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EINLEITUNG

1. Einleitung

Kaum ein Gebiet in der Hamatologie und Onkologie hat so viele Hoffnungen,
aber auch Enttduschungen erlebt wie die Immuntherapie maligner
Erkrankungen. Immuntherapien basieren zum einen auf den Mechanismen des
unspezifischen, angeborenen Immunsystems. So stellt z.B. die Zytokintherapie
mit Interleukin-2 und Interferon-a fir bestimmte Tumorentitdten (malignes
Melanom, Nierenzell-Karzinom) eine etablierte, wenn auch meist
nebenwirkungsreiche, Standardtherapie dar.! Zum anderen kann auch das
antigenspezifische, erworbene oder auch als adaptiv bezeichnete
Immunsystem fir therapeutische Ansatze genutzt werden. Trotz intensiver
Forschung und Fortschritten im Bereich der Vakzinierung gegen definierte
Tumorantigene (z.B. Melan-A oder gpl100) fand sich bisher kein andauernder
Erfolg und eine Etablierung dieser Therapie ist nicht erzielt worden. Passive
Tumorvakzinierung mit monoklonalen Antikdrpern hingegen hielt in den letzten
Jahren einen breiten Einzug in die Klinik. So stellen zum Beispiel der anti-CD20
Antikorper Rituximab in der Behandlung von B-Zell-Lymphomen oder der anti-
HER2/neu Antikérper Trastuzumab, flr die das entsprechende Antigen
exprimierenden Mamma-Karzinome etablierte, lebensverlangernde Therapien
dar.

Neben den Kklassischen onkologischen Behandlungsformen - der
Chemotherapie, der Strahlentherapie und der Tumorchirurgie — erscheint die
Immuntherapie maligner Erkrankungen von untergeordnetem Stellenwert.
Angesichts der meist hohen Rezidivwahrscheinlichkeit verbunden mit einer
schlechten Prognose vieler Tumorerkrankungen bedarf es Therapien, die auch
verborgene, residuelle Tumorzellen im Korper eliminieren. Die Nutzung der
Potenz des menschlichen Immunsystems kdnnte hierfir einen hoffnungsvollen
Ansatz bieten.

In den letzten Jahren nahmen das Wissen um die Bedeutung der Effektorzellen
des natirlichen Immunsystems, wie der nattrlichen Killerzellen (NK-Zellen), der
NKT-Zellen und der yd T-Zellen deutlich zu und Immuntherapien basierend auf

diesen Zellen erhalten mehr und mehr an Bedeutung.
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1.1 yd T-Lymphozyten

Eine bemerkenswerte Zellpopulation des Immunsystems stellen die ydT-
Lymphozyten dar. Zusammen mit den B-Lymphozyten, den NK-Zellen und den
af T-Lymphozyten reprasentieren die yd T-Lymphozyten die vier Lymphozyten-
Linien des Menschen.

1986 wurde die Identifizierung dieses yd T-Zellrezeptors — neben dem aof3 T-
Zellrezeptor eine zweite Form des T-Zellrezeptors (TZR) — erstmals
beschrieben.? Auch wenn VydT-Zellen viele Zelloberflachenproteine und
immunbiologische Funktionen, wie die Sekretion von Zytokinen, die Regulation
in der Immunantwort und die Zytotoxizitdt mit den a3 T-Zellen gemeinsam
haben, bestehen doch bemerkenswerte Unterschiede zwischen diesen beiden
T-Zell-Populationen.

Im Gegensatz zu den  klassischen®, Uberwiegend vorkommenden aof3 T-
Lymphozyten, bilden die yd T-Lymphozyten mit etwa 0,5 % bis 10 % aller T-
Lymphozyten im peripheren menschlichen Blut eine kleine Fraktion.® In
epithelreichen Geweben dagegen, wie der Haut oder der Darmmukosa, kdnnen
bis zu 50 % aller T-Zellen den yd T-Zellrezeptor tragen.*

Beide T-Zell-Rezeptorpopulationen stellen Heterodimere (af3- bzw. yo-
Heterodimer) aus zwei Transmembranproteinen dar und sind mit dem so
genannten CD3-Komplex assoziiert. Entgegen dem sehr polymorph
vorkommenden af3-TZR erscheint das ausgebildete Repertoire des y&-TZR,
charakterisiert durch eine variable y-Kette (Vy) und eine variable &-Kette (V9),
weniger divers. Die grofte Vielfalt zeigen yd T-Zellen in der vorgeburtlichen
Entwicklung. Anschlie3end wird immer mehr die Vy9-Kette mit der Vd2-Kette
koexprimiert, bis schlieBlich 50 % bis max. 90 % der yd T-Lymphozyten im
peripheren Blut einen Vy9V&2-TZR tragen. Dagegen dominieren in epithelialen
Geweben wie der Haut oder der Darmmukosa meist Subpopulationen mit einer
Vd1-Kette zusammen mit einer variablen Vy-Kette.> Die Pradominanz einer

einzelnen Subpopulation im peripheren Blut deutet auf eine antigen-getriebene
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Expansion der Vy9Va2 T-Lymphozyten in den ersten Lebensjahren hin.® Trotz
dieser Pradominanz durfen yd T-Zellen nicht als eine einheitliche Zellpopulation
gesehen werden, hierzu differieren sie bezuglich molekularer, phanotypischer

und funktioneller Charakteristika zu sehr.

1.2 Aktivierung von yd T-Zellen

Schon in frihen Arbeiten wurde auf die besondere Bedeutung der yd T-Zellen in
der Infektabwehr geschlossen. Auf der intensiven Suche nach Liganden fiihrten
Lysate einer Vielzahl von gram® und gram™ Bakterien, sowie auch von
Protozoen zu einer Proliferation der Vy9V&2 T-Lymphozyten.” Mykobakterielle
Liganden wurden auf Grund ihrer stark aktivierenden Eigenschaft eingehend
untersucht. Dabei fanden sich als Vy9Vé2 T-Zell Antigene nicht-peptidische
Komponenten niedrigen Molekulargewichts (<3 kDa) mit einer essentiellen
Phosphatgruppe, so genannte Phosphoantigene.® Bei der genaueren
Identifizierung der aktivierenden Antigene konnten neben
Isopentylpyrophosphat (IPP) als Prototyp weitere intermediare Metabolite des
Mevalonatstoffwechsels identifiziert werden.® IPP ist der ubiquitdre
Schlisselmetabolit in der Synthese von Cholesterol, Steroiden und Vitaminen,
der in fast allen Zellen von Pro- und Eukaryonten durch den klassischen
Mevalonatstoffwechsel synthetisiert wird. Einige Mikroorganismen hingegen
nutzen einen fir sie eigenen alternativen Mevalonatstoffwechselweg
(Rohmerweg) zur Synthese von IPP, und die dabei entstehenden
Zwischenprodukte fluhren als mikrobielle Phosphoantigene zu einer Aktivierung
von y3 T-Zellen.'®** Die Bioaktivitat dieser mikrobiellen Phosphoantigene ist um
ein Vielfaches hoher als die der durch den klassischen Mevalonatzyklus der
Saugetiere entstehenden Phosphoantigene, wodurch yd T-Zellen sensitiv und
effektiv z.B. mit Mykobakterien infizierte Zellen erkennen kénnen.’

Natiirliche Phosphoantigene von gram® und gram™ Bakterien kénnen yd T-Zellen
in nanomolaren Konzentrationen stimulieren. Durch chemische Modifikationen
der natlrlichen Liganden konnten stabile synthetische Phosphoantigene, wie

das potente und Vy9d2 T-Zellen selektiv stimulierende phosphorylierte
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Bromohydrin (BrHPP) abgeleitet werden.'> Wahrend eine unspezifische
Bindung von BrHPP an eine Vielzahl von Oberflachenrezeptoren sogar im
mikromolaren Bereich nicht erkannt wird, flilhren bereits nanomolare
Konzentrationen von BrHPP zu einer spezifischen Antwort der yd T-
Lymphozyten. Zudem kann BrHPP durch eine relativ einfache Methode
synthetisiert werden und ist somit ein attraktiver Kandidat zur Aktivierung der yd
T-Zellen fiir Imnmuntherapien.*2

Aminobisphosphonate (ABP) zeigen eine strukturelle Ahnlichkeit zu den
Phosphoantigenen und kdnnen ebenso selektiv in vitro und in vivo Vy9Va2 T-

Lymphozyten  aktivieren.®*

Bisphosphonate sind eine Klasse von
Medikamenten, die wegen ihrer Hemmung osteoklastischer Knochenresorption
haufig zur Behandlung von Osteoporose und Tumor induzierten
Knochenerkrankungen, wie Osteolyse oder Hyperkalziamie, eingesetzt werden.
Wahrend nicht Stickstoff enthaltende Bisphosphonate gegentber yd T-Zellen
inaktiv sind, kdnnen Aminobisphosphonate, wie Pamidronat, Alendronat und
Ibandronat das selektive Auswachsen der Vy9V32® Subpopulation aus
peripheren Blutlymphozyten in vitro induzieren und auch in vivo wurden
beispielsweise unter Behandlung mit Pamidronat vermehrt yd T-Zellen
nachgewiesen.”™ Die Aminobisphosphonate scheinen dabei selbst keine
Vy9Vd2-Liganden darzustellen, sondern — wie mittlerweile gut belegt — indirekt
durch ein Eingreifen in den Mevalonatstofiwechsel auf die yd T-Zellen zu
wirken. ABP gelangen aufgrund ihrer hydrophoben Eigenschaft nicht in
pharmakologischen Konzentrationen in die Zelle. Bei phagozytierenden
Antigen-prasentierenden Zellen oder Osteoklasten jedoch gelangen die ABP in
klinisch verwendeten Dosierungen zu ihrer intrazellularen Zielstruktur, der
Farnesylpyrophosphatsynthase (FPP-Synthase). Durch Hemmung der FPP-
Synthase @ kommt es einer Akkumulation von  vorgeschalteten
Mevalonatstoffwechsel-Metaboliten (u.a. IPP), welche Vy9Vd2 T-Lymphozyten
stimulieren konnen. 31617

Schon in frihen Arbeiten zur Antigenerkennung konnte die Proliferation von
VY9Vd2  T-Lymphozyten durch zwei B-Zell-Tumorlinien, der Burkitt

Lymphomlinie Daudi und der Myelomlinie RPMI-8226 nachgewiesen
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werden.'®*® Trotz einer mittlerweile zahlreich beschriebenen Aktivitat der y3 T-
Zellen gegenuber Tumorzellen konnte noch kein speziell verantwortliches

Tumorzellantigen bestimmt werden.

Die Antigenerkennung der yd T-Lymphozyten erfolgt in einer grundsatzlich
verschiedenen Art und Weise wie die der a3 T-Lymphozyten. Wahrend letztere
zur Antigenerkennung zusatzlich Korezeptoren, CD4 und CD8 bendotigen,
exprimieren ydT-Zellen in den meisten Fallen keinen dieser beiden
Korezeptoren und werden deshalb auch als doppelt negative Zellen bezeichnet
(CD4°CD8). Ebenso bendtigen yd T-Lymphozyten auch  keine
Antigenprozessierung und -prasentation mit klassischen MHC-Klasse | bzw.
MHC-Klasse Il Molekilen und mdglicherweise konnen sie — &hnlich wie
Antikorper — direkt Antigene erkennen.?%?!

Bis heute fehlt der formale Beweis, dass Phosphoantigene an den y&-TZR
binden und durch ihn erkannt werden. Ein starkes Argument fir eine
Beteiligung des y»TZR an der Erkennung von Daudi-Zellen und
Phosphoantigenen stellen Gentransferexperimente dar. Auf eine urspriinglich
TZR-negative Empfangerlinie (Jurkat) lasst sich durch Gentransfer ein Vy9Va2-
TZR Ubertragen und ermoglicht so diesen Jurkat-Vy9Vd2-TZR-Transfektanten
Phosphoantigene und Daudi-Zellen zu erkennen.”? Die Erkennung von
Phosphoantigenen setzt auch das Vorhandensein eines bestimmten J-
Segments (joining) in der Vy9-Kette und die V32-Kette voraus.”® Wenn bisher
noch nicht abschlielBend geklart, sprechen doch viele Erkenntnisse flur eine
Beteiligung des yd-TZR an der Erkennung verschiedener Antigene.
Akzessorische Zellen und Membran-Interaktion sind zumindest eine
Voraussetzung fur eine optimale Aktivierung der yd T-Zellen. Phosphoantigene
bendtigen fir eine Aktivierung der yd T-Zellen keine antigenprasentierenden
Zellen, allerdings sind direkte Zell-Zell-Kontakte — zumindest der yd T-Zellen
untereinander — erforderlich und eine Anwesenheit von antigenprasentierenden
Zellen vergroRert die ydT-Zellantwort.”® N-haltige Bisphosphonate, wie
Pamidronat, bendtigen im Gegensatz zu den Phosphoantigenen flr eine yd T-

Zell-Antwort die Anwesenheit von Makrophagen oder dendritischen Zellen.*
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Neben dem TZR scheint fur die Erkennung der zellularen Antigene, wie
Tumorzellen oder infizierte Zellen, eine Verschiebung des Gleichgewichtes
zwischen aktivierenden und inhibitorischen Signalen eine wesentliche Rolle zu
spielen.”® Die meisten 3 T-Lymphozyten exprimieren Killer-inhibitory-
Rezeptoren (KIRs), deren spezifische Interaktion mit verschiedenen MHC-
Klasse | Allelen (v.a. HLA-C Allele) auf den Zielzellen durch ein negatives
Signal die Aktivierung der yd T-Zelle und somit deren Effektorfunktion
unterdrickt, bzw. fuhrt eine fehlende MHC-Klasse | Expression durch ein
fehlendes negatives Signal zu einer Verstarkung der Effektorfunktion (so
genanntes ,missing self* Konzept).?®?’ So besitzen Vy9Vd2 T-Lymphozyten, die
normalerweise gegenuber MHC-I-negativen Daudi-Zellen zytotoxisch wirken,
gegenuber genetisch veranderten MHC-I-positiven Daudi-Klonen ein geringeres

lytisches Potential.?®

Dies deutet — neben einer TZR-abhéngigen Zytotoxizitat —
auf einen zweiten, NK-Zell-ahnlichen Mechanismus der Zytotoxizitat von yd T-
Zellen hin. Allerdings konnte bei der Untersuchung einer Vielzahl von B-NHL-
Zelllinien keine Korrelation von fehlender MHC-Klasse | Expression und deren
Lyse gezeigt werden. So waren auch teils Lymphomzellen mit einer hohen
MHC-I-Expression ein fiur yd T-Zellen sensibles Target, wahrend
Lymphomzellen mit niedriger MHC-I-Expression anerg waren.?

Von spezieller Relevanz ist der aktivierende NKG2D Rezeptor, der neben
seiner Expression auf NK-Zellen auch auf Vy9Vd2 T-Zellen gezeigt werden
konnte. Die Liganden fir NKG2D sind die MHC-Klasse | assoziierten Molekiile
MICA und MICB, die als stressinduzierte Antigene von verschiedenen

Tumorzellen oder infizierten Zellen exprimiert werden *

, sowie neu MHC-
Klasse | assoziierte Molekile — ULBP1-4 — die z.B. auf Daudi-Zellen
nachgewiesen wurden.®® Die Expression solcher den NKG2D Rezeptor
stimulierender Liganden wurde auf eine Reihe epithelialer Tumore, sowie auf
gewissen hamatologischen Neoplasien gezeigt.*>** Der NKG2D Rezeptor dient
dabei nicht nur als kostimulatorisches Signal, sondern kann auch direkt —

unabhangig vom TZR — Vy9Va2 T-Zellen aktivieren.*
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1.3 Effektorfunktionen von yd T-Zellen

Mit der Sekretion von Zytokinen, dem zytotoxischen Potential und mit ihrer
Rolle in der Regulation der Immunantwort haben a3 und yd T-Lymphozyten
wesentliche Effektorfunktionen gemeinsam.

Menschliche yd T-Zellen kdbnnen eine Vielzahl von Zytokinen — prinzipiell sowohl
eine Tyl-Antwort (z.B. IFN-yund TNF-a) als auch eine Ty2-Antwort (z.B. IL-2,
IL-4, IL-5, IL-10) — produzieren.®® Nach Aktivierung werden vor allem die
proinflammatorischen Zytokine IFN-y und TNF-a freigesetzt, die beispielsweise
fur die Monozyten vermittelte Abtétung von Bakterien benétigt werden.'**” Die
Freisetzung dieser beiden Tyl-Zytokine erfolgt in vitro bereits sehr schnell (2
Stunden) nach Kontakt des stimulierenden Antigens mit den y3 T-Zellen.®®

Die Wanderung und Anlockung von Leukozyten ins Gewebe ist ein essentieller
Schritt fur die Entwicklung einer Immunantwort. Dieser Prozess wird kontrolliert
durch die Interaktion von Chemokinen (chemotaktische Zytokine) mit ihren
spezifischen Rezeptoren.® VyoVa2 T-Zellen exprimieren ein breites Spektrum
von CC-Chemokin-Rezeptoren, einschlie3lich CCR1 und CCR5, welche nach
Bindung  von Chemokinen zu einer  raschen Migration Zu
Entziindungsprozessen filhren.®*® Interessanterweise konnen intraepitheliale
und zirkulierende yd T-Zellen auch selbst eine Reihe von Chemokinen, wie
Rantes, MIP-1a/p und IL-8 produzieren und konnten dadurch zur Rekrutierung

von zirkulierenden Immunzellen beitragen.***!

Prinzipiell nutzen zytotoxische T-Lymphozyten und NK-Zellen zum einen direkte
Zell-Zell-Kontakte Uber Oberflachenmolekiille um ihre Zielzellen zu lysieren.
Dazu kénnen unter anderem der Fas-Ligand (CD95L) oder der TNF-Rezeptor
exprimiert werden, die nach Bindung an die Zielzelle apoptotische Vorgénge
induzieren. Zum anderen kann Zytotoxizitdt Uber indirekte Signale mittels
Zytokinen vermittelt werden. Eine haufige Methode der Zelllyse ist die
Freisetzung lytischer Granula nach Erkennung der Targetzelle. Diese enthalten
Perforin, das Poren in den Membranen der Targetzellen bildet, und Granzyme,
eine Gruppe unterschiedlicher Proteinasen, und konnen beide zum Zelltod

fuhren. Perforin und Interferon-y sind SchlUssel-Effektormolekile in der
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Immunantwort der yd T-Lymphozyten gegen Tumorzellen. Perforin-vermittelte
Zytotoxizitat wurde fir V32 und V&1 T-Zellen berichtet.*? Das lytische Potential
von Vy9Vd2 T-Zellen wurde durch Hemmung der Perforin-Bildung gegeniber
Tumorzellen eines Nierenzellkarzinoms komplett aufgehoben.** Dariiber hinaus
kbnnen beide Untergruppen den Fas-Ligand (FasL) exprimieren und Fas-
empfindliche Tumorzellen lysieren.**** Neben dem Einfluss auf die Targetzellen
kann eine Fas-FasL-Interaktion auch zu einem Zelltod aktivierter Effektorzellen
fuhren (activation-induced cell death, AICD).

