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Zusammenfassung 1

A Zusammenfassung

In Tumorzellen sind die genetischen und epigenatiscVeranderungen, die fur das
ungehemmte Wachstum, das Uberleben der Zellen hredRahigkeit, in andere Gewebe zu
metastasieren, verantwortlich sind, sehr gut charakert. Tumorzellen zeigen dabei héaufig
ein verandertes DNS-Methylierungsmuster, was zuandgrter Genaktivierung- bzw. -
abschaltung im Vergleich zu Zellen des entsprechendormalgewebes fuhrt. Daneben
treten gehauft Mutationen in Onkogenen auf, diestraan der Regulation des Zellzyklus und
der Zell-Differenzierung beteiligt sind, und sondine der Ursachen fur die verstarkte
Proliferation und das Uberleben von Tumorzellerstddien. Im Gegensatz dazu ist bis heute
nicht detailliert verstanden, inwiefern diese Maukmen es einer Tumorzelle dartiber hinaus
ermdglichen, der Erkennung durch Immunzellen, Wlenazytotoxische T- und NK-Zellen zu
entgehen. Daher war es Teil dieser Arbeit, zu gotdren, ob eine Onkogen-Aktivierung
Konsequenzen fur die DNS-Methylierung hat, die dasmch zu einer verringerten
Immunerkennung der Tumorzellen beitragen. Um diEsgge beantworten zu konnen,
wurden Kolon-Karzinom-Zelllinien, die aufgrund einé-RAS bzw. B-RafMutation einen
konstitutiv aktivierten MEK/ERK-Signalweg besitzdizgl. der Auswirkung dieser Onkogen-
Aktivierung auf die Erkennung durch zytotoxischefekforzellen untersucht. Durch
spezifische Hemmung des konstitutiv aktiven Sigegl@s mit Inhibitoren der MEK-Kinase
(U0126) bzw. der B-Raf-Kinase (Sorafenib) wurde Bielle des onkogenen Signalweges
analysiert. FUr die Kombination mit DNS-Methyliegseffekten und deren Relevanz fir die
Immunerkennung standen  DNS-Methyltransferase-(DNM@&letions-Varianten  der
HCT116-Kolon-Karzinom-Zelllinie  zur  Verfligung.  Bei Untersuchungen der
Oberflachenexpression der Inhibitor-behandelten OND&letions-Varianten im Vergleich
zu HCT116-Wildtyp-Zellen konnte gezeigt werden, slader konstitutiv aktivierte
MEK/ERK-Signalweg im  Zusammenspiel mit der DNS-Mgdigtrung die
Oberflachenexpression von HLA-Klasse-l, im besoadeHLA-A, und eines NKG2D-
Liganden, ULBP2, supprimiert. Damit konnte erstmhkswviesen werden, dass sich die
onkogene RAS-Kaskade mit Hilfe einer veranderten SENethylierung auf die

Antigenprasentation und die NK-Liganden-ExpressienTumorzellen auswirkt.

Die Relevanz dieser Veranderungen fur die Immumerkeg wurde exemplarisch an einem
HLA-A2-restringierten ZTL-Klon und peripheren NK-len gezeigt. Die molekularen
Mechanismen und die beteiligten Faktoren sind avagh nicht vollstandig identifiziert, aber

durch Analyse des ULBP2-Promotors durch C. Sersnien wir einen direkten



2 Zusammenfassung

Zusammenhang zwischen der DNS-Promotor-Methylierwmgl dem onkogenen RAS-
Signalweg herstellen. Diese Beobachtungen lassemuten, dass MAPK-Inhibitoren, die bei
Tumorpatienten bereits therapeutisch eingesetztdemer immunologische Nebeneffekte

besitzen, die ein Grund fur die unterschiedlich@spgxechraten sein konnten.

Ein weiterer Aspekt meiner Arbeit war die detailiee funktionelle und phanotypische
Charakterisierung peripherer NK-Zellen. Im perigrerBlut finden sich zwei NK-
Subpopulationen, welche sich durch eine unterstibrelExpression von CD56- und CD16-
Molekiilen auszeichnen und dementsprechend als CHBBCD16 und CD56“™/CD16"
definiert sind. Bis heute ist die Relevanz der texig dieser beiden NK-Populationen nicht
befriedigend geklart, es werden aber verschiedanktibnelle Unterschiede postuliert. Die
NK-Effektorfunktionen umfassen Zytotoxizitat undéyddie Freisetzung von Zytokinen und
damit die Modulation der nachfolgenden spezifiscmemunantwort. In dieser Arbeit wurden
periphere NK-Zellen auf diese Funktionen hin uniehs, wobei neben CD56 und CD16 auch
CD6, als neuer differentieller Marker, in die Ansdy einbezogen wurde. CD6, das
ursprunglich auf T-Zellen identifiziert wurde, kamurch die spezifische Expression auf
CD56"™-NK-Zellen als weiterer Unterscheidungsmarker dezidén Subpopulationen
verwendet werden. Detaillierte Analysen auf klonalgbene konnten keine spezifische
Zuordnung der NK-Effektorfunktionen zu einer derde® Subpopulationen zeigen, vielmehr
scheint die individuelle Stimulation dariber zuseheiden, welche NK-Zelle aktiviert wird,
und welche der Effektorfunktionen vorrangig ausyefiwird. Durch eine umfangreiche
Analyse der Zytokin-Muster konnte aullerdem gezewgrden, dass NK-Zellen durch
bestimmte Rezeptorsignale ein viel groReres Zytdlapertoire sezernieren kénnen als bisher
beschrieben, weswegen ihre Rolle als ,Killerzellefeu definiert werden muss.
Maoglicherweise dirigieren, analog zywIi'T42/Ty17-Zellen, auch NK1/NK2/NK17-Zellen die
Immunreaktion indirekt Gber ihre Zytokin- und ChdamProduktion.
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B Einleitung

1 Das Immunsystem

Hoher entwickelte Lebewesen (Wirbeltiere) besiteansehr effizientes Abwehrsystem, das
Immunsystem, um sich vor dem Angriff pathogener iddeganismen, Viren und Parasiten
zu schitzen. Das Immunsystem setzt sich aus zwest8aen zusammen, der angeborenen
Lunspezifischen” und der erworbenen ,spezifischémmunabwehr. Schafft es ein Erreger
die erste Barriere, die Haut oder Epithelien zunwbeden, dann setzt zunachst im peripheren
Blut oder in den Uberwachenden Lymphknoten die BgKang durch das angeborene
System ein (Abb. 1). Dieses umfasst zellulare Komemben wie die Monozyten,
Makrophagen, Granulozyten, Dendritische Zellen (DGsd die Naturlichen Killerzellen
(NK-Zellen), aber auch Molekile des Komplementsystsowie ,Kommunikationsfaktoren*
(Zytokine und Chemokine). Die Zellen des angebameiramunsystems besitzen keine
individual-spezifischen Rezeptoren, sondern ,unsisehe” Mustererkennungsrezeptoren
(pattern recognition receptoysPRR) Uber die sie pathogenassoziierte molekWlduster
(pathogen-associated molecular patterRAMPS) erkennen kdnnen. Im Falle der NK-Zellen
gibt es eine Vielzahl unterschiedlicher aktivierendind inhibierender Rezeptoren, auf die
spater eingegangen wird. Ist die erste, sofortigeeidigung nicht ausreichend, den Erreger
zu eliminieren, dann produzieren Zellen der angehen Immunabwehr Zytokine und
Chemokine die eine Entzindungsreaktion in Gangtesgtzdie letztendlich zu einer
Aktivierung von Zellen der adaptiven Immunantwady allem T-und B-Lymphozyten, fihrt
(Abb. 1). Diese verfugen uber individuelle, antigpazifische Rezeptoren und kénnen nach
erfolgreicher Aktivierung expandieren und die Eaegezielt beseitigen. Die Aktivierung
von T-Lymphozyten erfolgt durch Zellen der angebere Immunabwehr, DCs und
Makrophagen, welche die pathogenspezifischen Refdtigene) auf Molekulen, die von
Genen des Haupthistokompatibilitats-Komplexesjor histocompatibiltiy complexviHC)
auf Chromosom 6p21.3 kodiert werden, auf ihrer @&anre prasentieren, weswegen sie als
Antigen-prasentierende Zelleantigen presenting cellsAPC) bezeichnet werden. Es gibt
zwei Klassen der MHC-kodierten Humanen Leukozyterigene (HLA), HLA-Klasse-I-
und —Ill-Molekile, wobei die Expression von HLA-K$asll auf APCs beschrankt ist,
wahrend HLA-Klasse-I auf allen kernhaltigen Zellexprimiert wird. Extrazellulare Erreger,
z. B. Bakterien, werden aktiv von APCs im Gewebfganommen, in Lysosomen verdaut

und die antigenen Peptide von 12-14 Aminosaurengéaauf HLA-Klasse-lI-Molekllen



4 Einleitung

prasentiert. Viren dagegen dringen direkt in Kézp#en ein, u.a. auch in die APCs, die
anschlieBend diese viralen Peptide auf HLA-Klasktslekilen prasentieren. Diese
unterschiedliche Art der Prasentation fuhrt zu efleivierung unterschiedlicher Zellen des
adaptiven Immunsystems. HLA-Klasse-ll-prasentiertérazellulare Antigene fihren durch
Bindung an den T-Zellrezeptor-Komplex (TZR) zur #deérung von CDZ4-T-Zellen (T-
Helferzellen). Deren  Hilfe* resultiert in einer Bansion von B-Zellen und damit einer
Antikdrperproduktion gegen Antigen der Erreger, diarch diese Antikérperbindung
zusatzlich fur die Aufnahme durch Makrophagen naatkiverden. HLA-Klasse-I-prasentierte
endogene Peptide aktivieren dagegen vorrangig d&R-Romplex auf CD8-T-Zellen
(zytotoxische T-Lymphozyten, ZTL), die dann infidee KOrperzellen zerstéren kénnen und
so z.B. eine Verbreitung von Viren verhindern. HKfasse-I-Molekile sind jedoch nie leer,
sondern prasentieren im ,Normalfall“ Peptide zeiaier Proteine, wobei im Thymus durch
Deletion ,autoreaktiver* T-Lymphozyten eine Toleraralso Nicht-Reaktivitat, garantiert
wird, so dass solche Selbst-HLA-Komplexe nicht arkawerden (Selbst-Toleranz). Nach
Infektion oder maligner Transformation von Korpéleme fihrt das veranderte Peptidmuster
jedoch zu einer Erkennung durch ZTLs. Von den ktaben HLA-Klasse-la-Molekilen
HLA-A, -B und —C sind heute 649, 1029 bzw. 350 MIbekannt (Robinson, Waller et al.
2003)(IMGT/HLA Datenbank), die nicht-klassischen AtKlasse-lb-Molekile HLA-E, -F
und -G sind mit 3 bzw. 4 Allelen weitaus wenigetypaoorph und zeigen z.B. im Falle von
HLA-G eine gewebespezifische Expression auf Trofdstbn und Keratinozyten (Ulbrecht,
Rehberger et al. 1994).

angeboren adaptiv
A A
r N N\
A
Monozyten
bC T-Zellen B- Zellen

relative Aktivitat

0 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12
Tage nach Infektion

Abb. 1 Schematische Darstellung des zeitlichen Abla  ufs einer Immunantwort am Beispiel einer Virus-Infe  ktion.

Bei einer Virus-Infektion werden zuerst die Zellen des angeborenen Immunsystems (Monozyten, DCs und NK-Zellen) aktiv.
Kénnen diese Immunzellen die Virus-infizierten Korperzellen nicht vollstandig eliminieren, werden Zellen des adaptiven
Immunsystems, durch ausgesandte Botenstoffe wie Zytokine und Chemokine, aktiviert und leiten zeitlich verzdgert die
spezifische Immunabwehr ein. Ist diese erfolgreich, bilden sich sogenannte Gedachtniszellen, die bei einer erneuten Infektion
schnell eine spezifische und effektive Antwort einleiten kénnen.
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Vor ca. 15 Jahren wurde entdeckt, dass auch NkeZélber HLA-Klasse-I reguliert werden,
was zu einer vollig neuen Betrachtung der HLA-Ké&édMolekile, vor allem von HLA-E
gefuhrt hat (siehe 1.2, Einleitung). Auf die konydeRegulation der HLA-Klasse-I-
Oberflachenexpression und der Peptidbeladung wird Kapitel 2.2 der Einleitung
eingegangen. War die adaptive Abwehr erfolgreiclideb sich antigenspezifische
Gedachtniszellen (T- und B-Zellen), die Uber eitd@rgeren Zeitraum erhalten bleiben und
bei erneutem Antigenkontakt schnell und effektivemer schitzenden Antwort fiihren. Diese
Gedachtniseigenschaft wird bei Impfungen ausgenutda durch die Impfung
Gedachtniszellen entstehen, die im Falle einer tgathinfektion sofort und erfolgreich

eingreifen und das infektiose Pathogen eliminiebewpr Symptome auftreten.

NK-Zellen wurden bis vor kurzem als reine ,Killes®* betrachtet, die in der Lage sind,
ohne vorherigen Stimulus schnell und effektiv VimBzierte oder auch transformierte
Zellen zu erkennen und zu zerstoren. In den letkédmen zeigte sich aber immer deutlicher,
dass NK-Zellen auch einen entscheidenden Einflusé die nachfolgende adaptive
Immunantwort ausuben, sei es durch Zytokinsekretider direkte Interaktion mit DCs,
wodurch die nachfolgenden adaptiven T-Zell-Antworteeinflusst werden kdnnen (Martin-
Fontecha, Thomsen et al. 2004). Da NK-Zellen dieséscheidende richtungsweisende
Funktion fur Immunantworten besitzen, war es eifl dieser Arbeit, die Funktion und den

Phénotyp dieser komplexen Immuneffektorzellen nzhesharakterisieren.

Das Immunsystem ist vorrangig darauf ausgelegipédremde Strukturen zu erkennen und
zu eliminieren. Deshalb stellt die Transformatiamkorpereigenen Zellen, im Falle einer
Tumorentwicklung, eine grofRe Herausforderung dar,ed hier wichtig ist eine korrekte
Unterscheidung zwischen ,normal“ und ,verandert‘ zaffen. Durch das Auftreten von
Tumor-spezifischen Peptiden aufgrund der zahlreichéerénderungen in Folge der
Transformation ist dies zwar theoretisch mdglichrakgisch scheitert eine gute T-
Zellerkennung jedoch zumeist an der Toleranz gégenor-assoziierte Antigene, da hoch-
reaktive T-Zellen im Thymus durch die positive umelgative Selektion eliminiert werden.
Dennoch spielen ZTLs, aber auch NK-Zellen, bei deihen Eliminierung von
transformierten Zellen eine Hauptrolle, wobei Turatlen offensichtlich Gber Mechanismen
verfligen, die zu einer verminderten Erkennung ddieke Effektorzellen fuhren. Diese sind
bis heute nicht vollstandig charakterisiert, bietdrer ein hohes therapeutisches Potential,
weswegen sie am Beispiel von Kolon-Karzinom-Zelimin dieser Arbeit naher untersucht

wurden.
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1.1 T-Lymphozyten als adaptive Effektorzellen

T-Lymphozyten (T-Zellen) entstehen aus undiffererten Vorlauferzellen im Knochenmark
und wandern zur Ausreifung und Selektion in denriiby, daher ,T-%, ein. Sie besitzen einen
individuellen, antigenspezifischen T-Zell-Rezep{®dZR), mit welchem sie HLA-Antigen-
Komplexe auf korpereigenen Zellen erkennen konkégassische T-Zellen kdnnen anhand
von Oberflachenrezeptoren in funktionell untersdhibe Typen unterteilt werden. T-
Helferzellen besitzen dasclyster of dfferentiatiorf-CD4-Protein (CD4-T-Zellen) und,
zytotoxische T-Lymphozyten (ZTL) das C®&)B-Heterodimer (CD8T-Zellen). Diese
Molekule fungieren als Korezeptoren und erkennesammen mit dem TZR den MHC-
Antigen-Komplex, wobei CD4T-Zellen HLA-Klasse-1I- und CD8T-Zellen HLA-Klasse-I-
Molekile binden. Der TZR ist ein Heterodimer auseed- und einef3-Kette und ist mit dem
sogenannten CD3-Komplex assoziiertep§), der zusatzlich zwei CLE3Ketten mit
zytoplasmatischen ITAM-Motiven besitzt, die fiur d&gnalweiterleitung nach Antigen-

Erkennung verantwortlich sind.

Effektorfunktionen der CD8 *-T-Zellen

Die Erkennung einer Zielzelle durch ZTL fuhrt zunbtdten dieser Zelle, aber auch zur
Produktion entziindungsfordernder Zytokine, daruti&sly und TNFa. Zytokine wie IFNy
verstarken die nachfolgende Immunantwort, z.B. e Erhdhung der HLA-Klasse-I-
Expression auf entarteten oder Virus-infiziertenllefe und fihren damit u.a. zu einer
besseren ZTL-Aktivierung (Abb. 2).

CcD8* ZTL NK- Zelle

iNKR

TZR aNKR
HLA-Klasse-I
@

Zelllyse

Tumorzelle/Virus-infizierte Zelle

C_ D

Abb. 2 Regulation der Effektorfunktionen von ZTL un d NK-Zellen durch HLA-Klasse-I-Molekiile.

ZTL lysieren transformierte oder Virus-infizierte kérpereigene Zellen, wenn diese auf HLA-Klasse-I-Molekilen spezifische, als
Jremd" erkannte Antigene prasentieren, die durch den TZR-Komplex erkannt werden. NK-Zellen werden dagegen durch die
Expression aktivierender (aNKR) und inhibtorischer (iNKR) Rezeptoren in ihrer Aktivitat reguliert, wobei HLA-Klasse-I-Molekiile
im Normalfall zu einer ,,Ruhigstellung” der NK-Zellen fiihren.
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Das Abttten einer Zielzelle erfolgt durch Induktiales programmierten Zelltods, der
Apoptose, was entweder durch Bindung des ZTL-exprten Fas-Liganden (CD95L) an den
auf der Zielzelle exprimierten Fas-TodesrezeptoD9®&) und/oder durch Ausschittung
zytotoxischer Effektormolekile wie Perforin und @zgm A/B, erfolgen kann. Diese

Zytotoxine sind in den ZTLs in speziellen sekretohien Vesikeln, den lytischen Granula,
gespeichert, und werden nach Zielzellerkennungdarimdmunologische Synapse entleert, wo
sie nach Aufnahme ebenfalls zu Apoptose der Zielzéhren. Dabei fusionieren die Vesikel-
und die Zellmembran, wodurch das in der VesikelmamHdokalisierte LAMP-1-Molekul

(CD107a) transient auf der Oberflache der ZTLs hest. Durch spezifische Antikdrper
kann die Quantitat von CD107a auf der Effektorzellmach Zielzellkontakt

durchflusszytometrisch gemessen werden und gibtitdAofschluss tber die Starke der
Zielzellerkennung bzw. ZTL-Aktivierung auf Einzelmveau. Diese CD107a-

Oberflachenmarkierung wurde verwendet, um Aussaiipen die spezifische Erkennung von
Tumorzellen durch ZTLs und NK-Zellen treffen zu k@&m, welche z.T. Uber die gleichen
Totungsmechanismen verfiigen wie die ZTLs (1.4.8eBnisse). Dartber hinaus erfolgte mit
dieser Methode auch die funktionelle Charaktensigr der verschiedenen NK-

Zellpopulationen (Kapitel 2, Ergebnisse).

1.2 Natirliche Killerzellen (NK-Zellen)

NK-Zellen sind grol3e granulédre Lymphozyten, dieGegensatz zu T-Zellen nicht tGber einen
individuellen TZR reguliert werden, sondern ein ite® Spektrum unterschiedlicher
aktivierender und inhibitorischer Rezeptoren aueilOberflache tragen. NK-Zellen stellen
keine homogene Zellpopulation dar, da die Expresdar verschiedenen Rezeptoren fir jede
Zelle individuell ist. Ebenso wie ZTLs kdnnen NKi&& nach Erkennung ihrer Zielzellen
durch die Ausschittung zytotoxischer Molekile, &@nf und Granzym A/B, Apoptose
induzieren, was auch Uber den Rezeptor-vermittefkas-Ligand- bzw. TRAILiumor
necrosis factor-related apoptosis-inducing ligiWwleg geschehen kann. Neben dieser
naturlichen Zytotoxizitat der NK-Zellen kann CD1@er niedrig-affine FgRezeptor lli
(FcyRINA), durch Bindung des Fc-Teils von IgG-Antik@gkomplexen zu einer Aktivierung
der NK-Effektorfunktionen fihren. Dadurch kbnnentikdrper-beladene Zielzellen erkannt
und eliminiert werden antibody-dependent cellular cytotoxiGitADCC), was wieder die
enge Verbindung der erworbenen und der angeboretuirabwehr, verdeutlicht. Neben der
direkten Lyse von Zellen konnen NK-Zellen auch X&ye und Chemokine freisetzen, u.a.
IFN-y, TNF-n, GM-CSF, IL-10, RANTES, MIP-d und -3 (Cooper, Fehniger et al. 2001,
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Robertson 2002),und damit die nachfolgende Immunantwort ahnlich wieZellen

beeinflussen, indem sie eine pro- oder anti-inflatansche Richtung vorgeben.

NK-Zellen benoétigen im Gegensatz zu ZTL keine reggtd Aktivierung priming), um ihre
Effektorfunktion ausiben zu koénnen, und verfligerbenme aktivierenden auch Uber
inhibierende Rezeptoren. Der AktivierungszustanderiNK-Zelle ergibt sich aus der
Gesamtheit der eingehenden Signale und unterliegmitd einem fein regulierten
Gleichgewicht. Die inhibierenden Rezeptoren erkenwer allem HLA-Klasse-I-Molekiile,
unabhangig von prasentierten Peptiden, und erntilicdaher im Normalzustand eine Art
»Toleranz* der NK-Zellen gegenuber HLA-Klasse-I-gogen korpereigenen Zellen. Virus-
infizierte oder transformierte Zellen, die sich fiqudurch eine verminderte oder fehlende
HLA-Expression auszeichnen und somit einer ZTL-Brkeng entgehen wirden, kénnen
aufgrund dieser Regulation eliminiert werden, da tdegfallen des inhibierenden HLA-
Klasse-I-Signals zu einer Aktivierung der NK-Zell&ihren kann. Dieses Konzept der NK-
Zellregulation wurde von Klas Karre in sein@nissing seffHypothese formuliert (Abb. 3B)
(Ljunggren and Karre 1990). In neuester Zeit st&lth aber heraus, dass diese Hypothese
allein nicht ausreicht, um die NK-Zell-Selbsttolezazu erklaren. Grund hierfur ist die
Tatsache, dass HLA-Klasse-I-Molekile (Chromosom 6md die entsprechenden
inhibitorischen NK-Rezeptoren (Chromosom 19qg13.4)ahh&ngig voneinander vererbt
werden, es also theoretisch auch NK-Zellen gebersstajili die keinen passenden
inhibierenden Rezeptor fur Selbst-MHC-Molekile experen. Da aber keine bekannten
autoimmunen Krankheiten beschrieben sind, die ralkif einer NK-Zell-Fehlregulation
beruhen (Kumar and McNerney 2005), wurde datsleast oné Konzept postuliert (Gasser
and Raulet 2006). Danach reifen im Knochenmark diejenigen NK-Zellen heran, die
mindestens einen inhibierenden Rezeptor fur Sélh#t-Molekile exprimieren. Der
zugrunde liegende Selektionsprozess ist dabei mocit molekular aufgeklart und wird
derzeit kontrovers diskutiert, wobei drei theordts Modelle vorstellbar sind. Bei dem als
z<disarming“ bezeichneten Modell von D. Raulet egtotine ,aktive Abschaltung“ von NK-
Zellen wahrend der Reifung, falls diese keinenbidrenden Rezeptor exprimieren und somit
durch ein UbermaR an aktivierenden Signalen inreifigstand fallen, der an die in T-Zellen
vorkommende Anergie erinnert (Raulet and Vance 006 Gegensatz dazu fordert W.
Yokoyama die Interaktion eines inhibierenden Reasptmit Selbst-MHC-Molekilen
wéhrend der NK-Zell-Entwicklung, um dadurch einiggss Signal fur die NK-Zell-Reifung
zu erhalten und die NK-Zelle zu ,lizensierenii¢gnsing-Modell) (Yokoyama and Kim

2006). Grundvoraussetzung daftur ware allerding$-aiktionswechsel des Rezeptors je nach
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Entwicklungsstadium der NK-Zellen, wobei zunachst &ktivierendes Signal wahrend der
Entwicklung vermittelt wird, das danach in der egif NK-Zelle zu einem inhibierenden
Signal wird. Die dritte Theoristammt von E. Vivier, der davon ausgeht, dass n{+#Znllen,
die wahrend ihrer Entwicklung ein Signal durch Rind eines inhibierenden Rezeptors an
Selbst-HLA-Molekiile erhalten haben ihre volle fuokelle Kompetenz erreichen, indem erst
danach effiziente Aktivierungssignalwege in derl&elngeschaltet werdenegucatiori-
Modell) (Anfossi, Andre et al. 2006). In transfoerten oder Virus-infizierten Zellen tritt
neben einem Verlust von HLA-Klasse-I-Molekiilen audie Expression bestimmter
aktivierender Molekile, meist Liganden des aktereten NK-Rezeptors NKG2D, auf, was
als ,nduced seff bezeichnet wird. Dabei werden NK-Zellen, trotz wesenheit
inhibitorischer HLA-Molekiile, durch diese Stresshzierten Liganden aktiviert. Diese

Mechanismen, die zu einer NK-Aktivierung fihremasin Abb. 3 schematisch dargestellt.

Tumor- bzw.
Virus-infizierte
. Zelle

Jinduced self*

Gesunde,

korpereigene Schutz
Zelle

Tumor- bzw.
Virus-infizierte
Zelle

Jmissing self*

wLyse ’

Abb. 3 Das Gleichgewicht inhibitorischer und aktivi erender Signale bestimmt die Reaktivitat der NK-Zel  len.
Koérpereigene Zellen sind im Normalfall vor einem NK-,Angriff* geschiitzt, wenn sich die aktivierenden und inhibitorischen
Signale, vermittelt durch die Bindung der entsprechenden Liganden auf der Zielzelle, das Gleichgewicht halten (A). Verringert
sich nun die HLA-Klasse-I-Expression oder die Expression einzelner HLA-Klasse-I-Allele durch Transformation oder nach Virus-
Infektion, dann entsteht ein Ungleichgewicht, da die aktivierenden Signale keine Gegenregulation mehr erhalten, und die NK-
Zelle wird aktiviert, was u.a. zu Lyse der Zielzelle fihren kann (,missing self) (B). Daneben kann es aber auch, aufgrund
maligner Transformation oder Virus-Infektion, zu einer verstarkten Expression aktivierender Liganden kommen. Das
inhibitorische Signal wird so ,lberstimmt‘, was wiederum zu einer NK-Aktivierung und der Lyse der Zielzelle fihrt (,induced
self*) (C).
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1.2.1 Aktivierende und inhibitorische NK-Rezeptoren

Inhibitorische Rezeptoren auf NK-Zellen

Die humanen inhibitorischen NK-Rezeptoren (iNKR3san sich in drei Gruppen unterteilen,
namlich die C-Typ-Lektin-, Ig-dhnlichen- und KIReReptoren, wobei die letzteren beiden
der Ig-Superfamilie angehoren (Abb. 4) (Andre, Bas et al. 2001). Alle iINKR besitzen in
ihrem langen zytoplasmatischen Teil ein Tyrosirtigat inhibierendes ITIM-Motiv
(immunoreceptor tyrosine-based inhibitiory motiS/T/LxYxxL/V), das durch Src-Kinasen
(Syk bzw. Fyn) phosphoryliert wird und so die SHRiid SHP2-Phosphatasen an den
Rezeptorkomplex rekrutiert. Diese werden wiederwncld Phosphorylierung aktiviert und
fuhren durch eine Dephosphorylierung der Signatlaktionskomponenten der
aktivierenden Rezeptoren, wie NKG2D oder NCR, zoeeischnellen und effektiven
Abschaltung aller Effektorfunktionen (Moretta, Manget al. 1996, Long 1999, Blery, Olcese
et al. 2000, Moretta, Bottino et al. 2002, Lanié032).

HLA-C1 Cw*02,04,05,06,15,17 Zielzelle
HLA-C2 Cw*01,03,07,08,14,16
HLA-Bw4 B*08,13,27,44,51,53,57,58

HLA-E+
HLA-CZ - piact

HLAG  HLABwA HLAA3ALL  HLAA2-B44,-G Signalpeptid
[ ] T “——
ﬁ L [ | " ] i

2DL1 2DL2,3 2DL4 3DL1 3DL2 ILT2

CD158a CD158b CD158d CD158el CD158k cD8s; CDY4/NKG2A
Molekiil-Klasse 1g-Superfamilie C-Typ-Lektin
Chromosom 19913.4 12p13.1

Abb. 4  Schematische Darstellung der inhibierenden N K-Rezeptoren und ihrer Liganden .

Zur KIR-(CD158)-Familie gehdren dabei 2DL1 und 2DL2,3 die an die HLA-C-Allele der C2- bzw. C1-Gruppe binden. 3DL1
erkennt die Bw4-Allele, wahrend 3DL2 HLA-A3,11 bindet. KIR2DL4 ist ein untypischer Vertreter, da er uber aktivierende und
inhibierende Signalelemente verfugt. ILT2, ein Mitglied der ILT2-Familie erkennt HLA-A2, B44 und mdglicherweise HLA-G. Das
inhibierende Rezeptor-Heterodimer der C-Typ-Lektin-Familie CD94/NKG2A bindet das nicht-klassische-HLA-Ib-Molekil HLA-E.
Alle Rezeptoren kénnen neben NK-Zellen auch auf T-Zellen exprimiert sein, ILT2 darUber hinaus auch auf B-Zellen und
Monozyten. Die Signalweiterleitung erfolgt tber ITIM-Doménen im langen zytoplasmatischen Teil.

Mitglieder der KIR-(Kllerzell-Immunglobulin-Rzeptoren)/CD158-Familie gehoéren zur
Immunglobulinsuperfamilie und werden von 16 Genewdiért, wobei KIR2DP1 und

KIR3DP1 sogenannte Pseudogene sind, die nichtraigitiwerden. Die Nomenklatur dieser
Rezeptoren orientiert sich an der Anzahl der egthalairen Domé&nen (D) und der L&nge des

zytoplasmatischen Teilslofg, L oder short S). Die inhibitorischen Isoformen dieser
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Rezeptoren (KIR2DL-3, KIR3DL1,2) besitzen einen langen (L) zytoplasmatischahuhel
zwei bzw. drei extrazellulare Domanen (D). KIR k®ndan die klassischen HLA-Klasse-la-
Molekule (HLA-A, -B, -C). HLA-C-Molekile stellen @i wichtigsten KIR-Liganden dar und
kénnen aufgrund zweier Aminosauren in inmédrDomane in zwei Gruppen eingeteilt werden
(C1 und C2), die spezifisch von zwei KIR (2DL/S1du@DL/S2,3) erkannt werden (Abb. 5).
HLA-C-Allele der C1-Gruppe (HLA-Cw*01, 03, 07, 0&2, 14, 16) besitzen an Position 77
die Aminoséure Serin und an Position 80 Asparabi)) bei HLA-C-Molekilen der C2-
Gruppe (HLA-Cw*02, 04, 05, 06, 15, 17) befindethsen Position 77 ein Asparagin und an
Position 80 ein Lysin (K). C1-HLA-Allele werden spiisch von KIR2DL/S2,3 erkannt,
wohingegen alle C2-Allele von KIR2DL/S1 gebunderrden (Abb. 5).

inh. KIR2DL2,3 inh. KIR2DL1
akt. KIR2DS2,3 akt. KIR2DS1

\ ra ».,;- / ‘K_\‘ \ w
S co\| Sertes | ¢ J
b % M Glu 187 \.\_‘ \ 1 Gluis?

\’-\-h Ser 184 Q\’
LYS 44 LYS 80
ASN 80 MET 44

Gruppe C1 Gruppe C2
HLA-Cw*01, 03, 07, 08, 12, 14, 16 HLA-Cw*02, 04, 05, 06, 15, 17

Abb.5 Dimorphismus in der al-Doméane der HLA-C-Molekiile entscheidet uber die KI ~ R-Bindung.

HLA-C-Molekile unterscheiden sich u.a. an Position 80 der al-Doméane, an der C1-Allele ein Asparagin und C2-Allele ein Lysin
besitzen. Diese Aminosaure entscheidet, zusammen mit der Aminoséure an Position 44 der KIR-Molekile, tUber die Interaktion
von Rezeptor und Ligand. Die inhibitorischen KIR2DL2 und 2DL3 binden, genau wie die aktivierenden Isoformen 2DS2 und
2DS3, an HLA-C-Molekile der C1-Gruppe. Der inhibierende KIR2DL1 bindet, ebenso wie die aktivierende Isoform 2DS1, an
HLA-C-Allele der C2-Gruppe. Dabei binden die inhibitorischen Isoformen der KIR stets mit hoéherer Affinitat als die
entsprechenden aktivierenden Isoformen. Adaptiert nach Boyington et al. (Boyington and Sun 2002).

Auch HLA-B-Allele kénnen auf @hnliche Weise in zw@ruppen eingeteilt werden, wobei
sich die Supraepitope, HLA-Bw4 und HLA-Bw6, in deéminosduresequenz zwischen den
Positionen 76 und 83 in derl-Domane unterscheiden. KIR3DL1 bindet spezifisciHaA-
Bw4-Allele, fir HLA-Bwe6-Allele ist bisher noch keirRezeptor identifiziert. KIR2DL4
besitzt sowohl eine zytoplasmatische ITIM-Doméareeraauch einen Arginin-Rest in seiner
TM, so dass es mit ERy-Kette (ITAM) assoziieren kann und so inhibiereratger auch
aktivierende Signale liefern kann (Faure and Lo8@2 Kikuchi-Maki, Catina et al. 2005).
Der Ligand von KIR2DL4 ist das nicht-klassische-Hl#&Molekil HLA-G, das
maoglicherweise als l6sliches Monomer bindet (Rapad@n, Bryceson et al. 2006Rie

zweite Gruppe der INKR bilden Mitglieder der C-Tipktin-Rezeptoren. Der inhibitorische
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Rezeptor dieser Gruppe besteht aus dem HeterodiD@4/NKG2A, wobei CD94 das nicht-
klassischen HLA-Klasse-Ib-Molekil HLA-E bindet undNKG2A mit seiner
zytoplasmatischen ITIM-enthaltenden Doméne das dbigmeiterleitet. HLA-E hat ein
eingeschréanktes Peptid-Repertoire und prasentiegtseits die Signalpeptide der klassischen
HLA-Klasse-I-Molekule und des HLA-G-Molekils, andeseits Peptide aus viralen
Antigenen z.B. des Hepatitis-C-Virus und des humadgtomegalie-Virus (Falk, Mach et al.
2002, Nattermann, Nischalke et al. 2008). der dritten Gruppe sind die Ig-ahnlichen
Transkripte Ig-like transcripts ILT/LIR, CD85) zusammengefasst, die wie die KI& 1g-
Superfamilie gehdren. Diese Rezeptoren binden dmeres wenn nicht sogar an alle HLA-
Klasse-la-Molekile (HLA-A, -B, -C). Ihre genaue egffitat ist allerdings noch nicht im
Detail geklart (Fanger, Cosman et al. 1998, Nakaji®amaridis et al. 1999). Der auf NK-
Zellen am haufigsten exprimierte Vertreter ist IL{IAR-1), der unter anderem das HLA-
Klasse-Ib-Molekul HLA-G erkennt und neben NK-Zellamch auf manchen T-Zellen, B-
Zellen und Monozyten exprimiert sein kann (LopezdBoNavarro et al. 1999, Navarro,
Llano et al. 1999, Hofmeister and Weiss 2003, $$hipTsumoto et al. 2003). Die Vielfalt an
INKR in Kombination mit ihrer unterschiedlichen Sgeéat fur HLA-Klasse-I-Liganden
ermdglicht es NK-Zellen, geringe Unterschiede inr ddl_A-Klasse-I-Expression einer
Zielzelle auf Allelniveau wahrzunehmen, und gegeéalls mit einem ,Angriff* in Form

von Zytotoxizitat und/oder Zytokinproduktion aufréederte Zellen zu reagieren.

Aktivierende Rezeptoren auf NK-Zellen

Dieser Vielzahl an iNKR stehen mindesten ebenste \adtivierende Rezeptoren (aNKR)
gegenuber (Abb. 6) (Lanier 2005, Bottino, Morettaak 2006). Die Weiterleitung der
positiven Signale nach Ligandenbindung erfolgtdi@ aktivierenden Rezeptoren nicht Gber
rezeptorinterne Motive, wie es bei den inhibieren&ezeptoren tber die ITIM der Fall ist,
sondern Uber eine Assoziation mit Signal-Adapteekidlen durch positiv-geladene
Aminosauren in der Transmembrandoméne der aNKRSfimalweiterleitung ins Zellinnere
besitzen die Adaptermolekile entweder ITAMuhunoreceptor tyrosin-based activating
motifg-Domanen, die nach Tyrosin-Phosphorylierung zereiekrutierung und Aktivierung
von Kinasen und letztendlich einer Aktivierung veranskriptionsfaktoren fuhren (Vivier,
Nunes et al. 2004) oder andere Nicht-ITAM-Signalne{Bryceson, March et al. 2006).
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HLA-C1 Cw*02,04,05,06,15,17 Zielzelle
HLA-C2 Cw*01,03,07,08,14,16
HLA-Bw4 B*08,13,27,44,51,53,57,58

HLA-C2 HLA-E ULBP 1-4
HLACL  piacwd HLA-Bwa ? +Signalpeptid ~ MICA/B b8

A &

RN

2DS1 2DS2,3 2DS4 3DS1 NKp46 44 30

CD94/NKG2C NKG2D 2B4

CD158h CD158j CD158i CD158e2 (CD314) (CD244)
Signalmolekdl DAP12 CD3¢ DAP12 CD3g DAP12 DAP10 SAP
L ] L J
ITAM-Adaptermolekiile Nicht-ITAM-Adaptermolekiile
Molekiil-Klasse Ig-Superfamilie C-Typ-Lektin CD2/CD150
Chromosom 19913.4 12p13.1 1p13

Abb. 6 Schematische Darstellung der aktivierenden R ezeptoren und ihrer Liganden.

Die kurzen Isoformen der KIR2DS/3DS-Molekiile erkennen, mit Ausnahme von 2DS4, dieselben HLA-C und B-Gruppen wie ihre
inhibitorischen Pendants. Fir die NCRs ist die Ligandenspezifitat nicht eindeutig geklart. CD94 kann neben NKG2A auch mit
dem aktivierenden NKG2C-Rezeptor Heterodimere bilden, wobei auch hier HLA-E erkannt wird. Zur Signalweiterleitung
assoziieren diese aktivierenden Rezeptoren Uber geladene Aminoséduren in ihrer TM-Domé&ne mit Adaptermolekilen wie
DAP12, die eine oder mehrere ITAM-Doménen besitzen. NKG2D erkennt die MHC-ahnlichen Molekiile MICA/B und ULBP1-4
und assoziiert mit DAP10, das Uber eine PI3K-Bindestelle verfugt. 2B4 bindet CD48 und leitet die Signale Uber SAP weiter.
Auch diese Rezeptoren kénnen auf T-Zell-Subpopulationen exprimiert werden.

Zu den ITAM-abhéangigen Rezeptoren zahlen Mitglieddsr KIR-Familie (KIR2DS,
KIR3DS), die im Gegensatz zu den inhibitorischerofdemen nur einen kurzen
zytoplasmatischen Teil (short, S) besitzen, ab&e aedentische extrazellulare Domane
aufweisen. Deshalb besitzen die aktivierenden KIR, auf wenige Ausnahmen, dieselbe
Ligandenspezifitat wie ihre inhibierenden Gegenstiicjedoch ist die Affinitdt der
inhibierenden KIR fir ihre HLA-Klasse-la-Ligandemrmi Vergleich zur Affinitdt der
aktivierenden KIR hoher (Abb. 5)(Saulquin, Gastieelal. 2003). Zur Signalweiterleitung
assoziieren aktivierende KIR mit dem ITAM-tragendegeptermolekil DAP12. Eine zweite
Gruppe von ITAM-abhangigen Rezeptoren bildet daBy@g-Lektin Rezeptor- Heterodimer
CD94/NKG2C, welches ebenfalls das nicht-klassiseheA-E-Molekll erkennt (Lazetic,
Chang et al. 1996, Braud, Allan et al. 1998, Lopetet, Llano et al. 2000). NKG2C
unterscheidet sich von seinem inhibitorischen PendBlKG2A ebenfalls nur im
zytoplasmatischen Anteil, dem ITIM-Sequenzen fehlsKKG2C bindet dafliir mit seinen
positiven Aminosauren in der TM-Region an das Adapblekil DAP12. Die dritte Gruppe
bildet die Familie der Naturlichen-ZytotoxizitdteFeptoren (natural cytotoxicity receptors,
NCR) (Moretta, Bottino et al. 2001), deren Vertreter Ig-Superfamilie gehéren und die
bisher einzig bekannten spezifischen NK-Zell-Reaept darstellen. NKp46 (CD335) und
NKp30 (CD337) werden auf allen NK-Zellen konstiitNKp44 (CD336) dagegen nur nach



14 Einleitung

Aktivierung, z.B. mit IL-2, exprimiert (Vitale, Btino et al. 1998). Liganden der NCR sind
noch nicht eindeutig identifiziert, es gibt aberhattspunkte fir eine Bindung von viralem
Hamagglutinin durch NKp46 (Mandelboim, Liebermanaét 2001, Arnon, Achdout et al.
2004). Die Weiterleitung der aktivierenden Signatker NCR erfolgt Uber die
Adaptermolekile DAP12 (NKp44) bzw. CD3und FeRI y (NKp30 und NKp46). Der
ursprunglich als NK-Marker definierte #RIlIIA-Rezeptor (CD16) bindet mit niedriger
Affinitat an den Fc-Teil zellgebundener IgG-Mole&ibzw. Immunkomplexend I6st damit
die sogenannte Antikorper-abhéangige Zell-Zytotdiizantibody-dependent catditotoxicity
ADCC) aus. CD16 signalisiert genau wie NKp30 undp¥B durch FeRly- und CD3-
Ketten (Radaev, Motyka et al. 200Bine weitere Gruppe bilden aktivierende Rezeptoren,
die ITAM-unabhangig positive Signale weiterleitddazu zahlt das Homodimer NKG2D
(CD314), das die MHC-Klasse-I-dhnlichen MolekiileOA/B und ULBP1-4 bindet, und
einen weiteren Vertreter der C-Typ-Lektin-Familiarstellt (Vivier, Tomasello et al. 2002,
Cerwenka and Lanier 2003, Raulet 2003). NKG2D waiufl allen NK-Zellen, CD& (3"~ und
yd'-T-Zellen exprimiert (Raulet 2003). Dieser Rezeptoirkt zwar auf NK-Zellen als
autonomer aktivierender Rezeptor, auf T-Zellen stHeKG2D jedoch nur kostimulierende
Eigenschaften zu besitzen und kann alleine keinivitékt vermitteln (Billadeau, Upshaw et
al. 2003, Zompi, Hamerman et al. 2003). NKG2D isit mlem DAP12 verwandten
Adaptermolekil DAP10 assoziiert (Lanier 2005) utellisim Maussystem einen wichtigen
NK-Rezeptor in der Tumoriberwachung dar, da seimgariden auf vielen Tumoren
exprimiert werden. Im humanen System ist NKG2D Vy@msonderem Interesse, da einige
Tumore NKG2D-Liganden exprimieren und l6sliche NHK@sRiganden in Seren von
Tumorpatienten nachweisbar sind, was mit einerestiéren Prognose assoziiert ist (Groh,
Wu et al. 2002, Salih, Rammensee et al. 2002). Dabede in dieser Arbeit der Fokus in der
Untersuchung der Tumor-NK-Zell-Interaktion auf dtegulation der NKG2D-Liganden auf

den Tumorzellen gelegt.

Ein Vertreter der CD2/CD150-Familie ist 2B4 (CD241it seinem Liganden CD48, der auf
allen hamatopoetischen Zellen exprimiert ist (BrowBoles et al. 1998). 2B4 besitzt
zytoplasmatischemmuno-tyrosine-based switch-mot{i3SMs), die das SLAM-assoziierte
Protein (SAP) und die Kinase Fyn rekrutieren, umand eigene Signalwege beschreiten
kénnen (Chen, Relouzat et al. 2004, Eissmann, Beawp et al. 2005)2B4 wurde als

Korezeptor fir NK- und T-Zellen identifiziert, wobsich die Signalibertragung von 2B4
grundlegend von der typischen Tyrosinphosphorytigekaskade der anderen aNKR
unterscheidet, da das Adaptermolekil SAP das Signéén Phosphatidylinositol-3-Kinase-
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(PI3K)-Weg weiterleitet. Neben diesen, in meinerbdit phanotypisch und funktionell
untersuchten aNKR, existieren weitere z. B. CD2,BMY, DNAM-1, CD44, NKp80
(Bryceson, March et al. 2006), auf die jedoch niochDetail eingegangen wird.

Die meisten der bisher erwahnten iINKR und aNKR rzidn sich im humanen Genom in
zwei Genregionen. Alle Gene der KIR-Familie und der-Familie (Young, Canavez et al.
2001) sowie die Adaptermolekile DAP10 und DAP12dsim Leukozyten-Rezeptor-
Komplex (eucocyte receptor complekRC) auf Chromosom 19q13.4 kodiert. NKp46 und
ein KIR-verwandter Rezeptor, LAIR-1, sind ebenfalls dieser Gen-Region kodiert
(Meyaard, Adema et al. 1997). Im Naturlichen-Kitlel-Komplex ¢atural killer cell
complex NKC) auf Chromosom 12p13.1 sind alle Gene der yg-Iektin-Familie,
einschlief3lich der beiden Aktivierungsrezeptorenl6Dund CDG69, lokalisiert. Der Rezeptor
2B4 (CD244) wird nicht im LRC oder NKC, sondern &ifromosom 1p13 kodiert.

1.2.2 Periphere NK-Subpopulationen

Humane NK-Zellen im peripheren Blut lassen sichgawid ihrer Expressionsdichte von
CD56 f(eural cell adhesion moleculd&\-CAM) und CD16 in zwei Hauptpopulationen
unterteilen (Lanier, Le et al. 1986, Gottschalkapet al. 1990), die fur unterschiedliche
Effektorfunktionen verantwortlich sein sollen (JaspStoll et al. 1992, Cooper, Fehniger et
al. 2001). CD56 selbst besitzt keine bekannte Ranlktuf humanen NK-Zellen (Lanier, Testi
et al. 1989), da kein homologes Protein auf murihgZellen vorhanden ist, kann die
funktionelle Relevanz vernachlassigt werden (Coopehniger et al. 2001). Die CD56 hoch
exprimierenden und hauptsachlich CD16 negativen 5€8"/CD16“-NK-Zellen machen
etwa 10 % der peripheren NK-Zellen aus und verfiigeer ein schwaches zytotoxisches
Potential, kbnnen aber hohe Mengen an Zytokinenlkhey und TNFe sezernieren (Jacobs,
Stoll et al. 1992, Cooper, Fehniger et al. 20@gdurch wird ihnen eine eher regulatorische
Funktion durch die Zytokin-vermittelte Beeinflusgurder nachfolgenden spezifischen
Immunantwort zugeschrieben. Diese Subpopulation rimgrt hauptséchlich das
inhibitorische Heterodimer CD94/NKG2A, selten jedd€IR bzw. ILT2 (Abb. 7)(Colonna,
Navarro et al. 1997, Cooper, Fehniger et al. 2001).
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Abb. 7  Schematische Darstellung_der unterschiedlich  en Oberflachenexpression und Funktion der beiden NK  -Zell-
Subpopulationen CD56 “9"/CD16  und CD56 “™/CD16".

Die beiden NK-Zell-Subpopulationen unterscheiden sich vor allem in der Expression von CD56, CD16 und den inhibitorischen
Rezeptoren fiir Selbst-HLA-Klasse-I-Molekiile. Dabei exprimieren CD56™"-NK-Zellen das inhibitorische Heterodimer
CD94/NKG2A fur HLA-E, aber keine KIR. Die Expression von KIR ist, genau wie der CD16-Rezeptor, auf die CD56%™-NK-
Population beschréankt. Daneben besitzen Zellen beider Populationen verschiedenen Chemokinrezeptoren und
Adhéasionsmolekile, wobei hier nur die wichtigsten dargestellt sind, u.a. CCR7 und CXCR1. Aufgrund der héheren Expression
von zytotoxischen Granula in den CD56“™-NK-Zellen wird ihnen eine vorrangig zytotoxische Funktion zugeschrieben, wogegen
CD56"9".NK-Zellen vor allem fiir eine Zytokinproduktion verantwortlich sein sollen.

