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1. EINLEITUNG 

 

 Allogene Stammzelltransplantation 

Die erste erfolgreiche Stammzelltransplantation (SZT) bei pädiatrischen 

Patienten wurde bereits 1981 durchgeführt (1). Heute bietet die SZT bei 

akuten Leukämien und weiteren hämatologischen 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 routinemäßig angeboten und ist bei Hochrisikoleukämien auch als 

Firstline-Therapie zugelassen (6). Bei akuten Leukämien kommt die SZT vor 

allem bei pädiatrischen 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 Toxizität frühestens nach 6-12 Mona-

ten erneut möglich ist (9).  Dennoch konnte das 5-Jahres-gesamt-Überleben bei 

akuter lymphatischer Leukämie (ALL) nach SZT durch deutliche Reduktion der 

transplantationsassoziierten Mortalität (TRM) von 28% auf 65% gesteigert wer-

den (10). Weiterentwicklungen der Stammzelltransplantation sind dennoch nötig, 

um die TRM weiter zu senken. 

Das Prinzip der SZT beruht darauf, das Immunsystem eines Patienten durch das 

eines gesunden Spenders zu ersetzen. Dafür ist zunächst die Konditionierung 

des Empfängers notwendig, bei der die hämatopoetischen Stammzellen im Kno-

chenmark durch Ganzkörperbestrahlung oder myeloablativer Chemotherapie ab-

getötet werden. Die Stammzellen können 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 übernehmen die Blutbildung.  

Für das Gelingen einer SZT spielt das humane Leukozyten Antigen -System 

(HLA-System) bzw. der Haupthistokompatibiltätskomplex (major histocompatibi-

lity complex = MHC) eine wichtige Rolle, wobei jeder Mensch zwei HLA-Haploty-

pen besitzt. T-Zellen können zwischen fremden und körpereigenen MHC-

Molekülen unterscheiden und so bei einer Interaktion mit körperfremden Zellen, 

wie beispielsweise einem Transplantat mit anderem HLA-Haplotyp, eine Immun-

reaktion auslösen. Diese wird als Graft-versus-Host Reaktion (GvH-Reaktion) be-

zeichnet und stellt eine potentiell lebensbedrohliche Komplikation dar (13, 14). 

Daher wurden ursprünglich nur Stammzellen/Knochenmark von Spendern mit 

identischen HLA-Haplotypen transplantiert. In 30% der Fälle 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 für alle Patienten ein Spender gefunden werden kann, gibt es 

alternativ auch noch die Möglichkeit der haploidenten Transplantation, an deren 

Entwicklung auch die Universitätsklinik Tübingen beteiligt war. Hierbei stimmt nur 

ein HLA-Haplotyp zwischen Spender und Empfänger überein, womit in jedem 

Fall Eltern und eigene Kinder oder Geschwister als Spender in Frage kommen. 

So steht beinahe für jeden Patienten ein Spender zur Verfügung (12). Haploi-

dente SZT bergen allerdings auch aufgrund ihrer HLA-Disparität ein erhöhtes Ri-

siko für Transplantatabstoßung 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). Später  kam man zu dem 

Schluss, auch Immunzellen mitzutransplantieren, um die Zeit der Immunrekon-

stitution zu überbrücken und das Engraftment zu verbessern (7, 21, 22). Aller-

dings können nicht alle Immunzellen bei der haploidenten Transplantation 

problemlos transplantiert werden. So lösen αβ 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-



Einleitung - 3 

 

 

    

 

depletierter Transplantate ermöglicht neben CD34+ Stammzellen, auch Natürli-

che Killerzellen (NK-Zellen) und Dendritische-Zellen im Transplantat zu belassen 

(23-25), während B- und T-Zellen entfernt werden. Als problematisch zeigte sich 

allerdings, dass CD3/CD19-depletierte Transplantate trotz CD3-Depletion einen 

10-fach höheren Gehalt an T-Zellen aufweisen, als bei CD34-Positivselektion  

und somit ein erhöhtes GvH-Risiko besteht (26). Eine Weiterentwicklung war die 

haploidente TcRαβ/CD19- depletierte SZT.  

 

 Die haploidente TcRαβ/CD19- depletierte Stammzelltrans-

plantation 

Bei der haploidenten TcRαβ/CD19-depletierten SZT erfolgt eine Depletion an 

TcRαβ+ und CD19+ Zellen. Es zeigte sich mit der neuen Depeltionsmethode eine 

hocheffiziente Depletion (zuverlässig > 4 Logstufen) der unerwünschten αβ T-

Zellen, während γδ T-Zellen im Transplantat verbleiben können (25, 27, 28). γδ 

T-Zellen weisen nur indirekt ein Risiko für GvH-Reaktionen auf, können aber 

selbst zur Rezidivprophylaxe und Infektabwehr beitragen (28-32). Zudem legen 

die Forschungsergebnisse nahe, dass γδ T-Zellen NK-Zellen aktivieren und mit 

ihnen in der Malignombekämpfung interagieren (33-36). Im Rahmen erster viel-

versprechender klinischer Studien an der Universitätskinderklinik Tübingen und 

dem Bambino Gesu Hospital in Rom zeigte sich nach haploidenter TcRαβ/CD19-

depletierter SZT eine schnellere Immunrekonstitution und eine niedrige TRM-

Rate (37, 38). Besonders NK- und γδ T-Zellen regenerieren sich gut und schnell, 

sodass in den ersten Wochen nach Transplantation γδ T-Zellen die αβ T-Zellen 

zahlenmäßig dominieren (37). 3 Monate nach SZT weisen Patienten, die eine 

TcRαβ/CD19-depletierte SZT erhalten haben, einen höheren Prozentsatz an γδ 

T-Zellen auf als Patienten nach Erhalt CD34-angereicherter Transplantate (39).  

Die haploidente TcRαβ/CD19- depletierte SZT könnte somit eine wichtige Inno-

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

Mit 5-15% aller Blutlymphozyten (40) sind NK-Zellen neben B- und T-Zellen eine 

eigenständige 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 Zytotoxizität befähigt 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 ausüben können (44, 45). Ob und wie stark eine NK-Zelle aktiviert wird, 

ist abhängig davon, welche Signale im komplexen Zusammenspiel inhibitori-

scher, aktivierender und kostimulatorischer Rezeptoren überwiegen. 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 erläutern, können beispielhaft die „Missing self-“ 

und die „Induced self-Hypothese“ angeführt 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 I Molekülen, „eigen“ („self“) und „fremd“ unterscheiden 

können. Treffen NK-Zellen auf eine Zelle, die kein oder wenig MHC I trägt, 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, Oberflächenantigene auf entarteten oder infizierten Zellen erkennen 

(MICA/B, ULBP1-6). Die Erkennung von NKG2D-Liganden auf Zellen führt zu-

verlässig zur Lyse der Zielzelle (49). Die Lyse von Zielzellen durch NK-Zellen 

erfolgt in der Regel über die Freisetzung von Perforin bzw. Granzym oder über 

das FAS/FAS-L- bzw. Trail-System (50).  
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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, übermittelt 

durch Bindung von MHC I -Molekülen, und stimulierende Signale, übermittelt 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-Moleküle exprimieren. Durch das daraus resultierende Ausbleiben inhibitorischer Signale über-

wiegen aktivierende Stimuli und die Targetzelle wird lysiert. Durch malige Transformation oder 

Infektion von Targetzellen kann es auch zu einer erhöhten Expression von aktivierenden Ligan-

den auf der Targetzelloberfläche kommen. Binden NK-Zellen an diese Liganden, ist das vermit-

telte aktivierende Signal stärker 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 möglich (49). Modifiziert nach Rau-

let et al., Nature reviews Immunology 2006 (49). 
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NK-Zellen werden nicht wie T-Zellen geprimt und sind nicht MHC-restringiert. 

Nach Reifung und erfolgtem Licensing/Education, können NK-Zellen veränderte 

Zellen erkennen, wirken zytotoxisch oder setzen Zytokine frei (41). NK-Zellen se-

zernieren besonders Zytokine mit proinflammatorischer Wirkung (INF‐γ, TNF‐α, 

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 vielfältige immunregulatorische Effekte besitzen. NK-Zellen 

werden selbst auch durch Zytokine reguliert, wobei IL1, IL2, IL12, IL15, IL18, IL21 

und INFγ/ β ihre sekretorischen, zytolytischen, proliferativen und antitumorösen Ei-

genschaften fördern (52, 53). Überdies wird die  Aktivität der NK-Zellen auch durch 

Zell-Zellkontakt zu Targetzellen oder anderen Immunzellen moduliert (49). 

NK-Zellen lassen sich anhand ihrer Oberflächenantigene 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 größeren Anteil mit ca. 60-90 % der NK-Zellen sind im Blut 

CD56dimCD16+ NK-Zellen. Sie sind besonders zytotoxisch (54, 55). Die 

CD56highCD16- NK-Zellen repräsentieren mit 10-40 % den kleineren Anteil im 

Blut, aber dafür den Hauptanteil der NK-Zellen in den sekundär lymphatischen 

Organen. Sie üben durch Zytokinsekretion hauptsächlich immunregulatorische 

Funktionen aus (55, 56). Zusammenfassend lässt sich sagen, dass NK-Zellen 

neben einer Vielzahl an immunologischen Funktionen auch einen klinisch rele-

vanten antileukämischen Effekt aufweisen, der auch im Kontext der SZT von gro-

ßer Bedeutung ist (57, 58). 

 γδ T-Zellen  

Mitte der 1980er Jahre wurden die γδ T-Zellen als neue Untergruppe der T-Zellen 

erstmals beschrieben (59). γδ T-Zellen machen 1-5 % aller CD3+ Zellen im Blut 

aus. In Oberflächengeweben, wie beispielsweise Darm oder Haut, stellen sie 

aber mit 50-90% den Hauptanteil der T-Zellen (60). Zwar sind die Funktionen der 

γδ T-Zellen noch nicht vollständig aufgeklärt, aber sie scheinen ein breites Auf-

gabenspektrum abzudecken, das neben MHC-unabhängiger Tumor- und Infekt-

abwehr auch beispielsweise Wundheilung umfasst (61, 62). γδ T-Zellen reifen im 
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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 γ und einer δ Kette, wobei sich je nach Art der δ -Kette, Subgruppen definie-

ren lassen. 50-95% der im Blut zirkulierenden γδ T-Zellen exprimieren einen 

TCR, der aus einer Vδ2- und einer Vγ9-Kette besteht, sogenannte Vy9Vδ2 T-

Zellen. γδ T-Zellen mit einem TCR bestehend aus einer Vδ1-Kette und einer nicht 

spezifisch definierten Vy-Kette, sogenannte Vδ1, kommen eher in Haut, Leber, 

Milz, Epithelien und soliden Tumoren vor (62). 

Die Funktionen und Liganden der Vδ1-T-Zellen sind nicht vollständig geklärt. Sie 

scheinen aber eine Rolle in der Tumorerkennung und Infektabwehr zu spielen, 

indem sie über NKG2D auf Targetzellen MICA/B (64) oder ULBP3 (65) erkennen, 

sowie Zytokine wie INFγ und TNFα produzieren (62) und über Chemokine wie 

CCL3-5 andere Immunzellen wie Makrophagen rekrutieren können (66). 

Über die Funktionen der Vy9Vδ2-TZ ist mehr bekannt. Auch sie sind potente Ef-

fektoren in der Infekt- und Tumorabwehr. Über ihren Vy9Vδ2-Rezeptor können 

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 Körperzellen produziert wird, erkennen und dadurch aktiviert werden (67-70). 

IPP akkumuliert in malignen entarteten Zellen, die so von den Vy9Vδ2-TZ erkannt 

und über die Freisetzung von Granzym und Perforin lysiert werden können (71). 

Eine intrazelluläre Akkumulation von IPP führt zu einer Konformationsänderung 

von Butryrophilin3A1 (BTN3A1), einem transmuralen Oberflächenmolekül, das 

zur Familie der Immunglobulinrezeptoren gehört und nach Konformationsände-

rung an den Vy9Vδ2-TcR binden kann (72). 

Des Weiteren besitzen Vy9Vδ2-TZ auch natural killer cell receptors (NKRs) und 

NKG2D, die Vy9Vδ2-T-Zellen im Rahmen der Tumorzellerkennung stimulieren 

können (73, 74). Die Lyse bzw. Apoptose von Targetzellen erfolgt analog zu NK-

Zellen sowohl über die Freisetzung von Granzym und Perforin als auch über das 

FAS/FAS-L- bzw. das Trail-System (71). In den letzten Jahren wurde zudem be-

kannt, dass γδ T-Zellen nach Aktivierung auch als Antigen-präsentierende-Zellen 

(antigen presenting cells, APC) fungieren können (75). Sie können somit dazu 
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beitragen eine antigen-spezifische Immunantwort durch αβ T-Zellen zu initiieren. 

Mithilfe der vielfältigen Effektorfunktionen bilden γδ T-Zellen eine Brücke zwi-

schen adaptivem und angeborenem Immunsystem (76). Aktivierte Vy9Vδ2-TZ 

üben zudem immunregulatorische bzw. aktivierende Funktionen über die Freiset-

zung großer Mengen an Zytokinen, wie INFγ, TNFα und IL17 aus (62, 77-79). 

Abb. 1-2 gibt eine Übersicht über die Rezeptoren und Funktionen von Vy9Vδ2-

T-Zellen. 

Einerseits besitzen γδ 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 präsentieren 

sich die γδ T-Zellen als effiziente Effektoren in der Tumor- und Infektabwehr mit 

einer großen Bandbreite an Funktionen, wie Zytokin- und Chemokinproduktion, 

immunregulatorischem Potential, Antigenpräsentation und der Fähigkeit zu direk-

ter Zytotoxizität. All diese Funktionen machen γδ T-Zellen hochinteressant für 

den Einsatz in der Behandlung von Tumorerkrankungen. 
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Abb. 1-2 Interaktion von Vy9Vδ2-T-Zellen mit Leukämiezellen 

Über den T-Zellrezeptor (TcR) können Vy9Vδ2-T-Zellen Leukämiezellen anhand einer intrazellu-

lären Akkumulation von Isopentylpyrophosphat (IPP) erkennen, die in einer Konformationsände-

rung von BTN3A1, einem Liganden des Vy9Vδ2-TcR, resultiert (72). Vy9Vδ2-T-Zellen 

exprimieren auch Natürliche -Killer-Zell-Rezeptoren wie NKG2D und können so bei Bindung von 

MICA oder ULBP1 auf Tumorzellen aktiviert werden. Über FcγRIII (CD16) kann durch Bindung 

tumorzellspezifischer therapeutischer IgG-Antikörper ADCC vermittelt werden. Ein Beispiel hier-

für könnten CD19-Antikörper wie CD19-4G7SDIE AK sein, die in der Therapie der Leukämie ein-

gesetzt werden. Die Interaktion mit Leukämiezellen über die hier aufgeführten Rezeptoren 

resultiert in einer Aktivitätssteigerung, die mit einer gesteigerten Zytokinfreisetzung, Proliferation 

oder Zytotoxizität einhergehen kann. Der zytotoxische Effekt wird dabei über die Freisetzung von 

Granzym- bzw. Perforingranula oder über das FAS/FAS-L bzw. TRAIL-System vermittelt (62, 82). 

ADCC: antibody dependend cellular cytotoxicity; BTN3A1: 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)  

 

 Antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC) 

In der ADCC macht man sich die Fähigkeit von Immunzellen zu Nutze, durch 

Immunglobuline Tumorzellen für FcR-tragende Immunzellen erkennbar zu ma-

chen. Hierdurch können Targetzellen rasch und gezielt eliminiert werden. Eine 

Vielzahl verschiedener Immunzellen exprimiert einen Fcy-Rezeptor (FcyR), der 

zirkulierende Immunglobuline G (IgG) über 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. FcyRIIIa/CD16a bzw. FcyRIIc/CD32c) o-

der inhibierendes Signal (FCyRIIb/CD32b) auslösen (85). NK-Zellen bzw. 

CD56dimCD16+ NK-Zellen tragen als einzige Immunzelle keinen FcyRIIb, son-

dern nur FcyRIIIa und FcyRIIc (40, 83). Daher stellen sie eine potente Effektor-

zellgruppe in der Ausübung der ADCC dar. Da die Aktivität einer NK-Zelle durch 

ein komplexes Zusammenspiel aktivierender und inhibierender Rezeptoren regu-

liert wird, kann die Bindung von IgG an den FcyRIIIa-Rezeptor zu einem Über-

wiegen der aktivierenden Signale führen. NK-Zellen werden durch gebundene 

Antikörper aktiviert, lysieren Targetzellen und schütten Zytokine aus, insbeson-

dere INFγ und TNFα (83). 

Auch γδ T-Zellen bzw. ihre im Blut prädominant vorkommende Subpopulation der 

Vy9Vδ2 T-Zellen (86) tragen FcyIIIa Rezeptoren. Durch Bindung von IgG an die-

sen Rezeptor sind auch sie zur ADCC befähigt, die wie bei den NK-Zellen zu 

Zytokinausschüttung und Lyse der Targetzellen führen kann. Die Fähigkeit der 

NK- und γδ T-Zellen zur ADCC kann man sich in der Tumortherapie zu Nutze 

machen, indem man Patienten IgG-Antikörper appliziert, die an spezifische Tu-

morantigene binden und somit die Effektorzellen zu den Targetzellen führen kön-

nen (87). Solche Antikörper kommen beispielsweise in der Brustkrebstherapie 

(Trastuzumab) (88, 89) oder, wie in dieser Arbeit verwendet, in der ALL-Therapie 

(CD19-4G7SDIE AK) zum Einsatz (90). 

 

 Der CD19-Antikörper CD19-4G7SDIE AK 

Der CD19-4G7SDIE AK ist ein Fc-optimierter ,monoklonaler ,chimärer CD19 

IgG1 Antikörper der dritten Generation. CD19 kann als Oberflächenmarker für B-

Zellen (BZ) verwendet werden, da er nahezu während der gesamten Maturation 

einer B-Zelle, mit Ausnahme sehr früher 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 für B-Zelllymphome, B-ALL 

oder chronisch lymphatische BZ-Leukämie (B-CLL) verwenden werden (91, 92). 

Bindet der CD19-4G7SDIE AK an CD19-positive Zellen, können diese durch 
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FcIIIa-Rezeptoren tragende Zellen wie NK- oder γδ T-Zellen erkannt werden und 

über den oben beschriebenen Mechanismus der ADCC lysiert werden. Allerdings 

hängt das Ausmaß der ADCC davon ab wie stark die Affinität des Fc-Teils eines 

Antikörpers zum FCyIIIa Rezeptor ist, da dies entscheidend für die Stärke der 

Interaktion ist (93, 94). Eine Möglichkeit die Bindungsaffinität zu erhöhen ist an-

statt muriner Antikörper, humanisierte oder chimäre Antikörper zu verwenden. 

Bei der Verwendung humanisierter oder chimärer Antikörper kann zudem ein 

schneller Abbau der Antikörper sowie gravierende Nebenwirkungen durch hohe 

Dosen an Fremdproteinen, wie allergische Reaktionen, verhindert werden. Bei 

der Chimärisierung werden die konstanten Domänen des murinen Antikörpers 

durch die eines humanen Antikörpers ausgetauscht. Der murine variable Bereich 

und somit die Spezifität des Antikörpers bleibt jedoch erhalten (95).  

Ein weiteres Mittel die Rezeptoraffinität zu erhöhen ist die Veränderung der Ami-

nosäuresequenz des Fc-Teils des Antikörpers (96), wie beispielsweise durch die 

SDIE-Modifikation (90). Darunter versteht man den Austausch von zwei Amino-

säuren in der CH2-Domäne (S239D and I332E) (97, 98), wie in Abb. 1-3 grafisch 

dargestellt ist. Somit kann CD19-4G7SDIE AK eine verstärkte ADCC durch NK- 

und γδ T-Zellen bewirken, wie in in-vitro Studien gezeigt wurde (82, 90). In vivo 

wurde der Antikörper bereits erfolgreich im Rahmen von Einzelheilversuchen bei 

Hochrisikopatienten an der Universitätskinderklinik Tübingen angewandt. Er 

führte zu einer Reduktion der MRD (minimal resiudual disease) (90).  
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Abb. 1-3  Chimärisierung und SDIE-Modifikation von Antikörpern  

Um einen Antikörper zu chimärisieren werden den konstanten Domänen eines humanen Antikör-

pers (grün) die variablen Domänen eines Mausantikörpers (rot) angefügt. Im Rahmen einer SDIE-

Modifikation erfolgt zusätzlich in der humanen CH2-Domäne ein Austausch von Aminosäuren an 

Position 239 und 332 (blaue Linien) (97). Modifiziert nach Chames et al., British journal of phar-

macology 2009 (99) 

 CH14.18 

CH14.18 ist ein chimärer, monoklonaler GD2 Antikörper (100), der als Dinutuxi-

mab beta käuflich erworben werden kann. GD2 ist ein Disialogangliosid, das 

überwiegend auf der Oberfläche von Tumorzellen exprimiert wird, jedoch in ge-

ringerer Expression auch auf gesundem neuronalem Gewebe exprimiert wird 

(101). Zu den GD2-exprimierenden Malignomen gehört 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 führt CH14.18 zu einer 

Aktivierung des Komplementsystems über den klassischen Reaktionsweg (100). 

Im Rahmen einer multinationalen klinischen Phase-III-Studie konnte CH14.18 bei 

Hochrisiko-Neuroblastompatienten das Gesamtüberleben nach 5 Jahren von 
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57% auf 74% signifikant steigern und ist heute somit eine integraler Teil der Stan-

dardtherapie (102). 

 Zoledronsäure als Modulator der γδ T-Zellaktivität 

Synthetische Amino-Bisphosphonate wie Zoledronsäure (Zoledronat) sind auf-

grund ihrer Osteoklasten-hemmenden Wirkung (103) für die Behandlung osteo-

porotischer Erkrankungen (104) sowie für die Behandlung und Prävention von 

Knochenmetastasen, beispielsweise bei Mamma- oder Prostatakarzinom (105, 

106), zugelassen. Zufällig wurde bei mit Bisphosphonaten behandelten Patienten 

ein Anstieg der γδ-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 intrazellulä-

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

 

Abb. 1-4 Wirkung von Zoledronat im Mevalonatweg 
Bisphosphonate, wie Zoledronat, können im Mevalonatweg für 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 intrazelluläre Akkumulation von IPP 

Vy9Vδ2-TZ über BTN3A1 erkannt werden. Eine intrazelluläre Akkumulation von 

IPP führt 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 intrazelluläre Domäne von BTN3A1 binden. Daraus resul-

tiert eine stabile Fixation von BTN3A1 an der Zellmembran durch das Zytoskelett. 

Eine intrazelluläre Akkumulation von IPP führt desweitern zu einer Bindung von 

IPP an die intrazellulären Bereiche von BTN3A1, woraufhin RhoB dissoziiert. Die 

Bindung von IPP an BTN3A1 ruft eine Konformationsänderung der extrazellulä-

ren Domäne von BTN3A1 hervor, die eine Interaktion mit dem Vy9Vδ2-TcR er-

möglicht (72). Dieser Mechanismus wird in Abb. 1-5 grafisch verdeutlicht.  

Durch Bindung von BTN3A1 an den TcR wird ein aktivierendes Signal an die 

Vy9Vδ2-TZ vermittelt (112, 113).  Durch den Anstieg von IPP können Bisphos-

phonate somit zu einer Aktivierung der Vy9Vδ2-TZ führen, was mit erhöhter INFγ 

und TNFα-Produktion, sowie einem gesteigerten Antitumoreffekt einhergeht 

(114-116). Es kommt zudem unter IL2-Einfluss zu einer Expansion der Vy9Vδ2-

TZ in vitro und in vivo (29, 114, 117). 

Die Expansion und Aktivierung von γδ T-Zellen durch Bisphosphonate kann auch 

in Abwesenheit von Tumorzellen erfolgen. Dies lässt sich dadurch erklären, dass 

neben Tumorzellen auch Monozyten Bisphosphonate effektiv aufnehmen können 

(67, 118, 119). Die Inhibition der FppS führt in Monozyten schon innerhalb von 2 

Stunden zu einer relevanten Akkumulation von IPP. Über Zell-Zellkontakt zwi-

schen BTN3A1 und dem TcR können Vy9Vδ2-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 yδ T-Zellen im Patienten zu expandieren und 

eine antitumorale Wirkung zu erzielen. Bislang gibt es eindeutige Nachweise für 

die in vivo Proliferation von yδ T-Zellen im Patienten durch Zoledronat, jedoch 

keinen eindeutigen Hinweis auf ein verbessertes Gesamtüberleben (120, 

191,193). 
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Abb. 1-5 Übermittlung der intrazellulären Akkumulation von IPP an Vy9Vδ2-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 intrazellulären Regionen 
(CR) von Butyrophilin3A1 (BTN3A1), wird BTN3A1 durch das Zytoskelett (grüne Linien) in der 
Zellmembran fixiert. 
Aktivierung Phase II: IPP wir an die intrazellulären Bereiche von BTN3A1 gebunden. RhoB dis-
soziiert. IPP ruft eine Konformationsänderung der extrazellulären Bereiche (ER) von BTN3A1 
hervor. Nun können Vy9Vδ2-Zellen mittels TcR an BTN3A1 binden und aktiviert werden (72). 
Modifiziert nach Sebestyen et al., Cell reports 2016 (72). 

    

 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, weiß man 

heute, dass IL2 auch andere Immunzellen beeinflusst (122). IL2 wird vorwiegend 

von aktivierten CD4+ und CD8+ T-Zellen sowie Dendritischen Zellen sezerniert, 

zügig 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 TNFα und INFγ gefördert, bei CD8+ T-Zellen auch die Zytotoxizität (120, 124-

126). Auf B-Zellen wirkt sich IL2 stimulierend auf die Proliferation und Antikör-

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 Leukämien evaluiert 

(120, 130, 131). 

 Interaktion zwischen γδ T-Zellen und NK-Zellen 

Wie oben beschrieben, können sowohl γδ T-Zellen als auch NK-Zellen über ver-

schiedene Wege einen Antitumoreffekt ausüben und haben beide das Potential 

zur ADCC. Manier et. al (33) publizierten 2010, dass auch ein kooperativer Anti-

tumoreffet zwischen γδ T-Zellen und NK-Zellen besteht – präziser, dass γδ T-

Zellen die Zytotoxizität von NK-Zellen steigern können. Es konnte gezeigt wer-

den, dass frisch isolierte NK-Zellen, die mit expandierten (exp.) γδ T-Zellen ko-

nikubiert wurden, eine höhere Aktivität gegenüber Tumorzelllinien zeigen (33). 

Hierzu war eine Präaktivierung der NK-Zellen mit IgG1 notwendig. Es konnte zu-

dem gezeigt werden, dass für diese Aktivitätssteigerung ein Zell-Zellkontakt nötig 

ist und dabei die Bindung von CD137 auf den NK -Zellen an CD137L auf den γδ 

T-Zellen eine Rolle spielt. Durch eine Blockade dieser Rezeptoren blieb die ge-

steigerte NK-Zellaktivität zumindest teilweise aus. Nach Aktivierung der NK-Zel-

len über CD137 wird die Expression von NKG2D erhöht, was die gesteigerte 

Zytotoxizität der NK-Zellen erklärt (33). CD137 oder auch als 4-1BB bezeichnet, 

gehört 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 γδ T-Zellen exprimiert 
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wird (33, 135). Seine Bindung kann eine Erhöhung der Zellproliferation, Zytokin-

sekretion und ein verlängertes Zellüberleben initiieren (133, 134). 

Zhang et al. konnten in Versuchen zeigen, dass auch NK-Zellen γδ T-Zellen be-

einflussen, indem sie sie zur Proliferation anregen können. Mit Mykobakterium 

Tuberkulosis koninkubierte γδ T-Zellen zeigten in Gegenwart von NK-Zellen eine 

gesteigerte Proliferation (35). An Untersuchungen ob NK-Zellen γδ T-Zellen, be-

sonders in Zusammenhang mit Malignomen stimulieren, mangelt es bisher leider. 

Eine mögliche Interaktion von γδ -T-Zellen und NK-Zellen in der Abwehr von Tu-

morzellen, scheint wahrscheinlich.  

 Malignomerkrankungen im Kindesalter  

Im Jahr 2016 wurde bei über 2000 Kindern in Deutschland die Diagnose einer 

Krebserkrankung gestellt. Besonders betroffen ist die Gruppe der unter 5- jähri-

gen, wobei das Altersspektrum auch stark von der Diagnose abhängig ist (136). 

In Abb.1-6 sind die häufigsten Malignomerkrankungen im Kindesalter aufgeführt. 

Für 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 Toxizität mit starken Ne-

benwirkungen und einem lebenslang erhöhten Zweitmalignomrisiko verbunden 

ist (136). Die Überlebensrate nach 15-Jahren konnte sich zwar von etwa 65% vor 

1990 auf ein durchschnittliches Überleben von etwa 82% heutzutage verbessern, 

dennoch stellen Krebserkrankungen die häufigste natürliche Todesursache bei 

Kindern unter 15 Jahren dar (136, 138). 



 18 - Einleitung  

 

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. 

