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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Modalitaten der Tumortherapie

Pro Jahr erkranken etwa eine halbe Million Menschen in Deutschland an Krebs (Robert
Koch Institut 2020). Es wird angenommen, dass die Inzidenzrate in den kommenden
Jahren weiter ansteigen wird. Die Tumorforschung ist daher nach wie vor eines der
grofliten Forschungsgebiete weltweit. In den letzten Jahren hat sich die Therapie von
Tumorerkrankungen zunehmend in Richtung neuer Behandlungsansatze entwickelt. Zu
den klassischen drei Sdulen der Tumortherapie Chemotherapie, chirurgische
Resektion und Bestrahlung, die gerade im metastasierten Stadium haufig nur kurzzeitig
helfen, sollen neue Strategien hinzukommen. Besonders die Chemotherapie weist nur
eine geringe therapeutische Breite auf und muss standig an die Eigenschaften der
Erkrankung und die Konstitution des Patienten adjustiert werden. Durch die Methoden
der klassischen Therapie werden haufig nicht nur kranke Zellen, sondern auch viele
umliegende, gesunde Zellen in Mitleidenschaft gezogen und flihren zu erheblichen und

oft auch Therapie-limitierenden Nebenwirkungen.

Die immunologische Tumortherapie hat in den letzten Jahren die Behandlung einiger
maligner Erkrankungen revolutioniert. Ziel der Immuntherapie ist die gezielte
Erkennung und Abtétung von Tumorzellen durch die kdrpereigene Abwehr. Die
Modifizierung von kdrpereigenen Abwehrzellen erlaubt zudem eine prazisere
Tumorlyse ohne dabei gesunde Zellen zu eradizieren. Mit der Immuntherapie von
Krebserkrankungen hat sich ein neues und vielseitiges Feld an
Behandlungsmoglichkeiten erdffnet (Lim et al. 2017). Seit der erstmaligen Zulassung
einer adoptiven CAR-T-Zell-Therapie durch die Food and Drug Administration (FDA) im
Oktober 2017 und der klinischen Anwendung von Checkpoint-Inhibitoren wie PD-1-
und CTLA-4-Blockern (seit 2011) wurde somit die klassische Therapie um eine neue,
vielversprechende Behandlungsmaglichkeit erweitert (Rose 2017). Nicht nur Zellen der
erworbenen Immunitat, sondern auch Zellen der angeborenen Abwehr werden als
Maoglichkeit zur gezielten Tumorerkennung untersucht, so unter anderem naturliche
Killerzellen (NK-Zellen) (Davis et al. 2015). NK-Zellen sind lymphoide Zellen des
angeborenen Immunsystems, welche sich durch die Fahigkeit auszeichnen, infizierte
und maligne Zellen rasch zu erkennen und zu eliminieren. Besonders nach der
Erkenntnis, dass auch NK-Zellen langlebige, antigenspezifische Gedachtniszellen
ausbilden kdnnen (Sun et al. 2009, Cerwenka et al. 2016), rlickten sie in den

Vordergrund fur immunologische Therapieansatze (Hu et al. 2018, Zhang et al. 2020).
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Eine weitere Saule in der Immuntherapie von Krebs sind die so genannten
Immunmodulatoren wie z.B. synthetisch hergestellte Interferone, Interleukine oder
small molecules. Eine Anwendung findet z.B. bei aktinischen Keratosen statt.
Berticksichtigt man die Auswirkungen der Immunmodulatoren auf Immunzellen und
damit gegebenenfalls auch auf gentechnisch veranderte Zellen, kdnnten zukiinftig
Kombinationstherapien aus Immunmodulatoren und spezifischen Immunzelltherapien

zu vielversprechenden neuen Tumortherapieansatzen genutzt werden.

1.2 Das Immunsystem

1.2.1 Angeborenes und erworbenes Immunsystem

Vereinfacht dargestellt I&sst sich die menschliche Immunreaktion in zwei Saulen
unterteilen: die angeborene und die erworbene Immunitat. Zum angeborenen
Immunsystem gehdren diejenigen Zellen, die eine schnelle und unspezifische Antwort
auf z.B. pathogene Keime gewahrleisten (Ezekowitz et al. 1996, Riera Romo et al.
2016). Dazu zahlen u.a. dendritische Zellen (dendritic cells, DC), Makrophagen und
NK-Zellen (Kiessling et al. 1975, Artis et al. 2015). Durch im Blut zirkulierende und im
Gewebe ansassige DC und Makrophagen werden Proteinbestandteile der Erreger
erkannt und flhren zu einer Aufnahme der Keime in das Zellinnere (Rosales et al.
2017). Dort werden die Erreger prozessiert und bestimmte Proteine, so genannte
Antigene, auf der Zelloberflache prasentiert (Kotsias et al. 2019). Diese so genannten
Antigen-prasentierenden Zellen (antigen presenting cells, APC) leiten somit die weitere
Immunantwort ein und bilden eine Schnittstelle zum adaptiven Immunsystem (Knight et

al. 1993, Iwasaki et al. 2015).

Das adaptive Immunsystem besteht grob unterteilt aus den T- und den B-
Lymphozyten. Im Gegensatz zu den Zellen der angeborenen Immunitat benétigen

T- und B-Zellen eine gezielte Aktivierung. So werden beispielsweise mehrere T-Zellen
unterschiedlicher Antigenspezifitat in die Nahe einer APC-Zelle gelockt. Nur die
T-Zelle, deren Oberflachenepitop das prasentierte Antigen binden kann, wird aktiviert.
Das Prinzip der gezielten Bindung wird auch Schllssel-Schloss-Prinzip genannt
(Smith-Garvin et al. 2009). Die Antigen-prasentierenden Zellen sowie alle
kérpereigenen Zellen nutzen die Oberflachenproteine Major Histocompatibility
Complex (MHC) | (fur zelleigene Antigene) und MHC Il (fir in APC prozessierte
Antigene) zur extrazellularen Antigenprasentation (Romani et al. 1989, Puré et al.
1990). Von den T-Zellen wird ein Komplex aus CD3 und dem T-Zell-Rezeptor (TCR)

exprimiert. Dieser bindet mit Hilfe zusatzlicher Rezeptoren das prasentierte Antigen
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und fihrt zu einer intrazellularen Aktivierung der Signalkaskade (de Vries et al. 1989,
Choudhuri et al. 2005). Dabei werden hauptsachlich zwei Arten unterschieden: die
CD4+ T-Helferzellen und die CD8+ T-Killerzellen. CD8+ T-Zellen erkennen Antigene,
die vom MHC-I-Komplex prasentiert werden und verfigen ahnlich den Zellen der
angeborenen Immunitat Gber die Fahigkeit z.B. Virus befallene Zellen oder entartete
Zellen abzutdten (Brown et al. 1990). Im Gegensatz zur Aktivierung von Zellen der
angeborenen Immunitat ist die Aktivierung von T-Zellen ein vergleichsweise komplexer
Prozess. Zur vollstandigen Aktivierung von T-Zellen werden immer drei Faktoren
bendtigt: die Antigen-spezifische Bindung an den TCR, die Aktivierung
kostimulatorischer Rezeptoren wie z.B. CD28 sowie proinflammatorische Zytokine
(Chen et al. 2013). Zudem werden auch von diesen Zellen bei Aktivierung Zytokine
freigesetzt, welche wiederum zu einer weiteren Rekrutierung spezifischer Abwehrzellen
fuhren. Die CD4+ T-Zellen oder auch T-Helferzellen spielen eine wichtige Rolle in der
Regulierung der adaptiven Immunantwort. Antigene, die Gber den MHC-lI-Komplex
prasentiert werden, werden von CD4+ T-Zellen erkannt und aktivieren diese. Dadurch
kdénnen sie durch die Ausschittung von Zytokinen diversen Immunzellen oder
immunologischen Prozessen assistieren (Zajac et al. 1998, Li et al. 2004). So erfolgt
z.B. Uber eine Freisetzung T-Zell-aktivierender Zytokine eine Aktivierung der CD8+ T-
Zellen (Zajac et al. 1998, Zander et al. 2019).

Eine weitaus schnellere und weniger komplexe Aktivierung findet bei den Zellen der
angeborenen Immunitat statt. Insbesondere NK-Zellen verfigen ahnlich wie CD8+
T-Zellen Uber ein hohes zytotoxisches Potenzial und kénnen schnell, aber unspezifisch

aktiviert werden.

1.2.2 Natirliche Killerzellen

Aus einer lymphoiden Vorlauferzelle entstehen drei Zellarten: T-Lymphozyten,
B-Lymphozyten und die angeborenen lymphoiden Zellen (ILC), zu welchen auch
NK-Zellen zahlen (Mazzurana et al. 2018). Durch ihre Antigen-spezifische Aktivierung
zahlen B- und T-Zellen zu den Hauptsaulen der adaptiven Immunantwort. Im
Gegensatz dazu werden NK-Zellen unspezifisch aktiviert und daher traditionell dem
angeborenen Immunsystem zugeordnet (Seillet et al. 2016), auch wenn in den letzten
Jahren zunehmend adaptive Eigenschaften der NK-Zellen beschrieben wurden (Cruz-
Mufioz et al. 2019). Bei den NK-Zellen handelt es sich um granulierte Zellen, die mit
ihrer Zell-lysierenden Funktion das Pendant zu den zytotoxischen T-Zellen der

adaptiven Immunantwort bilden (Sun et al. 2011).
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Es werden verschiedene Arten der NK-Zell-Aktivierung unterschieden (Long et al.
2013). In der frihen Phase der Infektion werden von DC und Makrophagen Zytokine
gebildet, die nach Ausschittung weitere Immunzellen zum Ort der Entziindung
rekrutieren. Hierbei handelt es sich um Interferone (IFN), Interleukine (IL) oder Tumor-
Nekrose-Faktoren (TNF). Im Fall der NK-Zell-Aktivierung sind vor allem die Typ-I-
Interferone IFN-a und IFN-B von grof3er Bedeutung (Anderson 1982). Auflderdem
spielen die Interleukine IL-12 und IL-18 eine bedeutende Rolle bei viralen Infektionen

und einer frihzeitigen Zell-Aktivierung (Cooper et al. 2009, Song et al. 2018).

Ein wichtiges Oberflachenprotein, welches auf nahezu allen Zellen des Kérpers
vorhanden ist, ist MHC (Apanius et al. 1997, Agrawal et al. 2000). Wie bereits oben
beschrieben spielt der MHC-Komplex eine essenzielle Rolle in der Antigenprasentation
und damit in der Aktivierung der adaptiven Immunantwort, insbesondere der T-Zellen
(Brown et al. 1990, Janeway 2001). Uber MHC kénnen neben Pathogenen auch
kérpereigene Antigene prasentiert werden, die die gesunden Zellen durch
inhibitorische Signale vor einer Lyse schutzen. Hierfur besitzen NK-Zellen auf ihrer
Oberflache die killer immunoglobulin like receptors (KIR, im Menschen; bei der Maus
Ly49A), welche MHC erkennen (Gardiner 2008, Walter et al. 2017). Im Falle eines
herunterregulierten (z.B. bei Tumorzellen) oder nicht vorhandenen MHC-Proteins wird
Uber eine fehlende Inhibiton eine NK-Zell-Aktivierung und daurauffolgende Zellyse
ausgeldst (Hasenkamp et al. 2008). Die Zelle schittet ihre Granula, gefillt mit u.a.
Perforin und Proteasen, auf die Zielzelle aus. Man nennt diesen vermuteten

Mechanismus auch ,Missing-self~Hypothese* (Ljunggren et al. 1990, Babic¢ et al. 2010).

