiagramm darstellen
werden (Abbildung 3.4, links).

Punktewolkendiagramm

Histogramm
O I
n o
Q
Isotyp
FSC Fluoreszenzintensitét
Abb. 3.4: Schematische Darstellung eines Punktewollkendiagramms von FSC

gegen SSC (links) sowie der Darstellung der Fluoresze nzintensitdt gegen die
Zellzahl als Histogramm (rechts). Erlauterung siehe Text. Abkirzungen: FSC:
Vorwartsstreulicht, SSC: Seitwértsstreulicht, Isotyp: Kurve der Fluoreszenzintensitéat des

Isotypkontrollantikdrpers.

In der vorliegenden Arbeit wurde der FACSCalibuer anit zwei Lasern (Argonlaser und
Heliumneonlaser) ausgestattet ist, sowie der LSRdEr mit vier Lasern (Argonlaser,
Heliumneonlaser, UV-Laser und violetter Laser) assaftet ist, verwendet. Die in dieser Arbeit
verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe mit jeweiligetiriktions- und Emissionsmaxima, sowie die

verwendeten Laser und Filter (LSR-1) bzw. Fluoesszkanéle (FACSCalibur) sind aus
Tabelle 3.2 zu entnehmen.
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Tabelle 3.2: Ubersicht iiber Extinktions- und Emissinsmaxima, der Laser fiir die Anregung sowie die Riér
fur die Detektion der verwendeten Fluoreszenzfarbsiffe im FACS.

Fluoreszenzfarbstoff| Extinktionsmaxima | Emissionsmaxima | A des Lasers| Filter (nm) Kanat
FITC 495 nm 525 nm 488 im 530/ 30 1
PE 564 nm 575 nm 488 Mm 575/ 26 2
Alexa Fluor 488 495 nm 519 nm 488 nm 530/ 30 1
DiD 644 nm 665 nm 633 rmm 660/20 4
7-Actinomycin D 543 nm 655 nm 488 nm 610/ 20 3
Propidiumjodid 493 nm 619 nm 350 nin 610/ 20 3

Argonlaser”Heliumneonlaser,UV-Laser
*Filter Iasst eine Wellenlange von 530 nm +15 nm durch

*Angabe des Fluoreszenzkanals am FACSCalibur

3.11.1 Markierung von Zelloberflachenproteinen

Alle Schritte zur Markierung der Zellen fir die FA@\nalyse erfolgten auf Eis. Fur die
Markierung von Zelloberflachenproteinen wurden ohin 5 x 16 und 1 x 18 Zellen in ein
kleines FACS-Rohrchen gegeben und hDBACS-Puffer zugegeben. Anschliel3end wurden die
Zellen bei 1500 rpm 5 min zentrifugiert und der kivend bis auf ca. 50l abgesaugt (im
Folgenden als ,Waschen“ bezeichnet). Die Zellendsarmit der jeweiligen Antikérpermenge
(siehe Tabelle 2.3) 30 min bei 4°C im Dunkeln iniewto Nach der Inkubation wurden die Zellen
mit 500 ul FACS-Puffer gewaschen und bis auf 100Puffer abgesaugt. Erfolgte die
durchflusszytometrische Messung nicht unmittelbar Anschluss mit den lebenden Zellen,
wurden sie mit 1 % Paraformaldehyd (PFA) fixiddas PFA vernetzt dabei die Zellproteine
und macht die Zellfarbungen somit Uber einen lageZeitraum haltbar. Nach Fixierung
wurden die Zellen innerhalb von drei Tagen am Dilusszytometer aufgenommen.
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3.11.2 Markierung von intrazellularen Proteinen

Wurde keine Markierung von Oberflachenproteinencdgefthrt, wurden die Zellen nach der
Aufnahme in 50Ql FACS-Puffer gewaschen und wie folgt weiterbehdndeir die Markierung
von intrazellularen Proteinen wurden die Zellenrguenit PFA fixiert. Hierbei wurde zu den
Zellen wéahrend dem Vorgang des Zellmischens [BOBFA zugegeben und die Zellen fir
20 min bei 4°C inkubiert. AnschlieRend wurden detleh zwei Mal mit PBS gewaschen.

Besonders wichtig war es, die Zellen vor einer bdtion mit einem Perforin-spezifischen
Antikorper, nach der Behandlung mit dem PFA unbgidmit PBS zu waschen, da ansonsten
das vom Perforin-spezifischen Antikérper erkannpgdp zerstort wird und ein Nachweis von

Perforin nicht mehr maéglich ist.

FUr den Eintritt der Antikérper in das Zellinneraunden die Zellen nach der Farbung der
Oberflachenproteine durch die Behandlung mit Sapgrermeabilisiert. Nach dem letzten
Waschschritt nach der Fixierung wurden die Zellgftir in 500ul einer 0,1 % Saponinlésung
aufgenommen und in einem darauf folgenden Wascitischeitere 50Qul einer 0,35 %
Saponinlésung zugegeben und erneut gewaschen. lafdaid wurde die entsprechen Menge
der jeweiligen markierten oder unmarkierten Primtikérper (siehe Tabelle 2.4) zu der
Zellsuspension gegeben und fiir 30 in bei 4°C inddbBei einer Markierung der intrazellul&ren
Proteine mit einem unmarkierten Primarantikdrpeblgte ein weiterer Permeabilisierungs-
schritt mittels Saponin analog dem ersten. Derrfspenzmarkierte Sekundarantikérper wurde
zu den Zellen gegeben und bei 4°C 30 min inkubddoschliel3end wurden die Zellen zweimal
mit 0,1 % Saponinldsung gewaschen. Es erfolgte eineute Fixierung durch die Zugabe von
500ul PFA, um auch die gebundenen intrazellularen Ampler zu fixieren. Die Proben wurden

innerhalb von 3 Tagen am Durchflusszytometer audgenen.
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3.11.3 Markierung toter Zellen

In vielen Fallen ist es wichtig lebende von toteglléh zu unterscheiden, da tote Zellen eine
Eigenfluoreszenz aufweisen. Wurden die Proben uelo#r am Fluoreszenzzytometer
gemessen, wurde die Anfarbung der toten Zellen Idudie Zugabe von O0,2g/ml
Propidiumiodid (PI) kurz vor der Messung durchgefiiRl kann die perforierte Zellmembran
toter Zellen aber nicht lebender Zellen durchdrmged interkaliert dort in die DNA. Fur eine
Lebend-Tot-Unterscheidung von Zellen, die anscklel3einer Markierung von intrazelluléaren
Proteinen unterzogen wurden, wurde 7-Aminoactinomix (7AAD) verwendet. 7AAD
gelangt ebenfalls in tote Zellen und lagert sicdiemnDNA. Fir eine Markierung toter Zellen mit
7AAD wurden diese vor der Oberflachenfarbung mitugiml 7AAD fir 20 min bei 4°C
inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen zweimal 500 ul PBS gewaschen, bevor mit der
Fixierung der Zellen fort gefahren wurde. Die Ektians- und Emissionsmaxima fir Pl und
7AAD sowie die verwendeten Laser und Filter bzwudfészenzkanale sind in Tabelle 3.2
aufgefihrt.

3.11.4 Markierung der T-Zell-Membran

Um die T-Zellen bei der durchflusszytometrischenamee von den Tumorzellen nicht nur
anhand der GrofRe und Granularitat durchflusszytescet unterscheiden zu missen, wurde die
T-Zellen mit dem lipophilen FluoreszenzfarbstofffDider sich in die Membran von Zellen
einlagert, markiert. Die DiD-markierten Zellen k&m dann anhand des spezifischen
Anregungs- und Absorptionsspektrums von DiD idengft werden. Fur den T-Zellklon JB4
wurde eine optimale Konzentration an DiD von @l,pro 1 x 16/ml T-Zellsuspension ermittelt.
Die Starke der daraus resultierenden Fluoreszemgitéit der DiD-markierten T-Zellen trennte
die T-Zell-Population deutlich von der DiD-unmaniten Tumorzellpopulation ab (siehe Abb.
4.13C). Nach Ernte und Zahlung der T-Zellen wurdee eT-Zellsuspension von 1 x90
Zellen/ml in OPTI-MEM-Medium in 50 ml Réhrchen esgellt (mindestens 2 x i@ellen).
Anschliel3end wurde das entsprechende Volumen de#bBsung zugegeben, die Zellen durch
resuspendieren gut gemischt und flr 5 min bei 3iffktibiert. Nach der Inkubation wurde

mindestens 10 ml OPTI-MEM zur Zellsuspension gegbe,Zellen fir 5 min bei 1500 rpm
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abzentrifugiert und der Kulturtiberstand abgesddgs Zellsediment wurde durch mehrmeliges
Endlangziehen auf einem Gitter gut aufgemischt wndeut 10 ml OPTI-MEM-Medium

zugegeben. Dieser Waschschritt wurde zwei Mal wlenle um ungebundenes DiD zu
entfernen. Nach erneuter Zellzdhlung wurden didedein fir das anschlieende Experiment

entsprechendes Kulturmedium aufgenommen.

Um die Effektorfunktion von DiD-markierten JB4 mihmarkierten JB4 zu vergleichen, wurde
die Zytokin-Freisetzung nach Stimulation mit Zidlee gemessen. Hierzu wurden 5 X 10
T-Zellen mit 1,5x 16 RCC26 (HLA-AZ) bzw. KT-195 (HLA-AZ) in einer 96-Loch-
Rundbodenplatte in 200 T-Zell-Medium tber 24 h inkubiert. Um die Spetati der Zytokin-
Freisetzung beurteilen zu kdnnen, wurden die Satraniszellen und die Effektorzellen jeweils
auch alleine in 20Qul inkubiert. Anschlieend wurden die Kulturtiberstann einen IFNe-
bzw. IL-2-spezifischerenzyme-linked immunosorbent as$By.ISA) eingesetzt (siehe Kapitel
3.10). Des Weiteren wurde die lytische AktivitanwvbiD*-T-Zellen mit DiD-T-Zellen mittels
Chromfreisetzungstest verglichen (siehe Kapitel.13.4Hier bei wurde als Zielzelle die
HLA-A2" Melanomzelllinie Mel 93.04 A12.1 verwendet. Ausbldung 3.5 ist zu erkennen,
dass die IFN~ und IL-2-Sekretion sowie die lytische Aktivitaesl T-Zellklons JB4 durch eine
DiD-Markierung unbeeintrachtigt ist.
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Abb. 3.5: Zytokinfreisetzung und lytische Aktivitat des DiD-markierten T-Zellklons JB4.

A, B. IFN-y- und IL-2-Sektretion DiD-markierter JB4 nach Stimulierung mit Tumorzellen. Der
T-Zellklon JB4 wurde unmarkiert bzw. mit dem Membranfarbstoff DiD markiert und
anschlieRend mit der HLA-A2"-Tumorzelllinie RCC26 bzw. mit der HLA-A2-Tumorzelllinie
KT-195 fiir 24 h stimuliert. Die Konzentration an IFN-y bzw. IL-2 wurde in den Uberstanden
mittels ELISA bestimmt. Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte von zwei parallel
durchgefiihrten Stimulierungsanséatzen + Mittelwertabweichung. C. Zellvermittelte Lyse der
Tumorzelllinie Mel 93.04 A12.1 durch unmarkierte bzw. DiD-markierte JB4. Der T-Zellklon JB4
wurde unmarkiert bzw. mit dem Membranfarbstoff DiD markiert und anschlieBend fur 4 h mit
verschiedenen Verhaltnissen der *'Cr-markierten Tumorzellen inkubiert. Anhand des
freigesetzten Chroms in den Uberstanden wurde die spezifischen Lyse berechnet. Dargestellt
sind die arithmetischen Mittelwerte der spezifischen Lyse in Prozent aus Triplikaten +

Mittelwertabweichung.

3.11.5 Messung und Auswertung der Messdaten

Bevor eine Messung der Zellansatze am Fluoresztarneyer durchgefuhrt wurde, mussten
Voreinstellungen mit separaten Einstellungsprobemenommen werden. Zuerst wurde die zu
untersuchende Zellpopulation optimal in einem Wotkagramm der FSC-Intensitat gegen die
SSC-Intenitat in der entsprechenden Software desxédzenzzytometers eingestellt, so dass sich
die gewlnschte Zellpopulation moglichst in der Blitdes Punktewolkendiagramms (siehe
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Abbildung 3.4, links) befand. Hierzu wurde in dexdgel ein separater Zellansatz verwendet, der
Zellen der keine Antikdrper enthielt. AnschlieBewdrde der Zellansatz mit den jeweiligen
fluoreszenzmarkierten Isotypkontrollantikbrper gese:n. Hierbei wurden die gemessenen
Fluoreszenzintensitaten als Histogramme angezsigtd Abbildung 3.4, rechts) und die Kurve
der Fluoreszenzintensitat des Isotypkontrollanplkds im Histogramm positioniert, so dass sich
die Kurve moglichst weit links im  Histogramm befamd (mittels der
PMT-Spannungseinstellung). Da der Zellansatz mitm ddsotypkontrollantikorper als
Negativkontrolle diente, sollte sich die Fluoresdenve der Zellprobe, bei Prasenz des vom
spezifischen Antikorpers erkanntem Proteins, redhison befinden. Zu jeder Probe wurde ein
paralleler  Ansatz mit  einem Isotypkontrollantikrpe mitgefthrt, um  die

Hintergrundfluoreszenzintenistat des jeweiligent@lrespezifischen Antikorpers zu erfassen.

Da die einzelnen Emissionsspektren der verschieddrieioreszenzfarbstoffe Uberlappen
kénnen, wie das z.B. es bei Fluorescein-5-isottanay (FITC) und Phycoerythrin (PE) der Fall
ist (siehe Abbildung 3.6), war es notwendig vor éeentlichen Messung der Proben eine
Korrektur (Kompensation) der spektralen Uberlapmmgder Emissionsspektren der
verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe vorzunehmen. Biempensation ist immer dann

erforderlich, sobald mehr als eine Fluoreszenzsiténsimultan gemessen werden soll. Hierzu
wurden Zellansatze bendtigt, die jeweils nur eirfdnoreszenzfarbstoff beinhalteten. Am

FACSCalibur musste hierzu die Korrektur der

spektralen Uberlappung manuell durchgefiihi L1 e

werden. Abbildung 3.7 gibt ein Beispiel einer f

Kompensation von FL 1 gegen FL 2 mit eine\ffzz“'_ / Spektraler
Probe, die nur in FL 1 ,positiv* ist. Dazu wurde Uberlapp

Relative Inter

in einem Wolkendiagrammiberpruft, ob es
doppelt-positive  Signale (FL'EL 2") gibt
(Abbildung 3.7, links). War dies der Fall, so

wurde von der Fluoreszenzintensitat (FL 1), di 500am $50um §00nm

kein Signal in FL 2 geben sollte, so lange Wellenliinge (nm)
Einheiten (%) der FL 2 abgezogen, bis di@yy. 36:Beispiel einer spektralen Uberlappung
Population in FL 2 ,negativ‘ war (Abbildung des Emmissionsspektrums von FL1 in FL2.

. . . Erlauterung siehe Text.
3.7, rechts). Nach diesen Einstellungen in der g
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Software am Fluoreszenzzytometer wurden alle Zs#itre inklusive der Einstellungsproben
aufgenommen. Die vor der Messung eingestelltent&8linagen konnten am FACSCalibur nach

der Messung der Proben nicht mehr verandert werden.

Als optimal kompensiert bezeichnet man eine Eihstgl eines Kontrollansatzes, der eine
.negative* sowie eine ,positive” Zellpopulation Iokialtet und letztere nur ein Signal aufweist
(in Abbildung 3.7 FL 1) und nach der Kompensatioa gositive* Population dieselbe mediane
Fluoreszenzintenitat (MFI) wie die ,negative” Pogtibn aufweist (durch die gestrichelte Linie
in Abbildung 3.7 rechts dargestellt) (90). Diesem&p macht sich die FacsDiva-Software am
LSR-II-Geréat zu Nutze. Hierbei werden alle Probdig mit nur einem Fluoreszenzmolekiils
gefarbt wurden, gemessen und dabei in der Softwerstellung die ,positive” Population

markiert wird, um der Software anzugeben, welchaofeszenzintenistat der Anwender als
Jpositiv* definiert. Die Software ist dann in derage, die jeweiligen Uberlappungen der
Spektren zu messen und zu korrigieren. Durch ddegekompensation ist es nicht mehr nétig,
die Proben manuell zu kompensieren. Allerdings dielh gezeigt, dass die Software haufig
Uberkompensiert. Da es hier mdglich ist, die Konga#ion auch noch nach der Messung zu
verandern, wurden die Kompensationen jeweils tlbérpmnd eventuell manuell optimiert. Die

am FACSCalibur gemessenen Daten wurden mittels Stdtware CellQuestPro (Becton

Dickinson) und die am LSR-II-Gerat gemessen Datéttels der Software FlowJo (TreeStar

Corp.) ausgewertet.

unkompensiert kompensiert
: ,,negati:'ve“ Population

N ' ~positive” Population
J l

u 1

@ € >
FL1 FL1
Abb. 3.7: Schematische Darstellung eines Punktewolkendiagramms mit  zwei

Zellpopulationen vor bzw. nach Durchfiihrung der Kom pensation. Erlauterung siehe
Text.
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3.12 Immunfluoreszenzfarbung

Bei der Immunfluoreszenfarbung werden Oberflachetgome oder intrazellulare Proteine von
Zellen ebenfalls wie bei der Durchflusszytometriet rfluoreszenzmarkierten Antikdrpern
abgegriffen. Die Analyse der Zellen erfolgt mittéthioreszenzmikroskopie. Der Vorteil zur
Durchflusszytometrie ist hierbei, dass zusatzlicin Pradsenz eines Proteins die Lokalisation
dieses innerhalb der Zellen analysiert werden k&ramn.Vorteil der Durchflusszytometrie liegt
jedoch in der besseren Quantifizierbarkeit der efellda hierbei mehrere tausend Zellen

analysiert werden.

In vorliegender Arbeit wurde zum Teil eine Dreifanmunfluoreszenzfarbung durchgefihrt, so
dass gleichzeitig drei verschiedene Proteine irrefelle nachgewiesen werden kénnen. Die
verwendeten Primarantikérper waren alle unmarkigrd mussten mit fluoreszenzmarkierten
Sekundar-antikorpern abgegriffen werden. Damit ®&kundarantikorper spezifisch nur einen
Primarantikorper abgreift, missen sich die Primidikérper voneinander entweder anhand des
Isotyps des Antikérpers oder der Spezies, aus dem Ahtikdrper gewonnen wurde,
unterscheiden. AnschlieRend konnen fluoreszenzerdekSekundarantikorper mit Isotyp- oder
Spezies-Spezifitat verwendet werden, die jeweil®zgigch nur einen Primarantikbrper
abgreifen (siehe Abbildung 3.8). Durch den Einsadzschiedener Laser und Filter kbnnen die
verschiedenen verwendeten Fluoreszenzmolekile egigeund die Prasenz sowie die
Lokalisation der abgefangenen Proteine mittelsreihgreszenzmikroskopie analysiert werden.
Der Kern einer Zelle lasst sich mit dem Fluorestastoff 4°,6-Diamindino-2- Phenylindol
(DAPI) ebenfalls anfarben. DAPI bindet hochspegtiisan Adenin-Thymidin-Basenpaare und
markiert daher spezifisch die DNA.

3.12.1 Durchfihrung der Immunfluoreszenzfarbung mit kryagervierten Gewebeschnitten

Die Gewebeschnitte waren bei -80°C eingelagert wadlen nach dem Auftauen (mindestens
1 h) 10 min mit eiskaltem Aceton fixiert und anseBend die Gewebeschnitte zur besseren
Orientierung mit einem Fettstift umrandet. Die Gbeschnitte wurden mit 2 % BSA in PBS fur

20 min fixiert. Alle Primar- und Sekundar-Antikorpeurden mit 12,5 % humanem Serum in
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Cy5 Alexa Fluor 568

Ziegeanti Ziegeanti Ziegeanti
Maus 1gG2b t Kaninchen Maﬂs IgG1
Maus Kaninchen Maus
lgG2b IgG1
CD8

GMP-17

Perforin

Abb. 3.8: Schematische Darstellung des Féarbeansatzes fiur die
Immunfluoreszenzfarbung. Perforin-, CD8-, und GMP-17-spezifische
Primdrantikrper koénnen von Spezies- bzw. Isotyp-spezifischen
fluoreszenzmarkierten Sekundarantikdrpern abgegriffen werden.

PBS verdunnt. Die Schnitte wurden nach 3-maligensaifan mit der Primarantikorper-Losung,
die alle Primarantikdrper in den in Tabelle 2.4 eggpbenen Konzentrationen enthielt, fir 1 h
inkubiert. Folgende Antikdrperkombination wurdewendet: Kaninchen anti-CD8, Maus-1gG1
anti-GMP-17 und MauslgG2b anti-Perforin (siehe Adiong 3.8). Nach 3-maligem Waschen
wurden die Gewebeschnitte mit einer Losung, die S&kundarantikorper in den in Tabelle 2.5
angegebenen Konzentrationen enthielt, fur 1h imktub Hierbei wurde folgende
Antikdrperkombination verwendet: anti-Kaninchen-Cyinti-lgG1-Alexa Fluor 568 und anti-
lgG2b-Alexa Fluor 488 (siehe Abbildung 3.8). Abshen Schritt wurde im Dunkeln gearbeitet,
um ein Ausbleichen der Fluoreszenzfarbmolekile eumeiden. Nach der Inkubation wurden
die Schnitte erneut gewaschen und fir 10 min meeredt % PFA-LO6sung fixiert. Die Anfarbung
der Zellkerne erfolgte DAPI, indem die Gewebesdbniiir 1 min in eine DAPI-LOsung
(150pug/ml) gegeben wurden. AnschlieRend wurden die Ges@lnitte mit Vectashield
eingedeckelt und mit Nagellack versiegelt. Die Sttdrwurden bis zur Betrachtung unter dem
konfokalen Lasermikroskop im Dunkeln bei -20°C geld.
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3.12.2 Durchfiihrung der Immunfluoreszenzfarbung von Pargéwebeschnitten

Paraffingewebeschnitte mussten vor der Behandlunigy Antikdrpern entparaffiniert und
demaskiert werden. Hierzu wurden die Objekttragdrdan Gewebeschnitten 5 min in Xylol
gegeben. Das Xylol wurde verworfen und die Gewetrasie fir weitere 5 min in frisches Xylol
gegeben. Anschliel3end wurden die Schnitte jewail® fmin in 100 %, 70 % und 40 % Ethanol
inkubiert. Fiir die Demaskierung von Proteinen wueilee Glaskiivette mit DAK® Target
Retrieval Solution (1x) im Wasserbad auf 95 % K8 erwarmt und die Gewebeschnitte fir
1 h darin inkubiert. Nach Inkubation wurde die Kiigeauf Raumtemperatur abgekunhlt, die
Objekttrager herausgenommen und mit PBS gewasch®nschlielend wurde die
Immunfluoreszenzfarbung analog zu Kapitel 3.12.tchigefihrt. Folgende Kombination der
Primarantikdrper wurde verwendet: Kaninchen ant8CDBMaus-IgG1 anti-GMP-17 und Ratte
anti-Perforin. Folgende Kombination an Sekundakémngtiern wurde verwendet: anti-Kaninchen-
Cy5, anti-lgG1-Alexa Fluor 488 und anti-Ratte-Cy3.

3.13 Konfokale Laser-Rastermikroskopie

In dieser Arbeit wurden Gewebeschnitte bzw. auf eRitjager fixierte Zellen nach der
Immunfluoreszenzfarbung mithilfe eines konfokalenasér-Rastermikroskops (Laser-
Rastermikroskop TCS SP2 von Leica) analysiert. Dateil des konfokalen gegeniber einem
gewohnlichen Fluoreszenzmikroskops ist, dass vomorEszenzfarbstoff emittiertes Licht nur
aus einer einzelnen Zellebene (optische Schnitebangefangen wird. Signale die aus tieferen
bzw. hoheren Zellebenen kommen werden ausgeblesdetjass Strukturen nur aus einer
definierten Hohe innerhalb der Zelle analysiert deer konnen. Nach Aufnahmen von mehren
Schnittebenen durch die Zelle, lassen sich die ligbhen Strukturen innerhalb der Zelle
erfassen. Die Aufgenommenen einzelnen Schnittebek@men separat (eine optische
Schnittebene) oder gestapelt (Projektion aller Ebeauf eine Bildebene) dargestellt werden.
Durch die gestapelte Projektion ist die raumlichei@nung einer Struktur aber nicht mehr
maoglich. Daher zeigen alle in der Arbeit gezeiglenfokalen Aufnahmen eine einzelne
Schnittebene der Zelle. Dennoch wurde fir die Asmalger rdumlichen Lokalisation eines

Proteins innerhalb der Zelle jede einzelne der endgimenen Schnittebenen evaluiert. Das in
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dieser Arbeit verwendete konfokale Lasermikrosk@p mit vier Lasern ausgestattet, so dass bis
zu vier verschiedene Proteine bzw. Strukturen bQimtig in einer Zelle analysiert werden
konnten. Das Mikroskop ist mit zwei Heliumneonlasei633 nm bzw. 543 nm), einem
Diodenlaser (405 nm) und einem Argonkryptonlas&8(@m) ausgestattet. In der Tabelle 3.3
sind die verwendeten Fluoreszenzmolekile mit dem Nachweis verwendeten Laser und

Strahlenteiler aufgefuhrt.

Tabelle 3.3: Ubersicht iiber die verwendeten Lasefif die Anregung sowie die Strahlenteiler fiir die
Detektion der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe arkonfokalen Laser-Rastermikroskop.

Fluoreszenzfarbstoff Verwendeter Laser A des Lasers Strahlenteiler
Alexa Fluor 488 Argonkryptonlaser 488 nm 488/543
Alexa Fluor 568 Heliumneonlaser 543 nm 488/543
Cy3 Heliumneonlaser 543 nm 488/543
Cy5 Heliumneonlaser 633 nm 488/543/633
DAPI Diodenlaser 405 nm Substrat

3.13.1 Aufnahme und Bearbeitung der aufgenommenen Bilder

Die Aufnahme der Bilder erfolgte mit einer Olimmierssobjektiviinse (HCX PL APO 63 x
1,40 NA), so dass eine VergroBerung von 630x gegebgar. Um mdogliche
Intensitatsiberlagerungen der Emissionssignalevier Fluoreszenzfarbstoffe zu vermeiden,
wurden die Aufnahmefenster des Emissionswellenl@ipgeichs kontrolliert, sowie die
Aufnahme der vier verwendeten Fluoreszenzmolekiitehldden sequentiellen Aufnahmemodus

durchgefuhrt.

Die Intensitaten einzelner Fluoreszenzfarbstoffeernalb einer Zelle wurden in der
Bildbearbeitung durch beliebige Farben dargesteWenn zwei Proteine, die durch
unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe markiemmiich eng nebeneinander liegen, kommt es
zur Uberlagerung der fir die Darstellung verwena&tarbsignale. Die Uberlagerung wird durch

die Mischfarbe der entsprechenden Farben dargestellwurde in dieser Arbeit das GMP-17
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rot, CD8 grun, Perforin blau und DAPI (Zellkern)agr dargestellt. Die Beurteilung der
Kolokalisation von Proteinen erfolgte durch Analyster einzelnen aufgenommenen
Schnittebenen. Die Bearbeitung der in dieser Arlgakeigten Bilder erfolgte nur durch
Veranderungen des Kontrasts und/oder der Helligheg gesamten Bildes in der speziellen

Leica Software (Leica konfokal Software LCSLite).

3.14 Gewinnung von Tumorkulturiberstand

Die Tumorzelllinie RCC26 wurde in einer Konzentrisnn 5 x 16/ml (entspricht ,10x“) in
T-Zell-Medium Uber 35 h kultiviert. AnschlieRend sden die Zellen abzentrifugiert (5 min,
1500 rpm), der Kulturiberstand steril in ein ne@=aR Uberfihrt und bei -20°C eingefroren.
Vor Einsatz in die Experimente wurde der aufgetaumel auf Raumtemperatur erwarmte
Tumorkulturtiberstand gut gemischt.

