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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Bei klassischen Therapien von Krebserkrankungen kehrt der Tumor oft nach einiger Zeit
wieder, da die operative Entfernung nicht immer alle Krebszellen eliminiert und Chemo-
und Strahlentherapien nicht selektiv ausschlief3lich Krebszellen angreifen. Das Interesse der
Forschung fiir innovative Krebstherapien richtet sich daher immer mehr auf die Erh6hung
der Selektivitdt und die Eliminierung von Mikrometastasen, um die Uberlebensdauer der
Patienten zu verlangern. Hierfiir zeigten verschiedene Untersuchungen in den letzten Jahren
die Eignung von Immuntherapien. Neben T-Zellen riicken dabei Natiirliche Killerzellen als
Effektorzellen fiir eine adjuvante Immuntherapie von Krebserkrankungen immer mehr in
den Fokus. Sie verfligen im Gegensatz zu zytotoxischen T-Zellen liber das Potential, nicht
nur tumorassoziierte Antigene sondern auch MHC Klasse I-negative Tumorzellen erkennen
und lysieren zu koénnen. Durch ihre antitumoralen Eigenschaften, aber auch den
nachweislich sicheren klinischen Einsatz, scheinen sie sich besonders fiir die Bekdmpfung
von malignen Zellen anzubieten. NK-Zellen kénnen ex vivo aktiviert und gentechnisch in
ihrer Effektorfunktion optimiert werden. Die Armierung mit einem chimaren
Antigenrezeptor (CAR) kann sie zu Tumorzellen umlenken, die sich sonst einer Immun-
erkennung entziehen. Durch den chimadren Antigenrezeptor wird ihr grofdes zytotoxisches
Potential mit den Vorziigen der Antigenerkennung durch einen hochaffinen Antikérper
kombiniert. Der Erfolg der Immuntherapie basiert jedoch nicht ausschlie8lich auf einer
spezifischen Antigenerkennung, sondern auch auf einer effizienten Migration hin zum
Tumor. Sowohl T- als auch Natiirliche Killerzellen konnen aus Blutgefiafden extravasieren
und zu entziindlichen Geweben und Tumoren migrieren. Wird jedoch neben der
umgelenkten Zytotoxizitat ihr Migrationsverhalten verbessert, indem sie zusatzlich mit
einem Rezeptor fiir ein von Tumoren sekretiertes Chemokin ausgestattet werden, konnte
dies einen wirkungsvollen Ansatz zur Optimierung einer Immuntherapie darstellen.

Da Immunzellen unter bestimmten Bedingungen auch durch die Blut-Hirn-Schranke
gelangen, erscheint der Einsatz von Immunzellen fiir Hirntumore sinnvoll. Vor allem das
Glioblastoma multiforme ist mit konventionellen Therapieformen nicht heilbar. Trotz
intensiver Behandlungsmethoden betrigt die mittlere Uberlebenszeit fiir Patienten mit
primdarem Glioblastom nicht mehr als 14,6 Monate. Gerade bei Hirntumoren ist die
grof3ziigige operative Entfernung des Tumors und des umliegenden Gewebes nicht moglich,
so dass haufig einzelne Tumorzellen zuriick bleiben. Eine adjuvante Immuntherapie mit
NK-Zellen soll diese verbleibenden Zellen finden und eliminieren. Als Zielantigen wurde
hierfiir das ausschlief3lich auf Tumorzellen gefundene und von primdren Gliomen haufig
liberexprimierte tumorassoziierte Antigen EGFRVIII gewahlt. Da Gliome zudem haufig das
Chemokin SDF-1a sekretieren, hatte die vorliegende Arbeit die Kombination eines CXCR4-
Chemokinrezeptors mit einem gegen EGFRVIII gerichteten chimdren Antigenrezeptor zum
Ziel. Dieser verknlipft das durch aktivierende NK-Zell-Rezeptoren rekrutierte DNAX-
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activation protein 12 (DAP12) mit dem hochaffinen a-EGFRvIII-Einzelkettenantikorper
scFv(MR1.1) und soll so zytotoxische Effektormechanismen der NK-Zellen spezifizieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die permanente NK-Zelllinie YTS und primare humane
NK-Zellen gesunder Spender durch lentiviralen Gentransfer mit den beschriebenen
Rezeptorkonstrukten modifiziert. Neben der korrekten Translation wurden eine starke und
tiber lange Zeitrdume stabile Oberflaichenexpression sowie die Funktionalitit der
eingebrachten Rezeptoren in vitro nachgewiesen. Der Chemokinrezeptor verbesserte die
SDF-1a-abhdngige Migration von NK-Zellen signifikant. Der a-EGFRvIII-DAP12 Rezeptor
vermittelte eine spezifische und effiziente Aktivierung der NK-Zellen. Die Bindung des
Rezeptors an EGFRVIII fiihrte zur Phosphorylierung der ITAM-Sequenz der DAP12-
Signaluntereinheit und zur Rekrutierung der Tyrosinkinase ZAP70. Dadurch wurde eine
aktivierende Signalkaskade initiiert und zytotoxische Granula sowie inflammatorische
Zytokine wie INFy freigesetzt. Die Aktivierung dieser Effektormechanismen vermittelte den
armierten NK-Zellen eine spezifische Zytotoxizitdat gegeniiber MHC Klasse I-positiven und
EGFRvIII-positiven Tumorzellen. Auch im Tiermodell wurden die verbesserte Migration und
die antitumorale Aktivitit derartig modifizierter NK-Zellen gezeigt. Die selektive
antitumorale Wirkung des a-EGFRVIII-DAP12 CAR sowie die CXCR4-vermittelte Migration
einer modifizierten permanenten NK-Zelllinie wurde in vivo mit Hilfe von Tumor-Xenograft-
Mausmodellen gezeigt. Die kombinierte Expression des a-EGFRvVIII-DAP12 CAR mit dem
CXCR4-Chemokinrezeptor fiihrte in vivo zu einer spezifischen Chemotaxis hin zu subkutan
etablierten, SDF-1a sekretierenden und EGFRvIII-positiven Glioblastomzellen. Dort konnten
die NK-Zellen ihr verbessertes zytotoxisches Potential entfalten und die Tumore effizient
und dauerhaft eliminieren.

Die vorliegende Arbeit zeigt die Generierung und Evaluation von Natiirlichen Killerzellen,
die EGFRvIII-positive und SDF-1a sekretierende Glioblastomzellen erkennen und effizient
abtoten konnen. Die Kombination der gelenkten Zytotoxizitit mit einer optimierten
Migration von Immuneffektorzellen erscheint auf Grundlage der hier gewonnenen Daten als
ein vielversprechender Ansatz zur zukiinftigen Therapie des primaren Glioblastoms.
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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 GLIOME

In Deutschland sind, laut Zahlen der Weltgesundheitsorganisation WHO, Krebs-
erkrankungen die zweithaufigste Todesursache nach kardiovaskuldren Erkrankungen. Sie
entstehen aus einer einzelnen transformierten Zelle, die mehrere genetische Veranderungen
vor allem in zellularen Signalwegen angesammelt hat. Diese Veranderungen sind meist sehr
komplex und variieren zwischen den verschiedenen Tumorarten. Uberall jedoch ist die
Balance zwischen tumorsuppressiven und onkogenen Genen gestort. Damit gewinnen
Tumorzellen Eigenschaften, iiber die normale somatische Zellen nicht verfiigen, u. a. ein
unbegrenztes Wachstumspotential und eine Resistenz gegen inhibitorische und
apoptotische Signale. Zudem konnen Tumore das Wachstum von Blutgefafden und damit
ihre Eigenversorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen induzieren sowie in angrenzende und
entfernte Gewebe auswandern und Metastasen bilden (Hanahan2000). Eine sehr aggressive
Krebserkrankung ist das Glioblastoma multiforme (GBM).

1.1.1 Charakteristik

Das GBM wurde von der WHO als Grad IV Klassifiziert und bildet etwa 70 % aller
astrozytaren oder oligodendroglialen Hirntumore (Louis2007). Es werden das primare GBM
und das sekunddre GBM unterschieden. Beide sind zwar histologisch sehr dhnlich, aber
verschiedene Tumorentitaten (Peiffer1999), die sich auf getrennten genetischen Wegen
entwickeln. Eine ausfiihrliche Charakterisierung und ein Vorschlag, wie diese Wege
aussehen konnten, finden sich in einem Review von Ohgaki und Kleihues (Ohgaki2012). Die
Autoren fassen zusammen, dass sich das primdare GBM de novo entwickelt, ohne dass ein
weniger maligner Vorlaufertumor vorgelegen haben muss. Patienten sind bei
Diagnosestellung durchschnittlich zwischen 45 und 70 Jahre alt. Die Tumorzellen zeigen
neben EGFR-Uberexpression und EGFR-Mutationen héufig PTEN-Mutationen, p16-
Amplifikationen und chromosomale Veranderungen. Der Verlust des Chromosoms 10 geht
mit der Deletion des Tumorsuppressorgens PTEN einher (Tohma1998), und beeinflusst so
den EGFR/PTEN/Akt/mTOR-Signalweg. Dieser ist ausschlaggebend fir die Entwicklung
eines primdren Glioblastoms (KitaZ007). Das sekundare GBM tritt haufiger bei jlingeren
Patienten auf und stammt aus der malignen Progression eines weniger aggressiven
Astrozytoms (WHO-Grad II und III) (Ohgaki2012). Hier gelten vor allem IDH1-Mutationen
(Watanabe2009) und TP53-Mutationen (Ohgaki2004) als frithe diagnostische Marker. P53 ist
ein Tumorsuppressor, der wichtige Aufgaben wahrend des Zellzyklus, der Reparatur von
DNA-Schdden, der Zelldifferenzierung und des Zelltods tibernimmt (Bogler1995), weshalb
Mutationen an dieser Stelle zu unkontrolliertem Wachstum von Tumorzellen fiihren
konnen. Das IDH1-Gen Kkodiert fiir die Isocitratdehydrogenase-1, die ein Teil des
energieerzeugenden Krebszyklus ist. IDH1-Mutationen oder Hypermethylierungen fiihren
u. a. zur verstarkten Expression von HIF-1la (,hypoxia-inducible factor-la) und VEGF
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(,vascular endothelial growth factor”) (Zhao2009) sowie zu Veranderungen der
Basalmembran (Sasaki2012). Die dadurch erleichtere Neoangiogenese und Invasion diirften
wesentliche Ursachen fiir eine Tumorprogression sein.

1.1.2 Evasionsstrategien

Glioblastome haben verschiedene Evasionsstrategien entwickelt, um die Immun-
tiberwachung (,immune surveillance“) zu unterwandern. Unter anderem sekretieren sie
immunsuppressive Zytokine wie TGFB (Schneider2006), programmieren Monozyten zu
einem immunsuppressiven, die Invasion und Neoangiogenese férdernden Phdnotyp um
(Wu2010) oder modulieren die T-Zell-Aktivitdit (Wei2010). Auflerdem erschwert eine
ineffiziente Antigenprozessierung in Gliomzellen die T-Zell-Erkennung (DiTomaso2010). Die
genetischen Verdanderungen und Evasionsstrategien von Glioblastomen sind ursachlich fiir
ihren sehr malignen Phanotyp und ihre Resistenz gegeniiber den iiblichen Behandlungs-
strategien. Die mittlere Uberlebenszeit ohne Therapie betrigt fiir Patienten mit sekundirem
GBM 7,8 Monate, wohingegen Patienten mit primarem GBM im Durchschnitt nur 4,7 Monate
tiberleben (Ohgaki2004). Werden alle derzeit durchfiihrbaren Therapieformen ausgeschopft,
kann sich das mittlere Uberleben zwar auf durchschnittlich 14,6 Monate verlingern
(Stupp2009), dennoch ist dies lediglich palliativ und lebensverlangernd. Das GBM ist bis
heute nicht heilbar.

1.2 ADJUVANTE IMMUNTHERAPIE VON TUMORERKRANKUNGEN

Ublicherweise werden Tumorerkrankungen behandelt, indem solide Tumore reseziert
werden, gefolgt von einer Strahlen- und / oder Chemotherapie. Dies ist fiir die Patienten oft
belastend und aufgrund der fehlenden Selektivitit dieser Behandlungsmethoden mit
Nebenwirkungen verbunden (Carlotto2013). Zudem treten, trotz grofder Fortschritte der
konventionellen Behandlungsmethoden, iiber kurz oder lang bei vielen Patienten Rezidive
auf. Die angewandten Mafinahmen erfassen abgesiedelte Metastasen, tumorinitiierende
Krebsstammzellen (,cancer stem cells“, CSC) oder minimale Resterkrankungen (,minimal
residual disease“) haufig nur unzureichend. Fiir deren Bekdmpfung wird daher grofde
Hoffnung in verschiedene immuntherapeutische Verfahren gesetzt (Restifo2012). Die gegen
Tumore gerichtete Aktivierung des korpereigenen Immunsystems konnte die Uberlebens-
und Heilungschancen von Patienten erhohen. Denn dass das Immunsystem prinzipiell fahig
ist, maligne Zellen zu erkennen und dagegen vorzugehen, wurde schon im vorigen
Jahrhundert erkannt (Ehrlich1906, Burnet1970, vanPel1982). In Krebspatienten wurden
sowohl Antikorper gegen tumorassoziierte Antigene (,tumor-associated antigens“, TAA) als
auch  spezifische  Effektor-T-Lymphozyten  gegen  Tumorzellepitope  gefunden
(Shankaran2001). Obwohl das Immunsystem offensichtlich eine antitumorale Antwort
generieren kann, ist es dennoch oft unfihig, maligne Zellen effektiv zu bekdmpfen. Eine
zusatzlich zu konventionellen Behandlungsmethoden durchgefiihrte (adjuvante)
Immuntherapie soll daher die nattirlichen Eigenschaften des Inmunsystems verstarken und
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nachhaltig unterstiitzen sowie immuninhibitorische Faktoren eliminieren. Dies kann zum
einen durch die Stimulation des Immunsystems z. B. iiber die systemische Gabe von
Zytokinen (Vacchelli2013a) oder iber eine Tumorvakzinierung (Aranda2013) geschehen.
Weiterhin ist die Applikation von monoklonalen Antikérpern oder Einzelkettenfragmenten
moglich, die gegen TAA gerichtet sind (Vacchelli2013b). Dabei ist jedoch problematisch, dass
Gewebe und besonders solide Tumore aufgrund ihres hohen Turgors nur sehr schwer fiir
Antikorper zuganglich sind (Keizer2010). Rekombinante Antikoérper verfiigen in vivo zwar
iiber ldngere Halbwertzeiten als Einzelkettenfragmente, doch sie treten aufgrund ihrer
Grofie nur sehr langsam iiber Endo- und Pinozytose aus den Blutgefiafden aus. Im Falle von
Hirntumoren oder Metastasen im Gehirn ist zudem die Blut-Hirn-Schranke fiir diese hydro-
philen Molekiile undurchlassig (Abbott2005, Dunn2007). Haufig ist das Immunsystem der
Patienten durch Bestrahlung und Chemotherapie schon so geschwacht, dass es durch die
eingebrachten Antikoérper nicht mehr ausreichend aktiviert werden kann. Eine dritte
Moglichkeit zur Behandlung von Tumorerkrankungen ist die Rekrutierung der zelluldren
Immunabwehr. In Tumorgeweben lassen sich tumorinfiltrierende Lymphozyten (,tumor
infiltrating lymphocytes®, TIL) nachweisen, die durch Peptide tumorspezifischer Antigene
aktiviert werden koénnen (Rosenberg1986). Diese tumorspezifischen Effektorzellen kénnen
aus Patienten isoliert, ex vivo aktiviert und anschlief3end iiber einen sogenannten adoptiven
Transfer (,adoptive cell transfer”, ACT) riickinjiziert werden (Rosenberg2004, Gattinoni2006).
Diese Methode wird im Allgemeinen gut toleriert und zeigt nur geringe Nebenwirkungen
(Burns2003). Zusatzlich wird ein ACT in neuerer Zeit mit einer Lymphodepletion kombiniert,
um negative Nebeneffekte z. B. durch regulatorische T-Zellen (Treg) zu minimieren
(WrzesinskiZ010, Sampson2014). Behindert wird ein erfolgreicher ACT oft durch ,tumor
escape“-Mechanismen wie z. B. die Herunterregulation von MHC Klasse I-Molekiilen
(Haupthistokompatibilitatsfaktoren, ,major histocompatibility”) auf der Oberflache der
Tumorzellen, die Sekretion immuninhibitorischer Zytokine oder die Rekrutierung von
regulatorischen T-Zellen (Review in Topfer2011).

Dennoch ist der Einsatz von zytotoxischen Immunzellen, gerade gegen Hirntumore, immer
noch vielversprechend. Es gibt iberzeugende Hinweise darauf, dass die Blut-Hirn-Schranke
bei inflammatorischen Prozessen umgangen werden kann. So nehmen Hirntumore
Kontrastmittel auf und TIL wurden in ihrem entziindlichen Infiltrat nachgewiesen
(Dunn2007). Schon seit mehreren Jahren sprechen klinische Studien fiir den Einsatz von
Immunzellen im Kampf gegen Glioblastome (Plautz2000, Tsuboi2003, Johnson2010). Notig
sind dabei vor allem schnell wirksame Strategien und kurze Behandlungszeitraume, denn je
langer die Therapie dauert, desto mehr Zeit hat der Tumor, sich anzupassen und die
Immunabwehr zu umgehen (Ames2014). Die Suche nach weiteren und die Optimierung
vorhandener immuntherapeutischer Strategien gehen daher weiter. Natiirliche Killerzellen
(NK-Zellen) und deren gentechnische Modifizierung konnten ein weiterer moglicher Ansatz

fir eine Immuntherapie von Tumorerkrankungen sein.
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1.3 NATURLICHE KILLERZELLEN

1.3.1 Phéanotyp

Etwa 5 - 15 % der Zellen im peripheren Blut sind Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen). Sie
sind grofle, granuldre Zellen, die 1975 erstmals beschrieben wurden (Herberman1975,
Kiessling1975). Sie werden charakterisiert durch die Expression von CD56 und durch
fehlende T-Zell-Marker wie CD3 oder TCR (,T cell receptor”). Man unterscheidet zwei
Subtypen, CD56Pright und CD56%™ (Cooper2001). CD5649m bilden die Mehrzahl der im Blut
zirkulierenden NK-Zellen, sie exprimieren CD16 und Killerzell-Immunrezeptoren (,killer
cell immunoglobulin-like receptors®, KIR) und sind sehr zytotoxisch. CD56Pright sammeln sich
vor allem in den Lymphknoten. Sie exprimieren wenig KIR oder CD16, sekretieren nach
Stimulation aber grofée Mengen an Zytokinen und iibernehmen eher immunregulatorische
Aufgaben.

1.3.2 Wirkungsweise

NK-Zellen sind die wichtigsten Akteure des angeborenen Immunsystems in der Abwehr von
viralen Infektionen und der malignen Transformation von Zellen (Yokoyama2004,
Ferlazzo2004). Sie exprimieren eine Vielzahl an invarianten, keimbahnkodierten Rezeptoren
(Moretta2004, Lanier2008), die veranderte Strukturen auf Zelloberflaichen erkennen. Anders
als T- oder B-Zellen bendtigen sie fiir ihre Aktivitiat keine vorangegangene Sensitivierung.
Stattdessen werden NK-Zellen durch ein System von aktivierenden und inhibierenden
Signalen reguliert (Cerwenka2001, Hallett2006, Sutlu2009). Die Integration der verschiedenen
Signale erfolgt Uber eine dynamische Bindung zwischen NK-Zelle und Zielzelle, die
Jimmunologische Synapse“ (Davis1999). Im Normalfall induzieren Interaktionen von
inhibierenden NK-Zell-Rezeptoren mit MHC Klasse [-Molekiilen auf autologen Zellen
dominant negative Signale, die starker als aktivierende Signale sind und so eine zytotoxische
Aktivitat verhindern (Moretta2004). Fehlen diese negativen Signale oder werden sie durch
aktivierende Signale tlbertroffen, werden NK-Zellen aktiviert und téten ihre Zielzellen
- ahnlich wie CD8* T-Zellen - durch Sekretion von Perforin und Granzymen (Smyth2005).
Auferdem sekretieren sie inflammatorische Zytokine wie Tumornekrosefaktor(TNF)a und
Interferon(INF)y (Smyth1998, Smyth2001) und besitzen Todesrezeptoren-Liganden wie
TRAIL oder FasL (Oshimi1996).

Die Regulation der NK-Zell-Aktivitdt beruht auf verschiedenen Mechanismen (Lanier2008,
Bryceson2011). Ein Erkennungsmechanismus wurde erstmals 1986 als sogenannte ,missing
self“-Hypothese formuliert (Kdirre1986). Hier reagieren NK-Zellen auf eine fehlende oder
niedrige Oberflachenexpression von klassischen MHC Klasse I-Molekiilen auf anderen
Zellen. Normalerweise binden NK-Zellen mit ihren KIR an ein monomeres Peptid, das sich
aus der Leadersequenz der MHC Klasse I-Molekiile ableitet und werden dadurch von ihrer
zytotoxischen Aktivitdit abgehalten. Tumore und virusinfizierte Zellen regulieren haufig
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MHC Klasse I herunter, um einer T-Zell-Uberwachung zu entgehen. Fehlen jedoch autologe
MHC Klasse I-Molekiile, konnen sie somit immer noch von NK-Zellen erkannt und eliminiert
werden. Ein weiterer Mechanismus ist das sogenannte ,induced self“. Hier wird durch
NK-Zellen die durch Zellstress induzierte Ligandenexpression z. B. von MIC-Molekiilen
(L,MHC class I chain related antigens”), auf der Oberflache von Tumorzellen erkannt. Drittens
werden NK-Zellen durch ,altered self” aktiviert, erkennen also die Expression von ,fremden“
Molekiillen. Diese werden von intrazellulairen Pathogenen oder intratumoralen
Stoffwechselprozessen gebildet und dann auf der Oberflache der modifizierten Zellen u. a.
von HLA-E als modifizierte Peptide prisentiert. Auch Anderungen in der Glykosylierung von
Oberflachenstrukturen werden von NK-Zellen bemerkt. Einen in Tabelle 1
zusammengefassten Uberblick iiber die verschiedenen Rezeptortypen auf NK-Zellen sowie
deren korrespondierende Liganden gibt ein Review von Lanier et al. (Lanier2008).

Tabelle 1 NK-Zell-Rezeptoren und ihre Liganden

Name CD-Nummer Ligand Funktion
KIR CD158 HLA-ABC DL: inhibierend
DS: aktivierend

NKG2A CD159a HLA-E inhibierend

NKG2C CD159c HLA-E aktivierend

NKG2D CD314 MIC A/B, ULBP aktivierend

NKp30 CD337 u. a. BAT-3, B7-H6, CMV pp65 aktivierend

NKp44 CD336 u. a. virale Glykoproteine, Heparin, aktivierend
Influenza-Hemagglutinin

NKp46 CD335 u. a. Vimentin, Heparin, Influenza-  aktivierend
Hemagglutinin

ILT2 CD85j HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-E, aktivierend
HLA-G, HLA-F, CMV UL18

FcyRIIIA CD16 Fc von IgG-Immunkomplexen aktivierend

DNAM-1 CD226 Nektin, PVR aktivierend

2B4 CD244 CD48 aktivierend

Die wichtigsten NK-Zell-Rezeptoren sind KIR, Typ-I-Proteine mit Immunoglobulin-dhnlichen
Domadnen. Jeder KIR erkennt einen bestimmten Untertyp von MHC Klasse I-Molekiilen
(HLA-ABC). Binden die KIR mit langer intrazytoplasmatischer Domaéane (DL) an ihren
Liganden, wird tber ihr ITIM (,immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif) ein
inhibitorisches Signal vermittelt, d. h. je weniger MHC Klasse [ auf der Oberflache einer
potentiellen Zielzelle exprimiert wird, desto weniger inhibitorische Signale erhalt die
NK-Zelle. HLA-E wird iiber NKG2A / CD94 erkannt, dieser Rezeptor wirkt ebenso
inhibitorisch. Einige KIR verfiigen jedoch tiber eine kurze intrazytoplasmatische Domane
(DS) und vermitteln nach Rekrutierung eines Singaltransduktionsmolekiils (z. B. CD3g,
DAP10 oder DAP12) tiber dessen ITAM (,,immunoreceptor tyrosine-based activation motif*)
ein aktivierendes Signal. Tabelle 2 gibt einen Uberblick iiber die verschiedenen
KIR-Subtypen und deren Liganden. Weitere wichtige aktivierende NK-Zell-Rezeptoren sind
NKG2D und die Natiirlichen Killer-Zell-Rezeptoren (NCR) NKp30, NKp44 und NKp46. Die

14



Einleitung

Liganden der NCR werden auf gestressten, virusinfizierten oder transformierten Zellen
exprimiert. NKp30 bindet unter anderem an BAT-3, B7-H6 und das CMV pp65-Protein,
NKp44 erkennt virale Glykoproteine z. B. in der West Nile und Dengue-Virus Hiille
(Hershkovitz2009). Ein Ligand von NKp46 ist Vimentin auf der Oberflache von Tbc-infizierten
Zellen (Garg2006). NKp44 und NKp46 binden auch das Influenza-Hemagglutinin. Welche
Liganden Tumore exprimieren, ist noch weitgehend unbekannt, dennoch erfolgt deren
Erkennung haufig tiber diese NCR-Rezeptoren (Lakshmikanth2009). Eine dritte Familie von
aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren sind die C-Typ-Lektindhnlichen Rezeptoren NKG2D und
NKG2C / CD94. NKG2C / CD94 bindet an HLA-E, das z. B. nach Infektionen mit dem
Zytomegalie-Virus (CMV) auf der Oberfliche von Zellen stabilisiert wird (Malmberg2012).
NKG2D erkennt vor allem Stressproteine wie MIC A/B und ULBP (Bauer1999), die wahrend
sehr schneller Proliferation auf der Oberflache von Zellen exprimiert werden (Jung2012).

Weitere aktivierende Rezeptoren sind CD16, DNAM-1 und 2B4. Uber CD16, den FcyRIlII,
wird die antikorperabhdngige zelluldre Zytotoxizitat von NK-Zellen (,,antibody dependent
cell mediated cytotoxicity“, ADCC) reguliert. Zudem exprimieren NK-Zellen TRAIL und FasL
(Oshimi1999) und induzieren damit Apoptose in ihren Zielzellen. Uber die verschiedenen
Moglichkeiten von NK-Zellen, nach Induktion eines aktivierenden Signals ihre Zielzellen zu
elimieren, informiert Abbildung 1.

* Expression
von CD16 ® 9

Freisetzung von inflammatorischen
Zytokinen wie TNF, INF, GM-SCF

o o

9 © %0
Freisetzung Y o Cross-talk,
von Granula [ .
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und GranzymB anderer Immun-
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Expression Expression
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) FasL (CD94)
¢ ¢
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L 4 PN )
e verdnderte MHC | I Fask | TRAIL-Rezeptor
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B ( ss’l'ng“self,

Abbildung 1 Uberblick Tétungsmechanismen von NK-Zellen. NK-Zellen verfiigen iiber ein breites
Repertoire von Erkennungs- und Effektormechanismen, mit dem sie virusinfizierte oder maligne Zellen
erkennen und abtdten kénnen. Dazu gehoren die Freisetzung von zytolytischen Molekiilen wie Perforin
und Granzymen oder inflammatorischen und immunmodulierenden Zytokinen, die iiber CD16 vermittelte
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antikdrperabhangige zelluldre Zytotoxizitit (ADCC), die Vermittlung von apoptotischen Signalen iiber
TRAIL und FasL sowie die Erkennung von verdnderten Oberflichenstrukturen durch verschiedene
NK-Zell-Rezeptoren.

Obwohl NK-Zellen die wichtigsten Vertreter der frithen, angeborenen Immunantwort sind,
iibernehmen sie auch weitere Aufgaben und vernetzen so das angeborene mit dem
adaptiven Immunsystem. Sie unterstiitzen durch die Sekretion bestimmter Zytokine im
sogenannten ,cross-talk” u. a. das Wachstum von myeloiden Zellen und die Reifung
dendritischer Zellen (“dendritic cells”, DC) (Gerosa2002, Barao2003), stimulieren antigen-
prasentierende Zellen (APC), modulieren die T-Zellantwort hin zu T-Helferzellen (Th1)
(Morandi2006) und helfen bei der Gewebereparatur. Auflerdem gibt es erste Hinweise
darauf, dass NK-Zellen mit spezifischer Oberflichenexpression von inhibitorischen und
aktivierenden Rezeptoren sogar eine Art Gedachtnis (,memory“) ausbilden, eine
Eigenschaft, die zuvor nur B- und T-Zellen zugeschrieben wurde. Einige Gruppen
(O’Leary2006, Sun2010, Paust2011, Fu2013) erkannten im Mausmodell, dass auch NK-Zellen
sich zu langlebigen Zellen entwickeln und ein zweites oder drittes Mal auf ein Pathogen
reagieren konnen. Die selektive Expansion und Erhaltung von NK-Zellen mit hoher Aviditat
zu bereits bekannten Pathogenen stellt moglicherweise einen Mechanismus dar, die zeitige
Immunantwort gegen virale Infektionen zu optimieren.

1.4 VOR- UND NACHTEILE VON AUF NK-ZELLEN BASIERENDEN
IMMUNTHERAPEUTISCHEN ANSATZEN

Aufgrund ihrer Eigenschaften erscheinen Strategien, die das natiirliche antitumorale
Potential von NK-Zellen nutzen, als eine vielversprechende Option fiir die Immuntherapie
von Krebserkrankungen. Natiirlich hat der Einsatz von NK-Zellen sowohl Vor- als auch
Nachteile. Es ist zundchst nicht sehr einfach, NK-Zellen zu isolieren. Aus Patienten
gewonnene NK-Zellen zeigen z. T. funktionelle Storungen oder sind nach ex vivo Stimulation
nicht ausreichend zytotoxisch. Da NK-Zellen nur eine kleine Population innerhalb der
mononukledren Zellen des peripheren Bluts (,peripheral blood mononuclear cells“, PBMC)
bilden, gestaltet sich die Expansion von ausreichenden Mengen an aktivierten NK-Zellen fur
einen adoptiven Transfer haufig schwierig. Auch das fiir die Expansion und Aktivierung der
NK-Zellen benétigte Zytokin IL-2 ist problematisch. In vivo ist es in hohen Dosen toxisch, es
greift z. B. Blutgefifle an und fiilhrt zum ,vascular leak syndrome“. Auflerdem gibt es
Hinweise darauf, dass durch IL-2 weniger der zytotoxische CD56dim Subtyp sondern eher
der CD56¢bright Subtyp der NK-Zellen stimuliert wird (Meropol1996). Zudem zeigen Studien,
dass durch die systemische Gabe von IL-2 auch regulatorische T-Zellen (Treg) stimuliert und
so die Effekte einer Immuntherapie negativ beeinflusst werden konnen (Shevach2000,
Ghiringhelli2006).

Vorteilhaft ist jedoch, dass NK-Zellen ihre Ziele unabhdngig von einer Antigenprasentation
durch MHC-Molekiile erkennen und iiber ein breites Repertoire an Erkennungs- und
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Toétungsmechanismen verfiigen. Es wurde bereits gezeigt, dass NK-Zellen in der Lage sind,
zirkulierende Tumorzellen (,circulating tumor cells“, CTC) (Tallerico2013) und Krebsstamm-
zellen (,cancer stem cells“, CSC) anzugreifen (Jewett2012). Zudem gibt es einige Studien
dariber, dass der Einsatz von Medikamenten wie Bortezomib Krebszellen in vitro fir eine
NK-Zell-vermittelte Lyse sensitivieren kann (Ames2009, Berg2009). Auch die systemische
Gabe von IL-2 allein (Sut/u2009) kann die NK-Zell-Aktivitit steigern und zu einer
Verbesserung der Uberlebensraten fithren. AufRerdem neigen NK-Zellen bei einer allogenen
Stammzelltransplantation weniger als T-Zellen zu einer Graft-versus-Host-Reaktion (GVHD),
bei der das Gewebe des Empfangers durch die Inmunzellen des Donors als ,fremd” erkannt
und angegriffen wird. Stattdessen reagieren sie in einer Graft-versus-Tumor-Reaktion (GVT)
verstarkt gegen Tumorzellen (Barao2003). Ruggeri et al. erkannten zudem die Korrelation
zwischen der KIR-Ausstattung des Donors und dem HLA-Typ des Empfangers (Ruggeri1999,
Ruggeri2002). Wenn die NK-Zellen des Donors KIR exprimierten, fiir die der Empfanger
keine passenden Liganden hatte (,mismatch“), kam es zu verbesserten GVT-Effekten in
AML-Patienten. So wurden tumorfreie Uberlebenszeiten von iiber fiinf Jahren erreicht.
Solide Tumore wie Melanome und Nierenkrebs zeigten in vitro eine erh6hte Suszeptibilitat
gegen NK-Zell-Lyse, wenn diese KIR-mismatched waren (IgarashiZ004). Der GVT-Effekt tritt
auch bei autologen Transplantationen auf, wenn den Patienten wenigstens ein Ligand fiir
ihre eigenen inhibitorischen KIR fehlt (Venstrom2009). Welche HLA-Liganden die jeweiligen
KIR-Subtypen binden, zeigt Tabelle 2 (adaptiert aus Lanier2009).

Tabelle 2 Uberblick KIR-HLA-Interaktionen

Name CD-Nr. Ligand Funktion
KIR2DL1 CD158a HLA-C2 inhibierend
KIR2DL2 / CD158b1/2  HLA-C1, schwach: HLA-C2 und HLA-B  inhibierend
KIR2DL3

KIR2DL5 CD158f Unbekannt inhibierend
KIR3DL1 CD158el HLA-BBw4, HLA-ABw+* inhibierend
KIR3DL2 CD158k HLA-A3, HLA-A11 inhibierend
KIR3DL3 CD158z Unbekannt inhibierend
KIR2DL4 CD158d HLA-G aktivierend
KIR2DS1 CD158h HLA-C2 aktivierend
KIR2DS2 CD158;j moglicherweise HLA-C1 aktivierend
KIR2DS3 CD158b2 moglicherweise HLA-C1 aktivierend
KIR2DS4 CD158i HLA-C1, HLA-C2 und HLA-A11 aktivierend
KIR2DS5 CD158g Unbekannt aktivierend
KIR3DS1 CD158e2 HLA-C2, moglicherweise HLA-BBw4 aktivierend
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1.5 KLINISCHE STUDIEN MIT NK-ZELLEN

Da NK-Zellen zumeist im Blut und weniger in soliden Tumoren vorhanden sind, wurden
klinische Erfolge bis jetzt hauptsdchlich bei hdmatologischen Tumoren erreicht
(Rizzieri2010, Curti2011, Shimasaki2012). Der Einsatz von NK-Zellen gegen solide Tumore war
bis jetzt weniger erfolgreich (Terme2008, Parkhurst2011). Ein aktueller Review von Cheng et
al. gibt einen umfassenden Uberblick iiber alle bisherigen Studien mit NK-Zellen
(Cheng2013). Der Einsatz von primdren humanen NK-Zellen ist selten, denn die Expansion
ausreichender Zahlen von NK-Zellen aus PBMC ist, wie bereits beschrieben, nicht ganz
einfach. Es existieren verschiedene Protokolle, u. a. mit K562 als ,feeder“-Zellen (z B. bei
Imai205, Li2010, Shimasaki2012) und ein Klinisch anwendbares Protokoll, welches auf MACS-
Basis beruht. In einer Phase I Untersuchung zeigte es keine Nebenwirkungen in Patienten
mit Metastasen und hamatologischen Tumoren (Berg2009). Die Aktivierung von NK-Zellen,
ihre Expansion und Verbesserung der antitumoralen Aktivitat gelingt iber die Gabe von
Zytokinen. Aktivierte NK-Zellen sind im Vergleich zu frisch isolierten ruhenden NK-Zellen
wesentlich zytotoxischer gegentiber Tumorzellen (Berg2009). Vor allem IL-2 aber auch
IL-12, IL-15, IL-18 und IL-21 werden hierfiir genutzt.

Der Einsatz von NK-Zellen fiir die Immuntherapie begann mit dem adoptiven Transfer von
ex vivo mit IL-2 voraktivierten Lymphokin-aktivierten Killerzellen (LAK-Zellen), was jedoch
keine Verbesserungen bei der Behandlung von Melanomen, Lymphomen oder Brustkrebs
mit sich brachte (Rosenberg1985, Burns2003). Der adoptive Transfer von autologen,
voraktivierten NK-Zellen hatte in klinischen Phase I Studien keine Nebenwirkungen fiir
Patienten mit kolorektalem Krebs, Lungenkrebs, Melanomen oder Nierenkrebs. Aber auch
hier wurden kaum signifikante Verbesserungen erzielt (Krause2004, Parkhurst2011),
weswegen weitere klinische Studien mit diesen Zellen zundchst abgebrochen wurden.
Vielversprechend scheint inzwischen der Einsatz von allogenen NK-Zellen haploidentischer
Spender mit einem KIR-mismatch (Igarashi2004). Bei AML und anderen Krebsarten wie
Lymphomen, Leukdmie und soliden Tumoren wurde deren Sicherheit und klinische
Effektivitat gezeigt (Iliopoulou2010, Rizzieri2010, Curti2011). Inzwischen sind einige Studien
flir diese Zellen in Phase Il und auch der Einsatz von NK-Zellen fiir die Therapie von Gliomen
erscheint praktikabel.

1.6 NK-ZELLEN UND HIRNTUMORE

Die bei allen Organismen mit héher entwickeltem zentralen Nervensystem vorhandene
Blut-Hirn-Schranke (,blood-brain-barrier”, BBB) (Abott2005) und deren strikte Regulation
fiihrten zu dem Postulat, das Gehirn sei ,immunprivilegiert® (Barker1997). Die BBB
kombiniert ,tight junctions“ zwischen den Endothelien der Blutgefifde mit einer strengen
Transportregulation fiir Ionen, Neurotransmitter und Makromolekiile (Dunn2007). Nur
kleine, 16sliche Molekiile gelangen unter normalen Bedingungen durch die BBB hindurch.
Der Eintritt von Immunzellen ins Gehirn erfolgt zumeist nur nach Schlaganfillen oder
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anderen Traumata oder wenn aktivierte Neutrophile die BBB angreifen (Scholz2007).
Dennoch koénnen mononukledre Leukozyten, Monozyten und Makrophagen zu
Entziindungsherden im Gehirn rekrutiert werden (Davoust2008), wenn die ,tight junctions
zwischen den endothelialen Zellen z. B. durch bestimmte Zytokine durchldssiger werden
(Konsman2007). Es wurde gezeigt, dass Hirntumore zum einen generell die Struktur der
Vaskularisierung im Hirn verdndern und so die BBB durchlassiger machen (Dunn2007). Zum
anderen schiitten sie eine Vielzahl von Chemokinen aus, die chemotaktisch auf
Lymphozyten wirken (Bajetto2006).

Im Jahr 2004 gelang die Isolation von NK-Zellen aus Patienten mit hochgradigem GBM, die
nach ex vivo Aktivierung in einem autologen adoptiven Transfer zuriick in die Resektions-
héhle appliziert zu einer statistisch signifikanten Verbesserung des Uberlebens der
Patienten fiihrten (IshikawaZ004). Das heif3t, sie miissen die Tumorzellen erkannt haben und
effektiv gegen sie vorgegangen sein. Laut einem aktuellen Review von Kmiecik et al.
gelangen auch NK-Zellen unter inflammatorischen Bedingungen durch die Blut-Hirn-
Schranke. Doch sind es im Vergleich zu T-Zellen geringere Zahlen von Zellen, die vor allem
perivaskuldr im Stroma und Tumorparenchym gefunden werden (Kmiecik2014). Studien
beweisen dennoch, dass NK-Zellen prinzipiell in der Lage sind, gegen Hirntumore
vorzugehen, sowohl in vitro (Castriconi2009, Avril2012) als auch im Tierversuch (Friese2004,
Prins2006, Alizadeh2010, Poli2013).

1.7 IMMUNTHERAPIE VON GLIOBLASTOMA MULTIFORME MIT
GENETISCH MODIFIZIERTEN ZYTOTOXISCHEN ZELLEN

In vitro Versuche haben bereits gezeigt, dass Tumorgewebe NK-sensitiv sind. In vivo dringen
aber im Vergleich zu anderen zytotoxischen Zelltypen nur wenige NK-Zellen in solide
Tumore ein (Kmiecik2014). Eine verbesserte Migration und eine Optimierung der
zytotoxischen Effektormechanismen konnten daher vielversprechende Ziele fiir eine
Immuntherapie von Glioblastomen darstellen. Genetische Modifizierungen von NK-Zellen,
die deren Zytotoxizitit modulieren und weiter verbessern, beinhalten u. a. eine Uber-
expression von aktivierenden und eine Inhibierung von inhibierenden Rezeptoren oder
- wie im Falle der vorliegenden Arbeit - das Umlenken der NK-Zellen auf bestimmte tumor-
assoziierte Antigene iiber einen chimdren Antigenrezeptor. Mogliche Ziele einer
Immuntherapie von Gliomen werden bei Dunn et al. diskutiert (Dunn2007). Im Rahmen
dieser Arbeit wird sich auf den EGFRvIII und SDF-1a konzentriert.
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1.7.1 Der EGFRVIII als Ziel einer gelenkten Zytotoxizitat

1.7.1.1 Der EGFRVIII als Oberflichenmarker fiir Glioblastoma multiforme

Der Wildtyp-Rezeptor EGFR (,epidermal growth factor receptor”) ist Mitglied der ErbB-
Familie, die aus vier nah miteinander verwandten Rezeptortyrosinkinasen (EGFR, HER2/c-
neu, Her3 und Her4) besteht (Gullick1998), und wird auf Chromosom 7p12 kodiert. Er ist
einer der am haufigsten Uberexprimierten Zelloberflichenmarker bei einer Vielzahl
humaner Krebserkrankungen (Kuan2001). Als Transmembran-Glykoprotein verfligt er liber
eine cysteinreiche extrazellulire Domaidne und intrazellulire Tyrosinkinase- und
Autophosphorylierungs-Stellen am C-terminalen Ende. Nach Interaktion mit seinen
Liganden EGF und TGFa dimerisiert der Rezeptor und autophosphoryliert seine eigenen
Tyrosinreste. Es folgt die Rekrutierung verschiedener downstream-Molekiile iiber eine
Aktivierung des Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K)/Akt Signalwegs (Narita2002), was die
Proliferation von Zellen fordert. Dieser Signalweg wird durch PTEN Kkontrolliert
(Mellinghoff2005), welches in primaren Gliomen haufig verloren gegangen ist (Tohma1998).

Die haufigste onkogene Isoform des EGFR ist der EGFRVIII (Wikstrand1998). Er ist ein
besonders lohnenswertes Ziel fiir eine Immuntherapie, da er ausschliefdlich auf malignen
Zellen exprimiert wird. Etwa 30 - 40 % aller primdren Gliome tragen diesen Rezeptor
(Wong1987), er wurde aber auch bei Lungenkrebs, Brustkrebs, Ovarialkarzinomen und
Prostatakrebs nachgewiesen (GarciaDePalazzo1993, Moscatello1995). Der EGFRVIII ist 145
kDa grof3 und damit wesentlich kleiner als der EGFR-Wildtyp mit 170 kDa. Dies liegt an
einer 801 Basenpaar in-frame Deletion der mRNA-Exons 2 - 7. Dadurch entsteht ein Protein,
dem die cysteinreiche Doméane Il und ein Teil der Domane I fehlen. In diesem sogenannten
PEPvIII-Peptid LEEKKGNYVVTDH (Aminosdure 1-5 - G - Aminosdure 274-280) wird ein
Glycinrest von Aminosduren flankiert, die sonst weiter auseinander liegen (Wikstrand1998).
Dies flihrt dazu, dass der Rezeptor kein EGF binden kann. Wird der EGFRVIII in die humane
Gliomzelllinie U87-MG oder in murine NR.6-Zellen eingebracht, ist die Tumorigenitat dieser
Zellen in Nacktmdusen dennoch deutlich erhoht (Nishikawa19940). Die konstitutive und
ligandenunabhangige Aktivierung des EGFRVIII stellt die Hauptursache fiir eine gesteigerte
Proliferation und Motilitat sowie Resistenz der Zellen und somit fiir den besonders
malignen Phanotyp von EGFRvlll-positiven Tumoren dar (Huang1997, Lal2002,
Lammering2004, Sampson2010). Die durch den Rezeptor aktivierten Signalwege sind dhnlich
wie beim Wildtyprezeptor noch nicht abschliefiend erforscht. Es wird nach verschiedenen
Untersuchungen davon ausgegangen, dass sie sowohl den Ras-Shc-Grb2-Weg (Prigent1996)
als auch die konstitutive Aktivierung der c-Jun-N-terminalen Kinase (JNK) (Antonyak1998)
und des NFkB-IL-8-Signalwegs (Bonavia2011) involvieren. Ahnlich wie bei Uberexpression
des EGFR wt wurden auch bei Expression des EGFRvVIII hohe Level von Phosphatidylinositol
(PI)-3-Kinase nachgewiesen (Moscatello1998). Der Hauptunterschied liegt wohl darin, dass
der Wildtyprezeptor nach Ligandenbindung dimerisiert, schnell densensitiviert und
internalisiert wird, wahrend der EGFRvVIII zumeist monomerisch vorliegt und wesentlich
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langsamer abgebaut wird. Zudem vermittelt der EGFRVIII iiber Bclx. ein starkes anti-
apoptotisches Signal (Kuan2001). Es gibt Hinweise darauf, dass der EGFRVIII zu vermehrter
Neoangiogenese in Tumorzellen fiihren kann (Bonavia2011). Abbildung 2 vergleicht
zusammenfassend die Signalwege von EGFR wt und EGFRVIII, erhebt aber keinen Anspruch
auf Vollstandigkeit.
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Abbildung 2 Vergleichende Signalwege des EGFR wt und EGFRVIIIL. Die Aktivierung des Wildtyp-EGFR
wird durch Bindung eines Liganden (EGF) an die extrazellulare Doméne induziert. Eine anschlielende
Dimerisierung und Auto- oder Trans-Phosphorylierungen an Tyrosinresten des intrazelluldren Bereichs
rekrutieren Adaptorproteine, welche die Signalweiterleitung iiber verschiedene Signalwege bis in den
Zellkern vermitteln. Die Wirksamkeit des Rezeptors wird durch inhibitorische Molekiile wie PTEN und
durch seine rasche Internalisierung nach Ligandenbindung reguliert. Im Gegensatz dazu benétigt der
EGFRVIII keine Ligandenbindung oder Dimerisierung fiir seine konstitutive Aktivierung. Seine
intrazelluldren Tyrosinreste sind dauerhaft phosphoryliert und beférdern dadurch eine stete
Signalweiterleitung. Diese vermittelt Zellen, die den EGFRVIII exprimieren, Uberlebensvorteile und eine
gesteigerte Kapazitdt zur Neoangiogenese und Proliferation.

Es existieren einige spezifische Einzelkettenantikorper, die an EGFRVIII binden und
internalisiert werden (Reviews siehe Wikstrand1998, Kuan2000). Der im Rahmen dieser Arbeit
genutzte MR1.1 (Kuan2000) ist ein affinitdtsgereifter Nachfolger des Einzelketten-
antikérpers MR1, der 1996 aus einer Phage-Display-Bibliothek isoliert wurde (Lorimer1996).
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1.7.1.2 Chimare Antigenrezeptoren als Mediatoren einer gerichteten Immuntherapie

Eine wichtige Voraussetzung fiir die Ausbildung einer spezifischen Immunreaktion gegen
Tumorzellen ist das Vorhandensein antigener Strukturen, durch welche sich die
Tumorzellen von normalen Zellen unterscheiden und so vom Immunsystem erkannt werden
konnen. Schon 1991 wurde das erste tumorassoziierte Antigen (TAA) identifiziert
(vanderBruggen1991). Flir eine effektive Immuntherapie miissen TAA an der Oberflache der
Tumorzellen exprimiert werden, die den Tumor mdoglichst spezifisch auszeichnen. Ist ein
gegen dieses TAA gerichteter spezifischer monoklonaler Antikérper verfligbar, konnen
chimare Antigenrezeptoren konstruiert werden, die dessen Spezifitit mit einer zellularen
Zytotoxizitdt verbinden und so eine effektive und tumorspezifische Immunreaktion
generieren (Eshhar2010). In Abbildung 3 ist der Aufbau eines CAR schematisch dargestellt.

zellularer
Rezeptor

Signal-

(Fab’), untereinheit

scFv Lymphozyt

monoklonaler Antikérper (Antigen-Bindestelle)

Brickendomane (TM)

Signaluntereinheit (mit ITAM)

chiméarer Antigenrezeptor (CAR)

Abbildung 3 Allgemeiner Aufbau eines chimiren Antigenrezeptors. Das Einzelkettenfragment eines
monoklonalen Antikérpers (scFv) wird liber eine Briickendomédne mit Transmembranuntereinheit (TM)
mit einem zelluldren Signalmolekiil zu einem chimiren Antigenrezeptor (CAR) fusioniert. Uber dessen
ITAM (,immunoreceptor tyrosine-based activation motifs“) wird nach Antigenbindung ein aktivierendes
Signal in die Immunzelle ibermittelt. So konnen Immunzellen spezifisch zu Zielen auf der Oberflache von
Tumorzellen umgeleitet werden, um dort ihre eigenen Effektormechanismen einzusetzen.

