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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Kolorektale Karzinom

Darmkrebs ist weltweit fir 8% aller Todesfille verantwortlich (Stand 2017).1 2018 betrug die
Inzidenz des kolorektalen Karzinoms (KRK) in Deutschland bei Mdnnern 33.920 und bei Frauen
26.710. Durch die Erkrankungen wurden 24.250 Todesfalle verursacht, wobei die relative
Uberlebensrate bei anndhrungsweise 60% lag. Wie der Abbildung (Abb.) 1 zu entnehmen ist,
bildet Darmkrebs bei Frauen die zweithaufigste Tumorlokalisation nach Brustkrebs und bei
Mannern die dritthdufigste Lokalisation nach Prostata- und Lungenkrebs. Die
Lebenszeitpravalenz betragt 6%. Sowohl bei Mannern als auch bei Frauen betragt der Anteil
des KRK an den Krebsneuerkrankungen zirka 12%. Da das Erkrankungsrisiko bis in das hohe
Alter ansteigt, ist das vorherrschende Patientenkollektiv bei Diagnosestellung jenseits der
sechsten Lebensdekade.? Ein gesteigertes Erkrankungsrisiko ist assoziiert mit einem erhéhten
Lebensalter, Rauchen, dem UbermalRigen Konsum von Alkohol und einen ,westlichen”
Erndhrungsstil. Zu nennen ist in diesem Zusammenhang vor allem der Verzehr von viel rotem
und/oder stark verarbeiteten Fleisch und einer ballaststoffarmen Ernahrung. Neben chronisch
entzUndlichen Darmerkrankungen, dem metabolischen Syndrom oder kolorektalen
Adenomen, fihren auch genetische Mutationen und eine positive Familienanamnese zu einer
Risikosteigerung.> Im Rahmen der Priméarpravention werden ab dem 50. Lebensjahr
FriherkennungsmalBnahmen wie Koloskopien oder Testung auf okkultes Blut im Stuhl
empfohlen.# Als Therapieoption steht vor allem die Operation bei potentiell kurablen KRK im

Vordergrund, gegebenenfalls begleitet von einer adjuvanten Chemotherapie.?
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1. Abb. Prozentualer Anteil der haufigsten Tumorlokalisationen an allen
Krebsneuerkrankungen in Deutschland; Stand 2018,

ohne nicht-melanotischen Hautkrebs.>

1.1.1 Genetische Ursachen des Kolorektalen Karzinoms

2-5% aller KRK lassen sich auf eine genetische Ursache zurlckfihren. Dabei wird zwischen dem
Lynch-Syndrom (LS), vormals Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer Syndrom (HNPCC-
Syndrom), und den polypdsen Syndromen unterschieden.! Bei der familidren adenomatdsen
Polyposis (FAP) fiihrt eine Mutation des adenomatosen polyposis coli Gens (APC) zur malignen
Entartung von Darmpolypen.®® Ein GroRteil der genetisch bedingten KRK sind jedoch auf das
LS zurlckzufuhren (2-4% aller KRK, Stand 2018)’. Diese weisen eine hohe Penetranz, einen
frihzeitigen Beginn und eine Assoziation mit weiteren extra-intestinalen Tumoren vor.2 Das LS
geht mit einem Lebenszeitrisiko flir Kolonkarzinome von etwa 50-80% einher. Es wird
vererbt und basiert auf Keimbahn-Mutationen der DNA-

autosomal dominant

Basenfehlpaarungsreparatur-Gene (DNA-Mismatch-Repair-Gene, MMR-Gene). Dadurch
kommt es zum Ausbleiben der Korrektur von Fehlbasenpaarungen bei der DNA-Replikation.
Defekte des MMR-Systems betreffen insbesondere die Mikrosatelliten-DNA-Abschnitte.

Mikrosatelliten, oder auch short tandem repeats, sind repetitive DNA-Abschnitte bestehend
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aus ein bis sechs Basenpaaren. Sie sind meistens nicht kodierend und machen 0,5% des
menschlichen Genoms aus. Dabei erreichen sie eine Ldange von 100-400 Basenpaaren. Die
Anzahl der Motivwiederholungen ist sehr variabel.® Bei der Replikation kommt es in diesen
DNA-Abschnitten haufiger zu zusatzlich eingebauten einzelnen Basen und folglich zu
Fehlbasenpaarungen. Werden diese nicht entfernt, haufen sich Baseninsertionen in den
nachkommenden Zellen, welche ohne Korrektur zu Mutationen fihren kbnnen und damit eine
Tumorentstehung begiinstigen.® Seit 2020 rat das britische National Institute for Health and
Care Excellence zu einer MSI/MMR-Testung bei erstdiagnostiziertem KRK um die Erfassung des

Lynch Syndroms zu verbessern.©

Zur Bestimmung der Mikrosatelliteninstabilitat kdnnen bis zu zehn Marker verwendet werden,
darunter die Mononukleotidmarker BAT25, BAT26 und weitere Dinukleotidmarker. Eine
hochfrequente Mikrosatelliteninstabilitat (MSI-H, high) wird bei Vorliegen von >30% instabiler
Marker definiert und eine niederfrequente Instabilitat (MSI-L, low) bei einem Anteil von 10-
30% instabiler Marker. Bei Prozentwerten <10% instabiler Marker wird der Tumor als MSS
(mikrosatellitenstabil) klassifiziert und lasst auf ein intaktes MMR-System schlieRen.' Auffallig
ist, dass Tumore mit MSI und dMMR (Mismatch-Reparatur-Gen-Defizienz) seltener
metastasieren und Stadien mit Fernmetastasen weniger hiufig auftreten.?'3 Laut Dietmaier
et al. kann die Testung auf MSI und dMMR nicht nur als Biomarker fir die Krebsrisikodiagnostik
und Prognose, sondern auch flir das Ansprechen auf Immuntherapien mit
Immuncheckpointinhibitoren (ICl) verwendet werden.!> Spontan auftretende KRK weisen

ebenfalls in 15% eine Mikrosatelliteninstabilitat auf.*

Neben der MMR-Defizienz spielt die POLE-Mutation (Polymerase €) eine relevante Rolle in der
Entstehung des KRK. Betroffen ist die Exonukleasedomane der DNA-Polymerase €. Diese ist
verantwortlich fur die kontinuierliche DNA-Synthese am Leitstrang.’®> Mutationen des POLE-
Gens fluhren zu einer fehlerhaften Korrekturlesefunktion des Enzyms und beeinflussen die
Tumorentstehung  durch  resultierende  DNA-Doppelstrangbriiche.’®>  Eine  hohe
Tumormutationslast (tumor mutational burden, TMB) bei POLE-Varianten kann in 2,9% der
MSS KRK nachgewiesen werden.!” Die TMB beschreibt die Anzahl der Mutationen eines
Tumors (s. Kapitel 1.3.4).2 Palles et al. konnten einen Zusammenhang zwischen spezifischen
heterozygoten Keimbahnvariationen der Polymerase € und dem Auftreten von KRK

nachweisen.’® Ob die Tumorentstehung bei kombinierter POLE-Mutation und dMMR-
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Systemen auf die fehlerhafte DNA-Polymerase-Korrekturlesefunktion der POLE-Mutation oder
auf Verdnderungen im MMR-System zurtickzufiihren sind, ist jedoch unklar.® Tendenziell sind

POLE-Veradnderungen bei KRK, auch bei hoher TMB, haufiger mit einem MSS Status assoziiert.°

1.2 Das Pankreaskarzinom

2018 lag die Neuerkrankungsrate fir Pankreaskarzinome bei Mannern und Frauen in
Deutschland insgesamt bei ca. 19.020 Fallen. Annahernd genauso hoch war die Anzahl der
Sterbefélle. Auch die relative 5-Jahres-Uberlebensrate von 10% verdeutlicht die ungiinstige
Prognose. Sowohl die absolute Zahl der Neuerkrankungs- und Sterbefdlle, als auch die
altersstandardisierten Erkrankungs- und Sterberate nahmen besonders ab einem Lebensalter
von 65 Jahren zu. Obwohl das Pankreaskarzinom nur einen Anteil von 3,8% bei Frauen und
3,4% bei Mannern der jahrlichen Krebsneuerkrankungen ausmacht, hat es neben dem
Mesotheliom die unglnstigste Prognose und ist die vierthdufigste Krebstodesursache in
Deutschland.®> Die Inzidenz steigt jdhrlich um 0,5-1%. Prognostisch wird sich die
Tumorerkrankung bis 2030 zur zweithdufigsten Ursache fur karzinombedingte Sterbefalle in

den USA entwickeln.??

Zirka 60-70% der Pankreaskarzinome entstehen im Pankreaskopf. Zum Zeitpunkt der Diagnose
ist ein GroRteil der Karzinome bereits metastasiert und hat die Lymphknoten infiltriert.??
Histologisch sind 90% der Pankreaskarzinome pankreatische duktale Adenokarzinome (PDAC).
Die meisten Patientinnen und Patienten werden mit unspezifischen Symptomen in
fortgeschrittenem, nicht resektablem Stadium vorstellig.?®> Die operative Versorgung ist
momentan die einzige Therapie mit kurativer Intention, wobei hohe Rickfallqguoten und ein
geringes Gesamtiberleben zu verzeichnen sind.?* Zur Verlangerung des progressionsfreien
Intervalls werden zudem zytotoxische Chemotherapien eingesetzt.>> Eine Therapie mit ICI
zeigte bei Pankreaskarzinomen bisher kaum klinischen Erfolg. Hoffnung bereiten erste
erfolgsversprechende Studien mit einer Kombinationstherapie aus Immuntherapie,

Radiotherapie und/oder Chemotherapie.?®

Neben anderen Lebensstil-Faktoren wie ausgepragtem Alkoholkonsum oder einem hohen
Konsum an stark verarbeitetem Fleisch, fruktosehaltigen Saften und saturierten Fetten,

besteht die groRte ursachliche Assoziation mit Zigarettenrauchen.?”? Des Weiteren spielen
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chronische Pankreatiden, Adipositas und langjahriger Diabetes mellitus Typ zwei eine Rolle in
der kanzerogenen Entstehung.?®3! Auf Grund der Lebensstil-bezogenen Aspekte stieg die
Inzidenz von PDAC in den USA ebenfalls in der jlingeren Bevolkerung der unter 30-jahrigen
an.?® Die hochste altersbezogene Inzidenz findet sich in Europa und Nordamerika, die geringste
in Afrika und Sudasien.?? In unter 10% der Falle sind genetische Faktoren fir das PDAC
ursachlich. Pradisponierende Faktoren bilden hierbei pathologische Keimbahnvariationen.
Relevante Mutationen treten in DNA-Reparaturgenen wie BRCA1/2 (= breast cancer gene 1/2)
und ATM (= ataxia telangiectasia syndrome) auf.3® In unter 1% der Falle ist die Erkrankung mit

dem LS assoziiert und beruht auf genetischen MMR-Defekten.3*

1.3 Immunvermittelte Tumorabwehr

1.3.1 Phanotypisierung der Lymphozyten

1.3.1.1 T-Zellen

Eine Einteilung der T- und B-Zellen in Subtypen ist durch die Darstellung charakteristischer CD-
Marker (CD=Cluster of differentiation) auf der Zelloberflaiche moglich. T-Zellen lassen sich
neben der Klassifizierung zu CD4* und CD8* T-Zellen, folgenden Subgruppen zuordnen: Naive
T-Zellen (Tn), T-Effektorzellen (Terr), T-Effektorgedachtniszellen (Tem), Zentrale T-
Gedéachtniszellen (Tem) und Stammzell-T-Gedéchtniszellen (Tscw).3®> Naive T-Zellen entstehen
durch positive und negative Selektion im Thymus. Sie zirkulieren als reife Zellen zwischen den
sekundaren lymphatischen Organen und prasentieren auf ihrer Zelloberflache CD62L. Durch
das Fehlen von CD95 und CD45R0 koénnen sie von Gedachtniszellen unterschieden werden.
Regulatorische CD4*T-Zellen besitzen immunsuppressive Funktionen um UberschiefRende oder

unangemessene Immunantworten einzuddmmen.3®

Nach Antigenkontakt differenzieren naive Zellen zum GroRteil zu Terr-Zellen. Diese migrieren
in entzindete Gewebe und (ben dort zytotoxische Funktionen aus. Nach Beseitigung des
Antigens, gehen 90-95% in Apoptose (ber. Die Ubrigen Zellen entwickeln sich zu T-
Gedachtniszellen. In Abgrenzung zu naiven Zellen prasentieren Effektorzellen den CD95-

Marker. Dieser fungiert zum einen als kostimulatorischer Aktivierungsmarker und zum anderen
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als Induktor der Apoptose Uber Aktivierung der Caspase 8.3’ Wie Rosenberg et al. in humanen
und Mausstudien nachgewiesen haben, ist die alleinige Prasenz von tumorinfiltrierenden CD8*
T-Effektorzellen auf Grund der hohen Apoptoserate zur Tumorbekdmpfung nicht
ausreichend.® Fur eine fortbestehende antigenspezifische Immunreaktion werden
Gedachtniszellen bendtigt. Lanzavecchia et al. konnten bereits 1999 CD4* und CD8*

Gedichtniszellen in Tem und Tewm einteilen.3?

Tem sind CD45R0* Gedachtniszellen, welche konstitutiv CCR7 (C-C chemokine receptor 7) und
CD62L exprimieren. Diese Rezeptoren sind ebenfalls charakteristisch fir CD45R0/CD45RAY
naive T-Zellen und werden zum Ubertritt in den Extravasalraum, zum Knochenmark und zur
Migration in die T-Zell-Zonen der sekundéren lymphatischen Organe (SLO) benétigt.*%4! Bei
Antigenkontakt migrieren sie aus den SLO und es kommt zur Sekretion von IL-2 mit
Proliferation und Differenzierung zu Tere oder Tem.3%37 Als Effektorzellen sezernieren sie INF-y
oder IL-4. Verglichen mit naiven T-Zellen, reagieren Tcw schneller auf Antigenkontakt, sind
weniger von Cofaktoren abhdngig und exprimieren verstarkt CD40L. Dadurch kénnen sie

effektiver mit dendritischen Zellen (DC) und B-Zellen interagieren.*?

CD45R0* Tem haben ihre konstitutive Prasentation von CCR7 verloren, exprimieren CD62L
heterogen und besitzen spezifische Chemokin-Rezeptoren und Adhéasionsmolekile zur
Infiltration in entzindetes Gewebe.** Vornehmlich zirkulieren sie im Blut und im peripheren
Gewebe, da ihnen die Rezeptoren zum Eintritt in die SLO fehlen. Bei Antigenkontakt kommt es
zu einer schnellen Effektorfunktion mit Sekretion groRer Mengen an zytolytischen Molekilen
wie Granzym B und Perforin. Nach Antigenstimulation in vivo oder anti-CD3/CD28-Aktivierung

in vitro produzieren sowohl CD4*, als auch CD8* Zellen IFN-y, IL-4 und IL-5.4%3°

Einen geringeren Anteil der im peripheren Blut zirkulierenden PBMCs bilden die Tscm.*# Sie sind
besonders langlebig, gering differenziert und zeigen eine fir Gewebestammzellen typische
molekulare Signatur.*> Dieser Stammzell-dhnliche Phanotyp bietet die Maoglichkeit der
Selbsterneuerung und der Generierung potenter Tochterzellen.*® Die CD95* Tscm sind CD45R0°
und CD62L*4 Durch ihre geringe Beeinflussbarkeit und der Fahigkeit bei Antigenkontakt
potente Effektorfunktionen auszuiiben, konnen sie langanhaltende Immunantworten
erzeugen und sind deshalb von besonderem Interesse fiir die Immuntherapie in

Krebserkrankungen. Da sie nur zu geringen Teilen im peripheren Blut vorkommen, wird an
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Protokollen zur Generierung von Tsem aus Tn verstarkt geforscht.*” Fir weitere Ausfihrungen

zu der T-Zell-Tumorzell-Interaktion s. Kapitel 1.3.2.

1.3.1.2 B-Zellen

Die meisten Studien Uber die Funktion von humanen B-Zell-Subklassen, berufen sich auf die
phanotypische durchflusszytometrische Analyse der Marker IgD, CD27, CD24, CD38,
kombiniert mit dem universellen B-Zell-Marker CD19.#8 B-Zellen entwickeln sich aus
lymphoiden Vorlauferzellen. Der Beginn der B-Zell-Entwicklung im Knochenmark ist ein streng
regulierter Prozess. Wenn eine B-Zelle einen funktionalen, nicht autoreaktiven B-Zell-Rezeptor
(B cell receptor = BCR) etabliert hat, differenziert sie zur reifen, naiven B-Zelle. Diese Zellen
exprimieren den BCR als IgM oder IgD Molekil und zirkulieren durch den Korper. Im
Erwachsenen befinden sich 50% der zirkulierenden B-Zellen in diesem Stadium.*® Naive B-
Zellen werden charakterisiert als CD19* IgD* CD27-.>° Die Aktivierung von B-Zellen kann T-Zell-
abhangig und T-Zell-unabhangig stattfinden. Die T-Zell-unabhangige Immunantwort erfolgt bei
starker Stimulation des BCR und fuhrt letztendlich zur Differenzierung in IgM-sekretierende
Plasmazellen.”! Diese Plasmazellen produzieren Antikdrper mit einer geringen Affinitat und
entwickeln sich meistens nicht zu Gedachtniszellen.*® Zur T-Zell-abhangigen Immunantwort ist
eine Begegnung der Antigen-exponierten B-Zelle mit ihrer zugehdrigen antigenspezifischen
CD4* T-Helferzelle erforderlich.®?> Werden die B-Zellen Uber ihren MHCII-Rezeptor in der
Peripherie aktiviert, prasentieren sie die Marker CD19, MHCII, CD80/86 und migrieren zu den
SLO.#%°0 In den SLO treffen sie auf ihre antigenspezifische T-Helfer-Zelle (Ty) und kénnen sich
zu kurzlebigen IgM-sekretierenden Plasmazellen entwickeln.*® CD19, CD20, CD27 und CD38
gelten als Schlisselmarker der Plasmazell-/Plasmablasten-Differenzierung.”® Bereits 1997
konnte nachgewiesen werden, dass die langfristige B-Zell-lmmunantwort aus Plasmazellen und
den von ihnen sezernierten Antikdrpern entsteht, wahrend die kurzfristige reaktive

Immunantwort durch Gedéchtnis-B-Zellen erfolgt.>*

Gedachtnis-B-Zellen entstehen in Keimzentrums-Reaktionen im Zuge der T-Zell-abhangigen
Immunantwort und unterscheiden sich von naiven B-Zellen durch eine ldngere Lebensspanne,
eine starkere und schnellere Immunantwort bei Stimulation und Prdsentation von somatisch
mutierten Immunglobulinen. Sie exprimieren auf ihrer Zelloberfliche CD19, CD27 und IgD.”°
54

Erst bei sekunddrem Antigenkontakt proliferieren sie und differenzieren zu Plasmazellen.

Annaherungsweise 40% der humanen B-Zellen im peripheren Blut sind B-Geddchtniszellen
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unterschiedlicher Subklassen. Gedachtnis-B-Zellen schitzen den Organismus teilweise fur
Dekaden vor Krankheiten durch Reinfektionen mit bereits bekannten Pathogenen.*® Neben
dem Vorkommen im Blutkreislauf zur Abwehr von Pathogenen, lassen sich Plasmazellen auch
in Tumorinfiltraten detektieren. Dort kdnnen sie, selbst bei zahlenmalig geringer Prasenz,
grole Mengen an Zytokinen und Antikdrpern produzieren. Ausgeldst durch diese Antikorper
kommt es durch die Antikdrper-abhangige zelluldre Zytotoxizitat (antibody-dependend cellular
cytotxicity = ADCC) zur Komplementaktivierung, Aktivierung natlrlicher Killerzellen mit
gesteigerter phagozytotischer Aktivitat und verstarkter Antigenprasentation dendritischer
Zellen. Auch kénnen B-Zellen durch ihre Antigenprdsentation die antigen-spezifische

Immunantwort der CD4* und CD8* T-Zellen in der Tumorumgebung beeinflussen. °°

1.3.2 Grundlagen des Immunsystems

Im Folgenden werden einige grundlegende Aspekte der Funktionsweise des menschlichen
Immunsystems hinsichtlich der antigenvermittelten Immunantwort durch T- und B-Zellen
naher erldutert. Generell wird zwischen dem angeborenen und dem erworbenen
Immunsystem unterschieden. Wahrend das angeborene Immunsystem die unspezifische frithe
Reaktion von neutrophilen Granulozyten, Monozyten, dem Komplementsystem und der akute
Phase Proteinen beinhaltet, ist das erworbene Immunsystem fir die spezifische, verzogerte
Reaktion von T- und B-Lymphozyten verantwortlich. Das adaptive, erworbene Immunsystem
ist in der Lage durch seine Gedachtnisfunktion auf sich wiederholende Reize antigenspezifisch
zu reagieren. Die zielgenaue Reaktion des adaptiven Immunsystems beruht auf den

antigenspezifischen Rezeptoren der T- und B-Zellen.*!

Bei Bindung ihres spezifischen Antigens Uber den T-Zell-Rezeptor (TCR) und Expression der
kostimulatorischen Signale, kommt es zur Expansion naiver T-Zellen und einer Besiedelung des
entzindeten Gewebes.3® Unterstitzt wird die Reifung der T-Zellen durch die Bindung des TCR
mit dem Haupthistokompatibilitatskomplex | (major histocompatibility complex |, MHCI).>® Bei
Interaktion mit und Aktivierung der T-Zellen spielen MHC Klasse | und Il eine entscheidende
Rolle. MHCI findet sich auf zellkernhaltigen Zellen und prasentiert intrazellulare Peptide des
Zellstoffwechsels. Erkannt wird MHCI von zytotoxischen CD8* T-Zellen.3® Verdnderte oder

abnormale Peptide aktivieren die CD8* T-Zellen zur Eliminierung der Zielzelle.*> Handelt es sich
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bei der Zielzelle um eine Tumorzelle, kommt es zur Zelllyse mittels Perforin oder FAS-
vermittelter Apoptose-Induktion.>” Da die persistierende Tumor-Immunitat ebenfalls durch
CD8* T-Zellen vermittelt wird, resultiert ein Mangel dieser Zellgruppe in einer

Tumorprogression.®

Eine weitere wichtige Rolle in diesem Zusammenhang spielen die natirlichen Killerzellen. Sie
machen 5-20% der Lymphozyten aus und sind den herkémmlichen Lymphozyten sehr dhnlich.
Da sie Rezeptoren des angeborenen Immunsystems besitzen, sind sie nicht antigenspezifisch.
Einerseits haben sie die Fahigkeit antigenunabhangig Perforine und Granzyme zur Zelllyse zu
sekretieren, andererseits konnen sie im Rahmen des ADCC gezielt Antikdrper-opsonierte
Zielzellen toten. Eine weitere Besonderheit der natUrlichen Killerzellen besteht darin, auch bei
verminderten oder ganzlich fehlender MHCI-Prasentation mit Zytotoxizitdt reagieren zu
kédnnen. Deshalb ist ihre Rolle in der Tumorbekdmpfung und bei Viruserkrankungen
entscheidend.>® Die Prasentation extrazelluldrer Antigene durch MHCII auf der Zelloberflache
professioneller antigenprasentierender Zellen (z.B. dendritischer Zellen oder B-Zellen) flhrt
zur Aktivierung von CD4* T-Zellen. CD4* T-Zellen sind so in der Lage kdrperfremde Antigene zu
erkennen und nach ihrer Aktivierung Effektorzellen zu koordinieren und die Immunantwort

durch Sekretion von Zytokinen zu modulieren.®

Neben der CD8/MHCI und der CD4/MHCII Interaktion werden kostimulatorische Signale zur
Aktivierung der T-Zellen benétigt. Grundsatzlich lassen sich die kostimulatorischen Signale zwei
grolsen Unterfamilien zuordnen: der Immunglobulin-Superfamilie und der TNF-Familie. Zu
ersterer zahlt der TCR und Immunglobuline mit Rezeptorfunktion wie beispielsweise CD28,
welche bei Bindung intrazelluldre Signalwege anstofRen. Zu der zweiten Superfamilie zéhlen die
Tumornekrosefaktoren (TNF) mit ihren zugehorigen Rezeptoren. Innerhalb dieser Gruppe
gelten CD40 und sein Ligand CD40L (=CD154) als Hauptregulatoren der Immunantwort.®° Bei
TCR-Bindung kommt es durch die membrangebundenen Corezeptoren zur Initiierung von
intrazelluldren Signalkaskaden der Zellaktivierung. Die haufigsten Corezeptoren sind CD80 (B7-
1), CD86 (B7-2), CD40, CD28, CTLA-4 und CD40L. Entzindungsmediatoren fihren zu einer
verstarkten Expression dieser Molekile und somit zu einer schnelleren Aktivierung der T-
Zellen.*® Die Aktivierung der B-Zellen beginnt bei Bindung ihres zugehdorigen Pathogens
vornehmlich in lymphatischen Geweben.®! Bei Bindung eines Antigens durch den BCR wird die

verstarkte Expression kostimulatorischer Molekile wie CD86, CD80, Adhasionsmolekile (z.B.
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ICAM1 oder ICAM2), Migrationsrezeptoren und Zellzyklus-stimulierenden Genen initiiert.>?
CD86 und CD80, welche auch als B7-Molekile bezeichnet werden, entsprechen den Liganden
des wichtigsten kostimulatorischen Rezeptors der T-Zellen (CD28), siehe Abb. 2. Die Effektivitat
von antigenprasentierenden Zellen (APC) ist zurlckzufthren auf die Expression der CD80/CD86
Molekile auf ihrer Zelloberflache.?? Diese Interaktion ist auch fir T-Zellen entscheidend, da sie
bei fehlender Aktivierung in ein ,Anergie“-Stadium verfallen konnen. Somit kann eine
produktive Immunantwort mit Proliferation, IL-2-Sekretion und T-Effektorzell-Funktionen nur
erfolgen, wenn Signal eins, Antigen-Bindung und Signal zwei, CD28 Bindung durch CD80/86
erfolgten.®® Durch das zweite Signal wird zudem die Ausbildung des CD40L auf der T-Helfer-
Zelle initiiert.®> CD40 wird von reifen, naiven und B-Keimzentrumszellen exprimiert. Neben
weiteren extrinsischen Signalen bestimmt der Umfang der CD40L-CD40 Bindung die B-Zell-
Entwicklung in vielen Differenzierungsstadien.®* Die Interaktion von CD40 mit dem CD40-
Liganden fihrt zum Klassenwechsel der B-Zellen, einer verstarkten Expression der
kostimulatorischen Molekile und der Etablierung von B-Gedachtniszellen.®! Die Interaktion
von T- und B-Zellen (bzw. Antigenprasentierenden Zellen) wird exemplarisch in der zweiten

Abbildung dargestellt.