Betrachtet man die Effektorfunktionen im Hinblick auf Infektionserreger, so
wurde die Expansion menschlicher yd T-Zellen in bakteriellen, viralen und
parasitaren Infektionen beschrieben. Beispielsweise fanden sich die yd T-Zellen
bei Brucellose, Salmonellose, Tuberkulose, Tularamie oder auch Malaria,
Leishmaniose und Toxoplasmose erhoht.* Bei diesen Infektionen werden
zumeist die Vy9Vd2 T-Zellen stimuliert. Bemerkenswert fur die Bedeutung der
yo T-Zellen bei der Immunabwehr ist ihre beachtliche Abnahme im Verlauf einer
Lungentuberkulose oder einer AIDS-Erkrankung. Patienten mit einer aktiven
Lungentuberkulose hatten im Vergleich mit Gesunden einen deutlich
reduzierten Anteil von Vy9V32 T-Zellen im Blut und in der Lunge.*”® Bei im
engen  Kontakt mit  Tuberkulose-Patienten  stehendem  gesunden
Krankenhauspersonal wurde ein erhthter Anteil von yd T-Zellen im Blut, sowie
die Expression von Aktivierungsmarkern festgestellt.*” Sowohl die proliferative
Antwort als auch die zytolytische Aktivitat von Vy9Vd2 T-Zellen im peripheren
Blut waren bei HIV-1-seropositiven Patienten noch vor einem substantiellen
CD4" T-Zell-Verlust erheblich reduziert gegeniiber HIV-1-seronegativen
Patienten.*® Interessanterweise war mit einem Ansprechen der HIV-Therapie
diese Anergie der yd T-Zellen reversibel.***° In vitro werden Vyova2 T-Zellen
von HIV-infizierten Zellen zur Proliferation angeregt, zeigen zytotoxische
Aktivitdt gegen die virusinfizierten Zellen und konnen durch die Produktion
inhibitorischer B-Chemokine die Virusreplikation unterdriicken.> Ob yd T-Zellen
direkt oder indirekt gegen ein infektibses Agens ihre Immunantwort vermitteln,

ist weitestgehend unklar.
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Eine weitere wesentliche Effektorfunktion der yd T-Zellen ist die Immunabwehr
von maligne transformierten Zellen, die schon in frihen Arbeiten beobachtet
wurde. In vitro konnte Zytotoxizitat von yd T-Zellen gegeniber einer Vielzahl von
Tumorzelllinien — wie etwa gegen eine Reihe verschiedener B-NHL-Linien®’,
gegen Zelllinien epithelialen Ursprungs des Kolons, der Niere, des Pankreas®?,
oder  auch gegen Plasmozytom-2, Mammakarzinom->*  und
Neuroblastomzelllinien®* — nachgewiesen werden. Fiir yd T-Zell-Klone aus dem
peripheren Blut von Patienten mit einer akuten lymphatischen Leukéamie konnte
teilweise Zytotoxizitdt gegentber autologen Tumorzellen nachgewiesen
werden.>> Nach allogener Knochenmarkstransplantation zeigten
Langzeitiiberlebende von Leukamien einen signifikant héheren Anteil an yd T-
Zellen im peripheren Blut.*®

Interessanterweise kann das yd T-Zell empfindliche Tumorspektrum noch
ausgedehnt werden. Zelllinien von Blasen-, Nieren-, Lungentumoren, sowie
Myelom- und Osteosarkomlinien, die normalerweise keine Targets fir Vy9Vo2
T-Lymphozyten darstellen, konnten durch Vorbehandlung mit dem

Aminobisphosphonat Pamidronat lysiert werden.>’
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Abbildung 1: Ein System aktivierender und inhibitorischer Signale lasst yo T-Zellen
ihre Effektorfunktionen — wie die Lyse von Tumorzellen — entwickeln. Die Freisetzung
von Perforin und Interferon-); sowie die Fas-FasL-Interaktion sind wesentliche
Mechanismen, Uber die Zytotoxizitat vermittelt werden kann. Trotz einer mittlerweile
zahlreich beschriebenen Aktivitat der yo T-Zellen gegentiber Tumorzellen konnte noch
kein speziell verantwortliches Tumorzellantigen bestimmt werden.

1.4 Strategien der Immuntherapie maligner Erkrankun  gen mit
yd T-Zellen

MHC-abhéngige af3 T-Zell Immuntherapie wird seit lAngerem diskutiert. Die
Mehrzahl der menschlichen Tumore, die von MHC-Klasse | positiven Geweben
abstammen, haben jedoch ihre MHC-Charakteristik verloren. Die
Herunterregulation von MHC-Klasse | ist ein wichtiger Mechanismus des
Tumors, um der T-Zell vermittelten Immunantwort zu entgehen und tragt zum
fehlenden Erfolg einer MHC abh&ngigen Anti-Tumoraktivitdt der a3 T-Zellen
bei.® Durch die fehlende Abhangigkeit von dieser klassischen*

Antigenprozessierung und -prasentation, sowie durch die spezifische
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Erkennung eines breiten Spektrums an Phosphoantigenen und durch das
Vorhandensein potenter synthetischer Antigene nehmen die yd T-Zellen eine
besondere Stellung in der Erkennung maligner transformierter Zellen ein.
Strategien einer auf yd T-Zellen beruhenden Immuntherapie maligner
Erkrankungen umfassen zum einen die in vitro Expansion von yd T-
Lymphozyten mit anschlieRendem Transfer, dem so genannten adoptiven
Zelltransfer auf den Patienten. Mit synthetischen Phosphoantigenen — z.B.
Bromohydrin — und Aminobisphosphonaten — z.B. Zoledronat — stehen potente
Aktivatoren der yd T-Zellen zur Verfiugung. In Gegenwart von IL-2 als
essentiellem Wachstumsfaktor induzieren diese Liganden eine rasche
Proliferation und eine selektive Anreicherung von Vy9Vd2 T-Lymphozyten, die
somit in groRRer Zellzahl fur einen adoptiven Zelltransfer zur Verfigung stehen
konnen.*® In préklinischen Experimenten konnte die Anti-Tumoraktivitat in vitro
expandierter Vy9Vd2 T-Zellen nach adoptivem Transfer auf mit Tumorzellen
versehene, immundefiziente Mause gezeigt werden.>

Zum anderen konnen Vy9Va2 T-Zellen direkt in vivo mittels BrHPP oder einem
Bisphosphonat zusammen mit IL-2 aktiviert werden. Fir Bromohydrin werden
momentan Phase | Studien zusammen mit I[L-2 an Patienten mit

6081 |n einer

Nierenzellkarzinom und Non-Hodgkin-Lymphom durchgefihrt.
ersten Pilotstudie konnte durch das N-BP Pamidronat in Kombination mit IL-2
ein objektives Ansprechen von Lymphom- und Myelompatienten gezeigt

werden.®?
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2. Ziele der Untersuchungen

Gegenuber welchen Tumoren und in welchem Umfang sich das zytotoxische
Potential der yd T-Lymphozyten ausbilden lasst, ist eine der grundlegenden
Fragen der Diskussion um die Bedeutung von yd T-Zellen in der Immuntherapie.
Eine breite in vitro Testung mit einem zuverlassigen, praktikablen
Testverfahren, anhand dessen sich das Spektrum und die Sensibilitdt von
Tumorzellen erschlieBen lasst, kdonnte zum besseren Verstandnis des
zytotoxischen Potentials der yd T-Zellen beitragen.

In der vorliegenden Arbeit sollte die in vitro Proliferation von Vy9Vd2 T-Zellen
mit Ausbildung ihrer Zytotoxizitat gegen Tumorzellen nach der Stimulation mit
BrHPP und mit dem Bisphosphonat Zoledronat in Anwesenheit von IL-2
untersucht werden. Als Parameter fur die Anti-Tumoraktivitdit wurden der
Aktivierungsmarker CD69 auf yd T-Zellen nach Inkubation mit Tumorzellen
gemessen und auf LDH-Freisetzung basierende Zytotoxizitatstests aktivierter yd
T-Zellen gegenlber verschiedenen Tumorzellen hamatologischen Ursprungs
durchgefuhrt. Neben den Zytotoxizitatsassays mit stark angereicherten,
heterologen yd T-Zellen gesunder Normalspender gegeniber Tumorzellen von
Patienten, sollte die Testung in einem autologen System — mit yd T-Zellen und
Tumorzellen eines Patienten — evaluiert werden.

In vitro Testungen sind die Voraussetzung, um Ruckschlisse auf eine mdgliche
Immuntherapie mit yd T-Zellen am Patienten zu ziehen. Diese Arbeite sollte ein
Testverfahren demonstrieren, anhand dessen yd T-Zellen effektiv aktiviert und
expandiert werden kdnnen und anhand dessen die Anti-Tumoraktivitat der yd T-
Zellen gegeniber Tumorzellen bestimmt und Einflisse untersucht werden
kénnen. Neben klinischen Aspekten kdnnte zukiinftig eine in vitro Testung eine
rationale Entscheidungshilfe fur den Einsatz einer Immuntherapie mit yo T-

Lymphozyten darstellen.
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3. Material und Methoden

3.1 Medien

Supplementiertes RPMI-Medium

500 ml RPMI-Medium (Life Technologies, Paisley, Schottland) wurden
zusammen mit einem Antibiotikagemisch aus Penicillin (100 U/ml) und
Streptomycin (100 pg/ml, Biochrom, Berlin) sowie L-Glutamin (2 mM, Life
Technologies, Paisley, Schottland) sterilfiltriert (< 0,2 um sterile Membranfilter,
Schleicher & Schuell, Dassel).

1 %iges FCS-Medium

Fotales  Kalberserum (FCS)  (Sigma, Deisenhofen)  wurde  zur
Komplementinaktivierung 30 Minuten bei 56 T inkubiert, anschliel3end
sterilfiltriert (Minisart Plus 0,2 um Membranfilter mit GF-Vorfilter, Sartorius,

Gottingen) und 1:100 mit supplementiertem RPMI-Medium verdinnt.

10 %iges FCS-Medium

Fotales  Kaélberserum  (FCS) (Sigma, Deisenhofen) wurde  zur
Komplementinaktivierung 30 Minuten bei 56 T inkubiert, anschliel3end
sterilfiltriert (Minisart Plus 0,2 pum Membranfilter mit GF-Vorfilter, Sartorius,

Gottingen) und 1:10 mit supplementiertem RPMI-Medium verdinnt.

10 %iges AB-Medium

10 ml humanem AB-Serum (PAA Laboratories, Linz, Osterreich) wurde mit
90 ml supplementiertem RPMI-Medium gemischt und sterilfiltriert.

10 %iges AB-Medium mit 100 IE/ml IL-2

10000 IE IL-2 (Proleukin, EuroCetus, Frankfurt) wurden in 10 ml humanem AB-
Serum (PAA Laboratories, Linz, Osterreich) aufgenommen, mit 90 ml

supplementiertem RPMI-Medium gemischt und sterilfiltriert.
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Die gewunschte Zellzahl wurde in 40 %iges FCS-Medium (Zubereitung

entsprechend 10 %igem FCS-Medium) aufgenommen und unmittelbar vor dem

Einfrieren wurde das gleiche Volumen an supplementiertem RPMI-Medium mit
20 % DMSO (Siegma, Deisendorf) zugegeben.

3.2 Antikorper

Zur durchflusszytometrischen Analyse wurden folgende Antikorper verwendet:

Antigen Isotyp Klon Konjugation  Quelle

CD2 IgG2a 39C1.5 FITC Coulter-Immunotech (Hamburg)
CD3 IgG1 (Maus) UCHT1 PE Coulter-Immunotech (Hamburg)
CD3 IgG1 (Maus) UCHT1 APC BD Biosciences (Heidelberg)
CD10 1gG1,k(Maus) HI10a PE BD Biosciences (Heidelberg)
CD19 IgG1,k (Maus) HIB19 FITC BD Biosciences (Heidelberg)
CD33 lgG1l,k(Maus)  WM53 PE BD Biosciences (Heidelberg)
CDh34 lgG1,k(Maus) 581 PE BD Biosciences (Heidelberg)
CD38 IgG1,k (Maus) HIT2 PE BD Biosciences (Heidelberg)
CD69 1gG2b TP1.55.3 PE Coulter-lImmunotech (Hamburg)
CD117 IgG2a,k(Maus) 95C3 PE Coulter-Immunotech (Hamburg)
(c-kit)

CD138 IgG1 (Maus) BB4 PE Coulter-lmmunotech (Hamburg)
K-Kette/ IgG (Ziege)/ Polyklonal/ FITC/ Coulter-Immunotech (Hamburg)
CD19 IgG1 (Maus) J4.119 PE

A-Kette/ IgG (Ziege)/ Polyklonal/ FITC/ Coulter-Immunotech (Hamburg)
CD19 IgG1 (Maus) J4.119 PE

HLA-ABC IgG2a (Maus) B9.12.1 FITC Coulter-Immunotech (Hamburg)
pan-yd IgG1 (Maus) IMMU 510 FITC BD Biosciences (Heidelberg)
y&-TCR IgG1,x(Maus) Bl APC BD Biosciences (Heidelberg)
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3.3 Zellen
PBL

Mittels Leukopherese gewonnene periphere Blutlymphozyten (PBL) zweier
gesunder Normalspender (Normalspender A, mannlich, 25 Jahre und
Normalspender B, mannlich, 35 Jahre) wurden mittels
Dichtegradientenzentrifugation (Ficoll-Hypaque, Pharmacia, Uppsala,
Schweden) isoliert, zweimal mit je 10 ml 1 %igem FCS-Medium gewaschen und

der jeweilige Normalspender direkt flir den Ansatz verwendet.

Zelllinien

Zelllinie DSMZ-Nr. Zelltyp

THP1 ACC 16 Akute monozytare Leukamie
Daudi ACC 78 Burkitt Lymphom

U-266 ACC9 Multiples Myelom

Alle Zelllinien wurden von der Deutschen Stammsammlung fir Mikro-
organismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig) bezogen und lagen
kryokonserviert vor.

Tumorzellen

Die Tumorzellen wurden durch Dichtegradientenzentrifugation aus vendsem
Vollblut der Patienten isoliert, mittels magnetischer Zellseparation als
Positivselektion angereichert (siehe Kap. 3.6.) und direkt verwendet oder in
flissigem Stickstoff kryokonserviert. Zum Auftauen wurden die Zellen zweimal
mit je 10 ml 1 %igem FCS-Medium gewaschen, zum Ausschluss der toten
Zellen mit Trypanblau (0,2 %ig, Merck, Darmstadt) gefarbt und in einer
Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Die Diagnosen der ausgewahlten Patienten
werden im Ergebnisteil aufgefuhrt.

3.4 Anreicherung der yd T-Zellen

PBL des jeweiligen Normalspenders wurden aus vendsem Blut mittels Dichte-
gradientenzentrifugation (Ficoll-Hypaque, Pharmacia, Uppsala, Schweden)

isoliert, anschlieRend die Zellen je zweimal mit 1 %igem FCS-Medium
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gewaschen und gezahlt. Je Well wurden 1 x 10° Zellen in 100 pl 10 %igem AB-
Medium mit 100 IE/ml IL-2 und mit 1 pM BrHPP in 96-Well-Rundbodenplatten
(Greiner, Frickenhausen) bei 37 T in 5 %iger CO ,-Atmosphéare inkubiert.
Zugabe von 25 pl 10 %igen AB-Mediums mit 100 IE/ml IL-2 je Well erfolgte
nach 3, 7 und 10 Tagen. Eine Futterung Uber Tag 13 hinaus wurde im Zweli-
Tages-Rhythmus (Tag 12, 14, etc.) durchgefiihrt, wobei der Abstand zwischen
letzter Futterung mit AB-IL2-Medium und Verwendung der Zellen fur das
Zytotoxizitats-Assay ebenso 2 Tage betrug (z.B. letzte Futterung Tag 14, Assay
Tag 16). Die Kultivierungsdauer der fiur die Experimente verwendeten yd T-

Zellen variierte zwischen 12 und 16 Tagen.

3.5 Kultur der Zelllinien

Die verschiedenen Zelllinien wurden in 10 %igem FCS-Medium in
Zellkulturplatten oder Zellkulturflaschen verschiedener GrélRe (abhangig vom
Volumen des Mediums) bei 37 T in 5 %iger CO ,-Atmosphére Kkultiviert.
Verdinnungen erfolgten zwei- oder dreimal pro Woche (je nach
Zellteilungsrate) mit frischem Medium, so dass die Zelldichte zwischen 5 x 10°
und 1 x 10° Zellen/ml gehalten wurde. Bei zu groRer Anreicherung toter Zellen

in der Kultur wurden diese mittels Dichtegradientenzentrifugation entfernt.

3.6 Isolierung von Tumorzellen aus venésem Vollblut

Die Tumorzellen wurden durch Dichtegradientenzentrifugation aus venésem
Vollblut der Patienten gewonnen und anschlieBend durch magnetische
Zellseparation, MACS (Magnetic Cell Sorting), isoliert. Dazu mussten die
Zielzellen indirekt markiert werden, indem sie zun&chst mit einem AntikGrper
gegen ein charakteristisches Oberflachenantigen (z.B. fur AML-Blasten: CD33-
AK, PE konjugiert) inkubiert wurden. Der jeweilige Antikorper wird im
Experimentalteil aufgefihrt und ist unter Kapitel 3.2 ndher beschrieben. In
einem zweiten Schritt wurden die Zellen mit MACS Anti-FITC MicroBeads bzw.
MACS Anti-PE MicroBeads inkubiert. Anschlielend konnten mit dem
Zellseparator VarioMACS die Tumorzellen als Zielzellen magnetisch isoliert
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werden. Dabei verwendete Positiv-Selektionssaulen, MACS Anti-FITC bzw.
Anti-PE MicroBeads, Puffer, Filter und der Zellseparator VarioMACS stammten
von der Firma Milteny Biotec, Bergisch Gladbach. Fir die genaue
Verfahrensweise sei auf die Protokolle des Herstellers verwiesen, die exakt
eingehalten wurden. Die Effizienz der Positivselektion wurde mittels der
Durchflusszytometrie quantifiziert. Die angereicherten Tumorzellen wurden
entweder direkt oder nach zwischenzeitlicher Kryokonservierung fir die
Experimente verwendet. Fir einige Experimente diente noch zusétzlich die
nach der Positivselektion Ubrig gebliebene Tumorzell-negative Zellfraktion im

Zytotoxizitats-Assay als Negativkontrolle.

3.7 lIsolierung von Tumorzellen aus Lymphknoten

Die Tumorzellen fur das in Kapitel 4.5 beschriebene Experiment stammten aus
einem occipitalen Lymphknoten des Patienten. Es erfolgte eine Aufklarung des
Patienten und dieser gab schriftich seine Einverstandniserklarung ab.
Unmittelbar nach der operativen Entfernung wurde das ungeféhr 1cm x 1cm X
lcm grol3e Praparat gemald der Empfehlung der “Current Protocols in
Immunology”, Vol.2 (John E. Coligan et al.), nach dem Protokoll "Isolation of
Mononuclear Cells from Tonsillar Tissue” aufbereitet und die Tumorzellen bis zu

ihrer Verwendung in flissigem Stickstoff kryokonserviert.

3.8 Messung der Aktivierung von  yd T-Lymphozyten
Ansatz

Der Experimentalteil untersucht im Kapitel 4.2 die Aktivierung von yd T-Zellen
durch Tumorzellen. Von den frisch gewonnenen PBL des Normalspenders A
bzw. B wurden hierzu 2 x 10* PBL je Well zusammen mit frisch gewonnenen
oder aufgetauten Tumorzellen in einem Bereich von 2 x 10* bis 8 x 10°
Tumorzellen je Well inkubiert. Die dabei gewahlten Ratios betrugen
(PBL:Tumorzellen) 1:1, 1:5, 1:10, 1:20, 1:40, jeweils in Dreifachkontrollen
(triplicate) in einer 96-Well-Rundbodenplatte (Greiner, Frickenhausen). In jedem

Well befanden sich die PBL in 100 pl 10 %igem AB-Medium zusammen mit den
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Tumorzellen in 100 pl 10 %igem FCS-Medium. Ebenfalls in
Dreifachbestimungen wurden als Negativkontrolle 2 x 10* PBL/Well allein in 200
ul 10 %igem AB-Medium und als Positivkontrolle 2 x 10* PBL/Well in 200 pl 10
%igem AB-Medium mit 1 puM/I BrHPP mitgefuihrt. Nach einer Inkubationszeit
von 12 Stunden bei 37 T in 5 %iger CO ,-Atmosphéare erfolgte die Analyse im
Durchflusszytometer (FACScan).

Diesem Ansatz entsprechend wurde die Aktivierung der Normalspender A und
B durch die Zellinien THP1 und Daudi untersucht, ebenfalls in den
Verhéltnissen (PBL:THP1 bzw. PBL:Daudi) 1:1, 1:5, 1:10, 1:20, 1:40. THP1
diente als eigentliche Negativkontrolle und Daudi als eigentliche Positivkontrolle
fur eine Aktivierung der yd T-Zellen und wurde als Mittelwert aus 2
Experimenten flir jeden Normalspender einer Aktivierung durch Tumorzellen

direkt gegenubergestellit.

FACS-Analyse

Die Expression des Oberflachenantigens CDG69, als friher Aktivierungsmarker,
wurde zur Bestimmung der Aktivitat der yd T-Zellen gemessen. Nach 12
Stunden wurden dafir die zu analysierenden Wells in FACS-Analyse-R6hrchen
pipettiert, mit einer je nach Hersteller entsprechenden Menge Antikorper fur 15
Minuten bei 4 T lichtgeschitzt inkubiert und ansch lie3end, um ungebundenen
Antikorper zu entfernen, in PBS (Phosphate Buffered Saline) mit 1 % FCS und
2 mM EDTA gewaschen. Das PBL-Tumorzell-Gemisch wurde dabei dreifach
gefarbt: mit FITC markiertem Antikdrper gegen pan-yd, mit PE markiertem
Antikorper gegen CD69, mit APC konjugiertem Antikérper gegen CD3 und zur
FACS-Analyse ungefahr 50 % der urspringlich im Well enthaltenen Zellen in
das Durchflusszytometer aufgenommen. Anhand der Grof3e (Vorwartsstreuung
- FCS) und Granularitat (Seitwartsstreuung - SSC) konnte zunachst die Region
der Lymphozyten grob identifiziert werden (Region 1). Aus dieser Region
konnten in einem zweiten Auswertungsschritt die CD3-APC markierten Zellen
(= alle T-Zellen) klar differenziert werden (Region 2). Die Verknlipfung der
beiden Regionen ermdglichte, Zellen, die sich sowohl in Region 1 als auch in

Region 2 befanden, zweidimensional gegen pan-y&-FITC und CDG69-PE
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aufzutragen. Diese Anschauung zeigt als Ergebnis den Anteil von aktivierten
(CD69-positiven) yd T-Zellen an allen yd T-Zellen.

