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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle dendritischer Zellen in einem murinen Spontan-
Tumormodell untersucht. In diesem Modell fiihrt die Translokation des c-myc-Onkogens zur
spontanen Entwicklung von B-Zell-Lymphomen, welche die Situation humaner Burkitt-

Lymphome widerspiegeln.

Es konnte gezeigt werden, dass die Tumor-infiltrierenden DCs phénotypisch aktiviert sind
und dass die Aktivierung zellkontaktabhéngig durch die Tumorzellen vermittelt wird. AuBler-
dem wurde die Bedeutung des IL-10-dominierten immunsuppressiven Zytokinmilieus analy-
siert, das durch die Tumorzellen generiert wird. Dabei konnte demonstriert werden, dass die
hohen IL-10-Spiegel eine Differenzierung zu regulatorischen DCs begiinstigen und fiir deren
supprimierte IL-12-Produktion mitverantwortlich sind. Dariiber hinaus wurde die DC-NK-
Zell-Interaktion in den Tumoren untersucht. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass die
wechselseitige Aktivierung zwischen DCs und NK-Zellen durch die Tumorzellen und deren

Milieu eingeschrinkt wird.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Bedeutung des NKG2D-Rezeptors und sein Einfluss auf
die Funktionalitit dendritischer Zellen untersucht. Bei diesem Rezeptor handelt es sich um ein
Zell-aktivierendes Oberflichenmolekiil, das hauptsdchlich auf NK-Zellen, aber auch auf Mak-
rophagen und CD8"- bzw. CD4 -Zellen gefunden wird. Fiir die Untersuchungen wurden die
oben erwéhnten myc-transgenen Mause verwendet, die aber zusitzlich eine Defizienz fiir den

NKG2D-Rezeptor aufwiesen.

Das Fehlen des Rezeptors zeigt deutliche Auswirkungen auf die Maturierung der DCs, nicht
jedoch auf ihre Fahigkeit, T-Zellen zu stimulieren. AuBlerdem scheint die Rezeptordefizienz
die IFN-y-Expression der NK-Zellen zu deregulieren, da diese eine hohere IFN-y-Produktion
als WT-NK-Zellen zeigen. Dies fiihrt u.a. zu einer weitreichenden Verdnderung des Zytokin-
milieus im Vergleich zu den myc-transgenen NKG2D-kompetenten Mausen. So wurde beo-
bachtet, dass die gesteigerten IFN-y-Spiegel einen Einfluss auf die IL-12-Produktion der DCs
haben. Auch die wechselseitige Aktivierung zwischen DCs und NK-Zellen kann, im Gegen-
satz zu den myc-transgenen NKG2D-kompetenen Mausen wieder effektiv ablaufen. In einem
Immunisierungsversuch konnte dariiber hinaus die Bedeutung des verdnderten Zytokinmilieus

auf die humorale Immunantwort demonstriert werden.
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Insgesamt konnte so zu einem besseren Verstindnis der DCs im c-myc-Modell beigetragen

und Aspekte der zelluldren Interaktion und Funktion aufgeklart werden.



1 Einleitung

1.1 Lymphome

Die zentrale Frage tumorimmunologischer Forschung ist das Verstindnis der Interaktion zwi-
schen Tumor und Immunsystem [1]. Entscheidend fiir die Entwicklung neuer Therapiekon-
zepte ist einerseits die Entschliisselung der verschiedenen Tumorevasionsstrategien, anderer-
seits das Verstindnis der Interaktion zwischen den verschiedenen Komponenten des
Immunsystems [2]. Ziel dieser Forschung ist es, ein besseres Verstindnis liber die Mechanis-
men der organismuseigenen Antitumor-Immunitét zu erlangen um diese gezielt fiir neue The-

rapieansitze aktivieren und nutzen zu kénnen [3, 4].

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, Antworten auf einige dieser Fragen an einem

Lymphom-Modell der Maus zu erarbeiten.

Lymphome sind Neoplasien, die von lymphatischen Zellen ausgehen. Sie werden unterteilt in
die zwei groBen Untergruppen der Hodgkin- und Non-Hodgkin-Lymphome [5, 6]. Je nach-
dem von welcher Zelllinie die Zellen entarten, unterscheidet man B-Zell- (iiber 80%) und T-
Zell-Lymphome. Ein weiteres Unterscheidungskriterium ist der klinische Verlauf von schnell

proliferierenden, hoch malignen und niedrig malignen, indolenten Lymphomen [7].

Das in dieser Arbeit verwendete Maus-Modell spiegelt die Situation des humanen Burkitt-
Lymphoms (BL) wider. Das BL nimmt aus folgenden Griinden eine zentrale Rolle in der ge-
samten Tumorforschung ein: Es war der erste Tumor, fiir dessen Onkogenese ein Zusammen-
hang mit einer Virusinfektion nachgewiesen werden konnte. Dariiber hinaus war es einer der
ersten Tumoren, bei dem der Mechanismus der Translokation eines Onkogens mit anschlie-
Bend konstitutiver Expression und daraus resultierender Tumorgenese entdeckt wurde und fiir

den ein gehauftes Auftreten mit HIV festgestellt wurde [8].

Klinisch teilt die WHO das BL in drei Subgruppen ein: das endemische, das sporadische und
das Immundefizit-assoziierte Lymphom [9]. Charakteristisch fiir alle Formen ist die typische
Histologie mit dem ,,Sternenhimmel“-Phédnomen und die Translokation des Transkriptionsfak-

tors und Onkogens c-myc [10-12].

Dank intensiver Forschung in den letzten Jahren steht heute eine ganze Reihe effektiver The-

rapieverfahren fiir die unterschiedlichen Lymphome zu Verfiigung [13]. Je nach Stadium und
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Typ sind mittlerweile Heilungsraten zwischen 50 und 90 Prozent moglich [6]. Trotzdem ist
die Situation verfligbarer Therapieoptionen keineswegs befriedigend. Insbesondere neue indi-

vidualisierte Immuntherapieverfahren finden bisher wenig Anwendung im klinischen Alltag.

Dies macht weitere Forschung unerldsslich, um neue, in der Grundlagenforschung generierte
Erkenntnisse in die unmittelbare Patientenversorgung zu iiberfiihren [14]. Wichtig sind hierfiir
insbesondere Spontantumormodelle, da sie die Situation in humanen Tumoren realitdtsnah

modellieren [15, 16]. Auf die Griinde dafiir soll im Folgenden néher eingegangen werden.

1.2 Vorteile von Spontantumormodellen

Lange Zeit fand Tumorforschung lediglich an transplantierbaren Modellen statt [17, 18]. Kul-
tivierte Tumorzelllinien wurden als Bolus appliziert, um anschlieend die Immunantwort zu
analysieren. Dieser Ansatz weist zwei Nachteile auf. Zum einen entspricht die plétzliche Kon-
frontation des Immunsystems mit Fremdmaterial pathophysiologisch viel eher der Situation
einer Infektion als der eines sich langsam endogen entwickelnden Tumors. Zum anderen han-
delt es sich bei den injizierten Zellen um eine monoklonale kultivierte Population und nicht

um einen heterogenen sich spontan entwickelnden Zellverbund.

Durch Fortschritte in der Molekularbiologie und der Moglichkeit, transgene Organismen her-
zustellen, konnte diesem Problem begegnet werden [19, 20]. Durch die Uberexpression von
Onkogenen bzw. Suppression von Tumorsuppressorgenen wurde es moglich, Modelle zu
etablieren, die die Situation im Menschen realititsnah widerspiegeln [21]. Die autochthon
spontan entstehenden Tumoren leiten sich von einzelnen maligne transformierten Zellen ab
und gewihrleisten so, im Gegensatz zu den transplanierbaren Modellen, eine kontinuierliche

Interaktion zwischen Immunsystem und Tumor(milieu) [22, 23].

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten c-myc-Méuse exprimieren das humane c-myc-
Onkogen, welches durch den B-Zell-spezifischen Igh-Enhancer reguliert wird. Dies fiihrt da-
zu, dass die Miuse nach 8-12 Wochen spontan ein dem menschlichen Burkitt-Lymphom ver-
gleichbares Symptombild entwickeln, mit generalisierter Lymphadenopathie und Splenome-

galie.
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1.3 Stand der Forschung

Ausgangspunkt dieser Arbeit ist die Erkenntnis, dass sich bei transplantierbaren Tumormodel-
len in Méusen eine effektive Tumorabwehr etablieren ldsst [24]. Dies beruht u.a. auf der Tat-
sache, dass Tumorzellen ihre MHC-I-Expression herunterregulieren und so durch ,,fehlendes
Selbst* von NK-Zellen erkannt und lysiert werden kdnnen [25]. AuBerdem induzieren NK-
Zellen sowie der Tumor eine rasche Aktivierung von DCs, die ihrerseits Tumorantigen der

lysierten Zellen phagozytieren, prasentieren und so eine T-Zell-Antwort etablieren kénnen.

Wenig war dagegen iiber die Situation in den oben erwéhnten neuen Spontantumormodellen
bekannt. Untersuchungen der NK-Zellen im c-myc-Modell haben ergeben, dass diese zwar
einen aktivierten Phianotyp zeigen, aber in der IFN-y-Produktion und ihrer zytotoxischen Ak-
tivitdt Defizite aufweisen [26, 27]. Auch die dendritischen Zellen zeigen einen deutlich akti-
vierten Phinotyp. Gleichzeitig verlieren sie jedoch die Fahigkeit, T-Zellen zu stimulieren und
die fir eine Thl-Antwort wichtigen Interleukine zu sezernieren [28]. Ein Thl-dominiertes
Zytokinmilieu ist aber von essenzieller Bedeutung fiir eine erfolgreiche Tumor-Abstofung
[29, 30]. Diese Alterationen tragen maligeblich zu einer defizienten Antitumor-Immunitét bei

und konnen die Tumorprogression beglinstigen.

1.4 Ziele der Arbeit

In dieser Arbeit soll im Besonderen die Bedeutung der dendritischen Zellen ndher untersucht
werden. Sie stehen schon lange im Zentrum der Infektions- und Tumorforschung, da sie auf-
grund ihrer vermittelnden Rolle zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem eine
wichtige Position einnehmen [31, 32]. Auerdem sind sie dafiir verantwortlich, eine spezifi-
sche und anhaltende Immunitit einzuleiten [33, 34]. Auch in dem c-myc-Modell kommt den
DCs diese Bedeutung zu. Der Einfluss der Tumorzellen und deren Milieu auf die verschiede-
nen Zellpopulationen des Immunsystems fithren jedoch dazu, dass die dafiir notigen zellula-

ren Interaktionen nicht mehr effektiv ablaufen konnen.