Die Antigenbindestelle des chimdren Antigenrezeptors besteht aus dem Einzelketten-
fragment (,single chain fragment variable“, scFv) eines monoklonalen spezifischen
Antikorpers. Dessen aus hypervariablen (HR1, HR2, HR3) Regionen gebildeten H- und L-
Ketten sind komplementdr zu einem bestimmten Antigen und damit fiir eine spezifische
Bindung verantwortlich. Uber eine Briickendomine wird der Einzelkettenantikérper mit
einem aktivierenden zelluldaren Signalmolekil fusioniert. Als signaltransduzierende Unter-
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einheit eines CAR Kkonnen die intrazytoplasmatischen Anteile unterschiedlicher
aktivierender Signalketten verwendet werden. Als besonders effektiver Signaliibertrager
hat sich dabei die CD3(-Kette erwiesen (Haynes2001). Auch die y-Kette des hochaffinen IgE
Fc-Rezeptors (FceRI) (Teng2006) und weitere Adapterproteine aus T- und NK-Zellen, z. B.
DAP10 (Zhang2006), wurden bereits eingesetzt. Der Vorteil dieser chimaren
Antigenrezeptoren liegt auf der Hand: Es existieren zahlreiche monoklonale Antikorper
gegen TAA, die fiir deren Design genutzt werden koénnen. Dartiber hinaus wird die
Zytotoxizitat der Effektorzellen MHC-unabhangig umgelenkt. Nachteilig ist jedoch, dass nur
oberflachenexprimierte Antigene als Zielstruktur in Betracht kommen und dass der scFv
oder die eingebrachte Briickendomdne vom Immunsystem des Empfangers als ,fremd“
erkannt werden und eine Immunreaktion induzieren kénnen. So kam es in einigen Studien
mit CAR zu pathologischen Immunreaktionen, wenn z. B. das Zielantigen nicht
ausschliefdlich auf Tumorzellen exprimiert wurde (Lamers2006) oder wenn von CAR-
modifizierten T-Zellen zu viele inflammatorische Zytokine freigesetzt wurden (Morgan2010).
Bedarf an weiterfiihrender Forschung fiir den sicheren Einsatz von chimadren
Antigenrezeptoren besteht also noch.

Bisher war man dennoch besonders bei der gentechnischen Armierung von T-Zellen sehr
erfolgreich (Maher2002, Brentjens2003, Kershaw2004, Pinthus2004, Kahlon2004, Cheadle2005,
Westwood2005, Hombach2006, Pule2008, Porter2011, Kochenderfer2012). Klinische Studien, die
CAR-modifizierte T-Zellen fiir die Therapie von Gliomen einsetzen, richten sich zumeist
gegen IL-13Ra2, HER2/c-neu und EphA2 (AhmedNCT01109095, FormanNCT00730613). Nach
in vitro und in vivo Studien der Rosenberg-Gruppe (Morgan2012, Sampson2014) lauft
momentan auch eine klinische Studie in Phase I / II, die gegen EGFRVIII gerichtet ist
(RosenbergNCT01454596). Wurden NK-Zellen mit CAR transduziert, richtete sich deren
umgelenkte Zytotoxizitidt zumeist gegen Antigene hamatologischer Tumorerkrankungen wie
CD33 (Schirrmann2002, Schirrmann2005), CD20 (Miiller2008) und CD19 (Imai2005). Doch
wurden zumeist permanente NK-Zelllinien wie NK-92 (Uherek2002, Schirrmann2002,
Schirrmann2005, Miiller2008, Boissel2009, Tassev2012, Esser2012), NK3.3 (Tran1995), und NKL
(Oberoi2013) modifiziert. Nur sechs Studien beschreiben den erfolgreichen Einsatz von
gentechnisch verdnderten primdaren humanen NK-Zellen (Imai2005, Kruschinski2008,
Pegram2008, Altvater2009, Li2010, Shimasaki2012).

In dieser Arbeit wurde der gegen den EGFRVIII gerichtete MR1.1-Einzelkettenantikorper mit
DAP12 (,DNAX activating protein of 12 kDa“) verkntipft, das u. a. von den aktivierenden
NK-Zell-Rezeptoren NKG2C, NKp44 und verschiedenen KIR als Signaltransduktionsmolekiil
rekrutiert wird (Lanier1998, Campbell2004, Carr2007). DAP12 besitzt ein ITAM-Motiv
(,immunoreceptor tyrosine-based activation motif*), welches nach Antigenbindung und
Dimerisierung phosphoryliert wird und tber die Rekrutierung von ZAP70 eine
Signalkaskade initiiert, die letzten Endes zur Freisetzung von zytotoxischen Granula mit
Perforin und Granzymen fiihrt.
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1.7.2 Die CXCR4-SDF-1a-Achse als Ziel einer verbesserten Migration

1.7.2.1 SDF-1a als chemotaktischer Marker fiir Glioblastoma multiforme

Chemokine sind kleine, sekretierte Proteine, die u. a. Lymphozyten zu Entziindungsherden
und in lymphatische Gewebe leiten konnen (Springer1995, Baggiolini1998). Typischerweise
koénnen zwei Unterfamilien unterschieden werden: CC- und CXC-Chemokine. Unter den CXC-
Chemokinen ist besonders SDF-1 (CXCL12) interessant, das zundchst als pra-B-Zell-
Wachstumsfaktor beschrieben wurde (Tashiro1993, Nagasawa1994). Es ist auf Chromosom
10q11.1 kodiert und evolutiondar stark konserviert (Shirozu1995). Durch alternatives
Spleifen des Gens entstehen drei Isoformen: SDF-1a, SDF-18 und SDF-1y (Tashiro1993,
Gleichmann2000), wobei SDF-1a weitaus am haufigsten verbreitet ist (Shirozu1995). Bleul et
al. erkannten sein chemoattraktives Potential, indem sie SDF-1 a aus dem Zellkultur-
tiberstand von Knochenmark-Stroma aufreinigten und untersuchten (Bleul1996). Zudem
postulierten sie, dass SDF-1 a die Aktinpolymerisation stimuliert und so die Motilitat von
Lymphozyten, Neutrophilen und Monozyten fordert. SDF-1 wird, anders als andere
Zytokine, in sehr vielen Geweben exprimiert. Im sich entwickelnden Gehirn wird es
konstitutiv gebildet und libernimmt {iberlebenswichtige Funktionen bei der neuronalen
Migration und Angiogenese (Guyon2007, Jiang2012). Von Gliomen wird SDF-la haufig
tiberexprimiert (Sehgal1998, Rempel2000, Bajetto2006) und tragt durch autokrine Signale zu
deren Progression bei (Jiang2012). Eine SDF-la-Expression ist klinisch relevant und
korreliert mit einer signifikant verringerten progressionsfreien Zeit in Patienten mit
niedriggradigem Gliom (SalmaggiZ005).

1.7.2.2 SDF-1a als Ziel einer gerichteten Immuntherapie

SDF-1a bindet als Dimer an die Chemokinrezeptoren CXCR4 (Nagasawa1996) und CXCR7
(Balabanian2005). Der CXCR4-Chemokinrezeptor wurde zundchst als LESTR (,leukocyte
derived seven-transmembrane domain receptor®) (Loetscher1994) oder Fusin (Feng1996)
beschrieben. Er ist auf Chromosom 2q21 kodiert und wird als monomerisches Heptaspan-
Membranprotein und G-Protein-gekoppelter Rezeptor auf einer Vielzahl von Zellen, vor
allem aber auf hamatopoietischen Zellen sowie auf Endothelien exprimiert (Federsspiel1993).
CXCR4 ist essentiell fiir die Mobilisierung und zielgerichtete Migration von Stammzellen in
ihre Speicher- oder Verwendungsorte bei der Organogenese oder bei Wundheilungen,
fordert aber auch die Verankerung in ihrer Nische. Pathophysiologisch dient CXCR4 als
Rezeptor fiir das GP120-Protein des Humanen Immundefizienz-Virus HIV (Feng1996), ist an
Wachstum und Metastasierung von Tumoren - auch ins Gehirn - (Lee2004) sowie an
Entziindungsprozessen beteiligt. Seine Hauptaufgabe liegt in der Wanderung von
Lymphozyten. Die CXCR4-abhangige Chemotaxis wird nach Ligandenbindung am
N-Terminus und Phosphorylierung am C-Terminus durch die PI3-Kinase vermittelt
(Ward2006). Dies fiihrt zur Phosphorylierung verschiedener adhasiver Proteine wie FAK
(“focal adhesion kinase”) und zu zellularer Migration (Lee2004). Auch eine Involvierung des
MAP-Kinase-Signalwegs in die chemotaktische Regulation (Bendall2005) und die Aktivierung
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des JAK/STAT-Signalwegs (Vila-Coro1999) wurden gezeigt. CXCR4 scheint dartliber hinaus
nicht nur an SDF-1a sondern auch an extrazelluldres Ubiquitin zu binden (Saini2010). Einen

schematischen Uberblick iiber den Aufbau des Rezeptors und seine Interaktion mit SDF-1a
gibt Abbildung 4.

CXCR4
N-Terminus

Tyr12
Tyr7

99000000 §§f9
ob
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i FAK Akt MEK1/2
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Abbildung 4 Aufbau des CXCR4-Chemokinrezeptors und seine Interaktion mit SDF-1a.
Nach Bindung an den Tyrosinrest 21 interagiert SDF-1a in der N-terminalen Bindungstasche des CXCR4-

JAK/STAT

Chemokinrezeptors mit den Tyrosinresten 7 und 12 und es werden Disulfidbriicken gebildet. Die
Ligandenbindung fiihrt zu einer Phosphorylierung des C-terminalen Proteinendes und der Rekrutierung

verschiedener Signalwege, die unter anderem migratorisches Verhalten induzieren kénnen.

Unausgereifte NK-Zellen bzw. ihre Vorlduferzellen exprimieren CXCR4 und bendétigen diesen
Rezeptor fiir eine gerichtete Wanderung hin zu Speicher- und Entwicklungsorten wie dem
Knochenmark (Bernardini2008). Dortige Zellen sekretieren neben anderen wichtigen
Zytokinen fiir die NK-Zell-Ausreifung auch SDF-1a. Dass diese Signale immanent wichtig fiir
eine korrekte Entwicklung von NK-Zellen sind, zeigen SDF-1a oder CXCR4-defiziente Mause.
Sie besitzen ebenso viele NK-Zellen wie Wildtyp-Mause, doch sind diese im adulten Tier
kaum funktionell (Noda2011). Ausgereifte NK-Zellen tragen kaum CXCR4, auch wenn die
Interaktion von SDF-la und CXCR4 z. B. mit der transendothelialen Diapedese und
Migration von NK-Zellen in Zusammenhang gebracht wurde (Franitza2004, Fu2013).
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1.8 ZIELSETZUNG UND FRAGESTELLUNGEN

Da bei der Resektion von Glioblastomen aus dem Gehirn umliegendes Gewebe nicht
grof3ziligig entfernt werden kann, bleiben nach der operativen Entfernung oft Reste von
Tumorzellen zurlick. Des Weiteren findet man sehr haufig abgesiedelte Tumornester
(,minimal residual disease“). Diese Zellen fiihren in den meisten Patienten zur Wiederkehr
des Hirntumors (Rezidiv). In immuntherapeutischen zelluldaren Verfahren sollen gen-
technisch modifizierte Effektorzellen genau diese restlichen verbliebenen Zellen finden und
eliminieren. Die dafiir nétige Selektivitdt flir Tumorzellen erhalten Immuneffektorzellen z. B.
durch die genetische Modifikation mit einem gegen tumorassoziierte Antigene gerichteten
CAR. Die effiziente Migration der Zellen hin zum Tumor ist aber mindestens ebensowichtig
fir die Entfaltung ihrer spezifischen antitumoralen Eigenschaften. Die vorliegende Arbeit
beschaftigt sich mit der Herstellung und Evaluation einer permanenten NK-Zelllinie und
primdren humanen NK-Zellen, die EGFRvIII-positive, SDF-1a sekretierende Gliomzellen
erkennen und abtdten konnen. Dies soll Uber die gleichzeitige stabile Expression eines
CXCR4-Chemokinrezeptors und a-EGFRVIII CAR (siehe Abbildung 5) gelingen.

A B C

lgk_DAP12 lgk_MR1.1_DAP12mut  |gk_MR1.1_DAP12
scFv(MR1.1) scFv(MR1.1)

Gly-Ser-Linker
mit myc-Tag

Gly-Ser-Linker
mit myc-Tag

Gly-Ser-Linker
mit myc-Tag

PPFRRPPPPPRAPPRPPPURR? 2o
GOOPOPOOOOHOHOOO6OOOHOP6 ™™

DAP12 nicht- DAP12
mit ITAM funktionelles mit ITAM
DAP12mut

Abbildung 5 Darstellung der in dieser Arbeit eingesetzten chimiren Antigenrezeptoren (CAR).
A) Igk_DAP12 ist ein Kontrollkonstrukt, das zwar tiiber die funktionelle Signaluntereinheit, aber nicht tiber
eine Antigenbindestruktur verfiigt. B) Igk_MR1.1_DAP12mut st ein zweites Kontrollkonstrukt. Es besitzt
die Antigenbindestruktur aus den variablen Ketten des EGFRvlll-spezifischen Antikérpers MR1.1, doch
das ITAM in DAP12 wurde inaktiviert, indem zwei Tyrosinreste gegen Serin ausgetauscht wurden. So
kann nach Antigenbindung keine Signalweiterleitung erfolgen. C) Igk_ MR1.1_DAP12 ist der funktionelle
chimire Antigenrezeptor mit kompletter Signaluntereinheit und Antigenbindestruktur.
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Im Rahmen dieser Arbeit sollen die folgenden Fragen geklart werden:

Fordert der Einsatz des CXCR4-Chemokinrezeptors die effiziente Migration der NK-
Zelllinie YTS bzw. von priméren NK-Zellen hin zu SDF-1a sekretierenden Tumoren?

Kann eine spezifische NK-Zellaktivierung tliber einen chimaren o-EGFRvIII-CAR
erreicht werden? Und ist dieses Signalereignis ausreichend, um eine zytotoxische
Reaktion gegen EGFRvIII-positive Tumorzellen zu generieren?

Befdhigen die eingebrachten Modifikationen NK-Zellen dazu, auch im Tiermodell
gerichtet hin zu SDF-1a sekretierenden Gliomen zu migrieren, dort ihr zytotoxisches
Potential zu entfalten und Krebszellen selektiv zu erkennen und effektiv abzutoéten?

Das verbesserte CXCR4-abhdngige Migrationsverhalten und die Funktionalitit der
Antigenrezeptoren werden in der NK-Zelllinie YTS und in primdren humanen NK-Zellen
uberpriift. Hierfiir werden verschiedene in vitro Experimente durchgefiihrt, wie z. B.
Transwell-Assays, die Rekrutierung von ZAP70, einer mit dem Signalweg von DAP12
assoziierten Tyrosinkinase, der Nachweis von Degranulation und IFNy-Produktion in den
NK-Zellen sowie die Bestimmung der selektiven Zytotoxizitit von NK-Zellen gegeniiber
Tumorzellen. Darauf aufbauend wird mittels Tumor-Xenografts in Mausen gezeigt, dass
CXCR4-positive NK-Zellen durch SDF-la sekretierende Gliomzellen angelockt werden
koénnen. CAR-modifizierte NK-Zellen sind auch in vivo befdahigt, EGFRvIII-positive
Tumorzellen zu elimieren und das inhibitorische Tumormikromilieu zu umgehen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 MATERIAL

Alle Chemikalien bzw. Materialien wurden, soweit nicht anders genannt, von den folgenden

Firmen bezogen:

e BD, Heidelberg, Deutschland

e Biochrom, Berlin, Deutschland

e Braun, Melsungen, Deutschland

e Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
e CellGenix, Freiburg, Deutschland

e (Clontech, Heidelberg, Deutschland

e Epicentre Biotechnologies, Oldendorf, Deutschland

e Fermentas, St. Leon-Roth, Deutschland

e Fluka, Hamburg, Deutschland

e GE Healthcare, Frankfurt am Main, Deutschland

e GIBCO, Darmstadt, Deutschland

e Invitek, Berlin, Deutschland

e Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

e Merck, Darmstadt, Deutschland

e Millipore, Schwalbach/TS, Deutschland

e Miltenyi, Bergisch Gladbach, Deutschland
e Molecular Probes, Eugene, OR, USA

e Novartis, Basel, Schweiz

e InVivoGen, San Diego, CA, USA

e PAA, Colbe, Deutschland

e Perkin Elmer, Waltham, MA, USA

e (Qiagen, Hilden, Deutschland

e R&D, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland
e Roche, Mannheim, Deutschland

e Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland

e Serva, Heidelberg, Deutschland

e Sigma Aldrich, Hamburg, Deutschland

e Thermo Fisher, Waltham, MA, USA
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2.1.1 Antibiotika

Alle Antibiotika wurden, sofern nicht anders beschrieben, bei -20°C gelagert.

Tabelle 3 Ubersicht verwendete Antibiotika

Name
Ampicillin
Geneticin
(G418)
Hygromycin B

Kanamycin
Penicillin
Puromycin

Streptomycin
Zeocin

Stammlosung
100 mg / ml
50 mg / ml

50 mg / ml
50 mg / ml

10.000 IU / ml
50 mg / ml

10 mg / ml
50 mg / ml

2.1.2 Antikorper

Alle verwendeten Primar-und Sekunddrantikérper sind in den Tabellen 2 und 3 aufgefiihrt.

Arbeitskonzentration

100 pg / ml
400 pg / ml

150 pg / ml fiir YTS

50 pg / ml

100 IU / ml

10 pg / ml fiir primare
NK-Zellen

15 pug / ml fir YTS

20 pg / ml fir U87-MQG,
U343-MG und HEK 293T
100 pg / ml

500 pg / ml fiir UB7-MG,
U343-MG und HEK 293T

Verwendung
Bakterienkultivierung
Selektion von Zellen,
Lagerung bei 4°C
Selektion von Zellen,
Lagerung bei 4°C
Bakterienkultivierung
Sterile Zellkultur
Selektion von Zellen

Sterile Zellkultur
Selektion von Zellen

Die Lagerung von Antikérpern erfolgte, je nach Herstellerangaben, bei 4°C oder -20°C.

Primare Antikorper fiir Western Blot (WB)-Analysen wurden mit Blockierlosung I (5%

Milchpulver in TBS) verdinnt. Nur fiir die Antikorper gegen His und gegen phosphoZAP70
wurde Blockierlosung II (5 % BSA in TBS-T [TBS + 0,2 % Triton X-100]) verwendet.
Antikorper fiir die Fluoreszenzzytometrie (FACS) wurden mit PBS + 1 % BSA verdiinnt.

Sekundarantikorper wurden in der gleichen Blockierlosung wie die entsprechenden

Primarantikérper verdiinnt.

Tabelle 4 Ubersicht verwendete primire Antikérper

Name

anti-His
anti-DAP12
anti-c-myc

anti-a-Tubulin

Quelle

Maus, monoklonal
Maus, monoklonal
Maus, monoklonal

Maus, polyklonal

Verdiinnung /
Konzentration

WB FACS
1:2500

1:700
1:2500

1:3000

Referenz (Hersteller, Klon,
Katalognummer)

eBioscience (Klon HIS.H8,
#14-6657)

R&D (Klon 406288,
#MAB5240)

Invitrogen (Klon 9E11,
#AHO00052)

Santa Cruz (Klon DM 1A,
#sc-32293)
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Name

anti-phospho-
ZAP70 (Tyr352)
anti-ZAP70

anti-myc-Biotin

anti-EGFRvIII-
His-myc
anti-CXCR4-APC
(CD184)
anti-TNP-PE
(Isotypkontrolle)
anti-KLH
(Isotypkontrolle)
anti-HLA-ABC-
FITC
anti-HLA-E-PE

anti-FasL
(CD95L)
anti-FasR
(CD95)
anti-TRAIL
(CD253)
anti-TRAIL-R1
(CD261)
anti-TRAIL-R2
(CD262)
anti-MIC A/B

anti-LFA-1-PE
(CD11a)
anti-FcyRIII-
FITC (CD16)
anti-B2-Integrin-
FITC (CD18)
anti-CD28-PE

anti-CD56-APC
anti-CD3-FITC

anti-ILT2-PE
(CD85j)

Quelle

Kaninchen,
polyklonal

Kaninchen,
monoklonal

Maus, IgG1

Ratte, IgG2b
Ratte, IgG2b
Maus, IgG1
Maus, IgG1
Maus, IgG1
Maus, IgG1
Maus, IgG1
Maus, IgG1
Maus, IgG1
Maus, IgG1
Maus, IgG2a
Maus, IgG1
Maus, IgG1
Maus, IgG1
Hamster, [gG2a
Maus, IgG1
Maus, IgG2a

Maus, IgG2b

Verdiinnung /
Konzentration

WB FACS
1:1500

1:1500
1:15
5pg
0,5 pg
0,5 ug
1pg
1pg
1lug
1pg
1pg
1ug
1pg
1lug
1pg
1pg
lug
1pg
1:15
1:15
1:15

1ug

Referenz (Hersteller, Klon,
Katalognummer)

Cell Signaling (#2701)

Cell Signaling (Klon D1C10E,
#3165)

Miltenyi ( Klon SH1-
26E7.1.3, #130-092-471)
selbst generiert, Klon MR1.1

BD (Klon 2B11,

#551966)

BD (Klon A95-1,

#553989)

BD (Klon X40,

#563330)

BD (Klon DX17,

#560168)

eBioscience (Klon 3D12,
#12-9953)

Novus (Klon 14C2,
#NB100-63072)

BD (Klon DX2,

#555671)

BD (Klon RIK-2,

#550515)

Acris (Klon B-N36,
#AM31248PU-N)
Biolegend (Klon DJR2-2,
#307302)

R&D (Klon 159207,
#MAB13001)
Immunotools (Klon MEM-25,
#21270114S)
Immunotools (Klon LNK16,
#21279163S)
Immunotools (Klon MEM-48,
#21270183S)

Miltenyi (Klon 37.51, #130-
093-180)

Miltenyi (Klon AF12-7H3,
#130-090-843)

Miltenyi (Klon BW264/56,
#130-080-401)

BD (Klon GHI/75,
#551053)
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Name Quelle Verdiinnung / Referenz (Hersteller,
Konzentration Klon, Katalognummer)
WB FACS
anti-KIR2DL1-PE ~ Maus, IgM 0,5ug BD (Klon HP-3E4,
(CD158a) #556063)
anti-KIR2DL2/3-  Maus, IgG2a 1:15 Miltenyi (Klon DX27,
PE (CD158b) #130-092-618)
anti-KIR3DL1- Maus, IgG1 1:15 Miltenyi (Klon DX9,
FITC (CD158e) #103-092-568)
anti-KIR2DL5-PE ~ Maus, IgG1 1:15 Miltenyi (Klon UP-R1,
(CD158f) #130-096-200)
anti-KIR3DL2- Maus, IgG1 0,2 pug R&D (Klon 539304,
APC (CD158k) #FAB2878A)
anti-NKGZ2A-FITC  Maus, IgG1 1:15 Miltenyi (Klon REA110,
(CD159a) #130-098-818)
anti-NKG2C-APC  Maus, IgG1 0,2 pug R&D (Klon 134591,
(CD159c¢) #FAB138A)
anti-DNAM-1-PE Maus, IgG1 1ug BD (Klon DX11,
(CD226) #559789)
anti-2B4-PE Maus, IgG1 1ug Beckman Coulter (Klon
(CD244) C1.7, #IM1608)
anti-NKG2D-PE Maus, IgG1 1:15 Miltenyi (Klon BAT221,
(CD314) #130-092-672)
anti-NKp46-PE Maus, IgG1 1:15 Miltenyi (Klon 9E2,
(CD335) #130-092-607)
anti-NKp44-PE Maus, IgG1 1:15 Miltenyi (Klon 2.29,
(CD336) #130-092-480)
anti-NKp30-PE Maus, IgG1 1:15 Miltenyi (Klon AF29-4D12,
(CD337) #130-092-483)
Isotypkontrolle- Maus, IgG1 1ug Immunotools
PE / FITC (Klon PPV-06)
Isotypkontrolle- Maus, IgG1 1:15 Miltenyi
PE / FITC / APC (Klon IS11-12E4.23.30)
Isotypkontrolle- Maus, IgG2a 1ug Immunotools
PE (Klon PPV-04)
Isotypkontrolle- Maus, IgG2b 1pug Immunotools
PE (Klon PLRV219)
anti-TNP-PE Maus, IgM 0,5 ug BD (Klon G155-228,
(Isotypkontrolle) #562567)

HRP: Horse Radish Peroxidase, FITC: Fluorescein-Isothiocyanat, PE: Phycoerythrin, APC: Allophyco-
Cyanin
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Tabelle 5 Ubersicht verwendete sekundire Antikérper

Name Quelle Verdiinnung / Referenz (Hersteller,
Konzentration Klon, Katalognummer)
WB FACS

anti-Maus-HRP Kaninchen, 1:1000 Dako (#P0447)

polyklonal

anti-Kaninchen- Ziege, polyklonal 1:1000 Cell Signaling (#7074)

HRP

anti-Biotin-PE Maus, IgG1 1:15 Miltenyi (Klon Bio3-18E7,

#130-090-756)
anti-Maus-Cy3 Ziege (H+L) 1:50 Jackson Immunoresearch

(#115-166-003)
Cy3: Indocarbocyanin, PE: Phycoerythrin, HRP: Horse Radish Peroxidase

2.1.3 Bakterienstamme

Tabelle 6 Ubersicht verwendete Bakterienstimme

Name Eigenschaften
Escherichia coli TOP10 F’ F{lacls, Tn10(Tet)} mcrAA (mrr-hsdRMS-mcrBC)
(Invitrogen) 80lacZAM15AlacX74 recAl araD139 A (ara-leu)7697 galU

galK rpsL (Strr) endAl nupG

2.1.4 Chemikalien

Die im Rahmen dieser Arbeit genutzten Chemikalien wurden, sofern nicht anders
beschrieben, bei Raumtemperatur (RT) gelagert.

Tabelle 7 Ubersicht verwendete Chemikalien und Substanzen fiir molekularbiologische Arbeiten

Name Eigenschaften / Verwendung

Agarose DNA-Gele

Acrylamid / Bis-Solution 29:1  Protein-Gele, Lagerung bei 4°C

6-Aminocapronsaure Herstellung von Kathodenpuffer fiir Western Blots
Ammoniumperoxodisulfat, APS, w / v, zum Vernetzen von Acrylamid, Lagerung bei 4°C
10 %

Aqua ad iniectabilia Verdiinnen von Losungen, Losen von DNA und RNA
Bovines Serumalbumin BSA, Lagerung bei 4°C

Dapi Zellkernfarbungen bei Immunfluoreszenz, Lagerung bei 4°C
Dimethylsulfoxid DMSO, Losen von Substanzen

Ethylendiamintetraacetat EDTA, Herstellung von Puffern

Eisessig, 97-99 % Herstellung von Puffern

Ethanol, 70 % Waschen von DNA, Herstellung von Puffern
Ethidiumbromid 10 mg / ml, zum Markieren von DNA im Agarose-Gel
Imidazol 1M, Antikorperaufreinigung aus dem Zellkulturtiberstand
Isopropyl--D- IPTG, 40 pg / ml, Blau-Weif3-Selektion, Lagerung bei -20°C
thiogalactopyranosid
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Name

Isopropanol, 100 %
B-Mercaptoethanol
Methanol
Paraformaldehyd, 4 %
Ponceau S, 1 %

Sodiumdodecylsulfat

Tetramethylethylendiamin
Tris-Base

Tris-HCl

Triton X-100

Tween 20

X-Gal

Eigenschaften / Verwendung

Ausfallen von DNA

»Strippen” von Proteinen von PVDF-Membranen
Aktivierung der PVDF-Membran

Fixieren von Zellen

Anfarben von Proteinen auf PVDF-Membranen, gelost in
3%iger Trichloressigsaure

SDS, Abdecken von Protein-Ladungen bei der
Gelelektrophorese

Vernetzen von Acrylamid, Lagerung bei 4°C
Herstellung von Puffern

Herstellung von Puffern

Waschen von PVDF-Membranen

Waschen von PVDF-Membranen

80 pg / ml, Blau-Weif3-Selektion, Lagerung bei -20°C

Tabelle 8 Ubersicht verwendete Chemikalien und Substanzen fiir zellbiologische Arbeiten

Name

Bovines Serumalbumin

51Cr Radionuklid
Dimethylsulfoxid

Ethanol, 70%

Fotales Kdlberserum

Giemsa
2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-
piperazinyl)-ethansulfonsaure
Nichtessentielle Aminosduren
Paraformaldehyd, 4 %
Szintillationsfliissigkeit
Triton X-100

Eigenschaften / Verwendung

BSA, Abdecken unspezifischer Proteininteraktionen
Labeln von Zielzellen im Chromfreisetzungs-Assay

DMSO, Losen von Substanzen, Permeabilisieren von Zellen
Fixieren von Zellen

FKS, fiir Zellkulturmedien

Farben von Zellen beim klonalen Uberlebensassay

HEPES, Puffersubstanz fiir Zellkulturmedien

NEA, fir Zellkulturmedien

w/ v, Fixieren von Zellen

Messung der Radioaktivitdt im Chromfreisetzungs-Assay
Permeabilisieren von Zellen
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2.1.5 Enzyme

Enzymen wurden bei -20°C gelagert

Tabelle 9 Ubersicht verwendete Enzyme

Name
RNase A
RNase T1
Lysozym

DreamTaq

FastLink Ligase
FastAP
Thermosensitive
Alkaline Phosphatase
Restriktionsenzyme

Verwendung

Plasmid Mini- oder Midipraparation
Plasmid Mini- oder Midipraparation
10 mg / ml in 10 mM Tris-HCI, zum
Aufbrechen von Bakterienzellwdnden
bei Plasmid-Minipraparation
Thermostabile DNA-Polymerase, fiir
PCR

Ligation von DNA-Fragmenten

Dephosphorylierung von Plasmid-
DNA

Klonierung

2.1.6 Grofdenstandards

Die Grofienstandards wurden von Fermentas bezogen und bei -20°C gelagert.

Tabelle 10 Ubersicht verwendete DNA- und Proteingréf3enstandards

Name

Spectra Multicolor Broad Range Protein Standard
Precision Plus Dual Color Protein Standard

2.1.7 Inhibitoren

Hersteller
Roche

Roche

Fluka

Thermo Fisher

Epicentre Biotechnologies

Fermentas

Fermentas

Eigenschaften / Verwendung
Gene Ruler 1 kb plus DNA-Ladder Nukleinsaurel

angenstandard

Proteingrofienstandard
Proteingrofienstandard

Alle Inhibitoren wurden, sofern nicht anders beschrieben, bei -20°C gelagert.

Tabelle 11 Ubersicht eingesetzte Inhibitoren

Name

AMD3100
Octahydrochlorid
Aprotinin

BX795

Erlotinib

Leupeptin

Eigenschaften / Verwendung
spezifischer CXCR4-Rezeptor-Antagonist,
SL 25 mg / ml in ddH:0, AL 25 pg / ml

5 pg / ml, Proteaseinhibitor

TBK1 / IKKe-Inhibitor, zur NK-Zell-
Transduktion, SL 10 mM in DMSO, AL 2,5
uM

selektiver Inhibitor der Tyrosinkinase-
Domane des EGF-Rezeptors, SL 10 mM in
DMSO, AL 10 uM

10 pg / ml, Proteaseinhibitor

Hersteller
Sigma

Roche
InVivoGen

Santa Cruz

Roche
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Name
Monensin

Phosphataseinhibitor-
Cocktail 2 / 3
RNase AWAY

Eigenschaften / Verwendung

hemmt die Sekretierung von Vesikeln,
fiir Degranulationsassay,

SL 50 mM in Ethanol, AL 2 mM

hemmt Serin- und Tyrosinphosphatasen,
1:100, Lagerung bei 4°C
Oberflachenbehandlung bei RNA-
Isolation, Lagerung bei RT

SL: Stammlosung, AL: Arbeitslésung, RT: Raumtemperatur

2.1.8 Kommerzielle Kits

Hersteller
Sigma

Sigma

Molecular BioProducts

Die Lagerung erfolgte, sofern nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur (RT).

Tabelle 12 Ubersicht verwendete Kits

Name

Invisorb Plasmid Kit

Fast-Link DNA Ligation
Kit
TA pCR2.1 Cloning Kit

GeneJet Gel Extraction
Kit

GeneJet PCR
Purification Kit
RNeasy Plus Mini Kit

QiaShredder

RevertAid cDNA
Synthesis Kit
DreamTagq Kit

NK Cell Isolation Kit

NK Cell Activation /
Expansion Kit

Human CXCL12/SDF-1
DuoSet ELISA
Human INFy ELISA Set

Pierce BCA Protein
Assay Kit

Gene]ET RNA Cleanup
and Concentration Kit

Verwendung

Plasmidextraktion aus Bakterien-Midi-
Kulturen

DNA-Ligation bei Klonierungen,
Lagerung bei -20°C

Subklonierung von PCR-Fragmenten,
Lagerung bei -20°C

Elution von DNA aus Agarosegelen

Aufreinigen von DNA

RNA-Isolation aus homogenisierten
Zelllysaten

Homogenisierung von Zelllysaten bei
RNA-Isolation

Reverse Transkription von RNA in cDNA

Polymerase fiir PCR samt Puffer und
dNTPs, Lagerung bei -20°C

I[solation von NK-Zellen aus peripherem
Blut, Lagerung bei 4°C

Aktivierung und Expansion von
isolierten NK-Zellen, Zytokin-Mix,
Lagerung bei 4°C

Bestimmung von SDF-1a im
Zellkulturiiberstand, Lagerung bei 4°C
Bestimmung von INFy im
Zellkulturiiberstand, Lagerung bei 4°C
Proteinbestimmung in Zelllysaten

Aufreinigung von RNA

Hersteller

Invitek
Epicentre
Biotechnologies
Invitrogen
Thermo Fisher
Thermo Fisher
Qiagen

Qiagen
Thermo Fisher
Thermo Fisher
Miltenyi

Miltenyi

R&D
BD
Thermo Fisher

Thermo Fisher
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Name Verwendung Hersteller

FastAP Kit Dephosphorylierung der Enden von Fermentas
linearisierten DNA-Vektoren bei
Klonierungen samt Puffer,
Lagerung bei -20°C

Dialysemembran Antikdrperaufreinigung aus dem Carl Roth
Spectra Por MMCO: Zellkulturiiberstand, Lagerung bei 4°C
3,500
DNase I Kit RNA-Isolation, zum Entfernen von Qiagen
genomischer DNA, samt Puffer,
Lagerung bei 4°C
QIAamp DNA Mini and DNA-Isolation aus Zelllysaten Qiagen
Blood Mini

2.1.9 Losungen und Puffer

Die Lagerung aller Puffer und Losungen erfolgte, sofern nicht anders angegeben, bei

Raumtemperatur (RT).

Tabelle 13 Ubersicht verwendete Puffer und Lésungen zur Analyse und Klonierung von DNA

Name

6 x Ladepuffer (Fermentas)
Natriumacetat
STET-Puffer

50x TAE-Puffer

TE-Puffer

Zusammensetzung und Verwendung

Auftragen von DNA auf das DNA-Gel, Lagerung bei 4°C
3 M gel6st in ddH»0

0,1 M NaCl

10 mM Tris / Cl (pH 8,0)

1 mM EDTA (pH 8,0)

5 % Triton X-100

2 M Tris-Base

5,7 % (v / v) Eisessig

50 mM EDTA (pH 8,0)

10 mM Tris / Cl

1 mM EDTA zum Einstellen auf pH 7,5 - 8,0

Tabelle 14 Ubersicht verwendete Puffer und Lésungen fiir Herstellung kompetenter Bakterien

Name
TFB1-Puffer

TFB2-Puffer

Zusammensetzung

100 mM RbCl;

30 mM MnCl;

10 mM CaCl

15 % Glycerin

Lagerung bei 4°C

10 mM Na-3-[N-Morpholino]-Propansulfonsaure
75 mM CaCl;

10 mM RbCl;

15 % Glycerin

Lagerung bei 4°C
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Tabelle 15 Ubersicht verwendete Puffer und Lésungen fiir proteinbiochemische Analysen

Name
Anodenpuffer I

Anodenpuffer II
Blockierlosung I
Blockierlosung I
Kathodenpuffer

2 x Laemmli Sample Buffer
Luminata Forte Western HRP

Substrate (Millipore)
RIPA-Lysepuffer

Sammelgel-Puffer

10 x SDS-Laufpuffer

Stripping-Puffer

10 x TBS
TBS-T

TBS-TT

Trenngel-Puffer

Zusammensetzung und Verwendung

300 mM Tris-Base

20 % Methanol (v / v)

25 mM Tris-Base

20 % Methanol (v / v)

5 % Milchpulver in 1 x TBS

5% BSAin 1 x TBS-T

25 mM Tris-Base

40 mM 6-Aminocapronsiure

20 % Methanol (v / v)

Denaturierung von Proteinen und Auftragen auf Protein-
Gele, Lagerung bei -20°C

Detektion von Proteinen auf PVDF-Membranen

10 mM Tris-HCl

140 mM NacCl

0,025 % NaN3z (v / v)

1 % Triton X-100

pH 8,0

Lagerung bei 4°C

1,5 M Tris-HCI (pH 6,8)
Lagerung bei 4°C

14,4 % Glycin

1 % SDS

6 % Tris-Base

62,5 mM Tris-HCl (pH 7,0)
2 % SDS

vor Verwendung Zugabe von 350 ul 3-Mercaptoethanol
10 mM Tris-HCI (pH 7,5)
150 mM NacCl

1 x TBS

0,2 % Triton X-100 (v / v)
1x TBS

0,05 % Tween 20 (v / v)
0,2 % Triton X-100 (v / v)
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8)
Lagerung bei 4°C
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Tabelle 16 Ubersicht verwendete Losungen und Pulffer fiir zellbiologische Arbeiten

Name

Biocoll
Blockierlosung
Natriumbutyrat
PBS

Permeabilisierungs-
16sung

Polybren
Polyethylenimin-
Losung

Trypanblau

Trypsin / EDTA

Zusammensetzung und Verwendung

Ficoll Separating Solution, zur NK-Zell-Isolation, Lagerung bei 4°C

PBS und 1 % BSA (w / v), fiir Antikorperfarbungen, Lagerung bei 4°C
Virusproduktion, SL 500 mM in PBS, AL 10 mM, 0,2 pum sterilfiltriert
Phosphate Buffered Saline, zum Waschen von Zellen, ohne Mg2+ und
Ca?* (pH 7,4)

intrazellulare Farbungen, 1 % BSA (w / v) und 0,3 % Triton X-100

(v / v) in PBS, Lagerung bei 4°C

Virusproduktion, AL 8 mg / ml, 0,2 pm sterilfiltriert, Lagerung bei 4°C
PEI, Transfektion, SL. 100 mg / ml, AL 1 mg / m], 0,45 pM sterilfiltriert,
Lagerung bei 4°C

Vitalfarbstoff zur Zellzdhlung

Ablosen von adhadrenten Zellen, SL 0,25 %, AL 0,5 %, Lagerung bei 4°C

SL: Stammlosung, AL: Arbeitslosung

2.1.10 Medien
Die Lagerung aller Medien erfolgte bei 4°C.

Tabelle 17 Ubersicht verwendete Bakterienkultur-Medien

Name
Luria-Bertani-(LB)-
Medium (fliissig)

LB-Agar (fest)

2 x YT-Medium

Inhaltsangabe

1,0 % (w / v) Bacto Trypton (pH 7,2)
0,5 % (w / v) Bacto Yeast Hefe-Extrakt
1,0 % (w / v) NaCl

pH7.0

LB-Medium und zusétzlich

1,5 % Bacto Agar

eventuell Zugabe von Antibiotikum

8 g Bacto Trypton

5 g Bacto Yeast Hefe-Extrakt

5 gNaCl

ad. 490 ml ddH,0

mit NaOH einstellen auf pH 7,5
autoklavieren und kurz vor Gebrauch zugeben:
20 mM MgSO0.

10 mM KClI
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Tabelle 18 Ubersicht eingesetzte Medien fiir die Zellkultur

Name
DMEM (ohne)

DMEM (komplett)

DMEM (15%)

DMEM (G418)
DMEM (Erlotinib)

BME (komplett)

RPMI-1640 (ohne)
RPMI-1640
(komplett)

CellGro (ohne)
CellGro (komplett)

Einfriermedium
Kryomedium
Eindeckelmedium

Inhaltsangabe

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Dulbecco1959)
mit Glukose (4,5 g /1), Natriumpyruvat und L-Glutamin
DMEM (ohne) und zusatzlich:

10 % fotales Kalberserum (FKS), hitzeinaktiviert
10 mM HEPES

100 IU / ml Penicillin

0,1 mg / ml Streptomycin

DMEM (ohne) und zusatzlich:

15 % fotales Kalberserum (FKS), hitzeinaktiviert
10 mM HEPES

100 IU / ml Penicillin

0,1 mg / ml Streptomycin

DMEM (komplett) und zusatzlich:

400 ug / ml Geneticin (G418)

DMEM (komplett) und zusatzlich:

10 uM Erlotinib (gelost in DMSO)

Basal Medium Eagle und zusatzlich:

10 % fotales Kalberserum (FKS), hitzeinaktiviert
10 mM HEPES

2 mM L-Glutamin

1 x MEM NEA

100 IU / ml Penicillin

0,1 mg / ml Streptomycin

Roswell Park Memorial Institute Medium
RPMI-1640 (ohne) und zuséatzlich:

10 % fotales Kéalberserum (FKS), hitzeinaktiviert
10 mM HEPES

2 mM L-Glutamin

100 IU / ml Penicillin

0,1 mg / ml Streptomycin

CellGro Good Manufacturing Protocol Stem Cell Growth Medium
CellGro (ohne) und zusatzlich:

10 % fotales Kéalberserum (FKS), hitzeinaktiviert
1000 IU / ml Proleukin S (IL-2)

20 ng / ml IL-21

10 % DMSO in hitzeinaktiviertem FKS

Einbetten von Geweben und Tumorproben
Vectashield Mounting Medium (Vector), fiir immunhistochemische
Untersuchungen
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2.1.11

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von MWG Biofins bezogen und bei -20°C gelagert.

Oligonukleotide

Tabelle 19 Ubersicht verwendete Oligonukleotide fiir Klonierungen und PCR

Name

MECL1-
GCA1_for

MECL1-
YS1_rev
CXCR4_for

CXCR4 _rev

[gx MR1.1
_for

MR1.1_for

MR1.1_rev

HygroR_for

HygroR_rev

5‘-3‘Sequenz
GCTTACTCCACCTCCATAGCC

CTGGCGGTGCTAGAAGACC

TTTTTaccggtgccaccATGGAGGGGATCA
GTATATACAC

AAAAgcggecgeggTccGCTGGAGTGAAA
ACTTGAAGACTCAGACTCAGTGGAA

TTTTTaccggtgccaccATGGAGACAGACA
CACTCCTGCTATGGGTACTGCTGCTCT
GGGTTCCAGGT

TTTTTGTACTGCTGCTCTGGGTTCCAG
GTTCCACTGGTGACGCGCAGGTGAAAC
TGCAGCAGTCTGGGG
AAAAgcatgcAGATCCTCCAGATCCTCCG
CTTTCCAGCTTGGTGCCATCACCGAAT
GTAAGAGGCA

TTTTTggtaccgccaccGATAGATCCGGAA
AGCCTGAACTCACCGCGACGTCTGT

AAAAAgatatcCTATTCCTTTGCCCTCGG
ACGAGTGCTGGGGCGTCGGTTTCCAC

Eigenschaften

21 bp, Tm 58°C, Uberpriifung von
cDNA auf gDNA-Kontamination nach
Reverser Transkription

19 bp, Tm 55°C, Uberpriifung von
cDNA auf gDNA-Kontamination nach
Reverser TransKkription

40 bp, Tm 72,5°C, Umklonieren von
CXCR4 in pHATtrick-puroR, mit Agel-
Schnittstelle

55 bp, Tm > 75°C, Umklonieren von
CXCR4 in pHATtrick-puroR, mit NotI-
Schnittstelle

68 bp, Tm > 75°C, Einsetzen von
MR1.1 (C-Terminus Teil [ mit Igk-
Leaderpeptid und Start-ATG) in
pHATtrick-puroR- Igk DAP12, mit
Agel-Schnittstelle

69 bp, Tm > 75°C, Einsetzen von
MR1.1 (C-Terminus Teil II) in
pHATtrick-puroR-Igk_DAP12

66 bp, Tm > 75°C, Einsetzen von
MR1.1 (N-Terminus mit Glycin-Serin-
Linker) in pHATtrick-puroR-
Igk_DAP12, mit Sphl-Schnittstelle

55 bp, Tm > 75°C, Ersetzen von
Puromycin-Resistenzgen durch
Hygromycin-Resistenzgen in
pHATtrick-puroR-CXCR4, mit Kpnl-
Schnittstelle

55 bp, Tm > 75°C, Ersetzen von
Puromycin-Resistenzgen durch
Hygromycin-Resistenzgen in
pHATtrick-puroR-CXCR4, mit EcoRV-
Schnittstelle
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Tabelle 20 Ubersicht verwendete Oligonukleotide fiir Sequenzierungen

Name 5‘- 3‘Sequenz Eigenschaften

M13_rev GGAAACAGCTATGACCATG 19 bp, Uberpriifung von Inserts in
pCR2.1

T7prom TAATACGACTCACTATAGGG 20 bp, Uberpriifung von Inserts in
pCR2.1

EGFRvIII_for ATGCGACCCTCCGGGACGG 19 bp, Uberpriifung von EGFRvIII

EGFRvIII ACCTTCTGGGATCCAGAGTCC 21 bp, Uberpriifung von EGFRvIII

rev

p6NST1 seq GGGGGTACAGTGCAGGGG 18 bp, Uberpriifung von Inserts in

_for pHATtrick

p6NST1 seq GACAAGGCGCGCCTGGCCAGCT 22 bp, Uberpriifung von Inserts in

_rev pHATtrick

MCS2_rev CCGCATGTTAGAAGACTTCCTCTGCCC 29 bp, Uberpriifung von Inserts in

TC pHATtrick
MR1.1_for CAGGTGAAACTGCAGCAG 18 bp, Uberpriifung von MR1.1
MR1.1_rev GGCACCAAGCTGGAAA 16 bp, Uberpriifung von MR1.1

2.1.12 Plasmide

Die Plasmide wurden, sofern nicht anders beschrieben, von Prof. Dr. Achim Temme (Klinik
und Poliklinik fiir Neurochirurgie, Sektion Experimentelle Neurochirurgie und
Tumorimmunologie, Universitatsklinikum ,Carl Gustav Carus“ der TU Dresden) zur
Verfiigung gestellt. Vor deren Verwendung bzw. nach Klonierungen wurde die Basenabfolge
tiber Kontrollverdau und Sequenzierung gepriift.

Tabelle 21 Ubersicht verwendete Plasmide

Name Eigenschaften

pcz-VSV-G Expressionsvektor mit dem Env-Glykoprotein G des Vesicular
Stomatitis Virus (D. Lindemann)?

pCD/NL-BH Expressionsvektor fiir Gag-Pol-Polyprotein von HIV-1
(D. Lindemann)

pCR2.1 Klonierungsvektor aus TA Cloning Kit

MFGS-CXCR4 CXCR4-Chemokinrezeptor (S. Brenner)?

p6NST50-SDF-1a lentiviraler Expressionsvektor fiir sekretierbares Chemokin SDF-1q,

_IRES_EGFP_ZeoR mit IRES_EGFP_ZeoR (M. Cartellieri)3

pHATtrick-EGFP lentiviraler Expressionsvektor mit Multiple Cloning Site,

proteolytischer Spaltstelle und EGFP-Marker

1 TU Dresden, Institut fiir Virologie
2 Carl-Gustav-Carus-Universitatsklinikum der TU Dresden, Kinderklinik

3 TU Dresden, Institut fiir Inmunologie
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Name
pHATtrick-puroR

pHATtrick-puroR-
Igk DAP12
pHATtrick-EGFP-
Igk DAP12mut

pHATtrick-puroR-
Igik DAP12mut

pSeqTag-MR1.1-BAP

pBluescript_EGFRVIII

p6NST61-DsRed-
Express2

Eigenschaften

lentiviraler Expressionsvektor mit Multiple Cloning Site,
proteolytischer Spaltstelle und Puromycin-Resistenz

lentiviraler Expressionsvektor, basierend auf pHATtrick-puroR, mit
Igk-Leaderpeptid und intrazelluldrer Signaluntereinheit DAP12
lentiviraler Expressionsvektor, basierend auf pHATtrick-EGFP, mit
Igk-Leaderpeptid und nicht funktioneller intrazellularer
Signaluntereinheit DAP12 (2 x Tyr ersetzt durch 2 x Ser in ITAM)
lentiviraler Expressionsvektor, basierend auf pHATtrick-puroR, mit
Igk-Leaderpeptid und nicht funktioneller intrazellularer
Signaluntereinheit DAP12 (2 x Tyr ersetzt durch 2 x Ser in ITAM)
spezifischer scFv-Antikorper gegen EGFRvIII, mit His-Tag zur
Aufreinigung und myc-Tag zur Detektion (I. Pastan)+

Epidermal growth factor receptor Variante III, von MWG synthetisiert
lentiviraler Expressionsvektor fiir rot fluoreszierendes Protein

(D. Lindemann)

Tabelle 22 Ubersicht im Rahmen dieser Arbeit generierte Plasmide

Name
pHATtrick-EGFP-
Igk MR1.1_DAP12
pHATtrick-puroR-
Igk MR1.1_DAP12
pHATtrick-EGFP-

Eigenschaften

lentiviraler Expressionsvektor, basierend auf pHATtrick-EGFP, mit
Igk-Leaderpeptid und funktionellem scFv(MR1.1)-DAP12-CAR
lentiviraler Expressionsvektor, basierend auf pHATtrick-puroR, mit
Igk-Leaderpeptid und funktionellem scFv(MR1.1)-DAP12 CAR
lentiviraler Expressionsvektor, basierend auf pHATtrick-EGFP, Igk-

[gk_ MR1.1_DAP12mut
pHATtrick-puroR-
Igk MR1.1_DAP12mut
pHATtrick-hygroR-

Leaderpeptid und nichtfunktionellem scFv(MR1.1)-DAP12mut CAR
lentiviraler Expressionsvektor, basierend auf pHATtrick-puroR, Igk-
Leaderpeptid und nichtfunktionellem scFv(MR1.1)-DAP12mut CAR
lentiviraler Expressionsvektor, basierend auf pHATtrick-puroR, mit

CXCR4
pHATtrick-puroR-
CXCR4

pHATtrick-puroR-
EGFRVIII

CXCR4-Chemokinrezeptor und Hygromycin-Resistenz
lentiviraler Expressionsvektor, basierend auf pHATtrick-puroR, mit
CXCR4-Chemokinrezeptor

lentiviraler Expressionsvektor, basierend auf pHATtrick-puroR, mit
EGFRVIII

4 Cellular and Molecular Medicine, La Jolla University, California, USA
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2.1.13 Software

Tabelle 23 Ubersicht verwendete Software

Name Verwendung

Adobe Photoshop CS5 Bildbearbeitung, Grafiken

ApE A plasmid editor  in silicio Klonierungen

Clone Manager 9 in silicio Klonierungen

Fast PCR Primer-Uberpriifung

Flow Jo v10 Auswertung von FACS-Daten

GraphPad Prism 6 Statistische Auswertung und

Grafiken

Image ] 1.41 Densitometrie und Z-Stacks

Miltenyi MACSQuant = Software des MACSQuant

Zotero Literaturverwaltung
2.1.14 Verbrauchsmittel

Hersteller

Adobe Systems

Biology Labs, Utah, USA
Sci-Ed Software

Primer Digital

Tree Star

GraphPad

NIH, USA

Miltenyi

Centre for History and New Media,
George Mason University, USA

Es werden nur einige wichtige Verbrauchsmittel aufgefiihrt. Verbrauchsmittel fiir den

taglichen Gebrauch stammten von Eppendorf, Greiner, Nunc und anderen einschldagigen

Produzenten von Laborbedartf.