3.15 Einstellung des pH-Werts von Zellkulturmedium

Die Einstellung des pH-Werts von 6,0 in T-Zell-Mewt erfolgte durch unsterile Zugabe von
Salzsaure unter Messung des pH-Werts am pH-Metereioi Wert von 6,0 erreicht wurde.

Anschlie3end wurde das auf pH 6,0 eingestellte Madsterilfiltriert.

3.16 Statistische Analyse

Der Signifikanz-Test von zwei unabhangigen Sticbpro wurde mit dem Mann-Whitney-

U-Test mittels S-Plus durchgefiihrt. Dieser Sigmifik-Test wurde aufgrund der niedrigen
Probenzahlen und der nicht gegebenen Normalvangeiangewandt (91). Falls nicht anders
vermerkt, wurde die zweiseitige Alternativhypothesgenommen, die die Nullhypothese (beide
Zahlenreinen gehoren zur selben Grundgesamtheigeletint, wenn die unabhangigen
Stichproben voneinander kleiner oder grofRer sind.Gegensatz zur zweiseitigen lehnt die

einseitige Alternativhypothese die Nullhypothese aenn die unabhangigen Stichproben
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voneinander entweder nur kleiner oder entwedergnaRer sind. Ein Unterschied wurde bei

p < 0,05 als statistisch signifikant angenommen.
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4 Ergebnisse

4.1 Effektorstatus und zytotoxisches Potential von inftrierenden CD8"-Lymphozyten in
Gewebeproben von Nierenzellkarzinomen

Nierenzellkarzinomerénal cell carcinomaRCC) enthalten ein starkes Infiltrat an Lymphemnyt
(92) (63). Dennoch werden die Tumoren nicht bageiius Gewebeproben kdnnen regelmaliig
CD8'-Lymphozyten isoliert werden, die nach kurzer Kulin vitro zytotoxische Aktivitat
gegenuber Tumorzellen des Nierenzellkarzinoms aséme(52, 64). Da offensichtlich potentiell
zytotoxische Lymphozyten am Ort des Tumors sindy &eine Kontrolle des Tumorwachstums
erfolgt, durfte die Effektorfunktion der Lymphozytegestort sein. Um mdgliche Defekte zu
identifizieren, wurden der Effektorstatus und dgetoxische Potential von tumorinfiltrierenden
CD8'-Lymphozyten (TIL) des Nierenzellkarzinoms analysi&s wurden Gewebeproben von
funf verschiedenen Nierenzellkarzinomen (T1-RCGRKIC, T5-RCC, T7-RCC und T8-RCC)
histologisch  mittels  Dreifachimmunfluoreszenzfarun auf die  Expression des
Granulamembranproteins 17 (GMP-17) und des Effektbekiils Perforin in CD8
Lymphozyten untersucht. Parallel dazu wurden Gemwetiien von Kontrollgeweben untersucht.
Hierbei handelte es sich um ein Bioptat eines Migamsplantats mit akuter Abstofungsreaktion
(im Folgenden als ,Transplantat® bezeichnet), sowieei Leberbioptate (im Folgenden als
.Leber 2935* und ,Leber 2690 bezeichnet) mit hsathologisch nachgewiesener zellularer

Reaktivitat gegen das Gewebe.

4.1.1 Nachweis lytischer Granula in Nierenzellkarzinorfikinerenden CD8-Lymphozyten

Um den Effektorstatus der infiltriereten CBBymphozyten zu untersuchen, wurde der
Antikorper gegen GMP-17 verwendet, welcher lytisdBeanula identifiziert. Mithilfe des
Antikbrpers gegen GMP-17 kobnnen naive Lymphozyte@®@MP-17) von reifen
Effektolymphozyten (GMP-I7J unterschieden werden. Die Spezifitit des Antikéspgegen
GMP-17 wurde an zwei zytotoxischen T-Lymphozytenklio (ZTL Klone) JB4 und TIL26
getestet (82) (85). Nach Farbung der ZTL Klone daeit Antikdrpern gegen CD8 und GMP-17
wurden Aufnahmen mittels konfokaler Lasermikroskopgemacht. Abbildung 4.1 zeigt

exemplarisch die Aufnahme einer optischen Schratiebvon JB4. CD8 (griin) zeigt die T-Zell-
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Oberflache an und GMP-17 (rot) identifiziert digidghen Granula im Zytoplasma (granular
punktuelle Farbung). Die T-Zellen wurden durch #&soreszenzsignal von CD8 identifiziert
und anhand des GMP-17 in zwei Gruppen, mit bzw.eo@MP-17-Signal, eingeteilt. Der
prozentuale Anteil an doppeltpositiven Zellen wubdgechnet. Insgesamt wurden 67 JB4- und
70 TIL26-Zellen analysiert. Sowohl bei der JB4-Kmltals auch bei der TIL26-Kultur
exprimierten alle Zellen das GMP-17 (Abbildung 4d&es Symbole fir JB4 und graues Symbol
flr TIL26).

GMP-17 GMP-17 DAPI

Abb. 4.1: Nachweis von CD8 und GMP- 17 im ZTL Klon JBA4.
Doppelimmunfluoreszenzfarbung von CD8 (griin) und GMP-17 (rot) mit
aufgetropften JB4. Die Zellkerne wurden mit DAPI (grau) gegengefarbt.
Mittels konfokaler Lasermikroskopie wurden Aufnahmen von einzelnen
optischen Schnittebenen durchgefuihrt. Dargestellt ist die Aufnahme einer
einzelnen optischen Schnittebene.

Gefrierschnitte von Nierenzellkarzinomen wurden lagamit Antikérpern gegen CD8 und
GMP-17 gefarbt und Aufnahmen (VergrolBerung 630xn v bis 9 Gesichtsfelder je
Gewebeschnitt gemacht. Dabei wurden pro Gewebechess101 und 254 CD& ymphozyten
bewertet und hinsichtlich der Expression von GMPglantifiziert. In Abbildung 4.2 ist der
prozentuale Anteil an GMP-1Zellen innerhalb der CD8Lymphoyzyten der untersuchten
Nierenzellkarzinomgewebe dargestellt. Dabei enthpijedes schwarze Symbol einem Gewebe.
T1-RCC zeigte einen prozentualen Anteil an GMP-Z&llen von 93 % (94 GMP-17Zellen
von 101 CD8-Zellen), T4-RCC einen Anteil von 88 % (97 von 1Adllen), T5-RCC einen
Anteil von 96 % (117 von 122 Zellen), T7-RCC einfenteil von 96 % (160 von 167 Zellen)
und T8-RCC einen Anteil von 91 % (231 von 254 ZelleEs ergab sich fur die fiunf
Nierenzellkarzinome ein medianer Anteil an GMP-Zg&llen von 93 % (Spannweite: 91% bis
97 %). Die CD8-Lymphozyten der Nierenzellkarzinome hatten soniitee dhnlich hohen
Anteil an GMP-17-Zellen wie die Kulturen der ZTL Klone JB4 und T#.2Offensichtlich
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handelt es sich bei der Mehrheit der CR§mphozyten im Nierenzellkarzinom um
differenzierte Effektorzellen.

Gewebeschnitte der Kontrollgewebe wurden analogdean Nierenkarzinomgeweben mit
Antikdrpern gegen CD8 und GMP-17 immunhistologisghfarbt und ausgewertet. Pro
Kontrollgewebe wurden 4 bis 9 Gesichtsfelder migesamt zwischen 163 und 357 CD8
Lymphozyten quantifiziert (Abbildung 4.2, weil3e Syoie). Beim Transplantat waren 295 der
bewerteten 357 CD&Zellen GMP-17 (83 %), bei der Leber 2935 waren es 147 der betearte
163 CD8-Zellen (90 %) und bei der Leber 2690 waren es @&rdbewerteten 276 CD&ellen
(76 %). Das ergibt fur die Kontrollgewebe einen raadn Anteil von 83 % (Spannweite: 76 %
bis 90 %) an differenzierten CD8&ymphozyten.

Die CD8-Lymphozyten der Nierenzellkarzinome zeigen soriniee etwas héheren Anteil an

p = 0,072
| |
100 —4—0—100% m T1-RCC
c 4—'-0—!—, 93 % @) V¥V T4-RCC
T 80 —/—83% A T5-RCC
Ry <& ® T7-RCC
® ¢ T8-RCC
O 607
put /A Transplantat
S O Leber 2935
K 407 < Leber 2690
o
% 20 ¢ B4
TIL26
< o
0
Nierenzellkarzinome Kontrollgewebe ZTL Klone

Abb. 4.2: Prozentualer Anteil GMP-17 © Zellen innerhalo der CD8 ‘-Lymphozyten. Nach
Immunfluoreszenzfarbung der Gewebeschnitten von Nierenzellkarzinomen (T1-RCC, T4-RCC, T5-RCC,
T7-RCC und T8-RCC) und Kontrollgeweben (Transplantat, Leber 2935 und Leber 2690) mit Antikdrpern
gegen CD8 und GMP-17 wurden mittels konfokaler Lasermikroskopie jeweils zwischen 4 und 9
Gesichtsfelder pro Gewebe aufgenommen. Anhand der Signale fiir CD8 und GMP-17 wurden die CD8"-
Zellen in eine GMP-17" bzw. GMP-17"Gruppe eingeteilt und der prozentuale Anteil an GMP-17°CD8"-
Lymphozyten berechnet, der graphisch dargestellt ist. Jedes Symbol entspricht einem Gewebe. Fiir die
Analyse der ZTL Klone JB4 und TIL26 wurden diese auf Objekttrager aufgetragen. AnschlieBend wurde
eine Immunfluoreszenzfarbung analog den Gewebeschnitten durchgefiihrt und der prozentuale Anteil an
GMP-17"CD8"-Zellen berechnet. T1-RCC: 93 % (94 von 101 Zellen), T4-RCC: 88 % (97 von 110 Zellen),
T5-RCC: 96 % (117 von 122 Zellen), T7-RCC: 96 % (160 von 167 Zellen), T8-RCC: 91 % (231 von
254 Zellen), Transplantat: 83 % (295 von 357 Zellen), Leber 2935:90 % (147 von 163 Zellen),
Leber 2690: 76 % (214 von 276 Zellen), JB4: 100 % (69 von 69 Zellen), TIL26: 100 % (70 von 70 Zellen).
Der horizontale Balken gibt den Median der jeweiligen Gruppe an. Die Signifikanz wurde mittels Mann-
Whitney U-Test berechnet und ist als p-Wert angegeben.
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differenzierten Effektorzellen als die CBBopulation der Kontroligewebe, obwohl bei letztere
eine gewebezerstérende zellulare Aktivitdt aufuatd diese bei den Nierenzellkarzinomen
offensdichtlich ausbliebt (p = 0,072).

4.1.2 Nachweis von Perforin in Nierenzellkarzinom-inigirenden CD8Lymphozyten

Fur eine lytische Aktivitat von differenzierten Ektorzellen ist unter anderem die Prasenz von
Perforin notwendig. Daher wurde untersucht, ob GMFGDS8'-TIL Perforin aufweisen und
somit in der Lage waren, Tumorzellen abzutéten. uDagzurden Gewebeschnitte von
Nierenzellkarzinomen mit Antikdrpern gegen CD8, GIUP und Perforin gefarbt und mittels
konfokaler Lasermikroskopie analysiert. Je nach €&mw wurden zwischen 66 und 231
GMP-17CD8'-Lymphozyten hinsichtlich der Expression von Pérfobewertet. In den
untersuchten Nierenzellkarzinomgeweben wurden ReifeMP-17CD8'-Zellen, aber auch
solche ohne Perforin gefunden. Offensichtlich kémneCDS8-Lymphozyten im
Nierenzellkarzinom trotz der Expression von lytesehGranula kein Perforin und damit kein
oder wenig lytisches Potential besitzen. Abbilddig zeigt eine PerforiGMP-17'CD8"-Zelle
(oben) sowie eine CD&elle, die trotz Expression von GMP-17 kein Pérfaufweist (unten).
Der prozentuale Anteil an Perfofiellen innerhalb der GMP-1IZD8'-Lymphozyten wurde
berechnet und ist in Abbildung 4.4 dargestellt y&mtze Symbole). Der Tumor T1-RCC zeigte
einen Anteil an PerforinZellen von 35 % (33 PerforirZellen von 94 GMP-1TD8'-Zellen),
T4-RCC einen Anteil von 45 % (44 von 97 Zellen:RCC einen Anteil von 56 % (66 von 117
Zellen), T7-RCC einen Anteil von 73 % (116 von 1&€len) und T8-RCC einen Anteil von
40 % (114 von 231 Zellen) innerhalb der differerteie CD8-Lymphozyten. Der Tumor
T7-RCC weist den hochsten Anteil an Perfoifiellen innerhalb der Nierenzellkarzinome auf
(73 %). Fir die finf Nierenzellkarzinome ergab s&h medianer Anteil an GMP-1ZD8§'-
Lymphozyten, die Perforin exprimieren, von 45 %d@®mpwveite: 35 % bis 65 %).

Die GMP-17CD8'-Lymphozyten der Kontrollgewebe wurden ebenfalls ttets

Immunfluoreszenzfarbung mit Antikérpern gegen CB84P-17 und Perforin hinsichtlich der
Prasenz von Perforin bewertet. Der prozentuale idatePerforid-Zellen wurde berechnet und
ist in Abbildung 4.4 dargestellt ist (wei3e Symbol@as Transplantat hatte einen prozentualen
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GMP-17 Uberlagerung

Abb. 4.3: Nachweis von Perforin in Nierenzellkarzino  m-infiltrierenden CD8 *GMP-17"-Lymphozyten.
Dreifachimmunfluoreszenzfarbung eines Gefrierschnittes des Nierenzellkarzinoms T8-RCC mit
Antikdrpern gegen CD8 (griin), GMP-17 (rot) und Perforin (blau). Die Zellkerne wurden mit DAPI (grau)
gegengefarbt. Die Aufnahmen entstanden mittels konfokaler Lasermikroskopie. Dargestellt ist jeweils die
Aufnahme einer einzelnen optischen Schnittebene einer Perforin® (oben) und einer Perforin™
CD8'GMP-17"-Zelle.

Perforin* CD8*-TIL

Perforin- CD8*-TIL

Anteil an Perforifi-Zellen von 70 % (206 PerforifZellen von 295 GMP-1TD8'-Zellen), die
Leber 2935 einen Anteil von 72 % (106 von 147 Zgllend die Leber 2690 einen Anteil von
71 % (152 von 214 Zellen) innerhalb der GMP-@D8'-Lymphozyten. Die Kontrollgewebe
zeigten einen medianen Anteil an Perfoiiellen von 71 % (Spannweite: 70 % bis 72 %).

Die GMP-17CD8'-Lymphozyten der untersuchten fiinf Nierenzellkeomie zeigten keinen
statistisch signifikant unterschiedlichen Anteil d&erforin’-Zellen im Vergleich zu den
Kontrollgeweben auf (p = 0,152). Wurde T7-RCC jddoacht bertcksichtigt ergab sich fur die
vier anderen Nierenzellkarzinome ein statistisgmi§ikant geringerer Anteil an PerfofuZellen

im Vergleich zu den Kontrollgeweben (p = 0,028).
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p = 0,028 (ohne T7-RCC)
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Abb. 4.4: Prozentualer Anteil Perforin *-Zellen innerhalb der GMP-17 *CD8'-Lymphozyten. Nach
Immunfluoreszenzfarbung von Gewebeschnitten aus Nierenzellkarzinomen (T1-RCC, T4-RCC, T5-RCC,
T7-RCC und T8-RCC) und Kontrollgeweben (Transplantat, Leber 2935 und Leber 2690) mit Antikdrpern gegen
CD8, GMP-17 und Perforin wurden mittels konfokaler Lasermikroskopie jeweils zwischen 4 und 9
Gesichtsfelder pro Gewebe aufgenommen. Anhand der Signale fir CD8, GMP-17 und Perforin wurden die
GMP-17"CD8"-Zellen in eine Perforin® bzw. Perforin™ Gruppe eingeteilt und der prozentuale Anteil an
Perforin"GMP-17"CD8"-Lymphozyten berechnet, der graphisch dargestellt ist. Jedes Symbol entspricht einem
Gewebe. Fir die Analyse der ZTL Klone JB4 und TIL26 wurden diese auf Objekttrager aufgetragen.
AnschlieBend wurde eine Immunfluoreszenzfarbung analog den Gewebeschnitten durchgefiihrt und der
prozentuale Anteil an Perforin"‘GMP-17"CD8"-Zellen berechnet. TI-RCC:35% (33 von 94 Zellen),
T4-RCC: 45 % (44 von 97 Zellen), T5-RCC: 56 % (66 von 117 Zellen), T7-RCC: 73 % (116 von 160 Zellen),
T8-RCC: 40 % (114 von 231 Zellen), Transplantat: 70 % (206 von 295 Zellen), Leber 2935: 72 % (106 von 147
Zellen), Leber 2690: 71 % (152 von 214 Zellen), JB4: 96 % (77 von 81 Zellen), TIL26 100 % (70 von 70
Zellen). Der horizontale Balken gibt den Median der jeweiligen Gruppe an. Die Signifikanz wurde mittels
Mann-Whitney U-Test (einseitige Alternativhypothese) berechnet und ist als p-Wert angegeben.

Beim ZTL Klon TIL26 waren alle Zellen (100 %) undim ZTL Klon JB4 95 % der bewerteten
GMP-17CDS8"-Zellen auch Perforin (Abbildung 4.4, rotes Symbole fir JB4 und graues
Symbole fiir TIL26). Der Anteil an PerfofisZellen liegt bei ZTL Klonen damit wesentlich
hoher als bei gewebeinfiltrierenden GMP-CD8'-Lymphozyten.

4.1.3 Nachweis der Tumorzellerkennung durch Cb§mphozyten

Um zu untersuchen, ob im Gewebe aktive Tumorzedtemking durch infiltrierende CD8

Lymphozyten stattfindet, wurde die intrazellular@khilisation von GMP-17 in den TIL
analysiert. Ist eine Effektorzelle nicht in aktivefielzellerkennung, sollte sie eine
zytoplasmatisch granulére Lokalisation von GMP-tifvaisen (Abbildung 4.5B). Kommt es zu
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einer Zielzellerkennung, polarisieren die lytisché&ranula innerhalb der T-Zelle zur
Kontaktstelle mit der Zielzelle (Abbildung 4.5C)afauf hin kommt es durch das Verschmelzen
der lytischen Granula mit der Plasmamembran deszkidfzelle zur Ausbildung der lytischen
Synapse (Abbildung 4.5D) und die zytotoxischen ltiemolekile werden ausgeschittet (19)
(93) (20),. Somit sollten Effektorzellen nach Zalerkennung ihre Granula in die
Zytoplasmamembran integriert haben und eine sys@EiLokalisation des GMP-17 aufweisen.
Diese sollte durch eine Kolokalisation von GMP-11t oem Plasmamembranmolekil CD8

nachweisbar sein.

A B
(Effefktormolekule )
Perforin, Granzyme *@
A GMP-17 % o
\ 3

2G9-AK-Epitop

Zielzelle

~— Lytische
Synapse

Abb. 4.5: Postulierte raumliche Verteilung der lytisc hen Granula innerhalb
einer ZTL wahrend der Ausbildung der Iytischen Syna pse bei
Zielzellerkennung. A. Schematische Darstellung eines lytischen Granula mit
Effektormolekilen und GMP-17. Das GMP-17-Epitop, welches von dem
Antikdrper 2G9 erkannt wird, ist als rotes Dreieck markiert. B. ZTL ohne
Zielzellerkennung mit diffuser Verteilung der GMP-17" Granula im Zytoplasma.
C. Polarisierte Ausrichtung der Granula zur Zielzellkontaktstelle. D. Fusion der
Granulamembran mit der T-Zell-Plasmamembran bei der es zur Ausschiittung der
Effektormolekile kommt. Die Region der Membranfusion wird als lytische
Synapse bezeichnet. Durch Fluoreszenzdoppelfarbung mit Antikdrpern gegen
GMP-17 und CD8 sollte sich die genaue Lokalisation der Granula innerhalb der
ZTL mittels konfokaler Lasermikroskopie nachweisen lassen. Bei Fusion der
Granulamembran mit der Plasmamembran ist eine Kolokalisation von CD8 und
GMP-17 zu erwarten, die sich als Uberlagerung der Fluoreszenzkanile von CD8
und GMP-17 dargestellt.
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4.1.3.1In vitro Modellsystem zum Nachweis der Tumorzellerkennung

Der postulierte Vorgang der Zielzellerkennung duéffektorlymphozyten wurde an einem
Modellsystem in vitro gepruft. Hierbei wurde dehuman leukocyte antigefHLA)-A2
alloreaktive ZTL Klon JB4 als Effektorzelle verwesid JB4 wurde auf einen Zellrasen der
HLA-A2" Nierenzellkarzinomzelllinie RCC26 gegeben und fiir Bin bei 37°C inkubiert.
Zusatzlich wurde in einem parallelen Ansatz die HA2Z Nierenzellkarzinomzelllinie KT-195

als Negativkontrolle mitgefiihrt, da diese von JBzhtherkannt wird (83).

Um eine mdgliche Verschmelzung der lytischen Gramit der Zytoplasmamembran der ZTL
nach Zielzellkontakt nachzuweisen, wurde eine Imitnoneszenzfarbung gegen CD8 und
GMP-17 durchgefihrt. Die Fusion der lytischen Gtanuit der Plasmamembran der
Effektorzelle bei Zielzellerkennung sollte zur Kkédisation von GMP-17 mit CD8 fuhren,
welche mittels konfokaler Lasermikroskopie anhaner d-arbiiberlagerung der fiur die
Darstellung von CD8 und GMP-17 verwendeten Farbleand&achgewiesen wurde. Zur
guantitativen Bewertung der Fusion der lytischerartata mit der Plasmamembran wurde
zusatzlich das Fluoreszenzintensitatsprofil den&lig fur CD8 und GMP-17 entlang einer von
der T-Zell-lnnenseite zur T-Zell-AuRenseite gerateh Strecke durch das Areal der
Kolokalisation von GMP-17 mit CD8 erstellt. Ein Kiakt wurde erst dann als Fusion bewertet,
wenn sich jenseits des Signals von GMP-17 kein GigBwal mehr befindet. Abbildung 4.6A
zeigt exemplarisch GMP-17 mit Fusion von lytisch@ranula mit der Plasmamembran nach
Kontakt von JB4 mit RCC26. Das Oberflachenmembrategm CD8 ist dabei griin und das
Granulaprotein GMP-17 rot dargestellt. Die Versclameg von GMP-17 mit der
Plasmamembran wird durch die gelb-orange Farbidgemiag von CD8 mit GMP-17 an der
Kontaktstelle der ZTL zur Tumorzelle deutlich. Dtkuoreszenzintensitatsprofile von CD8 und
GMP-17 entlang der Linie durch die Kontaktstellde{Pin Abbildung 4.6) Uberlappen und
wurden als Fusionsereignis GMP-17 mit der Plasmamn@mbewertet, weil rechts des GMP-17-
Profils kein CD8-Fluoreszenzsignal mehr nachweisbarAbbildung 4.6B zeigt jeweils zwel
JB4 in Kontakt mit KT-195. Entsprechend der defit@e Kriterien handelt es sich hierbei um
keine synaptische Kontakte. Obwohl sich in der remeAbbildung eine gelbe Farbung zeigt und
die Fluoreszenzprofile des GMP-17 und CD8 entlaag Bfeils zunachst Uberlappen, so ist
entlang des Pfeils das Endsignal (rechts) ledidli€f8-Signal ohne GMP-17-Signal. Somit liegt

keine Integration der lytischen Granula mit dersRlamembran vor. Da KT-195 das von JB4
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Abb. 4.6: Raumliche Verteilung des GMP-17 im ZTL Klo n JB4 bei Kontakt mit RCC26 bzw. KT-195. JB4
wurde auf einen Zellrasen von RCC26 (HLA-A2") bzw. KT-195 (HLA-A2") gegeben und bei 37<C fiir 30 min
inkubiert. AnschlieBend wurde eine Immunfluoreszenzfarbung mit Antikérpern gegen CD8 und GMP-17
durchgefihrt und die Zellkerne mit DAPI gegengefarbt. Mittels konfokaler Lasermikroskopie wurde jeweils in 33
bis 37 ZTL die raumliche Verteilung des GMP-17 relativ zu CD8 ausgewertet. Dargestellt sind die
Uberlagerungen der drei Fluoreszenzkanéle von CD8 (griin), GMP-17 (rot) und DAPI (grau) einer optischen
Schnittebene. Die Abbildung in A zeigt eine ZTL in Kontakt mit RCC26, in der GMP-17 an der Kontaktstelle in
die Plasmamembran integriert ist. Die Uberlagerung der Fluoreszenzsignale von CD8 und GMP-17 filhrt an der
Kontaktstelle zu einer sich in gelb-orange darstellenden Mischfarbe. Die Kolokalisation des GMP-17 mit CD8
zeigt sich zusatzlich im Fluoreszenzprofil (rechtes Diagrammes) entlang der Linie durch die Plasmamembran an
der Tumorkontaktstelle (Pfeile) als Uberlagerung der Fluoreszenzintensitatskurven von GMP-17 und CD8. Die
beiden Abbildungen in B zeigen jeweils eine ZTL in Kontakt mit KT-195 mit zytoplasmatisch granularer
Lokalisation des GMP-17. Das Fluoreszenzintensitatsprofil entlang des Pfeils in der oberen Abbildung zeigt
keine Uberlagerung der Fluoreszenzintensitatskurven von GMP-17 und CD8. Die unter Abbildung zeigt ein
Beispiel teilweiser Uberlagerung der Fluoreszenzintensitiatskurven von GMP-17 und CD8 entlang des Pfeils.
Dennoch ist hier GMP-17 nicht in die Plasmamembran integriert, da das Signal von CD8 noch jenseits des
Signals von GMP-17 liegt.
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erkennende Molekil nicht besitzt, stellt KT-195 fiB4 keine Zielzelle dar. Nach Kontakt von

JB4 mit KT-195 sollte sich daher auch keine lyts@ynapse ausbilden. RCC26 dagegen stellt
fur JB4 eine Zielzelle dar und der Nachweis lytescBynapsen ist zutreffend. Somit kdnnen mit
den definierten Kriterien Kontakte mit lytischereEellerkennung von solchen ohne Erkennung
unterschieden werden. Eine Fusion der lytischem@aamit der Plasmamembran kann daher

durch die postulierten Kriterien nachgewiesen werde

Es wurden insgesamt 33 bis 36 JB4 pro TumorzallifRCC26 bzw. KT-195) ausgewertet.
Nach 30-minutiger Kokultur wiesen 39 % der JB4 (et bewerteten 36 Zellen), die auf einen
Zellrasen von RCC26 (HLA-A2 gegeben wurden, wiesen eine membranstandige tisctap

Lokalisation von GMP-17 auf. Dagegen zeigten n@t @er JB4 (3 Zellen von 33 bewerteten
Zellen), die auf einen Zellrasen von KT-195 (HLA-AZyegeben wurden, eine synaptische
Lokalisation des GMP-17. In Abbildung 4.7 ist deozentuale Anteil an JB4 mit synaptischem
GMP-17 bei Kontakt mit RCC26 bzw. KT-195 graphisatargestellt. In gleicher

Vorgehensweise wurden zwei weitere ZTL Klone (TIL&& TyrF8) analysiert und bestatigten

dass Ergebnis.