Die Verwendung des dritten Farbstoffes CD3-APC erlaubte eventuelle
unspezifisch bindende Makrophagen oder Tumorzellen klar auszugrenzen.
Dieser  Standardansatz  wurde  beziglich der Kulturplatten, der
Zellkonzentrationen, der Farbung und Auswertung in zahlreichen Vorversuchen

modifiziert.

3.9 Bestimmung der Zytotoxizitat von  yd T-Lymphozyten

Im Kapitel 4.3 des Experimentalteils wurden yd T-Lymphozyten der
Normalspender A und B beziglich ihrer Zytotoxizitdt gegentiber Tumorzellen
verschiedener Patienten und parallel dazu gegenuber den Zelllinien THP1 (als
Negativkontrolle) und Daudi (als Positivkontrolle) untersucht. Zur Quantifikation
von Zelllyse und Zelltod wurde ein Zytotoxizitatstest basierend auf der Messung

der Laktatdehydrogenase-Aktivitat verwendet.

Material

- Assay Medium: 1640 RPMI ohne Phenolrot (Gibco, Invitrogen Cooperation)
mit 1 % menschlichem Albumin (Human Albumin 20% Immuno, Baxter,
Heidelberg)

- 96-V-Well-Platte (Greiner, Frickenhausen)

- 96-Well-Flachbodenplatte, optisch klar (Greiner, Frickenhausen)

- 2% Triton X 100 in 1640 RPMI-Medium ohne Phenolrot

- Cytotoxicity Detection Kit (LDH), (Roche Diagnostics, Mannheim)

- ELISA-Reader (Titertek Multiskan PLUS, MK II, Typ 314, Labsystems,
Finnland) mit 492 nm Filter und Auswertungssoftware (Ascent Software™,

Labsystems, Finnland)

Ansatz

Wahrend die Zelllinien Daudi und THP1 aus Zellkultur stammten, wurden die
Tumorzellen von Patienten direkt nach der Isolation oder nach

Kryokonservierung verwendet. Die yd T-Lymphozyten — als Effektorzellen —
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wurden utber 14 Tage mit 1 BrHPP und IL2 angereichert und stimmuliert (siehe
Kapitel 3.4). Unmittelbar vor dem Ansatz wurden tote Targetzellen
(Tumorzellen, Daudi, THP1) und tote Effektorzellen (yd T-Zellen) mittels
Dichtezentrifugation entfernt. Von drei anschlieRenden Waschschritten erfolgte
der letzte mit Assay-Medium, um die in FCS enthaltene LDH zu entfernen. Die
yd T-Lymphozyten wurden auf 2,5 x 10°, 5 x 10%, 2,5 x 10* und 5 x 103 Zellen je
Well verdiinnt, um mit den Targetzellen (5 x 10° Zellen/Well) in einem Verhéltnis
(Effektor:Target) von 50:1, 10:1, 5:1, 1:1 in einem 96-V-Well inkubiert zu
werden.
Folgende Kontrollen mussten zur Bestimmung der Zytotoxizitdt in jedem
Experiment durchgefuhrt werden:
- spontane LDH-Freisetzung des Assay-Mediums (180 ul Assay-Medium/Well)
- spontane LDH-Freisetzung der Effektorzellen (je nach Ratio 5 x 10° bis
2,5 x 10 y3 T-Lymphozyten im Well)
- spontane LDH-Freisetzung der Targetzellen (Daudi, THP1 bzw. Tumorzellen
je 5x10°/Well)
- maximale LDH-Freisetzung der Targetzellen (je 5x 10° Zellen/Well mit 1%
Triton X 100)
Das Endvolumen der Zellen betrug in allen Wells 180 pl. Zur Bestimmung der
maximalen LDH-Freisetzung erwies es sich als gunstig, 90 ul Targetzellen mit
90 I 2 %igem Triton X 100 (Endkonzentraton 1 % im Well)
zusammenzugeben. Alle Ratios und Kontrollen wurden in
Dreifachbestimmungen durchgefuhrt und fir 4 Stunden bei 37 T in 5 %iger
CO,-Atmosphare inkubiert.

Messung

Nach erfolgter Inkubation wurden die 96-V-Well-Platten fur 10 Minuten mit 250
X g zentrifugiert und anschlieBend 90 pul eines jeden Wells in ein
entsprechendes Well einer optisch klaren 96-Well-Flachbodenplatte transferiert.
Dabei vermied eine vorsichtige Abnahme das Aufmischen der durch die
Zentrifugation am Boden abgesetzten Zellen, so dass ein zellfreier Uberstand

mit LDH, freigesetzt aus Zellen mit beschadigter Plasmamembran, gewonnen
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wurde. Umgehend folgte mittels einer Multipipette die Zugabe von 90 ul der
Reaktionsmischung (= Cytotoxicity Detection Kit) in jedes Well und eine
Inkubation von 30 Minuten, lichtgeschutzt und bei Zimmertemperatur.

Die Menge toter Zellen oder Zellen mit Plasmamembran-Schéadigung geht mit
einem Anstieg der LDH-Enzymaktivitat einher. Durch die Reaktionsmischung
korreliert der Anstieg der LDH-Enzymaktivitat direkt mit der Umwandlung von
Tetrazolium-Salz (gelb) in Formazan-Salz (rot) innerhalb einer gewissen
Zeitspanne, wodurch die Starke der rétlichen Farbentwicklung proportional die
Zahl der lysierten Zellen wiederspiegelt.

Mit Hilfe eines ELISA-Readers wurde nach 30 Minuten spektrophotometrisch
die Farbentwicklung als Absorption bei 492 nm gemessen.

Aus allen bestimmten Dreifachwerten wurde jeweils der Mittelwert gebildet und
von jedem die Absorption des Assay-Mediums abgezogen.

Die prozentuale Zytotoxizitat der yd T-Zellen gegeniiber den Tumorzellen, Daudi
und THP1 wurde mit der folgenden Formel fur das jeweilige Target und fur die

jeweilige Ratio bestimmt:

Effektor -Target-Zellmix - Effektoreigenkontrolle - Targeteigenk  ontrolle
Zytotoxizitat (%) = x 100

Targetmaximum - Targeteigenkontrolle

Effektor-Target-Zellmix: Absorption des Effektor-Target-Zellgemischs
Effektoreigenkontrolle: Absorption der yd T-Zellen allein
Targeteigenkontrolle: Absorption der Tumorzellen allein,

bzw. Daudi oder THP1 allein

Targetmaximum: maximal mégliche Absorption dieser Zellen durch Triton X 100

Aus dem mathematischen Ansatz fur die Zytotoxizitdt heraus konnten sich im
Rahmen der Messungenauigkeit leicht negative Werte ergeben, die gleich Null
gesetzt wurden. Im Falle einer ins Positive reichenden Standardabweichung

wurde diese in den Diagrammen mitaufgetragen.
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Enzymatische Nachweisreaktion

Die LDH-Aktivitat des zellfreien Uberstandes wird in einem enzymatischen Test
bestimmt. Die Reaktionsmischung enthalt u.a. Diaphorase, NAD", Tetrazolium-
Salz, Laktat und muss unmittelbar vor der Verwendung aus zwei Lésungen
gemischt werden. In einem ersten Schritt wird NAD" zu NADH/H"* durch einen
LDH-katalysierten Ubergang von Laktat in Pyruvat reduziert. In einem zweiten
Schritt Ubertragt die Diaphorase als Katalysator H/H" von NADH/H" auf das
Tetrazolium Salz (blass-gelb), welches dadurch zu Formazan-Salz (rot)
reduziert wird. Der Anstieg der LDH-Enzymaktivitat im Zelllberstand korreliert
direkt mit der Menge von Formazan (rot) innerhalb einer gewissen Zeitspanne.
Der Formazan-Farbstoff ist wasserléslich und zeigt ein breites
Absorptionsmaximum bei 500 nm, wohingegen das Tetrazolium Salz keine

signifikante Absorption bei diesen Wellenlangen zeigt.

3.10 Gerate
Durchflusszytometer: FACScan und FACS Calibur (Becton Dickonson)
CellQuest 1.0 als Messungs- und Analysesoftware
Zentrifugen: Rotanta/AP mit Rotor 5094A (Hettlich, Tuttlingen)
3K-2 Kuhlzentrifuge, max. 800 x g (Sigma)
Sterilbank: Biogard 1360-112 (Sanford, Maine, USA)
Vortex: Vortex Genie 2™ (Bender & Hobein, Zurich)
Brutschrank: Forma Scientific Water Jacketed Incubator,
Modell 3164, 5 % CO,, 37 T (Labotect, Gottingen)
Photometer: Ultrospec 1000 UV-VIS Spectrophotometer
(Pharmacia, Freiburg)
Autoklaven: Melag Dampfautoklav Typ 23 (Melag)
Varioklav Dampfsterilisator Typ 300/400/500 EP-Z
(H+P Labortechnik, Oberschleil3heim)
Kryokonservierung: Nicool plus (Air Liquide, Dusseldorf)
Elisa-Reader: Titertek Multiskan PLUS MK 11, Typ 314

Ascent Software™ (Labsystems, Finnland)
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4. Ergebnisse

4.1 Proliferation und Aktivierung von  yd T-Zellen durch BrHHP

Zur Untersuchung der Aktivierung und des zytotoxischen Potentials von yd T-
Zellen gegeniber Tumorzellen wurde in den Experimenten dieser Arbeit auf
Zellen zweier gesunder Spender zurtickgegriffen (Normalspender A bzw. B, 25
bzw. 35  Jahre, beide mannlich und gesund). Gemischte
Lymphozytenpopulationen (PBL) des jeweiligen Spenders wurden aus vendsem
Blut mittels Dichtegradientenzentrifugation isoliert.

Zur Proliferation und Aktivierung der yd T-Zellen wurde das synthetische, hoch
aktive Phosphoantigen Bromohydrinpyrophosphat (BrHPP) in Anwesenheit von
niedrig dosiertem Interleukin 2 (IL-2) — als exogenem Wachstumsfaktor —
verwendet. Je Well wurden 1 x 10° Zellen der gemischten
Lymphozytenpopulation mit 100 IE/ml IL-2 und mit 1 pM BrHPP in 96-Well-
Rundbodenplatten inkubiert. Eine Zugabe des Mediums mit 100 IE/ml IL2 je
Well erfolgte nach 3, 7 und 10 Tagen. Die Anzahl von yd T-Zellen wurde mittels
PE-markierten Antikorpern gegen CD3 und pan-yd-FITC-Antikorpern
durchflusszytometrisch an  verschiedenen  Tagen gemessen. Aus
Voruntersuchungen war bereits bekannt, dass es zu einem selektiven
Auswachsen von Vy9Vd2 T-Lymphozyten kommt. Zur Vereinfachung wurde

deswegen in allen Experimenten dieser Arbeit der pan-yd-Antikdrper verwendet.

In Abbildung 2 ist exemplarisch eine durchflusszytometrische Messung des
Normalspenders A am Tag 0, 6 und 13 aufgefuhrt. Der relative Anteil der yd T-
Zellen des Spenders A stieg von 4,1 % am Tag 0 auf 86,2 % aller T-Zellen am
Tag 13. Die absolute Zellzahl der ganzen gemischten Lymphozytenpopulation
betrug das 2,6-fache nach 13 Tagen. Somit fand sich eine deutliche selektive
Anreicherung der yd T-Zellen mit einer Zunahme der absoluten Zellzahl durch

das Phosphoantigen BrHPP.
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Abbildung 2: Periphere Blutlymphozyten des Normalspenders A wurden tber 13 Tage
mit 1 &M BrHPP in Anwesenheit von IL2 stimuliert. Neben einer Zunahme der
absoluten Zellzahl kam es zu einer selektiven Anreicherung der o T-Zellen (hier
ersichtlich als Doppelfluoreszenz im rechten oberen Quadranten) im Bezug auf alle T-
Zellen (rechter und linker oberer Quadrant).

In den weiteren Anreicherungen fur die folgenden Zytotoxizitdtsassays lagen
die Werte fur Normalspender A und B in derselben Grél3enordnung. Dabei
verdoppelte bis vervierfachte sich die Gesamtzahl der urspriinglich kultivierten
PBL in diesem Zeitraum, wobei der Anteil der y&" T-Zellen von 4 % - 6 % am
Tag 0 auf 75 % - 92 % aller T-Zellen am Tag 13 anstieg (die jeweiligen Werte
werden zum Zytotoxizitdtsassay angegeben). Nach etwa 13 Tagen waren die yd
T-Zellen maximal angereichert. Tag 13 stellte jedoch einen variablen Zeitpunkt
dar, so wurden bereits wenige Tage zuvor und unter weiterer IL-2-Zugabe bis
Tag 18 annahernd hohe Anreicherungen erzielt. Nach Tag 18 fielen sowohl die
Gesamtzellzahl, als auch der yd-Anteil deutlich ab. Die Kultivierungsdauer der
fur die Experimente verwendeten yd T-Zellen variierte zwischen 12 und 16
Tagen. Bei der Verwendung der Zellen wurde, um einen unspezifischen
Einfluss auf das Zytotoxizitatsassay zu vermeiden, auf einen Abstand von 2
Tagen zur letzten IL-2-Zugabe geachtet.

Neben der Expansion fuhrt BrHHP in Anwesenheit von IL-2 auch zu einer

Aktivierung der yd T-Zellen. Im Rahmen dieser Stimulation verandert sich die

Expression von Oberflachenproteinen auf Zellen. CD69 gilt als friher
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Aktivierungsmarker auf T-Zellen und wurde per FACS-Analyse mittels PE-
gekoppelter Antikérper gegen CD69 und FITC-gefarbten pan- yd-Antikdrpern
gemessen. ydo T-Zellen zeigen FITC-Fluoreszenz und sind in Abbildung 3
jeweils in den rechten oberen und unteren Quadranten dargestellt. Aktivierte yd
T-Zellen binden zuséatzlich CD69 und befinden sich als Doppelfluoreszenz im
rechten oberen Quadranten. Nach 13 Tagen exprimierten deutliche 36,9 % aller

yo T-Zellen des Spenders A CD69 und waren somit aktiviert.

5 Tag O « Tag 13
o 2 ] 36,9 %
T} w3
o Q.
0% oo j
O - [(e
()] o
O O_
=, o
DO DO
. 102 102 10 . 1
pan-yd-FITC pan-yd-FITC

Abbildung 3: Nach 13-tdgigem Ansatz mit 1 xM BrHPP und IL2 kam es als Zeichen
der Aktivierung zu einer deutlichen Zunahme der CD69 Expression (sichtbar als
Doppelfluoreszenz im rechten oberen Quadranten bezogen auf alle o T-Zellen im
rechten oberen und unteren Quadranten).

Zusammenfassend wurde hiermit die selektive Proliferation der yd T-Zellen aus
den PBL gesunder Spender und als Zeichen ihrer Aktivierung die CD69-
Expression durch BrHHP unter Zusatz von IL-2 gezeigt.

4.2 Aktivierung von yd T-Zellen durch Tumorzellen

4.2.1. Aktivierung von yd T-Zellen durch Tumorzelllinien

Bestimmte Tumorzellen besitzen die Eigenschaft yd T-Zellen in vitro zu
aktivieren. In den nachfolgenden Experimenten wurden native periphere

Blutlymphozyten — ohne weitere Aktivierung durch IL-2 oder ABP — der beiden

25



ERGEBNISSE

Normalspender mit einem Anteil zwischen 4 % bis 8 % yd T-Zellen beziglich
ihrer Aktivierung durch Tumorzelllinien untersucht.

Von den frisch gewonnenen gemischten Lymphozytenpopulationen wurden
hierzu 2 x 10* PBL je Well zusammen mit Tumorzelllinien aus Kultur in einem
Bereich von 2 x 10* bis 8 x 10° Tumorzellen je Well inkubiert. Die dabei
gewéhlten Verhaltnisse betrugen (PBL : Tumorzellen) 1:1, 1:5, 1:10, 1:20 und
eventuell 1:40, jeweils in Dreifachkontrollen. Nach einer Inkubationszeit von 12
Stunden folgte die Analyse im Durchflusszytometer mittels PE-gekoppelter
Antikorper gegen CD69 und FITC-gefarbten pan-yd-Antikorpern. Die
Verwendung des dritten Farbstoffs CD3-APC erlaubte eventuelle unspezifisch
bindende Makrophagen oder Tumorzellen klar auszugrenzen.

Diesem Ansatz entsprechend wurde die Stimulation durch die Zelllinien THP1
(akute monozytare Leukamie) und Daudi (Burkitt Lymphom) analysiert. Die
Abbildung 4 veranschaulicht die yd-Aktivierung des Spenders A als Prozentsatz
der CD69 positiven yd T-Zellen in Bezug auf alle yd T-Zellen. Auch in 20-fach
hoherer Konzentration von THP 1 kam es nur zu einem kleinen Anstieg der
CD69-Expression. Somit waren die yd T-Zellen weitestgehend anerg gegentiber
der myelomonozytaren Zelllinie THP1, die deswegen in den weiteren
Experimenten als Negativkontrolle mitgefiihrt wurden. Hingegen fand sich in
diesen Untersuchungen eine deutliche Aktivierung deryd T-Zellen durch die
Lymphom-Zelllinie Daudi. In 20-fach héherer Konzentration waren 72,3 % der
yd T-Zellen nach 12 Stunden stimuliert. Daudi gilt als klassisches Target fir yo
T-Zellen. Ein Mittelwert aus 2 Experimenten fur jeden Normalspender wurde als
Positivkontrolle in den nachfolgenden Versuchen zur Aktivierung der

Negativkontrolle und den Tumorzellen gegeniibergestellt.
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Abbildung 4: Prozentualer Anteil CD69-positiver yo T-Zellen unter den peripheren
Blutlymphozyten des Normalspenders A nach 12-stiindiger Inkubation mit der Zelllinie
THP1 (akute monozytare Leukamie) und der Zelllinie Daudi (Burkitt Lymphom). Die
Tumorzelllinien wurden im Verhdltnis zu PBL in einer bis zu 20-fach héheren
Konzentration in Dreifachbestimmungen untersucht und als Mittelwert mit
Standardabweichung aufgetragen.

4.2.2. Aktivierung von yd T-Zellen durch Patienten-Tumorzellen

Die Aktivierung von yd T-Zellen der beiden gesunden Spender wurde nach 12-
stindiger Inkubation mit Tumorzellen verschiedener Patienten untersucht. Die
Tumorzellen wurden durch Dichtegradientenzentrifugation aus vendsem
Vollblut der Patienten gewonnen und anschlieBend durch magnetische
Zellseparation isoliert. Die Effizienz der Positivselektion von Tumorzellen wurde
mittels Durchflusszytometrie quantifiziert. Die angereicherten Tumorzellen
wurden entweder direkt oder nach zwischenzeitlicher Kryokonservierung fur die
Experimente verwendet.

Dem Ansatz in 4.2.1 entsprechend wurden PBL des Normalspenders B und
Tumorzellen des Patienten 1 (sek. AML nach MDS, Subtyp M4, siehe Tab. 1) in
den Verhaltnissen (PBL : AML) 1:1, 1:4, 1:10 und 1:40 untersucht. Die
Tumorzellen wurden durch die magnetische Zellseparation auf 97 %

Blastenzellen angereichert. Der Anteil der patienteneigenen yd T-Zellen in der
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Tumorzellfraktion war nach der Zellseparation mit < 0,1 % aller Patientenzellen

vernachlassigbar gering.

Pat Alter/ Diagnose Immunphéanot Tumorzelien
" |Geschl. 9 P yp nach Anreicherung
1 |61J,w Sek. AML M4 CD13", 337, 34",c-kit", HLA-KI. I 97%
nach MDS

Tabelle 1: Charakteristik der verwendeten Tumorzellen und deren prozentualer Anteil
an den Patientenzellen nach Anreicherung durch magnetische Zellseparation.
Die Einteilung der akuten myeloischen Leukéamien erfolgte nach der FAB-Klassifikation.