APC

2. Abb. Interaktion zwischen CD4* T-Helferzelle und APC
(Antigenpradsentierende Zelle) durch die kostimulatorischen Molekile
CD40/CD40L und B7/CD28. Voraussetzung ist eine Aktivierung des TCR
durch MHCII und Antigenkontakt.
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Bei Interaktion von B-Zellen mit ihren zugehorigen T-Zellen erfolgt der Klassenwechsel des BCR
von 1gM/IgD zu IgG, IgA oder IgE. Nach der Etablierung langlebiger Gedachtniszellen und
erfolgtem Immunglobulin-Klassenwechsel, produzieren diese bei wiederholtem Kontakt 1gG-
Antikorper als direkte Immunreaktion.*! Eine Mindestanzahl an Zellteilungen ist dabei sowohl
Voraussetzung fur einen Klassenwechsel des BCR, als auch fir die Differenzierung zu

Plasmazellen.66.67

1.3.3 Kostimulatorische Marker

Ebenso wichtig flr eine produktive B-Zell/T-Zell-Interaktion sind die kostimulatorischen
Moleklle ICAM-1 (intracellular adhesion molecule 1, intrazellulares Adhasionsmolektl 1),
ICAM-2, CD58 und CD50. ICAM-1 (CD54) gehort zur Immunglobulin-Superfamilie und
vermittelt T-Zell-T-Zell-, T-Zell-Zielzell- und T-Zell-B-Zell-Interaktionen. Unter den vielzahligen
Liganden bildet LFA-1 (leucocyte function associated molecule) auf aktivierten T-Zellen den
Hauptliganden.®® Wird ICAM-1 als einziges kostimulatorisches Molekil auf APC présentiert,
kann es eine antigen-spezifische T-Zell-Aktivierung auslosen. Zusatzliche Zellinteraktionen, wie
beispielsweise zwischen CD28 und CD80, werden jedoch flir eine optimale Immunantwort
ebenfalls benotigt.®® Die Expression von ICAM-1 kann, ebenso wie die von CD80, durch die
Bindung von CD40/CD40L stimuliert werden.”? ICAM-1 und ICAM-2 (CD102) werden verstarkt

auf aktivierten Lymphozyten prasentiert.’?

CD58 (LFA-3) ist ein Oberflaichenmolekil, welches an CD2 auf T-Zellen bindet. Die CD58-
Expression sinkt mit zunehmendem Reifungsstadium von B-Zellen im Knochenmark und wird
besonders von B-Zellen in frihen Stadien exprimiert.”> Des Weiteren l4sst sich CD58 nach einer
Infektion mit dem Epstein-Barr-Virus (EBV) und dem Nachweis des LMP1 Gens (Epstein-Barr
virus latent membrane protein 1) auf B-Zellen nachweisen und steht im Verdacht die direkte
EBV-adressierte T-Zell-Antwort hervorzurufen.”? CD50 (ICAM-3) kann auf >98% der
Lymphozyten im peripheren Blut nachgewiesen werden und wird durch LFA-1 gebunden.

Wahrend alle CD3* T-Zellen ICAM-3 exprimieren, sind 18% der CD19* B-Zellen ICAM-3". 74
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1.3.4 Immunevasion der Tumorzellen und therapeutische Immunmodulation

Trotz der hochkomplex abgestimmten Immunreaktionen haben Tumorzellen einige Strategien
entwickelt, sich der Immunantwort zu entziehen. Die Tumorbekdampfung beruht zum grofRen
Teil auf der Erkennung von Tumorantigenen durch CD8* T-Zellen und der Auslbung
zytotoxischer Effektorfunktionen. Das Antigenrepertoire der Tumorzellen wird bestimmt durch
die Diversitat der MHCI Allele auf der Tumorzelloberflache, genomischer Instabilitdt und
mutagenen Veranderungen der Peptidprozessierung wahrend der Karzinogenese. Des

Weiteren kann dieses Repertoire durch die Immunzellen selber moduliert werden.”

Zu den haufigsten Mechanismen der Tumorevasion zahlt die verminderte Expression von MHCI
auf der Zelloberflache von Tumorzellen.” Daraus resultiert eine geringere Aktivierung der CD8*
T-Zellen oder der Verlust der klonalen Antigenerkennung. Eine starke Expression von MHCI auf
Tumorzellen wird hingegen haufig bei immunologisch aktiven Tumoren beobachtet’®, da dies
mit einer vermehrten Infiltration von Immunzellen, Interferon-y-Sekretion (IFN-y) und einer
gesteigerten Aktivierung von CD8* T-Zellen einhergeht.”” Ebenso fihren Interferone,
besonders INF-y, durch verstédrkte Transkription der schweren Kette des MHCI-Molekdls in

Tumorzellen zu einer vermehrten Expression von MHCI-Komplexen.”®

Eine spezifische Aktivierung von Immunzellen kann aullerdem durch Tumorantigene erfolgen.
Dies sind Antigene, welche auf Tumorzellen entweder Uberexprimiert oder spezifisch
vorkommen.”® Sie finden sich sowohl im Serum, als auch in der unmittelbaren
Tumorumgebung und koénnen zur frihzeitigen Detektion, als prognostische Marker,

>> Ein weiterer

Zielobjekte der Immuntherapie oder zur Tumor-Vakzinierung dienen.
Mechanismus der Immunevasion von Tumorzellen ist die Expression immunsuppressiver
Moleklle, sogenannter Immuncheckpointliganden, auf der Zelloberfliche. Zu den
bekanntesten Vertretern der Immuncheckpoints zdhlen CTLA-4 (Cytotoxic T Lymphocyte
Antigen-4) und PD-1 (Programmed Death-1). CTLA-4 (CD152) fUhrt zu einer Terminierung der
T-Zell-Aktivierung.”® Bei Bindung von CTLA-4 an CD80/86 kommt es zur Sekretion

immunsuppressiver Zytokine und einer Reduktion der T-Zell-limmunantwort.” Strukturell

dhnelt es CD28, besitzt jedoch eine héhere Bindungsaffinitat zu CD80/86.7°

PD-1 gehort ebenfalls zur CD28-Familie der Immunmodulatoren. Bei Aktivierung wird PD-1 auf

CD8* und CD4* T-Zellen verstarkt exprimiert. Die Bindung von PD-1 an seine Liganden PD-L1
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(B7-H1) oder PD-L2 (B7-DC) resultiert in einer Dephosphorylierung von Signalmolekilen des
TCR, sodass die T-Zell-Sensitivitat bei persistierender Antigenstimulation abnimmt und die T-
Zell-Antwort inhibiert wird.”® PD-L1 wird unter anderem von Colon- und Pankreaskarzinomen
verstarkt exprimiert und hemmt die T-Zell-vermittelte Tumorbekampfung.?® Die Expression
von PD-L1 auf der Oberflache von Tumorzellen oder Immunzellen gilt als wichtiger pradiktiver
Biomarker fur das Ansprechen auf eine Immuncheckpointtherapie mit PD-1-Blockade.®® Die
Immuncheckpointtherapie ist mittlerweile bei Tumoren des oberen Gastrointestinaltrakts oder

bei hepatozelluldren Karzinomen im Behandlungsschema etabliert.8!

Tumore mit einer héheren TMB produzieren durch Akkumulation von DNA-Mutationen wie
Insertionen und Deletionen vermehrt Neoantigene.?28 Dies ist auch bei dIMMR Tumoren der
Fall.8* Diese Neoantigene konnen durch MHC-Prasentation auf der Zelloberfliche der
Tumorzellen von aktivierten T-Zellen erkannt werden. 8282 Da es sich bei Neoantigenen um
Proteine handelt, welche durch Neumutationen entstanden sind, |6sen sie keine
Toleranzreaktion der T-Zellen aus und kdnnen vom Immunsystem als korperfremd erkannt
werden. So ist eine Adressierung von CD4* und CD8* T-Zellen moglich.®> Neoantigene erzeugen
auf diese Weise potente, individuelle und spezifische anti-tumorale Immunreaktionen.®® Die T-
Zell-Reaktivitat gegen Tumor-Neoantigene gilt als Ursache fir den klinischen Erfolg von
Immuntherapien wie der CTLA-4- oder PD-1-Blockade.?” Durch die Bindung von CTLA-4 oder
PD-1 konnen Tumorzellen die Aktivierung der T-Zellen beeinflussen. Bei Blockade der
Tumorevasionsmechanismen sind T-Zellen wieder in der Lage Neoantigene zu erkennen. Somit

gilt eine hohe TMB als Pradikator fur den Erfolg einer Immuntherapie.®?

Bezlglich der Wirksamkeit der Immuncheckpointblockade spielt ebenfalls die genetische
Aberration des Tumors eine wichtige Rolle.”? dMMR KRK weisen im Vergleich zu MMR-
kompetenten KRK, 10- bis 100-mal mehr somatische Mutationen auf.8® Le et al. konnten
nachweisen, dass MSI mit einer erhohten Mutationsrate in Tumoren vergesellschaftet ist und
Patientinnen und Patienten mit dMMR Tumoren klinisch besser auf eine PD-1-Blockade mit
Pembrolizumab ansprechen als solche mit MMR-kompetenten Tumoren.®® Womdoglich als
Resultat der hohen TMB, kommt es bei dMMR Tumoren ebenfalls zu einer gesteigerten Dichte
anintratumoralen T-Zellen. In vielen Tumorarten ist eine gesteigerte T-Zellinfiltration ebenfalls

mit einer erhéhten Ansprechrate auf die ICI-Therapie assoziiert.83

22



Einleitung

1.4 Protokolle zur Etablierung von B- und T-Zellpopulationen

1.4.1 Das Rapid Expansion Protocol

Die adoptive T-Zell-Therapie (adoptive cell therapy, ACT) bildet als Teil der Immuntherapie eine
neue und vielversprechende Option der Tumorbehandlung mit langfristiger
Rickfallvermeidung und geringerer Toxizitat im Vergleich zu herkémmlichen Therapien. Bei
der ACT werden grolRe Mengen tumor-spezifischer T-Zellen des peripheren Blutes in vitro
expandiert und dem Patienten mit IL-2 in hohen Dosen reinfundiert. Die T-Zellen lassen sich
aus naturlich erzeugten tumor-spezifischen CD8* T-Zellen oder Tumor-infiltrierenden T-
Lymphozyten (TIL) generieren. Eine weitere Moglichkeit besteht in der genetischen
Modifizierung autologer zirkulierenden CD8* T-Zellen. Die genetisch modifizierten T-Zellen
besitzen tumor-spezifische Antigen-Rezeptoren, wie die chimaren Antigenrezeptoren (CARs)
oder modifizierte T-Zell-Rezeptoren. Diese werden aus kultivierten B- und T-Zell-Klonen
generiert.?%* Weitere Tumorimmuntherapien beinhalten die Verwendung von ICl,

monoklonalen Antikérpern, Tumor-Vakzinierung und Immunsystem-Modulatoren.*

Rosenberg et al. erreichten 2011 durch Transfer von unmodifizierten T-Zellen aus
Tumorinfiltraten eine partielle oder vollstdandige Tumorregression bei Erkrankten mit
metastasiertem Melanom.??> Wurden an Stelle von TIL, in vitro expandierte T-Zellen des
peripheren Blutes verwendet, konnte zwar ebenfalls eine Tumorregression induziert werden,®?
jedoch war die Immunantwort verglichen mit den Ergebnissen bei Transfusion von TIL weniger
stark ausgepragt.®>°! In beiden Féllen korrelierte die Tumorreaktivitdt mit der Persistenz der
transferierten T-Zellen im Blut.°%®> Generell zeigte sich eine geringe Vorhersagbarkeit
beziiglich des in vivo-Uberlebens der transfundierten T-Zellen im individuellen Patienten.
Durch die chronische Stimulation der patienteneigenen tumorreaktiven T-Zellen durch
Tumorantigene in vivo, kann es zu einer gesteigerten Expression regulatorischer Molekile wie
PD-1,°¢ sowie zu einer verstarkten Differenzierung zu kurzlebigen T-Effektorzellen kommen.
Beide Effekte kdnnen die Fahigkeit zur Proliferation und das Langzeitiberleben von T-Zellen

nach ACT einschranken.?’

Eine robuste und langlebige Immunreaktion konnte bei Transfusion von T-Gedachtniszellen,

wie Tem oder Tsem erzielt werden. Das liegt an der Fahigkeit der Tem sich auch bei ACT in vivo zu
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reproduzieren und weitere Gedachtnis- und Effektorzellen zu generieren.®® In Primaten-
Studien konnte nachgewiesen werden, dass vorselektierte Tem-Klone nach Infektion mit dem
Epstein-Barr-Virus und anschlieBender in vitro-Expansion mit ACT, Uber Jahre nach Transfer in
vivo persistieren und diverse therapeutisch wirksame Gedachtnis-Subgruppen bilden
konnen.? Dabei ist ein gering-differenzierter Phanotyp der T-Zellen notwendig um in vivo eine
gesteigerte Proliferation, langere Persistenz und erhaltene Effektorfunktionen der Zellen zu
ermoglichen.®® Kurzlich publizierte Studien wiesen nach, dass starker differenzierte
Gedachtnis-T-Zellen keine langanhaltende Tumor-Immunitdt bewirken konnten.'® Dies
unterstreicht die Wichtigkeit der Separierung in T-Zell-Subgruppen und eine gezielte Expansion

far eine erfolgreiche ACT.

Zur Generierung ausreichender Mengen an T-Zellen ist die ex vivo-Expansion entscheidend.
Das urspringliche von Dudley et al. beschriebene ,,Rapid Expansion Protocol” (REP) beinhaltet
eine Expansion von TIL unter Verwendung von anti-CD3-Antikérper, Interleukin-2 und
bestrahlten PBMCs (periphere mononukleare Blutzellen, periphere blood mononuclear cells),
welche innerhalb von 14 Tagen zu einer 1000-fachen Expansion der T-Zellen fihrte.*° Um den
klinischen Erfolg der expandierten T-Zellen nach ACT in vivo zu prognostizieren, formulierten
Liu et al. zwei essentielle Voraussetzungen: Erstens die Generierung grofer Mengen antigen-
spezifischer CD8* T-Zellen und zweitens ein gesteigertes Proliferationspotential auch Wochen
nach REP.19 Ein kritischer Faktor des REP beziglich der klinischen Anwendbarkeit besteht in
der benotigten Menge an T-Zell-stimulierenden PBMCs, der umfanglichen Laborzeit und der
Kostenintensitdt der ex vivo Expansion.?103104 Eine gezielte Expansion von Tscu und Tewm ist

zudem von grolRer Relevanz um den Erfolg der ACT zu steigern.®®

1.4.2 EBV-B-Zell-Transformation

Das EBV gehort zur Gruppe der humanen Herpesviren und kann beim Menschen zu einer Reihe
verschiedener Erkrankungen fihren. Dazu zdhlen die infektidse Mononukleose, das Burkitt
Lymphom, Nasopharynxkarzinome und autoimmune Erkrankungen wie der systemische Lupus
erythematodes.'® Die durch EBV infizierten B-Zellen werden normalerweise auf Grund der
Prasentation viraler Proteine und einen Phanotypwechsel durch das Immunsystem in vivo

erkannt und eliminiert, sodass die meisten Infektionen beim Menschen asymptomatisch
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verlaufen. Bei einer latenten Infektion der B-Zellen verbleibt die virale DNA intrazellular als
Episom.% Das EBV wurde erstmals in Zelllinien aus Burkitt-Lymphomen nachgewiesen. Bei
dem Burkitt-Lymphom handelt es sich um eine Tumorerkrankung des Kindesalters, welche
endemisch im tropischen Regenwaldgebiet Afrikas vorkommt. EBV fihrt bei den B-Zellen von
Erkrankten mit Burkitt-Lymphomen zu einer chromosomalen Translokation des C-MYC
Protoonkogens, juxtapositional zu dem Genabschnitt der Immunglobuline. Die konstitutive
Aktivierung von C-MYC fihrt auch in Abwesenheit des EBV zur Proliferation der B-Zellen. Wie
andere kanzerogene DNA-Viren, schadigt EBV die zwei vorrangigen Tumorsuppressorgene,
TP53 und das Retinoblastomgen, wodurch der Ubergang vom G1-Status in die S-Phase erfolgt.
Obwohl es sich beim EBV um ein Virus mit mutagenem Potential handelt, fihrt die Latenz des
Virus per se nicht zur Ausbildung einer Tumorerkrankung. Das liegt an der Fahigkeit des
Immunsystems transformierte Zellen zu erkennen. Somit ldsst sich schlussfolgern, dass sich
eine durch EBV induzierte Lymphozytenproliferation nur unter immunsupprimierten

Konditionen entwickelt.196

Durch die EBV-Transformation kann das Virus in vitro zur Etablierung von immortalisierten B-
Zelllinien genutzt werden. Bei Infektion mit EBV kommt es zur Proliferation und anschlieRender
Etablierung von B-lymphoblastoiden Zelllinien (B-LCL) in vitro.”>*%7 Diese B-LCLs kénnen bei in
vitro Experimenten als antigenprasentierende Zellen verwendet werden. Bereits 1968 konnten
Pope et al. erstmalig B-LCL-Zelllinien aus EBV-transformierten Lymphozyten generieren.'%® Wie
tiefgreifend die genetischen Veranderungen sind, die durch das EBV ausgelost werden, zeigten
auch Gerber et al.,, indem sie eine Veranderung des Chromosomensatzes nach EBV-Infektion
nachwiesen. Bei einem anfanglich unauffalligem mannlichen Karyotyp, waren nach sechs
Wochen 90% der Zellen mit 47 Chromosomen ausgestattet und nach 12 Wochen zeigten 6%
der infizierten Zellen 48 Chromosomen. Des Weiteren gaben ihre Forschungsergebnisse einen
Hinweis auf die haufig auftretenden Schwierigkeiten einer EBV-Transformation. Sie
beschrieben, dass die Anzahl der vitalen B-Lymphozyten nach EBV-Transformation innerhalb
von 10-14 Tagen stetig abnahmen und Zellkulturen mit einer hohen EBV-Konzentration nach

18 Tagen vollstdndig zum Erliegen kamen.10”
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1.5 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Im Hinblick auf das Tumorgeschehen und die Inzidenzen von Tumorerkrankungen in
Deutschland ist weitere Forschung an immunologischen Behandlungsstrategien dringend
erforderlich. Die vorliegende Arbeit leistet einen Beitrag zum aktuellen Wissensstand der T-
und B-Zell-vermittelten Immuntherapie von Colon- und Pankreaskarzinomen. Im Zuge der
Grundlagenforschung ist die Etablierung von Protokollen zur Generierung addquater Mengen
an funktionalen T-Zellen und die Etablierung langlebiger B-Zelllinien ein wichtiger Bestandteil.
Ein Schwerpunkt bildet dabei die Zeit- und Kosteneffizienz der Protokolle zur Erleichterung der

Durchfihrbarkeit.

Ziel der Arbeit ist zum einen die Etablierung eines modifizierten REP zur Expansion
funktionaler, tumorreaktiver T-Zellen von Patientinnen und Patienten mit Colon- und
Pankreaskarzinomen. Durch die Farbung von Oberflachenmarkern erfolgte der Vergleich von
T-Zell-Subpopulationen vor und nach Durchfliihrung des REP. Die Funktionalitat und Reaktivitat
der T-Zellen durch unspezifische Stimulation und durch Kontakt mit Tumorzellen wurde mit
Hilfe eines Degranulierungstests analysiert. Des Weiteren wurden EBV-B-Zell-
Transformationen zur Generierung stabiler B-LCLs aus PBLs vorgenommen. Geplant war hier
im Verlauf ebenfalls eine Untersuchung der Subpopulationen. Zur Testung der
Voraussetzungen der B-LCLs zur adaquaten Stimulation von T-Zellen wurden aulerdem die

kostimulatorischen Marker nach EBV-Transformation analysiert.

26



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Proben

Die verwendeten Proben stammen von Patientinnen und Patienten der Universitatsmedizin
Rostock als Teil der HROC-Sammlung der BioBank Rostock (BBR, AG Molekulare Onkologie und
Immuntherapie), s. Tabelle 1. Die Kontrollgruppe bildeten Personen ohne Pankreas- oder
Kolonkarzinomerkrankungen. Sie setzt sich zusammen aus BC1, FB, HROM14, HROC211,
HROC158 und HROC152. Die Akronyme BC1 und FB bezeichnen Biomaterialien oder
Zellpopulationen gesunder Spender. Der Nachweis des genetischen Subtyps oder der
vorliegenden Mutation (MSS, POLE, MSI, Lynch, POLD) erfolgte entweder durch die Pathologie
der Universitatsmedizin Rostock oder wurde vom kommerziellen Anbieter Centogene AG

durchgefihrt.

Teilweise stammen die Patientenproben aus der PiCOP-Studie (Peptidbasierte
Immunisierungsstrategien  bei  Darm-  und  Bauchspeicheldrisenkrebs),  welche
Verbundprojekte zwischen der Universitatsmedizin Rostock und Greifswald und den Biotec-
Unternehmen Miltenyi Biotec GmbH und Centogene AG beinhaltet. Diese Proben wurden nach
der in Kapitel 2.2.4. dargestellten Methode aufbereitet und kryokonserviert im Gaslberstand

eines Flussigstickstoff-Tanks gelagert.
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Tabelle 1: Verwendete Zelllinien

Material und Methoden

Name Carcinom Molekularer |Anatomische Lage Geschlecht | Alter
Subtyp
HROP88 |PDAC MSS Caput Pankreas m 70
HROP92 |PDAC MSS Caput Pankreas m 59
HROP101 | Pancreatic, ductal MSS Pankreas, nicht néher |f 77
bezeichnet
HROC69 |Adenocarcinom POLE, MSS Rechtes Kolon m 66
HROC198 | Adenocarcinom POLE, MSS Rechtes Kolon m 69
HROC252 | Adenocarcinom POLD, MSI- | Linkes Kolon/ m 56
H, LS Sigma/Rektum
HROC283 | Adenocarcinom POLE, MSS Sigma f 59
POLE, MSI-H,
HROC324 | Adenocarcinom LS Rechtes Kolon f 56
HROC357 | Adenocarcinom POLE, MSS Transverses Kolon f 50
HROC400 | Adenocarcinom MSI-H Rechtes Kolon f 78
Lebermetastase,
HROC402 | Adenocarcinom MSS Primarius: Rectum f 69
Karzinom
HROC403 | Adenocarcinom MSI Lebermetastase m 78
HROC405 | Adenocarcinom MSS Sigma f 84
HROC407 | Adenocarcinom MSI-H Rechtes Kolon f 88
HROC419 | Adenocarcinom MSI-H Rechtes Kolon f 94
HROC425 | Adenocarcinom MSS Rechtes Kolon m 91
HROC427 | Adenocarcinom MSI Rechtes Kolon f 80
HROC428 | Adenocarcinom MSS Sigma m 78
HROC429 | Adenocarcinom MSS Sigma f 49
HROC458 | Endometriumcarcinom | MSS Sigma f 82
HROC477 | Adenocarcinom MSS Sigma m 61
HROC499 | Adenocarcinom MSS Lebermetastase, m 83
Primarius: Linkes Colon
HROC501 | Adenocarcinom MSS Sigma m 51
BC1 Gesunder Spender - - m 69
FB Gesunder Spender - - m 36
HROM14 | Mammakarzinom PIK3CA, Rechte Mamma f 39
TP53, HR+
HROC211 |Sigma elongatum - - f 81
HROC158 | Kolonpolypen - Kolon m 94
HROC152 | Rektumpolypen - Rektum f 64
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2.1.2 Laborgerate

CO,-Brutschrank Inc246
Durchflusszytometer FACSVerse
Etikettendrucker

Heizblock

Heizplatte LGH

Kidhlschrank

Neubauer Zahlkammer
Pipetboy accu-jet pro
Pipetten

Quadro MACS
Sterilwerkbank Safeflow 1.2
Tiefkihlschrank (-20°C)
Tiefkihlschrank (-80°C)

Vakuumpumpe VacuSafe
Wasserbad WiseBath®

Zentrifugen: Megafuge 1.0 R
Rotina 38 1.8 Vision

Multifuge 3 S-R Plus

Material und Methoden
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Memmert GmbH; Schwabach
BD Bioscience; Dummer

Brady; Egelsbach

Haep Labor Consult; Bovenden
Prazitherm; Disseldorf
Liebherr; Ochsenhausen
Marienfeld; Lauda Konigshofen
BRAND GmbH; Wertheim
Gilson; Frankreich, Villiers-le-Bel
Miltenyi; Bergisch Gladbach
NUNC

Liebherr; Ochsenhausen
Kryotec-Kryosafe GmbH; Hamburg

INTEGRA Biosciences GmbH; Biebertal

WITEG; Wertheim

Heraeus; Hanau
Hettich GmbH; Tuttlingen

Thermo Fisher Scientific; Darmstadt
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2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Deckglaser
Einwegpipetten Cellstar®
Einmalhandschuhe
FACS-Réhrchen
Objekttrager

Parafilm

Pasteurpipetten

Pipettenspitzen

Polypropyen-Rohrchen (15, 50 ml)

Reaktionsgefafle (0,5, 1,5, 2,0 ml)

Zellkulturflaschen Cellstar®

Zellkulturplatten

Zentrifugenroéhrchen Cellstar® 15ml

Zentrifugenrohrchen Cellstar® 50ml
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Menzel Gldser; Braunschweig
Sarstedt AG & Co.; Nimbrecht
Hartmann; Heidenheim

Sarstedt AG & Co.; Nimbrecht
Menzel Glaser; Braunschweig
Bemis; Neenah Wisconsin

Fisher Scientific; Schwerte
Sarstedt AG & Co.; Nimbrecht,
GreinerBio-One™: Kremsmuinster
Sarstedt AG & Co.; Nimbrecht,
GreinerBio-One™: Kremsminster
Sarstedt AG & Co.; Nimbrecht,
GreinerBio-One™: Kremsminster
Sarstedt AG & Co.; Nimbrecht,
GreinerBio-One™: Kremsmuinster
Sarstedt AG & Co.; Nimbrecht
GreinerBio-One™: Kremsmuinster

Sarstedt AG & Co.; Nimbrecht
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2.1.4 Chemikalien und Reagenzien

Amphotericin B (Stocklésung 100mg/ml)

Brefeldin A

Bovines Serumalbumin (BSA)

Ciprofloxacin

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Dulbecco’s PBS (ohne Ca?* und Mg?*)
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

Fetales Kalberserum (FCS)
Human CD40-Ligand Mutimer Kit

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM)

IFN-y Immukin ®

IL-2 Proleukin ®

IL-4

Ipilimumab

L-Glutamin (200 mM)
MACS BSA Stock Solution
Minocyclin

OKT3

Pan T cell Isolation Kit human
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Dermapharm AG; Grinwald