50 7 B RCC26 Abb. 4.7: Prozentualen Anteil an JB4 mit einer
B KT-195 Iytischen Synpase nach Inkubation mit RCC26
40 bzw. KT-195. Die ZTL Klon JB4 wurde jeweils fiur 30

min auf einen Zellrasen mit RCC26 (HLA-A2") bzw.
KT-195 (HLA-A2") gegeben. AnschlieRend wurde eine
Immunfluoreszenzfarbung mit Antikdrpern gegen CD8
und GMP-17 durchgefiihrt. Mittels  konfokaler
Lasermikroskopie wurden die ZTL, die sich in Kontakt
mit einer Tumorzelle befanden, auf die Lokalisation

von GMP-17 analysiert. Dargestellt ist der prozentuale

% JB4 mit synaptischem GMP-17

Anteil an JB4, der eine lytischen Synapse aufweist.
JB4 auf RCC26: 39 % (14 Zellen von 36 Zellen),
KT-195: 9 % (3 Zellen von 33 Zellen).

JB4

Das Ergebnis des Modellsystems zeigt, dass anhenslydaptischen Lokalisation des GMP-17
eine Fusion der Iytischen Granula mit der Plasmabmam und damit ein durch

Zielzellerkennung ausgeltster Degranulationproze&D8 - T-Lymphozyten nachweisbar ist.
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4.1.3.2Nachweis der Tumorzellerkennung durch infiltrierer@D8-Lymphozyten im
Nierenzellkarzinomgewebe

Entsprechend derm vitro Modellsystem wurden Gewebeschnitte von Nierenaetikomen
und Kontrollgeweben immunhistologisch gefarbt unel dokalisation von GMP-17 in CD8
Lymphozyten bestimmt. Abbildung 4.8 zeigt exempielni zwei CD8-Zellen, eine mit
Uberlagerung (oben) und eine ohne Uberlagerungerder Signale von CD8 und GMP-17.
Insgesamt wurden pro Gewebe zwischen 94 und 295 -GMPDS8'-Zellen bewertet und in
Zellen mit synaptischem GMP-17 und Zellen ohne ptisrehem GMP-17 eingeteilt. Die Zellen
mit synaptischem GMP-17 stellen im Tumor T1-RCGCeairnteil von 34 % (32 von 94 Zellen),
in T4-RCC einen Anteil von 48 % (47 von 97 Zelleh)-RCC einen Anteil von 33 % (39 von
117 Zellen), T7-RCC einen Anteil von 44 % (71 vas0D1Zellen) und T8-RCC 30 % (68 von
229 Zellen). Fur die funf untersuchten Nierenzetitwen ergibt sich ein medianer prozentualer
Anteil an CD8-Lymphozyten mit synaptischem GMP-17 von 34 % (®paite: 30 % bis
44 %).

Die Bewertung der GMP-17-Lokalisation ergab, das$ sahlreiche Nierenzellkarzinom-
infiltrierende CD8-Lymphozyten Kolokalisation von GMP-17 mit CD8 zeig und sich somit
entsprechend demn vitro Modellsystem mit in einem durch Tumorzellerkennaggeldsten

Degranulationsprozess befinden.
In den Gewebeschnitten des Transplantats wurdémieil an CD8-Zellen mit synaptischem

GMP-17 von 43 % (126 von 295 Zellen), in der Leb@85 von 46 % (68 von 147 Zellen) und
in der Leber 2690 von 52 % (111 von 214 Zellengkigert (Abbildung 4.9, weil3e Symbole).
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Abb. 4.8: Raumliche Verteilung des GMP-17 in Nierenz  ellkarzinom-infiltrierenden
CD8'-Lymphozyten. Nach Immunfluoreszenzfarbung eines Gefrierschnittes des
Nierenzellkarzinoms T8-RCC mit Antikdrpern gegen CD8 (griin) und GMP-17 (rot) und
Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI (grau), wurden Aufnahmen mittels konfokaler
Lasermikroskopie  durchgefiihrt. Dargestellt sind die Uberlagerungen der
Fluoreszenzsignale von CD8, GMP-17 und DAPI einer optischer Schnittebene (links).
Kolokalisation von GMP-17 mit CD8 ergibt eine gelb-orange Mischfarbe. Die obere
Abbildung zeigt eine CD8"-Zelle mit zur Tumorkontaktstelle ausgerichtetem GMP-17.
Hier zeigt sich auch die gelb-orange Mischfarbe. Die untere Abbildung zeigt eine
CD8"-Zelle mit zytoplasmatisch granularer Lokalisation des GMP-17 (keine gelb-
orange Mischfarbe). Auf der rechten Seite sind Fluoreszenzintensitatsprofile von CD8
(griin) und GMP-17 (rot) entlang den Pfeilen dargestellt.

Betrachtet man die Tumorproben differenzierter, zeigten sich zwei Gruppen: T1-RCC,
T5-RCC und T8-RCC mit einem Anteil an synaptiscf@MP-17-Zellen unter 35 % und

T4-RCC und T7-RCC mit einem Anteil an diesen Zelidrer 35 %. T4-RCC und T7-RCC
liegen mit 44 % bzw. 47 % im Bereich der Kontrollgsbe. Dagegen lagen die restlichen
Tumoren unter den Kontrollgeweben, jedoch war diesgerschied nicht statistisch signifikant
(p=0,1). Insgesamt als Gruppe zeigten die funfmdren ebenfalls keinen statistisch

signifikanten Unterschied zum Kontrollgewebe (p,25).
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Abb. 4.9: Prozentualer Anteil der CD8 *-Lymphozyten mit synaptischer Lokalisation des
GMP-17 innerhalb der GMP-17 "CD8'-Lymphozyten. Nach Immunfluoreszenzfarbung von
Gewebeschnitten aus Nierenzellkarzinomen (T1-RCC, T4-RCC, T5-RCC, T7-RCC und T8-RCC)
und Kontrollgeweben (Transplantat, Leber 2935 und Leber 2690) mit Antikérpern gegen CD8 und
GMP-17 wurden mittels konfokaler Lasermikroskopie jeweils zwischen 4 und 9 Gesichtsfelder
aufgenommen. Anhand der Signale fir CD8 und GMP-17 wurden die GMP-17"CD8"-Zellen in
Gruppen mit und ohne membranstandiger synaptischer Lokalisation des GMP-17 eingeteilt und
der prozentuale Anteil an Zellen mit lytischer Synapse berechnet, der graphisch dargestellt ist.
Jedes Symbol entspricht einem Gewebe. T1-RCC: 34 % (32 von 94 Zellen), T4-RCC: 48 %
(47 von 97 Zellen), T5-RCC:33% (39 von 117 Zellen), T7-RCC:44 % (71 von 160 Zellen),
T8-RCC: 30 % (68 von 229 Zellen), Transplantat: 43 % (126 von 295 Zellen), Leber 2935: 46 %
(68 von 147 Zellen), Leber 2690: 52 % (111 von 214 Zellen). Der horizontale Balken gibt den
Median der jeweiligen Gruppe an. Die Signifikanz wurde mittels Mann-Whitney U-Test berechnet
und ist als p-Wert angegeben.

4.1.4 Nachweis von Perforin in CD8.ymphozyten mit synaptischem GMP-17

Der Nachweis von CDSTIL mit synaptischer Lokalisation des GMP-17 ladatauf schlieRen,
dass in den Nierenzellkarzinomen Tumorzellerkenmstagfindet. Um Tumorzellen lysieren zu
konnen, miissen diese CBBymphozyten lytische Effektormolekiile besitzennHiir den
lytischen Prozess wichtiges Effektormolekul ist d@erforin. Perforin liegt in den lytischen
Granula gespeichert vor und wird bei der Fusionlgeschen Granula mit der Plasmamembran
der Effektorzelle in die Zielzelle Ubertragen. Zm$iéh zur Beurteilung der réumlichen
Lokalisation des GMP-17 wurde in den Geweben dalieh die Préasenz von Perforin in den
CD8'-Lymphozyten mit synaptischem GMP-17 bestimmt. Adimg 4.10 zeigt den
prozentualen Anteil an PerfofiZellen von den CD8Zellen mit synaptischem GMP-17 der
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Tumoren an (schwarze Symbole). In den untersuchliemenzellkarzinomen ergab sich im
Medianen ein Anteil an Perfofi¥Zellen innerhalb der CD&ellen mit synaptischem GMP-17
von 69 % (Spannweite: 59 % bis 82 %). T1-RCC haitten Anteil an diesen Zellen von 69 %
(22 von 32 Zellen), T4-RCC einen Anteil von 64 % (&n 47 Zellen), T5-RCC einen Anteil
von 77 % (29 von 38 Zellen), T7-RCC einen Anteihv@2 % (58 von 71 Zellen) und T8-RCC

einen Anteil von 59 % (40 von 68 Zellen).
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Abb. 4.10: Prozentualer Anteil an Perforin ¥ Zellen von CD8 *-Lymphozyten mit synaptischem

GMP-17. Nach Immunfluoreszenzfarbung von Gewebeschnitten aus Nierenzellkarzinomen (T1-RCC,
T4-RCC, T5-RCC, T7-RCC und T8-RCC) und Kontrollgeweben (Transplantat, Leber 2935 und Leber
2690) mit Antikdrpern gegen CD8, GMP-17 und Perforin wurden mittels konfokaler Lasermikroskopie
jeweils zwischen 4 und 9 Gesichtsfelder aufgenommen. Anhand der Signale fir CD8, GMP-17 und
Perforin wurden die CD8"-Zellen mit synaptischem GMP-17 in Perforin™ und Perforin® Gruppen eingeteilt
und der prozentuale Anteil an Perforin® Zellen berechnet, der graphisch dargestellt ist. Jedes Symbol
entspricht einem Gewebe. T1-RCC: 69 % (22 von 32 Zellen), T4-RCC: 64 % (30 von 47 Zellen),
T5-RCC: 77 % (29 von 38 Zellen), T7-RCC: 82 % (58 von 71 Zellen), T8-RCC: 59 % (40 von 68 Zellen),
Transplantat: 94 % (119 von 126 Zellen), Leber 2935: 87 % (59 von 68 Zellen), Leber 2690: 78 % (87 von
111 Zellen). Der horizontale Balken gibt den Median der jeweiligen Gruppe an. Die Signifikanz wurde
mittels Mann-Whitney U-Test (einseitige Alternativhypothese) berechnet und ist als p-Wert angegeben.
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Das Transplantat zeigte einen Anteil von 94 % (Yb8 126 Zellen), die Leber 2935 einen
Anteil von 87 % (59 von 68 Zellen) und die Lebe®@eéeinen Anteil von 78 % (87 von 111
Zellen). Die Kontrollgewebe zeigten einen Anteil Rerforif CD8'-Zellen innerhalb der Zellen
mit synaptischem GMP-17 von 87 % (Spannweite: 78 b¥#% 94 9%). Die beiden
Nierenzellkarzinome T5-RCC und T7-RCC liegen mitezn prozentualen Anteil an Perforn
Zellen von den synaptischen GMP-CDS8'-Zellen von 77 % bzw. 82 % innerhalb des
Bereiches der Kontrollgewebe. Im Durchschnitt igir dAnteil an diesen Zellen in den
Nierenzellkarzinomen jedoch statistisch signifikamedriger als bei den Kontrollgeweben
(p = 0,036).

4.1.5 Lytisches Reaktionsprofil der infiltrierenden GMRP-CD8'-Effektorzellpopulation

Fur eine erfolgreiche Zerstérung der Tumorzellenssnieine CD8T-Zelle gleichzeitig
mindestens zwei Eigenschaften erfillten: Tumordetienung und Expression von lytischen
Effektormolekiilen, wie Perforin. Einer CD8ymphoztenpopulation kann man somit ein
Jytisches Reaktionsprofil* zuweisen, indem der peotuale Anteil von GMP-1ZD8'-Zellen,
die sowohl Perforin als auch synaptisches GMP-En®en, berechnet. Der Anteil dieser Zellen
fur die Nierenzellkarzinome und Kontrollgewebe iistAbbildung 4.11 dargestellt (schwarze
Symbole). Die Berechnung ergab fiir die Nierenzedikmm-infiltrierende GMP-17TCDS8'-
Lymphozytenpopulation Werte zwischen 17 % und 3@®édianer Anteil 25 %). Fur T1-RCC
war dies 23 % (22 von 94 Zellen), T4-RCC 31 % (80 97 Zellen), T5-RCC 25 % (29 von 117
Zellen), T7-RCC 36 % (58 von 160 Zellen) und T8-RATZ % (40 von 213 Zellen). Alle
Kontrollgeweben hatten werte um 40 % (Spannwei®e?odbis 41 %). Fur den Tumor T7-RCC
ergab sich somit ein den Kontrollgeweben vergleaceb Wert (36 %). Vergleicht man den
medianen Anteil der finf Nierenzellkarzinome mitdder Kontrollgewebe, so zeigt sich, dass
die Nierenzellkarzinom-infiltrierende CD&.ymphozytenpopulation ein deutlich geringeres
lytisches Profil gegeniiber den Kontrollgeweben halpe= 0,036).
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p =0,036
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Abb. 4.11: Prozentualer Anteil an Perforin  *-Zellen mit synaptischer Lokalisation des GMP-17
innerhalb der CD8 *-Lymphozyten. Nach Immunfluoreszenzfarbung von Gewebeschnitten aus
Nierenzellkarzinomen (T1-RCC, T4-RCC, T5-RCC, T7-RCC und T8-RCC) und Kontrollgeweben
(Transplantat, Leber 2935 und Leber 2690) mit Antikdrpern gegen CD8, GMP-17 und Perforin
wurden mittels konfokaler Lasermikroskopie jeweils zwischen 4 und 9 Gesichtsfelder aufgenommen.
Anhand der Signale fir CD8, GMP-17 und Perforin wurden die Perforin"GMP-17"CD8"-Zellen in
Gruppen mit und ohne synaptischer Lokalisation des GMP-17 eingeteilt und der prozentuale Anteil
an Perforin® Zellen, die gleichzeitig eine lytische Synapse aufweisen, berechnet. Dieser ist
graphisch dargestellt. Jedes Symbol entspricht einem Gewebe. T1-RCC: 23 % (22 von 94 Zellen),
T4-RCC: 31 % (30 von 97 Zellen), T5-RCC: 25 % (29 von 117 Zellen), T7-RCC: 36 % (58 von
160 Zellen), T8-RCC: 17 % (40 von 231 Zellen), Transplantat: 40 % (119 von 295 Zellen),
Leber 2935: 40 % (59 von 147 Zellen), Leber 2690: 41 % (87 von 214 Zellen). Der horizontale
Balken gibt den Median der jeweiligen Gruppe an. Die Signifikanz wurde mittels Mann-Whitney U-
Test berechnet und ist als p-Wert angegeben.

4.1.6 Lokalisation des GMP-17 in den gewebeinfiltrieremd®erforii und Perforin
GMP-17CD8'-Lymphozyten

PerforimCD8'-Lymphozyten im Nierenzellkarzinom besitzen lytisckranula, diirften aber
keine oder nur sehr geringe lytische Kapazitatwaigen. Durch Bewertung der subzellularen
Lokalisation des GMP-17 wurde bestimmt, ob Perf@iMP-17"CD8 -Lymphozyten
Tumorzellen erkennen und ein Degranulationsprotzess Abwesenheit von Perforin stattfindet.
Die im Gewebe befindlichen Perforibbzw. PerforitGMP-17 CD8'-Lymphozyten wurden auf
synaptische Lokalisation des GMP-17 bewertet. Al 4.12 gibt den prozentualen Anteil an
Zellen mit synaptischem GMP-17 innerhalb der Pérfobzw. PerforiiGMP-17CDS'-
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Lymphozytenpopulation bei den Nierenzellkarzinomsch(varze Symbole) und den
Kontrollgeweben (weil3e Symbole) an.

=0,008
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Abb. 4.12: Prozentualer Anteil an Zellen mit synapti  schem GMP-17 von infiltrierenden Perforin " bzw.
Perforin ~ GMP-17"CD8"-Lymphozyten. Gewebeschnitte aus Nierenkarzinom- und Kontrollgeweben wurden
immunbhistologisch mit Antikérpern gegen CD8, GMP-17 und Perforin gefarbt. Mittels konfokaler
Lasermikroskopie wurden jeweils 4 bis 9 Gesichtsfelder aufgenommen. Anhand der Signale fir CD8, GMP-17
und Perforin wurden Perforin® bzw. Perforin”™ GMP-17"CD8"-Zellen in Gruppen mit und ohne synaptischem
GMP-17 eingeteilt und der prozentuale Anteil an Zellen mit synaptischem GMP-17 berechnet. Dargestellt ist
der prozentuale Anteil an Zellen mit synaptischem GMP-17 innerhalb von Perforin® bzw. Perforin -Zellen.
Jedes Symbol entspricht einem Gewebe. Perforin *-Zellen: T1-RCC: 67 % (22 von 33 Zellen), T4-RCC: 68 %
(30 von 44 Zellen), T5-RCC: 44 % (29 von 66 Zellen), T7-RCC: 50 % (58 von 116 Zellen), T8-RCC: 35 % (40
von 114 Zellen), Transplantat: 56 % (119 von 211 Zellen), Leber 2935: 56 % (59 von 106 Zellen), Leber
2690: 57 % (87 von 152 Zellen). Perforin -Zellen: T1-RCC: 16 % (10 von 61 Zellen), T4-RCC: 32 % (17
von 53 Zellen), T5-RCC: 18 % (9 von 51 Zellen), T7-RCC: 30 % (13 von 44 Zellen), T8-RCC: 24 % (28 von
117 Zellen), Transplantat: 8 % (7 von 84 Zellen), Leber 2935: 22 % (9 von 41 Zellen), Leber 2690: 39 % (24
von 62 Zellen). Der horizontale Balken gibt den Median der jeweiligen Gruppe an. Die Signifikanz wurde mittels
Mann-Whitney U-Test berechnet und ist als p-Wert angegeben.
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Perforim-Zellen zeigten sowohl in den Nierenzellkarzinona¢s auch in den Kontrollgeweben
kaum synaptische Lokalisation des GMP-17 (mediangnteil Tumoren: 24 %,
Spannweite: 16 % bis 32 %); medianer Anteil Kong®lebe 22 %, Spannweite: 8 % bis
39 %). Im Gegensatz dazu zeigten die Perfefigllen einen medianen Anteil an Zellen mit
synaptischem GMP-17 in den Tumoren 50 % (Spannwghste% und 68 %) und in dem
Kontrollgeweben 56 % (Spannweite: 56 % bis 57 Ygrfd?in-Zellen haben offensichtlich
deutlich weniger lytische Synapsen als Perfedellen. Der Unterschied im Anteil an Zellen
mit synaptischem GMP-17 zwischen Perforimd Perforii GMP-17'CD8'-Lymphozyten ist
bei den Nierenzellkarzinomen statistisch signifikgp = 0,008). Die funktionelle Kapazitat

Perforim-Lymphoyzten wird in Kapitel 4.2 mithilfe ein@s vitro Modellsystems evaluiert.
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4 2Einfluss von Tumorzellen auf Effektormolekile und Hfektorfunktion von
zytotoxischen T-Lymphozytenin vitro

Die Analyse der im Nierenzellkarzinom befindlich@D8'-Lymphozyten anhand der Marker
GMP-17 und Perforin ergab, dass nahezu alle ‘d@@phozyten Effektorzellen (GMP-1y
sind, aber nur etwa die Halfte das lytische Effektmlekil Perforin exprimieren (siehe
Kapitel 4.1, Abb.4.2 und 4.4). Durchflusszytomsthie Analysen von aus
Nierenzellkarzinomen isolierten TIL zeigten, daseelesr Zellen auch Granzym™B sind,
wohingegen die meisten Zellen Granzym A besalRepufalizierte Daten der Arbeitsgruppe).
Diese Diskrepanz in der Expression der Effektorkidlke ist kontrar zu den Vorgangen einer
normalen Differenzierung von naiven T-Zellen zu ekfbrzellen: Im normalen
Differenzierungsprogramm der ZTL wird Granzym Atgeich mit Perforin induziert (40). Da
die CD8-Lymphozyten im Nierenzellkarzinom Granzym A und 8M7 besitzen, kann man
davon ausgehen, dass sie das Differenzierungspnograu Effektorzellen durchlaufen haben.
Offensichtlich aber hat die Halfte der CBBymphozyten entweder das Perforin nicht induziert
oder Perforin nach der Differenzierung verlorent Milfe einesin vitro Modellsystems wurde
untersucht, ob die Anwesenheit von Tumorzellen Adenlust von Perforin und Granzym B
fuhren kann. Wirde gleichzeitig Granzym A erhaltgleiben, also der Phanotyp der TIL
entstehen, so kdnnte dieser Mechanismus eweivo stattgefunden haben.

4.2.1 Verlust von Perforin in zytotoxischen T-Lymphozytdurch Tunorzelliberschus

Um den Einfluss von Tumorzellen auf den Gehalt dgstoxischen Effektormolekiils Perforin
in ZTL zu untersuchen, wurde ein vitro Modellsystem gewahlt. Dabei wurde der ZTL Klon
JB4 und die HLA-AZ Nierenzellkarzinomzelllinie RCC26 als Zielzellewgihlt. Der Gehalt an
Perforin in den ZTL wurde zu verschiedenen Zeitgenk der Koinkubation mit den
Tumorzellen mittelsfluorescence activated cell sortingFACS) ermittelt. Um die ZTL im
Kokulturgemisch identifizieren zu konnen, wurdee dTL vor Beginn der Inkubation mit den
Tumorzellen mit dem lipophilen FluoreszenzmolekuiDD markiert, der sich in die
Plasmamembran von Zellen einlagert. Die DiD-Matkngy zeigte keine Beeintrachtigung der
Effektorfunktion der ZTL (siehe Kapitel 3.11.4). Uden Einfluss der Tumorzellzahl auf den
Perforingehalt der ZTL zu bestimmen, wurde der ZKlon JB4 in zwei verschiedenen
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Verhaltnissen mit RCC26 inkubiert. Zum einen wurdéiche Anteile der ZTL und Tumorzelle
(Verhaltnis 1:1, hier 1x bezeichnet) gemischt. Zuamderen wurde ein zehnfacher
Tumoriberschuss (Verhéltnis 10:1, hier 10x beza&thiverwendet, welches dig vivo
Bedingungen des Tumormilieus besser widerspieDalbei wurde die Anzahl an ZTL und das
Kulturvolumen beibehalten und die Tumorzellzahladrth so dass zuséatzlich zur Tumorzellzahl
die Zelldichte stark erhtht war. Parallel wurdee &TL ohne Tumorzellen inkubiert, um
Veranderungen des Gehalts an Perforin unabhangigrumorzellen zu sehen. Die Inkubation
wurden zu den Zeitpunkten zwei Stunden, sechs 8tyrz#h Stunden und 35 Stunden gestoppt,
sowie gleich nach dem Start der Inkubation (nullung8en). Nach Fixierung und
Permeabilisierung der Zellen wurden sie mit einesrfd?in-spezifischen Antikdrper sowie mit
einem fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérper reinetrazellularen FACS-Farbung

unterzogen. Zu jedem Ansatz wurde parallel ein Ansait einem Kontrollantikdrper

mitgefuhrt, der denselben Isotypen wie

250K q ;-
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100K

besitzt. Fur die Analyse des

50K

Perforingehalts in den ZTL wurden die

T T T T
100K 150K 200K 250K

FSC

0 T T T T
0 50K 100K 150K 200K 250K

ZTL mittels elektronischer FsC

D 105_
. . . 200K 1 :
Auswabhlschritt wurde nur die kleinere 104] &

< 150K -|

Zellpopulation (Lymphozyten) anhand 3

250K -

Auswabhlfenster ausgewahlt. Im ersten v C

0K -

der geringen Vorwartsstreuung (FSC)

50K

und der niedrigen Seitwartsstreuung

T T T T T ) T T T T T
0 50K 100K 150K 200K 250K 0 50K 100K 150K 200K 250K

(SSC) ausgewahlt (Abbildung 4.13A). FSC-H Fsc

AnschlieRend wurden die toten ZellenAbb. 4.13: Eingrenzung der Lymphozytenpopulation in
Kokulturansatzen von ZTL mit Tumorzellen mittels

anhand der Fluoreszenzintensitat Voglektronischer Auswahlfenster. Dargestellt ist das am

7-Aminoactinomycin D (7TAAD) Durchflusszytometer LSR Il aufgenommene Zeligemisch aus

hi Abbild 413B). D ZTL und Tumorzellen. Die ZTL wurden vor Koinkubation mit
ausgeschiossen ( liaung 4. ) eﬁem Fluoreszenzfarbstoff DiD markiert. A. Auswahl der

Weiteren wurden Zelldubletten Lymphozytenpopulation anhand deren geringer GréR3e (FSC)
und niedriger Granularitat (SSC). B. Eingrezung auf DiD*-

Zellen. C. Ausschluss von toten Zellen durch Auswahl von
ausgewahlt (Abbildung 4.13C und D)_?AAD‘-ZeIIen D. Ausschluss von Dubletten anhand FSC-A-

_und FSC-H-Charakteristika.
Es wurde sowohl der prozentuale Antell

ausgeschlossen und DiD Zellen

an Perforin-T-Zellen sowie die
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mediane Fluoreszenzintensitat (MFI) der T-Zellestipemt, die den relativen Gehalt an Perforin

der T-Zellpopulation angibt.

Abbildung 4.14 zeigt die gemessenen Fluoreszenmiitgen von Perforin in den ZTL als
Histogramm mit logarithmischer Skalierung. Die jéigen Anteile an PerforikZTL sowie die
mediane Fluoreszenzintensitat (MFI) von Perforimdsin den Histogrammen angegeben. Bei
Kultur der ZTL ohne Tumorzellen blieb Perforin inerd ZTL wahrend der gesamten
Inkubationszeit erhalten mit leichter Abnahme vorrf®Yin'-Zellen gegen Ende der
Inkubationszeit (97 % bei 0 h, 81 % bei 35 h). Bakultur mit einer niedrigen Anzahl an
Tumorzellen (1x) nahm der Gehalt an Perforin in d&h kontinuierlich bis sechs Stunden ab
(MFI 534, MFI 359 bzw. MFI 295), was auf eine Ausgttung des gespeicherten Perforins
durch Zielzellerkennung zuriickgefiihrt werden kaKpnsistent mit der Literatur, dass eine
einzelne ZTL Perforin nicht vollstandig ausschittehtstand dabei ein nur sehr geringer
prozentualer Anteil an Perforik’ZTL (25). Nach sechs Stunden stieg der Gehalt erfiofn
wieder, was fur eine Nachsynthese von Perforinaindm Wiederauffillen der Granulaspeicher
spricht. Wurden die ZTL mit einem Uberschuss an dwmallen (10x) inkubiert, nahm der
Gehalt an Perforin ebenfalls ab, konsistent mitlZéiéerkennung und Ausschittung von
Perforin. Im Gegensatz zu der Kokultur mit niedrigeimorzellzahl (1x) nahm der Gehalt an
Perforin in den ZTL nicht wieder zu, sondern nahamtkuierlich ab und nach 35 Stunden
Inkubation waren fast alle ZTL Perforin(7 % Perforii-ZTL). Offensichtlich kann die
Anwesenheit vieler Tumorzellen (10x) zum Verlushverforin im ZTL Klon JB4 flhren, so

dass eine PerforinT-Zellpopulation entsteht.
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Abb. 4.14: Perforingehalt im ZTL Klon JB4 wahrend de  r Inkubation mit der Tumorzelllinie RCC26.  Der ZTL
Klon JB4 wurde alleine, mit niedriger (1x) oder hoher (10x) Zellzahl der HLA-A2"-Nierenzellkarzinomlinie RCC26
koinkubiert. Zuvor wurden die ZTL mit dem Farbstoff DiD markiert. Nach Inkubation Uber verschiedene
Zeitspannen wurde eine intrazellulare Farbung mit Antikérpern gegen Perforin durchgefihrt und die
Fluoreszenzintensitat durchflusszytometrisch gemessen. Dargestellt sind die Fluoreszenzintensitaten von Perforin
als Histogramme mit logarithmischer Skalierung zu den angegebenen Zeitpunkten in den ZTL, die alleine (obere
Reihe), mit niedriger (1x, mittlere Reihe) bzw. hoher Tumorzellzahl (10x, untere Reihe) inkubiert wurden. Die MFI
und der prozentuale Anteil an Perforin® -ZTL sind im jeweiligen Histogramm angegeben. Die grau hinterlegte Kurve
stellt die Fluoreszenzintensitat des Isotypkontrollantikdrpers dar, dessen MFI von der spezifischen MFI abgezogen
wurde. Dargestellt ist ein représentatives Experiment von zwei unabhéngigen Versuchen mit vergleichbarem
Ergebnis.

