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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Effektormechanismen des angeborenen Immunsystems

Das menschliche Immunsystem gliedert sich in zwei engverbundene Teile, das angeborene und
das erworbene Immunsystem. Das angeborene Immunsystem erkennt korperfremde Strukturen
tiber allgemeine keimbahnkodierte Struktur-Erkennungsrezeptoren (pattern-recognition
receptors, PRR), die konservierte Strukturen erkennen, die auf zahlreichen Pathogenen zu
finden sind (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs), besitzt aber keine Antigen-
spezifischen Mechanismen und flihrt zu keiner klassischen Gedichtnisfunktion. Diese
letztgenannten Eigenschaften unterscheidet die Effektorzellen des angeborenen Immunsystems

von denen des erworbenen Immunsystem.

Im Gegensatz zum erworbenen Immunsystem ist das angeborene Immunsystem in der Lage
ohne oder mit nur sehr kurzer Vorlaufzeit auf Infektionen zu reagieren. Es stellt also eine erste
Barriere dar, um die Ausbreitung von Pathogenen zu verhindern, und falls dies scheitert die
Infektion solange in Schach zu halten bis das angeborene Immunsystem zum Einsatz bereit ist.
Weiterhin ist das angeborene Immunsystems an der Abschaltung der Immunantwort und der

Beseitigung von abgetdteten Pathogenen und Kdorperzellen beteiligt.

Seine Aufgaben erfiillt das angeborene Immunsystem auf vielschichtige Weise. So stellt schon
die Epithelschicht des Korpers eine mechanische Barriere dar, die durch den festen Verbund
der Zellen und dem kontinuierlichen Strom von Fliissigkeiten oder Luft iiber das Epithelium
ein Eindringen von Krankheitserregern verhindert. Auf der Oberfliche der Epithelien
verhindern Enzyme und antibakterielle Peptide neben dem sauren pH-Wert das Wachstum von
Bakterien auf chemische Weise. Aber auch die korpereigene bakterielle Flora, verhindert dass
sich Pathogene auf Epithelien vermehren, indem sie mit ithnen um Nihrstoffe und ,,Platz*
konkurrieren. Dringen trotzdem Pathogen ein, treffen sie in den Geweben auf eine Reihe von
Effektorzellen und --molekiile. Phagozyten, wie Makrophagen, kénnen Pathogene schnell
erkennen, aufnehmen und verdauen. Durch die Ausschiittung von Chemokinen locken sie
weitere Phagozyten, die polymorphkernigen Neutrophilen an und erleichtern ihnen {iber
Zytokine den Eintritt in das Gewebe. Fiir den Fall, dass sich ein Pathogen im Blut befindet,

kann das Komplementsystem iiber ein System von 16slichen und membranhaftenden Faktoren

1
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Krankheitserreger flir die Effektorzellen des Immunsystems markieren, Effektorzellen
anlocken und aktivieren. Sollte es nicht mdglich sein das Pathogen iiber die Mechanismen des

angeborenen Immunsystems zu eliminieren, so wird das angeborene Immunsystem aktiviert.

Dies erfolgt vor allem durch die Dendritischen Zellen aber auch Makrophagen, die Pathogen
aufnehmen und zu Antigenpeptiden prozessieren konnen, welche sie nach Abwandern vom
Gewebe in den Lymphknoten iiber MHC-Molekiile den T- und B-Zellen priasentieren und sie so
aktivieren. Dendritischen Zellen aktivieren auch die natiirlichen Killer-Zellen (NK-Zellen), die
auch dem angeborenen Immunsystem angehdren. Nachdem ein Pathogen erfolgreich eliminiert
wurde, ist es Aufgabe der Phagozyten Uberreste der Krankheitserreger und abgestorbene
Korperzellen zu beseitigen und durch die Ausschiittung von Zytokinen zu signalisieren, dass

eine weitere Aktivierung des Immunsystems nicht mehr erforderlich ist [1].

1.1.1 Naturliche Killer-Zellen

NK-Zellen sind grofle granuldre Lymphozyten des angeborenen Immunsystems und machen
ca. 15% der zirkulierenden Lymphozyten im Blut aus. Ihre Hauptfunktion ist das Abtdten von
infizierten Zellen oder Tumorzellen mittels zytotoxischer Effektormolekiile wie Perforin,
Granzym A und B. oder mittels FAS-Signalwegen. Uber die Produktion von Zytokinen und
Chemokinen, nehmen sie auch Einfluss auf das angeborene Immunsystem und den Verlauf

einer Immunantwort.[2]

1.1.1.1 NK-Zellsubpopulationen

Es gibt ca. 48 unterschiedliche NK-Zellsubtypen, deren Gemeinsamkeit die fehlende
Expression von CD3 bei gleichzeitiger Expression von CD16 und/oder CD56 ist [3].
AuBlerdem zeichnen NK-Zellen sich zusitzlich durch die Expression des natiirlichen
Zytotoxizititsrezeptor NKp46 (NCR1) aus [4]. Uber die Stirke der CD16, CD56 und NKp46
Expression werden NK-Zellen in zwei Hauptgruppen eingeteilt. Die CD56%™ CD16*¢" werden
klassischer Weise als zytotoxische NK-Zellen bezeichnet, mit niedriger Dichte an CD56
(CD56dim) und NKp46 (NKp46low) und hoher Dichte an CD16 (CDI16bright) und die
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zytokinproduzierenden NK-Zellen die eine hohe Dichte an CD56 und NKp46 aber nur eine
geringe Dichte an CD16 haben (Abb. 1.1.1.1). Im peripheren Blut stellen die CD56%™ CD16""
NK-Zellen 95% aller NK-Zellen, wihrende die CD56™¢" CD16%" NK-Zellen die
Hauptpopulation in den sekundidren lymphatischen Organen, wie den Lymphknoten bilden
[2;4;5]. Man geht davon aus, dass NK-Zellen in den sekundidren Lymphorganen differenzieren
und deswegen die CD3 CD56™"NKp46™&" Population die Ausgangspopulation der NK
darstellt, die im Lymphknoten wartet bis ein Makrophage oder eine reife Dendritische Zelle in
den Lymphknoten einwandert und sie dort aktiviert. Entscheidend fiir eine NK-Zellaktivierung
ist das Zytokine IL-12, dass zusammenwirken kann mit den Zytokinen IL-1, IL-2, IL-15 oder
IL-18 oder Rezeptoren wie CD16 (FcyRIIla) oder NKG2D [5]. Die Aktivierung fiihrt zu einer
schnellen Expansion und einer Anhdufung von NK-Zellen in den ableitenden Lymphknoten.
NK-Zellen sind eine der ersten Quellen fiir Zytokine wie IFN-y und TNF-a. Uber die Sekretion
von IFN-y konnen NK-Zellen den Verlauf einer Immunantwort dahingehend beeinflussen, dass
CD4 T-Zellen zu inflammatorischen Thl Zellen differenzieren. Uber IFN-a und IFN-B
inhibieren NK-Zellen die virale Replikation in infizierten Zellen und ihren Nachbarzellen.
Auch konnen sie T-Zellen und B Zellen iiber CD40-Ligand bzw. OX40-Ligand kostimulieren
[3]. NK-Zellen produzieren auch zahlreiche Chemokine wie CCL3, CCL4 und CCLS, und

fordern so den Einstrom weiterer Immunzellen [6].

A) CD16dim/— B) CD16bright
CD56bright | l ‘ [ ‘ 1 J
0 ‘ (24 cDs6dm ’ ’ IL-2/-15RB
0 7 IL-2/-15RB v

CD94-NKG2A (V@ * ° PEN5-PSGL-1
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AL ) KIR A gt C
NKRs: . :

KR o' Te o e LR Ry L-selectin"oh NKRs: OO0 o4
+ +++KIR PP CXCR1
+++ CD94— L4 +CD94-NKG2A o _ @ o °
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e o ® o sEs® " © o CX3CR1
- . . .
TNF—BO GM-CSF . Eftector functions. P ® eo00®
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Abbildung 1.1.1.1: Eigenschaften der A) CD56bright CD16dim und B) CD56dimCD16bright NK-
Zellpopulation. Modifiziert nach Cooper et al. [2].
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1.1.1.2 Regulation der NK-Zellaktivitét

NK-Zellen besitzen keine antigenspezifischen Rezeptoren, um ihre Zielzelle zu erkennen. Sie
unterscheiden gesunde korpereigene Zellen von korperfremden oder infizierten bzw. entarteten
korpereigenen Zellen iiber ein System aus aktivierenden und inhibierenden Rezeptoren, die mit
MHC-I-Molekiilen und anderen Oberflichenmolekiilen auf der Zielzelle interagieren (Tabelle

1.1.1.1).

- inhibierende Rezeptoren - - aktivierende Rezeptoren -

Rezeptor Ligand Rezeptor Ligand
KIR2DLI HLA-Cw2,4,5,6 KIR2DS1 HLA-Cw2,4,5,6
KIR2DL2 HLA-Cwl,3,7,8 KIR2DS2 HLA-Cwl,3,7,8
KIR3DLI HLA-Bw4 NK@D ULBPs, MICA, MICB
KIR3DLA HLA-G NKp30 BAT-3
NKG2A/CD% HLA-E NKp44 virales Haemaglutinin
LIRI/ILT2 HLA-G NKp46 virales Haemaglutinin
LIR2/ILT4 HLA-F 2B4 CD48
LAIRI Collagen CD16 IgG

Tabelle 1.1.1.1: Eine Auswahl an inhibierenden und aktivierenden NK-Rezeptoren und ihrer Liganden

MHC-Klasse I-Molekiile inhibieren die NK-Zellaktivitdt, indem sie durch Interaktion mit
Rezeptoren auf NK-Zellen einen inhibitorischen Signalweg auslosen. Im Umkehrfall, also
beim Fehlen von MHC-Klasse [-Molekiilen werden NK-Zellen nicht inhibiert und konnen die
Zellen ohne MHC-Klasse I-Molekiile abtoten. Dieses Prinzip ist als ,, Missing-self-Hypothesis *
der NK-Zellaktivierung beschrieben [7]. In der Regel dominiert das inhibierende Signal tliber
das aktivierende Signal um Autoimmunreaktionen zu verhindern. Viele Viren und Tumore
regulieren MHC-Molekiile von der Oberfldche ab, um so einer Erkennung durch das adaptive
Immunsystem zu entgehen ,werden gleichzeitig aber sensitiv gegeniiber einer  NK-

Zellenerkennung (Abb. 1.1.1.2).
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Abbildung 1.1.1.2: ,,Missing-self“-Hypothese bei der Erkennung von Tumorzellen. Auf der linken Seite ist die
Erkennung einer gesunden Korperzelle durch NK-Zellen dargestellt. Durch die Bindung an MHC-Klasse I-
Molekiile wird die NK-Zelle inhibiert. Nach Transformation der Zelle zur einer Tumorzelle (rechts) fehlt das
inhibierende Signal durch das MHC-Klasse I Molekiil und die NK-Zelle kann durch aktivierende Liganden zum
Abtoten der Tumorzelle aktiviert werden. [7]

Die Interaktion zwischen NK-Zelle und MHC-Klasse 1 Molekiil erfolgt iiber Rezeptoren auf
der NK-Zelle, die in mehrere Hauptfamilien unterteilt werden. Die erste Familie ist die killer
cell Ig-like Rezeptor Superfamilie (KIR), deren Rezeptoren vor allem HLA-A, -B, -C Molekiile
erkennen. KIR-Rezeptoren kommen in zwei verschiedenen Formen vor: die inhibierende Form,
welche durch einen langen zytoplasmatischen Anteil gekennzeichnet ist, der ein
immunreceptor tyrosine-based inhibition motif (ITIM) enthélt, und die aktivierende Form, die
nur einen kurzen zytoplasmatischen Anteil besitzen iiber den sie mit dem Adaptermolekiil
DAPI12 interagiert. DAP12 enthdlt ein ITAM (immunreceptor tyrosine-based activating
motife), so dass diese KIR-Rezeptoren aktivierend wirken. Dieser Unterschied schligt sich in
der Nomenklatur der KIR-Rezeptoren wieder, wobei die inhibierenden Rezeptoren ein L fiir
»long*“ (KIR2DL1) und die aktivierenden Rezeptoren ein S fiir ,,short im Namen enthalten
(KIR2DS1) [3]. Die zweite Familie der NK-Rezeptoren gehort zur C-Typ-Lectin Superfamilie.
Ein Mitglieder ist NKG2A, das mit CD94 ein Heterodimer bildet und bei Erkennung des
MHC-Klasse-Ib Molekiil HLA-E einen inhibitorischen Signalweg auslost. Ein weiteres
Mitglied ist NKG2D, ein aktivierender Rezeptor, welcher sein Signal mit Hilfe des
Adaptermolekiils DAP10 auslést und die stressinduzierten Proteine MICA und MICB erkennt

[8]
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Die natiirlichen Zytotoxizitdtsrezeptoren (NCR) sind eine weitere Familie von aktivierenden
NK Rezeptoren. Zu dieser Familie gehoren die Rezeptoren NKp30 (NCR3), NKp44 (NCR2)
und NKp46 (NCR1) deren zelluldre Liganden weitest gehend unbekannt sind. Man weif3 aber
das sowohl NKp44 als auch NKp46 virales Himagglutenin erkennen und NKp30 16sliches
BAT-3 bindet [9]. NKp30 und NKp46 werden auf allen NK-Zellen exprimiert wihrend NKp44

nur auf aktivierten NK-Zellen nachweisbar ist [10].

AuBerdem gibt es noch die Familie der ,,Ig-like transcript™ (ILT)-Rezeptoren, die HLA-G und
-F Molekiile erkennen und zu den inhibierenden Rezeptoren gehoren. Weitere wichtige

aktivierende Rezeptoren sind das 2B4-Molekiil und der CD16-Rezeptor [8;10].

1.1.1.3 Die Effektormechanismen der NK-Zellen

Zu den Effektormechanismen, die von NK-Zellen beniitzt werden um eine Zielzelle zu
lysieren, gehort die Lyse durch gespeicherte Zytotoxine Perforin und die Serinproteasen
Granzym A und Granzym B. Diese werden iiber einen synaptischen Kontakt in die Zielzelle
iibertragen [1]. Die iiber CD16 vermittelte AntikOrper-abhidngige zelluldre Zytotoxizitét
(ADCC) ist ein weiterer Mechanismus der NK-Zellzytotoxizitdt, welcher moglicherweise fiir
die antitumoralen Effekte von therapeutischen Antikdrpern (Retuximab und Trastuzumab)
verantwortlich sein konnte [5]. Die Fas-vermittelten Effektormechanismen spielen dagegen

eine eher untergeordnet Rolle in der NK-Zellzytotoxizitét [3].

1.1.1.4 Die Bedeutung von NK-Zellen in patho-physiologischen Prozessen

Der den NK-Zellen eigene Regulationsmechanismus der Inhibition iiber MHC-Klasse I
Molekiile verhindert eine Erkennung korpereigener Zellen und ermoglicht die Erkennung von
Zellen mit aberranter MHC-I Expression sollten diese gleichzeitig aktivierende Liganden, wie
z.B. MICA exprimieren. Viren und Tumorzellen versuchen durch Abregulation von MHC-
Klasse I-Molekiilen der T-Zell vermittelten Erkennung zu entgehen, werden aber gleichzeitig
vulnerabel gegeniiber NK-Zellen. In der Tat gibt es korrelative Hinweise, dass ein hdohere

Anzahl an intratumoralen NK-Zellen im Magenkarzinom mit einer besseren Prognose und
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weniger Metastasen im Lymphknoten korreliert [11;12]. Weiter Beispiele fiir Tumoren in denen
die Menge der NK Zellen mit der Prognose korreliert sind das kleinzellige Bronchialkarzinom

und das Colorektal Karzinom [12-14].

Bei Viruserkrankungen wie z.B. HIV (humanes Immundefizienzvirus), wurde eine Korrelation
zwischen geringer Anzahl an NK-Zellen und schnellem Progress beschrieben [3;15;16] und bei
Infektionen mit dem Hepatitis-C Virus (HCV) scheint ein hoher Gehalt an NK-Zellen die

rasche Beseitigung des Virus zu unterstiitzen [3;17].

In der Desidua von Schwangeren stellen NK-Zellen 70% der Lymphozyten. Sie gehdren dem
Subtyp der zytokinproduzierenden NK-Zellen an und haben regulatorische Eigenschaften,
indem sie die antigenprédsentierenden Eigenschaften von Dendritischen Zellen unterdriicken.
Eine Storung dieser regulatorischen Mechanismen konnte eine Ursache fiir Preeklampsien und

wiederholte Fehlgeburten sein [3;18;19].

Fehlgesteuerte NK-Zellreaktionen gegen normale Gewebszellen kénnen eine Ursache fiir
Autoimmunerkrankungen sein. Bei Multipler Sklerose korreliert die Zytokinproduktion von
NK-Zellen mit dem remittierenden Krankheitsverlauf, wobei IFN-y Produktion bei aktivem
Verlauf, IL-5 Produktion hingegen bei Remission beobachtet wird[3]. Dabei konnte IFN-y mit
der Gewebezerstorung im zentralen Nervensystem zusammenhédngen[20]. Bei Psoriasis findet
man vermehrt CD56™¢"CD16%™ NK-Zellen in den Hautlésionen, moglicherweise als Reaktion
auf die Produktion von CXCL10 und CCLS durch die psoriatischen Keratinocyten. Durch
IFN-y Produktion konnen die NK-Zellen die Entziindung der Haut verstarken[21].

1.1.2 Makrophagen

Makrophagen sind phagozytierende Immunzellen. Sie entwickeln sich im Gewebe aus
Monozyten, die aus dem Blut einwandern[22]. Diese Entwicklung wird durch Faktoren wie
macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) und granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF) gefordert. Ausdifferenzierte Makrophagen erkennen Pathogene
iiber Rezeptoren, die an konservierte Strukturen auf der Oberfldche der Pathogen binden, z.B.
wird LPS iiber Toll-like Rezeptor-4 und CD14 erkannt. Pathogene, aber auch apoptotische und
nekrotische Zellen werden iiber Phagozytose in endosomale Vesikel, den so genannten
Phagosomen aufgenommen. Phagosomen reifen durch Absinken des pH-Werts auf 3,5 bis 4,0,

und Fusion mit speziellen Vesikeln, den Lysosomen, zum Phagolysosom. Das Lysosom enthélt
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antimikrobielle Peptide, wie Defensine, reaktive Sauerstoffprodukte wie 0,- Radikale, H,O,
und NO und Enzyme (Lysozyme und Hydrolasen), so dass das Phagolysosom in der Lage ist

die enthaltene Pathogene abzutdten und zu verdauen.

Makrophagen sind eine erste Quelle an Zytokinen und Chemokinen. Die Art und Menge der
freigesetzten Mediatoren beeinflusst den Verlauf und die Richtung der Immunantwort. Durch
IL-1B und TNF-a Freisetzung wird das lokale Endothel aktiviert und die Durchléssigkeit des

Gewebes fiir Komplementfaktoren, Antikorper und Immunzellen erhoht.

Ausgeschiittete Chemokine fithren zur Rekrutierung von weiteren Immunzellen, vor allem
Neutrophilen, an den Infektionsherd. Auch kdnnen Makrophagen NK-Zellen, T-Zellen und B-
Zellen aktivieren [1;22] .

1.1.3 Chemokine und ihre Rezeptoren

Chemokine sind chemotaktische Zytokine, die in der friilhen Phase der Immunantwort vom
Gewebe und gewebestindigen Immunzellen, vor allem Makrophagen und Dendritische Zellen,
sezerniert werden. Chemokine sind kleine Proteine mit einer Molaren Masse von 8 bis 14 kDa
und einer Lénge zwischen 75 und 150 Aminosduren. Besonderes Merkmal der
Chemokinstruktur sind konservative Cysteine. Uber die Lage und Anzahl der Cysteine werden
die Chemokine in vier Hauptgruppen (CC, CXC, CX3C und C) unterteilt und nach der
Reihenfolge ihrer Entdeckung durchnummeriert. Die CC-Familie, mit den wichtigen Vertretern
CCL3, CCL4 und CCLS5 besitzt zwei benachbarte Cysteinreste. Die CXC-Familie besitzt zwei
Cysteine, die durch eine Aminosdure getrennt sind. Zu dieser Familie gehdren Chemokine wie
CXCLS (IL-8), CXCL10 (IP-10), CXCL12 (SDF-1) und CXCL16. Die CX3C-Familie besitzt
zwel Cysteine die jedoch durch drei Aminosduren getrennt sind. Einziges Mitglied dieser
Familie ist CX3CL1 (Fractelkine). Die letzte Gruppe der Chemokine, die C-Familie, besitzt
nur einen einzigen Cysteinrest, iiber den Sulfidbriicken ausgebaut werden konnen. Diese

Gruppe besteht aus XCL1 und XCL2 [1;23].

Neben ihrer Hautfunktion, der Induktion von Migration, konnen Chemokine noch zahlreiche
andere Funktionen ausfiihren. So spielen Chemokine eine Rolle bei der Aktivierung von
Immunzellen, bei der Homdostase und bei der Induktion von Adhésion. Mit Ausnahme von
CX3CL1 und CXCL16, die auch membranstindig vorkommen, liegen Chemokine in 1slicher

Form vor.
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Chemokine-Rezeptoren sind Rezeptoren, mit sieben Transmembranregionen. Sie sind iiber G-
Proteine an Signalwege gebunden. Die Nomenklatur der Rezeptoren folgt der der Chemokine.
Die Rezeptoren CCR1 bis CCR10 binden Chemokine der CC-Familie, die Rezeptoren CXCR1
bis CXCR7 die der CXC-Familie, und die Rezeptoren CX3CR1 und XCR1 die Chemokine
CX3CL1 bzw. XCLI1 und XCL2. Bedeutsam ist, dass es eine gewisse Redundanz bei den
Chemokinen und ihren Rezeptoren gibt, so dass mehrere Chemokine einen Rezeptor bzw. ein

Chemokin an mehrere Rezeptoren binden kann [1;23].

1.1.3.1 CCL5

CCLS5 oder RANTES (regulated upon activation, normal T cell expressed and secreted) ist ein
Chemokin, das von T-Zellen und aktiviertem Endothel gebildet wird und iiber die Rezeptoren
CCR1, CCR3 und CCRS auf T-Zellen, NK-Zellen, Monozyten und Dendritische Zellen bindet.
CCLS5 kann sowohl als Monomer als auch als Multimer ausgeschiittet werden. Man geht davon
aus, dass nur das Monomer eine chemotaktische Funktion hat, widhrend das Multimer
aktivierende Funktionen hat [24]. Die meisten Untersuchungen iiber CCL5 wurden mit T-

Zellen und Makrophagen gemacht.

CCLS5 Freisetzung fithrt zu einer Aktivierung von T-Zellen, die wiederum das in Vesikeln
gespeicherte CCLS5 zusammen mit den lytischen Vesikeln in die immunologische Synapse
transportieren, wo die Ausschiittung erfolgt. Naive T-Zellen haben weder CCL5-Protein noch
mRNA gespeichert. CCLS wird erst mit der T-Zellaktivierung parallel zu den Zytotoxinen
Perforin, Granzym A und B induziert [25;26]. In Gedéchtnis-T-Zellen kann CCL5-mRNA
nachgewiesen werden, welche bei Stimulation schnell translatiert wird [26;27]. Fiir NK-Zellen
konnte neben der chemotaktischen Funktion gezeigt werden, dass CCL5 ein Stimulus fiir die
Ausschiittung der lytischen Vesikel ist und, dass es die Zytotoxizitidt von CD56-positiven NK-
Zellen erhohen kann [6].
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1.1.3.2 CX3CL1

CX3CL1 (Fractelkine oder Neurotactin) wird von aktivierten Endothelzellen und in geringem
Mafle auch von Monozyten gebildet. CX3CL1 bindet nur an einen einzigen Rezeptor,
CX3CRI, der vor allem auf NK-Zellen, zytotoxischen CD8" T-Zellen, CD4" Th1-T-Zellen und
Monozyten exprimiert wird und deswegen auch als Marker fiir zytotoxische Lymphozyten gilt

[28].

CX3CL1 kann in einer 16slichen und einer membranstdndigen Form vorkommen, wobei jede
Form eine spezifische Funktion inne hat. Losliches CX3CL1 fiihrt zur Migration von NK-
Zellen, zytotoxischen T-Zellen und Makrophagen zum entziindeten Gewebe. Als
membranstidndige Form ist an die Chemokindomédne des CX3CLI1 eine Mucindoméne
fusioniert, die die Verankerung in der Zytoplasmamembran bewirkt. Membranstindiges
CX3CL1 hat hauptsdchlich Adhésionsfunktion und erleichtert den Austritt von NK-Zellen, T-
Zellen und Dendritische Zellen aus dem Blutstrom [28]. AuBlerdem wird eine Bedeutung in der
Bildung der Synapse zwischen Dendritische Zellen und NK-Zelle und der daraus
resultierenden Aktivierung der NK-Zelle diskutiert [28;29]. ADAMI10 (A Disintegrin and A
Metalloproteinase 10) ist fiir die konstitutive Abspaltung von CX3CL1 verantwortlich.
Weiterhin konnte durch PMA (Phorbol- 12- Myristat- 13- Acetat) die Abspaltung induziert
werden, wobei dafiir ADAM17 verantwortlich ist [30].

CX3CLI1 spielt eine Rolle in der NK-zellvermittelten antitumoralen Immunantwort. CX3CL1-
transfizierte Tumorzellen locken NK-Zellen verstirkt an und kénnen NK-Zellen stérker
aktivieren als nicht transfizierte Tumorzellen. In Mausversuchen konnte gezeigt werden, das

NK-Zellen in vivo das Wachstum von CX3CL1-transfizierten Tumoren unterdriicken [31].
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1.2 Das klarzellige Nierenzellkarzinom

1.2.1 Charakteristika

Das Nierenzellkarzinom (renal cell carcinoma, RCC) ist ein epithelialer Tumor, der vom
proximalen Tubulusepithel der Niere ausgeht. Es stellt die hdufigste neoplastische Erkrankung
der Niere dar. Mit einem Anteil von 3% aller bosartigen Tumore gehort das Nierenzellkarzinom
aber zu den seltenen Tumoren. Ménner erkranken zwei bis drei Mal hiufiger als Frauen. Das
mediane Alter zum Zeitpunkt der Diagnose ist 65 Jahre [32]. Im , Heidelberger Workshop*
wurden fiinf Haupttypen der Nierenzellkarzinome klassifiziert: das klarzellige, das
chromophobe und das papillare Nierenzellkarzinom sowie das Sammelrohr-Karzinom und
unklassifizierte Nierenzellkarzinome. Das klarzellige Nierenzellkarzinom stellt mit einen
Anteil von 70% aller Nierenzellkarzinome den héufigsten Typ dar [33]. Die Klassifikation und
die Stadieneinteilung, sowie der histologisch beurteilte Grad der Tumordifferenzierung fiir das
klarzellige Nierenzellkarzinom sind in Tabelle 1.2 nach den Richtlinien des Union International

Contre le Cancre (UICC) zusammengefasst.

Kennzeichen des klarzelligen Nierenzellkarzinoms ist das Fehlen von Symptomen im frithen
Stadium der Erkrankung. Dies fiihrt dazu, das die meisten Tumore entweder zufillig im
Rahmen anderer Untersuchungen oder erst im spdten Stadium diagnostiziert werden.
Entscheidend fiir die Prognose ist das Ausmal} der Erkrankung zum Zeitpunkt der Diagnose. So
betriigt die 5-Jahres-Uberlebensrate in Stadium I noch 90 bis 100%, in Stadium IV lediglich
noch 15 bis 30%. Vor allem das Vorhandensein von Metastasen gilt als ungiinstiger
prognostischer Faktor. Nach Feststellung der Metastasierung liegt das mediane Uberleben

zwischen 6 bis 10 Monaten und das 2-Jahres-Uberleben bei unter 20% [33].

Ein Merkmal des klarzelligen Nierenzellkarzinoms ist, dass man bei einigen wenigen Patienten
spontane Remissionen beobachtet. Dies und die Beobachtung, dass das klarzellige
Nierenzellkarzinom einen vergleichsweise hohen Anteil an Tumor-infiltrierenden Lymphozyten
(TIL) aufweist und auf Immuntherapien anspricht, siecht man als Anhaltspunkt, dass das

Immunsystem eine Rolle bei der Kontrolle des Tumorwachstums haben konnte [32;34].

11
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Primértumor

TO Kein Anhalt fiir Primértumor

T1 Tumor 7 cm oder weniger in maximaler Ausdehnung, begrenzt auf die Niere (neu seit 1997)
(Tumor 2,5 cm oder weniger in maximaler Ausdehnung, begrenzt auf die Niere [bis 1997])

T2 Tumor mehr als 7 cm in maximaler Ausdehnung, begrenzt auf die Niere (neu seit 1997)
(Tumor mehr als 2,5 cm in maximaler Ausdehnung, begrenzt auf die Niere bis [1997])

T3 Tumor breitet sich in groleren Venen aus oder infiltriert direkt Nebenniere oder perirenales
Fettgewebe, jedoch nicht iiber die Gerotafaszie hinaus

T4 Tumor infiltriert {iber die Gerotafaszie hinaus

X Primértumor kann nicht beurteilt werden

Regionale Lymphknoten

NO Keine regionalen Lymphknotenmetastasen

N1 Metastase(n) in einem regionalen Lymphknoten

N2 Metastase(n) in mehr als einem regionalen Lymphknoten

(N3 Metastasen in Lymphknoten, mehr als 5 cm in maximaler Ausdehnung [bis 1997])

NX Regionale Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden

Fernmetastasen

MO Keine Fernmetastasen

Mi Fernmetastasen

MX Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden

Stadiengruppierung

Stadium I T1 NO MO

Stadium II T2 NO MO

Stadium I | T3 NO MO
T1,2,3 | NI MO

Stadium IV | T4 NO,N1 MO
Jedes T | N2 MO
Jedes T | Jedes N Ml

Histologisches Grading

Gl gut differenziert

G2 maBig differenziert

G3/4 schlecht differenziert/undifferenziert

Tabelle 1.2.1.1: Stadieneinteilung und TNM Klassifikation des Nierenzellkarzinoms nach den Richtlinien der
Union International Contre le Cancre (UICC), Stand 2003. [33]

12
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1.2.2 Therapie

Die primére Therapie des Nierenzellkarzinom ist die operative Beseitigung des Tumors, die im
nicht-metastasierenden Stadium faktisch eine Heilung bedeutet. Die Therapieoptionen des
metastasierenden Nierenzellkarzinoms sind jedoch limitiert durch die weitgehende Resistenz
der Tumorzellen gegeniiber Chemo- und Strahlungstherapien. Therapeutische Optionen sind
die Immuntherapie und neuerdings auch die Behandlung mit Tyrosinkinase-Inhibitoren. Zu den
Immuntherapien gehort die Therapie mit Zytokinen, wie TNF-a und IL-2. Unter TNF-o-
Behandlung konnte ein bis zu 12 % besseres Uberleben, durch systemische Gabe von IL-2
kann ein 10 bis 15% besseres 5-Jahres-Uberlebensrate erreicht werden. IL-2 wird meist in
Kombination mit IFN-a und 5-Fluorouracil (5-FU) verabreicht, mit Ansprechraten von 31%.
Die IL-2 Therapie ist bis heute die einzige Therapie, bei der es zu einer kompletten Heilung
kommen kann. Nachteil dieser Therapie ist, dass bei hoher Toxizitit und signifikanter
Mortalitdt die Therapie nur bei einem kleinen Teil der Patienten anspricht [33;35]. Die
Indikation fiir eine Immuntherapie liegt derzeit bei 5% und ist nur fiir Patienten mit einem

guten Allgemeinzustand und lokalisierten Metastasen empfohlen [33].

Die Therapie mit Tyrosinkinase-Inhibitoren gehort mit zu den neueren therapeutischen
Ansitzen. Die gezielte Inhibition des vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF) spielt
dabei eine wichtige Rolle. Dabei haben sich zwei Hauptrichtungen der VEGF-Therapie
entwickelt. Einmal die Blockade des Liganden durch monoklonale Antikorper, wie
Bevacizumab und die Blockade des VEGF-Rezeptors durch kleine Molekiile (small molecule
inhibitors), die die Tyrosinkinase inhibieren. Beispiel sind Sunitinib und Sofarenib. Die
Therapieerfolge sind viel versprechend, die Therapie mit Sunitinib erreichte mit einem
Ansprechen bei liber 31% der Patienten mit metastasierendem Nierenzellkarzinom bessere

Effekte als die IFN-a Therapie mit einer Ansprechrate von 6% [36].

Allerdings zeigte sich bis jetzt noch keine vollstindigen Heilung durch VEGF-Therapie und
bei Absetzen der Therapie kommt es zu schneller Wiederkehr des Tumors. Daher zeichnen sich
mittlerweile Vorteile einer IL-2 Therapie gegeniiber einer Tyrosinkinase-Therapie ab [35]. Da
aber nur eine Subgruppe der Patienten auf IL-2 Therapie anspricht, gilt es nach wie vor als
zentrales Ziel Marker zu identifizieren, welche die Identifikation von Therapieansprechern

erlauben.
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1.3 Aufgabenstellung

Die systemische Gabe des Zytokin IL-2 ist eine anerkannte Therapie bei Patienten mit
metastasierendem Nierenzellkarzinom und fiihrt bei einigen Patienten zu langanhaltender
Tumorregression und Langzeitiiberleben [37]. Da nur eine Subgruppe von Patienten ein
Ansprechen zeigt und gleichzeitig die Nebenwirkungen hoch sind, ist es erstrebenswert
Therapieansprecher von Nicht-Ansprechern zu unterscheiden, um den Nicht-Ansprechern die
Beeintriachtigung der Lebensqualitit zu ersparen und ihnen frithzeitig andere Therapieoptionen zu

kommen zu lassen.

In Vorarbeiten wurde gezeigt, dass sich RCC-Tumore in zwei Gruppen anhand des NK-Anteils am
Lymphozyteninfiltrat einteilen lassen: Die eine Gruppe hat einen hohen NK-Anteil (= 20%) und
die andere einen geringen NK-Anteil (< 20%) [38]. Die Klassifizierung erfolgte mittels
durchflusszytometrischer Quantifizierung der aus Gewebe isolierten Lymphozyten. Die NK-
Zellen beider Tumorgruppen unterschieden sich auch in ihrer funktionellen Qualitét, da
insbesondere die NK-Zellen aus Tumoren mit einem hohen NK-Anteil ihre zytolytische Aktivitit
durch Kurzzeit-Inkubation mit niedrig dosiertem IL-2 wiedererlangen konnten. Es wurde daher
die Hypothese aufgestellt, ob mdglicherweise ein Zusammenhang zwischen dem Gehalt an NK-
Zellen in den Tumor-infiltrierenden Lymphozyten (TIL) und dem Ansprechen auf IL-2-basierte
Therapien bestehen konnte. Fiir andere Tumorhistologien wurde bereits ein Zusammenhang
zwischen dem Vorhandensein von NK-Zellen und Tumorprogression postuliert [11-14]. Um diese
Hypothese zu testen, muss eine grofle Patientenkohorte, inklusive Patienten mit IL-2 Therapie,
untersucht werden. Die jetzige Methode zur Unterscheidung von Tumoren mit hohem und
niedrigem NK-Anteil beruht auf der durchflusszytometrischen Analyse von Tumor-infiltrierenden
Lymphozyten (TIL), die aus frischem post-operativem Gewebe isoliert wurden und ist deshalb

ungeeignet zur Analyse von archiviertem Patientenmaterial.

Ziel dieser Arbeit war es ein molekulares Profil zu erarbeiten, welches die Quantifizierung des
NK-Zellinfiltrats im Gewebe erlaubt, die der durchflusszytometrischen Quantifizierung der NK-
Zellen in TIL entspricht, und somit eine retrospektive Analyse von Archivmaterial ermoglichen
wiirde. Als Methode wurde die quantitative RT-PCR gewahlt. Als NK-zellrelevante Marker
wurden die Lymphozytenmarker CD56, NKp46, Perforin und Granzym B sowie verschiedene
Zytokine und Chemokine untersucht, die einerseits fiir den Aktivierungszustand und andererseits
fiir die Rekrutierung von NK-Zellen ins Gewebe bedeutsam sein konnten. Um moglicherweise

RCC-spezifische Milieufaktoren zu erfassen, wurde als Referenzgewebe Normalnierengewebe
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aus Tumor-Tragenden Nieren untersucht. Des weiteren sollten auch mogliche Korrelationen von

molekularen Markern mit klinischen Daten und dem Uberleben iiberpriift werden.