 

 Die akute lymphatische Leukämie 

Leukämien, bei denen es zu einer malignen Entartung der lymphatischen Zellrei-

hen des blutbildenden Systems kommt, sind mit 25 % die am häufigsten vorkom-

mende maligne Erkrankung bei Kindern im Alter von 0-14 Jahren. Hierbei 

überwiegen die akuten lymphatischen Leukämieformen, wobei die Leukämie der 

B-Vorläuferzellen (B-cell precursor ALL, BCP-ALL) mit knapp 98 % am häufigsten 

auftritt. Ihren Gipfel erreicht die Inzidenzrate bei Kindern im Alter von 2-4 Jahren, 

wobei Jungen mit einem Verhältnis von 1,2:1 etwas häufiger betroffen sind (139). 

Durch maligne Transformation hämatopoetischer Stamm- oder Vorläuferzellen 

kommt es bei Leukämien zu einer raschen, überschießenden Proliferation dieser 

unreifen, funktionsunfähigen Zellen, leukämische Blasten genannt. Dies hat zur 

Folge, dass die Hämatopoese der restlichen Zellreihen unterdrückt wird. Die 

dadurch bedingte Zytopenie führt zu einem erhöhten Infekt- und Blutungsrisiko, 

sowie zu Anämie. Die leukämischen Blasten sammeln sich im Knochenmark und 
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5%

Nephroblastom
5%

Andere
10%
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können hier frühzeitig durch Knochenmarkpunktion mikroskopisch detektiert wer-

den. Die Blasten können zudem in das Blut ausgeschwemmt werden und sich 

auch in lymphatischen und nicht-lymphatischen Organen sammeln und diese 

schädigen.  

Galt die Erkrankung in den 1960iger Jahren mit einem Langzeitüberleben von 

11 % noch als unheilbar und führt unbehandelt innerhalb von Monaten zum Tod, 

stellt sie heute in Industrieländern mit einer 15-Jahres-Langzeitüberlebensrate 

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 pädiatrischen Patienten seit An-

fang der 1980iger Jahre zu verdanken. Dank der guten Organisation konnte 

hierunter die Therapie stetig verbessert und angepasst werden (141). 

Grundsätzlich stehen Chemotherapie und Stammzelltransplantation (SZT) zur 

Verfügung, wobei die risikoadaptierte Polychemotherapie heute immer noch die 

First-Line-Therapie darstellt (142). Bei Hochrisiko-Leukämien oder therapiere-

fraktären Verläufen, bietet die SZT aber eine potente und wichtige Therapieop-

tion (16). Trotz der guten Prognose stellt die Leukämie mit 30,4 % die häufigste 

krebsassoziierte Todesursache bei Kindern und Jugendlichen dar (141). Darun-

ter fallen besonders Kinder, die zu den 10-15 % gehören, die ein Rezidiv erleiden 

oder primärrefraktär sind und mit 10-50 % Heilungsrate eine sehr schlechte Prog-

nose haben (9, 143). Für Hochrisiko-Patienten oder solche, bei denen die her-

kömmlichen Therapiemethoden ausgeschöpft sind, besteht ein dringender 

Bedarf an neuen Therapieoptionen. Gegenstand der aktuellen Forschung sind 

dabei therapeutische Antikörper, Tumorvakzinierung, CAR-T Zellen und weitere 

zelluläre Immuntherapien, die nicht nur therapeutisch sondern auch prophylak-

tisch zu der Verhinderung eines Rezidivs eingesetzt werden können 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 Überlebens von Leukämiepatienten. 
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 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 dritthäufigste Krebserkrankung im Kindesalter dar, mit einem 

mittleren Erkrankungsalter von knapp 11 Jahren (136). 

Lymphome können in Hodgkin- und Non-Hodgkin-Lymphome unterteilt werden 

(147), wobei bei Kindern das Hodgkinlymphom als häufigstes, und das Burkitt-

Lymphom, ein Non-Hodgkinlymphom, als zweithäufigstes Lymphom auftritt. Von 

Hodgkin-Lymphomen sind besonders Jugendliche in der Altersgruppe der über 

10-Jährigen betroffen (136). An einem Burkitt-Lymphom, das zu den aggressiven 

Lymphomen mit hoher Proliferationsrate zählt (147), erkranken Jungen fünfmal 

häufiger als Mädchen und dies in einem mittleren Alter von knapp 8 Jahren (136). 

Als Therapieformen werden in der Regel Chemo- und Strahlentherapie angewen-

det (147). Bei refraktären schweren Verläufen kann auch die SZT eine Therapie-

option darstellen (148, 149). Das durchschnittliche Überleben nach 15 Jahren ist 

mit 92 % gut, allerdings kommt es bei 17% zu einem überdurchschnittlich hohen 

Auftreten von Sekundärneoplasien innerhalb von 30 Jahren nach Diagnosestel-

lung (136). Diese sind auch zum Teil durch die Toxizität der Therapie bedingt 

(150), sodass auch bei Lymphomen die Anwendung weniger toxischer Therapie-

varianten, wie Immuntherapien, die Langzeitprognose verbessern könnte. 

 

 Das Neuroblastom 

Das Neuroblastom nimmt aktuell, den fünften Platz unter den häufigsten Krebs-

erkrankungen im Kindesalter ein, bei den unter Einjährigen 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 fünf Jahren, wobei ein Erkrankungsgipfel im ersten Le-

bensjahr besteht (136). Der Verlauf der Erkrankung unterliegt dabei einer großen 

klinischen Variabilität, sodass sowohl spontane Regression als auch ein unauf-

haltsamer Progress, möglich sind. Das Therapiespektrum reicht daher von ab-

wartendem Beobachten bis zu einer intensiven Chemotherapie (4). Bei schweren 
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Verläufen kann auch eine SZT therapeutisch eingesetzt werden (4). Insgesamt 

hat das Neuroblastom mit einem 15-Jahresüberleben von 76 % eine, im Ver-

gleich zu den Leukämien und Lymphomen, schlechtere Prognose (136). Bei 

Hochrisikopatienten liegt die 5-Jahresüberlebensprognose sogar nur bei 40 % 

(151). Leider gibt es Patienten, bei denen die herkömmlichen Therapien keinen 

ausreichenden Erfolg zeigen. Immuntherapeutische Strategien, wie der thera-

peutische GD2-Antikörper CH14.18, bieten eine wirksame Erweiterung der The-

rapie (151). 

 Zielsetzung der Arbeit 

Ziel dieser Arbeit ist es den Einfluss von γδ T-Zellen auf die Aktivierbarkeit, spon-

tane Lysefähigkeit und ADCC von NK-Zellen zu evaluieren und Möglichkeiten zu 

finden, diese zu beeinflussen. Diese Untersuchung wurde im Kontext der haploi-

denten TcRαβ/CD19-depletierten SZT durchgeführt. Bei dieser innovativen 

Graft-Manipulation werden γδ T-Zellen im Transplantat belassen, was zu einer 

schnellen und guten Regeneration von NK- und γδ T-Zellen führt (37). Die Inter-

aktion von NK- und γδ T-Zellen könnte den Antitumoreffekt steigern und somit 

einen wichtigen immunologischen Beitrag in der Verhinderung eines Rezidivs 

leisten. Zunächst soll die spontane Lysefähigkeit und ADCC von NK- und γδ T-

Zellen getrennt voneinander untersucht werden, unter Verwendung der Zelllinien 

NALM-16, RAJI und K562, die ein breites Spektrum hämatologischer Neoplasien 

repräsentieren. Die ADCC soll unter Verwendung des CD19-4G7SDIE AK eva-

luiert werden. Da diese Arbeit im Kontext der haploidenten TcRαβ/CD19-deple-

tierten SZT steht, soll getestet werden, wie sich die spontane Lysefähigkeit und 

ADCC der NK- und γδ T-Zellen von Patienten nach TcRαβ/CD19-depletierten 

SZT verhält und ein Vergleich zu gesunden Spendern gezogen werden. Um zu 

untersuchen, ob γδ T-Zellen Einfluss auf die ADCC der NK-Zellen haben, soll die 

spontane Lysefähigkeit und ADCC von NK-Zellen in An- und Abwesenheit von 

γδ T-Zellen gemessen und verglichen werden. Des Weiteren soll untersucht wer-

den, inwiefern sich NK- und γδ T-Zellen durch IL2 und Zoledronat aktivieren las-

sen, und ob dabei synergistische Effekte zwischen NK- und γδ T-Zellen 

objektivierbar sind. Mit exp. γδ T-Zellen und frischen NK-Zellen soll untersucht 
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werden, ob das Verhältnis der Effektorzellpopulationen zueinander einen Einfluss 

auf die Effektorfunktionen hat, und welches Verhältnis von NK- und γδ T-Zellen 

zueinander zu einem Wirkungsoptimum führt. Überdies soll die beschriebene In-

teraktion von NK- und γδ T-Zellen durch CD137-Rezeptor und CD137-Ligand 

untersucht werden im Hinblick auf die gegenseitige Aktivierung, Lyse und Zyto-

kinproduktion. Mithilfe des Echtzeit-Zytotoxizitäts-Assays xCELLigence bzw. 

dem Luciferase-Assay soll die direkte Zytotoxizität der γδ T-Zellen gegenüber 

Neuroblastom- und Leukämiezellen quantifiziert und mit der Targetzelllyse durch 

NK-Zellen und der Kombination von NK- und γδ T-Zellen verglichen werden.  



Material und Methoden - 23 

 

 

    

 

2. MATERIAL UND METHODEN 

 Allgemeine Materialien und Programme 

 Geräte 

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  

Kühlschrank, Profiline Liebherr, Bulle, Schweiz  

Wasserbad, beheizbar  Memmert, Schwabach  

Vortexer Reax Top  Heidolph, Schwabach  

Pipettiergerät PIPETBOY acu   IntegraBiosciences, Fernwald 

Mehrkanalpipette Transferpipette 20 – 200 μl  Abimed, Langenfeld 

Pipette: Research: 2,5 μl  Gilson, Middelton, USA  

Pipetten: Pipetman: 10 μl, 100 μl, 200 μl, 1000 

μl  

Eppendorf, Hamburg 

Blutzellanalysegerät: ADVIA 120 Siemens, München 

Blutgasanalysegerät: ABL800 Flex Radiometer, Krefeld 

Blutanalysegerät ABX Micros CRP 200  Horiba, Neuhausen 

Mikroskop: Olympus CX40 Olympus, Tokio, Japan 

 

  Verbrauchsmaterialien, Glas- und Plastikwaren 

Materialbezeichnung Hersteller Material-

nummer 

Zellkulturflaschen, steril:  Greiner Bio-One, Frickenhausen   

50 ml                                                                            690160 

250 ml                                                          658175 

550 ml    660160 

Falkonröhrchen, Polypropylen (PP), steril:  Greiner Bio-One, Frickenhausen 
 

15 ml 
 

188271 

 50 ml    227201 
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FACS Analyseröhrchen Rundboden, (PS) 

5 ml                

Greiner Bio-One, Frickenhausen 352008 

Mikrotiterplatte Rundboden 96-well, steril  Greiner Bio-One, Frickenhausen 650180 

Mikrotiterplatte Flachboden 96-well, steril  Greiner Bio-One, Frickenhausen 655180 

Mikrotiterplatte Flachboden 96-well, weiß  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 ml   4021 

5 ml   4051 

10 ml   4101 

25 ml   4251 

50 ml    4501 

Pipettenspitzen:                                        

20 μl  Ratiolab, Dreieich        2500170 

200 μl Sarstedt, Nürnberg        70760 

1000 μl  Sarstedt, Nürnberg        70762 

Einmalspritzen, steril:      

20 ml  B.Braun, Melsungen                        4606205V 

50 ml  BD, Heidelberg    300137 

Butterfly, Safety-Multifly-Set  Sarstedt, Nürnberg                    851638235 

Desinfektionsspray Softasept B.Braun, Melsungen                        3887138 

Einmalhandschuhe Peha-soft Nitrile Hartmann, Heidenheim                 9422111 

Zellsieb, 40 μm  BD, Heidelberg 352340 

 

 Stammlösungen 

Stammlösung A: Medium für die Expansion von Zelllinien 

500ml RPMI 1640 Medium Biochrom, Berlin F1215 

50ml Gibco Fetales Kälberserum (FCS)  ThermoScientific, Wal-

tham, USA 

10270-106 

5ml L-Glutamin (200 mM) Biochrom, Berlin    K028 

5ml Penicillin (10.000 U/ml) / Streptomycin (10.000 

μg/ml)   

Biochrom, Berlin      A2213 
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Stammlösung B: Medium für die Expansion von γδ T-Zellen: 

 
Stammlösung A 

 

150 IE/ml Interleukin-2 (IL2) Proleukin 2x106 IE/ml Universitätsapotheke 

 

 

Stammlösung C: Medium zur Inkubation z.B. für das CD107a-/Kill-Assay: 

500ml RPMI 1640 Medium Biochrom, Berlin F1215 

50ml Gibco Fetales Kälberserum (FCS)  ThermoScientific, Wal-

tham, USA 

10270-106 

5ml L-Glutamin (200 mM) Biochrom, Berlin    K028 

5ml 

Penicillin (10 000 U/ml)/ Streptomycin (10 000 

μg/ml)   Biochrom, Berlin      A2213 

5ml Natrium Pyrovat 100mM Biochrom, Berlin L0437 

5ml Nicht essentielle Aminosäuren 100x Biochrom, Berlin K0293 

50µM 2-Mercaptoethanol 99p.a. CarlRoth, Karlsruhe 42271 
 

 

 

Stammlösung D: FACS-Puffer  

500ml Phosphat buffered saline (PBS) Sigma Aldrich, St. Louis USA D8537 

2mM  EDTA  AppliChem, Darmstadt A1103 

50ml Gibco fetales Kälberserum (FCS)  ThermoScientific, Waltham, 

USA 

10270-106 

0,5 ml Na-Azid 10% Alliquotiert   

 

 

Stammlösung 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 

1 ml Na-Azid 10% Alliquotiert   
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Stammlösung F: EDTA 

500ml Phosphat buffered saline (PBS) Sigma Aldrich, St. Louis USA D8537 

2mM  EDTA  AppliChem, Darmstadt A1103 

 

 

Stammlösung G: PFA  

 
Stammlösung D 

  

1%   Formalinlösung (37 %) AppliChem, Darmstadt A0823 

 

 

 Monoklonale Antikörper für Durchflusszytometrie 

Spezifität Subtyp Fluorochrom Klon Hersteller Cat.No. 

hum INF-γ IgG1 BV 711 4S.B3 Biolegend, Fell 502540 

hum TNF-α IgG1 PB Mab11 Biolegend, Fell 502920 

hum TCRγδ IgG1 FITC 11F2 BD, Heidelberg 347903 

hum CD107a IgG1 APC H4A3 Biolegend 328620 

hum CD69 IgG1 APC L78 BD, Heidelberg 340560 

  IgG1 APC/Cy7 FN50 Biolegend, Fell 310914 

hum CD56  
 

IgG1 

IgG1 

PE/Cy7 

PE 

HCD56 

B159 

Biolegend, Fell 

BD, Heidelberg 

318318 

555516 

hum CD19 IgG1 APC HIB19 BD, Heidelberg 555415 

hum CD10 
 

IgG1 
 

PE 

PerCp 

ALB1 

MEM-78 

Beckman coulter, Marseille 

Exbio, Vestec 

A07760 

PC209T100 

hum CD3 IgG1 PerCP SK7 Biolegend, Fell 344814 

  IgG2b 

IgG1 

PB 

APC 

17A2 

SK7 

Biolegend, Fell 

BD, Heidelberg 

100214 

340661 

hum CD137 IgG1 PE 4B4-1 BD, Heidelberg 555956 

hum CD33 IgG1 PE P67.6 BD, Heidelberg 345799 

Lebend/Tod 
 

  Aqua 

 

7-AAD 

  Thermo Fisher, Waltham, 

USA 

Thermo Fisher, Waltham, 

USA 

L34957 

 

A1310 
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 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  

 

 Therapeutische Antikörper 

 CD19 Antikörper CD19-4G7SDIE AK 

Fc-optimierter monoklonaler CD19 Antikörper: 

CD19-4G7SDIE AK  

Dr. L. Grosse-Hovest, Prof. Dr. G. Jung,  

Universität Tübingen 

 

Der Fc-optimierte monoklonale CD19 Antikörper CD19-4G7SDIE AK wird von 

Fc-Rezeptor tragenden Effektorzellen erkannt und vermittelt eine gesteigerte 

ADCC z.B. durch FcγRIIIa exprimierende NK-Zellen und γδ T-Zellen (90). Der in 

dieser Arbeit eingesetzte CD19-4G7SDIE AK wurde an der Kinderklinik Tübingen 

im Rahmen von individuellen Heilversuchen bei Hochrisiko-Patienten nach SZT 

zur Rezidivprophylaxe sowie zur Reduktion von residualen Leukämiezellen (Mi-

nimale Resterkrankung, MRD) eingesetzt. In den Versuchen wurde der Antikör-

per in einer Konzentration von 1 µg/ml verwendet. 

Erstmalig wurde der murine CD19 Antikörperklon 4G7 im Jahr 1984 an der Uni-

versität Stanford isoliert und charakterisiert (152). Die hier eingesetzte, weiter-

entwickelte Form des 4G7-Antikörpers wurde am Institut für Zellbiologie der 

Universität Tübingen generiert. Es handelt sich um einen chimären Antikörper 

(murin-human) mit einem Austausch der Aminosäuren S239D/I332E, welche zu 

einer erhöhten Fc-Rezeptorbindung führt und entsprechend des Austauschs der 

Aminosäuren als SDIE-Modifikation bezeichnet wird (90, 153). Die Herstellung 

erfolgte in den Reinräumen der Universität Tübingen unter GMP-Bedingungen. 
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 Anti-GD2 CH14.18 

 Monoklonaler GD2 Antikörper: CH14.18  Polymun scientific, Klosterneuburg, Österreich 

 

Der murin-humane, chimäre, monoklonale GD2 Antikörper CH14.18 (Dinutuxi-

mab beta) rekrutiert Fc-Rezeptor tragende Effektorzellen, beispielsweise NK- 

Zellen sowie γδ T-Zellen, und vermittelt ADDC gegen GD2-positive Tumore, z.B. 

dem Neuroblastom. Zudem führt CH14.18 zu einer Aktivierung des Komplement-

systems über den klassischen Reaktionsweg (100). An der Universitätsklinik Tü-

bingen wurde der Antikörper im Rahmen einer klinischen Phase I/II Studie 

(NCT02258815) zur Behandlung des rezidivierenden Stadium IV Neuroblastoms 

bei pädiatrischen Patienten nach haploidentischer Stammzelltransplantation zur 

Konsolidierung der Remission eingesetzt.  In den Versuchen wurde der Antikör-

per in einer Konzentration von 1 µg/ml verwendet. 

 Zellmaterial 

Zellart Spenderangaben Herkunft 

Aus peripherem Vollblut gewonnene: 

- PBMC 

- NK- Zellen 

- γδ T-Zellen 

 

Gesunde, freiwillige, er-

wachsene Spender bzw. pä-

diatrische, freiwillige 

Spender nach TcRαβ/CD19-

- depletierter, haploidenter 

SZT 

 

Patienten bzw. Mitar-

beiter der Universi-

tätskinderklinik 

Tübingen 

Zelllinien: 

-  Erythroleukämische CML- 

   Zelllinie K562 (ACC 10) 

 

Aus dem Pleuraerguss einer 

53-jährigen Frau 

 

Leibnitz-Institut 

DSMZ- Deutsche 

Sammlung  

-  pädiatrische Burkitt-Lymphom-                                    

   Zelllinie Raji (ACC 319) 

Aus der rechten Maxilla ei-

nes 12-jährigen Jungen 

von Mikroorganismen 

und Zell-Kulturen, 

-  pädiatrische BCP -ALL-       

   Zelllinie NALM-16 (ACC 680) 

Aus Vollblut eines 12-jähri-

gen Mädchens 

Braunschweig 
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-  pädiatrische Neuroblastom-    

   Zelllinie LS (ACC 675) 

Aus dem abdominalen Tu-

mor eines 16-monatigen 

Mädchens   

Luciferase/mCherry transduzierte Zellli-

nien: 

- pädiatrische BCP-ALL- Zellinie 

   NALM-16 mCherry-Luc (ACC 128) 

 

 

Aus Vollblut eines 12-jähri-

gen Mädchens 

Dr. P. Schlegel 

Universitätsklinik für 

Kinder und Jugend-

medizin, Tübingen 

- adulte B-ALL- Zellinie 

   NALM-16 mCherry-Luc (ACC 680) 

Aus dem Vollblut eines 19-

jährigen Mannes 

 

-  pädiatrische Neuroblastom-    

   Zelllinie LS mCherry-Luc (ACC 675) 

Aus dem abdominalen Tu-

mor eines 16-monatigen 

Mädchens 

 

Transduzierte Feederzelllinie: 

- K562-mb15-41BBL  

 

Aus dem Pleuraerguss einer 

53-jährigen Frau 

Dr. D. Campana MD, 

National University 

Cancer Institute, Sin-

gapore 

 

 PBMC pädiatrischer Patienten nach Transplantation 

In den Experimenten wurden unter anderem PBMC pädiatrischer Patienten ver-

wendet. Dabei handelte es sich um Patienten der Universitätskinderklinik Tübin-

gen im Alter zwischen 6 und 18 Jahren. Alle Patienten wurden in Tübingen mit 

einer haploidenten CD19/TcRαβ depletierten SZT therapiert. Zum Versuchszeit-

punkt lag die Transplantation dabei zwischen 41 und 1687 Tage zurück. Als 

Grund für die Transplantation wiesen die Patienten unterschiedliche Diagnosen 

auf (Tab.2-1). Alle Patienten bzw. deren Erziehungsberechtigte gaben ihr schrift-

liches Einverständnis (Informed-consent) zur Entnahme der Blutproben und de-

ren Verwendung für die Durchführung 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 pädiatrischen Patienten, deren Zellen in den Experimenten 

verwendet wurden, zu einer CD19/TcRαβ depletierten SZT geführt haben. 

Alter der pädiatrischen Probanden

A
lt

e
r 

in
 J

a
h

re
n

0

5

10

15

20

Tage nach SZT

T
a
g

e
 n

a
c
h

 S
Z
T

0

365

730

1095

1460

1825

 

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/TcRαβ depletierte SZT zurücklag. 

 Zellbiologische Methoden 

 Zellkultur 

Die Zellkultur der Zelllinien erfolgte in Stammlösung 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-

gelmäßig durch Mikroskopie ausgeschlossen. Die Vitalität und Morphologie der 

Zellen wurde in der Neubauerzählkammer unter dem Lichtmikroskop nach 1:1 

Anfärben der Zellen mit 0,4 % Trypanblau beurteilt. Tote Zellen nehmen den 

Diagnose Anzahl der Patienten 

cALL 4 

AML-M1 1 

rezidivierendes Neuroblastom IV 1 

Alveoläres Rhabdomyosarkom 1 

SAA, atypisches Kawasaki 1 

Ewing-Sarkom 1  

 

 

Tab. 2.1 Diagnosen der Patienten  

Auflistung welche Diagnosen bei den pädiatrischen Patienten, deren Zellen in den Experimenten verwendet wur-

den, zu einer CD19/TcRαβ depletierten SZT führten. 
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Farbstoff auf und färben sich dunkelblau. Die Zelldichte wurde mit Hilfe des Blut-

analysegerät ABX Micros CRP 200 von Horriba unter Verwendung von ca. 8 µl 

Zellsuspension bestimmt, um die Zellen auf eine für ihr Wachstum optimale 

Dichte einzustellen. 

Erfolgt eine pH-Änderung, schlägt 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. 

 

 Passagieren von adhärenten Zelllinien 

Bei der pädiatrischen Neuroblastom-Zelllinie LS handelt es sich um eine adhä-

rente Zelllinie. Alle 2-3 Tage erfolgte eine Ablösung und Passage der Zellen. 

Hierfür wurde das Medium aus den Zellkulturflaschen abpipettiert und verworfen. 

Anschließend wurde die Flasche mit 10 ml PBS gespült und danach 2-3 ml 

Trypsin hineingegeben, um die Zellen abzulösen. Nach einer Inkubation für 2 min 

im Brutschrank bei 37 °C, wurden 8 ml Medium in die Kulturflasche gegeben. 

Nach leichtem Beklopfen des Flaschenbodens, erfolgte die Überführung der Zell-

suspension in einen 15 ml Falkon und die Zentrifugation für 5 min bei 200 g. Nach 

Verwerfen des Überstandes wurde das Zellpellet in frischem Medium gelöst. 

 

 Lymphozytenseparation 

Peripheres Vollblut  Gesunde Spender bzw. pädiatrische 

Patienten   

Heparin-Natrium-25.000-ratiopharm  Ratiopharm, Ulm  3029843 

Biocoll Separating Solution  Biochrom, Berlin L6115 

Dulbecco’s Phosphat buffered saline (PBS)  PAA Laboratories, Cölbe D8537 

 

Hintergrund: 

Bei der Ficoll Dichtegradientenzentrifugation nach der Verfahrensweise von 

Böyum (154) können durch die besonderen Dichteeigenschaften der Ficoll-

Hypaque, die mit einer Siebfunktion vergleichbar sind, periphere mononukleäre 

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

PBMCs, sodass die Ficoll-Lösung bei Zentrifugation Leukozyten und Monozyten 

von den restlichen Blutbestandteilen trennt. 

Durchführung: 

In einem 50 ml Falkonröhrchen wurden 15 ml Ficoll-Lösung vorgelegt.  Heparini-

siertes Vollblut wurde 1:1 mit PBS-Puffer gemischt und 30 ml davon vorsichtig 

von oben auf die Ficoll-Lösung geschichtet, sodass zwei deutlich getrennte Pha-

sen entstanden. Es folgte eine Zentrifugation für 30 min mit 800 g, Bremse 0 

(B0), Beschleunigung 0 (R0) und Raumtemperatur (RT). Nach der Zentrifugation 

sollten vier Schichten abgrenzbar sein: unten befinden sich die Erythrozyten und 

Granulozyten, dann die klare Ficoll-Lösung, darauf in einem dünnen milchigen 

Ring die PBMC und obenauf die gelbliche Serumphase mit Thrombozyten. Das 

Serum wurde bis auf 1 cm über dem Leukozytenring abgenommen und verwor-

fen. Anschließend wurde mit einer sterilen Pipette in kreisenden Bewegungen 

der PBMC-Ring abgenommen und in ein neues 50 ml Falkonröhrchen überführt 

und mit PBS auf 50 ml aufgefüllt. Zum Waschen der Zellen folgte eine Zentrifu-

gation mit 500 g für 10 min bei RT, B7, R5. Der Überstand wurde vorsichtig ab-

gekippt, das Zellpellet in PBS gelöst und erneut mit gleicher Vorgehensweise 

gewaschen. Abhängig vom weiteren Verwendungszweck wurden die PBMC in 

Medium oder MACS-Puffer aufgenommen und maschinell mit dem Blutzellana-

lysegerät ADVIA 120 von Siemens gezählt. 

 

 Zytotoxizitätsassay mit CD107a und intrazellulärer Zytokinfärbung 

GolgiStop BD, Heidelberg 554724 

Ionomycin from Streptomyces conglo-

batus >98% 

Sigma Aldrich, St. Louis USA I9657 

Berfeldin A Sigma Aldrich, St. Louis USA B6542 

Phorbol12myristate13acetate (PMA) Sigma Aldrich, St. Louis USA P8139 

 

Hintergrund:  

Effektorzellen, wie beispielsweise NK-Zellen, können 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 Effektorzelloberfläche nachweisbar. CD107a kann mit Antikör-

pern markiert und durchflusszytometrisch erfasst werden. Es wird als Degranu-

lationsmarker/Aktivitätsmarker 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 zerstören. 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 Aktitvitätsmarker mittels 

Intrazellulärfärbung (intracellular staining, ICS) gemessen werden können. 

 

Durchführung: 

Der Versuchsansatz erfolgte in 96-well-round-bottom Platten. Alle Zellen wurden 

vorher in Stammlösung C aufgenommen. In jedes Well wurden 0,5 x 106 oder 

0.25 x 106 Effektoren vorgelegt. Hinzugefügt wurden des Weiteren Targets in der 

Effektor Target-Ratio (E:T) von 1:1, sowie, wenn gewünscht, stimulierende Anti-

körper, IL2 (100 IE/ml) oder Zoledronat (5 µM/l). Bei den Versuchen mit exp. γδ 

T-Zellen, wurden auch E:T von 4:1 – 0,125:1 verwendet. Um später eine Positiv-

kontrolle für CD107a zu erhalten, wurden einem Well mit Effektoren PMA (50 

ng/ml) und Ionomycin (1 μM) zugesetzt. Als Negativkontrolle wurde zudem jeweils 

ein Well angesetzt, das nur Effektoren ohne Targets beinhaltete. Alle Wells wur-

den mit 2µl CD107a-APC gefärbt. Um die zellulären Transportprozesse zu inhi-

bieren, wurde allen Wells zusätzlich Befreldin A (10 µg/ml) und GolgiStop (2 μM) 

zugesetzt. Anschließend wurden alle Wells mit Stammmedium C auf 200 µl auf-

gefüllt, gut durchmischt und die Platte im Brutschrank bei 37 °C für 8 bzw. 14 h 

inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte eine FACS-Färbung mit intrazellulärer Zy-

tokinfärbung (intracellular cytocine stining, ICS) und eine Analyse mittels Durch-

flusszytometrie. 
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 Aktivierungs-Assay mit CD69 und CD137 

Durchführung:  

Der Versuchsansatz erfolgte in 96-well-flat-bottom Platten. Alle Zellen wurden 

vorher in Stammlösung C aufgenommen. In jedes Well wurden 0.25 x 106 Ef-

fektoren vorgelegt. Hinzugefügt wurden des Weiteren Targets in der Effektor Tar-

get-Ratio (E:T) von 1:1, sowie, wenn gewünscht, stimulierende Antikörper, IL2 

(100 IE/ml) oder Zoledronat (5 µM/l). Anschließend wurden alle Wells mit Stamm-

lösung C auf 200µl aufgefüllt, gut durchmischt und der Versuchsansatz im Brut-

schrank bei 37 °C für 14 h inkubiert. Nach der Inkubation wurden für die 

durchflusszytometrische Analyse CD69 und CD137 mittels FACS-Antikörpern 

angefärbt. 