Daneben besitzen etwa 90 % der peripheren NK-Zell@D56"™-NK-Zellen, eine
geringere Expression von CD56, dafur aber in h@hehte den CD16-Rezeptor (FRIIIA)
und ungefahr 10-mal mehr Perforin in den lytisch@ranula als CDSBY"-NK-Zellen
(Jacobs, Hintzen et al. 2001). Die KIR-Rezeptored UWL.T2 sind fast ausschlie3lich auf
CD56"™-NK-Zellen exprimiert, wofiir diese eine geringergpEession des CD94/NKG2A-
Heterodimers besitzen. Die komplementare Funktieset inhibierenden Rezeptoren fur die
Aufrechterhaltung der Selbst-Toleranz konnte audh konaler Ebene gezeigt werden
(Valiante, Uhrberg et al. 1997, Parham 2006). D56 ™/CD16"-NK-Subpopulation besitzt
vorrangig zytotoxische Eigenschaften und wird dalas Haupt-Effektorzelle in der
Eliminierung von Virus-infizierten und entarteterllén betrachtet. Andere aktivierende NK-
Rezeptoren wie NKG2D und die NCRs (NKp30, 44, 4@®igen eine vergleichbare
Expression auf beiden Subpopulationen (Bauer, @ta@h. 1999, Sivori, Parolini et al. 2000).
Beide NK-Subpopulationen weisen auch ein untersiiclees Repertoire an Zytokin- und
Chemokinrezeptoren sowie Adhasionsmolekilen aufe Riuf CD58""-NK-Zellen
beschrankte Expression von CCR7 (CC-Chemokin-Reeept und CD62L (L-Selektin),
welche die Migration von Zellen in sekundéare lymjsehe Organe ermdglichen, ist fur die
Anreicherung dieser Subpopulation in Lymphknoteh %@) und Milz (50 %) verantwortlich,
wobei dies auch ohne eine Entziindungsreaktion dkrdt (Frey, Packianathan et al. 1998,
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Campbell, Qin et al. 2001, Ferlazzo, Thomas eR@0b4). Dabei sind die NK-Zellen auch in
den perifollikularen T-Zellzonen zu finden, wo smt DCs und T-Zellen interagieren konnen
(Fehniger, Cooper et al. 2003, Ferlazzo, Pack. &(fl4, Gregoire, Chasson et al. 2007). Die
Tatsache, dass in Lymphknoten NK-und T-Zellen zusantireffen, kénnte die konstitutive
Expression des hoch affinen IL-2-Rezeptady¢Ketten) auf CD58'9"-NK-Zellen erklaren,
da IL-2 vorrangig von T-Zellen produziert wird, usdmit einen Hinweis auf eine Interaktion
dieser Zellen bei der Immunantwort darstellen (figér, Cooper et al. 2003). Aufgrund der
exprimierten Chemokinrezeptoren, u.a. CCR2, CCR®&. bZX;CR1 werden NK-Zellen
dartber hinaus auch zu Entztindungsherden und @etefumorentstehung rekrutiert, wobei
das vorrangig fiir die CD8&"/CD16-Subpopulation der Fall ist (Dalbeth, Gundle et al.
2004, Ottaviani, Nasorri et al. 2006, SchleypenurBat al. 2006, Carrega, Morandi et al.
2008) Untersuchungen mit frischen unstimulierten NK-2elkonnten zeigen, dass nur eine
Minderheit aller NK-Zellen ohne vorherige Stimutatiauf HLA-Klasse-I-negative Zielzellen
mit Zytokinsekretion und/oder Zytotoxizitat reagjewobei dabei fast alle der CD¥B
Fraktion angehdrten (Anfossi, Andre et al. 200@), dass der Begriff der ,Naturlichen®
Killerzelle in Frage zu stellen ist. Eine Vorakawing mit IL-2 bzw. IL-12 induziert in
CD56"9".NK-Zellen eine den CD5#-NK-Zellen vergleichbare zytotoxische Aktivitat
(Caligiuri, Zmuidzinas et al. 1990, Nagler, Lanetral. 1990, Robertson, Soiffer et al. 1992,
Cooper, Fehniger et al. 200Pxinzipiell sind alle NK-Zellen féahig, Zytokine zaroduzieren,
wobei die Art des dazu nétigen Stimulus sich udiem NK-Subpopulationen unterscheidet,
da CD58""-NK-Zellen auf eine IL-12 bzw. IL-15-Stimulation rsitiver reagieren, wahrend
dies bei CD58™-NK-Zellen fiir HLA-Klasse-I-negative Zielzellen d&all ist. Daher werden
die NK-Subpopulationen nun eher als ,Zytokin-sewsitind ,Zielzell-sensitiv‘ bezeichnet
(Anfossi, Andre et al. 2006). Da CD%8™“NK-Zellen in vitro nach Stimulation mit
PMA/lonomycin mehr Zytokine als CD&B-NK-Zellen produzieren, was auf eine hohere
intrinsische F&ahigkeit zur Zytokinproduktion hinwgiist die Frage der unterschiedlichen
Funktion in Abhangigkeit des Phanotyps noch nidigchlieRend geklart (Cooper, Fehniger
et al. 2001). Trotz dieser vielen Rezeptoren fehiher noch ein differentieller Marker, der
entweder fir die Funktion oder die Migration in lyhatische oder entzindliche Gewebe
charakteristisch ist. In dieser Arbeit wurde dabaer weiterer Marker, namlich der auf T-
Zellen seit langem bekannte Kostimulationsrezep@D6, in die Fragestellung der
Korrelation von NK-Phanotyp und -Funktion einbezog€D6 ist ein Typ-B-Scavenger-
Rezeptor-Glykoprotein, das vor allem auf T-Zelléfhymozyten und einigen B-Zellen
exprimiert ist (Mayer, Funke et al. 1990, Aruffop\Ben et al. 1997, Singer, Fox et al. 2002)
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und wahrscheinlich als kostimulierendes Molekidi@én T-Zell-Aktivierung und Thymozyten-
Reifung fungiert (Morimoto, Rudd et al. 1988, SingRichardson et al. 1996, Hassan,
Barclay et al. 2004). CD6 besitzt in seiner extilai@@en Doméne drei Scavenger-Rezeptor-
Cystein-reiche-(SRCR)-Domanen, wobei die membradg@ Domane mit ALCAM
(activated leukocyte cell adhesion moleful€D166) interagiert (Bowen, Bajorath et al.
1996, Zimmerman, Joosten et al. 2006). ALCAM ish é\dhéasionsmolekll der Ig-
Superfamilie und wird u.a. auf aktivierten T- uneL#amphozyten, Monozyten, aber auch
Thymus-Epithel, Keratinozyten, Endothel und Neurorexprimiert (Bowen, Patel et al.
1995), wobei die Expression von ALCAM auch durcho-miflammatorische Zytokine
induziert werden kann (Cayrol, Wosik et al. 200B)e intrazellularen Signale, die nach
Bindung von CD6 an ALCAM ablaufen, sind bis heuiehheindeutig geklart.

2  Tumorentstehung durch Umgehung zellinterner und e xterner
Kontrollelemente

Die in Kapitel 1 beschriebenen Effektorzellen degeborenen und adaptiven Immunsystems
sind nicht nur fur die Infektionsabwehr von Bedewgu sondern spielen auch bei der
Kontrolle maligner, entarteter Zellen eine gro3él&Rdurch auliere Einflliisse induzierte oder
spontane Mutationen fihren nur in den seltenstdier-aur Entstehung von Tumoren und
damit zur Manifestation der malignen TransformatiDer Hauptgrund hierfir sind zunéchst
effiziente, zellinterne Systeme, die solche Ver@ndgen reparieren oder geschadigte Zellen
eliminieren. Versagen diese zellinternen Mechanigsrkemmt das Immunsystem als externe
Kontrollinstanz zum Einsatz. Aber auch diese Systemd manchmal nicht ausreichend, um
die Transformation normaler Korperzellen in boggrtund invasive Tumorzellen bzw. deren
Verbreitung zu verhindern. Daher wurde in dieseloeram Beispiel des Kolon-Karzinoms
untersucht, ob die Mechanismen, die einer TumazElgenschaften wie ungehemmtes
Wachstum und Gewebeeinwanderung vermitteln, auchektdi an der geringen
Immunerkennung der Tumorzellen durch ZTL und NKl&ebeteiligt sind.

2.1 Uberwindung zellinterner Kontrollmechanismen am Beispiel des

Kolon-Karzinoms

Die Umwandlung einer normalen Zelle in eine Tumbezest keine Folge eines einmaligen
Mutationsereignisses, sondern ein mehrstufigerdaofHanahan and Weinberg 2000). In der
Regel tritt dabei eine Aktivierung von Proto-Onkongr, die regulatorische Proteine des

Zellzyklus bzw. -Differenzierung kodieren, zusammenit einer Inaktivierung von
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Tumorsuppressoren und/oder pro-apoptotischen GaakerDaran sind sowohl epigenetische
Veranderungen, wie DNS-Methylierungen und Histonifiicationen, als auch genetische
Veranderungen, wie DNS-Mutationen, beteiligt. DasNIMethylierungsmuster in
Tumorzellen weist im Vergleich zu nicht malignenw@bezellen Unterschiede auf, wobei
neben einer geringen Gesamt-DNS-Methylierung laitarke Methylierungen von CpG-
Inseln in Promotorbereichen tumorsuppressiver Genleeobachten sind, die meist mit einer
Geninaktivierung einhergehen (Jones and Laird 1B89lin and Herman 2000, Feinberg and
Tycko 2004). Diese epigenetischen Veranderungen sind wahrsatieifdereits an den
initialen Schritten der Karzinogenese beteiligt usdhaffen neben der veranderten
Transkription von Genen die Voraussetzungen fiur DMINBationen, die dann zur
Manifestation des transformierten Phanotyps fuli@mady and Markowitz 2002, Baylin and
Ohm 2006, Feinberg, Ohlsson et al. 200Bgreits in prainvasiverStadien des Kolon-
Karzinoms werden einige normalerweise unmethyli@éme, wie z.B. der Tumorsuppressor
p16™*A durch Methylierung inaktiviert und erlauben so ankontrolliertes Wachstum und
die klonale Expansion transformierter Zellen. Diianzeitig auftretende Verlust der DNS-
Methylierung in diesen Zellen fuhrt zu genetischmestabilitat, da er in repetitiven Elementen,
die normalerweise stark methyliert sind, zu erhbfAtenskription fihrt (Robertson 2001,
Cadieux, Ching et al. 2006). Das unkontrollierte Wstum und die genetische Instabilitat
erlauben ein vermehrtes Auftreten von Mutationen EINS, die an der Aufrechterhaltung

der Transformation beteiligt sind (Grady and Markaw2002, Jones and Baylin 2007).

In ihrem ,Leitartikel* der Tumorgenese fordern Haaa und Weinberg das gleichzeitige
Auftreten von mindestens sechs essentiellen Verdnden, um eine normale Zelle in eine
maligne und invasive Tumorzelle zu verwandeln (H@maand Weinberg 2000). Diese
Veranderungen umfassen u.a. die Unabhangigkeitexternen Wachstumssignalen, was im
Kolon-Karzinom hauptséchlich durch eine aktiviereriutation in den Signalproteinen K-
RAS bzw. B-Raf erreicht wird, und die Unempfindkeit gegentber wachstumshemmenden
und Differenzierungs-Signalen bedeutet. Dariberadsnwird eine Resistenz gegen den
programmierten Zelltod (Apoptose) als Voraussetzpaostuliert. Der Funktionsverlust des
TumorsuppressorgenAPC (adenomatous polyposis ¢otlurch Mutation, und die daraus
resultierende Uberaktivierung des Wingless/Wnt-8igeges durch eine Anhaufung vpn
Catenin, z&ahlt zu den ersten manifestierten Vendmgen im Kolon-Karzinom (Grady and
Markowitz 2002). In vielen Kolon-Karzinomen tritt udem eine Mutation im
Tumorsuppressorgen p53 auf, vor allem in der DN&Bngsdoméne, die den Zellen u.a.

eine  Apoptose-Resistenz  verleint. Durch das Audsgha dieser  wichtigen
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Kontrollmechanismen besitzen transformierte Zeltblamn die Fahigkeit zu unbegrenzter
Zellteilung. In einem fortgeschrittenen Stadium @amorentwicklung muss die Versorgung
der Tumorzellen mit Nahrstoffen und Sauerstoff siglestellt werden, wozu eine Neubildung
von Gefallen (Angiogenese) notig ist, die zum Belspdurch Sekretion des
Wachstumsfaktors VEGFv/éscular endothelial growth factpund Bindung an den VEGF-
Rezeptor auf Endothelzellen vermittelt wird. Daeimem Gewebe mit der Zeit sowohl der
Platz als auch die Versorgung mit Nahrstoffen ienénde Faktoren fur das Tumorwachstum
darstellen, wandern Tumorzellen in andere Gewelse(sletastasierung), wobei nicht alle
Tumorentitaten von Metastasenbildung begleitet.did Gewebeauswanderung wird héaufig
durch einen Verlust von Zelladhasionsmolekilen wkeCadherin ausgel6st, die
normalerweise eine Einbindung in das umgebende Bewiherstellen. Zuséatzlich werden
Matrix-abbauende Proteasen induziert, die eine Wamd) der Zellen durch
Epithelschichten, Blutgefal3e und Stroma erlaubesnéfian and Weinberg 2000). Wurden
durch Mutation und epigenetische Regulation all seliezellinternen Mechanismen
Uberwunden und eine ungehinderte Proliferation Tamorzellen mdglich gemacht, dann
kommt das Immunsystem als zweite grof3e BarriedeirvVerhinderung der Tumorentstehung
zum Einsatz, dessen Effektorzellen bereits darliiesterden (Dunn, Old et al. 2004).

DNS-Methylierung und Transkriptionskontrolle

Die in der DNS kodierte Information wird durch epigetische Modifikationen zusatzlich
reguliert, indem diese vorgeben wann, wie und we ginetische Information transkribiert
und in Proteine translatiert, und damit erst flireeZelle nutzbar gemacht wird (Robertson
2001). Dies geschieht in Saugerzellen hauptsachiliar eine Methylierung von Cytosin an
der 5’-Position, vor allem in sogenannten CpG-Inselie in den Promotoren von ca. 60 %
aller Gene vorhanden sind und im menschlichen Gesuainea. 45.000 CpG-Inseln geschéatzt
werden (Robertson 2001, Takai and Jones 2002).iDedpeler Fokus bis vor kurzem allein
auf den CpG-Insel-haltigen Promotoren, da hier eingerse Korrelation zwischen
Methylierung und Transkriptionsrate bereits mecsiggsh gezeigt werden konnte (Takai and
Jones 2002). Es gibt aber Hinweise, dass auch Geme CpG-Inseln im Promotor durch
Methylierung reguliert werden (Futscher, Oshirale002).

In Saugerzellen sind bisher drei DNS-Methyltrareden (DNMT) identifiziert worden, die
fur die Cytosin-Methylierung verantwortlich sind:NMT1 (Bestor, Laudano et al. 1988),
DNMT3a und 3b (Okano, Xie et al. 1998), dartibeabmexistiert auch eine vierte, DNMT2,

deren katalytische Aktivitat aber bis heute wedevitro nochin vivo gezeigt werden konnte



Einleitung 21

(Okano, Xie et al. 1998, Yoder and Bestor 1998).MJON, die in somatischen Zellen
haufigste DNMT (Robertson, Uzvolgyi et al. 1999kigt eine 10- bis 40-fach hohere
Praferenz fur hemi-methylierte CpG-Inseln (Pradi&axolla et al. 1999) und interagiert mit
dem PCN-Antigen groliferating cell nuclear antigep weswegen sie an der
Replikationsgabel und an DNS-Reparaturstellen Isicat ist (Leonhardt, Page et al. 1992,
Chuang, lan et al. 1997, Margot, Cardoso et al12Mbrtusewicz, Schermelleh et al. 2005).
Aufgrund dieser Eigenschaften wird die DNMT1 als dbgenanntemaintenanceDNMT
bezeichnet, da sie das bestehende DNS-MethylietMingser bei jeder Replikationsrunde an
den neu-synthetisierten DNS-Strang weitergibt, veggm sie fir eine normale embryonale
Entwicklung, die Zell-Differenzierung, das Gen-Inmping und die X-Chromosom-
Inaktivierung notig ist (Beard, Li et al. 1995, Haon, Krassowska et al. 2004). In
Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass DNMT3adlntlir einede noveMethylierung

im Zuge einer Embryo-Implantierung oder von newas Genom integrierten, retroviralen
Sequenzen in Maus-Stammzellen benétigt werden (@k&all et al. 1999). Dabei binden
beide Enzyme gleichermal3en an hemi-methyliertewnmdethylierte Sequenzen und werden
deshalb als de nov6-DNMT Klassifiziert (Okano, Xie et al. 1998). Enng der DNMT3-
Familie zeigen im Vergleich zu DNMT1 eine etwa 2@+ schwachere katalytische Aktivitat
(Okano, Xie et al. 1998).

In nicht transformierten Zellen liegen die meist&pG-Motive in Promotorbereichen von
Genen unmethyliert vor und sind dadurch frei zufjghgflir die Bestandteile der
Transkriptionsmaschinerie, wie Transkriptionsfakto(TFs) und RNS-Polymerasen (Yoder,
Walsh et al. 1997, Robertson and Wolffe 2000). Biteghylierung in den Promotorregionen
fuhrt meist zu einer Inaktivierung des nachgeselait Gens, wobei es dafir mehrere
mechanistische Erklarungen gibt (Eden, Hashimslkebay. 1998, Jones and Laird 1999). Die
Methylierung von CpG-Inseln kann die Bindung eimige- verhindern, welche CpG-
Dinukleotide in ihrer Bindungsdomane tragen. Diedéechanismus ist aber eher als
Ausnahme zu betrachten, da er nur wenige der bé&kanhF betrifft und auch keine
Erklarung fir eine Inaktivierung groRer Doméanenroganzer Chromosomen, wie dem X-
Chromosom bietet (Tate and Bird 1993). Ein weitdlechanismus ist die selektive Bindung
einiger Proteine an methylierte DNS-Sequenzen. eDiésteine besitzen eine sogenannte
Methyl-CpG-Binde-Doméane (MBD) und eine TranskripgeRepressions-Domane (TRD)
und kénnen durch Bindung an die methylierten Promeot den Zutritt anderer TFs sterisch
blockieren (Lewis, Meehan et al. 1992, Robertsod120Einige dieser Proteine, z.B. MeCP2
und MBD1-3, kénnen daruber hinaus Histon-Deacegyla@HDACS) zu den methylierten
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Promotoren rekrutieren (Jones, Veenstra et al. 11988, Ng et al. 1998). Acetylierung ven
Amino-Gruppen in konservierten Lysin-(K)-Resten deéfistone (z. B. Histon-H3-
K(9,14,18,23) und Histon-H4-K(5,8,12,16)) verringedurch eine Neutralisierung der
basischen Ladung, die Affinitat der Histone zur etvenden negativ-geladenen DNS, und
fuhrt damit zu einer offenen Chromatinstruktur (Bwematin), was die Bindung des
Transkriptionsapparates und eine Genablesung er{Reberson and Workman 2000, Becker
and Horz 2002). Wird diese Acetylierung durch HDA&Gzymatisch entfernt, erfolgt der
gegenteilige Effekt, namlich eine engere Packungr d@NS in Nucleosomen
(Heterochromatin) (Robertson and Wolffe 2000). Bg&sZusammenspiel von DNS-
Methylierung und Histon-Acetylierung zeigt sich hudurch die drastische Steigerung der
Transkription sonst stillgelegter Gene durch gleetigen Einsatz von DNMT- und HDAC-
Inhibitoren (Cameron, Bachman et al. 1999). DNMEhik dartber hinaus auch direkt mit
HDACSs interagieren, wobei die genaue Auswirkung digf Regulation der Transkription
noch nicht geklart ist (Fuks, Burgers et al. 20R0bertson, Ait-Si-Ali et al. 2000, Rountree,
Bachman et al. 2000). Vorstellbar ist aber einetdtisAcetylierung als Voraussetzung fur
eine DNS-Methylierung, oder eine doppelte Funktder DNMT1 als ,,CpG-Methylierer”
und HDAC-rekrutierendes Protein. In beiden Félldirde die DNS nach Methylierung von
Methyl-Binde-Proteinen gebunden und damit weitei@Al@s rekrutiert werden, die den
repressiven Status aufrechterhalten. Welcher Mesimaus die veranderte spezifische CpG-
Methylierung in Tumoren reguliert ist noch nichtnge bekannt, da DNMTs relativ
unspezifisch sind und anscheinend nur auf das Viddtasein von CpG-Dinukleotiden als
Erkennungssequenz angewiesen sind (Robertson 200dieser Arbeit wurde daher gezielt
die Auswirkung der veranderten DNS-Methylierund umorzellen auf die Immunerkennung
durch ZTLs und NK-Zellen anhand verschiedener DNDHIetions-Varianten der Kolon-

Karzinom-Zelllinie HCT116 untersucht.

RAS-Proteine und onkogene Signaltransduktion

Mitglieder der RAS-Familie (H-RAS, K-RAS, N-RAS)m&l hoch-konservierte, 21 kDa grol3e
Proteine, welche die Weiterleitung extrazellulaBignale zu zellinternen Signalkaskaden
regulieren, und ein grol3es transformierendes Hatebésitzen (Barbacid 1987, Bourne,
Sanders et al. 1990, Lowy and Willumsen 1993). F&&eine sind GTPasen und wechseln
zwischen zwei Aktivierungszustanden, der aktiverf;,P&@ebundenen und der inaktiven,
GDP-gebundenen Form (Barbacid 1987, Lowy and W#em 1993, Herrmann 2003).

Reguliert wird der Aktivierungszustand der durch FGEguanine nucleotide exchange
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factor9, die eine Abkopplung von GDP herbeifiihren, waskhwie hohe GTP-Konzentration
in der Zelle zu einer Bildung von RAS-GTP fihrt {am, Khosravi-Far et al. 1995,
Repasky, Chenette et al. 2004, Dhillon, Hagan.e2@7). RAS-GTP besitzt eine veranderte
Konformation, wodurch die Bindung und Aktivierungerschiedenster Effektormolekile
erfolgen kann (Abb. 8). Das aktivierende Signaldmdurch sogenannte GAP&TPase
activating proteiny abgeschalten, die zu einer Spaltung von GTP warditdder inaktiven
RAS-GDP Form fiuhren, indem sie die schwache inBaie GTPase-Aktivitdit von RAS
verstarken (Bollag and McCormick 1992, Repasky, rétie et al. 2004). Die Aktivitat der
GEF und GAP wird von verschiedenen Oberflacheniterep wie Rezeptor-Tyrosin-Kinasen
(RTKs), G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, Integrined Zytokin-Rezeptoren wie IL-2-

Rezeptor reguliert (Satoh, Endo et al. 1990, Razakicock, Fernley et al. 1993, van Biesen,
Hawes et al. 1995).

(P) (P)
@ Q Serin/Threonin-Kinasen MAPKKK
: % Threonin/Tyrosin-Kinasen MAPKK

®
@Q Serin/Threonin-Kinasen MAPK

POORSK
* - Zielgen
TFs
\7 7 \'/\/\/\/\/\/\/\

Abb. 8 Schematische, stark vereinfachte Darstellung der K-RAS-regulierten MEK/ERK-(MAPK)- und PI3K-

Signalwege.
Das G-Protein K-RAS wird durch extrazellulare Signale, die z.B. durch Rezeptor-Tyrosin-Kinasen in die Zelle weitergeleitet
werden, aktiviert, und liegt dadurch in seiner GTP-Form vor. Durch die damit einhergehende Konformationséanderung kann RAS
dann an unterschiedliche Signalmolekiile der Zelle binden. Die bekanntesten sind dabei die Raf-Kinasen und die PI13-Kinasen,
die nach Aktivierung, andere Effektormolekiile, wie die ERK1/2-Kinasen bzw. die Akt-Kinase, aktivieren. Diese leiten das Signal

dann u.a. in den Zellkern weiter und fuhren dort, Uber die Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren, zu einer
veranderten Transkription zahlreicher Zielgene.
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Die unterschiedlichen extrazellularen Signale voracWstumsfaktoren, Hormonen und
Zytokinen fuhren durch die Aktivierung einer Vieftavon RAS-Effektormolekilen und
Signalwegen zu Verdnderungen der Transkription reathler Gene. Alle direkt RAS-
assoziierten Proteine besitzen eine von bisher wientifizierten RAS-Binde-Doméanen
(RBD) von ca. 100 Aminosauren (Repasky, Chenettal.eR004). Bis heute sind dabei
mindestens 10 funktionell unterschiedliche RAS-Effemolekilklassen identifiziert worden,
die dartber hinaus auch noch haufig verschiedesferfaen besitzen (Repasky, Chenette et
al. 2004). Zu den bestuntersuchten zéhlen dabeRdfeProteine (Raf-1/C-Raf, A-Raf, B-
Raf), Serin-Threonin-Kinasen, die durch Phospherylng von MEK1/2 die MEK/ERK-
Kaskade, eine MAPKrjitogen-activated protein kingsKaskade, aktivieren (Abb. 8). Ein
weiteres RAS-Zielmolekul ist die PhosphoinositdkiBrase (PI3K: pl118,3,0,y), die durch
Phosphorylierung von Phosphatidylinositol-(4,5)4Bigphat (PIp) zu Phosphatidylinositol-
(3,4,5)-Triphosphat (PHP, Kinasen wie PDK1 und Akt/PKB zur Membran rekeut;
wodurch PDK1 die Kinase Akt aktivieren kann (Abb.(8amuels and Velculescu, 2004, 17).
Abb. 8 zeigt eine stark reduzierte Darstellung KeRAS-regulierten Signalwege. Daneben
sind zahlreiche ,Querverbindungen” zu anderen Sigakekilen beschrieben, z.B. JNK, Ral-
GEF, PLCe, auf die an dieser Stelle aber nicht naher einyggra werden soll (Ellis and
Clark 2000, Repasky, Chenette et al. 2004).

RAS-regulierte Signalwege, wie der MEK/ERK-Signatyvend die PI3K-Aktivierung von
Akt, besitzen eine groRe Bedeutung fir das gemgé#llwachstum und die Apoptose-
Induktion was u.a. durch das Auftreten einer Motain RAS in 50 % der Kolon-Karzinome
bestatigt wird. Diese Mutationen sind vorrangigkrRAS zu finden, wobei eine hohere
Mutationsanfalligkeit oder eine unterschiedlichenkion von K-RAS im Vergleich zu den
beiden anderen Isoformen anzunehmen ist (EllisGlack 2000). Dabei treten am haufigsten
Mutationen in Kodon 12 (G12), 13 (G13) und 61(Q@df (Bos 1989, Herrmann 2003),
wobei in Kolon-Karzinom-Zellen diemissenséMutation in Kodon 12 die haufigste
Veranderung ist und bereits sehr frih in der Turenege auftritt (Bos, Fearon et al. 1987,
Vogelstein, Fearon et al. 1988, Arber, Shapird.2G00, Grady and Markowitz 2002). Durch
diese Mutationen wird das RAS-Protein unempfindigyeniber der GTPase-aktivierenden
Funktion der GAPs und verbleibt somit, unabhéngig @ul3eren Signalen, standig in seiner
aktiven GTP-Form, was zu einer autonomen und kiomis#en Aktivierung des MAPK-
Signalweges fuhrt (Trahey and McCormick 1987). Dasevor allem der B-Raf-regulierte
MEK/ERK-Signalweg wichtig, da in 10 % der Kolon-karome statt einer K-RAS-Mutation
eine aktivierende B-Raf-Mutation vorliegt (Dhilloijagan et al. 2007, Roberts and Der
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2007). Daneben konnte auch eine erhohte PI3K-Aktivund Mutationen der pld®
Untereinheit der PI3K in Kolon-Karzinomen gezeigirden (Phillips, St Clair et al. 1998).

Da diese Mutationen zu einer konstitutiven Aktivieg der nachgeschalteten Signhalwege
fuhren, resultiert daraus im Vergleich zur ,nornmédle Liganden-induzierten
Signaltransduktion ein anderes Expressionsmussss dusatzliche Zielgene betrifft (Lund,
Weisshaupt et al. 2006). Die Signalwege einer daliéen normalerweise zeitlich koordiniert
ab, so dass ein konstitutives Signal Querverbindarmy anderen Signalwegen kniuipfen kann,
was die nachfolgende Genexpression stark veranbees wird unter dem Begriff der
,onkogenen Signaltransduktion® zusammengefasst ersthwert eine Vorhersage der
regulierten Gene zusatzlich dadurch, dass die Kpeseen von Zelle zu Zelle
unterschiedlich sein kénnen. In dieser Arbeit wudge Einfluss der K-RAS- bzw. B-Raf-
Mutation in Kolon-Karzinom-Zelllinien auf die Immerkennung untersucht, indem der
MAPK-Signalweg durch Einsatz spezifischer MEK1/Zifse- bzw. B-Raf-Kinase-
Inhibitoren blockiert und die Auswirkung auf die ZTund NK-Erkennung bestimmt wurde

2.2 DNS-Methylierung und onkogene Signalwege im Kon text der

Immuniberwachung

Die Beteiligung des Immunsystems an der Eliminigrmon transformierteiZellen wurde
bereits von L. Thomas und FM. Burnet (Burnet 195if) der sogenannten
»immunosurveillance(Immunitberwachungs)-Hypothese formuliert und Kennn den
letzten Jahren auch experimentell bewiesen werd&mch das gezielte Ausschalten
verschiedener Zellpopulationen konnte nicht nue dteiligung von Zellen des adaptiven
Immunsystems, vor allem ZTL, sondern auch die Relevdes angeborenen Immunsystems,
vorrangig durch NK-Zellen, gezeigt werden. In Abeslseit dieser Effektorzellen oder ihrer
Effektormolekile, wie IFN¢ und Perforin/Granzym, kommt es zu einer vermehrten
Entwicklung von spontanen bzw. chemisch-induzieffemoren (Dunn, Bruce et al. 2002,
Dunn, Bruce et al. 2005). Dennoch wird die kausaBeziehung zwischen
Immunuberwachung und Tumorentstehung bzw. -Mamfest immernoch kontrovers
diskutiert. NK-Zellen scheinen dabei vor allem zegBin einer Anti-Tumorreaktion wichtig,
da sie Tumorzellen Uber die Expression der NKG2@ahden MICA/B und ULBP1-4 direkt
erkennen und lysieren kdnnen, was zu einer Freisgtapezifischer Tumor-Antigene fuhrt,
oder durch Interaktion mit DC die Induktion der €lantwort unterstitzen kénnen (Adam,
King et al. 2005). Die freigesetzten Antigene kdmneon DC in den Lymphknoten

transportiert werden, wo sie (ber eine Aktivierumgn CD4-T-Helferzellen und eine
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Prasentation der Antigene auf HLA-Klasse-I-Molekiiléross-presentation eine ZTL-
Antwort induzieren konnen, welche dann zu einerzgigehen Lyse Tumor-Antigen-
prasentierender Tumorzellen fahrt (Ferris, Whitesidet al. 2006). Diese
,Uberwachungsfunktion* des Immunsystems erklartofd nicht die Entstehung von
Tumoren in immunkompetenten Individuen und wurdshd#éb im sogenanntencgncer
immunoediting“Konzept vervollstandigt, das drei Phasen in demdimmunsystem-
Interaktion unterscheidet: ,Eliminierung, Equliliom und Entkommen* @limination

equilibriumundescap® (Abb. 9).

Wy -3 Tumorantigene Karzinogene
Q z.B. 1 p53 Bestrahlung
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g Entziindung
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(Tumoriberwachung ) ~escape”
E [ Angeborene und erworbene Immunitat | / \
©
UIJ { : g genetische Instabilitat
5 o IFN-y Immunselektion
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S TRAIL
i
-i"‘
oy * .‘ e
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Schutz

Abb. 9 Schematische Darstellung der drei Phasen (  three E's ) des ,, Cancer Immunoediting” -Prozesses.

Wenn gesunde Korperzellen (grau) onkogenen Stimuli ausgesetzt sind, kénnen sie in einem Transformationsprozess zu
Tumorzellen (rot) werden (obere Zeile). Bereits relativ friih im Prozess der Tumorgenese senden die Zellen Signale aus, die den
Tumor-Editing-Prozess in Gang setzen (untere Reihe). In der ,Eliminierungs“-Phase koénnen Zellen und Molekile der
angeborenen und adaptiven Immunabwehr die Tumorzellen vollstandig eliminieren, was in der eigentlichen
immunosurveillance-Hypothese postuliert wird. Falls das nicht geschieht, tritt die ,Equilibrium“-(Gleichgewichts)-Phase ein, in
der die Tumorzellen durch das Immunsystem ,geformt* werden und neue Varianten ausbilden. Diese Varianten kdnnen dann
der Erkennung durch das Immunsystem entkommen, escape-Phase, und werden klinisch relevant. Adaptiert nach Dunn et al.
(Dunn, Old et al. 2004).

Das Immunsystem besitzt nach diesem Konzept zwektianen in der Immuniberwachung,
zum einen die komplette Eliminierung transformierZellen in frihenStadien, was dem
ursprunglichen Begriff der Immuniberwachungmnunosurveillancef’ entspricht, zum
anderen kdnnen Immunzellen auch den Phanotyp alesfarmierten Zellen beeinflussen. Da
in Tumorgeweben aufgrund der genetischen Instabifitih eine grol3e Variabilitat bzgl.
unterschiedlicher Geno- und Phanotypen existi@mnkdas ,angreifende” Immunsystem zu

einer Selektion wenig-immunogener Tumorzellen fahrdiese Hypothese wird als
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Gleichgewichtsphase (,Equlibrium®) bezeichnet, inerdein Selektionsprozess zur
Anreicherung maligner Zellen fuhrt, die der Erkenguwdurch das Immunsystem entgehen
konnten und in Folge ungehemmt proliferieren konmgrses Stadium wird als sogenannter
escapeader Tumorzellen, also dem ,Entkommen* der Immunerkeng bezeichnet. Der in der
Literatur gebrauchliche Begriff der ,Tumorfluchtufor-escapgist daher etwas irrefihrend,
da es sich nicht um eine aktive Veranderung desorsirhandelt, sondern um eine passive,
selektionsbedingte Anreicherung bestimmter Tumdérelaufgrund ihres durch Zufall
entstandenen Phénotyps. Tumorzellen aus manifesti@umoren besitzen tatsachlich einen
wenig immunogenen Phanotyfuifior-escapd’hanotyp) und da ZTL die ,Hauptakteure® in
der spezifischen Antitumor-Antwort sind, ist diesesr allem durch einen Verlust oder
Minderung der HLA-Klasse-lI- und Tumor-Antigen-Expseéon gekennzeichnet. Daneben
treten auch Defekte im Fas/TRAIL-Apoptoseweg und IFRN-y-Signalweg auf, die zu
Resistenz gegen Apoptose und IliFMermittelter Signale fuhren. Dartiber hinaus kénnen
Tumorzellen auch immunsuppressive Zytokine wie TRk d IL-10 freisetzen (Dunn, Bruce
et al. 2002, Khong and Restifo 2002, Dunn, Old.e2@04, Kim, Emi et al. 2007).

Veranderungen der HLA-Klasse-I-Oberflachenexpressio  n

Die Oberflachenexpression von HLA-Klasse-I-Molekillst ein sehr komplexer Prozess und
bendtigt zahlreiche Komponenten, die als die sagaieaAntigen-Prasentations-Maschinerie
(APM) bezeichnet werden. Der Prozess besteht ansSahritten: (1) Herstellung geeigneter
Peptide, (2) anschlielender Transport in das Eadoptische Retikulum (ER) durch TAP-
Proteine {ransporter associated with antigen proces3in@) im ER stattfindende korrekte
Faltung der schweren HLA-Kettehdavy chain HC) und demf,-Mikroglobulin (3.m),
gefolgt von der Peptidbeladung der HLA-Klasse-I-bkille und dem (4) Transport der
Peptid-MHC-Komplexe an die Oberflache. Dieser Psezend die daran beteiligten APM-

Komponenten sind in Abb. 10 schematisch dargestellt
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Abb. 10 Schematische Darstellung der HLA-Klasse-I-  Oberflachenprasentation und der beteiligten APM-
Komponenten.

1 Ubiquitinylierte Proteine werden durch das Proteasom in Peptide gespalten und durch Peptidasen im Zytoplasma (BLH,
TPPII) weiter prozessiert. 2 Uber einen ATP-abhéngigen Prozess werden die Peptide durch TAP1/2 ins ER transportiert. 3 HLA-
Klasse-l schwere Kette (heavy chain , HC) und B,-Mikroglobulin (B.m) werden durch Chaperone stabilisiert und korrekt gefaltet,
wonach sich der PLC (peptide loading complex) bildet und die Peptidbeladung erfolgt. 4 Nach Dissoziation des PLC findet der
Transport durch den trans-Golgi-Apparat an die Oberflache statt.

Endogene Proteine, deren Peptide auf HLA-Klasseleklilen préasentiert werden sollen,
werden flir den Abbau im Proteasom, einer multigasdhen Protease, durch
Ubiquitinylierung markiert. Durch IFN; das zum Beispiel bei viralen Infektionen produzie
wird, entsteht das sogenannte Immunproteasom, elasnnden konstitutiven Komponenten
auch die induzierbaren Untereinheiten LMP2, 7 ufld(idw molecular weight proteins

besitzt, und durch veranderte Spaltungsaktivitéteas Peptide mit einer erhdhten Affinitat
fur HLA-Klasse-I-Molekule und den TAP-abhangigeraiisport in das ER generiert (Abb.
10). Das Proteasom erzeugt Peptide mit einer L&nge2 - 25 Aminosauren und korrektem
C-Terminus, die durch zytosolische Proteasen wig@eptylpeptidase 1l (TPPII) und

Bleomycin Hydrolase (BLH), aber auch ER-lokalisgerProteasen, wie ERAP_(ER

Aminopeptidase_ssoziiert mit Antigen-Rzessierung 1/2) N-terminal modifiziert werden
(Hammer, Kanaseki et al. 2007, Seliger 20@gse Peptide werden dann in einem ATP-
abhangigen Prozess mit Hilfe des Heterodimers TARd/das ER transportiert, wo der
korrekte Zusammenbau der HLA-Klasse-l schweren eK¢il—3-Doméane) mit dem zur

Stabilisierung wichtigenp,-Mikroglobulin (8om) stattfindet. Dieser Prozess wird durch

Chaperone wie Calreticulin, Calnexin, Tapasin, &mDisulfid-lsomerase (PDI) und der
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Thiol-Oxidoreduktase Erp57 koordiniert. Diese Chrape bilden den multimeren

Peptidbeladungskomplex€ptide loading compleXLC), wobei Tapasin, ERp57 und/oder
PDI zusatzlich eine Stabilisierung von TAP1/2 und Beptidbeladung der HLA-Molekile

unterstitzen (Cabrera 2007, Kienast, Preuss 80@l). Nach korrekter Beladung von HLA-
Klasse-I-Molekiilen dissoziiert der PLC, so dassTdansport Uber den Golgi-Apparat an die
Oberflache stattfinden kann (Seliger 2008).

Vor allem in soliden Tumoren ist haufig eine verémned HLA-Klasse-lI-Expression zu
beobachten. Dabei kann es aufgrund von Mutationenlust ganzer Chromosomen, aber
auch durch Veranderungen auf Transkriptionsniveawchd onkogene oder virale
Transformation zu einem Total-, Haplotyp- oder Alerlust der schweren Kette kommen
(Ritz, Momburg et al. 2001, Atkins, Ferrone et28104). Auch das zur Stabilisierung wichtige
Bom ist in vielen Tumoren mutiert, was zu einem koetigh Verlust aller HLA-Klasse-I-
Molekile auf der Oberflache fuhrt (Seliger 2008)aneben kénnen verschiedene APM-
Komponenten, wie z.B. Tapasin oder der TAP1/2-Tparter, aufgrund epigenetischer,
transkriptioneller und posttranskriptioneller Felgiulationen eine veranderte Expression
zeigen (Blanchet, Bourge et al. 1992, Seliger 2088) kausaler Zusammenhang zwischen
der onkogenen Signalweiterleitung, dem MAPK-Sigregjwund der verminderten HLA-
Klasse-I-Expression war zu Beginn der Arbeit niohkannt.

Veranderung der Expression von NKG2D-Liganden

Wie bereits bschrieben, sind auch NK-Zellen in dmemuniberwachung und die
Eliminierung transformierter Zellen involviert, websie die entarteten Zellen prinzipiell
durch zwei Mechanismen erkennen kénnen. Zum einechdden Verlust von HLA-Klasse-I-
Molekilen auf vielen Tumoren, was zu einem geriagenhibitorischen Signal tGber die KIR
und damit zu NK-Zellaktivierungngissing self recognitignfihrt. Zum anderen kénnen auf
transformierten Zellen auch Liganden des aktivideen NK-Rezeptors NKG2D induziert
werden, die zu einer zusatzlichen NK-Aktivierungpén und auch auf ZTL kostimulierend
wirken kénnen (induced sef (Abb. 3). Dabei besitzt der NKG2D-Rezeptor sethganden,
MICA/B (MHC-class-I-related chain und ULBP1-4 (L-16-binding proteins (Lopez-
Larrea, Suarez-Alvarez et al. 2008). MIC-Proteimal $Glykoproteine mit drei extrazellulare
Doméanen ¢ 1 -3) und einem Transmembranbereich (TM). Sie $mdMHC-Lokus auf
Chromosom 6p21.3 kodiert, binden jedoch kpsm und préasentieren auch keine Peptide
(Groh, Bahram et al. 1996). MIC sind hoch polymeargdene, wobei fir MICA ca. 60 Allele
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und far MICB ca. 25 Allele bekannt sind (BahramoKo et al. 2005). Die ULBPs besitzen
keine a3-Doméne und sind aul3erhalb des MHC-Lokus auf Cbhsom 6024.2-9/25.3
kodiert. Dabei besitzt ULBP4 eine Transmembrandané&mhingegen ULBP1-3-Molekile
Uber Glykosylphosphatidylinositol (GPI) in der Merab verankert sind. Inwieweit die
verschiedenen Liganden eine unterschiedliche Fafltidgiesitzen NKG2D zu aktivieren, ist
immer noch nicht eindeutig geklart (Lopez-Larreaai®z-Alvarez et al. 2008). In gesundem
Gewebe sind NKG2D-Liganden, mit Ausnahme von imeastn und Thymus-Epithelzellen,
selten exprimiert, wogegen sie verbreitet auf Tuenarnd Virus-infizierten Zellen zu finden
sind. Die genauen Mechanismen der Expressionsitegulsind nur ansatzweise verstanden,
wobei offenbar eine gewebespezifische Regulatidstiert, da die Expressionsmuster der
verschiedenen Liganden auch in Tumoren stark vani&bnnen (Cerwenka and Lanier 2003,
Gasser, Orsulic et al. 2005, Bottino, Moretta e28D6, Lopez-Larrea, Suarez-Alvarez et al.
2008). Neben Transformation und Virus-Infektion esah auch Zell-Stress, z.B. oxidativer
Stress, die Expression der NKG2D-Liganden zu ineheri (Yamamoto, Fujiyama et al. 2001,
Mistry and O'Callaghan 2007, Venkataraman, Sucal.et007).

NK-
CD8* Zelle
ZTL
NKG2D
TZ%
\\"} < > iINKR

Zelllyse

Tumorzelle

Abb. 11 Schematische Darstellung der Interaktion vo  n ZTL und NK-Zellen mit der Tumorzelle: Méglicher E  influss von
onkogenem RAS-Signalweg und veréander ter DNS-Metyhlierung auf die HLA-Klasse-I- und NKG2  D-Expression.
ZTL erkennen maligne, transformierte korpereigene Zellen, die Tumor-spezifische Antigene auf HLA-Klasse-I-Molekilen
prasentieren, durch Bindung mit ihrem TZR und kénnen diese Zellen lysieren. NK-Zellen binden HLA-Klasse-I-Molekile
vorrangig mit ihren KIR und werden dadurch inhibiert, gleichzeitig kdbnnen sie aber auch aktivierende Signale u.a. durch
Expression von NKG2D-Liganden auf den Tumorzellen erhalten. Ob und in welcher Weise die Veréanderungen durch das
onkogene RAS-Signal und die verdnderte DNS-Methylierung in Kolon-Karzinom-Zellen einen Einfluss auf die
Oberflachenexpression von HLA-Klasse-I-Molekillen und NKG2D-Liganden besitzen, wurde in dieser Arbeit untersucht.

Die Tatsache, dass NKG2D-Liganden aufgrund vergemer Mechanismen induziert werden
kénnen, und die Tumor-spezifischen Expressionsscitéde sind ein Zeichen dafir, dass

NKG2D-Liganden einer fein-regulierten Expressiongkolle auf Transkriptions- und
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Protein-Ebene unterliegen, und dadurch die Erkegpndaorch NK-Zellen beeinflussen

konnen. Die in der Literatur beschriebenen Mechmais der Veranderung der HLA- bzw.

NK-Liganden-Expression auf Tumorzellen wurden bisla¢s Folge von Mutation und

Selektion angesehen, aber nicht in einem kausalesardmenhang mit der onkogenen
Signaltransduktion in Kombination mit den nachgedteften epigenetischen Veranderungen
gebracht. Daher lag ein weiterer Fokus dieser Ardef der Untersuchung der HLA- und

NKG2D-Liganden-Expression in Abhangigkeit des ordwgn RAS-Signalweges und der
DNMT-Aktivitat.

3  Aufgabenstellung

Seit langem ist bekannt, dass Tumorzellen haufigrerandertes DNS-Methylierungsmuster
zeigen, womit Veranderungen der Genexpression weldiu sind, welche zu den malignen
Eigenschaften, wie z.B. ungehemmter Proliferatibejtragen. Diese tumorspezifischen
Eigenschaften sind haufig durch Mutationen in Ordgemn, wie z. B. dem Signalprotein K-
RAS, verursacht. Die bis heute ungeklarte Frageayiemeit diese zellbiologischen
Veréanderungen auch einen direkten Einfluss auf Idaaunsystem in Form der geringen
Erkennung von Tumorzellen durch zytotoxische Effekx¢llen besitzen, sollte am vitro-
Modell mit Kolon-Karzinom-Zelllinien analysiert waen. Die HCT116-Kolon-Karzinom-
Zelllinie zeichnet sich durch ein verandertes DN8t\Wlierungsmuster und eine aktivierende
Mutation in K-RAS (G13D) aus. Fur eine Untersuchuleg DNS-Methylierungseffektes auf
die Immunerkennung standen einzigartige DNS-Metagkferase-(DNMT)-Deletions-
Varianten der HCT116-Tumorzelle zur Verfigung. Bieswirkungen der aktivierenden K-
RAS-Mutation in Kombination mit den Methylierunggedten sollten durch Blockierung des
K-RAS-regulierten MEK/ERK-Signalweges mit Hilfe spscher Inhibitoren analysiert
werden. Neben  durchflusszytometrischen  Analysen  deérerdnderung  der
Oberflachenexpression verschiedener immunrelevaktarker, wie HLA-Molekile und
NKG2D-Liganden, durch die DNMT-Deletion bzw. demg&atz der MEK/ERK-Inhibitoren
sollte vor allem die funktionelle Relevanz fur drmmunerkennung untersucht werden. Da
zytotoxische T-Lymphozyten und NK-Zellen die Halgtektorzellen einer Anti-Tumor-
Antwort sind, sollte das Hauptaugenmerk auf dieeBriung der Kolon-Karzinom-Zellen
durch diese beiden Effektorzellen gerichtet werdegriiber hinaus sollten durch detaillierte

Analysen der Phosphorylierung wichtiger Signalmilekder MAPK-Kaskade und anderer
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Signalwege die intrazellularen Auswirkungen deribitbren untersucht werden, um so

prazise Einblicke in das onkogene ,Signalnetzwerkerhalten.

Fur die detaillierte Betrachtung der Tumorzellemrxamg durch NK-Zellen sollte ein weiterer
Fokus auf die enorme Plastizitdt dieser Effektderelbzgl. ihres Phanotyps und ihrer
Funktion gelegt werden, um so ihr Potential zur Ra&iipn der Immunantwort, speziell der
Anti-Tumor-Antwort, besser verstehen zu konnen. Eidlen kénnen in peripherem Blut
aufgrund verschiedener Oberflachenmarker in zweipt@opulationen eingeteilt werden,
wobei damit bis vor kurzem auch eine funktionelfgheitsteilung” in Zytokinproduzenten
und Killerzellen postuliert wurde. Neuere Datengeai aber, dass diese Klassifizierung zu
einfach ist, wobei der Grund fiur die Existenz dielseiden NK-Populationen immer noch
nicht eindeutig geklart ist. In dieser Arbeit seliaher die Funktion dieser peripheren NK-
Populationen, also Zytokinfreisetzung und Zytotd#iz auch auf klonaler Ebene untersucht
werden, um eine mdgliche Korrelation zwischen Phgmand Funktion zu definieren. Dazu
sollte neben den ca. 20 bekannten NK-Rezeptoreh &6, ein urspringlich fur T-Zellen
beschriebener Rezeptor, als differentieller Markér die beiden NK-Subpopulationen
verwendet werden, um die Frage nach einer funkiiemdrelevanz dieses Markers flr die

NK-Zellen zu untersuchen.

Die Kombination der tumorspezifischen Veranderungeturch das onkogene
.Slgnalnetzwerk” mit den detaillierten Untersucheng zur NK-Funktion sollten es
ermdglichen, ein differenzierteres Bild der Tumavehr zu erhalten, um auf lange Sicht neue

therapeutische Wege im Bereich der Immuntheragdeuaaigen.
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C Material

1 Gerate

Gerat

Thermoshaker (Vortemp)
Bestrahlungsanlage Gammacell 40
Durchflusszytometer, Luminex™
Durchflusszytometer, FACSCalibur™
Durchflusszytometer, LSRII™
Einfrierbox

Eismaschine AF-30
Elektrophoresekammer
Gefrierschrank, -20 €
Gefrierschrank, -80 T
Geldokumentationssystem, Syngene
Heizblock Thermostat 5320
Inkubationsschrank

Kihlschranke, 4 C

Magnet

Mehrkanalpipetten (25 - 200 i)
Mikropipetten (0,5 - 10 pl, 10 - 100 pl, 20 - 200 pl, 100 -1000pl)
Mikroskop

Mikrowelle

Millipore-Wasser Anlage Milli-Q
Neubauerzéhlkammer

Pipettierhilfe Pipetus-Akku

PCR Gerét

Rollmischer

Spannungsgerat LK3 GPS 200/400
Spektralphotometer

Sterilwerkbank

Stickstofftank Chronos Biosafe
Stoppuhr

Vortexer VF2

Analysewaage

Prazisionswaage

Wasserbad

Eppendorfzentrifuge
Kihlzentrifuge

33

Hersteller

Labnet

Atomic Energy of Canada
Bio-Rad

Becton Dickinson
Becton Dickinson
Nalgene

Scotsman
Invitrogen

Liebherr

Heraeus

VWR International
Eppendorf
Heraeus

Liebherr

Dynal

Buddeberg
Buddeberg

Leica DMIL
SHARP

Millipore
Hecht-Assistent
Hirschmann
Whatman Biometra
Coulter Electronics
Pharmacia
Amersham Biosciences
BDK Luft- und Klimatechnik
Messer Griesheim
NeoLab
IKA-Labortechnik
Mettler PC440
Mettler AE166

GFL

Heraeus

Heraeus
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2 Chemikalien

Chemikalie

Natrium-Azid

Bromphenolblau

DEPC (Diethylpyrocarbonat) Wasser
DMSO (Dimethylsulfoxid)

Ethanol

Ethidiumbromid

Isopropanol (2-Propanol)

Methanol

Paraformaldehyd (PFA)

PBS (Phosphat-gepufferte Saline)

3 Verbrauchsmaterial

3.1 Zellkultur

Plastik- und Glaswaren
Bezeichnung

Einfrierréhrchen

Einwegpipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)
Lumaplatten

Magnet fur Zellseparation

Zellkulturflaschen (25 cm?, 75 cm?)
Zellkulturplatten (6-Loch, 24-Loch, 96-Loch)
Zellkulturschalen (100 mm)

Lésungen, Medienzusétze und Verbrauchsmedien

Bezeichnung

5-Aza-2’-Deoxycytidin

DMEM

FACS-Flow

FACS-Puffer: PBS, 0,1 % NaNs, 5 % FCS
FACS-Rinse

FCS (Fotales Kalberserum)

Ficoll, Biocoll Separationslosung

Geneticin (G418-Sulfat) 100 mg/ml

Heparin

Humanserum

Hygromycin B 50 mg/ml

IL-2, rekombinant, human (Proleukin)
lonomycin/Kaliumsalz

L-Glutamin 200 mM

M450 Schaf-a-Maus-IgG (magn. Mikrospharen)
McCoy5A-Medium

MEM (Nicht-essentielle Aminosauren) 100x
Natriumpyruvat 100mM

Firma

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Invitrogen
Sigma
Merck
Sigma
Invitrogen

Firma

Nunc
Falcon
PerkinElmer
Dynal
Falcon
Falcon
Greiner

Firma

Sigma

Cambrex

Becton Dickinson
Labor C.S. Falk
Becton Dickinson
Invitrogen
Biochrom AG
Pan Biotech GmbH
Braun

Labor C.S. Falk
Invitrogen
Ceutus

Sigma

Invitrogen

Nexell (Dynal)
Sigma

Invitrogen
Invitrogen
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Negativer Isolationskit fir NK-Zellen Dynal
PD98059 Alexis
Penicillin/ Streptomycin (P/S) Invitrogen
Propidiumiodid (P1) Beckman Coulter
RPMI 1640 Invitrogen
Sorafenib (Nexavar, Bay-43-9006) Bayer
Trypanblaulésung (0,4 % in physiolog. Saline) Invitrogen
Trypsin/EDTA-L6sung (10 x in PBS l6sen) Sigma
U0126 Promega
Z-VAD-FMK R&D
Medien
Bezeichnung Zusammensetzung Bezeichnung Zusammensetzung
RPMI 111 RPMI 1640 DMEM- DMEM
2 mM L-Glutamin Medium 2 mM L-Glutamin
100 U/ml P/S 1 mM Natriumpyruvat
1 mM Natriumpyruvat 10 % FCS
TM- RPMI 1640 NKL- RPMI 111
Medium 2 mM L-Glutamin Medium 15 % FCS
1 mM Natriumpyruvat 100 U/ml IL-2
1 x MEM 5% TCGF
10 % FCS
McCoy- McCoy 5A T-Zell-Medium RPMI Il
Medium 2 mM L-Glutamin (TZ-M) 10 % FCS
1 mM Natriumpyruvat 5% HS
10 % FCS 50 U/ml IL-2
L-15 Leibovitz (L15) Selektions- L721.221-Cw*06,Cw*07
Medium 200 mM L-Glutamin + MEM Medien (SM) TM + 0,5 mg/ml
2,5 ml Transferrin +Insulin Hygromycin B
(()‘,‘g :EI)Trasylol L721.221-Cw*01
100 U/ml P/S TM + 1 mg/ml G418

7,5 % NaHCO;
0,5 ml Glucose (50 % Lsg.)
10 % FCS

K-562-E/-G
TM + 0,5 mg/ml G418
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3.2 Multiplex-Analysen

Zytokinbestimmung
Bezeichnung

Reagenzien Kit A

Humanes 8-Plex Zytokin-Repertoire

(IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, IFN-y, GM-CSF)
Humanes 17-Plex Zytokin-Repertoire

Firma

Bio-Rad
Bio-Rad

Bio-Rad

(IL-1pB,-2,-4,-5,-6,-7,-8,-10,-12,-13,-17 ; G-CSF, GM-CSF, IFN-y, MCP-1,MIP-

1B, TNF-a)

Bio-Plex Human IL-5 Test
Bio-Plex Human IL-13 Test
Bio-Plex Human MIP-1[3 Test
96-Loch-Filterplatten

Phosphoproteinbestimmung
Bezeichnung

Zell-Lyse Kit

PMSF (Phenylmethylsulfonfluorid)
Phospho-Protein Reagenzien Kit
Kontroll-Lysate

Total-Protein-Test

p38-MAPK, p53, ATF-2, MEK1, p90~¥, INK, IkBa, Akt, ERK1/2, c-Jun

Phospho-Protein-Test

Bio-Rad
Bio-Rad
Bio-Rad
Millipore

p38'MAPKTlSO/Y182, p_53846, ATF'Z, MEKlSZl?/SZZl, p90RSK(T359/8363), JNKT183/Y185,
IkBa 332/336' Aktser473, ERK1/2T202/Y204’T185/Y187, C‘JUﬂSGs, HiStOﬂ-H3SlO, NFkB p65

8536’ GS K_3G/BSer21/Ser9

HLA/KIR-Typisierung
Bezeichnung

LABType® SSO A,B,C Locus 100 Tests (Lot004/006)
KIR SSO Genotyping Test RSSOKIR (Lot001/002)
96-Loch-Filterplatten

MRNS-Quantifizierung
Bezeichnung

QuantiGene Plex Assay Kit

QuantiGene Plex Set (Probe Set und Mikrosphéren)
Humanes Zytokin-Repertoire (aus Plex Set 1127)
(IL-1B,-2,-6,-10,-8, VEGF, CSF2, IFN-y, TNF, GAPDH)
96-Loch-Filterplatten

Firma

Firma

Bio-Rad
Sigma

Bio-Rad
Bio-Rad
Bio-Rad

Bio-Rad

BMT onelambda
BMT onelambda

Millipore

Firma

Panomics
Panomics
Panomics

Millipore
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3.3 Molekularbiologie

Genomische DNS-Isolierung und HLA/KIR-PCR
Chemikalie

QIAamp DNS Mini Kit (50 Tests)

Taq Polymerase 5 U/ul

LABType® SSO A,B,C Locus 100 Tests (Lot004/006)
KIR SSO Genotyping Test RSSOKIR (Lot001/002)

Gelelektrophorese
Chemikalie

TAE-Puffer 50x
Agarose SeaKem
1 kb Plus DNS Leiter

3.4 Allgemein

Bezeichnung

Einmalkivetten

FACS-Platten

FACS-R6hrchen

Glasware

Handschuhe

Pipettenspitzen (10, 100, 1000 pl)
Pipettenspitzen, gestopft (10, 200, 1000 pl)
Reaktionsgefalie (0,2 ml)
Reaktionsgefalie (1,5 ml; 2 ml)
Spritzen, Kanilen
Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)

4 Zellen

4.1 Zelllinien

Zelllinie Beschreibung

Daudi Burkitt-B-Zelllymphom, homozygote ,m-
Deletion

JB-LCL Lymphoblastoide B-Zelllinie, Spender JB

K-562 Erythroleukamiezelllinie, HLA-Klasse-I-
negativ

K-562-E (2B4) K-562, transfiziert mit HLA-E® + B8-L-R,m
K-562-G K-562 transfiziert mit HLA-G, Signalpeptid

37

Firma

Qiagen
Invitrogen

BMT onelambda
BMT onelambda

Firma

Invitrogen
BMA Biozym
Invitrogen

Firma

NeolLab
Greiner
Greiner

Schott Duran
Kimberly-Clark
Corning
Starlab
Sarsted
Greiner, Eppendorff
BD; Braun
Falcon; Greiner

Medium Herkunft
™ ATCC

™ D. Schendel
™ ATCC

SM E. Weil3

SM E. Weil3
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mutiert

Klon JB4 CD8"*-T-Zell-Klon TZ-M D. Schendel

L721.221 EBV-transformierte B-Zelllinie, HLA-Klasse- TM D. Schendel
I-negativ

L721.221-Cwl transfiziert mit HLA-Cw*01 SM D. Schendel

L721.221-Cw6 transfiziert mit HLA-Cw*06 SM D. Schendel

L721.221-Cw7 transfiziert mit HLA-Cw*Q7 SM D. Schendel

NKL NK-Leukamiezelllinie NKL-M M.Lopez-Botet

P815 murine Mastozytomzelllinie ™ D. Schendel

HCT116wt Kolon-Karzinom-Zelllinie, K-RAS (G13D) McCoy5A C. Sers

HCT116/1" Kolon-Karzinom-Zelllinie, K-RAS (G13D) McCoy5A  C. Sers
DNMT1-hypomorphe-Variante

HCT116/3b™ Kolon-Karzinom-Zelllinie, K-RAS (G13D) McCoy5A  C. Sers
DNMT3b-Deletions-Variante

HCT116DKO  Kolon-Karzinom-Zelllinie, K-RAS (G13D) McCoy5A  C. Sers
DNMT1- und 3b-Deletions-Variante

SW480 Kolon-Karzinom-Zelllinie, K-RAS (G12V) DMEM ATCC

SW620 Kolon-Karzinom-Zelllinie, K-RAS (G12V) L-15 ATCC

HT29 Kolon-Karzinom-Zelllinie, B-Raf (V600E) DMEM ATCC

SWo48 Kolon-Karzinom-Zelllinie, K-RAS (Q61L) L-15 ATCC

SW707 Kolon-Karzinom-Zelllinie, K-RAS (n.d) L-15 ATCC

Cx2 Kolon-Karzinom-Zelllinie, K-RAS (n.d) L-15 ATCC

n.d.: nicht definiert

Tabelle 1 HLA-A1/A2-Expression und p53-Status der Kolon-Karzinom-Zelllinien

Zelllinie HLA-A p53-Status Zelllinie HLA-A p53-Status

HCT116wt HLA-A1/-A2  wt™* SW620 HLA-A2/-A2  His*”’mut.

