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Kiirzel Erklarung

ADCC Antikdrperabhangige zellulare Zytotoxizitat

mAK Monoklonale Antikorper

DMSO Dimethylsulfoxid

FACS fluorescence-activated cell scanning/sorting

FSC Forward-scatter

HS Humanserum

ITIM Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motifs

Kd Dissoziationskonstante

KIR Killer-cell immunoglobulin-like receptor

MedFl Median der Fluoreszenzintensitat

NK-Zellen Naturliche Killerzellen

PBMCs Peripheral blood monoclonal cells, mononukledre Zellen des periph-
eren Blutes (Lymphozyten, Monozyten, NK-Zellen)

PBS Phosphate buffered saline, Phosphat-gepufferte Salzlésung

SsC Side-scatter



1 Einleitung

1 Einleitung

Unser Immunsystem erkennt und bekampft nicht nur duRere Eindringlinge wie Bakte-
rien, Pilze und Viren, sondern ist zusatzlich in der Lage, entartete, korpereigene Tu-
morzellen zu erkennen und gezielt abzutdten. Es besteht aus einem hochkomplexen
Zusammenspiel mehrerer Zellreihen. Eine dieser Zellreihen stellen die Natirlichen Kil-

lerzellen (NK-Zellen) dar, welche wir in dieser Arbeit ndher untersucht haben.

1.1 NK-Zellen

NK-Zellen gehéren neben den Antigen-prasentierenden Zellen (Makrophagen, dendri-
tische Zellen) und den Granulozyten zu dem Teil des Immunsystems, welcher als ange-
borene Immunitat bezeichnet wird. Die adaptive Immunitat wird dagegen von T- und
B-Zellen gebildet. Im Gegensatz zu den restlichen Zellen der angeborenen Immunitat,
welche aus myeloischen Vorlauferzellen entstehen, stammen die NK-Zellen ebenso wie

T- und B-Zellen von lymphatischen Vorlauferzellen ab.

1.1.1 Funktion

NK-Zellen konnen die Immunantwort durch die Sekretion von proinflammatorischen
Zytokinen einleiten, sind aber im Gegensatz zu T- und B-Zellen aullerdem dazu in der
Lage, entartete oder virusinfizierte Zellen ohne vorherige Sensibilisierung direkt abzu-
toten (daher ihr Name). Das Erkennen und die Elimination von entarteten Zellen (Tu-
morimmunitat) erfolgt in einem komplexen Zusammenspiel der verschiedenen Zellty-
pen. So sind beispielsweise T- und B-Zellen in der Lage, Tumor-spezifische Antigene
(TAA), welche als Folge von Mutation, Dysregulation und epigenetisch bedingten Ver-
anderungen des Ursprungsgenoms entstehen, zu erkennen. Dadurch kdnnen sie den
Tumor gezielt infiltrieren und bekampfen. Tumore besitzen allerdings haufig Mecha-
nismen, um ihre Antigenprasentation z.B. auf MHC-1 Molekiilen zu unterdriicken. Die
Unterdriickung der Expression von MHC-I Molekiilen wird auch als ,missing self" be-
zeichnet und kann von NK-Zellen erkannt werden [1]. Diese leiten dann die Elimination

der als fremd erkannten Zellen ein.
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1.1.2 Untergruppen

Es kénnen mehrere Untergruppen (Subpopulationen) von NK-Zellen unterschieden
werden [2]. Die grofRte Gruppe bildet mit ca. 90% von im peripheren Blut befindlichen
NK-Zellen die CD56°™CD16" Population. Darauf folgt mit ca. 10% die Gruppe der
CD56°"" cD16%™" Population (s. Abb. 11). Die gréRere CD56%™ CD16" Population be-
sitzt eine hdhere Zytotoxizitit als die CD56"™ CD16%™" Population, bildet dafir aller-
dings weniger IFN-y als die CD56°€" CcD16%™" Population [2]. Des Weiteren unter-
scheiden sich die Populationen hinsichtlich ihrer Lokalisation im Korper. Wahrend die
CD56%™ CD16" NK-Zellen im peripheren Blut zirkulieren, sind CD56°"" cD16%™" NK-
Zellen eher im parafollikularen Gewebe von sekundaren lymphatischen Organen
(Lymphknoten, Tonsillen) zu finden [3]. Obwohl es vermehrt Hinweise in der Literatur
gibt, dass die CD56""™ Population eine Vorstufe in der Entwicklung zur ,reifen”
CD56™ Population sei [4], ist es ebenfalls moglich, dass beide Populationen getrennt
voneinander unterschiedliche Aufgaben in der Aktivierung des Immunsystems (iber-

nehmen [2, 5].

1.1.3 Rezeptoren

NK-Zellen verfligen UGber ein grofSes Arsenal von Rezeptoren, mit Hilfe dessen sie entar-
tete oder als fremd identifizierte Zellen erkennen kénnen und nehmen daher in der

Bekampfung von Tumoren eine wichtige Rolle ein.

In dieser Arbeit haben wir uns vor allem mit der Gruppe der Nektin-bindenden Rezep-
toren beschaftigt. Dazu zdhlen unter anderem die Rezeptoren DNAM-1 (CD226) [6],
TIGIT (WUCAM, VSTM3) [7, 8] und CD96 (TACTILE) [9]. Sie spielen eine wichtige Rolle
fir die lytischen Funktionen von NK-Zellen und T-Lymphozyten (T-Zellen). Mittels der
Liganden CD155/PVR (Hauptligand, bindet alle drei Rezeptoren), CD112/PVRL2 (nur
TIGIT und DNAM-1) und CD113 (nur TIGIT) ermoglichen sie es den Immunzellen, an
Tumorzellen und gesunden Zellen zu binden [7, 10]. Die Rezeptoren konkurrieren hier-
bei um dieselben Liganden, erfiillen aber gegensatzliche Funktionen. Wenn DNAM-1
an CD155 bindet, fihrt dies zu einer aktivierenden Signalkaskade in der NK-Zelle, wel-

che zum Absterben der gebundenen Zelle fihrt [11].

TIGIT dagegen wirkt inhibierend auf die NK-Zelle und verhindert die Apoptose der ge-
bundenen Zelle [12]. Neben der Erkennung von MHC-I Molekiilen auf kérpereigenen
Zellen durch die inhibierende Gruppe der KIR-Rezeptoren (killer cell immunoglobulin-
like receptors) ist dies ein weiterer, wichtiger Signalweg der NK-Zellen, der sie zur

Selbsttoleranz befahigt.
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Die Rolle von CD96 blieb langere Zeit unklar, da CD96 zwar wie TIGIT eine intrazellulare
Domaéne besitzt, welche auf eine inhibitorische Funktion schliefen lassen (ITIM = im-
munoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs), es allerdings auch Studien gab, die fir
CD96 eine kostimulierende Funktion postulierten [13]. Christopher J. Chan et al. (2014)
konnten einen groRRen Schritt zur Klarung der Funktion von CD96 beitragen, indem sie
kiirzlich im Mausmodell zeigten, dass CD96 als weiterer Gegenspieler zu DNAM-1 fun-
giert und negative Auswirkungen sowohl auf die Zytokinproduktion wie auch auf die

Zytotoxizitdt von NK-Zellen besitzt [14].

Die Regulation Uber den gleichen Liganden erfolgt vermutlich tGber die unterschiedli-
chen Affinitaten zu den Liganden. So besitzt TIGIT die hochste Affinitat zu CD155 (Kd 1-
3 nM), gefolgt von CD96 (Kd 37,6 nM) und DNAM-1 (Kd 114-119 nM) [15].

Die Balance von DNAM-1 auf der einen und TIGIT bzw. CD96 auf der anderen Seite ist

ein gutes Beispiel fur die generelle Funktionsweise von NK-Zellen.

Man kann die Rezeptoren von NK-Zellen grob in zwei Gruppen unterteilen: aktivieren-
de und inhibierende Rezeptoren. Zu den aktivierenden Rezeptoren, die wir in dieser
Arbeit ebenfalls untersucht haben, gehdren unter anderem CD16, CD314 (NKG2D) und
die Mitglieder der Gruppe der Natural Cytotoxicity Receptors (NCR-Familie) mit NKp30,
NKp36 und NKp44. Zusatzlich nahmen wir den Adhasionsrezeptor CD62L und den inhi-
bierenden Rezeptor CD161 in unsere Untersuchungen auf (s. Tabelle 1). Flr eine aus-
fuhrliche Auflistung und Kategorisierung der NK-Zell-Rezeptoren eignet sich die Arbeit
von Vivier et al. (2011) [16].

