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1 Zusammenfassung 

Bei der Abwehr von soliden Tumoren leis-

ten natürliche Killer-Zellen (NK-Zellen) als 

Teil des angeborenen Immunsystems einen 

entscheidenden Beitrag. NK-Zellen erfüllen 

dabei zwei Funktionen. Zum einen sind sie 

in der Lage, Tumoren schon in ihrer frühen 

Entstehungsphase ohne vorherigen Kontakt 

zu erkennen und direkt durch Sekretion 

lytischer Granula die Apoptose zu induzie-

ren.  

Andererseits besitzen NK-Zellen auch eine 

sekretorische Effektorfunktion: nach Akti-

vierung sezernieren sie große Mengen an 

Interferon-g (IFN-g) und Tumornekrosefak-

tor (TNF) und geben durch Aktivierung 

von dendritischen Zellen (DC) und zytoto-

xischen T-Zellen (CTL) den Anstoß zu 

einer ausgeprägten Immunantwort des adap-

tiven Immunsystems. 

Auch NK-Zellen zeigen trotz zielgerichteter 

Einwanderung in solide Tumoren und ihrer 

dortigen Aktivierung eine eingeschränkte 

Effektorfunktion.  

In der vorliegenden Arbeit war zum besseren 

Verständnis der zugrundeliegenden Mecha-

nismen der NK-Zell-Inhibition zunächst das 

Augenmerk auf die Charakterisierung des 

vorherrschenden Tumormilieus und die 

Suche nach der ursächlichen Komponente 

gerichtet. Bei dem hier verwendeten Spon-

tantumormodell zeigen die NK-Zellen eine 

eingeschränkte Effektorfunktion trotz akti-

vierten Phänotyps. 

Es ergaben sich eindeutige Hinweise, dass 

lösliche Faktoren ohne die Notwendigkeit 

eines Zell-Zell-Kontaktes für die Hemmung 

der NK-Zellen verantwortlich sind. Diese 

schränken sowohl die sekretorische als auch 

die zytotoxische Funktion stark ein. Es wur-

den hohe Laktat-Konzentrationen zusam-

men mit niedrigen pH-Werten in den Tu-

morüberständen von c-myc-Tumoren nach-

gewiesen, was am ehesten durch aerobe 

Glykolyse im Rahmen des Warburg-Effekts 

erklärt ist. Im Folgenden konnte in vitro der 

Zusammenhang zwischen hohem Laktat-

spiegel bzw. niedrigem pH-Wert und Ein-

schränkung der NK-Zell-Funktion herge-

stellt werden: durch Zugabe von Laktat oder 

durch Absenken des pH-Wertes konnte die 

IFN-g-Produktion deutlich inhibiert wer-

den. Auch die Zytotoxizität gegenüber etab-

lierten NK-Zell-Zielen wurde durch die 

Zugabe von Tumorüberständen deutlich 

gesenkt. Somit bietet die Neutralisation des 

aziden Tumormilieus einen neuen Ansatz-

punkt für die Verbesserung von Immunthe-
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rapien.  

Wie die Einwanderung von NK-Zellen in 

Tumorgewebe verbessert werden kann, 

sollte in Kooperation mit der Arbeitsgruppe 

(AG) von Prof. Peter Nelson (Klinische 

Biochemie, Klinikum der Universität, LMU 

München) untersucht werden. Hierzu ent-

wickelte die AG Nelson ein Protein, welches 

das Chemokin CXCL10 – ein potentes 

Rekrutierungssignal für NK-Zellen – mit 

einem Glycosylphosphatidylinositol-Anker 

(GPI-Anker) vereint und somit in der Lage 

ist, sich in vorhandene Zellmembranen zu 

integrieren. Nach Injektion des Proteins 

wurden die Tumoren durchflusszytomet-

risch und immunhistochemisch analysiert. 

In-vivo-Versuche an Mäusen mit transplan-

tierten Lymphomzellen konnten nachwei-

sen, dass das Protein die NK-Zell-

Einwanderung verbessert und somit eine 

neue Therapieoption NK-Zell-basierter 

Immuntherapien darstellt.  
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2 Abkürzungen 

Abkürzung Bedeutung 
MK3 Mitogen-aktivierte Proteinkinase–aktivierte Proteinkinase 3 
TGF-b transforming growth factor b 
i.v. intravenös 
Abb Abbildung 
ADCC antibody dependet cellular cytotoxicity 
APC Antigen-präsentierende Zelle 
APC Allophycocyanin 
CD cluster of differentiation 
CTL cytotoxic T-lymphocytes 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNS Desoxyribonukleinsäure 
DZ dendritische Zellen 
EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 
FACS fluorenscence-activated cell sorting 
FITC Fluoresceinisothiocyanat 
FKS fetales Kälber-Serum 
GM-CSF Granulozyten-Makrophagen-koloniestimulierender Faktor 
HPRT Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase 
i.p. intraperitoneal 
IFN Interferon 
Ig Immunglobulin 
IL Interleukin 
ITAM immunoreceptor tyrosine-based activating motif 
ITIM immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif 
KIR killer cell immunoglobulin-like receptor 
LDH Laktatdehydrogenase 
LK Lymphknoten 
MACS magnetic activated cell sorting 
MHC major histocompatibility complex 
MICA MHC class I polypeptide-related sequence A 
mM millimolar/millimol pro Liter 
mRNS messenger-Ribonukleinsäure 
MULT-1 murin ULBP-like transcript-1 
NK-Zellen Natürliche Killerzellen 
NKG2D natural killer group 2D 
PBS phosphate buffer saline 
PE Phycoerythrin 
PI Propidiumiodid 
PMA Phorbol-12-Myristat-13-Acetat 
RAE-1 retinoic acid inducible element 1 
RNS Ribonukleinsäure 
RPMI Rowell Park Memorial Institute Medium 
q-PCR real time quantitative polymerase chain reaction 
TNF Tumornekrosefaktor 
TÜ Tumorüberstand 
ULBP UL-16 binding protein 
WT Wildtyp 
UpM Umdrehungen pro Minute 
Treg regulatorische T-Zellen 
HIF Hypoxie induzierter Faktor 
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3 Einleitung 

3.1 Das Immunsystem 

Das Immunsystem ist verantwortlich für die 

Abwehr gegen Krankheitserreger. Es besteht 

aus Zellen, Gewebe und löslichen Faktoren 

(Zytokine/Chemokine) und wird eingeteilt 

in das angeborene und das adaptive Immun-

system, die sich sowohl in der Schnelligkeit 

als auch der Spezifität ihrer Immunabwehr 

deutlich unterscheiden. Allerdings sind 

beide Systeme eng miteinander vernetzt und 

funktionieren nur in ihrer Gesamtheit.  

Das angeborene Immunsystem ist gekenn-

zeichnet durch sofortige Abwehr ohne vor-

herigen Kontakt und ohne Anpassung an 

das jeweilige Antigen. Das adaptive Immun-

system ist in der Lage, sich spezifisch an den 

jeweiligen Angreifer anzupassen und ein 

immunologisches Gedächtnis zu entwickeln, 

sodass der Organismus bei dem nächsten 

Angriff desselben Erregers umso rascher und 

wirksamer gegen das Epitop reagieren kann. 

Es kommt als Kennzeichen höherer Lebewe-

sen ausschließlich bei Vertebraten vor 

(Parkin und Cohen, 2001). 

3.1.1 Das angeborene Immunsys-

tem 

Die angeborene Abwehr stellt die erste Bar-

riere gegen Erreger dar und setzt sich aus 

zellulären - darunter dendritische Zellen 

(DC), Makrophagen, Granulozyten, Mast-

zellen, natürliche Killerzellen (NK), γδ-T-

Zellen und natürliche Killer-T-Zellen 

(NKT) - physikalischen und chemischen 

Bestandteilen zusammen (Lakshmi 

Narendra u.a., 2013). Es vermag, eine direk-

te, unspezifische Abwehr ohne vorherigen 

Kontakt oder Sensibilisierung einzuleiten, 

und bildet über vielfältige Vernetzungen 

eine Brücke zum adaptiven System. Hierbei 

spielen vor allem die Präsentation von pro-

zessierten Antigenen auf Antigen-

präsentierenden Zellen (APC) wie DCs 

sowie die Signalvermittlung über lösliche 

Faktoren, den Zytokinen, eine entscheiden-

de Rolle. Es sind vor allem die Interleukine 

und Interferone für Immunmodulation und 

Signalvermittlung zwischen Leukozyten 

sowie die Chemokine für die zielgerichtete 

Bewegung von Zellen von großer Bedeu-

tung. Interferone lassen sich weiter in Typ-
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I-Interferone (IFN-a und IFN-β) und Typ-

II-Interferone (IFN-γ) unterteilen. Typ-I-

Interferone sind vorwiegend für die antivira-

le Abwehr verantwortlich und werden von 

Monozyten und Fibroblasten produziert. 

Typ-II-Interferone dienen hingegen als 

Stimulanz für Neutrophile, Makrophagen 

und NK-Zellen und verbessern die MHCII-

Expression, was für die Erkennung von 

entarteten Zellen einen großen Vorteil dar-

stellt. Sie werden ausschließlich von Zellen 

des Immunsystems hergestellt (Parkin und 

Cohen, 2001).  

3.1.2 Natürliche Killerzellen 

Die natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) 

sind Teil des angeborenen Immunsystems 

und gehören zu der lymphatischen Zellrei-

he. Sie machen etwa 15% der frei zirkulie-

renden Lymphozyten aus und kommen 

auch in peripheren Organen, wie Leber, 

Peritoneum oder Plazenta vor (Cerwenka 

und Lanier, 2001). 

Sie sind in der Lage, ohne vorherigen Pa-

thogenkontakt virusinfizierte oder entartete 

Zellen zu erkennen und mittels Perforin 

und Granzymen zu lysieren. Perforin lagert 

sich dabei in der Zellmembran der Zielzelle 

ein und bildet Poren, durch die Granzyme 

in die Zelle gelangen und die Apoptose 

induzieren. 

Weiterhin schlagen NK-Zellen eine ent-

scheidende Brücke zum adaptiven Immun-

system durch Produktion großer Mengen 

IFN-g, welche für eine effiziente Immunant-

wort der zytotoxischen T-Zellen (CTL) des 

adaptiven Systems essenziell sind. Aber auch 

andere proinflammatorische sowie immun-

suppressive Zytokine, wie TNF bzw. IL-10, 

Wachstumsfaktoren und eine Reihe von 

Chemokinen werden von NK-Zellen sezer-

niert (Vivier u.a., 2011). 

Aktivierung und Inhibition von NK-

Zellen 

NK-Zellen werden durch ein komplexes 

System aktivierender und inhibierender 

Rezeptoren reguliert. Wichtig ist hierbei das 

Gleichgewicht aus Inhibition und Aktivie-

rung, welches über die Funktion der NK-

Zelle entscheidet. Überwiegt das System der 

aktivierenden Rezeptoren, findet eine Akti-

vierung der NK-Zellen statt, ebenso aber, 

wenn die Wirkung der inhibierende Rezep-

toren wegfällt (Abb. 3.1).  

Eine Schlüsselposition bei den inhibieren-

den Rezeptoren übernimmt eine Reihe von 

MHC-I-spezifischen Rezeptoren (wie der 

humane KIR-Rezeptor bzw. der murine Ly-

49-Rezeptor), mit deren Hilfe die NK-

Zellen erkennen, ob es sich bei der Zelle um 

eine körpereigene oder fremde Zelle han-

delt. Die NK-Zellen durchlaufen dabei 

einen Reifungsprozess, bei dem sie lernen, 

Selbst-MHC-I-Moleküle zu erkennen, um 
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dann zwischen Zellen mit Selbst-Molekülen 

und fehlendem Selbst (missing self) zu unter-

scheiden (Kim u.a., 2005; Anfossi u.a., 

2006). Beim Zustand des missing self regu-

lieren körpereigene Zellen unter Stress – 

beispielsweise bei einer Infektion oder ma-

lignen Entartung – ihre MCH-I-Moleküle 

herunter, wodurch ihre Inhibierende Wir-

kung auf NK-Zellen entfällt. Dieser Mecha-

nismus wurde erstmals von Klas Kärre be-

schrieben (Kärre u.a., 1986). Die inhibie-

rende Wirkung wird auf der zytoplasmati-

schen Seite über das immunoreceptor tyrosi-

ne-based inhibition motif (ITIM) vermittelt 

(Vivier u.a., 2004).  

Auf der anderen Seite steht eine Reihe von 

aktivierenden Rezeptoren zur Verfügung, 

wobei zur Abwehr von Tumoren vor allem 

der NKG2D-Rezeptor von Bedeutung ist. 

Dieser sowohl humane als auch murine 

Rezeptor ist auch auf anderen Immunzellen, 

wie CTLs, anzutreffen und spielt eine ent-

scheidende Rolle bei der Abwehr verschie-

dener Tumoren, welche NKG2D-Liganden 

wie MICA (MHC class I polypeptide-related 

sequence A) und ULBP (UL-16 binding 

protein) beim Menschen bzw. RAE-

1(retinoic acid inducible element 1), MULT-

1 (murin ULBP-like transcript) oder H60 bei 

der Maus auf ihrer Oberfläche exprimieren. 

NKG2D-Liganden werden als Zeichen 

beschädigter DNS im Rahmen der Tumor-

genese hochreguliert und führen bei Rezep-

torbindung zur Aktivierung der NK-Zellen 

und letztlich zur Lyse der Tumorzelle. Zu 

den aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren wird 

ebenfalls die Familie der natural cytotoxcity 

receptors (NCR) gezählt, darunter NKp30, 

NKp44 und NKp46. NCRs sind mit einem 

intrazytoplasmatischen immunoreceptor 

tyrosine-based activation motif (ITAM) asso-

ziiert, welches auch bei anderen Immunre-

zeptorkomplexen – z.B. BCR, TCR und Fc-

Abb. 3.1 NK-Zell-Aktivierung: Ausschlaggebend für 
den Aktivierungsstatus der NK-Zellen ist das 
Gleichgewicht zwischen aktivierenden und 
inhibierenden Rezeptoren; (Vivier und Ugolini, 2010) 
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Rezptoren – anzutreffen  ist (Cerwenka und 

Lanier, 2001; Farag u.a., 2002).  

Überdies ist der Fcg-Rezeptor-IIIA 

(FcgIIIA), auch bekannt als CD16, der 

sowohl beim Menschen als auch bei der 

Maus exprimiert wird, von entscheidender 

Bedeutung für die antikörperabhängige 

zellvermittelte Zytotoxizität (ADCC). Hier-

bei binden Antikörper an tumorspezifische 

Antigene und induzieren durch Bindung an 

die FcgIIIA-Rezeptoren eine zytotoxische 

NK-Zell-Antwort. Hinweise mehren sich, 

dass dieser Mechanismus essenziell ist für 

den Erfolg einiger etablierter Therapien mit 

monoklonalen Antikörpern, wie Rituximab 

(Vivier u.a., 2012). Tabelle 3 führt Beispiele 

für NK-Zell-Rezeptoren auf.  

Zur Ausbildung der zytotoxischen und 

sekretorischen Fähigkeiten der NK-Zellen 

ist eine weitere Stimulation mit Zytokinen 

wie IL-2, IL-12, IL-15 und IFN-a/b/g 

notwendig (Smyth u.a., 2002). Das von 

DCs sezernierte IL-15 steigert die Translati-

on von Perforin- und Granzym B-mRNS, 

welche unverzichtbar ist für die Ausbildung 

der zytotoxischen NK-Zell-Funktion 

(Fehniger u.a., 2007; Ganal u.a., 2012). 

Auch IL-12 trägt bedeutend zur Aktivierung 

der NK-Zellen bei (Guia u.a., 2008).  

Neuere Untersuchungen weisen noch auf 

eine weitere Ebene der Regulation hin: 

Regulatorische T-Zellen (Treg), eine 

CD4+CD25+-Subpopulation von CD4+-

Zellen als Teil des adaptiven Immunsys-

tems, scheinen NK-Zellen durch den 

membrangebundenen transforming growth 

factor b (TGF-b) zu inhibieren, sodass die 

Depletion von Treg-Zellen zu einer verbes-

serten antitumoralen NK-Zell-Antwort 

führt und niedrige Treg-Zahlen bei Patien-

ten mit gastrointestinalen Stromatumoren 

mit verlangsamter Tumorprogression korre-

lierten (Ghiringhelli u.a., 2005; Smyth u.a., 

2006).  

 

Ein weiterer Aspekt ist die Steuerung der 

NK-Zell-Aktivität durch die Sekretion und 

Bindung von IL-2. Dieses Interleukin, von 

Tabelle 3. Aktivierende und inhibierende NK-
Zell-Rezeptoren (Vivier u.a., 2008) 

Aktivierende Rezeptoren 
Rezeptor Spezies Ligand 
NKG2D human MICA, 

MICB, 
ULBP 

NKp30, 
NKp44, 
NKp46 

human unbekannt 

NKG2D murin RAE-1, 
H60, 

MULT-1 
Ly-49H murin CMV-

Ligand 
NKp46 murin unbekannt 

Inhibierende Rezeptoren 
Rezeptor Spezies Ligand 
KIR-L human HLA-C, -B 

und -A 
Ly-49 murin H-2K, H-

2D 
CD94/NKG2A h/m HLA-E 
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CD4+-Zellen sezerniert, ist entscheidend für 

die Proliferation, INF-g-Sekretion und 

verbesserte Erkennung des fehlenden Selbst 

bei NK-Zellen. IL-2 bindet dabei an den IL-

2Ra-Rezeptor (CD25), der sich neben NK-

Zellen auch auf Treg-Zellen befindet. Treg-

Zellen sind folglich in der Lage, den NK-

Zellen das IL-2 zu entziehen. So kann eine 

Depletion von Treg-Zellen zu einer Verbes-

serung NK-Zell-basierter Immuntherapien 

führen (Shimizu u.a., 1999; Smyth u.a., 

2006; Kerdiles u.a., 2013).  