MedChem Express; Monmouth Junction,

USA

Sigma-Aldrich; Darmstadt

Fresenius SE & Co. KGaA; Bad Homburg
AppliChem GmbH.; Darmstadt

PAN Biotech; Aidenbach

PAN Biotech; Aidenbach

PAN Biotech; Aidenbach

PAN Biotech; Aidenbach

Miltenyi Biotec; Bergisch Gladbach

PAN Biotech; Aidenbach

Boehringer Ing.; Ingelheim am Rhein

Clinigen; Inc. Yardley, USA

Miltenyi Biotec; Bergisch Gladbach
Apotheke der Universitdtsmedizin Rostock
PAN Biotech; Aidenbach

Miltenyi Biotec; Bergisch Gladbach
Ratiopharm GmbH; Ulm

Uberstand Hybridom (Zelllinie)

Miltenyi Biotec; Bergisch Gladbach
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Pembrolizumab

Penicillin G (Stocklésung 10° U/ml)
RPMI 1640 mit L — Glutamin
Streptomycin (Stocklésung 0,325 g/ml)
Tc TransAct

TexMACS

Trypanblau

Trypsin

Ursomutin

Zombie NIR

2.1.5 Antikérper

CD3 PerCP
CD4 FITC
CD8 APC/Cy7
CD8 APC
CD19 FITC
CD20 PerCP
CD24 BV 785
CD27 BV 421
CD28

CD38 PE-Cy7
CD40 APC

CD40 APC
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Apotheke der Universitatsmedizin Rostock
PAN Biotech; Aidenbach

PAN Biotech; Aidenbach

Fatol Arzneimittel GmbH; Schiffweiler
Miltenyi Biotec; Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec; Bergisch Gladbach
Sigma-Aldrich; Darmstadt

PAN Biotech; Aidenbach

Serumwerk Bernburg AG; Bernburg

Bio Legend; San Diego, USA

BioLegend; San Diego, USA
Immuno Tools GmbH; Friesoythe
BioLegend; San Diego, USA
Miltenyi Biotec; Bergisch Gladbach
Immuno Tools GmbH; Friesoythe
Bio Legend; San Diego, USA

Bio Legend; San Diego, USA

Bio Legend; San Diego, USA
Immuno Tools GmbH; Friesoythe
Bio Legend; San Diego, USA
Immuno Tools GmbH; Friesoythe

Immuno Tools GmbH; Friesoythe



CD40L Multimer Kit
CD45/Ro APC
CD50 FITC
CD54 APC
CD58 PE
CD62L PE
CD80 PE
CD86 PE
CD86 PE-Cy7
CD95 PE/Cy7
CD102 FITC

CD107a FITC

CD137 PE
IgA APC

IgD APC

IgG APC

IgM APC

IFN-y PE

MHCI/HLA-ABC APC
MHCI BV 510
MHCII/HLA-DR * DP FITC

MHCII PE

Material und Methoden
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Miltenyi Biotec; Bergisch Gladbach
Immuno Tools GmbH; Friesoythe
Immuno Tools GmbH; Friesoythe
Immuno Tools GmbH; Friesoythe
Immuno Tools GmbH; Friesoythe
Immuno Tools GmbH; Friesoythe
Bio Legend; San Diego, USA
BioLegend; San Diego, USA
BioLegend; San Diego, USA
BioLegend; San Diego, USA
BioLegend; San Diego, USA
BioLegend; San Diego, USA,
Miltenyi Biotec; San Diego, USA
Miltenyi Biotec; San Diego, USA
Miltenyi Biotec; Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec; Bergisch Gladbach
Southern Biotech; Birmingham, USA
Miltenyi Biotec; Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec; Bergisch Gladbach
Immuno Tools GmbH; Friesoythe
Bio Legend; San Diego, USA
Immuno Tools GmbH; Friesoythe

Immuno Tools GmbH; Friesoythe
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2.2 Methoden

2.2.1 Aufarbeitung von Tumor- und Blutproben

Wie bereits von Mullins et al. beschrieben, wurden Blut- und Tumorproben von Patientinnen
und Patienten der Universitatsmedizin mithilfe von standardisierten Protokollen
aufgearbeitet.’®® Die Proben umfassten Serumproben, PBLs (peripheral blood lymphocytes),
Tumorgewebe (vital und snap), sowie Normalgewebe. Die Aufarbeitung der Blutproben zu
PBLs wird im Folgenden unter Kapitel 2.2.4 naher beschrieben. Aus dem Tumorgewebe wurde
mittels laborintern standardisierter Abldufe Zellkulturen etabliert. Dokumentiert wurden
personliche Patientendaten, Tumorklassifikation, molekulare Typisierung und klinisches
Outcome in anonymisierter Form. Die Proben der Biobank sind folgendermalien benannt: HRO
(Hansestadt Rostock), C (Colon) oder P (Pankreas) oder M (Mamma), Nummer (fortlaufende
Patientennummer). Metastasen werden mit ,,Met” und einer Nummerierung gekennzeichnet.
Fir alle verwendeten Proben wurde eine Einwilligungserklarung unterschrieben und die
Aufarbeitung erfolgte nach der Genehmigung der Ethik-Kommission der Universitatsmedizin
Rostock (Referenznummer Il HV 43/2004 und A 45/2007) nach Richtlinien der Deklaration von

Helsinki. 110

2.2.2 Zellkultur

Grundlegend erfolgte die Kultivierung der Immun- und Tumorzellen unter sterilen
Bedingungen bei 37°C und 5% CO; in wassergesattigter Atmosphare. Die Zellkulturen wurden
regelmalig auf Mykoplasmen getestet, wobei das PlasmoTest-Mycoplasma Detection Kit von
Invivogen zur Anwendung kam. Positiv getestete Kulturen wurden einer antibiotischen

Behandlung unterzogen (s. Kapitel 2.2.11).

Zur Ermittlung der Zellzahl wurde zuerst 50ul der Zellsuspension 1:2 mit Trypanblau gefarbt
und in einer Neubauer Zellkammer gezahlt. Hierbei konnten die lebenden Zellen von
apoptotischen Zellen mittels Trypanblau-Farbung unterschieden werden. Mit Hilfe der

ausgezahlten Quadranten wurde ein Durchschnitt gebildet, welcher mit dem
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Verdinnungsfaktor und 10.000 multipliziert wurde um die Zellanzahl in Millionen pro Milliliter

ZU berechnen.

Flr die Kryokonservierung und Langzeitlagerung wurde die benétigte Zellmenge bei 1.200rpm
fur sieben Minuten zentrifugiert, das Medium abgenommen, die Zellen in 1,5ml
Kryokonservierungsmedium resuspendiert und in Rohrchen zur Kryokonservierung pipettiert.
Das Kryokonservierungsmedium bestand aus 90% FCS und 10% Dimethylsulfoxid (DMSO). Die
Rohrchen fur die Kryokonservierung wurden im Anschluss mit Hilfe eines Gefrierbehalters um
-1°C pro Minute auf -80°C runtergekthlt. AnschlieBend konnten sie zur langerfristigen

Lagerung in einen FlUssigstickstofftank Gberfihrt werden.

Es wurden jeweils 15x10° T-Zellen, 5x10° B-Zellen und 3x10° Tumorzellen pro Kryoréhrchen
eingefroren. Zur Verwendung der kryokonservierten Proben fir Experimente wurden diese in
einem Wasserbad bei 37°C oder bei Raumtemperatur aufgetaut, in Zellkulturmedium
resuspendiert und zentrifugiert. Nach Zentrifugation bei 1.200rpm fir zehn Minuten konnte
der Uberstand abgesaugt und die Zellen in 10ml frischem Medium aufgenommen und ausgesét
werden. Auf die Kultivierung der T-Zellen wird im Folgenden in dem Kapitel 2.2.6 Das Rapid

Expansion Protokoll ndher eingegangen.

Die B-Zell-Populationen wurden bei einer Konzentration von 0,5x10° Zellen/ml in stehenden
Kulturflaschen kultiviert. Das Zellkulturmedium fir B-Zellen bestand aus 500m| DMEM
(Dulbecco’s Modlified Eagle Medium), mit einem Zusatz von 50ml fetalem Kalberserum (FCS),
2,34g Glutamin mit 101E/ml Penicillin, 130ug/ml Streptomycin und 6pg/ml Amphotericin B (im
Folgenden mit P/S/A abgekurzt)>’.

Die Tumorzellen wurden mit Tumorzellmedium (500mI DMEM mit 50mlI/500ml FCS und
2,34g/500ml L-Glutamin) kultiviert und entsprechend ihrer Konfluenz ein- bis zweimal
wochentlich passagiert. Daflir wurde zuerst das Nahrmedium abgesaugt und die adhdrenten
Zellen einmal mit PBS (phosphate Puffered saline; phosphatgepufferte Saline) gewaschen. Zum
Abldsen der Zellen vom Flaschengrund wurden 0,5-2ml Trypsin hinzugegeben und fir fUnf bis
zehn Minuten bei 37°C inkubiert. Im Anschluss konnten die Zellen in Nahrmedium
aufgenommen und flir Experimente verwendet oder mittels Kryokonservierung aufbewahrt

werden.
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2.2.3 Farbeprotokoll durchflusszytometrische Messungen

Das Prinzip der Durchflusszytometrie besteht in der Isolierung von Zellen in einem
FlUssigkeitsstrom und Darstellung ihrer Zelleigenschaften durch Laser und fluoreszierende
Antikorper durch Absorption und Streuung. Das vorwarts gestreute Licht (forward scatter =
FSC) gibt Auskunft Gber die ZellgroRe, wahrend das seitwarts gestreute Licht (side scatter =
SSC) die Granularitat darstellt. Durch die Bindung von fluoreszierenden Antikorpern an intra-

oder extrazelluldre Epitope kdnnen zellspezifische Marker detektiert werden.

Generell wurden pro Probe 200.000-500.000 Zellen bei 300g fur zehn Minuten zentrifugiert
und das Medium abgenommen. Danach wurde das Zellpellet in 500ul PBS resuspendiert. Es
folgte erneut eine Zentrifugation bei 300g fiir zehn Minuten. Im Anschluss wurden die Zellen
in 100ul Farbeldsung (PBS mit Antikdrpermenge entsprechend Herstellerangaben) gefarbt.
Nach einer Inkubationszeit von 20-30 Minuten bei 4°C und vor Licht geschitzt, wurden die
Zellen bei 400g fiir fiunf Minuten zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das Zellpellet
in 200l PBS resuspendiert. Es folgte eine weitere Zentrifugation bei 400g fur finf Minuten.
Danach wurden die Zellen in 250ul PBS aufgenommen und mit einem FACSVerse gemessen.
Analysiert wurden die Daten mit der Software FCSalyzer 0.9.18-alpha (Sven Mostbock, Wien,

Osterreich; https://sourceforge.net/projects/fcsalyzer/).

2.2.3.1 Durchflusszytometrische Messung der T-Zellen

Jede Probe enthielt 500.000 T-Zellen in 100l PBS. Gefarbt wurde mit 4pul folgender Antikorper-
Markierung: CD3-PerCP, CD4-FITC, CD8-APC/Cy7, CD45/Ro-APC, CD62L-PE und CD95-PE/Cy7
(PerCP=Peridinin-Chlorophyll-Protein, FITC=Fluorescein-lsothiocyanat, APC=Allophycocyanin,

Cy=Cyanin, PE=Phycoerythrin).

Zur Etablierung des Protokolls und Definition der Gates wurden Einzel-, Komplettfarbungen
und ungefarbte Proben von HROM14 und zweier gesunder Spender (TcFB und TcBC1)
verwendet. In Tabelle 2 ist die Definition der T-Zell-Subtypen dargestellt. Die Menge an T-Zellen
eines bestimmten Phanotypes wurde als Prozentsatz von allen CD3* T-Zellen ermittelt. Eine
Datenauswertung mit der Darstellung der Gates ist dem Anhang zu entnehmen (s. Kapitel
11.1.2, Abb. 24). Durch die Auswahl der Antikorper konnten verschiedene T-Zell-

Subpopulationen an Tag null und Tag sieben der Expansion verglichen werden.
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Tabelle 2: Definition T-Zell-Subpopulationen

T-Zell-Subpopulationen CD-Marker

CD4* T-Effektorzellen (Terr) CD3*, CD4*, CD62L, CD95*, CD4A5R0O"
CD4* Zentrale T-Gedachtniszellen (Tewm) CD3*, CDh4*, CD62LY, CD95*, CD45R0O*
CD4* T-Effektorgeddchtniszellen (Tewm) CD3*, CD4*, CD62L, CD95*, CD45R0O*
CD4*Stammzell-T-Gedachtniszellen (Tscm) CD3*, CD4*, CD62L*, CD95*, CD45R0O"
CD4* Naive T-Zellen (Tn) CD3*, CD4*, CD62L*, CD95°, CD45RO"
CD8* T-Effektorzellen (Terr ) CD3*, CD8*, CD62L", CD95*, CD45RO"
CD8* Zentrale T-Gedachtniszellen (Tem ) CD3*, CD8*, CD62L*, CD95*, CD45R0O*
CD8* T-Effektorgedachtniszellen (Tewm) CD3*, CD8*, CD62L", CD95*, CD45RO*
CD8* Stammzell-T-Gedéachtniszellen (Tscm) CD3*, CD8*, CD62L*, CD95*, CD45R0O"
CD8* Naive T-Zellen (Tn) CD3*, CD8*, CD62L*, CD95°, CD45RO"

2.2.3.2 Durchflusszytometrische Messung der T-Zellen der Degranulierungstests

Nach Stimulation der T-Zellen im Rahmen der Degranulierungstests, wurden die Zellen zur
Farbung zuerst mit 100ul PEB (PBS mit 5% bovinem Serum Albumin) gewaschen und mit 300g
fir finf Minuten zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurden sie in 50ul PEB resuspendiert.
Nach der Zugabe von 50ul Inside Fix des Miltenyi Inside Stain Kits, wurden die Zellen fir 20
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte eine weitere Waschung der Zellen mit PEB.
SchlieBlich wurden sie mit 200ul Inside Perm des Miltenyi Inside Stain Kits resuspendiert und

mit 300g fur finf Minuten zentrifugiert.

Danach erfolgte die Farbung mit 92ul Inside Perm, 4ul anti-IFN-y-Antikdrper (PE) und 4pul anti-
CD8-Antikorper (APC). Nach der Inkubation der Zellen fir 10 Minuten bei 2-8°C, wurde 200ul
PEB hinzugegeben. Im Anschluss wurde die Probe mit 300g fir finf Minuten zentrifugiert, der
Uberstand abgenommen und die Zellen in 200ul PEB resuspendiert. Die Analyse erfolgte am
FACSCalibur (BD). Zur Kalibrierung des Gerdtes und zur Anpassung der Gates bei der FACS
Auswertung wurden ungefarbte Proben der jeweiligen Zelllinie verwendet. Eine beispielhafte
Darstellung der Einteilung der FACS Plots ist dem Anhang zu entnehmen (s. Kapitel 11.1.4, Abb.
28).
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2.2.3.3 Durchflusszytometrische Messung der kostimulatorischen Marker der B-LCLs

Fir die Charakterisierung der kostimulatorischen Marker der B-LCLs mittels
Durchflusszytometrie wurde das gleiche Farbeprotokoll verwendet wie flr die Analyse der
Subpopulationen der T-Zellen (s. Kapitel 2.2.3.1). Gefarbt wurde mit CD50-FITC, CD58-PE,
CD54-APC, CD86-PE-Cy7, CD102-FITC, CD40-APC, MHCII-PE, IgM-APC, IgG-APC und IgA-APC.
Zur Kalibrierung und zur Etablierung der Gates wurden Einzelfarbungen und ungefarbte
Proben von HROC357 verwendet. Eine beispielhafte Darstellung der Einteilung der FACS Plots
ist dem Anhang zu entnehmen (s. Kapitel 11.1.6, Abb. 30)

2.2.3.4 Durchflusszytometrische Analyse der Subpopulationen der B-LCLs

Gefarbt wurden die immortalisierten Zelllinien Bc HROP101, HROC425, HROC477, Tumor-
infiltrierende-B-Lymphozyten, BPLs eines Spender Buffy Coats, B-LCLs des Spenders FB und
Vollblut. Zur Kalibrierung des FACS Gerates und zur Erstellung des Panels wurden B-LCLs des
gesunden Spenders (Bc FB) und Beads mit Komplettfarbung, Einzelfarbung und ungefarbte
Proben verwendet. Die durchflusszytometrische Analyse wurde durchgefihrt mit einem Cytek
Aurora. Verwendet wurde die Software FCSalyzer 0.9.18-alpha. Pro Probe wurden 0,5x10° B-
LCLs oder PBLs erst mit PBS gewaschen und danach mit jeweils 3ul der Antikorper fir CD27
(BV421), MHCI (BV480), MHCII (BV605), CD24 (BV785), CD19 (FITC), CD80/86 (PE), CD20
(PerCP), CD38 (PE/Cy7) und IgD (APC) gefarbt. AnschlieRend wurden die Zellen fur 15-20
Minuten bei Raumtemperatur und vor Licht geschiitzt, inkubiert. Nach der Zugabe von 1-2ml
PEB-Puffer (PBS mit 0,5% Bovines Serum Albumin (BSA) und 2mM EDTA) und Zentrifugation
bei 400g fur finf Minuten, konnten die Zellen in PEB resuspendiert und analysiert werden. In
der nachfolgenden Tabelle (s. Tabelle 3) sind die CD-Marker zur Differenzierung der B-Zell-
Subtypen dargestellt. Eine beispielhafte Darstellung der Einteilung der FACS Plots ist dem
Anhang zu entnehmen (s. Kapitel 11.1.8, Abb. 32).
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Tabelle 3: Definition B-Zell-Subpopulationen

B-Zell-Subpopulation CD-Marker

Aktivierte B-Zellen CD19*, CD80/86*, MHCI*
Gedachtnis-B-Zellen CD19*, CD27%, IgD*

Naive B-Zellen CD19%, IgDh*, CD27"

Plasmazellen CD199m CD38*, CD20dm
Regulatorische B-Zellen CD19*, CD24*, CD27*, CD38*, CD20

2.2.4 Isolation der peripheren Lymphozyten aus Blutproben

Die Isolierung der PBLs aus Vollblut erfolgte Gber eine Dichtegradientenzentrifugation. Dafir
wurden 20ml heparinisiertes Vollblut mit 15ml PBS in einem 50ml Polypropylen-Réhrchen
verdinnt und 15ml Pancoll unterschichtet. Nach 15 Minuten ungebremster Zentrifugation bei
2.500rpm bildeten die Lymphozyten einen weillen Interphasering auf dem Pancoll. Nach
Abnahme dieses Ringes wurden die Lymphozyten mit PBS gewaschen, erneut bei 1.800rpm fiir
15 Minuten zentrifugiert und zur Kryokonservierung in Kryokonservierungsmedium

aufgenommen oder zur T-Zell-Isolierung weiterverwendet.

2.2.5 T-Zell-Isolierung

Zur Isolation der T-Zellen aus den vorbereiteten PBLs kam das Pan T Cell Isolation Kit von
Miltenyi mit magnetischer Separation zur Anwendung. Dabei wurden alle Lymphozyten, aulRer
den T Zellen, mit Antikbrpern und magnetischen Markern (=Beads) versehen. Die Markierung
erfolgte durch Biotin-gebundene monoklonale Antikérper fir CD14, CD15, CD16, CD19, CD34,
CD36, CD56, CD123 und CD235a (Glycophorin A). Als magnetische MicroBeads wurden
monoklonale anti-Biotin Antikorper (IgG1) und anti-CD61 Antikorper verwendet. Durch diese
Markierung blieben alle Nicht-T-Zellen bei Durchlaufen einer Sdule entlang eines magnetischen
Feldes an einer Matrix haften, wahrend die T-Zellen am Ende der Sdule abgefangen werden

konnten.

Zuerst wurden die bereits isolierten peripheren Lymphozyten bei Raumtemperatur aufgetaut,

mit MACS Puffer (Magnetic Activated Cell Sorting) gewaschen, bei 300g flir 10min zentrifugiert
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und der Uberstand verworfen. Zur Herstellung des MACS Puffer wurden 500ml PBS mit 2m|
500mM EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) und 25ml FCS mittels einer Vakuum-Pumpe
steril filtriert und bei 4°C gelagert. Pro 107 Zellen wurde 40ul MACS Puffer verwendet, 10l des
Pan T-Zell Biotin Antikérpers hinzugegeben und die Zellen fir 10 Minuten bei 4°C inkubiert. Im
Anschluss wurden 30ul MACS Puffer und 20ul Anti-Biotin MicroBeads zugeflgt und fir 15
Minuten bei 4°C inkubiert. Nach erneutem Waschen und Zentrifugieren, wurde das Zellpellet
in 500ul MACS Puffer resuspendiert. Nachdem die Saule im Quadro MACS Separator mit Puffer
aquilibriert wurde, konnte die Zellsuspension separiert und die Zellen ohne Markierung
aufgefangen werden. Im Anschluss wurde die Saule viermal mit 3ml MACS Puffer nachgespiilt.
Nachdem die Saule aus dem magnetischen Feld entfernt wurde, konnten alle Nicht-T-Zellen
aus der Matrix extrahiert werden. Diese wurden fir die B-Zell-Transformation eingesetzt (s.
Kapitel 2.2.7). Die isolierten T-Zellen wurden mittels durchflusszytometrischer Messung
analysiert (s. Kapitel 2.2.3.1), mit Hilfe des Rapid Expansion Protocols expandiert (s. Kapitel

2.2.6) oder zur Lagerung kryokonserviert (s. Kapitel 2.2.2).

Da es durch die Isolierung zu einem quantitativen Verlust von durchschnittlich 40% der Zellen
im Vergleich zum Ausgangswert an PBLs kam, wurden einige T-Zell-Expansionen und EBV-B-
Zell-Transformationen direkt mit PBLs durchgefiihrt. Dies betraf die Proben HROC402,
HROC458, HROC69, HROC400, HROC403, HROC427 und HROC407. Quantitativ wurde dafir
ein Anteil von 30% T-Zellen innerhalb einer Lymphozyten-Population als laborinterner

Standard angenommen und das Protokoll angepasst.

2.2.6 Das Rapid Expansion Protocol fir T Zellen

Die T-Zell Expansion erfolgte mit Rapid Expansion Medium, das sich aus TexMACS Medium, 3%
humanem AB-Serum (Blutgruppe AB) und 3.000U/ml Interleukin-2 (IL-2) zusammensetzte. Des
Weiteren wurden fir die Expansion von 10° T-Zellen, 200x10° bestrahlte PBLs gesunder
Spender bendtigt. Diese wurden aus Vollblut isoliert (s. Kapitel 2.2.4) und mit Hilfe einer
Gamma-Strahlenanlage (40 Gray, IBL 637) bestrahlt. Die Bestrahlung fihrte zu einer Hemmung

der Proliferation der PBLs in der Kokultur aus T-Zellen und PBLs.

Kultiviert wurden die isolierten T-Zellen in Rapid Expansion Medium mit P/S/A und den

bestrahlten PBLs, sowie 0,1% OKT3-Uberstand fir fiinf Tage. Der Anti-CD3-Antikorper aus dem
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Uberstand der OKT3-Hybridomzelllinie und IL-2 fiihrten zur Aktivierung und zur Expansion der
T-Zellen. IL-2 regt die Zellproliferation wahrend der Entwicklung der naiven T-Zellen an und ist
essentiell fur eine funktionale Immunantwort von CD8* T-Zellen.!! Hohe Dosen von IL-2 Uber
einen kurzen Zeitraum starken die T-Zell-Proliferation, fordern die Differenzierung zu Effektor-
und Gedachtniszellen'*? und tragen durch Reduktion der Aktivierungsschwelle zu einer

gesteigerten Zytotoxizitdt von CD8*T-Zellen bei. #1113

An Tag Null des REP wurden 500.000 T-Zellen mit Antikoérpern gefarbt und mittels
Durchflusszytometrie analysiert (s. 2.2.3.1). Am flinften Tag wurden % des Mediums durch REP-
Medium ohne OKT3 ersetzt, um eine dauerhafte Aktivierung und zytotoxischen Stress zu
vermeiden. Nach sieben Tagen wurden die Zellen gezahlt und der Wachstumsfaktor berechnet
(9= (an+1) /an, wobei an und an+1 flr die Zellzahlen zweier aufeinanderfolgender Zeitpunkte
stehen). Der kumulative Wachstumsfaktor ergibt sich bei Multiplikation des errechneten
Wertes mit dem Ausgangswert. Des Weiteren erfolgte erneut eine durchflusszytometrische
Charakterisierung der T-Zell-Subpopulationen (s. Kapitel 2.2.3.1). Die isolierten und

expandierten T-Zellen wurden an Tag sieben mittels Kryokonservierung eingelagert.

Das urspringliche Protokoll sieht eine Expansionsdauer von zwei Wochen vor. Um zu testen,
ob eine Kultivierung von einer Woche ebenfalls ausreichen wiirde, wurden die T-Lymphozyten
von TcBC1, TcFB und TcHROM14 fir zwei Wochen expandiert. Durch den kumulativen
Wachstumsfaktor konnten Aussagen Uber das Wachstumsverhalten der T-Zell-Populationen
anden einzelnen Tagen getroffen werden. Die erste Zahlung wurde an Tag sieben durchgefihrt
und flr die Dauer der Kultivierung taglich wiederholt. AuRerdem wurde durch die Verwendung
verschiedener Zellkulturmedien vom Standardprotokoll abgewichen. Neben TexMACS
Medium wurden bei den T-Zellen von HROC402 und HROC400 die Standardzellkulturmedien
IMDM und DMEM verwendet.
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2.2.7 EBV-B-Zell-Transformation

Fir die EBV-Transformation wurde die B95/8-Zelllinie des Lisztaffen (cotton-top tamarin)
verwendet, welche hohe Titer des EBV in Kultur sezerniert. Das EBV gilt als Ausloser der
Transformation von B-Zellen zu immortalisierten B-LCLs. Voraussetzung hierfir ist die Imitation
des Uberlebenssignals am B-Zell-Rezeptor durch das EBV. Es wurden 5-10x10° B95/8 Zellen bei
37°C und 5% CO> in einer stehenden T75-Zellkulturflasche kultiviert. Verwendet wurde das
gleiche Medium wie fur die Kultur der B-LCLs (s. Kapitel 2.2.2). Zeigte sich eine Abdunkelung
und Intensivierung der Gelbfarbung des Mediums, konnte der durch Zentrifugation bei 300g
fir 10 Minuten entstandene Uberstand entnommen werden. Dieser wurde dann mit Hilfe
eines Filters mit 0,2um PorengrofRe steril filtriert und bei 4°C fir maximal vier Wochen gelagert.
Bei erneutem Farbumschlag des Zellkulturmediums konnte der Ablauf wiederholt werden.
Danach wurden 10ml der filtrierten Uberstande gemischt und erneut filtriert. Zur Herstellung
des Transformationsmedium wurden 20ml des gemischten und filtrierten Uberstandes mit 8ml
FCS, 20ml des Zellkulturmediums fir B-LCLs und 0,1% Cyclosporin A zusammengefihrt. Durch
Cyclosporin A wird die Produktion von IL-2 und weiterer proinflammatorischer Zytokine

gehemmt und somit die Aktivierung von T-Zellen inhibiert.

