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1. EINLEITUNG

1.1 Allogene Stammzelltransplantation

Die erste erfolgreiche Stammzelltransplantation (SZT) bei padiatrischen
Patienten wurde bereits 1981 durchgefuhrt (1). Heute bietet die SZT bei
akuten Leuk&mien und weiteren hamatologischen Erkrankungen eine po-
tente Therapieoption. Sie kann auch bei verschiedenen anderen malignen
Erkrankungen im Kindesalter, wie beispielsweise dem Neuroblastom, er-
folgreich angewendet werden (2-5). Die SZT wird in Transplantationszen-
tren routinemé&fig angeboten und ist bei Hochrisikoleuk&dmien auch als
Firstline-Therapie zugelassen (6). Bei akuten Leukamien kommt die SZT vor
allem bei padiatrischen Patienten zum Einsatz, die auf die initiale Therapie nicht
ansprechen, ein Rezidiv erleiden oder bei denen die Standardtbehandlung keine
Aussicht auf Heilung bietet (7). Bei diesen Patienten ist die SZT oft die einzige
kurative Therapie (8). Die SZT stellt somit zwar einen wichtigen Therapiebaustein
dar, dennoch bergen posttransplant Infektionen oder Rezidive ein enormes Ri-
siko, besonders in der Zeit der Immunrekonstitution nach Transplantation. Vor
allen Dingen das Rezidiv ist eine prognoseentscheidende Gefahr, da eine er-
neute Transplantation aufgrund der hohen Toxizitat frihestens nach 6-12 Mona-
ten erneut moglich ist (9). Dennoch konnte das 5-Jahres-gesamt-Uberleben bei
akuter lymphatischer Leukamie (ALL) nach SZT durch deutliche Reduktion der
transplantationsassoziierten Mortalitdt (TRM) von 28% auf 65% gesteigert wer-
den (10). Weiterentwicklungen der Stammzelltransplantation sind dennoch nétig,

um die TRM weiter zu senken.

Das Prinzip der SZT beruht darauf, das Immunsystem eines Patienten durch das
eines gesunden Spenders zu ersetzen. Daflr ist zunachst die Konditionierung
des Empfangers notwendig, bei der die hdamatopoetischen Stammzellen im Kno-
chenmark durch Ganzkdrperbestrahlung oder myeloablativer Chemotherapie ab-

getotet werden. Die Stammzellen kbnnen vom Spender aus dem Knochenmark
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oder nach Stimulation mit Granulozyten-Kolonie-stimulierendem Faktor (Gra-
nulocyte-Colony Stimulating Factor, G-CSF) aus dem peripheren Blut gewonnen
und transplantiert werden (11, 12). Die Stammzellen siedeln sich im Knochen-
mark des Patienten an, teilen sich hier und tbernehmen die Blutbildung.

Fur das Gelingen einer SZT spielt das humane Leukozyten Antigen -System
(HLA-System) bzw. der Haupthistokompatibiltatskomplex (major histocompatibi-
lity complex = MHC) eine wichtige Rolle, wobei jeder Mensch zwei HLA-Haploty-
pen besitzt. T-Zellen kdnnen zwischen fremden und koérpereigenen MHC-
Molekilen unterscheiden und so bei einer Interaktion mit kérperfremden Zellen,
wie beispielsweise einem Transplantat mit anderem HLA-Haplotyp, eine Immun-
reaktion auslosen. Diese wird als Graft-versus-Host Reaktion (GvH-Reaktion) be-
zeichnet und stellt eine potentiell lebensbedrohliche Komplikation dar (13, 14).
Daher wurden urspringlich nur Stammzellen/Knochenmark von Spendern mit
identischen HLA-Haplotypen transplantiert. In 30% der Falle kann ein Fremd-
spender mit identischem HLA-Typ gefunden werden (15). Geschwister weisen
mit einer Wahrscheinlichkeit von 25% denselben HLA-Typ auf (15). Da auf die-
sem Weg nicht fur alle Patienten ein Spender gefunden werden kann, gibt es
alternativ auch noch die Moglichkeit der haploidenten Transplantation, an deren
Entwicklung auch die Universitatsklinik TUbingen beteiligt war. Hierbei stimmt nur
ein HLA-Haplotyp zwischen Spender und Empfanger tberein, womit in jedem
Fall Eltern und eigene Kinder oder Geschwister als Spender in Frage kommen.
So steht beinahe fir jeden Patienten ein Spender zur Verfligung (12). Haploi-
dente SZT bergen allerdings auch aufgrund ihrer HLA-Disparitat ein erhéhtes Ri-
siko fur Transplantatabstof3ung und GvH-Reaktionen (16, 17).

Um das Risiko bei haploidenter SZT zu senken, wurden anfangs nur Stammzel-
len nach CD34-Anreicherung transplantiert (16, 18-20). Spater kam man zu dem
Schluss, auch Immunzellen mitzutransplantieren, um die Zeit der Immunrekon-
stitution zu Uberbriicken und das Engraftment zu verbessern (7, 21, 22). Aller-
dings konnen nicht alle Immunzellen bei der haploidenten Transplantation
problemlos transplantiert werden. So I6sen af T-Zellen die GvH-Reaktion aus.
Die Transplantation von CD19* B-Zellen steht mit EBV assoziierter lympho-
proliferativer Erkrankung in Verbindung (19, 21). Die Verwendung CD3/CD19-
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depletierter Transplantate ermoéglicht neben CD34* Stammzellen, auch Naturli-
che Killerzellen (NK-Zellen) und Dendritische-Zellen im Transplantat zu belassen
(23-25), wahrend B- und T-Zellen entfernt werden. Als problematisch zeigte sich
allerdings, dass CD3/CD19-depletierte Transplantate trotz CD3-Depletion einen
10-fach hoheren Gehalt an T-Zellen aufweisen, als bei CD34-Positivselektion
und somit ein erhéhtes GvH-Risiko besteht (26). Eine Weiterentwicklung war die
haploidente TcRaf/CD19- depletierte SZT.

1.1.1 Die haploidente TcRaB/CD19- depletierte Stammzelltrans-
plantation

Bei der haploidenten TcRap/CD19-depletierten SZT erfolgt eine Depletion an
TcRap* und CD19* Zellen. Es zeigte sich mit der neuen Depeltionsmethode eine
hocheffiziente Depletion (zuverlassig > 4 Logstufen) der unerwiinschten af T-
Zellen, wahrend yd T-Zellen im Transplantat verbleiben kénnen (25, 27, 28). yd
T-Zellen weisen nur indirekt ein Risiko fur GvH-Reaktionen auf, kbnnen aber
selbst zur Rezidivprophylaxe und Infektabwehr beitragen (28-32). Zudem legen
die Forschungsergebnisse nahe, dass yd T-Zellen NK-Zellen aktivieren und mit
ihnen in der Malignombekampfung interagieren (33-36). Im Rahmen erster viel-
versprechender klinischer Studien an der Universitatskinderklinik Tubingen und
dem Bambino Gesu Hospital in Rom zeigte sich nach haploidenter TcRap/CD19-
depletierter SZT eine schnellere Immunrekonstitution und eine niedrige TRM-
Rate (37, 38). Besonders NK- und yd T-Zellen regenerieren sich gut und schnell,
sodass in den ersten Wochen nach Transplantation yd T-Zellen die af3 T-Zellen
zahlenmal3ig dominieren (37). 3 Monate nach SZT weisen Patienten, die eine
TcRap/CD19-depletierte SZT erhalten haben, einen héheren Prozentsatz an yd
T-Zellen auf als Patienten nach Erhalt CD34-angereicherter Transplantate (39).
Die haploidente TcRap/CD19- depletierte SZT kénnte somit eine wichtige Inno-

vation in der Verbesserung des Uberlebens von Patienten nach SZT bedeuten.
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1.2 NK-Zellen

Mit 5-15% aller Blutlymphozyten (40) sind NK-Zellen neben B- und T-Zellen eine
eigenstandige Lymphozytenpopulation. NK-Zellen kommen im Blut und in allen
lymphatischen Geweben wie der Milz und dem Knochenmark vor, aber sie sind
auch in nicht-lymphatischen Geweben zu finden (41). NK-Zellen bilden beson-
ders in der Abwehr virusinfizierter oder maligner Zellen (42) einen unabdingbaren
Teil der angeborenen Immunabwehr, indem sie zur Produktion von Zytokinen
und direkter Zytotoxizitat befahigt sind (43). Zudem wird NK-Zellen eine Funktion
als Bindeglied zum adaptiven Immunsystem zugeschrieben, da sie mit T-Zellen,
Monozyten und Dendritischen Zellen kommunizieren und eine regulatorische
Funktion ausiiben kénnen (44, 45). Ob und wie stark eine NK-Zelle aktiviert wird,
ist abhéngig davon, welche Signale im komplexen Zusammenspiel inhibitori-
scher, aktivierender und kostimulatorischer Rezeptoren tiberwiegen. Die Zusam-
mensetzung der von den NK-Zellen exprimierten Rezeptoren ist nicht konstant,
sondern wird u.a. durch Milieufaktoren oder dem Reifegrad der NK-Zelle beein-
flusst (46). Um dies genauer zu erlautern, kdnnen beispielhaft die ,Missing self-*
und die ,Induced self-Hypothese® angefiihrt werden, die eine entscheidende
Rolle in der NK-Zellfunktion spielen (47) und in Abb. 1-1 grafisch dargestellt sind.
Bei der ,Missing self-Hypothese® geht es darum, dass NK-Zellen durch das Er-
kennen von MHC-Klasse | Molekilen, ,eigen® (,self“) und ,fremd” unterscheiden
konnen. Treffen NK-Zellen auf eine Zelle, die kein oder wenig MHC | tragt, wie
es bei maligne entarteten oder virusinfizierten Zellen der Fall ist, wird die Zelle
als Ziel erkannt und lysiert (48). Die ,Induced self-Hypothese® hingegen be-
schreibt den Mechanismus, bei dem aktivierende Rezeptoren der NK-Zellen, wie
NKG2D, Oberflachenantigene auf entarteten oder infizierten Zellen erkennen
(MICA/B, ULBP1-6). Die Erkennung von NKG2D-Liganden auf Zellen fihrt zu-
verlassig zur Lyse der Zielzelle (49). Die Lyse von Zielzellen durch NK-Zellen
erfolgt in der Regel Uber die Freisetzung von Perforin bzw. Granzym oder tber
das FAS/FAS-L- bzw. Trail-System (50).
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Inhibitorischer [
e— Rezeptor

Transformation

~ ﬁ Transformation
)[ oder Infektion der Infektion

Abb. 1-1 Die Induced- self- und Missing-self-Hypothese von NK-Zellen

Gesunde Zellen werden von NK-Zellen nicht lysiert, da sich inhibierende Signale, Ubermittelt
durch Bindung von MHC | -Molekiilen, und stimulierende Signale, Gibermittelt von aktivierenden
Rezeptoren wie NKGD2, ausbalancieren. Die "Missing-self-Hyppthese” kommt zu der Anwen-
dung, wenn Targetzellen durch Infektion oder maligne Transformation, keine oder weniger MHC
I-Molekiile exprimieren. Durch das daraus resultierende Ausbleiben inhibitorischer Signale tber-
wiegen aktivierende Stimuli und die Targetzelle wird lysiert. Durch malige Transformation oder
Infektion von Targetzellen kann es auch zu einer erhéhten Expression von aktivierenden Ligan-
den auf der Targetzelloberflache kommen. Binden NK-Zellen an diese Liganden, ist das vermit-
telte aktivierende Signal starker als das inhibitorische durch MHC I-Bindung. Es kommt zu einer
Lyse der Targetzelle. Dieser Mechanismus wird als “Induced-self-Hypothese” bezeichnet. Es ist
auch eine Kombination der “Induced-self - ” und der ,Missing-self-Hypothese® bei der Erkennung
infizierter oder maligne transformierter Zellen durch NK-Zellen mdglich (49). Modifiziert nach Rau-

let et al., Nature reviews Immunology 2006 (49).



6 - Einleitung

NK-Zellen werden nicht wie T-Zellen geprimt und sind nicht MHC-restringiert.
Nach Reifung und erfolgtem Licensing/Education, kdnnen NK-Zellen veranderte
Zellen erkennen, wirken zytotoxisch oder setzen Zytokine frei (41). NK-Zellen se-
zernieren besonders Zytokine mit proinflammatorischer Wirkung (INF-y, TNF-a,
G-CSF, GM-CSF, IL3), aber auch solche mit antiinflammatorischer Wirkung (IL5,
IL10 IL13) (51). Die freigesetzten Zytokine wirken dabei auto- und parakrin,
wodurch NK-Zellen vielfaltige immunregulatorische Effekte besitzen. NK-Zellen
werden selbst auch durch Zytokine reguliert, wobei IL1, IL2, IL12, IL15, IL18, IL21
und INFy/ B ihre sekretorischen, zytolytischen, proliferativen und antitumordsen Ei-
genschaften fordern (52, 53). Uberdies wird die Aktivitat der NK-Zellen auch durch
Zell-Zellkontakt zu Targetzellen oder anderen Immunzellen moduliert (49).
NK-Zellen lassen sich anhand ihrer Oberflachenantigene von anderen Lympho-
zyten differenzieren und sind als CD56"CD3 definiert (41). Innerhalb der NK-
Zellen lassen sich zwei Hauptpopulationen mit unterschiedlichen Funktionen de-
finieren. Den gréReren Anteil mit ca. 60-90 % der NK-Zellen sind im Blut
CD569™CD16* NK-Zellen. Sie sind besonders zytotoxisch (54, 55). Die
CD56"9"CD16° NK-Zellen reprasentieren mit 10-40 % den kleineren Anteil im
Blut, aber daftr den Hauptanteil der NK-Zellen in den sekundar lymphatischen
Organen. Sie Uben durch Zytokinsekretion hauptsachlich immunregulatorische
Funktionen aus (55, 56). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass NK-Zellen
neben einer Vielzahl an immunologischen Funktionen auch einen klinisch rele-
vanten antileuk&mischen Effekt aufweisen, der auch im Kontext der SZT von gro-
Ber Bedeutung ist (57, 58).

1.3 yd T-Zellen

Mitte der 1980er Jahre wurden die yd T-Zellen als neue Untergruppe der T-Zellen
erstmals beschrieben (59). yd T-Zellen machen 1-5 % aller CD3* Zellen im Blut
aus. In Oberflachengeweben, wie beispielsweise Darm oder Haut, stellen sie
aber mit 50-90% den Hauptanteil der T-Zellen (60). Zwar sind die Funktionen der
y® T-Zellen noch nicht vollstandig aufgeklart, aber sie scheinen ein breites Auf-
gabenspektrum abzudecken, das neben MHC-unabh&ngiger Tumor- und Infekt-

abwehr auch beispielsweise Wundheilung umfasst (61, 62). yd T-Zellen reifen im



Einleitung - 7

Thymus und entwickeln dort wie alle T-Zellen ihren T-Zellrezeptor (t cell receptor,
TCR) durch V(D)J-Rekombination (63). Der TCR besteht aus Heterodimeren ei-
ner y und einer d Kette, wobei sich je nach Art der & -Kette, Subgruppen definie-
ren lassen. 50-95% der im Blut zirkulierenden yd T-Zellen exprimieren einen
TCR, der aus einer V&2- und einer Vy9-Kette besteht, sogenannte Vy9Vvd2 T-
Zellen. yd T-Zellen mit einem TCR bestehend aus einer Vd1-Kette und einer nicht
spezifisch definierten Vy-Kette, sogenannte V&1, kommen eher in Haut, Leber,
Milz, Epithelien und soliden Tumoren vor (62).

Die Funktionen und Liganden der V®1-T-Zellen sind nicht vollstandig geklart. Sie
scheinen aber eine Rolle in der Tumorerkennung und Infektabwehr zu spielen,
indem sie Uber NKG2D auf Targetzellen MICA/B (64) oder ULBP3 (65) erkennen,
sowie Zytokine wie INFy und TNFa produzieren (62) und tber Chemokine wie
CCL3-5 andere Immunzellen wie Makrophagen rekrutieren kénnen (66).

Uber die Funktionen der Vy9Vd2-TZ ist mehr bekannt. Auch sie sind potente Ef-
fektoren in der Infekt- und Tumorabwehr. Uber ihren Vy9V&2-Rezeptor kénnen
sie eine Akkumulation von Pyrophosphate in Zellen, die von Bakterien, Parasiten
oder Protozoen produziert werden, z.B. HMBPP ((E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-
enyl pyrophosphate) oder akkumuliertes IPP (isopentenyl pyrophosphate), das
von Korperzellen produziert wird, erkennen und dadurch aktiviert werden (67-70).
IPP akkumuliert in malignen entarteten Zellen, die so von den Vy9Vd2-TZ erkannt
und Uber die Freisetzung von Granzym und Perforin lysiert werden konnen (71).
Eine intrazellulare Akkumulation von IPP fuhrt zu einer Konformationsanderung
von Butryrophilin3A1 (BTN3Al), einem transmuralen Oberflachenmolekil, das
zur Familie der Immunglobulinrezeptoren gehort und nach Konformationsénde-
rung an den Vy9Vvd2-TcR binden kann (72).

Des Weiteren besitzen Vy9Vd2-TZ auch natural killer cell receptors (NKRs) und
NKG2D, die Vy9Vd2-T-Zellen im Rahmen der Tumorzellerkennung stimulieren
konnen (73, 74). Die Lyse bzw. Apoptose von Targetzellen erfolgt analog zu NK-
Zellen sowohl Uber die Freisetzung von Granzym und Perforin als auch tber das
FAS/FAS-L- bzw. das Trail-System (71). In den letzten Jahren wurde zudem be-
kannt, dass yd T-Zellen nach Aktivierung auch als Antigen-prasentierende-Zellen

(antigen presenting cells, APC) fungieren kénnen (75). Sie kbnnen somit dazu
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beitragen eine antigen-spezifische Immunantwort durch a8 T-Zellen zu initiieren.
Mithilfe der vielfaltigen Effektorfunktionen bilden y® T-Zellen eine Bricke zwi-
schen adaptivem und angeborenem Immunsystem (76). Aktivierte Vy9Vd2-TZ
Uben zudem immunregulatorische bzw. aktivierende Funktionen Uber die Freiset-
zung grolRer Mengen an Zytokinen, wie INFy, TNFa und IL17 aus (62, 77-79).
Abb. 1-2 gibt eine Ubersicht tiber die Rezeptoren und Funktionen von Vy9V&2-
T-Zellen.

Einerseits besitzen yd T-Zellen einen durch V(D)J-Rekombination entstandenen
TCR, ein Merkmal der adaptiven Immunabwehr. Andererseits setzen sie ihn aber
wie einen ,Pattern Recognising Receptor” ein, und besitzen auch sonst klassi-
sche ,Pattern Recognising Receptors® wie Toll-like-Rezeptoren (80, 81), ein Cha-
rakteristikum der angeborenen Immunabwehr. Zusammengefasst prasentieren
sich die yd T-Zellen als effiziente Effektoren in der Tumor- und Infektabwehr mit
einer grol3en Bandbreite an Funktionen, wie Zytokin- und Chemokinproduktion,
immunregulatorischem Potential, Antigenprasentation und der Fahigkeit zu direk-
ter Zytotoxizitat. All diese Funktionen machen yd T-Zellen hochinteressant fur

den Einsatz in der Behandlung von Tumorerkrankungen.
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Abb. 1-2 Interaktion von Vy9Vd2-T-Zellen mit Leukamiezellen

Uber den T-Zellrezeptor (TcR) kénnen Vy9Vvd2-T-Zellen Leukamiezellen anhand einer intrazellu-
laren Akkumulation von Isopentylpyrophosphat (IPP) erkennen, die in einer Konformationsénde-
rung von BTN3A1, einem Liganden des Vy9Vd2-TcR, resultiert (72). Vy9Vvd2-T-Zellen
exprimieren auch Nattrliche -Killer-Zell-Rezeptoren wie NKG2D und kdénnen so bei Bindung von
MICA oder ULBP1 auf Tumorzellen aktiviert werden. Uber FcyRIIl (CD16) kann durch Bindung
tumorzellspezifischer therapeutischer IgG-Antikorper ADCC vermittelt werden. Ein Beispiel hier-
fur kénnten CD19-Antikorper wie CD19-4G7SDIE AK sein, die in der Therapie der Leukéamie ein-
gesetzt werden. Die Interaktion mit Leukdmiezellen uber die hier aufgefiihrten Rezeptoren
resultiert in einer Aktivitatssteigerung, die mit einer gesteigerten Zytokinfreisetzung, Proliferation
oder Zytotoxizitat einhergehen kann. Der zytotoxische Effekt wird dabei Uber die Freisetzung von
Granzym- bzw. Perforingranula oder Gber das FAS/FAS-L bzw. TRAIL-System vermittelt (62, 82).
ADCC: antibody dependend cellular cytotoxicity; BTN3AL: butyrophilin 3A1; MICA: MHC class I-
related chain A; ULBP, UL16-binding protein. Modifiziert nach Silva-Santos et al., Nature Re-
views Immunology 2015 (62)

1.4 Antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC)

In der ADCC macht man sich die Fahigkeit von Immunzellen zu Nutze, durch
Immunglobuline Tumorzellen fur FcR-tragende Immunzellen erkennbar zu ma-
chen. Hierdurch kdnnen Targetzellen rasch und gezielt eliminiert werden. Eine
Vielzahl verschiedener Immunzellen exprimiert einen Fcy-Rezeptor (FcyR), der
zirkulierende Immunglobuline G (IgG) tber ihren Fc-Teil binden kann (5, 83, 84).
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Die Bindung von IgG an diesen Rezeptor kann in den Immunzellen, je nach Fc-
Rezeptorgruppe, ein aktivierendes (u.a. FcyRIlla/CD16a bzw. FcyRIlc/CD32c) o-
der inhibierendes Signal (FCyRIIb/CD32b) auslésen (85). NK-Zellen bzw.
CD56dimCD16" NK-Zellen tragen als einzige Immunzelle keinen FcyRIIb, son-
dern nur FcyRllla und FcyRlic (40, 83). Daher stellen sie eine potente Effektor-
zellgruppe in der Austibung der ADCC dar. Da die Aktivitat einer NK-Zelle durch
ein komplexes Zusammenspiel aktivierender und inhibierender Rezeptoren regu-
liert wird, kann die Bindung von IgG an den FcyRIlla-Rezeptor zu einem Uber-
wiegen der aktivierenden Signale fuhren. NK-Zellen werden durch gebundene
Antikdrper aktiviert, lysieren Targetzellen und schitten Zytokine aus, insbeson-
dere INFy und TNFa (83).

Auch yd T-Zellen bzw. ihre im Blut prddominant vorkommende Subpopulation der
Vy9Vé2 T-Zellen (86) tragen Fcyllla Rezeptoren. Durch Bindung von IgG an die-
sen Rezeptor sind auch sie zur ADCC befahigt, die wie bei den NK-Zellen zu
Zytokinausschuttung und Lyse der Targetzellen fihren kann. Die Fahigkeit der
NK- und yd T-Zellen zur ADCC kann man sich in der Tumortherapie zu Nutze
machen, indem man Patienten IgG-Antikdrper appliziert, die an spezifische Tu-
morantigene binden und somit die Effektorzellen zu den Targetzellen fiihren kén-
nen (87). Solche Antikdrper kommen beispielsweise in der Brustkrebstherapie
(Trastuzumab) (88, 89) oder, wie in dieser Arbeit verwendet, in der ALL-Therapie
(CD19-4G7SDIE AK) zum Einsatz (90).

1.5 Der CD19-Antikdrper CD19-4G7SDIE AK

Der CD19-4G7SDIE AK ist ein Fc-optimierter ,monoklonaler ,chimarer CD19
IgG1 Antikorper der dritten Generation. CD19 kann als Oberflachenmarker fr B-
Zellen (BZ) verwendet werden, da er nahezu wahrend der gesamten Maturation
einer B-Zelle, mit Ausnahme sehr friiher Progenitorzellen und der reifen Plasma-
zellen, exprimiert wird (91). Da die meisten malige entarteten B-Zellen CD19
hoch und stabil exprimieren, kann CD19 als Marker fur B-Zelllymphome, B-ALL
oder chronisch lymphatische BZ-Leukdmie (B-CLL) verwenden werden (91, 92).
Bindet der CD19-4G7SDIE AK an CD19-positive Zellen, kénnen diese durch
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Fcyllla-Rezeptoren tragende Zellen wie NK- oder yd T-Zellen erkannt werden und
Uber den oben beschriebenen Mechanismus der ADCC lysiert werden. Allerdings
hangt das Ausmal’ der ADCC davon ab wie stark die Affinitat des Fc-Teils eines
Antikérpers zum FCyllla Rezeptor ist, da dies entscheidend fir die Starke der
Interaktion ist (93, 94). Eine Mdglichkeit die Bindungsaffinitat zu erhéhen ist an-
statt muriner Antikorper, humanisierte oder chimare AntikGrper zu verwenden.
Bei der Verwendung humanisierter oder chiméarer Antikdrper kann zudem ein
schneller Abbau der Antikérper sowie gravierende Nebenwirkungen durch hohe
Dosen an Fremdproteinen, wie allergische Reaktionen, verhindert werden. Bei
der Chimarisierung werden die konstanten Doméanen des murinen Antikorpers
durch die eines humanen Antikorpers ausgetauscht. Der murine variable Bereich
und somit die Spezifitét des Antikorpers bleibt jedoch erhalten (95).

Ein weiteres Mittel die Rezeptoraffinitdt zu erhdhen ist die Veranderung der Ami-
nosauresequenz des Fc-Teils des Antikorpers (96), wie beispielsweise durch die
SDIE-Modifikation (90). Darunter versteht man den Austausch von zwei Amino-
sauren in der CH2-Domane (S239D and I332E) (97, 98), wie in Abb. 1-3 grafisch
dargestellt ist. Somit kann CD19-4G7SDIE AK eine verstarkte ADCC durch NK-
und yd T-Zellen bewirken, wie in in-vitro Studien gezeigt wurde (82, 90). In vivo
wurde der Antikdrper bereits erfolgreich im Rahmen von Einzelheilversuchen bei
Hochrisikopatienten an der Universitatskinderklinik Tubingen angewandt. Er

fuhrte zu einer Reduktion der MRD (minimal resiudual disease) (90).
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Abb. 1-3 Chimaérisierung und SDIE-Modifikation von Antikdrpern

Um einen Antikdrper zu chimarisieren werden den konstanten Domanen eines humanen Antikor-
pers (grin) die variablen Doméanen eines Mausantikérpers (rot) angeftgt. Im Rahmen einer SDIE-
Modifikation erfolgt zusatzlich in der humanen CH2-Domane ein Austausch von Aminoséauren an
Position 239 und 332 (blaue Linien) (97). Modifiziert nach Chames et al., British journal of phar-
macology 2009 (99)

1.6 CH14.18

CH14.18 ist ein chimarer, monoklonaler GD2 Antikérper (100), der als Dinutuxi-
mab beta kauflich erworben werden kann. GD2 ist ein Disialogangliosid, das
Uberwiegend auf der Oberflache von Tumorzellen exprimiert wird, jedoch in ge-
ringerer Expression auch auf gesundem neuronalem Gewebe exprimiert wird
(101). Zu den GD2-exprimierenden Malignomen gehort das Neuroblastom, aber
auch das Melanom und teilweise das Osteosarkom (101). CH14.18 kann CD16*
Effektorzellen, wie beispielsweise NK-Zellen, rekrutieren und so eine ADDC ge-
gen GD2-positive Neuroblastomzellen induzieren. Zudem fuhrt CH14.18 zu einer
Aktivierung des Komplementsystems tber den klassischen Reaktionsweg (100).
Im Rahmen einer multinationalen klinischen Phase-I1I-Studie konnte CH14.18 bei

Hochrisiko-Neuroblastompatienten das Gesamtuberleben nach 5 Jahren von
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57% auf 74% signifikant steigern und ist heute somit eine integraler Teil der Stan-
dardtherapie (102).

1.7 Zoledronséaure als Modulator der yd T-Zellaktivitat

Synthetische Amino-Bisphosphonate wie Zoledronsaure (Zoledronat) sind auf-
grund ihrer Osteoklasten-hemmenden Wirkung (103) fur die Behandlung osteo-
porotischer Erkrankungen (104) sowie fir die Behandlung und Préavention von
Knochenmetastasen, beispielsweise bei Mamma- oder Prostatakarzinom (105,
106), zugelassen. Zufallig wurde bei mit Bisphosphonaten behandelten Patienten
ein Anstieg der yd-Zellzahl festgestellt und durch Kunzmann et. A. 1999 erstmals
beschrieben (107). Nach heutigen Erkenntnissen inhibieren Bisphosphonate die
Farnesyl-pyrophosphat-Synthase (FppS) im Mevalonatweg, welcher in p53-mu-
tierten Tumorzellen gesteigert ist (108). Als Folge kommt es zu einer intrazellula-

ren Akkumulation von IPP, da es nicht mehr abgebaut werden kann (109-111).

HMG-CoA

l

Mevalonsaure

l

Dimethylallyl- Isopentyldi-
diphosphat posphat (IPP)

Zometa

Farnesyldiphosphat-
Sythase

Cholesterin «—— Farnesyldiphosphat  _, Farnesylierte
Proteine

Abb. 1-4 Wirkung von Zoledronat im Mevalonatweg

Bisphosphonate, wie Zoledronat, kénnen im Mevalonatweg fur die Cholesterinbiosythese die
Farnesydiphosphat-Synthase inhibieren. Die Folge ist eine Akkumulation von Isopentyldiphos-
phat (IPP). (110)
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Wie in Abschnitt 1.5 beschrieben, kann eine intrazellulare Akkumulation von IPP
Vy9V62-TZ liber BTN3A1L erkannt werden. Eine intrazellulare Akkumulation von
IPP fuhrt zu einer Aktivierung der GTPase RhoB (Ras homolog gene family mem-
ber B) und deren Freisetzung aus dem Zellkern in Zellmembran-nahe Bereiche.
Hier kann RhoB an die intrazellulare Doméane von BTN3AL1 binden. Daraus resul-
tiert eine stabile Fixation von BTN3AL an der Zellmembran durch das Zytoskelett.
Eine intrazellulare Akkumulation von IPP fuhrt desweitern zu einer Bindung von
IPP an die intrazellularen Bereiche von BTN3A1, woraufhin RhoB dissoziiert. Die
Bindung von IPP an BTN3AL ruft eine Konformationsanderung der extrazellula-
ren Domane von BTN3A1 hervor, die eine Interaktion mit dem Vy9Vd2-TcR er-
moglicht (72). Dieser Mechanismus wird in Abb. 1-5 grafisch verdeutlicht.

Durch Bindung von BTN3A1 an den TcR wird ein aktivierendes Signal an die
Vy9Vo2-TZ vermittelt (112, 113). Durch den Anstieg von IPP kdnnen Bisphos-
phonate somit zu einer Aktivierung der Vy9V62-TZ fuhren, was mit erhdhter INFy
und TNFa-Produktion, sowie einem gesteigerten Antitumoreffekt einhergeht
(114-116). Es kommt zudem unter IL2-Einfluss zu einer Expansion der Vy9Vd2-
TZ in vitro und in vivo (29, 114, 117).

Die Expansion und Aktivierung von yd T-Zellen durch Bisphosphonate kann auch
in Abwesenheit von Tumorzellen erfolgen. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass
neben Tumorzellen auch Monozyten Bisphosphonate effektiv aufnehmen kénnen
(67, 118, 119). Die Inhibition der FppS fiihrt in Monozyten schon innerhalb von 2
Stunden zu einer relevanten Akkumulation von IPP. Uber Zell-Zellkontakt zwi-
schen BTN3A1 und dem TcR kénnen Vy9V62-TZ die Akkumulation von IPP in
Monozyten erkennen (112, 113) und werden hierdurch aktiviert und zur Prolife-
ration angeregt (119).

Synthetische Bisphosphonate werden deshalb in der Therapie verschiedener Tu-
morerkrankungen eingesetzt, um yd T-Zellen im Patienten zu expandieren und
eine antitumorale Wirkung zu erzielen. Bislang gibt es eindeutige Nachweise fur
die in vivo Proliferation von yd® T-Zellen im Patienten durch Zoledronat, jedoch
keinen eindeutigen Hinweis auf ein verbessertes Gesamttberleben (120,
191,193).
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Abb. 1-5 Ubermittlung der intrazellularen Akkumulation von IPP an Vy9Vv&2-Zellen

Keine Aktivierung: ohne Akkumulation von Isopentylpyrophosphat (IPP, Sterne) verbleibt an GDP
gebundenes RhoB (orangener Kreis) im Zellkern

Aktivierung Phase I: Durch Akkumulation von IPP durch Dysregulation des Mevalonatwegs in
malignen Zellen oder unter Einfluss von Zoledronat, wird GTP-gebundenes RohB aktiviert und in
Zellmembran nahe Bereiche verlagert. Durch Bindung von RohB an die intrazellularen Regionen
(CR) von Butyrophilin3A1 (BTN3AL), wird BTN3A1 durch das Zytoskelett (grine Linien) in der
Zellmembran fixiert.

Aktivierung Phase II: IPP wir an die intrazelluldren Bereiche von BTN3A1 gebunden. RhoB dis-
soziiert. IPP ruft eine Konformationsdnderung der extrazellularen Bereiche (ER) von BTN3AL1
hervor. Nun kénnen Vy9Vod2-Zellen mittels TcR an BTN3AL binden und aktiviert werden (72).
Madifiziert nach Sebestyen et al., Cell reports 2016 (72).

1.8 Interleukin 2

Interleukin 2 (IL2) ist ein von Immunzellen sezerniertes proinflammatorisches
Peptidhormon und stellt eines der besterforschtesten Interleukine dar. Es wurde
bereits in den 1970iger Jahren entdeckt (120, 121). Wurde IL2 damals noch als
T-Zell Wachstumsfaktor (T cell growth factor, TCGF) beschrieben, weil3 man
heute, dass IL2 auch andere Immunzellen beeinflusst (122). IL2 wird vorwiegend
von aktivierten CD4* und CD8* T-Zellen sowie Dendritischen Zellen sezerniert,
zugig nach Aktivierung (120, 122). Dabei bewirkt es zum einen durch autokrine

Stimulation eine Steigerung der klonalen Proliferation von T-Zellen, hat aber auch
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einen stimulierenden Effekt auf andere Immunzellen (120, 123). Bei T-Zellen wird
besonders die Proliferation, Effektordifferenzierung und die Zytokinproduktion
von TNFa und INFy gefordert, bei CD8* T-Zellen auch die Zytotoxizitat (120, 124-
126). Auf B-Zellen wirkt sich IL2 stimulierend auf die Proliferation und Antikor-
persekretion aus (127). Auch NK-Zellen werden von IL2 aktiviert und zu Prolife-
ration und Zytokinproduktion angeregt und in ihren zytotoxischen Eigenschaften
gesteigert (120, 126, 128, 129). Diesen Effekt kann man sich in der Tumorthera-
pie zunutze machen. Bisher kommt IL2 besonders in der Therapie des Melanoms
und Nierenzellkarzinoms zum Einsatz (130-132). Im Rahmen klinischer Studien
wird die klinische Wirksamkeit auch in Bezug auf andere onkologische Erkran-
kungen wie das Neuroblastom, das Mammakarzinom und Leuk&mien evaluiert
(120, 130, 131).

1.9 Interaktion zwischen yd T-Zellen und NK-Zellen

Wie oben beschrieben, kénnen sowohl yd T-Zellen als auch NK-Zellen tber ver-
schiedene Wege einen Antitumoreffekt ausiiben und haben beide das Potential
zur ADCC. Manier et. al (33) publizierten 2010, dass auch ein kooperativer Anti-
tumoreffet zwischen yd T-Zellen und NK-Zellen besteht — praziser, dass yd T-
Zellen die Zytotoxizitdt von NK-Zellen steigern kdnnen. Es konnte gezeigt wer-
den, dass frisch isolierte NK-Zellen, die mit expandierten (exp.) yd T-Zellen ko-
nikubiert wurden, eine hoéhere Aktivitéat gegeniber Tumorzelllinien zeigen (33).
Hierzu war eine Praaktivierung der NK-Zellen mit IgG1 notwendig. Es konnte zu-
dem gezeigt werden, dass fur diese Aktivitatssteigerung ein Zell-Zellkontakt notig
ist und dabei die Bindung von CD137 auf den NK -Zellen an CD137L auf den y®
T-Zellen eine Rolle spielt. Durch eine Blockade dieser Rezeptoren blieb die ge-
steigerte NK-Zellaktivitat zumindest teilweise aus. Nach Aktivierung der NK-Zel-
len Gber CD137 wird die Expression von NKG2D erhoéht, was die gesteigerte
Zytotoxizitat der NK-Zellen erklart (33). CD137 oder auch als 4-1BB bezeichnet,
gehort zu der Familie der TNF-Rezeptoren. CD137 wird als kostimulatorischer
Rezeptor auf T-Zellen, insbesondere CD8* T-Zellen exprimiert (133), aber auch
auf anderen Immunzellen wie beispielsweise aktivierten NK-Zellen (134). Als Lig-

and dient CD137L, welcher beispielsweise von APZ und yd T-Zellen exprimiert
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wird (33, 135). Seine Bindung kann eine Erhéhung der Zellproliferation, Zytokin-
sekretion und ein verlangertes Zelliberleben initiieren (133, 134).

Zhang et al. konnten in Versuchen zeigen, dass auch NK-Zellen yd T-Zellen be-
einflussen, indem sie sie zur Proliferation anregen kénnen. Mit Mykobakterium
Tuberkulosis koninkubierte yd T-Zellen zeigten in Gegenwart von NK-Zellen eine
gesteigerte Proliferation (35). An Untersuchungen ob NK-Zellen yd T-Zellen, be-
sonders in Zusammenhang mit Malignomen stimulieren, mangelt es bisher leider.
Eine mdgliche Interaktion von yd -T-Zellen und NK-Zellen in der Abwehr von Tu-

morzellen, scheint wahrscheinlich.

1.10 Malignomerkrankungen im Kindesalter

Im Jahr 2016 wurde bei Uber 2000 Kindern in Deutschland die Diagnose einer
Krebserkrankung gestellt. Besonders betroffen ist die Gruppe der unter 5- jahri-
gen, wobei das Altersspektrum auch stark von der Diagnose abhéngig ist (136).
In Abb.1-6 sind die haufigsten Malignomerkrankungen im Kindesalter aufgefihrt.
Fir die Kinder bedeutet diese Diagnose und die damit verbundene Therapie eine
enorme gesundheitliche und psychische Belastung (137). Die Therapie beinhal-
tet meist eine Chemotherapie, welche aufgrund ihrer Toxizitat mit starken Ne-
benwirkungen und einem lebenslang erh6éhten Zweitmalignomrisiko verbunden
ist (136). Die Uberlebensrate nach 15-Jahren konnte sich zwar von etwa 65% vor
1990 auf ein durchschnittliches Uberleben von etwa 82% heutzutage verbessern,
dennoch stellen Krebserkrankungen die haufigste natirliche Todesursache bei
Kindern unter 15 Jahren dar (136, 138).
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Abb. 1-6 Malignomerkrankungen im Kindesalter

Es ist die Verteilung der Malignomarten bei Kindern unter 18-Jahren in den Jahren 2009-2016
dargestellt. Die Daten sind dem deutschen Kinderkrebsregister entnommen (136). Unter den
Neuroblastomen sind in dieser Darstellung andere maligne periphere Nervenzelltumoren einge-

schlossen. * ZNS= zentrales Nervensystem.

1.10.1 Die akute lymphatische Leuk&mie

Leukdmien, bei denen es zu einer malignen Entartung der lymphatischen Zellrei-
hen des blutbildenden Systems kommt, sind mit 25 % die am haufigsten vorkom-
mende maligne Erkrankung bei Kindern im Alter von 0-14 Jahren. Hierbei
Uberwiegen die akuten lymphatischen Leukdmieformen, wobei die Leukamie der
B-Vorlauferzellen (B-cell precursor ALL, BCP-ALL) mit knapp 98 % am haufigsten
auftritt. Ihren Gipfel erreicht die Inzidenzrate bei Kindern im Alter von 2-4 Jahren,
wobei Jungen mit einem Verhéltnis von 1,2:1 etwas haufiger betroffen sind (139).
Durch maligne Transformation hdmatopoetischer Stamm- oder Vorlauferzellen
kommt es bei Leuk&mien zu einer raschen, Uberschiel3enden Proliferation dieser
unreifen, funktionsunfahigen Zellen, leukdmische Blasten genannt. Dies hat zur
Folge, dass die Hamatopoese der restlichen Zellreihen unterdriickt wird. Die
dadurch bedingte Zytopenie fiihrt zu einem erhdhten Infekt- und Blutungsrisiko,

sowie zu Anadmie. Die leukamischen Blasten sammeln sich im Knochenmark und
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kénnen hier frihzeitig durch Knochenmarkpunktion mikroskopisch detektiert wer-
den. Die Blasten kénnen zudem in das Blut ausgeschwemmt werden und sich
auch in lymphatischen und nicht-lymphatischen Organen sammeln und diese
schadigen.

Galt die Erkrankung in den 1960iger Jahren mit einem Langzeitiberleben von
11 % noch als unheilbar und fihrt unbehandelt innerhalb von Monaten zum Tod,
stellt sie heute in Industrielandern mit einer 15-Jahres-Langzeitiberlebensrate
von 90 % eine der malignen Erkrankungen mit der besten Prognose dar (139,
140). Diese beachtliche Prognoseverbesserung ist der konsequenten Anwen-
dung von Studienprotokollen in der Therapie von padiatrischen Patienten seit An-
fang der 1980iger Jahre zu verdanken. Dank der guten Organisation konnte
hierunter die Therapie stetig verbessert und angepasst werden (141).
Grundsatzlich stehen Chemotherapie und Stammzelltransplantation (SZT) zur
Verfligung, wobei die risikoadaptierte Polychemotherapie heute immer noch die
First-Line-Therapie darstellt (142). Bei Hochrisiko-Leukdmien oder therapiere-
fraktaren Verlaufen, bietet die SZT aber eine potente und wichtige Therapieop-
tion (16). Trotz der guten Prognose stellt die Leukdamie mit 30,4 % die haufigste
krebsassoziierte Todesursache bei Kindern und Jugendlichen dar (141). Darun-
ter fallen besonders Kinder, die zu den 10-15 % gehoéren, die ein Rezidiv erleiden
oder primarrefraktar sind und mit 10-50 % Heilungsrate eine sehr schlechte Prog-
nose haben (9, 143). Fur Hochrisiko-Patienten oder solche, bei denen die her-
kommlichen Therapiemethoden ausgeschopft sind, besteht ein dringender
Bedarf an neuen Therapieoptionen. Gegenstand der aktuellen Forschung sind
dabei therapeutische Antikorper, Tumorvakzinierung, CAR-T Zellen und weitere
zellulare Immuntherapien, die nicht nur therapeutisch sondern auch prophylak-
tisch zu der Verhinderung eines Rezidivs eingesetzt werden kénnen und zudem
weniger toxisch sind als die konventionelle Chemotherapie (143-146). Auch die
Weiterentwicklung und Verbesserung der SZT ist ein wichtiger Pfeiler in der Ver-

besserung des Uberlebens von Leukamiepatienten.
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1.10.2 Lymphome

Bei Lymphomen handelt es sich um eine maligne klonale Neoplasie, die zumeist
von B- oder T-Lymphozyten des lymphatischen Gewebes ausgehen (147). Lym-
phome stellen die dritth&ufigste Krebserkrankung im Kindesalter dar, mit einem
mittleren Erkrankungsalter von knapp 11 Jahren (136).