Ein entscheidendes Signal zur Einwande-

rung von NK-Zellen geben die Chemokin-

rezeptoren CCR2 (Morrison u.a., 2003), 

CCR5 (Khan u.a., 2006), CXCR3 (Martín-

Fontecha u.a., 2004) und CX3CR1 (Huang 

u.a., 2006), deren Liganden es vermögen, 

NK-Zellen zielgerichtet in Richtung des 

Entzündungsherds zu locken (Vivier u.a., 

2008).  

3.1.3 Das adaptive Immunsystem 

Das adaptive Immunsystem ist charakteri-

siert durch Antigen-spezifische Antworten, 

die in zwei Schritten entstehen: 

Die Differenzierung und Aktivierung der B-

Zellen wird durch direkte Erkennung des 

Antigens durch die Antigen-spezifischen B-

Zell-Rezeptoren in Gang gesetzt. Den T-

Zellen hingegen muss das Antigen auf 

MHC-Molekülen präsentiert werden, damit 

diese aktiviert werden. 

Der zweite Schritt entspricht der Ausübung 

der Effektorfunktion: T-Zellen in Form von 

CD8+ zytotoxischen T-Zellen (CTL) wirken 

direkt zytotoxisch spezifisch auf die das 

Antigen exprimierende Zelle; Weiterhin 

treiben CD4+-T-Zellen – auch T-

Helferzellen genannt – durch die Sekretion 

von Zytokinen wie IL-2 die Reifung und 

Aktivierung von CTL und NK-Zellen vo-

ran. 

B-Zellen setzen nach Differenzierung zu 

Plasmazellen Antigen-spezifische Antikörper 

frei, was die humorale Antwort des adapti-

ven Immunsystems darstellt (Parkin und 

Cohen, 2001). 

 

 

3.2 Tumorimmunologie 

Die Rolle des Immunsystems bei der Ent-

stehung von Tumoren hat die Forschung 

schon über ein Jahrhundert beschäftigt. 

Schon Paul Ehrlich erkannte 1909, dass das 

Immunsystem den Menschen vor Tumoren 

bewahren könnte, indem es diese erkennt 

und eindämmt (Ehrlich, 1909). 

Aufgrund des geringen Wissensstandes zum 
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damaligen Zeitpunkt dauerte es jedoch 

weitere 50 Jahre, bis Burnet 1957 seine 

Hypothese zur Immunüberwachung von 

Tumoren aufstellte, welche das adaptive 

Immunsystem in der Verantwortung der 

Tumorabwehr sah (Burnet, 1957). Dies 

nachzuweisen, fehlten jedoch die techni-

schen Möglichkeiten, sodass erst in den 

1990er Jahren durch verbesserte Mausmo-

delle mit auf genetischer Ebene bestehender 

Immundefizienz die Idee wieder aufgegriffen 

wurde und die Rolle von IFN-g bei immu-

nologisch gestützter Abstoßung von Tumo-

ren erforscht wurde (Dunn u.a., 2002). 

Heute wissen wir, dass das Immunsystem 

bei der Abwehr von Tumoren prinzipiell 

drei Funktionen übernimmt: 

1. Abwehr von Viren, die Tumoren indu-

zieren (z.B. das humane Papillomvirus 

bei Zervixkarzinom) 

2. Verhinderung eines inflammatorischen 

Milieus, welches die Tumorgenese för-

dert 

3. Direkte Lyse von Tumorzellen durch 

Zellen des angeborenen und adaptiven 

Immunsystem 

(Schreiber u.a., 2011) 

3.2.1 Immuneditierung 

Tumorzellen exprimieren tumorassoziierte 

Antigene (TAA), die sie von gesunden Zel-

len unterscheiden und so für die Erkennung 

durch das Immunsystem empfänglich ma-

chen. Die Tumoren werden dabei vom 

Immunsystem durch ihre unterschiedliche 

Immunogenität seligiert oder eben „edi-

tiert“. Im immunkompetenten Wirt werden 

Tumorzellen mit hoher Immunogenität 

erkannt und getötet, wohingegen die wenig 

immunogenen Tumorzellen bestehen blei-

ben und weiter proliferieren (Shankaran 

u.a., 2001). Die Tumoreditierung wird im 

Allgemeinen in drei Phasen eingeteilt: Eli-

mination, Äquilibrium und Evasion.  

Die Elimination beschreibt die vollständige 

Abstoßung des Tumors, die durch eine hohe 

Immunogenität der TAAs und eine orches-

trierte Immunantwort von angeborenem 

und adaptivem Immunsystem gewährleistet 

wird. RAE-1, H60 oder MICA/B, typische 

NKG2D-Liganden an NK-Zellen,  sind hier 

als wichtige Beispiele zu nennen, welche 

häufig auf Tumorzellen zu finden sind 

(Schreiber u.a., 2011). 

In der Äquilibrium-Phase gelingt es einigen 

Tumorzellvarianten, der Elimination zu 

entgehen, jedoch werden sie vom adaptiven 

Immunsystem in Schach gehalten. Die ver-

bleibenden Tumorzellen können dabei über 

Jahrzehnte im Wirt ruhen, ohne dass es zu 

einem Auswachsen der Tumoren kommt. 

Die Evasion ist gekennzeichnet durch einen 



 

 

 

E I N LE I TUN G  

 

  

 

15 

 

  

progressiv wachsenden, sichtbaren Tumor. 

Diesem gelingt es, sich in dieser Phase der 

Kontrolle des Immunsystems zu entziehen, 

wobei unterschiedliche Mechanismen zum 

Tragen kommen. Zum einen wird die Im-

munogenität des Tumors, beispielsweise 

durch Verlust von Tumorantigenen, redu-

ziert. Zum anderen schaffen es die Tumor-

zellen, durch die Etablierung eines suppri-

mierenden Tumormilieus das Immunsystem 

zum Erliegen zu bringen. Dabei spielen die 

Produktion immunsupprimierender Zyto-

kine wie TGF-b, IL-10 oder vascular en-

dothelial growth factor (VEGF), aber auch 

die Rekrutierung regulatorischer Immunzel-

len wie regulatorischer T-Zellen (Treg) und 

myloid-derived suppressor cells (MDSC) eine 

entscheidende Rolle.  

3.2.2 Rolle der NK-Zellen in der 

Tumorimmunologie 

• Eine wichtige Säule stellt die Aktivie-

rung über NKG2D-Rezeptoren dar, die 

häufig auf Tumorzellen überexprimiert 

werden. Auch wenn andere NK-Zell-

Rezeptoren ebenfalls Tumorlyse vermit-

teln können, so ist der NKG2D-

Rezeptor hervorzuheben, da NKG2D-

Liganden, wie H60, RAE-1 oder 

MULT1, häufig auf Tumorzellen di-

verser Tumorarten überexprimiert wer-

den (Cerwenka und Lanier, 2001). 

• Als weitere wichtige Schwelle der Tu-

morabwehr kommt das bereits erwähn-

te missing-self-Prinzip bei NK-Zellen 

zum Tragen (Kärre u.a., 1986). Hierbei 

werden NK-Zellen durch mangelhafte 

Expression von MHC-I-Rezeptoren auf 

den Tumorzellen aktiviert.  

• Mangelhafte Lymphozyteneinwande-

rung ist ein häufiges Problem bei Zell-

basierter Immuntherapie, trotz teils nur 

geringer Funktionseinschränkung der 

Zellen. Dies hat unter anderem zur 

Folge, dass Tumortherapien oft nicht 

den erhofften Erfolg erbrachten (Mukai 

u.a., 1999; Huang, 2002; Sato u.a., 

2005). NK-Zell-Infiltration ist ein ent-

scheidender positiver prognostischer 

Faktor bei diversen Tumoren wie kolo-

rektalem Karzinom, Magenkarzinom 

oder Bronchialkarzinom (Coca u.a., 

1997; Ishigami u.a., 2000; Takanami 

u.a., 2001; Villegas u.a., 2002). Als Ur-

sache der mangelnden Infiltration iden-

tifizierte man sowohl eine insuffiziente 

Expression von Adhäsionsmolekülen 

am Gefäßendothel von Tumoren als 

auch die verringerte Fähigkeit von Zy-

tokinen, die Expression dieser Adhäsi-

onsmoleküle zu steigern (Griffioen u.a., 

1996; Ronald u.a., 2008; Wennerberg 

u.a., 2014). 

NK-Zelleinwanderung ist als positiver 
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prognostischer Faktor in einer Reihe 

von Tumoren identifiziert worden 

(Galon u.a., 2006). Jedoch ist eine 

mangelnde Infiltration durch Immun-

zellen ein bekanntes Problem, was in 

der Vergangenheit zu dem einge-

schränkten Erfolg von Zell-basierten 

Therapien beitrug.  

Das von NK-Zellen stammende IFN-g 

trägt über die Aktivierung von DCs zur 

Polarisierung von CD4+-Zellen in 

Richtung Th1 bei. Das Th1-Priming 

wird über die Sekretion von IL-12 

durch DCs vermittelt. NK-Zellen wer-

den hierbei aus dem peripheren Blut 

CXCR3- und CD62L-abhängig zum 

Abb. 3.2 Die zentrale Rolle der NK-Zellen bei der Abwehr von Tumoren: Nach ihrer Aktivierung durch fehlendes 
Selbst produzieren NK-Zellen große Mengen an IFN-g sowie TNF. INF-g aktiviert DCs. Diese vermitteln durch IL-
12-Sekretion die Reifung der CTL sowohl direkt, als auch indirekt über das Priming von CD4+-Zellen. Die CTL sind 
zusammen mit den aktvierten NK-Zellen für die primäre Lyse der Tumorzellen verantwortlich und können sich über-
dies zu potenten Gedächtnis-T-Zellen weiterentwickeln (Mocikat u.a., 2003).  
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Entzündungsherd rekrutiert und bieten 

durch eine frühe Produktion von IFN-g 

ein entscheidendes Signal für die Th1-

Polarisierung und somit für eine effek-

tive Antwort des adaptiven Immunsys-

tems (Martín-Fontecha u.a., 2004).  

3.3 Spontantumormodell

Entscheidend für die Untersuchung von 

Tumormodellen ist, dass die Gegebenheiten 

der realen Tumorentwicklung möglichst 

realitätsnah widergespiegelt werden. Dazu 

ist es erforderlich, den Tumor nicht durch 

eine Injektion von Tumorzellen zu initiie-

ren, sondern zu veranlassen, dass er spontan 

und autochthon entsteht. Dabei wächst der 

Tumor, wie auch beim Menschen, aus ein-

zelnen entarteten Zellen, welche den einzel-

nen Stufen der Immuneditierung unterwor-

fen sind. Ein ausgewachsener Tumor ent-

steht also aus Zellen, die trotz Immunab-

wehrmechanismen in die Stufe der Evasion 

gelangt sind. 

Daher wurde mit einem transgenen Maus-

modell gearbeitet, in dem sich B-Zell-

Lymphome aufgrund der Überexpression 

des Protoonkogens c-myc ausbilden. 

In dem angewandten transgenen Mausmo-

dell unterliegt die Expression von c-myc der 

Kontrolle des B-Zell-spezifischen Ig-l-

Enhancers. Die Mäuse entwickeln dadurch 

nach etwa 12-16 Wochen monoklonale B-

Zell-Lymphome, welche histologisch und 

phänotypisch (IgM+CD19+CD5-CD23-) 

dem humanen Burkitt-Lymphom (BL) stark 

ähneln. Die Mäuse präsentieren sich mit 

einer ausgeprägten Lymphadenopathie und 

nur marginaler Splenomegalie, was den 

Ursprung des Lymphoms eher in den 

Lymphknoten als in der Milz vermuten 

lässt. Histologisch zeigt sich ein diffus infilt-

rierendes Lymphom mit dem für BL charak-

teristischen  Erscheinungsbild eines „Ster-

nenhimmels“ (Kovalchuk u.a., 2000).  

Das Burkitt-Lymphom, ein Non-Hodgkin-

Lymphom, wurde erstmals 1958 von Denis 

Burkitt bei Kindern in Zentralafrika be-

schrieben (Burkitt, 1958). Das endemische 

Auftreten in Afrika ließ eine infektiöse Ge-

nese vermuten, und so identifizierte der 

Pathologe Anthony Epstein zusammen mit 

seiner Kollegin Yvonne Barr 1964 ein Her-

pes-Virus, welches mit der Entstehung des 

Burkitt-Lymphoms assoziiert ist, heute als 

Epstein-Barr-Virus (EBV) bekannt (Epstein 

u.a., 1964; Bornkamm, 2009). 

C-myc-Tumoren dienen so als geeignetes 

Modell des Burkitt-Lymphoms. 
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3.4 Fragestellung 

3.4.1 Ausgangssituation 

• Transplantierte MHC-Ilow A20-

Lymphome können von endogenen 

NK-Zellen direkt lysiert werden. Hier-

bei kommt die direkte Lyase durch ak-

tivierte NK-Zellen entsprechend der 

missing self-Theorie zum Tragen. NK-

Zellen sind weiterhin in der Lage, 

durch Produktion von INF-g DCs zu 

aktivieren, die wiederum durch Freiset-

zung von IL-12 CD8+-Zellen stimulie-

ren und eine höchst effiziente CD8+T-

Zell-Gedächtnisantwort generieren.  

(Mocikat u.a., 2003). Weder bei der 

initialen Abwehr durch NK-Zellen 

noch bei der Gedächtnisantwort ist die 

Hilfe durch CD4-Zellen nötig. 

• DC-aktivierte NK-Zellen sind in der 

Lage, A20-Lymphome NKG2D-

vermittelt zu lysieren. Dabei ist die 

Höhe der Expression von NKG2D-

Liganden auf Tumorzellen entschei-

dend. Dies findet CD4+Zell-

unabhängig statt. Für eine vollständige 

Tumorabstoßung ist jedoch die ge-

meinsame Abwehrantwort von NK-

Zellen und CTLs notwendig. NK-

Zellen tragen weiterhin durch Sekretion 

von IFN-g zur Stimulation von DCs 

bei, was über IL-12-Sekretion von DCs 

zur Aktivierung von CTLs führt. Erst 

dadurch sind CTLs in der Lage, Tumo-

ren primär zu lysieren und  eine adä-

quate Gedächtnisfunktion auszubilden. 

Die Gedächtnisfunktion scheint aus-

schließlich von T-Zellen ausgeübt zu 

werden (Adam u.a., 2005). 

• Die NK-Zelleinwanderung in trans-

plantierte RMA-S-Lymphome ist IFN-

γ- und CXCR3/CXCL10-abhängig. 

CXCR3-Expression, nicht aber IFN-g-

Rezeptor-Expression, ist dabei Bedin-

gung für die Einwanderung ins Tum-

orgewebe. IFN-g bewirkt nur indirekt 

die NK-Zell-Einwanderung, indem es 

die CXCR3-Liganden CXCL9 und 

CXCL10 im Tumorgewebe induziert. 

CXCL10 übt hierbei die stärkste 

chemotaktische Aktivität aus und führt 

zu CXCR3-vermittelter CD27hoch-NK-

Zelleinwanderung (Wendel u.a., 2008). 

• Endogene NK-Zellen werden zwar 

CXCR3-abhängig gezielt zu endogen 

wachsenden Lymphomen von transge-

nen l-myc-Mäusen rekrutiert und zei-

gen dort einen aktivierten Phänotyp 

(Hochregulierung von CD45R und 

CD69), verlieren dort jedoch ihre Fä-
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higkeit, IFN-g zu produzieren, und 

können somit keine adäquate Tumor-

abwehr über die NK-Zell/DC/T-Zell-

Achse induzieren. Dies stellt einen kla-

ren Unterschied zu transplantierten 

Tumoren dar, in denen eingewanderte 

NK-Zellen nicht ihre Effektorfunktion 

verlieren und weiterhin INF-g sezernie-

ren (Brenner u.a., 2010).  

• Bislang wurde angenommen, dass INF-

g die Voraussetzung für die Expression 

von CXCL9 und CXCL10 sei. Aller-

dings wurden beide Chemokine in ho-

hen Konzentrationen in Spätstadien 

von autochthonen l-myc-Lymphomen 

gemessen, in denen die IFN-g-

Produktion üblicherweise versiegt. So-

mit wurde gezeigt, dass INF-g für die 

Expression von CXCL9 und CXCL10 

nur in den Frühstadien benötigt wird, 

in den Spätstadien hingegen die Che-

mokinexpression IFN-g-unabhängig er-

folgt (Przewoznik u.a., 2012). 

• Auch exogen zugeführte WT-NK-

Zellen sammeln sich gezielt in tumor-

tragenden Organen von c-myc-Mäusen, 

wie Milz und Lymphknoten, und 

proliferieren dort. Werden hingegen 

NK-Zellen kranker Tiere mit einge-

schränkter Effektorfunktion entnom-

men und in gesunden WT-Mäusen 

passagiert, sind diese bereits nach 18 

Stunden wieder in der Lage, ihre Ef-

fektorfunktion auszuüben. Es scheint 

also das Milieu im Tumor zu sein, das 

die NK-Zellen inhibiert und sie daran 

hindert, eine effektive Anti-Tumor-

Antwort zu initiieren. Auch ex vivo iso-

lierte WT-NK-Zellen verlieren ihre 

Funktion, wenn sie mit c-myc-Nicht-

NK-Zellen kokultiviert werden. Im 

Gegenzug regenerieren sich c-myc-NK-

Zellen in vitro nach 18 Stunden in Ko-

kultur mit WT-Nicht-NK-Zellen. 