In einem zweiten Teil der Arbeit sollte die Bedeutung des Chemokins CCLS5 bei NK-Zellen
untersucht werden. Im Gegensatz zu T-Zellen, wo CCL5 nur bei T-Zellrezeptor vermittelter
Stimulation produziert wird ist in NK-Zellen wenig iiber die Sekretion und die Regulation
bekannt. Zusitzlich sollte auch die Lokalisation von CCLS5 in den NK-Zellen mittels konfokaler
Mikroskopie untersucht werden. Des weiteren sollte eine mogliche Funktion von NK-
zellsezerniertem CCLS in der Kommunikation von NK-Zellen und Makrophagen in einem in vitro

Modellsystem nachgewiesen werden.
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2 Material

2.1 GQGerite
Gerite Hersteller

Bestrahlungsanlage HWM-D-200, (Strahlungsquelle: '*’Caesium) GammaCell 40, Ottawa, Kanada

Brutschrank

Dynal MPC-50

ELISA-Lesegerat SLT SPECTRA
Fluoreszenzzytometer, LSR-II
Heizblock

Kryostat

Laserscanning System TCS SP2
Leica DM IRBE Mikroskop
Lichtmikroskope ( Zeiss Axioskop)
Lichtmikroskope (Leica DMLS)
MACS-Seperator
Mehrkanalpipette 300 pl
Milli-Q®-Reinwasserherstellungssystem
Multistepper
Neubauer-Zahlkammer
pH-Meter 766 Calimetric
Pipetten 10pl, 200ul, 1000pul
Qubit Messgerét

Sterilbank

Stickstofftank Chronos Biosafe
Thermocycler Tagman 7700
Wasserbad U3

Zentrifugen

Heracus Instruments, Hanau
Dynal

SLT Instruments, Altdorg, Osterreich
Becton Dickinson, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg

Leica Jung CM 3000

Leica Microsystems, Heidelberg
Leica Microsystems, Heidelberg
Zeiss, Jena

Leica Microsystems, Heidelberg
Miltenyi, Biotec, Bergisch Glattbach
Eppendorf, Hamburg

Millipore, Schwalbach
Eppendorf, Hamburg

GLW, Wiirzburg

Knick, Berlin

Eppendorf, Hamburg
Invitrogen, Karlsruhe

BDK, Sonnenbriihl-Genkingen
Messer Griesheim, Krefeld
Applied Biosciences

Julabo

Heraceus Instruments, Hanau
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2.2 Chemikalien

Chemikalien

Hersteller

1 N Salzséure

4’ ,6-Diamodino-2-Phenylindol (DAPI)
7-Amino-Actinomycin D (7AAD)
Aceton

Aqua ad iniectabilia

BDOptEIA™ TMB Substrate Reagent Set
Bovines Serumalbumin (BSA)
DAKO® Target Retrieval Solution (10x)
Essigsaure

Ethanol

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Humanserum

Immersionsol

Isopropanol

Levamisol

Methanol

Naphtol AS Phosphat
Natrionhydrogencarbonat

Natriumazid

Natriumchlorid

Natriumcitrat 2H,0

Natriumnitrit

Neufuchsin

Orthophosphorsdure

Paraformaldehyd

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS), Pulver zum Losen
Poly-L-Lysin

Propidiumjodid

Saponin

Trypanblau

Tween 20

Vectashield

Vybrant™ DiD

Vybrant™DiO

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck, Darmstadt

B.Braun Melsungen AG, Melsungen

BD Biosciendes Pharmingen San Diego
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
DAKO, Hamburg

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Cambrex Corporation

Leica Microsystems, Wetzlar

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Biochrom AG, Berlin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
ICN Biomedicals GmbH

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
VECTOR Laboratories

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
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2.3 Zellkultur

2.3.1 Zusitze

Verbrauchsmaterial

Hersteller

96-Loch-Flachbodenplatten

Accutase®

Actinomycin D

AIMV

Cycloheximid

Dimethylsulfoxid (DMSO)

DMEM

EDTA

EGTA AM

Einbettmedium fiir Kyrogewebeschnitte
Eindeckmedium fiir Immunfluoreszenzfarbungen Vectashield
ERK Inhibitor

Ficoll®

Fixogum

Fotales Kélberserum (FCS)

G418 Gentamycin

Heparin 2500 IE

HT (Hypoxantin-Thymidin) Supplement 50x
Humanserum (verschiedener gesunder Spender)
IMDM

JNK Inhibitor

L-Glutamin

MEMalpha + GlutaMax-1
Natrium-Pyrophosphat

Natriumpyruvat

Nichtessentielle Aminosduren (100x)

NK cell negative-Isolations Kit II
OPTI-MEM

p38 Inhibitor SB 203580
Penicillin/Streptomycin (100x)

PMSF

Rekombinantes human Interleukin-2 (Proleukin)
Rekombinantes human TGF-$1

RPMI 1640 ohne L-Glutamin

18

Nunc, Wiesbaden

PAA Laboratories, Colbe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Natutec

Vector Laboratories

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Biochrom, Berlin

Science Services

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Essex Pharma GmbH Miinchen
Invitrogen, Karlsruhe

IMI, HMGU-Miinchen

Invitrogen, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Dynal Biotech ASA, Oslo, Norway
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Cetus, Emeryville, USA

R&D Systems, Wiesbaden

Invitrogen, Karlsruhe
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Verbrauchsmaterial

Hersteller

Staurosporin

Superfrost® Plus Objekttriger
T175 Zellkulturflaschen

T75 Zellkulturflaschen

TCGF (T cell Growth Factor)
Tris-HCL

Triton-X-100

Trypsin-EDTA (10x)

Alomone Labs Ltd, Jerusalem, Israel
Menzel, Braunschweig

GreinerBecton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg

IMI, HMGU-Miinchen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Invitrogen, Karlsruhe

2.3.2 Medien

RMPI-Basismedium
RPMI 1640
2mM L-Glutamin
ImM Natriumpyruvat

ImM nichtessentielle Aminoséduren

T-Zell-Medium
RPMI-Basismedium
7,5% FCS
7,5% Humansserum
50U/ml IL-2

RCC-Medium
RPMI-Basismedium
12% FCS

LCL-Medium
RPMI-Basismedium
10% FCS

NK92-Medium
RPMI-Basismedium
10% FCS
7,5% Humanserum
100U/ml IL-2
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NKIL-Medium
RPMI-Basismedium
15% FCS
5% TCGF
100U/ml IL-2

YT-Medium
IMDM-Medium
15% FCS
2mM L-Glutamin
ImM Natriumpyruvat
ImM nichtessentielle Aminosduren

CHO-Medium
MEMalpha Medium + GlutaMax-1
10% dialysiertes FCS
2% HT-Supplement

CHO-Rapi-Medium
MEMalpha Medium + GlutaMax-1
10% dialysiertes FCS

CML-Medium
RPMI-Basismedium
15% FCS

1x Penicillin/Streptomycin

Einfriermedium
20% DMSO in RPMI-Basismedium

Maus-Makrophagen Medium (erhalten von B. Luckoff; Poliklinik LMU Miinchen)
DMEM Medium mit 4,5 g/l Glukose
15% steril filtrierter Uberstand von L929 Zellen (enthilt M-CSF und FGF)
10% FCS
5% Pferdeserum
1% Benzylpenicillin-Procain /Dihydrostreptomycin
50uM 2-B-Mercaptoethanol
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2.3.3 Pufferlésungen

MACS-Puffer
0,5% Humanserum
0,5 mM EDTA (in PBS)

NK-Isolationspuffer
0,1% FCS in PBS

Trypsin-EDTA-Ldsung
2x Stockldsung Trypsin-EDTA

FACS-Puffer
2% Humanserum
200 mM EDTA (in PBS)
0,1% Natriumazid (in PBS)

FACS-Puffer mit Saponin
2% Humanserum
0,1% bzw. 0,35% Saponin (in PBS)

Paraformaldehyd-LGsungen
1% bzw. 4% Paraformaldehyd (in PBS)

Stopp-Puffer fiir Phagozytoseassay
01% Natriumazid in PBS
200 mM EDTA in PBS
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2.4 Zelllinien

Bezeichnung Charakteristika Kulturmedium Quelle
humane NK- isoliert aus Vollblut von gesunden NK92-Medium IMI, HMGU-Miinchen
Zellen Spendern
Maus WT- Balb/c Wildtyp-Mausmakrophagen =~ Maus-Makrophagen B. Luckoff
Makrophagen Medium Poliklinik, LMU
Maus CCR5"- Balb/c Hintergrund, stabiler CCR5”  Maus-Makrophagen  B. Luckoff
Makrophagen Knockout Medium Poliklinik, LMU
NK-92 CD16  CD56" zytotoxische NK NK92-Medium [39]
Zelllinie
NKL CD16'CD56™ NK Zelllinie NKL Medium [40]
PBL-Pool Gemisch von periphéren Blut- T-Zell-Medium IMI, HMGU-Miinchen
Leukozyten aus vier gesunden
Spendern
RCC26 humane Nierenzellkarzinomzelllinie = RCC-Medium IMI, HMGU-Miinchen
YT EBYV positive NK Zelllinie, IL-2 YT-Medium [41]
unabhéngig
B-LCL LAZ388 EBYV transformierte B Zelllinie LCL-Medium Freiburg
CHO chinese ovarian hamster cancer CHO-Medium P. Nelson

CHO-Rapi

CHO-mRapi

CTL Klon JB4

Zelllinie

chinese hamster ovarian cancer
Zelllinie mit stabiler Transfektion
von GPI verankerten CCL5-
Konstrukt

chinese hamster ovarian cancer
Zelllinie mit stabiler Transfektion
mit GPI verankertem CCL5-
Konstrukt mit einer Methylgruppe

am N-Terminus

humane klonale CTL-Linie, HLA-
A2-alloreaktiv

CHO-Rapi-Medium

CHO-Rapi-Medium

T-Zell-Medium

Poliklinik, LMU
P. Nelson

Poliklinik, LMU

P. Nelson
Poliklinik, LMU

IMI, HMGU-Miinchen
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2.5 Antikorper

2.5.1 Primaérantikorper

Spezifitit = Markierung Spezies/Isotyp Klon Konzentration Verwendung Vertreiber
CD107a FITC Maus IgGl1 H4 B4 1: 25 IF, FACS | BD Bioscience
CD107b FITC Maus IgGl H4 A3 1: 25 IF, FACS  BD Bioscience
cD2 APC Maus [gG2a  S5.2 1: 50 HC, BD Bioscience

us e ' ' FACS

CD3 unmarkiert  Maus IgGl UCHT 1 1: 1000 HC DAKO
CD3 PB Maus IgG1 CD3 1:33 FACS DAKO
CD56 APC Maus IgGl1 N901 1:33 FACS Beckman/Coulter
CD57 FITC Maus IgM NC1 1: 10 HC EuroBioSciences
CD8 unmarkiert  Kaninchen SP16 1: 50 IF, IHC Thermo Scientific
CX3CL1 unmarkiert | Kaninchen polyklonal  1: 100 HC eBioscience
CX3CR1 unmarkiert | Kaninchen polyklonal  1: 100 HC eBioscience
CX3CRI1 unmarkiert ~ Maus Ig2 unbekannt | 1: 100 FACS Sigma-Aldrich
EEA-1 unmarkiert  Maus IgGl 14 1: 100 IF BD Bioscience
Granzym A | FITC Maus IgGl CB9 1: 20 IF, FACS  BD Bioscience
Granzym B unmarkiert  Maus IgG1 GBl11 1: 100 IF, FACS  Serotec
Granzym B | PE Maus IgGl1 GBl11 1: 100 FACS Serotec
Isotyp- . iosci

FITC Maus IgGl1 MOPC21 1: 20 FACS BD Bioscience
Kontrolle
Isotyp PE Maus [eGl  W3125 1: 100 FACS  Serotec
-Kontrolle
NKp46 unmarkiert  Maus IgG1 9,00E+002 1:10 IF, IHC BD Bioscience
NKp46 PE Maus IgGl 9E2 1: 10 FACS BD Bioscience

. . IF, IHC, L

Perforin unmarkiert | Maus IgG2b 5G9 02:40:00 FACS BD Bioscience
Rab5 unmarkiert Kaninchen unbekannt 1: 100 IF Cell Signalling
Rab5s unmarkiert Maus [gG2a  1/Rab5 1: 100 IF BD Bioscience
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Spezifitit = Markierung Spezies/Isotyp Klon Konzentration Verwendung Vertreiber
. . P. Nelson
CCL5 Maus IgG2b VL-2 1:2 IF
unmarkiert s Poliklinik LMU
CCL5 unmarkiert ~ Maus [gG2b  VL-1 1:2 FACS P. Nelson
Poliklinik LMU

Tabelle 2.5.1.1: Verwendete Priméreantikorper fiir die Durchflusszytometrie (FACS) und
immunhistochemische (IHC) oder Immunfluoreszenzfirbungen (IF).

2.5.2 Sekundérantikorper

Spezifitit Markierung Spezies Klon Konzentration Verwendung Vertreiber
Maus APAAP Maus DO651 1:40 HC DAKO
Maus unmarkiert Kaninchen | 70259 1:20 HC DAKO
Kaninchen AP Ziege 1:50 HC Dianova
Kaninchen AP Ziege 1:50 IHC Dianova
Maus-IgG2b  AlexaFluor 488 Ziege 1:500 IF, FACS Invitrogen
Maus-IgG2a  AlexaFluor 488 Ziege 1:500 IF, FACS Invitrogen
Maus-IgG2a  AlexaFluor 568 Ziege 1:500 IF, FACS Invitrogen
Maus-IgGl  AlexaFluor 488 Ziege 1:500 IF, FACS Invitrogen
Maus-IgGl  AlexaFluor 568 Ziege 1:500 IF, FACS Invitrogen
Maus-IgG2b  AlexaFluor 647 Ziege 1:500 IF, FACS Invitrogen
Kaninchen Cy5 Ziege 1:100 IF Dianova
Ratte Cy3 Maus 1:200 IF Dianova
Kaninchen ~ RRX Esel 1:250 IF Dianova

Tabelle 2.5.2.1: Verwendete Sekundiirantikorper fiir die Durchflusszytometrie (FACS), immunhistochemische
(IHC) oder Immunfluoreszenz-Firbungen (IF).
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2.6 Proteinbestimmung

2.6.1 Zytokin und Chemokin Bestimmungen

2.6.1.1 Puffer

Lysepufter

20mM Tris-HCL (pH 7,5)
ImM EDTA (pH 8)

ImM EGTA (pH 8)

1% Triton X-100

2,5mM Natrium-Pyrophosphat
ImM PMSF

in aqua at injectabile

ELISA-Coating-Puffer
0,1 M Carbonatpuffer pH 9,5

ELISA-Waschpuffer
0,05% Tween20 in PBS

ELISA-Blockierungspuffer (IFN-y)

1 % Magermilchpulver (in PBS)

ELISA-Blockierungspuffer (RANTES)

1 % FCS (in PBS)

2.6.1.2 Reagenziensysteme

DuoSet human RANTES (CCLYS)

BDOptEIA™ human IFN-y ELISA Set

R&D Systems

BD Biosciences
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2.7 Molekularbiologie

2.7.1 Primer/Sonden fiir Tagman-basierte quantitative ,,real-time“ (echtzeit) PCR

(QRT-PCR)
Spezifitat . Primer
Orientierung Sequenz
18STRNA Unbekannt
CD2 ContextSequenz GGAGAAATGATGAGGAGCTGGAGAC
CD3 ContextSequenz CTCGCAAGTGAGCCCCTTCAAGATA
Perforin Forward CACCAGGACCAGTACAGCTTCAG
Reverse CCGATGATCTCCCCTGCAT
Sonde TGGCCTTCCTCCTGCTGCCCA
Granzym B Forward TGCAACCAATCCTGCTTCTG
Reverse CCGATGATCTCCCCTGCAT
Sonde TGGCCTTCCTCCTGCTGCCCA
IL-2 ContextSequenz TGCCCAAGAAGGCCACAGAACTGAA
IL-4 Forward CGATATCACCTTACAGGAGATCATCA
Reverse GTGTTCTTGGAGGCAGCAAAG
Sonde TCTGTGCACCGAGTTGACCGTAACAGA
IL-10 Forward GATTTGTGCAGCTGTTTCAGTGCAG
IL-12 p40 ContextSequenz Unbekannt
IL-15 ContextSequenz Unbekannt
TNF-a ContextSequenz Unbekannt
TGF-B ContextSequenz Unbekannt
IFN-y ContextSequenz Unbekannt
CCL5 ContextSequenz Unbekannt
CXCL8 ContextSequenz Unbekannt
CXCL10 ContextSequenz Unbekannt
CXCLI12 ContextSequenz Unbekannt
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Spezifitit S Primer
Orientierung Sequenz
CXCLI16 ContextSequenz Unbekannt
CX3CL1 Forward Unbekannt
Reverse Unbekannt
Sonde Unbekannt
CX3CRI1 Forward Unbekannt
Reverse Unbekannt
Sonde Unbekannt
CD56 ContextSequenz Unbekannt
NKp30 ContextSequenz Unbekannt
NKp44 ContextSequenz Unbekannt
NKp46 ContextSequenz Unbekannt
2.7.2 Enzyme
Reverse Transcriptase Super Script 11 Gibco
RNase-free DNase Set Quiagen
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2.7.3 Reagenziensysteme

Qiagen RNeasy Mini Kit zur RNA-Isolierung Quiagen
Qubit-iT RNA Assay Kit Invitrogen
AQOD (assay of demand) Primer/Sonden Mix: Applied Biosystems

Haushaltsgen: 18S rRNA

Lymphozyten-Marker: CD2, CD3, CD56, NKp30, NKp44, NKp46
Zytotoxine: Perforin, Granzym B

Zytokine: IL-2, IL-4, IL-10, IL12p40, IL-15, TNF-a, TGF-B, IFN-y
Chemokine: CCL5, CXCLS8, CXCL10, CXCL12, CXCL16, CX3CLI
Chemokinrezeptoren: CX3CR1

Alle Primer/Sonden Kits waren von Applied Biosystems und wurden vom Hersteller auf

Spezifitat gepriift.

2.7.4 Sonstige Reagenzien

Mischung fiir Reverse Transkriptase

5x Puffer Invitrogen

25mM dNTP Amersham Pharmacia
0,IM DTT Invitrogen

40U/ul RNaseOut™ Ribonuclease Invitrogen

15ug/ml lineares Acrylamid Ambion
Hexanukleotide Roche

Wasser, PCR-grade Roche
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2.8 Immunfluoreszenz

2.8.1 Losungen und Puffer

20x SSC-Puffer
0,3M Natrimcitrat 2H,0 (8,82 g)
3M Natriumchlorid (17,83 g)
ad Aqua ad iniectabilia (100 ml)
— pH-Wert 7,0 (mit 1N Salzséure)

DAPI-Stocklosung
S5mgDAPI /ml in Aqua ad iniectabilia

DAPI-Gebrauchslésung
150pg/ml DAPI (3 pl Stocklosung)
2x SSC-Puffer (10 ml)
ad Aqua ad iniectabilia (90 ml)

Paraformaldehyd-Ldsungen
1% bzw. 4% Paraformaldehyd (in PBS)

Blockierungsldsung
2%BSA in PBS

Antikorperverdiinnungslésung

12,5% Humanserum in PBS
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2.9 Immunhistochemie

2.9.1 Losungen und Puffer

TBS- Waschpuffer:

6,05g Trishydoxy(methyl-)aminomethan (Merck) (0,01M)
43,90g Natriumchlorid (Merck) (0,15M)

in 4,6 L Braunwasser 16sen

pH-Wert auf 7,4-7,6 einstellen

auf 5L auffiillen

Citrat-Puffer:
4,20g Citronensidure-Monohydrat (Merck)

in 1,7L Braunwasser 16sen
pH Wert auf 6,0 einstellen
auf 2L auffiillen

AP-Puffer fir die Entwicklerlésung:

12,1g Trishydroxy(methyl-)aminomethan (0,1 M)
5,85g Natriumchlorid (0,1 M)

in 1L Braunwasser 10sen

Entwicklungespufferfiir die Entwicklerldésung:

1,21g Trishydroxy(methyl-)aminomethan (0,01M)
5,85g Natriumchlorid (0.1M)

in 1L Braunwasser 10sen

Neufuchsin Losung:

S5g Neufuchsin Pulver (Merck) in 100ml 2N HCL 16sen
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2.10 Patientenmaterial

2.10.1 Tumorgewebe

Alter Nachverfolgungszeit
Patient-ID  Geschlecht TNM Status Tumorstadium
(Jahre) raum (Monate)

hoher prozentualer NK-Anteil, NKhigh [>20% der Tumor TIL]

RCC-1 m 67 T1b NO M0 G2 I A(37)
RCC-2 f 31 T2 NO M0 G2 I A (40)
RCC-3 f 61 T1la NO M0 G2 I A (42)
RCC-4 f 66 T1b NO M0 G2 I A (43)
RCC-5 m 52 T1 NO MO G3 I A (62)
RCC-6 m 47 T2 NO MO Gx 1I n.d
RCC-7 m 68 T3b Nx M0 G2 il A (70)
RCC-8 m 68 T3b NO M0 G2 11 DOD (34)
RCC-9 f 76 T3b N0 M0 G2 I A-DF (43)
RCC-10 f 67 T3b NO M0 G2 11 A (67)
RCC-11 £ 74 T3a Nx M0 G3 I n.d
RCC-12 m 59 T3b Nx M0 G2 il A(37)
RCC-13 m 77 T3 Nx M0 G2 11 D (12)
RCC-14 m 49 T2 NO M0 G2 II nd
RCC-15 m 53 T3b NO M0 G2 11 nd

Tabelle 2.10.1.1: Tabelle NK"" Tumore. Klassifizierung nach UICC. Geschlecht: m: minlich; f: weiblich. A
(alive/lebend); DOD (dead of desease/ tot auf Grund der Krankheit); A-DF (alive-desease free/ lebend, frei von
Krankheit); D (dead/tot); n.d not determined/nicht bestimmbar.
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Alter Tumor Follow-up
Patient-ID Geschlecht TNM status
(Jahre) stadium (Monate)
low NK content [<20% of TIL]

RCC-16 m 34 T2 NO M0 G2 1I A-DF (14)
RCC-17 m 47 T1b NO MO G2 I DOD (35)
RCC-18 m 57 T2 NO M0 G3 1 A (62)
RCC-19 f 69 T1 Nx Mx G2 I A-DF (42)
RCC-20 m 68 T1 NO Mx G2 I A-DF (42)
RCC-21 m 83 T2 NO M0 G2 II A (68)
RCC-22 m 61 T3 NO M0 G3 I D (38)
RCC-23 f 74 T3b NO M1 G3 v A (40)
RCC-24 m 53 T3b NO MO G2 1 A-DF (17)
RCC-25 f 74 T3b NO M0 G2 11 D (36)
RCC-26 f 80 T3b N2 M0 G2 v A (70)
RCC-27 m 61 T3b N2 M1 G3 v DOD (12)
RCC-28 f 35 T4 NO M0 Gx v A-PR (15)
RCC-29 m 73 T3¢ NO M1 G2 v DOD (27)
RCC-30 m 68 T3b NO M1 G2 v DOD (48)
RCC-31 f 80 T1 NO M1 G3 v A (59)
RCC-32 m 67 T3b NO MO G3 I n.d
RCC-33 m 58 T3b NO MO G2 1 n.d
RCC-34 f 65 T3b N2 MO G3-4 v n.d
RCC-35 m 60 T2 Nx M0 G3 I n.d
RCC-36 f 57 T2 Nx M1 G3 v n.d
RCC-37 f 72 T3b NO MO G3 1 n.d

Tabelle 2.10.1.2: Tabelle NK""Tumore. Klassifizierung nach UICC. Geschlecht: m: ménlich; f: weiblich. A
(alive/lebend); DOD (dead of desease/ tot auf Grund der Krankheit); A-DF (alive-desease free/ lebend frei von
Krankheit); D (dead/tot); n.d not determined/nicht bestimmbar.

Die in dieser Arbeit untersuchten Nierengewebe wurden von der urologischen Abteilung des
Klinikum GroBhadern, Ludwig-Maximilians-Universitidt Miinchen zur Verfiigung gestellt. Alle

Tumore waren Nierenzellkarzinome des klarzelligen Typs
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2.10.2 Kontrollgewebe

Gewebe Geschlecht Alter Besonderheiten
NKC-1 m 83 aus tumortragenden Niere (RCC-21)
NKC-2 f 69 aus tumortragenden Niere (RCC-19)
NKC-3 f 80 aus tumortragenden Niere (RCC-26)
NKC-4 m 68 aus tumortragenden Niere (RCC-20)
NKC-5 m 68 aus tumortragenden Niere (RCC-30)
NKC-6 m 57 aus tumortragenden Niere (RCC-18)
NKC-7 m 47 aus tumortragenden Niere (RCC-17)
NKC-8 f 76 aus tumortragenden Niere (RCC-9)
NKC-9 m 73 aus tumortragenden Niere (RCC-29)
NKC-10 m 61 aus tumortragenden Niere (RCC-22)
NKC-11 f 74 aus tumortragenden Niere (RCC-23)
NKC-12 f 74 aus tumortragenden Niere (RCC-11)
NKC-13 f 66 aus tumortragenden Niere (RCC-4)
NKC-14 f 61 aus tumortragenden Niere (RCC-3)
NKC-15 m 68 aus tumortragenden Niere (RCC-7)
NKC-16 f 31 aus tumortragenden Niere (RCC-2)
NKC-17 m 68 aus tumortragenden Niere (RCC-8)
NKC-18 f 67 aus tumortragenden Niere (RCC-10)

Tabelle 2.10.2.1: Normalnierengewebe (NKC; normal Kidney cortex). Das Areal stammte aus aus einem Bereich,
der moglichst weit entfernt vom Tumorareal lag.
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2.11 Blutproben

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Vollblutproben wurden von gesunden Spendern
zur Verfiigung gestellt. Die Abnahme erfolgte von einem zur Blutabnahme berechtigten

Mediziner. Die Zustimmung der Spender und der lokalen Ethikkommission lag vor.
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3 Methoden

3.1 Allgemeine Methoden der Zellkultur

3.1.1 Allgemeine Bemerkungen

Um eine Kontamination mit Bakterien und Pilzen zu vermeiden, wurden alle Arbeitsschritte
mit lebenden Zellen unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Alle verwendeten Medien und

Losungen wurden, falls nicht anders angegeben, im Wasserbad auf 37°C erwérmt.

3.1.2 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde mit einer Neubauer Zdhlkammer bestimmt. Dazu wurde eine bestimmtes
Volumen der Zellsuspension entnommen und mit dem selben Volumen Trypanblaulésung

versetzt.

Trypanblau wird nur von toten Zellen aufgenommen und ist deshalb geeignet, um tote von
lebenden Zellen zu unterscheiden. Es wurden die lebenden Zellen, d.h. die Trypanblau-
negativen Zellen, von zwei GroB3quadraten ausgezihlt und die Werte gemittelt. Die Zellzahl

pro ml Zellsuspension wurde mit folgender Formel berechnet:

Zellzahl| ml= Mittelwert aus zwei GrofSquadraten* Verdiinnungsfaktor * 10000

3.1.3 Einfrieren von Zellen

Um Zellen in fliissigem Stickstoff zu lagern, muss dem Medium 20% Dimethylsulfoxid
(DMSO) zugegeben werden. DMSO verhindert die Bildung von Eiskristallen, die zum Platzen
der Zellen filhren wiirden, ist aber fir stoffwechselaktive Zellen hochtoxisch. Daher wurden
alle Arbeitsschritte moglichst schnell auf Eis durchgefiihrt. Die abzentrifugierten Zellen
wurden in kaltem FCS resuspendiert und 1:2 mit kalter 20%iger DMSO-Mediumlésung

gemischt. Jeweils 1,8ml der Losung wurden auf Einfrierréhrchen verteilt, in Zellstoff verpackt
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und fiir 24h bei -80°C eingefroren. Danach wurden die Zellen bis zur Wiederverwendung iiber

fliissigem Stickstoff (-196 °C) im Stickstofftank gelagert.

3.1.4 Auftauen von Zellen

Die Einfrierrohrchen wurden nach Entnahme aus dem Stickstofftank in einem 37°C warmen
Wasserbad erwérmt bis die Zellsuspension zu 3/4 aufgetaut war. Die Suspension wurde in FCS
aufgenommen und die nun vollstindig aufgetaute Suspension sofort abzentrifugiert. Die

abzentrifugierten Zellen wurden im jeweiligen Kulturmedium resuspendiert.

3.1.5 Kultivierung von adhirenten Zelllinien

Die Kultivierung von adhérenten Zellen wird in dem fiir die jeweiligen Zellen optimalen
Medium durchgefiihrt. Das Mediumvolumen in der T75-Kulturflasche ( @75 cm?
Adhirenzfliache) betrug 15 ml, in der T175-Kulturflasche ( @175 cm* Adhdrenzfliche) 30 ml.
Alle drei Tage wurde das Medium zur Hélfte durch frisches Medium ersetzt. Bei dichtem
Zellrasen (90-100% zugewachsene Flache) wurde das Medium abgesaugt, die Kulturflasche
mir PBS gespiilt und fiir 2min mit 2ml Trypsin-EDTA (1x) (bei grof3en Kulturflaschen)
inkubiert. Die abgelosten Zellen wurden auf zwei Kulturflaschen verteilt und mit dem

zellspezifischen Medium versetzt.

3.1.6 Kultivierung von Suspensionszelllinien

Die Suspensionszellen wurden in stehenden T75-Kulturflaschen mit 20ml Medium kultiviert.
Alle 3 Tage wurde die Zellsuspension bis zur Hélfte abgesaugt und durch frisches Medium

ersetzt.
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3.1.7 Isolation von PBMCs aus Vollblut

Die Isolierung von peripheren mononukledren Blutzellen (PBMC) aus Vollblut gesunder
Spender erfolgte durch Ficoll-Dichtegradienten-Zentrifugation. Die Abnahme des Vollblutes
erfolgte in Spritzen, die 100ul Heparin enthielten, um ein Gerinnung des Blutes zu verhindern.
Das heparinisierte Vollblut wurde anschlieBend mit RPMI-Medium 1:2 verdiinnt und auf 15ml
Ficoll-Losung in 50ml-Rohrchen vorsichtig iiberschichtet. Bei der anschlieBenden
Zentrifugation bei 2000rpm iiber 20min ohne Bremse werden die Bestandteile des Blutes durch
die Zentrifugalkraft entsprechend ihrer Dichte voneinander getrennt. So kénnen die PMBC von
den Erythrozyten und Granulozyten getrennt werden. Die PBMC bildeten eine weil3e
Grenzschicht zwischen dem Plasma und der Ficoll-Losung, wohingegen die Erythrozyten und
Granulozyten im Sediment zu finden sind. Nach der Zentrifugation wurden die PBMC in ein
neues Rohrchen tiberfiihrt, die PBMC-Suspension mit RPMI-Medium 1:2 verdiinnt und bei
1900rpm fiir 12min mit Bremse zentrifugiert, um noch vorhandenes Ficoll wegzuwaschen. Der
Mediumiiberstand wurde abgesaugt und die PMBC in 20ml MACS-Puffer aufgenommen. Die
Zellsuspension wurde tiber eine 0,4pum Filtermembran gegeben, um gréfere Zellklumpen zu
entfernen und die Zellen anschlieBend gezéhlt. Alle nachfolgenden Schritte wurden auf Eis

durchgefiihrt.

3.1.8 Isolierung von Natiirlichen Killerzellen aus PBMC

NK-Zellen wurden aus PBMC iiber negative Isolierung angereichert. Bei der negativen
Isolierung werden, im Gegensatz zur positiven Isolierung, nicht die gewiinschten Zellen iiber
Antikorper an magnetische Beads gebunden sondern alle zu entfernenden Zellen. Der Vorteil
darin besteht, dass keine Beads an den Zellen, die fiir das Experiment bend6tigt werden, kleben
und eine mogliche Aktivierung der Zellen durch das Binden der Antikdrper verhindert wird.
Wichtig bei der Isolation der NK-Zellen war, dass aus den PBMCs vorhandene Thrombozyten
entfernt wurden, da sie die Reinheit der Isolation negativ beeinflussten. Deswegen wurden die
PBMC-Suspension zweimal fiir 12min bei 1000rpm abzentrifugiert und mit NK-
Isolationspuffer gewaschen. Danach wurden die Zellsuspension auf eine Konzentration von

1,0x107 Zellen/100ul in NK-Isolationspuffer eingestellt und pro 1,0x107 Zellen 20ul FSC und
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20ul Antikorper-Mix (aCD3, aCD14, aCD36, aCDw-HLA II DR/DP) zugegeben. Es folgte
eine Inkubation von 10min bei 4°C auf einem Rotor. Danach wurde mit 1ml/ 1,0x10” Zellen
NK-Isolationspuffer gewaschen und bei 1700rpm fiir 8min zentrifugiert. Das Zellsediment
wurde in 0,95ml NK-Isolationspuffer/ 1,0x10’ Zellen aufgenommen und mit 50ul beads/
1,0x107 Zellen fiir 10min bei 4°C inkubiert. Nach mehrmaligem auf- und abpipettieren, um
entstandene Beadrosetten aufzulosen, wurde das Rohrchen fiir mindestens 2min an den
Magneten gehiingt. Der Uberstand, der die NK-Zellen enthilt wird in ein neues Réhrchen
iiberfiihrt und nochmal mit 50ul beads versetzt, wie vorher inkubiert und ein zweites Mal an
den Magneten gehingt. Vom finalen Uberstand wird ein Aliquot fiir die Zellzahlbestimmung
abgenommen und der restliche Uberstand fiir 5Smin mit 1500rpm zentrifugiert. Das
Zellsediment wurde dann in NK-92 Medium aufgenommen. Es folgt eine
Reinheitsbestimmung mittels Durchflusszytometrie. Hierbei wurde tiber eine CD3/CD56-
Doppelfiarbung bestimmt, wieviel CD3-positive Zellen noch vorhanden waren. Brauchbar

waren Aufreinigungen mit einem NK-Gehalt von tiber 90%.

3.1.9 Kultivierung von T-Zellen

Die T-Zellen wurden in 24-Lochplatten in T-Zellmedium unter Zugabe von IL-2 kultiviert. Alle
3 Tage wurde entweder die Hilfte des Mediums durch frisches Medium ersetzt oder die Zellen,
die sich auf dem Boden der Platte abgesetzt hatten, mit einer Pipette resuspendiert und auf zwei

Vertiefungen verteilt. Die so ,,gesplitteten” Zellen wurden mit frischem Medium versetzt.

Fiir das Uberleben von T-Zellen ist es wichtig, dass durch einen duBeren Reiz ihre Proliferation
ausgelost wird. Dies kann iiber die Verwendung spezifischer Antikdrper (aCD3 und aCD28
Immunglobulin) erfolgen oder, wie in diesem Fall, mittels Tumorzellen, die den fiir den T-Zell-
Rezeptor geeigneten Peptid-MHC-Liganden (pMHC) exprimieren. Zusitzlich wurden
,Feeder“-Zellen (siche Tabelle 3.1.9.1) zum Restimulationsansatz gegeben, die die Zelldichte
erhohen und fiir ein gilinstiges Zellmilieu sorgen. Die Restimulation erfolgte alle 14-16 Tage.
Um die Proliferation der Restimulationszellen zu unterbinden, wurden sie in einer
Bestrahlungsanlage mit einer Casiumquelle (GammaCell) bestrahlt. Wie aus der Tabelle 3.1.9.1
ersichtlich, werden die Zellen unterschiedlich lang bestrahlt und in unterschiedlichen
Konzentrationen eingesetzt. Pro Ansatz werden 5 x 10° T-Zellen eingesetzt. Fiir die

Restimulation wurde einer der vier PBL-Gemische abwechselnd verwendet, um zu verhindern,
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dass TCR-Spezifititen angeziichtet werden. Nach der Bestrahlung wurden die Zellen
abzentrifugiert (1500rpm, Smin, bei Raumtemperatur, RT) und in T-Zellmedium mit 50 U/ml
IL-2 resuspendiert. Nach dem Zdhlen der Zellen wurden die Zellen in der angegebenen
Zelldichte vermischt, so dass ein Endvolumen von 1,5ml / Ansatz resultierte. Der Ansatz
wurde dann auf eine 24-Lochplatte pipettiert und fiir vier Tage bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert. Am Tag 4 nach Restimulation wurde das Medium zur Hélfte gegen T-Zellmedium
mit 100 U/ml IL-2 ausgetauscht oder, falls die Zelldichte war wie unter 3.2.7 beschrieben,

gesplittet. Von Tag 7 bis Tag 11 konnten die Zellen fiir einen Versuchsansatz verwendet

werden.
Restimulations Zelllinie Zelldichte (pro Vertiefung  Bestrahlungsintensitiit
zellen einer 24-Lochplatte in 1,5ml)
Zielzelle RCC 26 60000 Zellen 10000 rad
Feederzelle PBL-Gemisch aus 3 Spendern 1 x 10° Zellen 5000 rad
Feederzelle B-LCL-LAZ388 1 x 10° Zellen 15000 rad

Tabelle 3.1.9.1: Verwendete Stimulationszellen und Bedingungen zur Restimulation des zytotoxischen T-
Zellklons JB4.
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3.2 Bestimmung des Zytokingehalts in Zellkulturiiberstinden und Lysaten

Um den Zytokingehalt in Zellkulturiiberstinden zu messen, wurden der Uberstand in ein dem
Volumen angepasstes Reaktionsgefdal gegeben und dann iiber Zentrifugation bei 12000rpm fiir
5min eventuell vorhandene Zellen entfernt. Die gewonnenen Uberstéinde wurden bis zur

Verwendung bei -20°C aufbewahrt.