Eine zusatzliche Mdéglichkeit der Zelllyse geschieht Gber eine direkte Bindung der
Antikérper auf der Oberflache einer markierten Zelle. Diesen Vorgang bezeichnet man
auch als Antikérper-abhangige zellvermittelte Zytotoxizitat (antibody-dependent-cell-
mediated-killing, ADCC) und ist ein Mechanismus der humoralen Immunantwort
(Zhang et al. 2018, Sun et al. 2019). Genauer werden die Oberflachen-Antigene der
eingedrungenen Erreger mit einem passenden Antikdrper gebunden, der z.B. von einer
zuvor durchlaufenen Infektion mit dem gleichen Erreger stammen kann. Dieser
Antigen-Antikérper-Komplex wird von NK-Zellen erkannt und fuhrt zu einer sofortigen
Ausschittung der Zell-lysierenden Granula. Fiir die Rekrutierung von NK-Zellen sind
vor allem Antikdrper der Klasse IgG verantwortlich, wahrend auf Seite der NK-Zellen
Variationen des Fcylll-Rezeptors vorhanden sein mussen (Koene et al. 1997, Sulica et
al. 2001).
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NK-Zellen, wie auch viele andere Immunzellen, benétigen zur Aktivierung und Abfolge
einer geordneten Immunreaktion Signalproteine wie z.B. Interferon. Hier kommt den
Zellen, welche den ersten Kontakt zu Pathogenen bilden, eine besondere Bedeutung
zu. Eine Schlusselfunktion besitzen in diesem Zusammenhang DC. Sie sind nicht nur
Hauptproduzent von Typ | Interferonen, sondern verbinden auch angeborene und

erworbene Immunantwort (Cella et al. 1999, Siegal et al. 1999).

1.2.3 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen (DC) sind eine heterogene Gruppe aus Zellen, die sich aus
unterschiedlichen Vorlauferzellen entwickeln kdnnen (Collin et al. 2013). Sie gehdren
zu den effizientesten Antigen-prasentierenden Zellen und bilden dadurch eine Bricke
zwischen angeborenem und erworbenen Immunsystem (Banchereau et al. 1998).
Konventionelle dendritische Zellen wandern schnell aus den Gefalen aus und sind
Uberwiegend in der Haut und im extravasalen Gewebe zu finden. Sie stellen den
,Erstkontakt‘ zu eingedrungenen Erregern dar und fihren zu einer Aktivierung des
Immunsystems (Allan et al. 2003). Sie sind in der Lage, Erreger oder
Erregerbestandteile aufzunehmen, zu prozessieren und anschlielend auf der
Oberflache zu prasentieren. Im Hinblick auf diese Arbeit spielen DC eine wichtige Rolle
in der indirekten Aktivierung von NK-Zellen tber den TLR7-Agonisten (Romagnani et
al. 2005). Aufgrund der fehlenden TLR7-Expression auf NK-Zellen, findet die
Aktivierung mit dem Agonisten indirekt Uber dendritische Zellen statt. Dort flhrt die
Bindung zu einer raschen Ausschiittung von IFN-a vorwiegend durch plasmazytoide
DC (pDC) (Applequist et al. 2002, Kobold et al. 2014).

Als Zellen des Primarkontaktes besitzen DC zur Erkennung von pathogenen Mustern
verschiedene Rezeptoren aus der Gruppe der pattern recognition receptors (PRR).

Eine Untergruppe der PRR stellen die Toll-like-Rezeptoren dar.

1.2.4 Die Toll-like-Rezeptor Familie

Die Familie der Toll-like-Rezeptoren (TLR) spielt eine entscheidende Rolle in der
Erkennung pathogener Keime und Viren. Insgesamt werden im Menschen zehn
verschiedene Toll-like-Rezeptoren exprimiert, in der Maus sind derzeit dreizehn
bekannt.

Pathogen-assoziierte molekulare Muster (pathogen-associated molecular patterns,

PAMPs) fassen die Strukturen, die durch TLR erkannt werden, zusammen. Dazu
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zahlen Kohlenhydratketten, Lipide und Proteine, welche sich durch ihre spezifische
repetitive Anordung als kérperfremder Bestandteil zu erkennen geben. PAMPs werden
durch extra- oder intrazellulare Toll-like-Rezeptoren erkannt (Rakoff-Nahoum et al.
2009). So wird z.B. das Lipopolysaccharid (LPS) als Bestandteil der auReren Membran
Gram-negativer Bakterien durch TLR4 an der Zelloberflache erkannt. Andere Toll-like-
Rezeptoren befinden sich im Zellinneren und sind fur die Erkennung viraler RNA oder
DNA zustandig. Endosomal gelegen sind die Rezeptoren TLR3, TLR7, TLR8 und TLR9
(Abb 1). Durch Phagozytose oder Endozytose werden die Pathogene im Zellinneren
den Rezeptoren prasentiert. Die eingedrungene Virus-RNA wird von TLR7
(einzelstrangige RNA, ssRNA) und TLR3 (doppelstrangige RNA, dsRNA) erkannt (Abb.
1)(Diebold et al. 2004). TLR9 erkennt bakterielle DNA-Sequenzen, die im Gegensatz
zu menschlicher DNA viele unmethylierte CpG-Dinukleotide enthalt (Abb. 1)(Uematsu
et al. 2006).

Allen Toll-like-Rezeptoren gemeinsam ist die Liganden-induzierte Dimerisierung, die zu
einer Aktivierung der transmembranen Signalkaskade fihrt. Je nach Rezeptor werden
unterschiedliche Signalwege aktiviert. Am Ende der Signalketten wird ein
Trankriptionsfaktor so modifiziert, dass er die Zellkernmembran passieren kann und zu

einer Expressionssteigerung der Zytokin- und Interferon-Gene fuhrt.

Peptidoglykan (Gram-positiv)
Lipoproteine

LPS (Gram-negative)
endogene Liganden

Flagellin
Profilin|

TRIF
TRAM

TLR7

nmethylierte
CpG DNA

CD = Cluster of differentiation
IRF = Interferon-regulierende Faktoren TLR9
LPS = Lipopolysaccharid

MyD88 = myeloid differentiation factor 8
TLR = Toll-like Rezeptor
TIRAP/TRAM/TRIF = Adaptermolekiile
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Abbildung 1: Familie der Toll-like-Rezeptoren mit Vorkommen in der Zelle und zugehérigen
Liganden. Zu sehen ist die Verteilung der bisher bekannten Toll-like-Rezeptoren und die dazugehdrigen
Pathogenbestandteile, die von ihnen erkannt werden kdnnen. An der aufleren Zellmembran werden
Proteine als direkte Elemente pathogener Keime von TLR gebunden und leiten nach intrazellular die
Aktivierung weiter. Genetische Bestandteile wie DNA, RNA oder Erbgut-Fragmente werden von intrazellular
lokalisierten Rezeptoren (TLR3, TLR7 und TLR9) erkannt. Als gemeinsame Endstrecke werden
Transkriptionsfaktoren aktiviert und flhren zu einer gesteigerten Transkription antiinflammatorischer Gene.

Modifiziert nach Rakoff-Nahoum, S., Medzhitov, R. “Toll-like receptors and cancer.” Nat Rev Cancer (2009)

Die TLR bilden somit eine interessante Schnittstelle zur therapeutischen Aktivierung
der Immunzellen Gber intrinsische Signalkaskaden. Dabei fallt der Blick besonders auf
die intrazellular lokalisierten Rezeptoren. Membran-gebundene TLR besitzen ein
weitlaufiges Expressionsmuster, wodurch deren Aktivierung zu einem Uberangebot an
freigesetzten Zytokinen fihren kdnnte (Engelhardt et al. 1991). Das wiederum erhdht
die Wahrscheinlichkeit schwerwiegender Nebenwirkungen z.B. bei einer systemischen
Anwendung. Im Gegensatz dazu ist das Verteilungsmuster endosomal lokalisierter
TLR auf nur wenige Zellpopulationen restringiert (Hornung et al. 2005). In der
systemischen Anwendung sind daher sowohl Wirkung als auch Nebenwirkung
begrenzt. Trotzdem fuhrte in vielen Untersuchungen die systemische Anwendung zu
limitierenden Nebenwirkungen, bevor die effektive Wirkungsdosis erreicht werden
konnte (Witt et al. 1993, Dudek et al. 2007). Nur im Bereich der TLR7-Agonisten
konnten Erfolge verzeichnet und eine erste Zulassung (bisher ausschlielich zur

lokalen Anwendung) erreicht werden (Arits et al. 2013, Chitwood et al. 2013).

1.3 TLR7-Agonisten und ihre Anwendung

1.3.1 Wirkungsweise der TLR7-Agonisten

TLR7-Agonisten zahlen strukturell zu den niedermolekularen Verbindungen (small
molecule). Das small molecule wird nach Applikation, &hnlich wie ein Virus, von Zellen
der angeborenen Immunantwort erkannt. Aufgrund der intrazellularen Expression von
TLR7 muss die Struktur in einem ersten Schritt in das Zellinnere aufgenommen
werden. Dies geschieht durch die so genannte Endozytose. Dabei werden Partikel, die
sich in der Zellumgebung befinden, durch Ausstilpung und Abschniirung der
Zellmembran in das Innere aufgenommen. Intrazellular kann dann die ssRNA-ahnliche
Struktur an den TLR7-Rezeptor binden. Durch die Bindung an den Rezeptor
dimerisieren zwei ektope Anteile und fihren zu einer Aktivierung von MyD88 (myeloid
differentiation factor 88) intraendosomal. Der Interferon-regulierende Faktor 7 (IRF7)
wird dadurch phosphoryliert. Das ermdglicht dem Transkriptionsfaktor den Eintritt in

den Nukleus und fuhrt dort zu einem vermehrten Ablesen der Sequenzen zur
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Expression proinflammatorischer Zytokine wie z.B. antiviraler Interferone (IFN-a und
IFN-B) (Hemmi et al. 2002, Hart et al. 2005).

1.3.2 Der TLR7-Agonist Imiqumod und seine klinische Anwendung

Imiquimod ist der erste zugelassene TLR7-Agonist fur die klinische Anwendung. Durch
die Eigenschaft, den TLR7-Rezeptor zu binden und dadurch Einfluss auf die
Immunantwort zu nehmen, bezeichnet man Imiquimod auch als einen
Immunmodulator. Aufgrund einer gefurchteten GberschieRenden Immunreaktion durch
oben beschriebene Aktivierung inflammatorischer Signalwege wird der
Immunmodulator zurzeit ausschlieflich lokal als Creme angewandt. Zugelassen ist er
fur die oberflachliche Anwendung bei Basalzellkarzinomen, kutanen T-Zell-
Lymphomen, aktinischer Keratose und Condylomata acuminata (Meyer et al. 2013).
Ein weiterer TLR7-Agonist, fir welchen zusatzlich eine oral applizierbare Form existiert

und somit systemisch wirksam ware, ist Resiqumod (Dockrell et al. 2001).

1.3.3 Der TLR7-Agonist Resiquimod (R848) als Weiterentwicklung

Der TLR7-Agonist Resiquimod, kurz R848, ist zur lokalen und systemischen
Anwendung ausschlieBlich im experimentellen Bereich verfugbar. Durch das erweiterte
Anwendungsspektrum und die zusatzliche Bindung an TLRS stellt R848 eine
Weiterentwicklung von Imiquimod dar. Eine Zulassung zur klinischen Anwendung
konnte bisher nicht erreicht werden. Die Bindung an TLR7 und TLR8 setzt die gleiche
Signalkaskade wie im Rahmen einer Virusinfektion in Gang (Hemmi et al. 2002).
Wahrend einer Virusinfektion befallt das Virus die Zelle, um deren Mechanismen zur
Replikation zu nutzen. Bei Applikation des Agonisten besteht keine
Replikationsfahigkeit, weshalb bei therapeutischer Anwendung eine

Mehrfachapplikation notwendig wird.

Zusammenfassend kénnen TLR7-Agonisten die Aktivierung des Immunsystems gezielt
beeinflussen. Dadruch wurden sie in der Behandlung von Infektionskrankheiten und
hauptsachlich fur die Immuntherapie von Krebserkrankungen interessant (Vacchelli et
al. 2013). Tumorzellen besitzen die Fahigkeit dem kdrpereigenen Immunsystem zu
entrinnen und dariberhinaus die Immunzellen in einen anergen Zustand zu versetzen
(Lee et al. 1999, Dyck et al. 2017). Durch die Anwendung von TLR7-Agonisten kénnten
Immunzellen im suppressiven Tumormilieu ihre zytotoxische und proinflammatorische
Aktivitat zurickerlangen. Uber eine Reaktivierung der kdrpereigenen Abwehr kénnen

entartete Zellen somit wieder erkannt und eliminiert werden (Pauken et al. 2015). Die
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Aktivierung des Immunsystems uber einen TLR7-Agonisten kann aber sowohl zu pro-
als auch zu antiinflammatorischen Signalen fiihren (Conroy et al. 2008). Suppressive
Signale sind notwendig, um gréRRere Kollateralschaden durch eine UberschielRende
Aktivierung zu unterbinden. Aus diesem Grund sind der genaue
Wirkungsmechanismus von TLR-Agonisten und die Auswirkungen auf die

Immunantwort Gegenstand der aktuellen Forschung.