 

 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 können und um wieviel Pro-

zent sich dies unter Einfluss von Effektoren verringert. Um Störfaktoren bei der 

Messdauer rechnerisch eliminieren zu können, 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. 

 

Durchführung: 

Der Versuchsansatz erfolgte in 96-well-flat-bottom Platten. Alle Zellen wurden 

vorher in Stammlösung C aufgenommen. In jedes Well wurden 0,25 x 106 Ef-

fektoren vorgelegt. Hinzugefügt wurden des Weiteren Targets in der Effektor Tar-

get-Ratio (E:T) von 1:1, sowie, wenn gewünscht, stimulierende Antikörper, IL2 

(100 IE/ml) oder Zoledronat (5 µM/l). Anschließend wurden alle Wells mit Stamm-
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lösung C auf 200µl aufgefüllt, gut durchmischt und der Versuchsansatz im Brut-

schrank bei 37 °C für 14 h inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte eine FACS-

Färbung. Um, wie oben beschrieben eine standardisierte Lyse zu berechnen, 

wurde das Zellpellet nach Abschluss der Färbung in 100µl Bead-Suspension ge-

löst. Diese wurde hergestellt, indem zu je 1 ml PFA-Lösung 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 gezählt, sowie die Zahl der noch vorhandenen le-

benden Targets bestimmt.  

,  

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 können 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 Oberflächenmarkes, z.B. CD19, bestimmt. 

 

Um die spezifische Lyse zu berechnen, wurde der Quotient aus Targets und Be-

ads in den Wells, in denen sich während 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 Zusätze 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: 

𝑺𝒑𝒆𝒛𝒊𝒇𝒊𝒔𝒄𝒉𝒆 𝑳𝒚𝒔𝒆 (%) =  𝟏𝟎𝟎 – ( 

𝒁𝒂𝒉𝒍 𝒅𝒆𝒓 𝑻𝒂𝒓𝒈𝒆𝒕𝒔 𝑻𝒙
𝒁𝒂𝒉𝒍 𝒅𝒆𝒓 𝑩𝒆𝒂𝒅𝒔 𝑩𝒙
𝒁𝒂𝒉𝒍 𝒅𝒆𝒓 𝑻𝒂𝒓𝒈𝒆𝒕𝒔 𝑻𝒏
𝒁𝒂𝒉𝒍 𝒅𝒆𝒓 𝑩𝒆𝒂𝒅𝒔 𝑩𝒏

 𝒙 𝟏𝟎𝟎 ) 

 

 Durchflusszytometrie 

Cytofix/Cytoperm BD, Heidelberg 2090K2 

BD LSR II 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) kön-

nen Zellen mit Hilfe eines Laserstrahls aufgrund ihrer Eigenschaften und durch 

Markierung mit Fluorochrom gekoppelten Antikörpern genauer charakterisiert 

werden. 

In der Vorbereitung wurden daher die Zellen mit Fluorochrom markierten Antikör-

pern versetzt, die sowohl an Oberflächenmarker als auch intrazellulär an Zyto-

kine binden können. Um die Vitalität der Zellen beurteilen zu können, wurde 

zudem eine Fluorochrom markierte aminbindende Substanz zugegeben. Da tote 

Zellen eine erhöhte Durchlässigkeit ihrer Zellmembran aufweisen, können intra-

zelluläre Amine angefärbt 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) lässt auf die intrazelluläre Granularität schließen und das Vorwärtsstreu-

licht (forward side scatter, FSC) auf die Größe der passierenden Zellen. Die Flu-

orochrome der gebundenen Antikörper werden durch den Laserstrahl angeregt 

und emittieren Licht. Dieses kann durch Interferenzfilter und Lichtsensoren auf 

seine Wellenlänge hin analysiert werden. Die Fluoreszenzfarbstoffkombinationen 

sind so zu wählen, dass sie später in verschiedenen Kanälen gemessen werden 
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können bzw. ein unterschiedliches Emissionsmaxima haben. So können die zu 

messenden Antigene später voneinander unterschieden werden. Mit Hilfe einer 

Software zur Auswertung, hier FCS-Express, können die gemessenen Daten 

graphisch dargestellt werden, z.B. jede Zelle als Einzelpunkt. 

 

Durchführung: 

Die Färbung der zu analysierenden Zellen erfolgte in 96-Well-Platten bzw. FACS-

Röhrchen. Während des gesamten Versuchsablaufs wurde auf Eis gearbeitet. 

Die Zentrifugationsschritte erfolgten immer bei 4 °C mit 625 g für 2 min, B9 und 

R9. 

Die Zellen wurden zweimal in PBSE gewaschen und der Überstand vorsichtig 

komplett abgekippt. Für die Färbung toter Zellen wurden je 40 µl in PBSE 1:400 

verdünnter Lebend/Tot-Farbstoff Aqua bzw. 20 µl 7-AAD zugegeben, dekantiert 

und für 20 min im Kühlschrank inkubiert. Gemäß der entsprechenden AK-Ver-

dünnungsreihe wurde ein passender Antikörpermix für die Anfärbung der ge-

wünschten Oberflächenmoleküle in FACS-Puffer angesetzt, wobei die optimale 

Verdünnung der Antikörper dabei zwischen 1:5 – 1:200 lag. Nach der le-

bend/Tod-Färbung wurden die Zellen zweimal in FACS-Puffer gewaschen, der 

Überstand vorsichtig abgekippt und 40µl des Antikörpermix zur Oberflächenanti-

genfärbung zugegeben. Es folgte eine 20-minütige Inkubation in dem Kühl-

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 µl Cytofix/Cytoperm nötig. Die Zellen wurden für 20 min 

im Kühlschrank inkubiert und zweimal mit Permwash gewaschen. Nach dem voll-

ständigen Abkippen des Überstandes wurden 40µl Antikörpermix zugegeben, der 

gemäß der AK-Verdünnungsreihe der gewünschten intrazellulären FACS-Anti-

körper in Permwash angesetzt wurde. Es folgte eine 20-minütige Inkubation im 

Kühlschrank und zweimaliges Waschen mit Permwash. Das Zellpellet wurde in 

100 µl PFA-Lösung bzw. Beadmix (siehe Abschnitt 2.4.6) fixiert und bis zur Mes-

sung im Kühlschrank aufbewahrt.  
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Teilweise wurde auch die Targetzelllinie NALM-16 mCherry verwendet, die eine 

Eigenfluoreszenz aufweist. Diese Zellen müssen folglich nicht mittels Flu-

orochrom markierten Antikörpern angefärbt werden, sondern können direkt in der 

durchflusszytometrischen Messung verwendet werden. 

 

Messung: 

Für die Probenanalyse wurde der Durchflusszytometer BD LSR II Flow Cytome-

ter zur Messung von Versuchsansätzen 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 gängige Dar-

stellung der Zellverteilung zu erreichen, wurde vor der Messung die Verstärker-

spannung des SSC (Ordinate) und FSC (Abszisse) durch Messung ungefärbter 

Zellen angepasst. Es folgte die Messung der Proben in FACS-Röhrchen. 

 

Auswertung: 

Zur Auswertung der Daten wurden zwei verschiedene Kanäle als Diagramm ge-

geneinander aufgetragen und die gewünschten 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 ungefärbte Zellen gemessen, um Eigenfluoreszenz von der Fluoreszenz 

der Fluorochrome abgrenzen zu können. 

In der Gatingstrategie wurden zunächst 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-

Färbung die lebenden Zellen selektioniert und anschließend mit Hilfe von Ober-

flächenmarkern die verschiedenen Zellpopulationen genauer differenziert und 

quantifiziert. Dann konnten diese hinsichtlich ihrer Aktivierung untersucht wer-

den. 
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Definition der Zellpopulationen: 

NK-Zellen wurden als CD3-/CD56+- Zellen definiert. γδ T-Zellen wurden als 

CD3+/TcRγδ +-Zellen definiert. 

 

 Depletion von γδ T Zellen 

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

auto MACS pro MiltenyiBiotec, BergischGladbach   

Anti-γδ 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, können diese mit speziellen Antikörpern 

versetzt werden. Diese binden an die spezifischen Oberflächenmoleküle der Ziel-

zellen z.B. den TcRγδ -Rezeptor. Die Antikörper sind mit einem Eisendioxidpar-

tikel gekoppelt bzw. werden über einen Sekundärantikörper an einen solchen 

Partikel gekoppelt. Lässt man die Suspension nun ein Magnetfeld passieren, 

werden die markierten Zellen vom Magnetfeld angezogen, zurückgehalten und 

können 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. 

 

Durchführung: 

Nach der Leukozytenseparation wurde das Zellpellet in einem 15 ml Falkonröhr-

chen in 40 µl gekühltem MACS-Puffer pro 107 Leukozyten gelöst und zu gleichen 

Teilen auf zwei Falkonröhrchen aufgeteilt, wobei ein Falkonröhrchen maximal 108 

Leukozyten enthalten durfte. Röhrchen 1 wurde für die Depletion der γδ T-Zellen 

verwendet, während Röhrchen 2 einer Mock-Depletion unterzogen wurde (siehe 
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unten).  Für die folgenden Schritte wurden nur im Kühlschrank vorgekühlte Sub-

stanzen verwendet, um ein unspezifisches Labeling oder ein Lösen der Antikör-

per von der Zelloberfläche zu verhindern.  

Nach der Zugabe von 10 µl Anti-TCRγδ-Hapten-Antibody pro 107 Leukozyten, 

wurde die Zellsuspension dekantiert und 10 min bei 4 °C inkubiert. Anschließen 

wurden 30 µl MACS-Puffer und 20 µl Anti-Hapten MicroBeads-FITC pro 107 Leu-

kozyten zugegeben und gut dekantiert. Nach einer 15-minütigen Inkubation bei 

4 °C, wurden 2 ml MACS-Puffer pro 107 Zellen zugegeben und die Zellsuspen-

sion für 10 min mit 300 g und 4 °C, B7, R5 zentrifugiert. Anschließend wurde der 

Überstand vorsichtig abgekippt und das Zellpellet in 500 µl MACS-Puffer gelöst. 

Die Falkonröhrchen wurden in einem vorgekühlten Ständer im autoMACS von 

MiltenyiBiotec angebracht und das Gerät wurde in dem Programm "Posseld2“ ge-

startet. Nach Ende des Programms wurde eine maschinelle Zellzahlbestimmung 

durchgeführt. 

Im weiteren Versuchsverlauf sollte das Verhalten von Leukozyten mit dem der 

γδ T-Zell depletierten Leukozyten vergleichen werden. Um zu verhindern, dass 

Unterschiede zwischen den beiden Proben auf die Depletion zurückzuführen sein 

könnten, wurden die Leukozyten in Röhrchen 2 einer Mock-Depletion unterzo-

gen. Dies bedeutet, dass mit diesen Zellen alle für Röhrchen 1 beschriebenen 

Schritte der Depletion durchgeführt wurden. Allerdings wurde nur MACS-Puffer 

statt den Depletionsantikörpern Anti-TCRγδ-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 

γδ 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 γδ T-Zellen hatte, 

wurde es toleriert, dass sich der Anteil der γδ T-Zellen auf 46 % bzw. 16% redu-

ziert hatte (Abb.2-3). 
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Abb. 2-3 Anteil der γδ T-Zellen nach Depletion 

In der Graphik ist dargestellt wie hoch der Anteil der γδ T-Zellen an den T-Zellen in der FACS-

Analyse nach TcR γδ- bzw. Mock-Depletion von PBMC war 

 

 Leukozytenstimulation mit IL2 und Zoledronsäure 

Interleukin-2 (IL2) Proleukin 2x106 IE/ml Universitätsapotheke 

Zoledronsäure 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, Zytotoxiztät oder Prolife-

ration anregen (120). Synthetische Aminobisphosphonate wie Zoledronsäure 

(Zoledronat) stimulierten γδ T-Zellen bzw. die Subpopulation Vγ9Vδ2 (117).  

 

Durchführung: 

Der Versuchsansatz erfolgte in 96-well-round-bottom Platten, in deren Wells je-

weils 0,5 x 106 bzw. 0,25 x 106 in Stammmedium C gelöste Effektoren vorgelegt 

wurden. Zur Stimulation wurden in ausgewählte Wells IL2 (100 IE/ml), Zoledronat 

(5 µM/l), beide Substanzen oder nur Medium gegeben. Alle Wells wurden mit 

Stammmedium C auf 200 µl aufgefüllt und für 24h bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % 
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Luftfeuchtigkeit im Brutschrank inkubiert. Anschließend folgte die Weiterverwen-

dung im CD107a- bzw. Kill-Assay (Abschnitt 2.4.4 bzw. 2.4.5) erneuter Zugabe 

von IL2 und/oder Zoledronat. 

 Typischer Versuchsablauf mit PBMC 

Nach der Leukozytenseparation aus Vollblut wurden die Leukozyten entweder 

gleich weiterverwendet oder einer γδ T-Zell-Depletion unterzogen. Anschließend 

wurde mit den so erhaltenen Zellen ein CD107a- bzw. Kill-Assay mit einer E:T 

von 1:1 angesetzt, wobei ausgewählten Wells IL2, Zoledronat oder 4G7-AK zu-

gesetzt wurde.  

 

 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 für 15ml 

Falcons 

MiltenyiBiotec, Bergisch Gladbach 

 
BD FACS Calibur BD, Heidelberg   

Angeschlossene Hardware, MAC Apple   

 

Hintergrund: siehe Abschnitt 2.4.7 

Durchführung: 

Für die Isolierung von NK-Zellen wurden aus den Leukozyten zunächst CD56+-

Zellen angereichert und daraus anschließend CD3+-Zellen depletiert. Für die fol-

genden Schritte wurden nur im Kühlschrank vorgekühlte Substanzen verwendet, 

um ein unspezifisches Labeling oder ein Lösen der Antikörper von der Zellober-

fläche zu verhindern. 

Nach der Separation von Leukozyten aus 400-600 ml Vollblut wurde das Zellpel-

let in 80 µl MACS-Puffer pro 107 Leukozyten resuspendiert. Die Zellsuspension 

wurde auf 15 ml Falkonröhrchen aufgeteilt, sodass sich maximal 1,4 x 108 Leu-
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kozyten in jedem Röhrchen befanden. Anschließend wurden 20 µl CD56 Micro-

Beads pro 107 Leukozyten zugegeben und die Zelluspension gut gemischt. Nach 

einer 15-minütigen Inkubation im Kühlschrank, erfolgte die Zugabe von 1-2 ml 

MACS-Puffer pro 107 Leukozyten und die Zentrifugation für 10 min mit 300 g und 

4 °C, B7, R5. Der Überstand wurde vorsichtig abgekippt und das Zellpellet in 

500 µl MACS-Puffer pro 108 Leukozyten resuspendiert. Danach wurden die Fal-

konröhrchen in einem vorgekühlten Ständer im autoMACS von MiltenyiBiotec an-

gebracht und das Gerät im Programm "Posseld2“ gestartet. 

Nach der Anreicherung wurden die CD56+-Zellen mit dem Blutzellanalysegerät 

ADVIA 120 von Siemens gezählt und auf 107 Zellen/ml eingestellt. Für die Deple-

tion der CD3+-Zellen müssen die dafür verwendeten CD3-Dynabeads erst gewa-

schen werden. Hierfür wurde das Behältnis der Beads für 30 s gevortext und 

dann 50 µl Beadflüssigkeit für je 107 Zellen daraus entnommen und in ein 15 ml 

Falkonröhrchen gefüllt. Der Falkon wurde anschließend für 1 min an einen Mag-

neten gehalten, sodass die braunen magnetischen Dynabeads an der Röhrchen-

wand auf Magnethöhe hängen bleiben konnten. Nun konnte der Überstand aus 

dem Falkonröhrchen pipettiert werden, ohne die Beads miteinzusaugen. An-

schließend wurden in das Röhrchen 50 µl MACS-Puffer pro 107 zur Depletion 

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

 

 Im Weiteren wurden dann je 50 µl vorbereitete Beadlösung zu je 107 Zellen ge-

geben und im Kühlraum bei 4 °C unter ständiger Durchmischung im Rotator für 

30 min inkubiert. Nach Abschluss wurde das Falkonröhrchen erneut an den Mag-

neten gehalten, sodass die magnetischen Beads an der Röhrchenwand hängen 

blieben. Der Überstand wurde vorsichtig in ein neues Falkonröhrchen überführt 

und nach Zugabe von 1 ml MACS-Puffer vorsichtig dekantiert. Das Röhrchen 

wurde dann wieder an den Magneten gehalten und der Vorgang weitere 2-3-mal 

wiederholt, bis keine bräunlichen Beads mehr in der klaren Zellsuspension sicht-

bar waren. Die verbleibenden CD56+CD3- NK-Zellen wurden gezählt und mittels 

Durchflusszytometrie auf ihre Reinheit geprüft, die mindestens 96% aller leben-

den Leukozyten betrug. 
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 Expansion von γδ T-Zellen 

Theorie:  

In diesem Experiment sollen γδ T-Zellen aus PBMC expandiert werden. Dazu 

wird den PBMC IL2 und Zoledronsäure (Zoledronat), ein synthetisches Aminobi-

sphosphonat zugesetzt. Während IL2 in zahlreichen Lymphozyten wie T- oder B-

Zellen ein Wachstumssignal induziert, stimuliert Zoledronat spezifisch das 

Wachstum von γδ T Zellen bzw. deren Subpopulation Vγ9Vδ2 (156).  

 

Durchführung: 

Frisch aus Vollblut isolierte PBMC wurden in Stammmedium C auf eine Konzent-

ration 1,1x106 Lymphozyten/ml eingestellt. Danach erfolgte die einmalige Zugabe 

von 1 µMol/l Zoledronsäure.  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 tägliche 

mikroskopische Kontrollen der Kultur auf Kontamination durch Pilze oder Bakte-

rien. Vor jeder Zellpflege wurde eine maschinelle Bestimmung der Zellzahl und 

Zellzusammensetzung mit dem Blutzellanalysegerät ADVIA 120 durchgeführt. 

Zudem erfolgte vor und nach der Zellpflege eine Messung des pH, der Glucose- 

und Laktatkonzentration des Zellmediums mit dem Blutgasanalysegerät ABL 800 

Flex. 

Tag 3 und 6: Die Zellpflege erfolgte in dieser Phase der Expansion alle drei Tage. 

Der Expansionsansatz wurde für 10 min bei 300 g, RT, B7, R5 zentrifugiert und 

danach, die Hälfte des Überstandes abpipettiert und durch frisches Expansions-

medium ersetzt. Anschließend wurden die Zellen wieder vorsichtig resuspendiert. 

In dieser Phase der Expansion erhöht sich der Leukozytenanteil und die Zellen 

bilden Aggregate, allerdings verläuft 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 tägliche Zellpflege notwendig. Betrug 

die maschinell gemessene Zellzahl < 2,7x106 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 x106 Zellen /ml, wurde die Menge des Mediums durch Zugabe von 

frischem Medium verdoppelt. Nach etwa 12 - 14 Tagen konnte die Expansion für 

Versuche verwendet werden.  

 Titration der Interaktion expandierter γδ 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 MA5-13739 

 

Durchführung: 

Für diesen Versuch wurden exp. γδ T-Zellen und frisch aus Vollblut isolierte NK-

Zellen verwendet, die in Stammmedium C gelöst wurden. Für 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. Für die Aktivierung mit IgG wurde 

in eine 48-well-Flachbodenplatte in PBS gelöstes humanes IgG (2,5 µg/ml) ge-

geben, sodass der Well-Boden bedeckt war. Nach einer Inkubation von 24 h bei 

4 °C wurde die Flüssigkeit aus der Platte abgekippt, wobei das an den Plastikbo-

den adhärente IgG in der Platte verblieb. Nun konnten die γδ T-Zellen und die 

NK-Zellen entweder separat oder gemischt in die Wells gegeben werden. Dabei 

Betrug das Mischungsverhältnis von NK-Zellen zu γδ T-Zellen 1:4 – 1:0,125. Die 

Zahl der NK-Zellen blieb dabei immer bei 250.000Zellen/Well, während die Zahl 

der γδ T-Zellen abhängig von dem gewünschten Verhältnis variierte. Sollte 

CD137 blockiert werden, wurde der oben genannte Antikörper in der Konzentra-

tion 2,5 µg/ml in die entsprechenden Wells gegeben. Am Ende wurden alle Wells 

mit Stammmedium C aufgefüllt, sodass sich eine Konzentration von 5x106 NK-

Zellen/ml bzw. in den Well mit nur γδ T-Zellen 5x106 γδ T-Zellen befanden. Der 

Ansatz wurde für 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 zerstören. Nach 24h wurden die Zellen resuspendiert und im CD107a-

Assay bzw. xCelligence weiterverwendet. 

 

 Echtzeit Zytotoxititäts-Assay xCELLigence 

xCELLigence RTCA Roche AceaBioschiences Inc., San Diego, USA   

Angeschlossene Hardware, PC Hewlett-Packard   

E-Plate 96-Well für xCELLigence SP AceaBioschiences Inc., San Diego, USA 2801035 

 

Hintergrund: 

Das xCELLigence-System von Roche erlaubt eine dynamische Beobachtung des 

Wachstums und der Zelllyse adhärenter Zelllinien in Echtzeit. Dafür werden mit 

Elektroden ausgestattete 96-well E-Plates verwendet, an welche ein leichtes 

elektrisches Feld angelegt wird. In definierten Zeitabständen wird die Impedanz 

der einzelnen Wells gemessen und diese in einen dimensionslosen Zellindex (ZI) 

umgerechnet. Die Impedanz wird maßgeblich durch die Zahl der am Boden ad-

härenten Zellen beeinflusst. Somit kann ein Wachstum dieser Zellen sowie ihre 

Zellyse, die zu einem Ablösen der Zellen vom Boden führt, gemessen werden. 

 

Durchführung: 

Vor Versuchsbeginn muss das xCELLigence-Messgerät kalibriert werden, um die 

Hintergrundimpedanz zu bestimmen. Dazu wurde in alle Wells der E-Platte 50 µl 

Stammmedium A vorgelegt und eine Kalibrierungsmessung bei 37 °C, 5 % CO2 

und 95 % Luftfeuchtigkeit durchgeführt. Danach konnten je 15.000 Targets in 

100 µl Stammmedium A in die Wells gegeben werden. Die Platte wurde dann, im 

an das Messgerät angeschlossenen Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % 

Luftfeuchtigkeit für 24h inkubiert, um die Targetzellen an dem Plastikboden ad-

härieren 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 

gewünschten E:T dazugegeben werden, sowie in ausgewählte Wells CH14.18.-
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AK in der Konzentration von 1 µg/ml. Alle Wells wurden mit Medium auf ein Ge-

samtvolumen von 200µl aufgefüllt und die Platte zur Messung für 24 h bei 37 °C, 

5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit in dem angeschlossenen Brutschrank inku-

biert. Eine Impedanzmessung wurde alle 30 min automatisch durchgeführt. 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): 

𝑺𝒑𝒆𝒛𝒊𝒇𝒊𝒔𝒄𝒉𝒆 𝑳𝒚𝒔𝒆 (%) = 𝟏𝟎𝟎 − 
𝒁𝑰 𝑷𝒓𝒐𝒃𝒆

𝒁𝑰  𝑻𝒂𝒓𝒈𝒆𝒕𝒔 𝒐𝒏𝒍𝒚
 𝒙 𝟏𝟎𝟎  

 

 Expansion von NK-Zellen 

  
Bestrahlungsgerät GammaCell 1 000 Elite  Nordion  

Interleukin-2 (IL2) Proleukin 2x106 IE/ml  Universitätsapotheke  

 
Theorie: 

NK-Zellen können mit Hilfe der Feederzelllinie K562-mb15-41BBL unter Zugabe 

von IL2 expandiert werden. Die Herstellung dieser Feederzelllinie erfolgt durch 

Transduktion der erythroleukämischen 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 Verfügung 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 überwachsen. Die Induktion der Zellprolifera-

tion erfolgt hierbei über den CD137-Rezeptor und den IL2/IL15-Rezeptor-Complex 

(CD122/CD132) (199,200). 
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Durchführung: 

 

Ansatz:  

Die Feederzellen K562-mb15-41BBL wurden bei einer Konzentration von 2x106 

Zellen/ml mit 100 Gy bestrahlt. Der Ansatz erfolgte aus frisch isolierten PBMC 

und bestrahlten K562-mb15-41BBL im Verhältnis 1:15 in sterilen Zellkulturfla-

schen. Die Zellen bei einer Konzentration von 1x106 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 tägliche 

Zellkulturbeobachtung durchgeführt, bei der die Notwendigkeit eines früheren 

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-Gerät: Es wurde das das ABL 800 Flex 

Radiometer verwendet. Die Laktatkonzentration wurde streng unter 15 

mmol/l gehalten, der pH-Wert über 7 betragen und der Glucosegehalt 

nicht unter 100 mg/dl sinken. 

- Zellzahlmessung: Die Zellzahl sollte in den ersten 7 Tagen in etwa 1x106 

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. Lösen sich diese auf signalisiert dies, dass 

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

Nach 8-14 Tagen können die exp. NK-Zellen für Versuche verwendet werden. 

 

 Luciferase-Assay  

D-Luciferin synthetic Sigma Aldrich, St. Louis USA L9504 

Mikrotiterplatte Flachboden 96-well, weiß  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 benötigt Sauerstoff und ATP 

sowie Magnesium als Cofaktor (157): 

 

𝐿𝑢𝑐𝑖𝑓𝑒𝑟𝑖𝑛 + 𝑂2 + 𝐴𝑇𝑃 
𝐿𝑢𝑐𝑖𝑓𝑒𝑟𝑎𝑠𝑒+𝑀𝑔2+

→             𝑂𝑥𝑦𝑙𝑢𝑐𝑖𝑓𝑒𝑟𝑖𝑛 + 𝐶𝑂2 + 𝐴𝑀𝑃 + 𝑃𝑃𝑖 + 𝐿𝑖𝑐ℎ𝑡  

 

Das meist untersuchte  Luciferaseenzym, ist das firefly-Luciferin (Luc) des nord-

amerikanischen Leuchtkäfers Photinus pyralis, welcher D-Luciferin als Substrat 

nutzt und es zu einer Emission von Licht mit einer maximalen Wellenlänge von 

 =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 Lichtintensität ist abhängig von der Luciferaseaktivität, welche 

proportional zu den lebenden Zellen ist, da die Reaktion aufgrund des ATP-Be-

darfs nur in lebenden Zellen abläuft. 

  

Durchführung: 

Die Effektoren wurden in Medium resuspendiert und je 0.1 x 106 Zellen in 50µl 

Medium in die Wells einer weißen 94-well-Platte pipettiert. Als Effektoren wurden 
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exp. γδ T- und exp. NK-Zellen sowie eine Mischung beider Zellen in einem Mi-

schungsverhältnis vom 4:1 bis 0.25:1 (γδ T-Zellen zu NK-Zellen), verwendet. An-

schließend erfolgte die Zugabe der Targetzellen in der passenden E:T.  

Zusätzlich wurde eine Titrationsreihe der Targetzellen mit 1/ 0.75/ 0.5/ 0.25/ 

0.1·105 Zellen erstellt, die für die Auswertung benötigt wird. Des Weiteren erfolgte 

in bestimmten Konditionen die Zugabe von therapeutischen Antikörpern (CD19-

4G7SDIE AK oder CH14.18) und zuletzt von je 50µl D-Luciferin unter Lichtaus-

schluss. Das Endvolumen pro Well betrug stets 200µl. Das D-Luciferin wurde 

nach Herstellerangaben angesetzt (45µl D-Luciferin in 1655µl DMSO) und an-

schließend 150µl davon in 5ml Medium verdünnt.  

Der Versuchsansatz wurde bei 37°C und 5% CO2 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 ermöglichen. 

 

Tab. 2-2 Ansatzschema des Luciferase- Assay 

Es wird schematisch der Ansatz des Luciferase-Assays in 96-well-Platten und die für die Auswer-

tung benötigten 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 zeitabhängigen Korrekturfaktors normali-

siert. Anhand des erhaltenen Korrekturfaktor KFBL und dem Zeitintervall t konnte 

die korrigierte Biolumineszenz BLkorr in jedem Well mit folgender Formel berech-

net werden: 

𝐵𝐿𝑘𝑜𝑟𝑟 = 𝐵𝐿 ∙ (1 + (𝐾𝐹𝐵𝐿  ∙ 𝑡)) 

 

Auf jeder Platte wurde eine Titrationsreihe mit genau definierten Zellzahlen er-

stellt, um die Biolumineszenzwerte einordnen zu können. Mittels dieser Titrati-

onsreihe wurde erneut eine Ausgleichsgerade berechnet, anhand deren 

Steigung der Lysefaktor LF erhalten werden konnte sowie über den y-Achsenab-

schnitt die Biolumineszenz BL0 ohne Zellen. Mit Hilfe dieser Parameter wurde die 

Anzahl der lebenden Zellen n bestimmt. 