Tabelle 1: Einteilung der untersuchten NK-Zell-Rezeptoren

Aktivierend Inhibierend Adhasion
DNAM-1 TIGIT DNAM-1
CD314/NKG2D CD96 (?) CD62L
CD16 CD161 CD56/NCAM
NKp30
NKp36

Tab. 1 Manche Rezeptoren wie DNAM-1 kénnen in mehrere Kategorien eingeteilt werden,
da sie sowohl als Adhadsionsrezeptor fungieren als auch die Aktivierungskaskade der NK-Zelle

einleiten. Das (?) symbolisiert die noch nicht endglltig geklarte Funktion von CD96.

3
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A

IL-12
- CD96
DNAM-1 TIGIT
Aktivierung A Inhibition

DNAM-1

Legende

DNAM-1 * TIGIT ’
CD96 * CD155 ?

zytotoxische - °
Vesikel ®

Abb. 1: Die Rolle Nektin-dhnlicher Rezeptoren auf NK-Zellen

A. Wie beeinflusst IL-12 das Gleichgewicht zwischen dem aktivierenden Rezeptor DNAM-1 und
den inhibierend wirkenden Rezeptoren CD96 und TIGIT? B. Oben: Binden CD96/TIGIT an den
Hauptliganden CD155 unterdriicken sie die Aktivitat der NK-Zelle. Unten: einige Tumorarten
exprimieren vermehrt CD155. Bindet DNAM-1 an CD155 wird die NK-Zelle aktiviert und schit-
tet zytotoxische Vesikel und Zytokine aus, welche zur Perforation und zum Absterben der Tu-
morzelle fiihren. Abbildung modifiziert von Noa Stanietsky et al.(2010) [15].

Vereinfacht lasst sich zusammenfassen: Uberwiegt der Einfluss von DNAM-1 oder an-
derer aktivierender Rezeptoren kommt es zur Ausschittung zytotoxischer Granulas

und zum Abtoten der gebundenen Zielzelle. Binden hingegen TIGIT oder andere inhibi-
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torisch wirkende Rezeptoren (z.B. KIR-Rezeptoren), wird die Aktivitat der NK-Zelle ge-
hemmt (s. Abb. 1).

1.1.4 Modulation mittels IL-12

IL-12, erstmals NK-Zell stimulierender Faktor (NKSF) genannt, ist ein wichtiges Zytokin
fur die Aktivierung von NK- und T-Zellen, welches vor allem von Antigen-
prasentierenden Zellen (APC) produziert wird [17]. Es wirkt proinflammatorisch, indem
es die Differenzierung und die Aktivierung von TH;-Zellen férdert und THj-Zellen
hemmt [18]. Zudem flihrt es zu einer gesteigerten Zytotoxizitat und IFN-y Produktion
von NK-Zellen [18, 19]. Daher spielt es eine wichtige Rolle in der Regulation der ange-

borenen (natiirlichen) sowie der adaptiven (erworbenen) Immunabwehr.

Unsere Arbeitsgruppe konnte kiirzlich bei kultivierten reifenden T-Zellen zudem eine
Verknipfung von IL-12 und DNAM-1 nachweisen. IL-12 fihrt einerseits zu einer Sensi-
bilisierung des T-Zell-Rezeptors (TCR) fiir eine Antigen-spezifische Aktivierung und er-
hoht damit die Aggressivitat der T-Zellen gegeniiber Tumoren. Andererseits fiihrt IL-12
auch zu einer gesteigerten Zytotoxizitat der T-Zellen, die unabhdngig vom T-Zell-
Rezeptor (TCR) ist. Dieser Effekt ist abhangig von DNAM-1 und das Signal wird lber src-
Kinasen weitergeleitet. Es handelt sich also um einen IL-12 vermittelten Signalweg,
welcher gesteuert Gber den DNAM-1 Rezeptor und unabhangig vom TCR/HLA-System

zur gesteigerten Tumorabwehr fihrt [20].

1.2 Zielsetzung

Inspiriert von den Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe bei reifenden T-Zellen lag der
Fokus dieser Arbeit darin herauszufinden, ob IL-12 auch bei NK-Zellen die Aktivitat ge-
genliber Tumorzellen zu steigern vermag. Zudem wollten wir die Auswirkung von IL-12
auf die DNAM-1/TIGIT/CD96-Achse auf NK-Zellen untersuchen. Zusatzlich haben wir
noch eine Reihe weiterer charakteristischer Rezeptoren von NK-Zellen in unsere Expe-
rimente aufgenommen und ihre Expressionsverdanderung durch IL-12 gemessen (s.
Tabelle 1). Des Weiteren wollten wir herausfinden, ob die beschriebenen NK-

Subpopulationen unterschiedlich auf IL-12 reagieren.

Im funktionellen Caspase-Assay war es unser Ziel, neben den Auswirkungen von |L-12
auf die Aktivitat von NK-Zellen ebenfalls die Bedeutung von DNAM-1 und CD96 fiir die

Zytotoxizitat der NK-Zellen zu untersuchen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Reagenzien

Tabelle 2: Reagenzien

Material Hersteller
Biocoll Biochrom Ag
Zellmedium CellGro CellGenix
RPMI 1640 Medium (1x) Biochrom AG

DMEM Medium

Humanserum
Penicillin/Streptomycin

FCS

DMSO

PBS

NK cell isolation kit

MACS Separation Columns (Gr6Re LD/LS)
CD56"* CD16" Zellen isolation kit
CD56"* CD16* Zellen isolation kit
OneComp eBeads

Accutase

Fixation Buffer

Gibco Life Tech
Biochrom AG
PAA

Gibco Life Tech
Sigma

Gibco Life Tech
MiltenyiBiotec
MiltenyiBiotec
MiltenyiBiotec
MiltenyiBiotec

eBioscience

Ge Healthcare (PAA Lab.)

BioLegend



2 Material und Methoden

Intracell. Staining Perm/Wash (10x)

Trypanblau

2.1.2 Antikorper

Tabelle 3: Antikorper

BioLegend

Life Technologies

Antigen Fluorochrom Klon Hersteller Verdiinnung
CD3 eFluor 450 OKT3 eBioscience 1:50
CD3 APC eFluor 780 SK7 eBioscience 1:50
CD16 Bv421 3G8 BD Biosciences 1:50
CD45 Pac.Blue H130 eBioscience 1:50
CD56 APC CMSSB Miltenyi/eBioscience 1:50
CD56 PerCP/Cy5.5 HCD56 eBioscience 1:50
CD62L APC eFluor780 DREG-56  eBioscience 1:50
CD96 PE NK92.39 eBioscience 1:50
CD112 PE TX31 BioLegend 1:50
CD155 PE SKll.4 BioLegend 1:50
CDh161 FITC HP-3G10  BiolLegend 1:50
TIGIT PE MBSA 43  eBioscience 1:50
TIGIT PerCp eFluor710 MBSA 43  eBioscience 1:50
CD226 (DNAM-1) FITC TX25 BioLegend 1:50
CD314(NKG2D) PerCP eFluor710 1D11 eBioscience 1:50
CD 335 (NKp46) FITC 9E2 BioLegend 1:50
CD 336 (NKp44) PerCP eFluor710 44,189 eBioscience 1:50
CD337 (NKp30) PE AF29- eBioscience 1:50
4D12
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Caspase 3 (rabbit) PE

DNAM-1

CD9%6

Mouse IgG k Isotype PE

Control

2.1.3 Zelllinien

Tabelle 4: Zelllinien

C92-605 BD Biosciences
DX11 BD Biosciences
NK92.39 BioLegend

BD Biosciences

1:100

Name Gewebe Herkunft HLA Kulturmedium
+ 10%FCS + P/S
FM55 Melanom Dr. Becker (Universitat Wirz- A2+ RPMI
burg)
T6217 Glioblastom Prof. S. Samnick, Nuklearmedi- A2+ DMEM
zin
SK-ES-1 Ewing-Sarkom  Dr. C. Rossig (Universitat Miins- A2+ RPMI
ter)
SK-N-MC Ewing-Sarkom  Dr. C. Rossig (Universitat Miins- A2+ RPMI
ter)
TC71 Ewing-Sarkom  DSMZ Braunschweig A2+ RPMI
RD-ES Ewing-Sarkom Dr. K. Schilbach (Universitat A2+ RPMI

Tlbingen)
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2.1.4 Interleukine

Tabelle 5: Interleukine

Interleukin Konzentration Hersteller
IL-2 501U/ml PeproTech
IL-15 5ng/ml PeproTech
IL-12 10ng/ml PeproTech

2.2 Methoden

2.2.1 Durchflusszytometrie: fluorescence-activated cell scanning (FACS)

Alle durchflusszytometrischen Messungen wurden an einem FACS Canto Il (BD) Gerat

mithilfe der FACS Diva Il Software durchgefiihrt (BD).