Auch bei Kokultur mit der Lymphom-

zelllinie 291, einer aus einem c-myc-

Spontantumor isolierten Tumorzellli-

nie, verlieren WT-NK-Zellen ihre Zy-

totoxizität und produzieren nur noch 

geringe Mengen IFN-γ (Johann Pötzl, 

unveröffentlichte Daten). 

 

3.4.2 Offene Fragen 

Die vorliegende Arbeit soll folgende Fragen 

klären: 

• Ist Zell-Zell-Kontakt zur Inhibition der 

NK-Zellen notwendig? 

• Welche löslichen Stoffe könnten ver-

antwortlich sein? 

• Welche Teilfunktion von NK-Zellen ist 

inhibiert – die Zytokinsekretion 
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und/oder die zytotoxische Effektor-

funktion? 

• Können sich Zellen von der Inhibition 

erholen? 

• Welchen Einfluss hat der Säure-Base-

Haushalt und der Stoffwechsel des 

Tumors? Welche Möglichkeiten gibt es, 

auf diesen positiv einzuwirken? 

• Kann die NK-Zelleinwanderung zum 

Tumorherd verbessert werden? Bietet 

hier die Verankerung des NK-Zell-

Chemokin-Rezeptorliganden CXCL10 

Vorteile gegenüber einer Injektion von 

löslichem CXCL10? 
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4 Material  

4.1 Geräte und Verbrauchsmaterialien 

Material Hersteller 
Brutschrank Hera cell 240 Heraeus Instruments, Hanau 
Corning® HTS Transwell®-96 Zellku-
tursystem 

Corning, Schipol-Rijk, Niederlande 

Durchflusszytometer LSR II Becton Dickinson, Heidelberg 
Einmalpipetten Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Einmalspritzen 10 ml B. Braun Melsungen, Melsungen 
Falcon® Cell Strainer 40 µm Becton Dickinson, Heidelberg 
Falcon®-Röhrchen Becton Dickinson, Heidelberg 
Kryoröhrchen Thermo Scientific, Waltham, USA 
Kulturflaschen 50ml Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Light Cycler® 2.0 Roche, Mannheim 
LumaPlateTM-96 Perkin Elmer, Rodgau 
MACS-Säule Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 
Microplate-Szintillationszähler Top-
Count NXT  

PerkinElmer, Rodgau 

Mikroliterspritzen Innovative Labor Systeme, Stützerbach 
Mikroreaktionsgefäße Eppendorf, Hamburg/ Greiner Bio-One, Frickenhau-

sen 
Petrischale groß Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Petrischale klein Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Pipettenspitzen Gilson, Middleton, USA/ Greiner Bio-One, Fricken-

hausen 
Plattenzentrifuge Labofuge 400 Heraeus Instruments, Hanau 
Sterilfilter 22µm neoLab, Heidelberg 
Sterilwerkbank BDK, Sonnenbühl-Genkingen 
Stickstofftank Air liquid, Düsseldorf 
Thermocycler TGradient Biometra, Göttingen 
Ultrazentrifuge Beckmann TL-100 Beckman-Coulter, Krefeld 
Wasserbad Memmert, Schwabach 
Zählkammer Biossigma, Cona, Italien 
Zentrifuge Megafuge 1.0R Heraeus Instruments, Hanau 
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4.2 Reagenzien und Chemikalien 

Material Hersteller 
10x Permeabilization Buffer eBioscience, Frankfurt 
BioPlex Pro™ Mouse Cytokine  
Standard Group I 23-Plex 

BioRad Laboratories, München 

Brefeldin A eBioscience, Frankfurt 
CFSE Life Technologies, Darmstadt 
Chrom-51 Hartmann Analytic, Taufkirchen 
Dispase Becton Dickinson, Heidelberg 
DMSO Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
EDTA Merck, Darmstadt 
Ethidiumbromid Merck, Darmstadt 
First Strand cDNA Synthesis Kit  Roche, Mannheim 
FKS Invitrogen, Karlsruhe 
Formaldehyd 37% Carl Roth, Karlsruhe 
IC Fixation Buffer eBioscience, Frankfurt 
Ionomycin  Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Isopropanol Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Kaliumhydrogencarbonat Merck, Darmstadt 
Light Cycler Fast Start DNA Mas-
ter SYBR Green I 

Roche, Mannheim 

Live/Dead® Fixable Blue-Lösung Invitrogen, Karlsruhe 
MACS-Kit „NK Cell Isolation Kit 
I/II“ 

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 

Matrigel™ Matrix Becton Dickinson, Heidelberg 
Natriumazid Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Natriumbikarbonat Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Oxamsäure Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
PBS Invitrogen, Karlsruhe 
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat 
(PMA) 

Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Propidiumiodid Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
TriZolReagent™ Biozol, Eching 
Trypanblau Invitrogen, Karlsruhe 
 Tween 20 ICN, Eschwege 
 

4.3 Medien und Puffer 

4.3.1 10 %-FCS-1640-RPMI-Medium 

• 1640-RPMI ohne L-Glutamin 
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• 10 % FKS 

• 100 U/ml Penicillin-G-Natrium 

• 100 µg/l Dihydrotreptomycinsulfat 

• 2 mM L-Glutamin 

• 1 mM Natrium-Pyruvat 

• 5 ml nicht essenzielle Aminosäuren 

• 50 µM b-Mercaptoethanol 

von Invitrogen, Karlsruhe 

4.3.2 Lysepuffer (pH 7,4) 

• 16,5 g NH4Cl 

• 2,0 g KHCO3 

• 74 mg Na-EDTA 

• ad 200 ml H20 

nach Becton Dickinson, Heidelberg 

4.3.3 FACS-Medium 

• PBS 

• 2 % FKS 

• 2 mM EDTA 

• 1 % Natriumazid 

 

4.3.4 Einfriermedium 

• 90 % FKS 

• 10 % DMSO 
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4.4 Zellen 

Material Beschreibung Hersteller/Herkunft 
RMA B-Zell-Lymphomlinie (Kärre u.a., 1986) 
RMA-S B-Zell-Lymphomlinie, abgeleitet von RMA ohne 

MHCI-Expression 
(Kärre u.a., 1986) 

291 B-Zell-Lymphomlinie etabliert aus c-myc-
Mäusen 

Labor A. Gerbitz 

YAC-1 Murine Lymphomzelllinie (Kiessling u.a., 1975) 
 

4.5 Primer 

Material Primer vorwärts Primer rückwärts 
IL-6 AGTTGCCTTCTTGG-

GACTGA 
TCCACGATTTCCCAGAGAAC 

IL-10 CCAAGCCTTATCG-
GAAATGA 

TTTTCACAGGGGAGAAATCG 

TGF-b TGCGCTTGCAGAGAT-
TAAAA 

CTGCCGTACAACTCCAGTGA 

 

 

4.6 Antikörper für die Durchflusszytometrie 

Antigen Klon Isotyp Markierung Hersteller 
CD107a 1D4B IgG2b, kappa FITC BioLegend 
CD19 1D3 IgG2a V450 Becton Dickinson 
CD3 500A2 IgG FITC eBioscience 
CD3e 17A2 IgG2b eF450 eBioscience 
CD4 RM4-5 IgG2a PerCP Becton Dickinson 
CD8b eBioH35-17.2 IgG2b AF488 eBioscience 
CXCR3 CXCR3-173 IgG APC BioLegend 
Granzym A 90 IgG2a, kappa PE eBioscience 
Granzym B 16G6 IgG2b, kappa FITC eBioscience 
IFN-g XMG 1.2 IgG1 FITC Becton Dickinson 
IFN-g XMG 1.2 IgG1, kappa APC BioLegend 
NK 1.1 PK136 IgG2a PE Becton Dickinson 
Perforin eBioOMAK-D IgG2b, kappa APC eBioscience 
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4.7 Software 

Für die Erfassung und Auswertung der durchflusszytometrischen Daten wurden die Programme 

BD FACSDiva (Becton Dickinson) und FlowJo Flow Cytometry Analysis Software (Treestar 

Inc., Ashland, OR, USA) - zuletzt in der Version 8.8.6 - verwendet. 

Als Text- und Tabellenbearbeitungsprogramm wurde Microsoft Office (Microsoft Corporation, 

Redmond, WA, USA) verwendet. 

Zur statistischen Auswertung und graphischen Darstellung wurde zu einem kleinen Teil  

(Abb. 6.15 und 6.21) die Software GraphPad PRISM (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA 

USA) verwendet. Zum überwiegenden Teil wurden jedoch die Diagramme mit Microsoft Office 

erstellt und statistisch ausgewertet. In den Diagrammen sind im Allgemeinen Mittelwerte darge-

stellt. Die Fehlerbalken geben jeweils die Standardabweichung an. 

Die graphischen Darstellungen wurden mit Adobe Illustrator (Adobe Inc, San Jose, CA, USA) 

erstellt.
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5 Methoden 

5.1 Mäuse 

Alle Mäuse wurden im Tierstall des Häma-

tologikums des Helmholtz-Zentrums Mün-

chen gehalten und gezüchtet. Als Wildtypen 

wurden C57BL/6-Mäuse verwendet, welche 

von Jackson Laboratory (USA) bezogen 

wurden.  

Bei dem transgenen Mausmodell wird das 

humane Protoonkogen MYC unter der 

Kontrolle des Enhancers des Ig-l-Lokus 

überexprimiert, wodurch sich nach ca. 12-

16 Wochen spontane B-Zell-Lymphome 

entwickeln, die sich vornehmlich in den 

zervikalen, mandibulären und axillären 

Lymphknoten finden. Zur Verfügung ge-

stellt wurden die c-myc-Mäuse von Prof. 

Georg Bornkamm, Helmholtz-Zentrum 

München. Alle Tierexperimente wurden 

von der Regierung von Oberbayern geneh-

migt. 

5.2 Zellkultur 

Die Inkubation der Zellen in der Zellkultur 

erfolgte im Brutschrank bei 37° C, 5 % 

CO2-Gehalt und einer Luftfeuchte von 95 

%. Um der Kontamination der Kulturen 

mit Erregern wie Bakterien oder Viren vor-

zubeugen, wurde stets unter einer Steril-

werkbank gearbeitet. 

5.2.1 Kryokonservierung und 

Auftauen von Zellen 

Für die langfristige Konservierung und 

Aufbewahrung der Zellen wurde Einfrier-

medium hergestellt  aus 90% fetalem Käl-

berserum (FKS) und 10% Dimethylsulfoxid 

(DMSO), das die Bildung von Eiskristallen 

verhindert und damit der Zerstörung der 

Zellen bei der Kryokonservierung entge-

genwirkt. Aufgrund der zytotoxischen Wir-

kung von DMSO wurde während aller 

Arbeitsschritte auf Eis gearbeitet.  

Die Zellen wurden in PBS gewaschen, ab-

zentrifugiert und der Überstand abgesaugt, 

bevor sie in einer Konzentration von 106-107 

Zellen/ml im Einfriermedium resuspendiert 

und auf Kryoröhrchen verteilt wurden. Zum 

schonenderen Einfrierprozess wurden die 

Kryoröhrchen in eine mit Isopropanol ge-

füllten Einfrierschale gegeben und dann 
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zunächst bei -80° C eingefroren. Nach ca. 

einer Woche wurden die Zellen zur Lang-

zeitlagerung in einen Flüssigstickstofftank 

bei -196° C überführt. 

Die aus dem Stickstofftank auf Flüssigstick-

stoff gelagerten Zellen wurden zum Wieder-

auftauen möglichst rasch in auf 37° C er-

wärmtem 10%-FCS-Basismedium resus-

pendiert und in ein Falcon®-Röhrchen über-

führt. Nach  Zentrifugation (5 min x 1500 

Umdrehungen/min) wurde der Überstand 

abgesaugt und zur Weiterverarbeitung im 

jeweils zu verwendenden Medium aufge-

nommen. 

5.2.2 Bestimmung der Zellzahl 

Die Bestimmung der Lebendzellzahl wurde 

mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer 

durchgeführt. Hierfür wurden die Zellen in 

PBS in der Regel im Verhältnis 1:1 – bei 

höherer Zelldichte auch höher verdünnt – 

mit Typanblau vermischt, welches in tote 

Zellen eindringt und sie somit eindeutig 

identifizierbar macht. Die Zellsuspension 

wurde dann in die Neubauer-Zählkammer 

gegeben und die Zellzahl der lebenden Zel-

len unter dem Lichtmikroskop durch Aus-

zählen aller vier Großquadrate bestimmt. 

Hierbei wurde folgende Formel angewendet: 

Durch Multiplikation des Volumens der 

ursprünglichen Zellsuspension konnte so die 

Gesamtzellzahl ermittelt werden. 

5.2.3 Herstellen von Kulturüber-

ständen 

Kulturüberstände wurden standardisiert 

hergestellt, um die Vergleichbarkeit zu ge-

währleisten. Es wurden je 1x106 Zellen in 

200 µl 10%FCS-RPMI-Medium in einer 

96-Well-Platte ausplattiert und – wenn 

nicht anders spezifiziert – für 48 Stunden im 

Brutschrank inkubiert. 

 

5.3 Durchflusszytometrie 

5.3.1 Prinzip 

Bei der Durchflusszytometrie, im Engli-

schen fluorescence activated cell sorting 

(FACS), können suspendierte Zellen auf-

grund ihrer Oberflächenmoleküle mit einem 

fluoreszenzmarkierten Antikörpern quanti-

tativ differenziert werden. Aber auch intra-

zelluläre Proteine können gemessen werden 

und Rückschluss auf Funktionen der Zelle 

Zellen/ml = Mittelwert der Großquadraten x 
104 x 2 (bei Verdünnungsfaktor 1:1) 
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geben.  

Man markiert die Zellen zunächst mit Anti-

körpern, welche an ein Fluorochrom gekop-

pelt sind. Anschließend werden die Zellen 

in Suspension vom Durchflusszytometer 

angesogen und hierbei die an die Zellen 

gekoppelten Fluorochrome im Fluss von 

einem Laser zur Emission eines spezifischen 

Farbspektrums angeregt. Das emittierte 

Licht wird detektiert und digital als Daten-

satz gespeichert. Ein Farbspektrum wird hier 

jeweils separat in einem eigenen Kanal ge-

messen. Eine einzelne Zelle kann so mit 

mehreren Antikörpern für verschiedene 

Antigene markiert werden, solange Flu-

orochrome mit unterschiedlichen Emissi-

onsspektren verwendet werden. Heutzutage 

steht eine große Bandbreite an verschiede-

nen Fluorochromen zur Verfügung, was die 

Analyse einer einzelnen Zelle auf mehrere 

Merkmale gleichzeitig ermöglicht. 

Im Anschluss erfolgt die Auswertung der 

aufgezeichneten Datensätze mit einer dafür 

entwickelten Software. Die Auswahl der 

Zellen wurde hierbei zunächst auf die Zell-

population von Interesse eingegrenzt und 

dann eventuell auf ihre Zytokinniveaus 

untersucht. 

5.3.2 Oberflächenfärbung 

Bei Färbung der Oberflächenmoleküle wur-

den zunächst 106 Zellen in FACS-Puffer 

suspendiert und in FACS-Röhrchen über-

führt. Nach Zentrifugation und Absaugen 

des Überstandes wurden die Zellen zusam-

men mit den jeweiligen Antikörpern in der 

jeweils idealen Konzentration für 20 Minu-

ten bei 4° C im Dunklen inkubiert. Nach 

zweimaligem Waschen mit FACS-Puffer 

konnte anschließend die Messung  im 

Durchflusszytometer BD LSR II Flow Cy-

tometer (Becton Dickinson, Heidelberg) 

erfolgen. Für eine Unterscheidung der le-

benden von toten Zellen wurde Propidi-

umiodid oder die Live/Dead® Fixable Blue-

Lösung (Invitrogen) verwendet. Sollten  die 

Zellen nicht sofort im Anschluss, sondern 

erst im Verlauf analysiert werden, war eine 

Fixierung der Zellen mit 4% Paraformalde-

hyd in PBS erforderlich. 

Zur Kompensation eventueller Interferen-

zen, die zwischen den einzeln gemessenen 

Kanälen auftreten können, wurden Kom-

pensationsbeads eingesetzt. Diese Beads sind 

in der Positivkontrolle mit Antikörpern 

bestückt, welche die jeweils verwendeten 

Fluoreszenzantikörper binden. Den Nega-

tiv-Beads fehlen diese Antikörper. Auf diese 

Weise können Positiv- und Negativ-

Kontrolle besser voneinander abgegrenzt 

werden. Der Vorteil der Beads besteht da-

rin, dass wertvolle Zellproben vom Kom-

pensationsvorgang ausgenommen werden 

und für die eigentliche Messung verbleiben. 
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5.3.3 Intrazelluläre Färbung von 

Zytokinen 

Zur Analyse der intrazellulären Bestandteile 

der Zelle, wie Zytokine, war es zunächst 

erforderlich, die Zellen 4 Stunden mit PMA 

und Ionomycin zu stimulieren und die 

Ausschüttung der Zytokine durch Zugabe 

von Brefeldin A zu verhindern. Im An-

schluss wurden die Zellen zur Lebend-/Tot-

Färbung mit Ethidiumbromid-Monoazid 

(EMA) unter Licht bei 4° C 20 Minuten 

inkubiert. Hierbei dringt EMA in tote Zel-

len ein und vernetzt sich mit der DNS. 

Nach zwei Waschgängen mit FACS-Puffer 

wurde mit der Oberflächenfärbung wie 

gewohnt fortgefahren.  