Zur Generierung immortalisierter B-Zelllinien wurden die Nicht-T-Zellen nach der T-Zell-
Isolierung in Transformationsmedium suspendiert. Eine Woche spater wurde DMEM mit P/S/A
hinzugegeben. Die Nicht-T-Zellen wurden fir sechs bis acht Wochen im
Transformationsmedium kultiviert, wahrenddessen sie sichtbare Zellaggregate ausbildeten.
Bei einer sehr hohen Gesamtmenge an Nicht-T-Zellen wurde die B-Zell-Transformation als
doppelter Ansatz kultiviert. Die Kennzeichnung der Ansatze erfolgte mit fortlaufender
Nummerierung in Klammern (z.B. Bc HROC198 (1)). Nach Ausbildung der Zellaggregate wurden
die B-LCLs hinsichtlich ihrer kostimulatorischen Marker (CD50, CD58, CD54, CD86, CD102, MHC
I, CD40, IgM, 1gG und IgA) analysiert (s. Kapitel 2.2.3.3). Des Weiteren wurde ihre Zugehorigkeit

zu B-Zell-Subpopulationen mittels Durchflusszytometrie ermittelt (s. Kapitel 2.2.3.4).
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2.2.7.1 Stimulation der B-LCLs durch IL-4 und CD40L

Um das Wachstum der Zelllinien anzuregen, wurden Bc HROP88 und Bc HROP92 mit
Interleukin-4 (IL-4) und CD40-Ligand stimuliert. Dafir wurde IMDM Medium mit 0,1% IL-4 und
5% AB Serum versetzt. Im Anschluss erfolgte die Inkubation von 4pul/ml CD40-Ligand mit 4ul/ml
Cross-Linking Antibody fir 30 Minuten bei Raumtemperatur. Danach wurde der vorbereitete
Human CD40-Ligand dem IMDM Medium hinzugegeben. Fir sechs Tage wurden 300.000 B-
LCLs von HROP88 und 500.000 B-LCLs von HROP92 in jeweils 1ml des hergestellten Mediums
kultiviert. Dann wurde erneut IMDM Medium mit IL-4-Antikorper, AB-Serum und CD40-Ligand
vorbereitet und die Zellen flr weitere 14 Tage kultiviert. Am Ende der Stimulation erfolgte eine

Zahlung der Zellen und die Resuspension in 5ml DMEM Medium mit P/S/A.

2.2.8 MHC I/1l Stimulation der Tumorzellen

Um die Expression von MHCI und MHCII zu steigern, wurden die Zelllinien HROC357, HROC499,
HROC499Met1, HROC252 und HROC69 mittels IFN-y stimuliert. An Tag null wurden zweimal
300.000 Tumorzellen in 3ml Medium ausgesat. Nach der Adhdsion der Tumorzellen am
Flaschengrund wurde an Tag eins jeweils ein Ansatz mit 200U/ml IFN-y behandelt. Nach 48h
Inkubationszeit wurden die behandelten und unbehandelten Zellen mit dem bereits
erwdhnten Farbeprotokoll (s. Kapitel 2.2.3) gefarbt und mittels Durchflusszytometrie am
FACSCalibur analysiert. Bei der Farbung wurde ein APC-gekoppelter Antikorper fir MHCI und
ein FITC-gekoppelter Antikdrper fir MHCIl von ImmunoTools eingesetzt. Des Weiteren wurde

pro Zellpopulation eine ungefédrbte Probe zur Kalibrierung verwendet.

2.2.9 Degranulierungstests der T-Zellen

Mit Hilfe des Degranulierungstests wurden die expandierten T-Zellen hinsichtlich ihrer Aktivitat
und Funktionalitdt analysiert. Zur Granulation angeregt wurden die T-Zellen durch TransAct,
patientengleiche Tumorzellen mit und ohne ICI. Bei TransAct handelt es sich um ein T-Zellen
stimulierendes Reagenz von Miltenyi Biotec. Eingesetzt wurden die Tumorzellen von

HROC252Tu2, HROC357, HROC69, HROC499 und HROC499Met1.
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Vor Beginn des Degranulierungstests wurden die Tumorzellen zwei Tage mit 200U/ml IFN-y
behandelt, um eine erhdhte MHCII-Expression zu induzieren. Kultiviert wurden die
Tumorzellen in DMEM mit P/S/A, 10%AB Serum und 300U/ml IL-2. Fur den
Degranulierungstest wurde eine 96-Well Platte mit anti-CD28 beschichtet. Daflir wurden pro
Well 50ul einer Losung aus 5ug/ml anti-CD28 mit PBS appliziert, der Deckel mit Parafilm
befestigt und (Gber Nacht bei 4°C inkubiert. Der anti-CD28-Antikdrper erzeugt
kostimulatorische Signale zum Uberleben und zur Aktivierung der T-Zellen. Bei dem ersten
Degranulierungstest der Zellpopulationen HROC499 und HROC499Met1 wurden 100.000 T-
Zellen und 50.000 Tumorzellen pro Well verwendet. Bei allen folgenden Degranulierungstests
wurde die doppelte Menge an T-Zellen und Tumorzellen verwendet. Pro Well wurden die T-
Zellen und Tumorzellen in 100ul DMEM (mit P/S/A und 10% AB Serum) mit anti-CD107a-FITC-
Antikorper ausgesat. Angewandt wurden Antikérper von Miltenyi oder Biolegend in
entsprechender Konzentration nach Herstellerangaben. Der CD107a-Marker kennzeichnet die
Degranulation von T-Zellen. Drei Wells enthielten ausschlieBlich T-Zellen, drei Wells T-Zellen
mit jeweils 2ul TransAct, drei Wells T-Zellen mit Tumorzellen und drei Wells T-Zellen mit
Tumorzellen und 20pg/ml Pembrolizumab und 10ug/ml Ipilimumab (/Immuncheckpoint-
Inhibitoren). Dann wurden die Zellen fir 1h bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurde 1pg/ml
Brefeldin A zu allen Wells hinzugegeben und erneut fir 4h bei 37°C inkubiert. Nach der
Inkubation konnten die Zellen hinsichtlich der Expression ihrer Oberflachenmarker am

FACSCalibur analysiert werden.

2.2.10 Auftaukontrolle

Da das Ziel der Protokolletablierung des Rapid Expansion Protocols die Generierung einer
moglichst groRen Anzahl funktionaler und robuster T-Zellen darstellte, wurde eine
Auftaukontrolle von zuvor expandierten und kryokonserviert gelagerten T-Zellen
durchgefiihrt. So konnte ermittelt werden, wie viele T-Zellen den Prozess des Einfrierens und
Auftauens Uberlebten. Gezdhlt wurde jeweils eine kryokonservierte Probe der T-
Zellpopulationen Tc HROC499, Tc HROC69, Tc HROC252, Tc HROC6Y und Tc HROC357. Als
Ausgangswert konnte eine Zellzahl von 15x10° T-Zellen pro kryokonservierter Probe
angenommen werden. Die Auswahl der T-Zellpopulationen kann als Stichprobe der

Grundgesamtheit gewertet werden.
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2.2.11 Therapie der Mykoplasmen-kontaminierten B-LCLs

Zur Behandlung der B-LCLs von Mykoplasmen wurde ein Protokoll mit einer
Kombinationstherapie aus Ursomutin und Minocyclin verwendet. Fir die Therapie wurden die
Zellen zuerst in drei verschiedene Populationsgrofen (10.000 Zellen, 50.000 Zellen und
100.000 Zellen) eingeteilt. Fur die Kombinationstherapie wurden die Zellen fir vier Tage mit
10ug/ml Ursomutin und im Anschluss fiar drei Tage mit 5ug/ml Minocyclin kultiviert. Dies
wurde zweimal durchgefiihrt. Mit dem Wechsel des Antibiotikums erfolgte auch die

Erneuerung des Kulturmediums (DMEM mit 10% FCS).

2.2.12 Statistik

Zur Testung der Signifikanz wurden gepaarte T-Tests mit zweiseitiger Verteilung durchgefihrt.

Das Signifikanzniveau lag bei einem Grenzwert von p=0,05.

Um den Grad des linearen Zusammenhangs zu bestimmen, wurden Korrelationskoeffizienten
verwendet. Ein Wert Richtung +1 spricht fir einen positiv gerichteten Zusammenhang,
wahrend ein Wert Richtung -1 auf eine negative Beeinflussung hindeutet. Steuert der

Koeffizient Richtung null, ist kein Zusammenhang nachweisbar.

Die Berechnungen wurden mit Hilfe des Programms Excel der Version von 2016 durchgefinhrt.
Bei Darstellung von Mittelwerten in  Diagrammen, wird auch die zugehorige
Standardabweichung angegeben. Die Anzahl der Messungen zur Berechnung des Mittelwertes

ist unter den Diagrammen zu finden.

2.2.13 DNA-Fingerprint

Durchgefiihrt wurde der DNA-Fingerprint bei den Zelllinien Bc HROC198 (1), Bc HROC252, Bc
HROC324, Bc HROC405 (1) und (2), Bc HROC425, Bc HROC477 und Bc HROC501. Es konnten
nicht alle verwendeten B-LCLs analysiert werden, da fiir die Testung eine Mindestmenge von
einer Million Zellen und ein Vergleichswert benotigt wurden. Durchgefiihrt wurde die DNA-
Fingerprint-Analyse aus den B-Zellpellets nach laborinternem Standardverfahren von Hr.

Matthias Krohn.
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3 Ergebnisse

3.1 Selektion der Patientinnen und Patienten

Ein Aspekt einer erfolgreichen Immuntherapie besteht in der Selektion der Patientinnen und
Patienten vor Therapiebeginn. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten keine Korrelation zwischen
dem Patientenalter und einer erfolgreichen T-Zell-Expansion oder B-Zell-Transformation. Der
Korrelationsfaktor r zwischen dem Alter der Patientinnen und Patienten und dem kumulativen
Wachstumsfaktor der T-Zellen betrug r=-0,009 und bezlglich des kumulativen
Wachstumsfaktors der B-LCLs r=-0,15. Dies verdeutlicht, dass das Lebensalter der Patientinnen
und Patienten keinen Einfluss auf das Wachstumsverhalten der Lymphozyten in vitro austbte.
Es konnte ebenfalls kein Zusammenhang zwischen der Tumorgrole und dem
Wachstumsverhalten der T-Zellen oder B-LCLs nachgewiesen  werden. Der
Korrelationskoeffizient zwischen der TumorgrofRe und dem Wachstumsfaktor der T-Zellen
ergab r=0,2. Bei den B-LCLs betrug er r=0,5. Bezlglich der B-LCLs zeigte sich keine Korrelation
zwischen dem Wachstumsfaktor der B-LCLs und der Kultivierungsdauer mit EBV-
sezernierenden Zellen (r=-0,16) oder dem Wachstumsverhalten der patientengleichen T-Zellen

(r=0,09).

3.2 T-Zellen

3.2.1 Das Rapid Expansion Protocol

3.2.1.1 Verklrzung des Rapid Expansion Protocols

Das REP gilt als Goldstandard der T-Zell-Expansion in vitro.14101 Zur Steigerung der Kosten-
und Zeiteffizienz wurde das Protokoll von 14 Tagen auf sieben Tage Expansionsdauer gekurzt.
Dafir wurde das Wachstumsverhalten der T-Zell-Kontroll-Populationen von Tc BC1, Tc
HROM14 und Tc FB im Standard REP fiir 14 Tage beobachtet. Gezahlt wurden die Zellen hierfiir
an Tag null, Tag sieben und jedem darauffolgenden Tag bis Tag 14. Wie der Abb. 3 zu
entnehmen ist, wiesen alle Populationen ihr starkstes Wachstumsverhalten innerhalb der

ersten sieben Tage in Kultur auf. Am achten Tag sank der kumulative Wachstumsfaktor bei Tc
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BC1 um 8%, bei Tc FB um 58% und bei Tc HROM14 um 60%. Aufgrund fallender Zellzahlen im
REP wurde die Expansion der Tc HROM14 nach 12 Tagen abgebrochen. Anhand dieser Daten
erfolgte die weitere Durchfihrung des Protokolls in geklrzter Form mit einer Expansionsdauer

von einer Woche.

Kumulativer Wachstumsfaktor von Tc BC1, Tc FB,

Tc HROM14
120
100
[N

= 80

= 60 .
20
0

0 7 8 9 10 11 12 13 14
Tage
e Tc BC1 TcFB Tc HROM14

3. Abb. Kumulativer Wachstumsfaktor der T-Zellen von Tc BC1, Tc FB und Tc
HROM14 der Kontrollgruppe nach REP Kultur fir 12-14 Tage

3.2.1.2 Quantitative Erfassung der T-Zell-Expansion

Bezogen auf die absolute Ausgangs- und Endmenge an T-Zellen konnten innerhalb der
Patienten-Gruppe im Mittel 152,6x10° T-Zellen (+86) aus 5,4x10° Ausgangszellen (+3,9) durch
das siebentdgige REP generiert werden. Die groRte Anzahl an expandierten T-Zellen lieRen sich
bei Tc HROC283 (339x10°), Tc HROC501 (306x108) und Tc HROP92 (300x10°) verzeichnen. Eine
Korrelation zwischen dem Mikrosatellitenstatus des Patienten-Tumors und dem
Wachstumsverhalten der T-Zellen konnte nicht festgestellt werden (r=-0,24). Der kumulative
Wachstumsfaktor betrug im Mittel 37,8. Die starke Variabilitat des Wachstumsverhaltens der
T-Zellen wird auch durch eine Standardabweichung des Wachstumsfaktors von 24,9 deutlich.
Die T-Zellpopulation von HROP101 wies mit einem kumulativen Wachstumsfaktor von 119,6
das starkste Wachstumsverhalten auf (s. Abb. 4). Auf die Unterschiede bezlglich des
Wachstumsverhaltens zwischen den mit Hilfe des Tc Isolation Kits separierten und den nicht-

isolierten T-Zellen wird in einem separaten Abschnitt eingegangen.
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Kumulativer Wachstumsfaktor der T-Zellen der Patientinnen

und Patienten
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4. Abb. Kumulativer Wachstumsfaktor der T-Zellen der Patientinnen und
Patienten, berechnet aus den Werten von Tag null und Tag sieben des
REP; die CD3* T-Zellen der Populationen, welche ohne vorherige Isolation

expandiert wurden, werden in orange dargestellt

Bei den T-Zellen der Kontrollgruppe betrug die Differenz zwischen der Anzahl an Tag null und
Tag sieben im Mittelwert 212,4x10° bei einer Standardabweichung von 108. Die groRte
absolute Zunahme liel} sich dabei bei Tc HROC152 verzeichnen. Diese T-Zellpopulation
erreichte an Tag sieben einen absoluten Wert von 423x10°. Bei der Kontrollgruppe zeigte sich
ein mittlerer kumulativer Wachstumsfaktor von 55,7 der T-Zellpopulation mit einer
Standardabweichung von 31,1 nach siebentagiger Durchfilhrung des REP. Hierbei verzeichnete
Tc FB mit 100 den groften kumulativen Wachstumsfaktor, gefolgt von Tc HROM14 mit 83,8 (s.
Abb. 5).
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Kumulativer Wachstumsfaktor der T-Zellen der
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5. Abb. Kumulativer Wachstumsfaktor der T-Zellen der Kontrollgruppe,

berechnet aus den Werten von Tag null und Tag sieben des REP

3.2.1.3 Medium-Austausch

Hinsichtlich der Effizienz von Laborkosten bei Anwendung des REP wurden die
unterschiedlichen Medien IMDM (PAN Biotech), DMEM (PAN Biotech) und TexMACS (Miltenyi)
untersucht. IMDM und DMEM gelten als Standardzellkulturmedien, wobei IMDM besonders
zur Proliferation sehr dichter Zellpopulationen verwendet wird. Das TexMACS Medium von

Miltenyi wurde hingegen speziell zur Expansion von T-Zellen entwickelt.

Die T-Zellen von HROC402 wurden bei Ansatz des REP mit DMEM P/S/A kultiviert. Im Laufe der
Kultivierung erfolgte ein Mediumwechsel auf IMDM. Die Population wies mit einem
Wachstumsfaktor von 49 eine erfolgreiche Expansion auf. Damit Ubertraf sie den Mittelwert

der Wachstumsfaktoren der T-Zell-Populationen der Patientinnen und Patienten (WF=38).

Von den 12,3x10° T-Zellen von HROC400 wurde die Halfte mit TexMACS und die andere Halfte
mit IMDM Medium kultiviert. Nach sieben Tagen war die Population in IMDM Medium auf
79,5x10° T-Zellen expandiert. Der Wachstumsfaktor betrug 6,4. Die Population, welche mit
TexMACS Medium kultiviert wurde, verzeichnete einen Wachstumsfaktor von 7,8 und
erreichte eine ZellgroRe von 96x10° Zellen. Somit fuhrte die Verwendung von TexMACS
Medium verglichen mit IMDM Medium in diesem Fall zu einem geringfligig besseren
Expansionsergebnis. Im Zuge der Optimierung des REP bezlglich der Kosteneffizienz bleibt in
Zukunft zu testen, ob ein Wechsel des Mediums von TexMACS hin zu IMDM oder DMEM auch

bei einer groReren Anzahl an getesteten T-Zellen vergleichbare Ergebnisse erzielt.
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3.2.1.4 Auftaukontrolle

Bei einer Stichprobe der Grundgesamtheit wurde eine Auftaukontrolle durchgefiihrt, um die
Robustheit der T-Zellen zu testen. Dabei wurde eine Probe von zuvor expandierten und
kryokonservierten T-Zellen aufgetaut und gezahlt. Als Ausgangswert konnte pro
kryokonservierter Probe eine Zellzahl von 15x10° T-Zellen angenommen werden. Die gezéhlten
Zellzahlen lebender T-Zellen nach dem Auftauen konnen Tabelle 4 entnommen werden. Die
Diskrepanz der geringeren Anzahl an Zellen kann auf eine vermehrte Rate toter Zellen
zurlckgefihrt werden. Die hoheren Werte lassen sich dadurch erklaren, dass durch starke
Zellaggregatbildung und resultierender Ungenauigkeiten bei der Zellzahlung mehr als 15x10°

Zellen eingefroren worden waren.

Tabelle 4: Anzahl lebender T-Zellen nach Kryokonservierung

Zellprobe Zellzahl

Tc HROC499 6,15x10°

Tc HROC69 16,97x10°

Tc HROC252 18,06 x10°

Tc HROC357 5,98 x10°

3.2.2 Durchflusszytometrische Analyse der T-Zell-Expansion

Die phanotypische Differenzierung der T-Zell-Subpopulationen wurde mit Hilfe von
durchflusszytometrischen Analysen durchgefihrt. CD3 wird von allen T-Zellen des
Immunsystems exprimiert und eignet sich zur Definition der Population als T-Zellen. Abbildung
sechs zeigt die prozentuale Verteilung der CD3* T-Zellen an Tag null und Tag sieben des REP im
Vergleich. Unterschieden wurden hierbei die Populationen, welche mit oder ohne vorherige
Isolation durch das Tc Isolation Kit expandiert wurden. Im Mittel waren an Tag null des REP
62% der untersuchten Zellen CD3*. Innerhalb der untersuchten Populationen schwankte dieser
Wert stark (+21,3). Das Maximum bildete Tc HROC429 mit 94% CD3-Expression und das
Minimum Tc HROC402 mit 25% CD3* T-Zellen. An Tag sieben stieg der Mittelwert der CD3* T-
Zellen auf 68% (+15,3).
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CD3* T-Zellen der Patientinnen und Patienten
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6. Abb. Prozentualer Anteil der CD3* T-Zellen an der Gesamt-T-Zellpopulation
an Tag null und Tag sieben des REP; Analyse mittels Durchflusszytometrie;
Darstellung der fraktionierten Populationen an Tag null (blau) und Tag
sieben (orange), sowie der unfraktionierten Populationen an Tag null

(grin) und Tag sieben (gelb)

Im Vergleich dazu lag der Mittelwert der CD3-exprimierenden Zellen der Personen ohne
Tumorerkrankung in der Kontrollgruppe bei 96% an Tag null (x 2,9; p<0,001) und sank zu Tag
sieben auf 77% (+ 3,3; p=0,016). Innerhalb der Kontrollgruppe wurden alle Zellpopulationen
vor Durchfihrung der Expansion isoliert. Eine Graphik der prozentualen Verteilung der CD3* T-

Zellen der Kontrollgruppe ist dem Anhang zu entnehmen (s. Kapitel 11.1.1, Abb. 23).

Im Anschluss wurden die CD3* T-Zellpopulation hinsichtlich der Expression von CD4 oder CD8
in T-Helferzellen oder zytotoxischen T-Zellen unterteilt. Mittels der Oberflaichenmarker CD62L,
CD45R0O und CD95 konnten die T-Zellen in Naive T-Zellen (Tn), T-Effektorzellen (Tere), T-
Effektorgedachtniszellen (Tem), Zentrale T-Gedachtniszellen (Tem) und  Stammzell-T-
Gedachtniszellen (Tscm) eingeteilt werden (flr die genaue Definition s. Kapitel 2.2.3.1). Als
Positiv- und Negativkontrollen dienten gefarbte und ungefarbte Proben von Tc FB und Tc BC1
der Kontrollgruppe. Im Folgenden werden zuerst die Mittelwerte der T-Zellpopulationen der
Personen mit Pankreas- und Kolonkarzinom naher betrachtet. Die prozentuale Verteilung
bezieht sich auf die Gesamtheit der CD3* T-Zellen. Auf Grund groRRer Standardabweichungen

und interindividuellen Schwankungen lieRen sich die einzigen signifikanten Unterschiede
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innerhalb der Populationen der CD8*" T-Effektorzellen und der CD8* Stammzell-T-
Gedéachtniszellen in der Patientenkohorte feststellen. Wie in Abb. 7 zu erkennen ist, nahmen
von Tag null zu Tag sieben die CD8* T-Effektorzellen von durchschnittlich 1,6% (+1,3) an Tag
null auf zirka 4% (+2,6) an Tag sieben zu (p=0,001). Bei den CD8* Stammzell-T-Gedachtniszellen
liel sich eine Vermehrung der Population von 1,4% (+0,9) auf 3,5% (+1,8) verzeichnen

(p=0,0002).

Mittelwerte CD8* T-Zell-Subpopulationen der
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7. Abb. Prozentuale Verteilung der CD8* T-Zell-Subpopulationen der
Patientinnen und Patienten anteilig an allen CD3* T-Zellen im Durchschnitt
an Tag null und Tag sieben des REP (d=day, n=23); p-Werte im Vergleich
von Tag null zu Tag sieben: CD8* Terr p=0,001, CD8*Tscm p=0,0002
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Die Expansionsergebnisse der CD8* T-Zellen der Kontrollgruppe wiesen ebenfalls signifikante
Unterschiede bei den T-Effektorzellen und den Stammzell-T-Gedachtniszellen vor (s. Abb. 8).
Die T-Effektorzellen zeigten eine Vermehrung durch das REP von 1% (+1,2) an Tag null zu 2,5%
(£3,5) an Tag sieben (p=0,04). Bei den Stammzell-T-Gedachtniszellen konnte ein Anstieg der

Population von 1% (+0,9) an Tag null zu 4% (+1,9) an Tag sieben verzeichnet werden (p=0,01).
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8. Abb. Prozentuale Verteilung der CD8*" T-Zell-Subpopulationen der
Kontrollgruppe anteilig an allen CD3* T-Zellen im Durchschnitt an Tag null
zu Tag sieben des REP (d=day, n=5); p-Werte im Vergleich von Tag null zu
Tag sieben: CD8" Terr p=0,04, CD8*Tscm p=0,01
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Der Anteil der CD4* T-Zellen nahm hingegen durch das REP im Durchschnitt um 22% ab (s. Abb.
9). Im Mittelwert betrug er an Tag null 34% (+12,9) und an Tag sieben 12% (+3,1). Innerhalb
der CD4* T-Zellen verringerte sich insbesondere der Anteil der zentralen T-Gedachtniszellen
und der naiven CD4* T-Zellen. Die zentralen CD4* T-Gedachtniszellen fielen durchschnittlich
von 18% (+8,5) an Tag null zu 7% (+4,2) an Tag sieben ab. Die CD4* Naiven T-Zellen sanken von
5% (+6,6) an Tag null zu 0,7% (+0,7) an Tag sieben. Auch hier schwankten die Ubrigen
Subpopulationen eher geringfligig hinsichtlich ihres prozentualen Anteils im Laufe des REP. Alle
Subpopulationen erreichten bei Vergleich der Daten von Tag null und Tag sieben ein

Signifikanzniveau von p<0,05, mit Ausnahme der Daten der CD4* T-Effektorzellen.

Mittelwerte CD4* T-Zell-Subpopulationen der
Patientinnen und Patienten
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9. Abb. Prozentuale Verteilung der CD4* T-Zell-Subpopulationen der
Patientinnen und Patienten anteilig an allen CD3* T-Zellen im
Durchschnitt an Tag null und Tag sieben des REP (d=day, n=23); p-Werte

im Vergleich von Tag null zu Tag sieben p<0,05 (mit Ausnahme von Tefr)
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Wie der Abbildung 10 zu entnehmen ist, zeigte sich im Durchschnitt bei den CD4* T-Zellen der
Kontrollgruppe von Tag null zu Tag sieben ein Rickgang des prozentualen Anteils von 44%
(£25) auf 9% (+4,8). Ebenso nahm der Prozentsatz der CD4* zentralen T-Gedachtniszellen an
der Gesamt-CD3*-T-Zellpopulation ab. Wahrend dieser an Tag null etwa 18% (+13,1) betrug,
fiel er zu Tag sieben auf 4% (+3,9) ab. Jedoch erreichte nur die Gesamtpopulation der CD4*T-

Zellpopulation das Signifikanzniveau.