Im FACS konnen Zellen charakterisiert werden. Dabei kénnen sowohl intrazelluldre
Faktoren liber Permeabilisierung der Zellmembranen sowie Oberflachenmarker mittels
Fluorochrom-gekoppelter Antikorper detektiert und deren Fluoreszenz analysiert wer-
den. Das initiale Gate wird durch den forward-scatter (FSC) und den side-scatter (SSC)
definiert. Der FSC liefert Informationen Uber die GroRRe der Zellen, der SSC Uber die

Granularitat der Zellen (Abb. 2, Erste Reihe).

In den Experimenten wurden bis zu 6 Antikdrper simultan verwendet. Um die Uberla-
gerung der Farbspektren (Overlap) dabei so gering wie moglich zu halten, wurden die
passenden Farben in einem virtuellen Panel (z.B. mit dem Spectrumviewer von BD)
zusammengestellt und fiir jedes Experiment eine eigene Kompensation mittels eBeads

(Bioscience) erstellt.



2 Material und Methoden

2.2.1.1 Vorbereiten der Proben fiir die Durchflusszytometrie

Die Zellen (adhdrente Zellen werden vorher mit Accutase gelost) wurden zunachst
zentrifugiert (1700rpm, 20°C, 4min) und das Zellmedium wurde entfernt. Darauf folgte
ein einmaliges Waschen mit Phosphat-gepufferter Salzlosung, welche mit Humanse-
rum versetzt ist (PBS/HS). AnschlieBRend wurden Sie fur 15-20min im Dunkeln mit Anti-
korpern inkubiert. Nach erneutem Waschen, um freie Antikorper zu entfernen, erfolg-

te die Messung am BD FACSCanto Il (BD Biosciences).

2.2.1.2 Auswertung

Die Auswertung der aufgezeichneten FACS-Daten erfolgte mithilfe des FlowlJo-
Programms (Treestar) und die statistische Auswertung (paired t-test; 95% Konfidenzin-
tervall) durch die Software Graphpad Prism (GraphPad Software, Inc). Als MaR fiir die
Expressionsstarke eines Rezeptors wurde dabei der Median der Fluoreszenzintensitat
(MedFl) ermittelt. Um die Verdanderungen der Expression unter IL-12 Gabe (Interventi-
onsgruppe) zu veranschaulichen, haben wir die Ergebnisse des MedFl auf die Kontroll-
gruppe normalisiert, d.h. der MedFI der Kontrollgruppe wurde mit dem Wert 1 festge-
setzt. Die jeweiligen Expressionsanderungen in der Interventionsgruppe sind mit Mit-

telwert (Mean) + Standardabweichung (SD) dargestellt.

2.2.2 Zellkultur Techniken

Alle Arbeiten mit Immun- und Tumorzelllinien wurden unter sterilen Bedingungen
durchgefihrt (Laminarflow, HeraSafe, Heraeus) und die isolierten Zellen danach bei
37°C und 5% CO, inkubiert (Hera cell 240, Heraeus).

2.2.2.1 Zentrifugation

Soweit nicht anders angegeben erfolgte die Zentrifugation (Rotanta 460 RS, Hettich
Zentrifugen) standardmaRig bei 4°C mit 1700 RPM fir 4min.
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2 Material und Methoden

2.2.2.2 Ermittlung der Lebendzellzahl mittels Trypanblau-Farbung

Zellsuspensionen (ca. 10ml PBS / 100Mill. Zellen) wurden 1:10 mit Trypanblaulésung
verdinnt und in einer Neubauer-Zahlkammer mithilfe eines Mikroskops (Kolleg SHB45)
ausgezahlt. Der Farbstoff Trypanblau wird ausschlieRlich von Zellen mit fehlender
Membranintegritdt aufgenommen. Daher erscheinen tote Zellen blau, lebende Zellen
hingegen ungefarbt. StandardmaRig werden die Zellen in einem Quadrant gezahlt, bei
sehr geringen Zellzahlen kdnnen auch alle vier Quadranten gezahlt werden. Da das

Volumen in einem Quadranten 0,1 ul entspricht, ergibt sich die Formel:

gezahlte Zellen

oL x 10 (Verdinnungsfaktor) x ul Zellsuspension =

Gesamt Zellzahl in der Suspension

Bei grolRerer Aussaht und Versuchsreihen wurde mit dem automatischen Zellzahler
(Invitrogen Countess) gezahlt. Dafiir wurden die Zellsuspensionen 1:1 mit Trypanblau

gefarbt.

2.2.2.3 Auftrennung von adhdrenten und nicht-adhdarenten Tumorzelllinien

Alle Tumorzelllinien wurden bei einer Konfluenz von ca. 90% abgeerntet. Daflir wurde
das Medium von adharenten Tumorzellen abgenommen und die Halfte verworfen. Die
andere Halfte wurde fir die spatere Reinkubation aufbewahrt. Nicht-adharente Tu-
morzellen wurden vorher abzentrifugiert. Nachdem das Medium entfernt wurde, wur-
den die adhéarenten Zellen mit 2ml Accutase fiir 5min bei 37°C inkubiert. Durch Zugabe
von 2ml Medium wurde die Reaktion gestoppt und die Zellen durch leichtes Abklopfen

von der Platte gelost.

2.2.2.4 Auftauen und Einfrieren von PBMC/Tumorzelllinien

Die Zellen wurden zentrifugiert und im Verhaltnis 1:1 mit CellGro Medium und Hu-
manserum + 10% DMSO resuspendiert und zu je 1 x 10® Zellen/Vial (1,8ml) bei -20°C
eingefroren. Am nachsten Tag erfolgte dann die Umsetzung der Zellen in den Stick-
stofftank bei -80°C.

Zum Auftauen wurden die Zellen in der Hand oder im Wasserbad erwdarmt und mog-
lichst zligig in 10ml PBS/1%HS Uberfiihrt. Daraufhin wurden sie zentrifugiert und in

angewarmtem Medium resuspendiert. Die Tumorzelllinien wurden zunéachst in 50ml
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2 Material und Methoden

Zellkultur-Flaschen (Cellstar) mit 10ml Medium pipettiert und bei 90% Konfluenz in
250ml Zellkultur-Flaschen mit 18ml Medium Gberfihrt.

2.2.2.5 PBMC Aufreinigung aus Vollblut

Als Ausgangszellmaterial dienten anonymisierte Leukozytenfilter aus der Thrombozy-
topherese der Universitatsklinik Wirzburg. Die Aufreinigung der mononukledren Zel-
len des peripheren Blutes (PBMCs) erfolgt anhand eines Dichtegradienten mittels Bio-
coll. Zum Waschen wurde PBS mit 1% HS verwendet. Die Zellen wurden entweder di-
rekt zur NK Zell Aufreinigung weiter verwendet oder zur spateren Anwendung einge-

froren.

2.2.2.6 Ethikvotum

Das Ausgangszellmaterial wurde nach dem Ethikvotum Nr. 04/09 vom 19.01.2009 von

der Transfusionsmedizin anonymisiert bereitgestellt.

2.2.2.7 NKZell Aufreinigung aus PBMC

Die Aufreinigung erfolgte mit Hilfe des NK Cell Isolation Kit (Miltenyi) mittels MicroBe-
ads. Es handelt sich hierbei um eine negative Selektion. Im ersten Schritt binden die
Biotin-gekoppelte Antikorper an alle Immunzellen aulRer den NK-Zellen. Im nachsten
Schritt binden dann die MicroBeads an die Biotin Antikérper. Die Suspension lauft an-
schlieBend durch eine Magnetsaule, an der die MicroBeads (und die damit verbunde-
nen Zellen) haften bleiben. Die NK-Zellen kdnnen die Magnetsaule dagegen frei passie-
ren und sollten sich daher in der aufgefangenen Suspension befinden. Die Wahl der
Magnetsaule (MS- oder LS-Saule, s. Datasheet von Miltenyi) hangt von der totalen Zell-

zahl und der Anzahl gebundener Zellen ab.

Zur Uberpriifung der Reinheit im FACS wurden die Oberflichenantigene CD56 und CD3
untersucht. NK-Zellen sind charakteristischerweise CD3- und CD56+ (mit unterschiedli-

cher Auspragung). Die Reinheit lag durchschnittlich bei >90%.
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2 Material und Methoden

2.2.2.8 Aufreinigung von NK Subpopulationen CD564im CD16* und CD56bright CD16~

Die Aufreinigung der NK Subpopulationen CD56%™ CD16* und CD56°"€" D16~ erfolgte
mit den gleichnamigen lIsolations kits von MiltenyiBiotec. Die Aufreinigung erfolgte

dabei jeweils in zwei Schritten:

Aufreinigung CD56%™ CD16*: Als Erstes fiihrt man die Depletion aller anderen Immun-
zellen analog zur NK-Zell Aufreinigung (2.2.2.6) aus. Mit der gewonnenen Suspension
erfolgt anschlieRend die positive Selektion der CD56°™ CD16* Population anhand von
CD16 Microbeads.