HCT116/1"  HLA-A1/-A2 wt ™" HT29 HLA-A1/nd  His*”mut.

HCT116/3b” HLA-A1/-A2  wt*" Swo4s HLA-A2/nd  His*mut.

HCT116DKO HLA-Al/-A2  wt™" SW707 HLA-A2/ nd. n.d.

SW480 HLA-A2/-A2  mut. His®" Cx2 HLA-A2/nd n.d.

n.d.: nicht definiert

HCT116 ist eine humane Kolon-Karzinom-Zelllinie rainer K-RAS-Mutation in Kodon 13,
die zu einem Aminosaureaustausch (Glycin zu Aspartizhrt und eine konstitutive
Aktivierung von K-RAS zur Folge hat. Die DNMT-Delets-Varianten sind durch Deletion
der Exons 3-5 durch homologe Rekombination entsiandobei die HCT116DKO-Variante
zur Aufrechterhaltung ihres Phanotyps mit 0,1 mgAwgromycin B kultiviert werden muss
(Rhee, Jair et al. 2000, Rhee, Bachman et al. 2@02) DNMT-Deletions-Varianten wurden
nicht langer als 20 Passagen lang kultiviert, d@imnotyp nicht stabil ist. In den HCT116/1
F.Zellen konnte kiirzlich eine, durch alternative édpvorgange entstandene, verkiirzte Form
der DNMT1 nachgewiesen werden, die Uber eine Regték verfigt und so fast 80 % der
DNS-Methylierung aufrechterhélt (Egger, Jeong e2@06, Spada, Haemmer et al. 2007)(C.
Sers). Die anderen Kolon-Karzinom-Zelllinien besitzentweder eine Mutation in K-RAS
oder der im Signalweg dariiberliegenden B-Raf-Kin&sE29). SW480 und SW620 stammen
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aus demselben Patienten, wobei SW480 aus dem Rrmw@r und SW620 aus der spater

entstandenen Metastase etabliert wurde (LeibdStinson et al. 1976).

Verschiedene Varianten der EBV-transformierten BHaee L721 wurden nach Bestrahlung
auf den Verlust der HLA-Klasse-I- bzw. II-Expressigselektioniert, wodurch u.a. die Sublinie
L721.221 entstand. Die L721.221-Linie zeichnet sicinch grof3e Deletionen in beiden auf
Chromosom 6 kodierten HLA-Klasse-I-Regionen aus @exgrimiert daher keine HLA-
Klasse-I-Molekile mehr (Ceman, Rudersdorf et aB2)9Die L721.221-Transfektanten mit
HLA-Cw*06, -Cw*07 und -Cw*01 wurden als genomiscBNS-Fragmente in den EBV-
getriebenen pHebo-Vektor kloniert und in Selektrmedium (0,5 mg/ml Hygromycin B,
bzw. G418) kultiviert. Die HLA-Expression aller Trefektanten wurde zu jedem Experiment
mittels FACS-Analysen kontrolliert. Die Erythroleirkielinie K-562 exprimiert gemal ihrem
Differenzierungsstadium keine HLA-Klasse-I-schwerg€atten. Im Labor von Frau Prof.
Weil3 entstand die als K-562-E (2B4) bezeichnetadfektante durch Doppeltransfektion mit
zwei Vektoren, wobei der erste pcDNA3(+)-Vektor mie schwere Kette des HLA-E-Allels
enthalt. Da HLA-E jedoch ohne zuséatzliche Hilfe @uein stabilisierendes Peptid und 32-
Mikroglobulin (m) an der Oberflache nicht stabil und damit numsath exprimiert ist,
wurde diese HLA-E-Transfektante (B5 genannt) zuditzmit einem zweiten Konstrukt
transfiziert. Dieses Konstrukt bestand aus der @m ¢cDNAS3.1(+)-Vektor klonierten
Fusionssequenz des stabilisierenden B8-SignalgefMAPRTVLL) und der durch einen
Linker getrennten 4#n-Sequenz (B8-L-&n). Die HLA-E-Oberflachenexpression war durch
die Koexpression der schweren Kette mit dem PdptitHusionsprotein stabil. Fir die als
K562-G bezeichnete Transfektante wurde die schwelleA-G-Kette dahingehend
modifiziert, dass die Sequenz des SignalpeptiddARRTLFL) durch VTAPRTLFL ersetzt
wurde und diese Sequenz in den pcDNA3(+)-Vektomiedd wurde. Durch den M-T-
Austausch ist das Signalpeptid nicht mehr in deyel @ie HLA-E Oberflachenexpression zu
stabilisieren. HLA-G-Effekte konnen so erstmals eHoberlappung mit HLA-E-Effekten
analysiert werden. Die NK-Leukamielinie NKL wurdesdindlicherweise von Prof. Miguel
Lopez-Botet und Prof. Peter Parham (Universitahfdtal) zur Verfligung gestellt und in IL-

2-supplementiertem Medium kultiviert.



40 Material

4.2 Normalspender PBMC

Die Normalspender fir die funktionellen NK-Expermbe wurden HLA-C- und KIR-
typisiert, um maogliche Ruckschlisse auf die Fumidldét der genetischen Konstellation
ziehen zu kénnen. Dabei ist hier neben den HLA-@ah und deren Einteilung in die HLA-

C-Gruppen C1 bzw. C2 auch der KIR-Haplotyp relevant

Spenderkirzel Nr. HLA-C-Allele C-Gruppen KIR-Haplotyp *
AM 1 Cw*06, *07 C2/C1 B/B
BF 2 n.d n.d n.d
BW 3 Cw*04, *04 C2/C2 A/A
CF 4 Cw*07, *07 Cil/C1 AA/B
FA 5 Cw*04, *07 C2/C1 AAIAA
HaB 6 Cw*12, *14 Cil/C1 A/B
HB 7 Cw*03, *07 Cil/C1 A/B
JB 8 Cw*06, *15 C2/C2 AA/B
KK 9 Cw*04, *07 C2/C1 A/B
MH 10 Cw*04, *07 C2/C1 AA/B
MS 11  Cw*03, *04 c2/c1 A/B
MW 12 nd n.d n.d
PR 13  Cw*06, *07 C2/C1 n.d
TA 14  Cw*04, *07 C2/C1 AA/B
TR 15 Cw*06, *07 C2/C1 AA/A
WG 16 Cw*04, *05 C2/C2 AA/A

* Die zwei Haplotypgruppen A und B unterscheiden sich durch die Anzahl und die Allele der Gene, die sie beinhalten. Die
Rahmen-KIR-Gene (3DL3, 3DP1, 2DL4 und 3DL2) sind in jedem Haplotyp vorhanden. Haplotyp A besitzt 6 inhibierende KIR-
Gene (2DL1, 2DL3, 2DL4, 3DL1, 3DL2 und 3DL3) und ein aktivierendes KIR-Gen (KIR2DS4), welches im Haplotyp AA ein nicht
exprimierbares Nullallel aufweist. Haplotyp B kann sich aus einer Vielzahl aktivierender und inhibierender KIR-Gene in
verschiedenen Kombinationen zusammensetzen. n.d.: nicht definiert

5 Antikorper

5.1 Primarantikorper

Spezifitat Konjugation Isotyp  Klon Einsatz/Konz. Hersteller
Isotypkontrolle keine IgG1 MOPC21 FACS/ 5 pug/mi Sigma
Isotypkontrolle keine IgG2a UPCI10 FACS/ 5 pug/mi Sigma
Isotypkontrolle keine IgM MOPC104E FACS/ 5 pg/ml Sigma
HLA-Klasse-I keine lgG2a W6/32 FACS/ Hybridom J.Johnson
HLA-A2 + B17 keine IgG1 HB54 FACS/ Hybridom ATCC
HLA-A2 + A69 keine IgG2b HB117 FACS/ Hybridom ATCC
HLA-A1 keine IgM FACS/ 20:1 BMT
ULBP1 keine lgG2a 170818 FACS/ 5 pug/ml R&D
ULBP2 keine lgG2a 165903 FACS/ 5 pg/ml R&D
ULBP3 keine lgG2a JFY02 FACS/ 5 pug/mi R&D
ULBP4 keine lgG2a 7H7, Ratte = FACS/ Hybridom E.Kremmer

MICA keine lgG2b 159227 FACS/ 5 pg/ml R&D



MICB

ICAM-1
Isotypkontrolle
Isotypkontrolle
Isotypkontrolle
Isotypkontrolle
CD3

CD4

CD6

CD8

CD14

CD16

CD25

CD44

CD45RA
CD45RO

CD56

CD85;j

CD9%4

CD107a
CD158a/h(p58.1)
CD158b/j (p58.2)
CD158el (p70)
CD158i (p50.3)
CD161

CD166 (ALCAM)
2B4 (CD244)
NKG2D
NKG2C
NKG2A

Nkp30

Nkp44

Nkp46

keine
keine
FITC

PE
PerCP
APC
FITC
APC

PE, keine
PE

FITC
FITC, keine
FITC
FITC
FITC

PE

APC, PE
PE

FITC, PE
FITC, PE
PE

PE

PE

PE

PE

PE

PC5, keine
PE, keine
keine

PE

PE, keine
PE, keine
PE, keine

BD: Becton Dickinson, BC: Beckman Coulter

5.2 Sekundarantikorper

Spezifitat

aMaus-IgG
aMaus-1gG/M
aMaus-IgG
F(ab’),-Fragment

6 Kooperationspartner

Dr. Christine Sers, Institut flr Pathologie, Charité, Berlin

Konjugation

PE
PE, FITC
keine

Dr. Ruprecht Kuner, DKFZ, Heidelberg
Prof. Dr. Elisabeth Weil3, Institut fir Anthropologie und Humangenetik, LMU Minchen

Material
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R&D
J.Johnson
BD
BC
BD
BD
BC
BC
BD
BC
BD
BC
BC
BC
BC
BC
BC
BC
BD
BD
BC
BC
BC
BC
BC
BC
BC
R&D
R&D
BC
BC
BC
BC

IgG2b 236511 FACS/ 5 pug/mi
IgG2a FACS/ Hybridom
lgG2b MOPC19 FACS/ 2 pl

lgG2a 7T4-1F5 FACS/ 2 pl

lgG2a  X39 FACS/ 2 ul

lgG2a X39 FACS/ 2 ul

lgG1 UCHT1 FACS/ 2 pl

lgG1 13B8.2 FACS/ 2 ul

lgG1 M-T605 FACS/ Separation
lgG1 B9.11 FACS/ 2 ul

lgG1 M5E2 FACS/ 2 pl

IgG1 3G8 FACS/ Stimulation
lgG2a B1.49.9 FACS/ 2 ul

lgG1  37.51.1 FACS/ 2 ul

lgGl1  ALB11 FACS/ 2 pl

lgG2a UCHL1 FACS/ 2 ul

lgG1 NKH-1 FACS/ 2 pl

lgG1 HP-F1 FACS/ 2 pl

lgG1 HP-3D9 FACS/ 2 ul

IgG1 H4A3 Degranulation/10pl
lgG1 EB6 FACS/ 2 pl

lgG1 GL183 FACS/ 2 pl

lgGl1  727.3.7 FACS/ 2 pl

lgG2a FES172 FACS/ 2 ul

lgG2a 191B8 FACS/ 2 ul

lgG1  3A6 FACS/ 2 pl

lgG1 Cl.7 FACS/ Stimulation
lgG1 149810 FACS/ Stimulation
lgG1 134591 Stimulation

lgG2b  z177 FACS/ 2 pl

IgG1 225 FACS/ Stimulation
lgG1 Z231 FACS/ Stimulation
lgG1 BAB281 FACS/ Stimulation
Organismus  Einsatz Hersteller
Ziege 1:100 Jackson ImmunoResearch
Ziege 1:100 Jackson ImmunoResearch
Ziege 20 ug/ml | Beckman Coulter
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7 Firmenverzeichnis

Agfa-Gevaert, Leverkusen

Alexis, Laufelingen, Schweiz

Amersham, Little Chalfont, England
ATCC, Rockville, Maryland, USA

Atomic Energy of Canada, Ontario, Kanada
Avidity, Denver, USA

Bayer, Health Care, West Haven CT

BDK Luft- u Reinraumtechnik, Sonnenbuhl
Beckman Coulter/lmmunotech, USA
Becton Dickinson Biosciences (BD), USA
Bibby Dunn Labortechnik, Asbach
Bio-Rad Laboratories, Richmond, USA
Biotec-Fischer GmbH, Reiskirchen
Biozym, Hess, Oldendorf

BMT, Meerbusch-Osterath

Brand, Wertheim

Branson Ultrasionics, Danbury, USA
Braun, Melsungen

Buddeberg

Corning, New York, USA

DAKO, Glostrup, Danemark

Dianova, Hamburg

Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA
Dynal, Oslo, Norwegen

Eppendorf, Hamburg

Falcon, Oxnard, Kalifornien, USA

Gilson, Villiers-le-Bel, Frankreich

Greiner, Nurtingen

Heraeus, Hanau

Material

IKA Labortechnik, Staufen
Invitrogen/Life Technologies, Karlsuhe
Julabo, Seelbach

Leica, Wetzlar

Liebherr, Biberach an der Riss

Merck, Darmstadt

Messer Griesheim, Krefeld

Mettler, GielRen

Millipore, Bradford, Massachusetts, USA
Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
Nalgene, Rochester, New York, USA
NeolLab, Heidelberg

Novagen, Wisconsin, USA

Nunc, Naperville, USA

PAN Biotech, Aidenbach

Panomics

PerkinElmer, Massachusetts, USA
Pharmacia, Uppsala, Schweden
Promega, Madison, USA

PromoCell, Heidelberg

Qiagen, Chatsworth, Kalifornien, USA
R&D Systems, Minneapolis, USA
Roche, Mannheim

Sartorius, Gottingen

Serotec, Oxford, UK

Sigma, St. Louis, Missouri, USA
Starlab, Ahrensburg

Stratagene, La Jolla, Kalifornien, USA
VWR International GMBH, Darmstadt
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D Methoden

1 Allgemeine Methoden der Zellkultur

Alle Schritte der Zellkultivierung wurden mit stiem Medien, Lésungen und Materialien an
einer Sterilwerkbank durchgefihrt, um eine Kontaation mit Pilzen und Bakterien zu

vermeiden. Die Zellkulturen wurden bei 37°C mit 63®, inkubiert.

1.1 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Fur eine langerfristige Lagerung von Zellen in d$igem Stickstoff wurde das
Gefrierschutzmittel DMSO (Dimethylsulfoxid) zugesetbMSO dringt in die Zellen ein und
fuhrt dabei zu einer Verminderung des WassergehaDadurch wird die Bildung von
Eiskristallen und damit eine Schadigung der Zellgarhindert. Da DMSO auf
stoffwechselintakte Zellen toxisch wirkt, wurdenleal Arbeitsschritte zigig auf Eis
durchgefuhrt. Die Zellen wurden durch Zentrifugati@@' bei 540 g) sedimentiert und das
Pellet anschlieBend in 0,5 ml kaltem FCS resuspendiach Zugabe desselben Volumens an
DMSO wurde die Suspension in ein vorgekihltesrieinbhrchen pipettiert. Das Réhrchen
wurde in mehrere Lagen von Papiertiichern eingewicka ein langsames Einfrieren zu
gewahrleisten und bei -80°C gelagert. Fur einedéngtige Lagerung wurden die Zellen in
Stickstoff (-196°C) uberfuhrt. Das Auftauen derlgelerfolgte durch schnelles Erwarmen der
Kryoréhrchen in einem 37°C warmen Wasserbad. Wadlen Zellen fast vollstandig
aufgetaut, wurden sie in einer 1:1 Mischung aus B@$SRPMI 11l aufgenommen und sofort
abzentrifugiert (8’ bei 540 g). Um das zelltoxisddMSO vollstandig zu entfernen wurden
die Zellen nochmals mit 5 ml RPMI Il gewaschensdartlieRend konnten sie in ihrem

jeweiligen Medium aufgenommen und in Zellkultur@then Uberfiihrt werden.

1.2 Bestimmung der Zellzahl

Aus einer Zellsuspension wurden fbDsteril entnommen, 1:1 mit Trypanblau gemischt und
davon 10pl in eine Neubauerzdhlkammer pipettiert und am togkroskop ausgezahlt.
Trypanblau durchdringt nur beschadigte Plasmamemebrand farbt somit tote Zellen blau
an. Durch diese Unterscheidung konnten die leberdidlen in einem GrofRquadrat (16
Kleinquadrate) ausgezahlt werden. Die Zellzahlmpt&uspension ergibt sich aus der Formel:

mittlere Zahl pro GroRquadrat x Verdiinnungsfaktdik
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1.3 Isolierung von peripheren mononukleéren Zellen (PBMC)

Die Isolierung von PBMC aus Vollblut gesunder Spancerfolgte mit Hilfe des
Polysaccharides Ficoll (Dichte 1077 g/ml). Daberdes die Blutbestandteile aufgrund der
Zentrifugalkraft im Ficoll-Gradienten entsprechenthrer Dichte aufgetrennt. Die
Abnahmeréhrchen wurden vor Blutentnahme zur Gengehemmung mit 0,1 ml Heparin
pro 10 ml Blut versetzt. Nach der Abnahme wurde Bag im Verhaltnis 1:2 mit PBS
verdinnt und langsam auf 15 ml Ficoll in einem 5D Zantrifugenréhrchen geschichtet.
Anschlie3end erfolgte eine Zentrifugation fur 2%i 840 g ohne zugeschaltete Bremse,
wodurch eine Auftrennung der Blutbestandteile gentiBr spezifischen Dichte erreicht
werden konnte. Die PBMC bilden eine weil3e Grenz$th{interphase) zwischen dem
daruber liegenden Blutplasma und der Ficoll-Losuhg,Erythrozyten und die Granulozyten
bilden das Sediment. Die PBMC wurden in ein friscR&hrchen Uberfihrt und zweimal mit
dem 5-fachen Volumen an PBS gewaschen. Anschlie@emden die Zellen in RPMI Il

aufgenommen und gezahlt.

1.4 Kultivierung von adharenten und Suspensions-Zel len

Die Kultivierung von adhéarent wachsenden Zellemlgté in dem fir die Zellen optimalen
Medium in liegenden Kulturflaschen. Transfizierte ellinien mit  definierter
Antibiotikaresistenz als Selektionsmarker wurden entsprechendem Selektionsmedium
kultiviert. In kleinen Kulturflaschen (KKF, 25 chwurden 8 - 9 ml Medium verwendet, in
mittleren Kulturflaschen (MKF, 75 cfh 10 - 12 ml. Alle drei bis vier Tage wurde das
Medium abgesaugt und durch frisches ersetzt. WdieeZellen dicht gewachsen (Konfluenz
von >80 %) wurden sie auf zwei Kulturflaschen atéde wozu die Zellen in Suspension
gebracht werden mussten. Hierzu wurde das Mediugasatugt und die Zellen mit 5 ml PBS
gewaschen, um das im Medium enthaltene FCS votigjégau entfernen. AnschlieRend wurde
Trypsin/EDTA zugegeben (10 pl/&nund die Flaschen bei 37°C im Brutschrank fiir&a.
inkubiert. Trypsin/EDTA fluhrt durch proteolytisch8paltung von Bindeproteinen und
Komplexierung von zweiwertigen Kationen zu einerl@song der Zellen, was unter dem
Mikroskop kontrolliert wurde. Die Reaktion wurderdh Zugabe von FCS-haltigem Medium
abgestoppt, da FCS die Aktivitat von Trypsin hemBDdnach konnte die Zellsuspension auf
zwei Flaschen verteilt oder fur Experimente vervwetnglerden. Suspensionszellen wurden in
entsprechendem Medium in kleinen oder mittlerentitiaschen kultiviert. Alle drei bis vier

Tage wurde die Halfte des Mediums abgesaugt unthdtisches ersetzt.
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1.5 Behandlung der Kolon-Karzinom-Zelllinien mit un terschiedlichen

Inhibitoren

Das konstitutive MAPK-Signal in den Kolon-Karzinadelllinien konnte durch Kinase-
Inhibitoren gehemmt werden, um somit den Effekt defImmunerkennung zu untersuchen.
Der MEK Inhibitor U0126 ist eine organische Verhimg (1,4-Diamino-2,3-Dicyano-1,4-
bis[2-aminophenylthio]lbutadien) und bindet an didRK-Kinase MEK1/2, wodurch deren
katalytische Aktivitdit gehemmt wird und so eine ikidrung der MAP-Kinasen ERK1/2
verhindert wird. U0126 wurde in DMSO gelést (10 mNM) Medium vorverdiinnt, und in
einer Endkonzentration von 10 bzw. 20 puM eingeseb#r MEK-Inhibitor PD98059
verhindert eine Aktivierung von unphosphoryliertefcK1/2-Kinasen durch die Kinase B-
RAF, wobei bereits aktiviert vorliegende MEK-Kinaseicht gehemmt werden, weshalb die
Inhibition nicht so stringent ist im Vergleich zWOWR6. PD wurde in DMSO geldst (10 mM)
und in einer Endkonzentration von 50 uM eingese&®orafenib (Nexavar, BAY 43-9006)
hemmt die Kinasen Raf-1, B-RAF sowie einige Rezepigosin-Kinasen (u.a. VEGFR-2,3;
PDGFR$, FIt-3 und c-KIT) (Wilhelm, Carter et al. 2004) dirftihrt daher auch zu einer
Hemmung des MEK/ERK-Signalweges. Eine Tablette wurd31,4 ml DMSO gel6st10
mM) und zelltypabhangig in einer Endkonzentratian\b — 10 pM eingesetzt. Der Pan-
Caspase-Inhibitor Z-VAD-FMK wurde in DMSO geldsO(inM) und in einer Konzentration
von 40 pM eingesetzt. Um die Auswirkungen auf diebe@éachenexpression
immunrelevanter Marker zu untersuchen wurden 0]8°Zellen pro MKF ausgesét, wobei
die Zugabe des jeweiligen Inhibitors 24 h spatéslgie. Da die Inhibitoren bei 37°C nicht
stabil sind, wurde das Medium alle 48 h gewechsgit.die Herstellung von Zelllysaten zur
Bestimmung des Phosphorylierungsgrades von KinasenTranskriptionsfaktoren wurden
0,1 x 16 Zellen in 6-Lochplatten ausgesat und wie beschriebehandelt. Die Lyse der
Zellen erfolgte dann ohne vorheriges Ernten deleBdallirekt in den Platten (vgl. Methoden
5.3).

Um den Effekt der DNS-Methylierung auf die Expressimmunrelevanter Marker auch in
Kolon-Karzinom-Zelllinien untersuchen zu kénnen,nvdenen keine DNMT-Deletions-
Varianten zur Verfligung standen, wurden diese deatid 5-Aza-2’-Deoxycytidin (5-Aza-C)
behandelt. 5-Aza-C ist ein chemisches Analog dddddgids Cytidin und hemmt nach DNS-
Einbau durch Bildung stabiler Komplexe mit DNS-Mgdthansferasen die weitere
Methylierung der DNS. Fiir eine Behandlung wurdex I° Zellen in einer MKF ausgesét
und 24 h spater mit 0,5 uM 5-Aza-C behandelt. @ienge Zelldichte (Konfluenz < 20 %) ist
wichtig, da fur eine DNS-Demethylierung Zellteilungd DNS-Neusynthese notig sind. Das
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Medium wurde wahrend der Behandlungsdauer (96 B0-h) alle 24 h gewechselt.Da alle
eingesetzten Inhibitoren in DMSO gelost waren, wuroh jedem Experiment eine
entsprechende DMSO-Kontrolle mitgefuhrt, wobei DM&@ner im selben Volumen wie der
in DMSO-geldste Inhibitor zugegeben wurde. Eine ahggyvon z.B. 10 ul DMSO auf 10 ml

Medium wurde als 0,1 % angegeben.

1.6 Kultivierung und Restimulation des ZTL-Klons JB 4 und von NK-

Zellen

Der allo-HLA-A2-restringierte T-Zellklon JB4 wurdén T-Zellmedium mit 50 U/ml
Interleukin-2 (IL-2) in 24-Lochplatten in einem Mwhen von 1,5 ml kultiviert. Alle drei bis
vier Tage wurde die Halfte des Mediums abgenommuah durch frisches T-Zell-Medium
ersetzt (100 U/ml IL-2), so dass konstant eine kotration von 50 U/ml IL-2 gehalten
wurde. Waren die Zellen sehr dicht gewachsen wumlendurch mehrmaliges Auf- und
Abpipettieren vom Boden geldst, und die Hélfte im eeues Loch der Platte Gberfuhrt und
frisches Medium zugegeben. Um T-Zellklone am Leberhalten, bendétigen sie neben IL-2,
alle 10-14 Tage einen weiteren Stimulus durch &astimulation. Dabei werden Antigen
(HLA-A2)-Zielzellen (RCC-26) und AntigefZellen (JB-LCL), sogenanntéeederZellen,
zusammen mit den T-Zellen kultiviert, wobei fiir L8 T-Zellen je 0,1 x 1bfeederzellen
eingesetzt wurden. Um eine Proliferation von Statiohszellen zu verhindern, wurden sie in
einer Bestrahlungsanlage mit dem Caesium-Isotéps @- undy- Strahler) bestrahlt. Die
jeweilige Bestrahlungsdosis ist dabei abhangig voefityp (vgl. Tabelle 2). NK-Zellen
wurden nach der Isolierung bzw. CD6-Separation. (Mgthoden 1.7 und 1.8) in RPMI IlI,
10 % HS und 100 U/ml IL-ih 24-Lochplatten ausgesat (1 x°Tellen/ 1,5 ml). Alle drei bis
vier Tage wurde das Medium zur Halfte abgesaugt dodch frisches ersetzt. Zum
Expandieren der Zellen wurden diese mit einer Ragigette aufgewirbelt und auf zwel
Locher verteilt. Wurden die NK-Zellen langer alseeMWoche kultiviert, erfolgte alle 10 — 14

Tage eine Restimulation mit allogenen, bestraHMBMC eines zweiten Spenders.

Tabelle 2  Bestrahlungsdosis der verschiedenen Stimulationszellen fir T- bzw. NK-Zell-Kultivierung

Restimulationszelle Bestrahlungsdosis (Gy)
RCC-26" 100

JB-LCL* 90

PBMC? 50

1 Stimulationszellen fiir ZTL-Klon JB4,Stimulationszellen fiir NK-Zell-Kultivierung.
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1.7 Isolierung von NK-Zellen aus PBMC

Die Isolierung von NK-Zellen aus PBMC gesunder Sjgererfolgte mittels der negativen
Isolationsmethode von Dynal. Diese basiert auf reiA@freinigung der gewilnschten
Zellpopulation durch Depletion der unerwinschterlefe Hierfir enthalt das Kit ein
Antikdrpergemisch, sowie magnetische Mikrosphavem.diese sind Antikdrper gegen den
Fc-Teil der zur Depletion eingesetzten Antikdrpekagppelt. Das Gemisch enthélt Antikorper
gegen CD14, CD36 und CDw123 zur Depletion von Mgterz und Granulozyten, sowie
Antikdrper gegen CD3 und HLA-Klasse-Il DR/DP zurudnd B-Zell-Depletion. Die negative
Isolation erfolgte nach Anleitung, wobei fiir 1 X’ ®BMC 20 pl Antikdrpergemisch und 100
pl der magnetischen Mikrosphéaren verwendet wurdeie. Inkubationsschritte mit den
Antikdrpern bzw. den Mikrospharen erfolgte jewdils 10’ bei 4°C auf einem Roller. Durch
Einsatz eines Magneten konnten die nicht gebundé&t€iZellen von den Mikrospharen
abgetrennt und in ein neues Rohrchen Uberfuhrt emerdnschlieRend wurden die Zellen

gezahlt, abzentrifugiert und in entsprechendes Muadiberfuhrt.

1.8 Separation von NK-Zellen anhand ihrer CD6-Expre  ssion

Nach einer negativen Isolation von NK-Zellen aus MEB konnte fir spezielle
Fragestellungen eine weitere Separation der Zellenverschiedene Subpopulationen
angeschlossen werden. Die mit der negativen Isolsthethode gewonnenen NK-Zellen
wurden in PBS /1 % FCS resuspendiert (10 ¥rif) und mit 20 pg Anti-CD6 Antikdrper
(M-T605) eine halbe Stunde rollend bei 4°C inkubiéinschlielend wurden die Zellen mit 2
ml PBS/1 % FCS gewaschen (8’ bei 540 g) und wiad& ml aufgenommen. Magnetische
lgG-gekoppelte Mikrospharen von Dynal (4 X/161l) wurden in einer Konzentration von ca.
6 Kiigelchen pro Zelle zugegeben, wobei von 50 % @i6-Zellen ausgegangen wurde.
Nach halbstindiger Inkubation bei 4°C erfolgte Separation der beiden Fraktionen durch
Einsatz eines Magnets, wonach die GB@ktion im Uberstand in ein neues Rohrchen
uberfihrt werden konnte. Um die CBBellen von den Kiigelchen zu Iésen, wurde der
Magnet entfernt und die Zellen mehrfach auf- ungiédttiert und danach die Mikrospharen
mit dem Magnet entfernt. Beide Fraktionen wurdepafpé und in entsprechendem Medium

aufgenommen.

1.9 Klonierung von NK-Zellen

Die NK-Zellen wurden mit Hilfe der Dynal-Methodeglv Methoden 1.7) aus PBMC isoliert,
in RPMI 11l 10 % HS aufgenommen und gezéhlt. Agdtend wurden sie 1:100 in Medium
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verdinnt. Um die Verdinnung zu testen, wurde eginkr Teil der 1:100 Verdlinnung so
eingestellt, dass sich 100 Zellen in 100 ul befmd2anach wurden 100, 50, 30 bzw. 10 plin
eine 96-Lochbodenplatte pipettiert und unter denkrbiikop gezahlt. Wenn die erwartete
Zellzahl vorhanden war, wurde die 1:100 Verdinnao§5 Zellen/100 ul bzw. 1 Zelle/100
pl eingestellt und in 96-Lochbodenplatten pipettieAnschlieBend wurden bestrahlte,
allogene PBMC aldeederZellen zugegeben (20.000 Zellen in 50 pl) und Rl&tten tber
Nacht bei 37°C inkubiert. Nach 24 h wurde IL-2 ine¥ Endkonzentration von 100 U/ml
zugegeben. Die NK-Zellklone wurden 14 Tage spatectdZugabe von 20.00@ederZellen

restimuliert und weiter expandiert.

1.10 Rezeptorspezifische Untersuchungen

Kopplung von Antikérpern an Platten

Um einen Effekt der Stimulation bestimmter Rezeptoauf die Degranulation (vgl. Meth.
3.2) und die Zytokinsekretion (vgl Meth. 5.2) vorK¥ellen zu untersuchen, wurden
spezifische Platten-gebundene Antikérper benutas Koppeln der Antikdrper ist notwendig,
da fur eine erfolgreiche Stimulation von Rezeptoegme Quervernetzung stattfinden muss,
die durch l6sliche Antikdrper nicht erreicht werdkann. Fur die Kopplung wurde als
Primarantikdrper eimMaus-IgG F(ab)}Fragment (20 pg/ml in PBS) Uber Nacht bei 4°C an
eine 96-Lochbodenplatte gebunden. Nach zweimaligéaschen mit 100 ul PBS wurde der
entsprechende Maus-lgG-Sekundarantikoérper (10 pgZodegeben und eine halbe Stunde
bei 4°C inkubiert. Nach einem weiteren Waschsctkdahnten die NK-Zellen in einem
Volumen von 200 ul zugegeben und je nach Fragestelunterschiedlich lang inkubiert

werden.

Blockieren von HLA-Klasse-I-Molekilen auf Zielzelle n

Um den inhibierenden Effekt von HLA-Klasse-I-Molé&ii auf die NK-Aktivierung zu
untersuchen, wurde HLA-Klasse-I auf den Zielzelten Hilfe von W6/32 F(alky)Fragment
blockiert. Der blockierende Antikdrper darf hierfieinen Fc-Teil besitzen, da dadurch eine
Aktivierung der NK-Zellen tber den #RIIIA-Rezeptor CD16 stattfinden wirde. Zu 200.000
Zellen wurden 200 pl Antikérper in einer Konzentvatvon 1 pg/ml pipettiert und ftr 30’ bei
RT inkubiert. Als Kontrolle wurde in einem weiteré&msatz ein Isotypantikorper in selber

Konzentration zu den Zielzellen gegeben.
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2  Durchflusszytometrie

2.1 Allgemein

Die Durchflusszytometrie arfluorescence activated cell scann@ACS) ermdglicht eine
gleichzeitige Analyse der Oberflachenexpressionrereh Molekuile auf Zellen. Dazu werden
monoklonale Antikdrper (Priméarantikorper) genutdie spezifisch gegen das jeweilige
Molekul gerichtet sind. Diese Antikorper konnenedtir Fluoreszenz-markiert sein oder mit
einem zweiten, isotyp- oder speziesspezifischenorEkzenz-markierten Antikérper
(Sekundéarantikérper) nachgewiesen werden. Bei dessMhg am Durchflusszytometer
werden die Zellen in einem Flussigkeitsstrom dudiehMesskivette aufgenommen und dabei
vereinzelt. Die im Geréat befindlichen Laser redesi, passender Extinktionswellenlange, die
an den Antikdrpern konjugierten Farbstoffe an. Biesbsorbieren die Energie des
Laserlichtes und geben sie in Form eines Photonstintmter Wellenlange
(Emissionswellenlange) wieder ab, was durch eineotdeletektor registriert wird. Dabei ist
die Anzahl der gemessenen Photonen proportionahzaahl der an einer Zelle gebundenen
Antikdrper. Dadurch ist es moéglich die Qualitat udée Quantitat eines exprimierten
Molekils zu bestimmen. Zusatzlich erlaubt das ehtstde Vorwartsstreulicht (FSC) eine
Aussage Uber die Zellgrol3e, das Seitwartsstre(BBC) ist ein Mal3 der Zell-Granularitat.

In der vorliegenden Arbeit wurde der FACSCalibuer dnit zwei Lasern (Argonlaser,
Heliumneonlaser) ausgestattet ist und der LSRIlf det vier Lasern (Argonlaser,
Heliumneonlaser, UV-Laser und violetter Laser) assattet ist, verwendet. Monoklonale
Antikérper die fur FACS Analysen verwendet wurdewaren entweder mit FITC
(Fluorescein-Isothiocyanat, FL-1, Emissionsmaximhen530 nm), PE (Phycoerythrin, FL-
2, Emissionsmaximum bei 585 nm), PC5 (FL-3, Emissioaximum bei 660-680 nm), PerCP
(Peridinin  Chlorophyll Protein FL-3, Emissionsmaxim bei 675 nm) oder APC

(Allophycocyanin, FL-4, Emissionsmaximum bei 767)mmarkiert.

Direkte Farbungen

Die zu messenden Zellen wurden abzentrifugiert inéFACS-Puffer aufgenommen. Pro
Ansatz wurden 5@l Zellsuspension (50.000 — 200.000 Zellen) mit jgsv2 ul, von bis zu
vier verschiedenen direkt markierten, Antikrper 80’ im Dunkeln auf Eis inkubiert.
Anschlieend wurden die Zellen mit FACS-Puffer gseteen und abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgeschiittet und die markiertele@@ntweder in 100 - 1501 FACS-

Puffer aufgenommen und sofort gemessen, oder it 1G0ul 1 % PFA in PBS fixiert und
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innerhalb der nachsten Tage gemessen. Zu jeder uligssvurden Positiv- und
Negativkontrollen mitgefiihrt. Als Negativkontrollemienten nicht-spezifisch-bindende
Antikérper mit den jeweils in der Messung verwemrtelsotypen (Isotypkontrollen). Die
fixierten FACS-Proben wurden bis zur Messung im ken bei 4°C aufbewahrt, um ein

Ausbleichen der Farbstoffe zu vermeiden.

Indirekte Farbungen

Unmarkierte Antikbrper mussten indirekt nachgewmeserden. Hierfir wurden 50.000 bis
200.000 Zellen in 50 pl FACS-Puffer aufgenommen und 40 - 50 pl des ersten

unmarkierten Antikorpers (Primarantikorper) fur 4&uf Eis inkubiert. Nach einmaligem
Waschen mit 120 ul FACS-Puffer wurden 50 pl dezifisehen Sekundarantikorpers (PE-
oder FITC-markiert) zugegeben und die Zellen weit2®’ im Dunkeln auf Eis inkubiert.

AnschlieBend wurden die Zellen, wie bereits fur digekte Farbung beschrieben,
weiterbehandelt. Als Isotypkontrollen dienten nibimdende und ebenfalls unmarkierte

Primarantikorper.

Markierung toter Zellen

Um eine Unterscheidung toter und lebender Zellefiein zu kénnen, wurde Propidiumiodid
(P1) verwendet. Pl kann die beschéadigte Membragr téellen durchdringen und in die DNS
interkalieren, lebende Zellen werden nicht angefdie Zellen durften daflr nicht mit PFA
fixiert werden, sondern wurden sofort nach Zugabe 9,2 pg/ml Pl gemessen, wobei das

Emissionsmaximum von Pl bei 619 nm liegt.

2.2 Messung und Auswertung

Die Software im Fluoreszenzzytometer ordnet jedamessenen Zelle einen Wert fir SSC
und FSC, sowie eine Fluoreszenzintensitat fur d@imierten Molekile zu. Diese Werte
lassen sich als Histogramm (eindimensional, Flumesintensitat gegen Zellzahl) oder als

Punktewolkendiagramm ,Dot Plot* (zweidimensionadibbige Parameter) darstellen.

Durch die Darstellung der FSC/SSC-Werte wurde duelj Messung zunachst die gewinschte
Zellpopulation aufgrund der GroRe und Granularitiat weitere Analysen ausgewahlt. Im
Anschluss wurden Zellansatze mit den jeweiligenofdezenz-markierten Isotypkontrollen
gemessen und diese als Histogramme dargestellt. Kdieve der jeweiligen Isotyp-
Fluoreszenzintensitat wurde am linken Rand desoliiatnms positioniert, und in den
anschlieBenden Analysen als negativ gewertet. Dizelmen Emissionsspektren der

Fluoreszenzfarbstoffe konnen tberlappen, so d&dg-¥TC-Signale im PE-Kanal gemessen
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werden wirden. Um dies zu verhindern, war es bew&edung mehrerer Farben nétig eine
Korrektur der Uberlappung (Kompensation) durchzugiah Dies musste am FACSCalibur
manuell durchgefuhrt werden, bei Messungen am LS&fbigte die Kompensation
automatisiert. Dazu wurden Zellansatze, die nuereispezifischen Fluoreszenz-markierten
Antikdrper enthielten, gemessen. Konnte dennoch ®ignal in einem der anderen
Fluoreszenzkanéle detektiert werden, dann mussseslifalschpositive Signal korrigiert
werden. Dazu wurde von der Fluoreszenzintensitahicht besetzten Kanal prozentual die
Uberlappende Fluoreszenzintensitdt abgezogen, his im tatsachlich besetzten
Fluoreszenzkanal ein Signal detektiert wurde. AhsBbnd konnten die Proben gemessen

werden.

Indirekte Farbungen

Bei dieser Farbung liegt nur eine Fluoreszenz dule Sekundarantikérper pro Zellansatz
vor, daher konnte die Auswertung in Histogrammergelstellt werden. Bei jeder Messung
wurde eine Isotypkontrolle mit der entsprechenddumorészenz mitgefuhrt, so dass ein
Vergleich der Fluoreszenzintensitaten beider Kurfisotyp und spezifischer Antikorper) die
Expressionsstarke des untersuchten Moleklls angdmu kann die Differenz der mittleren
FluoreszenzintensitateANFI) der beiden Kurven benutzt werden, oder diev€arin einem

Histogramm Uberlagert dargestellt werdewneflay).

Direkte Farbungen

Wurde mehr als ein Antikoérper benutzt, dann wurdié@ Daten in Punktediagrammen
dargestellt und mit Hilfe der Boole’schen Algebrasgewertet. Dazu wurde fir jede
Fluoreszenz im entsprechenden Histogramm, anhantsaolgypkontrolle, die als negativ zu
bewertende Fluoreszenzintensitat festgelegt. Dispeschenden positiven Fluoreszenzen
konnten als Regionen definiert werden (z.B. R1 2’ FR2 = FL2). Die Boole’sche Algebra
verwendet nun die Operatoren UND und NICHT, umEleression der untersuchten Marker
auf einer Zelle zu definieren. Eine Zelle, die pigsiiir Marker in FLT (R1), FLZ (R2),
FL3" (R3) aber nicht FL4(R4) ist, wird folgendermafen definiert: RND R2UND R3 und
NICHT R4. Jeder mdglichen Kombination dieser vier Regiokann eine Farbe zugeordnet
werden, wodurch bei einer Auftragung zweier Paramiet Punktediagramm zusatzlich eine
Zuordnung der Zellen anhand der anderen Marker iotogst, was in der Software auch

prozentual angegeben wurde.
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Zur Auswertung und Messung verwendete Software:

FACSCalibur: CellQuest Software 5.2.1 (BD Bioscienc

LSRII: FACSDiva Software 5.0.2 (BD Bioscience)

3 Messung der Zytotoxizitat von T- und NK-Zellen

3.1 Chromfreisetzungstest

Zur Untersuchung der zellvermittelten Lysecel[ mediated lysis CML) wurden
Chromfreisetzungstests durchgefuhrt. Hierfir wurdenZielzellen mit radioaktivem Chrom
(NaCrO4) markiert, das bei einer Lyse der Zielzelle dudah Effektorzelle in den Uberstand
freigesetzt wird und dort nachgewiesen werden larEtwa 3 x 10Zellen wurden in 20
FCS aufgenommen und mit 40 - l0radioaktivem Natriumchromat (ca. §&i, in RPMI 11|
verdunnt) fir 90’ bei 37 °C im Brutschrank inkubiein dieser Zeit wurde das radioaktive
Nuklid von den Zellen aufgenommen. Die Zellen wurdiann zweimal mit 2 ml RPMI III/
15 % FCS (CML-Medium) fir 5 bei 540 g gewascheezdhlt und in das berechnete
Endvolumen in entsprechender Zellzahl (2000 Zelénl) tberfuhrt.

Direkte zellvermittelte Lyse

Fur die direkte zellvermittelte Lyse wurden die I&ikzellen und die radioaktiv markierten
Zielzellen in verschiedenen Verhéaltnissen (20:1 big) in 96-Loch-Rundbodenplatten
miteinander bei 37°C inkubiert. Von den Zielzellnrde hierbei eine konstante Zahl von
2000 Zellen in 50 pul CML-Medium pro Loch eingesetZuivor wurden die Killerzellen
vierfach titriert. Hierzu wurden in die oberste Reider Platte 20 x mehr Killerzellen als
Zielzellen in 100 pl (40.000 Zellen) pipettiert, die weiteren Reihen wurden 50 pul CML-
Medium vorgelegt. AnschlieRend wurden 50 pl aus oleersten Reihe in die nachste
pipettiert, und aus dieser wieder 50 pl in die éolde Reihe Uberfihrt, wodurch sich die
abnehmenden Killer- zu Zielzell-Verhéltnisse ergab&ur Bestimmung der spontanen
Chromfreisetzung wurde ein Ansatz nur mit Zielzellend 50 pl CML-Medium angesetzt.
Fur die maximale Chromfreisetzung wurden 50 pl dietzellen direkt auf die Messplatte
(Lumaplatte) Ubertragen. Nach Ablauf der vierstgedi Inkubation bei 37°C wurden 50 pl

des Uberstandes pro Ansatz auf die Messplatterrégen und tiber Nacht getrocknet.
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Redirigierte Lyse

Um die Balance zwischen aktivierendem und inhilmden Signal auf die NK-
Effektorfunktionen zu untersuchen, wurde mit der LINRumorlinie und der murinen
Mausmastozytomlinie P815 als Zielzelle eine reddrig Lyse durchgefuhrt. Die P815-
Zelllinie exprimiert Fc-Rezeptoren auf ihrer Obacdte, so dass sie mit IgG-Antikérpern aus
der Maus beladen werden kann. Dafur wurden Antédgegen inhibierende NK-Rezeptoren
in 8 Titrationsstufen eingesetzt (EK: 100 ng/ml #8ng/ml in je 12,5 ul). Anschliel3end
erfolgte die Zugabe von 12,5 pl Antikorper gegetivedrende Rezeptoren in konstanter
Menge von 100 ng/ml. Nach 30’ Inkubation bei RT @®00°'Cr-markierten P815-Zellen
(50 ul) wurden 40.000 NKL-Zellen (25 pl) zu jedemmsatz pipettiert, so dass sich ein
Gesamtvolumen von 100 ul ergab. Alle weiteren $ehrerfolgten wie fir die direkte

zellvermittelte Lyse beschrieben.

