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1 Einleitung

1.1 Die Rolle von T-Zellen bei der Immunantwort

Das Immunsystem ist durch eine komplexe Interaktion von Proteinen und l6slichen
Faktoren gekennzeichnet. Die Aufgabe des Immunsystems ist es den Organismus
einerseits vor Pathogenen und Toxinen im Rahmen von Infektionen zu schiitzen,
beseitigt zum anderen aber auch kopereigene Zellen, die sich kanzerogen verandert

haben.

T-Lymphozyten (T-Zellen) stehen im Zentrum der spezifischen Immunantwort. Sie
reifen durch positive Selektion im Thymus heran. Durch negative Selektion werden
Zellen, die korpereigene Peptide binden, in die Apoptose geschickt. Man unterscheidet
anhand von immunphéanotypischen Oberflichenmerkmalen (engl. cluster of
differentiation, CD) zwei Arten von T-Zellen. CD4* und CD8* T-Zellen unterscheiden sich
in der Reaktivitat ihres Haupthistonkompatibilitaitskomplexes (MHC). Der T-Zell-
Rezeptor von CD4*T-Zellen erkennt Antigenpeptide die von MHC-Klasse-II-Molekiilen
prasentiert werden. Die Prédsentation wird von antigenprasentierenden Zellen, wie
dendritischen Zellen (DCs), B-Zellen, Monozyten und Makrophagen, tibernommen.
CD8*T-Zellen erkennen iiber ihren T-Zell-Rezeptor ihr kognates Antigenpeptid durch
Bindung an MHC-Klasse-I-Molekiile, welche von allen kernhaltigen Zellen exprimiert

werden (Kumar et al., 2018).

12 T-Zelltypen des Immunsystems

1.2.1 CD4+T-Zellen

Bei CD4* T-Zellen handelt es sich um T-Helferzellen. Sie werden nochmals in
Untergruppen unterteilt, welche sich durch die Produktion von Zytokinen und
Expression von Transkriptionsfaktoren unterscheiden. Th1l-Zellen sezernieren IFN-vy,
IL-2 und TNF, aktivieren dadurch Makrophagen und bekdmpfen so intrazelluldre
Pathogene (Zhu und Paul, 2008). Th2-Zellen produzieren IL-4, IL-5 und IL-13, um durch

die Aktivierung von B-Zellen extrazellulare Pathogene zu bekampfen (Zhu et al., 2006).
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Th17-Zellen hingegen sekretieren IL-17, IL-21 und IL-22 und tragen dadurch zur
Aktivierung von neutrophilen Granulozyten bei (Tesmer et al., 2008). Daneben gehort
zu den Aufgaben von Thl7-Zellen ebenfalls die Bekampfung von extrazelluldren
Bakterien. Jedoch sind Th17-Zellen auch bei der Entstehung von inflammatorischen
Autoimmunerkrankungen beteiligt. Bei der Tumorimmunitdt spielen sie eine
kontroverse Rolle. Je nach Enditdt des Tumors konnen Th17-Zellen supprimierend oder
fordernd wirken (Bailey et al, 2014). Zu den T-Helfer-Zellen gehdren auch
regulatorische T-Zellen (Tregs). Sie exprimieren den Transkriptionsfaktor Foxp3. Durch
die Sekretion von TGFP und IL-10 halten sie die Immuntoleranz aufrecht. Bei der
Tumorentwicklung supprimieren sie die Immunantwort und foérdern so das

Tumorwachstum (Togashi et al., 2019).

1.2.2 CDS8* T-Zellen

Bei CD8* T-Zellen handelt es sich hauptsdchlich um zytotoxische T-Effektorzellen
(cytotoxic T cells, CTLs). Nach ihrer Aktivierung produzieren sie IFN-y, TNF und
zytotoxische Granula, welche Perforin und Granzyme enthalten. CTLs konnen tiber drei
verschiedene Wege ihre Zielzelle zerstoren. Zum einen bilden sie die zytotoxischen
Zytokine IFN-y und TNF, die an die entsprechenden Rezeptoren auf der Zielzelle
binden. Auflerdem konnen sie durch Exozytose Perforin freisetzen und durch die
dadurch gebildeten Poren Granzyme in das Zytoplasma der Zielzellen freisetzen.
Ebenfalls exprimieren sie Fas-Liganden, welche durch Fas-Fas-Liganden-Interaktionen
an der Zielzelle binden konnen. Durch jeden der drei Wege werden in den Zielzellen
Apoptose-Mechanismen eingeleitet (Halle et al., 2017). Naive CD8* T-Zellen bekommen
durch antigenprasentierende Zellen Tumorantigene in den lymphatischen Organen
prasentiert. Dadurch erfolgt die Proliferation und Differenzierung zu zytotoxischen
Effektorzellen (Kaech et al., 2002). AnschliefSend zirkulieren und migrieren die CTLs in
das antigenprédsentierende Tumorgewebe. Dort erkennen die CTLs ihr kognaten
Antigene tiber die Bindung an die T-Zell-Rezeptoren wodurch die Effektorfunktion der

CTLs induziert wird. Gelingt es den CTLs durch ihren zytotoxischen Effekt den Tumor
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abzustofsen entwickeln sie sich zu T-Gedachtniszellen und schiitzen den Kérper vor

einer erneuten Erkrankung (Zhang und Bevan, 2011).

1.3.1 T-Zell-Dysfunktion

Werden CD8*CTLs mit einem starken und anhaltenden Antigenreiz {iber den T-Zell-
Rezeptor konfrontiert, konnen sie in einen dysfunktionalen Zustand gelangen, den man
als T-Zell-Dysfunktion bezeichnet (Wherry, 2011). Das Konzept der T-Zell-Dysfunktion
wurde erstmals Ende des 20. Jahrhunderts beschrieben (Gallimore et al., 1998; Zajac et
al, 1998). Dort wurde bei chronischen LCMV-Infektionen beobachtet, dass
antigenspezifische CTLs zwar ihre Funktionalitdt verlieren, jedoch nicht apoptotisch
werden und als T-Zellen im Organismus verbleiben. Normalerweise geht die Mehrzahl
von aktivierten CTLs nach der Aktivierung tber ihr kognates Antigen ihrer
Effektorfunktion nach und geht danach in Apoptose. Nur ein kleiner Teil differenziert
zu Gedachtnis-T-Zellen, um bei einem wiederkehrenden Kontakt des Immunsystems
mit dem Antigen eine rasche Induktion der Immunantwort zu gewahrleisten. Seitdem
wurde gezeigt, dass dysfunktionale CTLs bei einer Vielzahl chronischer Infektionen und
Autoimmunerkrankungen auftreten (Day et al., 2006; Ye et al., 2015; McKinney et al.,
2015) und hier eine wichtige Rolle bei der Suppression von Immunantworten spielen.
Auch in unterschiedlichen humanen Tumorarten konnte das Phanomen der T-Zell-
Dysfunktion nachgewiesen werden. Es wurde gezeigt, dass das Aufkommen von

dysfunktionalen CTLs eine verminderte Tumorsuppression bedingt (Zarour, 2016).

Dysfunktionale CTLs lassen sich durch die Expression von koinhibitorischen
Rezeptoren, sowie durch epigenetische und transkriptionelle Anderungen klar von
Effektor-T-Zellen und Gedachtnis-T-Zellen unterscheiden. Bei anhaltender Stimulation
des T-Zellrezeptors durch ihr kognates Antigen sind Effektor-CTLs nicht in der Lage alle
Zielzellen zu zerstoren und Gedachtnis-T-Zellen auszubilden. Stattdessen begeben sich
diese CTLs in einen dysfunktionalen Zustand. Dabei verlieren sie zuerst ihre
Proliferationskapazitit, gefolgt vom Verlust ihrer Effektorfunktion. Dazu zahlen der
Verlust der IFN-y/TNF-Produktion, sowie eine verringerte Bildung zytotoxischer

Granula. Mit zunehmender Dysfunktion werden auch koinhibitorische Rezeptoren
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vermehrt exprimiert. Dazu gehoren programmed cell death protein 1 (PD-1), lymphocyte
activation gene 3 protein (LAG-3), 2B4, cytotoxic T lymphocyte antigen 4 (CTLA-4) und T cell
immunoglobulin domain and mucin domain-containing protein 3 (TIM-3) (Wherry, 2011). Die
Aktivierung von naiven T-Zellen benttigt neben der Stimulation des T-Zell-Rezeptors
eine Kostimulation durch kostimulatiorische Rezeptoren. Sind die T-Zellen aktiviert
exprimieren sie koinhibitorische Rezeptoren, um die aktivierten T-Zellen zu
kontrollieren. Werden CTLs dysfunktional exprimieren sie um ein Vielfaches mehr an
koinhibitorischen Rezeptoren. Durch das Binden an ihren Liganden werden die
dazugehorigen Signalwege und die Aktivierung der CTLs iiber den T-Zell-Rezeptor
inhibiert und den CTLs die Moglichkeit gegeben ihre Funktionalitdt wiederherzustellen
(Barber et al., 2006). Die Anzahl an exprimierten koinhibitorischen Rezeptoren korreliert
dabei mit der Dysfunktionalitdt der CTLs (Blackburn et al., 2009). Charakteristisch ist
ebenfalls die Hochregulation des Transkriptionsfaktors Eomesodermin (Eomes) mit
gleichzeitiger Herabregulation des Transkriptionsfaktors T-Box Transkriptionsfaktor
TBX21 (T-bet), beide gehoren zur Familie der T-box Transkriptionsfaktoren (Paley et al.,
2012). Zu den vielversprechendste Markern fiir dysfunktionale CTLs in jlingster Zeit
gehort der DNA-Bindefaktor thymocyte selection-associated high mobility group box protein
(TOX) (Khan et al., 2019; Doering et al., 2012). Er gehort zu den Transkriptionsfaktoren,
die auf eine Aktivierung des T-Zellrezeptors reagieren (Scott et al., 2019). Wahrend TOX
nicht an der Differenzierung zu CTLs oder Gedachtnis-T-Zellen beteiligt ist, so ist es fiir
die Entstehung von dysfunktionalen CTLs unentbehrlich. Eine Deletion von TOX
verhindert die Bildung von dysfunktionalen CTLs. Zudem bewirkt es als
Transkriptionsfaktor eine epigenetische Reprogrammierung von dysfunktionalen CTLs

durch Anderungen in der Chromatinassemblierung (Khan et al., 2019).

Die Dysfunktion von CTLs ldsst sich in drei Untergruppen unterteilen (Abb.1). Dabei
handelt es sich um im Anfangsstadium der Dysfunktion befindliche Vorlduferzellen,
intermediér dysfunktionale Zellen und terminal dysfunktionale Zellen. Sie lassen sich
zum einem durch die Expression von koinhibitorischen Rezeptoren charakterisieren. Je
mehr koinhibitorischer ~Rezeptoren gleichzeitig exprimiert werden, desto
dysfunktionaler ist die Zelle (Beltra et al., 2020). Aufierdem dandert sich mit
zunehmender Dysfunktion die Fahigkeit zytotoxische Zytokine zu produzieren

(Wherry, 2011). Bereits im Anfangsstadium der Dysfunktion sind T-Zellen nicht mehr in
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der Lage IL-2 zu produzieren. Die Produktion von TNF verlieren die Zellen wahrend
der intermedidren Dysfunktion. IFN-y kann erst von terminal dysfunktionalen T-Zellen
nicht mehr produziert werden. Es kommt auch zu Anderungen bei der Expression von
Transkriptionsfaktoren. Mit zunehmender Dysfunktion steigt die Expression von Eomes

und TOX mit gleichzeitiger Abnahme von T-bet (Beltra et al., 2020).

naive

CTL
Gedachtnis- Anfangsstadium intermediar terminal
zelle
dysfunktionale CTL

KIR + ++ +++
IFN-y ++ + -
TNF + - -
IL-2 - - -
Eomes + ++ +++
Tbet ++ +
TOX + ++ +++

Abb. 1: Charakterisierung der verschiedenen Stadien intratumoraler CTLs.

Naive CD8*T-Zellen proliferieren und differenzieren nach Kontakt mit ihrem kognaten Antigen zu CTLs.
Gelingt es den CTLs nach Einwandern in den Tumor alle Tumorzellen zu beseitigen differenzieren die CTLs
zu Gediachtnis-T-Zellen. Ist die intratumorale Antigenlast zu hoch begeben sich die CTLs in einen
dysfunktionalen Status. Dieser kann in drei Gruppen unterteilt werden: Die im Anfangsstadium der
Dysfunktion Dbefindlichen Vorlduferzellen, intermedidr dysfunktionale T-Zellen wund terminal
dysfunktionale T-Zellen. Mit zunehmender Dysfunktion kommt es zur Hochregulation von
koinhibitorischen Rezeptoren (KIR), verminderter Produktion von zytotoxischen Zytokinen und

vermehrter Expression von Eomes und TOX mit gleichzeitiger Verringerung der T-bet-Expression.
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Neben der Uberstimulation des T-Zell-Rezeptors kénnen auch kostimulierende Signale,
wie die inflammatorischen Zytokine IL-6 und Interferone (IFNs) sowie koinhibitorische
Signale, wie die suppressiven Zytokine IL-10 und TGEFp, diesen Zustand beeinflussen.
Zusatzlich konnen noch antigenprasentierende Zellen, CD4*-T-Zellen, Tregs und NK-

Zellen diesen dysfunktionalen Zustand regulieren (Wherry and Kurachi, 2015).

Der dysfunktionale Zustand der CTLs ist jedoch nicht permanent. So konnen
dysfunktionale CTLs durch Blockade der koinhibitorischen Rezeptoren, allen voran
durch Blockade des PD-1-Signalwegs, in Kombination mit Blockade der suppressiven
Zytokine IL-10 und TGFp wieder ihre Effektorfunktion zuriickgewinnen. Der klinische
Erfolg hdangt von mehreren Faktoren ab. Man nimmt an, dass bei dysfunktionalen
Vorlduferzellen noch die verlorene Effektorfunktion regeneriert werden kann,
wohingegen bei einer terminalen Dysfunktion die Effektorfunktion nicht wieder

hergestellt werden kann (Pauken und Wherry, 2015).

1.3.2 Das NLRP3-Inflammasom und die Interleukin-1-Familie

1.3.2.1 Das NLRP3-Inflammasom

NLRP3 gehort zu einer Gruppe grofser Proteinkomplexe, auch Inflammasome genannt.
Das NLRP3-Inflammasom ist unter anderem fiir die Prozessierung der
proinflammatorischen Zytokine Interleukin-13 (IL-18) und Interleukin-18 (IL-18)
verantwortlich (Schroder und Tschopp, 2010). Sie bestehen aus einem NLR-Protein,
einem Adaptorprotein (ASC) und der Cystein-Protease Caspase-1. Die Aktivierung des
Inflammasoms bendtigt zwei Schritte. Zuerst erfolgt ein , priming”-Schritt. Zum einen
wird die Expression von NLRP3 selbst erhoht (Bauernfeind et al., 2009). Dabei wird auch
die Transkription von pro-IL-1f erhoht. Pro-IL-18 hingegen wird konstitutiv exprimiert
und dadurch nicht beeinflusst. Durch einen Stimulus, der durch Signale von
Pathogenen, Toxinen oder freiem ATP ausgelost werden kann, kommt es zur
Assemblierung des Komplexes. Die Aktivierung des Komplexes fiihrt zur Aktivierung
von Caspase-1, welche dann die Spaltung der Vorlauferproteine von IL-1 und IL-18

durchfiihrt und so die aktiven Formen von IL-1 und IL-18 entstehen. Von dort aus
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werden die prozessierten Zytokine in die extrazelluldre Matrix entlassen (Martinon et

al., 2009).

1.3.2.2 IL-1 und IL-1-Rezeptor-Signaltransduktion

IL-1 gilt als eines der wichtigsten Zytokine im Zytokinnetzwerk und ist auf
unterschiedlichste Weise an Entziindungs-, Infektions- und Immunreaktionen beteiligt.
Es wurde 1984 entdeckt (Dinarello, 1984), Zur IL-1-Familie gehoren elf verschiedene
Zytokine und zehn Rezeptoren. IL-1a und IL-1B gehoren zu den meist erforschten
Zytokinen dieser Familie. Beide sind Agonisten und unterscheiden sich kaum in ihrer
biologischen Wirksamkeit. IL-1 wird hauptsachlich von antigenprasentierenden Zellen,
wie Makrophagen, Monozyten und DCs, aber auch von Fibroblasten und NK-Zellen

produziert (Garlanda et al., 2013).

Beide binden an den IL-1R1. Ihr Antagonist ist IL-1Ra. Bindet dieser an den IL-1R1 wird
kein Rezeptorsignal mehr induziert und die Aktivitat von IL-1 wird inhibiert. Der IL-
1R1 kann unter anderem auf DCs, Endothelzellen, Fibroblasten und T-Zellen gefunden
werden. Der aktive Rezeptor aktiviert wiederum die Transkriptionsfaktoren AP-1 und
NF-xB tiiber die zytosolischen Signalkaskaden der MAP-Kinasen. Diese dienen unter

anderem als Regulatoren fiir Zellproliferation und das Uberleben von Zellen

(Dinarello, 2009).

1.3.2.3 IL-18 und IL-18-Rezeptor-Signaltransduktion

IL-18 ist ebenfalls ein proinflammatorisches Zytokin der IL-1-Familie. Es wurde zuerst
als Interferon-y-producing-factor bekannt, nachdem Nakamura et al. das Zytokin im
Serum von Madusen entdeckt und dessen Einfluss auf die Proliferation und IFN-y-
Produktion zeigen konnte (Nakamura et al., 1993). Nachdem man jedoch seine
pleiotropen Effekte entdeckte wurde es spater in IL-18 umbenannt. Pro-IL-18 wird
konstitutiv in Kupffer-Zellen, Monozyten, Makrophagen, DCs und Epithelzellen

exprimiert (Dinarello et al., 2013). Abhangig vom umgebenden Zytokinmilieu kann IL-
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18 proinflammatorisch oder antiinflammatorisch wirken. Zusammen mit IL-12
stimuliert es die IFN-y-Produktion von T-Zellen, NK-Zellen, B-Zellen, DCs und
Makrophagen. In Anwesenheit von IL-3 ldsst es unter anderem Mastzellen

antiinflammatorisches IL-4 und IL-13 produzieren (Palma et al., 2013).

Die Signaltransduktion von IL-18 erfolgt {iber IL-18-Rezeptoren. Sie gehtren zur Familie
der IL-1-Rezeptoren. Aus einer a- und (3-Kette bestehend bildet der IL-18-Rezeptor ein
Heterodimer. Bindet aktives IL-18 an IL-18Ra bindet IL-18R und bildet den
Rezeptorkomplex. Alle Zellen exprimieren IL-18Ra, IL-18R(3 wird jedoch nur auf T-
Zellen und DCs exprimiert. Ohne IL-18R{ bindet IL-18 nur an IL-18Ra und weist keine
proinflammatorische Wirkung auf. Durch die Aktivierung des Rezeptors wird dhnlich
wie bei IL-1 unter anderem der Transkriptionsfaktor NF-kB iiber verschiedene MAP-
Kinasen, wie p38, Erk und JNK aktiviert. Als IL-18-Rezeptor-Antagonist wirken das IL-
18-Bindeprotein (IL-18BP) und IL-37. IL-37 hat eine hohe Homologie mit IL-18. Bindet
es an IL-18Ra verhindert es die Bildung des Heterodimers mit IL-18RB und bindet an
IL-1R8. Dadurch wird der STAT3-Signalweg aktiviert, was die proinflammatorische
Wirkung von IL-18 unterdriickt (Yasuda et al., 2019).

1.3.24 Die Rolle NLRP3 und NLRP3-vermittelten IL-1 und IL-18 Dbei

Tumorerkrankungen

Proinflammatorische Zytokine wie IL-1 und IL-18 spielen eine wichtige Rolle in
Inflammationsvorgangen. Hohe Level der Zytokine treten bei chronischen
Entziindungen auf, aus denen Tumorerkrankungen hervorgehen konnen. Patienten mit
chronischer Pankreatitis haben ein erhdhtes Risiko an einem Pankreaskarzinom zu
erkranken. Dabei zeichnen sich die Pankreatitiden durch einen erhéhten IL-1B-Spiegel
aus (Neesse et al., 2015). Auch ein erhohter Wert von IL-18 wird mit akuter und
chronischer Pankreatitis assoziiert. Im Pankreaskarzinom korrelieren erhohte IL-18-
Werte mit einer verringerten Uberlebensrate (Li et al, 2019). IL-1 spielt als
Inflammationsvermittler eine wichtige Rolle bei der Karzinogenese und beim
Tumorwachstum. IL-1(3-Spiegel korrelieren mit der Invasivitit von Tumoren und der

Uberlebensrate von Patienten. Durch chronische Inflammation, Aktivierung von
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Endothelzellen und Aktivierung von immunsuppressiven Zellen fordert es das
Tumorwachstum (Baker et al., 2019). In Tierversuchen mit KPC-Mausen, die spontan
human-dhnliche Pankreaskarzinome entwickeln konnen, wurde gezeigt, dass durch
NLRP3-vermittelte Zytokinproduktion in Makrophagen das Tumorwachstum gefordert
und dabei die zytotoxische T-Zellantwort inhibiert wird (Daley et al., 2017). Bis jetzt
bleibt dabei die Rolle der T-zelluldren Signaltransduktion iiber die Rezeptoren der IL-1-

Rezeptorenfamile unklar.

In Infektionsmodellen wurde gezeigt, dass die IL-1R1-Signaltransduktion fiir die
Aktivierung von CTL zur Immunantwort gegen den Influenza A Virus notwendig ist

(Pang et al., 2013).

14 Das Pankreaskarzinom

141 Diagnose und traditionelle Behandlung

Das Pankreaskarzinom gehdrt mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 9% zu den
aggressivsten soliden Tumoren (Siegel et al., 2020). Dies liegt zum einen an einer oft spat
gestellten Diagnose. Da der Krankheitsverlauf oft nur mit unspezifischen Symptomen
einhergeht kann die Diagnose meist erst zu einem spaten Zeitpunkt, mit oftmals bereits
beginnender Metastasierung, beispielsweise in der Leber, festgestellt werden (Guillén-
Ponce et al., 2017). Zum anderen fehlen Behandlungsmoglichkeiten. Nur bei 15 — 20 %
der Patienten kann eine vollstandige Resektion des Tumors durchgefiihrt werden, was
zu einem medianen Gesamtiiberleben von unter zwanzig Monaten fiihrt (Griffin et al.,
2015). Schliefst man der Resektion eine adjuvante Chemotherapie an, so kann die
mediane Uberlebenszeit auf 54 Monate verlidngert werden (Conroy et al., 2018) . Fiir
Patienten mit inoperablen, bereits metastasierenden Pankreaskarzinom bleibt nur die
Behandlung durch Chemotherapie. Dabei kommt als heutiger Standard eine
Kombinationstherapie aus Gemcitabin/Nab-paclitaxel oder FOLFIRINOX zum Einsatz
und bringt eine mediane Uberlebenszeit von 8,7 bis 11,3 Monaten (Springfeld et al.,

2019).
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142 Immuntherapien

Aufgrund der limitierten Wirkung der gangigen Therapieansdtze besteht die
Notwendigkeit innovative Ansitze der Immuntherapie, welche in anderen Krebsarten
bereits erfolgreiche Anwendung finden, bei Pankreaskarzinomerkrankungen zu
untersuchen. Alle immuntherapeutischen Ansédtze machen sich die enge Verkniipfung
und gegenseitige Beeinflussung zwischen Zellpopulationen des angeborenen und
adaptiven Immunsystems zunutze. Zum einen finden Vakzinierungen mit
antigenprasentierenden Zellen oder Impfungen mit Peptiden Anwendung. Durch
Impfung mit fiir das Pankreaskarzinom spezifischen Peptiden kann die Aktivierung von
antigenspezifischen, antitumoralen T-Zellen induziert werden. Durch die
Verabreichung von DCs wird die Antigenprasentation an CD4* und CD8*-T-Zellen
verbessert und durch die Sekretion von Zytokinen wie IFN-y, TNF und IL-12 werden
CTLs zusatzlich aktiviert (Mucciolo et al., 2020). Ein anderer Ansatz verfolgt den
adoptiven Transfer von genetisch veranderten T-Zellen (CAR-T-Zellen). Autologe und
allogene Tumor-infiltrierende T-Lymphozyten werden isoliert und ex vivo expandiert.
Danach werden die isolierten T-Zellen genetisch verandert, um die Immunantwort der
T-Zellen zu verbessern. Sie exprimieren dann einen chimerischen Antigenrezeptor
(CAR), der spezifisch das Tumorantigen erkennt. Anschliefiend werden sie wieder dem
Patienten verabreicht, um so die antigenspezifische T-Zellantwort zu erhéhen (Sunami

und Kleeff, 2019).

