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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Mit der insbesondere in der westlichen Welt zunehmenden Lebenserwartung der
Bevolkerung nimmt auch die Inzidenz vieler Tumorerkrankungen zu. Auch die Inzidenz
von Non-Hodgkin-Lymphomen nimmt zu und ist vor allem im fortgeschrittenen
Lebensalter sehr hoch. Trotz vieler Fortschritte in der Therapie von
Lymphomerkrankungen und eines Anstiegs der 5-Jahres-Uberlebensraten auf inzwischen
fast 70 % ist noch immer keine zufriedenstellende Therapie fur alle Patienten moglich.
Zur Entwicklung von daher benétigten neuen Behandlungskonzepten kénnte ein besseres
Verstandnis der Tumorgenese und der Reaktion des Immunsystems auf sich entwickelnde
Tumoren beitragen. Bisherige experimentelle Ansétze zur Erforschung der
Tumorimmunologie greifen aber oft auf Tiermodelle mit transplantierbaren Tumoren
zuriick und sind nicht in der Lage, die Interaktion zwischen Immunsystem und sich
langsam entwickelndem Tumor addquat wiederzugeben. Daher wurde in dieser Arbeit die
Bedeutung von Teilen des angeborenen und adaptiven Immunsystems in einem Spontan-
Tumormodell untersucht, welches eine realitatsndhere Untersuchung dieser
Zusammenhange erlaubt. Die verwendeten Mause tragen das Protoonkogen c-myc unter
einem B-Zell-spezifischen Verstarkerelement und entwickeln ab einem Alter von
ungefahr 12 - 16 Wochen autochthon B-Zell-Lymphome, die mit dem Burkitt-Lymphom
des Menschen vergleichbar sind. Zu den Eigenschaften der sich entwickelnden Tumoren
gehort, dass die Lymphomzellen ,,fehlendes Selbst®, also eine verminderte Expression
von MHC-KIlasse-1-Molekiilen, aufweisen und im Tumorverlauf hohe Expressionsraten
von Liganden fur NKG2D zeigen.

Ein Schwerpunkt der durchgefuhrten Untersuchungen lag auf den NK-Zellen. Es konnte
gezeigt werden, dass die Zahl der NK-Zellen in tumordsen Lymphknoten stark zunimmt.
Auch war eine Aktivierung von NK-Zellen festzustellen, die mit der Abnahme von
MHC-I auf den Tumorzellen korrelierte. Trotz einer phanotypisch stark ausgepragten
Aktivierung und veranderter Expression verschiedener aktivierender und inhibierender
Oberflachenrezeptoren waren die NK-Zellen aus dem Spontan-Tumormodell nicht mehr
in der Lage, ihre Effektorfunktionen auszuiiben. Es konnte in der vorliegenden Arbeit
gezeigt werden, dass NK-Zellen aus erkrankten Tieren sowohl ein Defizit in der
Produktion und Freisetzung von IFN-y haben, als auch nicht mehr in der Lage waren, ihre

Iytische Aktivitat gegentiber Tumorzellen zu entfalten.
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Wahrend NK-Zellen aus Mdusen ohne klinisch manifesten Tumor zwar auch schon in
ihrer lytischen Aktivitat beeintrachtigt waren, konnten sie im Gegensatz zu NK-Zellen
aus tumortragenden Tieren durch Inkubation mit CpG-Oligonukleotiden in vitro aber
wieder reaktiviert werden. Auch in vivo konnte die Tumorprogression durch CpG-ODN
verzogert werden, und es konnte gezeigt werden, dass NK-Zellen fiir diesen Effekt
verantwortlich sind. Des Weiteren konnte die Abhéangigkeit der Tumorabstof3ung durch
NKG2D-Liganden auf den Tumorzellen demonstriert werden. Auch dieser Mechanismus
war NK-Zell-abhangig. Eine Mdglichkeit, die Expression von NKG2D-Liganden auf den
Tumorzellen zu beeinflussen, ist die Behandlung mit dem Wirkstoff Bortezomib.
Inkubation von Tumorzellen mit Bortezomib konnte in vitro die Expression von NKG2D-
Liganden und die Lyseraten von Tumorzellen durch NK-Zellen erhéhen. Die Behandlung
mit Bortezomib in vivo fiihrte zu einem verlangerten tumorfreien Uberleben.

Aufbauend auf vorhandenen Befunden aus der Arbeitsgruppe konnte durch die in dieser
Arbeit gewonnenen Ergebnisse die Notwendigkeit von zwei Signalen fiir die Aktivierung
von NK-Zellen gezeigt werden. Demnach benétigen NK-Zellen neben einem ersten
,,priming*-Schritt, der durch vermindertes MHC-I auf Tumorzellen vermittelt werden
kann, einen zweiten ,,triggering“-Schritt, wie er durch die NKG2D-Ligand-Rezeptor-
Interaktion zustande kommen kann.

Die Untersuchung der T-Zellen im Spontan-Tumormodell ergab eine Zunahme der
Anzahl von T-Zellen in den Lymphknoten, jedoch nicht in den Milzen erkrankter Tiere.
Im Vergleich zu Wildtyp-Tieren waren T-Zellen aus den Lymphknoten tumortragender
Mause in der Lage, wesentlich gréliere Mengen IFN-y zu bilden. In den Milzen
erkrankter Tiere war die F&higkeit zur IFN-y-Produktion dagegen eingeschrankt.

Der Anteil und die Anzahl regulatorischer T-Zellen waren in tumortragenden Tieren
durchweg erhoht. Da regulatorische T-Zellen ihre suppressive Funktion unter anderem
uber TGF-B ausiiben, wurden hierzu Konzentrationsmessungen im Serum und
intrazelluldre Farbungen in den regulatorischen T-Zellen durchgefiihrt. Entgegen der
Erwartung war aber in beiden Féllen weniger TGF-B zu finden als in Wildtyp-Mausen.
Eine Depletion der regulatorischen T-Zell-Population bei jungen transgenen Tieren fiihrte
zu einem signifikant erhéhten tumorfreien Uberleben.

Messungen des Zytokinprofils sowie der Chemokine im Serum der Mé&use lieferten
Hinweise auf eine Anlockung der Lymphozyten durch die Chemokine CXCL9 und
CXCL10.

Vi



ZUSAMMENFASSUNG

Insgesamt zeigt die Arbeit, dass die NK-Zellen im verwendeten Tumormodell trotz
Aktivierung bei fortgeschrittener Tumorlast anerg geworden sind. Fur die Kontrolle von
Lymphomen durch NK-Zellen konnten ,,fehlendes Selbst™ und erhohte NKG2D-Ligand-
Expression auf dem Tumor als VVoraussetzung festgestellt werden. Trotz der in den
Lymphknoten ekrankter Tiere erhohten Anzahl an T-Zellen, die zu hoher IFN-y-
Produktion befahigt waren, sind diese T-Zellen nicht in der Lage, die Tumorprogression
zu stoppen. Es konnte gezeigt werden, dass die Depletion regulatorischer T-Zellen ebenso
wie die Behandlung mit CpG-ODN oder Bortezomib zu einer Verlangerung des
tumorfreien Uberlebens filhrte. Diese Therapieansatze konnten, einzeln oder in

Kombination, als neue Behandlungsansatze genutzt werden.

\l
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EINLEITUNG

1. Einleitung

Zum Schutz vor eindringenden Mikroorganismen haben die héher entwickelten
Lebewesen im Laufe der Evolution die Abwehrmechanismen des Immunsystems
entwickelt. Das Immunsystem mit seinem gesamten Komplex aus Zellen und I6slichen
Faktoren lasst sich in zwei grof3e Untergruppen unterteilen. Die erste Untergruppe, die
auch entwicklungsgeschichtlich alter ist, ist das sogenannte angeborene Immunsystem.
Der zweite Arm ist das adaptive Immunsystem, das weitere anpassungsfahige
Abwehrmechanismen ermdglicht [Abbas et al. 2005; Murphy et al. 2008; VVollmar et al.
2005].

1.1. Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem ist verantwortlich fur die erste Abwehr von Gefahren fir
den Organismus und arbeitet dabei Antigen-unabhéngig [Medzhitov et al. 1997]. Auch
die mechanischen Barrieren des Korpers, die Haut und Schleimhaut, der saure pH-Wert
des Magens und die Zilien des Respirationstraktes sind Bestandteil der ersten
Verteidigung gegen Pathogene. Ferner z&hlt auch das Komplementsystem zum
angeborenen Immunsystem, das auf zellularer Ebene noch durch Monozyten,
Granulozyten, Neutrophile, Makrophagen, Dendritische Zellen (DC) und NK-Zellen

bereichert wird.

1.1.1. PAMP und PRR

Verschiedene Zellen des angeborenen Immunsystems exprimieren ein Repertoire von
Mustererkennungsmolekdilen, sogenannte Pattern-recognition-Rezeptoren (PRR)
[Medzhitov 2009]. Als Liganden fir die Mustererkennungsrezeptoren fungiert eine Reihe
von Musterstrukturen, die als PAMP (pathogen-associated molecular pattern) bezeichnet
werden. Da sich diese Strukturen nicht auf kérpereigenen Zellen, sondern nur auf
Mikroorganismen befinden, kann der Korper dadurch ,,Selbst* von

,,Fremd* unterscheiden.

Insbesondere die antigenprasentierenden Zellen des angeborenen Immunsystems, also
Makrophagen, Monozyten und DC, kdnnen Uber die Interaktion von PAMP und PRR
stimuliert werden. Die PRR sind Rezeptoren, welche die Immunzellen beféhigen,
evolutionér konservierte molekulare Strukturen von Krankheitserregern zu erkennen.

Dadurch werden erste Schritte der Abwehr wie die Phagozytose eingeleitet oder auch die
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Ausschittung regulatorischer Zytokine initiiert, was dann wiederum dazu beitrégt, die
Zellen des adaptiven Immunsystems zu aktivieren.

Die PRR konnen in l6sliche und membranstédndige Rezeptoren unterteilt werden. Zur
Gruppe der l6slichen PRR gehdren z. B. das Mannose-bindende Lektin (MBL), das zur
Auslosung der Komplementkaskade fiihrt. Von den membranstdndigen PRR sind neben
C-Typ-Lektin-Rezeptoren und verschiedenen Scavenger-Rezeptoren insbesondere die
Toll-like-Rezeptoren (TLR) von Bedeutung [Akira et al. 2001]. Toll-Rezeptoren sind
evolutionar konservierte Membranproteine, die im Zusammenhang mit der
Embyronalentwicklung bei Drosophila melanogaster entdeckt wurden und dabei auch
ihren Namen erhalten haben. Spater fand man heraus, dass diese bei der Abwehr von
Infektionen der Fruchtfliege von Bedeutung sind. Die daraufhin identifizierten
verwandten Gensequenzen beim Menschen wurden dann als Toll-ahnlich bezeichnet.
Derzeit sind beim Menschen 11 verschiedene und in der Maus 13 verschiedene TLR
bekannt. Die Liganden der TLR sind vielfiltig. Uberwiegend handelt es sich dabei um
Strukturen aus Viren und Bakterien, aber auch von Hefen. Eine Gruppe der TLR erkennt
z.B. einzel- oder doppelstrangige Nukleinséuren, deren Muster sich je nach Herkunft von
Viren oder Bakterien deutlich von Nukleinsdauren der h6heren Lebewesen unterscheidet.
Zum Beispiel erkennt der TLR9 unmethylierte CpG-Motive doppelstrangiger DNS, die
fiir Bakterien charakteristisch sind [Bird 1980; Dalpke et al. 2002].

1.1.2. NK-Zellen

NK-Zellen stellen eine einzigartige Gruppe von Lymphozyten dar.

Im Vergleich zu den meisten anderen Zellen des Immunsystems wurden sie urspringlich
erst relativ spat in der Mitte der 1970er Jahre als eigene Zellpopulation erkannt und
charakterisiert [Herberman et al. 1975; Kiessling et al. 1975].

Zu den Aufgaben der NK-Zellen gehort die Lyse von virusinfizierten Zellen. Darlber
hinaus kdnnen sie aber auch Tumorzellen lysieren. Effektorfunktionen der NK-Zellen
sind die Produktion von Zytokinen wie IFN-y, sowie die direkte Zytotoxizitt.

Auf der Oberflache von NK-Zellen findet sich eine Vielzahl von verschiedenen
Rezeptoren, die darlber entscheiden, ob eine Zelle von NK-Zellen lysiert wird. Dabei
existiert ein komplexes Netzwerk von aktivierenden und inhibierenden Signalen.

Inhibierende Signale werden durch die Erkennung von MHC-Klasse-1-Molekilen auf den



EINLEITUNG

mit NK-Zellen interagierenden Zellen vermittelt. Die Klasse-1 MHC-Molekule fungieren
dabei als Unterscheidungsmerkmal zwischen Eigen und Fremd.

Wie die Theorie des fehlenden Selbst (missing self) [Kérre et al. 1986; Ljunggren et al.
1990] vorhersagt, fuhrt ein Verlust von diesen Oberflachenmarkern auf malignen Zellen

zu einer Aktivitatssteigerung von NK-Zellen.

keine
Zytotoxizitat

Zytotoxizitat

Klasse-I-

Molekil
1 Transformation
normale
Zelle =

Abb. 1.1 “Missing-self”-Erkennung von Tumorzellen. Verlust von inhibierenden Signalen auf

entarteten Zellen fuhrt zu einer Aktivierung von NK-Zellen und ist Voraussetzung fur die

Zytotoxizitat der NK-Zellen [modifiziert nach Ljunggren et al. 2007].

Zu den inhibierenden Rezeptoren auf murinen NK-Zellen z&hlen vor allem die Ly49-
Rezeptoren, die auf menschlichen NK-Zellen den KIR-Rezeptoren entsprechen, sowie der
Heterodimerkomplex CD94/NKG2A.

Zu den aktivierenden Rezeptoren auf NK-Zellen gehdren bei der Maus Ly49D, Ly49H
und der Natlrliche Zytotoxizitats-Rezeptor NKp46. Die Signalkaskade der Rezeptoren
wird im Falle der Ly49-Rezeptoren uber ITIM/ITAM-Motive (immmunoreceptor
tyrosine-based inhibition/activation motive) vermittelt [Colucci et al. 2002; Lanier 2005].
Ein weiterer aktivierender Rezeptor, der nicht nur auf NK-Zellen, sondern auch auf
CD8"-T-Zellen vorkommt, ist NKG2D. Dieser Rezeptor erkennt ,,Selbst“-Molekiile,
wenn diese, z.B. aufgrund von Virusinfektionen oder maligner Transformation vermehrt
gebildet werden [Coudert et al. 2006].

Bisher ist allerdings nicht eindeutig geklart, ob die Aktivierung iber einen Rezeptor auch
zur Aktivierung von NK-Zellen ausreicht oder ob dazu immer mehrere Signale
zusammenkommen miissen. Es ist beschrieben, dass NK-Zellen auch Zielzellen mit

normaler Expression von MHC-1, die also zu einer Inhibierung von NK-Zellen fiihren
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sollte, lysieren konnten, wenn diese Zielzellen zusétzlich eine sehr starke Expression von
NKG2D-Liganden aufwiesen [Cerwenka et al. 2001; Diefenbach et al. 2001].

Sowohl dieser Befund als auch die Tatsache, dass durch die Blockade von NKG2D mit
Antikdrpern die Zytotoxizitat von NK-Zellen vermindert werden kann, spricht fir eine
direkt aktivierende Funktion von NKG2D [Jamieson et al. 2002].

NKG2D-defiziente M&use zeigten deutliche Einschrankungen in der Kontrolle von sich
spontan entwickelnden Tumoren [Guerra et al. 2008].

Als Liganden fur den NKG2D-Rezeptor sind in der Maus die MHC-I-&hnlichen
Molekdlstrukturen H-60, RAE-1 (retinoic acid inducible element 1) und MULT-1
(,,murine ULBP-like transcript 1° nach dem humanen ULBP = UL16-binding protein)
bekannt [Carayannopoulos et al. 2002; Cerwenka et al. 2000; Diefenbach et al. 2000].

1.2. Das adaptive Immunsystem

Das angeborene Immunsystem, das selbst antigenunspezifisch agiert, tragt durch
Schaffung einer entsprechenden Zytokinumgebung auch dazu bei, die adaptiven Teile des
Immunsystems zu aktivieren. Fir dessen Aktivierung ist es nétig, dass Antigene von
professionellen Antigen-prasentierenden Zellen (APZ, wie z.B.: Monozyten,
Makrophagen, B-Zellen und DC) prasentiert werden. Erst dadurch kdnnen die B- und
T-Lymphozyten mit hochspezifischen Antigenrezeptoren klonal entwickelt werden. Reife
B-Zellen besitzen Antigenrezeptoren, namlich Immunglobuline, die auch I6sliche
Antigene direkt erkennen kénnen. Nach Differenzierung zu Plasmazellen kdnnen sie
I6sliche Antikdrper in die Umgebung abgeben und sind dadurch Tréger der humoralen
Immunantwort [Rajewsky 1996].

Eine weitere Komponente des adaptiven Immunsystems sind die T-Zellen. Uber ihren
T-Zell-Rezeptor (TCR) erkennen sie, im Gegensatz zu den B-Zellen, prozessierte
Antigenfragmente nur, wenn sie ihnen iber MHC-Molekdile prasentiert werden [Ada
1994]. Die MHC-I-restringierten zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) fihren
zellvermittelt zur Lyse von Zielzellen. Im Gegensatz zu den CTL bendtigen die
T-Helferzellen Antigen-présentierende Zellen, die ihnen die Antigene tber MHC-I11
prasentieren. Sie bekdmpfen Zielzellen nicht direkt sondern indem sie B-Zellen zur

Antikdrperproduktion anregen oder Zytokine ausschutten, welche wiederum die Antwort
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der CTL verstarken oder zur Einwanderung und Aktivierung weiterer Immunzellen wie
Granulozyten oder Makrophagen fuhren kdnnen.

Regulatorische T-Zellen supprimieren Immunantworten. Sie sind dadurch gekennzeichnet,
dass sie sowohl CD4- und CD25-positiv sind als auch den Transkriptionsfaktor Foxp3
exprimieren [Sakaguchi et al. 2006]. Man unterscheidet Treg die schon im Thymus
Foxp3 exprimieren, von solchen, die erst in der Peripherie induziert werden. Letztere
werden als induzierte Treg bezeichnet. Neben ihrer suppressiven Wirkung auf T-Zellen
fungieren Treg im Zusammenspiel mit anderen Teilen des Immunsystems auch als Mittler
zwischen angeborenem und adaptivem Immunsystem. So ist etwa bekannt, dass Treg
auch NK-Zellen in ihrer Funktion einschranken kénnen und umgekehrt [Zimmer et al.
2008].