1.4 Fragestellung

In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass die Therapie mit einem TLR7-Agonisten
zur Tumorabstoliung des NK-Zell-sensitiven Lymphommodells RMA-S gefiihrt hat
(Wiedemann et al. 2016). Da dieses Ergebnis in NK-Zell-depletierten Mausen verloren
ging, kann die TumorabstoBung als NK-Zell-abhdngig angenommen werden. Die
genauen Auswirkungen von TLR7-Agonisten auf NK-Zellen sind bisher jedoch wenig
untersucht. Unsere Vorversuche zeigten, dass NK-Zellen nach Therapie mit TLR7-
Agonisten praferenziell in die Leber wandern (unpublizierte Daten). Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit steht daher die Migrationsbewegung der aktivierten NK-Zellen in
die Leber im Vordergrund. Zum einen soll dazu der Einfluss des TLR7-Agonisten R848
auf die Aktivierung von NK-Zellen und deren Migration dargestellt werden. Aufderdem
ist eine Phanoytypisierung der aktivierten und eine Charakterisierung der in die Leber
migrierten NK-Zellen von besonderem Interesse. Zuletzt wird die Leber selbst auf
chemotaktisch wirksame Veranderungen nach R848-Applikation analysiert.

Zusammenfassend ergeben sich die folgenden Punkte als Ziele dieser Arbeit:

1. Untersuchung der Effektivitat und Spezifitat einer gezielten NK-Zell-Aktivierung
durch den TLR7-Agonisten R848
2. Migrationsverhalten von NK-Zellen nach Aktivierung mit R848
a. Phanotypisierung aktivierter NK-Zellen
b. Charakterisierung des Chemokinprofils im Zielorgan
c. Untersuchung einer hypothetischen Migrationsachse in vitro

3. Validierung der untersuchten Migrationsachse im Mausmodell

Ein besseres Verstandnis dieser Mechanismen konnte helfen, die NK-Zellaktivierung
gezielter zu nutzen und zur Weiterentwicklung und neuen Anwendungsmaglichkeiten

von TLR7-Agonisten beitragen.
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2. Material

2.1. Reagenzien und Chemikalien
Bovines Serum Albumin (BSA)
BD Pharm Lyse Lysing Buffer (10 x)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
DNase |
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)

Dulbecco’s modified Eagles medium
DMEM

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(PBS)

Ethanol 100 %

FACSFlow, FACSSafe
Heparin-Natrium 2.500 IE / 5 ml

Hydroxyethylpiperazin-Ethansulfonsaure
(HEPES)

Isofluran

Isopropanol (70 %, 100 %)

Kollagenase D
L-Glutamin

Natriumchlorid 0,9 %

Percoll®

Resiquimod (R848)

Roswell Park Memory Institute (RPMI)
Trypan-Blau

Trypsin (10 x)

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
BD Biosciences (New Jersey USA)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Roche (Mannheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Lonza (Basel, Schweiz)

Lonza (Basel, Schweiz)

Apotheke Innenstadt (LMU Mdnchen,
Deutschland)

BD Biosciences (New Jersey, USA)

B.Braun AG (Melsungen, Deutschland)

Lonza (Basel, Schweiz)

Abbott (Zug, Schweiz)

Apotheke Innenstadt (LMU Mdnchen,
Deutschland)

Roche (Mannheim, Deutschland)
Lonza (Basel, Schweiz)

Apotheke Innenstadt (LMU Mdnchen,
Deutschland)

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Enzo Life Sciences (Ldrrach,
Deutschland)

Lonza (Basel, Schweiz)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Lonza (Basel, Schweiz)
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Tween 20

2.2 Puffer und Medien
Erylyse Puffer:

MACS Puffer:

Zytotox Medium:

Tumormedium:

Migrations-Medium:

Dichtegradient:

2.3 Kommerzielle Reagenziensets

Bradford Assay

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

10 % BD Pharm Lyse in destilliertem

Wasser

2mM EDTA
1 % BSA
10 % FCS in PBS

1% FCS

1 % Penicillin/Streptopmycin

1 % L-Glutamin

1 % Natriumpyruvat

1 % HEPES in RPMI 1640 (ohne Phenolrot)

10 % FCS

2 mM L-Glutamin

100 IU / ml Penicillin

100 ug / ml Streptomycin in DMEM

0,1 % BSA
100 IU / ml Penicillin
100 ug / ml Streptomycin in RPMI 1640

(ohne Phenolrot)
37,5 % Percoll®-Lésung

62,5 % Natriumchlorid-Ldsung
100 U / ml Heparin

Bio-Rad (Hertfordshire, England)
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EasySep™ Mouse NK Cell Isolation Kit

NK-Cell Isolation Kit

Proteome Profiler Mouse Chemokine
Array Kit

RevertAid cDNA First Strand Synthesis
Kit
RT2First Strand Kit

RT?2PreAMP cDNA Synthesis Kit

RT2 Profiler PCR Array

2.4 FACS Antikorper

StemCell Technologies (Vancouver,

Kanada)

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach,
Deutschland)

R&D Systems (Minneapolis, USA)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Qiagen (Hilden, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deutschland)

Qiagen (Hilden, Deutschland)

Tabelle 1: Fluorochrom-konjugierte FACS-Antikorper

Antigen Klon Reaktivitat Herkunft Verdinnung
anti-CCR5 HM-CCR5 Maus BioLegend 1:400
anti-CD3 17-A2 Maus BioLegend 1:400
anti-CD11b M1/70 Maus/Mensch BioLegend 1:400
anti-CD11c N418 Maus BioLegend 1:400
anti-CD69 H1.2F3 Maus BioLegend 1:400
anti-CD96 3.3 Maus BioLegend 1:400
anti-CD226 10E5 Maus BioLegend 1:400
anti-CXCR3 CXCR3-173 Maus BioLegend 1:400
anti-NK1.1 PK136 Maus BioLegend 1:400
anti-NKG2D CX5 Maus BioLegend 1:400
Anti-Nkp46 29A1.4 Maus BioLegend 1:400
anti-CMKLR1 BZ194 Maus Novus Biologicals 1:1000
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anti-Rat(H+L) - Ratte Jackson 1:400
AlexaFluor488 ImmunoResearch
Zombie - Maus BioLegend 1:1000
AQUATM
Cell - Maus ebioscience™ 1:1000

Proliferation
Dye eFluor™
450

Die Antikdrper wurden in einem Mastermix zur Farbung in einer Konzentration von 0,25
Mg pro 1 Million Zellen verwendet. Der Farbstoff zur Unterscheidung zwischen
lebenden und toten Zellen wird am Ende in einer Verdinnung von 1:1000 hinzugeflgt.
Bei der Detektion des Chemerin-Rezeptors CMKLR1 wurde eine indirekte
Immunofluoreszenz-Methode gewahlt. Zur Bestimmung der Bindungsspezifitat wurden

die entsprechenden Isotyp-Kontrollen verwendet.

2.5 Gerite

Amicon Zentrifugenfilter (3 kD bzw. 30 kD) Millipore (Schwalbach, Deutschland)

CO2 — Brutschrank (BD6220) Heraeus (Hanau, Deutschland)
FACSCanto Il BD Biosciences (New Jersey,
USA)
Gefrierschrank -80°C Thermo Scientific (Waltham, USA)
Kahl- und Gefrierschranke 4 °C, -20 °C Bosch (Gerlingen-Schillerhéhe, Deutschland)
Mikroskop Axiovert 25 Zeiss (Jena, Deutschland)

MiniMACS, QuadroMACS Miltenyi (Bergisch Gladbach, Deutschland)
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Mithras LB940 ELISA Reader Bertold (Bad Wildbad,
Deutschland)
Multifuge 3L-R Heraeus (Hanau, Deutschland)
Multifuge 4KR Heraeus (Hanau, Deutschland)
Nanophotometer Implen GmbH (Minchen, Deutschland)
Neubauer Zahlkammer Optik Labor Frischknecht (Balgach,
Deutschland)
pH-Meter WTW (Weilheim, Deutschland)
Vortex Janke & Kunkel (Staufen, Deutschland)
Waage CPA 1003S Sartorius AG (Goéttingen, Deutschland)
Zentrifuge 5424 Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
2.6 Software
Tabelle 2: Software
Software Hersteller
Affinity Designer Serif (Europe) Ltd, Nottinghamshire, GB
EndNote X8 Thomson Reuters, NYC, USA
FACS DIVA BD Biosciences, New Jersey, USA
FlowJo 10.4 FlowdJo LLC, Ashland, USA
GraphPad Prsim 8 GraphPad Software, Inc., San Diego, USA
ImageJ NIH, Maryland, USA
Microsoft Office Microsoft Corporation, Redmond, USA
GeneGlobe Qiagen, Venlo, Niederlande
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3. Methoden

3.1 Tierversuche

3.1.1 Mause

Weibliche C57BI/6 wurden von Charles River (Deutschland) bezogen. Die Tiere
werden im Alter von 8 Wochen geliefert und sind nach 7 Tagen Adaptation

versuchsbereit. Die Tierversuche wurden von der zustéandigen Behdrde genehmigt.

3.1.2 In-vivo Stimulation mit dem TLR7-Agonist R848

Um eine ausreichende Stimulation der NK-Zellen fur in-vitro Versuche zu
gewahrleisten, wurden die Immunzellen in einem Zeitabstand von 12 Stunden vor
Versuchsbeginn in-vivo stimuliert. Dazu wurden 2 mg/kg Kérpergewicht des TLR7-
Agonisten Resiquimod (R848) in PBS geldst und in einem Gesamtvolumen von 100 pl
pro Maus subkutan in die Flanke injiziert. In Vorversuchen zur Kinetik des
Medikaments konnte gezeigt werden, dass 12 Stunden postinjektionem das Optimum
der Stimulation erreicht ist und anschlieRend das Aktivierungsniveau der Immunzellen

wieder beginnt abzunehmen.

3.1.3 In-vivo Neutralisation mit monoklonalen Antikérpern

Zur Validierung eines identifizierten Rezeptors wurde in dieser Arbeit eine
entsprechende Neutralisation im Mausmodell durchgefihrt. Um die Auswirkungen des
Rezeptors zu untersuchen, erhielt sowohl eine R848-therapierte Gruppe sowie eine
Kontrollgruppe den neutralisierenden Antikérper. Am Tag vor der Stimulation wurde ein
Rezeptor-blockierender, monoklonaler Antikérper (hier CMKLR1) in der Konzentration
1 mg/ml intraperitoneal injiziert. Der Antikdrper blockiert im Rahmen der
Stimulationsuntersuchung die Bindungsstellen des Rezeptors, wodurch die Bindung
von in diesem Fall Chemerin nicht mehr méglich ist. Die Kontrollgruppe erhielt den
Isotyp IgG1-kappa in der aquivalenten Konzentration und in gleicher Anwendung. Im
Folgenden wurde eine Stimulation mit R848 wie oben beschrieben durchgefuhrt. Zum

besseren Verstandnis ist in Tabelle 3 die Gruppenaufteilung dargestellit.



Material und Methoden 16

Tabelle 3: Gruppenaufteilung des in-vivo Versuchs

ohne Therapie mit Therapie
keine Depletion Tragerlosung PBS + Isotyp TLR7-Agonist R848 + Isotyp
Maus IgG1 Maus IgG1
Depletion Tragerlésung PBS+ anti- TLR7-Agonist R848 + anti-
Chemerin-AK Chemerin-AK

3.1.4 Adoptiver NK-Zelltransfer

Zur Beurteilung markierter Immunzellen im lebenden Organismus wurde ein
Zelltransfer in zwei Schritten durchgefiihrt. Aus Spendermausen wurden nach unten
beschriebenen Methoden zuerst die Gesamtsplenozyten extrahiert und anschliefiend
die NK-Zellpopulation separiert. Die Zellen wurden mit einem Farbstoff markiert, der an
die Bestandteile der Zellmembran bindet und auch noch nach stattgefundener
Zellteilung detektierbar ist. Die markierten NK-Zellen wurden den Empfangermausen

im nachsten Schritt Uber die Kaudalvene transferiert.