Messung und Auswertung

Die Messplatten wurden mit Folie abgeklebt und T@PCountZahlgerat gemessen. Die
radioaktive Strahlung wurde durch die Beschichtudgy Messplatten in Lichtquanten
umgewandelt, die das Zahlgerat in Lichtemissionem Minute ounts per minutecpm)

berechnet. Der Prozentsatz spezifischer Lyse esighbaus der Formel:

GemessendCr-Freisetzung - spontan&Cr-Freisetzung
x 100

(maximale>Cr-Freisetzung : 2) - spontal€r-Freisetzung

Der Wert der maximalen Chromfreisetzung musste lduwei geteilt werden, um die
Verdunnung der restlichen Proben zu berlcksichtigardie Zielzellen fur diesen Wert direkt
und unverdinnt auf die Messplatte pipettiert wurden

3.2 CD107a-Degranulations-Versuch

Erkennen NK-Zellen bzw. ZTLs ihre spezifischen Zedlen dann kommt es zu einer
Entleerung der zytotoxischen Granula in die immag@che Synapse. Dabei gelangt LAMP-
1 (CD107a), ein Bestandteil der Granulamembramstemt an die Zelloberflache der
Effektorzellen. Durch Zugabe Fluoreszenz-markieftetikrper gegen CD107a wahrend der
Koinkubation von Effektor- und Zielzellen werdenlealdurch Degranulation auf der
Oberflache exprimierten CD107a-Moleklle markierie Pesultierende Fluoreszenzintensitat

der ZTL bzw. NK-Zellen ist somit proportional zunugmal3 der Degranulation.
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Durchfiihrung

Die PBMCs wurden nach 48 h Stimulation mit 500 UlmP verwendet, der T-Zellklon JB4
wurde an Tag 8 bzw. 9 nach Restimulation fur digsuWehe eingesetzt. Die jeweiligen
Effektor- und Zielzellen wurden in 96-Lochplattendginem Gesamtvolumen von 200 pl TM-
Medium insgesamt 4 h bei 37°C inkubiert. Dabei vemr®,3 x 16 PBMCs oder 0,1 x 0
ZTL-Zellen mit je 0,1 x 10 Zielzellen und 10 pl CD107a-Antikérper (PE odefTE)
eingesetzt. Um die spontane Degranulation quaietiBa zu konnen, wurde ein
Kontrollansatz ohne Zugabe von Zielzellen mitgefiibkach 1 h wurden 5 pl Monensin (2
mM) zupipettiert, um eine Internalisierung von CD&0wahrend der Inkubation zu
verhindern, nach weiteren 3 h erfolgte dann eineF&bung der Effektorzellen um die
spezifische Degranulation einzelner Subpopulatioaealysieren zu kénnen, wobei NK-
Zellen, definiert durch ihren CD3und CD56-Phanotyp, von den ibrigen PBMC zu
unterscheiden waren. Die Zielzellen konnten anhibret Gro3e von den Effektorzellen bei
der durchflusszytometrischen Messung unterschiederden und wurden in parallelen
Ansétzen auf ihre Liganden-Expression hin untersuch

4  Molekularbiologische Methoden zur HLA/KIR-Typisie rung

4.1 Isolierung genomischer DNS

Die Isolierung genomischer DNS zur Bestimmung déAHund KIR-Allele erfolgte mit
Hilfe des QIAmp DNA Mini Kits nach Herstellerangabddabei wird die Zellwand durch ein
Detergenz aufgeschlossen und die Proteine ansehbleflurch Zugabe einer Protease
(Proteinkinase K) abgebaut. Durch Zentrifugationerspinsaulchen wird die DNS an eine
Membran gebunden, gewaschen und dann in DEPC-Waksert. Die Konzentration der
isolierten DNS wurde bei 260 nm an einem Spekt@imneter bestimmt, und auf eine
Konzentration von 20 ng/pl in sterilem Wasser estgit. Die DNS konnte bei -20°C

gelagert werden

4.2 PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion)

Durch die PCR konnten spezifische Sequenzen geoberidDNS amplifiziert werden. Im
Falle der HLA-Klasse-I- und KIR-Typisierung sindsddie variablen Regionen, so dass eine
allelspezifische Unterscheidung mdglich wird. AlssRivkontrolle fir den intakten Zustand

der DNS wurde -Actin amplifiziert. Hierbei handelt es sich um egpgenanntes
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,Haushaltsgen*, das immer von jeder Zelle expritieird. Als Negativkontrolle wurde in

einem Ansatz die DNS durch Wasser ersetzt.

Komponenten pl Schritt Dauer Temperatur  Zyklen
D-Mix 13,8 Schritt1 | 3 96 C 1
Primer 4 20~ 96C
Tag- 0,2 Schritt2  20” 60C 5
polymerase 20" 79C
DNS (20ng/ul) 2 10" 96T
ul 2 20 15" 60C
Schritt 3 30
20" 72<C
r 72<C
Schritt4 | 10’ 72<C 1
Schritt5 4<C 1

Abb. 12 Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes fur die HLA- bzw. KIR-Typisierung und das entsprechende PCR-Programm.

4.3 Gelelektrophorese

Die amplifizierte DNS wurde Uber ein 1,5%iges Agagel aufgetrennt. Fir die Herstellung
eines Gels wurden 1,5 g Agarose in 100 ml 1x TAEHdPun der Mikrowelle aufgekocht.
Nachdem die geléste Agarose etwas abgekuhlt war,rdesiu 6 pl  1%ige
Ethidiumbromidldsung zugegeben. Ethidiumbromid rikeéert in doppelstrangige
Nukleinsauren und emittiert unter UV-Bestrahlunghhhares Licht. Nach der Polymerisation
des Gels wurde es in eine mit Laufpuffer (1 x TAlHfer) geflillte Kammer gelegt und die
Proben aufgetragen. Hierfir wurdenpub der Probe sowie der Standard mit Wasser und
Auftragspuffer (1x) gemischt und in die Geltasclpgoettiert. Die Auftrennung erfolgte bei
einer Spannung von 100 Volt, wobei die negativ dehee DNS in Richtung des positiven
Pols lauft. Nach Auftrennung der Proben wurde das Gnter UV-Licht mit einer

Digitalkamera fotografiert und dokumentiert.
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5 Multiplex-Analysen

5.1 Allgemein

Die Multiplex-Technologie erméglicht eine simultaA@malyse von zahlreichen Parametern
aus einem sehr kleinen Probenvolumen. Es werderyneokiigelchen (g 5um) mit
individueller Eigenfluoreszenz verwendet, an diezsfische Molekile gekoppelt sind. Durch
abgestufte Mischverhaltnisse zweier fluoreszierendet-Tone stehen somit bis zu 100
farblich unterschiedlicher Mikrosphéaren zur Verfiigu die alle gemeinsam in einer Probe
verwendet werden kdnnen. An diese Mikrospharen &dnAntikdrper, die spezifisch fir
jegliche Art von Proteinen, u.a. Zytokine, Tranpkonsfaktoren bzw. Kinasen oder auch
Oligonukleotidsonden fiir eine HLA- bzw. KIR-Typisimg und eine Quantifizierung von
MRNS gekoppelt werden. Bindet ein Zielmolekil am dekoppelten Antikdrper wird das
Uber einen Biotin-markierten sekundaren Antikorperchgewiesen (vgl. Abb. 13). Die
Quantifizierung des Zielmolekils erfolgt dann durdugabe von Phycoerythrin-(PE)-
gekoppeltem Streptavidin (SAPE), welches das bjbérie Molekil bindet. Die Analyse
erfolgt an einem Multiplex-Array-Gerat (Luminex-Dinflussanalysegerat (LabSc¥n00)),
das uber zwei Laser verfugt und auf dem PrinzipRierchflusszytomerie basiert. Der erste
Laser detektiert das PE-Signal des SAPE (Quantitk) zweite die Eigenfluoreszenz der
Mikrospharen (Qualitat), so dass beide Signaleneilea zugeordnet werden kdnnen (Abb.
13A). Durch das spezielle Mischungsverhaltnis det- Fone kdnnen die Mikrospharen durch
den zweiten Laser voneinander unterschieden wedlan 13B) und das SAPE-Signal jeder
einzelnen Mikrosphare individuell detektiert werdétb. 13C).
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A C Quantifizierung des SAPE-Signals

Mikrosphare A Mikrosphére B

SAPE Laser 1

>
> >

SAPE-Signalintensitat

Zytokin A . A Zytokin B

| Laser 2
[

.II Mikrosphére B

Mikrosphére A

Rotintensitat 2

Mikrosphare A Mikrosphare B

r

Rotintensitét 1

Abb. 13 Schematische Darstellung der Multiplex-Tech ~ nologie am Beispiel der Zytokinbestimmung.

A Mikrosphéren mit gebundenen spezifischen Antikdrpern, an welche die Zytokine binden kénnen. Diese werden anschlieRend
von den biotinylierten Detektionsantikdrpern an einem weiteren Epitop erkannt. Die Quantifizierung erfolgt durch Zugabe von
SAPE. B Die verschiedenen Mikrosphéren kdnnen aufgrund der individuellen Farbgebung durch Laser 2 unterschieden werden,
wodurch die Zuordnung des SAPE-Signals mit Laser 1 fir jede Mikrosphére individuell erfolgen kann und eine Aussage Uber
die Quantitat der jeweiligen Zytokine ermdglicht (C).

5.2 Zytokinbestimmung

Bei der Bestimmung von Zytokinen aus Kulturiberdt&onnten die enthaltenen Zytokine

Uber im Reagenziensystem enthaltenen Standardkinaienen quantifiziert werden (pg/ml).

Durchfiuhrung

Die Durchfuihrung erfolgte laut Herstellerprotokder Iyophilisierte Zytokinstandard wurde
in 500 pl RPMI 1l resuspendiert und 30° auf Eis inkubierDanach wurde eine
Verdunnungsreihe hergestellt, wobei die einzelngtokine im Standard eine individuelle
Hochstkonzentration besitzen. Alle folgenden Inkidreen erfolgten schuttelnd bei 300 rpm
und im Dunklen um ein Ausbleichen der Mikrosphéarerd der Detektionsantikdrper zu
verhindern. Die Antikérper-gekoppelten Mikrospharearden in einer 96-Loch-Filterplatte
mit je 50 pl Probe fir 30’ inkubiert, als Negativitkmlle dienten die verwendeten Medien.
Mehrmaliges Waschen entfernte die ungebundene ibgEkhemokine, was mit einem
Vakuum-Absaugegerat erfolgen konnte, da die Miknéspn grofl3er sind als die Poren der
Filterplatte. Anschlielend erfolgte die Inkubationit dem sekundéren, biotinylierten
Detektionsantikorper, welcher nach einigen Wasdiiseh mit SAPE quantifiziert wurde.
Vor der Messung wurden die Platten bei 1000 rpngesdhittelt um ein Verklumpen der
Klgelchen zu verhindern. Das Luminex-Gerat musste jeder Messung mit beigefiigten

Kalibrierungskiigelchen kalibriert werden, die Masgerfolgte automatisiert.
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Messung und Auswertung

Die einzelnen Standardkurven der verschiedenen kihg(Chemokine wurden von der

Software (Bioplex-Manager 4.1.1) automatisch bemethAnhand dieser Standardkurven
wurde die jeweilige Zytokin- oder Chemokin-Konzenion in der Probe berechnet (pg/ml).

Das Programm erlaubt es bis zu zwei Einzelwerte sthrk aus dem Standardkurvenbereich
fallen, aus der Berechnung herauszunehmen. Hiéwdoedelte es sich meist um sehr hohe
oder sehr niedrige Konzentrationen, so dass nuiPdibenwerte, die im linearen Bereich

zwischen diesen Randwerten und somit im Standavdkbereich lagen, ausgewertet
wurden. Die genaue Durchfihrung des Protokolls ded Messung finden sich in der

Anleitung des Herstellers.

5.3 Phosphoproteinbestimmung

Mit der Multiplex-Technologie konnte auch der Phospylierungsstatus von Proteinen aus
Gesamtzell-Lysaten bestimmt werden. Diese Methagielevzur Analyse von Signalwegen in
Tumorzellen nach Behandlung mit spezifischen Inbien genutzt. Dabei wird in getrennten
Ansatzen zum einen der Gesamtgehalt eines Praf€otal Targe} als auch der Anteil an
davon phosphoryliert vorliegenden Molekil€&hospho Targgtbestimmt.

Durchfiihrung

Vor Herstellung der Zelllysate wurden die Kolon-Kiaom-Zellen in einer Zellzahl von
600.000 in Zellkulturschalen (75 énbzw. 100.000 Zellen in 6-Lochplatten ausgesatl un
nach 24 h mit den Inhibitoren bzw. dem Losungsinb@SO als Kontrolle behandelt. Die
Behandlung der Zellen wurde durch Waschen mit &skaPBS gestoppt, und die Zellen von
da an auf Eis inkubiert. Zur Lyse wurdell lysisbuffer (Bio-Rad) zugegeben, die Zellen mit
Zellschabern abgekratzt, und in ein Eppendorfgéf@sfuhrt, welches 20’ bei 4°C auf einem
Roller inkubiert wurde. Zur Optimierung des Zellselilusses wurden die Lysate kurz bei -
80°C durchgefroren, und nach Auftauen auf Eis 2%'17.000 g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in ein neues Eppendorfgefal’ Uberfihrt undPdideinkonzentration mittels der Biuret-
Reaktion (Pierce-Kit) bestimmt. Alle zu vergleicken Zelllysate wurden durch Zugabe von
assay-buffeBio-Rad) auf dieselbe Proteinkonzentration eitejg200 — 900 pg/ml). 50 pl
der Lysate wurden mit den spezifischen Mikrosphaiger Nacht schittelnd bei RT
inkubiert. Am nachsten Tag erfolgte, nach mehrneaig Waschen, die Zugabe der
biotinylierten Detektionsantikdrper und eine 30-iitige Inkubation bei RT. Zur
Quantifizierung wurde SAPE zugegeben und die Magsund Auswertung anschlieliend am
Luminex-Gerat mit der Bioplex-Manager-Software 4.durchgefihrt.
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Messung und Auswertung

Bei einer Phosphoproteinbestimmung gibt es keingandard mit klar definierten
Konzentrationsangaben, sondern Kontroll-Lysate {B#ml), die aus unterschiedlich
behandelten Zellen hergestellt wurden, und fur elidsprechenden Phospho-Proteine als
Positivkontrollen verwendet werden. Lysate aus btabdelten HelLa Zellen dienen als
Negativkontrolle fur die Phospho-Proteine der stiesten Kontrollzellen, und als
Positivkontrolle  fir den totalen Proteingehalt deeinzelnen Analyten. Die
Rohfluoreszenzwertemiean fluorescence intensityiFl) sind dabei ein MalR fur die
Gesamtmengen an Kinasemotél, t) und der entsprechenden phosphorylierten Form
(phospho p). Wichtig ist hierbei auch immer die Verandegen im Phosphorylierungsstatus
eines untersuchten Proteins im Vergleich zum Gegaimalt dieses Proteins im Zelllysat zu
betrachten, da eine Ab- oder Zunahme von Phospbi@iRr nur bei gleichbleibendem

Gesamtproteingehalt gewertet werden kann.

5.4 HLA/KIR-Typisierung

Fur die HLA-Klasse-I- und KIR-Typisierungen wurdehe Multiplex-Assays der Firma
OneLambda verwendet. Hierbei sind an die Mikrosphéar sequenzspezifische
Oligonukleotidsonden gebunden, an die bestimmtelgduenzen der HLA-Klasse-1 und
KIR Gene binden kdnnen. In dieser Arbeit wurderdsoHLA bzw. KIR-Typisierungen der
verwendeten Normalspender fur die Analysen der #en, sowie die HLA-Austattung der
HCT116-Zelle bestimmt.

Durchfiuhrung

Die Typisierung wurde gemall dem Protokoll des tedess durchgefihrt. Die zu
untersuchende DNS wird in einer Polymerase-Ketttien mit spezifischen biotinylierten
Primern amplifiziert (vgl. Meth. 4.2). Hierbei wend mit den generischen Primern Exon 2
und Exon 3 der HLA-Klasse-I-Gene und Exon 3+4, E¥oand Exon 7-9 des KIR Locus
amplifiziert. Exon 2 und 3 von HLA kodieren fur dial- und a2-Domane der
Peptidbindungsfurche und stellen so die variablequ8nzen der HLA-Molekile dar, in
denen sich die verschiedenen Allele unterscheiBen.amplifizierten Exons der KIR Gene
kodieren fur die verschiedenen extra- und intrak@len Domanen der KIR-Molekule in
denen sich ebenfalls die allelspezifischen Unteesieh befinden. Nach der PCR erfolgten
eine Denaturierung der doppelstrangigen DNS-Ankaté und eine Neutralisierung dieser
Reaktion. Wahrend eines Hybridisierungsschrittesnied die biotinylierten einzelstrangigen

DNS-Amplifikate Uber ihre komplementaren Oligonukidsonden an die Mikropartikel
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binden. Durch mehrmaliges stringentes Waschen wenight spezifisch gebundene DNS-
Strange entfernt. AnschlieRend werden die, UbelPdmer biotinylierten, DNS-Strange mit
SAPE markiert. Die Hybridisierungsintensitat steilh Mal3 fur Hybridisierung dar und kann

durch die Messung an einem Luminex-Gerat detektiertden.

Messung und Auswertung

Die Messung wurde mit der Software Luminex 100 IS @Qurchgefuhrt. Zur Auswertung
wurden die Dateien mit der HLA-Visual Software (Si@n 2.2.0, OneLambda) analysiert.
Die Software erlaubt eine intermediare Auflosung tpisierten Allele. Von HLA-C, das
besonders wichtig ist fur die NK-Zell-Regulationng heute 350 Allele bekannt, die 274
Proteine kodieren (IMGT/HLA Datenbank). Von den HER Genen sind mittlerweile Uber
100 Allele bekannt. HLA-C- und KIR-Allele werden &hnlicher Weise benannt, indem ein
mehrstelliger Zahlencode nach den Richtlinien deviD¥ (National Marrow Donor
Program) verwendet wird. HLA-Gene werden durch einen 8&ligen Zahlencode
unterschieden. Die ersten zwei Ziffern beschreibemer das Allel und die beiden nachsten
Ziffern den Subtyp des Allels. Allele deren Zahlede sich in den ersten vier Stellen
unterscheidet, weisen immer eine Nukleotidaustauadh der zu einer verénderten
Aminosauresequenz des kodierten Proteins fuhreléldie sich nur durch stille, also nicht-
kodierende Nukleotidaustausche unterscheiden, weddech Unterschiede an vierter und
funfter Stelle des Codes beschrieben. Die letztéiferd bezeichnen Allele, die nur
Veranderungen in nicht-kodierenden Bereichen, wmrohs oder Promotorregionen,
aufweisen. Bei den KIR-Genen unterscheiden dieeerdtei Zahlen Exonsequenzen, die zu
einer veranderten Aminosauresequenz fuhren. Dibastéic zwei Zahlen bezeichnen Allele,
die nicht-kodierende Veradnderungen aufweisen. &tiggén Ziffern bezeichnen wieder Allele,
die nur Veranderungen in nicht-kodierenden Beregichgfweisen. Die HLA-Visual Software

erlaubt diese genaue Auflésung.

5.5 mRNS-Quantifizierung

Fur eine Quantifizierung spezifischer Zytokin-mRN8rden die Multiplex-Assays der Firma
Panomics verwendet. Durch eine Kopplung sequenidiater Oligonukleotidsonden an die
verschiedenen Mikrospharen ist ein quantitativechiNaeis spezifischer mMRNS aus Gesamt-
Zelllysaten mdoglich, wobei das Detektionslimit b24.000 RNS-Molektlen liegt. Eine
spezielle Signal-Amplifizierung, mit Hilfe von vexeigten DNS-,Baumchen®, macht eine
PCR-Reaktion zur Anreicherung der untersuchten mRi8&rflissig. An die jeweiligen
Mikrospharen sind spezifische Oligonukleotidsond&hb. 14A, 1) gekoppelt, die vom 3'-
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Ende sogenannteapture extender CHR) gebunden werden. Am 5’-Ende binden di€gss
sequenzspezifisch an die mRNS, wobei fur eine Misghére mehrere unterschiedlicGg&s
vorhanden sind, so dass die mRNS in voller Langgeahffen wird. Fur eine spatere
Detektion der gebundenen mRNS sind zusatdhtiel extendelLEs (4) vorhanden, die an
andere Sequenzen der mRNS binden, unspezifischdulgen werden durch Zugabe
spezifischemblockers BLY3) vermieden. Zur Signalverstarkung werden naghridisierung
der mRNS sogenanntaanched DNA amplifie(Abb. 14B, 5) benutzt, die an di€s (4)
binden. Dabei handelt es sich um verzweigte DN8k8iren, die von biotinylierten Sonden
(6) an all diesen Verzweigungen gebunden werdem&dnwobei durch die vergroRRerte
Oberflache eine Verstarkung des Signals erreichtd.wiAnschlieRend erfolgt die
Quantifizierung mit Hilfe von SAPE.

A Hybridisierung der mRNS B Detektion der mMRNS
_| ._..-..;.:..... 5
I PEE— 6

1 Gekoppelte Oligonukleotidsonde 5 Branched DNA amplifier
2 Capture Extender CE 6 Biotinylierte Sonde
3 Blocker BL

4 Label Extender LE

Abb. 14 Prinzip der mRNS-Quantifizierung aus Zellly ~ saten mit dem Multiplex-Verfahren.

A Die mRNS wird Uber Nacht an die entsprechenden Mikrosphéren, die mit mRNS-spezifischen Oligonukleotidsonden
gekoppelt sind, hybridisiert. B Die Quantifizierung der gebundenen mRNS erfolgt mit DNS-,Baumchen* (branched DNA-
amplifier ) und daran gebundenen biotinyliertenen Sonden, die durch SAPE detektiert werden.

Durchfiuhrung

Die Durchfuihrung erfolgte laut Herstellerprotokallur Lysat-Herstellung wurden 50.000
Zellen in 100 pl Medium mit 50 ul Lysepuffer genmhisaind 30’ bei 37°C inkubiert. Der
Zellaufschluss wurde am Mikroskop kontrolliert. Digsate konnten sofort verwendet, oder
bei -80°C gelagert werden. 80 pl dieses Lysats amurdit 20 ul der Arbeitslésung, bestehend
aus Lysepuffer, den spezifischen Mikrospharen ureh dn Abb. 14/A gezeigten
Komponenten (1- 4), gemischt, und tGber Nacht b&C5dnd 600 rpm zur Hybridisierung

inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Proben aliefplatten tberfuhrt, und die an die



62 Methoden

Mikropartikel gebundene mRNS nach oben beschriehdPrnzip (Abb. 14B) nachgewiesen.
Die Quantifizierung des SAPE-Signals erfolgte duktessung der Proben in der Bioplex-
Manager-Software 4.1.1 am Luminex-Gerat.

Messung und Auswertung

Die Quantifizierung des SAPE-Signals erfolgte duktessung der Proben in der Bioplex-
Manager-Software 4.1.1 am Luminex-Gerat. Da keiRN®-Konzentrationsbestimmung der
Zelllysate erfolgt, wird in jedem Versuch auch th&NS-Expression eines ,Haushaltsgens®,
z.B. GAPDH, mitanalysiert, um das Expressionsniveaun Zellen miteinander in Bezug
setzen zu konnen. Die Quantifizierung der mRNS Igffodurch Berechnung der
Fluoreszenzanderung bezogen auf eine Negativkéatr@instimulierte Zelle), nach
Normalisierung des gemessenen Wertes mit der FHmenzstarke des Haushaltsgens
GAPDH:

MFI (Zytokin - mRNS)

MFI (GAPDH)
Normalisieter Wert(Zytokin — mRNS)
normalisieter Wert(Negativkatrolle)

Normalisieter Wert=

RelativemRNS- Anderung=

MFI: mittlere Fluoreszenzintensitat des SAPE-Signal
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E Ergebnisse

1 Modulation von HLA-Klasse-l und ULBP2 durch DNS-
Methyltransferasen und den MAP-Kinase-Signalweg

Die malignen Eigenschaften transformierter Zellemje ungehinderte Proliferation,
Gewebeinfiltration und Metastasierung beruhen mblkde auf der Aktivierung von
Onkogenen und der gleichzeitigen Inhibition von Dusuppressoren. Dabei spielen, neben
genetischen Veradnderungen der DNS, auch epigehetideaktoren, wie Promotor-
Methylierungen von CpG-Inseln durch DNS-Methyltf@nasen (DNMTS), eine grof3e Rolle.
Inwiefern diese Veranderungen auch Einfluss auf Ellkkennung und Eliminierung eines
Tumors durch das Immunsystem haben ist noch niadestig gezeigt. Die Kolon-
Karzinom-Zelllinie HCT116 zeichnet sich durch eiggdobale® DNS-Demethylierung aus,
wobei lokal auch stark methylierte CpG-Inseln imfotoren zu finden sind, wodurch vor
allem tumorsuppressive Gene stumm geschaltet werDeinch eine Mutation in dem
Onkogen K-RAS (G13D) ist der nachfolgende MEK/ERigftalweg, ein MAPK-Signalweg
(mitogen-activated protein kingsekonstitutiv aktiviert, und durch seinen Einflussf
Proliferation, Zellzykluskontrolle und Apoptose-Régftion mitverantwortlich fir das
ungehemmte Wachstum der Tumorzellen. Daher isediedllinie ideal, um die Effekte der
DNS-Methylierung und der Onkogen-Aktivierung aué dmmunerkennung zu untersuchen.
Um zellspezifische Effekte ausschlieen zu konnemyden die Auswirkungen des
onkogenen MAPK-Signalweges auf die Immunerkennurghan anderen Kolon-Karzinom-
Zelllinien analysiert, welche Mutationen in K-RA8er B-Raf aufwiesen.

1.1 Effekt der DNMT-Aktivitat auf Proliferation und Expression

immunrelevanter Marker

Um die Beteiligung der veranderten DNS-Methylieruimgder Kolon-Karzinom-Zelllinie
HCT116 an den tumorspezifischen Eigenschaften zuersuchen, konnten DNS-
Methyltransferase-Deletions-Varianten  (ursprungliclon B. Vogelstein hergestellt;
Kooperation C. Sers, Charité Berlin) benutzt werdém welchen durch homologe
Rekombination die beiden DNS-Methyltransferasen,MIN und/oder 3b, ausgeschaltet
wurden. HCT116 DNMTE (= HCT116/1) und HCT116 DNMT3b (= HCT116/3H)
zeigen nur eine geringe Reduktion im Gesamt-DNShWegrungsgehalt von ca. 20 % bei
HCT116/T" und < 4 % bei HCT116/3bim Vergleich zur HCT116 DNMTI + 3b" (=
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HCT116DKO) mit mehr als 95 % (Kooperation C. Serb). den HCT116/1 und

HCT116/38" Zellen sind vor allem die spezifischen CpG-Metéylingen in tumorrelevanten
Genen, wie z.B. dem Tumorsuppressorgdis™“*® erhalten. Durch die fast vollstandige
Demethylierung der DNS in den HCT116DKO-Zellen komes zum Verlust einiger
tumorspezifischer Eigenschaften, was sich bereisitlidh in der stark verringerten
Wachstumsrate dieser Zellen im Vergleich zu denehen zeigt (Abb. 15). Das konstitutiv
aktive MEK/ERK-Signal kann also nur in Zusammenhamgeiner gleichzeitig veranderten

DNS-Methylierung eine ungehemmte Proliferation éasesh.

12 ~

HCT116/3b"
10 1
& HCT116wt
S 8-
=
S 6 -
N HCT116/1
K]
N 4+
2 -
HCT116DKO
0
Oh 96h

Abb. 15 Wachstumsrate der Kolon-Karzinom-Zelllinie HCT116wt und der drei DNMT-Deletions-Varianten.
Die verschiedenen Zelllinien wurden zum Zeitpunkt O in identischer Zellzahl eingesetzt (0,9 x 10%, nach 96 h geerntet und
gezahlt. Zur Unterscheidung von toten Zellen wurde eine Trypanblau-Farbung durchgefiihrt.

DNMT-Aktivitat und Expression immunrelevanter Marke — r

Eine Tumorzelle muss spezifische Liganden fur Td iK-Zellen auf ihrer Oberflache
tragen, um von Zellen des Immunsystems erkanntemgden. Um den Einfluss der DNMT-
Aktivitat auf die Immunerkennung von Kolon-Karzinefellen festzustellen, wurde die
Expression wichtiger Liganden fiur die Aktivierungprv ZTL- bzw. NK-Zellen auf den
verschiedenen HCT116-Varianten durchflusszytonwtrigntersucht. Die Expressionsdaten
der anderen untersuchten Kolon-Karzinom-Zelllingefinden sich im Anhang (Abb. 60 und
Abb. 61). Da bekannt ist, dass transformierte Zeldt eine erniedrigte HLA-Klasse-I-
Expression aufweisen und somit vermindert von ZTkaent werden, wurde die Gesamt-
HLA-Klasse-l-Expression und die Expression des Aibrdsmolekils ICAM-1 in
Abhangigkeit von der DNMT-Aktivitat untersucht (Abb6). Zusatzlich wurde die HLA-A1-
und -A2-Expression analysiert, da wir in Koopematimit C. Sers auf mMRNS-Ebene eine
differentielle Regulation speziell dieser beiden AdGene zeigen konnten (Sers et al.,
eingereicht). Die allelspezifische Untersuchung wdabei aufgrund der von uns
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durchgefuhrten HLA-Typisierungen mdoglich (siehe Memten, 5.4). Bezuglich der NK-
Erkennung wurde der Fokus auf den aktivierendenRéteptor NKG2D gelegt, dessen 6
Liganden, ULBP1-4 und MICA/B, ebenfalls analyswrirde (Abb. 17).
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Abb. 16 Oberflachenexpression von HLA-Klasse-I-Mole  kiilen und ICAM-1 in HCT116-Kolon-Karzinom-Zellen

Die graue Kurve zeigt die Expression des spezifischen Markers, die schwarze ungefiillte Kurve stellt die Isotypkontrolle dar.
Angegeben ist der AMFI: MFI (spezifischer Antikdrper) — MFI (Isotypkontrolle), gezeigt ist eines von > 10 reprasentativen
Experimenten. W6/32 ist ein pan-HLA-Klasse-I-Antikérper (Hybridom).

Die HCT116DKO-Zellen zeigen eine deutlich gesteigeexpression von HLA-Klasse-I,
HLA-A1 und HLA-A2 im Vergleich zum Wildtyp und HCTIB/36™-Zellen (Abb. 16). Die
HCT116/1"-Variante zeigt ebenso eine erhdhte Expressiomichtr dabei aber nicht das
Niveau der HCT116DKO. Das fuhrte zunachst zu depdilyese, dass in den HCT116wt-
Tumorzellen aufgrund von DNS-Methylierungsereigamssine niedrigere HLA-Klassse-I-
Expression zu beobachten ist. Umfangreiche AnalgseriPromotoren von HLA-A1 und -A2
(siehe Anhang Abb. 62) haben gezeigt, dass beidm®orregionen bereits in der Wildtyp-
Zelle vollstandig demethyliert sind, weswegen diedate Expression nach DNMT-Verlust
nicht direkt durch einen Verlust der CpG-Methylieguim HLA-A-Promotor selbst erklart
werden kann. Die Oberflachenexpression von HLA-8gak hangt aber nicht nur von der
Expression der schweren HLA-Kette ab, sondern hgndiele weitere Faktoren, wie die
TAP-Transporter TAP1/2 und die Proteasom-Untereiehe LMP2/7 und 10 (siehe

Einleitung, Abb. 10), so dass eine Promotor-Metiying in Genen anderer Komponenten
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der HLA-Klasse-I-Maschinerie wahrscheinlich istn&imethylierungsabhéangige Regulation
dieser Faktoren auf mRNS-Ebene konnte in Kooperatt R. Kuner (DKFZ) tatsachlich
bereits gezeigt werden, und wird zurzeit auf dewtdtn-Niveau weiter untersucht (Sers et

al., eingereicht).

Die Expression des Adhasionsmolekiils ICAM-1, dashtig flr eine Bindung von T- und
NK-Zellen an die Zielzellen, und damit fir eine EBnkung der Tumorzellen ist, ist in der
HCT116wt-Linie heterogen, und fehlt vollstandig der HCT116/30 (Abb. 16). Da auch
eine Behandlung der Zellen mit IFN(00 U/ml), dem stérksten Signal zur Induktion von
HLA-Klasse-I- bzw. ICAM-1-Expression, zu keiner ggigerten Expression fiuhrte (Daten
nicht gezeigt), handelt es sich bei der HCT116/3fffensichtlich um die Selektion einer
ICAM-1-negativen Variante aus der heterogenen HGWt4Zelllinie.
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Abb. 17 Oberflachenexpression der Liganden des akti  vierenden NK-Rezeptors NKG2D auf HCT116-Kolon-Karz inom-
Zellen.

Die graue Kurve zeigt die Expression des spezifischen Markers, die schwarze ungefillte Kurve zeigt die Isotypkontrolle.

Angegeben ist der AMFI: MFI (spezifischer Antikérper) - MFI (Isotypkontrolle), dargestellt ist eines von mehr als 10

reprasentativen Experimenten.

Die Expression der Liganden fir den aktivierendel-Rezeptor NKG2D zeigen eine
unterschiedliche Regulation in An- bzw. Abwesenkeit DNMT (Abb. 17). ULBP1 und -2
sind in der HCT116DKO signifikant héher exprimials in den Wildtyp-Zellen, wahrend die

Expression der anderen Liganden weitestgehend unflusst ist. Fur ULBP4 waren alle
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HCT116-Deletions-Varianten und die Wildtyp-Zelleregativ, was mit einem eigenen
Antikorper der AG Falk untersucht wurde (Daten higezeigt). Eine detaillierte Analyse
mehrerer Promotorbereiche von ULBP2 und ULBP3 kerktar zeigen, dass sich hier der
beobachtete Unterschied direkt im Methylierungseder CpG-Inseln der entsprechenden
Promotoren zeigt (Abb. 63, Anhang). ULBP3 besitteits in der Wildtyp-Zelle einen vollig
unmethylierten Promotorbereich, wohingegen der URBPomotor zu > 90 % methyliert ist,
und erst durch vollstandigen Verlust der DNMT-Akt in der HCT116DKO demethyliert
vorliegt (Abb. 63, Anhang). Wahrend die methylieggabhangige Suppression von HLA-
Klasse-I auf Tumorzellen bereits langer bekanntkishnte die Regulation von ULBP2 durch
epigenetische Mechanismen dagegen erst kirzlich mRINS-Ebene gezeigt werden
(Yamashita, Tsujino et al. 2006). Eine Erhdhung deBP2-Oberflachenexpression durch

direkte Promotor-Demethylierung ist dagegen nochtribeschrieben.

Um einen methylierungsabhangigen Effekt auf die H{lasse-I- und ULBP2-Expression
auch in anderen Zellen zu untersuchen, wurde dlerkikarzinom-Zelllinie SW480, die eine
G12V-Mutation in K-RAS besitzt, fur 120 h mit denerdethylierenden Agens 5-Aza-2'-
Deoxycytidin (5-Aza-C) behandelt und anschlieReunrthkiflusszytometrisch analysiert (Abb.
18). Dabei ist zu sehen, dass es auch hier zu eihéhten Expression von HLA-Klasse-I, im
speziellen HLA-A2, und ULBP2 kommt. Neben diesenrarglerungen zeigten die
behandelten Zellen auch ein deutlich vermindertesWtum (Daten nicht gezeigt).

W6/32 HLA-A2 ULBP2

Zellzahl

104 10t 102 108 104 10t 102 108 104
Fluoreszenzintensitat

Abb. 18  HLA-Klasse-I-, HLA-A2- und ULBP2-Expression in SW48  0-Zellen nach 120 h 5-Aza-2’-Deoxycytidin-
Behandlung.

In grau ist die Expression nach 120 h DMSO-Kontrollbehandlung (0,05 %) dargestellt, die rote Kurve zeigt die erhohte

Expression nach 5-Aza-C-Behandlung (5 uM). Die schwarze, ungeftilite Kurve stellt die Isotypkontrolle dar.
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Ein Verlust beider DNS-Methyltransferasen (DNMT1duBib) und die dadurch bedingte
Demethylierung fuhrt in Kolon-Karzinom-Zelllinienuzeiner verringerten Proliferationsrate
und gleichzeitig zu einer gesteigerten Expressiam WHLA-Klasse-I-Molekilen, im
speziellen HLA-A, sowie ULBP1 und ULBP2. Fir ULBRZsteht dabei ein direkter

Zusammenhang zwischen gesteigerter Expression uetlsy der CpG-Methylierung i

=)

verschiedenen Promotorregionen.

1.2 Effekte des MAPK-Signalweges auf Proliferation und Expression
von HLA-Klasse-l und ULBP2

Neben dem veranderten DNS-Methylierungsmuster zmsita. 50 % der Kolon-Karzinome
auch eine aktivierende Mutation in dem Signalprot€iRAS, was zu einer konstitutiven
Aktivierung des nachgeschalteten MEK/ERK-Signalvgegért. Diese Aktivierung wird in

ca. 10 % der Kolon-Karzinome auch durch eine Matatn B-Raf, der aktivierenden Kinase
von K-RAS, hervorgerufen (Roberts and Der 2007)e [Meteiligung des onkogenen
MEK/ERK-Signalweges am Transformationsprozess umdallem am Prozess der Kolon-
Karzinom-Progression ist bereits seit langem bek@ogelstein and Kinzler 1993). Um die
Rolle dieses Signalweges in der Interaktion des dreanmit dem Immunsystem und in der
Zellproliferation zu analysieren, wurde das Zellhstem und die Oberflachenexpression

relevanter Immunmarker unter spezifischer MEK/ERWKibition untersucht.

1.2.1 Abhangigkeit der Proliferation vom MAPK-Signa  lweg

Zunachst wurde der Effekt einer spezifischen Hengmies MEK/ERK-Signalweges auf die
Proliferation untersucht. Dazu wurden der spezigsMEK-Inhibitor U0126 und der B-Raf-

Inhibitor Sorafenib (Nexavar) verwendet. Da voeall Sorafenib Apoptose induzieren kann
(Panka, Wang et al. 2006), musste fir alle Zedllindie maximal vertragliche Konzentration
bestimmt werden, um einen ausreichend inhibiereritféekt auf den MEK/ERK-Signalweg

zu garantieren und gleichzeitig noch genugend tataellen fur weitere Analysen zur

Verfugung zu haben. Daher wurde als Kriterium eiglliberleben von mehr als 50 %
festgelegt. Die Kolon-Karzinom-Zellen wurden mirsehiedenen Sorafenib-Konzentrationen
zwischen 5 uM und 10 pM behandelt und anschlie/eeémel Lebendzellzahlbestimmung mit
Trypanblau und durchflusszytometrisch mit Propidoiid durchgefiihrt. Die verschiedenen
Kolon-Karzinom-Zelllinien reagieren unterschiedliempfindlich auf Sorafenib und wurden

im Vergleich zu U0126 meist mit geringeren Konzatitnen behandelt (Tabelle 3). Der
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MEK-Inhibitor U0126 konnte flr alle Zelllinien mdiner Endkonzentration von 10 uM bzw.
20 puM eingesetzt werden, die entsprechende Koratemr wurde innerhalb eines

Experimentes fur alle Zellen verwendet.

Tabelle 3 Maximal vertragliche Konzentrationen des B-Raf-Inhibitors Sorafenib und des MEK-Inhibitors
U0126 fiir verschiedene Kolon-Karzinom-Zelllinien.

Zelllinie Sorafenib u0126 Zelllinie Sorafenib u0126
HCT116wt 5 uM 10 puM / 20 pM | SW480 10 pM 10 pM / 20 pM
HCT116/1" 5 uM 10 UM / 20 pM | SW620 10 pM 10 uM / 20 uM
HCT116/3b™ 5 uM 10 UM/ 20 pM | SW948 10 pM 10 uM / 20 pM
HCT116DKO 5 uM 10 uM / 20 pM | SW707 10 pM 10 pM / 20 pM
HT29 7,5 UM 10 uM /20 uM | Cx2 10 uM 10 pM / 20 uM

Die Behandlung mit Sorafenib fuhrt zu einer deutlicerringerten Proliferation und in
manchen Zelllinien sogar zu einem Absterben (Al), tveswegen eine Behandlung nicht
langer als 72 h durchgefihrt werden konnte, um gend unversehrtes Zellmaterial fur
anschlieBende Untersuchungen zur Verfligung zu haben Einsatz von U0126 fiuhrte
ebenso zu einer verminderten Wachstumsrate, iml&elhgzu Sorafenib aber in geringerem
Mal3e, und konnte daher bis zu 96 h durchgefuhrtieverEine Validierung der Inhibition des
MEK/ERK-Signalweges durch die Behandlung wurde nhtultiplex-Analysen der
Phosphorylierung von MEK/ERK-Proteinen durchgefifiigl. Kapitel 1.3).

379 ¢ DMSO 7 A DMSO
¢ U0126 4 U0126
@ Sorafenib 4 Sorafenib
2.5 61
[N & 54
o 24 o
o] o)
X% X%
= = 47
[l [l
N 154 L 2 L 4 e
[} 3}
N N ¢
P 3 *
1 . ¢
. . 2 ¢’
* .
051 * 1{ o : ¢
t *
0 T T T T 1 0 T T T T T T 1
Oh HCT116 HCT116 HCT116 HCT116

oh
SW480 SW620 HT29 SW707 cx2
wt 3b/-  14-  DKO SWo48

Abb. 19 Wachstumsraten verschiedener Kolon-Karzinom -Zellen nach 48 h Behandlung mit U0126 und Sorafeni  b.

Die U0126-Konzentration war fur alle Zellen gleich (10 uM), die Sorafenib-Konzentration individuell (vgl. Tabelle 3), DMSO als
Lésungsmittel wurde als Kontrolle mitgefiihrt und in entsprechenden Konzentrationen eingesetzt. Die Ausgangszellzahl lag bei
allen Zelllinien zum Zeitpunkt O h bei 0,9 x 10°.
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Bei den HCT116-Zellen zeigt sich, dass vor allee HCT116/1- und DKO-Varianten auf
beide Inhibitoren mit einem Wachstumsarrest undrFatie von Sorafenib sogar mit einem
Absterben reagieren, wobei dies bei Sorafenib kevsrfiir die 3B-Variante gilt. Dagegen
reagieren HCT116wt-Zellen weniger empfindlich aufeelnhibition des MEK/ERK-Signals.
Bei den anderen Kolon-Karzinom-Zelllinien zeigeohsunterschiedliche Reaktionen auf die
Inhibitoren, generell reagieren diese jedoch semesitauf die Behandlung mit Sorafenib.
Verglichen mit der jeweiligen DMSO-Kontrolle zeigtich fur alle Zellen aber eine

vergleichbare Reduktion der Proliferation nach MERK-Inhibition.

Der vollstdndige Verlust der DNMTs, wie es in de€HL16DKO der Fall ist, fuhrt 2z
verringertem Wachstum, was ebenfalls der Fall watnn der konstitutive MEK/ERK

Signalweg durch spezifische Inhibitoren gehemmtdwibabei zeigt die Behandlung mit

Sorafenib in den verschiedenen Kolon-Karzinom-#e#h eine starkere Auswirkung auf die
Proliferation und das Uberleben der Zellen alsWdd 26-Behandlung, was darauf hindeutet,
dass dieser Inhibitor zuséatzlich zur B-Raf-Hemmumgitere Effekte auf die Zellteilung

besitzt.

1.2.2 Regulation der HLA-Klasse-I- und ULBP2-Expres sion durch den
MAPK-Signalweg
Um die Frage zu beantworten, ob der MAPK-Signalaech einen Effekt auf die Erkennung

der Tumorzellen durch Immuneffektorzellen besiwtrden die Kolon-Karzinom-Zelllinien
mit den beiden Inhibitoren U0126 und Sorafenib Inelett, und die Expression
immunrelevanter Marker untersucht. Dabei lag detuBdflir weitere Analysen nur auf den
Markern, die bereits eine DNS-methylierungsabh&adrggulation gezeigt haben, da der
Zusammenhang beider Systeme untersucht werdere.sdfit Abb. 20 sind diejenigen
Molekdle, die sowohl durch einen Verlust der DNMkt#itat, als auch durch Hemmung des
konstitutiven MEK/ERK-Signals in den HCT116-Zell-iWanten eine gesteigerte Expression

zeigten, dargestellt.



Ergebnisse 71

. HCT1lé6wt 3b -+ 1+ DKO
S-
& 82 141 153
&; 517
W6/32 2 170 o8
g3
o3 5
85 . 60 79
=E 126 248 | 157
HLA-A1 83
= 53
S §
E B
9 & 62 279 & 107 @ 318
N 3 130 640
HLA-A2 83
2]
g: 8 M s p T— 105 991
ULBP2 :

al al al g
10° 10! 102 10° 104 10! 102 10° 104 10! 102 10° 10* 10t 102 10% 10
Fluoreszenzintensitat

Abb. 20 Oberflachenexpression der HCT116wt und DNMT  -Deletions-Varianten nach 96 h Behandlung mit U0126  bzw.
DMSO.

Die grau gefillte Kurve zeigt die Expression der DMSO-behandelten Zellen (0,1 %), die rote Kurve die Expression nach MEK-

Inhibition durch U0126 (10 uM). Die schwarzen, ungefillten Kurven zeigen die Isotypkontrollen. Angegeben sind die AMFI-

Werte (grau, DMSO; rot, U0126). Dargestellt ist eines von mehr als 10 représentativen Experimenten.

Die Expression von HLA-Klasse-I-Molekilen, im bederen HLA-A1 und -A2, sowie
ULBP2 ist nach MEK-Inhibition durch U0126 deutligfesteigert. Dabei ist dieser Effekt
unabhangig von der DNMT-Aktivitat zu beobachten, dla in der HCT116DKO bereits
erhohte Expression von HLA-Klasse-1 und ULBP2 imrleich zu den Wildtyp-Zellen durch
U0126 noch weiter gesteigert werden konnte. Da KOEZellen keine messbare DNMT-
Aktivitat vorliegt, gibt es offensichtlich einen fékt der MEK/ERK-Signale, der unabhangig
von Promotor-Methylierungen zu einer vermindertebefachenexpression fihrt. Bei
detaillierter Analyse des ULBP2-Promotorbereichsttets Bisulfit-Sequenzierung in
HCT116wt-Zellen vor bzw. nach U0126-Behandlung Kenigezeigt werden, dass die
Hemmung des MEK/ERK-Signals nach 48 h zu einer Dlylierung des Promotors fihrt
(Abb. 63, Anhang). Damit konnte die Hypothese, ddss konstitutiv aktive MEK/ERK-
Signalweg direkt die Promotor-Methylierung von immologisch relevanten Molekillen
bewirken kann, erstmals experimentell eindeutigdigg werden. Es gibt offensichtlich eine
direkte Interaktion zwischen dem konstitutiv akbveMEK/ERK-Signalweg und der
Methylierungsmaschinerie. Um UQ0126-verursachte Nefiekte auf andere Molekile des
onkogenen Signalweges als Ursache der beobachgetgulation ausschlieRen zu kdnnen,

wurden HCT11l6wt- und DKO-Zellen mit einem weitergspezifischen MEK-Inhibitor,
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PD98059, behandelt und die Expression von HLA-A uhdBP2 im Vergleich zur U0126-
Behandlung untersucht (Abb. 21).
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Abb. 21  Oberflachenexpression nach 96 h Behandlung der HCT116wt- und DKO-Zellen mit den MEK-Inhibitore n
U0126 und PD98059.

HCT116wt- und DKO-Zellen wurden 96 h mit U0126 (rot, 20 uM), PD98059 (blau, 50 pM) und DMSO als Kontrolle (grau)

behandelt. AnschlieBend wurde die Oberflachenexpression von HLA-A1, -A2 und ULBP2 durchflusszytometrisch untersucht.

Die AMFI-Werte sind angegeben (grau, DMSO; rot, U0126; blau PD98059).

Die Behandlung von HCT116wt- und DKO-Zellen mit 261(20 uM) bzw. PD98059 (50
1M) zeigt deutlich, dass PD98059 ebenso zu eirtgihgéen Oberflachenexpression flhrt, die
aber im Vergleich zu U0126 etwas geringer ausfalMas mdglicherweise mit der
unterschiedlichen Art der MEK-Inhibition zusammengi PD98059 verhindert im
Gegensatz zu U0126 nur eine weitere Phosphorylieden MEK-Kinase, hindert aber bereits
aktiviert vorliegende, phosphorylierte MEK-Kinasemicht daran den nachfolgenden
Signalweg durch die ERK-Phosphorylierung zu aktetie Im Gegensatz dazu hemmt U0126
sowohl aktive, phosphorylierte, als auch inaktimeht-phosphorylierte MEK-Proteine, so
dass der nachfolgende Signalweg starker beeinflusst. Diese Unterschiede in der
Stringenz der Hemmung des MEK/ERK-Signalweges zeigeich auch in der
Oberflachenexpression.

Eine Kinetik mit HCT116wt-Zellen mit dem B-Raf-Iihior Sorafenib zeigte, dass die
Oberflachenexpression von HLA-Klasse-I, im besoeddLA-A2, und ULBP2 erst nach 48
h im Vergleich zur DMSO-Kontrolle gesteigert isth 22). Bei den DNMT-Deletions-
Varianten waren nach 48 h Sorafenib-Behandlung tnmkhr gentigend intakte Zellen
vorhanden, da sie extrem sensitiv auf diesen Itdribeagierten. Um die Vergleichbarkeit

zwischen den vier HCT116-Varianten zu gewahrleisteurde die eingesetzte Konzentration
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von Sorafenib dennoch nicht verringert, so dassAdiswirkung der Sorafenib-Behandlung

auf die Oberflachenexpression nur fir HCT116wt-&ellargestellt ist (Abb. 22).
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Abb. 22 Kinetik der Sorafenib-Wirkung auf die Oberf  lachenexpression in HCT116wt-Zellen .
Die Zellen wurden 24 h, 48 h bzw. 72 h lang mit Sorafenib (5 uM) behandelt und die Expression von HLA-Klasse-I, HLA-A2 und
ULBP2 analysiert. Die schwarze, ungefillite Kurve ist die Isotypkontrolle, in grau sind DMSO behandelte (0,05 %) Zellen

dargestellt, die blaue Kurve zeigt die Expression nach Sorafenib-Behandlung (5 uM). Angegeben sind die AMFI-Werte (grau,
DMSO; blau Sorafenib).

Auch der B-Raf-Inhibitor Sorafenib fuhrt zeitabh&mgu einer gesteigerten Expression von
HLA-Klasse-1, HLA-A2 und ULBP2 in HCT116wt-ZelleNach 72 h DMSO-Behandlung
sieht man einen leichten Verlust von HLA-Klasseuf alen HCT116wt-Zellen. Dieser
DMSO-Effekt zeigt sich nicht fur ULBP2 und war aufilr HLA-Klasse-I in verschiedenen
Experimenten und Zelltypen zu einem unterschiedhciGrad zu beobachten. Fur eine
korrekte  Beurteilung der Auswirkungen einer InhlobiBehandlung auf die
Oberflachenexpression war es demnach &aufRerst wicinti jedem Experiment eine
entsprechende DMSO-Kontrolle mitzufihren.

Um zu untersuchen, ob der konstitutiv aktive MEKKzRignalweg auch in anderen Kolon-

Karzinom-Zelllinien eine Auswirkung auf die ObedlEenexpression hat, wurden diese
ebenfalls mit U0126 und Sorafenib behandelt und @erflachenexpression von HLA-

Klasse-I, HLA-A und ULBP2 durchflusszytometrischadfysiert (Abb. 23 und Abb. 24).
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Abb. 23 Oberflachenexpression nach 96 h Behandlung mit dem MEK-Inhibitor U0126.
Die verschiedenen Kolon-Karzinom-Zelllinien wurden mit U0126 (rot, 20 pM) und DMSO als Kontrolle behandelt (grau, 0,2 %).
Die schwarze, ungefiilite Kurve zeigt die Isotypkontrolle. Alle Kolon-Karzinom-Zellen, mit Ausnahme von HT29, exprimieren das

HLA-A2-Molekil, HT29 dagegen das HLA-A1-Molekil. Angegeben sind die AMFI-Werte. Dargestellt ist eines von mehr als 5
reprasentativen Experimenten.
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Abb. 24  Oberflachenexpression nach 72 h Sorafenib-B ehandlung.

Die Kolon-Karzinom-Zelllinien wurden mit individuellen Sorafenib-Konzentrationen (vgl.Tabelle 3) behandelt. Die graue Kurve
zeigt die Expression von DMSO-behandelte Zellen, die blaue Kurve die Expression nach B-Raf-Inhibition durch Sorafenib. Alle
Kolon-Karzinom-Zellen, mit Ausnahme von HT29, exprimieren das HLA-A2-Molekul, HT29 dagegen das HLA-A1-Molekdil.
Angegeben sind die AMFI-Werte. Dargestellt ist eines von mehr als 5 reprasentativen Experimenten.