1.3. Tumorimmunologie

Global betrachtet flihren Krebserkrankungen derzeit neben Herz-Kreislauferkrankungen
und Infektionen die Liste der wichtigsten Todesursachen an [Danaei et al. 2009]. Die
Ursache der Krebsentstehung ist das unkontrollierte Wachstum einzelner entarteter Zellen
[Hanahan et al. 2000]. Der menschliche Organismus ist dem aber nicht véllig ungeschiitzt
ausgesetzt, wie z. B. spontane Remissionen von Tumoren zeigen, die als erfolgreiche
Abwehr durch das Immunsystem gewertet werden kénnen.

Vor 100 Jahren fasste Paul Ehrlich das Wissen seiner Zeit ,,Ueber den jetzigen Stand der
Karzinomforschung* und den Einfluss des Immunsystems auf Tumoren zusammen
[Ehrlich 1909]. Bereits damals bestand die Vorstellung, dass das Immunsystem
Tumorzellen erkennen und der Tumorgenese entgegenwirken kann.

Die moderne Medizin hegt groRe Hoffnung auf die Therapie von Krebserkrankungen
durch immunologische Ansatze. Zwar konnten durch die klassischen
Behandlungsmethoden, chirurgische Entfernung, Bestrahlung und Chemotherapie auch
Fortschritte erzielt werden, jedoch besteht je nach Art des Tumors immer noch Bedarf an
neuen Therapieansatzen. Um eine Tumorerkrankung erfolgreich zu heilen und tatséchlich
auch die letzte Tumorzelle aus dem Korper zu beseitigen, setzt man daher auf die
Immuntherapie. Auch Kombinationen der klassischen Methoden mit neuen
Immuntherapien kénnten helfen, dem Ziel einer erfolgreicheren Tumorbehandlung naher
zu kommen [Huber et al. 2004].
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1.3.1. Immuniuberwachung und Immun-Editing

Die ursprunglich von Burnet und Thomas Ende der 1950er Jahre aufgestellte
Immuntberwachungstheorie geht davon aus, dass das Immunsystem nicht nur
korperfremde Krankheitserreger aufspiiren und bekampfen kann, sondern auch entartete
Zellen als fremd erkennt und absto3t [Burnet 1957]. Dies impliziert die Annahme, dass
Tumoren Strukturen exprimieren, die sie von kdérpereigenen Zellen unterscheiden. Dies
sind die Tumor-assoziierten Antigene (TAA), die auf einigen Tumoren zu finden sind.
Spéter ist die Theorie der Immuniberwachung wieder in Vergessenheit geraten, da lange
Zeit experimentelle Beweise flr deren Existenz gefehlt haben. Erst im Laufe der Zeit
mehrten sich Berichte, welche die Idee der Immuniiberwachung wieder belebten.
SchlieBlich wurde das urspriingliche Konzept abgewandelt bzw. ergénzt als Immun-
Editing neu formuliert [Dunn et al. 2004]. Dabei kann man drei Phasen unterscheiden.
Die Eliminationsphase entspricht der Idee der Immuntberwachung. Wenn der sich
entwickelnde Tumor dadurch eliminiert wird, endet das Editing schon hier, ohne in die
weiteren Phasen einzutreten (Abb. 1.2 A). Sobald ein Tumor sich aber weiter entwickelt,
beginnt eine dynamische Gleichgewichtsphase, in der es aufgrund des Selektionsdrucks
des Immunsystems und der genetischen Instabilitat des Tumors zu neuen Varianten der
nach dem Eliminationsprozess verbleibenden Zellen kommt. Dabei werden viele der
neuen Varianten immer noch erkannt und zerstort. Andere Varianten mit neuen
Mutationen kénnen aber eine erhéhte Toleranz gegenuber dem Immunsystem aufweisen
(Abb. 1.2 B). Schliellich kénnen in der Evasionsphase tiberlebende Tumorvarianten, die
inzwischen komplett insensitiv gegeniiber dem Immunsystem geworden sind, sich
unkontrolliert vermehren und letzlich einen klinisch manifesten Tumor bilden (Abb.

1.2 C).
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Elimination

Equilibrium

genetische Instabilitédt/Tumorheterogenitét l
Immunselektion

Abb. 1.2 Die drei ""E" des Immun-Editing nach Dunn. Das Konzept geht von drei Prozessen aus: (A)

Elimination des Tumors. Diese Phase entspricht dem Konzept der Immuniiberwachung. (B) Das
Gleichgewicht (Equilibrium) représentiert die Phase, in der als Folge von Mutationen der Tumorzellen und
Selektion der Tumorzellen durch das Immunsystem der Tumor zwar in Schach gehalten wird, aber auf
lange Sicht einen Vorteil entfalten kann. Das fiihrt letztendlich zur (C) Evasion (Escape) des Tumors vor
der Immunantwort. Der Tumor kann also unkontrolliert im Organismus des sonst immunkompetenten Wirts
proliferieren. Die abgebildeten Zellen représentieren untransformiertes Gewebe (grau), sich entwickelnde
Tumorzellen (blau) und Varianten des Tumors (rot). In (C) sind zusatzlich noch Tumorvarianten (orange)
zu sehen, die sich als Folge der Immunselektion in (B) gebildet haben. Die Punkte stehen fiir sezernierte
Zytokine. Lytische Zellen sind durch die gezackten Symbole gekennzeichnet. [modifiziert nach Dunn et al.
2004]

1.3.2. Gefahrenmodell

Zusétzlich zur Theorie der Selbst-Fremd-Unterscheidung (Abb. 1.1) existiert auRerdem
das Konzept der Steuerung von Immunantworten tiber Gefahrensignale, das im
sogenannten ,,Gefahrenmodell* (danger-model) [Matzinger 1994; Matzinger 2002]
vorgeschlagen wurde. Anders als viele Immunologen gehen Matzinger et al. in ihren
Thesen davon aus, dass es fur das Immunsystem nicht primar darum geht ,,Eigen* von
,,Fremd® zu unterscheiden, sondern Gefahren-Signale zu erkennen. Die Zellen, die diese
Signale weiterleiten sind die Antigenprasentierenden Zellen wie z. B. die DC. Diese
fungieren als Wéchter des Immunsystems, indem sie beim Auftreten von Gefahren-

Signalen eine T-Zell-Antwort stimulieren.
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1.3.3. Tumor-Evasion

Wie im Abschnitt 1.3.1 und Abb. 1.2 dargelegt, kann es Tumoren gelingen, trotz aktiver

Gegenwehr dem Immunsystem zu entkommen. Zu dieser Ignoranz des Immunsystems

konnen unterschiedliche Faktoren beitragen [Weidmann et al. 2008]:

e Immunsuppressive Zytokine wie IL-10 oder TGF-f iiben inhibitorische Effekte auf
antigenspezifische Zellen aus.

e Reduktion oder Verlust der Expression von MHC fiihrt zu mangelhafter Antigen-
Présentation.

e Reduktion oder Verlust tumorspezifischer Antigene fuhrt zu Verlust der
antigenspezifischen Antwort.

e Mangelnde Expression kostimulatorischer Molekile fihrt zu Anergie der T-Zellen.

e Tumorzellen exprimieren inhibierende Liganden und verursachen so eine Hemmung
spezifischer T-Zellen.

e Regulatorische T-Zellen inhibieren die spezifische T-Zell-Antwort.

e Tumorzellen induzieren Apoptose in T-Zellen (tumor counterattack).

1.4. B-Zell-Lymphome

Als maligne Lymphome werden die Tumoren zusammengefasst, die von Zellen der
lymphatischen Reihe ausgehen. Traditionell unterscheidet man Hodgkin-Lymphome und
Non-Hodgkin-Lymphome (NHL), wobei die Non-Hodgkin-Lymphome klinisch oft in
indolente Lymphome mit niedriger Malignitat und aggressive Lymphome, von hoher
Malignitat, unterteilt werden [Hiddemann et al. 1996]. Nach ICD-10 (International
Statistical Classification of Diseases and Related Health Problems), dem
Klassifikationssystem der Weltgesundheitsorganisation (WHO), existieren noch weitere
Einteilungen, auf die hier aber nicht eingegangen werden soll [DIMDI 2009]. Etwa 85%
der Non-Hodgkin-Lymphome werden durch maligne B-Zell-Entartungen verursacht, die

restlichen durch Entartungen von T- und NK-Zellen.

1.4.1. Das Burkitt-Lymphom und c-myc

Das Burkitt-Lymphom wird zu den diffusen Non-Hodgkin-Lymphomen gezéhlt. Benannt
ist es nach dem britischen Chirurgen Denis Burkitt, der 1958 einen Bericht tber
afrikanische Kinder mit Unterkieferschwellungen, die er als Lymphome erkannte,
veroffentlichte [Burkitt 1958]. Neben dieser endemischen Form in Zentral-Afrika
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existieren weltweit eine sporadische Form des Burkitt-Lymphoms, sowie eine HIV-
assoziierte Form. Das Burkitt-Lymphom ist sowohl mit dem onkogenen Epstein-Barr-
Virus (EBV) als auch mit einer Aktivierung des Protoonkogens c-myc assoziiert.
Wiéhrend anndhernd alle Félle in Zentral-Afrika sowie etwa die Halfte der HIV-
assoziierten Falle eine Infektion mit dem Epstein-Barr-Virus zeigen, sind es bei den
sporadischen Fallen nur 10-20% [Bornkamm 2009]. Hingegen zeigt sich in allen Fallen
ungeachtet des geographischen Ursprungs eine von drei Translokationen des Onkogens
c-myc. Es kann dabei von Chromosom 8 auf Chromosom 14 (schwere Kette),
Chromosom 2 (k-leichte Kette) oder Chromosom 22 (A-leichte Kette) transloziert sein.
Diese Translokation ist das entscheidende Kriterium fur die Klassifizierung als Burkitt-
Lymphom [Harris et al. 1999].

Urspriinglich entdeckt wurde c-myc als Homolog zu dem bei Végeln bekannten und
durch Retroviren eingebrachten transformierenden v-myc Gen (von myelocytomatosis
virus) [Dalla-Favera et al. 1982; Sheiness et al. 1979].

Spéter wurde das evolutionar konservierte, zellulare Homolog c-myc in verschiedenen
Zellen gefunden. Vom Protoonkogen c-myc ist bekannt, dass es in einer Vielzahl von
Tumorarten einen wesentlichen Anteil der Atiologie ausmacht. Neben der bereits
erwahnten Expression im Burkitt-Lymphom findet man eine Uberexpression des Proteins
c-MYC aulRerdem sowohl in vielen soliden Tumoren, aber auch in hdmatologischen
Neoplasien. Unter anderem sind hohe Expressionsraten im Prostatakarzinom, Melanom,
Neuroblastom, bei Brustkrebs und vielen weiteren Tumoren zu beobachten [Vita et al.
2006].

Das Protein c-MYC ist multifunktional als Transkriptionsfaktor an der Steuerung von
Zellzyklus und -wachstum, Differenzierung, Apoptose, Transformation, genomischer
Stabilitat sowie Angiogenese beteiligt [Liischer 2001].

Physiologisch wird c-myc in ruhenden Zellen nur gering exprimiert. Die
Proteinexpression steigt aber stark an, sobald die Zellen in den Zellzyklus eintreten, und
sinkt anschlieBend wieder auf die basalen Werte ab.

So sterben Mause, bei denen das c-myc-Gen in Embryonalzellen ausgeschaltet wurde,
schon sehr frith im Embryonalstadium und zeigen verschiedene Wachstumsanomalien
z. B. beim Herzen oder beim Neuralrohr [Davis et al. 1993].

Wenn es, wie in den oben genannten Fallen, durch Translokation zu einer Fehlsteuerung

der Proteinexpression kommt, fuhrt dies zur unkontrollierten Zellproliferation durch
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Anderungen in Apoptosesignalwegen. Die proliferierenden Zellen erleiden leichter
zusétzliche Mutationen, die dann ein weiterer Schritt zur Entstehung von Tumoren sind
[Vita et al. 2006].

1.4.2. Spontantumormodell

Als Modellsystem flr die Untersuchungen in dieser Arbeit wurden transgene Mause
verwendet, die das Gen fir das humane Protein c-MY C unter der Kontrolle des B-Zell-
spezifischen Enhancers Ig\ tragen [Kovalchuk et al. 2000]. Diese Mé&use spiegeln die
klinische Situation in Tumorpatienten sehr gut wider und kénnen als Modell fir das
Burkitt-Lymphom angesehen werden. Alle Méause entwickeln nach ca. 12-16 Wochen
Lymphome. Diese Lymphome sind dem Burkitt-Lymphom sowohl durch die typische
,»,Sternenhimmel“-Erscheinung der histologischen Hdmatoxylin-Eosin-Farbung
vergleichbar, als auch durch die Charakterisierung der Tumorzellen, die den Phanotyp
IgM*CD19"CD5 CD23" aufweisen [Fujita et al. 2004; Kovalchuk et al. 2000].

Klinisch manifestiert sich die Erkrankung bei den M&usen meist zuerst durch verdickte
Lymphknoten. Allgemeine Krankheitszeichen der Tiere sind Verhaltensauffalligkeiten
und struppiges Fell. Das makroskopische Bild erkrankter Tiere ist bei der Er6ffnung fast
immer durch eine Splenomegalie gekennzeichnet.

Herkdmmliche Tiermodelle, bei denen Tumoren vorwiegend durch Transplantation
ektopisch in den Organismus eingefiihrt werden, sind nur unzureichend in der Lage, die
Situation humaner Tumoren Klinisch adéquat abzubilden, da hierbei schon vollstéandig
transformierte Tumorzellen als Bolus appliziert werden.

Im Gegensatz zu diesen Tiermodellen zeigen sich bei Verwendung eines Spontan-
Tumormodells viele Vorteile dadurch, dass hier die auch im menschlichen Organismus
tatsachlich auftretende klinische Situation besser wiedergegeben wird. Wie bei Patienten
entstehen die Lymphome spontan und autochthon aus einzelnen maligne transformierten
Zellen. Dabei kommt es sowohl zu einer Anpassung des Immunsystems an den Tumor als
auch umgekehrt. Gerade diese gemeinsame Entwicklung ermdglicht eine realititsnahe
Beobachtung von Tumorevasionsstrategien und Reaktionen des Immunsystems auf den
Tumor.

Ein in Kauf zu nehmender Nachteil ist dabei, dass der Zeitpunkt der Erstmanifestation des

Lymphoms nicht genau vorhergesagt werden kann.
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1.5. Aufgabenstellung

In vorangegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass in einem transplantierbaren
Tumormodell Zellen mit vermindertem MHC-I als ,,fehlendes Selbst“ potenten und
langanhaltenden Schutz vor Tumoren vermitteln kénnen, und dass dieser Effekt NK-Zell-
abhéngig war [Mocikat et al. 2003]. In weiteren Experimenten konnte gezeigt werden,
dass NK-Zellen tber IFN-y im Zusammenspiel mit DC, aber unabhangig von
T-Helferzellen eine potente CTL-Antwort sowie eine Gedéachtnisantwort induzieren
konnten [Adam et al. 2005]. Diese Befunde beruhen auf Ergebnissen aus Tiermodellen
mit transplantierbaren Tumoren. Die Tumoren wurden dabei ektopisch als Bolus
appliziert und es ist fraglich, ob diese Modelle daher die immunologische Entwicklung
als Reaktion auf die Tumorentstehung in Patienten adaquat abbilden kénnen. In der
vorliegenden Dissertationsarbeit sollte daher die Situation in dem unter 1.4.2
beschriebenen Spontan-Tumormodell n&her charakterisiert werden, da die sich hier
endogen entwickelnden Tumoren auch vermindertes MHC-I aufweisen und geeignet sind,
die klinische Situation gut wiederzugeben. Der Fokus der Untersuchungen sollte dabei
insbesondere auf den NK-Zellen liegen. Zunéachst sollte untersucht werden, ob und, wenn
ja, welche Veranderungen in den NK-Zellen im Verlaufe der Tumorprogression im
Organismus bei sich spontan entwickelnden Lymphomen vor sich gehen. Dazu sollten die
NK-Zellen primar phanotypisch im Krankheitsverlauf beschrieben und anschlie}end
funktional charakterisiert werden. Die Phénotypisierung sollte anhand von
Oberflachenfarbungen durchflusszytometrisch durchgefiihrt werden. Die
Funktionsanalyse erforderte hingegen sowohl molekularbiologische Untersuchungen, wie
das IFN-y-Expressionsprofil als auch immunologische Funktionstests gegentber
Tumorzellen.

Weiter sollte eine Analyse der T-Zell-Populationen in den kranken Tieren vorgenommen
werden. Dabei sollten auch Daten zu den regulatorischen T-Zellen erhoben werden. Um
das Zusammenspiel zwischen angeborenen und adaptiven Immunantworten besser zu
verstehen, sollten dariiber hinaus l6sliche Faktoren wie Zytokine und Chemokine
untersucht werden. Erste Ansétze fiir immunologische Behandlungsansétze im
vorliegenden Spontan-Tumormodell sollten den Weg fiir weitergehende Arbeiten mit

neuartigen Therapieansatzen frei machen.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Gerate und Verbrauchsmaterial

Gerat/Material Hersteller

Bestrahlungsanlage HWM-D-200,
(Strahlungsquelle: **’Caesium)
Brutschrank Hera cell 240
Durchflusscytometer LSR-II
Einfrierbox ,,Mr. Frosty*
Einmalpipetten 5,10 und 25 ml
Einmalz&hlkammer C-Chip

Eisbad

FACS-Ro6hrchen (klein)

Handschuhe AloeCare

Heizblock DRI-Block DB2A
Kryoréhrchen

Lichtmikroskop Leica DMIL
Light-Cycler™ (Gerat, Kapillaren)
LumaPlate ™-96
MACS-Zelltrennsystem (Saulen, Beads)
Mehrkanalpipette

Mehrlochplatten
Milli-Q®-Reinwasserherstellungssystem
MoFlo™ High Performance cell sorter
Multistepper-Pipette

Nanodrop Spectrometer

Pipetten

Pipettenspitzen

Reaktionsgefale 1,5 ml

Rohrchen 15 und 50 ml

12

GammacCell 40, Ottawa, Kanada
Heraeus Instruments, Hanau
Becton Dickinson, Heidelberg
Nunc, Langenselbold

Greiner bio-one, Frickenhausen
Peglab, Erlangen

neolab, Heidelberg

Greiner bio-one, Frickenhausen
Meditrade, Kiefersfelden
Techne, Cambridge, Vereinigtes Konigreich
Nunc, Wiesbaden

Leica Microsystems, Heidelberg
Roche, Mannheim

Canberra Packard, Dreieich
Miltenyi, Biotec, Bergisch Glattbach
Brand, Wertheim

Becton Dickinson, Heidelberg
Millipore, Schwalbach

Dako, Glostrup, Ddnemark
Eppendorf, Hamburg

Peqlab, Erlangen

Gilson, Limburg

Greiner bio-one, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg

Becton Dickinson, Heidelberg
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Gerat/Material

Hersteller

Sterilbank

Stickstofftank
Szintilationsmessgerat TOPCount
Wasserbad

Z&hlkammer Neubauer-Improved
Zellsiebe

Zentrifuge, biofuge pico

Zentrifuge, Megafuge 1.0R

2.1.2. Reagenzien/Chemikalien

Name

1-Brom-3-Chlor-Propan
Bortezomib (Formel s. Abb. 2.1)
DMSO

IL-15

Isopropanol

PBS

Propidiumjodid

TRIzol

Trypanblau

BDK, Sonnenbihl-Genkingen
Air liquide, Disseldorf
Canberra Packard, Dreieich
Memmert, Schwabach
Marienfeld, Lauda-Konigshofen
Becton Dickinson, Heidelberg
Haereus Instruments, Hanau

Haereus Instruments, Hanau

Hersteller

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Biomol, Hamburg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Peprotech, Hamburg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Karslruhe

Invitrogen, Karlsruhe

O CI)H
N NH _B.
[/ ])LNH 7T oH
~ ®) :
N Y

Abb. 2.1 Formel von Bortezomib. IUPAC-Name: [(1R)-3-Methyl-1-[[(2S)-3-phenyl-2-[(pyrazin-2-

ylcarbonyl)amino]propanoyl]amino]butyl]boronsdure. Seit 2004 ist Bortezomib unter dem Handelsnamen

Velcade™ in Deutschland zur Behandlung des Multiplen Myeloms zugelassen. 2007 erfuhr es in den USA

eine Erweiterung der Zulassung auf die Behandlung des Mantelzelllymphoms.
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CpG-ODN: Die CpG-Oligonukleotide CpG-ODN 1668 wurden von der Firma metabion,
Martinsried synthetisiert. Bei den synthetischen Oligonukleotiden war das Riickgrat so
modifiziert, dass es komplett aus Phosphorothioaten bestand, da diese etwa um den

Faktor 100 resistenter gegen Nukleasen sind als unmodifizierte Oligonukleotide.