Abbildung 5 stellt die durchflusszytometrische Messung der Negativkontrolle
(PBL alleine) mit der Inkubation von PBL-AML (Patient 1) in dem Verhéaltnis
1:40 gegenuber. Eine deutliche Aktivierung der yd T-Zellen — zusammen mit
einer Herabregulation des yd-TZR — durch die Tumorzellen des Patienten 1 ist

als Fraktion im rechten oberen Quadranten ersichtlich.

i PBL . PBL mit Pat.1 (AML)
o o
= 12,1 % R P S 85,2 %
L L
a a
oo o o f
o - O
o o I
O- (O -
= =
i) PR L — i) - L ———
102 10" 10% 10® 10t 100 10" 102 10® 10t
pan-yo-FITC pan-yo-FITC

Abbildung 5: Durchfusszytometrische Messung der CD69" yd T-Zellen nach
Inkubation von PBL alleine (linke Abbildung) und nach Inkubation von PBL mit AML-
Blasten des Patienten 1 in einem Verhaltnis von 1:40 (rechte Abbildung). Die
angegebenen Werte beziehen die CD69" )0 T-Zellen als Doppelfluoreszenz im rechten
oberen Quadranten auf alle yd T-Zellen im rechten oberen und unteren Quadranten.

Dabei kam es mit ansteigender Tumorzellzahl auch zu einer zunehmenden
Stimulierung der yd T-Lymphozyten des Spenders B (Abb. 6). Im
Versuchsansatz wurden auch PBL alleine und PBL mit BrHPP mitgefihrt. Im
Vergleich zu BrHPP fuhren die AML-Blastenzellen des Patienten 1 zu einer

Uberaus starken CD69-Expression der yd T-Zellen als Zeichen ihrer Aktivierung.
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Abbildung 6: Prozentualer Anteil CD69-positiver yo T-Zellen unter den peripheren
Blutlymphozyten des Normalspenders B nach 12-stundiger Inkubation mit den
Blastenzellen des Patienten 1 (AML M4) im Vergleich mit den PBL alleine und mit
BrHPP stimulierten PBL. Die Werte wurden als Mittelwert aus Dreifachbestimmungen
angegeben und mit Standardabweichung aufgetragen.

Auch die Gegenuberstellung der yd T-Zell-Stimulation des Normalspenders B

mit einer PBL-THP1-Inkubation als Negativkontrolle und einer PBL-Daudi-
Inkubation als Positivkontrolle verdeutlicht das hohe Aktivierungspotential der
Tumorzellen dieses Patienten (Abb. 7). Die Werte mit THP1 bzw. Daudi sind

gemittelte Werte aus anderen Versuchen des Normalspenders B und kdnnen

somit nur indirekt verglichen werden.
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Abbildung 7: Gegenuberstellung der yo T-Zell-Aktivierung durch die blastaren Zellen
der AML M4 (Patient 1), durch THP1 als Negativkontrolle und durch Daudi als
Positivkontrolle. THP1 bzw. Daudi sind als gemittelte Werte aus anderen Versuchen
mit Standardabweichung aufgetragen.

Als zusatzliche Negativkontrolle wurden in diesem Versuch und in den
Folgeversuchen auch Blastenzellen alleine inkubiert. Nach 12-stundiger
Inkubation beinhalteten diese auch in 40-fach hoherer Zellzahl im Vergleich zu
den PBL des Spenders weiterhin nur einen vernachlassigbar kleinen Anteil an
patienteneigenen yd T-Zellen, weshalb diese Werte in diesem und auch in den
Folgeexperimenten nicht aufgeftihrt wurden.

Zusammenfassend wurde mit diesem Versuch die deutliche in vitro Aktivierung
der yd T-Zellen des Spenders B durch die Tumorzellen des Patienten 1 (AML

M4) nachgewiesen.

Entsprechend dem vorherigen Experiment wurde Spender B zusammen mit
Patient 2 untersucht (AML M2, Tab. 2). Im Vergleich zur CD69-Expression der
yd T-Zellen aus dem Ansatz mit PBL alleine, sowie mit PBL in Gegenwart von
BrHPP fluhrte auch eine maximale Tumorzellzahl von 1:20 zu keiner relevanten
Stimulierung (Abb. 8). Eine Wiederholung dieses Versuches bestatigte dieses

Ergebnis.
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Pat Alter/ Diagnose Immunphanot Tumorzellen
" |Geschl. 9 P yp nach Anreicherung
2 |52J, m AML M2 CD13", 337, 34, c-kit", HLA-KI. I 95,6%

Tabelle 2: Charakteristik der in diesem Versuch verwendeten Patientenzellen
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PBL | BrHHP 11 1:4 1:10 1:20
14,9 31,2 16,1 16,4 15.4 15,6

Abbildung 8: Auch in Gegenwart einer 20-fach hoheren Tumorzellzahl (AML M2) kam
es im Vergleich mit PBL alleine und mit BrHPP stimulierten PBL zu keiner wesentlichen

CD69 Expression als Zeichen fehlender yo T-Zell-Aktivierung.

Mit Patient 3 lagen erneut Tumorzellen einer akuten myeloischen Leukamie vor

(AML M4, Tab. 3). In diesem Ansatz wurden ebenfalls native PBL des Spenders

B und BrHPP inkubierte PBL mitgeftihrt. In Gegenwart der Blastenzellen konnte

eine leichte erhohte CD69 Expression der yd T-Lymphozyten gemessen werden

(Abb. 9). Mit zunehmender Tumorzellzahl war dabei kein weiterer Anstieg der

Aktivierung zu erkennen.
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Pat Alter/ Diagnose Immunphanot Tumorzellen
" |Geschl. 9 P yp nach Anreicherung
3 1493, m AML M4 CD13", 337, 34", c-kit*, HLA-KI. I” 97, 7%

Tabelle 3: Tumorzellen des Patienten 3 mit der Diagnose einer AML M4

60
T Patient 3 (AML M4)
50 - 1
c 40
o
o
N
— 30
Q.
3 20
()]
@)
S 10
0
PBL BrHHP 1:1 1:4 1:10 1:20
16 51,8 22,8 25.8 23 25,2

Abbildung 9: Leicht erhohter Anteil CD69-positiver yo T-Lymphozyten in der
Inkubation der PBL mit den Blastenzellen des Patient 3 gegeniiber PBL alleine.

Im Vergleich dieser Werte mit einer PBL-THP1 als Negativkontrolle und mit
PBL-Daudi als Positivkontrolle zeigten die Tumorzellen kein hoheres
Aktivierungspotential als die Negativkontrolle THP1 (Abb. 10). Auch wenn die
Werte von THP1 und Daudi aus zeitlich versetzten Versuchen stammten ist in
diesem Fall von einer eher unspezifischen Aktivierung der yd T-Zellen durch die

Tumorzellen des Patienten 3 auszugehen.
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Abbildung 10: Gegenuberstellung der )J T-Zell-Aktivierung des Normalspenders B
durch die blastaren Zellen der AML M4 (Patient 3), durch THP1 als Negativkontrolle
und durch Daudi als Positivkontrolle

PBL des Normalspenders A wurden in einem entsprechenden Ansatz mit

Tumorzellen des Patienten 4 (AML M4/M5, Tab. 4) untersucht. Analog zu der

Schlussfolgerung zu Patient 3 muss die mit der Tumorzellzahl steigende

Aktivierung der yd T-Zellen (Abb. 11) in einer Gegenuberstellung mit THP1

bzw. Daudi aus anderen Versuchen relativiert werden. Insgesamt ist von einer

fehlenden oder nur schwachen Aktivierung der yd-Zellen durch die Tumorzellen

des Patienten 4 auszugehen.

Pat Alter/ Diagnose Immunphanot Tumorzellen
" |Geschl. 9 P yp nach Anreicherung
4 |683,w| AMLM4/M5 CD13, 33, 34, 99,7%

c-kit", HLA-KI. I

Tabelle 4: Eigenschaften der Tumorzellen von Patient 4
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1:1 1:4 1:10 1:40
OTHP1 6,3 7.1 7.1 14,4
B AML M4/5 3 4 12,5 19,1
O Daudi 54,5 59,5 60,9 72,3

Abbildung 11: Im Vergleich zur PBL-THP1-Inkubation (Negativkontrolle) kommt es bei
der PBL-AML-Inkubation (Patient 4) nur zu einer gering héheren maximalen CD69
Expression der 0 T-Zellen (PBL Spender A).

Ein weiterer Versuch erfolgte mit Blastenzellen einer akuten lymphatischen

Leukamie (Patient 7, Tab. 5). Unter den gemessenen CD 69" yd T-Zellen der

PBL-ALL-Inkubation stammte vor allem bei 20-fach hoherer Tumorzellzahl ein

erheblicher Anteil positiver Zellen aus dem Tumorzellgemisch selbst. Dies ging

aus der Inkubation der Tumorzellen alleine als zusétzliche Negativkontrolle

hervor, die aktivierte yd T-Zellen enthielt. Nach Abzug dieser Zellen hétte der

maximale Wert fir die yd T-Zell-Stimulation durch die Blasten der ALL deutlich

unter 10 % gelegen. Somit sollte als Schlussfolgerung fur die Tumorzellen von

Patient 7 kein yd-aktivierendes Potential angenommen werden (Abb. 12).
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Pat Alter/ Diagnose Immunphanot Tumorzellen
" |Geschl. 9 P yp nach Anreicherung
7 1223, m Prae-B-ALL CD10%, 19%, 34" 96,1%

Tabelle 5: Patient 7 mit der Diagnose einer akuten lymphatischen Leuk&mie

100
Patient 7 (Prae-B-ALL)
50 'BTHP1 BALL ODaudi |
c T
9 T L
[z |
N 60 [ |
Q.
® 40 |
)
O
S
20 -
e | Chm | Coull fi
11 1:4 1:10 1:20
OTHP1 4.8 8,7 7,2 11,2
BALL 6,4 6,8 7,5 14,1
O Daudi 54,5 59,5 60,9 72,3

Abbildung 12: Ein wesentlicher Anteil der 14,1 % CD69" )0 T-Zellen bei 20-facher
Tumorzellzahl stammte — wie in einer hier nicht aufgefihrten Kontrolle festgestellt
wurde — von patienteneigenen yo T-Zellen aus der Tumorzellfraktion. Die Aktivierung
der y0 T-Zellen des Normalspenders hatte ohne diese deutlich unter 10 % gelegen. Fur
die ALL des Patienten 7 ist somit von keinem yd aktivierenden Potential auszugehen.

Im folgenden Experiment wurden Zellen einer chronischen lymphatischen
Leukamie (Patient 10, Tab. 6) zusammen mit PBL des Spenders A analysiert.
Der Anteil CD69-positiver yd T-Zellen betrug unter den PBL alleine 2,5 %. Bei
einem Verhaltnis PBL : B-CLL von 1:40 stieg die Stimulation mit 23,2 % auf
Uber das 9-fache gegenuber den PBL alleine. Eine Auftragung dieser Werte mit
THP1 und Daudi aus zeitversetzten Experimenten liel3 jedoch nur eine auf das
1,6-fache der Negativkontrolle (THP1) steigende Aktivierung erkennen (Abb.
13). Zusammenfassend lag allenfalls eine schwache Aktivierung der yd T-Zellen

durch die CLL-Zellen vor.
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Pat Alter/ Diagnose Immunphanot Tumorzellen
" |Geschl. 9 P yp nach Anreicherung
10 |78, w B-CLL CD5%, 10, 19%, 23 97,4%

Tabelle 6: Von Patient 10 verwendete Zellen einer chronisch lymphatischen Leuk&mie

100
Patient 10
- 80 IO THP1 W B-CLL O Daudi v
0]
o) L
N T | |
— 60 J_ l
—E—
Q.
.
3 40 -
Q
$)
S
20 -
| P | P
1:1 1:4 1:10 1:40
mTHP1 6,3 7.1 7.1 14,4
mB-CLL 5 7,7 12,5 23,2
0O Daudi 54,5 59,5 60,9 72,3

Abbildung 13: Mit 23,2 % CD69-positiver yo T-Lymphozyten durch eine 40-fach
héhere Lymphomzellzahl (Patient 10) lag im Vergleich zu 14,4 % durch die
Negativkontrolle THP1 ein 1,6-fach héherer Wert vor.
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4.3 Anti-Tumoraktivitat von BrHPP-stimulierten yd T-Zellen

Aufgrund der bekannten Anti-Tumor Effekte von yd T-Zellen gegenuber
gewissen Tumorzellen wurde der Untersuchung der Aktivierung folgend das
lytische Potential von yd T-Lymphozyten gegenuber Zelllinien und Patienten-
Tumorzellen in vitro analysiert. Zur Quantifizierung von Zelllyse und Zelltod
diente ein  Zytotoxizitatstest basierend auf der Messung der
Laktatdehydrogenase-Aktivitat.

Die yd T-Lymphozyten — als Effektorzellen — des Normalspenders A bzw. B
wurden Uber 12 bis 16 Tage mit BrHPP und IL-2 angereichert und stimuliert
(entsprechend dem Ansatz im Kapitel 4.1. des Ergebnisteils). Unmittelbar vor
dem Ansatz wurden tote Targetzellen (Tumorzellen, Daudi, THP1) und tote
Effektorzellen mittels Dichtegradientenzentrifugation entfernt. Die yd T-
Lymphozyten wurden auf 2,5 x 10°, 5 x 10%, 2,5 x 10* und 5 x 10° Zellen/Well
titriert, um mit den Targetzellen (5 x 10° Zellen/Well) in einem Verhaltnis
(Effektor : Target) von 50:1, 10:1, 5:1, 1:1 inkubiert zu werden. Alle Werte
wurden nach 4 Stunden in Dreifachbestimmungen gemessen. Die Menge toter
Zellen oder Zellen mit Plasmamembran-Schadigung geht mit einem Anstieg der
LDH-Enzymaktivitdat einher. Ein ausreichend grofRes Intervall zwischen
spontaner LDH-Freisetzung und maximaler LDH-Freisetzung (mittels Triton X
100) der Targetzellen war fur die Bestimmung der Zytotoxizitdt Voraussetzung.
Diese Werte wurden bei der Beschreibung der Targetzellen mitaufgefihrt.
Durch eine Reaktionsmischung kann der Anstieg der LDH-Enzymaktivitat mit
einer Farbentwicklung innerhalb einer gewissen Zeitspanne korreliert werden,
wobei die Starke der Farbentwicklung proportional die Zahl der lysierten Zellen
wiederspiegelt. Mit Hilfe eines ELISA-Readers erfolgte eine
spektrophotometrische Messung und daraus konnte die prozentuale

Zytotoxizitat der yd T-Zellen gegenuber den Tumorzellen berechnet werden.
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4.3.1. Zytotoxizitdt von yd T-Zellen gegeniiber Zelllinien

In den ersten Versuchen wurden nach diesem Ansatz BrHPP-stimulierte yd T-
Zellen des Normalspenders A zusammen mit der Tumorzelllinie THP1 (akute
monozytare Leukdmie) und der Tumorzelllinie Daudi (Burkitt Lymphom)
untersucht.

Konsistent in allen durchgefiuihrten Experimenten zeigten die BrHPP-
stimulierten yd T-Lymphozyten keine lytische Aktivitdt gegeniber THP1. Die
Abbildung 14 veranschaulicht dies bis hin zum maximalen Effektor : Target-
Verhaltnis von 50:1. Nach Inkubation mit Daudi-Zellen fand sich hingegen in
allen dementsprechend durchgefiihrten Experimenten eine deutliche
Zytotoxizitat der yd T-Zellen. Mit steigender Effektorzellzahl (yd T-Zellzahl) kam
es dabei zu einer zunehmenden Lyse der Tumorzellen (Abb. 14).

Aus der Gegenuberstellung der beiden Targetzellen wird ersichtlich, dass zur
Untersuchung der Zytotoxizitdt von yd T-Zellen die AML-Zelllinie THP1 als
verlassliche Negativkontrolle und die Burkitt-Lymphom-Zelllinie Daudi als

verlassliche Positivkontrolle verwendet werden konnten.

LDH-Freisetzung

Zelllinie Abstammung Immunphéanotyp .
min./max.
Akute monozytare CD13%, 33, 34"
THPL Leukamie HLA-KI. I 0.053/0,544
. : CD10%, 197, 34,
Daudi Burkitt Lymphom HLAKL T 0,160/ 0,591

Tabelle 7: Eigenschaften der als Negativ- und Positivkontrolle verwendeten
Tumorzelllinien mit Angabe der spontanen und maximalen (mittels Triton X 100) LDH-
Freisetzung im Zytotoxizitatsassay. Die Werte entsprechen dem Mittelwert aus allen
Versuchen.
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Abbildung 14: BrHPP stimulierte o T-Zellen des Normalspenders A zeigten keine
lytische Aktivitét gegentber der Zelllinie THP1, die sich daher als gute Negativkontrolle
eignet. Die Zelllinie Daudi ist hingegen sehr empfindlich gegen die lytische Aktivitat und
stellt eine gute Positivkontrolle dar. Die Werte stammen aus 11 verschiedenen
Experimenten mit THP1 und aus 5 Experimenten mit Daudi, in denen jeweils der
Mittelwert aus Dreifachbestimmungen mit Standardabweichung bestimmt wurde.

Diese Resultate lieBen sich auch in Experimenten mit den yd T-Zellen des
Normalspenders B bestatigen. Gegeniber THP1 fanden sich lediglich bei
einem Effektor : Target-Verhaltnis von 50:1 Werte im Bereich einer schwachen
lytischen Aktivitat. Aus Abbildung 15 geht die deutliche Zytotoxizitdt des
Spenders B gegen Daudi als Mittelwert aus 2 Versuchen hervor. Die
Ergebnisse mit THP1 entsprechen Mittelwerten aus 6 Experimenten in denen

jeweils Dreifachbestimmungen durchgefihrt wurden.
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Abbildung 15: Zytotoxizitat der aktivierten o T-Zellen des Normalspenders B
gegenuber THP1 als Negativkontrolle und Daudi als Positivkontrolle als gemittelte

Werte aus verschiedenen Experimenten mit Standardabweichung

Die Zelllinie U-226 entstammt aus Tumorzellen eines Multiplen Myeloms

(Plasmozytom). In einem Ansatz mit yd T-Zellen des Spenders A zeigte sie sich

als empfindliches Target. Aus Abbildung 16 ist die mit der Effektorzellzahl

zunehmende Zytotoxizitat gegeniber U-226 ersichtlich.

Zelllinie Abstammung Immunphanotyp LDHrr—lli:r\re/:rs](;;zung
. CD33, 38", 1387,
U-226 Multiples Myelom IgE A, HLAKI. I 0,041/0,418

Tabelle 8: Eigenschaften der fir das Zytotoxizitatsassay verwendeten Zelllinie U-226
mit Angabe der spontanen und maximalen LDH-Freisetzung
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Abbildung 16: In 50-fach héherer yod T-Zellzahl wurden 27 % der U-226 Zellen lysiert,
die damit ein empfindliches Target darstellten.

4.3.2. Zytotoxizitdt von yd T-Zellen gegeniiber Patienten-Tumorzellen

Fur das erste Experiment mit patienteneigenen Tumorzellen wurden PBL des
gesunden Spenders B Uber 13 Tage mit BrHPP expandiert und aktiviert. Der
Anteil der yd-Zellen betrug danach 81,3 % aller T-Zellen und davon waren 28 %
aktiviert (CD69"). Die Targetzellen von Patient 1 (Tab. 9) wurden durch
magnetische Zellseparation auf 97 % Blastenzellen angereichert.

Fur die yd T-Zellen konnte dabei ein deutliches, mit der Effektorzellzahl
ansteigendes zytotoxisches Potential gegentuber den Leukamiezellen
nachgewiesen  werden. Dies bestédtigte sich auch in  einem
Wiederholungsversuch. Die Mittelwerte aus beiden Experimenten sind in
Abbildung 17 aufgetragen.
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Alter/ . . Tumor- | LDH-Freisetzung | y&* /T-Zellen
Pat. Geschl. Diagnose Immunphanotyp zellen min. / max. Spender B
Sek. AML M4 | CD13", 337, 34,
1 |61J,w nach MDS kit HLA-KI. I 97% 0,008 /0,160 81,3%

Tabelle 9: Charakteristik der Targetzellen (Patient 1) mit Anteil der Tumorzellen nach
magnetischer Zellseparation und deren spontane und maximale LDH-Freisetzung.
Expansion der Effektorzellen (Normalspender B) mit Angabe der )0 T-Zellen bezogen
auf alle T-Zellen nach Inkubation mit BrHPP Uber 13 Tage.
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Abbildung 17: Die BrHPP stimulierten Effektorzellen ()0 T-Zellen) bildeten in 50-fach
hoherer Zellzahl ein deutliches zytotoxisches Potential gegenlber den Targetzellen
(AML M4) des Patienten 1 aus. THP1 und Daudi dienten als Negativ- bzw.
Positivkontrolle.