Parallel zu Perforin wurde der Gehalt an Granzymm Granzym B in den ZTL mittels
spezifischer Antikdrper durchflusszytometrisch besit. Die Fluoreszenzintensitaten von
Granzym A und Granzym B zu den angegebenen Zeitponkind als Histogramme in
Abbildung 4.15 dargestellt. Um die Veranderung Besforingehalts in den ZTL Uber die Zeit
mit dem Gehalt an Granzym A und Granzym B sowie wdéeschiedenen Kokulturen zu
vergleichen, wurden die jeweiligen Fluoreszenzisitéiten auf die Intensitat zu Beginn der

Inkubation normiert und in Abbildung 4.16 als ralatAnderung gemeinsam dargestellt.
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Abb. 4.15: Expression von Granzym A und Granzym B im ZTL Klon JB4 wahrend der Inkubation mit der
Tumorzelllinie RCC26. Der ZTL Klon JB4 wurde alleine, mit niedriger (1x) oder hoher (10x) Zellzahl der HLA-A2"
Nierenzellkarzinomlinie RCC26 koinkubiert. Zuvor wurden die ZTL mit dem Farbstoff DiD markiert. Nach Inkubation

Uber verschiedene Zeitspannen wurde eine intrazellulare Farbung mit Antikbrpern gegen Granzym A und Granzym B

durchgefihrt und die Fluoreszenzintensitdt durchflusszytometrisch  bestimmt. Dargestellt sind die
Fluoreszenzintensitaten von Granzym A (A) und Granzym B (B) als Histogramme mit logarithmischer Skalierung zu
den angegebenen Zeitpunkten in den ZTL, die alleine (obere Reihe), mit niedriger (1x, mittlere Reihe) bzw. hoher
Tumorzellzahl (10x,untere Reihe) inkubiert wurden. Die MFI und der prozentuale Anteil an Effektormolekiil™-ZTL sind
im jeweiligen Histogramm angegeben. Die grau hinterlegte Kurve stellt die Fluoreszenzintensitét des
Isotypkontrollantikérpers dar, dessen MFI von der spezifischen MFI abgezogen wurde. Dargestellt ist ein
reprasentatives Experiment von zwei unabhéngigen Versuchen mit vergleichbarem Ergebnis.
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Wurden die ZTL mit einer niedrigen Zellzahl an RGC@AX) inkubiert, nahm der Gehalt an
Perforin und Granzym B in den ZTL Uber die erstemizStunden um die Halfte ab (relativive
MFI von 1,0 auf 0,5, Abbildung 4.14, schwarze Sytepowas auf eine gemeinsame
Ausschittung der beiden Proteine durch Zielzellenkeg entspricht. Bis sechs Stunden nahm
der Perforingehalt weiterhin ab, wahrend Granzynr&stisch anstieg und nach 24 Stunden das
Vierfache des Ausgangswertes erreichte. Diese Bbtlnag deutet darauf hin, dass in den ZTL
durch die Zielzellerkennung eine starke Neusynthese Granzym B induziert wird. Der
Perforingehalt in den ZTL stabilisierte sich naghSunden Koinkubation um einen Wert etwas
unterhalb des Ausgangswerts. Der Gehalt an Gran&yin den ZTL blieb wéhrend der
Inkubation der ZTL mit einer niedrigen Anzahl an @25 (1x) Uber die Inkubationszeit
weitgehend konstant und der prozentuale Anteil aan@/m A-ZTL blieb bei annihernd

100 %.
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Abb. 4.16: Anteil an Perforin *-, Granzym A *- und Granzym B *-Zellen sowie die relative Anderung des
Gehalts an Effektormolekilen im ZTL Klon JB4 wahrend der Inkubation mit der Tumorzelllinie RCC26.
Der ZTL Klon JB4 wurde mit niedriger (RCC26 1x, schwarz) bzw. hoher (RCC26 10x, rot) Zellzahl der HLA-A2"-
Nierenzellkarzinomzelllinie RCC26 koinkubiert. Zuvor wurden die ZTL mit dem Farbstoff DiD markiert. Nach
Inkubation Uber verschiedene Zeitspannen wurde eine intrazellulare Farbung mit Antikdrpern gegen Perforin,
Granzym A und Granzym B durchgefiihrt und die Fluoreszenzintensitat durchflusszytometrisch bestimmt.
Dargestellt ist der prozentuale Anteil an Effektormolekiil’-ZTL (obere Reihe) sowie die Anderung der MFI von
Perforin (links), Granzym A (rechts) und Granzym B (Mitte) zu den angegebenen Zeitpunkten normiert auf den
Ausgangswert bei 0 h (untere Reihe). Dargestellt ist ein repréasentatives Experiment von zwei unabhéngigen
Versuchen mit vergleichbarem Ergebnis.
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Wurden die ZTL mit einem zehnfachen Uberschuss @andfzellen (10x) kultiviert, nahm der
Gehalt an Perforin und Granzym B in den ZTL uUberelisten zwei Stunden ab (Abbildung 4.14,
rote Symbole). Anders als bei der Kokultur mit migdr Tumorzellzahl (1x) nahm Perforin in
den ZTL weiterhin ab, so dass ab 24 Stunden Koiatiab wie bereits erwahnt keine Perfdrin
ZTL mehr vorhanden waren. Die ZTL blieben nach wie Granzym B, allerdings blieb die
Induktion der Synthese von Granzym B aus. Bei hdhenorzellzahl (10x) erhalten ZTL das
Signal Granzym B auszuschiitten, aber entgegen eebpa@htung bei niedriger Tumorzellzahl
(1x) bleibt bei hoher Tumorzelliberschuss die Natlsyse von Granzym B aus. Der Gehalt an

Granzym A in den ZTL zeigte tUber den zeitlichenIstef keine wesentlichen Anderungen.

Der Verlust von Perforin in ZTL durch Koinkubationit einem Uberschuss an Tumorzellen
wurde auch mit andern Tumorzelllinien (Melanomzeld Mel624.38 und hé&matopoetische
Zelllinie K-562-A2) bestatigt und ist kein alleidg Charakteristikum von Nierenzell-
karzinomzelllinien. In Abbildung 4.17 sind die Ebgesse der Kokultur des ZTL Klons JB4 mit
der HLA-A2"-Melanomzelllinie Mel624.38 gezeigt. Fiir Perforigab sich ein identisches Bild
mit Abnahme des Gehalts an Perforin innerhalb der ind Abnahme des prozentualen Anteils
an Perforif-ZTL bei Tumoriiberschuss (Abbildung 4.17, gelbe Bgle). Bei Granzym B zeigte
sich bei Tumorzelliberschuss keine Abnahme des IGelsndern es kam gleich zu einem
Anstieg. Moglicherweise ist die Nachsynthese voar@ym B in ZTL bei Koinkubation mit
Mel624.38 schneller als bei Koinkubation mit RCCZei Tumoriberschuss (10x) blieb
ebenfalls, wie bei Koinkubation mit RCC26 beobathtike starke Induktion des Gehalts an
Granzym B nach sechs Stunden Koinkubation aus. Zgnai\ zeigte wiederum keine
wesentlichen Anderungen. Die ZTL blieben wahrend gesamten Koinkubation zu 100 %

Granzym A sowie Granzym B

Die Analyse des Gehalts an Effektormolekulen in Zich Kokultur mit Tumorzellen zeigte in
Anwesenheit einer hohen Tumorzellzahl, dass PertaTL entstehen. Anders als bei den TIL
der Nierenzellkarzinome beobachtet, waren alleTmimorzelliberschuss kultivierten ZTL nach
35 Stunden weiterhin Granzyni.B
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Abb. 4.17: Anteil an Perforin *-, Granzym A *- und Granzym B *-Zellen, sowie die relative Anderung des

Gehalts an Effektormolekilen im ZTL Klon JB4 wéhren  d der Inkubation mit der Tumorzelllinie Mel624.38.

Der ZTL Klon JB4 wurde mit niedriger (Mel624.38 1x, griin) oder hoher (Mel624.38 10x, gelb) Zellzahl der
HLA-A2"-Melanomzelllinie Mel624.38 inkubiert. Zuvor wurden die ZTL mit dem Farbstoff DID markiert. Nach
Inkubation Uber verschiedene Zeitspannen wurde eine intrazellulare Farbung mit Antikdrpern gegen Perforin,
Granzym A und Granzym B durchgefuhrt und die Fluoreszenzintensitdt durchflusszytometrisch bestimmt.
Dargestellt ist der prozentuale Anteil an Effektormolekiil’-ZTL (oben) sowie die Anderung von Perforin (links),
Granzym A (rechts) und Granzym B (Mitte) zu den angegebenen Zeitpunkten der MFI normiert auf den

Ausgangswert bei 0O h (unten).

4.2.2 Nachweis der Degranulation zytotoxischekymphozyten durch Stimulierung mit hol
und niedriger Tumorzellzahl

Im letzten Abschnitt wurde gezeigt, dass der ZTlorKUB4 durch Koinkubation mit einem
Uberschuss der Tumorzelllinie (10x) RCC26 oder M&188 Perforin wird. Um zu zeigen, ob
der Perforinverlust als Folge eines durch serielldbtdten vieler Tumorzellen mit
kontinuierlichem Entleeren der lytischen Granulfolgt, dem ein Auffillen der Granula nicht
nachkommt, wurde wahrend der Inkubation mit einetverschuss an Zielzellen (10x) die
Degranulation der ZTL gemessen. Hierzu wurde eiA€$-basierte Methode angewandt, bei
der die zwei Proteine CD107a und CD107b auf derelleBerflache nachgewiesen werden.
CD107a und CD107b sind Membranproteine der Lysesomnd daher auch Bestandteil
lytischer Granula von ZTL. Kommt es bei Zielzellerkhung zur Granulaausschittung gelangen
die CD107-Molekule an die Oberflache der ZTL. Dur@ugabe fluoreszenzmarkierter
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Antikorper gegen CD107a und CD107b wahrend der kidation mit Zielzellen werden alle
auf die Oberflache gelangten Molekile markiert HsieMethoden Abbildung 3.4). Die
resultierende Fluoreszenzintensitat der ZTL ist isomroportional zum Ausmald der

Degranulation.

Zur Kokultur von ZTL mit niedriger (1x) und hohedQx) Zellzahl an RCC26 wurden
fluoreszenzmarkierte Antikdrper gegen CD107a undl@d gegeben. Parallel wurde ein
Ansatz mitgefuhrt, bei dem die ZTL mit einer niggm Anzahl an RCC26 aber mit Zellen der
HLA-A27-Tumorzelllinie KT-195 inkubiert wurden (RCC26 1xH-195 9x), so dass die
Gesamtzellzahl dem Ansatz mit hoher Zellzahl an RE@RCC26 10x) entsprach. Dies sollte
klaren, ob sich die zusatzliche Prasenz von Tunflerzedie das Zielmolekil fur JB4 nicht
exprimieren, auf die Degranulation der ZTL auswitkbenfalls wurden die ZTL alleine ohne
Tumorzellen inkubiert. Abbildung 4.18 zeigt die &taszenzintensitat von CD107a/b der ZTL
zu Beginn und nach vier Stunden Koinkubation. Waordee ZTL alleine inkubiert, zeigte sich
eine schwache Fluoreszenzintensitat von CD107af @), was der spontanen Mobilisierung
der lytischen Granula zu Oberflache entspricht.(&)e deutlich héhere Fluoreszenzintensitat
von CD107a/b zeigte sich, wenn die ZTL mit ZieleallRCC26 1x) inkubiert wurden (MFI
841). Diese Zunahme war vergleichbar in den befdesiitzen mit niedriger Zellzahl an RCC26,
unabhangig von der Prasenz von HLA-Aumorzellen (MFI 841 bei RCC26 1x vs. MFI 746
bei RCC26 1x + KT-195 9x). Dies =zeigt, dass eineheéhoTumorzellzahl die durch

Zielzellerkennung ausgeldste Degranulation nicbtkiert.

Wurden die ZTL mit einem Uberschuss an RCC26 (likubiert, war die gemessene
Fluoreszenzintensitat hoher (MFI 1025), was eidgkste Degranulation einer einzelnen ZTL
bedeutet. Somit ist denkbar, dass die ZTL bei langauernder Koinkubation mit einem
Tumorzelliberschuss ihre Granula starker entleared gegebenenfalls Perforirwerden

kdnnen.
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Abb. 4.18: Nachweis der  CD107- Oberflachenmobilisierung von JB4  nach

Zielzellerkennung. Der ZTL Klon JB4 wurde ohne oder mit den angegebenen Tumorzellen
fur 4 h zusammen mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern gegen CD107a und CD107b
inkubiert. Zuvor wurden die ZTL mit dem Farbstoff DiD markiert. A. Darstellung der fur die
Analyse verwendeten Auswabhlstrategie. Es wurde nur die T-Zellpopulation (links) sowie DiD*
lebende (Propidiumjodid™) ZTL (rechts) beriicksichtigt. B. Darstellung der CD107a/b-
Fluoreszenzintensitdten des ZTL Klons JB4, der ohne Tumorzellen (griin), mit niedriger
(schwarz), mit hoher Zellzahl an RCC26 (rot) bzw. mit niedriger Zellzahl an RCC26 plus
einem neunfachem Uberschuss an KT-195 (blau) inkubiert wurde. Angegeben ist die
jeweilige MFI nach 4 h Inkubation, wobei die MFI des Isotypkontrollantikdrpers abgezogen ist.
Die graue Kurve stellt jeweils die Intensitat von CD107a /b der ZTL zum Zeitpunkt 0 h dar.

4.2.3 Modulation des Gehalts an Effektormolektlen in mytsschen TEymphozyten durc
Tumorzellen unabhangig von Zielzellerkennung

Um zu zeigen, ob der Verlust des Perforins im ZTlorKJB4 durch Zielzellerkennung und
daher Stimulierung des T-Zell-Rezeptors (TZR) alisge wurde, wurde die ZTL mit
unterschiedlichen Mengen an Tumorzellen der HLA-ARerenzellkarzinomzelllinie KT-195
koinkubiert. Diese stellt fir JB4 keine Zielzellardund stimuliert keine Degranulation des ZTL
Klons JB4. Gemessene Anderungen im Gehalt an Bifektiekiilen in JB4 kénnen daher nicht

auf TZR-Signal-induzierte Degranulation beruhen.
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Die Fluoreszenzintensitaten von Perforin in den ZMdhrend der Inkubation mit KT-195 sind in
Histogrammen im Anhang in Abbildung 9.1 bzw. dienvGranzym A und Granzym B in
Abbildung 9.2 dargestellt. Die relative Anderungs deerforins, Granzym A und Granzym B,
sowie der Anteile der EffektormoleK&ZTL sind in Abbildung 4.20 zusammengefasst. Bei
Inkubation mit einer niedrigen Zellzahl an KT-19%5x)] nahm der Gehalt an Perforin und
Granzym B wéhrend der ersten zwei Stunden der Kinaton nicht ab, im Einklang mit dem
Wissen, dass KT-195 keine Degranulation der ZTUGmtigVergleiche dazu Abnahme ausgel6st
durch Zielzellerkennung Abb. 4.16). Der Gehalt amfétin und Granzym B in den ZTL nahm
zum Ende der Koinkubationsdauer nur leicht ab. AH&L blieben Uber die gesamte
Inkubationsdauer Perforimnd GranzynB®. Es erfolgte keine Induktion des Granzym B, wie es
bei der Koinkubation mit den HLA-A2Zelllinien RCC26 und Mel624.38 in Kapitel 4.2.1
beobachtet wurde (siehe Abb. 4.16 und Abb. 4.18). Gehalt an Granzym A blieb tber die
Koinkubationszeit konstant und alle ZTL blieben idee gesamte Inkubationsdauer zu 100 %
Granzym A. Wurden die ZTL hingegen mit einem zehnfachen Btfarss an KT-195 (10x)
inkubiert, nahm der Gehalt an Perforin und auch dateil an Perforit-ZTL ab einer
Inkubationsdauer von zwei Sunden kontinuierlich gdp,dass nach 35 Stunden nur noch 22 %
Perforin-Zellen vorhanden waren. Auch nahm der Gehalt eaangm B in den ZTL ab und es
entstanden Granzym™EZTL. Granzym A wurde dagegen in den ZTL bei Koib&tion mit
einem Uberschuss an KT-195 induziert.
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Abb. 4.19: Anteil an Perforin *-, Granzym A *- und Granzym B *-Zellen, sowie die relative Anderung des

Gehalts im ZTL Klon JB4 wahrend der Inkubation mit der Tumorzelllinie KT-195. Der ZTL Klon JB4
wurde mit einer niedrigen (1x, blau) bzw. hohen (10x, orange) Zellzahl der HLA-A2™-
Nierenzellkarzinomzelllinie KT-195 koinkubiert. Zuvor wurden die ZTL mit dem Farbstoff DiD markiert. Nach
Inkubation Uber verschiedene Zeitspannen wurde eine intrazellulare Farbung mit Antikérpern gegen Perforin,
Granzym A und B durchgefiihrt und die Fluoreszenzintensitat durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt ist
der prozentuale Anteil an Effektormolekil*-ZTL (oben), sowie die Anderung der MFI von Perforin (links),
Granzym A (rechts) und Granzym B (Mitte) zu den angegebenen Zeitpunkten normiert auf den Ausgangswert

bei 0 h (unten). Dargestellt ist ein représentatives Experiment von zwei unabhangigen Versuchen mit

vergleichbarem Ergebnis.

Der Perforinverlust in ZTL auch ohne TZR-Stimuliegu wurde mit einer weiteren

Tumorzelllinie bestétigt. Dazu wurde K-562, eineytkeromyeloische Leukamiezelllinie

verwendet, welche keine Haupthistokompatibilitatsriplex (najor histocompability complex

MHC) Klasse | Molekule exprimiert und fur JB4 keiZgelzelle darstellt (95). Parallel dazu
wurde die HLA-A2-Transfektante der Zelllinie K-56K-562-A2) eingesetzt, die von JB4
erkannt wird. Die Inkubation von JB4 mit der Zellé K-562 wurde nur mit einem zehnfachem
Uberschuss an Tumorzellen (K-562 10x) durchgefutitbildung 4.20 zeigt, dass bei
Koinkubation der ZTL mit zehnfachem Uberschuss aB6R ein Verlust des Perforins in den
ZTL unabhéangig von der Zielstruktur HLA-A2 erfolgteer Gehalt an Granzym B in den ZTL
nahm ebenfalls bei Kokultur mit zehnfachem Ubersshan K-562 ab. Anhand der starken
Induktion von Granzym B in den ZTL bei Kokultur mitedriger Zellzahl an K-562-A2 lasst
sich erkennen, dass die Zielstruktur HLA-A2 von J&#%annt wird. Die Verdnderungen im

88



4 Ergebnisse

Gehalt an Granzym A in den ZTL waren bei allen dteinkubationen vergleichbar mit etwas
héherem Gehalt an Granzym A in den ZTL bei Koinkidramit K-562.
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Abb. 4.20: Relative Anderung des Gehalts an Perforin , Granzym A und Granzym B im ZTL Klon JB4
wahrend der Inkubation mit der Tumorzelllinie K-562  -A2 bzw. K-562. Der ZTL Klon JB4 wurde mit niedriger
(K-562-A2 1x, schwarz) oder hoher (K-562-A2 10x, weiR) Zellzahl der HLA-A2" Erythroleukémie-Zelllinie
K-562-A2 bzw. mit hoher Zellzahl der HLA-A2™ Zelllinie K-562 (K-562 10x, grau) inkubiert. Zuvor wurden die ZTL
mit dem Farbstoff DiD markiert. Nach Inkubation Uber verschiedene Zeitspannen wurde eine intrazellulare
Farbung mit Antikérpern gegen Perforin, Granzym A und Granzym B durchgefuhrt und die Fluoreszenzintensitéat
durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt ist die Anderung der MFI von Perforin (links), Granzym A (rechts)
und Granzym B (Mitte) zu den angegebenen Zeitpunkten normiert auf den Ausgangswert bei 0 h.

Diese Beobachtungen zeigen, dass unabhangig ven ®fimulation des TZR bei Koinkubation
des ZTL Klons JB4 mit einem Uberschuss an Tumaere(l0x) Perforin-ZTL entstanden. Im
Falle der Koinkubation von JB4 mit KT-195 entstamd®gar GranzymBZTL, wahrend alle
ZTL Granzym A blieben. Der durch Tumorzellilberschuss induzifelust von Perforin,
sowie das Ausbleiben der Induktion von Granzym B Zielzellen, sind offensichtlich ein
generelles Phdnomen unabhéangig vom Tumortyp. [Eegebnisse bestatigen wurden auch mit
dem HLA-A2 restringierten Tyrosinasepeptid-speztisn ZTL Klon TyrF8 bestatigt. Dieses
Experiment wurde von P. Prinz unter Anleitung dgefiihrt und ist im Anhang dargestellt
(Kapitel 7.4).
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4.2.4 Modulation des Gehalts an RANTES in zytotoxischehyimphozyten durch Inkubatit
mit Tumorzellen

Das Chemokin RANTES (CCL5) wird wahrend der Entwiclg von naiven T-Lymphozyten zu
reifen zytotoxischen Effektorzellen zeitgleich rdgén Effektormolektlen Perforin, Granzym A
und Granzym B gebildet (40). Eine weitere Gemeinganmit den Effektormolekilen besteht
in der Speicherung von RANTES in speziellen intlai@ren Kompartimenten und der
spezifischen Ausschittung nach Stimulierung des [#ZB. Des Weiteren wurde gezeigt, dass
RANTES zusammen mit Perforin und Granzym A von \a&tten virusspezifischen
CD8'-T-Lymphozyten ausgeschiittet wird (41). Die in derliegenden Arbeit verwendeten ZTL
Klone JB4 und TyrF8 exprimieren RANTES, wohingegdarkat, eine CD4T-Zell-
Leukamielinie, RANTES nicht exprimiert (Abbildung24).
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Abb. 4.21: Nachweis von intrazellularem RANTES in den ZTL Klonen JB4 und
TyrF8 sowie in der CD4 *-T-Zelllinie Jurkat.  JB4, TyrF8 und Jurkat wurden mit einem
Antikdrper gegen RANTES und fluoreszenzmarkiertem Sekundarantikbrper gefarbt.
AnschlieBend wurde die Fluoreszenzintensitat von RANTES mittels FACS analysiert.
Dargestellt sind die Fluoreszenzintensitaten von RANTES in JB4, TyrF8 bzw. Jurkat
(schwarze ausgefullte Kurven) wahrend die griinen offenen Kurven die Intensitat des
Isotypantikdrpers darstellen.

Wegen der Gemeinsamkeiten zwischen RANTES und df=kt&rmolekilen wurde auch die
Modulation des Gehalts an RANTES in ZTL wéhrend #@inkubation mit Tumorzellen
untersucht. Hierbei wurde der ZTL Klon JB4 mit wwmedenen Tumorzelllinien sowie alleine
tber eine Zeitspanne von 35 Stunden inkubiert. Esden die HLA-AZ-Tumorzelllinien
RCC26, K-562-A2 und Mel624.38, sowie die HLA-AZumorzelllinien KT-195 und K-562

verwendet. Die Fluoreszenzintensitaten von RANTESIen ZTL wahrend der Koinkubation
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mit der Tumorzelllinie RCC26 sowie ohne Tumorzelnd in Histogrammen in Abbildung 9.3
im Anhang dargestellt. Zur Zusammenstellung derBEnisse wurde die relative Anderung des
Gehalts an RANTES berechnet und ist in Abbildungp4dargestellt. Wurden die ZTL ohne
Tumorzellen inkubiert, nahm der Gehalt an RANTESden ZTL zu Beginn der Inkubation
geringflgig ab, blieb aber weitgehend konstant gatingfiigiger Zunahme zum Ende der
Inkubationszeit (Abbildung 4.22, weil3e Symbole). idan die ZTL hingegen mit den
HLA-A2"-Zelllinien RCC26, K-562-

Zielzelle Nicht-Zielzelle
A2 oder Mel624.38 inkubiert ~>- JB4 alleine - Tumorzellen 1x ~@-Tumorzellen 10x
(Abbildung 4.21, linke Diagramme), . RCC26 KT-195
nahm der Gehalt an RANTES 2

5 2

innerhalb von zwei Stunden stark ab,z Z
unabhangig vom Verhaltnis der ZTL § '
zur Tumorzelle. Diese Abnahme °
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gespeicherten RANTES

zuriickzufithren sein. Wahrend der
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relative

Tumorzelllinien (10x) koinkubiert,

nahm der Gehalt an RANTES

kontinuierlich bis zum Ende der Tumorzelllinien. Der ZTL Klon JB4 wurde ohne, mit niedriger

. . . . . (1x, schwarz) oder hoher (10x, braun) Zellzahl an verschiedenen
Inkubationszeit ab. Bei Koinkubation Tumorzellen inkubiert. Zuvor wurden die ZTL mit dem Farbstoff

Abb. 4.22: Relative Anderung des Gehalts an RANTES im
ZTL Klon JB4 wahrend der Inkubation mit verschieden en

der ZTL mit der Melanomzelllinie DD markiert. Nach Inkubation Uber verschiedene Zeitspannen

) wurde eine intrazellulare Farbung mit Antikdrpern gegen RANTES
Mel624.38 erreichte RANTES nach durchgefihrt und die Fluoreszenzintensitat durchflusszytometrisch

vorUbergehender starker Abnahmé’EStimmt' Dargestellt ist die Anderung der MFI von RANTES zu
den angegebenen Zeitpunkten der ZTL normiert auf den

wieder den Ausgangswert. Ein€aysgangswert bei 0h. Gezeigt sind die Inkubationen mit der
mit den HLA-A2™-Tumorzelllinien KT-195 und K-562. JB4 wurde
Ausgangswert, wie es wahrend demit K-562 nur im Verhltnis von 1:10 (10x) inkubiert.
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Koinkubation der ZTL mit niedriger Zellzahl (1x) &fhel624.38 detektiert wurde, trat aber nicht

ein.

Niedrige Zellzahlen von HLA-A2Tumorzelllinien (KT-195 und K-562) induzierten neimen
geringen Abfall an RANTES innerhalb der ersten 8&am der vermutlich auf einer spontanen
Ausschittung von RANTES beruht (Abbildung 4.21, htec Diagramme). HLA-A2-
Tumorzellen im Uberschuss (10x) induzierten einatikmierliche Abnahme des Gehalts an
RANTES, so dass nach 35 Stunden nur noch sehr VRRINTES in den ZTL vorlag.

Diese Ergebnisse zeigen, dass ein Uberschuss aorZelien, unabhangig von der Prasenz der
Zielstruktur fir den ZTL Klon JB4 eine kontinuietie Abnahme des Gehalts an RANTES in
den ZTL induzierte, so dass nach 35 Stunden nun row sehr geringe Menge an RANTES in

den ZTL vorlag.

92



4 Ergebnisse

4.3 Funktionelle Kapazitat von Perforin™ T-Effektorlymphozyten

In Kapitel 4.2.1 wurde gezeigt, dass PerfodiTL in einemin vitro Modellsystem durch
Koinkubation mit einem Uberschuss an TumorzellerPerforim-ZTL umgewandelt werden
konnen. Dabei blieben die ZTL weiterhin Granzymund Granzym B Da Perforin fur die
lytische Effektorfunktion von ZTL entscheidend isturde untersucht, ob die induzierte
Perforin-Defizienz die Effektorfunktion des ZTL Kie JB4 beeintrachtigt.