Tabelle 24 Ubersicht Verbrauchsmittel

Name

Filterpapier
Fluorotrans Transfer
Membran (PVDF)
CoStar 24-Well-
Transwell with
Polycarbonate
Membrane Insert
Rundbodenplatten
96-Well Culture
Cluster (Polystyrene)
Szintillations-Platten
fir 1450 MicroBeta
(PET)
Spitzbodenplatten
96-Well
Objekttrager, “ready-
to-use”, 76x26 mm

Verwendung
Western Blot
Western Blot

Boyden-Kammer-Assay, mit
Porengrofde 8 um fiir YTS oder
3 um fiir primdre NK-Zellen

Chromfreisetzungs-Assay

Chromfreisetzungs-Assay,
Detektion der Radioaktivitat

fluoreszenzzytometrische
Antikorperfarbungen
Aufziehen von Kryoschnitten
fiirimmunhistologische
Untersuchungen

Hersteller
Whatman
Whatman

Corning

Costar

Perkin Elmer

Nunc

StarFrost

43



Material und Methoden

2.1.15

Zelllinien

Die Zelllinien wurden, sofern nicht besonders erwihnt, von Prof. Dr. Achim Temme zur

Verfiigung gestellt.

Tabelle 25 Ubersicht verwendete Zellen und Zelllinien

Name
HEK 293T

HEK 293 TEGFRvII

HEK 293TMRL1

U87-MG

U87-M GEGFRvIII

U87-M GEGFRvIIl / EGFP

U87-MGEGFRvllI / SDF-1a

U343-MG

U343-MGEGFRvIII

BS153

BS153resE

Medium

DMEM
(komplett)

DMEM
(komplett)
DMEM
(komplett)

BME
(komplett)
DMEM (G418)

DMEM (G418)

DMEM (G418)

BME
(komplett)
BME
(komplett)
DMEM
(komplett)

DMEM
(Erlotinib)

5 Cellular and Molecular Medicine, La Jolla University, California, USA

6 Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf

Referenz

(Graham1977),
(DuBridge1987),
ATCC CRL-1573

im Rahmen dieser
Arbeit generiert
im Rahmen dieser
Arbeit generiert

(Ponten1966),
ATCC HTB-14
(Nishikawa1994),
zur Verfiigung
gestellt von Dr. F.
Funaris

im Rahmen dieser
Arbeit generiert
im Rahmen dieser
Arbeit generiert

(Dirks1997)

im Rahmen dieser
Arbeit generiert
(Jones2001), zur
Verfiigung gestellt
von Dr. A. Schulte
und Dr. K.
Lamszus®
(Schulte2013), zur
Verfiigung gestellt
von Dr. A. Schulte
und Dr. K.
Lamszus

Eigenschaften
immortalisiertes humanes
embryonales Nierenepithel mit
stabil integriertem grof3en T-
Antigen des Simian Virus 40
(Sv40)

stabile Expression des EGFRVIII
nach Puromycin-Selektion
sekretieren nach transienter
Transfektion scFv(MR1.1) in
den Zellkulturiiberstand
humane Glioblastomzelllinie
(WHO 1V)

Transduktion mit EGFRVIII,
wird unter Geneticin-Druck
exprimiert

stabile Expression von EGFRvIII
und EGFP

zusatzlich zu EGFRvIII-
Expression wird humanes SDF-
la ins Medium sekretiert, mit
IRES_EGFP_ZeoR

humane Glioblastomzelllinie
(WHO 1V)

stabile Expression des EGFRvIII
nach Puromycin-Selektion

priméres Glioblastom
(WHO 1V)

iiberexprimiert unter Erlotinib-
Druck EGFRVIII
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Name Medium Referenz Eigenschaften
K562 RPMI-1640 (Lozzio1975), HLA-negative Leukdmie-Zellen
(komplett) ATCC CCL-243 (CML), Suspension
YTS RPMI-1640 Zur Verfiigung humane NK-Zelllinie,
(komplett) gestellt von Dr. R.  Suspension
Galandrini?
Nattirliche CellGro humane primare Immunzellen,
Killerzellen (NK) (komplett) isoliert aus peripherem Blut von

drei verschiedenen gesunden
Spendern, Suspension
HT1080 DMEM (Rasheed1974), humane Bindegewebszellen
(komplett) ATCC CCL-121 eines Fibrosarkoms

2.2 MIKROBIOLOGISCHE METHODEN

2.2.1 Anzucht von Bakterien

Die Kultivierung von TOP10 F‘ Escherichia coli (siehe Tabelle 6) erfolgte entweder auf
LB-Agarplatten oder als Suspensionskultur in fliissigem LB-Medium. Die Zusammensetzung
der Medien ist Tabelle 17 zu entnehmen. Zur Selektion von Transformanden wurden den
Medien die entsprechenden Antibiotika zugesetzt (siehe Tabelle 3).

2.2.2 Herstellung kompetenter Bakterien

Zur Herstellung kompetenter Bakterien wurde die Calciumchlorid / Rubidiumchlorid-
Methode (Hanahan1983) angewandt. Eine Einzelkolonie von TOP10 F* E. coli wurde mit
einem sterilen Holzstdbchen gepickt und in 2 ml 2 x YT-Medium bei 37°C und 180 rpm
vorkultiviert. Nach 12 - 16 h erfolgte eine 1:100 Verdiinnung der Vorkultur in
2 x YT-Medium. Die Bakterien wurden circa 1,5 - 4 h bis zum Beginn der exponentiellen
Wachstumsphase (optische Dichte (0OD600) von 0,5) bei 37°C weiterkultiviert. Mit
Erreichen dieser optischen Dichte wurde die Bakteriensuspension fiir 5 min auf 4°C
abgekiihlt, dann auf zwei 50 ml-Greiner-Réhrchen verteilt und abzentrifugiert (3.500 rpm,
5 min, 4°C). Der Uberstand wurde verworfen und die Bakterienpellets in je 10 ml
Transformationspuffer 1 (TFB1) resuspendiert. Nach weiteren 10 min Inkubation bei 4°C
erfolgte eine erneute Zentrifugation (5.000 rpm, 5 min, 4°C). Die Pellets wurden in je 2 ml
Transformationspuffer 2 (TFB2) aufgenommen, in 50 pl Aliquots aufgeteilt und bei -80°C
gelagert. Die Zusammensetzung der Transformationspuffer findet sich in Tabelle 14 und die
verwendeten Medien in Tabelle 17.

7 Universitat La Sapienza, Rom, Italien
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2.2.3 Transformation von Bakterien

Unter Transformation wird die Aufnahme von Plasmid-DNA durch prokaryotische
kompetente Zellen verstanden. Es soll eine Amplifikation der Plasmid-DNA durch die
Bakterien erreicht werden. Der im Rahmen dieser Arbeit verwendete E. coli-Stamm
TOP10 F‘ besitzt eine hohe Transformationseffizienz. Wahrend einer 15-miniitigen
Inkubation von 50 pl einer Suspension kompetenter Bakterien mit DNA-L6sung (z. B. einem
Ligationsansatz, siehe Kapitel 2.3.1.5) bei 4°C lagerte sich Plasmid-DNA an die
Bakterienzellwdnde an. Ein anschliefender Hitzeschock von 42°C lief3 die Bakterien die
DNA aufnehmen. Sofort danach wurden die Bakterien in 950 pl LB-Medium ohne Antibiotika
resuspendiert, etwa 30 min bei 37°C und 400 rpm im Thermomixer inkubiert und
anschlieflend auf antibiotikahaltigen LB-Agarplatten ausgestrichen oder in LB-Flissig-
medium weiterkultiviert.

2.2.4 Blau-Weif3-Selektion

Durch Blau-Weif3-Selektion wurden E. coli-Klone identifiziert, die erfolgreich mit einem
Insert tragenden pCR2.1-Vektor transformiert wurden. Der im Rahmen dieser Arbeit
genutzte E. coli-Stamm Top10 F’ besitzt den 3’-Abschnitt des lacZ’-Gens im Genom, welcher
fiir den C-terminalen Teil von -Galaktosidase kodiert. pCR2.1 kodiert fiir den 5’-Abschnitt
des Gens. Die Klonierung von DNA-Fragmenten (siehe Kapitel 2.3.1) in den Vektor erfolgte
tiber eine multiple Klonierungsstelle (MCS, ,multiple cloning site“). Durch Einfiihrung eines
Inserts wird der offene Leserahmen (ORF, ,open reading frame“) fiir die N-terminale
Untereinheit der [3-Galaktosidase zerstort.

Auf ampicillinhaltigen LB-Agarplatten wurden 80 pg / ml des Laktose-Analogons X-Gal und
40 pg / ml des Induktors IPTG mit einem Drigalski-Spatel aufgebracht. -Galaktosidase baut
farbloses X-Gal zu dunkelblauem 5-Brom-4-Chlor-Indigo ab. Auf diese Platten ausplattierte
Bakterien, die den Leervektor aufgenommen hatten, bildeten das funktionelle Enzym und
wuchsen daher in blauen Kolonien, wahrend hingegen Bakterien, die den pCR2.1 samt
Insert trugen, weifde Kolonien bildeten.

2.2.5 Plasmid-DNA-Praparation

2.2.5.1 Mini-DNA-Praparation

Um nach Transformation positive Klone zu finden und Plasmide im kleinen Mafdstab aus
Bakterienkulturen zu isolieren, wurde eine modifizierte Methode nach Holmes und Quigley
(Holmes1981) genutzt. Einzelkolonien wurden mit einem sterilen Holzstdbchen von
LB-Agarplatten gepickt und in Greiner-Réhrchen mit 5 ml ampicillinhaltigem LB-Medium
tiberfiihrt. Die Bakteriensuspension wurde tiber Nacht bei 37°C und 180 rpm im Schiittler
inkubiert. Am nachsten Morgen wurden 1,5 ml der Bakteriensuspension steril in Eppendorf-
Tubes aufgenommen und pelletiert (12.000 rpm, 1 min, RT). Die Gewinnung der Plasmid-
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DNA beruht auf dem Prinzip der alkalischen Lyse. STET-Puffer und eine Inkubation mit
Lysozym fiir 40 sek bei 95°C brachen die Zellwdnde auf, ein anschliefSender
Zentrifugationsschritt (12.000 rpm, 10 min, RT) trennte die DNA im wissrigen Uberstand
von Zelltrimmern. Durch Zugabe von Natriumacetat wurde der pH-Wert der Losung rapide
gesenkt. Dies fithrte zur schnellen Renaturierung von Plasmid-DNA, wahrend die grofiere
genomische DNA nur langsam renaturierte. Eine anschlief}ende 5-miniitige Inkubation mit
[sopropanol fillte die bereits renaturierte Plasmid-DNA aus. Die pelletierte DNA
(12.000 rpm, 5 min, 4°C) wurde mit Ethanol gewaschen, d. h. von Salz- und Pufferresten
befreit, erneut zentrifugiert (12.000 rpm, 5 min, 4°C), bei 50°C im Thermomixer fiir 10 min
luftgetrocknet und anschliefiend in 50 pl ddH20 resuspendiert. Durch Zugabe einer RNAse-
Losung (RNAse A und RNAse T1) wurden RNA-Verunreinigungen der Plasmid-DNA entfernt
und die Reinheit der DNA-LOsung erhoht. So isolierte DNA wurde bei -20°C aufbewahrt.

2.2.5.2 Midi-DNA-Praparation

Fiir die Isolierung groferer und reinerer DNA-Mengen wurde in einem 500 ml
Erlenmeyerkolben eine Kultur von 100 ul Bakteriensuspension in 100 ml ampicillinhaltigem
LB-Medium angesetzt und iiber Nacht bei 37°C im Schiittler inkubiert. Am nachsten Morgen
wurde die Bakteriensuspension in 50 ml-Greiner-Réhrchen tberfiihrt und fiir 10 min mit
6.000 rpm bei RT pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Bakterienpellet mit
dem Invisorb Plasmid Midi Kit (Invitek) nach Herstellerangaben behandelt. Das Prinzip
dieses Kits beruht ebenfalls auf der alkalischen Lyse, die isolierte DNA ist durch Nutzung
von Anionen-Austauscher-Sdulchen jedoch sauberer als bei der Mini-Priaparation. Die
aufgereinigte Plasmid-DNA wurde in 600 pl Elutionspuffer (im Kit enthalten) aufgenommen
und ebenfalls bei -20°C aufbewahrt.

2.3 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

Alle gentechnischen Arbeiten wurden im Rahmen der Gentechnik-Verordnung
(Aktenzeichen: 55-8811.72/67): S2 Anlage und S2-Projekte "Klinik und Poliklinik fir
Neurochirurgie”, genehmigt am 06.05.2009 durch das Sachsische Staatsministerium fiir
Umwelt und Landwirtschaft, durchgefiihrt.

2.3.1 Klonierung

2.3.1.1 Enzymatischer Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen des Typ 2 wurden verwendet, um Plasmide zu linearisieren,
DNA-Fragmente fiir eine Klonierung zu isolieren (prdparativer Verdau) oder um die
Identitdt des Plasmids anhand der charakteristischen DNA-Banden nach Restriktion in
einem Agarosegel zu Uberpriifen (analytischer Verdau). Alle Restriktionsenzyme und ihre
Puffer stammen von Fermentas. Die Reaktionsbedingungen wurden stets nach den Angaben
des Herstellers gewdhlt. Die Restriktionsansitze wurden fiir jeweils 1 h bei der
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erforderlichen Temperatur inkubiert und danach die Enzyme fiir 5 min hitzeinaktiviert.
Anschliefend wurde mittels Agarosegelelektrophorese (siehe Kapitel 2.3.1.3) die DNA
analytischer Restriktionsansatze auf ihre Spezifitat liberpriift, oder die gewiinschten DNA-
Fragmente praparativer Restriktionsansatze mit einem Skalpell ausgeschnitten und aus dem
Gel eluiert (siehe Kapitel 2.3.1.4). Ein typischer Restriktionsansatz ist in Tabelle 26
zusammengefasst.

Tabelle 26 Standard-Restriktionsansatz

Substanz Eingesetztes Volumen oder Konzentration
DNA 2 ug

Restriktionsenzym (10 [U / ml) 1l

10 x Puffer 2 ul

ddH:0 ad. 20 pl

Eine internationale Enzymeinheit (1 IU) wird definiert als die Menge des Enzyms, die benotigt wird, um
unter optimalen Bedingungen 1 pug Substrat-DNA in 1 h zu verdauen.

2.3.1.2 Dephosphorylierung von 5‘-Phosphatresten

Um zu verhindern, dass ein Vektor nach erfolgter Restriktion tliber teil- oder vollkompatible
Enden mit sich selbst ligiert, wurde dieser mit thermosensitiver alkalischer Phosphatase
(FastAP, Fermentas) behandelt. Dieses Enzym dephosphoryliert DNA-Strange am 5’- und
3- Ende und verhindert somit durch Entfernung der aktivierten endstdndigen
Phosphatgruppen eine Religation. Ein in Tabelle 27 beschriebener Standard-Ansatz wurde
fir 15 min bei 37°C inkubiert und anschlieflend die Phosphatase fiir 5 min bei 75°C
hitzeinaktiviert.

Tabelle 27 Standard-Dephosphorylierungsansatz

Substanz Eingesetztes Volumen oder Konzentration
lineare DNA 10 pl

FastAP (1000 IU / ml) 1 ul (110)

10 x Puffer 2ul

ddH:0 ad. 20 pl

Die so dephosphorylierte Vektor-DNA wurde direkt fiir weitere Schritte (z. B. Ligation mit
DNA-Fragmenten, siehe Kapitel 2.3.1.5) verwendet. Ein Aufreinigungsschritt war laut
Herstellerangaben nicht notwendig.

2.3.1.3 Agarosegelelektrophorese

Linearisierte DNA-Fragmente konnen aufgrund ihrer negativen Ladung im elektrischen Feld
aufgetrennt werden. Dabei wandern die Fragmente in Abhdngigkeit von ihrer Grofde
unterschiedlich schnell zur Anode. Die Porengrofie des Gels, die den Auftrennungsbereich
bestimmt, wird liber die Agarosekonzentration eingestellt. Meist wurden 1%ige Agarosegele
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verwendet. Dafiir wurde die entsprechende Menge Agarose in 1 x TAE-Puffer durch Kochen
in einer Mikrowelle geldst, anschliefiend auf etwa 55°C abgekiihlt und in einen horizontalen
Gelschlitten gegossen. Die mit 6 x Ladepuffer versetzten Proben und der Nukleinsdure-
langenstandard (Gene Ruler 1kb plus DNA Ladder, Fermentas) wurden in Geltaschen gefiillt,
die durch das Einsetzen eines Kammes vor Polymerisation der Agarose entstanden waren.
Die Gelkammer wurde mit 1 x TAE-Puffer gefiillt und die Proben durch Anlegen von 7 V pro
1 cm Elektrodenabstand aufgetrennt. Nach der Gelelektrophorese wurden die Gele in einem
Wasserbad mit Ethidiumbromid (c = 0,2 pg / ml) fiir circa 10 min inkubiert. Anschlief3end
wurden die aufgetrennten DNA-Fragmente im UV-Transilluminator analysiert.

2.3.1.4 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Unter UV-Beleuchtung wurden die gewilinschten DNA-Fragmente mit einem Skalpell aus
dem Gel ausgeschnitten, und anschlieféend mit dem GeneJet Gel Extraction Kit von Thermo
Fisher aus der Agarose aufgereinigt und isoliert. Die DNA wurde in ddH20 aufgenommen
und bei -20°C gelagert oder direkt fiir weitere Klonierungsschritte verwendet.

2.3.1.5 Ligation von DNA-Fragmenten mit linearisierten Vektoren

Die Ligation von DNA-Fragmenten mit linearisierten Vektoren erfolgte mit Hilfe einer
FastLink Ligase (Epicentre Biotechnologies) in einem Standard-Ligationsansatz. Die Ligase
katalysiert in Gegenwart von Mg®* lonen und unter ATP-Verbrauch die Bildung von
Diesterbriicken zwischen DNA-Strangenden iiber deren 5’-Phosphatgruppen und
3’-Hydroxylreste. Fiir eine Ligation wurden DNA-Fragment und linearisierter Vektor im
Verhaltnis 5:1 mit der FastLink-Ligase und dem entsprechenden Puffer fiir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Zusammensetzung eines typischen Ligationsansatzes ist in
Tabelle 28 aufgelistet.

Tabelle 28 Standard-Ligationsansatz

Substanz Eingesetztes Volumen oder Konzentration
Insert (PCR-Fragment / DNA) 4 pl

Vektor-DNA 1ul

10 x Reaktionspuffer 2ul

10 mM ATP 0,75 ul

FastLink-Ligase 0,75 ul

ddHz0 ad. 20 pl

Im Anschluss an die Ligation wurde der Ansatz fiir die Transformation kompetenter
Bakterien gemaf? Kapitel 2.2.3 verwendet.
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2.3.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren am Photometer

Nach durchgefiihrter DNA- oder RNA-Praparation wurde der Nukleinsduregehalt durch
Bestimmung der optischen Dichte (OD) am Photometer (Synergy 2 Multi Plate Reader,
Biotek) bestimmt. Das Prinzip der Konzentrationsmessung beruht auf einer Anregung der
nukleinsdurehaltigen Losung bei einer Wellenldnge von 260 und 280 nm. Daraus kann
sowohl die Konzentration als auch der Reinheitsgrad der Losung berechnet werden. Eine
0D260 von 1 entspricht einer Konzentration von 50 ug / ml Doppelstrang-DNA bzw.
40 pg / ml RNA. Der Quotient OD260 zu OD280 gibt Auskunft iiber eine mogliche
Verunreinigung der Probe mit Proteinen. Reine Nukleinsduren liegen bei einem Quotienten
zwischen 1,8 und 2,0 vor. DNA und RNA koénnen allerdings nicht unterschieden werden.
Daher wurde bei einer RNA-Isolation nach der cDNA-Synthese stets eine MECL-PCR (siehe
Kapitel 2.3.7) durchgefiihrt, um sicherzugehen, dass die Probe nicht mit genomischer DNA
verunreinigt war. Nach einer DNA-Isolation wurde verbliebene RNA durch eine RNase
verdaut (siehe Tabelle 9).

2.3.3 DNA-Sequenzierung

Zur Uberpriifung von Klonierungsprodukten wurden diese im Bereich der Insertion eines
neuen Fragments sequenziert (Sanger1975). Alle Sequenzierungen erfolgten durch die Firma
SeqLab, Gottingen, Deutschland. Die bereitgestellten Proben hatten ein Gesamtvolumen von
7 ul, enthielten jeweils 600 ng DNA und 20 pmol Primer. Die von der Sequenzierfirma
ermittelte Basenabfolge wurde mittels des Programms ,ApE“ (Biology Labs, Utah, USA) und
ggf. Nukleotid-BLAST bei der NCBI-Datenbank tiberpriift und der korrekte Einbau des
Inserts verifiziert.

2.3.4 DNA-Isolation

Fiir die Isolation von DNA aus eukaryotischen Zellen wurden 1 x 10° Zellen mittels
Qiashredder-Saulen (Qiagen) homogenisiert und das Zelllysat mit dem QIAamp DNA Mini
and Blood Mini Kit (Qiagen) bearbeitet. Die Konzentration der so gewonnenen DNA wurde
am Photometer bestimmt (siehe Kapitel 2.3.2). Sofern die DNA nicht sofort weiterverwendet
wurde, wurde sie bei -20°C gelagert.

2.3.5 RNA-Isolation

Fir die Isolation von RNA aus eukaryotischen Zellen wurden 1 x 10¢ Zellen mittels
Qiashredder-Saulen (Qiagen) homogenisiert und das Zelllysat mit dem RNeasy Plus Mini Kit
(Qiagen) nach Herstellerangaben in RNase-freier Umgebung (Einsatz von RNase AWAY
Losung) bearbeitet. Die Funktionsweise des Kits basiert auf der ,single-step“ Methode zur
RNA-Isolation (Chomczynski1987). Die Konzentration der so gewonnenen RNA wurde am
Photometer bestimmt (siehe Kapitel 2.3.2). Die RNA wurde bei -80°C gelagert, sofern sie
nicht sofort fiir die cDONA-Synthese weiterverwendet wurde.
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2.3.6 cDNA-Synthese

Mit dem RevertAid cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher) wurden durch eine Reverse
Transkriptase 500 ng RNA in cDNA umgeschrieben. Die Zusammensetzung des Ansatzes
wurde nach Angaben des Herstellers gewahlt und ist in Tabelle 29 aufgefiihrt.

Tabelle 29 Standard-Ansatz fiir Reverse Transkription

Substanz Eingesetztes Volumen oder Konzentration
template-RNA 500 ng

5 x Reaktionspuffer 4 ul

RNase-Inhibitor 1l

dNTP-Mix (jeweils 10 mM) 2ul

Revert Aid Reverse Transkriptase 1l

ddH20 ad. 20 pul

Der Ansatz wurde fiir 1 h bei 42°C im PCR-Thermocycler (Eppendorf) inkubiert,
anschlieffend die Reverse Transkriptase fiir 5 min bei 70°C inaktiviert und die
umgeschriebene cDNA bei -20°C gelagert. Als Kontrollen wurden je ein Ansatz ohne Reverse
Transkriptase, ein Ansatz ohne template-RNA und eine im Kit enthaltene Positivkontrolle
mit GAPDH-RNA mitgefithrt. Zur Uberpriifung der umgeschriebenen cDNA diente
tiblicherweise eine sogenannte MECL-PCR. Dafiir wurde eine Standard-PCR (siehe Kapitel
2.3.7) mit spezifischen Primern durchgefiihrt. War noch genomische DNA in der Probe
enthalten, wurde ein 700 bp Fragment amplifiziert. Lag, wie gewiinscht, ausschliefilich
cDNA vor, war das Fragment 300 bp lang. Als Positivkontrolle fiir die Reverse Transkription
wurden GAPDH-spezifische Primer fiir die Amplifizierung eines 475 bp grofden Kontroll-
fragmentes in einem separaten Ansatz mitgefiihrt. Falls die PCR ergab, dass in der RNA-
Praparation noch genomische DNA enthalten war, wurde ein DNase-Verdau nach Hersteller-
angaben (DNase I Kit, Qiagen) durchgefiihrt und aus der so gereinigten RNA erneut cDNA
synthetisiert.

2.3.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion (,polymerase chain reaction“, PCR)
(Mullis1986) ermoglicht die in vitro Vervielfaltigung eines definierten DNA-Abschnittes
zwischen zwei Oligonukleotiden, die gegenlaufig an die beiden komplementdren DNA-
Strange gebunden sind. Voraussetzung hierfiir ist die Kenntnis der Sequenzen, die den zu
amplifizierenden Bereich flankieren und die Verfligbarkeit geeigneter Oligonukleotid-
Primer. Durch mehrmalige Wiederholung eines Zyklus’, der sich im Allgemeinen aus den
folgenden drei Teilschritten zusammensetzt, kommt es zur exponentiellen Vervielfaltigung
eines bestimmten DNA-Fragmentes. Im ersten Schritt, der Denaturierung, wird durch eine
Erhéhung der Temperatur auf 95°C der DNA-Doppelstrang in seine Einzelstrange
aufgetrennt. Im zweiten Schritt, dem Annealing, erfolgt nach der Abkiihlung auf eine
bestimmte Temperatur die Anlagerung der Oligonukleotid-Primer an die jeweils
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komplementdren DNA-Einzelstrange in den flankierenden Bereichen des zu verviel-
faltigenden DNA-Abschnittes. Die Primer werden im ndchsten Schritt von der DNA-
Polymerase als Startermolekiile fiir die Polymerisationsreaktion bendétigt. Wahrend des
dritten Schrittes, der Elongation, heftet eine thermostabile Polymerase Desoxyribo-
nukleotid-Triphosphate (dNTPs) passend zur DNA-Matrize an die freien 3’-OH-Primer-
Enden und synthetisiert somit den jeweils komplementdren DNA-Strang. Mit jedem Zyklus
verdoppelt sich die Anzahl der Matrizen-DNA-Molekiile. Auflerdem koénnen durch
Oligonukleotide mit entsprechendem Uberhang Restriktionsschnittstellen fiir spezifische
Endonukleasen eingefiligt werden.

In dieser Arbeit wurde das DreamTaq PCR-Set von Thermo Fisher verwendet. Die dNTPs
([c] je 100 mM) und 10 x Reaktionspuffer (enthidlt 20 mM Mg**) wurden mitgeliefert und
gemafd den Empfehlungen des Herstellers eingesetzt. Fir die sequenzspezifische
Hybridisierung der Primer an die Matrizen-DNA (Annealing) wurde eine vereinfachte
Formel zur Berechnung der Schmelztemperatur (Tm) verwendet:

Tm[°C] = 2°C x (A+T) + 4°C x (G + C)

Formel 1 Berechnung der Primer-Schmelztemperatur

Die Amplifizierung des PCR-Produkts wurde tiberpriift, indem circa 10 ul des Ansatzes in
einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt wurden (siehe Kapitel 2.3.1.3). Der restliche PCR-
Ansatz wurde, falls erforderlich, direkt fiir weitere Klonierungsschritte (wie in Kapitel 2.3.1
beschrieben), weiterverwendet. Die Zusammensetzung einer Standard-PCR-Reaktion ist in
Tabelle 30 und der Ablauf einer Standard-PCR-Reaktion in Tabelle 31 aufgefiihrt.

Tabelle 30 Standard-PCR-Ansatz

Substanz Eingesetztes Volumen oder Konzentration
template-DNA 1pl

10 x Reaktionspuffer 2ul

dNTP-Mix (jeweils 100 mM) 0,25 pl

DreamTaq Polymerase 0,10 pl

Primer forward (100 pmol / pl) 0,50 pl

Primer revers (100 pmol / pl) 0,50 pl

ddH-0 ad. 20 pl
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Tabelle 31 Standard-PCR-Ablauf

Programm-Abschnitt Temperatur Dauer

1 Initiation 94°C 4 min

2 Denaturierung 94°C 30 - 50 sek

3 Annealing abhingig von Primer-Tm 30 - 50 sek

4 Elongation 72°C 30 - 90 sek (abhingig von
Fragmentgrofie, circa
1.000 bp pro Minute)

5 Wiederholung Schritt 2 - 4 35x

6 Extension 72°C 10 min

2.3.8 ELISA

Mit Hilfe des Human CXCL12/SDF-1 DuoSet (R&D) und des Human INFy ELISA Set (BD)
wurde die Sekretion von Zytokinen in den Zellkulturiiberstand von Zellen untersucht. Der
ELISA (,enzyme linked immunosorbent assay“) bindet dabei Zytokine aus einem Medium
durch spezifische Antikorper, die an den Boden einer 96-Wellplatte gebunden sind
(,capture antibodies“). Ein zweiter spezifischer, biotingekoppelter Antikérper (,detection
antibody“) wird hinzugegeben. Anschliefend wird durch Gabe von Streptavidin-
Meerrettichperoxidase ein Substrat in einen Farbstoff umgesetzt. Der Farbumschlag ist bei
450 nm im Photometer messbar.

Um die SDF-1a-Ausschiittung zu tiberprufen, wurden 25.000 am Vortag in 6-Well-Platten
ausgesate SDF-1a-sekretierende Zellen fiir 24 h in 2 ml Hungermedium inkubiert, dann die
Zellkulturiiberstinde (ZKU) abgenommen und 150 pl ZKU fiir einen ELISA eingesetzt. Als
Negativkontrollen wurden mit EGFP transduzierte Ausgangszellen sowie eine
Mediumkontrolle eingesetzt. Fiir die SDF-1a-Bestimmung wurde der jeweilige ZKU 1:10
verdinnt.

Fiir die Bestimmung der INFy-Ausschiittung aktivierter NK-Zellen wurde eine
Kokultivierung angesetzt (siehe Kapitel 2.5.8.3). Als Negativkontrollen wurden Wildtyp-
Ausgangszellen sowie eine Mediumkontrolle eingesetzt. Hier betrug der Verdiinnungsfaktor
des ZKU 1:500. Die INFy-Bestimmung wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Rebekka Wehner
(TU Dresden, Institut fiir Immunologie) durchgefiihrt.

Je drei unabhingige Messungen im Duplett erfolgten im Synergy 2 Multi-Mode Microplate
Reader (Biotek). Die Mediumkontrolle (ohne Zytokine) wurde von den Messwerten
subtrahiert und diese mit dem Verdiinnungsfaktor multipliziert. Aufderdem wurde bei
beiden ELISA-Assays ein Standard mit bekannter Konzentration von rekombinantem
Zytokin mitgefiihrt und aus dessen Eichkurve die unbekannte Konzentration der Zytokine
im Medium bestimmt.
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2.4 PROTEINBIOCHEMISCHE METHODEN

2.4.1 Aufreinigung sekretierter Antikorper aus Zellkulturiiberstanden

Der scFv(MR1.1) (,single chain fragment variable“, Einzelkettenantikdrper) wurde im
Rahmen dieser Arbeit in einem eukaryotischen Expressionssystem hergestellt und
aufgereinigt. Hierfiir wurden HEK 293T mit dem Vektor pSeqTag-MR1.1-BAP transfiziert
(siehe Kapitel 2.5.2) und die Zellkulturiiberstande nach fiinf Tagen Kultivierung in 50 ml
Greiner-Rohrchen gesammelt (Lagerung bei 4°C).

2.4.1.1 Affinitdtschromatographie mittels Ni-NTA-Sdulchen

Zur Aufreinigung des Antikorpers aus dem Zellkulturiiberstand wurden Ni-NTA-Sdulchen
(Qiagen) verwendet. Diese Saulen wurden zundchst mit 3 ml Imidazol (10 mM) aquilibriert
und dreimal mit PBS gewaschen. 50 ml Zellkulturiiberstand wurden zentrifugiert
(14.000 rpm, 20 min, RT) um Zellschrott zu entfernen, dann auf die Ni-NTA-Saulchen
aufgetragen und mittels Vakuumpumpe filtriert. Da der scFv(MR1.1) einen His-Tag tragt,
bindet er zunachst an die Saule. Der Durchfluss wurde verworfen. Als nachstes wurden die
Ni-NTA-Sdulen mit Imidazol in verschiedenen Konzentrationen gewaschen. Der erste
Waschschritt erfolgte mit 10 mM Imidazol (500 pl) bei 3.500 rpm fiir 3 min bei RT. Der
zweite Waschschritt erfolgte mit 20 mM Imidazol (500 pl) ebenso bei 3.500 rpm fiir 3 min
bei RT. Die Filtrate wurden jeweils in 2 ml Eppendorf-Tubes gesammelt. In den folgenden
Schritten wurde Imidazol im Uberschuss zugegeben. Es verdringte die Bindung des His-
Tags an die Saule und fithrte somit zur Elution des Einzelkettenantikorpers. Elution 1 und 2
erfolgten mit 500 pl von 350 mM Imidazol (3.500 rpm, 3 min, RT).

2.4.1.2 Dialyse

Um das Imidazol zu entfernen, musste das scFv(MR1.1)-Filtrat dialysiert werden. Eine
spezielle Dialysemembran (SpectraPor Dialysis Membrane, Carl Roth) wurde mit dem Filtrat
befiillt und iiber Nacht bei 4°C unter stindigem Riihren in 2 1 PBS gelegt, wodurch es zu
einem osmotischen Austausch des Imidazols durch PBS kam. Die Aufreinigung des
Einzelkettenantikdrpers wurde anschliefend tliber eine Proteinbestimmung (siehe Kapitel
2.4.3) sowie SDS-Gelelektrophorese (Kapitel 2.4.4) und Immunoblot (Kapitel 2.4.5)
tiberpriift.

2.4.2 Milde Lyse

Um aus eukaryotischen Zellen das Gesamt-Proteom fiir weiterfiihrende Analysen zu
gewinnen, wurden adhdrente Zellen abtrypsiniert (siehe Kapitel 2.5.1) bzw. Suspensions-
zellen samt Medium abgenommen. Die Zellen wurden pelletiert (1.200 rpm, 5 min, 4°C),
einmal mit eiskaltem PBS gewaschen und erneut zentrifugiert (1.200 rpm, 5 min, 4°C). Der
Uberstand wurde griindlich entfernt, das Zellpellet in 100 - 500 ul eiskaltem RIPA-
Lysepuffer resuspendiert und in ein 1,5 ml Eppendorf-Tube tiberfiihrt. Nach 30 min auf Eis
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und mehrmaligem Vortexen wurden die Lysate mindestens fiir eine Nacht bei -80°C einge-
froren. Nach dem Auftauen auf Eis wurde das Lysat zentrifugiert (12.000 rpm, 5 min, 4°C)
und der proteinhaltige Uberstand in ein neues Eppendorf-Tube {iberfiihrt, um ihn von
pelletiertem Zellschrott zu befreien. Die Konzentration der Proteinlésung wurde
anschlieflend mittels BCA (siehe Kapitel 2.4.3) bestimmt oder das Lysat bis zur weiteren
Verwendung erneut bei -80°C eingefroren.

2.4.3 Proteinbestimmung

Die BCA-Proteinbestimmung (Smith1985) nutzt die sogenannte Biuret-Reaktion. Proteine
bilden mit Cu®* Ionen in alkalischer Lésung einen Komplex. Werden diese Kupferionen
durch die Proteine zu Cu* reduziert, bilden sie mit Bicinchonininsdaure (BCA) einen violetten
Komplex. Durch diese Komplexbildung wird das Absorptionsmaximum der Losung
verschoben, der Farbumschwung ist am Photometer bei einer Wellenldnge von 560 nm
messbar.

Von den zu bestimmenden Proteinproben (siehe Kapitel 2.4.1) wurden mit RIPA-Lysepuffer
eine 1:5 und eine 1:10 Verdiinnung hergestellt. Die Verdiinnungen wurden in Tripletts von
jeweils 10 pl in einer 96-Well-Platte aufgetragen und diese mit 200 pl BCA-Losung (frisch
hergestellt nach Herstellerangaben aus Losung A und B im Verhaltnis 50:1) versetzt. Nach
einer 30-minttigen Inkubation bei 37°C wurde der Farbumschwung am Synergy 2 Multi-
Mode Microplate Reader (Biotek) gemessen. Mit Hilfe eines ebenfalls mitgefiihrten BSA-
Standards wurde eine Eichkurve erstellt und der Proteingehalt der unbekannten Proben als
Mittelwert bestimmt.

2.4.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei der diskontinuierlichen Gelelektrophorese nach Laemmli (Laemmlii970) werden
Proteine in einem Sammelgel (5 % Acrylamid) und einem Trenngel (8 - 12 % Acrylamid)
aufgetrennt. Denaturierende Reaktionsbedingungen (p-Mercaptoethanol im Laemmli-
Probenpuffer, Kochen bei 95°C) entfalten die Proteine und reduzieren Cysteinbriicken. Die
Zugabe von SDS fiihrt zur Maskierung der Eigenladung, so dass alle Proteine die gleiche
negative Ladung besitzen und im elektrischen Feld ausschlief3lich aufgrund ihres
Molekulargewichts aufgetrennt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Gele
verwendet:
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Tabelle 32 Zusammensetzung von Acrylamid-Gelen fiir die SDS-Gelelektrophorese

Komponenten Sammelgel Trenngel Trenngel
5% 10 % 12 %

ddH:0 2,8 ml 4,9 ml 4,4 ml

30 % Acrylamid 0,6 ml 2,5 ml 3,0 ml

Trenngelpuffer - 2,5 ml 2,5 ml

Sammelgelpuffer 0,6 ml - -

20 % SDS 25l 50 ul 50 ul

10 % APS 50 pl 80 ul 80 ul

TEMED 5ul 10 pl 10 pl

Zunachst wurde das Trenngel gegossen und mit Isopropanol iliberschichtet. Nach dem
Auspolymerisieren des Gels wurde das Isopropanol vollstdndig entfernt und das Sammelgel
iiber dem Trenngel aufgetragen. Bis zum Auspolymerisieren des Sammelgels wurde ein
Probenkamm luftblasenfrei eingesetzt. Die so entstandenen Taschen wurden anschlief3end
mit Laufpuffer gespiilt. Die Proteinproben wurden 1:1 mit 2 x Laemmlipuffer versetzt und
fiir 10 min bei 95°C in einem Thermomixer aufgekocht. Danach wurden je 50 pg der Proben
in die Sammelgel-Taschen aufgetragen. Die Gele wurden in Elektrophoresekammern (Bio-
Rad) eingesetzt und mit Laufpuffer tiberschichtet. Die Auftrennung der Proteinproben
erfolgte im Sammelgel bei 80 V und im Trenngel bei 120 V. Die Stromstarke betrug nicht
mehr als 20 mA. Um das Molekulargewicht der Proteinproben abschatzen zu kénnen, wurde
ein Proteingrof3enstandard (Fermentas) mitgefiihrt.

2.4.5 Der ,Semidry“-Western Blot von Proteinen auf PVDF-Membranen

Nach der Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE wurden die negativ geladenen
Proteine mit einem Semidry-Blotter (Bio-Rad) in einem elektrischen Feld auf eine PVDF-
Membran transferiert. In Vorbereitung des Blottens wurden Whatman-Filterpapiere mit
Anodenpuffer I, Anodenpuffer II und Kathodenpuffer getrankt und die PVDF-Membran mit
Methanol aktiviert. Die verschiedenen Filterpapiere, das SDS-Acrylamidgel sowie die PVDF-
Membran wurden luftblasenfrei libereinandergeschichtet, der Blot erfolgte bei 25 V fiir
45 min bei RT.

2.4.6 Immunologischer Nachweis von Proteinen auf PVDF-Membranen

Der Nachweis von Proteinen erfolgte durch spezifische Antikérper. Der primare Antikorper
ist gegen Epitope des Zielproteins gerichtet, wahrend der an Meerrettichperoxidase (,horse
radish peroxidase“, HRP) gekoppelte sekundiare Antikorper speziesabhdngig an den
konstanten Bereich des ersten Antikorpers bindet. Die HRP setzt das Substrat Luminol in
der Detektionslosung Luminata forte (Millipore) um. Die dabei freigesetzte
Chemilumineszenz wurde im Bioimager LAS3000 (Fujifilm) bei verschieden
Belichtungszeiten gemessen. Die Bildbearbeitung erfolgte anschlief3end mit Photoshop CS5
(Adobe) und die Quantifizierung der Lichtsignale mit dem Programm Image] (NIH, USA). Die
einzelnen Arbeitsschritte nach dem ,semidry“-Western Blot sind in Tabelle 33 aufgelistet.
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Tabelle 33 Ubersicht Arbeitsschritte beim immunologischen Nachweis von Proteinen

Arbeitsschritt Inkubationsdauer Temperatur
Inkubation mit Blockierlosung 1h RT
(I fir Phosphoproteine, I fiir alle anderen)
Inkubation mit primirem Antikérper 1h RT
oder 1. N. 4°C
Waschen der Membran mit 1 x TBS-TT 3x 10 min RT
Waschen der Membran mit 1 x TBS 1x 10 min RT
Inkubation mit sekundarem Antikorper 1h RT
Waschen der Membran mit 1 x TBS-TT 3x 10 min RT
Waschen der Membran mit 1 x TBS 1x 10 min RT
Inkubation der Membran mit Detektionsléosung 1 min RT
Detektion der Chemilumineszenz 30 sek - 15 min RT

Sollte die Membran fiir einen weiteren immunologischen Nachweis genutzt werden, wurden
anschlieflend die gebundenen Antikdrper durch das sogenannte ,Stripping” (siehe 2.4.7)
abgelost.

2.4.7 ,Stripping“ von PVDF-Membranen

Diese Methode (,to strip“, ablosen) ermdglicht nach vollstandigem Ablosen der an ihre
Epitope gebundenen Antikdrper eine erneute Detektion von Proteinen mit anderen
Antikorpern. Die Membran wurde hierfiir nach der Detektion kurz mit TBS gewaschen und
fir 60 min bei 55°C im Wasserbad in Strippingpuffer mit 3-Mercaptoethanol inkubiert.
Danach wurde die Membran erneut mit TBS gewaschen und fiir 1 h mit 5 % BSA (Blockier-
16sung II) oder 5 % Milch (Blockierlésung I) blockiert. Das weitere Vorgehen entsprach der
Beschreibung in Kapitel 2.4.6. Da sowohl die Waschschritte mit dem Tween20-haltigen
Waschpuffer als auch die Behandlung mit 3-Mercaptoethanol dazu fiihren, dass sich ein Teil
der Proteine von der PVDF-Membran 16st oder dass Phosphogruppen durch die Inkubation
mit milchpulverhaltiger Blockierlosung dephosphoryliert werden, wurden Membranen
generell nicht haufiger als zweimal mit verschiedenen Antikérpern inkubiert.

2.5 ZELLBIOLOGISCHE METHODEN

2.5.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden unter sterilen Bedingungen an einer Laminar-Air-
Flow HERAsafe (Heraeus) Sterilbank durchgefiihrt und Zellen im Brutschrank bei 37°C,
5 % CO2-Atmosphire und 80 % Luftfeuchte gelagert. Einen Uberblick iiber die im Rahmen
dieser Arbeit verwendeten Zellen gibt Tabelle 25. Adharente Zelllinien wurden in liegenden
Zellkulturflaschen kultiviert, Suspensionszellen in stehenden Zellkulturflaschen. Ein
Mediumwechsel erfolgte spatestens aller drei Tage. Adhdrente Zellen wurden vereinzelt,
wenn der Boden der Zellkulturflasche zu 80 - 100 % von einem konfluenten Zellrasen
bewachsen war. Hierfiir wurde das verbrauchte Medium abgesaugt, der Zellrasen vorsichtig
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mit PBS gespiilt und danach fiir 5 min mit 2 ml einer Trypsin-EDTA-L6sung benetzt. Danach
wurde die enzymatische Reaktion durch Zugabe von 8 ml FKS-haltigem Medium abgestoppt
und die Zellen mit 1.200 rpm fiir 5 min bei RT pelletiert. Suspensionszellen wurden aller
drei Tage pelletiert (1.200 rpm, 5 min, RT). Die pelletierten Zellen wurden in 1 ml frischem
Medium resuspendiert, in der Zellkulturflasche frisches Medium vorgelegt und - je nach
Zelllinie oder Bedarf - 1/5 bis 1/100 der Zellsuspension oder aber eine definierte Zellzahl
fiir weiterfiihrende Experimente eingesat.

2.5.1.1 Bestimmung der Lebendzellzahl

Die Lebendzellzahl wurde in eine Neubauer-Zahlkammer aus einer 1:10 Verdiinnung von
Zellsuspension mit Trypanblau (0,4 %, v / v) bestimmt. Die Berechnung der Lebendzellzahl
erfolgte nach unten stehender Formel. Die gewiinschte Zahl an vitalen Zellen wurde dann
mit addquatem Medium eingestellt.

Zahl lebender Zellen in 64 Feldern
4

Zellzahl [ ml = x Verdinnungsfaktor 10 x 10.000

Formel 2 Berechnung Lebendzellzahl

2.5.1.2 Isolation von primdren humanen NK-Zellen aus peripherem Blut

Alle Arbeiten mit Blut wurden nach Aufklarung und schriftlicher Einwilligung der Spender
im Rahmen des Ethik-Votums der Ethik-Kommission: "Phdnotypische und funktionelle
Untersuchungen von peripheren mononukledren Zellen (Nattirliche Killerzellen, T-Zellen)
im Rahmen der Immunabwehr von Tumoren" (Aktenzeichen: EK242102007) durchgefiihrt.

Circa 50 ml vendses Blut wurde in handelsiiblichen EDTA-Réhrchen abgenommen und
primédre NK-Zellen iiber eine Dichtegradienten-Zentrifugation in einem Ficoll-Gradienten
isoliert. Das periphere EDTA-Blut wurde 1:1 mit PBS vermischt, 20 ml Ficoll-Losung in
50 ml Greiner-Rohrchen vorgelegt und diese vorsichtig mit 30 ml des verdiinnten Bluts
liberschichtet. In einem Zentrifugationsschritt (1.500 rpm, 25 min, RT, ohne Bremse) wurde
das Blut aufgrund der unterschiedlichen Dichte seiner Bestandteile aufgetrennt. Die
schweren Erythrozyten sammelten sich am Boden, dartiber befanden sich die Ficoll-Losung
und das Serum. Die peripheren mononukledren Blutzellen (,peripheral blood mononuclear
cells“, PBMC) lagen in der Interphase zwischen Ficoll und Serum. Sie wurden mit Hilfe einer
Serumpipette abgenommen und in ein neues 50 ml Greiner-Réhrchen {berfiihrt. Die
isolierten PBMC wurden dreimal mit 10 ml eiskaltem PBS gewaschen und zentrifugiert
(1.200 rpm, 10 min, 4°C), anschlieflend in 2 ml PBS resuspendiert und mit Hilfe einer
Neubauer-Kammer gezahlt (siehe Kapitel 2.5.1.1). Zweimal 200.000 Zellen wurden fiir eine
fluoreszenzanalytische Messung am Ende der Isolation abgenommen und auf Eis verwahrt.
Die restliche PBMC-Suspension wurde erneut zentrifugiert (1.200 rpm, 10 min, 4°C), der
Uberstand verworfen. Pro 107 Zellen wurden 40 pl PBS, 10 pl NK Cell Biotin Antibody
Cocktail und 20 pl NK Cell anti-Biotin-Microbead Cocktail (beides NK Cell Isolation Kit,
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Miltenyi) eingesetzt. Der biotingekoppelte  Antikorper-Cocktail besteht laut
Herstellerangaben aus Antikorpern gegen Antigene, die nicht auf NK-Zellen exprimiert
werden. Die magnetischen Microbeads sind mit anti-Biotin-Antikérpern beladen. Nicht-NK-
Zellen wurden so mit den Beads markiert und im magnetischen Feld eines MACS Separators
(Miltenyi) in einer MACS-Saule (LS Column, Miltenyi) zuriickgehalten, wahrend NK-Zellen
die Sdule ungehindert passierten und sich im Durchfluss anreicherten. Die NK-Zellen des
Durchflusses wurden in einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt und wieder zweimal
200.000 Zellen fir die anschliefdende fluoreszenzanalytische Messung abgenommen. Die
restlichen NK-Zellen wurden in 24-Well-Platten mit supplementiertem CellGro-Medium
(CellGro (komplett), siehe Tabelle 18) in Kultur genommen (siehe Kapitel 2.5.1), und zudem
mit dem NK Cell Activation / Expansion Kit (Miltenyi) inkubiert. Dieses Kit besteht aus anti-
Biotin MACSiBead Partikeln und biotinylierten Antikérpern gegen NKp46 und CD2. Durch
Kultivierung der frisch isolierten, ruhenden, primaren NK-Zellen mit diesen Antikérpern in
einem 2:1-Verhaltnis wurden die Zellen sowohl aktiviert als auch zur Proliferation angeregt.