Zur Herstellung von Lysaten wurden die Zellen iiber Zentrifugation bei 1500rpm fiir Smin von
threm Medium getrennt. Das entstandene Zellpellet wurde in Lysepuffer aufgenommen und fiir
Imin auf den Vortexer gestellt und dann noch fiir weitere 15min bei 4°C auf einem Roller
inkubiert. Danach wurde das Lysat bei 12000rpm fiir 30min zentrifugiert, so dass der
Zellschrott absedimentierte, vorhandene Proteine aber im Uberstand blieben. Der entstandene
Uberstand wurde in ein dem Volumen angepasstes Reaktionsgefif iiberfiihrt. In dieser
Losung wurde nun der Gehalt an Gesamtprotein iiber Fluoreszenzfarbung nach dem Qubit-
Proteinmessungsprotokoll bestimmt. Dafiir wurde mit Hilfe des im Kit enthaltenen Puffers und
Fluoreszenzfarbstoffs die Reaktionslosung hergestellt. Dann wurden 10pul der beiden im Kit
enthaltenen Standardproben und 1-10ul des Lysatiiberstands mit 190ul bis 199ul
Reaktionsldsung fiir 15min inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde zuerst mit den
Standardproben das Gerét kalibriert und dann die Proben gemessenen.

200
Probevolumen

Uber die Formel Messwert *( ) wurde dann der genaue Gehalt an Protein in

pg/ml der jeweiligen Probe berechnet. Die restliche Uberstinde wurden bis zur Verwendung

bei -20°C aufbewahrt.

3.2.1 Nachweis von Zytokinen und Chemokinen mittels ELISA

In dieser Arbeit sollte die Konzentration von CCL5 und IFN-y im Uberstand von
Zellsuspensionen oder in Lysaten von Zellen nachgewiesen werden. Dies wurde iiber einen
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) durchgefiihrt. Hierfiir wurde eine 96-Loch-
Flachbodenplatte mit einem fiir das jeweilige Zytokin spezifischen Antikdrper beschichtet und
fiir mindestens 12h bei 4°C (IFN-y) oder bei Raumtemperatur (CCL5) inkubiert. Nach Ablauf

der Inkubationszeit wurde nichtgebundener Antikoérper mit Waschpuffer entfernt und mit einem
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Blockierungspuffer unspezifische Bindungsstellen fiir mindestens 1 Stunde blockiert. Auch der
Blockierungspuffer wurde durch Waschen mit dem Waschpuffer entfernt. Dann erfolgte eine
Inkubation mit den Proben fiir die Standardkurve und den zu untersuchenden Proben jeweils
im Duplikat fiir 1h im Fall des IFN-y ELISA und 2h fiir den CCL5-ELISA. Danach wurde
nicht gebundene Probe weg gewaschen und dann mit einem Biotin-makierten spezifischen
Zweitantikorper (Detektionsantikérper) inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurde
Avidin, das Meerettich-Peroxidase gebunden hat, zugegeben. Avidin bindet an das Biotin des
Detektionsantikdrpers. Im néchsten Schritt wurde nach Wegwaschen des iiberschiissigen
Avidins eine Substratlosung aus Tetramethylbenzidin (TMB) und Wasserstoffperoxid (H,O,)
zugegeben. Diese Substratlosung wird durch die Meerettich-Peroxidase in ein farbiges Produkt
umgesetzt. Durch Zugabe von 0,1M Phosphorsdure (Stopplosung) wurde die Reaktion beendet.
Die Farbintensitdt des umgesetzten Produkts konnte dann photometrisch bei einer Wellenlénge
von 450nm gemessen werden. Dabei war die umgesetzte Substratmenge direkt proportional zur
gemessenen Farbintensitit und zur Menge an gebundenem Zytokin. Uber die Farbintensitiit der
Proben der Standardverdiinnungen, die eine bekannte Menge des untersuchten Zytokins
enthielten, konnte dann die Proteinmenge der unbekannten Proben berechnet werden. Dafiir
wurde mit den gemessenen Extinktionswerten der Standardproben an Hand der bekannten
Konzentrationen in der Auswertesoftware iiber eine fiinfparametrische Gleichung eine
Standardkurve erstellt. Aus dieser Standardkurve konnten dann die Werte der unbekannten
Proben ermittelt werden. Die Standardkurve wurde als valide angesehen, wenn die berechneten

Werte um weniger als 30% von den vorgegebenen Werten der Standardproben abwichen.
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3.3 Stimulation von NK-Zellen

Um zu untersuchen, ob CCLS5 in NK-Zellen als Protein oder als mRNA gespeichert wird,
wurden Stimulationsversuche mit 13-Phorbol-14-myristat und lonomycin (PMA/I) unter
gleichzeitiger Zugabe von Inhibitoren der Proteinsynthese (Cycloheximid), des extrazelluldren
Ca* (EGTA) und der Transkription (Actinomycin D) durchgefiihrt. NK-Zelllinien, oder aus
PBMC isolierte NK-Zellen, die iiber Nacht in NK92-Medium (200U IL-2/ml) kultiviert
worden waren, wurden auf eine Konzentration von 1,0x10° Zellen/ml eingestellt. 5ml
Zellsuspension wurden auf Reaktionsgefal3e verteilt und mit gestopften Pipettenspitzen
10pg/ml Actinomycin D oder 10pg/ml Cycloheximid oder 6nM EGTA versetzt und die
Ansitze 30min bei 37°C inkubiert Danach wurde wiederum mit gestopften Pipettenspitzen
500ng/ml PMA und 5ng/ml Ionomycin dazugegeben und die Ansétze gut vermischt und dann
bei 37°C inkubiert. Nach Ende der Inkubation wurden die Zellen abzentrifugiert und fiir eine
durchflusszytometrische Analyse der Gehalt an CCLS, Perforin, Granzym A und Granzym B
in den verschiedenen Ansitze und zu den verschiedenen Zeitpunkte bestimmt. Die Uberstinde

wurde zur Messung von sezerniertem CCLS und IFN-y verwendet.

42



Methoden

3.4 Durchflusszytometrie

3.4.1 Allgemeines

Die Durchflusszytometrie stellt eine Methode dar, Zellen iiber die Expression mehrerer
Oberflachenmolekiile bzw. intrazelluldrer Proteine zu charakterisieren. Dazu werden
spezifische Antikorper verwendet, die entweder schon markiert sind oder die mit Isotyp- oder

Spezies-spezifischen fluoreszenzmarkierten Antikérpern abgegriffen werden.

Eine weitere Fiarbemethode benutzt keine spezifischen Antikorper sondern
Fluoreszenzfarbstoffe, die sich in die Plasmamembran (DIO, DID) einlagern. Auf diese Weise
konnen Zellpopulationen, die mit anderen gemischt werden sollen, vorher angefarbt werden

und dann in der Mischung identifiziert werden.

Die Markierung der Zellen durch die Fluoreszenzfarbstoffe oder fluoreszenzmarkierte
Antikorper erfordert eine Analyse an einem Fluoreszenzzytometer. In der vorliegenden Arbeit
wurde das LSR-II Gerit, das mit vier Lasern (Argonlaser, Heliumneonlaser, UV-Laser und
violetter Laser) ausgestattet ist, verwendet. Dadurch ist es mdglich bis zu 16 verschiedene
Fluoreszenzfarbstoffe gleichzeitig zu messen. Die in dieser Arbeit verwendeten
Fluoreszenzfarbstoffe mit jeweiligen Extinktions- und Emissionsmaxima, sowie die

verwendeten Laser und Filter sind in Tabelle 3.5.1 zusammengefasst.

Bei der Messung der Zellen am Fluoreszenzzytometer werden diese iiber einen
Fliissigkeitsstrom durch eine Messkiivette aufgenommen und vereinzelt. So wird zu einem
bestimmten Zeitpunkt nur ein Ereignis detektiert. Haben fluoreszenzmarkierte Antikorper an
eine Zelle gebunden, werden die Fluoreszenzfarbstoffe durch die vorhandenen Laser, die die
entsprechende Extinktionswellenldngen der Fluoreszenzfarbstoffe simultan emittieren,
angeregt. Der angeregte Farbstoff absorbiert die Energie des Laserlichtes und gibt sie in Form
eines Photons einer bestimmten Wellenldnge (Emissionswellenldnge) wieder ab. Dabei ist die
Wellenldnge der Extinkiton kiirzer als die der Emission. Mithilfe geeigneter Filter, die einen
bestimmten Bereich des emittierten Lichts durchlassen, werden die Photonen durch einen
Photodetektor registriert. Die Anzahl der detektierten Photonen ist dabei proportional zu der
Anzahl gebundener Fluoreszenzmolekiile und somit zu der Dichte des untersuchten Molekiils.
Fiir die Auswertung ist zu beachten, dass die Fluoreszenzintensitit immer nur relativ gesehen

werden kann und daher fiir jeden Fluoreszenzfarbstoff Kontrollansédtze zu messen waren. Dies
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waren entweder parallele Analysen von Kontrollzellen, die bekanntermalen die zu
untersuchenden Molekiile nicht exprimieren oder es wurde parallel zum spezifischen
Antikorper eine sogenannte Isotypenkontrolle gefarbt. Unter einer Isotypenkontrolle versteht
man die Farbung mit einem Antikdrper, der gegen ein Molekiil gerichtet ist, das von der zu

untersuchenden Zellpopulation nicht exprimiert wird.

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie kann nicht nur die Emission der Fluoreszenzfarbstoffe und
damit die Expression bestimmter Molekiile und deren Expressionsdichte bestimmt werden,
sondern auch iiber das Vorwértsstreulicht (forward scatter, FSC) die GréBe und iiber das
Seitenstreulicht (side scatter, SSC) die Granularitit der Zelle. Alle gemessenen
Fluoreszenzintensititswerte eines Zellansatzes lassen sich gegen die Anzahl der Ereignisse
(Zellen) als Histogramme darstellen. Alternativ kdnnen zwei Fluoreszenzintensitétswerte

gegeneinander als Punktediagramm dargestellt werden (Abb. 3.4.1.1)
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Abbildung 3.4.1.1: Darstellungsméglichkeiten der durchflusszytometrischen Ergebnisse. A) In der
Punktediagrammdarstellung konnen zwei Fluoreszenzintensititswerte gegeneinander dargestellt werden.
Damit kann man die prozentualen Anteile von Zellen, markiert {iber zwei Marker (rot/griin); in einem
Zellgemisch ermitteln. B) In der Histogrammdarstellung wird eine Fluoreszenzintensitét gegen den
prozentualen Anteil der Ereignisse dargestellt werden. Damit lédsst sich die Makerexpressionsdichte als MFI
gegeniiber einem anderen Marker verglichen. Hohere MFI entspricht dabei hoherer Expressionsdichte.
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Fluoreszenzfarbstoff  Extinktionsmaximum Emissionsmaximum Wellenléinge (1) des Lasers Filter(nm)

FITC 495 nm 525 nm 488 nm 530/30
PE 564 nm 575 nm 488 nm 575/26
PB 404 nm 455 nm 355 nm 450/50
APC 650 nm 660 nm 633 nm 660/20
Alexa Fluor 488 495 nm 519 nm 488 nm 530/30
Alexa Fluor 568 579nm 601 nm 488 nm 575/26
Alexa Fluor 647 654 nm 669 nm 633 nm 660/20
DiO 489 nm 507 nm 355 nm 530/30
DiD 644 nm 665 nm 633 nm 660/20
Propidiumjodid 493 nm 619 nm 488 nm 610/20
7-Amino-Actinomycin D 543 nm 655 nm 488 nm 610/20

Tabelle 3.4.1.1: Fluoreszenzcharakteristika, der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe, die Wellenléinge der Laser
fiir die Anregung, sowie die Filter fiir die Detektion am LSR II-Durchflusszytometer.

3.4.2 Unterscheidung von lebenden und toten Zellen

Tote Zellen haben eine gewisse Eigenfluoreszenz, die unter Umstinden falschlicherweise mit
einer spezifischen Antikorper-Farbung verwechselt werden konnte. AuBerdem kann es
interessant sein, zu wissen, wieviele lebende bzw. tote Zellen bei einer Versuchsanordnung
vorhanden sind. In dieser Arbeit wurden zwei Moglichkeiten verwendet, tote Zellen

anzufarben.

Die erste Moglichkeit macht sich zu nutze, dass tote Zellen Farbstoffe wie Propidiumjodid
aufnehmen und in ihre DNA einlagern, wihrend in intakten lebende Zellen der Zugang zur

DNA durch die Plasmamembran verhindert wird.

Propidiumjodid-positive Zellen emittieren Licht bei 670 nm, welches durchflusszytometrisch
gemessen werden kann. Vorteil ist, dass diese Farbung sehr schnell und einfach durchzufiihren
ist. Vor der Messung wird 1ul der Losung mit 50ul der zu messenden Probe vermischt. Der
Nachteil ist, dass diese Farbung nur anwendbar ist, wenn man eine Farbung der Zelloberfldche
durchfiihrt. Da bei der Farbung von Proteinen im Zellinneren die Zellen permeabilisiert
werden, wiirde das Propidiumjodid in alle Zellen eindringen und eine Unterscheidung

zwischen lebenden und toten Zellen ist nicht mehr moglich.
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Bei intrazelluldren Farbungen wurde eine zweite Mdglichkeit, tote Zellen zu markieren,
angewandt. Der Farbstoff 7-AAD lagert sich im Gegensatz zu Propidiumjodid kovalent in die
DNA ein. Daher wird es durch die Permeabilisierung nicht ausgewaschen. 7-AAD emittiert
Licht bei der selben Wellenlinge wie Propidiumjodid. Nachteil dieser Methode ist, dass sie
wesentlich zeitaufwendiger ist. Nach der Oberflachenfarbung der Zellen werden 10ul der 7-
AAD Losung mit 50ul der Probe vermischt und diese fiir 30min inkubiert. Danach folgen zwei

Waschschritte mit PBS bevor mit der intrazelluldren Farbung fortgefahren werden kann.

3.4.3 Fiarbung von Markern auf der Zelloberfldache

Fiir die Farbung von Oberflichenantigenen werden zwischen 5*104 und 1*106 Zellen/ml in
FACS-Puffer aufgenommen und mit verschiedenen, direkt-markierten Antikorpern 30min im
Dunkeln bei 4°C inkubiert. Danach werden die Zellen zweimal mit FACS-Puffer gewaschen.

AnschlieBend werden die Zellen mit 1pl Propidiumjodid versetzt und sofort gemessen.

3.4.4 Nachweis intrazelluldrer Proteine

Fiir die intrazelluldre Farbung von Proteinen, wie Granzym A, Granzym B, Perforin und CCL5
wurden direkt-markierte Antikdrper (Granzym A und Granzym B) oder unmarkierte
Antikdrper (CCLS, Perforin) verwendet wurde. Bei unmarkierten Antikdrpern war ein zweiter
Inkubationschritt mit einem sekundiren fluoreszenzmarkierten Antikorper nétig. Eine indirekte
Abgreifmethode kann nur dann in Kombination mit weiteren Antikorpern angewandt werden,
wenn der unmarkierte Antikdrper entweder von einer anderen Spezies war als die anderen
Antikdrper, oder wenn keiner der anderen Antikdrper dem selben Isotyp angehorte. Im letzten

Fall muss mit isotypspezifischen sekundéren Antikérpern abgegriffen werden.

Wurde vor der intrazelluldre Farbung noch eine Oberflichenfarbung durchgefiihrt, so geschah
dies vor der 7-AAD Férbung der Zellen. Fiir die intrazelluldre Farbung wurden die Zellen nach
7-AAD Férbung mit 500ul einer 1% PFA Losung fiir 30min fixiert. AnschlieBend wurden die
Zellen zur Permeabilisierung mit 500ul einer 0,1% Saponinlosung gewaschen. Im nichsten

Schritt wurden die Zellen mit den spezifischen Antikorpern fiir 20min in 100ul einer 0,35%
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Saponinldsung bei 4°C inkubiert. Danach folgte ein Waschschritt mit einer 0,1%
Saponinlosung. Die Farbung mit dem Sekundérantikorper fiir Perforin wurde auf die selbe
Weise wiederholt und nach einem weiteren Waschschritt konnten die Proben gemessen werden.
Falls die Probe nicht umgehend gemessen wurde, wurde die Probe fiir 20min mit 1% PFA

Losung fixiert.

3.4.5 Auswertung der Firbungen am Durchflusszytometer

Vor der Messung wurde mit einer ungefarbten Probe die Lage der zu untersuchenden
Zellpopulation im FSC/SSC so optimiert, dass sie ungefahr in der Mitte des Punktediagramms
lag. Dann wurde mittels der positiven und negativen Kontrollansétze die PMT (Sensoren zur
Detektion schwacher Lichtsignale, Photomultiplier tubes)-Einstellungen der einzelnen Laser so
eingestellt, dass die negative Kontrolle moglichst weit links und die positive Kontrolle

moglichst weit rechts im Histogramm lag.

Die Messung der Kontrollansitze ist zudem wichtig, wenn mehrere Fluoreszenzfarbstoffe
verwendet werden, deren Emissionsspektren sich iiberlappen. Diese Uberlappung fiihrt dazu,
dass ein Signal nicht nur in einem Fluoreszenzkanal detektiert wird, sondern in einen
benachbarten Kanal {iberstrahlt. Dies fiihrt dazu, dass scheinbar eine Zelle fiir zwei
Fluoreszenzen positiv ist. Diese Uberstrahlung muss durch Kompensation der
Fluoreszenzintensititen gegeneinander berichtigt werden. Dazu wird vor der Auswertung der
eigentlichen Messungen mittels Fluoreszenzeinzelfarbung tliber die Software die spektrale
Uberlappung gemessen und korrigiert. Alle Daten wurden mittels der Software FlowJo
(TreeStar Corp.) ausgewertet, indem zuerst das lebend/tot Verhiltnis analysiert wurde. Nur die
lebenden Zellen (7-AAD oder PI negative Zellen), wurden iiber eine geeignete
Auswabhlstrategie (,,Gating*) eingeschlossen. Im nédchsten Schritt wurden Zellen, die
aneinander klebten, ausgeschlossen so dass nur einzelne Zellen analysiert wurden. Dies ist
wichtig, da zwei fiir zwei verschiedene Fluoreszenzen positive Zellen die aneinander kleben,
als ein Ereignis, d.h. als eine doppelt positive Zelle angesehen werden. Dann wurde die zu
untersuchende Zellpopulation an Hand ihrer ZellgroB3e und Granularitét (FSC/SSC)
ausgewdhlt. Die ausgewihlte Population wurde dann auf die Expression der zu untersuchenden
Marker hin analysiert, indem die Fluoreszenz der einzelnen Marker als Histogramm dargestellt

wurde. Die mediane Fluoreszenz diente als direktes MaB fiir die Expressionsdichte des
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Markers. Bei Mischpopulationen aus Zellen, die fiir einen Marker positiv bzw. negativ waren,
wurde der prozentuale Anteil der Zellen, die fiir die Marker positiv waren, im

Punktediagramms bestimmt.

3.5 Phagozytose von apoptotischen Zellen durch Makrophagen

3.5.1 Férbung der Zellen mit Fluoreszenzfarbstoffen

Die verwendeten CHO-, CHO-Rapi- und CHO-mRapi-Zellen wurden drei Tage vor
Versuchsbeginn 1:4 gesplittet. Am Vortag des Phagozytoseversuchs wurden die Zellen mit
MEM-alpha Medium auf eine Konzentration von 1,0x10° Zellen/ml eingestellt und mit 7ul/ml
Vybrant®DiO fiir 30min bei 37°C auf einem Rotor inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurden die Zellen fiinfmal mit Medium gewaschen und wieder auf 1,0x10° Zellen/ml
eingestellt und 3ml der Zellsuspension zur Apoptoseinduktion in T75-Zellkulturflaschen
gegeben (siehe 3.5.2). Am Versuchstag wurden die Makrophagen geerntet und auf eine
Konzentration von 1,0x10° Zellen/ml mit AIMV-Medium eingestellt und mit 7ml Vybrant®DiD
fiir 30min bei 37°C auf einem Rotor inkubiert. Nach Ende der Inkubation wurden die
Makrophagen fiinfmal mit AIMV-Medium gewaschen und auf eine Konzentration von 0,1x10°

Zellen/100pul eingestellt.

3.5.2 Induktion der Apoptose in CHO-Zellen

Zur Herstellung apoptotischer Zellen wurden die DiO-markierten CHO-Zellen (1,0x10°
Zellen/ml) mit 200nM Staurosporin fiir 17-21h inkubiert. Ab 17h Inkubationszeit wurden die
Zellen regelmidBig mikroskopisch untersucht. Sobald sie bldschenartige Fortsétze aufwiesen,
was als Zeichen von Apoptose angesehen wird, wurde die Staurosporininkubation durch
Abzentrifugation beendet. Die apoptotischen Zellen wurden auf eine Konzentration von

0,3x10° Zelldgiuvalente/100ul in AIMV Medium eingestellt.
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3.5.3 Phagozytose apoptotischer Zellen

Die DiD-markierten Makrophagen (0,1x10° Zellen/100ul) wurden mit den apoptotischen
Zellen (0,3x10° Zelldqiuvalente/100ul) im Verhiltnis 1:3 gemischt und fiir 30 bzw. 60min bei
37°C und 4°C inkubiert. wobei die Rohrchen fiir den 4°C-Ansatz flir den versuch vorgekiihlt
wurden.. Als Kontrolle wurden Makrophagen alleine bei 37°C inkubiert. Zum Abstoppen
wurden 500ul eiskalter FACS-Pufter zugegeben und Smin mit 1500rpm zentrifugiert. Die
Zellen wurden in 100ul FACS-Pufter aufgenommen und unmittelbar am Durchflusszytometer

gemessen.

3.5.4 Bestimmung der Phagozytoseaktivitét

Die Einstellungen am Durchflusszytometer erfolgten mit Vybrant“DiD"-Makrophagen mit
apoptotische Tumorzellen bzw. mit Vybrant“DiD*-Makrophagen alleine. Dabei wurden die
PMT-Werte und Kompensation so justiert, dass die Makrophagen- und Tumorzellpopulation
voneinander im Wolkendiagramm von Vybrant©DiD gegen Vybrant©DiO eindeutig abgetrennt
waren (Abb. 3.5.4.1 A). Die Grenze zwischen DiO-positiven und DiO-negativen Zellen im
Makrophagen-Fenster wurde an Hand der DiO"-Fluoreszenz im Ansatz ,,Makrophagen ohne
Tumorzellen (3.5.4.1 B) ermittelt. In diesem Fenster wurde dann das Vybrant®DiO Signal im

Ansatz ,,Makrophagen mit Tumorzellen analysiert (3.5.4.1 C).
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Abbildung 3.5.4.1: Auswahlstrategie des Phagozytoseversuchs. A) Die DiD-positive Makrophagen
Population und die DiO-positiven CHO-Zellen wurden iiber die PMT und Kompensationseinstellungen so
justiert, dass die Populationswolken im Punktediagramm eindeutig getrennt waren. Dann wurden die
Makrophagen iiber ein Auswahlfenster (rot) ausgewihlt. B) Uber die DiO-Fluoreszenz der Makrophagen
ohne apoptotischen Zellen wurden die Grenzen zwischen DiO-negativen und positiven Makrophagen
festgelegt. C) Im Mischungsansatz von Makrophagen mit DIO-positiven apoptotischen Zellen wurden dann
der prozentuale Anteil DIO+ Makrophagen ermittelt. Im Makrophagenfenster wurde das DiO-Signal im
Ansatz von Makrophagen mit Tumorzellen analysiert.

Diese Auswabhlstrategie erlaubt die Bestimmung des prozentualen Anteils phagozytierender
Makrophagen in einem bestimmten Zeitraum. Um zu bestimmen, wieviele apoptotische Zellen
von einem Makrophagen in einem bestimmten Zeitraum aufgenommen worden waren, wurde
die DiO-Fluoreszenzintensitit (DiO-MFI) im DiD+ Makrophagen Fenster bestimmt. Da die
verwendeten CHO-Zelllinien nach DiO-Markierung nicht die gleiche
Ausgangsfluoreszenzintensitét hatten, musste ein Faktor ermittelt werden, der die
unterschiedlichen DiO Fluoreszenzintensititen ausgleicht. Dazu wurden die DiO-
Fluoreszenzintensititen der markierten CHO-Zelllinien alleine bestimmt. Die
Fluoreszenzintensitét der Zelllinie mit der hochsten DiO-Fluoreszenzintensitit wurde gleich
eins gesetzt und die anderen Zelllinien dazu in Relation gesetzt. Mit diesem Faktor (K ) wurde
die mediane DiO-Fluoreszenzintensitdt der Makrophagen multipliziert (normalisierte MFI).
Dann wurde die normalisierten MFI-Werte des 4°C Ansatzes von den Werten des 37°C
Ansatzes abgezogen, um den Anteil an der Oberfldche gebundenen apoptotischen Zellen zu

entfernen. Die Phagozytoseaktivitit ergibt sich dann aus folgender Formel:

Phagozytoseaktivitit = (DiO MFI der DiD pos.M ® ,37 °C — DiO MFI der DiD pos.M & 4° C)*K
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3.6 Immunhistochemische Farbung von Gewebeschnitten

3.6.1 Allgemeine Bemerkungen

Die Immunhistochemie ist eine Methode, bei der Gewebeschnitte mit Hilfe von spezifischen
Antikorpern angefarbt werden. Um eine Signalverstirkung zu erhalten, wurden unmarkierte
Primédrantikdrper verwendet und mit markierten sekundiaren Antikérpern abgegriffen. Die
Detektionsantikorper der Immunhistochemie sind mit Enzymen verbunden, die ein farblose
Chromogen in unldsliche, gefiarbte Endprodukte umwandelt. Bei jeder Farbung wurde mit
einer Negativkontrolle, bei der anstatt des Primarantikorpers PBS verwendet wurde, die

Spezifitdat des Nachweisverfahrens iiberpriift.

3.6.2 Anfertigung von Kryoschnitten

Die bei -80°C gelagerten Gewebe wurden in ,, Tissue Tec* eingebettet und am Kryotom bei
-20°C 5um dicke Gewebeschnitte angefertigt. Diese Gewebeschnitte wurden auf speziell
beschichtete SuperFrost® Plus Objekttriger aufgezogen. Von allen Geweben wurden ca. 20
Schnitte in Serie angefertigt, iber Nacht luftgetrocknet, und dann fiir die Farbung verwendet

oder bei -80°C gelagert.

3.6.3 Immunhistochemische Farbung mittels der APAAP-Methode

Unter der APAAP-Methode versteht man die Alkalische Phosphatase-anti-alkalische
Phosphatase-Methode. Das Besondere der Farbemethode ist, dass der Primérantikorper tiber
einen Briickenantikorper mit dem Detektionsantikorper verbunden wird. Wenn der
Primérantikdrper von der Maus stammte, wurde als Briickenantikorper ein polyklonales
Gemisch von Kaninchen-Antikorpern verwendet, die verschiedene Epitope auf dem Fab-Arm
des Primirantikorpers erkennen. Dadurch konnen mehrere Molekiile des

Detektionsantikorpers, der in diesem Fall wie der Primérantikorper aus der Maus stammte,
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von dem Briickenantikorper abgegriffen werden und so das Signal verstirken. Analoge
Systeme gibt es auch fiir Ratten und Kaninchen Primérantikorper. Der Detektionsantikorper hat
an jedem seiner beiden Fab-Arme ein alkalische Phosphatase (AP)-Molekiil gebunden, was
wiederum zu einer Verstiarkung des Signals fiihrt. Die AP hydrolysiert Naphtholphosphatester
zu Phenol und Phosphat. Die entstandenen Phenole bilden mit dem Chromogen Neufuchsin

einen unloslichen roten Azofarbstoff.

Fiir die Farbung wurden die Schnitte fiir 10min in Aceton fixiert, mit PBS gewaschen und kurz
getrocknet. Die einzelnen Schnitte wurden mit einem Fettstift umrandet, so dass
Féarbereagenzien lokal auf den Schnitt begrenzt bleiben und nicht ablaufen. Es wurde eine
Blockierung von unspezifischen Bindungsstellen mittels 2% BSA-Ldsung in PBS fiir 30min
durchgefiihrt. Die Schnitte wurden fiir 120min mit dem entsprechenden Primérantikdrper
inkubiert, deren optimale Konzentration in Vorversuchen ausgetestet wurden (siche Tabelle
2.5.1.1) danach 3mal mit PBS gewaschen und fiir 30min mit dem Briickenantikorper inkubiert.
Nach erneutem Waschen wurde fiir wiederum 30min mit dem Detektionsantikorper inkubiert.
AnschlieBend wurde noch einmal fiir jeweils 15min sowohl mit dem Briickenantikdrper als
auch mit dem Detektionsantikdrper inkubiert. Zwischen den Schritten wurde 3 mal mit PBS
gewaschen. Alle Schritte wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Danach wurden die
Schnitte in einer Kiivette unter dem Abzug fiir 20min im Dunkeln mit der Neufuchsin-
Férbelosung inkubiert. Nach Abschluss der Inkubationszeit wurden die Schnitte mit PBS
gespiilt und die Zellkerne mit Himalaunlosung fiir 30sec geférbt. Die Himalaunldsung wurde
zuerst mit destilliertem Wasser abgewaschen und die Schnitte dann mit Leitungswasser fiir
mehrere Minuten gespiilt. Die lonen aus dem Leitungswasser reagieren dabei mit der
Héamalaunlosung, die negativ geladene Molekiile wie DNA bindet, und ,,blduen* die Zellkerne.

Nach dem Trocknen wurden die Schnitte mit Eindeckmedium eingedeckt.
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3.6.4 Auswertung

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe eines Lichtmikroskops. Fiir eine qualitative Beurteilung der
Farbung wurden mehrere Gesichtsfelder bei einer 400fachen Vergrof3erung analysiert und
photographiert. Zur Quantifizierung von positiven gefarbten Ereignissen wurden in mindestens
10 nicht-iiberlappenden Gesichtsfeldern bei einer 400fachen VergroBerung die Farbeereignisse
gezéhlt. Dabei wurden stark nekrotische Areale ausgelassen und es wurden nur Farbeereignisse
gezihlt, die die fiir den jeweiligen Marker typischen Eigenschaften zeigten, z.B.

oberfliachenstindige Farbung fiir CD2 und CDS.

53



Methoden

3.7 Immunfluoreszenzfarbung von aufgetropften Zellen

3.7.1 Allgemeines

Durch die Immunfluoreszenzfiarbung kann das Vorhanden sein und die Lokalisation mehrere
Marker gleichzeitig innerhalb einer Zelle iiber die Bindung mit fluoreszenzmarkierten
Antikorpern untersucht werden. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten
Immunfluoreszenzfarbungen wurden an einem konfokalen Laser-Rastermikroskops (Laser-
Rastermikroskop TCS SP2 von Leica) durchgefiihrt. Das Mikroskop war mit zwei
Heliumneonlasern (633nm bzw. 543nm), einem Diodenlaser (405nm) und einem
Argonkryptonlaser (488nm) ausgestattet. Mit dieser Art von Mikroskopie ist es nicht nur
moglich bis zu vier Fluoreszenzfarbstoffe gleichzeitig zu analysieren. Ein wesentlicher Vorteil
zu einem nicht konfokalen Fluoreszenzmikroskop besteht darin, dass das Fluoreszenzsignal aus
einer optischen Ebene gemessenen wird und alle Signale aus anderen optischen Ebenen
ausgeblendet werden. Dadurch ist es moglich durch das Zusammensetzen mehrere
Schnittebenen ein rdumliches Bild zu erzeugen und die Kolokalisation von Markern zu

bestimmen.

3.7.2 Immunfluoreszenzfirbung

Die aufgetropften Zellen wurden 10min mit eiskaltem 100% Aceton fixiert. Dann erfolgte die
Blockierung unspezifischer Bindungen mit Blockierungslosung fiir 20min. Die Schnitte
wurden danach 3mal mit PBS gewaschen und dann mit einem Gemisch aus bis zu drei
Antikorpern in Antikdrperverdiinnungslosung fiir 1h inkubiert. Die Antikdrper mussten
entweder aus verschiedenen Spezies stammen oder einen unterschiedlichen Isotyp haben. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurden die Gewebeschnitte 3mal mit PBS gewaschen und
nachfolgend 1h mit einer Losung, die fluoreszenzmarkierte Sekundarantikorper enthielt, fiir 1h
inkubiert. Die sekundidren Antikdrper mussten dabei fiir Spezies des primiren Antikdrpers oder
fiir den Isotyp spezifisch sein. Um ein ausbleichen der Fluoreszenzfarbstoffe zu vermeiden,
wurden die Schnitte im Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Schnitte erneut

gewaschen und fiir 10min mit einer 4%igen PFA-Losung fixiert. Zur Anfarbung der Zellkerne
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wurden die Objekttriger fiir 1 Minute in eine DAPI-Losung (4',6-Diamidino-2-phenylindol)
gegeben. Nachdem {iberschiissige DAPI-Losung abgewaschen wurde, wurden die
Gewebeschnitte mit Vectashield eingedeckelt und mit Nagellack versiegelt. Die Schnitte
wurden bis zur Analyse am konfokalen Laser-Rastermikroskop lichtgeschiitzt bei -20°C

gelagert.

3.7.3 Auswertung mittels konfokaler Laser Raster Mikroskopie

Die Aufnahme der Bilder erfolgte mit einer Olimmersionsobjektivlinse (HCX PL APO 63 x
1,40NA), mit einer resultierenden GesamtvergroBerung von 630fach. Das Mikroskop war mit
zwel Heliumneonlasern (633nm bzw. 543nm), einem Diodenlaser (405nm) und einem
Argonkryptonlaser (488nm) ausgestattet. Die Detektion der Emissionen erfolgte iiber getrennte
PMT-Einheiten. Durch Regelung des Wellenldngenbereich, der Aufnahmefenster wurde das
Uberstrahlen einer Fluoreszenz in jeweils andere Fluoreszenzkanal ausgeblendet. Zusitzlich
wurden die vier verwendeten Fluoreszenzmolekiile im sequentiellen Modus aufgenommen. Um
die rdumliche Ausdehnung zu erfassen, wurden jeweils mehrere optische Schnittebenen in der

z-Dimension (z-Stacks, Abstand 0,3um) aufgenommen.

Die Intensitéten einzelner Fluoreszenzfarbstoffe innerhalb einer Zelle wurden in der
Bildbearbeitung durch beliebige Farben dargestellt. Wenn zwei Proteine, die durch
unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe markiert wurden, rdumlich eng nebeneinander liegen
(Kolokalisation), kommt es zur Uberlagerung der fiir die Darstellung verwendeten Farbsignale.
Die Uberlagerung wird durch die Mischfarbe der entsprechenden Farben optisch sichtbar. So
entsteht, wenn ein rotes Farbsignal mit einem griinen iiberlagert, ein gelbes Farbsignal. Die
Kolokalisation wurde iiber die Uberlagerung der Histogrammprofile mittels Leica konfokal
Software LCSLite gepriift. Eine Kolokalisation ist nur dann der Fall, wenn zwei Marker in der
selben optischen Ebene zusammen auftreten. Dies erfordert die Analyse der einzelnen
optischen Schnittebenen (z-Ebenen). Die Bearbeitung der in dieser Arbeit gezeigten Bilder
erfolgte nur durch Verdnderungen des Kontrast und/oder der Helligkeit des gesamten Bildes

mittels Leica Software (Leica konfokal Software LCSLite).