Bisherige Versuche Immuntherapien bei Pankreaskarzinom-Patienten anzuwenden
bleiben in ihrem Erfolg limitiert. Neben der geringen Antigenitit des
Pankreaskarzinoms und der damit verbundenen reduzierten T-Zellantwort weist es
auch noch eine verringerte Immunogenitat auf. Pankreaskarzinome weisen ein hoch
immunsuppressive Tumormilieu auf, welche die Tumorzellen vor der Immunantwort
durch T-Zellen abschirmt. Durch dieses sogenannte Immunprivileg kénnen die
Tumorzellen der Immunantwort entkommen und begrenzen dadurch bisher die
klinische Effektivitat von Immuntherapien (Beatty und Gladney, 2015; Morrison et al.,
2018).
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1.4.3  Checkpoint-Inhibitoren

Der zurzeit erfolgreichste Ansatz in der Therapie von soliden Tumoren ist der Einsatz
von Checkpoint-Inhibitoren. Hierbei binden Checkpoint-Inhibitoren an koinhibitorische
Rezeptoren von intratumoralen T-Zellen, die T-Zellen im Rahmen intratumoraler
Dysfunktion vermehrt exprimieren. So gewinnen die T-Zellen ihre zytotoxische
Effektivitit wieder. Zu den bekanntesten Zielmolekiilen der Checkpoint-Inhibitoren
gehoren PD-1 und CTLA4 (Seidel et al., 2018). Die Expression von PD-L1 in
Pankreaskarzinom tragenden Mausen korreliert mit der Uberlebensrate dieser. Und
auch eine Behandlung mit anti-PD-L1 und anti-PD-1 reduzierte das Tumorwachstum in
Versuchen mit Mausen (Nomi et al., 2007). Wahrend in Tumorarten, wie Melanom- oder
Bronchialkarzinom, Checkpoint-Inhibitoren bereits klinisch erfolgreich angewendet
werden waren in  klinischen Studien zur Monotherapieansiatzen  mit
Checkpointinhibitoren bei Pankreaskarzinompatienten keine Erfolge zu verzeichnen.

(Kabacaoglu et al., 2018).

Lediglich bei einer Untergruppe von Pankreaskarzinompatienten ist der Finsatz von
Checkpoint-Inhibitoren in Monotherapie effektiv (Henriksen, 2019). Der Erfolg ihres
Einsatzes bei soliden Tumoren ist hiernach mafigeblich von der
Mikrosatelliteninstabilitat tumoraler DNA abhangig. Durch Fehlpaarungsreparatur
(missmatch repair) wahrend der DNA-Replikation wird die Lange von Mikrosatelliten
verandert und erhoht so die Mutationsrate (Eso et al., 2020). Die Prasentation von
mutationsbedingten Neoantigenen im MHC-Klasse-I-Kontext verstarkt so die
antigenspezifische Immunantwort von zytotoxischen T-Zellen durch den T-Zell-
Rezeptor. Es herrscht daher eine hohe Antigenitit, was die Angriffspunkte einer
Tumorimmunantwort erhoht. Mit Hilfe eines Checkpoint-Inhibitors bleiben CTLs
aktiviert und konnen ihre intratumoralen, zytotoxischen Effektormechanismen
ausiiben. Im Pankreaskarzinom hingegen ist die Antigenitat, bedingt durch die fehlende
Mikrosatelliteninstabilitat, niedrig (Dudley et al., 2016). So ist das Pankreaskarzinom
von den Folgen einer gerichteten T-Zell-Antwort geschiitzt. Da dies bereits zu einer
lediglich geringen Effektivitit von T-Zellen fiihrt, bewirkt auch der Einsatz von
Checkpoint-Inhibitoren keine Verbesserung der Immunantwort. Vor dem Hintergrund

geringer Antigenitdt und geringer Immunogenitat der Entitdt Pankreaskarzinom
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werden aktuell eine Vielzahl an Kombinationstherapien getestet (Miller et al., 2020).
Hierbei stehen immunstimulatorische Verfahren im Vordergrund. Um die
Auswirkungen dieser kombinierten Versuchsansitze zu verstehen, ist es notwendig die
Mechanismen und Regulation der intratumoralen T-Zell-Dysfunktion besser zu
charakterisieren. Die vorliegende Arbeit untersucht hierbei die Mechanismen T-
zellularer Signaltransduktion der IL-1-Rezeptorfamilie in ihrer Bedeutung fiir die

Induktion intratumoraler T-Zell-Dysfunktion.
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2 Zielsetzung

CD8 T-Effektorzellen (CTLs) spielen bei der erfolgreichen Bekdmpfung von Tumoren
eine wichtige Rolle. Jedoch zeigen intratumorale CTLs eine dysfunktionale
Immunantwort, die sich durch verringerte Effektorfunktionen und eine eingeschrankte
Tumorabstofiung auszeichnen. In dieser Arbeit soll nun die Rolle der durch das NLRP3-
Inflammasom prozessierte Zytokine IL-13 und IL-18, sowie deren Rezeptor-
Signaltransduktion fiir die Plastizitat und Effektorfunktion von CTLs in einem murinen

Pankreaskarzinommodell untersucht werden.

Dabei sollen folgende Fragestellungen beantwortet werden:

1. Welchen Einfluss hat die Signaltransduktion tiber den IL-1- und IL-18-Rezeptor
auf die Plastizitat und Zytotoxizitat von CTLs in vitro?

2. Beeinflusst die Signaltransduktion iiber den T-zelluldren IL-1- und IL-18-
Rezeptor den dysfunktionalen Zustand von CTLs im murinen
Pankreaskarzinommodell?

3. Beeinflussen die durch NLRP3 aktivierten Zytokine IL-1f und IL-18 das
Wachstumsverhalten von Pankreaskarzinomzellen?

4. Wie wirkt sich die NLRP3-Aktivierung in Zellen des Tumorstromas auf den

dysfunktionalen Zustand von adoptiv transferierten und endogenen CTLs aus?



3 Materialien & Methoden
3.1 Materialien

3.1.1 Laborgerdte

Tabelle 1: Laborgeréte
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Gerit

Hersteller

Agilent 2100 Bioanalyzer

Agilent Technologies (Santa Clara, USA)

Autoklav DX-65

Systec the autoclave copmany (Linden,
Deutschland)

Autoklav VX-65

Systec the autoclave copmany (Linden,
Deutschland)

BD FACSAria™ II

BD Biosciences (Franklin Lakes, USA)

BD FACSCanto™ II

BD Biosciences (Franklin Lakes, USA)

Corning™ Lambda Plus Pipetten 0,5 -10
ul, 20-200 pl

Corning (Corning, USA)

Eisbereiter Scotsman AF80

Hubbard Ice Systems (Ipswich, UK)

Elektrophoresekammer

SERVA Elektrophoresis GmbH
(Heidelberg, Deutschland)

Elektrophorese Power Supply EV261

Biotec Fischer GmbH (Reiskirchen,
Deutschland)

Eppendorf-Pipetten, Discovery Comfort
10-100 pul, 100-1000 pl

Kinesis GmbH (Langenfeld,
Deutschland)

EVOS FL Auto 2 Cell Imaging System

Invitrogen (Langenselbold, Deutschland)

Feinwaage BP 110S

Sartorius (Gottingen, Deutschland)

Fluorometer Qubit 2.0

Thermo Scientific Life Technologies
(Dreieich, Germany)

Gelgief3stander

Sigma aldrich (St. Louis, USA)

Handzahler 4-stellig

Veeder-Root (Connecticut, USA)

Heracell 240i CO2 Inkubator

Heraeus (Hanau, Deutschland)

Herafreeze™ HFU T Series (- 80°C)

Heraeus (Hanau, Deutschland)

HiSeq® 2500 Sequencing System

[Nlumina (San Diego, USA)

Kiihlschrank FKUv 1610 (4°C) Premium

Liebherr (Bulle, Schweiz)

Geldokumentationssystem GEL Jet
Imager mit UV-Trasilluminator

Intas Science Imaging Instruments
(Gottingen, Deutschland)

Lichtmikroskop Olympus IMT-2

Olympus Optical Co (Gerstetten,
Deutschland)

Li-Cor Odyssey SA Imaging System

LI-COR Biosciences (Lincoln, USA)

Li-Cor Odyssey CLx Imaging System

LI-COR Biosciences (Lincoln, USA)




Seite | 15

Gerat

Hersteller

Magnet MiniMACS™ Separator

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach,
Deutschland)

Magnet OctoMACS™ Separator

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach,
Deutschland)

QuadroMACS™ Separator

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach,
Deutschland)

Magnetrithrer MR2000

Heidolph Instruments GmbH & CO. KG
(Schwabach, Deutschland)

Magnetstainder MACS® Multistand

Miltenyi Biotec
Deutschland)

(Bergisch  Gladbach,

Mehrkanalpipette (12-Kanal) 20-200ul

Witeg Labortechnik GmbH (Wertheim,
Deutschland)

Megafuge 8 Heraeus (Hanau, Deutschland)
Mikrowelle VIP20, 900W Whirlpool (Benton Harbor, USA)
Multifuge 3SR+ centifuge Heraeus (Hanau, Deutschland)
Multipette ® Plus Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Multiskan™ FC Mikrotiterplatten-
Photometer

Thermo Scientific, Life Technologies
(Dreieich, Deutschland)

Nanodrop 1000 Spektrophotometer

peqlab Biotechnologie (Erlangen,
Deutschland)

NovaSeq 6000 Sequencing System

[Nlumina (San Diego, USA)

Orbital Shaker-Incubator ES-20

Grant Bio (Shepreth, England)

pH-Meter EL20

Mettler-Toledo (Columbus, USA)

Pipetboy acu Integra INTEGRA Biosciences AG (Zizers,
Schweiz)
Schieblehre 16FN Mahr (Gottingen, Deutschland)

SDS-Page/Blottingkammer

C. B. S. Scientific Co. (San Diego, USA)

SDS-Page/Blotting-Gerét

Peqlab Biotechnologies GmbH
(Erlangen, Deutschland)

Sicherheitswerkbank Msc advantage 1.2

Thermo Scientific Life Technologies

(Dreieich, Germany)

Stratagene Mx3005P

Thermo Scientific Life Technologies
(Dreieich, Germany)

ThermoCell Mixing Block MB-102

BIOER (Hangzhou, China)

Thermocycler T100

Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)

Tiefkiihlschrank (-20°C)

Liebherr (Bulle, Schweiz)

Tiefkiihlschrank (-80°C) Hera Freeze

Heraeus (Hanau, Deutschland)

Tierohrlochzange Typ I

LabArt (Waldbiittelbrunn, Deutschland)

Tischkiihlzentrifuge Mikro 200 R

Andreas Hettich GmbH & Co.KG
(Tuttlingen,Deutschland)
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Gerat Hersteller

Vortexer REAX 2000 Heidolph Instruments GmbH & CO. KG
(Schwabach, Deutschland)

Waage Scout Pro 4000g OHAUS (Parsippany, USA)

Wasserbad 1002 und 1083 GFL (Burgwedel, Deutschland)

Zahlkammmer Neubauer improved Plan Optik AG (Elsoff, Deutschland)

0,0025 mm?, 0,Imm

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

Produkt

Hersteller

Kryo-Réhrchen Cryo.s™ 2 mL

Greiner Bio-One (Kremsmiinster,
Osterreich)

Combitips advanced (2 - 10 mL)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Combitips plus (2,5 und 10 mL)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Rohre, 5mL, PP

Sarstedt AG & Co. (Niimbrecht,
Deutschland)

Mikrotestplatte 96 Well, R

Sarstedt AG & Co. (Niimbrecht,
Deutschland)

MACS MS-Column

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach,
Deutschland)

MACS LS-Column

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach,
Deutschland)

Parafilm ,M" Laboratory Film

Pechiney Plastic Packaging (Chicago,
USA)

TC-Schale 60

Sarstedt AG & Co. (Niimbrecht,
Deutschland)

Einmal-Kapillarpipetten, 1 pl

Hirschmann (Eberstadt, Deutschland)

Enthaarungscreme

Veet (Slough, England)

Flaschen und Becherglaser

Duran Group GmbH (Wertheim/Main,

Germany)

Pipettenspitzen 10, 200 und 1000 ul

Sarstedt AG & Co. (Niimbrecht,
Deutschland)

Safeseal Reagiergefafie 0,5, 1,5 und 2 mL

Sarstedt AG & Co. (Niimbrecht,
Deutschland)

PP-Rohrchen 15 und 50 mL

Sarstedt AG & Co. (Niimbrecht,
Deutschland)

Einmal-Injektions-Kantile 27 G Sterican® Braun (Melsungen, Deutschland)
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Produkt

Hersteller

Zellsieb; 30 um Porengrofie

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach,
Deutschland)

Skalpell CUTFIX

Braun (Melsungen, Deutschland)

Einmalspritze Tuberkulin ImL

Braun (Melsungen, Deutschland)

Einmalspritze, 10 mL

Braun (Melsungen, Deutschland)

Einmal-Injektions-Kantile 26 G Sterican®

Braun (Melsungen, Deutschland)

Einmal-Injektions-Kantile 20 G Sterican®

Braun (Melsungen, Deutschland)

Multiply-Pro Gefifs, 0,2 mL, PP

Sarstedt AG & Co. (Niimbrecht,
Deutschland)

Kulturplatten 6-, 12-, 24- & 96-Loch
CELLSTAR®

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen,
Deutschland)

Handschuhe Nitril Skin M

Semperit Technische Produkte
Gesellschaft m.b.H., Segment
Sempermed (Wien, C)sterreich)

TC Flaschen T25, T75

Sarstedt AG & Co. (Niimbrecht,
Deutschland)

TC Flaschen T75 fiir Suspensionszellen

Sarstedt AG & Co. (Niimbrecht,
Deutschland)

3.1.3 Software

Tabelle 3: Software

Produkt Hersteller

Adobe Illustrator 2020 Adobe Systems (San José, USA)

Endnote (X) Adept Scientific (Frankfurt, Deutschland)
FACS Diva (8.0.1) BD Biosciences (Franklin Lakes, USA)

Fiji OpenSource Software

National Institutes of Health (Bethesda,
USA)

Flow]Jo (Version 10) Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach,
Deutschland)

GraphPad Prism 8 GraphPad Software (La Jolla, USA)

GSEA Broad Institute of MIT andHarvard

(Cambridge, USA Subramanian et al.,
2005)

Image] 1.52v

National Institutes of Health (Bethesda,
USA)

Image Studio Lite Version 5.2

LI-COR Biosciences (Lincoln, USA)

Microsoft Office 2019

Microsoft (Redmond, USA)
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Microsoft Windows 10

Microsoft (Redmond, USA)

R Studio (Team) RStudio (Boston, USA)
3.14 Reagenzien und Chemikalien
Tabelle 4: Reagenzien und Chemikalien

Reagenz/ Chemikalie Hersteller

1,2-Bis(dimethylamino)ethane (TEMED)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Acrylamide (Rothiphorese® Gel 30)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Deutschland)

Agarose Standard

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Ammoniumchlorid (NH4Cl)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Deutschland)

Ammonium persulfate (APS)

SERVA Electrophoresis GmbH
(Heiedelberg, Deutschland)

Aqua dest.

B. Braun (Melsungen, Deutschland)

Bovine serum albumin (BSA)

Sigma aldrich (St. Louis, USA)

Brefeldin A Sigma aldrich (St. Louis, USA)

Bromphenolblau Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Collagenase D Roche (Basel, Schweiz)

Dithiothreitol (DTT) Serva electrophoresis GmbH (Heidelberg,
Deutschland)

DMSO Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Deutschland)

DNase I, rekombinant Roche (Basel, Schweiz)

dNTP Mix (10 mM)

Thermo Scientific, Life Technologies
(Dreieich, Deutschland)

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe,

Deutschland)
Ethylenglycol-bis(2-aminoethylether)- Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
tetraessigsdaure (EGTA) Deutschland)

Ethanol absolut (100%)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Glycin Pufferan

Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Deutschland)

HD-Green+ DNA Stain

Intas (Gottingen. Deutschland)

Heparin

Ratiopharm (Ulm, Deutschland)

Isopropanol

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Kaliumhydrogencarbonat (KHCO:s)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Deutschland)
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Reagenz/ Chemikalie

Hersteller

Methanol >99,8%

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Milchpulver blotting grade, fettarm

Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Deutschland)

Natriumchlorid

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Natriumpyrphosphat (NasP20)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Oligo(dT)15 Primer

Promega (Madison, USA)

Polymerase (GoTaq® G2 DNA
Polymerase)

Promega (Fitchburg, USA)

Ponceau S

Sigma aldrich (St. Louis, USA)

Sodium dodecyl sulfate (SDS) ultra pure

Carl Roth GmbH (Karlsruhe,

Deutschland)

TAE-Puffer (10x) Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Deutschland)

Tris (alkaline) Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Deutschland)

Tris-Hyrdochlorid Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Deutschland)

Triton-x-100 pure Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Deutschland)

Trypanblau (0,4%) Thermo Scientific, Life Technologies
(Dreieich, Deutschland)

Tween 20 Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

3.1.5 Nahrmedien, Zusatze, Puffer und Losungen

3.1.5.1 Nahrmedien, und Zusatze

Tabelle 5: Nahrmedien und Zuséatze

Produkt Hersteller
4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1- Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
ethanesulfonic acid (HEPES) Deutschland)

2-Merkaptoethanol

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Dulbeccos’s modified eagle’s Medium

Thermo Scientific, Life Technologies
(Dreieich, Deutschland)

Fetal Calf Serum (FCS)

Thermo Scientific Life
(Dreieich, Deutschland)

Technologies

G418 disulfate salt solution

Sigma aldrich (St. Louis, USA)

Hank’s Salt Solution (HBSS)
mit 0,35 g/L NaHCO3

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
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Produkt

Hersteller

Ionomycin, Calcium Salz

Streptomyces conglobatus

von

Sigma aldrich (St. Louis, USA)

Lipopolysaccharide (LPS E.coli 0127:B8)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Mytomycin C (MMC)

Santa Cruz (Heidelberg, Deutschland)

Natriumpyruvat 100 mM (100x)

Thermo Scientific Life Technologies
(Dreieich, Deutschland)

OV AZ7264 Peptid (SIINFEKL)

Invivogen (San Diego, USA)

Penicillin-Streptomycin (5.000 U/mL)

Thermo Scientific, Life Technologies
(Dreieich, Deutschland)

Phosphate buffered saline (PBS)

Thermo Scientific, Life Technologies
(Dreieich, Deutschland)

Phorbol 12-myristate 13-acetat (PMA)

Sigma aldrich (St. Louis, USA)

Rekombinantes IL-1@3, murin (IL-13)

Peprotech (London, England)

Rekombinantes Interleukin-2, murin (IL-
2)

Peprotech (London, England)

Rekombinantes IL-12, murin (IL-12)

Peprotech (London, England)

Rekombinantes IL-18, human (hIL-18)

BioVision (Milpitas, USA)

Rekombinantes IL-18, murin (IL-18)

Thermo Scientific, Life Technologies
(Dreieich, Deutschland)

Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
1640 + L-Glutamin

Thermo Scientific, Life Technologies
(Dreieich, Deutschland)

Trypsin-EDTA (0,5%, 10x)

Thermo Scientific, Life Technologies
(Dreieich, Deutschland)

3.1.5.2

Tabelle 6: Puffer, Losungen und Nahrmedien

Puffer, Losungen und Nahrmedien

Puffer/Lésungen/Medien Zusammensetzung
Blottingpuffer 25 mM Tris, 0,1 % SDS, 1,5 % Glycin,
20 % Methanol in H20O

BSA-Losung (3 %)

1,5 g Milchpulver + 50 mL TBST

Denaturierungs-Puffer

25 mM NaOH, 0,2 mM disodium EDTA
in H20 (pH 8,7)

Erylysepuffer

155 mM NH4Cl, 10 mM KCOs, 0,1 mM
EDTA in H20 l6sen (pH 7,3)

FACS-Puffer

3% FCS in PBS

Magermilchlosung (5 %)

2,5 g Milchpulver + 50 mL TBST

MACS-Puffer

0.5 % BSA, 2 mM EDTA (pH 8.0) in PBS
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Puffer/Lésungen/Medien Zusammensetzung
Tumorzellmedium DMEM + 10 % FCS + 2% Penicillin-
Streptamycin

Neutralisierungspuffer

40 mM Tris-HCl in H20 (pH 5)

SDS-Probenpuffer (5x)

200 mM Tris-HCI, 5 mM EDTA (pH 8,0),
1 M Saccharose, 1 mM DTT, 2 % SDS,
0,1 % Bromphenolblau in H-O

Phosphatase-Inhibitor

10 mM NaF, 1 mM Na-Orthovanadat,,
25 mM B-Glycerophosphat 10 mM Na-
Pyrophosphat 750 nM Okadasaure

Protease-Inhibitor

1 uM Aprotinin, 1 mM Pefabloc 2,5 uM
Sojabohnen-Trypsininhibitor, 2,1 uM
Leupeptin

RIPA-Puffer

1 % Triton-X-100, 1 % Natrium-
deoxycholat, 0,2 % SDS, 150 mM NacCl,
50 mM Tris, 20 mM EGTA in H20

(pH 7,2)

RPMI-Vollmedium

RPMI + 10 % FCS + 3 % HEPES + 2 %
Penicillin-Streptamcycin + 2 %
Natriumpyruvat + 0,1 % 2-
Merkaptoethanol

SDS-Laufpuffer

50mM Tris-HCl, 500 mM Glycin, 0,1 %
SDS

TBS 10 mM Tris HCI, 150 mM NaCl in H20
(PH 74)

TBS-T (1x) 10 mM Tris HCl, 150 mM NaCl in H20
(pH 7,4) + 1 mL Tween-20/ L

Tumorlysepuffer 3 mg/mL Collagenase D, 100 U/mL

Dnasel in HBSS

3.1.6  Antikorper

Tabelle 7: Antikorper

Farbe Reaktivitat Klasse Klon

Antigen Art.Nr. Anwendung

Human, L34F12 Erk 1/2 CST 4696 Western Blot
Maus, Ratte

Human, GAPDH Rockland: Western Blot
Maus 600-401-

A33
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Farbe  Reaktivitit Klasse Klon Antigen ArtNr.  Anwendung