Nach Behandlung der sechs Kolon-Karzinom-Zelllinneth dem spezifischen MEK-Inhibitor
U0126 (96 h) bzw. dem B-Raf-Inhibitor Sorafenib (72kénnen verschiedene Regulations-
Muster beobachtet werden. In der ersten Gruppe dimdeiden Zelllinien HT29 und Cx2
zusammengefasst, da diese nur auf einen der latehitmit einer erhohten Expression von

HLA-Klasse-1 bzw. ULBP2 reagieren, wobei die Zelié Cx2 starker auf U0126 und HT29
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starker auf Sorafenib anspricht. SW948 und SW620erevergleichbare Reaktionen auf
beide Inhibitoren, da in beiden Féllen sowohl HLAagSe-I-Molekile, als auch ULBP2 eine
gesteigerte Expression aufweisen. Diese Zelllirseigen also das gleiche Muster wie die
bereits untersuchten HCT116wt-Zellen. SW480 und 8WKo6nnen einer dritten Gruppe
zugeordnet werden, da in beiden die HLA-Klasse{iEgsion durch eine Sorafenib-
Behandlung starker gesteigert wird als mit U0126dekehrt zeigen beide Zelllinien eine
deutlich starkere Expression von ULBP2 nach UOl12&#@hdlung im Vergleich zu
Sorafenib-behandelten Zellen. SW620 und SW480 Kivldn-Karzinom-Zelllinien, die aus
derselben Patientin isoliert wurden, wobei SW488 dem Primar-Kolon-Karzinom und
SW620 aus der spater aufgetretenen Metastase refgntast. Interessant ist, dass beide
Zelllinien unterschiedlich auf die MAPK-Inhibitioreagieren, so dass sich moglicherweise im
Verlauf der Metastasierung auch die ReaktionsmutgeiZellen verandern. Da aul3er HT29-
Zellen, die eine B-Raf-Mutation tragen, alle Zeliin eine aktivierende Mutation in K-RAS
besitzen, scheint eine Vorhersage der ReaktiondeuBehandlung mit einem der beiden
Inhibitoren nicht allein durch eine Bestimmung d€dRRAS- oder B-Raf—Mutationsstatus
maoglich zu sein.

In HCT116DKO-Zellen konnten DNMT-unabhangige Efiekdes MEK/ERK-Signalweges
gezeigt werden. Ob diese Effekte auch in anderelorkkarzinom-Zelllinien existieren,
wurde an der SW480-Zelllinie untersucht. Dazu et®lzunachst eine Behandlung der
SW480-Zellen mit dem DNMT-Inhibitor 5-Aza-C fur @2, wobei nach 48 h zusatzlich der
MEK/ERK-Signalweg durch U0126-Zugabe inhibiert weirdParallel wurden Zellen mit
U0126 bzw. 5-Aza-C allein behandelt. Anschlie3ennlde die Expression von HLA-Klasse-
I, HLA-A2 und ULBP2 durchflusszytometrisch analysigAbb. 25).
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Abb. 25 Expression von HLA-Klasse-I, HLA-A2 und ULB P2 in behandelten SW480-Zellen .

Die Behandlung mit U0126 (rot, 20 uM) erfolgte fur 72 h, die Behandlung mit 5-Aza-C (blau, 0,5 uM) fir 120 h. Bei einer
Behandlung der Zellen mit U0126 und 5-Aza-C (griin) wurde U0126 nach 48 h der 5-Aza-C-Behandlung zugegeben. Das
Medium wurde alle 24 h durch frisches ersetzt. Die schwarze, ungefiillte Kurve zeigt die Isotypkontrolle, die graue gefiillte Kurve
die Oberflachenexpression der DMSO-Kontrollen.
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Durch Ubereinanderlegen der Kurven sieht man, dimesBehandlung der Zellen mit 5-Aza-
C (blau) oder U0126 (rot) zu einer vergleichbarésigerung der Oberflachenexpression der
untersuchten Molekile fuhrt. Bei ULBP2 lasst sigh, Vergleich zwischen 5-Aza-C- und
U0126-Behandlung, eine leicht hohere Expressioctddie MEK-Inhibition erkennen. Die
Expression in Zellen, in denen sowohl die DNS-Méényng, als auch der MEK/ERK-
Signalweg gehemmt wurde, zeigt eine weitere Steiggim Vergleich zu U0126- bzw. 5-
Aza-C-behandelten Zellen. Daher kann man postuljedass der MEK/ERK-Signalweg in
SW480-Zellen auch ohne DNMT-Beteiligung zu einernvieaderten Expression von HLA-
Klasse-I, im besonderen HLA-A2, und ULBP2 flhrt.

Eine Inhibition des MAPK-Signalweges an der MEKeo®-Raf-Position durch U0126 bzv.
Sorafenib fuhrt in allen untersuchten Kolon-Karzmdelllinien zu einer gesteigertgn

Expression von HLA-Klasse-l und ULBP2, wobei diedd&ngig von Zelllinie und Inhibitg

=

unterschiedlich stark ausgepragt sein kann. Derstkativ aktive MEK/ERK-Signalweg
bewirkt, unabhéngig von DNS-Promotor-Methylierungeme verminderte Expression vpn
HLA-Klasse-l und ULBP2, da auch in HCT116DKO-Zelldie MEK-Inhibition zu eine
gesteigerten Expression fuhrt. Die spezifische Dbylierung des ULBP2-Promotors nach
U0126-Behandlung stellt einen einzigartigen Hinwaig die direkte Interaktion des DN§-
Methylierunsapparates mit dem MAPK-Signalweg dar.

1.3 Auswirkungen der B-Raf- bzw. MEK-Blockierung au f die

nachfolgenden Signalwege

1.3.1 Konstitutives MEK/ERK-Signal in Kolon-Karzino  m-Zelllinien

Eine Mutation in K-RAS oder B-Raf ist eines derHeid Ereignisse im Prozess der Kolon-
Karzinogenese. Beide Mutationen fuhren zu einer iviiung des nachfolgenden
MEK/ERK-Signalweges und einer damit verbundenen ormahen, unkontrollierten
Proliferation. Aufgrund der Kultivierung der Tumetlen in FCS-haltigem Medium kommt
es durch die Anwesenheit von verschiedenen Waclssakioren (Serum-Proteinen) zu einer
konstitutiven Aktivierung des MAPK-Signalweges, zuBeispiel durch Bindung dieser
Proteine an Wachstumsrezeptoren wie den EGF-Rezégpadermal-growth factgr Die
aktivierende Mutation in K-RAS bzw. B-Raf fuhrt (idees dazu, dass dieses Signal auch
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ohne Ligandenbindung konstitutiv ablauft. Fir diadestellung der Auswirkung der MAPK-
Inhibition auf die Oberflachenexpression verschieste Immunstrukturen ist diese
zusatzliche, kulturbedingte Signalaktivierung almécht relevant. In den vorhergehenden
Experimenten (Kapitel 1.2.2) konnte bereits die Wigsung einer MAPK-Inhibition auf die
Oberflachenexpression immunrelevanter Marker wieAHdlasse-l und ULBP2 gezeigt
werden. Um die Wirkung der Inhibitoren UO0126 und réBenib auf den
Phosphorylierungsstatus des MEK/ERK-Signalwegesuztersuchen, wurde zunachst der
Aktivierungsgrad (= Phosphorylierung) des MEK-Sigreges in den Kolon-Karzinom-
Linien bestimmt. Dazu wurde aus HCT116-Proteinlgsatler Phosphorylierungsstatus der
ERK1/2-Kinasen, den Zielmolekilen der MEK1/2-Kiaasbestimmt (Abb. 26).
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Abb. 26  Gehalt an Total- und phosphoryliertem ERK-P  rotein (t- und p-ERK) in HCT116-Zelllysaten.

Die Zellen wurden vor Lysatherstellung 48 h in FCS-haltigem Medium in 6-Lochplatten kultiviert, wobei die eingesetzten
Zellzahlen dabei firr alle vier HCT116-Varianten gleich waren (0,1 x 10°). Die Zelllysate (500 pug/ml) wurden mit dem Multiplex-
Verfahren analysiert, wobei die mittlere Fluoreszenzintensitéat (MFI) ein Maf3 der vorhandenen Kinasenmengen ist.

Der Totalgehalt an ERK2-Protein war in allen HCTZdI-Varianten vergleichbar und der
hohe Gehalt an p-ERK1/2 zeigt die konstitutive sieiung des MEK/ERK-Signalweges an,
wobei die Menge an p-ERK1/2 in HCT116DKO-Zellenchdi vermindert ist. Zusatzlich zu
der Phosphorylierung von ERK1/2 wurde in sechs eweit Kolon-Karzinom-Zelllinien
ebenfalls der Phosphorylierungsgrad der, in dem@kaskade vorgeschalteten, MEK1-
Kinase  untersucht  (Abb. 27). Die  Zelllysate  weisenunterschiedliche
Gesamtproteinkonzentrationen auf und wurden inteigisnder Konzentration angeordnet.
Ein direkter Vergleich der unterschiedlichen Phasplerung der MEK1- und ERK1/2-
Proteine ist zwischen den Zelllinien nur dann mélgliwenn sie einen vergleichbaren Gehalt
an Gesamtprotein des jeweiligen Analyten besitzen.
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Abb. 27  Fluoreszenzintensitat (MFI) der Total- und  Phospho-MEK1- und -ERK1/2-Kinasen in sechs Kolon-Ka  rzinom-
Zelllinien .

Die Gesamt-Proteinkonzentrationen der Zelllysate sind angegeben (pg/ml) und die Zelllinien nach aufsteigender Konzentration
angeordnet. Trotz der unterschiedlichen Proteinkonzentrationen sind individuelle Unterschiede in Gehalt und Phosphorylierung
der beiden Kinasen zu beobachten. Die im Folgenden néher beschriebenen SW480- und SW620-Zellen sind zur besseren
Ubersicht in hellgrau dargestellt und der x-fache Anstieg der Fluoreszenzintensitéat in den SW480-Zellen im Vergleich zu den
SW620-Zellen angegeben.

Alle Zelllinien besitzen zwar eine aktivierende Mition in K-RAS bzw. B-Raf (HT29), die
MEK/ERK-Aktivierung ist jedoch unterschiedlich aeggagt. Vergleicht man zum Beispiel
die Primartumorzelllinie SW480 und die dazu kormexperende Metastasen-Zelllinie
SW620 (hellgrau), so besitzen beide vergleichbasa@tmengen der MEK-1-Kinase, davon
liegen aber in SW480-Zellen ca. 4-fach mehr phospieot, also aktiviert, vor. Der
Proteingehalt der Kinasen ERK1/2 ist in SW480-Zelereits um einen Faktor von ca. 2,5
im Vergleich zu den SW620-Zellen erhtéht, der Phosglerungsgrad von ERK1/2 in
SW480 Ubersteigt den in der SW620-Zelllinie aberdes 10-fache. Diese zellspezifischen
Unterschiede in der MEK/ERK-Phosphorylierung deutnf eine K-RAS-unabhangige
Einstellung des MAPK-Weges hin, was unter dem Begwmnkogenes signaling” subsumiert
werden kann.

Einfluss der EDTA/Trypsinbehandlung auf die ERK1/2-  Phosphorylierung

Um einen Zusammenhang zwischen der Behandlung enit ldhibitoren U0126 bzw.
Sorafenib, dem  Phosphorylierungsstatus der MEK/ER#teine und  der
Oberflachenexpression von HLA-Klasse-l und ULBP2 untersuchen, sollten Kolon-
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Karzinom-Zellen aus einem Ansatz heraus sowoheiiie durchflusszytometrische Analyse,
als auch fur die Herstellung eines Proteinlysatsutgt werden. Da hierfur die adhérenten
Zellen mit Trypsin/EDTA gelost werden mussen, amstsie direkt in Lyse-Puffer
aufzunehmen, wurde in einem Vorexperiment der Effiéser Behandlung auf die ERK1/2-
Phosphorylierung untersucht. Dazu wurden SW480eAed6 h lang mit DMSO (0,2 %) und
U0126 (20 pM) behandelt und anschlie3end direktyisepuffer aufgenommen bzw. zuerst
durch Trypsin/EDTA-Behandlung (5 min bei 37°C) dibge und erst dann in Lysepuffer
aufgenommen. Die Zelllysate wurden auf dieselbea@®#groteinkonzentration eingestellt

und im Multiplex-Verfahren analysiert (Abb. 28).
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15000 Abb. 28 Intensitat an phosphoryliertem ERK1/2-Prote  inin

Zelllysaten der SW480-Zelllinie.
Die Zellen wurden 96 h mit DMSO (0,2 %, weil}) bzw. U0126 (20 uM,
blau) behandelt und anschlieRend Zelllysate (600 pug/ml) hergestellt. Dazu
wurden die Zellen ohne bzw. mit vorheriger Trypsin/EDTA-Behandlung (-
/+ Trypsin/EDTA) in Lysepuffer aufgenommen. Der p-ERK1/2-Gehalt in
100% den Kontrollzellen (DMSO) ohne Trypsinbehandlung wurde als 100 %
5000 . festgelegt und die Steigerung durch Trypsin/EDTA-Behandlung prozentual
\77/“ dazu berechnet (353 %). Die prozentuale p-ERKZ1/2-Inhibition durch die
U0126-Behandlung ist immer auf die jeweilige DMSO-Kontrolle bezogen.
0 Die Fluoreszenzintensitét ist ein Maf? fur die ERK1/2-Phosphorylierung.
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Der Vergleich der ERK1/2-Phosphorylierungsmengdlb. 28 zeigt, dass eine Behandlung
der Zellen mit Trypsin/EDTA zu ERK1/2-Phosphoryliag fuhrt. Dabei zeigt der Vergleich
der Fluoreszenzintensitaten in den DMSO-behand&leden (weil3) mit und ohne Trypsin,
dass die Trypsin-Behandlung von 5 Minuten zu ef®@rfachen Steigerung der ERK1/2-
Phosphorylierung fiihrt, wobei die Inhibition durdd126 entsprechend schwach ausfallt (23
%). Dagegen zeigt die Behandlung mit U0126 in detied die sofort lysiert wurden eine
Reduktion des p-ERK1/2-Signals um 77 %.

Aus diesem Grund wurden alle weiteren Analysen Oberflachenexpression und des
Phosphorylierungsmusters aus parallelen Ansatzeohgefiihrt, die mit Trypsin/EDTA
geerntet bzw. direkt lysiert wurden.
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1.3.2 Kinetik der B-Raf- bzw. MEK-Inhibition

Um die Auswirkung der beiden Inhibitoren U0126 uS8drafenib auf den MEK/ERK-
Signalweg (Abb. 29) zu untersuchen, wurde eine le@tgende Kinetik in HCT116wt- und
DKO-Zellen durchgefihrt (Abb. 30 und Abb. 31).

K-RAS
GTP

Q%B Raf/ © Sorafenib Abb. 29 Schematische Darstellung des MEK/ERK-Signalwe  ges
l und der Blockierungsstellen durch ~ den MEK-Inhibitor
7® U0126 und den B-Raf-Inhibitor Sorafen ib.
@Em,f*——@ Dargestellt sind die Komponenten des MEK/ERK-Signalweges, deren
2 | uo0126 Proteinmenge und Phosphorylierungsgrad im Folgenden in den
l"*" Proteinlysaten der Kolon-Karzinom-Zelllinien HCT116wt und der DKO-
7\® Variante im Multiplex-Verfahren mit und ohne Einsatz der beiden
T Inhibitoren untersucht wurden. Daneben besitzen ERK1/2-Kinasen und
auch die Kinase p907* zahlreiche andere Zielmolekiile, meist
Transkriptionsfaktoren (TFs), was durch die gestrichelten Pfeile

ausgedriickt werden soll.

@’\
O

POORSK

HCT116wt- und DKO-Zellen wurden maximal 96 h mitndénhibitoren U0126 bzw.
Sorafenib und DMSO behandelt, und zu verschied@m#ipunkten Lysate hergestellt (Abb.
30 und Abb. 31). Nach Einstellung der Proteinkomzgion wurden die Lysate bezilglich der
Veranderungen im Total-Kinase-Gehalt bzw. der Phogpierung von MEK1 und ERK1/2,
und der im MAPK-Weg nachgeschalteten Kinase"p§0sowie Histon-H3 im Multiplex-
Verfahren analysiert. Der Vorteil der Multiplex-Mwide zur Bestimmung von Phospho-
Proteinen ist die gleichzeitige Semiquantifizierudgr Total-Protein-Menge und dem
phosphorylierten Anteil verschiedener Kinasen ansre Lysat, was einen direkten Vergleich
der unterschiedlichen Komponenten erlaubt.



Ergebnisse 81

HCT116wt

p_MEKlser217/Ser221 t-MEK1
16000 1
12000 - ®
12000 - o
__ 8000 - ¢
L
8000 -
=
4000 1 4000 1%
0 | 0 T 7 T T T 7 T T
t-ERK1/2
14000 4000 1 & o
Qo
10000 | 3000 -
L 2000 -
= 6000 A
1000 - %
2000 ¢
0 | 0 T T T T T 7 T T
t-p9ORSK
500 + 900 - o
Qo 94
400 A 700 A
— 300 -
% 500
200 A 300
100 -
100 -
0 T T 7 T T T T T | 0 T T T T T 7 T T
p-Histon-H3 Serto 0' 15 30' 3h 6h 24h 48h 72h 96h
90 ¢
70
Q 4 DMSO
L 50 —0—U0126
S .
——
30 Sorafenib
10
0+ T 7 T T T T T T |

0" 15' 30" 3h 6h 24h 48h 72h 96h

Abb. 30 Kinetik der Signalproteine des MEK/ERK-Signalw  eges nach 96 h Inhibitor-Behandlung der HCT116wt-

Zelllinie.
Links sind die phosphorylierten Kinasen dargestellt, rechts als Pendant die Total-Kinase-Mengen, wobei die Semiquantifizierung
als Mittlere-Fluoreszenz-Intensitat (MFIl) angegeben wird. Die Zellen wurden mit U0126 (rot, 20 uM), Sorafenib (blau, 5 pM) und
DMSO als Kontrolle behandelt und zu den verschiedenen Zeitpunkten wurden die Lysate hergestellt. Die Lysate wurden auf
eine Konzentration von 350 pg/ml eingestellt. Nach 48 h erfolgte ein Mediumwechsel, da die Inhibitoren bei 37T relativ instabil
sind. Die analysierten Phosphorylierungsstellen sind angegeben.
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HCT116DKO
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Abb. 31 Kinetik der Signalproteine des MEK/ERK-Signalw  eges nach 96 h Inhibitor-Behandlung der HCT116DKO-

Zelllinie.
Links sind die phosphorylierten Kinasen dargestellt, rechts als Pendant die Total-Kinase-Mengen, wobei die Semiquantifizierung
als Mittlere-Fluoreszenz-Intensitat (MFI) angegeben wird. Die Zellen wurden mit U0126 (rot, 20 uM), Sorafenib (blau, 5 pM) und
DMSO als Kontrolle behandelt und zu den verschiedenen Zeitpunkten wurden die Lysate hergestellt. Die Lysate wurden auf
eine Konzentration von 400 pg/ml eingestellt Nach 48 h erfolgte ein Mediumwechsel, da die Inhibitoren bei 37<C relativ instabil
sind. Die analysierten Phosphorylierungsstellen sind angegeben.
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Die HCT1l6wt- und DKO-Zellen zeigen ein vergleictesm Muster bezlglich der
Veranderungen im Total- bzw. Phospho-ProteingeNalh oben nach unten sind die Analyte
nach ihrer Abfolge im MEK/ERK-Signalweg angeordrfegl. Abb. 29). Die Behandlung
beider Zellvarianten mit dem MEK-Inhibitor U0126 viozdem B-Raf-Inhibitor Sorafenib
zeigt in den ersten 72 h keinen Einfluss auf desa@®-Proteingehalt von MEK1, ERK1/2
und p-9&=im Vergleich zur DMSO-Kontrolle, wobei fiir HistdA3 kein Gesamtprotein-
Test erhéltlich ist. Nach 96 h ist bei beiden Zelteach U0126- und Sorafenib-Behandlung
ein Absinken der Total-Mengen von MEK1, ERK1/2 0 im Vergleich zur DMSO-
Kontrolle zu beobachten. Dieser Effekt ist nichitrsgtark ausgepragt und tritt verglichen mit
Melanom- bzw. Leberkarzinom-Zelllinien verzogerf &Daten nicht gezeigt; Dissertation S.
MaflRen bzw. C. Quack). Die Phosphorylierung von MEKH ERK1/2 wird durch beide
Substanzen unterschiedlich beeinflusst, wobei uBteafenib-Behandlung (blaue Rauten) p-
MEK1 und p-ERK1/2 mit identischer Kinetik zunachstrz ansteigen, bevor sie schrittweise
Uber die Zeit abnehmen und nach 3 h ein Niveaucétrest, das dann konstant niedrig bleibt.
Dies ist ein zu erwartender Effekt, da Sorafeniblahibitor der MEK-aktivierenden Kinase
B-Raf ist. Anders verhalt es sich bei U0126-behdadeZellen, denn hier kommt es nach 3 h
sogar zu einer Anreicherung von p-MEK1 im Verglezaht DMSO-Kontrolle. Eine mdgliche
Erklarung fiur diesen Effekt ist die Tatsache, dd$8126 neben der Bindung an
unphosphoryliertes MEK1-Protein auch an bereits/ektes MEK1 bindet, und anscheinend
zu einer Stabilisierung der p-MEK1-Proteine beitrafrotz dieser Stabilisierung von p-
MEKZ1 durch U0126 kommt es bereits nach 15’ zu eirdrastischen Abfall der ERK1/2-
Phosphorylierung, was die Hemmung der MEK1-Kinaseeld U0126 anzeigt. Dieser Effekt
ist auch in den Sorafenib behandelten Zellen zerselvenn auch erst nach 3 h eine &hnliche
Reduktion im p-ERK1/2-Gehalt auftritt. Die Reduktigon p-ERK1/2 tritt also nach beiden
Behandlungen auf, basiert aber auf verschiedenerhatesmen. Die Inhibition des
MEK/ERK-Signalweges setzt sich auch in der vermitete Phosphorylierung von p%t,
einer nachgeschalteten ERK-regulierten Kinase, p@& " phosphoryliert u.a. auch Histon-
H3 am N-Terminus, wobei in diesem Fall die Phosplenung an Serin 10 untersucht wurde.
Die Inhibition durch U0126 oder Sorafenib scheilwhsin der Kaskade jedoch nicht mehr
weit genug nach unten durchsetzen zu kénnen, de Réeranderung der Histon-£f52
Phosphorylierung im Vergleich zur DMSO-Kontrollelsibar ist. Die auch in der DMSO-
Kontrolle beobachteten Schwankungen Uber die Zed €her mit dem Zellzyklus zu
korrelieren. Die Blockierung des MEK/ERK-Signalwegst also auch in der verminderten

Aktivierung verschiedener nachfolgender Kinasenearolgen.
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1.3.3 Auswirkung der Inhibitoren auf andere Kinasen und

Transkriptionsfaktoren

In den Zelllysaten der Kinetik mit HCT116wt- und DKZellen (vgl. Abb. 30 und Abb. 31)
wurden neben den bereits dargestellten Proteines ME&K/ERK-Signalweges auch
Komponenten anderer Signalwege, z.B. des JNK-Sigrgds, analysiert. Dabei zeigten
weder JNK selbst, noch die TranskriptionsfaktoreFA2 und c-Jun eine relevante
Veranderung nach Inhibition des MEK/ERK-Signalweges Vergleich zu DMSO
behandelten Zellen, was exemplarisch fir JNK im aathdargestellt ist (Abb. 64). Auch die
NF«B-p65/ikBa-Komponenten wurden nicht durch die Inhibitorenibf4sst. Dieser Befund
deutet darauf hin, dass weder in HCT116wt- nocDiKO-Zellen eine Querverbindung zu
dem JNK- und dem N&B-Signalweg besteht. Der durch RAS-regulierte P&ignalweg, der
vor allem zu der Aktivierung der Kinase Akt/PKB fithzeigt in HCT116wt-Zellen eine
Hemmung durch beide Inhibitoren, die sich in eweringerten Phosphorylierung der Akt-
Kinase im Vergleich zu der DMSO-Kontrolle zeigt, @ die Gesamt-Kinasemenge
unverandert ist (Daten im Anhang, Abb. 65). Diestdedarauf hin, dass in den HCT116wt-
Zellen der konstitutiv aktive MEK/ERK-Signalweg ainer Aktivierung des PI3K-Weges
beitragt.

Im Gegensatz dazu zeigte sich bei der Analyse 881\WAPK-Kinase durch die Behandlung
mit beiden Inhibitoren nach 48 h eine VeranderuaigTtal-Protein-Menge (Abb. 32), wobei
die konstitutiv bereits schwache Phosphorylierung p38-MAPK nicht beeinflusst wird
(Daten nicht gezeigt). Wahrend der Gehalt an Top38-MAPK in der DMSO-Kontrolle
ansteigt, fuhrt die Inhibitorgabe zu einem fastistdhdigen Proteinverlust nach 96 h, wobei

dieser Effekt unter Sorafenib-Behandlung vor allariiCT116wt-Zellen stark ausgepragt ist.
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Abb. 32 Veranderung des Total-Proteingehaltes der p38-M  AP-Kinase nach Behandlung der HCT116wt- und DKO-

Zellen mit U0126 und Sorafenib.
Die Zellen wurden in einer Kinetik von 0 h bis 96 h mit den beiden Inhibitoren U0126 (rot, 20 uM) bzw. Sorafenib (5 pM) und
DMSO als Kontrolle behandelt und die Zelllysate (350 pg/ml bzw. 400 pg/ml) im Multiplex-Verfahren analysiert. Die mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFI) ist dabei ein Mal fir die Kinasemenge.

Um zu untersuchen, ob der Abbau der p38-MAP-Kinas40126- bzw. vor allem Sorafenib-
behandelten Zellen durch Caspase-abhéngige Apcoptesgnisse bedingt ist, wurden
HCT116wt- und DKO-Zellen 48 h mit den Inhibitoreavia kombiniert mit dem Caspase-
Inhibitor Z-VAD-FMK (40 uM) behandelt, und der p38APK-Proteingehalt untersucht
(Abb. 33).
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Abb. 33 Total-Proteingehalt der p38-MAP-Kinase in H  CT116wt- und DKO-Zelllysaten nach 48 h Behandlung m it den
jeweiligen Inhibitoren.

Die Zellen wurden 48 h lang mit DMSO (0,2 %), Z-VAD-FMK (40 puM), U0126 (20 uM) und Sorafenib (5 pM) bzw. den

entsprechenden Kombinationen behandelt und die Zelllysate (500 pg/ml) im Multiplex-Verfahren analysiert. Die mittlere

Fluoreszenzintensitat (MFI) ist ein MaR fur die Kinasemenge.

Weder in HCT116wt- noch in DKO-Zellen kann der Ablger p38-MAP-Kinase durch eine
gleichzeitige Behandlung der Zellen mit Z-VAD-FMKerhindert werden. Daher ist der
Abbau nicht auf ein Caspase-abhangiges Apoptosgritsezuriickzufihren. Neben einer

naheliegenden  Caspase-Aktivitdtt werden auch proteale und lysosomale
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Degradationsmechanismen kontrovers diskutiert (Buwzek et al. 2005, Plaza-Menacho,
Mologni et al. 2007) und stellen somit einen Aspakkiinftiger Arbeiten in diesem Kontext

dar.

Die Behandlung der Kolon-Karzinom-Zellen mit beidénhibitoren fuhrt zu einem
verringerten Zellwachstum bzw. einem Absterben Zgien. Ob dieser Effekt auch durch
Veranderungen des pro-apoptotischen Zellzyklus-Reégrs p53 beeinflusst wird, wurde in
den HCT116wt- und DKO-Zellen untersucht, da diess @¢53-Wildtyp-Protein besitzen
(Abb. 34). Die in den anderen Kolon-Karzinom-Zeliarliegenden p53-Proteine zeigen eine
Mutation, die eine Bindung an die DNS verhinderid Wiese somit funktionslos sind (siehe

Material, Tabelle 1).
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Abb. 34  Kinetik des p53-Proteingehalts und der an Se  rin “*-phosphorylierten Form in HCT116wt- und DKO-Zelllysaten

mit und ohne Inhibitorbehandlung.
Die Zellen wurden insgesamt 96 h mit DMSO (grau, 0,2 %), U0126 (rot, 20 pM) bzw. Sorafenib (blau, 5 uM) behandelt und zu
verschiedenen Zeitpunkten wurden Proteinlysate hergestellt, die im Multiplex-Verfahren analysiert wurden. Die
Fluoreszenzintensitat ist ein MalR der Proteinmengen.

Das p53-Protein (t-p53) wird im Vergleich zur DM3o0ntrolle durch die Behandlung mit
Sorafenib und U0126 nach 24 h in beiden Zellliro&ensichtlich stabilisiert und in der Zelle
angereichert, bevor nach 72 h bzw. 96 h ein subititer Abbau einsetzt. Die Anreicherung
von p53 ist moglicherweise durch eine verringer@MR-Expression, einem Protein, das den
proteasomalen p53-Abbau induziert, zu erklaren. Bigression von MDM2 wird positiv

durch den MEK/ERK-Signalweg beeinflusst, wobei eimbition dieses Weges zu weniger
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MDM2-Protein und damit zu einem geringeren Abban p63 fihren kann (Ries, Biederer et
al. 2000). Da es sich um die nicht-mutierte p-58afrbandelt, kann eine Anreicherung in der
Zelle Auswirkungen auf die Apoptose-Induktion habBer lAnger anhaltende stabilisierende
Effekt von Sorafenib auf das p53-Protein in HCT1K&D>Zellen ist eine mdgliche Erklarung
fur die hohere Sensitivitdit dieser Zellen fir Apmg# durch die Behandlung. Der
Mechanismus des daraufhin erfolgenden Abbaus wind wieiterfihrenden Arbeiten
untersucht. Im Gegensatz zur Veranderung des pbBaltSewird die Phosphorylierung an
Sef*® durch keinen der beiden Inhibitoren beeinflussas BchlieRt jedoch nicht aus, dass
andere Phosphorylierungsstellen, wie das°%er der Regulation beteiligt sind, was ebenfalls

Gegenstand weiterer Untersuchungen ist.

1.4 Relevanz der MAPK- und DNMT-abhangigen Regulati on fir die

Immunerkennung

Eine Hemmung des MEK/ERK-Signalweges und/oder d&iMD-Aktivitat fihrt zu einer
erhohten Oberflachenexpression immunrelevanter &tavke HLA-Klasse-1 und ULBP2.
Die entscheidende Frage ist aber, ob diese Verdngen tatsachlich eine Auswirkung auf
die Erkennung der Tumorzellen durch Immuneffektbenehaben. Um das beantworten zu
kénnen, wurde die Erkennung der Kolon-Karzinom{ge#n mit und ohne Inhibitor-
Behandlung durch einen allo-HLA-A2-restringierteptatoxischen T-Zellklon (ZTL) und
periphere NK-Zellen untersucht.

1.4.1 Relevanz der HLA-Klasse-I-Modulation fur die  ZTL-Erkennung

Um zu untersuchen, ob die gesteigerte ExpressionHIcA-A2 nach MEK/ERK-Inhibition
bzw. durch DNMT-Defekt auf den Kolon-Karzinom-Zellauch Relevanz fir die Lyse der
Zellen  durch  zytotoxische  T-Zellen  besitzt, wurdernzundchst  Standard-
Chromfreisetzungsversuche mit dem allo-reaktivebAA2-spezifischen ZTL-Klon (JB4)
durchgefuhrt. Dazu wurden die HCT116wt-Zellen unel drei DNMT-Deletions-Varianten
96 h mit den entsprechenden Inhibitoren bzw. DMSI® kontrolle behandelt, und
anschlieBend als Zielzellen eingesetzt, wobei [gdralazu die HLA-A2-Expression

durchflusszytometrisch analysiert wurde (Abb. 35).
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HLA-A2-Oberflachenexpression allo-A2-spezifischer ZTL-Klon
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Abb. 35 Untersuchung der HLA-A2-Expression auf 96 hb  ehandelten HCT116-Zell-Varianten und der Lyse durchd  en
ZTL-Klon JB4.

A HLA-A2-Oberflachenexpression der HCT116-Zellvarianten. B % Spezifische Lyse der Zielzellen im Chromfreisetzungstest

durch den allo-A2-spezifischen ZTL-Klon JB4. WeiR: HCT116-Zellvarianten ohne Zusatz kultiviert, grau: DMSO-Kontrolle (0,1

%), schwarz: U0126-Behandlung (10 puM). Dargestellt ist eines von mehr als 3 unabhéngigen Experimenten.

Wie in Abb. 35 nochmals bestétigt wurde, fuhrt BiEK-Inhibition bzw. der DNMT-Defekt
zu einer erhéhten HLA-A2-Expression und spiegealh sh der spezifischen Lyse der Zellen
durch den JB4-ZTL-Klon wider. Dabei werden unbeledied HCT116DKO-Zellen bereits
besser lysiert als HCT116wt-Zellen, was durch Beharg mit U0126 noch weiter gesteigert
werden kann. Eine &hnlich gute Steigerung der kgsa bereits bei der DNMT1-Deletions-
Variante beobachtet werden, wobei auch hier die Miiibition durch U0126 die Zelllyse
noch verbessert. Damit korreliert die Lyse durch dio-A2-spezifischen ZTL-Klon gut mit
der HLA-A2-Expression auf den Zielzellen. Auffalligt dagegen die schlechtere Lyse der
HCT116/30-Variante, welche unabhéngig von der MEK-InhibiBehandlung, trotz der
hoheren HLA-A2-Expression iwergleich zu HCT116wt-Zellen, stattfindet. Da ®sh bei
der HCT116/3B-Variante um eine ICAM-1-negative Zelllinie handéitbb. 16), liegt diese
schlechtere Erkennung durch den T-Zellklon wahrnsdich an der deutlich schwécheren
Ausbildung der immunologischen Synapse, die durod f@éhlenden ICAM-1/LFA-1-
Adhasion verursacht wird. Diese Bedeutung der ICMUFA-1-Interaktion sowohl fir die
ZTL- als auch fur die NK-Zell-Erkennung wurde bésein mehreren Publikationen gezeigt
(Sirim, Zeitlimann et al. 2001, Bryceson, March ét 2006). Da in diesen klassischen
Zytotoxizitatsversuchen die Lyse der Zielzelle arthder Chromfreisetzung gemessen wird,
kann mit diesem Verfahren zwischen der Sensitid&it Zielzelle und der Aktivierung der
zytotoxischen Effektorzelle nicht unterschiedendeer. Durch die Bestimmung der CD107a-

Molekule auf der Killerzelle, die als Membranmolékider zytotoxischen Granula bei
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Degranulation der Effektorzelle durch Zielzell-Kakt transient auf der Oberflache
erscheinen, ist es aber mdglich die Aktivierung Kélerzellen parallel mit dem Phanotyp
durchflusszytometrisch zu quantifizieren (siehe ideten 3.2). Mit diesem experimentellen
Aufbau ist die Frage zu beantworten, ob die erhéyse der U0126-behandelten Zielzellen
bzw. der DNMT-Deletions-Varianten tatsachlich arr, deufgrund der erhéhten HLA-A2-
Expression, gesteigerten Aktivierung des ZTL-Kldegt, oder, ob im Chromfreisetzungstest
die Zielzellen lediglich sensitiver auf die lytish Signale reagieren. Dies bietet den grof3en
Vorteil, dass nicht andere Effekte, wie ApoptoseiBenzmechanismen bzw. hodhere
Apoptose-Sensitivitat der Zielzellen, das Ergeltes Immunerkennung beeinflussen. Dazu
wurden die Zielzellen, wie bei den Chromfreisetatagts, 96 h mit U0126 bzw. DMSO
behandelt und dann mit dem ZTL-Klon 4 h koinkubi&is Aktivitats-Kontrolle wird in allen
Versuchen auch die spontane Degranulation durclubbion der Effektorzellen ohne
Zielzellen untersucht (Abb. 36).
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Abb. 36 Transiente CD107a-Expression auf dem ZTL-KI  on (JB4) nach Aktivierung durch verschieden behande Ite
Zielzellen .

Von links nach rechts ist der ZTL-Klon nach Inkubation mit den verschiedenen HCT116-Zellvarianten aufgetragen, die 96 h lang

mit Medium (oberste Reihe), mit dem Ldsungsmittel DMSO (0,1%) oder mit dem MEK-Inhibitor U0126 (10 uM) behandelt

wurden. Unten ist die spontane Degranulation von JB4-T-Zellen gezeigt. Der prozentuale Anteil der CD107a"-ZTL-Zellen ist

angegeben. Dargestellt ist eines von mehr als 3 reprasentativen Experimenten.
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Auch die Degranulation, als Maf} der Zielzellerkempwdurch den ZTL-Klon, zeigt eine
deutliche Steigerung nach Kontakt mit unbehandel&T116DKO-Zellen (52,4 %) im
Vergleich zu HCT116wt-Zellen (15,7 %, oberste ZeilEbenso fuhrt eine Inhibition des
MEK/ERK-Signalweges durch U0126 in den Wildtyp-2ell zu einer gesteigerten
Degranulation des T-Zell-Klons (28,8 %). Die ICAMAggative HCT116/3b-Zelllinie wird
nicht nur, wie bereits im Chromfreisetzungstesteggz schlechter lysiert, sondern fuhrt
offensichtlich auch zu einer schlechteren Aktiviegudes ZTL-Klons, so dass ein Apoptose-

Resistenzmechanismus fir diese Beobachtung ausgeseh werden kann.

Um weiterhin experimentell auszuschlielen, dassedl@essere Erkennung nach Inhibitor-
Behandlung zellspezifisch erfolgt, aufgrund and€&berflachenveranderungen, wurden zwei
weitere HLA-A2-positive Kolon-Karzinom-Zelllinier6GW480 und SW948, als Zielzellen fur

den ZTL-Klon JB4 in Degranulationsversuchen eintgseHierbei wurde zusatzlich eine

Behandlung der Zielzellen mit Sorafenib durchgefidvas bei den beiden Zelllinien mdglich

war, da sie, wie bereits in Abb. 19 gezeigt, in Bpauf das Uberleben weniger sensitiv auf
eine U0126- bzw. Sorafenib-Behandlung reagierear dennoch eine gesteigerte HLA-A2-

Expression zeigen (Abb. 37/A).
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Abb. 37 Quantifizierung der HLA-A2-Expression auf S~ W480 und SW948-Zellen und der Degranulation des JB4  -ZTL-
Klons.

A HLA-A2-Expression auf den Zielzellen SW480 und SW948 nach 96 h Behandlung mit den Inhibitoren B % CD107a-positive

JB4-T-Zellen nach Aktivierung durch die unterschiedlich behandelten Zielzellen. DMSO (0,2 %, weif3), U0126 (20 puM, grau) und

Sorafenib (10 puM, schwarz). Der Ansatz ohne Zielzelle zeigt die spontane Degranulation des ZTL-Klons.

Auch in den beiden Kolon-Karzinom-Zelllinien SW48dd SW948 fiihrt eine gesteigerte
HLA-A2-Expression, als Folge der MEK/ERK-Inhibitipau einer besseren Erkennung durch
den ZTL-Klon JB4. Dabei spiegelt die geringere Regdation von JB4 nach Aktivierung
durch SW948 im Vergleich zu SW480-Zellen nicht wmlig quantitativen Unterschiede im
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HLA-A2-Expressionsniveau wider. Zusatzlich zeichsigh SW948 auch durch eine geringe
ICAM-1-Expression aus (Daten im Anhang, Abb. 60gswebenfalls zu der schwacheren
Degranulation beitragt. Obwohl die Sorafenib-Behandg der SW948-Zellen zu einer
geringeren Erhohung der HLA-A2-Expression Wergleich zu U0126 fuhrt, erreicht die
Degranulation des ZTL-Klons gegen Sorafenib-behii@déellen das gleiche Niveau. Die
durchflusszytometrische Analyse der Zielzellen &eiglass die ICAM-1-Expression durch
Sorafenib leicht gesteigert wurde (Daten nicht ggxewas eine Erklarung fur die bessere

Aktivierung bietet.

1.4.2 Relevanz der ULBP2- und HLA-Klasse-I-Modulati on fur die NK-Zell-

Erkennung

Neben den zytotoxischen T-Zellen spielen auch NKeBeeine Rolle in der Erkennung und
Eliminierung von Tumorzellen. Neben HLA-spezifisohahibitorischen Rezeptoren besitzen
alle NK-Zellen den aktivierenden NK-Rezeptor NKG2ibei ein Ligand, ULBP2, genau
wie HLA-Klasse-lI durch MEK/ERK-Signale und DNS-Msgtierung reguliert wird (Abb.
20). Daher wurde im Folgenden untersucht, wie diefOberflachenverdnderung durch DNS-
Methylierung und MEK/ERK-Hemmung auf die NK-Aktivieng auswirkt (Abb. 38).

PBMC von Normalspendern wurden 48 h mit 500 U/mRlIaktiviert und anschlie3end als
NK-Effektorzellen eingesetzt. Eine NK-Zell-Isolatiowar nicht nétig, da der CD107a-
Degranulationsversuch eine durchflusszytometriddbthode darstellt, die eine gleichzeitige
phanotypische und funktionelle Analyse der Effekétlen erlaubt. Dabei wurden, wie in
Kapitel 2.1.2 ausfiihrlich beschrieben, die NK-Pagiohen als CD3CD56 definiert und der
prozentuale Anteil CD107a-positiver Zellen an digSesamt-NK-Population berechnet.
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Abb. 38 Degranulation peripherer, IL-2-aktivierter NK-Zellen gegen behandelte HCT116-Zellvarianten.

Die HCT116-Zellvarianten wurden 96 h in Medium kultiviert (weiBer Balken), mit DMSO (0,1 %, grau) bzw. mit dem MEK-
Inhibitor U0126 (10 pM, schwarz) behandelt. Die spontane Degranulation der NK-Zellen ist durch den Ansatz ohne Zielzelle
quantifiziert. Dargestellt ist eines von 3 unabh&ngigen Experimenten.

Eine Hemmung des MEK/ERK-Signalweges durch UO012@rtflin HCT116-Kolon-
Karzinom-Zellen zu einer leicht verminderten Degdation der NK-Zellen nach
Zielzellkontakt (Abb. 38). Dieser Effekt ist unaloigig von der DNMT-Aktivitat, da er in
allen vier HCT116-Varianten zu beobachten ist, wothe DKO interessanterweise die
geringsten Unterschiede aufweist, was moglichemvais der gleichzeitigen Steigerung der
ULBP2-Expression durch U0126 liegt, die in den DR@llen zu der starksten Expression
dieses aktivierenden NKG2D-Liganden fuhrt (Abb..2Da NK-Zellen durch eine Bindung
von HLA-Klasse-l, im Besonderen HLA-C, mit ihren RdRezeptoren in ihrer Aktivitat
gehemmt werden, wurde die Oberflachenexpression WbA-Klasse-I blockiert, um zu
sehen, ob die verminderte NK-Zell-Degranulationege0126-behandelte Zellen tatsachlich
durch die gesteigerte HLA-Klasse-I-Expression zl&en ist. Dazu wurden W6/32-F(ab)
Fragmente benutzt, die keinen Fc-Teil besitzen, aine Aktivierung der NK-Zellen tber
ihren CD16-Rezeptor (KRIIIA) (ADCC, antibody-dependent cell cytotoxigity
auszuschlieB3en (Abb. 39).
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Abb. 39 Degranulation peripherer, IL-2-aktivierter NK-Zellen gegen HCT116wt- und DKO-Zellen mitund oh  ne
Blockierung der HLA-Klasse-I-Oberf lachenexpression.

Die HLA-Klasse-I-Expression auf den HCT116wt- und DKO-Zellen wurde durch das pan-HLA-Klasse-I-spezifische W6/32-

F(ab).-Fragment blockiert, als Kontrolle wurde ein Isotyp-AK verwendet. Die CD107a-Degranulation wurde auf die Gesamtheit

der CD3/CD56'-NK-Zellen berechnet und die HLA-Klasse-l-negative Tumorzelllinie K-562 als Positiv-Kontrolle der NK-Zell-

Reaktivitat eingesetzt. Gezeigt ist eines von 4 unabhangigen Experimenten.

Die geringere Degranulation in diesem Experimentghehen mit Abb. 38 stellt eine
spenderspezifische Variable dar, die im Vergleiersghiedener Spender deutlich wikie
Blockierung von HLA-Klasse-I-Molekilen fihrt zu eingesteigerten Degranulation der NK-
Zellen, so dass die verminderte NK-Zell-Degranolatgegen U0126-behandelte HCT116-
Zellen aus Abb. 38 tatsachlich durch die erhohtéHllasse-I-Expression zu erklaren ist. Da
je nach Intensitat Signale von inhibierenden NK-&p¢aren starker sein kbénnen als Signale
aktivierender Rezeptoren, wie NKG2D, kann die eteddLBP2-Expression in Folge der
MEK-Inhibition den hemmenden Effekt von HLA-Klask@&icht vollstandig kompensieren.
Die fein-regulierte Balance der NK-Aktivitat austialerenden und inhibierenden Signalen
wird besonders deutlich, wenn man den in Abb. 4@ekellten Vergleich zwischen U0126-
und Sorafenib-behandelten Kolon-Karzinom-Zellerrdsditet. Entsprechend der Steigerung
der HLA-Klasse-I-Expression auf U0126- und Sordfemehandelten SW480-Zellen wird die
NK-Zell-Degranulation reduziert. Dieser Effekt i behandelten SW948-Zellen nicht
sichtbar, vielmehr ist hier eine leicht starkereg@ulation zu beobachten, was auf eine

Verschiebung zugunsten der positiven Signale hitedeu
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Abb. 40 Degranulation peripherer, IL-2-aktivierter NK-Zellen gegen SW480- und SW948-Zellen.

Die beiden Kolon-Karzinom-Zelllinien wurden 96 h mit DMSO (0,2 %, weier Balken), mit U0126 (20 puM, grau) bzw. mit
Sorafenib (10 uM, schwarz) behandelt. Die spontane Degranulation der NK-Zellen ist durch den Ansatz ohne Zielzelle
quantifiziert, wobei die CD107a-Degranulation auf die Gesamtheit der CD3/CD56"-NK-Zellen berechnet wurde.

Eine DNS-Demethylierung aufgrund von DNMT-Verlusteo -Inhibition, und die Inhibition

des konstitutiv aktiven MEK/ERK-Signals fiihren ziner gesteigerten HLA-Klasse-|

Expression, besonderes von HLA-A1 und -A2. Died®lete Expression resultiert in einer
besseren Erkennung der Tumorzellen durch einen MRAestringierten ZTL-Klon. Die
ebenfalls gesteigerte Expression des NKG2D-Ligand#drBP2 nach DNMT-Verlus
und/oder MEK/ERK-Inhibition spiegelt sich in einBemethylierung des ULBP2-Promotgrs
wider. Dabei wird der aktivierende Effekt der gepteten ULBP2-Expression auf die NK-
Zell-Erkennung durch den inhibierenden HLA-Klass&effekt kompensiert.

Die Oberflachenexpression von HLA-Klasse-I und URBEeIgt in den untersuchten Kolon-
Karzinom-Zelllinien eine unterschiedliche Reakteuf MEK- bzw. B-Raf-Inhibition, so dasgs
zellspezifische Unterschiede der Vernetzung desgemken K-RAS- und B-Raf-Signalweges

Zu existieren scheinen.
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2 Charakterisierung der NK-Zell-Plastizitat auf phd  notypischer
und funktioneller Ebene

NK-Zellen exprimieren, im Gegensatz zu T- und Bl&®l nicht einen spezifischen
aktivierenden Rezeptor (TZR bzw. BZR), sondern eielzahl unterschiedlicher,
Keimbahn-kodierter Rezeptoren. Diese fuhren nialnt zur Aktivierung, sondern kdnnen
auch inhibierende Signale vermitteln und damit Effigfunktionen aktiv abschalten. Durch
diese komplexe Regulation ist die NK-Reaktivitathti vorhersagbar und eine préazise
Beschreibung wird weiter dadurch erschwert, dads [dK-Zelle ein individuelles Rezeptor-
Repertoire aufweist. Diese klonale Diversitat wimit dem Begriff der NK-Plastizitat
zusammengefasst, wobei dies Phanotyp- auch Fuskinberschiede beinhaltet. Dartber
hinaus ist bis heute nicht genau geklart, welcheeB®ren bzw. Signalwege fur die beiden
NK-Effektorfunktionen Zytotozixitat und/oder Zytokproduktion verantwortlich sind und
wie sie zusammenspielen. Das zu klaren wirde da#wagen, die Reaktionen von NK-
Zellen besser steuern zu konnen und damit mogimtiee bestehende Therapieansatze in

Bezug auf Autoimmunitéat oder Tumorerkrankungen aterstitzen.

2.1 Phanotyp und Funktion peripherer NK-Zellen

In peripherem Blut sind spenderabhangig ca. 10 9%@2der Lymphozyten NK-Zellen, die
aufgrund ihrer Rezeptorausstattung zunachst in zMeuptgruppen unterteilt werden.
Ungefahr 90 % der NK-Zellen besitzen eine niediggression von CD56 (N-CAM), und
werden daher als CD%B-NK-Zellen bezeichnet, die dariiber hinaus eine linat
Expression des CD16-(HtIA)-Rezeptors aufweisen. Aufgrund der Sekretiorro-p
inflammatorischer Zytokine wird CD8®"/CD16-NK-Zellen eine immunmodulatorische
Funktion zugeschrieben, da sie dadurch die nachfiolg adaptive Immunantwort
beeinflussen konnen. Neben dieser Einteilung der-Zdden nach ihrer CD56/CD16-
Expression konnte in unserer Arbeitsgruppe CD6 alsa weiterer differentieller
Unterscheidungsmarker auf den beiden NK-Populatiodentifiziert werden. Wie CD16 ist
auch CD6 nicht auf CDB3&"-NK-Zellen exprimiert und zeigt in der CD%8-NK-
Subpopulation eine schwache, daher heterogene &ipre NK-Zellen weisen also ein
gro3es Repertoire unterschiedlicher aktivierendet unhibierender Rezeptoren auf, die in
einem komplex regulierten Gleichgewicht daribesemeiden, in welcher Situation die NK-
Zytotoxizitdt an- oder abgeschaltet wird, was zinséanter 2.1.1 genauer untersucht wird.
Dieses Regulationsprinzip trifft zwar auf alle NKlen zu, die Anwesenheit der beiden

Subpopulationen wirft jedoch zuséatzlich die Frageeunterschiedlichen Funktion auf, was
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durch Kombination von phanotypischen und funktiterelTest in 2.1.2 und 2.1.3 im Detall

untersucht wird.

2.1.1 Regulation der NK-vermittelten Zytotoxizitat durch aktivierende

und inhibitorische Signale

NK-Zellen befinden sich standig in einem leichtialktrbaren Zustand, weshalb sie im Korper
in ihren Effektorfunktionen gehemmt werden, um hiclutoreaktiv gegen eigene Zellen
vorzugehen. Bei gleichzeitiger Anwesenheit von\aétenden und inhibierenden Liganden
entscheidet die Starke der jeweiligen Signale igerEffektorfunktionen wie Zytotoxizitat
oder Zytokinfreisetzung. Um diese Balance zwisch@ktivierung und Inhibition
experimentell zu zeigen, wurde eine redirigierted.yAbb. 41 und Abb. 42) mit der NK-Zell-
Tumorlinie NKL durchgefuhrt, welche die inhibitocisen Rezeptoren CD94/NKG2A und
ILT2, sowie die aktivierenden Rezeptoren NKG2D @idl (CD244) exprimiert.

NKG2D

Zelllyse Y aNKG2D-AK Abb. 41  Schematische Darstellung der redirigierten Lyse mit
AK-beladenen P815-Zielzellen und  der NKL-

Fc-Rezeptor Effektorzelle.

Exemplarisch ist die Kopplung des aNKG2D-mAK an den Fc-Rezeptor der
P815-Mausmastozytom-Zelllinie gezeigt. Der gekoppelte Antikérper bindet
den aktivierenden NKG2D-Rezeptor auf der NK-Tumorzelle NKL und 18st die
Lyse der P815-Zelle aus.

Als aktivierendes Signal wird eine konstante MeageAntikérper (100 ng/ml), der fir die
aktivierenden NK-Rezeptoren NKG2D bzw. 2B4 speeffisst, an die FcRIIP815-Zelllinie

gebunden. Die inhibitorischen Signale werden duntikérper gegen CD94 bzw. ILT2 und
KIR2DL4 in absteigender Konzentration dazu titriedm das Gleichgewicht zwischen

positiven und negativen Signalen zu imitieren (Adb).
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Abb. 42  Redirigierte Lyse im Chromfreisetzungstest mit NKL-Zellen und AK-beladenen P815-Zielzellen.

A aNKG2D-Antikérper konstant (100 ng/ml) B a2B4-Antikérper konstant (100 ng/ml). Die Antikbrper gegen die inhibierenden
NK-Rezeptoren, CD94, ILT2 bzw. KIR2DL4 wurden in absteigender Konzentration zugegeben. Als Isotypkontrolle fir die
Titration der inhibitorischen Antikérper wurde UPC10 in identischer Konzentration eingesetzt.