Lymphome kdnnen in Hodgkin- und Non-Hodgkin-Lymphome unterteilt werden
(147), wobei bei Kindern das Hodgkinlymphom als haufigstes, und das Burkitt-
Lymphom, ein Non-Hodgkinlymphom, als zweithaufigstes Lymphom auftritt. Von
Hodgkin-Lymphomen sind besonders Jugendliche in der Altersgruppe der tber
10-Jahrigen betroffen (136). An einem Burkitt-Lymphom, das zu den aggressiven
Lymphomen mit hoher Proliferationsrate z&ahlt (147), erkranken Jungen funfmal
haufiger als Madchen und dies in einem mittleren Alter von knapp 8 Jahren (136).
Als Therapieformen werden in der Regel Chemo- und Strahlentherapie angewen-
det (147). Bei refraktaren schweren Verlaufen kann auch die SZT eine Therapie-
option darstellen (148, 149). Das durchschnittliche Uberleben nach 15 Jahren ist
mit 92 % gut, allerdings kommt es bei 17% zu einem tberdurchschnittlich hohen
Auftreten von Sekundarneoplasien innerhalb von 30 Jahren nach Diagnosestel-
lung (136). Diese sind auch zum Teil durch die Toxizitat der Therapie bedingt
(150), sodass auch bei Lymphomen die Anwendung weniger toxischer Therapie-

varianten, wie Immuntherapien, die Langzeitprognose verbessern kénnte.

1.10.3 Das Neuroblastom

Das Neuroblastom nimmt aktuell, den flnften Platz unter den haufigsten Krebs-
erkrankungen im Kindesalter ein, bei den unter Einjahrigen sogar den ersten
(136). Es handelt sich dabei um einen embryonalen Tumor des sympathischen
Nervensystems, der meist paravertebral lokalisiert ist (4). Betroffen sind beson-
ders Kleinkinder unter funf Jahren, wobei ein Erkrankungsgipfel im ersten Le-
bensjahr besteht (136). Der Verlauf der Erkrankung unterliegt dabei einer grof3en
klinischen Variabilitdt, sodass sowohl spontane Regression als auch ein unauf-
haltsamer Progress, moglich sind. Das Therapiespektrum reicht daher von ab-

wartendem Beobachten bis zu einer intensiven Chemotherapie (4). Bei schweren
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Verlaufen kann auch eine SZT therapeutisch eingesetzt werden (4). Insgesamt
hat das Neuroblastom mit einem 15-Jahresiberleben von 76 % eine, im Ver-
gleich zu den Leukamien und Lymphomen, schlechtere Prognose (136). Bei
Hochrisikopatienten liegt die 5-Jahresuberlebensprognose sogar nur bei 40 %
(151). Leider gibt es Patienten, bei denen die herkémmlichen Therapien keinen
ausreichenden Erfolg zeigen. Immuntherapeutische Strategien, wie der thera-
peutische GD2-Antikorper CH14.18, bieten eine wirksame Erweiterung der The-
rapie (151).

1.11 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es den Einfluss von yd T-Zellen auf die Aktivierbarkeit, spon-
tane Lysefahigkeit und ADCC von NK-Zellen zu evaluieren und Mdglichkeiten zu
finden, diese zu beeinflussen. Diese Untersuchung wurde im Kontext der haploi-
denten TcRaB/CD19-depletierten SZT durchgefuhrt. Bei dieser innovativen
Graft-Manipulation werden yd T-Zellen im Transplantat belassen, was zu einer
schnellen und guten Regeneration von NK- und yd T-Zellen fuhrt (37). Die Inter-
aktion von NK- und yd T-Zellen kdnnte den Antitumoreffekt steigern und somit
einen wichtigen immunologischen Beitrag in der Verhinderung eines Rezidivs
leisten. Zunachst soll die spontane Lysefahigkeit und ADCC von NK- und yd T-
Zellen getrennt voneinander untersucht werden, unter Verwendung der Zelllinien
NALM-16, RAJI und K562, die ein breites Spektrum hamatologischer Neoplasien
reprasentieren. Die ADCC soll unter Verwendung des CD19-4G7SDIE AK eva-
luiert werden. Da diese Arbeit im Kontext der haploidenten TcRap/CD19-deple-
tierten SZT steht, soll getestet werden, wie sich die spontane Lysefahigkeit und
ADCC der NK- und yd T-Zellen von Patienten nach TcRa/CD19-depletierten
SZT verhélt und ein Vergleich zu gesunden Spendern gezogen werden. Um zu
untersuchen, ob yd T-Zellen Einfluss auf die ADCC der NK-Zellen haben, soll die
spontane Lysefahigkeit und ADCC von NK-Zellen in An- und Abwesenheit von
yd T-Zellen gemessen und verglichen werden. Des Weiteren soll untersucht wer-
den, inwiefern sich NK- und yd T-Zellen durch IL2 und Zoledronat aktivieren las-
sen, und ob dabei synergistische Effekte zwischen NK- und yd T-Zellen

objektivierbar sind. Mit exp. y® T-Zellen und frischen NK-Zellen soll untersucht
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werden, ob das Verhaltnis der Effektorzellpopulationen zueinander einen Einfluss
auf die Effektorfunktionen hat, und welches Verhaltnis von NK- und yd T-Zellen
zueinander zu einem Wirkungsoptimum fiihrt. Uberdies soll die beschriebene In-
teraktion von NK- und yd T-Zellen durch CD137-Rezeptor und CD137-Ligand
untersucht werden im Hinblick auf die gegenseitige Aktivierung, Lyse und Zyto-
kinproduktion. Mithilfe des Echtzeit-Zytotoxizitats-Assays XCELLigence bzw.
dem Luciferase-Assay soll die direkte Zytotoxizitat der yd T-Zellen gegeniber
Neuroblastom- und Leuk&miezellen quantifiziert und mit der Targetzelllyse durch

NK-Zellen und der Kombination von NK- und yd T-Zellen verglichen werden.
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2.1 Allgemeine Materialien und Programme

2.1.1 Gerate

Materialbezeichnung

Hersteller

Sicherheitswerkbank HERAsafe

ThermoScientific, Waltham, USA

Brutschrank HERAcell

ThermoScientific, Waltham, USA

Standzentrifuge ROTANTA 46 RSC

Hettich, Tuttlingen

Standzentrifuge ROTINA 420R

Hettich, Tuttlingen

Eismaschine

Scotsman, Vernon Hills, USA

Gefrierschrank Premium NoFrost

Liebherr, Bulle, Schweiz

Kihlschrank, Profiline

Liebherr, Bulle, Schweiz

Wasserbad, beheizbar

Memmert, Schwabach

Vortexer Reax Top

Heidolph, Schwabach

Pipettiergerat PIPETBOY acu

IntegraBiosciences, Fernwald

Mehrkanalpipette Transferpipette 20 — 200 pl

Abimed, Langenfeld

Pipette: Research: 2,5 pl

Gilson, Middelton, USA

Pipetten: Pipetman: 10 pl, 100 ul, 200 ul, 1000
pl

Eppendorf, Hamburg

Blutzellanalysegerat: ADVIA 120

Siemens, Miinchen

Blutgasanalysegerat: ABL800 Flex

Radiometer, Krefeld

Blutanalysegerat ABX Micros CRP 200

Horiba, Neuhausen

Mikroskop: Olympus CX40

Olympus, Tokio, Japan

2.1.2 Verbrauchsmaterialien, Glas- und Plastikwaren

Materialbezeichnung Hersteller Material-
nummer
Zellkulturflaschen, steril: Greiner Bio-One, Frickenhausen
50 ml 690160
250 ml 658175
550 ml 660160
Falkonréhrchen, Polypropylen (PP), steril: | Greiner Bio-One, Frickenhausen
15 ml 188271
50 ml 227201
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FACS Analyseréhrchen Rundboden, (PS) | Greiner Bio-One, Frickenhausen 352008
5ml
Mikrotiterplatte Rundboden 96-well, steril | Greiner Bio-One, Frickenhausen 650180
Mikrotiterplatte Flachboden 96-well, steril | Greiner Bio-One, Frickenhausen 655180
Mikrotiterplatte Flachboden 96-well, weil? | Greiner Bio-One, Frickenhausen 655083
Zellkulturplatten Flachboden 6-well, steril | Greiner Bio-One, Frickenhausen 657160
Zellkulturplatten, Flachboden 48-well, steril | Corning Incorporated, Corning, USA | 3548
Zellkulturplatten Flachboden 24-well, steril | Corning Incorporated, Corning, USA | 3524
Einmalpipetten, Plastik, steril: Corning Incorporated, Corning, USA
2 mi 4021
5mi 4051
10 ml 4101
25 ml 4251
50 ml 4501
Pipettenspitzen:
20 pl Ratiolab, Dreieich 2500170
200 pl Sarstedt, Nirnberg 70760
1000 pl Sarstedt, Nirnberg 70762
Einmalspritzen, steril:
20 ml B.Braun, Melsungen 4606205V
50 ml BD, Heidelberg 300137
Butterfly, Safety-Multifly-Set Sarstedt, Nirnberg 851638235
Desinfektionsspray Softasept B.Braun, Melsungen 3887138
Einmalhandschuhe Peha-soft Nitrile Hartmann, Heidenheim 9422111
Zellsieb, 40 ym BD, Heidelberg 352340
2.1.3 Stammldsungen
Stammloésung A: Medium fir die Expansion von Zelllinien
500ml! | RPMI 1640 Medium Biochrom, Berlin F1215
50ml | Gibco Fetales Kalberserum (FCS) ThermoScientific, Wal- 10270-106
tham, USA
5mi L-Glutamin (200 mM) Biochrom, Berlin K028
5mi Penicillin (10.000 U/ml) / Streptomycin (10.000 | Biochrom, Berlin A2213
Hg/ml)
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Stammlésung B: Medium fir die Expansion von yd T-Zellen:

Stammldsung A

150 IE/ml | Interleukin-2 (IL2) Proleukin 2x10% IE/mI

Universitatsapotheke

Stammldsung C: Medium zur Inkubation z.B. fir das CD107a-/Kill-Assay:

500ml | RPMI 1640 Medium Biochrom, Berlin F1215
50ml | Gibco Fetales Kélberserum (FCS) ThermoScientific, Wal- 10270-106
tham, USA
5ml L-Glutamin (200 mM) Biochrom, Berlin K028
Penicillin (10 000 U/ml)/ Streptomycin (10 000
5mi pa/ml) Biochrom, Berlin A2213
5ml Natrium Pyrovat 100mM Biochrom, Berlin L0437
5ml Nicht essentielle Aminosauren 100x Biochrom, Berlin K0293
50uM | 2-Mercaptoethanol 99p.a. CarlRoth, Karlsruhe 42271
Stammlésung D: FACS-Puffer
500ml | Phosphat buffered saline (PBS) Sigma Aldrich, St. Louis USA D8537
2mM | EDTA AppliChem, Darmstadt A1103
50ml | Gibco fetales Kalberserum (FCS) ThermoScientific, Waltham, 10270-106
USA
0,5 ml | Na-Azid 10% Alliquotiert
Stammldsung E: Permwash
500ml | Phosphat buffered saline (PBS) Sigma Aldrich, St. Louis USA D8537
2mM | Saponin Sigma Aldrich, St. Louis USA S7900
50ml | Bovine Serum Albumin (BSA-3059) Sigma Aldrich, St. Louis USA A3059
1ml Na-Azid 10% Alliquotiert
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Stammlésung F: EDTA

500ml | Phosphat buffered saline (PBS) Sigma Aldrich, St. Louis USA D8537
2mM EDTA AppliChem, Darmstadt A1103
Stammldsung G: PFA
Stammlésung D
1% Formalinlésung (37 %) AppliChem, Darmstadt A0823
2.1.4 Monoklonale Antikorper fur Durchflusszytometrie
Spezifitdt | Subtyp | Fluorochrom | Klon Hersteller Cat.No.
hum INF-y 19G1 BV 711 4S.B3 Biolegend, Fell 502540
hum TNF-a 19G1 PB Mab11 Biolegend, Fell 502920
hum TCRyd |1gGa FITC 11F2 BD, Heidelberg 347903
hum CD107a |IgGa APC H4A3 Biolegend 328620
hum CD69 1gG1 APC L78 BD, Heidelberg 340560
19G1 APC/Cy7 FN50 Biolegend, Fell 310914
hum CD56 1gG1 PE/Cy7 HCD56 |Biolegend, Fell 318318
19G1 PE B159 BD, Heidelberg 555516
hum CD19 19G1 APC HIB19 BD, Heidelberg 555415
hum CD10 19G1 PE ALB1 Beckman coulter, Marseille | AO7760
PerCp MEM-78 | Exbio, Vestec PC209T100
hum CD3 19G1 PerCP SK7 Biolegend, Fell 344814
19G2b PB 17A2 Biolegend, Fell 100214
1gG1 APC SK7 BD, Heidelberg 340661
hum CD137 |IgGa PE 4B4-1 BD, Heidelberg 555956
hum CD33 1gG1 PE P67.6 BD, Heidelberg 345799
Lebend/Tod Aqua Thermo Fisher, Waltham, |L34957
USA
7-AAD Thermo Fisher, Waltham, |A1310
USA
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2.1.5 Software

FCS Express 4.0 De Novo Software
GraphPad Prism 5 Statcon

RTCA 1.2.1 Roche Diagnostics
Excel 2016 Microsoft
PowerPoint 2016 Microsoft

Word 2016 Microsoft

2.2 Therapeutische Antikdrper

2.2.1 CD19 Antikdrper CD19-4G7SDIE AK

Fc-optimierter monoklonaler CD19 Antikorper: | Dr. L. Grosse-Hovest, Prof. Dr. G. Jung,
CD19-4G7SDIE AK Universitat Tubingen

Der Fc-optimierte monoklonale CD19 Antikdrper CD19-4G7SDIE AK wird von
Fc-Rezeptor tragenden Effektorzellen erkannt und vermittelt eine gesteigerte
ADCC z.B. durch FcyRIlla exprimierende NK-Zellen und y® T-Zellen (90). Der in
dieser Arbeit eingesetzte CD19-4G7SDIE AK wurde an der Kinderklinik Tubingen
im Rahmen von individuellen Heilversuchen bei Hochrisiko-Patienten nach SZT
zur Rezidivprophylaxe sowie zur Reduktion von residualen Leuka&miezellen (Mi-
nimale Resterkrankung, MRD) eingesetzt. In den Versuchen wurde der Antikor-
per in einer Konzentration von 1 pg/ml verwendet.

Erstmalig wurde der murine CD19 Antikdrperklon 4G7 im Jahr 1984 an der Uni-
versitat Stanford isoliert und charakterisiert (152). Die hier eingesetzte, weiter-
entwickelte Form des 4G7-Antikorpers wurde am Institut fur Zellbiologie der
Universitat Tubingen generiert. Es handelt sich um einen chimaren Antikdrper
(murin-human) mit einem Austausch der Aminosauren S239D/I332E, welche zu
einer erhohten Fc-Rezeptorbindung fuhrt und entsprechend des Austauschs der
Aminosauren als SDIE-Modifikation bezeichnet wird (90, 153). Die Herstellung

erfolgte in den ReinrAumen der Universitat Tubingen unter GMP-Bedingungen.
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2.2.2 Anti-GD2 CH14.18

Monoklonaler GD2 Antikdrper: CH14.18 Polymun scientific, Klosterneuburg, Osterreich

Der murin-humane, chimare, monoklonale GD2 Antikorper CH14.18 (Dinutuxi-
mab beta) rekrutiert Fc-Rezeptor tragende Effektorzellen, beispielsweise NK-
Zellen sowie yd T-Zellen, und vermittelt ADDC gegen GD2-positive Tumore, z.B.
dem Neuroblastom. Zudem fuhrt CH14.18 zu einer Aktivierung des Komplement-
systems Uber den klassischen Reaktionsweg (100). An der Universitatsklinik TU-
bingen wurde der Antikérper im Rahmen einer klinischen Phase I/l Studie
(NCT02258815) zur Behandlung des rezidivierenden Stadium IV Neuroblastoms
bei padiatrischen Patienten nach haploidentischer Stammzelltransplantation zur
Konsolidierung der Remission eingesetzt. In den Versuchen wurde der Antikor-

per in einer Konzentration von 1 pg/ml verwendet.

2.3 Zellmaterial

Zellart

Spenderangaben

Herkunft

Aus peripherem Vollblut gewonnene:
- PBMC

Gesunde, freiwillige, er-

Patienten bzw. Mitar-

- Erythroleuk&mische CML-
Zelllinie K562 (ACC 10)

Aus dem Pleuraerguss einer

53-jahrigen Frau

- péadiatrische Burkitt-Lymphom-
Zelllinie Raji (ACC 319)

Aus der rechten Maxilla ei-

nes 12-jahrigen Jungen

- pédiatrische BCP -ALL-
Zelllinie NALM-16 (ACC 680)

Aus Vollblut eines 12-jéhri-

gen Madchens

- NK- Zellen wachsene Spender bzw. pa- | beiter der Universi-
-y T-Zellen diatrische, freiwillige tatskinderklinik
Spender nach TcRaB/CD19- | Tibingen
- depletierter, haploidenter
SZT
Zelllinien:

Leibnitz-Institut
DSMZ- Deutsche
Sammlung

von Mikroorganismen
und Zell-Kulturen,

Braunschweig
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- péadiatrische Neuroblastom- Aus dem abdominalen Tu-

Zelllinie LS (ACC 675) mor eines 16-monatigen

Méadchens

Luciferase/mCherry transduzierte Zellli- Dr. P. Schlegel
nien: Universitatsklinik fir
- padiatrische BCP-ALL- Zellinie Aus Vollblut eines 12-jahri- | Kinder und Jugend-

NALM-16 mCherry-Luc (ACC 128) gen Madchens medizin, Tubingen
- adulte B-ALL- Zellinie Aus dem Vollblut eines 19-

NALM-16 mCherry-Luc (ACC 680) jahrigen Mannes

- padiatrische Neuroblastom- Aus dem abdominalen Tu-
Zelllinie LS mCherry-Luc (ACC 675) | mor eines 16-monatigen

Madchens
Transduzierte Feederzelllinie: Dr. D. Campana MD,
- K562-mb15-41BBL Aus dem Pleuraerguss einer | National University
53-jahrigen Frau Cancer Institute, Sin-

gapore

2.3.1 PBMC péadiatrischer Patienten nach Transplantation

In den Experimenten wurden unter anderem PBMC péadiatrischer Patienten ver-
wendet. Dabei handelte es sich um Patienten der Universitatskinderklinik Tubin-
gen im Alter zwischen 6 und 18 Jahren. Alle Patienten wurden in Tubingen mit
einer haploidenten CD19/TcRaf depletierten SZT therapiert. Zum Versuchszeit-
punkt lag die Transplantation dabei zwischen 41 und 1687 Tage zurlck. Als
Grund fur die Transplantation wiesen die Patienten unterschiedliche Diagnosen
auf (Tab.2-1). Alle Patienten bzw. deren Erziehungsberechtigte gaben ihr schrift-
liches Einverstandnis (Informed-consent) zur Enthahme der Blutproben und de-
ren Verwendung fur die Durchfihrung von in vitro Experimenten. Es liegt ein
Ethikvotum mit der Nummer 761/2015B02 (SFB 685, Projekt C03) vor.
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Tab. 2-1 Diagnosen der Patienten
Auflistung der Diagnosen, die bei den padiatrischen Patienten, deren Zellen in den Experimenten

verwendet wurden, zu einer CD19/TcRaf depletierten SZT gefiihrt haben.

Diagnose Anzahl der Patienten
CALL 4
AML-M1 1
rezidivierendes Neuroblastom IV 1
Alveolares Rhabdomyosarkom 1
SAA, atypisches Kawasaki 1
Ewing-Sarkom 1

Alter der padiatrischen Probanden Tage nach SZT
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Abb. 2-1 Alter der Patienten und Tage posttransplant
In den Graphiken ist dargestellt, wie alt die Patienten zum Zeitpunkt der Experimente waren und

wie viele Tage die haploidente CD19/TcRaf depletierte SZT zuriicklag.

2.4 Zellbiologische Methoden

2.4.1 Zellkultur

Die Zellkultur der Zelllinien erfolgte in Stammlésung A in einem Brutschrank bei
37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit. Alle Arbeiten mit den Zelllinien wurden
an einer sterilen Werkbank unter Verwendung von sterilen Einmalartikeln vorge-
nommen. Eine Kontamination der Zellkultur mit Bakterien oder Pilzen wurde re-
gelmanig durch Mikroskopie ausgeschlossen. Die Vitalitat und Morphologie der
Zellen wurde in der Neubauerzadhlkammer unter dem Lichtmikroskop nach 1:1

Anfarben der Zellen mit 0,4 % Trypanblau beurteilt. Tote Zellen nehmen den
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Farbstoff auf und farben sich dunkelblau. Die Zelldichte wurde mit Hilfe des Blut-
analysegerat ABX Micros CRP 200 von Horriba unter Verwendung von ca. 8
Zellsuspension bestimmt, um die Zellen auf eine fur ihr Wachstum optimale
Dichte einzustellen.

Erfolgt eine pH-Anderung, schlagt die Farbe des verwendeten Mediums von Rot
auf Gelb um. Das Medium sollte dann zum Teil durch frisches ersetzt werden.

Die Zellpflege erfolgte alle 2-3 Tage.

2.4.2 Passagieren von adharenten Zelllinien

Bei der padiatrischen Neuroblastom-Zelllinie LS handelt es sich um eine adhé-
rente Zelllinie. Alle 2-3 Tage erfolgte eine Ablésung und Passage der Zellen.
Hierftir wurde das Medium aus den Zellkulturflaschen abpipettiert und verworfen.
AnschlieRend wurde die Flasche mit 10 ml PBS gespult und danach 2-3 ml
Trypsin hineingegeben, um die Zellen abzulésen. Nach einer Inkubation fiir 2 min
im Brutschrank bei 37 °C, wurden 8 ml Medium in die Kulturflasche gegeben.
Nach leichtem Beklopfen des Flaschenbodens, erfolgte die Uberfiihrung der Zell-
suspension in einen 15 ml Falkon und die Zentrifugation fir 5 min bei 200 g. Nach
Verwerfen des Uberstandes wurde das Zellpellet in frischem Medium geldst.

2.4.3 Lymphozytenseparation

Peripheres Vollblut Gesunde Spender bzw. padiatrische

Patienten
Heparin-Natrium-25.000-ratiopharm Ratiopharm, Ulm 3029843
Biocoll Separating Solution Biochrom, Berlin L6115
Dulbecco’s Phosphat buffered saline (PBS) | PAA Laboratories, Célbe D8537

Hintergrund:
Bei der Ficoll Dichtegradientenzentrifugation nach der Verfahrensweise von

Boyum (154) konnen durch die besonderen Dichteeigenschaften der Ficoll-
Hypaque, die mit einer Siebfunktion vergleichbar sind, periphere mononukleére

Stammzellen (PBMCs) aus heparinisiertem Blut isoliert werden. Mit 1,077 g/ml
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liegt die Dichte der Ficoll-Losung genau zwischen der von Erythrozyten und
PBMCs, sodass die Ficoll-Losung bei Zentrifugation Leukozyten und Monozyten

von den restlichen Blutbestandteilen trennt.

Durchfiihrung:

In einem 50 ml Falkonréhrchen wurden 15 ml Ficoll-Lésung vorgelegt. Heparini-
siertes Vollblut wurde 1:1 mit PBS-Puffer gemischt und 30 ml davon vorsichtig
von oben auf die Ficoll-Losung geschichtet, sodass zwei deutlich getrennte Pha-
sen entstanden. Es folgte eine Zentrifugation fir 30 min mit 800 g, Bremse 0
(B0O), Beschleunigung 0 (RO) und Raumtemperatur (RT). Nach der Zentrifugation
sollten vier Schichten abgrenzbar sein: unten befinden sich die Erythrozyten und
Granulozyten, dann die klare Ficoll-Losung, darauf in einem dinnen milchigen
Ring die PBMC und obenauf die gelbliche Serumphase mit Thrombozyten. Das
Serum wurde bis auf 1 cm Uber dem Leukozytenring abgenommen und verwor-
fen. AnschlieRend wurde mit einer sterilen Pipette in kreisenden Bewegungen
der PBMC-Ring abgenommen und in ein neues 50 ml Falkonréhrchen tberfihrt
und mit PBS auf 50 ml aufgefullt. Zum Waschen der Zellen folgte eine Zentrifu-
gation mit 500 g fiir 10 min bei RT, B7, R5. Der Uberstand wurde vorsichtig ab-
gekippt, das Zellpellet in PBS geldst und erneut mit gleicher Vorgehensweise
gewaschen. Abhangig vom weiteren Verwendungszweck wurden die PBMC in
Medium oder MACS-Puffer aufgenommen und maschinell mit dem Blutzellana-

lysegerat ADVIA 120 von Siemens gezahlt.

2.4.4 Zytotoxizitatsassay mit CD107a und intrazellularer Zytokinfarbung

GolgiStop BD, Heidelberg 554724
lonomycin from Streptomyces conglo- Sigma Aldrich, St. Louis USA 19657
batus >98%

Berfeldin A Sigma Aldrich, St. Louis USA B6542
Phorbol12myristatel3acetate (PMA) Sigma Aldrich, St. Louis USA P8139

Hintergrund:
Effektorzellen, wie beispielsweise NK-Zellen, kbnnen durch Freisetzung von

Granzym und Perforin aus Vesikeln die Apoptose von Targetzellen bewirken. Im
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Rahmen der Degranulation wird das in der Vesikelmembran enthaltene CD107a
transient an der Effektorzelloberflache nachweisbar. CD107a kann mit Antikor-
pern markiert und durchflusszytometrisch erfasst werden. Es wird als Degranu-
lationsmarker/Aktivitditsmarker von Effektorzellen verwendet (155). Um eine
Internalisierung des exprimierten CD107a nach Ablauf der Degranulation zu ver-
hindern, wird dem Versuchsansatz Brafeldin A und GolgiStop zugesetzt. Diese
Substanzen verhindern die Internalisierung, indem sie den Proteintransport zum
Golgiapparat inhibieren oder ihn zerstéren. So kann auch die Freisetzung von
Zytokinen inhibiert werden, welche ebenfalls in der Interaktion mit Targetzellen
von den Effektoren gebildet werden, und somit auch als Aktitvitatsmarker mittels

Intrazellularfarbung (intracellular staining, ICS) gemessen werden kdnnen.

Durchfiihrung:

Der Versuchsansatz erfolgte in 96-well-round-bottom Platten. Alle Zellen wurden
vorher in Stammlosung C aufgenommen. In jedes Well wurden 0,5 x 106 oder
0.25 x 10° Effektoren vorgelegt. Hinzugeftigt wurden des Weiteren Targets in der
Effektor Target-Ratio (E:T) von 1:1, sowie, wenn gewlnscht, stimulierende Anti-
korper, IL2 (100 IE/ml) oder Zoledronat (5 uM/l). Bei den Versuchen mit exp. yd
T-Zellen, wurden auch E:T von 4:1 — 0,125:1 verwendet. Um spater eine Positiv-
kontrolle fur CD107a zu erhalten, wurden einem Well mit Effektoren PMA (50
ng/ml) und lonomycin (1 uM) zugesetzt. Als Negativkontrolle wurde zudem jeweils
ein Well angesetzt, das nur Effektoren ohne Targets beinhaltete. Alle Wells wur-
den mit 2ul CD107a-APC gefarbt. Um die zellularen Transportprozesse zu inhi-
bieren, wurde allen Wells zusatzlich Befreldin A (10 pg/ml) und GolgiStop (2 uM)
zugesetzt. AnschlieRend wurden alle Wells mit Stammmedium C auf 200 pl auf-
gefullt, gut durchmischt und die Platte im Brutschrank bei 37 °C fur 8 bzw. 14 h
inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte eine FACS-Farbung mit intrazellularer Zy-
tokinfarbung (intracellular cytocine stining, ICS) und eine Analyse mittels Durch-

flusszytometrie.
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2.4.5 Aktivierungs-Assay mit CD69 und CD137

Durchflhrung:

Der Versuchsansatz erfolgte in 96-well-flat-bottom Platten. Alle Zellen wurden
vorher in Stammlésung C aufgenommen. In jedes Well wurden 0.25 x 10° Ef-
fektoren vorgelegt. Hinzugefiigt wurden des Weiteren Targets in der Effektor Tar-
get-Ratio (E:T) von 1:1, sowie, wenn gewunscht, stimulierende Antikoérper, L2
(100 IE/ml) oder Zoledronat (5 pM/1). Anschlie3end wurden alle Wells mit Stamm-
|I6sung C auf 200ul aufgefillt, gut durchmischt und der Versuchsansatz im Brut-
schrank bei 37 °C fur 14 h inkubiert. Nach der Inkubation wurden fir die
durchflusszytometrische Analyse CD69 und CD137 mittels FACS-Antikdrpern
angefarbt.

2.4.6 Kill- Assay

Comp Beads Negative Control BD, Heidelberg 552843

Hintergrund:
Mit diesem Assay soll die spezifische Lyse von Targetzellen durch Effektorzellen

gemessen werden, indem analysiert wird, wie viele Targets ohne Einfluss von
Effektoren nach Versuchsende gemessen werden kdnnen und um wieviel Pro-
zent sich dies unter Einfluss von Effektoren verringert. Um Storfaktoren bei der
Messdauer rechnerisch eliminieren zu kénnen, wurde jeder Kondition eine stan-
dardisierte Anzahl an Beads zugesetzt, deren durchflusszytometrisch gemes-
sene Zahl mit der Zahl der gemessenen Effektoren bzw. Targets verrechnet

werden konnte.

Durchfiihrung:

Der Versuchsansatz erfolgte in 96-well-flat-bottom Platten. Alle Zellen wurden
vorher in Stammlosung C aufgenommen. In jedes Well wurden 0,25 x 10° Ef-
fektoren vorgelegt. Hinzugefigt wurden des Weiteren Targets in der Effektor Tar-
get-Ratio (E:T) von 1:1, sowie, wenn gewulnscht, stimulierende Antikorper, IL2
(100 IE/ml) oder Zoledronat (5 puM/1). Anschlie3end wurden alle Wells mit Stamm-
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l6sung C auf 200ul aufgefullt, gut durchmischt und der Versuchsansatz im Brut-
schrank bei 37 °C fur 14 h inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte eine FACS-
Farbung. Um, wie oben beschrieben eine standardisierte Lyse zu berechnen,
wurde das Zellpellet nach Abschluss der Farbung in 100ul Bead-Suspension ge-
|6st. Diese wurde hergestellt, indem zu je 1 ml PFA-L6sung je 2 Tropfen Negative
Control Comp Beads gegeben wurden. Der Versuchsansatz wurde mittels Durch-
flusszytometrie analysiert. Dabei wurden in der FCS/SCC-Darstellung die Beads
als Population in einem Gate gezahlt, sowie die Zahl der noch vorhandenen le-

benden Targets bestimmt.

Kill - Assay
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Abb. 2-2 FACS-Analyse des Kill-Assay

In der Graphik ist exemplarisch ein Auszug aus der Auswertestrategie des Kill-Assays dargestellt.
Die gemessene Probe beinhaltete PBMC von Proband 1, sowie NALM-16 als Targets und Beads.
Diese 3 Populationen kénnen in der SSC/FSC-Darstellung gegeneinander abgegrenzt werden.
Die Zahl der Beads kann schon in dieser Darstellung bestimmt werden. Die genaue Zahl der
Targets zur Berechnung der Zelllyse wird erst durch Ausschluss toter Zellen und Gating eines

Targetzell-spezifischen Oberflachenmarkes, z.B. CD19, bestimmt.

Um die spezifische Lyse zu berechnen, wurde der Quotient aus Targets und Be-
ads in den Wells, in denen sich wahrend der Inkubation nur Targets (Zahl der
Targetzellen nativ= Tn; bzw. Zahl der Beads nativ= Bn) im Medium befanden, mit
den Wells in Beziehung gesetzt, in denen sich auch Effektoren und etwaige an-

dere Zusatze befanden (Zahl der Targetzellen in Kondition x=Tx; bzw. Zahl der
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Beads in Kondition x= Bx). Die spezifische Lyse (%) konnte nun nach der folgen-

den Formel berechnet werden:

Zahl der Targets Tx
e Zahl der Beads Bx
0, — -
Spezifische Lyse (%) = 100 - ( Zahl der Targets Tn x100)
Zahl der Beads Bn
2.4.7 Durchflusszytometrie
Cytofix/Cytoperm BD, Heidelberg 2090K2
BD LSR Il Flow Cytometer BD, Heidelberg
Angeschlossene Hardware, PC Hewlett-Packard
BD FACS Calibur BD, Heidelberg
Angeschlossene Hardware, PC Apple

Hintergrund:
Bei der Durchflusszytometrie (fluorescence activated cell scanning, FACS) kdn-

nen Zellen mit Hilfe eines Laserstrahls aufgrund ihrer Eigenschaften und durch
Markierung mit Fluorochrom gekoppelten Antikdrpern genauer charakterisiert
werden.

In der Vorbereitung wurden daher die Zellen mit Fluorochrom markierten Antikor-
pern versetzt, die sowohl an Oberflachenmarker als auch intrazellular an Zyto-
kine binden kénnen. Um die Vitalitat der Zellen beurteilen zu kénnen, wurde
zudem eine Fluorochrom markierte aminbindende Substanz zugegeben. Da tote
Zellen eine erhohte Durchlassigkeit inrer Zellmembran aufweisen, kdnnen intra-

zellulare Amine angefarbt und die Zellen somit als tot markiert werden.

In der Durchflusszytometrie kann das entstehende Streulicht und die Fluoreszenz
der Fluorochrome gemessen werden. Das Seitstreulicht (sideward light scatter,
SSC) lasst auf die intrazellulare Granularitat schlie3en und das Vorwartsstreu-
licht (forward side scatter, FSC) auf die Grol3e der passierenden Zellen. Die Flu-
orochrome der gebundenen Antikdrper werden durch den Laserstrahl angeregt
und emittieren Licht. Dieses kann durch Interferenzfilter und Lichtsensoren auf
seine Wellenlange hin analysiert werden. Die Fluoreszenzfarbstoffkombinationen

sind so zu wéhlen, dass sie spéater in verschiedenen Kanalen gemessen werden
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konnen bzw. ein unterschiedliches Emissionsmaxima haben. So kdnnen die zu
messenden Antigene spater voneinander unterschieden werden. Mit Hilfe einer
Software zur Auswertung, hier FCS-Express, konnen die gemessenen Daten
graphisch dargestellt werden, z.B. jede Zelle als Einzelpunkt.

Durchflhrung:

Die Farbung der zu analysierenden Zellen erfolgte in 96-Well-Platten bzw. FACS-
Rohrchen. Wahrend des gesamten Versuchsablaufs wurde auf Eis gearbeitet.
Die Zentrifugationsschritte erfolgten immer bei 4 °C mit 625 g fur 2 min, B9 und
R9.

Die Zellen wurden zweimal in PBSE gewaschen und der Uberstand vorsichtig
komplett abgekippt. Fur die Farbung toter Zellen wurden je 40 pl in PBSE 1:400
verdunnter Lebend/Tot-Farbstoff Aqua bzw. 20 ul 7-AAD zugegeben, dekantiert
und fur 20 min im Kihlschrank inkubiert. GemalR der entsprechenden AK-Ver-
dinnungsreihe wurde ein passender Antikdrpermix fur die Anfarbung der ge-
winschten Oberflachenmolekiile in FACS-Puffer angesetzt, wobei die optimale
Verdinnung der Antikérper dabei zwischen 1:5 — 1:200 lag. Nach der le-
bend/Tod-Farbung wurden die Zellen zweimal in FACS-Puffer gewaschen, der
Uberstand vorsichtig abgekippt und 40ul des Antikérpermix zur Oberflachenanti-
genfarbung zugegeben. Es folgte eine 20-mindtige Inkubation in dem Kuihl-
schrank und zweimaliges Waschen in FACS-Puffer. Sollte ein ICS, wie
beispielsweise bei dem CD107a-Assay erfolgen, war eine Permeabilisierung der
Zellmembran mit je 100 pl Cytofix/Cytoperm nétig. Die Zellen wurden fir 20 min
im Kuhlschrank inkubiert und zweimal mit Permwash gewaschen. Nach dem voll-
standigen Abkippen des Uberstandes wurden 40pl Antikrpermix zugegeben, der
gemald der AK-Verdiunnungsreihe der gewtnschten intrazellularen FACS-Anti-
korper in Permwash angesetzt wurde. Es folgte eine 20-minutige Inkubation im
Kuhlschrank und zweimaliges Waschen mit Permwash. Das Zellpellet wurde in
100 pl PFA-L6sung bzw. Beadmix (siehe Abschnitt 2.4.6) fixiert und bis zur Mes-

sung im Kuhlschrank aufbewahrt.
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Teilweise wurde auch die Targetzelllinie NALM-16 mCherry verwendet, die eine
Eigenfluoreszenz aufweist. Diese Zellen missen folglich nicht mittels Flu-
orochrom markierten Antikbrpern angefarbt werden, sondern kdnnen direkt in der

durchflusszytometrischen Messung verwendet werden.

Messunqg:
Fur die Probenanalyse wurde der Durchflusszytometer BD LSR Il Flow Cytome-

ter zur Messung von Versuchsansétzen und das BD FACS Calibur zur Reinheits-
kontrolle nach Depletion bzw. Zellexpansion verwendet. Die Daten wurden mit
der Software FCS-Express 5 ausgewertet. Um eine optimale und gangige Dar-
stellung der Zellverteilung zu erreichen, wurde vor der Messung die Verstarker-
spannung des SSC (Ordinate) und FSC (Abszisse) durch Messung ungefarbter
Zellen angepasst. Es folgte die Messung der Proben in FACS-R6hrchen.

Auswertung:
Zur Auswertung der Daten wurden zwei verschiedene Kanéle als Diagramm ge-

geneinander aufgetragen und die gewiinschten Populationen durch Gates mar-
kiert; oder der Graph wurde in Quadranten mit doppelt positiven, doppelt
negativen/einfach positiven Populationen aufgeteilt. So konnte automatisch die
quantitative und prozentuale Anzahl der markierten Zellen bestimmt werden. Die
Gates bzw. markierten Quadranten konnten dann auf weitere Fluorochrome hin
untersucht werden. Da die Zellen von sich aus eine Eigenfluoreszenz besitzen,
wurden ungefarbte Zellen gemessen, um Eigenfluoreszenz von der Fluoreszenz
der Fluorochrome abgrenzen zu kdnnen.

In der Gatingstrategie wurden zunachst in der FSC/SSC-Darstellung die Lym-
phozyten- und Targetzell-Populationen bestimmt und davon die Doubletten in der
FSC-H/FSC-A-Darstellung ausgegrenzt. Weiter wurden mit Hilfe der Lebend-Tot-
Farbung die lebenden Zellen selektioniert und anschlie3end mit Hilfe von Ober-
flachenmarkern die verschiedenen Zellpopulationen genauer differenziert und
guantifiziert. Dann konnten diese hinsichtlich ihrer Aktivierung untersucht wer-

den.
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Definition der Zellpopulationen:
NK-Zellen wurden als CD3/CD56* Zellen definiert. yd T-Zellen wurden als
CD3*/TcRy®d *-Zellen definiert.

2.4.8 Depletion von yd T Zellen

Clini MACS PBS/EDTA Buffer MiltenyiBiotec, BergischGladbach 700-29

auto MACS pro MiltenyiBiotec, BergischGladbach

Anti-yd MicroBeads Kit MiltenyiBiotec, BergischGladbach 130-050-701
BD FACS Calibur BD, Heidelberg

Angeschlossene Hardware, PC Apple

Hintergrund:
In den Experimenten wurde die MACS-Technik der Firma Milteny verwendet. Um

mit dieser Methode eine Anreicherung oder negativ Depletion spezifischer Zell-
populationen aus PBMCs zu erreichen, kdnnen diese mit speziellen Antikbrpern
versetzt werden. Diese binden an die spezifischen Oberflachenmolekule der Ziel-
zellen z.B. den TcRyd -Rezeptor. Die Antikorper sind mit einem Eisendioxidpar-
tikel gekoppelt bzw. werden Uber einen Sekundarantikérper an einen solchen
Partikel gekoppelt. L&sst man die Suspension nun ein Magnetfeld passieren,
werden die markierten Zellen vom Magnetfeld angezogen, zuriickgehalten und
kénnen so aus der Zellssupension separiert werden. Dies kann wie im folgenden
Experiment maschinell mit dem autoMACS oder, wie in Abschnitt 2.4.10 be-

schrieben, manuell mit einem Magneten geschehen.

Durchfiihrung:

Nach der Leukozytenseparation wurde das Zellpellet in einem 15 ml Falkonréhr-
chen in 40 pl gekiihltem MACS-Puffer pro 107 Leukozyten gel6st und zu gleichen
Teilen auf zwei Falkonréhrchen aufgeteilt, wobei ein Falkonréhrchen maximal 108
Leukozyten enthalten durfte. R6hrchen 1 wurde fur die Depletion der yd T-Zellen

verwendet, wahrend Roéhrchen 2 einer Mock-Depletion unterzogen wurde (siehe
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unten). Fur die folgenden Schritte wurden nur im Kihlschrank vorgekuhlte Sub-
stanzen verwendet, um ein unspezifisches Labeling oder ein Losen der Antikor-
per von der Zelloberflache zu verhindern.

Nach der Zugabe von 10 pl Anti-TCRyd-Hapten-Antibody pro 107 Leukozyten,
wurde die Zellsuspension dekantiert und 10 min bei 4 °C inkubiert. AnschlieRen
wurden 30 pl MACS-Puffer und 20 pl Anti-Hapten MicroBeads-FITC pro 107 Leu-
kozyten zugegeben und gut dekantiert. Nach einer 15-minttigen Inkubation bei
4 °C, wurden 2 ml MACS-Puffer pro 107 Zellen zugegeben und die Zellsuspen-
sion fur 10 min mit 300 g und 4 °C, B7, R5 zentrifugiert. Anschliel3end wurde der
Uberstand vorsichtig abgekippt und das Zellpellet in 500 ul MACS-Puffer gelost.
Die Falkonréhrchen wurden in einem vorgekuhlten Stander im autoMACS von
MiltenyiBiotec angebracht und das Gerét wurde in dem Programm "Posseld2“ ge-
startet. Nach Ende des Programms wurde eine maschinelle Zellzahlbestimmung
durchgefuhrt.