Die Sequenz fir CpG-ODN 1668 lautete: 5-TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT-3’

2.1.3. Kits

ELISA-Kit:
“TGF-1 Elisa Kit*
eBioscience, San Diego, CA, USA

MACS-Kit:

“NK cell Isolation Kit”

“CD4+ T cell Isolation Kit”

“CD8+ T cell Isolation Kit”

alle Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Luminex-Anwendungen:

Milliplex Cytokin-Kit, Millipore

Bio-Plex™ , Mouse Cytokine Th1/Th2 Assay”
Bioplex Th1/Th2-Pannel, BioRad, Miinchen

,First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV)”
,LightCycler Fast Start DNA Master SYBR Green 1

Roche Diagnostics, Mannheim

2.1.4. Medien und Puffer

Basismedium:

RPMI 1640 ohne L-Glutamin (Invitrogen, Karlsruhe)

hitzeinaktiviertes FKS 5 % oder nach jeweiliger Prozentangabe

100 U/ml Penicillin-G-Natrium und 100 pg/ml Dihydrostreptomycinsulfat
L-Glutamin (2 mM)

14
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Natriumpyruvat (1 mM)
nichtessentielle Aminosauren

2-Mercaptoethanol (50 uM) (alle Invitrogen, Karlsruhe)

Einfriermedium:

90 % hitzeinaktiviertes FKS (Invitrogen, Karlsruhe)
10 % DMSO

FACS-Puffer:
2 % FKS
EDTA 2mM
NaN3 1%

in PBS

Lyse-Puffer (10-fach):
NH,4CI 8,259
K,HCO;3 1,00 g
Na-EDTA 37 mg
H.0 ad 100 ml
eingestellt auf pH 7,4

2.1.5. Antikoérper und Multimer

2.15.1. Antikorper fur die Durchflusszytometrie
Antigen Klon Isotyp
CD19 ID3 Ratte IgG2a, «
CD25 PC61 Ratte IgG1, A
CD3 17A2 Ratte 1gG2b,
CD4 RM4-5 Ratte 1gG2a, «
CD44 IM7 Ratte IgG2b,
CD45R RA3.6B2  Ratte IgG2a,
CD49b DX5 Ratte IgM
CD62L MEL-14  Ratte IgG2a,

Firma

BD
BiolLegend
BD

BD
eBioscience
BD

BD

BD

15
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Antigen Klon Isotyp Firma
CD69 H1.2F3 Hamster IgGl,A  BD

CD8a 53-2.1 Ratte IgG2a, BD

Foxp3 FIJK-16s  Ratte IgG2a, eBioscience
IFN-y XMG1.2  Ratte IgGl, BioLegend
Ly-49A Al Maus IgG2a, BD
Ly-49C,F,H,1 14B11 Hamster IgG1, « BD

Ly-49D 4E5 Ratte IgG2a, BD

Ly-49I YLI-90 Maus IgG1, k BD

NK1.1 PK136 Maus IgG2a, BioLegend

2.1.5.2. NKG2D-Multimer

Die verwendeten NKG2D-Tetramere stellte Dirk H. Busch, Institut fiir Medizinische
Mikrobiologie, Immunologie und Hygiene, Technische Universitat Miinchen,
dankenswerterweise zur Verfugung [Busch et al. 1998]. Die Zellen wurden mit einer
1:100-Verdlnnung des PE-konjugierten Tetramers 20 Min. bei 4 °C inkubiert,

anschlieBend gewaschen und dann am LSR-I1 durchflusszytometrisch analysiert.

2.1.6. Software

Zur Auswertung der durchflusszytometrischen Daten wurde die Anwendung FlowJo der
Firma Treestar Inc., Ashland, OR, USA in Ihrer aktuellen Version — zuletzt 7.5.5 —
verwendet.

Abbildungen wurden mit Prism 5, Graphpad Software Inc., La Jolla, CA, USA, erstellt.
Des Weiteren wurde die Microsoft Office Umgebung, Microsoft Redmond, CA, USA fur

die Erstellung verwendet.
2.2. Zellkultur

2.2.1. Allgemeines

Um Kontaminationen der verwendeten Zellen vor allem durch Pilze, Bakterien und Viren
zu verhindern, erfolgten die Zellkulturarbeiten aseptisch unter einer Sterilwerkbank.

Die Kultur der Zellen wurde in einem Inkubator bei 37 °C, 95 %iger Luftfeuchtigkeit
unter einer Atmosphére mit 5 % CO, durchgefihrt.
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2.2.2. Zellen

Folgende Zelllinien wurden in Experimenten genutzt:

Name Beschreibung Referenz

291 B-Zell-Lymphomlinie aus c-myc im Labor A. Gerbitz
Méusen generiert

291-S auf niedriges MHC-1 sortierte im Labor R. Mocikat
Variante von 291 generiert

A20 murine B-Zell-Lymphomlinie [Kim et al. 1979]

myc-B B-Zell-Lymphomlinie aus c-myc im Labor R. Mocikat

Mausen. Variante mit viel NKG2D- generiert
Ligand
myc-E B-Zell-Lymphomlinie aus c-myc im Labor R. Mocikat
Mausen. Variante mit wenig NKG2D- generiert
Ligand
YAC-1  murine Lymphomzelllinie [Kiessling et al. 1975]

Die Lymphomzelllinien 291, myc-B und myc-E wurden durch Ausbringen primarer
Lymphomzellen aus c-myc-Mausen auf bestrahlte MRC-5-Fibroblasten, welche als
Néahrschicht fur die Zellen dienten, generiert. Nach etwa 2 Wochen waren die Zellen in

der Lage unabhangig von der Néhrschicht zu wachsen.

2.2.3. Kryokonservierung und Rekonstitution eingefrorener Zellen

Fur die langfristige Lagerung von Zellen wurden diese in flussigem Stickstoff bei -196 °C
eingelagert. Um die Bildung von Eiskristallen und somit die Zerstérung der Zellen zu
vermeiden, wurden diese nach Abzentrifugation und Absaugen des Uberstandes in
gekuhltem Einfriermedium aufgenommen. Das im Einfriermedium enthaltene DMSO
fungiert dabei als Frostschutzmittel, indem es sich wie Wasser in den Zellen einlagert und
damit eine Eiskristallbildung verhindert. Die so vorbereiteten Zellen wurden in Portionen
bis 1x10"/ml in Kryoréhrchen eingefiillt und zuerst bei -80 °C in einer mit Isopropanol
befillten Einfrierschale mit relativ langsamer und konstanter Kiihlrate eingefroren. Nach
Erreichen der Gefrierschranktemperatur wurden die Proben fir die

Langzeitaufbewahrung in die Stickstofftanks tberfiihrt.
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Zur Rekonstitution kryokonservierter Zellen muss das in der Einfrierl6sung enthaltene
DMSO wieder relativ schnell von den Zellen entfernt werden, da dies sonst toxisch auf
intakte Zellen wirkt. Zum Auftauen wurde daher warmes Basismedium auf die gefrorenen
Zellen pipettiert und unter mehrmaligem Hin- und Herpipettieren, die Zellen relativ ziugig
in ein 15 ml-Réhrchen uberfuhrt. Darin wurden die Zellen abzentrifugiert und der
Uberstand abgesaugt. Durch Aufnahme des Zellsediments in geeignetem Medium

konnten diese nun weiter kultiviert werden.

2.2.4. Bestimmung der Lebend-Zellzahl

Um die Anzahl der lebenden Zellen zu bestimmen, wurde eine Probe der Zellen mit
Trypanblau versetzt. Dabei bleiben intakte Zellen farblos, wahrend geschédigte Zellen
den Farbstoff durch die Membran aufnehmen und dann in der Mikroskopie blau
erscheinen (Trypan-Exklusions-Methode). Die Zellen wurden mittels einer Neubauer-
Zahlkammer ausgezahlt. Dabei werden alle Zellen in den 4 GrolRquadranten zu je 16
Kleinquadranten gezahlt und der Mittelwert pro Grof3quadrant bestimmt. Da die
Zahlkammer so geschliffen ist, dass sich genau 1 pl in einem GroRquadranten befindet,
|4sst sich die Zellzahl pro ml durch Multiplikation mit dem Faktor 10* und einem

eventuellen Verdiinnungsfaktor berechnen.

2.2.5. Versuche zur Ermittlung I6slicher NKG2D-Liganden

Um mdoglicherweise vorhandene 16sliche NKG2D-Liganden im murinen System
nachzuweisen, wurden zwei unterschiedliche Ansatze erprobt.

Der erste Ansatz bestand darin, NK-Zellen mit Serum von Mé&usen fir 16 h im
Brutschrank zu inkubieren. Im Anschluss wurden die NK-Zellen mit Antikdrpern gegen
den NKG2D-Rezeptor gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert, um eine mégliche
Verénderung in der Expression des NKG2D-Rezeptors zu ermitteln. Analog zu den
Versuchen von [Groh et al. 2002] mit T-Zellen zur Ermittlung von humanen loslichen
NKG2D-Liganden sollten so mittels NK-Zellen mogliche 16sliche murine NKG2D-
Liganden nachgewiesen werden.

In einem anderen Ansatz wurde die Kompetition von moglichen l6slichen NKG2D-
Liganden mit NKG2D-Liganden auf der Oberflache von A20-Zellen untersucht. Dazu
wurden A20-Zellen, welche eine hohe NKG2D-Ligand-Expression auf der Oberflache
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zeigen, mit PE-konjugiertem NKG2D-Tetramer angefarbt. Die Tetramere wurden vorher
in Verdinnungsreihen von 1:25 bis 1:1600 mit Serum vorinkubiert.

2.2.6. Generierung von DC

Zur Generierung dendritischer Zellen wurden Vorlauferzellen aus dem Knochenmark von
C57BL/6-Mausen isoliert. Hierflir wurden Femora und Tibiae der Mause freiprapariert.
Nach Entfernen der Epiphysen war das Knochenmark zugénglich und wurde mit einer
diinnen Kandle mittels Medium aus den Diaphysen herausgespult. Die so erhaltene
Einzelzellsuspension wurde nach Lyse der enthaltenen Erythrozyten zweimal gewaschen
und anschlieRend in Basismedium mit 20 % FCS auf 6-Loch-Platten ausplattiert. Unter
Zugabe von 100 ng/ml GM-CSF und zweitdgigem Mediumwechsel bildeten sich so DC,
die nach 8 Tagen durch Zugabe von 1 pg/ml LPS fir 16 h gereift wurden.

2.3. Mause

Samtliche Versuche mit Tieren wurden im Einklang mit geltenden
Tierschutzbestimmungen und unter Genehmigung der zustdndigen Behdrde (Regierung
von Oberbayern) in den Rdumlichkeiten des Tierhauses im Hamatologikum des
Helmholtz-Zentrums Miinchen durchgefiihrt. Die Tiere wurden in keimarmer Umgebung
unter spezifiziert pathogenfreien (SPF) Bedingungen gehalten. Wasser und Nahrung

standen den Tieren ad libitum zur Verfugung.

C57BL/6-Mause wurden von Bommice, Ry, Ddnemark erworben. Das transgene c-myc-
Modell auf Hintergrund von C57BL/6-Méausen wurde dankenswerterweise von Prof.
Georg Bornkamm, Institut fir Klinische Molekularbiologie und Tumorimmunologie,
Helmholtz-Zentrum Minchen zur Verfligung gestellt. Dabei handelt es sich um Mause,
die unter dem B-Zell-spezifischen Promotor fur Igk das Transgen fiir humanes c-MYC
tragen. Diese Mé&use exprimieren in den B-Zellen das Protoonkogen c-myc, so dass Tiere
ab dem Alter von etwa 12 Wochen spontane B-Zell-Lymphome ausbilden [Kovalchuk et
al. 2000].

GFP-transgene Mé&use auf C57BL/6-Hintergrund wurden verwendet, um daraus
gewonnene Zellen von anderen Zellen aus normalen C57BL/6-Mausen unterscheiden zu
konnen. Die GFP-transgenen Tiere tragen die Erbinformation fir GFP in der Keimbahn

und exprimieren somit GFP in all ihren Zellen. Durch die griine Fluoreszenz ist es also
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z.B. im FACS moglich, die aus diesen Tieren gewonnen Zellen einfach von anderen

Zellen zu trennen.
2.4. Immunologische Methoden

2.4.1. Durchflusszytometrie

Die Methode der Durchflusszytometrie erlaubt es, in Flissigkeit suspendierte Partikel,
insbesondere Zellen, nach bestimmten Eigenschaften zu analysieren. Durch die so
genannte hydrodynamische Fokussierung passieren die Teilchen einzeln einen Detektor,
wo sie durch einen Laserstrahl angestrahlt werden. Dabei streuen die Partikel das
einfallende Laserlicht und lassen sich durch ihre VVorwérts- und Seitwértsstreuung
charakterisieren. Die Partikelgrofie kann dabei anhand der Vorwartsstreuung (forward
scatter FSC) und die Granularitat der Zellen anhand der Seitwartsstreuung (side scatter
SSC) ermittelt werden. Sind die Zellen mit Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten
Antikorpern markiert, lassen sich durch Einstrahlung von Laserlicht bestimmter
Wellenlénge die Fluorophore anregen. Durch optische Filter gelangen die emittierten
Strahlen in verschiedene Detektoren, wo sie durch Photomultiplikatorréhren verstarkt und
dann elektronisch gemessen werden.

Alle Messungen in dieser Arbeit wurden an einem Durchflusszytometer LSR-I1 der Firma
BD durchgefihrt, das mit vier verschiedenen Lasern ausgestattet war und theoretisch bis
zu 15 verschiedene Messparameter simultan erfassen kann.

Fiir die Oberflachenfarbung von Antigenen auf Zellen wurden 0,5-2x10° Zellen in einem
Volumen von 100 pl FACS-Puffer mit monoklonalen Antikorpern, deren optimale
Konzentration zuvor in Vorversuchen bestimmt wurde, tber 20-30 Min. bei 4 °C
inkubiert.

AnschlieBend wurden Uberschiissige Antikérper durch zweimaliges Waschen mit FACS-
Puffer entfernt und die Zellen in 300 pl FACS-Puffer aufgenommen. Je nach
Fragestellung wurde zur Unterscheidung von lebenden und toten Zellen direkt vor der
Messung noch Propidiumjodid (¢ = 100 pug/ml) im Verhéltnis 1:100 zugegeben. Die
postitiv geladenen Propidium-lonen gelangen bei intakten Zellen nicht durch die
Membran und erlauben so eine Unterscheidung zu toten Zellen, die den Farbstoff
aufnehmen.

Soweit vorhanden, wurden bei den Versuchen Negativkontrollen in Form von

Isotypkontrollen, d.h. Antikdérpern der gleichen Spezies und desselben Isotyps, mitgefihrt.
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Die Anfarbung intrazellularer Antigene erfolgte nach vorausgehender
Oberflachenfarbung und einem Fixierungsschritt mittels Fixierungspuffer, der
Paraformaldehyd enthélt. Eine Inkubation mit Saponin enthaltendem
Permeabilisationspuffer machte die Zellmembranen durchlassig und ermdglichte die
Anfarbung intrazellularer Strukturen mit Antikorpern.

Die zur Farbung verwendeten monoklonalen Antikdrper sind in der Liste unter 2.1.5.1

,ZAntikorper flr die Durchflusszytometrie* aufgefiihrt.

2.4.2. Magnetische Zellseparation (MACS)

Um hoch angereicherte Populationen von Zellen aus heterogenen Zellgemischen zu
gewinnen, wurden diese mit Hilfe von Zellisolierungs-Kits (Miltenyi, Bergisch Gladbach)
nach Angabe des Herstellers aufgereinigt.

Deren Prinzip beruht auf der Inkubation des Zellgemisches mit einem Cocktail aus
verschiedenen biotinylierten Antikdrpern gegen Antigene, die nicht auf der gewiinschten
Zellpopulation vorkommen. An die biotinylierten Antikdrper werden super-
paramagnetische Kugelchen gekoppelt. AnschlieBend lassen sich die nicht magnetischen
(gewiinschten) Zellen von magnetischen (heterogene Restpopulation) Zellen auf einer
Sdule in einem starken Magnetfeld trennen. Dabei werden die magnetischen Zellen im
Magnetfeld auf der Saule zuriickgehalten, wahrend die erwiinschten Zellen diese
passieren. Die Reinheit der so gewonnenen Zellen wurde anschlieRend
durchflusszytometrisch ermittelt. Typische Werte fir NK-Zellen lagen dabei bei ca. 90%
Reinheit.
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Abb. 2.2 NK-Zellen nach MACS-Separation von Milzzellen. Die Reinheit nach einer MACS-

Aufreinigung lag im Regelfall bei etwa 90 %.