2.5.1.3 Einfrieren und Auftauen von eukaryotischen Zelllinien

Fiir die langfristige Aufbewahrung von Zelllinien wurden diese kryokonserviert. Hierfiir
wurden 1 x 106 Zellen pelletiert (1.200 rpm, 5 min, RT), einmal mit PBS gewaschen und in
Kryorohrchen mit Einfriermedium (siehe Tabelle 18) griindlich resuspendiert. In einem
Kryokonservierungsgefafd mit Isopropanol wurden die Zellen bei -80°C sehr langsam (circa
1 K / min) eingefroren, damit sich keine Eiskristalle bildeten. Anschlieféend wurden die
Kryokonserven bei -196°C in fliissigem Stickstoff gelagert.

Zum Ansetzen einer Kultur aus eingefrorenen Zellen wurden die Kryoréhrchen unter
fliefend warmem Wasser aufgetaut und der Inhalt sofort in ein Greiner-Réhrchen mit 5 ml
Medium fiberfithrt. Nach Abzentrifugation (1.200 rpm, 5 min, RT) wurde der Uberstand
abgesaugt und somit das zytotoxische DMSO entfernt. Das Zellpellet wurde in frischem
Medium resuspendiert, in eine Kulturflasche iiberfiihrt und diese im Brutschrank gelagert.
Nach spatestens 24 h wurde ein erneuter Mediumwechsel durchgefiihrt.

2.5.2 Transiente Transfektion mit Polyethylenimin

Als Transfektion bezeichnet man das Einschleusen von Fremd-DNA in eine Wirtszelle. In
dieser Arbeit wurden HEK 293T mit dem kationischen Polymer Polyethylenimin (PEI)
transfiziert, der nukleinsdaurebindende und -kondensierende Eigenschaften besitzt. Wird
negativ geladene DNA mit PEI vermischt, bilden sich DNA-Polykation-Komplexe, die von den
HEK 293T via Endozytose aufgenommen werden. Durch den sogenannten Protonsponge-
Effekt des Polykations wird einer Degradierung von DNA entgegengewirkt, so dass ein
effizienter Transfer stattfindet (Boussif1995). Die PEIl-Transfektion wurde genutzt, um
sekretierten Einzelkettenantikorper oder virushaltige Zellkulturiiberstande zu produzieren.
Die Arbeitsschritte sind in Tabelle 34 aufgelistet. Die Gabe von Natriumbutyrat verstarkt die
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Aktivitat des in den Verpackungsplasmiden (siehe Tabelle 21) kodierten Zytomegalovirus-
Promoters (CMV) und fiihrt so zu einer verbesserten Expression der eingebrachten Fremd-
DNA (Soneoka1995).

Tabelle 34 Ablauf der Transfektion eukaryotischer Zellen mit Polyethylenimin

Tag 1 Substanz 10 cm Schale
HEK 293T-Zellen aussien Zellen pro Schale 4x 106
Medium pro Schale 6 ml
Tag 2 Substanz 5 ml Greiner-Rohrchen
PEI-Losung ansetzen PEI (1 mg / ml) 45 ul
DMEM (ohne) 955 pl
DNA-LOsung ansetzen Gesamt-DNA 15 pg
DMEM (ohne) ad. 1.000 pul
PEI und DNA mischen PEI-L6ésung 1.000 pl
DNA-Losung 1.000 pl

vorsichtig aber griindlich mischen,

15 - 30 min Inkubation bei RT

Mediumwechsel bei HEK 293T in 10 cm Schalen mit 4 ml
DMEM (15 %), 2 ml PEI-DNA-Mix zugeben

Zellen Giber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubieren

Tag 3 Substanz 10 cm Schale
Natriumbutyrat-Induktion Natriumbutyrat (500 mM / ml) 120 pl (10 mM / ml)
Mediumwechsel nach 6 - 8h DMEM (komplett) 5ml

Zellen tiber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubieren

2.5.3 Generierung von lentiviralen Zellkulturiiberstanden

Zur Generierung lentiviraler Zellkulturiiberstinde (ZKU) wurde das Drei-Plasmid-System
nach Soneoka (Soneokal1995) eingesetzt, da es eine sichere Methode darstellt, nach
transienter Transfektion rekombinante replikationsinkompetente Vektoren fiir einen
viralen Gentransfer zu generieren. Das modifizierte virale Genom integriert stabil in das
Zielzell-Genom, wodurch eine bestindige und langfristige Expression des eingebrachten
Transgens auch in ruhenden Zielzellen ermdéglicht wird. Das in dieser Arbeit verwendete
lentivirale System beruhte auf dem Humanen Immundefizienz-Virus 1 (HIV-1). Der
eukaryotische Expressionsvektor pCD/NL-BH liefert die Information fiir das gruppen-
spezifische Antigen (Gag) und das virale Proenzym (Pol), der Vektor pcz-VSV-G kodiert fiir
das Hiillprotein (Env). Der dritte eingebrachte Vektor tragt das modifizierte virale Genom,
welches unter anderem fiir das gewtlinschte Transgen kodiert.
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In dieser Arbeit wurden HEK 293T als Verpackungszellen zur Gewinnung replikations-
inkompetenter lentiviraler Partikel genutzt. Nach der transienten Transfektion von HEK
293T (siehe Kapitel 2.5.2) mit jeweils 5 pg der drei Plasmide produzierten diese Zellen
virale Vektorpartikel und setzten sie ins Medium frei. Der ZKU wurde am vierten Tag
abgenommen, mit einem 0,45 um Filter sterilfiltriert und frisch fiir die Transduktion von
Zielzellen eingesetzt.

2.5.4 Stabile Transduktion

2.5.4.1 Transduktion von Zelllinien

Wenn fremde DNA mittels eines Virus in die Zielzellen iibertragen wird, spricht man von
Transduktion. Hierfiir wurden 12 h vor Transduktion 1 x 106 Zielzellen in kleinen Zell-
kulturflaschen oder in 6-Well-Platten eingesat und am nachsten Tag mit dem von HEK 293T
produzierten Virusiiberstand inkubiert. Dem ZKU wurde 8 pg / ml Polybren hinzugefiigt.
Eine zweite Transduktion erfolgte nach 8 - 24 h, eine dritte nach 48 h.

Um moglichst eine Reinpopulation von transduzierten Zellen zu generieren, folgte ein
Selektionsschritt mit dem Antibiotikum, dessen Resistenzgen auf der eingebrachten Fremd-
DNA kodiert war. Verwendete Antibiotika und Konzentrationen sind in Tabelle 3 aufgelistet.

2.5.4.2 Transduktion von primaren humanen NK-Zellen

Fiir die Transduktion von primdren humanen NK-Zellen wurde auf eine hohe MOI
(,multiplicity of infection“) von mindestens 30 geachtet, da nur hohe Virustiter zu
ausreichenden Transduktionseffizienzen flihren (siehe Kapitel 2.5.4.3). Da mit der in Kapitel
2.5.4.1 beschriebenen Weise keine ausreichende Expression vor allem der grofen chimaren
Rezeptorkonstrukte (siehe Tabelle 22) erreicht werden konnte, wurde ein abgewandeltes
Protokoll nach Sutlu et al. (Sutlu2012) angewandt. Primdre humane NK-Zellen wurden ab
Tag 2 nach Isolation mit Virustiiberstand inkubiert. Zusatzlich zu 8 pg / ml Polybren wurden
1000 IU / ml IL-2, 20 ng / ml IL-21 und 2,5 pM BX795 beigefiigt. Mit Gabe der Zytokine
wurde gewahrleistet, dass die primdren Zellen auch wahrend der Transduktion
proliferieren und ausreifen. Zudem wurde eine Spin-Transduktion durchgefiihrt, d. h. die im
Virusiiberstand resuspendierten NK-Zellen wurden fiir 1 h mit 1.800 rpm bei 37°C
zentrifugiert, ehe sie fiir 6 - 8 h bei 37°C im Brutschrank weiterkultiviert wurden. Danach
wurde der Virusiiberstand abgenommen und die NK-Zellen in CellGro-Medium (komplett)
resuspendiert. Die Transduktion primadrer NK-Zellen wurden zweimal wiederholt. Danach
wurden die Zellen fiir 4 bis 6 Tage weiterkultiviert, ehe sie fiir 6 h mit dem jeweiligen
Antibiotikum (siehe Tabelle 3) selektioniert und Transduktionseffizienzen mittels
Durchflusszytometrie (siehe Kapitel 2.5.5) tiberpriift wurden.
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2.5.4.3 Virustiterbestimmung und Berechnung der ,,multiplicity of infection“

Um den Titer der generierten Viren zu bestimmen, wurden Plasmide mit einem EGFP-
Markergen verwendet. Fiir virale Partikel mit Puromycin-Resistenz tragender Fremd-DNA
wurde vorausgesetzt, dass sie aufgrund der gleichen Plasmidgrofie tiber eine dhnliche
Transduktionseffizienz verfiigen.

Am Vortag der Virustiterbestimmung wurden 100.000 HT1080-Zellen in 24-Well-Platten
eingesat. Am nichsten Tag wurde der ZKU entfernt und durch 1 ml virushaltigen ZKU
ersetzt. Dieser wurde entweder unverdiinnt oder verdiinnt mit Medium 1:10, 1:100, 1:1.000
und 1:10.000 eingesetzt. Nach 6 - 8 h erfolgte ein Mediumwechsel. Am Tag nach der
Transduktion wurde mittels durchflusszytometrischer Analyse (siehe Kapitel 2.5.5) der
Prozentsatz griin fluoreszierender Zellen im FL-1-Kanal bestimmt und der Titer des
eingesetzten viralen Uberstands berechnet.

% EGFP — mock
100

Titer = 21n (1 - [ ]) x Verdinnungsfaktor x Zellzahl

Formel 3 Berechnung Virustiter

Fiir den ,mock” wurden Zellen eingesetzt, die nicht fluoreszieren. In die Berechnung flossen
weder Werte ein, die kleiner als der dreifache Negativwert waren, noch solche mit einem
Prozentsatz von EGFP-positiven Zellen grofler 80. Anhand des Titers, der fiir die
Transduktion eingesetzten Zellzahl (in dieser Arbeit stets 100.000 Zellen) und der
gewiinschten MOI (,multiplicity of infection) von mindestens 30 wurde das benotigte
Volumen des virushaltigen ZKU fiir die Transduktion bestimmt.

MOI x Zellzahl
Titer

V (virushaltiger ZKU) =

Formel 4 Berechnung benétigtes Volumen an virushaltigem ZKU fiir eine bestimmte MOI

2.5.5 Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie konnen Zellen im FACS-Gerat (,fluorescence activated
cell sorter”, MACS Quant, Miltenyi) auf Grof3e und Granularitat bzw. auf das Vorhandensein
bestimmter Antigene untersucht werden. Im FACS-Gerat werden einzelne Zellen aus einer
Zellsuspension in einem kontinuierlichen, laminaren Hillstrom fokussiert und passieren
einzeln einen monochromatischen Argonlaser (488 nm). Empfindliche Photo-
multiplikatoren detektieren sowohl das im rechten Winkel abgestrahlte Seitwartsstreulicht
(SSC), welches ein Mafd fiir die intrazelluldre Granularitit ist, als auch das Vorwarts-
streulicht (FSC), welches mit der Grofie der Zelle korreliert. So konnen Zellfragmente
erkannt und aus der Auswertung ausgeschlossen werden. Aufderdem kann die emittierte
Fluoreszenz in drei Kandlen bei unterschiedlichen Wellenldangen (FL-1: 530 nm; FL-2: 597
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nm; FL-3: 650 nm) gemessen werden. Mit Hilfe von spezifischen Antikérpern koénnen
definierte Antigene auf der Oberflache von Zellen oder intrazytoplasmatisch detektiert und
eine Phanotypisierung durchgefiihrt werden. Die spezifischen Antikorper sind entweder
direkt mit fluoreszierenden Farbstoffen konjugiert, oder die Detektion erfolgt mit einem
primdren spezifischen Antikérper und einem zweiten fluoreszenzmarkierten sekundaren
Antikorper, der artspezifisch gegen die Immunglobulinklasse und Herkunftsspezies des
ersten Antikérpers gerichtet ist. Eine Ubersicht iiber die verwendeten Antikérper geben
Tabelle 4 und 5. Die Auswertung der Daten erfolgte liber die Software FloJo (Tree Star,
Ashland, USA).

2.5.5.1 Oberflachenfarbung mit Antikdrpern

Zellfairbungen wurden auf Eis in einer 96-Well-Spitzbodenplatte durchgefiihrt. Dafiir
wurden jeweils 100.000 Zellen pelletiert (1.200 rpm, 5min, 4°C), mit PBS gewaschen, mit
primdarem Antikorper (verdiinnt in Blockierlosung PBS + 1 % BSA) versetzt und je nach
Herstellerangaben fiir 15 - 60 min bei 4°C inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen mit
PBS gewaschen und durch Zentrifugation pelletiert (1.200 rpm, 5min, 4°C). Bei nicht
markierten Primdrantikorpern wurde in einem zweiten Farbungsschritt der in
Blockierlosung verdiinnte sekundare Antikorper zu den Zellen hinzugefiigt und eine weitere
Stunde bei 4°C inkubiert. Fur die Fluoreszenzmessung wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und in 100 pl PBS + 1 % BSA resuspendiert.

2.5.5.2 Intrazelluldare Antikérperfarbungen

Exprimierten Zellen das zu untersuchende Antigen nicht auf ihrer Oberfliche sondern
intrazelluldr, wurde die Zellmembran zundchst permeabilisiert. Hierflir wurden
100.000 Zellen abzentrifugiert (1.200 rpm, 5min, 4°C) und in 4%iger PFA-Losung fiir
mindestens 24 h fixiert. Dann wurden die Zellen mit 500 pl PBS gewaschen (1.200 rpm,
5min, 4°C), der Uberstand abgenommen und die Zellen in PBS + 1 % BSA + 0,3 % Triton X-
100 Permeabilisierungslosung aufgenommen. Nach einer Inkubation von 10 min bei RT
erfolgte ein erneuter Zentrifugationsschritt (1.200 rpm, 5min, 4°C). Die Farbung mit dem
primdren und ggf. sekundaren Antikorper erfolgte wie beschrieben (Kapitel 2.5.5.1), doch
wurden die Antikorper nicht in Blockierungslosung, sondern in Permeabilisierungslésung
verdinnt.

2.5.6 Bestimmung des klonalen Uberlebens von Langzeitzellkulturen

Um den Effekt einer Transduktion bzw. Kotransduktion auf das klonale Uberleben von
Glioblastomzellen zu analysieren, wurden je 1.000 Zellen auf 10 cm Zellkulturschalen
ausplattiert. Die Zellen wurden fiir 14 Tage erschiitterungsfrei im Brutschrank kultiviert
und nach dieser Zeit zur besseren Visualisierung mit Giemsa-Losung gefarbt. Hierflr
wurden die entstandenen Zellhaufen (Klone) nach einmaligem Waschen mit PBS mit 70 %
Ethanol fixiert (5 min, RT) und fiir eine Minute mit Giemsa-Losung (Merck, Darmstadt)
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inkubiert. Die Zellen wurden anschlieffend in Leitungswasser von {iberschiissiger
Farbelosung befreit und die Anzahl der gewachsenen Klone bestimmt. Der Versuch wurde
dreifach ausgefiihrt und die Signifikanz der Unterschiede mittels Student’s t-Test berechnet.

2.5.7 Uberpriifung des Migrationsverhaltens in vitro: Der Boyden-Kammer-
Assay

Die gerichtete Migration entlang der SDF-1la / CXCR4-Achse wurde in vitro mit einem
Boyden-Kammer-Assay untersucht (Boyden1962). Zwei Kammern werden durch einen Filter
mit definierter Porengrofie voneinander getrennt. Ein chemotaktischer Stufengradient wird
erzeugt, indem in der unteren Kammer der zu untersuchende Chemoattraktor vorgelegt
wird und in der oberen Kammer chemokinfreies Medium. Zellen aus der oberen Kammer
migrieren durch die Poren des Filters hindurch in die untere Kammer, wenn sie auf das
Chemokin ansprechen. Da YTS und primdre humane NK-Zellen als Suspension und nicht
adhdrent wachsen, bleiben sie nach Migration nicht auf der Filterunterseite haften, sondern
sammeln sich darunter in dem chemokinhaltigen Medium. Die Migrationseffizienz wird
durch Zellzdhlung im unteren Well mit Hilfe einer Neubauer-Kammer bestimmt. Als
Chemokinquelle wurden SDF-1a sekretierende Zellen bzw. EGFP-exprimierende Zellen als
Negativkontrolle genutzt. Je 25.000 Zellen wurden am Vortag des Versuchs in eine 24-Well-
Platte eingesat. Am darauffolgenden Tag wurde ein Mediumwechsel mit FKS-freiem Medium
durchgefiihrt. Nach 4 h wurde der ZKU der Zellen abgenommen und davon 1 ml in die
unteren Wells einer Boyden-Kammer tiberfiihrt. Fiir die experimentelle Untersuchung ihres
potentiellen Migrationsverhaltens wurden in den oberen Wells der Kammer jeweils 50.000
CXCR4-positive YTS oder NK-Zellen bzw. als Negativkontrolle Wildtypzellen in einem
Volumen von 100 pl FKS-freien Medium eingesetzt, die zuvor 48 h lang in FKS-freiem
Medium gehungert worden waren. Da YTS grofer als primare NK-Zellen sind, wurden fiir
diese Zellen Boyden-Kammern mit 8 pm Porengrofie genutzt, wahrend fir primadre
NK-Zellen Boyden-Kammern mit 3 pm Porengrofde verwendet wurden. Um zu zeigen, dass
die Migration tatsdchlich abhdngig vom Chemokin SDF-la war, wurde zusatzlich als
Kontrolle ein Inhibitor des CXCR4-Chemokinrezeptors (AMD3100) in einer Konzentration
von 25 pg / ml mitgefiihrt. Die Kammern wurden fiir 3 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert,
dann wurden die Zellen im unteren Well ausgezahlt. Es wurde pro Kombination stets eine
Doppelkontrolle durchgefiihrt, der Versuch dreimal wiederholt und die Signifikanz der
Unterschiede mittels Student’s t-Test berechnet. Ein typischer Versuchsaufbau ist in Tabelle
35 gezeigt.
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Tabelle 35 Versuchsaufbau Migration im Boyden-Kammer-Assay

50.000 Zellen . . ZKU EGFP +
wt oberes Well ZKU EGFP ZKU SDF-1a AMD3100
50.000 Zellen o o ZKU SDF-1a +
unteres Well ZKU EGEP ZKU SDF-1a AMD3100
50.000 Zellen 7K EGEP 7K SDF-1a ZKU EGFP +
CXCR4 oberes Well AMD3100
50.000 Zellen o o ZKU SDF-1a +
unteres Well ZKU EGEP ZKU SDF-1a AMD3100

2.5.8 Uberpriifung des zytotoxischen Potentials in vitro

Mit den folgenden Versuchen wurde untersucht, ob die Armierung von NK-Zellen mit
chimaren Antigenrezeptoren zu deren Aktivierung und zu einer spezifischen Lyse von

antigentragenden Zielzellen fiihrt.

2.5.8.1 ZAP70-Phosphorylierung

Bindet der chimédre Antigenrezeptor an sein Antigen, werden ausgehend von den ITAM der
Signaluntereinheit verschiedene zytosolische Proteine phosphoryliert und somit eine
aktivierende Signalkaskade induziert. Am Beginn dieser Signalkaskade steht die
Phosphorylierung von ZAP70, die mittels proteinbiochemischer Methoden (siehe Kapitel
2.4) nachgewiesen werden kann.

Fiir die Untersuchung der ZAP70-Phosphorylierung wurden am Vortag des Experiments
8 x 105 HEK 293T Wildtypzellen und HEK 293TEGFRVII jp 6-Wellplatten eingesat. Je
4 x 100 YTS, die mit dem chimdren Antigenrezeptor bzw. mit Kontrollkonstrukten armiert
wurden, wurden zudem fiir 48 h in FKS-freiem Medium gehungert. Fiir das Experiment
wurde das Medium in den 6-Wellplatten abgenommen, die HEK 293T vorsichtig mit PBS
gespiilt und anschliefdend fiir 4 h bei 37°C mit je 4 x 10 YTS in 5 ml Hungermedium
kokultiviert. Anschlieffend wurden das Medium samt YTS-Zellen abgenommen, zentrifugiert
(5 min, 1.200 rpm, RT) und das Zellpellet in 100 pl RIPA-Lysepuffer (mit Aprotinin 1:1000,
Leupeptin 1:500 und Phosphataseinhibitor-Cocktail 1:100) in ein 1,5 ml Eppendorf-Tube
uberfiihrt. Fiir mindestens 30 min wurden die Lysate auf Eis inkubiert, aller 10 min
grindlich gevortext und dann bei -80°C bis zur weiteren Verwendung weggefroren. Da
ZAP70 ausschliefdlich von NK-Zellen exprimiert wird, war eine bei der Ernte nicht
auszuschliefSende Verunreinigung der Lysate mit HEK 293T nicht von Bedeutung. Die
Zelllysate wurden im weiteren Verlauf wie in Kapitel 2.4 beschrieben behandelt und ein
immunologischer Nachweis gegen phosphoZAP70 und ZAP70 sowie o-Tubulin als
Ladekontrolle gefiihrt.
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2.5.8.2 Degranulation

Zum Nachweis der Degranulation bei primdren humanen NK-Zellen wurden eine
Kokultivierung und ein durchflusszytometrisches Experiment durchgefiihrt. Als Zielzellen
dienten U87-MG Wildtypzellen und U87-MGEGFRVIIL Effektorzellen waren expandierte und
aktivierte NK-Zellen, die mit dem chimaren Antigenrezeptor bzw. einem Kontrollkonstrukt
transduziert und selektioniert worden waren. Die NK-Zellen wurden fiir 48 h in FKS-freiem
CellGro (ohne) gehungert. Am dritten Tag wurden die U87-MG Wildtypzellen und
UB87-MGEGFRVIl geerntet, gewaschen und nach Zellzdhlung auf eine Konzentration von 1 x 10>
Zellen in 100 pl CellGro (ohne) eingestellt. Auch die NK-Zellen wurden gezadhlt und auf
1 x 105 Zellen in 100 pl CellGro (ohne) eingestellt. In einer 48-Well-Platte wurden Ziel- und
Effektorzellen fiir 6 h mit einem Effektor-Target-Verhaltnis von 1:1 bei 37°C im Brutschrank
kokultiviert, auf3erdem wurden als Kontrolle NK-Zellen allein in Medium ohne Zielzellen
kultiviert. Eine Stunde nach Beginn der Kokultivierung wurde 2 mM Monensin zu jedem
Well hinzugegeben. 30 Minuten vor Ende der Kokultivierung wurden die Zellen direkt im
Well mit anti-CD107a-PE (Miltenyi, 1:15) und der entsprechenden Isotypkontrolle (Miltenyi,
1:15) gefarbt, dann gewaschen (1.200 rpm, 5 min, 4°C) und durchflusszytometrisch
analysiert. Im Forward-Sideward-Scatter wurde ein Auswahlfeld auf die NK-Zellen gelegt
und die rote Fluoreszenz der gebundenen Antikoérper gemessen (siehe Kapitel 2.5.5). Der
Versuch wurde mit NK-Zellen von zwei verschiedenen Spendern zweimal wiederholt und
das geometrische Mittel der Fluoreszenzintensititen (MFI) bestimmt. Die MFI der
Mediumkontrolle (basale Degranulation) wurde auf 1 gesetzt und die MFI der
Kokultivierung mit Wildtyp-Zielzellen und EGFRvlll-exprimierenden Zielzellen dazu in
Relation gesetzt.

2.5.8.3 INFy-Sekretion

Um die Freisetzung von zytotoxischen Zytokinen nach Antigenerkennung durch die
armierten NK-Zellen zu untersuchen, wurde deren INFy-Sekretion liberpriift. Auch diesem
Experiment liegt eine Kokultivierung von U87-MG-Zielzellen mit NK-Effektorzellen
zugrunde. CAR-tragende NK-Zellen bzw. Kontrollen wurden fiir 48 h in CellGro (ohne)
gehungert und anschlief3end auf eine Konzentration von 1 x 10> Zellen in 100 pl Medium
eingestellt. U87-MG Wildtypzellen und U87-MGEGFRVIl wurden abtrypsiniert, mit PBS
gewaschen und auf eine Konzentration von 5 x 105 Zellen pro 100 ul Medium eingestellt.
Ziel- und Effektorzellen wurden in einer 96-Well-Platte gemischt und mit einem Effektor-
Target-Verhaltnis von 1:5 fir 6 h kokultiviert. NK-Zellen ohne Zielzellen dienten als
Kontrolle. Dann wurden die Zellen zentrifugiert (1.200 rpm, 5 min, RT) und die
Zellkulturiiberstiande abgenommen. Bis zur Untersuchung des INFy-Gehalts mittels ELISA
(siehe Kapitel 2.3.8) verblieben die Zellkulturiiberstande bei -20°C.
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2.5.8.4 Chromfreisetzungs-Assay

Fir die experimentelle Untersuchung der zelluldren Zytotoxizitdt der mit einem chimaren
Antigenrezeptor armierten Effektorzellen (YTS bzw. primare humane NK-Zellen) wurde ein
Chromfreisetzungs-Assay durchgefiihrt. Verschiedene Zielzellen wurden mit radioaktivem
51Cr beladen und anschlieffend mit den Effektorzellen kokultiviert. Aus lebenden, intakten
Zielzellen diffundiert das Chrom nur sehr langsam in den Uberstand, wihrend es aus
apoptotischen oder bereits abgetoteten Zellen schnell freigesetzt wird. Die Menge an
freigesetzter Radioaktivitit im Uberstand der Kokultur stellt daher ein Maf fiir die
zytotoxische Aktivitat der Effektorzellen dar.

Die mit Komplettmedium auf eine Konzentration von 2 x 10¢ Zellen / ml eingestellten
Zielzellen wurden mit ~1,5 MBq 51Cr versetzt und fiir 1 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert.
Danach wurden die Zellen zur Entfernung von tliberschiissigem extrazellularen >1Cr dreimal
griundlich mit PBS gewaschen (360 g, 3 min, RT) und in 1 ml Medium ohne FKS
aufgenommen. Dann wurde die Konzentration der Zielzellen auf 1 x 106 Zellen / ml und die
Konzentration der Effektorzellen auf 2 x 106 Zellen / ml eingestellt. Von den so verdiinnten
Zellsuspensionen wurden in einer 96-Well-Rundbodenplatte Effektorzellen und Zielzellen in
einem Effektor-Target-Verhaltnis von 20:1, 10:1, 5:1 bei NK-Zellen oder 10:1, 5:1, 2,5:1 bei
YTS-Zellen jeweils in Tripletts ausgesat, mit FKS-freiem Medium auf ein Gesamtvolumen von
200 pl aufgefiillt und bei 37°C im Brutschrank kultiviert. Zur Berechnung der spezifischen
Lyse wurden zusatzlich zwei Kontrollen mitgefiihrt. Zum einen wurde die spontane
Freisetzung von Chrom aus intakten Zielzellen bestimmt (minimale Freisetzung), zum
anderen die maximale Chromfreisetzung durch Lyse der Zellen in einer 5 % Triton X-100-
Losung. Der Zytotoxizitatstest wurde fiir primare NK-Zellen in einem Zeitraum von 4 - 8 h
und fiir YTS-Zellen im Zeitraum von 21 h durchgefiihrt. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurden die Zellen abzentrifugiert und je 25 pl der Uberstinde vorsichtig in eine flexible 96-
Well-Szintillationsplatte tberfiihrt, in deren Wells jeweils 150 pl einer Szintillations-
fliissigkeit vorgelegt worden waren. Die Menge an freigesetztem 51Cr in cpm (,counts per
minute“) konnte mit Hilfe eines Fliissig-Szintillationsmessers (Wallac MicroBeta TriLux)
bestimmt werden. Die Berechnung der spezifischen Lyse erfolgte nach der Formel:

spezifische Lyse [%]

100 cpm experimentelle Freisetzung — cpm minimale Freisetzung
= x

cpm maximale Freisetzung — cpm minimale Freisetzung

Formel 5 Berechnung spezifische Lyse im Chromfreisetzungs-Assay
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2.5.9 HLA-Typisierung von eukaryotischen Zellen

Die HLA-Typisierung der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Zellen (Zelllinien und
primdre humane NK-Zellen) fiihrte Dr. Monika Fiissel (DKMS Dresden) mittels PCR (siehe
Kapitel 2.3.7) mit sequenzspezifischen Primern (PCR-SSP) durch. Die HLA-Typisierung
sollte helfen, durch einen geeigneten ,match” von Zielzellen und NK-Zellen eine Aktivierung
von NK-Zellen aufgrund der von ihnen als ,fremd“ erkannten Oberflichenmerkmale der
Zielzellen zu minimieren (Graft-versus-Host-Reaktion), um tatsdchlich nur den Effekt des
chiméaren Antigenrezeptors auf die Aktivierung der NK-Zellen untersuchen zu kénnen.

2.6 IN VIVO TIERVERSUCHE

Tierversuche wurden entsprechend der geltenden rechtlichen Bestimmungen mit NMRInunu-
Mausen (Flanagan1966) durchgefiihrt (Tierversuchsantrag 24-9168.11-1/2012-24). Diese
Mause sind immundefizient. Sie besitzen keinen Thymus und somit keine ausgereiften
T-Lymphozyten oder Antikorper. Sie stofsen Fremdgewebe nicht ab, daher sind sie ein fir
onkologische Versuche haufig verwendeter Modellorganismus.

In der ersten Versuchsstufe wurden 1 x 106 U87-MGEGFRVIL jn PBS mit 4 x 106 YTS-
Effektorzellen in PBS vermischt und 100 pl dieser Zellsuspension den Mausen subkutan in
die rechte Flanke injiziert. Je 8 - 10 Mause pro Gruppe wurden auf diese Weise mit CAR-
tragenden YTS sowie als Negativkontrollen mit YTS Wildtypzellen oder PBS allein
behandelt. Der wachsende Tumor wurde aller fiinf Tage mit einem elektronischen
Messschieber in Lange und Breite vermessen und das Tumorareal mit der folgenden Formel
bestimmt:

Langsdurchmesser [mm] x Querdurchmesser[mm]
4

Tumorareal [mm?] = mx
Formel 6 Berechnung des subkutanen Tumorareals in vivo

In der zweiten Versuchsstufe wurde ein bereits etablierter Tumor therapiert. 1 x 10°
U87-MGEGFRVIIl jn 100 pl PBS wurden subkutan in die rechte Flanke injiziert. Nach fiinf Tagen
waren die Tumorzellen angewachsen und es wurde mit einer systemischen Therapie
begonnen. Aller zwei Tage wurden 4 x 10 YTS-Effektorzellen in 100 pl PBS in die
Schwanzvene injiziert und das Tumorareal mit der oben genannten Formel bestimmt.

Der gleiche Versuchsaufbau wurde fiir die Analyse des in vivo Migrationsverhaltens von YTS
Wildtyp bzw. YTS CXCR4 gewadhlt. Als Zielzellen dienten SDF-1a sekretierende Gliomzellen
bzw. mit EGFP transduzierte Kontrollzellen. Die YTS-Zellen wurden zusatzlich mit
p6NST61_DsRed_Express2 transduziert. Nach drei Wochen wurden die Mause getotet, die
Tumore entnommen, in Kryomedium eingebettet und am Kryotom 10 um dicke Schnitte
angefertigt. Die Schnitte wurden mit 4 % PFA fixiert (10 min, 4°C), dann fiir 10 min bei -20°C
mit Aceton / Methanol-Gemisch (1:1) inkubiert, fiir 5 min bei 4°C mit PBS gewaschen und
anschliefRend bei RT getrocknet. Zum Eindeckeln wurde Vectashield Mounting Medium mit
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Dapi verwendet und die Schnitte mit Nagellack versiegelt. Die Analyse der Schnitte erfolgte
am Fluoreszenzmikroskop LSM510 (Zeiss). Die DsRed-exprimierenden YTS-Zellen wurden
ausgezahlt und so das Einwanderungsverhalten von Wildtypzellen und CXCR4-positiven
Zellen verglichen.

In der dritten Versuchsstufe wurden 1,5 x 10 U87-MG-Gliomzellen mit Koexpression von
EGFRVIII und SDF-1a subkutan injiziert. Nach flinf Tagen begann die systemische Therapie
durch intravenose Applikation von CAR-exprimierenden YTS oder YTS, die sowohl einen
CAR als auch den CXCR4-Chemokinrezeptor trugen.

Die Mause wurden nach Ablauf des Untersuchungszeitraums durch CO2-Begasung getotet
oder wenn der Tumor eine Grofde von mehr als 18 mm im Durchmesser erreichte. Zur
Auswertung der Versuche wurden zum einen Kaplan-Meyer-Uberlebenskurven erstellt
(prozentuales Uberleben der Gruppen iiber die Zeit) und mit einem Log Rank (Mantel Cox) -
Test statistisch ausgewertet. Zum anderen wurde das durchschnittliche Tumorareal der
Gruppen in mm? {iber die Zeit aufgetragen und mit einem einseitigen t-Test die statistische
Signifikanz der Unterschiede in Grofe der Tumorareale aufgrund verschiedener
Behandlungsmethoden ermittelt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 CHARAKTERISIERUNG DER VERWENDETEN ZELLLINIEN

Im Vorfeld der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten gentechnischen Verdanderungen
stand die Charakterisierung der verwendeten Zellen. Es wurde zum einen die Expression
spezifischer Molekiile auf der Oberfliche von Tumorzelllinien, YTS-Zellen und primaren
humanen NK-Zellen analysiert, die zu einer Aktivierung oder Inhibition des zytotoxischen
Potentials von NK-Effektorzellen fiihren koénnten. Zum anderen wurde eine HLA-
Typisierung durchgefiihrt, um eventuell auftretende Graft-versus-Tumor - (GVT) Effekte
erklaren zu konnen, die zusatzlich zu den eingesetzten chimiren Rezeptoren die NK-Zell-

Aktivitat modulieren konnten.

3.1.1 Untersuchung von Oberflaichenmarkern

Oberflachenmarker auf Tumorzelllinien, YTS und primaren humanen NK-Zellen wurden
mittels Durchflusszytometrie am MacsQuant (Miltenyi) und durch Farbung mit spezifischen
Antikérpern untersucht. Die Daten wurden mit Flow]Jo (TreeStar, Ashland, USA)
ausgewertet und das geometrische Mittel der Fluoreszenzintensitat (MFI) als Mafd der
Dichte der untersuchten Molekiile auf der Oberflache der Zellen ermittelt. Es wurden nach
Standardprotokoll (siehe Kapitel 2.5.5.1) drei unabhangige Farbungen durchgefiihrt und die
MFI der jeweiligen Isotypkontrolle abgezogen. Von den drei Messungen wurden der
Mittelwert sowie die Standardabweichung (,,standard deviation, S.D.) berechnet.

3.1.1.1 Tumorzelllinien

Es wurde die Expression der in die Apoptose-Induktion involvierten Rezeptorpaare FasL
und FasR sowie TRAIL, TRAIL-R1 (DR4) und TRAIL-R2 (DR5) untersucht, auferdem die
Oberflachenexpression der Haupthistokompatibilitits-Molekiile HLA-ABC sowie HLA-E.
Zudem wurde tiberpriift, ob die Tumorzellen Stressproteine wie MIC-A/B exprimieren. Die
Farbungen von jeweils 100.000 HEK 293T, U87-MG, U343-MG, BS153 und K562 erfolgten
mit spezifischen Antikérpern nach Herstellerangaben und mit der jeweils passenden
Isotypkontrolle. Alle Antikorper aufder anti-MIC-A/B waren direkt PE- oder FITC-gekoppelt.
Farbungen gegen MIC-A/B wurden anschlieffend mit einem sekundadren anti-Maus-Cy3-
Antikorper (1:10 verdiinnt) gefarbt.
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Abbildung 6 Durchflusszytometrische Analyse der Oberflichenmarker auf Tumorzelllinien.
HEK 293T, U87-MG, U343-MG, BS153 sowie K562 wurden mittels Antikérperfarbungen auf die
Expression von A) Todesrezeptor FasR und seinem Liganden FasL B) den apoptoseinduzierenden Ligand
TRAIL sowie seine Rezeptoren TRAIL-R1 und TRAIL-R2, C) die Haupthistokompatibilititskomplex-
Molekiile HLA-ABC und HLA-E D) sowie die Stressproteine MIC-A/B untersucht. Es wurden drei
unabhingige Farbungen durchgefithrt und die mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) der jeweiligen
Isotypkontrolle von den korrespondierenden Werten abgezogen. Die Abbildung zeigt den Mittelwert aus

drei Versuchen.

Die Abbildung 6A zeigt, dass auf der Oberflache aller untersuchten Tumorzelllinien eine
geringe FasL-Expression nachweisbar war. Der Todesrezeptor FasR wurde ebenfalls von
allen Zelllinien exprimiert. Besonders stark war die Expression bei U343-MG. K562
exprimierten den FasR hingegen nur in geringem Mafie. In Abbildung 6B wird ersichtlich,
dass bis auf eine geringe Expression bei K562 keine der Tumorzelllinien TRAIL exprimiert.
Auch TRAIL-R1 (DR4) wurde ausschliefdlich von K562 exprimiert, TRAIL-R2 (DR5) hingegen
von fast allen Tumorzellen (aufder K562). Auch hier war die Expression bei U343-MG am
starksten. Bis auf die K562 waren alle Tumorzellen HLA-ABC positiv (siehe Abbildung 6C),
HLA-E wurde hingegen kaum exprimiert. Fiir die Stressproteine MIC A/B wurden laut
Abbildung 6D bis auf U343-MG in den Zelllinien nur geringe Expressionslevel nachgewiesen.

3.1.1.2 YTS und primare humane NK-Zellen

Fiir die Charakterisierung der YTS-Zellen wurde die Oberflichenexpression von typischen
NK-Zellmarkern, von Molekiilen, die fiir Migration und Diapedese benotigt werden, sowie
inhibierenden und aktivierenden Rezeptoren mit der Expression auf den primaren
humanen NK-Zellen von drei verschiedenen gesunden Spendern verglichen. Die priméren
NK-Zellen wurden nach der Isolation expandiert, aktiviert (siehe Kapitel 2.5.1.2) und fiir

71



Ergebnisse

14 Tage kultiviert. Die Farbungen von jeweils 100.000 Zellen erfolgten mit spezifischen
Antikorpern nach Herstellerangaben und mit der jeweils passenden Isotypkontrolle. Alle
Antikorper waren direkt PE-, FITC- oder APC-gekoppelt.
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Abbildung 7 Durchflusszytometrische Analyse der MFI von Oberflichenmarkern bei YTS und
primdren humanen NK-Zellen. YTS-Zellen sowie primdre humane NK-Zellen von drei gesunden
Spendern wurden mittels Antikdrperfirbungen auf die Expression von A) aktivierenden NK-Zell-
Rezeptoren CD16, NKG2C, 2B4, NKG2D, NKp46, NKp44 und NKp30 B) inhibierenden NK-Zell-Rezeptoren
ILT2, KIR2DL2/3, KIR2DL1, KIR3DL1, KIR2DL5, KIR3DL2 und NKG2A C) Molekiilen fiir Migration und
Diapedese CD11a, CD18, CD56 und DNAM1 sowie D) dem kostimulatorischen Molekiil CD28 untersucht.
Es wurden drei unabhingige Farbungen durchgefiihrt und von diesen die mittlere Fluoreszenzintensitat
(MFTI) der jeweiligen Isotypkontrolle abgezogen. Die Abbildung zeigt den Mittelwert aus drei Versuchen.

In Abbildung 7B wird erkennbar, dass YTS-Zellen geringe Mengen der inhibierenden
Rezeptoren KIR2DL2/3 und KIR2DL5 sowie CD244 exprimieren. Letzteres kann - je nach
Lange des intrazytoplasmatischen Teils - sowohl aktivierend (S, d. h. kurz) als auch
inhibierend (L, d. h. lang) wirksam werden. Die beiden CD244-Subtypen konnen vom
verwendeten Antikorper nicht unterschieden werden. Daher kann keine Aussage getroffen
werden, welcher Subtyp bei den YTS-Zellen vorliegt. An aktivierenden Rezeptoren wurde
eine Expression von NKG2D sowie NKp30 und NKp46 gezeigt (siehe Abbildung 7A).
Aufierdem wurden, wie in Abbildung 7C dargestellt, CD11a, DNAM-1, CD18 und der NK-
Zellmarker CD56 sowie, laut Abbildung 7D, CD28 nachgewiesen.

Es wurden NK-Zellen von drei gesunden Spendern untersucht. Abbildung 7C zeigt, dass die
NK-Zellen aller Spender die fiir NK-Zellen typischen Marker CD11a, DNAM-1, CD18 und
CD56 exprimierten, sowie CD16 und CD244. Die aktivierenden Rezeptoren NKG2A, NKG2D,
NKp30, NKp44 und NKp46 wurden ebenfalls exprimiert (siehe Abbildung 7A). Alle
primadren NK-Zellen waren, wie in Abbildung 7D gezeigt wird, CD28-negativ. Bei Spender 1
lagen dazu eine starke Expression des inhibierenden Rezeptors CD85j sowie moderate
Expressionslevel von KIR2DL5, KIR2DL1, KIR3DL1 und KIR3DL2 (siehe Abbildung 7B) vor.
Spender 2 zeigte eine Expression der inhibierenden Rezeptoren KIR2DL5, KIR2DL2/3 und
ein geringes Expressionslevel von CD85j (siehe Abbildung 7B). Spender 3 wiederum
verfligte Uber sehr hohe Expressionslevel der inhibierenden Rezeptoren KIR2DL2/3, CD85;j,
KIR2DL1 und moderate Level von KIR2ZDL5 sowie KIR3DL2 (siehe Abbildung 7B).

Die durchflusszytometrische Analyse zeigte, dass primadre humane NK-Zellen aufgrund der
genetischen Variabilitit der Spender mit verschiedenen und unterschiedlich stark
exprimierten Rezeptoren ausgestattet sind. Zusatzlich konnte mit diesen Farbungen
nachgewiesen werden, dass YTS mit primdaren NK-Zellen wesentliche Merkmale gemein
haben, was sie als eine NK-Zelllinie definiert.
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3.1.2 HLA-Typisierung

Um die gegen EGFRVIII gerichtete Zytotoxizitit der NK-Zellen auf die eingebrachten
chimadren Rezeptorkonstrukte zurtlickfiihren bzw. eine eventuelle unspezifische Lyse als
Graft-versus-Host - Effekt erkennen zu konnen, wurden sowohl die parentalen Tumorzell-
linien als auch die Effektorzellen YTS und die primaren humanen NK-Zellen HLA-typisiert.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 36 und 37 dargestellt.

3.1.2.1 Tumorzelllinien

Alle Typisierungen wurden von Dr. Monika Fiissel (DKMS
molekulargenetischer Basis durch Polymerasekettenreaktion (PCR, siehe Kapitel 2.3.7) mit
der aus den Zellen isolierten DNA (siehe Kapitel 2.3.4) durchgefiihrt. Die U87-MGEGFRVIIL

welche freundlicherweise von Dr. Frank Funari (La Jolla University, California, USA) zur

Dresden) auf

Verfiigung gestellt worden waren, wurden ebenfalls typisiert. Sie stimmten in ihrem HLA-
Status mit den U87-MG Wildtypzellen aus unserem Labor liberein und werden daher nicht
noch einmal gesondert aufgefiihrt.

Tabelle 36 HLA-Typisierung Tumorzelllinien

HEK 293T U87-MG  U343-MG
HLA-A *02:01 *02:01 *02:01, ¥03:01
HLA-B *07:02 *44:02 *07:02, *47:01
HLA-C *07:02 *05:01 *06:02, ¥07:02
HLA-DRB1
HLA-DQB1

*aus: Adams2005

3.1.2.2 YTS und primdre humane NK-Zellen

Alle Typisierungen wurden von Dr. Monika

BS153
*01:01, *02:01
*44:03,*57:01
*03:04, *06:02
*07:01
*02:02,*03:03

Fussel

(DKMS

K562*
*11:01, *31:01
*18, *40

*03

*03, *04
*02:01, *03:02

Dresden) auf

molekulargenetischer Basis durch Polymerasekettenreaktion (PCR, siehe Kapitel 2.3.7) mit
der aus den Zellen isolierten DNA (siehe Kapitel 2.3.4) durchgefiihrt. Spender 3 stimmte
einer HLA-Typisierung nicht zu, daher konnten diese Daten nicht erhoben werden.

Tabelle 37 HLA-Typisierung YTS und primare humane NK-Zellen

YTS Spender 1 Spender 2 Spender 3
HLA-A *26,*31 *02, *03 *03, *11 HLA-Status
HLA-B *48, *55:02 *35,*57:01 *07, *40 wurde nicht
HLA-C *01, *08 *04, *06:02 *07,*02 bestimmt
HLA-DRB1 *01:01, *07:01 *04:01, *15:01
HLA-DQB1 *03:03, *05:01 *03:02, *06:02
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3.2 KLONIERUNGSSTRATEGIEN UND SCHEMATA DER EINGESETZTEN
VEKTOREN

Nach der Charakterisierung der Zellen wurden diese gentechnisch verandert. Dieses Kapitel
gibt einen Uberblick iiber den Aufbau und die Herstellung der im Rahmen dieser Arbeit
eingesetzten Rezeptorkonstrukte.

Die Tumorzelllinien wurden mit lentiviralen Viruspartikeln transduziert (siehe Kapitel
2.5.4), welche die genetische Information fiir die Expression von EGFRVIII und Sekretion
von SDF-1a sowie eine Antibiotikaresistenz als Selektionsmarker enthielten. Parallel dazu
wurden HT1080-Zellen mit Expressionsplasmiden fiir EGFRvIII und SDF-1a transduziert,
die statt der Antibiotikaresistenz den Expressionsmarker EGFP trugen, um den Virustiter
des fiir die Transduktion verwendeten Zellkulturiiberstandes zu bestimmen (siehe Kapitel
2.5.4.3).

Die YTS-Zellen und die primaren humanen NK-Zellen wurden mit lentiviralen Virus-
partikeln transduziert (siehe Kapitel 2.5.4), welche die genetische Information fiir die
Expression des chimdren Antigenrezeptors Igk_ MR1.1_DAP12 bzw. der dazugehorigen
Kontrollkonstrukte (Igk_DAP12, Igk_MR1.1_DAP12mut) sowie eine Antibiotikaresistenz als
Selektionsmarker enthielten. Auferdem wurden YTS-Zellen und primdre humane NK-Zellen
mit lentiviralen Viruspartikeln transduziert (siehe Kapitel 2.5.4), welche die genetische
Information fiir die Expression des CXCR4-Chemokinrezeptors samt Selektionsmarker
enthielten. Parallel dazu wurden HT1080-Zellen mit den gleichen Expressionsplasmiden
transduziert, die aber statt der Antibiotikaresistenz den Expressionsmarker EGFP trugen,
um den Virustiter des fiir die Transduktion verwendeten Zellkulturiiberstandes zu
bestimmen (siehe Kapitel 2.5.4.3).

3.2.1 Expressionsplasmide fiir die Modifizierung von Tumorzelllinien

3.2.1.1 Expressionsplasmid fiir EGFRvIII

Die DNA-Sequenz fiir den EGFRvVIII mit geeigneten Restriktionsschnittstellen stellte die
Firma MWG Biofins bereit. Das gelieferte Plasmid pCR2.1_EGFRvIIl wurde mit den
Restriktionsenzymen Agel und Notl behandelt, um das fiir EGFRvIII kodierende DNA-
Fragment zu isolieren. Dieses DNA-Fragment wurde anschliefend in die multiple
Klonierungssequenz (,multiple cloning site, MCS) des mit den gleichen Enzymen
linearisierten Expressionsplasmids pHATtrick-puroR ligiert (siehe Kapitel 2.3.1). Dieses
vermittelt tiber das PAC-Gen (Lacalle1989) eine Resistenz gegen das Antibiotikum
Puromycin, das aus dem Pilz Streptomyces alboniger stammt und die eukaryotische und
prokaryotische Proteinsynthese hemmt (Darken1964). Innerhalb weniger Stunden kénnen
mit diesem Antibiotikum Zellen eliminiert werden, die nach Transduktion nicht den
eingebrachten Vektor mit dem passenden Resistenzgen exprimieren. Eine ausfiihrliche
Vektorkarte des Plasmids pHATtrick-puroR befindet sich im Anhang. Parallel dazu wurde
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fiir eine fluoreszenzanalytische Virustiterbestimmung (siehe Kapitel 2.5.4.3) ein Plasmid mit

EGFP-Markergen mit der gleichen Vorgehensweise kloniert.

EGFR wt
NH2 7 | o COOH
5 274
EGFRuvII
NH2 —< COOH

Al

LEEKK NYVVTDH

|

extrazellular

intrazellular

Abbildung 8 Schemata von EGFR wt und EGFRVIIIL. Der EGFRVIII zeigt im Gegensatz zum EGFR wt eine
Deletion von mRNA-Exon 2 bis 7. Daraus resultiert das Neoepitop PEPvIII (LEEKKGNYVVTDH), das durch
spezifische Antikorper erkannt werden kann.