Bei der Färbung der Zytokine war es not-

wendig, die Zellen als nächstes mit Fixpuffer 

(IC Fixation Buffer, eBioscience, Frankfurt) 

für 30 Minuten bei Raumtemperatur zu 

fixieren, um im folgenden Schritt die Zell-

wand zu permeabilisieren (Permeabilization 

Buffer, eBioscience, Frankfurt). Schließlich 

ließen sich im letzten Schritt die Zytokine 

mit fluoreszenzmarkierten Antikörpern für 

20 Minuten bei Raumtemperatur markieren 

und nach wiederholten Waschgängen im 

Durchflusszytometer analysieren. 

5.3.4 CFSE-Färbung 

Pro 106 Zellen wurden 1 ml einer 1,25 µM 

CFSE-Färbelösung zu den Zellen im Fal-

con-Röhrchen gegeben und die Zellen bei 

37° C im Wasserbad inkubiert. Nach exakt 

8 Minuten wurde die Färbelösung mit PBS 

10-fach verdünnt, abzentrifugiert und 

nochmals mit PBS gewaschen. 

5.4 Magnetische Zellsortierung 

Die Isolierung der NK-Zellen für die weite-

re Verwendung in Kokulturen wurde mit 

Hilfe der immunmagnetischen Zellseparati-

on, im Englischen magnetic activated cell 

sorting (MACS®), durchgeführt. Sie basiert 

auf der Markierung von Zellen durch mit 

Magnetpartikeln gekoppelten Antikörpern, 

mit deren Hilfe im nächsten Schritt diese 

markierten Zellen mit einem starken Mag-

neten seligiert werden. Es können dabei 

entweder die Zellen von Interesse (Positivse-

lektion) markiert werden oder – wie bei der 

NK-Zell-Isolierung – alle Nicht-NK-Zellen 

(Negativ-Selektion).  

Bei der NK-Zell-Isolierung wurden alle 

Nicht-NK-Zellen mit Antikörpern markiert, 

um die NK-Zellen unverändert für die wei-

tere Verwendung zu belassen. Es war essen-
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ziell, die Zellen nach der Lösung aus dem 

jeweiligen Gewebe gründlich zu waschen. So 

konnten verbleibende Gewebereste, die die 

Magnetsäule bei der Isolierung hätten ver-

stopfen können, weitestgehend entfernt 

werden. Als weiterer Schritt wurden die 

Erythrozyten 60-90 Sekunden mit Lysepuf-

fer lysiert, um diese Population bereits vor 

der MACS® auszuschließen. Hiernach muss-

ten die Zellen erneut gründlich gewaschen 

werden, um die lysierten Zellbestandteile zu 

entfernen, welche sonst die optimale Bin-

dung der Antikörper eingeschränkt hätte.  

Die MACS® wurde strikt nach Protokoll des 

Herstellers (Miltenyi Biotech, Bergisch 

Gladbach) durchgeführt. Die Zellen wurden 

zunächst in MACS-Puffer aufgenommen 

und 5 Minuten bei 4° C mit dem Antikör-

per-Cocktail und im folgenden Schritt nach 

einem Waschgang mit den magnetischen 

Beads 10 Minuten bei 4° C inkubiert. Inku-

bationszeiten und Mischungsverhältnis von 

Antikörpern bzw. magnetischen Beads vari-

ierten dabei, abhängig vom verwendeten 

Herstellerprotokoll. 

Nach einmaligem Waschen wurden je 108 

Zellen in 500 µl MACS-Puffer aufgenom-

men und in die an den Magneten ange-

brachte Säule (LS Säule) pipettiert. In das 

unter der Säule platzierte Falcon-Röhrchen 

gelangten nun die nicht markierten Zellen 

(hier die NK-Zellen). Die markierten Zellen 

verbleiben dabei in der magnetisierten Säu-

le. Um möglichst viele NK-Zellen zu erhal-

ten, wurde in drei Durchgängen je 3 ml 

MACS®-Puffer auf die Säulen pipettiert, um 

die NK-Zellen möglichst gründlich aus den 

Säulen zu waschen. Schließlich wurden die 

erhaltenen NK-Zellen gezählt und Proben 

für die Reinheitsmessung abgenommen. Für 

die Reinheit der isolierten NK-Zellen wurde 

durchflusszytometrisch nach Oberflächen-

färbung die NK1.1+CD3-Zellpopulation 

ermittelt. 

5.5 Chromfreisetzungstest 

Um die Zytotoxizität von NK-Zellen zu 

testen, besteht die Möglichkeit, diese Ef-

fektorfunktion durch die radioaktive Frei-

setzung aus mit Chrom-51 (51Cr) beladenen 

Zielzellen quantitativ zu bestimmen. 

Chrom-51, ein g-Strahler, ist ein radioakti-

ves Chrom-Isotop. 

Als Zielzellen wurden YAC-Zellen kulti-

viert, die durch geringe Expression der 

MHC-I-Moleküle ein starkes Aktivierungs-

signal für NK-Zellen darstellen (Kiessling 

u.a., 1975). 3x106 YAC-Zellen wurden in 

einer möglichst vitalen und proliferativen 

Phase geerntet und nach einem Waschgang 

in 200 µl FKS aufgenommen. Die Natrium-

Chromat-Lösung wurde entsprechend der 
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aktuellen Aktivität abgemessen und die 

YAC-Zellen hierin 90 Minuten bei 37° C 

im Brutschrank inkubiert. Die aktuelle 

Aktivität des Chroms wurde hierbei nach 

folgenden Gesetzmäßigkeiten berechnet: 

!" = !$ × &'("  

) = *+2
-. /0

 

A0: Aktivität [Ci] zum Zeitpunkt t0 (bekannte Größe) 

At: Aktivität [Ci] zum Zeitpunkt t 

t: Zeitintervall seit Zeitpunkt t0 

l: Zerfallskonstante 

T1/2: Halbwertszeit 

e: Eulersche Zahl 

 

In der Zwischenzeit wurden die Effektorzel-

len (hier NK-Zellen) frisch präpariert bzw. 

aus Kokulturen abgenommen und ausge-

zählt. 

Nach Inkubation wurden die Zielzellen in 

drei Waschgängen mit 10%-FKS-RPMI 

vom überschüssigen Chrom-51 befreit und 

ausgezählt. Effektor- und Zielzellen wurden 

in genauen Effektor/Ziel-Verhältnissen 

(100:1 bis 6,25:1) in je 100 µl Medium in 

einer 96-Lochplatte ausplattiert und für 4 

Stunden bei 37° C im Brutschrank inku-

biert. Um nach Messung den Mittelwert 

bilden zu können, wurden stets Duplikate 

angelegt. Als Negativkontrollen dienten 

Überstände von Zielzellen ohne Effektorzel-

len (unspezifische Freisetzung), als Positiv-

kontrolle die Messung der Zielzellen selbst 

(maximale Freisetzung). Im Anschluss er-

folgte die Übertragung von je 50 µl zellfrei-

em Überstand auf eine 96-Loch-Luma-

Platte, die über Nacht getrocknet wurde. 

Am folgenden Tag wurde die Strahlung der 

einzelnen Proben in Zählimpulsen pro Mi-

nute (cpm) in einem g-Szintillationszähler 

bestimmt.  

Die spezifische Zelllyse wurde anhand der 

gemessenen Werte mit folgender Formel 

ermittelt: 

 

%	345& = 	 (+7 − +97)(+;<= − +97)
× 100	% 

ns: spezifische Freisetzung [cpm] 

nus: unspezifische Freisetzung [cpm] 

nmax: maximale Freisetzung [cpm]  
 

Die Werte der einzelnen Gruppen wurden 

anschließend in Tabellen übertragen und 

graphisch dargestellt. 

5.6 ELISA 

Die Bestimmung verschiedener Zytokine in 

Zellüberständen wurde mittels enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA) durch-

geführt. Diese Methode ermöglicht die 

Quantifizierung von Proteinen mittels Anti-

körpern, die an ein Enzym gekoppelt sind. 

Durch Umsetzung eines Substrats durch das 

Enzym entsteht ein Reaktionsprodukt, wel-
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ches im Folgenden gemessen wird und 

Rückschluss auf das markierte Antigen gibt. 

Hierbei wurde strikt nach Anweisungen des 

Herstellers des ELISA-Kits Becton Dickin-

son verfahren.  

Zu Beginn müssen spezielle ELISA-

Lochplatten mit  Fänger-Antikörpern über 

Nacht bei 4° C benetzt werden, woran spä-

ter die Proteine fest binden. Im Folgenden 

wurde bei Raumtemperatur gearbeitet. 

Nach wiederholten Waschvorgängen und 

Blockierung mit Blockpuffer wurden die 

jeweiligen Proben aufpipettiert und 2 Stun-

den inkubiert. Im nächsten Schritt wurden 

die Enzym-gekoppelten Antikörper zugege-

ben, die spezifisch das Antigen binden. 

Nach einstündiger Inkubation wird schließ-

lich das Substrat für 30 Minuten zugegeben 

und die Reaktion dann sofort mit Stopplö-

sung angehalten. 

5.7 Molekularbiologische Methoden 

5.7.1 RNS-Extraktion 

Es wurden 4x106 Zellen in 800 µl TRIRea-

gent™ aufgenommen und 5 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. Durch Zugabe 

von 160 µl Brom-Chlor-Propan, 15 Minu-

ten  Inkubation bei Raumtemperatur und 

15 Minuten Zentrifugation bei 12000 RPM 

erfolgte die Auftrennung. Die RNS wurde 

mit 75% Ethanol gewaschen, erneut resus-

pendiert und zur vollständigen Lösung bei 

60° C im Heizblock 10 Minuten inkubiert. 

Die Reinheitsmessung erfolgte im Nano-

Drop-Spektralphotometer. 

5.7.2 Gelelektrophorese 

Zur qualitativen Beurteilung von cDNS-

Proben und zur Prüfung der verwendeten 

Primer erfolgte eine Gelelektrophorese. 

Agarose-Gel wurde aus 108 ml dest. H2O, 3 

g Agarose, 12 ml 10xTAE-Puffer und 4,5 µl 

Ethidiumbromid hergestellt und in der 

Gelelektrophoeseapperatur mit 1xTAE-

Puffer bedeckt.  Anschließend wurden je 10 

µl der cDNS-Proben in 2 µl Ladepuffer auf 

die Taschen des Agarose-Gels gegeben und 

40 Minuten eine Spannung von 120 V 

angelegt und zuletzt mit Hilfe eines UV-

Transilluminators sichtbar gemacht. 

5.7.3 Reverse Transkription von 

RNS in cDNS 

Die Umschreibung der RNS in cDNS er-

folgte mit dem First Strand cDNA Synthesis 

Kit (Roche, Mannheim) und den angegebe-

nen Primern (4.5) nach Herstellerangaben 
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und unter Verwendung des Thermocyclers 

TGradient (Biometra, Göttingen). 

5.7.4 cDNS-Amplifikation und 

Berechnung der relativen 

Expression 

Zur Quantifizierung der cDNS wurde das 

Light Cycler Fast Start DNA Master SYBR 

Green I (Roche, Mannheim) nach Herstel-

lerangaben verwendet. SYBR Green ist ein 

Fluoreszenzfarbstoff, der mit doppelsträngi-

ger DNS interkaliert und nur dann Licht 

über den Förster-Resonanzenergietransfer 

emittiert, wenn Donor- und Akzeptorsonde 

beieinander liegen. Die Proben wurden im 

Light Cycler® 2.0 (Roche, Mannheim) ge-

messen. Dabei wurde die relative Expression 

auf das Haushaltsgen HPRT normiert.

Die relative Expression wurde nach folgen-

der Formel berechnet (Kronenberger u.a., 

2008): 

2(@A.'@AB)'(@A/'@AC) 

KP1: Kreuzungspunkt (KP) der Amplifikaton von HPRT in 

Lymphomzellen 

KP2: KP von HPRT in WT-LK-Zellen 

KP3: KP des Genes von Interesse von Lymphomzellen 

KP4: KP des Genes von Interesse in WT-LK-Zellen 
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6 Ergebnisse 

6.1 IFN-γ-Freisetzung aus NK-Zellen nach Inkubation 

mit Kulturüberstand der Tumorzelllinie 291 

Frühere Arbeiten konnten eindeutig zeigen, 

dass NK-Zellen sowohl in vivo nach Ein-

wanderung in spontan gewachsene Lym-

phome als auch in vitro nach Kokultur mit 

aus c-myc-Lymphomen gewonnenen Nicht-

NK-Zellen ihre Fähigkeit verlieren, IFN-g 

zu produzieren (J. Pötzl, persönliche Mittei-

lung). Dabei sind endogene ebenso wie 

exogene, transferierte NK-Zellen betroffen, 

was einen Zusammenhang mit dem vorherr-

schenden Tumormilieu nahelegt.  

Zunächst wurde ein In-vitro-Modell mit der 

Lymphomzelllinie 291, einer aus einem 

spontan wachsenden c-myc-Lymphom 

abgeleiteten Zelllinie, etabliert, um die ge-

nauen Zusammenhänge in vitro zu verste-

hen. Hierfür sollte zunächst die Wirkung 

von 291-Zellen auf WT-NK-Zellen unter-

sucht werden. Für eine ausreichende INF-g-

Produktion war es erforderlich, dem Medi-

um IL-2 (30 U/ml) und IL-15 (50 ng/ml) 

zuzugeben. Beide Zytokine sind gut bekann-

te Stimulantien der NK-Zell-Aktivierung 

(Waldmann u.a., 2001; Smyth u.a., 2002). 

Auf diese Weise ließen sich in normalem 

Medium IFN-g+-NK-Zellfraktionen von 40-

90 % messen. Als Kontrolle dienten im 

Folgenden NK-Zellen ohne PMA-

Ionomycin-Stimulation bzw. Isotyp-

Kontrollfärbungen.  

Aufgrund der starken Schwankungen der 

positiv gemessenen Fraktion und ungleich-

mäßigen Verschiebungen der NK-

Zellpopulation wurden im Folgenden die 

mean fluorescence intensity (MFI) angegeben 

(mit Ausnahme der Abb. 6.1). 
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Abb. 6.1 Kokultur von NK-Zellen mit 291-Zellen 
(n=4): 0,5x106 WT-NK-Zellen wurden nach 
Entnahme mit 4x106 WT-Nicht-NK-Zellen, 4x106 

291-Zellen bzw. reinem Medium für 18h inkubiert 
und anschließend nach Stimulation mit 
PMA/Ionomycin durchflusszytometrisch analysiert. Als 
Positivkontrolle wurden Ex-vivo-NK-Zellen mit 
eingeschlossen (Johann Pötzl, persönliche Mitteilung). 
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Wie aus Abb. 6.1 ersichtlich, produzierten 

die NK-Zellen bei der 18-stündigen Kokul-

tur mit der 291-Zelllinie kein INF-g mehr 

(Abb. 6.1; unveröffentlichte Daten von J. 

Pötzl).  

Nun war zu klären, ob zellgebundene Fakto-

ren auf der Zelloberfläche der Nicht-NK-

Zellen oder gelöste Komponenten den aus-

schlaggebenden Einfluss auf die NK-Zell-

Funktion nehmen. Hierzu wurden Kultur-

überstände von 291-Zellen (291-TÜ) ange-

legt, mit denen anschließend WT-NK-

Zellen inkubiert werden sollten. Die Zell-

kultur wurde 48 Stunden nach dem letzten 

Mediumwechsel abzentrifugiert, der Tu-

morüberstand abgenommen und bei -20° C 

zwischengelagert.  

Die Koinkubation der NK-Zellen mit die-

sen Tumorüberständen führte ebenso zu 

einer deutlichen Einschränkung der sekreto-

rischen Effektorfunktion, was erstmals auf 

eine in den Tumorüberständen gelöste 

Komponente hinwies, die für die Inhibition 

verantwortlich war (Abb. 6.2).  

Unklar war, ob es sich dabei um einen  

inhibierenden Stoff handelte, der überpro-

duziert wurde, oder ob die Tumorzellen 

durch beschleunigte Proliferation und ihren 

Metabolismus Nährstoffe im Medium ver-

brauchten, die folglich den NK-Zellen für 

deren Stoffwechsel nicht zur Verfügung 

standen. Letzteres wäre eher als artifizieller 

Effekt des In-vitro-Modells zu werten, wenn 

man davon ausgeht, dass die Zellen in der 

In-vivo-Situation ausreichend mit Nährstof-

fen versorgt werden.  