2.4.3. Zytotoxizitat

Die Funktionalitat von NK-Zellen wurde anhand der Zytotoxizitat mittels >*Chrom-
Freisetzung getestet. Nach der Organentnahme aus den Spendertieren wurden mittels
immunmagnetischer Zellseparation hochreine NK-Zellen gewonnen. Diese Zellen wurden
in unterschiedlichen Konzentrationen auf einer 96-Loch-Rundbodenplatte in Medium, das
10 % FKS enthielt, ausplattiert. Je nach Versuch wurden 20-50 ng/ml IL-15 (Peprotech,
Hamburg) zugesetzt und tber Nacht inkubiert oder die Zellen wurden direkt ex vivo ohne
weitere Zusétze verwendet.

Als Zielzellen dienten standardmaRig 1-2x103 YAC-1-Zellen, welche aufgrund ihrer
verminderten MHC-Klasse-1-Expression routinemaéfig als Ziel fir NK-Zellen verwendet
werden.

Zur Markierung wurden 1x108 Zielzellen in 100 pl hitzeinaktiviertem FKS aufgenommen
und mit einer Menge Na,>'CrO, in 10 %-FKS-Medium inkubiert, die 50 pCi entsprach.
Die Ermittlung der nétigen Chrom-Menge erfolgte taggenau mittels der Halbwertszeit

(fiir *'Cr t,, = 27.7 d) unter Annahme des exponentiellen Zerfalls nach der Gleichung:
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Nach 90 Min. Inkubation wurde iberschiissiges Chrom, das nicht in die Zellen
aufgenommen wurde durch zweimaliges Waschen mit gekihltem 10 %-FKS-Medium
entfernt. Die Zellen wurden nochmals ausgezahlt und so eingestellt, dass in 50 ul die
gewdlnschte Zielzellzahl enthalten war. VVon dieser Zellsuspension wurden 50 pl mit den
Effektorzellen in den Kavitédten der 96-Loch-Platte vermischt und 4,5 h im Brutschrank
inkubiert.

Zur Bestimmung der maximal durch die Zellen aufgenommenen Chrom-Menge wurden
auflerdem 50 ul Zielzellsuspension direkt auf eine Luma-Platte pipettiert.

Nach der Inkubationszeit wurden aus den einzelnen Kavitéten der kokultivierten NK- und
Zielzellen 50 pL Mediumuberstand entnommen und auf eine Luma-Platte ubertragen.
Diese Platten wurden tiber Nacht im Abzug getrocknet und am nachsten Tag mit einer
Folie versiegelt. Dann erfolgte die Messung der freigesetzten >*Chrom-Menge in einem
y-Szintillationszahler.

Die Berechnung der prozentualen Lyse errechnet sich dann aus folgender Formel:

_ Spezifische Freisetzung —Unspezifische Freisezung _ , 5.

% Lyse
y Maximale Freisetzung —Unspezifische Freisetzung

2.4.4. Bioplex-Methode zur Bestimmung von Zytokinen und

Chemokinen

Mit Hilfe der Bioplex-Methode lassen sich mehrere Chemokine und Zytokine gleichzeitig
in biologischen Proben wie Serum oder Uberstianden aus Zellkulturen quantitativ
ermitteln. Die Methode beruht auf Mikrospharen, die sowohl mit Antikorpern fur die zu
messenden Analyten gekoppelt sind, als auch eine eigene, jeweils unterschiedliche
Fluoreszenz aufweisen. Binden Analyten an diese Antikorper, kénnen sie mit einem
zweiten biotinylierten Antikorper erfasst und anschliefend durch an Streptavidin
gekoppeltes PE sichtbar gemacht werden. Durch Fluoreszenzmessung der einzelnen
Mikrosphéren kdnnen dann Art und Menge der Analyten bestimmt werden, wobei zur
Quantifizierung Standardkurven von jeweils mitgemessenen Referenzkontrollen
herangezogen werden.

Die Vorgehensweise richtete sich jeweils nach den Anweisungen der Hersteller der

verwendeten Luminex-Anwendungen. Proben wurden jeweils als Duplikate gemessen.
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2.4.5. ELISA
TGF-B

nach Anweisung des Herstellers (eBioscience)
2.5. Molekularbiologische Methoden

2.5.1. RNS-Extraktion

Die Extraktion von RNS erfolgte mittels TRIzol®-Reagent (Invitrogen), einem Gemisch
von Phenol und Guanidin-iso-thiocyanat. Bis zu 10° Zellen wurden dazu in 200 ul TRIzol
aufgenommen und lysiert. Die Auftrennung erfolgte mit Brom-Chlor-Propan als Ersatz
fiir das giftigere Chloroform. Anschlieend wurde die RNS mit Isopropanol ausgefalit,
mit 75%igem Ethanol gewaschen und in Wasser aufgenommen. Um vollstandige Lésung
zu erreichen, wurde die RNS noch 15 Min. bei 56 °C im Heizblock erwarmt und nach
Messung der Konzentration bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.5.2. Bestimmung der Nukleinsaure-Konzentration

Um die Konzentrationen von Nukleinsdurelésungen quantitativ zu bestimmen, wurden
diese mit dem ,,nanodrop‘““-Spektralphotometer in einer Schichtdicke von 0,2 mm
vermessen. Dabei wurde die OD bei 260 nm und bei 280 nm bestimmt und anhand des

Lambert-Beerschen Gesetzes nach

(AZGOnm X e)

C=—————~

b
(c = Nukleins&urekonzentration [ng/uL], A = Absorption, e = Extinktionskoeffizient
[ngxcm/uL], b = Schichtdicke)
unter Verwendung des entsprechenden Extinktionskoeffizienten (erns = 40 ngxcm/pL;
eons = 50 ngxcm/uL) berechnet.
Zur Abschétzung der Reinheit der Nukleinséduren wurde das Verhaltnis OD260nm/OD2gonm
gebildet. Angestrebt wurde dabei ein Wert von ~2,0 fir reine RNS bzw. ~1,8 fiir DNS.
Abweichende kleinere Werte deuten auf VVerunreinigungen z.B. mit Phenol, Proteinen

oder andere Substanzen, die bei 280 nm absorbieren, hin.

2.5.3. Reverse Transkription der RNS in cDNS

Um RNS in cDNS umzuschreiben, wurde das ,,First Strand cDNA Synthesis
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Kit for RT-PCR (AMV)* der Firma Roche verwendet. Dabei wurde fiir die reverse
Transkription der folgende Ansatz gemischt:

Reagenz Endkonzentration Volumen

10x PCR-Puffer (100 mM Tris, 500 mM KCI) 1x 2,0 ul

25 mM MgCl, 5mM 4,0 ul
Desoxyribonukleotid-Mix (jeweils 10 mM) 1mM 2,0 ul

Oligo dT 1,6 ug 2,0 ul

RNase Inhibitor 50 U 1,0 ul

AMV Reverse Transkriptase >20U 0,8 ul
RNS-Probe 3.0 ug je nach Konz.
Wasser (RNase-frei) ad 20 ul

Fur die Reaktion wurde ein Programm mit folgendem Temperaturverlauf genutzt:

Schritt Temperatur Zeit

1. Annealing 25°C 10 Min.
2. Reverse Transkription 42 °C 60 Min.
3. Denaturierung AMV 99 °C 5 Min.
4. Kihlen 4°C Pause

Anschliefend wurde die erhaltene cDNS sofort weiter verwendet oder bei -20 °C

eingefroren.

2.5.4. RT-PCR

Far die Bestimmung von IFN-y auf Transkriptebene wurde unter Verwendung des
LightCycler™-Systems die DNS quantitativ in Echtzeit bestimmt (,,real-time* RT-PCR).
Dazu wurde eine PCR mit SYBR-Green, einem speziellen Fluoreszenzfarbstoff
durchgefuhrt. Dieser besitzt die Eigenschaft, Fluoreszenzlicht nur dann zu emittieren,
wenn er an doppelstrdngige DNS gebunden vorliegt (~ Faktor 100 im Vergleich zu
ungebundenem Farbstoff). Anhand des gemessenen Fluoreszenzverlaufs lasst sich also
messen, wann die PCR-Reaktion in den linear-logarithmischen Bereich eintritt. Dies ist

der Bereich, in dem anné&hernd eine Verdopplung der Amplifikatmenge innerhalb eines
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jeden Zyklus stattfindet. Je mehr DNS urspriinglich in der Probe war, desto schneller

erreicht der Fluoreszenzvelauf diesen linear-logarithmischen Bereich.

o/

Fluoreszenz

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34

Zyklenanzahl

Abb. 2.3 RT-PCR Verlaufe. Durch simultane Messung der Fluoreszenzintensitét aller Proben am Ende
eines jeden Zyklus kann die Reaktion verfolgt werden. Die Intensitét ist dabei der Menge des PCR-
Produktes proportional. Eine genaue quantitative Analyse der Proben ist nur im linear-logarithmischen
Bereich mdglich. Dazu wird durch die LightCycler™ Software eine Kreuzungslinie (,,crossing line®)
erstellt, die alle Kurven in diesem Bereich schneidet. Die Kreuzungspunkte (,,crossing points“ = CP) dieser
Linie mit den Fluoreszenzverlaufen der Produkte dienen als Mal? fiir die Menge der urspriinglichen DNS.

Proben mit htherem Gehalt der jeweiligen DNS haben dabei kleinere CP als solche mit weniger DNS.

Die Kreuzungslinie in diesem linear-logarithmischen Bereich sollte dabei fur alle
Experimente bei dem gleichen Wert liegen, um vergleichbare Ergebnisse zu erzielen. Als
Kontrolle wurden alle Werte auf das Haushaltsgen HPRT bezogen, wozu die Expression
als relative Quantifizierung gegeniiber diesem Haushaltsgen angegeben wurde. Die

Berechnung dazu erfolgte nach folgender Formel:
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relative Expression bezogen auf Vergleichszellen =

o(CR-CR)~(CR,~CR,)

CP4, erhalten mit HPRT und cDNS der zu untersuchenden Zellsorte

CP, erhalten mit HPRT und cDNS der Vergleichszellen

CP3, erhalten mit IFN-y und ¢cDNS der zu untersuchenden Zellsorte

CPy, erhalten mit IFN-y und ¢cDNS der Vergleichszellen

Die RT-PCR-Ansétze waren dabei jeweils wie folgt zusammengesetzt:

cDNS 2,0 ul
SYBR Green Mastermix 4,0 pl
MqCl, 3,2 ul
Primer vorwaérts 1,5 ul
Primer rickwaérts 1,5l
H.O 9,8 ul
Gesamtvolumen 20,0 pl

Die PCR-Bedingungen waren:

Anfangsdenaturierung 94 °C

Amplifikation (40 Zyklen):
Denaturierung 94 °C
Primeranlagerung 60 °C
Elongation 72 °C

Termination 72°C

Im direkten Anschluss an die PCR wurde jeweils eine Schmelzkurvenanalyse der PCR-

Produkte vorgenommen. Dazu wurde der Heizblock des LightCycler ™-Gerats um

2 Min.

30 Sek.
45 Sek.
60 Sek.
10 Min.

0,1 °C/Sek. von 65 °C bis 99 °C aufgeheizt und gleichzeitig der Anstieg der Fluoreszenz

(= erste Ableitung der Fluoreszenzintensitat) gemessen. Dabei ergeben sich fir jedes

PCR-Produkt typische Kurven mit einem Maximum im Schmelzpunkt, als dem Punkt, bei
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dem die Hélfte der DNS einzelstrangig und die andere Halfte der DNS doppelstrangig
vorliegt.

254.1. Primer fir die RT-PCR:

Primer wurden bei der Firma Metabion, Martinsried gekauft.

‘ Sequenz Produktlange Quelle

HPRT | vorwarts | 5°-TGG GAG GCC ATC ACA | 403 bp aus [Guerra et al. 2008]

TTGT-3°
rickwarts | 5°>-TGA AGT ACT CAT TAT
AGT CAA GGG CA-3’

IFN-y | vorwarts | 5’-ACT GGC AAA AGG 237 bp nach Primervorschlag
ATG GTG AC-3° aus online-Werkzeug
rickwarts | 5°-TGA GCT CAT TGA ATG ,,Primer3“ [Rozen et al.
CTT GG-3’ 2000]
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3. Ergebnisse

3.1. NK-Zellen

NK-Zellen als wichtige Komponente des angeborenen Immunsystems zeichnen sich
dadurch aus, dass sie virusinfizierte oder maligne entartete Zellen ohne vorangehenden
Antigenkontakt wirksam bekampfen kénnen. Die durch virale Infektion oder maligne
Transformation verursachte Verminderung von MHC-KIlasse-I-Molekdlen ist ein
wichtiges Signal, das NK-Zellen aktiviert [Herberman et al. 1975; Kiessling et al. 1975].
Nachdem aus vorangehenden Ergebnissen in der Arbeitsgruppe bereits bekannt war, dass
die Lymphome in dem c-myc-transgenen Spontantumormodell verminderte MHC-I-
Expression aufwiesen, lag die Vermutung nahe, dass diese auch sensitiv gegeniuiber
NK-Zellen sein sollten.

3.1.1. NK-Zellen in Geweben erkrankter Mause

In einem ersten Schritt wurde untersucht, ob es zu quantitativen Verénderungen bei den
NK-Zellen in erkrankten Tieren kommt. Méuse mit sich entwickelndem Lymphom
wurden geopfert, um NK-Zellen aus verschiedenen Organen zu analysieren. Die
durchflusszytometrische Analyse ergab nach Eingrenzung auf die NK1.1°CD3 -
Zellpopulation, dass in erkrankten c-myc-Mausen der Anteil an NK-Zellen durchweg
vermindert war. Bei der quantitativen Betrachtung der NK-Zellen muss jedoch in
Betracht gezogen werden, dass sowohl im Blutkreislauf, als auch in den lymphatischen
Geweben hohe Anteile an malignen B-Zellen vorkommen. Aufgrund dieser hohen B-
Zell-Zahlen kann es somit sein, dass zwar der relative Anteil vermindert, die Absolutzahl
jedoch erhoht ist. Besonders in den primar vom Tumor befallenen zervikalen und
mandibuldaren Lymphknoten wurde tatsachlich eine stark erhohte Absolutzahl von
NK-Zellen detektiert. Andere lymphatische Organe wie axillare und inguinale
Lymphknoten, die meist erst spater von den sich entwickelnden Tumoren betroffen sind,
zeigten ebenfalls einen Anstieg in der Anzahl der NK-Zellen (Abb. 3.1 A). Fur Organe
wie Blut und Knochenmark, die einer Absolutzahlbetrachtung experimentell nicht

zugénglich sind, ist der relative NK-Zell-Anteil in Abb. 3.1 B wiedergegeben.
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Abb. 3.1 Quantitative Analyse von NK-Zellen im Spontantumormodell. (A) Absolutzahl der NK-Zellen
in Milz und Lymphknoten erkrankter Tiere relativ zu Wildtyp-Mdausen (gestrichelte Linie). (B) Anteil der
NK-Zellen in verschiedenen Organen von Wildtyp-Mausen, unauffélligen c-myc-Mausen und
tumortragenden c-myc Méusen. Wahrend noch nicht erkrankte c-myc-Mause nur wenig Veranderungen im
Anteil von NK-Zellen in den betrachteten Geweben zeigen, ist in tumortragenden Méausen eine deutliche

Verminderung des NK-Zell-Anteils zu beobachten.

3.1.2. NK-Zellen zeigen phanotypische Aktivierungszeichen

Um den Aktivierungszustand der NK-Zellen zu untersuchen, wurden
durchflusszytometrische Messungen durchgefihrt. In den Milzen der erkrankten Tiere
waren typische Aktivierungsmarker wie CD69 oder CD45R hochreguliert. Sowohl
inhibierende als auch aktivierende Rezeptoren der Ly-49-Klasse, aber auch CD49b und
der aktivierende Rezeptor NKG2D waren abreguliert. c-myc-Mause die noch keinen
sichtbaren Tumor aufwiesen, zeigten hingegen nur leichte Verdnderungen der NK-Zell-
Marker. Diese tendierten in die gleiche Richtung wie bei den erkrankten Tieren. In den
Lymphknoten von tumortragenden Mdusen ergab sich das gleiche Bild der Aktivierung

wie in der Milz.
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Abb. 3.2 Veranderungen von Oberflachenmarkern auf NK-Zellen aus der Milz in tumortragenden
und unauffalligen c-myc Mausen. Die Relativwerte beziehen sich auf gesunde Wildtyp-Mause
(gestrichelte Linie). Die Aktivierungsmarker CD45R sowie CD69 sind erhéht. Sowohl aktivierende als

auch inhibierende Rezeptoren auf den NK-Zellen sind vermindert.

Hinsichtlich des Entwicklungsstadiums von NK-Zellen kann neben CD49b nach neueren
Untersuchungen [Chiossone et al. 2009] auch CD27 herangezogen werden. Deshalb
wurde die Expression von CD27 auf NK-Zellen aus Milz und Lymphknoten erkrankter
Tiere ermittelt (Abb. 3.3). Im Vergleich zu Wildtyptieren zeigte sich kein signifikanter
Unterschied in den Milzen. Auf NK-Zellen aus erkrankten Lymphknoten war CD27

jedoch leicht vermindert.
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Abb. 3.3 Expression von CD27 auf NK-Zellen aus kranken Mausen im Vergleich zu
Wildtypkontrollen. In Lymphknoten ist die Expression von CD27 im Vergleich zu Wildtyp-Mé&usen leicht,
jedoch nicht signifikant (P = 0,09) vermindert.

3.1.3. Die IFN-y-Produktion in NK-Zellen aus Tumormausen ist

beeintrachtigt

Fir die Effektorfunktionen von NK-Zellen spielt die Ausschuttung von IFN-y eine
bedeutende Rolle. Daher wurden NK-Zellen aus Mdusen verschiedener Tumorstadien
hinsichtlich ihrer F&higkeit, IFN-y zu bilden, analysiert. Die intrazelluldre Farbung von
IFN-y in NK-Zellen ergab in der Durchflusszytometrie, dass im Gegensatz zu gesunden
Tieren in tumortragenden Mausen nur sehr geringe Mengen des Zytokins in NK-Zellen
vorhanden waren (Abb. 3.4). In Tieren, welche noch nicht das klinische Bild eines
manifesten Lymphoms aufwiesen, war die Fahigkeit der IFN-y-Produktion ebenfalls

bereits beeintrachtigt.
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Abb. 3.4 Intrazellulare Farbung von IFN-y in NK-Zellen aus den Milzen von M&usen in
unterschiedlichen Tumorstadien. Die Abbildungen zeigen représentative Werte aus 5-8 unabhéngigen
Experimenten. Die Zellpopulation wurde auf NK1.1*CD3" NK-Zellen eingegrenzt. Die Zahlen geben den
prozentualen Anteil der IFN-y* bzw. IFN-y - NK-Zellen an.