3.2.1.2 Expressionsplasmid fiir SDF-1a

Den Vektor p6NST50-SDF-1a_IRES_EGFP_ZeoR stellte freundlicherweise Dr. Marc Cartellieri
(TU Dresden, Institut fiir Immunologie) zur Verfiigung. Den schematischen Aufbau des
Vektors zeigt Abbildung 9. Eine ausfiihrliche Vektorkarte findet sich im Anhang.

SFFV U3 Promotor

>

SDF-1a

IRES| EGFP-ZeoR

Abbildung 9 Schema des SDF-la-Expressionsplasmids.
Die Kassette kodiert fiir das Chemokin SDF-1«, dessen Expression
durch den SFFV U3 Promoter gesteuert wird. Aufderdem verfiigt sie
iiber eine ,internal ribosomal entry site” fiir ein EGFP-gekoppeltes

Zeocinresistenzgen.

SFFV  U3: Spleen Focus-

Forming Virus Promoter

IRES: erlaubt die Translations-
initiation in der Mitte einer
mRNA, somit wird das Ablesen

von Einzelproteinen moglich

EGFP-ZeoR:
Fluoreszenzmarkergen
fusioniert an ein Zeocin-
Resistenzgen
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3.2.2 Expressionsplasmide fiir die Modifizierung von Effektorzellen

3.2.2.1 Expressionsplasmide fiir den CXCR4-Chemokinrezeptor

Ein Expressionsplasmid mit der DNA-Sequenz fiir den Chemokinrezeptor CXCR4 wurde
freundlicherweise von Dr. Sebastian Brenner (Universitatsklinikum , Carl Gustav Carus” der
TU Dresden, Kinderklinik) zur Verfligung gestellt. Mit Hilfe von sequenzspezifischen Oligo-
nukleotiden CXCR4_for und CXCR4_rev wurde eine PCR (siehe Kapitel 2.3.7) mit dem Vektor
MFGS-CXCR4 als Matrize durchgefiihrt. Dabei wurden die Primer so gewahlt, dass benotigte
Restriktionsstellen flankierend zum CXCR4-ORF eingebracht, sowie das 3’- gelegene Stop-
Codon entfernt wurden. Das entstandene 1.059 bp grof3e Fragment wurde nach Gelelektro-
phorese eluiert und in pCR2.1 subkloniert, um mittels Blau-Weif3-Selektion (siehe Kapitel
2.2.4) Bakterienkolonien zu identifizieren, die ein ligiertes Plasmid aufgenommen hatten.
Abschliefdend wurde das verifizierte DNA-Fragment mit den Restriktionsenzymen Agel und
Notl aus pCR2.1_CXCR4 gewonnen und in die MCS des linearisierten Vektors pHATtrick-
puroR ligiert (siehe Kapitel 2.3.1 und Anhang).

Aufierdem wurde ein Expressionsplasmid generiert, das statt des Puromycin-Resistenzgens
tiber das Hph-Gen von Escherichia coli eine Hygromycin-Resistenz vermittelt. Dieses Gen
kodiert fiir eine Hygromycin B Phosphotransferase, die das Antibiotikum zu
7“-0-Phosphoryl-Hygromycin B phosphoryliert und somit inaktiviert (Pardo1985). Fir die
Klonierung wurden mit den sequenzspezifischen Oligonukleotiden HygroR _for und
HygroR_rev in einer PCR 5'-terminal eine Kpnl und 3‘-terminal eine EcoRV Schnittstelle an
die Hygromycinsequenz angefiligt (siehe Kapitel 2.3.7). Das entstandene 1.050 bp grofde
Fragment wurde in pCR2.1 subkloniert und mittels Blau-Weif3-Selektion (siehe Kapitel
2.2.4) uberpriift. Anschlief3end erfolgte ein praparativer Verdau von pHATtrick-puroR-
CXCR4 und pCR2.1-HygroR mittels Kpnl und EcoRV. Die entstandenen Fragmente wurden
zu pHATtrick-hygroR-CXCR4 ligiert (siehe Kapitel 2.3.1). Die beiden Chemokinrezeptoren
sind schematisch in Abbildung 10 dargestellt. Parallel zu diesen Rezeptoren wurden fiir eine
fluoreszenzanalytische Virustiterbestimmung (siehe Kapitel 2.5.4.3) Plasmide mit EGFP-
Markergen mit der gleichen Vorgehensweise aus den entsprechenden Ausgangsplasmiden
kloniert.
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SFFV U3 Promotor
—_ CXCR4 puroR

A T2A: proteolytische Spaltstelle
CXCR4 | T2A puroR  [—

SFFV U3: Spleen Focus-Forming

Virus Promoter
SFFV U3 Promotor
— CXCR4 hygroR

puroR: Puromycin-Resistenzgen

hygroR: Hygromycin-Resistenzgen

B

CXCR4 | T2A | hygroR |-

Abbildung 10 Schemata der CXCR4-Chemokinrezeptoren. Die Kassette kodiert fiir den Chemokin-
rezeptor CXCR4, dessen Expression durch den SFFV U3 Promoter gesteuert wird. Aufderdem verfiigt sie
iiber eine proteolytische Spaltstelle (T2A) und A) ein Puromycin- bzw. B) ein Hygromycin-Resistenzgen.

3.2.2.2 Expressionsplasmide fiir chimdre Antigenrezeptoren

Die Antigenspezifitat eines chimdren Antigenrezeptors (CAR) wird durch den N-terminal
gelegenen Einzelkettenantikorper-Anteil (scFv) determiniert. Der scFv als Antigen-
bindestruktur besteht aus der leichten und schweren Kette eines Einzelkettenantikorpers,
die liblicherweise durch einen Glycin-Serin-Linker miteinander verbunden sind.

Der chimare Antigenrezeptor Igk_DAP12 ist ein Kontrollkonstrukt, das zwar die Signal-
untereinheit DAP12 tragt, aber keine Antigenbindestruktur besitzt. Dessen Expressions-
plasmid wurde, ebenso wie das Expressionsplasmid des zweiten Kontrollkonstrukts
Igk_DAP12mut in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Achim Temme generiert. Die urspriingliche
Sequenz fiir DAP12 lieferten das IM.A.G.E. Konsortium und das Deutsche
Ressourcenzentrum fiir Genomforschung GmbH.

Der komplette und funktionelle chimare Antigenrezeptor Igk_ MR1.1_DAP12 verfiigt zudem
iiber den scFv-Anteil der variablen Ketten des monoklonalen anti-EGFRvIII-Antikérpers
MR1.1. Er kann an das PEPvIII-Epitop binden und fiihrt iiber DAP12 zur Weiterleitung eines
aktivierenden Signals in die Effektorzelle.

Zunachst wurde aus dem pSeqTag-MR1.1-BAP iiber eine spezifische 2-Step-PCR (siehe
Kapitel 2.3.7) die Sequenz des scFv(MR1.1) isoliert. In einem ersten Schritt wurden die
Oligonukleotide MR1.1_for und MR1.1_rev eingesetzt. Der PCR-Ansatz wurde gelelektro-
phoretisch aufgetrennt und das entstandene Fragment von 712 bp aus dem Gel eluiert
(siehe Kapitel 2.3.1.3). Das Eluat wurde in pCR2.1 subkloniert und nach einer Blau-Weif3-
Selektion (siehe Kapitel 2.2.4) die DNA eines passenden Klons fiir einen zweiten PCR-Schritt

78



Ergebnisse

weiterverwendet. Uber das Oligonukleotid Igk_MR1.1_for wurde dem PCR-Fragment
5-terminal das Leaderpeptid Igk angefiigt. Nach erneuter Gelelektrophorese wurde das
entstandene 800 bp grofde Fragment aus Igk-Leaderpeptid und scFv(MR1.1) eluiert und in
pCR2.1 subkloniert.

In einem anschliefenden praparativen Restriktionsverdau wurden pHATtrick-puroR-
Igk_DAP12 und pCR2.1-Igk_MR1.1 mit den Restriktionsenzymen Sphl und Agel linearisiert
und die beiden DNA-Fragmente miteinander zu pHATtrick-puroR-Igk_ MR1.1_DAP12
verkniipft (siehe Kapitel 2.3.1). Um das Kontrollkonstrukt mit nichtfunktionellem DAP12
(pHATtrick-puroR-Igk_ MR1.1_DAP12mut) zu generieren, wurde der entsprechende
pHATtrick-puroR-Igk_DAP12mut verwendet und ebenso verfahren. Die Schemata der
Rezeptorkonstrukte sind in Abbildung 11 dargestellt. Parallel zu diesen Rezeptoren wurden
fir eine fluoreszenzanalytische Virustiterbestimmung

(siehe Kapitel 2.5.4.3) Plasmide mit EGFP-Markergen SFFV U3: Spleen Focus Forming-
mit der gleichen Vorgehensweise aus den  VirusPromoter

entsprechenden Ausgangsplasmiden kloniert.
LP: Igk-Leaderpeptid

myc: Polypeptid abgeleitet vom

c-myc Gen, verwendet als Protein-
SFFV U3 Promotor

’ T Detekti
Igk_DAP12 puroR ag zur Detektion

A

DAP12 ToA puroR  [— T2A: proteolytische Spaltstelle
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Y Y | puroR: Puromycin-Resistenzgen

extrazellular TM intrazellular

TM: Transmembrandomaine
SFFV U3 Promotor

scFv (MR1.1)
[ A \ lak MR1.1 DAP12™" puroR Linker: Glycin-Serin-
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B
LP | Vi | Linker | v, | myc H DAP12mt | T2A | puroR |~
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\ Einzelkettenantikorpers
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Abbildung 11 Schemata der chimiren Antigenrezeptorkonstrukte. Die Kassetten kodieren fiir
A) Igk DAP12 als verkiirzten Rezeptor mit funktioneller Signaluntereinheit, aber ohne Antigen-
bindestruktur, B) Igk_MR1.1_DAP12mut 3]s Kontrollkonstrukt mit Antigenbindestruktur aus den variablen
Ketten des EGFRvIII-spezifischen Antikérpers MR1.1 und mutiertem DAP12. Zwei Tyrosinreste wurden
gegen Serin ausgetauscht, so dass nach Antigenbindung keine Signalweiterleitung erfolgt.
C) Igk_MR1.1_DAP12 als den funktionellen chimiren Antigenrezeptor mit kompletter Signaluntereinheit
und Antigenbindestruktur. Die Expression wird durch den SFFV U3 Promoter gesteuert. Alle Vektoren
tragen eine proteolytische Spaltstelle (T2A), einen myc-Tag und ein Puromycin-Resistenzgen.

3.3 HERSTELLUNG  UND CHARAKTERISIERUNG  VON SDF-1A
SEKRETIERENDEN UND EGFRVIII-POSITIVEN TUMORZELLEN

Die in Kapitel 3.1 charakterisierten Tumorzelllinien wurden in einem nachsten Schritt gen-
technisch verdndert. Sie sollten zum einen den EGFRVIII exprimieren (siehe Kapitel 3.2.1.1)
und zum anderen das Chemokin SDF-1a ins Medium sekretieren (siehe Kapitel 3.2.1.2).
Dieses Kapitel beschreibt die Herstellung sowie Charakterisierung dieser Tumorzelllinien.

3.3.1 Nachweis der EGFRvIII-Expression

3.3.1.1 Nachweis der EGFRvIII-mRNA

Die Zelllinie U87-MGEGFRVIIl exprimierte bereits den EGFRVIIL. Auch die freundlicherweise
von Dr. Alexander Schulte und Dr. Katrin Lamszus (Universititsklinikum Hamburg-
Eppendorf) zur Verfiigung gestellten BS153 und BS153resE — Zellen lagen bereits mit
EGFRvVIII-Expression vor. Die Tumorzelllinien HEK 293T und U343-MG wurden mit lenti-
viralen Viruspartikeln transduziert, die fiir den pHATtrick-puroR-EGFRVIII kodierten, und
anschliefdend mit Puromycin fiir 24 h selektioniert (siehe Kapitel 2.5.4). Um zu zeigen, dass
die Transduktion der Zielzellen mit dem EGFRvIII-Expressionsplasmid tatsachlich zu einer
Integration ins Genom der Zellen und somit zur Ablesung von EGFRvIII-mRNA fiihrt, wurde
eine Kontroll-PCR entwickelt (siehe Kapitel 2.3.7). Gesamt-mRNA wurde aus den Lysaten
der Tumorzelllinien isoliert und in cDNA umgeschrieben (siehe Kapitel 2.3.5 und 2.3.6). Um
eine Kontamination mit genomischer DNA auszuschlief3en, wurde vor der eigentlichen
EGFRvIII-spezifischen PCR eine PCR mit MECL-Primern (siehe Tabelle 19) durchgefiihrt. Die
Oligonukleotide EGFRvVIII_seq_for und EGFRvIII_rev wurden so entworfen, dass sie zum
einen am Start-ATG binden und zum anderen in der mittleren Region der Sequenz. Da diese
beiden Sequenzen bei EGFRVIII und EGFR wt gleich sind, entstanden zwei unterschiedlich
lange PCR-Fragmente, je nachdem welcher Rezeptortyp vorlag. Der EGFRVIII fiihrte zu
einem 1.400 bp grofden Fragment, der EGFR wt zu einem 2.500 bp grofien Fragment.
Abbildung 12 zeigt ein Gelelektrophoresebild (siehe Kapitel 2.3.1.3) mit dem PCR-Produkt
aller im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Tumorzelllinien.
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1 2 3 4 5 6 7 8 1: UB7-MG wt

2: U87-MGEGFRvIII
3: HEK 293T wt

4- HEK 293 TEGFRvIII
5: U343-MG wt
1000 bp 6: U343-MGEGFRvIII
7: BS153

8: BS153resE

.~
.-
-
s
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s
-

EGFRwt: 2500 bp
- 2l 200 bp EGFRVIII: 1400 bp
100 bp B-Aktin: 129 bp

Abbildung 12 PCR zum Nachweis von EGFRvVIII-mRNA in den Tumorzelllinien. Eine spezifische PCR
mit revers transkribierter mRNA aus den verwendeten Tumorzelllinien diente zum Nachweis von
EGFRvIIl oder EGFR wt in diesen Zellen. Das entstandene PCR-Produkt wurde per
Agarosegelelektrophorese analysiert. Ein 1.400 bp grofdes Fragment entstand, wenn in den Zellen
EGFRVIII-mRNA vorlag, ein 2.500 grofies Fragment, wenn EGFR wt-mRNA vorlag. Die mitgefiihrte
[-Aktin-Kontrolle erlaubt eine Vergleichbarkeit der PCR-Produkte in den jeweiligen Zelllinien.

Die PCR erbrachte den Nachweis, dass die Zellen, die mit EGFRVIII transduziert worden
waren, die mRNA dieser verkiirzten Rezeptorvariante stark exprimierten, wahrend Wildtyp-
Zellen nur die mRNA des groféeren EGFR wt exprimierten. BS153 waren dahingehend eine
Ausnahme, da sowohl die parentalen Zellen als auch die Erlotinib-resistenten BS153resE die
kiirzere Variante exprimierten, wie fiir diese Zellen auch beschrieben. In den EGFRVIII-
positiven Zellen war kaum noch EGFR wt nachweisbar (nur ein wenig bei
U343-MG). Dies ist wahrscheinlich darin begriindet, dass zum einen EGFR wt nur schwach
exprimiert wurde (aufier bei HEK 293T). Zum anderen wurden die beiden Rezeptortypen in
der PCR mit den gleichen Primern nachgewiesen. Dabei wurde anscheinend bevorzugt der
kurzere EGFRVIII amplifiziert. Parallel zur EGFRvIII-PCR wurde eine PCR mit Primern gegen
B-Aktin als ,housekeeping“-Gen mitgefiihrt, bei der in allen Féllen ein 129 bp grofses PCR-
Produkt entstand. Das ,housekeeping“-Gen ermdglicht den Vergleich der mRNA-Level in den
Zellen. Ist die Bandenstdarke des [-Aktin-PCR-Produkts in den Wildtyp-Zellen und den
EGFRvllI-positiven Zellen gleich stark, korrelieren auch die Expressionsstirken der mRNA
fir EGFR wt und EGFRVIIIL In den parentalen und den mit EGFRvIII modifizierten Zelllinien
ist die Starke der PCR-Banden jeweils vergleichbar, doch zeigen sich Unterschiede in den
verschiedenen Zelllinien. So haben die Zelllinien U87-MG und HEK 293T wesentlich mehr
EGFRVIII-mRNA als die Zelllinien U343-MG und BS153. Nachdem gezeigt wurde, dass alle
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modifizierten Tumorzelllinien das Transkript fiir den EGFRvIII bildeten, wurde in einem
niachsten Schritt untersucht, ob der EGFRvVIII auch translatiert und an der Oberfliche der
Tumorzelllinien exprimiert wird.

3.3.1.2 Nachweis der EGFRvIII-Oberflachenexpression

Da kommerzielle anti-EGFRvIII-Antikérper keine zufriedenstellenden Ergebnisse in der
Durchflusszytometrie erbrachten, wurde ein gegen EGFRVIII gerichteter Einzelketten-
antikorper scFv(MR1.1) selbst erzeugt. Der aus dem Zellkulturiiberstand (ZKU) von
transient mit pSeqTag-MR1.1-BAP transfizierten HEK 293T aufgereinigte Einzelketten-
antikorper scFv(MR1.1) (siehe Kapitel 2.4.1) wurde mittels Immunoblot iiberpriift (siehe
Kapitel 2.4.5). Hierfiir wurde das aufgereinigte Protein auf ein 12%iges Acrylamid-Gel
aufgetragen und nach Blot auf eine PVDF-Membran iiber den His-Tag des scFv(MR1.1) mit
den Antikorpern Maus-anti-His und anti-Maus-HRP nachgewiesen (siehe Kapitel 2.4.6).
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Abbildung 13 Immunoblot des aufgereinigten scFv(MR1.1). Die Waschfraktionen sowie Eluate der
Aufreinigungsschritte des Zellkulturiiberstands von mit pSeqTag-MR1.1-BAP transfizierten HEK 293T
wurden in einer Immunoblot-Analyse untersucht. Uber seinen His-Tag wurde der sekretierte,
70 Kilodalton (kDa) grofle Einzelkettenantikorper scFv(MR1.1) proteinbiochemisch nachgewiesen.
Hierfiir wurden ein anti-His-Antikoérper und ein passender sekundarer HRP-Antikdrper eingesetzt.

In Elution 1 und 2 war der Einzelkettenantikorper eindeutig detektierbar, so dass diese
aufgereinigten Eluate (nach einer Konzentrationsbestimmung wie in Kapitel 2.4.3) daftr
eingesetzt werden konnten, in weiteren durchflusszytometrischen Messungen den EGFRVIII
auf Zielzellen nachzuweisen.

Der Nachweis des EGFRvIII-Rezeptors erfolgte durchflusszytometrisch mit 5 pg des selbst
produzierten scFv(MR1.1) sowie anti-c-myc-Biotin und anti-Biotin-PE Antikérpern (1:15
verdinnt). Jeweils 100.000 Tumorzellen wurden mit den Antikorpern inkubiert und am
Durchflusszytometer analysiert. Nur mit Sekundarantikorpern gefarbte Zellen dienten als
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Negativkontrolle. Diese Uberpriifung von Tumorzelllinien wurde regelmiRig vor jedem
experimentellen Ansatz durchgefiihrt. Abbildung 14 zeigt eine reprasentative Farbung.
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Abbildung 14 Oberflichenexpression von EGFRvIII auf eingesetzten Tumorzelllinien.
Durchflusszytometrische Analysen wurden durchgefiihrt, um die Oberflachenexpression von EGFRVIII auf
den eingesetzten Tumorzelllinien zu liberpriifen. Hierfiir wurden 5 pg des scFv(MR1.1) sowie anti-myc-
Biotin- und anti-Biotin-PE Antikorper (1:15 verdiinnt) eingesetzt.

Alle Tumorzelllinien exprimierten nach Selektion den EGFRvIII zu mehr als 85 % auf der
Oberflache, so dass der Rezeptor frei zugianglich fiir eine spezifische Farbung mit
scFv(MR1.1) war. Die unspezifische Farbung bei den Wildtyp-Zellen wurde als Hintergrund
definiert und die Fluoreszenzintensitit der modifizierten Zellen darauf bezogen. Diese
waren im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen deutlich EGFRvIII-positiv. Bemerkenswert war,
dass parentale BS153 und auch U343-MG eine leichte Oberflaichenfirbung mit dem
scFv(MR1.1) zeigten, die sich mit der Farbung der EGFRvIII-positiven Zellen iiberschneidet.
Mit dieser Analyse war der Nachweis erbracht, dass das Antigen fiir den gegen EGFRVIII
gerichteten chimaren Antigenrezeptor auf der Oberflache der modifizierten Tumorzelllinien
exprimiert wurde.

3.3.2 Nachweis der Sekretion von SDF-1a

Zusatzlich zur Oberflaichenexpression von EGFRVIII sollten die Zielzellen das Chemokin
SDF-1a ins Medium sekretieren. Es wurde fiir diese Versuche die U87-MG-Zelllinie gewahlt,
da sie in spateren Tierversuchen eingesetzt werden sollte. U87-MGEGFRVIl wurden mit
lentiviralen Viruspartikeln transduziert (siehe Kapitel 2.5.4.1), welche die genetische
Information fiir das Expressionsplasmid SDF-1a_IRES_EGFP_ZeoR trugen, und anschlief3end
mit Zeocin selektioniert. Als Kontrolle wurden U87-MGEGRVIL mit pHATtrick-EGFP
transduziert. Die Zellkulturiiberstinde (ZKU) einer definierten Zellzahl wurden nach 24 h
gesammelt und die Konzentration des sekretierten SDF-1a mittels eines ELISA (siehe
Kapitel 2.3.8) bestimmt. Der Versuch wurde dreimal durchgefiihrt, die Messwerte gemittelt
und die Standardabweichung (,standard deviation®, S.D.) berechnet. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 38 aufgelistet.
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Tabelle 38 SDF-1a-Sekretion von mit p6NST50-SDF-1a_IRES_EGFP_ZeoR transduzierten Gliomzellen

Zelllinie MW [pg / ml] S.D.
U87-MGEGFRvIII / EGFP 0 0
U87-MGEGFRvIL/ SDF-1a 2.008 228,15

Die Analyse der SDF-la-Chemokinkonzentration belegte, dass nur die SDF-la
exprimierenden Zellen sehr grofie Mengen des Chemokins in den Zellkulturiiberstand
sekretierten und so befahigt sein miissten, Zellen mit CXCR4-Chemokinrezeptor anzulocken.

3.3.3 Klonales Uberleben in vitro

Um zu Uberpriifen, ob die gentechnischen Verdnderungen die Vitalitit der Zielzellen
verandern, wurde das klonale Uberleben von frisch transduzierten und selektionierten
UB7-MGEGFRVIIL [J87-MGEGFRVIIL / EGFP  [J87-MGEGFRvIIl / SDF-1a hzyy, JB7-MG Wildtypzellen in vitro
tiberpriift. Pro Gruppe wurden jeweils dreimal 1.000 Zellen in 10 cm Schalen ausplattiert
und fiir 14 Tage im Brutschrank kultiviert. Anschlieffend wurden die gewachsenen Klone
mit Ethanol fixiert, mit Giemsa gefarbt und makroskopisch ausgezahlt (siehe Kapitel 2.5.6).
Der Versuch wurde dreimal wiederholt, die Mittelwerte, Standardabweichungen sowie die
statistische Signifikanz der Unterschiede mittels Student’s t-Test berechnet. Abbildung 15
zeigt das Ergebnis.
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Abbildung 15 Klonales Uberleben verschiedener U87-MG-Zielzellen. Nach 14 Tagen Kultivierung
wurden die gebildeten Zellkolonien von je 1.000 in 10 cm Schalen ausplattierten Zellen mit Giemsa gefarbt
und ausgezihlt, um deren Wachstum und Uberleben zu vergleichen. Pro Gruppe wurde eine
Dreifachbestimmung durchgefiihrt, daraus die Mittelwerte und Standardabweichungen sowie die
statistische Signifikanz der Unterschiede bestimmt.

Alle ausplattierten Zellen bildeten Klone. U87-MG Wildtyp und U87-MGEGFRVII wychsen
jedoch etwas besser als die doppelt transduzierten U87-MGEGFRVIL / EGFP  Jzwy,
UB7-MGEGFRVIIL / SDF-1a Dijese zeigten im Vergleich zu Wildtyp und einfach transduzierten
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Zellen ein signifikant beeintriachtigtes klonales Uberleben. Auf Grundlage dieser Ergebnisse
in vitro wurden in weiterfiihrenden in vivo Versuchen mit U87-MG stets 50 % mehr der
doppelt transduzierten Zielzellen als der einfach transduzierten Zielzellen eingesetzt, um ein
vergleichbares Tumorwachstum zu erreichen.

3.3.4 Tumorzell-Passagierung in vivo und Persistenz der EGFRvIII-
Expression sowie SDF-1a-Sekretion

Um zu zeigen, dass die derart transduzierten Zielzellen auch in vivo tiberleben und zur
Tumorbildung beféahigt sind, ohne ihre neuen Eigenschaften (EGFRvIII-Expression, SDF-1a-
Sekretion) zu verlieren, wurden 1,5 x 106 U87-MGEGFRvIll / SDF-1a gybkutan in einer kleinen
Gruppe NMRInunu-Mdause (n = 4) passagiert (siehe Kapitel 2.6). Nach 21 Tagen wurden die
Mause in steriler Umgebung getdtet, die Tumore entnommen, zerkleinert und das
Homogenat in Zellkulturflaschen tberfiihrt. Schon nach ein bis zwei Tagen wanderten
Tumorzellen aus den Gewebeklimpchen aus. Regelmifiige Medienwechsel wurden
durchgefiihrt, um Gewebetriimmer zu entfernen, so lange, bis nur adhdrente Zellen in den
Flaschen {ibrig blieben. Von Tumoren aus zwei Mdusen wurden auf diese Weise genug
Zellen rekultiviert, um sie per Durchflusszytometrie (siehe Kapitel 2.5.5) und ELISA (siehe
Kapitel 2.3.8) auf ihre Eigenschaften untersuchen zu kénnen. Die Ergebnisse fiir Maus 1 und
Maus 3 sind in Abbildung 16 und Tabelle 39 dargestellt.

Tabelle 39 SDF-1a-Sekretion von

Maus 1 Maus 3
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g = }!\ ZZ ‘!‘\ U87-MGEGFRvIII/SDF-1a 1,155 292,27
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Abbildung 16 Durchflusszytometrische Analyse U87-MGEGFRVIIl / SDF-1a pnach 21 Tagen in der Maus.
Nach in vivo Passagierung wurden die Zellen in vitro rekultiviert und auf ihre EGFP-Expression und die
Oberflachenexpression von EGFRvIII untersucht. Hierfiir wurden 5 pg des scFv(MR1.1) sowie anti-myc-
Biotin- und anti-Biotin-PE Antikérper (1:15 verdiinnt) eingesetzt.

Auch nach 21 Tagen in der Maus und erneuter Kultivierung in vitro behielten die
gentechnisch verdanderten U87-MG-Gliomzellen ihre Eigenschaften. Durchschnittlich 78,2 %
der Zellen waren EGFP-positiv. Wurde das Analysefenster auf die EGFP-positiven Zellen
gelegt, gelang der Nachweis von EGFRVIII auf durchschnittlich 76,5 % dieser Zellen. Mit
dieser Vorgehensweise wurde ausgeschlossen, dass Bindegewebe oder Hautzellen der
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Mause statt der eingebrachten Tumorzellen analysiert wurden. Zudem konnte im ELISA
gezeigt werden, dass die Zellen noch immer 1.155 (+/- 292,27) pg / ml SDF-1a in den Zell-
kulturiiberstand sekretierten. Mit diesem Experiment wurde gezeigt, dass das Tumormodell
auch in der Maus dazu befahigt ist, CXCR4-positive, CAR-armierte Effektorzellen anzulocken
und ihnen das aktivierende Antigen zu prasentieren.

3.4 HERSTELLUNG UND CHARAKTERISIERUNG DER YTS- UND NK-
EFFEKTORZELLEN MIT CHIMAREN ANTIGENREZEPTOREN UND
EXPRESSION DES CXCR4-CHEMOKINREZEPTORS

3.4.1 YTS-Zellen

YTS-Zellen wurden im Rahmen dieser Arbeit zum einen mit dem chimaren Antigenrezeptor
Igk_ MR1.1_DAP12 sowie den Kontrollkonstrukten Igk_DAP12 und Igk_MR1.1_DAP12mut,
zum anderen mit dem CXCR4-Chemokinrezeptor armiert. Um YTS mit den chimaren
Rezeptorkonstrukten auszustatten, wurden lentivirale Viruspartikel in HEK 293T
produziert (siehe Kapitel 2.5.3), YTS-Zellen mit den Virusiiberstinden transduziert und
diese mit 15 pg / ml Puromycin fiir 24 h bzw. mit 150 pg / ml Hygromycin fiir 10 Tage
selektioniert (siehe Kapitel 2.5.4.1). Hygromycin B ist ein Aminoglykosid und hemmt ebenso
wie Puromycin die Proteinsynthese von Eu- und Prokaryonten (Gritz1983). Es muss jedoch
fir eine erfolgreiche Selektion eine hohere Dosis liber einen langeren Zeitraum eingesetzt
werden. Die Transduktion wurde mittels proteinbiochemischer Methoden sowie
Durchflusszytometrie liberpriift.

3.4.1.1 Nachweis der korrekten Proteinexpression der eingebrachten Rezeptoren in
Zelllysaten

Es wurden YTS wt, YTS CXCR4, YTS DAP12, YTS MR1.1_DAP12mut YTS MR1.1_DAP12 sowie
YTS CXCR4 / MR1.1_DAP12 generiert. Zuniachst wurde iiberpriift, ob YTS-Zellen die
eingebrachte Fremd-DNA transkribieren kénnen und die Rezeptorkonstrukte vollstiandig
und unfragmentiert vorliegen. Hierfiir wurden 1 x 10°¢ Zellen lysiert (siehe Kapitel 2.4.2), die
Proteinkonzentration im Lysat bestimmt (siehe Kapitel 2.4.3) und eine SDS-Gelelektro-
phorese mit 50 ug aufgetragenem Protein durchgefiihrt. Nach einem Western Blot wurden
die Proben mit spezifischen Antikérpern gegen den myc-Tag und gegen DAP12 sowie
passenden sekunddren HRP-Antikorpern inkubiert (siehe Kapitel 2.4.6). Als Ladekontrolle
diente ein Abgleich mit einem spezifischen Antikérper gegen a-Tubulin. Abbildung 17 zeigt
die Resultate.
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Abbildung 17 Proteinbiochemischer Nachweis chimirer Antigenrezeptoren in YTS. Die Zelllysate
verschiedener YTS-Effektorzellen wurden durch eine Immunoblot-Analyse auf die korrekte Expression
der chimdren Antigenrezeptoren iiberpriift. Hierfiir wurden A) ein anti-myc-Antikérper oder B) ein anti-
DAP12-Antikdrper eingesetzt. Der gleichméafdige Proteinauftrag wurde iiber den Nachweis von a-Tubulin
iiberpriift.

Die YTS-Zelllysate wurden mit zwei Antikérpern auf verschiedenen PVDF-Membranen
untersucht. Dafiir wurde zum einen ein myc-spezifischer Antikérper (Abbildung 17A), zum
anderen ein DAP12-spezifischer Antikérper (Abbildung 17B) verwendet. In Spur 1 wurden
jeweils Lysate der YTS-Wildtypzellen aufgetragen, es erfolgte keine spezifische Bindung des
Antikorpers. In den Spuren 2 bis 5, in denen Lysate der transduzierten YTS-Zellen
aufgetragen wurden, konnten die unterschiedlich grof3en Rezeptorkonstrukte nachgewiesen
werden. Der Igk DAP12 (Spur 2) ist etwa 18 kDa grof}, die vollstandigen
Igk_MR1.1_DAP12mut (Spur 3) und Igk_MR1.1_DAP12 (Spur 4) sind circa 50 kDa grof3. Mit
dem monoklonalen DAP12-spezifischen Antikorper konnte der Igk_MR1.1_DAP12mut
(Spur 3) nicht nachgewiesen werden (siehe Abbildung 17B). In Spur 5 wurden Lysate von
YTS-Zellen aufgetragen, die neben dem Igk_ MR1.1_DAP12 zusatzlich mit CXCR4 transduziert
wurden. Die Proteinkonzentration pro Spur ist laut Tubulinkontrolle vergleichbar, d. h. der
Rezeptor ohne Antigenbindestelle (YTS DAP12, Spur 2) wurde etwas schlechter exprimiert
als die anderen Rezeptorkonstrukte. Mit diesem Immunoblot wurde gezeigt, dass die in YTS-
Zellen eingebrachte Fremd-DNA Kkorrekt abgelesen und mRNA translatiert wird. Die
gebildeten Proteine liegen vollstindig vor, ohne dass es zu einer Fragmentierung der
chimédren Antigenrezeptoren kommt. Zudem ist die T2A-Sequenz funktionell und fiihrt zur
proteolytischen Abspaltung der durch das PAC-Gen vermittelten Puromycin-Resistenz. Ob
die chimdren Antigenrezeptoren und der CXCR4-Chemokinrezeptor auch an der Oberflache
der YTS-Effektorzellen exprimiert werden, wurde im folgenden Schritt durchfluss-
zytometrisch untersucht.
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3.4.1.2 Nachweis der Oberflaichenexpression von chimaren Antigenrezeptoren und des
Chemokinrezeptors

Die Expression der CAR auf der Oberflache der YTS-Zellen konnte durchflusszytometrisch
tiber die Detektion des in den CAR vorhandenen c-myc-Epitops mit anti-myc-Biotin und
anti-Biotin-PE Antikérpern nachgewiesen werden. Die Expression von CXCR4 wurde mit
einem spezifischen monoklonalen Antikérper, der APC-gekoppelt war, und der
entsprechenden Isotypkontrolle tiberpriift. Jeweils 100.000 Zellen wurden mit den Anti-
korpern inkubiert und am Durchflusszytometer analysiert (siehe Kapitel 2.5.5). Diese
Farbung wurde regelmafdig vor jedem experimentellen Ansatz durchgefiihrt, um die
Effektorzellen zu iiberpriifen. Abbildung 18 zeigt eine exemplarische Farbung.
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Abbildung 18 Oberflichenexpression von chimiren Antigenrezeptoren und CXCR4 auf YTS.
Transduzierte YTS-Zellen wurden durchflusszytometrisch auf ihre Oberflichenexpression von
A) chimaren Antigenrezeptoren mittels anti-myc-Biotin- und anti-Biotin-PE-Antikérpern (1:15 verdiinnt),
sowie B) auf die Oberflichenexpression von Chemokinrezeptor mittels eines CXCR4-spezifischen
Antikérpers (unverdiinnt) untersucht.

Alle YTS-Effektorzellen exprimierten nach Selektion den jeweiligen chimaren
Antigenrezeptor bzw. den Chemokinrezeptor CXCR4 zu mehr als 90 % auf der Oberflache, so

dass diese fiir eine Antikorperfarbung frei zuganglich waren. Wildtypzellen wurden nicht
unspezifisch angefarbt.
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3.4.2 Primare humane NK-Zellen

Primdre humane NK-Zellen wurden im Rahmen dieser Arbeit von drei verschiedenen
gesunden Spendern isoliert und in vitro expandiert sowie aktiviert (siehe Kapitel 2.5.1.2).
Dann wurden die NK-Effektorzellen zum einen mit dem chimédren Antigenrezeptor
Igk_MR1.1_DAP12 und dem Kontrollkonstrukt Igk_DAP12, zum anderen mit dem CXCR4-
Chemokinrezeptor armiert. Um primdre humane NK-Zellen mit den chimdren Rezeptor-
konstrukten auszustatten, wurden lentivirale Viruspartikel in HEK 293T produziert (siehe
Kapitel 2.5.3), die NK-Zellen mit den Virusiiberstinden transduziert und diese mit
10 pg / ml Puromycin fiir 6 - 8 h selektioniert (siehe Kapitel 2.5.4.1). Die Transduktions-
effizienz wurde mit proteinbiochemischen Methoden sowie Durchflusszytometrie tiberpriift.

3.4.2.1 Isolation von primdren humanen NK-Zellen aus peripherem Blut

Primare humane NK-Zellen wurden, wie in Kapitel 2.5.1.2 beschrieben, aus dem peripheren
Blut von drei gesunden Spendern mit Miltenyi-MACS-Technik isoliert. Je 200.000 Zellen aus
dem ersten und zweiten Aufreinigungsschritt wurden mit anti-CD3-FITC sowie
anti-CD56-PE gefarbt. In einer durchflusszytometrischen Messung wurde im Forward-
Sideward-Scatter ein Analysefenster fiir die Lymphozytenpopulation ausgewdahlt und die
Oberflachenexpression von FITC-markiertem CD3 als T-Zell-Marker und PE-markiertem
CD56 als NK-Zell-Marker in der Population untersucht (siehe Kapitel 2.5.5.1). Abbildung 19
zeigt die Ergebnisse an einem exemplarischen Beispiel.
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Abbildung 19 Beispiel fiir Isolation und Aufreinigung von NK-Zellen aus peripheren
mononukleiren Blutzellen (PBMC) von Spender 1. Eine durchflusszytometrische Analyse und Farbung
mit anti-CD3-FITC sowie anti-CD56-PE Antikorpern identifizierte T-Zellen und NK-Zellen in den beiden
Aufreinigungsstufen der NK-Zell-Isolation.
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Zunachst wurden die durch Ficoll-Gradientenzentrifugation gewonnenen PBMC untersucht.
Bei der Analyse mit FlowJo wurde im Forward-Sideward-Scatter deren Heterogenitit
deutlich. Ein Analysefenster wurde auf die Lymphozytenpopulation gelegt, dann die
emittierte Fluoreszenz im FL-1 und FL-2-Kanal untersucht. Circa 90 % der Lymphozyten in
PBMC waren CD3-positive T-Zellen. Nur knapp jede zehnte Zelle trug ausschliefRlich CD56
und wurde somit als NK-Zelle identifiziert. Eine Population von 10 % trug sowohl CD3 als
auch CD56, wie es fliir NKT-Zellen typisch ist. Nach Aufreinigung mit dem ,MACS NK
isolation and expansion“ Kit (Miltenyi) blieb im Forward-Sideward-Scatter nur die Lympho-
zytenpopulation iibrig, andere Zelltypen wurden entfernt. In der Fluoreszenzanalyse wurde
sichtbar, dass nach Aufreinigung die Lymphozyten fast vollstindig T-Zell-depletiert waren.
Nur noch 5 % der Zellen trugen CD3. Dafiir war die isolierte NK-Zell-Population sehr rein
und zu 92 % CD56-positiv. Die NK-Zellen wurden in CellGro-Medium (komplett) in Kultur
genommen, mit dem ,NK Cell Activation / Expansion Kit“ (Miltenyi) inkubiert und nach
Expansion und Aktivierung mit viralen Zellkulturiiberstinden transduziert, die fiir die
Expressionsplasmide der CAR oder des CXCR4-Rezeptors kodierten.

3.4.2.2 Nachweis der Proteinexpression der eingebrachten Rezeptoren in Zelllysaten

Es wurden neben Wildtyp-NK-Zellen die Effektorzellen NK DAP12 und NK MR1.1_DAP12
generiert. Auf eine Transduktion mit Igk_ MR1.1_DAP12mu wurde verzichtet, da dieser
Kontrollvektor schon in YTS-Zellen tiberpriift wurde und zudem nach der Isolation von
NK-Zellen nur begrenzte Zellzahlen fiir Versuche zur Verfligung standen. Zunachst wurde
untersucht, ob primdare humane NK-Zellen die eingebrachte Fremd-DNA transkribieren
konnen und ob die gebildeten Proteine in den NK-Zellen vollstandig vorliegen. Hierfir
wurden 1 x 106 Zellen lysiert (siehe Kapitel 2.4.2), die Proteinkonzentration im Lysat
bestimmt (siehe Kapitel 2.4.3) und eine SDS-Gelelektrophorese mit 50 pg aufgetragenem
Protein durchgefiihrt. Nach einem Western Blot wurden die Proben mit spezifischen Anti-
korpern gegen den myc-Tag und gegen DAP12 sowie passenden sekunddren HRP-Anti-
korpern inkubiert (siehe Kapitel 2.4.6). Als Ladekontrolle diente ein Abgleich mit einem
spezifischen Antikdrper gegen a-Tubulin. Abbildung 20 zeigt die Resultate.
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Abbildung 20 Proteinbiochemischer Nachweis chimarer Antigenrezeptoren in NK-Zellen.
Die Zelllysate verschiedener NK-Effektorzellen wurden durch eine Immunoblot-Analyse auf die korrekte
und unfragmentierte Expression der chimdren Antigenrezeptoren iberprift. Hierfir wurden
A) ein anti-myc-Antikérper oder B) ein anti-DAP12-Antikérper eingesetzt. Der gleichmafdige Protein-
auftrag wurde iiber einen anti-a-Tubulin-Antikérper nachgewiesen.

Die NK-Zelllysate wurden mit zwei Antikorpern auf verschiedenen PVDF-Membranen
untersucht. Daflir wurde zum einen ein myc-spezifischer Antikérper (Abbildung 20A), zum
anderen ein DAP12-spezifischer Antikérper (Abbildung 20B) verwendet. In Spur 1 wurden
jeweils Lysate der NK-Wildtypzellen aufgetragen, es erfolgte keine spezifische Bindung der
Antikorper. In den Spuren 2 und 3, in denen Lysate der transduzierten NK-Zellen
aufgetragen wurden, konnten die unterschiedlich grofsen Rezeptorkonstrukte nachgewiesen
werden. Der Igk DAP12 (#) (Spur 2) ist circa 18 kDa grof3, der Igk_ MR1.1_DAP12 (°)
(Spur 3) etwa 50 kDa. Im Blot ist sichtbar, dass der CAR unfragmentiert und vollstindig
exprimiert wird. Interessanterweise gelang bei NK-Zellen mit dem DAP12-spezifischen Anti-
korper auch der Nachweis von endogenem DAP12 (*), welches als schwache Bande auf
Hohe von circa 12 kDa lauft. Die bei knapp 25 kDa laufende Bande in Spur 2 der Abbildung
20A Kkonnte eventuell posttranslationell verdandertes Igk DAP12 reprasentieren. In
Abbildung 20B sind ebenfalls einige zusatzliche Banden zu erkennen, wobei die auf circa
16 kDa laufende Bande in Spur 2 eventuell phosphoryliertes endogenes DAP12 darstellen
konnte, wiahrend die bei 35 kDa laufende Bande unerklarlich bleibt und auf einer
unspezifischen Bindung des anti-DAP12-Antikérpers beruhen muss. Die Beladung der
Membranen erfolgte gleichmafiig, wie die in allen Spuren etwa gleich starke a-Tubulin-
spezifische Bande (circa 55 kDa) zeigt. Ob die chimaren Antigenrezeptoren und der CXCR4-
Chemokinrezeptor auch an der Oberflache der NK-Effektorzellen exprimiert werden, wurde
im folgenden Schritt untersucht.
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3.4.2.3 Nachweis der Oberflichenexpression von chimadren Antigenrezeptoren und
Chemokinrezeptoren

Die Transduktion primarer Zellen stellt haufig eine Herausforderung dar. Zur Transduktion
der NK-Zellen wurde daher statt der tiblicherweise in unserem Labor genutzten Methode
ein modifiziertes Protokoll nach Sutlu et al. (Sut/u2012) verwendet (siehe Kapitel 2.5.4.2).
Beide Methoden wurden zundchst parallel durchgefiihrt, um die damit erreichbare Ober-
flaichenexpression der verschiedenen chimdren Antigenrezeptoren auf primaren humanen
NK-Zellen vergleichen zu konnen. Zur Uberpriifung der Transduktionseffizienzen wurden
jeweils 100.000 Zellen mit anti-myc-Biotin und anti-Biotin-PE Antikérpern oder mit einem
anti-CXCR4-APC-Antikorper samt Isotypkontrolle gefarbt und durchflusszytometrisch
analysiert (siehe Kapitel 2.5.5). Tabelle 40 zeigt eine Zusammenfassung der Ergebnisse.

Tabelle 40 Vergleich Transduktionseffizienzen von primaren humanen NK-Zellen

CXCR4 DAP12 MR1.1_DAP12 CXCR4 /

MR1.1_DAP12

iibliches Anzahl 12 7 7
Protokoll Experimente

MW 52,0 % 32,5% 7,0 %

minimal 14,0 % 11,4 % 1,3 %

maximal 90,0 % 57,6 % 17,5 %
Protokoll nach Anzahl 11 12 12 4
Sutlu et al. Experimente

MW 82,5% 89,2 % 56,0 % 20,2 %

minimal 28,7 % 74,2 % 36,2 % 12,4 %

maximal 99,7 % 98,8 % 97,5 % 30,9 %

Der Vergleich der beiden Transduktionsprotokolle zeigt deutlich, dass mit dem
modifizierten Protokoll nach Sutlu et al. wesentlich bessere Transduktionseffizienzen und
Oberflachenexpressionen der chimaren Antigenrezeptoren und des CXCR4-Chemokin-
rezeptors erzeugt werden konnten als mit dem sonst tiblichen Transduktionsprotokoll. Die
kiirzeren Rezeptorkonstrukte CXCR4 und Igk_DAP12 waren mit dem alten Protokoll zwar
durchschnittlich zu 52,0 % bzw. 32,5 % auf der Oberflache der Zellen nachweisbar, der tiber
8.000 bp grofie Igk_MR1.1_DAP12 wurde jedoch nur zu 7,0 % exprimiert. Mit dem neuen
Protokoll gelang es, die Oberflichenexpression von chimaren Antigenrezeptoren auf
NK-Zellen wesentlich zu verbessern. Fiir CXCR4 wurde eine durchschnittliche Expression
von 82,5 % erreicht, Igk_ DAP12 wurde durchschnittlich zu 89,2 % exprimiert. Auch der
Igk_MR1.1_DAP12 wurde nach Transduktion mit dem neuen Protokoll zu 56,0 % exprimiert.
Der Versuch, primdre humane NK-Zellen doppelt mit CXCR4 und Igk_MR1.1_DAP12 zu
transduzieren, gelang jedoch nicht in zufriedenstellendem Mafe. Hierbei wurde zwar der
Chemokinrezeptor sehr gut exprimiert, doch der CAR gelangte nur zu durchschnittlich
20,2 % auf die Oberflache der Zellen. Eine doppelte Transduktion von primdren humanen
NK-Zellen war daher nicht realisierbar.
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Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die NK-Zell-Experimente in den weiteren Kapiteln mit
priméren NK-Zellen durchgefiihrt, die laut dem abgednderten SUTLU-Protokoll transduziert
wurden. Abbildung zeigt eine exemplarische Farbung, wie sie den in Tabelle 40 gezeigten
Daten zugrunde liegt.
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Abbildung 21 Oberflichenexpression von chimaren Antigenrezeptoren und CXCR4 auf primiren
humanen NK-Zellen von Spender 1 mit Transduktionsprotokoll nach SUTLU et al
Primdre humane NK-Zellen wurden 7 Tage nach Transduktion laut abgedndertem SUTLU-Protokoll
durchflusszytometrisch auf ihre Oberflaichenexpression von A) chimaren Antigenrezeptoren mittels anti-
myc-Biotin- und anti-Biotin-PE-Antikérpern (1:15 verdiinnt), sowie B) auf die Oberflachenexpression des
Chemokinrezeptors mittels eines anti-CXCR4-APC-Antikorpers (unverdiinnt) untersucht.

Die Experimente erbrachten den Nachweis, dass sowohl die NK-Zelllinie YTS als auch
primdre humane NK-Zellen mit chimadren Antigenrezeptoren und dem CXCR4-Chemokin-
rezeptor transduziert werden kénnen und dass diese Rezeptoren auf der Zellmembran
exprimiert werden. Folgerichtig wurde als nachstes tiberprift, ob die Rezeptoren in den
Effektorzellen auch funktionell sind.

3.5 FUNKTIONALITAT DER EFFEKTORZELLEN IN VITRO

Dieses Kapitel fasst die Experimente zusammen, in denen untersucht wurde, ob zum einen
das von den modifizierten Tumorzelllinien sekretierte SDF-1a die gentechnisch veranderten
Effektorzellen chemotaktisch anlocken kann und zum anderen, ob die Expression des
EGFRVIII ausreicht, ein zytotoxisches Signal in den CAR-exprimierenden Effektorzellen zu
induzieren. Die Experimente mit YTS-Zellen wurden hierfiir mindestens dreimal durch-
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gefilhrt und die Ergebnisse gemittelt. Aufgrund der bei jedem Experiment schwankenden
Transduktionseffizienz bei NK-Zellen (siehe Kapitel 3.4.2.3) wird, sofern nicht anders
angegeben, fiir diese jeweils nur ein reprasentatives Experiment gezeigt, aber auch NK-Zell-
Experimente wurden mindestens zweimal durchgefiihrt.