 

𝑛 = (𝐵𝐿𝑘𝑜𝑟𝑟 − 𝐵𝐿0)/𝐿𝐹  

 

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

𝑉𝑖𝑡𝑎𝑙𝑖𝑡ä𝑡 =
𝑛

100000
 

𝐿𝑦𝑠𝑒 = 1 − 𝑉𝑖𝑡𝑎𝑙𝑖𝑡ä𝑡 

 

 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe der Software GraphPad Prism 5. In 

den Versuchsansätzen 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. γδ T-Zellen, die in dem Ergebnissteil 

in Abschnitt 3.3.5-3.3.7 beschrieben sind, wurden für die statistische Analyse 

nicht die Mittelwerte der technischen Replikate der Versuche verwendet, sondern 

alle Messwerte verwendet. N gibt die Anzahl der durchgeführten Versuche an. 

Für die statistische Auswertung wurden der (gepaarte) t-Test oder der 1way 
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(repeated measures) ANOVA mit dem Posttest Tukey verwendet. In den Balken-

diagrammen ist immer der Mittelwert mit dem zugehörigen Standardfehler des 

Mittelwertes dargestellt. 

 Ethikantrag 

Die gesamte Doktorarbeit, sowie die Blutentnahme von pädiatrischen Patienten 

der Universitätsklinik Tübingen bzw. freiwilligen erwachsenen Spendern, inklu-

sive der Verwendung ihrer Leukozyten für alle durchgeführten in vitro Experi-

mente wurde vom Ethikkomitee Tübingen genehmigt. (SFB 685, Projekt C03, 

761/2015B02) 
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3. ERGEBNISSE 

 Untersuchung der ADCC von NK-Zellen und γδ T-Zellen 

durch CD19-4G7SDIE AK 

Für 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 pädiatrischen Patienten der Universitätskinderklinik Tü-

bingen nach haploidenter TcRαβ/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 pädiatrischen 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. 

 CD19 Expression der Targetzellen 

Da es sich bei CD19-4G7SDIE AK um einen Fc-optimierten monoklonalen chi-

mären CD19 Antikörper handelt, ist eine Oberflächenexpression von CD19 auf 

den Targetzellen essentiell für die Funktion des Antikörpers. Um die ADCC von 

NK- und γδ T-Zellen mittels CD19-4G7SDIE AK zu evaluieren, wurden daher die 

Leukämie- bzw. Lymphom-Zelllinien NALM-16 und RAJI verwendet, welche 

hochpositiv für CD19 sind. In Abb.3.1 ist eine exemplarische FACS-Analyse bei-

der Zelllinien zur Demonstration der CD19 Expression gezeigt. 98% der Zellen 

der Leukämiezellline NALM-16 und 97% der Burkittlymphom-Zellline RAJI waren 

positiv für CD19. In dieser Arbeit wurde desweitern die Leukämie-Zelllinie K562 

verwendet. Da K562 keine Oberflächenexpression 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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Abb. 3-1 CD19 Expression der Targetzelllinien 

Es sind exemplarische Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse der Oberflächenrezep-

toren der Targetzelllinien NALM-16, Raji und K562 als Density Plot dargestellt. CD10 auf der y-

Achse wurde in PE gefärbt. NALM-16 und RAJI sind mit je 98% hochpositiv für CD19, hier in APC 

gefärbt, auf der x-Achse. K562 ist negativ für CD19. 

 

 ADCC von NK-Zellen und γδ T-Zellen pädiatrischer Patienten 

nach SZT und gesunder Probanden durch den CD19-

4G7SDIE AK  

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

tätsmarker CD69 

Das Oberflächenmolekül CD69 wird früh 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 für 14 Stun-

den inkubiert. Mittels Durchflusszytometrie wurde anschließend die CD69-Ex-

pression auf NK- und γδ T-Zellen gemessen. Wie Abb.3-2 zu entnehmen ist, 

zeigte sich bei den NK- und γδ 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 γδ T-Zellen. 
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Abb. 3-2 CD69-Expression auf NK- und γδ 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 für 14h inkubiert. Anschließend wurde in der durchflusszytometrischen Analyse die CD69 Ex-

pression auf den A) NK-Zellen und B) γδ T-Zellen quantifiziert. CD19-4G7SDIE AK steigerte die 

CD69-Expression auf beiden Zelltypen signifikant. 

 

 Messung der Aktivierbarkeit von NK- und γδ T-Zelle durch CD19-

4G7SDIE AK mittels CD107a-Assay und ICS 

Die Zytotoxizität von NK-Zellen lässt sich indirekt über die Expression von 

CD107a messen. Ein weiteres Maß für die Quantifizierung der ADCC stellt die 

Ausschüttung der Zytokine TNFα und INFγ dar, welche in diesem Versuch intra-

zellulär angefärbt 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 TNFα und INFγ 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 γδ T-Zellen durch CD19-4G7SDIE AK ebenfalls signifi-

kant erhöht werden, wie in Abb.3-3B zu sehen ist. Auch die Zytokinproduktion 

der γδ T-Zellen zeigte nach Zugabe von CD19-4G7SDIE AK einen signifikanten 

Anstieg.
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Abb. 3-3 Messung der Aktivierbarkeit von NK- und γδ T-Zelle durch CD19-4G7SDIE AK 

Frisch isolierte PBMC wurden im Rahmen eines 14-stündigen CD107a-Assays mit ICS gegen 

das Target NALM-16 bei einer E:T von 1:1  getestet, jeweils mit und ohne Zugabe des CD19 

Antikörpers CD19-4G7SDIE AK. Die ADCC der NK-Zellen in A) und der γδ T-Zellen in B) wurde 

indirekt über die CD107a-Expression und die Ausschüttung von INFγ und TNFα bestimmt, welche 

durchflusszytometrisch gemessen wurden. Alle drei Messparameter zeigten nach Zugabe von 

CD19-4G7SDIE AK sowohl bei den NK-Zellen als auch bei den γδ T-Zellen einen signifikanten 

Anstieg. 

Abb.3-3 lässt auch einen Vergleich zwischen NK- und γδ T-Zellen über die Höhe 

der CD19-4G7SDIE AK induzierten Aktivität zu. CD19-4G7SDIE AK führte bei 

allen gemessenen Parametern zu einem höheren Wert bei den NK-Zellen als bei 

den γδ T-Zellen. So lag der Mittelwert der CD107a-Expression der NK-Zellen 

nach Stimulation mit CD19-4G7SDIE AK bei 35%, bei γδ T-Zellen lag er nur bei 

9%. Bei der TNFα-Sekretion erzielten die NK-Zellen einen Mittelwert von 13% im 

Vergleich zu 7% bei den γδ T-Zellen. Den größten 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 γδ T-Zellen bei 27%, siehe Abb.3-2. 

 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 γδ T-Zellen bzw. der PBMC zusammen. Eine nach Zellart aufge-

schlüsselte Betrachtung ist in diesem Fall nicht möglich, da der Versuch mit 

PBMC und nicht mit den separierten Zellarten durchgeführt 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 γδ 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 Höhe 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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 Untersuchung der Aktivierbarkeit von NK-Zellen und γδ T-

Zellen pädiatrischer Patienten nach haploidenter 

TcRαβ/CD19-depletierter SZT durch CD19-4G7SDIE AK 

 Aktivitätssteigerung von NK- und γδ T-Zellen durch CD19-

4G7SDIE AK 

Um die Fähigkeit von NK- und γδ T-Zellen pädiatrischer Patienten nach haploi-

denter TcRαβ/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, erhöhte CD19-4G7SDIE AK bei den γδ T-Zellen der Patienten die Expres-

sion von CD107a und CD69 ebenfalls signifikant. Die Zytokinausschüttung der 

γδ T-Zellen bewegte sich jedoch in einem niedrigen Prozentbereich. 
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Abb. 3-5 Aktivierbarkeit von NK- und γδ T-Zellen pädiatrischer Patienten nach SZT durch 

CD19-4G7SDIE AK  

Die Messung der Aktivierbarkeit von NK- bzw. γδ T-Zellen pädiatrischer Patienten nach haploi-

denter TcRαβ/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-stündigen Aktivie-

rungs- und CD107a-Assays mit ICS getestet. In A) sind die Ergebnisse für die NK-Zellen, in B) 

die der γδ T-Zellen dargestellt. 

 Direkte Messung der ADCC im Kill-Assay 

Die Fähigkeit von PBMC bzw. der darin enthaltenen NK- und γδ T-Zellen pädiat-

rischer Patienten nach haploidenter TcRαβ/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 erhöhen (p=0,0069). 
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Abb. 3-6 Messung der ADCC durch PBMC pädiatrischer Patienten nach SZT im Kill-Assay 

Die Lyse von NALM-16 durch frisch isolierte PBMC bzw. die darin als Haupteffektoren enthalte-

nen NK- und γδ T-Zellen, wurde nach einer Inkubationszeit von 14 Stunden im Kill-Assay ermittelt. 

Die PBMC wurden aus dem Blut pädiatrischer Patienten nach haploidenter TcRαβ/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 Höhe der Lyse beider Konditionen verglichen werden konnte. Un-

ter Zugabe von CD19-4G7SDIE AK kam es zu einem signifikanten Anstieg der Lyse. 

 

 Vergleich der Aktivierbarkeit von NK- und γδ T-Zellen gesun-

der Probanden mit pädiatrischen Patienten nach haploiden-

ter TcRαβ/CD19-depletierter SZT 

In Abschnitt 3.1.2 wurden die Messwerte für die Beurteilung der ADCC durch NK- 

und γδ T-Zellen der gesunden Probanden und der pädiatrischer Patienten nach 

haploidenter TcRαβ/CD19-depletierter SZT zu einem Kollektiv zusammenge-

fasst. Im Folgenden wurde überprüft, ob Unterschiede in der Aktivierbarkeit von 

NK- und γδ T-Zellen zwischen den gesunden Probanden und den Patienten nach 

SZT bestehen. Dafür wurden die Messwerte aus der Abschnitte 3.1.2.1-3.1.2.3 

in die beiden Gruppen aufgeschlüsselt und miteinander verglichen. Es wurde da-

bei nicht nur die Aktivierung durch den Antikörper zwischen den Gruppen vergli-

chen, sondern auch die Aktivierbarkeit durch NALM-16 ohne Antikörper. 

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 Ausschüttung von TNFα und INFγ keine signifikan-

ten Unterschiede, siehe Abb.3-7. Nur der Frühaktivierungsmarker CD69 wurde 

von den gesunden Probanden signifikant höher 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 

γδ 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 INFγ-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 TNFα-Sekretion im ungepaarten t-Test signifikant. 

In Abb.3-8 wird auf die ADCC und Aktivität der γδ T-Zellen von Patienten nach 

SZT im Vergleich zu gesunden Probanden gegenüber NALM-16 eingegangen. 

Im Hinblick auf die Aktivierbarkeit durch NALM-16 zeigten sich mit Ausnahme der 

INFγ-Sekretion keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Kol-

lektiven. INFγ wurde von den gesunden Probanden signifikant stärker sezerniert 

als von den Patienten nach SZT (ungepaarter t-Test p= 0,0035), allerdings be-

wegte sich die INFγ-Sekretion beider Gruppen nur im niedrigen Prozentbereich. 

Ebenfalls in Abb.3-8 dargestellt, ist das Ansprechen auf CD19-4G7SDIE AK der 

γδ T-Zellen beider Gruppen. Auch hier ließen sich die γδ T-Zellen der gesunden 

Probanden etwas stärker durch CD19-4G7SDIE AK aktivieren. Dieser Unter-

schied war im gepaarten t-Test nur bei der Sekretion von INFγ (p=0,0145) und 

TNFα (p=0,0229) signifikant. 
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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 pädiatrischer Patienten nach haploidenter TcRαβ/CD19-depletierter SZT wurden 

nach einem 14-stündigen 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 Antikörper CD19-4G7SDIE AK zwischen den beiden 

Gruppen verglichen. Die NK-Zellen der gesunden Probanden zeigten dabei eine teils signifikant 

höhere Aktivität und Zytokinproduktion. 
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Abb. 3-8 Vergleich der Aktivierbarkeit von γδ T-Zellen gesunder Probanden und Patienten 

nach SZT durch NALM-16 und CD19-4G7SDIE AK 

γδ T-Zellen gesunder Probanden und pädiatrischer Patienten nach haploidenter TcRαβ/CD19-

depletierter SZT wurden nach einem 14-stündigen 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 γδ T-Zellen der gesunden Probanden wiesen dabei überwiegend eine im ungepaar-

ten t-Test signifikant höhere 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 γδ T-Zellen zwischen gesun-

den Probanden und Patienten nach SZT. Hier ließen 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 Lysefähigkeit und ADCC zwischen PBMC gesunder Pro-

banden und Patienten nach SZT  

Es wurde die spontane Lysefähigkeit 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 γδ T-Zellen in einem 14-

stündigen Kill-Assay gemessen. Dabei wurden PBMC gesunder Probanden und pädiatrischer 

Patienten nach haploidenter TcRαβ/CD19-depletierter SZT verwendet, um die Ergebnisse dieser 

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

NK- und γδ 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. 

Für die weiteren Versuche wurden gesunden Probanden und Patienten nach 

SZT gemeinsam ausgewertet. 

 Einfluss γδ T-Zellen auf NK-Zellen in Bezug auf die spontane 

Lysefähigkeit und ADCC 

Um zu evaluieren, ob γδ T-Zellen einen Einfluss auf die spontane Lysefähigkeit 

und ADCC von NK-Zellen haben, wurden frisch isolierte PBMC TcRγδ- 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 Antikörpern für die 

Depletion. Es wurde hierdurch eine ungleiche mechanische Beanspruchung der 

Zellen durch den Depletionsprozess ausgeschlossen. Um den Erfolg dieser Maß-

nahme zu überprüfen, wurden Mock- und TcRγδ-depletierte PBMC in dem 

CD107a Assay als Kontrolle ohne Targetzellen mitgeführt.  Abb.3-10A zeigt das 
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Verhalten der PBMC gesunder Spender und von Patienten nach SZT mit und 

ohne TcRγδ-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-

kinausschüttung 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 während der Inkubation zeigte sich jedoch, dass 

NK-Zellen in Anwesenheit von γδ T-Zellen signifikant mehr CD107a exprimieren, 

als wenn die γδ T-Zellen depletiert wurden. Auch bei der Ausschüttung von INFγ 

durch NK-Zellen erhöhte sich diese durch die Anwesenheit von γδ T-Zellen von 

einem Mittelwert von 4% auf 6%. Dieser Unterschied war allerdings nicht signifi-

kant und die INFγ-Sekretion bewegte sich im niedrigen Prozentbereich. Bei der 

TNFα- Ausschüttung bestand kein signifikanter Unterschied. Abb.3-10B zeigt die 

Ergebnisse der Versuche mit PBMC pädiatrischer Patienten nach TcRαβ/CD19-

depletierter SZT separat. Die spontane Lyseaktivität 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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Abb. 3-10 Vergleich zwischen TcRγδ- und mock-depletierten PBMC im CD107a-Assay mit 

ICS 

TcRγδ-depletierte (schwarz) und mock-depletierte (grau) PBMC derselben Spender wurden in 

einem 14-stündigen 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 γδ T-Zellen die Aktivität 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 

TcRγδ-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 höhere Lyse gegenüber RAJI im Ver-

gleich zu TcRγδ-depletierten PBMC im gepaarten t-Test mit p=0,0263 auf. In der 

ADCC gegenüber 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 TcRγδ- und mock-depletier-

ten PBMC 

Im Kill-Assay wurde die Lyse in % nach 14 Stunden mit und ohne Antikörper CD19-4G7SDIE AK 

gegenüber den Targetzelllinien NALM-16, RAJI und K562 bei einer E:T von 1:1 gemessen. Als 

Effektoren wurden TcRγδ-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 γδ T-Zellen gesteigert wird, nicht aber die spontane Lysefähig-

keit. 

 Einfluss von γδ T-Zellen auf NK-Zellen unter Stimulation 

mit IL2 und Zoledronat 

 Einfluss von IL2 und Zoledronat auf NK-Zellen 

Zunächst wurde untersucht welchen Einfluss Zoledronat und IL2 generell auf NK-

Zellen haben. Für die Beurteilung wurde die Expression des Frühaktivierungs-

markers CD69 bei Koinkubation mit den Targetzelllinien NALM-16, RAJI und 

K562 herangezogen. Während eines 14-stündigen Aktivierungs-Assays mit frisch 

isolierten PBMC und wurden die Konditionen IL2 100IE/l oder 5µM/l Zoledronat 

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

werden. Zoledronat führte 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-stündigen 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 führt zu einem signifikanten Anstieg der 

CD69-Expression auf NK-Zellen. 

 

 Einfluss der Prästimulation mit Zoledronat und IL2 auf NK-Zellen 

Da sich gegenüber der Targetzelllinie NALM-16 in dem vorherigen Abschnitt die 

besten Ergebnisse zeigten, wurde diese Zelllinie für die weitere Evaluation des 

Einflusses von IL2 und Zoledronat auf NK-Zellen verwendet. In einem weiteren 

Versuch wurden die PBMC für 24 Stunden mit IL2 und/oder Zoledronat ohne 

Targetzellen vorstimuliert, bevor ein Kill- bzw. Aktivierungs-Assay für weitere 14 

Stunden wieder unter Zugabe von IL2 und Zoledronat angeschlossen wurde. Es 

wurden in diesem Versuch auch immer PBMC ohne Targetzellen als Kontrolle 

mitgeführt, 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-stündigen Prästimulation 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 Prästimulation zu einer signifi-

kanten Aktivierung der NK-Zellen ohne Target durch Zoledronat im Hinblick auf 

CD137- und CD69-Expression kam. 

IL2 führte lediglich bei der CD69-Expression zu einer Aktivierung der NK-Zellen 

ohne Targetzellen, welche sich ohne Prästimulation leicht signifikant und mit Prä-

stimulation in gleichem Maße 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 Prästimulation mit beiden Substan-

zen eine deutlich höhere CD69- und CD137-Expression. Der Mittelwert der 

CD69-Expression stieg nach Präinkubation 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, führte eine Präinkubation 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 Prästimulation mit IL2 und Zoledronat auf NK-Zellen in Kill- und 

Aktivierungs-Assay  

Frisch isolierte PBMC wurden mit oder ohne IL2 und/oder Zoledronat (Z) für 24 Stunden vorsti-

muliert. Anschließend wurde ein 14-stündiger Kill- bzw. Aktivierungs-Assay mit NALM-16 bei ei-

ner ET:T von 1:1 unter erneuter Zugabe von IL2 und/oder Zoledronat durchgeführt. Als Kontrolle 

wurden PBMC ohne Targetzellen unter gleichen Bedingungen durchgeführt. In A sind die Ergeb-

nisse ohne Prästimulation, in B die Ergebnisse mit Prästimulation mit Zoledronat bzw. IL2 gezeigt. 

C zeigt den Einfluss der Zugabe von IL2 und Zoledronat gemeinsam mit und ohne Prästimulation 

auf die NK-Zellen. 

Es wurde neben dem Kill-Assay ein CD107a-Assay mit ICS durchgeführt. Ohne 

Prästimulation, wie in Abb.3-14A zu sehen ist, kam es weder durch IL2 noch 

durch Zoledronat zu einer signifikanten Erhöhung der CD107a-Expression oder 

Zytokinsekretion. Eine Aktivierung ohne Targetzellen zeigte sich nicht. Mit Präs-

timulation führte 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 INFγ bzw. 7% bei TNFα, dies war aller-

dings nicht signifikant und gerade die INFγ-Produktion bewegte sich im niedrigen 

Prozentbereich. Auch Zoledronat erhöhte den Mittelwert der CD107a-Expression 
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und INFγ-Sekretion um je 5%. Dies war jedoch ebenfalls nicht signifikant. Zudem 

zeigte sich, dass die Präinkubation 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, führte weder IL2 

noch Zoledronat, auch nicht in der Kondition mit Prästimulation, zu einem signifi-

kanten Anstieg der Zytokinsekretion. Die Kombination beider Substanzen (IL2 

und Zoledronat) führte jedoch zu einem signifikanten Anstieg der Ausschüttung 

von INFγ und TNFα, siehe Abb.3-14C.  

ohne Prästimulation

N
K

-Z
e

ll
e

n
 C

D
1

0
7

a
+
 (
%

)

- + IL2+ Z - + Z+ IL2
0

10

20

30

40

vs. NALM-16

ns
ns

ns
nsns ns

mit Prästimulation

N
K

-Z
e

ll
e

n
 C

D
1

0
7

a
+
 (
%

)

- + IL2+ Z - + IL2+ Z
0

10

20

30

40

vs. NALM-16

ns
ns

ns
nsns **

N
K

-Z
e

ll
e

n
 C

D
1

0
7

a
+
 (
%

)

- + IL2+Z + IL2+Z
0

10

20

30

40 *
ns *

ohne
Prästimulation

mit
Prästimulation

ohne Prästimulation

N
K

-Z
e

ll
e

n
 I
N

F
+

 (
%

)

- + IL2+ Z - + IL2+ Z
0

5

10

15

20

25

vs. NALM-16

ns
ns

ns
nsns ns

mit Prästimulation

N
K

-Z
e

ll
e

n
 I
N

F
+

 (
%

)

- + IL2+ Z - + IL2+ Z
0

5

10

15

20

25

vs. NALM-16

ns
ns

ns
nsns ns

N
K

-Z
e

ll
e

n
 I
N

F
+

 (
%

)

- + IL2+Z + IL2+Z
0

5

10

15

20

25 *
ns *

ohne Prästimulation

N
K

-Z
e

ll
e

n
 T

N
F


+
 (
%

)

- + IL2+ Z - + IL2+ Z
0

10

20

30

vs. NALM-16

ns
ns

ns
nsnsns

mit Prästimulation

N
K

-Z
e

ll
e

n
 T

N
F


+
 (
%

)

- + IL2+ Z - + IL2+ Z
0

10

20

30

vs. NALM-16

ns
ns

ns
nsns ns

N
K

-Z
e

ll
e

n
 T

N
F


+
 (
%

)

- + IL2+Z + IL2+Z
0

10

20

30 *
ns *

repeated measures 1way ANOVA Tukey

CD107a INF TNF

A: p1=0,5856 p2=0,5016  n1=8 n2=8 A: p1=0,2836 p2=0,1314  n1=6 n2=6 A: p1=0,7891 p2=0,8752  n1=8 n2=8

B: p1=0,1308 p2=0,0031 n1=5 n2=5 B: p1=0,1877 p2=0,1430  n1=3 n2=3 B: p1=0,1593 p2=0,0800 n1=5 n2=5

C: p=0,0082    n=5 C: p=0,0344    n=3 C: p=0,0132  n=5

A) B) C)

 

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) für 24 Stunden inku-

biert. Anschließend wurden die Zellen in einem 14-stündigen 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 mitgeführt. In A sind die 

Ergebnisse ohne IgG-Prästimulation, in B die Ergebnisse mit Prästimulation mit IL2 und Zoledro-

nat gezeigt. C zeigt den Einfluss der Zugabe von IL2 und Zoledronat gemeinsam mit (grau) und 

ohne vorherige Prästimulation (schwarz) auf NK-Zellen. 
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 Einfluss von IL2, Zoledronat und CD19-4G7SDIE AK auf Ex-

pression von CD69 auf γδ T-Zellen 

Um den Einfluss von IL2 und Zoledronat auf γδ 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 γδ T-Zellen durchflusszytometrisch auf die 

Expression des Frühaktivierungsmarkers CD69 untersucht. Hierbei zeigen die in 

Abb.3-15 dargestellten Ergebnisse einen deutlichen Anstieg der CD69-Expres-

sion durch Zoledronat. Gegenüber den Targetzelllinien NALM-16 und RAJI war 

dieser Anstieg signifikant. Bei der Targetzelllinie NALM-16 wurde zusätzlich der 

Antikörper 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 höher 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 γδ T-Zellen  

Die durchflusszytometrische Messung der CD69-Expression auf γδ T-Zellen erfolgte nach 14-

stündiger 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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 Einfluss der Prästimulation mit IL2 und Zoledronat auf γδ T-Zellen 

In dem in Abschnitt 3.1.1.2 beschriebenen Kill-Assay wurde durchflusszytomet-

risch auch die CD69- sowie CD137-Expression der γδ T-Zellen gemessen. Die 

Ergebnisse sind in Abb.3-16 abgebildet. Zoledronat erhöhte die CD69- und 

CD137-Expression sowohl ohne (Abb.3-16A) als auch mit (Abb. 3-16B) Prästi-

mulation signifikant. Allerdings führte Zoledronat auch ohne Zugabe von Target-

zellen zu einer signifikanten Erhöhung beider Parameter unabhängig davon, ob 

eine Prästimulation 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 Prä-

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 Prästimulation mit IL2 und Zoledronat auf γδ T-Zellen im Kill-As-

say 

Frisch isolierte PBMC wurden mit oder ohne IL2 und/oder Zoledronat (Z) für 24 Stunden inkubiert. 

Anschließend wurde ein 14-stündiger Kill Assay mit NALM-16 bei einer E:T von 1:1 unter erneuter 

Zugabe von IL2 und/oder Zoledronat durchgeführt. Als Kontrolle wurden PBMC ohne Targetzel-

len unter gleichen Bedingungen durchgeführt. In A sind die Ergebnisse ohne Prästimulation, in B 

die Ergebnisse mit Prästimulation mit Zoledronat und IL2 gezeigt. C zeigt den Einfluss der Zugabe 

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

In dem in Abschnitt 3.1.1.2 ebenfalls beschriebenen CD107a-Assay mit ICS wur-

den durchflusszytometrisch γδ 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 Prästimulation kein signifikanter Anstieg 

durch Zoledronat. Nur bei der CD107a-Expression fand sich ohne Zugabe von 

Targetzellen ein signifikanter Anstieg durch Zoledronat. Mit Prästimulation, wie 

Abb.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 γδ T-Zellen durch Zoledronat fest-
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gestellt, die allerdings weniger ausgeprägt war als der Aktivitätsanstieg bei Zu-

gabe von NALM-16. IL2 zeigte keinen Anstieg der gemessenen Parameter un-

abhängig davon, ob eine Prästimulation erfolgte oder nicht. Wurden die PBMC 

mit IL2 und Zoledronat gemeinsam inkubiert, wie in Abb.3-17C dargestellt, kam 

es erst nach einer Prästimulation mit beiden Substanzen zu einem signifikanten 

Anstieg der CD107a-Expression und Zytokinfreisetzung. Dieser Anstieg ist ver-

gleichbar mit dem Anstieg durch die Prästimulation mit Zoledronat alleine. 
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Abb. 3-17 Aktivierung von γδ T-Zellen durch IL2 und Zoledronat im CD107a-Assay mit ICS   

Es wurden frisch isolierte PBMC mit oder ohne IL2 und/oder Zoledronat (Z) für 24 Stunden inku-

biert. Anschließend wurden die Zellen in einem 14-stündigen 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-

führt. In A sind die Ergebnisse ohne Prästimulation, in B die Ergebnisse mit Prästimulation mit 

Zoledronat und IL2 gezeigt. C zeigt den Einfluss der Zugabe von IL2 und Zoledronat gemeinsam 

mit (grau) und ohne Prästimulation (schwarz) auf γδ T-Zellen. 
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 Einfluss von γδ T-Zellen auf die Aktivierung von NK-Zellen 

unter Einfluss von Zoledronat  

In Abschnitt 3.1.1.2 zeigte sich nach Prästimulation von PBMC mit Zoledronat ein 

teils signifikanter Anstieg der NK-Zellaktivität. Da es sich bei Zoledronat um ein 

Stimulanz von γδ T-Zellen handelt, wurde im folgenden Versuch untersucht, ob 

die NK-Aktivität durch γδ T-Zellen beeinflusst wird. Dazu wurden frisch isolierte 

PBMC TcRγδ-depletiert bzw. mock-depletiert. Es erfolgte eine 24-stündige 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 Prästimulation angesetzt. Bei 

allen gemessenen Parametern wurde die Differenz der Aktivität mit und ohne 

Zoledronat gebildet. Die so erhaltene Aktivitätszunahme durch Zoledronat wurde 

zwischen den TcRγδ- und mock-depletierten PBMC verglichen. Wie in Abb.3-

18A dargestellt führte eine Depletion von γδ 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-

schüttung der NK-Zellen durch Zoledronat war ohne γδ T-Zellen festzustellen. 

Dies war nicht signifikant. 