In der vorliegenden Arbeit soll u.a geklart werden, welche Auswirkungen der Tumor und des-

sen Milieu auf die Aktivierung der DCs hat. Aullerdem soll die DC-NK-Zell-Interaktion néher
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charakterisiert werden und der Versuch unternommen werden, das Interleukinmilieu in vit-
ro und in vivo kiinstlich zu verdndern, mit dem Ziel, ein Zytokinmilieu zu generieren, das fiir

eine effektive Th1-Antwort erforderlich ist.

Neben dem oben erwihnten c-myc-Mausmodell wurde in der Arbeitsgruppe Mocikat ein wei-
teres Mausmodell eingefiihrt, das eine Defizienz fiir den NKG2D-Rezeptor zeigt. Schon lén-
ger ist die wichtige Rolle des NKG2D-Rezeptors in der Infektions- und Tumorbekdmpfung
bekannt [35, 36]. So konnte in fritheren Versuchen in der Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass
die Expression des NKG2D-Rezeptors auf NK-Zellen in Zusammenhang mit der Fahigkeit
zur Tumorkontrolle steht. Dariiber hinaus konnte eine Beziehung zwischen dem NKG2D-
Rezeptor und der IFN-y-Produktion in NK-Zellen gezeigt werden [37]. In dieser Arbeit soll
allgemein der Frage nachgegangen werden, welche Effekte das Fehlen des NKG2D-Rezeptors
auf den Phinotyp und die Funktion der DCs und die DC-NK-Zell-Interaktion hat. Dabei soll
sowohl der NKG2D-defiziente Genotyp (NKG2D”'myc™) als auch der NKG2D-defiziente
und myc-transgene Genotyp (NKG2D” 'myc'/ ") untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Mause

Alle unten aufgefithrten Mause wurden im Tierstall des Himatologikums geziichtet. Die Ge-
nehmigung fiir deren experimentelle Verwendung wurde von der Landesregierung Oberbay-

ern ausgestellt.

2.1.1.1 c-myc-Mé&use

Die c-myc-Maiuse (genetischer Hintergrund C57BL/6) exprimieren das humane c-myc Onko-
gen unter der Kontrolle des Igh-Enhancers. Dies fiihrt zum spontanen Auftreten eines endo-

genen B-Zell-Lymphoms innerhalb eines Zeitraums von 8 - 12 Wochen.

2.1.1.2 NKG2D-defiziente M&use

Die NKG2D-defizienten Miuse (ebenfalls C57BL/6-Hintergrund) wurden in den c-myc-
Stamm eingekreuzt. Es wird vermutet, dass das Fehlen des Rezeptors die NK-Zell-Hilfe in der
TumorabstoBung reduziert, so dass die Lymphomentwicklung schneller vonstatten geht. Beide
aus der Zucht hervorgehenden Genotypen (NKG2D” myc”", NKG2D”'myc”") wurden in der

vorliegenden Arbeit untersucht.

2.1.1.3 BALB/c-Mé&use

Stamm: BALB/c
MHC-I/II-Haplotyp: H-2%1-A"
Bezug: Bommice, Ry (Dénemark)

2.1.2 Zelllinien

Fiir verschiedene Versuche wurden Zellkulturlinien verwendet:



A20 - Positivkontrolle bei Versuchen zur Expression von NKG2D-Liganden
RMA - Negativkontrolle bei Versuchen zur Expression von NKG2D-Liganden

CD26 — Positivkontrolle bei Versuchen zu Expression von HSP70

291 - B-Zell-Lymphomlinie, die aus oben genannten c-myc-Mausen generiert wurde.

2.1.3 Chemikalien

CpG 1668 TIB, Molbiol, Berlin
DMSO Merck, Darmstadt
Ethanol, absolut Merck, Darmstadt
FKS Invitrogen, Karlsruhe
IFA Sigma, Deisenhofen
LPS Sigma, Deisenhofen
MEM-Medium Biochrom AG, Berlin
Natriumazid Sigma, Deisenhofen
Natrium-EDTA Merck, Darmstadt
Natriumhydrogencarbonat Merck, Darmstadt
Natriumpyruvat Invitrogen, Karlsruhe
Nichtessentielle Aminosiuren Invitrogen, Karlsruhe
PBS Invitrogen, Karlsruhe
Penicillin/Streptomycin Invitrogen, Karlsruhe
RNase-OFF™ AppliChem GmbH, Darmstadt
RPMI 1640 Invitrogen, Karlsruhe

Trypan Blue Stain Invitrogen, Karlsruhe

14
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2.1.4 Zellkulturmedien
Standardmedium (5% Medium) RPMI 1640 ohne L-Glutamin (500 ml)
25ml FKS inaktiviert
100 U/ml Penicillin/Streptomycin
5 ml L-Glutamin (200 mM)
5 ml Natriumpyruvat (100 mM)
5 ml nichtessentielle Aminosduren (100x)

500 pl 2-Merkaptoethanol (50 mM)

T-Zell-Medium: Standardmedium mit 10 % FKS.

DC-Medium: Standardmedium mit 20 % FKS.

PMA/Ionomycin-Stimulationsmedium: Standardmedium mit 10% FKS

PMA 1:1000

Ionomycin 1:1000

Brefeldin A 1:1000

Einfriermedium: 90 % FKS, inaktiviert

10 % DMSO
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2.1.5 Puffer und Lésungen

FACS-Puffer: 500 ml PBS
10 ml FKS
5 ml Natriumazid (10 %ig)

5 ml EDTA (0,5 M)

Lysepufter pH 7,4(10x): 8,25 g Ammoniumchlorid
1,00 g Kaliumhydrogencarbonat
37 mg Na-EDTA
H2Odest ad 100 ml

nach BD Heidelberg

Waschpuffer fiir MACS-Kits: 500 ml DPBS
2,5 ml FKS

2 ml Na-EDTA (0,5M)

ELISA-Puffer:

ELISA-Blockierungspuffer 10 % FKS in PBS

ELISA-Carbonatpuffer pH 9,5

0,2 M Natriumcarbonat



ELISA-Substratpuffer

ELISA-Waschpuffer

2.1.6 Antikorper

17

(von AG Kremmer, Institut fiir Molekulare Im-

munologie)

TMB Substrate Reagent Set

Becton Dickinson, Heidelberg

0,5 °/,, Tween in PBS

Antigen Markierung | Isotyp Klon Spezies Hersteller
CDllc Ax700 IgG N418 Ratte Bio Legend
CDl11b Pac. Blue IgG2b, K M1/70 Ratte Bio Legend
CD80 PE IgG2a RMMP-1 Ratte Serotec
CD83 Ax488 IgGl, Michel-19 | Ratte Bio Legend
CD86 APC IgG2a, GLI1 Ratte BD

CD40 APC IgG2a, x Mrz23 Ratte Bio Legend
MHCII FITC IgG2a, ¥ 2G9 Ratte BD

MHCII FITC IgM 28-16-8S Maus Caltag
HSP70 Ax488 IgG2a, W27 Maus Bio Legend
NKG2D PE IgGl, x CX5 Ratte NautTec
IL-10 APC IgG2b JES5-16E3 | Ratte BD

IL-12 PE IgG1 Cl15.6 Ratte BD

IL-10- unlabeled IgGl, JES5-2A5 Ratte eBioscience
neutralisierender-




Antikorper
IFNy- unlabeled IgGl, XMG1.2 Ratte eBioscience
neutralisierender-
Antikorper
HSP70- unlabeled Hase CellSignaling
neutralisierender-
Antikorper
2.1.7 Peptide
HA-OVA AG Kremmer, Institut fiir Molekulare Immunologie Miinchen

2.1.8 Kommerzielle Analysesysteme

Mouse IFN-y ELISA Set Becton Dickinson, Heidelberg

Fixation & Permeabilization Kit eBioscience Inc., San Diego (USA)
CD11c Microbeads, mouse Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
NK1.1 Microbeads mouse Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach

2.1.9 Gerate und Sonstiges

Biofuge pico Heraeus, Miinchen
Brutschrank, Hera Cell 240 Heraeus, Miinchen
Einmalpipetten, 5/10/25 ml Greiner, Frickenhausen

Eismaschine AF 100AS Scotsman, Mailand (Italien)




ELISA-Lesegerit, Sunrise
ELISA-Platten
Falcon-Rohrchen
Fluoreszenzzytometer, LSRII
Gefriertruhe/-schrank
Kulturplatten, 6-/24-/96-Loch
Lichtmikroskop, Auflicht
Lichtmikroskop, Durchlicht
MACS

Mehrkanalpipette, Transferpette
mGM-CSF-haltiger
Kulturiiberstand (1 ng/ul)
Reinstwasserherstellungssystem
Neubauer-Zahlkammer
Petrischalen

Pipetten

Pipettenspitzen

Pipettierhilfe, accu jet pro
Plattenzentrifuge Labofuge 6000
Reaktionsgefille
Spectrophotometer ND-100
Sterilbank

Wasserbad

Zentrifuge Megafuge 1.0 R
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Tecan, Crailsheim
Maxi-Sorp Nunc, Wiesbaden
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Liebherr, Ochsenhausen
Greiner, Frickenhausen
Leica, Wetzlar
Zeiss, Gottingen
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Brand, Wertheim

AG Mocikat, IMI Miinchen

neolLab, Miinchen

Greiner, Frickenhausen

Eppendorf/Gilson GSF-Zentrallager, Neuherberg
Gilson/Greiner GSF-Zentrallager, Neuherberg
Brand, Wertheim

Heraeus, Miinchen

Eppendorf, Hamburg

peqlab, Erlangen

BDK, Sonnenbiihl-Genkingen

Memmert, Schwabbach

Heraeus, Miinchen
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Zellkultur

Alle Arbeiten in der Zellkultur fanden unter einer sterilen Werkbank mit sterilen Arbeitsmate-
rialien (Pipetten, -spitzen, Medien, Kiivetten) statt. Fiir die Kultivierung der Zellen wurde ein
Brutschrank der Firma Heraeus (Hera Cell 240) verwendet, der ein konstantes Kultivierklima

von 37,5 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit gewéhrleistet.

2.2.1.2 Gewinnung von Lymphknoten- und Milzzellen

Zur Gewinnung von Organen wurden die Mduse in einem mit CO, gefiilltem Behélter abgeto-
tet. Nach Desinfektion mit 80 %-igem Alkohol wurde sie unter einer Sterilbank mit sterilem
Besteck auf einem OP-Tuch prépariert. Die frei praparierten Organe wurden anschlieBend mit
dem Stempel einer sterilen Spritze in Medium oder PBS durch einen Cell-Streaner gedriickt,

um so eine Zellsuspension zu erhalten.

2.2.1.3 Gewinnung von Knochenmark

Zur Gewinnung von Knochenmark wurden Femura und Tibiae der Miuse prapariert. An-
schlieBend wurden die Knochen mit Medium durchgespiilt und so das Knochenmark ausge-

waschen.