55



Methoden

3.8 Molekularbiologie

3.8.1 Isolierung von mRNA aus Gewebe

Zur Isolierung von RNA aus Tumorgewebe wurden Gewebeschnitte am Kryotom analysiert.
Pro Gewebestiick wurden 20 Schnitte mit einer Schichtdicke von Sum in einem
Eppendorfgefial gesammelt und auf Trockeneis gelagert. Die RNA-Isolierung wurde mit dem
Qiagen RNeasy Mini Kit durchgefiihrt.

Das Gewebe wurde mit 350ul RLT-Puffer (Lysepuffer) lysiert und danach bei 12500rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues EppendorfgefiB iberfiihrt und 350ul 70%
Ethanol hinzugegeben. Die 700u1 Losung wurden in die ,,RNeasy mini column* iiberfiihrt und
Imin bei 10000rpm zentrifugiert. Nachdem der Durchlauf verworfen wurde, wurden 350ul

RW 1-Puffer (Waschpuffer) zugegeben und fiir 15sec bei 10000rpm zentrifugiert. Uber DNase-
Verdau wurden vorhandene DNasen entfernt und noch einmal mit 350u1 RW1-Puffer
gewaschen. Der Durchlauf wurde verworfen. Die Sdule wurde zweimal mit 500ul RPE-Puffer
gewaschen. Der Durchfluss wurde jedes Mal verworfen. Dann wurde die RNA mit 30ul

RNasen-freiem Wasser eluiert.

3.8.1.1 Messung des RNA-Gehalts

Die isolierte RNA wurde mit dem Qubit System iiber Fluoreszenzmessung analysiert. Dafiir
wurde mit Hilfe des im Kit enthaltenen Puffers und Fluoreszenzfarbstoffs die Reaktionsldsung
hergestellt. Dann wurden 10ul der beiden enthaltenen Standardproben und 1 bis 10ul der
isolierten RNA mit 190ul bis 199ul Reaktionslosung fiir 2min inkubiert. Nach Ablauf der

Inkubationszeit wurde zuerst mit den Standardproben das Gerit kalibriert und dann die Proben

200
Probevolumen

gemessenen. Uber die Formel Messwert *( ) wurde dann der Gehalt an RNA

in ug/ml der jeweiligen Probe berechnet.
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3.8.2 cDNA-Synthese

Unter cDNA versteht man DNA, die zu ihrer RNA komplementér ist. Im Unterschied zur
genomischen DNA enthilt sie keine Introns mehr. Fiir die Umschreibung von RNA in cDNA
ist das Enzym Reverse Transkriptase notwendig. Als Startpunkt fiir die Umschreibung wurden

Hexanukleotidprimer verwendet, die sich komplementir an die RNA binden.

Pro RNA-Isolat wurden zwei Ansétze bendtigt. Ein Ansatz mit dem Enzym Reverse

Transkriptase (RT+) und einer als Kontrolle ohne das Enzym (RT-).

Jeder Ansatz enthielt folgende Zusitze:

9,0ul 5x Puffer

1,0ul 25mM dNTP-Mischung

2,0u1 0,1 M DTT

1,0ul RNaseOut (40U/ul)

0,5ul lineares Acrylamid (15 pg/ml)
0,5ul Hexanukleotide

1,0ul Superscript I (RT+) bzw. H,0 (bei RT-)

30ul RNA-Losung mit einem Gehalt von 1pg RNA

Beide Ansédtze wurden fiir 1,5 Stunden bei 42 °C unter leichtem Schiitteln inkubiert und danach

bei -20 gelagert.
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3.8.3 Polymerase Ketten-Reaktion (PCR)

3.8.3.1 Allgemeine Grundlagen

Uber die Polymerase Ketten Reaktion (PCR) wird DNA vervielfiltigt, so dass selbst kleinste
Mengen an DNA nachweisbar werden. Die PCR setzt sich aus drei Stufen zusammen. Im
ersten Schritt (Denaturierung) wird die Temperatur der Probe auf 90 — 94 °C erhoht, so dass
sich die beiden Strange der DNA trennen. Danach wird die Temperatur bis zur optimalen
Anlagerungstemperatur der Primer abgesenkt (Anlagerung). Der letzte Schritt dient der
Verlangerung der Primer durch die DNA-Polymerase (Verlingerung). Diese drei Schritte
werden 20- 40 mal wiederholt. In jedem der Zyklen verdoppelt sich die synthetisierte DNA-
Menge, so dass sich eine exponentielle Zunahme des Produkts (Amplifikat) ergibt.

3.8.3.2 Die quantitative Echtzeit (,,real-time**) reverse Transkriptase (RT)-PCR

Im Gegensatz zur konventionellen PCR, bei der die Menge an Amplifikat am Ende der
Amplifikation bestimmt wird, wird bei der ,,Real-time PCR* die Menge an Amplifikat wahrend
der gesamten Dauer der PCR bestimmt. Moglich machte dies die Entwicklung von
fluoreszierenden Sonden. Es gibt derzeit zwei Arten solcher Sonden, zum einen die hier
verwendeten Tagman- oder Hydrolysesonden und die Hybridisierungssonden, die im
LightCycler System verwendet wird. Die Tagmansonden sind genspezifische Oligonukleotide,
die an ihrem 5' Ende einen fluoreszierenden Farbstoff und an ihrem 3' Ende einen sogenannten
Quencher-Farbstoff enthalten. Die Nachbarschaft von fluoreszierendem Farbstoff und
Quencher-Farbstoft bewirkt, dass, wenn es zu einer Anregung des fluoreszierenden Farbstoffes
kommt, dieser die Energie nicht emittiert, sondern auf den Quencher-Farbstoff iibertragt.
Dieses Prinzip nennt man FRET (fluorescence resonance energy transfer). Die im Tagman
System verwendete Taq-Polymerase besitzt 5' --> 3' Nukleaseaktivitdt und kann, wenn sie
wihrend der Primerverldngerung auf die gebundene Sonde trifft, diese spalten. Durch diese
Spaltung wird der fluoreszierende Farbstoff vom Quencher-Farbstoft getrennt und es gibt kein
FRET mehr, so dass der fluoreszierende Farbstoft Licht einer bestimmten Wellenldnge

emittieren kann. Die Zunahme an Fluoreszenzsignal ist somit proportional zur Zunahme an
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Amplifikat. Als Fluoreszenzfarbstoff wird meist FAM (6-carboxyfluorescein) oder VIC, als
Quencher-Farbstoff wird TAMRA (6-carboxytetramethylrhodamine) verwendet. Diese
Methode ist nicht nur besonders spezifisch, sondern auch hoch sensitiv, was sie zu einer
geeigneten Methode macht, Zielgene mit einem sehr geringen Expressionsspiegel zu
analysieren. Die hohe Spezifitit resultiert aus der Komplementaritédt der Primer, der Sonde und
der Zielsequenz, denn es entsteht nur ein Signal, wenn die Sonde wéhrend der Verldngerung an

die Zielsequenz bindet [42].

3.8.3.3 Durchfithrung

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Schritte auf Eis durchgefiihrt, um RNase-Aktivitit
zu verhindern. Fiir jede Zielsequenz wurde ein Gemisch hergestellt, das aus dem spezifischen
Primer-Sonden-Gemisch und dem kéuflichen ,,MasterMix“, der unter anderem die Tag-

Polymerase enthélt, und Wasser besteht.

Ansatz pro Probe:

10ul MasterMix
1 ul Primer/Sonden Gemisch (kommerziell)
7ul Wasser

18ul Gesamt-Gemisch

Um den Pipettierverlust auszugleichen werden mehr Ansétze berechnet als Proben vorhanden

waren. Die Anzahl der Ansétze ergibt sich aus der Formel:
(Anzahl der Proben*2 ( Duplikate)*20)/ 18 = Multiplikator fiir die Anzahl der Ansditze

Pro Probe wurden 20ul Gesamt-Gemisch und 2,2ul cDNA gemischt und davon 20ul auf die
Mikrotiterplatte aufgetragen. Es wurden jeweils Duplikate bestimmt und zu jeder Zielsequenz
eine NTC-Probe (non-template control Probe) gemessen, welche keine cDNA enthilt.

Nachdem alle Proben aufgetragen waren, wurde die Platte mit einer Folie verschlossen,

59



Methoden

abzentrifugiert und bis zur Messung bei 4°C gelagert.

Die Amplifikationsbedingungen waren wie folgt:

Initiale Denaturierung: 2Min bei 50°C, danach 10Min
bei 95°C
Aufschmelzung 15sec/Zyklus bei 95°C,

es wurden 40 Zyklen gemessen

Anlagerung und Verlédngerung 1Min bei 60°C

Ein PCR-Lauf hatte eine gesamt Lénge von 1:48 Stunden.

3.8.3.4 Quantifizierung

Die Tagman-PCR wurde am ABI Prism 7700 Sequence Detection System (SDS) von Applied
Biosystems durchgefiihrt. Die Proben werden dabei auf Mikrotiterplatten aufgetragen und ein
Laser induziert an diesem Gerit die Fluoreszenz, die kontinuierlich detektiert wird. Die
Computersoftware berechnet dann den ARn aus der Gleichung ARn=Rn" - Rn", wobei Rn" die
Fluoreszenzemission des Produkts und Rn™ die Fluoreszenzemission der Basislinie ist. Der
ARn driickt also den Abbau der Sonde wéhrend der PCR aus. Die Computersoftware tragt den
ARn gegen die Zyklenzahl in einem sogenannten ,,Amplification-Plot* auf. In diesem
L»Amplification-Plot* wird ein willkiirlicher Grenzwert festgelegt, an dem die ARn Werte die
Basislinie tiberschreiten. Unter dem Ct-Wert (Threshold cycle) versteht man die Zykluszahl,
bei der die Fluoreszenz den gewihlten Grenzwert iiberschreiten. Der Ct-Wert ist hoch, wenn
die Menge an Zielsequenz in der cDNA gering war und niedrig, wenn sie hoch war. Deshalb
wird der Ct-Wert zur quantitativen Messung der eingesetzten Menge beniitzt. Die
Quantifizierung kann einmal iiber eine Standardkurve (absolute Quantifizierung) oder iiber die
,Comperative Ct-Methode* (relative Quantifizierung) erfolgen. In dieser Arbeit wurde die

Comperative Ct-Methode durchgefiihrt.
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3.8.3.5 Comperative Ct-Methode

Bei dieser Methode werden arithmetische Formeln zur Berechnung des relativen
Expressionsniveau beniitzt. In einem ersten Schritt werden alle Proben zu einem endogenen
Haushaltsgen normalisiert: Ct des Haushaltsgen — Ct der Probe = ACt. Die Menge an Zielgen
ergibt sich dann aus der Formel 2*“, da die PCR eine exponentielle Amplifikat-Zunahme hat.
Der Vorteil der ,,Comperative Ct-Methode* ist, dass alle 96 Vertiefungen der Mikrotiterplatte
fiir die Messung von Proben verwendet werden konnen, da keine Standardkurve nétig ist. Ein
Nachteil besteht aber darin, dass sie nur durchgefiihrt werden kann, wenn ein geeignetes
Haushaltsgen zur Verfligung steht. Ein geeignetes Haushaltsgen sollte dieselbe
Amplifikationseffizienz haben und in den zu untersuchenden Gewebe konstant exprimiert sein.
Kriterien zur Auswahl von Haushaltsgenen konnen aus folgenden Referenzen: [43;44]
entnommen werden. Ob ein bestimmtes Amplifikat als Haushaltsgen zur Normalisierung

geeignet ist wurde mit Hilfe eines Computerprogramms (Normfinder, Multid) evaluiert.
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3.9 Statistische Auswertung

3.9.1 Verwendete Programme

Fiir die statistische Auswertung der Daten wurde das Programm GraphPad Prism in der Version

5.0 fir Windows der Firma GraphPad Software (San Diego California USA) verwendet.

3.9.2 Verwendete statistische Testverfahren

In dieser Arbeit wurden verschiedene statistischen Testverfahren angewandt. Bei allen

Testverfahren wurde ein Signifikanzniveau von a < 0,05 angenommen.

3.9.2.1 Mann-Whitney-U Test

Der Mann-Whitney-U Test (4quivalent zum Wilcoxon-Rangsummentest) ist ein nicht
parametrisches Testverfahren, das heif3t er ist fiir die statistische Untersuchung von geringen
Datenmengen und nicht normalverteilten Daten geeignet. Der Mann-Whitney-U Test
untersucht bei einer zweiseitigen Fragestellung, ob sich die Alternativhypothese signifikant von
der Nullhypothese unterscheidet, also ob der Mittelwerte einer Gruppe A signifikant
unterschiedlich ist zu einem Mittelwert einer Gruppe B. Einseitige Alternativhypothesen, d.h.
ist die Alternativhypothese signifikant gréer oder niedriger als die Nullhypothese, waren fiir

dieser Arbeit nicht relevant. [45]
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3.9.2.2 ,,Receiver Operator-Characteristic* Analyse

Die Receiver Operator-Characteristic (ROC) Analyse ist ein Verfahren mit dem die Qualitét
diagnostischer Methoden verglichen wird. In einer Graphik werden die Sensitivitdt (entspricht
der Rate der richtig positiven) und die 1-Spezifitit (entspricht der Rate der falsch positiven) in
Abhingigkeit von Grenzwerten (cut-off) dargestellt. Verlduft die Kurve in der Diagonalen, so
erfolgt keine Unterscheidung der beiden Gruppen. Je weiter links von der Diagonale die Kurve

verlduft desto hoher ist die Sensitivitit und Spezifitit der Einteilung (Abb. 3.9.2.1).
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Abbildung 3.9.2.1: Beispiel einer ROC-Kurve. Die ROC-Kurve stellt die Sensitivitét (%) und die 1-
Spezifitit (%) in Abhéngigkeit von Grenzwerten dar. Verlduft die Kurve als Diagonale (rote Linie), so ist die
AUC bei 0,5 und die beiden Gruppen konnen nicht unterschieden werden. Je weiter links von der Diagonalen

die Kurve verlduft (schwarze Linie) desto hoher die AUC und desto hoher ist die Sensitivitit und Spezifitét
der Einteilung.

Fiir die Validitét der Einteilung ist die Flache unter der Kurve (area under curve, AUC)
entscheidend. Liegt die Kurve auf der Diagonale dann hat die Flache einen Wert von 0,5. Das
bedeutet die Wahrscheinlichkeit, dass mit dem getesteten Parameter eine Einteilung zu einer
von zwei Gruppen richtig ist, liegt bei 50%. Jeder Wert iiber 0,5 bedeutet, dass die Einteilung
nicht auf bloem Zufall beruht. Medizinische relevant sind Werte ab 0,6 [46]. Die Berechnung
der AUC Werte beruht auf einem nicht parametrischen Testverfahren und wird mit einem p-
Wert angegeben, der unter 0,05 liegen muss, damit die Analyse statistisch verwertbar war. Aus
der ROC ergeben sich Grenzwerte, mit denen Datenwerte mit einer bestimmten Sensitivitit

und Spezifitét in zwei Gruppen geordnet werden [45].
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3.9.2.3 Korrelationsanalyse nach Spearman

Der Zusammenhang zwischen zwei Variablen wird mit einem sogenannten
Korrelationskoeffizienten bestimmt. Es wurde der Rangkorrelationskoeffizienten nach
Spearman fiir nicht-parametrische Testverfahren verwendet. Im Gegensatz zum Pearson
Korrelationskoeffizient fiir parametrische Daten muss die Beziehung zwischen den Variablen
nicht linear sein, wodurch die Analyse robust gegeniiber Ausreiflern ist. Fiir jede Korrelation
ergibt sich ein Korrelationskoeffizient ,,Rho*, der positiv ist, wenn es sich um eine direkte
Korrelation handelt und negativ ist, wenn die Korrelation invers ist. Zu diesem

Korrelationskoeffizient Rho gehort ein p-Wert, der die Signifikanz der Korrelation angibt [45].

3.9.2.4 Kontingenzanalyse

Durch die Kontingenzanalyse werden die Haufigkeiten von nominal (Zahlenwerten) oder
ordinal (z.B. krank, gesund) Variablen statistisch mit einander verglichen. Dafiir werden die
Daten in zwei Gruppen geordnet, im einfachsten Fall in ein 2x2 Quadrat eingetragen (Beispiel
Tabelle 3.9.2.1). Es wird bei kleinen Datenmengen meist iiber einen Test von Fisher ermittelt,
ob die Haufigkeiten in den Quadraten signifikant unterschiedlich sind. In Tabelle 3.9.2.1 ist als
Beispiel die Analyse der Frage, ob Raucher signifikant hdufiger an einer Lungenkrankheit
erkranken als Nichtraucher, angegeben. 100 Raucher und Nicht-Raucher wurden der Kategorie
krank oder gesund zugeteilt. Cut-off Werte fiir krank oder gesund konnen z.B. vorher in einer
ROC-Analyse ermittelt werden. Mittels eines Rechenverfahrens wird an Hand der Werte im
2x2 Quadrat berechnet, ob der Zusammenhang Raucher/krank gegeniiber Nichtraucher/gesund
statistisch signifikant ist. Die Kontingenzanalyse ist somit die Anwendung von ROC-Daten und
liefert eine Aussage, ob das mittels ROC-Analyse evaluierte Entscheidungskriterium ein
sinnvolles Mittel zur Gruppeneinteilung ist. Zusétzlich erhdlt man einen relativen Risikowert
(RR), welcher besagt, um welchen Faktor wahrscheinlicher es ist, dass ein Raucher an einer

Lungenkrankheit erkrankt.
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krank gesund
Raucher 63 17
Nicht-Raucher |17 63

Tabelle 3.9.2.1: Beispiel fiir eine 2x2 Kontingenztabelle

Neben der Haufigkeit und dem relativen Risiko werden iiber die Kontingenzanalyse auch der
positive und negative prediktive Wert der Analyse bestimmt. Der positive prediktive Wert gibt
in unserem Beispiel die Zahl der Raucher an, die in die Kategorie ,,Krank* eingeteilt wurden
und auch wirklich krank waren und nicht falsch eingeteilt wurden, z.B auf Grund von
Messfehlern. Der negative prediktive Wert wiederum gibt den Anteil an Rauchern an , die als
gesund eingeteilt wurden und es auch tatsdchlich waren. Ein weiterer ermittelter Wert ist die
Likelihood ratio. Sie gibt an wie wahrscheinlich es z.B. ist das wenn man als Raucher in die

,krank* Gruppe geordnet wurde, dann auch wirklich krank ist. Sie berechnet sich aus der

Sensitivitdt ) . .
Formel: ——~—— .- . Dieser Wert hat Bedeutung, wenn anzugeben ist, wieviel
1 — Spezifitit

wahrscheinlicher ein Patient mit positivem Testergebnis wirklich die untersuchte Krankheit hat

als ein Patient mit einem negativen Testergebnis [45].

3.9.2.5 Uberlebensanalyse

Eine Uberlebensanalyse sagt aus, ob das mediane Uberleben von zwei iiber einen Parameter
eingeteilten Gruppen (z.B. ROC-Grenzwert), signifikant unterschiedlich ist. Dafiir werden die
Ergebnisse eines Experiments gegen die Zeit bis zum Tod aufgetragen und dann berechnet, ob
das mediane Uberleben in den beiden Gruppen signifikant unterschiedlich ist. Dazu werden
jedem Patienten entweder 0 oder 1 zugeordnet. 1 bedeutet, dass der Patient an der untersuchten
Krankheit gestorben, wéihrend 0 bedeutet, dass der Patient entweder noch am leben ist, aus der
Studie ausgeschieden ist oder an einer anderen Ursache verstorben ist. Die Uberlebenskurven
werden als Kaplan-Meier Kurven dargestellt und der Unterschied im Kurvenverlauf der beiden

Gruppen iiber den Log-Rank (Mantel-Cox) Test auf Signifikanz getestet [45].
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4 Ergebnisse

4.1 Das Chemokin CCL5 in NK-Zellen

Das Chemokin CCLS5 wird von T-Zellen erst bei Einleitung der Differenzierung zu T-
Effektorzellen zeitgleich mit Perforin und Granzym A und B induziert. AuBlerdem besteht eine
strikte Kopplung der Expression an das T-Zellrezeptorsignal [47]. NK-Zellen liegen im Blut
schon als ausdifferenzierte Effektorzellen vor, die Zytotoxine gespeichert haben und zur
spontanen Zytotoxizitdt fahig sind. Im Gegensatz zu T-Zellen erfolgt die Erkennung einer
Zielzelle durch NK-Zellen auch nicht iiber ein singuldres Rezeptorsignal sondern durch ein
Gleichgewicht inhibierender und aktivierender Rezeptorsignale [10]. Ziel dieser Arbeit war es
die Expression und mdgliche Regulationsmechanismen von CCL5 in NK-Zellen auf zu kliren.
Desweiteren sollte untersucht werden, welchen Einfliissen die Sekretion von CCL5 in NK-

Zellen unterworfen ist und in welchem Kompartiment CCL5 lokalisiert ist.

4.1.1 Die Proteinmenge des Chemokins CCL5 in NK-Zellen

CCL5-Protein wurde in den NK-Zelllinien NK92, YT und NKL, sowie primdren humanen
NK-Zellen durchflusszytometrisch bestimmt und mit der Expression der Zytotoxine Granzym
A, Granzym B und Perforin verglichen. Auflerdem wurde zum Vergleich die zytotoxische T
Zelllinie (CTL) CTL-JB4 untersucht. Die verschiedenen NK-Zelllinien représentieren
verschiedene NK-Zelltypen. NK92-Zellen sind CD16-negativ aber stark positiv fiir CD56 und
gelten als Beispiel fiir eine stark aktivierte NK-Zelle, da sie zu hoher spezifischer Lyse von NK
sensitiven Zielzellen wie K562 und Daudi in der Lage sind [39]. NKL hingegen zeigen
Charakteristika einer normal aktivierten NK-Zelle mit einer geringen Menge an CD56 auf der
Oberfldache und nachweisbarer Antikorper-vermittelter zelluldrer Zytotoxizitit mittels CD16
[40]. Sowohl NK92 als auch NKL sind in ihrem Wachstum strikt abhdngig von IL-2. YT NK-
Zellen sind CD56-positiv und CD16-negative im Gegensatz zu NK92- und NKL-Zellen zeigen
YT-Zellen keine IL-2 Abhingigkeit, nur schwache Zytotoxizitét iiber Granulaauschiittung und
kaum nachweisbare Antikdrper-vermittelte zelluldre Zytotoxizitit. Eine Besonderheit der YT-

Zellen ist das Fehlen von Granzym A [48].
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Der Nachweis der CCL5 Proteinmenge erfolgte mittels intrazelluldrer FACS-Féarbung und
Analyse am Durchflusszytometer. CCL5 wurde mit dem Antikdrper VL-2 abgegriffen und, wie
der Perforinantikorper, sekundir mit einem anti-mIgG2bAlexa 488 Antikorper gefarbt.
Granzym A und Granzym B wurden iiber direktmarkierte Antikdrper abgegriften, die mit FITC
bzw. PE markiert waren. Abbildung 4.1.1.1 zeigt die Proteinmenge von CCL35, Perforin,
Granzym B und Granzym A in NK-Zellen (A) im Vergleich zu zytotoxischen JB4. Gemessen
an der relativen medianen Fluoreszenzintensitét (relative MFI; Verhédltnis der MFI des
spezifischen Markers (schwarze Linie) zum verwendeten Isotyp(graues ausgefiilltes
Histogramm)) ist die Menge an CCLS5 mit einem Verhéltnis von 2,8 in NK-Zellen und 3,3 in
JB4 vergleichbar. Die Menge an Perforin jedoch ist in primédren NK-Zellen mit einer relativen
MFI von 28,4 mehr als 10mal so hoch wie in JB4 mit einer relativen MFI von 2,2 und die
Menge an Granzym B ist in NK sogar fast 20fach erhoht. Die Menge an Granzym A ist in JB4
4mal hoher als in primiren NK-Zellen. Perforin zeigt im Histogramm der NK-Zellen zwei
Populationen, etwa zwei Drittel der Zellen haben viel Perforin und ein Drittel hat wenig
Perforin. Die beiden Populationen entsprechen den CD56™" und CD56%™ Populationen der
NK in peripheren Blutmononukleédren Zellen (PBMCs). Man kann also sagen, dass CCLS5 in
primédren NK-Zellen konstitutiv vorhanden ist und das in der Menge kein Unterschied zu

stimulierten zytotoxischen T-Zellen besteht.
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Abbildung 4.1.1.1: Proteinmenge an CCLS, Perforin und Granzym B in frisch isolierten NK-Zellen und
JB4 CTL. In primédren NK-Zellen (A) und in JB4-Zellen (B) wurde CCL5, Perforin, Granzym B und Granzym A
intrazelluldr gefarbt. Die nicht direktmarkierten Antikdrper gegen CCLS und Perforin wurden zuséitzlich mit
einem anti-IgG2b-Alexa488 Antikorper abgegriffen. Die Antikdrper gegen Granzym A und Granzym B waren mit
FITC bzw. PE direkt markiert. Die Farbung wurde am Durchflusszytometer analysiert. In den Histogrammen ist
die mediane Fluoreszenzintensitit (MFI) (X-Achse) der spezifischen Farbung (schwarze Linie) und die der
zugehorigen Isotypfarbung (grau) gegen den prozentualen Anteil der maximalen Anzahl an Zellen (Y-Achse)

aufgetragen. Die MFI-Werte der spezifischen (schwarz) und der Isotypfarbung (grau) sind in jedes Histogramm
eingetragen.

In Abbildung 4.1.1.2 ist in einer Ubersicht die Menge an CCLS5, Perforin, Granzym B und
Granzym A in NK92, YT, NKL, primdren NK und JB4 zu sehen. Vergleicht man die NK-
Zelllinien untereinander so haben alle vergleichbar viel CCLS. Nur in NK92 ist die Menge an
CCLS5 erhoht. Die Menge an Perforin ist in allen NK-Zellen hoher als in JB4, wobei YT-Zellen
die hochste Menge an Perforin enthalten gefolgt von den primdren NK-Zellen und NK92. Wie
in primére NK-Zellen konnte auch in NK92 und YT-Zellen mehr Granzym B nachgewiesen

werden als in JB4. Granzym A ist in NK-Zellen deutlich geringer vorhanden als JB4-CTL.
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Abbildung 4.1.1.2: Die Proteinmenge an CCLS5, Perforin, Granzym B und Granzym A in primiren NK,
JB4 CTL, NK92, YT und NKL. Die Proteinmenge wurde nach Permeabilisierung {iber intrazelluldre Farbung
bestimmt und durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt sind die relativen MFI-Werte, die aus dem Verhéltnis
der MFI der spezifischen Farbung und der Isotypfarbung berechnet wurden. Diese MFI-Werte wurden aus dem

Histogramm der jeweiligen Farbung ermittelt. CCLS ist in weil3, Perforin in schwarz, Granzym B in dunkelgrau
und Granzym A in hellgrau dargestellt.
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4.1.2 Die Proteinstabilitit des Chemokins CCL5 in NK-Zellen

Um zu bestimmen, in wieweit konstitutive Translation zum Erhalt der CCL5-Menge in NK-
Zellen beitragt wurde die Proteinmenge bei Anwesenheit des Translationsinhibitors
Cycloheximid (10pg/ml) in YT, primédre NK-Zellen und JB4-CTL im zeitlichen Verlauf auf die
intrazelluldre Menge an CCLS5 durchflusszytometrisch untersucht und mit der Menge der
klassischen Speicherproteine Perforin, Granzym B und Granzym A verglichen. Da
Cycloheximid die Proteinneusynthese iiber eine allgemeine Inhibition der Translation hemmt,
hingt der Proteingehalt von der Stabilitét des Proteins ab. Die Halbwertszeit fiir jedes Protein
ergibt sich aus dem Zeitraum, indem die AMFI (die Differenz aus der MFI der spezifischen
Féarbung und der Isotypfarbung) unter Cycloheximidinhibition auf 50% des Ausgangswerts
abgesunken ist. In Abbildung 4.1.2.1 ist die Proteinmenge von CCLS5, Perforin, Granzym B
und Granzym A in primdren NK, YT und JB4 im zeitlichen Verlauf graphisch dargestellt.

In priméren NK nahm die Menge an CCL5 bis 120min kontinuierlich ab unabhingig ob
Cycloheximid anwesend war oder nicht. bei 240min war die CCL5 Menge ohne Cycloheximid
hoher als mit Cycloheximid. Offensichtlich wird in NK-Zellen die CCL5-Proteinmenge erst ab
240min durch Translation nivelliert. Es ergibt sich eine CCL5-Halbwertszeit von 120min. Bei
YT konnte eine Halbwertszeit innerhalb des untersuchten Zeitraums nicht berechnet werden,
da die Proteinmenge innerhalb von 240min nicht um 50% abgesunken war. CCL5 scheint also
in YT stabiler als in primédren NK zu sein aber auch hier wurde ab 240min eine Nivellierung
des Proteingehalts festgestellt. In JB4 war die Menge an CCLS5 unter Cycloheximidinhibition
schon nach 30min stark reduziert (t;,= 30min) und auch ohne Translationsinhibition zeigt sich
eine stetigen Abnahme. In JB4 héngt die intrazelluldre Menge an CCL5 wesentlich stirker von

der Translation ab als in NK-Zellen.

Die Proteinstabilitit von CCL5 war in NK-Zellen vergleichbar mit der der Zytotoxine Perforin,
Granzym B und Granzym A. In JB4 ist Perforin (ti,=180min) stabiler als CCL5
(ti,=30min).Die Stabilitdt von Perforin ist in NK-Zellen und JB4 vergleichbar. Granzym B und
Granzym A sind sowohl in JB4 als auch in NK-Zellen sehr stabile Proteine mit einer hohen
Halbwertszeit. CCL5 unterscheidet sich in NK-Zellen kaum von den klassischen
Speicherproteinen Perforin, Granzym B und Granzym A, wéhrend in CTL die CCL5
Proteinmenge deutlich von Translation abhéngt und deswegen weniger stabil ist als die

Zytotoxine.
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Abbildung 4.1.2.1: Proteinstabilitit von CCLS, Perforin, Granzym B und Granzym A. Primére NK (A, D, G,
F), YT (B, E, H) und JB4 (C, F, I, J) wurden mit (graue Linie;Quadrat) und ohne (schwarze Linie, Kreis)
Cycloheximid (10pg/ml) fiir 4h inkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Aliquots an Zellen
entnommen und der intrazelluldre Proteingehalt durchflusszytometrisch bestimmt. Aus der Differenz der MFI der
spezifischen Farbung und der Isotypfarbung wurde die AMFI berechnet und graphisch gegen die Zeit[min]
dargestellt. Die Halbwertszeit ist als t;, [Minuten] angegeben.
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4.1.3 Die Bedeutung der Transkription fiir die Proteinmenge des Chemokins
CCL5

Um den Einfluss der Transkription auf die Proteinmenge von CCLS5 in primédren NK zu
untersuchen wurden, wurden die aus Blut isolierten NK-Zellen fiir 12 Stunden mit 10pg/ml
Actinomycin D inkubiert. Actinomycin D ist ein allgemeiner Inhibitor der Transkription, so
dass die Proteinmenge sollte sie von der Transkription abhéngen nur solange konstant bleibt
bis die intrazelludren Speicher an mRNA aufgebraucht sind, die durch das Fehlen der
Transkription nicht mehr aufgefiillt werden konnen. Nach Ende der Inkubationszeit wurde die
Proben zweigeteilt. Ein Teil wurde zur Bestimmung der Proteinmenge an CCLS5, Perforin und
Granzym B durchflusszytometrisch untersucht. Der andere Teil wurde zur Messung der
Transkriptmenge von CCLS, Perforin und Granzym B mittels quantitativer RT-PCR von

unserem Kooperationspartner D. Kumar untersucht (siche Anhang Kapitel 8 Figure 1 )[49].

In Abbildung 4.1.3.1 ist der Einfluss der Transkriptionsinhibition auf die intrazellulire Menge
von CCLS, Perforin und Granzym B graphisch iiber die durchflusszytometrisch bestimmte
AMFTI dargestellt. Wahrend die Proteinmenge an CCL5 nach 12 Stunden Inkubation mit
Actinomycin D stark verringert war, konnte kein Unterschied in der Proteinmenge von Perforin
und Granzym B nachgewiesen werden. Daher kann man schlieBen, dass die Proteinmenge von

CCLY5 in priméren NK-Zellen iiber Transkription der mRNA kontrolliert ist.
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Abbildung 4.1.3.1: Einfluss der Transkription auf die Proteinmenge von CCLS (A), Perforin (B) und
Granzym B (C) in priméren NK-Zellen. Die aus Blut isolierten NK-Zellen wurden fiir 12 Stunden mit (+Act D;
10pug/ml; grauer Balken) und ohne Actinomycin D (@Act D;weiller Balken) inkubiert und die intrazelluldre Menge
an CCLS, Perforin und Granzym B durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt ist die AMFI, berechnet aus der
Differenz der MFI der spezifischen Farbung und der MFI der Isotypfirbung.
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4.1.4 Die Regulation der konstitutiven Transkription von CCL5 in primiren NK-
Zellen

Um die Regulation der konstitutiven Expression von CCL5 in NK-Zellen zu untersuchen
wurde der Einfluss von Inhibitoren der INK, ERK und p38 Signalwege auf den intrazelluldren
Proteingehalt von CCLS5 im Vergleich zu Perforin und Granzym B bestimmt. Diese Inhibitoren
wurden ausgewdhlt, da fiir die JNK und ERK Signalwege, die zur Familie der MAPK
Signalwege gehoren, beschrieben wurde, dass sie neben den PI3K eine Rolle in der
Granulaausschiittung der NK-Zellen spielen und weil p38 und ERK1/2 MAPK die
Transkription von CCL5 mRNA in CTL kontrollieren [50-55]. Zur Untersuchung wurden aus
Blut isolierte primére NK-Zellen mit jeweils 50uM JNK bzw. ERK Inhibitor und 20uM p38
Inhibitor fiir 12 Stunden inkubiert und nach intrazelluldre Farbung von CCLS5, Perforin und
Granzym B die intrazelluldre Proteinmenge am Durchflusszytometer bestimmt. Als Kontrolle
wurden primdre NK-Zellen ohne Inhibitoren untersucht. Im parallelen Ansatz wurde von
unserem Kooperationspartner D. Kumar der Einfluss dieser Inhibitoren auf den mRNA-Gehalt

von CCLS5, Perforin und Granzym B bestimmt ((siche Anhang Kapitel 8 Figure ).

Abbildung 4.1.4.1 zeigt den Einfluss der INK, ERK und p38 Inhibitoren auf die intrazelluldre
Proteinmenge (dargestellt als AMFI) von CCL5 (A), Perforin (B) und Granzym B (C) im
Vergleich zur nicht inhibierten Kontrolle. Die Proteinmenge von CCL5 wurde durch die
Inhibition des JNK Signalwegs stark reduziert. Die Inhibition der ERK und p38 Signalwege
kaum zur Reduktion. Die Menge an Perforin hingegen war unbeeinflusst von JNK, ERK und
p38 Inhibition. Die Proteinmenge an Granzym B wurde nur durch die ERK-Inhibition

beeinflusst.
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Abbildung 4.1.4.1: Einfluss des MAPK Signalwegs auf die Regulation der intrazelluliiren Proteinmenge
von CCLS5 (A), Perforin (B) und Granzym B (C). Primire NK wurden 12 Stunden mit JNK (50uM;
dunkelgrauer Balken), ERK (50uM; mittelgrauer Balken) und p38 Inhibitoren (20uM; hellgrauer Balken)
inkubiert. Als Kontrolle wurden priméire NK-Zellen ohne Inhibitoren untersucht. Nach Ende der Inkubation

wurden CCLS5, Perforin und Granzym B mittels intrazelluldre Férbung analysiert und die MFI
durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt ist die AMFI, die sich aus der Differenz der spezifischen Farbung

und der Isotypfarbung ergibt.