Kanninchen Kannin- CST: Western Blot
chenIgG  7071-1

Maus Maus IgG Western Blot
Human, IgGl1 Clone 27 p38 BD: Western Blot
Maus, Ratte 612168
Human, p-Erk CST: Western Blot
Maus, Ratte 1/2m202v204 4370
Human, IgG p-p38 CST: Western Blot
Maus, Ratte 9211

Alexa  Ratte IgG2a  Danll Eomes 53487582 FACS

Fluor mag

488®

Alexa  Maus IgGl XMG1.2  IFN-y 505813 FACS

Fluor

488®

Alexa  Ratte IgGl1 RTK2071 Isotyp 400417 FACS

Fluor

488®

APC Maus IgG2a  RM4-5 CD4 100516 FACS

APC Maus IgG2a  53-6.7 CD8a 100712 FACS

APC Maus IgG N418 CD11c 117310 FACS

APC Maus IgGl1 PCel CD25 102012 FACS

APC Maus IgG2a 104 CD45.2 109814 FACS

APC Maus IgGl B8.2C12  CD366 134008 FACS

APC Armenischer IgG HTKS888 Isotyp 400912 FACS
Hamster

APC Maus IgG2a  MOPC-  Isotyp 400219 FACS

173

APC Ratte IgG1 RTK2071 Isotyp 400411 FACS

APC Ratte IgG2a  RTK2758 Isotyp 400511 FACS

APC/ Maus IgG2a  53-6.7 CD8a 100713 FACS

Cy7

APC/ Maus IgGl1 PCe1 CD25 102025 FACS

Cy7

APC/ Maus IgG2a  MEL-14  CD62L 104428 FACS
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Farbe  Reaktivitit Klasse Klon Antigen ArtNr.  Anwendung
APC/ Maus IgG2b  M5/114.1 I-A/I-E 107628 FACS
Cy7 52
APC/ Ratte IgGl1 RTK2071 Isotyp 400422 FACS
Cy7
APC/ Ratte IgG2a  RTK2758 Isotyp 400524 FACS
Cy7
APC/C  Ratte IgG2b  RTK4530 Isotyp 400624 FACS
y7
APC/C  Maus IgGl1 MPo6- TNFa 506344 FACS
y7 XT22
FITC Maus IgG2a  RM4-5 CD4 100510 FACS
FITC Maus IgG2a  53-6.7 CD8a 100706 FACS
FITC Maus IeG N418 CD11c 117306 FACS
FITC Maus IgG2b  IM7 CD44 103006 FACS
FITC Maus IgG2a 104 CD45.2 109806 FACS
FITC Maus IgG1 Michel-  CD83 121506 FACS

19
FITC Maus IgG2a  BMS F4/80 123108 FACS
FITC Armenischer IgG2a  HTKS888 Isotyp 400906 FACS
Hamster
FITC Maus IgG2a  MOPC-  Isotyp 400207 FACS
173
FITC Ratte IgG1 RTK2071 Isotyp 400406 FACS
FITC Ratte IgG2a  RTK2758 Isotyp 400505 FACS
FITC Ratte IgG2b  RTK4530 Isotyp 400605 FACS
FITC Maus IgG2a  B20.1 TCR Va2 127806 FACS
eFluor Maus/human IgG2a  TXRX10 TOX 50-6502- FACS
660 82
PB Maus IgG2a  53-6.7 CD8a 558106 FACS
PB Maus IgG2a 104 CD45.2 109820 FACS
PB Maus IegG 16-10A1  CD80 104724 FACS
PB Maus/human IgGl GB11 Gran- 515408 FACS
zyme B
PB Armenischer IgG HTKS888  Isotyp 400925 FACS

Hamster
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Farbe  Reaktivitit Klasse Klon Antigen ArtNr.  Anwendung

PB Maus IgGl1 MOPC-  Isotyp 400151 FACS
21

PB Maus IgG2a  MOPC-  Isotyp 400235 FACS
173

PB Ratte IgG2a  R35-95 Isotyp 558109 FACS

PE Maus IgG2a  RM4-5 CD4 100512 FACS

PE Maus IgG2a  53-6.7 CD8a 100707 FACS

PE Maus IeG H1.2F3 CD69 104508 FACS

PE Maus IgG2b  PO3 CD86 105106 FACS

PE Maus IgG2a  1D4B CD107a 121612 FACS

PE Maus IgG2b  RMP1-30 CD279 109104 FACS

PE Maus IgG2a  BMS F4/80 123110 FACS

PE Armenischer IgG HTKS888 Isotyp 400908 FACS

Hamster

PE Maus IgGl MOPC-  Isotyp 400114 FACS
21

PE Maus IgG2a  MOPC-  Isotyp 400211 FACS
173

PE Maus IgG2b  MG2b-57 Isotyp 401208 FACS

PE Ratte IgG2a  RTK2758 Isotyp 400507 FACS

PE Ratte IgG2b  RTK4530 Isotyp 400608 FACS

PE Maus IgGl1 MP6- TNFa 506306 FACS
XT22

PE/Cy7 Maus IgG1 m2B4 2B4 133512 FACS
(B6)458.1

PE/Cy7 Maus IgG2a  53-6.7 CD8a 100721 FACS

PE/Cy7 Maus IgG1 XMG1.2  IFN-y 505826 FACS

PE/Cy7 Armenischer IgG HTKS888  Isotyp 400921 FACS

Hamster

PE/Cy7 Ratte IgG2a  RTK2758 Isotyp 400521 FACS

PE/Cy7 Maus IgGl 4B10 T-bet 644824 FACS

PerCP  Maus IgG2a  53-6.7 CD8a 100731 FACS

PerCP  Ratte IgG2a  RTK2758 Isotyp 400529 FACS
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Farbe Reaktivitat Klasse Klon

Antigen Art.Nr. Anwendung

PerCP/ Maus IgG2a  53-6.7 CD8a 100733 FACS
Cy5.5

PerCP/ Maus IgG2a 104 CD45.2 45-0454- FACS
Cy5.5 80

PerCP/ Ratte IgG2a  RTK2758 Isotyp 400532 FACS
Cyb.5

Alle FACS-Antikorper wurden bei BioLegend (San Diego, USA) bezogen. Lediglich

Eomes in Alexa Fluor 488 und TOX in eFluor 660 stammen von Invitrogen (Carlsbad,

USA).

3.1.7 Kits

Tabelle 8: Kits

Reagenz/ Kit Hersteller
Agilent RNA 6000 Nano Kit Agilent Technologies (Santa Clara, USA)
BD Cytofix/Cytoperm™ BD (San Jose, USA)

Fixation/Permeabilisation Kit

CD4/CDS8 (TIL) MicroBeads, mouse

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach,
Deutschland)

CD11c MicroBeads UltraPure mouse

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach,
Deutschland)

CFSE

Biolegend (San Diego, USA)

eBioscience™ Foxp3 / Transcription
Factor Staning Buffer Set

Thermo Scientific Life Technologies

(Dreieich, Germany)

IL-1B mouse uncoated ELISA Kit

Invitrogen (Carlsbad, USA)

NEBNext® Ultra™ RNA Library Prep Kit
for llumina

New England Biolabs (Ipswich, USA)

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Thermo Scientific Life Technologies

(Dreieich, Germany)

ProtoScript® II Reverse Transcriptase

New England Biolabs (Ipswich, USA)

QuantiTect SYBR® Green PCR Kit

Qiagen (Hilden, Detschland)

RNeasy Mini Kit

Qiagen (Hilden, Detschland)

SMART-Seq® v4 Ultra® Low Input RNA
Kit for Sequencing

Takara Bio Inc (Kusatsu, Japan)

Tag-it Violet™ Proliferation and Cell
Tracking Dye

Biolegend (San Diego, USA)
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3.1.8 Zelllinien

Tabelle 9: Zelllinien

Zelllinie Abstammung Medium
Panc02 Murines, Methylcholanthren- Tumorzellmedium
induziertes Pankreaskarzinom
(Corbett et al., 1984)
PancOVA Panc02-Zellen, welche stabil mit Tumorzellmedium +
Ovalbumin transfiziert wurden 500 mg/L G418
(Jacobs et al., 2011)
Pancl-eGFP Humanes, duktales Pancreaskarzinom Tumorzellmedium
mit einem GFP exprimierenden
Leervektor
T11 0299 Pankreaskarzinomzellen aus einer Tumorzellmedium
KPC-Maus (Duewell et al., 2014)
3.1.9 Mauslinien
Tabelle 10: Mauslinien
Stamm Beschreibung Herkunft Haltung
C57BL/6 - Institut fiir Institut fiir
medizinische medizinische
Mikrobiologie und Mikrobiologie und
Krankenhaushygiene, Krankenhaushygiene,
Universitat Marburg Universitat Marburg
C57BL/6 Kongener Marker Institut fiir Klinik fiir
Ly5.1 CD45.1 medizinische Gastroenterologie,
Mikrobiologie und Endokrinologie,
Krankenhaushygiene, Infektiologie und
Universitat Marburg Stoffwechsel,
Universitat Marburg
OT-1 Transgener OVA- Institut fiir Klinik fiir
spezifischer T- medizinische Gastroenterologie,
Zell-Rezeptor auf Mikrobiologie und Endokrinologie,
CD8*Zellen mit ~ Krankenhaushygiene, Infektiologie und
C57BL/6 Universitat Marburg Stoffwechsel,
Hintergrund Universitat Marburg
OT-1Il1r" OT-I-Maus  mit Klinik fiir Klinik fiir
IL-1R1- Defizienz ~ Gastroenterologie, Gastroenterologie,
Endokrinologie, Endokrinologie,




Seite | 27

Stamm Beschreibung Herkunft Haltung
Infektiologie und Infektiologie und
Stoffwechsel, Stoffwechsel,
Universitat Marburg Universitat Marburg
OT-11118r"  OT-I-Maus  mit Klinik fiir Klinik fiir
IL-18R- Defizienz ~ Gastroenterologie, Gastroenterologie,
Endokrinologie, Endokrinologie,
Infektiologie und Infektiologie und
Stoffwechsel, Stoffwechsel,
Universitat Marburg Universitat Marburg
Nlrp3" NLRP3-defiziente  Abteilung fiir klinische = Klinik fiir
C57BL/6-Maus Pharmakologie, Gastroenterologie,
Medizinische Klinik Endokrinologie,
und Poliklinik IV, LMU  Infektiologie und
Miinchen Stoffwechsel,
Universitat Marburg

Alle Tiere wurden an der Philipps-Universitat Marburg, in der tierexperimentellen
Einrichtung des Fachbereichs Medizin gehalten. Die Versuchstiere wurden dabei unter
SPF-Bedingungen (SPF = spezifisch pathogenfrei) und in IVC-Haltung (IVC = engl.
individually ventilated cage), bei einem 12 Stunden Hell-Dunkel-Zyklus mit 22 + 2 °C und
mit Standardfutter und Trinkwasser ad [libitum gehalten. Zum Zeitpunkt der
Verwendung waren die Tiere mindestens 6 Wochen alt. Die Tierversuche wurden durch
das Regierungsprasidium Gieflen (AZ: G78/2016) genehmigt und nach den

Ethikvorschriften von Helsinki durchgefiihrt.

3.1.10 Primer

Tabelle 11: Primer Genotypisierung

Name Sequenz Hersteller

118y WT 5'-ACA GAG GCG AGA ACA AGC AC-3'  biomers.net (Ulm,
Deutschland)

WT/Il18r 5-TCA GAT TTC CCC TGG AACTG-3' biomers.net (Ulm,

common Deutschland)

[118r mutant 5'-CTC GTG CTT TAC GGT ATC GC-3' biomers.net (Ulm,

Deutschland)
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WT/1I1r" forw 5'-GGT GCA ACT TCA TAG AGA GAT GA- biomers.net (Ulm,

3' Deutschland)

1187 rev 5-TTC TGT GCA TGC TGG AAA AC-3' biomers.net (Ulm,
Deutschland)

Nlrp3 common  5-GCTCAGGACATACGTCTGGA-3’ biomers.net (Ulm,
Deutschland)

Nlrp3 wild-type 5-TGAGGTCCACATCTTCAAGG-3’ biomers.net (Ulm,
Deutschland)

Nlrp3 mutant 5-TTGTAGTTGCCGTCGTCCTT-3’ biomers.net (Ulm,
Deutschland)

Tabelle 12: Primer qRT-PCR

Name Artikelnummer Hersteller
Nlrp3 QT00029771 Qiagen (Hilden,
Deutschland)
Il1a QT00001127 Qiagen (Hilden,
Deutschland)
118 QT00014560 Qiagen (Hilden,
Deutschland)
Iir QT00081263 Qiagen (Hilden,
Deutschland))
11187 QT00082922 Qiagen (Hilden,
Deutschland)
Xs13 QT00224539 Qiagen (Hilden,
Deutschland)

3.2 Methoden
3.2.1 Zellkultur

3.2.1.1 Kultivieren und Passagieren von Zelllinien

Alle verwendeten Zelllinien wurden in DMEM, das mit 10 % FCS und 2 % Penicillin-
Streptamycin (im Folgenden als Tumorzellmedium bezeichnet) kultiviert. Zelllinien, die
stabil mit Ovalbumin transfiziert waren erhielten zusatzlich 500 mg/L G418 als
Selektionsmittel in die Kultur. Die Zellen wurden in T75-Flaschen bei 37 °C und 5 % CO»
kultiviert. Mediumwechsel erfolgte alle 3-4 Tage. Bei einer Konfluenz von 80-90 %

wurden die Zellen gesplittet. Dafiir wurden die Zellen mit PBS gewaschen und fiir fiinf
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Minuten in 1xTrypsin-EDTA bei 37°C inkubiert. Das Trypsin wurde durch FCS-haltiges
Tumorzellmedium abgestoppt, die Zellsuspension fiinf Minuten bei 400 x g
zentrifugiert, das Zellpellet in frisches Medium aufgenommen und die Zellen wurden

ihrer Wachstumsgeschwindigkeit entsprechend in neuen T75-Flaschen ausgest.

3.2.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum FEinfrieren wurden Zellen wie unter 3.2.1.1 beschrieben geerntet und fiir fiinf
Minuten bei 400 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpelltet
in Einfriermedium (DMEM +10 % FCS + 10 % DMSO) aufgenommen, resuspendiert und
in Kryorohrchen aliquotiert. Die Kryogefafse wurden anschlieflend in einem Mr. Frosty-
Gefrierbehilter platziert und fiir 24 Stunden bei -80 °C gelagert. AnschliefSend erfolgte
die Uberfithrung auf Fliissigstickstoff.

Um Zellen aufzutauen wurden die Kryorohrchen aus dem Fliissigstickstoff entnommen
und im Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Anschlieffend erfolgte das Aussden in T75-
Flaschen in bereits vorgewarmten Tumorzellmedium. Am néachsten Tag folgte ein

Mediumwechsel.

3.2.1.3 Bestimmung der Zellzahl

Um die Zellzahl einer Zellsuspension zu bestimmen wurden 10 uL der Zellsuspension
entnommen in einer adaquaten Menge Trypanblau verdiinnt. 10 uL der Verdiinnung
wurden auf eine Neubauer Zdhlkammer aufgetragen und die Zellen innerhalb der vier
Quadranten gezdhlt. Anhand des Kammerfaktors von 104/mL konnte die Zellzahl

errechnet werden.

3.2.1.4 Isolation und Differenzierung von cytotoxischen T-Zellen

Fiir die Gewinnung von naiven T-Zellen wurden aus einer Maus Milz, sowie zervikale,

mesenteriale, renale und lumbale Lymphknoten, sowie die Lymphknoten aus dem
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Bauchfell isoliert und durch ein 30 um Zellsieb homogenisiert. Nach 5-miniitiger Lyse
der Erythrozyten in Erylsepuffer wurde die Zellsuspension mit RPMI-Vollmedium
gewaschen und gezdhlt. Anschliefend wurde die Zellzahl auf 4x107 Zellen/mL
eingestellt und mit 5 uM des OVA-Peptids 257-264 fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert.
Danach wurden die Zellen abermals gewaschen und die Zellzahl wurde mit RPMI-
Vollmedium auf 2x10° Zellen/mL eingestellt. Die Zellen wurden dann in einer T75-
Flasche in T-Zell-Medium ausgesat und mit 10 ng/mL IL-12 versehen. Die Zellen wurden
fiir 48 Std bei 37 °C und 5% COz inkubiert. Alle zwei Tage erfolgte ein Mediumwechsel
mit der Zugabe von 20 ng/mL IL-2. Nach vier bis sechs Tagen Differenzierung wurden
die T-Effektorzellen mittels FACS und der Expression der Oberflaichenmarker CD25,
CD44, CD62L und CD69 charakterisiert. Nach phanotypischer Charakterisierung der
Ausreifung zu Effektor-T-Zellen wurden die CTLs fiir weiterfithrende Versuche

verwendet.

3.2.1.5 Isolation und Differenzierung von CD11c*DCs

Zur Gewinnung von DCs wurden Lymphknoten und Milz einer Maus entnommen und
wie unter 3.2.1.4 beschrieben isoliert. Danach wurden die Zellen nach den
Herstellerangaben von Miltenyi Biotech mittels MACS-Kit behandelt. In diesem System
werden CD11c*-Zellen durch die Verwendung von a-Biotin gekoppelten Antikorpern
gegen CD11c gewonnen. Durch ein darauffolgendes Markieren mit magnetischen anti-
Biotin microbeads bleiben die gewiinschten CD11c*-Zellen beim Durchlauf der MACS-
Saulen im magnetischen Feld hiangen, wohingegen nicht markierte Zellen durch die
Séule wandern und verworfen werden konnen. Je 108 Zellen wurden 100 uL. CD11c*
MicroBeads UltraPure zugegeben, durch vortexen gemischt und fiir zehn Minuten bei
4 °C inkubiert. Es folgte ein Waschschritt fiir zehn Minuten in MACS-Puffer bei 300 x g.
Anschliefiend wurden die Zellen in 500 uL MACS-Puffer aufgenommen und auf eine
MS-Sédule in einem magnetischen Feld beladen. Die CD11c*Fraktion blieb beim
Durchlaufen der Saule haften und wurden mittels Stempel aufserhalb des magnetischen
Feldes aus der Sdule gewonnen. Die Reinheit wurde am Durchflusszytometer

kontrolliert.
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Zur Differenzierung wurden 1 x 10¢ Zellen/mL in je 3 mL einer 6-Loch-Platte ausgesat

und tiber Nacht mit 10 ng/mL LPS bei 37 °C und 5 % CO: inkubiert.

3.2.1.6 Messung der Migrationsgeschwindigkeit

Um den Einfluss von IL-1f und IL-18 auf die Migrationsgeschwindigkeit von Pancl,
Panc02 und T11-Zellen zu messen wurde mit Hilfe von zeitaufgeloster Mikroskopie die

zweidimensionale Migration gemessen.

Die Tumorzellen wurden in 12-Lochplatten so in Tumorzellmedium ausgesat, dass sie
am nachsten Tag nahezu 100 % Konfluenz erreicht haben. Zu Beginn wurden die Zellen
fiir eine Stunde mit 0,5 pug/mL Mitomycin C behandelt um ihre Proliferation zu hemmen.
Anschlieffend wurden mit einer 200 uL Pipettenspitze zwei senkrechte Wunden in den
Zellrasen gekratzt und die abgeldsten Zellen durch Waschen mit PBS entfernt. Die
Zellen wurden wieder mit Tumorzellmedium bedeckt und 10 ng/mL IL-1f3 oder IL-18
behandelt. Mittels EVOS FL Auto 2 Cell Imaging System wurden fiir 48 Stunden alle drei
Stunden automatisch Bilder von mindestens vier Messpunkten pro Loch gemacht. In der
anschliefenden Analyse der Bilder in Image] Fiji wurde die Migrationseschwindigkeit in
um/h bis 18 Stunden berechnet. Zum besseren Vergleich wurden die Werte der

Zelllinien jeweils auf die Ergebnisse ohne Zytokinbehandlung normalisiert.

3.22  Durchflusszytometrie und Durchflusszytometrie basierende Assays

Mit Hilfe von Durchflusszytometrie konnen heterogene Zellpopulationen durch den
Einsatz von Fluorochrom-konjungierten Antikorpern gleichzeitig auf eine Vielzahl von

Markern untersucht werden.

Einzelne Zellen passieren einen Laserstrahl. Die Lichtemission wird vom
Durchflusszytometer als Streuung und Fluoreszenzintensitit gemessen und kann
Informationen iiber Grofse der Zellen, Lebensfihigkeit und Fluoreszenz markierte
Epitope geben. Zur Vermeidung von spektralen Uberschneidungen wurden die

Farbungen anhand von Isotypfarbungen und Einzelfarbungen kompensiert. Die
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Messungen wurden am FACS Canto II oder FACS Aria II mit Hilfe von FACS Diva

(8.0.2.) durchgefiihrt und mit FlowJo analysiert.

3.2.2.1 Oberflachenfarbung

Oberflachenfarbungen fanden ohne Fixieren der Zellen statt. Zellen wurden mit FACS-
Puffer gewaschen und fiir zehn Minuten mit anti-Maus CD16/32 die Fc-Rezeptoren
geblockt. Nach einem weiteren Waschschritt mit FACS-Puffer wurden die murinen
Zellen fiir 30 Minuten bei 4 °C mit den entsprechenden Antikérpern in FACS-Puffer
gefdrbt, nochmals mit FACS-Puffer gewaschen und konnten im Durchflusszytometer

analysiert werden.

3.2.2.2 Restimulation und intrazellulire @ Farbung von Zytokinen und
Transkriptionsfaktoren

Als Hinweis auf die Zytotoxizitdt von zytotoxischen T-Zellen dient die Produktion von
antitumoralen Zytokinen wie IFN-y und TNF. Um diese nachzuweisen wurden

Kokulturen mit anschlieflender intrazelluldren Zytokinfarbung durchgefiihrt.

Fiir den Assay wurden als antigenprasentierende Zellen DCs aus einer Ly5.1 Maus
verwendet und fiir eine Stunde mit 5 uM OV A?72¢¢beladen. Im nachsten Schritt wurden
DCs und CTLs im Verhaltnis 10:1 gemischt und in konischen 96-Loch-Platten ausgesat.
Fiir einen engen Kontakt zwischen APCs und CTLs wurden die Platten fiir eine Minute
bei 1000 rpm zentrifugiert. Die Zellen wurden iiber Nacht bei 37 °C und 5 % CO:
inkubiert. Am nachsten Tag wurde fiir eine Stunde 1 ug/mL Brefeldin A zur Kultur

gegeben.

Die Oberflachenfirbung erfolgte wie unter 3.2.2.1 beschrieben. Im ndchsten Schritt
wurden die Zellen mit der Fixation/Permeabilisation Losung aus dem BD
Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilisation Kit fiir 20 Minuten bei 4°C fixiert und
permeabilisert. Danach wurden die Zellen zwei Mal mit Permeabilisierungspuffer
gewaschen, die intrazelluliren Antikorper in diesem Puffer verdiinnt und fiir

30 Minuten auf die Zellen gegeben. Es schlossen sich zwei weitere Waschschritte mit
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Permeabiliserungspuffer an. Zum Schluss wurden die Zellen in FACS-Puffer

aufgenommen und im Durchflusszytometer gemessen.