 



Ergebnisse - 77 

 

 

    

 


 N

K
-Z

e
ll

e
n

 C
D

1
0

7
a

+
(%

)

-10

-5

0

5

10 *


 N

K
-Z

e
ll

e
n

 I
N

F


+
 (

%
)

0

2

4

6

8

10 ns


 N

K
-Z

e
ll

e
n

 T
N

F


+
 (

%
)

0

2

4

6

8

10 ns


 N
K

-Z
e

ll
e

n
 C

D
6

9
+
 (

%
)

-5

0

5

10 ns
Mock-depletiert
TcR-depletiert

gepaarter t-Test, n=3
CD107a: p=0,0297

INF:     p=0,3036

TNF:     p=0,2172

CD69:     p=0,2076
Lyse:      p=0,7909

A)

B)

 

Abb. 3-18 Einfluss von γδ T-Zellen auf die Aktivierung von NK-Zellen unter Einfluss von 

Zoledronat 

Frisch isolierte PBMC wurden TcRγδ - bzw. mock-depletiert. NALM-16 diente als Target mit einer 

E:T von 1:1. In A sind die Ergebnisse der 14-stündigen 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-stündigen Aktivierungs-Assays mit CD69-Färbung un-

ter Zugabe von Zoledronat. In A und B ist die Differenz der Aktivitätszunahme der NK-Zellen 

durch Zoledronat auf der Ordinate dargestellt. Die Aktivitätszunahme der NK-Zellen der TcRγδ-

depletierten PBMC (weiß) wurde mit den NK-Zellen der mock-depletiereten PBMC (Grau) vergli-

chen. 

 Einfluss von CD137 auf die Interaktion zwischen NK- Zel-

len und expandierten γδ T-Zellen 

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

Um testen zu können, welche Rolle die CD137-Expression in der Interaktion zwi-

schen NK- und γδ 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-stündigen 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 erhöhte sich die CD137-Expression nochmals signifikant. Auf den 
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γδ 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 für 14 Stunden inkubiert. Anschließend wurde die Expression 

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

 Expansion von γδ T-Zellen 

Da γδ T-Zellen nur einen geringen Teil der im Blut enthaltenen T-Zellen ausma-

chen, war es nicht möglich, eine für die Versuche ausreichende Zahl an γδ T-

Zellen, aus Vollblut zu isolieren. Daher wurden γδ 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 γδ T-Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. Dabei betrug der Anteil der γδ 

T-Zellen zu Beginn der Kultur 1,1-3,7 % der T-Zellen. Nach Abschluss der Ex-

pansion betrug der Anteil der γδ 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 γδ T Zellen 

Es sind die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Kontrollen unter γδ T-Zell-Expansionen zu-

sammengefasst dargestellt (n=8). Die Bestimmung des prozentualen Anteils an γδ T-Zellen er-

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

 

 Titration des optimalen Verhältnisses von γδ T-Zellen zu NK-

Zellen 

Um in weiteren Versuchen die Interaktion zwischen NK- und γδ T-Zellen 

gut untersuchen zu können, wurde in einem Vorversuch getestet, ob das Ver-

hältnis der beiden Zellengruppen zueinander Auswirkung auf die spon-

tane Lysefähigkeit zeigt. Dazu wurden frisch isolierte NK-Zellen mit 

expandierten γδ T-Zellen desselben Spenders in einem Verhältnis 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. γδ T-Zellen, die hinzugegeben 

wurde variiert. Als Target diente bei diesem 8-stündigen CD107a-Assay NALM-

16.  In Abb.3-21. ist der Mittelwert der CD107a-Expression auf NK-Zellen, zu 

denen keine γδ T-Zellen gegeben wurden, mit einem grauen Strich als Referenz-

linie eingezeichnet, um besser erkennen zu können, ob die Zugabe von γδ T-

Zellen die CD107a-Expression verändert. Wurden vierfach so viele γδ T-Zellen 

wie NK-Zellen zugegeben, sank die CD107a-Expression. Lag das Verhältnis der 

exp. γδ 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. γδ T-
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Zellen stieg durch Zugabe von NK-Zellen an und das umso stärker, je geringer 

das Verhältnis von γδ T-Zellen zu NK-Zellen war. Da sich Unterschiede in der 

CD107a-Expression abhängig vom Verhältnis von NK-Zellen zu exp. γδ T-Zellen 

zueinander gezeigt hatten, wurden in den weiteren Versuchen die Verhältnisse 

von 4:1, 0,5:1, 0,125:1 γδ T-Zellen zu NK-Zellen weiter untersucht. Diese Kondi-

tionen wurden ausgewählt, da sie die Veränderungen durch Varianz der Zahl der 

γδ T-Zellen auf die CD107a-Expression am besten darstellten. 
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Abb. 3-21 Vorversuch: Abhängigkeit der CD107a-Expression von dem Verhältnis von NK-

Zellen zu exp. γδ T-Zellen 

Es sind die exemplarischen Daten eines Vorversuches eines Spenders dargestellt, bei dem für 

jede Kondition 3 technische Replikate angefertigt wurden. In einem 8-stündigen CD107a-Assay 

mit der Targetzelllinie NALM-16 wurden die Auswirkungen der Zugabe expandierter γδ T-Zellen 

zu isolierten NK-Zellen auf die CD107a-Expression getestet. Zu je 100.000 NK-Zellen wurde eine 

definierte Anzahl expandierter γδ T-Zellen gegeben, sodass sich ein Verhältnis der beiden Zell-

gruppen zueinander von 4:1-0,125:1 (γδ T-Zellen:NK-Zellen) ergab. Wurden nur NK- oder γδ 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 (weiß), damit Unterschiede durch die Zu-

gabe von γδ T-Zellen besser erkannt werden können. 

 Blockade von CD137 mittels Antikörper 

Damit untersucht werden kann, welche Rolle CD137 in der Interaktion von NK- 

und γδ T-Zellen spielt, wurde dieses Oberflächenmolekül in den folgenden Expe-

rimenten blockiert. Dazu erfolgte eine 24-stündige Inkubation der NK-Zellen und 
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oder exp. γδ T-Zellen mit oder ohne einen CD137 blockierenden Antikörper auf 

mit humanem IgG (hIgG) beschichteten Platten. Danach folgte die Weiterverwen-

dung der Zellen in CD107a-Assays oder xCELLigence. Um eine Bindung des 

Antikörpers an CD137 und somit die Blockade dieses Oberflächenmoleküls nach 

Versuchsablauf sicherzustellen, wurde die Anfärbbarkeit von CD137 nach Assay 

Ende auf den NK- und γδ T-Zellen durchflusszytometrisch kontrolliert. Abb.3-22 

zeigt exemplarische Ergebnisse dieser FACS-Analyse. Ohne CD137 blockieren-

den Antikörper lässt sich in Abb.3-22A in den rechten oberen Quadranten erken-

nen, dass NK- und γδ T-Zellen CD137 exprimierten. Im dargestellten Beispiel 

waren dies 47% der NK Zellen und 51% der γδ T-Zellen. Nach Blockade mit dem 

CD137-Antikörper ließ sich CD137 nicht mehr anfärben. 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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 Wirkung von humanem IgG auf die CD137 Expression 

Die Wirkung von IgG auf NK-Zellen und exp. γδ T-Zellen wurde mittels hIgG be-

schichteten Platten getestet. Dazu wurden exp. γδ T-Zellen und frisch isolierte  

NK-Zellen in den in Abschnitt 3.3.3 ausgewählten Mischungsverhältnissen für 24-

Stunden auf beschichtete und unbeschichtete Platten gegeben. Wie die Ergeb-

nisse der durchflusszytometrischen Analyse in Abb.3-23 zeigen, erhöhte die In-

kubation mit hIgG die CD137-Expression auf den NK-Zellen signifikant. NK-

 

Abb. 3-22 Durchflusszytometrische Kontrolle der CD137-Blokade mittels Antikörper 

Expandierte γδ T-Zellen und aus Vollblut isolierte NK-Zellen wurden für 24 Stunden mit oder 

ohne CD137 blockierenden Antikörper auf hIgG beschichteten Platten inkubiert und anschlie-

ßend in einem 107a-Assay gemessen. In einer angeschlossenen durchflusszytometrischen 

Messung wurde die Anfärbbarkeit von CD137 auf NK- und exp. γδ 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, γδ T-Zellen als 

CD3+/TcRγδ+- Zellen definiert. In einem Scatterplot wurde CD137 gegen CD56 bzw. TcRγδ auf-

getragen und mittels Quadranten der Anteil der CD137+/CD56+ bzw. TcRγδ+ Population be-

stimmt. A zeigt die Analyse von NK- und γδ T-Zellen, die ohne CD137-Blockadeatikörper 

inkubiert wurden, B zeigt die Analyse von Zellen mit CD137-Blockade. 
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Zellen wiesen durch die alleinige Inkubation mit γδ T-Zellen ohne hIgG keine er-

höhte Expression von CD137 auf. Auf den exp. γδ T-Zellen erhöhte sich die Ex-

pression von CD137 ebenfalls durch hIgG, was jedoch nur bei einem Verhältnis 

von 4:1 (γδ T-Zellen:NK-Zellen) im Wilcoxen-Vorzeichen-Rang-Test signifikant 

war. Die Höhe der CD137-Expression der γδ T-Zellen unter Einfluss von hIgG 

variierte in ihrer Höhe abhängig vom Verhältnis zu den zugesetzten NK-Zellen. 

Bei einem Verhältnis von 0,5:1 (γδ T-Zellen:NK-Zelle) kam es zu der höchsten 

CD137-Expression mit einem Mittelwert von 26%.  Hinzu kam, dass die Inkuba-

tion von γδ T-Zellen mit NK-Zellen in einem Verhältnis von 0,5:1 und 0,125:1 

ohne Zugabe von hIgG auch zu einem Anstieg der CD137-Expression führte. Am 

höchsten war diese bei einem Verhältnis von γδ 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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Abb. 3-23 Wirkung von humanem IgG auf die CD137-Expression 

Zu 250.000 frisch isolierten NK-Zellen wurden exp. γδ T-Zellen in dem Verhältnis von 1:4-1:0,125 

gegeben und die Zellmischung auf unbeschichteten (grau) oder mit humanem IgG beschichteten 

(schwarz) Platten für 24 Stunden inkubiert. Anschließend wurde in einem 8-stündigen Aktivie-

rungs-Assay die CD137-Expression auf den NK- und γδ T-Zellen gemessen und verglichen, wie 

sich die Inkubation mit IgG auswirkt. 
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 Wirkung von humanem IgG und CD137-Blockade auf die In-

kubation von NK-Zellen mit exp. γδ T-Zellen 

Während der 24-stündigen Inkubation von NK-Zellen mit exp. γδ T-Zellen auf 

unbeschichteten und hIgG beschichteten Platten mit und ohne Zugabe von 

CD137 blockierendem Antikörper wurden die Zellsuspensionen mikroskopisch 

begutachtet und die Resultate fotografisch bei 40-facher Vergrößerung festge-

halten. Abb.3-24 zeigt die exemplarischen Aufnahmen von NK-Zellen, die mit 

exp. γδ T-Zellen in einem Mischungsverhältnis von 1:4 inkubiert wurden. Auf den 

unbeschichteten Platten sind mehrere Zellcluster zu sehen. Auf der hIgG-be-

schichteten Platte nimmt die Clusterbildung zu, während auf der hIgG-beschich-

teten Platte unter Zugabe von CD137 blockierenden Antikörper keine 

Zellclusterbildung zu erkennen ist. 

 

 

 

 

 

 

W 

 

 Analyse der Rolle von CD137 in der Interaktion zwischen 

NK-Zellen und exp. γδ T-Zellen im CD107a-Assay mit ICS 

 Wirkung von humanem IgG auf die Aktivierbarkeit von NK-Zellen 

und exp. γδ T-Zellen mit und ohne CD19-4G7SDIE AK 

Frisch isolierte NK-Zellen und exp. γδ T-Zellen wurden auf unbeschichteten oder 

hIgG-beschichteten Platten für 24 Stunden inkubiert und anschließend einem 

Unbeschichtet  hIgG-Beschichtung  hIgG-Beschichtung + 

        CD137-Blockade-AK 

Abb. 3-24 Mikroskopische Analyse der Wirkung von IgG und CD137-Blockade auf 

die Inkubation von NK-Zellen mit exp. γδ T-Zellen 

Frisch isolierte NK-Zellen wurden mit 4-fach so vielen exp. γδ T-Zellen für 24 Stunden inkubiert. Ein 

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

ohne Zugabe von CD137 blockierendem Antikörper. Die entstanden Zellsuspensionen wurde wäh-

rend der Inkubation mikroskopisch bei 40-facher Vergrößerung beurteilt und fotografiert. 
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CD107a-Assay mit der Targetzelllinie NALM-16 zugeführt. Abb.3-25 zeigt, dass 

die CD107a-Expression und Zytokinsekretion der NK-Zellen gegenüber NALM-

16 nach Inkubation mit hIgG im gepaarten t-Test signifikant erhöht war. Auch exp. 

γδ 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 Erhöhung der gemessenen Pa-

rameter. Im Hinblick auf die exp. γδ T-Zellen erhöhte sich nach Zugabe von 

CD19-4G7SDIE AK die CD107a-Expression durch Inkubation mit hIgG hingegen 

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

NK-Zellen und exp. γδ T-Zellen wurden für 24 Stunden auf unbeschichteten oder hIgG beschich-

teten Platten inkubiert und anschließen in einem 8-stündigen 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. 

 Wirkung exp. γδ T-Zellen auf die Aktivierbarkeit von NK-Zellen 

Wie bereits in den vorangehenden Abschnitten beschrieben, wurden frisch iso-

lierte NK-Zellen und exp. γδ T-Zellen alleine und in verschiedenen Mischungs-

verhältnissen miteinander (siehe Abschnitt 3.3.3.) auf unbeschichteten oder hIgG 



 86 - Ergebnisse  

beschichteten Platten mit und ohne CD137 blockierenden Antikörper für 24 Stun-

den inkubiert. Anschließend folgte ein CD107a-Assay für 8 Stunden unter Ver-

wendung von NALM-16 als Targetzelllinie und CD19-4G7SDIE AK für die 

Evaluation der ADCC. Abb.3-26 zeigt die Ergebnisse des CD107a-Assays für 

die NK-Zellen. Sowohl ohne Präinkubation mit hIgG (nativ) (Abb.3-26A) als auch 

mit Präinkubation mit hIgG unter zusätzlicher CD137-Blockade (Abb.3-26C) 

zeigte sich kein signifikanter Anstieg der CD107a-Expression durch Zugabe von 

exp. γδ T-Zellen. Erfolgte jedoch eine Präinkubation mit hIgG ohne CD137-Blo-

ckade, wie in Abb.3-26B zu sehen ist, steigerten exp. γδ T-Zellen in einem Mi-

schungsverhältnis von 0,5:1 bzw. 0,125:1 (exp. γδ 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 abhängig 

zu sein, da durch diese Konzentrationen an exp. γδ 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. γδ T-Zellen in allen drei geprüften Konditionen 

keinen positiven Effekt. Wurden hohe Konzentrationen an exp. γδ 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. γδ T-Zellen auf NK-Zellen 

Frisch isolierte NK-Zellen wurden in verschiedenen Mischungsverhältnissen mit exp. γδ T-Zellen 

inkubiert und anschließend einem 8-stündigen CD107a-Assay mit ICS unter Verwendung von 

NALM-16 und CD19-4G7SDIE AK zugeführt. Die Zahl der NK-Zellen und Targets betrug dabei 

stets 250.000/Well, während die exp. γδ T-Zellen in variabler Zahl in einem Verhältnis von 4:1, 

0,5:1 und 1:0,125 zu den NK-Zellen hinzugegeben wurden. Die dem Assay vorangehende 24-

stündige Inkubation ohne Targetzellen erfolgte auf unbeschichteten Platten (A) oder auf hIgG 

beschichteten Platten (B) oder auf hIgG-Beschichteten Platten unter Zugabe von CD137 blockie-

renden Antikörper (C). Als Kontrolle für eine unspezifische Aktivierung wurde für alle Konditionen 

auch je 250.000 NK-Zellen/Well ohne Zugabe von NALM-16 mitgeführt. Da analysiert werden 

sollte, wie die Zugabe von exp. γδ T-Zellen die NK-Zellen beeinflusst, wurden aus Gründen der 

Übersichtlichkeit nur die relevanten Signifikanzen zwischen NK-Zellen pur und NK-Zellen mit Zu-

gabe exp. γδ T-Zellen eingetragen. 

 Wirkung von NK-Zellen auf die Aktivierbarkeit exp. γδ T-Zellen 

Identisch zu dem in Abschnitt 3.3.7.2 beschrieben Versuch erfolgte die Auswer-

tung der Aktivität exp. γδ T-Zellen. Die Ergebnisse sind in Abb.3-27 dargestellt. 

Hier zeigte sich, dass frisch isolierte NK-Zellen exp. γδ T-Zellen stimulieren. So 

wurde die CD107a-Expression und Zytokinproduktion der exp. γδ T-Zellen nicht 
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nur mit Präinkubation mit hIgG (Abb.3-27B), sondern auch ohne Präinkubation 

mit hIgG (Abb.3-27A) durch die Zugabe von NK-Zellen signifikant erhöht. 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. γδ T-Zellen ebenfalls signi-

fikant steigern. Hier zeigte sich insgesamt eine geringere, aber teils dennoch sig-

nifikante unspezifische Aktivierung der exp. γδ T-Zellen in der Kontrollgruppe. 

Unter allen untersuchten Konditionen wiesen die exp. γδ T-Zellen die höchste 

Stimulation durch die NK-Zellen bei einem niedrigen Mischungsverhältnis von 

0,5:1 und 0,125:1 (exp. γδ T-Zellen:NK-Zellen) auf. Betrug das Verhältnis 4:1, 

zeigten die exp. γδ T-Zellen keine signifikant reduzierte Aktivität, sondern meist 

eine gleich hohe oder leicht höhere CD107a-Expression bzw. Zytokinsekretion 

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

Exp. γδ T-Zellen wurden in verschiedenen Mischungsverhältnissen mit frisch isolierten NK-Zellen 

inkubiert und anschließend einem 8-stündigen CD107a-Assay mit ICS unter Verwendung von 

NALM-16 und CD19-4G7SDIE AK zugeführt. Die Zahl der NK-Zellen und Targets betrug dabei 
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stets 250.000/Well, während die exp. γδ T-Zellen in variabler Zahl in einem Verhältnis von 4:1, 

0,5:1 und 0,125.1 zu den NK-Zellen hinzugegeben wurden. Die dem Assay vorangehende 24-

stündige Inkubation erfolgte auf unbeschichteten Platten A oder auf hIgG beschichteten Platten 

B oder auf hIgG-beschichteten Platten unter Zugabe von CD137 blockierenden Antikörper C. Als 

Kontrolle für eine unspezifische Aktivierung wurden für alle Konditionen auch je 250.000 exp. γδ 

T-Zellen/Well ohne Zugabe von NALM-16 mitgeführt. Da analysiert werden sollte, wie die Zugabe 

von NK-Zellen exp. γδ T-Zellen in ihrer Aktivität beeinflusst, wurden aus Gründen der Übersicht-

lichkeit nur die relevanten Signifikanzen zischen γδ T-Zellen pur und NK-Zellen mit Zugabe exp. 

γδ T-Zellen eingezeichnet. 

 

 Wirkung einer CD137-Blockade auf Aktivierbarkeit von NK-Zellen 

und exp. γδ 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 zusätzlich 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. γδ T-Zellen.  Durch eine CD137-Blockade wurde die Akti-

vität der NK-Zellen und exp. γδ T-Zellen ohne die Zugabe der jeweiligen anderen 

Zellgruppe im Hinblick auf CD107a-Expression und Zytokinproduktion nicht sig-

nifikant reduziert, außer bei den exp. γδ T-Zellen unter Zusatz von CD19-

4G7SDIE AK. Hier zeigte sich nach CD137-Blockade eine signifikant geringere 

CD107a-Expression. Generell zeigten besonders exp. γδ T-Zellen ohne NK-Zel-

len unter CD137-Blockade eine verminderte CD107a-Expression. Ansonsten 

führte eine CD137-Blockade unter Zugabe von exp. γδ 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. γδ T-Zellen hatte die 

CD137-Blockade keine signifikante Wirkung. Die CD107a-Expression der exp. 

γδ 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. γδ T-

Zellen 

Pure NK-Zellen und NK-Zellen in unterschiedlichen Mischungsverhältnissen mit exp. γδ T-Zellen 

wurden für 24 Stunden mit hIgG inkubiert (schwarz) und teilweise zusätzlich mit einem CD137 

blockierenden Antikörper (grau). Die Zahl der NK-Zellen betrug dabei stets 250.000/Well, wäh-

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

NK-Zellen hinzugegeben wurden. Im Anschluss erfolgte ein 8-stündiges 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-Aktivität untersucht. 
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Abb. 3-29 Wirkung von CD137-Blockade auf die Interaktion von exp. γδ T-Zellen mit NK-

Zellen 

Pure exp. γδ T-Zellen und exp. γδ T-Zellen in unterschiedlichen Mischungsverhältnissen mit NK-

Zellen wurden für 24 Stunden mit hIgG inkubiert (schwarz) und teilweise zusätzlich mit einem 

CD137 blockierenden Antikörper (grau). Die Zahl der NK-Zellen betrug dabei stets 250.000/Well, 

während die exp. γδ T-Zellen in variabler Zahl in einem Verhältnis von 4:1, 0,5:1 und 0,125:1 zu 

den NK-Zellen hinzugegeben wurden. Die Zahl der reinen exp. γδ T-Zellen belief sich je auf 

250.000/Well.  Im Anschluss erfolgte ein 8-stündiges 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 Aktivität von γδ T-Zellen untersucht. 
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 Echtzeitanalyse der spontanen Lysefähigkeit und ADCC von 

NK-Zellen und exp. γδ T-Zellen mittels xCELLigence 

Neben dem in Abschnitt 3.3.8 beschriebenen CD107a-Assay wurde der Einfluss 

von γδ T-Zellen auf die NK-vermittelte Lyse im xCELLigence untersucht. NK-Zel-

len und exp. γδ T-Zellen wurden hierzu auf unbeschichteten Platten oder auf 

hIgG beschichteten Platten prästimuliert und der Einfluss von CD137 mittels 

CD137-Blockierungsexperimenten evaluiert. Als Target diente die adhärente 

Neuroblastomzelllinie LS und für die Evaluation der ADCC der GD2 CH14.18 

Antikörper (Dinutuximab beta). Die Lyse wurde über einen Zeitraum von 24 Stun-

den gemessen. Exemplarisch sind in Abb. 3-30 die Mittelwerte der Lyseverläufe 

aller durchgeführten Versuche für ausgewählte Konditionen abgebildet, um einen 

Überblick über das Lyseverhalten im Zeitverlauf von 24 Stunden zu schaffen. Für 

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-stündigen CD107a-Assay 

mit ICS in Abschnitt 3.3.7 gezogen werden konnten. Die Lyserate durch NK- und 

oder exp. γδ T-Zellen nahm während der ersten fünf Stunden zu und hielt sich 

dann stabil, bevor sie nach 20-22 Stunden wieder abfiel. 
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Abb. 3-30 Echtzeitanalyse der spontanen Lysefähigkeit und ADCC von NK-Zellen und exp. 

γδ T-Zellen im xCELLigence 

Frisch isolierte NK-Zellen alleine oder in Koinkubation in unterschiedlichen Verhältnissen an exp. 

γδ T-Zellen wurden für 24 Stunden auf unbeschichteten oder auf hIgG beschichteten Platten mit 

und ohne einer CD137-Blockade inkubiert und anschließend gegen die Neuroblastomzelllinie LS 
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unter Verwendung des Antikörpers CH14.18 für 24 Stunden auf ihre Lysefähigkeit getestet. Die 

Zahl der NK-Zellen betrug dabei stets 15.000, während die exp. γδ T-Zellen in variabler Zahl in 

einem Verhältnis 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 0 hinzugegeben. Um einen Eindruck des Lysever-

laufs gewinnen zu können, sind die Lyseverläufe ausgewählter Konditionen über den Zeitraum 

von 24 Stunden abgebildet. Die Zahlen in den Klammern geben das Verhältnis exp. γδ 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.  

 Vergleich der spontanen Lysefähigkeit und ADCC von NK-Zellen 

und exp. γδ T-Zellen 

In Abb. 3-31A wurde analysiert, ob die Zugabe des Antikörpers CH14.18 die 

Lyse nach 8 Stunden erhöhen konnte. CH14.18. steigerte die Lyse in allen Kon-

ditionen. In den Konditionen NK-Zellen und NK-Zellen plus exp. γδ T-Zellen im 

Verhältnis 0,5:1 und 0,125:1 (exp. γδ T-Zellen:NK-Zellen) war die Lysesteigerung 

signifikant.  Abb.3-31B vergleicht die Lyse und ADCC von NK-Zellen (weiß) und 

vierfach so vielen exp. γδ T-Zellen (schwarz) nach 8 Stunden. Vierfach so viele 

exp. γδ T-Zellen wie NK-Zellen lysieren LS vergleichbar effizient wie NK-Zellen. 

CH14.18 steigert die NK-vermittelte Lyse von LS deutlich stärker als vierfach so 

viele exp. γδ T-Zellen mit CH14.18. 
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Abb. 3-31 Vergleich der spontanen Lysefähigkeit und ADCC von NK-Zellen und exp. γδ 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 Lysefähigkeit von 15.000 frisch isolierten NK-Zellen alleine oder nach 

24-stündiger Inkubationen mit verschieden Konzentrationen exp. γδ T-Zellen ohne (weiß) und mit 

(schwarz) Zugabe von CH14.18 gemessen und verglichen. B Es wurde die spontane Lysefähig-

keit und ADCC mittels CH14.18 von 15.000 frisch isolierten NK-Zellen (weiß) und exp. γδ T-Zellen 

in vierfacher Dosis (schwarz) verglichen 

 Wirkung einer CD137-Blockade auf die spontane Lysefähigkeit 

und ADCC von NK-Zellen und exp. γδ T-Zellen  

Während ein Teil der Mischung aus NK-Zellen und exp. γδ T-Zellen bei verschie-

denen Mischungsverhältnissen auf unbeschichteten Platten inkubiert wurde, 



Ergebnisse - 95 

 

 

    

 

wurde ein anderer Teil auf hIgG-beschichteten Platten mit und ohne Zugabe ei-

nes CD137 blockierenden Antiköpers für 24 Stunden inkubiert. Anhand der Höhe 

der erzielten Lyse im xCELLigence durch exp. γδ 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. γδ T-

Zellen ohne Zugabe von NK-Zellen wurde getestet. Wie in Abb.3-32 zu sehen, 

führte eine Präinkubation mit hIgG teilweise zu einer signifikant reduzierten Lyse 

der Targetzellen. Die Blockade von CD137 nach Präinkubation mit hIgG redu-

zierte die Lyse, sowohl mit und ohne Zugabe des Antikörpers, 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. γδ 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. γδ T-Zellen koinkubiert wurden, unter CD137-Blockade und hIgG-

Vorstimulation keine Lyse mehr vermittelten, besonders in den Mischungsver-

hältnissen 0,5:1 und 0,125:1 (exp. γδ T-Zellen:NK-Zellen). 
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Abb. 3-32 Wirkung einer CD137-Blockade auf die spontane Lysefähigkeit und ADCC von 

NK- und exp. γδ T-Zellen 

Frisch isolierte NK-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen an exp. γδ T-Zellen wurden für 24 

Stunden auf unbeschichteten oder auf hIgG-beschichteten Platten mit einer CD137-Blockade in-

kubiert und anschließend gegen die Neuroblastomzelllinie LS unter Verwendung des Antikörpers 

CH14.18 für 24 Stunden auf ihre Lysefähigkeit getestet. Die Zahl der NK-Zellen betrug dabei stets 

15.000, während die exp. γδ T-Zellen in variabler Zahl in einem Verhältnis von 4:1, 0,5:1 und 

0,125:1 mit den NK-Zellen koinkubiert wurden. Die Zahl der exp. γδ 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 0 

hinzugegeben. An dem in der Grafik dargestellten Zeitpunkt von 8 Stunden wurden die Lysewerte 

mit und ohne CD137-Blockade verglichen. 

 

 Analyse der spontane Lysefähigkeit von exp. γδ T-Zellen 

mittels fluoreszierender Targetzellen 

Wie die in den vorherigen Abschnitten beschrieben, sind exp. γδ T-Zellen in der 

Lage Targetzellen zu lysieren. Um zu evaluieren, ob dies durch direkten Zell-Zell-

Kontakt oder auf anderem Wege möglich ist, wurde ein weiterer Versuch für die 

genauere Untersuchung durchgeführt. 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 IITM) detektierbar war. Diese Targetzellen 

NALM-16-mCherry-Luc wurden mit exp. γδ T-Zellen für 10 Stunden mit einer E:T 

von 10:1 inkubiert und anschließend durchflusszytometrisch beurteilt. Abb.3-33 

zeigt exemplarische Ergebnisse der FACS-Analyse. Nachdem tote Zellen mittels 

Lebend/Totfärbung 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 Färbung von CD3 für die Identifizierung der exp. γδ 

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. γδ T-Zellen bestehen. 
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Abb. 3-33 Durchflusszytometrische Untersuchung des Lysemechanismus exp. γδ T-Zellen 

Exp. γδ T-Zellen wurden für 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-/Totfärbung exkludiert und Doubletten bzw. Einzelzellen 

in der FSC-H/FSC-A-Darstellung eingegrenzt. Durch Auftragen von TexasRed, in welchem die 

Targetzellen fluoreszieren, gegen CD3 für die Identifikation der exp. γδ T-Zellen, konnten die 

Zellpopulationen auf ihre Zusammensetzung untersucht werden. Es zeigte sich, dass die Doub-

letten doppelt-positiv für CD3 und NALM-16 mCherry waren.  
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 Analyse der spontanen Lysefähigkeit und ADCC von exp. γδ 

T-Zellen und exp. NK-Zellen im Luciferase-Assay 

Mithilfe des Luciferase Assays konnte die Lyse und ADCC exp. γδ T-Zellen mit 

der Lyse exp. NK-Zellen im Zeitverlauf gegenüber 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-Antikörper 

CH14.18. In der Mehrheit der Messungen lag sowohl die ADCC als auch die 

spontane Lysefähigkeit der exp. NK-Zellen gegenüber beider Targetzelllinien 

nach 12 Stunden und nach 24 Stunden im Vergleich zu den exp. γδ T-Zellen 

signifikant höher. 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. γδ 

T-Zellen vermittelte Lyse. 