3.5.1 Migratorisches Potential

3.5.1.1 YTS-Zellen

Der Migrationsassay zum Nachweis der gerichteten Chemotaxis wurde in Boyden-Kammern
durchgefiihrt (siehe Kapitel 2.5.7). Jeweils 50.000 YTS wt bzw. CXCR4-modifizierte YTS und
Zellkulturiiberstinde von U87-MGEGFRVIIL / EGFP gder U87-MGEGFRVIIL / SDF-1a hzyy, FKS-freies
Medium wurden eingesetzt. Die Boyden-Kammer wurde fiir 3 h bei 37°C im Brutschrank
inkubiert und anschliefSend die Zahl der durch die 8 um grofien Poren der Membran
gewanderten Effektorzellen im unteren Well per Neubauer-Kammer-Zahlung bestimmt. Der
Versuch wurde als Doppelbestimmung durchgefiihrt und dreimal wiederholt. Die Mittel-
werte der Zellzahlen sowie die Standardabweichungen (,,standard deviation®, S.D.) wurden
aus den drei Experimenten berechnet und die statistische Signifikanz der Unterschiede
durch den Student’s t-Test ermittelt. Zudem wurde in einem der drei Versuche der CXCR4-
Inhibitor AMD3100 mitgefiihrt, um die Abhdngigkeit der Migration von der
SDF-1a / CXCR4-Achse zu zeigen. Abbildung 22 zeigt die Ergebnisse.
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Abbildung 22 in vitro Migration von YTS im Boyden-Kammer-Assay. YTS wt und YTS CXCR4 wurden
auf ihr Migrationsverhalten entlang eines SDF-1a-Chemokingradienten untersucht. In einer Boyden-
Kammer mit 8 pm Porengrofie wurde ausgezéhlt, wie viele Zellen durch die Membran hindurch zu FKS-
freiem Medium, Zellkulturiiberstand von U87-MGEGFRVIL / EGFP  gder Zellkulturiiberstand von
UB7-MGEGFRVIIl / SDF-1a jn das untere Well einwanderten. Die Abhangigkeit von CXCR4 wurde durch den
Einsatz des CXCR4-inhibierenden Molekiils AMD3100 iiberpriift. Die Abbildung zeigt Mittelwerte aus drei
unabhdngigen Versuchen.
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Es wurde deutlich, dass FKS-freies Medium allein kein chemoattraktives Potential fir YTS-
Zellen besitzt. Auch der Zellkulturiiberstand von mit EGFP transduzierten Kontrollzellen
hatte nicht den Effekt, dass YTS-Zellen ins untere Well der Boyden-Kammer migrierten.
SDF-1a-haltiger Zellkulturiiberstand fiihrte jedoch dazu, dass 55 % der CXCR4-positiven
YTS durch die Membran wanderten, wahrend YTS Wildtypzellen dies nicht verstarkt taten.
Dieser Unterschied war statistisch sehr signifikant. Dass die Wanderung tatsachlich CXCR4-
abhangig ist, wurde durch den Einsatz des inhibierenden Molekiils AMD3100 bewiesen,
welches die Migration der CXCR4-positiven YTS unterband und auf das Niveau der Medium-
bzw. EGFP-Kontrolle senkte.

3.5.1.2 Primare humane NK-Zellen

Der Migrationsassay zum Nachweis der gerichteten Chemotaxis von NK-Zellen wurde in
Boyden-Kammern mit dem gleichen Versuchsaufbau wie flir YTS-Zellen durchgefiihrt (siehe
Kapitel 2.5.7). Die NK-Zellen waren zum Zeitpunkt des Versuchs seit 14 Tagen in Kultur. Die
CXCR4-Expression der transduzierten NK-Zellen lag, wie in Kapitel 3.4.2.3 gezeigt, meist bei
etwa 80 %. Die Boyden-Kammer wurde fiir 3 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert und
anschlieflend die Zahl der durch die 3 um grofien Poren der Membran gewanderten
NK-Zellen im unteren Well per Neubauer-Kammer-Zahlung bestimmt. Der Versuch wurde
mit NK-Zellen von zwei verschiedenen Spendern als Doppelbestimmung durchgefiihrt und
dreimal wiederholt. Die statistische Signifikanz der Unterschiede wurde durch den Student’s
t-Test ermittelt. Zudem wurde in einem der drei Versuche der CXCR4-Inhibitor AMD3100
mitgefiihrt, um die Abhdangigkeit der Migration von der SDF-1a / CXCR4-Achse zu zeigen.
Abbildung 23 zeigt die Ergebnisse.
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Abbildung 23 in vitro Migration NK-Zellen im Boyden-Kammer-Assay. NK wt und NK CXCR4 von zwei
Spendern wurden auf ihr Migrationsverhalten entlang eines SDF-1a-Chemokingradienten untersucht. In
einer Boyden-Kammer mit 3 um Porengrofie wurde ausgezahlt, wie viele Zellen durch die Membran
hindurch zu FKS-freiem Medium, Zellkulturiiberstand von U87-MGEGFRVIIl / EGFP gder Zellkulturiiberstand
von U87-MGEGFRVIIl / SDF-1a i das untere Well einwanderten. Die Abhdngigkeit von CXCR4 wurde durch den
Einsatz des CXCR4-inhibierenden Molekiils AMD3100 iliberpriift. Die Abbildung zeigt Mittelwerte aus drei
unabhingigen Experimenten.
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Auch primare humane NK-Zellen, die den Chemokinrezeptor CXCR4 exprimierten, waren in
der Lage, entlang eines chemotaktischen SDF-la-Gradienten in das untere Well einer
Boyden-Kammer zu migrieren. Weder FKS-freies Medium noch der Zellkulturiiberstand von
mit EGFP transduzierten Kontrollzellen besaflen chemoattraktives Potential fiir die
NK-Zellen. SDF-1a-haltiger Zellkulturiiberstand fiihrte dazu, dass bis zu 41 % der CXCR4-
positiven NK-Zellen von Spender 1 und bis zu 39 % der CXCR4-positiven NK-Zellen von
Spender 2 durch die Poren der Membran wanderten, wahrend NK-Wildtypzellen dies nicht
verstarkt taten. Dieser Unterschied war fiir beide Spender statistisch signifikant. Dass die
Wanderung tatsachlich CXCR4-abhdngig ist, wurde durch den Einsatz des inhibierenden
Molekiils AMD3100 bewiesen, welches die Migration der CXCR4-positiven NK-Zellen
unterband und auf das Niveau der Medium- bzw. EGFP-Kontrolle senkte. Diese Experimente
zeigen, dass sowohl CXCR4-positive YTS-Zellen als auch primare humane NK-Zellen in der
Lage sind, iiber den Chemokinrezeptor SDF-la zu erkennen und entlang eines
entsprechenden chemotaktischen Gradienten zu migrieren.

3.5.2 Zytotoxisches Potential

3.5.2.1 Aktivierung der zytotoxischen Signalkaskade in CAR-modifizierten YTS-Zellen
durch Phosphorylierung von ZAP70

Um die spezifische und rezeptorvermittelte Aktivierung der Signalwege in den YTS-Zellen
nachzuweisen, wurde eine 4-stiindige Kokultivierung der CAR-armierten YTS-Effektorzellen
mit HEK 293T Wildtypzellen und HEK 293TEGFRVIIl durchgefiihrt. Anschlieffend wurden die
Zellen lysiert und phosphoryliertes ZAP70 durch Inkubation mit einem phosphoZAP70-
spezifischen Antikérper und passendem sekunddaren HRP-Antikdrper nachgewiesen (siehe
Kapitel 2.4.6). Als Ladekontrolle diente die Inkubation mit Antikérpern gegen
unphosphoryliertes ZAP70 und gegen a-Tubulin. Abbildung 24 zeigt einen reprasentativen
Blot und dessen densitometrische Auswertung mittels Image ] (NIH, USA). Die Starke der
Proteinbanden wurde in Relation zur Starke der YTS-Wildtyp-Bande gesetzt und so die
Unterschiede zwischen den YTS-Effektorzellen und Kokultivierungen bestimmt.
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Abbildung 24 in vitro Aktivierung der zytotoxischen Signalkaskade in YTS. CAR-armierte YTS-Zellen
wurden fiir 4 h mit HEK 293T kokultiviert, die entweder Wildtypzellen waren oder den EGFRVIII als
Antigen prasentierten. YIS MR1.1_DAP12 wurden spezifisch durch EGFRvIIl aktiviert und die
Phosphorylierung von ZAP70 induziert. Der Nachweis in den Zelllysaten erfolgte proteinbiochemisch
mittels spezifischer Antikérper und passenden sekunddren HRP-Antikérpern. Die Stiarke der Banden
wurde densitometrisch bestimmt. Der gleichméafiige Proteinauftrag wurde iiber den Nachweis von
a-Tubulin iiberpriift. Die Abbildung zeigt ein reprasentatives Ergebnis.

Die Immunoblot-Analyse zeigte, dass die Kokultivierung von YTS DAP12,
YTS MR1.1_DAP12mut oder YTS MR1.1_DAP12 mit Wildtyp-Zielzellen zu einem kaum
erhohten Level von phosphoryliertem ZAP70 fiihrte. YTS-Zellen, die den funktionellen CAR
Igk_MR1.1_DAP12 auf der Oberfliche trugen, wurden jedoch aktiviert, wenn die Zielzellen
das EGFRvIII-Antigen prasentierten. Die densitometrische Auswertung ergab einen Anstieg
von phosphoryliertem ZAP70 um mehr als das Doppelte im Vergleich zu YTS-Wildtypzellen.
Diese Aktivierung war spezifisch, denn die Kokultivierung der mit Kontrollkonstrukten
transduzierten YTS-Zellen mit HEK 293 TEGFRVIII fijhrte nicht zu einer eindeutig verstarkten
Phosphorylierung von ZAP70 und nur zu einem leichten Anstieg der Bandenstdarke um etwa
die Halfte. Die ZAP70-Expression in den YTS-Zellen war anndhernd gleich, nur die
aktivierten YTS MR1.1_DAP12 zeigten eine leichte Uberexpression von unphosphoryliertem
ZAP70. Die Beladung der PVDF-Membran mit Protein war gleichmafiig, wie die
Tubulinkontrolle zeigt.

3.5.2.2 Chromfreisetzungs-Assay mit CAR-modifizierten YTS-Zellen

Ob die Induktion der zytotoxischen Signalwege iiber phosphoryliertes ZAP70 ausreicht, um
EGFRvIII-positive Zielzellen durch die mit CAR armierten YTS spezifisch zu lysieren, wurde
in einem Chromfreisetzungs-Assay untersucht. Verschiedene Zielzellen wurden mit 5!Cr
beladen und mit CAR-modifizierten YTS-Effektorzellen in unterschiedlichen Verhaltnissen
(Effektor-Target-Ratio) fir 21 h kokultiviert (siehe Kapitel 2.5.7.4). Zunachst wurde
Uiberpriift, ob die Armierung von YTS-Zellen deren Aktivitit im Allgemeinen verandert.
Hierfiir wurden als Zielzellen die HLA-negativen K562 gewahlt. Abbildung 25 zeigt hierfiir
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das Ergebnis, wahrend Abbildung die Daten fiir verschiedene Tumorzelllinien (Wildtyp und
EGFRvIlI-positiv) zeigt. Die Versuche wurden fiir alle Zelllinien als Triplett durchgefiihrt und
dreimal wiederholt. Die Mittelwerte der Messungen, die Standardabweichung (,standard
deviation®, S.D.) sowie die statistische Signifikanz laut Student’s t-Test wurden berechnet.
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Abbildung 25 in vitro Zytotoxizitit von CAR-armierten YTS gegeniiber HLA-negativen K562.
Wildtyp-YTS und CAR-armierte YTS wurden im Chromfreisetzungs-Assay fiir 21 h mit K562 kultiviert.
Diese Zellen wurden von YTS aufgrund ihrer fehlenden HLA-Expression lysiert. Dabei gab es keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Lyseraten von YTS wt und CAR-modifizierten YTS. Die
Abbildung zeigt Mittelwerte von drei unabhédngigen Experimenten.

Im ersten Chromfreisetzungs-Assay wurde deutlich, dass YTS-Effektorzellen HLA-ABC-
negative K562 erkennen und lysieren konnten. Auch wenn die Transduktion z. T. zu
verringerten Lyseraten fiihrte, waren diese Unterschiede nicht statistisch signifikant. Es
wurden, wie in Abbildung 25 erkennbar, bei einer Effektor-Target-Ratio von 10:1 nach 21 h
circa 40 % der K562 abgetotet, unabhéangig davon ob und mit welchem CAR die YTS-Zellen
transduziert worden waren. Also fiihrte die Transduktion an sich nicht zu einer
Verschlechterung ihrer inharenten zytotoxischen Eigenschaften.
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Abbildung 26 in vitro Zytotoxizitit von CAR-modifizierten YTS gegeniiber verschiedenen
Tumorzelllinien. Wildtyp-YTS und CAR-armierte YTS wurden im Chromfreisetzungs-Assay fiir 21 h mit
verschiedenen Tumorzelllinien kokultiviert, die entweder Wildtypzellen waren oder den EGFRVIII als
Antigen prasentierten. EGFRvIII-positive Tumorzellen wurden spezifisch lysiert. Der Unterschied in der
spezifischen Lyse von Wildtyp-Zielzellen und EGFRvIII-positiven Zielzellen durch YTS MR1.1_DAP12 war
bei einer Effektor-Target-Ratio von 10:1 stets signifikant. Die Abbildung zeigt Mittelwerte von drei
unabhangigen Experimenten.

HEK 293T und U87-MG Wildtypzellen wurden von den CAR-armierten YTS-Effektorzellen
nicht lysiert, die maximale Hintergrundlyse betrug weniger als 10 %. Die EGFRvIII-positiven
Zielzellen wurden hingegen konzentrationsabhangig und spezifisch lysiert. Abbildung 26
zeigt, dass bei einer Effektor-Target-Ratio von 10:1 nach 21 h etwa 50 % der HEK
293TEGFRVI ynd 48 % der U87-MGEGFRVIl yon YTS MR1.1_DAP12 lysiert wurden. Bei einer
Effektor-Target-Ratio von 10:1 war der Unterschied in der spezifischen Lyse von Wildtyp-
Zielzellen und EGFRvIII-positiven Zielzellen durch YTS MR1.1_DAP12 dabei sehr signifikant.
Die mit Kontrollkonstrukten transduzierten YTS-Zellen waren nicht in der Lage,
Tumorzielzellen abzutéten.

EGFRvIII-positive U343-MG und BS153resE wurden ebenfalls sehr spezifisch von
YTS MR1.1_DAP12 lysiert. Nach 21 h wurden BS153resE bis zu 71 % lysiert, bei
U343-MGEGFRVIIT ywyrden Lyseraten von bis zu 70 % erreicht. Jedoch zeigt die Abbildung 26 in
allen Wiederholungen auch eine geringe Lyse von Wildtyp-Zielzellen. Diese Lyse betrug bis
zu 25 % bei den parentalen BS153. Diese besitzen, wie in der PCR (siehe Abbildung 12) und
in der durchflusszytometrischen Analyse (siehe Abbildung 14) nachgewiesen, eine leichte
Expression von EGFRVIII an sich. U343-MG Wildtypzellen wurden bis zu 38 % von
YTS MR1.1_DAP12 lysiert, auch wenn fiir diese Zellen keine eindeutige EGFRvIII-Expression
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durch die PCR (siehe Abbildung 12) nachgewiesen werden konnte. Dennoch waren die
Unterschiede der Lyseraten von YTS MR1.1_DAP12 gegeniiber Wildtyp-Zielzellen und
EGFRvIII-positiven Zielzellen bei einer Effektor-Target-Ratio von 10:1 noch signifikant. Die
mit Kontrollkonstrukten transduzierten YTS-Zellen waren in keinem Fall in der Lage,
parentale BS153 oder U343-MG Wildtypzellen abzutdten.

3.5.2.3 Chromfreisetzungs-Assay mit CAR- und Chemokinrezeptor-tragenden YTS-Zellen

Ob die Einzeltransduktion mit dem CXCR4-Chemokinrezeptor oder die Kotransduktion von
YTS MR1.1_.DAP12 mit dem CXCR4-Chemokinrezeptor zu einer Minimierung ihres
zytotoxischen Potentials fithrt, wurde ebenso in einem Chromfreisetzungs-Assay tiberpriift.
Im gleichen Versuchsansatz wie in Kapitel 3.5.2.3 wurden verschiedene Tumorzelllinien
(Wildtyp und EGFRvIII-positiv) mit YTS CXCR4, YTS MR1.1_DAP12 und YTS CXCR4 /
MR1.1_DAP12 kokultiviert. Die Versuche wurden als Triplett durchgefiihrt und dreimal
wiederholt. Die Mittelwerte der Messungen und die Standardabweichung (,standard
deviation“, S.D.) wurden berechnet sowie die statistische Signifikanz mittels Student’s t-Test
bestimmt. Das Ergebnis ist in Abbildung 27 dargestellt.
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Abbildung 27 in vitro Zytotoxizitit von CAR-armierten und CXCR4 positiven YTS gegeniiber
verschiedenen Tumorzelllinien. CXCR4-positive YTS, mit MR1.1_DAP12 armierte YTS und mit
MR1.1_DAP12 und CXCR4-Chemokinrezeptor kotransduzierte YTS wurden im Chromfreisetzungs-Assay
fiir 21 h mit verschiedenen Tumorzelllinien kokultiviert, die entweder Wildtypzellen waren oder den
EGFRVIII als Antigen prasentierten. EGFRvIII-positive Tumorzellen wurden spezifisch lysiert. Der
Unterschied der Lyseraten von YTS MR1.1_DAP12 und YTS CXCR4 / MR1.1_DAP12 war bei einer Effektor-
Target-Ratio von 10:1 nicht signifikant. Die Abbildung zeigt Mittelwerte von drei unabhdngigen
Experimenten.
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Weder die Wildtyp-Zielzellen noch die EGFRvIll-positiven Zielzelllinien wurden durch
CXCR4-positive YTS spezifisch lysiert, die Hintergrundlyse lag bei maximal 12 %. Der in
Abbildung 27 dargestellte Vergleich von YTS MR1.1_DAP12 mit YTS CXCR4 / MR1.1_DAP12
zeigte, dass die Lyse von EGFRvIII-positiven Zielzellen durch die doppelt transduzierten YTS
etwas geringer ausfiel als durch die einfach transduzierten YTS MR1.1_DAP12. Der
Unterschied war jedoch nicht statistisch signifikant. Daher kann davon ausgegangen
werden, dass die Lyse vergleichbar effizient ist. Auch in diesem Versuch wurde deutlich,
dass die schwach EGFRvlII-positiven parentalen BS153 und die Wildtyp-U343-MG zu einem
Anteil von maximal 25 % bzw. 40 % spezifisch abgetotet werden. Abschlieffend kann
festgestellt werden, dass die Kotransduktion von CAR und Chemokinrezeptor nicht dazu
fithrt, dass die Zytotoxizitat von YTS-Effektorzellen geschwacht oder unspezifisch wird.

3.5.2.4 Nachweis der Degranulation in NK-Zellen - CD107a-Freisetzung

Als Resultat der Induzierung des zytotoxischen Potentials von primaren humanen NK-Zellen
wurde untersucht, ob eine Kokultivierung mit Zielzellen zu einer Degranulation fiihrt.
U87-MG wt und U87-MGEGFRVIl wurden, wie in Kapitel 2.5.8.2 beschrieben, mit fiir 48 h
gehungerten, CAR-armierten NK-Zellen von zwei gesunden Spendern in einem Verhaltnis
von 1:1 kokultiviert und die Freisetzung von Granula durch Zugabe von Monensin gehemmt.
Als Negativkontrolle wurden NK-Zellen ohne Zielzellen in FKS-freiem Medium mitgefiihrt.
30 Minuten vor Ende der Kokultivierungszeit wurden die Zellen mit einem PE-gekoppelten
anti-CD107a-Antikérper und der entsprechenden Isotypkontrolle gefarbt. Nach 6 h wurden
die NK-Zellen abgenommen, je 200.000 Zellen am Durchflusszytometer analysiert (siehe
Kapitel 2.5.5) und die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der Farbungen bestimmt. Die
Werte wurden normalisiert, die Mediumkontrolle der NK-Zellen ohne Zielzellen diente als
relativer Vergleichswert. Der Versuch wurde zweimal durchgefiihrt, Abbildung 28 zeigt ein
reprasentatives Ergebnis.

Spender 1 Owt DAP12 EMR1.1_DAP12 Spender 3
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Abbildung 28 in vitro Degranulation von CAR-armierten NK-Zellen nach Kokultivierung mit U87-
MG wt bzw. EGFRVIII positiven U87-MG. Wildtyp-NK-Zellen und CAR-armierte NK-Zellen von zwei
gesunden Spendern wurden fiir 6 h mit U87-MG kokultiviert, die entweder Wildtypzellen waren oder den
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EGFRVIII auf ihrer Oberfliche exprimierten. Eine anschliefende durchflusszytometrische Analyse mit
einem anti-CD107a-Antikorper wurde durchgefithrt und die Werte der MFI gegen die Mediumkontrolle
(NK-Zellen ohne Zielzellen) normalisiert. Abgebildet ist ein reprasentatives Ergebnis.

Die isolierten, expandierten und aktivierten NK-Zellen zeigten aufgrund der Kultivierung
bzw. des Transduktionsstresses eine basale Degranulation, die unabhéangig von der Prasenz
von potentiellen Zielzellen war. Daher dienten NK-Zellen in der Mediumkontrolle als
Vergleichswert fiir die Degranulationsmessung. Alle anderen Messwerte wurden zu dieser
basalen Degranulation in Relation gesetzt. Die Kokultivierung der primdren humanen
NK-Zellen fiihrte nur dann zu einer verstarkten Ansammlung von CD107a auf der Ober-
flache der Effektorzellen, wenn die Zielzellen den EGFRVIII exprimierten und die NK-Zellen
mit dem funktionellen Igk_MR1.1_DAP12 transduziert worden waren. Bei Spender 1 fiihrte
die Kokultivierung dieser Zellen zu einer um fast 50 % gesteigerten Degranulation, bei
Spender 3 erhohte sich die Degranulation um 33 %. Die Kokultivierung von U87-MG
Wildtypzellen mit NK MR1.1_DAP12 fiihrte nicht zur verstarkten Freisetzung von Granula,
ebenso wenig wie die Kokultivierung von Zielzellen mit NK-Zellen, die mit dem
Kontrollkonstrukt Igk_DAP12 oder iiberhaupt nicht transduziert worden waren. Bei
Spender 3 zeigte sich sogar eine Abnahme der Degranulation bei den mit CAR trans-
duzierten Zellen. Moglich ware, dass die aufwandige Behandlung und ex vivo Kultivierung
die primdren Zellen stressen und somit zu einer verringerten Aktivitat filhren. Diese
negativen Effekte wurden allerdings, wie bereits erwahnt, kompensiert, wenn das passende
Antigen fiir den funktionellen CAR prasentiert wurde.

3.5.2.5 Uberpriifung der INFy-Sekretion durch NK-Zellen

Ein anderes Kokultivierungsexperiment sollte nicht nur die Degranulation sondern auch die
Freisetzung von zytotoxischen Zytokinen durch die CAR-armierten primaren humanen
NK-Zellen zeigen. U87-MG Wildtyp-Zellen bzw. U87-MGEGRVIIl ynd CAR-armierte NK-Zellen
von zwei gesunden Spendern wurden, wie in Kapitel 2.5.8.3 beschrieben, in einem Effektor-
Target-Verhaltnis von 1:5 fiir 6 h kokultiviert. Eine Mediumkontrolle von NK-Zellen ohne
Zielzellen wurde mitgefiihrt. Nach Ende der Kokultivierungszeit wurden die
Zellkulturiiberstande abgenommen und ein INFy-ELISA durchgefiihrt (siehe Kapitel 2.3.8).
Der Versuch wurde mit 1:500 verdiinntem ZKU dreimal durchgefiihrt, jede Messung erfolgte
als Duplett. Der INFy-Gehalt des ZKU wurde im Vergleich mit einer bekannten
Standardkurve ermittelt und die Mittelwerte und Standardabweichungen (,standard
deviation, S.D.) der Doppelbestimmung errechnet. Zudem wurde von den einzelnen
Messwerten die Mediumkontrolle (NK-Zellen ohne Zielzellen) abgezogen. Abbildung 29
zeigt ein exemplarisches Ergebnis.
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Abbildung 29 in vitro INFy-Sekretion von CAR-armierten NK-Zellen nach Kokultivierung mit U87-
MG wt bzw. EGFRVIII positiven U87-MG. Wildtyp-NK-Zellen und CAR-armierte NK-Zellen von zwei
gesunden Spendern wurden fiir 6 h mit U87-MG kokultiviert, die entweder Wildtypzellen waren oder den
EGFRVIII auf ihrer Oberfliche exprimierten. Der Zellkulturiiberstand wurde fiir einen ELISA eingesetzt
und die Konzentration von sekretiertem INFy bestimmt. Die Abbildung zeigt ein reprisentatives Ergebnis.

Auch im INFy-ELISA zeigte sich, dass die isolierten, expandierten und aktivierten NK-Zellen
aufgrund der Kultivierung bzw. des Transduktionsstresses bereits geringfiigig aktiv sind
und von sich aus INFy sekretieren. Daher wurden auch hier NK-Zellen ohne Zielzellen als
Vergleichswert fiir die INFy-Bestimmung genutzt und deren basale INFy-Sekretion fiir jede
NK-Zell-Population (NK wt, NK DAP12, NK MR1.1_DAP12) von den entsprechenden
Messwerten abgezogen.

Bei Spender 1 fiihrte die Kokultivierung von NK MR1.1_DAP12 mit U87-MGEGFRVIIl zy einer
Sekretion von iiber 15.000 pg / ml INFy, wiahrend die Kontrollkultivierung mit U87-MG
Wildtypzellen zu einer basalen Sekretion von 5.000 pg / ml INFy fiihrte. Diese
Konzentration wurde auch in den ZKU von NK wt bzw. NK DAP12 bestimmt, unabhingig
davon, ob sie mit U87-MG Wildtyp oder U87-MGEGFRVIIl kokultiviert worden waren. Bei
Spender 3 war die basale INFy-Sekretion wesentlich geringer, so dass die Aktivierung der
NK MR1.1_DAP12 durch ihr Antigen nur zu einer Sekretion von 10.000 pg / ml INFy fiihrte.
Zudem wurden die NK MR1.1_DAP12 leicht durch die U87-MG Wildtypzellen aktiviert, was
andere Ursachen als die Antigenprasentation haben muss. Dennoch war der Unterschied
deutlich und nur NK-Zellen mit funktionellem CAR wurden durch EGFRvIII-positive
Zielzellen zu einer erhohten INFy-Sekretion angeregt.

3.5.2.6 Chromfreisetzungs-Assay mit NK-Zellen

Ob die gezeigte Aktivierung der Toétungsmechanismen wie Degranulation und INFy-
Sekretion ausreichte, um EGFRvIII-positive Zielzellen durch die CAR-armierten NK-Zellen
spezifisch zu lysieren, wurde in einem Chromfreisetzungs-Assay untersucht. Verschiedene
Tumorzelllinien (Wildtyp und EGFRvIII-positiv) wurden mit 51Cr beladen und mit fiir 48 h
gehungerten NK-Effektorzellen in unterschiedlichen Verhaltnissen (Effektor-Target-Ratio)
fir 4 - 8 h kokultiviert. Die Versuche wurden mit NK-Zellen von zwei verschiedenen
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Spendern fiir alle Zelllinien dreimal und in Tripletts wiederholt. Jedoch wird auch hier nur
ein reprdsentatives Ergebnis gezeigt. Die Mittelwerte der Dreifachbestimmung einer

Messung und die Standardabweichung (,standard deviation®, S.D.) wurden berechnet und in
Abbildung 30 dargestellt.
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Abbildung 30 in vitro Zytotoxizitit von NK-Zellen gegeniiber verschiedenen Tumorzelllinien.
Wildtyp-NK-Zellen und CAR-armierte NK-Zellen von zwei gesunden Spendern wurden im
Chromfreisetzungs-Assay fiir 4 - 8 h mit verschiedenen Tumorzelllinien kokultiviert, die entweder
Wildtypzellen waren oder den EGFRVIII auf ihrer Oberfliche exprimierten. Abgebildet ist fiir jeden

Spender ein reprasentatives Ergebnis.
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Der Chromfreisetzungs-Assay mit primaren NK-Zellen zeigte in Abbildung 30 deutlich die
Unterschiede von NK-Zellen verschiedener Spender in der Zielzellerkennung aufgrund der
in Abbildung 7 dargestellten, ihnen jeweils eigenen Ausstattung mit aktivierenden und
inhibierenden NK-Zell-Rezeptoren. NK-Zellen von Spender 1 lysierten HEK 293T
Wildtypzellen unabhéngig von der Transduktion mit CAR oder der Expression von EGFRVIII
zu fast 100 %. Diese unspezifische Lyse war konzentrationsabhdngig und nahm mit
steigendem Effektor-Target-Verhdltnis leicht zu. Es wurde dabei deutlich, dass die
unbehandelten NK-Wildtypzellen eine leicht hohere Befihigung zur Lyse hatten als die
transduzierten NK-Zellen, deren Lyserate durch die Armierung mit Igk_ MR1.1_DAP12 nur
unwesentlich gesteigert wurde. U87-MG wurden hingegen von den CAR-armierten
NK-Zellen des Spenders 1 spezifisch lysiert. Auch hier war die unspezifische Hintergrund-
lyse, wie in Abbildung 30 sichtbar, bei U87-MG Wildtypzellen mit bis zu 40 % bei einem
Effektor-Target-Verhaltnis von 20:1 relativ hoch. Doch NK MR1.1_DAP12 waren wahrend
der Kokultivierung zu einer Steigerung der spezifischen Lyse von EGFRvIII-positiven
Zielzellen auf bis zu 65 % befdhigt, wahrend die Kontroll-NK-Zellen die EGFRvIII-positiven
U87-MG nicht verstarkt abtoteten. Am deutlichsten ausgepragt war die Spezifitit und
Effizienz der Zytotoxizitit von NK MR1.1_DAP12 des Spenders 1 bei den primaren
Gliomzellen BS153. Diese Zellen wurden von den Wildtyp- und Igk_DAP12-NK-Zellen zu
maximal 10 % unspezifisch lysiert. NK MR1.1_DAP12 lysierten die parentalen BS153 mit
geringer EGFRvIII-Expression zu bis zu 38 %. BS153r¢sE, die den EGFRVIII tiberexprimieren,
wurden erkannt und bis zu 62 % spezifisch abgetotet.

Die NK-Zellen von Spender 3 reagierten auf die Tumorzelllinien im Chromfreisetzungs-
Assay etwas spezifischer. HEK 293T wurden von NK MR1.1_DAP12 nur zu maximal 20 %
unspezifisch lysiert. Bei HEK 293 TEGFRVIIl wyrde eine spezifische Lyserate von circa 60 % bei
einem Effektor-Target-Verhiltnis von 20:1 erreicht. Im gezeigten Experiment waren jedoch
die Wildtyp-NK-Zellen wesentlich reaktiver als die CAR-transduzierten NK-Zellen. Sie
lysierten die Zielzellen unspezifisch. U87-MGEGFRVIl wurden spezifisch von den
NK MR1.1_DAP12 des Spenders 3 lysiert, die Lyserate betrug bis zu 50 %, wahrend alle
Kontrollen U87-MG Wildtypzellen bzw. U87-MGEGFRVIIl zy maximal 25 % lysierten. Ahnlich
spezifische Lyseraten und Hintergrundlysen wurden bei den primaren Gliomzellen BS153
erreicht. Hier wurden bis zu 45 % der BS153resE spezifisch von NK MR1.1_DAP12 lysiert. Bei
parentalen BS153 lag die Lyserate bei maximal 35 %, wahrend die Kontrollkonstrukte die
Zielzellen nur bis zu 20 % unspezifisch abtoteten.

Die Experimente zeigten, dass unabhidngig von der Art der Tumorzelllinien in CAR-
armierten YTS- oder NK-Zellen eine zytotoxische Reaktion erzeugt wird und somit
spezifische Lysen erreicht werden koénnen. Die durch den chimdren Antigenrezeptor
vermittelte Zytotoxizitat ist spezifisch und abhangig davon, dass das passende Antigen
prasentiert wird. EGFRvIII-negative Tumorzellen werden auf diese Weise nicht lysiert.
Unspezifische Hintergrundlysen miissen andere Ursachen haben. Im nachsten Kapitel soll
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untersucht werden, ob sich diese in vitro Ergebnisse auch im lebenden Organismus
reproduzieren lassen.

3.6 IN VIVO MIGRATION  SYSTEMISCH  APPLIZIERTER  YTS-
EFFEKTORZELLEN ZU ETABLIERTEN SUBKUTANEN TUMOREN

Um die Befdhigung CXCR4-positiver YTS-Zellen zur Migration in vivo zu liberpriifen, wurden
NMRInunue-Mause mit 1,5 x 106 SDF-1a sekretierenden U87-MGEGFRVII Gliomzellen bzw. mit
EGFP-transduzierten Kontrollzellen subkutan angeimpft. Je 4 x 10° mit DsRed markierte
YTS-Wildtypzellen oder YTS CXCR4 wurden fiinfmal aller zwei Tage in die Schwanzvene
injiziert. Die Tumore wurden nach dem zweiwd6chigen Untersuchungszeitraum entnommen,
eingebettet, geschnitten und mit Dapi und Vectashield Mounting Medium eingedeckelt. Die
Schnitte wurden am Fluoreszenzmikroskop LSM510 (Zeiss) mit einer 40-fachen
Vergrofierung analysiert und je fiinf Z-Stacks an zufdllig ausgewahlten Bereichen des
Tumors durch den gesamten Schnitt angefertigt. Die Bilder wurden per Image] (NIH, USA)
libereinandergelegt (exemplarische Bildaufnahmen sind in Abbildung 31 dargestellt) und
die DsRed-exprimierenden YTS-Zellen dieser Kompositen ausgezahlt. Der Mittelwert und
die Standardabweichung (,standard deviation“, S.D.) von eingewanderten YTS-Wildtyp-
zellen und CXCR4-positiven YTS-Zellen wurde ermittelt sowie die statistische Signifikanz
der Unterschiede mit dem Student’s t-Test berechnet. Die Ergebnisse zeigt Abbildung 32.

YTS wt 2R YTS CXCR4™"

U87-MGEGFRVIII / EGFP

U8 7-MGEGFRVIIL / SDF1a

100 pm
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Abbildung 31 in vivo Migration von YTS-Zellen zu SDF-la sekretierenden U87-MG.
Fluoreszenzmikroskopische Analyse von 10 pm-Kryoschnitten. 1 x 106 U87-MGEGFRVII / EGFP oder
U87-MGEGFRvIIl/ SDF-laywyrden subkutan in die Flanke von NMRInyny-Méusen injiziert. Nachdem die Tumore
angewachsen waren, wurden jeweils 4 x 106 YTS WildtypPsRed oder YTS CXCR4PsRed f{infmal aller zwei Tage
intravends appliziert. Die Tumore wurden anschlieffend entnommen und fluoreszenzmikroskopisch
untersucht. Die Abbildung zeigt reprasentative Bilder.

Die fluoreszenzmikroskopischen Bilder der Tumorschnitte zeigten die Zellkerne (blau), die
EGFP-exprimierenden Tumorzellen (griin) und YTS-Zellen (rot). Deutlich wurde, dass sich
um die meisten Tumore eine Bindegewebsschicht bildet, die nicht aus Tumorzellen besteht,
d. h. kein EGFP exprimiert, sondern wahrscheinlich aus rekrutierten Hautzellen und
Fibroblasten der Mause. Die Tumore selbst waren sehr dicht und kompakt und hatten einen
scharf definierten Rand. An den Tumorrdndern und in der Bindegewebsschicht waren
sowohl bei SDF-la-sekretierenden Tumoren als auch bei den EGFP-exprimierenden
Kontrolltumoren sowohl YTS wt als auch YTS CXCR4 Zellen auffindbar, die liber den
Blutstrom in die Haut der Mduse und zum Tumor gelangt waren. Alle YTS-Zellen waren
prinzipiell dazu befdhigt, zum Tumor zu gelangen und sich an die Randbereiche der Tumore
anzulagern. Doch nur YTS CXCR4 gelang es, entlang des immer stirker werdenden
Chemokingradienten tief in die SDF-1a sekretierenden Tumore einzuwandern und sich dort
anzureichern.

O wt™* @ CXCR4™* p < 0,01
40 p < 0,01
30

= p > 0,05

8 20 ' -

E) p <0,05

C mm

U87_MGEGFRVII! / EGFP U87_MGEGFRVIII / SDF-1a
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Abbildung 32 in vivo Migration von YTS-Zellen zu SDF-1a sekretierenden U87-MG. Auszahlung der
eingewanderten Zellen in den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der 10 pm-Kryoschnitte.
Jeweils fiinf fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen wurden in vier z-Stacks libereinandergelegt und die
im Sichtfeld liegenden roten YTS-Zellen in den Tumoren ausgezéhlt. Die Mittelwerte der Zellzahlen sowie
Standardabweichungen wurden berechnet und die statistische Signifikanz der Unterschiede mit dem
Student’s t-Test ermittelt.

107



Ergebnisse

Die Auszdhlung von DsRed-markierten YTS-Zellen in vier Z-Stacks mit je fiinf verschiedenen
Aufnahmen der Tumore bestdtigte den ersten mikroskopischen Eindruck. Fast 30 YTS
CXCR4 konnten durchschnittlich pro Bildausschnitt des SDF-1a sekretierenden Tumors
gezahlt werden, wahrend in allen Kontrollen nicht mehr als 9 YTS-Zellen pro Z-Stack gezahlt
wurden. Dabei war der Unterschied der in SDF-1a-sekretierende Tumore eingewanderten
YTS wt zu YTS CXCR4 sehr signifikant. Auch der Unterschied von YTS CXCR4, die entweder
in EGFP-positive oder in SDF-1a-sekretierende Tumore einwanderten, war sehr signifikant.
Dagegen gab es keinen signifikanten Unterschied im Einwanderungsverhalten von YTS wt in
EGFP-positive oder in SDF-1a sekretierende Tumore. Lediglich das Einwanderungs-
verhalten von YTS wt und YTS CXCR4 in EGFP-positive Tumore zeigte einen signifikanten
Unterschied, der nicht in der CXCR4 / SDF-1a-Achse begriindet sein diirfte. Damit ergab die
mikroskopische Auswertung, dass CXCR4-positive Effektorzellen in vivo einem chemo-
taktischen SDF-1a-Gradienten folgen und sich an dessen Quelle anreichern kénnen.

3.7 IN VIVO ZYTOTOXIZITAT

3.7.1 Subkutane Koinjektion von Zielzellen und YTS-Effektorzellen

Um festzustellen, ob die YTS-Effektorzellen nicht nur in vitro sondern auch in vivo in der
Lage waren, EGFRvIII-positive Tumorzellen effektiv zu eliminieren, wurde in einem ersten
Tierversuch eine Koinjektion von Effektorzellen und Zielzellen durchgefiihrt. 1 x 10°
U87-MGEGFRVIIL jn PBS und je nach Gruppe keine YTS oder 4 x 10¢ YTS wt, YIS DAP12,
YTS MR1.1_DAP12mut oder YTS MR1.1_DAP12 wurden vermischt und 100 pl dieser
Zellsuspension NMRInunu-Mdusen subkutan in die rechte Flanke injiziert. Aller fiinf Tage
wurde der Tumor in Lange und Breite vermessen und das Tumorareal mit der in Kapitel 2.6
genannten Formel bestimmt. Die Mittelwerte der Gruppen wurden fiir einen definierten
Zeitpunkt (Tag 30) in einem Diagramm aufgetragen und eine Uberlebenskurve erstellt. Der
Versuch wurde zweimal durchgefiihrt, ein reprasentatives Ergebnis samt statistischer
Auswertung zeigt Abbildung 33.
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Abbildung 33 in vivo Zytotoxizitit von YTS-Zellen gegen U87-MGEGFRVIIl hej subkutaner Koinjektion.
1 x 106 U87-MGEGFRVIIl ywyurden allein oder vermischt mit jeweils 4 x 106 YTS Wildtyp, YTS DAP12,
YTS MR1.1_ DAP12mut bzw. YTS MR1.1_DAP12 subkutan in die Flanke von NMRIyun.-Mausen injiziert und
die Tumorareale vermessen. Die Abbildung zeigt die Ergebnisse eines reprasentativen Experiments.

Die Resultate dieses ersten Versuchs waren sehr vielversprechend. Es wurde deutlich, dass
die Koinjektion von Zielzellen und YTS MR1.1_DAP12-Effektorzellen zu einem signifikant
verringerten Tumorwachstum fiihrte. Eine komplette Tumorregression gelang bei vier
Mausen. Dabei war der Unterschied der Gruppen ohne YTS, mit YTS wt und mit YTS DAP12
zu YTS MR1.1_DAP12 sehr signifikant und der Unterschied zwischen YTS MR1.1_DAP12mut
und YTS MR1.1_DAP12 hoéchst signifikant. Die Zielzellen wurden erfolgreich erkannt und
lysiert, was zu hochst signifikant verbesserten Uberlebensraten in dieser Gruppe fiihrte.
Dies bedeutet, dass im Prinzip YTS-Zellen mit funktionellem a-EGFRVIII-CAR auch im
lebenden Organismus iiberleben und funktionell bleiben.
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3.7.2 Systemische Therapie von etablierten subkutanen Tumoren mit YTS-
Effektorzellen

Im ndchsten Schritt wurde untersucht, ob die Immuntherapie gegen EGFRvIII-positive
Tumore auch funktioniert, wenn der Tumor bereits etabliert ist und die Effektorzellen durch
intravenodse Injektionen verabreicht werden. 1 x 106 U87-MGEGFRVIIl jn 100 pl PBS wurden
subkutan in die rechte Flanke von NMRInunu-Mausen injiziert. Nach fliinf Tagen waren die
Tumorzellen angewachsen und es wurde mit einer systemischen Therapie begonnen. Aller
zwei Tage wurden entweder keine oder jeweils 4 x 106 der verschiedenen YTS-Effektor-
zellen in 100 pl PBS in die Schwanzvene injiziert und das Tumorareal mit der in Kapitel 2.6
genannten Formel bestimmt. Die Mittelwerte der Gruppen am Tag 30 wurden in einem
Diagramm aufgetragen und eine Uberlebenskurve erstellt. Der Versuch wurde zweimal
durchgefiihrt. Abbildung 34 zeigt ein reprasentatives Ergebnis samt statistischer
Auswertung,.
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Abbildung 34 in vivo Zytotoxizitit von YTS-Zellen gegen etablierte Tumore von U87-MGEGFRVIII hej
systemischer Applikation. 1 x 10¢ U87-MGEGFRVIIl wurden subkutan in die Flanke von NMRIyun,-Mausen
injiziert. Nachdem die Tumore angewachsen waren, wurden keine oder jeweils 4 x 106 YTS Wildtyp, YTS
DAP12, YTS MR1.1_DAP12mut bzw. YTS MR1.1_DAP12 aller zwei Tage intravends appliziert und die
Tumorareale vermessen. Die Abbildung zeigt die Ergebnisse eines reprasentativen Experiments.
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Auch bei diesem Versuch zeigte sich ein verringertes Tumorwachstum in der Gruppe der
Mause, die mit YTS MR1.1_DAP12 behandelt wurden. Deren Tumore waren sehr signifikant
kleiner als die der unbehandelten Mause und signifikant kleiner als die Tumore aller
anderen Kontrollgruppen. Es wurde keine Tumorregression erreicht, aber bei drei Tieren
blieb das Tumorareal konstant unter 100 mm?Z. Zudem iiberlebten die mit YTS MR1.1_DAP12
behandelten Mduse sehr signifikant langer als die Mause der anderen Kontrollgruppen.

3.7.3 Kombination von Migration und Zytotoxizitait modifizierter YTS-
Effektorzellen zur systemischen Therapie von etablierten subkutanen
Tumoren

Im dritten Versuch wurde schlief3lich iiberpriift, ob eine Therapie mit kotransduzierten YTS-
Zellen, die sowohl den funktionellen a-EGFRVIII-CAR als auch den CXCR4-Chemokinrezeptor
tragen, zu einer verbesserten Therapie von etablierten Tumoren fiihrt. Ziel war, zu zeigen,
dass die CXCR4-positiven YTS besser zu SDF-1a-sekretierenden Tumoren migrieren und
diese damit effektiver elimieren konnen als YTS, die nur mit Igk_ MR1.1_DAP12 transduziert
wurden.

Pro Maus wurden 1,5 x 106 U7-MG-Gliomzellen mit Koexpression von EGFRvIII und SDF-1a
subkutan injiziert. Nach fiinf Tagen begann die systemische Therapie durch die intravenose
Applikation der Effektorzellen. Eine Maus in der Gruppe, die mit YTS MR1.1_DAP12
therapiert werden sollte, musste aus der Untersuchung ausgeschlossen werden, da kein
Tumor angewachsen war. Das Tumorareal wurde mit der in Kapitel 2.6 genannten Formel
bestimmt. Der Versuch wurde zweimal durchgefiihrt. Abbildung 35 zeigt ein reprasentatives
Ergebnis samt statistischer Auswertung fiir Tag 30 und Tag 45 sowie die Uberlebenskurve.
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Abbildung 35 in vivo Zytotoxizitit von YTS-Zellen gegen etablierte Tumore von U87-MGEGFRvII/ SDF-1a
bei systemischer Applikation. 1,5 x 106 U87-MGEGFRIIl / SDF-1e wurden subkutan in die Flanke von
NMRInunu-Mausen injiziert. Nachdem die Tumore angewachsen waren, wurden keine oder jeweils 4 x 106
YTS Wildtyp, YTS DAP12, YTS MR1.1_DAP12 bzw. YTS CXCR4 / MR1.1_DAP12 aller zwei Tage intravends
appliziert und das Tumorareal vermessen. Die Abbildung zeigt die Ergebnisse eines reprasentativen
Experiments.
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In diesem Versuch wurde deutlich, dass die durch die Ergebnisse im klonalen
Uberlebensassay (siehe Abbildung 15) definierte Erhohung der applizierten Tumorzellen
mit zusatzlicher SDF-la-Sekretion um 50 % nicht ausreichte, um das verlangsamte
Wachstum der doppelt transduzierten U87-MG gegeniiber U87-MG mit EGFRvVIII-Expression
allein auszugleichen. Nach 30 Tagen war das bei den vorangegangenen Experimenten
bestimmte maximale Tumorareal von circa 200 mm? und damit der Endpunkt des
Experiments noch nicht erreicht. Doch in der Tendenz war das Ergebnis dieses Versuchs
vergleichbar mit den vorangegangenen Experimenten. Am Tag 30 zeigten Mause, die mit
YTS MR1.1_.DAP12 oder YTS CXCR4 / MR1.1_DAP12 therapiert wurden, eine hdochst
signifikant verringerte Tumorgrofde gegentiber den Kontrollgruppen, doch die Tumorareale
innerhalb dieser beiden Gruppen unterschieden sich nicht. Ein Unterschied zwischen den
mit YTS MR1.1_DAP12 oder YTS CXCR4 / MR1.1_DAP12 therapierten Gruppen entwickelte
sich erst liber einen langeren Zeitraum. Am Tag 45 wurde deutlich, dass die Therapie mit
YTS CXCR4 / MR1.1_DAP12 zu einer kompletten Tumorregression bei zwei Mausen gefiihrt
hatte. Zwei weitere Tumore blieben unter 100 mm? grof3, wahrend dies nur bei einer Maus
gelang, die mit YTS MR1.1_DAP12 behandelt worden war. Der Unterschied war deutlich,
jedoch aufgrund der grofden Varianz innerhalb der Gruppe mit dem angewendeten
einseitigen t-Test noch nicht statistisch signifikant (p = 0,0672). Einen hochst signifikanten
Unterschied gab es jedoch in den Uberlebensraten der verschiedenen Gruppen. Wihrend
nach 60 Tagen nur eine Maus aus der YTS MR1.1_DAP12 Gruppe lebte, lebten noch vier
Méause der YTS CXCR4 / MR1.1_DAP12 Gruppe und hatten somit einen grofden
Uberlebensvorteil im Vergleich zu allen anderen Gruppen.
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4 DISKUSSION

Das Immunsystem kann auf vielfiltige Weise fiir eine Therapie von Krebserkrankungen
genutzt werden. Die Effektivitdt einer adoptiven Immuntherapie wird jedoch oft durch die
schwache Immunogenitit der Krebszellen und durch den immunsupprimierten Zustand der
Patienten im fortgeschrittenen Krankheitsstadium eingeschrankt. Moglichkeiten, das
Immunsystem zu starken, wurden bereits in verschiedenen in vitro, in vivo und klinischen
Studien untersucht. So kdnnen monoklonale Einzelkettenantikérper wie Herceptin oder
Rituximap eingesetzt werden (VacchelliZ013b), jedoch mit der Limitation einer schwachen
Tumorpenetration und langsamer Extravasion aus den Blutgefifden (Keizer2010). Zudem
gelangen sie als Makromolekiile kaum durch die Blut-Hirn-Schranke (Abbott2005,
Dunn2007). Eine weitere Moglichkeit besteht darin, spezifische tumorinfiltrierende Lympho-
zyten des Patienten zu isolieren, ex vivo zu expandieren und sie mittels adoptiven Transfers
in den Patienten zurilick zu liberfithren (Rosenberg1986). Hier liegt die Schwierigkeit vor
allem darin, ausreichende Mengen autologer T-Lymphozyten mit passendem T-Zell-
Rezeptor fiir tumorassoziierte Antigene zu finden und aufwachsen zu lassen. Zudem sind
T-Zellen normalerweise auf die Prasentation von Antigenen durch MHC-Molekiile
angewiesen (Eshhar2010). Nicht unwesentlich ist aufderdem, dass klonal expandierte Zellen
oft kurz nach dem adoptiven Transfer ihre Effektorfunktionen durch Evasionsstrategien des
Tumors verlieren (Gattinoni2006, Tépfer2011).