Zur Analyse von Transkriptionsfaktoren wurden die Zellen nach der
Oberflachenfarbung (siehe 3.2.2.1) mit PBS gewaschen und fiir 20 Minuten bei 4 °C mit
der Fixierlosung aus den Foxp3 Transkription Factor Fixation/Permeabilisation Kit von
Thermo Scientific Life Technologies fixiert. Nach der Fixierung wurden die Zellen zwei
Mal mit Permabilisierungspuffer gewaschen, die Antikdrper wurden in
Permabilisierungspuffer verdiinnt und dann fiir 30 Minuten zum Farben auf die Zellen
gegeben. Im  Anschluss wurden die Zellen weitere 2zwei Mal mit
Permeabiliserungspuffer gewaschen, in FACS-Puffer aufgenommen und im

Durchflusszytometer analysiert.

3.2.2.3 Zellsortierung

Fluorescence-activated cell sorting (FACS) erlaubt die Sortierung von gewiinschten
Zellpopulationen anhand von populationsspezifischen Oberflichenmarkern. Um
transferierte zytotoxische T-Zellen ex vivo zu isolieren wurden Tumorlysate mit Hilfe der
CD4/CD8 TIL Microbeads von Mitenyi Biotec nach Herstellerangaben aufgereinigt. Die
gewonnen T-Zellen wurden wie unter 3.2.2.1 beschrieben auf CD8 und CD45.2 gefarbt.
Die Sortierung erfolgte unter sterilen Bedingungen am Aria II. Dabei wurden
CD45.2* CD8*und CD45.2- CD8* T-Zellen in separate Gefafle fiir anschlieffende RNA-

Sequenzierung sortiert. Die Reinheit lag fiir gewohnlich bei > 98 %.

3.2.2.4 Degranulationsassay

Zytotoxische CD8* T-Zellen konnen antigenspezifisch Tumorzellen erkennen und toten.
Dies geschieht hauptsdchlich durch die Sekretion von granuldren Partikeln, die bei
Aktivierung mit der zytoplasmatischen Membran verschmelzen und dann an der
Oberflache exprimiert werden. Zu diesen lytischen Granula z&dhlt unter anderem auch

das Glycoprotein CD107a.
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Als Marker fiir die Effektivitat der in vitro generierten zytotoxischen T-Zellen wurde die
CD107a-Expression von CTLs mittels Durchflusszytometrie gemessen. Dafiir wurden
ausdifferenzierte CTLs mit Splenozyten oder mit Splenozyten, welche vorher mit 5 uM
OVA?72¢ beladen worden waren, im Verhdltnis 1:10 gemischt und in konische 96-
Lochplatten pipettiert. Die Platte fiir den Zeitpunkt null Minuten wurde sofort auf Eis
gelagert. Platten fiir fiinf Minuten und zwanzig Minuten Inkubationszeit wurden mit
Parafilm verschlossen und fiir fiinf Minuten im 65 °C warmen Wasserbad inkubiert.
Anschlieflend wurden die Platten fiir eine Minute bei 1000 rpm zentrifugiert und die
Platten der entsprechenden Inkubationszeit lang bei 37 °C inkubiert. Indem die Ansétze
in Gefdafle mit 4 mL FACS-Puffer pipettiert wurden wurde die Aktivierung abgestoppt.
Das weitere Vorgehen erfolgte wie unter 3.2.2.1 beschrieben. Untersucht wurde die

Expression von CD107a in CD8*CD45.2* Zellen.

3.2.2.5 Phiénotypisierung von OT-I-Mausen

Drei Wochen alten Mdusen wurde aus der Schwanzvene Blut entnommen. Nach Erylyse
der Blutproben durch Erylysepuffer wurden die Zellen mit FACS-Puffer gewaschen und
fiir 30 Minuten bei 4 °C mit Antikorperm gegen die Expression von CD8 und dem
Ovalbumin erkennenden, transgenen T-Zell-Rezeptor Va2 gefarbt. Nach nochmaligem

Waschen erfolgte die Analyse im Durchflusszytometer.

3.2.3 Tierversuche

Zur Untersuchung der antigenspezifischen, intratumoralen Immunantwort wurden
1x10°Panc02 oder PancOVA-Tumorzellen in 100 ul PBS s.c. in Empfangertiere injiziert.
Bei einem adoptiven T-Zelltransfer wurden 1x10¢ CTLs (Generierung siehe 3.2.1.4) in
100 ul PBS sieben Tage nach Setzen der Tumore i.p. in die Tumore tragenden Mause
gespritzt. Bei Untersuchungen zur Dysfunktion der adoptiv transferierten CTLs wurde
das Experiment an Tag 10 beendet, um ex vivo Analysen durchzufiihren. Wurden die
Experimente fiir Wachstumskurven durchgefiihrt so wurden alle zwei Tage die

Tumorgrofien bestimmt. Die Empfangertiere wurden aus dem Experiment genommen,
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wenn der Tumor ein Volumen von 1,5 cm? erreicht hatte oder der Tumor komplett

abgestofsen worden war.

Zur ex vivo Analyse der CTL-Dysfunktion wurden den Empfangertieren an Tag 10 Blut,
Milz, Tumor und Tumor drainierender Lymphknoten entnommen. Die Tumore wurden
in Tumorlysepuffer verdaut. Alle Proben wurden mit Erylsepuffer behandelt. Zur
Herstellung von Einzelzellsupsensionen wurden Milz, Lymphknoten und Tumorlysate

durch 30 um Zellsiebe gefiltert.

Von Blut, Milz, Lymphknoten und den Tumorlysaten wurden Oberflachenfarbungen
(siehe 3.2.2.1) auf Exhaustionmarker PD-1, TIM-3, LAG-3 und 2B4 durchgefiihrt. Zur
Identifikation der transferierten CTLs wurde zwischen CD45.2* CD8* und den

endogenen CD45.2-CD8*CTLs unterschieden.

Transkriptionsfaktoren wurden wie in 3.2.2.2 beschrieben in den Tumorlysaten gefarbt

und analysiert.

Ein Teil des Tumorlysates wurde restimuliert. Dafiir wurde wie unter 3.2.2.2
beschrieben eine Kokultur im Verhaltnis 1:2 mit Splenozyten aus einer Ly5.1 Maus
angesetzt. Bei Restimulation von nicht-antigenspezifischen CTLs wurden diese mit
50 ng/mL PMA und 1 pg/mL Ionomycin restimuliert. Die Dauer der Kokultur betrug
vier Stunden, unter stindiger Inkubation mit 5 ug/mL Brefeldin A. Anschlieffend

erfolgte die intrazelluldre Farbung von Zytokinen.

Um die Zytokinproduktion von Tumoren zu bestimmen wurden PancOVA-Tumore
sieben Tage nach Injektion entnommen, zerkleinert und gewogen. Je 50 mg Tumor
wurde in 1 mL RPMI-Vollmedium aufgenommen und fiir 24 Stunden bei 37 °C und 5 %
CO: inkubiert. Die Uberstinde wurden abgenommen und fiir darauffolgende ELISAs

bei -20 °C gelagert.
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3.24 Molekularbiologische Methoden

3.2.4.1 Genotypisierung der Il18r"-- und Il1r"--Mause

Um genomische DNA zu gewinnen wurden den zu genotypisierenden Mausen 1-2 mm
der Schwanzspitze entfernt und in 0,5 mL Reaktionsgefafie gegeben. 75 uL der Alkaline
Lyse-Reagenz wurden hinzugegeben und fiir eine Stunde bei 95 °C auf einem Heizblock
inkubiert. Anschlieffend wurde das Reaktionsgefafs fiir drei Minuten auf Eis gestellt und
die Reaktion mit 75 pL des Neutralisationsreagenz abgestoppt. Die Proben wurden bei

-20 °C gelagert.
Zur Durchfiihrung der PCR wurde folgender Reaktionsansatz fiir eine Probe hergestellt:

Tabelle 13: PCR-Ansatz zur Genotypisierung der I118r+ - und Il1r*-Mause

Komponenten Volumen (uL)
Aqua ad. 14,75
Puffer 05,00
5Primer (10 uM) 01,25
3'Primer (10 uM) 01,25
dNTP-Mix (10 mM) 00,50
GoTag-Polymerase 00,25
Probe 02,00
Endvolumen 23,00

Im Thermocycler wurde anschlieffend folgendes PCR-Programm durchgefiihrt:

Tabelle 14: Geriteeinstellung fiir PCR

Schritt Temperatur (°C) Zeit (s)

1 94 120

2 94 20

3 65 15 -0,5°C pro Zyklus

4 68 10

5 Schritt 2-4 fiir 10 Zyklen wiederholen
6 94 15

7 60 15

8 72 10

9 Schritt 6-8 fiir 28 Zyklen wiederholen
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Schritt Temperatur (°C) Zeit (s)

10 72 120
11 10 oo

Nach der erfolgten PCR wurden die Proben mit je 1xProbenpuffer versehen. Um das
amplifizierte PCR-Produkt der Grofse nach aufzutrennen wurde ein 1 %-iges Agarose-
Gel gegossen. Dafiir wurde 0,7 g Agarose in 70 ml 1xXTAE-Puffer resuspendiert und bei
900 W fiir 3 Min gelost. Nach Abkiihlen auf 50-60 °C wurde 1 ul des HD Green-Plus-
Farbstoffes hinzugegeben und sofort in einen Gelschlitten mit Kamm gegossen. Nach
dem Aushdrten wurde das Gel in eine Gelkammer gegeben, welche mit 1xTAE-
Laufpuffer gefiillt war. Die Geltaschen wurden mit Leiter und Proben befiillt. Die
Banden wurden fiir 30 Minuten bei 120 V aufgetrennt. Fiir die Bildgebung wurde das

Gel UV-Licht ausgesetzt.

3.2.4.2 Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)

Die RNA-Isolation aus Pancl-Zellen wurde mit Hilfe des RNeasy Minit kits (Qiagen)
nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die RNA-Konzentration wurde anschlieffend mit

Hilfe des Nanodrops 1000 bestimmt.

Um die Genexpressionen der Zellen zu analysieren musste die isolierte RNA mittels
reversen Transkriptase in cDNA ungeschrieben werden. 1 ug RNA wurde in 11 pL
RNase-freiem Wasser verdiinnt. Es wurden 1 uL von 500 ug/mL an Oligo(dT)15 Primer
und 1 pL an 10 mM dNTP-Mix hinzugegeben. Es folgte ein fiinfminiitiger
Denaturierungsschritt bei 65 °C. Danach wurden zum Reaktionsansatz 5xProtoScript I
reverse Transktiptase-Puffer (NEB) und 5 mM DTT hinzugeben und fiir zwei Minuten bei
25 °C inkubiert. Nach Zugabe von 1 uL ProtoScript II reverser Transcriptase (NEB) wurde
der Reaktionsansatz fiir zehn Minuten bei 25 °C und anschliefSfenden 50 Minuten bei

42 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch 15-minditiges Erhitzen bei 70 °Cabgestoppt.

Nach der reversen Transkription von RNA in ¢cDNA wurden die Proben durch

quantitative Real Time PCR (qRT-PCR) analysiert. Dafiir wurde das QuantiTect SYBR
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green PCR kit (Qiagen) verwendet. Dabei interkaliert der Farbstoff SYBR green wahrend
der Amplifikation mit dem DNA-Doppelstrang, absorbiert dabei Licht bei 494 nm und
emittiert Licht bei 521 nm. Nach jedem Amplifikationszyklus wird die
Fluoreszenzintensitat gemessen woraus die relative Menge der amplifizierten DNA in
Echtzeit abgeleitet kann. Die Messung erfolgt ein einer 96-Lochplatte in Duplikaten. Der

Ansatz pro Probe war wie folgt:

Tabelle 15: Zusammensetzung Mastermix der qPCR

Komponenten Volumen (uL)
QuantiTect SYBR green PCR kit 12,5

10x QuantiTect primer assay 2,5
RNase-freies Wasser 9,0

cDNA 1,0
Endvolumen 25,00

Die Amplifikation der cDONA wurde mit Stratagene Mx3005P qPCR Sytem (Agilent) mit

folgendem Amplifikationsprogramm gemessen:

Tabelle 16: Gerateeinstellung fiir qPCR

Schritt Temperatur (°C)  Zeit

Denaturierung 95°C 15 Minuten

Amplifikation (40x) 94°C 30 Sekunden
55°C 30 Sekunden
72°C 30 Sekunden

Dissoziationskurve 95°C 1 Minute
55°C 30 Sekunden
55-95°C

3.2.4.3 RNA-Sequenzierung

Die RNA-Sequenzierung dient zur Analyse des Transkriptoms und quantifiziert die
Genexpression in einer Zelle. Die RNA-Sequenzierung wurde in einer Kooperation mit
Dr. M. Klein vom Institut fiir Immunologie (AG Bopp/Schmitt) von der Universitait
Mainz durchgefiihrt. Wie unter 3.2.2.3 beschrieben wurden endogene und transferierte

CD8*T-Zellen aus tumortragenden Mausen isoliert. Um mindestens 5x10° Zellen zu
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erhalten wurden beim Vergleich von WT und NIrp3”- CTLs Proben aus mehreren
Mausen vereinigt. RNA wurde nach Herstellerangaben mit dem RNeasy Minit kit
(Qiagen) isoliert. Die RNA-Qualitit wurde am Bionalyzer 2100 mittels RNA 6000
Nanochip gemessen, die Quantitat mit Hilfe eines Qubit 2.0-Fluorometers bestimmt. Mit
300 ng RNA wurden mit dem NEB ultra RN library Prep kit fiir 1llumina Bibliotheken
erstellt und die Sequenzierung an einem HiSeq2500 an der Universitit Mainz
durchgefiihrt. Die RNA zur RNA-Sequenzierung fiir den Vergleich von WT und 11187
CTLs wurde aus einzelnen Empféangertieren isoliert und wurde mit Hilfe des SMART-
Seq® v4 Ultra® Low Input RNA Kit for Sequencing (Takara Bio Inc) in cDNA
umgeschrieben und mit dem NEB ultra RN library Prep kit fiir lllumina Bibliotheken
erstellt. Die Sequenzierung erfolgte tiber die Firma Novogene (Peking, China) an einem

Illumina NovaSeq 6000.

Zur Analyse der Genexpression wurden die erhaltenen Sequenzierungen an das
Referenz-Genom der Maus (Mus musculus GRCm38) angepasst. Mit Hilfe von STAR

aligner und ENSEMBL v76 wurden die Gennamen zugeordnet und die Genkarte erstellt.

Um die Unterschiede in der Genexpression darzustellen wurden Heatmaps mit Hilfe

von R erstellt. Diese zeigen die farbcodierten z-Werte nach Clusteranalyse.

Eine Analyse der differentiellen Genexpression wurde durchgefiihrt, um die
Unterschiede zwischen den Proben quantifizieren zu konnen. Dafiir wurden die
Expressionswerte der einzelnen Proben mit Hilfe von Broad Institute’s Gene set enrichment
analysis (GSEA) zwischen den einzelnen Gruppen miteinander verglichen. Zum einen
wurden damit die Daten der Sequenzierungen mit Hilfe der hallmark geneset collection
von MSigDB auf Unterschiede in der Genexpression untersucht. Zum anderen wurden
publizierte Genlisten ausgesucht und in GSEA mit den Ergebnissen der Sequenzierung
verglichen. in Die zu untersuchenden Gene wurden anhand ihrer Unterschiede
zwischen den Gruppen geordnet. Zudem wurde die Signifikanz und die false discorvery

rate (FDR) der Analyse berechnet.
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3.2.5 Protein-biochemische Methoden

3.25.1 Gewinnung von Zelllysaten und Bestimmung der Proteinkonzentration mittels
BCA

Vor der Zelllyse wurde RIPA-Puffer frisch angesetzt und mit Protease-Inhibitor und
Phosphatase-Inhibitor versetzt. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und mit einem
Zellschaber in Lysepuffer abgeschabt. Die Zellen wurden im nachsten Schritt sieben Mal
durch eine 26G-Kaniile aufgezogen und so homogenisiert. Es folgte ein zehnminiitiger
Zentrifugationsschritt bei 16.000 x g und 4 °C um den Zellschrott von proteinhaltigen

Uberstand zu trennen. Die Lysate wurden bis zur weiteren Analyse bei -80°C gelagert.

Um gleiche Mengen an Protein bei der Immunoblotanalyse auftragen zu kénnen muss
zuerst die Gesamtproteinkonzentration in den Zelllysaten bestimmt werden. Diese wird

mit Hilfe des Biconchonic Acid protein assays (BCA) ermittelt.

Das Proteinlysat wird 1:10 mit H2O verdiinnt, sowie verschiedenen Konzentrationen
zwischen 0 und 125 pg/mL BSA-Losung als Standardreihe zu je 20 uL in eine 96-Loch-
Platte pipettiert. Anschlieffend werden zu je 180 puL BCA-Reagenz (1 Teil 4 %
Kupfersulfat-Losung, 50 Teile Bicinchoninsdure) hinzugegeben und fiir 30 Minuten bei
37 °C geschiittelt. Die optische Dichte wird bei 583 nm gemessen und mittels

Standardkurve anhand einer linearen Funktion die Proteinkonzentration bestimmt.

3.2.5.2 Immunoblotanalyse

Zundchst werden die zu untersuchenden Proben in SDS-Probenpuffer aufgenommen
und fiir fiinf Minuten bei 95 °C erhitzt um die Proteine zu denaturieren. Fiir die SDS-
Polyacrylamidgelelektorphorese wurden wie folgt 10 % oder 12,5 %-ige Gele

verwendet:



Tabelle 17: Zusammensetzung Polyaccrylamidgele

Seite | 41

Sammelgel Trenngel
40-130 kDa 20-100kDa
10 % 12,5 %
30 % Acrylamid 190 uL 1300 puL 1625 L
2 % Bisacrylamid 75 uL 500 uL 600 puL
3 M Tris-Hcl pH 8,8 - 500 uL 500 puL
1 M Tris-HCl pH 6,8 190 uL - -
10 % SDS 15 pL 40 pL 40 uL
60 % Saccharose 375 uL - -
H:O 650 pL 1600 uL 700 uL
TEMED 2 uL 4 uL 4 uL
10 % APS 20 uL 25 uL 25 uL

Das Trenngel wurde in einer Gieflapparatur zwischen zwei Glasplatten gegossen und
anschlieffend mit Wasser gesdttigtem Isobutanol {iiberschichtet, um eine gerade
Trennschicht zu gewahrleisten. Nach der Polymerisation wurde das Sammelgel auf das
Trenngel geschichtet und die Kdmme fiir die Proben gesetzt. Nach Polymerisation des
Sammelgels wurden die Gele in die Laufkammer eingesetzt, die Kammer mit SDS-

Laufpuffer befiillt und die Kimme gezogen.

In die Geltaschen wurden Proben mit einer Proteinmenge zwischen 30 ug und 50 ug,
sowie ein Proteinmarker zur Bestimmung der Proteingrofien aufgetragen. Die
Auftrennung der Proteine erfolgte mit Hilfe eines elektrischen Feldes mit einer

Spannung von 80 V bis 110 V.

Nach der Auftrennung der Proteine wurden diese mittels wet-blotting-Technik auf eine
Nitrozellulosemembran {ibertragen. Der Transfer erfolgte fiir zwo6lf Stunden bei 120 V

und 4 °C.

Nach dem Blotting-Prozess wurde die Membran fiir eine Minute mit Ponceau Rot-
Losung gefarbt, um die Blotting-Effizienz zu kontrollieren. Anschlieffend wurden freie
Bindestellen der Membran mit einer 5 %-igen Magermilchlosung in TBS fiir eine Stunde
blockiert. Danach wurde die Membran mit dem spezifischen primaren Antikorper in
3 % BSA in TBS-T (1:1000), schiittelnd, bei 4 °C iiber Nacht inkubiert. Am nédchsten Tag
wurde die Membran drei Mal mit TBS-T gewaschen bevor die Inkubation mit dem

Fluoreszenz-gekoppelten Sekundarantikorper erfolgte. Dieser wurde ebenfalls in 3 %
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BSA in TBS-T gelost (1:5000) und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur geschiittelt.
Danach wurde die Membran zwei Mal mit TBS-T und einmal mit TBS gewaschen. Die
Detektion der Proteine erfolgte am Odyssey Sa Infrared Imaging System bzw. dem Odyssey
CLx Imaging System (LI-COR).

3.2.5.3 Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)

Zum Nachweis der Zytokinproduktion von Tumorzellen ex vivo wurden sandwich
enzyme linked immunosorbent assays (ELISA) durchgefiihrt. Dafiir wurden Tumore sieben
Tage nach Injektion aus Madusen isoliert, gewogen und mit Hilfe eines Skalpells
zerkleinert. Je 50 mg Tumor wurden dann in 1 mL RPMI-Vollmedium fiir 24 Stunden
bei 37 °C und 5 % CO: kultiviert. Der Uberstand wurde abgenommen und bei -20 °C
gelagert. Um zu messen wie viel IL-13 pro Gramm Tumor produziert wird wurde ein

IL-1B ELISA nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

3.2.6 Auswertung und Statistik

Die Graphen und die Statistik wurden mittels Prism 8 (GraphPad Software; La Jolla,
USA) erstellt. In den Graphen sind, wenn nicht anders ausgewiesen, der Mittelwert mit
der dazugehorigen Standardabweichung dargestellt. Fiir die statistische Auswertung
wurde beim Vergleich mehrerer Gruppen eine einfaktorielle ANOVA mit
anschliefender Tukey-Korrektur angewendet. Wurden lediglich zwei Gruppen
miteinander verglichen wurde ein ungepaarter Students’s t test angewendet. Als
signifikant wurden p-Werte < 0,05 erachtet (*: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001, ****:
p < 0,0001).
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4 Ergebnisse

Dystunktionale T-Zellen spielen bei der Bekampfung von
Pankreaskarzinomerkrankungen eine wichtige Rolle. Deshalb ist es von grofier
Bedeutung die Mechanismen zu verstehen die eine solche intratumorale T-Zell-
Dysfunktion hervorrufen. Es konnte bereits gezeigt werden, dass die NLRP3
vermittelten Zytokinen IL-1f3 und IL-18 eine wichtige Rolle bei der T-Zell vermittelten
Immunantwort von Viruserkrankungen spielen. Zieht man diese Erkenntnisse mit in
Betracht haben wir die Rolle der NLRP3-vermittelten, T-zelluldren IL-1- und II-18-
Rezeptor-Signaltransduktion bei der Induktion intratumoraler T-Zell-Dysfunktion
untersucht. Es wurden Mauslinien generiert aus deren T-Zellen durch geeignete
Peptidstimulation CD8* Effektor-CTLs generiert werden konnten, die einerseits das
Modellantigen Ovalbumin 257-264 erkannten, andererseits Defekte im IL-1-Rezeptor,
beziehungsweise IL-18-Rezeptor aufwiesen. Durch adoptiven T-Zell-Transfer dieser
CTLs konnte die Plastizitit von T-Zellen in Tumoren, die das Modellantigen OVA

exprimieren, charakterisiert werden.