4.3.1 Verringerte Zytotoxizitat des PerforiZ TL Klons JB4

Um die Konsequenz des Fehlens von Perforin furZdi#lyse von Zielzellen zu untersuchen,
wurde der ZTL Klon JB4, welcher aufgrund der Koibktion mit einem Uberschuss an RCC26
(10x) Perforinm wurde, in einen Chromfreisetzungstest eingestatallel dazu wurden ZTL, die
mit einer niedrigen Tumorzellzahl (1x) inkubiert len ware, und JB4 aus der normalen Kultur
eingesetzt. Diese ZTL blieben nach Kapitel 4.2.6fd?&" (siehe Abbildung 4.16). Anhand der
zuvor durchgefihrten DiD-Markierung, wurden die Zmach der Koinkubation mittels FACS-
Sortierung aus dem Zellgemisch angereichert. Di€&/&ortierung veranderte den Gehalt an
Perforin in den ZTL nicht (Daten nicht gezeigt). Abbildung 4.24 ist die spezifische Zelllyse
von RCC26 durch den ZTL Klon JB4 aus den verscimede<oinkubationsansatzen dargestellt.
JB4, die ohne Tumorzellen vorinkubiert worden wamigten die hdchste spezifische Zelllyse.
Die mit einer niedrigen Tumorzellzahl (1x) vorinketien ZTL, wiesen eine etwas geringere
spezifische Zelllyse auf als die ohne Tumorzelleorinkubierten ZTL. Die mit einem
Uberschuss (10x) an RCC26 koinkubierten T-Zelletehadie geringste lytische Aktivitéat.

Da die Zellausbeute an ZTL bei der FACS-Sortierunmer sehr gering war, wurde in einem
anderen experimentellen Ansatz die lytische Kapaziér ZTL aus den Koinkubationsansatzen
ohne Sortierung analysiert. Dazu wurde der gesdotailturansatz inklusive der ZTL, der
apoptotischen Tumorzellen und der gegebenenfatih rebenden Tumorzellen fur vier Stunden
auf einen Zellrasen an RCC26 gegeben. Die Tumerzelvurden zuvor mit dem

Fluoreszenzfarbstoff Calcein markiert. AnschlieRemulden die Effektorzellen und die lysierten
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Tumorzellen weggewaschen und die Fluoreszenzinégrngemessen. Da lysierte Tumorzellen
weggewaschen wurden, war die verbliebene Fluores#ensitidt umgekehrt proportional zur
lytischen Aktivitat der Effektorzellen. Die spesifhe Zelllyse der Tumorzellen durch die
T-Zellen wurde berechnet (siehe Kapitel 3.5.2) ibb#dung 4.25 dargestellt. ZTL ohne

Vorinkubation mit Tumorzellen und ZTL, die mit emaiedrigen Zellzahl an RCC26 (1x)

vorinkubiert worden waren, zeigten eine identisigfische Aktivitat. Im Gegensatz dazu wiesen
JB4 nach einer Vorinkubation mit einem Uberschus®&C26 (10x) eine wesentlich geringere

lytische Aktivitdt auf (15 %). Dies entspricht delBrgebnis des Chromfreisetzugstests mit
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Abb. 4.24: Zelllyse von RCC26 durch den ZTL Klon JB 4 nach 35 h Vorinkubation
mit Tumorzellen. Nach DiD-Markierung wurde der ZTL Klon JB4 mit niedriger (1 x)
bzw. hoher Zellzahl (10 x) der Tumorzelllinie RCC26 fir 35 h inkubiert. Nach
Koinkubation mit den Tumorzellen wurden die ZTL basierend auf der DiD-Markierung
sortiert und fir 4 h in einen Chromfreisetzungstest eingesetzt. Zusatzlich wurden JB4
ohne Vorinkubation mit Tumorzellen als Kontrolle mitgefuhrt. Dargestellt ist die
spezifische Lyse von RCC26 durch JB4, die zuvor mit niedriger (schwarz) bzw. hoher
Zellzahl (rot) an RCC26 vorinkubiert worden waren, sowie JB4 ohne Vorinkubation mit
RCC26 (griin). Angegeben ist jeweils der Mittelwert der spezifischen Lyse (in Prozent)
von Duplikaten + Mittelwertabweichung. Aufgrund der niedrigen Ausbeute an ZTL
nach Koinkubation mit hoher Tumorzellzahl wurden andere Effektor zu RCC26
Verhaltnisse gewahlt. Die Geraden wurden mittels linearer Regression aus den Daten
ermittelt.

sortierten ZTL.
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Abb. 4.25: Zelllyse von RCC26 durch den ZTL Klon JB4
nach 35h Vorinkubation mit Tumorzellen. Nach
Vorinkubation ohne, mit niedriger (1x) bzw. hoher Zellzahl von
RCC26 (10x) wurde der ZTL Klon JB4 fir 4 h auf einen
Zellrasen Calcein-markierter RCC26 in einem Effektor-zu-
Zielzell-Verhéltnis von 10:1 gegeben. Nach 4 h wurden tote
RCC26 wegwaschen und eine Messung bei 535 nm
durchgefiihrt. Die  Fluoreszenzintensitat ist umgekehrt
proportional zur Zelllye durch die ZTL. Dargestellt ist die
spezifische Zelllyse (in Prozent) von RCC26 durch JB4, die
zuvor alleine (weil3), mit niedriger (schwarz) bzw. hoher
Tumorzellzahl (rot) vorinkubiert worden waren.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass Reidii eine geringe lytische Aktivitat
besitzen. Grinde fur eine verminderte Zytotoxizkéhnen auf dem Fehlen Iytischer Granula,
auf einer gestérten Degranulationsfahigkeit, anéegestorten Fusion der lytischen Granula mit

der Plasmamembran oder einer gestdrten TZR-Sigitahegtung beruhen.

4.3.1.1Nachweis lytischer Granula im Perfor#TL Klon JB4

Die geringe lytische Aktivitdt des PerforirzTL Klons JB4 kdonnte im Mangel an lytischen
Granula liegen. Daher wurde der ZTL Klon JB4 nadinkubation mit einem Uberschuss an
Tumorzellen auf die Prasenz des Perforins und dessthen Granulamembranproteins GMP-17
mittels Immunfluoreszenzfarbung und konfokaler laskroskopie analysiert. Zusatzlich zu
den Antikorpern gegen Perforin und GMP-17 wurde &D8-spezifischer Antikdrper

mitgefuhrt, um die ZTL von den Tumorzellen unteeden zu kénnen. Wie Abbildung 4.26
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zeigt, waren alle mit Tumoriiberschuss vorinkubieZ&L GMP-17 und Perforin (100 %, 20
der 20 untersuchten ZTL). Alle mit wenigen Tumoleel (1x) vorinkubierten ZTL wiesen
GMP-17 (42 von 44 Zellen) auf. Von diesen ware®®@2 von 44 ZTL) Perforih

Auch wenn das Effektormolekil Perforin fehlte, b&sa die Effektorzellen weiterhin lytische

Granula. Das Fehlen von lytischen Granula kann rdalseUrsache fur die gestorte Zytotoxizitat
der Perforin-ZTL ausgeschlossen werden.

GMP-17 Uberlagerung
JB4 nach RCC26 1x-Inkubation

JB4 nach RCC26 10x-Inkubation

..ﬂA

Abb. 4.26: Nachweis von GMP-17 und Perforin im ZTL  Klon JB4 nach 35 h Inkubation mit niedriger
bzw. hoher Zellzahl an RCC26 . Der ZTL Klon JB4 wurde fir 35 h mit niedriger bzw. hoher Zellzahl an
RCC26 inkubiert nach dem Auftropfen auf Objekttrager mit Antikdrpern gegen CD8, GMP-17 und Perforin

gefarbt. Die Zellkerne wurden mit DAPI gegengefarbt. Die ZTL wurden anschlieRend mittels konfokaler
Lasermikroskopie auf die Prasenz von GMP-17 und Perforin analysiert. Die Abbildungen zeigen jeweils
exemplarisch eine ZTL nach Vorinkubation mit niedriger (1x, oben) bzw. hoher (10x, unten)
Tumorzellzahl. Dargestellt ist jeweils eine optische Schnittebene der ZTL mit CD8 (gruin), GMP-17 (rot)

und Perforin (blau). Im Uberlagerungsbild sind die Zellkerne in grau dargestellt.
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4.3.1.2Analyse der Degranulationsfahigkeit des Perfedi L Klons JB4 nach Stimulierung
mit Zielzellen

Um zu klaren, ob PerforirZTL in der Degranulation der lytischen Granulatgessind, wurde
ein durchflusszytometriebasierter Degranulatiorsweln durchgefiihrt. Hierbei wurden wahrend
der Stimulierung der ZTL mit Zielzellen fluoreszemarkierte Antikbper gegen die lysosomalen
Membranproteine CD107a und CD107b zugegeben. ReHan L wurden durch Koinkubation
mit einem Uberschuss an RCC26 (10x) induziert. IRAraurden ZTL ohne Tumorzellen bzw.
mit einer niedrigen Zellzahl an RCC26 (1x) vorinlerke ZTL untersucht. Der Gehalt an
Perforin in den ZTL wurde vor Einsatz in den Degndationsversuch bestimmt (Abbildung
4. 27A). Nach Vorinkubation wurden die ZTL eineneuten vierstiindigen Stimulierung mit
RCC26 unter Zugabe der fluoreszenzmarkierten Anid® gegen CD107a und CD107b
unterzogen. Durch Bestimmung der Fluoreszenzirttinaon CD107a/b wurde nachgewiesen in
welchem Ausmal} die ZTL degranuliert haben. Abbitdr27B zeigt die Fluoreszenzintensitat
von CD107a/b zu Beginn des Degranulationsversuzhg ¢nd nach der Stimulierung mit RC26
(4 h). Sowohl die ZTL, die alleine als auch dies thit einer niedrigen Zellzahl an RCC26 (1x)
vorinkubiert worden waren, zeigten eine ZunahmeRdeoreszenzintensitat von CD107a/b und
einen erhohten Anteil an CD107&BTL (63 % bzw. 64 %) nach der Stimulierung. Im
Gegensatz dazu wiesen die Effektorzellen, die nmerehohen Zellzahl an RCC26 (10x)
vorinkubiert worden waren, eine deutlich gering&taoreszenzintensitat auf. Der geringere
Anteil an mit Tumoriiberschuss vorinkubierten JB4elalve CD107a/b wurden (21 %),
entspricht vermutlich dem Anteil an Effektorzelletie nach der Vorinkubation noch Perfdrin
waren (16 %, siehe Abbildung 4.27A). Das Ergebrés @egranulationsversuchs zeigt, dass
Perforim-Effektorzellen eine geringe Degranulationsfahigkenach Zielzellerkennung

aufwiesen.
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Abb. 4.27: Prozentualer Anteil an Perforin  *-ZTL nach Koinkubation ohne, mit

niedriger bzw. hoher Zellzahl an RCC26 und anschlie Render Analyse der
Degranulationsfahigkeit nach erneuter Stimulierung m it Zielzellen. Der ZTL Klon JB4
wurde ohne, mit niedriger (1x) bzw. hoher Zellzahl (10x) an RCC26 fur 35 h inkubiert.
Zuvor wurden die ZTL mit dem Farbstoff DiD markiert. A. Nach der Inkubation wurden die
ZTL auf den Gehalt an Perforin analysiert. Dargestellt ist der prozentuale Anteil an
Perforin®™-ZTL nach Inkubation ohne Tumorzellen, mit niedriger bzw. hoher Tumorzellzahl.
In die Auswertung wurden nur lebende ZTL einbezogen. B. Vorinkubierte ZTL wurden
zusammen mit fluoreszensmarkierten Antikdrpern gegen CD107a und CD107b erneut mit
RCC26 fiur 4h inkubiert und die Fluoreszenzintensitit von CD107a/b
durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt sind die Fluoreszenzintensitaten von
CD107a/b Die MFI und der Anteil an CD107a/b*-ZTL sind im jeweiligen Histogramm

angegeben. Von den Werten der MFI wurde die MFI des parallel mitgefuhrten
Isotypkontrollantikdrpers abgezogen.
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4.3.1.3Gestdrte Fusion lytischer Granula mit der Plasmabmamnach Kontakt mit Zielzellen
im Perforim -ZTL Klon JB4

Um die Verschmelzung der Iytischen Granula mit Blexsmamembran im PerfordiZ TL Klon
JB4 nach Kontakt mit Zielzellen zu untersuchen,dearZTL, die ohne, mit niedriger (1x) bzw.
hoher (10x) Zellzahl an RCC26 vorinkubiert wordearan, wurden fir 30 min bei 37°C auf
einen Zellrasen von RCC26 gegeben. AnschlieRendemeine Immunfluoreszenzfarbung gegen
CD8 und GMP-17 durchgefiihrt und die ZTL mittels fakaler Lasermikroskopie auf die

intrazellulare Lokalisation von GMP-17
GMP-17 DAPI

RCC26 10x —

ausgezahlt (siehe Kapitel 4.1.3). Wurden
—— RCC26 1x

die ZTL mit wenigen Tumorzellen
vorinkubiert  (1x), zeigten 55 %
(17 von 31 Zellen) der Effektorzellen
eine Fusion von GMP-17 mit der
Plasmamembran. Dagegen zeigten n
10 % (4 von 42 Zellen) der
Effektorzellen, die mit einem zehnfache
Uberschuss an RCC26 (10x) vorinkubiert _ _ _

Abb. 4.28: Raumliche Verteilung des GMP- 17 in JB4
worden waren, eine Syl’laptiSChewach Vorinkubation mit Tumorzellen bei erneutem

. . Kontakt mit RCC26. JB4 wurden nach Koinkubation mit

Lokalisation von GMP-17. In "

niedriger (1x) bzw. hoher (10x) Zellzahl von RCC26 auf
Abbildung 4.28 (links) ist exemplarisch einen Zellrasen von RCC26 gegeben und bei 37T fiir
30 min inkubiert. AnschlieRend wurde eine
Immunfluoreszenzfarbung mit Antikérpern gegen CD8 und
vorinkubierte ZTL gezeigt, die eine GMP-17 durchgefihrt und die Zellkkerne mit DAPI
7gegengef'airbt. Mittels konfokaler Lasermikroskopie wurde in
31 bis 42 T Zellen die rdumliche Verteilung des GMP-17
aufweist. Effektorzellen, die mit einemrelativ. zu CD8 ausgewertet. Dargestellt sind die

. Uberlagerungen der drei Fluoreszenzkanéle von CD8 (griin),
zehnfachen Uberschuss an Tumorze”eaMP-ﬂ (rot) und DAPI (grau) einer optischen Schnittebene.

(10X) vorinkubiert worden waren zeigtenDie linke Abbildung zeigt exemplarisch eine T-Zelle in
Nachbarschaft zu RCC26 mit synaptischem GMP-17 (siehe

n der Mehrheit (90 %) eine Pfeil) die mit niedriger Tumorzellzahl (1x) vorinkubiert wurde

zytoplasmatisch granulére Verteilung deé55 % Zellen mit synaptischem GMP-17, 17 von 31 Zellen).
Wurden die T-Zellen mit hoher Tumorzellzahl (10x)

GMP-17. Eine solche Effektorzelle istyorinkubiert, zeigten 10 % der Zzellen eine synaptische

Lokalisation des GMP-17 (4 von 42 Zellen). Die rechte

Abbildung (10x) zeigt eine T-Zelle mit zytoplasmatisch

dargestellt. granuldrer Lokalisation des GMP-17 nach Inkubation mit
Tumorzelluberschuss.

eine mit wenigen Tumorzellen (1x)

synaptische Lokalisation des GMP-1

exemplarisch in Abbildung 4.28 (rechts)
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4.3.2 IFN-y-Sekretion des PerforirZ TL Klons JB4 nach Stimulierung mit Zielzellen

Zusatzlich zur Freisetzung von Effektormolekileresaieren ZTL nach TZR-Stimulierung eine
Reihe von Zytokinen, darunter auch IFNUm zu untersuchen, ob der PerforifiTL Klon JB4
Signale Uber den TZR empfangen und weiterleitennkanurde nach Stimulation der
Effektorzellen mit Zielzellen das freigesetzte IFNfemessen. PerforirEffektorzellen wurden
durch Vorinkubation mit einem Uberschuss an RCCREE26 10x) bzw. KT-195 (KT-195
10x) induziert. Als Positivkontrollen wurden ZTL tgefihrt, die ohne (JB4 alleine) bzw. mit
niedriger Zellzahl an RCC26 (RCC26 1x) vorinkubierirden. Diese Bedingungen induzierten
keinen Perforinverlust im ZTL Klon JB4 (siehe Kabi#.2.1). Nach der Vorinkubation wurden
die Effektorzellen gezahlt und die gleiche AnzahlZzllen aus jedem Vorinkubationsansatz fir
20 Stunden mit RCC26 bzw. der Nicht-Zielzelle KT518timuliert, KT-195 dient dabei als
Negativkontrolle, da sie von JB4 nicht erkannt wiRhrallel wurden die Stimulationszellen,
RCC26 und KT-195, wurden alleine inkubiert, um ademedgliche basierte Zytokin-Sekretion
nachzuweisen. Um die mogliche in den Vorinkubatmssitzen  enthaltene
Hintergrundkonzentration an Zytokin zu erkennen,rden die wurden die jeweiligen
Kokulturansatze ohne Zugabe von Stimulationszetétgefiihrt. Nach der Stimulation wurde
die Konzentration an IFN-in den Uberstanden mittels ELISA bestimmt. Bei Z@lle zuvor mit
einer niedrigen Anzahl an RCC26 oder ohne Tumaaellorinkubiert worden waren, wurde
nach Stimulation mit RCC26 eine Konzentration aN-fFvon 60 pg/ml gemessen (Abbildung
4.29). Effektorzellen, die mit einem zehnfachen tsbbuss an Tumorzellen (10x) inkubiert
worden waren, sezernierten nach Stimulierung miCR& kein IFNy. Das Ausbleiben der
IFN-y-Sekretion war unabhéngig davon, ob die Effektdéerelmit RCC26 oder KT-195
vorinkubiert worden waren. Bei Stimulation der Ziiit KT-195 wurde keine IFN-Sekretion
ausgeldst, was die Spezifitat der Reaktion anzEiggnfalls war kein IFN-in den Uberstanden

der Ansatze ohne Effektorzellen detektierbar.
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Abb. 4.29: IFN-y-Sekretion von mit Tumorzellen vorinkubierten JB4 nac h
erneuter Stimulation mit RCC26 bzw. KT-195. Der ZTL Klon JB4 wurde alleine, mit
niedriger (1x) an RCC26 bzw. hoher (10 x) Zellzahl an RCC26 (HLA-A2") bzw. KT-195
(HLA-A2") fur 35 h inkubiert. AnschlieRend wurden die Effektorzellen geerntet, gezéhlt
und erneut fir 20 h mit RCC26 (schwarze Balken) bzw. KT-195 (weie Balken)
stimuliert. Die Konzentration an IFN-y in den Uberstianden wurde mittels ELISA
bestimmt. Diesen Werten wurde der Wert ohne Stimulationszell-Zugabe abgezogen.
Dargestellt sind die Mittelwerte aus Duplikatansatzen + Mittelwertabeichung.

4.3.3 Analyse der CDZKette in JB4 nach der Inkubation mit Tumorzellen

Eine Abregulation der CO3Kette in Perforin-Effektorzellen konnte die fehlende IFN-
Sekretion nach Stimulierung mit Zielzellen erklar&me FACS-Analyse der CiXKette zeigte
ahnliche MFI-Werte fur die Effektorzellen, die ohilamorzellen (JB4 alleine), mit niedriger

(1x) bzw. hoher Zellzahl (10x) an RCC26 inkubierden sind (MFI 89, MFI 70 bzw. MFI
103, Abbildung 4.30).
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Abb. 4.30: Expression der CD3 {-Kette im ZTL Klon JB4 nach 35h
Vorinkubation mit der Tumorzelllinie RCC26. Der ZTL Klon JB4 wurde DiD-
markiert und anschlieBend alleine, mit niedriger (1 x) bzw. hoher (10 x) Zellzahl
an RCC26 und fur 35 h inkubiert. Die Expression der CD3(-Kette in JB4 wurde
mittels intrazellularer Farbung durchflusszytometrisch bestimmt. Die offenen
Kurven stellen die Fluoreszenzintensitat der CD3(-Kette dar. Die grau hinterlegten
Kurven stellen die Fluoreszenzintensitat des jeweiligen Isotypkontrollantikbrpers
dar. Angegeben ist die jeweilige MFI, wobei die MFI des Isotypkontrollantikbrpers
abgezogen wurde.

4.4 Re-Expression von Perforin im Perforim-ZTL Klon JB4

Der durch Koinkubation mit einem Uberschuss an Tueleen induzierte Perforinverlust des
ZTL Klons JB4 korrelierte mit einer gestorten Eff@funktion (siehe Kapitel 4.3). Um zu
untersuchten, ob der Perforinverlust revertierbaerden kann, wurde die Perforin

Effektorzellen nach Kokultur mit Tumorzellen in msuMedium aufgenommen und fur weitere
24 Stunden unter Zugabe von IL-2 inkubiert. Dabdielb das Volumen der Kokultur

unverandert. Die abgetdteten Tumorzellen wurdereidéils die Inkubation nicht entfernt, um
das zellulare Milieu beizubehalten. Der Gehalt @&nfd?in in den Effektorzellen wurde nach

35 Stunden Vorinkubation sowie nach der Kulturweiteren 24 Stunden analysiert.

Wurden die Effektorzellen ohne Vorinkubation mitiiorzellen fur weitere 24 Stunden mit IL-2
inkubiert, stieg der Perforingehalt auf das Doppalt (MFI 351 auf MFI 723, Abbildung 4.31).
Wurden die Effektorzellen mit einer niedrigen Zalit an Tumorzellen (RCC26 1x)
vorinkubiert, erhohte sich der Perforingehalt ebésfnach erneuter Inkubation mit IL-2 (MFI

209 auf MFI 557). Effektorzellen, die nach Vorinkation mit einem zehnfachen Uberschuss an
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RCC26 (RCC26 10x) einen sehr geringen Perforinge(MFI 39) hatten, zeigten keine
Steigerung des Perforingehalts nach Inkubationlm2z (MFI 36). Die alleinige Zugabe von
IL-2 bei gleich bleibenden Milieubedingungen (z&lhes Milieu und Volumen der Kokultur) ist

somit nicht ausreichend, um den Perforinstatueeforin -Effektorzellen zu verbessern.

JB4 alleine RCC26 1x RCC26 10x
—  Perforin nach 35 h Vorinkubation
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Abb. 4.31: Gehalt an Perforin in dem ZTL Klon JB4 na ch 35h
Inkubation mit RCC26 und anschlieRender erneuter In  kubation von
24 h mit IL-2. Der ZTL Klon JB4 wurde ohne, mit niedriger (1 x) bzw.
hoher (10 x) Zellzahl an RCC26 fir 35 h inkubiert. Zuvor wurden die ZTL
mit dem Farbstoff DiD markiert. AnschlieBend wurden die Zellen geerntet
und in 1 ml neues Medium mit IL-2 (100 U/ml) aufgenommen und erneut
fur weitere 24 h inkubiert. Die Effektorzellen wurden nach der 35-
stiindigen Vorinkubation und nach den weiteren 24 h IL-2-Kultur mit
einem Antikdrper gegen Perforin gefarbt und der Gehalt an Perforin in
den Effektorzellen durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt sind die
Fluoreszenzintensitdten von Perforin als offene Kurven ins
Histogrammen. Die Fluoreszenzintensitdit des jeweils parallel
mitgefiihrten Isotypkontrollantikérpers ist als graue Kurve dargestellt.
Angegeben ist jeweils die MFI von Perforin, wobei die MFI des
mitgefiihrten Isotypkontrollantikdrpers abgezogen wurde.
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4 5Einfluss von Tumormilieu-assoziierten Faktoren aufdie Effektormolekiile und die
Effektorfunktion von zytotoxischen T-Lymphozytenin vitro

In Kapitel 4.2.1 wurde gezeigt, dass Tumorzellenn d¥erlust des zytotoxischen
Effektormolektls Perforin in ZTlin vitro induzieren kdnnen. Des Weiteren wurde in Kapitdl 4
gezeigt, dass die zytotoxische Effektorfunktionf®an -Effektorzellen stark eingeschrankt ist.
Die Kenntnis der Faktoren, die zur Defizienz vonrfé@& und der Inhibition der
Effektorfunktion von ZTL fuhren, lie3e sich zur Emncklung von GegenmalRnahmen nutzen.
Deshalb wurde der Einfluss von Tumormilieu-assotgie Faktoren auf die Effektorfunktion des
ZTL Klons JB4 untersucht. Im Einzelnen wurde denfliss des Kulturiberstands der
Tumorzelllinie RCC26, des Zytokirtsansforming growth factop (TGF), des pH-Werts und
der Tumorzelldichte auf den Gehalt von Effektorrkélen bzw. die Effektorfunktion von JB4

evaluiert.

45.1 Einfluss von RCC26 sezernierten Faktoren auf dehatberon Effektormolekilen und
die lytische Kapazitat von zytotoxischen T-Lymphiezy

Um den Einfluss von Faktoren, die von Tumorzellezigesetzt werden, auf den Gehalt der
Effektormolekile Perforin, Granzym A, Granzym B uRANTES zu untersuchen, wurde der
ZTL Klon JB4 in Kulturiberstand der TumorzellinRCC26 fur 24 Stunden inkubiert. In

Abbildung 4.32 sind die Fluoreszenzintensitaten Rarforin, Granzym B, Granzym A und

RANTES dargestellt. Bei Kultur in Tumoriberstandhmader Gehalt des Perforins in den ZTL
um die Halfte ab, wéhrend Granzym B unverénderebbliDer Gehalt an Granzym A und

RANTES wurde leicht erniedrigt.
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Abb. 4.32: Gehalt an Perforin, Granzym B, Granzy m A und RANTES im ZTL Klon JB4
nach Inkubation ohne bzw. mit Kulturiiberstand der T umorzelllinie RCC26. Der ZTL
Klon JB4 wurde fiir 24 h ohne bzw. mit Kulturiiberstand (US) der Nierenzellkarzinomzelllinie
RCC26 inkubiert. Der Gehalt an Effektormolekil wurde nach 24 h durchflusszytometrisch
bestimmt. A. Darstellung der Fluoreszenzintensitat von Perforin (griin), Granzym B (blau),
Granzym A (orange) und RANTES (lila) in den ZTL als Histogramme mit logarithmischer
Skalierung. Die grauen Kurven stellen jeweils die Fluoreszenzintensitat des parallel
mitgefiihrten Isotypkontrollantikbrpers dar. Die Zahl gibt die jeweilige MFI an, von der die die
MFI des jeweiligen parallel mitgefuhrten Isotypkontrollantikdrpers abgezogen wurde.
B. Darstellung der in A angegebenen MFI-Werte der Effektormolekile in JB4 als Balken nach
Inkubation ohne (weie Balken) bzw. mit (rote Balken) Tumorkulturiiberstand.

Das Zytokin TGH wird von vielen Tumorzellen produziert, darunterclka von Zellen des
Nierenzellkarzinoms(96,  97). 45.3 die
Nierenzellkarzinomzelllinie RCC26 TG[F- sezerniert (siehe Abbildung 4.42). Es wurde
beschrieben, dass die Anwesenheit von PG#ahrend der Differenzierung naiver T-Zellen zu

In  Kapitel wird bestatigt,  dass

zytotoxischen Effektorzellen spezifisch die Expressier Effektormolekiile IFN; Granzym A,
Granzym B und Perforin inhibiert (69). Uber den fitiss von TGFB auf den Gehalt der
Effektormolekile in ausdifferenzierten zytotoxisoheEffektorzellen ist bisher nichts
beschrieben. TGB-als mdglicher effektiver Faktor im Kulturiiberstamdn RCC26, der zur

Abregulation der Effektormolekile fihren konnte deiin Betracht gezogen.
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Der ZTL Klon JB4 wurde ohne bzw. mit TGFfIr 24 Stunden inkubiert und anschlie3end der
Gehalt an Perforin, Granzym A, Granzym B und RANTIESlen ZTL ermittelt. In Abbildung
4.33 sind die Fluoreszenzintensitaten der Effektdekille Perforin, Granzym A, Granzym B
und RANTES als Histogramme mit logarithmischer &tahg dargestellt. Abbildung 4.34 zeigt
die Zusammenfassung von zwei Experimenten. Es eeigich, dass TGB-den Gehalt an
Perforin in den ZTL reduziert. Der Gehalt an Granzx und Granzym B in den ZTL wurde
durch TGFB nicht veradndert. Der Gehalt an RANTES in den ZTurde durch TGH
geringfugig erhoht.