Die Tumorzellen des Patient 2 (AML M2, Tab. 10) konnten durch magnetische
Zellseparation auf 95,6 % der Patientenzellen konzentriert werden. Der Anteil
der yd T-Zellen betrug nach Expansion Uber 16 Tage 84 % der Effektorzellen,
von denen 29,7 % stimuliert (CD69") waren.

Nach Durchfiihrung des Standardansatzes wurden bei einem Effektor : Target-
Verhdltnis von 50:1 bis zu 23,7 % lysierte AML-Blasten gemessen (Abb. 18).

Somit Ubten die aktivierten yd T-Zellen des Spenders eine deutliche, mit
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steigender Effektorzellzahl zunehmende Zytotoxizitdt gegeniber den
Tumorzellen von Patient 2 aus.
Alter/ , . Tumor- | LDH-Freisetzung | yd" /T-Zellen
Pat. Geschl. Diagnose Immunphanotyp zellen min. / max. Spender B
CD13%, 33", 34, 0 0
2 [52),w AML M2 c-kit", HLA-KI. I* 95,6% 0,002/0,116 84%

Tabelle 10: Charakteristik der Target- und Effektorzellen
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Abbildung 18: Mit steigender Effektorzellzahl zunehmende Lyse der AML-Blasten
(Patient 2). Die Standardabweichung erreichte dabei teils hohe Werte.

Die Diagnose von Patient 3 war eine AML M4 (Tab. 11) und 97,7 % aller

Targetzellen waren nach Anreicherung Blastenzellen. Die Effektorzellen wurden

Uber 18 Tage auf 75,4 % yd" T-Zellen angereichert. In diesem Experiment fand

sich ab einem Effektor-Target-Verhaltnis von 5:1 eine schwach beginnende

lytische Aktivitat, die mit steigender Effektorzellzahl deutlich anstieg und nahezu

die GréRenordnung der Positivkontrolle erreichte (Abb. 19). Trotz der in diesem
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Versuch hoch ausfallenden Standardabweichung ist die Zytotoxizitat der yd T-

Lymphozyten gegeniber der AML des Patienten 3 deutlich zu erkennen.

Alter/ Tumor- | LDH-Freisetzung | y&" /T-Zellen

Pat. Geschl. Diagnose Immunphanotyp zellen min. / max. Spender B

CD13", 337, 347,

0 0
c-kit*, HLA-KI. I* 97, 7% 0,013/0,093 75,4%

3 (493, m AML M4

Tabelle 11: Eigenschaften der verwendeten Target- und Effektorzellen
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Abbildung 19: Trotz der groRen Standardabweichung der gemessenen Werte stellte
die AML M4 (Patient 3) ein yo T-Zell-empfindliches Target dar.

Die Zytotoxizitatstestungen umfassten eine weitere akute myeloische Leukamie
(Patient 4, Tab. 12). Durch die Anreicherungsverfahren waren 89,4 % der
Targetzellen CD33-positiv und 89,7 % der T-Lymphozyten yd-positiv.

Lediglich bei maximaler Effektorzellzahl bildete sich eine leichte lytische
Aktivitdt gegenidber der AML M4/M5 aus. Die Standardabweichung reichte
dabei von einem Bereich fehlender Zytotoxizitat bis Uber die Positivkontrolle
hinaus (Abb. 20).

Dieser Versuch unterlag allerdings einer methodischen Einschrankung. Der

Zytotoxizitatstest, basierend auf der Messung der Laktatdehydrogenase-
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Aktivitat, ist auf ein deutliches Intervall zwischen spontaner und maximaler
LDH-Freisetzung der Targetzellen angewiesen. Im Vergleich mit den vorherigen
Experimenten lag bei Patient 4 eine bereits hohe spontane LDH-Freisetzung
vor. Der maximale Wert war nur knapp das 5-Fache des minimalen Wertes und
damit in Relation deutlich kleiner als in den vorherigen Versuchen mit
Patienten-Tumorzellen. Bereits Veranderungen im Tausendstel-Bereich der mit
dem ELISA-Reader gemessenen Werte fuhrten in der mathematischen
Gleichung zur Berechnung der Zytotoxizitat zu einer deutlichen Veranderung.
Des weiteren befanden sich die verwendeten Targetzellen dieses Patienten

schon ungewdhnlich lange (> 10 Jahre) in Kryokonservierung.

Pat. Diagnose Immunphéanotyp

Geschl. zellen min. / max. Spender A

CD13%, 33, 34,

4 168J,w | AML M4/M5 c-kit*, HLA-KI. I*

99,7% 0,036/0,176 89,7%

Tabelle 12: Entgegen den vorherigen Versuchen lag bei Patient 4 bereits eine hohe
spontane LDH-Freisetzung der Targetzellen vor, was eine methodische Einschrankung
fur die Berechnung der Zytotoxizitat bedeutete.
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Abbildung 20: Die Dreifachbestimmung der Zytotoxizitat fiir eine Effektor-Target-
Verhaltnis von 50:1 zeigte eine erhebliche Standardabweichung (Patient 4).
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Das Problem eines sehr kleinen Intervalls zwischen spontaner und maximaler
LDH-Freisetzung (LDH min./max.: 0,005 — 0,018) fand sich zudem noch
ausgepragter in einem anderen Versuch mit Targetzellen eines
Mantelzelllymphoms (Patient 10, Tab. 5), wodurch eine Auswertung unmaoglich
wurde.

Fur das letzte Experiment mit einer AML wurde der Ansatz des
Zytotoxitatsassays noch um ein weiteres Target erweitert. Neben der in der
magnetischen Zellseparation gewonnenen Positivfraktion mit den Tumorzellen
wurde auch die Ubrig gebliebene nahezu Tumorzell-negative Fraktion als Target
verwendet. Auch die Effizienz dieser zweiten Selektion wurde
durchflusszytometrisch quantifiziert. Fir Patient 5 (Tab. 13) mit der Diagnose
einer sekundaren akuten myeloischen Leukamie nach MDS fand sich
gegeniber den 96,9 % in der Positivfraktion lediglich ein Anteil von 2 %
Tumorzellen in der Negativfraktion.

Die yd T-Zellen des Normalspenders fuhrten zu einer Zytotoxizitat gegeniber
der tumorzellreichen Positivfraktion. Lediglich fur ein Verhaltnis 10:1 konnte
dies nicht bestatigt werden. Im Gegensatz dazu war keine wesentliche Lyse der

tumorzellarmen Negativfraktion nachzuweisen (Abb. 21).

Alter/ , . Tumor- | LDH-Freisetzung | y&" /T-Zellen
Pat. Geschl. Diagnose Immunphanotyp zellen min. / max. Spender A
Sek. AML M2 | CD13", 33", 34", o 0
5 |68J, m nach MDS ckit", HLAKI. I* 96,9% | 0,019/0,097 85,5%

Tabelle 13: Mit Patient 5 wurde die insgesamt flinfte AML untersucht.
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Abbildung 21: Neben der in der magnetischen Zellseparation gewonnenen AML-
Positivfraktion (Pos.) mit den Tumorzellen wurde als weiteres Target auch die nahezu

Tumorzell-negative Fraktion (Neg.) verwendet.

Nach Bestimmung der Zytotoxizitdt gegenuber 5 verschiedenen Patienten mit

einer akuten myeloischen Leukdmie wurden die Ergebnisse in Abbildung 22

miteinander verglichen. Die lytische Aktivitat ist von dem Effektor : Target-

Verhaltnis abh&ngig und bildet sich bei einem Verhaltnis von 50:1 am hochsten

aus. Mit Einschrankung fur Patient 4, dessen Tumorzellen eine hohe spontane

LDH-Freisetzung hatten, waren alle der hier getesteten Leukd&miezellen

empfindlich gegentber dem zytotoxischen Potential der yd T-Lymphozyten.
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Abbildung 22: Alle Untersuchungen mit einer akuten myeloischen Leukamie (Patient 1
bis 5) hatten einen deutlichen Anteil lysierter Tumorzellen in Gegenwart der 50-fachen
o T-Zellzahl. Das Experiment mit der AML M4/M5 (Patient 4) bildete den niedrigsten
Wert und unterlag einer methodischen Einschrénkung. Die Werte sind ohne
Standardabweichung aufgetragen.

Bei Patient 6 lag ein Rezidiv einer akuten lymphatischen Leuk&mie vor. Bei 50-

facher Effektorzellzahl wurden bis zu 38,5 % der Tumorzellen lysiert (Tab. 14

und Abb. 23).
Alter/ , . Tumor- | LDH-Freisetzung | yd" /T-Zellen
Pat. Geschl. Diagnose Immunphanotyp zellen min. / max. Spender B
6 |22J, m | cALL-Rezidiv | CD10%, 19%,34" [952% | 0,005/0,118 84%

Tabelle 14: Charakteristik der Target- und Effektorzellen des Zytotoxizitatsassays
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Abbildung 23: Die Zytotoxizitat der mit BrHPP stimulierten yo T-Zellen gegenuber der
CALL (Pat. 6) bildete sich bereits bei einem Effektor : Target-Verhéaltnis von 1:1 aus und
Ubertraf bei 50:1 sogar die Positivkontrolle mit Daudi.

Fur die beiden nachsten Experimente wurde der Ansatz des
Zytotoxizitatsassays wiederum um die nach der Zellseparation tumorzellarme
Negativiraktion als Target erweitert. Fur Patient 7 mit der Diagnose einer akuten
lymphatischen Leukamie (Tab. 15) fand sich gegeniber den 96,1 % in der
Positivfraktion lediglich ein Anteil von 2,3 % CD10/19" Zellen in der
Negativfraktion.

Die maximale LDH-Freisetzung beider Targets und somit das LDH-Intervall
waren relativ gering (0,006 — 0,048 fur die tumorzellreiche Fraktion, 0,004 —
0,039 fiur die tumorzellarme Fraktion). Wie im Versuch mit Patient 4
beschrieben, hatte dies auch hier eine gro3e Standardabweichung der
berechneten Werte zur Folge. Die Mittelwerte zeigen eine vorliegende lytische
Aktivitat der yd T-Zellen des Normalspenders A sowohl gegen die Positivfraktion

als auch geringer ausgepragt gegen die Negativfraktion (Abb. 24).
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Alter/ . . Tumor- | LDH-Freisetzung | y&* /T-Zellen
Pat. Geschl. Diagnose Immunphanotyp zellen min. / max. Spender A
7 122), m | Prae-B-ALL | CD10%, 19" 34" |96,1% 0,006/ 0,048 89,8%

Tabelle 15: Die Targetzellen des Patienten 7 hatten im Vergleich zu den vorherigen
Versuchen eine relativ geringe maximale LDH-Freisetzung.
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Abbildung 24: Neben dem eigentlichen Target (Prae-B-ALL) wurde zusatzlich die
nach magnetischer Zellseparation gewonnene tumorzellarme Fraktion (Neg.)
mitgefuhrt. Aufgrund der relativ niedrigen maximalen LDH-Freisetzung beider Targets
kam es methodisch bedingt zu einer breiten Streuung der Werte.

Von Patient 8 (Tab. 16) wurden blastare Zellen einer insgesamt dritten akuten
lymphatischen Leukamie untersucht. Die analog zum vorherigen Versuch
gewonnene Positivfraktion beinhaltete 86,3 % CD10/19" Blasten, die
Negativiraktion hingegen nur 0,46 %. Die Effektorzellen des Spenders A mit
79,5 % y&" T-Zellen lysierten einen deutlichen Anteil der Blasten. Bei maximaler
Effektorzellzahl Ubertrafen die Werte sogar die Positivkontrolle mit Daudi.
Dagegen lagen die Ergebnisse mit der nahezu tumorzellfreien Negativfraktion
lediglich bei einem Effektor-Target-Verhéltnis von 5:1 im Bereich nachweisbarer
Zytotoxizitat (Abb. 25).

50




ERGEBNISSE

Trotz des kleinen LDH-Intervalls der tumorzellreichen Fraktion (0,008 — 0,048)

und der tumorzellarmen Fraktion (0,023 — 0,121) konnten im Bezug auf die

Standardabweichung relativ homogene Werte gemessen werden.

Alter/ . ; Tumor- | LDH-Freisetzung | y&* /T-Zellen
Pat. Geschl. Diagnose Immunphanotyp zellen Min. / max. Spender A
8 233, m CALL CD10", 197, 207, 34", |86,3% 0,008 /0,048 79,5%

Tabelle 16: Charakteristik der tumorzellreichen Fraktion und der Effektorzellen
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Abbildung 25: Wahrend die Blastenzellen der cALL (Patient 8) deutlich durch die 0 T-
Zellen lysiert wurden, fand sich fur die tumorzellarme Negativfraktion (Neg.) keine
signifikante, titrierbare Zytotoxizitat.

Ein Vergleich der drei untersuchten lymphatischen Leukdmien (Patient 6 bis 8)

verdeutlicht

zunehmende Lyse der Leuk&miezellen durch die yd T-Zellen (Abb. 26).
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Abbildung 26: Vergleich der untersuchten Tumorzellen der Patienten 6, 7 und 8 mit
der Diagnose einer akuten lymphatischen Leukdmie. Die Werte sind ohne
Standardabweichung aufgetragen.

Mit einem Anteil von 85,6 % Plasmozytomzellen wurden die Targetzellen des
Patienten 9 (Tab. 17) gegeniiber 81,6 % y&" Effektorzellen exponiert. Messbare
Zytotoxizitat trat erst bei maximaler Effektorzellzahl auf (Abb. 27). Der Wert lag
nur zweifach Uber der Negativkontrolle und zeigte eine Standardabweichung
von fehlender Zytotoxizitat bis Uber die Positivkontrolle hinaus.

Alter/ , . Tumor- | LDH-Freisetzung | y&* /T-Zellen
Pat. Geschl. Diagnose Immunphanotyp zellen min. / max. Spender B
9 |593, m | PlASMOZYIOM | pag: 56+ 13g* |85.6% | 0,027 /0,136 81,6%
IgA K, Stad. 3

Tabelle 17: Targetzellen eines multiplen Myeloms (Plasmozytom). Stadieneinteilung
nach Durie und Salomon
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Abbildung 27: Messbare Zytotoxizitat gegeniiber den Plasmozytomzellen (Patient 9)
fand sich erst bei maximaler Effektorzellzahl mit grol3er Standardabweichung.

4.4 Aktivierung und zytotoxisches Potential von yo T-Zellen

gegeniber mit Zoledronat vorbehandelter THP1 Zellen

Gewisse Targetzellen kénnen durch Inkubation mit Bisphosphonaten in ihrem
yo T-Zell aktivierenden Potential verandert werden. Die myelomonozytére
Zelllinie THP1 war in den vorherigen Experimenten nicht gegen die lytische
Aktivitat der yd T-Zellen empfindlich und fihrte auch nicht — als Zeichen
fehlender Aktivierung — zu einer CD69-Expression.

Fir den folgenden Versuch wurden THP1 Zellen mit 100 pM Zoledronat tiber 11
Stunden versetzt und anschliel3end dreimalig gewaschen. Entsprechend dem
Ansatz in Kapitel 4.2 zur Messung der Stimulation der yd T-Zellen wurden PBL
des Normalspenders B mit den gewaschenen, ZOL-vorbehandelten THP1-
Zellen (THP1 zol-ink.) untersucht. Nach einer Inkubationszeit von 11 Stunden
erfolgte die durchflusszytometrische Messung fir jedes PBL : THP1 zol-ink.
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Verhaltnis (von 1:1 bis 1:20) in Dreifachkontrollen. Aktivierte yd T-Zellen zeigten
sich als Doppelfluoreszenz im rechten oberen Quadranten und sind in
Abbildung 27 als Ergebnis mit einer 20-fachen Tumorzellzahl angegeben. Im
Ansatz wurden unbehandelte THP1 (Negativkontrolle), ZOL-vorinkubierte THP1
und Daudi (Positivkontrolle) mitgefihrt. Wé&hrend es in Gegenwart von
unbehandelten THP1 Zellen nur zu einer schwachen Aktivierung kam, stieg der
Anteil an CD69" yd T-Lymphozyten durch die mit dem Bisphosphonat
vorinkubierten THP1 Zellen auf 82,3 % an (Abb. 28).

= THP1 +  THP1 zol-ink. = Daudi

e =4 2

@ 32,1 % o 82,3 % - 1 -] .. 953 %
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Abbildung 28: Durchflusszytometrische Messung der CD69" )0 T-Lymphozyten fir ein
PBL : Tumorzell-Verhaltnis 1:20. Neben THP1 als Negativkontrolle (linke Abb.) und
Daudi als Positivkontrolle (rechte Abb.) wurden THP1 Zellen mit ZOL vorinkubiert und
nach dreimaligem Waschen fir diesen Ansatz verwendet (mittlere Abb.).

Die Abbildung 29 gibt die Zunahme der Aktivierung mit steigender
Targetzellzahl wieder. Entgegen der Negativkontrolle mit unbehandelten THP1
liegen die Werte mit den vorinkubierten THP1 in der Gréf3enordnung der

Positivkontrolle Daudi fur alle Effektor : Target-Verhaltnisse.
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Abbildung 29: Nach vorheriger Inkubation mit 100 1M ZOL erlangten die THP1 Zellen
(THP1 zol-ink.) Uber alle Verhaltnisse hinweg ein yd T-Zell aktivierendes Potential in
Hohe der Positivkontrolle.

Mit der Frage, ob sich die Stimulation der yd T-Zellen auch in lytische Aktivitat
gegenuber den ZOL-vorbehandelten THP1 Zellen auswirkt, wurde ein
Zytotoxizitdtsassay entsprechend den Versuchen in Kapitel 4.3. ausgefuhrt.
Uber 13 Tage auf 76,5 % yd T-Zellen angereicherte Effektorzellen des
Normalspenders B wurden zusammen mit vorbehandelten THP1 Zellen als
Target analysiert. Die spontane und die maximale LDH-Freisetzung (0,200 -
0,516) bildeten ein ausreichend grof3es Intervall.

Bereits bei einem Effektor : Target-Verhaltnis von 1:1 fand sich ein deutlicher
Anteil lysierter Targetzellen, der auf bis zu 33,2 % lysierte Targetzellen bei 50-
facher Effektorzellzahl anstieg (Abb. 30). In diesem Experiment fiel die
Positivkontrolle relativ niedrig aus. Auch im Vergleich mit der fir den Spender B
in einem anderen Experiment mit 37,3 % lysierter Daudi Zellen am hdchsten
gemessenen Positivkontrolle wurde die starke Zytotoxizitat der yd T-Zellen

gegenuber den mit ZOL vorbehandelten THP1 Zellen deutlich.

55



ERGEBNISSE

50
THP1 zol-ink.
9\?/
C
2L 30
)
N
o
E 20
I—
9
o
(7) 10 1 _
) [
0 T _l
1:1 5:1 10:1 50:1
OTHP1 0 0 0 9,7
B THP1 ink 11,9 44 7,7 33,1
ODaudi 3,6 0 14 19,6

Abbildung 30: Durch vorherige Inkubation der THP1 Zellen mit 100 @M ZOL (THP zol-
ink.) konnten die y0T-Zellen diese lysieren.

Zusammenfassend wurde gezeigt, wie die myelomonozytare Zelllinie THP1 im
Gegensatz zu ihrer sonst vorliegenden Anergie nach Vorbehandlung mit einem
Bisphosphonat (Zoledronat) zur Aktivierung von Vyd T-Zellen fuhrte und

gegenuber deren zytotoxischem Potential empfindlich wurde.