Die Grundidee bestand darin, durch Auf-

konzentrierung des Tumorüberstandes mög-
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Abb. 6.2 Kokultur von NK-Zellen mit 291-Tumorüberständen: 0,5x106 NK-Zellen wurden ex vivo mit 200 µl 291-
TÜ bzw. 200 µl Medium (5% FKS-RPMI) nach Zugabe von IL-2 und IL-15 über 18h inkubiert und nach 
Stimulation mit PMA/Ionomycin durchflusszytometrisch analysiert. Der TÜ wurde zuvor nach Inkubation von 291-
Zellen über 48h ohne Mediumwechsel abgenommen und aliquotiert. Die sekretorische NK-Zell-Funktion ist nach 
Koinkubation mit 291-TÜ deutlich inhibiert. Links Darstellung eines repräsentativen Einzelexperiments, rechts 
Mittelwerte und Standardabweichungen von 9 Einzelexperimenten. 
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lichst alle darin enthaltenen Stoffe zu be-

wahren und durch Zugabe von frischem 

Medium alle für die Zellen benötigten 

Nährstoffe zu resubstituieren. Hierzu wur-

den 400 µl 291-Tumorüberstand in einem 

Vakuumkonzentrator über eine Stunde 

eingeengt, sodass lediglich 10 bis 20 % des 

ursprünglichen Volumens zurückblieb. Im 

Vakuumkonzentrator wird durch Anlegen 

eines Vakuums der Siedepunkt schon bei 

niedrigen Temperaturen erreicht, was die 

schonende Verdunstung von Flüssigkeiten 

ohne Verlust oder Denaturierung der darin 

gelösten Stoffe ermöglicht. Nach der Einen-

gung wurde der TÜ in 400 µl bzw. 200 µl 

5%-FKS-RPMI-Medium resuspendiert, um 

die gleichen Nährstoffbedingungen für die 

NK-Zellen wiederherzustellen. In einem 

weiteren Ansatz wurde der TÜ nur in der 

Hälfte des ursprünglichen Volumens aufge-

nommen, um die Konzentration der gelös-

ten Faktoren zu verdoppeln. Die Inkubation 

frisch isolierter WT-NK-Zellen mit dem 

eingeengten 291-TÜ resultierte ebenso wie 

mit dem nicht eingeengten TÜ in einer 

deutlichen Einschränkung der IFN-g-

Produktion nach Stimulation mit 

PMA/Ionomycin. Die doppelt konzentriert 

eingeengten TÜ hatte dabei einen ver-

gleichbaren, maximal inhibierenden Effekt 

auf NK-Zellen. Auf diesem Weg ließen sich 

eventuelle Effekte eines „verbrauchten“ 

Abb. 6.3 WT-NK-Zellen in 291-Tumorüberstand 
(TÜ) mit/ohne Einengung des TÜ: Die Überstände 
wurden wie üblich hergestellt und anschließend je 
400µl mittels Vakuumkonzentrator für 1h um ca. 90% 
eingeengt. Der eingeengte TÜ wurde in 5%FKS-
Medium resuspendiert, in einem Ansatz im gleichen 
Volumen wie zuvor (400 µl = 1x Einengung) und in 
einem zweiten in der Hälfte des ursprünglichen 
Volumens (200µl = 2x Einengung). Der Versuch 
wurde einmal durchgeführt. Die Inkubation der NK-
Zellen zeigte eine ebenso starke Inhibition der IFN-g-
Sekretion wie bei nicht eingeengten TÜ. Somit ergibt 
sich kein Hinweis für den Effekt des „verbrauchten“ 
Mediums. 
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Abb. 6.4 WT-NK-Zellen in 291-TÜ mit/ohne 
Ultrazentrifugation: Je 600 µl 291-TÜ wurden über 
2h bei 50000 UpM ultrazentrifugiert und je 400 µl 
Überstand unter Zurückbleiben des Sediments  abge-
nommen und weiter für die Inkubation der NK-Zellen 
verarbeitet. Der Versuch wurde einmal durchgeführt. 
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Mediums ausschließen (Abb. 6.3).  

 Somit war das Augenmerk auf die Suche 

nach dem inhibierenden Faktor gerichtet. 

Exosomen, also Mikrovesikel, die von Tu-

morzellen sezerniert werden, sind in den 

vergangenen Jahren zunehmend als immun-

supprimierende Komponente in den Fokus 

der Tumorimmunologie gerückt (Zhang 

und Grizzle, 2011). Auch diese Möglichkeit 

sollte überprüft werden. Dazu wurden die 

291-TÜ mit einer Ultrazentrifuge zwei 

Stunden bei 50000 Umdrehungen pro Mi-

nute (UpM) zentrifugiert, was die Exoso-

men am Boden sedimentieren lässt und so 

die Überstände als Exosomen-frei betrachtet 

werden können. Die hieraus gewonnenen 

TÜ wurden dann in direktem Vergleich mit 

nicht zentrifugierten TÜ für die Inkubation 

von WT-NK-Zellen verwendet. Doch auch 

mit diesem TÜ zeigten die NK-Zellen eine 

deutlich reduzierte IFN-g-Produktion (Abb. 

6.4). Exosomen ließen sich somit als mögli-

che Ursache der Inhibition  ebenfalls aus-

schließen.  

Kokultur mit c-myc-Zellen ohne Zell-

Zell-Kontakt  

WT-NK-Zellen zeigten bei der Kokultur 

Abb. 6.5 Aufbau eines Well des 96-Loch-HTS-
Transwell®-Systems von Corning®: In diesem Dop-
pelkammersystem sind zwei Kammern durch eine 
Membran von einander getrennt. Die Porengröße der 
verwendeten Trennmembran beträgt 0,4 µm und ist 
somit durchlässig für lösliche Stoffe, nicht aber für 
Zellen. 
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Abb. 6.6  NK-Zellen in der Doppelkammer mit Nicht-NK-Zellen: Je 0,5x106 NK-Zellen wurden ex vivo aus einer 
erkrankten c-myc- bzw. WT-Maus mit 4x106 Nicht-NK-Zellen (WT bzw. c-myc) in einer Transwell®-Doppelkammer 
für 18h kokultiviert. Der Versuch wurde einmal durchgeführt. WT-NK-Zellen sezernieren deutlich weniger IFN-γ 
nach Transwell-Kokultur mit c-myc-Zellen. c-myc-NK-Zellen gewinnen ihre Fähigkeit, IFN-γ zu sezernieren, nach 
Transfer in frisches Medium zurück. 
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mit c-myc-Nicht-NK-Zellen eine deutlich 

verminderte Effektorfunktion verglichen mit 

NK-Zellen in Medium oder WT-Nicht-

NK-Zellen und das auch ohne Zell-Zell-

Kontakt, wie die Versuche in einem Dop-

pelkammersystem (Abb. 6.5.) zeigten – in 

Übereinstimmung mit der Inhibition in 

291-TÜ. Somit scheinen auch hier lösliche 

Faktoren für die eingeschränkte NK-Zell-

Funktion verantwortlich zu sein.  

Umgekehrt erholen sich NK-Zellen, welche 

aus c-myc-Tumoren isoliert und mit 

Medium bzw. WT-Nicht-NK-Zellen 

inkubiert wurden, und können wieder 

ausreichend IFN-g produzieren, im 

Gegensatz zu denen, die mit c-myc-

Tumorzellen (“c-myc-Nicht-NK-Zellen”) 

inkubiert wurden (Abb. 6.6).  

Auch unveröffentlichte Daten von Johann 

Pötzl wiesen bereits darauf hin, dass NK-

Zellen aus c-myc-Lymphomen sich regene-

rieren können, sobald man sie aus dem 

Milieu des Tumors entnimmt und sie in das 

Milieu einer gesunden Maus transferiert. 

Dies konnte bislang jedoch nur in vivo bzw. 

in vitro, aber mit Zell-Zell-Kontakt gezeigt 

werden.  

In diesem Ansatz konnte also erstmals ge-

zeigt werden, dass es lösliche Faktoren von 

c-myc-Tumoren auch ohne Zell-Zell-

Kontakt vermögen, WT-NK-Zellen in ihrer 

Effektorfunktion zu inhibieren, und c-myc-

NK-Zellen im Umfeld von WT-Nicht-NK-

Zellen bzw. Medium weniger eingeschränkt 

waren.  

Um die Vermutung zu bestätigen, dass die 

Inhibition von NK-Zellen reversibel ist, 

sobald man die Zellen dem Umfeld eines c-

myc-Lymphoms entzieht, wurde ein weite-

rer Versuch zur Regenerierung der NK-

Zellen durchgeführt. Dazu wurden WT-

NK-Zellen isoliert und 18 Stunden in Me-

dium bzw. 291-TÜ inkubiert. Anschließend 

erfolgte der Transfer der Zellen in reines 

Medium für weitere 24 Stunden. Eine IFN-

g-Messung wurde nach 18 und 24 Stunden 

durchgeführt. In Abb 6.7 lässt sich die Inhi-

bition der NK-Zellen nach 18 Stunden sehr 

eindrucksvoll erkennen. Nach 24 Stunden 

Regenerierung in Medium zeigen die NK-

Zellen bereits eine annähernd gleich hohe 

IFN-g-Produktion wie NK-Zellen, die zuvor 

in „reinem“ Medium inkubiert wurden.  

Diese Fähigkeit zur Regenerierung unter-

streicht nochmals die Vermutung, dass es 

sich um einen löslichen Faktor handelt, 

dessen Wirkung durch Entfernen umkehr-

bar ist. Auch diese Erkenntnis ist gut ver-

einbar mit vorherigen In-vivo-Ergebnissen, 

die eine Regenerationsfähigkeit von c-myc-

NK-Zellen nach Transfer in eine WT-Maus 

nahelegten. Hierbei war es bislang jedoch 

unmöglich, zwischen löslichem und Zell-

vermitteltem Faktor zu unterscheiden. 
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Zytokinmilieu von 291-Tumorüber-

ständen 

Eine Reihe von Zytokinen ist dafür be-

kannt, dass sie im Rahmen der Kanzeroge-

nese für ein inhibierendes Zytokinmilieu 

sorgen. Dabei ist es möglich, dass diese 

Zytokine von regulatorischen Immunzellen 

wie Treg, aber auch von Tumorzellen selber 

produziert werden. Zu diesen immunsupp-

rimierenden Zytokinen werden unter  ande-

rem IL-6, IL-10 und TGF-b gezählt 

(Zitvogel u.a., 2006; Vesely u.a., 2011).  

In einem nächsten Ansatz wurden daher 

neutralisierende Antikörper gegen IL-6, IL-

10 und TGF-b im Voraus in den TÜ gege-

ben. Diese sollten die  Zytokine binden, 

%
 v

on
 M

ax

IFN-γ

%
 v

on
 M

ax

IFN-γ

18h 24h

Medium 291-TÜ  Isotyp

18h

42h

Medium 291-TÜ

NK 1.1

IF
N

-γ

Nach Mediumwechsel bei 18h

35

65

41 30

97

3

7058

WT

18h

24h nach Umsetzen 
in Medium

Abb. 6.7 Regenerierung von NK-Zellen nach Inkubation in 291-TÜ in vitro: A: Je 0,5x106 WT-NK- wurden nach 
MACS-Isolierung in 200 µl 291-TÜ bzw. Medium für 18 h inkubiert. Zur Kontrolle wurde ein Teil der Zellen schon 
nach 18 h stimuliert und durchflusszytometrisch analysiert. Der andere Teil wurde für weitere 24 h in Medium inku-
biert und anschließend stimuliert und per FACS analysiert. Wie bei allen Ansätzen wurden hier IL-2 und IL-15 zum 
Medium bzw. 291-TÜ zugegeben. B und C: Die NK-Zellen, welche nach 18h in 291-TÜ deutlich inhibiert sind, sind 
bereits 12 h nach Transfer in Medium wieder in der Lage, INF-γ auf ähnlichem Niveau zu produzieren wie nicht 
inhibierte NK-Zellen. Dargestellt wird ein repräsentatives Ergebnis. 
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sofern sie vorhanden wären, und ihre Wir-

kung auf NK-Zellen mindern. Doch weder 

die Ansätze mit den einzelnen Antikörpern 

noch alle Antikörper gemeinsam vermoch-

ten einen positiven Effekt zu erzielen, was 

klar gegen einen inhibierenden Effekt von 

eventuell vorhandenen immunsupprimie-

renden Zytokinen spricht (Abb. 6.8).  

Da hieraus jedoch nicht geschlossen werden 

konnte, dass wirklich keine dieser Zytokine 

von 291-Zellen exprimiert werden, sollte 

eine Messung der messenger-RNS mittels 

real-time-quantitative-PCR (q-PCR) erfol-

gen. Zunächst wurde hierfür RNS aus 291-

Zellen und WT-Lymphknotenzellen (als 

Kontrollgruppe zur Berechnung der relati-

ven Expression) isoliert, mittels reverser 

Transkriptase komplementäre DNS (cDNS) 

erzeugt und diese in der Polymerase-

Kettenreaktion (PCR) vervielfältigt. Die so 

gewonnene cDNS wurde anschließend 

qualitativ (Gelelektrophorese) und quantita-

tiv (q-PCR) mit der Light Cycler-Methode 

auf  IL-6, IL-10 und TGF-b analysiert (zur 

Methode siehe auch Kap. 5.8). Die Expres-

sion wurde auf das Haushaltsgen HPRT 

normiert. Im Verhältnis zu WT-

Lymphknotenzellen zeigten die 291-Zellen 

keine Über- oder Unterexpression bezüglich 

der drei Zytokine und so konnte auf tran-

skriptioneller Ebene eine Produktion der 

untersuchten Zytokine durch Tumorzellen 

ausgeschlossen werden (Abb. 6.9).  

 Es sollten im Folgenden mittels ELISA 
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Abb. 6.8 NK-Zellen in 291-TÜ mit IL-6-, IL-10- und TGF-b-Antikörpern: Die neutralisierenden Antikörper 
wurden in einer Konzentration von 2,0 µg/ml im Voraus in den 291-TÜ gegeben und erst im Anschluss je 1x106 
NK-Zellen in 200 µl des entsprechenden 291-TÜ resuspendiert, um die Zytokine schon zu Beginn der Inkubation 
gebunden zu haben. In einem Ansatz wurden alle Antikörper gemeinsam hinzugegeben, um einen kumulativen Effekt 
nicht zu übersehen. Der Versuch wurde einmal durchgeführt. Nach 18h Inkubation im Brutschrank zeigten die NK-
Zellen jedoch eine ähnlich stark eingeschränkte Effektorfunktion wie mit dem unbehandelten 291-TÜ. 
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bzw. mit Hilfe der BioPlex™-Plattform die 

Zytokinspiegel der 291-TÜ direkt quantita-

tiv gemessen werden. Als Kontrolle dienten 

äquivalent hergestellte Überstände von WT-

Lymphknotenzellen. Die BioPlex™-

Untersuchung beinhaltete eine Auswahl an 

sieben Zytokinen, die für Interaktion und 

Proliferation von NK-Zellen mit anderen 

Zellen des angeborenen und adaptiven Im-

munsystems entscheidend sind. Die gemes-

senen 291-TÜ wiesen keine über die Norm 

erhöhten Konzentrationen – insbesondere 

von IL-10 – auf (Abb. 6.10). Das Vorhan-

densein von TGF-b wurde in einem separa-

ten ELISA getestet, doch auch hier zeigten 

sich keine zur Norm erhöhten Konzentrati-

onen (Daten nicht gezeigt). Dies machte 

eine inhibierende Wirkung durch Vorhan-

densein eines supprimierenden Zytokinmili-

eus unwahrscheinlich.  

Abb. 6.9 Relative Expression von 291-Zellen zu 
WT-Lymphknoten: Normiert wurde die Expression 
auf die Expression des Haushaltsgens HPRT und die 
Expression in WT-LK-Zellen. Der Versuch wurde 
einmal durchgeführt. Die 291-Zellen zeigten keine 
Überexpression der untersuchten Zytokine.  
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Abb. 6.10 Relative Expression von 291-Zellen zu 
WT-LK-Zellen: BioPlex™ von Kulturüberständen 
(KÜ) von CBL-Lymphknoten und 291-Zellen. 
Durchführung nach Herstellerprotokoll (BioRad).  
n = 2. Es konnte kein signifikanter Unterschied 
zwischen 291- und WT-LK-Zellen gemessen wer-
den. 
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6.2 Laktat-Stoffwechsel von c-myc-Tumoren 

Bei der Entstehung des vorherrschenden 

Tumormilieus spielt der Stoffwechsel des 

progressiv  wachsenden Tumors eine aus-

schlaggebende Rolle. Eine Vielzahl von 

Tumoren bedienen sich der Möglichkeit, 

sich von der zunehmend kompromittierten 

Sauerstoffversorgung unabhängig zu ma-

chen: sie bedienen sich bereits bei noch 

ausreichender Sauerstoffversorgung der 

aeroben Glykolyse, also der Energiegewin-

nung durch die Verstoffwechselung von 

Pyruvat zu Laktat – unabhängig von der 

Atmungskette. Dies verschafft ihnen bei 

progressivem Tumorwachstum einen ent-

scheidenden Überlebensvorteil gegenüber 

anderen Zellen. Auch das Protoonkogen 

MYC ist bekannterweise in die Umstellung 

auf aerobe Glykolyse involviert (Doherty 

und Cleveland, 2013). 

Bei der aeroben Glykolyse entstehen in den 

Tumorzellen große Mengen an Laktat, 

welches zusammen mit Protonen aus der 

Zelle transportiert wird, einhergehend mit 

einem Sinken des extrazellulären pH-

Wertes. Da dieses Phänomen Einfluss auf 

die umgebenden Zellen und damit auch auf 

die infiltrierenden Zellen des Immunsystems 

nimmt, sollte im weiteren ermittelt werden, 

ob es im c-myc-Tumormodell eine Rolle 

spielt.  

Hierfür wurden zunächst die standardisiert 

hergestellten Überstände von WT-

Lymphknotenzellen, 291-Zellen und c-myc-

Lymphknotenzellen auf ihre Laktat-

Konzentration gemessen (Abb. 6.11). Die 

291-TÜ enthielten durchweg Laktat-

Konzentrationen knapp über 20 mmol/l. 

Die Messung der c-myc-TÜ ergab teils 
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Abb. 6.11 Laktat-Konzentrationen in Tumorüberstand: Überstände von WT-LK-Zellen, 291-Zellen bzw. c-myc-
LK-Zellen wurden nach 18h abgenommen. Laktat-Konzentrationen wurden vom Institut für Klinische Chemie, 
Universitätsklinikum Großhadern, gemessen. p = 0,000195 (WT und 291-TÜ); p = 0,0665 (WT und c-myc). 291- 
und c-myc-TÜ weisen einen signifikant höheren Laktatspiegel auf.  

n =  3 n =  3 n = 4 
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große Schwankungen, was unter anderem 

damit zu erklären wäre, dass  die Tumoren 

in unterschiedlichen Entwicklungsstadien 

erfasst wurden und damit die aerobe Glyko-

lyse unterschiedlich stark ausgeprägt war. 