Wahrend die NKG2D- bzw. 2B4-vermittelte Lyse durt®0 ng/mlaCD94 bzw.alLT2-
Antikdrper komplett inhibiert wurde, lasst sich ein Konzentrations-abhangige
Wiederherstellung beobachten. Dabei reicht einek@rerkonzentration von 12,5 ng/ml fur
CD94 bzw. 25 ng/ml fur ILT2 um die NKG2D-vermitteltyse, bzw. 6,25 ng/ml fur CD94
und 12,5 ng/ml fur ILT2, um die 2B4-vermittelte leyzur Halfte wiederherzustellen. Damit
lasst sich die Balance zwischen Aktivierung undibiiton experimentell darstellen. Da
NKG2D und 2B4 zwei unterschiedliche Signalwege lbeen, zeigen die Titrationen der
inhibitorischen Signale leichte Unterschiede, wob&s auch durch Unterschiede in der
Affinitat bzw. Aviditat der Antikdrper bedingt seikann. Fir den KIR2DL4-Rezeptor sind
sowohl aktivierende als auch inhibierende Signatechrieben (Bryceson, March et al. 2006).
KIR2DL4 ist auf NKL-Zellen nur schwach exprimierhdi scheint weder inhibierende noch
aktivierende Signale zu vermitteln. Somit ist dilRRDL4-Expression auf den NKL-Zellen
als funktionslos zu betrachten.

NK-Zellen werden im Normalfall durch die Expressioimhibierender Rezeptorep,
hauptséachlich fir HLA-Klasse-I, in ihrer Aktivitdontrolliert. Neben inhibierenden gibt es
auch aktivierende Rezeptoren, so dass die NK-Ratittidurch die Integration aller
erhaltenen Signale in einem komplexen Gleichgewrelguliert wird. Da die Signalstarke
nicht nur durch die Anzahl der Rezeptoren, sondeich deren Liganden-Affinitat bestimmt

wird, muss fur eine Vorhersage der NK-Effektorfuakt neben rein phénotypischen

Analysen auch eine funktionelle Untersuchung ednlg
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2.1.2 Vergleich der CD56 """ /CD6- und CD56%™/CD6"-NK-Zellen in

Bezug auf die Degranulationsfahigkeit

Um zu untersuchen, ob es einen Zusammenhang zwistdreCD56- und CD6-Expression
und den zytotoxischen Eigenschaften der NK-Zellin, gvurden PBMC 48 h mit IL-2 (500
U/ml) voraktiviert, und nach Aktivierung durch HLKlasse-I-negative Zielzellen in
CD107a-Degranulationsexperimenten analysiert. Di2-Aktivierung der NK-Zellen war
notig, da Vorexperimente gezeigt haben, dass &isghstimulierte NK-Zellen auch nach 16
h Inkubation mit HLA-Klasse-I-negativen Zielzellewur eine Degranulation von < 5 %
zeigten (Daten nicht gezeigt). Die Stimulation mhi#2 fiihrte in einigen Spender zu einer
leichten Erh6hung der CD56-OberflachenexpressianEdpression der anderen Rezeptoren
blieb hingegen unverandert (Daten nicht gezeigi),dass eine klare Unterscheidung der
Subpopulationen auch nach IL-2-Stimulation mogindr. Jacobs et al. konnten zeigen, dass
sich die Perforin-Expression zwar durch IL-2 lei@rhoht, dass dies aber in beiden NK-
Subpopulationen, CD3&™ und CD56™, gleichermaRen auftritt und sich somit das
Verhaltnis zueinander nicht verandert (Jacobs,Zzdmiet al. 2001). Neben der Anfarbung von
CD107a wurden zusatzlich CD3, CD56, CD6 oder CDéfarpt, um zum einen die CD3
CD56'-NK-Zellen zu identifizieren und zum anderen eirengue Zuordnung der CD107a-
positiven Zellen zu den beiden NK-Subpopulationemewahrleisten. Die Zielzellen wurden

parallel auf ihre Ligandenexpression hin untersucht

Die Quantifizierung der Degranulation der beiden-Répulationen beruht auf der Stabilitat
der Unterscheidungsmarker wahrend des Degranutaiboganges. Wahrend diese
Voraussetzung fur CD56 und CD6 gegeben ist, verirgleh die CD16-Expression in

Abhé&ngigkeit von der Aktivierung durch die ZielzelExemplarisch ist diese Modulation flr
einen Spender und die HLA-Klasse-I-negative ZiddzKlI562 in Abb. 43 gezeigt.
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Abb. 43 Nachweis der CD16-Modulation nach Aktivieru  ng mit K-562.

A IL-2-aktivierte PBMC (500 U/ml, 48 h) eines Spenders sind nach ihrer CD3/CD56-Expression aufgetragen. NK-Zellen (CD3-
negativ/CD56-positiv) sind in dunkelblau dargestellt. Abb. B-D Subgruppierung der NK-Zellen anhand der Expression
verschiedener Marker (CD16, CD56, CD107a). B zeigt die in einigen CD56“"NK-Zellen erhéhte CD56-Expression nach IL-2-
Aktivierung in rot. C und D zeigen die Veranderung von CD107a und CD16 auf den NK-Zellen ohne Zielzelle (obere Zeile) und
nach Kontakt mit K-562 (untere Zeile).

In Abb. 43A sind IL-2-aktivierte PBMC ohne Zielzefi, aufgetragen nach ihrer CD3/CD56-
Expression, dargestellt, wobei die NK-Zellen in keiblau markiert sind. Diese sind in den
folgenden Abbildungen im Detail auf die Expressiber dargestellten Marker untersucht
worden. Die Aktivierung mit IL-2 I&sst die Sepacatider NK-Zellen in diecD56™"- und
CD56"™-Population weitestgehend unverandert (Abb. 43Rixch die Aktivierung mit IL-2
zeigen einige CD3B"/CD16'-NK-Zellen zwar eine erhohte CD56-Expression, kinaber
aufgrund der unveranderten CD16-Expressiodeutig von den CDS&"/CD16-NK-Zellen
unterschieden werden, und werden im FolgenderCBIS6"™IL-2 bezeichnet (Abb. 43B).
Die Analyse der CD107a-Expression nach vier Sturidivierung mit K-562 (Abb. 43C)
zeigt eine deutliche Degranulation beider NK-Suhpationen, 19,7 % der CDB&™ und
56,7 % der CD58". Tragt man in dieser Farbkodierung nun die CD¥en die CD107a-
Expression der NK-Zellen auf (Abb. 43D), so siel@mdeutlich, dass die degranulierenden
CD16'-NK-Zellen ihren CD16-Rezeptor verlieren, da es rkaudoppelt-positive
CD16'/CD1074-NK-Zellen gibt. Stattdessen kommt es zu einer lagen Abnahme der
CD16/CD107&NK-Zellen und gleichzeitigen Zunahme der CDC®1074-NK-
Population. Stellt man die Expression beider MarkeHistogrammen dar, dann ist diese
Korrelation zwischen CD107a-Zunahme bei gleichgem CD16-Verlust deutlich zu sehen.
Maoglicherweise kommt es wahrend der Degranulatianeiner Rekrutierung des CD16-

Rezeptors in die immunologische Synapse, die siehKwontakt der NK-Zelle mit der



100 Ergebnisse

Zielzelle bildet, und zu einer anschlieBenden CDitérnalisierung, die als CD16-Verlust
detektiert wird. Die Oberflachenmarker CD56 und ®DXeigen also folgende

Veranderungen:

1. Leicht erhthte CD56-Expression nach IL-2-Stimulatiin einigen NK-Zellen
(CD56"™|L-2)

2. CD16-Verlust bei Degranulation der CO8BNK-Population

Um trotz dieser Verdnderungen eine mdglichst gernausrdnung der NK-Zellen zu den
beiden  untersuchten  Subpopulationen zu  gewdahmeistewurde  fur  alle
Degranulationsversuche ein, auf der Boole’schen ik dgasierendes, Auswerteschema
entwickelt, das im Anhang exemplarisch an einerm8eegezeigt wird (Tabelle 7 und Abb.
66).

Degranulation von CD56 9" /CD6™-bzw. CD56“™/CD6""-NK-Zellen

Neben CD56 und CD16 konnte in unserer Arbeitsgrigipeveiterer Rezeptor auf NK-Zellen
identifiziert werden, der als differentieller Markélir die beiden Subpopulationen dient.
Dabei handelt es sich um CD6, ein zunachst nuifazéllen beschriebener Rezeptor, der an
ALCAM (CD166) bindet. Wir konnten zeigen, dass CB\ auf CD58™-Zellen exprimiert
wird und in dieser NK-Population eine heterogenertdieing zeigt (Abb. 44A).
CD56"9"YCD16-NK-Zellen sind dagegen CD6-negativ, wobei diesastdr an PBMC von
mehr als 50 Normalspendern sowie Autoimmunpatietestatigt wurde (B. Simm). CD6
bleibt im Gegensatz zu CD16 wahrend der Degramuastabil und verandert seine
Expression auch nicht durch IL-2-Stimulation (AddB). Daher war hier die Zuordnung der
CD1074d-Zellen zu den Subpopulationen (CDBD6) linear nachvollziehbar. Um zu
untersuchen, ob diese differentielle CD6-Expresdiberdies auch funktionelle Relevanz
besitzt, wurden mit PBMC von 13 Normalspendern CIdtDegranulationsversuche
durchgefuhrt, wobei in Abb. 44 exemplarisch ein r&js¥ gezeigt ist. Die Berechnung der
degranulierenden Subpopulationen wurde dem Schendanhang entsprechend durchgefihrt
(Tabelle 7, Abb. 66).
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Abb. 44  Quantifizierung der degranulierenden CD6  */CD6™ NK-Zellen nach Aktivierung mit HLA-Klasse-I-negati  ven
Zielzellen .

Dargestellt sind IL-2-aktivierte NK-Zellen (48 h, 500 U/ml). A CD56/CD6-Vereteilung nach 4 h Inkubation ohne Zielzelle. B

CD6/CD107a-Verteilung von NK-Zellen nach 4 h Inkubation ohne bzw. mit HLA-Klasse-I-negativen Zielzellen. C Prozentualer

Anteil der CD107a"-Zellen an den Gesamt-NK-Zellen (+ Balkendiagramm). D Prozentualer Anteil der CD107a’-Zellen an den

jeweiligen NK-Subpopulationen (+ Balkendiagramm). E Einteilung der NK-Zellen nach ihrer CD6-Expression, links prozentualer

Anteil der CD107a"-Zellen an den Gesamt-NK-Zellen, rechts prozentualer Anteil an den jeweiligen NK-Subpopulationen.
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Abb. 44A zeigt die NK-Zellen aufgetragen nach ih@56/CD6-Expression. In Abb. 44B
sieht man die NK-Zellen nach ihrer CD6- und CD1&&xpression aufgetragen, einmal ohne
Zielzelle, um die spontane Degranulation zu dokumesn, und nach Stimulation mit den
drei HLA-Klasse-I-negativen Zielzellen. Die CD6-VWeitung wird durch die Degranulation
nicht verandert. In Abb. 44C sind die prozentualarteile der CD107aNK-Zellen an der
Gesamtheit der NK-Zellen angegeben, in Abb. 44Dnddre prozentualen Anteile der
CD1074d-Zellen an den jeweiligen NK-Subpopulationen. Dieei¥# aus C und D sind
zusatzlich als Balkendiagramme dargestellt. UmRkevanz einer CD6-Expression fir die
zytotoxischen Eigenschaften der NK-Zellen zu anahgs, wurden die CD107aNK-Zellen
auch entsprechend ihrer CD6-Expression ausgewgidi. 44E). Aus dieser detaillierten
Auswertung geht eindeutig hervor, dass der CD6-klarkeine Auswirkung auf die

Degranulation der NK-Zellen gegen HLA-Klasse-I-rniagaZielzellen zeigt.

Um diese Befunde an einem gro3en Spenderkollektibestatigen, wurden NK-Zellen von
insgesamt 23 Normalspendern auf ihre Zytotoxiziggmessen als Degranulation gegen
HLA-Klasse-l-negative Zielzellen, untersucht. Dalairden die NK-Zellen einerseits nach
ihrer CD56/CD16-Expression eingeteilt, also in CB8§CD16 und CD56™/CD16" (n
=10), und zusatzlich in 13-Experimenten aul3erdeear iilve CD6-Expression charakterisiert.
Aus allen Daten wurden der Mittelwert und die Stmddbweichung der Degranulationen
berechnet, was in Abb. 45 als Balkendiagramm dé&etiest.
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Abb. 45 Graphische Darstellung der Degranulation de  r NK-Subpopulationen von 23 Normalspendern.
A Mittelwerte und Standardabweichung (n = 10) der CD107a’-NK-Zellen nach Stimulation mit verschiedenen HLA-Klasse-I-
negativen Zielzellen, eingeteilt nach ihrer CD56-Expression. B Mittelwerte und Standardabweichungen (n = 13) der CD107a"-

NK-Zellen nach Stimulation mit verschiedenen HLA-Klasse-I-negativen Zielzellen charakterisiert nach CD56- und CD6-
Expression.

Die Einteilung der CD589" und CD56™-NK-Zellen in Abb. 45A erfolgte unter
Bertcksichtigung der CD16-Expression, bzw. der Matilon wahrend der Degranulation,
analog zu dem Berechnungsschema im Anhang (Taballed Abb. 66). Geht man davon
aus, dass in peripheren NK-Zellen eine Verteilungr dbeiden NK-Subpopulationen
CD56""YCD6 und CD56™/CD6™* von im Mittel 10 % zu 90 % vorliegt, dann zeigezide
Subpopulationen ein vergleichbares zytotoxischeer®ial, da gegen K-562 6,3 % (Abb.
45A) bzw. 5,5 % (Abb. 45B) der CDBE"/CD6-NK-Zellen degranulieren, was ca. 50 %
aller CD56"9"-NK-Zellen entspricht. Von den CD%B-NK-Zellen degranulieren 54,6 %
(Abb. 45A) bzw. 55,6 % (Abb. 45B) der COBBCD6"-NK-Zellen nach Aktivierung durch
K-562, was ebenfalls ca. 50 % aller CHB6NK-Zellen entspricht. Dabei ist es in Bezug auf
die Degranulation irrelevant, ob die CO8BNK-Zellen den CD6-Marker exprimieren oder
nicht. Der hohe Schwankungsbereich der Werte Igiskt durch individuelle Unterschiede
zwischen den Spendern erklaren, was unter andenerch ddie individuelle Rezeptor-
Ausstattung der NK-Zellen bedingt ist. Aus Abb.gEht aul3erdem hervor, dass die Zielzelle
fur die Induktion der Degranulation ebenfalls ehtsdent ist.

Der Vergleich zwischen L721.221, Daudi und K-562ggedass vor allem der Anteil an
degranulierten CDSE-NK-Zellen variiert. Deshalb wurden diese drei Hl#asse-I-

negativen Zielzellen auf Unterschiede bezlglich &epression von NK-Liganden und
Adhasionsmolektlen untersucht (Tabelle 4).
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Tabelle 4 Expression von NK-Rezeptor-Liganden auf drei HLA-Klasse-I-negativen Zielzellen

NK-Rezeptor Ligand K-562 L721.221 Daudi
CD40L CD40 - - +
2B4 (CD244) CD48 - ++ (+)
LFA-1 ICAM-1 +++ +++ +++
LFA-2 LFA-3 + ++ (+)
NKG2D ULBP1 +) - -
NKG2D ULBP2 + + -
NKG2D ULBP3 - - -
NKG2D MICA - - -
NKG2D MICB - - -
CD6 ALCAM (CD166) - +) +
CD94/NKG2A,C  HLA-E - (+) -

+++, ++, +und(+) zeigen eine Expression der Liganden in absteigedideke an: bedeutet keine Expression.

Obwohl L721.221 im Vergleich zu Daudi und K-562eimbhere Liganden-Expression zeigt,
stimuliert diese EBV-transformierte B-Zelllinie CBE"™-NK-Zellen weniger effizient als die
beiden anderen Zielzellen. Interessanterweise kisteine geringe HLA-E-Expression auf
L721.221 nachweisen, was mdoglicherweise fir diédézkt verantwortlich ist (unpublizierte
Beobachtung der AG Weil3 und AG Falk). Bemerkensigeduch die Anwesenheit von zwei
NKG2D-Liganden auf K-562, die eine zusatzliche $iimtion vermitteln kénnen und
mitverantwortlich fir die gute Aktivierung der NKeHen durch K-562 sein kdnnen. Die
Expression des CD6-Liganden ALCAM (CD166) auf Daudd schwacher auf L721.221-

Zellen scheint keinen Einfluss auf eine besserévigkting der CD6-NK-Zellen zu haben.

Beide NK-Subpopulationen, CD%8"/CD6 und CD56™/CD6™", besitzen ein vergleichbares
zytotoxisches Potential gegen HLA-Klasse-l-negativBielzellen. Dabei werden diese
Zielzellen unterschiedlich stark erkannt, was dumihe variable Expression von NK-
Rezeptor-Liganden zu erklaren ist, wobei die Stades Reaktion zusatzlich von dem

individuellen NK-Repertoire abhangig ist.

2.1.3 Zytokin- und Chemokinproduktion von CD56 "/CD6- und
CD56%™/CD6"-NK-Zellen

Da die Signalwege fir die beiden NK-Effektorfunkiem, Zytokinproduktion und

Zytotoxizitat, nicht notwendigerweise parallel \aren (Colucci, Di Santo et al. 2002),
wurde im Folgenden untersucht, ob sich die beid&rubpopulationen in ihrer Fahigkeit
zur Zytokinproduktion unterscheiden. Dabei wurdeclal die Rezeptor-vermittelte, als auch

die durch IL-2 stimulierte Zytokinproduktion mit d&lultiplex-Methode quantifiziert (vgl.
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Methoden 5.2), wobei fir die Analyse der Rezeptmittelten Zytokin/Chemokin-
Freisetzung 16 und flur die Analyse der IL-2-vereiign Produktion 8 Zytokine/Chemokine

untersucht wurden.

Kinetik der Zytokinproduktion

Wie in Chromfreisetzungsversuchen gezeigt wurd®.(Abb. 42), findet die Lyse von
Zielzellen nach Erkennung durch NK-Zellen bereitserhalb von 4 h statt. Grund hierfir ist,
dass Perforin und Granzyme bereits in den zytotbeis Granula gespeichert vorliegen, und
nicht erst auf transkriptioneller Ebene hergestgitden mussen. Im Gegensatz dazu ist fur
eine Produktion und Sekretion von Zytokinen meisanBkription und Protein-Neusynthese
notig. Um die Kinetik zwischen mRNS-Induktion undofinsekretion zu untersuchen,
wurden PBMC mit dem maximalen Stimulus PMA/lonomnmy&ilr 6 h bzw. 24 h behandelt
und anschlieBend die mMRNS (vgl Methoden 5.5) bzwie dntsprechenden
Zytokine/Chemokine im Uberstand quantifiziert (Ali5).
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Abb. 46  Nachweis von Zytokin/Chemokin-mRNS und dem entsprechenden Protein nach 6 bzw. 24 h PMA/lonomyc  in-
Stimulation von PBMC.

A Der Nachweis der mRNS erfolgte mit Hilfe des Quantigene-Multiplex-Verfahrens aus dem Gesamt-Zelllysat. Die relative

mRNS-Expression bezieht sich auf die mRNS-Menge in unstimuliertem Zustand. B Die Zytokine/Chemokine wurden aus dem

Zelliiberstand bestimmt (pg/ml). Es wurden 0,2 x 10° frische PBMC in 200 pl Medium kultiviert und nach Abnahme der

Ubersténde aus diesen Zellen ein Gesamt-Zelllysat hergestellt.

Die IFN-+y-, IL-2- und TNFea-Transkription wird durch PMA/lonomycin sehr schnel
induziert und der mMRNS-Gehalt sinkt nach 24 h teosthaltendem Stimulus zum Teil bereits
wieder ab (Abb. 46A). Dabei gibt es einen Untersdhn der Stabilitdt der mRNS, wobei z.B.
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IL-8 einen drastischen Abbau nach 24 h zeigt, wihié-2 und IL-6 konstant bleiben. Die
Zytokin/Chemokin.Proteine hingegen werden erstlizkitversetzt nach 24 h nachgewiesen,
was durch die Translation zu erklaren ist (Abb. Y6HDer Nachweis dieser
Zytokin/Chemokin-Proteine ist zwar bereits nach 24moglich, um aber den idealen
Zeitpunkt zum Nachweis von Zytokinen und ChemokimerUberstand festzustellen, wurden
separierte NK-Zellen mit IL-2 (1000 U/ml) aktiviewhd insgesamt 96 h kultiviert. Im 24 h-
Rhythmus wurden Uberstande entnommen bzgl. vemseh&x Zytokine/Chemokine

analysiert, wovon nur einige exemplarisch dargkstield (Abb. 47).
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Abb. 47  Kinetik der Zytokin/Chemokinproduktion IL-2 -aktivierter NK-Zellen.
Fur die Zytokin/Chemokinbestimmung wurden 1 x 10° isolierte NK-Zellen von Spender #7, mit einer Reinheit von 97 % (CD3"
/CD56%), in 1,5 ml mit 1000 U/ml IL-2 kultiviert. Im 24 h-Rhythmus wurden Uberstande genommen und die Zytokine/Chemokine
bestimmt. Die Konzentrationen der Zytokine/Chemokine sind in pg/ml angegeben.

Alle in Abb. 47 dargestellten Zytokine zeigen eirftonzentrationsanstieg mit zunehmender
Dauer der Kultivierung, wobei das Maximum bei 72vb86 h liegt. Interessanterweise sind
die Ty2-Zytokine IL-4, IL-10 und IL-13 erst ab 72 h indbgisch relevanten Mengen
nachzuweisen, wahrend digyIFZytokine IFNy und TNFe, sowie das Chemokin IL-8
(CXCLS8) bereits nach 24 bzw. 48 h einen deutlicAestieg zeigen. Diese Kinetik ist sicher
auch ein Grund dafir, dass NK-Zellen eipliMuster zugesprochen wird. Um in den
folgenden NK-Zell-Experimenten ein maoglichst grof@sgokin- bzw. Chemokin-Repertoire

nachweisen zu kénnen, wurde die Kinetik auf 96 $gadehnt.

Vergleich der Zytokinmuster der CD56 “"9"/CD6- und CD56%"/CD6"-NK-
Subpopulationen

Fur eine Analyse der Zytokinsekretion der beiden-8lbpopulationen wurden NK-Zellen
aus PBMC isoliert und anschlieBend in einer weite3eparation in eine CD6und CD6-
Fraktion getrennt (vgl. Methoden 1.8). Da das CDélédul durch den fir die Separation
verwendeten Antikorper blockiert ist, konnte dagdfmis der Fraktionierung nicht durch eine
direkte CD6-Farbung uberpriuft werden. Eine Farbdag NK-Zellen mit CD56 und CD16
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zeigte aber eine mehr als 10-fache Anreicherung®&6"*"YCD16-NK-Zellen in der CD6
-Fraktion (17,75 %) im Vergleich zur CD&raktion (1,7 %). Beide Fraktionen wurden fiir
96 h mit 100 U/ml IL-2 kultiviert, wobei im 24 h-Rthmus Uberstande fiir eine

Zytokinbestimmung entnommen wurden (Abb. 48).
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Abb. 48  Zytokinproduktion der CD6 - und CD6 " -NK-Subpopulationen.

Sebparierte NK-Zellen (Spender #7, 96 % Reinheit) wurden 96 h mit 100 U/ml IL-2 kultiviert, wobei von beiden Fraktionen je 1 x
10° Zellen/ 1,5 ml Medium eingesetzt wurden. Alle 24 h wurde Kulturiberstand zur anschlieRenden Zytokin/Chemokin-
Bestimmung entnommen. Die Konzentrationen der Zytokine/Chemokine sind in pg/ml angegeben.

Beide NK-Zell-Populationen zeigen unabhangig vorr @&D6-Expression nach IL-2-
Aktivierung ein vergleichbares Muster fur die arsidyten Zytokine/Chemokine, wobei die
CD6-NK-Zell-Fraktion meist h6here Mengen in einer selleren Kinetik produziert (Abb.
48). Das liegt aber nicht an einem generell vermitesh Aktivierungszustand der CBBEK-
Zellen z.B. aufgrund eines Nebeneffekts der Sejmarsnethode, da MIPBL(CCL4) nach 72
bzw. 96 h in gleichen Mengen von beiden Populatiopeoduziert wird. Dies bedeutet
daruiber hinaus, dass NK-Zellen beider Subpopulatiosies Chemokin MIPBLlsezernieren
und somit fur CCR5-positive Lymphozyten chemotatlttisvirken kénnen. Neben denI-
Zytokinen IFNy und TNFea konnte in diesem Experiment gezeigt werden, dasls das pro-
inflammatorische Zytokin GM-CSF verstarkt von CB%8/CD6-NK-Zellen sezerniert wird
und diese somit richtungsweisend fur eine Inflamomasein kénnen. Obwohl es sich hier um

NK-Zellen desselben Spenders (#7) wie aus Abb.atdélt, wurden hier diegR-Zytokine
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IL-4, IL-10 und IL-13 ebenso wie das Chemokin I(XCL8), nur in Mengen unterhalb des
Detektionsniveaus des Multiplex-Verfahrens (< 2npy/sezerniert. Der Hauptgrund hierftr
liegt wahrscheinlich in der 10-fach geringeren Hk@nzentration, die in diesem Versuch zur
Stimulation der NK-Zellen eingesetzt wurde. Das dwiz.B. bei der Betrachtung der
produzierten IFN\-Mengen deutlich, die bei einer 72-stindigen Statiah mit 200 U/ml IL-

2 in der CD6Fraktion bei ca. 1000 pg/ml (Abb. 48) und bei Stiaion mit 1000 U/ml
bereits bei mehr als 10.000 pg/ml lagen (Abb. 4@bwohl die Zellzahl und das

Kulturvolumen identisch waren.

Die beiden, Uber ihre CD56-, CD6- und CD16-Expm@sslefinierten, NK-Subpopulatione
zeigen keine klare funktionelle ,Arbeitsteilung® iBezug auf Zytokinproduktion und

>

Zytotoxizitdt. NK-Zellen beider Subpopulationen guoaieren nach IL-2-Aktivierundg,
unabhangig von ihrer CD6-Expression, pro-inflammatihe Zytokine wie IFN- und TNF-
a, jedoch in unterschiedlicher Kinetik. Die Menge dezernierten Zytokine/Chemokine wird
dabei u.a. durch die Hohe der zur Aktivierung esageten IL-2-Konzentration bestimmt.
NK-Zellen kénnen auch jR-Zytokine und -Chemokine produzieren, womit sicbue
Aspekte fir die Rolle der NK-Zellen in der Regudativon Entziindungsreaktionen ergebgn.

2.1.4 Rezeptorabhéngige Produktion von Zytokinen un  d Chemokinen in

Kombination mit zytotoxischen Eigenschaften

Die Analyse der beiden NK-Subpopulationen CH&¥CD16/CD6  und
CD56"™/CD16'/CD6" ergab keine klare Arbeitsteilung in Zytokinprodotn und
Killerzellen, weshalb eine zusatzliche Abhangigliéser Effektorfunktionen von einzelnen
aktivierenden Rezeptoren untersucht wurde. Da #ieSNbpopulationen auch aufgrund ihrer
unterschiedlichen Chemokin-Rezeptoren und Adhasiofekilen in unterschiedlichen
Kompartimenten, z.B. Lymphknoten und Tonsillen,dlikiert sein kénnen, ist es moglich,
dass dort auftretende Signale einen Einfluss amifetiektorfunktionen besitzen, indem sie
z.B. unterschiedliche Rezeptoren und deren indellduSignalwege stimulieren. Um die
Funktion der einzelnen Rezeptoren bezlglich derokdgproduktion und Zytotoxizitat
genauer zu definieren, wurden zur Stimulation remspezifische Antikérper durch Bindung
Uber ein F(ab}Fragment an Platten gekoppelt und anschlieBen@®eégranulation nach 4 h
(Abb. 49) bzw. die Sekretion von Zytokinen nach B6untersucht (Abb. 50). Fiur die
detaillierte Analyse der Zytokine und Chemokine adaurine Separation der NK-Zellen in
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CD6'/CD6-Fraktionen  vorgenommen  und  zuséatzlich zu der  fipeaen
Antikdrperstimulation IL-2 zugesetzt (100 U/ml). &DFarbung mit CD56 und CD16 ergab
eine mehr als 10-fache Anreicherung der CBY88CD16-NK-Zellen in der CD6Fraktion
verglichen mit der CDBFraktion.
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Abb. 49  Degranulation IL-2-aktivierter CD6 - und CD6 -NK-Zellen nach Rezeptor-Stimulation.

Periphere NK-Zellen wurden 48 h mit IL-2 aktiviert und nach 4 h Stimulation mit Platten-gekoppelten mAK gegen spezifische
aktivierende NK-Rezeptoren (1 pg/Ansatz) durchflusszytometrisch auf ihre CD107a-Oberflachenexpression untersucht. Das
linke Diagramm zeigt die CD107a’-Zellen der CD6- bzw. CD6"-Subpopulation als prozentualen Anteil an der Gesamt-NK-
Population, rechts sind die CD107a"-NK-Zellen als prozentualer Anteil der jeweiligen Subpopulation angegeben, wobei der
Anteil der CD6"-Population bei 75,6 % und der der CD6-Population bei 24,4 % lag. Gezeigt ist eines von 6 reprasentativen
Experimenten.

Abb. 49 zeigt die rezeptorspezifische Degranulatioi2-aktivierter NK-Zellen, wobei die
Degranulation in Kombination mit der CD6-Expressarsgewertet und nach der Starke der
Reaktion aufgetragen wurde. Der Fc-Rezeptor CDIp46 und NKp30 I6sen dabei die
starkste Degranulation in beiden Subpopulationes. &ie NKG2DStimulation fihrt zu
schwacherer Degranulation, die im Vergleich zur 2BAd NKG2C-Stimulation trotzdem
noch deutlich tlber dem Hintergrund der Isotypkdigr@MOPC21) liegt. Die Stimulation des
mit CD94 dimerisierten NKG2C-Rezeptors induziertkieiner der beiden Subpopulationen
Zytotoxizitat, eine Beobachtung, die vor allem ki der Zytokinproduktion noch von
Bedeutung sein wird. Da CD16, NKp30 und NKp46 ulkgeselben ITAM-tragenden
Adaptermolekile, CD3 und FeRly, signalisieren, ist die Zytotoxizitat, also die
Ausschittung der zytotoxischen Granula in die imologische Synapse, durch redundante
ITAM-vermittelte Signalwege garantiert, und stebmit ein ,robustes® System dar.
Zusatzlich vermitteln auch ITAM-unabhéngige Signed Zytotoxizitat, z.B. nach NKG2D-
bzw. 2B4-Aktivierung, wobei diese Signale Uber didaptermolekile DAP10 bzw. SAP
weitergeleitet werden und weniger effizient sindetBchtet man die Anteile der

degranulierenden NK-Zellen in den jeweiligen Suhpagponen, dann wird deutlich, dass die
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zytotoxischen Eigenschaften der beiden NK-Subpdjomen, CD6 und CD6, jedoch
vergleichbar sind (Abb. 49, rechtes Diagramm).
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Abb. 50  Zytokinproduktion IL-2-aktivierter CD6 - und CD6 -NK-Zellen nach Stimulation der einzelnen Rezeptore  n.
NK-Zellen (Spender #11), mit einer Reinheit von 97 % (CD3/CD56"), wurden nach Separation in CD6"- und CD6 -Fraktionen 96
h mit Platten-gekoppelten mAK (1 pg/Ansatz) gegen aktivierende NK-Rezeptoren und mit 100 U/ml IL-2 stimuliert und die
Zytokin/Chemokinfreisetzung im Zellkulturiberstand quantifiziert (pg/ml). Dabei wurden fir jeden Ansatz 150.000 NK-Zellen der
jeweiligen Fraktion in 200 pl Medium eingesetzt. Der weil3e Balken zeigt die Isotypkontrolle (MOPC21), IL-17 ist in blau
dargestellt. Die einzelnen Rezeptoren sind absteigend nach ihrem zytotoxischen Potential (vgl. Abb. 49) angeordnet. Gezeigt ist
eines von drei reprasentativen Experimenten.
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Abb. 50 zeigt die rezeptorabhangige Zytokinprodwktider Subpopulationen nach 96 h
Inkubation exemplarisch an einem von drei Spendera.weil3en Balken stellen dabei die
Zytokinmengen der mit Isotypantikdrper-stimuliertdik-Zellen dar, um einen Nebeneffekt
der Antikorper Uber Bindung an den Fc-Rezeptor CRd$zuschlielen, bzw. die nur durch
IL-2-induzierten Zytokine nachzuweisen. Alle NK-I#l produzieren nach IL-2-Stimulation
konstitutiv MIP-18, wobei die Mengen tber dem exakt zu quantifizidesn linearen Bereich
der Standardkurve (>2600 pg/ml) lagen. B-1L-4 und IL-6 werden dagegen nicht in
biologisch relevanten Mengen sezerniert und siiiedagenau wie MIP{3, nicht dargestellt.
Die Stimulation von CD16, NKp46, NKp30 und NKG2Dduziert die Sekretion von IFiN-
TNF-0, GM-CSF und IL-13 dber das Niveau nach IL-2-Stiatn hinaus. Die
Degranulation wird dabei durch diese Rezeptorenbeiden NK-Subpopulationen in
vergleichbarer Starke induziert (Abb. 49), die Zy@ werden verstarkt durch CBEK-
Zellen produziert (Abb. 50). Fur diese Rezeptoreranrk von gemeinsamen
Signalweiterleitungen ausgegangen werden, die bétividrung sowohl zu einer
Ausschittung zytotoxischer Granula, als auch zuRteisetzung von IFN; TNF-a, GM-
CSF und IL-13 fuhren. Interessant ist dariber hspadass NKp46 und NKp30 die eine
vergleichbare Degranulation von NK-Zellen auslos&ytpkine und Chemokine aber stets in
hohere Mengen nach NKp30-Aktivierung produziert degr (Daten im Anhang, Abb. 67).
Das bedeutet, dass bezuglich der Degranulation&inkche Signalweiterleitung stattfindet,
die Zytokinsekretion aber durch NKp30-Signale \édmigdt aktiviert wird, so dass hier ein fein
abgestimmter Mechanismus existiert, der diese @ldu Unterschiede der NK-Reaktion

hervorrufen kann.

Interessanterweise fuhrt die Stimulation der Remept 2B4 und NKG2C weder zu
Degranulation (Abb. 49) noch zu Sekretion von HNFNF-o. und IL-13, die im Vergleich
zur Isotypkontrolle sogar vermindert ist (Abb. 5@tattdessen induzieren diese beiden
Rezeptoren IL-12 (p70) und IL-17 starker als dieR$CAuffallig ist dabei, dass CDMNK-
Zellen hohere Mengen an IL-12 (p70) und vor alldlT (blau markiert) produzieren als
dies fur CD6-NK-Zellen der Fall ist. Dieser Unterschied ist bhangig von der
Rezeptorstimulation in allen Ansatzen zu beobaché®em starksten jedoch durch NKG2C.
Bisher wurde die IL-17-Sekretion hauptsachlich fD4-Ty17-Zellen beschrieben, die
dadurch die H1-Antwort verstarken und an Autoimmunreaktionenebigt sind (Weaver,
Harrington et al. 2006). Die Beobachtung, dass alikkkZellen IL-17 produzieren kénnen,
eroffnet eine vollig neue Rolle dieser Effektoreall als potentielle Regulatoren der

Autoimmunitat. Welche der beiden NK-Subpopulationemmehrt Zytokine produziert, ist
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nach diesen

verallgemeinert werden.

Ergebnisse

Ergebnissen also Zytokin-abhangig scttexdlich und kann nicht

Neben diesen Zytokinen, die durch mehrere Rezeptorduziert werden, gibt es auch

Zytokine, deren Produktion hauptsachlich durch eisgezifischen Rezeptor vermittelt wird.

Zur besseren Ubersicht wurden diese rezeptorspelzéfin Zytokine aus dem in Abb. 50

gezeigten Experiment in anderer Form dargestebib(/51). Die Produktion von IL-7, IL-10
und IL-17 wird vorrangig durch NKG2C in CD®K-Zellen induziert, das Chemokin MCP-
1 (CCL2) wird nach NKp30-Stimulation vorrangig v&@D6-NK-Zellen freigesetzt (Abb.
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Abb. 51 Induktion von IL-7, IL-10, IL-17 und MCP-1  durch NKG2C- bzw. NKp30-Rezeptorsignale.

NK-Zellen (Spender #11), mit einer Reinheit von 97 % (CD3/CD56"), wurden nach Separation in CD6"- und CD6 -Fraktionen 96
h mit Platten-gekoppelten mAK (1 pg/Ansatz) gegen aktivierende NK-Rezeptoren und mit 100 U/ml IL-2 stimuliert und die

Zytokin/Chemokinfreisetzung im Zellkulturiberstand quantifiziert (pg/ml).

Experimenten.

Gezeigt ist eines von drei reprasentativen

Die in Abb. 51 dargestellte rezeptorspezifischedBktion von Zytokinen zeigt im Falle von
NKG2C, dass der Rezeptor auf den NK-Zellen vorhangled funktionell ist, und dartber

hinaus, dass der experimentelle Ansatz nicht dan&fir die geringe Zytotoxizitat ist (vgl.
Abb. 49). Der Anteil CD94/NKG2C-positiver NK-Zelleén beiden Populationen (CD@&ind

CD6) konnte leider nicht bestimmt werden, da kein ldimarkierter mAK zur Verfliigung
stand. NKG2C signalisiert durch Assoziation mit ddiAM-tragenden DAP12-Molekul, und

unterscheidet sich damit von den anderen hier sutbten Rezeptoren, die ihre Signale Uber
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CDZ, und FeRly (CD16, NKp30 und NKp46), DAP10 (NKG2D) bzw. SAPB®

vermitteln

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Stimulation eel@en aktivierenden NK-Rezeptoren
nicht zwangslaufig beide Effektorfunktionen gleighallen auslésen muss. Wahrend bei
Stimulation von CD16, NKp46, NKp30 beide Effektarkiionen induziert werden, fihrt die
Signaltransduktion bei Stimulation von 2B4 und NK&S2orrangig zu einer Produktion von
Zytokinen, u.a. IL-12 (p70), IL-17, IL-7 und IL-10

Parallel zur Analyse der freigesetzten Zytokinei@bkine wurde der Phénotyp der NK-
Zellen nach 96-stindiger AK-Stimulation durchflugemetrisch bestimmt, wobei sich ein
Verlust der CD16-Expression zeigt (Tabelle 5), veie bereits bei Degranulation nach
Aktivierung durch HLA-Klasse-I-negative Zielzellau beobachten war (Abb. 43). Dabei ist
diese CD16-Modulation vor allem bei Stimulation déK-Zellen mit NKp46, NKp30 und
NKG2D zu beobachten, so dass der Verlust an CDIl&f@bhenexpression direkt
proportional zur Starke der Degranulation zu sewhesit. Dagegen zeigt sich keine
Korrelation zwischen der Freisetzung von Zytokineamd der CD16-Expression, da nach
Stimulation von NKG2C keine Modulation von CD16 ttf. Die Ausbildung der
immunologischen Synapse, die fir eine zielgerieht8ekretion von Zytotoxinen und
Zytokinen/Chemokinen notig ist, scheint sich alsader Zusammensetzung der rekrutierten
Molekile zu unterscheiden. Die CD16-ExpressionNiifZellen, die mitaCD16-Antikorper
stimuliert wurden, konnte dabei nicht untersuchtrdee, da der Rezeptor durch die zur

Stimulation benutzten Antikérper maskiert wurde.

Tabelle 5 CD16-Expression auf CD6" - und CD6'-NK-Zellen nach 96 h
Stimulation der jeweiligen Rezeptoren mit spezifischen mAK

CD6"-NK-Zellen CD6-NK-Zellen
mAK % CD16-positiv % CD16-positiv
aMOPC21 (Isotyp) 57 36
aNKp46 15,1 8
aNKp30 11 5,8
aNKG2D 27,9 13,6
a2B4 32,7 28

aNKG2C 63 40
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Die Rolle des CD6-Rezeptors fir die NK-Effektorfunk  tionen

Um direkte CD6-Effekte zu untersuchen, wurden NHKledemit Platten-gebundenem CD6-
Antikorper stimuliert. Anschlieiend wurde die Deurkation nach 16 h (Abb. 52A) und
parallel die Zytokinproduktion nach 48 h bestimmblf. 52B), wobei die phanotypische
Charakterisierung der NK-Zellen im Degranulatiorrsueh ergab, dass 95 % der NK-Zellen
CD6" waren. Neben dem CD6-Molekiil wurde auch der FoeRexr CD16 durch Antikdrper
stimuliert, um mogliche Effekte des Fc-Rezeptolbstequantifizieren zu kdénnen. In diesem
Experiment waren die NK-Zellen nicht mit IL-2 varatliert, sondern wurden nur wéahrend
der 16 bzw. 48 h der Versuchsdauer in IL-2-haftigdedium (100 U/ml) kultiviert, was die
niedrige Degranulationsrate erklart (Abb. 52A). Zgokin/Chemokin-Freisetzung hingegen
war dadurch nicht beeinflusst (Abb. 52B).
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Abb. 52  Vergleich der CD6- und CD16-Stimulation in ~ Bezug auf Degranulation und Zytokinproduktion frisc her NK-
Zellen.

A Frische NK-Zellen (Spender #8) wurden 16 h mit den entsprechenden Platten-gekoppelten mAK (1 pg) und 100 U/ml IL-2

stimuliert und der prozentuale Anteil an CD107a’-Zellen bestimmt. B Die frischen NK-Zellen wurden mit entsprechenden mAK

und 100 U/ml IL-2 48 h stimuliert und anschlieRend die Zytokine/Chemokine aus dem Uberstand bestimmt (pg/ml). Die NK-

Zellen, mit einer 96 %-igen Reinheit (CD3/CD56"), waren zu 95 % CD6 positiv. Fiir die Zytokin/Chemokin-Bestimmung wurden

180.000 Zellen/Ansatz/200 ul eingesetzt.

Die Stimulation von CD6 fluhrt nicht zur Degranubetivon frischen NK-Zellen (Abb. 52A),
wobei auch in Experimenten mit IL-2-stimulierten MN€llen (48 h, 500 U/ml)
spenderunabhangig nur eine geringe Degranulatioh 6®6-Stimulation zu beobachten war
(Daten nicht gezeigt). Das spricht daftr, dass ({@the Funktion in der Vermittlung
zytotoxischer Eigenschaften besitzt, was zu deritsegezeigten Daten passt, die keine
Korrelation der Degranulation und der CD6-Expressiof den CD58"-NK-Zellen zeigen
konnten (Abb. 44 und Abb. 45). Im Gegensatz dazluirert die CD6-Stimulation die
Sekretion von IL-8, IL-12 (p70), G-CSF, GM-CSF unid17 vergleichbar zu CD16-
Stimulation. Die Sekretion von IFMund TNFea wird dagegen durch CD6 weniger effizient
ausgelost (Abb. 52B).
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Die Zytokine IL-13, IL-4, IL-5, IL-7, IL-10, IL-13, MCP-1 und MIP-f liegen nicht Uber
dem Niveau des Isotyps, werden also weder durch @26 CD16 induziert, und sind daher
hier nicht dargestellt (Daten nicht gezeigt). Dieegative Korrelation* zwischen IFi-und
TNF-o-Freisetzung und Zytotoxizitat, die bereits fur Bezeptoren 2B4 und NKG2C gezeigt
wurde (Abb. 49, Abb. 50) gilt wohl auch fir den GB@&zeptor. Diese drei Rezeptoren
zeichnen sich dadurch aus, dass eine Aktivierurrggeninge Degranulation auslost, aber
denoch zur Freisetzung von Zytokinen wie IL-12 (p70-17, IL-10 und IL-7 fihrt, wobei
die ,klassischen* NK-Zytokine IFN-oder TNFe nicht, oder nur schwach sezerniert werden.
Durch das hier erstmals definierte ,nicht-klassesclzytokinmuster wird deutlich, dass
CD56"™-NK-Zellen ebenso zu einer Modulation der nachfolien Immunantwort beitragen
kbnnen, und dass die Starke der Zytokinfreisetzamg3geblich von den individuell
aktivierten Rezeptoren abhangig ist.

Beide NK-Subpopulationen, CD6und CD6, sind gleichermaRen, abhingig von {der
Rezeptor-Stimulation, in der Lage ihre zytotoxisth@ranula auszuschitten, und somit
Zielzellen zu lysieren. Stimuliert man einzelne R¢zeptoren in Anwesenheit von 1L42,
dann zeigt sich eine rezeptorabhangige Zytokin-&ekr, die je nach Zytokin vermehrt durch
CD6'- oder CD6NK-Zellen verursacht ist. Die Einteilung in zwehijmnotypisch und
funktionell unterschiedliche Subpopulationen musstbder hinaus um R- und Tyl17-
Zytokine erweitert werden. Die Produktion wird durdRezeptoren vermittelt, deren

Signalwege von den klassischen IlNind Degranulationswegen abgekoppelt sind.

2.2 Charakterisierung von Phanotyp und Funktion auf klonaler Ebene

Wie an den gemischten NK-Populationen deutlich bdsamn war, sind die Effektorfunktionen
von NK-Zellen abhéngig von dem Zusammenspiel zathlez Rezeptoren und somit auch
von der jeweiligen ,Stimulationsumgebung®. Um zutarsuchen ob es einen direkten
Zusammenhang von Oberflachenexpression und Funktiaer individuellen NK-Zelle gibt,
wurden NK-Klone aus der NK-Linie eines SpendersOf#hergestellt und phénotypisch,
sowie funktionell charakterisiert, wozu die NK-Kemurch mehrfache Restimulationen mit
allogenen Zielzellen expandiert wurden. Um einegdhe Situation bezlglich der HLA-C-
und KIR-Gruppen zu simulieren, wurde der NK-ZelleBder so ausgewahlt, dass seine HLA-
C-Typisierung mit HLA-Cw*04 (K80) und HLA-Cw*07 (N8, C2/C1-heterozygot war, und
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die allogenen Restimulationszellen (Spender #3) daygot fiur HLA-Cw*04 (K80) und
daher C2/C2 waren. Das bedeutet theoretisch, méssjng setfHypothese zu Folge, dass
hier Spender-NK-Klone, welche die Expression désbitorischen KIR2DL1 (C2) zeigen,
durch die Bindung des entsprechenden HLA-Cw*04-Mile inhibiert werden. KIR2DL3
NK-Zellen finden dagegen kein passendes HLA-C1-Allel und wrerdementsprechend nicht
Uber KIR2DL3 gehemmt. Da NK-Zell-Spender und -Stismor homozygot fir das Bw6-
Supraepitop sind, spielt der Bw4-spezifische RemeiftR3DL1 in dieser Kombination keine
Rolle (Abb. 53).

Spender C1/ Stimulator

Bw6 Bw6
A*24 B*35 A*24 B*35

A*24 B*07 Cw*07 @ A*11 B*35
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Abb. 53 Schematische Darstellung der allogenen HLA-  Klasse-I- und KIR-Situation zwischen NK-Zell-Spende  r und
-Stimulator bei der NK-Klonierung.

Die NK-Klone wurde aus NK-Zellen von Spender #10 hergestellt, der in Bezug auf die HLA-C-Allele heterozygot C1/C2 ist und

homozygot fiir das Supraepitop Bw6. NK-Zellen welche die inhibitorischen KIR2DL1 und 2DL3 exprimieren, werden durch die

entsprechenden HLA-C-Allele inhibiert. Bei Restimulation dieser NK-Klone mit Zellen von Spender #3, der homozygot C2/C2 ist,

werden 2DL3"-NK-Zellen weniger gehemmt. Die Expression von 3DL1 hat in dieser allogenen Situation keine Relevanz, da

beide Spender negativ fur das entsprechende Supraepitop Bw4 sind.

Bei der NK-Klonierung konnten insgesamt 47 NK-Klopkanotypisch auf die Expression
von 23 Markern untersucht werden (Abb. 54), wob8i deser NK-Klone zusatzlich

funktionell in Chromfreisetzungstests auf ihre zgkischen Eigenschaften (Abb. 55) und
parallel auf die Produktion von 9 Zytokinen untetsuwurden, wobei diese Daten hier nur
exemplarisch fur 4 NK-Klone gezeigt sind (Abb. 58). Abb. 54 sind die Ergebnisse der
phanotypischen Analyse der 47 NK-Klone dargesteild diese nach ihrer KIR-Expression
eingeteilt. 32 Klone exprimieren mindestens eindR,Kvobei auf 5 Klonen zusétzlich der
inhibitorische Rezeptor ILT2 (CD85j) nachweisbarrw@em gegeniber sind 15 NK-Klone
KIR-negativ und exprimieren dafur als inhibitorisciRezeptoren entweder ILT2 oder
CD94/NKG2A.
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KIR-positive Klone KIR-negative Klone
Anzahlder p58.1 @ p58.2  p70 | Anzahl der CDo4/ CDo4/ CD94/
Klone  K|R2DL/S KIR2DL KIR3DL | Klone = NKG2A oder = NKG2A  NKG2A und
N =32 1 3 1 N =15 C C
LKIR 9 8 10 KIR-negativ ! ! !
(N = 27) g Klon D Klon B Klon C
1 KIR
+ILT2 1 1 2 ILT2-positiv ILT2-negativ
(N=4)
2 KIR 1
+ILT2 Klon A

Abb. 54 Zusammenfassung der phanotypischen Charakte risierung von 47 NK-Klonen.

Die NK-Klone (Spender #10) wurden durch mehrfache Restimulation mit PBMC eines zweiten Spenders (#3) expandiert. 32 der
47 Klone exprimieren dabei mindestens einen KIR, die KIR-negativen NK-Klone (n = 15) dafir entweder das inhibierende
Heterodimer CD94/NKG2A oder ILT2.Alle NK-Klone exprimieren CD16, CD56, 2B4, NKG2D, NCRs, CD94, CD161, CD48 und
HLA-Klasse-I. Dagegen sind alle Klone negativ fur ILT3, CD25, p50.3, CD3. Die im Folgenden naher charakterisierten NK-Klone
A-D sind den jeweiligen Gruppen in der Tabelle zugeordnet.

Bei der anschlieRenden funktionellen Analyse von di8ser 47 NK-Klone auf ihre
zytotoxischen Eigenschaften hin (Abb. 55), zeigt gleutlich, dass unabhangig von der
KIR-Expression, einige NK-Klone die beiden HLA-K$&sl-negativen Zielzellen K-562 bzw.
L721.221 lysieren konnten, andere NK-Klone besdifiegegen kein zytotoxisches Potential.
Dabei waren die Zytokinmuster, die nach 24 h Ziédpatakt im Uberstand nachgewiesen

werden konnten, bei den zytotoxischen und den +agtatoxischen NK-Klonen vergleichbar

(Daten nicht gezeigt).

Anzahl Lyse Keine Lyse
derKlone  yon K-562 oder | von K-562 oder spezieller Phanotyp
N =28 L721.221 L721.221
KIR *+ 14 3 schwach NKp30/46,
2B4+/ NKG2D+**
KIR - 7 4 schwach NKp30/46,

2B4+*/ NKG2D**

Abb. 55 Charakterisierung der zytotoxischen Eigensc
Zielzellen.

28 NK-Klone, darunter 17 KIR-positive und 11 KIR-negative Klone, wurden in vergleichbarer Effektor/Zielzellratio auf ihr

zytotoxisches Potential in Chromfreisetzungstests gegen die HLA-Klasse-I-negativen Zielzellen K-562 und L721.221 hin

untersucht. Dabei gab es zytotoxische und nicht-zytotoxische NK-Klone in beiden KIR-Gruppen. Die nicht-zytotoxischen NK-

Kone zeigten, unabhangig von ihrer KIR-Expression, eine schwachere Expression der NCRs NKp30 und NKp46 im Vergleich zu

den zytotoxischen Klonen. Die Expression von NKG2D und 2B4 (CD244) war bei allen NK-Klonen vergleichbar.

haften von 28 NK-Klonen gegen HLA-Klasse-I-negative
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Auffallig war vor allem die deutlich schwéchere Eagsion der NCRs, NKp30 und NKp46,
auf denjenigen NK-Klonen, die kein zytotoxischedeRtial zeigten, wobei die Expression
der anderen aktivierenden Rezeptoren wie NKG2D 28B4 vergleichbar war (Daten nicht
gezeigt). Die detaillierte funktionelle und pharmsche Analyse ist exemplarisch an vier
reprasentativen NK-Klonen (A — D) aus verschiedeGemppen aus Abb. 54 dargestellt. Die
Expression der wichtigsten NK-Marker auf den vieK-Klonen ist in Tabelle 6
zusammengefasst, die funktionelle Charakterisiersing Abb. 56 dargestellt.