Mittelwerte CD4* T-Zell-Subpopulationen der
Kontrollgruppe
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10. Abb. Prozentuale Verteilung der CD4* T-Zell-Subpopulationen der
Kontrollen anteilig an allen CD3* T-Zellen im Durchschnitt an Tag null und
Tag sieben des REP (d=day, n=23); p-Werte im Vergleich von Tag null zu
Tag sieben: CD4* p=0,03

Das Uberwiegen der CD8* T-Zellpopulation an Tag sieben wird auBerdem durch den CD4/CD8-
Quotienten verdeutlicht, welcher normalerweise bei Werten >1 liegt. Wahrend dieser an Tag
null in der Patientenkohorte 0,9 betrug, fiel er zu Tag sieben auf 0,3 ab. In der Kontrollgruppe

liel sich dieses Verhaltnis ebenfalls beobachten (Tag null: 1,2 und Tag sieben: 0,2).

Bei Betrachtung der Prozentwerte und Diagramme ist zu erkennen, dass die CD4* T-Zellen und
CD8* T-Zellen nicht die Gesamtheit der CD3* T-Zellen darstellen. Da lediglich die CD3*CD4* und
CD3*CD8* in T-Zell-Subpopulationen eingeteilt wurden, konnten die CD4/CD8-doppelt-
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negativen und CD4/CD8-doppelt-positiven nicht im weiteren Panel berlcksichtigt werden. Dies
wird im Folgenden Gegenstand der Diskussion sein. Eine beispielhafte Auswertung der FACS
Plots mit Darstellung der Gating-Strategie zur Bestimmung der Subpopulationen ist dem
Anhang zu entnehmen (s. Kapitel 11.1.2, Abb. 24). Ebenso sind im Anhang die prozentualen
Verteilungen der CD3* T-Zell-Subpopulationen der einzelnen Patientinnen und Patienten im
Vergleich von Tag null zu Tag sieben des REP dargestellt (s. Kapitel 11.1.3, Abb. 25 und Abb. 26,
far Angaben zur Kontrollgruppe s. Abb. 27).

Die Diagramme im Folgenden (s. Abb. 11 und Abb. 12) stellen die Veranderungen der
prozentualen Verteilung der T-Zell Subpopulationen durch das REP dar, bezogen auf die CD3*
CD4*und CD3* CD8* T-Zellen der einzelnen Patientinnen und Patienten. Die CD3* CD4* T-Zellen
und CD3* CD8* T-Zellen bilden die Grundgesamtheit, ohne Berlcksichtigung der doppelt-

positiven oder doppelt-negativen T-Zellen.

T-Zell-Subpopulationen der Patientinnen und Patienten
vor REP
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11. Abb. Prozentuale Verteilung der T-Zell-Subpopulationen der
Patientenkohorte vor Durchfihrung des REP an Tag null; Analyse der

CD3*CD4* und CD3*CD8* T-Zellen
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T-Zell-Subpopulationen der Patientinnen und Patienten
nach REP
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12. Abb. Prozentuale Verteilung der T-Zell-Subpopulationen der
Patientenkohorte nach Durchfihrung des REP an Tag sieben; dargestellt
werden nur die CD3*CD4* oder CD3*CD8* T-Zellen; signifikant mit p<0,05
sind die Datenpaare fur CD4* Ty, CD4* Tcm, CD8* Terr, CD8* Tsem und CD8*

Tewm

Die Auswertung im Folgenden bezieht sich nur auf die CD3*CD4* T-Zellen und die CD3*CD8"* T-
Zellen. Im Durchschnitt lieBen sich an Tag null annahernd 28% (+£13,4) als CD4* zentrale T-
Gedachtniszellen identifizieren. Weitere grolRe Anteile bildeten die CD4* Naiven T-Zellen mit
zirka 7% (%8,2) und die CD8* zentralen T- Gedachtniszellen mit 33% (+11,8). Nicht nur bei
Betrachtung der Grundgesamtheit an CD3* T-Zellen, sondern auch bei Analyse der CD3*CD4*
und CD3*CD8* Subpopulationen konnte eine Signifikanz der Veranderungen durch das REP
nachgewiesen werden. Bei den CD4" T-Zellen konnte ein Rickgang der zentralen T-
Gedachtniszellen auf zirka 12% (+6,2; p<0,001) und der naiven CD4* T-Zellen auf zirka 2% (+1,4;
p=0,006) an allen CD3*CD4* T-Zellen beobachtet werden. Ebenso kam es zu einer Vermehrung
der zentralen CD3*CD8* T-Gedéachtniszellen auf etwa 46% (+13,4; p=0,003), eine
Verdreifachung der prozentualen Anteile der CD3*CD8" T-Effektorzellen (p<0,001) und der
CD3*CD8* Stammzell-T-Gedachtniszellen (p<0,001) von Tag null zu Tag sieben an allen

CD3*CD8* T-Zellen. Im Gegensatz zur Auswertung der prozentualen Verteilung der Subgruppen
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der CD3* Zellen der Grundgesamtheit, erwies sich die quantitative Verdanderung durch das REP

der CD3*CD8* Tcm als signifikant.

Bei den T-Zellen der Kontrollgruppe konnte ein dhnliches Phdnomen verzeichnet werden (s.
Abb. 13). Statistisch signifikant war der Anstieg der CD8* T-Effektorzellen von zirka 2% an Tag
null zu 9% an Tag sieben (p=0,01) und der CD8* Stammzell-T-Gedachtniszellen von 1% an Tag
null zu 9% an Tag sieben (p=0,01) an allen CD3*CD8* T-Zellen.

T-Zell-Subpopulationen der Kontrollgruppe
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13. Abb. T-Zell-Subpopulationen der Kontrollgruppe an Tag null und Tag

sieben des REP (d=day); prozentuale Verteilung der Subpopulationen
anteilig an den CD3*CD4* und CD3*CD8" T-Zellen; signifikant mit p<0,05
sind die Datenpaare fir CD8" Terr und CD8" Tscwm

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es durch die Expansion zu einem Abfall der CD4*
naiven T-Zellen und der CD4* zentralen T-Gedachtniszellen gekommen ist, sich die CD8* T-
Effektorzellen, CD8" Stammzell-T-Gedachtniszellen und CD8* zentralen T-Gedachtniszellen

jedoch vermehrt haben.
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3.2.3 Das T cell Isolation Kit

Die Ergebnisse der magnetischen Zellsortierung lassen sich anhand der Kriterien des
Zellverlusts durch die Isolation, des Wachstumsverhaltens der Zellen und des Anteils an CD3*
Zellen einordnen. Ohne vorherige T-Zell-Isolation kultiviert wurden die Lymphozyten von
HROC402, HROC69, HROC458, HROC400, HROC403, HROC407 und HROC427. Bei Einsatz des
Tc Isolation Kits von Miltenyi wurden durch die Separation grol3e Diskrepanzen in der Zellzahl
beobachtet. Verglichen wurden hierbei die Zellzahlen vor und nach der Isolation durch die
magnetische Saule. Innerhalb der Patientenkohorte bildete die Summe aus T-Zellen und Nicht-
T-Zellen nach der Separation mengenmalig lediglich 62% der zuvor ermittelten Zellzahl an

PBLs. In der Kontrollgruppe betrug die Diskrepanz vor und nach der Isolation im Mittel 48%.

Die T-Zellen, welche zuvor separiert wurden, wiesen einen durchschnittlichen
Wachstumsfaktor von 45,7 und eine Zunahme von 165,4x10° T-Zellen nach siebentagigem REP
auf. Die T-Zell-Populationen, welche ohne vorherige Separation von den Ubrigen PBLs
expandiert und mittels CD3-Farbung am Durchflusszytometer als T-Zellen charakterisiert
wurden, verzeichneten einen geringeren kumulativen Wachstumsfaktor von 19,8 und

ebenfalls ein geringeres durchschnittliches Wachstum von 123,4x10° Zellen.

Nur an Hand des Wachstumsfaktors der T-Zellen |asst sich der Erfolg des Pan Tc Isolation Kits
allerdings nicht beurteilen. Innerhalb der zuvor isolierten T-Zell-Population betrug der
Mittelwert an CD3* Zellen 64% (+22,5) an Tag null und 66% (+17,3) an Tag sieben. Bei den
Populationen, welche ohne den Separationsschritt kultiviert wurden, waren durchschnittlich
55% (+17,8) der Zellen an Tag null und 72% (+8,5) an Tag sieben CD3*. Somit lag der Anteil an
CD3* Zellen innerhalb der zuvor isolierten T-Zellpopulation an Tag null nur geringflgig tGber

dem der T-Zellen, die direkt aus den PBLs expandierten wurden.

Die B-LCLs, welche zuvor mit Hilfe des Isolation Kits in T-Zellen und Nicht-T-Zellen separiert
wurden, haben sich in der Kultur durchschnittlich um 27,8x108 Zellen vermehrt (+ 29,7) und
erreichten einen mittleren Wachstumsfaktor von 12,3 (+ 17,7). Der Wachstumsfaktor der B-
LCLs, welche ohne vorherige Separation kultiviert wurden, betrug 2,4 (+0,6) und sie
vermehrten sich durchschnittlich um 0,7x10° (+1,4) Zellen. Auch die kostimulatorischen

Marker wurden durch die B-LCLs, welche vorher nicht separiert wurden, inkonstant dargestellt.
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3.3 Tumorzellen

3.3.1 MHC-Expression der Tumorzelllinien

In diesem Experiment wurde mittels IFN-y die Expression von MHCI und MHCII auf den
Tumorzelllinien stimuliert, welche im spateren Verlauf fir die Degranulierungstests relevant
war. Wahrend weniger als 3% der unbehandelten Tumorzellen von HROC357 MHCI und MHCII
exprimierten, wiesen nach Stimulation mit IFN-y Uber 10% der Zellen MHCI oder MHCII auf
ihrer Oberflache vor (s. Abb. 14). Bei den Tumorzellen von HROC499 fiihrte die Stimulation mit
IFN-y zu einer Steigerung des prozentualen Anteils der MHCl-exprimierenden Zellen um 57%.
Die MHCII-Expression wurde nur geringfligig beeinflusst. HROC499Metl zeigte durch
Stimulation mit IFN-y jedoch weder Verdanderungen hinsichtlich der Expression von MHCI, noch
von MHCII. Sowohl in der unstimulierten als auch in der stimulierten Probe exprimierten <1%

der Zellen diese Marker.

Im Kontrast dazu wurde bei HROC252Tu2 eine starke MHC-Expression detektiert. Hier waren
in beiden Populationen Uber 80% der Zellen positiv fir MHCI. Wahrend in der unbehandelten
Population MHCIl und MHCI/Il doppelt positive Zellen kaum vertreten waren, fihrte die
Stimulation bei 14% der Zellen zur Prasentation von MHCII und 13% waren MHCI/II doppelt
positiv. Bei HROC69 kam es durch die INF-y-Behandlung nur hinsichtlich der MHCII-Expression
zu deutlichen Unterschieden. MHCI wurde sowohl in der stimulierten als auch in der
unstimulierten Population von zirka 88% der Zellen exprimiert. Wahrend ohne Stimulation <1%
der Zellen MHCII exprimierten, stieg dieser Wert durch die Stimulation auf einen prozentualen

Anteil von 5%. Von den stimulierten Zellen waren 4% MHCI/Il doppelt positiv.
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Expression von MHCI/II auf Tumorzellen
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14. Abb. Durchflusszytometrische Analyse der MHCI/Il Expression von

[FN-y stimulierten und unstimulierte Tumorzellen von HROC357,

HROC499, HROC499Metl, HROC252Tu2, HROC69

3.3.2 Degranulierungstests der T-Zellen

Zur Prifung der Aktivitat und Funktionalitdt der expandierten T-Zellen wurde die Fahigkeit zur
Freisetzung zytotoxischer Granula wie Perforin und Granzym in einem Degranulierungstest
untersucht. Analysiert wurden die Marker CD107a, CD8 und IFN-y. Der IFN-y-Nachweis gibt
Auskunft Gber die zytolytische Kapazitat der T-Zelle durch Sekretion von Granzymen und der
Hochregulation des IL-2 Rezeptors. IFN-y wird von aktivierten CD8" Zellen produziert und
fordert die Proliferation von CD8* T-Zellen und CD4* Tui-Zellen. Aullerdem hemmt es die
Aktivitat regulatorischer T-Zellen.**> IFN-y kann verstarkt bei immunologisch aktiven Tumoren
nachgewiesen werden.”®> CD107a (LAMP-1=lysosomal-associated membrane protein-1) gilt als
Marker flr die Degranulation von CD8* T-Zellen nach Stimulation, welcher mit der Sekretion
von Zytokinen und Zytolyse korreliert.116117 CD8*/CD107a*/IFN-y*-Zellen identifizieren
demnach zytotoxische T-Zellen, die durch den Kontakt mit autologen Tumorzellen spezifisch

aktiviert wurden und daraufhin zytotoxische Granula freigesetzt haben.

Der Degranulierungstest wurde durchgefthrt mit den Tumorzellen und T-Zellen von HROC69,
HROC252, HROC357, HROC499 und HROC499Metl. Zytometrisch untersucht wurden
unstimulierte T-Zellen, T-Zellen stimuliert mit TransAct, T-Zellen stimuliert mit autologen

Tumorzellen und T-Zellen stimuliert mit autologen Tumorzellen und Immuncheckpoint-
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Inhibitoren (s. Abb. 15). Hier kamen anti-CTLA4 und anti-PD1 zum Einsatz. Eine beispielhafte
Darstellung der Gating-Strategie der durchflusszytometrischen Analyse ist dem Anhang zu
entnehmen (s. Kapitel 11.1.4, Abb. 28). Wie in Abb. 15 dargestellt, betrug der Anteil der
dreifach positiven Zellen von Tc HROC69 bei der unstimulierten Population 3% (+2,3) und 4%
(£0,3) bei den mit TransAct stimulierten Zellen. Wurden die T-Zellen durch Tumorzellen oder
durch Tumorzellen mit Immuncheckpoint-Inhibitoren aktiviert, stieg der Anteil der dreifach
positiven Zellen auf 6% (+1,6) und 5% (+2,4). Auf Grund eines p-Wertes von 0,4 kann keine
signifikante Veranderung zwischen der Stimulation mit Tumorzellen und der mit zusatzlicher

Immuncheckpoint-Blockade nachgewiesen werden.

Innerhalb der unstimulierten T-Zellpopulation betrug die Rate der dreifach positiven T-Zellen
6% (+5,4) bei den T-Zellen von HROC252. Bei den mit TransAct stimulierten Zellen waren es
3,4% (1), bei den mit Tumorzellen inkubierten Zellen 2% (£1,2) und bei den mit
Immuncheckpoint-Inhibitoren 1% (+0,2). Auch hier konnte keine Signifikanz bezlglich der

Wirkungsweise der ICl nachgewiesen werden (p=0,2).

Von den Tc HROC357 waren 0,8% (+0,6) der unstimulierten Population dreifach positiv. Durch
Stimulation mit TransAct stieg der Anteil auf 1% (+0,5) und bei Kultivierung mit Tumorzellen
auf 1,1% (£0,5). Den groRten Anteil mit 1,5% (+0,3) verzeichnete die Population, die mit ICl
behandelt wurde. Der Unterschied zwischen den mit Tumorzellen und den mit Tumorzellen

und Immuncheckpoint-Inhibitoren kultivierten T-Zellen war jedoch nicht signifikant (p=0,2).

Die T-Zellen von HROC499 waren innerhalb der unstimulierten Population zu 4% (+1,4) und in
der mit TransAct stimulierten Population zu 3,5% (+0,9) CD107a*/CD8*/IFN-y*. Bei
Kultivierung der T-Zellen mit den Tumorzellen des Primarius stieg der Anteil der aktivierten
Zellen auf 5% und bei Hinzugabe von Immuncheckpoint-Inhibitoren auf 8%. Die T-Zellen,
welche durch die Metastase dieser Tumorzelllinie stimuliert wurden, waren zu 4% dreifach
positiv. Dieser Anteil vergroRerte sich auf 5% durch die Blockade der Immuncheckpoints. Da
eine Erhebung von Vergleichswerten bei quantitativ geringer Zellzahl nicht moglich war, kann

eine Signifikanz durch Berechnung des p-Wertes nicht nachgewiesen werden.

Die Diskrepanz in der Anzahl an eingesetzten T-Zellen und den durchflusszytometrischen

Messwerten nach der Farbeprozedur, zeigte einen starken Zellverlust an T-Zellen im Laufe
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des Degranulationstests. Bei den T-Zellen von HROC499 und HROC499Met1 war der

Zellverlust so groR, dass die Zellmengen nur fir jeweils eine Messung ausreichten.

Degranulierungstests der T-Zellen
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15. Abb. Degranulierungstest der expandierten T-Zellen;

Durchflusszytometrische Messung der Expression von CD8, CD107a und
IFN- y; dargestellt ist der prozentuale Anteil an dreifach-positiven Zellen;
Mittelung aus drei Messungen pro Stimulationsart (n=3); bei Tc HROC499
und Tc HROC499Metl erfolgte nur eine Messung in den Kategorien TU

und TU+ICI; Tc=T-Zellen, TU=Tumorzellen, ICl=Immuncheckpoint-

inhibitoren
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3.4 B-lymphoblastoid cell lines

3.4.1 Quantitative Erfassung der B-Zell-Transformation

Zur besseren Vergleichbarkeit untereinander wurden die B-LCLs innerhalb der Gruppe der
Patientinnen und Patienten in langsam und schnell wachsende Populationen aufgeteilt. Da der
Mittelwert der Gesamtpopulation bei 3,6 lag, wurde als Grenzwert ein Wachstumsfaktor von
vier gewdhlt. Der mittlere Wachstumsfaktor der schnell wachsenden Populationen (n=4) lag
bei 14,4 mit einer Standardabweichung von 4,7. Die schnell wachsenden Zellpopulationen
zeichneten sich ebenfalls durch die Ausbildung vieler und groRer Zellaggregate in der
Kulturflasche aus. Diese Populationen waren Bc HROP101, Bc HROC252, Bc HROC425 und Bc
HROC477 (s. Abb. 16). Die B-LCLs der langsam wachsenden Populationen (n=20) vermehrten
sich mit einem mittleren Wachstumsfaktor von 1,5 (+0,9) (s. Abb. 17). Besonders die B-LCLs,
welche ohne Isolation durch das Pan Tc Isolation Kit kultiviert wurden, wiesen geringere
Wachstumstendenzen mit einem durchschnittlichen kumulativen Wachstumsfaktor von 1,3
(£0,6) vor. In der Kontrollgruppe konnte im Mittelwert ein Wachstumsfaktor von 2 mit einer
Standardabweichung von 1,5 erreicht werden. Eine Graphik mit den Angaben der
Kontrollgruppe ist dem Anhang zu entnehmen (s. Kapitel 11.1.5, Abb. 28). Eine Korrelation
zwischen dem Mikrosatellitenstatus der Patienten-Tumore und dem Wachstumsverhalten der

B-LCLs konnte nicht festgestellt werden (r=0,13).

Kum. WF B-LCLs der Patientinnen und Patienten

(WF >4)
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16. Abb. Kumulativer Wachstumsfaktor der schnell wachsenden B-LCLs

(WF >4) der Patientinnen und Patienten nach EBV-B-Zell-Transformation
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Kum. WF B-LCLs der Patientinnen und Patienten (WF <4)

17. Abb. Kumulativer Wachstumsfaktor der langsam wachsenden B-LCLs
(WF <4) der Patientinnen und Patienten nach EBV-B-Zell-Transformation;
in orange dargestellt sind die Populationen, welche ohne vorherige
Isolierung kultiviert wurden; (1) und (2) kennzeichnen den doppelten

Ansatz der B-Zell-Transformationen

3.4.2 Expression der kostimulatorischen Marker und Immunglobuline

Um Aussagen Uber die Funktionalitdt der B-LCLs treffen zu konnen, wurden diese hinsichtlich
der Expression ihrer kostimulatorischen Marker untersucht. Diese sind notwendig fir eine
erfolgreiche B-Zell-abhdngige T-Zell-Aktivierung und beeinflussen somit das zytotoxische
Potential des Immunsystems. Gefarbt wurden die Marker CD58, CD54, CD86, CD50, MHCII,
CD40, CD102. Eine beispielhafte Darstellung der Gating-Strategie ist dem Anhang zu
entnehmen (s. Kapitel 11.1.6, Abb. 30). Auffallig war der Zusammenhang zwischen schnellem
Wachstumsverhalten mit sichtbaren Zellaggregaten in der EBV-Kultivierung und einer
deutlichen Expression der kostimulatorischen Marker. Eine Korrelation zwischen einer starken
Expression der kostimulatorischen Marker und dem Mikrosatellitenstatus der Tumorzellen

konnte nicht nachgewiesen werden (r=0,09).

65



Ergebnisse

Die mittleren Expressionsraten von CD40, CD102 und CD86 betrugen innerhalb der schnell
wachsenden Population 99%. CD54 wurde von 98% der Zellen exprimiert und CD50 von
ungefahr 97%. Auch der MHCII-Marker erreichte im Mittelwert Expressionsraten von Uber

95%. CD58 wurde hingegen lediglich von 79% prasentiert (s. Abb. 18).

Kostimulatorische Marker der B-LCLs der Patientinnen und
Patienten (WF >4)
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18. Abb. Prozentuale Angabe der Expression der kostimulatorischen
Marker der B-LCLs mit WF>4 der Patientinnen und Patienten; Analyse

mittels Durchflusszytometrie der B-LCLs nach EBV-Transformation

Bei den langsamer wachsenden Zellpopulationen mit einem kumulativen Wachstumsfaktor <4,
erreichte der Marker CD102 mit 96% die groRte mittlere Expressionsrate. CD58 wurde
durchschnittlich zu 72% und CD40 zu 76% exprimiert. CD54, CD86, CD50 und MHCII wiesen
geringere mittlere Expressionsraten vor: CD54 wurde im Durchschnitt von 52% der Zellen
prasentiert, CD86 von 67%, CD50 von 55% und MHCII von 66% (s. Abb. 19). Innerhalb der
langsamer wachsenden B-LCLs bildete Bc HROC357 eine Ausnahme mit Expressionsraten von
Uber 99% der untersuchten CD-Marker. Bc HROC357, Bc HROC324, Bc HROC198 (1), Bc
HROC403, Bc HROC405 (1) und Bc HROC405 (2) verzeichneten eine konstantere Expression der
kostimulatorischen Marker als die Ubrigen Populationen mit einem Wachstumsfaktor von <4

(s. Abb. 19).
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Kostimulatorische Marker der B-LCLs der Patientinnen und
Patienten (WF <4)
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19. Abb. Prozentuale Angabe der Expression der kostimulatorischen
Marker der B-LCLs mit WF <4 der Patientinnen und Patienten; Analyse
mittels Durchflusszytometrie der B-LCLs nach EBV-Transformation; (1)

und (2) kennzeichnen den doppelten Ansatz der B-Zell-Transformationen

Innerhalb der Kontrollgruppe wiesen Bc BC1 und Bc FB die stabilsten Expressionsraten der
kostimulatorischen Marker mit Prozentwerten Uber 90% vor. Bc HROC211, Bc HROC158 und
Bc HROC152 prasentierten nur CD102 zu tber 98%. MHCIlI wurde von diesen Zelllinien im
Mittel von 45% der Zellen exprimiert, CD50 zu 22%, CD86 zu 62%, CD54 zu 25% und CD58 zu
39% (s. Abb. 20). Wahrend Bc HROC211 und Bc HROC158 MHCII und CD40 zu 50-70%
prasentierten, konnten diese Marker bei Zellkulturflaschen von Bc HROC152 nur auf einem
Drittel der Zellen nachgewiesen werden. Obwohl Bc HROC211 und Bc HROC152 (1) einen
groReren Wachstumsfaktor wahrend der EBV-Transformation vorwiesen, exprimierten sie die

kostimulatorischen Marker zu geringeren prozentualen Anteilen verglichen mit Bc FB.
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Kostimulatorische Marker der B-LCLs der Kontrollgruppe
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20. Abb. Prozentuale Angabe der Expression der kostimulatorischen
Marker der B-LCLs der Kontrollgruppe; Durchflusszytometrische Analyse
nach EBV-Transformation; (1) und (2) kennzeichnen den doppelten Ansatz

der B-Zell-Transformationen

Des Weiteren wurde die Expression der Immunglobuline auf der Oberflache der B-LCLs
getestet. Gefarbt wurden hier IgM, IgG und IgA (s. Abb. 21). Innerhalb der langsam wachsenden
Population prasentierten durchschnittlich 24% der Zellen IgA (+18,7), 68% lgG (+14,3) und 15%
lgM (+11,5). Im Vergleich dazu exprimierten die Zellen der schnell wachsenden Population im

Mittel zu 57% IgA (+37,8), zu 42% IgG (£14,3) und zu 5% IgM (6,2).

Generell war IgA unter den Immunglobulinen am variabelsten ausgepragt. Innerhalb der
schnell wachsenden Populationen wurde es beispielsweise von Bc HROP101 lediglich zu 2%
exprimiert, wiahrend es von 83% der Zellen von Bc HROC425 dargestellt wurde. Auffallig war,
dass die Expression von IgA besonders bei den B-LCLs hoherer Passagen starker ausgepragt
war, als bei denen niedrigerer Passagen. Wahrend die B-LCLs der Kontrollgruppe, mit
Ausnahme von BcFB, IgA im Durchschnitt zu 14% (+9,3), 1gG zu 43% (+23,9) und IgM zu 8%
(+4,5) prasentierten, exprimierten die Zellen von Bc FB zu 93% IgA, zu 70% IgG und zu 91% IgM.
Besonders die B-LCLs von BC1 wiesen kaum IgM oder IgA auf ihren Zelloberflachen auf. Eine
Graphik der prozentualen Verteilung der Kontrollgruppe ist dem Anhang zu entnehmen (s.

Kapitel 11.1.7, Abb. 31).
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Expression der Immunglobuline auf B-LCLs
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21. Abb. Expression der Immunglobuline auf den B-LCLs nach EBV-
Transformation der Patientinnen und Patienten; Messung mittels
Durchflusszytometrie der Expression von 1gM, IgA und I1gG; (1) und (2)
kennzeichnen den doppelten Ansatz von B-Zell-Transformationen;

P=Passage
3.4.3 Doppelter Ansatz der B-Zell-Transformation

Von den Nicht-T-Zellen der Populationen HROC405, HROC198 und HROC152 wurden zwei
Kulturflaschen angesetzt fir die EBV-B-Zell-Transformation. Grund daflr waren grofRe
Zellzahlen an Nicht-T-Zellen nach der Isolation aus PBMCs. Pro Kultur-Flasche wurden 11,5x10°
Nicht-T-Zellen von Bc HROC405 eingesetzt. Im ersten Ansatz vergroRerte sich die Population
mit einem kumulativen Wachstumsfaktor von 1,8 in einem Beobachtungszeitraum von acht
Wochen. Die Zellpopulation des zweiten Ansatzes vermehrte sich mit einem Wachstumsfaktor
von 1,5. Generell war die Expression der Oberflachenmarker sehr ahnlich, nur bei IgM zeigten
sich deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen Anséatzen. IgM wurde von 27% der

Zellpopulation des ersten Ansatzes und von 3% der Zellen des zweiten Ansatzes exprimiert.