2.2.1.1 Kultivierung und Differenzierung Dendritischer Zellen aus Knochen-

mark

Das Knochenmark der Miuse wurde iiber acht Tage in 6-Loch-Platten (0,5x10° Zellen pro
Milliliter; 3 ml pro Kavitdt) mit 20 % Medium im Brutschrank kultiviert. Jeden zweiten Tag
wurde das Medium gewechselt. Zur Differenzierung der dendritischen Zellen wurden nach

jedem Mediumwechsel 300 ul GM-CSF dazugegeben.

Um die DC zu reifen, wurde am Abend von Tag 7 1 pl/ml LPS dazugegeben und die Zellen

am nichsten Morgen geerntet.
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2.2.1.2 Erythrozytenlyse

Nach der Gewinnung von Milz, Lymphknoten oder Knochenmark wurde die Zellsuspension
fiir 5 min bei 4 °C und 1300 UpM abzentrifugiert, in 2-3 ml eines 1x-Lysepuffers resuspen-
diert und fiir 1-2 min. inkubiert. Danach folgten zwei Waschschritte mit PBS.

2.2.1.3 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in einer Neubauer-Zahlkammer. Je nach zu erwartender
Zellzahl wurde eine 1:1- oder 1:10-Verdiinnung der Zellsuspension und Trypanblau herge-
stellt. Nach dem Auszdhlen der vier Quadrate und Bildung des Mittelwerts wurde nach fol-

gender Formel die Zellzahl berechnet:

Mittelwert X Kammerfaktor X Verdiinnungsfaktor X Suspensionsvolumen = Zellzahl

2.2.1.4 Zellen auftauen

Eingefrorene Zellen wurden in fliissigem Stickstoff aus dem Stickstofftank zur Werkbank
transportiert. Aufgetaut wurden sie mit 10 ml 37 °C warmem 20 % Medium. Nach einem
Waschschritt wurden sie fiir eine Nacht im Brutschrank kultiviert und am néchsten Tag in 5 %

Standardmedium iiberfiihrt.

2.2.1.5 Zellen einfrieren

Zellen wurden gezihlt und abzentrifugiert. Nachdem der Uberstand abgesaugt war, wurden 1-
3x10” Zellen in 1,8 ml Einfrierlosung (1:10 DMSO und FCS) resuspendiert und in Krypo-
rohrchen tiberfiihrt. Diese wurden einige Tage in einem Behéltnis mit Isopropanol bei -80 °C

gelagert und dann in den Stickstofftank iiberfiihrt.

2.2.1.6 PMA/Ionomycin-Stimulation

Vor intrazelluliren FACS-Firbungen von Interleukinen wurden die Zellen mit
PMA/Ionomycin stimuliert. Die Zellen wurden abzentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und

10° Zellen in 200 pl Stimulationsmedium resuspendiert. Fiir die Stimulationszeit von 4 bis 6
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Stunden wurden die Zellen in eine 96-Loch-Platte (10° Zellen pro Kavitit) tiberfithrt und

im Brutschrank inkubiert.

2.2.1.7 LPS-Stimulation

Stimulation von dendritischen Zellen in einer Milzzellsuspension mit LPS fiir 4 Stunden. Da-
fiir wurden die dendritischen Zellen (10° Zellen pro ml) in 10 % Medium aufgenommen und
in einer 24-Loch-Platte (1 ml pro Kavitét) ausplattiert. Nach der Stimulationszeit wurden die

Zellen geerntet, einmal gewaschen und weiter verarbeitet.

2.2.1.8 Kokulturen mit dendritischen Zellen

Um den Einfluss des Tumormilieus auf die dendritischen Zellen zu untersuchen, wurden Ko-
kulturen mit dendritischen Zellen und primiarem Tumor (Milz und Lymphknoten) sowie 291-

Zellen durchgefiihrt.

Die dendritischen Zellen wurden aus CBL-Milzen mittels MACS isoliert oder aus Knochen-

mark gereift.

Die Kokultur wurde in einer 24-Loch-Platte angesetzt. Pro Kavitit wurden 10° dendritische
Zellen mit 10° Tumorzellen in jeweils 1 ml 10 % Medium kokultiviert. Nach 44 Stunden im

Brutschrank wurden die Zellen geerntet und je nach Fragestellung weiter verarbeitet.

Mit dem gleichen Ansatz wurden auch Kokulturen mit zellfreiem Tumoriiberstand und dend-
ritischen Zellen durchgefiihrt, um zu differenzieren, ob die beobachteten Einfliisse des Tu-
mormilieus auf die dendritischen Zellen {iber Zell-Zellkontakte oder 16sliche Faktoren vermit-

telt werden.

AuBerdem wurde der Ansatz erweitert, um die DC-NK-Zell-Interaktion ndher zu untersuchen.

Hierfiir wurden im Verhéltnis (1:1:1) mittels MACS angereicherte NK-Zellen dazupipettiert.

2.2.1.9 Allostimulation

Unter Allostimulation versteht man die Aktivierung von spezifischen T-Effektorzellen (allore-
aktive T-Zellen) des Empfangers durch Alloantigene (HLA-Molekiile) des Spenders. Man
unterscheidet eine direkte (induziert iiber die APCs des Spenders) und eine indirekte (indu-

ziert iber die APCs des Empfangers) Alloreaktion.
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Um die allostimulatorischen Fahigkeiten der dendritischen Zellen aus NKG”myc” und

NKG”'myc”" Mausen zu untersuchen, wurde folgender Versuchsaufbau gewihlt:

In einer 96-Loch-Platte wurden pro Loch 10 dendritische Zellen, die mittels magnetischer
Separation aus NKG”'myc”™ und NKG 'myc”" Mausmilzen angereichert wurden, mit 2x10°
Milzzellen aus BALB/c-Méusen in 200 pl 10 % Medium fiir 3 und 5 Tage im Brutschrank
kokultiviert. Quantifiziert wurde die T-Zell-Stimulation im ELISA durch die Bestimmung der
INF-y-Konzentration im Uberstand (160 ul pro Kavitit).

2.2.2 Immunologische Methoden

2.2.2.1 Durchflusszytometrie - FACS

Die Durchflusszytometrie stellt eine schnelle und unkomplizierte Methode dar, Aussagen iiber
die GroBe und den Granulagehalt einzelner Zellen zu treffen sowie deren intrazelluldre und

Oberflachenmolekiile mit Hilfe von fluoreszenzmarkierten Antikorpern zu quantifizieren.

Eine Einzelzellseparation ist mit dem verwendeten FACS-Gerdt von BD (Modell LSR II)

nicht moglich.

2.2.2.2 Farben von Zellen mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern

Die zu analysierenden Zellen wurden in FACS-Réhrchen pipettiert (10° Zellen pro Rohrchen),
einmal mit FACS-Puffer gewaschen und dann bei 1300 UpM abzentrifugiert und vom Uber-
stand getrennt. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 20-30 Minuten bei 4 °C im Dunklen mit
Firbelosung (50 ul pro 10° Zellen) inkubiert. Fiir die Herstellung der Firbelosungen wurden
die Antikorper entsprechend den Herstellerangaben oder entsprechend angefertigten Titrati-
onsreihen in FACS-Puffer verdiinnt eingesetzt. Nach der Inkubationszeit folgte ein weiterer
Waschschritt und dann die Resuspension in 150-300 pl FACS-Puffer bzw. eine Fixierung in 2
%-iger PFA-Losung.

Fiir die Farbung intrazelluldrer Molekiile, wurde zuerst eine Oberflichenfiarbung, wie oben
beschrieben, durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert, bevor
sie mit 100 pl Férbelosung fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Die ver-

wendeten Reagenzien stammten aus dem ,,Fixation & Permeabilization Kit* von eBioscience.
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2.2.2.3 MACS - Magnet-aktivierte Zellseparation

Die Magnet-aktivierte Zellseparation stellt eine elegante Methode dar, bestimmte Zellpopula-

tionen aus einer Zellsuspension zu isolieren.

Die Gewinnung von dendritischen Zellen gelang durch die Isolierung von CD11c" Zellen.
Dafiir wurden Milzzellen mit einem anti-Maus-CD11c-magnetmarkierten Antikorper fiir 15
min bei 4 °C inkubiert und nach einem Waschschritt in MACS-Puffer (10® Zellen pro 500 pl)
resuspendiert. AnschlieBend erfolgte die magnetische Separation. Dafiir wurden 500 ul der
Zellsuspension auf eine MS-MACS-Saule gegeben, die einem Magnetfeld (Miltenyi MACS-
Magnet) ausgesetzt war. Nach dreimaligem Waschen der Séule wurde sie aus dem Magnetfeld
entfernt und die positiv seligierten dendritischen Zellen mit 1 ml MACS-Puffer pro Séule

ausgewaschen.

Die so gewonnenen dendritischen Zellen konnten dann je nach Fragestellung weiter verarbei-

tet werden.

Zur Gewinnung aufgereinigter NK-Zellen wurde nach oben beschriebenem Prinzip verfahren

unter Verwendung des Miltenyi ,,NK Cell Isolation Kit IT*.

2.2.2.4 ELISA

Mit dem Enzyme-linked Immunosorbent Assay wurde die IFN-y-Produktion im Kulturiiber-
stand der T-Zellen nach der Allostimulation quantifiziert. Verwenden wurde das Protokoll des

ELISA-Kits der Firma BD (Mouse IFN-y ELISA Set).

2.2.3 Immunisierung mit Hdmagglutinin-Ovalalbumin (HA-OVA)

Um die Immunantwort von Méusen ndher zu charakterisieren, wurden sie mit HA-OVA im-
munisiert und anschlieend das Verhéltnis der Th1- und Th2-Antwort durch Bestimmung ent-

sprechender Immunglobulinsubklassen im ELISA analysiert.

Der Versuch war gegliedert in drei Versuchsgruppen a vier Tiere im Alter von ca. acht Wo-

chen. Das Immunisierungsschema war wie folgt:
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Tag 0: Immunisierungsmix I
Tag 10: Immunisierungsmix II

Tag 20: Immunisierungsmix II

Immunisierungsmix I: Immunisierungsmix II:

60 ug HA-OVA (1,5 mg/ml) 60 ug HA-OVA (1,5 mg/ml)
10 pl CpG 1668 (500 pg/ml) 10 pl CpG 1668 (500 pg/ml)
200 pl IFA (Incomplete Freud's adjuvant) 400 ul PBS

253,8 ul PBS

Appliziert wurden je 200 pl subkutan und intraperitoneal.

Fiir die spétere Analyse im ELISA wurde an den Tagen 0, 10, 20, 30, 40 und 60 je 50 ul Blut

aus der Schwanzvene entnommen, anschlieBend abzentrifugiert und bei -20 °C eingefroren.