3.2 Zelluldre Methoden

3.2.1 Gewinnung von Splenozyten

Unter Isofluran-Anasthesie werden die Mause durch einen Genickbruch getotet,
wodurch eine nicht mit dem Leben vereinbare Verletzung gewahrleistet ist. Nach
anschlieliender Milzentnahme wird diese mit FBS-angereichertem Medium durch
mehrmalige Injektion ausgespult, um bereits einen Grof3teil der darin befindlichen
Lymphozyten moglichst zellschonend auszuschwemmen. Das restliche Milzgewebe
wird unter Spilen druch ein 30 yum Sieb gepresst. Mit einem speziellen Erylyse-Puffer
wird die Zellsuspension von Erythrozyten befreit. Zur weiteren Verwendung kénnen die
gewonnen Splenozyten in entsprechendem Medium (z.B. T-Zell Medium) aufbewahrt

werden.

3.2.2 Gewinnung von intrahepatischen Immunzellen

Nach erfolgter, wie oben beschriebener Tétungsmethode, wird die Leber entnommen.
In einer Petrischale wird diese mit einem Skalpell in kleine Stlicke geschnitten. Die
Organmasse wird anschlielRend mit Kollagenase und DNAse bei 37°C auf einem

Thermoshaker fir 30 Minuten inkubiert. Die verdaute Organmasse wird durch ein 100
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pum Zellsieb gespdlt. Die gewonnene Zellsuspension wird nach mehreren
Zentrifugationsschritten auf eine 37,5 %-ige Percoll Losung aufgetragen. Anschliel3end
wird die Lé6sung ohne Abbremsen oder Unterbrechung 30 Minuten bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Die Zellsuspension hat sich nun dem Dichtegradient
folgend in eine obere Hepatozytenschicht und eine untere Immunzellschicht aufgeteilt
(Blom et al. 2009). Die obere Schicht inklusive der restlichen Percoll-Losung wird
vorsichtig abgesaugt, ohne die Lymphozytenschicht zu berihren. Nach mindestens
zwei Waschschritten mit NaCl oder PBS kénnen die intrahepatischen Immunzellen fr

weitere Experimente verwendet werden.

3.2.3 Herstellung von Organlysaten

Die gewunschten Organe werden nach erfolgter Tétung entnommen und sofort in
flissigen Stickstoff eingetaucht. Mit Mérser und Pistill werden die Organe unter
standiger Zugabe von Stickstoff so lange zerrieben, bis eine homogene pulverartige
Masse entsteht. Diese wird anschlief3end in ein Eppendorf-Gefal} tberflihrt und mittels
Lysepuffer des Bio-Plex Lysis Kit aufgeldst. Nach 15-minutiger Inkubation auf Eis wird
die Masse auf dem Vortexer gemischt und anschliefiend 15 Minuten bei maximaler g
Zahl zentrifugiert. Die Bestimmung des Proteingehalts erfolgt mittels Bradford Analyse.

Die generierten Uberstande kénnen bei -20°C gelagert werden.

3.2.4 Migration Assay

Um das Migrationsverhalten verschiedener Zellpopulationen zu untersuchen,
verwendet man eine Transwell-Platte. Bei dieser Platte handelt es sich genauer um
zwei Platten, die durch eine Membran unterschiedlicher PorengréfRe getrennt sind. In
den hier beschriebenen Versuchen wurde mit einer 3 um Porengrélie gearbeitet. In der
oberen Kammer wird ein lymphozyten-angereichertes Zellgemisch eingesetzt oder
unbehandelte ganze Splenozytensuspensionen mit einer Zellzahl von circa 1 Million.
Die untere Kammer stellt den Zielort der Migrationsbewegung dar und beinhaltet die zu
untersuchenden chemotaktisch wirksamen Proteine. Sowohl die Zellen der oberen
Kammer als auch die Zellen der unteren Kammer werden in einem nahrstoffarmen
Medium kultiviert, um ein kiinstliches Konzentrationsgefalle durch die in Vollmedien
enthaltenen Proteine zu vermeiden. Je nach eingesetzter Zellpopulation variiert die
Inkubationszeit zwischen 4 und 6 Stunden. Am Ende der Inkubationszeit werden, die in
der unteren Kammer angekommenen Zellen in eine neue Platte transferiert und mit
fluoreszierenden Antikdrpern angefarbt. Mit der Verwendung von counting beads wird

durchflusszytometrisch die Art und Anzahl der gewanderten Zellen ermittelt.
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3.2.5 Chemokine Array

Der Array dient der Analyse der Chemokinexpression in Gewebelysaten,
Zelliberstanden oder Seren. Das Kit enthalt eine Nitrozellulosemembran, an der
bereits die zu untersuchenden Chemokinantikérper mit entsprechenden Kontrollen
gebunden sind. Die Proben werden in einem vom Hersteller mitgelieferten Puffer
verdunnt und mit einem an Biotin gekoppelten Antikdrper vermengt. Die Losung wird
auf die Membran aufgetragen und Uber Nacht auf einem Rocky Shaker bei 4°C
inkubiert. Um Uberschissiges, nicht gebundenes Material zu entfernen, wird die
Membran in mehreren Waschschritten gereinigt. AnschlieRend werden HRP-
konjugiertes Streptavidin und ein chemilumineszierendes Reagenz aufgetragen. Die
Proteine erscheinen in unterschiedlichen Graustufen als Duplikate auf der Membran
und kénnen mit einer Schablone dem entsprechenden Chemokin zugeordnet werden.
dabei korreliert die Intensitat der Punkte mit der in den Proben enthaltenen
Chemokinkonzentration. Zum Auslesen des arrays wurde mit ImagedJ die Intensitat der

Farbpunkte bestimmt und in einen numerischen Wert umgewandelt.

3.3 Immunologische Methoden

3.3.1 Isolierung einer Zellpopulation mittels magnetischer Zellseparation

Um aus einer gemischten Zellsuspension eine bestimmte Population zu isolieren, gibt
es verschiedende Verfahren. In dieser Arbeit wurden die NK-Zellen vorwiegend mit
Hilfe des EASYSep™ NK Cell Isolation Kit separiert. Die Zellsuspension wird auf eine
Konzentration von 108 Zellen/ml in einem sterilen FACS-Rohrchen eingestellt. Durch
Zugabe eines Gemischs aus biotinylierten Antikérpern, die diverse Oberflachenmarker
erkennen und binden, werden alle Zellen bis auf die NK-Zellpopulation markiert. Im
nachsten Schritt werden mit Strepatvidin versehene magnetische Partikel zugegeben.
Wahrend einer Inkubationszeit von circa 10 Minuten kommt es zur Ausbildung einer
Streptavidin-Biotin-Bindung zwischen den markierten Zellen und den magnetischen
Partikeln. FACS-Rohrchen wird in einem speziellen Magneten platziert und fir weitere
5 Minuten inkubiert. In dieser Zeit sammeln sich alle magnetisch-markiertern Zellen an
der Wand des Rohrchens. Beim schwungvollen Ausgief3en der restlichen
Zellsuspenison verbleiben die magnetisch aktivierten Zellen im Réhrchen, wahrend alle
unmarkierten Zellen (in diesem Fall NK-Zellen) in ein neues Gefald uberfuhrt werden
kénnen. Aus den Herstellerangaben ist bekannt, dass eine Bindung mit magnetischen
Partikeln zu einer Aktivierung der Immunzellen fuhrt. In den hier dargestellten
Experimenten kdnnte diese Eigenschaft das Ergebnis verfalschen, weshalb

ausschlie3lich nach der beschriebenen Methode eine so genannte "Negative



Material und Methoden 19

Selektion" durchgefihrt wurde.

3.3.2 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie, auch genannt FACS (fluorescence-activated cell sorting),
dient der Differenzierung eines Zellgemischs in seine einzelnen Zellbestandteile. Die
zu untersuchenden Zellen werden in einer Farbstoff-freien Pufferldsung in einer
Konzentration von circa 106 Zellen geldst. Die Zellen eines Gemischs kdnnen durch die
Expression ihrer Oberflachenantigene, sowie durch ihre GréRe und Granularitat
differenziert werden. Dazu wird die Zellsuspension mit entsprechenden Antikdrpern
inkubiert, die an unterschiedliche Fluorochrome gebunden sind. Durch die Anregung
des Fluorochroms mit einem Laser bestimmter Wellenlange kann die Emission der
markierten Zellen detektiert werden. Zudem kann durch die Grof3en- und
Granularitatsbestimmung das Zellgemisch in Subpopulationen wie
Lymphozytenpopulation oder Tumorzellen unterteilt werden. Durch das Verwenden
mehrerer Antikorper fiir einen Zelltyp kdnnen die Subpopulationen genauer

chrakterisiert werden.

3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 RNA Isolation mit Trizol

Trizol oder auch Guanidiniumthiocyanat ist eine chemische Verbindung zur Extraktion
von DNA, RNA und Proteinen aus Zellen. Eine Zellsuspension mit maximal 1 Million
Zellen pro Mililiter wird zentrifugiert, um die Zellen bestmdglich vom Medium zu trennen
(z.B. in einem Eppendorf Tube). Das verbliebene Zellpellet wird in 1 ml Trizol geldst
und funf Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend werden 0,2 ml
Chloroform pro Mililiter Trizol hinzugeflgt und das Gemisch etwas funfzehn Sekunden
geschittelt. Es erfolgt eine erneute Inkubationszeit von zwei bis drei Minuten bei
Raumtemperatur. Nach einem erneuten Zentrifugationsschritt trennen sich die Phasen
der Emulsion. In der obersten, wassrigen Phase befindet sich dabei die isolierte RNA
und kann mit einer Pipette vorsichtig in ein neues Gefald Uberfuhrt werden. Die
gewonne RNA wird wird mit Isopropanol gewaschen, zentrifugiert und das gelartige
Pellet in gewiunschter Konzentration in zweifach destilliertem Wasser geldst. Zur
Quantifizierung und Qualitatsbestimmung wird die Konzentration an einem NanoDrop-

Gerat gemessen.
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3.4.2 Reverse Transkription

Bei der reversen Transkription handelt es sich um das Ablesen der RNA zur Erstellung
einer komplementaren DNA, auch genannt cDNA. Damit die RNA gelesen werden
kann, bendtigt man fiir die Reaktion das Enzym ,Reverste Transkriptase®, welche als
RNA-abhangige DNA-Polymerase funktioniert. Dieses Enzym gleitet an der RNA
entlang und sucht sich aus der Suspension die komplementaren Nukleinbasen, die
zuvor dem Reaktionsgemisch in ausreichender Konzentration hinzugefiigt wurden.
Sobald der RNA-Strang abgelesen ist, wird die RNA bis auf kleines Endstiick
abgebaut. Diese terminale Sequenz dient der DNA-abhangigen DNA-Polymerase als
Start, um aus der bisher einzelstrangigen eine nun doppelstrangige DNA zu

generieren.

3.4.3 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase Kettenreaktion ist ein Verfahren zur Vervielfaltigung der DNA oder
bestimmter DNA-Abschnitte mit Hilfe einer thermostabilen DNA-Polymerase. Im
Allgemeinen werden die drei Phasen Denaturierung, Hybridisierung und Elongation
unterschieden. Zur Vervielfaltigung wird im ersten Schritt die zu amplifizierende DNA
erhitzt, bis die Wasserstoffbriicken zwischen der Doppelhelix sich 16sen und die
Einzelstrange vorliegen. Erst dann kann im zweiten Schritt eine kurze Nukleotid-
Sequenz, genannt primer, temperaturabhangig an die DNA binden, die als Startpunkt
fur das Enzym DNA-Polymerase notwendig ist. Jetzt kann das Enzym im letzten Schritt
die DNA entlang wandern und die fehlenden Nukleotide aus der Suspension zur
Vervollstandigung eines neuen Doppelstrangs einbauen. Das Endprodukt einer PCR
wird auf ein Agarose-Gel aufgetragen und nach Ablauf der Elektrophorese anhand der

Grofe bestimmt.