4.1 Etablierung der Zuchtlinien I/18r"-OT-I und II11r-OT-I

Es wurden drei Mauslinien mit einem transgenen T-Zell-Rezeptor, welcher das Peptid
Ovalbumin 257-264 im MHCI Kontext erkennt, generiert. Alle Mause besitzen einen
C57/BL6 Hintergrund. Neben OT-I-Tieren (WT) wurden 118+~ OT-I (lI18r") und Il1r"
OT-I (Il1r") durch Kreuzung der Elternlinien generiert und geziichtet. Alle drei Linien
exprimieren phanotypisch den transgenen T-Zell-Rezeptor Va2 auf CD8* T-Zellen
(Abb. 2a). Tiere die Va2 exprimierten wurden auf die Deletion des IL-18-Rezeptors
(Abb. 2b) und des IL-1-Rezeptors mit Hilfe von Genotypisierung iiberpriift. In den
nachfolgenden Versuchen wurden nur Tiere mit einer homozygoten Rezeptordeletion

verwendet.
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Abb. 2: Phino- und Genotypisierung der generierten Zuchtlinien I118r/- OT-I und Il1r/- OT-L

(A) CD8*T-Zellen aus peripherem Blut von OT-I-(WT), I118+7-OT-1 (Il118r”) und Il1r"-OT-I (1l1r") Mausen
wurde mittels FACS-Analyse auf die Expression des transgenen T-Zell-Rezeptors Va2 untersucht. (B, C)
Nach Isolation von DNA aus Ohrstanzen wurden Genotypisierungen mittels PCR durchgefiihrt. Banden
fiir das WT-Allel haben eine Lange von 538 bp und fiir das 1/18r-Allel von 550 bp. In der IL-1-Rezeptor-
Genotypisierung lief das WT Allel bei 310 bp und das Il1r-Allel bei 150 bp. Die gezeigten Ergebnisse
stammen von WT-Tieren (B und C: Bahn 3), einer I/18r heterozygoten Maus (B: Bahn 2), einer Il1r
heterozygoten Maus (C: Bahn 1) und von einer /187 homozygot negativen (B: Bahn 1) und Il1r homozygot
negativen Maus (C: Bahn 2).

4.2 Die Rolle der IL-1- und IL-18-Rezeptor-Signaltransduktion in CTLs in vitro

42.1 Die IL-1- und IL-18-Rezeptor-Signaltransduktion beeinflusst nicht die
Differenzierung zu CTLs in vitro

In den folgenden Experimenten soll mit Hilfe von IL-18- und IL-1-Rezeptor defizienten
CTLs die Rolle ihrer Signaltransduktion auf das Phdnomen der intratumoralen
Dysfunktion von CTLs in Tumoren untersucht werden. Um sicherzustellen, dass es sich
hierbei um ein intratumorales Ereignis handelt wurden die ausdifferenzierten CTLs vor

dem adaptiven Transfer verglichen.

Isolierte Zellen aus Milz und Lymphknoten wurden nach Beladung mit ihrem kognaten
Antigen OVA»72¢ f{ir flinf Tage unter IL-12 und IL-2 Zugabe zu CTLs differenziert.
CD8*-T-Zellen von WT, 1118r-und Il1r" zeigten nach fiinf Tagen Differenzierung eine
CTL-typische Hochregulation der Aktivierungsmarker CD25 und CD44 und eine
verminderte Expression von CD62L und CD69 (Abb. 3a). Auch bei der Expression der
Transkriptionsfaktoren Eomes, T-bet und TOX unterschieden sich die CTLs aus den drei
Mauslinien nicht voneinander (Abb. 3b). Eine charakteristische Funktion von
Effektorzellen ist die Freisetzung der Zytokine IFN-y und TNF nach Stimulation mit

ihrem kognaten Antigen. Nach Restimulation mit OVA?72¢* waren die CTLs aller drei
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Mauslinien in der Lage IFN-y und TNF zu sezernieren und die Menge an sekretierten
Zytokinen unterschied sich nicht signifikant voneinander (Abb. 3c). Als weiterer
Parameter fiir die zytotoxische Funktion der T-Effektorzellen wurde ihre Fahigkeit zur
Freisetzung zytotoxischer Granula untersucht. Dafiir wurde zeitabhangig die
Expression von CD107a nach Antigenprasentation auf CD8*-T-Zellen gemessen (Abb.
3d). Bereits nach fiinf Minuten Prasentation von OVA?7-2¢¢exprimierten 15-20 % der WT,
1118r-und Il1r"-CTLs CD107a. Das Fehlen des IL-18- und des IL-1-Rezeptors wirkt sich
somit nicht auf die Differenzierung zu vollstandig funktionellen, aktiv zytotoxischen

CD8+ Effektorzellen aus.
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Abb. 3: Die IL-1- und IL-18-Rezeptordefizienz beeinflusst nicht die Differenzierung zu
antigenspezifischen CTLs.

Ausdifferenzierte CTLs aus WT, I118r"-und II1r- Mdusen wurden mittels Durchflusszytometrie auf (a) die
Expression von CD25, CD44, CD62L und CD69 untersucht. (b) Expression der Transkriptionsfaktoren
Eomes, T-bet und TOX (c) IFN-y- und TNF-Sekretion nach Restimulation durch mit OVA?72%beladene
Splenozyten und (d) die OVA72¢induzierten, zeitabhiangige CD107a-Expression untersucht. Es werden
Mittelwerte und Standardabweichung (CTLs aus n = 3 Mausen) dargestellt. Die Signifikanzen wurden mit
einer einfaktoriellen ANOVA mit post-hoc Tukey-Test berechnet, wobei * p < 0,05 als signifikant und
(ns) > 0,05 als nicht signifikant angenommen wurde.
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422 IL-18 und IL-1f stimulieren die Zytotoxizitat von CTLs iiber ihre Rezeptoren auf
den Effektorzellen und indirekt {iber APCs

Um die Rolle der IL-18- und IL-1-Signaltransduktion in vitro zu untersuchen wurden
WT, 1118r-und Il1r"-CTLs in vitro mit DCs als antigenprasentierende Zellen mit ihrem
kognaten Antigen kokultiviert und ihre IFN-y-Produktion als Surrogatparameter ihrer
Effektorfunktion gemessen. Zusatzlich wurden die Kokulturen mit mIL-18 oder mIL-13

kultiviert.

WT, Il118r" und Il1r- CTLs produzierten nur IFN-y, wenn sie mit ihrem kognaten
Antigen OVA%72¢4 stimuliert wurden. Dieser Effekt konnte gesteigert werden, wenn das
Antigen tiber DCs prasentiert wurde. Die drei Mauslinien unterschieden sich dabei nicht

in ihrer IFN-y-Produktion (Abb.4a).

Bei der Untersuchung von WT versus 187 CTLs ohne Kokultur mit DCs und
fehlender OVA?7-2¢4+-Stimulation zeigte sich, dass durch Hinzugabe von mlIL-18 die
IFN-y-Produktion in WT CTLs stark signifikant gegeniiber den 1118+ CTLs gesteigert
werden konnte (Abb. 4b). Da IL-18 auch als IFN- vy induzierender Faktor bekannt ist war
dieser Effekt zu erwarten (Okamura et al., 1995). mIL-1(3 steigerte sowohl in WT als auch
in I118r-CTLs die IFN-y-Produktion. Die Deletion des IL-18-Rezeptor wirkte sich dabei
nicht signifikant auf die IFN-y-Produktion aus. Allerdings zeichnete sich ein Trend zur
erhohten IFN-y-Produktion der CTLs unter mlL-13-Zugabe ab. Zur weiteren
Charakterisierung der CTLs sollte der Einfluss von IL-18 auf DCs in Kokultur mit /187
-CTLs untersucht werden (Abb. 4c). Hierfiir wurden 1/18r"- CTLs mit und ohne DCs in
An- und Abwesenheit von mlIL-18 kultiviert. I[18r"- CTLs produzierten nur in
Anwesenheit von DCs unter Zugabe von IL-18 signifikant erhohte Mengen an IFN-y.
Da IL-18 alleine keinen Einfluss auf die CTLs hatte kann geschlussfolgert werden, dass

die IFN-y-Produktion der CTLs iiber IL-18-Stimulation der DCs angeregt wurde.

IL-18 und IL-1f steigern die IFN-y-Produktion in CTLs in Antigen-abhangiger Weise.
Zudem ist IL-18 in der Lage die IFN-y-Produktion von CTLs indirekt {iber

antigenprasentierenden Zellen, wie DCs, zu stimulieren.
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Abb. 4: IL-18-vermittelte Stimulation antigenprisentierender DC bewirkt eine indirekte Steigerung der
Zytotoxizitit von CTLs in vitro.

(a) Die IFN-y-Produktion von WT, II18r"und II1r" CTLs nach Inkubation mit OVAZ?7-2% beladenen LPS
stimulierten DCs wurde gemessen. Die Werte wurden auf CTLs mit DCs + OVAZ7?¢normalisiert. (b) Die
IFN-y-Produktion von WT und 11187~ CTLs wurde unter Zugabe von 20 ng/mL mIL-18 oder 10 ng/ml mIL-
1B untersucht. (c) Es wurde die IFN-y-Produktion von II18r" CTL unter Zugabe von 20 ng/mL mIL-18 in
An- und Abwesenheit von DCs verglichen. Die Werte wurden aus n = 3-6 unabhingigen Versuchen
zusammengefasst. Alle Graphen stellen Mittelwerte und Standardabweichung dar. Fiir die statistische
Auswertung wurde eine einfaktorielle ANOVA mit post-hoc Tukey-Test durchgefiihrt. *** p <0,0001, * p <
0,05 und nicht signifikant (ns) > 0,05.

4.3 IL-18-Rezeptor-Signaltransduktion intratumoraler CD8* CTL reduziert die
Zytotoxizitat und hemmt die TumorabstofSung

Zusammenfassend hat IL-18 einen direkt aktivierenden Effekt auf die Zytotoxizitat von
in vitro generierten CD8* CTL, wirkt also {iiber T-zelluldre IL-18-Rezeptor-
Signaltransduktion. Hiervon abzugrenzen sind indirekt aktivierende Effekte der Nlrp3-
vermittelten Zytokine IL-13 und IL-18 {iiber das Tumormilieu. Hypothese der
vorliegenden Arbeit ist, dass die aktivierenden Eigenschaften der T-zelluldren IL-18-
Rezeptor-Signaltransduktion in einer Situation konstanter T-Zell-Rezeptor-Aktivierung
Mechanismen aktivieren die einen dysfunktionalen Zustand von CTLs unterstiitzen.
Aus diesem Grund wurden in den folgenden Versuchen durch eine geeignete Anzahl
an inokulierten Tumorzellen mit einer definierten Anzahl ex vivo generierten
Modellantigen-reaktiver T-Zellen Bedingungen in vivo geschaffen, bei denen es zu

keiner raschen und vollstandigen Abstoffung der subkutan applizierten Tumore kommt.
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Somit werden die intratumoralen T-Zellen mit einem stetig fortdauernden
Antigenstimulus konfrontiert und konnen einen dysfunktionalen Phanotypen

entwickeln.

431 Intratumorales IL-18 fiihrt zu einem dysfunktionalen Phéanotyp in CTLs

Um die Rolle von intratumoraler IL-18-Signaltransduktion im Hinblick auf CD8*-
Effektorzellfunktion zu untersuchen wurden in PancOVA-Tumor tragende Mause WT
oder 1118r7 - CTLs injiziert und drei Tage nach Transfer in Tumorzellsuspensionen
phéanotypisch analysiert (Abb. 5a). Vergleicht man die durch WT oder durch I/18r-CTLs
induzierte antigenspezifische Tumorabstofsung so zeigte sich, dass bei IL-18-
Rezeptordefizienz die Tumore schneller abgestofien wurden (Abb. 5b). Als Parameter
der zytotoxischen Dysfunktion wurde zusatzlich die Expression koinhibitorischer
Oberflachenmolekiile auf den transferierten CTLs bestimmt. Wahrend transferierte WT
CTLs ein hohes Mafi an PD-1, TIM-3 sowie kombinierter PD-1/TIM-3 und 2B4-

Expression zeigen sind diese auf I/18r”-CTLs signifikant reduziert (Abb. 5c).

Zusammenfassend wird die antigenspezifische Tumorabstoffung durch IL-18-Rezeptor-
Signaltransduktion in intratumoralen T-Zellen inhibiert. Dies ist mit der vermehrten
Expression der koinhibitorischen Rezeptoren PD-1, TIM-3 und 2B4 auf der Oberfldche

von adoptiv transferierten T-Zellen assoziiert.
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Abb. 5: T-zelluldre IL-18-Rezeptor-Signaltransduktion in intratumoralen CD8* CTLs resultiert in
reduzierter Potenz der Tumorabstoffung sowie einer verminderten Expression koinhibitorischer
Molekiile.

(a) Schematische Darstellung des Experiments. PancOVA Zellen wurden s.c. implantiert. Sieben Tage spéter
erfolgte der adoptive Transfer von WT bzw. II18+-CTLs. An Tag 10 wurden die transferierten CD45.2* CD8*
T-Zellen analysiert. (b)Es wurde eine Wachstumskurve von Panc02 und PancOVA-Tumoren nach
adoptivem Transfer von WT oder 1118+~ CTLs erstellt. Die Werte wurden an Tag 0 fiir jede Gruppe auf 100 %
gesetzt und die folgenden Tage auf diese Werte normalisiert. Das Tumorwachstum in (b) wurde mit n =3
Maéusen pro Gruppe durchgefithrt und steht représentativ fiir ein weiteres unabhangiges Experiment. (c)
Die Expression der koinhibitorischen Rezeptoren PD-1, TIM-3 und 2B4 wurde mittels Durchflusszytometrie
gemessen (n = 3). Alle Graphen stellen Mittelwerte mit Standardabweichung dar. In (b) wurde die
statistische Auswertung mit einer einfaktoriellen ANOVA mit einem post-hoc-Tukey-Test und in (c) mit
einem zweiseitigen, ungepaarten t-Test durchgefiihrt. *** p < 0,0001, ** p < 0,01, * p < 0,05 und nicht
signifikant (ns) > 0,5.

43.2 Durch IL-18-Rezeptor-Signaltransduktion verlieren intratumorale CTLs ihre
antitumorale Funktion

Dysfunktionale =~ CTLs wurden zudem anhand der Expression von
Transkriptionsfaktoren charakterisiert. Bekannt ist, dass dysfunktionale CTLs die
Transkriptionsfaktoren Eomes und TOX hochregulieren aber kaum mehr T-bet
exprimieren (McLane et al., 2019). Die Analyse der transferierten WT und Il118r"CTLs

zeigte, dass I118r- CTLs fiir aktive CTLs charakteristisch mehr T-bet exprimierten und
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im Gegenzug dazu Eomes und TOX herabregulierten (Abb. 6a). Betrachtete man die
Produktion von Granzym B so hatte die IL-18 Signaltransduktion keinen Einfluss auf die

Fahigkeit zytotoxische Granula zu produzieren (Abb. 6b).

Neben der Expression von koinhibitorischer Rezeptoren ist ein Verlust der
zytotoxischen T-Effektorzellfunktion charakteristisch fiir eine T-Zell-Dysfunktion
(McLane et al., 2019). Nach Restimulation der transferierten CTLs mit OVA72¢*waren
die WT CTL, die intratumoralem IL-18 ausgesetzt waren, kaum mehr in der Lage IFN-y
und TNF zu produzieren. II118r CTLs hingegen hatten ihre zytotoxische Funktion

behalten und produzierten signifikant mehr IFN-y und TNF (Abb. 6c).

Neben der Expression eines dysfunktionalen Phanotyps wirkt sich die IL-18-Rezeptor-

Signaltransduktion auch auf die zytotoxische Funktion der intratumoralen CTLs aus.
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Abb. 6: IL-18-Rezeptor-Signaltransduktion in intratumoralen CD8+ CTLs fiihrt zum Verlust der
zytotoxischen Funktion von T-Zellen.

Die Experimente wurden wie in Abbildung 5a beschrieben durchgefithrt. (a) Mittels
durchflusszytometrischer Analyse wurde die Expression der Transkriptionsfaktoren T-bet, Eomes und TOX
in transferierten WT und 11181 CTLs gemessen (n = 3). (b) AuSerdem wurde die Granzym B-Produktion
mit Hilfe von Durchflusszytometrie bestimmt (n = 3) (c) Die zytotoxische Kapazitat der transferierten CTLs
wurde anhand der IFN-y- und TNF-Produktion nach Restimulation mit OVA?7-24 bestimmt (n = 3). Alle
Graphen stellen Mittelwerte mit Standardabweichung dar. Die statistische Auswertung wurde mit
zweiseitigen, ungepaarten t-Tests durchgefiihrt. *** p < 0,0001, ** p < 0,01, * p < 0,05 und nicht signifikant
(ns) > 0,05.
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433 Die durch IL-18 induzierte T-Zell-Dysfunktion ist mit einer verringerten T-Zell-
Proliferation und Tumorinfiltration assoziiert

Dysfunktionale T-Zellen zeichnen sich unter anderem durch eine verminderte
Proliferation nach Antigenprésentation aus (Wherry and Kurachi, 2015). Deshalb wurde
vorerst die Infiltration und damit die zusammenhingende Proliferation von
transferierten WT CTL und I/18r"- CTLs in lymphatischen Organen und PancOVA-

Tumoren verglichen.

Die Infiltration von CTLs in die PancOVA-Tumore war bei /187" CTLs im Vergleich zu
WT CTLs stark erhoht (Abb. 7a). In der Milz war die Infiltration der transferierten CTLs
gering, jedoch bei [118r- CTLs signifikant erhoht (Abb. 7b). Die Infiltration in die Tumor-
drainierenden Lymphknoten war gering und unterschied sich dabei nicht in WT und
den [l18r CTLs (Abb. 7c). Bei Analyse der Anzahl an adoptiv transferierten T-Zellen im
Blut zeigte sich, dass WT CTLs nur in geringer Zahl im Blut zu finden waren,
wohingegen bei IL-18-Rezeptordefizienz eine stark erhohte Zirkulation vorlag (7d).
Diese CTL zirkulieren nach Kontakt mit ihrem kognaten Antigen im Tumor im Blut. Die

erhohte Zahl an I118r- CTLs lasst auf eine starkere Proliferation schlief3en.

IL-18-Rezeptor-Signaltransduktion in CTLs hemmt die Infiltration und Proliferation in
den lymphatischen Organen und ins Tumorstroma und deutet auf eine Beteiligung von

IL-18 an dysfunktionalen CTLs hin.
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Abb. 7: Die durch die IL-18-Signaltransduktion erhohte Dysfunktion spiegelt sich in einer verringerten
Infiltration bzw. Proliferation in lymphatischen Organen.

(a) Es wurde die Infiltration von CD45.2* CD8*-T-Zellen aus WT oder 1118r-Mé&usen in PancOVA-Tumore
gemessen. Aufierdem wurde ihre Infiltration in (b) Milz, (c) Lymphknoten und (d) Blut mittels FACS
analysiert. (n = 3). Alle Graphen stellen Mittelwerte und die dazugehoérige Standardabweichung dar. Fiir die
statistische Auswertung wurden zweiseitige, ungepaarte t-Tests angewandt. * p < 0,05 und nicht signifikant
(ns) >0,05.

434 Die Deletion von IL-18-Rezeptoren adoptiv transferierter CTLs disinhibiert die
intratumorale Dysfunktion von endogenen CTLs

Die Deletion des IL-18 Rezeptors fiihrte zu einer verstarkten Proliferation, zusammen
mit einer erhohten intratumoralen  T-Effektorfunktion und  schnelleren
Tumorabstofsung. Neben den adoptiv transferierten CD8*CTLs findet sich in Tumoren

selbstverstandlich auch eine grofse Population endogener CD8* T-Zellen wieder. Im
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Folgenden wurde untersucht, ob sich die verringerte T-Zell-Dysfunktion adoptiv

transferierter I118r- CTLs auf die endogene CD8*T-Zellpopulation auswirkt.

Dafiir wurde der Versuch wie bereits unter 4.3.2 erlautert durchgefiihrt und an Tag 10
die endogene CD8*-T-Zellpopulation untersucht (siehe Schema, Abb. 8a). Es wurde die
Expression der koinhibitorischen Rezeptoren PD-1, TIM-3 und 2B4 (Abb. 8b) gemessen.
Hierbei zeigte sich eine verringerte Expression aller koinhibitorischer Rezeptoren in den
endogenen T-Zellen jener Maduse, denen 118+ CTLs transferiert wurden. Die
Expression von TIM-3, sowie die kombinierte Expression von PD-1/TIM-3 und von 2B4
war signifikant reduziert. Bei der Expression der Transkriptionsfaktoren T-bet, Eomes
und TOX hingegen zeigte sich kein Unterschied zu endogenen T-Zellen mit

transferierten WT CTLs (Abb. 8c).

Der Verlust der IL-18-Signaltransduktion und damit einhergehende erhaltene
Effektorfunktion senkt auch die Dysfunktion des endogene T-Zellvorkommens und

unterstiitzt so zusatzlich die Tumorsuppression.
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Abb. 8: Die IL-18-Rezeptor-Defizienz in transferierten CTLs reduziert die intratumorale Dysfunktion
endogener CTLs.

(a) Schematische Darstellung des Experiments, analog zu Versuch 5. Es wurden endogene CD45.2- CD8*-T-
Zellen nach adoptiven Transfer von WT oder 1I18r CTLs mittels Durchflusszytometrie analysiert. (b) Die
Expression der koinhibitorischen Rezeptoren PD-1 und TIM-3 (n = 8), sowie 2B4 (n = 3), wurden gemessen
(n = 8). (c) Auierdem wurde die Expression der Transkriptionsfaktoren Eomes, T-bet und TOX
durchflusszytometrisch untersucht (n = 3). Alle Graphen stellen Mittelwerte mit Standardabweichung dar.
Die statistische Auswertung wurde mit zweiseitigen, ungepaarten t-Tests durchgefiihrt. **p < 0,01 und nicht
signifikant (ns) > 0,05.

435 Uber den IL-18-Rezeptor vermittelte Signaltransduktion induziert Dysfunktion
in intratumoralen CTLs {iber den IL-2/STAT5-Signalweg und verhindert die

Entwicklung von stemness-like memory T-Zellen

Es konnte gezeigt werden, dass die IL-18-Rezeptor vermittelte Signaltransduktion in
intratumoralen CTLs einen dysfunktionalen Zustand fordert. Zur Analyse der
Genexpression der an der Dysfunktion beteiligten Signalwege wurde eine RNA-

Sequenzierung durchgefiihrt.
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Dafiir wurde die Genexpression von jeweils vier adoptiv transferierten WT und I118r
- CTLs aus PancOVA-Tumoren gemessen. Hierbei zeigte sich, dass im Vergleich zu den
WT CTLs in den II18r- CTLs 3601 Gene herabreguliert und 1109 Gene hochreguliert
wurden (Abb. 9a). Zum einen wurden die Seqeunzierungsdaten mit der hallmark genes
set collection von MSigDB abgeglichen. Zum anderen wurden die Daten auch mit
publizierten Genlisten mit Hilfe von GSEA abgeglichen. Es wurde eine GSEA unter
Verwendung publizierter Genlisten (Bengsch et al.,, 2018) zur Analyse der T-Zell-
Dysfunktion durchgefiihrt (Abb. 9b). Dabei konnte, wie im enrichment plot dargestellt,
eine signifikante Reduktion der mit T-Zell-Dysfunktion assoziierten Gene bei Deletion
des IL-18-Rezeptors festgestellt werden. Als Marker fiir eine T-Zelldysfunktion waren
beispielsweise Pdcd1, Tigit und Eomes in der Genliste enthalten. Alle drei Gene waren in
den II18r" CTLs im Vergleich zu den WT CTLs signifikant herabreguliert. Die
Unterschiede bei Pdcdl und Eomes zeigen so auch auf RNA-Ebene die beobachteten
Unterschiede bei der FACS-Analyse (siehe 4.3.1 und 4.3.2). Bei der Aktivierung der CTLs
gab es keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Dafiir wurde eine GSEA mit
der Genliste von Szabo et al. (2019) durchgefiihrt. Die Analyse ergab einen FWER p-Wert
von 0,114 bei einer FDR von 0,245 (Daten nicht gezeigt). Die verminderte T-Zell-
Dysfunktion der 11187/ CTLs fiihrt zur Bildung von stemness-like memory T-Zellen (Abb.
9¢). Jansen et al. (2019) zeigte, dass die in der heatmap dargestellten Gene in stemness-
like memory T-Zellen herabreguliert werden. Bis auf Tox, Cd27 und P2ry1 trifft dies bei
den [I18r CTLs zu. Bei den Genen die laut Jansen et al. (2019) wahrend der Ausbildung
von stemness-like memory T-Zellen verstarkt exprimiert werden waren bei unserer
Sequenzierung lediglich die Expressionen bei Lef] und Tcf7 in I118r CTLs im Vergleich
zu WT CTLs signifikant erhoht (Abb. 9d). Bei der durch die IL-18-Rezeptor vermittelte
Signaltransduktion induzierten T-Zell-Dysfunktion spielt unter anderem der IL-
2/STAT5-Signalweg eine Rolle (Abb. 9e). Dies ergab der Ablgeich der
Sequenzierungsdaten mit der hallmark genes set collection von MSigDB (MSigDBv6.1). Die
GSEA zeigte, dass durch die Deletion des IL-18-Rezeptors der IL-2/STAT-5-Signalweg
signifikant inhibiert wurde. Die Unterschiede in der Genexpression waren bei Tnfsf11,
112ra und Nfkbiz am grofiten. Alle drei Gene waren in den I[18r" CTLs signifikant
herabreguliert. Diese Daten deuten darauf hin, dass IL-18 unter anderem iiber den IL-

2/STAT5-Signalweg T-Zell-Dysfunktion in intratumoralen CTLs induziert. Durch das
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Fehlen des IL-18-Rezeptors sind intratumorale CTLs in der Lage einen dysfunktionalen

Phanotyp zu vermeiden und zu stemness-like memory T-Zellen zu werden.