Im Rahmen des Versuchs wurde auch die Gesamtlyse einer Mischpopulation aus 

exp. γδ T-Zellen und NK-Zellen als Effektoren in einem Mischungsverhältnis von 

4:1 bis 0,25:1 (exp. γδ T-Zellen:exp. NK-Zellen) untersucht. Hierbei zeigte sich 

eine reduzierte Lyse im Verhältnis 4:1 (exp. γδ T-Zellen:exp. NK-Zellen). Bei ei-

nem Mischungsverhältnis von 0,5:1 (exp. γδ T-Zellen:exp. NK-Zellen) wurde die 

spontane Lyse und ADCC gegenüber NALM-6 und LS gesteigert. 

  

 

 

 



 100 - Ergebnisse  

ohne 4G7SDIE

12 Stunden

0

50

100

 T-Zellen:NK-Zellen

0:1   1:0  4:1  2:1  1:1 0,5:1 0,25:1

***
*

+ 4G7SDIE

12 Stunden

0

50

100

 T-Zellen:NK-Zellen

0:1   1:0  4:1  2:1  1:1 0,5:1 0,25:1

*
**

***
**

24 Stunden

0

50

100

 T-Zellen:NK-Zellen

0:1   1:0  4:1  2:1  1:1 0,5:1 0,25:1

***
**

**
***

24 Stunden

0

50

100

 T-Zellen:NK-Zellen

0:1   1:0  4:1  2:1  1:1 0,5:1 0,25:1

***
*

Repeated measures 1way ANOVA Tukey
n=6
p<0,0001

A)

 

ohne ch14.18

12 Stunden

0

50

100

 T-Zellen:NK-Zellen

0:1   1:0  4:1  2:1  1:1 0,5:1 0,25:1

*
**

*

+ ch14.18

12 Stunden

0

50

100

 T-Zellen:NK-Zellen

0:1   1:0  4:1  2:1  1:1 0,5:1 0,25:1

***
**

***

24 Stunden

0

50

100

 T-Zellen:NK-Zellen

0:1   1:0  4:1  2:1  1:1 0,5:1 0,25:1

**
*

***
*

24 Stunden

0

50

100

 T-Zellen:NK-Zellen

0:1   1:0  4:1  2:1  1:1 0,5:1 0,25:1

***
***

***
***

Repeated measures 1way ANOVA Tukey
n=6
p<0,0001

B)

 

 



Ergebnisse - 101 

 

 

    

 

Abb. 3-34 Dosisabhängige Wirkung von exp. γδ T-Zellen auf die spontane Lysefähigkeit 

und ADCC von exp. NK-Zellen 

Expandierte NK-Zellen wurden in verschiedenen Verhältnissen mit exp. γδ T-Zellen gegen A die 

BCP-ALL-Zelllinie NALM-6 oder die B Neuroblastomzelllinie LS mit und ohne Verwendung des 

Antikörpers CD19-4G7SDIE AK und bei LS mit dem GD2-AK CH14.18 im Luciferase-Assay auf 

ihre Lysefähigkeit getestet. Die Zahl der Effektoren betrug dabei 15.000, wobei diese entweder 

aus exp NK- bzw. exp. γδ T-Zellen oder einer Mischung beider Zellpopulationen in einem Ver-

hältnis von 4:1 bis 0,25:1 (exp. γδ T-Zellen: NK-Zellen) bestand. Die Zahl der Targetzellen betrug 

zu Beginn 15.000. Die Messung der Fluoreszenz für die Berechnung der Targetzelllyse erfolgte 

nach 12 und 24 Stunden. Aus Gründen der Übersichtlichkeit 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 häufigste natürliche Todesursa-

che der unter 15-jährigen Kinder dar (138). Zu den häufigsten fünf Malignomen 

zählen Leukämien, Lymphome und Neuroblastome (136). Erleiden Patienten ein 

Rezidiv oder sprechen nicht auf die konventionelle Chemotherapie an, stellt be-

sonders bei den Leukämien 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 Therapiemöglichkeit (3, 4). 

Das Rezidiv nach Transplantation stellt die häufigste 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 

TcRαβ/CD19-depletierte allogene SZT ist eine in Tübingen mitentwickelte Wei-

terentwicklung der haploidenten Stammzelltransplantation (38). 

 

In den Anfängen der haploidenten SZT wurden nur Stammzellen transplantiert, 

indem  CD34-angereicherte Transplantate verwendet wurden (16). Um die Zeit 

der Immunrekonstitution zu überbrücken 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 TcRαβ/CD19-depletierten allogenen SZT werden, im Gegensatz zu den 

früher durchgeführten CD34-Anreicherungen oder CD3/19-Depletionen, die γδ 

T-Zellen im Stammzellpräparat belassen und mittransplantiert. Die TcRαβ/CD19-

depletierte allogene SZT ermöglicht eine deutlich schnellere und robustere Re-

generation von NK- und γδ T-Zellen, im Verlauf auch von αβ T-Zellen (37). NK- 

und γδ T-Zellen sind potente Effektorzellen. Sie sind in der Lage, Antikörper-mar-

kierte Zellen mittels ADCC zu erkennen und zu lysieren (30, 82, 83, 140, 159). 

Einige Studien beschrieben zudem eine Interaktion zwischen NK- und γδ T-Zel-

len (33, 35, 36).  
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Bei der haploidenten TcRαβ/CD19-depletierten allogenen SZT werden NK- und 

γδ T-Zellen mittransplantiert, womit die Interaktion dieser beiden Zellpopulatio-

nen ermöglicht wird (37). Die unmittelbar posttransplant erhöhten Effektorfunkti-

onen von NK- und γδ T-Zellen sowie deren Interaktion (33) könnten das 

Rezidivrisiko senken und hierdurch das Gesamtüberleben verbessern. Ein ge-

naues Verständnis der Effektorfunktionen von NK- und γδ T -Zellen sowie deren 

Interaktion ist essentiell, um diese therapeutisch optimal nutzen zu können und 

gegebenenfalls deren Antitumoraktivität durch Medikamente und/oder Antikörper 

noch weiter zu steigern, wie beispielsweise mit dem CD19 4G7SDIE-AK oder 

Zoledronat (29, 33, 82). 

Im Rahmen dieser Arbeit zeigte sich, dass γδ T-Zellen nicht nur befähigt sind NK-

Zellen zu stimulieren, sondern vice versa NK-Zellen auch γδ T-Zellen. Diese bidi-

rektionale proaktivierende Interaktion resultiert in einer erhöhten Aktivität und Ef-

fektorfunktionen beider Zellpopulationen, wie Zytokinproduktion durch γδ T-

Zellen. Die Stärke dieses Effekts ist vom Verhältnis der γδ T-Zellen zu den NK-

Zellen abhängig. Bei der bidirektionalen Interaktion zwischen NK- und γδ T-Zel-

len spielt der kostimulierende Rezeptor CD137 und CD137L eine wichtige Rolle 

(33). Außerdem legen die durchgeführten Experimente nahe, dass es noch wei-

tere Interaktionsmechanismen zwischen γδ T-Zellen und NK-Zellen geben 

könnte.  

Die Verwendung vorstimulierter Zellen, beispielswiese durch hIgG, führt zu einer 

vermehrten Expression von CD137 und lässt die gegenseitige Aktivierung der 

Zellen daher am besten in Erscheinung treten (33). Nach Stimulation mit Bis-

phosphonaten, aktivieren γδ T-Zellen NK-Zellen (36) und steigern, wie unsere 

Versuche darüber hinaus zeigen, die Zytokinproduktion von NK-Zellen. Durch γδ 

T-Zellen kann zudem die ADCC von NK-Zellen mittels CD19-4G7SDIE AK ge-

steigert werden, wie diese Arbeit darlegt, was den Einsatz dieses Antikörpers 

sehr interessant macht.  

 

Diese Ergebnisse sind besonders für Patienten nach allogener SZT von Inte-

resse, da hier bedingt durch die minimale Tumorlast nach chemotoxischer Kon-

ditionierung ein gutes Verhältnis von Effektorzellen (NK und γδ T-Zellen) zu 
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Tumorzellen vorliegt und restliche Tumorzellen immunologisch eradiziert werden 

können (90). 

Für Patienten nach allogener SZT ist zudem der immuntherapeutische Ansatz 

mit Antikörpern von großem Interesse, da vorhandene Abwehrmechanismen ge-

gen Tumorerkrankungen zielgerichtet gesteigert werden können (160). Es konnte 

in dieser Arbeit gezeigt werden, dass NK- und γδ T-Zellen von Patienten nach 

haploidenter TcRαβ/CD19-depletierter allogener SZT ADCC vermitteln und die 

antitumorale Aktivität bidirektional in beiden Effektorzellpopulationen durch die 

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

 Auswahl der Targetzelllinien und Messparameter 

Die akute lymphatische Leukämie (ALL), insbesondere die B-phänotypische Vor-

läufer ALL (BCP-ALL), stellt die prädominant vorkommende Leukämieerkran-

kung im Kindesalter dar und ist die häufigste Indikation zu einer 

Stammzelltransplantation (136).  

Aufgrund der Häufigkeit des ALL-Rezidivs, welches isoliert die vierthäufigste ma-

ligne Erkrankung im Kindesalter darstellt (201) wurde eine repräsentative pädiat-

rische BCP-ALL-Zelllinie (NALM-16) sowie eine Burkittlymphomzelllinie (Raji) für 

die Experimente verwendet. Des Weiteren wurde für das Neuroblastom, der häu-

figste solide extrakranielle Tumor im Kindesalter, die repräsentative Neu-

roblastomzelllinie LS verwendet (136).  

Die Auswahl ermöglichte die Untersuchung zweier vollkommen unterschiedlicher 

Tumorentitäten, die beide im fortgeschrittenen Stadium mit einer allogenen 

Stammzelltransplantation kurativ behandelt werden können. Zudem kann bei  

beiden Tumorentitäten ein klinisch verfügbarer Fc-rekrutierender Antikörper ein-

gesetzt werden (Fc-optimierten Antikörper CD19-4G7SDIE bzw. GD2 Antikörper 

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 γδ T-

Zellen können diese Effektorfunktionen ausüben (31, 60, 161). Um sich ein ganz-

heitliches Bild in der Messung einer Steigerung ihrer Antitumoraktivität bilden zu 
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können, wurden in dieser Arbeit beide Effektorfunktionen berücksichtigt. Die Tar-

getzelllyse wurde sowohl direkt im FACS-basierten Kill-Assay, Luciferase-Assay 

und xCELLigence gemessen als auch indirekt über den Degranulationsmarker 

CD107a. CD107a verbleibt nach Freisetzung von Perforin- und Granzymvesikeln 

im Rahmen der Targetzelllyse an der Effektorzelloberfläche und bietet so ein ge-

eignetes indirektes Maß über die Höhe der Zielzelllyse und Degranulation zyto-

toxischer Lymphozyten (155).  

Die Zytokine TNFα und INFγ werden in NK- und γδ 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 Aktivität von NK- und γδ T-Zellen ab.  

CD69 wird als kostimulatorisches Molekül auf einer Vielzahl von Immunzellen, 

unter anderem NK- und γδ T-Zellen bei Aktivierung innerhalb von Stunden expri-

miert und kann daher als Frühaktivierungsmarker angesehen werden (163, 164). 

CD69 wurde als qualitativer und quantitativer Aktivierungsmarker von NK- und γδ 

T-Zellen verwendet. 

CD137 wird von stimulierten NK- und γδ T-Zellen exprimiert und dient während 

der Aktivierung als kostimulatorisches Molekül (133, 134). Da CD137 eine Rolle 

in der Interaktion zwischen NK- und γδ T-Zellen spielt, wurde die Expression die-

ses Oberflächenmoleküls quantifiziert (33).  

 Verhalten von NK- und γδ T-Zellen unter Stimulation mit 

CD19-4G7SDIE AK 

Antikörper 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 für die Antikörpertherapie der B-phänotypischen ALL. CD19 wird exklusiv auf 

B-Zellen und deren Vorläuferzellen während aller Differenzierungschritte bis hin 

zur Plasmazelle, die CD19 negativ sind, stabil exprimiert (91). Auch nach malig-

ner Transformation von B-Zellen zu Leukämie- oder Lymphomzellen, ist CD19 



 106 - Diskussion  

häufig stabil exprimiert (91, 92). CD19 ist daher von großem Interesse in der Ent-

wicklung neuer zielgerichteter Therapien wie Antikörpertherapien und CAR-T 

Zelltherapien (165). Mit dem FC-optimierten monoklonalen chimären CD19 IgG1 

Antikörper 4G7SDIE wurde ein therapeutischer CD19-Antikörper für den breiten 

Einsatz bei B-phänotypischen Leukämien und Lymphomen entwickelt. CD19-

4G7SDIE AK bindet hochaffin an CD19 auf Targetzellen (79). NK- und γδ T-Zel-

len erkennen opsonierte Tumorzellen, d.h. den gebundenen Antikörper auf Tu-

morzellen über den FcγIIIA Rezeptor CD16 (82, 160). Eine Antikörperbindung an 

CD16 löst in NK- und γδ T-Zellen ein Überwiegen von aktivierenden Signalen aus 

und somit eine gerichtete Zytolyse sowie  die Ausschüttung proinflammatorischer 

Zytokine wie TNFα und INFγ (82, 160). Zu beachten ist, dass CD16 nicht von 

allen NK- und γδ T-Zellsubpopulationen in gleichem Maße exprimiert wird. CD16 

ist hauptsächlich auf CD56dim NK- und Vy9Vδ2 T-Zellen zu finden, die aber je-

weils die Hauptpopulation der im Blut zirkulierenden Zellen darstellen (54, 62, 86, 

166). Die Hauptträger der CD19-4G7SDIE AK vermittelten ADCC sind CD56dim 

NK-Zellen und Vy9Vδ2 T-Zellen (97). Bei einer Expansion von γδ T-Zellen mit 

Zoledronat expandieren insbesondere die Vy9Vδ2 T-Zellen (29, 107, 117). Da 

diese Population CD16 exprimiert, sind mit Zoledronat-expandierte γδ T-Zellen 

für die Untersuchung der ADCC geeignet. Durch die SDIE-Modifikation weist der 

Fc-Teil eine höhere Affinität zu CD16 auf, die etwa um den Faktor 100 höher liegt 

(96) und deshalb eine wesentlich stärkere Aktivierung vermittelt als nicht Fc-op-

timierte Antikörper (82, 90, 97, 98). Die Firma Morphosys vermarktet eine huma-

nisierte Version des Antikörpers CD19-4G7SDIE AK unter der Bezeichnung 

MOR208. Er wird in mehreren klinischen Studien in der Therapie der refraktären 

CLL und des refraktären diffusen großzelligen B-Zell-Lymphoms evaluiert (167). 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte anhand frisch isolierter PBMC bei gesunden 

Probanden und pädiatrischen Patienten nach haploidenter TcRαβ/CD19-deple-

tierter SZT gezeigt werden, dass CD19-4G7SDIE AK die Aktivität von NK- und 

γδ T-Zellen gegenüber der BCP-ALL-Linie NALM-16 zuverlässig in Hinblick auf 

CD69-, CD137- und CD107a-Expression sowie der Sekretion von INFγ und 

TNFα steigert (Abb.3-2/3/19). Dies deckt sich mit den bisherigen in vitro Daten, 

die mit CD19-4G7SDIE AK gegenüber den BCP ALL-Zelllinien NALM-6 und SEM 
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für die Aktivität von γδ T-Zellen erhoben wurden (82). Auch die Höhe der durch 

CD19-4G7SDIE AK erzielten Lyse von PBMC gegenüber NALM-16 in dieser Ar-

beit (Abb.3-4) ist vergleichbar mit der Lyse gegenüber 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 durchgeführten Experimenten zei-

gen, dass NK-Zellen mit dem CD19-4G7SDIE AK effektiver ADCC vermitteln als 

γδ T-Zellen. Dies erschließt sich durch eine deutlich höhere Expression von 

CD69-, CD137- und CD107a auf NK-Zellen, höhere Level an TNFα und INFγ und 

höhere 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 γδ T-Zellen ebenfalls eine gute ADCC (82, 168), 

auch wenn diese im direkten Vergleich mit NK-Zellen geringer ausfällt. Die im-

munologische Tumorkontrolle ergibt sich aus der Summe der antitumoralen Ak-

tivität aller Immunzellen, so auch der NK- und γδ T-Zellen. Durch die spontane 

Lysefähigkeit und die Möglichkeit Tumorzellen durch therapeutische Antikörper 

für NK- und γδ T-Zellen sichtbar zu machen, können starke antitumorale Effekte 

durch NK- und γδ T-Zellen direkt nach haploidenter TcRαβ/CD19-depletierter al-

logener SZT erreicht werden (82, 90, 101, 145, 151). Dies ist besonders effizient 

möglich, da diese beiden Zellpopulationen im Stammzellpräparat in hohen Zah-

len belassen werden können und sich nach Transplantation hervorragend rege-

nerieren, ohne dabei die gefürchtetste Komplikation nach Transplantation, die 

GvHD, auszulösen (37). Die Zellzahlen liegen im Durchschnitt bei 75x106/kgKG 

für NK-Zellen und bei 11,5x106/kgKG für γδ T-Zellen (169). 

Neben der bereits erwähnten spontanen Lysefähigkeit und ADCC durch γδ T-

Zellen spielen γδ 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 Antikörper Rituximab bzw. 

Cetuximab nach Depletion von γδ T-Zellen verschlechterte. Um diesen Effekt zu 

erzielen, wurden die PBMC zusätzlich mit Zoledronat stimuliert (33). In dieser 

Arbeit konnte der Einfluss von γδ T-Zellen auf die NK-Zell vermittelte ADCC 

ebenfalls beobachtet werden. So wurde nach Depletion von γδ T-Zellen aus 
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PBMC, unter Stimulation mit CD19-4G7SDIE AK, eine verminderte INFγ-Sekre-

tion und eine signifikant verringerte CD107a Expression der NK-Zellen gegen-

über NALM-16 und eine geminderte Lyseaktivität von Raji durch PBMC 

gemessen (Abb.3-10/11). Anders als bei Maniar et al. war für diesen Effekt aller-

dings keine Stimulation der PBMC mit Zoledronat notwendig. Eine Erklärung für 

diese Beobachtung könnte das kostimulatorische Oberflächenmolekül 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 γδ T-Zellen die Basis für eine Stimulation von NK-Zellen durch 

γδ T-Zellen (33). Der CD19-4G7SDIE AK erhöht die CD137-Expression ausrei-

chend, sodass eine Interaktion zwischen NK- und γδ T-Zellen auch ohne Vorsti-

mulation mit Zoledronat erfolgt (Abb3-10/11/19). 

Der CD19-4G7SDIE AK wird auch bei Patienten nach haploidenter TcRαβ/CD19- 

depletierter allogener SZT eingesetzt (90). Wichtig für eine erfolgreiche Antikör-

pertherapie ist, dass NK- und γδ T-Zellen ihre Funktion zu ADCC auch nach 

Transplantation behalten. In der Untersuchung von PBMC aus 28 Blutproben pä-

diatrischer Patienten nach haploidenter TcRαβ/CD19-depletierter SZT konnte 

gezeigt werden, dass durch CD19-4G7SDIE AK eine zuverlässige Steigerung 

der Effektorfunktionen erfolgt. Sowohl die Lyse der Targetzelllinie NALM-16 

konnte unter Zusatz von CD19-4G7SDIE AK signifikant erhöht werden als auch 

die Expression von Aktivierungsmarkern auf NK- und γδ T-Zellen sowie die Zy-

tokinsekretion durch NK-Zellen (Abb.3-5/6). Auch Seidel et al. konnten bei Pati-

enten nach haploidenter TcRαβ/CD19-depletierter SZT ein Ansprechen von 

γδ T-Zellen auf den CD19-4G7SDIE beobachten (82).  

Eine offene Frage war, ob die NK- und γδ T-Zellfunktion nach SZT mit der ge-

sunder Probanden vergleichbar ist. Dieser Vergleich ist Teil der vorliegenden Dis-

sertationsarbeit. Leider erzielten Patienten nach haploidenter TcRαβ/CD19-

depletierter SZT im Vergleich zu gesunden Probanden bei der Expression von 

Aktivierungsmarkern und der Zytokinproduktion sowohl von NK-Zellen als auch 

γδ T-Zellen teils signifikant geringere Werte als gesunde Probanden (Abb.3-7/8). 

Eine verminderte Aktivierbarkeit von NK- und γδ T-Zellen der Patienten könnte 
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daran liegen, dass Patienten nach SZT oftmals eine Vielzahl verschiedener Me-

dikamente benötigen 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 INFγ-Sekretion beschrieben wurde (170, 171). Ein Erklärungs-

versuch wird anhand einer verminderten Expression des Transkriptionsfaktors T-

box in NK-Zellen nach Transplantation vorgenommen, was in einer verringerten 

Freisetzung des Zytokins INFγ resultiert (172). Die in der Literatur beschrieben 

Ergebnisse beziehen sich allerdings nicht auf Patienten, die haploident 

TcRαβ/CD19-depletiert transplantiert wurden. Daher kann nicht mit Sicherheit 

gesagt werden, ob dieser Mechanismus auch hier zutrifft. Zudem beschränkt 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, während über die Funktion der γδ T-Zellen 

und die effektive Targetzelllyse keine Aussage getroffen wurde (170, 171). Die 

für die Tumorkontrolle entscheidende Effektorfunktion von NK- und γδ T-Zellen 

ist jedoch die Targetzelllyse. Diese wurde hier weiterführend zwischen Patienten 

nach SZT und gesunden Probanden verglichen. In der Targetzelllyse durch 

PBMC wurden keine Unterschiede zwischen gesunden Probanden und den 

TcRαβ/CD19-depletiert transplantierten Patienten beobachtet (Abb.3-9). Es 

scheint, dass eine ausreichende Aktivierung von NK- und γδ T-Zellen relevant 

ist, jedoch für die am Ende erzielte Targetzelllyse in den durchgeführten Experi-

menten nicht entscheidend gewesen zu sein scheint. Es ist davon auszugehen, 

dass Patienten nach haploidenter TcRαβ/CD19-depletierter SZT eine klinisch re-

levante NK- und γδ T-Zell-Effektorfunktion aufweisen. Die Zytokinproduktion 

scheint im Vergleich zu gesunden Probanden reduziert zu sein, bei allerdings 

vergleichbarer erhaltener Zytotoxizität. Ein weiterer wichtiger Punkt dabei ist, 

dass auch bei Patienten nach haploidenter TcRαβ/CD19-depletierter SZT γδ T-

Zellen die durch NK-Zellen vermittelte ADCC steigern können (Abb.3-10). Für 

gesunde Probanden wurde diese Interaktion zwischen NK- und γδ T-Zellen in 
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Bezug auf die ADCC in der Literatur bereits beschrieben (33), nicht aber für Pa-

tienten nach SZT. Wie diese Arbeit darlegt, resultiert eine Depletion von γδ T-

Zellen aus PBMC auch bei Patienten nach haploidenter TcRαβ/CD19-depletier-

ter SZT in einer verminderten NK-Zell vermittelten ADCC (Abb.3-10).  

Für den Patienten könnte dies bedeuten, dass durch das Vorhandensein der zu-

sätzlichen Effektorzellpopulation der γδ T-Zellen zum einen die antitumorale Ak-

tivität grundsätzlich, aber vor allem in der Frühphase nach haploidenter 

TcRαβ/CD19-depletierter SZT deutlich gesteigert werden kann. Überdies kann 

hierbei durch die Interaktion von NK- und γδ T-Zellen eine verbesserte Leukä-

miekontrolle, im Sinne eines zielgerichteten Graft versus Leukemia Effekts erzielt 

werden (205).  

In der klinischen Anwendung konnte CD19-4G7SDIE bei Patienten mit Restleu-

kämie 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 überschaubar und konnte meist 

nicht direkt mit der AK-Applikation in Verbindung gebracht werden. Entsprechend 

CTCAE 5.0 Version, der Klassifikation unerwünschter Nebenwirkungen, traten 

Grad I und II Nebenwirkungen, wie vorübergehende Übelkeit, 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 haploidenten SZT, ereignisfreies Über-

leben > 50%. In einer historischen Kontrollgruppe lag das Gesamtüberleben im 

Vergleich bei 20% (205). 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass antitumorale Effekte nach allogener 

Knochenmark- oder Stammzelltransplantation durch therapeutische Antikörper 

klinisch relevant gesteigert werden können (90, 145). Dieser Effekt kann auch bei 

Patienten nach haploidenter TcRαβ/CD19-depletierter SZT erreicht werden, wie 

hier gezeigt wurde. CD19-4G7SDIE AK steigert sowohl bei gesunden Probanden 

als auch bei pädiatrischen Patienten nach haploidenter TcRαβ/CD19-depletierter 

SZT zuverlässig die Effektorfunktionen von NK- und γδ T-Zellen durch ADCC. 

Darüber hinaus erhöhen γδ T-Zellen die NK-Zell-vermittelte ADCC. Insbesondere 
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die TcRαβ/CD19-depletierte haploidente SZT eignet sich für den frühen Einsatz 

therapeutischer Antikörper, da eine große Anzahl an Effektorzellen wie NK- und 

γδ T-Zellen im Transplantat belassen werden und mit der Transplantation eine 

antitumorale Immunität auf den Patienten übertragen werden kann (169). Die 

schnelle und robuste Immunrekonstitution von NK- und γδ T-Zellen ermöglicht in 

Kombination mit Antikörpern frühzeitig und anhaltend, die antitumorale Aktivität 

aufrechtzuerhalten und zielgerichtet zu steigern (37). 

 Verhalten von NK- und γδ 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, für die Behandlung von Knochen-

schmerzen und zur Abwendung möglicher Instabilitäten durch Osteoklastenakti-

vität eingesetzt. Zoledronat übt dabei seine Wirkung über eine Hemmung der 

Osteoklasten aus (103, 105, 106). Seitdem in den 90-iger Jahren zufällig entdeckt 

wurde, dass Zoledronat zusätzlich zu einer Aktivierung und Expansion von γδ T-

Zellen führt, ist auch dieser Aspekt Gegenstand der Forschung und wird gezielt 

in der Tumortherapie eingesetzt (107, 114). Wie bereits in der Einleitung be-

schrieben, führt 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 

Vy9Vδ2 T-Zellen über den TcR erkannt und kann auf diese Weise eine Aktivitäts-

steigerung und Expansion dieser Zellen anregen (29, 107, 114, 115, 117, 119). 

Neue Erkenntnisse lassen vermuten, dass intrazellulär akkumuliertes IPP vom 

TcR der Vy9Vδ2 T-Zellen über BTN3A1, einem Protein aus der Familie der Ig-

Rezeptoren, erkannt wird (112, 113). Eine intrazelluläre Akkumulation von IPP 

führt zu einer Konformationsänderung des extrazellulären Anteils von BTN3A1, 

das transmural von diesen Zellen exprimiert wird (72). Durch diese Konformati-

onsänderung wird eine Bindung von BTN1A3 an den Vy9Vδ2 TcR möglich, die 

in einer Aktivierung der Vy9Vδ2 resultiert (72, 112, 113). 
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Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass γδ T-Zellen bei Koinkuba-

tion mit Zoledronat und verschiedenen Tumorentitäten, 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 Ausschüt-

tung von TNFα und INFγ erreicht erst verzögert die höchste Expression (Abb.3-

17). Die Aktivierung der γδ T-Zellen wird durch Bisphosohonate induziert und ist 

bereits vielfach beschrieben (110, 114, 117). Eine spezifische Aktivierung der γδ 

T-Zellen durch Zugabe der Targetzellen NALM-16 konnte bei hoher Grundaktivi-

tät im Beisein von Zoledronat nicht festgestellt werden. Eine Aktivitätserhöhung 

von γδ T-Zellen durch maligne Zellen unter Stimulation mit Zoledronat ist abhän-

gig davon, ob Tumorzellen Zoledronat durch Endozytose aufnehmen können. Die 

Endozytose von Bispohsphonaten ist Voraussetzung für die Inhibition des intra-

zellulären Mevalonatweges, die zur Akkumulation von IPP führt und in einer spe-

zifischen Stimulation von γδ T-Zellen resultiert. Für Tumorzellen, wie die 

Burkittlymphomzelllinie Daudi, wurde dies gezeigt (67). In den durchgeführten 

Versuchen war die Aktivierung von γδ T-Zellen durch Zoledronat so hoch, dass 

NALM-16 das Aktivitätsniveau der γδ T-Zellen nicht mehr wesentlich steigerte, 

da bereits die Prästimulation zu einer massiven Aktivitätserhöhung führte (Abb.3-

16/17). Wie stark Zoledronat γδ T-Zellen aktiviert, zeigt sich beispielsweise da-

ran, dass γδ 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 erhöhte Zytokin-

produktion von γδ 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 γδ 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 γδ T-Zellen war nur in geringem Ausmaß und ver-

zögert nachweisbar (173). Mittels Massenspektrometrie konnte zudem gezeigt 

werden, dass innerhalb der PBMC nur Monozyten nach Aufnahme von Zoledro-

nat genügend IPP anreichern, um γδ T-Zellen zu stimulieren (119). Nussbaumer 
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et al. spekulieren, dass Zoledronat γδ T-Zellen potenziell auch ohne das Mitwir-

ken von Monozyten stimulieren könnten, da γδ T-Zellen die Fähigkeit zu APC 

besitzen. Somit müsste es möglich sein, dass auch γδ T-Zellen Zoledronat mittels 

Endozytose aufnehmen können, woraus eine Akkumulation von IPP in γδ T-Zel-

len resultieren würde, welches sich die γδ T-Zellen dann gegenseitig präsentie-

ren könnten, um sich gegenseitig zu stimulieren (173). Auch wenn noch Fragen 

offen sind, wie der aktivierende Effekt von Zoledronat an γδ T-Zellen genau ver-

mittelt wird, so besteht Einigkeit darüber, dass Zoledronat die Aktivität, Zytokin-

sekretion und Zytotoxizität von γδ T-Zellen steigert, was durch die Ergebnisse 

dieser Arbeit bestätigt wird (71, 110, 117, 173). 