3.4.4 Quantitative Echtzeit-PCR

Bei dieser erweiterten PCR-Methode wird durch eine zusatzliche
Fluoreszenzmarkierung das Endprodukt quantifiziert. Dazu gibt es unterschiedliche
Varianten der Markierung, wie z.B. die direkte DNA-Markierung mit Farbstoffen oder
fluoreszierende Hybridisierungssonden, die bestimmte DNA-Bereiche selektiv binden.
In den Experimenten dieser Arbeit wurde dazu der Farbstoff SYBR Green verwendet,
der direkt mit der DNA interkaliert und somit bei zunehmender DNA-Menge eine
starkeres Fluoreszenzsignal produziert wird. Zur Normalisierung werden die Resultate
der regulierten Gene mit konstitutiv exprimierten Genen, so genannten housekeeping

genes, ins Verhaltnis gesetzt.
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3.5 Statistische Analysen

Die statistischen Analysen dieser Arbeit wurden mit dem Programm GraphPad Prism 8
durchgefuhrt. Da bei allen Datenpunkten von einer Normalverteilung ausgegangen
werden kann, wurde als statistischer Test der Zweistichproben-Test (t-Test) fur

unverbundene oder verbundene Stichproben gewahit.
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4. Ergebnisse

4.1 TLR7-Agonist R848 induziert NK-Zell-Migration in die Leber

4.1.1 Aktivierte, reife NK-Zellen migrieren durch Stimulation mit R848 aus der
Milz in die Leber

In den Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass nach der
Behandlung mit dem TLR7-Agonisten R848 ein Einwandern der NK-Zellen in die Leber
stattfindet. Nach einem adoptiven NK-Zelltransfer fanden sich in der behandelten
Gruppe die injizierten und markierten NK-Zellen vermehrt in der Leber wieder, wahrend

in der unbehandelten Gruppe ein anderes Verteilungsmuster vorzufinden war.

Zu Beginn dieser Arbeit wurde das Migrationsverhalten der in der Maus vorhandenen
NK-Zellen nach Stimulation mit R848 ohne einen adoptiven Zell-Transfer untersucht.
Dazu wurden gesunden C57BI/6 Mausen eine Suspension aus PBS und R848 in einer
Konzentration von 2 mg pro Kilogramm Kdrpergewicht subkutan in die Flanke
verabreicht. Nach 12 Stunden wurden den therapierten Mausen und einer mit
Tragerlésung injizierten Kontrollgruppe Milz und Leber entnommen. In vorherigen
Experimenten wurde die Kinetik des small molecules R848 untersucht und ein
Stimulationsmaximum nach 12 Stunden erruiert. Nach Anfarben der Lymphozyten-
angereicherten Zellsuspensionen beider Organe mit den entsprechenden Antikérpern
konnte durchflusszytometrisch die Aufteilung der Immunzellen quantifiziert werden.
Vergleichbar mit den Ergebnissen nach Zell-Transfer-Experimenten, findet auch eine
Umverteilung der physiologisch vorhandenen NK-Zellen in der R848-therapierten
Gruppe statt (Abbildung 2 A - C).

Um das Migrationsverhalten der Zellen besser verstehen zu kdnnen ist eine Analyse
der exprimierten Oberflachen-Rezeptoren auf NK-Zellen notwendig. Dazu wird das

Rezeptorprofil der NK-Zellen aus Milz und Leber des gleichen Versuchs untersucht.

Im gleichen Versuchsaufbau konnten in einem weiteren Schritt diese
Oberflachenrezeptoren zusatzlich angefarbt und durchflusszytometrisch dargestellt
werden. Nahezu alle migrierten Zellen zeigten eine fast 100-prozentige Expression des
Aktivierungsmarkers CD69. Auch der NK-Zell aktivierende Rezeptor NKG2D wurde
durch die Stimulation mit R848 induziert. Das Oberflachenantigen CD11b, welches
nicht nur von Makrophagen exprimiert wird, sondern auch mit dem Reifungsgrad von
NK-Zellen korreliert, ist auf NK-Zellen der Leber in der mit dem TLR7-Agonisten
behandelten Gruppe deutlich hochreguliert.
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Abbildung 2: Durch die Behandlung mit dem TLR7-Agonisten R848 findet eine Umverteilung
aktivierter und reifer NK-Zellen aus der Milz in die Leber statt

C57/BI6 Mause wurden subkutan mit je 2 mg/kg R848 gelést in 100 ul PBS therapiert. 12 Stunden nach
Applikation wurden Milz und Leber entnommen und Einzelzellsuspensionen hergestellt. Aus der Leber
wurden die intrahepatischen Immunzellen mit einem Dichtegradienten isoliert. Durchflusszytometrisch
wurden nach Anfarben mit Fluorochrom-tragenden Antikérpern die relativen Werte bestimmt. Zum
Ausschluss der NK/T-Subpopulation wurden nur die NK1.1-positiven und CD3-negativen Zellen
berlicksichtigt (A-C). Die Aktivierungsmarker CD69 und NKG2D sind in Milz und Leber deutlich erhéht in
der behandelten Gruppe. Der Reifemarker CD11b ist auf NK-Zellen der Leber in der behandelten Gruppe

hochreguliert.

Als Kontrollgruppe dienten genetisch identische C57BI6 Vehikel-behandelte Mause.

Dargestellt sind die Mittelwerte (n=5 Mause pro Gruppe) + SEM; reprasentativ fiir 5 unabhangige Versuche.
*p <0,05; **p < 0,005; ***p < 0,0005, Testart: unverbundener t-Test.

4.1.2 CD3-positive T-Zellen zeigen keine Migration in die Leber nach Behandlung

mit R848

Durch die endosomale Bindung des TLR7-Agonisten in DC, wird eine allgemeine
Aktivierung des Immunsystems initiiert. Die Freisetzung von Zytokinen mobilisert nicht
nur NK-Zellen, sondern in groBem Ausmaf auch T-Zellen und Makrophagen (Hallam
et al. 2009). Aus diesem Grund wurde im nachsten Versuch Uberpruft, ob eine
Stimulation auch zu einer Anreicherung der prozentual groReren T-Zell-Population in
der Leber flhrt. Eine Gruppe von finf Mausen wurde mit dem TLR7-Agonisten R848
behandelt. Wie in vorherigen Versuchen wurde nach einer Stimulationszeit von 12
Stunden die Leber entnommen. Als Kontrollgruppe dienten mit Vehikelldsung
behandelte Mause gleichen Alters und Geschlechts. Die Leber wurde zerkleinert und in
einer Suspension aus Kollagenase und DNAse verdaut. Nach Anfarben mit
Fluorochrom-gebundenen Antikdrpern wurde die absolute Anzahl der T- und NK-Zellen

durchflusszytometrisch und mit Hilfe von counting beads berechnet.
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Abbildung 3: Anzahl der intrahepatischen CD3+ und NK1.1+ Immunzellen mit und ohne Stimulation

mit R848

C57BL/6 Mause (n=5 pro Gruppe) wurden subkutan mit 2 mg/kg R848 oder Vehikellésung therapiert.
Nach ca. 12 h wurden die Mause euthanisiert und die Leber entnommen. Die intrahepatischen
Immunzellen wurden mit Fluorochrom-gebundenen Antikérpern gefarbt. Dargestellt ist der prozentuale
Anteil der in die Leber migrierten T- und NK-Zellen. Die Stimulation mit R848 fuihrt nicht zu einer
Anreicherung von T-Zellen in der Leber.

Angezeigt sind die Mittelwerte (n=4 Mause in der Kontroll-Gruppe, n=5 Mause in der behandelten Gruppe)
+ SEM, *p < 0,05; **p < 0,005; ***p < 0,0005. Testart: unverbundener t-Test; reprasentativ fur 5
unabhangige Wiederholungen.

4.1.3 In die Leber migrierte NK-Zellen zeigen eine verstarkte Expression von
CCR5

Zur spezifischeren Charakterisierung der NK-Zellen, die nach R848-Applikation in die
Leber gewandert sind, ist eine Unterscheidung zwischen migrierten und in der Leber
ansassigen NK-Zellen notwendig. Dies wurde durch einen adoptiven Zelltransfer
errreicht. Aus C57BIl/6-Mausen wurden NK-Zellen mittels magnetischer Zellseparation
isoliert, mit einem Proliferationsfarbstoff markiert und den Empfangermausen
intravends appliziert. Alle Mause erhielten anschliellend den TLR7-Agonisten R848 in
Ublicher Dosierung und als subkutane Injektion. Nach 24 Stunden wurden Milz und
Leber entnommen. Die mit Proliferationsmarker gefarbten, transferierten NK-Zellen

wurden mittels FACS-Sorting aufgereinigt und zur RNA-Isolation verwendet (Abb. 4).
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Abbildung 4: Versuchsaufbau eines adoptiven NK-Zell-Transfers

C57BI/6-Wildtyp Mause dienen als Spendertiere zur Gewinnung von Splenozyten. Nach Aufreinigung und
magnetischer Isolation werden die Spenderzellen mit einem Proliferationsfarbstoff markiert, der sich auch
noch nach in vivo Applikation nachweisen lasst. Die markierten NK-Zellen werden den Empfangermausen
intravenos injiziert. Gleichzeitig findet die Therapie aller Empféangertiere mit dem TLR-7 Agonisten R848
statt. Nach 24 Stunden werden die Immunzellen aus Milz und Leber isoliert und zusatzlich mit NK-Zell-
spezifischen Antikérpern gefarbt. Mit Hilfe eines FACS-Gerates mit Sortierfunktion kénnen die doppelt
markierten und damit migrierten NK-Zellen isoliert werden. In diesem Experiment wurde aus den isolierten
Zellen anschlielend die RNA gewonnen und zur weiteren Analyse in cDNA umgeschrieben.

Die so gewonnene RNA wurde mittels g-RT-PCR auf verschiedene Gene der
angeborenen und adaptiven Immunantwort untersucht. Unter allen untersuchten
Genen zeigte sich CCR5 am starksten induziert auf in die Leber migrierten NK-Zellen
(Abb. 5). Die Expressionsmuster auf NK-Zellen, welche aus der Milz gewonnen

wurden, verstehen sich hierbei als Basisexpression.



Ergebnisse

26

GATA3

1.26

ITGAM
-3.14

H2-Q10
1.26

JAK2
1.26

H2-T23
-2.01

Ly96
2,82

ICAMA1
-163.14

Lyz2
1.26

IFNa2
1.26

MAPK1
1.34

01 02 03 04 05 06
A Apcs C3 Cbar1 Casp1 CCL12 CCL5
1.26 1.26 1.26 =151.17 1.26 1.28

IFNAR1
1:26

MAPK8
1.26

G TLR1 TLR2 TLR3 TLR4 TLRS TLR6
1.26 -73.01 1.26 -7.57 1.26 4.03

07 08 09 10 11 12
A CCR4 CCR5 CCR6 CCR8 CD14 CD4
1.05 179.77 1.26 1.28 1.26 1.26

IFNb1
1.26

MBL2
1.26

IFNg
1.91

MPO
1.26

IFNgR1
2.19

Mx1
-2.23

IL10
1.26

MyD88
1.29

IL13
1.26

NFkB1
-442 64

IL17a
-2.83

NFkBla
=327

TLR7
1.26

TLR8
14.22

TLR9
1.26

TNF
1.26

TRAF6
1.26

Tyk2
1.26

Abbildung 5: Expressionsmuster ausgewahlter Proteine nach NK-Zell-Migration in Leber und Milz

durch Stimulation mit R848.