2.2.4 In-vivo-Versuch - Injektion von rekombinantem IFN-y in c-

myc-Mause

Um den Effekt von IFN-y auf die im Tumor anséssigen dendritischen Zellen zu untersuchen,
wurde c-myc-Miusen in sehr frithen Tumorstadien rekombinantes IFN-y (10° Einheiten in 30
ul) intratumoral (in den Lymphknoten) injiziert. Nach 3 Tagen wurde der entsprechende

Lymphknoten prépariert und die dendritischen Zellen im FACS analysiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Aktivierung dendritischer Zellen in c-myc-Tumoren

3.1.1 Kokultur mit primaren c-myc-Tumoren

Aus fritheren Untersuchungen der DCs im c-myc-Modell ist bereits bekannt, dass diese einen
aktivierten Phianotyp zeigen [28]. Unbeantwortet war jedoch die Frage, wodurch diese Akti-
vierung vermittelt wird. Es wurde vermutet, dass die DC-Aktivierung im Tumor durch Zell-
kontakte und/oder 16sliche Faktoren herbeigefiihrt wird. Um diese Frage zu beantworten,
wurden Versuche durchgefiihrt, in denen aus Wildtyp-Mausen angereicherte DCs mit pri-
méren c-myc-Tumoren kokultiviert wurden. In der anschlieBenden FACS-Analyse wurde die
Expression des Aktivierungsmarkers CD83, der kostimulatorischen Molekiile CD80 und
CD86 sowie der Molekiile CD40 und MHC-II auf den DCs quantifiziert.
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Abbildung 3.1: Aktivierungsmarker auf dendritischen Zellen nach Kokultur mit c-myc-Tumoren.
WT-DCs wurden fiir 46 Stunden mit priméren c-myc-Tumoren bzw. WT-Milzzellen kokultiviert. Anschlie-

end wurde die Expression der Oberflaichenmarker mittels FACS analysiert.

Fiir alle Parameter zeigen die mit c-myc-Tumoren kokultivierten DCs einen stérker aktivier-
ten Phénotyp als die Wildtyp-Kontrolle. Dies ldsst vermuten, dass die Tumorzellen und/oder

ihr Milieu tatsdchlich eine vermittelnde Rolle in der DC-Aktivierung spielen (s. Abb. 3.1).
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3.1.2 Kokultur mit 291-Zellen

Um zu differenzieren, ob auch Milz-Pulpa- und Stromazellen einen Einfluss auf die DC-
Aktivierung haben, wurden, parallel zu den Kokulturen mit priméren c-myc-Tumoren, analo-
ge Versuche mit 291-Zellen durchgefiihrt. Bei diesen Zellen handelt es sich um eine aus ei-
nem c-myc-Tumor etablierte Zelllinie. Auch bei diesem Ansatz war eine stiarkere Maturierung

der DCs im Vergleich zur Kontrolle festzustellen (s. Abb. 3.2).
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Abbildung 3.2: Aktivierungsmarker auf dendritischen Zellen nach Kokultur mit 291-Zellen.
WT-DCs wurden fiir 46 Stunden mit 291-Zellen bzw. WT-Milzzellen kokultiviert. AnschlieBend wurde

die Expression der Oberflaichenmarken mittels FACS analysiert.

Daraus lasst sich schlussfolgern, dass tatsdchlich der Tumor und/oder dessen Milieu fiir die
Aktivierung verantwortlich sind. Die Milz-Pulpa- oder Stromazellen, die in primdren c-myc-
Tumoren Teil der Zellsuspension sind, scheinen, wenn iiberhaupt, nur eine untergeordnete
Rolle zu spielen. AuBBerdem stand mit den 291-Zellen nun eine Zelllinie zu Verfiigung, die

beliebig vermehrt werden und alternativ zu primiren Tumoren eingesetzt werden konnte.

3.1.3 Kokultur in zellfreiem Tumoriberstand

Als nichstes sollte der Frage nachgegangen werden, ob fiir die DC-Maturierung zellulédre

Kontakte notwendig sind oder sie durch 16sliche Faktoren vermittelt wird. Dafiir wurde erneut
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auf den Kokulturansatz zuriickgegriffen. Anstatt der primiren Tumor- bzw. 291-Zellen

wurde in diesem Fall aber zellfreier Tumoriiberstand eingesetzt (s. Abb. 3.3).
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Abbildung 3.3: Aktivierungsmarker auf dendritischen Zellen nach Kokultur im zellfreien 291-

Tumoriiberstand.
WT-DCs wurden fiir 46 Stunden in zellfreiem 291-Uberstand bzw. Medium kultiviert. AnschlieBend

wurde die Expression der Oberflaichenmarker mittels FACS analysiert.

Nach Analyse der bekannten Oberflichenmolekiile mittels Durchflusszytometrie wird deut-
lich, dass die zuvor beobachtete Aktivierung der DCs ausbleibt (Abb. 3.3). Dies legt nahe,

dass die Maturierung zellkontaktabhingig vermittelt wird.

3.1.4 Die Rolle von HSP70

In einem weiteren Versuch sollte geklart werden, ob ein spezifisches Molekiil ermittelt wer-
den kann, das flir die DC-Aktivierung kausal verantwortlich ist. Aus der Literatur ist schon
seit langerem die wichtige Rolle von HSP70 fiir die Induktion der DC-Maturierung bekannt
[38]. In einem ersten Schritt wurde deshalb untersucht, ob der c-myc-Tumor HSP70 expri-

miert (s. Abb. 3.4).
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Abbildung 3.4: Analyse der HSP70-Expression auf primiiren c-myc-Tumoren.
Ex vivo gewonnene primére c-myc-Tumoren wurden mittels FACS auf die Expression von HSP70 unter-

sucht.

In Abb. 3.4 ist zu erkennen, dass die c-myc-Tumoren HSP70-positiv sind und somit HSP70
ein vielversprechender Kandidat fiir die Induktion der beobachteten DC-Aktivierung sein

konnte.

Diese Vermutung sollte in einem zweiten Schritt iberpriift werden. Dafiir wurden Kokultur-
Versuche angesetzt, in denen HSP70 durch die Zugabe eines anti-HSP70-Ak neutralisiert
wurde (s. Abb. 3.5).
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Abbildung 3.5: Aktivierungsmarker auf dendritischen Zellen nach Kokultur mit und ohne HSP70-
neutralisierendem Antikoérper.
WT-DCs wurden mit primdren c-myc-Tumoren fiir 46 Stunden kokultiviert. Der Einfluss von HSP70 auf

die DC-Maturierung wurde durch die Zugabe eines neutralisierenden anti-HSP70-Aks analysiert.
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Abb. 3.5 zeigt, dass HSP70 im verwendeten c-myc-Modell wohl keine relevanten DC-

maturierenden Effekte vermittelt, da eine Aktivierung ausbleibt. Aufgrund der Vielfalt anderer
moglicher Kandidaten und der groBen Wahrscheinlichkeit, dass weit mehr als nur ein Molekiil
in den Maturierungsprozess involviert ist, wurde die Suche nach Alternativen nicht weiter

fortgesetzt.

3.1.5 DC-NK-Zell-Interaktion

Schon seit geraumer Zeit ist bekannt, dass auch NK-Zellen durch zelluldre Interaktion mit
DCs zu deren Maturierung beitragen konnen. Die wechselseitige Aktivierung und die Sekreti-
on verschiedener Zytokine spielen eine entscheidende Rolle in der schnellen unspezifischen
Immunantwort [39]. Um die Frage der DC-Maturierung weiterzuverfolgen, wurde deshalb im

Folgenden die DC-NK-Zell-Interaktion néher analysiert.

Dazu wurde der oben beschriebene Kokulturansatz erweitert. Zu der Kokultur aus aufgerei-
nigten DCs und 291-Zellen wurden in gleichem Verhiltnis aus Wildtyp-Mausen isolierte NK-
Zellen zugegeben (s. Abb. 3.6).
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Abbildung 3.6: Aktivierungsmarker auf dendritischen Zellen nach Kokultur mit 291-Zellen und
WT-NK-Zellen.

WT-DCs wurden fiir 46 Stunden mit WT-NK-Zellen und 291-Zellen im Verhéltnis 1:1:1 kokultiviert. An-
schielend wurde die Expression der Oberflachenmolekiile auf den DCs mittels FACS analysiert.

Als Negativkontrolle vergleiche Abb. 3.2: In dieser wurde gezeigt, dass WT-DCs nach Kokultur mit 291-

Zellen einen stirker aktivierten Phénotyp zeigen als in der WT-Kontrolle.
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Aus Abb. 3.6 wird ersichtlich, dass NK-Zellen neben dem Tumor einen zusétzlichen Bei-

trag zur DC-Aktivierung leisten.

Neben diesem Ansatz mit Wildtyp-NK-Zellen sollte als nédchstes die Situation in primdren
Tumoren modelliert werden. Als Versuchsansatz diente wieder die erweiterte Kokultur, in der
diesmal aus c-myc-Tumoren isolierte NK-Zellen mit 291-Zellen und WT-DCs kokultiviert

wurden.

Aus fritheren Projekten in der Arbeitsgruppe war bekannt, dass die NK-Zellen im c-myc-
Modell zwar einen aktivierten Phinotyp zeigen aber in ihrer Effektorfunktion und auch in der
fiir die DC-Aktivierung wichtigen IFN-y-Produktion Defizite aufweisen [27]. Deshalb wurde
erwartet, dass die in Abb. 3.6 beobachtete NK-Zellen-vermittelte DC-Aktivierung ausbleibt.

Abb. 3.7 zeigt den unterschiedlichen Einfluss von Wildtyp-NK-Zellen und NK-Zellen aus c-
myc-Tumoren auf die Maturierung der DCs. Wie erwartet ist zu erkennen, dass die anergen,
aus Tumoren isolierten NK-Zellen nicht mehr in der Lage sind, ihren fiir die DC-Maturierung

wichtigen Beitrag zu leisten.
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Abbildung 3.7: Unterschiedlicher Einfluss von WT-NK-Zellen und NK-Zellen aus c-myc-Méusen auf

die Maturierung von WT-DCs.

WT-DCs wurden mit 291-Zellen und WT-NK- bzw. c-myc-NK-Zellen fiir 46 Stunden kokultiviert. An-

schlieend wurde die Expression der Oberflichenmolekiile auf den DCs mittels FACS analyisiert.
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3.2 Die Rolle des Zytokinmilieus

3.2.1 Veranderung des Zytokinmilieus

Eine zentrale Rolle im Ablauf einer Immunantwort spielt das vorherrschende Zytokinmilieu

durch seinen immunmodulierenden Einfluss.