Ein weiteres wichtiges Phänomen, das beschrieben wurde, ist, dass durch 

Zoledronat aktivierte γδ T- Zellen NK-Zellen stimulieren können (36). Diese Inter-

aktion resultiert in einer gesteigerten INFγ-Sekretion und erhöhten Zytotoxizität 

von NK-Zellen gegenüber verschiedenen Tumorzelllinien (33, 175). In dieser Ar-

beit konnte ebenfalls eine gesteigerte INFγ Produktion und CD107a-Expression 

als indirekter Marker für Zytotoxizität auf NK-Zellen durch Interaktion mit Zoledro-

nat-stimulierten γδ T-Zellen beobachtet werden (Abb.3-13/14). Darüber hinaus 

wurde nach einer ausreichend langen Inkubation von PBMC mit Zoledronat auch 

eine erhöhte CD69- und CD137-Expression sowie eine TNFα-Sekretion von NK-

Zellen beobachtet (Abb.3-13/14). Wie in der Literatur beschrieben, ließ sich der 

Effekt von Zoledronat auf NK-Zellen auf die vorherige Stimulation von γδ T-Zellen 

durch Zoledronat zurückführen, und nicht auf eine direkte Wirkung von Zoledro-

nat auf NK-Zellen (33, 175). Diese Schlussfolgerung begründet sich durch die 

Beobachtung, dass Zoledronat keine vermehrte Expression der gemessenen Pa-

rameter auf NK-Zellen auslöst, sobald γδ T-Zellen aus den PBMC depletiert wur-

den (Abb.3-18). Ein weiteres Indiz für einen indirekten Mechanismus (Stimulation 

von NK Zellen durch γδ T-Zellen) ist die zeitverzögerte Reaktion von NK-Zellen 

auf Zoledronat. γδ T-Zellen zeigen schon nach 14 Stunden einen Aktivitätsan-

stieg durch Zoledronat, während NK-Zellen diese erst nach weiteren 24 Stunden 

zeigen (Abb.3-13/14/15/16). Diese Verzögerung der Aktivitätssteigerung der NK-

Zellen könnte daherkommen, dass γδ T-Zellen zunächst selbst durch Zoledronat 



 114 - Diskussion  

aktiviert werden müssen, bevor sie ihrerseits NK-Zellen direkt über Zell-Zell-In-

teraktion oder indirekt parakrin über Zytokinfreisetzung stimulieren (33, 36). Für 

eine durch Zoledronat-stimulierte γδ T-Zellen vermittelte Steigerung der INFγ-

Sekretion von NK-Zellen ist keine Zugabe eines Targets notwendig (175). In die-

ser Arbeit konnte darüber hinaus gezeigt werden, dass für die Expression ande-

rer Aktivierungsmarker und Zytokine ebenfalls keine Targetzellen erforderlich 

sind (Abb.3-13/14). Das Signal aktivierter γδ T-Zellen reicht aus, um NK-Zellen 

zu präaktivieren. Alexander et al. konnten als Erste beobachten, dass mit 

Zoledronat stimulierte γδ T-Zellen die Zytotoxizität von NK-Zellen erhöhen kön-

nen. Ihre Beobachtungen im Rahmen einer 14-tägigen Stimulation von PBMC 

mit IL2 und Zoledronat führten sie auf eine Aktivierung der NK-Zellen durch γδ T-

Zellen durch lösliche Faktoren wie INFγ und TNFα zurück (36). In neueren Stu-

dien wurde die Interaktion zwischen NK- und γδ T-Zellen im Rahmen der Be-

trachtung eines kürzeren Zeitraums durch eine Zell-Zell-Interaktion über CD137 

und CD137-Ligand (CD137L) erklärt (33). Unterstützt wird dies durch die hier ge-

machte Beobachtung, dass Zoledronat die CD137-Expression auf NK- und γδ T-

Zellen erhöht (Abb.3-13/16). Auf die Interaktion von NK- und γδ T-Zellen über 

CD137/CD137L wird an anderer Stelle noch einmal genauer eingegangen (Ab-

schnitt 4.4).  

Nussbaumer et al. wiesen darauf hin, dass für eine Anregung von NK-Zellen zu 

INFγ-Ausschüttung unter Stimulation mit Zoledronat neben dem Signal von γδ T-

Zellen auch IL18 aus Zoledronat-stimulierten Dendritischen Zellen notwendig ist 

(173). Dendritische Zellen und Monozyten können Zoledronat über 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 Ausschüttung des inflammatorischen Zytokins IL18 (173, 175). Wur-

den in dieser Arbeit PBMC mit Zoledronat stimuliert, kam es zu einer gesteigerten 

INFγ-Sekretion der NK-Zellen (Abb.3-14). Diese gesteigerte INFγ-Sekretion war 

nach Depletion von γδ 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 γδ T-Zellen keine Ak-

tivitätssteigerung der NK-Zellen bewirken zu können. Es lässt sich daraus 
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schließen, dass der Effekt von Zoledronat auf NK-Zellen im Wesentlichen von γδ 

T-Zellen vermittelt wird.  

 

Das inflammatorische Zytokin IL2 wird hauptsächlich von T-Zellen und Dendriti-

schen Zellen im Rahmen einer Immunantwort produziert und kann die Aktivität 

und Expansion zahlreicher Immunzellen, unter anderem von NK-Zellen, fördern 

(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 Zytotoxizität von NK-Zellen gegenüber 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 gegenüber NALM-16 (Abb.3-13/14) sowie 

eine Steigerung der Targetzelllyse von PBMC gegenüber verschiedener häma-

tologischer Tumorzelllinien (Abb.3-12) beobachtet werden. IL2 kann auch von 

aktivierten γδ T-Zellen sezerniert werden und diese auto- und parakrin zu Expan-

sion und Zytokinproduktion anregen (60). In dieser Arbeit reagierten γδ 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 INFγ und TNFα zeigten keine Verän-

derung (Abb.3-16/17). Auch Cairo et al. beobachteten keine gesteigerte CD137-

Expression auf γδ T-Zellen unter Stimulation mit IL2 (178).  

 

Während IL2 die NK-Zellen direkt über IL2-Rezeptoren auf der NK-Zelloberfläche 

aktiviert, wird der Effekt von Zoledronat indirekt über Zoledronat-aktivierte γδ T-

Zellen an NK-Zellen übermittelt (33, 178).  Beide Stoffe führen somit auf unter-

schiedlichen Wegen zu einer Aktivitätssteigerung der NK-Zellen. Eine Stimulation 

von PBMC mit der Kombination aus beiden Stoffen könnte daher die Aktivierung 

der NK-Zellen potenzieren. Nussbaumer et al. konnten nach der Stimulation von 

PBMC mit IL2 und Zoledronat eine verstärkte Produktion von INFγ 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 erhöhte INFγ-Sekretion 

gemessen. Darüber hinaus zeigte sich nach der Inkubation von PBMC mit beiden 

Stoffen eine höhere Sekretion des Zytokins TNFα und höhere 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 gegenüber NALM-16 (Abb.3-13) nach Inkubation mit IL2 und 

Zoledronat signifikant. In Hinblick auf die Erhöhung der Lysefähigkeit und Zyto-

kinproduktion von NK-Zellen scheinen IL2 und Zoledronat synergistisch zu wir-

ken. Nussbaumer et al. erklären die additive Wirkung beider Stoffe in Bezug auf 

eine gesteigerte INFγ-Sekretion von NK-Zellen über eine Interaktion von NK-Zel-

len mit Dendritischen Zellen (175). Wie bereits beschrieben, produzieren Dend-

ritische Zellen unter Stimulation mit Zoledronat vermehrt IL18 (175). IL18 kann 

synergetisch mit IL2 die INFγ-Produktion von NK-Zellen steigern. Nach 48 Stun-

den wurde eine Terminierung der INFγ-Produktion durch NK-Zellen beschrieben, 

was mit dem Absterben der koinkubierten Dendritischen Zellen erklärt wird (175). 

In der vorliegenden Arbeit lag die INFγ-Produktion der NK-Zellen nach einer In-

kubationszeit von PBMC mit Zoledronat und IL2 nach 38 Stunden allerdings bei 

einem höheren Wert als nach 14 Stunden. Dieser Unterschied mag eventuell da-

rin begründet 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 Erklärungsmodell für den additiven Effekt von IL2 und Zometa 

auf die Zytokinproduktion von NK-Zellen könnte sein, dass die Kombination bei-

der Stoffe die Stimulation von NK-Zellen durch γδ T-Zellen verstärkt. Sowohl IL2 

als auch indirekt Zoledronat führen zu einer gesteigerten CD137-Expression auf 

NK-Zellen, wie diese Arbeit zeigt und in der Literatur beschrieben wird (178). Mit 

IL2 und Zoledronat stimulierte γδ T-Zellen exprimieren verstärkt CD137L (33). 

Die gesteigerte Expression von CD137 auf NK-Zellen und CD137L auf γδ T-Zel-

len durch die Kombination von IL2 und Zoledronat könnte eine verstärkte Stimu-

lation von NK-Zellen durch γδ T-Zellen ermöglichen, da diese 

Oberflächenmoleküle  maßgeblich an der Interaktion der beiden Zellgruppen be-

teiligt sind (33).  Die verstärkte Interaktion von NK- und γδ T-Zellen unter Einfluss 
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von IL2 und Zometa erklärt hinreichend die erhöhte Zytokinproduktion von NK-

Zellen. 

Die Kombination aus IL2 und Zoledronat konnte die Expression von Aktivierungs-

markern auf γδ T-Zellen in der vorliegenden Arbeit zwar nicht stärker erhöhen als 

Zoledronat alleine, allerdings bietet die Kombination beider Stoffe die Möglichkeit 

Vy9Vδ2 T-Zellen zu expandieren (117). Durch eine Expansion von γδ T-Zellen 

mit IL2 und Zometa (117) können γδ T-Zellen in großer Zahl gewonnen werden 

und isoliert für Versuche verwendet werden. Eine Expansion von γδ T-Zellen er-

möglicht auch die Anwendung von γδ T-Zellen zu therapeutischen Zwecken bei 

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

Zoledronat hat, verglichen mit anderen synthetischen Bisphosphonaten, den po-

tentesten Effekt auf die Expansion von Vy9Vδ2 T-Zellen (110). Im Rahmen dieser 

Arbeit erfolgte die Etablierung eines modifizierten Expansionsprotokolls, mit dem 

eine Reinheit von  86-96% an γδ T-Zellen spenderunabhängig und zuverlässig 

erreicht wurde, sodass keine anschließende Anreicherung der γδ T-Zellen für die 

Durchführung der Experimente erfolgte (33). Durch die Modifikation des Proto-

kolls konnten höhere Reinheitsgrade an γδ 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 tägli-

che, statt dreitägige Zellpflege unter Zugabe frischen, IL2-haltigen Mediums er-

folgte und nur zu Beginn der Kultur einmalig 1µM Zoledronat zugegeben wurde. 

Bei Cairo et al. erfolgte im Gegensatz zu unserem Protokoll initial eine Zugabe 

von 0,5 µM Zoledronat und die Zellpflege durchgehend dreitägig mit IL2-haltigem 

Medium, wobei ein geringerer Reinheitsgrad von 70-85% an γδ T-Zellen erreicht 

wurde (178). Seidel et al. führte die Zellpflege zwei- bis dreitägig mit IL2- und 

zusätzlich zoledronathaltigem Medium (400nM Zoledronat) durch, wobei ein 

Reinheitsgrad von lediglich 32-60% an γδ T-Zellen erzielt werden konnte (82). 

Unserer Erfahrung nach ist für ein optimales Expansionsergebnis eine tägliche 

Zellpflege ab der zweiten Expansionswoche mit IL2-haltigem Medium wichtig. 

Zudem ist eine initale einmalige Zoledronatzugabe mit einer gesteigerten Dosis 

von 1µM Zoledronat vorteilhaft, um einen hohen Reinheitsgrad an γδ T-Zellen zu 
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erreichen, anstatt einer täglichen Restimulation mit Zoledronat über den Expan-

sionszeitraum.  

Zusammengefasst lässt sich feststellen, dass Zoledronat γδ T-Zellen aktiviert, 

wodurch diese wiederum über CD137 NK-Zellen stimulieren. Somit bewirkt 

Zoledronat eine Steigerung der Aktivität, Zytotoxizität und Zytokinproduktion bei-

der Zellgruppen (33, 110). Zoledronat bietet daher das Potenzial in der Therapie 

von Patienten nach TcRαβ/CD19-depletierter allogener SZT die Effektorfunkio-

nen von NK-Zellen und γδ 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). 

 Einfluss von γδ T-Zellen auf NK-Zellen 

Mehrere Autoren beschreiben eine Interaktion zwischen γδ T-Zellen und NK-Zel-

len (33, 36). Auch in dieser Arbeit steigerten γδ T-Zellen die NK-Zell-vermittelte 

ADCC. Insbesondere die Prästimulation von γδ T-Zellen mit Zoledronat führte zu 

einer erhöhten Zytotoxizität und Zytokinproduktion von NK-Zellen. Durch Ver-

wendung exp. γδ T-Zellen und aus Vollblut isolierter NK-Zellen, war eine isolierte 

Betrachtung der Interaktion zwischen NK- und γδ T-Zellen möglich, da etwaige 

Einflüsse und Störfaktoren anderer in der PBMC-Fraktion enthaltener Immunzel-

len auf die Interaktion dieser Zellen verhindert wurde. Bisherigen Erkenntnissen 

zufolge, interagieren NK- und γδ T-Zellen über CD137-CD137L, wie bereits 

mehrfach erwähnt wurde (33). Eine Inkubation mit auf Plastik immobilisiertem 

hIgG erhöht die CD137 Expression auf NK-Zellen (33). Dies wurde in den Mes-

sungen der vorliegenden Arbeit bestätigt. Darüber hinaus kam es durch hIgG zu 

einer vermehrten CD137-Expression auf γδ T-Zellen (Abb.3-23). Somit könnte 

eine Interaktion zwischen NK- und γδ T-Zellen nach Inkubation mit hIgG durch 

erhöhte CD137-Expression forciert werden. Eine Inkubation mit immobilisiertem 

hIgG erhöht allerdings auch die unspezifische Aktivität von NK-Zellen, was be-

rücksichtigt werden muss (33). Das auf Plastik immobilisierte hIgG wird von CD16 

auf NK- bzw. γδ T-Zellen gebunden und löst so eine unspezifische Aktivierung 

dieser Zellen aus (166, 183), was zu einer Erhöhung der Aktivierungsmarker, wie 
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beispielsweise CD69 und CD54, auf NK-Zellen führt. Die unspezifische Aktivie-

rung durch immobilisiertes hIgG führte in den durchgeführten Experimenten zu 

einer gesteigerten CD107a-Expression auf NK-Zellen und γδ T-Zellen (Abb.3-

25). Therapeutische Antikörper, 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 hIgG 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 

Antikörper 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. γδ T-Zellen nach Inkubation auf hIgG-beschich-

teten Platten die Aktivität und Zytotoxizität von frischen NK-Zellen erhöhen (33). 

Auch in unseren Experimenten steigerten exp. γδ T-Zellen die CD107a-Expres-

sion auf NK-Zellen als indirektes Maß für Zytotoxizität nach Inkubation mit hIgG 

(Abb.3-26). Ohne Präinkubation auf hIgG-beschichteten Platten zeigte sich diese 

Tendenz ebenfalls, allerdings aufgrund der geringeren CD137-Expression erwar-

tet (33), weniger ausgeprägt. Wie bereits bei der Interaktion von Zoledronat-sti-

mulierten γδ T-Zellen scheint der Einfluss exp. γδ T-Zellen auf NK-Zellen nach 

Inkubation mit hIgG so stark zu sein, dass exp. γδ T-Zellen NK-Zellen auch ohne 

Zugabe eines Targets aktivieren können. So resultiert die Inkubation exp. γδ T-

Zellen mit NK-Zellen nach Stimulation mit hIgG auch ohne Target in einer ver-

stärkten Expression der Aktivierungsmarker CD69 und CD54 auf NK-Zellen (33) 

oder wie in unseren Versuchen mit einer erhöhten CD107a-Expression (Abb3-

26).  

Wichtig ist dabei festzuhalten, dass die Wirkung von exp. γδ T-Zellen auf NK-

Zellen vom Verhältnis der beiden Zellpopulationen zueinander abhängig ist (33). 

In unseren Untersuchungen führte die Zugabe von exp. γδ T-Zellen im Verhältnis 

0,5:1 und 0,125:1 (γδ T-Zellen:NK-Zellen) zu einer signifikant höheren CD107a-
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Expression der NK-Zellen als ohne Zugabe von γδ T-Zellen (Abb.3-26), insbe-

sondere unter Verwendung des CD19-4G7SDIE AK. Ein Verhältnis von 4:1 (γδ 

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-

hältnis von 0,5:1 (γδ 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 überdies zu dem Schluss, dass eine zu geringe Konzentration an 

exp. γδ T-Zellen, genauer gesagt ein Verhältnis von 0,005:1 (γδ T-Zellen:NK-

Zellen), die γδ T-Zellen keinen stimulierenden Effekt mehr auf die NK-Zellen aus-

üben können. Diese geringe Konzentration an exp. γδ T-Zellen wurde hier nicht 

untersucht, allerdings konnte in dieser Arbeit festgestellt werden, dass bei einem 

Verhältnis von 0,125:1 γδ T-Zellen noch einen stimulierenden Einfluss auf NK-

Zellen in Hinblick auf die CD107a-Expression haben (Abb.3-26). Der Einfluss ei-

nes Verhältnisses von exp. γδ T-Zellen auf NK-Zellen größer als 1 wurde bei 

Maniar et al. nicht untersucht. Cairo et al. konnten allerdings eine durch exp. γδ 

T-Zellen erhöhte CD69-Expression auf NK-Zellen noch bei einem Verhältnis von 

1:1 der beiden Zellgruppen zueinander feststellen (178). In einem in dem Rah-

men dieser Arbeit durchgeführten exemplarischen Versuch für die Titration des 

optimalen Verhältnisses von γδ T-Zellen zu NK-Zellen entsprach die CD107a-

Expression von NK-Zellen bei einem Verhältnis von 1:1 der Höhe der CD107a-

Expression ohne Zugabe von exp. γδ T-Zellen (Abb.3-21). Die obere Grenze des 

Verhältnisses von γδ T-Zellen zu NK-Zellen, bei dem NK-Zellen noch von γδ T-

Zellen stimuliert werden, ist demnach von dem gemessenen Parameter abhängig 

und liegt in etwa bei einem Verhältnis von 1:1. Der Grund dafür, dass die Zugabe 

eines hohen Anteils an exp. γδ T-Zellen keinen stimulierenden Effekt bzw. sogar 

hemmenden Effekt auf die NK-Zellaktivität haben könnte, könnten räumlich-ste-

rische Effekte sein (184, 185). Es kann vermutet werden, dass bei γδ T-Zellen im 

Überschuss NK-Zellen schlechter mit den Targetzellen interagieren und so nur 

einen geringeren zytotoxischen Effekt ausüben. Reduziert man das Verhältnis 

von γδ T-Zellen zu NK-Zellen von 4:1 um den Faktor 8 auf 0,5:1, können die exp. 

γδ T-Zellen die NK-Zellen stimulieren, ohne den Kontakt von NK- zu Targetzellen 
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zu behindern. Wird das Verhältnis an γδ T-Zellen zu NK-Zellen zu weit reduziert, 

kann der Effekt von γδ 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 γδ T-Zellen nicht in der Lage sind mit den NK-Zellen aus-

reichend zu interagieren, um eine messbare Aktivitätssteigerung der NK-Zellen 

hervorzurufen (33). 

Die Beobachtung, dass NK- und γδ T-Zellen bei Koinkubation Zellkluster bilden 

(Abb. 3-24), wie sie von anderen Arbeitsgruppen ebenfalls beschrieben wurden, 

lassen eine Interaktion zwischen NK- und γδ T-Zellen über Zell-Zell-Interaktion 

vermuten (33, 178). Maniar et al. zeigten eine Interaktion von NK- und γδ T-Zellen 

über CD137 und CD137L. Eine Stimulation der NK-Zellen durch γδ T-Zellen über 

lösliche Faktoren konnten sie hingegen bei einer kurzzeitigen Inkubation aus-

schließen (33). In dieser Arbeit führte eine Blockade von CD137 zu einem signi-

fikanten Rückgang der CD107a-Expression von NK-Zellen bei Koinkubation mit 

exp. γδ T-Zellen (Abb.3-29). Dieser Aktivitätsrückgang 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 Rückgang 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 γδ T-Zellen 

und NK-Zellen über CD137 bei der NK-Zell-vermittelten direkten Zytotoxizität und 

ADCC gegenüber der BCP-ALL-Zelllinie NALM-16 eine Rolle spielt. Die CD107a 

Expression von NK-Zellen alleine, ohne Zugabe von exp. γδ 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 Aktivität der NK-Zellen unter CD137-Blockade generell, beispiels-

weise weil die Interaktion von NK-Zellen untereinander über CD137 inhibiert 

würde. Die Aktivitätsminderung der NK-Zellen entsteht vielmehr durch die ver-

minderte Interaktion mit γδ T-Zellen (33).  

Der Grund für eine vermehrte Aktivität, Zytotoxizität und ADCC von NK-Zellen 

nach Interaktion mit γδ T-Zellen könnte sein, dass die Interaktion zwischen 

CD137L auf γδ T-Zellen mit CD137 auf NK-Zellen die NKG2D-Expression auf 
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NK-Zellen steigert (33). NKG2D gehört 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 erhöht somit das zytotoxische Potential von NK-

Zellen. Cairo et al. beschrieben, dass exp. γδ T-Zellen die Fähigkeit von NK-Zel-

len für die Lyse unreifer Dendritischer Zellen stimulieren können (178). Sie iden-

tifizierten die Oberflächenmoleküle „inducible T-cell costimulator“ (ICOS) auf exp. 

γδ T-Zellen und ICOS-Ligand (ICOSL) auf NK-Zellen, als die für die Interaktion 

zwischen NK- und γδ T-Zellen verantwortlichen Moleküle 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. γδ T-Zellen und NK-Zellen in der Tumorzellerkennung 

für unwesentlich einschätzten (33). Je nach Art des Targets scheinen unter-

schiedliche Interaktionsmechanismen zwischen NK- und γδ T-Zellen verantwort-

lich zu sein. Da in dieser Arbeit die Aktivitätssteigerung der NK-Zellen durch γδ 

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 Erhöhung der CD107a-Expression gegenüber 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. γδ T-Zellen mit NK-Zellen in Bezug auf die NK-Zell ver-

mittelte Zytotoxizität (33), so wurde in dieser Arbeit auch der Aspekt der Zytokin-

produktion berücksichtigt. Die Zytokinproduktion durch NK-Zellen wurde bei 

Koinkubation von exp. γδ T-Zellen und NK nicht gesteigert und wurde durch die 

Blockade von CD137 nicht beeinflusst (Abb.3-26). Dass γδ T-Zellen NK-Zellen 

prinzipiell zu einer erhöhten Zytokinproduktion anregen können, ist im Zusam-

menhang mit einer Stimulation durch Zoledronat bekannt (187). So konnten auch 

in dieser Arbeit bei Stimulation von PBMC mit Zoledronat γδ T-Zellen die NK-

Zellen zu einer erhöhten Produktion von INFγ und TNFα anregen, besonders in 
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Zusammenspiel mit IL2 (Abb.3-14/18). Nussbaumer et al. beschreiben, dass γδ 

T-Zellen NK-Zellen unter Einfluss von Zoledronat nur zu erhöhter INFγ Produk-

tion stimulieren können, wenn sie durch IL18, sezerniert von Dendritischen Zel-

len, kostimuliert werden (173, 175). Werden ausschließlich NK-Zellen mit exp. γδ 

T-Zellen inkubiert, können Dendritische Zellen keinen Einfluss auf die Interaktion 

nehmen. Der fehlende Einfluss Dendritischer Zellen über IL18 erklärt, dass γδ T-

Zellen die Zytokinproduktion durch NK-Zellen in dem Versuchsaufbau in dieser 

Arbeit nicht steigerte, obwohl sie dazu indirekt über Dendritische Zellen fähig 

sind. 

 

Unter Stimulation mit CD19-4G7SDIE AK konnten γδ T-Zellen die ADCC von NK-

Zellen steigern (Abb.3-10/11). Darüber hinaus führte die Stimulation und Expan-

sion von γδ T-Zellen mit Zoledronat zu einer Aktivierungssteigerung von NK-Zel-

len (Abb.3-18). Dies entspricht dem bisherigen Kenntnisstand (33, 173, 175, 

187), während die Interaktion zwischen γδ T-Zellen und NK-Zellen im Hinblick 

auf die spontane Lysefähigkeit von NK-Zellen ohne vorherige Stimulation der γδ 

T-Zellen durch Zoledronat nicht bekannt ist. Wie diese Arbeit zeigt, beeinflussen 

native γδ T-Zellen aus dem Peripherblut ohne Präaktivierung durch Bisphospho-

nate und/oder präaktivierende Zytokine (IL2) nicht die spontane Lysefähigkeit 

von NK-Zellen (178). Dies erschließt sich aus der Beobachtung, dass die NK-

vermittelte Lyse nach Depletion von γδ T-Zellen gegenüber der Targetzelllinien 

NALM-16, Raji und K562 ohne vorherige Stimulation nicht verringert war (Abb.3-

11). Es scheint, als müssten γδ T-Zellen für eine relevante Interaktion mit NK-

Zellen im durchgeführten Messzeitraum (< 48 Stunden) z.B. durch Zoledronat 

und/oder therapeutische Antikörper CD19-4G7SDIE AK präaktiviert werden.  

Beide Substanzen führen zu einer gesteigerten Expression von CD137 auf NK- 

und γδ T-Zellen (Abb.3-16/19) (33). Die Interaktion von CD137-CD137L ist ein 

nachgewiesener kostimulierender Mechanismus zwischen NK- und γδ T-Zellen 

(33). Es ist davon auszugehen, dass die erhöhte CD137-Expression auf NK- und 

γδ T-Zellen durch vorherige Stimulation mit Zoledronat indirekt zur Aktivierungs-

steigerung von NK Zellen geführt hat. Auch in der Literatur wurde eine gesteigerte 
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Zytotoxizität und ADCC durch Stimulation von NK-Zellen mit γδ T-Zellen nur un-

ter vorheriger Inkubation mit Bisphosphonaten oder unter Verwendung exp- γδ 

T-Zellen beobachtet (33, 36, 178). Da γδ T-Zellen mit IL2 und Bisphosphonaten 

bzw. IPP expandiert werden, können sie ebenfalls als voraktiviert betrachtet wer-

den (33, 36). Eine gesteigerte antitumorale Aktivität könnte durch die Kombina-

tion von therapeutischen Antikörpern und Bisphosphonaten im Patienten erreicht 

werden, da hier neben den nachgewiesenen Effekten durch Antikörper alleine 

mit NK und γδ T- Zellen überdies die robuste Aktivierung von von NK-Zellen 

durch γδ T- Zellen gesteigert werden könnte. 

 Aktivierung von γδ T-Zellen durch NK-Zellen 

In den bisherigen Abschnitten wurde die Aktivierung von NK-Zellen durch γδ T-

Zellen dargelegt. Die Aktivierung von  γδ T-Zellen durch NK-Zellen wurde hinge-

gen bislang wenig untersucht (35). 

In den durchgeführten Experimenten zeigte sich eine Aktivierung von exp. γδ T-

Zellen durch NK-Zellen. NK-Zellen steigern neben der CD107a-Expression auf 

γδ T-Zellen auch die Sekretion von INFγ und TNFα signifikant (Abb.3-27).  