4.1.5 Die Sekretion von CCL5 durch NK-Zellen

Die stimulierte Sekretion von CCL5 wurde in NK92, YT, NKL, primédren NK-Zellen und JB4
T-Zellen untersucht. Dazu wurden 1x10° Zellen/ml 6h mit dem Stimulator PMA/I (Phorbol
12-myristat-13-acetat/ Pronomina; 500ng/5ng pro ml) inkubiert. Um zu erkennen, ob die
Proteinfreisetzung Transkriptions oder Translations abhéngig ist wurde dem Medium entweder
der Translationsinhibitor Cycloheximid (10pg/ml) oder der Transkriptionsinhibitor
Actinomycin D (10pg/ml) zugesetzt. Zusitzlich wurde der Einfluss des extrazelluldren
Calciums auf die stimulierte Sekretion von CCL5 untersucht. Dazu wurde dem Medium der
Calciumchelator EGTA (6mM) zugesetzt. Um sicherzustellen, dass die Inhibitoren ihre volle
Funktion zum Zeitpunkt des Stimulationsbeginns ausiiben wurden die Zellen vor PMA/I 30min
mit den jeweiligen Inhibitoren vorinkubiert. Als Kontrolle wurden ein unstimulierter und ein
stimulierter Ansatz ohne Inhibitoren untersucht. Fiir jeden Zeitpunkten Oh, 60min, 120min,
240min und 360min wurde ein paraleller Ansatz verwendet und zum jeweiligen Zeitpunkt die
Zellen vom Uberstand durch Zentrifugation getrennt. CCL5 wurde im Uberstand mittels
ELISA-Messung bestimmt. Um die angemessene Konzentration der Inhibitoren zu ermitteln
wurde zunichst die Sekretion von IFN-y im Zelliiberstand bestimmt. Da die Produktion von

Zytokinen strikt transkriptions- und translationsabhéngig ist, darf bei Funktionalitit der
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Inhibitoren keine IFN-y Sekretion stattfinden. Eine Proteinfreisetzung trotz Inhibitoren erlaubt
Riickschliisse, ob Protein gespeichert vorliegt (Proteinfreisetzung trotz Cycloheximid-
Inhibition) oder von stabiler RNA translatiert wird (keine Proteinfreisetzung mit

Cycloheximid-Inhibition aber unter Actinomycin D Inhibition)

Abbildung 4.1.5.1 zeigt, dass durch Stimulation mit PMA/I (gestrichelte rote Linie) IFN-y
Sekretion in JB4-CTL und NK-Zellen induziert wurde . Im unstimulierten Ansatz und in den
stimulierten Ansétzen mit den Inhibitoren Cycloheximid, Actinomycin D und EGTA wurde
keine IFN-y Ausschiittung festgestellt werden. Daher kann man davon ausgehen, dass die

Konzentration der verwendeten Inhibitoren {iber die gesamten Inkubationszeit ausreichend ist.
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Abbildung 4.1.5.1: INF-y Sekretion von NK92 (A), YT (B), NKL (c¢), primére NK (D;pNK) und JB4 (E).
Die verwendeten Zelle wurden nach 30min Vorinkubation mit den Inhibitoren Cycloheximid (10ng/ml;
gepunktete schwarze Linie, aufrechtes Dreieck) Actinomycin D (10ug/ml; dunkelgraue Linie; umgekehrtes
Dreieck) und EGTA (6mM; hellgraue Linie; Raute) mit PMA/I (500ng/5ng pro ml) fiir 6h stimuliert. Als
Kontrolle wurde ein Ansatz ohne PMA/I Stimulation (rote Linie; Kreis) und ein Ansatz mit PMA/I
Stimulation (rote gestrichelte Linie; Quadrat) aber ohne Inhibitoren untersucht. Zu den angegebenen
Zeitpunkten wurde von jedem Ansatz ein Aliquot entnommen und die Zellen durch Zentrifugation entfernt.
Die Menge an IFN- y im Uberstand wurde mittels ELISA-Messung bestimmt. Dargestellt ist die
Konzentration von IFN-y in pg/ml gegen die Zeitachse [Minuten].

In Abbildung 4.1.5.2 ist der Einfluss der Inhibitoren Cycloheximid, Actinomycin D und EGTA

auf die Sekretion von CCLS5 in priméren NK (A), JB4 (B), NK92 (C), YT (D) und NKL (E)

dargestellt. Primdre NK-zellen zeigten keine unstimulierte CCL5 Sekretion. PMA/I

Stimulation induzierte Sekretion, welche initial bis 60min unabhéngig von Translation,
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Transkription oder extrazelluldren Calciums war. Ab 60min zeigten alle Inhibitoren deutliche
Effekte und blockierten weitere CCL5 Freisetzung. Wie primdre NK zeigten unstimulierte JB4-
CTL keine unstimulierte CCL5-Sekretion. PMA/I stimulierte Sekretion war innerhalb der
ersten 60min von Transkription und extrazelluldirem Calcium unabhingig, wihrend
Translationsinhibition eine zweifache Reduktion der Sekretion bewirkte. Ab 60min zeigte auch

die Transkriptionsinhibition und die Inhibition des extrazelluldren Calciums Wirkung.

Alle NK-Zelllinien (NK92, YT und NKL) zeigten bereits unstimuliert eine spontane CCL5-
Sekretion. Diese wurde durch PMA/I um das 10fache gesteigert. In NK92 zeigten, anders als in
allen anderen NK-Zellen und CTL die verwendeten Inhibitoren sofortige Wirkung. In NKL
hingegen war die CCL5 Sekretion wie bei primiren NK bis 60min unabhingig von
Translation, Transkription und extrazelluldrem Calcium. Ab 60min zeigte die
Translationsinhibition Wirkung und blockierte jede weitere CCL5-Sekretion, wahrend
Actinomycin D und EGTA die weitere Sekretion reduzierten aber nicht vollstandig
blockierten. Auch in YT war die CCL5-Sekretion in den ersten 60min unabhingig von
Transkription und extrazellulirem Calcium. Die Translationsinhibition zeigte sofortige
Wirkung. Nach 60min zeigt die Inhibition mit EGTA einen blockierenden Effekt, wihrend die
Transkriptionsinhibition keinen Effekt auf die CCLS5 Sekretion in YT zu haben scheint.

Zusammenfassend kann man sagen, dass in NK92 weniger gespeichertes Protein vorliegt, da
bei Transkriptions- und Translationsinhibition sofort die induzierte Sekretion ausbleibt. Bei
primdren NK-Zellen, YT und NKL kam es trotz Translations und Transkriptionsinhibition zu
CCL5-Freisetzung, so dass wahrscheinlich gespeichertes Protein ausgeschiittet wird. Da in JB4
Cycloheximid bereits ab Inkubationsbeginn die induzierte CCL5 Sekretion reduziert, ist
offensichtlich weniger Protein gespeichert. Da die Menge an CCLS5 in Anwesenheit von

Transkriptions-Inhibitor sich nicht verringert wird vermutlich von stabiler RNA translatiert.
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Abbildung 4.1.5.2: CCLS Sekretion von NK92 (A), YT (B), NKL (c¢), priméire NK (D;pNK) und JB4 (E).
Zur Untersuchung der CCL5 Sekretion wurden die verwendeten Zelle nach 30min Vorinkubation mit den
Inhibitoren Cycloheximid (10mg/ml; gepunktete schwarze Linie, aufrechtes Dreieck) Actinomycin D
(10mg/ml; dunkelgraue Linie; umgekehrtes Dreieck) und EGTA(6mM; hellgraue Linie; Raute) mit PMA/I
(500ng/5ng pro ml) fiir 6h stimuliert. Als Kontrolle wurde ein Ansatz ohne PMA/I Stimulation (rote Linie;
Kreis) und ein Ansatz mit PMA/I Stimulation (rote gestrichelte Linie; Quadrat) aber ohne Inhibitoren
untersucht. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde von jedem Ansatz ein Aliquot entnommen und die Zellen
durch Zentrifugation entfernt. Der Uberstand wurde mittels ELISA-Messung untersucht. Dargestellt ist die
Konzentration von CCLS5 in pg/ml gegen die Zeitachse [Minuten].
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4.1.6 Die intrazellulare Lokalisation von CCL5 in NK-Zellen

Durchflusszytometrie und Proteinsekretion auch bei Translationsinhibition wiesen darauf hin,
dass CCL5 in NK-Zellen konstitutiv produziert wird. Mittels konfokaler Mikroskopie sollte die
intrazelluldre Lokalisation gezeigt werden. CCLS5 konnte sich in den Kompartimenten des
sekretorischen Sezernierungswegs befinden, oder vergleichbar mit den Zytotoxine Perforin,
Granzym B und Granzym A in Speichergranula vorliegen. Um die intrazelluldre Lokalisation
des CCLS5 in NK-Zellen zu definieren, wurde CCL5 in Kombination mit jeweils einem Marker
eines intrazelluldren Kompartiments oder einem Marker mit bekannter intrazelluldrer
Lokalisation immunfluoreszengefarbt und mittels konfokaler Mikroskopie analysiert. Die
untersuchten Kompartimente waren die lytischen Granula, welche fiir die Marker CD107 und
GMP-17 positiv sind und endosomale Vesikel, die die Marker EEA-1 und Rab5 besitzen. Als
weitere Proteine die in lytischen Vesikeln gespeichert sind wurden die Zytotoxine Perforin,
Granzym B und Granzym A gefarbt. Parallel zu den NK-Zellen wurden CTL geférbt. In
Abbildung 4.1.6.1 dargestellt ist die Mehrfachfarbung von CCL5 mit GMP-17 bzw. Perforin
mit GMP-17. CD8 diente der Unterscheidung von T-Zellen und NK-Zellen in PBL, da NK-
Zellen negativ bzw. schwach positiv fiir CD8 sind, wéhrend zytotoxische T-Zellen stark CD8
positiv sind. Kolokalisation wurde einerseits durch die Mischfarbe ,,gelb*, die sich aus der
Farbiiberlagerung der Farbkanile ergibt und andererseits durch die Uberlagerungen der
Histogramme der Fluoreszenzintensititsprofile nachgewiesen. Fiir die Histogrammdarstellung
wurde iiber die Software des konfokalen Lasermikroskops eine region of interest (ROI)
ausgewdhlt, die in den Abbildungen als weier Strich durch das untersuchte Vesikel zu sehen
ist. Die Software berechnet entlang dieser Linie das Fluoreszenzprofil der Farbkanile und stellt
sie als Histogramm dar. Fiir jede Kombinationsfarbung wurden mindestens 50 Zellen
ausgewertet (Tabelle 4.1.6.1). Abbildung 4.1.6.1 zeigt exemplarisch fiir jede
Kombinationsfiarbung eine Zelle und das dazugehorige Fluoreszenzintensitétsprofil. Wie aus
der Abbildung ersichtlich, war Perforin in NK-Zellen und T-Zellen nahezu immer mit GMP-17
kolokalisiert, CCLS5 hingegen nicht.
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Abbildung 4.1.6.1: Konfokale Bildaufnahme einer NK-Zelle bzw. CD8-positiven CTL gefirbt mit
Antikérperkombination CCLS, GMP-17 und CD8 bzw. Perforin, GMP-17 und CD8. PBMCs (A & B)
wurden auf poly-L-Lysin-beschichtete Objekttréger aufgetropft und mit Antikdrperkombination gegen CDS (anti-
Kaninchen-Cy5, dargestellt in blau), GMP-17 (anti-MausIgG1-A568, rot) und Perforin (anti-MausIgG2b-
Alexa488) bzw. CCLS5 (VL2-Hybridomiiberstand und anti-MausIgG2b-A488, griin) gefarbt. Die Zellkerne
wurden mit DAPI (grau) gegengefarbt. Die Aufnahmen (Mafstab entspricht 6um) wurden mittels konfokaler
Lasermikroskopie durchgefiihrt, mit z-Stacks (0,3um Abstand) iiber die dreidimensionale Ausdehnung der Zelle.
Dargestellt ist exemplarisch eine optische Schnittebene (z-Ebene) mit den verschiedenen Fluoreszenzsignalen von
CDS8, GMP-17 und Perforin bzw. CCL5 als Uberlagerungsbild (jeweils links). Zur Auswertung der Kolokalisation
wurden alle z-Stacks individuell bewertet und eine Kolokalisation von GMP-17 mit Perforin bzw. CCLS5 einerseits
optisch identifiziert, wenn sich eine gelb-orange Mischfarbe ergab. Andererseits wurde eine Kolokalisation
mithilfe einer Histogrammdarstellung der Fluoreszenzprofile entlang einer ausgewahlten Linie identifiziert. Auf
der rechten Seite sind die Fluoreszenzintensititsprofile von GMP-17 (rot) und Perforin (griin) bzw. CCLS5 (griin)
entlang der weilen Linien dargestellt. Es zeigte sich eine Kolokalisation von Perforin mit GMP-17 aber nicht von
GMP-17 und CCLS. NK-Zellen (A, CD8-negative Zelle in PBMC) und CD8-positive PBMC (B) zeigten
vergleichbare Ergebnisse.

Die Kombinationsfarbung von CD8, CD107 und Perforin bzw. CCLS5 (Abb. 4.1.6.2) zeigte
keine Kolokalisation von CCL5 mit CD107 in NK-Zellen und CTL, aber eine Kolokalisation
von CD107 mit Perforin.
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Abbildung 4.1.6.2: Konfokale Bildaufnahme einer NK-Zelle bzw. CD8-positiven CTL gefirbt mit
Antikérperkombination CCL5, CD107 und CD8 bzw. Perforin, CD107 und CD8. PBMCs (A) bzw. CTL JB4
(B) wurden auf poly-L-Lysin-beschichtete Objekttrager aufgetropft und mit Antikdrperkombination gegen CDS8
(anti-Kaninchen-Cy3, dargestellt in blau), CD107 (anti-MausIgG1-A488, rot) und Perforin (anti-MausIgG2b-
Alexa568) bzw. CCL5 (VL2-Hybridomiiberstand und anti-MausIgG2b-A568, griin) gefirbt. Die Zellkerne
wurden mit DAPI (grau) gegengefarbt. Die Aufnahmen (MaBstab entspricht 6um) wurden mittels konfokaler
Lasermikroskopie durchgefiihrt, mit z-Stacks (0,3um Abstand) iiber die dreidimensionale Ausdehnung der Zelle.
Dargestellt ist exemplarisch eine optische Schnittebene (z-Ebene) mit den Fluoreszenzsignalen von CD8 und
DAPI als Uberlagerungsbild (jeweils links) und ein Uberlagerungsbild der Fluoreszenzsignale von CD107 und
Perforin bzw. CCLS5 (jeweils rechts). Zur Auswertung der Kolokalisation wurden alle z-Stacks individuell
bewertet und eine Kolokalisation von CD107 mit Perforin bzw. CCLS5 optisch identifiziert, wenn sich eine gelb-
orange Mischfarbe ergab. Es zeigte sich eine Kolokalisation von Perforin mit CD107 aber nicht von CD107 und
CCLS5. NK-Zellen (A, CD8-negative Zelle in PBMC) und CD8-positiven CTL (B) zeigten vergleichbare
Ergebnisse.

Neben den Membran-assoziierten-Markern CD107 und GMP-17 sind lytische Granula durch
das Vorhandensein der Zytotoxine Granzym B und Granzym A gekennzeichnet. Daher wurden
Kombinationsfarbungen von CD8, Granzym B und Perforin bzw. CCL5 (Abb. 4.1.6.3) und
CDS8, Granzym A und Perforin bzw. CCLS (Abb. 4.1.6.4) durch gefiihrt und am konfokalen
Lasermikroskop analysiert. Wie aus Abbildung 4.1.6.3 fiir Granzym B und aus Abbildung
4.1.6.4 fiir Granzym A ersichtlich ist kolokalisierten sowohl Granzym B als auch Granzym A
mit Perforin aber nicht mit CCLS5. Es zeigt sich kein Unterschied in der Kolokalisation

zwischen NK-Zellen und CTL.
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Abbildung 4.1.6.3: Konfokale Bildaufnahme einer NK-Zelle bzw. CD8-positiven CTL gefarbt mit
Antikérperkombination CCLS, Granzym B (Gzm B) und CD8 bzw. Perforin, Gzm B und CD8. PBMCs (A)
bzw. CTL JB4 (B) wurden auf poly-L-Lysin-beschichtete Objekttriager aufgetropft und mit Antikérperkombination
gegen CD8 (anti-Kaninchen-CyS5, dargestellt in blau), Gzm B (anti-MausIgG1-A568, rot) und Perforin (anti-
MausIgG2b-Alexa488) bzw. CCLS (VL2-Hybridomiiberstand und anti-MausIgG2b-A488, griin) geférbt. Die
Zellkerne wurden mit DAPI (grau) gegengefirbt. Die Aufnhahmen (Maf3stab entspricht 6um) wurden mittels
konfokaler Lasermikroskopie durchgefiihrt, mit z-Stacks (0,3um Abstand) iiber die dreidimensionale Ausdehnung
der Zelle. Dargestellt ist exemplarisch eine optische Schnittebene (z-Ebene) mit den Fluoreszenzsignalen von
CDS8 und DAPI als Uberlagerungsbild (jeweils links) und ein Uberlagerungsbild der Fluoreszenzsignale von Gzm
B und Perforin bzw. CCL5 (jeweils rechts). Zur Auswertung der Kolokalisation wurden alle z-Stacks individuell
bewertet und eine Kolokalisation von Gzm B mit Perforin bzw. CCL5 optisch identifiziert, wenn sich eine gelb-
orange Mischfarbe ergab. Es zeigte sich eine Kolokalisation von Perforin mit Gzm B aber nicht von Gzm B und
CCL5. NK-Zellen (A, CD8-negative Zelle in PBMC) und CD8-positiven CTL (B) zeigten vergleichbare
Ergebnisse.

Da CCLS5 weder mit CD107, noch mit GMP-17, noch mit den lytischen Proteinen Granzym B
und Granzym A kolokalisierte, wéhrend entsprechende Kolokalisation des lytischen Proteins
Perforin eindeutig gezeigt werden konnte, kann man davon ausgehen, dass CCL5 nicht im

lytischen Kompartiment lokalisiert ist. NK-Zellen und CTL zeigten vergleichbare Ergebnisse.
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Abbildung 4.1.6.4: Konfokale Bildaufnahme einer NK-Zelle bzw. CD8-positiven CTL gefirbt mit
Antikérperkombination CCLS, Granzym A (Gzm A) und CD8 bzw. Perforin, Gzm A und CD8. PBMCs (A)
bzw. CTL JB4 (B) wurden auf poly-L-Lysin-beschichtete Objekttriager aufgetropft und mit Antikérperkombination
gegen CDS§ (anti-Kaninchen-Cy5, dargestellt in blau), Gzm A (anti-MausIgG1-A488, rot) und Perforin (anti-
MauslIgG2b-Alexa568) bzw. CCLS5 (VL2-Hybridomiiberstand und anti-MausIgG2b-A568, griin) geférbt. Die
Zellkerne wurden mit DAPI (grau) gegengeférbt. Die Aufnahmen (Mafistab entspricht 6pum) wurden mittels
konfokaler Lasermikroskopie durchgefiihrt, mit z-Stacks (0,3pm Abstand) iiber die dreidimensionale Ausdehnung
der Zelle. Dargestellt ist exemplarisch eine optische Schnittebene (z-Ebene) mit den Fluoreszenzsignalen von
CD8 und DAPI als Uberlagerungsbild (jeweils links) und ein Uberlagerungsbild der Fluoreszenzsignale von Gzm
A und Perforin bzw. CCL5 (jeweils rechts). Zur Auswertung der Kolokalisation wurden alle z-Stacks individuell
bewertet und eine Kolokalisation von Gzm A mit Perforin bzw. CCLS optisch identifiziert, wenn sich eine gelb-
orange Mischfarbe ergab. Es zeigte sich eine Kolokalisation von Perforin mit Gzm A aber nicht von Gzm A und
CCLS5. NK-Zellen (A, CD8-negative Zelle in PBMC) und CD8-positiven CTL (B) zeigten vergleichbare
Ergebnisse.

In Tabelle 4.1.6.1 ist der prozentuale Anteil der Kolokalisation von Perforin bzw. CCL5 und
den lytischen Markern GMP-17, CD107, Granzym B und Granzym A in NK-Zellen aufgefiihrt.

Kolokalisation mit

Perforin CCLS GMP-17 CD107 Granzym B Granzym A
Perforin XXX n.b* 95% 99% 91% 89%
CCL5 n.b* XXX 2% 5% 1% 8%

Tabelle 4.1.6.1: Prozentualer Anteil der Kolokalisation von Perforin bzw. CCL5 mit GMP-17, CD107,
Granzym B und Granzym A. *n.b steht fiir nicht bestimmbar, da die Antikorper den selben Isotyp (IgG2b) hatten.

Obwohl CCLS5 nicht mit lytischen Granula und deren Proteininhalt kolokalisierte deutete die

punktire Farbung auf eine vesikuldre Lagerung hin.

84



Ergebnisse

Daher wurden endosomale Vesikel iiber Marker EEA-1 (friithe endosomale Vesikel) und Rab5
(spate endosomale Vesikel und Recyclingvesikel) in Kombination mit CD8 und Perforin bzw.
CCLS5 geférbt. Die Kombinationsfarbung von CD8, EEA-1 und Perforin bzw. CCL5
(Abbildung 4.1.6.6) zeigte keine Kolokalisation von Perforin oder CCL5 mit EEA-1.
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Abbildung 4.1.6.5: Konfokale Bildaufnahme einer NK-Zelle gefirbt mit Antikérperkombination
CCLS5 (A), EEA-1 und CDS8 bzw. Perforin (B), EEA-1 und CD8. PBMCs wurden auf poly-L-Lysin-
beschichtete Objekttrager aufgetropft und mit Antikérperkombination gegen CD8 (anti-Kaninchen-
Cy5, dargestellt in blau), EEA-1 (anti-MausIgG1-A568, rot) und Perforin (anti-MausIgG2b-Alexa488)
bzw. CCLS (VL2-Hybridomiiberstand und anti-MauslgG2b-A488, griin) geférbt. Die Zellkerne
wurden mit DAPI (grau) gegengeférbt. Die Aufnahmen (MaB3stab entspricht 6pm) wurden mittels
konfokaler Lasermikroskopie durchgefiihrt, mit z-Stacks (0,3um Abstand) iiber die dreidimensionale
Ausdehnung der Zelle. Dargestellt ist exemplarisch eine optische Schnittebene (z-Ebene) mit den
Fluoreszenzsignalen von CD8 und DAPI (jeweils links) sowie EEA-1 und Perforin bzw. CCLS5 als
Uberlagerungsbild (Mitte). Zur Auswertung der Kolokalisation wurden alle z-Stacks individuell
bewertet und eine Kolokalisation von EEA-1 mit Perforin bzw. CCL5 einerseits optisch identifiziert,
wenn sich eine gelb-orange Mischfarbe ergab. Andererseits wurde eine Kolokalisation mithilfe einer
Histogrammdarstellung der Fluoreszenzprofile entlang einer ausgewahlten Linie identifiziert. Auf der
rechten Seite sind die Fluoreszenzintensititsprofile von EEA-1 (rot) und Perforin (griin) bzw. CCL5
(griin) entlang der weillen Linien dargestellt. Es zeigte sich keine Kolokalisation von Perforin bzw.
CCLS mit EEA-1 in NK-Zellen (CD8-negative Zelle in PBMC)

In Abbildung 4.1.6.7 ist die Kombinationsfarbung von CD8, dem anti Rab5 Antikorper aus der
Maus (mRab5) und Perforin bzw. CCL5 in NK-Zellen zu sehen. Es zeigte sich, dass CCLS5,
aber nicht Perforin, mit mRab5 kolokalisierte. Eine quantitative Bewertung des Anteils der
CCLS5 positiven Vesikel ergab, dass durchschnittlich 94% der CCL5-Vesikel gleichzeitig auch

mRab5 positiv waren.
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Abbildung 4.1.6.6: Konfokale Bildaufnahme einer NK-Zelle gefiirbt mit Antikorperkombination
CCLS5 (A), mRab5 und CD8 bzw. Perforin (B), mRab5 und CD8. PBMCs wurden auf poly-L-
Lysin-beschichtete Objekttrager aufgetropft und mit Antikérperkombination gegen CD8 (anti-
Kaninchen-CysS5, dargestellt in blau), mRab5 (anti-MausIgG1-A568, rot) und Perforin (anti-
MausIgG2b-Alexa488) bzw. CCL5 (VL2-Hybridomiiberstand und anti-MausIgG2b-A488, griin)
gefirbt. Die Zellkerne wurden mit DAPI (grau) gegengeféarbt. Die Aufnahmen (Mafstab entspricht
6pm) wurden mittels konfokaler Lasermikroskopie durchgefiihrt, mit z-Stacks (0,3um Abstand) {iber
die dreidimensionale Ausdehnung der Zelle. Dargestellt ist exemplarisch eine optische Schnittebene (z-
Ebene) mit den Fluoreszenzsignalen von CD8 und DAPI (jeweils links) sowie mRab5 und Perforin
bzw. CCLS5 als Uberlagerungsbild (Mitte). Zur Auswertung der Kolokalisation wurden alle z-Stacks
individuell bewertet und eine Kolokalisation von mRab5 mit Perforin bzw. CCL5 einerseits optisch
identifiziert, wenn sich eine gelb-orange Mischfarbe ergab. Andererseits wurde eine Kolokalisation
mithilfe einer Histogrammdarstellung der Fluoreszenzprofile entlang einer ausgewahlten Linie
identifiziert. Auf der rechten Seite sind die Fluoreszenzintensitétsprofile von mRab5 (rot) und Perforin
(griin) bzw. CCL5 (griin) entlang der weillen Linien dargestellt. Es zeigte sich eine Kolokalisation von
CCI15 mit mRab5 aber nicht von mRab5 und Perforin in NK-Zellen (CD8-negative Zelle in PBMC).

Die Kolokalisation von CCL5 mit dem Rab5 Kompartiment wurde weiterhin analysiert, indem
zur Fiarbung ein Antikdrper aus dem Kaninchen (rbRab5) verwendet wurde. Die
Kombinationsfarbung von CCL5 und rbRab5 in frisch isolierten NK-Zellen (4.1.6.8 A) zeigte
viel weniger Rab5-Signal und nur weniger Kolokalisation, der CCL5 positiven Vesikel (50%)
als mit dem mRab5-Antikorper (94%) beobachtet wurde. Allerdings waren 90% der rbRab5
Vesikel CCLS5 positiv. NK-Zellen, die tiber 24h mit IL-2 (50U/ml) kultiviert worden waren,

zeigten trotz Zunahme der rbRab5 und CCLS5 positiven Vesikel nicht mehr Kolokalisation.
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Abbildung 4.1.6.7: Konfokale Bildaufnahme einer NK-Zelle gefiarbt mit Antikérperkombination
CCLS, rbRab5 und CD8 in isolierten NK-Zellen direkt nach Isolation (A) und nach 24h IL-2
Inkubation (50U/ml). NK-Zellen wurden auf poly-L-Lysin-beschichtete Objekttrager aufgetropft und
mit Antikdrperkombination gegen CD8 (anti-Kaninchen-CyS5, dargestellt in blau), rbRab5 (anti-rb-
RRX, rot) und CCLS5 (VL2-Hybridomiiberstand und anti-MausIgG2b-A488, griin) gefarbt. Die
Zellkerne wurden mit DAPI (grau) gegengeférbt. Die Aufnahmen (MaBstab entspricht 6um) wurden
mittels konfokaler Lasermikroskopie durchgefiihrt, mit z-Stacks (0,3pum Abstand) iiber die
dreidimensionale Ausdehnung der Zelle. Dargestellt ist exemplarisch eine optische Schnittebene (z-
Ebene) mit den Fluoreszenzsignalen von CDS8, rbRab5 CCL5 als Uberlagerungsbild (Mitte). Zur
Auswertung der Kolokalisation wurden alle z-Stacks individuell bewertet und eine Kolokalisation von
rbRab5 mit CCLS5 einerseits optisch identifiziert, wenn sich eine gelb-orange Mischfarbe ergab.
Andererseits wurde eine Kolokalisation mithilfe einer Histogrammdarstellung der Fluoreszenzprofile
entlang einer ausgewihlten Linie identifiziert. Die Fluoreszenzintensitatsprofile auf der linken Seit
zeigen Kolokalisation von rbRab5 (rot) und CCL5 (griin), wahrend auf der rechten Seite ein Vesikel
dargestellt ist, welches positiv fiir CCL5 aber negativ fiir tbRab5 war.

Als Schlussfolgerung kann man ziehen, dass rbRab5 wie mRab5 CCL5haltige Vesikel
kennzeichnet, CCL5 aber auch in rbRab5 negativen Vesikeln zu finden ist, die von dem mRab5

Antikorper angefarbt werden konnen..
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4.2 Die Rolle des Chemokins CCL5 bei der Phagozytose apoptotischer Zellen

4.2.1 Vorarbeiten

Aus Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe war bekannt, dass CTL wéhrend des Tdtens von
Zielzellen CCL5 auf die Oberflidche der Zellen ab lagerten. Diese Ablagerung war abhingig
von Zielzellerkennung, da die Kokultur der CTL mit einer Zelle, die von den CTL nicht
erkannt wurde, zu keiner Ubertragung von CCLS5 fiihrte [56]. Weiterhin wurde nachgewiesen,
dass Zielzellen, die nach CTL-vermittelter Apoptose mit CCLS bedeckt waren, besser von
Makrophagen phagozytiert wurden als apoptotische Zellen ohne CCLS5 auf der Oberfléche
[57]. Basierend auf diesen Vorarbeiten sollte nun geklart werden, auf welchem Mechanismus
die gesteigerte Phagozytose von CCL5-bedeckten apoptotischen Zellen durch Makrophagen
beruht.

4.2.2 Einfluss von CCL5 auf die Phagozytose durch Maus-Makrophagen

Da CCL5 auf Makrophagen sowohl an CCR1 als auch an CCRS binden kann war die Frage,
welcher Rezeptor fiir die CCLS5-induzierte Phagozytose verantwortlich ist. Um zu testen, ob
der Rezeptor CCRS eine Rolle spielt wurde die Phagozytose von Wildtyp(WT) Maus-
Makrophagen mit der von CCR5” Maus-Makrophagen verglichen. Um die rolle des CCL5 zu
erkennen wurden drei verschiedene Typen apoptotischer Zellen verwendet. Diese waren:
apoptotische Zellen von untransfizierten CHO-Zellen (chinese ovarian cancer cells; CHO), die
kein CCLS5 auf der Oberflache tragen, apoptotische Zellen von CHO-Zellen die stabil mit dem
ccl5 Gen transfiziert waren, wobei die kodierende Sequenz auch eine Signalsequenz fiir eine
GPI-Verankerung (ccl5-GPI) enthielt um zu erreichen, dass CCLS5 auf der Oberfldche der
Zellen exprimiert wird (CHO-Rapi) und apoptotische Zellen von CHO-Zellen in die ein
mutiertes ccl5-GPI stabil transfiziert wurde (CHO-mRapi). Das mutierte ccl5-GPI erzeugt ein
CCLS5, mit einem N-terminalen Methionin, welches als CCLS5 Antagonist wirkt. Vor Induktion
der Apoptose wurden die CHO-, CHO-Rapi und CHO-mRapi-Zellen mit Vybrant©DiO
gefirbt. Die Apoptose wurde durch Staurosporin-Inkubation (18 Stunden) induziert. Nach
Ablauf der Apoptoseinduktion wurde die Stirke der Farbung und die Anzahl der apoptotischen
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Ereignisse durchflusszytometrisch analysiert. Die Makrophagen wurden mit Vybrant©DiD
gefdrbt und die Farbintensitdt durchflusszytometrisch tiberpriift. Makrophagen und
apoptotische Zellen wurden im Verhéltnis 1:3 gemischt und tiber 30min bzw. 120min bei 37°C
und 4°C kokultiviert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Phagozytoseleistung, d.h.
wieviele apoptotische Zellen von den Makrophagen aufgenommen wurden, und die Anzahl der
Makrophagen, die apoptotische Zellen aufgenommen hatten am Durchflusszytometer
bestimmt. Um den prozentualen Anteil an phagozytierenden Makrophagen zu bestimmen
wurde im Punktediagramm die DiD-positiven Zellen gegen den Sidescatter (SSC) dargestellt
und die Gesamtheit der DiD-positiven Zellen (Makrophagen) ausgewéhlt (Abb. 4.2.2.1 A).
Innerhalb der DiD-positiven Zellen wurde der prozentuale Anteil der DiO positiven Zellen
bestimmt. Der Grenzwert zur Unterscheidung von DiO positiven und DiO negativen
Makrophagen wurde iiber den Ansatz von DiD-positiven Makrophagen ohne apoptotische
Zellen festgelegt. Die Phagozytoseleistung ergibt sich aus der medianen DiO-
Fluoreszenzintensitdt (DiO-MFI) und gibt an wieviel apoptotische Zellen (DiO positive Zellen)
die Makrophagen (DiD positive Zellen) aufgenommen haben. Bei der Berechnung der
Phagozytoseleistung wird die Differenz aus der DiO-MFI des 37°C Werts und des 4°C Werts
gebildet. Zusitzlich musste mit einem Korrekturfaktor multipliziert werden, der die
unterschiedlichen Farbintensititen der apoptotischen Zellen korrigiert. Dieser Korrekturfaktor
(Kr) ergibt sich, indem die MFI der apoptotischen Zellen mit der hochsten Intensitét gleich

eins gesetzt wurde und zu den beiden anderen Zellen in Relation gesetzt wurde
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Abbildung 4.2.2.1: Die Auswahlstrategie des Phagozytosetest. DiD markierte Balb/c WT und Ccr5-/-
Makrophagen wurden im Verhéltnis 1:3 mit DiO markierten apoptotischen CHO-Zellen, CHO-Rapi-Zellen und
CHO-mRapi-Zellen gemischt und fiir 30min bzw. 120min inkubiert und durchflusszytometrisch analysiert. Zuerst
wurde in einem Punktediagramm die DiD Farbintensitit der durchflusszytometrisch analysierten Zellen gegen den
sidescatter (SSC) dargestellt und die DiD positiven Zellen (Makrophagen) tiber ein Auswahlfenster isoliert (A). Die
DiD Farbintensitét der DiD positiven Zellen wurden dann wiederum gegen die DiO Farbintensitét dargestellt um
die DiO-Farbintensitit (DiO-MFI) und den prozentualen Anteil der DiD positiven Zellen zu bestimmen. Der
horizontale Grenzwert fiir DiO-Positivitit bzw. Negativitét ergab sich aus dem Ansatz, der nur DiD-positive
Makrophagen aber keine DiO positiven Tumorzellen enthielt (B).
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In Abbildung 4.2.2.2 ist der prozentuale Anteil der phagozytisch aktiven Makrophagen
dargestellt. Es zeigte sich, das 80%-95% der Balb/c WT Makrophagen phagozytisch aktiv
waren. Es zeigt sich kein unterschied im Anteil der phagozytisch aktiven Makrophagen
zwischen CHO, CHO-Rapi oder CHO-mRapi Zellen. Die CCR5” Maus Makrophagen zeigten
keinen Unterschied zu denn WT Makrophagen. Daraus kann man schlieBen, dass CCLS5 nicht

den Anteil phagozytisch aktiver Makrophagen erhdht.
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Abbildung 4.2.2.2: Der prozentualen Anteil phagozytisch aktiver Balb/c WT (A) und CCRS-/- Makrophagen
(B). DiD markierte Balb/c WT und CCR5-/- Makrophagen wurden im Verhéltnis 1:3 mit DiO markierten
apoptotischen CHO-Zellen, CHO-Rapi-Zellen bzw. CHO-mRapi-Zellen gemischt und fiir 30min bzw. 120min
inkubiert und durchflusszytometrisch analysiert. Der prozentuale Anteil der phagozytisch aktiven Makrophagen
wurde bestimmt, in dem der prozentuale Anteil der DiO und gleichzeitig DiD positiven Zellen (Makrophagen) im
Punktediagramm bei 37°C und bei 4°C bestimmt und die Differenz aus beiden Werte gebildet wurde. Auf der Y-
Achse sind die Differenzwerte als %DiO-positive Makrophagen dargestellt. Der weille Balken zeigt die
Phagozytose mit apoptotischen CHO Zellen, der hellgrauer Balken die Phagozytose mit apoptotischen CHO-Rapi
Zellen, der dunkelgrauer Balken die Phagozytose mit apoptotischen CHO-mRapi Zellen. Die X-Achse zeigt die
zwei untersuchten Zeitwerte 30min und 120 min.