Tabelle 6 Rezeptorexpression von vier reprasentativen NK-Klonen (A - D).

Rezeptor Klon A Klon B Klon C Klon D
CD56 +++ +++ +++ +
CD16 + + + +
CD6 - - - (+)
CD94 + + + (+)

| NKG2A | +++ + ++ -
NKG2C - - + (+)
NKG2D + + ++ ++
2B4 (CD244) ++ ++ ++ ++
p58.1 " ) ) )
(KIR2DL1)
p58.2 o _ - _
(KIR2DL3)
p70 i i i i
(KIR3DL1)
KIR2DL4 + (+) (+) -
ILT2 (CD85j) + - - ++
Nkp30 ++ + ++ (+)
Nkp44 + + ++ +
NKp46 ++ + ++ (+)
CD161 +++ + ++ ++
CD45RA - - - +

+++, ++, +und (+) zeigen die relative Expression (MFI) des Markerslsteigender Starke anMarker wird
nicht exprimiert.

Klon A besitzt zwei KIR-Rezeptoren (Tabelle 6, hlaowie CD94/NKG2A (griin) und weist
im Vergleich zu Klon B und D eine hohere NCR-Exgies auf (Tabelle 6, grau). Klon B
und C sind dagegen negativ fir KIR, wobei beideidafas inhibitorische Heterodimer
CD94/NKG2A exprimieren (griin). NK-Klon D besitzt der KIR noch CD94/NKG2A,
musste also theoretisch einen nicht-reaktiven zdstbesitzen um ,Selbsttoleranz” zu
gewahrleisten. Mit diesen NK-Klonen wurden funketia Tests bzgl. der zytotoxischen
Eigenschaften gegen HLA-Klasse-I-negative Zielzelleund entsprechende HLA-
Transfektanten, sowie bzgl. der Zytokin-Sekretiom iKulturiberstand nach 24 h
Restimulation durchgefuhrt (Abb. 56).
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Abb. 56 Funktionelle Charakterisierung von vier rep
Zytokinfreisetzung.

resentativen NK-Klonen (A - D) im Bezug auf Zytotox

izitat und

Gezeigt ist die spezifische Lyse von HLA-Klasse-l-negativen Zielzellen und entsprechenden HLA-Klasse-I-Transfektanten im
Chromfreisetzungstest. Daneben ist die Zytokinsekretion der NK-Klone 24 h nach Restimulation mit allogenen Stimulatorzellen
dargestellt. MIP-18 wurde konstitutiv von allen NK-Klonen tber dem exakt quantifizierbaren Niveau sezerniert, wobei die
Zellzahl der NK-Klone dabei unter 30.000 Zellen pro Ansatz lag.

NK-Klon A ist der einzige der vier Klone, der KIRx@imiert, namlich KIR2DL1 und
KIR2DL3 (Tabelle 6), weswegen die Expression vorAHLwW*06 und HLA-Cw*07 auf der
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HLA-Klasse-I-negativen Zielzelle L721.221 zu eidgmmung der Zytotoxizitat fuhrt. Auch
die Expression von CD94/NKG2A auf Klon A besitzhilpitorische Funktion, da die Lyse
der HLA-E-Transfektante im Vergleich zur HLA-Klaskeegativen K-562-Zelle vermindert
ist. Nach 24-stindiger Restimulation sezerniertrKid IL-6, 1L-13, IFN<y und, wie alle
Klone, MIP-18. Klon B und C sind beide KIR-negativ, aber besitzeonst einen
vergleichbaren Phanotyp zu NK-Klon A, wobei beidas dinhibitorische Heterodimer
CD94/NKG2A exprimieren (Tabelle 6), weshalb sie rdbh#s durch die HLA-E-
Transfektante abgeschaltet werden. NK-Klon C besiteressanterweise neben NKG2A
auch das aktivierende NKG2C, das aber in dieseatin durch das inhibierende Signal von
NKG2A ,uberstimmt” wird. Da keine KIR fur die HLA-&Gruppen C1 und C2 vorhanden
sind, werden beide NK-Klone B und C nicht durch Eegsion der entsprechenden HLA-C-
Allele auf L721.221 inhibiert. Die Expression vorLAG in der K-562-G-Transfektante
fuhrt nur bei Klon C, nicht aber bei Klon B zu eineerminderten Lyse. Beide Klone zeigen
eine schwache KIR2DL4-Expression (Tabelle 6, gett®m Rezeptor fur HLA-G, wobei
diese nur fur Klon C eine funktionelle Relevanzimsitzen scheinkKlon C besitzt aul3erdem
im Vergleich zu Klon B eine héhere Expression vafpR0, NKp44 und NKp46 (Tabelle 6,
grau), was auch in einer hoheren Zytotoxizitat gedie HLA-Klasse-I-negativen Zielzellen
zu sehen ist. Beide Klone, B und C, zeigen einergleehbaren Phanotyp und auch
zytotoxische Eigenschaften, dennoch produziert Kbrmehr als das 10-fache des anti-
inflammatorischen Zytokins IL-10. Diese IL-10-Prddion stellt eine Besonderheit dar, da
sie in der Literatur selten auf klonaler Ebene ggzgerden konnte. Beide NK-Klone, B und
C, sezernieren MIPgL IFN-y und geringe Mengen an IL-6 und IL-13. Klon D istv®hl
negativ fir KIR, als auch fur CD94/NKG2A, besitzinsit aul3er ILT2 keinen inhibierenden
Rezeptor fir HLA-Klasse-I-Molekiile und sollte delkhaum die ,Selbsttoleranz”
aufrechtzuerhalten, einen Zustand der Nicht-Re#d#itivbesitzen. Das trifft auf die
zytotoxischen Eigenschaften zu, da dieser Klon &efielzell-Lyse auslost (Abb. 56).
Dagegen kann er aber Zytokine, namlich M[R-IFN-y, IL-6 und IL-13, produzieren und
zeigt damit ein &hnliches Zytokinmuster wie KlonBese vier NK-Klone belegen deutlich,
dass der Phanotyp keine klare, voraussagbare Zuwogdnzu einer bestimmten
Effektorfunktion zulasst. NK-Zellen sind daribem&us mehr als nur Killerzellen, da sie
durch ihrer Zytokinproduktion auch indirekte Redgaten der Immunantwort sind. Im Bezug
auf die zytotoxischen Eigenschaften zeigt sich eikerrelation zwischen NCR-
Expressionsstarke, der KIR- bzw. NKG2A-Expressiowl dler Starke der Zielzelllyse. Dies

trifft aber nicht auf die Fahigkeit zu Zytokine ptoduzieren.
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F Diskussion

1 Einfluss von onkogenem MAPK-Signalweg und DNMT-Ak tivitat
auf Proliferation und Immunerkennung von Kolon-Karz inom-
Zellen

Neben den Kolon-Karzinomen zeichnen sich mehreradrantitaten, wie z.B. das Melanom
oder Ovarial- und Pankreas-Karzinom, durch RAS-roRaf-Mutationen aus und sind
deshalb Ziel therapeutischer Ansatze mit MAPK-Ilitoiten. Einer der klinisch am haufigsten
eingesetzten MAPK-Inhibitoren ist dabei Soraferi®Xavar), das je nach Tumorentitat zu
Ansprechraten von bis zu 30 % fihren kann (SchaeckRapp 2006). Bei anderen Tumoren,
wie z.B. dem Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom,revjedoch keine Wirkung erzielt. Die
Grunde fur diese enorme Variabilitat sind unzurernzh verstanden, weshalb eine detaillierte
Analyse der onkogenen Signalwege notwendig istlidser Arbeit wurde neben den reinen
MAPK-Signaltransduktionseffekten der Zusammenhamngsahen MAPK-Inhibition und
DNS-Methylierung untersucht und bzgl. immunologeciNebenwirkungen auf die ZTL-

oder NK-Erkennung charakterisiert.

1.1 Beteiligung onkogener K-RAS-Signale an der Apop tose-Resistenz
durch Aktivierung der MEK/ERK- und PI3K-Signalwege

In der Kolon-Karzinom-Zelllinie HCT116 ist durch eiMutation in K-RAS (G13D) der
nachfolgende MEK/ERK-(MAPK)-Signalweg konstitutiktaviert, was in dieser Arbeit durch
den Nachweis der permanent starken Phosphorylieatenfinasen MEK1 und ERK1/2 unter
serumhaltigen Kulturbedingungen gezeigt wurde (AB®, Abb. 30 und Abb. 31). Diese
Aktivierung bleibt auch nach dem fast vollstandig&erlust der DNS-Methylierung in den
HCT116DKO-Zellen erhalten, wobei der wachstumsfimde Effekt des konstitutiven
MAPK-Weges in Abwesenheit der DNMT1 und 3b aufgedolvird, da die HCT116DKO-
Zellen eine stark verringerte Proliferationsratesitz2en (Abb. 19). Der Haupteffekt einer
konstitutiven MAPK-Aktivierung scheint das Uberlebeler Zellen und die ungehemmte
Proliferation zu sein, da Inhibition dieses Sigredws durch den spezifischen MEK1/2-
Inhibitor U0126 bzw. den B-Raf-Inhibitor Soraferab einer verminderten Proliferation bzw.
zu einem Absterben der Zellen flhrte, wobei diefekie Konzentrations- und Zeit-abhéngig
waren. Dabei zeigte sich bei Untersuchung der Korapten wichtiger Signalwege, dass eine
Behandlung der HCT116wt- und DKO-Zellen mit beidehibitoren neben dem MEK/ERK-
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Signalweg in einigen Signalkaskaden zu Verandemngghrte, wohingegen andere
Signalwege nicht beeinflusst wurden. Die in die&dreit analysierten Signalkomponenten
sind in Abb. 57 unter Angabe der untersuchten Pirgtierungsstellen dargestellt. Proteine,
die durch die Inhibitoren eine Verédnderung der Phosylierung oder des Gesamt-Protein-

Gehalts zeigten, sind durch verschieden-farbigen8tenarkiert.
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Abb. 57 Schematische, stark vereinfachte Darstellun g des K-RAS-regulierten MEK/ERK- und PI3K-

Signalweges und der durch U0126- b zw. Sorafenib-Behandlung bedingten Veranderungen in HCT116-Zellen.
HCT116-Zellen weisen eine aktivierende Mutation in K-RAS (G13D) auf, die zu einer konstitutiven Aktivierung der MEK/ERK-
Kaskade fuihrt. Dabei kann dieses Signal durch Bindung von z.B. Serum-Proteinen an die entsprechenden Rezeptoren noch
gesteigert werden. Alle Komponenten wurden sowohl auf ihren Gesamt-Protein-Gehalt, als auch auf ihre Phosphorylierung hin
analysiert, wobei die Phosphorylierungsstellen angegeben sind. Der Effekt der U0126- bzw. Sorafenib-Behandlung auf die
Proteine ist durch farbige Sterne dargestellt, wobei orange eine Anderung der Phosphorylierung, griin eine Anderung des
Protein-Gehalts und blau keine Veranderung durch Inhibitor-Zugabe angibt. Eine Behandlung der Zellen mit dem MEK-Inhibitor
U0126 bzw. dem B-Raf-Inhibitor Sorafenib fuhrt zu einer drastischen Reduktion der ERK1/2-Phosphorylierung, was sich auch in
der Dephosphorylierung der nachfolgenden p90°*“-Kinase zeigt. Ebenso zeigt die Akt-Kinase eine Reduktion der
Phosphorylierung durch Inhibitor-Behandlung in HCT116wt-Zellen, so dass eine Querverbindung zwischen MEK/ERK- und
PI3K-Signalweg zu existieren scheint. Eine Anderung im Gesamt-Protein-Gehalt wurde fir die p38-MAPK und p53 beobachtet.
Die Inhibitor-Behandlung zeigte keinen Effekt auf JNK, IkBa, NFkB-p65, Histon-H3 und GSK-3a/8, sowie die
Transkriptionsfaktoren ATF-2 und c-Jun.

Beide Inhibitoren zeigten eine vergleichbare Wir@uf die Aktivierung der Signalproteine,
wobei die geringen Unterschiede in der Kinetik uibtdfektivitat der Inhibitoren

mdglicherweise die unterschiedlichen Effekte awf Bioliferations- und Uberlebensrate der
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HCT116-Zellen erklaren. Die Behandlung der Zellérfe bei beiden Inhibitoren, im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle, zu einer drastischeHlemmung der ERK1/2-
Phosporylierung, wobei diese Hemmung durch untexdtibhe Effekte der Inhibitoren auf
die MEK1-Kinase verursacht wurde. Eine U0126-Belhamgl resultierte in einer
Stabilisierung der phosphorylierten MEK-Form, walegen die Sorafenib-Behandlung zu
einem Verlust der MEK-Phosphorylierung fuhrte. Da01@6 unabhangig von der
Phosphorylierung direkt an die MEK1-Kinase bindeduleren Aktivitdt hemmt, scheint
diese Bindung das MEK-Protein in seiner phosphertgn Form zu stabilisieren. Sorafenib
dagegen verhindert durch Hemmung der B-Raf-KinasePtiosphorylierung und damit die
Aktivierung von MEK1. Die Dephosphorylierung der ER2-Kinasen nach Inhibitor-
Behandlung filhrt zu einer Hemmung der nachgescbalE9G> -Kinase, was sich in einer
verminderten Phosphorylierung dieser Kinase im e zur DMSO-Kontrolle zeigte
(Abb. 30, Abb. 31). Studien an Melanom-Zellliniemnkten zeigen, dass die FS6
Inhibition einen entscheidenden Aspekt der pro-égiggchen Eigenschaften der MEK-
Inhibition darstellt, da die Dephosphorylierungt miner Aktivierung des pro-apoptotischen
Bcl-2-Familien-Mitglieds Bad einhergeht (EisenmaXanBrocklin et al. 2003, Panka, Wang
et al. 2006). Bad bindet nach Translokation in Mieochondrien an die anti-apoptotischen
Bcl-2- und Bcl-X -Proteine und verhindert so die Bildung inhibitohier Heterodimere mit
den pro-apoptotischen Bcl-2-Familien-MitgliedernkBand Bax (Borner 2003, Cartron,
Gallenne et al. 2004, Kaufmann, Schinzel et al.420@ndere Studien zeigen, dass die
Stabilitat des Mcl-1-Proteins und die Expressionleaar Bcl-2-Proteine von einer ERK-
vermittelten Phosphorylierung abhéngen, so dasslambition der ERK-Signale auch direkt
Einfluss auf Apoptose-regulierende Proteine nehikeem (Boucher, Morisset et al. 2000,
Domina, Smith et al. 2000, Milella, Kornblau et 2001, Meng, Chandra et al. 2003, Domina,
Vrana et al. 2004). Weitere Untersuchungen zeigeaneproteasomalen Abbau des anti-
apoptotischen Mcl-1 nach 6-stindiger Sorafenib-Bdhang, wohingegen eine U0126-
Behandlung trotz ERK-Hemmung auch nach 12 h nialginem Abbau fuhrt (Yu, Bruzek et
al. 2005). Daher existiert wohl auch ein zusatdiccERK-unabhangiger Effekt, der
maoglicherweise auch die in meiner Arbeit beobaehtestchwéachere und zeitverzdgerte,
Apoptose-Induktion durch U0126 im Vergleich zu Senib in den Kolon-Karzinom-

Zelllinien erklaren kann.

Die konstitutive Aktivierung des MEK/ERK-Signalwegstellt somit einen wichtigen Faktor
fur das Uberleben und das unkontrollierte Wachstlen Kolon-Karzinom-Zellen dar. Das

konnte kdirzlich auch in einer Studie an BrustkrébBlinien gezeigt werden, da eine
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Resistenzentwicklung gegen das DNS-schadigendeptaApe-induzierende, Cisplatin von
einer gesteigerten EGF-Rezeptor-Phosphorylierungl wamit auch Aktivierung des
MEK/ERK-Signalweges begleitet war (Eckstein, Sergaal. 2008). Dabei zeigten die nach 6
Monaten Behandlung resistenten Tumorzellen eineegeste Expression von Amphiregulin,
einem endogenen Liganden des EGF-Rezeptors. Diet af eine essentielle Bedeutung
des MEK/ERK-Signalweges fiir das Uberleben bestimitenorzellen hin, da bei fehlender
Mutation von K-RAS bzw. B-Raf ein ,alternativer” Wezur konstitutiven Aktivierung,
namlich die Uberexpression eines endogenen Ligapdephiregulin), eingeschlagen wird.
Neben einer Aktivierung des MEK/ERK-Signalweges vearch die Aktivitat der PI3K-
aktivierten Kinase Aktl in diesen Apoptose-resistarBrustkrebszellen gesteigert, was durch
die Rekrutierung von PI3K Uber das ,docking“-ProtébAB1 an den aktivierten EGF-
Rezeptor zu erklaren ist (Mattoon, Lamothe et 804). Neben vielen anderen Effekten
induziert Akt den Kerntransport von MDM2 und ermdlgt somit den Abbau von p53, was
die Apoptose verhindert, da p53 unter anderem anatéi-apoptotische Bcl-2 binden und
dessen Aktivitat hemmen kann, und zugleich ein tregraRegulator der Bcl-2-Expression ist
(Wu, Mehew et al. 2001, Zhou, Liao et al. 2001, TtamMarchenko et al. 2006). In meiner
Arbeit konnte auch in der Kolon-Karzinom-ZelllintCT116wt eine MEK/ERK-abhangige
Aktivierung von Akt gezeigt werden, da der beobatttAnstieg der Akt-Phosphorylierung
im Laufe einer 96 h-Kultivierung in der DMSO-Konlie durch die Behandlung der Zellen
mit dem MEK-Inhibitor U0126 bzw. dem B-Raf-Inhibit&orafenib verringert wurde (Abb.
65). Die kurzfristige Stabilisierung des p53-Protein den Inhibitor-behandelten HCT116wt-
Zellen stellt moglicherweise eine Folge der Aktibition und der daraus resultierenden
verminderten Kernlokalisierung von MDM2 dar. Die 3pStabilisierung fallt in den
HCT116DKO geringer aus, was moglicherweise duram\deniger ausgepragten Effekt der
Inhibitoren auf die Akt-Aktivierung erklart werdekann (Abb. 34, Abb. 65). Die p53-
Expression kann auch direkt durch ERK1/2 regulisgin, da die ERK-aktivierten
Transkriptionsfaktoren AP-1 und Ets an den MDM2#Rotor binden und die Expression
steigern (Ries, Biederer et al. 2000). Die Dephosglerung von ERK1/2 nach Inhibitor-
Behandlung flhrt also zu verminderter MDM2-Expressiind kann somit zusatzlich zu einer
p53-Stabilisierung fiihren. p53 unterliegt einemaie@n Regulationsmechanismus, da es an
den MDM2-Promotor bindet und damit dessen Expressiod seine eigene Degradation
fordert. Dies konnte den von mir beobachteten pB8ust in HCT116wt- und DKO-Zellen
erklaren, der nach 48 h der Behandlung einsetzb.(8d). Dabei ist die Phosphorylierung
von p53 an Serfi in den HCT116-Zellen sehr gering und zeigt keineutichen
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Veranderungen unter Inhibitor-Behandlung. Mayo lekannten zeigen, dass die Starke der
Serirt®-Phosphorylierung die Promotorspezifitat von p58ibiusst (Mayo, Seo et al. 2005).
Bei geringer Phosphorylierung von p53, wie es in HET116-Zellen der Fall ist, bindet p53

bevorzugt an den MDM2-Promotor und fordert so seigigenen Abbau.

Im Gegensatz zum MEK/ERK-Signalweg sind die Stiedszierbaren Signalkaskaden, wie
die p38-MAPK-Kasakade und der JNK-Signalweg, dia. wurch pro-inflammatorische
Zytokine, UV-Bestrahlung, aber auch DNS-Schadeivigkt werden, in den HCT116wt- und
DKO-Zellen nicht, oder nur auf geringem Niveau vwiktit. Die Inhibition des MEK/ERK-
Signalweges hat keine Veranderung der Phosphamgliedieser beiden Kinasen zur Folge,
so dass in diesen Zellen wohl keine direkte Quémdung zwischen diesen Signalwegen
besteht (Abb. 64). Auch in den Cisplatin-resistarBeustkrebszellen korreliert die Apoptose-
Resistenz nicht mit einer Aktivierung der p38-MAPizw. JNK-Kaskade (Eckstein, Servan
et al. 2008), so dass die MEK/ERK- und Akt-Aktvieguweniger zelltypabhangig, sondern
einen allgemeineren Mechanismus der Apoptose-Rezistn Tumorzellen darzustellen
scheint. Die Induktion der Apoptose-Resistenz duedhe konstitutive Aktivierung des
MEK/ERK- und Akt-Signalweges stellt daher ein wigles therapeutisches Ziel dar, und die
in meiner Arbeit gezeigten Auswirkungen der Sorddfelnzw. U0126-Behandlung zeigen
deutlich das Potential dieser Substanzen, beideawgge zu hemmen. Dabei ist vor allem
die trotz verschiedener Zelltypen einheitliche Hmoloing unterschiedlicher Signalwege
hervorzuheben, die eine Apoptose-Induktion durchibitoren des MEK/ERK-Weges in

vielen Tumoren mdaglich machen kann.

Fur den p38-MAPK-Abbau in HCT116-Zellen nach IntobiBehandlung (Abb. 32), vor

allem durch Sorafenib, sind theoretisch zwei Medraen vorstellbar, nachdem in dieser
Arbeit ein Caspase-abhangiger Abbau durch Anwendi@sgallgemeinen Caspase-Inhibitors
Z-VAD-FMK ausgeschlossen werden konnte (Abb. 38)nzinen kann, wie bei dem bereits
beschriebenen Mcl-1 Protein, ein proteasomaler Abd&dolgen, wobei die Mechanismen
noch nicht eindeutig geklart sind (Yu, Bruzek et 2005). Zum anderen wurde fur die
Rezeptor-Tyrosin-Kinase (RTK) RET ein lysosomalebbAu in Melanom-Zelllinien

beschrieben, der wahrscheinlich durch direkte Bingdwon Sorafenib an RET und die damit
einhergehende Konformationsanderung und Inaktivigruerursacht wird (Plaza-Menacho,
Mologni et al. 2007). Rezeptor-Tyrosin-Kinasen alr&ren standig zwischen der Oberflache
und den Endosomen, und werden entweder an die l@dwesf zurlicktransportiert oder in
Lysosomen degradiert (Le Roy and Wrana 2005). Digchd Sorafenib verursachte

Konformationsanderung scheint das Gleichgewichtzuireiner schnelleren Degradation zu
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verschieben (Plaza-Menacho, Mologni et al. 200Qrcb welche Mechanismen der Abbau
der p38-MAP-Kinase in den HCT116-Zellen stattfindetirde in dieser Arbeit nicht weiter
untersucht, da der p38-MAPK-Weg in den Kolon-KaonmZellen weniger eine Rolle zu
spielen scheint, was durch das konstitutiv niedrigdivierungs-Niveau zum Ausdruck

kommt (Daten nicht gezeigt).

1.2 Auswirkungen des konstitutiv aktiven MEK/ERK-We  ges und der
DNMT-Aktivitat auf die Expression von HLA-Klasse-| und ULBP2

Der onkogene Signalweg in Kolon-Karzinom-Zellengtranicht nur zur unkontrollierten
Proliferation bei, sondern beeinflusst auch die i&ehenexpression von immunrelevanten
Molekulen. Dabei konnte in dieser Arbeit gezeigt raem, dass die veranderte
Oberflachenexpression von HLA-A2 und ULBP2, einemn vsechs NKG2D-Liganden,

Einfluss auf die Immunerkennung der Tumorzellercd#TL und NK-Zellen hat.

Fur HLA-A und ULBP2 konnte in meiner Arbeit die glbzeitige Suppression der
Oberflachenexpression durch DNS-Methylierung unkbgenes MEK/ERK-Signal in Kolon-
Karzinom-Zellen gezeigt werden, was in Zusammentani¢ C. Sers und R. Kuner fur HLA-
Al und -A2 auch auf mMRNS-Niveau bestatigt werdennte. Dabei ist die HLA-Klasse-I-
Expression durch eine synergistische Interaktiom ROMT-Aktivitat und MAPK-Signal in
HCT116wt-Zellen vermindert, da die Expression innd®NMT-Deletions-Varianten
HCT116/T" und HCT116DKO bereits ohne Inhibitorbehandlungdithwar (Abb. 16), und
durch MEK/ERK-Inhibition mittels U0126 nochmals ¢mgert werden konnte (Abb. 20).
Dabei scheint die DNMT3b keine entscheidende Rpllespielen, da ihr Verlust in der
HCT116/38 keine gesteigerte Expression von HLA-Klasse-I nsich zog. Der geringere
Effekt der DNMT1-Deletion im Vergleich zur Deletiopeider DNMT-Aktivitaten in den
DKO-Zellen erklart sich méglicherweise durch die HCT116/1-Zellen vorhandene
DNMT1-Restaktivitdt, die trotz einer Deletion derxdds 3 - 5 durch homologe
Rekombination kurzlich gezeigt werden konnte (Rhlsy et al. 2000, Egger, Jeong et al.
2006, Spada, Haemmer et al. 2007)(C. Sers). In H6/TL- und DKO-Zellen findet ein
alternativer Spleil3vorgang statt, der zu einer Esgion von verkirztem DNMT1-Protein
fuhrt, das keine PCNAgfoliferating cell nuclear antigenBindedomane mehr besitzt. Die
verkirzte DNMTL1 ist dennoch im Kern lokalisiert unzu einer post-replikativen
Methylierung der DNS féhig, was die Aufrechterhafivon ca. 80 % der DNS-Methylierung
in HCT116/1"-Zellen erklart (Spada, Haemmer et al. 2007). Ddfssitzt die DKO zwar
auch diese hypomorphe DNMTL1-Aktivitat, aber in Kanation mit einer homozygoten
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DNMT3b-Deletion findet ein fast vollstandiger Vestuder DNS-Methylierung statt, was auch
in murinen Modellen gezeigt werden konnte (Gauddgdgson et al. 2003). Die
methylierungsabhangige Steigerung der HLA-Expressbdabei indirekter Natur, da wir in
Zusammenarbeit mit C. Sers zeigen konnten, daskldieAl bzw. -A2-Promotoren bereits
in HCT116wt-Zellen unmethyliert vorliegen (AnhangAbb. 62). Die erhohte
Oberflachenexpression von HLA-Klasse-l nach DNMTHWst bzw. MEK-Inhibition hangt
nicht nur von der erhdhten Expression der schwétette ab, sondern ist auch durch die
gesteigerte Expression der TAP1/2-Transporter, Jiapaund den Immunproteasom-
Untereinheiten LMP2/7 zu erklaren, was auf mRNS+ebkereits gezeigt wurde (R. Kuner,
DKFZ) und derzeit in Berlin auf Protein-Niveau ursiecht wird. Eine epigenetische
Regulation der HLA-Klasse-I-Expression konnte inhmegen Studien nachgewiesen werden,
wobei die Inhibition der DNS-Methylierung durch 5#&2’-Deoxycytidin (5-Aza-C) aber
auch die Hemmung der Histon-Deacetylasen zu eiestegerten Expression der HLA-
Klasse-l schweren Kette bzw. der APM-Komponentea WAP1/2 und LMP2/7 fihrte (Nie,
Yang et al. 2001, Fonsatti, Nicolay et al. 2007aKhGregorie et al. 2008, Manning, Indrova
et al. 2008). Die in dieser Arbeit untersuchte HKksse-I-Regulation durch Interaktion
onkogener RAS-Signale mit der DNMT-Aktivitat in Kwl-Karzinom-Zellen erweitert die
bereits bestehenden Daten zur Korrelation zwis¢t€tAS-Mutation und dem Verlust von
TAP1, LMP2 und Tapasin-Expression in Kolon-Karzirem(Atkins, Breuckmann et al.
2004). Die HLA-Klasse-I-Expression wurde sowohlHET116DKO-Zellen als auch in 5-
Aza-C-behandelten SW480-Zellen durch die gleicigeiinhibition des MAPK-Signalweges
noch gesteigert (Abb. 20, Abb. 25).

NK-Zellen sind ebenso wie T-Zellen an der Tumor-Abnvbeteiligt, wobei auch NK-Zellen
ein aktivierendes Signal benétigen, um ihre Effdkioktionen ausiben zu kdnnen. Hierbei
spielt neben den NCRs vor allem der aktivierendeRé¢eptor NKG2D eine entscheidende
Rolle, da er die, auf vielen transformierten undruSiinfizierten Zellen exprimierten,
MICA/B- und ULBP1-4-Molekiile, erkennt. Der Fokus imer Arbeit lag dabei auf ULBP2,
da nur bei diesem NKG2D-Liganden in den HCT116€feleine einheitliche Regulation
durch MAPK-Signale und DNMT-Aktivitdt beobachtet mden konnte. Wie in Abb. 17
gezeigt, werden nicht alle Liganden durch den \&rder DNMT-Aktivitat in den DKO-
Zellen in ihrer Oberflachenexpression gesteigait. BLBP2 und ULBP3 konnte dies durch
Promotor-Analysen bestatigt werden, da nur der U2-Bromotor eine DNS-Methylierung in
den HCT116wt-Zellen zeigt (Anhang, Abb. 63). Daksd methylierungsabhangige ULBP2-
Regulation nicht zellspezifisch ist, zeigt die 5aAZ-vermittelte Steigerung der ULBP2-
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Expression in der Kolon-Karzinom-Zelllinie SW480K(\ 25). Wie bereits fur HLA-Klasse-
I-Molekulle gezeigt, fuhrt der gleichzeitige Verlugin DNS-Methylierung und konstitutivem
MEK/ERK-Signal durch Inhibitor-Behandlung auch bEILBP2 zu einer zusatzlichen
Steigerung der Expression. Dabei konnte hier duttekaillierte Promotor-Analysen in
Zusammenarbeit mit C. Sers eine direkte Verbindumgschen Promotor-spezifischer
Methylierung und onkogenem RAS-Signal gezeigt werd#ga nach 48-stindiger U0126-
Behandlung der ULBP2-Promotor in den HCT116wt-ZelEemethyliert wurde (Anhang,
Abb. 63).

In der Literatur sind die genauen Regulationsmeishan der Expression der NKG2D-
Liganden zwar punktuell in murinen und humanen Mledebeschrieben, diese wurden aber
bislang nur unzureichend in ein Gesamt-Konzepteaminet (Cerwenka and Lanier 2003,
Gasser, Orsulic et al. 2005, Bottino, Moretta e28D6, Lopez-Larrea, Suarez-Alvarez et al.
2008). Dabei bieten die unterschiedlich aufgebauteth regulierten Promotoren der MIC-
und ULBP-Gene eine erste Erklarung fur die unteestlithe Expression dieser NKG2D-
Liganden auf verschiedenen Tumoren (Eagle, Trahetrad. 2006). NKG2D-Liganden, vor
allem aber MICA und MICB, scheinen durch Stressumerbar, da z.B. oxidativer Stress zu
einer MICA/B-Expression in Kolon-Karzinom-Zelllimefihrte (Yamamoto, Fujiyama et al.
2001) und MICA- und MICB-Promotoren dariber hinawich Uber potentielle
Hitzeschockprotein-Transkriptionselementehedt shock elements HSE) verflgen
(Venkataraman, Suciu et al. 2007). Ebenso kénnenS-Bbhaden, wie sie u.a. in
transformierten Zellen auftreten, zu einer anhakeAktivierung des DNS-Reparaturweges
fuhren und in Folge dessen zu einer ExpressiolNiK@G2D-Liganden (Gasser, Orsulic et al.
2005). Einen weiteren Hinweis auf die NKG2D-Ligandexpression im Zuge der
Transformation liefert ein murines Modell, das &ieteiligung des Onkogens c-Myc an der
Regulation der NKG2D-Liganden zeigen konnte (Umondar et al. 2008). Das spricht fur
einen zellintrinsischen Mechanismus, der eine oakeglransformation detektieren kann und
darauf mit einer gesteigerten NKG2D-Liganden-Expie@s reagiert, wobei die genauen

Mechanismen nicht eindeutig charakterisiert sind.

Im Gegensatz zu diesen Mechanismen, die eine gesieiNKG2D-Liganden-Expression
verursachen, sind in vielen Tumoren verschiedengeaptische und post-transkriptionelle
Mechanismen identifiziert worden, die eine vermimeleExpression von NKG2D-Liganden
zur Folge haben und so eine Erkennung des Tumach dNK-Zellen und ZTLs verringern.
Studien haben gezeigt, dass die Expression von QLBRCA und MICB durch DNMT-
Inhibition mit 5-Aza-C aber auch nach Behandlung RIDAC-Inhibitoren auf mRNS- und
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Protein-Ebene gesteigert werden konnte (Yamashsigjno et al. 2006, Tang, He et al. 2008,
Vales-Gomez, Chisholm et al. 2008). Eine BehandlomigProteasom-Inhibitoren steigerte
dagegen spezifisch die ULBP2-Oberflachenexpresswas auf eine zusatzliche post-
transkriptionelle Regulation der ULBP2-Expressionweist. Die Tatsache, dass MICA und
MICB nicht beeinflusst wurden, zeigt wiederum digarschiedliche Regulation der NKG2D-
Liganden (Vales-Gomez, Chisholm et al. 2008). DiewAsenheit der verschiedenen
NKG2D-Liganden und deren unterschiedliche Regutatiesst moglicherweise ein
Mechanismus der Zellen, auf unterschiedliche ,Str&stuationen reagieren zu kénnen. Die
fur ULBP2 und HLA-A2 beobachtete Interaktion vonkogenen K-RAS-Signalen und
DNMT-Aktivitdt auf die Gen-Expression ist bereitdr fandere Gene beschrieben, aber in
dieser Arbeit das erste Mal im Kontext der Immuearkung gezeigt worden. Die genauen
molekularen Mechanismen sind dabei aber noch micttteutig charakterisiert, werden aber

in weiterfUhrenden Arbeiten in Zusammenarbeit miS€rs naher untersucht.

Zusammenspiel von DNMT-Aktivitat und onkogenem K-RA S in der

Suppression von Genen

Bereits in friheren Studien konnte ein Zusammenhawgchen der DNMT1-Protein-
Expression und RAS-abhangigen Signalen gezeigtemefiflacLeod, Rouleau et al. 1995),
was auch die geringe Verminderung der DNMT1-Exposssiach MEK-Inhibition durch
U0126 in HCT116wt-Zellen belegt (Egger, Jeong et 2006)(C. Sers). Diese leichte
Verminderung der DNMT1-Expression nach MEK-Inhibiti kann aber nicht den
spezifischen Verlust der Methylierung im ULBP2-Paior erklaren, da sogar in der
DNMT1-Deletions-Variante, die nur noch tber eineilgge DNMT1-Restaktivitat verfugt,
die ULBP2-Promotor-Methylierung beibehalten wirda(en im Anhang, Abb. 63Parlber
hinaus konnte in Zusammenarbeit mit C. Sers geaegen, dass eine Inhibition des
MEK/ERK-Weges nicht ,wahllos” zu einer Demethyliaqufiihrt, da das auf Chromosom 6p
lokalisierte HLA-PseudogeiCG4 (HLA-V) trotz U0126-Behandlung keine Veranderung
seiner vollstdndigen Promotor-Methylierung zeigteghingegen der auf Chromosom 6q
lokalisierte ULBP2-Promotor demethyliert wurde (Aamg, Abb. 62 und Abb. 63). Da die
DNMT1-Erkennungssequenz relativ unspezifisch aufAleavesenheit von CpG-Motiven in
Promotoren beruht, kann diese spezifische Regulatmn Genen nicht durch DNMT1-
spezifische Bindungsmotive in den Promotoren erkigrden. Eine Promotor-spezifische

Aktivitat der DNMT1 wurde auch von Egger et al. baohtet und mit dem unterschiedlichen
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Gehalt an CpG-Dinukleotiden in den Promotoren etkliwonach die Hauptaufgabe der
DNMT1 eine Methylierung von CpG-armen Regionen(igger, Jeong et al. 2006). Da der
CpG-Gehalt der Promotoren vddLBP2 und dem PseudogedCG4 (HLA-V) aber sehr
ahnlich ist, kann allein dadurch die Promotor-Sfigizider DNMT1 nicht erklart werden.
Eine Interaktion von onkogenem RAS-Signal und dagenetischen Stummschaltung von
Genen konnte bereits in einigen Studien gezeigtiererEin gutes Beispiel ist die, in murinen
Modellen gezeigte, methylierungsabhéangige Supmes$es Fas-Rezeptors durch onkogenes
RAS, was zu einer Unempfindlichkeit der Tumorzellgegentber Fas-Ligand-induzierter
Apoptose fuhrt (Gazin, Wajapeyee et al. 2007). ®i8sippression beruht auf der direkten
Fas-Promotor-Methylierung, wobei neben dem DNMTat®in 27 weitere Faktoren
identifiziert wurden, die fur die Aufrechterhaltunger RAS-induzierten Promotor-
Methylierung nétig sind. Ein Grof3teil dieser Fakitorerwies sich auch als essentiell fur die
Suppression anderer Gene wimx, Par4/Pawr und Sfrpl deren Relevanz fur die
Transformation gezeigt werden konnte (Gazin, Wajapeet al. 2007). Einer dieser Faktoren
ist die PI3K-regulierte Kinase PDK1, die nach Algiung zu einer Phosphorylierung von
Akt fuhrt (Abb. 57). Wie im Anhang in Abb. 65 dasjellt, konnte in HCT116wt-Zellen
ebenfalls eine MEK/ERK-abhéngige Akt-Aktivierungzgegt werden, was darauf hinweist,
dass auch in dieser Zelllinie &hnliche Faktorem@nepigenetischen Regulation des ULBP2-
Promotors und mdoglicherweise Promotoren der veesignen APM-Komponenten beteiligt
sein kénnten. Als weiterer essentieller Faktor lBa&s-Suppression wird von Gazin et al. die
Histon-Methyltransferase EZH2 beschrieben (Gazimjapeyee et al. 2007), die ebenfalls
von C. Sers als positiv-reguliertes MAPK-Zielmolekii Kolon-Karzinomen u.a. HCT116
identifiziert wurde. Die Histon-Modifikation scheirdabei ein initialer Schritt flr eine
anschlieBende DNS-Methylierung zu sein, indem i@pressive regulatorische Bedingungen®
schafft. Das wird durch Studien von Lund und Séral.eunterstitzt, in denen die induzierte
H-RAS-Expression eine verminderte Clusterin-Expoesgur Folge hat, die aber anfanglich
noch nicht von der Promotor-Methylierung begleitgtr, sondern erst durch langerfristige
RAS-Expression als Promotor-Methylierung stabil ifestiert wurde (Lund, Weisshaupt et
al. 2006). Diese Abfolge der Ereignisse und dietéiah ,Zeit* und ,Zellzyklus* konnten
auch von Bachman et al. fir das Tumorsuppressq@el“** gezeigt werden, das in DKO-
Zellen im Gegensatz zu HCT116wt-Zellen unmethyliearhd an der verringerten
Proliferationsrate beteiligt ist (Bachman, Parkabt2003). DKO-Zellen reagieren nach 22
Passagen mit einer verstarkten Proliferation, die ger verminderten p¥*2-Expression
begleitet wird, welche auf der Histon-H3-K9-Metheyling beruht. Diese pi6*-
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Suppression wurde jedoch erst nach Passage 87 diichPromotor-Methylierung
manifestiert. Solche Histon-Modifikationen und dieachfolgende Rekrutierung von
Transkriptionsfaktoren und Suppressoren, moégen eklfr&larung fur die DNMT-
unabhangigen Effekte des aktivierten MAPK-Signaleseguf die Expression von HLA-
Klasse-l und ULBP2 sein.

In den neben HCT116 untersuchten Kolon-Karzinonilidedn zeigte sich zwar grol3tenteils
derselbe Effekt der DNMT-Inhibition bzw. der MEK/ERnhibition auf die
Oberflachenexpression, trotzdem  kristallisierten chsi sowohl im  MEK/ERK-
Aktivierungsgrad, als auch in der Inhibitor-abh&@egi Regulation der HLA-Klasse-I- und
ULBP2-Oberflachenexpression zellspezifische Unteeste heraus. Die intrazellularen
Signalwege in ,normalen,” nicht transformierten |€el sind seit Jahren erforscht,
wohingegen Uber die tumorspezifischen Stdérungenchdueine konstitutive MAPK-
Aktivierung und die damit verbundenen Veranderunden zellularen Transkriptions- und
Proteinmaschinerie relativ wenig bekannt ist. Dieuswirkung dieser massiven
Veranderungen wird deutlich, wenn man bedenkt, fei@ abgestimmt die Signalweg-
Aktivierung durch Liganden-induzierte Rezeptor-Adérung und auch wahrend des
Zellzyklus normalerweise ablauft, und welche Folggn gleichzeitiges und konstitutives
Auftreten ansonsten zeitlich und ,raumlich* getrenSignalwege haben kann. In Studien
von Keller et al. konnte an zwei Kolon-Karzinom-lielen gezeigt werden, dass der
transformierte Phanotyp durch K-RAS-Mutation nickiurch Aktivierung derselben
Signalwege entstehen muss, da HCT116-Zellen diarmk konstitutive MEK- und ERK1/2-
Phosphorylierung zeigen, DLD-1-Zellen hingegen zrgteicher K-RAS-Mutation keinen
aktivierten MAPK-Signalweg besitzen (Bryceson, Maet al. 2006, Keller, Franklin et al.
2007). Individuelle Tumore desselben epithelialenspungs kénnen offensichtlich
unterschiedliche Aspekte des K-RAS-regulierten 8igeges fir die Transformation nutzen.
Aufgrund dieser komplexen Zusammenhange ist dielydpaeinzelner Signalwege fir die
Definition des onkogenen ,Signalings® unzureicheBi erweiterte simultane Betrachtung
mehrerer Signalwege liefert einen besseren Einklickndividuelle ,Ausweichwege® der
Tumorzelle, und kann schlussendlich dazu beitrageuie Ansatzpunkte fir therapeutische

Interventionen im Bereich der Signaltransduktiorfinden.
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1.3 Funktionelle Relevanz der HLA-A2- und ULBP2-Reg ulation fur die
Immunerkennung

Ein immunologisch relevanter Zusammenhang zwisamogenen K-RAS-Signalen und der
epigenetischen Suppression spezifischer Gene komntmeiner Arbeit erstmals durch
zusatzliche Analysen der funktionellen Konsequdinzdie Erkennung durch zytotoxische
Effektorzellen ergénzt werden. Die gesteigerte HAZExpression auf HCT116DKO- im
Vergleich zu HCT116wt-Zellen resultiert in erhohtdryse durch einen HLA-A2-
restringierten ZTL-Klon (Abb. 35). Dartiber hinausnkite ich zeigen, dass die Inhibition des
konstitutiven MAPK-Signalweges ebenfalls zu einestgigerten Lyse der Tumorzellen durch
diesen ZTL-Klon fuhrte, was an zwei weiteren Kokarzinom-Zelllinien bestétigt werden
konnte (Abb. 37). Unabhangig durch welchen Mechansdie Tumorzellen eine gesteigerte
HLA-A2-Expression zeigten, korrelierte diese direkit einer effizienteren Lyse durch den
ZTL-Klon, wobei dies durch den Vergleich zwischenend Zielzell-orientierten
Chromfreisetzungstest und dem Killerzell-orienBarDegranulationsnachweis eindeutig auf
eine bessere ZTL-Aktivierung zurickzufihren warl§ABS5, Abb. 36). Ein weiterer wichtiger
Befund besteht in der Beobachtung, dass die gearmamdnhibition beider Systeme, des
MAPK-Signalweges und der DNMT-Aktivitat, zu einerusétzlichen Steigerung der
Tumorzelllyse fuhrte. Diese Ergebnisse werden dupciblikationen mit humanen HPV-
transformierten Zellen bestatigt, in denen einéktt HLA-Klasse-1-Oberflachenexpression
nach 5-Aza-C-Behandlung durch eine gesteigerte A®Nhponenten-Expression erzielt
wurde, was zu einer gesteigerten Lyse der Tumanzetlurch spezifische ZTLs fuhrte
(Manning, Indrova et al. 2008). In einer weiterarbkkation von Drosopoulos et al. wurde in
Kolon-Karzinom-Zelllinien die gesteigerte Expressider TRAIL-tumor necrosis factor-
related apoptosis-inducing ligaiWRezeptoren 4 und 5déath receptors DR4, 5)
beschrieben, welche durch ein anhaltendes K-RA8abigverursacht war und zur
Apoptoseinduktion in den Tumorzellen fihrte (Drosoles, Roberts et al. 2005). Wahrend
sich diese Arbeit auf das Uberleben der Tumorzedeschrankt, lag der Fokus meiner Arbeit
auf der Bedeutung der DNMT-Aktivitat bzw. des onkngn MAPK-Signalweges fur die
Erkennung der Tumorzellen durch T- und NK-Zellem diesem Kontext war die
Beobachtung, dass die HCT116/3Wariante trotz vergleichbarer HLA-A2-Expression
schlechter lysiert wurde, zunéchst nicht in dieedire Beziehung zwischen HLA-A2-
Expressionsdichte und Lyse einzuordnen. Das emeiteExpressionsprofil an
Oberflachenmarkern zeigte jedoch einen auffalligesiekt in der ICAM-1-Expression bei

diesen Zellen (Abb. 16), der wahrscheinlich ausS#dektion dieser Variante aus der ICAM-
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1-heterogenen HCT116wt entstanden ist. Adhasiorediitd wie ICAM-1 sind fur die stabile
Ausbildung der immunologischen Synapse wichtigifgirZeitimann et al. 2001) und so
spiegelt die geringe Erkennung und Lyse der ICAMetativen HCT116/3b durch den
ZTL-Klon diesen Unterschied wider. ICAM-1 wird ired HCT116DKO dagegen verstarkt
exprimiert, was mit der von Fonsatti et al. gezmigverstarkten Expression nach 5-Aza-C-
Behandlung korreliert und somit einen weiteren iBgizu der besseren Erkennung der Zellen
nach DNMT-Inhibition leistet (Fonsatti, Nicolay @&t 2007).

Ein anderes Szenario wird bei der Betrachtung deiTdimorzell-Erkennung deutlich. Trotz
der inhibierenden Effekte der HLA-Klasse-I-Molekiideif die Aktivitdit von NK-Zellen,
findet eine starke Erkennung der HCT116wt und deMD-Deletions-Varianten durch NK-
Zellen statt (Abb. 38). Die gesteigerte Expressiom ULBP2 durch DNMT-Verlust und
MAPK-Inhibition hat per se keinen Effekt auf die MN&€ll-Erkennung, da sie durch die
gleichzeitige Steigerung der HLA-Klasse-I-Expressikmmpensiert wird. Dies wurde durch
die gesteigerte Aktivierung von NK-Zellen nach Blmrung der HLA-Klasse-I-Molekule auf
den Tumorzellen bewiesen (Abb. 39). Verschiedenaei®eén beschreiben den Einfluss von
NKG2D-Liganden auf die NK- und T-Zell-Aktivitdt. S&ihrt die lokal hohe NKG2D-
Liganden-Expression zur Hemmung der NK-Zellfunkéonda NKG2D-vermittelte Signale
verandert werden und die NKG2D-Expression vermindard (Oppenheim, Roberts et al.
2005). Interessanterweise besitzen I6sliche Formden NKG2D-Liganden, die durch
Metalloproteasen der MMP- und der membrangebundé&i®iM-Familie entstehen, einen
gro3en Einfluss auf die NK-Effektorfunktionen. Dinwesenheit l6slicher MICA- bzw.
ULBP2-Molekile (sMICA, sULBP2) in Seren von Patemtwird als Grund fur die
verminderte NKG2D-Expression auf NK- und T-Zellemgasehen (Groh, Wu et al. 2002,
Salih, Rammensee et al. 2002, Waldhauer and St2D0é)(Steinle, 2008, NK-Kongress,
Bad Herrenalb)im Gegensatz zu sMICA, das zu einer verringertepr&ssion von NKG2D
auf peripheren ZTL und NK-Zellen fihrt, verandedL8P2 die NKG2D-Expression nicht
(Groh, Wu et al. 2002, Raffaghello, Prigione et2&l04, Wu, Higgins et al. 2004, Waldhauer
and Steinle 2006). Die Frage nach der Variabildét I6slichen NKG2D-Liganden bei
verschiedenen Tumorentitdten ist bisher nicht geklda z. B. sULBP2 in Seren von
Leukadmiepatienten, aber nicht bei Patienten mit ti@Gedestinalen-Tumoren detektiert
werden kann (Waldhauer and Steinle 2006). Einemtigen Hinweis liefert die Arbeit von
Lund und Sers et al., die eine Suppression der IMptatease2 (MMP2) durch DNS-
Methylierung und onkogenen MEK/ERK-Signalweg in teatFibroblasten zeigen konnten
(Lund, Weisshaupt et al. 2006). Dieser Einfluss d¢EK/ERK-Signalweges auf die
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Metalloproteasen liefert maoglicherweise auch einkl&ung fir die unterschiedliche
Oberflachenexpression von ULBP2 nach Inhibitor-Bethang, die in dieser Arbeit in den
verschiedenen Kolon-Karzinom-Zelllinien beobachtetden konnte (Abb. 23, Abb. 24). Ob
auch in den Kolon-Karzinom-Zelllinien eine Abspalty der NKG2D-Liganden durch
Metalloproteasen einen Einfluss auf deren OberélaeRpression besitzt, wird durch Analyse
I6slicher NKG2D-Liganden Gegenstand weiterfihrendebeiten sein, da bisher keine
kommerziellen sSULBP-ELISA-Tests erhéltlich sind. dbalb kann momentan nicht
ausgeschlossen werden, dass in allen untersuchtelondKarzinom-Zelllinien eine
gesteigerte ULBP2-Expression durch die Inhibitoh&sdlung auftritt, diese aber durch
unterschiedlich starke Aktivierung der Metallopiaten nicht auf der Oberflache detektierbar
ist. Daruber hinaus sind auch post-transkriptieneRegulationen denkbar, wie eine
proteasomale Degradation von ULBP2, die an der Régo der Expression in manchen
Zelllinien beteiligt ist (Vales-Gomez, Chisholmat 2008).

2 Phéanotyp und Funktion peripherer NK-Zellen

Die Rolle der NK-Zellen als Regulatoren der Immumamt wird im Lichte ihrer
zunehmenden Plastizitat auf phanotypischer und tioméller Ebene derzeit aul3erst
kontrovers diskutiert. In lymphatischen wie nicitAphatischen Geweben findet sich haufig
ein im Vergleich zu peripherem Blut verandertes Rdll-Repertoire, dessen Relevanz fir die
Autoimmunitat bzw. Tumorimmunitét erst ansatzwedmekannt ist. Deshalb lag der Fokus
dieser Arbeit auf der detaillierten Analyse verscdaner NK-Phanotypen, u.a. auch auf
klonaler Ebene. In diesem Kontext konnte ich zeigirss NK-Zellen sich nicht allein nach
ihren phanotypischen Merkmalen in funktionell ustdiedliche Populationen, also
Zytokinproduzenten bzw. zytotoxische NK-Zellen, teilen lassen. Vielmehr ist die
Charakterisierung der NK-Aktivitat, die von eineneinf abgestimmten Gleichgewicht
unterschiedlicher inhibitorischer und aktivieren@gnale bestimmt wird, sehr abhangig von
der momentan betrachteten ,Situation“. Diese wintc die Art der Stimulation bzw. den
Aktivierungszustand der NK-Population bestimmt, eoder spenderabhé&ngigen Expression
der unterschiedlichen Rezeptoren und der Anweseuleeijeweiligen Liganden, die durch
ihre Expressionsdichte entscheidend daran betsihgt in welche Richtung die NK-Aktivitat
bzw. -Hemmung verlauft. Dabei wurden neben dendmepkeripheren NK-Populationen, die
sich vor allem durch die unterschiedliche Exprassion CD56, CD16 und CD6 auszeichnen,

auch Analysen der NK-Funktionen auf klonaler Ebdoechgefiihrt. Neben der Lyse von
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Zielzellen ist eine weitere wichtige Funktion deK{¥ellen die Freisetzung verschiedener
Zytokine und die damit verbundene Beeinflussungramhfolgenden Immunantwort. Dabei
wird vor allem die Sekretion deryI-Zytokine IFNy und TNFe und die damit verbundene
Polarisierung der T-Zell-Antwort in die Zell-verngtte Tyl-Richtung als eine der
Hauptaufgaben der ,NK-Zytokine" betrachtet. In ILSZimulationen, aber auch nach
spezifischer Rezeptor-Aktivierung, konnte in die8dreit erstmals gezeigt werden, dass NK-
Zellen daruber hinaus auchZ-Zytokine wie IL-5 und IL-13 und interessantervee&uch IL-
17 sezernieren, was ihre Rolle in der Immunantwont einen weiteren Aspekt bereichert
(Abb. 47und Abb. 50).