Aus fritheren Untersuchungen des Zytokinmilieus von c-myc-Tumoren war bereits bekannt,
dass dieses sich durch hohe IL-10-Spiegel mit immunsuppressiver Wirkung auf DCs aus-
zeichnet. Aulerdem war bekannt, dass die Verschiebung des Zytokinexpressionsmusters in
intratumoralen DCs humoral vermittelt wird. Diese Beobachtung, sowie der NK-Zell-bedingte
[FN-y-Mangel begiinstigen eine Differenzierung dendritischer Zellen zu regulatorischen DCs.
Dies wiederum konnte zur Folge haben, dass die DCs ihrerseits zu einer vermehrten IL-10-
Produktion angeregt werden. Gleichzeitig zeigen sie eine verminderte IL-12-Produktion, die
u.a. durch die reduzierten IFN-y-Spiegel vermittelt sein konnte. Die Konsequenzen dieses
verdnderten Zytokinexpressionsmusters zeigen sich u.a. in der T-Zell-Prdgung und der nach-

folgenden Immunantwort [28].

Im Folgenden sollte die Frage geklart werden, ob sich durch eine Manipulation des Zytokin-

milieus in vivo bzw. in vitro die Zytokinexpression in DCs beeinflussen lésst.

3.2.2 Intratumorale Injektion von IFN-y

Durch die intratumorale Injektion von rekombinantem IFN-y sollte der durch die anergen NK-
Zellen bedingte IFN-y-Mangel kompensiert und so die IL-12-Produktion in DCs wieder her-
gestellt werden. Dafiir wurden Méuse in einem frithestmoglichen Tumorstadium ausgewahlt

und das IFN-y in einen axilldren vergroferten Lymphknoten injiziert.
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Abbildung 3.8: Einfluss von intratumoral injiziertem IFN-y auf die IL-12-Expression in Tumor-
infiltrierenden dendritischen Zellen.

C-myc-Maiusen wurde in vivo in einem frithen Tumorstadium rekombinantes IFN-y in einen vergroferten
axilliren Lymphknoten injiziert. Nach 3 Tagen wurde in dem ex vivo gewonnenen Lymphknoten die IL-
12-Expression in den Tumor-infiltrierenden DCs analysiert. Vor der FACS-Analyse wurden die DCs mit

PMA/Ionomycin stimuliert.

Aus Abb. 3.8 wird deutlich, dass sich die postulierte gesteigerte IL-12-Produktion nicht
nachweisen ldsst. Unterschiedlichste Griinde kdnnen hierfiir verantwortlich sein. Am wahr-
scheinlichsten ist, dass die verwendeten Tumoren in einem zu fortgeschrittenen Stadium wa-
ren und deren Einfluss auf die DCs und deren Zytokinexpression stérker ist als der des inji-

zierten IFN-y.

3.2.3 IL-10-Neutralisation in vitro

Da die kiinstliche Erhohung des IFN-y-Spiegels in vivo nicht zu der erwarteten Verdnderung
der IL-12-Produktion fiihrte, sollte als ndchstes der Einfluss der hohen IL-10-Spiegel auf die
Zytokinexpression der (reg)DCs in vitro untersucht werden. Besonderes Interesse galt auch
hier wieder der IL-12-Produktion. Dafiir wurden Kokulturen wie bei den Versuchen zur DC-

Aktivierung angesetzt, unter Zugabe eines IL-10-neutralisierenden Antikorpers.
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Abbildung 3.9: Verinderung der IL-12-Expression in WT-DCs nach Kokultur mit priméren c-myc-
Tumoren und einem IL-10-neutralisierenden Antikérper.

WT-DCs wurden mit priméren c-myc-Tumoren und einem IL-10-neutralisierenden Antikorper kokulti-
viert. Vor der anschlieBenden FACS-Analyse wurden die Zellen mit PMA/Ionomycin stimuliert.

Als Negativkontrolle vergleiche Abb. 3.13 (WT-DC+WT-Milzzellen).

Aus Abb. 3.9 wird ersichtlich, dass die durch den Tumor vermittelten hohen IL-10-Spiegel zur
immunsuppressiven Differenzierung der DCs und ihrer verminderten IL-12-Produktion bei-
tragen. Die dadurch bedingte Pragung regulatorischer T-Zellen und die durch sie kontrollierte
und supprimierte Immunantwort scheinen eine Strategie des Tumors zu sein, einer immunolo-

gischen Kontrolle zu entgehen.
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3.3 Dendritische Zellen im NKG2D-defizienten Mausmodell

3.3.1 Der NKG2D-Rezeptor

In den letzten Jahren hat sich zunehmend die wichtige Rolle des NKG2D-Rezeptors in der
Antitumorimmunitét gezeigt. Bei diesem Rezeptor handelt es sich um ein aktivierendes,
hauptsichlich auf NK-Zellen, aber auch CD8"-Zellen und Makrophagen (und CD4"-Zellen)
exprimiertes Oberflichenmolekiil. Die entsprechenden Liganden werden vor allem auf infi-
zierten und maligne transformierten Zellen gefunden, so dass dem NKG2D-Rezeptor eine
zentrale Rolle in der Immuniiberwachung und Tumorkontrolle zukommt. Um den Einfluss des
Rezeptors zu untersuchen, wurde in der Arbeitsgruppe Mocikat ein NKG2D-defizientes

Mausmodell eingefiihrt und in das c-myc-Modell eingekreuzt.

Aus Untersuchungen der NK-Zellen NKG2D-defizienter Miuse war bereits bekannt, dass
diese eine wesentlich hohere IFN-y-Produktion als WT-NK-Zellen zeigen [37]. In vorliegen-
der Arbeit sollten deshalb die Auswirkungen der NK-Zell-bedingten gesteigerten IFN-y-

Spiegel auf die intratumoralen DCs untersucht werden.

Versuche wurden sowohl mit dem NKG2D-defizienten (NKG2D”'myc™) als auch mit dem
NKG2D-defizienten und myc-transgenen Genotyp (NKG2D " myc”") durchgefiihrt.

3.3.2 Phanotypisierung der DCs

Zunichst sollte iiberpriift werden, ob die Rezeptordefizienz einen Einfluss auf die DC-
Maturierung hat. Daflir wurden die DCs anhand der Expression des Aktiverungsmarkers
CD83, der kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86 sowie CD40 und MHC-II analy-
siert. Abb. 3.10a-c zeigt, dass das Fehlen des Rezeptors zum Teil erheblichen Einfluss auf

deren Expression hat.
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Abbildung 3.10a-c: Unterschiedliche Expression verschiedener Oberflichenmarker auf dendriti-
schen Zellen abhiingig vom Genotyp.

Die ex vivo gewonnenen DCs aus Lymphknoten wurden ohne Stimulation bzw. Kokultur mittels FACS
analysiert.

Bei den dargestellten Ergebnissen handelt es sich um Absolutwerte aus unterschiedlichen Messungen.
Deshalb ist keine Ubereinstimmung der WT-Werte zu erwarten.

Fiir DCs aus Milzen wurden identische Ergebnisse erhalten (Daten nicht gezeigt).

Bei den nicht myc-transgenen NKG2D-defizienten Méusen ist kein wesentlicher Unterschied
gegeniiber der Wildtyp-Kontrolle zu erkennen (Abb. 3.10a). Der tumortragende NKG2D-
defiziente Genotyp dagegen zeigt eine signifikant (p=0,0167) reduzierte Expression der ge-
messenen Oberflichenmarker (Abb. 3.10b). Dies ist erstaunlich, wenn man bedenkt, dass die
tumortragenden NKG2D-kompetenten Méuse einen gegeniiber dem Wildtyp aktivierten Phi-
notyp zeigen (Abb. 3.10c.). Diese Beobachtung legt die Vermutung nahe, dass der NKG2D-

Rezeptor eine direkt oder indirekt vermittelnde Rolle in der DC-Maturierung spielt.

3.3.3 LPS-Stimulation phanotypisch supprimierter DCs

Als néchstes sollte untersucht werden, ob der supprimierte Phénotyp genetisch durch den
knock-out bedingt ist oder durch ein im Vergleich zum c-myc-Modell verdndertes Tumormi-

lieu. Hierfur wurden die DCs in frisches Medium uberfiihrt und mit LPS stimuliert.
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Abbildung 3.11: Aktivierungsmarker auf dendritischen Zellen aus WT- und tumortragenden
NKG2D-defizienten Miusen nach LPS-Stimulation.
DCs auf WT-Méusen und turmortragenden NKG2D-defizienden Mausen wurden fiir 4 Stunden mit LPS

stimuliert. Anschliefend wurde die Expression der Oberflichenmarker mittels FACS analysiert.

Abb. 3.11 zeigt die Expression verschiedener Oberflichenmolekiile der DCs tumortragender
NKG2D-defizienter Mause im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle vor und nach Stimulation. In
beiden Fillen ist eine gesteigerte Expression aller analysierten Marker nach LPS-Kontakt zu
erkennen. Somit ldsst sich vermuten, dass nicht primér das Fehlen des NKG2D-Rezeptors fiir
die mangelnde Aktivierung der DCs verantwortlich ist sondern der Grund dafiir wo anders zu

suchen ist.

3.3.4 Zytokinexpression in dendritischen Zellen

Aufgrund der iiberraschenden Ergebnisse der Phénotypisierung in Abschnitt 3.4.2, sollte als
nichstes auch das Zytokinexpressionsmuster der DCs untersucht werden. Hierzu wurden
Milzzellen beider oben beschriebener NKG2D-defizienter Genotypen gewonnen und fiir 4
Stunden mit PMA/Ionomycin stimuliert. AnschlieBend wurde mittels intrazelluldrer FACS-
Analyse die Expression von IL-10 und IL-12 gemessen. Abb. 3.12a-d zeigt die Ergebnisse
sowie den Vergleich zur Wildtyp-Situation und zum NKG2D-kompetenten c-myc-Modell.
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Abbildung 3.12a-d: Unterschiedliche Zytokinexpression in DCs abhéingig vom Genotyp.

Die DCs wurden ex vivo gewonnen und vor der FACS-Analyse mit PMA/Ionomycin stimuliert. Zudem

hoch

wurden CD11c¢"-Subpopulationen unterschieden, die viel (=CD11¢"", a und c) und wenig

(=CD11¢"*¥ b und d) CD11c exprimieren. Diese Differenzierung wurde vorgenommen, da aus friiheren
Versuchen bekannt war, dass sich die Hauptunterschiede im Zytokinexpressionsmuster in der

CD11c¢™¥*-Population zeigen. Dariiberhinaus sind sie prozentual die weitaus groBere Subpopulation der

CDl1l1c"-Zellen.

Sowohl fiir IL-10 als auch fiir IL-12 zeigen jeweils die tumortragenden und nicht tumortra-
genden Miuse anndhernd iibereinstimmende Expressionsspiegel. Dariiber hinaus findet man
in den myc-transgenen Miusen eine gegeniiber den nicht myc-transgenen Mausen nahezu
doppelt so hohe IL-10-Produktion (Abb. 3.12a und b) bei gleichzeitig (zum Teil unter die
Nachweisgrenze) supprimierter [L-12-Spiegel (Abb. 3.12c und d).