Von Bc HROC198 wurden ebenfalls zwei Kulturflaschen angesetzt. Hier wies der erste Ansatz
einen kumulativen Wachstumsfaktor von 1,6 und der zweite Ansatz von 1,3 auf. Auch bei

Analyse der kostimulatorischen Marker zeigten sich Unterschiede. CD54 wurde von den Zellen
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mit verringerter Wachstumstendenz zu 45% exprimiert und von denen mit starkerem
Wachstum zu 99%. Deutliche Differenzen konnten auch in der Expression von CD50
nachgewiesen werden. Die Zellen des zweiten Ansatzes prasentierten diesen Marker zu 54%
und die des ersten Ansatzes zu 98%. Des Weiteren wurde IgA von Bc HROC198 (1) von 1,5%
der Zellen exprimiert und von Bc HROC198 (2) von 26% der Zellen.

Bei Bc HROC152 unterschieden sich bereits die Wachstumsfaktoren der verschiedenen
Ansatze deutlich. Die Population des ersten Ansatzes vermehrte sich mit einem Faktor von 2,3,
wahrend sich die Population des zweiten Ansatzes mit einem Faktor von 0,5 verringerte.
Starkere Unterschiede hinsichtlich der Expression der kostimulatorischen Marker konnten bei
den B-LCLs von HROC152 nur bei IgG nachgewiesen werden. Wahrend 43% der Zellen von Bc
HROC152 (1) 1gG exprimierten, wurde IgG von Bc HROC152 (2) nur von etwa 3% der Zellen

prasentiert.

3.4.4 Subpopulationen der immortalisierten B-Zellen

In einem weiteren FACS Panel wurden die B-Zellpopulationen hinsichtlich ihres Aktivitatsstatus
in Subpopulationen eingeteilt. Hierbei sind insbesondere die aktivierten B-Zellen von
entscheidender Bedeutung, da diese die Mdglichkeit der T-Zell-Aktivierung besitzen. Aktivierte
B-Zellen zeichnen sich durch die Expression von CD80/86 und MHCII auf ihrer Zelloberflache
aus. Verglichen wurden die B-LCLs von HROC425, HROC477, HROP101 mit B-Zellen zweier
gesunder Spender Bc BC2 (BC=Buffy Coat) und Bc FB, Tumor infiltrierenden B-Lymphozyten
(TiBc) und Vollblut eines gesunden Spenders. Ausgewahlt wurden die B-LCLs auf Grund ihres
Wachstumsfaktors >8. EBV-transformiert waren die B-LCLs der Patientinnen und Patienten und
von Bc FB. Geplant war die Verwendung der Tumor-infiltrierenden B-Lymphozyten als
Vergleichskontrolle zur Darstellung einer ausgepragten Expression der CD-Marker. Gefarbt
wurden die Marker CD19, MHCII, CD80/86, CD27, IgD, CD20, CD38 und CD24. Die Gating-
Strategie der durchflusszytometrischen Analyse ist im Anhang zu finden (s. Kapitel 11.1.8, Abb.
32). Die B-LCLs von HROC425, HROP101 und HROC477 erreichten einen Anteil an aktivierten
B-Zellen von anndhernd 87% (s. Abb. 22). In der Vollblut-Probe konnte mit 38% die hochste
Rate an Gedachtniszellen verzeichnet werden. Naive B-Zellen traten in allen Populationen zu

weniger als 30% auf. Plasmazellen bildeten 29% der Tumor-infiltrierenden-B-Zellen, wahrend
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sie in den Proben von Bc HROC477, Bc HROP101 und Bc BC2 zu unter 1% vertreten waren. In
der Vollblut-Probe und bei Bc HROC477 konnten mehr als 60% der Zellen den regulatorischen
B-Zellen zugeteilt werden, wahrend diese in der Probe von BC2 zu weniger als 3% auftraten.
Generell lasst sich zusammenfassen, dass die Tumor-erfahrenen B-Zellen von HROC425,
HROC477 und HROP101 insbesondere die Aktivitatsmarker CD80/86 und MHCII regelhaft
exprimierten. Einen grolRen prozentualen Anteil bildeten ebenfalls die regulatorischen B-
Zellen. Auffallig war, dass sich die Rate an lebenden B-Zellen auf unter 60% belief, wahrend sie
in den Vergleichspopulationen nahezu 100% erreichte. Auch die EBV-transformierte
Population von Bc FB verzeichnete eine Rate von 98% lebenden Zellen. Wahrend die
verwendeten PBLs von BC2 zwar einerseits eine Rate an lebenden Zellen von anndahernd 100%
erreichten und auch 81% der Zellen CD19 exprimierten, kamen die Ubrigen Marker nur sehr
schwach zur Darstellung. Da die meisten Marker, sowohl bei den gesunden Spendern, als auch
in der Patientenkohorte nur sehr gering exprimiert wurden, wurde diese Farbung nicht bei

allen B-Zellkulturen durchgefihrt.

B-Zell-Subpopulationen
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22. Abb. Analyse der B-Zell-Subpopulationen von EBV-transformierten
B-LCLs, sowie PBLs von BC2, TiBc und Vollblut; Durchflusszytometrische
Analyse der Marker CD19, MHCII, CD80/86, IgD, CD20, CD38, CD24 und
CDh27
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3.4.5 Stimulation mit CD40L und Interleukin-4

CD40L und IL-4 sorgen als Signal zwischen Tu2- und B-Zellen fur die Proliferation und
Aktivierung der B-Zellen. Da nach acht Wochen Kultivierung der B-LCLs von HROP88 und
HROP92 mit dem Transformationsmedium keine Zellaggregate sichtbar waren, sollten die
Zelllinien auf diese Weise verstarkt zum Wachstum angeregt werden. Die Zellkulturflasche von
Bc HROP92 enthielt nach acht Wochen der EBV-Transformation 0,5x10° Zellen bei einer
Ausgangsmenge von 10°% und Bc HROP88 enthielt 0,3x10° Zellen bei einer Ausgangsmenge von
3,8 x10° Zellen. Die Zelllinien wurden zweimal mit CD40L Multimer und IL-4 in IMDM Serum
stimuliert. Nach Beendigung der Stimulation und weiteren vier Wochen in Kultur mit DMEM
P/S/A ohne Transformationsmedium erreichte Bc HROP92 eine finale PopulationsgréfRe von
1,6x10° B-LCLs und HROP88 von 2,2x10° B-Zellen. Durch die weiterhin geringe Menge an B-

LCLs war keine Farbung der kostimulatorischen Marker moglich.

3.4.6 Therapie der Mykoplasmen-kontaminierten B-LCLs

Da bei einem laborinternen Routinescreening auf Mykoplasmen die verwendete B 95/8
Zellkultur als positiv getestet wurde, erfolgte eine Kombinationstherapie mit Minocyclin und
Ursomutin bei drei verschiedenen Zellkonzentrationen. Nach Beendigung der Therapie wurde
der Zelliberstand erneut auf Mykoplasmen getestet. Verwendet wurde das gleichen
Testverfahren, bei dem die Proben zuvor als Mykoplasmen-positiv aufgefallen waren. Aus den
negativ getesteten Zellpopulationen wurde eine neue Kulturflasche angesetzt, welche zwei
Wochen spater bei einer folgenden Testung auf Mykoplasmen erneut als negativ beurteilt

wurde.

Im Verlauf wurde eine Stichprobe an B-LCLs der Kohorte der Patientinnen und Patienten auf
Mykoplasmen getestet und als positiv gewertet. Als Erklarung konnte herangezogen werden,
dass diese Zellpopulationen vor Durchfihrung der Mykoplasmen-Therapie mit den
kontaminierten B95/8-Zelliberstand kultiviert worden waren. Eine Korrelation zwischen dem
Nachweis von Mykoplasmen und dem Wachstumsfaktor der B-LCLs konnte nicht festgestellt

werden (r=-0,44).

72



Ergebnisse

3.4.7 DNA-Fingerprint

Des Weiteren konnte ein DNA Fingerprint von acht B-Zell-Populationen die richtige
Patientenzugehorigkeit nachweisen. Diese Populationen koénnen als Stichprobe der
Grundgesamtheit der immortalisierten B-Zelllinien betrachtet werden. Unterstitzend fur diese
Aussage gilt, dass regelmaRig alle weiteren B-LCLs als laborinterner Standard einer DNA-
Fingerprint-Analyse unterzogen werden. Dabei wird die Testung von CLS (Central Laboratory
Services) oder einem Koordinationspartner durchgefihrt. Bisher konnte keine Verwechslung

festgestellt werden.
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4 Diskussion

4.1 Immuntherapie bei KRK und Pankreas-CA

Auch beim KRK und Pankreas-CA wird es dem Immunsystem durch eine Kombination aus
Immunevasions- und Immunsuppressionsmechanismen der Tumorzellen erschwert, diese als
korperfremd zu erkennen und anzugreifen. Hier setzt die moderne Immuntherapie an.'!® Bei
Patienten mit fortgeschrittenem dMMR metastasierten kolorektalen Karzinom ist die
Immuntherapie mit Immuncheckpointinhibitoren wie PD-1 und CTLA-4 bereits etablierte
Standardtherapie.®® Auch Patientinnen und Patienten mit operablen dMMR KRK und MMR-
kompetenten Tumoren profitieren von einer neoadjuvanten Immuntherapie.*® Wahrend
besonders Patientinnen und Patienten mit MSI mutierten Tumoren von einer ICI-Therapie
profitieren, fihrt die ACT auch bei solchen mit MSS mutierten Tumorzellen zu einem

verlangerten Gesamtiiberleben ohne Tumorprogression.1%°

Im Gegensatz dazu erwiesen sich Pankreaskarzinome bisher als immun-kalte Tumoren mit
einer geringen Ansprechbarkeit auf Immuntherapien in klinischen Studien. Gegenstand der
aktuellen Forschung bilden klinische Studien mit ICl, Tumor-Vakzinierung, ACT und einer
Kombinationstherapie aus Chemotherapie oder targeted therapy mit monoklonalen
Antikorpern. Die reduzierte Immunogenitdt ldsst sich bei Pankreaskarzinomen auf eine
geringere TMB zurlckfuhren.?® Zudem bildet die Tumormikroumgebung mit einer Fille an
Fibroblasten, pankreatischen Sternzellen und Immunzellen eine physikalische Barriere, welche
die Effektivitat von Immuntherapien einschrankt.?® Durch die erschwerten Bedingungen bei
Pankreaskarzinomen ist die Erforschung von Resistenzmechanismen und die Entwicklung

neuer Strategien der Immuntherapie dringend notwendig.®!

Bei Betrachtung der hohen Bevdlkerungsinzidenz von Darmkrebs und der schlechten Prognose
von Pankreaskarzinomen besitzt die Forschung an Therapieoptionen, insbesondere an
Immuntherapien, eine grolSe Relevanz. Schwerpunkt dieser Arbeit bildet die Erforschung von
Expansionsmechanismen funktionaler Immunzellen. Dies beinhaltet die Vermehrung und
funktionelle Analyse von T-Zellen, sowie die Etablierung immortalisierter B-Zelllinien von

Patientinnen und Patienten mit KRK und Pankreaskarzinomen.
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4.2 T-Zellen

4.2.1 Verlust des CD3-Markers der T-Zellen

Bei der Definierung von T-Zell-Subpopulationen ist der CD3-Marker von entscheidender
Bedeutung. Dieser Marker ist spezifisch fur T-Zellen aller Entwicklungsstadien. Wie in Kapitel
3.2.2. bereits aufgefihrt, lieR sich der CD3-Marker innerhalb der vor Expansion fraktionierten
Zellpopulationen durchschnittlich von 64% der Zellen an Tag null und 66% an Tag sieben

darstellen.

Ein Ausbleiben der CD3/CD28-Stimulation kann bei T-Zellen zu einem Arrest im Ruhemodus
mit geringer Proliferation, mangelnder Differenzierung und Fehlen des Phanotyp-Wechsels
fuhren.1*®121 Ein Verlust des CD28-Markers durch chronische T-Zell-Aktivierung wurde bereits
in der Literatur beschrieben.'?? Eine verringerte Expression des CD3-Markers bei T-Zellen auf
Grund der Dauerstimulation durch die Tumorerkrankung der Patientinnen und Patienten kann
demnach nicht ausgeschlossen werden. Bei Vergleich mit den T-Zellpopulationen der
Kontrollgruppe zeigte sich, dass die Rate an CD3* T-Zellen bei den Patientinnen und Patienten
mit Tumorerkrankung signifikant geringer war (p<0,05). Allerdings fihrte auch das REP bei den
T-Zellen der Kontrollgruppe zu einem Rickgang der CD3-Expression. So sank der Anteil der
CD3* T-Zellen von >90% an Tag null, auf 70-80% an Tag sieben. Die dauerhafte Stimulation des
CD3/TCR, entweder durch die Tumorerkrankung der Patientinnen und Patienten in vivo oder
durch das REP bei den T-Zellen der Kontrollgruppe in vitro, kénnte folglich zu einer

verminderten Expression geflhrt haben.

Eine weitere Moglichkeit fur das Auftreten der CD3"Zellen an Tag null des REP besteht in einer
inkompletten Separation der T-Zellen von den Gbrigen PBLs durch das Pan Tc Isolation Kit,
sodass auch Nicht-T-Zellen in das REP miteinbezogen wurden. Da die Einteilung in T-Zellen und
Nicht-T-Zellen im Rahmen des /solation Kits von Miltenyi nicht an Hand der CD3-Expression
erfolgte, besteht die Mdglichkeit, dass auch CD3" Zellen als T-Zellen definiert wurden. Dies
wlrde allerdings nicht die signifikanten Unterschiede zwischen der Patienten- und der
Kontrollkohorte erklaren. Eine aberrante Expression oder ein vollstandiger Verlust des CD3-
Molekils auf T-Zellen durch Tumorerkrankungen konnte bisher nur bei peripheren T-Zell-

Lymphomen oder im Rahmen einer CAR-T-Zell-Therapie festgestellt werden.'?® Somit bleibt
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die Einflussnahme von Tumorzellen auf die Expression des CD3-Markers und die Folgen fur die
Aktivierbarkeit und Funktionalitdt von T-Zellen Gegenstand zuklnftiger Forschung. Eine
fehlerhafte Bindung des Antikdrpers im Farbeprozess kann ausgeschlossen werden, da bei

einigen Zelllinien mehr als 90% der T-Zellen CD3 exprimierten.

4.2.2 CD4/CD8 doppelt-positive und doppelt-negative CD3* T-Zellen

Auch im Hinblick auf die Expression anderer CD-Marker konnten Auffalligkeiten festgestellt
werden. Wie ebenfalls in den Diagrammen der durchflusszytometrischen Analysen zu
erkennen ist, stellten die CD4* T-Zellen und CD8* T-Zellen nicht die Gesamtheit der CD3* T-
Zellen dar. Ein Teil der CD3* T-Zellen prasentierte sich als CD4/CD8-doppelt-negativ oder
CD4/CD8-doppelt-positiv.

Doppelt-negative (CD3*CD4°CD8) bilden normalerweise 3-5% der T-Lymphozyten im
peripheren Blut. Anders als konventionelle CD4* oder CD8* T-Zellen besitzen sie Funktionen
des angeborenen und erworbenen Immunsystems und kdnnen wie regulatorische T-Zellen, T-
Helfer-Zellen oder zytotoxische T-Zellen fungieren. Bei Infiltration von soliden, malignen
Tumoren, wie Pankreaskarzinomen, Uberwiegen ihre zytotoxischen Effekte und sie
produzieren IFN-y, Perforin und Granzym B.%* Bei Xenograft-Modellen von Pankreastumoren
konnten allogene gesunde doppelt-negative T-Zellen das Tumorwachstum effektiv reduzieren.
Dies erfolgte TCR-, Antigen- und Spender-unabhangig. Auch lieBen sich tumorinhibierende
Effekte bei Kombinationstherapie mit Chemotherapeutika oder Immuncheckpointinhibitoren
bei hamatologischen Erkrankungen und soliden Tumoren nachweisen. Doppelt-negative T-
Zellen eignen sich zudem fir eine ACT, da sie einfach zu akquirieren, expandieren und
konservieren sind. So konnte bereits eine partielle Remission von Tumorerkrankungen durch
doppelt-negative T-Zellen erzielt werden.?* Das Expansionspotential dieser Zellpopulation in
Rapid Expansion Protokollen zur Generierung ausreichender Mengen fir eine ACT und die
Anwendbarkeit in klinischen Studien sind interessante Aspekte und sollten Gegenstand

zuklnftiger Forschung sein.

Die CD4* CD8" doppelt positiven Zellen im menschlichen Blut betragen fir gewohnlich <1% der
zirkulierenden T-Zellen in gesunden Individuen, wahrend sie am Rand von Infektionen oder bei

malignen Erkrankungen vermehrt zu finden sind. Dies ist auch bei Pankreaskarzinomen der
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Fall.*?* Dass der Anteil an doppelt positiven Zellen sehr variabel ist, konnte auch eine Studie
von Menard et al. nachweisen, bei der mehr als 30% der TIL von Patientinnen und Patienten
mit Nierenzellkarzinom die Marker CD4 und CD8 exprimierten.?> Auch die Funktion der
doppelt positiven Zellen wird bestimmt durch die Art der Erkrankung und/oder der lokalen
Umgebung.'?* Sie kbnnen zytotoxische, proliferative und suppressive Funktionen austiben.12
Die Arbeitsgruppe von Schad et al. wies nach, dass Antigenstimulation einzel-positive Zellen
dazu veranlasst zu polyfunktionalen doppelt-positiven Zellen zu differenzieren. Doppelt-
positive Zellen, welche sich aus CD4- oder CD8-einzel-positiven Zellen durch
Antigenstimulation entwickeln, besitzen starke zytolytische Kapazitdten und sind in der Lage
von MHCI oder MHCII prasentierte Antigene zu erkennen.'?* Da auch geringe Mengen an

zytolytischen T-Zellen einen entscheidenden Beitrag zur Tumor-Eradikation leisten konnen, ist

die Rolle der doppelt-positiven Zellen nicht zu vernachlassigen.

Flr die vorliegende Arbeit ist das Wissen um die Funktion von doppelt negativen und doppelt
positiven CD3* T-Zellen sehr relevant, weil sich ihr Anteil durch das REP vergroRerte. Da von
diesen Zellen ebenfalls ein signifikanter Beitrag in der Tumorbekampfung erwartet werden
kann, ist eine gesteigerte Expansion dieser Subgruppen als positiv zu bewerten. Weitere
Forschung bezlglich des quantitativen Auftretens von doppelt positiven und doppelt negativen
CD3* T-Zellen in Expansionsprotokollen, ihrer Funktion in vivo und ihre Rolle bei der

Tumorbekdmpfung wird dringend bendtigt.

4.2.3 Verteilung der T-Zell-Subpopulationen

Viele Expansionsprotokolle Antigen-spezifischer T-Zellen erfordern eine langerfristige ex vivo
Expansion und fordern letztendlich einen differenzierten Effektorzell-Phanotyp, der auf Grund
seiner Kurzlebigkeit nur eine reduzierte Anwendbarkeit bei der ACT finden kann.'?” Powell et
al. konnten bei Durchfihrung eines 14-tdagigen REP von TIL in vitro T-Zellen eines gering
differenzierten Phdnotyps generieren. Diese T-Zellen verzeichneten ebenfalls ein verlangertes

Uberleben in vivo, differenzierten zu Gedichtniszellen und persistierten als Tem.?’

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob bei Verkirzung der Expansionsdauer auf sieben
Tage ebenfalls die Generierung groRer Mengen an funktionalen, Gberlebensfahigen T-Zellen

gelingt. Durch das REP konnte eine signifikante Verringerung des Anteils der CD4* T-Zellen,
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insbesondere CD4* zentralen T-Gedéachtniszellen (Tem) und CD4* naive T-Zellen (Tw), und eine
Vermehrung der Anteile an CD8* T-Effektorzellen (Terr), CD8* zentralen T-Gedachtniszellen
(Tem) und CD8* Stammzell-T-Gedachtniszellen (Tsem) erzielt werden. Wahrend Tege in vivo nur
geringe Expansionsraten nach ACT vorwiesen?’, tragen insbesondere CD8* Tscm und Tem bei
Transfusion zu einer langlebigen und robusten Immunreaktion bei. Dies liegt an ihrer Fahigkeit
nach ACT in vivo weitere Gedéachtnis- und Effektorzellen zu generieren.®® Bezuglich des
antitumoralen Effekts von transfundierten T-Zell-Subpopulationen konnte in Mausstudien
folgende Rangordnung nachgewiesen werden: Tscm > Tem > Tem. 2?8 Auch bei Patientinnen und
Patienten mit fortgeschrittenem Melanom, welche mit ICI therapiert wurden, korrelierte ein
gesteigerter Anteil von T-Gedachtniszellen an den Gesamt-CD8* T-Zellen im Blut mit einem
positiven pradiktiven Wert fiir Therapieansprechen und Gesamtiberleben.*?® Wahrend sich
die Zunahme der CD8* Terr, Tem und Tsem Zellen als signifikant erwies, wurden durch das REP
nicht signifikant weniger Tem generiert. Im Hinblick auf eine mégliche klinische Anwendbarkeit
der generierten Subpopulationen erbrachte das verklrzte REP somit erfolgsversprechende

Ergebnisse.

4.2.4 Optimierungsmoglichkeiten und Modifizierungen des REP

Viele der momentan verwendeten Protokolle zur Expansion von T-Lymphozyten bendtigen
hohe Labor- und Zeitressourcen (>45 Tage), sowie eine groRe Anzahl an PBLs.'30 Eine
Verkilrzung der Expansionsdauer, sowie eine Einsparung von Laborressourcen wirden die
klinische Anwendbarkeit deutlich steigern. Martkamchan et al. wiesen nach, dass eine
Verkirzung der Kultivierung ebenfalls zu gesteigerten Expansionsergebnissen fiihren kann. Bei
Verwendung von IL-2 in Dosen von 1000 U/ml Uber einem Zeitraum von mehr als sieben Tagen
in Expansionskultur, detektierten sie eine vermehrte Rate an Zelluntergidngen. Eine Anderung
der IL-2 Dosierung innerhalb der ersten sieben Tage der Expansion bewirkte keine

Unterschiede im Expansionserfolg.13?

Die von Dudley et al. 2003 beschriebene 1.000-fache Expansion bei Kultivierung von TIL mit
anti-CD3-Antikdrper, Interleukin-2 und bestrahlten PBLs fur 14 Tage,'°® konnte bei
Durchflihrung des verkirzten REP von T-Zellen weder bei den Zellen der Patientinnen und

Patienten, noch bei denen der Kontrollgruppe erreicht werden. In beiden Kohorten erwies sich
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der Wachstumsfaktor als sehr variabel. Im Durchschnitt betrug er 38 (+25) bei den Tumorfallen
und 56 (+31) in der Kontrollkohorte. Allerdings konnte auch das Tc Expansion Kit von Miltenyi
laut Herstellerangaben nach 14 Tagen lediglich eine T-Zell-Expansion von CD4* und CD8* Zellen
um das 10fache vorweisen.'3? Somit erreichte das verkiirzte REP dieser Arbeit vergleichbare
Expansionsergebnisse nach nur sieben Tagen. Eine Stimulation mit TransAct durch das Miltenyi
Stimulations-Kit erreichte nach 14 Tagen eine T-Zell-Expansion um das 110fache.**3 Dieses
Stimulations-Kit forderte jedoch insbesondere einen Effektorzell-Phanotyp, welcher eine
geringe klinische Anwendbarkeit besitzt. Das CD3/CD28 Dynabead Modell von ThermoFischer
fUhrte nach 14 Tagen zu einer Expansion der T-Zellen um das ca. 100fache. Bei Kultivierung fur
18 Tage konnte die Expansionsraten der CD3* T-Zellen auf Gber 1000 gesteigert werden. Das
CD3/CD28 Dynabead Modell stimulierte zu Beginn jedoch insbesondere einen CD4-Phanotyp.
Flr eine gesteigerte Expansion von CD8* T-Zellen wurde hingegen eine Kultivierungsdauer von
18 Tagen bendotigt.'3* Dies verdeutlicht einerseits die Variabilitat des Expansionserfolgs bei T-
Zell-Expansionen, selbst bei Verwendung von Stimulations-Kits, und spricht andererseits die
Empfehlung aus, weitere Kits wie das CD3/CD28 Dynabead Modell bei verkirzter

Kultivierungsdauer zu testen.

Graef et al. resimierten allerdings, dass fur den Erfolg der ACT das regenerative Potential und
die Langlebigkeit der transferierten Zellen in vivo eine entscheidendere Rolle spielt, als die
bloRe Quantitit.”® Da fir die Grundlagenforschung jedoch betrachtliche Zellmengen bendtigt
werden, sollten weitere Optimierungsmoglichkeiten des REP mit einer zuverlassigen

Generierung grolRer Zellmengen weiter erforscht werden.

Ein Beispiel dafiir ware die Hinzugabe von Transforming-Growth-Factor-6 (TGF-B) zu Beginn
der Expansion der TIL. Liu et al. konnten so den prozentualen Anteil an CD8" T-Zellen und
insbesondere der Tumorantigen-spezifischen CD8* T-Zellen steigern, bei quantitativ
vergleichbaren Ergebnissen. Des Weiteren konnte die IFN-y Produktion vergroert, die
Aktivitdt von zytotoxischen T-Zellen unterstltzt und die Zellproliferation auch nach Ende der
Expansionsdauer angeregt werden. Gleichzeitig wurde die Expansion der CD4* T-Zellen

reduziert.102101

Ein relevanter Aspekt in der Generierung von T-Zellen zur Grundlagenforschung besteht zudem
in der Robustheit und Widerstandsfahigkeit der Zellen. Hierfir wurde untersucht, wie die

expandierten Zellen auf Lagerung in Kryokonservierung reagieren. Generell zeigten sich bei
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einigen Zellpopulationen starke Abweichungen zwischen den Zellzahlen vor und nach der
Kryokonservierung. Zum Teil kénnen die Abweichungen auf Ungenauigkeiten bei der
Ermittlung der konkreten Zahl durch die starke Bildung von Zellaggregaten entstanden sein,
zum anderen Teil scheint der Prozess des Einfrierens und Auftauens bei manchen Zelllinien

zum verstarkten Zelluntergang der expandierten Zellen gefihrt zu haben.