Humane periphere NK-Zellen lassen sich aufgrundriliixpressionsdichte von CD56 und
CD16 in zwei Subpopulationen unterteilen (Laniee, ¢t al. 1986, Gottschalk, Bray et al.
1990), die fur unterschiedliche Effektorfunktionearantwortlich sein sollen. Die Funktion
von CD56 auf NK-Zellen ist nicht eindeutig geklgtanier, Testi et al. 1989), wobei es
Hinweise gibt, dass es an der neuronalen Entwicklbateiligt ist und eine homophile
Adhasion zwischen NK-Zellen vermitteln kann (Nittéagita et al. 1989). Dartber hinaus
wird zurzeit noch kontrovers Uber die Entwicklungr dNK-Zellen und die Verwandtschaft
der beiden Subpopulationen diskutiert, die moghalegse nicht funktionell unterschiedliche
Populationen, sondern vielmehr verschiedene Diffasrungsstadien darstellen. Aufgrund
der fehlenden CD56-Expression auf murinen NK-Zellnd viele Daten, welche die
Entwicklung der beiden NK-Subpopulationen betreffarvitro generiert und daher teilweise
recht spekulativ. Studien konnten aber zeigen, dee$sNK-Zellen unter IL-15 Einfluss aus
hamatopoetischen Vorlauferzellen im Knochenmarkwihkeln, wobei sich dabei zwei
Stadien unterscheiden lassen (Mrozek, Andersoh 086, Fehniger and Caligiuri 2001). In
der frilhen Phase existieren sogenannte NK-Progenditen (CD34Lin"), die auf
Wachstumsfaktoren im Knochenmark reagieren und gieghCD34-NK-Vorlauferzellen
entwickeln, die den IL-15-Rezeptor exprimieren. & fihrt dann zu einer Reifung zu Zellen
mit CD56"".ahnlichem Phanotyp, die Zielzellen lysieren unél $timulation Zytokine und
Chemokine sezernieren kdnnen (Yu, Fehniger et @98)L Ob CD5B'9"“NK-Zellen nun,
durch dieses friihe Auftreten in der Differenzierutagsachlich ein weniger differenziertes
NK-Stadium darstellen als CD%8-NK-zellen, wird noch kontrovers diskutiert, da
moglicherweise dién vitro-Stimulationen eine CD3&"-NK-Zellentwicklung begiinstigen
oder die CD58™-Vorlauferzellen noch nicht charakterisiert sindes® Frage ist bis jetzt
ungeklart, da auch neueste Studien zu kontroveEsgabnissen fuhren. Abhangig von der
Art und Dauer des Stimulus kénnen CH8B/CD16-NK-Zellen in CD56™/CD16"-NK-
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Zellen, aber auch umgekehrt differenzieren (Loza Berussia 2004, Freud, Becknell et al.
2005, Mailliard, Alber et al. 2005, Chan, Hong et2007, Romagnani, Juelke et al. 2007).
Die Beobachtung, dass nach einer Knochenmarktramspion CD5B'9"-NK-Zellen
schneller im peripheren Blut auftreten als CBB&IK-Zellen, kann bedeuten, dass CH56
NK-Zellen entweder langere Zeit den Reifungsfaktone Knochenmark ausgesetzt sein
mussen, oder dort aus COS8-NK-Zellen entstehen (Gottschalk, Bray et al. 198@;obs,
Stoll et al. 1992).

Da in dieser Arbeit aber die Frage nach der mdoghchtKorrelation von Funktion und
Phanotyp peripherer NK-Zellen untersucht wurde, wiar Ursprung der beiden NK-
Subpopulationen nicht von grol3er Relevanz, sondeetmehr deren charakteristische
Funktionen, die mdglicherweise auch die untersdicieel Gewebeverteilung erklaren

kdnnen.

2.1 Effektorfunktionen peripherer CD56 “™/CD16*/CD6" - und
CD56"9" /CD167/CD6-NK-Zellen

Degranulation als Gradmesser der ,destruktiven* NK- Funktion

In meiner Arbeit konnte zunachst gezeigt werdenssdadie beiden peripheren NK-
Subpopulationen CDBE"/CD16/CD6 und CD56™/CD16/CD6" nach IL-2-Stimulation

eine vergleichbare Degranulation nach Aktivierungrcth verschiedene HLA-Klasse-I-

negative Zielzellen zeigen. Die Degranulations-Agsal von frischen, unstimulierten NK-
Zellen war dabei nur schlecht mdglich, da NK-Zellem eine zuverlassig quantifizierbare
zytotoxische Funktion austiben zu kdnnen, einemlait Stimulus, in diesem Fall Uber den
IL-2-Rezeptor, benttigen. Ruhende NK-Zellen kdnzerar auch nach Liganden-Bindung
Rezeptor-Signale weiterleiten, die ,Schwelle” dektidierung ist aber stringenter reguliert
und bedarf mehrerer gleichzeitig aktivierender Slgr(Bryceson, March et al. 2006). Dieser
~Schwellenwert” stellt moglicherweise eine zusdtaé Kontrollinstanz fir NK-Zellen dar,

um autoreaktive ,Angriffe” auf korpereigene Zellea verhindern. Zusétzlich fuhrt die IL-2-
Stimulation auch zur Induktion des NKp44-Rezeptatg beiden Subpopulationen, dem
einzigen bekannten NK-spezifischen AktivierungsrearfMoretta, Bottino et al. 2001). Die
induzierte NKp44-Expression mag auch einen Grund di¢ erhdhte Reaktivitat IL-2-

aktivierter NK-Zellen gegen bestimmte Zielzellene dien bis heute unbekannten NKp44-
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Liganden exprimieren, darstellen. Der durch IL-2r8tomulation erniedrigte Schwellenwert
ermdglicht es jedoch, die zytotoxischen Effektokfimnen peripherer NK-Zellen, bezogen
auf ihre Zugehorigkeit zu einer der beiden Subpajpahen, zu definieren.

Dazu wurden auf den IL-2-aktivierten NK-Zellen nelaer CD107a-Expression, als Mal} fur
die Degranulation, auch andere Oberflachenmarkerhflusszytometrisch untersucht. Dabei
zeigte sich neben NKp44 eine leichte Erhéhung deS&Expression auf CD88/CD16'-
NK-Zellen, die in threm Ausmald spenderabhéngig waiese CD56-Modulation durch
Aktivierung ist bekannt und macht CD56 damit zunleen stabilen Differenzierungsmarker
der beiden NK-Populationen (Robertson, Caligiuraletl990, Caligiuri, Murray et al. 1993,
Robertson, Cameron et al. 1999). Andere Marker@pd 6, CD6, KIR, NKG2D, NKp30 und
NKp46, zeigten dagegen durch die IL-2-Stimulatiogink Veréanderung auf den beiden
Populationen, was durch vergleichende Analysenusiémer und unstimulierter NK-Zellen
desselben Spenders gezeigt werden konnte (Datbhgeezeigt). Daher war eine eindeutige
Zuordnung der NK-Zellen in den Degranulationsvenguc zu den Subpopulationen trotz
CD56-Modulation moglich. Neuere Studien haben ggzelass auch die Expression von
CD16, NCRs und KIR nach 3 bis 7 Tagen IL-2-Stimolatauf CD56""YCD16-NK-Zellen
aus dem Lymphknoten und Mandeln induziert werdemkavas auch bei peripheren NK-
Zellen gezeigt werden konnte (Ferlazzo, Thomad. &084, Romagnani, Juelke et al. 2007).
Dabei zeigen diese NK-Zellen dann auch, aufgruntiorger Perforin-Expression,
zytotoxisches Potential. Es kann in dieser Arb&@hihausgeschlossen werden, dass einige
CD56"9"YCD16-NK-Zellen ihren Phanotyp durch die IL-2-Stimulatiauf dhnliche Weise
verandert haben, da sie dann aber durchweg als BB 16"-NK-Zellen gewertet worden
sind, besitzt diese mogliche Veranderung mancheiZdlen keine Relevanz fir die Aussage

nach der zytotoxischen Fahigkeit der Subpopulatione

Obwohl CD16 nicht durch die IL-2-Aktivierung in seir Expression verandert wird, konnte
ich in dieser Arbeit eindeutig zeigen, dass einegrBeulation von NK-Zellen nach
Stimulation mit monoklonalen Antikdrpern gegen whisdene andere Rezeptoren bzw.
durch HLA-Klasse-I-negative Zielzellen zu einem |Jateralen” Verlust an CD16-
Oberflachenexpression fiihrt (Abb. 43, Tabelle 5b& zeigte sich auf CD8B-NK-Zellen
eine direkte Korrelation zwischen CD16-Verlust uyesteigerter CD107a-Expression nach
Degranulation. Da dieser Effekt auch durch Stimafatmit Antikbrpern gegen alle
Degranulations-induzierenden NK-Rezeptoren, z.B.pAK und NKp30 auftrat, kann eine
direkte CD16-Aktivierung als Grund fir den Verlubirch Internalisierung ausgeschlossen

werden. Interessanterweise zeigte sich dieser CIRtkist nicht nach Stimulation des
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CD94/NKG2C-Rezeptors, wobei zwar keine Degranutatjiedoch eine Zytokinfreisetzung
ausgelost wurde. Der CD16-Verlust ist also kein geaatieines Phanomen des
Sekretionsprozesses, sondern ein ,Nebeneffekt” zgotoxischen Degranulation. Eine
Bindung der zur Stimulation- bzw. CD107a-Farbungueten Antikérper mit inrem Fc-Teil
an CD16 kann somit ebenfalls als Grund fir einemuederte CD16-Expression
ausgeschlossen werden. Aus der Literatur ist bekadass Bestandteile des CD16-
Rezeptorkomplexes nach Aktivierung durch Ubiquiienyung und anschlieRenden
lysosomalen und proteasomalen Abbau degradiertamerdm so das Signal zu beenden
(Paolini, Molfetta et al. 2001). Moéglicherweise @gt eine ahnliche Internalisierung auch
nach Aktivierung anderer Rezeptoren und fuhrt riRekrutierung des CD16-Rezeptors in die
Néahe der aktivierten Rezeptoren zu einer Internealiag von CD16. Andere Marker wie
NKG2D, CD56 und KIR werden nicht durch Degranulatimoduliert (Daten nicht gezeigt),
weshalb offensichtlich keine ,wahllose” Rekrutieguder Rezeptoren stattfindet. Da diese
CD16-Modulation auch nach Stimulation einzelner ép¢aren auftritt (Tabelle 5), die nach
Studien von Bryceson und Long nicht zu einer géeiem Degranulation fuhren, da die
Polarisierung der NK-Zellen erst durch zusatzlicBgnale, wie eine LFA-1/ICAM-1-
Interaktion, stattfindet, scheint eine zielgeritbteAusschittung der Granula fur diese
Modulation nicht notwendig zu sein (Bryceson, Maethal. 2006). Fir CD16 konnte in der
Literatur auch eine verminderte Expression nacloldgt Aktivierung gezeigt werden, da dies
aber erst nach tagelanger Kultivierung mit IL-15dutL-12 der Fall war, kann eine
Aktivierung der NK-Zellen als Grund fiir den bereitach vier Stunden sichtbaren CD16-
Verlust ausgeschlossen werden (Loza and Perus34.20

Neben CD56 und CD16 wurde der, urspringlich alsell-arker charakterisierte, CD6-
Rezeptor als differentieller Marker auf den beideK-Subpopulationen identifiziert und
dessen Relevanz fur die NK-Funktion untersucht. Gf2éein Typ-B-Scavenger-Rezeptor-
Glykoprotein, das vor allem auf T-Zellen exprimiesird und das Adhasionsmolekl
ALCAM (CD166) bindet (Singer, Richardson et al. 89%ruffo, Bowen et al. 1997). In
unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, d& &uf CD56™-NK-Zellen exprimiert
wird, wobei die Expression im Vergleich zu T-Zelleohwacher ist. CDSE"-NK-Zellen
sind dagegen immer CD6-negativ. Da sich dieser Btaneder durch IL-2-Aktivierung, noch
im Zuge der Degranulation in seiner Expression neéeé (Abb. 44), stellt er einen weitaus
konstanteren Unterscheidungsmarker fur die beidérShbpopulationen dar. Daher wurde
auch eine mogliche Korrelation der CD6- und CD5@+ession mit der NK-Zellzytotoxizitat

untersucht, die sich aber nicht experimentell beareilie3. In Analysen mit IL-2-aktivierten
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NK-Zellen von 13 Spendern konnte ich zeigen, dash ktivierung durch die HLA-Klasse-
I-negative L721.221-Zelllinie tendenziell mehr CIMK-Zellen degranulieren, was bei
Aktivierung durch die ebenfalls HLA-Klasse-I-negatn Zielzellen Daudi und K-562 eher fur
die CD6-NK-Zellen der Fall ist (Abb. 44 und Abb. 45). DéD6-Ligand ALCAM (CD166)

wird auf Daudi-Zellen und schwach auf L721.221-&ellexprimiert, dagegen sind K-562-
Zellen negativ fur ALCAM (Tabelle 4). Daher kanredeffizientere Erkennung der Daudi-
Zellen durch CD&NK-Zellen nicht allein auf die ALCAM-Expressionpisdern auf andere

Unterschiede, z.B. in Adhasionsmolekilen zurlckigefiverden.

Der Vergleich der drei HLA-Klasse-I-negativen Ziglen, K-562, Daudi und L721.221 ergab
zielzellabhangige Unterschiede in der Aktivierungr deiden Subpopulationen, die sich
sowohl in der Gesamtstarke der Reaktion, als aochverhaltnis der NK-Zellen beider
Subpopulationen zueinander darstellen lie3en, wia@3a Normalspendern gezeigt werden
konnte (Abb. 45). Diese zielzellabhdngigen Unteiesidn der NK-Aktivierung sprechen auch
daflr, dass die IL-2-Aktivierung nicht einfach wkis“ alle NK-Zellen zytotoxischer macht,
sondern, dass phénotypische Unterschiede der Ni€fZg nach Zielzelle entscheidend sind
fur eine Aktivierung. Berechnet man die relative giaulation der beiden NK-
Subpopulationen, degranulieren NK-Zellen der CB%8CD16/CD6-Subpopulation sogar
zu einem hoheren Prozentsatz als Ct6D16/CD6"-NK-Zellen (Abb. 44 und Abb. 66,
Anhang). Da CD589"“NK-Zellen in der Peripherie einen sehr geringertefinder NK-
Zellpopulation ausmachen (5 % - 20 %), ist hier Beitrag der zytotoxischen Zellen an der
Gesamt-NK-Zell-Antwort logischerweise immer geringdas zytotoxische Potential jeder
einzelnen NK-Zelle ist aber in beiden NK-Subpopolatn vergleichbar. Bedenkt man jedoch
die gewebespezifische Umkehrung der periphereneWiany, so reprasentieren die, in
Lymphknoten und anderen sekundaren lymphatischear@n lokalisierten, CDS®"-NK-
Zellen die Mehrheit der reaktionsfahigen Zellen 48a% der Lymphozyten in Lymphknoten
lokalisiert sind, wahrend nur 2 % aller Lymphozyten peripherem Blut zu finden sind
(Trepel 1974, Westermann and Pabst 1992, FerlamdoMunz 2004). Auch auf klonaler
Ebene konnte diese Beobachtung der vergleichbayttozischen Fahigkeit beider NK-
Subpopulationen bestatigt werden. Unabhangig d&- Kizw. CD94/NKG2A-Expression,
gab es NK-Klone die HLA-Klasse-I-negative Zielzelldysieren konnten und durch die
entsprechenden HLA-Klasse-I-Molekile abschaltbarewaDaneben gab es aber auch NK-
Klone die keine zytotoxische Aktivitat besalRen (AbB). Dabei besalien die zytotoxischen
NK-Klone entweder KIR oder das inhibitorische Hetimer NKG2A/CD94, weswegen sie

nach der at least on&Theorie potentiell reaktiv sind. Die nicht-zytaischen NK-Klone
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zeichneten sich dagegen durch eine niedrige NCReSgn aus, die in der Literatur bereits
mit einem niedrigen zytotoxischen Potential assoziwurde (Pende, Parolini et al. 1999,
Sivori, Pende et al. 1999). Dagegen waren alle N&nK in der Lage, wenmuch in

unterschiedlichem Ausmal3, Zytokine zu produziewesgurch ihre Rolle als Regulatoren der

Immunantwort deutlich wird.

Zytokinfreisetzung als Gradmesser der regulatorisch en NK-Funktion

Bei einer unspezifischen Stimulation peripherer Eilen durch IL-2 zeigen sich keine
Unterschiede im Zytokin-Repertoire der Cbaund CD6-NK-Zellen, wohl aber in der
Kinetik und Menge der Zytokinfreisetzung, da vogenCDG6-NK-Zellen schneller héhere
Menge an Zytokinen produzieren, was die vorrangigektion der CD58'9"-NK-Zellen in
der Zytokinproduktion unterstreicht (Abb. 48).

CD6-negativ CD6-positiv
CD56Pright CD56d4m CD564m
CD16™ CD16**

CD6
. CD94/NKG2A* CD94/NKG2A*
CD94/NKG2A KIR KIR ﬁ /
2B4 O
> 2B4 2B4
NKG2C NKG2C NKG2C
NCRs NCRs NCRs
u.a. U.a.
IFN-y IL-12 (p70)
TNF-a IL-17
GM-CSF IL-7, IL-10
IL-5, IL-8, IL-13 G-CSF
MCP-1 MIP-1B
G-CSF
MIP-1B

Abb. 58 Schematische Darstellung der Zytokinprodukt ion der peripheren CD6 "-und CD6 *-NK-Subpopulationen.

Die CD6 -NK-Subpopluation umfasst CD56™"/CD16™- und CD56°™/CD16"-NK-Zellen, wohingegen die CD6"-NK-Subpopulation
nur durch CD56"™/CD16*-NK-Zellen reprasentiert wird. CD6-NK-Zellen zeichnen sich durch eine verstarkte Produktion der Ty1-
Zytokine IFN-y und TNF-a aus, wobei dies vor allem nach einer Stimulation der NCR-Rezeptoren NKp30 und NKp46 der Fall
ist. CD6"-NK-Zellen produzieren dagegen verstérkt IL-12 (p70) und IL-17, nach NKG2C-Aktivierung zusétzlich auch IL-7 und IL-
10. Dabei zeigen CD6 -NK-Zellen im Allgemeinen ein héheres Potential zur Zytokinfreisetzung.

Neben den klassischen, seit langem bekannt@rZijtokinen, wie IFNy und TNFe, kdnnen

NK-Zellen aber auch J2-Zytokine wie IL-4, IL-10 und IL-13 sezernierengmn auch mit
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verzogerter Kinetik von 3 - 4 Tagen. Diese zeidickbfolge bedeutet dabei, dass NK-Zellen
in der ,ersten Instanz“ zu einefyI-Polarisierung der T-Zell-Antwort beitragen, wasach
den Einfluss auf undifferenzierte T-Zellen oder ixidrung von DCs in Lymphknoten
wahrend einer Entziindungsreaktion stattfinden Kafartin-Fontecha, Thomsen et al. 2004,
Morandi, Bougras et al. 2006). Zu spateren Zeitpemkder Immunantwort kénnen NK-
Zellen dann auch die Entwicklung einegZFAntwort beglnstigen, die eine AK-vermittelte
Immunantwort fordert. NK-Zellen lassen sich, na@n gtichtigen® Zytokin-Stimulation mit
IFN-y bzw. IL-4, in NK1- bzw. NK2-Zellen unterteilen,elder Klassifizierung derylL- bzw.
Tn2-Zellen entspricht, wobei die Richtung hier duddd Zytokinaktivierung vorgegeben wird
(Aktas, Akdis et al. 2005). Diese Untersuchungatkiwarum NK-Zellen nach der Ublichen
IL-2- bzw. IL-12-Stimulation vorrangig IFN-produzieren, wohingegen sie in einem2d
Milieu vor allem IL-13 und IL-5 sezernieren. Diesher vorherrschende Meinung, dass NK-
Zellen eine T1-Zytokin-Antwort unterstitzen liegt, neben dem&ilationsbedingungen, mit
Sicherheit auch daran, dass diese Zytokine in $lehee Kinetik und in h6herem Ausmal
sezerniert werden, und die Standard-Zytokinexpeartemen der Literatur meist nur eine 24 h-
Kultivierung flr eine Zytokin-Bestimmung beinhaltekus der hier gezeigten langen Kinetik
geht hervor, dass die meisten ,nicht-klassischel*Zytokine erst nach 48 h nachweisbar
sind (Abb. 47, Abb. 48). Die Relevanz von CB8B-NK-Zellen, die auch in Tumorgewebe
einwandern konnen, ist aufgrund ihrer LokalisationTumorstroma, also nicht in direktem
Kontakt mit den Tumorzellen, nicht eindeutig gekl@Carrega, Morandi et al. 2008). Die
Beobachtung, dass NK-Zellen nach IL-2-Stimulati@ben IFNy und TNFe auch Zytokine
wie IL-4 und IL-10 sezernieren (Abb. 47, Abb. 56), gibt ihnen mogliehese eine
zusatzliche Rolle bei der Eliminierung von Tumorgmdem sie die Stroma-Bildung und die

Angiogenese verhindern kdnnen (Blankenstein 20@5;e0a, Morandi et al. 2008).

2.2 Plastizitat der rezeptorspezifischen Effektorfu  nktionen

Die bisher diskutierten Unterschiede bzgl. der Eytzitat und Zytokinfreisetzung peripherer
NK-Zellen bezogen sich auf die komplexe Stimulatiom verschiedenen Zielzellen bzw. des
IL-2-Rezeptors. Um eine individuelle Beteiligungr déK-Rezeptoren definieren zu kdnnen,
wurden ITAM-abhangige aktivierende Rezeptoren wiee NICRs, NKG2C und CD16, aber
auch ITAM-unabhangige Rezeptoren wie NKG2D (DAP1d 2B4 (SAP) bzgl. ihrer

Effektorfunktionen in den beiden NK-Subpopulation@®6" und CD6 verglichen. Dabei

fuhrte die rezeptorspezifische Stimulation zu eimergleichbaren Degranulation in beiden

Subpopulationen, wobei die Starke der Degranulaieischen den untersuchten Rezeptoren



142 Diskussion

stark variierte (Abb. 49). Bei der Zytokinfreisetmu zeigten sich dagegen sowohl
Unterschiede zwischen den verschiedenen Rezeptsauch den NK-Subpopulationen, so
dass eine hierachische Ordnung fir die Effektortionien auf der Basis der klonalen
Analysen erstellt werden konnte (Abb. 50 und Alb. 5

Kombinierte Zytotoxizitat und Zytokinfreisetzung du rch NCRs und CD16

Die Stimulation von NKp30 und NKp46 mit spezifischantikbrpern I6ste eine vergleichbar
starke Degranulation in IL-2-aktivierten periphefdK-Zellen, unabhéngig von ihrer CD6-
Expression aus (Abb. 49). NKp44 induziert dagegee schwéachere Degranulation (Daten
nicht gezeigt), was neben der induktionsabhangigérpression auch an der
Signalweiterleitung von NKp44 Uber DAP12, anstdieridie CD3- und FcR-Ketten im
Falle der anderen NCRs, liegen kann. Laut Litersiu€D16 der einzige Rezeptor, der auch
auf ruhenden NK-Zellen zu Degranulation fiuhren kawas meine Ergebnisse bestatigen,
auch wenn die Starke der Degranulation relativ sawvar (Abb. 52) (Bryceson, March et
al. 2006, Bryceson, March et al. 2006). CD16 sdheomit auch ohne vorherige IL-2-
Stimulation zu einer Degranulation der NK-Zellen fithren, obwohl es Uber dieselben
Adaptermolekile wie NKp46 und NKp30 signalisierierDGrund hierfir mag darin liegen,
dass der CD16-Rezeptor Antikdrper-beladene Ziedmekrkennt (ADCC) und daher eine
weniger stringente Kontrolle der NK-Aktivitat sfatden muss, da bereits eine spezifische
Immunantwort ablauft. Bei der Induktion von Zyto&in zeigen diese Rezeptoren ein
vergleichbares Muster, indem sie vorrangig in CRB-Zellen eine Produktion von IFN;
TNF-a, GM-CSF, IL-5 und IL-13 induzieren (Abb. 50). Imesant ist dabei die
unterschiedliche Zytokinfreisetzung nach NKp30- bzWKp46-Aktivierung, da das
Chemokin MCP-1 nur nach NKp30-Aktivierung in CENK-Zellen induziert wird (Abb. 51)
und die NKp30-Stimulation auch generell hbhere Maengn Zytokinen induziert (Abb. 67,
Anhang). Das liegt madglicherweise daran, dass NKpasschlieBlich mit CDOS3
Adaptermolekilen assoziiert, wohingegen NKp46 neBG®8. auch mit FcR assoziieren
kann (Moretta, Bottino et al. 2001Dies kann eine unterschiedliche Signalweiterleitung
bedeuten, die sich weniger in der Degranulatios, \aélmehr in der Produktion hoher
Mengen an {1-Zytokinen und T;2-Zytokinen wie IL-13 in CDBNK-Zellen niederschlagt.
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Trennung von Degranulation und Zytokinproduktion be i den aktivierenden
Rezeptoren NKG2D, 2B4, NKG2C und CD6

Die Stimulation von NKG2D mit spezifischen Antik@&mm |0st, verglichen mit der
Aktivierung von NKp30, NKp46 und CD16 nur eine s@uolhe Degranulation aus (Abb. 49).
Die Induktion von Zytokinen lag dabei in der Gro8einung der NKp46-Stimulation, wobei
auch hier IFNy und TNFe hauptsachlich in der CD&raktion dominierten (Abb. 50Pie
DAP10-vermittelte Signalweiterleitung nach NKG2Oratlus fuhrt also zu einer starken
Tnl-Zytokinfreisetzung, aber zu einer weitaus schwéeh Degranulation. Das kann als
Hinweis auf eine ,Abzweigung” des Signalweges gegtewerden. In der Literatur gibt es
widerspruchliche Daten zu NKG2D-vermittelten Effeftinktionen, deren unzureichende
Angaben jedoch keinen direkten Vergleich zu meiBefunden zulassen (Wu, Cherwinski et
al. 2000, Billadeau, Upshaw et al. 2003, Lanier&00

Die Stimulation von 2B4 (CD244) l6st in peripherdiK-Zellen ebenfalls nur schwache
Degranulation aus (Abb. 49), dafur aber die Produkvon IL-17, IL-12 (p70) und G-CSF,
wenn auch nur in geringen Mengen und vorrangig D6GNK-Zellen (Abb. 50). Auf die
Bedeutung dieses, fur NK-Zellen erstmals nachgesmies, ungewdhnlichen Zytokinmusters
wird spater noch naher eingegangen. In der Literaid 2B4 (CD244) haufig als Korezeptor
bezeichnet, da Studien u.a. von Sivori et al. zeiglass 2B4 nur im Zusammenspiel mit
anderen aktivierenden Rezeptoren, z.B. NCRs ein&idkung auslost (Sivori, Parolini et al.
2000). Dabei sind diese Daten aus heutiger Sichtzuebewerten, da auf den Zielzellen
bisher nicht identifizierte NCR-Liganden postuliairden. Die Bezeichnung als Korezeptor
wird auch von jungeren Studien in Frage gestelt,zeéigen, dass die Expression von CD48,
dem Liganden von 2B4, in BaF3-Mauszellen, die keidfekannten aktivierenden NK-
Liganden exprimieren, zu einer Lyse durch 2B4-pasitNK-Zellen fuhrt (Stark and Watzl
2006). Uber die beteiligten Signalwege wird zurzeibch kontrovers diskutiert, da
verschiedene Arbeitsgruppen die Aktivierung unteiesdlicher Molekile in der
Signalweiterleitung postulieren. Nach Aktivierungnv 2B4 durch mAK-Quervernetzung
wurde eine Phosphorylierung von u.a. Vavl, p38 MAERK1/2 und PLCr beschrieben
(Lanier 2008).

Ein ahnliches Szenario wird fur NKG2C sichtbar, s#s Aktivierung allein keine
Degranulation induziert (Abb. 49). Die NKG2C-Stiratibn fiihrt zu einer Inhibition der IFN-
v- und TNFe-Sekretion im Vergleich zur Isotyp-Kontrolle, wolgegen verstarkt eine
Freisetzung von IL-17, IL-12 (p70), IL-7 und IL-1® CD6'-NK-Zellen ausgeldst wird (Abb.
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50 und Abb. 51). Somit ist der NKG2C-Rezeptor vogig auf CDé-, also CD58™-NK-

Zellen exprimiert und |6st dabei aber nur eine Kytbreisetzung aus. Leider konnte der
Anteil an NKG2C-positiven NK-Zellen nicht direkt tlenmt werden, da damals kein direkt-
markierter NKG2C-AK zur Verfugung stand. NKG2C latdgenau wie sein inhibitorisches
Gegenstick NKG2A, mit CD94 ein Heterodimer und eritedas nicht-klassische HLA-E-
Molekul. Dabei werden die Signale Uber das ITAMgeade Adaptermolekiul DAP12
weitergeleitet. Da auch NKp44 Uber DAP12 Signalemittelt, missen nachfolgende
Signalwege unterschiedlich verlaufen, da NKp44 sebhl eine Degranulation induziert,

dagegen aber keine IL-7- oder IL-10-Produktion @sts{Daten nicht gezeigt).

CD16
2B4 NCR
CD94/NKG2C

KIR-L
CD94/NKG2A

ITAM-Adaptermolekiile
CD3Z, FcRy, DAP12

p38-MAPK
p38-MAPK
INK

Zytotoxizitat Zytokinfreisetzung

«—————CD16 ——— | IEny

«— NCR — | TNF-a

— NKG2D ——— | IL5,1L-8
« 2B4 > IL-12 (p70)
«— CD6 — IL-17

NKG2C ——  J IL-7,1L-10

Abb. 59  Stark vereinfachte Darstellung der Rezeptor  -spezifischen Signalwege in NK-Zellen und der resul  tierenden
Effektorfunktionen Zytotoxizitdt  und/oder Zytokinfreisetzung.

Die aktivierende NK-Rezeptoren CD16, NKp30, NKp46 und CD94/NKG2C signalisieren Uber ITAM-tragende Adaptermolekiile
wie DAP12 oder CD3¢- und FcRy-Ketten (dunkelblau). NKG2D (olivgriin) vermittelt die Signale uber DAP10, das kein ITAM
besitzt, 2B4 (griin) assoziiert mit dem Signalmolekil SAP. Fir CD6 (hellblau) ist eine Signalweiterleitung in T-Zellen Uber SLP-
76 beschrieben, die Signalwege in NK-Zellen sind nicht identifiziert. Neben aktivierenden Rezeptoren gibt es auch inhibierende,
z.B. KIR, die Uber rekrutierte Phosphatasen (SHP-1,2) die Signalwege abschalten kdnnen (rot). Der MEK/ERK-Signalweg (roter
Kasten) stellt ein zentrales Element aller aktivierender Signalwege dar, wobei die Entscheidung zwischen Zytotoxizitat und
Zytokinsekretion nach Aktivierung nicht geklart ist. Die Ergebnisse der Rezeptor-Stimulationen auf die Effektorfunktionen sind
dargestellt, wobei die Lange der Pfeile ein Maf fir die Starke NK-Funktion ist. Die hauptsachlich produzierten Zytokine sind
hervorgehoben. Adaptiert nach Vivier et al. (Vivier, Nunes et al. 2004).
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Nach Identifikation von CD6 als differentiell expriertem Marker auf CD58/CD16"-NK-
Zellen, wurde dessen funktionelles Potential uniers wobei in unserer Arbeitsgruppe
bereits friher gezeigt werden konnte, dass eimenale Stimulation von CD6 auf T-Zellen
weder Zytokine noch zytotoxische Aktivitdt auslogienpublizierte Daten). Die CDG6-
Stimulation fiihrte weder bei unaktivierten CBK-Zellen (Abb. 52), noch bei 48 h IL-2-
voraktivierten NK-Zellen zu einer relevanten Degration (Daten nicht gezeigt), so dass
CD6 in Bezug auf die Zytotoxizitat nicht als autarer, aktivierender NK-Rezeptor fungiert.
Dies stimmt auch mit den bereits diskutierten Daibarein, die keine Korrelation der CD6-
Expression und der zytotoxischen Eigenschafterpperer NK-Zellen zeigen konnten (Abb.
44 und Abb. 45). Dagegen induzierte CD6 auf NK-&eltlie Freisetzung von Zytokinen, die
dem 2B4-Muster &hneln (Abb. 52), wobei IFNmd TNFe nur gering induziert werden, IL-
17, IL-12 (p70), G-CSF, GM-CSF und IL-8 dagegentligdu Der CD6-Rezeptor auf NK-
Zellen I6st also vorrangig ein ,nicht-klassisch&ftokinmuster in CD58™-NK-Zellen aus,
das von IL-17 und IL-12 (p70) als Leitzytokine deyl/Ty17-Antwort gepragt wird.

Eine Funktion von CD6 wurde bisher nur fur T-Zellggreigt, in welchen das Blockieren von
CD6 die IL-2-Produktion in einer Ag-spezifischennmnantwort verringern kann (Hassan,
Barclay et al. 2004). Die Interaktion von CD6 méireem Ligand ALCAM (CD166) wirkt
kostimulierend auf eine T-Zell-Antwort, wobei diggBalkaskade Uber SLP-76 lauft (Hassan,
Simmonds et al. 2006). Aul3erdem wurde nach CD6+8dition eine Aktivierung von
ERK1/2, JNK und p38 MAPK uber die Protein-Tyrosim&se (PTK) p56-Lck beobachtet,
wobei sich synergistische Effekte in der Aktivieggstarke der MAPK bei gleichzeitiger
CD3/CD6-Stimulation zeigten (Ibanez, Sarrias et2806). Inwieweit solche Signalwege in
NK-Zellen Relevanz besitzen, ist derzeit noch unklas scheint aber substantielle
Unterschiede zu geben, da CD6, wie ich hier gezebe, auch autonom, ohne zusétzliches
kostimulierendes Signal, zu einer Effektorfunktidar NK-Zellen fiuhrt. Das durch CD6-
Stimulation induzierte Zytokinmuster stimmt aucht shér Beobachtung Uberein, dass IL-17,
IL-12 (p70) und G-CSF durch 2B4- und NKG2C-Stimigiatvorrangig von CDBNK-Zellen
sezerniert werden, wohingegen IFNind TNFea vorrangig von NCRs und CD16 in CD6
NK-Zellen induziert werden, wobei beide Subpopuola¢n konstitutiv MIP-g (CCL-4)
produzieren. Mdglicherweise unterscheiden sich T#id CD6-NK-Populationen in der
intrinsischen Fahigkeit zur Zytokinfreisetzung. Eund derselbe NK-Rezeptor kann
offensichtlich, je nach intrazellularer Verschaljurentweder vorrangig Zytotoxizitat oder

verschiedenen Zytokine oder auch beide Effektottionken auslésen. Die molekulare Basis
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fur die individuelle ,Entscheidungsfindung” ist Gatgstand weiterer Untersuchungen

verschiedener Arbeitsgruppen.

NK-Zellen als neue Regulatoren der T y17-Antwort

Wie in Abbildung Abb. 58 und Abb. 59 gezeigt, witbd-17 vorrangig nach NKG2C-
Aktivierung und von CD6NK-Zellen produziert. Bisher wurden CDZ,17-Zellen, die erst
kurzlich als dritte Gruppe neben den seit langekabeten T,1- und T2-Zellen definiert
wurden, als Hauptproduzenten von IL-17, einem pftainmatorisches Zytokin, angesehen
(Weaver, Harrington et al. 2006). Daneben wird Wduch von CD8T-Zellen undys-T-
Zellen sowie Granulozyten und Neutrophilen sezern{Eerretti, Bonneau et al. 2003,
Happel, Zheng et al. 2003, Stark, Huo et al. 208%)e IL-17-Produktion durch NK-Zellen
konnte dagegen an gereinigten NK-Zelllinien odeortih noch nicht eindeutig gezeigt
werden, was mdoglicherweise an der zu kurzen 24dgién Kultivierung lag. 1L-17
reprasentiert das Leitzytokin deryI-getriebenen Entzindungsreaktion und induziert die
Produktion von IFNy und IL-12 in verschiedenen Immunzellen, wodurckderum die NK-
Zell-Antwort unterstutzt wird (Hurst, Muchamuel at 2002). Da der IL-17-Rezeptor auf
verschiedenen Immunzellen und Geweben exprimiertasultiert aus der Anwesenheit von
IL-17 ein dadurch vermitteltes pro-inflammatorissh@ytokin- bzw. Chemokinmilieu, dass
u.a. durch IL-6, G-CSF bzw. IL-8 (CXCLS8) und IP1GXCL10) reprasentiert wird. Die
Fahigkeit von CD58"/CD6-NK-Zellen zur IL-17-Produktion mag so einen zufiéhen
Mechanismus darstellen eingIFEntziindungsreaktion zu verstarken und damit dsamte
Immunreaktion in eine pro-inflammatorische, unteestommten Bedingungen sogar
autoimmune, Richtung zu polarisieren. Aus der Ag@overschiedener Mausmodelle zur
Autoimmunitdt und humanen Autoimmunerkrankungentgeérvor, dass die Initiation
haufig nur deshalb von IL-23 abhéngig ist, weilaler eine nachhaltige IL-17-Produktion
resultiert, die bislang CD4T-Helferzellen zugeschrieben wurde. Dabei repriisen die

Tnul7-Zellen, je nach Stimulationsart mit IL-6 oder1B, nur einen kleinen Anteil.

Als kleines ,Radchen” im Uhrwerk des Zytokin/Chermelletzwerkes wird ihnen jedoch
eine groRe Bedeutung im Antrieb der ,groRen” Rader TNF-o und der Typ I- und II-

Interferone zugeschrieben. Wenngleich NK-Zellenchawaufgrund ihrer phéanotypischen
Heterogenitat, nur eine kleine Fraktion der Lymphiea darstellen, so werden zukinftige
Untersuchungen zur Aufgabe haben, ihnen, u.a. wegeer aulRergewdhnlichen

Zytokinproduktion, z.B. als NK17-Zellen, eine vesghbar groRe Bedeutung einzuraumen.
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Abb. 60 Oberflachenexpression von HLA-Klasse-I-Mole  kilen und ICAM-1 in Kolon-Karzinom-Zelllinien.

Alle Zellen, mit Ausnahme der HT29-Linie, exprimieren HLA-A2, HT29 besitzt das HLA-Al-Allel. Die graue Kurve zeigt die
Expression des spezifischen Markers, die schwarze ungefillte Kurve stellt die Isotypkontrolle dar. Angegeben ist der AMFI: MFI
(spezifischer Antikdrper) — MFI (Isotypkontrolle), gezeigt ist eines von > 5 reprasentativen Experimenten.
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Abb. 61 Oberflachenexpression der Liganden des akti ~ vierenden NK-Rezeptors NKG2D auf Kolon-Karzinom-Zel len.
Die graue Kurve zeigt die Expression des spezifischen Markers, die schwarze ungefillte Kurve zeigt die Isotypkontrolle.
Angegeben ist der AMFI: MFI (spezifischer Antikérper) - MFI (Isotypkontrolle), dargestellt ist eines von mehr als 5

reprasentativen Experimenten.
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2  Promotor-Analysen in HCT116-Zellen

10l B Bimie. 1

LA ALAAT LcT11ewt
——————————————— — HLA-A2
E E HCT116wt
- i HCT116/1"
HCT116/3b"
HCT116DKO
U0126 (48 h)
E!EE__E_E__; = E E HCT116wt

Abb. 62 Schematische Darstellung des CpG-Methylieru  ngsstatus der HLA-A1- und -A2-Promotoren bzw. desH  CG4-
Promotors auf Chromosom 6p21.33i n HCT116-Zellen.

Analyse des Methylierungsstatus der CpG-Dinukleotide im HLA-A1- und HLA-A2-Promotor bzw. im Promotor des Pseudogens

HCG4 auf Chromosom 6p21.33 durch Sequenzierung des entsprechenden Bereichs nach Bisulfit-Behandlung. Die ungefiillten

Kreise stellen dabei die einzelnen unmethylierten CpGs dar, die schwarzen Kreise zeigen eine CpG-Methylierung an. Die

HCT116wt-Zellen wurden 48 h mit U0126 behandelt (10 uM) und die CpG-Methylierung im HCG4-Promotor analysiert. (Abb.

Sers et al.; Manuskript eingereicht).
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Abb. 63 Schematische Darstellung des CpG-Methylieru  ngsstatus der ULBP2- und ULBP3-Promotorbereiche auf
Chromosom 6g25.1 in HCT116-Zellen.

Analyse des Methylierungsstatus der CpG-Dinukleotide im ULBP2-(Region Il und Ill) und ULBP3-Promotorbereich auf
Chromosom 6q25.1 in HCT116-Zellen durch Sequenzierung des entsprechenden Bereichs nach Bisulfit-Behandlung. Die
ungefillten Kreise stellen dabei die einzelnen unmethylierten CpGs dar, die schwarzen Kreise stehen fiir methylierte CpGs. Der
analysierte ULBP3-Promotorbereich ist bereits in HCT116wt-Zellen vollstandig unmethyliert. Wohingegen der ULBP2-Promotor
methyliert ist. Fur ULBP?2 ist zusétzlich die Analyse der CpG-Methylierung nach 48 h U0126-Behandlung (10 pM) in HCT116wt-
Zellen dargestellt, die zu einem fast vollstandigen Verlust der Methylierung fuhrt (Abb. Sers et al.; Manuskript eingereicht).
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3 Einfluss der Inhibitoren auf Signalmolekile in HC ~ T116-Zellen

HCT116wt HCT116DKO
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5000,

4000 2
3000)
2000)
1000| o

MFI

300 p-JNK

250
200
150
100

50

MFI

¢

0 15 30° 3h 6h 24h 48h 72h 96h 0 15 30° 3h 6h 24h 48h 72h 96h
Abb. 64  Kinetik der Gesamtmenge und der phosphoryli erten Form von JNK nach Inhibitor-Behandlung der

HCT116wt- und DKO-Zelllinie.
Links sind die HCT116wt-Zellen dargestellt, rechts die HCT116DKO-Zellen, wobei jeweils die Total-Kinase-Mengen und die
Menge der phosphorylierten Form der JNK (T*®%/Y'®) gezeigt sind. Die Semiquantifizierung ist als Mittlere-Fluoreszenz-
Intensitat (MFI) angegeben. Die Lysate wurden auf eine Konzentration von 350 pg/ml (wt) bzw. 400 pg/ml (DKO) eingestellt.
Die Zellen wurden mit U0126 (rot, 20 uM), Sorafenib (blau, 5 uM) und DMSO als Kontrolle behandelt und zu verschiedenen
Zeitpunkten die Lysate hergestellt. Nach 48 h erfolgte ein Mediumwechsel, da die Inhibitoren bei 37T relativ instabil sind.
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Abb. 65 Kinetik der Gesamtmenge und der phosphoryli erten Form der Akt-Kinase nach Inhibitor-Behandlung

der HCT116wt- und DKO-Zelllinie.
Links sind die HCT116wt-Zellen dargestellt, rechts die HCT116DKO-Zellen, wobei jeweils die Total-Kinase-Mengen und die
Menge der phosphorylierten Form der Akt-Kinase (Ser*’®) gezeigt sind. Die Semiquantifizierung ist als Mittlere-Fluoreszenz-
Intensitat (MFI) angegeben. Die Lysate wurden auf eine Konzentration von 350 pg/ml (wt) bzw. 400 pg/ml (DKO) eingestellt.
Die Zellen wurden mit U0126 (rot, 20 uM), Sorafenib (blau, 5 uM) und DMSO als Kontrolle behandelt und zu verschiedenen

Zeitpunkten die Lysate hergestellt. Nach 48 h erfolgte ein Mediumwechsel, da die Inhibitoren bei 37T relativ instabil sind.
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4  Berechnung der NK-Zell-Degranulation unter Bertick
der CD56- und CD16-Oberflachenexpression

sichtigung

Im Folgenden
degranulierenden CDB®"/CD16-NK-Zellen, unter Beriicksichtigung der CD16-Modidat

in Folge der Degranulation und der durch IL-2-Alginung gesteigerten CD56-Expression,

ist exemplarisch an einem Spender kberekte Berechnung der

dargestellt (Tabelle 7 und Abb. 66).

Tabelle 7 Korrekte Berechnung des Anteils der CD56”""/CD107a" NK-Zellen

1 Bestimmung des Anteils der CD56 "™ -NK-Zellen an den Gesamt-NK-Zellen 6,6 %
aus Ansatz ohne Zielzelle

2 Bestimmung der spontanen Degranulation der CD56™"" 0,9 %
CD56°""-NK-Zellen aus Ansatz ohne Zielzelle ~CD107a’*°CD16"?

3 Berechnung der potentiell reaktionsfahigen CD56"™ 6,6 % -0,9% 5,7 %
CD56""9"-NK-Zellen CD107a™°CD16™°

4 Bestimmung der CD107a-positiven CD56°"" CD56""™ 5,1 %
und CD56"™IL-2 aus Ansatz mit K-562 CD107a”°CD16™?

5 Bestimmung der CD107a-negativen CD56""%"- CD56™"" 1,8 %
NK-Zellen aus Ansatz mit K-562 CD107a™CD16"™°

6 Berechnung des Anteils der degranulierten  CD56""9" 5,7%-1,8% 3,9 %
CD56°"" -NK-Zellen nach Zielzellkontakt CD107a”°CD16™?

7 Berechnung des Anteils der degranulierten CD56%™M|L-2 51%-3B9% 03%
CD56%™IL-2-NK-Zellen CD107a"°CD16™9 + 0,9%)

In Schritt 1 bis 3 wird der korrekte Anteil tatéich reaktionsfahiger CDB&™-NK-Zellen
bestimmt, indem von dem prozentualen Anteil der 6¥YCD16-NK-Subpopulation in
den unstimulierten, also ohne Zielzelle inkubiertsiiK-Zellen (6,6 %), die spontan bereits
degranulierten CD38°"-NK-Zellen (0,9 %) abgezogen werden. Da noch keégtzEllkontakt
stattgefunden hat, sind die COBBL-2-NK-Zellen noch durch ihre CD16-Expression zu
identifizieren. Der tatsachliche Anteil der CO%B-NK-Zellen, die nach Zielzellkontakt
degranulieren ist unter Punkt 6 berechnet, wobei mich Zielzellkontakt immer noch
CD107a-negative@D56"9"-NK-Zellen von den potentiell reaktionsfahigen CH%B-NK-
Zellen aus Punkt 3 abgezogen werden. Dieser W&ty ist dann in Abb. 66C dargestellt
(blau). Der Anteil der degranulierten CO%BL-2-NK-Zellen ist unter Punkt 7 berechnet.
Dazu wird der Anteil der tatséchlichen CD10GD56""""“NK-Zellen aus Punkt 6 und der
spontan bereits degranulierten CPBB-NK-Zellen aus Punkt2 von den gesamt
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CD1074/CD56™"-NK-Zelle aus Punkt 4 abgezogen. Dieser Anteil (@B wird zu den
CD56"MCD1074-Zellen dazugerechnet und erscheint daher nichivalg in Abb. 66.
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Abb. 66 Quantifizierung der degranulierenden NK-Sub  populationen unter Beruicksichtigung der CD16-Modula tion

und der CD56 “™IL-2-Population .
Dargestellt sind IL-2-aktivierte NK-Zellen (48 h, 500 U/ml). A CD56/CD16-Verteilung nach 4 h Inkubation ohne Zielzelle. B NK-
Zellen nach 4 h Inkubation ohne bzw. mit HLA-Klasse-I-negativen Zielzellen nach ihrer CD56/CD107a-Expression aufgetragen.
C Prozentualer Anteil der CD107a"-Zellen an den Gesamt-NK-Zellen (+ Balkendiagramm). D Prozentualer Anteil der CD107a’-
Zellen an der jeweiligen NK-Subpopulation (+ Balkendiagramm).

Abb. 66A zeigt die CD56/CD16-Verteilung der NK-Z#l nach 48 h IL-2-Aktivierung,
wobei die CD5B8'"-NK-Population blau und die CD8BIL-2-Population rot markiert ist.
Diese NK-Zellen sind unter Beibehaltung des Farlelsodn Abb. 66B nach ihrer CD56- und
CD107a-Expression aufgetragen, einmal ohne Zielzals Kontrolle fir die spontane

Degranulation, und daneben nach vierstiindiger lakab mit drei HLA-Klasse-I-negativen
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Zielzellen. Darunter ist der prozentuale Anteil d€éD1074d-Zellen bezogen auf die
Gesamtheit der NK-Zellen angegeben (Abb. 66C). Dakerden die degranulierten
CD56"™L-2-NK-Zellen bereits wie Tabelle 7 gezeigt zu d&D56"-Subpopulation
dazugerechnet. Die drei HLA-Klasse-I-negativen za#en werden unterschiedlich gut von
den Subpopulationen erkannt, wobei L721.221-Zelie Degranulation beider NK-
Populationen am schlechtesten stimulieren, gefetgt Daudi und K-562. Da sich die
prozentualen Angaben der CD10Zellen auf die NK-Gesamtheit beziehen, und die
CD56"9".NK-Zellen in diesem Fall nur 6,6 % ausmacheneise Angabe der CD107&K-
Zellen im Bezug auf die entsprechende NK-Subpojuiatiel aussagekraftiger. Diese Werte
sind unter Abb. 66D dargestellt. Dabei wurde deozpntuale Anteil der beiden NK-
Subpopulation als jeweils 100 % angenommen undudager prozentuale Anteil der
CD0174-Zellen berechnet. Beide Angaben sind auch alseBaliagramme dargestellt (Abb.
66C und D). Bei Angabe der CD1072ellen in den NK-Subpopulationen in Abb. 66D wird
deutlich, dass CD38"-NK-Zellen zu einem viel hoheren Prozentsatz degieren und dass
das Verhaltnis von CD107&£D56""- zu CD1074CD56"™-NK-Zellen fir die
verschiedenen Zielzellen variiert. Aus dieser kamiten Auswertung geht eindeutig
hervor, dass sowohl CD%B- als auch CD58%"“NK-Zellen nach Stimulation mit HLA-
Klasse-l-negativeielzellen degranulieren. Darlber hinaus entscheldeZielzelle Uber die
Beteiligung der beiden NK-Populationen an der Deglaion mit.

5 Rezeptorspezifische Zytokinproduktion von NK-Zell en
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Abb. 67  Zytokinproduktion IL-2-aktivierter CD6 - und CD6 -NK-Zellen nach 96 h Stimulation von NKp30 und NKp4 6.
NK-Zellen (Spender #11), mit einer Reinheit von 97 % (CD3/CD56"), wurden nach Separation in CD6"- und CD6 -Fraktionen 96
h mit Platten-gekoppelten mAK (1 pg) gegen die aktivierenden NK-Rezeptoren NKp30 und NKp46 und mit 100 U/ml IL-2
stimuliert und die Zytokin/Chemokinfreisetzung im Zellkulturiiberstand im Multiplex-Verfahren quantifiziert (pg/ml). Dabei wurden
fur jeden Ansatz 150.000 NK-Zellen der jeweiligen Fraktion in 200 pul Medium eingesetzt. Dargestellt sind nur diejenigen
Zytokine, die durch die Rezeptor-Aktivierung Uber das Niveau der Isotypkontrolle induziert wurden (vgl. Ergebnisse Abb. 50).
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