Aufreinigung CD56""™ CD16™: Im ersten Schritt erfolgt die Depletion aller Nicht-
CD56°8" CD16- Zellen (also auch der CD16" NK-Zellen) mittels Magnetsdule. Mit der
gewonnenen Suspension erfolgt anschlielend (analog zu oben) die positive Selektion

der CD56°"" CD16™ Population anhand von CD56 Microbeads.
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2 Material und Methoden

Abb. 2: Aufreinigung von NK-Zellen und deren Subpopulationen aus PBMC

A. Aufreinigung von Natirlichen Killer Zellen (NK-Zellen) aus mononukleadren Zellen des pe-
ripheren Blutes (PBMCs). Die waagerechte Linie trennt die CD56""" von der CD56“™ Popula-
tion. B. Aufreinigung von CD56%™ CD16" Zellen aus PBMCs in 2 Schritten. C. Aufreinigung von

CD56°™" CD16™ Zellen aus PBMCs in 2 Schritten. Die senkrechte Linie in B und C verdeutlicht
die Trennung von CD16"""8"™ und CD1674™ Zellen.

2.2.3 NK-Zell Stimulation und Inkubation

Die NK-Zellen wurden in 4 Gruppen (IL-2, IL-2 + IL-12, IL-15 und IL-15 + IL-12) geteilt
und mit CellGro + 5% HS und 0,004% Penicillin/Streptomycin bei 37°C inkubiert. Die
Gruppen wurden zusatzlich mit 50lU/ml IL-2 (PeproTech) oder 5ng/ml IL-15 (Pepro-
Tech) = 10ng/ml IL-12 (PeproTech) behandelt. Die Zytokine wurden alle 2-3 Tage er-

neut hinzugegeben (Bei Stimulation liber 7 Tage).

2.2.4 IFN-y/IL1-a Stimulation

Die Tumorzelllinien wurden in einer 48-well Platte zu je 2x10° Zellen/well im entspre-
chenden Medium (DMEM/RPMI) ausgesat. Die Zellen wurden mit IFN-y (100ng/ml) +
IL1-a (10ng/ml) fur 48h bei 37°C inkubiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte SK-ES-1

Zellen

AnschlieBend wurden die Zellen mit CD112/CD155 — PE gefarbt und am FACS gemes-

sen. Es wurden zudem zusatzliche Isotype (PE) Kontrollen angefertigt.

2.2.5 Caspase Assay

Aufgereinigte NK-Zellen wurden nach obigem Schema (siehe 2.2.3) stimuliert und in
eine 96well Platte zu je 50.000 bzw. 100.000 (je nach Ausbeute) ausgesaht. Am Tag vor
dem Assay wurden auch die Tumorzellen in einer 96well Platte ausgesaht (E:T Verhalt-
nis 1:1). Nach 48h wurde ein Teil der NK-Zellen mit blockierendem Antikérper gegen
DNAM-1 (10pg/ml) bzw. CD96 (10ug/ml) fur 1h bei 37° inkubiert. Der Versuch wurde
mit verschiedenen Tumorzellreihen durchgefiihrt. Die Tumorzellen wurden mit

PBS/1%HS gewaschen und die NK- Zellen (inklusive Zytokin/Antikérper-haltigem Medi-
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um!) wurden auf die Tumorzellen Gberfihrt. Die Zellen wurden kurz (30s) abzentrifu-

giert und flr 4h bei 37° inkubiert.

Die Zellen wurden mit CD56-PerCP und CD45-PB gefarbt (zur Unterscheidung von Tu-
morzellen und NK-Zellen im FACS) und anschlieBend mit Fix/Perm fixiert und permea-
bilisiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit Caspase-3-PE gefarbt und durchfluRzyto-

metrisch gemessen.

2.2.5.1 Gating Strategie

Wichtig fiir die sinnvolle Auswertung des Assays war es, das SSC-FSC Gate so zu setzen,
dass nicht vitale Zellen und Zelltrimmer von Anfang an aus dem Gate ausgeschlossen
wurden, da sie in den spateren Gates nicht mehr von den vitalen Tumorzellen unter-
schieden werden konnten (Abb. 17A, linke Reihe). Um eine spezifische Zytotoxizitat
der NK-Zellen gegeniiber einem in Tumorzellpopulationen ungerichtet vorhandenen
Zelluntergang zu unterscheiden, sollten nur lebende Zellen und sich gerade in der
Apoptose befindende Zellen (Caspase-3*) gemessen werden. Nachdem die Gating Stra-
tegie dementsprechend angepasst wurde, konnten Spontanapoptose-Raten von <10%
gemessen werden (Abb. 17A, rechte Reihe oben). Duplets von Tumorzellen (mehrere
aneinander klebende Zellen) oder NK-Zellen, die noch an Tumorzellen gebunden sind
(,spitze Nase”, erkennbar in Abb. 17A, mittlere Reihe unten) wurden ebenfalls aus
dem Gate entfernt, da wir nur die Apoptose Rate von einzelnen, vitalen Tumorzellen

bestimmen wollten.
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3  Ergebnisse

Der Fokus dieser Arbeit besteht in der Analyse des Einflusses von IL-12 auf die Rezep-
toren DNAM-1 (CD226), CD96 und TIGIT auf NK-Zellen. DNAM-1 wird als Adhé&sions-
molekil auf T- und NK-Zellen exprimiert [21] und tragt zudem zur NK-Zell-vermittelten
Zytotoxizitdt gegen eine Reihe von menschlichen Tumoren wie z.B. Ewing-Sarkome
oder Melanomen bei [11, 22]. TIGIT und CD96 sind als Gegenspieler zu DNAM-1 be-
schrieben worden, indem sie um die gleichen Liganden (CD112/CD155) konkurrieren
[14].

Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits zeigen, dass IL-12 in CD8" T-Zellen eine TCR/HLA-
unabhangige Aktivierung und gesteigerte Zytotoxizitat der Zellen bewirkt, welche tber
DNAM-1 gesteuert wird [20].

Wir stellten uns die Frage, ob IL-12 bei NK-Zellen ebenfalls die Zytotoxizitat steigert
und inwieweit IL-12 das Gleichgewicht von DNAM-1, CD96 und TIGIT beeinflusst.

Daher untersuchten wir zunachst die Auswirkungen von IL-12 auf ausgewdahlte Rezep-
toren der NK-Zellen. Wir wahlten 2 Zeitpunkte zur Stimulation aus (direkt nach der
Aufreinigung und nach 7-tagiger Zellkultur mit IL-2/IL-15) und verglichen die Effekte.
Wir untersuchten ebenfalls unterschiedlich lange Inkubationszeiten mit IL-12 und ihre
Auswirkungen auf die Rezeptorexpression und Zytotoxizitdt der NK-Zellen. Anschlie-
Rend untersuchten wir, ob es Unterschiede bei der Stimulation in den in der Literatur
beschriebenen Subpopulationen von NK-Zellen [2] gibt. AbschlieBend untersuchten wir
die Expression der Liganden von DNAM-1, CD96 und TIGIT auf den Tumorzellen (spate-
re target cells), bevor wir die Funktionalitdt von stimulierten vs. nicht-stimulierten NK-

Zellen im Caspase Assay Uberpriften.
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3.1 Stimulation von NK-Zellen mit IL-12 fiir 48h

Initial stimulierten wir NK-Zellen, indem wir sie fiir 48h mit IL-2/IL-15 + 10ng/ml IL-12
inkubierten. IL-12 ist ein proinflammatorisches Zytokin, welches u.a. in der Aktivierung
von T- und NK-Zellen eine wichtige Rolle spielt [17]. IL-2 und IL-15 sind ebenfalls Zyto-
kine, welche fiir die Aktivierung von NK-Zellen benétigt werden [23]. Neben den oben
erwahnten Rezeptoren DNAM-1, CD96 und TIGIT untersuchten wir dabei noch eine
Reihe weiterer, charakteristischer Rezeptoren von NK-Zellen wie CD62L, NKG2D
(CD314) und CD161. Als Marker fiir die Kennzeichnung der NK-Zell-Population dienten
uns CD56, CD3 und CD16 [2]. Zur Veranschaulichung des Versuchsaufbaus dient der
Zeitstrahl in Abb. 3.

do d2

| I I 48h Kultur IL2/IL15 +/- IL-12 I —
Aufreinigung  Isolierung Messung

PBMC aus NK-Zellen FACS

Spenderblut

Abb. 3: Zeitlicher Ablauf der Experimente

Fiir eine genauere Beschreibung siehe Material u. Methoden Punkte 2.2.2.5-2.2.3.