Dennoch lässt sich ein Trend zur höheren 

Laktat-Konzentration bei c-myc-Tumoren 

erkennen. Zudem wiesen 291-TÜ einen 

deutlich erniedrigten pH-Wert (6,80-7,00) 

gegenüber Medium (7,40-7,60) auf.  

Es lässt sich festhalten, dass myc-Tumoren 

auf aerobe Glykolyse zurückgreifen, was 

folglich zur Anreicherung des extrazellulären 

Raums mit Laktat führt, einhergehend mit 

dem Absinken des pH-Wertes.  

Es galt nun zu prüfen, ob hohe Laktatkon-

zentrationen in c-myc-Überständen mit der 

Inhibition der NK-Zellen korrelieren. Dazu 

wurden WT-NK-Zellen in c-myc-TÜ mit 

hohem Laktatgehalt (17mmol/l) 18 Stunden 

bzw. niedrigem Laktatgehalt (0,05 mmol/l) 

inkubiert.  NK-Zellen in TÜ mit hohem 

Laktatgehalt zeigten dabei eine stärkere 

Einschränkung der IFN-g-Produktion als 

solche in TÜ mit niedrigem Laktatgehalt. 

Zudem wiesen auch NK-Zellen in c-myc-

TÜ mit niedriger Laktat-Konzentration 

bereits eine verminderte Effektorfunktion 

auf, was auf eine zusätzliche Komponente 

der NK-Zell-Inhibition hinweist (Abb. 

6.12). Dennoch ließ dieser Ansatz den Zu-

sammenhang zwischen Laktatgehalt in c-

myc-TÜ und der NK-Zell-Funktion an-

nehmen und diente als weitere Grundlage 

für folgende Untersuchungen. 

Einfluss von pH-Wert und Laktat auf 

die INF-γ-Produktion von NK-Zellen 

Um den direkten Einfluss von Laktat bzw. 

des induzierten pH-Wertes nachzuweisen, 

Abb. 6.12 WT-NK-Zellen in c-myc-TÜ mit unterschiedlich hohem Laktatgehalt: 0,5x106 WT-NK-Zellen wur-
den mit je 200 µl c-myc-TÜ bzw. Medium für 18h inkubiert. Dabei wurden c-myc-TÜ mit zuvor gemessenen 
Laktatkonzentrationen verwendet und gezielt jene mit hoher Laktatkonzentration (17 mmol/l) denen mit niedriger 
(0,05 mmol/l) gegenübergestellt. Das verwendete 10%-FKS-Medium enthielt ca. 1,5 mmol/l Laktat. Der hohe 
Laktatspiegel in c-myc-TÜ ist für eine eingeschränkte INF-γ-Sekretion verantwortlich. 
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war es erforderlich, die einzelnen Parameter 

gezielt und separat zu manipulieren.  

Durch Zugabe der entsprechenden Menge 

von Natriumlaktat (Na-Laktat) zu Medium 

sollte die Laktatkonzentration auf einen 

Wert angehoben werden, der dem in 291- 

und c-myc-Tumorüberständen in etwa 

entspricht (20 mM). Das Hinzufügen von 

Natriumlaktat bewirkt allerdings einen 

Anstieg des pH-Wertes, welcher durch Tit-

ration mit Salzsäure (HCl) wiederum auf 

den Wert gewöhnlichen Mediums (7,40 - 

7,60) abgesenkt werden muss. Der Einfluss 

des pH-Wertes allein wurde separat analy-

siert. Hierzu wurde das Medium durch 

Hinzugabe von HCl unter ständiger Mess-

kontrolle auf pH-Werte von 291-TÜ einge-

stellt. Weiterhin wurde zu 291-TÜ Natron-

lauge (NaOH) gegeben, um den pH-Wert 

auf den von unbehandeltem Medium anzu-

heben  (Abb. 6.13). Nach Herstellung der 

unterschiedlichen Medien bzw. Tumorüber-

stände wurden nun WT-NK-Zellen darin 

inkubiert und anschließend zur IFN-g-

Produktion stimuliert. Da die pH-Werte 

nach Lagerung nicht dauerhaft stabil waren, 

erschien es wichtig, den pH möglichst kurz 

vor Inkubation mit Hilfe der pH-Elektrode 

zu kontrollieren und gegebenenfalls anzu-

passen.  

Das reine Absenken des pH auf 7,06 be-

wirkt bereits eine eindrucksvolle Absenkung 

der NK-Zell-Funktion, wohingegen die 

Zugabe von Na-Laktat NK-Zellen deutlich 

geringer einschränkt. Das Anheben des pH-

Wertes von 291-TÜ auf Werte des Medi-

ums hatte keinerlei positive Effekte auf die 

Effektorfunktion. Die Zugabe von Milch-

säure, also ein Laktat-Molekül mit je einem 

Proton, kommt der realen Situation nahe, 

da der Transport von Laktat aus Tumorzel-

len heraus je ein Proton über den Monocar-

boxylat-Transporter (MCT) erfordert. Auch 

die Messung des pH-Wertes nach Zugabe 

von 20 mM Milchsäure entsprach den Wer-

ten von 291-TÜ. Die Inkubation mit 20 

mM Milchsäure bewirkte eine vergleichbar 

starke Inhibition der NK-Zellen wie in 291-

TÜ (Abb. 6.14).  

7,54
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Medium+Na-Laktat

Medium+Milchsäure

291-TÜ

pH

Abb. 6.13 pH-Werte von Medium bzw. 291-TÜ: Es 
wurden 20mM Na-Laktat bzw. Milchsäure zum Medi-
um hinzugegen. Es zeigten sich deutlich niedrigere pH-
Werte in Medium mit Milchsäure und in 291-TÜ. Die 
Säulen zeigen Mittelwerte aus 2 unabhängigen Experi-
menten. 
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Laktat und Protonen scheinen also einen 

kumulativen Effekt auf die sekretorische 

NK-Zell-Funktion zu haben, wobei Proto-

nen den größeren Teil des Effekts überneh-

men. Das Anheben des pH alleine reichte 

nicht, die Inhibition aufzuheben. Das in 

den Tumorüberständen verbleibende 

Laktat, welches sich nicht eliminieren ließ, 

trug hier vermutlich mitunter zu der weiter-

hin bestehenden Inhibition bei.  
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 Abb. 6.14 Einfluss des pH-Wertes bzw. der Laktat-Konzentration auf die IFN-g-Freisetzung: Der pH-Wert der 
Medien wurde mit HCl bzw. NaOH unter ständiger Kontrolle mit Hilfe einer pH-Elektrode auf den erwünschten 
Wert eingestellt. Bei Zugabe von Milchsäure wurde der (gewünschte) pH-Abfall toleriert, bei Zugabe von Na-Laktat 
erfolgte die Titration des pH-Werts auf physiologische Werte. 0,5x106 WT-NK-Zellen wurden nach MACS-
Isolierung in den jeweiligen Medien bzw. Tumorüberständen für 18h inkubiert. A: Die Absenkung des pH-Werts 
allein genügt, um die NK-Zellfunktion einzuschränken B: Auch die Zugabe des Laktats alleine schränken die IFN-g-
Freisetzung ein – obgleich geringer als bei Absenken des pH-Wertes. C: Übersicht der überprüften Konstellationen. 
In TÜ reicht hingegen eine Anhebung des pH-Werts nicht aus, um die Funktion der NK-Zellen wiederherzustellen. 
Die Säulen zeigen Mittelwerte und Standardabweichungen aus 3 bis 5 unabhängigen Experimenten. 
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Da der Zusammenhang zwischen der 

Laktatproduktion, einhergehend mit dem 

Absinken des pH-Wertes, und der Inhibiti-

on der NK-Zellen hergestellt war, stellte sich 

schließlich die Frage, wie sich dieses Milieu 

in vivo beeinflussen ließe. Insbesondere zur 

Manipulation des pH-Wertes zeigt die Lite-

ratur die Möglichkeit auf, durch Fütterung 

der Mäuse mit Natriumbikarbonat 

(NaHCO3), den pH-Wert in Tumorgewebe 

solider Tumore anzuheben. Dabei wirkt 

NaHCO3 als physiologischer Puffer gezielt 

an dem Ort, wo sich der pH-Wert außer-

halb des physiologischen Bereichs (7,35-

7,45) befindet, ohne den systemischen pH-

Wert bzw. den Säure-Base-Haushalt der 

Mäuse zu beeinflussen. Mögliche Neben-

wirkungen wie metabolische Alkalose oder 

Gewichtsabnahme konnten dabei ausge-

schlossen werden (Robey u.a., 2009).  

Ziel war es nun, zu untersuchen, ob die 

Beimengung von NaHCO3 einen positiven 

Effekt auf das Überleben der Mäuse bzw. 

der NK-Zellfunktion hat. Dazu wurde 

NaHCO3 den c-myc-Mäusen im Trinkwas-

ser mit einer Konzentration von 200 mM ab 

ca. dem 40. Lebenstag zugeführt. Kontrollen 

ergaben keinen Einfluss auf das Körperge-

wicht der Tiere.  

Die Analyse der Überlebensdauer zeigte, 

dass die Tränkung mit 200 mmol/l 

NaHCO3 den c-myc-Mäusen einen signifi-

kanten Überlebensvorteil einbrachte 

(p=0,0021). Während normal getränkte 

Mäuse durchschnittlich 87,5 Tage überleb-

ten, lag der Überlebensdurchschnitt bei den 

mit NaHCO3 getränkten Mäusen bei 126,0 

Tagen, wobei eine Maus sogar 213 Tage 

überlebte (Abb. 6.15).

 

Abb. 6.15 Überleben von c-myc-Mäusen: 6 c-myc-
Mäuse wurden ca. ab dem 40. Lebenstag mit 200 
mM NaHCO3 versetzem Trinkwasser getränkt. Als 
Kontrolle wurden normal getränkte c-myc-Mäuse 
verwendet (n = 30). Es zeigt sich ein signifikanter 
Überlebensvorteil der mit Natriumbikarbonat 
getränkten Mäuse. Log-rank Test p=0,0021 
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6.3 Zytotoxizität von NK-Zellen nach Kokultur mit 291-

Zellen 

Da die Zytotoxizität durch NK-Zellen einen 

entscheidenden Beitrag zur Abwehr von 

soliden Tumoren leistet, war es notwendig, 

einen möglichen Einfluss von löslichen 

Faktoren der Tumorzellen auf diese zweite 

NK-Zell-Hauptfunktion zu untersuchen.  

Auch hierzu sollten zunächst WT-NK-

Zellen in 291-Tumorüberstand (291-TÜ) 

inkubiert werden und anschließend die 

Zytotoxizität gegenüber der murinen Lym-

phomzelllinie YAC-1-Zellen mittels Chrom-

Freisetzungstest überprüft werden (Kiessling 

u.a., 1975). Die frisch isolierten WT-NK-

Zellen wurden dazu 18 Stunden in 291-TÜ 

inkubiert. Auch hier war es – wie bei den 

IFN-g-Messungen – notwendig, IL-2 (30 

U/ml) und IL-15 (50 ng/ml) zum Medium 

bzw. TÜ zuzugeben, um die Zytotoxizität 

zu verstärken. Anschließend wurden YAC-

Zellen als Zielzellen des Chrom-

Abb. 6.16  Kokultur von NK-Zellen in 219-Tumorüberstand: Je 1x106 WT-NK-Zellen wurden 18 h in 200 µl 
10%-RPMI bzw. 291-TÜ im BS inkubiert. Am folgenden Tag wurden zunächst 3x106 YAC-1-Zellen in 200 µl FKS 
zzgl. der  entsprechenden Menge der Natrium-Chromat-Lösung über 90 min im BS inkubiert. Im Anschluss wurden 
die NK-Zellen (Effektoren) nach Auszählung in entsprechendem Verhältnis mit den YAC-Zellen (Zielzellen) in Medi-
um gegeben und 4h kokultiviert. Um etwaige Schwankungen zu minimieren, wurden die Proben stets doppelt ange-
legt. Für die unspezifische Freisetzung wurden Ansätze nur mit YAC-1-Zellen angelegt, für die Maximalwerte sollten 
die YAC-1-Zellen selbst gemessen werden. Anschließend erfolgte die Aufnahme des Überstandes bzw. der Zielzellen 
(für Maximalwerte) und die Ausplattierung auf eine LumaPlateTM-96 und Antrocknung über Nacht. Am folgenden 
Tag erfolgte die Messung im g-Szintillationszähler. Die Ergebnisse stammen aus 3 Einzelversuchen. Bei jedem Einzel-
versuch wurden für Medium und 291-TÜ stets Triplikate angelegt. 
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Freisetzungstests aus der Zellkultur vorberei-

tet und mit den NK-Zellen der einzelnen 

Proben 4 Stunden kokultiviert. Die Mes-

sungen im g-Szintillationszähler zeigen eine 

deutliche Inhibition der Zytotoxizität der 

NK-Zellen nach 18 Stunden Inkubation in 

291-TÜ in allen Effektor-Zielzell-

Verhältnissen (ET-Verhältnis). Lösliche 

Faktoren in 291-TÜ scheinen somit auch 

auf diese NK-Zellen-Funktion Einfluss zu 

nehmen. Es reichte ebenfalls bereits eine 

Inkubation von 18 Stunden aus, um einen 

Effekt zu erzielen (Abb. 6.16).  

Es war nun von Interesse, Unterschiede 

zwischen der Inhibition beider Funktion 

herauszuarbeiten, die auf unterschiedliche 

mögliche Ursachen hinweisen könnten.  

Im einem weiteren Schritt wurde daher die 

Fähigkeit zur Regenerationsfähigkeit nach 

einer Inhibition analysiert. Es wurden WT-

NK-Zellen in 291-TÜ für 18 Stunden in-

kubiert, um sie im Anschluss in normales 

Medium umzusetzen und ihnen somit die 

Möglichkeit zu geben, sich innerhalb von 24 

Stunden (also nach 42 Stunden im Brut-

schrank) zu regenerieren.  

Es stellte sich jedoch heraus, dass sich die 

NK-Zellen, die nach 18 Stunden in 291-TÜ 

stark inhibiert waren, sich nach Umsetzen in 

Medium nicht erholen konnten, sondern 

weiterhin auf ähnlichem Niveau stark inhi-
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Abb. 6.17  Zytotoxizität nach Kokultur in 291-Tumorüberstand: Je 1x106 WT-NK-Zellen wurden 18 h in 200 µl 
10%-RPMI bzw. 291-TÜ im BS inkubiert. Ein Teil der Ansätze wurde schon nach 18 Stunden ein Chrom-
Freisetzungstest durchgeführt. Der andere Teil der NK-Zellen wurde gewaschen und in frisches Medium umgesetzt. 
Nach 24 Stunden Passagezeit im Brutschrank erfolgte der Chrom-Freisetzungstest mit diesen Zellen. Es wurden für 
Medium und 291-TÜ stets Duplikate angelegt. Dargestellt sind Mittelwerte der Triplikate. 
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biert waren (Abb. 6.17). Dies stellt einen 

klaren Gegensatz zur Regerationsfähigkeit 

von NK-Zellen bezüglich der IFN-g-

Produktion dar (Abb. 6.10).  

Da jedoch auch bei der Zytotoxizität lösli-

che Faktoren für die Inhibition mitverant-

wortlich sein müssen, sollte untersucht 

werden, ob auch hier pH-Wert oder Laktat-

konzentration als Zeichen einer aeroben 

Glykolyse der Tumorzellen die Zytotoxizität 

beeinflussen. Durch Zugabe von Salzsäure 

wurden der pH-Wert normalen Mediums 

auf den von 291-TÜ (etwa pH 7,00) unter 

Messkontrolle abgesenkt oder Natriumbi-

karbonat bis zu einer Konzentration von 22 

mM hinzugegeben. Nach 18 Stunden Inku-

bation im Brutschrank wurde die Zytotoxi-

zität gemessen, allerdings wurde hier kein 

signifikanter Effekt ersichtlich (Daten nicht 

gezeigt) und auch bei der Zugabe von Salz-

säure und Laktat in einem Ansatz war alle-

mal eine leichte Inhibition im Vergleich 

zum Medium zu erkennen (Abb. 6.18).  

Die fehlende Regenerationsfähigkeit der 

NK-Zellen und der ausbleibende Effekt von 

pH-Wert und Natriumbikarbonat stellen 

Abb. 6.18 Kokultur von NK-Zellen in Medium mit abgesenktem pH (6,98) und hohem Laktat (22mM): 1x106 
WT-NK-Zellen wurden 18h in 200 µl Medium bzw. Medium mit artifiziell abgesenkten pH-Wert auf 6,98 und 
Zugabe von 22 mM Natrium-Laktat im Brutschrank inkubiert. Die pH-Werte wurden regelmäßig mittels pH-
Messelektrode kontrolliert. Nach 18h erfolgte der Chrom-Freisetzungstest gegen YAC-Zellen. Die Daten stammen aus 
zwei Einzelversuchen. Bei jedem Einzelversuch wurden für Medium bzw. pH 6,98/Lac 22mM stets Triplikate angelegt. 
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einen deutlichen Unterschied zu den bei der 

IFN-g-Produktion erfassten Mechanismen 

dar, was einen weiteren nicht identifizierten 

ursächlichen Faktor für die Inhibition nahe-

legt.  