Auffillig ist zudem, dass die myc-transgenen NKG2D-defizienten Miuse eine stirkere 1L-12-
Expression zeigen als die myc-transgenen NKG2D-kompetenten Méuse (Abb. 3.12¢ und d).

Diese Beobachtung ist wahrscheinlich u.a. auf die hoheren IFN-y-Spiegel in den Tumoren aus
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NKG2D-defizienten Mausen zuriickzufithren (Vergleiche Abschnitt 3.4.1). Die Verinde-
rung des Zytokinexpressionsmusters in DCs aus NKG2D-defizienten Mausen, konnte ein An-

satz zu einer besseren Tumorkontrolle sein.

3.3.5 Kokultur mit Tumoren aus NKG2D-defizienten Mausen

Die in Abschnitt 3.4.2 und 3.4.4 in vivo gewonnen Erkenntnisse, zeigen den Einfluss der
NKG2D-Rezeptordefizienz auf die Expression verschiedener Zytokine und Oberflichenmole-
kiile in bzw. auf dendritischen Zellen. Als nichstes sollte der Frage nachgegangen werden, ob
sich die erhobenen Befunde auch in vitro modellieren lieBen. Besonderes Interesse galt der
IL-12-Produktion (vergleiche Abb. 3.12c und d). Da wie oben erwihnt, aufgrund der Rezep-
tordefizienz erhohte IFN-y-Spiegel in den Tumoren zu erwarten waren, wurde mit einem An-

stieg der IL-12-Spiegel in DCs gerechnet (vergleiche Versuch in Abschnitt 3.2.2).

Als Versuchsaufbau diente analog zu den DC-Aktivierungsversuchen im c-myc-Modell, der
Kokulturansatz. Abb. 3.13 zeigt das Ergebnis der Kokulturen fiir IL-12 und den Vergleich
zum c-myc-Modell bzw. 291-Zellen.

2.5
3 2.0
N . @ DC+WT-Milzzellen
1% e B DC+NKG2D"myc’*-Tumor
£ 10- [ DC+291-Zellen
>
= 0.5
0-0' T T

Abbildung 3.13: Expression von IL-12 in WT-DCs nach Kokultur mit 291-Zellen bzw. priméren
NKG” myc”™-Tumoren.
WT-DCs wurden mit 291-Zellen bzw. priméren NKG myc”*-Tumoren fiir 46 Stunden kokultiviert. Die

WT-Kontrolle wurde zu besseren Vergleichbarkeit auf 1 normiert.

Es ist zu erkennen, dass die DCs nach Kokultur mit NKG2D-defizienten Tumoren mehr IL-12
produzierten als in der Wildtyp-Kontrolle (Abb. 3.13). Dies stellt einen kontrdren Zustand
gegeniiber dem c-myc-Modell (bzw. den 291-Zellen) dar, in dem die IL-12-Produktion nach
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Kokultur supprimiert ist (Abb. 3.13). In wieweit diese Beobachtungen den erhohten IFN-y-

Spiegeln geschuldet sind, sollte in einem weiteren Versuch geklart werden.

3.3.6 Die Rolle von IFN-y — Manipulationsversuche in vitro

Zur weiteren Validierung der Ergebnisse aus Abschnitt 3.3.5 wurde folgender Versuch durch-
gefiihrt: Erneut wurden Kokulturen angesetzt, in diesem Fall unter Zugabe eines IFN-y-
neutralisierenden Antikorpers. So sollte die aus dem c-myc-Modell bekannte NK-Zell-

Anergie simuliert, und entsprechend eine Suppression der IL-12-Produktion in DCs vermit-

teln werden.

Bl DC+NKG2D" myc”™ Tumor
3 DC+NKG2Dmyc” Tumor+anti-IFN-y-Ak

% IL-12 positive Zellen
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Abbildung 3.14: Verinderung der IL-12-Expression in WT-DCs nach Kokultur mit NKG" 'my¢™-

Tumoren und einem IFN-y-neutralisierenden Antikorper.

WT-DCs wurden mit primaren NKG ' myc”"-Tumoren fiir 46 Stunden kokultiviert. Vor der anschlieBen-

den FACS-Analyse wurden die Zellen mit PMA/Ionomycin stimuliert.

Die Ergebnisse in Abb. 3.14 bestitigen den erwarteten Effekt, wenn auch nicht signifikant.
Aller Wahrscheinlichkeit nach sind die regulierenden Mechanismen wesentlich komplexer,

und andere Faktoren (z.B. TNF) sind in diesem Fall nicht berticksichtigt worden.

3.3.7 DC-NK-Zell-Interaktion im NKG2D-defizienten Modell

In den im Abschnitt 3.1.5 durchgefiihrten Versuchen wurde die wichtige Rolle der NK-Zellen
fiir die DC-Aktivierung und die Situation im c-myc-Modell gezeigt. Ein wichtiger Punkt fiir
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die Interpretation der dortigen Ergebnisse ist die in fritheren Versuchen beobachtete NK-

Zell-Anergie und der daraus resultierende IFN-y-Mangel.

Das Fehlen des NKG2D-Rezeptors auf NK-Zellen aus NKG2D-defizienten Méusen scheint
deren IFN-y-Produktion jedoch dahingehend zu deregulieren, dass diese zu einer gesteigerten

IFN-y-Produktion beféhigt werden.

[FN-y ist nicht nur ein wichtiger Faktor fiir die IL-12-Produktion in DCs, sondern spielt auch
eine wichtige stimulierende Rolle in der NK-Zell-vermittelten DC-Aktivierung. Deshalb soll-
te in einem neuen Versuch eruiert werden, ob die gesteigerte IFN-y-Produktion in NK-Zellen
aus NKG2D-defizienten Méusen einen unmittelbaren Effekt in der DC-NK-Zell-Interaktion

nach sich zieht.

Um dies zu iiberpriifen, wurden, analog zu den Versuchen im c-myc-Modell, erweiterte Ko-
kulturen mit WT-DCs, 291-Zellen und NKG2D-defizienten NK-Zellen angesetzt (vergleiche
Abschnitt 3.1.5) .
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Abbildung 3.15: Unterschiedlicher Einfluss von WT-NK-Zellen und NK-Zellen aus NKG2D-
defizienten Méusen auf die Maturierung von WT-DCs.

WT-DCs wurden mit 291-Zellen und WT-NK- bzw. NK-Zellen aus NKG2D-defizienten Mausen fiir 46
Stunden kokultiviert. AnschlieBend wurden die Expression der Oberflachenmolekiile auf den DCs mittels

FACS analyisiert.

In Abb. 3.15 sind die Ergebnisse der Kokultur zu sehen. Es zeigt sich die aus Abschnitt 3.1.5
bekannte Steigerung der DC-Maturierung unter Zugabe von WT-NK-Zellen gegeniiber der
DC-291-Kontrolle (vergleiche Abb. 3.7). Dariiber hinaus ist eine weitere Aktivierung durch
die NK-Zellen aus NKG2D-defizienten Miusen zu beobachten. Die gesteigerte INF-y-
Produktion der NK-Zellen scheint also tatsachlich einen zusitzlich aktivierenden Einfluss auf

die DC-Maturierung auszuiiben.
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3.3.8 Immunantwort NKG2D-defizienter Mause

Aus Immunisierungsversuchen mit c-myc-Méusen war bekannt, dass sie zu einer Th2-
dominierten T-Zell-Antwort neigen, weil die Tumorzellen ein immunsuppressives Th2-

lastiges Zytokinmilieu generieren [28].

Die verdnderten Zytokinverhiltnisse in NKG2D-defizienten Méusen (vergleiche Abb. 3.12a-
d) und die neuen Erkenntnisse beziiglich der IL-12-Produktion in DCs (vergleiche Abschnitt
3.3.5 und 3.3.6) fiihrten jedoch zu der Frage, ob die gesteigerten Spiegel dieses wichtigen
Th1-Zytokins auch eine stirker Thl-gepragte Immunantwort nach sich ziehen wiirden. Diese

Vermutung sollte durch einen Immunisierungsversuch geklart werden.

Hierfiir wurden drei Gruppen (NKG2D”"myc”", NKG2D"myc”", WT-Kontrolle) a vier Tiere
im Alter von ca. acht Wochen gebildet und mit HA-OVA immunisiert.
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Abbildung 3.16: Verdiinnungsreihen der Immunglobulin-Subklassen IgG2a und IgG2b aus WT-
(oben) und NKGZD'/'myc'/+-Méiuse (unten).

Aus den Seren der immunisierten Mause wurden Verdiinnungsreihen fiir verschiedene Immunglobulin-
Subklassen mittels ELISA bestimmt. Man sieht die geringeren Titer des Thl-assoziierten IgG2a gegen-
iiber dem Th2-assoziierten IgG2b.

Abb. 3.16 zeigt die anschlieBend aus Serum ermittelten Verdiinnungsreihen der OVA-
spezifischen Immunglobuline IgG2a (Thl-assoziiert) und IgG2b (Th2-assoziiert). Durch Be-
rechnung der reziproken Immunglobulin-Subklassen-Titer, ldsst sich das Verhiltnis von Th2-
zu Thl-Antwort quantifizieren. Als Grundlage fiir die Berechnung dienten die Extinktionen
bei 2-fachem Hintergrund (Hintergrund OD=0,05) an Tag 40 der Immunisierung. Wéhrend im
c-myc-Modell die Th2-Antwort ndherungsweise um den Faktor 15 iiberwiegt [28], 14sst sich
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aus den Ergebnissen in Abb. 3.17 nur noch eine knapp 2,3-fach gesteigerte Th2-

Gewichtung entnehmen, was mit den Verhéltnissen in der WT-Situation iibereinstimmt.

3q
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Abbildung 3.17: Verhiiltnis der Th2/Th1-Antwort in WT- und NKG/myc/ -Miusen.
Aus den ELISA-Ergebnissen an Tag 40 der Immunisierung wurden fiir IgG2a und IgG2b die reziproken
Immunglobulin-Subklassen-Titer berechnet. Uber diese ldsst sich das Verhiltnis der Th2/Th1-Antwort

ermitteln.

Diese Ubereinstimmung der Immunantwort in WT- und NKG2D-defizientem M#usen konnte
auch auf der Ebene der IL-4-Sekretion durch T-Zellen bestitigt werden. 1L.-4 ist das zentrale
Th2-Zytokin, welches die Pragung einer Th2-dominierten T-Zell-Antwort einleitet [40]. Im c-
myc-Modell wurde gezeigt, dass die T-Zellen eine annihernd 10°-fach hohere IL-4-
Produktion zeigen als in der WT-Situation, was die Th2-dominierte Immunantwort erklart
[28]. In den T-Zellen NKG2D-defizienter Méuse dagegen stimmen die IL-4-Spiegel néhe-
rungsweise mit denen in WT-Maiusen iiberein (Abb. 3.18), was zu den Beobachtungen in Abb.