In den ersten Versuchen zeigte sich bereits, dass IL-12 zu einer Steigerung der
Expression von DNAM-1 auf den NK-Zellen fihrt (s. Abb. 4). Wahrend IL-12 bei TIGIT
und CD96 anscheinend keinen oder einen negativen Einfluss auf die Expression zeigt,
ist bei CD 161 wiederum ein stark positiver Effekt zu erkennen. Um unsere Ergebnisse
zu Uberprifen, wiederholten wir die Experimente und nahmen weitere Rezeptoren zur

Untersuchung auf (s. Abb. 5 u. 6).
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IL-2 IL-15

DNAM-1 || /

TIGIT '\ \

cD9% | | / \

CD 161 IL-2 | |iL-2+iL-12
—
MedFI

Abb. 4: IL-12 beeinflusst die Expression von mehreren NK-Rezeptoren

Dargestellt sind die Originalhistogramme (ermittelt durch das Flowjo-Programm) einzel-
ner Versuche. Farbenlegende: rot: IL-2 bzw. IL-15, blau: IL-2 + [L-12 bzw. IL-15 + IL-12;
unterste Zeile: rot: IL-2, orange: IL-15, blau: IL-2 + IL-12, griin: IL-15 + IL-12
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Als MaR fur die Expression wurde der Median der Fluoreszenzintensitat (MedFl) aus
den einzelnen Histogrammen ermittelt. In Abb. 5 sind zunachst die einzelnen Mess-
werte dargestellt. Es ist erkennbar, dass es vereinzelt Experimente mit sehr hohen
MedFl Werten gab. Die Veranderungen in der Expression der einzelnen Rezeptoren
durch die Inkubation mit IL-12 sind dadurch aber nicht beeinflusst. Die Tendenzen sind
in allen Experimenten dhnlich. Da unsere Fragestellung auf den Einfluss von IL-12 auf
die Rezeptorenexpression abzielt, haben wir uns entschieden, unsere Messwerte im
Folgenden auf die Kontrollgruppen IL-2 bzw. IL-15 zu normalisieren (diese = 1 zu set-
zen), um den Effekt von IL-12 zu veranschaulichen (s. Legende Abb. 6). Die niedrigeren
p-Werte in Abb. 6 (vgl. DNAM-1 in Abb. 5 u. Abb. 6) sind durch die Normalisierung auf
die Kontrollgruppe zu erklaren, da hierdurch die unterschiedlich hohen MedFI-Werte

angeglichen werden und die Standardabweichung abnimmt.
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Abb. 5: Stimulation von NK-Zellen mit IL-12 fiir 48h. Darstellung der einzelnen Mess

punkte

Ergebnisse zusammengefasst von > 6 Experimenten. * p < 0,05; ns = nicht signifikant.
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3.1.1 IL-12 steigert die Expression von DNAM-1 auf NK-Zellen
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Nach der Aufreinigung von NK-Zellen aus PBMC wurden diese zu 5x10°-1x10° Zellen/well in 4
Wells aufgeteilt und fiir 48h mit IL-2 (501U/ml) oder IL-15 (5ng/ml) + IL-12 (10ng/ml) inkubiert. Die
Kontrollgruppen wurden mit IL-2 bzw. IL-15 behandelt. Als MaR fiir die Expression wurde der Me-
dian der Fluoreszenzintensitat (MedFl) ermittelt. Zur Veranschaulichung der Expressionsdanderung
haben wir die Ergebnisse auf die Kontrollgruppen normalisiert, daher gibt es keine SD bei diesen

Balken! (Wert=1, jeweils 1. Und 3. Balken, s. 2.2.1.2 Auswertung). Ergebnisse zusammengefasst

von 2 6 Experimenten. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; ns = nicht signifikant
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Nach Stimulation mit IL-12 fiir 48h zeigte sich eine statistisch signifikante Mehrexpres-
sion von DNAM-1 um das 1,5-fache (jeweils bezogen auf die unbehandelte Kontroll-
gruppe IL-2/IL-15; Ergebnisse zusammengefasst aus 8 Experimenten, p < 0,01). Der
Effekt war gleich stark ausgepragt bei den IL-2 und IL-15 Gruppen. Auch die Expression
von CD96 steigt unter IL-12 an, allerdings ist der Anstieg nur in der IL-2 Gruppe signifi-
kant (Ergebnisse aus 8 Experimenten, p < 0,05) und insgesamt schwacher als bei
DNAM-1. TIGIT dagegen weist keine Verdanderung in der IL-2 Gruppe auf, in der IL-15
Gruppe bewirkt die Zugabe von IL-12 eine Herabregulation des Rezeptors (Ergebnisse

aus 7 Experimenten, p < 0,05).

Der Rezeptor CD62L, ein Adhisionsrezeptor, welcher NK- und T-Zellen den Ubertritt in
sekundare lymphatische Organe durch hochendotheliale Venolen ermdglicht, eine so-
genannte Leukodiapedese, ist als Marker fiir eine spezifische Subpopulation von
CD56%™ NK-Zellen beschrieben worden [24]. Die Stimulation mit IL-12 bewirkt hierbei
eine Steigerung der Expression um mehr als das 2-fache in der IL-2 Gruppe (p < 0,05).

In der IL-15 Gruppe bleibt der Anstieg der Expression knapp unter dem 2-fachen.

Der Rezeptor NKG2D (CD314) gehort zu der Familie der C-Typ lectin-dhnlichen Rezep-
toren und ist als aktivierender Rezeptor auf allen NK-Zellen exprimiert. Er erkennt ver-
anderte Eigenproteine (,self-proteins”), die auf der Oberflache von gestressten, malig-
ne veranderten oder infektiosen Zellen zu finden sind [25]. Er spielt bei der Detektion

und Elimination dieser Zellen eine wichtige Rolle.

Wir konnten keinen statistisch signifikanten Einfluss von IL-12 auf die Expression von
CD314 feststellen. Allerdings gibt es in der IL-15 Gruppe eine abfallende Tendenz der

Expressionsrate unter IL-12.

CD161, ein Rezeptor auf NK-Zellen, der ebenfalls zur C-Typ lectin-dhnlichen Rezep-
torfamilie gehort, wirkt inhibierend auf die Zytotoxizitatsrate und IFN-y Produktion von
NK-Zellen [26, 27]. Interessanterweise bewirkte die Stimulation mit IL-12 den gréBten
gemessen Einfluss auf die Expressionsrate. Diese stieg um das bis zu 3-fache an (p <

0,05 bzw p < 0,01).

Wir konnten ebenfalls feststellen, dass die NK-Zellmarker CD56 und CD16 in ihrer Ex-
pression durch IL-12 signifikant beeinflusst wurden. Die Expression von CD56 nahm
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dabei zu, wahrend die Expression von CD16 abnahm. Diesen Einfluss von IL-12 unter-
suchten wir naher bei der Analyse der durch CD56 und CD16 charakterisierten NK-
Subpopulationen (s. 3.3). NK-Zellen kénnen durch CD56, die 140-kDa Isoform des neu-
ralen Zelladhdsionsmolekiil (NCAM)[28], und durch die Abwesenheit des T-Zell-
Markers CD3 charakterisiert werden. CD16 wird in unterschiedlichem MaRe auf NK-
Zellen exprimiert. Es bindet an die Fc-Region von Immunglobulinen, welche an der
Oberflache der Zielzelle (i.e. Tumorzelle) gebunden sind. Daraufhin kommt es zur Akti-
vierung der NK-Zelle und zum Zelluntergang der Zielzelle. Dieser Vorgang wird als anti-

body-dependent cellular cytotoxicity (ADCC) beschrieben.

Abb. 7: IL-12 beeinflusst die Expression von CD 56 und
CD 16

Gezeigt ist ein beispielhafter Contour-Plot aus zwei tberlager-
ten Populationen. Inkubation fir 48h. Rot = IL-2 (501U/ml),
Blau = IL-2 + IL-12 (10ng/ml). Der blaue Plot ist nach oben

verschoben. Die Pfeile zeigen die zunehmende Expression des

——— _ jeweiligen Markers auf der x- bzw. y-Achse an.
CD 16
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3.1.2 Expressionssteigerung von DNAM-1 in Abhangigkeit der

Inkubationszeiten mit IL-12

Als nachstes untersuchten wir die Expression der Rezeptoren DNAM-1, CD96 und TIGIT
in Abhangigkeit von der Inkubationszeit mit IL-12. Daflr wahlten wir zwei Inkubations-
zeiten (18h und 48h) und verglichen die Expressionsraten miteinander. Es gibt Hinwei-
se darauf, dass die Aktivierung von NK-Zellen mittels IL-12 von der Lange der Inkubati-

onszeit abhangt [23]. Die Ergebnisse und der Versuchsaufbau sind in Abb. 8 dargestellt.