4.5 Aktivierung und zytotoxisches Potential von aut ologen

yd T-Zellen gegeniiber Tumorzellen

Die bisherigen Experimente analysierten in einem heterologen System
(Effektor- und Targetzellen von unterschiedlichen Personen) yd T-Zellen
gesunder Spender zusammen mit Tumorzellen von Patienten. In einem
autologen System (Effektor- und Targetzellen von einem Patient) sollten die
bisherigen Aspekte der Aktivierung und der Zytotoxizitat der Effektorzellen,

sowie der Einfluss einer ZOL-Inkubation auf die Targetzellen analysiert werden.
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Die Diagnose des untersuchten Patienten war ein follikulares B-Non-Hodgkin-
Lymphom Grad 2-3 (WHO-Klassifikation), im Stadium IVA (Tab. 18). Nach
Drittlinien-Chemotherapie, Antikérper- und Strahlentherapie kam es zu einer
erneuten Lymphomprogredienz 7 Jahre nach Primardiagnose. Ein Klinisch
progredienter occipitaler Lymphknoten von ca. 1cm x 1cm x 1cm wurde operativ
entfernt und je zur Halfte flr die pathologisch-anatomische Untersuchung bzw.
fur die Experimente dieser Arbeit verwendet. Die Tumorzellen wurden nach
unmittelbarer Aufbereitung teils direkt fir Versuche verwendet, teils
kryokonserviert. Zytologisch zeigten sich hier eindeutig monoklonale B-Zellen,
die dem Lymphom zuzuordnen waren (Ubereinstimmend mit dem
histologischen Befund einer Transformation in ein sekundar hochmalignes B-
NHL, follikulares Lymphom Grad Ill). Von den gewonnenen Targetzellen war
der reine Anteil der Tumorzellen mit 63,8 % CD10%/19" Zellen relativ hoch.
Ebenso waren unter den aus dem Lymphknoten isolierten Zellen 6,3 % yd T-
Lymphozyten nachzuweisen, die nahezu vollstandig aktiviert zu 95,2 % CD69
exprimierten (Abb. 31). Eine Untersuchung der Subpopulationen der yd T-Zellen
ergab ein Uberwiegen der Zellen mit einer V3l1-Kette gegeniiber einer V&2-

Kette in einem Verhaltnis von 1,8 : 1.

Lymphknoten-Zellen follikulares B-NHL

104

10°

=E 6,3 %

10°

CD19 PE

101

4 o T 10® 10

10
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1 2

10 10 10
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3 <

w0 102 0
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Abbildung 31: Durchflusszytometrische Messung der aus einem Lymphknoten des
Patienten 11 (follikulares B-NHL, Grad II-1ll) aufbereiteten Zellen. Zu tber 63 % lagen
Lymphomzellen vor (CD10%/19%, linke Abb.), beinhaltet waren aber auch 6,3 % )0 T-

Lymphozyten (mittlere Abb.), die mit einem Anteil von 95,2 % nahezu vollstandig
stimuliert CD69 exprimierten (rechte Abb.).
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Ein Vergleich der aus dem Lymphknoten gewonnen yd T-Zellen (Abb. 31) mit
peripheren Lymphozyten des Patienten (Abb. 32 und 33 Tag 0) zeigt, dass in
dem maligne entarteten Lymphknoten 6,3 % gegenuber 2,1 % der T-Zellen im
vendsen Blut yd TZR-positiv waren. Wahrend sich im vendsen Blut nur eine
geringe Aktivierung fand, waren in dem Lymphknoten nahezu alle yd T-Zellen
aktiviert (CD69").

Mit der Frage, ob sich die peripheren Blutlymphozyten auch wie die eines
gesunden Spenders aktivieren und expandieren lassen, wurden diese lber 9
bis 13 Tage mit dem Bisphosphonat Zoledronat (3,65 uM) inkubiert. Trotz des
mit initial 2,1 % relativ niedrigen yd T-Zellanteils des Patienten kam es utber 7,5
% am Tag 6 noch zu einer deutlichen Expansion bis auf 61,3 % aller T-Zellen
am Tag 13 (Abb. 32). Auch die absolute Zellzahl der Patientenzellen stieg in
diesem Zeitraum an und betrug am Tag 9 das 1,7-Fache des Ausgangswertes
am Tag 0. Diese Effektorzellen waren mit einem Anteil von 39,9 % CD69" yd T-
Lymphozyten am Tag 13 im Vergleich zu 5,8 % am Tag 0 auch deutlich aktiviert
(Abb. 33).

) Tag 0 i Tag 6 - Tag 13
o = °
o 2,1 % -] 7,5 % % ] 61,3 %
L - : ‘
> g
a) f‘D” oDo =
o @) O.
R
o Oo - -
10! 102 10° 10 9100 107 102 103 104 AT s P 4
pan-yd-FITC pan-yd-FITC 100 Banysrrd 10

Abbildung 32: Proliferation der o T-Zellen des Patienten durch 3,65 ¢/M ZOL. Nach
13 Tagen waren 61,3 % der T-Zellen 0 TZR positiv (rechter oberer Quadrant im Bezug
auf rechten und linken oberen Quadranten).
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Abbildung 33: Aktivierung der o T-Lymphozyten des Patienten sichtbar als
Doppelfluoreszenz im rechten oberen Quadranten im Bezug auf alle yo T-Zellen im
rechten oberen und unteren Quadranten. Die Messung erfolgte am Tag 0 und nach 13-
tagiger ZOL-Inkubation.

In einem Parallelansatz mit PBL des Normalspenders A und ZOL waren
ausgehend von 5,7 % am Tag 0, tber 29,7 % am Tag 6, nach 13 Tagen 87,5 %
der T-Zellen yd TZR positiv und davon 2,3 % am Tag 0 und 24,9 % am Tag 13
stimuliert. Hieraus wird ersichtlich, dass sich aus den PBL des Patienten die yd
T-Lymphozyten anndhernd in die GroRRenordnung eines Normalspenders
expandieren liel3en. Die Grundstimulation, sowie die Stimulation nach 13 Tagen

lagen Uber der eines gesunden Spenders.

Die im Vergleich zum Lymphknoten weniger stimulierten yd T-Zellen unter den
peripheren Blutlymphozyten des Patienten sollten weiter untersucht werden.
PBL des Patienten wurden mit dem Normalspender A bezlglich der CD69-
Expression verglichen. Um bei der Durchflusszytometrie etwa die gleiche
Absolutzahl an yd T-Zellen zu messen, wurden im Experiment dreimal mehr
PBL des Patienten als die des Spenders angesetzt. In Tabelle 18 ist die hohere
Aktivierung der yd Zellen des Patienten bei alleiniger 12-stiindiger Inkubation
ersichtlich, die sich in Gegenwart von ZOL noch leicht steigern liel3. Im
Vergleich hierzu fand sich bei dem Normalspender eine niedrigere
Grundstimulation der yd T-Lymphozyten, wahrend die Werte nach ZOL-

Inkubation in derselben Groéflenordnung lagen.
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PBL (Pat) | PBL(Nsp.A) | PBL-ZOL (Pat) | PBL-ZOL (Nsp. A)

% CD 69"/

0 0 0 0
\& T-Zellen 19% 9,2% 24,1% 25,3%

Tabelle 18: Anteil der CD69" yod T-Zellen in Bezug auf alle sich unter den peripheren
Blutlymphozyten befindlichen yo T-Zellen. Die Werte vergleichen eine 12-stiindige
Inkubation des Patienten mit der des Normalspenders A alleine und unter Zusatz von
10 tg/ml (= 36,5 M) ZOL.

Die Aktivierung der in den PBL befindlichen yd T-Zellen war noch steigerbar,
wie in einem Versuch mit der Zelllinie Daudi gezeigt werden konnte. Nach 12-
stiindiger Inkubation stieg der Anteil der CD69" yd T-Lymphozyten des
Patienten bei einem Verhéltnis (PBL : Daudi) von 1:20 bis auf 67,1 % an (Abb.
34).
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'i".) 50 - l
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e T
2 30 Il
Q
O -
< 20
nl I B
0
1:1 1:5 1:10 1:20
ETHP1 15,9 13,2 13,1 11,2
O Daudi 34,4 52,5 55,2 67,1

Abbildung 34: Der Anteil der CD69" yd T-Zellen unter den PBL des Patienten 11 stieg
nach einer Inkubation mit bis zu einer 20-fach héheren Konzentration von Daudi-Zellen
im Vergleich zur Negativkontrolle mit THP1 deutlich an.

Die Untersuchung der yd T-Zell-Stimulation mit PBL des Patienten durch

Inkubation mit seinen eigenen Tumorzellen konnte nicht nach dem
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Standardansatz gemessen werden. Der hohe Anteil von yd T-Zellen in der aus
dem Lymphknoten gewonnenen Zellfraktion und deren hohe CD69-Stimulation
waren gegeniber dem Anteil an yd T-Zellen in den peripheren Blutlymphozyten

fur einen solchen Ansatz zu dominierend.

Nachdem die yd T-Lymphozyten der beiden gesunden Spender in den
bisherigen Versuchen Anti-Tumoraktivitat bewiesen, erfolgte erstmals ein
Experiment mit den ZOL-expandierten yd T-Zellen des Patienten zusammen mit
seinen eigenen Tumorzellen. Zur Untersuchung, ob eine ZOL-Vorbehandlung
der Tumorzellen mehr Zytotoxizitat der yd T-Zellen induzieren kann, wurden die
aus dem Lymphknoten gewonnenen Zellen als zusatzliches Target mit 100 uM
ZOL Uber 7 Stunden inkubiert. Nach dieser Zeit waren bereits 20 - 30 % sowohl
der ZOL-inkubierten als auch der nicht inkubierten Zellen lysiert. Nach
dreimaligem Waschen und Abtrennung des toten Zellanteils wurde ein
Zytotoxizitdtsassay gemald des Standardansatzes mit einer bis zu 50-fach
hoheren Effektorzellzahl durchgefuhrt.

Fur die expandierten yd T-Lymphozyten des Patienten konnte dabei eine
lytische Aktivitdit gegentber seinen eigenen Tumorzellen nachgewiesen
werden. Mit steigender Effektorzellzahl nahm auch deren zytotoxisches
Potential zu und fuhrte zu einer Lyse von bis zu 29,5 % der Tumorzellen (Abb.
35).

Im selben Ansatz wurden die ZOL-vorbehandelten Tumorzellen als zusétzliches
Target mitgeftihrt. Die Abbildung 35 veranschaulicht die bis hin zu einem
maximalen Effektor : Target-Verhaltnis von 50:1 ansteigende Zytotoxizitat
gegenuber diesen vorbehandelten Lymphomzellen. Dabei wurde das
zytotoxische Potential der yd T-Lymphozyten gegentiber den Tumorzellen durch
die ZOL-Vorbehandlung sogar noch verstarkt. Die angegebenen Werte
entsprechen den Mittelwerten aus 3 unabhangigen Experimenten. Die grofie
Standardabweichung ist vor allem durch die relativ geringe LDH-Freisetzung
der Tumorzellen bedingt (LDH min./max.: 0,027 — 0,100 fur die unbehandelten
Lymphomzellen und 0,024 — 0,089 fur die vorinkubierten Lymphomzellen).
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Dadurch haben kleine Unterschiede in der gemessenen LDH-Enzymaktivitat

einen relativ grof3en Einfluss auf die berechnete Zytotoxizitat.

Alter/ , . Tumor- | LDH-Freisetzung | yd" /T-Zellen
Pat. Geschl. Diagnose Immunphanotyp zellen min. / max. Patient
11 {593, m FOCI;“rl;dBI:\IIITL CD5, 107, 19", k" |63,8% | 0,027 /0,100 61,3%

Tabelle 19: Die Lymphomzellen des Patient 11 als Targetzellen wurden in diesem
Ansatz nicht mittels magnetischer Zellseparation angereichert. Die spontane, minimale
LDH-Freisetzung ist im Vergleich zu anderen Versuchen relativ hoch, bzw. das LDH-
Intervall relativ niedrig..
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OB-NHL ink. 2,2 22,2 21,5 54,1

Abbildung 35: Die )0 T-Zellen des Patienten 11 lysierten bis zu 29,5 % der
patienteneigenen Tumorzellen und nach Vorbehandlung der Tumorzellen mit 100 (M
ZOL (B-NHL zol-ink.) wurden sogar 54,1 % der Tumorzellen lysiert. Die gemessenen
Werte hatten eine groRe Standardabweichung.
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4.6 Gegenuberstellung von Aktivierung und Zytotoxiz itat der
yd T-Zellen aus den durchgefiihrten Experimenten
Zum Vergleich der Aktivierung (Kap. 4.2) von yd T-Lymphozyten mit deren

lytischer Aktivitat (Kap. 4.3) wurden alle bisherigen Ergebnisse der Patienten 1
bis 11 in der Tabelle 20 gegentbergestellt.

Alter/ _ ) Aktivier_ung von Lyse (_1urch

Pat. Geschl. Diagnose Immunphéanotyp nativen aktivierte

yd T-Zellen yd T-Zellen

o | Shws | Iy | e
2 [seam | awewz | O :
oo | awwe | AR -
4 |68J,w | AML M4/M5 SEIF’HﬁiK?“I -+ (+)
s oo | Sz | oI s | e (+
6 |22, m CALL CD10%, 197, 34" n.e. +++
7 |223,m | Prae-B-ALL CD10", 19", 34" - (+++)
8 [23J,m CALL CD10%, 19%, 20", 34 n.e. +++
9 [593,m EZT:‘%%’:;”; CD38", 56", 138" n.e. +)
10 | 78, w B-CLL CD5", 10, 19%, 23 + n.d.
11 | 593, m F"C';"r'; dBI][\III'I"L CD5, 10", 197, k* n.e. (+++)

Tabelle 20: Die Ergebnisse der nach dem Standardansatz untersuchten Tumorzellen
der Patienten 1 bis 11 wurden bzgl. deren Aktivierung von nativen yo T-Zellen (CD69-
Expression) und bzgl. deren Empfindlichkeit flr das zytotoxische Potential aktivierter yo
T-Zellen gegeniibergestellt

Skalierung fir das Aktivierungspotential: +++ = Aktivierung Uber das 3-Fache der
Negativkontrolle mit THP1, ++ = das 2 — 3-Fache von THP1, + = 1,5 — 2-Fache, - =
weniger als das 1,5-Fache von THP1

Skalierung fur die Lyse der Tumorzellen: +++ = lysierte Tumorzellen betragen >75%
der Positivkontrolle mit Daudi, ++ = 50 — 75%, + = 25 — 50% im Vergleich zu Daudi.
+-Zeichen in Klammer () zeigen eine in den Bereich der Negativkontrolle reichende
Standardabweichung an

n.e. = Untersuchung nicht erfolgt, bzw. n.d. = nicht durchflhrbar

63




ERGEBNISSE

Das Potential der Tumorzellen native yd T-Zellen zu aktivieren konnte fur 4
Patienten mit einer AML und fir einen Patienten mit einer ALL der Zytotoxizitat
aktivierter yd T-Zellen direkt gegenubergestellt werden. Die yd T-Lymphozyten
wiesen dabei von einer maximalen bis hin zur fehlenden Aktivierung sehr

unterschiedliche Werte auf.

Mit den Tumorzellen der 11 Patienten konnten 5 Falle mit einer akuten
myeloischen Leukamie, 3 Falle mit einer akuten lymphatischen Leukéamie, eine
chronisch lymphatische Leukamie, ein aggressives B-Non-Hodgkin-Lymphom
und ein Plasmozytom untersucht werden. Mit Ausnahme von Patient 10 —
dessen Auswertung war wegen einer zu niedrigen LDH-Freisetzung nicht
moglich — waren alle Tumorzellen gegentber der Anti-Tumoraktivitat der yd T-
Zellen empfindlich. Allerdings zeigten die Messungen teils eine grof3e — bis in
den Bereich der Negativkontrolle reichende - Standardabweichung (durch

Klammer () in der Tabelle 20 gekennzeichnet).

Die zytotoxische Aktivitat der yd T-Zellen kann durch die Expression von HLA-
Klasse | Molekilen an der Oberflache von Tumorzellen beeinflusst werden. Die
HLA-Klasse | Merkmale der Tumorzellen (Zelllinien und Patienten 1 bis 5)
wurden in der Tabelle 21 ihrer Lyse und ihrem aktivierenden Potential
gegenibergestellt. Fur die Patienten 6 bis 11 lagen keine Informationen Uber
die HLA-Klasse | Expression vor.

Eine Abhangigkeit der Aktivierung nativer yd T-Zellen oder des zytotoxischen
Potentials aktivierter yd T-Zellen von der HLA-Klasse | der Tumorzellen konnte
nicht beobachtet werden. Sowohl HLA-Klasse I Daudi Zellen, als auch HLA-
Klasse I" U-226 Zellen konnten lysiert werden, wahrend sich die HLA-Klasse I
Zelllinie THP1 anerg verhielt. Die Tumorzellen der Patienten 1 bis 5
exprimierten alle HLA-Klasse | und waren gegeniber der Lyse der yd T-Zellen

empfindlich.

Ebenso konnten die HLA-Klasse I" Tumorzellen zu einer fehlenden bis hin zu
einer maximalen Aktivierung fihren und lieBen damit auch keine HLA-Klasse |
Abh&angigkeit erkennen (Tab. 21).
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Zelllinie/ | Abstammung/ | HLA-Klasse | Aktl\ggz;:lr;% von Lglft?v%:trgh
Patient Diagnose der Tumorzellen V& T-Zellen v T-Zellen
. Burkitt )
Daudi Lymphom HLA-KI. | +++ 4+
THP1 AML HLA-KI. I - -
Multiples +
U-226 Myelom HLA-KI. | n.e 4+
Sek. AML M4 +
1 nach MDS HLA-KI. | +++ -
2 AML M2 HLA-KI. I - 4+
3 AML M4 HLA-KI. I - 4+
4 AML M4/M5 HLA-KI. I - |+ (+)
Sek. AML M2 +
5 nach MDS HLA-KI. | n.e. (++)

Tabelle 21: Vergleich der HLA-Klasse | Merkmale der Tumorzellen mit der Aktivierung
und dem zytotoxischen Potential der yo T-Zellen fiir die untersuchten Tumorzelllinien
und fur die Patienten 1 bis 5. Fir die Patienten 6 bis 11 lagen keine Informationen tber
die HLA-Klasse | Expression vor.

Skalierung fiir das Aktivierungspotential: +++ = Aktivierung Uber das 3-Fache der
Negativkontrolle mit THP1, ++ = das 2 — 3-Fache von THP1, + = 1,5 — 2-Fache, - =
weniger als das 1,5-Fache von THP1

Skalierung fiir die Lyse der Tumorzellen: +++ = lysierte Tumorzellen betragen >75%
der Positivkontrolle mit Daudi, ++ = 50 — 75%, + = 25 — 50% im Vergleich zu Daudi.
+-Zeichen in Klammer () zeigen eine in den Bereich der Negativkontrolle reichende
Standardabweichung an

n.e. = Untersuchung nicht erfolgt
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5. Diskussion

Humane Vy9Vd2 T-Lymphozyten sind an der Immunabwehr infizierter oder
maligner transformierter Zellen maf3geblich beteiligt und besitzen zytotoxische
Aktivitat. Die beiden wesentlichen Strategien zur Nutzung dieses Potentials ftr
Immuntherapien maligner Erkrankungen beruhen zum einen auf der in vitro
Expansion von yd T-Lymphozyten mit anschlieBendem adoptiven Zelltransfer
auf den Patienten und zum anderen auf einer direkten in vivo Stimulation der yd
T-Lymphozyten.

Voraussetzung fur die klinische Anwendung eines adoptiven Zelltransfers sind
potente Antigene zur Stimulation und Proliferation einer ausreichenden Menge
an yd T-Zellen. Hochaffine Liganden durch Gewinnung aus naturlichen
Ressourcen wie Mikroorganismen in grol3erer Menge zu gewinnen, ist nur
schwer mdoglich. Durch chemische Modifikation eines natirlichen Liganden
konnte das stabile, hoch potente und leicht in groRen Mengen zu
synthetisierende, phosphorylierte Bromohydrin (BrHPP) abgeleitet werden.*? In
vitro fuhrt BrHPP zusammen mit IL-2 zu einer selektiven Expansion von Vy9Vé2
T-Lymphozyten, ohne signifikante Zunahme anderer Zellpopulationen wie
Monozyten, B-Zellen, NK-Zellen oder a3 T-Zellen. Hierbei kommt es ebenfalls
zur Freisetzung von IFN-y und TNF-a, was auch auf die durch BrHPP erfolgte
Aktivierung der Effektorfunktionen der yd T-Zellen hinweist.*

In der vorliegenden Arbeit wurden periphere Blutlymphozyten zweier gesunder
Spender Uber 12 bis 16 Tage mit BrHPP und niedrig dosiertem IL-2 expandiert.
Dabei verdoppelte bis vervierfachte sich die Gesamtzahl der urspringlich
kultivierten PBL in diesem Zeitraum, wobei der Anteil der y&" T-Zellen in den
Experimenten von initial 4 % bis 6 % auf 75 % bis 92 % aller T-Zellen anstieg
(Kap. 4.1). Zu jedem im Kapitel 4.3 aufgefuhrten Zytotoxizitdtsassay erfolgte
eine solche Anreicherung, wodurch dieses Verfahren zahlreich angewandt
wurde.