In Abbildung 4.2.2.3 ist die Phagozytoseleistung (als normalisierte AMFI) der WT-Maus
Makrophagen und der CCR5" Maus Makrophagen zu sehen. Die Phagozytoseleistung sagt aus,
wieviele apoptotische Zellen von phagozytisch aktiven Makrophagen aufgenommen wurden.
Sie berechnet sich aus der DiO-MFI der Makrophagen (DiD positive Zellen). Es zeigte sich ,
dass WT Makrophagen 3mal mehr CHO-Rapi-Zellen aufnhahmen als apoptotischen CHO-
Zellen oder CHO-mRapi-Zellen. Diese Steigerung ist CCLS abhédngig, da die CHO-mRapi
positiven apoptotischen Zellen, die antagonistisch wirken, die Phagozytoseleistung gegen iiber
den apoptotischen CHO-Zellen nicht steigern. Mit zunehmender Phagozytosezeit wurden

allgemein mehr apoptotische Zellen aufgenommen aber der Unterschied zwischen den
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einzelnen apoptotischen Zelltypen verdnderte sich nicht.

Die Phagozytoseleistung der CCR5” Makrophagen war generell doppelt so hoch wie die der
WT Makrophagen. Vergleicht man auch hier die Phagozytoseleistung zwischen den
apoptotischen Zelltypen so sicht man das CCR5” Makrophagen CHO-Rapi apoptotische
genauso wie WT Makrophagen verstirkt aufnahmen. Daher kann man davon ausgehen, dass

sie CCLS5 induzierte Steigerung der Phagozytose nicht CCRS abhéngig ist.
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Abbildung 4.2.2.3: Phagozytoseleistung der Balb/c WT (A) und Balb/c CCRS-/- (B) Maus
Makrophagen. DiD markierte Balb/c WT und CCRS-/- Makrophagen wurden im Verhéltnis
1:3 mit DiO markierten apoptotischen CHO-Zellen, CHO-Rapi-Zellen und CHO-mRapi-
Zellen gemischt und fiir 30min bzw. 120min inkubiert und durchflusszytometrisch analysiert. Die
Phagozytoseleistung wurde bestimmt, indem die DiO MFI der DiD positiven Makrophagen im
Histogramm bestimmt wurde. Aus der DIO MFI der DID positiven Zellen bei 37° und der DIO MFI
der DID positiven Zellen bei 4°C wurde die Differenz AMFI gebildet. Die AMFI wurde mit dem
vorher bestimmten Faktor zum Ausgleich unterschiedlicher Farbintensitéten der verschiedenen
apoptotischen Zelltypen multipliziert. Diese normalisierten AMFI-Werte sind auf der Y-Achse
abgebildet. Der weile Balken zeigt die Phagozytose mit apoptotischen CHO Zellen, der hellgrauer
Balken die Phagozytose mit apoptotischen CHO-Rapi Zellen, der dunkelgrauer Balken die
Phagozytose mit apoptotischen CHO-mRapi Zellen. Die X-Achse zeigt die zwei untersuchten
Zeitwerte 30min und 120min.
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4.3 NK-Zellen im klarzelligen Nierenzellkarzinom

NK-Zellen kdnnen Zellen mit aberranter MHC Expression, z.B. Tumorzellen, erkennen und
durch die Sezernierung von Zytokinen andere Immunzellen anlocken und aktivieren. In
Vorarbeiten von J. Schleypen [38] wurde gezeigt, dass sich die klarzelligen Nierenzellkarzinom
durchflusszytometrisch anhand ihres prozentualen Gehalts an NK-Zellen in NK"&" ( NK-Anteil
>20%) und NK"" Tumore einteilen lassen. Die NK-Zellen beider Tumorgruppen unterschieden
sich auch in ihrer funktionellen Qualitét, da insbesondere die NK-Zellen aus Tumoren mit
einem hohen NK-Anteil ihre zytolytische Aktivitit durch Kurzzeit-Inkubation mit niedrig
dosiertem IL-2 wiedererlangen konnten, wihrend NK-Zellen aus NK"" Tumoren in der Regel
nicht reaktivierbar waren. Es ist bekannt, dass einige Patienten auf IL-2 basierte
Immuntherapien mit Tumorregression ansprechen und wir spekulierten daher, ob ein
Zusammenhang zwischen dem Gehalt an NK-Zellen im Tumor und dem Ansprechen auf eine
IL-2-basierte Therapie des klarzelligen Nierenzellkarzinom bestehen konnte. Um diese
Hypothese zu evaluieren miisste eine grofle Patientenkohorte, inklusive Patienten mit IL-2
Therapie, untersucht werden. Die jetzige Methode zur Unterscheidung von Tumoren mit
hohem und niedrigem NK-Anteil beruht auf der durchflusszytometrischen Analyse von TIL,
die aus frischem post-operativem Gewebe isoliert wurden und ist deshalb ungeeignet zur
Analyse von groBen Patientenkohorten und archiviertem Patientenmaterial. Daher war es ein
Ziel ein molekulares Profil zu etablieren, dass den unterschiedlichen NK-Gehalt in den TIL
widerspiegelt, so dass Archivmaterial untersucht und retrospektiv der Zusammenhang von

NK-Gehalt und Therapieansprechen evaluiert werden kann.
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4.3.1 Das molekulare Profil des Tumormilieus

Um ein molekulares Profil des Tumormilieus des klarzelligen Nierenzellkarzinoms auf zu
stellen, wurde Tumormaterial von 37 Patienten mit pathologisch bestatigtem klarzelligen
Nierenzellkarzinom iiber quantitative RT-PCR (qQRT-PCR) analysiert. Von 12 Patienten wurde
auch das Normalnierengewebe der tumortragenden Niere untersucht. Als NK-zellrelevante
Marker wurden die Lymphozyten Marker CD2 (T-Zellen, B-Zellen und NK-Zellen), CD3 (T-
Zellen), Nkp46 (NK-Zellen), CD56 (NK-Zellen), Perforin (CTL und NK-Zellen) und Granzym
B (CTL und NK-Zellen) sowie Zytokine und Chemokine, die fiir den Aktivierungszustand oder

die Rekrutierung von NK-Zellen im Gewebe bedeutsam sein konnten quantifiziert.

4.3.1.1 Die Transkriptmenge von Lymphozytenmarkern in Normalnierengewebe

und Nierenzellkarzinomgewebe

Aus den Geweben wurde die RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. In dieser cDNA
wurde die Transkriptmenge von CD2, CD3, NKp46, Perforin und Granzym B {iber eine
Tagman-basierte qRT-PCR bestimmt. Die resultierenden Ct-Werte wurden auf das
Haushaltsgen 18SrRNA normalisiert, da 18SrRNA in Vorversuchen im Vergleich mit GAPDH
und B-Actin fiir die Tumorgewebe am besten geeignet war [58]. Die Transkriptmenge wurde
iber die comparative-Ct-Methode berechnet. In den Féllen, in denen die Transkriptmenge eines
Parameters erst bei einem Ct-Wert >38 nachweisbar war, also unter dem Detektionsgrenzen der
Methode lag, wurde dem Gewebe fiir diesen Parameter willkiirlich der Wert 107'° zugewiesen,
da dieser mindestens eine Log-Stufe unter der niedrigsten nachweisbaren Transkriptmenge lag.
In der graphischen Darstellung wurden diese Werte mit u.D. fiir ,,unter der Detektionsgrenze*

gekennzeichnet.

Fiir die korrekte statistische Auswertung war es notig zu untersuchen, ob die Daten der
einzelnen Parameter normalverteilt waren also einer GauB3schen' Verteilung folgten oder nicht.
Dazu wurden die Daten aller Parameter verschiedenen Normalititstests (Kolmogorov-Smirnov,
D'Agostino and Pearson omnibus und Shapiro-Wilk Normalitdtstest) unterzogen. In Abbildung
4.3.1.1 A ist die Haufigkeitsverteilung der Daten von CD2 fiir RCC dargestellt. Wenn man es

mit den fiktiven normalverteilten Daten in Abb. 4.3.1.1B vergleicht sieht man auch graphisch,
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dass diese Daten nicht normalverteilt sind. Fiir keinen Parameter konnte eine signifikante
Normalverteilung festgestellt werden. Daher wurden bei den nachfolgenden statistischen

Auswertungen die Testvarianten flir nicht-parametrische, also nicht-normalverteilte Daten,

verwendet.
A Haufigkeitsverteilung B hypothetische GauBsche

von CD2 in RCC Normalverteilung

= 157 o 57

£ ] % 4-

& 107 S 3

=) =

Hy] (©

£ £ 2-

c 54 [=

2 HH 2 14

§ JLUINNN ona §

1234567 8 910 12 3 4567

Datengruppen Datengruppen

Abbildung 4.3.1.1: Die Hiufigkeitsverteilung der Transkriptmenge von CD2 in RCC-
Geweben (A) im Vergleich zu einer fiktiven normalverteilten Hiufigkeitsverteilung (B). A)
Die RCC-Gewebe wurden durch die Statistiksoftware anhand ihrer Transkriptmenge aufsteigend in
die Gruppen 1 bis 10 eingeteilt und die Anzahl der Gewebe innerhalb jeder Gruppe bestimmt. B)
Anstelle von Transkriptmengen wurden fiktive Werte verwendet, so dass sich eine
Normalverteilung ergibt. Der Vergleich der Haufigkeitsverteilung von CD2 mit der fiktiven
Normalverteilung zeigt graphisch, dass die CD2 Transkriptmenge in RCC Geweben kein
normalverteilter Parameter ist.

Der Mann-Whitney-U Test ist ein statistisches Analyseverfahren fiir nicht-parametrische
Daten. Dieser wurde angewandt um fest zu stellen, ob sich die Transkriptmenge an CD2, CD3,
NKp46, Perforin und Granzym B in den Tumorgeweben (RCC) signifikant von der in den
Normalnierengeweben (NKC) unterscheidet (Abb. 4.3.1.2). Alle Parameter unterschieden sich
signifikant, wobei die Transkriptmenge in den Tumorgeweben immer héher war als in den

Normalgeweben.
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Abbildung 4.3.1.2: Transkriptmenge der Lymphozytenmarker CD2, CD3, NKp46, Perforin und Granzym B
in RCC und NKC Gewebe. In 37 RCC-Geweben und 12 NKC-Geweben wurde die Transkriptmenge an CD2, CD3,
NKp46, Perforin und Granzym B mittels qRT-PCR bestimmt und auf 18SrRNA normalisiert. Mit Hilfe des Mann-
Whitney-U Tests wurde gepriift, ob sich die Transkriptmenge der Lymphozytenmarker in den RCC und NKC
Geweben signifikant unterschieden (p-Werte). Jeder Punkt steht fiir ein Gewebe. Die iiberlagerte Box-Whiskers-
Darstellung zeigt den Median, sowie die 25% bzw. 75% Perzentile. Die Whiskers zeigen die Minimal- und
Maximalwerte der jeweiligen Transkriptmenge an. Als u.D. (unter der Detektionsgrenze) wurden die Gewebe
eingestuft, deren Ct-Werte der qRT-PCR {iber 38 lagen. Der xfache Unterschied der medianen Transkriptmenge der
RCC-Gewebe zu den NKC-Geweben ist in blau angegeben..

4.3.1.2 Die Transkriptmenge verschiedener Chemokine in Normalnierengeweben

und Nierenzellkarzinomen

Die RCC- und NKC-Gewebe wurden auf die Transkriptmenge der Chemokine CCL5, CXCLS,
CXCL10, CXCL12, CXCL16 und CX3CLI untersucht. Fiir diese Chemokine ist beschrieben,
dass sie einen Einfluss auf die Rekrutierung von Lymphozyten haben. In Abbildung 4.3.1.3
sind die Transkriptmengen der Gewebe fiir die untersuchten Chemokine graphisch dargestellt.
Die Transkriptmengen an CCL5, CXCL10 und CXCL16 erwiesen sich als signifikant erhoht,
wohingegen die Transkriptmenge an CXCL12 signifikant erniedrigt war. Die
Transkriptmengen von CXCL8, CXCL16 und CX3CL1 waren vergleichbar.
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Abbildung 4.3.1.3: Transkriptmenge der Chemokine CCLS5, CXCLS8, CXCL10, CXCL12, CXCL16
und CX3CL1 in RCC und NKC Gewebe. In 37 RCC-Geweben und 12 NKC-Geweben wurde die
Transkriptmenge der Chemokine mittels qRT-PCR bestimmt und auf 18SrRNA normalisiert. Mit Hilfe
des Mann-Whitney-U Tests wurde gepriift, ob sich die Transkriptmenge der Chemokine in den RCC und
NKC Geweben signifikant unterschieden (p-Werte). Jeder Punkt steht fiir einen Gewebe. Die iiberlagerte
Box-Whiskers- Darstellung zeigt den Median, sowie die 25% bzw. 75% Perzentile. Die Whiskers zeigen
die Minimal- und Maximalwerte der jeweiligen Transkriptmenge an. Als u.D. (unter der
Detektionsgrenze) wurden Gewebe eingestuft, deren Ct-Werte der qRT-PCR iiber 38 lagen. Der xfache
Unterschied der medianen Transkriptmenge der RCC-Gewebe zu den NKC-Geweben fiir die signifikant
unterschiedlichen Parameter ist in blau angegeben.
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4.3.1.3 Die Transkriptmenge verschiedener Zytokine in Normalnierengeweben und

Nierenzellkarzinomen

Es wurden die Zytokine 1L-2, IL-4, IL-10, IL-12p40, IL-15, IFN-y, TNF-a und TGF-f3
untersucht, da diese Zytokine in der Lage sind das Gewebemilieu und somit das Uberleben
und den Aktivierungszustand der im Gewebe vorhandenen Lymphozyten zu beeinflussen. Die
Analyse zeigte, dass die Transkriptmenge der proinflammatorischen Zytokine 1L-2, IL-12p40
(450fach), IFN-y (5fach) und TNF-a (3fach), aber auch das antiinflammatorische Zytokin
TGF-B (5fach) in den Tumorgeweben signifikant erhoht waren. IL-4, IL-10 und IL-15
Transkriptmengen waren hingegen nicht signifikant unterschiedlich (Abb. 4.3.1.4).
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Abbildung 4.3.1.4: Transkriptmenge der Zytokine IL-2, IL-4, IL-10, IL-12p40, IL-15, IFN-y, TNF-a und
TGF- in RCC- und NKC-Gewebe. In 37 RCC Geweben und 12 NKC Geweben wurde die Transkriptmenge der
Zytokine mittels qRT-PCR bestimmt und auf 18SrRNA normalisiert. Mit Hilfe des Mann-Whitney-U Tests wurde
gepriift, ob sich die Transkriptmenge der Zytokine in den RCC und NKC Geweben signifikant unterschieden (p-
Werte). Jeder Punkt steht fiir ein Gewebe. Die iiberlagerte Box-Whiskers- Darstellung zeigt den Median, sowie die
25% bzw. 75% Perzentile. Die Whiskers zeigen die Minimal- und Maximalwerte der jeweiligen Transkriptmenge
an. Als u.D. (unter der Detektionsgrenze) wurden Gewebe eingestuft, deren Ct-Werte der qRT-PCR {iber 38 lagen.
Der xfache Unterschied der medianen Transkriptmenge der RCC-Gewebe zu den NKC-Geweben fiir die
signifikant unterschiedlichen Parameter ist in blau angegeben.
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4.4 Bestimmung des Anteils der NK-Zellen am Lymphozyteninfiltrat im Gewebe

4.4.1 NKp46, CD56 und Perforin als molekulare Marker zur Quantifizierung der

Héaufigkeit von NK-Zellen in einer gemischten Lymphozytenpopulation

NK-Zellen werden iiber die Expression verschiedener Marker charakterisiert. Einige wie
NKp30, NKp44 und NKp46 sind exklusive Marker, wahrend andere wie Perforin und CD56
auch von anderen Zelltypen wie zum Beispiel T-Zellen exprimiert werden. Antikorper gegen
diese Marker alleine oder in Kombination mit anderen Markern werden standardméBig in der
Durchflusszytometrie und der Histologie zur Identifizierung und Quantifizierung von NK-
Zellen in Zellsuspensionen und Geweben verwendet. Ziel war es nun zu zeigen, ob die
Transkriptmenge von NKp30, NKp44, NKp46, CD56 und Perforin benutzt werden kann, um

NK-Zellen auf molekularer Ebene zu quantifizieren.

In einem Spiking-Experiment wurden isolierte humane NK-Zellen in definierten
Konzentrationen zu NK-depletierten peripheren Blut-mononukledren Zellen (PBMC) titriert
und die Zellmischung iiber qRT-PCR untersucht. Die Transkriptmenge von NKp30, NKp44,
NKp46, CD56 und Perforin wurden einerseits iiber die Normalisierung mit 18SrRNA oder mit
dem Lymphozytenmarker CD2 bestimmt. CD2 ist ein konstitutiv und stabil exprimierter
Oberfldchenmarker auf T- und NK-Zellen. Die Untersuchung der Transkriptmenge von CD2
iber ,,Multid Normfinder* Software ergab, dass CD2 ebenso wie 18SrRNA zur Normalisierung
der verwendeten Proben geeignet ist. Die Abbildungen 4.4.1.1 A und B zeigen exemplarisch
die Transkriptmenge an NKp46, Perforin und CD56 normalisiert auf 18SrRNA bzw. CD2
aufgetragen gegen den prozentualen Anteil an NK-Zellen in der PBMC-Mischung eines
Experiments. Es wurden insgesamt 3 Experimente mit PBMC von drei verschiedenen Spender
durchgefiihrt und alle erbrachten vergleichbare Ergebnisse. Die Transkriptmenge von NKp46,
CD56 und Perforin nahm mit steigendem NK-Anteil in der PBMC-Mischung zu. Die
Korrelationsanalyse zeigte, dass die Transkriptmenge von NKp46 (R=0,94;0,04), CD56
(R=0,99;p=0,003) und Perforin (R=0,83;p=0,04) normalisiert auf 18SrRNA signifikant mit
dem Anteil an NK-Zellen in PBMC korrelierte. Die Normalisierung auf den
Lymphozytenmarker CD2 brachte dhnliche Ergebnisse fiir NKp46 (R=0,94;0,02), CD56
(R=0,94;p=0,02) und Perforin (R=0,88;p=0,03), was darauf hindeutet, dass beide fiir die
Quantifizierung von NK-Zellen geeignet sind. Die Transkriptmenge von NKp30 korrelierte
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nicht signifikant mit dem NK-Anteil in der PBMC-Mischung (R=0,77, p=0,10) (Abb. 4.4.1.1
C). NKp44 konnte nicht nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Dies ist konsistent mit einer

niedrigen bzw. fehlenden NKp44 Expression auf nicht-aktivierten peripheren NK-Zellen [59].
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Abbildung 4.4.1.1: Die Transkriptmengen von NKp46, Perforin und CD56 (A und B) und NKp30 (C)
bezogen auf den NK-Zellanteil in einer PBMC-Mischung. Humane NK-Zellen wurden aus PBMC gesunder
Spender isoliert und in definierten Mengen mit NK-Zelldepletierten PBMC vermischt. Die Transkriptmengen von
NKp30, NKp46, Perforin und CD56 wurden mittels qRT-PCR bestimmt. Die Transkriptmengen wurden auf
18SrRNA normalisiert und die gegen den prozentualen Anteil an NK-Zellen in der PBMC-Mischung aufgetragen.
Die Berechnung der Spearman Korrelation von Transkriptmenge und NK-Zellanteil ergab, dass die
Transkriptmenge von NKp30 mit einem Korrelationskoeffizienten(R) von 0,77 und einem p-Wert von 0,10 nicht
signifikant positive korrelierte aber die Transkriptmengen von NKp46 (R=0,94;p=0,02) Perforin (R=0,83;0,04)
und CD56 (R=0,99;0,003). B) Die Transkriptmengen von NKp46, Perforin und CD56 wurden auf den
Lymphozytenmarker CD2 normalisiert und gegen den prozentualen Anteil an NK-Zellen in der PBMC Mischung
aufgetragen. Die Berechnung der Spearman Korrelation von Transkriptmenge und NK-Zellanteil ergab, dass die
Transkriptmengen von NKp46 (R=0,94;0,02), Perforin (0,88;0,03) und CD56 (0,94;0,02) signifikant mit dem
Anteil der NK-Zellen in der PBMC Mischung korrelieren.
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4.4.2 Einfluss von Indolamin-2,3-dioxygenase und TGF-3 auf die
Transkriptmenge von NKp46, Perforin und CD56

Fiir TGF-B (TGF-B1) und IDO (indolamin-2,3-dioxygenase) wurde beschrieben, dass sie die
Oberflachenexpression und die Transkriptmenge von Lymphozytenmarkern und
Chemokinrezeptoren, darunter auch NKp46 und CX3CL1 modulieren kénnen [60-62]. TGF-3
und IDO sind Gewebefaktoren, die hdufig in Tumoren und entziindeten Geweben beobachtet
werden. Auch im klarzelligen Nierenzellkarzinom ist eine erhéhte Konzentration an IDO
mRNA und Proteinmenge beschrieben [63]. Es war daher wichtig zu definieren, in wie weit sie
auf die Transkriptmenge der von uns untersuchten Lymphozytenmarker NKp46, Perforin,
CD56 Einfluss nehmen . Aus Untersuchungen an Dendritischen Zellen war bekannt, dass sie
nach Infektion mit Listeria monocytogenes nicht mehr als 4pug/ml L-Kynurenin, dem
Hauptabbauprodukt von IDO, sezernieren. Daher wurde davon ausgegangen, dass
physiologische Konzentrationen an L-Kynurenin im Bereich von 4pug/ml liegen [64]. In der
Literatur werden aber Konzentrationen von bis zu 125pg/ml zur Untersuchung von IDO-
Effekten verwendet [61]. Modulatorischen Effekte von TGF-f auf die Transkriptmenge und
Oberflichenexpression von Lymphoyztenmarker wurden fiir einen Bereich von 10ng/ml

beschrieben [60].

PBMC:s und isolierte NK-Zellen wurden mit ansteigenden Konzentrationen von TGF-f (0-
10ng/ml) und L-Kynurenin (0-125pg/ml) 24 Stunden inkubiert und danach parallel die
Oberflachenexpression mittels Durchflusszytometrie und die Transkriptmenge der Marker
NKp46, Perforin, CD56 und CX3CR1 untersucht. Abbildung 4.4.2.1 zeigt, dass TGF- die
Oberflichen Expression und die Transkriptmenge von NKp46, Perforin, CD56 und CX3CR1

von isolierten NK-Zellen nicht beeinflusste.
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Abbildung 4.4.2.1: Der Einfluss von TGF-p (A) und L-Kynurenin (B) auf die Oberflichenexpression und
die Transkriptmenge von NKp46, Perforin, CD56 und CX3CR1 in isolierten priméiren NK-Zellen. Der
Einfluss von TGF-B (0-10ng/ml) und L-Kynurenin (0-125pg/ml) auf die Oberflichenexpression von NKp46
(mIgG1-PE), CD56 (mIgG1-APC), Perforin (mIgG2b sekundér abgegriffen mit anti-IgG2b Alexa488) und
CX3CRI1 (mIgG2 sekundir abgegriffen mit anti-IgG2b Alexa488 und anti-IgG2a-Alexa488) wurde
durchflusszytometrisch untersucht und exemplarisch die AMFI der angegebenen Konzentrationen im Histogramm
dargestellt. Die Transkriptmengen von NKp46, Perforin, CD56 und CX3CR1 normalisiert auf CD2 mittels qRT-
PCR bestimmt und in den Balkendiagrammen gegen die verwendeten Konzentration an TGF-f und L-Kynurenin

aufgetragen.
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Auch L-Kynurenin beeinflusste die Oberflichenexpression und die Transkriptmenge nicht
(Abb. 4.4.2.1). Nur die Transkriptmenge von CD56 sinkt bei Inkubation mit der hochsten L-
Kynurenin Konzentration. Die mRNA Expression von CX3CR1 wurde durch die Inkubation
mit L-Kynurenin in den hochsten Konzentrationen gesteigert. Zusétzlich zu den isolierten NK-
Zellen wurde auch der Effekt von L-Kynurenin auf die Oberflichenexpression und von NKp46
und CD56 und den Anteil der NK-Zellen in den PBMC sowie den Effekt auf die
Transkriptmenge von NKp46, Perforin, CD56 und CX3CR1 in NK-Zellen in PBMC
untersucht. Abbildung 4.4.2.2 zeigt, dass keine Effekte auf die Oberflichenexpression von
NKp46 und CD56 zusehen war. Auch der Anteil der NK-Zellen in PBMC wurde nicht
beeinflusst. Weiterhin konnte kein Effekt auf die Transkriptmenge von NKp46, Perforin
gesehen werden. Auller einem inhibierenden Effekt der hochsten L-Kynureninkonzentration

konnte auch kein Effekt auf die CD56 und CX3CRI1 Transkriptmenge festgestellt werden.
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Abbildung 4.4.2.2: Der Einfluss von L-Kynurenin auf die Oberfliichenexpression und den Anteil an
NKp46 und CD56 positiven Zellen in PBMC (A) und die Transkriptmenge von NKp46, Perforin, CD56
und CX3CR1 in PBMC (B). A) PBMC wurden mit L-Kynurenin (0-125pg/ml) 24h inkubiert und danach auf
die Oberfldchenexpression und den Anteil an NKp46 und CD56 positiven Zellen in PBMCs wurde
durchflusszytometrisch tiber die Oberflichenfarbung von NKp46 (mIgG1-PE) und CD56 (mIgG1-APC)
untersucht. Die AMFI der Marker bei angegebener Konzentration wurde aus der Differenz der spezifischen
Farbung und der Isotypfarbung berechnet und als Balkendiagramm dargestellt (links). Der prozentuale Anteil
der NKp46 und CD56 positiven Zellen innerhalb der CD3 negativen Zellen bei angegebener Konzentration an
L-Kynurenin wurden als Balkendiagramm (rechts) dargestellt. B) Die Transkriptmengen von NKp46, Perforin,
CD56 und CX3CR1 wurde mittels qRT-PCR bestimmt und in den Balkendiagrammen gegen die verwendeten
Konzentration an L-Kynurenin aufgetragen.
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4.4.3 Diskriminierung von NK"&" und NK"" Tumoren mittels der Transkriptmenge

von NKp46, CD56 und Perforin

Ein Organ ist eine heterogene Einheit aus verschiedenen Zelltypen mit einem wechselnden
aber meist geringem Anteil an Lymphozyteninfiltration. Die Zusammensetzung dieses Infiltrats
wird durch organ- und krankheitsspezifischen Faktoren bestimmt . Bisherige Methoden zur
NK-Zellquantifizierung sind die Durchflusszytometrie an Gewebesuspensionen oder die
Histologie. Die molekulare Quantifizierung wiirde eine erhebliche Erleichterung darstellen, da
limitierende Faktoren wie ausreichende Menge an frischem Gewebematerial bei der
Durchflusszytometrie bzw. das Fehlen von spezifischen Markern bei der Histologie keine Rolle
spielen wiirden. Wir hatten mit Hilfe der Durchflusszytometrie an isolierten TIL festgestellt,
dass sich RCC-Tumore in zwei Gruppen einteilen lassen. Eine, die in den tumorinfiltrierenden
Lymphozyten (TIL) einen hohen Anteil an NK-Zellen (>20% der TIL) hat und eine mit einem
geringen Anteil an NK-Zellen (<20% der TIL). Der Grenzwert von 20% ergab sich durch den
Vergleich mit PBMCs gesunder Spender, welche nicht mehr als 15% NK Zellen aufwiesen
[38]. Da die Transkriptmengen von NKp46, Perforin und CD56 mit dem NK-Zellanteil in
PBMC:s korrelierten (siche Abbildung 4.4.1.1, Kapitel 4.4.1) wurden diese Marker nun auf die
RCC-Gewebe angewendet. Zusétzlich wurde die Transkriptmenge von Granzym B als weiterer
Lymphozytenmarker bestimmt. Die Marker wurden auf 18SrRNA normalisiert (Tc-18SrRNA),
und auf Normalverteilung getestet. Da sie nicht normalverteilt waren, wurden nicht-
parametrische Testverfahren verwendet, um zu evaluieren, ob die Transkriptmenge die
Unterscheidung von NK"¢" und NK'” Tumoren erlaubt. Die 18SrRNA normalisierten
Transkriptmengen von NKp46, Perforin, CD56 und Granzym B unterschieden die FACS-
basierten (FC) NK"&" oder NK' Tumore nicht (Abb. 4.4.3.1). FC-NK""-Gewebe hatten zwar
eine hohere CD2- und CD3-Transkriptmenge als NK"&"-Gewebe. Dies war jedoch nicht
signifikant.
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Abbildung 4.4.3.1: 18SrRNA normalisierte Transkriptmengen der Lymphozytenmarker in RCC-Tumore mit
FACS-basierter NK"¢" bzw. NK"" Tumorklassifizierung. Von 37 Tumoren, die nach ihrem Prozentualen Anteil an
NK-Zellen in TIL in NK"¢" und NK'* Tumore eingeteilt wurden (FACS-basierte (FC)-Tumorklassifizierung), wurde
die Transkriptmenge der Lymphozytenmarker NKp46, CD56, Perforin, Granzym B, CD2 und CD3 mittels qRT-PCR
(Tc-Marker) bestimmt und auf 18SrRNA normalisiert. Mit Hilfe des Mann-Whitney-U Test wurde gepriift, ob sich
die Transkriptmenge dieser Lymphozytenmarker in den NKhigh und NKlow Tumoren signifikant unterschied (p-
Werte). Jeder Punkt steht fiir einen Tumor. Die iiberlagerte Box-Whiskers-Darstellung zeigt den Median und die 25%
bzw. 75% Perzentile. Die Whiskers zeigen die Minimal- und Maximalwerte an. Als u.D. (unter der
Detektionsgrenze) wurden Tumore eingestuft, deren Ct-Werte der qRT-PCR {iber 38 lagen, also unterhalb der
Nachweisgrenze der Methode.

Da die durchflusszytometrische Einteilung in NK"€"/NK'"" Tumore auf dem prozentualen
Anteil von NK-Zellen in aus dem Gewebe stammenden Leukozyten basierte, wurde versucht
diesen Prozess durch die Normalisierung auf den Lymphozytenmarker CD2 nach zu ahmen.
Die Transkriptmengen von NKp46, CD56, Perforin und Granzym B wurden auf CD2
normalisiert. Die Transkriptmenge von NKp46 normalisiert auf CD2 (Tc-NKp46[CD2]) sowie
von Perforin (Tc-Perforin[CD2]) unterschieden FC-NK"¢" von FC-NK'" Tumore mit hoher
Signifikanz (Abb. 4.4.3.2). So war die Transkriptmenge von NKp46 6mal und die von Perforin

4mal hoher in den NK"¢" Tumoren.

110



Ergebnisse

111



Ergebnisse

o =0,11
N 0 6x p=050  p=003 P
o, p=0,0002 T
% 100 @ % rid
.'
S 0] gl
2 [
L2 104
} .
¢ 11
2 u.D.
o
l_ T T 1 T T T T T
Eg-s-glljf?;gt:on NKhighNKIOW NKhigh NKIow NKhigh NKIow NKhigh NKlow
Tc-Marker NKp46 CD56 Perforin ~ Granzym B

Abbildung 4.4.3.2: CD2-normalisierte Transkriptmengen der Lymphozytenmarker in RCC-Tumoren mit
FACS-basierter NK"" bzw. NK'** Tumorklassifizierung. Von 37 Tumoren, die nach ihrem prozentualen
Anteil an NK-Zellen in TIL in NK"#" und NK"* Tumore eingeteilt wurden (FC-Tumorklassifizierung), wurde
die Transkriptmenge der Lymphozytenmarker NKp46, CD56, Perforin und Granzym B mittels qRT-PCR (Tc-
Marker) bestimmt und auf CD2 normalisiert. Mit Hilfe des Mann-Whitney-U Test wurde gepriift, ob sich die
Transkriptmenge dieser Lymphozytenmarker in den NK"&" und NK'** Tumoren signifikant unterschied (p-
Werte). Jeder Punkt steht fiir einen Tumor. Die iiberlagerte Box-Whiskers-Darstellung zeigt den Median und die
25% bzw. 75% Perzentile. Die Whiskers zeigen die Minimal- und Maximalwerte an. Als u.D. (unter der
Detektionsgrenze) wurden Tumore eingestuft, deren Ct-Werte der qRT-PCR tiiber 38 lagen, also unterhalb der
Nachweisgrenze der Methode. Der xfache Unterschied in der medianen Transkriptmenge der signifikant
unterschiedlichen Te-Marker ist in blau angegeben.

Die Transkriptmengen an Granzym B und CD56 zeigten auch nach CD2-Normalisierung keine
Korrelation mit dem NK-Zellanteil in TIL. Eine Korrelationsanalyse nach Spearman bestétigte,
dass die Transkriptmengen von NKp46 und Perforin normalisiert auf CD2 mit dem

prozentualen Anteil an NK-Zellen in TIL signifikant positiv korrelierten (Abb. 4.4.2.3).

112



Ergebnisse

A B

& (5 R=061,p=00001 a8 87 R=050; p= 0,002

O 04 Q. 61 .

© 03 - . - E

3 02 . 8 <

§' 8(1) 0‘\"-". ’ $‘ N L ’.. °

li) . l‘_’ 0_ ° ) 7Y
0 10 20 30 40 5 0 10 20 30 40 5
FC-NK [% of TIL] FC-NK [% of TIL]

Abbildung 4.4.3.3: Korrelationsanalyse der Transkriptmengen von NKp46 und Perforin normalisiert auf
CD2 mit dem prozentualen Anteil von NK in TIL. Die tiber qRT-PCR bestimmten Transkriptmengen von
NKp46 (Tc-NKp46 [CD2]) und Perforin (Tc-Perforin [CD2]) wurden auf CD2 normalisiert. Die
Korrelationsanalyse der Transkriptmengen mit dem prozentualen Anteil von NK-Zellen in TIL nach Spearman
ergab, das die Transkriptmenge von NKp46 (R= 0,61;p=0,0001) und Perforin (R=0,50; p=0,002) normalisiert
auf CD2 signifikant mit dem Anteil von NK-Zellen in TIL korreliert.

Mittels ROC (reciever operator characteristic) Analyse wurde gepriift, ob die Differenzierung
an Hand der Transkriptmenge von NKp46, CD56 und Perforin ein sinnvolles Mittel zur
Unterscheidung von RCC-Tumoren mit hohem und niedrigem NK-Zellanteil ist. Die
ermittelten Grenzwerte und Werte der Flidche unter der Kurve (area underneath the curve,
AUC), die ein MaB fiir die Stirke der Assoziation sind, zeigten, dass die Transkriptmengen an
NKp46 und Perforin brauchbar sind (p< 0,05; AUC >0,6) , CD56 jedoch nicht. (Alb 4.4.3.4;
Tabelle 4.4.3.1). Die ROC-Analyse besagt, dass. je hoher der Wert der AUC ist desto valider ist

die getestete Assoziation.
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Abbildung 4.4.3.4: ROC-Analyse der Quantifizierung des NK-Zellanteils mittels Transkriptmenge von
NKp46, CD56 und Perforin. Die iiber qRT-PCR bestimmten Transkriptmenge von NKp46, CD56 und
Perforin wurden auf CD2 normalisiert. Uber eine ROC Analyse wurde ermittelt ob die Transkriptmenge ein
sinnvolles Mittel zur Unterscheidung von NK"* und NK'"~ Tumoren ist. Es zeigte sich das die
Transkriptmenge von NKp46 (Quadrat) mit einer AUC von 0,85 (p=0,0002) und Perforin (Kreis) mit einer
AUC von 0,70 (p=0,03) ein sinnvolles Mittel ist, die Transkriptmenge von CD56 (Dreieck) mit einer AUC von
0,57 (p=0,50) nicht. In der graphischen Darstellung ist die Sensitivitat der Unterteilung gegen die 100%-%
Spezifitit aufgetragen. Je weiter links oben die Kurve verlduft, desto hoher ist die AUC und damit auch die
Validitét der Unterteilung.