Die Expressionsmuster nach 48h Inkubation mit IL-12 sind vereinbar mit den schon
zuvor beobachteten Ergebnissen (Zunahme von DNAM-1 und CD96 bei Abnahme von
TIGIT; s. 3.1.1). Auffallend ist, dass es nach 18h Inkubation mit IL-12 noch nicht zu dem
erwarteten Anstieg von DNAM-1 kommt. Bei CD96 und TIGIT werden die Unterschiede

nach 48h ebenfalls deutlicher erkennbar.

Die Veranderung in der Rezeptorexpression durch IL-12 scheinen demnach ein erst
spater einsetzender Effekt zu sein. Die Auswirkungen auf die Zytotoxizitat der NK-

Zellen werden in den Ergebnissen des Caspase-Assays naher erlautert.
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Abb. 8: A. Zeitlicher Ablauf der Experimente. B. Expression der Rezeptoren DNAM-1,
CD-96 und TIGIT auf NK-Zellen im Vergleich von 18h vs. 48h Stimulationszeit mit IL-12

Gezeigt sind nur die relativen Veranderungen des MedFI der Interventionsgruppe (IL-2 bzw. IL-
15 + IL-12) zur Kontrollgruppe (IL2 bzw IL15 ohne IL-12) jeweils nach 18h bzw 48h Inkubation

mit IL-12. Daten aus 2 Versuchen.
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3.2 Stimulation von 7-Tagen Kkultivierten NK-Zellen mit IL-12 fiir
48h

Um herauszufinden, ob eine langere Aktivierungszeit in vitro mit IL-2/IL-15 etwas an
dem Einfluss von IL-12 auf die Rezeptoren verandert, wurden die NK-Zellen nach der
Aufreinigung flr sieben Tage mit IL2/IL-15 inkubiert. Die Zytokine wurden dabei alle 2-

3 Tage erneuert. Anschliefend wurden die Zellen wieder fiir 48h £ IL-12 inkubiert.

o[0] d7 d9
7 Tage Kultur IL2/IL15 48h Kultur IL2/IL15 +/- IL-12
Aufreinigung Isolierung Messung
PBMC aus  NK-Zellen FACS
Spenderblut

Abb. 9: Zeitlicher Ablauf der Experimente
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Abb. 10: Stimulation von 7 Tage alten NK-Zellen

Experimenteller Aufbau: Am Tag 0 wurden die NK-Zellen aus PBMC aufgereinigt und mit II-2
(501U/ml) oder IL-15 (5ng/ml) inkubiert. Am Tag 3 und 5 wurde das Medium mit frischen Zytokinen
gewechselt. Am Tag 7 erfolgte erneuter Mediumwechsel und die Zugabe von IL-12 (10ng/ml). Am
Tag 9 Farbung und Messung am FACS. Als Kontrollen dienten die IL-2 bzw. IL-15 Gruppe. Ergebnisse

zusammengefasst von 4 Experimenten. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; ns = nicht signifikant
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3.2.1 IL-12 bewirkt eine Herabregulation von CD96

Die Expression von DNAM-1 liel§ sich bei den fiir 1 Woche vorkultivierten NK-Zellen

nach 48h Inkubation mit IL-12 ebenfalls um das 1,5-fache steigern (s. Abb. 10).
Die Expression von TIGIT blieb dagegen fast unverandert.

Interessanterweise sank dagegen im Unterschied zu den nur kurz in Kultur gehaltenen
(48h) NK-Zellen die Expression von CD96 bei den fiir 1 Woche vorkultivierten NK-Zellen
um ca. 30% (IL-2 Gruppe) bzw. 40% (IL-15 Gruppe) des Ausgangswertes (p<0,001).

CD62L und CD161 zeigten beide eine stark gesteigerte Expression auf das Gber 4- bzw.
3-fache des Kontrollwertes. Im Vergleich dazu lag die gesteigerte Expressionsrate nach
48h IL-12 ohne Vorkultivierung bei CD62L beim 2,5-fachen. Die Expression von CD161
stieg in den beiden Versuchen (mit und ohne Vorkultivierung der NK-Zellen) um mehr

als das 3-fache an.

Die Tendenz, welche wir schon nach 48h bei CD314 in der Gruppe IL-15 + IL-12 erken-
nen konnten, ist nach 7 Tagen Vorkultivierung noch ausgepragter, sodass ein signifi-
kanter Abfall von CD314 um die Halfte gegeniiber des Kontrollwertes zu verzeichnen

ist (p <0,01).

SchlieBlich war der Einfluss von IL-12 auf CD56 und CD16 nur in der IL-2 Gruppe signifi-
kant. Hier deckten sich die Ergebnisse mit dem ersten Versuch, bei dem die Expression

von CD56 hoch und die von CD16 herunterreguliert wurden.

29
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3.3 NK Subpopulationen: CD564m CD16* und CD56"right CD16-

In der Literatur sind mehrere Subpopulationen von NK-Zellen beschrieben [2]. Die
grofite Gruppe bildet mit ca. 90% von im peripheren Blut befindlichen NK-Zellen die
CD56%™CD16" Population. Darauf folgt mit ca. 10% die Gruppe der CD56"€" cD16%™"
Population (s. Abb. 11). Die gréRere CD56°™ CD16" Population besitzt eine héhere Zy-
totoxizitit als die CD56"™8" CD16%™" Population, bildet dafiir allerdings weniger IFN-y
als die CD56"™" cD16“™ Population [2]. Des Weiteren unterscheiden sich die Popula-
tionen hinsichtlich ihrer Lokalisation im Koérper. Wahrend die CD56%™ CD16* NK-Zellen
im peripheren Blut zirkulieren, sind CD56"" cD16%™" NK-Zellen eher im parafollikuli-
ren Gewebe von sekundaren lymphatischen Organen (Lymphknoten, Tonsillen) zu fin-

bright

den [3]. Obwohl es vermehrt Hinweise in der Literatur gibt, dass die CD56 Popula-

dim

tion eine Vorstufe in der Entwicklung zur ,reifen” CD56 " Population sei [4], ist es
ebenfalls moglich, dass beide Populationen getrennt voneinander unterschiedliche

Aufgaben in der Aktivierung des Immunsystems ibernehmen [2, 5].

CD56"" CD16-
\\ CD56°" CD16+

CD 56

 ——
CD 16

Abb. 11: NK-Zell-Subpopulationen

Anhand von CD56 und CD16 kann man die zwei grofSten Subpopulationen der NK-Zellen veran-

schaulichen.

Unsere Ergebnisse weisen darauf hin, dass unter dem Einfluss von IL-12 die Gruppe der

CD56°8"CD16%™" Zellen zunimmt, wihrend die Zahl der CD56%™CD16" Zellen ab-
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nimmt (Zunahme der Expression von CD56 und Abnahme von CD16, s. 3.1.1). Es stellte
sich uns die Frage, ob es sich dabei tatsichlich um einen Ubergang von der
CD56%MCD16" Population zur CD56°"€"CD16%™" Population handelt oder ob sich die
CD56°"" cD16%™" Population in den 48h stirker vermehrt hat. AuRerdem wollten wir

wissen, ob die Subpopulationen unterschiedlich auf IL-12 reagieren.

Um diese Vermutung zu lberprifen, wurden im spateren Verlauf die einzelnen Sub-
populationen aufgereinigt und die Versuche in den Subpopulationen analog zu den

vorherigen Versuchen in der Gesamtpopulation wiederholt.

3.3.1 Stimulation von CD564mCD16* Zellen mit IL-12 fiir 48h

d0 d2
. ! ! ! 48h Kultur IL2/IL15 +/- IL-12 ! —
I L 1 I
Aufreinigung Isolierung |SO|IerdLi:1ng ) Messung
PBMC aus  NK-Zellen CDS567"CD16 FACS
Spenderblut bzw. CD56""CD16

Abb. 12: Zeitlicher Ablauf der Experimente

Wie schon in den Versuchen zuvor steigt die Expression von DNAM-1 auch in der
CD56™ Subpopulation nach Stimulation mit IL-12 um das 1,5fache. Die Tendenz zur
gesteigerten Expression von CD96 in Abb. 6 wird nach der Aufreinigung deutlicher
sichtbar und statistisch signifikant (p < 0,05 bzw. 0,01). TIGIT zeigt dagegen eine leichte
Steigerung in der IL-2 Gruppe, wahrend es in der IL-15 Gruppe zu einer Reduktion um

fast die Halfte kommt (s. Abb. 13 obere Reihe).