3.17 passt.
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Abbildung 3.18: Expression von IL-4 in CD4"- und CD8"-Zellen nach HA-OVA-Immunisierung.
Am Tag 60 der Immunisierung wurde die IL-4-Expression in CD4"- und CD8"- Zellen in den Lymphkon-
ten der immunisierten Méuse analysiert. Die ex vivo gewonnen Zellen wurden vor der FACS-Analyse mit

PMA/Ionomycin stimuliert.

Die Verdnderung im NKG2D-defizienten Modell hin zu einer weniger Th2-dominierten Im-
munantwort 14sst sich u.a. durch die dort vorherrschenden, durch NK-Zellen vermittelten ho-

heren IFN-y-Spiegel und die verminderte IL-4-Expression in T-Zellen erkléren.

3.3.9 Funktionalitat dendritischer Zellen im NKG2D-defizienten
Modell

Ihre entscheidende Mittlerposition zwischen der angeborenen und adaptiven Immunitét neh-
men DC u.a. aufgrund ihrer Féhigkeit ein, T-Zellen zu stimulieren. Aus Untersuchungen bei
c-myc-Méusen war bekannt, dass die Tumor-infiltrierenden DCs trotz ihres aktivierten Phéno-

typs Einschriankungen in der Fahigkeit zeigten, T-Zellen zu stimulieren.

Hier soll der Frage nachgegangen werden, ob die phinotypisch supprimierten DCs aus
NKG2D-defizienten Méusen ebenfalls in ihrer stimulatorischen Kapazitit eingeschrankt sind

oder nicht.

Dafiir wurden Allostimulationen mit T-Zellen aus BALB/c-Miausen und DC aus NKG2D~
myc” bzw. WT-Méusen (jeweils C57BL/6-Hintergrund) durchgefiihrt. Diese wurden fiir 3 und
5 Tage kokultiviert und anschlieend die IFN-y-Produktion der T-Zellen im ELISA quantifi-

ziert.
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Abbildung 3.19: Allostimulation mit BALB/c-T-Zellen und WT-DCs bzw. DCs aus NKG2D-

defizienten Miusen.
Angereicherte BALB/c-T-Zellen wurden mit angereicherten WT- DCs bzw. DCs aus NKG2D-defizienten

Mausen fiir 3 und 5 Tage kokultiviert. AnschlieBend wurde die IFN-y-Produktion der stimulierten T-
Zellen im ELISA quantifiziert.

Wie in Abb. 3.19 zu sehen ist, zeigen die aus NKG2D-defizienten Méusen isolierten DCs eine
dem Wildtyp vergleichbare Fahigkeit, T-Zellen zu stimulieren. Dies legt nahe, dass die DCs

trotz ihres supprimierten Phinotyps in der Lage sind, eine addquate T-Zell-Antwort einzulei-

ten.
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4 Diskussion

4.1 Die Aktivierung dendritischer Zellen

Die Maturierung dendritischer Zellen ist ein essenzieller Prozess, um eine effektive T-Zell-
Antwort einleiten zu konnen [41]. Neben der Phagozytose und anschlieenden Prozessierung
der Antigene ist dafiir die Aktivierung der Zellen iiber PRR durch PAMPs notwendig [42, 43].
Bleibt diese aus, reifen die DCs nicht, sondern differenzieren sich zu tolerogenen regulatori-
schen DCs [44, 45]. Diese sind zwar in der Lage, Antigen zu prisentieren, besitzen aber nicht
die Féahigkeit, eine addquate T-Zell-Antwort einzuleiten, da sie weder die entsprechenden Zy-
tokine sezernieren noch die dafiir notwendigen Oberflichenmolekiile exprimieren konnen

[46].

Die DCs in c-myc-Méusen zeigen einen aktivierten Phinotyp (Abb. 3.10c). In Abschnitt 3.1
konnte gezeigt werden, dass die Maturierung durch Tumorzellen vermittelt wird (Abb. 3.1).
Dafiir scheinen Zellkontakte notwendig zu sein, weil die Maturierung der DCs nach Kultur in
zellfreiem Tumoriiberstand ausbleibt (Abb. 3.3). Diese Beobachtungen sind eher ungewdhn-
lich, da mehrere Tumorentititen beschrieben sind, in denen die Tumor-infiltrierenden DCs
einen unreifen Phénotyp zeigen [47-50]. Auch im untersuchten NKG2D-defizienten Modell
sind die DCs, im Gegensatz zum c-myc-Modell, nicht aktiviert (Abb. 3.10b). In diesen Féllen
ist aufgrund der mangelnden Expression kostimulatorischer Molekiile auf DCs, keine T-Zell-
Aktivierung zu erwarten [51, 52]. Im c-myc-Modell dagegen wire dies aufgrund des aktivier-
ten Phénotyps jedoch prinzipiell moglich. Allerdings konnte in fritheren Untersuchungen be-
reits demonstriert werden, dass auch die DCs aus c-myc-Midusen Defizite in der T-Zell-
Stimulation aufweisen [28]. Grund dafiir scheint u.a. das immunsuppressive, durch die Tu-

morzellen generierte Zytokinmilieu zu sein (siehe Abb. 3.12a-b und Abschnitt 4.2).

Neben dem oben beschriebenen Ablauf der DC-Aktivierung iiber PRRs wurde in den letzten
Jahren die Existenz eines alternativen Wegs entdeckt: die NK-Zell-vermittelte DC-
Aktivierung [53-55]. Dafiir sind zellulire Kontakte (NKp30, NKp46) sowie verschiedene
16sliche Faktoren (IFN-y, TNF, IL-12, IL-15, IL-18) notig [56-58]. Diese Form der DC-
Aktivierung stellt u.a. bei blanden Entziindungsverldufen und bestimmten Tumorentitdten
eine effektive Maturierung der DCs sicher. Die Bedeutung der NK-Zell-vermittelten DC-

Aktivierung fiir die Tumorbekdmpfung konnten Adam et al. demonstrieren. Thnen gelang es
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auf diesem Weg, unabhingig von T-Helfer-Zellen eine effiziente CTL-vermittelte Tumor-

AbstoBBung zu generieren [24].

Auch in der vorliegenden Arbeit wurde die Interaktion zwischen DCs und NK-Zellen ndher
analysiert (Abschnitt 3.1.5 und 3.4.7). Wie oben erwéhnt, scheint IFN-y ein wichtiger Faktor
fiir die DC-Aktivierung zu sein. Dies konnte sowohl in c-myc-Méusen als auch in NKG2D-

defizienten Mausen bestitigt werden, wie im Folgenden aufgefiihrt.

In Abschnitt 3.1.5 wurde der unterschiedliche Einfluss von WT-NK-Zellen und NK-Zellen
aus c-myc-Méusen auf die Reifung der DCs untersucht (Abb. 3.6 und 3.7). Es konnte gezeigt
werden, dass die NK-Zellen aus WT-M4iusen zusétzlichen zur Stimulation durch die Tumor-
zellen einen Beitrag zur DC-Aktivierung leisten. Dies ldsst sich durch die Produktion ausrei-
chender Mengen von IFN-y und TNF erkldren [59]. Anders zeigte sich die Situation bei dem
Einsatz von c-myc-NK-Zellen. Hier bleibt die NK-Zell-vermittelte DC-Aktivierung aus (Abb.
3.7). Aller Wahrscheinlichkeit nach ist das auf die fehlende IFN-y-Produktion der NK-Zellen
zuriickzufiihren, da diese durch die Tumorzellen in einen anergen Zustand versetzt werden
[26, 27]. Dies hat weitreichende Konsequenzen fiir die Immunantwort. Einerseits fiihrt die
mangelhafte Maturierung der DCs zu einer Differenzierung regulatorischer DCs. Eine im-
munsuppressive T-Zell-Antwort durch Pragung regulatorischer T-Zellen ist die Folge [60].
Andererseits fehlt durch die reduzierte INF-y-Sekretion ein wichtiger Faktor fiir die Prigung
einer Thl-Antwort [61, 62]. Fiir eine effektive Tumor-AbstoBBung ist diese aber essenziell

[29].

Die Bedeutung von IFN-y fiir die DC-Aktivierung wurde in Abschnitt 3.4.7 durch den Einsatz
von NK-Zellen aus NKG2D-defizienten Mausen weiter untersucht. Wie schon in Abschnitt
3.4.1 erwéhnt, zeichnen sich die NKG2D-defizienten NK-Zellen durch eine gesteigerte IFN-
v-Produktion gegeniiber dem WT aus. Es war also zu erwarten, dass die stirkere IFN-y-
Sekretion der NKG2D-defizienten NK-Zellen auch eine stirkere Maturierung der DCs ver-

mitteln wiirde. Die Ergebnisse in Abb. 3.15 bestétigen diese Vermutung.

Das bedeutet, dass die NK-Zell-vermittelte Aktivierung dendritischer Zellen in NKG2D-
defizienten Méusen, im Gegensatz zu c-myc-Mausen, mdglich ist. /n vivo scheinen die Tu-
morzellen die dafiir nétigen Abldufe jedoch zu hemmen (vergleiche Abb. 3.10b) und so einer

effektiven Immunantwort zu entgehen.
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4.2 Das Zytokinmilieu und die Konsequenzen seiner immun-

suppressiven Alteration

Zytokine spielen eine entscheidende modulierende Rolle im Ablauf einer Immunantwort. Das
jeweilige Zytokinmilieu wird durch alle anwesenden Komponenten (Immunzellen, Stromazel-
len, Tumor, Erreger) generiert und ist in seiner Zusammensetzung wichtig fiir Art und Ablauf

der Immunantwort [63, 64].

Das Milieu des c-myc-Tumors zeichnet sich durch eine immunsuppressive Wirkung mit weit-
reichenden Folgen aus [28]. Von entscheidender Bedeutung sind die hohen IL-10-Spiegel, die
eine Differenzierung dendritischer Zellen zu regulatorischen DCs induzieren [49, 65]. Dies
wiederum hat unmittelbare Konsequenzen auf die T-Zell-Antwort. Zum einen bewirkt die in
DCreg erhohte IL-10-Expression eine Induktion von regulatorischen T-Zellen [40, 66]. An-
statt einer Tumorbekdmpfung resultiert Immunsuppression. Zum anderen préigen sie eine Th2-
dominierte Immunantwort, was sich u.a. ungiinstig auf die Tumor-AbstoBBung auswirkt [28-

30].