Die hohe Sensitivitit von Tc-NKp46[CD2] (Tabelle 4.4.3.1) zeigt, dass dieser Marker am
besten dazu geeignet ist, zu bestimmen, ob ein Tumor mit einer Transkriptmenge {iber dem
ROC-Grenzwert wirklich ein NK"¢" Tumor ist, wihrend die hohe Spezifitit der Tc-
Perforin[CD2] mit hoher Genauigkeit einen Tumor mit einer Transkriptmenge unterhalb des

ROC-Grenzwerts einem NK'¥ Tumor zuordnet (Tabelle 4.4.3.1)

qRT-PCR Marker AUC p-Wert Konfidenz Grenzwert Sensitivitit (%) Spezifitit (%)
[Normalisierung] -intervall (ROC)
Te-NKp46 [CD2] 0,85 0,0002 0,72 - 0,98 0,04 80 82
Te-CD56 [CD2] 0,57 0,50 0,36 -0,74 --- -
Te-Perforin [CD2] 0,70 0,03 0,51 -0,88 0,68 60 86

Tabelle 4.4.3.1: ROC-Analyse der Quantifizierung des NK-Zellanteils mittels Transkriptmenge von NKp46,
CD56 und Perforin. Aufgefiihrt sind die AUC-Werte, p-Werte mit Konfidenzintervall, sowie die Grenzwerte mit den
zugehorigen Sensitivitdten und Spezifititen.
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Die Anwendung der ROC-Grenzwerte in einer Kontingenzanalyse mittels Fisher's Exact Test
ergab gute positive (PPV) und negative prediktive Werte fiir Tc-NKp46[CD2] und Tec-
Perforin[CD2]. Die Werte des relativen Risikos (RR) im 95% Konfidenzintervall sagten aus,
dass Gewebe mit einem Tc-NKp46[CD2] oder Tc-Perforin[CD2] iiber dem ROC-Grenzwert
eine Smal bzw. 3mal hohere Wahrscheinlichkeit haben ein FC-NK"¢" Tumor als ein NK""
Tumor zu sein (Tabelle 4.4.2.2). Die Ergebnisse dieser Analysen zeigen, dass die
Transkriptmenge von NKp46 und Perforin fiir die Differenzierung gut geeignet sind und eine
Transkript-basierte Unterscheidung von Geweben gemil ihres NK-Zellanteils erlauben, die

der FACS-basierten Quantifizierung von NK-Zellen in TIL entspricht.

qRT-PCR Marker p-Wert PPV NPV RR [CI 95%]
[Normalisierung]
Te-NKp46[CD2] 0,0005 0,75 0,86 5,3[1,8-15,5]
Tc-Perforin[CD2] 0,005 0,75 0,76 3,1[1,4-6,8]

Tabelle 4.4.3.2: Kontingenzanalyse der auf CD2 normalisierten Transkriptmenge von NKp46 (Tc-
NKp46[CD2]) und Perforin (Tc-Perforin[CD2]). Aufgefiihrt sind der p-Wert, der PPV , NPV und RR der
Kontingenzanalyse. PPV bzw. NPV sind der positive bzw. negative prediktive Wert. RR bezeichnet das relative
Risiko mit dem dazugehorigen 95% Konfidenzintervall (CI) in eckigen Klammern.

4.4.4 Diskriminierung von NK"# und NK* Tumoren mittels der Transkriptmenge

von Chemokinen

Da Chemokine die Einwanderung der Lymphozyten ins Gewebe organisieren, konnten sie
mitverantwortlich sein flir die Unterschiede in der Zusammensetzung der gewebestédndigen
Lymphozytenpopulation. Abhidngig von ihrer Rezeptorexpression migrieren NK-Zellen auf
Signal verschiedenster Chemokine wie CCL5, CXCL8, CXCL10, CXCL12, CXCL16 und
CX3CL1 [6]. Die Transkriptmenge dieser Chemokine wurde in den RCC-Tumoren untersucht.
Die iiber qRT-PCR bestimmten Transkriptmengen wurden auf 18SrRNA normalisiert. Da
Chemokine von einer Vielzahl von Zelltypen einschlie8lich Tumorzellen, Lymphozyten und

myeloiden Zellen sezerniert werden war eine Normalisierung auf CD2 nicht angebracht.
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Abbildung 4.4.4.1: Transkriptmengen der Chemokine in RCC-Tumore mit FACS-basierter NK"" bzw.
NK"" Tumorklassifizierung. A) In Tumoren, die nach ihrem Prozentualen Anteil an NK-Zellen in TIL in NK"¢"
und NK"" Tumore eingeteilt wurden (FC-Tumorklassifizierung), wurde die Transkriptmengen der Chemokine
CCLS5, CXCL8, CXCL10, CXCL12, CXCL16 (n=27) und CX3CL1 (n=37) mittels qRT-PCR (Tc-Marker)
bestimmt und auf 18SrRNA normalisiert. Mit Hilfe des Mann-Whitney-U Test wurde gepriift, ob sich die
Transkriptmenge dieser Chemokine in den NK"&" ynd NK'¥ Tumoren signifikant unterschied (p-Werte). Jeder
Punkt steht fiir einen Tumor. Die iiberlagerte Box-Whiskers-Darstellung zeigt den Median und die 25% bzw. 75%
Perzentile. Die Whiskers zeigen die Minimal- und Maximalwerte an. Als u.D. (unter der Detektionsgrenze)
wurden Tumore eingestuft, deren Ct-Werte der qRT-PCR {iiber 38 lagen, also unterhalb der Nachweisgrenze der
Methode. Der xfache Unterschied in der medianen Transkriptmenge der signifikant unterschiedlichen Tc-Marker
ist in blau angegeben. B) Von 37 Tumoren, die nach ihrem prozentualen Anteil an NK-Zellen in TIL in NK"¢" und
NK"™" Tumoren eingeteilt wurden (FC-Tumorklassifizierung), wurde die Transkriptmenge des Chemokinrezeptors
CX3CRI1 mittels qRT-PCR (TC-Marker) bestimmt und auf 18SrRNA und auf CD2 normalisiert. Mit Hilfe des
Mann-Whitney-U Test wurde gepriift, ob sich die Transkriptmenge in den NK"¢" und NK"* Tumoren signifikant
unterschied (p-Werte). Der xfache Unterschied in der medianen Transkriptmenge der signifikant unterschiedlichen
Tc-Marker ist in blau angegeben.
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Von den analysierten Chemokinen war nur die Transkriptmenge von CX3CL1 signifikant
unterschiedlich in den NK"¢" und NK'** Tumoren , wobei die Tc-CX3CL1[18SrRNA] in den
NK"¢" 4mal hoher war als in den NK¥ Tumoren. Aufgrund der Differenzierung von
NK"&"/NK"" anhand der CX3CL1-Transkriptmenge wurde auch die Transkriptmenge des
dazugehorige Rezeptor CX3CR1 untersucht (Abb. 4.4.3.1 B). Die Transkriptmenge von
CX3CR1 normalisiert auf 18SrRNA war 5mal hoher in den NK"&" Tumoren als in den NK'"*
Tumoren (p=0,03). Die Transkriptmenge von CX3CR1 normalisiert auf CD2 war in NK"¢"
Tumoren 6mal héher als in NK' Tumoren (p=0,0002).

Die Korrelationsanalyse nach Spearman ergab, dass die Transkriptmenge von CX3CL1
normalisiert auf 18SrRNA (Tc-CX3CL1 [18SrRNA]) (R=0,4; p=0,02) und die
Transkriptmenge von CX3CR1 normalisiert auf CD2 (Tc-CX3CR1 [CD2]) (R=0,6; p=0,0002)
positiv mit dem prozentualen Anteil von NK-Zellen in TIL korrelierten (Abb. 4.4.4.2).
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Abbildung 4.4.4.2: Korrelationsanalyse der Transkriptmengen von CX3CL1 [18SrRNA] und CX3CR1
[CD2] mit dem prozentualen Anteil von NK in TIL. Die {iber qRT-PCR bestimmten Transkriptmengen von
CX3CL1 (Tc-NKp46 [18SrRNA]) und Perforin (Tc-CX3CR1 [CD2]) wurden auf 18SrRNA bzw. CD2
normalisiert. Die Korrelationsanalyse der Transkriptmengen mit dem prozentualen Anteil von NK-Zellen in
TIL nach Spearman ergab, dass die Transkriptmenge von CX3CL1 (R= 0,40;p=0,02) und CX3CR1 (R=0,60;
p=0,0002) normalisiert auf 18SrRNA bzw. CD2 signifikant mit dem Anteil von NK-Zellen in TIL korreliert.

Die ROC-Analyse der Tc-CX3CL1[18SrRNA] und Te-CX3CR1[CD2] zeigte eine hohe Giite
mit AUC-Werten von 0,76 und 0,85 (Tabelle 4.4.3.1). Dies wird auch in der graphischen
Darstellung der beiden Marker deutlich (Abb. 4.4.4.3).
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Abbildung 4.4.4.3: ROC-Analyse der Quantifizierung des NK-Zellanteils mittels Transkriptmenge von
CX3CL1 und CX3CRI. Die iiber qRT-PCR bestimmten Transkriptmengen von CX3CL1 und
CX3CR1wurden auf 18SrRNA bzw. CD2 normalisiert. Uber eine ROC Analyse wurde ermittelt, ob die
Transkriptmenge ein sinnvolles Mittel zur Unterscheidung von NK"¢" und NK'"* Tumoren ist. Es zeigte sich,
dass die Transkriptmenge von CX3CL1 [18SrRNA] (Kreis) mit einer AUC von 0,76 (p=0,005) und CX3CR1
[CD2](Quadrat) mit einer AUC von 0,85 (p=0,0002) ein sinnvolles Mittel sind. In der graphischen Darstellung
ist die Sensitivitit der Unterteilung gegen die 100%-% Spezifitit aufgetragen. Je weiter links oben die Kurve
verlauft, desto hoher ist die AUC und damit auch die Validitét der Unterteilung.

Die Sensitivitdt und Spezifitit der ROC-Parameter fiir die Tc-CX3CL1[18SrRNA] und Tc-
CX3CR1[CD2] deuten darauf hin, dass Tc-CX3CL1[18SrRNA] ein besserer Prediktor von
NK™¥, Tc-CX3CR1[CD2] hingegen von NK"¢"-Tumoren ist (Tabelle 4.4.4.1).

gRT-PCR Marker AUC p-Wert Cl Grenzwert Sensitivitit [%] Spezifitit [%]
[Normalisierung]
Tc-CX3CL1[18SrRNA] 0,76 0,005 0,59 -0,92 0,000131 73 86
Te-CX3CRI1[18SrRNA] 0,72 0,03 0,54 - 0,89 0,095 73 77
Tc-CX3CR1[CD2] 0,85 0,0002 0,73 - 0,97 1,46 80 77

Tabelle 4.4.4.1: ROC-Analyse der Quantifizierung des NK-Zellanteils mittels Transkriptmenge von CX3CL1
und CX3CRI1. Aufgefiihrt sind die AUC-Werte, p-Werte mit Konfidenzintervall, sowie die iiber ROC-Analyse
ermittelten Grenzwerte mit den zugehdrigen Sensitivititen und Spezifititen der ROC Analyse der Einteilung mittels
der Transkriptmengen von CX3CL1 (Tc-CX3CL1 [18SrRNA]), CX3CR1 (Tc-CX3CR1 [18SrRNA]) und CX3CRI1
(Te-CX3CR1 [CD2)).
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Die Kontingenzanalyse ergab, dass die Einteilung basierend auf den ROC-Grenzwerten der Tc-
CX3CL1"e"/CX3CL1"" bzw. die Tc-CX3CR1"e"/CX3CR1"" Gruppen einen hohen positiven
und negativen prediktive Wert fiir die FACS-basierte NK"#"/NK"" Gruppen Einteilung hatte.
(Tabelle 4.4.4.2). Daher kann man davon ausgehen, dass die Transkriptmengen von
CX3CL1[18SrRNA] und CX3CR1[CD2] als Mittel zu Bestimmung des NK-Anteils in den

Tumoren geeignet sind.

qRT-PCR Marker p-Wert PPV NPV RR [CI 95%]
[Normalisierung]
Te-CX3CL1 [18SrRNA] 0,0004 0,79 0,83 4,511,8-11,5]
Te-CX3CL1 [18SrRNA] 0,01 0,69 0,81 3,6 [1,4-9,3]
Te-CX3CR1 [CD2] 0,001 0,71 0,85 4,711,6 — 14]

Tabelle 4.4.4.2: Kontingenzanalyse der Transkriptmenge von CX3CL1 (Te-CX3CL1 [18SrRNA]J), CX3CR1
(Tc-CX3CR1 [18SrRNA]) und CX3CRI1 (Te-CX3CR1 [CD2]). Aufgefiihrt sind der p-Wert, der PPV, NPV und RR
der Kontingenzanalyse. PPV bzw. NPV sind der positive bzw. negative prediktive Wert. RR bezeichnet das relative
Risiko mit dem dazugehérigen 95% Konfidenzintervall (CI) in eckigen Klammern.

4.4.5 Diskriminierung von NK"#" und NK"" Tumoren mittels der Transkriptmenge

von Zytokinen

Zytokine sind ein Teil des Gewebemilieus und konnten die Anzahl der NK-Zellen im Gewebe
durch Forderung des Uberlebens oder der Proliferation der Lymphozyten innerhalb des
Gewebes beeinflussen. Besonders IL-2, IL-12 und IL-15 werden mit NK-Zellaktivierung und
Proliferation assoziiert, wihrend IL-10 und TGF-3 zu NK-Zellinhibition und Apoptose fiihren
konnen [5]. TNF-a allein oder in Kombination mit IL-1 und IFN-y sind dafiir bekannt CX3CL1
zu regulieren und konnten deswegen die Transkriptmenge in RCC Tumoren beeinflussen
[28;65]. Die Analyse der Transkriptmengen dieser Zytokine normalisiert auf 18SrRNA ergab
das die Transkriptmenge der Zytokine nicht signifikant NK"&" von NK'** Tumoren
unterschieden (4.4.5.1 A). Einige der Zytokine wie IL-2, IL-4, IFN-y und TNF-a werden
hauptséchlich von Leukozyten gebildet [1]. Daher schien es sinnvoll die Transkriptmengen
dieser Zytokine auf CD2 zu normalisieren. Auch die Normalisierung auf CD2 fiihrte zur keiner

Differenzierung zwischen NK"¢" und NK'¥ Tumoren Abb. 4.4.5.1 B)
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Abbildung 4.4.5.1: Transkriptmengen verschiedener Zytokine in RCC-Tumoren mit FACS-basierter
NKPigh bhzw. NK'®Y Tumorklassifizierung. Von 27 RCC-Tumoren, die nach ihrem prozentualen Gehalt an NK-
Zellen in NK"€h ynd NK'°% Tumoren eingeteilt wurden (FC-Tumorklassifizierung), wurde die Transkriptmenge
der Zytokine IL-2, IL-4, IL-10, IL-12p40, IL-15, IFN-y, TNF-a und TGF-f mittels qRT-PCR (Tc-Marker)
bestimmt. Mithilfe des Mann-Whitney-U Test wurde gepriift, ob sich die Transkriptmenge dieser Zytokine in den
NK"igh und NK'*% Tumoren signifikant unterschied (p-Werte). Jeder Punkt steht fiir einen Tumor. Die {iberlagerte
Box-Whiskers-Darstellung zeigt den Median und die 25% bzw. 75% Perzentile. Die Whiskers zeigen die
Minimal- und Maximalwerte der jeweiligen Transkriptmenge an. Als u.D. (unter Detektionsgrenze) wurden die
Tumoren eingestuft, deren Ct-Werte der PCR iiber 38 lagen, also unterhalb der Nachweisgrenze der Methode. A)
Transkriptmenge der Zytokine normalisiert auf 18SrRNA. B) Transkriptmenge der {iberwiegend von Leukozyten
exprimierten Zytokine (IL-2, IL-4, IFN-y, TNF-a) normalisiert auf CD2.
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4.4.6 Multivariate Datenanalyse

Nachdem die Marker einzeln tiber univariate statistische Methoden untersucht wurden, wurde
iiber multivariate Datenanalyse {iberpriift, ob die Kombination der einzelnen Marker die
Klassifizierung in NK"&" und NK"" Tumoren verbessert und welcher der Marker, NKp46,
Perforin, CX3CL1 oder CX3CRI1, den stirksten Einfluss auf eine multivariate Klassifikation
hat. Als Methode wurden artifizielle neuronale Netzwerke (ANN) verwendet [66]. Die Analyse
wurde von Dr. A. Buchner (Labor fiir Tumorimmunologie, LTI, LMU Miinchen) durchgefiihrt.
Es wurden 1000 Netzwerke trainiert und die fiinf besten davon heraus gefiltert. Diese ordneten
zwischen 26 und 32 der 37 Félle (70% - 86%) korrekt den FACS-basierten NK-Gruppe zu. Die
AUC-Werte der ROC-Analyse lagen zwischen 0,89 und 0,93 (Tabelle4.4.6.1) und damit iiber
den Werten der Einzelanalysen, die zwischen 0,70 und 0,85 (Tabelle 4.4.3.1 und 4.4.4.1) lagen.

Dies deutet daraufhin, dass die Kombination der Marker die Klassifizierung verbessert.

Korrekt zugeordnete Proben Giite [%]
Netzwerk [n] [%] AUC Trainingslauf Testlauf Validierung
1 26 70 0,90 67 100 60
2 29 78 0,90 74 100 80
3 31 84 0,89 81 100 80
4 32 86 0,92 85 100 80
5 29 78 0,93 74 100 80

Tabelle 4.4.6.1: Multivariate Analyse der NK""/NK"" Einteilung mittels artifizieller neuronaler Netzwerke
(ANN). Aufgefiihrt sind die besten 5 Netzwerke von 1000. Zu jedem Netzwerk ist die Anzahl und der prozentuale
Anteil der korrekt zugeordneten Proben, der AUC-Wert sowie die prozentuale Giite des Trainingslaufs, des Testlaufs
und der Validierung angegeben.
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Um die Bedeutung der einzelnen Marker fiir die Netzwerkentscheidung zu erkennen, wurde
eine Sensitivitdtsanalyse durchgefiihrt. Ein Sensitivitdtsindex iiber 1,0 bedeutet, dass das
Ergebnis der Klassifizierung verschlechtert wiirde, wenn man diese Variable weglassen wiirde.
Ein Wert von 1,0 bedeutet, dass diese Variable keinen Einfluss auf die Entscheidung des
Netzwerks hat. Die Transkriptmenge von CX3CL1 [18SrRNA], Perforin [CD2], CX3CR1
[CD2] und NKp46 [CD2] hatten einen durchschnittlichen Sensitivititsindex von 1,27, 1,13,
1,09 und 1,06. Sie waren fiir die Klassifizierung durch das Netzwerk von Bedeutung, wobei
Transkriptmengen von CX3CL1[18SrRNA] und Perforin[CD2] die hochste Bedeutung hatten.
Im Vergleich dazu hatten die Transkriptmengen von CD2 [18SrRNA] und CD56 [CD2] einen
Sensitivititsindex von 1,0, waren also fiir die Netzwerkentscheidung ohne Bedeutung (Tabelle

44.52).

qRT-PCR Marker [Normalisierung]| Sensitivititsindex von Netzwerk 5
Tc-NKp46 [CD2] 1,06
Tc-Perforin [CD2] 1,13
Tc-CX3CL1 [18SrRNA] 1,27
Tc-CX3CR1 [CD2] 1,09
Tc-CD2 [18SrRNA] 1,00
Tc-CD56 [CD2] 1,00

Tabelle 4.4.6.2: Analyse des Sensitivititsindex der artifizieller neuronaler Netzwerke ANN. Exemplarisch sind
die Werte der Sensitivitdtsanalyse der Transkriptmengen von NKp46[CD2], Perforin [CD2], CX3CL1 [18SrRNA],
CX3CRI [18SrRNA], CD2 [18SrRNA] und CD56 [CD2] des Netzwerks 5 aus den fiinf besten der 1000 analysierten
Netzwerke dargestellt.

In Abbildung 4.4.6.1 A ist der Zusammenhang zwischen der Transkriptmenge zweier Marker,
die die Netzwerkentscheidung beeinflussen (Tc-Perforin [CD2] und Te-CX3CL1 [18SrRNA]),
und dem prozentualen NK-Zellanteil in TIL graphisch dargestellt. Abbildung 4.4.6.1 B zeigt
graphisch den Zusammenhang zwischen prozentualem NK-Zellanteil in TIL und der
Transkriptmenge eines Markers (CD56 [CD2]), der die Netzwerkentscheidung nicht
beeinflusst, und der Transkriptmenge eines Markers (CX3CL1 [18SrRNA]), der die
Netzwerkentscheidung beeinflusst. Die Hohe des Z-Werts einer Kombination gibt an, wie das
Netzwerk eine Zuordnung des Gewebes durchfiihrt. Je hoher dieser Z-Wert ist, desto eher wird

ein Gewebe der NK"¢" Gruppe zugeordnet.
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MK Einteilung
M Einteilung

Abbildung 4.4.6.1: Zusammenhang zwischen der Transkriptmenge von Perforin und CX3CL1 bzw. CD56
und CX3CL1 und der Netzwerkeinteilung in die NK"#" Gruppe. Abgebildetsind zwei response Surfaces des
Netzwerks 5. Unter A) ist der Einfluss der Transkriptmenge von Perforin [CD2] und CX3CL1 [18SrRNA] auf die
Netzwerkeinteilung in NK"¢"/NK'"* Gruppen dargestellt. B) Einfluss von CD56[CD2] und CX3CL1[18SrRNA]
auf die Netzwerkeinteilung in die NK"¢/NK¥ Gruppen. Je griiner die response surface gefirbt ist desto geringer
ist der Z-wert auf der Z-Achse. Dies spricht fiir die Zugehérigkeit zur NK'* Gruppe
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4.5 Immunhistologische Quantifizierung des Immuninfiltrates in

Nierenzellkarzinomgewebe

Die absolute Anzahl an Zellen mit Markerexpression CD2, CD3, NKp46 und Perforin wurde in
RCC-Gewebe mittels immunhistochemischer Farbung (APAAP-Methode) quantifiziert. Als
Beispiel ist die Farbung mit dem Antikorper gegen NKp46 gezeigt. (Abb. 4.5.1).
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Abbildung 4.5.1: Immunhistologische Firbung von NKp46 in RCC-Geweben. NKp46 Farbung wurde nach
der APAAP- Methode immunhistochemisch in einem NK"" (A) und NK"* (B) Tumor gefirbt. Bei 400fach
VergroBerung wurden die Gewebe unter dem Mikroskop untersucht und fiir jeden Tumor die positiven Zellen in
10 nicht tiberlappende HPF (high power fields) ausgezahlt. NKp46 positive Zellen sind rot gefarbt und Zellkerne
blau Die Pfeile zeigen positiv gefarbte Zellen im Tumorgewebe an. Der Maf3stab entspricht 100pum.

Die Auszdhlung von mindestens 10 Gesichtsfeldern bei einer VergrofSerung von 400x ergab,
dass die Gruppe der NKhigh Tumoren gleichviel CD2, NKp46 und Perforin, aber signifikant
(p=0,01) weniger CD3 positive Zellen wie NKlow Tumore hatten (Tabelle 4.5.1). Eine
»Normalisierung* der NKp46+ Zellen auf die Gesamtzahl des Leukozyteninfiltrats, berechnet
als Verhiltnis von NKp46+ Zellen zu CD2+ Zellen, zeigte ebenfalls kein Unterschied zwischen
den durchflusszytometrisch eingeteilten NK"¢" und NK"™" Tumoren. Einschrinkend ist hierzu
anzumerken, dass die Fallzahl der histologisch untersuchten Gewebe relativ gering ist (Tabelle

45.1)
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Marker
Gruppe Median [Min.- Max.] Fallzahl [n] p-Wert
[Nachweisverfahren]
FCNK"™ 37 [18-56.5] 6 |
CD2 [IHC] 0,62
FC-NK™ 32[7-283,5] 8
FCNK™  37[6- 54] 9 |
CD3 [IHC] 0,01
FC-NK"¥ 72,519 —199,5] 14
FCNK™  9,5[1-20] 6 |
NKp46 [THC] 0,36
FC-NK"¥ 6,5[1-10] 8
FCNK™  58[2-17.5] 10 |
Perforin [THC] 0,46
FC-NK"¥ 410 -59] 16
‘ FC-NK"&" 0,19 [0,2—0,97] ‘ 6 ‘
NKp46/CD2 [IHC] 0,46
FC-NK"¥ 0,2 0,02 - 1,1] 8
‘FC-NKhigh 0,2 0,1 -0,32] ‘4 ‘
Perforin/CD2 [THC] 0,11
FC-NK"* 0,1 10,06 —0,17] 5

Tabelle 4.5.1: Absolute Quantifizierung markerpositiver Zellen in RCC-Geweben mittels
immunhistochemischer Untersuchungen in Relation zur FACS-basierten Quantifizierung des prozentualen
NK-Zellanteils in TIL isoliert aus RCC-Geweben. Die absolute Anzahl der CD2, CD3, NKp46 und Perforin
positiven Zellen in RCC-Geweben (Fallzahl [n] fiir jeden Marker angegeben) wurde mittels immunhistochemischer
Férbung nach der APAAP-Methode bestimmt, in dem die positiv gefirbten Zellen unter dem Mikroskop bei
400facher VergroBerung in 10 nicht iiberlappenden HPFs (high power fields) gezéhlt und der Median ermittelt wurde.
Aufgefiihrt ist der Median mit der Streubreite der gefarbten Tumoren. Zur Bestimmung des Verhiltnis von NKp46
bzw. Perforin positiven Zellen zu CD2 positiven Zellen wurde die mediane Anzahl an NKp46 bzw. Perforin positiven
Zellen jedes einzelnen Tumors ins Verhéltnis zur Anzahl der CD2 positiven Zellen des jeweiligen Tumors gesetzt.
Daraus wurde der Median pro Gruppe und die Streubreite der NKp46/CD2 bzw. Perforin/CD2 Verhiltnisse
bestimmt. Der p-Wert, ermittelt {iber Mann-Whitney-U Test, gibt an ob sich NK"" Tumor in der absoluten Anzahl
diese Markers signifikant von NK"* Tumoren unterscheidet.

Die Zahlenwerte zeigten, dassNKp46 offensichtlich auf Proteinebene und im
immunhistochemischen Nachweis nicht geeignet ist, den Anteil an NK-Zellen im
Lymphozyteninfiltrat von RCC-Gewebe korrekt wiederzugeben. Mogliche Erklérungen sind
die geringe Nachweisgrenze der immunhistochemischen Farbung zusammen mit der relativ
geringen Expressionsdichte des NKp46-Proteins auf der Zelloberflache der NK-Zellen
und/oder die geringen Affinitét des gegen NKp46 gerichteten Antikorpers. Die
durchflusszytometrischen Analyse, die eine hohere Sensitivitit im Nachweis von Proteinen hat,
zeigte, dass die NKp46-Fiarbung von NK-Zellen in PBMCs eine deutlich geringere mediane
Fluoreszenz (MFI ) aufweist, als die des Markers CD56 (MFI )

Die Korrelationsanalyse nach Spearman zwischen Transkriptmenge bzw. prozentualem Anteil
an NK-Zellen in TIL und der absoluten Anzahl an positiven Zellen ergab eine positive
Korrelation des FACS-basierten NK-Zellanteils mit der absoluten Anzahl an NKp46™ Zellen

(R=0,56;p=0,04). Des weiteren zeigte sich eine negative Korrelation zwischen dem NK-Anteil
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in TIL und der Anzahl an CD3" Zellen (Tabelle 4.5.2). Die absolute Transkriptmenge an
NKp46, das heiit die Transkriptmenge normalisiert auf 18SrRNA (Tc-NKp46[18SrRNAY]),
korrelierte nicht mit der absoluten Anzahl an NKp46'-Zellen und auch die relative
Transkriptmenge (Tc-NKp46[CD2]) korrelierte nicht mit der Anzahl an NKp46°-Zellen im
Verhiltnis zu CD2"-Zellen.

Korrelation Spearman Koeffizient (R) p-Wert
FC-NK[%TIL] mit IHC-NKp46 0,56 0,04
FC-NK[%TIL] mit IHC-CD3 -0,57 0,004
FC-NK[%TIL] mit IHC-CD2 0,003 0,99
Tc-NKp46 [18SrRNA] mit IHC-NKp46 0,01 0,96
Tc-NKp46 [CD2] mit IHC-NKp46/CD2 0,50 0,08

Tabelle 4.5.2: Spearman Korrelationsanalyse zwischen Transkriptmenge bzw. prozentualem Anteil an NK-
Zellen in TIL und der absoluten Anzahl an positiven Zellen. Uber Korrelationsanalyse nach Spearman wurde
berechnet, ob der prozentuale Anteil an NK-Zellen in TIL mit der absoluten Anzahl an CD2, CD3, NKp46. Weiterhin
die Korrelation zwischen der Transkriptmenge von NKp46 [18SrRNA] und der absoluten Anzahl an NKp46 positiven
Zellen und die Korrelation zwischen der Transkriptmenge von NKp46 [CD2] und dem Verhéltnis von NKp46 zu CD2
positiven Zellen. Angegeben ist jeweils der Korrelationskoeffizient R und der p-Wert fiir die Korrelation.
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4.6 Zusammenhang zwischen dem prozentualen Gehalt an NK-Zellen im

Lymphozyteninfiltrat bzw. dem molekularen Profil und Uberleben von RCC-

Patienten

4.6.1 Einfluss von klinischen und pathologischen Parametern auf das Uberleben

von RCC-Patienten

In vielen Malignititen haben klinische und pathologische Parameter wie Geschlecht, Alter und
Tumorstadium einen Einfluss auf das Uberleben der Patienten. Mit 21 Patienten, deren Follow-
Up Daten zur Verfiigung standen, wurde der Einfluss dieser Parameter auf das Uberleben
untersucht. Ein Einfluss des TNM Status auf das Uberleben konnte wegen der geringen
Datenmenge nicht untersucht werden. Die Uberlebensanalyse wurde mittels des Log-Rang
(Mantel-Cox) Test durchgefiihrt und als Kaplan-Meier Kurve graphisch dargestellt. Es konnte
kein Einfluss von Alter und Geschlecht auf das Uberleben der Patienten festgestellt werden
(Abb. 4.6.1.1). Die Patienten wurden dabei anhand des medianen Alters des untersuchten

Patientenkollektivs (66 Jahre) in zwei Gruppen eingeteilt.

A B
— 1507 -+ 66 Jahre (n=13) — 1507
2 X —— Weiblich (n=8)
‘= 1001— e 100+——..
@ Q aey
o] Q Ly
%} 50 p= 0,75 —au % 50- p= 0,37 | T ety
[«*)
el 2 -
D ] ==_<66 Jahre (n=8) D o]t Mannlich (n=13) |
T T T 1
0 20 40 60 &0 0 20 40 60 80
Monate Monate

Abbildung 4.6.1.1: Kaplan-Meier-Darstellung des Einflusses von Alter (A) und Geschlecht (B) auf das
Uberleben der RCC-Patienten. A) Patienten, die das mediane Alter von 66 Jahren erreicht hatten oder

alter waren (n=13) gegen Patienten, deren Alter unter dem medianen Alter lag (n=8). Die Berechnungen
basieren auf dem Log-Rang (Mantel-Cox) Test.

Nach UICC werden klarzellige Nierenzellkarzinome in vier Tumorstadien (I-IV) eingeordnet.

Fiir die Uberlebensanalyse wurden einmal die Stadien I und II gegen die Stadien III und IV

130



Ergebnisse

verglichen, aulerdem wurden die Stadien I, IT und III mit dem Stadium IV verglichen. Keiner

der beiden Vergleiche zeigte einen Unterschied im Uberleben auf.
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Abbildung 4.6.1.2: Kaplan-Meier-Darstellung des Einfluss von Tumorstadium auf das Uberleben der
RCC Patienten (n=21). A) Tumorstadium I-II (n=8) gegen Tumorstadium II-IV (n=13). B)

Tumorstadium I-I1I (n=14) gegen IV (n=7). Die Berechnungen basieren auf dem Log-Rang (Mantel-
Cox) Test.

4.6.2 Einfluss des prozentualen NK-Zellgehalts am Lymphozyteninfiltrat auf das
Uberleben von RCC-Patienten

Der prozentuale Anteil an NK-Zellen in aus Tumorgeweben isolierten TIL war mittels
Durchflusszytometrie ermittelt wurden. Die NK-Zellen wurden hierbei als CD3 negative CD56
positive Zellen ermittelt. Die Tumoren wurden nach ihrem prozentualen Anteil an NK-Zellen
in NK"¢" (>20% NK in TIL) und NK"" (<20% NK in TIL) eingeteilt. Die Patienten wurden
nach dieser Einteilung stratifiziert und das Uberleben in diesen beiden Gruppen verglichen
(Abb. 4.6.2.1). Es zeigte sich, dass das Uberleben in der NK"¢" Gruppe zwar linger war, aber

der Unterschied nicht das Signifikanzniveau erreichte (p=0,08).
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Abbildung 4.6.2.1: Kaplan-Meier Darstellung des Einflusses des unterschiedlichen prozentualen Anteils an NK-
Zellen in aus Gewebe isolierten TIL. Das prozentuale Uberleben der Patienten der FC-NK"¢"-Gruppe (n=10)
wurde mit dem der FC-NK"*-Gruppe (n=11) verglichen. Der Unterschied im Uberleben erreichte nicht das
Signifikanzniveau (p=0,08). Die Berechnung basierte auf dem Log-Rang (Mantel-Cox) Test.

4.6.3 Einfluss des molekularen Profils auf das Uberleben der RCC-Patienten

4.6.3.1 Einteilung der Patienten nach dem Medianen der Transkriptmenge

Die RCC-Patienten wurden entsprechend der Transkriptmenge in den Tumoren in eine Gruppe
mit Transkriptmengen iiber oder gleich dem medianen Wert aller Tumoren und in eine Gruppe
mit Transkriptmengen unter der medianen Wert aller Tumoren eingeteilt. Bewertet wurden
jeweils die Transkriptmenge von CD2, CD3, CD56, NKp46, Perforin, Granzym B, IL-2, IL-4,
IL-10, IL-12p40, IL-15, IFN-y, TNF-a, TGF-B, CCL5, CXCLS8, CXCL10, CXCL12, CXCLI16,
CX3CL1 und CX3CR1 normalisiert auf das Haushaltsgen 18SrRNA. Fiir keinen der
untersuchten Transkripte konnte eine signifikante Korrelation mit dem Uberleben festgestellt
werden. Die Gruppe mit hoher Transkriptmenge an CX3CRI1 [18SrRNA] zeigte zwar eine
lingeres Uberleben in der Gruppe mit hoher Transkriptmenge aber das Signifikanzniveau
wurde nicht erreicht (p=0,06). Auch die Parameter CX3CL1 [18SrRNA] (p=0,32),
NKp46[18SrRNA] (p=0,13), Perforin [ 18srRNA] (p=0,46), CD56 [18SrRNA] (p=0,77), CD2
[18SrRNA] (p=0,62) und TGF-B [18SrRNA] (p=0,97) zeigten keine Korrelation mit dem
Uberleben.
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4.6.3.2 Einteilung der Patienten basierend auf den Cut-off-Werten der ROC-Analyse

21 RCC-Patienten mit vorhandenen Follow-Up-Daten wurden unter zur Hilfenahme der {iber
ROC-Analyse ermittelten Grenzwerte (siche Tabelle 4.4.3.1 und 4.4.4.1) in zwei Gruppen
eingeteilt. Zur Bewertung wurden die Transkriptmengen von NKp46 , Perforin und CX3CR1
normalisiert auf CD2 und CX3CL1 und CX3CR1 normalisiert auf 18SrRNA verwendet. Die
Stratifizierung nach der Transkriptmenge von NKp46 [CD2], Perforin [CD2] oder CX3CLI1
und CX3CR1 normalisiert auf 18SrRNA erreichten nicht das Signifikanzniveau (p=0,08,
p=0,34, p=0,06 bzw. 0,12) (Abb. 4.6.3.1 A-D). erfolgt die Einteilung nach dem ROC-
Grenzwert von CX3CR1 normalisiert auf CD2 so ergab sich ein signifikant besseres Uberleben

fiir Patienten der CX3CR1 [CD2]"#* Gruppe (p=0,03) (Abb. 4.6.3.1 E).