Eine Analyse der RNS aus hochangereicherten NK-Zellen ergab, dass auch auf
Transkriptebene weniger IFN-y in den NK-Zellen der erkrankten Tiere gebildet wurde
(Abb. 3.5). Bezogen auf Wildtyptiere und normiert auf HPRT als Haushaltsgen, wiesen
Tiere mit ausgepragtem Tumor nur etwa 5 % der IFN-y-Transkriptmenge in NK-Zellen
auf. NK-Zellen von Tieren, die noch nicht aufféallig waren und daher als noch gesund
klassifiziert wurden, enthielten etwa 60 % der Transkriptmenge. Die Unterschiede in den
drei Gruppen waren nach ANOVA-Test signifikant (P < 0,001). Die Analyse auf

Transkriptebene bestétigte also das Ergebnis auf Proteinebene.
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Abb. 3.5 IFN-y-Gehalt in aufgereinigten NK-Zellen aus Wildtypmausen, gesunden und
tumortragenden c-myc-Tieren. Gemessen mittels quantitativer PCR und ausgedriickt als Relativwert
bezogen auf Wildtypméause und normiert auf HPRT. Es ergibt sich hier die gleiche Hierarchie von
Wildtyptieren tber unauffallige c-myc-Mé&use zu tumorerkrankten c-myc-Mausen wie in der Analyse auf

Proteinebene. Die Unterschiede waren jeweils mit P < 0,001 signifikant.

3.1.4. Zytotoxizitat von NK-Zellen gegentiber YAC-1

Um die Effektorfunktion von NK-Zellen zu tberprifen, wurden immunmagnetisch
angereicherte NK-Zellen aus Milzen isoliert und mittels Chromfreisetzungsversuchen
hinsichtlich ihrer Zytotoxizitat untersucht (Abb. 3.6). NK-Zellen aus erkrankten Tieren
waren nicht in der Lage, YAC-1-Zielzellen zu lysieren. Wurden NK-Zellen aus Tieren
gewonnen, die noch keine sichtbaren Tumoren aufwiesen, so zeigten auch diese schon
eine Beeintrachtigung in der Fahigkeit zu lysieren. Nur Wildtyp-NK-Zellen zeigten die

erwarteten Lyseraten.
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Abb. 3.6 Zytotoxizitatsversuche mit angereicherten NK-Zellen. NK-Zellen aus erkrankten Tieren
kdnnen Zielzellen nicht lysieren. Im Gegensatz zu NK-Zellen aus Wildtyp-Mé&usen sind auch die aus

klinisch unaufféalligen Mausen gewonnenen NK-Zellen schon zu einem gewissen Grade beeintrachtigt.

3.1.5. Kokultur von NK- und Tumorzellen fihrt zu verminderter Lyse

Um den Einfluss eines sich entwickelnden Tumors auf die NK-Zellen in vitro abzubilden,
wurden aus Spontanlymphomen Zelllinien (siehe 2.2.2) etabliert und Wildtyp-NK-Zellen
mit diesen kokultiviert. Die Tumorzellen wurden durch Bestrahlung
replikationsinkompetent gemacht. Nach verschieden langer Zeit der Kokultur wurden die
NK-Zellen in Chromfreisetzungsexperimenten auf ihre zytotoxische Funktion hin
untersucht. Dabei zeigte sich eine verminderte Lysefahigkeit, wenn NK-Zellen aus

Wildtypmausen uber langere Zeit mit Tumorzellen kokultiviert worden waren.
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Abb. 3.7 Lyse von YAC-1 durch Wildtyp-NK-Zellen nach Kokultur mit der Tumorzelllinie 291. Nach
langerer Kokultur von NK- und Tumorzellen lasst die Lyseféhigkeit der NK-Zellen nach.
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Um zu zeigen, dass die Kokultur die Situation im Organismus widerspiegelt, wurden
Wildtypmé&use mit der Tumorzelllinie 291 inokuliert. Nachdem die Tumorzellen in den
Méusen angewachsen waren, wurden die Mause geopfert und aus den Milzen NK-Zellen
isoliert. Diese NK-Zellen zeigten im Vergleich zu NK-Zellen aus unbehandelten
Wildtypmé&usen ebenso einen Defekt in der Lyseféhigkeit gegentber Zielzellen, wie dies
bereits im Kokulturversuch nach 48h sichtbar wurde und auch bei der Entstehung der

Spontantumoren in den transgenen c-myc-Tieren der Fall war.

80+
Wildtyp

-B- nach 291-Wachstum

E/T

Abb. 3.8 Lyse von YAC-1 durch NK-Zellen aus einer Wildtypmaus und einer Maus, in der die
Tumorzelllinie 291 angewachsen war. Mause erhielten 5x10° 291-Zellen i.v. verabreicht. Nach

Wachstum der Tumorzellen waren NK-Zellen nicht mehr in der Lage, Zielzellen zu lysieren.

Aus dem unter 3.1.4 beschriebenen zytotoxischen Defizit der NK-Zellen aus
tumorkranken Mausen ergab sich die Frage, ob NK-Zellen erkrankter Tiere normale
Wildtyp-NK-Zellen in ihrer Zytotoxizitdt hemmen. Dies sollte durch zwei
unterschiedliche Mischungsversuche mit sich anschlieRBender Zytotoxizitatstestung
beantwortet werden. Immunmagnetisch angereicherte NK-Zellen aus kranken Mé&usen
und Wildtyptieren wurden in verschiedenen Verhaltnissen gemischt. Die Mischungen
wurden anschlieend als Effektorzellen fur eine Chromfreisetzung verwendet. Die
gemessenen Lyseraten bestatigten das Unvermdgen von NK-Zellen tumortragender Tiere,
Zielzellen zu lysieren. Mischungen von NK-Zellen aus Wildtyp-Mé&usen und aus

tumortragenden Tieren fuhrten zu geringfiigig niedrigeren Lyseraten als NK-Zellen aus
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Wildtypmausen allein (Abb. 3.9 A). Die beobachtete geringfiigige Anderung konnte auf
einen Effekt, der durch die NK-Zellen erkrankter Tiere vermittelt wurde, zurlickzufiihren
sein oder nur durch Kompetition um die Zielzellen zustande kommen.

Deshalb wurden weitere Kokulturversuche mit markierten NK-Zellen durchgefiihrt.
Immunmagnetisch angereicherte NK-Zellen aus GFP-transgenen Mdusen (vgl. 2.3), die
sich wie NK-Zellen aus Wildtyptieren verhalten, wurden mit NK-Zellen aus erkrankten
c-myc-Mausen kokultiviert. Nach der Inkubationszeit wurden die NK-Zellen per FACS
wieder getrennt und die GFP-NK-Zellen in Zytotoxizitatstests als Effektorzellen
verwendet. Wie in Abb. 3.9 B gezeigt, fuhren die NK-Zellen immer zu gleich hohen
Lyseraten. Als Positiv-Kontrolle dienten reine GFP-NK-Zellen, die nicht sortiert wurden.
Hierdurch wird auch ersichtlich, dass die NK-Zellen aus GFP-Tieren durch den
Sortiervorgang keinen Schaden nehmen. Eine weitere Kontrolle bildeten wiederum
c-myc-NK-Zellen, die wie erwartet kaum Lyse zeigten. Durch diese zweite
Versuchsanordnung konnte somit gezeigt werden, dass NK-Zellen erkrankter Tiere ihr
funktionelles Defizit nicht auf Wildtyp-NK-Zellen tibertragen kénnen.
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Abb. 3.9 Zytotoxizitat von Mischungen aus NK-Zellen aus Wildtyp- und kranken c-myc-Mausen. (A)
Kompetition um die Zielzellen fuhrt zu geringfugiger Abnahme der Lyserate von NK-Zell-Mischungen aus
erkrankten und Wildtyp-Mausen im Vergleich zu reinen Wildtyp-NK-Zellen. (B) Nach Kokultur mit NK-
Zellen aus tumortragenden Tieren sortierte NK-Zellen zeigen keine Verminderung in den erzielten
Lyseraten. Auch die Sortierung selbst fiihrt zu keiner Beeintrachtigung der NK-Zellen, wie der Vergleich

mit unsortierten, angereichrten NK-Zellen als Kontrolle zeigt.
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3.1.6. TLR-Liganden aktivieren NK-Zellen

Toll-like Rezeptoren sind Rezeptoren des angeborenen Immunsystems, die Strukturen
von Krankheitserregern erkennen und so die Zellen des angeborenen Immunsystems zu
aktivieren vermégen. CpG-Oligonukleotide sind synthetische Cytosin-phosphatidyl-
Guanosin-reiche Sequenzen, wie sie in bakterieller DNS vermehrt vorkommen. Sie sind
in der Lage, Zellen lber TLR zu aktivieren. Es ist bekannt, dass auch NK-Zellen sich in
vivo durch CpG-ODN stimulieren lassen [Roda et al. 2005]. Daher wurde untersucht, ob
dies auch mit NK-Zellen aus Tieren mit Spontantumoren maglich ist.

In einem In-vitro-Ansatz wurden angereicherte NK-Zellen aus verschiedenen Tieren Uber
Nacht mit 1uM CpG-ODN behandelt. AnschlieBend wurde die Effizienz der
Lysefahigkeit in Chromfreisetzungsexperimenten untersucht. Bei NK-Zellen aus M&usen
ohne manifesten Tumor konnte so die Lyserate auf das Niveau von Wildtypméausen
angehoben werden (Abb. 3.10). Wurden jedoch NK-Zellen aus tumortragenden Méusen
verwendet, so konnte die Behandlung mit CpG-ODN keine Wiederherstellung oder
Erhohung der Lysefahigkeit bewirken. Diese NK-Zellen sind also offensichtlich schon so

beeintrachtigt, dass sie funktional nicht wieder rekonstituiert werden kdénnen.

unauffallige c-myc-Maus - CpG
unauffallige c-myc-Maus + CpG
-o—- tumortragende c-myc-Maus - CpG
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Abb. 3.10 Lyse von YAC-1-Zellen durch NK-Zellen aus Milzen von c-myc-Méausen vor und nach
Behandlung mit CpG-ODN in vitro. NK-Zellen aus tumortragenden Tieren kdnnen nicht durch CpG-
ODN zu hoheren Lyseraten gebracht werden, wie dies bei Zellen aus nicht-tumortragenden Mé&usen

moglich ist.
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Wurden gesunde c-myc-M&use regelmafiig mit 10 nmol CpG-ODN i.p. behandelt, so
ergab sich eine Verlingerung des tumorfreien Uberlebens. Der Nachweis, dass dieser
Effekt NK-Zell-abhangig war, gelang durch gleichzeitige NK-Zell-Depletion unter
Behandlung mit CpG-ODN (je 8 Gaben i.p.). Méause, die diese Doppelbehandlung
erfuhren, zeigten ahnlich schnelles Wachstum spontaner Lymphome, wie unbehandelte
c-myc-Kontrolltiere. Die Behandlung mit CpG-ODN war vergleichbar erfolgreich wie
eine Behandlung mit DC, die ebenfalls NK-Zellen stimulieren kénnen [Ralph Mocikat,
personliche Mitteilung]. Durch die so erfolgte NK-Zell-Aktivierung zeigte sich zwar ein
verlangertes Uberleben, jedoch konnte das letztendlich letale Tumorwachstum nicht
komplett verhindert werden (Abb. 3.11).

100
0 —— DC-Behandlung
= —— Kontrolle
% —— CpG-ODN-Behandlung
[ £0- —— CpG + NK-Zell-Depletion
o
£
2
X
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Abb. 3.11 Uberleben von c-myc Mausen nach wiederholter Behandlung mit CpG-ODN in vivo.
CpG-ODN-Behandlung verlangert das tumorfreie Uberleben von c-myc-Mé&usen ahnlich stark wie die
Behandlung mit DC. Gleichzeitige Gabe von CpG-ODN unter Depletion von NK-Zellen l4sst den

uberlebensverldngernden Effekt verschwinden.

3.1.7. Aktivierung von NK-Zellen nach DC-Gabe

Wie ebenfalls aus VVorarbeiten [Adam et al. 2005] bekannt war, sind DC in der Lage,
NK-Zellen zu aktivieren. Wie in Abb. 3.11 zu sehen, Ubt die wiederholte Gabe von DC
einen Uberlebensverlangernden Effekt auf die c-myc-Mause aus. Um den Einfluss dieser
DC-Gaben auf die Aktivierung von NK-Zellen zu messen, wurden verschiedene

Aktivierungsmarker auf NK-Zellen nach Immunisierung von Méausen mit gereiften DC
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gemessen. Normale Wildtypmduse wurden dazu zweimal im Abstand von einer Woche
mit 5x10° DC s.c. immunisiert und drei Tage nach der letzten Immunisierung beziiglich
der Aktivierung ihrer NK-Zellen in der Milz untersucht. Es zeigte sich eine Steigerung
der Aktivierungsmarker CD45R und CD69 um fast das Doppelte bezogen auf
unbehandelte Wildtyptiere (Abb. 3.12).

Da in Wildtyp-Mausen nach DC-Behandlung die NK-Zellen ex vivo eine verstarkte
Zytotoxizitét zeigten [Adam, nicht publiziert], ist hier also eine Korrelation von Phénotyp
und Funktion festzustellen. Im Gegensatz hierzu wurden in dem Spontan-Tumormodell
NK-Zellen aktiviert (Abb. 3.2), ohne dass sie eine lytische Wirkung (Abb. 3.6)
entwickeln konnten. Dort war also eine Entkopplung von Phanotyp und Funktion zu
beobachten. Wie in Abb. 3.10 gezeigt, konnten die NK-Zellen in frilhen Tumorstadien
durch zusatzliche Stimuli noch aktiviert werden. In spéteren Stadien war die Anergie der
NK-Zellen nicht mehr umkehrbar (Abb. 3.10).
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Abb. 3.12 Aktivierung von NK-Zellen nach DC-Immunisierung. Die Immunisierung erfolgte zweimal
im Abstand von einer Woche mit reifen DC. Drei Tage nach der zweiten Immunisierung wurde der
Aktivierungsstatus der NK-Zellen anhand der Expression von CD45R und CD69 im Vergleich zu Wildtyp-

Tieren bestimmt.
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3.1.8. Bedeutung von NKG2D-Liganden fur die NK-Zell-Aktivierung

und die Tumorabstof3ung

Es ist bekannt, dass eine Vielzahl von Tumoren NKG2D-Liganden exprimieren
[Cerwenka et al. 2001; Diefenbach et al. 2001; Hayakawa et al. 2006] und diese in der
Lage sind, NK-Zellen zu aktivieren und in vivo zu einer TumorabstofRung fuihren kénnen.
Daher wurde der Einfluss der NKG2D-Liganden im vorliegenden Spontan-Tumormodell
néher untersucht. In Abb. 3.2 wurde bereits gezeigt, dass NK-Zellen aus Tumormausen
eine verminderte NKG2D-Expression zeigen. Dieser Befund fuhrte zu der Hypothese,
dass entweder eine direkte Interaktion zwischen NK- und Tumorzellen oder l6sliche
NKG2D-Liganden fur die Abregulation von NKG2D auf NK-Zellen verantwortlich sein

mussen.

3.1.8.1. Losliche NKG2D-Liganden?

Im humanen System sind I6sliche Liganden fir NKG2D bekannt. Dies sind MIC-A und
MIC-B (MHC-I related chain). Diese loslichen NKG2D-Liganden spielen auch als
Vermittler der Tumorevasion eine grofRe Rolle. Um zu untersuchen, ob auch im hier
verwendeten Spontantumormodell der Maus I6sliche Liganden fiir NKG2D vorkommen,
wurden verschiedene Tests durchgefihrt.

Untersuchung des NKG2D-Rezeptors auf NK-Zellen

Setzt man Zellen, die den Rezeptor NKG2D exprimieren, l6slichen Liganden fir diesen
Rezeptor aus, so ist zu erwarten, dass dieser Rezeptor abreguliert wird [Groh et al. 2002].
Um lésliche NKG2D-Liganden im Serum nachzuweisen, wurden NK-Zellen aus den
Milzen normaler Wildtypmé&use angereichert und mit Seren sowohl von Wildtypmé&usen
als auch von c-myec-transgenen Tieren in unterschiedlichen Tumorstadien inkubiert. Bei
anschlieRenden durchflusszytometrischen Messungen konnten allerdings nie Anderungen
in der NKG2D-Expression festgestellt werden (Abb. 3.13). Diese war, unabhéngig vom
Tumorstadium der Mduse, immer mit derjenigen in normalen Wildtypkontrollen

vergleichbar.

41



ERGEBNISSE

Name der Probe MFI
Kontrolle 70,44
NK-Zellen + Serum c-myc 739,26
NK-Zellen + Serum Wildtyp 795,83

Zellzahl

1 2 3 4 5
10 10 10 10 10

NKG2D

Abb. 3.13 Expression von NKG2D auf NK-Zellen nach Inkubation mit Seren von Wildtypmausen
und tumortragenden c-myc-Mausen. Das grau schattierte Histogramm zeigt die Isotypkontrolle.

Kompetition mit NKG2D-Ligand auf der Zelloberflache

Auch in einem weiteren Nachweissystem ergab sich kein Unterschied zwischen

Wildtypméausen und c-myc-Mausen unterschiedlicher Tumorstadien (Abb. 3.14). Diese

zweite Strategie beruhte auf der Kompetition zwischen méglichen I6slichen NKG2D-
Liganden und Liganden auf der Oberflache von A20-Zellen um die Bindung an NKG2D-

Multimere.
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Abb. 3.14 Messung der NKG2D-Liganden auf A20-Zellen mit Multimer, welches zuvor mit Serum

von Mausen inkubiert wurde.
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3.1.8.2. Modulation der NKG2D-Expression auf NK-Zellen nach Kontakt mit

Tumorzellen

Nachdem sich somit keine Anhaltspunkte fir die Existenz l16slicher NKG2D-Liganden im
murinen System ergaben, wurde die Auswirkung von Liganden fiir NKG2D auf
NK-Zellen in vitro modellhaft gemessen. NK-Zellen, die in Kontakt mit Tumorzellen
waren, welche NKG2D-Liganden exprimieren, zeigten nach 4,5 h eine Abnahme in der
Expression des NKG2D-Rezeptors (Abb. 3.15). Diese Abregulation von NKG2D auf
normalen NK-Zellen nach Koinkubation ist Zellkontakt-abhéngig, da in einem
Doppelkammersystem, in dem die Zellen durch eine Membran getrennt sind, keine
Anderung beziiglich NKG2D auf den NK-Zellen zu beobachten war (Abb. 3.15).

Name der Probe MFI
Kontrolle 49,29
nur NK-Zellen 1020,16
NK-Zellen + 291 832,90
NK-Zellen + 291 getrennt durch Membran | 1077,24

Zellzahl

1 2 4
10 10 103 10 105

NKG2D

Abb. 3.15 Abregulation auf normalen NK-Zellen nach 4,5 h Koinkubation mit der Tumorzelllinie
291S. Die Abregulation ist Zellkontakt-abhangig. Im Doppelkammersystem ist keine Verminderung der
NKG2D-Expression zu messen.

