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Zytotoxische CD8™-T-Zellen im Alter:
unterschatzte Killer?
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Aging leads to various alterations in immune cell functions. Here,

we report our surprising findings that despite immunosenescence,
CD8* T cells " cytotoxic efficiency increases with age. The FRET-based
apoptosis sensor pCasper, stably transfected into tumor cells,
revealed fundamental changes in the cytotoxic mechanisms. Anti-
gen-specific CD8" T cells from elderly OT-l mice shift from apoptotic
to necrotic killers. This capability might affect cell-based immuno-

therapies in old age.
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B Immunoseneszenz ist die langsame Ver-
anderung des Immunsystems im Alter und
geht mit einem steigenden Risiko fiir schwe-
re Infektionsverldaufe und Krebserkrankun-
gen einher. Im Laufe des Lebens nimmt die
adaptive Immunantwort kontinuierlich ab.
Gleichzeitig wird eine vermehrte Ausschiit-
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tung proinflammatorischer Zytokine mit
chronischen Entziindungsreaktionen in Ver-
bindung gebracht, die die Karzinogenese
fordern und zur Entstehung typischer Alters-
erkrankungen wie Alzheimer, Arthritis
oder Arteriosklerose beitragen [1]. Die kom-
plexen Wechselwirkungen, bedingt durch
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A Abb. 1: Die Zytotoxizititsmechanismen der CD8*-T-Zellen. Die Apoptose der Zielzellen wird
durch Aktivierung der Caspase-Kaskade eingeleitet, vermittelt durch Bindung des Fas-Liganden
(FasL) an den Rezeptor Fas oder durch Freisetzung lytischer Granula. Diese enthalten das poren-
bildende Protein Perforin, wodurch Serinproteasen (Granzyme) in die Zielzelle eindringen.
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Veranderungen einzelner Immunzellen,
erschweren die Abgrenzung zwischen zell-
eigenen Defekten und dem Einfluss des
veranderten Mikromilieus. Die Identifizie-
rung intrinsisch erhaltener Fahigkeiten ist
jedoch fiir die Optimierung immuntherapeu-
tischer Strategien im Alter von zentraler
Bedeutung.

Zytotoxizitaitsmechanismen von
CD8*-T-Zellen

Zytotoxische CD8*-T-Zellen spielen als Teil
der adaptiven Immunantwort eine Schliissel-
rolle bei der Erkennung und Abtotung virus-
infizierter und entarteter Zellen und sind
somit entscheidend fiir eine effiziente
Immunantwort und einen positiven Krank-
heitsverlauf. CD8*-T-Zellen erkennen iiber
T-Zell-Rezeptoren spezifische Antigene. Aus
naiven T-Zellen entstehen so langlebige
Gedachtnispopulationen, die bei erneutem
Kontakt mit demselben Antigen eine schnel-
le Immunreaktion ermoglichen. Fiir die Zer-
stérung ihrer Zielzellen nutzen CD8*-T-Zel-
len zwei wesentliche Zytotoxizitatsmechanis-
men: die tiber Liganden-Rezeptor-Interaktion
induzierte Apoptose und die Exozytose-ver-
mittelte Freisetzung lytischer Granula
(Abb. 1). Die Bindung des T-Zell-Rezeptors
(TZR) an ein MHC-assoziiertes Antigen fiihrt
zur Ausbildung einer immunologischen
Synapse und aktiviert eine komplexe Kaska-
de von Signalwegen. Die Granula-Exozytose-
vermittelte Zytotoxizitat beruht auf der Frei-
setzung der in den lytischen Granula enthal-
tenen Effektormolekiile, im wesentlichen
Perforin und Granzyme. Perforin bildet Poren
in der Plasmamembran von Zielzellen. Die
somit in die Zelle eindringende Serinprote-
ase Granzym B fiihrt zur Aktivierung der
Caspase-Kaskade, die eine Apoptose auslost.
Ein weiterer bedeutender Mechanismus zur
geordneten Eliminierung von potenziell
schiadigenden Zellen ist die Interaktion
des Fas-Rezeptors (CD95) auf Zielzellen mit
seinem Liganden FasL (CD178) auf CD8*-
T-Zellen (Abb. 1). Die Bindung rekrutiert das
Adaptermolekiil FADD (Fas-associated death
domain) und bildet den DISC (death-inducing
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signaling complex), was ebenfalls die Caspa-
se-Kaskade aktiviert.