Im weiteren Versuchsverlauf sollte das Verhalten von Leukozyten mit dem der
yo T-Zell depletierten Leukozyten vergleichen werden. Um zu verhindern, dass
Unterschiede zwischen den beiden Proben auf die Depletion zuriickzufiihren sein
konnten, wurden die Leukozyten in Roéhrchen 2 einer Mock-Depletion unterzo-
gen. Dies bedeutet, dass mit diesen Zellen alle fir R6hrchen 1 beschriebenen
Schritte der Depletion durchgefiihrt wurden. Allerdings wurde nur MACS-Puffer
statt den Depletionsantikorpern Anti-TCRyd-Hapten-Antibody und Anti-Hapten
MicroBeads-FITC zugegeben. Im autoMACS wurden so keine Zellen depletiert,
die Mock-depletieren Leukozyten konnten allerdings einen vergleichbaren Pro-
zess durchlaufen.

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie erfolgt eine Kontrolle, ob die Depletion erfolg-
reich war. Die Depletion wurde als erfolgreich gewertet, wenn sich der Anteil der
yd T-Zellen an den T-Zellen um den Faktor 10 reduziert hatte. Nur bei Proband
5, der einen exorbitant hohen Anteil von 81 % bzw. 86 % an yd T-Zellen hatte,
wurde es toleriert, dass sich der Anteil der yd T-Zellen auf 46 % bzw. 16% redu-
ziert hatte (Abb.2-3).
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Abb. 2-3 Anteil der yd T-Zellen nach Depletion
In der Graphik ist dargestellt wie hoch der Anteil der yd T-Zellen an den T-Zellen in der FACS-
Analyse nach TcR y&- bzw. Mock-Depletion von PBMC war

2.4.9 Leukozytenstimulation mit IL2 und Zoledronsaure

Interleukin-2 (IL2) Proleukin 2x10% IE/ml Universitatsapotheke
Zoledronsaure 4 mg/100 ml (147,01 nM) Hexal, Holzkirchen
Theorie:

IL2 stimuliert verschiedene Subpopulationen der Lymphozyten, wie B- und T-Zel-
len oder NK-Zellen und kann so ihre Zytokinproduktion, Zytotoxiztat oder Prolife-
ration anregen (120). Synthetische Aminobisphosphonate wie Zoledronséure
(Zoledronat) stimulierten yd T-Zellen bzw. die Subpopulation Vy9Vé2 (117).

Durchfiihrung:

Der Versuchsansatz erfolgte in 96-well-round-bottom Platten, in deren Wells je-
weils 0,5 x 108 bzw. 0,25 x 10° in Stammmedium C geltste Effektoren vorgelegt
wurden. Zur Stimulation wurden in ausgewéhlte Wells IL2 (100 IE/ml), Zoledronat
(5 uM/l), beide Substanzen oder nur Medium gegeben. Alle Wells wurden mit
Stammmedium C auf 200 pl aufgefillt und fur 24h bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 %
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Luftfeuchtigkeit im Brutschrank inkubiert. Anschlie3end folgte die Weiterverwen-
dung im CD107a- bzw. Kill-Assay (Abschnitt 2.4.4 bzw. 2.4.5) erneuter Zugabe

von IL2 und/oder Zoledronat.

2.4.10 Typischer Versuchsablauf mit PBMC

Nach der Leukozytenseparation aus Vollblut wurden die Leukozyten entweder
gleich weiterverwendet oder einer yd T-Zell-Depletion unterzogen. Anschlie3end
wurde mit den so erhaltenen Zellen ein CD107a- bzw. Kill-Assay mit einer E:T
von 1:1 angesetzt, wobei ausgewahlten Wells IL2, Zoledronat oder 4G7-AK zu-

gesetzt wurde.

2.4.11 Isolation von NK-Zellen

auto MACS pro MiltenyiBiotec, Bergisch Gladbach

CD56 MicroBeads MiltenyiBiotec, Bergisch Gladbach 130-050-401
CD3 Dynabeads Invitrogen life technologies, Carlsbad 11151D
Magnet mit Plastikhalterung fir 15ml | MiltenyiBiotec, Bergisch Gladbach

Falcons

BD FACS Calibur BD, Heidelberg

Angeschlossene Hardware, MAC Apple

Hintergrund: siehe Abschnitt 2.4.7

Durchfiihrung:

Fur die Isolierung von NK-Zellen wurden aus den Leukozyten zunachst CD56*-
Zellen angereichert und daraus anschlieRend CD3*-Zellen depletiert. Fir die fol-
genden Schritte wurden nur im Kuhlschrank vorgekihlte Substanzen verwendet,
um ein unspezifisches Labeling oder ein Losen der Antikdrper von der Zellober-
flache zu verhindern.

Nach der Separation von Leukozyten aus 400-600 ml Vollblut wurde das Zellpel-
let in 80 pl MACS-Puffer pro 107 Leukozyten resuspendiert. Die Zellsuspension

wurde auf 15 ml Falkonrohrchen aufgeteilt, sodass sich maximal 1,4 x 108 Leu-
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kozyten in jedem Ro6hrchen befanden. Anschliel3end wurden 20 pl CD56 Micro-
Beads pro 107 Leukozyten zugegeben und die Zelluspension gut gemischt. Nach
einer 15-mindtigen Inkubation im Kuhlschrank, erfolgte die Zugabe von 1-2 ml
MACS-Puffer pro 107 Leukozyten und die Zentrifugation fiir 10 min mit 300 g und
4 °C, B7, R5. Der Uberstand wurde vorsichtig abgekippt und das Zellpellet in
500 pl MACS-Puffer pro 108 Leukozyten resuspendiert. Danach wurden die Fal-
konrdhrchen in einem vorgekuhlten Stander im autoMACS von MiltenyiBiotec an-
gebracht und das Gerat im Programm "Posseld2“ gestartet.

Nach der Anreicherung wurden die CD56*-Zellen mit dem Blutzellanalysegerat
ADVIA 120 von Siemens gezahlt und auf 107 Zellen/ml eingestellt. Fur die Deple-
tion der CD3*-Zellen missen die dafir verwendeten CD3-Dynabeads erst gewa-
schen werden. Hierfir wurde das Behéltnis der Beads fur 30 s gevortext und
dann 50 pl Beadflussigkeit fur je 107 Zellen daraus entnommen und in ein 15 ml
Falkonrohrchen gefllt. Der Falkon wurde anschlieB3end fir 1 min an einen Mag-
neten gehalten, sodass die braunen magnetischen Dynabeads an der R6hrchen-
wand auf Magnethohe hangen bleiben konnten. Nun konnte der Uberstand aus
dem Falkonrohrchen pipettiert werden, ohne die Beads miteinzusaugen. An-
schlieRend wurden in das Rohrchen 50 ul MACS-Puffer pro 107 zur Depletion

geplanten Zellen zugeben und der Vorgang des Waschens der Beads wiederholt.

Im Weiteren wurden dann je 50 pl vorbereitete Beadldsung zu je 107 Zellen ge-
geben und im Kihlraum bei 4 °C unter stéandiger Durchmischung im Rotator fur
30 min inkubiert. Nach Abschluss wurde das Falkonréhrchen erneut an den Mag-
neten gehalten, sodass die magnetischen Beads an der R6hrchenwand hangen
blieben. Der Uberstand wurde vorsichtig in ein neues Falkonréhrchen tberfuihrt
und nach Zugabe von 1 ml MACS-Puffer vorsichtig dekantiert. Das Roéhrchen
wurde dann wieder an den Magneten gehalten und der Vorgang weitere 2-3-mal
wiederholt, bis keine braunlichen Beads mehr in der klaren Zellsuspension sicht-
bar waren. Die verbleibenden CD56*CD3" NK-Zellen wurden gezahlt und mittels
Durchflusszytometrie auf ihre Reinheit gepruft, die mindestens 96% aller leben-

den Leukozyten betrug.
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2.4.12 Expansion von yd T-Zellen

Theorie:

In diesem Experiment sollen yd T-Zellen aus PBMC expandiert werden. Dazu
wird den PBMC IL2 und Zoledronsaure (Zoledronat), ein synthetisches Aminobi-
sphosphonat zugesetzt. Wahrend IL2 in zahlreichen Lymphozyten wie T- oder B-
Zellen ein Wachstumssignal induziert, stimuliert Zoledronat spezifisch das
Wachstum von yd T Zellen bzw. deren Subpopulation Vy9Va2 (156).

Durchfiihrung:

Frisch aus Vollblut isolierte PBMC wurden in Stammmedium C auf eine Konzent-
ration 1,1x10° Lymphozyten/ml eingestellt. Danach erfolgte die einmalige Zugabe
von 1 pMol/l Zoledronséure. Die Zellsuspension wurde in einer sterilen Kulturfla-
sche im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert.
Zellpflege:

Die Zellpflege erfolgte stets unter sterilen Bedingungen. Es erfolgten tagliche
mikroskopische Kontrollen der Kultur auf Kontamination durch Pilze oder Bakte-
rien. Vor jeder Zellpflege wurde eine maschinelle Bestimmung der Zellzahl und
Zellzusammensetzung mit dem Blutzellanalysegerat ADVIA 120 durchgefihrt.
Zudem erfolgte vor und nach der Zellpflege eine Messung des pH, der Glucose-
und Laktatkonzentration des Zellmediums mit dem Blutgasanalysegerat ABL 800
Flex.

Tag 3 und 6: Die Zellpflege erfolgte in dieser Phase der Expansion alle drei Tage.
Der Expansionsansatz wurde fur 10 min bei 300 g, RT, B7, R5 zentrifugiert und
danach, die Halfte des Uberstandes abpipettiert und durch frisches Expansions-
medium ersetzt. AnschlielBend wurden die Zellen wieder vorsichtig resuspendiert.
In dieser Phase der Expansion erhoht sich der Leukozytenanteil und die Zellen
bilden Aggregate, allerdings verlauft das Wachstum der Gesamtzellzahl noch
vergleichsweise langsam.

Tag 9- 14: Da das Zellwachstum und somit auch der Mediumverbrauch in der
zweiten Woche schneller erfolgte, war eine tagliche Zellpflege notwendig. Betrug

die maschinell gemessene Zellzahl < 2,7x10°8 Zellen/ml, wurden die Zellen zent-
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rifugiert und 2/3 des Mediums durch frisches ersetzt. Betrug die bestimmte Zell-
zahl > 2,7 x10°8 Zellen /ml, wurde die Menge des Mediums durch Zugabe von
frischem Medium verdoppelt. Nach etwa 12 - 14 Tagen konnte die Expansion fur

Versuche verwendet werden.

2.4.13 Titration der Interaktion expandierter yd T-Zellen mit frisch
isolierten NK-Zellen und Blockade von CD137

Privigen (normales Immunglobulin vom Mensch) | CSL Behring, Pennsylvania
USA

Monoklonal CD137 Antibody (BKK2), IgG1 Thermofisher scietific,
Waltham, USA MAS5-13739

Durchfiihrung:

Fur diesen Versuch wurden exp. yd T-Zellen und frisch aus Vollblut isolierte NK-
Zellen verwendet, die in Stammmedium C geldst wurden. Fir die weitere Ver-
wendung in Versuchen, sollte ein Teil der Zellen unbehandelt bleiben, ein Teil mit
humanem IgG aktiviert und ein weiterer Teil mit IgG aktiviert und gleichzeitig mit
einem CD137- Blockade-AK versetzt werden. Fur die Aktivierung mit IgG wurde
in eine 48-well-Flachbodenplatte in PBS geléstes humanes IgG (2,5 ug/ml) ge-
geben, sodass der Well-Boden bedeckt war. Nach einer Inkubation von 24 h bei
4 °C wurde die Flussigkeit aus der Platte abgekippt, wobei das an den Plastikbo-
den adhéarente IgG in der Platte verblieb. Nun konnten die yd T-Zellen und die
NK-Zellen entweder separat oder gemischt in die Wells gegeben werden. Dabei
Betrug das Mischungsverhaltnis von NK-Zellen zu yd T-Zellen 1:4 — 1:0,125. Die
Zahl der NK-Zellen blieb dabei immer bei 250.000Zellen/Well, wahrend die Zahl
der yd T-Zellen abhéngig von dem gewinschten Verhaltnis variierte. Sollte
CD137 blockiert werden, wurde der oben genannte Antikorper in der Konzentra-
tion 2,5 pg/ml in die entsprechenden Wells gegeben. Am Ende wurden alle Wells
mit Stammmedium C aufgefllt, sodass sich eine Konzentration von 5x108 NK-
Zellen/ml bzw. in den Well mit nur yd T-Zellen 5x106 yd T-Zellen befanden. Der
Ansatz wurde fir 24h im Brutschrank inkubiert, wobei nach 12h die Mediumfarbe

der einzelnen Wells kontrolliert wurde. Hatte ein Farbumschlag auf gelb stattge-
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funden, wurde vorsichtig ein Teil des Mediums abgesaugt und durch frisches er-
setzt, allerdings ohne die Zellen miteinzusaugen oder die entstandenen Zellklus-
ter zu zerstoren. Nach 24h wurden die Zellen resuspendiert und im CD107a-
Assay bzw. xCelligence weiterverwendet.

2.4.14 Echtzeit Zytotoxititats-Assay xCELLigence

XCELLigence RTCA Roche AceaBioschiences Inc., San Diego, USA

Angeschlossene Hardware, PC Hewlett-Packard
E-Plate 96-Well fir xCELLigence SP | AceaBioschiences Inc., San Diego, USA 2801035

Hintergrund:
Das xCELLigence-System von Roche erlaubt eine dynamische Beobachtung des

Wachstums und der Zelllyse adharenter Zelllinien in Echtzeit. Daftir werden mit
Elektroden ausgestattete 96-well E-Plates verwendet, an welche ein leichtes
elektrisches Feld angelegt wird. In definierten Zeitabstanden wird die Impedanz
der einzelnen Wells gemessen und diese in einen dimensionslosen Zellindex (ZI)
umgerechnet. Die Impedanz wird mal3geblich durch die Zahl der am Boden ad-
harenten Zellen beeinflusst. Somit kann ein Wachstum dieser Zellen sowie ihre
Zellyse, die zu einem Ablésen der Zellen vom Boden fiihrt, gemessen werden.

Durchfiihrung:

Vor Versuchsbeginn muss das xCELLigence-Messgerat kalibriert werden, um die
Hintergrundimpedanz zu bestimmen. Dazu wurde in alle Wells der E-Platte 50 pl
Stammmedium A vorgelegt und eine Kalibrierungsmessung bei 37 °C, 5 % CO:
und 95 % Luftfeuchtigkeit durchgefiihrt. Danach konnten je 15.000 Targets in
100 pl Stammmedium A in die Wells gegeben werden. Die Platte wurde dann, im
an das Messgerat angeschlossenen Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 %
Luftfeuchtigkeit fur 24h inkubiert, um die Targetzellen an dem Plastikboden ad-
harieren zu lassen, wobei alle 30 min eine Impedanzmessung erfolgte. Nach 24 h
sollte ein Zellindex (ZI) von 1 erreicht sein. Dann konnten die Effektoren in der
gewulnschten E:T dazugegeben werden, sowie in ausgewahlte Wells CH14.18.-
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AK in der Konzentration von 1 pg/ml. Alle Wells wurden mit Medium auf ein Ge-
samtvolumen von 200ul aufgefullt und die Platte zur Messung fiir 24 h bei 37 °C,
5% CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit in dem angeschlossenen Brutschrank inku-
biert. Eine Impedanzmessung wurde alle 30 min automatisch durchgefthrt. Zur
Kontrolle des Versuchsergebnisses sollten immer Wells enthalten sein, die nur
Medium bzw. nur Targets enthalten.

Nach Abschluss der Messung konnte der Versuch unter Verwendung der Soft-
ware RTCA 1.2.1 von Roche Diagnostics ausgewertet werden und die spezifi-
sche Lyse nach folgender Formel berechnet werden (ZI=Zellindex):

ZI Probe

100
ZI Targets only o

Spezifische Lyse (%) = 100 —

2.4.15 Expansion von NK-Zellen

Bestrahlungsgerat GammacCell 1 000 Elite Nordion
Interleukin-2 (IL2) Proleukin 2x106 IE/mI Universitatsapotheke
Theorie:

NK-Zellen konnen mit Hilfe der Feederzelllinie K562-mb15-41BBL unter Zugabe
von IL2 expandiert werden. Die Herstellung dieser Feederzelllinie erfolgt durch
Transduktion der erythroleukéamischen Zelllinie K562, sodass sie den Liganden
4-1BBL (CD137L) und membrangebundenes IL15 exprimiert. Die Zelllinie K562-
mb15-41BBL wurde uns freundlicherweise von Dr. D. Campana MD, National Uni-
versity Cancer Institute, Singapore, zur Verfugung gestellt (199). Koinkubiert man
PBMC mit 100 Gy bestrahlten K562-mb15-41BBL und IL2-haltigem Medium 100
IE/mL, erfolgt eine massive Expansion von NK-Zellen um 3-6 Logstufen (202). An-
dere Zellfraktionen der PBMC werden tGberwachsen. Die Induktion der Zellprolifera-
tion erfolgt hierbei Giber den CD137-Rezeptor und den IL2/IL15-Rezeptor-Complex
(CD122/CD132) (199,200).
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Durchflhrung:

Ansatz:

Die Feederzellen K562-mb15-41BBL wurden bei einer Konzentration von 2x108

Zellen/ml mit 100 Gy bestrahlt. Der Ansatz erfolgte aus frisch isolierten PBMC
und bestrahlten K562-mb15-41BBL im Verhaltnis 1:15 in sterilen Zellkulturfla-

schen. Die Zellen bei einer Konzentration von 1x108 Zellen/ml in Stammmedium

A, dem 100 IE/ml IL2 zugegeben wurde, resuspendiert und koinkubiert.

Zellpflege:
Die Zugabe von frischem IL2-haltigem Medium erfolgte Glucose/Laktat-gesteu-

ert alle 1-3 Tage, je nach Wachstumsphase der Zellen. Es wurde eine tagliche

Zellkulturbeobachtung durchgefihrt, bei der die Notwendigkeit eines friiheren

Mediumwechsels anhand folgender Parameter beurteilt wurde:

Mediumfarbe: Ein Farbumschlag des Kulturmediums von Rot auf Gelb
zeigt einen hohen Mediumverbrauch an und die Notwendigkeit des Medi-
umwechsels.

Analyse des Mediums im BGA-Gerat: Es wurde das das ABL 800 Flex
Radiometer verwendet. Die Laktatkonzentration wurde streng unter 15
mmol/l gehalten, der pH-Wert tber 7 betragen und der Glucosegehalt
nicht unter 100 mg/dl| sinken.

Zellzahlmessung: Die Zellzahl sollte in den ersten 7 Tagen in etwa 1x10°
Zellen/ml betragen. Bei abweichender Zellzahl wurde die Zielzellkonzent-
ration durch Zentrifugation und Anpassung der Mediummenge erreicht.
Dabei durfte maximal 50% des verbrauchten Mediums verworfen werden,
um das Zytokinmilieu zu erhalten. Ab Tag 7 kam der Zellkonzentration eine
untergeordnete Rolle zu, sodass das Medium bei der Zellpflege in der Re-
gel verdoppelt wurde.

Zellcluster: Zu Beginn kommt es zu einer Gruppierung von PBMC und
Feederzellen zu Zellclustern. Lésen sich diese auf signalisiert dies, dass

die exp. NK-Zellen sich fir Versuche eignen.
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Ende der Kultur:

Nach 8-14 Tagen kénnen die exp. NK-Zellen fur Versuche verwendet werden.

2.4.16 Luciferase-Assay

D-Luciferin synthetic Sigma Aldrich, St. Louis USA L9504
Mikrotiterplatte Flachboden 96-well, weil3 | Greiner Bio-One, Frickenhausen 655083
Victor 1420 Multilabelcounter Perkin Elmer, Waltham USA

Angeschlossene Hardware, PC Compaq

Theorie:

Die Enzymklasse der Luciferasen setzen Luciferine in einer chemischen Reak-
tion unter Emission von Photonen um. Die Reaktion benétigt Sauerstoff und ATP
sowie Magnesium als Cofaktor (157):

Luciferase+Mg?*

Luciferin + O, + ATP Oxyluciferin + CO, + AMP + PP; + Licht

Das meist untersuchte Luciferaseenzym, ist das firefly-Luciferin (Luc) des nord-
amerikanischen Leuchtkafers Photinus pyralis, welcher D-Luciferin als Substrat
nutzt und es zu einer Emission von Licht mit einer maximalen Wellenlange von
A=537 nm kommt (158).

Werden Tumorzelllinien stabil transduziert, sodass sie das Luciferase-Gen inte-
griert haben, kann die beschriebene Reaktion quantifiziert werden und anhand
des emittierten Lichts nach Zugabe von D-Luciferin mit dem Photometer gemes-
sen werden. Die Lichtintensitét ist abhangig von der Luciferaseaktivitat, welche
proportional zu den lebenden Zellen ist, da die Reaktion aufgrund des ATP-Be-
darfs nur in lebenden Zellen ablauft.

Durchfiihrung:

Die Effektoren wurden in Medium resuspendiert und je 0.1 x 10% Zellen in 50l
Medium in die Wells einer weil3en 94-well-Platte pipettiert. Als Effektoren wurden



50 - Material und Methoden

exp. Yo T- und exp. NK-Zellen sowie eine Mischung beider Zellen in einem Mi-
schungsverhaltnis vom 4:1 bis 0.25:1 (yd T-Zellen zu NK-Zellen), verwendet. An-
schlieBend erfolgte die Zugabe der Targetzellen in der passenden E:T.
Zusatzlich wurde eine Titrationsreihe der Targetzellen mit 1/ 0.75/ 0.5/ 0.25/
0.1-10° Zellen erstellt, die fur die Auswertung benétigt wird. Des Weiteren erfolgte
in bestimmten Konditionen die Zugabe von therapeutischen Antikérpern (CD19-
4G7SDIE AK oder CH14.18) und zuletzt von je 50ul D-Luciferin unter Lichtaus-
schluss. Das Endvolumen pro Well betrug stets 200ul. Das D-Luciferin wurde
nach Herstellerangaben angesetzt (45ul D-Luciferin in 1655ul DMSO) und an-
schlieBend 150ul davon in 5ml Medium verdinnt.

Der Versuchsansatz wurde bei 37°C und 5% CO:2 im Brutschrank inkubiert. Die
Messung erfolgte nach 12 und 24 Stunden im Victor 1420 Multilabel Counter.
Der Ansatz aller Versuche auf 96-well-Platten erfolgte nach dem in Tab. 2-2 ge-

zeigten Schema, um eine vergleichbare Auswertung zu ermdglichen.

Tab. 2-2 Ansatzschema des Luciferase- Assay
Es wird schematisch der Ansatz des Luciferase-Assays in 96-well-Platten und die fir die Auswer-

tung bendtigten Kontrollen gezeigt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 | 11 12
A | Target only 1*10"5 Target only
B | Target only 0.75*10"5  [Target only
C | Target only 0.5*10"5 | Target only
D |Target only 0.25*10"5 | Target only
E | Target only 0.1*10"5 | Target only
F | Target only Medium Target only
G | Target only Target only
H | Target only Target only
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Auswertung:
Die Messwerte wurden mithilfe eines zeitabhangigen Korrekturfaktors normali-

siert. Anhand des erhaltenen Korrekturfaktor KFgL. und dem Zeitintervall t konnte
die korrigierte Biolumineszenz BLkorr in jedem Well mit folgender Formel berech-

net werden:

BLyorr =BL- (1 + (KFpy 1))

Auf jeder Platte wurde eine Titrationsreihe mit genau definierten Zellzahlen er-
stellt, um die Biolumineszenzwerte einordnen zu kdnnen. Mittels dieser Titrati-
onsreihe wurde erneut eine Ausgleichsgerade berechnet, anhand deren
Steigung der Lysefaktor LF erhalten werden konnte sowie tGber den y-Achsenab-
schnitt die Biolumineszenz BLo ohne Zellen. Mit Hilfe dieser Parameter wurde die
Anzahl der lebenden Zellen n bestimmt.

n = (BLkorr — BLo)/LF

Da die urspringliche Targetzellzahl je Well 100.000 Zellen betrug, folgt daraus:

Vitalitat =

100000
Lyse = 1 — Vitalitat

2.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe der Software GraphPad Prism 5. In
den Versuchsansatzen wurden von jeder Kondition 3 technische Replikate ange-
setzt, wobei zur statistischen Analyse der Mittelwert, der erhaltenen Messwerte
gebildet wurde. Bei den Versuchen mit exp. yd T-Zellen, die in dem Ergebnissteil
in Abschnitt 3.3.5-3.3.7 beschrieben sind, wurden flr die statistische Analyse
nicht die Mittelwerte der technischen Replikate der Versuche verwendet, sondern
alle Messwerte verwendet. N gibt die Anzahl der durchgefuhrten Versuche an.

Fur die statistische Auswertung wurden der (gepaarte) t-Test oder der lway
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(repeated measures) ANOVA mit dem Posttest Tukey verwendet. In den Balken-
diagrammen ist immer der Mittelwert mit dem zugehdérigen Standardfehler des

Mittelwertes dargestellt.

2.6 Ethikantrag

Die gesamte Doktorarbeit, sowie die Blutentnahme von padiatrischen Patienten
der Universitatsklinik Tibingen bzw. freiwilligen erwachsenen Spendern, inklu-
sive der Verwendung ihrer Leukozyten fur alle durchgefuhrten in vitro Experi-
mente wurde vom Ethikkomitee Tibingen genehmigt. (SFB 685, Projekt C03,
761/2015B02)
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3. ERGEBNISSE

3.1 Untersuchung der ADCC von NK-Zellen und yd T-Zellen
durch CD19-4G7SDIE AK

Fur die folgenden Versuche wurden frische, aus Vollblut isolierte PBMC verwen-
det. Diese stammten zu einem Teil von gesunden, erwachsenen Probanden, der
andere Teil stammte von padiatrischen Patienten der Universitatskinderklinik Ta-
bingen nach haploidenter TcRap/CD19-depletierter SZT. Genauere Angaben zu
den Probanden sind Abschnitt 2.3.1 zu entnehmen. In den Versuchen des Ab-
schnittes 3.1 wurden die Proben der padiatrischen Patienten und der gesunden
Probanden bewusst zu einem Gesamtkollektiv zusammengefasst. In den Ab-

schnitten 3.1.3 und 3.1.4 wird auf beide Teilkollektive gesondert eingegangen.

3.2 CD19 Expression der Targetzellen

Da es sich bei CD19-4G7SDIE AK um einen Fc-optimierten monoklonalen chi-
maren CD19 Antikdrper handelt, ist eine Oberflachenexpression von CD19 auf
den Targetzellen essentiell fur die Funktion des Antikdrpers. Um die ADCC von
NK- und yd T-Zellen mittels CD19-4G7SDIE AK zu evaluieren, wurden daher die
Leukdmie- bzw. Lymphom-Zelllinien NALM-16 und RAJI verwendet, welche
hochpositiv fir CD19 sind. In Abb.3.1 ist eine exemplarische FACS-Analyse bei-
der Zelllinien zur Demonstration der CD19 Expression gezeigt. 98% der Zellen
der Leukamiezellline NALM-16 und 97% der Burkittlymphom-Zellline RAJI waren
positiv fir CD19. In dieser Arbeit wurde desweitern die Leukamie-Zelllinie K562
verwendet. Da K562 keine Oberflachenexpression von CD19 aufweist, wie eben-
falls exemplarisch in Abb.3-1 gezeigt, hat diese Zelllinie in der Untersuchung der
ADCC mittels CD19-4G7SDIE AK keine Verwendung gefunden.
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NALM-16 Raji K562
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Abb. 3-1 CD19 Expression der Targetzelllinien

Es sind exemplarische Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse der Oberflachenrezep-
toren der Targetzelllinien NALM-16, Raji und K562 als Density Plot dargestellt. CD10 auf der y-
Achse wurde in PE gefarbt. NALM-16 und RAJI sind mit je 98% hochpositiv fir CD19, hier in APC
gefarbt, auf der x-Achse. K562 ist negativ fur CD19.

3.2.1 ADCC von NK-Zellen und yd T-Zellen padiatrischer Patienten
nach SZT und gesunder Probanden durch den CD19-
4G7SDIE AK

3.2.1.1 Messung der Aktivierung durch CD19-4G7SDIE AK mit dem Aktivi-
tatsmarker CD69

Das Oberflachenmolekil CD69 wird friih im Aktivierungsprozess von Lymphozy-
ten exprimiert. In diesem Versuch wurden frisch isolierte PBMC aus Vollblut mit
der Targetzelllinie NALM-16 unter Zugabe von CD19-4G7SDIE AK fir 14 Stun-
den inkubiert. Mittels Durchflusszytometrie wurde anschlieRend die CD69-Ex-
pression auf NK- und y® T-Zellen gemessen. Wie Abb.3-2 zu entnehmen ist,
zeigte sich bei den NK- und yd T-Zellen ein signifikanter Anstieg der CD69-Ex-
pression durch CD19-4G7SDIE AK im gepaarten t-Test mit p<0,0001 bei den
NK-Zellen bzw. p=0,0005 bei den yd T-Zellen.
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NK-Zellen: gepaarter t-Test p<0,0001, n= 17 davon Patienten nach SZT n=9
vd T-Zellen: gepaarter t-Test p=0,0005, n= 17, davon Patienten nach SZTn=9

Abb. 3-2 CD69-Expression auf NK- und yd T-Zellen durch CD19-4G7SDIE AK

Frisch isolierte PBMC wurden mit NALM 16 mit einer E:T von 1:1, mit und ohne CD19-4G7SDIE
AK fir 14h inkubiert. Anschlielend wurde in der durchflusszytometrischen Analyse die CD69 Ex-
pression auf den A) NK-Zellen und B) yd T-Zellen quantifiziert. CD19-4G7SDIE AK steigerte die
CD69-Expression auf beiden Zelltypen signifikant.

3.2.1.2 Messung der Aktivierbarkeit von NK- und y& T-Zelle durch CD19-
4G7SDIE AK mittels CD107a-Assay und ICS

Die Zytotoxizitdt von NK-Zellen lasst sich indirekt Gber die Expression von
CD107a messen. Ein weiteres Mal} fur die Quantifizierung der ADCC stellt die
Ausschittung der Zytokine TNFa und INFy dar, welche in diesem Versuch intra-
zellular angefarbt wurden. Als Targetzelllinie wurde NALM-16 verwendet. Wie in
Abb.3-3A gezeigt, konnte die CD107a-Expression der NK-Zellen signifikant
durch CD19-4G7SDIE AK gesteigert werden (p<0,0001). Auch die Produktion
der Zytokine TNFa und INFy durch die NK-Zellen konnte mittels CD19-4G7SDIE
AK signifikant angeregt werden (p<0,0001). Analog zu den NK-Zellen konnte die
CD107a-Expression der yd T-Zellen durch CD19-4G7SDIE AK ebenfalls signifi-
kant erhdoht werden, wie in Abb.3-3B zu sehen ist. Auch die Zytokinproduktion
der yd T-Zellen zeigte nach Zugabe von CD19-4G7SDIE AK einen signifikanten
Anstieg.
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CD107a : gepaarter t-Test p=0,0004, n=38, davon Patienten nach SZT n=28
INFy : gepaarter t-Test p<0,0320, n= 35, davon Patienten nach SZT n=27
TNFa : gepaarter t-Test p<0,0193, n= 38, davon Patienten nach SZT n=28

Abb. 3-3 Messung der Aktivierbarkeit von NK- und yd T-Zelle durch CD19-4G7SDIE AK
Frisch isolierte PBMC wurden im Rahmen eines 14-stiindigen CD107a-Assays mit ICS gegen
das Target NALM-16 bei einer E:T von 1.1 getestet, jeweils mit und ohne Zugabe des CD19
Antikdrpers CD19-4G7SDIE AK. Die ADCC der NK-Zellen in A) und der yd T-Zellen in B) wurde
indirekt Giber die CD107a-Expression und die Ausschiittung von INFy und TNFa bestimmt, welche
durchflusszytometrisch gemessen wurden. Alle drei Messparameter zeigten nach Zugabe von
CD19-4G7SDIE AK sowohl bei den NK-Zellen als auch bei den yd T-Zellen einen signifikanten
Anstieg.

Abb.3-3 lasst auch einen Vergleich zwischen NK- und yd T-Zellen tber die Hohe
der CD19-4G7SDIE AK induzierten Aktivitdt zu. CD19-4G7SDIE AK fluhrte bei
allen gemessenen Parametern zu einem hdheren Wert bei den NK-Zellen als bei
den yd T-Zellen. So lag der Mittelwert der CD107a-Expression der NK-Zellen
nach Stimulation mit CD19-4G7SDIE AK bei 35%, bei yd T-Zellen lag er nur bei
9%. Bei der TNFa-Sekretion erzielten die NK-Zellen einen Mittelwert von 13% im

Vergleich zu 7% bei den yd T-Zellen. Den gro3ten Unterschied gab es allerdings
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bei der CD69-Expression, hier lag der Mittelwert der CD69-Expression der NK-
Zellen bei 63%, der der yd T-Zellen bei 27%, siehe Abb.3-2.

3.2.1.3 Direkte Messung der ADCC im Kill-Assay

Mit Hilfe des Kill-Assays kann die direkte Lyse der Targetzellen durch die Ef-
fektorzellen bestimmt werden und so auch die ADCC der NK-Zellen durch CD19-
4G7SDIE AK. Es wurden frisch isolierte PBMC gegen das Target NALM-16 mit
und ohne Zugabe von CD19-4G7SDIE AK getestet. Die Lyse wurde nach einem
Inkubationszeitraum von 14 Stunden ermittelt. Wie in Abb. 3-4 dargestellt, konnte
CD19-4G7SDIE AK den Mittelwert der erzielten Lyse von 24% auf 42% signifi-
kant anheben (p=0,0003). Dabei handelt es ich um die Gesamtlyse und ADCC
von NK- und yd T-Zellen bzw. der PBMC zusammen. Eine nach Zellart aufge-
schlisselte Betrachtung ist in diesem Fall nicht moéglich, da der Versuch mit

PBMC und nicht mit den separierten Zellarten durchgefuhrt wurde.
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Abb. 3-4 Direkte Messung der ADCC im Kill-Assay

Die Lyse von NALM-16 durch frisch isolierte PBMC, bzw. die darin als Haupteffektoren enthalte-
nen NK- und y® T-Zellen, wurden nach einer Inkubationszeit von 14 Stunden bei einer E:T von
1:1, im Rahmen eines Kill-Assays ermittelt. Die Inkubation fand mit und ohne CD19-4G7SDIE AK
statt, sodass die Hohe der Lyse beider Konditionen verglichen werden konnte. Unter Zugabe von
CD19-4G7SDIE AK kam es zu einem signifikanten Anstieg der Lyse.
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3.2.2 Untersuchung der Aktivierbarkeit von NK-Zellen und yd T-
Zellen padiatrischer Patienten nach haploidenter
TcRaB/CD19-depletierter SZT durch CD19-4G7SDIE AK

3.2.2.1 Aktivitatssteigerung von NK- und yd& T-Zellen durch CD19-
A4G7SDIE AK

Um die Fahigkeit von NK- und yd T-Zellen péadiatrischer Patienten nach haploi-
denter TcRap/CD19-depletierter SZT zu ADCC zu messen, wurden frisch iso-
lierte PBMC dieser Patienten in einem Aktivierungs- bzw. CD107a-Assay mit ICS
auf ihr Ansprechen auf CD19-4G7SDIE AK getestet. Als Target dienten NALM-
16. Bei den NK-Zellen der Patienten nach SZT zeigte sich sowohl bei der
CD107a- und CD69-Expression als auch in der Zytokinsekretion ein signifikanter
Anstieg durch CD19-4G7SDIE AK, siehe Abb. 3-5A. Wie in Abb. 3-5B darge-
stellt, erhdbhte CD19-4G7SDIE AK bei den yd T-Zellen der Patienten die Expres-
sion von CD107a und CD69 ebenfalls signifikant. Die Zytokinausschuttung der
yo T-Zellen bewegte sich jedoch in einem niedrigen Prozentbereich.
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CD107a : gepaarter t-Test p= 0,167, n=28 CD69: gepaarter T-test p= 0,0181, n=9
INFy : gepaarter t-Test p<0,1998, n= 27 TNFa : gepaarter t-Test p=0,4857, n= 28

Abb. 3-5 Aktivierbarkeit von NK- und yd T-Zellen padiatrischer Patienten nach SZT durch
CD19-4G7SDIE AK

Die Messung der Aktivierbarkeit von NK- bzw. yd T-Zellen pédiatrischer Patienten nach haploi-
denter TcRap/CD19-depletierter SZT durch CD19-4G7SDIE AK wurde mit frisch isolierten PBMC
dieser Patienten gegen NALM-16 bei einer E:T von 1:1 im Rahmen eines 14-stiindigen Aktivie-
rungs- und CD107a-Assays mit ICS getestet. In A) sind die Ergebnisse fur die NK-Zellen, in B)
die der yd T-Zellen dargestellt.

3.2.2.2 Direkte Messung der ADCC im Kill-Assay

Die Fahigkeit von PBMC bzw. der darin enthaltenen NK- und yd T-Zellen padiat-
rischer Patienten nach haploidenter TcRap/CD19-depletierter SZT zu ADCC,
kann anhand der Targetzelllyse in einem Kill-Assay direkt bestimmt werden. Die
ADCC wurde mittels CD19-4G7SDIE AK und der Targetzelllinie NALM-16 nach
einer Inkubationszeit von 14 Stunden getestet. Wie Abb.3-6 zu entnehmen ist,
konnte CD19-4G7SDIE AK die Lyse von NALM-16 von einem Mittelwert von 22%
auf 41% signifikant erhéhen (p=0,0069).
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Abb. 3-6 Messung der ADCC durch PBMC padiatrischer Patienten nach SZT im Kill-Assay
Die Lyse von NALM-16 durch frisch isolierte PBMC bzw. die darin als Haupteffektoren enthalte-
nen NK- und yd T-Zellen, wurde nach einer Inkubationszeit von 14 Stunden im Kill-Assay ermittelt.
Die PBMC wurden aus dem Blut padiatrischer Patienten nach haploidenter TcRaB/CD19-deple-
tierter SZT isoliert und bei einer E:T von 1:1 eingesetzt. Die Inkubation fand mit und ohne CD19-
4G7SDIE AK statt, sodass die Hohe der Lyse beider Konditionen verglichen werden konnte. Un-
ter Zugabe von CD19-4G7SDIE AK kam es zu einem signifikanten Anstieg der Lyse.

3.2.3 Vergleich der Aktivierbarkeit von NK- und yd T-Zellen gesun-
der Probanden mit padiatrischen Patienten nach haploiden-
ter TcRaB/CD19-depletierter SZT

In Abschnitt 3.1.2 wurden die Messwerte fiir die Beurteilung der ADCC durch NK-
und yd T-Zellen der gesunden Probanden und der padiatrischer Patienten nach
haploidenter TcRaf/CD19-depletierter SZT zu einem Kollektiv zusammenge-
fasst. Im Folgenden wurde Uberprift, ob Unterschiede in der Aktivierbarkeit von
NK- und yd T-Zellen zwischen den gesunden Probanden und den Patienten nach
SZT bestehen. Dafur wurden die Messwerte aus der Abschnitte 3.1.2.1-3.1.2.3
in die beiden Gruppen aufgeschlisselt und miteinander verglichen. Es wurde da-
bei nicht nur die Aktivierung durch den Antikdrper zwischen den Gruppen vergli-
chen, sondern auch die Aktivierbarkeit durch NALM-16 ohne Antikdrper.

Bei der Aktivierbarkeit der NK-Zellen von Patienten nach Transplantation durch

NALM-16 zeigten sich im Vergleich zu den gesunden Probanden im Hinblick auf
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die CD107a-Expression und Ausschittung von TNFa und INFy keine signifikan-
ten Unterschiede, siehe Abb.3-7. Nur der Frihaktivierungsmarker CD69 wurde
von den gesunden Probanden signifikant h6her exprimiert mit p=0,0297 im un-
gepaarten t-Test. Im Hinblick auf die Aktivierbarkeit durch CD19-4G7SDIE AK im
Rahmen der ADCC konnte in Abschnitt 3.1.3 gezeigt werden, dass die NK- und
yo T-Zellen von Patienten nach Transplantation ein signifikantes Ansprechen zei-
gen. In dem in Abb.3-7 dargestellten Vergleich mit gesunden Probanden zeigten
die NK-Zellen der Patienten aber eine geringere Aktivierbarkeit durch CD19-
4G7SDIE AK. Mit Ausnahme der INFy-Sekretion ist dieser Unterschied mit p=
0,0023 bei der CD107a-Expression, p=0,0005 in der CD69-Expression und
p=0,0229 in der TNFa-Sekretion im ungepaarten t-Test signifikant.

In Abb.3-8 wird auf die ADCC und Aktivitat der yd T-Zellen von Patienten nach
SZT im Vergleich zu gesunden Probanden gegeniiber NALM-16 eingegangen.
Im Hinblick auf die Aktivierbarkeit durch NALM-16 zeigten sich mit Ausnahme der
INFy-Sekretion keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Kol-
lektiven. INFy wurde von den gesunden Probanden signifikant starker sezerniert
als von den Patienten nach SZT (ungepaarter t-Test p= 0,0035), allerdings be-
wegte sich die INFy-Sekretion beider Gruppen nur im niedrigen Prozentbereich.
Ebenfalls in Abb.3-8 dargestellt, ist das Ansprechen auf CD19-4G7SDIE AK der
yd T-Zellen beider Gruppen. Auch hier lie3en sich die yd T-Zellen der gesunden
Probanden etwas starker durch CD19-4G7SDIE AK aktivieren. Dieser Unter-
schied war im gepaarten t-Test nur bei der Sekretion von INFy (p=0,0145) und
TNFa (p=0,0229) signifikant.
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CD107a: gepaarter t-Test: - p=0,1066, +4G7SDIE p=0,0023 ; Patienten n=28 Probanden n=10
CD69 : gepaarter t-Test: - p=0,0297, +4G7SDIE p=0,0005 ; Patienten n=9, Probanden n=8
INFy : gepaarter t-Test: - p=0,2760, +4G7SDIE p=0,6708 ; Patienten n=27, Probanden n=8
TNFa : gepaarter t-Test: - p=0,1188, +4G7SDIE p=0,0229; Patienten n=28, Probanden n=10

Abb. 3-7 Vergleich der Aktivierbarkeit von NK-Zellen gesunder Probanden und Patienten
nach SZT durch NALM-16 und CD19-4G7SDIE AK

Die CD69- und CD107a Expression, sowie die Zytokinproduktion von NK-Zellen gesunder Pro-
banden und padiatrischer Patienten nach haploidenter TcRap/CD19-depletierter SZT wurden
nach einem 14-stiindigen Aktivierungs- bzw. CD107a-Asssay durchflusszytometrisch gemessen
und miteinander verglichen. Dabei wurde sowohl das Ansprechen auf die Targetzelllinie NALM-
16 bei einer E:T von 1:1, als auch auf den Antikérper CD19-4G7SDIE AK zwischen den beiden
Gruppen verglichen. Die NK-Zellen der gesunden Probanden zeigten dabei eine teils signifikant
hohere Aktivitat und Zytokinproduktion.
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CD107a: gepaarter t-Test: - p=0,0553, +4G7SDIE p=0,0,3896 ; Patienten n=28 Probanden n=10
CD69 : gepaarter t-Test: - p=0,5957, +4G7SDIE p=0,0882 ; Patienten n=9, Probanden n=8

INFy : gepaarter t-Test: - p=0,0035, +4G7SDIE p=0,0145 ; Patienten n=27, Probanden n=8
TNFa : gepaarter t-Test: - p=0,1188, +4G7SDIE p=0,0229 ; Patienten n=28, Probanden n=10

Abb. 3-8 Vergleich der Aktivierbarkeit von yd T-Zellen gesunder Probanden und Patienten
nach SZT durch NALM-16 und CD19-4G7SDIE AK

yd T-Zellen gesunder Probanden und padiatrischer Patienten nach haploidenter TcRa/CD19-
depletierter SZT wurden nach einem 14-stindigen Aktivierungs- bzw. CD107a-Assays durch-
flusszytometrisch auf ihre CD69- und CD107a Expression, sowie die Zytokinproduktion getestet.
Es wurde sowohl das Ansprechen auf die Targetzelllinie NALM-16 bei einer E:T von 1:1 als auch
die Aktivierbarkeit durch CD19-4G7SDIE AK gemessen und zwischen den beiden Gruppen ver-
glichen. Die yd T-Zellen der gesunden Probanden wiesen dabei Uberwiegend eine im ungepaar-
ten t-Test signifikant hohere Zytokinproduktion auf. Im Hinblick auf die CD69 und CD107a-

Expression bestanden keine signifikanten Unterschiede.