Perforin Granzym B Granzym A RANTES

200

160 MFI: 14 MFI: 133 MFI: 85 MFI: 40
-TGF-B | 23
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o — .

2007
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+ TGF-B T 123

— Zellzahl

407 )/‘I/\_ | | ' I | 1
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100 100 102 10® 10%20° 10! 102 10° 10*10° 10* 102 10° 10*10° 10%
Fluoreszenzintensitat —>

Abb. 4.33: Gehalt an Perforin, Granzym B, Granzym A und RANTES im ZTL Klon JB4 nach Inkubation in
Ab- bzw. Anwesenheit von TGF- B. Der ZTL Klon JB4 wurde fur 24 h in Ab- bzw. Anwesenheit von TGF-
(1 ng/ml) inkubiert. Dargestellt sind die Fluoreszenzintensitdten von Perforin (links), Granzym B (Mitte links),
Granzym A (Mitte rechs) und RANTES (rechts) durch ausgefiillte Kurven in Histogrammen mit logarithmischer
Skalierung. Die offenen Kurven entsprechen der Fluoreszenzintensitit des parallel mitgefiihrten
Isotypkontrollantikdrpers. Angegeben sind jeweils die MFI der Effektormolekile, wobei die MFI des
Isotypkontrollantikdrpers abgezogen wurde. Dargestellt ist ein von zwei durchgefiihrten Experimenten mit
vergleichbarem Ergebnis.
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Abb. 4.34: Gehalt an Perforin, Granzym B, Granzym A und RANTES
im ZTL Klon JB4 nach Inkubation in Ab- bzw. Anwesen heit von TGF-
B. Der ZTL Klon JB4 wurde fiir 24 h in Ab- bzw. Anwesenheit von TGF-8
(1 ng/ml) inkubiert. Der Gehalt an Effektormolekil in den ZTL wurde nach
24 h ohne (graue Balken) bzw. mit TGF-B (schwarze Balken)
durchflusszytometisch bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte der
MFI + Mittelwertabweichung aus zwei unabhangigen Experimenten, wobei
die MFI des parallel mitgefiihrten Isotypkontrollantikbrpers jeweils
abgezogen wurde.

Da Perforin fur den Eintritt der Granzyme in dieelZelle wichtig ist, wurde untersucht, ob eine
Inkubation von JB4 mit Kulturiberstand von RCC28vbZ GF{ nicht nur den Perforin-Gehalt,
sondern auch die lytische Aktivitat verringert. Dazurde der ZTL Klon JB4 fir 24 Stunden in
Ab- bzw. Anwesenheit von TGF-bzw. RCC26-Kulturiiberstand vorinkubiert und ansfi¢nd
auf die lytische Aktivitat mittels Chromfreisetzistgst analysiert. In Abbildung 4.35 ist die
spezifische Zelllyse von RCC26 durch die vorinkuleile ZTL dargestellt. JB4, die zuvor mit
TGF{ vorinkubiert worden waren, zeigten im Vergleich mabehandelten JB4 deutlich
geringere lytische Aktivitat (24 % vs. 43 % beienm ZTL-zu-Tumorzell-Verhaltniss von 30:1).
Mit RCC26-Kulturiberstand vorinkubierte ZTL zeigteoch geringere lytische Aktivitat (19
%). Die inhibierende Wirkung des Tumoruberstand$ die lytische Aktivitat und den
Perforingehalt der ZTL kdnnte zumindest teilweisectt TGFf bedingt sein.
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Abb. 4.35: Zellvermittelte Lyse der Tumorzelllinie RCC26 durch den ZTL
Klon JB4 nach 24 h Vorinkubation mit bzw. ohne TGF- B oder Uberstand der
Zelllinie RCC26. Der ZTL Klon JB4 wurde fir 24 h ohne bzw. mit TGF-$
(1 ng/ml) oder dem Uberstand der Zelllinie RCC26 (US) inkubiert. AnschlieRend
wurden die ZTL fiir 4 h mit *Cr-markierten RCC26 inkubiert. Nach 4 h wurde das
im Uberstand befindliche **Cr gemessen und die spezifische Lyse in Prozent
errechnet. Dargestellt ist die spezifische Lyse von RCC26 durch die ZTL, die
zuvor mit Medium (weif3), mit TGF- (schwarz) bzw. mit RCC26-Kulturiiberstand
(rot) inkubiert worden sind. Angegeben sind die Mittelwerte der spezifischen Lyse
aus zwei unabhangigen Experimenten + Mittelwertabweichung. Fur die
spezifische Lyse mit RCC26-US vorinkubierten ZTL sind Mittelwerte
+ Mittelwertabweichung aus Triplikaten eines Experimentes gezeigt.

4.5.2 Einfluss des pH-Werts auf den Effektormolekilgehatid die IFNy-Sekretion von
zytotoxischen T-Lymphozyten wahrend der Stimuligramt Zielzellen

Ein weiterer Milieufaktor, der auf die Effektorfutidn von ZTL Einfluss nehmen kann, ist der
pH-Wert. Tumoren weisen unter anderem aufgrundaildsanaerobe Glykolyse eingestellten
Stoffwechsels einen niedrigeren extrazellularen\|gert als gesundes Gewebe auf (79). In

humanen Tumoren wurden pH-Werte zwischen pH 5,pHig,8 gemessen (98).

In den Kokulturen von JB4 mit niedriger (1x) undheo Anzahl an Tumorzellen (10x) (Kapitel
4.2.1) wurden ebenfalls pH-Wert-Anderungen beolschder pH-Wert des Kulturmediums
wurde anhand einer pH-Wert-Reihe ermittelt undnsAbbildung 4.36 dargestellt. Wurden die
ZTL ohne Tumorzellen bzw. mit niedriger Tumorzehkzd1x) inkubiert, veranderte sich der
pH-Wert des Medium bis sechs Stunden nicht undnarshh 24 Stunden wurde ein Abfall auf pH
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7,0 beobachtet. War hingegen eine hohe Tumorz¢l{z8lk) vorhanden, zeigte sich schon nach
zwei Stunden ein Abfall des pH-Werts von 7,4 alf Der pH-Wert fiel kontinuierlich weiter
bis zum Ende der Inkubation ab und erreichte eivéart von 6,0 nach 35 Stunden

Koinkubation.

8.0 - JB4 alleine
- & RCC26 1x

. -+ RCC26 10x
B .
=
T
o

6.0

5.0 ‘ '

0 2 6 24 35

Inkubationszeit (h) ———

Abb. 4.36: Anderung des pH- Werts des Kulturmediums wéhrend der
Inkubation von JB4 mit RCC26. Der ZTL Klon JB4 wurde alleine, mit niedriger (1x)
bzw. hoher Zellzahl an RCC26 (10x) fur 35 h inkubiert und der pH-Wert des
Mediums zu verschiedenen Zeitpunkten mittels pH-Wert-Reihe ermittelt. Dargestellt
sind die ermittelten pH-Werte im Medium wahrend der Inkubation von JB4 ohne
Tumorzellen (grau), mit niedriger (schwarz) bzw. hoher Tumorzellzahl (weil3).

Es wurde untersucht, ob sich ein reduzierter pHtWeie er bei der Kokultur von JB4 mit
einem Tumorlberschuss (10x) entsteht, auf die Wékretion der ZTL sowie auf den Gehalt
an Effektormolekilen in den ZTL wahrend der Stiraudng mit Tumorzellen auswirkt. Dazu
wurde der pH-Wert des Kulturmediums wahrend der ti€ulvon JB4 mit niedriger
Tumorzellzahl (K-562-A2, 1x), die fur sich keinehibierenden Effekte induzierte (siehe
Abbildung 4.20), auf pH 6,0 reduziert. Der Gehait I&N-y im Kulturiiberstand wurde nach
unterschiedlichen Zeitspannen der KoinkubationefstELISA bestimmt. Parallel dazu wurde
der Gehalt an Perforin, Granzym A und Granzym Bden ZTL durchflusszytometrisch
bestimmit.
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Abbildung 4.37 gibt die Konzentrationen an IFNvieder. Durch Stimulierung der ZTL mit den

Tumorzellen bei pH 7,4 war bereits nach zwei Stanei@e IFNy-Sekretion detektierbar, die

Uber die restliche Stimulationsdauer hinweg anstieg Gegensatz dazu blieb bei einem pH-
Wert von 6,0 die IFN~Ausschittung vollkommen aus. ZTL ohne Stimulation Zielzellen

sezernierten ebenfalls kein IFN-
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Abb. 4.37: IFN- y-Sekretion des ZTL Klons JB4 wéahrend der Inkubation ohne b Zw. mit der
Tumorzelllinie K-562-A2 bei pH 7,4 bzw. pH 6,0. Der ZTL Klon JB4 wurde ohne K-562-A2
bzw. mit niedriger Zellzahl an K-562-A2 (1x) bei pH 7,4 bzw. pH 6,0 fur unterschiedliche
Zeitspannen inkubiert. Die Konzentration an IFN-y in den Uberstanden wurde mittels ELISA
bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + Mittelwertabweichung aus Duplikatmessungen. Ein
Parallelexperiment mit der Tumorzelllinie Mel624.38 erzielte vergleichbare Ergebnisse.

In Abbildung 4.38 ist die relative Anderung des &le&han Perforin, Granzym B und Granzym A
in den ZTL wahrend der Inkubation mit K-562-A2 (1s¢i pH 6,0 im Vergleich zu pH 7,4

dargestellt. Bei einem pH-Wert von 7,4 wurde keanf@inverlust in den ZTL induziert und es

trat eine starke Induktion von Granzym B auf. Beieen pH-Wert von 6,0 kam es zu einer
Perforinabnahme und die Induktion von Granzym Blbkus. Der Gehalt an Granzym A in den
ZTL war vom pH-Wert unbeeinflusst. Vergleichbareg&nisse wurden bei der Koinkubation
von JB4 mit Mel624.38 anstelle von K-562-A2 erz{&aten nicht gezeigt).
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Abb. 4.38: Relative Anderung des Gehalts an Perforin, Gra nzym B und Granzym A im ZTL Klon JB4
wahrend der Inkubation mit K-562-A2 bei pH 7,4 und  pH 6.0. Der ZTL Klon JB4 wurde mit niedriger Zellzahl an
K-562-A2 (1x) bei pH 7,4 bzw. pH 6,0 koinkubiert. Zuvor wurden die ZTL mit dem Farbstoff DiD markiert. Nach
Inkubation Uber verschiedene Zeitspannen wurde eine intrazelluldre Farbung mit Antikdrpern gegen Perforin,
Granzym B und Granzym A durchgefiihrt und der Gehalt an Effektormolekil durchflusszytometrisch bestimmt.
Dargestellt ist die Anderung der MFI von Perforin (links), Granzym A (rechts) und Granzym B (Mitte) zu den
angegebenen Zeitpunkten normiert auf den Ausgangswert bei 0 h. Von der spezifischen MFI wurde die MFI des
parallel mitgefiihrten Isotypkontrollantikérpers abgezogen. Ein Parallelexperiment mit der Tumorzelllinie Mel624.38
erzielte vergleichbare Ergebnisse.

4.5.3 Einfluss der Tumorzelldichte auf die IFNSekretion und den Perforingehalt von
zytotoxischen T-Lymphozyten

In Kapitel 4.2 wurde ein Verlust an Perforin wahtater Inkubation mit einem Uberschuss an
Tumorzellen festgestellt. Dieser Effekt konnte d¢udie hohe Tumorzellzahl oder die hohe
Tumorzelldichte ausgelést worden sein. Um zwischdiesen beiden Annahmen zu
unterscheiden, wurde ein zuséatzlicher Ansatz netchl hoher Tumorzellzahl aber erh6htem
Volumen des Kulturmediums eingesetzt, so dass d@i#diZhte dem Ansatz mit niedriger
Tumorzellzahl (1x) entsprach (1 x%Pellen/ml). Nach Koinkubation der ZTL ohne RCCaéit
niedriger (1x), hoher (10x/hoher Zelldichte) bzwvahkr Tumorzellzahl mit erhéhtem Volumen
(10x / niedrige Zelldichte) fur 2, 6, 24 und 35 1&len wurde die Konzentration an IRNind
TGF in den Kulturiberstande ermittelt sowie der GeaalPerforin in den ZTL bestimmit.

Abbildung 4.39 zeigt die IFN-Konzentration in den Kulturiberstanden nach Inkioibades
ZTL Klons JB4 der vier Parallelansatze. Wahrend ldubation mit einem Uberschuss an
Tumorzellen bei hoher Zelldichte (10x/hohe Zelldghwurde deutlich weniger IFNvon den
ZTL sezerniert als bei Anwesenheit einer niedrigdnzahl an Tumorzellen (1x), trotz

Anwesenheit einer zehnfachen Menge an Zielzellehb{ldung 4.39, schwarze vs. weil3e
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Symbole). Wurden die ZTL mit gleich hoher Tumorzahl aber niedriger Zelldichte

(10x/niedrige Zelldichte) inkubiert, sezerniertele snnerhalb der ersten zwei Stunden eine

vergleichbare Menge an IFNwie bei niedriger Tumorzellzahl (1x), schitteté&abei langerer

Inkubationsdauer ein Vielfaches mehr an Hridus (Abbildung 4.39, rote vs. weil3e Symbole).

ZTL ohne Stimulation mit Zielzellen sezernierenrk#N-y.
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Abb. 4.39: IFN-y-Sekretion des ZTL Klons JB4 wahrend der Inkubation m it der
Tumorzelllinie RCC26. Der ZTL Klon JB4 wurde alleine (graue Balken), mit niedriger
(1x, schwarze Balken) bzw. hoher (10x, weiRe Balken) Zellzahl an RCC26 fir
verschiedene Zeitspannen inkubiert. Parallel wurde ein Ansatz mit hoher Tumorzellzahl,
aber erhéhtem Volumen des Kulturmediums mitgefihrt (10x/niedrige Zelldichte, rote
Balken), so dass die Zellkonzentration in diesem Ansatz der Zellkonzentration des
Ansatzes 1x entsprach (1x106 Zellen/ml). Die Konzentration an IFN-y wurde in den
Uberstanden mittels ELISA bestimmt. Dargestellt sind die gemessenen Mittelwerte aus
Doppelmessungen + Mittelwertabweichung bezogen auf 5 x 10° ZTL/ml.

Diese Beobachtungen zeigen, dass die geringe yiBBkretion bei hoher Tumorzellzahl

(10x/hohe Zelldichte) nicht durch die hohe AnzahlTaimorzellen bedingt ist. Denn eine hohe

Tumorzellzahl kann die ZTL starker stimulieren,aswe die Zelldichte nicht zu hoch ist. Bei

hoher Zelldichte wirkt die Anwesenheit der Tumolaeloffensichtlich inhibierend.
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Abbildung 4.40 zeigt die relative Anderung des Bdmfyehalts der ZTL sowie die Anzahl an
Perforin-Zellen der vier Parallelansatze. Wurden die ZTk emer niedrigen Anzahl an RCC26
(1x) inkubiert, kam es zu keinem Verlust an PerfGATL. Wurden die ZTL hingegen mit
einem Uberschuss an Tumorzellen bei hoher Zelldi¢hdx/hohe Zelldichte) inkubiert, war eine
Abnahme an PerforiiZTL nach sechs Stunden zu beobachten. Bei Koirtkarbamit hoher
Tumorzellzahl, aber einer niedrigen Zelldichte (b@xdrige Zelldichte), blieb der Perforingehalt

der ZTL uber die gesamte Inkubationsdauer erhaitehalle Zellen blieben Perfofin

Perforin
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- 10 x/ niedrige Zelldichte
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Abb. 4.40: Prozent an Perforin *-Zellen sowie die relative Anderung des Perfor ingehalts im
ZTL Klon JB4 wéhrend der Inkubation mit der Tumorze  lllinie RCC26. Der ZTL Klon JB4 wurde
nach DiD-Markierung mit niedriger (1x, schwarz) bzw. hoher (10x, wei3) Zellzahl an RCC26
koinkubiert. Parallel wurde ein Ansatz mit hoher Tumorzellzahl, aber erhéhtem Volumen des
Kulturmediums mitgefuihrt (10x/niedrige Zelldichte, rot), so dass die Zellkonzentration in diesem
Ansatz der Zellkonzentration des Ansatzes 1x entsprach (1 x 10° Zellen/ml). Nach Inkubation uber
verschiedene Zeitspannen wurde der Perforingehalt in den ZTL durchflusszytometrisch bestimmt.
Dargestellt ist der prozentuale Anteil an Perforin®-ZTL (links), sowie die relative Anderung des
Perforins normiert auf den Ausgangswert von 0 h (rechts).

Fur den Nachweis von aktivem T@Fwurden die Kulturiiberstdnde der Kokulturansatzeeoh
Vorbehandlung in einen TG[spezifischen ELISA eingesetzt. Fiur den Nachweis vo
Gesamt-TGH3 wurden die Proben vor Einsatz in den ELISA mit f@doehandelt und wieder
neutralisiert (siehe Kapitel 3.10.2). In Abbildudgdl ist die gemessene Konzentration an
aktivem und gesamtem TGFin den Uberstanden der verschiedenen Ansétze staligeDabei

ist die tatsachlich gemessene Konzentration an f@Rgegeben. Es wurde nicht, wie bei der
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Darstellung des sezernierten IFNauf die Zellzahl der ZTL pro Volumeneinheit notisigrt,
da hier die TGH-Konzentration, welcher die ZTL ausgesetzt warenseheidend ist. Gesamt-
TGF$ war in allen drei Ansatzen detektierbar, mit Ieiclerhohter Menge bei
Tumorzelliberschuss und hoher Zelldichte (10x/hatedldichte). Aktives TGH wurde
dagegen nur im Kulturiberstand bei hoher Tumorakllzund hoher Zelldichte (10x/hohe

Zelldichte) detektiert.

gesamt TGF- B aktives TGF- 8
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Abb. 4.41: Nachweis von gesamtem und aktivem TGF- B im Kulturmedium w &hrend der
Inkubation von JB4 mit der Tumorzelllinie RCC26. Der ZTL Klon JB4 wurde mit niedriger (1x)
bzw. hoher (10x / hohe Zelldichte) Zellzahl an RCC26 fur 35 h koinkubiert. Ebenfalls wurde ein
Ansatz mit hoher Tumorzellzahl, aber erhéhtem Volumen mitgefiihrt (10x/niedrige Zelldichte), so
dass die Zellkonzentration in diesem Ansatz der Zellkonzentration des Ansatzes 1x entsprach
(a1 x 10° Zellen/ml). Die Konzentration an gesamtem und aktivem TGF-B wurde im Uberstand mittels
ELISA bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte von Dublikaten + Mittelwertabweichung der
tatséachlich vorhandenen Konzentration an TGF-f3.

Die Aktivierung des latenten TGF4m Ansatz mit hoher Tumorzelldichte konnte durend

erniedrigten pH-Wert unter diesen Kulturbedingungghnlgt sein (Abbildung 4.36).
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4.5.4 Einfluss von RCC26-Kulturiiberstand und T@Fauf die Effektorfunktion von
zytotoxischer T-Lymphozyten

Um den Einfluss von TGB-und Tumorkulturiiberstand auf die Effektorfunkticon Perforiri-
ZTL wahrend der Stimulierung zu untersuchen, wuddeZTL Klon JB4 mit RCC26 bzw. mit
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) und lonomycitinsuliert. PMA ist ein Analogon von
Diacylglycerol, das in der Signalweiterleitung natBR-Stimulierung beteiligt ist. lonomycin
ist ein lonophor und fiihrt zu einem Anstieg vorraaellularem Calcium. Somit kénnen ZTL
unabhangig von einer Stimulierung tUber den TZR digmnt werden. Es wurde die IL-2- und
IFN-y-Sekretion der ZTL, die CD107-Oberflachenrekrutieyu sowie die Abnahme an

Perforingehalt nach Stimulierung der ZTL untersucht

Der ZTL Klon JB4 wurde mit RCC26 in Ab- bzw. Anwedeit von TGS Uber sechs Stunden
stimuliert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten Hie2-Konzentration im Uberstand mittels
ELISA bestimmt. In einem Parallelansatz wurden dd&L mit Kulturiberstand der
Tumorzelllinie RCC26 inkubiert, der durch KulturrvdRCC26 bei hoher Zellzahl analog dem
Ansatz ,RCC26 10x" gewonnen wurde. Abbildung 4.4Bt glie gemessene Konzentration an
IL-2 wieder. Stimulierung von JB4 mit
RCC26 fuhrte bereits nach zwei Stunden 5

-9~ Medium

zu messbarem IL-2, wobei die Menge an | 1F +TGF-B

. i -/ + RCC26 US

IL-2 Gber sechs Stunden weiter zunahm. In_
=4

Anwesenheit von TGB-  oder

Kulturiberstand von RCC26 fiel die IL-2-

Sekretion deutlich geringer aus. TGF- |

IL-2 (ng/m

und Tumorkulturtiberstand hatten

| . | 0 [——— ——
vergleichbaren inhibierenden Einfluss auf 0 30 60 120 240 360

. . Stimulati it (mi
die IL-2-Sekretion der ZTL. imulationszeit (min)
Abb. 4.42: IL-2- Sekretion von JB4 wahrend der

Der ZTL Klon JB4 wurde mit PMA und Stimulierung mit RCC26 in Ab-  bzw. Anwesenheit von
TGF-B bzw. RCC26-Kulturiiberstand. Der ZTL Klon JB4

lonomycin in Ab- bzw. Anwesenheit von wurde iber6h ohne bzw. mit TGF-B (1 ng/ml) oder

.. . . . Kulturiiberstand von RCC26 (1:1 verdinnt) mit RCC26
TGF fir eine Stunde stimuliert und "o orborsand v ©26 (i1 verdinnt) mit R
stimuliert. Die Konzentration an IL-2 in den Uberstanden

anschlieend die IFMKonzentration im wurde mittels ELISA bestimmt. Dargestellt sind die

- . . Mittelwerte von Duplikaten + Mittelwertabweichung.
Uberstand mittels ELISA bestimmt P 9
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(Abbildung 4.43). Es zeigte sich, dass bei Stimotatler ZTL ohne Anwesenheit von TGF-
bereits nach einer Stunde tiber 500 pg/ml #AN Uberstand nachweisbar war. In Anwesenheit
von TGF$ wurde konzentrationsabhangig weniger liFNen den ZTL sezerniert. ZTL ohne

Stimulierung zeigten keine IF-Sekretion.
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Abb. 4.43: IFN- y-Sekretion von JB4 nach Stimulierung mit PMA und lonomy cinin
Ab- bzw. Anwesenheit von TGF- B. Der ZTL Klon JB4 wurde mit PMA (50 ng/ml) und
lonomycin (lono, 1 yM) in Ab- bzw. Anwesenheit von verschiedenen Konzentrationen an
TGF-B (0,5 ng/ml bis 10 ng/ml) fir 1 h stimuliert. Zudem wurde eine Kontrolle ohne
Stimulierung der ZTL mit PMA/lonomycin mitgefiihrt. Anschlieend wurde die
Konzentration an IFN-y in den Ubersténden mittels ELISA bestimmt. Dargestellt sind die
Mittelwerte von Duplikaten + Mittelwertabweichung.

Um zu untersuchen, ob TQFdie Degranulation des ZTL Klon JB4 nach Stimulregumit
Zielzellen inhibiert, wurde der ZTL Klon JB4 fiireri Stunden mit RCC26 (HLA-A2 bzw.
KT-195 (HLA-A2") stimuliert und die Oberflachenmobilisierung voID7a/b in Ab- bzw.
Anwesenheit von TGB- gemessen. Abbildung 4.44 zeigt die Fluoreszenzsitfiten von
CD107a/b wahrend der Stimulierung der ZTL mit demmbrzellen. Wurden die ZTL mit
RCC26 inkubiert, kam es bei Abwesenheit von T&GFzu einer CD107a/b-
Oberflachenmobilisierung, die nach zwei StundenRateau erreichte. Die Anwesenheit von
TGF{ wahrend der Stimulierung von JB4 mit RCC26 beasdte die Degranulation der ZTL
nicht. Wurden sie mit der Antige+Zelllinie KT-195 koinkubiert, blieb eine Degrantitan aus.
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Abb. 4.44: CD107a/b- Oberflachenrekrutierung des ZTL Klons JB4 wahrend

der Inkubation mit RCC26 bzw. KT-195 in Ab-  bzw. Anwesenheit von
TGF-B. Der ZTL Klon wurde nach DiD-Markierung in Ab- bzw. Anwesenheit von
TGF-B (1 ng/ml) mit RCC26 (griine Symbole) oder KT-195 (schwarze Symbole)
inkubiert. Wahrend der Inkubation waren fluoreszenzmarkierte AntikGrper
gegen CD107a und CD107b anwesend. Nach verschiedenen Inkubationszeiten
wurde die Fluoreszenzintensitit von CD107a/b durchflusszytometrisch
bestimmt. Dargestellt ist die MFI von CD107a/b der ZTL. Von der MFI wurde
die MFI des jeweils parallel mitgefiihrten Isotypkontrollantikérpers abgezogen.

Um zu untersuchen, ob TGFdie Ausschittung des Perforins wéahrend der Staruhig mit

PMA und lonomycin beeinflusst, wurde der ZTL KlorB4) nach Stimulierung einer
intrazellularen FACS-Farbung auf Perforin unterzogln Abbildung 4.45 ist der Gehalt an
Perforin in den ZTL nach Stimulation von einer Sterdargestellt. Wurden die ZTL mit PMA
und lonomycin stimuliert, erniedrigte sich der Berigehalt deutlich gegentber den
unstimulierten ZTL, was auf Ausschittung von Penfaurtickzufihren ist. In Anwesenheit von
TGFJ3 kam es zu einer vergleichbaren intrazellularenakine des Perforins. T@Fbeeinflusst

die Ausschuittung von Perforin wahrend der Stimuhegrder ZTL nicht.
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Abb. 4.45: Gehalt an Perforin im ZTL Klon JB4 nach St imulierung mit
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) und lonomycin (lo no) in Ab- bzw.
Anwesenheit von TGF- B. Der ZTL Klon JB4 wurde mit PMA (50 ng/ml) und lonomycin
(2 pM) in Ab- bzw. Anwesenheit von verschiedenen Konzentrationen an TGF-B (0,1
ng/ml bis 10 ng/ml) fir 1 h stimuliert. Zudem wurde eine Kontrolle ohne Stimulierung der
ZTL mit PMA/lonomycin mitgefuhrt. Anschlieend wurde der Gehalt an Perforin in den
ZTL durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt ist die gemessene MFI von Perforin.

4.6 RANTES als Effektormolekl zytotoxischer T-Lymphozyten

Das Chemokin RANTES wird wéhrend der Entwicklungnvaiven T-Lymphozyten zu reifen
zytotoxischen Effektorzellen zeitgleich mit PerfgriGranzym A und Granzym B exprimiert
{Ortiz BD, 1997 #38}. RANTES wird in speziellen naizellularen Kompartimenten gespeichert
und nach Stimulierung des TZR ausgeschuttet (411,\W2gen dieser Gemeinsamkeit zwischen
RANTES und den Effektormolekilen wurde von der Gaiplelson (Klinische Poliklinik,
LMU) postuliert, dass RANTES eine Rolle bei der atgkischen Effektorfunktion von T-
Lymphozyten spielen kénnte.