Zu sehen sind ausgewahlte Proteine aus einer Genexpressionsanalyse basierend auf einem Real-Time-
PCR Assay. Als Kontrollgruppe gilt die Expression der Milz-NK-Zellen. Die Tabelle zeigt die relative
Anderung (Fold regulation) der untersuchten Proteine der Leber-NK-Zellen im Vergleich zu den Milz-NK-
Zellen. Negative Zahlenwerte entsprechen einer reduzierten Expression, positive Zahlenwerte sprechen fiir
eine erhohte Expression des dargestellten Proteins. Die Berechnung erfolgte mit der AACT-Methode (Livak
et al. 2001) unter Berlcksichtigung des mit Hilfe des t-Tests berechneten p-Wertes. Die Datenanalyse
GeneGlobe  Software
(www.giagen.com/geneglobe). Als signifikant wird dabei eine relative Anderung mit einem Wert > |1.5]

erfolgte  mittels der von Qiagen zur Verfigung gestellten

bezeichnet. Rot markiert ist die relative Anderung von CCR5 in NK-Zellen der Leber. Dargestellt ist eine

Wiederholung, durchgefiihrt mit extrahierten und gepoolten Zellen aus 5 Empfangermausen.
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4.2 Chemerin als potentes chemotaktisch auf NK-Zellen wirksames Zytokin
4.2.1 Erhéhte CXCL9- und Chemerin-Spiegel in der Leber R848-behandelter

Mause

Da zellulare Wanderungsbewegungen entlang eines Konzentrationsgradienten
stattfinden, sollte mit diesem Experiment untersucht werden, welche Chemokine durch
die Therapie mit R848 in der Leber induziert werden. In vorheriger Recherche wurden
die haufigsten auf NK-Zellen wirksamen Chemokine ermittelt, um dann den adaquaten
Assay zur Untersuchung der Leber zu bestimmen. Mit dem chemokine array von R&D
konnte in einem Western-Blot-ahnlichen Verfahren eine Reihe an Proteinen analysiert
werden. Aus behandelten und unbehandelten Mausen wurde die Leber entnommen
und Lysate hergestellt. Zur Bestimmung und Vereinheitlichung der eingesetzten
Proteinmenge wurde im ersten Schritt ein Bradford Assay durchgeflhrt. Die
Leberlysate wurden im Ganzen verwendet um alle Bestandteile als mogliche
Chemokin-produziernde Kandidaten zu bertcksichtigen. Da es sich um relative Werte
handelt, wurden die Chemokine mit der grofiten Differenz zwischen therapierter und
nicht-therapierter Gruppe bericksichtigt. Es zeigten sich erhéhte Level von CXCL12,
CXCL9, CCL9/10, CCL12, CCL2, IL16, CCL6 und Chemerin in den Lebern R848-
therapierter Mause im Vergleich zu untherapierten Mausen (Abb. 6). Der deutlichste
Unterschied zwischen den Gruppen war bei Chemerin zu erkennen, einem Chemokin,

das besonders von weilden Fettzellen sezerniert wird.
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Abbildung 6: Veranderte Expression ausgewahiter Chemokine in der Leber nach Therapie mit dem

TLR7-Agonisten R848 im Vergleich zur Basalexpression in Vehikel-behandelten Mausen.

Leber-Organlysate aus behandelten und unbehandelten Mausen (Lysat aus 5 Organen pro Gruppe) wurden

jeweils auf eine mit Chemokin-Detektionsantikorper vorgefertigte Membran aufgetragen und Uber Nacht

inkubiert. Nach mehreren Waschschritten und dem Auftragen Enzym-gebundener Detektionsantikdrper

kénnen die gebundenen Proteine durch Chemilumineszenz sichtbar gemacht und abgelesen werden.

Dargestellt ist der Mittelwert aus den aufgetragenen Duplikaten fir jedes Protein (n=2) + SEM (*p < 0,05;

**p < 0,005), reprasentativ fir 3 unabhangige Wiederholungen; unverbundener t-Test.
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4.2.2 Hochregulation des Chemerin-bindenden CMKLR1 Rezeptors auf
stimulierten NK-Zellen

In einem weiteren Schritt sollte untersucht werden, ob die in die Leber migrierten NK-
Zellen, die den induzierten Chemokinen zugehdrigen Rezeptoren exprimieren.
Nachdem im vorherigen Versuch die Chemokine mit der groften
Konzentrationsanderung durch R848 bereits determiniert wurden, konnten die
entsprechenden Rezeptoren ermittelt werden. Aufgrund der verhaltnismafig groften
Induktion von CXCL9 und Chemerin, fokussierte man sich in diesem Schritt auf die
Rezeptoren CMKLR1 und CXCR3. Diese wurden auf der Oberflache der NK-Zellen in
Milz und Leber analysiert und zwischen R848-therapierten und untherapierten Gruppen
verglichen. Der Chemerin-bindende Rezeptor CMKLR1 (oder ChemR) und der
CXCRB3-Rezeptor sind auf der Oberflache von NK-Zellen konstitutiv vorhanden. Wir
sahen einen signifikant erhdhten Prozentsatz ChemR+ NK-Zellen in der Leber der
R848-therapierten Mause, wohingegen sich kein signifikanter Unterschied im Anteil der
CXCR3+ NK-Zellen zeigte (Abb. 7).
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Abbildung 7: Rezeptorexpressionanalyse der Chemokin-bindenden Rezeptoren CMKLR1 (ChemR)
und CXCR3 auf NK-Zellen der Leber nach Stimulation mit dem TLR7-Agonisten R848 im Vergleich
zu Vehikel-behandelten Mausen.

Nach 12-stiindiger Stimulationszeit wurde die Leber entnommen und die intrahepatischen Immunzellen
isoliert. Als Vergleichsgruppe dienten C57BI/6 Vehikel-behandelte Mause. Dargestellt sind Ergebnisse aus
zwei unabhangigen Versuchen mit jeweils funf Mausen pro Gruppe und pro Versuch. Jeder Datenpunkt
reprasentiert ein Individuum. Als statistischer Test diente der abhangige t-Test mit folgendem
Signifikanzniveau: ns = nicht signifikant; *p < 0,05; **p < 0,005; ***p < 0,0005. Reprasentativ flr 3
unabhangige Wiederholungen.
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4.2.3 NK-Zellen migrieren in vitro dosisabhédngig auf reckombinantes Chemerin

Die vorangegangenen Versuche zeigten eine Induktion des Chemokins Chemerin
durch R848 in der Leber, welche mit einer erhohten Infiltration ChemR+ NK-Zellen
einherging. Um zu untersuchen, ob NK-Zellen tatsachlich in Richtung eines
Chemeringradienten migrieren, fuhrten wir einen in vitro Migrationsversuch durch. Das
rekombinante Protein Chemerin wurde in drei Verdinnungsschritten in einem
Migrations-Assay mit transwell-Platte eingesetzt. In die obere Kammer wurden 1 Million
Splenozyten aus C57BL/6-Mausen appliziert. Als Medium wurde ein spezielles
nahrstoffarmes Medium eingesetzt, da die Proteinkonzentration in Vollmedien das
Migrationsverhalten aller Zellen beeinflussen kann. Nach Ende der 4,5-stiindigen
Migrationszeit wurden die in der unteren Kammer angekommenen Zellen gefarbt und
durchflusszytometrisch gezahlt. Es zeigte sich eine dosisabhanigige Migration der NK-

Zellen auf Chemerin.
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Abbildung 8: Dosisabhéngige in-vitro Migration der NK-Zellen auf rekombinantes Chemerin

In einer Transwell-Migrations-Platte wurde in der unteren Kammer rekombinantes Chemerin in einem
nahrstoffarmen Medium in steigender Konzentration aufgetragen. In der oberen Kammer wurden jeweils 1
Million Splenozyten aus Wildtypen-Mausen appliziert. Nach einer Migrationszeit von 4,5 Stunden wurden
wurden die NK-Zellen der unteren Kammer durchflusszytometrisch quantifiziert.

Dargestellt sind die Mittelwerte (n=3 Replikate je Kondition) + SEM; *p < 0,05; **p < 0,005; ***p < 0,0005.
Testart: unverbundener t-Test. Reprasentativ flir 3 unabhangige Wiederholungen.
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4.2.4 Der Migrationseffekt kann durch Chemerin-in-vivo-Depletion aufgehoben

werden

Zur in-vivo-Validierung wurde ein Chemerin-neutralisierender, monoklonaler Antikérper

mit dazugehoriger Isotyp-Kontrolle eingesetzt.

Es wurden C57/BI6 Mause in 4 Gruppen aufgeteilt (Tabelle 3). Zwei Gruppen erhielten
den Chemerin-Depletionsantikdrper und zwei Gruppen den entsprechenden Isotyp in
aquvalenter Konzentration. Am néchsten Tag wurde je eine Antikdrpergruppe und eine
Isotypgruppe mit R848 behandelt, die anderen Gruppen erhielten die Tragerldésung
PBS als Kontrolle (Versuchsaufbau siehe Abb. 9).

anti-Chemerin-AK/ TLR7-Agonist R848/ Organentnahme von FACS-Analyse
Isotyp Maus IgG1 Tréagerlésung PBS Milz und Leber
N

intraperitoneale
Applikation

Ve i - N
- o
o
| 7
24

Auswertung  Zeit [h]

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Versuchaufbaus mit Zeitachse

Weitere 24 Stunden spater wurden Milz und Leber der Mause entnommen und die
Immunzellen extrahiert. Durchflusszytometrisch wurden sowohl die absoluten
Zellzahlen (mit Hilfe von Counting Beats) als auch die prozentuale Verteilung der

Immunzellen, sowie der Phanotyp bestimmt.

Der Migrationseffekt von NK-Zellen durch R848 aus der Milz in die Leber konnte erneut
bestatigt werden (Isotyp Gruppe ohne und mit R848). Durch die Applikation des
Chemerin-neutralisierenden Antikdrpers wird dieser Effekt fast vollstandig aufgehoben
(Abb. 10).
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Abbildung 10: Durch Neutralisation des Chemokins Chemerin wurde der Migrationseffekt
aktivierter NK-Zellen in die Leber fast vollstédndig revidiert

In der Milz (A.) zeigte sich das erwartete Verteilungsmuster mit einem Auswandern der NK-Zellen
aus der Milz ohne Beeinflussung durch den neutralisierenden Antikdrper. Der therapeutische
Migrationseffekt in die Leber nach Stimulation mit R848 konnte durch den Chemerin-
neutralisierenden Antikdrper fast vollstandig aufgehoben werden (B.). Der Isotyp Maus-IgG1
diente als Kontroll-Antikdrper zum Chemerin-neutralisierenden Antikérper. Die dargestellte Linie
zeigt den Mittelwert (n=5 Mause pro Gruppe) + SEM. Jeder Datenpunkt reprasentiert ein
Individuum. * p < 0,05. Testart: unverbundener t-Test.
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5. Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der TLR7-Agonist R848 einen wirksamen
Liganden zur Stimulation von NK-Zellen in der systemischen Therapie darstellt. Die
systemische Anwendung von R848 fiihrt zu einer vermehrten Sekretion des Adipokins
Chemerin aus der Leber. Aulzer Chemerin wurden nach TLR7-Behandlung auch
CXCL9 und CXCL12 in der Leber verstarkt exprimiert. Eine entsprechende Induktion
des Chemokin-bindenden Rezeptors CXCR3 konnte aber im Gegensatz zum
Chemerin-Liganden CMKLR1 auf NK-Zellen nicht nachgewiesen werden, weshalb eine
weitere Untersuchung von CXCL9 und CXCL12 zurtickgestellt wurde. Im nachsten
Schritt zeigten wir eine Chemerin-abhangige NK-Zell-Migration in vitro mit Hilfe eines
rekombinant hergestellten Chemerins. Zur Validierung dieser Beobachtung fihrten wir
den Versuch anschlieend im Mausmodell durch. Dabei stellten wir fest, dass NK-
Zellen ihre Fahigkeit zur Migration in die Leber nach Neutralisation von Chemerin
nahezu vollstandig verlieren. Trotz einer Stimulation der NK-Zelle mit R848 fand bei

fehlendem Chemerin keine Migration in die Leber statt.