CD161 steigt durch die Stimulation wiederum stark um das 4fache an, wahrend CD314
abnimmt. Bei CD62L kann man lediglich eine steigende Tendenz ablesen, die aber nicht
signifikant ist (s. Abb. 13 mittlere Reihe). Zusatzlich haben wir drei Rezeptoren der NCR
Familie untersucht: NKp30, NKp36 und NKp44. Es handelt sich dabei um fiir NK-Zellen
spezifische Rezeptoren, welche wie CD314 (NK2GD) und DNAM-1 die NK-Zelle aktivie-

ren und ihre Zytotoxizitat steigern. Wahrend wir bei NKp30 und NKp44 die Tendenz zu
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einer gesteigerten Expression (nicht signifikant) beobachten konnten, blieb NKp36 un-

beeinflusst durch die Zugabe von IL-12 (s. Abb. 13 untere Reihe).

Hingegen konnten wir die Beobachtung, dass IL-12 zu einer Zunahme von CD56 und

einer Abnahme von CD16 fiihrt, in der CD56%™ Subpopulation bestatigen (s. Abb. 13
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Abb. 13: Stimulation von CD56*™ CD16" Zellen mit IL-12

Die NK-Subpopulation CD56°™ CD16" wurde in 2 Schritten aus PBMC gewonnen und fur 48h
mit IL-2 (501U/ml) oder IL-15 (5ng/ml) + IL-12 (10ng/ml) inkubiert. Ergebnisse von 3 Experimen-
ten. * p<0,05; ** p<0,01; *** p < 0,001; ns = nicht signifikant.

mittlere und untere Reihe rechts). Da wir die CD56"""

NK-Population vor dem Versuch
herausselektiert haben (s. 2.2.2.7), kénnen wir annehmen, dass sich die Rezeptorver-

teilung teilweise von CD56“™CD16" zu CD56""™CD16 NK-Zellen verschoben hat.
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3.3.2 Stimulation von CD56bright CD16- Zellen mit IL-12 fiir 48h

"8 D16 Population erwies sich als we-

Die Aufreinigung und Kultivierung der CD56
sentlich schwieriger, da die Population kleiner ist als CD56%™CD16* (s. Diskussion).
Nach sieben Tagen Kultur haben nicht genligend Zellen fiir die Versuche (berlebt, da-

her fuhrten wir nur die Versuche tber 48h durch.

Wahrend DNAM-1 offenbar in beiden Subpopulationen den gleichen Anstieg (1,5fach)
aufweist, konnten wir interessante Unterschiede bei den Rezeptoren TIGIT und CD96
ausmachen: TIGIT weist im Unterschied zur CD56%™ Population in der CD56° "™ Popu-
lation eine steigende Tendenz auf, wahrend CD96 hier wiederum im Gegensatz dazu

abfallt (s. Abb. 14 obere Reihe).

CD161 zeigt einen kleineren, aber immer noch deutlichen Anstieg. CD314 zeigt keine
wesentlichen Unterschiede. CD62L steigt nur in der IL-15 Gruppe an (s. Abb. 14 mittle-

re Reihe).

Von den drei Zytotoxizitatsrezeptoren blieben NKp30 und NKp44 fast unverandert,
allerdings fallt NKp36 in der IL-15 Gruppe extrem ab (s. Abb. 14 untere Reihe).

CD56 (steigt) und CD16 (fillt) zeigen den gleichen Trend wie in der CD56%™ Population
allerdings nicht in dem Male ausgepragt, wahrscheinlich da die Population bereits

CD56"€" cD16%™" ist (s. Abb. 14 mittlere und untere Reihe rechts).
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Abb. 14: Stimulation von CD56"€" CD16 Zellen mit IL-12

Die NK-Subpopulation CD56°"®™ CD16™ wurde in 2 Schritten aus PBMC gewonnen und fir 48h
mit IL-2 (501U/ml) oder IL-15 (5ng/ml) % IL-12 (10ng/ml) inkubiert. Ergebnisse von 2 Experimen-

ten.

Zusammenfassend zeigt sich eine sehr konstante Hochregulation von DNAM-1 unter IL-
12, welche auch in den Subpopulationen gleichermaBen zu finden ist. Unterschiede
sind vor allem bei den Gegenspielern CD96 und TIGIT zu finden. CD96 steigt in der
CD56%™ Population, fillt aber in der CD56°"" Population, wihrend sich TIGIT in der IL-

15 Gruppe gegensatzlich verhalt.
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3.4 Regulation von CD 112/CD 155 auf ES- und Melanom-
Zelllinien durch IFN-y und IL-1«x

DNAM-1 und TIGIT teilen sich die Liganden CD 112 und CD 155, wahrend CD96 nur den
Liganden CD 155 mit DNAM-1 teilt [18]. Allerdings besitzen DNAM-1, TIGIT und CD96
unterschiedliche Affinitaten fiir die Liganden: TIGIT besitzt die hochste Affinitat zu
CD155 (1-3nM), darauf folgt CD96 (37,6nM) und DNAM-1 (114-119nM) [13]. Fir
CD112 ist die Affinitat von TIGIT und DNAM-1 jeweils als gering angegeben [13]. Als
Vorbereitung zu dem anschlieBenden funktionellen Caspase-Assay wollten wir nun
untersuchen, ob es uns gelingt, eine Hochregulation der Liganden auf den spater zu
untersuchenden Tumorzelllinien zu bewirken. Da DNAM-1 aufgrund seiner niedrigeren
Affinitdt von einer erhdhten Expression der Liganden profitieren musste, kénnte

dadurch eventuell die Zytotoxizitat der NK-Zellen im Caspase Assay gesteigert werden.

Die untersuchten ES-/Melanom-Tumorzelllinien besitzen eine unterschiedlich hohe

Expression von CD112 bzw. CD155 (s. Anhang, Tabelle 6).

Dies wurde berticksichtigt bei der Auswahl geeigneter Zelllinien fir den funktionellen
Assay (s. 3.5). Da nicht alle Zelllinien vergleichbar gut in Kultur gewachsen sind, konn-

ten nicht alle Zellreihen getestet werden.

CD112 und CD155 werden durch zellularen Stress hochreguliert [29]. Simulatoren fir
zelluldaren Stress sind in unserem Experiment die proinflammatorischen Zytokine IFN-y
und IL-1a. In Kombination mit IL-1a flhrt IFN-y zu einer Hochregulation von CD155 auf
humanen, vaskuldren Endothelzellen (HUVEC) [29]. Zudem wird IFN-y in groBem MaRe

bright

von NK-Zellen, insbesondere von der CD56 Population, produziert.

3.4.1 IFN- vy steigert die Expression von CD112 und CD155 auf SK-ES-1

Zellen

Bei SK-ES-1 stellten wir eine nachweislich gesteigerte Expression von CD112 und CD155
durch IFN-y fest. Sie ist unabhangig von der Zugabe von IL-1a. SK-ES-1 besitzt von den

Zellreihen eine mittelgradige Expression von CD112/CD155.
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Die Untersuchung mehrerer anderer Zellreihen (FM55, T6217; RD-ES, SK-NM-C, TC71)
ergab keine Veranderung der Expressionsraten von CD112 und CD155 durch IFN-y % IL-

la (mind. 2 Experimente; Ergdnzende Abbildungen 1-5 im Anhang).
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Abb. 15: IFN- y steigert die Expression von CD112 und CD155 auf SK-ES-1 Zellen
Es wurden 200.000 Zellen/well ausgesdht und mit IFN-y (100ng/ml) % IL1-a (10ng/ml) fir 48h
bei 37°C inkubiert. Als Kontrollen dienten unbehandelte SK-ES-1 Zellen und Isotype (PE) Kon-

trollen. Ergebnisse von 4 Experimenten. * p < 0,05; *** p < 0,001; **** p < 0,0001.

Escalante et al. (2011) setzten in ihren Versuchen an HUVEC zuséatzliche proinflamma-
torische Zytokine wie IL-6 (50ng/ml) und TNF-a (100ng/ml) ein [29]. Daher fihrten wir
ebenfalls einen Versuch mit SK-ES-1 Zellen durch, in dem wir die Auswirkung der 4 Zy-
tokine alleine und in verschiedenen Kombinationen (IFN-y + IlI-1a; IFN- y + TNF-a; IFN-
vy + ll-1a + IL-6; IFN-y + II-1a + TNF-o; IFN- y + II-1a + IL-6 + TNF-a) auf die Expression

von CD155 gemessen haben.

Dabei zeigte sich, dass es vor allem unter Zugabe von IFN-y zu einer Steigerung der
Expression von CD155 (p < 0,0001) kommt. Die anderen Zytokine konnten weder allei-
ne noch in Kombination mit IFN-y eine zusatzliche Steigerung der Expression von

CD155 bewirken (Erganzende Abb. 6 im Anhang).