Dass jedoch beide Hauptfunktionen der 

NK-Zellen durch lösliche Faktoren der 291-

Lymphome eingeschränkt werden, machen 

die hier gezeigten Untersuchungen sehr 

wahrscheinlich.  
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6.4 NK-Zell-Einwanderung in 291-Tumoren 

Ein weiterer Baustein dieser Arbeit war in 

Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von 

Peter Nelson (Klinische Chemie, LMU 

München) der Versuch, NK-Zell-

Einwanderung  in Tumorgewebe zu charak-

terisieren und zu verbessern. Hierzu wurde 

ein Protein entwickelt, welches den Kopf 

des Chemokins CXCL10 und den Mucin-

ähnlichen Stiel von CX3CL1 vereint. Hier-

durch wurde das Protein spezifisch für 

CXCL10-Rezeptoren wie CXCR3. Die 

Integration eines Glycosylphosphatidylinosi-

tol-Ankers (GPI-Anker) in die transmemb-

rane Seite des CX3CL1-Stiels ermöglichte 

die Einbindung in Zellmembranen 

(Muenchmeier u.a., 2013). CXCL10 gilt als 

äußerst potentes Chemokin, um NK-Zellen 

gezielt CXCR3-vermittelt zu rekrutieren, 

und ist wie auch die CXCR3-Expression auf 

NK-Zellen Bedingung für die Einwande-

rung in Tumorgewebe (Wendel u.a., 2008).  

Nach ausgiebiger Erprobung der Effizienz 

der Integration des GPI-Ankers in Zell-

membranen und der gezielten Rekrutierung 

von NK-Zellen über CXCL10-CXCR3-

Interaktion in der Laminarflusskammer in 

vitro sollte das Protein in vivo auf seine 

Fähigkeit getestet werden, NK-Zellen zu 

rekrutieren.  

291-B-Zell-Lymphomzellen wurden hierfür 

in gesunde C57BL/6-Mäuse implantiert 

und die NK-Zell-Einwanderung nach intra-

tumoraler CXCL10-Mucin-GPI-Injektion 

in ausgewachsene Tumoren durchflusszy-

tometrisch und histologisch untersucht.  

Im Vorfeld konnte eine CXCR3-Expression 

der 291-Lymphomzellen sowohl in der 

FACS-Analyse als auch in der RT-PCR 

ausgeschlossen werden. Dies war entschei-

dend, um einen möglichst großen Unter-

schied zwischen injiziertem Protein und der 

unbehandelten Kontrolle sichtbar zu ma-

chen. 

Die unbehandelten Tumoren wiesen über-

wiegend eine ausgeprägte Vaskularisation 

mit nur vereinzelten Nekrosen auf (Abb. 

Abb. 6.19 Vaskularisation von transplantierten 
291-Tumoren in der Maus: Für das Setzen der 
Tumoren würden 107 291-Zellen in 150 µl PBS in 
beide Flanken einer C57BL/6-Maus injiziert. Nach ca. 
10-14 Tagen wurden die Mäuse geopfert und die 
Tumoren für histologische Analysen entnommen. Die 
gute Vaskularisation in 291-Tumoren ist deutlich zu 
sehen. Nekrosen waren daher selten. Peripher waren 
vereinzelt hämorrhagische Areale zu sehen. (H/E-
Färbung, N. Münchmeier).  

H/E, 200x 
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6.19). Die starke Vaskularisation stellte eine 

gute Voraussetzung für die mögliche Rekru-

tierung von Immunzellen dar. Je größer die 

Tumoren gewachsen waren, desto mehr 

CD3+- und NKp46+-Zellen infiltrierten das 

Tumorgewebe, weshalb für weitere Versu-

che möglichst Tumoren in frühen Entwick-

lungsstadien verwendet wurden, um zu 

Versuchsbeginn möglichst Tumoren mit 

geringem Zell-Infiltrat vorzufinden.  

CD3+-Zell-Infiltrate waren im gesamten 

Tumorgewebe weit verbreitet, vor allem 

perivaskulär in gut durchbluteten Arealen. 

NKp46+-Zellen waren insgesamt deutlich 

rarer und unregelmäßiger verteilt als CD3+-

Zellen und vorwiegend in peripherem Tu-

morgewebe, teils in hämorrhagischen Area-

len in Gruppen vorhanden. Auffallend war, 

dass in Gebieten mit hoher CD3+-Zell-

Präsenz eher wenige NKp46+-Zellen vorzu-

finden und umgekehrt in Clustern von 

NKp46+-Zellen deutlich weniger CD3+-

C   NKp46, 100x D   NKp46, 200x 

Abb. 6.20 NK-Zell-Infiltration in 291-Tumoren: A+B: Insgesamt verbreitete CD3+-Zelleinwanderung in den 
gesamten Tumor mit relativ hoher Zellzahl verglichen zu NKp46+-Zellen. Ansammlungen von CD3+-Zellen v.a. 
perivaskulär (B) und vermehrt in großen, gut durchbluteten Tumoren. In Gebieten mit hoher CD3+-Zell-Präsenz 
waren in der Regel kaum NKp46+-Zellen anzutreffen. C+D: Deutlich weniger NKp46+-Zellen als CD3+-Zellen; 
NKp46+-Zellen vorwiegend im peripheren Teil des Tumors; häufig in hämorrhagischen Arealen; hier eher vereinzelt 
CD3+-Zellen. IHC-Färbung mit CD3- bzw. NKp46-Antikörpern, N. Münchmeier. 

A   CD3, 100x B   CD3, 200x 
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Zellen anzutreffen waren (Daten von 

Münchmeier; Abb. 6.20).  

Um das Protein auf seine Rekrutierungsfä-

higkeit in vivo zu testen, wurden jeweils 107 

291-Zellen subkutan in beide Flanken der 

Mäuse gespritzt.  

Um eine mögliche Beeinflussung des Ver-

suchs durch die Größe des Tumors zu mi-

nimieren, wurden vor der Injektion in allen 

Versuchsgruppen Tumoren mit unter-

schiedlichen Größen aufgenommen (8 mm 

x 6 mm bis 16 mm x 14 mm).  

Das gereinigte CXCL10-mucin-GPI und als 

Kontrolle das rekombinant humane 

CXCL10 (rhCXCL10) bzw. sEGFP-GPI 

wurden in 50 µl Volumen in je drei Tumo-

ren injiziert. Das rhCXCL10 wurde dabei in 

der dem CXCL10-mucin-GPI entsprechen-

den Menge (2 ng) und einer 500-fach höhe-

ren Menge (1 µg) gespritzt, um Effekte in 

höheren Konzentrationen nicht zu überse-

hen. Die Herstellung von größeren Mengen 

CXCL10-mucin-GPI war zu diesem Zeit-

punkt aus technischen Gründen nicht reali-

sierbar.  

Vier Stunden nach Injektion wurden die 

Mäuse geopfert und die Tumoren aus den 

Flanken präpariert. Eine Hälfte des Tumors 

wurde für die histologische Analyse direkt in 

Formaldehyd eingelegt, die andere Hälfte 

wurde mit einem 40 µm Zellsieb gefiltert 

und die suspendierten Zellen für die FACS-

Messung weiterverarbeitet.  

Abb. 6.21 zeigt die Fraktion in Prozent der 

NK-Zellen (NK1.1+CD3-Zellen) innerhalb 

der Lymphozytenpopulation. Das CXCL10-

mucin-GPI wies hierbei die höchste Frakti-

on (0,34 %) und den höchsten Einzelwert 

(0,55 %) auf. Das rhCXCL10 zeigte in 

derselben Konzentration (2 ng) eine gerin-

gere NK-Zell-Einwanderung (0,16 %) und 

Abb. 6.21 NK-Zell-Infiltration in 291-Tumoren 4h 
nach Injektion: Nach Auswachsen der gesetzten 
Tumoren wurde 2 ng gereinigtes CXCL10-mucin-
GPI in die Tumoren injiziert. Als Kontrolle dienten 2 
ng bzw. 1 µg recombinant humanes CXCL10 
(rhCXCL10), sowie dieselbe Menge ebenfalls 
gereinigtes sEGFP-GPI. 2 weitere Tumoren wurden 
unbehandelt belassen. 4 h nach Injektion wurden die 
Mäuse getötet und die Tumoren entnommen. Die 
eine Hälfte eines jeden Tumors unterlief  
durchflusszytometrische Messungen, die andere wurde 
zur histologischen Beurteilung mit Hämatoxilin/Eosin 
(H/E) und immunhistochemisch gefärbt (CD3 und 
NKp 46). Die Graphik zeigt den Prozentsatz der 
NK1.1+CD3-Zellen innerhalb der 
Lymphozytenpopulation abzüglich der ungefärbten 
Kontrolle. Jeder Punkt repräsentiert die Messung eines 
Tumors, die Linie den Gruppendurchschnitt. 
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auch in der 500-fach höheren Konzentrati-

on von 1 µg wurden nicht die Werte des 

CXCL10-mucin-GPI erreicht (0,24 %). 

Auch wenn sich aufgrund der niedrigen 

Fallzahlen keine Signifikanz nachweisen 

ließ, so ließ sich dennoch ein positiver Ef-

fekt in vivo sichtbar machen, was für die 

Verbesserung der NK-Zelleinwanderung 

spricht. 
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7 Diskussion 

7.1 Laktat in der Schlüsselposition des Tumormilieus

Maligne Tumoren des Menschen sind all-

gemein gekennzeichnet durch ihre Fähig-

keit, dem Zelltod und supprimierenden 

Faktoren zu widerstehen, Angiogenese zu 

induzieren und Invasion und Metastasie-

rung voranzutreiben (Douglas und Robert, 

2011). Überdies spielt die Selektion der 

malignen Zellpopulation durch verschiedene 

Überlebensvorteile eine entscheidende Rolle. 

Diese Selektion impliziert, dass Charakteris-

tika des malignen Phänotyps zu einem signi-

fikanten Wachstumsvorteil führen und 

durch die Entstehung des Tumormilieus 

sogar ein toxisches Umfeld für den anderen 

Phänotyp generieren. Zu diesen Charakte-

ristika wird auch die Glykolyse gezählt. Die 

zunehmende Tumorexpansion kompromit-

tiert die adäquate Vaskularisierung und 

damit Oxygenierung des Gewebes. Die 

anaerobe Glykolyse ermöglicht auch in 

hypoxischen Stoffwechsellagen den Tumor-

zellen ausreichend Energie zur Verfügung zu 

stellen.  

Die Abnahme des Sauerstoffpartialdrucks 

und des interstitiellen pH-Werts korreliert 

dabei mit zunehmender Distanz zum ver-

sorgenden Blutgefäß und legt eine Verschie-

bung der Stoffwechsellage hin zur anaeroben 

Glykolyse nahe (Gabriel u.a., 1997). 

Physiologischerweise wird Glukose mittels 

Transporter (v.a. GLUT-1 und -4) in die 

Zelle transportiert und dort über einen 

mehrschrittigen enzymatischen Prozess, die 

Glykolyse, in Pyruvat verwandelt. Hierbei 

entstehen 2 Adenosintriphosphat (ATP). 

Unter normoxischen Bedingungen wird 

hieraus nach Durchlauf des Citratzyklus 

unter Sauerstoffverbrauch in den Mito-

chondrien der Großteil der Energie (36 

ATP) generiert, bekannt als oxidative Phos-

phorylierung. 

Unter hypoxischen Umständen kann 

Pyruvat nicht über die oxidative Phosphory-

lierung abgebaut werden. So wird über-

schüssiges Pyruvat durch die Laktatdehyd-

rogenase (LDH) zu Laktat reduziert und 

mittels des Protonen-gekoppelten Monocar-

boxylat-Transporters (MCT) aus der Zelle 

geschafft. Dies wird als anaerobe Glykolyse 

bezeichnet. 

Hier entsteht im Gegensatz zur oxidativen 

Phosphorylierung jedoch mit 2 ATP deut-

lich weniger Energie als bei oxidativer Phos-

phorylierung (Sitkovsky und Lukashev, 
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2005).  

Einige Tumoren haben die Fähigkeit entwi-

ckelt, Glykolyse auch im Umfeld mit noch 

ausreichender Sauerstoffversorgung zu be-

treiben, was als aerobe Glykolyse bezeichnet 

wird. Otto Warburg hatte dieses Phänomen 

schon 1927 beschrieben, weshalb es auch als 

Warburg-Effekt bekannt ist (Warburg u.a., 

1927). Warburg stellte die Hypothese auf, 

dass Tumorzellen aufgrund eines Mito-

chondriendefekts auf die Glykolyse zurück-

griffen, was jedoch später experimentell 

wiederlegt werden konnte (Gatenby und 

Gillies, 2004). Nachdem der Warburg-

Effekt einige Jahrzehnte wieder in Verges-

senheit geriet, wurde die Idee nicht zuletzt 

bei der Entwicklung der 
18Fluorodesoxyglukose-Positronenemissions-

tomographie (18FDG-PET) wieder aufge-

griffen, welche in der Lage ist, den hohen 

Glukoseverbrauch von Tumoren bildlich 

darzustellen. So können heutzutage viele 

Tumoren und deren Metastasierung mit 

sehr hoher Spezifität und Sensibilität diag-

nostiziert werden (Czernin und Phelps, 

2002).  

Der hohe Glukosebedarf in den Tumorzel-

len wird durch Veränderungen des Glukose-

transports (v.a. GLUT-1) und der Phospho-

rylierungsschritte gedeckt (Mathupala u.a., 

1997; Rivenzon-Segal u.a., 2003).  

Weshalb aber wählen Tumorzellen diese 

energetisch viel ineffizientere Verstoffwech-

selung von Glukose? Gatenby und Gillies 

vermuten, dass die aerobe Glykolyse bei 

Tumoren keineswegs zufällig oder gar nach-

Glukose Pyruvat Laktat

CO2
H20

36 ATP

2 ATP

LDHA

MYC

HIF-1

GlykolyseGLUT-1/-4 MCT

Zitratzyklus 
+

oxidative 
Phsophorylierung

PDH

LDHA
PDK1
HK2
PKM2
GLUT-1
MCT-4

+

Abb. 7.1 Glukosestoffwechsel: Glukose wird über Glukosetransporter (v.a. GLUT-1 und 4) in die Zelle transportiert 
und nach mehreren enzymatischen Schritten zu Pyruvat umgewandelt. Dieses wird unter normoxischen Bedingungen 
nach Durchlauf des Zitratzyklus und der oxidativen Phosphorylierung zu CO2 und Wasser abgebaut. In Tumorzellen 
wird Pyruvat jedoch vornehmlich zu Laktat abgebaut und dieses über den Monocarboxylat-Transporter (MCT) nach 
extrazellulär transportiert 
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teilig ist, sondern als Evolution der Karzino-

genese  aufzufassen ist und Tumoren den 

Vorteil verschafft, die nötigen Metaboliten 

bereitzustellen.  

Die verstärkte Tumorprogression ist offen-

bar vornehmlich auf einen Wachstumsvor-

teil des Tumors gegenüber anderen Zellen, 

begünstigende Faktoren für Wachstum, 

Invasion und Metastasierung sowie auf eine 

verminderte Immunüberwachung zurückzu-

führen (Gatenby und Gillies, 2004).  

MYC vermittelt anaerobe Glykolyse 
Das Onkoprotein MYC spielt eine aus-

schlaggebende Rolle bei der Ausbildung des 

Stoffwechsels hin zur aeroben Glykolyse: 

MYC ist an der Induktion glykolytischer 

Enzyme, Glukosetransporter und Transkrip-

tionsfaktoren wie HIF (siehe weiter unten) 

beteiligt (Osthus u.a., 2000; Dang u.a., 

2009; Rob u.a., 2011; Doherty und Cleve-

land, 2013). Ebenso induziert MYC direkt 

die Laktatdehydrogenase A (LDHA) (Shim 

u.a., 1997) und fördert den Abbau von 

Glutamin, was wiederum in einer höheren 

Produktion von Laktat resultiert. Zudem 

induziert MYC die Transkription von Spli-

cing-Faktoren, welche die Produktion von 

PKM2 induziert, eine Isoform der Pyruvat-

kinase, die die Glykolyse begünstigt (Osthus 

u.a., 2000; Christofk u.a., 2008; David u.a., 

2010; Doherty und Cleveland, 2013).  

Wie bereits erwähnt, sind niedrige Sauer-

stoffkonzentrationen häufig in solidem 

Tumorgewebe anzutreffen. Das rasche Tu-

morwachstum überholt dabei die Vaskulari-

sierung des Tumorgewebes und sorgt für ein 

hypoxisches Umfeld mit zunehmendem 

Abstand vom versorgenden Blutgefäß. Un-

klar jedoch ist, ob die Hypoxie auch für das 

azide und Laktat-haltige Milieu verantwort-

lich ist oder ob das vom Tumor freigesetzte 

Laktat und hiermit Protonen die Ge-

websazidose induzieren (Gabriel u.a., 1997; 

Sitkovsky und Lukashev, 2005). 

Ebendieses hypoxische Umfeld aktiviert den 

Hypoxie-induzierten Faktor (HIF) und trägt 

maßgeblich zur Umstellung auf aerobe Gly-

kolyse bei. Der Transkriptionsfaktor ist an 

der Expression von über 70 Genen beteiligt, 

welche physiologisch unter hypoxischen 

Bedingungen pH-Regulation, Glukose-

transport und Glykolyse steuern. So sind 

unter anderem GLUT-1, HK2, PKM2, 

PDK1, LDHA und MCT-4 von der Induk-

tion betroffen. MYC aktiviert die Expressi-

on einer Reihe dieser Enzyme und stellt 

somit einen Schritt zur aeroben Glykolyse 

dar (Gordan u.a., 2007; Dang u.a., 2008; 

Gottfried u.a., 2012). 