In einer Studie einer anderen Arbeitsgruppe wurden PBL von 7 gesunden
Spendern ebenfalls iiber 2 Wochen mit BrHPP und IL-2 expandiert.** Der
Ansatz erfolgte dabei in 24-Well-Platten mit 3 uM BrHPP und einer Zelldichte
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von 2x10° PBL/ml im Gegensatz zum Ansatz dieser Arbeit mit 96-Well-Platten,
1 pM BrHPP und einer Zelldichte von 1x10° PBL/ml. Auch wurde fir das
Proliferationsassay der erwahnten Studie alle drei Tage BrHPP hinzugeflgt,
wéahrend in der vorliegenden Arbeit nur initial die Zugabe von BrHPP erfolgte.
Ahnlich zu unseren Ergebnissen wurde eine selektive Expansion auf 80 bis
96,4 % Vy9Vo2 T-Zellen erzielt. Die Zunahme der yd T-Zellzahl wurde in dieser
Studie auf das 141- bis 1236-Fache angegeben, was unsere Werte — eine
Zunahme bis auf das 90-Fache der initialen yd-Zellzahl — tbertreffen wirde. In
unseren Vorversuchen zeigte sich fiir 3x10° PBL/ml in 24-Well-Platten bei
BrHPP und bei ZOL ein deutlich schlechteres Auswachsen der yd T-Zellen als
in 96-Well-Platten (Ergebnisse wurden in dieser Arbeit nicht aufgefiihrt).
Mdglicherweise fuhrte in der erwdhnten Studie die alle 3 Tage wiederholte
Zugabe von BrHPP zu dieser noch starkeren Expansion der yd T-Zellen. Ein
direkter Vergleich zwischen nur initialer und intermittierender Zugabe von
BrHPP ware im Hinblick auf Proliferation und Aktivierungsmarker fur weitere
Untersuchungen interessant.

Fir die Proliferation der yd T-Zellen ist ebenfalls das Zytokin IL-2 als
Wachstumsfaktor ein essentieller Bestandteil. Wahrend die CD69-Expression
als Zeichen der Aktivierung auch durch ein Phosphoantigen (BrHPP oder ABP)
allein erfolgt, ist fur das Auswachsen der yd T-Zellen zusatzlich niedrig dosiertes
IL-2 notwendig.*® Fir andere Phosphoantigene, wie IPP, wurde ebenso die
Anwesenheit von IL-2 als Voraussetzung fiir eine y3-Expansion beschrieben.®®
In Kapitel 4.1 wird zusammenfassend eine Methode gezeigt, mit der yd T-
Lymphozyten in grol3er Anzahl fur in vitro Untersuchungen oder auch flr einen

potentiellen adoptiven Zelltransfer gewonnen werden kdénnen.

Bisphosphonate zeigen strukturelle Ahnlichkeit zu den Phosphoantigenen, und
Aminobisphosphonate — wie Pamidronat, Alendronat oder Ibandronat — kbnnen
selektiv in vitro Vy9V32 T-Lymphozyten expandieren.’®* Zoledronat, ein
Bisphosphonat der dritten Generation, gilt als potentestes Mittel. Diese Potenz
spiegelt sich auch in der Fahigkeit wieder yd T-Zellen zu expandieren. Frihere

Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe deckten sich mit Untersuchungen anderer
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Arbeitsgruppen, die mit ZOL eine hohere Proliferation der yd T-Zellen fanden als
beispielsweise mit Ibandronat, einem anderen Bisphosphonat der dritten
Generation.®* Im Kapitel 4.5 des Ergebnisteils wurde beispielhaft eine selektive
Anreicherung der yd T-Lymphozyten eines gesunden Spenders von initial 5,7 %
auf 87,5 % aller T-Zellen nach 13 Tagen durch ZOL dargestellt. Dabei kam es
auch zu einer Zunahme der absoluten Zellzahl auf knapp das 3-Fache.
Insgesamt aber hatten in 2 Voruntersuchungen zu dieser Arbeit die yd T-Zellen
unter 3,65 UM ZOL eine etwas niedrigere Expansionsrate (0,7-fach) als unter 1

UM BrHPP (Ergebnisse wurden in dieser Arbeit nicht gezeigt).

Die in vitro Zytotoxizitat von yd T-Zellen ist fir eine Reihe von Tumoren
hamatologischen Ursprungs beschrieben. Neben Lymphom- und Plasmozytom-
Zelllinien wurden auch autologe Leukamie-Blasten als yd T-Zell-empfindliche

Targets identifiziert,'37819:29%°

Im autologen Tumormodell wurde in mit
Pamidronat inkubierten Knochenmarkskulturen von Plasmozytom-Patienten
eine mit der Aktivierung der Vy9V&2 T-Lymphozyten einhergehende Abnahme
der malignen Plasmazellen beschrieben.™

Die Experimente dieser Arbeit untersuchten die Tumorzellen von insgesamt 11
Patienten mit hamatologischen Neoplasien. Durch die Expansion mit BrHPP
standen yd T-Zellen gesunder Normalspender in ausreichender Anzahl zur
Verfligung, um sie dann in bis zu 50-fach hoherer Zellzahl als die Tumorzellen
anzusetzen. Durch die auf der Messung der Laktatdehydrogenase-Aktivitét
basierenden Zytotoxitatstests konnte fur alle yd T-Zellen — wenn auch in
unterschiedlichem Ausmall - Zytotoxitdt gegentber den Tumorzellen
nachgewiesen werden. Insbesondere fir die 3 Patienten mit einer ALL konnte
mit bis zu Uber 50 % ein hoher Anteil lysierter Tumorzellen gezeigt werden
(Abb. 23 bis 26). Die Tumorzellen von 5 Patienten mit der Diagnose einer AML
waren mit bis zu 23,6 % lysierter Tumorzellen ebenfalls ein empfindliches
Target (Abb. 17 bis 22). Die yd T-Zellen entwickelten gegen die
Plasmozytomzellen eines Patienten eine im Vergleich geringere Zytotoxizitat
(Abb 27). In allen Experimenten fand sich mit einem ansteigenden Effektor :

Target-Verhaltnis auch eine Zunahme der lytischen Aktivitat der yd T-Zellen.
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Insbesondere gegeniber den Blasten-Zellen von insgesamt 8 Patienten mit
einer AML oder ALL konnte das zytotoxische Potential der yd T-Lymphozyten in
vitro deutlich nachgewiesen werden.

Der Zytotoxizitatsnachweis erfolgte Uber die Messung der
Laktatdehydrogenase-Aktivitat, einem Enzym das in allen Zellen des Korpers
vorkommt und beim Tod der Zelle oder bei einer Plasmamembranschadigung
freigesetzt wird.

Der Chromium-Release-Assay (*'Cr release assay) ist wegen seiner guten
Reproduzierbarkeit noch immer die am weitesten verbreitete Methode zur
Bestimmung der Zytotoxizitat. Jedoch hat dieses Assay gewisse Nachteile, wie
eine  lange Inkubationszeit, sowie  Kosten-, Entsorgungs- und
Sicherheitsprobleme durch die Verwendung von radioaktiven Isotopen. Die
*1Cr-Aufnahme ist von der Proliferationsrate der Tumorzellen abhangig, was bei
schlecht in vitro wachsenden Tumorzellen nur zu mafig reproduzierbaren
Ergebnissen fuhrt. Fir AML-Blasten von Patienten wurde sogar in Gegenwart
von Wachstumsfaktoren — besonders vor dem Hintergrund einer hohen
spontanen *!Cr-Freisetzung — nur eine ungeniigende *!Cr-Aufnahme
beschrieben.®® Ein Zytotoxizitatsassay mit Messung der LDH-Freisetzung bietet
eine sensitive, reproduzierbare und relativ gunstige nicht-radioaktive
Alternative, besonders fiir langsam proliferierende Tumorzellen.®>¢°

Maligne Tumoren besitzen allerdings eine individuell unterschiedliche LDH-
Enzymaktivitat, was somit einen diese Testmethode beeinflussenden Faktor
darstellt. Ein ausreichend grofl3es Intervall zwischen maximaler und spontaner
LDH-Freisetzung war eine Voraussetzung fur die Bestimmung der Zytotoxizitat.
Von den untersuchten 11 Patienten war bei einem Patienten mit einer chronisch
lymphatischen Leukamie die Bestimmung der Zytotoxizitat wegen einer zu
niedrigen LDH-Freisetzung nicht moglich. Generell konnte auch beobachtet
werden, dass es mit kleiner werdendem LDH-Intervall zu einer zunehmenden
Standardabweichung kam. Bei 5 Patienten war dies mit einer bis in den Bereich
der Negativkontrolle hineinreichenden Standardabweichung der Fall. Hingegen
stellte der LDH-Release-Assay fir die untersuchten Tumorzelllinien und fir die

Tumorzellen mit deutlichem LDH-Intervall ein gutes Testverfahren dar.
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Zunehmend werden auch Zytotoxizitdtsnachweise basierend auf der

Durchflusszytometrie evaluiert und deren Einsatz immer ofter beschrieben.

Nach Aktivierung von Zellen &ndert sich die Expression der
Oberflachenproteine und CD69 gilt als friher Aktivierungsmarker auf T-Zellen.
Mit monoklonalen anti-CD69 Antikérpern konnte die zytolytische Aktivitat von yd
T-Zellen gegeniber Mastozytomzellen induziert werden und CD69 Molekile
scheinen die Initiierung einer zytotoxischen Aktivitat mitzubewirken.®” In den
Proliferationsassays dieser Arbeit mit BrHPP oder ZOL war nach 14 Tagen ein
deutlicher Anteil der yd T-Zellen in einem Bereich von 25 bis 50 % aktiviert. In
einer eigenen Reihe an Untersuchungen (Kap. 4.2) wurde die Aktivierung von
sich unter den PBL befindlichen nativen yd T-Zellen nach 12-stiindiger
Inkubation mit Tumorzellen analysiert. Unter den 5 verschiedenen Patienten mit
einer Leukdmie fand sich lediglich fir einen Patienten mit einer AML eine
deutliche Stimulation (Abb. 6 und 7). Die Ubrigen Leukamiezellen bewirkten nur
eine fehlende bis schwache CD69-Expression der yd T-Zellen (Abb. 8 bis 13).
Interessanterweise aber waren die Tumorzellen dieser 5 Leukadmie-Patienten
gegeniber dem lytischen Potential mit BrHPP expandierter und aktivierter yd T-
Zellen empfindlich. Somit konnte eine CD69 Aktivierung von nativen yd T-Zellen
durch Tumorzellen nicht mit dem zytotoxischen Potential dieser mit BrHPP
aktivierten yd T-Zellen korreliert werden (Tab. 20). Zu beachten bei diesem
Vergleich ist neben dem sehr kleinen Patientenkollektiv auch der vdllig
verschiedene Grundzustand der yd T-Zellen. In dem Aktivierungsassay erfolgte
die Inkubation von nativen, sich unter den PBL befindlichen yd T-Zellen mit
Tumorzellen. Fur das Zytotoxizitatsassay wurden die yd T-Zellen zuvor mit
BrHPP und IL-2 Uber 12 bis 16 Tage expandiert und befanden sich in einem
deutlich aktivierten Zustand. Die fehlende Korrelation zwischen CD69-
Expression und Zytotoxizitat konnte allerdings auch auf den verschiedenen
Mechanismen der Zytotoxizitat beruhen. Zum einen konnten TZR-abhangige
Mechanismen durch Gentransferexperimente mit Ubertragung des Vy9V&2-TZR
oder durch gegen den TZR gerichtete Antikorper gezeigt werden.??2%% zum

anderen besitzen yd T-Zellen auch TZR-unabhangige, NK-Zell-&hnliche
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Mechanismen. So kdnnen uber das intrazellulare Adhasionsmolekil ICAM-1
oder den NKG2D-Rezeptor fur die Zytotoxizitdt wichtige Signale vermittelt
werden.*>® Ebenso fiihrt eine niedrige Expression von HLA-Klasse | auf den
Tumorzellen zu einer verstarkten Zytotoxizitat der yd T-Zellen. Durch die damit
fur die Killer-inhibitory-Rezeptoren fehlenden Liganden, fallt auch das fur die yd
T-Zellen hemmende Signal weg (so genanntes ,missing self Konzept).?*?’

MHC sind die Mayor Histocompatibility Complexes und bezeichnen genau
genommen die Gene, auf denen die entsprechenden HLA-Proteine kodiert
werden. Eine Abhangigkeit der Aktivierung oder des zytotoxischen Potentials
der yd T-Zellen von der HLA-Klasse | der Tumorzellen konnte in den
durchgefuhrten Experimenten nicht beobachtet werden (Tab. 21). Sowohl HLA-
Klasse I Daudi Zellen, als auch HLA-Klasse I” U-226 Zellen konnten lysiert
werden, wahrend sich die HLA-Klasse I" Zelllinie THP1 anerg verhielt. Die
Tumorzellen der Patienten 1 bis 5 exprimierten alle HLA-Klasse | und waren
gegenuber der Lyse der yd T-Zellen empfindlich. Dies verdeutlicht ebenfalls,
dass eine fehlende HLA-Klasse | Expression - neben anderen NK-Zell
ahnlichen Mechanismen und neben dem Vy9Vd2-TZR - nur einen Baustein in
einem Zusammenspiel aktivierender und inhibitorischer Signale fur die Anti-

Tumoraktivitat darstellt.

Neben dem adoptiven Zelltransfer beruht der zweite prinzipielle Ansatz einer
Immuntherapie auf einer direkten in vivo Stimulation der yd T-Zellen. Fir in vivo
Versuche im Tiermodell eignen sich Primaten, die im Gegensatz zu Mausen
eine VYOV32 T-Lymphozytenpopulation besitzen.”® Durch Injektion von BrHPP
und IL-2 konnte an Primaten erstmals eine Proliferation von Vy9Vd2 T-Zellen
mit Produktion von Tyl-Zytokinen in vivo durch BrHPP nachgewiesen werden.
Nach guten in vitro Ergebnissen erfolgen momentan Phase | Studien, die
BrHPP zusammen mit IL-2 an Patienten mit Nierenzellkarzinom und Non-
Hodgkin-Lymphom untersuchen.®%¢*

Mit den Aminobisphosphonaten steht eine Reihe zugelassener und langjahrig
erprobter Medikamente zur Verfigung, die im Bereich therapeutisch

verwendeter Dosierungen Vy9Vd2 T-Lymphozyten aktivieren koénnen.™
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Hinweise auf eine immunmodulatorische Wirkung der Bisphosphonate ergaben
sich bereits durch die Beobachtung einer des ofteren auftretenden Akut-Phase-
Reaktion, im Sinne von Fieber, Myalgie, Lymphopenie und CRP-Anstieg, nach
Verabreichung der Medikamente. In einer Untersuchung konnte im Falle einer
Akut-Phase-Reaktion eine Zunahme der yd T-Zellen im Blut nachgewiesen
werden, die im Ausmald auch mit der Schwere der Akut-Phase-Reaktion
korrelierte.™ Als Ursache fiir die bei einem Teil der Patienten auftretenden Akut-
Phase-Reaktion wurden erhéhte Spiegel proinflammatorischer Zytokine (v.a.
TNF-a) beobachtet.”%"2

Die durch in vitro Untersuchungen und in Mausmodellen nachgewiesene
Aktivitat der yd T-Zellen gegen Tumore vor allem hamatologischen Ursprungs
wurde auch erstmals in einer Phase I-Il Studie am Menschen bestétigt.”® In
dieser von Wilhelm, Kunzmann und Kollegen durchgefuhrten Pilotstudie wurden
Patienten mit einem rezidivierten oder refraktaren Lymphom bzw. Plasmozytom
eingeschlossen. Ein Teil der Patienten wurde zun&chst in vitro auf die
Stimulierbarkeit der yd T-Zellen untersucht. Im Gegensatz zu gesunden
Kontrollpersonen liel3en sich die yd T-Zellen der untersuchten Lymphom- und
Myelompatienten nur knapp in der Halfte der Falle durch Pamidronat und IL-2 in
vitro stimulieren. Von 9 Patienten mit in vitro Aktivitat konnte bei 5 Patienten
auch eine selektive Aktivierung und Proliferation in vivo nach Behandlung mit
Pamidronat und IL-2 nachgewiesen werden. Von diesen 5 Patienten mit einer in
vivo Stimulation zeigte sich bei 3 Patienten mit einer partiellen Remission ein
deutliches Klinisches Ansprechen, bei einem weiteren eine temporare
Krankheitsstabilisation und bei einem ein Krankheitsprogress. Trotz dieser
kleinen Patientenzahlen wurde in dieser klinischen Studie mit der engen
Korrelation von einer in vivo Proliferation der yd T-Zellen und dem Auftreten
einer klinisch partiellen Remission nach Therapie mit einem Bisphosphonat und
IL-2 erstmals ein signifikanter Anti-Lymphom bzw. Anti-Myelom Effekt am
Menschen nachgewiesen. Als ,proof of principle* zeigt diese Studie eine auf yd
T-Zellen basierende, wirksame Immuntherapie gegen Tumorerkrankungen am

Menschen.
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Zu enttauschenden Klinischen Ergebnissen nach Therapie mit Pamidronat und
IL-2 — allerdings unter einem anderen Therapie-Regime — kam es in der
erwahnten Studie, falls die yd T-Zellen bereits in vitro nicht proliferieren konnten,
bzw. ein solches in vitro Screening gar nicht erfolgte. Dies verdeutlicht die
Notwendigkeit von in vitro Analysen vor einer am Patienten beabsichtigten
Therapie. Von den untersuchten Tumorpatienten zeigten die yd T-Zellen in
dieser Studie im Gegensatz zu gesunden Probanden bereits in vitro in knapp
der Halfte der Falle durch fehlende Aktivierung eine Anergie. In einer Studie mit
Nierenzellkarzinom-Patienten konnten durch BrHPP bei 11 von 15 Patienten die
yd T-Zellen erfolgreich — annahernd an die GrolRenordnung gesunder
Probanden — angereichert werden.** ZahlenméRig stellt eine Anergie der yd T-
Lymphozyten mancher Patienten einen deutlich limitierenden Faktor flr eine
Immuntherapie dar. Diese kénnte krankheits- oder auch therapiebedingt sein,
und eine Uberwindung dieser Anergie ist eine zentrale Aufgabe fir die

Weiterentwicklung dieses Therapieansatzes.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde im Kapitel 4.1 eine fur die Proliferation der
yo T-Lymphozyten effektive in vitro Methode demonstriert. Falls sich die yd T-
Zellen des Patienten expandieren lassen, kdonnten weiterfihrend durch die
Testung der Zytotoxizitdt dieser yd T-Zellen in vitro Ruckschlisse auf ein
mogliches Ansprechen der Tumorzellen in vivo gezogen werden. Eine
Korrelation von klinischem Ansprechen des Tumors mit in vitro Zytotoxizitats-
Testungen sollte fir die Immuntherapie mit yd T-Zellen in weiteren Studien
erfolgen, um somit in Zukunft mdoglichst viele pradiktive Werte fir eine
Immuntherapie zu gewinnen. Im Kapitel 4.5 dieser Arbeit wurde beispielhaft ein
solches autologes Modell demonstriert, in dem zun&chst die Proliferation der yd
T-Zellen eines Patienten mit einem follikularen B-NHL durch ZOL/IL-2 und im
Anschluss daran deren Zytotoxizitat gegentber den aus einem Lymphknoten
gewonnenen, patienteneigenen Tumorzellen nachgewiesen wurden.

Aus den PBL des Patienten lief3en sich — ausgehend von nur 2,1 % — die yo T-
Zellen durch ZOL/IL-2 nach 13 Tagen auf 61,3 % der T-Zellen anreichern,
wobei sich auch die absolute Zellzahl etwa verdoppelte (Abb. 32). Die yd T-
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Zellen des Patienten konnten somit annédhernd in die GrolRenordnung eines
gesunden Spenders expandiert werden. Nach 13 Tagen lag auch mit knapp 40
% CD69" yd T-Zellen ein hoher Aktivierungstatus vor (Abb. 33).
Interessanterweise waren unter den aus einem Lymphknoten aufbereiteten
Lymphomzellen auch 6,3 % yd T-Lymphozyten nachzuweisen, die nahezu
vollstdndig aktiviert zu 95,2 % CD69 exprimierten (Abb. 31). Dies
veranschaulicht, dass yd T-Lymphozyten zu einem deutlichen Anteil in situ
bereits aktiviert im Tumor vorliegen. Eine Untersuchung der Subpopulationen
dieser tumorinfiltrierenden yd T-Zellen ergab ein Uberwiegen der Zellen mit
einer V3l-Kette gegentber einer Vd2-Kette in einem Verhéltnis von etwa 1,8 :
1. Der Anteil der V&2" T-Lymphozyten konnte mdoglicherweise aus der
Blutzirkulation eingewandert sein, wéahrend die V31" T-Lymphozyten vom
lokalen Gewebe abstammen konnten.