In gemeinsamen Vorarbeiten der Gruppen Nelson udidnBr wurde gezeigt, dass RANTES
parallel mit Perforin zur Zielzellkontaktstelle pokiert und bei Zielzellerkennung auf die
Oberflache der Zielzelle uUbertragen wird (89). RADSI blieb auf den resultierenden
apoptotischen Tumorzellen vorhanden. Da apoptaigtdilen im Verlauf einer Immunantwort
durch Makrophagen aufgenommen und beseitigt we¢dig)) wurde im Rahmen dieser Arbeit
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untersucht, ob das Vorhandensein von RANTES auptagischen Zellen deren Phagozytose
durch Makrophagen beeinflusst. Das experimentelledéd beinhaltete aus peripheren
Blutmonozyten generierte Makrophagen und RANTEBoptotische Tumorzellen, die durch
Koinkubation von Tumorzellen mit ZTL hergestellt rden. Die RANTES apoptotischen
Tumorzellen wurden zu den Makrophagen gegeben uaedPHagozytose dieser durch die
Makrophagen durchflusszytometrisch bestimmt.

4.6.1 Herstellung und Charakterisierung humaner Makrophag

Zur Herstellung der humanen Makrophagen wurderpperen Blutmonozyten mittetaagnetic

cell sorting (MACS) mit magnetischen Kigelchen, die einen Adfder gegen das
Oberflachenmolekul CD14 tragen, isoliert. Die isdien Monozyten wurden mit dem Zytokin
granulocyte macrophage-colony stimulating fac(@M-CSF) kultiviert. Nach sieben bis acht
Tagen wurden die Makrophagen mittels FACS-Analysé die Oberflachenmarker CD14,
CD209, CD11c, CD1la, CD36, CCR1 und CCR5 analysied mit dendritischen Zellen (DZ)
verglichen, die aus Monozyten durch Kultur in ILethd GM-CSF generiert wurden. CD14
wurde auf Makrophagen, aber nicht auf DZ detekti@&hrend CD209 spezifisch auf DZ und
kaum auf Makrophagen detektiert wurde (Abbildund64\). Beide Zellpopulationen zeigten
eine Oberflachenexpression des myeloischen Mark&%1c. Der Oberflachenmarker CD1a,
der der Antigenprasentation von Lipiden und Glymidlen dient, war nur auf DZ detektierbar,

wobei eine negative und eine positive DZ-Populatiorhanden war.

Zusatzlich zu den Zelltyp-spezifischen Oberflacharkarn wurden die Makrophagen auf das
Oberflachenmolekil CD36 untersucht, welches einyermeinen Rezeptor fur die Aufnahme

von apoptotischen Zellen darstellt (4®). vitro generierte Makrophagen exprimierten CD36
(Abbildung 4.46B). Des Weiteren wurden die Makrogdra auf die Oberflachenexpression der
RANTES-Rezeptoren CCR1 und CCR5 untersucht. Beidzeptoren wurden von den

Makrophagen exprimiert (Abbildung 4.46B).
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Abb. 4.46: Oberflachenexpression von CD14, CD209, CD11lc, CD1a, CD36, CCR1 und
CCR5 auf dendritischen Zellen und Makrophagen. Dendritische Zellen (DZ) und
Makrophagen wurden mit Antikérpern gegen CD14, CD209, CD11c, CDla bzw. Makrophagen
CD36, CCR1 CCR5 die
Oberflachenexpression dieser untersucht. A. Oberflachenexpression von CD14, CD209, CD11c
und CD1a der DZ und Makrophagen. B. Oberflachenexpression von CD36, CCR1 und CCR5 der

Die ausgefilliten Kurven stellen die Fluoreszenzintensitat der jeweiligen

gegen und gefarbt und durchflusszytometrisch  auf

Makrophagen.
Oberflachenmarker und die offenen Kurven jeweils die Fluoreszenzintensitat des parallel

mitgefiihrten Isotypkontrollantikérpers dar.

Die Makropinozytose-Aktivitat der Makrophagen bzZwZ wurde durch Aufnahme von FITC-

markiertem Dextran quantifiziert. Dazu wurden Makragen und DZ fir 30 Minuten mit FITC-

Dextran inkubiert und anschlieRend die Fluoreszeamsitat der Zellen im Kanal von FITC

durchflusszytometrisch bestimmt. Makrophagen imglch zu DZ nahmen grol3ere Mengen
an FITC-Dextran auf (Abbildung 4.47).
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Abb. 4.47: Aufnahme von FITC-Dextran durch Makrophagen und

dendritischen Zellen. Zu Makrophagen und dendritischen Zellen
(DZ) wurde FITC-Dextran (10 pg/ml) fir 30 min gegeben. Die
Aufnahme von FITC-Dextran durch die Makrophagen bzw. DZ wurde
durchflusszytometrisch untersucht. Dargestellt ist die
Fluoreszenzintensitat von FITC der Zellen, die ohne (offenen Kurven)

bzw. mit (ausgefullte Kurven) FITC-Dextran inkubiert wurden.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dassisiatitro mittels GM-CSF aus Monozyten generierte
Makrophagen von mit GM-CSF und IL-4 generierten dd#ch Anwesenheit von CD14 und der
Abwesenheit von CD209 sowie hoherer Makropinozykivitat entscheiden.In vitro
generierte Makrophagen exprimieren die RANTES-Rexep CCR1 und CCRS5.

4.6.2 Einfluss von RANTES auf die Phagozytose ZTL-indueeapoptotischer Tumorzellen
durch Makrophagen

Um RANTES apoptotische Tumorzellen zu erhalten, wurde die laNtEmzelllinie
Mel 93.04 A12.1 im Verhdaltnis 1:1 mit dem Tyrosiaagpezifischen ZTL Klon TyrF8 flr
24 Stunden inkubiert. Um die Aufnahme der apoptbgs Tumorzellen durch die Makrophagen
durchflusszytometrisch zu quantifizieren, wurdea @umorzellen vor Apoptose-Induktion mit
dem Membranfarbstoff DiD markiert. Die durch T-Zelinkubation entstandenen apoptotischen
Tumorzellen wurden im Verhéltnis 3:1 zu den Makragén gegeben und bei 37°C bzw. 4°C
inkubiert. Nach 30 min bzw. 60 min wurde das Zeliggch sowie die Makrophagen alleine mit
Antikdrpern gegen CD11c gefarbt und durchflusszytiiech analysiert. Anhand der

Oberflachenexpression von CD11c wurden die Makrgphavon den ZTL und den
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apoptotischen Tumorzellen unterschieden und furAdialyse ausgewéhlt (Abbildung 4.48A,
schwarze Rechtecke). Die CDIddakrophagen, die apoptotische Tumorzellen aufgenem
hatten (Histrogramme in Abbildung 4.48C), lieRechsals doppeltpositiv fir CD11c und DID
erkennen. Die mediane Fluoreszenzintensitdt Ubem @&arbstoff DID der gesamten
Makrophagenpopulation (CD19cist als Phagozytoseindex in Abbildung 4.48C dstejt
(blaue Balken). Es zeigte sich, dass Makrophagareiteenach 30 Minuten apoptotische
Tumorzellen aufgenommen hatten und sich die Aufrealilver die Zeit erhéhte (von MFI 200
auf MFI 632).

Um eine Beteiligung des RANTES bei diesem Vorgaaghzuweisen, wurden die Rezeptoren
von RANTES auf den Makrophagen durch Met-RANTES kiert. Das Molekil Met-RANTES
tragt im Unterschied zu RANTES am Aminoterminus &mlich die Aminoséure Methionin,
wodurch es einen Antagonisten fur die RANTES-Rexept darstellt (99). Durch Bindung von
Met-RANTES an CCR1 und CCR5 wird eine Signalwegituing durch RANTES verhindert.

Die Makrophagen wurden vor Inkubation mit den aptgthen Tumorzellen fir 30 min mit
Met-RANTES vorinkubiert. Die mit Met-RANTES vorbemdelten Makrophagen zeigten eine
deutlich niedrigere Phagozytoseaktivitat gegenutben unbehandelten Makrophagen (ohne
Met-RANTES MFI 200 vs. mit Met-RANTES MFI 43 nacl® 3nin) (Abbildung 4.48C). Dies
zeigt, dass eine Signalweiterleitung Uber die RANIEezeptoren an der Phagozytose
ZTL-induzierte RANTES apoptotische Tumorzellen durch Makrophagen ineotvist. Die
RANTES-unabhangige Basisphagozytose kdonne Uber @&86n. Dies wurde hier aber nicht
untersucht. Das Ergebnis dieses Versuches zeigs, RANTES auf apoptotischen Zellen ein
Verstarkersignal darstellt, wodurch ZTL-induziedpoptotische Tumorzellen effizienter von

Makrophagen aufgenommen werden.
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Abb. 4.48: Phagozytose von ZTL- induzierten apoptotischen Tumorzellen durch Makroph agen mit bzw. ohne

Vorinkubation mit Met-RANTES. Die Tumorzelllinie Mel 93.04 A12.1 wurde mit dem ZTL Klon TyrF8 fir 24 h im Verhéltnis
1:1 bei 37T inkubiert. Zuvor wurden die Tumorzellen mit dem Membranfarbstoff DID markiert. Die resultierenden
apoptotischen Tumorzellen wurden anschlieend fiir die angegebenen Zeitspannen bei 4T bzw. 37T im Verhaltnis 3:1 zu

adharenten Makrophagen gegeben, die fir 30 min mit bzw. ohne Met-RANTES (5 pg/ml) vorinkubiert wurden. Ein Ansatz
ohne apoptotische Tumorzellen wurde mitgefiihrt (Makrophagen alleine). Nach Ernte der Makrophagen wurden sie mit einem
Antikdrper gegen CD11c gefarbt und auf den Gehalt an apoptotischen Tumorzellen (MFI von DiD) durchflusszytometrisch
analysiert. Dargestellt sind die Fluoreszenzintensitaten von CD11c” gegen DiD des Zellgemischs als Wolkendiagramme (A).
Die Histogramme in B zeigen die der Fluoreszenzintensitat von DiD der Makrophagenpopulation (schwarze Rechtecke in A),
die entweder bei 4T (offenen Kurven) bzw. 37<C (sc hwarze Kurven) inkubiert wurden. Angegeben ist jeweils die MFI von
DiD der Makrophagen. Die MFI-Werte der mitgefihrten Phagozytoseansétze bei 0C wurden jeweils abgezogen. C.
Graphische Darstellung der in B angegebenen MFI in Balken als Phagozytoseindex der Makrophagen, die ohne (blau) bzw.
mit Met-RANTES (schwarz) vorinkubiert wurden.
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5 Diskussion

Bei der Bekampfung von virusinfizierten und ent@me Zellen spielen zytotoxische CDB8
T-Lymphozyten eine entscheidende Rolle, indem sesed erkennen und abtdten (1). Der
zytotoxische Effektormechanismus von ZTL beruht def Freisetzung von zytotoxischen
Effektormolekilen nach Zielzellerkennung. Diesedsim speziellen Kompartimenten, den
lytischen Granula, in den zytotoxischen T-Lymphenygespeichert und 16sen nach Eintritt in
die Zielzelle eine Signalkaskade aus, die zur Apept(,Selbstmord®) der Zielzelle fuhrt (1).
Die Freisetzung der in den lytischen Granula ge$geten Effektormolekile erfolgt nach
Erkennung von MHC-Klasse-I-Peptid-Komplexen auf dezlzelle durch den T-Zell-Rezeptor
(TZR) (100). Basierend auf der zytotoxischen Fuorktaktivierter CD8-T-Lymphozyten stellt
der adoptive T-Zell-Transfer eine viel versprecheradternative Behandlung zur klassischen
Krebstherapie dar (101-103). Obwohl die Herstelluagtigenspezifischer T-Zellen mit
nachgewiesener Tumorreaktivitat mit den heutigechiien meist gut gelingt, blieben bis jetzt
die erhofften klinischen Erfolge weitgehend ausAjl@amit adoptiv transferierte Effektorzellen
gegen den Tumor vorgehen kénnen, muss die Aktidéditzytotoxischen T-Lymphoyzten am
Tumor gegeben sein. Gelangen T-Lymphozyten in demoF kénnen inhibierenden Faktoren
und/oder regulatorische T-Zellen zu einer Inhibitider T-Zell-Effektorfunktion fihren (105)
(106). Um einer Inhibition der Effektorfunktion geigenwirken zu kdnnen, ist es notwendig,
den Einfluss des Tumormilieus auf die Effektorfuait antigenspezifischer T-Lymphozyten

besser zu verstehen.

Als Modell eines Tumortyps mit ausgepragtem Lympteazinfiltrat, aber fehlender Kontrolle
des Tumorwachstums, untersucht die Arbeitsgruppeiteemehrere Jahre die Immunantwort
gegen das Nierenzellkarzinom. Literaturdaten ungebnisse der Arbeitsgruppe zeigen, dass
tumorinfiltrierende Lymphozyten direkt nach Isolieg aus dem Tumorgewebe keine
Zytotoxizitat aufweisen (60, 107). Entfernt man g$imgegen aus dem Tumormilieu und
behandelt sie mit dem Zytokin IL-2 kdnnen sie lgtis Effektorfunktion gewinnen (52, 66, 107).
Dies deutet darauf hin, dass die Effektorfunktia@m nfiltrierenden T-Lymphozyten durch das
Tumormilieu inhibiert sein kdnnte.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Gewebatehnvon verschiedenen
Nierenzellkarzinomen auf das zytotoxische Profil idéiltrierenden CD8-Lymphozyten mittels

Dreifachimmunfluoreszenzfarbungen histologisch rsueht. Durch diese Methode werden
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Lymphozyten direkt am Orir( situ), wo sie noch dem Tumormilieu ausgesetzt sind abbtet
und es konnen vorhandene Funktionsdefizite erkaverden. Da die Untersuchungen der
Gewebeproben jedoch weitgehend deskriptiv sindausdden Beobachtungen nur Hypothesen
bezuglich potentieller inhibierender Mechanismengedbitet werden koénnen, wurde
weiterfihrend einn vitro Modellsystem mit zytotoxischen T-Zellklonen angedet, um den
Einfluss des Tumormilieus auf zytotoxische T-Lymphten mechanistisch zu analysieren.
Dabei wurde im speziellen der Einfluss Tumormilassoziierter Faktoren, wie die
Tumorzelldichte, das Zytokin TGF- und die Azidose, auf die Effektorfunktion von
zytotoxischen T-Lymphoyzten sowie auf den GehaltEféektormolekile Perforin, Granzym A
und Granzym B untersucht. Zusatzlich wurde der Gettes Chemokins RANTES in den
zytotoxischen T-Lymphoyzten analysiert und die B#deg einer RANTES-Sekretion nach
Tumorzellerkennung fur die Beseitigung der restdtielen apoptotischen Tumorzellen durch

Makrophagen evaluiert.

5.1 Tumorzellerkennung durch infiltrierende CD8"-Effektorlymphozyten am Beispiel des

Nierenzellkarzinoms

Zunachst wurde nachgewiesen, ob die im Tumor vaitiaen CD8-Lymphozyten differenzierte

Effektorzellen darstellen. Dazu wurde ein Antikdrpgegen GMP-17 granule membrane

proteinof 17 kDa) verwendet, der ein Protein in der MemHdsaischer Granula nachweist (14,
15). Da nur zu zytotoxischen Effektorzellen difiezerte CD8-Lymphozyten nicht aber naive
Zellen lytische Granula besitzen, kann mit diesemtil®rper zwischen Effektorzellen und
naiven Zellen unterschieden werden. Dieser Anti&brgvird auch in der pathologischen
Evaluation benutzt, um reaktives zellulares Imdiltin Geweben zu quantifizieren. Eine
Korrelation der Anzahl an GMP-1Zellen mit einer AbstoRungsreaktion wurde fir
Lebertransplantate gezeigt (108).

Insgesamt wurden mehr als 20 verschiedene Nielkazghomgewebe mit dem GMP-17-
spezifischen Antikérper evaluiert, finf davon imhReen der vorliegenden Arbeit. Konsistent
ergab sich, dass alle CB8ymphozyten auch GMP-I7varen, fir die hier quantifizierten war
es ein prozentualer Anteil von 93 % bis 95 %. D@8GLymphozyten, die im Tumorgewebe

vorhanden waren, sind somit differenzierte Effelytaphoyzten. Als Kontrollgewebe wurde ein
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Bioptat eines Nierentransplantats verwendet, weslé¢h&topathologisch als akute Abstol3ung mit
zytotoxischem Zellinfiltrat charakterisiert wordesar (pathologische Bewertung: Pathologisches
Institut, LMU, Muinchen). Weitere Kontrollgewebe war zwei Leberbioptate, die
histopathologisch zellzerstorende Immunreaktionerigten (pathologische Bewertung:
Abteilung Zellulare und Molekulare Pathologie, DKHZAeidelberg). Die drei Kontrollgewebe
zeigten einen medianen prozentualen Anteil an GMEDS -Lymphozyten von 83 %. Die
Nierenzellkarzinome hatten somit sogar einen hdhekateil an CD8-Lymphozyten mit
lytischen Granula im Vergleich zu den Kontrollgeweb Dennoch war bei letzteren
gewebezerstorende Effektoraktivitat erkennbar,ds#i Nierenzellkarzinomen aber nicht. Dies
deutet auf eine fehlende Effektorfunktion der Cib§mphoyzten im Nierenzellkarzinom hin.

Dabei kénnte ein Unterschied zwischen den Nierdkemzinomen und den Kontrollgeweben der
fehlende Ausloser zur zytotoxischen Reaktion de8GIDymphoyzten sein. Eine zytotoxische
Reaktion durch Effektorzellen wird durch die Erkang von Peptiden, die tber MHC-Klasse-I-
Molekule auf Zielzellen prasentiert werden, ausgiel®as Fehlen bzw. eine Abregulation der
MHC-Klasse-I-Molekille sowie ein Verlust von Antigem auf Tumorzellen sind verbreitete
Ph&nomene von Tumoren, um sich einer Immunantwogdreziehen (67, 109). Ebenfalls wird
oft zur Diskussion gestellt, ob die im Tumorgewe&behandenen Lymphozyten tumorreaktives
Potential haben oder sich dort als Folge einerigmlichen Reaktion unabhéngig von einer
Tumorreaktivitdt befinden (110) (111). Antigenspiszhe T-Lymphozyten im Gewebe zu

quantifizieren ist eine technische Herausforderumgl die Schatzungen reichen bis 40 %
tumorreaktiven Zellen (112). Mittels Tetramer-Teighkbnnen T-Zell-Populationen identifiziert

werden, die einen bestimmten MHC-Klasse-I-Peptidniitex erkennen. Mit dieser Methode
lassen sich nur ganz gezielt bestimmte T-Zell-Patmren aus der Gesamtheit aller potentiell
antigenspezifischen T-Zellen detektieren. Meist dwidie Tetramer-Technik an isolierten
tumorinfiltrierenden Lymphozyten angewandt. Die Nete lasst sich auch situ anwenden, so

dass man die anatomische Lokalisation relativ zundrzelle bestimmen kann (113). Mit dieser
Methode ist es aber nicht mdglich zu unterscheiddn,die antigenspezifischen T-Zellen

anwesend, aber nicht aktiv sind, oder sich in eia&tiven Erkennungsprozess befinden.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine nea¢hbldik basierend auf dem Nachweis der

Exozytose der lytischen Granula zytotoxischer T-pyozyten entwickelt. Durch Beurteilung

der spezifischen intrazellularen Lokalisation dé8R517 in den Effektorzellen kann durch diese
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Methode aktive Tumorzellerkennung bildgebend in Emsschnitten nachgewiesen werden
(siehe Abbildungen 4.5, 4.6 und 4.8). Im Gegengatz Tetramer-Technik ist diese Methode
unabhangig von der Kenntnis potentieller tumorasster Antigene und MHC-Molekile. Sie
erfasst alle Lymphozyten, die sich zum Zeitpunktr d8ewebeentnahme in aktiver
Tumorzellerkennung und Degranulation befinden. D& fNierenzellkarzinome kaum
tumorassoziierte Antigene bekannt sind, ware digafger-Technik auch nur eingeschrankt
anwendbar und aussagekraftig. Die neue bildgebevidthode wurde in einemn vitro
Modellsystem evaluiert. Dieses Modellsystem beit@tal einen zytotoxischen T-Zellklon mit
bekannter Spezifitatt und Tumorzellen mit gesichert@ntigenprasentation. Um zu
dokumentieren, dass sich Kontakte mit Antigenerkegn von solchen ohne Erkennung
unterscheiden lassen, wurde parallel auch eine Taetliinie getestet, der das Antigen fehlte.
Die zytotoxischen T-Zellen wurden jeweils auf einefellrasen der entsprechenden
Tumorzelllinien gegeben und danach die Anzahl deEellen mit einer synaptischen
Lokalisation des GMP-17 mittels konfokaler Lasenmogkopie ausgewertet. Bei Verwendung
der Antiged-Tumorzelllinie wurde ein prozentualer Anteil vof % an zytotoxischen T-Zellen
mit synaptischer Lokalisation des GMP-17 gefundaehle Abbildung 4.6 und 4.7). Wurden die
T-Zellen hingegen zu AntigeATumorzellen gegeben, so hatten nur 9% der T-Zelle
synaptisches GMP-17. Diese Beobachtung wurde net mwiteren zytotoxischen T-Zellklonen
bestétigt (Daten nicht gezeigt). Somit kénnen adhaer subzellularen Lokalisation des
GMP-17 T-Zell-Tumorzellkontakte mit Antigenerkenmurund durch Tumorzellerkennung
ausgeloste Degranulationsprozesse von solchenAttigenerkennung und ohne Degranulation

differenziert werden.

Nierenzellkarzinom- und Kontrollgewebe wurden nagdn selben Kriterien deg vitro
Modellsystems ausgewertet. Es zeigte sich, dassllém Geweben CD8Lymphozyten mit
synaptischer Lokalisation des GMP-17 vorhanden wgstéehe Abbildung 4.8 und 4.9). Der
Anteil dieser Zellen war in den Nierenzellkarzinomewas geringer als in den Kontrollgeweben
(medianer Anteil bei Nierenzellkarzinomen 34 % lwsi. Kontrollen 46 %). Der Unterschied war
nicht statistisch signifikant (p = 0,25). Offendiath gibt es in den Nierenzellkarzinomen eine
deutliche Anzahl an infiltrierenden CD&ymphozyten, die Antigen erkennen und ihre Iytisch
Granula synaptisch fusioniert haben.
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Als weiteres Merkmal zytotoxischer T-Lymphozytenrdel die Prasenz des Effektormolekuls
Perforin untersucht, da dieses Protein zusammen @nénzymen fir eine erfolgreiche
Zielzellzerstérung notwendig ist (1). Die Gesamtbailung der Gewebe hinsichtlich der
Prasenz von Perforin in den GMP:CDS8-Lymphozyten ergab, dass im
Nierenzellkarzinomgewebe deutlich weniger Cb§mphozyten Perforin besitzen (medianer
Anteil 45 %) im Vergleich zu den Kontrollgewebengdmner Anteil 71 %) (siehe Abbildung
4.3 und 4.4). Da Zielzellerkennung nur zusammen enisprechender lytischer Ausstattung
(Prasenz von Perforin) zur Zielzellzerstorung filhkann, wurde als Beschreibung des lytischen
Potentials einer gewebeinfiltrierenden CB8mphozytenpopulation der Begriff ,Iytisches
Reaktionsprofil definiert. Dieses entspricht demntéil an GMP-17CD8 -Effektor-
lymphozyten, die eine synaptische Lokalisation d&8lP-17 aufweisen und gleichzeitig
Perforin” sind. Im Vergleich zu den Kontrollgeweben war dgische Reaktionsprofil der
CD8'-Lymphoyzten der untersuchten Nierenzellkarzinomedianer Anteil 25 %) statistisch
signifikant niedriger (p = 0,036) als das der Kotigewebe (medianer Anteil 40 %) (siehe
Abbildung 4.11). Somit hat die Nierenzellkarzinonfilirierende CD8-Lymphozytenpopulation
ein deutlich niedrigeres lytisches Reaktionsprafils die Lymphozytenpopulation von
Kontrollgeweben, bei denen eine gewebezerstoreffdktaraktivitat nachgewiesen wurde. Dies
konnte ein Grund fur die unzureichende Tumorzeustgisein.

Da neben Perforin noch weitere Faktoren die zyisthwe Aktivitit der CD8
Effektorlymphozyten beeinflussen, wie z.B. die Brisvon Granzymen oder Proteinen, die die
Granulafusion und Exozytose regulieren (19, 114),(2rfasst die hier durchgefuhrte Analyse
nur die Mindestvoraussetzung fur eine erfolgreicEgelzellzerstérung. Das Iytische
Reaktionsprofil der Nierenzellkarzinom-infiltrierden CD8-Lymphozyten diirfte sich unter
Berucksichtigung zusétzlicher Faktoren noch wegeniedrigen, insbesondere da aus der
Literatur (115) und aus unpublizierten Daten ddvedsgruppe Defizite fur Granzym B bekannt
sind. Auch Resistenzen von Tumorzellen gegen ekpoptose-induzierten Zelltod wurden
beschrieben, wodurch sich die Tumorzellen einer6fbtg durch zytotoxische Lymphozyten
auch bei gegebener Ausstattung mit zytotoxischefekifrmolekilen ebenfalls entziehen
konnten (116).

Betrachtet man speziell die Pefd®MP-17CD8-Lymphozyten im Nierenzellkarzinom

hinsichtlich intrazellularer Lokalisation des GMP;1so ergaben sich vergleichbare Anteile an
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Zellen mit synaptischer Lokalisation des GMP-17 drarer Anteil 50 %) zum Kontrollgewebe
(medianer Anteil 56 %). Somit waren anhand diesethidde fiir PerforitCD8'-Lymphozyten

im Nierenzellkarzinom keine Degranulationsdefiatkennbar (siehe Abbildung 4.12).