Abb.3-9 vergleicht die Lyse von NALM-16 mit und ohne CD19-4G7SDIE AK
durch PBMC bzw. den darin enthaltenen NK- und yd T-Zellen zwischen gesun-
den Probanden und Patienten nach SZT. Hier lieBen sich weder bei der reinen
Targetzelllyse nach 14 Stunden noch bei der ADCC signifikante Unterschiede

zwischen beiden Gruppen feststellen.
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Abb. 3-9 Vergleich der spontanen Lysefahigkeit und ADCC zwischen PBMC gesunder Pro-
banden und Patienten nach SZT

Es wurde die spontane Lysefahigkeit von NALM-16 bei einer E:T von 1:1 und die ADCC mittels
CD19-4G7SDIE AK durch PBMC bzw. die darin enthaltenen NK- und yd T-Zellen in einem 14-
stindigen Kill-Assay gemessen. Dabei wurden PBMC gesunder Probanden und padiatrischer
Patienten nach haploidenter TcRaf3/CD19-depletierter SZT verwendet, um die Ergebnisse dieser

beiden Gruppen miteinander zu vergleichen. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.

NK- und yd T-Zellen der Patienten nach SZT zeigten teilweise eine geringere
Aktivierbarkeit durch CD19-4G7SDIE AK; in Abschnitt 3.1.3 konnte allerdings ein
signifikantes Ansprechen auf CD19-4G7SDIE AK generell gemessen werden.
Fur die weiteren Versuche wurden gesunden Probanden und Patienten nach

SZT gemeinsam ausgewertet.

3.2.4 Einfluss yd T-Zellen auf NK-Zellen in Bezug auf die spontane
Lysefahigkeit und ADCC

Um zu evaluieren, ob yd T-Zellen einen Einfluss auf die spontane Lysefahigkeit
und ADCC von NK-Zellen haben, wurden frisch isolierte PBMC TcRyd- depletiert
und in einem CD107a bzw. Kill-Assay gegen mock-depletierte PBMC desselben
Spenders getestet. Mock-depletiert bedeutet in diesem Kontext, dass die PBMC
den Depletionsprozess durchlaufen haben, ohne Zugabe von Antikdrpern fir die
Depletion. Es wurde hierdurch eine ungleiche mechanische Beanspruchung der
Zellen durch den Depletionsprozess ausgeschlossen. Um den Erfolg dieser Mal3-
nahme zu udberprifen, wurden Mock- und TcRyd-depletierte PBMC in dem

CD107a Assay als Kontrolle ohne Targetzellen mitgefuhrt. Abb.3-10A zeigt das
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Verhalten der PBMC gesunder Spender und von Patienten nach SZT mit und
ohne TcRyd-Depletion. Es bestand zwischen den beiden Kontrollgruppen in kei-
ner getesteten Kondition ein Unterschied.

Es zeigte sich zudem, dass es im Hinblick auf die CD107a-Expression und Zyto-
kinausschittung der NK-Zellen bei Inkubation mit der Targetzelllinie NALM-16
keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Konditionen gab. Bei Zu-
gabe von CD19-4G7SDIE AK wahrend der Inkubation zeigte sich jedoch, dass
NK-Zellen in Anwesenheit von yd T-Zellen signifikant mehr CD107a exprimieren,
als wenn die yd T-Zellen depletiert wurden. Auch bei der Ausschiittung von INFy
durch NK-Zellen erhéhte sich diese durch die Anwesenheit von yd T-Zellen von
einem Mittelwert von 4% auf 6%. Dieser Unterschied war allerdings nicht signifi-
kant und die INFy-Sekretion bewegte sich im niedrigen Prozentbereich. Bei der
TNFa- Ausschiittung bestand kein signifikanter Unterschied. Abb.3-10B zeigt die
Ergebnisse der Versuche mit PBMC padiatrischer Patienten nach TcRap/CD19-
depletierter SZT separat. Die spontane Lyseaktivitat und ADCC der Patienten-
PBMC nach Transplantation entspricht der gesunder Spender und kann dem-

nach zu weiteren Analysen in einem Gesamtkollektiv betrachtet werden.
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CD107a: gepaarter t-Test, +4G7SDIE: p=0,0408, n=8 O mock-depletiert
INFy: gepaarter t-Test, +4G7SDIE: p=0,1530, n=8 n TcRyd-depletiert

TNFo: gepaarter t-Test, +4G7SDIE: p=0,4187, n=8

Abb. 3-10 Vergleich zwischen TcRy®- und mock-depletierten PBMC im CD107a-Assay mit
ICS

TcRy0d-depletierte (schwarz) und mock-depletierte (grau) PBMC derselben Spender wurden in
einem 14-stiindigen CD107a-Assay mit ICS gegen die Targetzelllinie NALM-16 bei einer E:T von
1:1, mit und ohne CD19-4G7SDIE AK getestet. Die Ergebnisse beider Gruppen wurden vergli-
chen, um zu untersuchen, ob yd T-Zellen die Aktivitat von NK-Zellen steigern. In A) sind die Er-
gebnisse der PBMC gesunder Spender und Patienten nach SZT gemeinsam dargestellt, in B) die

Ergebnisse der Patienten nach SZT separat.

Bei der in Abb.3-11 abgebildeten Untersuchung der direkten Lyse der Targetzel-
len NALM-16, RAJI und K562 nach 14 Stunden wurden ebenfalls Mock- mit
TcRyd-depletierten PBMC als Effektoren bei einer E:T von 1:1 verglichen. In der
spontanen Lyse der Targetzellen zeigte sich zwischen den beiden Gruppen kein
signifikanter Unterschied. Bei Inkubation mit CD19-4G7SDIE AK wiesen die
mock-depletierten PBMC eine signifikant hthere Lyse gegentber RAJI im Ver-
gleich zu TcRyd-depletierten PBMC im gepaarten t-Test mit p=0,0263 auf. In der
ADCC gegenuber NALM-16 bestand hingegen kein signifikanter Unterschied

zwischen den beiden Gruppen.
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Abb.3-11 Vergleich der spontanen Lyse und ADCC zwischen TcRy®&- und mock-depletier-
ten PBMC

Im Kill-Assay wurde die Lyse in % nach 14 Stunden mit und ohne Antikdrper CD19-4G7SDIE AK
gegeniber den Targetzelllinien NALM-16, RAJI und K562 bei einer E:T von 1:1 gemessen. Als
Effektoren wurden TcRyd-depletierten (schwarz) und mock-depletierten (grau) PBMC derselben

Spender eingesetzt und die Ergebnisse miteinander verglichen.

Zusammengefasst ergeben die Versuche Hinweise darauf, dass die ADCC der
NK-Zellen durch yd T-Zellen gesteigert wird, nicht aber die spontane Lysefahig-
keit.

3.3 Einfluss von yd T-Zellen auf NK-Zellen unter Stimulation
mit IL2 und Zoledronat

3.3.1 Einfluss von IL2 und Zoledronat auf NK-Zellen

Zunachst wurde untersucht welchen Einfluss Zoledronat und IL2 generell auf NK-
Zellen haben. Fir die Beurteilung wurde die Expression des Frihaktivierungs-
markers CD69 bei Koinkubation mit den Targetzelllinien NALM-16, RAJI und
K562 herangezogen. Wahrend eines 14-stindigen Aktivierungs-Assays mit frisch
isolierten PBMC und wurden die Konditionen IL2 100IE/lI oder 5uM/I Zoledronat

getestet. Abb.3-12 zeigt die Ergebnisse. Gegenuber aller drei Targetzelllinien
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konnte die CD69-Expresion auf den NK-Zellen durch IL2 signifikant gesteigert

werden. Zoledronat flihrte hingegen zu keinem Anstieg der CD69- Expression.
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Abb. 3-12 Einfluss von IL2 und Zoledronat auf die CD69-Expression von NK-Zellen

In einem 14-stindigen Aktivierungs-Assay wurden frisch isolierte PBMC unter Zugabe von IL2
bzw. Zoledronat (Z) gegen die Targetzelllinien NALM-16, RAJI und K562 bei einer E:T von 1:1
auf die CD69-Expression auf NK-Zellen getestet. IL2 fuhrt zu einem signifikanten Anstieg der
CD69-Expression auf NK-Zellen.

3.3.1.1 Einfluss der Prastimulation mit Zoledronat und IL2 auf NK-Zellen

Da sich gegenuber der Targetzelllinie NALM-16 in dem vorherigen Abschnitt die
besten Ergebnisse zeigten, wurde diese Zelllinie fur die weitere Evaluation des
Einflusses von IL2 und Zoledronat auf NK-Zellen verwendet. In einem weiteren
Versuch wurden die PBMC fir 24 Stunden mit IL2 und/oder Zoledronat ohne
Targetzellen vorstimuliert, bevor ein Kill- bzw. Aktivierungs-Assay fur weitere 14
Stunden wieder unter Zugabe von IL2 und Zoledronat angeschlossen wurde. Es
wurden in diesem Versuch auch immer PBMC ohne Targetzellen als Kontrolle
mitgefuhrt, um eine unspezifische Aktivierung der NK-Zellen durch IL2 und
Zoledronat zu detektieren. Wie bereits in dem vorherigen Abschnitt beschrieben,
zeigte sich wieder ein signifikanter Anstieg der CD69-Expression durch IL2, nicht
aber durch Zoledronat, wie Abb.3-13A zeigt. Auch die CD137-Expression wies
dieses Muster auf. Nach einer 24-stiindigen Prastimulation mit IL2 bzw. Zoledro-
nat, wie in Abb.3-13B dargestellt, zeigte sich nicht nur ein signifikanter Anstieg
der CD69- und CD137-Expression durch IL2, sondern auch durch Zoledronat.
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Abb.3-13B ist auch zu entnehmen, dass es nach Prastimulation zu einer signifi-
kanten Aktivierung der NK-Zellen ohne Target durch Zoledronat im Hinblick auf
CD137- und CD69-Expression kam.

IL2 fuhrte lediglich bei der CD69-Expression zu einer Aktivierung der NK-Zellen
ohne Targetzellen, welche sich ohne Prastimulation leicht signifikant und mit Pra-
stimulation in gleichem Mal3e wie durch Zoledronat darstellte. In demselben Ver-
such wurde zudem analysiert, welchen Effekt die Zugabe von IL2 und Zoledronat
gemeinsam auf NK-Zellen hatte.

Wie in Abb.3-13C zu sehen, zeigte sich nach Prastimulation mit beiden Substan-
zen eine deutlich héhere CD69- und CD137-Expression. Der Mittelwert der
CD69-Expression stieg nach Prainkubation mit IL2 und Zoledronat von 55% auf
93%, bei der CD137-Experssion stieg der Mittelwert von 21% auf 41%, diese
Unterschiede waren allerdings nicht signifikant. Im Hinblick auf die Targetzelllyse,
siehe Abb.3-13B+C, fuhrte eine Prainkubation mit IL2 oder Zoledronat zu keinem
signifikanten Effekt. Bei einer Vorinkubation mit IL2 und Zoledronat gemeinsam
kam es jedoch zu einem signifikanten Anstieg der Lyse.
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Abb. 3-13 Einfluss von Prastimulation mit IL2 und Zoledronat auf NK-Zellen in Kill- und
Aktivierungs-Assay

Frisch isolierte PBMC wurden mit oder ohne IL2 und/oder Zoledronat (Z) fir 24 Stunden vorsti-
muliert. Anschlieend wurde ein 14-stiindiger Kill- bzw. Aktivierungs-Assay mit NALM-16 bei ei-
ner ET:T von 1:1 unter erneuter Zugabe von IL2 und/oder Zoledronat durchgefuhrt. Als Kontrolle
wurden PBMC ohne Targetzellen unter gleichen Bedingungen durchgefiihrt. In A sind die Ergeb-
nisse ohne Prastimulation, in B die Ergebnisse mit Prastimulation mit Zoledronat bzw. IL2 gezeigt.

C zeigt den Einfluss der Zugabe von IL2 und Zoledronat gemeinsam mit und ohne Prastimulation
auf die NK-Zellen.

Es wurde neben dem Kill-Assay ein CD107a-Assay mit ICS durchgefuhrt. Ohne
Prastimulation, wie in Abb.3-14A zu sehen ist, kam es weder durch IL2 noch
durch Zoledronat zu einer signifikanten Erhéhung der CD107a-Expression oder
Zytokinsekretion. Eine Aktivierung ohne Targetzellen zeigte sich nicht. Mit Pras-
timulation fhrte IL2 zu einem signifikanten Anstieg der CD107a-Expression, wie
Abb.3-14B zeigt. Im Hinblick auf die Zytokinproduktion zeigte sich zwar ein leich-
ter Anstieg des Mittelwertes von 4% bei INFy bzw. 7% bei TNFa, dies war aller-
dings nicht signifikant und gerade die INFy-Produktion bewegte sich im niedrigen

Prozentbereich. Auch Zoledronat erhéhte den Mittelwert der CD107a-Expression
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und INFy-Sekretion um je 5%. Dies war jedoch ebenfalls nicht signifikant. Zudem
zeigte sich, dass die Prainkubation mit Zoledronat zu keinem signifikanten An-
stieg der CD107a-Expression und Zytokinsekretion der NK-Zellen ohne Zugabe
von Targetzellen kam. Wie bereits in Abb.3-13B gezeigt wurde, fihrte weder IL2
noch Zoledronat, auch nicht in der Kondition mit Prastimulation, zu einem signifi-
kanten Anstieg der Zytokinsekretion. Die Kombination beider Substanzen (IL2
und Zoledronat) fuhrte jedoch zu einem signifikanten Anstieg der Ausschuittung
von INFy und TNFa, siehe Abb.3-14C.
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Abb. 3-14 Aktivierung von NK-Zellen durch IL2 und Zoledronat im CD107a-assay mit ICS

Es wurden frisch isolierte PBMC mit oder ohne IL2 und oder Zoledronat (Z) fur 24 Stunden inku-
biert. AnschlieRend wurden die Zellen in einem 14-stiindigen CD107a-Assay mit ICS mit NALM-
16, bei einer E:T von 1:1 unter erneuter Zugabe von IL2 und/oder Zoledronat inkubiert. Als Kon-
trolle wurden PBMC ohne Targetzellen unter analogen Bedingungen mitgefuhrt. In A sind die
Ergebnisse ohne IgG-Préstimulation, in B die Ergebnisse mit Prastimulation mit IL2 und Zoledro-
nat gezeigt. C zeigt den Einfluss der Zugabe von IL2 und Zoledronat gemeinsam mit (grau) und

ohne vorherige Prastimulation (schwarz) auf NK-Zellen.
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3.3.2 Einfluss von IL2, Zoledronat und CD19-4G7SDIE AK auf Ex-
pression von CD69 auf yd T-Zellen

Um den Einfluss von IL2 und Zoledronat auf yd T-Zellen zu untersuchen,
wurden frisch isolierte PBMC unter Zugabe von IL2, Zoledronat und CD19-
4G7SDIE AK im Rahmen eines Kill-Assays gegen die Targetzelllinien NALM-16,
RAJI und K562 verwendet und die yd T-Zellen durchflusszytometrisch auf die
Expression des Fruhaktivierungsmarkers CD69 untersucht. Hierbei zeigen die in
Abb.3-15 dargestellten Ergebnisse einen deutlichen Anstieg der CD69-Expres-
sion durch Zoledronat. Gegenuber den Targetzelllinien NALM-16 und RAJI war
dieser Anstieg signifikant. Bei der Targetzelllinie NALM-16 wurde zusatzlich der
Antikorper CD19-4G7SDIE AK eingesetzt, um die Aktivierung durch Zoledronat
mit der durch CD19-4G7SDIE AK zu vergleichen. Hierbei zeigte sich, dass
Zoledronat die CD69-Expression signifikant héher steigert als CD19-4G7SDIE

AK. IL2 hatte keinen wesentlichen Einfluss auf die CD69-Expression.
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Abb. 3-15 Einfluss von IL2 und Zoledronat auf die CD69-Expression von yd T-Zellen

Die durchflusszytometrische Messung der CD69-Expression auf yd T-Zellen erfolgte nach 14-
stundiger Inkubation frisch isolierter PBMC mit IL2 bzw. Zoledronat (Z) und den Targetzelllinien
NALM-16, RAJI oder K562 bei einer E:T von 1:1. Bei NALM-16 wurde zudem der CD19-4G7SDIE

AK zur Vermittlung von ADCC zur Antigen-spezifischen Stimulation verwendet.
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3.3.2.1 Einfluss der Prastimulation mit IL2 und Zoledronat auf yd T-Zellen

In dem in Abschnitt 3.1.1.2 beschriebenen Kill-Assay wurde durchflusszytomet-
risch auch die CD69- sowie CD137-Expression der yd T-Zellen gemessen. Die
Ergebnisse sind in Abb.3-16 abgebildet. Zoledronat erhohte die CD69- und
CD137-Expression sowohl ohne (Abb.3-16A) als auch mit (Abb. 3-16B) Prasti-
mulation signifikant. Allerdings fiihrte Zoledronat auch ohne Zugabe von Target-
zellen zu einer signifikanten Erhéhung beider Parameter unabhangig davon, ob
eine Prastimulation erfolgte oder nicht. IL2 steigerte die CD69 und CD137-Ex-
pression nicht signifikant, allerdings wurde bei der CD69-Expression nach Vor-
stimulation mit IL2 ein Anstieg des Mittelwertes um 25% gemessen. Durch IL2
und Zoledronat gemeinsam war, wie in Abb.3-16C dargestellt, bereits ohne Pra-
stimulation ein signifikanter Anstieg der CD69-CD137 Expression festzustellen.
Vergleicht man diesen mit der Expression beider Parameter unter Einfluss von
Zoledronat ohne Vorstimulation, zeigte sich ein Anstieg des Mittelwertes um 13%
bei der CD69- Expression und um 16% bei der CD137-Expression.
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Abb. 3-16 Einfluss einer Prastimulation mit IL2 und Zoledronat auf yd T-Zellen im Kill-As-
say

Frisch isolierte PBMC wurden mit oder ohne IL2 und/oder Zoledronat (Z) fiir 24 Stunden inkubiert.
AnschlieRend wurde ein 14-stindiger Kill Assay mit NALM-16 bei einer E:T von 1:1 unter erneuter
Zugabe von IL2 und/oder Zoledronat durchgefihrt. Als Kontrolle wurden PBMC ohne Targetzel-
len unter gleichen Bedingungen durchgefihrt. In A sind die Ergebnisse ohne Prastimulation, in B
die Ergebnisse mit Prastimulation mit Zoledronat und IL2 gezeigt. C zeigt den Einfluss der Zugabe

von IL2 und Zoledronat gemeinsam mit (grau) und ohne (schwarz) Prastimulation auf yd T-Zellen.

In dem in Abschnitt 3.1.1.2 ebenfalls beschriebenen CD107a-Assay mit ICS wur-
den durchflusszytometrisch y® T-Zellen auf ihre CD107a-Expression und Zyto-
kinsekretion untersucht. Anders als bei der CD69- oder CD137-Expression, wie
in Abb.3-16 dargestellt, zeigte sich bei der CD107a-Expression und Zytokinsek-
retion, dargestellt in Abb.3-17A, ohne Prastimulation kein signifikanter Anstieg
durch Zoledronat. Nur bei der CD107a-Expression fand sich ohne Zugabe von
Targetzellen ein signifikanter Anstieg durch Zoledronat. Mit Prastimulation, wie
ADbb.3-17B zu entnehmen ist, zeigte sich durch Zoledronat ein hoch signifikanter
Anstieg der CD107a-Expression und der Zytokinsekretion. Auch hier wurde ohne

Zugabe von Targetzellen eine Aktivierung der yd T-Zellen durch Zoledronat fest-
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gestellt, die allerdings weniger ausgepragt war als der Aktivitdtsanstieg bei Zu-
gabe von NALM-16. IL2 zeigte keinen Anstieg der gemessenen Parameter un-
abhangig davon, ob eine Prastimulation erfolgte oder nicht. Wurden die PBMC
mit IL2 und Zoledronat gemeinsam inkubiert, wie in Abb.3-17C dargestellt, kam
es erst nach einer Prastimulation mit beiden Substanzen zu einem signifikanten
Anstieg der CD107a-Expression und Zytokinfreisetzung. Dieser Anstieg ist ver-

gleichbar mit dem Anstieg durch die Prastimulation mit Zoledronat alleine.
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Abb. 3-17 Aktivierung von yd T-Zellen durch IL2 und Zoledronat im CD107a-Assay mit ICS
Es wurden frisch isolierte PBMC mit oder ohne IL2 und/oder Zoledronat (Z) fir 24 Stunden inku-
biert. Anschlieend wurden die Zellen in einem 14-stiindigen CD107a-Assay mit ICS gegen
NALM-16 bei einer E:T von 1:1 unter erneuter Zugabe von IL2 und/oder Zoledronat weiterver-
wendet. Als Kontrolle wurden PBMC ohne Targetzellen unter gleichen Bedingungen durchge-
fuhrt. In A sind die Ergebnisse ohne Prastimulation, in B die Ergebnisse mit Prastimulation mit
Zoledronat und IL2 gezeigt. C zeigt den Einfluss der Zugabe von IL2 und Zoledronat gemeinsam

mit (grau) und ohne Prastimulation (schwarz) auf yd T-Zellen.
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3.3.3 Einfluss von y® T-Zellen auf die Aktivierung von NK-Zellen

unter Einfluss von Zoledronat

In Abschnitt 3.1.1.2 zeigte sich nach Prastimulation von PBMC mit Zoledronat ein
teils signifikanter Anstieg der NK-Zellaktivitat. Da es sich bei Zoledronat um ein
Stimulanz von yd T-Zellen handelt, wurde im folgenden Versuch untersucht, ob
die NK-Aktivitdt durch yd T-Zellen beeinflusst wird. Dazu wurden frisch isolierte
PBMC TcRyod-depletiert bzw. mock-depletiert. Es erfolgte eine 24-stindige Inku-
bation mit Zoledronat, bevor die beiden Zellgruppen unter erneuter Zugabe von
Zoledronat gegen NALM-16 in einem CD107a-Assay mit ICS weiterverwendet
wurden. Der Aktivierungs-Assay wurde direkt ohne Préstimulation angesetzt. Bei
allen gemessenen Parametern wurde die Differenz der Aktivitat mit und ohne
Zoledronat gebildet. Die so erhaltene Aktivitatszunahme durch Zoledronat wurde
zwischen den TcRyd- und mock-depletierten PBMC verglichen. Wie in Abb.3-
18A dargestellt fihrte eine Depletion von yd T-Zellen zu einer signifikant schlech-
teren Zunahme der CD107a-Expression der NK-Zellen durch Zoledronat. Auch
eine geringere Zunahme der CD69-Expression (Abb.3-18B) sowie Zytokinaus-
schittung der NK-Zellen durch Zoledronat war ohne yd T-Zellen festzustellen.

Dies war nicht signifikant.
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Abb. 3-18 Einfluss von y& T-Zellen auf die Aktivierung von NK-Zellen unter Einfluss von
Zoledronat

Frisch isolierte PBMC wurden TcRy® - bzw. mock-depletiert. NALM-16 diente als Target mit einer
E:T von 1:1. In A sind die Ergebnisse der 14-stiindigen CD107a-Assays mit ICS unter Zugabe
von Zoledronat dargestellt. Vor dem Versuch wurden die PBMC 24 Stunden mit Zoledronat vor-
stimuliert. B zeigt die Ergebnisse eines 14-stindigen Aktivierungs-Assays mit CD69-Farbung un-
ter Zugabe von Zoledronat. In A und B ist die Differenz der Aktivitatszunahme der NK-Zellen
durch Zoledronat auf der Ordinate dargestellt. Die Aktivititszunahme der NK-Zellen der TcRyd-
depletierten PBMC (weilR) wurde mit den NK-Zellen der mock-depletiereten PBMC (Grau) vergli-
chen.

3.4 Einfluss von CD137 auf die Interaktion zwischen NK- Zel-

len und expandierten yd T-Zellen

3.41 CD137-Expression durch CD19-4G7SDIE AK und NALM-16

Um testen zu kdnnen, welche Rolle die CD137-Expression in der Interaktion zwi-
schen NK- und yd T-Zellen spielt, wurde im Vorfeld untersucht, wie die Target-
zelllinie NALM-16 und der CD19 AK 4G7SDIE die CD137-Expression beeinflusst.
Wie die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse in Abb.3-19 zeigen,
kam es nach einer 14-stiindigen gemeinsamen Inkubationszeit frisch isolierter
PBMC und NALM-16 im repeated measures ANOVA Tukey zu einem signifikan-
ten Anstieg der CD137-Expression auf NK-Zellen. Durch Zugabe von CD19-
4G7SDIE AK erhdhte sich die CD137-Expression nochmals signifikant. Auf den
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yd T-Zellen steigerte sich die CD137-Expression durch Zugabe von NALM-16
von einem Mittelwert von 4% nur leicht auf 7%. Durch CD19-4G7SDIE AK kam
es zu einem deutlichen Anstieg auf 19%.
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Abb. 3-19 Einfluss von NALM-16 und CD19-4G7SDIE AK auf Expression von CD137
Aus Vollblut isolierte PBMC wurden mit NALM-16 bei einer E:T von 1:1 sowohl mit als auch ohne
Zugabe von CD19-4G7SDIE AK fir 14 Stunden inkubiert. AnschlieBend wurde die Expression

von CD137 auf den NK- und y® T-Zellen durchflusszytometrisch gemessen.

3.4.2 Expansion von yd T-Zellen

Da yd T-Zellen nur einen geringen Teil der im Blut enthaltenen T-Zellen ausma-
chen, war es nicht mdglich, eine fur die Versuche ausreichende Zahl an yd T-
Zellen, aus Vollblut zu isolieren. Daher wurden yd T-Zellen aus 30-50ml Vollblut
gewonnenen PBMC expandiert.

Um den Erfolg der Expansion zu kontrollieren, wurde eine Woche nach Beginn
der Expansion vor Verwendung der Zellen im Experiment der prozentuale Anteil
der yd T-Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. Dabei betrug der Anteil der yd
T-Zellen zu Beginn der Kultur 1,1-3,7 % der T-Zellen. Nach Abschluss der Ex-
pansion betrug der Anteil der yd T-Zellen 86-98% bezogen auf alle T-Zellen bzw.
82-96% der lebenden Zellen in Kultur.
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Abb. 3-20 Durchflusszytometrische Kontrolle der Expansion von yd T Zellen
Es sind die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Kontrollen unter yd T-Zell-Expansionen zu-
sammengefasst dargestellt (n=8). Die Bestimmung des prozentualen Anteils an yd T-Zellen er-

folgte zu Beginn der Expansion, nach einer Woche und mit Abschluss der Expansion.

3.4.3 Titration des optimalen Verhaltnisses von yd T-Zellen zu NK-

Zellen

Um in weiteren Versuchen die Interaktion zwischen NK- und y® T-Zellen
gut untersuchen zu kdénnen, wurde in einem Vorversuch getestet, ob das Ver-
haltnis der beiden Zellengruppen zueinander Auswirkung auf die spon-
tane Lysefahigkeit zeigt. Dazu wurden frisch isolierte NK-Zellen mit
expandierten yd T-Zellen desselben Spenders in einem Verhaltnis von 1:4, 1:1,
0,5:1, 0,25:1, 0,125:1 koinkubiert. Die Menge der NK-Zellen blieb dabei mit
100.000 Zellen/Well gleich; die Zahl der exp. yd T-Zellen, die hinzugegeben
wurde variiert. Als Target diente bei diesem 8-stiindigen CD107a-Assay NALM-
16. In Abb.3-21. ist der Mittelwert der CD107a-Expression auf NK-Zellen, zu
denen keine yd T-Zellen gegeben wurden, mit einem grauen Strich als Referenz-
linie eingezeichnet, um besser erkennen zu kénnen, ob die Zugabe von yd T-
Zellen die CD107a-Expression verandert. Wurden vierfach so viele yd T-Zellen
wie NK-Zellen zugegeben, sank die CD107a-Expression. Lag das Verhéltnis der
exp. ydo T-Zellen zu den NK-Zellen bei 0,5:1 oder darunter, kam es zu einem
leichten Anstieg der CD107a-Expression. Die CD107a-Expression der exp. yd T-
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Zellen stieg durch Zugabe von NK-Zellen an und das umso starker, je geringer
das Verhaltnis von yd T-Zellen zu NK-Zellen war. Da sich Unterschiede in der
CD107a-Expression abhangig vom Verhaltnis von NK-Zellen zu exp. yd T-Zellen
zueinander gezeigt hatten, wurden in den weiteren Versuchen die Verhéaltnisse
von 4:1, 0,5:1, 0,125:1 yd T-Zellen zu NK-Zellen weiter untersucht. Diese Kondi-
tionen wurden ausgewahlt, da sie die Veranderungen durch Varianz der Zahl der

yo T-Zellen auf die CD107a-Expression am besten darstellten.
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Abb. 3-21 Vorversuch: Abhangigkeit der CD107a-Expression von dem Verhaltnis von NK-
Zellen zu exp. yd T-Zellen

Es sind die exemplarischen Daten eines Vorversuches eines Spenders dargestellt, bei dem fiir
jede Kondition 3 technische Replikate angefertigt wurden. In einem 8-stlindigen CD107a-Assay
mit der Targetzelllinie NALM-16 wurden die Auswirkungen der Zugabe expandierter yd T-Zellen
zu isolierten NK-Zellen auf die CD107a-Expression getestet. Zu je 100.000 NK-Zellen wurde eine
definierte Anzahl expandierter y® T-Zellen gegeben, sodass sich ein Verhéltnis der beiden Zell-
gruppen zueinander von 4:1-0,125:1 (y® T-Zellen:NK-Zellen) ergab. Wurden nur NK- oder yd T-
Zellen als Kondition ohne die jeweils andere Zellgruppe verwendet, so betrug ihre Zahl immer
100.000/Well. Die Zahl der Targetzellen betrug stets 100.000. Der graue Strich markiert den Mit-
telwert der CD107a Expression der NK-Zellen alleine (weil3), damit Unterschiede durch die Zu-

gabe von yd T-Zellen besser erkannt werden kénnen.

3.4.4 Blockade von CD137 mittels Antikdrper

Damit untersucht werden kann, welche Rolle CD137 in der Interaktion von NK-
und yd T-Zellen spielt, wurde dieses Oberflachenmolekil in den folgenden Expe-
rimenten blockiert. Dazu erfolgte eine 24-stiindige Inkubation der NK-Zellen und
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oder exp. yd T-Zellen mit oder ohne einen CD137 blockierenden Antikérper auf
mit humanem IgG (hlgG) beschichteten Platten. Danach folgte die Weiterverwen-
dung der Zellen in CD107a-Assays oder xCELLigence. Um eine Bindung des
Antikorpers an CD137 und somit die Blockade dieses Oberflachenmolekuls nach
Versuchsablauf sicherzustellen, wurde die Anfarbbarkeit von CD137 nach Assay
Ende auf den NK- und yd T-Zellen durchflusszytometrisch kontrolliert. Abb.3-22
zeigt exemplarische Ergebnisse dieser FACS-Analyse. Ohne CD137 blockieren-
den Antikorper lasst sich in Abb.3-22A in den rechten oberen Quadranten erken-
nen, dass NK- und yd T-Zellen CD137 exprimierten. Im dargestellten Beispiel
waren dies 47% der NK Zellen und 51% der yd T-Zellen. Nach Blockade mit dem
CD137-Antikorper liefd sich CD137 nicht mehr anfarben. Somit ist davon auszu-
gehen, dass die Blockade erfolgreich war und CD137 nicht mehr an der Zell-Zell-

Interaktion teilnehmen konnte.
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Abb. 3-22 Durchflusszytometrische Kontrolle der CD137-Blokade mittels Antikorper

Expandierte y® T-Zellen und aus Vollblut isolierte NK-Zellen wurden fir 24 Stunden mit oder
ohne CD137 blockierenden Antikorper auf higG beschichteten Platten inkubiert und anschlie-
Rend in einem 107a-Assay gemessen. In einer angeschlossenen durchflusszytometrischen
Messung wurde die Anfarbbarkeit von CD137 auf NK- und exp. y® T-Zellen kontrolliert, um eine
erfolgreiche Blockade sicherzustellen. In der Auswertung wurden aus der PBMC-Wolke die le-
benden Zellen weiter analysiert und NK-Zellen als CD56*/CD3- Zellen, yd T-Zellen als
CD3*/TcRyd*- Zellen definiert. In einem Scatterplot wurde CD137 gegen CD56 bzw. TcRy® auf-
getragen und mittels Quadranten der Anteil der CD137+/CD56* bzw. TcRyd* Population be-
stimmt. A zeigt die Analyse von NK- und yd T-Zellen, die ohne CD137-Blockadeatikorper_

inkubiert wurden, B zeigt die Analyse von Zellen mit CD137-Blockade.

NK-Zellen in den in Abschnitt 3.3.3 ausgewéahlten Mischungsverhéltnissen fir 24-
Stunden auf beschichtete und unbeschichtete Platten gegeben. Wie die Ergeb-
nisse der durchflusszytometrischen Analyse in Abb.3-23 zeigen, erhéhte die In-
kubation mit higG die CD137-Expression auf den NK-Zellen signifikant. NK-
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Zellen wiesen durch die alleinige Inkubation mit yd T-Zellen ohne higG keine er-
hohte Expression von CD137 auf. Auf den exp. yd T-Zellen erhéhte sich die Ex-
pression von CD137 ebenfalls durch higG, was jedoch nur bei einem Verhaltnis
von 4:1 (yd T-Zellen:NK-Zellen) im Wilcoxen-Vorzeichen-Rang-Test signifikant
war. Die Hohe der CD137-Expression der yd T-Zellen unter Einfluss von hlgG
variierte in ihrer Hohe abhangig vom Verhaltnis zu den zugesetzten NK-Zellen.
Bei einem Verhaltnis von 0,5:1 (yd T-Zellen:NK-Zelle) kam es zu der hdchsten
CD137-Expression mit einem Mittelwert von 26%. Hinzu kam, dass die Inkuba-
tion von yd T-Zellen mit NK-Zellen in einem Verhéltnis von 0,5:1 und 0,125:1
ohne Zugabe von higG auch zu einem Anstieg der CD137-Expression fuhrte. Am
hochsten war diese bei einem Verhaltnis von yd T-Zellen zu NK-Zellen von 0,5:1
mit einem Mittelwert von 17,7%. Frisch isolierte NK-Zellen wiesen ohne Stimula-
tion mit higG im Mittelwert eine CD137-Expression von unter 1% auf (Anhang
Abb.9-1).
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yd T-Zellen: 1:4 p=0,0313* 1:0,5 p=0,1548 1:0,125 p=0,2295

* Wilcoxon gepaarter Rangtest

Abb. 3-23 Wirkung von humanem IgG auf die CD137-Expression

Zu 250.000 frisch isolierten NK-Zellen wurden exp. yd T-Zellen in dem Verhéltnis von 1:4-1:0,125
gegeben und die Zellmischung auf unbeschichteten (grau) oder mit humanem IgG beschichteten
(schwarz) Platten fur 24 Stunden inkubiert. AnschlieBend wurde in einem 8-stiindigen Aktivie-
rungs-Assay die CD137-Expression auf den NK- und y® T-Zellen gemessen und verglichen, wie

sich die Inkubation mit IgG auswirkt.
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3.4.6 Wirkung von humanem IgG und CD137-Blockade auf die In-
kubation von NK-Zellen mit exp. yd T-Zellen

Wahrend der 24-stindigen Inkubation von NK-Zellen mit exp. yd T-Zellen auf
unbeschichteten und hlgG beschichteten Platten mit und ohne Zugabe von
CD137 blockierendem Antikérper wurden die Zellsuspensionen mikroskopisch
begutachtet und die Resultate fotografisch bei 40-facher VergréRerung festge-
halten. Abb.3-24 zeigt die exemplarischen Aufnahmen von NK-Zellen, die mit
exp. yd T-Zellen in einem Mischungsverhaltnis von 1:4 inkubiert wurden. Auf den
unbeschichteten Platten sind mehrere Zellcluster zu sehen. Auf der higG-be-
schichteten Platte nimmt die Clusterbildung zu, wahrend auf der hlgG-beschich-
teten Platte unter Zugabe von CD137 blockierenden Antikdrper keine

Zellclusterbildung zu erkennen ist.

nbeschichtet hlgG-Beschichtung hlgG-Beschichtung +
CD137-Blockade-AK

Abb. 3-24 Mikroskopische Analyse der Wirkung von IgG und CD137-Blockade auf
die Inkubation von NK-Zellen mit exp. yd T-Zellen

Frisch isolierte NK-Zellen wurden mit 4-fach so vielen exp. y® T-Zellen fir 24 Stunden inkubiert. Ein

Teil auf unbeschichteten Platten, ein Teil auf mit humanem IgG (hlgG) beschichteten Platten mit und

ohne Zugabe von CD137 blockierendem Antikdrper. Die entstanden Zellsuspensionen wurde wah-

rend der Inkubation mikroskopisch bei 40-facher Vergréf3erung beurteilt und fotografiert.

3.4.7.1 Wirkung von humanem IgG auf die Aktivierbarkeit von NK-Zellen
und exp. y& T-Zellen mit und ohne CD19-4G7SDIE AK

Frisch isolierte NK-Zellen und exp. yd T-Zellen wurden auf unbeschichteten oder
higG-beschichteten Platten fur 24 Stunden inkubiert und anschlieRend einem



Ergebnisse - 85

CD107a-Assay mit der Targetzelllinie NALM-16 zugefihrt. Abb.3-25 zeigt, dass
die CD107a-Expression und Zytokinsekretion der NK-Zellen gegeniiber NALM-
16 nach Inkubation mit higG im gepaarten t-Test signifikant erh6ht war. Auch exp.
yd T-Zellen zeigten eine gesteigerte CD107a-Expression und Zytokinsekretion
nach Inkubation mit higG. Diese war allerdings nur in Bezug auf die CD107a-
Expression signifikant. Unter Zugabe von CD19-4G7SDIE AK zeigten die NK-
Zellen nach Inkubation mit higG allerdings keine Erhéhung der gemessenen Pa-
rameter. Im Hinblick auf die exp. yd T-Zellen erhdhte sich nach Zugabe von
CD19-4G7SDIE AK die CD107a-Expression durch Inkubation mit higG hingegen

signifikant, wahrend die TNFa-Sekretion signifikant sank.
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Abb. 3-25 Wirkung von IgG auf NK- und exp. yd T-Zellen im CD107a-Assay mit ICS

NK-Zellen und exp. y® T-Zellen wurden fiir 24 Stunden auf unbeschichteten oder higG beschich-
teten Platten inkubiert und anschlieen in einem 8-stliindigen CD107a Assay mit ICS gegen
NALM-16 bei einer E:T von 1:1 und der Verwendung von CD19-4G7SDIE AK getestet. Mit IgG-
inkubierte Zellen (grau) wurden dabei mit den auf unbeschichteten Platten inkubierten, also nati-

ven Zellen (schwarz), verglichen.

3.4.7.2 Wirkung exp. yo T-Zellen auf die Aktivierbarkeit von NK-Zellen

Wie bereits in den vorangehenden Abschnitten beschrieben, wurden frisch iso-
lierte NK-Zellen und exp. yd T-Zellen alleine und in verschiedenen Mischungs-

verhaltnissen miteinander (siehe Abschnitt 3.3.3.) auf unbeschichteten oder higG
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beschichteten Platten mit und ohne CD137 blockierenden Antikérper fur 24 Stun-
den inkubiert. Anschlieend folgte ein CD107a-Assay fur 8 Stunden unter Ver-
wendung von NALM-16 als Targetzelllinie und CD19-4G7SDIE AK fur die
Evaluation der ADCC. Abb.3-26 zeigt die Ergebnisse des CD107a-Assays fur
die NK-Zellen. Sowohl ohne Prainkubation mit higG (nativ) (Abb.3-26A) als auch
mit Prainkubation mit hlgG unter zusatzlicher CD137-Blockade (Abb.3-26C)
zeigte sich kein signifikanter Anstieg der CD107a-Expression durch Zugabe von
exp. yo T-Zellen. Erfolgte jedoch eine Prainkubation mit higG ohne CD137-Blo-
ckade, wie in Abb.3-26B zu sehen ist, steigerten exp. yd T-Zellen in einem Mi-
schungsverhaltnis von 0,5:1 bzw. 0,125:1 (exp. yd T-Zellen:NK-Zellen) die
CD107a-Expression der NK-Zellen unter Zugabe von CD19-4G7SDIE AK signi-
fikant. Allerdings scheint dieser Effekt nicht zwingend von Targetzellen abhangig
zu sein, da durch diese Konzentrationen an exp. yd T-Zellen auch die CD107a-
Expression auf NK-Zellen signifikant stieg, die in der Kontrolle ohne Target und
CD19-4G7SDIE AK inkubiert worden waren. Auf die Zytokinsekretion der NK-
Zellen hatte die Zugabe von exp. yd T-Zellen in allen drei gepriften Konditionen
keinen positiven Effekt. Wurden hohe Konzentrationen an exp. yd T-Zellen, in
diesem Fall vierfach so viele, zu den NK-Zellen gegeben, erfolgte immer eine

Minderung der CD107a-Expression und Zytokinproduktion.
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Abb. 3-26 Wirkung verschiedener Konzentrationen exp. yd T-Zellen auf NK-Zellen

Frisch isolierte NK-Zellen wurden in verschiedenen Mischungsverhaltnissen mit exp. yo T-Zellen
inkubiert und anschlieBend einem 8-stiindigen CD107a-Assay mit ICS unter Verwendung von
NALM-16 und CD19-4G7SDIE AK zugefiihrt. Die Zahl der NK-Zellen und Targets betrug dabei
stets 250.000/Well, wéhrend die exp. yd T-Zellen in variabler Zahl in einem Verhéltnis von 4:1,
0,5:1 und 1:0,125 zu den NK-Zellen hinzugegeben wurden. Die dem Assay vorangehende 24-
stindige Inkubation ohne Targetzellen erfolgte auf unbeschichteten Platten (A) oder auf higG
beschichteten Platten (B) oder auf hlgG-Beschichteten Platten unter Zugabe von CD137 blockie-
renden Antikdrper (C). Als Kontrolle fur eine unspezifische Aktivierung wurde fur alle Konditionen
auch je 250.000 NK-Zellen/Well ohne Zugabe von NALM-16 mitgefihrt. Da analysiert werden
sollte, wie die Zugabe von exp. yd T-Zellen die NK-Zellen beeinflusst, wurden aus Griinden der
Ubersichtlichkeit nur die relevanten Signifikanzen zwischen NK-Zellen pur und NK-Zellen mit Zu-

gabe exp. yo T-Zellen eingetragen.