WT 118r” dysfunktionale CTL assoziierte Gene
(Bengsch et al., 2015)
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Abb. 9: IL-18-Rezeptor-Signaltransduktion in intratumoralen CTLs induziert eine dysfunktionale
Gensignatur durch Aktivierung des IL-2/STAT5-Signalwegs

(a-d) Adoptiv transferierte CD8* T-Zellen aus WT und Il18r7 Tieren wurden aus PancOVA-Tumoren
isoliert, RNA wurde isoliert und sequenziert (n = 4). (a) Die Heatmap zeigt farbkodierte z-Werte der
differentiellen Genexpression nach Clusteranalyse mit einem fold change von > 1,5 und einer Differenz von
mindestens 0,5. (b) Enrichment plot der GSEA, welche die Verteilung der relative Expression von Genen in
WT und 1118r"-CTLs aus PancOVA-Tumoren, die dysfunktionalen CTLs zugeordnet werden, untersucht.
Der dysfunktionale Phanotyp wurde bei Bengsch et al. (2018) beschrieben. Mit Pdcd1, Tigit und Eomes
wurden beispielhaft Genexpressionen aus dieser Genliste gesondert dargestellt (c) Heatmap der Gene deren
Herabregulierung von Jansen et al. (2019) stemness-like memory T-Zellen zugeordnet werden. (d) Die
Expressionen von Lefl und Tcf7 (e) Enrichment plot der GSEA, basierend auf MSigDBv6.1., welche Gene
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vergleicht die dem IL-2/STAT5-Signalweg zugeordnet werden. Die Graphen zeigen mit Tnfsfl, 1I2ra und
Nfkbiz die drei am starksten regulierten Gene dieses Signalwegs. Alle Graphen in b bis d stellen Mittelwerte
mit Standardabweichung dar. Die statistische Auswertung wurde mit zweiseitigen, ungepaarten t-Tests
durchgefiihrt. **** p <0,0001, ** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05.

44  Defizienz der IL-1-Rezeptor-Signaltransduktion intratumoraler T-Zellen
reduziert die T-Zell-Dysfunktion nur geringgradig

Der IL-18 Rezeptor gehort zur Familie der IL-1 Rezeptoren (Seidel et al., 2018; Tsutsumi
et al., 2014). Um festzustellen, ob die durch IL-18 vermittelte Dysfunktion in T-Zellen
Rezeptor-spezifisch ist oder die Rezeptorfamilie insgesamt einen Einfluss auf die
intratumorale Dysfunktion von T-Zellen hat wurde die intratumorale IL-1-

Signaltransduktion in CTLs mit Hilfe von IL-1-Rezeptor defizienten T-Zellen untersucht.

Dafiir wurden PancOVA-Tumorzellen in Ly5.1-Méuse subkutan injiziert, nach sieben
Tag WT CTLs oder Il1r-CTLs injiziert und entweder nach drei weiteren Tagen eine ex
vivo-Analyse der intratumoralen T-Zellen durchgefiihrt oder das Tumorwachstum im
zeitlichen Verlauf bestimmt (Abb. 10a). Bei Betrachtung des Tumorwachstums der der
PancOVA-Tumore nach adoptivem Transfer der CTLs zeigte sich, dass nach Transfer
der II1r" CTLs im Gegensatz zu den WT CTLs das Grofsenwachstum im Verlauf
schneller stagnierte und somit die TumorabstofSung frithzeitiger begann. Allerdings war
die Tumorabstoffung im Vergleich zu den WT CTLs nur marginal starker, so dass der

Unterschied zwischen den Gruppen nicht signifikant war (Abb. 10b).

Die nur gering disinhibierte zytotoxische Potenz der adoptiv transferierten I/1r- CTL
spiegelte sich auch in den phanotypischen und funktionellen Untersuchungen wieder.
Die Expression der koinhibitorischen Rezeptoren PD-1, TIM-3, Koexpression von PD-
1/TIM-3 und 2B4 war in den Inteleukin-1 Rezeptor defizienten Zellen gering reduziert
(Abb. 10c). Die Fahigkeit zytotoxisch auf ihr kognates Antigen zu reagieren und IFN-y
zu produzieren wurde durch die IL-1-Signaltransduktion gering aber nicht signifikant
gehemmt (Abb.10d). Betrachtet man fiir die Dysfunktion spezifischen
Transkriptionsfaktoren hatte die IL-1-Signaltransduktion keinen Einfluss auf die
Expression von TOX. Bei T-bet und Eomes wiesen die IL-1- Rezeptor-defizienten Zellen

im Gegensatz zu den WT CTLs eine hohe Expression von T-bet und eine reduzierte
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Expression von Eomes auf, wie es charakteristisch fiir noch funktionelle CTLs ist (Abb.

10e).

Waihrend bei Defizienz der IL-18-Rezeptor-Signaltransduktion die T-Zell-Dysfunktion
phénotypisch und funktionell reduziert ist, ist durch Deletion des T-zelluaren IL-1-
Rezeptors nur eine geringe Reduktion der intratumoralen T-Zell-Dysfunktion zu
erreichen, was zu einer nur gering beschleunigten Tumorabstoffung fiihrt. Der zuvor
beschriebene Effekt des IL-18-Rezeptor-Signaltransduktion auf die intratumorale T-Zell-
Dysfunktion ist somit nicht fiir alle Mitglieder der Rezeptorfamilie identisch, sondern

weist Rezeptor-spezifische Charakteristika auf.
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Abb. 10: Reduktion der T-Zell-Dysfunktion in Il1r"- CTLs beschleunigt die Tumorabstofung nicht
signifikant.

(a) Schematische Darstellung des Experiments, analog zu Versuch 6 mit WT bzw. II1r-CTLs. (b) Es wurden
Wachstumskurven von PancOVA-Tumoren nach adoptiven Transfer von WT oder 111+~ CTLs durchgefiihrt.
Die Werte jeder Gruppe wurden an Tag 0 auf 100 % gesetzt und die folgenden Tage auf diesem Wert
normalisiert (n = 3). (c) Die durchflusszytometrische Analyse zur Expression der koinhibitorischen
Rezeptoren PD-1 (n = 3), PD-1/TIM-3 (n = 3), und 2B4 (n = 3) auf CD45.2* CD8* T-Zellen wurde durchgefiihrt.
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(d) Das Restimulationsvermdgen wurde anhand der IFN-y-Produktion nach Restimulation mit OVAZ?7-264
(n=3) bestimmt. (e) Es erfolgte die durchflusszytometrische Expressionsanalyse der
Transkriptionsfaktoren T-bet, Eomes und TOX (n = 3). Alle Graphen stellen Mittelwerte mit
Standardabweichung dar. In (b) wurde die statistische Auswertung mit einer einfaktoriellen ANOVA mit
post-hoc Tukey-Test durchgefiihrt. Fiir die statistische Auswertung in Abbildung c bis e wurden
zweiseitige, ungepaarte t-Tests angewandt. ** p < 0,01, * p < 0,05 oder nicht signifikant (ns) >0,05.

45 Pankreatische Tumorzellen sind IL-1- und IL-18-Produzenten und werden
ihrerseits von diesen beiden Zytokinen beeinflusst

Myeloide Zellen sind Hauptproduzenten der beiden durch NLRP3 biologisch
aktivierten Zytokine IL-13 wund IL-18. Es ist allerdings bekannt, dass
Pankreaskarzinomzellen ebenfalls NLRP3-vermitteltes IL-1(3 produzieren konnen (Das
et al., 2020). In wie weit dies in unserem Versuchsmodell zutrifft, und ob IL-1f und IL-
18 auch einen direkten Effekt auf Pankreaskarzinomzellen haben, wurde im Folgenden

untersucht.

Vorerst wurde mittels qPCR die Genexpression von Nlrp3, Il-1a, 1I-18, Il1r und 11187 in
Pancl-eGFP-Zellen bestimmt (Abb. 11a). Als Haushaltsgen diente Xs13. Bei Ct-Werten
bis 30 ist von einer relevanten Expression auzugehen. Der Ct-Wert von Xs13 lag bei
20,97. 1118 war mit einem Ct-Wert von 26,65 noch gut nachweisbar. Alle anderen Gene
haben einen Ct-Wert um die 30. Sie werden weniger stark als I/18 exprimiert sind
allerdings in Pancl-eGFP-Zellen vorhanden. In Abb. 11b wurde untersucht, ob
tiberhaupt IL-1B von den Tumoren sezerniert wird. Dafiir wurde mittels ELISA die IL-
1B-Produktion von PancOVA-Tumoren ex vivo in WT und NLRP3-defizienten
Empfangermausen gemessen. Tumore aus WT und NLRP3-defizienten
Empfangermausen sind in der Lage wenige Nanogramm IL-1f3 pro Gramm Tumor zu

sezernieren.

Zur Untersuchung eines direkten Zytokineinflusses auf Pankreaskarzinomzellen wurde
die Migrationsgeschwindigkeit unter Zytokinzugabe bestimmt. Das im Tumormileu
enthaltene IL-18 und IL-18 beeinflusste nicht die relative Migrationsgeschwindigkeit
von Pankreaskarzinomzellen (Abb. 11c). Es wurde die Migration von Panc02-, T11- und
Pancl-eGFP-Zellen unter Einfluss von IL-18 und IL-18 untersucht die jeweilige
Geschwindigkeit auf die entsprechende Zelllinien ohne Zytokinzugabe normalisiert. IL-

18 und IL-18 verdnderten in keiner der Zelllinien signifikant die
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Migrationsgeschwindigkeit. Zum Schluss wurde der Einfluss der beiden Zytokine auf
die Phosphorylierung der MAP-Kinasen p38 und Erkl/2 in Pancl-eGFP-Zellen
untersucht. Dafiir wurden die Werte auf die Phosphorylierung ohne Behandlung
normalisiert. IL-13, sowie IL-18, steigerten nur geringfiigig die Phosphorylierung von
p38 (Abb. 11d). Die Phosphorylierung von Erk1/2 hingegen wurde von beiden Zytokine

starker aktiviert, IL-18 steigerte diese sogar signifikant.

IL-1f und IL-18 werden in unserem Modell nicht nur von antigenprasentierenden
Zellen, sondern auch von den Tumorzellen selbst sezerniert. Die Signaltransduktion der

beiden Zytokine aktiviert die MAP-Kinasen p38 und Erk1/2.
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Abb. 11: Intratumorales IL-1p und IL-18 erh6ht die Proliferation von pankreatischen Tumorzellen in
vitro.

(a) Die Genexpression von Nirp3, Il-1a, II-18, Il1r und Il18r in Pancl-eGFP-Zellen wurde mittels qPCR
bestimmt. Angegeben sind die Ct-Werte mit Standardabweichung. ALs Vergleich dienen die Ct-Werte des
Haushaltsgens X513 (n = 3). (b)Die IL-18 Produktion von PancOVA-Tumoren, Lymphknoten (LN), Milz,
Lunge und Leber aus WT und NLRP3-defizienten Tieren wurde mittels ELISA bestimmt (n = 6). (c) Die
relative Migrationsgeschwindigkeit von Panc02, T11 und Pancl-Zellen wurden nach 18h unter Einfluss von
IL-1p und IL-18 bestimmt (n = 3). (d) Die relative Phosphorylierung von p38 nach Inkubation mit IL-1 oder
IL-18 in Pancl-eGFP-Tumorzellen wurde mit Hilfe von Western Blots untersucht und die Werte wurden auf
Pancl-eGFP-Zellen ohne Zytokinzugabe normalisiert (n = 3). (e) Die relative Phosphorylierung von Erk1/2
nach Inkubation mit IL-1 oder IL-18 in Pancl-eGFP-Tumorzellen wurde durch Western Blots gemessen. Die
Werte wurden auf die Pancl-eGFP-Zellen ohne Zytokinzugabe normalisiert (n = 4). In (c) wurde die
statistische Auswertung mit einer einfaktoriellen ANOVA mit post-hoc Tukey-Test durchgefiihrt. In (b,d
und e) wurde die statistische Auswertung mit zweiseitigen, ungepaarten t-Tests untersucht. *** p < 0,001
und nicht signifikant (ns) > 0,05.

46  Auswirkung von intratumoralem NLRP3 auf die Effektorfunktion von CTLs

46.1 NLRP3-vermittelte Zytokine beeinflussen nicht die Tumorsuppression
transferierter CTLs

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die IL-18-Rezeptor-Signaltransduktion einen
dysfunktionalen Zustand in T-Zellen fordert, sollte die Signaltransduktion durch die im
Tumorstroma enthaltenen Zellen und ihre Auswirkung auf die Funktionalitat
transferierter T-Zellen untersucht werden. Dafiir wurden NLRP3-defiziente Mause als
Empfangertiere genutzt, da eine NLRP3-Inflammasom-Aktivierung neben Sekretion

von IL-1p auch die vermehrte Prozessierung von IL-18 bewirkt.

Hierfiir wurden PancOVA-Tumorzellen subkutan in WT oder NLRP3-defiziente
(NIrp3") injiziert (Abb. 12a). Nach sieben Tagen Tumorwachstums wurden WT CTLs i.p.

in die Méause transferiert und nach drei weiteren Tagen analysiert.

Die Tumorabstoffung durch WT CTLs in WT und NIrp3-- Empfangertieren unterschied
sich zu keinem Zeitpunkt signifikant voneinander (Abb. 12b). Sowohl in den WT als
auch in den Nlrp3-Tieren begann die Tumorabstoflung vier Tage nach CTL-Transfer.
Neun Tage nach Transfer waren die Tumore in beiden Mauslinien nahezu
verschwunden. Auch bei der Expression der koinhibitorischen Rezeptoren PD-1, TIM-3
und LAG-3 gabes keine Unterschiede in den transferierten CTLs der beiden

Empfangergruppen (Abb. 11c).
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Da die implantierten Tumorzellen NLRP3-suffizient sind und somit als Produzenten
von IL-18 und IL-1f3 in Frage kommen, kann geschlussfolgert werden, dass die Deletion
der NLRP3-vermittelte Zytokinproduktion antigenprasentierender, myeloider Zellen
im Tumorstroma keinen signifikanten Einfluss auf die Dysfunktion von CTLs hat. Dies
weist darauf hin, dass myeloiden Zellen auch NLRP3 in Tumorzellen als Plattform der

intratumoralen T-Zell-Dysfunktion dient.
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Abb. 12: Durch NLRP3-vermittelte Zytokinproduktion beeinflusst nicht die Immunantwort von
antigenspezifischen transferierten CTLs.

(a) Schematische Darstellung des Experiments. PancOVA Zellen wurden s.c. in WT oder Nirp3--Mause
injiziert. Sieben Tage spater erfolgte der adoptive Transfer von WT CTL. An Tag 10 wurden die
transferierten CD45.2* CD8* T-Zellen analysiert. (b) Es wurde eine Wachstumskurve nach adoptiven
Transfer von WT CTL in WT und Nirp3”- Empféangertiere erstellt. Die Werte wurden fiir jede Gruppe an Tag
0 auf 100 % gesetzt und fiir die nachfolgenden Tage auf diese Werte normalisiert (n = 3) (c) Die phanotpische
Charakterisierung der transferierten CTLs erfolgte anhand der Expression der koinhibitorischen Rezeptoren
PD-1, (n = 5-6), TIM-3 und LAG-3 (n = 3) durch Durchflusszytometrie. Alle Graphen stellen Mittelwert mit
Standardabweichung dar. In (b) erfolgte die statistische Auswertung durch eine einfaktoriellen ANOVA mit
post-hoc Tukey-Test, in (c) durch zweiseitige, ungepaarten t-Tests. mit nicht signifikant (ns) >0,05.

4.6.2 NLRP3-Signaltransduktion beeinflusst nicht die Dysfunktionalitit von
intratumoralen CTLs

Spekulativ bleibt, ob nur IL-18 und IL-1f die intratumorale T-Zell-Exhaustion beférdern
oder iiber Induktion weiterer Zytokine die Dysfunktion bewirken. Die Tatsache, dass

der suppressive Effekt auf endogene CTLs durch Transfer von 111877 CTLs reversibel
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war, spricht fiir einen transienten Effekt der NLRP3-vermittelten Zytokine. Aus diesem
Grund wurde neben dem Effekt eines NLRP3-knockout in Empfangermausen auf die
transferierten CTLs auch der Einfluss der NLRP3-Defizienz auf die endogenen

intratumoralen CTL untersucht.

Zwar hatten IL-18 und IL-1f als Zytokine, welche durch NLRP3 biologisch aktiviert
werden, keinen Einfluss auf die Funktionalitit von transferierten CTLs in NLRP3-
defizienten Empfangerméausen. Hier wurde nun im nachsten Schritt untersucht, welche
Rolle die NLRP3-Defizienz in den Empfangertieren auf die endogene, intratumorale

CTL-Population hat.

PancOVA-Zellen wurden in WT oder in Nirp3--Mause subkutan appliziert, zehn Tage
nach Tumorinokulation wurden die intratumoralen CTLs untersucht (Abb. 13a). Das
Tumorwachstum bis Tag 10 unterschied sich im Tumorvolumen nicht zwischen WT und
Nlrp3~-Tieren (Abb. 13b). Die Expression der koinhibitorischen Rezeptoren hingegen
zeigten bei CTLs aus Nirp3---Mausen eine signifikant verringerte Expression von PD-1,
TIM-3, der Koexpression von PD-1/TIM-3 und LAG-3 (Abb. 13c). Dieser Phanotyp, der
einem typischen dysfunktionalen Muster entspricht, spiegelte sich jedoch nicht in der
Zytotoxizitat der CTLs wieder. Nach Restimulation mit PMA und Ionomycin waren
sowohl CTLs von WT Tieren als auch CTLs aus Nlrp3~ Tieren gleichermafsen in der Lage
zytotoxisch zu wirken und IFN-y und TNF zu produzieren (Abb. 13d). Auch die
Freisetzung von Granzym B durch lytische Granula unterschied sich nicht in den beiden
Mausstammen (Abb. 13e). Beziiglich der Dysfunktion endogener CTLs auf
transkriptioneller Ebene wiesen CTLs von WT und Nlrp3- Tieren keinen Unterschied in
der Expression von T-bet und TOX auf (Abb. 13f). Lediglich die Expression des
Transkriptionsfaktors Eomes war in den Nirp3”-CTLs gegeniiber CTLs aus WT Tieren

signifikant erhoht.

Obwohl die verringerte Expression der koinhibitorischen Rezeptoren PD-1, TIM-3 und
LAG-3 in endogenen CTLs aus Nirp3”-Mdusen charakteristisch fiir eine verringerten T-
Zell-Dysfunktion ist konnte dieser Effekt somit nicht in Bezug auf die zytotoxische

Potenz und in Bezug auf die Expression von Transkriptionsfaktoren, welche an der T-
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Zell-Dysfunktion beteiligt sind, nachvollzogen werden. Zudem gab es keinen

Unterschied in der Tumorabstoffung in WT und NIrp3--Mausen.
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Abb. 13: NLRP3-Defizienz resultiert in einer reduzierten Expression koinhibitorischer Rezeptoren auf
endogenen CTLs.

(a) Schematische Darstellung des Experiments. PancOVA Zellen wurden s.c. in WT oder Nlrp3--Mause
implantiert. An Tag 10 wurden die endogenen CD8*T-Zellen analysiert. (b) Es wurden Wachstumskurven
zu PancOVA-Tumoren in WT und in Nirp3/-Miusen angefertigt (n = 3). (c) Die Expression der
koinhibitorischen Rezeptoren PD-1 (n = 7), TIM-3 (n = 7) und LAG-3 (n = 4) wurde mittels
Durchflusszytometer gemessen. (d) Die Restimulationsfahigkeit wurde anhand der Produktion von IFN-y
und TNF gemessen (n = 4). (e) Die Fahigkeit lytische Granula zu produzieren wurde durch die Expression
von Granzym B durchflusszytometrisch ermittelt (n = 4-5) (f) Ebenfalls wurde die Expression der
Transkriptionsfaktoren Eomes (n = 3), T-bet und TOX (n = 5) gemessen. Alle Graphen stellen Mittelwerte
mit Standardabweichung dar. In (b) wurde die statistische Auswertung mit einer einfaktoriellen ANOVA
mit post-hoc Tukey-Test, in (c-f) mit zweiseitigen, ungepaarten t-Tests durchgefiihrt. ** p < 0,001, ** p <
0,01, * p < 0,05 und signifikant (ns) > 0,05.
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4.6.3 NLRP3-Signaltransduktion wird zur Aktivierung endogener CTLs benétigt

Nachdem gezeigt werden konnte, dass endogene intratumorale, NLRP3-defiziente CTLs
weniger koinhibitorische Rezeptoren als WT CTLs exprimieren wurde eine RNA-

Sequenzierung durchgefiihrt, um diesen Effekt auf Genomebene weiter zu untersuchen.