Des Weiteren wurde untersucht, ob der Anteil der CD8* T-Zellen der eingefrorenen T-Zellen an
Tag sieben des REP mit dem Anteil der CD8* T-Zellen nach dem Auftauen und Untersuchung
im Degranulierungstest Ubereinstimmte. An Tag sieben des REP betrug der Anteil an CD8* T-
Zellen von Tc HROC252 43%, von Tc HROC357 37%, von Tc HROC69 46% und von den Tc
HROC499 32%. Nach Kryokonservierung und Messung der CD8* T-Zellen der unstimulierten
Kontrollproben im Degranulierungstest, betrug der Anteil der CD8* T-Zellen der Tc HROC252
15%, der Tc HROC357 30%, der Tc HROC69 15% und der Tc HROC499 13%. Wahrend sich somit
der Anteil der CD8* T-Zellen mancher Zelllinien nahezu halbierte, war die Reduktion bei
anderen Zelllinien weniger stark ausgepragt. Der Umstand, dass durchschnittlich dennoch
weniger CD8* T-Zellen im Degranulierungstest detektiert werden konnten, kann mehrere
Grinde haben. Zum einen kann der Degranulierungstest selber als Stressfaktor zu einem
Untergang an CD8* T-Zellen geflihrt haben, zum anderen kdénnte ein Zellverlust im
Farbeprozess oder der Kryokonservierung fir eine reduzierte Zellzahl verantwortlich gewesen

sein.

Neben der Funktionalitat der Zellen spielt auch die Ressourceneffizienz eine entscheidende
Rolle in der Durchfihrung des REP. Eine Mdglichkeit der Kostenreduktion besteht im Austausch
von TexMACS Medium durch IMDM. Am Beispiel von Tc HROC400 konnte gezeigt werden, dass
eine Expansion mit IMDM vergleichbare Ergebnisse erzielt. Die Arbeitsgruppe von Xu et al.
testete sechs verschiedene Zellkulturmedien, unter anderem IMDM, beziiglich ihrer Effekte
auf die Expansion von T-Zellen. Obwohl die T-Zellexpansion flir gewohnlich in Serum-haltigen
Medium durchgefihrt wird, erzielten sie bei der Verwendung von Serum-freien
Zellkulturmedien bessere Expansionsergebnisse. Dies flhrten sie auf komplexe
Serumbestandteile zurlck, die die Zellfunktion behindern. Dennoch rieten sie von der
Expansion mit IMDM nicht ab. Da sie ebenfalls zu dem Schluss kamen, dass die CD3/CD28

Stimulation einen groReren Einfluss auf die in vitro Expansion humaner T-Zellen auslbt als die
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Wahl des Zellkulturmedium, spricht nichts gegen eine Verwendung von IMDM an Stelle von

TexMACS bei zukinftigen T-Zell-Expansionen. 18

4.2.5 Vor-und Nachteile einer Separation der PBLs vor der Expansion

Ein weiterer Diskussionspunkt beziglich der Durchfihrung des REP ist die Separation der T-
Zellen von den Ubrigen PBLs vor der Expansion. Die unfraktionierten T-Zellpopulationen
entwickelten sich mit einem geringeren kumulativen Wachstumsfaktor, als die
Zellpopulationen, welche vor der Expansion in T-Zellen und Nicht-T-Zellen separiert wurden.
Zu beachten ist an dieser Stelle, dass bei den unfraktionierten Populationen die Zuteilung zur
Gruppe der T-Zellen an Hand der CD3-Farbung erfolgte. Deshalb wurden in die Kalkulation des
Wachstumsfaktors der T-Zell-Gruppe bei den unfraktionierten Populationen ausschlielRlich
CD3* Zellen miteinbezogen. Bei den fraktionierten Populationen wurde die Einteilung in T-
Zellen und Nicht-T-Zellen im Rahmen der vorherigen Isolation durch das Pan Tc Isolation Kit
vorgenommen. Da bei Verwendung des Kits keine Selektion anhand der CD3-Expression
stattfand, wurden auch CD3" Zellen der T-Zell-Gruppe zugeordnet und flossen so in die
Berechnung des Wachstumsfaktors mit ein (s. Kapitel 4.2.1). Werden nur die CD3* Zellen
betrachtet, Uberwogen an Tag null die fraktionierten Populationen mit einem Anteil an 64%
CD3* Zellen (ohne Separation: 55%) und an Tag sieben die Populationen ohne Separation mit
einem Anteil von 72% CD3* T-Zellen (mit Separation: 66%). Dies geht einher mit Ergebnissen
anderer Studien, welche ebenfalls bei unfraktionierten Zellkulturen gréRere Expansionserfolge

verzeichneten, als bei zuvor isolierten Kohorten.3?

Die Arbeitsgruppe von Martkamchan et al. erzielte bei der Expansion von PBLs gesunder
Probandinnen und Probanden einen prozentualen Anteil von 58% CD3* T-Zellen an Tag null.
Sie verwendeten ein Expansionsprotokoll mit CD3/CD28-Beads und 100U/ml IL-2. Innerhalb
der Zellpopulationen, welche ohne Isolation ebenfalls als PBLs expandiert wurden, konnte in
der hier vorliegenden Arbeit ein vergleichbarer Wert an Tag null mit 56% CD3*T-Zellen erreicht
werden. Durch die Expansion erreichten Martkamchan et al. nach drei Wochen einen
prozentualen Anteil von 72-99,9% CD3* T-Zellen. Es zeigte sich dabei stark schwankende
Wachstumsfaktoren mit Werten zwischen >1.000 und <100. Die prozentualen Anteile der CD3*

T-Zellen und die Wachstumsfaktoren waren dabei stark von der Konzentration der
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verwendeten stimulierenden Beads abhdngig.'3! Nach einer Woche konnte in der vorliegenden
Arbeit durch das REP in der unfraktionierten Population ein Anteil an 74% CD3* T-Zellen mit
einem Wachstumsfaktor von 20 (+14) generiert werden. Martkamchan et al. wiesen nach einer
Woche in der am starksten stimulierten Population eine maximale Expansionsrate um das
Achtfache vor. Dies verdeutlicht, dass der Anteil an funktionalen, expansionsfahigen CD3* T-
Zellen dieser Arbeit charakteristisch fir die Expansion von PBLs ist und sich auch die
Wachstumsgeschwindigkeit mit der anderer Arbeitsgruppen vergleichen ldsst. Die
Arbeitsgruppe von Martkamchan et al. gaben allerdings zu bedenken, dass sowohl die
Stimulation des TCR durch die Konzentration an Antigenen und kostimulatorischen Molekilen,
als auch die Affinitdt des TCR zu MHC Molekulen die T-Zell-Expansion starker beeinflussen, als

eine Separation der PBLs.*3!

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der Wachstumsfaktor ein unzuverldssiger Marker zur
Beurteilung des Vorteils der Isolation der T-Zellen von den Ubrigen PBLs vor Durchfiihrung des
REP darstellt. Bezlglich der prozentualen Einteilung in T-Zell-Subgruppen konnten weder an
Tag null, noch an Tag sieben, signifikante Unterschiede zwischen den fraktionierten und
unfraktionierten  Zellpopulationen festgestellt werden. B-Zellen, welche aus der
Gesamtpopulation der PBLs transformiert wurden, verzeichneten jedoch im Gegensatz zu den
zuvor isolierten Kulturen einen geringeren kumulativen Wachstumsfaktor mit einer
reduzierten Expression der kostimulatorischen Marker. Somit ldsst sich schlussfolgern, dass die
Auftrennung der PBLs in T-Zellen und Nicht-T-Zellen durch das Pan Tc Isolation Kit von Miltenyi
das Wachstumsverhalten der B-Zell-Populationen férdert, fir die T-Zell-Expansion jedoch

weniger relevant zu sein scheint.

Von entscheidender Bedeutung sind in diesem Fall jedoch die logistischen Aspekte hinsichtlich
der Zellzahl und der Menge an TexMACS Zellkulturmedium. Bei Isolation mit Hilfe des Isolation
Kits kam es zu einem verstarkten Zellverlust durch die magnetische Saule, wahrend bei der
Durchfiihrung des REP ohne vorherige Isolation auf Grund grofRerer Zellzahlen mehr TexMACS

Medium bendtigt wird.

Zur Verwendung des [solation kits kann geraten werden, wenn Ressourcen an
Zellkulturmedium gespart werden sollen. Besteht jedoch eine geringere Menge an Patienten-
PBLs, ist eine Expansion ohne vorherige Separation der T-Zellen von Vorteil, um den durch die

Isolation entstehenden Zellverlust zu reduzieren. Da das Immunsystem der meisten
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Patientinnen und Patienten mit Tumorerkrankungen bereits geschwacht ist, kann so das

limitierte Biomaterial optimal genutzt werden.

4.3 Aussagekraft der Degranulierungstests

Der Degranulierungstest und die vorherige Analyse der MHCI- und MHCII-Expression auf den
Tumorzellen gibt Auskunft Gber die Tumorzell-T-Zell-Interaktion. Eine schwache MHC-
Expression als Tumorevasionsmechanismus resultierte in einer geringeren Prasentation
tumorspezifischer Peptide und beinhaltet somit ein verringertes Potential zur T-Zell-
Aktivierung.”® Dies fihrte im Degranulierungstest zu einer verminderten Anzahl aktivierter,
dreifach positiver T-Zellen. Die Tumorzellen von HROC357 und HROC499Met1 zeigten ohne
Stimulation mit IFN-y eine geringe Expression der MHCI-Molekile bei fehlender MHC-II-
Expression. Bei der Metastase von HROC499 liell sich die MHC-Expression auch durch
Stimulation nicht induzieren. Da in beiden Fallen ein geringes Potential zur T-Zell-Aktivierung
bestand, kdonnen diese Kokulturen als Negativkontrolle im Hinblick auf die Tumorzell-

abhangige T-Zell-Aktivierung betrachtet werden.

Bei vorhandener Antigenprasentation der Tumorzellen Uber MHCI/MHCII wurde die
Degranulation und somit die Reaktionsfahigkeit der T-Zellen getestet. Als reaktionsfahige,
aktivierte T-Zellen wurden CD8/IFN-y/CD107a dreifach positive T-Zellen bezeichnet. Da es sich
bei den eingesetzten T-Zellen um periphere T-Zellen und nicht um Tumor-infiltrierende T-
Zellen handelte, konnte nur eine geringe Tumorantigenerkennung durch die T-Zellen erwartet
werden. Aussagen zur Wirksamkeit der ICI beziehen sich nur auf die im vorliegenden
Experiment verwendeten ICl anti-CTLA4 und anti-PD1. Um den Anteil an peripheren T-Zellen
mit TCR gegen Tumorantigene zu erhdhen, sollten in zuklnftigen Untersuchungen weitere

tumorspezifische stimulierende Peptide oder Tumorzelllysate eingesetzt werden.

Im Degranulierungstest der Tc HROC499 konnte ein grolerer prozentualer Anteil an
CD107a/CD8/IFNy dreifach-positiven Zellen bei den Zellen verzeichnet werden, die mit ICl
behandelt wurden, im Vergleich zu den T-Zellen, die ohne Tumorzellen, mit TransAct oder nur
mit  Tumorzellen kultiviert wurden. Dies ldsst darauf schlieRen, dass die
Immunevasionsstrategien der Tumorzellen durch die ICI adressiert werden konnten. Im Falle
von Tc HROC499 hat das verklrzte REP somit funktionsfahige und tumorreaktive T-Zellen

generiert.
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Bei der Metastase von Tc HROC499 wiesen die durch Tumorzellen stimulierte Population und
die unstimulierte Population einen vergleichbaren Anteil an dreifach positiven T-Zellen auf.
Dies lasst sich auf den bereits erwahnten Umstand der fehlenden MHC-Expression
zurlckfihren, wodurch eine tumorzellbedingte Stimulation der T-Zellen nicht erfolgen konnte.
Die Funktionsfahigkeit der Tc HROC499 wurde bereits im Degranulationstest mit Tumorzellen
von HROC499 nachgewiesen. In der mit ICl behandelten Kokultur konnte eine vermehrte Rate
an dreifach positiven aktivierten T-Zellen verzeichnet werden. Dies lasst darauf schliefen, dass
die Metastase der Tumorzelllinie HROC499 neben der ausbleibenden MHC-Expression weitere
Tumorevasionsmechanismus ausgebildet hat, welche durch die verwendeten ICI adressiert

werden konnten.

Bei den T-Zellen von HROC357 konnten, unabhangig von der Stimulationsweise, wenig
dreifach-positive Zellen detektiert werden. Dies kann auf eine allgemeine Erschopfung der T-
Zellen hinweisen. Eine mogliche Ursache fir die Erschopfung besteht in der
Kryokonservierung. Diese fihrte ebenfalls bei weniger robusten Zelllinien zu einer erhéhten
Rate an Zelluntergdngen (s. Kapitel 2.2.10). Die geringe Rate an aktivierten T-Zellen ldsst sich
moglicherweise in der durch Tumorzellen stimulierten Population ebenfalls auf die schwache
MHC-Expression der Tumorzellen zurtckfihren. Jedoch verzeichnete die Gruppe, die mit ICl
therapiert wurde, den groSten Anteil aktivierter T-Zellen. Da der Anteil der aktivierten T-Zellen
in der Kokultur, den Anteil an aktivierten T-Zellen ohne Stimulation Ubertraf, lasst sich
schlussfolgern, dass auch eine geringe MHC-Expression ausreichen kann um T-Zellen zu
aktivieren und die hemmende Wirkung der Tumorzellen durch ICl aufzuheben. Im Hinblick auf
die Funktionalitat des REP lasst sich schlussfolgern, dass funktionale und tumorreaktive T-

Zellen generiert werden konnten.

Bei den Tc HROC6E9 konnte durch die Stimulation mit Tumorzellen ein groBerer Anteil an
aktivierten T-Zellen verzeichnet werden, als durch Stimulation mit TransAct oder in der
unstimulierten Population. Folglich lieRen sich durch das REP auch bei dieser Zelllinie
funktionsfahige und auf Tumorzellen-reagierende T-Zellen generieren. Die Tumorzelllinie
scheint zudem keine Tumorevasionsmechanismen ausgebildet zu haben, welche von den hier
verwendeten ICl adressiert werden konnten. Dies lasst sich an einer gleichbleibenden Rate an
dreifach positiven T-Zellen erkennen, welche durch die Verwendung der ICl nicht gesteigert

werden konnte.

84



Diskussion

Im Degranulierungstest von Tc HROC252 war der Anteil an aktivierten T-Zellen durch Kontakt
mit Tumorzellen geringer, verglichen mit der unstimulierten T-Zellpopulation. Auch eine
Behandlung mit ICI vergroRerte den Anteil an aktivierten T-Zellen nicht. Eine mogliche
Erklarung besteht in einer generellen Hemmung der T-Zellen durch die Tumorzellen mit der
Etablierung weiterer nicht-adressierter Immunevasionsmechanismen. Uber die Funktionalitat
der T-Zellen kann nur begrenzt Auskunft gegeben werden, da angenommen werden muss, dass

der hemmende Einfluss der Tumorzellen zu stark war.

Ein Kritikpunkt in der Durchfliihrung des Degranulierungstests besteht darin, dass das TransAct
als Positivkontrolle nicht die maximale Stimulation der T-Zellen bewirkte und in Zukunft eine
andere Positivkontrolle verwendet werden sollte. Generell kam es zu einem grolRen T-
Zellverlust bei der Durchfiihrung der Degranulierungstests. Ob dies an immunsuppressiven
Mechanismen des Tumors oder an einem erhohten Stressfaktor durch die Kokultur, der

Kryokonservierung oder dem Farbeprotokoll liegt, bleibt unklar.

Da die ICI der Degranulierungstests von Tc HROC357, Tc HROC252 und Tc HROC69 keine
signifikante Wirkung zeigten, kann davon ausgegangen werden, dass die Tumorzellen neben
der Expression von PD-L1 und der Induktion eines Anergie-Status der T-Zellen Uber CTLA4
weitere Strategien entwickelt haben, der Immunantwort zu entkommen. Ein Beispiel dafr
wadre die gesteigerte Expression von IDO (=idoleamine-2,3-dioxygenase). Dies ist ein Enzym des
Tryptophan Stoffwechsels, welches bei Expression auf Tumorzellen eine Antigen-spezifische
Toleranz von T-Zellen auslost.*®> Auch kann eine vermehrte Produktion von TGF-B
(=Transforming growth factor- 6)'3¢ oder die Expression des Immuncheckpoints FGL1
(=Fibrinogen-like-Protein 1), welches an LAG3 (=Lymphocyte activation gene 3) auf T-Zellen
bindet,'3” zu einer Hemmung der Immunfunktion fihren. Die vorliegende Arbeit verdeutlicht
somit die Limitation der bisher verwendeten ICI-Therapie und den Bedarf an tiefergehender

Forschung von Tumorevasionsmechanismen und deren Umgehung.

Ein Hinweis auf die Weiterentwicklung der Tumorzellen besteht ebenfalls in dem Verlust von
MHCI/MHCII in HROC357 und HROC499Met1, ohne Stimulation mit IFN-y. Bei HROC252Tu2
und HROC69 war MHCI regelhaft exprimiert und MHCII wurde bei Stimulation mit IFN-y
prasentiert. Jedoch kann die fehlende Wirksamkeit der ICl als Hinweis auf die Entwicklung
weiterer Immunevasionsstrategien der Tumorzellen gewertet werden. Bei konstanter MHC-

Expression ware andernfalls die Wirksamkeit von ICl zu erwarten gewesen.
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Ein interessanter Aspekt besteht zudem in der fehlenden Expression von MHCI oder MHCII der
Metastase der Tumorzelllinie HROC499 als einzige der untersuchten Tumorzelllinien. Dies liel’
sich auch nicht durch Stimulation mit IFN-y induzieren. Der Verlust der HLA-Molekile
symbolisiert eine durch Selektionsdruck entstandene Veranderung der Metastase im Vergleich
zum Primarius. Ein dhnliches Phanomen beobachteten Verdegaal et al. 2016 bei Patientinnen
und Patienten mit Melanomen und Cervixkarzinomen. Hier exprimierten die Metastasen nach
einer Therapie mit ACT ein reduziertes Repertoire an Neoantigenen im Vergleich zum
Primarius.'3® Weitere Beispiele fur eine signifikante Reduktion oder kompletten Verlust der
Sensitivitat fur IFN-y bei fehlender MHCI-Expression nach Stimulation konnte in der Literatur
bei Patientinnen und Patienten mit Melanomen oder Lungenkarzinomen gefunden werden.*°
Wie jedoch der Degranulierungstest aufzeigte, war eine Aktivierung der T-Zellen auch bei
Verlust der MHCI und MHCII Molekile méglich. Eine Erklarung fur dieses Phanomen kdnnte in
Zytokin-induzierten Killerzellen liegen, welche eine Untergruppe der T-Zellen darstellen, die

auch ohne eine TCR-MHC-Interaktion zytotoxische Effekte austiben kénnen.120

4.4 B-lymphoblastoid cell lines

4.4.1 Variabilitat des Wachstumsverhaltens der B-LCLs

Ein haufig auftretendes Problem in der Grundlagenforschung von B-Zellen ist der relative
Zellmangel. Dies liegt daran, dass die meisten Experimente mit humanen Zellen auf bereits
verfligbaren PBLs beruhen, in denen B-Zellen lediglich 5-10% ausmachen.*® Da B-Zellen jedoch
einen sehr wertvollen Beitrag zur immunologischen Tumorabwehr leisten, ist die Etablierung

langlebiger B-Zelllinien entscheidend fir die Erforschung von Immuntherapien.

Neben dem zahlenmalig geringen Auftreten von B-Zellen im peripheren Blut ist zudem der
stark schwankende Expansionserfolg in Zellkulturen problematisch in der Generierung grofRRer
Zellmengen. Eine groRe Variabilitdt im Wachstumsverhalten der Populationen der B-Zell-
Transformation zeigte sich in dieser Arbeit nicht nur innerhalb der Patientenkohorte, sondern
auch in der Kontrollgruppe. Dies macht die Tumorerkrankung als Erkldrung fir das verminderte
Wachstumspotential der B-LCLs in vitro unwahrscheinlich. Die Unvorhersehbarkeit des

Wachstumsverhaltens verdeutlichte sich auRerdem in den unterschiedlich stark ausgepragten
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Wachstumsverhalten verschiedener Zellkulturansatze von B-LCLs eines Patienten. Unabhangig
von der grof3en individuellen und interindividuellen Schwankungsbreite erreichten die schnell
wachsenden B-Zell-Populationen einen mittleren Wachstumsfaktor von 14,4 (+4,7) und die
langsamer wachsenden Populationen von 1,5 (+0,9) (s. Kapitel 3.4.1). Grinde fur die
reduzierten  Wachstumsgeschwindigkeiten konnten in  der  zwischenzeitlichen
Kryokonservierung der PBLs, der Kontamination mit Mykoplasmen oder der Einnahme von

Medikamenten bestehen.

In der Arbeitsgruppe von Henderson et al. gelang die Etablierung stabiler B-LCLs nur bei zirka
10% der EBV-transformierten Zellen. Zudem bestatigten sie, dass sich eine Kultivierung der B-
LCLs in Abwesenheit von T-Zellen positiv auf die B-Zell-Transformation auswirkte.**% Dies geht
einher mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit bezlglich der Separation von B- und T-

Zellen vor Durchfihrung der EBV-B-Zell-Transformation.

Eine Erklarung fir die variablen und teilweise geringen Expansionserfolge bot die
Arbeitsgruppe von Gerber et al. durch den Nachweis der tiefgreifenden genetischen
Veranderungen bis hin zu Anderungen im Chromosomensatz, die durch das EBV ausgeldst
wurden. Zur Generierung immortalisierter B-Zelllinien testeten sie finf doppelte Ansatze mit
jeweils 40x10° Zellen des peripheren Blutes eines gesunden EBV- Spenders mit zwei
verschiedenen Konzentrationen an EBV-haltigen Reagenzien und drei Kontrollansatzen. Eine
Abnahme der vitalen Zellen innerhalb der ersten 10-14 Tagen konnte in allen Ansatzen
festgestellt werden, wobei die Populationen mit einer hohen EBV-Konzentration nach 18
Tagen zum Erliegen kam und die Populationen mit den Kontrollansatzen nach 40-45 Tagen in
Kultur folgten. Die Ansdtze mit einer geringeren EBV-Konzentration erreichten nach 24 Tagen
eine Konzentration von 108 Zellen/ml und es kam zur Ausbildung von Zellaggregaten. Hier war
die Generierung einerimmortalisierten B-Zelllinie durch die EBV-Transformation erfolgreich.®’
Dieses Experiment verdeutlicht ebenso wie die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen, die
Variabilitdt des Expansionserfolges von EBV-B-Zell-Transformationen. Eine Generierung groRRer
Zellmengen gelingt somit nicht zuverlassig. In Zukunft werden sowohl Stimulanzien bendtigt,
um die B-Zell-Expansion im Rahmen der EBV-Transformation zu steigern, als auch neue

Ansatze, die eine Langzeitkultivierung und Expansion von B-Zellen ermoglichen.

Eine Moglichkeit der Stimulation der B-Zellen wahrend der EBV-Transformation besteht in der

Verwendung von Phytohdmagglutinin oder Lipopolysacchariden, welche von Henderson et al.
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mit Erfolg durchgefihrt wurde.**® Trotz der Forschungsergebnisse von Ranheim et al., welche
eine unterstitzende Funktion von IL-4 fir die CD40-Bindung mit einer verstarkten CD80- und
ICAM-1-Expression und einer gesteigerten Proliferation postulierten, konnte ein
wachstumsfordernder Effekt durch Stimulation mit IL-4 und CD40L in dieser Arbeit nicht

bestatigt werden.”®

4.4.2 Expression der kostimulatorischen Marker der B-LCLs

Auffallig war der Zusammenhang zwischen ausgepragtem Wachstumsverhalten der B-LCLs und
der kontinuierlichen Expression der kostimulatorischen Marker. Ein  geringes
Wachstumsverhalten ging mit einer inhomogenen Expression der CD-Marker und der
untersuchten Immunglobuline einher. Eine verstarkte Expression der kostimulatorischen
Moleklle CD86, CD80, Adhasionsmolekile (z.B. ICAM1 oder ICAM2), Migrationsrezeptoren
und Zellzyklus-stimulierenden Genen kann besonders bei antigenerfahrenen B-Zellen
beobachtet werden.>? Auf Grund der geringen Expression der kostimulatorischen Marker der
langsam wachsenden B-Zellpopulationen lasst sich schlussfolgern, dass diese ebenfalls eine
geringe Kapazitdt besitzen, T-Zellen zu aktivieren und eine addquate Immunantwort zu
generieren. Bei den B-LCLs mit ausgepriagtem Wachstumsverhalten und einer starken
Expression der kostimulatorischen Marker ist davon auszugehen, dass durch die EBV-B-Zell-
Transformation funktionale B-LCLs generiert werden konnten, die theoretisch zur T-Zell-
Aktivierung fahig sind. Ob ein kausaler Zusammenhang zwischen dem Wachstumsverhalten
und der Expression der kostimulatorischen Marker besteht, bleibt unklar. Interessanterweise
kam es zu einer unterschiedlich starken Expression der kostimulatorischen Marker bei den
immortalisierten B-Zelllinien, von denen zwei unterschiedliche Ansatze eines Patienten
kultiviert wurden. Dies lasst darauf schliefen, dass sich die Marker erst im Laufe der

Kultivierung entwickelt haben und nicht durch die Ausgangszellen determiniert wurden.

Problematisch in der Durchfiihrung war, dass die B-LCLs teilweise nach unterschiedlich langer
Kultivierung gefarbt wurden. Dies gilt es in Zukunft zu vereinheitlichen, da die Expressionsraten
ebenfalls von der Kultivierungsdauer abhangen konnten. Bei der Durchfiihrung zukinftiger

EBV-Transformationen ware zudem der Nachweis von CD23 auf den B-LCLs ein interessanter
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Aspekt, da Studien ergaben, dass sich nur aus Zellen, welche das EBV-Antigen und CD23

exprimieren, stabile B-LCL-Zelllinien entwickeln.”?