3.1.8.3. Einfluss von NKG2D-Liganden auf die Tumorabstol3ung

Fur den direkten Nachweis des Einflusses der NKG2D-Ligand-Expression auf das
Tumorwachstum in vivo wurden Zelllinien, welche aus dem transgenen c-myc-
Tumormodell generiert wurden, verwendet. Die Zelllinien myc-B und myc-E zeigen
beide geringe MHC-I-Expression, unterscheiden sich aber hinsichtlich der NKG2D-
Liganden. Wéhrend die Zelllinie myc-E wenig NKG2D-Liganden exprimiert, ist die
Expression bei myc-B hoch. Wurden 10* dieser Tumorzellen in Mause i.v. appliziert, so
zeigte sich im Fall von myc-E ein schnelles Anwachsen der Tumorzellen. Die Zellen
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myc-B wurden hingegen in 50% der Falle komplett abgestofien und bendtigten auch in
den Gbrigen Féllen wesentlich langer, um zum Anwachsen zu gelangen [Susan King,
personliche Mitteilung]. Jedoch lieRen sich auch diese Zellen durch Blockade der
NKG2D-Liganden mit dem NKG2D-Multimer zum Anwachsen in der gleichen Zeit wie
myc-E bringen. Derselbe Effekt war auch zu sehen, wenn die NK-Zellen in den
Empfangertieren depletiert wurden (Abb. 3.16). Dies zeigt sowohl die Abhdngigkeit der
TumorabstoBung von den NKG2D-Liganden als auch die Bedeutung der NK-Zellen fiir
die AbstoRBung der Zellen. Das Fehlen einer gentigend hohen Expression von NKG2D-
Liganden auf den Tumorzellen stellt somit einen Mechanismus der Evasion des Tumors

vor dem Immunsystem dar.

100 —— myc-B
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Abb. 3.16 Tumorwachstum in Abhangigkeit von NKG2D-Liganden und NK-Zellen. Die Zelllinie
myc-B, welche viel NKG2D-Ligand exprimiert, ben6tigt sehr lange, um in Empfangerméusen anzuwachsen,
und wird in der Haélfte der Félle sogar abgesto3en. Hingegen wachsen myc-E-Tumorzellen, welche niedrige
NKG2D-Ligand-Expression aufweisen, sehr schnell in den Mé&usen an. Durch Blockade der NKG2D-
Liganden mittels Multimer oder durch Depletion der NK-Zellen kann jedoch auch die Tumorzelllinie

myc-B zum schnellen Anwachsen in Empfangertieren gebracht werden.

3.1.9. Einfluss von Bortezomib auf die NKG2D-Ligand-Expression

In der Therapie des Multiplen Myeloms wird Bortezomib aufgrund seiner Eigenschaft als
Proteasom-Inhibitor angewandt. Die Blockade des Proteasoms fiihrt zu einer
Fehlregulation verschiedener Signalproteine in der Zelle und dadurch letztendlich zur

Apoptose der Zelle. Daneben ist auch bekannt, dass Bortezomib die Expression von
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NKG2D-Liganden auf Tumoren unterschiedlichen Ursprungs beeinflussen kann
[Armeanu et al. 2008; Butler et al. 2009]. Da auch im vorliegenden Spontantumormodell,
wie unter 3.1.8 gezeigt, den NKG2D-Liganden eine wichtige Rolle in der
TumorabstoBung zukommt, wurde der Einfluss von Bortezomib auf die aus dem
Tumormodell stammende Zelllinie 291 untersucht. Tumorzellen wurden tber
unterschiedlich lange Zeit verschiedenen Konzentrationen Bortezomib ausgesetzt und
anschlieBend durchflusszytometrisch beziiglich ihrer NKG2D-Ligand-Expression
charakterisiert. Dabei zeigte sich, dass in dieser Tumorzelllinie unter dem Einfluss von

Bortezomib die Expression von NKG2D-Liganden hochreguliert wird (Abb. 3.17).
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Abb. 3.17 Zunahme von NKG2D-Liganden auf derTumorzelllinie 291 nach Behandlung mit
Bortezomib. Nach 16 h Behandlung der Tumorzelllinie 291 mit verschiedenen Konzentrationen
Bortezomib ergibt sich die links dargestellte konzentrationsabhéngige Steigerung der NKG2D-Ligand-
Expression bis etwa zum Doppelten der Ursprungs-Expression. Bei I&ngeren Inkubationszeiten bis 48 h
konnten zum Teil auch noch hthere NKG2D-Ligand-Werte gemessen werden (rechts mit 25 nM

Bortezomib).

Um die Sensibilitat der Tumorzellen nach Erhohung der NKG2D-Liganden mittels
Bortezomib gegenuber NK-Zellen in vitro zu messen, wurden
Chromfreisetzungsversuche durchgefiihrt. NK-Zellen waren nicht in der Lage, Zellen der

Zelllinie 291 zu lysieren. Nach Behandlung der Tumorzelllinie mit 25 nM Bortezomib
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uber Nacht zeigten die behandelten Zellen jedoch hohere Lyseraten durch NK-Zellen
(Abb. 3.18). Sowohl der Befund in vivo (vgl. Abb. 3.16), als auch das in Abb. 3.18
gezeigte Experiment demonstrieren somit, dass NKG2D-Liganden als Signal fur die

Zytotoxizitat von NK-Zellen fungieren.
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Abb. 3.18 Zytotoxizitat von NK-Zellen gegen die Tumorzelllinie 291. Die Tumorzelllinie 291 wurde
normalerweise nicht durch NK-Zellen lysiert. Nach Behandlung der Tumorzellen mit Bortezomib konnte
die Lyserate aber leicht gesteigert werden. Eine Steigerung auf das Niveau der Lyseraten von den Zielzellen

YAC-1 konnte durch die Bortezomibbehandlung jedoch nicht erzielt werden.

Die Konsequenzen der Bortezomib-induzierten NKG2D-Ligand-Hochregulation fir die
TumorabstoBung wurde in vivo iiberpriift. Als Kontrolle wurden Mausen 5x10°
291-Zellen i.v. verabreicht. Parallel dazu erhielt eine Gruppe die gleiche Anzahl 291-
Zellen, welche zuvor mit Bortezomib behandelt wurden. Zwei weitere Versuchsgruppen
wurden ebenfalls mit 291-Zellen mit oder ohne Bortezomib-Behandlung behandelt.
Allerdings erhielten diese Versuchsgruppen zusétzlich noch 14 und 7 Tage vor
Tumorzellgabe 10° gereifte DC s.c. verabreicht. Dies diente dazu, die NK-Zellen in vivo
zusatzlich zu aktivieren (vgl. Abb. 3.11 und Abschnitt 3.1.7). Die Halfte der Tiere,
welche die Bortezomib-behandelten Tumorzellen erhielten, konnte den Tumor abstol3en.
Wenn die Tiere zusatzlich vorher mit DC behandelt wurden, waren 80 % der Tiere in der
Lage, den Tumor abzustoRen. Dies war unabhangig davon, ob die Tumorzellen zuvor mit

Bortezomib behandelt wurden (Abb. 3.19). Fir die TumorabstoRung kam hier also der
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Aktivierung der NK-Zellen durch DC eine grofiere Bedeutung zu als der alleinigen
Aktivierung uber den NKG2D-Rezeptor.

100 e
3 Behandlung:
%:5 —— 2xDC + 291
.% -| —— 2xDC + 291/Bzm
£ 504 —— 291
2 —— 291/Bzm
=
L

0 100 200 300
Tage nach Tumorgabe

Abb. 3.19 Tumortransfer vor/nach Bortezomib-Behandlung mit/ohne vorausgehende DC-Gabe. Alle
Mause, die 5x10° 291-Zellen i.v. erhielten, entwickelten Tumoren. Wurden die Tumorzellen 291 zuvor mit
Bortezomib behandelt, um die NKG2D-Expression auf den Zellen zu erhéhen, konnten 50 % der Mause
den Tumor abstoBen. Eine vorausgehende Behandlung mit zwei Gaben von je 10° gereiften DC ermdglichte

80 % der behandelten Gruppen, die Tumorzellen abzustofen.

Nachdem die Bortezomib-Behandlung also mindestens teilweise zur AbstoRung von
Tumorzellen beitragen konnte, wurden auch Mause des Spontantumormodells mit
wiederholten Gaben geringer Dosen Bortezomib behandelt. Die Tiere erhielten zweimal
pro Woche 25 pg Bortezomib i.p. verabreicht. Die Behandlung von c-myc-Tieren mit
wiederholten Gaben von niedrig dosiertem Bortezomib flihrte zu einem signifikant
erhohten Uberleben.
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Abb. 3.20 Uberlebenskurve von c-myc-Mausen unter Bortezomib-Behandlung.

Eine Analyse der Tumoren, die sich dennoch entwickelten, ergab eigenartige Befunde.
Entgegen der zu erwartenden und sonst im Tumormodell auch vorwiegend angetroffenen
Expression von CD19 als B-Zellmarker auf den Tumoren zeigten die untersuchten Proben
keine Expression von CD19 (Abb. 3.21 A). Stattdessen war der Hauptteil der Zellen
positiv beziiglich CD4-Expression (Abb. 3.21 C). Daher galt es die Frage zu kléren, ob es
sich noch um B-Zellen oder evtl. um eine maligne T-Zell-Veranderung nach Bortezomib-
Behandlung handelte. Die weitere Untersuchung der Ex-vivo-Tumoren zeigte jedoch
weder CD3 (Abb. 3.21 B) als Charakteristikum fur T-Zellen, noch konnte der T-Zell-
Rezeptor auf den Zellen nachgewiesen werden (Abb. 3.21 C). Auch regulatorische
T-Zellen (Abb. 3.21 D) machten nur einen verschwindend geringen Teil der Zellen aus.
Daflr waren sie aber positiv beziiglich CD45R (Abb. 3.21 B), was sie ebenfalls als
B-Zellen ausweisen kann, da CD45R auf B-Zellen aller Entwicklungsstufen zu finden ist,

CD19 hingegen bei der Ausreifung von B-Zellen zu Plasmazellen verloren gehen kann.
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Abb. 3.21 Analyse eines Tumors, der in c-myc-M&usen nach Behandlung mit Bortezomib auftrat. (A).
Wiahrend Wildtyp-Milzzellen (hellblaue Linie) sich gut in B-Zellen und andere CD19-Zellen unterscheiden
lassen, tragen Tumorzellen (violett) kein CD19. (B) Die Tumorzellen tragen kein CD3, jedoch CD45R. (C)

Tumorzellen tragen, obwohl positiv bezlglich CD4, keinen T-Zell-Rezeptor. (D) Obwohl Tumorzellen eine
hohe CD25-Expression aufweisen, sind es keine Foxp3*-Treg.
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3.2. T-Zellen

Die zum adaptiven Immunsystem zahlenden T-Zellen tGben ihre Immunantwort Antigen-
abhangig aus. Die zwei wichtigsten Vertreter der T-Zellen sind die CD4" T-Helferzellen
und die CD8" zytotoxischen T-Zellen.

3.2.1. T-Zell-Anteil und Verschiebung von CD4/CD8

Interessanterweise verandert sich die Absolutzahl von T-Zellen in der Milz praktisch
nicht, hingegen ist in den Tumor-Lymphknoten eine massive Zunahme der Absolutzahl
zu beobachten (Abb. 3.22 A).

Um die Veranderungen der T-Zell-Populationen genauer zu fassen, wurden Verhéltnisse
von CD4%/CD8"-Zellen gebildet. Dieses Verhaltnis nimmt in der Milz leicht, allerdings
nicht signifikant (P=0,673) ab, jedoch in Lymphknoten im Mittel leicht zu (ebenfalls
nicht signifikant mit P=0,330). Bei Betrachtung der Lymphknoten erkrankter Tiere gibt es
zwei Gruppen von Mausen, die sich hinsichtlich ihres CD4/CD8-Verhaltnisses deutlich
unterscheiden (Abb. 3.22 B).
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Abb. 3.22 T-Zellen im Spontantumormaodel. (A) Wahrend die Absolutzahl der T-Zellen in der Milz
tumortragender Tiere praktisch konstant bleibt, nimmt die Anzahl relativ zu Wildtyptieren in den
Lymphknoten massiv zu. Sowohl CD4*- als auch CD8*-T-Zellen zeigen diese Zunahme. (B) Das Verhiltnis

von CD4/CD8-Zellen verandert sich nur wenig bei tumortragenden Méausen.
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3.2.2. T-Zellen phanotypisch aktiviert

Ahnlich wie bei den NK-Zellen, so konnte auch in den T-Zell-Populationen bei kranken
Tieren eine Aktivierung festgestellt werden. Zur Untersuchung der Aktivierung wurden
die T-Zellen — aufgeteilt nach CD4"- und CD8"-Zellen — hinsichtlich ihrer Expression
von CD44, CD62L und CD69 untersucht. Sowohl CD44 als auch CD69 waren in Milz
und Lymphknoten der tumortragenden Tiere dabei durchweg erhoht (Abb. 3.23). Der
Anstieg dieser beiden Marker war hierbei in der CD4"-Population und in den
Lymphknoten jeweils noch starker ausgepragt als in CD8"-Zellen und der Milz. Neben
der Zunahme dieser beiden Marker spricht ebenso die Abnahme von CD62L fir die

Aktivierung der T-Zellen.
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Abb. 3.23 Aktivierungsmarker auf T-Zellen in unterschiedlichen Geweben tumortragender Mause.
Die Expression von CD44, CD62L und CD69 wurde bei 11 Tieren mittels Durchflusszytometrie bestimmt
und jeweils zur Expression auf vergleichbaren Wildtyp-Kontrolltieren (gestrichelte Linie) in Relation
gesetzt. Abgebildet sind die daraus gebildeten Mittelwerte und Standardabweichungen. Sowohl die
Zunahme von CD44 und CD69 in Milz und Lymphknoten als auch die Abnahme von CD62L sprechen fir
eine Aktivierung sowohl der CD4"- als auch der CD8*-T-Zellen.
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3.2.3. T-Zellen und IFN-y

Nachdem NK-Zellen in tumortragenden Mausen eine Einschrankung der Produktion von
IFN-y gezeigt hatten, wurden analoge Untersuchungen auch fur die T-Zell-Populationen
durchgefiihrt. In den lymphatischen Organen wurden die T-Zellen, aufgeteilt nach CD4*
und CD8", sowohl durch intrazelluldre Proteinfarbung und anschlieRende Analyse im
Durchflusszytometer als auch mittels RT-PCR untersucht. Dabei wurde sichtbar, dass
beide T-Zell-Populationen in der Milz nicht in der Lage waren, IFN-y in nennenswerter
Weise zu produzieren. Im Gegensatz dazu und auch zu den NK-Zellen waren T-Zellen in
den Lymphknoten besser in der Lage, IFN-y zu synthetisieren, wie sich im
Durchflusszytometer zeigte (nicht abgebildet). Sie enthielten auch wesentlich mehr
Transkript fir IFN-y, wie in den PCR-Analysen gezeigt werden konnte (Abb. 3.24).
Dabei waren die Verschiebungen gegeniiber den entsprechenden Wildtyp-Populationen
bei den Transkriptmengen noch deutlich ausgepragter als die per Durchflusszytometer
gemessenen Proteinmengen.
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Abb. 3.24 Fahigkeit von T-Zellen im Spontantumormodell, IFN-y zu bilden. Die Transkriptmengen fir
IFN-y, bezogen auf HPRT und Wildtyp-Zellen, in T-Zellen differieren stark. Wéhrend in der Milz die
Transkriptmengen in CD4"- und CD8"-Zellen vermindert sind, steigen sie in der Milz auf das 6-Fache bei
CD4"-Zellen und das 62-Fache bei CD8"-Zellen an.
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3.2.4. Regulatorische T-Zellen

Regulatorische T-Zellen sind im Organismus wichtig zur Suppression anderer T-Zellen.
Sie werden bendtigt, um die Toleranz gegeniber Selbst-Antigenen sicherzustellen.
Neben den klassischen T-Zell-Populationen der T-Helferzellen und zytotoxischen
T-Zellen wurden auch die regulatorischen T-Zellen im Spontantumormodell untersucht.
Der Anteil regulatorischer T-Zellen in Mé&usen mit sich entwickelndem Spontantumor
war dabei durchweg héher als in Wildtyptieren. Wahrend der Treg-Anteil in Milzen aus
Wildtyptieren bei 2 % und in den Lymphknoten knapp dartiber lag, war in den Milzen
und Lymphknoten von c-myc-Tieren etwa ein doppelt so groRer Treg-Anteil vorhanden
(Abb. 3.25 A).

Regulatorische T-Zellen supprimieren nicht nur T-Zellen, sondern bilden auch eine
Briicke zum angeborenen Immunsystem, indem sie unter anderem auch die NK-Zell-
Aktivitat unterdriicken. Neben den im Abschnitt 3.1 erwéhnten MaRnahmen, die
NK-Zell-Aktivitat zu steigern, wurde deshalb auch versucht, die Immunantwort in c-myc-
Mausen durch Depletion von Treg zu beeinflussen.

Versuche, den Anteil von regulatorischen T-Zellen durch Gabe von anti-CD25-Ak zu

vermindern, fhrten zu durchweg niedrigeren Werten (Abb. 3.25 B).
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Abb. 3.25 Regulatorische T-Zellen in Wildtyp und c-myc-Mausen. (A) Eine exemplarische FACS-
Analyse in der Milz einer Wildtypmaus und einer c-myc-Maus ist gezeigt. Die CD4*/CD25"-Population
wurde durch intrazellulare Farbung von Foxp3 zu etwa 95% als Treg-Population identifiziert. Der Treg-
Anteil in c-myc-transgenen Tieren war dabei stets um etwa den Faktor zwei héher als der von Wildtyptieren.
Nach zweimaliger Depletion mit anti-CD25-Ak sind auch die Treg stark vermindert. Dazu ist wieder
exemplarisch eine FACS-Analyse der Milzen von einer Wildtyp- und eine c-myc-Maus im unteren Teil der
Abbildung zu sehen. (B) Zusammengefasste Messwerte aus 5-8 Tieren mit Mittelwerten und
Standardabweichungen. Die Depletion mit anti-CD25-Ak bewirkte eine deutliche Abnahme der Treg,

wobei diese in c-myc-Tieren nicht ganz so deutlich war wie bei Wildtypen.