3.4.7.3 Wirkung von NK-Zellen auf die Aktivierbarkeit exp. yé T-Zellen

Identisch zu dem in Abschnitt 3.3.7.2 beschrieben Versuch erfolgte die Auswer-
tung der Aktivitat exp. yd T-Zellen. Die Ergebnisse sind in Abb.3-27 dargestelit.
Hier zeigte sich, dass frisch isolierte NK-Zellen exp. yd T-Zellen stimulieren. So
wurde die CD107a-Expression und Zytokinproduktion der exp. y® T-Zellen nicht
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nur mit Prainkubation mit higG (Abb.3-27B), sondern auch ohne Prainkubation
mit hlgG (Abb.3-27A) durch die Zugabe von NK-Zellen signifikant erhdht. Dieser
Effekt zeigte sich mit und ohne CD19-4G7SDIE AK, aber auch in der Kontrolle
ohne Target. Unter CD137-Blockade (Abb.3-27C) konnten NK-Zellen die
CD107a-Expression und Zytokinproduktion der exp. yd T-Zellen ebenfalls signi-
fikant steigern. Hier zeigte sich insgesamt eine geringere, aber teils dennoch sig-
nifikante unspezifische Aktivierung der exp. yd T-Zellen in der Kontrollgruppe.
Unter allen untersuchten Konditionen wiesen die exp. yd T-Zellen die hochste
Stimulation durch die NK-Zellen bei einem niedrigen Mischungsverhaltnis von
0,5:1 und 0,125:1 (exp. y® T-Zellen:NK-Zellen) auf. Betrug das Verhaltnis 4:1,
zeigten die exp. yd T-Zellen keine signifikant reduzierte Aktivitat, sondern meist
eine gleich hohe oder leicht hohere CD107a-Expression bzw. Zytokinsekretion

im Vergleich zu exp. yd T-Zellen ohne Zusatz von NK-Zellen.
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Abb. 3-27 Wirkung verschiedener Konzentrationen von NK-Zellen auf exp. yd T-Zellen

Exp. yd T-Zellen wurden in verschiedenen Mischungsverhaltnissen mit frisch isolierten NK-Zellen
inkubiert und anschlieBend einem 8-stiindigen CD107a-Assay mit ICS unter Verwendung von
NALM-16 und CD19-4G7SDIE AK zugefiihrt. Die Zahl der NK-Zellen und Targets betrug dabei
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stets 250.000/Well, wéhrend die exp. yd T-Zellen in variabler Zahl in einem Verhaltnis von 4:1,
0,5:1 und 0,125.1 zu den NK-Zellen hinzugegeben wurden. Die dem Assay vorangehende 24-
stiindige Inkubation erfolgte auf unbeschichteten Platten A oder auf higG beschichteten Platten
B oder auf hlgG-beschichteten Platten unter Zugabe von CD137 blockierenden Antikdrper C. Als
Kontrolle fur eine unspezifische Aktivierung wurden fir alle Konditionen auch je 250.000 exp. yd
T-Zellen/Well ohne Zugabe von NALM-16 mitgefiihrt. Da analysiert werden sollte, wie die Zugabe
von NK-Zellen exp. yd T-Zellen in ihrer Aktivitat beeinflusst, wurden aus Griinden der Ubersicht-
lichkeit nur die relevanten Signifikanzen zischen yd T-Zellen pur und NK-Zellen mit Zugabe exp.

yd T-Zellen eingezeichnet.

3.4.7.4 Wirkung einer CD137-Blockade auf Aktivierbarkeit von NK-Zellen
und exp. yd T-Zellen

Um den Effekt der CD137-Blockade genauer zu bestimmen, wurden die Ergeb-
nisse des CD107a-Assays mit ICS der Zellen, die nur mit higG inkubiert wurden
(schwarz), mit denen verglichen, die zuséatzlich noch eine CD137-Blockade er-
hielten (grau). Abb.3-28 zeigt den Effekt der CD137-Blockade auf die NK-Zellen,
Abb.3-29 auf die exp. yd T-Zellen. Durch eine CD137-Blockade wurde die Akti-
vitat der NK-Zellen und exp. y® T-Zellen ohne die Zugabe der jeweiligen anderen
Zellgruppe im Hinblick auf CD107a-Expression und Zytokinproduktion nicht sig-
nifikant reduziert, auf3er bei den exp. yd T-Zellen unter Zusatz von CD19-
4G7SDIE AK. Hier zeigte sich nach CD137-Blockade eine signifikant geringere
CD107a-Expression. Generell zeigten besonders exp. yd T-Zellen ohne NK-Zel-
len unter CD137-Blockade eine verminderte CD107a-Expression. Ansonsten
fuhrte eine CD137-Blockade unter Zugabe von exp. yd T-Zellen zu einer gerin-
geren CD107a-Expression der NK-Zellen sowohl in der Kontrolle als auch unter
Zugabe von Targetzellen sowie unter Zugabe von CD19-4G7SDIE AK. In Hin-
blick auf die Zytokinsekretion ergab sich durch die CD137-Blockade kein eindeu-
tig gerichtetes Bild. Auch auf die Zytokinsekretion der exp. yd T-Zellen hatte die
CD137-Blockade keine signifikante Wirkung. Die CD107a-Expression der exp.
yo T-Zellen durch Koinkubation mit NK-Zellen wurde durch CD137-Blockade re-

duziert.
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Abb. 3-28 Wirkung von CD137-Blockade auf die Interaktion von NK-Zellen mit exp. yd T-

Zellen

Pure NK-Zellen und NK-Zellen in unterschiedlichen Mischungsverhaltnissen mit exp. yd T-Zellen

wurden fir 24 Stunden mit hlgG inkubiert (schwarz) und teilweise zusétzlich mit einem CD137
blockierenden Antikorper (grau). Die Zahl der NK-Zellen betrug dabei stets 250.000/Well, wah-

rend die exp. yd T-Zellen in variabler Zahl in einem Verhaltnis von 4:1, 0,5:1 und 0,125:1 zu den

NK-Zellen hinzugegeben wurden. Im Anschluss erfolgte ein 8-stiindiges CD107a-Assay mit ICS
unter Verwendung von NALM-16 B, Nalm-16 und CD19-4G7SDIE AK C und einer Kontrollgruppe
A ohne NALM-16 und CD19-4G7SDIE AK. Die Zahl der Targetzellen betrug stets 250.000/Well.
Es wurde der Einfluss einer CD137-Blockade auf die NK-Aktivitat untersucht.
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Abb. 3-29 Wirkung von CD137-Blockade auf die Interaktion von exp. yd T-Zellen mit NK-
Zellen

Pure exp. yd T-Zellen und exp. yd T-Zellen in unterschiedlichen Mischungsverhaltnissen mit NK-
Zellen wurden fur 24 Stunden mit hlgG inkubiert (schwarz) und teilweise zuséatzlich mit einem
CD137 blockierenden Antikorper (grau). Die Zahl der NK-Zellen betrug dabei stets 250.000/Well,
wahrend die exp. yd T-Zellen in variabler Zahl in einem Verhéltnis von 4:1, 0,5:1 und 0,125:1 zu
den NK-Zellen hinzugegeben wurden. Die Zahl der reinen exp. yd T-Zellen belief sich je auf
250.000/Well. Im Anschluss erfolgte ein 8-stiindiges CD107a-Assay mit ICS unter Verwendung
von NALM-16 B, Nalm-16 und CD19-4G7SDIE AK C und einer Kontrollgruppe A ohne NALM-16
und CD19-4G7SDIE AK. Die Zahl der Targetzellen betrug stets 250.000/Well. Es wurde der Ein-
fluss einer CD137-Blockade auf die Aktivitat von yd T-Zellen untersucht.
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3.4.8 Echtzeitanalyse der spontanen Lysefahigkeit und ADCC von
NK-Zellen und exp. yd T-Zellen mittels xCELLigence

Neben dem in Abschnitt 3.3.8 beschriebenen CD107a-Assay wurde der Einfluss
von yd T-Zellen auf die NK-vermittelte Lyse im xCELLigence untersucht. NK-Zel-
len und exp. y® T-Zellen wurden hierzu auf unbeschichteten Platten oder auf
hlgG beschichteten Platten prastimuliert und der Einfluss von CD137 mittels
CD137-Blockierungsexperimenten evaluiert. Als Target diente die adharente
Neuroblastomzelllinie LS und fur die Evaluation der ADCC der GD2 CH14.18
Antikdrper (Dinutuximab beta). Die Lyse wurde tber einen Zeitraum von 24 Stun-
den gemessen. Exemplarisch sind in Abb. 3-30 die Mittelwerte der Lyseverlaufe
aller durchgefiihrten Versuche flir ausgewéhlte Konditionen abgebildet, um einen
Uberblick tiber das Lyseverhalten im Zeitverlauf von 24 Stunden zu schaffen. Fur
die Mehrheit der Analysen wurde die Lyse nach 8 Stunden verwendet, in Abb. 3-
30 mit einem roten Strich gekennzeichnet, da sich zu diesem Zeitpunkt stabile
Werte zeigten und auch Parallelen zu dem ebenfalls 8-stindigen CD107a-Assay
mit ICS in Abschnitt 3.3.7 gezogen werden konnten. Die Lyserate durch NK- und
oder exp. y® T-Zellen nahm wéhrend der ersten funf Stunden zu und hielt sich

dann stabil, bevor sie nach 20-22 Stunden wieder abfiel.

— NK-Zellen (0:1)

801 NK-Zellen+ch14.18 (0:1)
60 1o T-Zellen (0:4)
< — v5 T-Zellen+ch14.18 (0:4)
~— 401
"
8 20 ‘ — 3 T-Zellen+NK-Zelle
j i (0,5:1)
0 vo T-Zellen+NK-Zellen
N SN +ch14.18 (0.5:1)
PV X O OO LA™
-20-

Zeit in Stunden

Abb. 3-30 Echtzeitanalyse der spontanen Lysefahigkeit und ADCC von NK-Zellen und exp.
yd T-Zellen im xCELLigence

Frisch isolierte NK-Zellen alleine oder in Koinkubation in unterschiedlichen Verhéltnissen an exp.
yd T-Zellen wurden fiir 24 Stunden auf unbeschichteten oder auf higG beschichteten Platten mit

und ohne einer CD137-Blockade inkubiert und anschlieRend gegen die Neuroblastomzelllinie LS
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unter Verwendung des Antikdrpers CH14.18 fiir 24 Stunden auf ihre Lysefahigkeit getestet. Die
Zahl der NK-Zellen betrug dabei stets 15.000, wahrend die exp. yd T-Zellen in variabler Zahl in
einem Verhaltnis von 4:1, 0,5:1 und 0,125:1 zu den NK-Zellen hinzugegeben wurden. Die Zahl
der Targetzellen betrug zu Beginn 15.000. Die Effektoren wurden bei Erreichen des Zellindex 1
zu dem in der Grafik dargestellten Zeitpunkt O hinzugegeben. Um einen Eindruck des Lysever-
laufs gewinnen zu kénnen, sind die Lyseverlaufe ausgewahlter Konditionen tber den Zeitraum
von 24 Stunden abgebildet. Die Zahlen in den Klammern geben das Verhaltnis exp. yd T-Zellen
zu NK-Zellen an, wobei der Wert 15.000 Zellen entspricht. Die rote Linie markiert den Zeitpunkt

8 Stunden, dessen Lysewerte vordringlich in die Auswertung einflossen.

3.4.8.1 Vergleich der spontanen Lysefahigkeit und ADCC von NK-Zellen
und exp. yd T-Zellen

In Abb. 3-31A wurde analysiert, ob die Zugabe des Antikérpers CH14.18 die
Lyse nach 8 Stunden erh6hen konnte. CH14.18. steigerte die Lyse in allen Kon-
ditionen. In den Konditionen NK-Zellen und NK-Zellen plus exp. y® T-Zellen im
Verhaltnis 0,5:1 und 0,125:1 (exp. yd T-Zellen:NK-Zellen) war die Lysesteigerung
signifikant. Abb.3-31B vergleicht die Lyse und ADCC von NK-Zellen (weif3) und
vierfach so vielen exp. yd T-Zellen (schwarz) nach 8 Stunden. Vierfach so viele
exp. yo T-Zellen wie NK-Zellen lysieren LS vergleichbar effizient wie NK-Zellen.
CH14.18 steigert die NK-vermittelte Lyse von LS deutlich stéarker als vierfach so
viele exp. yd T-Zellen mit CH14.18.
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Abb. 3-31 Vergleich der spontanen Lysefahigkeit und ADCC von NK-Zellen und exp. yd T-
Zellen im xCELLigence

Als Target wurden je 15.000 Targetzellen der Zelllinie LS nach Erreichen eines Zellindexes von
1 zum Zeitpunkt 0 verwendet. Die dargestellten Ergebnisse beziehen sich auf die Lyse nach 8
Stunden. A Es wurde die Lysefahigkeit von 15.000 frisch isolierten NK-Zellen alleine oder nach
24-stundiger Inkubationen mit verschieden Konzentrationen exp. yd T-Zellen ohne (weif3) und mit
(schwarz) Zugabe von CH14.18 gemessen und verglichen. B Es wurde die spontane Lyseféhig-
keit und ADCC mittels CH14.18 von 15.000 frisch isolierten NK-Zellen (weil3) und exp. yd T-Zellen
in vierfacher Dosis (schwarz) verglichen

3.4.8.2 Wirkung einer CD137-Blockade auf die spontane Lyseféahigkeit
und ADCC von NK-Zellen und exp. yé T-Zellen

Waéhrend ein Teil der Mischung aus NK-Zellen und exp. yd T-Zellen bei verschie-

denen Mischungsverhaltnissen auf unbeschichteten Platten inkubiert wurde,
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wurde ein anderer Teil auf hlgG-beschichteten Platten mit und ohne Zugabe ei-
nes CD137 blockierenden Antiképers fur 24 Stunden inkubiert. Anhand der H6he
der erzielten Lyse im XCELLigence durch exp. yd T-Zellen und NK-Zellen nach 8
Stunden konnte der Effekt einer Vorinkubation mit IgG und einer CD137-Blo-
ckade ermittelt werden. Auch die Wirkung einer CD137-Blockade auf exp. yd T-
Zellen ohne Zugabe von NK-Zellen wurde getestet. Wie in Abb.3-32 zu sehen,
fuhrte eine Prainkubation mit higG teilweise zu einer signifikant reduzierten Lyse
der Targetzellen. Die Blockade von CD137 nach Préainkubation mit higG redu-
zierte die Lyse, sowohl mit und ohne Zugabe des Antikorpers, erneut. Eine signi-
fikante Reduktion der Lyse wurde durch Vorinkubation mit higG und CD137-
Blockade nur im Vergleich zu den Zellen, die auf unbeschichteten Platten (nativ)
inkubiert wurden, teilweise erzielt. Die Lyse der vierfachen Menge exp. yd T-Zel-
len ohne Zugabe von NK-Zellen sank durch Vorinkubation mit higG ebenfalls,
allerdings nicht signifikant, und wurde durch CD137-Blockade nicht weiter redu-
ziert. Es fiel zudem auf, dass ohne Zugabe von CH14.18 die Lyse der NK-Zellen,
die mit exp. yd T-Zellen koinkubiert wurden, unter CD137-Blockade und hlgG-
Vorstimulation keine Lyse mehr vermittelten, besonders in den Mischungsver-
haltnissen 0,5:1 und 0,125:1 (exp. yd T-Zellen:NK-Zellen).
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Abb. 3-32 Wirkung einer CD137-Blockade auf die spontane Lyseféhigkeit und ADCC von
NK- und exp. yd T-Zellen

Frisch isolierte NK-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen an exp. yd T-Zellen wurden fir 24
Stunden auf unbeschichteten oder auf higG-beschichteten Platten mit einer CD137-Blockade in-
kubiert und anschlieRend gegen die Neuroblastomzelllinie LS unter Verwendung des Antikorpers
CH14.18 fur 24 Stunden auf ihre Lysefahigkeit getestet. Die Zahl der NK-Zellen betrug dabei stets
15.000, wahrend die exp. yd T-Zellen in variabler Zahl in einem Verhéltnis von 4:1, 0,5:1 und
0,125:1 mit den NK-Zellen koinkubiert wurden. Die Zahl der exp. yd T-Zellen allein betrug das
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Vierfache der NK-Zellen, also 60.000. Die Zahl der Targetzellen betrug zu Beginn 15.000. Die
Effektoren wurden bei Erreichen des Zellindex 1 zu dem in der Grafik dargestellten Zeitpunkt O
hinzugegeben. An dem in der Grafik dargestellten Zeitpunkt von 8 Stunden wurden die Lysewerte

mit und ohne CD137-Blockade verglichen.

3.4.9 Analyse der spontane Lysefahigkeit von exp. yd T-Zellen

mittels fluoreszierender Targetzellen

Wie die in den vorherigen Abschnitten beschrieben, sind exp. yd T-Zellen in der
Lage Targetzellen zu lysieren. Um zu evaluieren, ob dies durch direkten Zell-Zell-
Kontakt oder auf anderem Wege moglich ist, wurde ein weiterer Versuch fir die
genauere Untersuchung durchgefiihrt. Die Targetzelllinie NALM-16 wurde lenti-
viral stabil transduziert und exprimierte Luciferase und mCherry konstitutiv. Es
zeigte sich eine gut nachweisbare Fluoreszenz, die unter anderem im TexasRed
/| PE oder PE-Dynomics Kanal (BD LSR 1I™) detektierbar war. Diese Targetzellen
NALM-16-mCherry-Luc wurden mit exp. yd T-Zellen fur 10 Stunden mit einer E: T
von 10:1 inkubiert und anschliel3end durchflusszytometrisch beurteilt. Abb.3-33
zeigt exemplarische Ergebnisse der FACS-Analyse. Nachdem tote Zellen mittels
Lebend/Totfarbung exkludiert wurden, wurde die verbleibende Zellpopulation in
der FSC-H/FSC-A-Darstellung auf Doubletten untersucht. Diese zeigen sich als
Population, die von der Diagonalen abweicht. Diese als Doubletten identifizierte
Population wurde mittels der Farbung von CD3 fur die Identifizierung der exp. yo
T-Zellen und der Eigenfluoreszenz der Targetzellen auf ihre Zusammensetzung
untersucht. Dabei zeigten sich die Doubletten CD3*/NALM-16 mCherry* doppelt
positiv. Dies legt nahe, dass die Doubletten aus an Targetzellen gebundenen
exp. yo T-Zellen bestehen.
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Abb. 3-33 Durchflusszytometrische Untersuchung des Lysemechanismus exp. yd T-Zellen
Exp. yd T-Zellen wurden fiir 10 Stunden mit der Targetzelllinie NALM-16 mCherry, die eine Ei-
genfluoreszenz aufweist, bei einer E:T von 10:1 inkubiert. In der durchflusszytometrischen Ana-
lyse wurden tote Zellen mittels Lebend-/Totfarbung exkludiert und Doubletten bzw. Einzelzellen
in der FSC-H/FSC-A-Darstellung eingegrenzt. Durch Auftragen von TexasRed, in welchem die
Targetzellen fluoreszieren, gegen CD3 fir die Identifikation der exp. yd T-Zellen, konnten die
Zellpopulationen auf ihre Zusammensetzung untersucht werden. Es zeigte sich, dass die Doub-

letten doppelt-positiv fir CD3 und NALM-16 mCherry waren.
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3.4.10 Analyse der spontanen Lysefahigkeit und ADCC von exp. yd
T-Zellen und exp. NK-Zellen im Luciferase-Assay

Mithilfe des Luciferase Assays konnte die Lyse und ADCC exp. yd T-Zellen mit
der Lyse exp. NK-Zellen im Zeitverlauf gegentiber verschiedener Targetzelllinien
analysiert und verglichen werden. Als Targetzelllinien dienten dabei die BCP-
ALL-Zelllinie NALM-6 (Abb.3-34A) und die Neuroblastomzelllinie LS (Abb.3-
34B), unter Verwendung des CD19-4G7SDIE AK sowie dem GD2-Antikorper
CH14.18. In der Mehrheit der Messungen lag sowohl die ADCC als auch die
spontane Lysefahigkeit der exp. NK-Zellen gegentber beider Targetzelllinien
nach 12 Stunden und nach 24 Stunden im Vergleich zu den exp. yd T-Zellen
signifikant hoher. Der Mittelwert der spontanen Lyse und ADCC der exp. NK-
Zellen war dabei in etwa doppelt so hoch wie der Mittelwert der durch die exp. yd
T-Zellen vermittelte Lyse.

Im Rahmen des Versuchs wurde auch die Gesamtlyse einer Mischpopulation aus
exp. yo T-Zellen und NK-Zellen als Effektoren in einem Mischungsverhéltnis von
4:1 bis 0,25:1 (exp. yd T-Zellen:exp. NK-Zellen) untersucht. Hierbei zeigte sich
eine reduzierte Lyse im Verhaltnis 4:1 (exp. yd T-Zellen:exp. NK-Zellen). Bei ei-
nem Mischungsverhéltnis von 0,5:1 (exp. y® T-Zellen:exp. NK-Zellen) wurde die

spontane Lyse und ADCC gegeniiber NALM-6 und LS gesteigert.
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Abb. 3-34 Dosisabhangige Wirkung von exp. yd T-Zellen auf die spontane Lyseféhigkeit
und ADCC von exp. NK-Zellen

Expandierte NK-Zellen wurden in verschiedenen Verhéltnissen mit exp. yd T-Zellen gegen A die
BCP-ALL-Zelllinie NALM-6 oder die B Neuroblastomzelllinie LS mit und ohne Verwendung des
Antikérpers CD19-4G7SDIE AK und bei LS mit dem GD2-AK CH14.18 im Luciferase-Assay auf
ihre Lysefahigkeit getestet. Die Zahl der Effektoren betrug dabei 15.000, wobei diese entweder
aus exp NK- bzw. exp. yd T-Zellen oder einer Mischung beider Zellpopulationen in einem Ver-
haltnis von 4:1 bis 0,25:1 (exp. yd T-Zellen: NK-Zellen) bestand. Die Zahl der Targetzellen betrug
zu Beginn 15.000. Die Messung der Fluoreszenz fiir die Berechnung der Targetzelllyse erfolgte
nach 12 und 24 Stunden. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind nur die Signifikanzen in Bezug

auf die Lyse durch exp. NK-Zellen dargestellt.
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4. DISKUSSION

Tumorerkrankungen stellen in Deutschland die haufigste natirliche Todesursa-
che der unter 15-jahrigen Kinder dar (138). Zu den haufigsten finf Malignomen
zahlen Leukamien, Lymphome und Neuroblastome (136). Erleiden Patienten ein
Rezidiv oder sprechen nicht auf die konventionelle Chemotherapie an, stellt be-
sonders bei den Leukdmien die allogene SZT oft die einzige kurative Therapie
dar (8). Aber auch beim Neuroblastom Stadium IV Rezidiv bietet die allogene
SZT bei ansonsten infauster Prognose eine kurative Therapiemdglichkeit (3, 4).
Das Rezidiv nach Transplantation stellt die haufigste Todesursache nach einer
allogenen SZT dar, die es unbedingt zu verhindern gilt (8). Es bedarf der steten
Optimierung der allogenen Stammzelltransplantation, um transplantationsasso-
ziierte Risiken und insbesondere Rezidive zu mindern. Die haploidente
TcRap/CD19-depletierte allogene SZT ist eine in Tubingen mitentwickelte Wei-

terentwicklung der haploidenten Stammzelltransplantation (38).

In den Anfangen der haploidenten SZT wurden nur Stammzellen transplantiert,
indem CD34-angereicherte Transplantate verwendet wurden (16). Um die Zeit
der Immunrekonstitution zu Uberbricken und das Engraftment zu verbessern (7,
21, 22) wurden in der Folgezeit mittels CD3/CD19-Depletion neben CD34*
Stammzellen auch adulte Immunzellen wie NK- und Dendritische-Zellen trans-
plantiert. (23-25).

Bei der TcRaB/CD19-depletierten allogenen SZT werden, im Gegensatz zu den
friher durchgefuhrten CD34-Anreicherungen oder CD3/19-Depletionen, die yd
T-Zellen im Stammzellpraparat belassen und mittransplantiert. Die TcRa3/CD19-
depletierte allogene SZT ermdoglicht eine deutlich schnellere und robustere Re-
generation von NK- und yd T-Zellen, im Verlauf auch von a8 T-Zellen (37). NK-
und yd T-Zellen sind potente Effektorzellen. Sie sind in der Lage, Antikdrper-mar-
kierte Zellen mittels ADCC zu erkennen und zu lysieren (30, 82, 83, 140, 159).
Einige Studien beschrieben zudem eine Interaktion zwischen NK- und yd T-Zel-
len (33, 35, 36).
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Bei der haploidenten TcRaB/CD19-depletierten allogenen SZT werden NK- und
yo T-Zellen mittransplantiert, womit die Interaktion dieser beiden Zellpopulatio-
nen ermdoglicht wird (37). Die unmittelbar posttransplant erhéhten Effektorfunkti-
onen von NK- und yd T-Zellen sowie deren Interaktion (33) konnten das
Rezidivrisiko senken und hierdurch das Gesamtiberleben verbessern. Ein ge-
naues Verstandnis der Effektorfunktionen von NK- und y® T -Zellen sowie deren
Interaktion ist essentiell, um diese therapeutisch optimal nutzen zu kénnen und
gegebenenfalls deren Antitumoraktivitat durch Medikamente und/oder Antikorper
noch weiter zu steigern, wie beispielsweise mit dem CD19 4G7SDIE-AK oder
Zoledronat (29, 33, 82).

Im Rahmen dieser Arbeit zeigte sich, dass yd T-Zellen nicht nur befahigt sind NK-
Zellen zu stimulieren, sondern vice versa NK-Zellen auch yd T-Zellen. Diese bidi-
rektionale proaktivierende Interaktion resultiert in einer erhéhten Aktivitat und Ef-
fektorfunktionen beider Zellpopulationen, wie Zytokinproduktion durch y& T-
Zellen. Die Starke dieses Effekts ist vom Verhéltnis der yd T-Zellen zu den NK-
Zellen abhéngig. Bei der bidirektionalen Interaktion zwischen NK- und yd T-Zel-
len spielt der kostimulierende Rezeptor CD137 und CD137L eine wichtige Rolle
(33). AulRerdem legen die durchgefiihrten Experimente nahe, dass es noch wei-
tere Interaktionsmechanismen zwischen yd T-Zellen und NK-Zellen geben
konnte.

Die Verwendung vorstimulierter Zellen, beispielswiese durch higG, fiihrt zu einer
vermehrten Expression von CD137 und lasst die gegenseitige Aktivierung der
Zellen daher am besten in Erscheinung treten (33). Nach Stimulation mit Bis-
phosphonaten, aktivieren yd T-Zellen NK-Zellen (36) und steigern, wie unsere
Versuche darUber hinaus zeigen, die Zytokinproduktion von NK-Zellen. Durch yd
T-Zellen kann zudem die ADCC von NK-Zellen mittels CD19-4G7SDIE AK ge-
steigert werden, wie diese Arbeit darlegt, was den Einsatz dieses Antikdrpers

sehr interessant macht.

Diese Ergebnisse sind besonders fiir Patienten nach allogener SZT von Inte-
resse, da hier bedingt durch die minimale Tumorlast nach chemotoxischer Kon-

ditionierung ein gutes Verhaltnis von Effektorzellen (NK und yd T-Zellen) zu
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Tumorzellen vorliegt und restliche Tumorzellen immunologisch eradiziert werden
kénnen (90).

Fir Patienten nach allogener SZT ist zudem der immuntherapeutische Ansatz
mit Antikdrpern von grol3em Interesse, da vorhandene Abwehrmechanismen ge-
gen Tumorerkrankungen zielgerichtet gesteigert werden kénnen (160). Es konnte
in dieser Arbeit gezeigt werden, dass NK- und y® T-Zellen von Patienten nach
haploidenter TcRaB/CD19-depletierter allogener SZT ADCC vermitteln und die
antitumorale Aktivitat bidirektional in beiden Effektorzellpopulationen durch die

Interaktion von NK- und y& T-Zellen gesteigert wird (33).

4.1 Auswahl der Targetzelllinien und Messparameter

Die akute lymphatische Leukamie (ALL), insbesondere die B-phanotypische Vor-
laufer ALL (BCP-ALL), stellt die pradominant vorkommende Leukdmieerkran-
kung im Kindesalter dar und ist die haufigste Indikation zu einer
Stammzelltransplantation (136).

Aufgrund der Haufigkeit des ALL-Rezidivs, welches isoliert die vierthdufigste ma-
ligne Erkrankung im Kindesalter darstellt (201) wurde eine reprasentative padiat-
rische BCP-ALL-Zelllinie (NALM-16) sowie eine Burkittlymphomzelllinie (Raji) fur
die Experimente verwendet. Des Weiteren wurde fur das Neuroblastom, der h&u-
figste solide extrakranielle Tumor im Kindesalter, die reprasentative Neu-
roblastomzelllinie LS verwendet (136).

Die Auswahl ermdglichte die Untersuchung zweier vollkommen unterschiedlicher
Tumorentitaten, die beide im fortgeschrittenen Stadium mit einer allogenen
Stammzelltransplantation kurativ behandelt werden kdonnen. Zudem kann bei
beiden Tumorentitaten ein klinisch verfigbarer Fc-rekrutierender Antikdrper ein-
gesetzt werden (Fc-optimierten Antikdrper CD19-4G7SDIE bzw. GD2 Antikdrper
CH14.18 /Dinutuximab beta) (3, 4, 37, 90, 151).

Wie bereits beschrieben, bestehen die Haupteffektorfunktionen von NK-Zellen in
der direkten Targetzelllyse und in der Zytokinproduktion (42, 45, 51). Auch yd T-
Zellen kdnnen diese Effektorfunktionen austiben (31, 60, 161). Um sich ein ganz-

heitliches Bild in der Messung einer Steigerung ihrer Antitumoraktivitat bilden zu
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kénnen, wurden in dieser Arbeit beide Effektorfunktionen bericksichtigt. Die Tar-
getzelllyse wurde sowohl direkt im FACS-basierten Kill-Assay, Luciferase-Assay
und xCELLigence gemessen als auch indirekt Gber den Degranulationsmarker
CD107a. CD107a verbleibt nach Freisetzung von Perforin- und Granzymvesikeln
im Rahmen der Targetzelllyse an der Effektorzelloberflache und bietet so ein ge-
eignetes indirektes Mal3 Uber die Hohe der Zielzelllyse und Degranulation zyto-
toxischer Lymphozyten (155).

Die Zytokine TNFa und INFy werden in NK- und y® T-Zellen nach Aktivierung
unter anderem durch Kontakt mit Tumorzellen gebildet. Es handelt sich um pro-
inflammatorische Zytokine, welche die Immunreaktion gegen entartete Zellen
steigern (162). Die Messung dieser beiden Zytokine bildet eine weitere wesentli-
che Effektorfunktion in der antitumoralen Aktivitdt von NK- und yd T-Zellen ab.
CD69 wird als kostimulatorisches Molekul auf einer Vielzahl von Immunzellen,
unter anderem NK- und y® T-Zellen bei Aktivierung innerhalb von Stunden expri-
miert und kann daher als Frihaktivierungsmarker angesehen werden (163, 164).
CD69 wurde als qualitativer und quantitativer Aktivierungsmarker von NK- und yd
T-Zellen verwendet.

CD137 wird von stimulierten NK- und yd T-Zellen exprimiert und dient wahrend
der Aktivierung als kostimulatorisches Molekul (133, 134). Da CD137 eine Rolle
in der Interaktion zwischen NK- und yd T-Zellen spielt, wurde die Expression die-
ses Oberflachenmolekils quantifiziert (33).

4.2 Verhalten von NK- und yd T-Zellen unter Stimulation mit
CD19-4G7SDIE AK

Antikorper sind mittlerweile in der Therapie verschiedener Malignome etabliert,
beispielsweise Trastuzumab, gerichtet gegen das Zielantigen HER2, in der Be-
handlung des Mammakarzinoms (89). CD19 ist ein vielversprechendes Zielanti-
gen fur die Antikdrpertherapie der B-ph&notypischen ALL. CD19 wird exklusiv auf
B-Zellen und deren Vorlauferzellen wahrend aller Differenzierungschritte bis hin
zur Plasmazelle, die CD19 negativ sind, stabil exprimiert (91). Auch nach malig-

ner Transformation von B-Zellen zu Leukéamie- oder Lymphomzellen, ist CD19
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haufig stabil exprimiert (91, 92). CD19 ist daher von grof3em Interesse in der Ent-
wicklung neuer zielgerichteter Therapien wie Antikorpertherapien und CAR-T
Zelltherapien (165). Mit dem FC-optimierten monoklonalen chimaren CD19 I1gG1
Antikorper 4G7SDIE wurde ein therapeutischer CD19-Antikorper fur den breiten
Einsatz bei B-phanotypischen Leukamien und Lymphomen entwickelt. CD19-
4G7SDIE AK bindet hochaffin an CD19 auf Targetzellen (79). NK- und yd T-Zel-
len erkennen opsonierte Tumorzellen, d.h. den gebundenen Antikérper auf Tu-
morzellen Gber den FcylllA Rezeptor CD16 (82, 160). Eine Antikérperbindung an
CD16 I6st in NK- und yd T-Zellen ein Uberwiegen von aktivierenden Signalen aus
und somit eine gerichtete Zytolyse sowie die Ausschuttung proinflammatorischer
Zytokine wie TNFa und INFy (82, 160). Zu beachten ist, dass CD16 nicht von
allen NK- und yd T-Zellsubpopulationen in gleichem Mal3e exprimiert wird. CD16
ist hauptsachlich auf CD569™ NK- und Vy9Vvd2 T-Zellen zu finden, die aber je-
weils die Hauptpopulation der im Blut zirkulierenden Zellen darstellen (54, 62, 86,
166). Die Haupttrager der CD19-4G7SDIE AK vermittelten ADCC sind CD56%™
NK-Zellen und Vy9Vvd2 T-Zellen (97). Bei einer Expansion von yd T-Zellen mit
Zoledronat expandieren insbesondere die Vy9Vo2 T-Zellen (29, 107, 117). Da
diese Population CD16 exprimiert, sind mit Zoledronat-expandierte y® T-Zellen
fur die Untersuchung der ADCC geeignet. Durch die SDIE-Modifikation weist der
Fc-Teil eine hohere Affinitat zu CD16 auf, die etwa um den Faktor 100 hoher liegt
(96) und deshalb eine wesentlich starkere Aktivierung vermittelt als nicht Fc-op-
timierte Antikérper (82, 90, 97, 98). Die Firma Morphosys vermarktet eine huma-
nisierte Version des Antikdrpers CD19-4G7SDIE AK unter der Bezeichnung
MOR208. Er wird in mehreren klinischen Studien in der Therapie der refraktaren
CLL und des refraktaren diffusen grof3zelligen B-Zell-Lymphoms evaluiert (167).
Im Rahmen dieser Arbeit konnte anhand frisch isolierter PBMC bei gesunden
Probanden und padiatrischen Patienten nach haploidenter TcRaB/CD19-deple-
tierter SZT gezeigt werden, dass CD19-4G7SDIE AK die Aktivitat von NK- und
y® T-Zellen gegenuber der BCP-ALL-Linie NALM-16 zuverlassig in Hinblick auf
CD69-, CD137- und CD107a-Expression sowie der Sekretion von INFy und
TNFa steigert (Abb.3-2/3/19). Dies deckt sich mit den bisherigen in vitro Daten,
die mit CD19-4G7SDIE AK gegentiber den BCP ALL-Zelllinien NALM-6 und SEM



Diskussion - 107

fur die Aktivitat von yd T-Zellen erhoben wurden (82). Auch die Hohe der durch
CD19-4G7SDIE AK erzielten Lyse von PBMC gegeniiber NALM-16 in dieser Ar-
beit (Abb.3-4) ist vergleichbar mit der Lyse gegentber anderen BCP ALL-Zellli-
nien bei Seidel et al. (90).

NK-Zellen sind potente Vermittler der ADCC. Dies ist in der Literatur vielfach be-
legt (83, 160). Die funktionellen Daten aus den durchgefuhrten Experimenten zei-
gen, dass NK-Zellen mit dem CD19-4G7SDIE AK effektiver ADCC vermitteln als
yd T-Zellen. Dies erschlief3t sich durch eine deutlich hdhere Expression von
CD69-, CD137- und CD107a auf NK-Zellen, héhere Level an TNFa und INFy und
hohere Lysewerte (Abb.3-2/3/19) bei Koinkubation mit NALM16 und CD19-
4G7SDIE AK. Wie bereits beschrieben und auch in dieser Arbeit gezeigt werden
konnte (Abb.3-2/3), vermitteln yd T-Zellen ebenfalls eine gute ADCC (82, 168),
auch wenn diese im direkten Vergleich mit NK-Zellen geringer ausfallt. Die im-
munologische Tumorkontrolle ergibt sich aus der Summe der antitumoralen Ak-
tivitat aller Immunzellen, so auch der NK- und y® T-Zellen. Durch die spontane
Lysefahigkeit und die Moglichkeit Tumorzellen durch therapeutische Antikdrper
fur NK- und yd T-Zellen sichtbar zu machen, kénnen starke antitumorale Effekte
durch NK- und y& T-Zellen direkt nach haploidenter TcRa3/CD19-depletierter al-
logener SZT erreicht werden (82, 90, 101, 145, 151). Dies ist besonders effizient
maoglich, da diese beiden Zellpopulationen im Stammzellpraparat in hohen Zah-
len belassen werden kénnen und sich nach Transplantation hervorragend rege-
nerieren, ohne dabei die geflrchtetste Komplikation nach Transplantation, die
GVHD, auszulésen (37). Die Zellzahlen liegen im Durchschnitt bei 75x108/kgKG
fur NK-Zellen und bei 11,5x108/kgKG fir yd T-Zellen (169).

Neben der bereits erwahnten spontanen Lysefahigkeit und ADCC durch yd T-
Zellen spielen yd T-Zellen auch bei der NK-Zell-vermittelten ADCC eine Rolle
(33). Maniar et.al zeigte, dass sich die ADCC von PBMC gegen Lymphom- und
Kopf-/Halstumor-Zelllinien unter Verwendung der Antikdrper Rituximab bzw.
Cetuximab nach Depletion von yd T-Zellen verschlechterte. Um diesen Effekt zu
erzielen, wurden die PBMC zusatzlich mit Zoledronat stimuliert (33). In dieser
Arbeit konnte der Einfluss von y® T-Zellen auf die NK-Zell vermittelte ADCC
ebenfalls beobachtet werden. So wurde nach Depletion von yd T-Zellen aus
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PBMC, unter Stimulation mit CD19-4G7SDIE AK, eine verminderte INFy-Sekre-
tion und eine signifikant verringerte CD107a Expression der NK-Zellen gegen-
Uber NALM-16 und eine geminderte Lyseaktivitdit von Raji durch PBMC
gemessen (Abb.3-10/11). Anders als bei Maniar et al. war fur diesen Effekt aller-
dings keine Stimulation der PBMC mit Zoledronat notwendig. Eine Erklarung fir
diese Beobachtung konnte das kostimulatorische Oberflachenmolekil CD137
sein. Die Expression von CD137 auf NK-Zellen wird unter Stimulation mit CD19-
4G7SDIE AK signifikant gesteigert (Abb.3-19). Wie in den kommenden Abschnit-
ten noch thematisiert wird, bildet die Interaktion zwischen CD137 auf NK-Zellen
und CD137L auf yd T-Zellen die Basis fur eine Stimulation von NK-Zellen durch
yo T-Zellen (33). Der CD19-4G7SDIE AK erhoht die CD137-Expression ausrei-
chend, sodass eine Interaktion zwischen NK- und yd T-Zellen auch ohne Vorsti-
mulation mit Zoledronat erfolgt (Abb3-10/11/19).

Der CD19-4G7SDIE AK wird auch bei Patienten nach haploidenter TcRa/CD19-
depletierter allogener SZT eingesetzt (90). Wichtig fur eine erfolgreiche Antikor-
pertherapie ist, dass NK- und yd T-Zellen ihre Funktion zu ADCC auch nach
Transplantation behalten. In der Untersuchung von PBMC aus 28 Blutproben pa-
diatrischer Patienten nach haploidenter TcRaB/CD19-depletierter SZT konnte
gezeigt werden, dass durch CD19-4G7SDIE AK eine zuverlassige Steigerung
der Effektorfunktionen erfolgt. Sowohl die Lyse der Targetzelllinie NALM-16
konnte unter Zusatz von CD19-4G7SDIE AK signifikant erhoht werden als auch
die Expression von Aktivierungsmarkern auf NK- und yd T-Zellen sowie die Zy-
tokinsekretion durch NK-Zellen (Abb.3-5/6). Auch Seidel et al. konnten bei Pati-
enten nach haploidenter TcRaB/CD19-depletierter SZT ein Ansprechen von
y® T-Zellen auf den CD19-4G7SDIE beobachten (82).