5.2 Funktionelle Defizite Perforin"CD8"-Effektorlymphozyten

Die Untersuchungen zum Funktionsstatus der TDB#nphozyten im Nierenzellkarzinom
zeigten einen vergleichbaren prozentualen Anteibliferenzierten (GMP-17 Effektorzellen
im Vergleich zum Kontrollgewebe, aber mit deutligeniger Perforif+Zellen (medianer Anteil
bei Nierenzellkarzinomen 45 % vs. bei Kontrollgeeebl %). Ein Fehlen von Perforin in
antigenspezifischen T-Lymphozyten wurde in Melanafiltrierenden Lymphozyten und bei
chronisch viralen Erkrankungen ebenfalls beschneli@l7, 118) (119, 120). Da im
Nierenzellkarzinomgewebe im Vergleich zum Kontreligebe deutlich mehr Perfori@D8'-
Lymphozyten gefunden wurden, stellt sich die Fragelchen Funktionsstatus diese Zellen
haben kénnten. Mit Hilfe des vitro Modellsystems wurde in der vorliegenden Arbeiteigiz
dass zytotoxische T-Lymphozyten, die durch Tumooskmn einen PerforinStatus erlangt
haben, nicht mehr lytisch sind, bei Zielzellkontakicht degranulieren und nach TZR-
Stimulation kein IFNy sezernieren (siehe Abbildungen 4.25, 4.27 bis)4128 die Expression
der CDZ-Kette in den induzierten PerforiEffektorzellen vergleichbar der in den Perférin
Zellen war (siehe Abbildung 4.30), ist zu vermuteiass PerforinEffektorzellen in einem
Schritt der TZR-Signaltransduktion nach Aktivierudgr CD3I-Kette gestort sind. Um dies zu
bestatigen, sollte in Zukunft untersucht werden, d Funktionsdefizite auch mit TZR-
unabhangiger Stimulation (Phorbolester, lonomynaghzuweisen sind. Die Prasenz der GCD3
Kette bei invitro generierten PerforinEffektorzellen entspricht dem Phanotyp der
Nierenzellkarzinom-infiltrierenden T-Lymphozytenjedebenfalls iiberwiegend CDXette"
waren (61). Auch die Eigenschaft, dass PerfeHffektorzellen bei Kontakt mit Zielzellen ihre
Granula nicht mit der T-Zell-Plasmamembran fusicere(siehe Abbildung 4.28), entspricht den
Befunden im Nierenzellkarzinom: Dim situ Analysen ergaben, dass nur sehr wenige der
PerforitGMP-17CD8"-Lymphozyten im Nierenzellkarzinom synaptische Aclsung des
GMP-17 zeigten (medianer Anteil 24 %) (siehe Ablild 4.12). PerforirtGMP-17CD§'-
Lymphozyten des reaktiven Kontrollgewebe zeigte nédlls kaum GMP-17-Mobilisierung

(siehe Abbildung 4.12), so dass es sich vermutlioheine Eigenschaft PerforiZellen handelt,
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ihre Granula nicht zu mobilisieren. Wegen der hoB&reuung im Anteil an diesen Zellen im
Kontrollgewebe (Spannweite: 8 % bis 39 %), soljedoch noch weitere Gewebe diesbezlglich
analysiert werden. Da die Perforiffektorzellen zumindest imn vitro Modell nicht auf
Stimulation ansprachen, kénnte es sich um funklicerschopfte Zellen handeln, wie es bei
chronisch viralen Erkrankungen beschrieben wur@gdddwurde die Oberflachenexpression des
Markersprogrammed cell death (PD-1) fur ,erschopfte” Zellen beschrieben (1222). Die

im Rahmen der vorliegenden Arbeih vitro induzierten Perforin funktionsunfahigen
Effektorzellen exprimierten PD-1 nicht (Daten nichgezeigt). Immunhistologische
Einzelfarbungen zeigen, dass PDZellen im Nierenzellkarzinom vorkommen (unpublitée
Daten der Arbeitsgruppe). Es wurde weiterhin eisatnmenhang zwischen PD-1-Expression
und Tumorprogression bei Nierenzellkarzinompatierdeschrieben (123). Die Untersuchungen
zur PD-1-Expression auf Perfori@D8'-Lymphoyzten im Nierenzellkarzinom scheiterten
derzeit noch an der unzureichenden Sensibilitat BBsl-spezifischen Antikdrpers in der

Immunfluoreszenzmehrfachfarbung.

5.3Induktion Perforin ~ funktionsdefekter CD8'-Effektorlymphozyten durch

Tumormilieu-assoziierte Faktoren

Da PerforinCD8'-Effektorzellen keine oder nur sehr geringe IytesdEffektorfunktion haben
und deren Anteil in den untersuchten Nierenzelikamen hoch ist, konnte die antitumorale
Immunantwort verbessert werden, wenn die EntsteldergPerforinCD8"-Zellen verhindert
werden konnte. In der Arbeit von Mortarini und Miaitern wurden die Perfofin
antigenspezifischen CDg-Lymphozyten in Metastasen von Melanompatienes aicht
vollstandig differenzierte Effektorzellen bezeichif#l7). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurde gezeigt, dass Perfor®D8"-T-Zellen durch Einfluss des Tumormilieus aus Prémfo
zytotoxischen Effektorlymphozyten entstehen konrieine gestorte Differenzierung bzw. ein
Verlust der Effektorfunktion bei CD8Lymphoyzten konnen zum selben Endergebnis fiitEen.
ist jedoch wichtig, den Mechanismus der Entstehwuyp PerforinCD8 -Lymphoyzten
aufzuklaren, da sich unterschiedliche Konsequefizemégliche therapeutische Interventionen
ergeben. In der vorliegenden Arbeit wurde @invitro Modellsystem angewendet, um die
Annahme, dass durch den Einfluss von Tumormili@ozgerten Faktoren aus Perfdrin

zytotoxische Effektorlymphozyten PerforiZellen entstehen kdnnen, zu bestéatigen. Es zeigte
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sich, dass ein Tumorzelliberschuss, aber nichtreedrige Tumorzellzahl zum Perforin-Verlust
in den zytotoxischen T-Lymphozyten fuhrt (siehe Ading 4.16). Der Perforin-Verlust
entstand unabhangig von den verwendeten Tumorgetity(Nierenzellkarzinom, Melanom,
hamatopoetische Tumorzelllinie, siehe Abbildungrdihd 4.20) und auch unabhangig von einer
Antigenprasentation (siehe Abbildung 4.19 und 4.2Dje in vitro induzierten Perforin
Effektorlymphoyzten hatten auch einen geringerehaliean Granzym B, waren aber weiterhin
vollstandig Granzym A und &hnelten so phéanotypisch den Perforitierenzellkarzinom-
infiltrierenden CD8&-Lymphoyzten. Weiterhin wurde mit Hilfe des vitro Modellsystems
gezeigt, dass Tumomilieu-assoziierte Faktoren, Awiglose, TGFH3 und hohe Tumorzelldichte
den Verlust an Perforin in zuvor funktionsfahigesrfBrin® zytotoxischen Effektorlymphozyten
induzieren (siehe Abbildungen 4.38, 4.34 und 4.42)dose, TGH3 und eine hohe Zelldichte
sind Eigenschaften des Tumormilieus. So kdnneredieker &hnliche Faktoren zur Entstehung

der PerforinCD8'-Effektorzellen in den Nierenzellkarzinomen gefiimaben.

In diesem Modellsystem wurde erstmalig auch dasn@ken RANTES untersucht, das
bekanntermalRen von zytotoxischen T-Lymphozytenpeziischen Granula gespeichert und
nach TZR-Stimulation ausgeschuttet wird (41, 42)zEigte sich, dass der Gehalt des RANTES
in zytotoxischen T-Lymphozyten in ahnlicher Weise wer des Perforins durch Kokultur mit
einem Tumorzelliberschuss reduziert wird (sieheildbohg 4.22). Allgemeine Faktoren, die aus
einer hohen Tumorzelldichte resultieren, kénnenedatinen Verlust des Perforins und des
RANTES induzieren und damit zu Effektorfunktiondidéen von zytotoxischen

T-Lymphozyten fuhren.

Die genannten Tumomilieu-assozierte Faktoren blesisten auch Perforinzytotoxische
T-Lymphozyten unmittelbar wahrend einer antigensgfgehen TZR-Stimulierung. So zeigen
die in vitro Daten dieser Arbeit, dass Azidose und auch PGfe Zytokinfreisetzung (IFN-
und IL-2) blockiert (siehe Abbildung 4.37 und 4.42\vohingegen trotz TGB- bei
Zielzellkontakt Degranulation maglich ist (sieheNdung 4.44 und 4.45). Dies entspricht den
in situ Befunden der Nierenzellkarzinomgewebe: Bei viellen PerforifnCD8'-Lymphoyzten
wurden Degranulationsereignisse anhand synaptiddhialisation des GMP-17 nachgewiesen
(medianer Anteil 50 %, Abbildung 4.12). IFN-Lymphozyten konnten jedoch in keinem von
12 untersuchten Nierenzellkarzinomgewebe gefunderden (89). Da IFN- eine wichtige

Komponente der antitumoralen Immunantwort ist (1@d486) (126), durfte die fehlende IFN-
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Sekretion der CD8Lymphoyzten der Nierenzellkarzinome ebenfalls eikemponente

darstellen, die zur unzureichenden Tumorzellzeusigbeitragt.

5.4 Entwicklung von MalRnahmen zur Revertierung des Pedrin™-Phanotyps zytotoxischer
T-Lymphozyten und die Bedeutung des Chemokins RANT&

Durch die in vitro Exposition gegeniber Tumormilieu-assozierten Hakto kdnnen
Perforin -Effektorlymphozyten in PerforinZellen umgewandelt werden, die dem Phanotyp der
Nierenzellkarzinom-infiltrierenden CD&.ymhozyten &hneln. Dieses System konnte nun
genutzt werden, um therapeutische Interventiortegfien zu evaluieren. In einem ersten
Versuch wurde der Einfluss von IL-2 getestet, wetclderzeit als Standardtherapeutikum zur
Behandlung des Nierenzellkarzinoms eingesetzt wid). Dabei wurde zu den durch
Tumorzelliberschuss induzierten PerforiEffektorlymphozyten, ohne das zellulare Milieu zu
verandern, IL-2 gegeben. In demvitro Modellsystem zeigte sich, dass eine 24-stindige-IL
Exposition in einem unveranderten zellularen Milieu keiner Perforinsteigerung in den
Perforim-Effektorlymphozyten fuhrt (siehe Abbildung 4.3Aus der Literatur ist zu entnehmen,
dass die Beseitigung der durch Tumorzellabtétusgltierenden apoptotischen Tumorzellen fur
eine Reaktivierung der Lymphozyten notwendig i27)1In vivo werden apoptotische Zellen
durch Phagozytose schnell beseitigt. Moglicherwgisgern zytotoxische T-Lymphozyten aktiv
diesen Prozess, in dem sie zeitgleich mit dem ayisthen Vorgang RANTES ausschiitten. In
vorliegender Arbeit wurde aufbauend aus den Ergsleni der Doktorarbeit von D. Anz gezeigt,
dass zytotoxische T-Lymphozyten beim lytischen BsszRANTES auf die Oberflache der
Zielzellen Ubertragen und die resultierenden RANTESoptotischen Tumorzellen besser von
Makrophagen aufgenommen werden (89). SezerniebwikHes RANTES konnte zudem die
Rekrutierung von weiteren Phagozyten fordern (128¢ Beteiligung von RANTES bei der
schnellen Phagozytose von RANTESpoptotischen Tumorzellen wurde in der vorliegende
Arbeit durch Blockade der Rezeptoren von RANTES deri Makrophagen gezeigt: Mit Met-
RANTES behandelte Makrophagen zeigten eine deetliReduktion der Phagozytose von
apoptotischen Tumorzellen (siehe Abbildung 4.48Q¢ Effizienz, mit welcher apoptotische
Zellen Dbeseitigt werden, hat immunologische Konsegen, da apoptotische Zellen
zeitabhéngig in sekundare Nekrosen tbergehen umkrsprimar ,nicht entzindliche®* Zelltod

entziindungsférdernde Signale aussendet (46). Befezi Phagozytose kann somit zu
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entzindlichen Reaktionen mit kollateraler Gewebadung fihren. Die Bedeutung von
RANTES bei der Phagozytose von apoptotischen Zeitervivo und die Entstehung von
entzindlichen Prozessen wurde in einem MausmoeeliGlomerulonephritis gezeigt (99). In
diesem System fuhrte der Einsatz von RANTES-Antagen zur Ansammlung apoptotischer

Zellen im Gewebe mit gleichzeitig nachweisbarepsummuner Entziindung.

Die hier gezeigten Daten weisen auf eine neue kamkles von zytotoxischen T-Lymphozyten
gespeicherten und bei Zielzellerkennung ausgestbiittRANTES als Signalvermittler im
Regelkreis zwischen Makrophagen und zytotoxischehymiphozyten hin. Die schnelle
Beseitigung der apoptotischen Zellen durfte daztrdgen, dass bei der Beseitigung Antigen
Zellen durch zytotoxische Effektorzellen keine émidlichen Signale ausgesendet werden, die
umliegendes gesundes Gewebe (Antig@ellen) schadigen kodnnten. Ob die gezielte
Ubertragung von RANTES auf Zielzellen beim IytiscshBrozess und die Phagozytose der
resultierenden apoptotischen Zellen durch Makrophadir den Erhalt der Iytischen
Effektorfunktion wichtig ist, soll in zukinftigen Xperimenten gezeigt werden. Der in dieser
Arbeit gezeigte Verlust des RANTES bei Kokultur nmfiumorzelliberschuss kdnnte dann

ebenfalls zur Schwachung des Reaktionspotentiatdéazrscher T-Lymphozyten beitragen.
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Mit einer adoptiven Immuntherapie erhofft man siclurch die Verabreichung von
antigenspezifischen T-Lymphozyten die Tumorbekamgfu verbessern zu konnen.
Tumorantigen-spezifische T-Zellen zeigen oftmadsiitro eine erfolgreiche Erkennung von
Tumorzellen. Nach Transfer in den Patienten komsnalger nur in wenigen Fallen zu einem
lang anhaltenden Tumorriickgang. Aus Tumoren ideli@rLymphozyten zeigen direkt nach
Isolierung eine mangelnde Effektorfunktion. NachtkKaerung und Zugabe von IL-2 gewinnen
diese oftmals lytische Funktion gegentber TumoerelDiese Beobachtungen deuten auf eine
Inaktivierung der T-Lymphozyten im Tumormilieu hiburch Untersuchungen zum Einfluss des
Tumormilieus erhofft man sich, Erkenntnisse zu gewn bezuglich der Faktoren, die zu einer
Inaktivierung der T-Zell-Effektorfunktion im Tumdiihren, um mdgliche GegenmalRinahmen
anwenden zu koénnen. Das Nierenzellkarzinom stelfgrand eines in der Regel starken
Infiltrats an Lymphozyten, aber dennoch fehlendentolle des Tumorwachstums, ein sehr
gutes Modellsystem dar, um die Mechanismen einendnsuppression bei tumorinfiltrierenden
Lymphozyten zu untersuchen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde gezeigtssdalierenzellkarzinom-infiltrierende
CDS8'-Lymphozyten aktivierte Effektorlymphozyten sinda die lytische Granula aufweisen.
Allerdings besitzt nur etwa die Halfte dieser Zellauch das zytotoxische Effektormolekil
Perforin. Von den PerforicD8'-Effektorzellen lassen sich bei etwas mehr als ldélfte
Kriterien einer aktiven Tumorzellerkennung mit $gher Granulafusion erkennen. Die Kriterien
der lytischen Zielzellerkennung mit Granulafusiomrden mit Hilfe eines neu entwickelten
Nachweisverfahrens definiert und validiert. Delden Nierentumoren nachgewiesene Anteil an
CD8'-Effektorzellen in Tumorzellerkennung und Granusifm entspricht dem der
Kontrollgewebe die nachweislich ein Effektorzelilimit mit zytolytischer Gewebezerstdrung
aufweisen (AbstoRungstransplantat, akute viraleetasttziindung). Die PerfofiEffektorzellen

im Nierenzellkarzinom scheinen somit funktionsfaamgl auch reaktiv zu sein. Im Gegensatz zu
den Kontrollgeweben, die nur einen prozentualenei\rn PerforinCD8'-Effektorzellen von
29 % enthielten, waren im Nierenzellkarzinom 27 & &6 % der CD8Effektorlymphozyten
Perforim. Diese zeigten kaum Tumorzellerkennung. Das gyes Reaktionsprofil“ wurde
definiert als der Anteil an CD&Effektorlymphozyten, die sowohl Perfofisind als auch ihre

Granula mit der Plasmamembran fusioniert haberzeltge sich, dass die Nierenzellkarzinom-
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infiltrierende  CD8-Effektorpopulation gegenilber einer CBE8/mphozyten-Vergleichs-
population in entzindlich infiltrierten Geweben uwecert ist. Das geringe ,lytische
Reaktionsprofil® kdnnte ein mdglicher Grund fir einunzureichende immunologische

Tumorbek&ampfung von Nierenzellkarzinomen darstellen

Anhand einedsn vitro Modellsystem wurden Faktoren identifiziert, dienezderforin-Verlust
fuhren konnen. Diese Faktoren beinhalteten hoheofzeidichte und die daraus resultierende
Azidose sowie negativ regulierende Faktoren wie -BGHn vitro generierte Perforin
Effektorlymphozyten hatten zudem erniedrigten GelialGranzym B und RANTES. Sie waren
nicht mehr zytotoxisch, sezernierten nach TZR-Shienung kein IFNy und zeigten keine
synaptische Fusion der lytischen Granula mit dessiAemembran nach Zielzellkontakt. Mit
diesen Eigenschaften entsprechen dhe vitro aus Perforihzytotoxischen Effektorzellen
generierten PerforinEffektorzellen phanotypisch und funktionell den Mierenzellkarzinom

nachgewiesenen Perforl@D8 -Effektorzellen.

In demin vitro Modellsystem wurde erstmalig auch der Einfluss ®umilieu-assoziierter
Faktoren auf den Gehalt des Chemokins RANTES iataytschen T-Lymphozyten untersucht.
Es zeigte sich, dass eine hohe Tumorzelldichte hinligher Weise wie fir Perforin eine
Defizienz an RANTES in zytotoxischen T-Lymphozyieduzieren kann. Aus Vorarbeiten war
bereits bekannt, dass beim Iytischen ZielzellkonRKNTES auf die Oberflache der Zielzelle
Ubertragen wird. In der vorliegenden Arbeit wurdeiterfihrend gezeigt, dass die aus dem
lytischen Vorgang resultierenden RANTESpoptotischen Tumorzellen verstarkt von
Makrophagen aufgenommen werden. Die schnelle Bgseg apoptotischer Tumorzellen ist ein
wichtiger immunregulatorischer Faktor und kodnntectauden Erhalt der zytotoxischen
Effektorfunktion beeinflussen. Der hier gezeigterlMst von RANTES durch eine hohe
Tumorzelldichte kénnte somit ebenfalls zu Effekiimtionsdefiziten der zytotoxischen

T-Lymphozyten beitragen.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit gewonnenegehkmisse liefern im Wesentlichen drei
fir die Tumortherapie wichtige Erkenntnisse. Zumeei befinden sich differenzierte C>8

Lymphozyten mit zytotoxischem Potential (Perféyinm Nierenzellkarzinomgewebe. Diese
Zellen zeigen auch aktive Tumorzellerkennung, neuwlgsen anhand der lytischen

Granulafusion, die in einenm vitro Modell mit zytotoxischer Zielzellerkennung assediiwar.
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Zweitens zeigen die Ergebnisse der Arbeit, dassktifumsfahige Perforihzytotoxische
Effektorzellen durch Tumormilieu-assoziierte Faktoreinen PerforinPhéanotyp erlangen
konnen und die resultierende Perforin-Defizienz miiter eingeschrankten Effektorfunktion
korreliert. Die Erkenntnis, dass PerforiZellen mit funktionellen Defiziten aus
Perforin funktionsfahigen Effektorzellen entstehen konnest, neuartig und wichtig. Denn
bislang wurde postuliert, dass z.B. die in Melanondetektierten PerforinLymphozyten das
Ergebnis einer gestorten EffektordifferenzierungdsiDie neue Beobachtung, dass ungtinstige
Milieufaktoren, wie sie in Tumoren vorkommen kdnneam Verlust der Effektorfunktion von
bereits differenzierten Effektorzellen fihren konnéhat Konsequenzen fiur therapeutische
Interventionsstrategien, da nicht nur die Indukdmase zur Entstehung der Effektorzellen,
sondern auch die Endphase (Effektorphase) und eseti Zusammenhang das Milieu, in
welchem die Effektorzellen reaktiv sein muissen, breuiicksichtigen ist. Drittens kénnte in
Zukunft die in dieser Arbeit entwickelte MethodenziNachweis und der Quantifizierung von
Tumorzellerkennung mit lytischer Membranfusion gehwerden, um festzustellen, in wie weit
durch eine Immuntherapie die Tumorzellerkennunglllrymphozyten im Gewebe verbessert
wurde. Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntniser die Eigenschaften von Perforin
Effektorlymphozyten kdnnten Ansatzpunkte fur dieti@perung derzeitiger Immuntherapien
und fur die Entwicklung neuer Strategien darsteliie auf eine gezielte Reaktivierung dieser
T-Zellpopulation ausgerichtet sind und damit einerstarkung der Immunantwort gegen den

Tumor bewirken.
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8 Verwendete Abkirzungen

7-Aminoactinomycin D

apoptotic protease-activating factor
Caspase-aktivierte DNase
BCL-2-associated X protein
BCL-2-antagonist of cell death
Chemokinrezeptor

cluster of differentiation

cell mediated lysis

central supramolecular activation cluster
Carbocyanin 3

Cyanin-5

4’ ,6-Diamodino-2-Phenylindol
Dimethylsulfoxid

dendritische Zellen

enzyme- linked immunosorbent assay
fluorescence activated cell sorting

fetal calf serunffétales Kalberserum)
Fluorescein-5-isothiocyanat

forward scatter(\Vorwéartsstreuung)
granulocyte macrophage-colony stimulating factor
granule membrane protein &7 kD
human leukocyte antigethumanes Leukozytenantigen)
inaktive Caspase-aktivierte DNase
Interferon

Immunglobulin

Interleukin

lysosomal associated membranprotein
macrophage-colony stimulating factor

mediane Fluoreszenzintensitat

major histocompatibility complefdaupthistokompatibilitats-Komplex)
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8 Verwendete Abkilrzungen

MTOC microtubule organizing centéMikrotubulin-organisierendes Zentrum)
NK-Zellen naturliche Killerzellen

PBMC peripheral blood mononuclear cells

PD programmed cell death

PE Phycoerythrin

Pl Propidiumjodid

PMA Phorbol-12-Myristat-13-Acetat

pMHC MHC-Peptid-Komplexe

pSMAC peripheralsupramolecular activation cluster

RANTES regulated upon activation, normal T cell expresard secreted

RCC renal cell carcinomgNierenzellkarzinom)

rpm rounds per minutUmdrehungen pro Minute)

SSC sideward scatte(Seitwartsstreuung)

TGF transforming growth factop- (Transformierenden Wachstumsfakg)r-
TIL tumorinfiltrierende Lymphozyten

TNF-a Tumornekrosefaktos-

TTR T-Zell-Rezeptor

ZTL zytotoxische T-Lymphozyten
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9 Anhang

9.1 Gehalt an Perforin im ZTL Klon JB4 wahrend der Koin kubation mit KT-195

Perforin
0h 2h 6h 24 h 35h
1007 MFI: 1258 MFI: 1293 Fl: 1577 MFI: 1033 MFI: 870
80 100 % 99 % 98 % 99 % 99 %
KT-195 60
1x
401
20] j
o P
= 1099 MFI: 823 MFI: 882 MFI: 322 MFI: 65 MFI: 22
[, 98 % 95 % 66 % 21 % 23 %
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S 5]
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— Fluoreszenzintensitat
Abb. 9.1: Gehalt an Perforin im ZTL Klon JB4 wahren  d der Inkubation mit der Tumorzelllinie KT-195. Der ZTL Klon

JB4 wurde mit einer niedrigen (1x) bzw. einer hohen (10x) Zellzahl der HLA-A2 -Nierenzellkarzinomlinie KT-195
koinkubiert. Zuvor wurden die ZTL mit dem Farbstoff DiD markiert. Nach Inkubation {iber verschiedene Zeitspannen wurde
eine intrazellulare Farbung mit einem Antikdrper gegen Perforin durchgefiihrt und die Fluoreszenzintensitat
durchflusszytometrisch gemessen. Dargestellt sind die Fluoreszenzintensitdten von Perforin als Histogramme mit
logarithmischer Skalierung zu den angegebenen Zeitpunkten in den ZTL, die mit niedriger (1x, obere Reihe) bzw. hoher
Tumorzellzahl (10x untere Reihe) inkubiert wurden. Die MFI und die Anzahl Perforin®-ZTL sind im jeweiligen Histogramm
angegeben. Die grau hinterlegte Kurve stellt die Fluoreszenzintensitat des Isotypkontrollantikbrpers dar, deren MFI von der

spezifischen MFI abgezogen wurde. Dargestellt ist ein reprédsentatives Experiment von zwei unabhangigen Versuchen mit
vergleichbarem Ergebnis.
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9 Anhang

9.2Gehalt an Granzym A und Granzym B im ZTL Klon JB4 wahrend der Koinkubation

mit KT-195
Granzym A
Oh 2h 6 h 24 h 35h
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Abb. 9.2: Gehalt an Granzym A und Granzym B im ZTL Klon JB4 wahrend der | nkubation mit der
Tumorzelllinie KT-195. Der ZTL Klon JB4 wurde mit einer niedrigen (1x) bzw. hohen (10x) Zellzahl der HLA-A2™-
Nierenzellkarzinomlinie KT-195 koinkubiert. Zuvor wurden die ZTL mit dem Farbstoff DiD markiert. Nach Inkubation
Uiber verschiedene Zeitspannen wurde eine intrazellulare Farbung mit einem Antikdrper gegen Granzym A und
Granzym B durchgefiihrt und die Fluoreszenzintensitat durchflusszytometrisch gemessen. Dargestellt sind die
Fluoreszenzintensitdten von Granzym A (oben) und Granzym B (unten) als Histogramme mit logarithmischer
Skalierung zu den angegebenen Zeitpunkten, die mit einer niedrigen (1x, jeweils obere Reihe) bzw. mit einer hohen
Tumorzellzahl (10, jeweils untere Reihe) inkubiert wurden. Die MFI und der prozentuale Anteil Effektorprotein®-
Zellen sind im jeweiligen Histogramm angegeben. Die grau hinterlegte Kurve stellt die Fluoreszenzintensitét des
Isotypkontrollantikbrpers dar, dessen MFI von der spezifischen MFI abgezogen wurde. Dargestellt ist ein
reprasentatives Experiment von zwei unabhéngigen Versuchen mit vergleichbarem Ergebnis.
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9 Anhang

9.3Gehalt an RANTES im ZTL Klon JB4 wahrend der Koinkubation mit RCC26

RANTES
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Abb. 9.3: Gehalt an RANTES im ZTL Klon JB4 wahrend d  er Inkubation mit der Tumorzelllinie RCC26.  Der ZTL
Klon JB4 wurde alleine, mit einer niedrigen (1x) bzw. hohen (10x) Zellzahl der HLA-A2"-Nierenzellkarzinomlinie RCC26
inkubiert. Zuvor wurden die ZTL mit dem Farbstoff DiD markiert. Nach Inkubation Uber verschiedene Zeitspannen
wurde eine intrazellulare Farbung mit einem Antikérper gegen RANTES durchgefiihrt und die Fluoreszenzintensitat
durchflusszytometrisch gemessen. Dargestellt sind die Fluoreszenzintensitaten von RANTES als Histogramme mit
logaritmischer Skralierung zu den angegebenen Zeitpunkten in den ZTL, die alleine (obere Reihe), mit niedriger (1x,
mittlere Reihe) bzw. mit hoher Tumorzellzahl (10, untere Reihe) inkubiert wurden. Die MFI und der prozentuale Anteil
RANTES"-Zellen sind im jeweiligen Histogramm angegeben. Die grau hinterlegte Kurve stellt die Fluoreszenzintensitat
des Isotypkontrollantikdrpers dar, dessen MFI von der MFI von RANTES abgezogen wurde.

155



9 Anhang

9.4 Gehalt an Perforin, Granzym A und Granzym B im ZTL Klon TyrF8 wahrend der
Koinkubation mit Mel624.38
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Abb. 9.4: Prozent Perforin *-, Granzym A *- und Granzym B *-Zellen sowie die relative Anderung des Gehalts der

Effektormolekiile im ZTL Klon TyrF8 wéhrend der Inkub

ation mit der Tumorzelllinie Mel624.38. Der ZTL Klon JB4

wurde mit einer niedrigen (1x, schwarz) bzw. hohen (10x, weiR) Zellzahl der HLA-A2'Tyrosinase’-Melanomzelllinie
Mel624.38 koinkubiert. Zuvor wurden die ZTL mit dem Farbstoff PKH26 markiert. Nach Inkubation Uber verschiedene
Zeitspannen wurde eine intrazelluldre Farbung mit Antikdrpern gegen Perforin, Granzym A und B durchgefuhrt und die
Fluoreszenzintensitat durchflusszytometrisch gemessen. Dargestellt ist der prozentuale Anteil an Effektormolekiil™-ZTL
(oben) sowie die Anderung der MFI von Perforin (links), Granzym A (rechts) und Granzym B (Mitte) zu den
angegebenen Zeitpunkten normiert auf den Ausgangswert bei 0 h (unten). Von der MFI wurde die MFI des jeweiligen
parallel mitgefuihrten Isotypkontrollantikérpers abgezogen.
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