Die Behandlung von jungen noch unauffalligen c-myc-Mausen mit anti-CD25-Ak zur
Depletion von Treg fiihrte zu einem deutlich langeren Uberleben im Vergleich zu
unbehandelten Kontrolltieren (Abb. 3.26).
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Abb. 3.26 Uberlebenskurve von M&usen unter Depletion der regulatorischen T-Zellen im Vergleich
mit unbehandelten c-myc-Mausen. Ab einem Alter zwischen 8 und 10 Wochen wurden c-myc-Mé&use
finfmal mit anti-CD25-Ak (ber einen Zeitraum von 3 Monaten behandelt, um die Treg-Population zu
depletieren. Die Depletion der regulatorischen T-Zellen bewirkte einen deutlichen, signifikanten
Uberlebensvorteil der behandelten Tiere gegeniiber unbehandelten c-myc-Kontrollen, die schnell

Spontantumoren ausbilden.

3.3. Lo&sliche Faktoren

3.3.1. Th1/Th2-Zytokine

Die Zytokine bestehen aus einer Familie l6slicher Proteine, die eine Fille von
Immunantworten sowohl des angeborenen als auch des adaptiven Immunsystems
beeinflussen. Fur die Bildung eines Zytokins kommen unterschiedliche Zellen als Quelle
in Frage. Fur die adaptive Immunantwort ist das vorhandene Zytokinmilieu in einem
Organismus ein entscheidender Faktor. Zytokine vermitteln die Interaktion zwischen den
Effektorfunktionen des angeborenen und adaptiven Immunsystems.

Die Untersuchung von Seren aus Wildtyp-Md&usen, unaufféalligen c-myc-Mausen sowie
tumortragenden c-myc-Mé&usen diente dem Ziel, die Zytokinumgebung naher zu
untersuchen. Aus den mittels Bioplex-Analyse erfassten Zytokinen wurden Mittelwerte
gebildet, die zwischen den drei Gruppen verglichen wurden. Ein Anstieg wurde bei den
Zytokinen IL-4, IL-5, IL-10 und GM-CSF beobachtet. Dagegen nahm TNF von Wildtyp-
Uber unaufféllige c-myc- zu tumortragenden c-myc-Méusen hin ab (Abb. 3.27). Dieses

Muster spricht fir die Induktion einer T-Zell-Antwort in Th2-Richtung.
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Abb. 3.27 Zytokine in Seren von Mausen. Gemessen wurden 4-8 Tiere aus denen Mittelwerte gebildet
wurden.

3.3.2. TGF-B nimmt in Serum und Treg ab

Im Zusammenhang mit regulatorischen T-Zellen (vgl. 3.2.4) von besonderer Bedeutung
ist das Zytokin TGF-p. Es stellt einen mal3geblichen Faktor fiir die Induktion von
regulatorischen T-Zellen dar. Die Bestimmung von TGF-f in Seren von tumortragenden
Mausen und Wildtyptieren mittels ELISA zeigte, dass mit 7500 pg/ml in tumortragenden

Mausen im Vergleich zu 12600 pg/ml in Wildtyptieren deutlich weniger (P = 0,0188)
TGF-B zu finden war (Abb. 3.28).
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Abb. 3.28 TGF-B in Seren von Miusen. Wildtyptiere haben deutlich hdhere Werte TGF-p im Serum als

tumortragende c-myc-Tiere. Der Unterschied ist mit P = 0,0188 signifikant.

Als Quelle fur TGF-B kommen vor allem regulatorische T-Zellen in Frage. Deshalb
wurde in regulatorischen T-Zellen im Durchflusszytometer intrazellular der Gehalt an
TGF-B bestimmt (Abb. 3.29). Treg aus Lymphknoten von Wildtypmé&usen zeigen hohere
Werte an TGF-p als solche aus der Milz. Jedoch zeigen regulatorische T-Zellen aus

tumortragenden c-myc-Mausen bei beiden Organen geringere Werte von TGF-p.

60000+

Abb. 3.29 Durchflusszytometrische Messung von TGF-p in regulatorischen T-Zellen. Treg aus

tumortragenden Tieren zeigten stets niedrigere Werte an TGF-p als Wildtypmause.
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3.3.3. Chemokine

Ahnlich den Zytokinen stellen die Chemokine (Chemotaktische Zytokine) eine groRe
Familie strukturell verwandter Polypeptide dar. Ihre Hauptfunktion erfullen die
Chemokine als Lockstoffe, indem sie Leukozyten entgegen einem
Konzentrationsgradienten an den Ort eines Immungeschehens anlocken kénnen. Dabei
wirken einige Chemokine gleichermalen auf Zellen des angeborenen und adaptiven
Immunsystems. So werden etwa sowohl T- als auch NK-Zellen durch die Chemokine
CXCL9 und CXCL10 angelockt. Insgesamt lasst sich feststellen, dass die in den Seren
der untersuchten Mause gemessenen Chemokine wahrend des Krankheitsverlaufs von
unnauffalligen zu tumortragenden Tieren ansteigen (Abb. 3.30). Die deutlichsten
Zunahmen waren dabei bei CCL4 (4,8-fach) CXCL9 (3,6-fach) und CXCL10 (3-fach) zu
verzeichnen. Die Akkumulation von NK- und T-Zellen in den Lymphknoten erkrankter
Tiere (Abb. 3.1 A, Abb. 3.22 A) kdnnte also eine Reaktion auf die Ausschittung von

Chemokinen in diesen Bereichen sein.
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Abb. 3.30 Chemokine in Seren von Mausen. Gemessen wurden die Seren von 4-8 Tieren mit

anschlieBender Mittelwertbildung. Alle gemessenen Chemokine nehmen im Krankheitsverlauf zu.
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4. Diskussion

4.1. Analyse der NK-Zellen im Spontan-Tumormodell

Frihere Arbeiten haben gezeigt, dass NK-Zellen eine Rolle in der Abwehr von Tumoren
spielen [Ubersicht in Ljunggren et al. 2007]. Die vorliegende Arbeit verdeutlicht anhand
eines Spontantumormodells, dass auch beim Lymphom NK-Zellen bei der Tumorabwehr
beteiligt sind. Das Spontantumormodell hat gegentiber den transplantierbaren
Tumormodellen wesentliche Vorteile. Die Entwicklung und der Verlauf der
Tumorerkrankung kénnen unter diesen Bedingungen im Zusammenhang mit der

Interaktion zwischen entarteter Zelle und Organismus untersucht werden.

Beeintrachtigung der NK-Zellen

Trotz vielfacher Anzeichen von Aktivierung (Abb. 3.2) sind die NK-Zellen in dem
Modell nicht in der Lage, Zielzellen zu zerstéren (Abb. 3.6) oder IFN-y zu bilden (Abb.
3.4 und Abb. 3.5). Auch bei Tumorpatienten gibt es Berichte von unzureichender NK-
Zell-Funktion. Als Beispiele seien die akute myeloische Leukdmie [Costello et al. 2002]
oder Kopf-Hals-Karzinome und das Mamma-Karzinom [Bauernhofer et al. 2003] genannt.
Bei Tumortransplantationsversuchen in Mdusen zeigten sich teilweise widersprichliche
Ergebnisse. Zwar wurde auch hier die IFN-y-Produktion in NK-Zellen gehemmt und die
Maturierung beeintrachtigt, jedoch konnten NK-Zellen immer noch normale Zytotoxizitat
austiben [Richards et al. 2006]. Andere Arbeiten beschreiben hingegen eine verminderte
Lysefahigkeit nach Gabe von Leukamiezelllinien in Mduse [Ebata et al. 2006].

In der Situation des Spontantumors war zu beobachten, dass die NK-Zellen bereits sehr
fruh bei klinisch noch unauffélligen Mausen beeintrachtigt waren (Abb. 3.6). Die NK-
Zell-Aktivitat junger Mduse, die noch ohne Anzeichen von Tumorerkrankung waren, war
aber noch nicht komplett stillgelegt und konnte durch Behandlung mit CpG-ODN wieder
auf das Niveau von Wildtyp-Mdusen angehoben werden (Abb. 3.10). Bei NK-Zellen aus
Mausen mit fortgeschrittenem Tumor war eine Reaktivierung nicht moglich.

Diese Entkopplung von Funktion und Phé&notyp der NK-Zellen kénnte durch Anergie als
Folge der permanenten Aktivierung oder durch hemmende Einfliisse der Tumorzellen

verursacht werden.
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Entwicklungsstand der NK-Zellen

Es stellt sich auBerdem die Frage nach dem Maturierungszustand der NK-Zellen, die im
Tumor vermehrt vorkommen (Abb. 3.1). Der Entwicklungszustand von NK-Zellen kann
Anhand ihrer CD27-Expression bestimmt werden [Silva et al. 2008].

Dabei nimmt die Expression im Laufe der Entwicklung auf den NK-Zellen zu. NK-Zellen
mit geringer CD27-Expression, wie sie auch in den Lymphknoten der erkrankten Tiere
vermehrt gefunden wurden (Abb. 3.3), sind in ihrer lytischen Aktivitét nicht effektiv
[Hayakawa et al. 2006]. Andere Autoren berichten jedoch von vier Entwicklungsstufen
bei murinen NK-Zellen, wobei hier neben CD27 auch CD11b beriicksichtigt wird
[Chiossone et al. 2009]. Nach diesen Daten entwickeln sich NK-Zellen von CD11b
/CD27" iiber CD11b7/CD27" und CD11b*/CD27" zu CD11b*/CD27". Die Analyse von
CD27 ohne CD11b ware demnach nicht geeignet, eine Aussage Uber den genauen

Entwicklungsstand der NK-Zellen zu treffen.

Tumoreinfluss auf NK-Zellen

Um zu ermitteln, welchen Einfluss die Tumorzellen auf die Aktivierung der NK-Zellen
haben, wurden Lymphomzellen aus tumortragenden Mé&usen analysiert. Bei friihen
Tumorstadien konnte eine Verringerung von MHC-Klasse-1-Molekiilen um bis zu Faktor
20 im Vergleich zu Wildtyp-B-Zellen gemessen werden. AulRerdem konnte ein bis zu
10-facher Anstieg von NKG2D-Liganden auf den Tumorzellen detektiert werden
[Brenner et al. 2010]. In fortschreitendem Tumorverlauf erhohten die Tumorzellen die
MHC-I1-Expression und verloren die NKG2D-Liganden wieder. Da diese beiden
Regulationsvorgange geeignet sind, die Abwehr durch NK-Zellen zu unterdrticken, ist das
ein Hinweis auf einen Immunevasions-Mechanismus [Waldhauer et al. 2008], der fir die
Beteiligung von NK-Zellen an der Abwehr spricht.

Eine Aussage zum Beitrag von vermindertem MHC-I und eréhter NKG2D-Ligand-
Expression ergibt sich aus Korrelationen zu dem jeweiligen Aktivierungszustand von
NK-Zellen. So konnte gezeigt werden, dass die Verminderung von MHC-I auf
Tumorzellen mit einer Aktivierung von NK-Zellen korreliert. Hingegen besteht keine
Korrelation zwischen NKG2D-Liganden auf Tumoren und der NK-Zell-Aktivierung
[Brenner et al. 2010].
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Immunevasion des Tumors

Diese Befunde weisen darauf hin, dass fir die Aktivierung von NK-Zellen primér der
Verlust von MHC-I auf den Tumorzellen verantwortlich ist. Da in spateren Tumorstadien
aber sowohl MHC-I wieder hoch- und NKG2D-Liganden herunterreguliert werden,
kommen beide Anderungen als Immunevasionsmechanismus in Frage.

Die Verminderung von NKG2D-Liganden auf der Oberflache von Tumorzellen ist ein
Tumorevasionsmechanismus, der z.B. auch das humane Melanom dem Einfluss von
NK-Zellen entzieht [Fuertes et al. 2008]. Andererseits fiihrt bei Tumorpatienten die
Ausschittung von 16slichen NKG2D-Liganden auch zur Abnahme von NKG2D auf
NK-Zellen und damit zu einem Schutz der Tumorzellen vor NK-Zell-vermittelter Lyse
[Groh et al. 2002; Salih et al. 2003]. Im Fall des untersuchten Modells konnten keine
I6slichen Liganden fur NKG2D gefunden werden (Abb. 3.13 und Abb. 3.14). Fir die
Modulation von NKG2D auf den NK-Zellen ist vielmehr direkter Zellkontakt zwischen
NK-Zellen und Tumorzellen nétig (Abb. 3.15). Ahnliche Befunde lassen sich auch aus
anderen Arbeiten ableiten, die in transgenen Mausmodellen humane NKG2D-Liganden
oder NKG2D-Ligand-exprimierende Tumorzellen verwendeten [Coudert et al. 2005;
Epling-Burnette et al. 2007; Oppenheim et al. 2005; Wiemann et al. 2005]. Auch in
diesen Modellen wurden eine Abregulation von NKG2D auf NK-Zellen und ein damit
einhergehender Verlust der Aktivitadt von NK-Zellen gegeniiber Tumorzellen gefunden.
Eine Abhé&ngigkeit der Tumoriiberwachung von NKG2D-Liganden wurde auch durch ein
anderes Spontantumormodell der Prostata bzw. lymphatischer Organe gezeigt [Guerra et
al. 2008]. Dabei resultierte die Abwesenheit von NKG2D in einem schnelleren
Tumorwachstum. Die Identifizierung als Immunevasionsmechanismus gelang den

Autoren allerdings nur im Prostata-Karzinom-Modell.

Zwei-Schritt-Aktivierung von NK-Zellen

Da, wie bereits erwahnt, die NKG2D-Ligand-Expression auf Tumorzellen nicht mit der
Aktivierung von NK-Zellen korreliert war, kann es sich bei NKG2D nur um ein
sekundéres Signal handeln.

Die These einiger Autoren, dass zur Aktivierung von NK-Zellen ein sogenanntes
,,Priming“-Signal unumgéanglich ist und dafir Zytokine wie IL-15 [Lucas et al. 2007]
oder die Vermittlung von DC [Chaix et al. 2008] bendtigt wird, haben andere Autoren
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dahingehend erweitert, dass zwei Schritte zur Aktivierung von NK-Zellen nétig sind
[North et al. 2007]. Sie postulieren, dass ruhende NK-Zellen Giber mindestens zwei
verschiedene Rezeptoren aktiviert werden missen und damit zwei Schritte —

,,Priming* und ,,Triggering* — verbunden sind. Als Vermittler flr das ,,Priming* nennen
sie IL-2 und als Rezeptoren fiir das ,, Triggering* die naturlichen Zytotoxizitatsrezeptoren.
Durch Umgehung eines dieser beiden Schritte kann es Tumorzellen gelingen, der
Immunantwort im Sinne eines Evasions-Mechanismus zu entkommen.

Im hier untersuchten Spontantumor-Modell stellt sich die Situation analog zu dieser
Zwei-Schritt Hypothese dar. Zwar korreliert die MHC-I-Expression von Tumorzellen mit
der phanotypisch gemessenen Aktivierung von NK-Zellen und ist hierfir notwendig, aber
nicht hinreichend [Brenner et al. 2010]. Zusatzlich zu der ersten VVoraussetzung muss
noch ein zweites Signal vorhanden sein, dass Gber NKG2D-Liganden vermittelt wird.
Uber den reinen Verlust von MHC-I hinaus, bedirfen die NK-Zellen also eines weiteren
Aktivierungssignals [Watzl 2003], das sie durch NKG2D-Liganden erhalten.

Therapeutischer Eingriff in das NKG2D-Signal

Ein mdglicher Therapieansatz besteht deshalb darin, Tumorzellen so zu beeinflussen, dass
sie eine fur das ,, Triggering* von NK-Zellen ausreichende Expression von NKG2D-
Liganden aufweisen. Diese Wirkung kann durch Proteasomen-Inhibitoren [Vales-Gomez
et al. 2008] erreicht werden. Fir den Proteasomen-Inhibitor Bortezomib (Abb. 2.1) wurde
schon fir verschiedene Tumorlinien eine Erhéhung von NKG2D-Liganden gezeigt
[Armeanu et al. 2008]. Es gibt aber auch einen Bericht, der zeigt, dass Zellen nach nur
kurzzeitiger (24 h) Inkubation mit Bortezomib nicht anfalliger fur NK-Zell-vermittelte
Lyse waren [Hallett et al. 2008].

Bei Versuchen mit humanen Zellen scheint Bortezomib vor allem den NKG2D-Liganden
ULBP1 (UL-16-Bindendes-Protein-1) hochzuregulieren [Butler et al. 2009].
Unterschiedliche Liganden scheinen also verschieden reguliert zu sein. Welche der bisher
bekannten NKG2D-Liganden [Eagle et al. 2007] beim verwendeten Tumormodell
involviert sind, wurde in der Arbeit nicht untersucht, kénnte aber in zukinftigen
Untersuchungen analysiert werden. Offensichtlich werden die NKG2D-Liganden durch
Stress und andere Stimuli auf Ebene der RNS reguliert [Spies 2008].
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In den hier gezeigten Untersuchungen wurde durch Bortezomib sowohl die NKG2D-
Expression auf den aus dem Tumormodell generierten Zelllinien erhéht (Abb. 3.17) als
auch die Lysierbarkeit durch NK-Zellen verstarkt (Abb. 3.18).

Ein Therapieversuch mit niedrigen Dosen Bortezomib bewirkte ein verlangertes
Uberleben der c-myc-transgenen Mause (Abb. 3.20). Trotzdem entwickelten behandelte
Tiere nach einiger Zeit Tumoren. Die Analyse dieser Tumoren zeigte einige
Auffalligkeiten. Waren die Tumoren des Spontan-Tumormodells sonst, wie zu erwarten
(2.3), aus der B-Zell-Reihe abgeleitet und exprimierten CD19, so sind bei den
Tumorzellen, die sich unter Bortezomib-Behandlung entwickelten, vor allem die fehlende
CD19-Expression sowie die CD4-Expression bemerkenswert (Abb. 3.21). Die weitere
Analyse der Tumorzellen zeigte zwar, dass es sich offensichtlich nicht um CD4-T-Zellen
handelt, da die Tumoren weder CD3 noch einen T-Zell-Rezeptor tragen. Es konnte aber
nicht abschlieBend geklart werden, warum die Zellen die CD19-Expression verloren
hatten und ob es sich sicher um ein B-Zell-Lymphom handelte. Dafur spricht aber die
maogliche Erklarung, dass entartete B-Zellen zu Beginn der Erkrankung noch eliminiert
werden konnten und erst spatere Stadien der B-Zellen, welche zwar kein CD19, dafur
aber CD45R tragen, rasch genug proliferieren konnten um, ein voll entwickeltes
Lymphom sichtbar werden zu lassen. Die Frage der CD4-Expression auf den Tumoren

bleibt dennoch ungeklart.