Die CD8*-T-Zell-vermittelte
Zytotoxizitat im Alter

Die Abnahme naiver CD8*-T-Zellen, verur-
sacht durch die Riickbildung des Thymusge-
webes und der kontinuierlichen Antigenex-
position im Verlauf des Lebens, zdhlt sicher
zu den markantesten Faktoren der Immuno-
seneszenz und tragt wesentlich zu einer ver-
minderten Immunantwort gegentliber neuen
Erregern und Impfstoffen bei. Altersbedingte
Verdnderungen in der Expression von Ober-
flichenrezeptoren und Signalmolekiilen
beeintrachtigen die Proliferation und Diffe-
renzierung der Zellen. Der dadurch entste-
hende quantitative Mangel an funktionalen
Effektorpopulationen verstarkt die ineffizien-
te Erreger-Eliminierung zusatzlich.

Trotz klarer Hinweise auf eine beeintrach-
tigte CD8*-T-Zell-Immunitét im Alter sind die
Kenntnisse tiber die Aufrechterhaltung der
Zytotoxizitaitsmechanismen wahrend des
Alterungsprozesses begrenzt. Mithilfe eines
in unserem Labor etablierten fluoreszenzba-
sierten Echtzeit-Zytotoxizitatsassays [2]
untersuchten wir die zellintrinsische zyto-
toxische Kapazitdt von CD8*-T-Zellen im
Alter — mit liberraschendem Ergebnis: Nach
polyklonaler in vitro-Stimulation zeigen
CD8*-T-Zellen aus alten Wildtyp-Médusen
eine erhohte zytotoxische Aktivitat mit einer
gesteigerten Abtotungskinetik gegeniiber
verschiedenen Tumorzelllinien [3]. Um die
altersbedingten Veranderungen in einem
antigenspezifischen Modellsystem zu bestati-
gen, generierten wir eine heterozygote OT-I-
Mauslinie, deren transgene CD8*-T-Zell-
Rezeptoren spezifisch das tiber den MHC
présentierte Peptid OVA,.._, ., erkennen [4].
Die schnellere und effizientere Lyse der OVA-
exprimierenden Lymphom-Zelllinie EG.7
durch CD8*-T-Zellen aus gealterten OT-I-
Maéusen bestitigte die hohe zytotoxische Effi-
zienz. Die nach polyklonaler sowie antigen-
spezifischer Stimulation beobachtete erhohte
Expression von Granzym B, Perforin und
FasL im Alter deutet darauf hin, dass die
gesteigerte Zytotoxizitat einem konservier-
ten Mechanismus folgt, unabhingig von der
Aktivierungsweise des T-Zell-Rezeptors.

Apoptose-Reporter pCasper liefert
Uberraschende Einblicke in
altersspezifische Zytotoxizitat

Um zu verstehen, wie sich die hohe Expres-
sion der Effektormolekiile auf die Zytotoxizi-

A Nekrosen durch CD8" T-Zellen im Alter
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A Abb. 2: Analyse des Zelltodes mittels Apoptose-Sensor pCasper. A, Prinzip des FRET-basierten
Konstruktes. In lebenden Zellen sind die TagGFP- und TagRFP-Fluorophore durch eine Caspase-
3spezifische DEVD-Spaltungssequenz miteinander verbunden, wodurch die Zielzellen gelb fluores-
zieren. Der Kontakt mit CD8*-T-Zellen leitet die Caspase-abhangige Apoptose ein. Durch die
daraus resultierende Spaltung der beiden Fluorophore erscheinen apoptotische Zielzellen griin.
Nekrosen zerstéren die Membran vollstandig, das Konstrukt entweicht und die Zellen verlieren
ihre Fluoreszenz. B, kinetische Quantifizierung des Zielzelltodes nach Kontakt mit CD8*-T-Zellen
aus jungen und alten OT-I-Mé&usen [4]. C, altersbedingte Veranderungen in der Granula-Exozytose-
vermittelten Zytotoxizitat. Die im Alter hohe Konzentration des Effektormolekdils Perforin in den
lytischen Granula der CD8*-T-Zellen ersetzt die iblicherweise eingeleitete, geordnete Apoptose

durch schnelle Nekrosen.