In intratumoralen, NLRP3-defiziente CTLs waren im Vergleich zu intratumoralen WT
CTLs 2760 Gene hochreguliert und 2449 Gene herabreguliert (Abb. 14a). Auch hier
wurden die Sequenzierungsdaten mit ausgewahlten Genlisten aus Publikationen mit
Hilfe von GSEA abgeglichen. Durch eine GSEA mit den Genlisten nach Bengsch et al.
(2018) konnte gezeigt werden, dass sich die Anderungen in der Expression der
koinhibitorischen Rezeptoren nur bedingt auf eine verringerte T-Zell-Dysfunktion der
intratumoralen, NLRP3-defizienten CTLs zuriickfiihren lassen (Abb. 14b). Wahrend
beim Vergleich von WT und 1118+ CTLs Pdcd1, Tigit und Eomes in den I118r" CTLs
signifikant herabreguliert wurden trifft dies beim Vergleich von endogenen WT CTLs
mit endogenen NIlrp3”-CTLs nur bei Pdcdl zu. Die Expression von Eomes war in den
Nlrp3 CTLs sogar signifikant erhoht. Da Gene, wie Pdcd1, auch als Aktivierungsmarker
wirken wurden die Daten im nédchsten Schritt auf Unterschiede in Aktivierungsmarkern
untersucht. So zeigte eine GSEA auf die Genexpression von T-Zell-Aktivierungsmarkern
(Szabo et al., 2019), dass die intratumoralen, NLRP3-defizienten CTLs im Vergleich zu
intratumoralen WT CTLs weniger aktiviert sind (Abb. 13c). Beim Vergleich von WT und
1118+~ CTLs gab es keinen Unterschied beim Vergleich der Aktivierungsmarker (siehe
4.3.5). Die drei Aktivierungsmarker mit den gréfiten Unterschieden waren I12ra, Klrd1
und Tnfrsf4. Der Phanotyp der Nilrp3”- CTLs erinnert an CD8* Gedachtnis-T-Zellen,
welche nach Liu et al. (2020) tiber Neuropilin reguliert werden und in denen unter
anderem die Genexpression von Tcf7 und Jun gesteigert ist. Die Auswertung der RNA-
Sequenzierung aus WT versus NLRP3-defizienten CTLs zeigte, dass CTLs aus Nirp3"
Mausen eine signifikant gesteigerte Expression von Nrp1 und Tcf7 aufwiesen (Abb. 14c).
Die Genexpression von Jun allerdings war nur geringfiigig erhoht. Es kann spekuliert
werden, dass NLRP3-defiziente CTLs einen dhnlichen Phanotyp ausbilden, sich also
unter Vermeidung eines dysfunktionalen Zustandes direkt zu CD8* GedéachtnisT-Zellen
entwickeln. Betrachtet man diese Ergebnisse zusammen mit den FACS-Daten aus 4.6.2

so zeigt sich, dass intratumorale, NLRP3-defiziente CTLs im Vergleich zu
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intratumoralen WT CTLs eine geringere Dysfunktion aufweisen. Dieser Phéanotyp ist
beziiglich der Tumorabstoflung vorteilhaft. Dieser Vorteil geht jedoch durch eine
verringerte T-Zell-Aktivierung wieder verloren, was letztlich in gleich rascher
Tumorabstoffung in WT und NLRP3-defizienten Tieren fiihrt. Zusammenfassend
weisen die Daten darauf hin, dass NLRP3-Defizienz die Ausbildung einer starken
antitumoralen CTL-Tumorantwort verhindert und stattdessen die Ausbildung von

CD8*Gedachtnis-T-Zellen fordert.
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Abb. 14: NLRP3 fordert die Dysfunktion in endogenen CTLs, ist jedoch auch fiir deren Aktivierung
verantwortlich.

(a-c) Endogene CD8* T-Zellen wurden aus PancOVA-Tumoren aus WT und Nlrp3" Tieren isoliert, RNA
wurde isoliert und sequenziert (n = 3). (a) Eine Heatmap zeigt die farbcodierten z-Werte der differentiellen
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Genexpression nach Clusteranalyse mit einem fold change von > 1,5 und einer Differenz von mindestens
0,5. (b) Enrichment plot einer GSEA, welche die Expression von WT und NIrp3”- CTLs in PancOVA-Tumoren
auf die Verteilung von Genen, welche dysfunktionalen CTLs zugeordnet werden, untersucht. Der
dysfunktionale Phanotyp wurde bei Bengsch et al. (2018) beschrieben. Als Beispiel fiir die Unterschiede in
den von Bengsch et al. verwendeten Genlisten wurden die Genexpressionen von Pdcdl, Tigit und Eomes
gesondert dargestellt (c) Enrichment plot einer GSEA, welche die Expression von WT und Nirp3”- CTLs in
PancOVA-Tumoren auf die Verteilung von Genen, welche aktivierten CTLs zugeordnet werden,
untersucht. Der dysfunktionale Phanotyp wurde bei Szabo et al. (2019) beschrieben. Beispielhaft fiir diese
Genliste wurden die Genexpressionen von I2ra, Klrdl und Tnfrsf4 gesondert dargestellt. (d) Die
Genexpression der Gene Nrp1, Tcf7 und Jun. Alle Graphen stellen Mittelwerte mit Standardabweichung dar.
Die statistische Auswertung in b bis d wurde mit zweiseitigen, ungepaarten t-Tests durchgefiihrt. ** p <
0,01, * p < 0,05 und signifikant (ns) > 0,05.
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5 Diskussion

CD8* CTLs spielen bei der Antitumorantwort gegen Pankreaskarzinomzellen eine
Schliisselrolle (Balli et al., 2017; Carstens et al., 2017). Allerdings werden ihre
Effektorfunktionen und damit ihre Wirkung auf die Tumorabstoffung durch das
Phianomen der intratumoralen T-Zell-Dysfunktion inhibiert. Neben der Uberstimulation
durch von Tumoren prasentierte Antigene konnen Zytokine diesen Zustand
modulieren. Wahrend die Rezeptor-Signaltransduktion von NLRP3 vermittelten
Zytokinen IL-18 und IL-18 in Infektionsmodellen und Autoimmunerkrankungen eine
wichtige Rolle spielt, gibt es kaum Erkenntnisse wie die beiden {iber NLRP3 biologisch
aktivierten Zytokine eine intratumorale T-Zellantwort beeinflussen. In dieser Arbeit
wurde die Rolle der T-zelluldren IL-1- und IL-18-Rezeptor-Signaltransduktion und die
Rolle des NLRP3-Inflammasoms im Tumormileu auf die intratumorale Immunantwort

von CTLs im murinen Pankreaskarzinommodell untersucht.

51 Die Rolle des IL-1- und IL-18-Rezeptors wahrend der intratumoralen
Dysfunktion von CTLs

Es ist bereits bekannt, dass inflammatorische Prozesse eine Tumorprogression fordern.
Das Tumormikromilieu besteht vorrangig aus inflammatorischen Immunzellen, welche
die Migration, Proliferation und das Uberleben von Tumorzellen kontrollieren. Diese
Immunzellen kommunizieren unter anderem iiber Chemokine, Selektine und Zytokine
(Greten and Grivennikov, 2019). Zu diesen inflammatorischen Zytokinen gehdren auch
IL-1B und IL-18, die zwischen dem angeborenen und dem adaptiven Immunsystem
kommunizieren. Es konnte konnten bereits gezeigt werden, dass die Zytokine IL-13 und
IL-18 eine wichtige Rolle bei der Tumorprogression spielen. IL-1at und IL-1( steigerten
in Melanomen und Mammakarzinomen die Invasivitit und Angiogenese der
Tumorzellen (Voronov et al, 2003). Auflerdem werden in Patienten mit
Krebserkrankungen erhchte IL-18- oder IL-13-Werte im Serum festgestellt, was mit
einer verringerter Uberlebensrate korreliert (Apte et al., 2006; Tangkijvanich, 2007). Wie

genau sie jedoch die Tumorprogression regulieren ist unklar.
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In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die IL-18-Signaltransduktion tiber den IL-
18-Rezeptor die Effektorfunktion von zytotoxischen T-Zellen supprimiert. Dies
geschieht durch die Induktion eines dysfunktionalen Zustandes, wie an Hand
durchflusszytometrischer Bestimmung von Tanskriptionsfaktoren und RNA-
Sequenzierung gezeigt werden konnte. Die Signaltransduktion von IL-1 iiber den IL-1-

Rezeptor fiithrt in einem nur geringeren Mafse zu solch einer Dysfunktion.

Wahrend der in vitro Differenzierung hatte die IL-1- und IL-18-Rezeptordefizienz noch
keinen Einfluss auf die Effektorfunktion der CTLs. Erst nach adoptivem Transfer in
tumortragende Mause zeigten sich Unterschiede zwischen CTLs mit und ohne
Rezeptordefizienz. Ohne den IL-18-Rezeptor konnten die transferierten CTLs die
subkutanen Tumore signifikant schneller abstofien. Ohne IL-1-Rezeptor wurde der
Tumor auch schneller abgestofsen, jedoch war der Unterscheid zu Wildtyp-(WT) CTLs
nicht signifikant. Der Grund fiir die verbesserte Immunantwort fand sich in der
Effektorfunktion der CTLs. WT CTLs wiesen eine hohe Expression an koinhibitorischen
Markern PD-1, TIM-3 und 2B4 auf. Waihrend die Expression vereinzelter
koinhibitorischer Rezeptoren auf eine Aktivierung der CTLs hindeutet, so korreliert die
Koexpression von mehreren koinhibitorischen Rezeptoren mit der Dysfunktionalitat
von CTLs (Blackburn et al.,, 2009). Auch ihre zytotoxische IFN-y-Produktion war
verringert. Durch das Bestimmen der IFN-y-Produktion kann man auf die zytotoxische
Funktionalitdt der CTLs schlieflen. Eine verringerte IFN-y-Produktion zeigt, dass die
CTLs ihre Zytotoxizitat verringert haben. Zusammen mit einer geringen Expression der
Transkriptionsfaktoren T-bet und einer erhohten Expression von Eomes und TOX sind
dies charakteristische Merkmale fiir dysfunktionale T-Zellen (McLane et al.,, 2019).
Durch die Deletion des IL-18-Rezeptors hingegen wurde die Expression der
koinhibitorischen Rezeptoren gesenkt und die Zellen behielten die Fahigkeit IFN-y zu
produzieren und konnen ihrer zytotoxischen Immunantwort nachgehen. Auch die hohe
Expression von T-bet mit gleichzeitiger niedriger Expression von Eomes und TOX sind
charakteristisch fiir hochfunktionale T-Effektorzellen. Ein dhnliches Muster konnte
durch die Deletion des IL-1-Rezeptors, wenn auch mit geringerer Effektstarke, erreicht

werden.
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Bei adoptivem Transfer von IL-18-Rezeptor-defizienten CTLs in PancOVA-tragende
Mause wurde nicht nur die Dysfunktion der adoptiv transferierten CTLs reduziert. Die
Deletion des IL-18-Rezeptors zeigte auch eine verringerte Dysfunktion bei den
endogenen CTLs. Wahrend in der Expression der mit intratumoraler Dysfunktion
assoziierten Transkriptionsfaktoren kein Unterschied gezeigt werden konnte, so
exprimierten sie jedoch weniger koinhibitorischer Rezeptoren. Da der Grad der
Dysfunktion mit der Expression und der Anzahl an koinhibitorischen Rezeptoren
korreliert (Blackburn et al., 2009) konnte eine verminderte Expression auf eine geringere
Einschrankung der Effektorfunktion hindeuten, welche noch nicht auf transkriptioneller
Ebene fest zu machen ist. Durch das Fehlen des IL-18-Rezeptors und der damit
verringerten Dysfunktion in den adoptiv transferierten CTLs wird die Anzahl an
zytotoxisch funktionalen CTLs im Tumor gesteigert, es kommt zu einer kompetenten
Abstoflung der Tumore mit Apoptose der Tumorzellen in den T-Zell-infiltrierten
Regionen, so dass der T-Zell-Rezeptor der endogenen CTLs nicht iiberstimuliert wird.
Es resultiert eine verringerte Suppression der Effektorfunktion endogener CTLs. Auf
diese Weise entsteht eine positive Riickkopplung die zur erfolgreichen Abstoffung des

Tumors fiihrt.

Hierbei ist wichtig, dass die von uns beobachteten Effekte in der Tumorperipherie
stattfinden, also nicht in sekunddr lymphatischen Organen. Es ist aus Vorarbeiten
bekannt, dass aktivierende und supprimierende Signale von T-Zellen in Antigen-
abhangiger Weise auf APCs iibertragen werden (Bauer et al., 2014). So fiihren hochaktive
Interaktionen von APCs mit [I187 CTLs zu APCs, die ihrerseits non-tolerogen und
aktivierend auf umliegende (endogene WT) CTLs wirken. In Ubereinstimmung hiermit
konnten kiirzlich rdumliche Verteilungsmuster der CD8* T-Zell-Infiltration bestimmt
werden (Carstens et al., 2017). Hierbei besteht Korrelation von einer erhdhten
Uberlebensrate und dem Vorliegen eng umschriebener T-Zell-Cluster von 20 um
Radius, in denen diese T-Zellen mit Krebszellen, aber auch myeloiden Zellen und
Fibroblasten interagieren. Es kann spekuliert werden, dass die durchschlagend erhchte
Wirksamkeit der 1/18r"CTL nicht nur in ihrer per se erhchten Zytotoxizitdt, sondern
vielmehr in der disinhibierten Interaktion mit anderen Zielzellen des tumoralen Stromas

besteht.
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52 Die Rolle von NF- kB und MAP-Kinasen wahrend einer T-Zell-Dysfunktion

Die Signaltransduktion beider Zytokine wirkt sich in CTLs vornehmlich auf den nuclear
factor kB (NF-xB) und MAP-Kinasen-Signalwege aus. NF-«B ist ein Transkriptionsfaktor
der durch die Stimulation des T-Zell-Rezeptors durch Antigenprasentation von
antigenprasentierenden Zellen aktiviert wird. Zusatzlich bendtigt er ein weiteres,
kostimulatorisches Signal zur Aktivierung. Dabei kann es sich unter anderem um IL-1f3
und IL-18 handeln. Krishna et al. (2012) konnten zeigen, dass IKKf3, ein dem NF-«xB
vorgeschalteter Transkriptionsfaktor, bei einer anhaltenden Stimulation des T-Zell-
Rezeptors durch bakterielle Infektionen die Effektorfunktion von CTLs inhibiert. Ein
starker, stetig andauernder T-Zell-Rezeptorstimulus kennzeichnet die T-Zellantwort bei
Tumorabstofiungsreaktionen. Da IL-1(3 und IL-18 die Aktivierung von NF-kB tiber IKKf3
nochmals verstiarken konnte die Signaltransduktion tiber ihre Rezeptoren in CTLs eine
T-Zell-Dysfunktion fordern. In Makrophagen ist unter anderem NF-kB fiir die
Expression von PD-1 verantwortlich (Bally et al., 2015). Es ware moglich, dass dies auch
fir CTLs zutrifft und auf diese Weise IL-13 und IL-18 die Expression von
koinhibitorischen Rezeptoren in CTLs verstarken. Neben NF-kB regulieren IL-18 und
IL-18 auch die Signalwege von MAP-Kinasen. Eine Hemmung des Signalmolekiils
mitogen/extracellular signal requlated kinase (MEK), einer Zwischenstufe des MAP-Kinase-
Signalwegs, schiitzt intratumorale CTLs vor einer chronischen Stimulation und damit
verbundenen Dysfunktion und Apoptose (Ebert et al., 2016).

Wie die RNA-Sequenzierung zeigte reguliert IL-18 den IL-2/STAT5-Signalweg. In NK-
Zellen ist bekannt, dass IL-18 die Expression des IL-2R stimuliert (Stegmann et al., 2015).
Die IL-18 abhdngige Stimulation des IL-2Ra konnte in dieser Arbeit auch in
intratumoralen CTLs nachgewiesen werden. Dies steht im Einklang mit Erkenntnissen
zur T-Zell-Dysfunktion aus einem LMCV-Modell, wo gezeigt werden konnte, dass IL-2-
Signaltransduktion {iber den IL-2R(3 zu hoch dysfunktionalen CTLs fiihrt (Beltra et al.,
2016). IL-2 gilt als potenter Aktivator von STAT5 (Gilmour et al., 1995). STATS ist an der
Expansion von CTLs und der Aufrechterhaltung ihrer Effektorfunktion beteiligt
(Tripathi et al., 2010). In unserem Versuchsmodell konnte es durch die Deletion des IL-
18-Rezeptors zu einer unterbundenen STAT5-Aktivierung iiber IL-2 gekommen sein.

Die WT CTLs werden intratumoral nicht nur iiber den T-Zell-Rezeptor aktiviert,
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sondern bekommen im Gegensatz zu den I[I18r" CTLs neben dem durch IL-18
vermittelten IFN-y ein zusitzliches Aktivierungssignal durch STATS5. Diese
Hyperstimulation konnte die CTLs als Schutzmechanismus in einen dysfunktionalen
Zustand versetzen.

Durch die nur mafiige, aber stetige Aktivierung sind IL-18-Rezeptor-defiziente CTLs in
der Lage eine effektive antitumorale Immunantwort zu leisten ohne dysfunktional zu
werden. Sie werden so im Verlauf zu stemness-like memory T-Zellen. Aus ihnen kénnen
wiederrum durch Proliferation neue CTLs entstehen, welche hoch spezifisch sind

(Jansen et al., 2019; Pais Ferreira et al., 2020).

53 Unterschiede in der IL-1 und IL-18-Signaltransduktion in CTLs

Bei den Untersuchungen zur Rolle des IL-1- und des IL-18-Rezeptors wiesen zwar beide
Zytokine einen Effekt auf die Funktionalitdt von intratumoralen CTLs auf. Jedoch zeigte
sich, dass die Signaltransduktion iiber den IL-18-Rezeptor eine starkere Dysfunktion
induzierte. Dies konnte mehrere Ursachen haben. Sie gehoren zwar beide der IL-1-
Rezeptoren-Familie an und ihre Rezeptoren wirken auf den NF-kB-Signalweg und
MAP-Kinasen-Signalweg. Dennoch besitzen sie unterschiedliche Funktionen. Zum
einen ist IL-18 auch als IFN-y-inducing factor bekannt. IL-18, fiir sich alleine oder
synergistisch mit IL-12, fithrt zu einer starken Produktion von IFN-y in CTLs. IL-1{ kann
zwar auch im Zusammenspiel mit IL-12 IFN-y produzieren, jedoch in einem viel
geringen Ausmaf$ (Tominaga et al., 2000). Durch das Fehlen des IL-18-Rezeptors konnen
die CTLs nur noch eine begrenzte Menge an IFN-y produzieren; diese Begrenzung
limitiert die rasche Erschopfung der Effektorfunktion im Rahmen einer Immunantwort.
Es kann spekuliert werden, dass die IL-18-Rezeptor-Defizienz die Wirkung der T-
Effektorantwort 6konomisiert und somit einer T-Zell-Dysfunktion entgegenwirkt. Wie
in den in vitro Kokulturen gezeigt besitzen I118r-CTLs immer noch die grundsatzliche
Fahigkeit IFN-y zu produzieren, was durch die Zugabe von IL-18 nochmals gesteigert
werden kann. Dadurch konnen die intratumoralen Zellen schrittweise und unter
Vermeidung einer kontraproduktiven iiberschiefenden  Aktivierung ihre
Effektorfunktion ausfiihren und durch gleichzeitige Proliferation den Tumor abstofien.

Bei der IL-1-Rezeptordefizienz hingegen ist bei der IFN-y-Produktion nur der leichte IL-
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1-Effekt gehemmt und die Zellen konnen sofort ihrer vollen Effektorfunktion
nachgehen, werden dadurch aber auch im Verlauf dysfunktional. Zudem stimuliert IL-
18 neben der Produktion von IFN-y die Produktion von TNF und steigert so die
zytotoxische Effektivitat der CTLs (Netea et al., 2000). Des Weiteren besteht ein
Unterschied bei der Prozessierung der beiden Zytokine. Wahrend pro-IL-18 konstitutiv
exprimiert wird, um bei Gefahrsignalen schnell freigesetzt werden zu kénnen, so wird
pro-IL-1p erst bei Bedarf produziert (Afonina et al., 2015). Somit kann es im Tumormileu
zu einer viel hoheren lokalen Konzentration an IL-18 im Vergleich zu IL-13 kommen.
Hinzukommt, dass wahrend der IL-18-Rezeptor 10-20 ng/mL IL-18 benotigt um aktiviert
zu werden beim IL-1-Rezeptor Mengen im pg/mL-Bereich reichen (Lee et al., 2004).
Zum anderen wirkt IL-13 verstarkt auf den NF-kB-Signalweg, wahrend IL-18 eher iiber
MAP-Kinasen, wie p38, wirkt (Rex et al., 2020). Dies kann somit trotz Ahnlichkeiten in
den grundlegenden Signalwegen den Einfluss auf die Induktion einer intratumoralen

Dysfunktion beeinflussen.

54 Die Rolle von NLRP3 fiir die Induktion eines suppressiven Tumormilieu

Die Zytokine IL-13 und IL-18 werden typischerweise von antigenprdsentierenden
Zellen und inflammatorischen Immunzellen gebildet; dies gilt auch fiir das
intratumorale Zellmilieu. Zu den IL-18 und IL-18 produzierenden Zellen gehoren
Monozyten, Makrophagen, DCs und Neutrophile (Moossavi et al., 2018). Durch eine
Deletion des NLRP3-Gens in den Empfangermdusen konnte keine verbesserte
Immunantwort nach T-Zelltransfer gezeigt werden. Weder wurde im Vergleich zu WT-
Empfangertieren der Tumor schneller angestofien, noch zeigten die transferierten CTLs
einen veranderten Phanotypen hinsichtlich koinhibitorischer Rezeptorexpression und
Funktionalitat. Hierfiir kommen mehrere Griinde in Betracht.

Das NLRP3-Inflammasom ist fiir den grofiten Teil der IL-1p3- und IL-18-Sekretion
verantwortlich. Es ist jedoch zu beachten, dass IL-1f3 und IL-18 auch {iber alternative
Prozessierungswege aktiviert und sezerniert werden konnen. So kénnen sie auch iiber
andere Inflammasome, wie dem NLRP12-Inflammasom, prozessiert werden (Wang et
al., 2002). Auch kann das IL-1B- und IL-18-Vorlduferprotein durch Apoptose von
Immunzellen in die extrazelluldre Matrix gelangen und dort durch Proteinase-3

prozessiert werden (Coeshott et al., 1999).
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Zellen, wie Makrophagen und DCs, welche ein Apoptosesignal erhalten, konnen auch
iiber Fas, einen Tumor-Nekrose-Faktor, und Caspase-8 zu einer nicht-kanonischen
Aktivierung von pro-IL-1f3 und pro-IL-18 fithren, welches durch Pyroptose induzierte
apoptotische Zellen freigesetzt wird (Bossaller et al, 2012). Ahnlich kann auch
Caspase-11 IL-1f3, IL-18 und IL-1a prozessieren (Vigano and Mortellaro, 2013). Durch
die im Tumor apoptotisch werdenden Immunzellen kénnen so auch ohne NLRP3-

Expression IL-1 und IL-18 eine Rolle spielen.

Zudem wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass Tumorzellen selbst NLRP3,
sowie IL-1at und IL-18 exprimieren. PancOVA-Tumore aus NLRP3-defizienten Mausen
waren in der Lage ex vivo eine dhnliche Menge an IL-13 wie aus WT-Tieren zu
sezernieren. Dies passt zu den Erkenntnissen von Das et al. (2020), die das

Pankreaskarzinom als wichtigen IL-1p3-Produzenten im Tumormileu ausmachten.

Durch Deletion von NLRP3 werden in unserem Modellsystem nicht nur die endogenen
und transferierten CTLs beeinflusst, sondern der Einfluss des durch NLRP3 vermittelten
IL-1 und IL-18 auf alle Immun- und auf die Tumorzellen unterbunden. Dies hat
wiederum indirekte Effekte auf die T-Zellen. So ist IL-18 essentiell fiir die IFN-y-
Produktion in NK-Zellen und kann Thl- und Th2-Immunantworten regulieren (Chaix
et al., 2016; Nakanishi et al., 2001). Vereinbar mit diesem Konzept, konnte in unseren
Kokulturen die Induktion von IFN-y durch IL-18 in DCs gezeigt werden. IL-13
andererseits unterstiitzt die Polarisation von Thl7-Zellen und inhibiert die

Differenzierung zu Tregs (Ikeda et al., 2014).