Das entscheidende Zytokin fiir die Induktion einer Thl-Antwort ist IL-12 [40, 67]. In den
Versuchen in Abschnitt 3.4.4 konnte jedoch gezeigt werden, dass die Tumorzellen und deren
Milieu eine Suppression der IL-12-Expression in DCs vermitteln (Abb. 3.12¢-d). Dass dafiir
die oben beschriebenen, durch Tumorzellen generierten hohen IL-10-Spiegel entscheidend
mitverantwortlich sind, zeigen die Ergebnisse in Abschnitt 3.2.3. Hier konnte durch die Neut-
ralisation von IL-10 die IL-12-Produktion in DCs wieder hergestellt werden (Abb. 3.9). Das
bedeutet, die hohen IL-10-Spiegel im Tumorgewebe supprimieren die IL-12-Produktion in
DCs und verhindern so die Induktion einer Th1-dominierten Immunantwort. Dies scheint ein
Mechanismus der Tumorzellen zu sein, sich der Kontrolle durch das Immunsystem zu entzie-

hen.

Die niedrige IL-12-Expression in DCs hat aber nicht nur Auswirkungen auf die T-Zell-
Antwort. Auch die wechselseitige DC-NK-Zell-Aktivierung bendtigt, neben zelluldren Kon-
takten, IL-12 [56, 57]. Insbesondere fiir die IFN-y-Produktion scheinen NK-Zellen auf ausrei-
chend hohe IL-12-Spiegel angewiesen zu sein [61, 68, 69]. Durch die fehlende IL-12-
Sekretion bleibt dieser Stimulus aber aus. Die Moglichkeit einer DC-vermittelten NK-Zell-
Aktivierung ist somit gechemmt, was den Tumorzellen einen weiteren Wachstumsvorteil ver-

schafft.
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Auch eine NK-Zell-vermittelte DC-Aktivierung ist, wie in Abschnitt 4.1 diskutiert wurde,
nur eingeschrankt moglich. Das IFN-y aus NK-Zellen ist aber nicht nur fiir die Maturierung
der DCs wichtig, sondern auch fiir deren IL-12-Produktion [56]. Durch die Injektion von re-
kombinantem IFN-y in den Tumor sollte versucht werden, wieder eine IL-12-Produktion in
DCs zu generieren (vergleiche Abschnitt 3.2.2). Aus Abbildung 3.8 wird jedoch ersichtlich,
dass das nicht moglich war. Die wahrscheinlichste Ursache dafiir ist, dass die verwendeten
Tumoren bereits in einem zu fortgeschrittenen Stadium waren und deren Einfluss auf die DCs
starker war, als der des injizierten IFN-y. Lediglich die Expression von CD86 war nach der
IFN-y-Injektion gesteigert (Daten nicht gezeigt). Eine Erkldrung fiir diese Beobachtungen
bieten die Ergebnissen von Flohé et al.. Sie untersuchten die Rolle dendritischer Zellen in
inflammatorischem Gewebe. In frithen Stadien der Entziindung konnte durch die Behandlung
immunsuppressiver DCs mit IFN-y eine Differenzierung zu IL-12-sezernierenden DCs be-
wirkt werden. In fortgeschrittenen Stadien dagegen, scheint das immunsuppressive Zytokin-
milieu der Sepsis die Effekte von IFN-y auf die IL-12-Experssion zu iiberlagern, nicht jedoch
auf die Expression von CD86 [70].

In NKG2D-defizienten Mausen dagegen zeigt sich eine andere Situation. Wie oben erwihnt,
scheint die Rezeptordefizienz auf bisher unbekannte Weise zu einer gesteigerten IFN-y-
Produktion in NK-Zellen zu fiithren [37, 71]. Dies hat u.a. hohere IFN-y-Spiegel im Tumor-
gewebe zur Folge. Mit den in Abschnitt 3.4.5 durchgefiihrten Kokultur-Versuchen, wurde der
Einfluss der Tumorzellen auf die DCs untersucht. Aller Wahrscheinlichkeit nach ist die beo-
bachtete Steigerung der IL-12-Expression in DCs nach Kokultur, u.a. auf die hohen IFN-y-
Spiegel zuriickzufiihren (Abb. 3.13), auch deshalb, weil die IL-12-Produktion nach IFN-y-
Neutralisation wieder abnimmt (Abb. 3.14). Allerdings ist davon auszugehen, dass neben

IFN-y noch weitere, hier nicht beriicksichtigte Faktoren eine Rolle spielen.

4.3 T-Zell-Stimulation im NKG2D-defizienten Tumor-Modell

Aufgrund der Ergebnisse, die einen Zusammenhang zwischen der NKG2D-Rezeptor-
Defizienz und der DC-Maturierung zeigen (Abb. 3.10b), war es naheliegend, der Frage nach-
zugehen, ob diese noch die Féhigkeit besitzen, T-Zellen zu stimulieren. Aus der Literatur ist
von verschiedenen Tumorentititen bekannt, dass die Tumor-infiltrierenden DCs in dieser

Funktion Defizite aufweisen [72, 73]. Auch im c-myc-Modell konnte dies in Voruntersuchun-
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gen bereits bestétigt werden [28]. Fiir die myc-transgenen NKG2D-defizienten Mause wur-

de dies aus folgenden Griinden ebenso angenommen: Einerseits zeigen die Untersuchungen
zum Zytokinmilieu in Abschnitt 3.4.4 eine Ubereinstimmung zum c-myc-Modell, was einen
dhnlichen Einfluss der Tumorzellen auf die DCs vermuten lédsst. Andererseits sind die DCs in
tumortragenden NKG2D-defizienten Méausen phénotypisch supprimiert (Abb. 3.10b). Die
entsprechenden, fiir eine adidquate Stimulation nétigen Rezeptoren werden also nur ungenii-
gend exprimiert. Auch diese Beobachtung ist in der Literatur fiir verschiedene Tumorentititen

beschrieben worden [50, 73-75].

Die Frage, die hier beantwortet werden sollte, war deshalb nicht, ob die Stimulationsfahigkeit
der DCs von Tumorzellen oder deren Milieu beeinflusst wird, sondern ob die NKG2D-
Rezeptordefizienz Auswirkungen auf den Stimulationsprozess hat. Darum wurde nur der

NKG2D"'myc” Genotyp und nicht der NKG2D”'myc”" Genotyp untersucht.

In den durchgefiihrten Allostimulationsversuchen liel sich eindeutig nachweisen, dass die
DCs aus NKG2D-defizienten Miusen iiber die gleiche Stimulationsfihigkeit verfiigen wie
diejenigen aus WT-Méusen (Abb. 3.19). Dies legt die Vermutung nahe, dass der NKG2D-

Rezeptor nicht in den Prozess der T-Zell-Stimulation involviert ist.

Die DCs aus NKG2D-defizienten Mausen sind also potenziell in der Lage, T-Zellen fiir die
Immunantwort zu stimulieren. Eine insuffiziente Maturierung der DCs und das immunsupp-

ressive Zytokinmilieu des Tumors stehen dem aber im Wege.

4.4 Immunantwort NKG2D-defizienter Mause

Wie oben bereits ausgefiihrt, ist fiir eine Tumorbekdmpfung durch das Immunsystem eine

Th1-gewichtete Immunantwort von essenzieller Bedeutung [29, 30].

Die Zytokinverhiltnisse in NKG2D-defizienten Mausen und ihre Verdnderung gegeniiber dem
c-myc-Modell waren Ausganspunkte fiir den Immunisierungsversuch in vorliegender Arbeit
(Abschnitt 3.4.8). Er fokussiert in seiner Fragestellung eine in Abschnitt 3.4.1 erwéhnte und
unter Abschnitt 4.1 und 4.2 diskutierte Beobachtung: die gesteigerte IFN-y-Produktion in NK-
Zellen [37]. Aus der Literatur ist bekannt, dass neben DCs v.a. NK-Zellen mit den von ihnen
sezernierten Zytokinen einen wesentlichen Beitrag zur T-Zell-Pragung leisten kdnnen [76-
78]. Mit dem Immunisierungsversuch konnte gezeigt werden, dass dies auch fiir die Immun-

antwort in NKG2D-defizienten Mausen zutrifft. Wie die Berechnung der reziproken Titer aus
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Abbildung 3.16 ergibt, ist das Th2/Th1-Verhiltnis zwar immer noch Th2-dominiert. Aller-

dings nur noch um das 2,3-fache, was den Verhiltnissen im WT entspricht (Abb. 3.17). Im c-
myc-Modell dagegen, war die Th2-Antwort um das 15-fache iiberlegen [28]. Diese Beobach-
tungen machen deutlich, dass u.a. die gesteigerte IFN-y-Produktion der NK-Zellen einen Bei-
trag zu einer weniger Th2-dominierten Immunantwort leisten kann. Die Verdanderung des Zy-
tokinmilieus konnte somit ein Ansatzpunkt auf dem Weg zur einer besseren Tumorkontrolle

sein.

Ein weiteres Ergebnis der Immunantwort in NKG2D-defizienten Mausen zeigt, dass die Im-
munglobulin-Titerbildung gegeniiber der WT-Kontrolle reduziert ist (Daten nicht gezeigt).
Dies stimmt mit Untersuchungen von Khuda et al. {iberein. Sie konnten zeigen, dass eine De-
regulierung von c-myc sich unmittelbar auf die Immunantwort von B-Zellen und Plasmazel-
len auswirkt. Es kommt zu einer Stérung der primdren und sekundiren Antikorperbildung,
wobei die Reifung und der Klassenwechsel noch ungestort stattfinden konnen, die Differen-
zierung zu Plasmazellen jedoch durch vorzeitige Apoptose verhindert wird [79]. In fritheren

Immunisierungsversuche an c-myc-Mausen konnte dies ebenfalls bestétigt werden [28].

Das bedeutet, dass nicht nur das Verhiltnis zwischen Th2- und Thl-Antwort in NKG2D-
defizienten Méusen eine Tumor-AbstoBung schwierig macht, sondern auch eine generell

supprimierte humorale Immunitit der Tumorprogression Vorschub leisten konnte.
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4.5 Ausblick

Sowohl diese Arbeit als auch frithere Untersuchungen am c-myc-Modell haben dazu beigetra-
gen, Funktion und zellulédre Interaktion der DCs im Tumorgewebe aufzuklaren. Auch die Rol-
le der NK-Zellen wurde in verschiedenen Projekten bereits ndher beschrieben. Neben diesen
Beobachtungen der angeborenen Immunitit myc-transgener Miuse ist als ndchstes die Cha-
rakterisierung der adaptiven Immunantwort von entscheidender Bedeutung. Zudem wire die
Analyse intrazelluldrer Signalkaskaden ein weiterer Ansatz um ein differenzierteres Verstand-

nis der bisherigen Beobachtungen zu gewinnen.

Daneben stellen die NKG2D-defizienten Miause eine interessante Moglichkeit dar, weitere
Erkenntnisse iiber die Rolle des Rezeptors in der Immuniiberwachung und Tumorabwehr zu
erlangen. Hier gilt es insbesondere die Rolle der NK-Zellen néher zu untersuchen und den

beobachteten Zusammenhang der DC-Maturierung mit der Rezeptor-Defizienz aufzukléren.
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