Eine offene Frage war, ob die NK- und yd T-Zellfunktion nach SZT mit der ge-
sunder Probanden vergleichbar ist. Dieser Vergleich ist Teil der vorliegenden Dis-
sertationsarbeit. Leider erzielten Patienten nach haploidenter TcRap/CD19-
depletierter SZT im Vergleich zu gesunden Probanden bei der Expression von
Aktivierungsmarkern und der Zytokinproduktion sowohl von NK-Zellen als auch
yo T-Zellen teils signifikant geringere Werte als gesunde Probanden (Abb.3-7/8).
Eine verminderte Aktivierbarkeit von NK- und y® T-Zellen der Patienten kénnte
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daran liegen, dass Patienten nach SZT oftmals eine Vielzahl verschiedener Me-
dikamente benétigen und dabei nicht ausgeschlossen werden kann, dass hier-
durch die Immunfunktion als unbeabsichtigter Nebeneffekt beeinflusst wird. Die
Beobachtung einer geminderten NK-Zellfunktion nach SZT im Vergleich zu ge-
sunden Probanden deckt sich mit der Literatur, in der eine geminderte NK-Zell-
funktion nach SZT mit CD3-depletierten Transplantaten in Bezug auf CD107a-
Expression und INFy-Sekretion beschrieben wurde (170, 171). Ein Erklarungs-
versuch wird anhand einer verminderten Expression des Transkriptionsfaktors T-
box in NK-Zellen nach Transplantation vorgenommen, was in einer verringerten
Freisetzung des Zytokins INFy resultiert (172). Die in der Literatur beschrieben
Ergebnisse beziehen sich allerdings nicht auf Patienten, die haploident
TcRap/CD19-depletiert transplantiert wurden. Daher kann nicht mit Sicherheit
gesagt werden, ob dieser Mechanismus auch hier zutrifft. Zudem beschrankt sich
der bisherige Vergleich der Effektorfunktion von NK-Zellen zwischen gesunden
Probanden und Patienten nach SZT auf die Messung von Degranulationsmar-
kern und Zytokinen von NK-Zellen, wahrend Uber die Funktion der yd T-Zellen
und die effektive Targetzelllyse keine Aussage getroffen wurde (170, 171). Die
fur die Tumorkontrolle entscheidende Effektorfunktion von NK- und yd T-Zellen
ist jedoch die Targetzelllyse. Diese wurde hier weiterfihrend zwischen Patienten
nach SZT und gesunden Probanden verglichen. In der Targetzelllyse durch
PBMC wurden keine Unterschiede zwischen gesunden Probanden und den
TcRap/CD19-depletiert transplantierten Patienten beobachtet (Abb.3-9). Es
scheint, dass eine ausreichende Aktivierung von NK- und yd T-Zellen relevant
ist, jedoch fur die am Ende erzielte Targetzelllyse in den durchgefiihrten Experi-
menten nicht entscheidend gewesen zu sein scheint. Es ist davon auszugehen,
dass Patienten nach haploidenter TcRap/CD19-depletierter SZT eine klinisch re-
levante NK- und yd T-Zell-Effektorfunktion aufweisen. Die Zytokinproduktion
scheint im Vergleich zu gesunden Probanden reduziert zu sein, bei allerdings
vergleichbarer erhaltener Zytotoxizitat. Ein weiterer wichtiger Punkt dabei ist,
dass auch bei Patienten nach haploidenter TcRa/CD19-depletierter SZT yd T-
Zellen die durch NK-Zellen vermittelte ADCC steigern konnen (Abb.3-10). Fur
gesunde Probanden wurde diese Interaktion zwischen NK- und y® T-Zellen in
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Bezug auf die ADCC in der Literatur bereits beschrieben (33), nicht aber fur Pa-
tienten nach SZT. Wie diese Arbeit darlegt, resultiert eine Depletion von yd T-
Zellen aus PBMC auch bei Patienten nach haploidenter TcRa/CD19-depletier-
ter SZT in einer verminderten NK-Zell vermittelten ADCC (Abb.3-10).

Fir den Patienten kdnnte dies bedeuten, dass durch das Vorhandensein der zu-
satzlichen Effektorzellpopulation der yd T-Zellen zum einen die antitumorale Ak-
tivitat grundsatzlich, aber vor allem in der Frihphase nach haploidenter
TcRaB/CD19-depletierter SZT deutlich gesteigert werden kann. Uberdies kann
hierbei durch die Interaktion von NK- und y® T-Zellen eine verbesserte Leuka-
miekontrolle, im Sinne eines zielgerichteten Graft versus Leukemia Effekts erzielt
werden (205).

In der klinischen Anwendung konnte CD19-4G7SDIE bei Patienten mit Restleu-
kamie auf MRD-Niveau (MRD = minimale Resterkrankung) im Kontext der allo-
genen SZT bei 10 von 14 Patienten die MRD um mindestens = 1 Logstufe, d.h.
Faktor 10 senken. Das Nebenwirkungsprofil war tberschaubar und konnte meist
nicht direkt mit der AK-Applikation in Verbindung gebracht werden. Entsprechend
CTCAE 5.0 Version, der Klassifikation unerwinschter Nebenwirkungen, traten
Grad | und Il Nebenwirkungen, wie voriibergehende Ubelkeit, Fieber und Kopf-
schmerzen auf. Lebensbedrohliche Komplikationen hingegen traten bei keinem
Patienten auf (90, 205). Der prophylaktische Einsatz bei 15 weiteren Patienten
ergab erfreulicherweise ebenfalls nur geringgradige Nebenwirkungen und ein, im
behandelten Hochrisikokollektiv nach 2 2 haploidenten SZT, ereignisfreies Uber-
leben > 50%. In einer historischen Kontrollgruppe lag das Gesamtiberleben im
Vergleich bei 20% (205).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass antitumorale Effekte nach allogener
Knochenmark- oder Stammzelltransplantation durch therapeutische Antikérper
klinisch relevant gesteigert werden kdnnen (90, 145). Dieser Effekt kann auch bei
Patienten nach haploidenter TcRap/CD19-depletierter SZT erreicht werden, wie
hier gezeigt wurde. CD19-4G7SDIE AK steigert sowohl bei gesunden Probanden
als auch bei padiatrischen Patienten nach haploidenter TcRaB/CD19-depletierter
SZT zuverlassig die Effektorfunktionen von NK- und yd T-Zellen durch ADCC.

Daruber hinaus erhdhen yd T-Zellen die NK-Zell-vermittelte ADCC. Insbesondere
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die TcRaB/CD19-depletierte haploidente SZT eignet sich fir den frihen Einsatz
therapeutischer Antikorper, da eine grol3e Anzahl an Effektorzellen wie NK- und
yd T-Zellen im Transplantat belassen werden und mit der Transplantation eine
antitumorale Immunitat auf den Patienten Ubertragen werden kann (169). Die
schnelle und robuste Immunrekonstitution von NK- und yd T-Zellen ermdglicht in
Kombination mit Antikérpern friihzeitig und anhaltend, die antitumorale Aktivitat

aufrechtzuerhalten und zielgerichtet zu steigern (37).

4.3 Verhalten von NK- und yd T-Zellen unter Stimulation mit
IL2 und Zoledronat

Das synthetisch hergestellte Bisphosphonat Zoledronat wird in der Tumorthera-
pie klassischerweise bei osteolytischen Knochenmetastasen z.B. bei
Mammakarzinom oder Prostatakarzinomen, fur die Behandlung von Knochen-
schmerzen und zur Abwendung mdoglicher Instabilitaten durch Osteoklastenakti-
vitdt eingesetzt. Zoledronat Ubt dabei seine Wirkung Uber eine Hemmung der
Osteoklasten aus (103, 105, 106). Seitdem in den 90-iger Jahren zufallig entdeckt
wurde, dass Zoledronat zuséatzlich zu einer Aktivierung und Expansion von yd T-
Zellen fuhrt, ist auch dieser Aspekt Gegenstand der Forschung und wird gezielt
in der Tumortherapie eingesetzt (107, 114). Wie bereits in der Einleitung be-
schrieben, fuhrt Zoledronat zur Inhibition des Enzyms FppS im Mevalonatweg.
Neben Osteoklasten kann Zoledronat auch in Tumorzellen und Monozyten wir-
ken, wenn es durch Endozytose aufgenommen wird (67, 107, 119). Die daraus
resultierende Akkumulation von IPP in diesen beiden Zellgruppen wird von
Vy9Vd2 T-Zellen tiber den TcR erkannt und kann auf diese Weise eine Aktivitats-
steigerung und Expansion dieser Zellen anregen (29, 107, 114, 115, 117, 119).
Neue Erkenntnisse lassen vermuten, dass intrazellular akkumuliertes IPP vom
TcR der Vy9Vvd2 T-Zellen Gber BTN3A1, einem Protein aus der Familie der 1g-
Rezeptoren, erkannt wird (112, 113). Eine intrazellulare Akkumulation von IPP
fuhrt zu einer Konformationsdnderung des extrazellularen Anteils von BTN3AL,
das transmural von diesen Zellen exprimiert wird (72). Durch diese Konformati-
onsanderung wird eine Bindung von BTN1A3 an den Vy9Vvd2 TcR madglich, die
in einer Aktivierung der Vy9Vao2 resultiert (72, 112, 113).
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Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass yd T-Zellen bei Koinkuba-
tion mit Zoledronat und verschiedenen Tumorentitdten, wie BCP-ALL und BZ-
Lymphom, rasch eine Expression von CD69 und CD137 induzieren (Abb.3-
15/16). Die Expression des Degranulationsmarkers CD107a sowie die Ausschiit-
tung von TNFa und INFy erreicht erst verzégert die hochste Expression (Abb.3-
17). Die Aktivierung der y® T-Zellen wird durch Bisphosohonate induziert und ist
bereits vielfach beschrieben (110, 114, 117). Eine spezifische Aktivierung der yd
T-Zellen durch Zugabe der Targetzellen NALM-16 konnte bei hoher Grundaktivi-
tat im Beisein von Zoledronat nicht festgestellt werden. Eine Aktivitdtserhéhung
von yd T-Zellen durch maligne Zellen unter Stimulation mit Zoledronat ist abhan-
gig davon, ob Tumorzellen Zoledronat durch Endozytose aufnehmen kénnen. Die
Endozytose von Bispohsphonaten ist Voraussetzung fur die Inhibition des intra-
zellularen Mevalonatweges, die zur Akkumulation von IPP fihrt und in einer spe-
zifischen Stimulation von y® T-Zellen resultiert. Fir Tumorzellen, wie die
Burkittlymphomzelllinie Daudi, wurde dies gezeigt (67). In den durchgefihrten
Versuchen war die Aktivierung von yd T-Zellen durch Zoledronat so hoch, dass
NALM-16 das Aktivitatsniveau der yd T-Zellen nicht mehr wesentlich steigerte,
da bereits die Prastimulation zu einer massiven Aktivitatserhéhung fuhrte (Abb.3-
16/17). Wie stark Zoledronat y® T-Zellen aktiviert, zeigt sich beispielsweise da-
ran, dass yd T-Zellen unter Stimulation mit Zoledronat signifikant mehr CD69 ex-
primieren als unter Stimulation mit dem CD19-4G7SDIE AK (Abb.3-16). Auch
Nussbaumer et al. konnten ohne Zugabe von Targetzellen eine erhdéhte Zytokin-
produktion von yd T-Zellen feststellen (173).

Die meisten Autoren sind sich einig, dass in Abwesenheit von Tumorzellen, Mo-
nozyten notwendig sind, um den stimulierenden Effekt von Zoledronat auf yd T-
Zellen zu vermitteln (110, 112, 113, 119, 178). Wurden Monozyten-depletierte
PBMC mit Zoledronat inkubiert, blieb eine Steigerung der Zytokinproduktion aus
und auch eine Expansion von yd T-Zellen war nur in geringem Ausmalf und ver-
z6gert nachweisbar (173). Mittels Massenspektrometrie konnte zudem gezeigt
werden, dass innerhalb der PBMC nur Monozyten nach Aufnahme von Zoledro-

nat genugend IPP anreichern, um yd T-Zellen zu stimulieren (119). Nussbaumer
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et al. spekulieren, dass Zoledronat yd T-Zellen potenziell auch ohne das Mitwir-
ken von Monozyten stimulieren kénnten, da yd T-Zellen die Fahigkeit zu APC
besitzen. Somit miusste es moglich sein, dass auch yd T-Zellen Zoledronat mittels
Endozytose aufnehmen kdnnen, woraus eine Akkumulation von IPP in yd T-Zel-
len resultieren wirde, welches sich die yd T-Zellen dann gegenseitig prasentie-
ren kénnten, um sich gegenseitig zu stimulieren (173). Auch wenn noch Fragen
offen sind, wie der aktivierende Effekt von Zoledronat an yd T-Zellen genau ver-
mittelt wird, so besteht Einigkeit dariiber, dass Zoledronat die Aktivitat, Zytokin-
sekretion und Zytotoxizitat von yd T-Zellen steigert, was durch die Ergebnisse
dieser Arbeit bestatigt wird (71, 110, 117, 173).

Ein weiteres wichtiges Ph&nomen, das beschrieben wurde, ist, dass durch
Zoledronat aktivierte yd T- Zellen NK-Zellen stimulieren konnen (36). Diese Inter-
aktion resultiert in einer gesteigerten INFy-Sekretion und erhéhten Zytotoxizitét
von NK-Zellen gegeniber verschiedenen Tumorzelllinien (33, 175). In dieser Ar-
beit konnte ebenfalls eine gesteigerte INFy Produktion und CD107a-Expression
als indirekter Marker fur Zytotoxizitat auf NK-Zellen durch Interaktion mit Zoledro-
nat-stimulierten yd T-Zellen beobachtet werden (Abb.3-13/14). Dartber hinaus
wurde nach einer ausreichend langen Inkubation von PBMC mit Zoledronat auch
eine erhohte CD69- und CD137-Expression sowie eine TNFa-Sekretion von NK-
Zellen beobachtet (Abb.3-13/14). Wie in der Literatur beschrieben, liel? sich der
Effekt von Zoledronat auf NK-Zellen auf die vorherige Stimulation von yd T-Zellen
durch Zoledronat zurtckfihren, und nicht auf eine direkte Wirkung von Zoledro-
nat auf NK-Zellen (33, 175). Diese Schlussfolgerung begriindet sich durch die
Beobachtung, dass Zoledronat keine vermehrte Expression der gemessenen Pa-
rameter auf NK-Zellen auslést, sobald yd T-Zellen aus den PBMC depletiert wur-
den (Abb.3-18). Ein weiteres Indiz fur einen indirekten Mechanismus (Stimulation
von NK Zellen durch yd T-Zellen) ist die zeitverzogerte Reaktion von NK-Zellen
auf Zoledronat. yd T-Zellen zeigen schon nach 14 Stunden einen Aktivitatsan-
stieg durch Zoledronat, wahrend NK-Zellen diese erst nach weiteren 24 Stunden
zeigen (Abb.3-13/14/15/16). Diese Verztgerung der Aktivitatssteigerung der NK-

Zellen konnte daherkommen, dass yd T-Zellen zunachst selbst durch Zoledronat
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aktiviert werden mussen, bevor sie ihrerseits NK-Zellen direkt tber Zell-Zell-In-
teraktion oder indirekt parakrin tber Zytokinfreisetzung stimulieren (33, 36). Fur
eine durch Zoledronat-stimulierte yd T-Zellen vermittelte Steigerung der INFy-
Sekretion von NK-Zellen ist keine Zugabe eines Targets notwendig (175). In die-
ser Arbeit konnte dartiber hinaus gezeigt werden, dass flur die Expression ande-
rer Aktivierungsmarker und Zytokine ebenfalls keine Targetzellen erforderlich
sind (Abb.3-13/14). Das Signal aktivierter yd T-Zellen reicht aus, um NK-Zellen
zu praaktivieren. Alexander et al. konnten als Erste beobachten, dass mit
Zoledronat stimulierte yd T-Zellen die Zytotoxizitat von NK-Zellen erhéhen kon-
nen. lhre Beobachtungen im Rahmen einer 14-tagigen Stimulation von PBMC
mit IL2 und Zoledronat fiihrten sie auf eine Aktivierung der NK-Zellen durch yd T-
Zellen durch l6sliche Faktoren wie INFy und TNFa zurtick (36). In neueren Stu-
dien wurde die Interaktion zwischen NK- und y® T-Zellen im Rahmen der Be-
trachtung eines kiirzeren Zeitraums durch eine Zell-Zell-Interaktion tber CD137
und CD137-Ligand (CD137L) erklart (33). Unterstutzt wird dies durch die hier ge-
machte Beobachtung, dass Zoledronat die CD137-Expression auf NK- und yd T-
Zellen erhdht (Abb.3-13/16). Auf die Interaktion von NK- und y® T-Zellen Uber
CD137/CD137L wird an anderer Stelle noch einmal genauer eingegangen (Ab-
schnitt 4.4).

Nussbaumer et al. wiesen darauf hin, dass fur eine Anregung von NK-Zellen zu
INFy-Ausschittung unter Stimulation mit Zoledronat neben dem Signal von yd T-
Zellen auch 1L18 aus Zoledronat-stimulierten Dendritischen Zellen notwendig ist
(173). Dendritische Zellen und Monozyten kdnnen Zoledronat Gber Endozytose
aufnehmen, was in Blockade des Mevalonatweges und einer Akkumulation von
IPP in den Zellen resultiert. Aufgrund des dadurch bedingten Zellstress kommt
es zu einer Ausschuttung des inflammatorischen Zytokins IL18 (173, 175). Wur-
den in dieser Arbeit PBMC mit Zoledronat stimuliert, kam es zu einer gesteigerten
INFy-Sekretion der NK-Zellen (Abb.3-14). Diese gesteigerte INFy-Sekretion war
nach Depletion von yd T-Zellen aufgehoben, obwohl Dendritische Zellen noch
vorhanden waren (Abb.3-18). Der Einfluss von Dendritischen Zellen unter Stimu-
lation mit Zoledronat scheint ohne das Vorhandensein von yd T-Zellen keine Ak-

tivitatssteigerung der NK-Zellen bewirken zu koénnen. Es lasst sich daraus
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schlieBen, dass der Effekt von Zoledronat auf NK-Zellen im Wesentlichen von yd

T-Zellen vermittelt wird.

Das inflammatorische Zytokin IL2 wird hauptséchlich von T-Zellen und Dendriti-
schen Zellen im Rahmen einer Immunantwort produziert und kann die Aktivitat
und Expansion zahlreicher Immunzellen, unter anderem von NK-Zellen, férdern
(120, 126, 176, 177). Rekombinantes IL2 wird als Immunstimulans in der Thera-
pie des metastasierten Nierenzellkarzinoms und Melanoms eingesetzt. Der Ein-
satz bei anderen Malignomen wird untersucht (120). Im Rahmen von in vitro
Analysen kann IL2 die Zytotoxizitat von NK-Zellen gegentber verschiedenen Tu-
morzelllinien, sowie die Expression von Aktivierungsmarkern wie CD69 und
CD137 steigern (177, 178). In dieser Arbeit konnte dementsprechend durch Sti-
mulation mit IL2 auch eine signifikante Steigerung dieser Aktivierungsmarker und
der Zytokinproduktion von NK-Zellen gegeniber NALM-16 (Abb.3-13/14) sowie
eine Steigerung der Targetzelllyse von PBMC gegeniber verschiedener hama-
tologischer Tumorzelllinien (Abb.3-12) beobachtet werden. IL2 kann auch von
aktivierten yd T-Zellen sezerniert werden und diese auto- und parakrin zu Expan-
sion und Zytokinproduktion anregen (60). In dieser Arbeit reagierten yd T-Zellen
unter Stimulation mit IL2 lediglich mit einer leicht gesteigerten CD69-Expression
(Abb.3-15). Alle anderen Parameter wie die Expression der Aktivierungsmarker
CD137, CD69, CD107a und der Zytokine INFy und TNFa zeigten keine Veran-
derung (Abb.3-16/17). Auch Cairo et al. beobachteten keine gesteigerte CD137-
Expression auf yd T-Zellen unter Stimulation mit IL2 (178).

Wahrend IL2 die NK-Zellen direkt Gber IL2-Rezeptoren auf der NK-Zelloberflache
aktiviert, wird der Effekt von Zoledronat indirekt Uber Zoledronat-aktivierte yd T-
Zellen an NK-Zellen Gbermittelt (33, 178). Beide Stoffe fihren somit auf unter-
schiedlichen Wegen zu einer Aktivitatssteigerung der NK-Zellen. Eine Stimulation
von PBMC mit der Kombination aus beiden Stoffen kénnte daher die Aktivierung
der NK-Zellen potenzieren. Nussbaumer et al. konnten nach der Stimulation von
PBMC mit IL2 und Zoledronat eine verstarkte Produktion von INFy durch NK-
Zellen beobachten (175). Wie bei Nussbaumer et al. wurde auch in dieser Arbeit
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durch Inkubation von PBMC mit IL2 und Zometa eine erhdhte INFy-Sekretion
gemessen. Dartber hinaus zeigte sich nach der Inkubation von PBMC mit beiden
Stoffen eine hohere Sekretion des Zytokins TNFa und hohere CD137-Expression
der NK-Zellen (Abb.3-14/15) im Vergleich zu den Konditionen, in denen PBMC
nur mit IL2 oder nur mit Zoledronat inkubiert wurden. Des Weiteren steigerte sich
die Lyse der PBMC gegenuber NALM-16 (Abb.3-13) nach Inkubation mit IL2 und
Zoledronat signifikant. In Hinblick auf die Erhéhung der Lysefahigkeit und Zyto-
kinproduktion von NK-Zellen scheinen IL2 und Zoledronat synergistisch zu wir-
ken. Nussbaumer et al. erklaren die additive Wirkung beider Stoffe in Bezug auf
eine gesteigerte INFy-Sekretion von NK-Zellen Gber eine Interaktion von NK-Zel-
len mit Dendritischen Zellen (175). Wie bereits beschrieben, produzieren Dend-
ritische Zellen unter Stimulation mit Zoledronat vermehrt 1L18 (175). IL18 kann
synergetisch mit IL2 die INFy-Produktion von NK-Zellen steigern. Nach 48 Stun-
den wurde eine Terminierung der INFy-Produktion durch NK-Zellen beschrieben,
was mit dem Absterben der koinkubierten Dendritischen Zellen erklart wird (175).
In der vorliegenden Arbeit lag die INFy-Produktion der NK-Zellen nach einer In-
kubationszeit von PBMC mit Zoledronat und IL2 nach 38 Stunden allerdings bei
einem hoheren Wert als nach 14 Stunden. Dieser Unterschied mag eventuell da-
rin begriindet sein, dass bei Nussbaumer et al. die Inkubation ohne Targetzellen
erfolgte, im Gegensatz zu dieser Arbeit, in der mit NALM-16 koinkubiert wurde.

Ein alternatives Erklarungsmodell fur den additiven Effekt von IL2 und Zometa
auf die Zytokinproduktion von NK-Zellen kénnte sein, dass die Kombination bei-
der Stoffe die Stimulation von NK-Zellen durch y& T-Zellen verstarkt. Sowohl IL2
als auch indirekt Zoledronat fihren zu einer gesteigerten CD137-Expression auf
NK-Zellen, wie diese Arbeit zeigt und in der Literatur beschrieben wird (178). Mit
IL2 und Zoledronat stimulierte yd T-Zellen exprimieren verstarkt CD137L (33).
Die gesteigerte Expression von CD137 auf NK-Zellen und CD137L auf yd T-Zel-
len durch die Kombination von IL2 und Zoledronat kénnte eine verstarkte Stimu-
lation von NK-Zellen durch yd T-Zellen ermdglichen, da diese
Oberflachenmoleklle malfigeblich an der Interaktion der beiden Zellgruppen be-

teiligt sind (33). Die verstéarkte Interaktion von NK- und yd T-Zellen unter Einfluss
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von IL2 und Zometa erklart hinreichend die erhdhte Zytokinproduktion von NK-
Zellen.

Die Kombination aus IL2 und Zoledronat konnte die Expression von Aktivierungs-
markern auf yd T-Zellen in der vorliegenden Arbeit zwar nicht starker erhéhen als
Zoledronat alleine, allerdings bietet die Kombination beider Stoffe die Méglichkeit
Vy9Vo2 T-Zellen zu expandieren (117). Durch eine Expansion von yd T-Zellen
mit IL2 und Zometa (117) kdnnen yd T-Zellen in grol3er Zahl gewonnen werden
und isoliert fir Versuche verwendet werden. Eine Expansion von yd T-Zellen er-
maoglicht auch die Anwendung von yd T-Zellen zu therapeutischen Zwecken bei

Tumorpatienten im Rahmen eines Transfers autologer exp. yd T-Zellen (29).

Zoledronat hat, verglichen mit anderen synthetischen Bisphosphonaten, den po-
tentesten Effekt auf die Expansion von Vy9Vd2 T-Zellen (110). Im Rahmen dieser
Arbeit erfolgte die Etablierung eines modifizierten Expansionsprotokolls, mit dem
eine Reinheit von 86-96% an yd T-Zellen spenderunabhangig und zuverlassig
erreicht wurde, sodass keine anschlie3ende Anreicherung der yd T-Zellen fur die
Durchfihrung der Experimente erfolgte (33). Durch die Modifikation des Proto-
kolls konnten hohere Reinheitsgrade an yd T-Zellen als mit anderen Expansions-
protokollen, z.B. von Cairo et al. oder Seidel et al. (82, 178), erreicht werden. Der
Unterschied zu anderen Protokollen besteht darin, dass ab Tag neun eine tagli-
che, statt dreitdgige Zellpflege unter Zugabe frischen, IL2-haltigen Mediums er-
folgte und nur zu Beginn der Kultur einmalig 1uM Zoledronat zugegeben wurde.
Bei Cairo et al. erfolgte im Gegensatz zu unserem Protokoll initial eine Zugabe
von 0,5 uM Zoledronat und die Zellpflege durchgehend dreitéagig mit IL2-haltigem
Medium, wobei ein geringerer Reinheitsgrad von 70-85% an yd T-Zellen erreicht
wurde (178). Seidel et al. fuhrte die Zellpflege zwei- bis dreitagig mit IL2- und
zusétzlich zoledronathaltigem Medium (400nM Zoledronat) durch, wobei ein
Reinheitsgrad von lediglich 32-60% an yd T-Zellen erzielt werden konnte (82).
Unserer Erfahrung nach ist fur ein optimales Expansionsergebnis eine tagliche
Zellpflege ab der zweiten Expansionswoche mit IL2-haltigem Medium wichtig.
Zudem ist eine initale einmalige Zoledronatzugabe mit einer gesteigerten Dosis

von 1uM Zoledronat vorteilhaft, um einen hohen Reinheitsgrad an yd T-Zellen zu
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erreichen, anstatt einer taglichen Restimulation mit Zoledronat Uber den Expan-

sionszeitraum.

Zusammengefasst lasst sich feststellen, dass Zoledronat yd T-Zellen aktiviert,
wodurch diese wiederum Uber CD137 NK-Zellen stimulieren. Somit bewirkt
Zoledronat eine Steigerung der Aktivitat, Zytotoxizitat und Zytokinproduktion bei-
der Zellgruppen (33, 110). Zoledronat bietet daher das Potenzial in der Therapie
von Patienten nach TcRap/CD19-depletierter allogener SZT die Effektorfunkio-
nen von NK-Zellen und yd T-Zellen gegen Malignomzellen, insbesondere in der
Kombination mit IL2, zu steigern. Der Einfluss von IL2 auf andere Immunzellen,

z.B. regulatorische T-Zellen, muss jedoch balanciert werden (181, 182).

4.4 Einfluss von yd T-Zellen auf NK-Zellen

Mehrere Autoren beschreiben eine Interaktion zwischen yd T-Zellen und NK-Zel-
len (33, 36). Auch in dieser Arbeit steigerten yd T-Zellen die NK-Zell-vermittelte
ADCC. Insbesondere die Prastimulation von yd T-Zellen mit Zoledronat flihrte zu
einer erhdhten Zytotoxizitat und Zytokinproduktion von NK-Zellen. Durch Ver-
wendung exp. yd T-Zellen und aus Vollblut isolierter NK-Zellen, war eine isolierte
Betrachtung der Interaktion zwischen NK- und yd T-Zellen mdéglich, da etwaige
Einflisse und Storfaktoren anderer in der PBMC-Fraktion enthaltener Immunzel-
len auf die Interaktion dieser Zellen verhindert wurde. Bisherigen Erkenntnissen
zufolge, interagieren NK- und yd T-Zellen Uber CD137-CD137L, wie bereits
mehrfach erwéhnt wurde (33). Eine Inkubation mit auf Plastik immobilisiertem
higG erhoht die CD137 Expression auf NK-Zellen (33). Dies wurde in den Mes-
sungen der vorliegenden Arbeit bestatigt. Darliber hinaus kam es durch higG zu
einer vermehrten CD137-Expression auf yd T-Zellen (Abb.3-23). Somit kbnnte
eine Interaktion zwischen NK- und yd T-Zellen nach Inkubation mit higG durch
erhohte CD137-Expression forciert werden. Eine Inkubation mit immobilisiertem
higG erhoht allerdings auch die unspezifische Aktivitat von NK-Zellen, was be-
ricksichtigt werden muss (33). Das auf Plastik immobilisierte higG wird von CD16
auf NK- bzw. yd T-Zellen gebunden und I6st so eine unspezifische Aktivierung

dieser Zellen aus (166, 183), was zu einer Erhéhung der Aktivierungsmarker, wie
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beispielsweise CD69 und CD54, auf NK-Zellen fuhrt. Die unspezifische Aktivie-
rung durch immobilisiertes higG fuhrte in den durchgefiihrten Experimenten zu
einer gesteigerten CD107a-Expression auf NK-Zellen und yd T-Zellen (Abb.3-
25). Therapeutische Antikorper, wie beispielsweise der CD19-4G7SDIE AK und
der GD2-CHCH14.18 AK, aktivieren NK-Zellen antigenspezifisch (160). Ver-
gleicht man die Expression des Aktivierungsmarkers CD107a und die Zytokin-
produktion von NK-Zellen, die mit hlgG und dem CD19 4G7SDIE AK inkubiert
wurden mit der von NK-Zellen, die nur mit 4G7SDIE inkubiert wurden, so zeigt
sich kein Unterschied zwischen den Gruppen (Abb.3-25). Der CD19 4G7SDIE
Antikdrper aktiviert die NK-Zellen somit so stark, dass die Aktivierung durch higG
nicht mehr zum Tragen kommt. Dies zeigt einmal mehr, wie potent der Fc-opti-
mierte CD19-4G7SDIE AK NK-Zellen aktivieren kann.

Maniar et al. zeigten, dass exp. yd T-Zellen nach Inkubation auf hlgG-beschich-
teten Platten die Aktivitat und Zytotoxizitat von frischen NK-Zellen erhéhen (33).
Auch in unseren Experimenten steigerten exp. yd T-Zellen die CD107a-Expres-
sion auf NK-Zellen als indirektes Mal3 fur Zytotoxizitat nach Inkubation mit higG
(Abb.3-26). Ohne Prainkubation auf hlgG-beschichteten Platten zeigte sich diese
Tendenz ebenfalls, allerdings aufgrund der geringeren CD137-Expression erwar-
tet (33), weniger ausgepragt. Wie bereits bei der Interaktion von Zoledronat-sti-
mulierten yd T-Zellen scheint der Einfluss exp. yd T-Zellen auf NK-Zellen nach
Inkubation mit hlgG so stark zu sein, dass exp. yd0 T-Zellen NK-Zellen auch ohne
Zugabe eines Targets aktivieren kdnnen. So resultiert die Inkubation exp. yd T-
Zellen mit NK-Zellen nach Stimulation mit higG auch ohne Target in einer ver-
starkten Expression der Aktivierungsmarker CD69 und CD54 auf NK-Zellen (33)
oder wie in unseren Versuchen mit einer erhdhten CD107a-Expression (Abb3-
26).

Wichtig ist dabei festzuhalten, dass die Wirkung von exp. y® T-Zellen auf NK-
Zellen vom Verhaltnis der beiden Zellpopulationen zueinander abhangig ist (33).
In unseren Untersuchungen flhrte die Zugabe von exp. yd T-Zellen im Verhaltnis
0,5:1 und 0,125:1 (yd T-Zellen:NK-Zellen) zu einer signifikant hoheren CD107a-
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Expression der NK-Zellen als ohne Zugabe von yd T-Zellen (Abb.3-26), insbe-
sondere unter Verwendung des CD19-4G7SDIE AK. Ein Verhaltnis von 4:1 (yd
T-Zellen:NK-Zellen) hingegen verschlechterte die CD107a-Expression der NK-
Zellen und auch die Zytokinsekretion (Abb.3-26). Maniar et al. definieren ein Ver-
haltnis von 0,5:1 (v T-Zellen:NK-Zellen) als optimal (33). Allerdings wurde diese
Aussage anhand der CD69- und CD45-Expression auf NK-Zellen getroffen und
nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden statt wie hier nach 32 Stunden. Maniar
et. al kamen uberdies zu dem Schluss, dass eine zu geringe Konzentration an
exp. yo T-Zellen, genauer gesagt ein Verhaltnis von 0,005:1 (yd T-Zellen:NK-
Zellen), die yd T-Zellen keinen stimulierenden Effekt mehr auf die NK-Zellen aus-
Uben kdnnen. Diese geringe Konzentration an exp. yd T-Zellen wurde hier nicht
untersucht, allerdings konnte in dieser Arbeit festgestellt werden, dass bei einem
Verhéltnis von 0,125:1 yd T-Zellen noch einen stimulierenden Einfluss auf NK-
Zellen in Hinblick auf die CD107a-Expression haben (Abb.3-26). Der Einfluss ei-
nes Verhaltnisses von exp. yd T-Zellen auf NK-Zellen gro3er als 1 wurde bei
Maniar et al. nicht untersucht. Cairo et al. konnten allerdings eine durch exp. yd
T-Zellen erhdhte CD69-Expression auf NK-Zellen noch bei einem Verhaltnis von
1:1 der beiden Zellgruppen zueinander feststellen (178). In einem in dem Rah-
men dieser Arbeit durchgefiihrten exemplarischen Versuch fur die Titration des
optimalen Verhéltnisses von yd T-Zellen zu NK-Zellen entsprach die CD107a-
Expression von NK-Zellen bei einem Verhéltnis von 1:1 der Hohe der CD107a-
Expression ohne Zugabe von exp. yd T-Zellen (Abb.3-21). Die obere Grenze des
Verhéltnisses von yd T-Zellen zu NK-Zellen, bei dem NK-Zellen noch von yd T-
Zellen stimuliert werden, ist demnach von dem gemessenen Parameter abhéngig
und liegt in etwa bei einem Verhaltnis von 1:1. Der Grund dafur, dass die Zugabe
eines hohen Anteils an exp. yd T-Zellen keinen stimulierenden Effekt bzw. sogar
hemmenden Effekt auf die NK-Zellaktivitat haben konnte, konnten rdumlich-ste-
rische Effekte sein (184, 185). Es kann vermutet werden, dass bei yd T-Zellen im
Uberschuss NK-Zellen schlechter mit den Targetzellen interagieren und so nur
einen geringeren zytotoxischen Effekt ausiiben. Reduziert man das Verhaltnis
von yd T-Zellen zu NK-Zellen von 4:1 um den Faktor 8 auf 0,5:1, kdnnen die exp.

y® T-Zellen die NK-Zellen stimulieren, ohne den Kontakt von NK- zu Targetzellen
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zu behindern. Wird das Verhaltnis an yd T-Zellen zu NK-Zellen zu weit reduziert,
kann der Effekt von yd T-Zellen auf NK-Zellen nicht mehr objektiviert werden, wie
von Maniar et al. (33) beschrieben. Dies ist wahrscheinlich dadurch bedingt, dass
die geringe Anzahl an yd T-Zellen nicht in der Lage sind mit den NK-Zellen aus-
reichend zu interagieren, um eine messbare Aktivitatssteigerung der NK-Zellen
hervorzurufen (33).

Die Beobachtung, dass NK- und yd T-Zellen bei Koinkubation Zellkluster bilden
(Abb. 3-24), wie sie von anderen Arbeitsgruppen ebenfalls beschrieben wurden,
lassen eine Interaktion zwischen NK- und y® T-Zellen Uber Zell-Zell-Interaktion
vermuten (33, 178). Maniar et al. zeigten eine Interaktion von NK- und yd T-Zellen
Uber CD137 und CD137L. Eine Stimulation der NK-Zellen durch yd T-Zellen tber
I6sliche Faktoren konnten sie hingegen bei einer kurzzeitigen Inkubation aus-
schlieBen (33). In dieser Arbeit fuhrte eine Blockade von CD137 zu einem signi-
fikanten Rickgang der CD107a-Expression von NK-Zellen bei Koinkubation mit
exp. yo T-Zellen (Abb.3-29). Dieser Aktivitatsriickgang zeigte sich sowohl bei In-
kubation mit und ohne Targetzellen als auch bei Inkubation mit CD19-4G7SDIE
AK. Nach CD137-Blockade wurde im Rahmen desselben Versuchsaufbaus be-
reits ein Ruckgang der unspezifischen Aktivierung (CD54- und CD25-Expres-
sion) und eine reduzierte Lyse von Kopf/Halsmalignomzellen beschrieben (33).
Die Versuche dieser Arbeit legen nahe, dass die Interaktion zwischen yd T-Zellen
und NK-Zellen tiber CD137 bei der NK-Zell-vermittelten direkten Zytotoxizitat und
ADCC gegentber der BCP-ALL-Zelllinie NALM-16 eine Rolle spielt. Die CD107a
Expression von NK-Zellen alleine, ohne Zugabe von exp. y® T-Zellen, vermin-
derte sich unter CD137-Blockade nicht (Abb. 3-29). Die verminderte CD107a-
Expression von NK-Zellen unter CD137-Blockade entsteht somit nicht durch eine
verminderte Aktivitdt der NK-Zellen unter CD137-Blockade generell, beispiels-
weise weil die Interaktion von NK-Zellen untereinander tber CD137 inhibiert
wirde. Die Aktivitatsminderung der NK-Zellen entsteht vielmehr durch die ver-
minderte Interaktion mit yd T-Zellen (33).

Der Grund fur eine vermehrte Aktivitat, Zytotoxizitat und ADCC von NK-Zellen
nach Interaktion mit yd T-Zellen kbnnte sein, dass die Interaktion zwischen
CD137L auf yd T-Zellen mit CD137 auf NK-Zellen die NKG2D-Expression auf



122 - Diskussion

NK-Zellen steigert (33). NKG2D gehdrt zu den potentesten proaktivierenden Re-
zeptoren auf NK-Zellen, dessen Liganden, beispielsweise MICA/B oder ULBP,
auf virusinfizierten und/oder malignen Zellen exprimiert werden (186). Eine ge-
steigerte NKG2D-Expression erhoht somit das zytotoxische Potential von NK-
Zellen. Cairo et al. beschrieben, dass exp. yd T-Zellen die Fahigkeit von NK-Zel-
len fur die Lyse unreifer Dendritischer Zellen stimulieren kénnen (178). Sie iden-
tifizierten die Oberflachenmolekile ,inducible T-cell costimulator” (ICOS) auf exp.
yd T-Zellen und ICOS-Ligand (ICOSL) auf NK-Zellen, als die fur die Interaktion
zwischen NK- und yd T-Zellen verantwortlichen Molekiile in Bezug auf die Lyse
Dendritischer Zellen. Eine Beteiligung von CD137/CD137L schlossen sie hinge-
gen in diesem Kontext aus. Maniar et al. konnten allerdings keine vermehrte Ex-
pression von ICOS beobachten, weshalb sie diesen Mechanismus in der
Interaktion zwischen exp. yd T-Zellen und NK-Zellen in der Tumorzellerkennung
fur unwesentlich einschatzten (33). Je nach Art des Targets scheinen unter-
schiedliche Interaktionsmechanismen zwischen NK- und yd T-Zellen verantwort-
lich zu sein. Da in dieser Arbeit die Aktivitatssteigerung der NK-Zellen durch yd
T-Zellen nach CD137-Blockade nahezu komplett aufgehoben war, kann vermutet
werden, dass die Interaktion von CD137-CD137L direkt oder indirekt den Haupt-
mechanismus in der Erhéhung der CD107a-Expression gegeniber NALM16 dar-
stellt (Abb.3-26).

Neben der Targetzelllyse ist die Zytokinproduktion eine weitere wesentliche Ef-
fektorfunktion von NK-Zellen (42, 45, 51). Fokussierten sich Maniar et al. auf das
Zusammenspiel von exp. yd T-Zellen mit NK-Zellen in Bezug auf die NK-Zell ver-
mittelte Zytotoxizitat (33), so wurde in dieser Arbeit auch der Aspekt der Zytokin-
produktion berlcksichtigt. Die Zytokinproduktion durch NK-Zellen wurde bei
Koinkubation von exp. yd T-Zellen und NK nicht gesteigert und wurde durch die
Blockade von CD137 nicht beeinflusst (Abb.3-26). Dass yd T-Zellen NK-Zellen
prinzipiell zu einer erhéhten Zytokinproduktion anregen kdnnen, ist im Zusam-
menhang mit einer Stimulation durch Zoledronat bekannt (187). So konnten auch
in dieser Arbeit bei Stimulation von PBMC mit Zoledronat yd T-Zellen die NK-
Zellen zu einer erhdohten Produktion von INFy und TNFa anregen, besonders in
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Zusammenspiel mit IL2 (Abb.3-14/18). Nussbaumer et al. beschreiben, dass yd
T-Zellen NK-Zellen unter Einfluss von Zoledronat nur zu erhéhter INFy Produk-
tion stimulieren kdnnen, wenn sie durch IL18, sezerniert von Dendritischen Zel-
len, kostimuliert werden (173, 175). Werden ausschlief3lich NK-Zellen mit exp. yd
T-Zellen inkubiert, kbnnen Dendritische Zellen keinen Einfluss auf die Interaktion
nehmen. Der fehlende Einfluss Dendritischer Zellen Gber IL18 erklart, dass yd T-
Zellen die Zytokinproduktion durch NK-Zellen in dem Versuchsaufbau in dieser
Arbeit nicht steigerte, obwohl sie dazu indirekt Gber Dendritische Zellen fahig

sind.