Auflerdem wirken IL-18 und IL-1 auch direkt auf die Tumorzellen. Wie hier gezeigt
wurde regulieren sie die Produktion der MAP-Kinasen p38 und Erk hoch. Dies kann zu
einer vermehrten Proliferation und Metastasierung fiithren (Kang et al., 2009; Lewis et
al., 2006). Es wadre moglich, dass durch die Deletion von NLRP3 eine fehlende,
beziehungsweise eine verminderte Signaltransduktion der IL-1- und IL-18-Rezeptoren
in den transferierten CTLs eine dhnliche Wirkungsweise hat wie die Rezeptordeletion
auf den CTLs. Durch die vollstandige Deletion der IL-18- bzw. IL-1-Rezeptoren kann
eine grofie Effektstirke beziiglich der T-Zell-Dysfunktion generiert werden. Dieser
Effekt kann durch reine NLRP3-Deletion in den Empfangermausen nicht nachvollzogen

werden. Ursidchlich hierfiir konnten pleiotrope Effekte der NLRP3-Defizienz auf andere
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Zellarten und die Tumorzellen sein. Zudem kommen alternative Wege IL-1p3- und IL-
18-Sezernierung in Betracht. Unklar ist auch in welchem Mafse die (NLRP3-suffizienten)
Tumorzellen als IL-13-Produzenten in Betracht kommen und den Effekt der NLRP3-
Defizienz iiberlagern. Zuletzt werden in NLRP3-defizienten Méuse weitere Zytokine,
wie IL-23 und IL-33, beeinflusst, die den Effekt der NLRP3-Defizienz per se iiberlagern
(Chackerian et al., 2007; Ziblat et al., 2018).

5.5 Signaltransduktion {iber NLRP3 vermittelte Zytokine als wichtiger Baustein der
intratumoralen CTL-Aktivierung und CTL-Dysfunktion

Durch eine NLRP3-Deletion in den Empfangertieren konnte keine Verbesserung der T-
Zell-Dysfunktion bei transferierten CTLs festgestellt werden. Es zeigte sich allerdings,
dass sich die endogene CTL-Population von der in Wildtyptieren mit subkutanen
Tumoren unterschied. Fehlte die Expression des NLRP3-Gens exprimierten endogene
C8+T-Zellen weniger der koinhibitorischen Rezeptoren PD-1, TIM-3, LAG-3 und 2B4.
Dieser Befund fiir sich alleine wiirde auf eine verringerte Dysfunktion der CTLs
sprechen. Jedoch zeigte sich keine verbesserte TumorabstofSung. Auch die Expression
der Transkriptionsfaktoren T-bet, Eomes und TOX, sowie die zytotoxische Funktion,
zeigten keinen Unterschied zu den Wildtyptieren. Die RNA-Sequenzierung zeigte, dass
die Unterschiede in der Genexpression der WT und NLRP3-defizienten CD8*-T-Zellen
zu einem Grofsteil in den mit T-Zell-Dysfunktion assoziierten Genen liegen. Jedoch
konnte bei der RNA-Sequenzierung auch gezeigt werden, dass die NLRP3-defizienten
CD8+-T-Zellen weniger aktiviert waren. Bei koinhibitorischen Rezeptoren handelt es sich
beachtenswerter Weise zuvorderst auch um Aktivititsmarker. Erst im Rahmen der
protrahierten Expression sowie der Koexpression mehrerer koinhibitorischer
Rezeptoren werden diese Rezeptoren zu Markern fiir dysfunktionale T-Zellen
(Blackburn et al., 2009). Insofern ist die reduzierte Expression an koinhibitorischen
Rezeptoren bei den endogenen T-Zellen in unserem subkutanen Tumormodell in
NLRP3-defizienten Empfangermausen vermutlich eher als reduzierte Aktivierung zu

interpretieren. Gleiches gilt fiir die Expression von T-bet, Eomes und TOX.
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Es kann spekuliert werden, dass ohne NLRP3-Signaltransduktion den endogenen CTLs
eine ausreichende Aktivierung fehlt. Die naiven T-Zellen bekommen ihr kognates
Antigen in den lymphatischen Organen iiber APCs présentiert. Diese APCs sind die
Hauptproduzenten von NLRP3-vermittelten Zytokinen. Restimuliert man sie mit einem
starken Stimulus ex vivo sind sie zwar in der Lage ihrer Effektorfunktion
nachzukommen. In vivo jedoch reicht die alleinige Aktivierung iiber den T-Zell-Rezeptor
nicht aus, um eine ausreichende Immunantwort zu induzieren. Dies deutet darauf hin,
dass die Zellen zwar nicht dysfunktional sind, jedoch — bedingt durch geringere
Aktivierung - den Tumor nicht anders als die zwar voll aktivierten aber auch
dysfunktionalen WT CTLs abstofien. In der RNA-Sequenzierung zeigte sich neben der
fehlenden Aktivierung auch die eine Expression von Nrpl und Tcf7. Liu et al. (2020)
beschrieben Neuropilin als Kontrollgen fiir T-Gedachtniszellen. Wie auch unsere
NLRP3-defizienten CTLs exprimieren sie zwar PD-1 und TCF7 aber kaum TIM-3. Es
kann spekuliert werden, ob das Fehlen der NLRP3-Expression sowohl in den APCs als
auch in den CD8* T-Zellen zu einer direkten Ausbildung von T-Gedéachtnis-Zellen fiihrt,
wobei die Phase der CD8* Effektor-T-Zellen ausgelassen wird. Diese tumor-spezifischen
Gedachtniszellen konnten bei einer sekundaren Tumorerkrankung eine Immunantwort

hervorrufen und so zu einem gewissen Grade Immunitat verschaffen.

Der Befund ausbleibender Tumorabstofsung bei NLRP3-Defizienz widerspricht den
Ergebnissen von Daley et al. (2017). Sie zeigten, dass NLRP3-Defizienz in T-Zellen in
KPC-Madusen zu aktiveren CTLs mit verbesserter Tumorantwort fiihrt. Dies ware
basierend auf unseren Ergebnissen an I/18r und Il1r" CTLs das erwartete Ergebnis
unserer Experimente gewesen, konnte aber nicht bestdtigt werden und spricht fiir eine
komplexe Steuerung dieser teils redundanten Mechanismen. In unserem Modell
beschrankte sich die NLRP3-Defizienz nicht nur auf die T-Zellen, sondern erstreckte sich
auf das gesamte Tumormileu. Ein weiterer Erklarungsansatz, warum NLRP3-Defizienz
in endogenen T-Zellen nicht zu einer verbesserten Tumorantwort fiihrte, konnte sein,
dass in unserem Modellsystem die PancOVA-Tumorzellen — welche keine NLRP3-
Defizienz aufweisen — den immunsuppressiven Effekt auf die CTLs aufrechterhalten.
Unsere PancOVA-Tumorzellen sezernierten sowohl in WT als auch in NLRP3-
defizienten Méausen eine dhnliche Menge an IL-1f3. Die IL-1p-Freisetzung in den NLRP3-

defizenten Tieren war nur auf den Tumor beschrankt woraus auf eine IL-13-Sekretion
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der Tumorzellen geschlossen werden kann. IL-1p und IL-18 werden von Tumorzellen
im Rahmen von immune escape-Mechanismen sezerniert, um ein hoch immunsupressives
Tumormileu zu generieren. So rekrutiert IL-1p Fibroblasten und myeloid derived
suppressor cells (MDSC) ins Tumorstroma (Pan et al., 2017; Zhang and Hwang, 2019).
Auch IL-18 kann ein immunsuppressives Milieu fordern indem es beispielsweise NK-
Zellen supprimiert (Terme et al, 2011). Dieses trotz NLRP3-Defizienz hoch
immunsuppressive Tumormileu koénnte die T-Zell-Dysfunktion in den adoptiv
transferierten WT CTLs hervorrufen. Die geringe Aktivierung der endogenen CTLs
konnte ein weiterer Grund sein warum eine NLRP3-Defizienz im Tumormileu keinen
antitumoralen Effekt der transferierten CTLs hatte. Wir konnten zeigen, dass I118r"
CTLs nach adoptivem Transfer einen positiven, antitumoral wirksamen Effekt auf die
endogenen T-Zellen hatte. Analog sind auch in NLRP3-defizienten Empfangertieren die
adoptiv transferierten WT-CTLs auf die endogenen CTLs angewiesen. Da diese NLRP3-
defizienten T-Zellen allerdings unzureichend aktiviert sind entféllt dieser Effekt.
Moglicherweise waren die transferierten CTLs durch die fehlende Signaltransduktion
tiber den IL-18- und IL-1-Rezzeptor durchaus langer potent; durch die unzureichende,
endogene  Immunantwort  resultierte  hieraus  aber  keine  suffiziente
Tumorimmunantwort, sodass WT-CTLs trotz NLRP3-Defizienz im Tumormilieu in

einen dysfunktionalen Zustand iibergingen.

Insofern bleiben die Mechanismen der NLRP3-Deletion in unserem Modellsystem des
adoptiven T-Zell-Transfers spekulativ. Gleichwohl sind reproduzierbare Effekte der
NLRP3-Defizienz auf T-Zellen, insbesondere die intratumoralen endogenen T-Zellen,
festzuhalten, die in das Modell der IL-18R- und IL-1R-vermittelten T-Zell-Dysfunktion

eingeordnet werden konnen.

5.6 Die Rolle von NLRP3-vermittelten IL-1(3 und IL-18 in der klinischen Anwendung

Das Pankreaskarzinom weist eine reduzierte Immunogenitat, gepaart mit einer geringen
Antigenitat, auf (Beatty und Gladney, 2015). Das so entstehende immunsupressive
Tumormileu lasst deshalb kaum eine Immunantwort durch T-Effektorzellen zu, weshalb

bisherige Studien zur Immuntherapie nur wenig erfolgreich waren. So wurden in einer
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klinische Studie Pankreaskarzinompatienten mit Anakinra, einer rekombinanten Form
des humanen IL-1-Rezptor-Antagonisten, behandelt (Becerra et al., 2018). Ein Grund fiir
die geringe Wirkungsweise des Medikaments konnte sein, dass durch die Blockade des
IL-1-Rezeptors zwar eine Reduktion der Dysfunktion intratumoraler CTLs und damit
eine verbesserte Immunantwort erreicht wird. Nach unseren Ergebnissen miisste durch
eine Blockade des IL-18-Rezeptors die Effektorfunktion von intratumoralen CTLs sogar
noch starker gesteigert werden. Jedoch blockiert der IL-1Ra nicht nur spezifisch die
Rezeptoren der intratumoralen CTLs. NLRP3-vermittelte Zytokine und die damit
verbundene Rezeptor-Signaltransduktion in CTLs werden auch fiir die Aktivierung der
CTLs benotigt. Eine Inhibition des IL-1-Rezeptors, durch beispielsweise Anakinra, oder
des IL-18-Rezeptors wird somit vermutliche keine verbesserte intratumorale

Immunanwort durch CTLs zur Folge haben.

Vielmehr sollten im Hinblick auf die Zytokin-Signaltransduktion in CTLs bei der
Entwicklung von zukiinftigen CAR-T-Zelltherapien CTLs direkt verandert werden. So
ist es seit kurzem moglich humane T-Zellen zu isolieren, mit Hilfe der Crispr/Cas-
Methode Rezeptoren zu deletieren und diese Zellen zur Therapie adoptiv in Patienten
zu transferieren (Kaeuferle et al, 2020). Dabei wird in der Ziel-DNA ein
Doppelstrangbruch herbeigefiihrt, der iiber nicht-homologe Endverkniipfung wieder
repariert wird und durch die so entstehenden Insertionen und Deletionen zur
Ausschaltung des Zielgens fiihrt. Dieser Crispr/Cas vermittelte Rezeptordefizienz
kénnte auch ein kiinftiger ~Ansatz bei der CAR-T-Zelltherapie von
Pankreaskarzinompatienten sein, um durch Fehlen des IL-18-Rezeptors ein
intratumorale Dysfunktion der adoptiv transferierten CAR-T-Zellen zu vermeiden und

so die Effektivitit der Immuntherapie zu steigern.

5.7 Ausblick und Schlussfolgerung

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die T-zelluldre Signaltransduktion iiber den
IL-18-Rezeptor, und in einem geringeren Mafse auch iiber den IL-1-Rezeptor, die
Induktion eines dysfunktionalen Zustands intratumoraler CTLs, wie sie fiir die T-Zell-

Exhaustion charakteristisch ist, bewirkt. Dabei wirkt die IL-18- und IL-1-
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Rezeptorsignaltransduktion neben der Aktivierung des T-Zell-Rezeptors als zusatzlich
stimulierender Faktor. Es wird angenommen, dass sich Mechanismen der T-Zell-
Dysfunktion in der Evolution entwickelt haben um eine durch Uberstimulation bewirkte
Apoptoseinduktion im Rahmen eines activation-induced cell death zu vermeiden. Durch
verstarkten Aktivierungsreiz tiber den IL-18- und IL-1-Rezeptor werden T-Zellen somit
dysfunktional. Dies geschieht unter anderem durch die Aktivierung des IL-2/STAT-5-
Signalwegs durch IL-18. Die verstarkte Aktivierung verhindert eine langsame und
kontinuierliche Immunantwort mit anschlieflender Ausdifferenzierung zu stemness-like
memory T-Zellen. Bei IL-18 und IL-18 handelt es sich um durch NLRP3 biologisch
aktivierte Zytokine, jedoch konnte in dieser Arbeit keine Assoziation zwischen NLRP3-
Expression in Empfangermausen und einer Dysfunktion adoptiv transferierter T-Zellen
hergestellt werden. Eine Deletion von NLRP3 in tumortragenden Empféngertieren
verdnderte die Funktionalitit von transferierten CTLs im Vergleich zu WT-
Empfiangertieren nicht. Auch wirkte sich die fehlende NLRP3-Expression nicht
steigernd auf die tumorabstoflende Wirkung der endogenen T-Zellen aus. Weitere
Experimente sind notwendig, um die Rolle des IL-1- und IL-18-Rezeptors bei der
intratumoralen Dysfunktion von CTLs besser zu verstehen und einordnen zu kénnen.
So miissen die der IL-18-Signaltransduktion nachgeschaltete Signalwege in den CTLs
weiter charakterisiert und ihre Rolle bei der Dysfunktion untersucht werden. Eine
Uberexpression von STATS5 in intratumoralen 11187~ CTLs beispielsweise sollte die CTLs
wieder in einen dysfunktionalen Zustand kommen lassen. Zudem muss auch die
Funktion der IL-1- wund IL-18-prozessierenden Zellen, vornehmlich der
antigenprasentieren Zellen, verstanden und charakterisiert werden und wie sie iiber
diese Zytokine mit den CTLs kommunizieren. Unsere Daten legen nahe, dass die
intratumoralen APCs als zellulire Plattformen zur Integration aktivierender und
supprimierender (Zytokin-) Signale wirken. Da IL-1§3 und IL-18 auch eine wichtige Rolle
bei der Differenzierung und Funktionalitat von CD4+*T-Zellen spielen sollten die hier
durchgefiihrten Untersuchungen auch mit unterschiedlichen CD4*-Subpopulationen

durchgefiihrt werden.

Zusammenfassend hat diese Arbeit gezeigt, dass eine IL-1R- und IL-18R-

Signaltransduktion in intratumoralen CTLs einen immunsuppressiven Effekt hat. Die
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durch NLRP3 vermittelte Zytokinfreisetzung wird zum einen fiir die Aktivierung von
T-Zellen benctigt. Andererseits induziert das im Tumormileu von APCs und
Tumorzellen sezernierte IL-13 und IL-18 hingegen intratumorale T-Zell-Dysfunktion
(Abb. 15). Dieser molekulare Mechanismus lasst die Wirkungsweise des Immunsystems
bei der Bekdmpfung von Krebserkrankung besser verstehen und kann helfen neue

Ansitze fiir Inmuntherapien zu finden.

lymphatisches Organ

Tumor
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Blutstrom

®’7
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T-Zell- MHC-- @ Antigen
Rezeptor Komplex

Abb. 15: Einfluss der IL-1- und IL-18-Rezeptor-Signaltransduktion auf die Dysfunktionalitit von
intratumoralen CTLs.

Schematische Darstellung der IL-1- und IL-18-Rezeptor-Signaltransduktion und ihre Auswirkung auf die
Dysfunktion intratumoraler CTLs. (1) Antigenprasentierende Zellen, wie DCs, Monozyten und
Makrophagen, nehmen tumorspezifische Antigene auf und wandern (2) vom Tumorstroma {iiber die
Lymphgefdie in die tumordrainierenden Lymphknoten. Wahrenddessen werden die Tumorantigene
prozessiert und die APCs présentieren die Peptide im MHC-I-Kontext auf ihrer Oberflache. (3) Dort wird
der MHC-I-Peptid-Komplex vom kognaten T-Zell-Rezeptor auf erkannt. (4) Die naiven CD8* T-Zellen
differenzieren zu funktionalen CTLs. Die Aktivierung der CTLs wird durch die Sekretion von IL-1(3 und IL-
18 durch die APCs unterstiitzt. (5) Aktivierte CTLs wandern tiber die Blutbahn in das Tumorstroma ein. (6)
CTLs erkennen dort ihr kognates Antigen und beginnen mit ihrer zytotoxischen Immunantwort. (7) Hier
kommt es durch Aktivierung des T-Zellrezeptors und durch gleichzeitige Stimulation der IL-1- und IL-18-
Rezeptoren zur Uberstimulation der CTLs. Dies aktiviert unter anderem den IL-2/STAT5-Signalweg und
induziert einen dysfunktionalen Zustand der CTLs. Intratumorales IL-1f und IL-18 werden hierbei von
APCs und den Pankreaskarzinomzellen selbst sekretiert. (8) Bei fehlender Uberstimulation sind die CTLs in
der Lage ihrer antitumoralen Effektorfunktion nachzugehen und werden nach Beseitigung der Tumorlast
zu stemness-like memory T-Zellen.
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6 Zusammenfassung

Das Pankreaskarzinom zeichnet sich durch geringe Immunogenitit und geringe
Antigenitdt aus. Aus diesem Grund haben sich Therapieansitze auf Basis
immuntherapeutischer Strategien bisher nicht im klinischen Behandlungsalgorithmus
durchsetzen konnen. Zwar ist die Infiltration mit zytotoxischen CD8*-T-Zellen (CTLs)
bei Pankreaskarzinompatienten prognostisch giinstig, allerdings zeigen intratumorale
CTLs reduzierte zytotoxische Effektorfunktionen sowie gesteigerte Expression
koinhibitorischen Rezeptoren, wie PD-1 und TIM-3. Aufgrund dieser T-Zell-
Dysfunktion sind die CTLs nicht in der Lage Pankreaskarzinomzellen addquat zu
bekampfen. Die NLRP3-vermittelten Zytokine IL-1(3 und IL-18 konnen auf die Plastizitat
der CTLs einwirken und die intratumorale Dysfunktion dieser Zellen steigern. Diese
Arbeit untersucht die Rolle der NLRP3-vermittelten IL-1-Rezeptor (IL-1R)- und IL-18-
Rezeptor (IL-18R)-Signaltransduktion fiir Plastizitit und Effektorfunktion von
zytotoxischen T-Zellen widhrend der Immunantwort in einem murinen

Pankreaskarzinommodell.

Das Ziel dieser Arbeit ist es a) den Einfluss von IL-1p und IL-18 auf Differenzierung und
zytotoxische Effektorfunktion von CTLs zu untersuchen, b) die Rolle der IL-1R- und IL-
18R-Signaltransduktion in intratumoralen CTLs und ihre Auswirkung auf deren
Dysfunktion zu analysieren, c) den Einfluss von IL13 und IL-18 auf Tumorzellen zu
untersuchen sowie d) zu zeigen wie intratumorale NLRP3-Expression die

Immunantwort adoptiv transferierter und endogener CTLs beeinflusst.

Diese Arbeit zeigt, dass IL-18R-Signaltranduktion, und in einem geringeren Mafie die
Signaltransduktion iiber IL-IR, einen immunsuppressiven Effekt auf intratumorale
CTLs hat und die Entwicklung eines dysfunktionalen Zustands fordert. Die IL-18R-
Signaltransduktion induziert den dysfunktionalen Zustand dabei iiber die Stimulation
des IL-2-Rezeptors und dem damit verbundenen IL-2/Stat5-Signalweg. IL-18R-
defiziente intratumorale T-Zellen zeigen hingegen im Vergleich zu intratumoralen
Wildtyp (WT) T-Zellen eine verminderte Expression von Pdcdl, Havcr2, Lag3, Tigit,
Eomes und Prdm1 mit einer gleichzeitig gesteigerten Expression von Tcf/ und Lefl, was

auf eine erhohte stemness-like memory-Funktion dieser Zellen hinweist. Des Weiteren
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wird gezeigt, dass die Signaltransduktion NLPR3-abgeleiteter Zytokine einerseits
wichtig fiir die Aktivierung von CTLs ist, andererseits aber auch die Induktion eines
dysfunktionalen Phanotyps befordert. Hierbei wirken pleiotrope Effekte auf die

intratumoralen CTLs.

Zusammenfassend liefert diese Arbeit mechanistische Einblicke in die Induktion
intratumoraler T-Zell-Dysfunktion durch IL-1R- und IL-18R-Signaltransduktion und ist

daher relevant fiir die Entwicklung.
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7 Abstract

Pancreatic cancer is characterized by low immunogenicity and low antigenicity,
resulting in limited success of immunotherapy such as checkpoint inhibitor therapy in
clinical trials. Intratumoral CD8* cytotoxic T cells (CTLs) exhibit a dysfunctional status
(also known as exhaustion), characterized by impairment of cytokine production as well
as upregulation of co-inhibitory receptors, such as PD-1 and TIM-3. This results in the
loss of T cell effector function. Mechanistically, proinflammatory cytokines IL-1(3 and IL-
18 might influence intratumoral T cell plasticity. This project investigates the role of
NLRP3-mediated IL-1 receptor and IL-18 receptor signalling on cytotoxic T cell

responses in a murine model of pancreatic cancer.

The main aims of this project were: a) to investigate the role of IL-1 and IL-18 signaling
in CTLs on their plasticity and cytotoxicity, b) investigate which role IL-1 and IL-18
signaling play in intratumoral CTL on their dysfunctional status in a murine pancreatic
cancer model, c) characterize the influence of IL-1 and IL-18 on tumor cells and d) how
does intratumoral NLRP3 signaling change the immunresponse of CTLs and which role

does it play during exhaustion.

This study shows that IL-18R signalling, and to a lesser degree IL-1R signalling, has an
immunosuppressive effect on intratumoral CTLs and causes an exhausted phenotype.
IL-18R signalling induces this dysfunctional phenotype by IL-2 receptor stimulation,
resulting in the activation of the IL-2/STAT5-pathway. IL-18R-deficient intratumoral T
cells show reduced expression of Pdcdl, Havcr2, Lag3, Tigit, Eomes and Prdml in
comparison to WT T cells, with an upregulated expression Tcf/ and Lef1 at the same time.
This indicates that II187" CTLs develop more easily into stemness-like memory cells,
instead of exhausted effector CTLs. Furthermore, our study shows a pleiotropic effect of
NLRP3 and its mediated cytokines on T-cell activation and exhaustion in the tumor

stroma.

Thus, this work provides mechanistic insights into NLRP3-mediated IL-13 and IL-18
signalling in CTLs during intratumoral exhaustion and might prove relevant for the

development of innovative immunotherapies.
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