tatsmechanismen gealterter CD8*-T-Zellen
auswirkt, transfizierten wir EG.7-Lymphom-
zellen stabil mit dem Apoptose-Reporter
pCasper [5]. Dieser FRET-basierte Sensor
verbindet TagGFP- und TagRFP-Fluorophore
tiber einen Linker, der eine Caspase-3-spezi-
fische DEVD-Spaltungssequenz enthalt
(Abb. 2A). Die Aktivierung der Caspase-Kas-
kade bei Apoptose-Induktion durch CD8*-
T-Zellen fiihrt zur Spaltung der DEVD-
Sequenz. Durch die raumliche Trennung der
Fluorophore sinkt die rote FRET-Fluoreszenz,
die GFP-Fluoreszenz nimmt hingegen zu. Bei
einer Nekrose entweicht das Konstrukt aus
der zerstorten Zelle und sie verliert ihre
Fluoreszenz vollstandig. Die daraus resultie-
rende farbliche Unterscheidung ermdglicht
die kinetische Analyse des Zielzelltods auf
Einzelzellebene (Abb. 2B). Unsere Beobach-
tungen legen nahe, dass die schnelle Zielzell-
abtotung im Alter weniger auf Alterationen
in rezeptorvermittelten Signalwegen, son-
dern auf eine veranderte Granula-Exozytose-
vermittelte Zytotoxizitat zuriickzufiihren ist.
Wihrend Perforin iiblicherweise durch seine
porenbildende Funktion die Aufnahme von
Granzymen und damit die Caspase-abhangige
Apoptose vermittelt, fiihrte der Kontakt mit
CD8*-T-Zellen aus gealterten OT-I-Mausen
bereits nach wenigen Minuten zur Nekrose

der Zielzelle [4]. Offensichtlich haben die
hohen Perforin-Konzentrationen im Alter
eine ausgepragte Schadigung der Membran-
integritat zur Folge, wodurch die geordnete
Apoptose durch eine schnelle Induktion von
Nekrosen ersetzt wird (Abb. 2C).

Bedeutung fiir immuntherapeutische
Ansatze

Moderne zellbasierte Immuntherapien, wie
der adoptive T-Zelltransfer, nutzen patienten-
eigene CD8*-T-Zellen und erlangen auf-
grund vielversprechender Resultate zuneh-
mend Beachtung. Genetisch modifizierte
T-Zellen mit chimdren Antigenrezeptor
(CAR-T-Zellen) werden bei der Behandlung
von Leukdmien und Lymphomen bereits
erfolgreich eingesetzt. Obwohl die Mehrheit
der Patient:innen bei Diagnosestellung alter
als 65 Jahre ist, findet diese Form der Krebs-
therapie im Alter nur begrenzte Anwendung.
Durch Vorerkrankungen sind éaltere
Patient:innen in klinischen Studien hdufig
unterreprasentiert, dennoch zeigen die bis-
herigen Daten ein deutliches Bild: Die Wirk-
samkeit der CAR-T-Zellen ist bei dlteren
Lymphom-Patient:innen mindestens genauso
gut, einige Studien deuten sogar auf ein bes-
seres Therapieansprechen in dieser Alters-
gruppe hin [6]. Typische Nebenwirkungen
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- wie Neurotoxizitat oder das Zytokin-Frei-
setzungssyndrom - scheinen im Alter jedoch
verstiarkt aufzutreten, die zugrunde liegen-
den Ursachen sind bis heute unklar [6].
Unsere gewonnenen Erkenntnisse tiber die
altersbedingten Veranderungen der Zyto-
toxizitditsmechanismen in CD8*-T-Zellen lie-
fern nun einen moglichen Erklarungsansatz.
Eine Verschiebung der geordneten Eliminie-
rung von Tumorzellen durch Apoptose-
Induktion hin zu einem schnellen nekroti-
schen Zelltod lasst eine starke entziindungs-
fordernde Immunreaktion vermuten. Nekro-
sen werden hdufig mit einer erhohten Frei-
setzung proinflammatorischer Zytokine und
Gewebeschddigungen in Verbindung
gebracht. Die Folge ware eine Verstarkung
der mit der CAR-T-Zell-Therapie assoziierten
Nebenwirkungen. Auch wenn diese Zusam-
menhdnge bislang spekulativ sind, unter-
streichen unsere Ergebnisse die Bedeutung
funktionaler Einzelzell-Analysen bei der
Aufklarung medizinischer Phanomene. Dar-
iiber hinaus bekréaftigen sie die Notwendig-
keit, Behandlungsstrategien gezielter an das
Alter der Patient:innen auszurichten. So
konnten dltere Tumorpatient:innen sowohl
von einer friihzeitigen CAR-T-Zell-Therapie
als auch von innovativen Ansétzen zur ver-
besserten Kontrolle der Zytotoxizitat der
modifizierten CAR-T-Zellen [7] besonders
profitieren.
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