Unter Stimulation mit CD19-4G7SDIE AK konnten yd T-Zellen die ADCC von NK-
Zellen steigern (Abb.3-10/11). Dartber hinaus fuhrte die Stimulation und Expan-
sion von yd T-Zellen mit Zoledronat zu einer Aktivierungssteigerung von NK-Zel-
len (Abb.3-18). Dies entspricht dem bisherigen Kenntnisstand (33, 173, 175,
187), wahrend die Interaktion zwischen yd T-Zellen und NK-Zellen im Hinblick
auf die spontane Lysefahigkeit von NK-Zellen ohne vorherige Stimulation der yd
T-Zellen durch Zoledronat nicht bekannt ist. Wie diese Arbeit zeigt, beeinflussen
native yd T-Zellen aus dem Peripherblut ohne Praaktivierung durch Bisphospho-
nate und/oder préaaktivierende Zytokine (IL2) nicht die spontane Lysefahigkeit
von NK-Zellen (178). Dies erschlief3t sich aus der Beobachtung, dass die NK-
vermittelte Lyse nach Depletion von yd T-Zellen gegeniuber der Targetzelllinien
NALM-16, Raji und K562 ohne vorherige Stimulation nicht verringert war (Abb.3-
11). Es scheint, als mussten y® T-Zellen fiir eine relevante Interaktion mit NK-
Zellen im durchgefiuihrten Messzeitraum (< 48 Stunden) z.B. durch Zoledronat
und/oder therapeutische Antikérper CD19-4G7SDIE AK praaktiviert werden.
Beide Substanzen fiihren zu einer gesteigerten Expression von CD137 auf NK-
und yd T-Zellen (Abb.3-16/19) (33). Die Interaktion von CD137-CD137L ist ein
nachgewiesener kostimulierender Mechanismus zwischen NK- und yd T-Zellen
(33). Es ist davon auszugehen, dass die erhohte CD137-Expression auf NK- und
yd T-Zellen durch vorherige Stimulation mit Zoledronat indirekt zur Aktivierungs-

steigerung von NK Zellen geftihrt hat. Auch in der Literatur wurde eine gesteigerte
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Zytotoxizitat und ADCC durch Stimulation von NK-Zellen mit yd T-Zellen nur un-
ter vorheriger Inkubation mit Bisphosphonaten oder unter Verwendung exp- yd
T-Zellen beobachtet (33, 36, 178). Da yd T-Zellen mit IL2 und Bisphosphonaten
bzw. IPP expandiert werden, kdnnen sie ebenfalls als voraktiviert betrachtet wer-
den (33, 36). Eine gesteigerte antitumorale Aktivitat konnte durch die Kombina-
tion von therapeutischen Antikérpern und Bisphosphonaten im Patienten erreicht
werden, da hier neben den nachgewiesenen Effekten durch Antikorper alleine
mit NK und y® T- Zellen Uberdies die robuste Aktivierung von von NK-Zellen

durch yd T- Zellen gesteigert werden kénnte.

4.5 Aktivierung von yd T-Zellen durch NK-Zellen

In den bisherigen Abschnitten wurde die Aktivierung von NK-Zellen durch yd T-
Zellen dargelegt. Die Aktivierung von yd T-Zellen durch NK-Zellen wurde hinge-
gen bislang wenig untersucht (35).

In den durchgefuhrten Experimenten zeigte sich eine Aktivierung von exp. yd T-
Zellen durch NK-Zellen. NK-Zellen steigern neben der CD107a-Expression auf
yd T-Zellen auch die Sekretion von INFy und TNFa signifikant (Abb.3-27).

Die Aktivierung von NK-Zellen durch exp. yd T-Zellen ist vom Verhaltnis der bei-
den Zellgruppen zueinander abhéngig (33). Auch andersherum ist die Aktivitats-
steigerung und Zytokinproduktion abhangig von dem Verhéltnis der NK- zu yd T-
Zellen (Abb.3-27). Ahnlich wie bei der Stimulation der NK-Zellen durch yd T-Zel-
len, ist die Stimulation von yd T-Zellen durch NK-Zellen bei einem Verhéltnis von
0,5:1und 0,125:1 (yd T-Zellen:NK-Zellen) am effektivsten. Ein Verhaltnis von 4:1
(yd T-Zellen:NK-Zellen) hat keinen relevanten Einfluss auf die Aktivitat der yd T-
Zellen und fuhrt lediglich zu einer geringen Aktivitatssteigerung, im Sinne einer
erhéhten CD107a-Expression bzw. INFy- /TNFa-Sekretion. Als Erklarung hierfar
kann wieder Uber raumlich-sterische Effekte spekuliert werden (184, 185). Sind
zu viele yd T-Zellen im Vergleich zu NK-Zellen vorhanden, ist es vermutlich nicht
fur alle yd T-Zellen moglich, mit einer NK-Zelle zu interagieren, was dazu fuhrt,
dass ein geringerer Prozentsatz an yd T-Zellen durch NK-Zellen aktiviert wird als
bei einem hoheren NK-Zell-Anteil. Fiur den Patienten kbnnte die bidirektionale

Aktivitatssteigerung von NK- und yd T-Zellen einen Therapievorteil bringen, da
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yo T-Zellen neben direkter zytotoxischer und regulatorischer Effekte ebenfalls zu
einer ADCC von Targetzellen befahigt sind (62, 73, 82). NK-Zellen kénnen in
Anbetracht der CD107a-Expression als indirekter Messparameter fiir die Target-
zelllyse sowohl die spontane Lysefahigkeit der yd T-Zellen gegentiber NALM-16
als auch die ADCC mittels CD19-4G7SDIE AK massiv steigern (Abb.3-27). Bei
der Interaktion mit yd T-Zellen kommt es, wie bereits erwahnt, auch ohne Zugabe
eines Targets zu einer Aktivitatssteigerung der NK-Zellen (33). Auch bei yd T-
Zellen kommt es durch die Interaktion mit NK-Zellen ohne die Zugabe eines Tar-
gets zu einer gesteigerten CD107a-Expression und Zytokinsekretion. Das von
NK-Zellen ausgetibte Signal auf exp. yd T-Zellen scheint starken Einfluss auf die
yd T-Zellen zu haben, da fir eine Aktivitatssteigerung kein zusatzlicher Stimulus
wie z.B. durch ein Target bendtigt wird. Auch Cairo et al. konnten einen Anstieg
der INFy- und TNFa- Sekretion nach Koinkubation von NK- und exp yd T-Zellen
gegenuber autologen unreifen Dendritischen Zellen beobachten (178). Da der
Zytokingehalt allerdings im Uberstand der Kultur gemessen wurde, konnte die
Zytokinproduktion nicht eindeutig den NK- oder yd T-Zellen zugeordnet werden.
Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass die erhdhte Zytokinproduktion un-
ter Koinkubation von NK- und exp. yd T-Zellen auf die yd T-Zellen zurtickzufihren
ist und durch eine Stimulation der yd T-Zellen durch NK-Zellen bedingt war. Ma-
niar et al. beschrieben hingegen, dass nach der Koinkubation von NK- und exp.
y® T-Zellen unter Stimulation mit higG keine Steigerung der Aktivitat der yd T-
Zellen durch NK-Zellen zu beobachten ist (33). Als Messparamter diente CD69.
Diese Beobachtung deckt sich nicht mit den Ergebnissen dieser Arbeit. Auch die
Inkubation mit hlgG erhdhte die CD69-Expression der yd T-Zellen bei Maniar et.
al nicht im Vergleich zur Kontrolle (nur Medium). Eine erhghte CD69 Expression
auf exp. yd T-Zellen durch higG ware allerdings zu erwarten, da das immobili-
sierte higG nicht nur NK-Zellen, sondern auch yd T-Zellen tber CD16 stimulieren
kann (166).

Wahrend es zu einer erhohten Aktivitat der NK-Zellen durch exp. yd T-Zellen nur
nach Inkubation mit higG kam, ist die Stimulation von yd T-Zellen durch NK-Zel-

len auch ohne vorherige Stimulation mit higG moglich (Abb.3-27). HIgG erhoht
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die CD137-Expression auf yd T-Zellen und auch die CD107a-Expression (Abb.3-
23/25) (33). Allerdings erhoht sich die CD137-Expression auf den yd T-Zellen
auch durch eine Inkubation mit NK-Zellen, unabhéngig davon, ob eine Vorinku-
bation mit higG stattgefunden hat oder nicht (Abb.2-23). Auch hier induzierte das
Verhéltnis von 0,5:1 (y& T-Zellen:NK-Zellen) die héchste Aktivierungszunahme
und das Verhaltnis 4:1 die geringste Aktivierungssteigerung. Dies kdnnte erneut
durch raumlich-sterischen Effekte, die auch die Hohe der CD107a-Expression
beeinflussen, erklart werden (184, 185). Auch andere Autoren beschreiben, dass
NK-Zellen die CD137-Expression von yd T-Zellen steigern (33, 178). Allerdings
wurde die erhbhte CD137-Expression auf exp. yd T-Zellen durch NK-Zellen nur
nach Vorinkubation mit higG untersucht (33, 178). Wie diese Arbeit zeigt, ist
diese nicht obligat, um yd T-Zellen durch NK-Zellen zu stimulieren (Abb.3-27).
Bei der Interaktion von NK-Zellen mit y® T-Zellen werden NK-Zellen Uber eine
Interaktion von CD137 mit CD137L aktiviert (33). Die Frage ist nun, in wieweit
eine Interaktion Uber CD137/CD137L fur die Stimulation von exp. yd T-Zellen
durch NK-Zellen wichtig ist.

Durch die CD137-Blockade zeigte sich eine signifikante, allerdings nicht vollstan-
dige Reduktion der CD107a-Expression von exp. yd T-Zellen (Abb.3-29). CD137
spielt in Hinblick auf die CD107a-Expression somit eine wichtige Rolle. Es kdnn-
ten jedoch auch weitere Interaktionsmechanismen, auch indirekte parakrine Me-
chanismen geben die einen relevanten Einfluss auf die Aktivierung von yd T-
Zellen haben (137). Wichtig ist in diesem Zusammenhangebenfalls, dass CD137
auch in der Interaktion der yd T-Zellen untereinander eine Rolle zu spielen
scheint. Die CD107a-Expression der yd T-Zellen verschlechterte sich teils signi-
fikant durch eine CD137-Blockade ohne Zugabe von NK-Zellen (Abb.3-29). Exp.
yd T-Zellen exprimieren CD137L (33), sodass eine Interaktion von exp. yd T-
Zellen untereinander tber CD137/CD137L gut vorstellbar ist. CD137 Ubermittelt
ein kostimulatorisches aktivierendes Signal sowie ein Uberlebenssignal an T-Zel-
len (188-190). Es ist also fraglich, ob der Riickgang der CD107a-Expression nach
CD137-Blockade durch eine verminderte Interaktion der yd T-Zellen untereinan-
der oder durch verminderte Interaktion der yd T-Zellen mit den NK-Zellen bedingt
ist. NK-Zellen exprimieren kein CD137L, sodass eine CD137-Rezeptor-Ligand
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Interaktion von yd T-Zellen durch NK Zellen nicht mdglich ist (203) Wahrschein-
licher ist, dass durch die Blockade von CD137 NK-Zellen nicht mehr Giber CD137
von CD137L auf yd T-Zellen aktiviert werden konnen (33) und somit weniger Zy-
tokine wie beispielsweise IL2 sezernieren, welche wiederum yd T-Zellen stimu-
lieren.

Zusammengefasst lasst sich schlie3en, dass yd T-Zellen wahrscheinlich sowohl
durch eine Interaktion untereinander iber CD137-CD137L als auch indirekt durch
NK-Zellen, die Uber CD137-CD137L Interaktion stimuliert wurden, tber sekre-
tierte Zytokine (IL2) aktiviert werden. Abbildung 4.1 stellt dies grafisch dar.
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Abb. 4.1 Theorien zur Aktivierung von yd T-Zellen tber Interaktion von CD137 und CD137L
A Durch Interaktion von CD137 (4-1BB) und CD137L (CD137-Ligand) zwischen y& T-Zellen (y&
TZ) kénnen yd T-Zellen sich gegenseitig aktivieren, was mit einer erhéhten CD107a-Expression
einhergeht. B CD137L auf yd T-Zellen kann an CD137 auf NK-Zellen binden, was zu einer Akti-
vierung der NK-Zellen fuhrt. Es kommt zu einem Anstieg der CD107a-Expression. Zudem ist zu
anzunehmen, dass durch die Ausschuttung ldslicher Faktoren wie IL2, yd T-Zellen parakrin sti-

mulieren.

Die durch die NK-Zellen gesteigerte Zytokinproduktion der yd T-Zellen zeigte
durch CD137-Blockade keine Veranderung (Abb.3-29). Die Anregung von exp.
yd T-Zellen durch NK-Zellen zu erhdhter Zytokinproduktion scheint Uber einen
anderen Mechanismus als CD137/CD137L vermittelt zu werden. Denkbar sind
andere Zell-Zell-Interaktionen oder eine Interaktion tber l6sliche Faktoren. Mik-
roskopisch zeigte sich, dass durch CD137-Blockade die Bildung von Zellclustern
deutlich reduziert wird (Abb.3-24). Diese Beobachtung spricht bei erhaltener Ak-
tivierungssteigerung der yd T-Zellen fur eine Interaktion tber I6sliche Faktoren.

INFy und TNFa kommen hierbei nicht in Frage, da sie bei einer Koinkubation von
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NK-Zellen mit exp. yd T-Zellen nicht verstarkt von NK-Zellen ausgeschlittet wur-
den (Abb.3-26). Eine Ubersichtliche Anzahl an Arbeiten, wie von Zhang et al.,
zeigte bislang eine Stimulation von yd T-Zellen durch NK-Zellen, allerdings im
Kontext der Tuberkulose und nicht bei Malignomen (35). Nach Inkubation von
PBMC mit hitzeinaktiviertem Mycobacterium tuberculosis und IL2 verstarkte die
Anwesenheit von NK-Zellen die Proliferation von yd T-Zellen. Fir diesen Effekt
machten Zhang et al. eine Kombination aus Zell-Zell-Interaktion tber CD45 und
|6sliche Faktoren wie 1L12, GM-CSF und TNFa verantwortlich. Fraglich ist je-
doch, ob sich diese Beobachtungen auch ohne den Zusammenhang mit Tuber-
kulose zeigen lasst und ob diese Interaktion neben der Wachstumsstimulation
auch eine Wirkung auf die Zytotoxizitat und Zytokinproduktion von yd T-Zellen
hat. Die H6he der Stimulation und Zytokinproduktion implizieren, dass der Anti-
tumoreffekt induziert von NK und yd T-Zellen relevant gesteigert und therapeu-
tisch genutzt werden konnte. An dieser Stelle bleibt ungeklart, tber welche
Interaktionswege neben CD137-CD137L die Interaktion zwischen NK- und yd T-
Zellen vermittelt wird und ob die erhdhte Zytotoxizitat durch die Steigerung der
NKG2D-Expression vermittelt wird bzw. welche kostimulatorischen Molekiile re-

levant sind.

4.6 Targetzelllyse und ADCC durch NK-und yd T-Zellen

Im Rahmen eines CD107a-Assays wird die Targetzelllyse indirekt Uber die Hohe
des Degranulationsmarkers CD107a einmalig zu einem préadefinierten Zeitpunkt
gemessen. Es handelt sich um eine Momentaufnahme und nicht um eine dyna-
mische Messmethode des Lyseverlaufs Uber die Zeit. Das XxCELLigence (RTCA,
real time cytotoxicity assessment) und der Luciferase-Assay bieten hingegen den
Vorteil die Lyse von Targetzellen, die Endstrecke der Effektorfunktion von zyto-
toxischen Prozessen, zu messen. Zudem ist eine dynamische Beobachtung des
Lyseverlaufs Uber einen gewissen Zeitraum madglich. Der Nachteil dieser Me-
thode ist, dass bei Zugabe zweier verschiedener Effektoren anders als bei dem
CD107a Assay nicht bertcksichtigt werden kann, auf welchen Effektor die Tar-
getzelllyse zu welchem Anteil zurlckzuflhren ist bzw. welche Zellpopulation ent-

scheidend aktiviert wird und Zytokine produziert.



Diskussion - 129

Vergleicht man die Lysefahigkeit von NK- und y® T-Zellen gegentber der Neu-
roblastomzelllinie LS, so lysiert eine NK-Zelle ungefahr so effektiv wie vier exp-
yd T-Zellen (Abb.3-31) bzw. im Luciferase-Assay erzielten NK-Zellen eine dop-
pelt so hohe Lyse und ADCC von LS und NALM-6 wie exp. y® T-Zellen (Abb.3-
34). Wie in dieser Arbeit darstellt werden konnte, lysieren yd T-Zellen Targetzel-
len durch Zell-Zell-Interaktion (Abb.3-33). Dies entspricht dem bereits beschrie-
benen Mechanismus, dass yd T-Zellen Targetzellen tber NKG2D oder mit ihrem
TcR anhand der Expression von BNT3A1 oder MICA/B bzw. ULBP3 erkennen
und dann Uber die Freisetzung von Granzym und Perforin lysieren (64, 65, 71,
73, 74). Dieser Mechanismen entspricht dem ,Induced-self-Mechanismus® von
NK-Zellen, der eine gezielte Lyse von Targetzellen mit aberranter Antigenexpres-
sion bzw. NKG2D-Liganden ermdglicht (49). In Anbetracht der ADCC sind NK-
Zellen deutlich potenter als exp. yd T-Zellen, was in den durchgefihrten Experi-
menten mit CD19-4G7SDIE AK bestatigt wurde. Entscheidend fiir die ADCC ist
die CD16-Expression auf den Effektorzellen, da CD16 den FC-Teil der Antikdrper
bindet, welcher auf NK Zellen hdher exprimiert wird als auf yd T-Zellen (166, 183).
Etwa 70-90%, der im Blut zirkulierenden NK-Zellen sind CD569™CD16* NK-Zel-
len, wahrend yd T-Zellen nach Expansion nur zu etwa 27% CD16 exprimieren
(82). Die Hohe der ADCC der exp. yd T-Zellen korreliert mit der CD16-Expression
(82). Es ist somit plausibel, dass die ADCC von NK-Zellen effektiver ist als die
der exp. yd T-Zellen, obgleich diese ebenfalls zu ADCC beféahigt sind (Abb.3-
2/3/31) (82).

Exp. yd T-Zellen kdnnen Targetzellen lysieren (82) und werden bei einer Interak-
tion mit NK-Zellen, wie gezeigt werden konnte, stimuliert. In vivo resultiert die
effektive Targetzelllyse aus der Summe der Effektorfunktion und bidirektionalen
Interaktion von NK- und yd T-Zellen. Daher wurde in dieser Arbeit weiterfihrend
das Lyseverhalten von NK- und yd T-Zellen gemeinsam gegeniiber Targetzellen

evaluiert.
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Es wurde bewusst eine niedriges E:T-Verhaltnis gewahlt, sodass unter Addition
von yd T-Zellen und NK-Zellen als Effektoren die E:T bei 1:1 bis 5:1 lag. Bei Ver-
wendung einer hohen E:T exp. yd T-Zellen bzw. NK-Zellen kdnnen die Target-
zellen ganzlich lysiert werden (82). Bei einem niedrigeren E:T-Verhéltnis werden
die Targetzellen nicht vollstandig lysiert, sodass es wie auch in unserem Ver-
suchsaufbau nach etwa 20-22 Stunden zu einer Erschépfung der Effektoren kam
und diese von den Uberlebenden Targetzellen im langeren Verlauf berwachsen
werden. Im Zeitraum vor Ablauf von 20 Stunden lassen sich aufgrund des nied-
rigen E:T-Verhaltnis allerdings feine Unterschiede bei der Veranderung der Zahl
der yd T-Zellen erkennen, wie es bei hohen E:T aufgrund der vollstéandigen Tar-

getzelllyse durch NK-Zellen nicht mdglich gewesen wére.

Wie bereits beschrieben, scheint eine Interaktion zwischen CD137 und CD137L
fur die Interaktion zwischen NK- und yd T-Zellen bzw. der aus dieser Interaktion
resultierenden gesteigerten Zytotoxizitat der NK-Zellen verantwortlich zu sein
(33). So fuhrte bei Maniar et al. eine CD137-Blockade zu einem Ruckgang der
NK-Zell-vermittelten Targetzelllyse, nachdem sie mit yd T-Zellen inkubiert wor-
den waren (33). Die weiterfuhrende Frage ist nun, inwiefern CD137 einen Ein-
fluss auf die von NK- und yd T-Zellen gemeinsam vermittelte Lyse nimmt. Nach
Vorinkubation mit immobilisiertem hlgG und einem CD137-blockierenden Anti-
korper zeigte sich die Lyse im Vergleich zu unmanipulierten (nicht prastimulier-
ten) NK- und yd T-Zellen teilweise signifikant reduziert bis hin zu fehlender
Lyseaktivitat (Abb.3-32). Der Rickgang der Lyse unter CD137-Blockade er-
scheint gemal3 den Beobachtungen von Maniar et al. fur NK-Zellen alleine plau-
sibel, allerdings wurde keine vollstdndige Aufhebung der Lyseaktivitdt beobachtet
(33). Ein Unterschied konnte darin begrindet liegen, dass im Vergleich zu den
dargestellten Versuchen hdhere E: T-Verhaltnisse gewahlt wurden. Unter Zugabe
von CH14.18 verminderte sich die Lyse unter CD137-Blockade auch, allerdings
fiel sie nicht unter 10%, was fur die hohe Potenz von NK- und yd T-Zellen zu
ADCC spricht (82, 160). CD137 scheint also nicht nur die NK-Zell-vermittelte
Lyse und ADCC bei Interaktion von NK- und yd T-Zellen zu beeinflussen (33),
sondern daruberhinausgehend auch die Targetzelllyse beider Zellpopulationen
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gemeinsam. Allerdings ist die Verschlechterung der Lyse im Vergleich zu unbe-
handelten NK- und y® T-Zellen nicht nur durch CD137 Blockade bedingt, sondern
auch durch Vorinkubation mit higG.

NK- und yd T-Zellen werden durch Inkubation mit immobilisiertem higG, wie be-
reits beschrieben, aktiviert (33). Im Rahmen der Messung der tatsachlichen Lyse
und ADCC durch NK- und y® T-Zellen verschlechterte eine Vorinkubation mit
higG jedoch die Lyse teilweise signifikant. Daraus lassen sich zwei Schlisse zie-
hen. Zum einen scheint eine Aktivitatssteigerung nicht automatisch eine Aussage
Uber die tatséchliche Hohe der resultierenden Lyse zu ermdglichen. Des Weite-
ren scheint sich die Lysefahigkeit von NK- und yd T-Zellen nach Bindung von
immobilisiertem higG an CD16 durch daraus resultierende unspezifische Degra-
nulation zu erschopfen, wahrend eine Aktivitatssteigerung dennoch erhalten
bleibt. Auch in der Literatur fuhrte eine Vorinkubation mit higG teilweise zu einer
verminderten Lysefahigkeit von NK-Zellen, allerdings nicht zwingend und in ge-

ringerem Ausmal als in unseren Versuchen (33).

Wie bei Maniar et al. (33) und passend zu den dargestellten Ergebnissen des
CD107a-Assays (Abb.3-26) ist die Gesamtzytotoxizitat und ADCC von yd T-Zel-
len und NK-Zellen gemeinsam im Luciferase-Assay bei einem Mischungsverhalt-
nis von 0,5:1 und teilweise auch 0,25:1 (Abb.3-34) gegeniiber NALM-6 und LS
erhoht. Wahrenddessen verschlechtert sich die Lyse bei Zugabe von vielen yd T-
Zellen im Sinne eines Mischungsverhaltnisses von 4:1 bzw. 2:1. NK-Zellen sind
die potenteren Effektoren, wie vorab beschrieben. Daher steigert ein Uberschuss
an yd T-Zellen nicht unmittelbar die Gesamtlyse, da vermutlich die NK-Zellen in
ihrem Kontakt mit den Targetzellen durch raumlich-sterische Effekte gestort wer-
den (184, 185). Als weniger potente Effektoren scheinen yd T-Zellen die Lysere-
duktion mit ihrer Eigenlysefahigkeit nicht kompensieren zu koénnen. Die
Steigerung der Gesamtlyse und ADCC bei einem Mischungsverhéltnis von 0,5:1
weist auf eine Steigerung der NK- oder yd T-Zell vermittelten Lyse durch Interak-
tion der beiden Zellen miteinander hin (33). Interessant ist in diesem Zusammen-
hang, dass anders als bei der Verwendung frischer NK-Zellen wie bei Maniar et

al. bei der Verwendung exp. NK-Zellen keine Vorstimulation mit higG fir eine
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Interaktion von NK- und yd T-Zellen notwendig zu sein scheint (33). Gibt die Li-
teratur bereits Anhalt auf eine Interaktion zwischen NK- und yd T-Zellen (33), so
konnte hier gezeigt werden, dass die bidirektionale Interaktion beider Zellgruppen
in einer signifikanten Steigerung der Gesamttargetzelllyse und ADCC gegenuber
verschiedenen Targetzelllinien resultiert. Diese Interaktion bietet das Potential
therapeutisch in der Tumortherapie genutzt zu werden. Gerade Patienten nach
TcRap/CD19-depletierter SZT sind hierfur pradestiniert, besonders in der sensib-
len Phase direkt nach Transplantation den synergistischen Effekt zu nutzen, im
Vergleich zu anderen T-Zell-depletierten Strategien, da beide Zellpopulationen in
verhaltnismaRig hoher Anzahl mit der Transplantation Ubertragen werden und
zugig expandieren (27,28,37,38). Auf die sich bietenden Mdglichkeiten der the-
rapeutischen Nutzung wird im nachsten Abschnitt genauer eingegangen.

4.7 Klinischer Bezug und Ausblick

Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, lysieren yd T-Zellen BCP-ALL und Neu-
roblastomzellen, sind des Weiteren befahigt zu ADCC und kdnnen die Zytokine
INFy und TNFa sezernieren. Zudem interagieren yd T-Zellen und NK-Zellen mit-
einander (33), was in einer erhdhten Zytotoxitzitat und ADCC beider Zellpopula-
tionen resultiert. Die genannten Effektorfunktionen sind wichtig in der Austibung
eines Antitumoreffekts. Gerade nach Transplantation ist ein friiher, potenter An-
titumoreffekt zur Pravention eines Rezidivs wichtig. yd T-Zellen sollten aus die-
sem Grund unbedingt im Transplantat belassen werden und mit der
Transplantation in den Patienten transferiert werden, zumal yd T-Zellen Gberdies
einen Schutz vor Infektionen bieten kdnnen, welche fur Patienten nach Trans-
plantation lebensbedrohlich sind (32, 60, 191). yd T-Zellen induzieren selbst
keine GvHD, im Gegensatz zu af T-Zellen (32). Es Uberrascht daher nicht, dass
padiatrischen Patienten mit ALL, die nach SZT einen hohen Anteil an yd T-Zellen
aufwiesen, ein besseres Uberleben und niedrigere Infektionsraten zeigten, inner-
halb einer Beobachtungszeit von 2,7 Jahren (191). Die haploidente
TcRaoB/CD19-depletierte SZT ermdglicht neben der Transplantation von NK-Zel-

len die Transplantation der wichtigen Effektorzellpopulation yd T-Zellen. Diese
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regenerieren zugiger und fuhren Uberdies zu einer schnelleren Immunregenera-
tion von af T-Zellen, was einen grofR3en Vorteil gegentiber anderen aff T-Zell re-
duktiven Graftmanipulationen bietet. Auch 3 Monate nach SZT weisen Patienten,
die eine TcRaB/CD19- depletierte SZT erhalten haben, einen signifikant hGheren
Prozentsatz an yd T-Zellen auf als Patienten nach Erhalt CD34-angereicherter
Stammzelltransplantate (39).

Durch die Option yd T-Zellen zu stimulieren, wie beispielsweise durch Zoledronat
oder Antikorper (82, 110), besteht die Mdglichkeit das Potential der yd T-Zellen
besser auszuschopfen, wobei hierzu bislang nur beschrankte klinische Erfahrun-
gen vorliegen. Zumal durch Stimulation von yd T-Zellen, wie hier gezeigt wurde,
die Interaktion mit NK-Zellen intensiviert wird und es zu einer Expansion in vivo
kommen kann (107). Allerdings reagieren nicht alle Malignompatienten unter
Therapie mit Zoledronat mit einer Expansion von yd T-Zellen, wobei ein Nicht-
Ansprechen bereits als prognostisch ungunstiger Marker identifiziert wurde (173,
192). Bertaina et al. haben bei der Therapie mit Zoledronat bei padiatrischen Pa-
tienten nach TcRap/CD19-depletierte SZT eine gesteigerte Zytotoxizitat von yd
T-Zellen gegenuber Leukamiezellen beobachtet, ohne das Auftreten gravieren-
der Nebenwirkungen festzustellen (193). In einer anderen klinischen Pilotstudie
von Lang et al. zeigten sich allerdings keine relevanten Vorteile durch die Stimu-
lation von yd T-Zellen mit Zoledronat (194). So konnte in einer klinischen Pilot-
studie bei Patienten mit refraktdrem Nierenzellkarzinom durch Applikation von
Zoledronat und IL2 nur bei 2 von 14 Patienten ein Progress verzogert werden,
wahrend kein Regress beobachtet wurde (194).

Neben der Mdglichkeit yd T-Zellen durch Applikation von Medikamenten zu sti-
mulieren, besteht die Moéglichkeit Vy9Vd2 T-Zellen ex vivo zu expandieren und
autolog zu retransplantieren. Ein adoptiver Transfer autologer ex vivo exp. yd T-
Zellen wurde bisher in klinischen Phase I-Studien bei Patienten mit fortgeschrit-
tenem nichtkleinzelligem Lungenkarzinom bzw. metastasiertem Nierenzellkarzi-
nom durchgefuhrt. Die Therapie mit ex vivo exp. yd T-Zellen wurde dabei bis zu
einer maximalen Zelldosis von 8x10° Zellen gut toleriert und konnte einen Pro-
gress bei 50-60% der Patienten um im Mittel 26 bzw. 18 Wochen verzdgern. Ein

Regress des Tumors wurde nicht beobachtet (195, 196). Neben yd T-Zellen sind
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NK-Zellen Immunzellen des angeborenen Immunsystems mit hoher Antitumorak-
tivitat, welche autolog und allogen ex vivo expandiert und transferiert wurden,
bei padiatrischen Patienten mit Leukdmien bzw. Lymphomen mit erkennbarer
Reduktion an Tumorlast (174).

Wie diese Arbeit zeigen konnten, stimulieren sich y® T-Zellen durch NK-Zellen
gegenseitig (33). Der autologe und allogene Transfer von exp. NK- und yd T-
Zellen gemeinsam kdnnte den therapeutischen bzw. antitumoralen Effekt der bei-
den Zellen durch ihre bidirektionale Stimulation verstarken. So konnte bei einem
padiatrischen Patienten mit refraktarer, rezidivierender AML in unserer Klinik im
Zusammenhang mit einem autologen Transfer an NK- und yd T-Zellen ein MRD-
negativer Befund erzielt werden. Die Therapie wurde gut vertagen. Der Patient
ist 5 Jahre nach Zelltransfer weiterhin in Remission (204).

Zusammengefasst konnte ein klinisch messbarer Einfluss von Therapien mit yd
T-Zellen oder Zoledronat auf das Uberleben von Patienten mit Malignomerkran-
kungen beobachtet werden, wobei der Stellenwert der Therapie unklar ist (193-
196). Besonders die Wirkung von NK-Zellen auf yd T-Zellen ist noch ungenigend
verstanden. Ein weiteres Verstandnis in der Interaktion dieser beiden interessan-
ten Immunzellpopulationen kdnnte insbesondere im Zeitalter der synthetischen
Biologie genutzt werden, um neue effektivere, zielgerichtete und robustere The-

rapien mit anhaltendem Verbleib der Zellen im Patienten zu etablieren (197,198).
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Krebserkrankungen stellen die haufigste natirliche Todesursache im Kindesalter
in Deutschland dar. Mithilfe multimodaler Therapiekonzepte kbnnen heutzutage
circa 70% der Kinder von ihrer Grunderkrankung geheilt werden. Bei refraktaren
Leukdmien und leuk&mischen Rezidiven stellt die SZT haufig die einzige kurative
Therapie dar. Die SZT kann auch erfolgreich bei anderen Malignomen als Ultima
Ratio eingesetzt werden. Ziel der SZT ist die immunologische Kontrolle einer
maoglichen Tumorresterkrankung. Die haploidente SZT ermdglicht die SZT von
einem Elternteil. Da eine HLA-Disparitat vorliegt, muss eine T-Zell-Depletion oder
Inaktivierung alloreaktiver aff T-Zellen erfolgen, um eine tédliche GvHD zu ver-
meiden. Bei der TcRaB/CD19-depletierte SZT werden neben NK-Zellen, yd T-
Zellen im Transplantat belassen und transplantiert. Mit dem Transfer dieser bei-
den Effektorzellpopulationen kann das immunologische Repertoire erhéht und
der antitumorale Effekt gesteigert werden, um nach Transplantation eine Tumor-
resterkrankung zu eliminieren und ein Rezidiv zu verhindern. In der Forschungs-
arbeit wurde der Einfluss von yd T-Zellen auf die spontane Lysefahigkeit und
ADCC von NK-Zellen mit dem CD19 4G7SDIE AK untersucht. Der Fc-optimierte
CD19-4G7SDIE AK steigert die ADCC von NK- und yd T-Zellen bei gesunden
Probanden und Patienten nach TcRaB/CD19-depletierter SZT. CD19-4G7SDIE
AK fuhrte zu einer gesteigerten Aktivierung, gemessen an der Expression der
Aktivierungsmarker CD107a, CD69, CD137 auf NK- und yd T-Zellen, sowie zu
einer gesteigerten Sekretion an TNFa und INFy durch NK-Zellen und einer ge-
steigerten Lyse durch NK- und yd T-Zellen. Ein weiterer wesentlicher Aspekt da-
bei ist, dass yd T-Zellen die ADCC von NK-Zellen mittels CD19-4G7SDIE AK
signifikant erhdhen. Auch unter Stimulation mit Zoledronat kdnnen yd T-Zellen
die Zytotoxizitdt von NK-Zellen (CD107a-Expression) signifikant steigern. Wie
bereits vorbeschrieben, basiert die Interaktion der beiden Zellpopulationen vor-
rangig auf CD137-CD137L. Durch eine Blockade von CD137 ist dieser Effekt
aufgehoben. Eine Steigerung der Effektorfunktion von NK-Zellen durch yd T-Zel-
len wurde neben CD19-4G7SDIE AK fur NALM-16 (BCP-ALL) fir GD2-CH14.18
AK fur LS (Neuroblastom) gezeigt. Es stellte sich dabei heraus, dass die Interak-

tion zwischen NK- und yd T-Zellen bidirektional ist. So resultierte die Interaktion
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von expandierten yd T-Zellen mit NK-Zellen nicht nur in einer gesteigerten ADCC
und Zytotoxizitat der NK-Zellen, sondern auch in einer gesteigerten Zytotoxizitat
und Zytokinproduktion der yd T-Zellen. Die Interaktion dieser beiden Zellpopula-
tionen wurde anhand der CD107a-Expression bzw. der Sekretion von
INFY/TNFa, sowie der direkten Messung der Targetzelllyse im Luciferaseassay
und dem XCELLigence evaluiert. Der Mechanismus, wie NK-Zellen yd T-Zellen
stimulieren, ist weniger bekannt als der Einfluss von yd T-Zellen auf NK-Zellen
und scheint nur partiell von CD137 abhangig. Insbesondere die Steigerung der
Zytokinproduktion von INFy/TNFa ist unabhangig von einer CD137-Blockade.
Wie hoch die Steigerung der Zytotoxizitat und ADCC durch Interaktion von NK-
und yd T-Zellen ist, h&ngt vom Verhaltnis der beiden Zellpopulationen zueinander
ab. NK-Zellen sind die starkeren Effektorzellen (Zytolyse), so zeigten expandierte
NK-Zellen im Durchschnitt eine doppelt so hohe Lyse wie expandierte yd T-Zel-
len. Das Verhaltnis von yd T-Zellen zu NK-Zellen spielt eine wesentliche Rolle
auf die gegenseitige Aktivierbarkeit. Im optimalen Verhaltnis von 0,5:1 yd T-Zel-
len zu NK-Zellen wird die Aktivitat in Hinblick auf CD107a-Expression, direkte
Targetzelllyse und teilweise auch die Sekretion von INFy/TNFa gegenlber den
Targetzelllinien NALM-16 und LS verstarkt. Auch bei Patienten nach haploidenter
TcRap/CD19-depletierter SZT konnte die Interaktion von NK- und yd T-Zellen mit
daraus resultierender gesteigerter NK-Zell-vermittelter ADCC nachgewiesen
werden.

Die bidirektionale Interaktion von NK- und yd T-Zellen nach haploidenter
TcRap/CD19-depletierter SZT und der daraus resultierende antitumorale Effekt
konnte durch Stimulation von yd T-Zellen mit Zoledronat und therapeutischem
Antikoérper z.B. CD19-4G7SDIE AK oder GD2-CH14.18 gesteigert werden und
zu einer besseren immunologischen Kontrolle restlicher Tumorzellen nach

haploidenter SZT fuhren.



Abbildungs- und Tabellenverzeichnis - 137

6. ABBILDUNGS- UND TABELLENVERZEICHNIS

6.1 Abbildungsverzeichnis

Abb. 1-1 Die Induced- self- und Missing-self-Hypothese von NK-Zellen.....5

Abb. 1-2 Interaktion von Vy9Vvd2-T-Zellen mit Leukamiezellen.................... 9
Abb. 1-3 Chimarisierung und SDIE-Modifikation von Antikdrpern ........... 12
Abb. 1-4 Wirkung von Zoledronat im Mevalonatweq ..........ccccoeeeeevvvvvvnnnnnnn. 13
Abb. 1-5 Ubermittlung der intrazellularen Akkumulation von IPP an
VYOVO2-ZEIIEN ..ot 15
Abb. 2-1 Alter der Patienten und Tage posttransplant.........ccccccccvvvvveennnnnn. 30
Abb. 2-2 FACS-Analyse des Kill-ASSay ...........uveiiiieieiieeeiiee e 35
Abb. 2-3 Anteil der yd T-Zellen nach Depletion .........ccccvvieiiiiiieiiiiiiiinn. 41
Abb. 3-1 CD19 Expression der Targetzelllinien .......ccccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiennnnn. 54
Abb. 3-2 CD69-Expression auf NK- und yd T-Zellen durch CD19-4G7SDIE
N 55
Abb. 3-3 Messung der Aktivierbarkeit von NK- und y& T-Zelle durch CD19-
AGTSDIE AK ..ottt e e e e a e e e e 56
Abb. 3-4 Direkte Messung der ADCC im Kill-ASSay .......cccovvvvvviiiiiiiiiiieennne. 57
Abb. 3-5 Aktivierbarkeit von NK- und yd T-Zellen padiatrischer Patienten
nach SZT durch CD19-4G7SDIE AK .....uuuiiiiiiieiiiiiiiiiieee e 59
Abb. 3-6 Messung der ADCC durch PBMC péadiatrischer Patienten nach
SZT M Kill-ASSAY oo 60

Abb. 3-7 Vergleich der Aktivierbarkeit von NK-Zellen gesunder Probanden
und Patienten nach SZT durch NALM-16 und CD19-4G7SDIE AK ....... 62

Abb. 3-8 Vergleich der Aktivierbarkeit von yd T-Zellen gesunder
Probanden und Patienten nach SZT durch NALM-16 und CD19-

AT B 1 N SRR 63
Abb. 3-9 Vergleich der spontanen Lysefahigkeit und ADCC zwischen
PBMC gesunder Probanden und Patienten nach SZT .............ccccceee. 64

Abb. 3-10 Vergleich zwischen TcRyd- und mock-depletierten PBMC im
CD107a-Assay MIt ICS ... 66



138 - Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Abb.3-11 Vergleich der spontanen Lyse und ADCC zwischen TcRy&- und

mock-depletierten PBMC ........cooi oo 67
Abb. 3-12 Einfluss von IL2 und Zoledronat auf die CD69-Expression von
NK-ZEIHEN ... e e e e s 68
Abb. 3-13 Einfluss von Prastimulation mit IL2 und Zoledronat auf NK-
Zellen in Kill- und AKLIVIErUNGS-ASSAY ....ccoevvviiiiiiiiee e e e e e e eeeanns 70
Abb. 3-14 Aktivierung von NK-Zellen durch IL2 und Zoledronat im CD107a-
ASSAY MITICS .o e e e e e e e e e eeeane 71

Abb. 3-15 Einfluss von IL2 und Zoledronat auf die CD69-Expression von
VO T-ZEIIBN oo 72

Abb. 3-16 Einfluss einer Prastimulation mit IL2 und Zoledronat auf yd T-

Zellen im KillFASSAY oovvviiiiiiiiieeeeeee e 74
Abb. 3-17 Aktivierung von y& T-Zellen durch IL2 und Zoledronat im
CD107a-Assay MIt ICS .....oooiiiiii e e 75
Abb. 3-18 Einfluss von yd T-Zellen auf die Aktivierung von NK-Zellen unter
Einfluss vONn Zoledronat.............eieiiiiiiiiiiiiie e 77
Abb. 3-19 Einfluss von NALM-16 und CD19-4G7SDIE AK auf Expression
(V4] 4 IO B I TP 78
Abb. 3-20 Durchflusszytometrische Kontrolle der Expansion von yo T
74 = | = o SRR 79
Abb. 3-21 Vorversuch: Abhangigkeit der CD107a-Expression von dem
Verhaltnis von NK-Zellen zu exp. yd T-Zellen ..........ccccvvviiiiiiiieeeeeennn, 80
Abb. 3-22 Durchflusszytometrische Kontrolle der CD137-Blokade mittels
ANTTKOTP I ettt 80
Abb. 3-23 Wirkung von humanem IgG auf die CD137-Expression............. 83
Abb. 3-24 Mikroskopische Analyse der Wirkung von IgG und CD137-
Blockade auf die Inkubation von NK-Zellen mit exp. yd T-Zellen ........ 83
Abb. 3-25 Wirkung von IgG auf NK- und exp. yd T-Zellen im CD107a-Assay
Mt S 85

Abb. 3-26 Wirkung verschiedener Konzentrationen exp. yd T-Zellen auf
NK-ZEIHEN ... 87



Abbildungs- und Tabellenverzeichnis - 139

Abb. 3-27 Wirkung verschiedener Konzentrationen von NK-Zellen auf exp.
N T VA= | = o SRR 88
Abb. 3-28 Wirkung von CD137-Blockade auf die Interaktion von NK-Zellen

MIt @XP. YO T-ZelleN ... 90
Abb. 3-29 Wirkung von CD137-Blockade auf die Interaktion von exp. yd T-
Zellen Mit NK-Zellen ... 91
Abb. 3-30 Echtzeitanalyse der spontanen Lysefahigkeit und ADCC von
NK-Zellen und exp. yd T-Zellen im XCELLigence .........ccccoeevvvvevirinnnnnnn. 92
Abb. 3-31 Vergleich der spontanen Lyseféahigkeit und ADCC von NK-Zellen
und exp. YO T-Zellen im XCELLIQENCE .....ccooeeeeiiiiiiiiiiie e 94
ABB. 6-32 WIRKUNG EINER CD137-Blockade auf die spontane
Lysefahigkeit und ADCC von NK- und exp. yd T-Zellen .........cccc.......... 96

Abb. 6-33 Durchflusszytometrische Untersuchung des
Lysemechanismus exp. YO T-Zellen...........ccooooiiiiiii e 98

Abb. 6-34 Dosisabhangige Wirkung von exp. yd T-Zellen auf die

spontane Lysefahigkeit und ADCC von exp. NK-Zellen............c........ 100
ABB. 4-1 THEORIEN ZUR AKTIVIERUNG VON y& T-ZELLEN UBER INTER-

AKTION VON CD2137 UND CDI137L . .ccccutiiiieeeeiiiiiiiieee e eiiieie e 126
Abb. 9-1 CD137-Expression auf frisch isolierten NK-Zellen...................... 154

6.2 Tabellenverzeichnis

Tab. 2-1 Diagnosen der Pati@Nten ........cooooeviiieiiiiiiiieee e 30
Tab. 2-2 Ansatzschema des Luciferase- ASSay .......ccccccvvvviiiiiiiiiiiiiiineeeennnn. 50



140 - Literaturverzeichnis

o s

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

LITERATURVERZEICHNIS

Jacobson LH. X rays and childhood cancer. Lancet (London, England).
1968;1(7549):980.