Die Versuche, die Wirksamkeit der oben genannten Strategien zu erhoéhen, fiihrten zur
Entwicklung von chimidren Antigenrezeptoren (CAR). CAR vereinen die Vorteile der
zelluldren Therapieform wie die effiziente Tumorpenetration, die Zytotoxizitat und die Frei-
setzung von stimulierenden Zytokinen, mit denen der humoralen Therapieform wie die sehr
spezifische MHC-unabhédngige Antigenerkennung (Eshhar2010). CAR werden generiert,
indem der scFv-Anteil aus den variablen Ketten eines monoklonalen Antikérpers, der
spezifisch gegen ein Tumorantigen gerichtet ist, mit der signalgebenden Untereinheit eines
zelluldren aktivierenden Rezeptors fusioniert wird. Den typischen Aufbau eines CAR zeigt
Abbildung 3. Heute existieren T-Zell-CAR u. a. gegen CD30 auf Hodgkin-Lymphomen
(Hombach2001), CEA auf kolorektalem Krebs (Hombach2006), HER-2/c-neu auf Eierstock-
und Brustkrebs (Lindencrona2004), sowie IL13R (Kong2012) und EGFRvIII auf Glioblastomen
(Morgan2012, Sampson2014). In den letzten Jahren haben sich in Studien zum adoptiven
Transfer mit CAR gentechnisch veranderte T-Zellen im Kampf gegen Tumore als sicher und
praktikabel erwiesen (Restifo2012). Natlirliche Killer (NK)-Zellen sind eine andere Effektor-
zellpopulation des Immunsystems. Auch ihr sicherer Einsatz und ihr zytotoxisches Potential
gegen Tumorzellen wurden in vitro und in vivo gezeigt (Review in Cheng2013). Doch ist auch
bekannt, dass NK-Zellen im Vergleich zu anderen Immuneffektorzellen weniger stark in
Tumorgewebe infiltrieren (Kmiecick2014). Ein Ansatz, der ihre Aktivitat auf das auf primaren
Glioblastomen haufig exprimierte tumorassoziierte Antigen EGFRVIII (Wong1987) umlenkt
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und zugleich ihr migratorisches Potential verbessert, erscheint also vielversprechend und
soll im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden.

4.1 DIE EINGESETZTEN ZELLEN WERDEN DURCH UNTERSCHIEDLICHE
OBERFLACHENMARKER CHARAKTERISIERT

Um die Kombination einer spezifischen Zytotoxizitat mit gerichteter Chemotaxis iiberpriifen
zu konnen, wurden HEK 293T und drei Gliomzelllinien (U87-MG, U343-MG, BS153) sowie
die Leukamie-Zelllinie K562 als Zielzellen gewdahlt. Vor Beginn aller weiterfiihrenden
Arbeiten wurden sowohl diese Tumorzelllinien als auch die eingesetzten Effektorzellen
(YTS-Zellen und primdre humane NK-Zellen) durch HLA-Typisierung und durchfluss-
zytometrische Analyse charakterisiert (siehe Kapitel 3.1).

In der Literatur ist beschrieben, dass die Leukdmie-Zelllinie K562 prinzipiell auch die
genetische Information fiir HLA-Oberflachenmolekiile besitzt (Adams2005), doch gelangen
diese nicht auf die Zelloberflache. K562 waren in dieser Arbeit - wie auch von anderen
Gruppen gezeigt (Lozzio1975) - bei einer durchflusszytometrischen Analyse MHC Klasse I-
negativ. Sie sind daher eine haufig verwendete Zelllinie, um die intrinsische Zytotoxizitat
von NK-Zellen zu tberpriifen, wie in Abbildung 25 gezeigt (Imai2005, Sutlu2009, Cheng2013).
Fiur weitere Versuche wurden sie nicht genutzt. Aus dem Vergleich der Ziel- und
Effektorzellen wurde deutlich, dass der HLA-Typ keiner Tumorzelllinie perfekt mit der KIR-
Expression der Effektorzellen libereinstimmte (siehe Kapitel 3.1). Aus diesem ,,mismatch*
konnen sich CAR-unabhiangige Aktivierungssignale fiir die NK-Zellen ergeben (Ruggeri1999,
Ruggeri2002, Igarashi2004). Durch die Bindung von aktivierenden und inhibierenden NK-
Zell-Rezeptoren an Oberflachenmolekiile auf den Tumorzellen wird die NK-Zell-Aktivitat
moduliert (Cerwenka2001, Hallett2006, Lanier2008). Die folgende Abbildung soll mogliche
Interaktionen zwischen den fiir Untersuchungen der Zytotoxizitat genutzten NK-Zellen der
Spender 1 und 3 sowie YTS-Zellen und den Tumorzelllinien zusammenfassen. Da jedoch in
Kapitel 3.1.1.2 nur einige exemplarische Oberflaichenmolekiile durchflusszytometrisch
untersucht wurden, erhebt sie keinen Anspruch auf Vollstandigkeit.
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Abbildung 36 Uberblick mégliche inhibitorische und aktivierende Interaktionen. Zusammenfassung
der Ergebnisse von durchflusszytometrischer Analyse und HLA-Typisierung der eingesetzten
Tumorzelllinien und YTS sowie NK-Zellen der Spender 1 und 3.

YTS-Zellen und primdare humane NK-Zellen exprimieren erwartungsgemafd typische
NK-Zell-Marker und ein breites Repertoire an aktivierenden und inhibitorischen
Rezeptoren. Anders als von der Strominger-Gruppe beschrieben (Li2008), konnte auch auf
der NK-Zelllinie YTS der aktivierende Rezeptor NKG2D nachgewiesen werden. Doch vor
allem in der KIR-Expression wird die genetische Variabilitit der NK-Zellen deutlich. Die
unterschiedlichen CAR-unabhingigen Interaktionen der NK-Zellen mit Tumorzellen in
spateren Versuchen basieren auf dieser Rezeptorausstattung. Da aktivierende und
inhibierende Signale in einer fein austarierten Balance zueinander stehen (Cerwenka2001,
Hallett2006, Lanier2008) und aufderdem nicht alle moglichen Marker untersucht wurden,
konnen die hier gezogenen Schliisse wahrscheinlich nicht jeden Effekt erklaren, sondern nur
einige Moglichkeiten wiedergeben. Bis auf K562 exprimieren alle Tumorzelllinien MHC
Klasse I-Molekiile als Liganden fiir inhibitorische KIR auf ihrer Oberflache. Damit sind sie
prinzipiell vor einer ,missing self-Erkennung durch NK-Zellen geschiitzt (Kdrrel986,
Moretta2004). Der HLA-Status von HEK 293T ist nicht sehr divers, sie vermitteln demnach
nur wenig inhibitorische Signale. Auch U87-MG besitzen nur wenige inhibitorische Liganden
fir die untersuchten KIR. U343-MG und BS153 hingegen prasentieren eine Vielzahl
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inhibitorischer Liganden, um vor einer , missing self“-Erkennung durch NK-Zellen geschiitzt
zu sein. Die durchflusszytometrischen Analysen erbrachten weitere zusdtzliche
Informationen. Alle eingesetzten Tumorzellen zeigen z. B. eine geringe FasL-Expression.
Dies stellt einen haufig beschriebenen Mechanismus dar, angreifende Immunzellen zu
umgehen (Topfer2011). Gleichzeitig sind sie alle durch Expression von FasR und TRAIL-R2
zuganglich fiir apoptotische Signale. U343-MG zeigen zudem eine hohe Expression von MIC
A/B. Diese Stressproteine werden durch den aktivierenden NK-Zellrezeptor NKG2D erkannt
(Bauer1999) und konnen zu einer Aktivierung von NK-Zellen durch ,induced self* fiihren
(Lanier2008, Bryceson2011). Schliefdlich tragen YTS-Zellen interessanterweise neben
typischen NK-Zell-Markern auch CD28, ein kostimulatorisches Molekiil in T-Zellen. Dieser
Befund wird durch friithere Studien bestéatigt (Azuma1992).

42 NACH GENTECHNISCHER VERANDERUNG EXPRIMIEREN DIE
EINGESETZTEN TUMORZELLLINIEN EGFRVIII UND SDF-1A

EGFRVIII wurde fiir diese Arbeit als Ziel einer Immuntherapie ausgewahlt, da dieser
onkogene Rezeptor ausschliefdlich auf malignen Zellen exprimiert wird (Wikstrand1998).
Circa 30 - 40% aller primaren Glioblastome sind EGFRvIII-positiv (Wong1987). Der Rezeptor
vermittelt Zellen in vivo einen Proliferations- und Uberlebensvorteil (Huang1997, Lal2002,
Lammering2004, Sampson2010). Werden Glioblastom-Tumorproben in Kultur genommen,
verlieren sie allerdings den EGFRvVIII schon nach wenigen Passagen (Bigner1990,
Pandita2004, Stockhausen2011). Im Vorfeld dieser Arbeit wurde Patientenmaterial auf
EGFRvVIII-Expression untersucht, dabei konnte keine Probe gefunden werden, die dauerhaft
hohe Expressionsraten aufwies. Aus diesem Grund wurde die genetische Information zur
Expression von EGFRVIII in die verwendeten Tumorzelllinien eingebracht, sofern sie - wie
BS153-Zellen - nicht iiber eine intrinsische EGFRvIII-Expression verfiigten. Die Uberpriifung
der Zielzelllinien mit Hilfe einer EGFRvllI-spezifischen PCR zeigt in Kapitel 3.3.1.1 auf
mRNA-Ebene die gelungene Integration der fremden genetischen Information in deren DNA.
Alle modifizierten Tumorzellen bildeten mRNA fiir EGFRvII], wahrend die parentalen
Wildtypzellen nur mRNA fiir den Wildtyp EGFR besafden. Ausgenommen davon sind BS153,
die als relativ urspriingliche primare Glioblastomzelllinie auch als Wildtyp geringe Mengen
des EGFRVIII exprimieren (Jones2001). Dessen Expression wird durch Kultivierung der
Zellen mit dem EGFR-Inhibitor Erlotinib verstiarkt und resultiert in der EGFRVIII-
liberexprimierenden Zelllinie BS153resE (Schulte2013). Mit dem, wie in Abbildung 13
dargestellt, selbst generierten und aufgereinigten Einzelkettenantikérper scFv(MR1.1), der
spezifisch EGFRVIII erkennt (Kuan2000), gelang in der durchflusszytometrischen Analyse
der Nachweis von EGFRVIII auf der Oberflache aller Tumorzelllinien (siehe Kapitel 3.3.1.2).

Eine weitere typische Eigenschaft von Glioblastomen ist die Sekretion des Chemokins
SDF-1a (Sehgal1998, Rempel2000, Bajetto2006). Daher diente eine durch SDF-1a vermittelte
Chemotaxis als zweites Ziel des zu etablierenden immuntherapeutischen Verfahrens.
Zusatzlich zur EGFRvIII-Expression wurden U87-MG-Gliomzellen, die in spateren Tier-
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versuchen genutzt werden sollten, genetisch so verdndert, dass sie SDF-1a in den Zellkultur-
tiberstand sekretieren. Die dauerhafte Sekretion grofier Mengen SDF-la wurde mittels
ELISA nachgewiesen und die Ergebnisse in Kapitel 3.3.2 aufgefiihrt. Damit wurde gezeigt,
dass die modifizierten U87-MG in der Lage sind, CXCR4-positive Effektorzellen chemo-
taktisch anzulocken. Ein in Kapitel 3.3.3 beschriebener klonaler Uberlebensassay und
Passagierung der Zellen in NMRInunu-Nacktméausen (siehe Kapitel 3.3.4) bestdtigten zudem,
dass derart modifizierte U87-MG keinen Uberlebensnachteil davontragen und auch in vivo
tiber lange Zeitraume vital und zur Proliferation befahigt bleiben. Schon geringe Zellzahlen
(1.000 Zellen im klonalen Uberlebensassay) reichen aus, um Klone zu generieren. Dies
verdeutlicht die Tumorigenitat und Aggressivitat von Gliomzellen.

4.3 NK-ZELLEN EXPRIMEREN NACH GENTECHNISCHER VERANDERUNG
STABIL DEN CXCR4-CHEMOKINREZEPTOR UND EINEN EGFRVIII-
SPEZIFISCHEN CHIMAREN ANTIGENREZEPTOR

Es wurden, wie in Kapitel 3.2.2.2 dargestellt, neben dem CXCR4-Chemokinrezeptor chimare
Antigenrezeptoren entwickelt, die EGFRVIII als spezifisches tumorassoziiertes Antigen auf
der Oberflache von Gliomzellen erkennen. Nach Antigenbindung vermitteln sie iiber DAP12
ein aktivierendes Signal an NK-Zellen. Es existieren einige spezifische, gegen EGFRVIII
gerichtete Einzelkettenantikorper (Review siehe Wikstrand1998, Kuan2001). Im Rahmen
dieser Arbeit wurde der affinitatsgereifte scFv(MR1.1) genutzt. Er ist eine ideale Grundlage
fir das Design eines CAR, da er im Vergleich zum parentalen Antikorper eine
15-fach erhohte Bindungsaffinitit besitzt. Dies bedeutet eine effiziente monovalente
Antigenbindung des Einzelkettenantikorpers (Kuan2000).

Wichtig fiir die volle Funktionalitdt des CAR ist neben der Antigenbindestelle die Briicken-
domdne, die den Einzelkettenantikérper mit der Signaluntereinheit verkniipft. Sie
vergrofdert seinen Abstand zur Zellmembran und erleichtert eine effiziente Antigenbindung.
Die Bedeutung der Briickendomane fiir die Antigenbindung sowie stabile Expression und
Funktion von chimaren Antigenrezeptoren wurde mehrfach gezeigt (Moritz1995, Patel1999).
Als Signaluntereinheit wurde in dieser Arbeit DAP12 gewahlt, auch wenn andere Gruppen
die CD3(-Kette favorisieren (Haynes2001). Die Gruppe von Prof. Dr. Achim Temme ist die
erste, die CAR fiir NK-Zellen mit DAP12 als Signaluntereinheit entwickelt hat. DAP12 ist
Signalmolekiil fiir aktivierende NK-Zellrezeptoren wie NKG2C, NKp44 und verschiedene KIR
(Lanier1998, Campbell2004, Carr2007) und vermittelt ein starkes Signal fiir die Aktivierung
der zytotoxischen Signalkaskade in NK-Zellen (Lanier2008). Es wurde bereits gezeigt, dass
ein DAP12-basierter CAR fiir die NK-Zelllinie YTS ein stiarkeres Aktivierungspotential als die
CD3¢-Kette vermitteln kann (Tdpfer2014). Weitere kostimulatorische Molekiile, die haufig in
T-Zell-CAR inkludiert werden (u. a. CD28, 41-BB) (Sadelain2009), erscheinen daher fur die
volle Funktionalitat des CAR nicht notig. Um einen effektiven Transport des 50 kDa grofden
CAR-Proteins an die Zelloberflache zu gewdahrleisten, wurde an die kodierende Sequenz der
DNA 5'-seitig Igk als Leaderpeptid eingefligt. Igk vermittelt ein sekretorisches Signal, seine
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Funktionalitdt fiir die Sekretion rekombinanter Immunoglobuline wurde in mehreren
Studien gezeigt (Reavy2000, Beerens2008, Horynova2012). Des Weiteren wurde berichtet, dass
murines Igk nicht immunogen wirkt (Horynova2012). Es wird somit keine Bildung von
humanen anti-Maus-Antikérpern als Reaktion auf CAR-modifizierte Zellen erwartet.
Aufgrund des modularen Aufbaus der Rezeptorkonstrukte (siehe Abbildung 5 und 11)
konnte, falls doch notig, leicht humanes Igk eingefiigt werden. Die hydrophobe
Transmembrandomédne (TM) verhindert schliefllich die Freisetzung des Proteins und
verankert den CAR in der Zellmembran.

Die korrekte Translation der CAR in der NK-Zelllinie YTS wurde per Immunoblot-Analyse
mit gegen den integrierten myc-Tag gerichteter Antikorper und DAP12-spezifischer Anti-
korper gezeigt (siehe Abbildung 17). Interessanterweise gelang der Nachweis aller
chimdren Rezeptorkonstrukte mit beiden Antikorpern bis auf Igk_ MR1.1_DAP12mut, Dieser
CAR konnte mit dem eingesetzten DAP12-Antikérper von R&D nicht nachgewiesen werden.
In Igk_MR1.1_DAP12mut jst, wie in Abbildung 5 beschrieben, die ITAM-Region in der Signal-
untereinheit mutiert. Durch Austausch der Tyrosin-Reste 91 und 102 mit Serin wurde das
Epitop des monoklonalen Antikérpers zerstort (QGQRSDVYSDLNTQRPYYK laut Hersteller-
angaben) und dessen Bindung an DAP12mut verhindert. Aussagen zum Dimerisations-
verhalten konnen aufgrund des angewendeten eindimensionalen Blots in reduzierendem
Milieu nicht getroffen werden. Um zu klaren, ob chimadre Antigenrezeptoren Homodimere
oder Heterodimere z. B. mit intrinsischem DAP12 bilden, miisste eine native 2D-Gelelektro-
phorese durchgefiihrt werden. Da nicht die Kinetik der Rezeptoren im Mittelpunkt der
Untersuchung stand, sondern ihre Funktionalitdt, wurde darauf verzichtet.

In Kapitel 3.4.2.3 wird gezeigt, dass sowohl der CXCR4-Chemokinrezeptor als auch CAR auf
der Oberflache der YTS-Effektorzellen zuganglich fiir eine Antikérperfairbung waren und
stabil und in grofler Dichte exprimiert werden. Dies ist unabdingbar fiir die volle
Funktionalitdt der so veranderten Immunzellen. Bereits 2006 wurde in einem klinischen
Versuch zur Immuntherapie eines Ovarialkarzinoms darauf hingewiesen, dass die schlechte
Oberflachenexpression eines CAR auf modifizierten Immunzellen deren tumorspezifische
Effektivitit stark eingrenzt (Kershaw2006). Eine Kotransduktion von YTS-Zellen mit
Igk_ MR1.1_DAP12 und CXCR4 gelang. Sowohl der CAR als auch der Chemokinrezeptor
waren zeitgleich und mit dhnlichen Expressionsraten auf der Zelloberflache nachweisbar.
Dies befahigt YTS-Zellen, sowohl gerichtet hin zu einer SDF-1a-Quelle zu migrieren, als auch
EGFRvIII-positive Ziele zu erkennen.

Die Rezeptorkonstrukte wurden mittels lentiviralen Gentransfers auch in primare humane
NK-Zellen eingebracht. Hierfiir wurden zunachst durch Ficoll-Gradientenzentrifugation und
MACS-Technologie NK-Zellen aus dem Blut von drei gesunden Spendern isoliert (siehe
Kapitel 2.5.1.2). Die Reinheit der isolierten Zellpopulation wurde durch CD56-Expression
und fehlende CD3-Expression gezeigt (siehe Abbildung 19). Mehr als 90 % der Zellen waren
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CD3-negativ und CD56-positiv und entsprachen damit dem typischen NK-Zell-Phanotyp
(Cooper2001). Erfahrungsgemafd ist die Transduktion primarer Zellen sehr schwierig. Aus
diesem Grund wurden zwei Transduktionsprotokolle getestet und vergleichend gegen-
tibergestellt (siehe Tabelle 40). Mit dem sonst iliblichen Protokoll, die Zellen an drei auf-
einanderfolgenden Tagen mit frischem polybrenversetzen Virusiiberstand zu inkubieren,
wurden keine hohen CAR-Expressionsraten erreicht. Daher wurde ein vor kurzem von Sutlu
et al. beschriebenes Protokoll in abgewandelter Form genutzt. Es kombiniert eine Spin-
transduktion mit dem Einsatz von BX795, das den TBK1 / IKKe - Komplex in der Signal-
kaskade des Toll-like-Rezeptors 3 inhibiert (Clark2009). So wird die Resistenz von NK-Zellen
gegen virale Infektionen herabgesetzt (Sut/u2012). Zudem werden die NK-Zellen durch die
Gabe von IL-2 zur Proliferation angeregt (Burns2003, Sutlu2009), wahrend die Gabe von
IL-21 ihre Ausreifung und Zytotoxizitat fordert (Parrish-Novak2000, Brady2004). Die korrekte
Translation der CAR wird durch die Immunoblot-Analyse in Kapitel 3.4.2.2 bewiesen. Die
Uberpriifung der Oberflichenexpression der CAR und des CXCR4-Chemokinrezeptors (siehe
Kapitel 3.4.2.3) zeigt, dass nach Transduktion mit dem modifizierten Protokoll nach Sutlu et
al. sowohl CXCR4 als auch die grofien CAR stabil und in ausreichenden Mengen auf der
Oberflache der primdren humanen NK-Zellen exprimiert werden. Wie in Tabelle 40 gezeigt,
schwanken die Expressionsraten jedoch von Experiment zu Experiment, d. h. die Trans-
duktionseffizienzen waren sehr unterschiedlich. Dies konnte verschiedene Ursachen haben,
so z. B. variierende Qualitdten in der Virusproduktion, auch wenn der Virustiter bestimmt
und die MOI bei Transduktionen stets tiber 30 lag. Auch die Vitalitat der isolierten NK-Zellen
oder der Gesundheitszustand der Spender kénnen hierfiir ausschlaggebend sein. Vor jedem
NK-Zell-Experiment wurden daher Farbungen durchgefiihrt, um eine Expressionsrate der
CAR von tber 50 % zu gewahrleisten. Anders als bei der NK-Zelllinie YTS gelang es in
primdaren humanen NK-Zellen nicht, den CXCR4-Chemokinrezeptor und den
Igk_MR1.1_DAP12 gemeinsam auf der Oberflaiche der Zellen zu exprimieren. Der CXCR4-
Chemokinrezeptor wurde zwar exprimiert, doch dies hemmte anscheinend die zeitgleiche
Expression des CAR. Auch andere Gruppen, die primare T-Zellen mit mehreren Konstrukten
kotransduzieren wollten, berichten von dhnlichen Problemen (Craddock2010, Moon2011).
Meist gelingt eine Koexpression nur in einem Bruchteil der Effektorzellen, was eine
technische Limitation der zweifachen lentiviralen Transduktion darstellt. Hier besteht noch
Optimierungsbedarf. Es konnte z. B. ein bicistronisches Expressionsplasmid entwickelt
werden, das zwei Expressionskassetten tragt und fiir beide Rezeptoren zugleich kodiert.
Allerdings ware dieses Expressionsplasmid sehr grofd, was eine effiziente Transduktion
erschweren oder unmdglich machen wiirde. Da dieses Problem im Rahmen dieser Arbeit
nicht gelost werden konnte, wurden die Experimente mit kotransduzierten Zellen zunachst
nur mit YTS-Zellen durchgefiihrt.
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4.4 DER CXCR4-CHEMOKINREZEPTOR UND DER EGFRVIII-SPEZIFISCHE
ANTIGENREZEPTOR SIND IN VITRO FUNKTIONELL

Nach der erfolgreichen Transduktion der Ziel- und Effektorzellen wurde deren
Funktionalitdt in verschiedenen Experimenten iiberpriift. Das Migrationspotential von
CXCR4-modifizierten YTS und primdren humanen NK-Zellen wurde in einem Boyden-
Kammer-Assay evaluiert. Die Migration in das untere Well mit SDF-1a-haltigem Medium
wurde, wie in Kapitel 3.5.1 gezeigt, durch die Expression von CXCR4 signifikant verbessert.
Sowohl bei YTS als auch bei primdren NK-Zellen wurden Steigerungen der Migration um
mehr als ein Drittel erreicht. Die Abhdngigkeit der Migration von der SDF-1a / CXCR4-Achse
konnte durch den Einsatz von AMD3100 bewiesen werden. Dieses Molekiil ist als CXCR4-
Inhibitor beschrieben (Schols1997). Um den Migrationsassay zu optimieren, hitten mit
Matrigel oder einzelligem Endothel beschichtete Membranen eingesetzt werden kénnen. Sie
erfordern die Diapedese der Effektorzellen. Dies konnte in weiterfiihrenden Experimenten
untersucht werden. Doch auch so wurde die Verbesserung der SDF-la-abhdngigen
Migration durch Transduktion von YTS- und NK-Zellen mit dem CXCR4-Chemokinrezeptor
gezeigt. Erwdhnenswert in diesem Zusammenhang ist, dass die Sekretion zu grofier Mengen
von SDF-1a auch eine migrationshemmende Wirkung haben kann. Vianello et al. berichten
bei SDF-1a-Konzentrationen tiber 10 mM von einem chemo-repulsiven Effekt auf T-Zellen.
Dies konnte ein weiterer Mechanismus der Immunevasion von Tumorzellen sein
(Vianello2006). Experimente, welche die zur Anlockung von modifizierten NK-Zellen
benoétigten Konzentrationen von SDF-1a austitrierten, wurden im Rahmen dieser Arbeit
nicht durchgefiihrt. Doch ergab die Passagierung der SDF-1a-sekretierenden U87-MG in der
Maus, dass im hier etablierten Testsystem die SDF-1a- Sekretion in vivo bestandig ist, aber
die Konzentration liber die Zeit abnimmt. Tabelle 39 zeigt, dass nach 21 Tagen in der Maus
die Chemokinsekretion um knapp die Halfte sinkt. Um sicherzugehen, dass kein
chemorepulsiver Effekt auftritt, wurde die SDF-1a-abhiangige Migration in vivo lberprift,
ehe mit der Immuntherapie etablierter Tumore begonnen wurde. Subkutan wurden SDF-1a
sekretierende Tumore in NMRInunu-Nacktmduse implantiert und liber einen Zeitraum von
10 Tagen DsRed-markierte YTS wt und YTS CXCR4 intravends verabreicht. Am Ende des
Versuchszeitraums wurden die Tumore entnommen, Kryoschnitte angefertigt und die Zahl
der eingewanderten YTS-Zellen bestimmt. Die Ergebnisse sind in Kapitel 3.6 beschrieben. In
allen Fallen sammelten sich YTS an der Peripherie der Tumore, die durch den Blutstrom
dorthin getragen worden waren. Sonst wiirde eine Therapie mit ausschliefRllich CAR-
tragenden Immunzellen auch nicht funktionieren. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass
CXCR4-positive YTS-Zellen stirker als Wildtyp-YTS in SDF-la-sekretierende Tumore
einwandern. Dies ist auch dahingehend bemerkenswert, da U87-MG sehr kompakte Tumore
mit festen Zellverbdanden entwickeln, die CXCR4-positiven YTS also nur beschwerlich in die
Zellzwischenrdume migrieren konnen. Ein bedenkenswerter Aspekt ist, dass das Gehirn und
speziell Glioblastom-Zellen nicht die einzigen Orte sind, die SDF-1a sekretieren. Vor allem
im Knochenmark wird ebenso SDF-1a gebildet (Bleul1996). CXCR4-modifizierte NK-Zellen
konnten also nicht nur zu Glioblastom-Nestern, sondern auch ins Knochenmark
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einwandern, ein Nebeneffekt, der schwerlich vermeidbar ist. Doch vielleicht muss dies nicht
unbedingt nachteilig sein. Zum einen stellt es eine Option fiir die Therapie anderer
Krebsarten dar, die ins Knochenmark metastasieren. Zum anderen konnte es in dieser
Nische zur Reifung langlebiger Memory-NK-Zellen kommen (0’Leary2006, Sun2010,
Paust2011, Fu2013). Dieser Effekt sollte in weiteren Versuchen unbedingt evaluiert werden.
Denn Memory-NK-Zellen konnten das Potential besitzen, langfristig SDF-1a zu erkennen
und durch dessen Sekretion an neu auftretende Gliomzell-Nester gelockt zu werden. Die
Expression von MHC Klasse I auf normalen Korper-zellen und die Nutzung von EGFRVIII als
nur auf Tumorzellen exprimiertes Zielantigen fiir den CAR sollten dabei verhindern, dass
modifizierte NK-Zellen unspezifisch auf gesundes Gewebe reagieren, falls sie nicht zum
Tumor gelangen.

Die Aktivitit der NK-Zellen wird durch ihre Expression von hochaffinen CAR und die Uber-
expression des EGFRvIII-Zielantigens auf Tumoren stark erh6ht aber auch spezifiziert. Die
Uberpriifung dieser Hypothese wird in Kapitel 3.5.2.1 beschrieben. Bei der Kokultivierung
von YTS-Zellen mit HEK 293T fiihrt die Kreuzvernetzung des MR1.1_DAP12 mit EGFRVIII
zur Phosphorylierung von ZAP70. Die densitometrische Auswertung des Immunoblots
zeigte eine Verstiarkung der Phosphorylierung um knapp das Doppelte im Vergleich zu den
Kontrollen. Die ZAP70-Tyrosinkinase steht am Anfang der DAP12-vermittelten Signal-
transduktionskaskade und induziert nach Phosphorylierung ein aktivierendes Signal
(Lanier2008). In den als Negativkontrolle mitgefiithrten YTS Wildtypzellen bzw. YTS-Zellen,
die mit Kontrollkonstrukten transduziert worden waren, wird die ZAP70-Kinase nicht
verstarkt phosphoryliert. Das bedeutet, dass eine Quervernetzung allein nicht ausreichend
ist, ein aktivierendes Signal zu vermitteln. Erst wenn das Antigen und funktionelles DAP12
vorhanden sind, kommt es zu einer Aktivierung zytotoxischer Signalwege.

Auch in primdren humanen NK-Zellen fiihrt der o-EGFRvVIII-DAP12-CAR zu einer
spezifischen Aktivierung. Nach Antigenbindung und Integration der aktivierenden und
inhibitorischen Signale kommt es zur Degranulation von Perforin und Granzymen
(Smyth2005) sowie zur Sekretion inflammatorischer Zytokine wie INFy (Smyth2001). In
einem weiteren Kokultivierungsexperiment wurde zur Untersuchung der Degranulation
Monensin eingesetzt. Diese Substanz ist ein lonophor, das die Struktur des Golgiapparates
zerstort und somit den vesikuliren Transport in eukaryotischen Zellen inhibiert
(Haney1967). Damit kénnen von den NK-Zellen keine Granula freigesetzt werden, der
Degranulationsmarker CD107a sammelt sich an der Zelloberfliche und kann durchfluss-
zytometrisch nachgewiesen werden (Alter2004). Dies zeigt, dass primare humane NK-Zellen
nach Antigenerkennung liber den CAR ihre Degranulation verstarken (siehe Kapitel 3.5.2.4).
Die Sekretion signifikanter Mengen von INFy in den Zellkulturiiberstand in einem dhnlichen
Kokultivierungsexperiment mit anschliefiendem INFy-ELISA wird in Kapitel 3.5.2.5 gezeigt.
Interessanterweise kann keine direkte Korrelation zwischen der Menge des sekretierten
INFy und der Antigenexpression auf den Zielzellen hergestellt werden. Dies widerspricht
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einer Studie, die HER-2-spezifische NK-Zellen und deren INFy-Sekretion untersucht
(KruschinskiZ008). In Relation zu den mit Igk_ MR1.1_DAP12 transduzierten NK-Zellen
vermittelten Wildtypzellen oder mit Kontrollkonstrukten transduzierte Zellen eine
vergleichsweise geringe Aktivierung und auch EGFRvlll-negative Zielzellen fiihrten zu
keiner vermehrten Aktivierung von primaren humanen NK-Zellen in vitro. Ursachlich fiir die
beschriebene basale Hintergrundaktivierung der NK-Zellen kénnten ein ,HLA-mismatch”
(Ruggeri1999, Ruggeri2002, Igarashi2004) und die in Kapitel 4.1 diskutierte, verschieden-
artige Expression von Oberflichenmolekiilen auf den eingesetzten Zielzelllinien sein
(Cerwenka2001, Hallet2006, Lanier2008). Dieser sogenannte ,bystander-Effekt“ kann den
NK-Zellen weitere inhibitorische oder aktivierende Signale vermitteln.

Chromfreisetzungs-Assays wurden zur Uberpriifung der spezifischen, durch Immuneffektor-
zellen vermittelten Lyse von EGFRvIII-positiven Zielzellen eingesetzt (siehe Kapitel 3.5.2).
Der Chromfreisetzungs-Assay mit YTS-Zellen war sehr spezifisch. Im in Abbildung 25
dargestellten Vorexperiment mit K562-Zellen wird gezeigt, dass YTS-Zellen, unabhangig von
genetischen Modifikationen, diese HLA-negativen Zielzellen (Lozzio1975) erkennen und
lysieren konnen. Das bedeutet, dass sie durch die lentivirale Transduktion nicht in ihren
generellen zytotoxischen Eigenschaften gehemmt werden. Abbildung 26 fasst die
Experimente mit EGFRvIII-positiven Zellen und den korrespondierenden Wildtypzellen
zusammen. Es zeigte sich, dass YTS-Zellen, die mit dem o-EGFRvIII-DAP12-CAR modifiziert
wurden, zu einer spezifischen Lyse von EGFRvIIl-positiven Zielzellen befahigt sind. Bei
einem Effektor-Target-Verhaltnis von 10:1 wurden 50 - 70 % der Zielzellen mit passendem
Antigen lysiert. EGFRvlll-negative Tumorzellen wurden nicht lysiert. Erwartungsgemaf3
stellen BS153-Zellen eine Ausnahme dar, sie wurden aufgrund ihrer intrinsischen EGFRvIII-
Expression (Jones2001) spezifisch lysiert. Dass U343-MG Wildtypzellen ebenso zu einem
geringen Teil lysiert werden, ist allerdings tiberraschend. Der durchflusszytometrische
Nachweis von EGFRVIII in Kapitel 3.3.1.2 ist nicht eindeutig. Eine leichte Farbung der Zellen
scheint, dhnlich wie bei den parentalen BS153-Zellen, erkennbar. Doch in der EGFRVIII-
spezifischen PCR konnte bei diesen Zellen keine EGFRvIII-mRNA nachgewiesen werden
(siehe Kapitel 3.3.1.1). Dahingehend muss davon ausgegangen werden, dass der eingesetzte
EGFRvllI-spezifische Antikoérper scFv(MR1.1) ein anderes, dem PEPvIII-Peptid dhnliches
Antigen auf der Oberfliche dieser Zellen bindet. Weiterhin konnten ,bystander“-Effekte
durch die erhohte MIC-A/B-Expression bei U343-MG eine Rolle spielen (siehe Kapitel
3.1.1.1) und, wie in Kapitel 4.1 diskutiert, zur Aktivierung der YTS-Zellen iiber ihren NKG2D-
Rezeptor fithren (Bauer1999). Eine Aktivierung allein aufgrund der Expression von
Stressproteinen und ,induced self“-Erkennungsmechanismen (siehe Kapitel 1.3.2) fiihrt
aber nicht zu der beobachteten, anscheinend sehr spezifischen Lyse. Vielmehr wiirden alle
YTS-Zellen (Wildtyp, Kontrollkonstrukte, funktioneller CAR) die U343-MG unspezifisch
lysieren. Doch bei keiner der untersuchten Zielzelllinien vermittelte eines der eingesetzten
Kontrollkonstrukte, weder DAP12 allein, noch der Igk_MR1.1_DAP12mut mit defektem ITAM,
eine Zytotoxizitit, die iiber der Hintergrundlyse lag. Eine Kreuzvernetzung des
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Igk_MR1.1_DAP12 auf der Oberfliche der Effektorzellen scheint also das beobachtete
spezifische Aktivierungssignal fiir ihre zytotoxischen Effektormechanismen zu vermitteln.
Wenn das ,induced self‘-Signal nicht ausreichend ist, um U343-MG Wildtypzellen durch
NKG2D-abhdngige Erkennungsmechanismen anzugreifen, kénnte die Summierung mit
einem weiteren, durch den CAR vermittelten Signal ausschlaggebend sein. Wird ein
bestimmter ,threshold“ an aktivierenden Signalen iiberschritten, wiirden so die NK-Zellen
durch Kreuzvernetzung des CAR aktiviert und griffen U343-MG Wildtypzellen an.
Exprimieren genetisch modifizierte U343-MG dann zusatzlich EGFRVIII auf ihrer Oberflache,
aktivieren sie den o-EGFRVIII-DAP12-CAR noch starker und induzieren eine hohe und
spezifische Zytotoxizitdit der NK-Zellen tlber die Rekrutierung von DAP12-abhédngigen
aktivierenden Signalwegen.

Bei primdren humanen NK-Zellen sind die in Kapitel 3.5.2.6 gezeigten Ergebnisse des
Chromfreisetzungs-Assays schwieriger zu interpretieren und der oben beschriebene
»bystander“-Effekt noch deutlicher erkennbar. Aufgrund der Ergebnisse der Kokultivierung
von YTS-Zellen mit U343-MG wurde hier auf diese Zielzellen verzichtet. Aufgrund der in
Kapitel 4.1 diskutierten Interaktionen scheinen HEK 293T den NK-Zellen des Spenders 1 zu
wenige inhibitorische Signale zu vermitteln. Die Wildtyp-Zellen wurden von den NK-Zellen
des Spenders unspezifisch lysiert. Dieser Effekt konnte nur mit einem perfekten ,match“ von
Ziel- und Effektorzellen minimiert werden. Doch dies war, wie in Kapitel 4.1 erwahnt, nicht
moglich. Das bedeutet, der Einfluss eines ,HLA-mismatch“ und zusatzliche ,bystander”-
Effekte treten neben der spezifischen durch den CAR vermittelten Zytotoxizitat auf und
konnten unspezifische Nebeneffekte erklaren. Die Zytotoxizitat der NK-Zellen von Spender 1
gegeniiber U87-MG und BS153-Zellen war spezifischer. Bei einem Effektor-Target-
Verhaltnis von 20:1 wurden 65 - 90 % spezifische Lyse erreicht, wenn das EGFRvIII-Antigen
prasentiert wurde. Fehlte es, fiel die Lyserate geringer aus. Die NK-Zellen des Spenders 3
lysierten alle drei EGFRvIII-positiven Zielzelllinien mit einer spezifischen Lyserate von
45 - 60 %. Da die Zielzellen anscheinend geniigend inhibitorische Signale vermittelten,
wurden nur geringe Hintergrundlysen beobachtet. Es zeigte sich aber, dass nur NK-Zellen,
die mit einem nichtfunktionellen Konstrukt wie dem Igk_DAP12 transduziert wurden, eine
sinnvolle Kontrolle fiir den Vergleich der Zytotoxizitit darstellen. Untransduzierte
NK-Wildtypzellen sind dem Anschein nach vitaler und reagieren daher unspezifischer als
transduzierte NK-Zellen. Alles in allem wurde bei den Funktionalitdts-Assays die
Schwierigkeit in der Arbeit mit primdren humanen Zellen deutlich. Zwar gelang die
Transduktion von primaren NK-Zellen mit chimdren Antigenrezeptoren oder
Chemokinrezeptoren. Doch es bleibt die Herausforderung, primare humane NK-Zellen in
den grofden Mengen zu gewinnen, wie sie flir in vivo-Versuche benotigt werden. Nur wenige
Gruppen arbeiten daher tatsdchlich mit diesen Zellen (Imai2005 Kruschinski2008,
Pegram2008, Altvater2009, Li2010, Shimasaki2012).
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4.5 MIT DEM CHIMAREN ANTIGENREZEPTOR ARMIERTE NK-ZELLEN
VERRINGERN DAS WACHSTUM EGFRVIII-POSITIVER GLIOMZELLEN
IN VIVO

Die Evaluation der entwickelten CAR in vivo wurde mit der NK-Zelllinie YTS durchgefiihrt.
Passend zu den in vitro-Daten konnte ein starker antitumoraler Effekt des Igxk_MR1.1_DAP12
gezeigt werden. Dieser Effekt trat sowohl bei der in Kapitel 3.7.1 beschriebenen subkutanen
Koinjektion von Tumorzellen und Effektorzellen als auch bei der Therapie von bereits
etablierten subkutanen Tumoren in Kapitel 3.7.2 auf. Hier fiihrte die fiir einen Zeitraum von
30 Tagen kontinuierliche systemische Applikation von YTS MR1.1_DAP12 zu einem
signifikant verringerten Tumorwachstum verglichen mit Kontrollgruppen, die gar nicht, mit
YTS Wildtypzellen oder Kontrollkonstrukte-tragenden YTS therapiert worden waren.

Trotz der statistisch signifikanten Tumorreaktivitit der YIS MR1.1_DAP12 gab es in der
Gruppe, die mit diesen Zellen behandelt wurden, immer wieder Mause, die nicht auf die
Behandlung reagierten und grofie Tumore entwickelten. Die Ursachen dafiir kénnen
vielfaltig sein. Die angeimpften U87-MGEFGRVIl wyrden aus einer polyklonalen Zellpopulation
entwickelt (Nishikawa1994). Das bedeutet, es gibt hochstwahrscheinlich Zellen, die weniger
EGFRVIII als andere exprimieren. Da die CAR-modifizierten YTS-Zellen vor allem Zellen mit
guter EGFRVIII-Oberflachenexpression angreifen, verschafft das fehlende tumorassoziierte
Antigen diesen Tumorzellen so einen Uberlebensvorteil. Eine weitere Moglichkeit wire,
dass auch urspriinglich EGFRvIII-positive Tumorzellen nach einer Weile den EGFRVIII auf
ihrer Oberflache verlieren. Dieser ,loss of antigen“ wurde bei subkutaner Passagierung in
Madusen ohne parallele Injektionen von NK-Zellen zwar nicht bemerkt (siehe Kapitel 3.3.4).
Dennoch beobachten auch andere, dass Gliomzellen als Strategie der Immunevasion den
EGFRVIII herunter regulieren kdnnen, wenn eine Immunreaktion nicht schnell und effizient
erfolgt (Sampson2010). Um diesen EGFRvIII-Verlust ausschliefen zu kénnen, miissten in
einem weiteren Versuch Tumore aus Mausen, die nicht auf eine Behandlung mit
YTS MR1.1_DAP12 reagierten, entnommen und auf Expression des EGFRvIII untersucht
werden. Auch individuelle Unterschiede zwischen den Mausen in einer Gruppe miissen in
Betracht gezogen werden. Zwar besitzen NMRInuny-Maduse keinen Thymus und somit keine
ausgereiften T-Zellen, dennoch verfiigen sie liber ein rudimentdres angeborenes Immun-
system (Flanagan1966). Dieses konnte z. B. in einer Host-versus-Graft-Reaktion injizierte
humane NK-Zellen erkennen und in ihrer Effektorfunktion hemmen. Trotz einiger ,non-
responder“-Miuse steigerte die Therapie mit YTS MR1.1_DAP12 die mittleren Uberlebens-
raten der so behandelten Mause dennoch signifikant. Diese Ergebnisse zeigen, dass
NK-Zellen, die mit dem funktionellen CAR armiert wurden, in vivo funktionell sind und zur
spezifischen Lyse von EGFRvIII-positiven Gliomzellen befahigt sind.
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4.6 MOGLICHKEITEN ZUR OPTIMIERUNG DER EGFRVIII-SPEZIFISCHEN
IMMUNTHERAPIE UND WEITERFUHRENDE ARBEITEN

Ein nachster Schritt muss sein, die Untersuchungen auszuweiten, indem Patientenmaterial
genutzt und Tumor-Xenografts orthotop ins Gehirn der Mduse implantiert wird. Damit
waren Glioblastom-spezifische Immunevasionsstrategien wie die Sekretion immun-
suppressiver Zytokine wie TGFB (Schneider2006) oder die Modulation des umgebenden
Mikromilieus durch den Tumor besser darstellbar. Denkbar ware z. B. die Kombination der
CAR-Therapie mit dem Einsatz spezifischer TGF(-blockierender Antikérper (Zhang2011)
oder die gentechnische Verdnderung der zytotoxischen Effektorzellen selbst durch Blockade
des TGFB-Rezeptors (Foster2008, Yang2013). Auch sollte Uiberpriift werden, in wie weit eine
Lymphodepletion vor dem adoptiven Zelltransfer von CAR-positiven Immunzellen die
Eliminierung etablierter Tumore verbessert (Wrzesinski2010, Sampson2014). Ein bedenkens-
werter Aspekt fiir weitere Forschungsarbeit ist die bereits beobachtete Immunevasions-
strategie etablierter Tumore, das von Immunzellen erkannte Antigen ins umgebende Milieu
abzugeben (,shedding“) oder dessen Expression herunter zu regulieren (Tdpfer2011). Dieses
Phinomen tritt auch bei EGFRvIII-positiven primaren Glioblastomen auf (Sampson2010) und
kann nur durch schnelle und effektive Lyse der betreffenden Tumorzellen durch die
Immunzellen umgangen werden (Ames2014). Wie bereits erwahnt, bieten sich NK-Zellen
auch hier an, da sie zum einen nicht nur durch den CAR mit zytotoxischem Potential
ausgestattet sind, sondern weitere Erkennungsmechanismen fiir ,missing self“, ,induced
self“ und ,altered self* besitzen (Lanier2008, Bryceson2011) und zum anderen auch Memory-
Populationen ausbilden konnen (O’Leary2006, Sun2010, Paust2011, Fu2013). Da die Persistenz
von adoptiv transferrierten NK-Zellen ausschlaggebend fiir eine effektive Tumorelimierung
ist, sollte eventuell in weiterflihrenden Experimenten getestet werden, ob diese weiter
optimiert werden kann. Es wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht tiberpriift, wie lange die
gentechnisch veranderten Immunzellen in Mausen iiberleben und in wie weit z. B. ein
verandertes Expansionsprotokoll die Lebensdauer der NK-Zellen verlangern konnte. Eine
vor kurzem von der Cerwenka-Gruppe veroffentlichte Studie mit Maus-NK-Zellen schlagt die
Nutzung eines Zytokin-Mix aus IL-12, IL-15 und IL-18 vor. Sie zeigt, dass mit diesem Mix
nicht nur hohere Expansionsraten generiert werden, sondern dass so behandelte NK-Zellen,
ahnlich wie Memory-NK-Zellen, mehr als drei Monate im Organismus tiberleben und effektiv
gegen Lymphome und Melanome vorgehen kénnen (Ni2012).

Ein weiteres auftretendes methodisches Problem tritt bei der Nutzung von
immundefizienten Mdusen wie dem Stamm NMRInun, Zutage. Dieses artifizielle Mausmodell
kann durch sein beschadigtes Immunsystem (Flanagan1966) wichtige Effektormechanismen
und Veranderungen des Tumormikromilieus nicht exakt abbilden. Aus diesem Grund waren
dramatische Nebenwirkungen des adoptiven Transfers von CAR-modifizierten T-Zellen in
frithen klinischen Studien nicht vorhersehbar (Lamers2006, Morgan2010). Es sind noch keine
Mausmodelle mit spontan auftretendem Gliom beschrieben, daher wiirde zunachst ein
syngenisches Gliommodell diese Limitationen umgehen. Die Rosenberg-Gruppe hat kiirzlich
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eine solche immunkompetente Modellmaus mit EGFRvIII-liberexprimierenden Glioblastom-
Zellen vorgestellt, die fiir die weitere Evaluation des Igk_MR1.1_DAP12 in Erwéagung
gezogen werden konnte (Sampson2014).

4.7 NK-ZELLEN MIT KOMBINIERTER SDF-1A-CHEMOTAXIS UND
REAKTIVITAT GEGEN EGFRVIII-POSITIVE GLIOMZELLEN FUHREN
ZUR VERBESSERTEN TUMORELIMINIERUNG IN VIVO

Schlussendlich verbindet die vorliegende Arbeit die auf EGFRvIII umgelenkte Zytotoxizitat
mit einer verbesserten Migration, um die Hypothese der optimierten Immuntherapie durch
Kombination dieser beiden Ansatze in vivo zu untersuchen. Andere Gruppen verfolgen ein
dhnliches Konzept. Es ist bekannt, dass NK-Zellen, anders als T-Zellen, weniger gut in solide
Tumore einwandern (Kmiecik2014) und dadurch daran gehindert werden, ihr volles
intrinsisches zytotoxisches Potential zu entfalten. Einige Gruppen versuchen, die Chemokin-
sekretion von Tumorzellen zu erh6hen (Dubinett2010), andere entwickeln gentechnisch mit
Chemokinrezeptoren ausgestattete Zellen (Kershaw2002, Somanchi2012, Marcenaro2013), um
die Migration zum und in den Tumor zu erhohen. Obwohl die Umlenkung von Immunzellen
auf spezifische tumorassoziierte Antigene durch CAR haufig zu Erfolgen in vitro und in
klinischen Studien fiihrt, ist sie nicht in jedem Fall ausreichend fiir einen erfolgreichen
Einsatz bei Krebspatienten. Ein wesentlicher Faktor ist, wie gut die Effektorzellen zum
Tumor gelangen und in diesen einwandern konnen. Ob sie dort tiberleben, proliferieren und
das immunsuppressive Milieu umgehen kénnen, ist ausschlaggebend fiir die Entfaltung
ihres vollen zytotoxischen Potentials. Ideal ware daher eine Kombination von verbesserter
Migration mit gelenkter Zytotoxizitat.

Hierfiir wurden, wie im Kapitel 3.7.3 beschrieben, U87-MG subkutan in NMRInune-Mause
implantiert, die sowohl EGFRVIII exprimieren als auch SDF-1a sekretieren. Die etablierten
Tumore wurden systemisch durch intravenose Injektion von kotransduzierten YTS-Zellen
therapiert. Nach 45 Tagen war der Unterschied zwischen den Tumorgrofden der mit
YTS MR1.1_DAP12 und YTS CXCR4 / MR1.1_DAP12 behandelten Mause nur knapp nicht
signifikant. Zudem zeigte sich eine sehr grofde Varianz vor allem in der Gruppe, die mit
YTS CXCR4 / MR1.1_.DAP12 behandelt wurde. In einigen Mdusen kam es zu einer
kompletten Tumorregression, andere schienen auf die Therapie kaum zu reagieren.
Moégliche Ursachen fiir diese Beobachtung werden in Kapitel 4.5 diskutiert. Die Migrations-
analyse in Kapitel 3.6 hat dennoch gezeigt, dass CXCR4-positive YTS in der Lage sind,
Tumorgewebe zu infiltrieren. Diese zusatzliche Migrationsoptimierung vermittelt Mausen
vor allem iiber einen lingeren Zeitraum hinweg einen signifikanten Uberlebensvorteil.