Bei dem Transport des sich ansammelnden 

Laktats ist der bereits erwähnte Protonen-

gekoppelte Monocarboxylat-Transporter 

(MCT) notwendig, der das Laktat zusam-

men mit einem Proton nach extrazellulär 

befördert. Der MCT wird gesteuert durch 
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den Konzentrationsgradienten von Laktat 

und dem pH-Wert. Somit sammeln sich das 

in den Tumorzellen gebildete Laktat und 

Protonen extrazellulär an und senken den 

extrazellulären pH-Wert. Der niedrige pH-

Wert induziert Faktoren wie IL-8, VEGF, 

Cathepsin B und eine Reihe anderer Pro-

teasen, die Tumorwachstum, Invasion und 

Metastasierung begünstigen (Rozhin u.a., 

1994; Xu und Fidler, 2000; Swietach u.a., 

2007).  

Aber auch hohe Laktatspiegel korrelierten in 

vergangenen Untersuchungen mit einem 

erhöhten Risiko für Metastasierung und 

vermindertem Überleben von Patienten 

(Schwickert u.a., 1995; Walenta u.a., 2000). 

Ebenso konnte eine gesteigerte Motilität 

von Tumorzellen unter Laktat nachgewiesen 

werden, was eine Metastasierung begünstigt 

(Goetze u.a., 2011). 

 

In der vorliegenden Arbeit konnte zunächst 

nachgewiesen werden, dass lösliche Faktoren 

des Tumormilieus auch ohne Zell-Zell-

Kontakt ausreichen, um zu einer Einschrän-

kung der NK-Zell-Funktion zu führen. 

Sowohl bei 291-Zellen als auch bei endogen 

gewachsenen c-myc-Zellen war dieser Effekt 

ohne Zell-Zell-Kontakt ersichtlich. 

Dass dies an einem mangelndem Nähstoff-

angebot lag, konnte widerlegt werden. So-

mit war die Aufmerksamkeit auf die Suche 

nach möglichen inhibierenden Faktoren in 

Tumorüberständen gerichtet, da diese von 

den Tumorzellen ausgeschiedene Stoffe 

enthalten und maßgeblich zur Etablierung 

des Tumormilieus beitragen. Die bereits 

bekannten inhibitorischen Zytokine, wie IL-

10, TGF-b, IL-6 oder auch Exosomen, 

konnten hier nicht nachgewiesen werden.  

Jedoch zeigten sich in allen 291-TÜ und 

vielen c-myc-TÜ deutlich erhöhte Laktat-

konzentrationen zusammen mit abgesenkten 

pH-Werten. Dies spricht klar für die oben 

beschriebene Verschiebung des Energie-

stoffwechsels, hin zur aeroben Glykolyse. 

Wie in der Literatur beschrieben, begünstigt 

die Expression von MYC diesen Schritt 

durch Induktion einer Vielzahl von Genen. 

In der Arbeit konnte der Zusammenhang 

zwischen hohen Laktatkonzentrationen bzw. 

niedrigem pH-Wert und der Inhibition der 

INF-g-Produktion von NK-Zellen im Rah-

men eines Lymphommodells nachgewiesen 

werden. Dies lässt ähnliche Mechanismen 

vermuten, die für die T-Zell-Inhibition in 

Tumoren verantwortlich sind (Mendler u.a., 

2012). Die lytische Funktion scheint eben-

falls durch lösliche Faktoren der Lymphom-

zellen eingeschränkt zu werden. Ob Laktat 

oder Protonen hierfür verantwortlich sind, 

bleibt unklar. Die Daten lassen zusätzliche 

Faktoren vermuten, die bislang nicht nach-

gewiesen werden konnten. 
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Der Einfluss von pH-Wert und Laktat auf 

Metastasierung Tumorprogress weckte 

Hoffnungen auf mögliche therapeutische 

Optionen, nämlich das saure Tumormilieu 

durch die Gabe von alkalisierenden Puffern 

zu neutralisieren. Robey et al. zeigten, dass 

die Gabe von Natriumbikarbonat 

(NaHCO3) zu Trinkwasser von Mäusen am 

Modell eines injizierten Mammakarzinoms 

in einer deutlichen Reduktion der Anzahl 

und Größe von Metastasen resultierte sowie 

das Überleben verbesserte (Robey u.a., 

2009).  

Diese Erkenntnisse konnten auch in dieser 

Arbeit durch Fütterungsversuche von c-

myc-Mäusen bestätigt werden, in denen die 

Gabe von  Natriumbikarbonat im Trink-

wasser einen signifikanten Überlebensvorteil 

der Mäuse erbrachte. Die systemische An-

reicherung an NaHCO3 stellt möglicher-

weise eine höhere Pufferkapazität im gesam-

ten Organismus dar. NaHCO3 steigert vor 

allem den extrazellulären pH-Wert (pHe) 

im Zentrum des glykolytischen Tumors, wo 

die pH-Absenkung am ausgeprägtesten zu 

sehen war, und belässt den intrazellulären 

pH (pHi) und den systemischen pH im 

restlichen Körper weitestgehend unverän-

dert (Robey u.a., 2009). Dies könnte im 

sonst sauren Tumormilieu dazu führen, dass 

in das Tumorgewebe einwandernde Im-

munzellen keinen Funktionsverlust erleiden 

und so durch Ausübung ihrer sekretorischen 

Funktion länger das Tumorwachstum in 

Schach halten. 

Ausschlaggebend für die Effektivität des 

Puffersystems  zur Regulierung des pH-

Werts ist vorrangig der pKa-Wert des Puf-

fers. Dabei ist ein pKa-Wert, der sich im 

Bereich des vorherrschenden pH-Werts 

befindet, am günstigsten. Bei NaHCO3 liegt 

der pKa =6,1, die in Tumoren gemessenen 

pH-Werte liegen jedoch bei ca. 6,8 und der 

physiologische pH bei 7,35-7,45. So wäre 

ein Puffer mit einem pKa mit einem pKa 

um 7,0 noch effektiver und ein möglicher 

Ansatzpunkt für weitere Untersuchungen 

und Therapieversuche (Silva u.a., 2009). 

Wirkung von pH-Wert und Laktat auf 

das Immunsystem 

Die durch das saure und hypoxische Mik-

romileu verursachte Suppression des Im-

munsystems ist bei T-Zellen und dendriti-

schen Zellen schon länger nachgewiesen 

(Loeffler u.a., 1990; Gabriel u.a., 1997; 

Fischer u.a., 2007; Gottfried u.a., 2008). T-

Zellen greifen ebenfalls auf anaerobe Glyko-

lyse zurück. Das hierbei anfallende Laktat 

wird über den MCT zusammen mit einem 

Proton nach extrazellulär transportiert 

(Wang u.a., 1976; MacDonald und Koch, 

1977). Im sauren Tumormilieu sinkt der 

Protonengradient über die Zellwand und 

der gradienten-gesteuerte MCT transpor-



 

 

 

D I SK U SSI O N  

 

  

 

60 

 

  

tiert weniger Laktat nach extrazellulär. So 

sammelt sich Laktat in den T-Zellen an, es 

kommt zum Erlahmen des Energiestoff-

wechsels und zur Inhibition der Signaltrans-

duktion (Abb. 7.2). T-Zellen zeigten eine 

verminderte Proliferation, lytische und 

sekretorische Funktion sowie einen erhöh-

ten Zelltod in vitro wie in vivo. Entschei-

dend ist die Unterscheidung zwischen 

Milchsäure (Laktat mit Proton), Natrium-

laktat (Laktat mit Natrium) und reinen 

Protonen (lediglich Absenkung des pH-

Wertes). Die stärkste Inhibition der Zell-

funktion wird bei Milchsäure – also Laktat 

und Proton –, die geringste bei Natrium-

laktat apparent. Dies lässt sich durch die 

Abhängigkeit vom Konzentrationsgradien-

ten der beiden Komponenten Laktat und 

Proton erklären: Ist sowohl der Protonen- 

als auch Laktatgradient niedrig (Abb. 7.2, 

C), wird der Abtransport über den MCT 

am stärksten eingeschränkt (Fischer u.a., 

2007; Mendler u.a., 2012).  

Die Zusammenhänge zwischen pH-Wert 

bzw. Laktatkonzentration und Immunfunk-

tionen können in der vorliegenden Arbeit 

nun auch für NK-Zellen nachgewiesen 

werden und suggerieren ähnliche Mecha-

nismen. Mendler u.a. versuchten die Me-

chanismen auf Ebene der Signaltransdukti-

on aufzudecken. Sie legten die Beteiligung  

der p38- und JNK/c-Jun-Signalkaskade in 

CD8+-Zellen nahe und zeigten eine vermin-

derte Enzymaktivität eben dieser Signalwe-

ge. Diese wirkte sich eher auf die sekretori-

sche Funktion bezüglich INF-g als auf die 

Abb. 7.2 Transport von Laktat und Protonen über 
den Monocarboxylat-Transporter (MCT): A: Bei 
niedriger extrazellulärer Laktat- und 
Protonenkonzenration besteht für beide 
Komponeneten ein hoher Konzentrationsgradient und 
damit besteht eine starke Zugkraft nach extrazellulär. 
B: Mit steigender Protonenkonzentration sinkt 
entsprechend der Gradient bzgl. Protonen und der 
Zug nach extrazellulär sinkt. C: Ist die extrazelluläre 
Konzentration für Protonen und Laktat ähnlich hoch 
wie intrazellulär, besteht kein Gradient über die 
Zellwand und der Abtransport ist nicht mehr 
gewährleistet. 
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lytische Funktion der T-Zellen aus 

(Mendler u.a., 2012). 

Auch eine Inhibition durch die MAPKAP-

Kinase 3 (Mitogen-aktivierte Proteinkinase–

aktivierte Proteinkinase 3) über den p38- 

und ERK1/2-Pfad ist bei NK-Zellen be-

schrieben. Hier scheint vor allem die sekre-

torische Funktion der NK-Zellen betroffen 

zu sein (Köther u.a., 2014). 

Ähnliches ließ sich auch in dieser Arbeit 

erkennen: die sekretorische Funktion der 

NK-Zellen ist durch pH-Absenkung und 

Laktat deutlich inhibiert. Eine Hemmung 

der Zytotoxizität konnte zwar durch den 

Tumorüberstand von Lymphomzellen ge-

zeigt werden, ein signifikanter Zusammen-

hang mit pH-Wert oder Laktat konnte 

jedoch nicht nachgewiesen werden. So 

scheinen für die Zytotoxizität andere Me-

chanismen maßgeblich zu sein.  

Es bedarf es weiterer Bemühungen, die 

genauen Zusammenhänge auf Ebene der 

Signaltransduktion und Transkription auf-

zudecken. Erst das Verständnis der zugrun-

deliegenden Mechanismen auf molekularer 

und genetischer Ebene kann helfen, weitere 

therapeutische Optionen zu entwickeln.
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7.2 NK-Einwanderung essenziell für Tumorabwehr 

Die NK-Zell-Einwanderung wirkt sich 

positiv auf die Prognose verschiedener soli-

der Tumoren aus (Herpen, 2005; Hsia u.a., 

2005; Menard u.a., 2009). Es konnte nach-

gewiesen werden, dass NK-Zellen spezifisch 

zu einer Größenreduktion von CXCL10-

positiven Melanomen beitragen 

(Wennerberg u.a., 2014). Zudem ist be-

kannt, dass die Expression von CXCR3, des 

Rezeptors des Chemokins CXCL10, Bedin-

gung für die NK-Zelleinwanderung ist und 

CXCL10 neben CXCL9 und CXCL11 den 

wichtigsten Liganden darstellt (Wendel u.a., 

2008). 

Oft ist die Effektorzelleinwanderung in 

solide Tumoren eingeschränkt, was das 

Abtöten der Tumorzellen verhindert und 

damit eine Tumorprogression und Progno-

severschlechterung bewirkt. Dies bot den 

therapeutischen Ansatzpunkt, CXCL10 in 

die Tumorzellwand zu integrieren und so als 

Trigger für NK-Zelleinwanderung zu ge-

winnen. Dabei behalf man sich der Metho-

de, den Kopf des Chemokins CXCL10 an 

einen GPI-Anker zu koppeln, damit sich 

dieser in die Zellwand von Tumor-, Ge-

webs- oder Endothelialzellen integrieren 

könne (Medof u.a., 1996). Nach gelungener 

Kopplung von CXCL10 und GPI-Anker 

konnte dessen Wirksamkeit bezüglich der 

Rekrutierung von NK-Zellen zunächst in 

der Flusskammer in vitro verifiziert werden 

(nicht gezeigte Daten von N. Münchmeier).  

Im folgenden Schritt konnte die NK- und 

T-Zelleinwanderung anhand exogen sub-

kutan gesetzter 291-Lymphomzellen unter-

sucht werden. Hier zeigte sich in den unbe-

handelten Tumoren – gut vereinbar mit 

Erkenntnissen aus der Literatur – trotz aus-

reichender Vaskularisierung eine nur gerin-

ge, peripher betonte NK-Zelleinwanderung. 

Im Gegensatz zu NK-Zellen waren T-Zellen 

zahlreich vor allem im Tumorzentrum ver-

treten. Dies stellte gute Voraussetzungen 

dar, um eine Steigerung der mangelhaften 

NK-Zelleinwanderung zu prüfen. 

So konnte nach Injektion des GPI-Anker-

gekoppelten Proteins auch in vivo eine ge-

steigerte, wenn auch nicht signifikante, NK-

Zelleinwanderung nachgewiesen werden. 

Bereits das nicht gekoppelte, frei lösliche 

CXCL10 erwies sich als effektiv, NK-Zellen 

anzulocken, was wiederum die Vermittlung 

durch die CXCL10-CXCR3-Interaktion 

nahelegt. 

Zum einen zeigen diese Ergebnisse Mög-

lichkeiten auf, Zyto- und Chemokine in 

bestehende Zellwände von Tumorgewebe zu 

integrieren und so die Einwanderung von 

Immunzellen zu verbessern. Zum anderen 
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stellen Chemokine wie CXCL10 so mög-

licherweise eine vielversprechende supporti-

ve Therapieoption dar. Es sind weitere An-

strengungen notwendig, die genauen Zu-

sammenhänge der NK-Zelleinwanderung zu 

untersuchen, um die Methode bis hin zu 

einer wirkungsvollen NK-Zelleinwanderung 

weiterzuentwickeln. 
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7.3 Ausblick 

Die vorliegende Arbeit beschreibt das Um-

feld eines endogen wachsenden Lymphoms, 

in dem NK-Zellen ihrer Aufgabe der Tumo-

rabwehr zunehmend nicht mehr gerecht 

werden. Es wurden hierfür ursächliche, von 

den Tumorzellen ausgehende Mechanismen 

herausgearbeitet und mögliche Lösungsan-

sätze in Aussicht gestellt. 

Künftige Anstrengungen sollten der experi-

mentellen Ausarbeitung und Verifizierung 

dieser Lösungsansätze in vivo gelten.  

Zum einen ist es erforderlich, die genauen 

Mechanismen der NK-Zellinhibition auch 

intrazellulär auf Ebene der Signaltransdukti-

on und Stoffwechselwege genauer zu verste-

hen. Hieraus könnten noch spezifischere 

Lösungsansätze entstehen. 

Außerdem wäre die Etablierung weiterer, 

noch wirksamerer Puffersysteme zur Neutra-

lisierung des aziden Tumormilieus von 

Interesse. Hiervon könnten nicht nur NK-

Zellen, sondern auch T-Zellen profitieren, 

für die eine Funktionseinschränkung durch 

Laktatazidose bereits nachgewiesen werden 

konnte (Mendler u.a., 2012). Weiterhin 

sollte eine In-vivo-Analyse von NK-Zellen 

mit und ohne eingesetztem alkalisierenden 

Puffersystem erfolgen, um die Zusammen-

hänge auch in vivo zu verifizieren. 

Sollte nachgewiesen werden können, dass 

NK-Zellen in diesen Systemen auch in ei-

nem endogen wachsenden Tumor ihre 

Funktion verbessern können, gibt dies 

Hoffnung sowohl für adoptive NK-Zell-

Transfers als auch für Ansätze, in denen 

endogene NK-Zellen durch Wiedererlangen 

ihrer sekretorischen Funktion maßgeblich 

zur Tumorabwehr beitragen.  

NK-Zell-basierte Therapien rücken auf-

grund der Schlüsselposition der NK-Zellen 

auch im Rahmen klinischer Studien immer 

wieder in den wissenschaftlichen Fokus. 

Bislang scheiterten jedoch viele an der einge-

schränkten sekretorischen oder zytotoxi-

schen Funktion der Zellen oder aber an 

schweren Nebenwirkungen der begleitenden 

Zytokintherapien (insbesondere IL-2) 

(Burns u.a., 2003; Ishikawa u.a., 2004; 

Cheng u.a., 2013). 

Für beide Szenarien hat die Verbesserung 

von NK-Zelleinwanderung ebenso einen 

hohen Stellenwert.  Sollte es mit der be-

schriebenen Methode der Koppelung von 

Chemokinen an GPI-Anker gelingen, die 

NK-Zelleinwanderung maßgeblich zu ver-

bessern – sowohl für endogene wie exogene 

Zellen – stellt dies gerade zusammen mit der 

Verbesserung des Tumormilieus eine viel-

versprechende therapeutische Komponente 

dar. Auch die Koppelung an andere Che-
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mokine oder Botenstoffe im weitesten Sin-

ne, welche Immunzellen anlocken und sti-

mulieren, könnte hilfreich sein und sollte in 

diesem Rahmen getestet werden.  

Beide Methoden könnten NK-Zell-

basierten Immuntherapien zugutekommen, 

deren bisheriger Erfolg durch mangelnde 

NK-Zell-Einwanderung und das inhibie-

rende Tumormilieu eingeschränkt war. 
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