Willasch A, et al. Outcome of allogeneic stem cell transplantation in
children with non-malignant diseases. Haematologica. 2006;91(6):788-94.
Lang P, et al. Allogene Stammzelltransplantation bei padiatrischen soliden
Tumoren 2011. 1024-31 p.

Fischer M, et al. Das Neuroblastom 2005. 1054-64 p.

Trigg ME, et al. Milestones in the development of pediatric hematopoietic
stem cell transplantation—50 years of progress. Pediatric Transplantation.
2002;6(6):465-74.

Balduzzi A, et al. Chemotherapy versus allogeneic transplantation for very-
high-risk childhood acute lymphoblastic leukaemia in first complete
remission: comparison by genetic randomisation in an international
prospective study. Lancet (London, England). 2005;366(9486):635-42.
Peters C. SZT-BFM ALL 2003: Allogene Stammzell-Transplantation bei
Kindern und Jugendlichen mit Akuter-Lymphoblastischer Leukamie (ALL).
2011.

Yanir AD, et al. Current Allogeneic Hematopoietic Stem Cell
Transplantation for Pediatric Acute Lymphocytic Leukemia: Success,
Failure and Future Perspectives-A Single-Center Experience, 2008 to
2016. Biology of blood and marrow transplantation : journal of the
American  Society for Blood and Marrow Transplantation.
2018;24(7):1424-31.

Locatelli F, et al. How | Treat Relapsed Childhood Acute Lymphoblastic
Leukemia2012. 2807-16 p.

Leung W, et al. High success rate of hematopoietic cell transplantation
regardless of donor source in children with very high-risk leukemia. Blood.
2011;118(2):223-30.

Sayer HG, Beelen DW. Hamatopoetische Stammzelltransplantation. Der
Onkologe. 2009;15(6):564-74.

Anasetti C, et al. to the Future: Mismatched Unrelated Donor,
Haploidentical Related Donor, or Unrelated Umbilical Cord Blood
Transplantation?2012. S161-5 p.

Ferrara JLM, et al. Graft-versus-host disease. The Lancet.
2009;373(9674):1550-61.

Choo SY. The HLA system: genetics, immunology, clinical testing, and
clinical implications. Yonsei medical journal. 2007;48(1):11-23.
Seggewiss R, Einsele H. Immune reconstitution after allogeneic
transplantation and expanding options for immunomodulation: an update.
Blood. 2010;115(19):3861-8.

Handgretinger R, Lang P. The history and future prospective of haplo-
identical stem cell transplantation. Cytotherapy. 2008;10(5):443-51.
Marmont AM, et al. T-cell depletion of HLA-identical transplants in
leukemia. Blood. 1991;78(8):2120-30.



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Literaturverzeichnis - 141

Schumm M, et al. Isolation of highly purified autologous and allogeneic
peripheral CD34+ cells using the CIliniMACS device. Journal of
hematotherapy. 1999;8(2):209-18.

Handgretinger R, et al. Megadose transplantation of purified peripheral
blood CD34(+) progenitor cells from HLA-mismatched parental donors in
children. Bone marrow transplantation. 2001;27(8):777-83.

Lang P, et al. Transplantation of highly purified CD34+ progenitor cells
from unrelated donors in pediatric leukemia. Blood. 2003;101(4):1630-6.
Klingebiel T, et al. Results and factors influencing outcome after fully
haploidentical hematopoietic stem cell transplantation in children with very
high-risk acute lymphoblastic leukemia: impact of center size: an analysis
on behalf of the Acute Leukemia and Pediatric Disease Working Parties of
the European Blood and Marrow Transplant group. Blood.
2010;115(17):3437-46.

Ciceri F, et al. A survey of fully haploidentical hematopoietic stem cell
transplantation in adults with high-risk acute leukemia: a risk factor
analysis of outcomes for patients in remission at transplantation. Blood.
2008;112(9):3574-81.

Handgretinger R, et al. Cellular immune reconstitution after haploidentical
transplantation in children. Biology of blood and marrow transplantation :
journal of the American Society for Blood and Marrow Transplantation.
2008;14(1 Suppl 1):59-65.

Barfield RC, et al. A one-step large-scale method for T- and B-cell
depletion of mobilized PBSC for allogeneic transplantation. Cytotherapy.
2004;6(1):1-6.

Bader P, et al. Rapid immune recovery and low TRM in haploidentical stem
cell transplantation in children and adolescence using CD3/CD19-depleted
stem cells. Best practice & research Clinical haematology.
2011;24(3):331-7.

Schumm M, et al. Determination of residual T- and B-cell content after
immunomagnetic depletion: proposal for flow cytometric analysis and
results from 103 separations. Cytotherapy. 2006;8(5):465-72.

Locatelli F, et al. Negative depletion of alpha/beta+ T cells and of CD19+
B lymphocytes: a novel frontier to optimize the effect of innate immunity in
HLA-mismatched hematopoietic stem cell transplantation. Immunology
letters. 2013;155(1-2):21-3.

Handgretinger R. Negative depletion of CD3(+) and TcRalphabeta(+) T
cells. Current opinion in hematology. 2012;19(6):434-9.

Wilhelm M, et al. Gammadelta T cells for immune therapy of patients with
lymphoid malignancies. Blood. 2003;102(1):200-6.

Chiplunkar S, et al. gammadelta T cells in cancer immunotherapy: current
status and future prospects. Immunotherapy. 2009;1(4):663-78.
Bonneville M, et al. Gammadelta T cell effector functions: a blend of innate
programming and acquired plasticity. Nature reviews Immunology.
2010;10(7):467-78.

Minculescu L, Sengelov H. The role of gamma delta T cells in
haematopoietic stem cell transplantation. Scandinavian journal of
immunology. 2015;81(6):459-68.



142 -

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

Literaturverzeichnis

Maniar A, et al. Human gammadelta T lymphocytes induce robust NK cell-
mediated antitumor cytotoxicity through CD137 engagement. Blood.
2010;116(10):1726-33.

Chen ZW, Letvin NL. Adaptive immune response of Vgamma2Vdelta2 T
cells: a new paradigm. Trends in immunology. 2003;24(4):213-9.

Zhang R, et al. Human NK cells positively regulate gammadelta T cells in
response to Mycobacterium tuberculosis. Journal of immunology
(Baltimore, Md : 1950). 2006;176(4):2610-6.

Alexander AA, et al. Isopentenyl pyrophosphate-activated CD56+
{gamma}{delta} T lymphocytes display potent antitumor activity toward
human squamous cell carcinoma. Clinical cancer research : an official
journal of the American Association for Cancer Research.
2008;14(13):4232-40.

Oevermann L, Handgretinger R. New strategies for haploidentical
transplantation. Pediatric research. 2012;71(4 Pt 2):418-26.
Handgretinger R, P L, F F. Transplantation of TcR af/CD19 depleted stem
cells from haploidentical donors: robust engraftment and rapid immune
reconstitution in children with high risk acute leukemia. ASH Annual
Meeting Abstracts 2011;118:1005

Airoldi I, et al. yd T-cell reconstitution after HLA-haploidentical
hematopoietic transplantation depleted of TCR-ap+/CD19+ lymphocytes.
Blood. 2015;125(15):2349-58.

Lanier LL, et al. The relationship of CD16 (Leu-11) and Leu-19 (NKH-1)
antigen expression on human peripheral blood NK cells and cytotoxic T
lymphocytes. Journal of immunology (Baltimore, Md : 1950).
1986;136(12):4480-6.

Huntington ND, et al. Developmental pathways that generate natural-killer-
cell diversity in mice and humans. Nature reviews Immunology.
2007;7(9):703-14.

Whiteside TL, Herberman RB. Role of human natural killer cells in health
and disease. Clinical and diagnostic laboratory immunology.
1994;1(2):125-33.

Maghazachi AA. Role of chemokines in the biology of natural killer cells.
Current topics in microbiology and immunology. 2010;341:37-58.

Sun JC, Lanier LL. Natural killer cells remember: an evolutionary bridge
between innate and adaptive immunity? European journal of immunology.
2009;39(8):2059-64.

Cooper MA, et al. Talents of natural killers: NK cells in innate and adaptive
immunity. EMBO reports. 2009;10(10):1103-10.

Farag SS, Caligiuri MA. Human natural killer cell development and
biology. Blood reviews. 2006;20(3):123-37.

Kumar V, McNerney ME. A new self: MHC-class-I-independent natural-
killer-cell self-tolerance. Nature reviews Immunology. 2005;5(5):363-74.
Ljunggren HG, Karre K. In search of the 'missing self': MHC molecules and
NK cell recognition. Immunology today. 1990;11(7):237-44.

Raulet DH, Vance RE. Self-tolerance of natural killer cells. Nature reviews
Immunology. 2006;6(7):520-31.



50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

S57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

Literaturverzeichnis - 143

Lee RK, et al. Perforin, Fas ligand, and tumor necrosis factor are the major
cytotoxic molecules used by lymphokine-activated killer cells. Journal of
immunology (Baltimore, Md : 1950). 1996;157(5):1919-25.

Fauriat C, et al. Regulation of human NK-cell cytokine and chemokine
production by target cell recognition. Blood. 2010;115(11):2167-76.

Vivier E, et al. Innate or adaptive immunity? The example of natural killer
cells. Science (New York, NY). 2011;331(6013):44-9.

Leung W. Use of NK cell activity in cure by transplant. British journal of
haematology. 2011;155(1):14-29.

Penack O, et al. CD56dimCD16neg cells are responsible for natural
cytotoxicity against tumor targets. Leukemia. 2005;19(5):835-40.

Moretta L. Dissecting CD56<sup>dim</sup> human NK cells. Blood.
2010;116(19):3689-91.

Fehniger TA, et al. CD56bright natural killer cells are present in human
lymph nodes and are activated by T cell-derived IL-2: a potential new link
between adaptive and innate immunity. Blood. 2003;101(8):3052-7.
Knorr DA, et al. Clinical utility of natural killer cells in cancer therapy and
transplantation. Seminars in immunology. 2014;26(2):161-72.

Ruggeri L, et al. Effectiveness of donor natural killer cell alloreactivity in
mismatched hematopoietic transplants. Science (New York, NY).
2002;295(5562):2097-100.

Bank I, et al. A functional T3 molecule associated with a novel heterodimer
on the surface of immature human thymocytes. Nature.
1986;322(6075):179-81.

Vantourout P, Hayday A. Six-of-the-best: unique contributions of
gammadelta T cells to immunology. Nature reviews Immunology.
2013;13(2):88-100.

Toulon A, Breton L, et al. A role for human skin-resident T cells in wound
healing. The Journal of experimental medicine. 2009;206(4):743-50.
Silva-Santos B, et al. yd T cells in cancer. Nature Reviews Immunology.
2015;15:683.

Kazen AR, Adams EJ. Evolution of the V, D, and J gene segments used
in the primate gammadelta T-cell receptor reveals a dichotomy of
conservation and diversity. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America. 2011;108(29):E332-40.

Groh V, et al. Recognition of stress-induced MHC molecules by intestinal
epithelial gammadelta T cells. Science (New York, NY).
1998;279(5357):1737-40.

Kong Y, et al. The NKG2D ligand ULBP4 binds to TCRgamma9/delta2 and
induces cytotoxicity to tumor cells through both TCRgammadelta and
NKG2D. Blood. 2009;114(2):310-7.

Hudspeth K, et al. Engagement of NKp30 on Vdeltal T cells induces the
production of CCL3, CCL4, and CCL5 and suppresses HIV-1 replication.
Blood. 2012;119(17):4013-6.

Gober HJ, et al. Human T cell receptor gammadelta cells recognize
endogenous mevalonate metabolites in tumor cells. The Journal of
experimental medicine. 2003;197(2):163-8.



144 -

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

17.

78.

79.

80.

81.

Literaturverzeichnis

Shen Y, et al. Adaptive immune response of Vgamma2Vdelta2+ T cells
during mycobacterial infections. Science (New York, NY).
2002;295(5563):2255-8.

Yamachika E, et al. The influence of zoledronate and teriparatide on
gamma delta T cells in mice. Journal of Dental Sciences. 2017;12(4):333-
9.

Morita CT, et al. Nonpeptide antigens, presentation mechanisms, and
immunological memory of human Vgammaz2Vdelta2 T cells: discriminating
friend from foe through the recognition of prenyl pyrophosphate antigens.
Immunological reviews. 2007;215:59-76.

D'Asaro M, et al. V gamma 9V delta 2 T lymphocytes efficiently recognize
and kill zoledronate-sensitized, imatinib-sensitive, and imatinib-resistant
chronic myelogenous leukemia cells. Journal of immunology (Baltimore,
Md : 1950). 2010;184(6):3260-8.

Sebestyen Z, et al. RhoB Mediates Phosphoantigen Recognition by
Vy9Vvo2 T Cell Receptor. Cell reports. 2016;15(9):1973-85.

Correia DV, et al. Tumor cell recognition by gammadelta T lymphocytes:
T-cell receptor  vs. NK-cell receptors. Oncoimmunology.
2013;2(1):€22892.

Rincon-Orozco B, et al. Activation of V gamma 9V delta 2 T cells by
NKG2D. Journal of immunology (Baltimore, Md : 1950). 2005;175(4):2144-
51.

Moser B, Brandes M. Gammadelta T cells: an alternative type of
professional APC. Trends in immunology. 2006;27(3):112-8.

Brandes M, et al. Cross-presenting human gammadelta T cells induce
robust CD8+ alphabeta T cell responses. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America. 2009;106(7):2307-
12.

Skeen MJ, Ziegler HK. Activation of gamma delta T cells for production of
IFN-gamma is mediated by bacteria via macrophage-derived cytokines IL-
1 and IL-12. Journal of immunology (Baltimore, Md : 1950).
1995;154(11):5832-41.

Martin B, et al. Interleukin-17-producing gammadelta T cells selectively
expand in response to pathogen products and environmental signals.
Immunity. 2009;31(2):321-30.

Lafont V, et al. Production of TNF-alpha by human V gamma 9V delta 2 T
cells via engagement of Fc gamma RIIIA, the low affinity type 3 receptor
for the Fc portion of 1gG, expressed upon TCR activation by nonpeptidic
antigen. Journal of immunology (Baltimore, Md : 1950).
2001;166(12):7190-9.

Deetz CO, et al. Gamma interferon secretion by human Vgamma2Vdelta2
T cells after stimulation with antibody against the T-cell receptor plus the
Toll-Like receptor 2 agonist Pam3Cys. Infection and immunity.
2006;74(8):4505-11.

Wesch D, et al. Direct costimulatory effect of TLR3 ligand poly(I:C) on
human gamma delta T lymphocytes. Journal of immunology (Baltimore,
Md : 1950). 2006;176(3):1348-54.



82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

Literaturverzeichnis - 145

Seidel UJ, et al. gammadelta T Cell-Mediated Antibody-Dependent
Cellular Cytotoxicity with CD19 Antibodies Assessed by an Impedance-
Based Label-Free Real-Time Cytotoxicity Assay. Frontiers in immunology.
2014:;5:618.

Wang W, et al. NK Cell-Mediated Antibody-Dependent Cellular
Cytotoxicity in Cancer Immunotherapy. Frontiers in immunology.
2015;6:368.

Daeron M. Fc receptor biology. Annual review of immunology.
1997;15:203-34.

Nimmerjahn F, Ravetch JV. Fcgamma receptors as regulators of immune
responses. Nature reviews Immunology. 2008;8(1):34-47.

Pang DJ, et al. Understanding the complexity of gammadelta T-cell
subsets in mouse and human. Immunology. 2012;136(3):283-90.

May C, et al. Advances in bispecific biotherapeutics for the treatment of
cancer. Biochemical pharmacology. 2012;84(9):1105-12.

Sliwkowski MX, et al. Nonclinical studies addressing the mechanism of
action of trastuzumab (Herceptin). Seminars in oncology. 1999;26(4 Suppl
12):60-70.

Shak S. Overview of the trastuzumab (Herceptin) anti-HER2 monoclonal
antibody clinical program in HERZ2-overexpressing metastatic breast
cancer. Herceptin Multinational Investigator Study Group. Seminars in
oncology. 1999;26(4 Suppl 12):71-7.

Seidel UJ, et al. Reduction of Minimal Residual Disease in Pediatric B-
lineage Acute Lymphoblastic Leukemia by an Fc-optimized CD19
Antibody. Molecular therapy : the journal of the American Society of Gene
Therapy. 2016;24(9):1634-43.

Scheuermann RH, Racila E. CD19 antigen in leukemia and lymphoma
diagnosis and immunotherapy. Leukemia & lymphoma. 1995;18(5-6):385-
97.

Uckun F, et al. Detailed studies on expression and function of CD19
surface determinant by using B43 monoclonal antibody and the clinical
potential of anti- CD19 immunotoxins. Blood. 1988;71(1):13-29.

Redpath S, et al. The influence of the hinge region length in binding of
human IgG to human Fcgamma receptors. Human immunology.
1998;59(11):720-7.

Sarmay G, et al. Mapping and comparison of the interaction sites on the
Fc region of IgG responsible for triggering antibody dependent cellular
cytotoxicity (ADCC) through different types of human Fc gamma receptor.
Molecular immunology. 1992;29(5):633-9.

Morrison SL, et al.. Chimeric human antibody molecules: mouse antigen-
binding domains with human constant region domains. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America.
1984;81(21):6851-5.

Lazar GA, et al. Engineered antibody Fc variants with enhanced effector
function. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America. 2006;103(11):4005-10.



146 -

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

Literaturverzeichnis

Kellner C, et al. The Fc-engineered CD19 antibody MOR208 (XmAb5574)
induces natural killer cell-mediated lysis of acute lymphoblastic leukemia
cells from pediatric and adult patients. Leukemia. 2013;27(7):1595-8.
Horton HM, et al. Potent in vitro and in vivo activity of an Fc-engineered
anti-CD19 monoclonal antibody against lymphoma and leukemia. Cancer
research. 2008;68(19):8049-57.

Chames P, et al. Therapeutic antibodies: successes, limitations and hopes
for the future. British journal of pharmacology. 2009;157(2):220-33.
Soman G, et al. Analytical characterization of CH14.18: a mouse-human
chimeric  disialoganglioside-specific  therapeutic antibody. mADs.
2012;4(1):84-100.

Navid F, et al. Anti-GD2 antibody therapy for GD2-expressing tumors.
Current cancer drug targets. 2010;10(2):200-9.

Hoy SM. Dinutuximab: A Review in High-Risk Neuroblastoma. Targeted
oncology. 2016;11(2):247-53.

Rodan GA, Fleisch HA. Bisphosphonates: mechanisms of action. The
Journal of clinical investigation. 1996;97(12):2692-6.

Fleisch H. Bisphosphonates in osteoporosis. European spine journal :
official publication of the European Spine Society, the European Spinal
Deformity Society, and the European Section of the Cervical Spine
Research Society. 2003;12 Suppl 2:5142-6.

Michaelson MD, Smith MR. Bisphosphonates for treatment and prevention
of bone metastases. Journal of clinical oncology : official journal of the
American Society of Clinical Oncology. 2005;23(32):8219-24.

Pavlakis N, Stockler M. Bisphosphonates for breast cancer. The Cochrane
database of systematic reviews. 2002(1):Cd003474.

Kunzmann V, et al. Gamma/delta T-cell stimulation by pamidronate. The
New England journal of medicine. 1999;340(9):737-8.

Freed-Pastor WA, et al. Mutant p53 disrupts mammary tissue architecture
via the mevalonate pathway. Cell. 2012;148(1-2):244-58.

Luckman SP, et al. Nitrogen-containing bisphosphonates inhibit the
mevalonate pathway and prevent post-translational prenylation of GTP-
binding proteins, including Ras. Journal of bone and mineral research : the
official journal of the American Society for Bone and Mineral Research.
1998;13(4):581-9.

Thompson K, et al. Activation of gammadelta T cells by bisphosphonates.
Advances in experimental medicine and biology. 2010;658:11-20.

Wang H, et al. Indirect Stimulation of Human Vy2Vd2 T Cells through
Alterations in Isoprenoid Metabolism. The Journal of Immunology.
2011;187(10):5099-113.

Harly C, et al. Molecules and Mechanisms Implicated in the Peculiar
Antigenic Activation Process of Human Vy9Vd2 T Cells. Frontiers in
immunology. 2015;5(657).

De Libero G, Lau S-Y, Mori L. Phosphoantigen Presentation to TCR yd
Cells, a Conundrum Getting Less Gray Zones. Frontiers in immunology.
2015;5:679-.



114.

115.

116.

117.

118.

1109.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

Literaturverzeichnis - 147

Kunzmann V, et al. Stimulation of gammadelta T cells by
aminobisphosphonates and induction of antiplasma cell activity in multiple
myeloma. Blood. 2000;96(2):384-92.

Thiebaud D, et al. An in vitro and in vivo study of cytokines in the acute-
phase response associated with bisphosphonates. Calcified tissue
international. 1997;61(5):386-92.

Sauty A, et al. Interleukin-6 and tumor necrosis factor alpha levels after
bisphosphonates treatment in vitro and in patients with malignancy. Bone.
1996;18(2):133-9.

Ferlazzo V, et al. In vitro effects of aminobisphosphonates on
Vgamma9Vdelta2 T cell activation and differentiation. International journal
of immunopathology and pharmacology. 2006;19(2):309-17.

Thompson K, et al. Cytosolic entry of bisphosphonate drugs requires
acidification of vesicles after fluid-phase endocytosis. Molecular
pharmacology. 2006;69(5):1624-32.

Roelofs AJ, et al. Peripheral blood monocytes are responsible for
gammadelta T cell activation induced by zoledronic acid through
accumulation of IPP/DMAPP. British journal of haematology.
2009;144(2):245-50.

Gaffen SL, Liu KD. Overview of interleukin-2 function, production and
clinical applications. Cytokine. 2004;28(3):109-23.

Morgan DA, et al. Selective in vitro growth of T lymphocytes from normal
human bone marrows. Science (New York, NY). 1976;193(4257):1007-8.
Mingari MC, et al. Human interleukin-2 promotes proliferation of activated
B cells via surface receptors similar to those of activated T cells. Nature.
1984;312(5995):641-3.

Lenardo M, et al. Mature T lymphocyte apoptosis--immune regulation in a
dynamic and unpredictable antigenic environment. Annual review of
immunology. 1999;17:221-53.

Miyazaki T, et al. Three distinct IL-2 signaling pathways mediated by bcl-
2, c-myc, and Ick cooperate in hematopoietic cell proliferation. Cell.
1995;81(2):223-31.

Malek TR, Bayer AL. Tolerance, not immunity, crucially depends on IL-2.
Nature reviews Immunology. 2004;4(9):665-74.

Petrolini Capobianco M, et al. Human Interleukin 2 (IL-2) Promotion of
Immune Regulation and ClinicalOutcomes: A Review2016.

Blackman MA, et al. A model system for peptide hormone action in
differentiation: Interleukin 2 induces a B lymphoma to transcribe the J
chain gene. Cell. 1986;47(4):609-17.

Carson WE, et al. A potential role for interleukin-15 in the regulation of
human natural killer cell survival. The Journal of clinical investigation.
1997;99(5):937-43.

Khatri VP, et al. Ultra low dose interleukin-2 therapy promotes a type 1
cytokine profile in vivo in patients with AIDS and AIDS-associated
malignancies. The Journal of clinical investigation. 1998;101(6):1373-8.
Glaspy JA. Therapeutic options in the management of renal cell
carcinoma. Seminars in oncology. 2002;29(3, Supplement 7):41-6.



148 -

131.

132.

133.

134.

135.

136.
137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

Literaturverzeichnis

Rosenberg SA, et al. Treatment of 283 consecutive patients with
metastatic melanoma or renal cell cancer using high-dose bolus interleukin
2. JAMA. 1994;271(12):907-13.

Atkins MB, et al. High-dose recombinant interleukin 2 therapy for patients
with metastatic melanoma: analysis of 270 patients treated between 1985
and 1993. Journal of clinical oncology : official journal of the American
Society of Clinical Oncology. 1999;17(7):2105-16.

Wang C, et al. Immune regulation by 4-1BB and 4-1BBL: complexities and
challenges. Immunological reviews. 2009;229(1):192-215.

Wilcox RA, et al. Signaling through NK cell-associated CD137 promotes
both helper function for CD8+ cytolytic T cells and responsiveness to IL-2
but not cytolytic activity. Journal of immunology (Baltimore, Md : 1950).
2002;169(8):4230-6.

Goodwin RG, et al. Molecular cloning of a ligand for the inducible T cell
gene 4-1BB: a member of an emerging family of cytokines with homology
to tumor necrosis factor. European journal of immunology.
1993;23(10):2631-41.

<Jahresbericht 2017, Deutsches Kinderkrebsregister.pdf>.

Li HC, et al. The impact of cancer on children's physical, emotional, and
psychosocial well-being. Cancer nursing. 2010;33(1):47-54.

Hillienhof A. Todesursachen: Jeder Vierte stirbt an Krebs. Deutsches
Arzteblinternational. 2012;109(6):234.

Kaatsch P, et al. Childhood Cancer Registry - Report 2017 (1980-2016).
Institute of Medical Biostatistics, Epidemiology and Informatics (IMBEI) at
the University Medical Center of the Johannes Gutenberg University Mainz
2018.

Pui CH, et al. A 50-year journey to cure childhood acute lymphoblastic
leukemia. Seminars in hematology. 2013;50(3):185-96.

Smith MA, et al. Outcomes for children and adolescents with cancer:
challenges for the twenty-first century. Journal of clinical oncology : official
journal of the American Society of Clinical Oncology. 2010;28(15):2625-
34.

S1-Leitlinie 025/014: Akute lymphoblastische- (ALL) Leukd&mie im
Kindesalter. AWMF online. 2016.

Bailey LC, et al. Bone-marrow relapse in paediatric acute lymphoblastic
leukaemia. The Lancet Oncology. 2008;9(9):873-83.

Grupp SA, et al. Chimeric antigen receptor-modified T cells for acute
lymphoid leukemia. The New England journal of medicine.
2013;368(16):1509-18.

Lang P, et al. Chimeric CD19 antibody mediates cytotoxic activity against
leukemic blasts with effector cells from pediatric patients who received T-
cell-depleted allografts. Blood. 2004;103(10):3982-5.

Walter S, et al. Multipeptide immune response to cancer vaccine IMA901
after single-dose cyclophosphamide associates with longer patient
survival. Nature medicine. 2012;18(8):1254-61.

Herold G und Mitarbeiter. Innere Medizin. Koln: Gerd Herold; 2015. S.74



148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

Literaturverzeichnis - 149

Gross TG, et al. Hematopoietic Stem Cell Transplantation for Refractory
or Recurrent Non-Hodgkin Lymphoma in Children and Adolescents.
Biology of Blood and Marrow Transplantation. 2010;16(2):223-30.
Claviez A, et al. Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation in
children and adolescents with recurrent and refractory Hodgkin lymphoma:
an analysis of the European Group for Blood and Marrow Transplantation.
Blood. 2009;114(10):2060-7.

Meadows AT, et al. Second malignant neoplasms following childhood
Hodgkin's disease: Treatment and splenectomy as risk factors. Medical
and Pediatric Oncology. 1989;17(5-6):477-84.

Mora J. Dinutuximab for the treatment of pediatric patients with high-risk
neuroblastoma. Expert review of clinical pharmacology. 2016;9(5):647-53.
Meeker TC, et al. A Unique Human B Lymphocyte Antigen Defined by a
Monoclonal Antibody. Hybridoma. 1984;3(4):305-20.

Hofmann M, et al. Generation, selection and preclinical characterization of
an Fc-optimized FLT3 antibody for the treatment of myeloid leukemia.
Leukemia. 2012;26(6):1228-37.

Boyum A. Isolation of mononuclear cells and granulocytes from human
blood. Isolation of monuclear cells by one centrifugation, and of
granulocytes by combining centrifugation and sedimentation at 1 g.
Scandinavian journal of clinical and laboratory investigation
Supplementum. 1968;97:77-89.

Alter G, et al. CD107a as a functional marker for the identification of natural
killer cell activity. Journal of immunological methods. 2004;294(1-2):15-22.
Tomchuck SL, et al. Zoledronic Acid-Mediated Ex Vivo Expansion and
Function of Human Umbilical Cord Blood Gamma Delta T&#xa0;Cells Is
Distinct from Human Peripheral Blood Gamma Delta T Cells. Biology of
Blood and Marrow Transplantation. 2015;21(2):S241-S2.

Gates BJ, DeLuca M. The production of oxyluciferin during the firefly
luciferase light reaction. Archives of Biochemistry and Biophysics.
1975;169(2):616-21.

Kaskova ZM, et al. 1001 lights: luciferins, luciferases, their mechanisms of
action and applications in chemical analysis, biology and medicine.
Chemical Society Reviews. 2016;45(21):6048-77.

Smyth MJ, et al. New aspects of natural-killer-cell surveillance and therapy
of cancer. Nature reviews Cancer. 2002;2(11):850-61.

Seidel UJ, et al. Natural killer cell mediated antibody-dependent cellular
cytotoxicity in tumor immunotherapy with therapeutic antibodies. Frontiers
in immunology. 2013;4:76.

Corvaisier M, et al. V gamma 9V delta 2 T cell response to colon carcinoma
cells. Journal of immunology (Baltimore, Md : 1950). 2005;175(8):5481-8.
Wang R, et al. Natural killer cell-produced IFN-y and TNF-a induce target
cell cytolysis through up-regulation of ICAM-1. Journal of leukocyte
biology. 2012;91(2):299-309.

Britton C, Alexander T. Flow cytometric assay for monitoring the activity of
natural killer cells. Clinical and Applied Immunology Reviews.
2002;3(1):14-5.



150 -

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

Literaturverzeichnis

Ziegler SF, et al. The activation antigen CD69. Stem cells (Dayton, Ohio).
1994;12(5):456-65.

Park JH, et al. CD19-targeted CAR T-cell therapeutics for hematologic
malignancies: interpreting clinical outcomes to date. Blood.
2016;127(26):3312-20.

Braakman E, et al. CD16 on human gamma delta T lymphocytes:
expression, function, and specificity for mouse IgG isotypes. Cellular
immunology. 1992;143(1):97-107.

ClinicalTrials.gov NCT02399085, A Study to Evaluate the Safety and
Efficacy of Lenalidomide With MORO00208 in Patients With R-R DLBCL (L-
MIND). U.S. National Institutes of Health (2017). [

Tokuyama H, et al. Vy9Vvd2 T cell cytotoxicity against tumor cells is
enhanced by monoclonal antibody drugs—Rituximab and trastuzumab.
International Journal of Cancer. 2008;122(11):2526-34.

Maschan M, et al. TCR-alpha/beta and CD19 depletion and treosulfan-
based conditioning regimen in unrelated and haploidentical transplantation
in children with acute myeloid leukemia. Bone marrow transplantation.
2016;51(5):668-74.

Foley B, et al. NK cell education after allogeneic transplantation:
dissociation between recovery of cytokine-producing and cytotoxic
functions. Blood. 2011;118(10):2784-92.

Gleason MK, et al. Tim-3 is an inducible human natural killer cell receptor
that enhances interferon gamma production in response to galectin-9.
Blood. 2012;119(13):3064-72.

Simonetta F, et al. NK Cell Functional Impairment after Allogeneic
Hematopoietic Stem Cell Transplantation Is Associated with Reduced
Levels of T-bet and Eomesodermin. The Journal of Immunology.
2015;195(10):4712-20.

Nussbaumer O, et al. Essential requirements of zoledronate-induced
cytokine and gammadelta T cell proliferative responses. Journal of
immunology (Baltimore, Md : 1950). 2013;191(3):1346-55.

Mavers M, et al. High-Risk Leukemia: Past, Present, and Future Role of
NK Cells. Journal of immunology research. 2018;2018:1586905-.
Nussbaumer O, et al. DC-like cell-dependent activation of human natural
killer cells by the bisphosphonate zoledronic acid is regulated by yo T
lymphocytes. Blood. 2011;118(10):2743-51.

Whittington R, Faulds D. Interleukin-2. Drugs. 1993;46(3):446-514.
Henney CS, et al. Interleukin-2 augments natural killer cell activity. Nature.
1981;291:335.

Cairo C, et al. Vy2Vd2 T cell Costimulation Increases NK cell Killing of
Monocyte-derived Dendritic Cells. Immunology.144(3):422-30.
ClinicalTrials.gov NCT02639910,Phase Il Study to Evaluate Safety and
Preliminary Efficacy of MOR208 With Idelalisib or Venetoclax in R/R
CLL/SLL Patients Pretreated With BTKi (COSMOS). U.S. National
Institutes of Health (2018).

Handgretinger R, et al. The potential role of yd T cells after allogeneic HCT
for leukemia. Blood. 2018;131(10):1063-72.



181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.
188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

Literaturverzeichnis - 151

Ribot JC, et al. B7-CD28 costimulatory signals control the survival and
proliferation of murine and human gammadelta T cells via IL-2 production.
Journal of immunology (Baltimore, Md : 1950). 2012;189(3):1202-8.

Voss SD, et al. Characterization of the interleukin 2 receptors (IL-2R)
expressed on human natural killer cells activated in vivo by IL-2:
association of the p64 IL-2R gamma chain with the IL-2R beta chain in
functional intermediate-affinity IL-2R. The Journal of experimental
medicine. 1992;176(2):531-41.

Lanier LL, et al. Functional and biochemical analysis of CD16 antigen on
natural killer cells an granulocytes. Journal of immunology (Baltimore, Md :
1950). 1988;141(10):3478-85.

Alipour M, Safari Z. From information theory to quantitative description of
steric effects. Physical chemistry chemical physics : PCCP.
2016;18(27):17917-29.

Hlavacek WS, et al. Steric Effects on Multivalent Ligand-Receptor Binding:
Exclusion of Ligand Sites by Bound Cell Surface Receptors. Biophysical
Journal. 1999;76(6):3031-43.

Molfetta R, et al. Regulation of NKG2D-Dependent NK Cell Functions: The
Yin and the Yang of Receptor Endocytosis. International journal of
molecular sciences. 2017;18(8):1677.

Yu J. Zoledronate activates NK cells. Blood. 2011;118(10):2642-3.

Lee SJ, et al. 4-1BB signal stimulates the activation, expansion, and
effector functions of yd T cells in mice and humans. European journal of
immunology. 2013;43(7):1839-48.

Takahashi C, et al. Cutting edge: 4-1BB is a bona fide CD8 T cell survival
signal. Journal of immunology (Baltimore, Md : 1950). 1999;162(9):5037-
40.

Hurtado JC, et al. Signals through 4-1BB are costimulatory to previously
activated splenic T cells and inhibit activation-induced cell death. Journal
of immunology (Baltimore, Md : 1950). 1997;158(6):2600-9.

Perko R, et al. Gamma delta T cell reconstitution is associated with fewer
infections and improved event-free survival after hematopoietic stem cell
transplantation for pediatric leukemia. Biology of blood and marrow
transplantation : journal of the American Society for Blood and Marrow
Transplantation. 2015;21(1):130-6.

Meraviglia S, et al. In vivo manipulation of Vgamma9Vdelta2 T cells with
zoledronate and low-dose interleukin-2 for immunotherapy of advanced
breast cancer patients. Clinical and experimental immunology.
2010;161(2):290-7.

Bertaina A, et al. Zoledronic acid boosts gammadelta T-cell activity in
children receiving alphabeta(+) T and CD19(+) cell-depleted grafts from
an HLA-haplo-identical donor. Oncoimmunology. 2017;6(2):e1216291.
Lang JM, et al. Pilot trial of interleukin-2 and zoledronic acid to augment
yd T cells as treatment for patients with refractory renal cell carcinoma.
Cancer Immunology, Immunotherapy. 2011;60(10):1447-60.

Sakamoto M, et al. Adoptive Immunotherapy for Advanced Non-small
CellLung Cancer Using Zoledronate-expanded yd T Cells: A Phase |
Clinical Study. Journal of Immunotherapy. 2011;34(2):202-11.



152 -

196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

204.

205.

Literaturverzeichnis

Bennouna J, et al. Phase-I| study of Innacell gammadelta, an autologous
cell-therapy product highly enriched in gamma9delta2 T lymphocytes, in
combination with IL-2, in patients with metastatic renal cell carcinoma.
Cancer immunology, immunotherapy : Cll. 2008;57(11):1599-609.
Siegler EL, et al. Off-the-Shelf CAR-NK Cells for Cancer Immunotherapy.
Cell stem cell. 2018;23(2):160-1.

Capsomidis A, et al. Chimeric Antigen Receptor-Engineered Human
Gamma Delta T Cells: Enhanced Cytotoxicity with Retention of Cross
Presentation. Molecular therapy : the journal of the American Society of
Gene Therapy. 2018;26(2):354-65.

Fujisaki, H., et al., Expansion of highly cytotoxic human natural killer cells
for cancer cell therapy. Cancer Res, 2009. 69(9): p. 4010-7.

Anderson, D.M., et al.,, Functional characterization of the human
interleukin-15 receptor alpha chain and close linkage of IL15RA and IL2RA
genes. J Biol Chem, 1995. 270(50): p. 29862-9.

Handgretinger, R et al. Akute lymphatische Leukamie im Kindesalter:
Klinische Erfolge optomierter risikoadaptierter Therapien. Dtsch Arztebl
International. 2015; 112(20): p24

Horrer A (2016) In vitro Untersuchung antileukamischer NK-Zell Subpopu-
lationen auf ihre Lyseféahigkeit gegenlber primaren padiatrischen BCP-
ALL Blasten. Medizinische Dissertationsschrift, Universitat Tubingen
Shao, Z., et al., CD137 ligand, a member of the tumor necrosis factor
family, regulates immune responses via reverse signal transduction.
Journal of Leukocyte Biology. 2011; 89(1): p21-29

Schlegel, P., et al., Ex vivo Expansion of autologous, donor-derived NK-,
gd T- and Cytokine Induced Killer (CIK) cells post haploidentical hemato-
poietic stem cell transplantation results in increased antitumor activity.
Bone Marrow Transplant, 2019 (accepted)

Schlegel, P., et al., Ex vivo Expansion of autologous, donor-derived NK-,
gd T- and Cytokine Induced Killer (CIK) cells post haploidentical hemato-
poietic stem cell transplantation results in increased antitumor activity.
Bone Marrow Transplant, 2019(accepted)



Erklarung zum Eigenanteil - 153

8. ERKLARUNG ZUM EIGENANTEIL

Die wissenschaftliche Studie wurde von Dr. med. P. Schlegel und Prof. Dr.
med. P. Lang an der Universitatsklinik fir Kinder- und Jugendmedizin Tubingen
konzipiert und betreut.

Samtliche Versuche wurden nach Einarbeitung durch Dr. med. P. Schlegel und
Dr. rer. nat. C. Klohse von mir eigenstandig durchgefihrt und statistisch ausge-
wertet.

Die Zelllinien NALM-16 mCherry-Luc, LS mCherry-Luc, NALM-6 mCherry-Luc
wurde von Dr. med. Patrick Schlegel, die Zelllinie K562-mb15-41BBL von Dr. D.
Campana MD, National University Cancer Institute, Singapore, und der Fc-opti-
mierte monoklonale CD19 Antikérper 4G7SDIE von Dr. rer. nat. L. Grosse-
Hovest und Prof. Dr. med. G. Jung, Universitat Tubingen, freundlicherweise zur
Verfligung gestellt.

Ich versichere, das Manuskript selbstandig verfasst zu haben und

keine weiteren als die von mir angegebenen Quellen verwendet zu haben.

Tilbingen, den 22.05.2019



154 - Anhang

9. ANHANG

9.1 Abbildungen

=
a1
1

=
o
1

CD137" (%)

©
o
1

NK-Zellen

Abb. 9-1 CD137-Expression auf frisch isolierten NK-Zellen
Durchflusszytometrisch wurde die CD137-Expression auf frisch isolierten NK-Zellen aus Vollblut

bestimmt. n=5



Veréffentlichungen - 155

10. VEROFFENTLICHUNGEN

10.1 Publikation

Zur Veroffentlichung angenommen:

Schlegel P, Lang AM, Matela M, Horrer A, Schilling A, Jéchner A, Wiedenmann
M, Seitz CM, Ddring M, Feuchtinger T, Heubach F, Rabsteyn F, Handgretinger
R and Lang P (2019) Ex vivo Expansion of autologous, donor-derived NK-, gd T-
and Cytokine Induced Killer (CIK) cells post haploidentical hematopoietic stem
cell transplantation results in increased antitumor activity, Bone Marrow Trans-

plant

10.2 Kongress

European Bone Marrow Transplantation (EBMT) 2015, Istanbul: Complementary
activity of NK and yd T cells post depleted haploidentical hematopoietic stem cell

transplantation (Poster)



156 - Danksagung

11. DANKSAGUNG

Ich mochte mich bei allen bedanken, die mich wahrend des Entstehungsprozesses
dieser Arbeit begleitet und unterstitzt haben:

Herrn Prof. Dr. med. Rupert Handgretinger fir die freundliche Aufnahme an der

Universitatskinderklinik Tubingen und das Interesse an meiner Arbeit.

Herrn Prof. Dr. med. Peter Lang fir die Bereitstellung des interessanten The-

mas und die stets offene Tr.

Herrn Dr. med. Patrick Schlegel fiir die Uberaus engagierte Betreuung und al-
les, was ich von ihm lernen durfte. Er hat mich mit seiner Begeisterung fir die
Klinische Forschung und seinem unermudlichen Einsatz angesteckt und mich
stets an seinem umfangreichen Wissen teilhaben lassen. Daraus entstanden
viele spannende Diskussionen oft bis zu spater Stunde, die entscheidend zum
Gelingen dieser Arbeit beigetragen haben. Vielen Dank auch fur die schéne
Zeit auRerhalb des Labors, die ihn mir zu einem geschéatzten Freund haben

werden lassen.

Dem Sonderforschungsbund 685 fiir die Aufnahme in das Graduiertenkolleg
und die Méglichkeit zur Teilnahme an internationalen Kongressen. Beides hat
mir die wunderbare Gelegenheit erdffnet mein Wissen in Immunologie zu vertie-

fen.

Den Kollegen der Arbeitsgruppe Lang fir die Diskussionen, die unkomplizierte
Zusammenarbeit und Anregungen zur vorliegenden Arbeit. Insbesondere Chihab
Klohse der mir stets mit Rat und Tat zur Seite stand. Aul3erdem Annika Horrer,
Marie Matela, Anne-Marie Lang, Max Wiedenmann, Alexander Jéchner und Jana
Hau fir die schone Zeit in und aul3erhalb des Labors.

Kathrin Gonsior fir den Austausch wéhrend des Schreibprozess.

Meinen Freunden fur die vielseitige Unterstiitzung und Ermutigung.

Meinen Eltern, meiner Schwester Marie und Christian Lellmann ftr Alles.