Die Aktivierung von NK-Zellen durch exp. γδ T-Zellen ist vom Verhältnis der bei-

den Zellgruppen zueinander abhängig (33). Auch andersherum ist die Aktivitäts-

steigerung und Zytokinproduktion abhängig von dem Verhältnis der NK- zu γδ T-

Zellen (Abb.3-27). Ähnlich wie bei der Stimulation der NK-Zellen durch γδ T-Zel-

len, ist die Stimulation von γδ T-Zellen durch NK-Zellen bei einem Verhältnis von 

0,5:1 und 0,125:1 (γδ T-Zellen:NK-Zellen) am effektivsten. Ein Verhältnis von 4:1 

(γδ T-Zellen:NK-Zellen) hat keinen relevanten Einfluss auf die Aktivität der γδ T-

Zellen und führt lediglich zu einer geringen Aktivitätssteigerung, im Sinne einer 

erhöhten CD107a-Expression bzw. INFγ- /TNFα-Sekretion. Als Erklärung hierfür 

kann wieder über räumlich-sterische Effekte spekuliert werden (184, 185). Sind 

zu viele γδ T-Zellen im Vergleich zu NK-Zellen vorhanden, ist es vermutlich nicht 

für alle γδ T-Zellen möglich, mit einer NK-Zelle zu interagieren, was dazu führt, 

dass ein geringerer Prozentsatz an γδ T-Zellen durch NK-Zellen aktiviert wird als 

bei einem höheren NK-Zell-Anteil. Für den Patienten könnte die bidirektionale 

Aktivitätssteigerung von NK- und γδ T-Zellen einen Therapievorteil bringen, da  



Diskussion - 125 

 

 

    

 

γδ T-Zellen neben direkter zytotoxischer und regulatorischer Effekte ebenfalls zu 

einer ADCC von Targetzellen befähigt sind (62, 73, 82). NK-Zellen können in 

Anbetracht der CD107a-Expression als indirekter Messparameter für die Target-

zelllyse sowohl die spontane Lysefähigkeit der γδ T-Zellen gegenüber NALM-16 

als auch die ADCC mittels CD19-4G7SDIE AK massiv steigern (Abb.3-27). Bei 

der Interaktion mit γδ T-Zellen kommt es, wie bereits erwähnt, auch ohne Zugabe 

eines Targets zu einer Aktivitätssteigerung der NK-Zellen (33). Auch bei γδ 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 ausgeübte Signal auf exp. γδ T-Zellen scheint starken Einfluss auf die 

γδ T-Zellen zu haben, da für eine Aktivitätssteigerung kein zusätzlicher Stimulus 

wie z.B. durch ein Target benötigt wird. Auch Cairo et al. konnten einen Anstieg 

der INFγ- und TNFα- Sekretion nach Koinkubation von NK- und exp γδ T-Zellen 

gegenüber autologen unreifen Dendritischen Zellen beobachten (178). Da der 

Zytokingehalt allerdings im Überstand der Kultur gemessen wurde, konnte die 

Zytokinproduktion nicht eindeutig den NK- oder γδ T-Zellen zugeordnet werden. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass die erhöhte Zytokinproduktion un-

ter Koinkubation von NK- und exp. γδ T-Zellen auf die γδ T-Zellen zurückzuführen 

ist und durch eine Stimulation der γδ T-Zellen durch NK-Zellen bedingt war. Ma-

niar et al. beschrieben hingegen, dass nach der Koinkubation von NK- und exp. 

γδ T-Zellen unter Stimulation mit hIgG keine Steigerung der Aktivität der γδ 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 hIgG erhöhte die CD69-Expression der γδ T-Zellen bei Maniar et. 

al nicht im Vergleich zur Kontrolle (nur Medium). Eine erhöhte CD69 Expression 

auf exp. γδ T-Zellen durch hIgG wäre allerdings zu erwarten, da das immobili-

sierte hIgG nicht nur NK-Zellen, sondern auch γδ T-Zellen über CD16 stimulieren 

kann (166). 

 

Während es zu einer erhöhten Aktivität der NK-Zellen durch exp. γδ T-Zellen nur 

nach Inkubation mit hIgG kam, ist die Stimulation von γδ T-Zellen durch NK-Zel-

len auch ohne vorherige Stimulation mit hIgG möglich (Abb.3-27). HIgG erhöht 
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die CD137-Expression auf γδ T-Zellen und auch die CD107a-Expression (Abb.3-

23/25) (33). Allerdings erhöht sich die CD137-Expression auf den γδ T-Zellen 

auch durch eine Inkubation mit NK-Zellen, unabhängig davon, ob eine Vorinku-

bation mit hIgG stattgefunden hat oder nicht (Abb.2-23). Auch hier induzierte das 

Verhältnis von 0,5:1 (γδ T-Zellen:NK-Zellen) die höchste Aktivierungszunahme 

und das Verhältnis 4:1 die geringste Aktivierungssteigerung. Dies könnte erneut 

durch räumlich-sterischen Effekte, die auch die Höhe der CD107a-Expression 

beeinflussen, erklärt werden (184, 185). Auch andere Autoren beschreiben, dass 

NK-Zellen die CD137-Expression von γδ T-Zellen steigern (33, 178). Allerdings 

wurde die erhöhte CD137-Expression auf exp. γδ T-Zellen durch NK-Zellen nur 

nach Vorinkubation mit hIgG untersucht (33, 178). Wie diese Arbeit zeigt, ist 

diese nicht obligat, um γδ T-Zellen durch NK-Zellen zu stimulieren (Abb.3-27). 

Bei der Interaktion von NK-Zellen mit  γδ T-Zellen werden NK-Zellen über eine 

Interaktion von CD137 mit CD137L aktiviert (33). Die Frage ist nun, in wieweit 

eine Interaktion über CD137/CD137L für die Stimulation von exp. γδ T-Zellen 

durch NK-Zellen wichtig ist.  

Durch die CD137-Blockade zeigte sich eine signifikante, allerdings nicht vollstän-

dige Reduktion der CD107a-Expression von exp. γδ T-Zellen (Abb.3-29). CD137 

spielt in Hinblick auf die CD107a-Expression somit eine wichtige Rolle. Es könn-

ten jedoch auch weitere Interaktionsmechanismen, auch indirekte parakrine Me-

chanismen geben die einen relevanten Einfluss auf die Aktivierung von γδ T-

Zellen haben (137). Wichtig ist in diesem Zusammenhangebenfalls, dass CD137 

auch in der Interaktion der γδ T-Zellen untereinander eine Rolle zu spielen 

scheint. Die CD107a-Expression der γδ T-Zellen verschlechterte sich teils signi-

fikant durch eine CD137-Blockade ohne Zugabe von NK-Zellen (Abb.3-29). Exp. 

γδ T-Zellen exprimieren CD137L (33), sodass eine Interaktion von exp. γδ T-

Zellen untereinander über CD137/CD137L gut vorstellbar ist. CD137 übermittelt 

ein kostimulatorisches aktivierendes Signal sowie ein Überlebenssignal an T-Zel-

len (188-190). Es ist also fraglich, ob der Rückgang der CD107a-Expression nach 

CD137-Blockade durch eine verminderte Interaktion der γδ T-Zellen untereinan-

der oder durch verminderte Interaktion der γδ T-Zellen mit den NK-Zellen bedingt 

ist. NK-Zellen exprimieren kein CD137L, sodass eine CD137-Rezeptor-Ligand 
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Interaktion von γδ T-Zellen durch NK Zellen nicht möglich ist (203) Wahrschein-

licher ist, dass durch die Blockade von CD137 NK-Zellen nicht mehr über CD137 

von CD137L auf γδ T-Zellen aktiviert werden können (33) und somit weniger Zy-

tokine wie beispielsweise IL2 sezernieren, welche wiederum γδ T-Zellen stimu-

lieren. 

Zusammengefasst lässt sich schließen, dass γδ T-Zellen wahrscheinlich sowohl 

durch eine Interaktion untereinander über CD137-CD137L als auch indirekt durch 

NK-Zellen, die über CD137-CD137L Interaktion stimuliert wurden, über sekre-

tierte Zytokine (IL2) aktiviert werden. Abbildung 4.1 stellt dies grafisch dar. 

 

 

Abb. 4.1 Theorien zur Aktivierung von γδ T-Zellen über Interaktion von CD137 und CD137L 

A Durch Interaktion von CD137 (4-1BB) und CD137L (CD137-Ligand) zwischen γδ T-Zellen (γδ 

TZ) können γδ T-Zellen sich gegenseitig aktivieren, was mit einer erhöhten CD107a-Expression 

einhergeht. B CD137L auf γδ T-Zellen kann an CD137 auf NK-Zellen binden, was zu einer Akti-

vierung der NK-Zellen führt. Es kommt zu einem Anstieg der CD107a-Expression. Zudem ist zu 

anzunehmen, dass durch die Ausschüttung löslicher Faktoren wie IL2, γδ T-Zellen parakrin sti-

mulieren.  

 

Die durch die NK-Zellen gesteigerte Zytokinproduktion der γδ T-Zellen zeigte 

durch CD137-Blockade keine Veränderung (Abb.3-29). Die Anregung von exp. 

γδ T-Zellen durch NK-Zellen zu erhöhter Zytokinproduktion scheint über einen 

anderen Mechanismus als CD137/CD137L vermittelt zu werden. Denkbar sind 

andere Zell-Zell-Interaktionen oder eine Interaktion über lösliche 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 γδ T-Zellen für eine Interaktion über lösliche Faktoren. 

INFγ und TNFα kommen hierbei nicht in Frage, da sie bei einer Koinkubation von 
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NK-Zellen mit exp. γδ T-Zellen nicht verstärkt von NK-Zellen ausgeschüttet wur-

den (Abb.3-26). Eine übersichtliche Anzahl an Arbeiten, wie von Zhang et al., 

zeigte bislang eine Stimulation von γδ 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 verstärkte die 

Anwesenheit von NK-Zellen die Proliferation von γδ T-Zellen. Für diesen Effekt 

machten Zhang et al. eine Kombination aus Zell-Zell-Interaktion über CD45 und 

lösliche Faktoren wie IL12, GM-CSF und TNFα verantwortlich. Fraglich ist je-

doch, ob sich diese Beobachtungen auch ohne den Zusammenhang mit Tuber-

kulose zeigen lässt und ob diese Interaktion neben der Wachstumsstimulation 

auch eine Wirkung auf die Zytotoxizität und Zytokinproduktion von γδ T-Zellen 

hat. Die Höhe der Stimulation und Zytokinproduktion implizieren, dass der Anti-

tumoreffekt induziert von NK und γδ T-Zellen relevant gesteigert und therapeu-

tisch genutzt werden könnte. An dieser Stelle bleibt ungeklärt, über welche 

Interaktionswege neben CD137-CD137L die Interaktion zwischen NK- und γδ T-

Zellen vermittelt wird und ob die erhöhte Zytotoxizität durch die Steigerung der 

NKG2D-Expression vermittelt wird bzw. welche kostimulatorischen Moleküle re-

levant sind.  

 Targetzelllyse und ADCC durch NK- und γδ T-Zellen 

Im Rahmen eines CD107a-Assays wird die Targetzelllyse indirekt über die Höhe 

des Degranulationsmarkers CD107a einmalig zu einem prädefinierten Zeitpunkt 

gemessen. Es handelt sich um eine Momentaufnahme und nicht um eine dyna-

mische Messmethode des Lyseverlaufs über die Zeit. Das xCELLigence (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 über einen gewissen Zeitraum möglich. Der Nachteil dieser Me-

thode ist, dass bei Zugabe zweier verschiedener Effektoren anders als bei dem 

CD107a Assay nicht berücksichtigt werden kann, auf welchen Effektor die Tar-

getzelllyse zu welchem Anteil zurückzuführen ist bzw. welche Zellpopulation ent-

scheidend aktiviert wird und Zytokine produziert.  
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Vergleicht man die Lysefähigkeit von NK- und γδ T-Zellen gegenüber der Neu-

roblastomzelllinie LS, so lysiert eine NK-Zelle ungefähr so effektiv wie vier exp- 

γδ 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. γδ T-Zellen (Abb.3-

34). Wie in dieser Arbeit darstellt werden konnte, lysieren γδ T-Zellen Targetzel-

len durch Zell-Zell-Interaktion (Abb.3-33). Dies entspricht dem bereits beschrie-

benen Mechanismus, dass γδ T-Zellen Targetzellen über NKG2D oder mit ihrem 

TcR anhand der Expression von BNT3A1 oder MICA/B bzw. ULBP3 erkennen 

und dann über 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 ermöglicht (49). In Anbetracht der ADCC sind NK-

Zellen deutlich potenter als exp. γδ T-Zellen, was in den durchgeführten Experi-

menten mit CD19-4G7SDIE AK bestätigt wurde. Entscheidend für die ADCC ist 

die CD16-Expression auf den Effektorzellen, da CD16 den FC-Teil der Antikörper 

bindet, welcher auf NK Zellen höher exprimiert wird als auf γδ T-Zellen (166, 183). 

Etwa  70-90%, der im Blut zirkulierenden NK-Zellen sind CD56dimCD16+ NK-Zel-

len, während γδ T-Zellen nach Expansion nur zu etwa 27% CD16 exprimieren 

(82). Die Höhe der ADCC der exp. γδ T-Zellen korreliert mit der CD16-Expression 

(82). Es ist somit plausibel, dass die ADCC von NK-Zellen effektiver ist als die 

der exp. γδ T-Zellen, obgleich diese ebenfalls zu ADCC befähigt sind (Abb.3-

2/3/31) (82). 

 

Exp. γδ T-Zellen können 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 γδ T-Zellen. Daher wurde in dieser Arbeit weiterführend 

das Lyseverhalten von NK- und γδ T-Zellen gemeinsam gegenüber Targetzellen 

evaluiert.  
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Es wurde bewusst eine niedriges E:T-Verhältnis gewählt, sodass unter Addition 

von γδ 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. γδ T-Zellen bzw. NK-Zellen können die Target-

zellen gänzlich lysiert werden (82). Bei einem niedrigeren E:T-Verhältnis werden 

die Targetzellen nicht vollständig lysiert, sodass es wie auch in unserem Ver-

suchsaufbau nach etwa 20-22 Stunden zu einer Erschöpfung der Effektoren kam 

und diese von den überlebenden Targetzellen im längeren Verlauf überwachsen 

werden. Im Zeitraum vor Ablauf von 20 Stunden lassen sich aufgrund des nied-

rigen E:T-Verhältnis allerdings feine Unterschiede bei der Veränderung der Zahl 

der γδ T-Zellen erkennen, wie es bei hohen E:T aufgrund der vollständigen Tar-

getzelllyse durch NK-Zellen nicht möglich gewesen wäre.  

 

Wie bereits beschrieben, scheint eine Interaktion zwischen CD137 und CD137L 

für die Interaktion zwischen NK- und γδ T-Zellen bzw. der aus dieser Interaktion 

resultierenden gesteigerten Zytotoxizität der NK-Zellen verantwortlich zu sein 

(33). So führte bei Maniar et al. eine CD137-Blockade zu einem Rückgang der 

NK-Zell-vermittelten Targetzelllyse, nachdem sie mit γδ T-Zellen inkubiert wor-

den waren (33).  Die weiterführende Frage ist nun, inwiefern CD137 einen Ein-

fluss auf die von NK- und γδ T-Zellen gemeinsam vermittelte Lyse nimmt. Nach 

Vorinkubation mit immobilisiertem hIgG und einem CD137-blockierenden Anti-

körper zeigte sich die Lyse im Vergleich zu unmanipulierten (nicht prästimulier-

ten) NK- und γδ T-Zellen teilweise signifikant reduziert bis hin zu fehlender 

Lyseaktivität (Abb.3-32). Der Rückgang der Lyse unter CD137-Blockade er-

scheint gemäß den Beobachtungen von Maniar et al. für NK-Zellen alleine plau-

sibel, allerdings wurde keine vollständige Aufhebung der Lyseaktivität beobachtet 

(33). Ein Unterschied könnte darin begründet liegen, dass im Vergleich zu den 

dargestellten Versuchen höhere E:T-Verhältnisse gewählt wurden. Unter Zugabe 

von CH14.18 verminderte sich die Lyse unter CD137-Blockade auch, allerdings 

fiel sie nicht unter 10%, was für die hohe Potenz von NK- und γδ T-Zellen zu 

ADCC spricht (82, 160). CD137 scheint also nicht nur die NK-Zell-vermittelte 

Lyse und ADCC bei Interaktion von NK- und γδ T-Zellen zu beeinflussen (33), 

sondern darüberhinausgehend auch die Targetzelllyse beider Zellpopulationen 
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gemeinsam. Allerdings ist die Verschlechterung der Lyse im Vergleich zu unbe-

handelten NK- und γδ T-Zellen nicht nur durch CD137 Blockade bedingt, sondern 

auch durch Vorinkubation mit hIgG. 

NK- und γδ T-Zellen werden durch Inkubation mit immobilisiertem hIgG, wie be-

reits beschrieben, aktiviert (33). Im Rahmen der Messung der tatsächlichen Lyse 

und ADCC durch NK- und γδ T-Zellen verschlechterte eine Vorinkubation mit 

hIgG jedoch die Lyse teilweise signifikant. Daraus lassen sich zwei Schlüsse zie-

hen. Zum einen scheint eine Aktivitätssteigerung nicht automatisch eine Aussage 

über die tatsächliche Höhe der resultierenden Lyse zu ermöglichen. Des Weite-

ren scheint sich die Lysefähigkeit von NK- und γδ T-Zellen nach Bindung von 

immobilisiertem hIgG an CD16 durch daraus resultierende unspezifische Degra-

nulation zu erschöpfen, während eine Aktivitätssteigerung dennoch erhalten 

bleibt. Auch in der Literatur führte eine Vorinkubation mit hIgG teilweise zu einer 

verminderten Lysefähigkeit von NK-Zellen, allerdings nicht zwingend und in ge-

ringerem Ausmaß 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 Gesamtzytotoxizität und ADCC von γδ T-Zel-

len und NK-Zellen gemeinsam im Luciferase-Assay bei einem Mischungsverhält-

nis von 0,5:1 und teilweise auch 0,25:1 (Abb.3-34) gegenüber NALM-6 und LS 

erhöht. Währenddessen verschlechtert sich die Lyse bei Zugabe von vielen γδ T-

Zellen im Sinne eines Mischungsverhältnisses von 4:1 bzw. 2:1. NK-Zellen sind 

die potenteren Effektoren, wie vorab beschrieben. Daher steigert ein Überschuss 

an γδ T-Zellen nicht unmittelbar die Gesamtlyse, da vermutlich die NK-Zellen in 

ihrem Kontakt mit den Targetzellen durch räumlich-sterische Effekte gestört wer-

den (184, 185). Als weniger potente Effektoren scheinen γδ T-Zellen die Lysere-

duktion mit ihrer Eigenlysefähigkeit nicht kompensieren zu können. Die 

Steigerung der Gesamtlyse und ADCC bei einem Mischungsverhältnis von 0,5:1 

weist auf eine Steigerung der NK- oder γδ 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 für eine 
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Interaktion von NK- und γδ T-Zellen notwendig zu sein scheint (33). Gibt die Li-

teratur bereits Anhalt auf eine Interaktion zwischen NK- und γδ T-Zellen (33), so 

konnte hier gezeigt werden, dass die bidirektionale Interaktion beider Zellgruppen 

in einer signifikanten Steigerung der Gesamttargetzelllyse und ADCC gegenüber 

verschiedenen Targetzelllinien resultiert. Diese Interaktion bietet das Potential 

therapeutisch in der Tumortherapie genutzt zu werden. Gerade Patienten nach 

TcRαβ/CD19-depletierter SZT sind hierfür prädestiniert, 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 

verhältnismäßig hoher Anzahl mit der Transplantation übertragen werden und 

zügig expandieren (27,28,37,38). Auf die sich bietenden Möglichkeiten der the-

rapeutischen Nutzung wird im nächsten Abschnitt genauer eingegangen.  

 Klinischer Bezug und Ausblick 

Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, lysieren γδ T-Zellen BCP-ALL und Neu-

roblastomzellen, sind des Weiteren befähigt zu ADCC und können die Zytokine 

INFγ und TNFα sezernieren. Zudem interagieren γδ T-Zellen und NK-Zellen mit-

einander (33), was in einer erhöhten Zytotoxitzität und ADCC beider Zellpopula-

tionen resultiert. Die genannten Effektorfunktionen sind wichtig in der Ausübung 

eines Antitumoreffekts. Gerade nach Transplantation ist ein früher, potenter An-

titumoreffekt zur Prävention eines Rezidivs wichtig. γδ T-Zellen sollten aus die-

sem Grund unbedingt im Transplantat belassen werden und mit der 

Transplantation in den Patienten transferiert werden, zumal γδ T-Zellen überdies 

einen Schutz vor Infektionen bieten können, welche für Patienten nach Trans-

plantation lebensbedrohlich sind (32, 60, 191). γδ T-Zellen induzieren selbst 

keine GvHD, im Gegensatz zu αβ T-Zellen (32). Es überrascht daher nicht, dass 

pädiatrischen Patienten mit ALL, die nach SZT einen hohen Anteil an γδ T-Zellen 

aufwiesen, ein besseres Überleben und niedrigere Infektionsraten zeigten, inner-

halb einer Beobachtungszeit von 2,7 Jahren (191). Die haploidente 

TcRαβ/CD19-depletierte SZT ermöglicht neben der Transplantation von NK-Zel-

len die Transplantation der wichtigen Effektorzellpopulation γδ T-Zellen. Diese 
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regenerieren zügiger und führen überdies zu einer schnelleren Immunregenera-

tion von αβ T-Zellen, was einen großen Vorteil gegenüber anderen αβ T-Zell re-

duktiven Graftmanipulationen bietet. Auch 3 Monate nach SZT weisen Patienten, 

die eine TcRαβ/CD19- depletierte SZT erhalten haben, einen signifikant höheren 

Prozentsatz an γδ T-Zellen auf als Patienten nach Erhalt CD34-angereicherter 

Stammzelltransplantate (39). 

Durch die Option γδ T-Zellen zu stimulieren, wie beispielsweise durch Zoledronat 

oder Antikörper (82, 110), besteht die Möglichkeit das Potential der γδ T-Zellen 

besser auszuschöpfen, wobei hierzu bislang nur beschränkte klinische Erfahrun-

gen vorliegen. Zumal durch Stimulation von γδ 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 γδ T-Zellen, wobei ein Nicht-

Ansprechen bereits als prognostisch ungünstiger Marker identifiziert wurde (173, 

192). Bertaina et al. haben bei der Therapie mit Zoledronat bei pädiatrischen Pa-

tienten nach TcRαβ/CD19-depletierte SZT eine gesteigerte Zytotoxizität von γδ 

T-Zellen gegenüber Leukämiezellen 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 γδ T-Zellen mit Zoledronat (194). So konnte in einer klinischen Pilot-

studie bei Patienten mit refraktärem Nierenzellkarzinom durch Applikation von 

Zoledronat und IL2 nur bei 2 von 14 Patienten ein Progress verzögert werden, 

während kein Regress beobachtet wurde (194). 

 Neben der Möglichkeit γδ T-Zellen durch Applikation von Medikamenten zu sti-

mulieren, besteht die Möglichkeit Vγ9Vδ2 T-Zellen ex vivo zu expandieren und 

autolog zu retransplantieren. Ein adoptiver Transfer autologer ex vivo exp. γδ T-

Zellen wurde bisher in klinischen Phase I-Studien bei Patienten mit fortgeschrit-

tenem nichtkleinzelligem Lungenkarzinom bzw. metastasiertem Nierenzellkarzi-

nom durchgeführt. Die Therapie mit ex vivo exp. γδ T-Zellen wurde dabei bis zu 

einer maximalen Zelldosis von 8x109 Zellen gut toleriert und konnte einen Pro-

gress bei 50-60% der Patienten um im Mittel 26 bzw. 18 Wochen verzögern. Ein 

Regress des Tumors wurde nicht beobachtet (195, 196). Neben γδ T-Zellen sind 
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NK-Zellen Immunzellen des angeborenen Immunsystems mit hoher Antitumorak-

tivität, welche autolog und allogen ex vivo expandiert und  transferiert wurden, 

bei pädiatrischen Patienten mit Leukämien bzw. Lymphomen mit erkennbarer 

Reduktion an Tumorlast (174).  

Wie diese Arbeit zeigen konnten, stimulieren sich γδ T-Zellen durch NK-Zellen 

gegenseitig (33). Der autologe und allogene Transfer von exp. NK- und γδ T-

Zellen gemeinsam könnte den therapeutischen bzw. antitumoralen Effekt der bei-

den Zellen durch ihre bidirektionale Stimulation verstärken. So konnte bei einem 

pädiatrischen Patienten mit refraktärer, rezidivierender AML in unserer Klinik im 

Zusammenhang mit einem autologen Transfer an NK- und γδ 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 γδ 

T-Zellen oder Zoledronat auf das Überleben von Patienten mit Malignomerkran-

kungen beobachtet werden, wobei der Stellenwert der Therapie unklar ist (193-

196). Besonders die Wirkung von NK-Zellen auf γδ T-Zellen ist noch ungenügend 

verstanden. Ein weiteres Verständnis in der Interaktion dieser beiden interessan-

ten Immunzellpopulationen könnte 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 häufigste natürliche Todesursache im Kindesalter 

in Deutschland dar. Mithilfe multimodaler Therapiekonzepte können heutzutage 

circa 70% der Kinder von ihrer Grunderkrankung geheilt werden. Bei refraktären 

Leukämien und leukämischen Rezidiven stellt die SZT häufig 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 

möglichen Tumorresterkrankung. Die haploidente SZT ermöglicht die SZT von 

einem Elternteil. Da eine HLA-Disparität vorliegt, muss eine T-Zell-Depletion oder 

Inaktivierung alloreaktiver αβ T-Zellen erfolgen, um eine tödliche GvHD zu ver-

meiden. Bei der TcRαβ/CD19-depletierte SZT werden neben NK-Zellen, γδ T-

Zellen im Transplantat belassen und transplantiert. Mit dem Transfer dieser bei-

den Effektorzellpopulationen kann das immunologische Repertoire erhöht 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 γδ T-Zellen auf die spontane Lysefähigkeit und 

ADCC von NK-Zellen mit dem CD19 4G7SDIE AK untersucht. Der Fc-optimierte 

CD19-4G7SDIE AK steigert die ADCC von NK- und γδ T-Zellen bei gesunden 

Probanden und Patienten nach TcRαβ/CD19-depletierter SZT. CD19-4G7SDIE 

AK führte zu einer gesteigerten Aktivierung, gemessen an der Expression der 

Aktivierungsmarker CD107a, CD69, CD137 auf NK- und γδ T-Zellen, sowie zu 

einer gesteigerten Sekretion an TNFα und INFγ durch NK-Zellen und einer ge-

steigerten Lyse durch NK- und γδ T-Zellen. Ein weiterer wesentlicher Aspekt da-

bei ist, dass γδ T-Zellen die ADCC von NK-Zellen mittels CD19-4G7SDIE AK 

signifikant erhöhen. Auch unter Stimulation mit Zoledronat können γδ T-Zellen 

die Zytotoxizität 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 γδ T-Zel-

len wurde neben CD19-4G7SDIE AK für NALM-16 (BCP-ALL) für GD2-CH14.18 

AK für LS (Neuroblastom) gezeigt. Es stellte sich dabei heraus, dass die Interak-

tion zwischen NK- und γδ T-Zellen bidirektional ist. So resultierte die Interaktion 



 136 - Zusammenfassung  

von expandierten γδ T-Zellen mit NK-Zellen nicht nur in einer gesteigerten ADCC 

und Zytotoxizität der NK-Zellen, sondern auch in einer gesteigerten Zytotoxizität 

und Zytokinproduktion der γδ T-Zellen. Die Interaktion dieser beiden Zellpopula-

tionen wurde anhand der CD107a-Expression bzw. der Sekretion von 

INFγ/TNFα, sowie der direkten Messung der Targetzelllyse im Luciferaseassay 

und dem xCELLigence evaluiert. Der Mechanismus, wie NK-Zellen γδ T-Zellen 

stimulieren, ist weniger bekannt als der Einfluss von γδ T-Zellen auf NK-Zellen 

und scheint nur partiell von CD137 abhängig. Insbesondere die Steigerung der 

Zytokinproduktion von INFγ/TNFα ist unabhängig von einer CD137-Blockade. 

Wie hoch die Steigerung der Zytotoxizität und ADCC durch Interaktion von NK- 

und γδ T-Zellen ist, hängt vom Verhältnis der beiden Zellpopulationen zueinander 

ab. NK-Zellen sind die stärkeren Effektorzellen (Zytolyse), so zeigten expandierte 

NK-Zellen im Durchschnitt eine doppelt so hohe Lyse wie expandierte γδ T-Zel-

len. Das Verhältnis von γδ T-Zellen zu NK-Zellen spielt eine wesentliche Rolle 

auf die gegenseitige Aktivierbarkeit. Im optimalen Verhältnis von 0,5:1 γδ T-Zel-

len zu NK-Zellen wird die Aktivität in Hinblick auf CD107a-Expression, direkte 

Targetzelllyse und teilweise auch die Sekretion von INFγ/TNFα gegenüber den 

Targetzelllinien NALM-16 und LS verstärkt. Auch bei Patienten nach haploidenter 

TcRαβ/CD19-depletierter SZT konnte die Interaktion von NK- und γδ T-Zellen mit 

daraus resultierender gesteigerter NK-Zell-vermittelter ADCC nachgewiesen 

werden. 

Die bidirektionale Interaktion von NK- und γδ T-Zellen nach haploidenter 

TcRαβ/CD19-depletierter SZT und der daraus resultierende antitumorale Effekt 

könnte durch Stimulation von γδ T-Zellen mit Zoledronat und therapeutischem 

Antikörper z.B. CD19-4G7SDIE AK oder GD2-CH14.18 gesteigert werden und 

zu einer besseren immunologischen Kontrolle restlicher Tumorzellen nach 

haploidenter SZT führen. 
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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 
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