AuRerdem konnten wir neben einer generalisierten Aktivierung von NK-Zellen zeigen,
dass der Chemerin-bindende Rezeptor CMKLR1 hochreguliert wird. Zudem reichern
sich insbesondere die CMKLR1-positive NK-Zellen in der Leber an. Dies deutet darauf
hin, dass die Induktion von Chemerin in der Leber und die Hochregulierung von
CMKLR1 auf aktivierten NK-Zellen ein fur die R848-vermittelte Zellmigration

notwendiger Mechanismus ist.
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Abbildung 11: Graphische Zusammenfassung der Arbeit

Durch Applikation des TLR-7-Agonisten R848 wird der endosomal liegende TLR7-Rezeptor auf
Dendritischen Zellen aktiviert (1)(Hemmi et al. 2002). Die Aktivierung fiihrt zu einer Signalkaskade mit dem
Ziel der vermehrten Transkription und Translation proinflammatorische Zytokine und Chemokine (2)(Diebold
et al. 2004). Die Sekretion fuhrt zu einer Aktivierung weiterer Immunzellen und zu einer Migration der NK-
Zellen aus der Milz in die Leber (4). T-Zellen werden durch den Agonisten aktiviert, ein Einwandern in die
Leber findet aber nicht statt. Der NK-Zell-Migration liegt eine gesteigerte Expression des
Oberflachenrezeptors CMKLR1 und eine Chemokin-Sekretion der Leber zugrunde (3). Dabei scheint das
Chemokin Chemerin obligat fur den NK-Zell-Influx in die Leber zu sein. Als Grund flr die Zellwanderung in
Richtung Leber wird eine Transformation in NK-Gedachtniszellen vermutet, die bei einer erneuten
Inflammation zu einer schnellen Immunantwort beitragen kénnen (5). (Eigene Abbildung)
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5.2 R848 ist ein wirksamer Ligand zur systemischen Aktivierung von NK-Zellen
Seit der ersten Zulassung eines TLR7-Agonisten durch die FDA hat der
Forschungsbereich an Bedeutung gewonnen. Eine Vielzahl an Agonisten steht als
Forschungsreagenz auf dem Markt und findet sich in klinischen Studien
(www.clinicaltrial.gov) wieder. Dabei stellt vor allem die systemische Anwendung
aufgrund gefirchteter, schwerwiegender Nebenwirkungen die grof3te Herausforderung
dar. In den ersten Studien zahlten Fieber, Fatigue und Ubelkeit zu den haufigsten
Nebenwirkungen, fielen aber zumeist milde aus (Dudek et al. 2007, Dummer et al.
2008). Durch die generalisierte Immunantwort nach Aktivierung der Signalkaskade
Uber die Bindung an den Toll-like-Rezeptor sind die Nebenwirkungen am ehesten einer
Zytokin-induzierten Inflammation statt einer direkten toxischen Wirkung des
Medikamentes zuzuordnen (Savage et al. 1996, Pockros et al. 2007). Die systemische
Anwendung konnte aber z.B. im Bereich der Krebsimmuntherapie einen
entscheidenden Fortschritt bedeuten. In diesem Zusammenhang wurden lange nur T-
Zellen als Haupteffektorzellen untersucht (Huang et al. 2009, Lu et al. 2010). In der
Arbeit von Michaelis et. al wird der Effekt des Agonisten R848 den CD8+ T-Zellen

zugeschrieben (Michaelis et al. 2019).

Auch bei anderen TLR7-Agonisten wie z.B. MEDI9197 ergaben die Untersuchungen
hauptséachlich einen Effekt basierend auf der Infiltration CD8+ T-Zellen (Mullins et al.
2019). Dabei wurde in der Literatur bereits mehrfach auch eine antitumorale NK-Zell-
Wirkung uber die Aktivierung mittels TLR7-Agonisten beschrieben (Bourquin et al.
2009, Dumitru et al. 2009). In einer Vorarbeit unserer Arbeitsgruppe demonstrierten
wir, dass der TLR7-Agonist R848 durch subkutane Injektion und somit systemischer
Anwendung in der Lage ist, NK-Zellen aus einem Tumor-abhangigen anergetischen
Zustand in die physiologische Aktivitat zurtickzufihren (Wiedemann et al. 2016).
Gerade im immunsuppressiven Tumormilieu verlieren NK-Zellen ihre zytotoxische
Aktivitat und wirden von einem Immunmodulator profitieren (Vitale et al. 2014). In der
Arbeit von Kim et. al wird der TLR7-Agonist in Nanopartikel verpackt und im
Tumormilieu pH-abhangig freigesetzt. Vor Ort fihrt die Aktivierung zu einer
Augmentation der NK-Zell-vermittelten antitumoralen Immunantwort (Kim et al. 2020).
Wie in der Arbeit von Mullins et al. gezeigt werden konnte, hilft auch eine intratumorale
Applikation, um eine anti-tumorale Aktivitat der kdrpereigenen Immunzellen zu
erreichen und kann sogar druch eine Kombination mit anderen Immunmodulatoren

oder Checkpoint-Inhibitoren noch verstarkt werden (Mullins et al. 2019).
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Die vorliegende Arbeit zeigt, dass der TLR7-Agonist R848 bei systemischer
Anwendung einen potenten Liganden zur Aktivierung von NK-Zellen darstellt. Nach
subkutaner Applikation konnte auf nahezu allen NK-Zellen eine Induktion des
Aktivierungsmarkers CD69 nachgewiesen werden. Auch NKG2D, welcher auf NK-
Zellen zusatzlich die zytotoxische Funktion der Zelle induzieren kann (Jamieson et al.
2002), wird nach R848-Behandlung verstarkt exprimiert. Im Hinblick auf Bestrebungen
der gezielteren Tumortherapie kann die Kenntnis darlber helfen, aktivierte NK-Zellen

im therapeutischen Rahmen zur Migration in Richtung des Tumors anzuregen.

5.3 R848-aktivierte NK-Zellen wandern gezielt aus der Milz in die Leber

In der vorliegenden Arbeit konnte eine Migration von aktivierten NK-Zellen aus der Milz
in die Leber gezeigt werden. Dass NK-Zellen in die Leber einwandern ist keine neue
Erkenntnis, sondern konnte bereits in der Arbeit von Salazar-Mather et al. bereits
gezeigt werden (Salazar-Mather et al. 1998). In den Untersuchungen der
Arbeitsgruppe wurde die NK-Zellmigration im Rahmen einer Zytomegalievirus (CMV)-
Infektion beschrieben. Wie auch durch die Stimulation mittels eines TLR7-Agonisten
handelt es sich bei einer CMV-Infektion um eine Virus-getriggerte NK-Zellaktivierung
nach Induktion des TLR7-Signalweges (Dokun et al. 2001, Nguyen et al. 2002). Die
genaue Funktion der aktivierten NK-Zellen in der Leber bleibt bislang unklar. Eine
Mdglichkeit, welche in der Literatur diskutiert wird, ist die Ausbildung von NK-
Gedachtniszellen (Jiang et al. 2013). Bei den Untersuchungen einer NK-Zell-
Gedachtnisfunktion konnte eine Anreicherung der potenziellen Gedachtniszellen in der
Leber beobachtet werden (Peng et al. 2013). Man nimmt an, dass es sich dabei um
eine Paralle zu den ausgebildeten T-Gedachtniszellen handelt, welche nach
Differenzierung in das Knochenmark einwandern und in einer Art Ruhezustand
verharren (Mazo et al. 2005, Tokoyoda et al. 2009). Analog dazu konnte in dieser
Arbeit keine Migration von aktivierten T-Zellen nach Stimulation mit R848 in die Leber

beobachtet werden.

Bei der Ausbildung potenzieller NK-Gedachtniszellen in der Leber werden zwei
Hypothesen diskutiert (Neely et al. 2018). Einerseits, dass es sich um eine
Phanotypanderung der bereits Gewebe-standigen NK-Zellen handelt, andererseits,
dass spezifische NK-Zell-Subpopulationen zur Ausdifferenzierung in die Leber
rekrutiert werden (Jiang et al. 2012, Spits et al. 2016, Stegmann et al. 2016). In Bezug
darauf wurden die in dieser Arbeit die stimulierten und mirgrierten Zellen aus Leber und

Milz untersucht. Dabei zeigte sich eine erhéhte CCR5-Expression der migrierten NK-
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Zellen in der Leber. Die bisherigen Untersuchungen von Leber-residenten NK-Zellen
zeigten ebenfalls eine erhdhte CCR5-Expression im Vergleich zu zirkulierenden NK-
Zellen (Hudspeth et al. 2016). Im Gegensatz zur Literatur konnten wir keine erhdhte
Expression von CXCRG6 auf den NK-Zellen der Leber feststellen (Geissmann et al.
2005). Eine Mdglichkeit ware, dass die kombinierte Expression von CCRS5 und CXCR6
Ausdruck von Leber-residenten Zellen ist und eine eigene Subpopulation beschreibt,
wahrend es sich in diesen Untersuchungen um aktivierte und in die Leber migrierte
NK-Zellen aus der Milz handelt (Paust et al. 2010, Stegmann et al. 2016).

Eine erhdhte CCR5-Expression spielt aulRerdem im Rahmen entzindlicher
Lebererkrankung wie der Hepatitis oder dem aktuen Leberversagen eine wichtige Rolle
(Stevens et al. 2019). Hier erfolgt gemeinsam mit CCR2 eine weitere
Lymphozytenrekrutierung zur Progression der inflammatorischen Reaktion (Puengel et
al. 2017). Zur Uberprifung der Relevanz von CCR5 auf das Migrationsverhalten waren
weitere Untersuchungen mit einer Blockade des Rezeptors, z.B. durch das HIV-

Medikament Maraviroc, interessant.

5.4 Chemokin-Induktion in der Leber nach systemischer R848-Anwendung

5.4.1 Systemische R848-Anwendung fiihrt zu einer Chemerin-Induktion in der
Leber

Die Analyse der Leber aus R848-therapierten Mausen ergab eine signifikant erhdhte
Chemerin Konzentration im Vergleich zur nicht therapierten Gruppe. Aus der Literatur
ist bereits bekannt, dass die Leber zu den primaren, Chemerin-produzierenden
Organen gehdrt (Fatima et al. 2014). Chemerin ist ein multifunktionales Chemokin,
welches hauptsachlich von Fettzellen produziert wird und somit zur Gruppe der
Adipokine zahlt (Goralski et al. 2007, Mattern et al. 2014). Die Versuche im Rahmen
dieser Arbeit zum Nachweis des spezifischen Chemerin-produzierenden Zelltyps in der
Leber ergaben keine verwertbaren Resultate. Chemerin wurde in den bisherigen
Untersuchungen vorwiegend im Rahmen eines metabolischen Syndroms und damit
verbundenen Sekundarerkrankungen beschrieben (Bozaoglu et al. 2007, Ba et al.
2019). Ein bekannter Stimulus zur Sekretion von Chemerin ist in diesem
Zusammenhang Insulin (Bauer et al. 2012). Diskutiert wird auch die Rolle des sterol
regulatory element binding transcription factor 2 (SREBP2), Uber dessen Aktivierung
Chemerin induziert werden kann (Bauer et al. 2011). Eine Induktion Gber einen TLR-

Agonisten ist nach heutigem Kenntnisstand nicht bekannt. Hingegen wird eine
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Induktion des Chemerin-bindenden Rezeptors Chemokine-like receptor-1 (CMKLR1)
auf Makrophagen in der Arbeit von Zabel et. al beobachtet (Zabel et al. 2006).

In jingster Vergangenheit wird zunehmend die Rolle von Chemerin bei
inflammatorischen Erkrankungen und Tumoren untersucht (Goralski et al. 2019, Treeck
et al. 2019). Dabei wird dem Chemokin eine immunomodulatorische Rolle
zugeschrieben und kann je nach Kontext pro- und antiinflammatorische Wirkungen
aufweisen (Dimitriadis et al. 2018, Jaworek et al. 2019). Das Chemokin wird als
inaktives Protein in die Blutbahn sezerniert und mit Hilfe ubiquitar vorkommender
Proteasen durch Spaltung des C-Terminus in die aktive Form umgewandelt (Zabel et
al. 2005). In der aktiven Form wird vor allem eine NFkB-abhangige anti-
inflammatorische Wirkung von Chemerin beschrieben (Dranse et al. 2016). Bei
Patienten mit einem Hepatozellularen Karzinom (HCC) oder auch im HCC-Mausmodell
wurden geringere Chemerinlevel der Leber im Vergleich zu Gesunden gemessen (Lin
et al. 2017). In der Arbeit von Lin et al. konnte au3erdem gezeigt werden, dass eine
lokale Erhdhung der Chemerinkonzentration in der Leber zu einer Hemmung des
Tumorwachstums fuhrte. Vermutet wird auch hier die bivalente Funktion einerseits
durch eine Infiltration von Tumorsuppressorzellen und andererseits durch eine
Inhibition inflammatorischer Zytokine wie IL6. Insgesamt wird dadurch eine Chemerin-
abhangige Anderung des Tumormilieus erreicht. Der TLR7-Agonist R848 kénnte in

diesem Zusammenhang die anti-tumorale Wirkung von Chemerin unterstitzen.