Die auf CX3CR1[CD2] Transkript-Basis getroffene Unterteilung korrelierte nicht mit
Geschlecht (R=0,29; p=0,12) oder Alter (R=-0,01; p=0,96). Eine Kontingenzanalyse mittels
Fisher's Exakt Test zeigte keinen Zusammenhang zwischen der Einteilung nach dem
CX3CRI[CD2]-ROC-Grenzwert und dem Tumorstadium unabhéngig, davon, ob beim
Tumorstadium die Stadien I und II als eine Gruppe gegen III und IV als zweite Gruppe
eingeteilt wurde oder ob die Stadien I, IT und III als eine Gruppe dem Stadium IV als andere
Gruppe gegeniiber gestellt wurden (p=0,35 bzw. p=0,48). Dies deutet darauthin, dass die
Transkriptmenge von CX3CR1[CD2] ein von klinischen oder pathologischen

Klassifizierungen unabhéngiger Faktor ist.
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Abbildung 4.6.3.1: Kaplan-Meier Darstellung des Einflusses unterschiedlicher Transkriptmengen von NKp46,
Perforin, CX3CL1 CX3CR1 auf das Uberleben von RCC-Patienten (n=21). Basierend auf den ROC-Grenzwerten
wurden die Patienten anhand ihrer Transkriptmenge an NKp46 [CD2] (A), Perforin [CD2] (B),
CX3CLI1[18SrRNA] (C), CX3CRI1 [18SrRNA] (D) und CX3CR1 [CD2] (E) in zwei Gruppen eingeteilt und eine
Korrelation mit dem Uberleben untersucht. Die Berechnung basierte auf dem Log-Rang (Mantel-Cox) Test. Nur
die Einteilung iiber die CX3CR1 [CD2]-Transkriptmenge erreichte das Signifikanzniveau (p=0,03).
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5 Diskussion

5.1 CCLS ist konstitutiv exprimiert in ruhenden NK-Zellen und kolokalisiert mit
Rab5

Die Bedeutung des in dieser Arbeit untersuchten Chemokins CCL5 (RANTES) wurde bisher
vor allem in T-Zellen und Makrophagen untersucht. Neben der chemotaktischen Wirkung auf
T-Zellen, NK-Zellen, Monozyten und DC ist fiir CCLS5 auch eine aktivierende Wirkung auf T-
Zellen und CD56%™-NK-Zellen beschrieben [6;67]. CCLS5 ist in naiven T-Zellen weder auf
Protein- noch auf mRNA-Ebene nachweisbar, sondern wird erst bei Bindung des T-
Zellrezeptors an den spezifischen MHC-Peptid-Komplex zeitgleich mit Perforin, Granzym B
und Granzym A induziert [25;26]. Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten, dass
CCLS5 in Effektor-T-Zellen in granuldren Vesikeln vor liegt und bei Stimulation des T-
Zellrezeptor zusammen mit den Zytotoxinen in den synaptischen Spalt ausgeschiittet wird. So
wurde vermutet, dass CCL5 zusammen mit den Zytotoxinen in den lytischen Granula
lokalisiert ist [27]. Catafalmo et al. zeigten aber, dass CCL5 in CD8+ T-Zellen weder in den
lytischen noch in frithen Endosomen oder in Golgi Vesikeln lokalisiert ist, sondern sich in
einem CCLS5 spezifischen sekretorischen Vesikel befindet [27]. Bis heute konnte noch kein
Vesikel-Marker identifiziert werden, der mit CCL5 kolokalisiert. Im Gegensatz zu den relative
umfangreichen Wissen tiber CCL5 in T-Zellen ist iiber CCLS5 in NK-Zellen wenig bekannt.
Deshalb wurde in dieser Arbeit zuerst die grundlegenden Eigenschaften von CCLS5 in NK-
Zellen untersucht und mit den Erkenntnissen in zytotoxischen CD8"-T-Zellen verglichen. Es
konnte gezeigt werden, dass CCL5 auf Proteinebene in ruhenden priméren humanen NK-
Zellen konstitutiv nachweisbar ist und eine den Zytotoxinen Perforin, Granzym B und
Granzym A vergleichbare Proteinstabilitit besitzt. Die Proteinstabilitdt von CCL5 war in NK-
Zellen wesentlich ldnger als in CTL, in welchen das Proteinniveau stark von einer
Neusynthese durch Translation von gespeicherter mRNA abhéngig war. Parallele
Untersuchungen durch unseren Kooperationspartner D. Kumar zeigten, dass primire NK-
Zellen konstitutiv einen hohen Gehalt an CCL5 mRNA haben (Anhang 8.1 Publikation Kumar
et al Figure 1D). Die konstitutive Transkription von CCLS5 in NK-Zellen war von JNK MAPK
Signalwegen aber nicht ERK und p38 gesteuert (Anhang 8.1 Publikation Kumar et al Figure
2A). Die zentrale Rolle des INK-Signalwegs wurde auch fiir den Erhalt der Proteinmenge

nachgewiesen. Diese Ergebnisse zeigten zum ersten Mal, wie CCLS5 in NK-Zellen reguliert
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wird. Sie zeigten gleichzeitig Unterschiede zu CTL, indem bei NK-Zellen die Expression
konstitutiv erfolgt, unter Beteiligung des JINK MAPK Signalwegs, wihrend in CTL die
Expression induziert erfolgt unter Beteiligung von p38 und ERK1/2 MAPK Signalwege
[52;54;55].

Trotz konstitutiver Proteinexpression wurde CCLS5 von primédren NK-Zellen nicht spontan
freigesetzt. Die Sekretion erfolgte erst nach unspezifischer PMA/I Stimulation. Weiterfiihrend
wire es interessant zu bestimmen, ob die CCL5-Sekretion in NK-Zellen iiber Signale der
aktivierenden Rezeptoren, wie NKp30, NLp46 oder NKG2D, oder aber auch durch Zytokine
wie IL-2, IL15 oder IL-21, deren aktivierende Wirkung auf NK-Zellen beschreiben ist,
induziert wird. Praliminédre Versuche mit IL-2 lassen vermuten, dass dieses Zytokin nicht zur
CCLS5 Sekretion fiihrt. Die Stimulierten NK-Zellen sezernierten CCL5 auch in Anwesenheit
von Proteinsynthese und Transkriptionsinhibitoren. Die initiale Freisetzung (bis 60min) war in
Anwesenheit der Inhibitoren vollstdndig identisch zum nicht-inhibierten Ansatz. Dies war ein
erster Hinweis, dass CCL5 in primdren NK-Zellen intrazellulér als gespeichertes Protein
vorliegen konnte. Darauthin wurde die intrazelluldre Lokalisation von CCL5 untersucht.
Konsistent mit Beschreibungen in CTL wurde keine Kolokalisation von CCL5 mit lytischen
Granulamarkern (GMP-17 und CD107), lytischen Proteinen ( Granzym B und Granzym A)
oder einem Marker fiir frithe Endosomen (EEA-1) festgestellt [27]. Erstmals wurde in dieser
Arbeit eine mogliche Kolokalisation von CCLS5 und Rab5 untersucht. Es zeigte sich , dass
CCLS5 und Rabs5 kolokalisieren. Da eine Rab5 Kolokalisation mit CCL5 bisher noch nie
gezeigt worden war, wurde zur Bestdtigung dieses Befundes ein zweiter Antikorper gegen
Rab5 eingesetzt. Dabei zeigte sich, dass der Rab5-Antikorper aus Kaninchen weniger Vesikel
anfiarbte, als der zuerst verwendete Antikdrper aus der Maus. Alle Rab5 positiven Vesikel
waren auch CCLS5 positiv, aber es gab etwa die gleiche Anzahle an CCL5 Vesikel die nicht von,
Rab5-Antikorper aus dem Kaninchen angefarbt wurden. Weiterfiihrend gilt jetzt durch
Doppelfarbung mit Maus und Kaninchen Antikorper gegen Rab5 nachzuweisen, in wieweit
diese Antikorper liberlappende Vesikel anfarben. Es gibt verschiedene Rab5-Proteine, so dass
denkbar ist, dass vielleicht der Maus-Antikorper zusétzlich ein anderes Rab-Protein erkennt.
Rab-Proteine gehoren zur Superfamilie der Ras GTPasen und spielen eine Rolle in der
Vesikelbildung, -Bewegung und Vesikelfusion. Jeder dieser Schritte wird von
unterschiedlichen Rab-Proteinen reguliert wird, so dass die meisten Rab-Proteine
charakteristisch fiir ein bestimmtes Kompartiment sind [Ref]. Fiir Rab5 ist beschrieben, dass es
den Clatherin-coated -Vesikel-vermittelten Transport von der Plasmamembran zu den frithen

Endosomen steuert. AuBlerdem ist bekannt, dass Rab5 an der Fusion von endosomalen Vesikeln
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beteiligt ist, wobei sich in den Fusionsvesikeln spezifische Rab-Doménen ausbilden [68]. Die
Spezifitit eines Kompartiments ist daher nicht unbedingt mit einem einzigen Rab-Protein
korreliert, sondern ein Kompartiment zeichnet sich durch ein Mosaik verschiedener Rab-
Dominen aus. Daher wire es interessant zu untersuchen, ob noch andere Rab-Proteine mit
CCLS5 kolokalisieren. Dies ist in Abbildung 5.1.1 schematisch gezeigt. Desweiteren ist
veranschaulicht, dass Rab5 an einer Schnittstelle verschiedener Vesikel positioniert ist. Die
Mogliche Positionierung von CCLS im vesikuldren Netzwerk ist eingezeichnet. Da viele
vesikuldre Kompartimente durch mehrere Rab-Proteine gekennzeichnet sind, wire es

interessant zu untersuchen, ob noch andere Rab-Proteine mit CCLS5 kolokalisieren.

Abbildung 5.1.1: Schematische Darstellung des endosomalen Vesikel-Kompartiments und die Verteilung
von Rab-Proteinen in den Kompartimenten. Clatherin-coated-Vesikel sind durch Rab5 (griin) gekennzeichnet.
Diese Vesikel fusionieren mit Rab4-Vesikeln (rot) und dann mit Rab11-Vesikeln (lila), wobei die Rab-Molekiile
spezifische Doménen ausbilden. Die Pfeile zeigen den Fluss der Vesikel an. Die mogliche Lokalisation von CCL5
in Rab5-Kompartimenten ist dargestellt. [modifiziert nach Zerial et al. ,Nature Reviews 2001[68]]
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5.2 Die Rolle des Chemokins CCLS fiir die Phagozytose von Makrophagen

Das Chemokin CCLS5 wird in reifen zytotoxischen T-Zellen in intrazelluldren Granula
gespeichert und nach Aktivierung der T-Zellen durch die Bindung des T-Zellrezeptors an den
spezifischen MHC-Peptid-Komplex sezerniert. Vorarbeiten in unserer Arbeitsgruppe in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe Nelson (medizinische Poliklinik Innenstadt LMU
Miinchen) zeigten, dass CCLS5 bei der Erkennung von Zielzellen durch CTL auf die
Plasmamembran der Zelle abgelagert wird. CCLS5 kann auch auf der Oberfldche der
entstehenden apoptotischen Zellen nachgewiesen werden [56]. Riickschliisse auf eine mogliche
physiologische Bedeutung dieser Ablagerung kann man aus den Ergebnissen ziehen, dass
apoptotische Zellen, die CCL5 auf der Oberflache aufwiesen vermehrt von humanen
Makrophagen aufgenommen wurden als apoptotische Zellen ohne CCLS5 [57]. Diese Aufnahme
war inhibierbar durch die Zugabe des CCL5-Antagonisten Met-RANTES, der an die selben
Rezeptoren, CCR1 und CCRS, auf Makrophagen bindet wie CCL5. Da Met-RANTES nicht
zwischen CCR1 und CCRS5 unterscheidet, war es Ziel dieser Arbeit zu bestimmen, ob die
CCL5-induzierte Phagozytose den Rezeptor CCRS oder CCR1 benutzt. Um dies zu kliren
wurde die CCL5 induzierte Phagozytose von WT-Mausmakrophagen mit der von CCR5™
Mausmakrophagen verglichen. Zunéchst wurde bestdtigt, dass Maus-Makrophagen, wie vorher
fiir humane Makrophagen gezeigt, apoptotische Zellen, die funktionelles CCL5 auf der
Oberfldche trugen, effektiver aufnahmen als apoptotische Zellen ohne CCLS5 oder apoptotische
Zellen mit antagonistisch wirkendem CCLS5 (Met-RANTES). Weiterhin ergab der Vergleich
von WT und CCR5” Makrophagen, dass die verstirkte Aufnahme ebenso in den CCR5” Maus
Makrophagen auftrat. Daher kann man davon ausgehen, dass die CCL5-induzierte Phagozytose
nicht tiber CCRS vermittelt wird. Um eine Beteiligung von CCR1 zu zeigen oder
auszuschlieBen sind einerseits weitere Versuche mit spezifischen CCR1 und CCRS Inhibitoren

und andererseits mit CCR17- Maus-Makrophagen notwendig.
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5.3 Das klarzellige Nierenzellkarzinom zeigt ein komplexes Profil an Zytokinen,

Chemokinen und Lymphozytenmarker

Das klarzellige Nierenzellkarzinoms zeichnet sich durch ein hohes Lymphozyteninfiltrat aus
[37;69]. In den meisten Fillen ist das Lymphozyteninfiltrat alleine aber nicht in der Lage
Tumorwachstum zu kontrollieren und es kommt zu Progression und Metastasierung des

Tumors.

In dieser Arbeit wurden die Transkriptmengen verschiedener Lymphozytenmarker, Chemokine
und Zytokine mittels qRT-PCR in Nierenzellkarzinom- und des Normalnierengewebe
untersucht. Ein Vergleich zeigte, dass die Transkriptspiegel der Lymphozytenmarker in den
Tumorgeweben signifikant erhoht waren und so das beobachtete hohe Infiltrat im
Nierenzellkarzinom widerspiegelten. Die erhhte Menge an Zytotoxinen, Perforin und
Granzym B im Tumorgewebe deutet darauf hin, dass bevorzugt Effektor-T-Zellen und NK-
Zellen im Tumorgewebe vorhanden sind. Dies konnte durch histologische Befunde bestétigt
werden (unpublizierte Daten unserer Arbeitsgruppe). Von den Zytokinen zeigten vor allem
Zytokine wie IL-2, IL-12p40, IFN-y und TNF-a erhohte Transkriptmengen im Tumorgewebe.
Diese Zytokine haben ein zweischneidiges Wirkprofil. Wéhrend sie in der akuten
Entziindungsphase Zellen des angeborenen (NK-Zellen) und erworbenen Immunsystems (T-
Zellen) aktivieren und antitumoral sein kdnnen, unterstiitzen sie bei chronischer Entziindung
den Gewebeumbau und die Angiogenese. Sie schaffen so ein Milieu, welches Zellproliferation,
genetische Instabilitét, Migration, also Tumorprogression fordert [70-74]. Somit unterstiitzt das
hier in Tumoren gefundene Zytokinmilieu die Hypothese, dass Tumoren inflammatorische
Erkrankungen sind, die vom Immunsystem nicht geheilt werden. Es besteht ein enger
Zusammenhang zwischen chronischer Entziindung und einem héheren Krebsrisiko und viele
Tumore entstehen an Orten chronischer Entziindung [72]. In diesem Zusammenhang ist fiir
TNF-a beschrieben, dass es angiogenesefordernde Wirkung besitzt und ein Wachstumsfaktor
fiir das Nierenzellkarzinom aber auch fiir Brustkrebs und Gebarmutterkrebs ist [72]. Dabei
wird TNF-a mit schlechter Prognose und Cachexia assoziiert. Im Fall des Nierenzellkarzinoms
ergibt sich die hohe Menge an TNF-o unter Umsténden durch die Mutation des Hippel-Lindau
Gens, dass unmutiert die Translation von TNF-a unterdriickt, aber in 80% der
Nierenzellkarzinome mutiert ist [33;72]. Es ist beschrieben, das Nierenzellkarzinomzellen, aber
auch andere Tumorzellen, TNF-a sezernieren. Daher gibt es Studien, die die Verwendung von

monoklonalen anti-TNF-a Antikorpern als Therapieform fiir das Nierenzellkarzinom
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untersuchen [75]. Weiterhin sind protumorale Effekte von IL12p40 denkbar. IL-12p40 ist eine
Untereinheit des Zytokins IL-12 aber auch von IL-23 [76]. Daher kann {iber die
Transkriptmenge von IL-12p40 nicht zwischen diesen beiden Zytokinen unterschieden werden.
IL-23 ist im Zusammenhang mit Tumoren auch als Angiogenese fordernd beschrieben [77]. 112
wurde urspriinglich als Wachstumsfaktor fiir T-Zellen und NK-Zellen beschrieben. Mittlerweile
weill man aber, dass es auch T-Zellapoptose und regulatorische T-Zellen induzieren kann, die
eine antitumorale Immunantwort inhibieren. Kennzeichnend fiir das Nierenzellkarzinom ist
auch eine hohe Transkriptmenge des Zytokins TGF-f. Fiir TGF-f ist beschrieben, dass es vor
allem immunsuppremierend und antiinflammatorisch wirkt, in dem es unter anderem NK-
Zellen inhibiert, die Differenzierung von T-Zellen in regulatorische T-Zellen induziert und die

Angiogenese fordert [78].

Von den untersuchten Chemokinen waren die Transkriptmengen von CCL5, CXCL10 und
CXCL16 im Tumor erhoht, wihrend die Transkriptmenge von CXCL12 in den
Normalnierengeweben erhoht vorlag. CCLS5, CXCL10 und CXCL16 sind beschrieben als
proinflammatorische Zytokine, die T-Zellen und NK-Zellen anlocken und kénnen daher
mitverantwortlich fiir die hohe Infiltratmenge in den Tumoren sein [6;21]. Es ist beschreiben,
dass CXCL12 in normalen Nierenzellgewebe exprimiert wird und in Reaktion auf eine akute
Entziindung erhoht nachweisbar ist [79]. Im Nierenzellkarzinom hingegen ist konsistent mit
unseren Untersuchungen beschrieben, das CXCL12 im Tumor erniedrigt vorliegt. Weiterhin ist
beschrieben, dass CXCL12 iiber die Bindung an CXCR4 auf den Nierenzellkarzinomzellen
die Migration entlang des Gradienten an CXCL12, mit niedrigen Konzentrationen in der
Peripherie und hohen Konzentrationen im Knochenmark, stimuliert [79-81]. In diesem
Zusammenhang wurde die Hypothese aufgestellt, dass die niedrige Menge an CXCL12 im
Tumorgewebe das Auswandern der Tumorzellen fordert. Erhohte tumorale Expression von
CXCL16 wurde kiirzlich als neuer prognostischer Marker fiir liingeres Uberleben beschrieben
[82]. In unserem Patientenkollektiv zeigte sich hingegen kein Zusammenhang zwischen
CXCL16-Transkriptmenge und Patienteniiberleben. Im Gegensatz zu unserem
Patientenkollektiv, welches ausschlieBlich klarzellige Nierenzellkarzinome beinhaltete,
konnten Gutwein et al. einen Uberlebensvorteil von hoherer CXCL16 Expression nur in
papilldren Nierenzellkarzinomen zeigen [82]. Dies konnte eine Ursache fiir die
unterschiedlichen Ergebnisse sein. In unserem Patientenkollektiv zeigte sich fiir keines der
untersuchten Transkripte, bei Einteilung nach dem Median der Transkriptmenge in den

Tumoren, ein Zusammenhang zwischen Transkriptmenge und Uberleben.
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5.4 Der Anteil an NK-Zellen im Immunzellinfiltrat des Nierenzellkarzinoms lésst
sich an Hand der Transkriptmenge von NKp46, Perforin, CX3CL1 und
CX3CRI1 quantifizieren

NK-Zellen sind durch ihre Fahigkeit gekennzeichnet virus-infizierte oder maligne Zellen zu
erkennen und spontan zu lysieren. NK-Zellen sind aber auch eine wichtige Quelle fiir Zytokine
und Chemokine und konne so an der Ausrichtung einer Immunantwort mit beteiligt sein [5]. In
der Therapie hdmatologischer Tumoren, z.B. dem akuten myeloiden Lymphom (AML) sind
NK-Zellen Teil des haimatopoetischen Stammzelltransfers, da sie keine ,,graft versus host
disease’ (GvHD) aber einen ,,graft versus leukemia *“ (GVL) Effekt vermitteln [7]. In soliden
Tumoren ist deren Rolle noch wenig gut etabliert. In Brustkrebs jedoch gibt es
Beschreibungen, dass NK-Zellen die Wirkung von monoklonalen Antikdrpern verstarken
konnen und in Tumoren wie dem kleinzelliges Bronchialkarzinom und dem Magenkarzinom ist

die Menge an NK-Zellen positiv assoziiert worden mit Tumorkontrolle [5;11;14].

In dieser Arbeit wurde die Bedeutung des NK-Zellanteils im Lymphozyteninfiltrat des
klarzelligen Nierenzellkarzinoms untersucht. Durch die durchflusszytometrische Untersuchung
der aus Nierenzellkarzinomen isolierten tumor-infiltrierenden Lymphozyten (TIL) war
bekannt, dass sich klarzellige Nierenzellkarzinome an Hand ihres prozentualen Gehalts an NK-
Zellen in NK"&" (> 20% NK in TIL) und NK"" (< 20% NK in TIL) Tumore einteilen lassen.
Der Grenzwert von 20% war auf Grund der Tatsache, dass bei gesunden Spender im Regelfall
der prozentuale Anteil der NK-Zellen in PBMC nicht mehr als 20% NK-Zellen betrug,
festgelegt worden. NK-Zellen aus NK"&" Tumoren konnten durch Kultur mit niedrig dosiertem
IL-2 ihre zytolytische Aktivitit wiedererlangen, wihrend NK-Zellen aus NK¥ Tumoren in der
Regel nicht reaktivierbar waren. Diese Untersuchungen zeigten, dass NK-Zellen in den beiden
Tumor-Gruppen sich nicht nur quantitative sondern auch qualitative unterschieden [38]. In
dieser Arbeit wurde erstmalig mittels QRT-PCR die Transkriptmengen von
Lymphozytenmarkern und NK-Markern quantifiziert. Dabei war es Ziel, eine Korrelation mit
dem prozentualen Anteil der NK-Zellen im Nierenzellkarzinominfiltrat her zu stellen. Es zeigte
sich, dass die Transkriptmengen von NKp46, Perforin, CX3CL1 und CX3CRI signifikant in
den NK"¢"-Tumoren erhoht vorlagen. Es zeigte sich, dass es ein bedeutsamer Schritt war, eine
passende Normalisierung zu wéhlen. So wurde fiir die lymphozytenassoziierten Transkripte

eine Normalisierung auf den Leukozytenmarker CD2 mit einer Normalisierung auf 18SrRNA
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verglichen. Es zeigte sich, dass nur die auf CD2 normalisierten Transkripte die Unterscheidung
der NK"¢" Tumoren von den NK'* Tumoren ermdglicht. Plausibel ist dies deshalb, weil die
Gatingstrategie der FACS-basierten NK-Zellquantifizierung ebenfalls den Prozentanteil an
NK-Zellen im Lymphozyteninfiltrat angibt und nicht die absolute Anzahl an NK im Gewebe.
Solche Transkripte, die von verschiedenen Zelltypen einschlieBlich Tumorzellen exprimiert
wurden, also Chemokine und Zytokine, wurden weiterhin auf 18SrRNA normalisiert. So
konnten gezeigt werden, dass NKp46, Perforin und CX3CR1 normalisiert auf CD2 und
CX3CL1 normalisiert auf 18SrRNA in den NK"¢" Tumoren signifikant erhéht waren und mit
dem FACS-basierten prozentualen NK-Zellanteil positiv korrelierten. Dagegen konnte im
Tumorgewebe kein Zusammenhang zwischen der Transkriptmenge von CD56, einem
klassischen NK-Marker, und dem prozentualen Anteil an NK-Zellen in TIL festgestellt werden.
Mit dem Wissen, dass CD56 auch auf aktivierten Effektor-T-Zellen [Ref] und auf T-Zellen im
Nierenzellkarzinom (unveroffentlichte Daten unserer Arbeitsgruppe) vorkommt ist dieses
Ergebnis verstidndlich. Das Ergebnis, dass CX3CR1 und CX3CL1 eine Aussage iiber den NK-
Anteil zulassen ist plausibel. Denn die CX3CL1/CX3CR1 Achse spielt eine Rolle in der
antitumoralen Immunantwort der NK-Zellen, da CX3CL]1 iiber die Bindung an CX3CR1, an
der Chemotaxis, Adhesion und Aktivierung der NK-Zellen beteiligt ist [31]. CX3CRI1 ist vor
allem auf CD56%™ NK-Zellen exprimiert und scheint mit zytotoxischer Effektorfunktion zu
korrelieren [2;83]. AuBerdem ist CX3CL1 an der Aktivierung von NK-Zellen durch
Dendritische Zellen beteiligt [29]

Die Brauchbarkeit und Qualitédt der Transkriptmengen von NKp46, Perforin, CX3CL1 und
CX3CRI1 zur Unterscheidung zwischen NK"¢" und NK'* Tumoren wurde mit mehreren
statistischen Verfahren gepriift. Die ROC-Analyse ergab, dass die Einteilung der Tumore in
NK"&" und NK'™ Tumore basierend auf der Transkriptmenge an NKp46, Perforin, CX3CR1
und CX3CLI1 hohe Sensitivitdt und Spezifitdt besitzt. Der Fisher's Exact Test bestitigte die
Brauchbarkeit der Grenzwerte. Die multivariate Datenanalyse mittels artifizieller neuronaler
Netzwerke zeigte, dass die Kombination dieser Marker die Sensitivitéit der Klassifizierung von

Tumorgeweben in NK"#" und NK'* Tumore noch erhoht.

Histologische Quantifizierung von NKp46 positiven Zellen konnten einen Zusammenhang
zwischen der Menge an NKp46 positiven Zellen im Gewebe und dem prozentual Anteil an
NK-Zellen in TIL feststellen. Es gab jedoch keinen Zusammenhang zwischen der
Transkriptmenge an NKp46, unabhingig von der Normalisierungsmethode und der Anzahl
positiver Zellen. NKp46 ist auf Proteinebene nicht geeignet den Anteil an NK-Zellen im

Lymphozyteninfiltrat korrekt wieder zu geben. Dafiir konnte die geringe Nachweisgrenze der
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immunhistochemischen Farbung zusammen mit einer geringen Expressionsdichte von NKp46

verantwortlich sein.

Wurden die Patienten (n=21) iiber die ermittelten ROC-Grenzwerte in zwei Gruppen eingeteilt
und fiir diese zwei Gruppen das mediane Uberleben bestimmit, so zeigte sich ein signifikant
lingeres Uberleben fiir die Gruppe mit Transkriptmengen an CX3CR1 iiber dem ROC-
Grenzwert. Fiir den prozentualen Anteil an NK in TIL und die Transkriptmenge an NKp46,
Perforin und CX3CL1 konnte kein signifikanter Zusammenhang mit dem Uberleben
festgestellt werden, wobei das Uberleben in den NK"¢! NKp46"¢" ynd CX3CL1"" Tumoren
tendenziell erhoht war. Da die Anzahl der Patienten mit vollstindigen Follow-Up Daten relativ
gering ist, konnen die Ergebnisse als Anhaltspunkt gesehen werden, miissen aber in einem

grofBeren Patientenkollektiv erhértet werden.

Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Daten weisen darauthin, dass die quantitative
Transkriptanalyse (QRT-PCR) von bestimmten Markern den NK-Zellanteil am
Lymphozyteninfiltrat im Nierenzellkarzinom wiedergeben kann. Die qRT-PCR ist eine
Methode, die einen hohen Probendurchsatz erlaubt und fiir die Analyse von Archivmaterial
geeignet ist. Damit hat sie einen entscheidenden Vorteil gegeniiber der
durchflusszytometrischen Analyse von TIL, die auf Frischgewebe angewiesen ist und zeitlich
sehr aufwendig ist. Zukiinftig kann jetzt eine grof3ere Patientenkohorte analysiert werden, um
einerseits die hier erhobenen Daten zu validieren. Vor allem ist nun erstmalig mdglich die
Hypothese zu testen, ob ein Zusammenhang zwischen dem Anteil an NK-Zellen im Tumor und
dem Ansprechen auf [L-2 Therapien besteht. Auf Grund der Tatsache, dass manche Patienten
mit klarzelligem Nierenzellkarzinom auf eine IL-2 basierte Therapie ansprechen spekulierten
wir, dass unter Umstdnden der Gehalt an NK-Zellen beim Ansprechen auf eine IL-2 basierte
Therapie eine Bedeutung haben kdnnte [33;37]. Sollte sich diese Hypothese bestétigen, wére
dies ein entscheidender Durchbruch fiir die Therapieauswahl. Denn ein Marker oder eine
Markerkombination, welche Ansprecher von Nichtansprechern unterscheidet ist dringend
notig, weil die IL-2 basierte Therapie mit hohen Nebenwirkungen verbunden ist. Daher wire es
erstrebenswert den Nichtansprechern diese Nebenwirkungen zu ersparen. Gleichzeitig konnte
man den Nichtansprechern frithzeitig andere Therapieformen, wie z.B. small-molecule VEGF-
inhibitor Therapie (Sunitinib bzw. Sofarenib) anbieten. Um diese Hypothese testen zu konnen
miisste eine groRe Patientenkohorte, inklusive Patienten mit IL-2 Therapie, untersucht werden.
Die jetzige Methode zur Unterscheidung von Tumoren mit hohem und niedrigem NK-Anteil
beruht auf der durchflusszytometrischen Analyse von TIL, die aus frischem post-operativem

Gewebe isoliert wurde.
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Die hier gewonnenen Ergebnisse zu Quantifizierung von NK-Zellen lassen sich
moglicherweise auch auf andere Gewebe und Pathologien {ibertragen. Neben ihrer Bedeutung
in Viruserkrankungen, wie HIV und HCV, spielen NK-Zellen auch eine Rolle in
Autoimmunerkrankungen, wie Multipler Sklerose, wo sie mit einer Remission der Krankheit,
und Psoriasis, wo sie mit einer Verstdrkung der Entziindungsreaktion assoziiert werden
[20;21;84]. Die hier analysierten Marker sind mdglicherweise auch geeignet in diesen
Geweben den Gehalt an NK-Zellen zu bestimmen. Weiterhin ist eine Verwendung im
adoptiven NK-Zelltransfer zur Therapie solider Tumore denkbar, um zu bestimmen, wieviele
NK-Zellen im Gewebe ankommen. Bei der Ubertragung der Methodik und Ergebnisse auf
andere Gewebetypen ist zu bedenken, dass die hier verwendeten Daten zu CX3CL1 und
CX3CR1 moglicherweise spezifische fiir das Nierenzellkarzinom sein konnten und andere
Chemokin/Rezeptor-System bei anderen Organen eine libergeordnete Rolle spielen kdnnten. So
ist fiir Psoriasis neben CX3CR1/CX3CL1 auch ein Zusammenhang zwischen dem NK-
Zellinfiltrat und der Expression von CCL5 und CXCL10 beschrieben, der in unseren
Untersuchungen nicht beobachtet werden konnte. Da vor allem NKp46 aber auch Perforin NK-
zellspezifische Marker sind, sollten sie jedoch unabhingig vom Gewebetyp oder der

untersuchten Pathologie sein.
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6 Zusammenfassung

In der Therapie des metastasierenden klarzelligen Nierenzellkarzinoms spielt die systematische
Gabe von IL-2 eine wichtige Rolle, da sie in einem Teil der Patienten zu langanhaltender
Tumorregression und Langzeitiiberleben fiihrt. Wegen starke Nebenwirkungen und signifikanter
Morbiditdt und Mortalitdt der IL-2 Therapie, ist es erstrebenswert Therapieansprecher von Nicht-
Ansprechern zu unterscheiden, um den Nicht-Ansprechern die Beeintrachtigung der
Lebensqualitét zu ersparen und ihnen friithzeitig andere Therapieformen anzubieten. Vorarbeiten
hatten gezeigt, dass sich Tumore des klarzelligen Nierenzellkarzinoms anhand des
durchflusszytometrisch ermittelten prozentualen NK-Anteils im Lymphozyteninfiltrat in NKhigh
(>20% NK-Zellen in tumor-infiltrierenden Lymphozyten) und NK"" (<20% NK-Zellen) Tumoren
einteilen lassen. Die NK-Zellen der NK"¢"-Tumoren erlangten bei Kultur mit IL-2 zytotoxische
Aktivitit, wihrend die NK-Zellen der NK'*"-Tumoren funktionell inaktiv blieben. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden Tumoren dieser beiden Gruppen mittels quantitativer qRT-PCR untersucht.
Es wurde gezeigt, dass NK"&"-Tumoren hohere Transkriptmengen an NKp46, Perforin, CX3CR1
und CX3CL1 hatten als die NK""-Tumoren. Die Einteilung entsprechend hoher und niedriger
Transkriptmengen korrelierte mit der durchflusszytometrischen Einteilung der Tumoren in NK"€"-
und NK'"*-Tumore. Als entscheidend erwies es sich das entsprechend passende Haushaltsgen fiir
die Normalisierung der qRT-PCR-Daten anzuwenden. ROC- und Fisher’s Exakt Testverfahren
ergaben hohe Sensitivitdt und Spezifitit und gute Brauchbarkeit fiir die auf der Transkriptmenge
basierte Klassifizierung der Nierenzellkarzinome. Im Vergleich zur univariaten Datenanalyse
erhohte sich die Signifikanz der Klassifizierung bei Kombination der Marker in einer
multivariaten Datenanalyse. AuBerdem zeigte sich ein signifikant lingeres Uberleben der
Patienten, deren Tumore eine hohe CD2-normalisierten CX3CR1-Transkriptmenge hatten.
Basierend auf den hier validierten Markern und Ergebnissen kann nun zukiinftig Archivmaterial
von groBBen Patientenkohorten, einschlieBlich Patienten mit IL-2 Therapie, auf ihren NK-Zellanteil
analysiert werden und die Hypothese getestet werden, ob der Anteil an NK-Zellen mit dem

Ansprechen auf eine IL-2 Therapie korreliert.

Weiterhin wurde gezeigt, dass das Chemokin CCL5 in NK-Zellen im Unterschied zu T-Zellen
konstitutiv produziert wird. Die konstitutive Expression von CCL5 wird iiber den JNK-MAPK
Signalweg reguliert. Ein gewisser Anteil des CCL5-Proteins lag in NK-Zellen gespeichert vor und
wurde bei Stimulation sezerniert. Durch konfokale Lasermikroskopie wurde gezeigt, dass CCL5

in NK-Zellen und zytotoxischen T-Zellen nicht in den lytischen Granula gespeichert ist. Erstmalig
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wurde in dieser Arbeit eine Kolokalisation von CCL5 mit einem bestimmten endosomalen
Kompartiment, welches Rab5-Proteine enthélt, nachgewiesen. Apoptotische Zellen, die CCL5 auf
der Oberflache tragen, wurden verstarkt von Makrophagen phagozytiert. Die CCL5-vermittelte
erhohte Phagozytose war nicht vom Rezeptor CCRS abhéngig, da WT-Mausmakrophagen und

CCR5™ Mausmakrophagen identische Bevorzugung der CCL-positiven apoptotischen Zellen
zeigten. Es gilt zu klédren, ob die CCL5-vermittelte Reaktion tiber den Rezeptor CCR1 vermittelt

wird.
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Abkiirzungen

9 Abkiirzungen

7AAD
CCR
CD
Cy3
Cy5
CTL
DAPI
DMSO
ELISA
ERK
FACS
FCS
Fitc
FSC
GMP-17
HLA
IFN-y
Ig

IL
JINK
MFI
MHC
MAPK

MO

7-Aminoactinomycin D
Chemokinrezeptor

cluster of differentiation

Carbocyanin 3

Cyanin-5

zytotoxische T-Lymphozyten
4’,6-Diamodino-2-Phenylindol
Dimethylsulfoxid

enzyme- linked immunosorbent assay
extracellular-signal regulated kinase
fluorescence activated cell sorting
fetal calf serum (fotales Kélberserum)
Fluorescein-5-isothiocyanat

forward scatter (Vorwirtsstreuung)
granule membrane protein of 17 kD
human leukocyte antigen (humanes Leukozytenantigen)
Interferon-y

Immunglobulin

Interleukin

c-Jun N-terminale Kinase

mediane Fluoreszenzintensitit

major histocompatibility complex (Haupthistokompatibilitits-Komplex)
mitogen-activated-protein kinase

Makrophage
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Abkiirzungen

pNK
PBMC
PE

PI

PMA
pMHC
qRT-PCR
RANTES
RCC
mRNA

rRNA

SSC
TGF-B
TIL

TNF-a

primaére natiirliche Killerzellen

peripheral blood mononuclear cells

Phycoerythrin

Propidiumjodid

Phorbol-12-Myristat-13-Acetat

MHC-Peptid-Komplexe

quantitativ real time polymerase chain reaction

regulated upon activation, normal T cell expressed and secreted
renal cell carcinoma (Nierenzellkarzinom)

massenger ribosomal nuleic acid

ribosomal ribosomal nuleic acid

rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)

sideward scatter (Seitwértsstreuung)

transforming growth factor-f (Transformierenden Wachstumsfaktor-f3)
tumor-infiltrierende Lymphozyten

Tumornekrosefaktor-a
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