Im durchgefiihrten Zytotoxizitdtsassay konnten die mit ZOL aus dem Blut des
Patienten expandierten Vy9Vd2 T-Lymphozyten mit bis zu 29,5 % einen
deutlichen Anteil der autologen Lymphomzellen lysieren (Abb. 35).

Besonders Neoplasien hamatologischen Ursprungs eignen sich durch eine
relativ einfache Gewinnung von Primartumormaterial — durch periphere
Blutentnahme, Knochenmarkspunktion oder Lymphknotenexstirpation — fir eine

in vitro-Testung und somit zur Anwendung von préaklinischen Routineverfahren.

yd T-Zellen kdnnen Uber verschiedene Mechanismen ihr zytotoxisches Potential
entwickeln. Wahrend eine Reihe von Tumorzellen unabhéngig vom TZR lysiert
werden kann, ist hingegen die Zytotoxizitdt der yd T-Zellen gegenlber der
Plasmozytomzelllinie RPMI-8226 oder gegentber Daudi (Burkitt Lymphom)
vom TZR abhangig.** Auch in der bereits erwahnten Studie mit einer
Partialremission bei Lymphom- bzw. Myelompatienten nach Behandlung mit
Pamidronat und IL-2 zeigte sich teils ein unmittelbar auftretender und teils ein
protrahiert auftretender Therapieeffekt.”® Fir eine unmittelbare Zytotoxizitat
scheinen neben dem TZR die Fas-FasL-Interaktion und die Perforinfreisetzung
wichtige Mechanismen zu sein.**** Protrahierte Anti-Tumoraktivitat kénnte

wesentlich Gber Zytokinfreisetzung vermittelt sein. So kann IFN-y tber direkte
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Inhibition des Tumorwachstums, durch Hemmung der Angiogenese oder auch
durch Stimulation der Makrophagen auf vielseitige Weise eine Anti-

Tumoraktivitat entwickeln.

Um das Spektrum der gegeniber den yd T-Zellen empfindlichen Tumorarten zu
erschlieen, sind umfassende Zytotoxizitatstestungen und Untersuchungen
beeinflussender Parameter notwendig. In Kapitel 4.4 dieser Arbeit wurde
gezeigt, wie die myelomonozytare Zelllinie THP1 im Gegensatz zu ihrer sonst
vorliegenden Anergie nach Vorbehandlung mit einem Bisphosphonat
(Zoledronat) trotz anschlieendem mehrmaligen Waschen zur Aktivierung von
yd T-Zellen fuhrte und gegentber deren zytotoxischem Potential empfindlich
wurde (Abb. 28 bis 30). Neben THP1 wurden auch in einer Studie einer
anderen Arbeitsgruppe mit Pamidronat inkubierte Zelllinien von beispielsweise
Harnblasen-, Nieren-, Lungentumoren, sowie Melanom- und
Osteosarkomzelllinien beschrieben, die ebenso nach mehrmaligem Waschen yd
T-Zellen zur Proliferation und IFN-y Produktion aktivierten, wahrend nicht
inkubierte  Zellen kein aktivierendes Potential besaRen.”” Durch die
Vorbehandlung mit einem Bisphopshonat kénnen nicht nur fur die Anti-
Tumoraktivitat der yd T-Zellen neue Targets gewonnen werden, sondern auch
bereits sensible Tumorzellen noch stérker lysiert werden.®’

In dieser Arbeit (Kap. 4.5) wurden die monoklonalen B-Zellen des Patienten mit
dem follikularen B-NHL mit 100 pM ZOL Uber 11 Stunden inkubiert und
anschlieBend dreimalig gewaschen. Das zytotoxische Potential der yd T-
Lymphozyten des Patienten gegeniuber seinen Lymphomzellen wurde durch die
ZOL-Vorbehandlung noch verstarkt, bzw. wurden die Lymphomzellen
gegenuber dem lytischen Potential sensibler (Abb. 35).

Der therapeutische Serumspiegel von ZOL betragt bei Tumorpatienten
ungefahr 3 pM.” Die Inkubation der THP1-Zelllinie (Kap. 4.4) oder der
Lymphomzellen (Kap. 4.5) erfolgte mit 100 pM, einer unphysiologisch hohen
ZOL-Konzentration. Die meisten Studien verwendeten weit Uber dem
therapeutischen Bereich liegende ABP-Konzentrationen. Das Potential einer

Tumorsensibilisierung in vivo ist daher nur schwer abschatzbar.
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Einerseits konnte ZOL bisher nicht identifizierte Molekule auf der Tumorzelle
induzieren, die wie stressinduzierte Antigene von den yd T-Zellen erkannt
werden konnten. Andererseits sprechen mittlerweile viele Studien fiur eine ZOL-
Aufnahme in die Tumorzelle und eine folgende Enzymhemmung im
Mevalonatstoffwechsel, wodurch ydT-Zell aktivierende Metabolite wie PP

akkumulieren.'®

Bei der Identifizierung nattrlicher Liganden konnten IPP und weitere
intermediare Metabolite des Mevalonatstoffwechsels — ein ubiquitarer und fur
die Zelle essentieller Stoffwechsel — festgestellt werden.® Interessanterweise
erfolgt die Wirkung der Aminobisphosphonate Uber die Hemmung eines
Enzyms im klassischen Mevalonatstoffwechsel.'” Dadurch kommt es zu einer
Akkumulation von vorgeschalteten Metaboliten (u.a. IPP), welche Vy9vé2 T-
Lymphozyten stimulieren kdénnen. Eigentlich zur Cholesterinsenkung
verwendete  Statine  (z.B. Mevastatin) hemmen  spezifisch  das
Schrittmacherenzym des Mevalonatstoffwechsels — die HMG-CoA-Reduktase —
und verhindern somit auch eine Akkumulation der nachgeschalteten, yd T-
Zellen stimulierenden Metabolite, wie etwa IPP.'® So konnte beispielsweise
gezeigt werden, dass Mevastatin die Aktivierung von Vy9Vd2 T-Zellen durch
eine Tumorzelllinie eines Mamma-Carcinoms (YMB-1) und eines Burkitt
Lymphoms (Daudi) hemmt.*® Diese Hemmung durch Mevastatin entwickelte
sich aber nicht in Gegenwart von IPP. Die Metaboliten des
Mevalonatstoffwechsels sind nétig fur die Cholesterolsynthese, das
Zellwachstum und die Membranintegritat von Zellen, und Tumorzellen werden
durch Hochregulation dieses Stoffwechsels ein besonderes Ziel fur yd T-Zellen.
Zusatzlich kann die Akkumulation der aktivierenden Metabolite in den
Tumorzellen durch die Therapie mit Bisphosphonaten — wie ZOL — ein starkes
Signal fiir die Immunantwort bedeuten.*®

Die Metabolite des alternativen Mevalonatstoffwechsels stellen hochaffine
Liganden fur Vy9Vd2-T-Lymphozyten dar, und IPP ist ein vergleichsweise

maRig aktiver Ligand.”*® Bei den ubiquitiren Metaboliten des
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Mevalonatstoffwechsels konnte es sich somit auch um eine Kreuzreaktivitat
durch eine strukturelle Ahnlichkeit mit hochaffinen Liganden handeln.

Die Suche nach einem fir den Vy9Vd2-TZR humanspezifischen zellularen
Liganden, der im Rahmen einer malignen Transformation induziert wird, ist von
grol3er Bedeutung fur die Weiterentwicklung einer auf yd T-Zellen beruhenden

Immuntherapie maligner Erkrankungen.

Zusatzlich zu den Phosphoantigenen erkennt derselbe Vy9Vé2-TZR — wie erst
kirzlich beschrieben — ebenfalls eine mitochondriale F1-ATPase assoziierte
Struktur und auch Apolipoprotein A-l, die oft auf den Oberflachen von
Tumorzellen exprimiert werden.”® Die biologische Relevanz dieser neu
beschriebenen Antigene fur die yd T-Zellen ist noch unklar, bemerkenswert ist
aber, dass ein einzeln definierter TZR — der Vy9Vd2-TZR — strukturell vollig
verschiedene Antigene — wie Metabolite des Mevalonatstoffwechsels , F1-

ATPase und Apolipoproteine — erkennen soll.

Eine wichtige Bedeutung fur die Tumorerkennung wurde kurzlich auch fir das
intrazellulare Adhasionsmolektl ICAM-1 (intracellular cell adhesion molecule-1)
von Tumorzellen gezeigt, moglicherweise in Interaktion mit LFA-1 (lymphocyte
function-associated antigen-1) von yd T-Zellen. In einer Studie induzierten
Tumorzelllinien (nach Vorbehandlung mit Pamidronat) mit einem niedrigen
ICAM-1 Anteil keine oder nur eine geringe yd T-Zell Antwort, wahrend Zelllinien
mit einem hohen Gehalt an ICAM-1 zu einer deutlichen Aktivierung fithrten.®
Bei Palsmozytomzelllinien (U-226 und RPMI-8226) korrelierte deren Expression
des intrazellularen Adhéasionsmolekils ICAM-1 mit der Anti-Tumoraktivitat der
yo T-Zellen. Eine Vorbehandlung der Plasmozytomzelllinien mit monoklonalen
Antikorpern gegen ICAM-1 verhinderte dagegen ihre Lyse durch die yd T-
Zellen.®* Auch in Gentransferexperimenten mit ICAM-1 erhielten urspriinglich

anerge Tumorzelllinien y3 T-Zell-aktivierendes Potential.®¥

Von spezieller Bedeutung fir Vy9Vé2-T-Zellen ist auch der aktivierende NKG2D
Rezeptor, der durch das von Tumorzellen exprimierte MICA/MICB und ULBP
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aktiviert werden kann.3*3! Direkte Hinweise fiir eine Rolle von NKG2D in der
Tumorkontrolle wurden fiir NK-Zellen und CD8" T-Zellen im Maus-Modell mit
Lymphomen®, sowie fir yd T-Zellen im Maus-Modell mit Hauttumoren
gewonnen.®* Beim Menschen sind die Hinweise fiir die Rolle von NKG2D in der
Tumortberwachung weniger direkt, aber NKG2D-vermittelte Zytotoxizitat von yd
T-Zellen gegeniiber Tumorzellen konnte nachgewiesen werden.3%%
Interessanterweise dient NKG2D nicht nur als kostimulatorisches Signal,
sondern kann auch direkt Vy9Vd2 T-Zellen ohne TZR-abhangigen Liganden
aktivieren. Theoretisch kénnte somit eine yd T-Zell vermittelte Immuntherapie
auch gegenuber Tumorzellen ohne vorhandene yd TZR-Liganden mdglich sein,
indem der NKG2D Rezeptor als Ziel fur die Aktivierung und Proliferation der yd
T-Zellen dienen wiirde.*

NKG2D Liganden kdnnen allerdings auch proteolytisch von der Oberflache von
Tumorzellen abgespalten werden, und I6sliche NKG2D Liganden inhibieren NK-
Zellen und CD8 T-Zell-Funktion durch die Herunterregulation von NKG2D. Fir
|6sliches MICA aus dem Serum von Tumorpatienten wurde vor kurzem eine
Reduzierung der zytotoxischen Aktivitat von V& T-Zellen gezeigt.®®
Immuntherapeutische Ansétze sollten somit auch in Erwagung ziehen, dass von
Tumorzellen abstammende I6sliche NKG2D Liganden die yd T-Zell

Immunantwort beeinflussen kdnnten.

yo T-Zellen unterliegen als Teil des komplexen Immunsystems verschiedenen
Regulationsmechanismen. In diesem Zusammenhang rickten auch CD4" T-
Regulatorzellen (T-reg.) zunehmend ins Interesse der Tumorimmunologie.
Neben ihrer wichtigen Rolle in der Verhinderung von Autoimmunkrankheiten
unterdriicken diese Zellen auch die Anti-Tumor Immunantwort des Korpers
gegen Tumorzellen und kénnten somit zum Scheitern einer Immuntherapie
beitragen. In kurzlich verdffentlichten Studien wurde ein erhdhter Anteil
CD4'CD25" T-reg.-Zellen im Tumorgewebe oder im peripheren Blut bei
malignen Erkrankungen der Lunge, der Brust, des Magens, der Eierstdcke,
sowie bei malignen Melanomen und Lymphomen nachgewiesen.®” Neben der

Unterdriickung der Immunantwort bei in vitro Untersuchungen konnte in einer
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Studie ein hoher Prozentsatz an T-reg.-Zellen bei Patienten mit Ovarialtumoren
mit einer negativen Prognose korreliert werden.®® Deren Funktion im
unmittelbaren Tumormilieu und Strategien zur Unterdriickung von T-reg. Zellen
— maglicherweise Uber Toll-like Rezeptoren — stehen im Interesse zur Nutzung

des vollen Potentials einer yd T-Zell-lmmuntherapie.®’

Die Anti-Tumoraktivitat in vitro expandierter Vy9Vd2 T-Zellen nach adoptivem
Transfer auf mit Tumorzellen versehene, immundefiziente Mause konnte im
Tiermodell gezeigt werden.*® In einer Studie mit Tumorpatienten war nach
adoptivem Transfer aktivierter yd T-Zellen und NK-Zellen ein Marker fir die
Tumorprogression — das immunsuppressive saure Protein (immunsuppresive
acidic protein) — deutlich ricklaufig und eine Besserung der Lebensqualitat
konnte verzeichnet werden.?®

Beim Vorliegen einer autologen yd T-Zell-Anergie von Tumorpatienten stellt
auch die Mdoglichkeit eines adoptiven Transfers von allogenen yd T-Zellen eine
interessanten Ansatz dar. Nach Knochenmarkstransplantation konnte bereits
fur ALL-Patienten, die eine hdhere yd T-Zellzahl entwickelten, ein niedrigeres
Rezidivrisiko festgestellt werden.®® Des weiteren wurde auch die Anti-
Tumoraktivitat von V31" T-Zellen von Knochenmarksspendern gegentiiber ALL-
Blasten in vitro nachgewiesen, jedoch kam es zu keiner Proliferation der yd T-
Zellen in Gegenwart anderer HLA-inkompatibler Zellen.?® Diese Beobachtungen
deuten auf einen therapeutischen Effekt allogener yd T-Zellen ohne graft-
versus-host Reaktion hin.

Die Wirksamkeit und gute Vertraglichkeit einer direkten in vivo Stimulation von
VY9Vd2 T-Lymphozyten wurde in einer Pilotstudie mit einem Anti-Lymphom-
bzw. Anti-Myelom-Effekt bis hin zu einer klinischen partiellen Remission
eindrucksvoll gezeigt.”

Eine solche direkte in vivo Stimulation der yd T-Zellen kdnnte theoretisch auch
noch mit einem adoptiven Zelltransfer kombiniert werden. Durch eine
systemische Behandlung des Patienten mit einem Bisphosphonat kdnnten —
neben der yd T-Zellen Aktivierung — auch Tumorantigene wie IPP induziert

werden. Nachdem die Tumorzellen diese Tumorantigene exprimiert haben,
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konnten die autologen, in vitro expandierten yd T-Zellen zurlcktransferiert
werden und die Wirkung gegeniber den sensibilisierten Tumorzellen zusatzlich

noch steigern.

Zur Weiterentwicklung dieser Therapieansatze bedarf es intensiver Forschung
in vitro und in vivo. Mit dieser Arbeit wurde einerseits eine Methode mit einer
starken in vitro Proliferation von Vy9Vd2 T-Zellen mit Ausbildung ihrer Anti-
Tumoraktivitat durch BrHPP und ZOL gezeigt. Andererseits konnte durch den
Nachweis ihrer Zytotoxizitdt gegentber den Tumorzellen von insgesamt 8
Leukamie-Patienten, sowie je einem Patienten mit einem Lymphom und einem
Plasmozytom, das besondere Potential gegentber hamatologischen

Neoplasien unterstrichen werden.
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6. Zusammenfassung

Auf der Suche nach neuen Therapiemdglichkeiten fir Tumorpatienten stellt die
Immuntherapie mit yd T-Lymphozyten einen innovativen Ansatz dar. In vitro
Zytotoxizitdt von Vy9Vd2 T-Lymphozyten wurde gegen eine Vielzahl von
Tumorzellen belegt. Mit den Aminobisphosphonaten steht eine Reihe
zugelassener und langjahrig erprobter Medikamente zur Verflgung, die im
Bereich therapeutisch verwendeter Dosierungen Vy9Vd2 T-Lymphozyten auch
in vivo aktivieren konnen.'® Zudem ist Bromohydrin (BrHPP) als hochaffines
synthetisches Phosphoantigen ein weiterer attraktiver Kandidat zur Aktivierung
von yd T-Zellen und befindet sich am Menschen bereits in Kklinischen
Studien.®®®! Strategien einer auf y3 T-Zellen beruhenden Immuntherapie
umfassen zum einen die in vitro Expansion von yd T-Lymphozyten mittels
BrHPP oder Aminobisphosponaten mit anschlielendem Transfer, dem so
genannten adoptiven Zelltransfer auf den Patienten. Zum anderen kann die
Anti-Tumoraktivitat von Vy9Vd2 T-Lymphozyten auch direkt in vivo mittels
Bisphosphonaten induziert werden, wie in einer Pilotstudie mit einem Anti-
Lymphom- bzw. Anti-Myelom-Effekt bis hin zu einer klinischen partiellen
Remission durch die Therapie mit einem Bisphosphonat (Pamidronat) und IL-2

eindrucksvoll gezeigt werden konnte.”

In der hier vorliegenden Arbeit wurde eine effektive Methode zur in vitro
Proliferation von Vy9Vd2 T-Zellen mit Ausbildung ihrer Anti-Tumoraktivitat durch
BrHPP und durch das Bisphosphonat Zoledronat in Anwesenheit von IL-2
gezeigt. Weitergehend konnte mit Zytotoxizitatstestungen — basierend auf der
Messung der Laktatdehydrogenase-Aktivitdt — die zytolytische Aktivitat dieser
expandierten yd T-Zellen gegeniiber den primaren Tumorzellen von insgesamt
8 Leukamie-Patienten, sowie je einem Patienten mit einem Lymphom und
einem Plasmozytom nachgewiesen werden. Dadurch wurde einerseits das
besondere Potential der yd T-Lymphozyten gegenuber hamatologischen
Neoplasien unterstrichen, andererseits konnte ein Testverfahren gezeigt

werden, mit dem das Spektrum empfindlicher Tumorzellen und Einflussgrof3en
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untersucht werden konnen. In einem Experiment wurde dargestellt, wie die
myelomonozytéare Zelllinie THP1 im Gegensatz zu ihrer sonst vorliegenden
Anergie nach Vorbehandlung mit Zoledronat durch yd T-Zellen lysiert werden
konnte. In einem autologen Versuchsansatz konnte die Anti-Tumoraktivitat der
yo T-Zellen eines Patienten mit der Diagnose eines follikul&ares B-NHL durch
Vorbehandlung der Lymphomzellen mit Zoledronat noch gesteigert werden.

yo T-Zellen unterliegen als Teil des komplexen Immunsystems verschiedenen
Regulationsmechanismen, die auch manipuliert werden konnen. In vitro
Testverfahren — wie in dieser Arbeit — sind die Voraussetzung fir eine
Grundlagenforschung, mit deren Hilfe man in Zukunft zu einer hoffnungsvollen,
auf yd T-Zellen basierenden Immuntherapie maligner Erkrankungen gelangen

kdnnte.

82



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abkurzungsverzeichnis

MHC
N-BP
NK-Zelle
PBL

PE

SSC
TNF-a
TZR
ZOL

Aminobisphosphonat

Akute lymphatische Leukamie
Akute myeloische Leukamie
Bromohydrinpyrophosphat

cluster of differentiation

Chronisch lymphatische Leukamie
enzyme linked immunosorbent assay
flourescence-activated cell sorting
Fluoresceinisothiocyanat

fetal calf serum
Farnesylpyrophosphat

forward scatter
Non-Hodgkin-Lymphom

human leucocyte antigen
Internationale Einheit

Interferon-y

Interleukin

Isopentylpyrophosphat

killer inhibitory receptor
Myelodysplastisches Syndrom
major histocompatibility complex
Stickstoff enthaltendes Bisphosphonat
Naturliche Killerzelle

periphere Blutlymphozyten
Phycoerythrin

sideward scatter
Tumornekrosefaktor-a
T-Zell-Rezeptor

Zoledronat
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