Zytotoxizitat von NK-Zellen aus Kokulturversuchen

Die Frage nach der Zeit, in der NK-Zellen durch Tumorzellen anergisiert werden kdnnen,
wurde durch eine Kinetik von Zytotoxizitatsversuchen nach Kokultur von Wildtyp-NK-
Zellen mit Tumorzellen beantwortet (3.1.5 und Abb. 3.7). Als Folge des Absterbens von
NK-Zellen in vitro nehmen die Lyseraten mit der Zeit insgesamt ab. Mit Tumorzellen
kokultivierte NK-Zellen zeigen nach einiger Zeit Gber dieses MaR hinaus verminderte
Lyseraten. Offensichtlich induzieren die Tumorzellen die Anergie in NK-Zellen.
Dosisabhangig wurde dieser Effekt auch fiir NK-Zellen in der Peritonealh6hle von
Mausen beschrieben [Das et al. 2002].

Um auch die Ubertragbarkeit des funktionellen Defizits von anergen NK-Zellen aus
tumortragenden Mausen auf funktionale Wildtyp-NK-Zellen zu untersuchen, wurden

weitere Kokulturversuche unternommen. Hierbei wurden keine Hinweise auf eine
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Beeintrachtigung der Zytotoxizitdt normaler NK-Zellen durch Tumor-NK-Zellen
gefunden (Abb. 3.9).

Therapeutische Aktivierung von NK-Zellen

Die Zytotoxizitat der NK-Zellen klinisch unaufféalliger Mause war zwar beeintréchtigt,
konnte aber in vitro durch Stimulation mit CpG-ODN wiederhergestellt werden (Abb.
3.10). Eine Behandlung junger Mause mit CpG-ODN in vivo uber mehrere Wochen
zeigte ein statistisch signifikant lingeres Uberleben behandelter Tiere (Abb. 3.11). Bisher
ging man vielfach davon aus, dass CpG-ODN NK-Zellen vor allem tber DC aktivieren
[Ballas 2007]. Nur in einem einzelnen Bericht [Roda et al. 2005] wurde die direkte
Aktivierung von NK-Zellen durch CpG-ODN aufgezeigt. Bei einer Untersuchung
verschiedener TLR-Agonisten wurde fir CpG-ODN die beste antitumordse Wirksamkeit
beschrieben [Sharma et al. 2008], weshalb CpG als potente Tumortherapeutika [Vollmer
et al. 2009] und Immunstimulanzien [Weiner et al. 1997] vorgeschlagen wurden.
Allerdings besteht unter Behandlung mit TLR-Agonisten fiir Tumoren auch die
Maoglichkeit flr bisher nicht bekannte Evasionsmechanismen, da es Hinweise darauf gibt
dass auch Tumorzellen TLR exprimieren kénnen [Huang et al. 2005]. Damit kénnten
diese Tumorzellen TLR-Liganden abfangen oder sogar selbst durch die Liganden im
Wachstum geférdert werden.

Die NK-Zell-Abhangigkeit des Therapieerfolgs durch CpG-ODN-Behandlung konnte
demonstriert werden, indem NK-Zellen zeitgleich zur Behandlung depletiert wurden
(Abb. 3.11). Dabei ging der Uberlebensverlangernde Effekt verloren.

Eine weitere Mdglichkeit, die NK-Zellen initial zu aktivieren, besteht in der Gabe von
DC [Adam et al. 2005]. Nach DC-Immunisierung zeigen NK-Zellen, die ex vivo
untersucht wurden, deutliche Aktivierungszeichen (Abb. 3.12) und erhéhte Zytotoxizitat
(3.1.7). Der Vergleich von CpG-Gaben und DC-Immunisierungen zeigt in vivo (Abb.
3.11) eine vergleichbare Verlangerung des tumorfreien Uberlebens der c-myc-transgenen
Tiere.

NK-Zell-Gedachtnis

Als Vertreter des angeborenen Immunsystems sind NK-Zellen nicht in der Lage, ein
immunologisches Gedé&chtnis auszubilden. Dennoch mehren sich seit einiger Zeit
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Veroffentlichungen, in denen davon berichtet wird, dass NK-Zellen eine Art Gedéchtnis
bilden kdnnen. Neben den klassischerweise von T-Zellen vermittelten Immunreaktionen
vom Typ IV konnte auch eine Beteiligung von NK-Zellen bei verzdgerten
Immunreaktionen gezeigt werden [Yokoyama 2006]. Ebenso konnte in Modellen viraler
Infektion gezeigt werden, dass NK-Zellen ein Ged&chtnis aufbauen kénnen, um bei einer
zweiten Infektion unter schneller Proliferation verbleibender Gedéchtnis-NK-Zellen einen
schnellen Schutz vor den Erregern zu bilden [Sun et al. 2009; Ugolini et al. 2009].

Falls NK-Gedachtnis-Zellen auch bei Tumorerkrankungen eine Rolle spielen sollten,
hatte dies Konsequenzen fir neue Anséatze einer moglichen adoptiven Immuntherapie mit
NK-Zellen.

Ubertragbarkeit auf humane NK-Zellen

Insgesamt herrscht derzeit noch keine Einigkeit, inwiefern NK-Zellen aus der Maus mit
NK-Zellen im Menschen direkt vergleichbar sind und sich basale Experimente dadurch
direkt auf die klinische Situation Gbertragen lassen. Zwar existieren viele Parallelen in
den Organismen, vor allem was die Ausstattung an aktivierenden und inhibierenden
Rezeptoren auf den NK-Zellen angeht [Lanier 2005; Walzer et al. 2007], jedoch bestehen
bezlglich der Eigenschaften von NK-Zellen auch Unterschiede zwischen den Spezies
[Colucci et al. 2002]. So ist etwa die Einteilung humaner NK-Zellen in CD56°"" und
CD56%™ ein Aspekt, der sich nicht ohne weiteres auf die murine Situation iibertragen
lasst. Andere Autoren haben aber vorgeschlagen, stattdessen CD127 als
Unterscheidungsmerkmal fiir diese NK-Zell-Populationen heranzuziehen. Nach ihren
Untersuchungen lassen sich durch CD127, sowohl im Menschen als auch in der Maus,
zwei Populationen von NK-Zellen unterscheiden, deren Eigenschaften denen der zwei
CD56-Populationen im Menschen vergleichbar sind [VVosshenrich et al. 2006].

4.2. Bedeutung regulatorischer und anderer T-Zellen sowie

l6slicher Faktoren

Veranderungen der T-Zellen

Wie die Untersuchungen in dem Spontan-Tumormodell zeigten, sind auch die T-Zellen in

den Tumorlymphknoten vermehrt (Abb. 3.22 A) und zeigen phénotypische
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Aktivierungszeichen (Abb. 3.23). Trotz dieser Aktivierung und Zunahme sind auch die
T-Zellen unfahig, das Tumorwachstum zu unterbinden. Im vorhergehenden Abschnitt
wurde die Rolle der NK-Zellen aufgezeigt. Im Zusammenhang mit den T-Zellen ergeben
sich weitere Fragen. So sind fiir Tumoren im Zentralnervensystem Falle beschrieben
[Prins et al. 2006], in denen CD4-Zellen gemeinsam mit NK-Zellen fir die Tumorabwehr
verantwortlich sind. Wenn jedoch schon die zuerst stattfindende Antwort des
angeborenen Immunsystems lahmgelegt ist, ist es fraglich, ob das adaptive Immunsystem
Uberhaupt noch adéquat auf eine Bedrohung in Form eines sich entwickelnden Tumors

reagieren kann.

Wie in Abb. 3.22 B gezeigt, andert sich in den tumortragenden Tieren das Verhaltnis der
CD4- zu den CD8-Zellen in den Lymphknoten. Hierbei ist besonders auffallig, dass es
offensichtlich zwei Gruppen unter den tumortragenden M&usen gibt. Wahrend eine
Gruppe kaum eine Veranderung des CD4/CD8-Verhaltnisses zeigt, steigt dieses
Verhaltnis in der anderen Gruppe an. Die letzte Gruppe stellt nur eine Minderheit in den
erkrankten Tieren dar, so dass hier nicht gentigend Daten fir eine weitere Analyse
gesammelt werden konnten. Der Anstieg im CD4/CD8-Verhéltnis kénnte sowohl auf
einer erhéhten Einwanderung oder Proliferation von CD4-Zellen in den Lymphknoten
oder einer verminderter Einwanderung und/oder Proliferation von CD8-Zellen im
Vergleich zu anderen kranken Tieren begriindet sein. Eine weitere Mdglichkeit bestiinde
darin, dass auch CD8-Zellen einen regulatorischen Phénotyp entwickeln kénnen und
dadurch die anderen CD8-Zellen in Ihrer Proliferation hemmen, wie in einem

Prostatamodell gezeigt werden konnte [Shafer-Weaver et al. 2009].

Regulatorische T-Zellen und TGF-$

Die Anzahl regulatorischer T-Zellen in tumordsen M&usen war stets um etwa den Faktor
zwei erhoht (Abb. 3.25). Auch in anderen Modellen wurden vielfach erhéhte
Konzentrationen von regulatorischen T-Zellen im Tumorgewebe gefunden [Zhou et al.
2009]. Teilweise war eine Anderung der Anzahl an Treg auch von der Lokalisation des
Tumors abhédngig [Biollaz et al. 2009]. Die erh6hte Anzahl an regulatorischen T-Zellen
im Tumor korreliert mit einer schlechteren Prognose der Erkrankung [Menetrier-Caux et
al. 2009].
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Eine Schlisselrolle im Zusammenhang mit regulatorischen T-Zellen nimmt TGF- ein
[Wan et al. 2007]. Einerseits induziert TGF-f regulatorische T-Zellen [Fantini et al.
2004], zum anderen nutzen regulatorische T-Zellen selbst TGF-f als eine von
verschiedenen Mdglichkeiten, um ihre suppressive Funktion auszutben.

Zu den Mechanismen der Suppression durch Treg [Sakaguchi et al. 2009] gehoren
daneben die Sekretion von IL-10 [Larmonier et al. 2007] und die damit verbundene
Unterdriickung der DC-Reifung [Grauer et al. 2008]. Neben der Suppression einer
T-Zell-Antwort interagieren regulatorische T-Zellen auch auf vielfaltige Weise mit
NK-Zellen [Zimmer et al. 2008]. Dabei inhibieren zum einen Treg die NK-Zellen [Smyth
et al. 2006], umgekehrt kdnnen auch NK-Zellen die Bildung von Treg IFN-y-abhéngig
verhindern [Brillard et al. 2007].

Trotz der auch in der vorliegenden Arbeit gezeigten Zunahme von regulatorischen
T-Zellen und den funktionellen Defekten von NK-Zellen in den tumortragenden Tieren
waren die im Serum von kranken Mausen gemessenen Konzentrationen an TGF-f stark
vermindert (Abb. 3.28). Auch die in regulatorischen T-Zellen intrazellular gemessenen
Werte sind vermindert (Abb. 3.29).

Ber(cksichtigt man, dass sich die Anzahl regulatorischer T-Zellen in tumortragenden
Tieren einerseits etwa verdoppelt hat (3.2.4) und die darin intrazellular bestimmten Werte
an TGF-pB andererseits mehr als halbiert sind (Abb. 3.29), so kann die Abnahme von
freiem TGF-p im Serum nicht durch eine Erhéhung der intrazellularen Menge an TGF-3
in Treg erklart werden.

In den meisten Berichten sind erhdhte Mengen TGF-f in Tumoren gezeigt worden [Tada
et al. 1991]. Dies steht im Widerspruch zu den gefundenen Daten. Als Lésungsansatz
kommt in Betracht, dass die TGF-f-Konzentration im lokalen Tumormilieu hoher sein
kann. Hierflir kommen verschiedene Zellen als Produzenten in Frage.

Auch apoptotische Tumorzellen selbst sind in der Lage, Membran-gebundenes TGF-f zu
bilden und dadurch eine Suppression von CD8-Antworten und regulatorischen T-Zellen
zu induzieren [Xie et al. 2009]. Dieses Membran-gebundene TGF-p kann die
beschriebenen Effekte ausldsen, ohne im Serum geldst und dadurch detektierbar zu sein.
Ferner ware zu betrachten, ob im Verlauf der Tumorentstehung nicht eine temporér
erhdhte Konzentration von TGF-3 zur Induktion von Treg fiihrt, die Treg aber spater Uber

andere Mechanismen ihre suppressive Wirkung entfalten kénnen.
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Andere Zellen, die weder dem Tumor entstammen noch zum Immunsystem gehdren,
kommen ebenfalls als Quelle fir TGF-f in Frage. Fiir Thrombozyten konnte gezeigt
werden, dass sie durch Sekretion von TGF-f NK-Zellen hemmen kénnen [Kopp et al.
2009]. Dieser Effekt wurde Uber eine Abregulation von NKG2D auf den NK-Zellen
vermittelt, wie sie auch im untersuchten Spontan-Tumormodell gezeigt wurde (Abb. 3.2).

Therapeutische Depletion der regulatorischen T-Zellen

Neben ihrer suppressiven Funktion gegentiber T-Zellen kontrollieren regulatorische
T-Zellen die Interaktion von DC und NK-Zellen [Terme et al. 2008], indem sie die
NK-Zellen inhibieren. Die Depletion von regulatorischen T-Zellen wurde als maglicher
Therapieansatz genannt [Sutmuller et al. 2001] und auch in unserem Modell durchgefihrt.
Dabei zeigte sich ein signifikant verlangertes Uberleben von Mausen, in denen mittels
anti-CD25-Ak die Treg depletiert wurden (Abb. 3.26). Nach Depletion von
regulatorischen T-Zellen in gesunden Méusen wurde eine um etwa den Faktor 4-7 erhéhte
Anzahl von NK-Zellen in den lymphatischen Organen gefunden [Kim et al. 2007].
Wiinschenswert ware fir eine klinische Anwendung eine spezifische Depletion der
regulatorischen T-Zellen nur im Tumor, um dort die Immunantwort zu erhéhen, aber
ohne eine systemische Aktivierung von T- und NK-Zellen, die zu
Autoimmunerkrankungen fuhren konnte.

Als ein Nebeneffekt von Bortezomib ist die Induktion von regulatorischen T-Zellen
beschrieben worden [Blanco et al. 2009]. Andere Gruppen arbeiten in Modellversuchen
deshalb mit Kombinationen aus NK-Zell-Transfer unter gleichzeitiger Gabe von
Bortezomib und zusétzlicher Treg-Depletion [Lundgvist et al. 2009]. Diese Kombination
wurde als mégliche Therapie gegen Krebs vorgeschlagen.

Zytokine und Chemokine

Von den beobachteten VVeranderungen der gemessenen Zytokine im Serum (Abb. 3.27) ist
die Zunahme von IL-10 bei erkrankten Tieren die am hdchsten ausgepréagte. Wie bereits
diskutiert, kommen als Quelle dafiir insbesondere regulatorische T-Zellen in Frage
[Larmonier et al. 2007]. 1L-10 Ubt einen suppressiven Effekt auf T-Zellen aus und

beeinflusst die Differenzierung von DC.
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Bei den ebenfalls im Serum gemessenen Chemokinen stiegen im Verlauf der
Tumorprogression die Konzentrationen vor allem von CXCL9 und CXCL10 an (Abb.
3.30). Diese Chemokine locken sowohl T-Zellen als auch NK-Zellen an und leiten sie
gegen einen Konzentrationsgradienten an den Ort der Chemokinausschittung [Luster
2002]. Es kann angenommen werden, dass diese Chemokine in den Tumorlymphknoten
entstehen, und dass dadurch die erhdhten Zahlen von NK- und T-Zellen (Abb. 3.1 A und
Abb. 3.22 A) zu erklaren sind.

4.3. Ausblick

Die Untersuchungen im Serum ergaben einen ersten Einblick in das Zytokinprofil der
tumortragenden Mause. Fir das Verstandnis der Zusammenhé&nge ware es sinnvoll, noch
weitere Zytokine zu bestimmen und auch die Zellen ausfindig zu machen, welche jeweils
die Quelle dieser Zytokine sind. Zum Beispiel konnten immunhistologische Farbungen
von Tumorlymphknoten Aufschluss geben, welche Zellen fir die Bildung des
Zytokinmilieus im Tumor verantwortlich sind. Auch sollte dabei beachtet werden, dass es
im Laufe der Tumorentwicklung zu Anderungen in den beteiligten Zytokinen kommen

kann.

Auch der Einfluss einiger Chemokine in den Seren erkrankter Tiere wurde in dieser
Arbeit erdrtert (Abb. 3.30). Diese Untersuchungen sollten ebenfalls auf die Lymphknoten
ausgedehnt und moglicherweise um zusatzliche Chemokine erweitert werden, um so
festzustellen, wie der beobachtete Anstieg an NK- und T-Zellen in den
Tumorlymphknoten zu erklaren ist und welche Chemokine daftir verantwortlich sind.
Proliferationsuntersuchungen kdnnten zusétzlich zeigen, ob neben einer Migration in den

Tumor auch die Vermehrung der Zellen am Ort des Geschehens von Bedeutung ist.

Zwar konnte durch die Behandlung junger Tiere mit DC eine Verlangerung des
tumorfreien Uberlebens erreicht werden (Abb. 3.11), und es konnte die Aktivierung von
NK-Zellen durch DC demonstriert werden (Abb. 3.12), tiber die Rolle der endogenen DC
im verwendeten Spontan-Tumormodell ist aber noch nichts bekannt. Dabei ware durch
die vielfaltigen Interaktionsmaoglichkeiten, die DC haben, gerade diese Zellpopulation fir
kiinftige Untersuchungen von Interesse. Es sollte geklart werden, ob die DC mit der

Tumorentwicklung maéglicherweise dhnlich den NK-Zellen funktionelle Defizite erleiden.
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Zusétzlich kommen DC als Produzenten flr verschiedene Zytokine, wie etwa die
suppressiv wirksamen Stoffe TGF-B und IL-10, in Frage. Auch die gegenseitige

Beeinflussung von DC und Treg bietet Anlass fiir weitere Nachforschungen.

Die aufgezeigten Strategien zur Behandlung des Spontantumors (CpG-Behandlung Abb.
3.11, Bortezomib-Behandlung Abb. 3.20, Treg-Depletion Abb. 3.26) zeigen Erfolge, die
weiter optimiert werden kénnten. Eine Verbesserungsmaglichkeit ergibt sich aus der
Kombination verschiedener Therapieansatze. Ein erster Schritt dazu war die bereits
durchgefiihrte Kombination von DC-Immunisierung unter gleichzeitiger Behandlung mit
Bortezomib (Abb. 3.19).

Durch die gezeigte Bedeutung der NK-Zellen im untersuchten Modell bieten sich nicht
nur neue Einblicke in die Regulation deren Aktivierung [Brenner et al. 2010], sondern
auch neue Ansétze fir eine Behandlung mit NK-Zellen. So kdnnten etwa NK-Zellen, die
ex vivo z.B. durch CpG-ODN (Abb. 3.10) stimuliert wurden, in kranke Tiere transferiert
werden, um so einen verbesserten Schutz vor den sich entwickelnden Lymphomen zu

bieten.
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