Wie Studienergebnisse der Arbeitsgruppe von Zachova et al. nachwiesen, unterliegt auch die
Expression der Immunglobuline starken Schwankungen.'% Dennoch kann das Vorhandensein
von IgA und IgG als Hinweis flr einen Isotypwechsel der sezernierten Antikdrper durch
somatische Hypermutation gewertet werden, da das primare Antikdrperrepertoir der ersten
Phase der Immunantwort aus IgM besteht. Ubereinstimmend damit |4sst sich feststellen, dass
B-Zelllinien mit einer hoheren Passagenzahl haufiger IgA als IgG auf ihrer Oberflache
exprimierten und IgM kaum darstellgestellt wurde. Ein Isotypwechsel der B-Zellen findet nur
nach Antigenstimulation und einer Wechselwirkung zwischen CD40 auf B-Zellen und CD40L auf
aktivierten T-Helferzellen in den Keimzentren statt. Daraus ergibt sich, dass B-LCLs, welche IgG
oder IgA sezernieren, CD40 zumindest temporar auf ihrer Oberflache exprimiert und in vivo
einen Klassenwechsel durchlaufen haben. Dies trifft auf alle untersuchten B-LCLs in dieser
Arbeit zu. Ein nachtraglicher Verlust des CD40-Markers ist durch die EBV-Transformation oder
die Kultivierung moglich und daran zu erkennen, dass der Anteil der Zellen, die IgG oder IgA
exprimieren innerhalb einer Population groRer ist als der Anteil der CD40* Zellen.> Dieses
Expressionsmuster konnte bei den Zelllinien Bc HROC402, Bc HROC458, Bc HROC427, Bc
HROC428 und Bc HROC429 festgestellt werden. Als ursachlicher Stressor kann EBV fur das
reduzierte Wachstumsverhalten (WF<4) und den Verlust des CD40-Markers nicht
ausgeschlossen werden. Dies verdeutlicht die GroRe des Einflussfaktors von EBV auf die B-LCLs
und stellt die Frage, wie stark sich die B-Zellen durch die Kultivierung mit EBV verdndern und

ob eine realistische Schlussfolgerung auf die Verhéltnisse in vivo zulassig ist.

4.4.3 Analyse der funktionalen Subpopulationen der B-LCLs

Zur weiteren Untersuchung der EBV-transformierten B-LCLs wurden diese mittels
Durchflusszytometrie auf die Zugehorigkeit zu Subpopulationen analysiert. Ziel war die
Untersuchung der B-LCLs auf generelle Funktionalitat und die Fahigkeit der T-Zell-Aktivierung.
Abhangig von der Tumorumgebung der B-Zellsubgruppe und den sezernierten Antikérpern
kdnnen tumorinfiltrierende B-Zellen protumorale oder antitumorale Effekte ausiiben. In B-Zell-

defizienten Mdausen zeigte sich, im Vergleich zu Wildtyp Mausen oder B-Zell-defizienten
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Mdausen mit adoptiv transferierten B-Zellen, ein verlangsamtes Tumorwachstum bei
kolorektalen Karzinomen.'*! Die protumeralen Effekte der B-Zellen lassen sich auf die
Subgruppe der immunsupprimierenden regulatorischen B-Zellen zurlckfihren. Auch Mauri et
al. wiesen kiirzlich nach, dass regulatorische B-Zellen (CD19*CD24"CD38") aus dem peripheren
Blut bei CD40-Aktivierung die Differenzierung und Zytokinproduktion von Tyl supprimieren

konnen.*? Diese Aspekte verdeutlichen die Relevanz der Analyse der B-Zellsubgruppen.

Eine inkonstante Expression der typischen B-Zellmarker wie IgD, CD19 und CD27 in EBV-
transformierten und nicht-transformierten B-Zellpopulationen erschwerte in dieser Arbeit die
Subgruppen-Einteilung. Auch in der Literatur finden sich stark schwankende prozentuale
Angaben beziglich der Einteilung der B-Zell-Subpopulationen. In der Arbeitsgruppe von
Zachova et al. traten hauptsachlich B-Gedachtniszellen und Plasmazellen innerhalb der
Population der EBV* B-LCLs auf, wahrend naive Zellen kaum nachgewiesen werden konnten.19
Eine andere Studie verzeichnete 22% Gedachtnis-B-Zellen und <1% regulatorische B-Zellen
anteilig an allen CD19*EBV- B-Zellen gesunder PBLs.>3 Die Ergebnisse beider Arbeitsgruppen
wichen stark von den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ab, in welcher EBV* und EBV" B-

Zellen verwendet wurden.

Auffallig war, dass die EBV* B-LCLs von Patientinnen und Patienten mit Tumorerkrankung eine
geringere Resilienz vorwiesen, als die EBV* B-LCLs gesunder Spender. Bei den B-LCLs von
Tumorerkrankten konnte lediglich eine Rate von 60% lebender Zellen verzeichnet werden,
wahrend die Populationen EBV-transformierter B-LCLs gesunder Spender aus annahernd 100%
lebender Zellen bestanden. Dies legt nahe, dass die Resilienz der B-LCLs hauptsachlich durch

die Tumorerkrankung und nicht durch die EBV-Exposition bestimmt wird.

Auf Grund der inkonstanten Expression der charakteristischen CD-Marker fir die Einteilung in
Subpopulationen, dem grofen Anteil toter Zellen und der hohen Expressionsraten der
Aktivierungsmarker CD80/86 und MHCII der B-LCLs der Patientinnen und Patienten mit
Tumorerkrankung wurde dieses Farbeprotokoll nicht bei allen B-Zellkulturen durchgefiihrt und
stattdessen erfolgte die Farbung der kostimulatorischen Marker zur funktionalen Analyse der

transformierten B-LCLs.
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4.4.4 Auswirkung der Mykoplasmen auf die B-Zell-Transformation

Die Kontamination von Zellpopulationen mit Mykoplasmen ist das mit Abstand haufigste
Problem in Zellkulturen. So kam es auch in der vorliegenden Arbeit zu einem Befall mit
Mykoplasmen in mehreren Kulturen von B-LCLs. Trotz antibiotischer Behandlung konnte die
Kontamination nicht vollstandig unterbunden werden. Uphoff und Drexler beschrieben 2002,
dass 15-35% aller tierischen und humanen Zellkulturen von Mykoplasmen kontaminiert waren,
wovon der Grof3teil (47%) von Mycoplasma fermentans betroffen war, gefolgt von M. hyorhinis
und M. orale*® Eine Beeinflussung durch die Interaktion mit den Bakterien im

Wachstumsverhalten der B-LCLs oder bei der Expression der CD-Marker wahrend der EBV-B-

Zell-Transformation kann nicht ausgeschlossen werden.

Eine Studie von Zhang et al. wies jedoch nach, dass manche Unterarten von Mykoplasma
fermentans die Immortalisierung von EBV-positiven B-Lymphozyten steigern kdénnen. So
fihrten Infektionen mit M. fermentans in vitro zu einem gesteigerten Uberleben von PBLs
gesunder Spender, welche ohne spezifische Wachstumsfaktoren nicht langer als zwei Wochen
Uberdauert héatten. Eine spontane Proliferation von EBV* B-Zellpopulationen und der
Etablierung von B-LCLs ist selten. Im Vergleich zu spontan immortalisierten PBLs, wiesen mit
Mykoplasmen infizierte PBLs prominente Verdnderungen des Karyotyps mit
Chromosomenaberrationen oder Translokation ohne Beeinflussung der Expression der
typischen B-Zell-Marker auf.'** Ein mitogenes Potenzial kann mehreren Studien zu Folge bei
vielen Mykoplasma-Spezien nachgewiesen werden.'* Interessanterweise konnten ab dem
Zeitpunkt der Ausbildung von Zellaggregaten in den B-LCL-Kulturen, keine lebendigen
Mykoplasmen nachgewiesen werden. Somit |dsst sich schlussfolgern, dass es keine
kontinuierliche Prasenz von Mykoplasmen bendtigt um eine Mykoplasmen-vermittelte
Zelltransformationen zu induzieren. Zhang et al. resimierten, dass eine Infektion mit M.
fermentans als potenter Promoter die Wahrscheinlichkeit der Immortalisation von EBV-
positiven B-Lymphozyten erhdohen kann.'** Auch Biberfeld et al. berichteten, dass M.
fermentans humane B-Lymphozyten zur Proliferation und zur Produktion unspezifischer
Antikorper aktivieren kann.'#® Auch fihrte eine Infektion mit M. pulmonis zu einer gesteigerten
Expression von MHCII auf der Oberflache von B-Lymphozyten, was mit einer verstarkten T-Zell-

Aktivierung und Immunantwort assoziiert ist.}4’
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich eine Kontamination mit Mykoplasmen fir EBV-
positive B-LCLs nicht nur nachteilig auswirkt, sondern auch einen gesteigerten

Expansionserfolg mit einem gréfReren Potenzial zur T-Zell-Aktivierung bedeuten kann.

4.5 Einfluss des molekularen Subtyps auf die Wirksamkeit der Immuntherapie

In dieser Arbeit Ubte der Mikrosatellitenstatus keinen Einfluss auf das Wachstumsverhalten
der peripheren Immunzellen in Kultur oder die Expression der kostimulatorischen Marker der
B-LCLs aus. Bezogen auf die klinische Praxis konnte dies bedeuten, dass der
Mikrosatellitenstatus kein Ausschlusskriterium fir die Durchfiihrung und den Erfolg von ACT
oder anderen Immuntherapien darstellt. Ebenso wenig konnten die ermittelten Korrelationen
der vorliegenden Arbeit nachweisen, dass sich Lebensalter oder TumorgroRe auf den

Expansionserfolgen von Immunzellen in vitro auswirken.

Durch das REP konnte bei den T-Zellen der Patientinnen und Patienten mit Pankreaskarzinom
ein Uberdurchschnittlich starkes Wachstum mit einer Vermehrung der CD8" T-Zellen
verzeichnet werden. Obwohl sich diese Faktoren tendenziell forderlich auf den Erfolg von
Immuntherapien auswirken, hatten Therapien mit ICl in klinischen Studien bisher wenig Erfolg.
Dies ist darauf zurlick zu fihren, dass Pankreastumore als immunologisch kalte Tumore gelten

und somit kaum von T-Zellen adressiert werden kdénnen.8!

In klinischen Studien flihrte eine Therapie mit ICl bei MSI-H/dMMR mutierten KRK zu einem
Uberlebensvorteil #8120 Eine Beeinflussung des Immunsystems durch den MSI-H/dMMR
Subtyp scheint jedoch auf die Tumorumgebung limitiert zu sein, da sich keine Auswirkungen
auf das Wachstumsverhalten der peripheren Immunzellen in Kultur oder eine Veranderung der
T-Zell-Subpopulationen  erkennen lieR. Auch eine veranderte Expression der
kostimulatorischen Marker der B-LCLs konnte nicht festgestellt werden. Auffallig war
allerdings, dass die T-Zellpopulationen mit den groften Wachstumsfaktoren (HROP101,

HROC499 und HROP92) von Patientinnen und Patienten mit MSS Tumoren generiert wurden.

Der MSI-H/dMMR Status, die TMB, der Anteil an Tumor-infiltrierenden Lymphozyten und die
PD-L1 Expression gelten laut Literatur als pradiktive Biomarker fir eine erfolgreiche ICI-

Therapie. Mukheriji et al. bezeichneten die molekulare Testung des MSI-H Status ebenfalls als
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einen akkuraten und pradiktiven Vorhersagewert fir das klinische Ansprechen auf eine ICI-
Therapie.®12 Bei in vitro Degranulierungstests der vorliegenden Arbeit beeinflusste der
untersuchte molekulare Subtyp (MSS, MSI, POLE, POLD) allerdings nicht die Wirksamkeit der
ICl. Entgegen der Ergebnisse von Chalabi et al., welche von einem Nichtansprechen auf die
Kokultur bei pMMR/MSS Tumoren berichteten, waren die IClI bei den MSS Tumorzelllinien
HROC357, HROC499 und HROC499Metl in dieser Arbeit wirksam. Da die ICl bei der MSI
Zelllinie HROC252Tu2 und der MSS Zelllinie HROC69 nicht zu einer Steigerung der T-Zell-
Aktivierung fihrten, kann geschlussfolgert werden, dass weitere molekulare Subtypen,
Mutationen oder immunmodulatorischen Effekte die Reaktivitdt der T-Zellen beeinflusst

haben.
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5 Ausblick

Wie auch die vorliegende Arbeit verdeutlicht, handelt es sich bei der T- und B-Zell- vermittelten
Tumorbekdmpfung um ein sehr komplexes Themenfeld mit vielen einflussnehmenden
Variablen. Um in Zukunft die Forschung an weiteren Aspekten der Immuntherapie zu
erleichtern, leistet diese Arbeit einen wertvollen Beitrag zur Grundlagenforschung an

Expansionsprotokollen funktionaler Immunzellen.

Mit Hilfe des verwendeten REP gelang die Expansion funktionsfahiger T-Lymphozyten bei einer
verkirzten Kultivierungsdauer von sieben Tagen an Stelle von 14 Tagen. Dies ermoglicht die
Einsparung erheblicher Zeit- und Laborressourcen bei zukinftigen Forschungsprojekten. Durch
das REP wurden vor allem CD8* T-Zellen mit einem Tcwm, Tsem und Tere Phdnotyp gefordert.
Insbesondere Tem und Tsewm erzielen bei Anwendung in einer ACT die groRRten Therapieerfolge.
Eine zusatzliche Stimulation des CD28-Markers oder die Hinzugabe von TGF-B kdnnten zu einer
Steigerung der Expression bei Durchfiihrung des verklrzten REP beitragen. Interessante
Aspekte zukilnftiger Forschung bestehen aulRerdem in dem bisher unbekannten Potential der

CD3" T-Zellen, der CD4/CDS8 doppelt positiven und CD4/CD8 doppelt negativen T-Zellen.

Die Ergebnisse der Degranulierungstests verdeutlichen die Komplexitat der Wechselwirkungen
zwischen Tumor- und T-Zellen und zeigen auf, dass noch nicht alle Aspekte der Interaktion
hinreichend erforscht sind. Die bisher bekannten Tumorevasionsstrategien und die in dieser
Arbeit untersuchten genetischen Variationen konnten die beobachteten Phanomene der
Degranulierungstests nicht ausreichend erkldaren. Dennoch wiesen die Degranulierungstests
nach, dass durch das verkirzte REP funktionsfahige und auf Tumorzellen reagierende T-Zellen
generiert werden konnten. Damit moglichst viele Patienten von einer Immuntherapie
profitieren, sollte der hemmende Einfluss der Tumormikroumgebung auf T-Zellen intensiver

erforscht werden.

Die sehr variablen Expansionsergebnisse der B-LCLs der vorliegenden Arbeit spiegeln den
Stand der Wissenschaft und verdeutlichen die Limitation der EBV-Transformation bei
Expansion von B-LCLs. Da einige der immortalisierten B-Zellen eine starke Expression der
kostimulatorischen Marker aufwiesen, ware zuklnftig die Funktionalitat dieser B-LCLs zur
Aktivierung von T-Zellen in vitro zu testen. Eine zusatzliche Stimulation mit Phytohamagglutinin

oder Lipopolysacchariden wahrend der EBV-Transformation sind zudem Méglichkeiten den
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Ausblick

Expansionserfolg zu steigern. Dennoch besteht groRer Bedarf an weiteren innovativen Ideen
zur Etablierung immortalisierter B-Zellen in vitro — ob zur Grundlagenforschung oder zum

Einsatz im Rahmen einer Immuntherapie.
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Zusammenfassung
6 Zusammenfassung

Im Hinblick auf die Inzidenz von KRK und Pankreaskarzinomen in Deutschland ist die
Erforschung von immuntherapeutischen Behandlungsmoglichkeiten von groRer Relevanz. Der
quantitative Expansionserfolg der verklrzten Durchfihrung des REP war mit Resultaten
anderer Forschungsgruppen vergleichbar, erwies sich jedoch als sehr variabel. Bei einer
limitierten Anzahl an PBLs sollte auf eine T-Zell-Separation vor Expansion verzichtet werden,
um den Zellverlust durch die Isolation zu reduzieren. Durch das in dieser Arbeit verwendete
Protokoll wurden insbesondere CD8* T-Zellen mit einem Tcwm-, Tsem- und Terr- Phdnotyp
gefordert, wahrend es zu einer Verminderung der CD4* naiven T-Zellen und der CD4* zentralen
T-Gedachtniszellen kam. Die gesteigerte Expansion von CD8* Tscv und Tem gilt als vorteilhaft im
Hinblick auf eine etwaige Anwendbarkeit im Rahmen einer ACT. Somit kann zu einer

Anwendung des Protokolls in verkirzter Form geraten werden.

Die Durchflihrung von Degranulierungstests wies nach, dass es sich bei fast allen untersuchten
expandierten T-Zellpopulationen um funktionale und auf Tumorzellen-reagierende Zellen
handelte. Dies kann als Erfolg des REP gewertet werden, dessen definiertes Ziel die Expansion
von tumorreaktiven T-Zellen darstellte. Wahrend bei einigen Tumorzelllinien die verwendeten
ICI zu einer gesteigerten Rate an aktivierten T-Zellen flUhrten, muss bei ausbleibender
Wirksamkeit bei anderen Zelllinien darauf geschlossen werden, dass bisher unbekannte
hemmende Einfllisse der Tumorzellen eine Rolle gespielt haben. Der molekulare Subtyp der
Tumorzellen scheint sich nur auf die Immunzellen der direkten Tumorumgebung auszuwirken,
da sich kein Effekt auf das Expansionsverhalten der peripheren Immunzellen, der Expression

kostimulatorischer Marker oder der Verteilung der Subgruppen verzeichnen liels.

Bei den B-LCLs war ein ausgepragtes Wachstumsverhalten mit einer verstarkten Expression
der kostimulatorischen Marker assoziiert. Dies kann als Hinweis auf die Fahigkeit zur B-Zell-
abhangigen T-Zell-Aktivierung der B-LCLs nach Immortalisierung gewertet werden. Durch die
EBV-Transformation der B-Zellen konnten jedoch weder bei Patientinnen und Patienten, noch
in der Kontrollpopulation stabile Expansionserfolge erzielt werden. Um zukiinftig die einzelnen
Subpopulationen der B-Zellen und ihre Rolle in der Tumorbekdmpfung genauer untersuchen
zu koénnen, ist weitere Grundlagenforschung in der Protokolletablierung zur Expansion

langlebiger B-Zelllinien erforderlich.
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7 Thesen

1.

10.

11.

12.

Ein auf sieben Tage verkirztes REP generiert funktionsfdhige, auf Tumorzellen

reagierende T-Zellen, welche in einer Immuntherapie eingesetzt werden kdnnen.

Eine dauerhaft anhaltende Stimulation kann bei T-Zellen zum Verlust ihres CD3-

Markers auf der Zelloberflache fihren.

Die durch das REP generierten CD8* Tcm und CD8* Tsem flhren bei ACT zu einer

langlebigen und robusten Immunreaktion in vivo.

Die EBV-B-Zell-Transformation ist eine unzuverldassige Methode um stabile Zelllinien

immortalisierter B-LCLs zu generieren.

Eine Separation der PBLs vor Durchfihrung der EBV-Transformation fordert die
Expansion der B-LCLs und die Ausbildung der kostimulatorischen Marker. Zudem

kdnnen Ressourcen an Labormaterial eingespart werden.

Bei begrenzter Menge an Biomaterial von Patientinnen und Patienten ist eine

Expansion ohne Isolation vorteilhaft um den entstehenden Zellverlust zu reduzieren.

B-LCLs mit einer hohen Expansionsrate exprimieren verstarkt kostimulatorische Marker

und besitzen deshalb ein erh6htes Potenzial zur T-Zell-Aktivierung.

Eine Kontamination der B-LCLs mit Mykoplasmen wirkt sich nicht zwangslaufig negativ

auf die B-Zell-Transformation aus, sondern kann ebenfalls das Wachstum fordern.

Auch bei ausbleibender MHC-Expression kdnnen T-Zellen durch Tumorzellen aktiviert

und die Tumorevasionsmechanismen durch ICl adressiert werden.

Bei fehlender Wirksamkeit der eingesetzten ICl ist die Ausbildung anderweitiger

Tumorevasionsmechanismen wahrscheinlich.

Der Mikrosatellitenstatus stellt kein Ausschlusskriterium fir die Durchfihrung und den

Erfolg von ACT oder anderen Immuntherapien dar.

Eine Beeinflussung des Immunsystems durch den MSI-H/dMMR Subtyp ist auf die

unmittelbare Tumorumgebung limitiert.
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8 Abkurzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

ACT Adoptive T-Zell-Therapie

ADCC Antibody-dependend cellular cytotxicity
APC Adenomatdse polyposis coli;

Antigenprasentierende Zelle;

Allophycocyanin

ATM Ataxia telangiectasia Syndrom

BC Buffy Coat
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CLS Central Laboratory Services
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EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EBV Epstein-Barr-Virus

FAP Familiare adenomatdse Polyposis

FCS Fetales Kalber Serum

FGL-1 Fibrinogen-like-Protein 1

FITC Fluorescein-lsothiocyanat

FSC Forward scatter
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Synonym: Lynch-Syndrom

HR Hormonrezeptor

ICAM Intercellular adhesion molecule

IDO Idoleamine-2,3-dioxygenase

IFN-y Interferon-y

IL-2 Interleukin-2

IL-4 Interleukin-4

KRK Kolorektales Karzinom

LAG-3 Lymphocyte activation gene 3

LAMP-1 Lysosomal-associated membrane protein 1
LFA-1 Leucocyte function associated molecule 1
LMP1 Epstein-barr virus latent membrane protein 1
LS Lynch-Syndrom

MACS Magnetic Activated Cell Sorting
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dMMR
MSI

MSS

PBL
PBS
PBMC
PD-1
PDAC
PE
PerCP

PiCOP-Studie

POLE
POLD
P/S/A
Rb-Protein
REP

SSC

Tem

Terr

Tem
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Major histocompatibility complex
Mismatch-Repair-Deficiency
Mikrosatelliteninstabilitat
Mikrosatellitenstabil

Passage

Peripheral blood lymphocytes
Phosphate buffered saline
Periphere mononukledre Blutzelle
Programmed Death-1
Pankreatisches duktales Adenokarzinom
Phycoerythrin
Peridinin-Chlorophyll-Protein

Studie zu peptidbasierten Immunisierungs-
strategien bei Darm- und Bauchspeichel-

drisenkrebs

DNA-Polymerase €

DNA-Polymerase 6
Penicillin/Streptomycin/Amphotericin B
Retinoblastom-Protein

Rapid expansion protocol

Side scatter

Zentrale T-Gedachtniszellen
T-Effektorzellen

T-Effektorgedachtniszellen
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Tn Naive T-Zellen

Tscm Stammzell-T-Gedachtniszellen

TCR T-Zell-Rezeptor

TGF-B Transforming growth factor-6

TIL Tumor-infiltrierende T-Lymphozyten

TMB Tumormutationslast; Tumor mutational burden
TNF Tumornekrosefaktor

z.B. Zum Beispiel
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11 Anhang

11.1 Abbildungen Ergebnis-Teil

11.1.1 CD3* T-Zellen der Kontrollgruppe

CD3* T-Zellen der Kontrollgruppe
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23. Abb. Prozentualer Anteil an CD3* T-Zellen an der Gesamt-T-

Zellpopulation an Tag null und Tag sieben des REP der Kontrollgruppe
ohne Tumorerkrankung; Analyse mittels durchflusszytometrischer

Analyse des CD3-Markers
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11.1.2 Durchflusszytometrische Analyse der T-Zellen
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24. Abb.

CD45R0 APC-A

CD45RO APC-A Page 1

Durchflusszytometrische Analyse der Subpopulationen der T-

Zellen am Beispiel von HROC499 an Tag null am FACSVerse; Farbung der

Marker CD3, CD4, CD8, CD62L, CD45R0O und CD9; Darstellung der Gating-

Strategie
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11.1.3 T-Zell-Subpopulationen

T-Zellen der Patientinnen und Patienten
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25. Abb. Prozentualer Anteil der T-Zell-Subpopulationen an der
Gesamtheit der CD3* T-Zellen der Patientinnen und Patienten;
durchflusszytometrische Analyse der CD-Marker CD3, CD4, CD8, CD62L,
CD45R0 und CD95 an Tag null und Tag sieben des REP (d=day)
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26. Abb. Prozentualer Anteil der T-Zell-Subpopulationen an der
Gesamtheit der CD3* T-Zellen der Patientinnen und Patienten;
durchflusszytometrische Analyse der CD-Marker CD3, CD4, CD8, CD62L,
CD45R0O und CD95 an Tag null und Tag sieben des REP (d=day)
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T-Zellen der Kontrollgruppe
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27. Abb. Prozentualer Anteil der T-Zell-Subpopulationen an der

Gesamtheit der CD3* T-Zellen der Kontrollgruppe an Tag null und Tag
sieben des REP; Analyse mittels durchflusszytometrischer Analyse der

Oberflachenmarker CD3, CD4, CD8, CD62L, CD45R0O und CD95 (d=day)
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11.1.4 Durchflusszytometrische Analyse der T-Zellen der Degranulierungstests
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28. Abb. Durchflusszytometrische  Analyse der T-Zellen nach

Durchfihrung der Degranulierungstests am Beispiel von Tc HROC357 am

FACSCalibur;

Farbung der

Expression von CD107a, CD8 und IFN-y;

Darstellung der Gating-Strategie
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11.1.5 Kumulativer Wachstumsfaktor der B-LCLs der Kontrollgruppe

Kumulativer Wachstumsfaktor der B-LCLs der
Kontrollgruppe

6,00
5,00
o 4,00
=
g 3,00
=]
> 2,00
0,00 | =
BcBC1 BcHROM14  BcFB Bc Bc Bc Bc
HROC211 HROC158 HROC152 HROC152
(1) ()
29. Abb. Kumulativer Wachstumsfaktor der B-LCLs der Kontrollgruppe

nach EBV-Transformation; Ermittlung des Wachstumsfaktors nach acht

Wochen; (1) und (2) kennzeichnen den doppelten Ansatz von Bc HROC152

110



Anhang

11.1.6 Durchflusszytometrische Analyse der kostimulatorischen Marker der B-LCLs
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30. Abb. Durchflusszytometrische  Analyse der Expression der

kostimulatorischen Marker und Immunglobuline der B-LCLs nach EBV-
Transformation am Beispiel von Bc HROC357 am FACSVerse; Farbung der
Marker CD58, CD86, CD54, CD50, CD40, HLA-DR, IgM, IgA, 1gG; Darstellung
der Gating-Strategie
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11.1.7 Expression der Immunglobuline auf den B-LCLs der Kontrollgruppe

Prozent

Expression der Immunglobuline auf B-LCLs der Kontrollgruppe
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31. Abb. Expression der Immunglobuline auf den B-LCLs der
Kontrollgruppe nach EBV-Transformation; Messung mittels

durchflusszytometrischer Analyse am  FACSVerse; Farbung der
Oberflachenexpression von IgM, IgA und I1gG; (1) und (2) kennzeichnen

den doppelten Ansatz der B-Zell-Transformationen von Bc HROC152;

P=Passage
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11.1.8 Durchflusszytometrische Analyse der Subpopulationen der B-LCLs
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32. Abb. Durchflusszytometrische Analyse der Subpopulationen der B-
LCLs nach EBV-B-Zell-Transformation am Beispiel von Bc HROC425 am
FACSAurora; Farbung der Marker CD19, CD38, CD27, CD24, CD20, IgD,
MHCIlI und CD80/86; Darstellung der Gating-Strategie; Zombie-Farbung

zur Differenzierung von toten und lebenden Zellen
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