5.4.2 Induktion weiterer Chemokine in der Leber nicht wegweisend

Neben Chemerin konnte in der Analyse der Leber au3erdem eine signifikante Induktion
weiterer Zytokine beobachtet werden. CCL2 wurde beispielsweise nach TLR7-
Stimulation in der Leber vermehrt nachgewiesen. Eine induzierte CCL2-Sekretion ist
bereits in Relation mit einer entziindlichen Lebererkrankung beschrieben und fuhrt zu
einer Migrationsbewegung von Makraphagen in Richtung Leber (Marra et al. 2014).

Die Arbeit von Teng et. al suggeriert aber im Gegensatz zu den uns vorliegenden
Resultaten eine erhohte Infiltration von NK-Zellen in die Leber nach Neutralisation von
CCL2 (Teng et al. 2017).

Die Chemokin-Achsen CXCL12-CXCR4 und CXCL9-CXCR3 sind in der Literatur im
Zusammenhang mit einer chronischen Hepatitis, der Entwicklung eines HCC und
Metastasenbildung in der Leber beschrieben (Arsent'eva et al. 2015, Chalin et al.
2019). Dabei korreliert jeweils eine erhéhte Chemokinkonzentration mit einer

schlechten Prognose der Erkrankung (Elshaer et al. 2019, Miyata et al. 2019).
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Carriére et. al beschreiben ein Einwandern von Neutrophilen Granulozyten durch
Uberexpression mehrer Chemonkine, unter anderem CCL6 (Carriére et al. 2017).
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die systemische Therapie mit R848 zu
einer Induktion mehrerer Chemokine in der Leber fuhrt. Bezugnehmend auf die
Migration von NK-Zellen in die Leber, zeigte jedoch lediglich der Chemerin-bindende
Rezeptor aquivalent eine gesteigerte Expression auf NK-Zellen. Eine weitere
Investigation der tGberexprimierten Chemokine wurde daher nicht durchgefihrt und

musste daher Gegenstand weiterer Untersuchungen werden.

5.5 Gezielte Migration R848-aktivierter NK-Zellen auf Chemerin

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass nach Behandlung mit
einem TLR7-Agonisten eine gezielte NK-Zell-Migration auf Chemerin stattfindet. Paroli
et. al und Skrzeczynska-Monznik et. al zeigten in ihren Untersuchungen bereits die
Migration von NK-Zellen und DCs auf Chemerin in entziindetes Gewebe (Parolini et al.
2007, Skrzeczynska-Moncznik et al. 2009). Durch die Stimulation mit R848 wird eine
Entziindungsreaktion ausgeldst, was zu einer Erhdhung der Chemerin-Konzentration
und folglich der Migration von NK-Zellen entlang des Konzentrationsgradienten fuhrt.
Diese Hypothese passt zum aktuellen Kenntnisstand, dass Chemerin in der
Rekrutierung weiterer Immunzellen, insbesondere NK-Zellen, MDSCs und pDCs, eine
wichtige Rolle spielt (Wittamer et al. 2005, Luangsay et al. 2009).

Chemerin wird von den G-Protein gekoppelten Rezeptoren CMKLR1 und G-Protein
coupled receptor 1 (GPR1) gebunden (Mattern et al. 2014). Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit bestatigen, dass CMKLR1 in seiner Funktion hauptsachlich fur die
Migration auf Chemerin verantwortlich ist. C-C chemokine receptor like-2 (CCRL2) ist
ein weiterer Chemerin-bindender Rezeptor, Uber dessen Bindung eine lokale
Konzentrationserhdhung und eine Prasentation von Chemerin fur andere Zellen
erreicht wird (Monnier et al. 2012). Eine weitere Untersuchung von CCRL2 und GPR1
auf Immunzellen der Leber nach R848-Behandlung kdénnte zu einem besseren
Verstandnis der Migrationsbewegung in Richtung Chemerin fuhren.

Die gezielte Rekrutierung von Immunzellen durch Chemerin wurde auch im Rahmen
von Tumorerkrankung untersucht. Pachynski et. al konnten z.B. ein verlangsamtes
Tumorwachstum im Melanom-Modell durch intratumorale Chemerin-Injektion

feststellen (Pachynski et al. 2012).

Die Erkenntnisse dieser Arbeit zeigen, dass eine weitere Untersuchung der

systemischen Anwendung eines TLR7-Agonisten sinnvoll ist. Dabei kdnnte die durch
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R848 getriggerte Chemerininduktion helfen, aktivierte NK-Zellen zum Ort des Tumors

zu rekrutieren.

5.6 Ausblick

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des Migrationsverhaltens und eine
Charakterisierung der NK-Zellen nach Stimulation mit einem TLR7-Agonisten, um
Erkenntnisse Uber die Folgen einer systemischen Anwendung des Medikaments zu
erlangen. Bei der aktuell zugelassenen topischen Anwendung sind wenige
unerwunschte Reaktionen bei guter Wirksamkeit beschrieben (Meyer et al. 2013). Um
eine systemische Anwendung zu antitumoralen und immunmodulatorischen Zwecken
zu ermdoglichen, bedarf es einer ausfuhrlichen Analyse der Wirkung auf die
Immunzellen. Damit soll das Risiko einer gegebenfalls Uberschiefenden Immunantwort
besser eingeschatzt werden und das Spektrum an behandlungslimitierenden
Nebenwirkungen eruiert werden. In dieser Arbeit wurden erste Erkenntnisse Uber die
wichtigsten Effektorzellen und die genauere Wirkungsweise des TLR7-Agonisten

gewonnen.

Es konnte gezeigt werden, dass das Medikament eine ausgesprochen gute,
aktivierende Wirkung auf die Zellen der angeborenen Immunabwehr besitzt. Das
verhaltnismaRig wenig untersuchte Chemokin Chemerin konnte zudem als Protein zur
Migration von aktivierten NK-Zellen identifiziert werden. Erstmals ist eine Migration von
NK-Zellen nach Therapie mit einem TLR7-Agonisten auf Chemerin beschrieben

worden.
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6. Zusammenfassung

Die Immuntherapie von Tumoren gewinnt seit Jahren zunehmend an Bedeutung,
weshalb verschiedene Méglichkeiten der Aktivierung der eigenen Immunantwort
untersucht werden. Verfahren zur Mobilisierung der adaptiven Immunantwort (z.B.
Antikdrper-Therapie) sind bereits etabliert. Aktuell weniger genutzt ist der Ansatz Uber
eine Aktivierung der angeborenen Immunitat mit Hilfe eines Toll-like-Rezeptor-(TLR-)
Agonisten. Aufgrund wirkungslimitierender Toxizitaten von TLR-Liganden bei
systemischer Anwendung ist bisher nur eine topische Applikation zugelassen. Fur eine
systemische Anwendung sind weitere Untersuchungen des Mechanismus von grol3er
Bedeutung. In Vorversuchen zeigte sich bereits eine NK-Zellmigration aus der Milz in

die Leber bei Anwendung eines TLR7-Agonisten.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des TLR7-Agonisten auf die NK-
Zell-Migration, vor allem in der Leber. Die Leber wurde zunachst auf Veranderungen
nach Stimulation mit Resiquimiod (R848) untersucht. Das Chemokin Chemerin zeigte
die grofte Induktion in der Leber nach R848-Behandlung. Daneben wurden CXCL9
und CXCL12 starker exprimiert. Im nachsten Schritt wurde der Chemokin-bindende
Rezeptor auf der Zelloberflache von NK-Zellen untersucht. Durchflusszytometrisch
konnte eine erhdhte Expression des Chemerin-bindenden Rezeptors CMKLR1 auf NK-
Zellen der Leber in behandelten Mausen gezeigt werden. Zur Verifizierung der
chemotaktischen Wirkung Chemerins auf NK-Zellen wurde die Migration in vitro mit
einer rekombinant hergestellten Form des Chemokins getestet. Es zeigte sich eine
dosisabhangige Migration der NK-Zellen in Richtung eines Chemeringradienten. Somit
scheint Chemerin das ausschlaggebende Chemokin fir das Auswandern von NK-
Zellen aus der Milz in die Leber nach R848-Therapie zu sein. Zur Bestatigung dieser
Hypothese wurde ein Chemerin-neutralisiernder Antikdrper Mausen in vivo appliziert
und die Tiere wurden anschlieltend mit R848 (oder PBS als Kontrolle) therapiert. In der
R848-behandelten Gruppe, die zustatzliche den Chemerin-neutralisierenden Antikdrper
erhielt, war der zuvor beobachtete Effekt fast vollstandig aufgehoben. Zwar wanderten
aktivierte NK-Zellen immernoch aus der Milz aus, bei Fehlen von Chemerin fand

jedoch kein Influx der Zellen in die Leber statt.

Zusammenfassend konnten wir mit dieser Arbeit den TLR7-Agonisten R848 als
potenten Liganden zur Aktivierung von NK-Zellen bestatigen. Durch die systemische

Anwendung wird Chemerin in der Leber induziert. Erstmals konnten wir in diesem
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Zusammenhang eine Chemerin-abhangige NK-Zellmigration in die Leber nach
Behandlung mit einem TLR7-Agonisten nachweisen. Diese Erkenntnisse haben

Relevanz fur die Entwicklung neuer NK-Zell-gerichteter Therapieansatze, z.B. in der

Tumortherapie.
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8. Verzeichnis der Abkiirzungen

ADCC
APC
APC
BSA
CAR
CASP1
CCRL2
cDNA
ChemR23
CMKLR1
CMVv
CpG
DC
DMSO
DNA
dsRNA
EDTA
ELISA
FACS
FCS
FITC
FDA
GMCSF
GPR1
HCC
HPV
ICAM-1
IFN

IL

IL-1R
IRAK 1/ 4
IRF3
KIR
LPS

Antikérper-vermittelte zellgebundene Zytotoxizitat
Allophycocyanin
Antigen-prasentierende Zelle

Bovines Serum-Albumin

Chimeric antigen receptor

Caspase-1

C-C chemokine receptor-like 2
copy-Desoxyribonukleinsaure
Chemerin receptor 23

Chemokin like receptor 1
Cytomegalievirus
Cytosin-(phosphat)-Guanin-Dinukleotid
Dendritische Zelle

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure

double stranded Ribonukleinsaure
Ethylen-Diamin-Tetraessigsaure
Enzyme-linked immunosorbent assay
Fluorescence-activated cell sorter
Fetales Kalberserum
Fluorescein-lsocyanat

Food and Drug Administration
Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
G protein-coupled receptor 1
Hepatocellular carcinoma

Humanes Papillomvirus

Intercellular adhesion molecule 1
Interferon

Interleukin

Interleukin-1-Rezeptor
IL-1R-assoziierte Kinase 1/ 4

IFN regulatory factor 3
Killer-inhibitory receptor
Lipopolysaccharid
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MACS Magnetic-activated cell sorting
mCMV Murines Cytomegalievirus

MCP 1 Monocyte chemoattractant protein 1
MDC Macrophage-derived chemokine
MDC Myeloide dendritische Zelle

MFI Mittlere Fluoreszenzintensitat

MHC Major histocompatibility complex
Min Minute(n)

Mio Million(en)

mRNA Messenger RNA

MyD88 Myeloid differentiation factor 88
NF-KB Nuclear factor kappa B

NKG2D Natural killer group 2D

NK-Zellen Naturliche Killerzelle

PAMP Pathogen-associated molecular pattern
PBS Phosphate-buffered saline

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PE Phycoerithrin

PerCP Peridinin-Chlorophyll-A-Protein
PRR Patternrecognition-Rezeptor

RNA Ribonukleinsaure

RPMI Roswell Park Memorial Institute

RT Raumtemperatur

SEM Standard error of mean

ssRNA single stranded Ribonukleinsaure
STAT Signal transducer and activator of transcription
TH T-Helfer

TLR Toll-like-Rezeptor

TNF-o Tumor-Nekrose-Faktor-a

TZR T-Zellrezeptor
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