Einige exemplarische Studien mit T-Zellen kombinieren ebenso Migration und Zytotoxizitat.
Vorreiter mit ersten Migrationsstudien in vitro waren Kershaw et al., die IL-2 voraktivierte
T-Zellen mit CXCR2 transduzierten, um sie in Richtung CXCL1-sekretierender Melanom-
zellen zu leiten (KershawZ002). Basierend auf diesen Studien etablierten Craddock et al.
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einen GD2-CAR und den Chemokinrezeptor CCR2b in T-Zellen, da sie in Proben von
Patienten mit Neuroblastom zeigten, dass nach adoptivem Transfer von CAR-modifizierten
T-Zellen nur wenige dieser Zellen am Tumor ankommen. Obwohl nach Transduktion nur
19 % der T-Zellen den CAR und den Chemokinrezeptor tatsdchlich koexprimierten, konnten
sie eine verbesserte Tumoreliminierung im Xenograft-Mausmodell zeigen (Craddock2010).
Ebenso erfolgreich im Tiermodell war die Gruppe um Moon et al. Sie lenkten T-Zellen auf
Mesothelin in Eierstockkrebs und Pankreaskrebs um und generierten zeitgleich tiber CCR2b
eine gerichtete Migration hin zu CCL2 (Moon2011). In beiden Studien gelang, anders als im
Rahmen dieser Arbeit, wo die gleichzeitige Expression von CAR und Chemokinrezeptor
nicht zu einem statistisch signifikant verringerten Tumorwachstum fiihrte, der Nachweis,
dass chemokingeleitete T-Zellen etablierte Tumore sogar besser eliminieren als T-Zellen, die
nur mit einem CAR transduziert worden waren. Sie zeigten auch, dass sich
chemokingelenkte Zellen rasch im Tumorgewebe sammeln. Sie verbleiben anscheinend
nicht in der Peripherie oder Leber und Milz, wo sie ihr Effektorpotential gar nicht entfalten,
oder im schlimmsten Fall, unspezifisch gegen gesunde Korperzellen richten konnten.
Weitere Studien mit anderen CAR und Chemokinrezeptoren kamen zu &ahnlichen
Ergebnissen (Peng2010, diStasi2011, Asai2013). Anders als bei ausschliefdlicher Migrations-
optimierung (Somanchi2012, Marcenaro2013) wurden bisher fiir derartige Kotransduktions-
Experimente noch keine primiaren humanen NK-Zellen eingesetzt. Dies unterstreicht zum
einen die auftretenden Schwierigkeiten mit diesen Zellen, zum anderen begriindet es den
Neuerungswert der vorliegenden Arbeit. Es konnte gezeigt werden, dass zytotoxische
NK-Zellen, die mit einem CAR und einem Chemokinrezeptor ausgestattet wurden, liber die
Fahigkeit verfiigen, in vivo ihr Zielantigen aufzuspiiren und in Tumore einzuwandern. Dort
entfalten sie ein spezifisch gegen dieses Antigen gerichtetes zytotoxisches Potential, ohne
dass eine systemische Applikation von aktivierenden Zytokinen wie IL-2 mit potentiellen
Nebenwirkungen notig ist.

Mit dieser Arbeit verbindet sich die Hoffnung, einen Beitrag zu dem sich rasant
entwickelnden Feld der NK-Zell-basierten Immuntherapie zu leisten. Weitere Forschungen
werden die beschriebenen Schwierigkeiten adressieren und den Weg zu einer klinischen
Adaption bereiten miissen. Dann konnten, auf den in dieser Arbeit beschriebenen
grundlegenden Erkenntnissen basierend, gentechnisch veranderte NK-Zellen eingesetzt
werden, im Patienten vor allem minimale Resterkrankungen oder bei Operationen nicht
erfasste Tumorzellen aufzuspiiren und zu elimieren. Damit ergibt sich fiir die Zukunft ein
wirkungsvoller Weg zur adjuvanten Therapie des primdren Glioblastoms.
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6 ANHANG

6.1 VEKTORKARTEN

6.1.1 pHATtrick-EGFP
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SV4.0ori

pUC ori
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puC ori
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pHATtrick-EGFP
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Beschreibung

Promoter des Constitutive Human Cytomegalovirus (CMV),
fiir Transkription des viralen Genoms

Long terminal repeat, fiir virale Verpackung
Verpackungssignal, virale Gruppenantigene
Verpackungssignal, virales Hiillenprotein

Zentraler Polypurin-Teil fiir nukleédre Translokation und
Integration des transduzierten viralen Genoms

Multiple Klonierungs-Stelle 1

Promoter des Spleen Focus Forming Virus

fiir Transkription von Reporter- und/oder insertierter DNA
Multiple Klonierungs-Stelle 2

selbstspaltendes 2A-Peptid, vermittelt Proteinspaltung in
einem einzelnen open reading frame und generiert so
mehrere Proteine aus einem einzelnen Promoter
enhanced green fluorescence protein als Marker fiir
transfizierte / transduzierte Zellen

fiir virale reverse Transkription, selbstinaktivierender
3‘-long terminal repeat mit Deletion in U3 verhindert die
Bildung replikationskompetenter viraler Partikel nach
Integration in die genomische DNA

Transkriptionsende und Polyadenylierungssignal

erlaubt die episomale Replikation von Plasmiden in
eukaryotischen Zellen

erlaubt ,high-copy“-Replikation in E. coli
Ampicillin-Resistenzgen fiir Selektion des Plasmids in E. coli
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6.1.2 pHATtrick-puroR
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Beschreibung

Promoter des Constitutive Human Cytomegalovirus (CMV),
fiir Transkription des viralen Genoms

Long terminal repeat, fiir virale Verpackung
Verpackungssignal, virale Gruppenantigene
Verpackungssignal, virales Hiillenprotein

zentraler Polypurin-Teil fiir nukledre Translokation und
Integration des transduzierten viralen Genoms

Multiple Klonierungs-Stelle 1

Promoter des Spleen Focus Forming Virus,

fiir Transkription von Reporter- und/oder insertierter DNA
Multiple Klonierungs-Stelle 2

selbstspaltendes 2A-Peptid, vermittelt Proteinspaltung in
einem einzelnen open reading frame und generiert so
mehrere Proteine aus einem einzelnen Promoter
Puromycin-Resistentgen fiir Selektion transfizierter /
transduzierter Zellen

fiir virale reverse Transkription, selbstinaktivierender
3‘-long terminal repeat mit Deletion in U3 verhindert die
Bildung replikationskompetenter viraler Partikel nach
Integration in die genomische DNA

Transkriptionsende und Polyadenylierungssignal

erlaubt die episomale Replikation von Plasmiden in
eukaryotischen Zellen

erlaubt ,high-copy“-Replikation in E. coli
Ampicillin-Resistenzgen fiir Selektion des Plasmids in E. coli
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6.1.3 p6NST50-SDF-1a_IRES_EGFP_ZeoR

/ pCMV ‘
AmpR 5 LTR

(R-U5)

pUC ori A Gag

p6NST50_SDF-1a_IRES_
SVA40 ori EGFP_ZEOR
bGH pA 9371 bps AEnv
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(A U3-R-US)
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SanDI
BamHI
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Name Start Ende Beschreibung

pCMV 1 623 Promoter des Constitutive Human Cytomegalovirus (CMV),
flir Transkription des viralen Genoms

5‘LTR (R-U5) 624 959 Long terminal repeat, fiir virale Verpackung

AGag 960 1663 Verpackungssignal, virale Gruppenantigene

AEnv 1664 3127 Verpackungssignal, virales Hiillenprotein

cPPT 3155 3295 zentraler Polypurin-Teil fiir nukledre Translokation und
Integration des transduzierten viralen Genoms

MCS1 3322 3362 Multiple Klonierungs-Stelle 1

pSFFV-U3 3363 3699 Promoter des Spleen Focus Forming Virus
fiir Transkription von Reporter- und/oder insertierter DNA

MCS2 3674 3720 Multiple Klonierungs-Stelle 2

SDF-1 3856 4127 Vorldufer von SDF-1 (stromal cell-derived factor-1), dem

CXC-Chemokin Ligand 12, das iiber den CXCR4-Rezeptor die
Migration von Lymphozyten fordert

MCS2 4128 4145 Multiple Klonierungs-Stelle 2

IRES 4146 4732 internal ribosome entry site, erlaubt die
Translationsinitiation inmitten einer mRNA

EGFP-ZeoR 4146 5839 enhanced green fluorescence protein, Marker fiir

transfizierte / transduzierte Zellen fusioniert an Zeocin-
Resistenzgen fiir Selektion transfizierter / transduzierter

Zellen
3'LTR (AU3-R- 6614 6802 fiir virale reverse Transkription, selbstinaktivierender
U5) 3‘-long terminal repeat mit Deletion in U3 verhindert die

Bildung replikationskompetenter viraler Partikel nach
Integration in die genomische DNA

bGH pA 6828 7034 Transkriptionsende und Polyadenylierungssignal

SV40ori 7219 7379 erlaubt die episomale Replikation von Plasmiden in
eukaryotischen Zellen

pUC ori 7556 8229 erlaubt ,high-copy“-Replikation in E. coli

AmpR 9238 8378 Ampicillin-Resistenzgen fiir Selektion des Plasmids in E. coli
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6.2

DNA-SEQUENZEN

6.2.1 CXCR4_hygroR
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e 10 & 20 e 30 = 40 & 50 e &0 & 70 e g0 = a0

ATGGAGEEGATCAGTATATACACTTCAGAT AR CTACACCGAGEARATGEGCTCAGEGEACTATGACTCCATGAAGGARCCCTGTITTCOGTIGR
AGARARTGCTARTTTCARTAR AR TCTICCTGCCCACCATCTACTCCATCATCTTICTI TARCTGECATIGTGGGCARATGGATTGETCATCCIGG
TCRATGGETTACCAGRAGRARCTGAGRRGCATGACGGACAAGTACAGGCTGCACCTGTCAGTGGCCGACCTCCICTITGTICATCACGCTTCCC
TICIGEECAGTTGATGCCGTGECARRCTGETACTTTGGEARCTTCCTATGCARGECAGTCCATGTCATCTACACAGTCRACCTCTACRAGCRAG
TGICCTCATCCTGECCTTCATCAGT CTIGEACCGCTACCTGECCATCGTCCACGCCACCARCAGT CAGAGRCCAAGGARGCTGTTGECTGARR
AGGIGEICTATGI IGECGTCTIGEATCCCTECCCTOCTGCTGACTATTCCCGACTICATCT T TGCCARCGTCAGT GRGGCAGATGACAGATAT
ATCIGTGRCCGCTTCTACCCCRATGRCTIGTGGETGETTGTGITCCAGT TTCAGCACATCATGGTTGGCCTITATCCIGCCIGETATTGTCAT
CCIGTCCTGCTATTGCATTATCATCTCCARGCTGT CACACT CCRAAGEGCCACCAGAAGCGCAAGGCCCTCARGACCRCAGTCATCCTCATCC
TGECTITICTTCGCCTIGTITGECTGCCTI TACTACATTGGEATCAGCATCGACTCCTITCATCCTCCTGGARAATCAT CARGCRAAGGETETGAGTTT
GRGRACACTGTGCACRAGTGGATTTCCAT CACCGRAGGCCCTAGCTTITICTICCACTGTITGTCTIGRACCCCATCCTICTATGCTITCCTTIGRAGT
CRRARTTTRARRACCTCTGCCCAGCACGCACTCACCTCTGTGAGCAGRGEGTCCAGCCTCARGATCCTCTCCARAGERARAGCGAGETGEACATT
CRTCTGITTCCACTGAGTCIGAGTCITCARGT TTTCACTCCAGCGEAC g ZEICEE
CECCACCgatagatoccggaaagoctgaactcaccgogacgtoctgtogagaagtttot
gatcgaaaagttogacagegtetocogacctgatgoagetetoggagggogaagaatctegtgettteagottogatgtaggagggegtggat
atgtcctgocgggtaaatagoctgogocgatggtttoctacaaagategttatgtttateggcactttgeatocggoocgogeotocococgattooggaa
gtgcttgacattggggaattcagegagagectgacctattgeatecteccocgeoegtgoacagggtgtcacgttgoaagacctgoctgaaaccga
actgcocogoctgttotgocagocggtogoggaggccatggatgegategotgoggoccgatocttagocagacgagegggttoggocccattoggac
cgcaaggaatcggtcaatacactacatggogtgattteatatgegegattgotgatecoccatgtgtatecactggoaaactgtgatggacgac
accgtcagtgcgtoccgtogogeoaggoctoctogatgagectgatgoetttgggoocgaggactgocccogaagtoccggeoacctogtgoacgoggattt
cggctocaacaatgtectgacggacaatggococgecataacageoggtecattgactggagogaggegatgttoggggattcoccaatacgaggteg
ccaacatcttottotggaggecgtggttggecttgtatggageageagacgogoctacttogageggaggeateceggagettgcaggategecg
cggctoocgggegtatatgotocecgeattggtocttgaccaactoctatcagagocttggttgacggeaatttegatgatgoagettgggogcagag
tcgatgogacgcaatcgtocgatcocggagoocgggactgtegggocgtacacaaatogoococgcagaagogoggocgtctggaccgatggotgtg
tagaagtactcgoogatagtggaaaccgacgccccagcactogtcocgagggocaaaggaatal

1 MEGISIYTSDNYTEEMGSGDYDSMKEPCFREENANFNKIFLPTIYSIIFLTGIVGNGLVILVMGYQK
71 KLRSMTDKYRLHLSVADLLFVITLPFWAVDAVANWYFGNFLCKAVHVIYTVNLYSSVLILAFISL
141 DRYLAIVHATNSQRPRKLLAEKVVYVGVWIPALLLTIPDFIFANVSEADDRYICDRFYPNDLWVV
211 VFQFQHIMVGLILPGIVILSCYCIIISKLSHSKGHQKRKALKTTVILILAFFACWLPYYIGISIDSFILLE
281 IIKQGCEFENTVHKWISITEALAFFHCCLNPILYAFLGAKFKTSAQHALTSVSRGSSLKILSKGKRGG
351 HSSVSTESESSSFHSSGPRPPTPGEGRGSLLTCGDVEENPGPGTATDRSGKPELTATSVEKFLIEKF
421 DSVSDLMQLSEGEESRAFSFDVGGRGYVLRVNSCADGFYKDRYVYRHFASAALPIPEVLDIGEFSES
491 LTYCISRRAQGVTLQDLPETELPAVLQPVAEAMDAIAAADLSQTSGFGPFGPQGIGQYTTWRDFIC
561 AIADPHVYHWQTVMDDTVSASVAQALDELMLWAEDCPEVRHLVHADFGSNNVLTDNGRITAVI
631 DWSEAMFGDSQYEVANIFFWRPWLACMEQQTRYFERRHPELAGSPRLRAYMLRIGLDQLYQSLV
701 DGNFDDAAWAQGRCDAIVRSGAGTVGRTQIARRSAAVWTDGCVEVLADSGNRRPSTRPRAKE*
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Anhang

6.2.2 CXCR4_puroR

o 10 & 20 b 30 o 40 & 50 b 60 & 70 & 80 b a0
1 | ATGGEAGGEEATCAGTATATACACT TCAGATAACTACRCCGAGGRARRTGEECTCAGGGGRACTATGACTCCATGRAGGARCCCTGTTTCCGTGR
3| AGRRRATGCTARTTTCAATARRRTCTTCCTGCCCACCATCTACTCCATCATCTTCTTRARCTGECATTGTGEGCRRTGGATTGGTCATCCTGS
=
7

TCATGEGTTACCAGRAAGARACT GAGARGCATGACGEACAAGTACAGGECTRCACCTETCAGT GRCCGACCTCCTCTITRTCATCACACTTCCC
TTCTGEGCAGTTGATGOCGTGGCARACTGETACT TIGEGAACT TCCTATRCARGGECAGTCCATGTCATCTACACAGTCARCCTCTACAGCRG
9 [TETCCTCATCCTGECCTTCATCAGTCTGRACCECTACCTGECCATCATCOACACCACCAACARTCAGAGGCCARGRALGCTATTGACTGARA
461 [AGETEGTCTATGTIGECETCTRGATCCCTRCCCTCCTGCTRACTATTCCCAACT TCATCTTTGCCAMCGTCAGTGAGGCAGATGACAGATAT
553 [ATCTRTRACCECTICTACCCCRATGACTTRTGRETAETTGTGTICCAGTTTCAGCACATCATGETTGECCTTATCCTGCCTGETATTGTCAT
645 |CCTGTCCTGCTATIGCATTATCATCTCCAAGCTGTCACACT CCARGGACCACCAGAAGCACARAGRCCCTCARGACCACAGTCATCCTCATCC
737 [TGECTTICTICRCCTRTTGECTGECT TACTACATTREGAT CAGCATCRACTCCT TCATCCTCCTRGARATCATCARGCARGAGTGTGRGTTT
529 |GAGARCACTGTGCACAAGTGGATTTCCATCACCAAGGCOCTAGCT TTCTICCACTATIGTCTGARCCCCATCCTCTATGCTTICCTTGGAGE
921 |CAAATTTARRACCTCTGCCCARCACGCACTCACCTCTGTGAGCAGLGEGTCCAGCCTCARGATCCTCTCCARRGGARAGCGAGETGGACATT
1013 |CATCTETTTCCACTGAGTCTGAGTCTTCARGTTTTCACTCCAGCGEAC Lo BaCCET
1105 | - - - -2 tg2cogagtacaagcccacggtgegoctogecaccogegacgacgtoccoag
1197 |ggcogtacgcaccctogoocgocogogttocgocgactaccccgocacgogoccacacogtogatcoggacogocacatogagogggtcaccgage
1239 |tgcaagaactocttoctcacgogogtocgggctocgacatoggoaaggtgtgggtegoggacgacggogocgeggtggoggtctggaccacgocog
1381 |\gagagcgtcgaageggaggcagtgttegecgagateggoccgogeatggocgagttgageggtteccggotggocgogoagcaacagatgga
1473 |aggcotoctggogoogcaccggocccaaggagoccgogtaggttecctggoccacegtoggogtctogocogaccactcagggciagautotgggca
1545 |gcgocogtogtgotococcggagtggaggoggocgagogogdocggggtgoccogoccttocctggagacctocogogCcCoogCaacctoCCCtLotac
1457 |gagoggotoggottocacegtcaccgoocgacgtogaggtgocogaaggaccgogoacoctggtgoatgaccogocaagoccggigoctga

1 MEGISIYTSDNYTEEMGSGDYDSMKEPCFREENANFNKIFLPTIYSIIFLTGIVGNGLVILVMGYQKK
71 LRSMTDKYRLHLSVADLLFVITLPFWAVDAVANWYFGNFLCKAVHVIYTVNLYSSVLILAFISLDR
141 YLAIVHATNSQRPRKLLAEKVVYVGVWIPALLLTIPDFIFANVSEADDRYICDRFYPNDLWVVVFQF
211 QHIMVGLILPGIVILSCYCHISKLSHSKGHQKRKALKTTVILILAFFACWLPYYIGISIDSFILLEIIKQG
281 CEFENTVHKWISITEALAFFHCCLNPILYAFLGAKFKTSAQHALTSVSRGSSLKILSKGKRGGHSSVS
351 TESESSSFHSSGPRPPTPGEGRGSLLTCGDVEENPGPGTAMTEYKPTVRLATRDDVPRAVRTLAAA
421 FADYPATRHTVDPDRHIERVTELQELFLTRVGLDIGKVWVADDGAAVAVWTTPESVEAGAVFAEI
491 GPRMAELSGSRLAAQQQMEGLLAPHRPKEPAWFLATVGVSPDHQGKGLGSAVVLPGVEAAERAG

561 VPAFLETSAPRNLPFYERLGFTVTADVEVPEGPRTWCMTRKPGA*

6.2.3 Igk DAP12_puroR

e 10 & 20 e 30 & 40 e 50 & a0 e 70 & 20 e
1 atggagacagacacactcctgctatgggtactgctgctctgggttccaggitccactggtgacgcgdccoagoodgccaggogcgc
87 gcgoocgtacgaagoetiggtaccgagotoggatc ggaggatctggaggatctgcatgcgtta
173 zc i R - - = 17 2t C CAGGCCCAGAGCEATTECAGTTRCTCTACGGTGAGCCOGRECETE
259 CTEECAGEEATCGTGATGEEAGACCTGETGCTGACAGTGCTCAT TGCCCTGECCETGTACT TCCTGEECCEECTGETCCCTCREEE
345 GCGRAGEEECTECEERAGECAGCGACCCEGARACAGCETATCACTGAGRACCGAGTCGCCTTATCAGGAGCTCCAGEGTCAGAGETCGSE
431 RTGTCTACAGCGRCCTCRA A cacacagaggcocgtattacadaguaggElEECCat
517 _C‘gccar.qaccgagr.acaagcccacqgr.gcgcctcgccacccgcgacga
£03 cgroccoccagggoccgtacgcacocctogocgocgogitogocgactacccocgocCacyogocCacacogLegatcogyaccgoccacatoy
£39 agcgggtocaccgagetgocaagaactocltcctCcacgogogtocgggoctocgacatcggcaaggtgtgggtogoggacgacggogocgeg
775 grggeggtotggaccacgccgdagagogtegaagogggggcgggtiecgccgagateggocogogoatggccgagitgageggie
8¢l ceggetggoocgocgoagcaacagatggaaggoctooctggogoccgcacocggoccaaggagoccgegtggttoctggocacogtoggey
947 tcteogoccgaccaccagggcaagggtotgggcagogocgtegtgctoccegdagtggaggoggocgagogogoccggggtgccegoc
1033 ttocctggagacctoocgogoccogoaacoctococttotacgagoggocteggoctteacogtcacocgocgacgtogaggtgcccgaaag
1113 accgegoacctggtgocatgaccogoaagococggtgoctga

1 METDTLLLWVLLLWVPGSTGDAAQPARRARRTKLGTELGSQVKLQESGGGSGGSACVNEQKLISE
71 EDLGGSQAQSDCSCSTVSPGVLAGIVMGDLVLTVLIALAVYFLGRLVPRGRGAAEAATRKQRITET
141 ESPYQELQGQRSDVYSDLNTQRPYYKGGRPPTPGEGRGSLLTCGDVEENPGPGTAMTEYKPTVRL
211 ATRDDVPRAVRTLAAAFADYPATRHTVDPDRHIERVTELQELFLTRVGLDIGKVWVADDGAAVA
281 VWTTPESVEAGAVFAEIGPRMAELSGSRLAAQQQMEGLLAPHRPKEPAWFLATVGVSPDHQGKG
351 LGSAVVLPGVEAAERAGVPAFLETSAPRNLPFYERLGFTVTADVEVPEGPRTWCMTRKPGA*
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Anhang

6.2.4 Igk_ MR1.1_DAP12mut

* 10 * 20 * 30 * 40 * 50 * 60 * 70 * 80 * 80

1 METDTLLLWVLLLWVPGSTGDAQVKLQQSGGGLVKPGASLKLSCVTSGFTFRKFGMSWVRQTSD
71 KRLEWVASISTGGYNTYYSDNVKGRFTISRENAKNTLYLQMSSLKSEDTALYYCTRGYSPYSYAM

141 DYWGQGTTVTVSSSGGGSGGGGSGGGGSDIELTQSPASLSVATGEKATIRCMTSTDIDDDMNWYQ
211 QKPGEPPKFLISEGNTLRPGVPSRFSSSGTGTDFVFTIENTLSEDVGDYYCLQSWNVPLTFGDGTKL
281 ESGGSGGSACVNEQKLISEEDLGGSQAQSDCSCSTVSPGVLAGIVMGDLVLTVLIALAVYFLGRLVPR
351 GRGAAEAATRKQRITETESPSQELQGQRSDVSSDLNTQRPYYKGGRPPTPGEGRGSLLTCGDVEEN
421 PGPGTAMTEYKPTVRLATRDDVPRAVRTLAAAFADYPATRHTVDPDRHIERVTELQELFLTRVGL
491 DIGKVWVADDGAAVAVWTTPESVEAGAVFAEIGPRMAELSGSRLAAQQQMEGLLAPHRPKEPAW
561F LATVGVSPDHQGKGLGSAVVLPGVEAAERAGVPAFLETSAPRNLPFYERLGFTVTADVEVPEGPR
631 TWCMTRKPGA*
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Anhang

6.2.5 Igk MR1.1_DAP12

* 140 * 20 * 30 * 40 * 50 * &0 * 70 * &0 * a0
1 latggagacagacacactoctgctatgUUtactgctgctotggUt tCCaggt teCactggtgacygocgCAGETGARACT GCAGCAGT CTGEEEE
93 AGGCTTAGTGAAGCCTGGAGCGTCTCTGARRCTCTCCTGTGTALCCTCTGEATTCACTTTCAGRR A AT TTGECATGTCTIGEGT TCEGCCAGR
185 CTTCRGRCAAGAGGCTGGARTGEGTCGCATCCATTAGTACTGGCGGTTATAATACCTACTATTCAGACAATGTALNGGGCCGATTCRACCATC
277 TCCAGAGRAGRRATGCCAAGRRCACCCTGTACCTGCARATGAGTAGTCTGARGTCTGAGGACRCGGCCTTGTATTACTGCACARGRGGCTATTC
389 TCCGTACAGCTATGCTATGGACTACTGEGGCCARGEGACCACGETCACCGTCICCTCARGT GEAGECGGT ICAGGOGEAGETGECTICTGECG
461 GTGECGEATCEEACATCGAGCTCACTCAGTCTCCAGCATCCCTGTCCATGECTACAGGAGARA A AGCCACTATCAGATGCATGRCCAGCACT
553 GATATTGATGATGATATGARCTGGTACCAGCAGAAGCCAGGEGAACCTCCTAAGTTCCTTATTTCAGARAGSCARTACTCTTCGTCCTGGAGT
845 CCCATCCCGATTTICCAGCAGTGGCACTGGCACAGATTITGTITTTACART TGAR R ACACACTCTCGGAAGATGTTGETGATTACTACTGTT
737 IGCARTCCTGERACGTGCCICITACATTCGETGATGACACCARGCTGGARNgoggaggatctggaggatoctgoatgogttaa
229 R EREEE o= o0 t o tCAGGCCCAGAGCEATTECART TECTCTACEETEAGCCCGEECATGCTGECAGEEATCETGAT
921 GGEEAGACCTGETGCTGACRGTGCTCATTGCCCTGRCCGTGIACTICCTGGECOGECTGETCCCT CRGRGECEAGEEECTGCEEAGGCAGCGA
1013 COCGEARMCAGCGTATCACTGAGACCGAGTCGCCTTATCAGGEAGCTCCAGEGTCAGAGETCGGATGTCTACAGCGACCTCAR cacacaga gy
1105 ccgtattacaaaggaggGCGEICED
1197 -Cgccatgaccgagtacaagcccacgg‘tgcgcctcgccacccgcgacgacg'r.c:cccagggccgtacgcaccctcgccgccgcgttcgccg
1239 actaccococgocacgogoccacaccgiogatoccggaccgocacatecgagocgggtcaccgagetgoaagaactcttectCacgogogtegggcto
1321 gacatcggcaaggtgtgggtogoggacgacggogocgoggtggeggtetggaceacgcecggagagegtegaageqggggeggtgttegecga
1473 gatcggoocogogocatggoogagttgageggt tocoggotggoocgogcagcaacagatggaaggoctoctggogocgcaccggooccaaggagc
1545 cecgegtggttooctggocaccgtoggogtotogoococgaccaccagggoaagggtotgggoagegecgtogtgotoccoggagtggaggoggce
1657 gagcogeogooggggtgoccgocttoctggagacctocgogoccogoaacctococot tetacgagoggetoggoctLeacogLocaccgeocgacgt
1749 cgaggtgococogaaggacogogoacciggigoatgaccogoaagoococggigootga

1 METDTLLLWVLLLWVPGSTGDAQVKLQQSGGGLVKPGASLKLSCVTSGFTFRKFGMSWVRQTSD
71 KRLEWVASISTGGYNTYYSDNVKGRFTISRENAKNTLYLQMSSLKSEDTALYYCTRGYSPYSYAM
141 DYWGQGTTVTVSSSGGGSGGGGSGGGGSDIELTQSPASLSVATGEKATIRCMTSTDIDDDMNWYQ
211 QKPGEPPKFLISEGNTLRPGVPSRFSSSGTGTDFVFTIENTLSEDVGDYYCLQSWNVPLTFGDGTKL
281 ESGGSGGSACVNEQKLISEEDLGGSQAQSDCSCSTVSPGVLAGIVMGDLVLTVLIALAVYFLGRLVPR
351 GRGAAEAATRKQRITETESPYQELQGQRSDVYSDLNTQRPYYKGGRPPTPGEGRGSLLTCGDVEEN
421 PGPGTAMTEYKPTVRLATRDDVPRAVRTLAAAFADYPATRHTVDPDRHIERVTELQELFLTRVGL
491 DIGKVWVADDGAAVAVWTTPESVEAGAVFAEIGPRMAELSGSRLAAQQQMEGLLAPHRPKEPAW
561 FLATVGVSPDHQGKGLGSAVVLPGVEAAERAGVPAFLETSAPRNLPFYERLGFTVTADVEVPEGPR

631 TWCMTRKPGA*
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Anhang

6.2.6 SDF-1a_IRES_EGFP_ZeoR

185
2717 GCGGCCGCGGP[I CCCC{.'I L'ICC{.'I CCCCCCCCCCI ARCGTTACTGECCGRARGCCGCT TGGBAT ARGGCCGETGTGOGTT 'I GICTATATGTgR
369 TTITCCACCATATIGCCGICTITIGGCARTGTGAGGGCCCGEARACCTGECCCTGICTICITEGACGAGCATICCTAGGGGTCITTICCCCTCT
46l CGCCAMAGEAATGCARGLETCTGT TGARATGTCGT GARGEAAGCAGT TCCT CTGEARGCT TCT TGARGACA AR CARCGTCTGTAGCGRCCCTIT
553 [GCAGECAGCGGRACCCCCCACCTGECGACAGETGCCTCTGCGRCCARRRGCCACGTGTATAAGRTACACCTGCARAGGCGECACARCCCCAG
645 TGCCACGTTGIGAGTIGGATAGT TG GEARAGRGTCAR A TGGCTCTCCTCRAGCGTATTCAACRREGEGCTGALGEATGCCCRGRRGGTACT
737 CCRATTIGTATGGGATICTGATCTGGEGCCICGETGCACATGCTITACATGTGTTTAGTCGAGGTTRARRRRRACGTCTAGGCCCCCCGRACCACE
829 GGGRCGTGETITTCCT I TGRARRACACGATGATARGCT TGCCACRAC
921
1013
1105
1197
1289
1381
1473
1565
1657
1743
1341
1333

1 MNAKVVVVLVLVLTALCLSDGKPVSLSYRCPCRFFESHVARANVKHLKILNTPNCALQIVARLKN

71 NNRQVCIDPKLKWIQEYLEKALNK*ARAAADPPLPPPPLTLLAEAAWNKAGVRLSICDFPPYCRLL
141 AM*GPGNLALSS*RAFLGVFPLSPKECKVC*MS*RKQFLWKLLEDKQRL*RPFAGSGTPHLATGAS
211 AAKSHVYKIHLQRRHNPSATL*VG*LWKESNGSPQAYSTRG*RMPRRYPIVWDLIWGLGAHALHV
281 FSRG*KNV*APRTTGTWFSFEKHDDKLATTMARSVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGE
351 GEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERT
421 IFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKV
491 NFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGI
561 TLGMDELYKTGSAKLTSAVPVLTARDVAGAVEFWTDRLGFSRDFVEDDFAGVVRDDVTLFISAVQ
631 DQVVPDNTLAWVWVRGLDELYAEWSEVVSTNFRDASGPAMTEIGEQPWGREFALRDPAGNCVH
701 FVAEEQD*
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Anhang

6.2.7 EGFRVIII_puroR

* 10 % 20 % 30 % 40 * 50 * g0 * 70 * @0 * 90  * 100  * 110  * 120
1 ATGCGACCCTCCEEEACEECCEEEECAGCECTCCTEECECTECTReCcTacacTCTaccceeceacTceccc N -ccccTece
122 TCCGAGCCTGTGGEEECCGACAGCTATGAGATGGAGGAAGACGGECGTCCGCARGTGTAMGARGTGCGAAGGGCCT TGCCGCARAGT GTGTARCGGAATAGGTATTGGTGAATTTAAAGACTC
243 ACTCTCCATARATGCTACGAATATTAAACACT TCARAAACTGCACCTCCATCAGTGGCGATCTCCACATCCTGCCGETGECATTTAGGGGT GACTCCTICACACATACTCCTCCTCTGGAT
364 CCACAGGRR CTGGATATICTGARARCCGTARAGGARRT CACAGGGTITTTGCTGAT TCAGGCTIGGECCTGARAACAGGACGEACCTCCATGCCTTTGAGAACCTAGRRATCATACGCGGCA
485 GEACCARGCAACATGGTCAGITITCTCTIGCAGTCGTCAGCCTGARCATARCATCCTTGEGATTACGCTCCCTCARGGAGATARGTGATGGAGATGTGATART TTICAGGARACARARRTTT
608 GTGCTATGCARATACAATANACTGGAARARACTGTTTGGGACCT CCGGTCAGARAACCARAATTATAAGCARCAGAGGT GARAACAGCT GCAMGECCACAGGCCAGGTCTGCCATGCCTTG
727 TGCTCCCCCGAGGECTECTIGEGECCCGGAGCCCAGGEACTECGETCTCTTGCCGEAATGTCAGCCGAGECAGGEGARTGCGTGEACAAGTGCANCCTTCTGGAGGGTGAGCCARGGEAGTTIG
845 TGGAGAACTCTGAGT GCATACAGTGCCACCCAGAGTGCCTECCT CAGECCATGAACATCACCTGCACAGRACGEGEACCAGACAACTGTAT CCAGTGTGCCCACTACATTGACGECCCCCA
969 CTGCGTCAAGACCTGCCCGEECAGGAGT CATGGGAGARAAC ARCACCCTGETCTGEARGTACGCAGACECOGECCATGTETGCCACCIGTGCCATCCARACTGCACCTACGEATGCACTGES
1090 CCAGETCTTGARGGCTGTCCARCGRATGGGCCTAAGAT CCCGTCCATCRCCACTGGEATGETGEGEECCCTCCTCTTECTECTERTGETGECCCTGEEEATCEECCICTTCATGOGARGE
1211 GCCACATCGTTCGGAAGCGCACGCTGCGGAGECTGCTGCAGGAGRGGEAGCTIGTGEAGCCTCTTACACCCAGTGGAGAMGCTCCCARCCARGCTCTCITGAGGATCTTGARGGARACTGA
1332 RTTCARRRAGATCAARGTGCTGEGCTCOGGTGCGTICEECACGETETAT ALGGGEACTCTGEATCCCAGARGETGAGRARAGT TARARTTCCCGTCGCTATCAAGGART TALGAGARGCRACA
1453 TCTCCGARAGCCARCAAGGAARTCCTCRATGARGCCTACGTGATGECCAGCETGGACAACCCCCACGTRTGCCECCTGCTEGECATCTGCCTCACCTCCACCGTGCAGCTCATCACGCAGE
1574 TCATECCCTTCGECTGCCICCTGGACTATGTCCGGGRACACARAGACARTATTGGCTCCCAGTACCTGCTCAACTGGTGTGTGCAGATCGCARAGGGCATGAACTACT TGGAGGACCGTCE
1695 CITGETGCACCGCGACCTGECAGCCAGGAMCGTACTGGTGARRACACCGCAGCATGTCARGATCACAGATTTTGEGCTGECCARACTGCTGEETGCGGARGAGAARGAATACCATGCAGAR
1816 GEAGGCARAGTGCCTATCAAGTGGATGECATTGEAATCARTTTTACACAGAATCTATACCCACCAGAGTGATGTCTGRAGCTACGGEGTGACCETITGEGAGTTGATGACCTITGGATCCA
1937 BGCCATATGACGGAATCCCTGOCAGCGAGATCTCCICCATCCTGGAGARAGGAGAACGCCTCCCTCAGCCACCCATATGTACCATCGATGT CTACATGATCATGETCARGTGCT GGATGAT
2058 AGACGCAGATAGICGCCCARAGTICCEIGAGTTGATCATCGART TCTCCARAATGGCCCGAGACCCCCAGCGCTACCITGTCAT I CAGGEGGATGANAGANTGCATTTGCCARGTCCTACA
2179 GACTCCRAACTTCTACCGTGCCCTGAT GEATGARGARGACATGEACGACETGETGEATECCGACGAGTACCTCATCCCACAGCAGEGCTTCT TCAGCAGCCCCTCCACGTCACGGACTCCCD
2300 TCCTGAGCTCICIGAGTGCAMCCAGCARCAATTCCACCGTGGECT TGCAT TGATAGARATGGGCTGCARAGCTGTCCCAT CAAGGARGACAGCTTCT TGCAGCGATACAGCTCAGACCCCAC
2421 REGOGCCTTGACTGAGGACAGCATAGACGACACCTICCTCCCAGTGCCTGRATACATARACCAGTCCGTICCCARARGECCCGCT GECTCT GTGCAGRATCCTGTCTATCACRATCAGCCT
2542 CTGAACCCCRCGCCCAGCAGAGACCCACACTACCAGGACCCCCACAGCACTGCAGTGEGCAACCCCGAGTATCTCARCACTGTCCAGCCCACCTGTGTCARCAGCACATTCGACAGCCCIG
2663 CCCACTGEGCCCAGARAGECAGCCACCAAAT TAGCCT GEACARCCCTGACTACCAGCAGEACT TCT TTCCCAAGGARGCCAAGCCARATGGCATCT TTARGGGCT CCACAGCTGARARTGE
2784 BEARTACCTAAGEETCECECCACAAAGCAGTGAATTTATTGEAGCAGEAGCAGEACCACGEAGEATE ggccy
2905 _C‘qccatqaccqagtacaaqcccaogqr.chccr.oqccaccogcqacqacqtccccaqqqccqr.acgcaccctcgcogccchtthcogactaccccq
3024 ccacgeogocacaccgtogatcoggacogocacatogagogggtcaccgagctgcaagaactecttocctcacgogogtogggoctogacatcggcaaggtatgggtcgoggacgacggogocgce
3147 ggtageggtetggaccacgccggagagcgtcgaagoggaggcggtgttcgccgagatcggcceycgeatygccgagtigageggticcoggotggccgcgcagcaacagatggaaggccte
326% ctggegoegoaccggoccaaggagoccgegtggttectggecaccgteggegtctegoccgaccaccagggocaagggtotgggecagegeegtcgtgeoteccocggagtggaggeggocgage
3329 gegoecggggtgocegecttoctggagacetcogogococogoaacocteccoct totacgageggoteggot teaccgtcacegocgacgtegaggtgocegaaggacegegcacctggtgeat
3510 gaccocgcaagococggtgoctga

1 MRPSGTAGAALLALLAALCPASRA HEERRGNMMVAIDE G SCVRACGADSYEMEEDGVRKCKKCEG

71 PCRKVCNGIGIGEFKDSLSINATNIKHFKNCTSISGDLHILPVAFRGDSFTHTPPLDPQELDILKTVKE
141 ITGFLLIQAWPENRTDLHAFENLEIIRGRTKQHGQFSLAVVSLNITSLGLRSLKEISDGDVIISGNKNL
211C YANTINWKKLFGTSGQKTKIISNRGENSCKATGQVCHALCSPEGCWGPEPRDCVSCRNVSRGREC
281 VDKCNLLEGEPREFVENSECIQCHPECLPQAMNITCTGRGPDNCIQCAHYIDGPHCVKTCPAGVMG
351 ENNTLVWKYADAGHVCHLCHPNCTYGCTGPGLEGCPTNGPKIPSIATGMVGALLLLLVVALGIGLF
421 MRRRHIVRKRTLRRLLQERELVEPLTPSGEAPNQALLRILKETEFKKIKVLGSGAFGTVYKGLWIPE
491 GEKVKIPVAIKELREATSPKANKEILDEAYVMASVDNPHVCRLLGICLTSTVQLITQLMPFGCLLDY
561 VREHKDNIGSQYLLNWCVQIAKGMNYLEDRRLVHRDLAARNVLVKTPQHVKITDFGLAKLLGAE
631 EKEYHAEGGKVPIKWMALESILHRIYTHQSDVWSYGVTVWELMTFGSKPYDGIPASEISSILEKGER
701 LPQPPICTIDVYMIMVKCWMIDADSRPKFRELIIEFSKMARDPQRYLVIQGDERMHLPSPTDSNFYR
771 ALMDEEDMDDVVDADEYLIPQQGFFSSPSTSRTPLLSSLSATSNNSTVACIDRNGLQSCPIKEDSFL
841 QRYSSDPTGALTEDSIDDTFLPVPEYINQSVPKRPAGSVQNPVYHNQPLNPAPSRDPHYQDPHSTA
911 VGNPEYLNTVQPTCVNSTFDSPAHWAQKGSHQISLDNPDYQQDFFPKEAKPNGIFKGSTAENAEY
981 LRVAPQSSEFIGAGAGPRRMRPPTPGEGRGSLLTCGDVEENPGPGTAMTEYKPTVRLATRDDVPR
1051 AVRTLAAAFADYPATRHTVDPDRHIERVTELQELFLTRVGLDIGKVWVADDGAAVAVWTTPESV
1121 EAGAVFAEIGPRMAELSGSRLAAQQQMEGLLAPHRPKEPAWFLATVGVSPDHQGKGLGSAVVLP
1191 GVEAAERAGVPAFLETSAPRNLPFYERLGFTVTADVEVPEGPRTWCMTRKPGA*
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HIF
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HHRP
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IDH

IL
INF

[PTG
IRES

ITAM

ITIM

U
Lv.
kb

kDa
KIR

group specific antigen [engl.],

Kapsidprotein von Viruspartikeln

Glioblastom
gegebenenfalls

Glycin-Serin-Aminosaureabfolge

Graft-versus-Host Disease
[engl.], unerwiinschte
Immunreaktion von Zellen des
Donors gegen Zellen des
Empfangers

Graft versus Tumor [engl.],
erwiinschte Immunreaktion
von Zellen des Donors gegen
Tumorzellen
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Hypoxieinduzierte Faktor
human immunodeficiency
virus [engl.], Humanes
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human leucocyte-derived
antigen [engl.],
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horse radish-peroxidase
[engl.], Meerrettichperoxidase
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immunoreceptor tyrosine-
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Immunrezeptoren
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Tyrosinabhangiges
Inhibierungsmotiv von
Immunrezeptoren
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Enzymeinheit
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killercell immune receptor
[engl.]
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LAK-Zelle
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uM

MBq
MCS

MFI
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MHC

MIC

min
ml, pul
MOI
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mRNA
mut
MW
NEA

ng
NK-Zelle
nm

N-
Terminus
(0)))]

ORF

p

PBMC

PBS

PCR

PE
PEI
PFA
pmol

Lymphokin-aktivierte
Killerzelle

Luria-Bertani Medium

long terminal repeat [engl.]
molar (mol /1), millimolar
(mmol /1), mikromolar
(umol /1)

Megabequerel

multiple cloning site [engl.],
Schnittstelle fiir mehrere
Restriktionsendonukleasen
mittlere Fluoreszenzintensitat
Milligramm, Mikrogramm
major histocompatibility
complex [engl.], Haupthisto-
kompatibilitatskomplex
MHC class I chain related
antigens

Minute(n)

Milliliter, Mikroliter
multiplicity of infection [engl.],
Viruspartikel pro Zelle
3-[N-Morpholino]-
Propansulfonsaure
messenger-RNA [engl.]
mutiert

Mittelwert

nichtessentielle
Aminosaure(n)
Nanogramm

Natiirliche Killerzelle
Nanometer
Amino-Terminus eines
Proteins

Optische Dichte

open reading frame [engl.],
offener Leserahmen

petit [frz.], kurzer
Chromosomenarm
peripheral blood mononuclear
cell [engl.], mononukledre
Zellen des peripheren Blutes
phosphate buffered saline
[engl.], phosphatgepufferte
Kochsalzl6sung
polymerase chain reaction
[engl.],
Polymerasekettenreaktion
Phycoerythrin
Polyethylenimin
Paraformaldehyd

Picomol
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pH

PI3K
Pol

Polybren
PuroR

q
rev

RNA
rpm
RPMI

RT

s, sek
S.C.
scFv

S.D.
SDS
SFFV

SL
SSC

TAA

pondus hydrogenii [lat.],
negativ dekadischer
Logarithmus der
Ionenkonzentration
Phosphoinositid-3-Kinase
reverse Transkriptase,
Protease und Integrase,
Enzyme in Viruspartikeln
Hexadimethrinbromid
Puromycin-Resistenz
langer Chromosomenarm
reverse [engl.],
riickwartsgerichtet
ribonucleic acid [engl.],
Ribonukleinsdure

round per minute [engl.],
Umdrehungen pro Minute
Roswell Park Memorial
Institute Medium
Raumtemperatur
Sekunde(n)

subkutan

single chain Fragment variable
[engl.], Einzelkettenantikorper
standard deviation [engl.],
Standardabweichung
Sodiumdodecylsulfat
Spleen Focus Forming Virus
Stammlésung

side scatter [engl],
Seitwartsstreulicht
Thymidin-Nukleotid
tumorassoziiertes Antigen

TAE-
Puffer
TBS

TCR
TEMED
TGF

TIL
™

TNF
Treg
u. a.
u. N.
uv
uv

VSV
v/v)

(w/v)

WB
WHO
wt
X-Gal

z. B.
ZeoR
ZKU
z. T.

Tris-Acetat-EDTA-Puffer

Tris-buffered saline [engl.],
Tris-gepufferte
Kochsalzlosung
T-Zellrezeptor
Tetramethylethylendiamin
transforming growth factor
[engl.]

tumorinfiltrierender
Lymphozyt
Transmembrandoméane
Schmelztemperatur

tumor necrosis factor [engl.]
regulatorische T-Zelle

unter anderem

tber Nacht

Ultraviolett

unverdiinnt

Volt

Vesikuldres Stomatitis Virus
volume / volume [engl].,
Volumenanteil / Volumenanteil
weight / volume [engl.],
Gewichtsanteil /Volumenanteil
Western Blot

World Health Organization
Wildtyp
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-D-
Galactopyranosid

zum Beispiel
Zeocin-Resistenz
Zellkulturiiberstand

zum Teil

162



Anhang

6.7 EIDESSTATTLICHE ERKLARUNG

Hiermit versichere ich, dass ich die vorliegende Dissertation ,Generierung und Evaluation von
modifizierten NK-Zellen mit SDF-1alpha-Chemotaxis und Reaktivitit gegen EGFRvIII-positive
Gliomzellen“ selbststandig angefertigt und keine anderen als die von mir angegebenen Quellen
und Hilfsmittel benutzt habe. Die aus fremden Quellen direkt oder indirekt iibernommenen
Gedanken sind als solche kenntlich gemacht.

Zudem versichere ich, dass die Arbeit weder im Inland noch im Ausland in gleicher oder
dhnlicher Form einer anderen Priifungsbehoérde vorgelegen hat. Ich habe frither aufRer den mit
dem Zulassungsgesuch urkundlich vorgelegten Graden keine weiteren akademischen Grade
erworben oder zu erwerben versucht.

Die vorliegende Arbeit wurde in der Klinik und Poliklinik fiir Neurochirurgie, Sektion
»Experimentelle Neurochirurgie und Tumorimmunologie“, Universitatsklinikum Carl Gustav
Carus der TU Dresden unter wissenschaftlicher Betreuung von Prof. Dr. Hanns Achim Temme
angefertigt. Die Promotionsordnung wird anerkannt.

Dresden, den 07. April 2014

Nadja Miiller

163



Anhang

6.9 LISTE DER PUBLIKATIONEN UND KONFERENZBEITRAGE

Miiller N., Michen S., Klink B., Schrock E., Topfer K., Schackert G., Temme A. (in Vorbereitung):
Subtle genetic alterations define YTSpp as a new YTS-derived NK-cell subtype.

Miiller N., Michen S., Tietze S., Schulte A., Lamszus K., Schackert G., Pastan I., Temme A.
(eingereicht): Engineering NK cells modified with an EGFRvIII-specific chimeric antigen
receptor to overexpress CXCR4 improves immunotherapy of SDF-1-secreting
glioblastoma. ] Immunother

Topfer K., Michen S., Miiller N., Temme A. (in Revision): DAP12-based activating chimeric
antigen receptor for Natural Killer cell tumor immunotherapy. ] Immunol

Topfer K., Kempe S., Miiller N., Schmitz M., Bachmann M,. Cartellieri M., Schackert G., Temme A.
(2011): Tumor evasion from T cell surveillance. | Biomed Biotechnol, 918471

Oppel F., Miiller N., Schackert G., Hendruschk S., Martin D., Geiger K., Temme A. (2011): SOX2-
RNAi attenuates S-phase entry and induces RhoA-dependent switch to protease-
independent amoeboid migration in human glioma cells. Mol Cancer, 10:137

Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft  fiir Gentherapie, Ulm (2014):
Poster “Targeting EGFRvIII-positive glioma cells using a novel natural Killer cell chimeric
antigen receptor consisting of DAP12 and scFv(MR1.1)”

Brain Cancer Conference, Berlin (2013): Poster “Targeting EGFRvIII-positive glioma cells
using a novel natural killer cell chimeric antigen receptor consisting of DAP12 and
scFv(MR1.1)”

Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fiir Neurochirurgie, Diisseldorf (2013):
Poster ,Development of NK cells with chemotaxis for SDF-1alpha secreting gliomas”

Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fiir Neurochirurgie, Leipzig (2012):
Poster ,A novel natural killer cell chimeric antigen receptor type consisting of DAP12 and
anti-EGFRvIII-scFv mediates selective Kkilling of EGFRvIII-positive tumor cells”

Chirurgische Forschungstage, Dresden (2011): Poster “SOX2-RNAi attenuates proliferation,
induces loss of stem cell markers and decreases proteolysis-dependent invasion of
human glioma cells”

Mildred Scheel Cancer Conference, Konigswinter (2011): Poster “SOX2-RNAi attenuates

proliferation, induces loss of stem cell markers and decreases proteolysis-dependent
invasion of human glioma cells”, erhielt ein Konferenz-Stipendium

165