36



3 Ergebnisse

Zusammengefasst konnten wir nur in einer der untersuchten Tumorzelllinien (SK-ES-1
Zellen) eine Steigerung der Expression von CD112 und CD155 nachweisen. Die Steige-
rung der Expression wurde vor allem durch IFN-y bewirkt, wahrend die anderen Zyto-
kine alleine oder in Kombination mit IFN-y keine Auswirkungen auf die Expression hat-

ten.

3.5 Funktioneller Caspase Assay

Wir konnten nachweisen, dass IL-12 verschiedene Rezeptoren der NK-Zellen unter-
schiedlich beeinflusst. DNAM-1 wurde dabei konsequent um das 1,5fache hochregu-
liert. DNAM-1 ist als NK-Zell-aktivierender Rezeptor (Zytotoxizitat steigernd) bekannt
und unsere Arbeitsgruppe konnte vor kurzem zeigen, dass IL-12 via DNAM-1 bei T-
Zellen einen Apoptose-induzierenden Signalweg aktiviert, welcher unabhangig vom T-
Zell-Rezeptor agiert (HLA-unabhéangig) [20]. Daher wollten wir klaren, ob die Verande-

rung im Rezeptor-Phanotyp auch Auswirkungen auf die Zytotoxizitat der NK-Zellen hat.

Daflir wurden die NK-Zellen zunachst durch Interleukin Behandlung mit IL-12 aktiviert
(s. Kapitel 2.2.3) und nach 48h mit Ewing-Sarkom-Zellen (ES-Zellen) bzw. Melanom-
Zellen zusammengebracht (fiir eine genauere Beschreibung s. Kapitel 2.2.5). Nach 4h
Inkubation wurde der Anteil der Caspase-3 positiven Tumorzellen am FACS gemessen.
NK-Zellen kénnen bei zu eliminierenden Zellen Uber die Induktion des Caspase-
Komplexes die Apoptose dieser Zellen einleiten. Caspase-3 positive Zellen sind also
Zellen, die sich am Anfang der Apoptose befinden. Der Anteil Caspase-3 positiver Zel-
len an der Gesamtpopulation der Tumorzellen dient dabei als indirekter Marker fiir die
Zytotoxizitat der NK-Zellen. Um den Einfluss von DNAM-1/CD96 auf die Zytotoxizitat zu
untersuchen, wurden ein Teil der NK-Zellen zuvor fiir 1h mit blockierendem Antikorper
behandelt. AuBerdem wurden von den NK-Zellen des jeweiligen Assays das Expressi-
onsmuster der Rezeptoren DNAM-1, TIGIT und CD96 untersucht, um die funktionellen
Auswirkungen mit denen auf Rezeptorexpressionsebene zu vergleichen. Zudem woll-
ten wir den Einfluss von unterschiedlich langen Inkubationszeiten der NK-Zellen mit IL-

12 (18h vs. 48h) untersuchen, da es in der Literatur Hinweise dazu gibt, dass eine kiir-
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zere Inkubation von IL-12 (18h) die NK-Zellen effektiver aktiviert als eine lange Stimula-

tion [23].
do d2
| 48h Kultur [L2/IL15 +/- [L-12 1h 4h ! >
| |
Aufreinigung Behandlung NK-Z. Inkubation NK-Z.  Messung
PBMC u. Isolierung mit DNAM1/CD96-AK mit Tumorzellen FACS
NK-Zellen

Abb. 16: Zeitlicher Ablauf der Experimente

Es wurden mehrere Zellreihen unter Berlicksichtigung von Tab.1 getestet (RD-ES, SK-
ES-1, TC71, T6217 und FM55). Aufgrund guten Wachstums in Kultur und niedriger
Spontan-Apoptose Raten entschieden wir uns fir die Zelllinien SK-ES-1 (Ewing-Sarkom-

Zellen), FM55 (Melanom-Zellen) und TC71 (Ewing-Sarkom-Zellen).

Die Expression der Liganden von DNAM-1, TIGIT und CD96 (CD112 und CD155) ist bei
TC71 hoher als bei SK-ES-1 und FM55 (Ausnahme CD155 von FM55). Das Ausmal der
Expression der Liganden kann die Zytotoxizitat der NK-Zellen beeinflussen, wobei be-
riicksichtigt werden sollte, dass auf NK-Zellen viele verschiedene Rezeptoren zur Akti-

vierung bzw. Zytotoxizitat der Zellen beitragen.

38



3 Ergebnisse

3.5.1 Analyse der Zytotoxizitit der NK-Zellen
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3 Ergebnisse

Abb. 17: IL-12 verstadrkt nicht die Zytotoxizitdt von NK-Zellen

A. Representative Gating Strategie. Obere Reihe: Nur SK-ES-1 Zellen zur spontanen Apoptose-
Rate Bestimmung. Untere Reihe: SK-ES-1 und NK-Zellen (fiir 48h mit IL-2 behandelt). Unter-
scheidung der Populationen anhand der Marker CD45 und CD56. Indirekter Messparameter

fur die Zytotoxizitit der NK-Zellen ist der prozentuelle Anteil von Caspase-3* Tumorzellen.

B. SK-ES-1. Obere Reihe: Bestimmung der Caspase-3" SK-ES-1 Zellen. Die NK-Zellen wurden
vor dem Caspase Assay in 3 Gruppen geteilt und mit blockierendem Antikérper gegen DNAM-
1 (10ug/ml) bzw. CD96 (10ug/ml) fur 1h bei 37° inkubiert (3 Experimente). Mittlere Reihe:
Abbildung der Zytotoxizitdtswerte der 3 NK-Zell-Gruppen (nur Mittelwerte angezeigt); Untere
Reihe: Vergleich von 18h vs. 48h Stimulationszeit der NK-Zellen mit IL-12 (10ng/ml) (2 Versu-

che). Alle Ergebnisse bis auf eines waren nicht statistisch signifkant = p > 0,05. * p < 0,05.

C. TC-71. Experimente wurden analog zu (B) durchgefiihrt (3 Experimente). Alle Ergebnisse

waren statistisch nicht signifkant = p > 0,05.

Die aussagekraftigsten Ergebnisse des Assays wurden mit SK-ES-1 Zellen erzielt. Hierbei
zeigten sich gleich mehrere Ergebnisse. Jene NK-Zellen, die mit IL-15 behandelt wur-
den, waren zytotoxischer als diejenigen Zellen, welche mit IL-2 behandelt wurden. Au-
Rerdem stellten wir fest, dass, obwohl IL-12 DNAM-1 hochreguliert, es die Zytotoxizitat
der NK-Zellen nicht steigert. Im Gegenteil zeigen unsere Ergebnisse eher eine Abnah-

me der Zytotoxizitdt unter IL-12 (Abb. 17B, obere Reihe).

Des Weiteren konnten wir zeigen, dass die Inhibition von DNAM-1 mittels Antikorper
die Zytotoxizitats-Rate auf die Halfte reduziert (Abb. 17B, mittlere Reihe). Diese Ergeb-
nisse verdeutlichen die wichtige Rolle von DNAM-1 fiir eine funktionierende lytische

Funktion der NK-Zellen. IL-12 scheint diese Rolle aber nicht zu beeinflussen.

Die Inhibition von CD96 hat dagegen einen sehr viel geringeren Einfluss auf die Aktivi-
tat der NK-Zellen. Hier zeigen sich die Werte nur knapp unter denen von nicht behan-
delten NK-Zellen (Abb. 17B, obere und mittlere Reihe). Bei Zugabe von IL-12 bewirkt

die Inhibition von CD96 einen etwas groReren Abfall der Caspase-3" - Raten.
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Bei den Versuchen mit TC71 Zellen blieb die Aktivitdt der NK-Zellen unter dem Einfluss
von IL-12 entweder gleich oder nahm leicht ab (Abb. 17C, obere Reihe). Inhibition von
DNAM-1 bewirkte hierbei eine Reduktion der Zytotoxizitdit um max. 30% (Abb. 17C,

untere Reihe). Bei Inhibition von CD96 wurde die Zytotoxizitat um max. 15% gesenkt.

Als letztes wurde der Einfluss unterschiedlich langer Inkubationszeiten von IL-12 mit
NK-Zellen untersucht, um zu bestimmen, ob diese einen Einfluss auf die Zytotoxizitat
hat. Dabei fielen unterschiedliche Ergebnisse auf: Wahrend in der IL-2 Population die
Zytotoxizitat mit langerer IL-12 Inkubation tendenziell leicht abnahm, nahm sie in der
IL-15 Population mit der Zeit zu (Abb. 17B, untere Reihe). Die Unterschiede sind aller-
dings relativ klein (Mittelwert: 43% zu 38% bzw. 42,5% zu 49,5%) und liegen auBerdem
unterhalb der Kontrollwerte von alleiniger Inkubation mit IL-2 bzw. IL-15. Wir konnten
daher die Aussage von Wang et al. (2000) nicht bestatigen, dass eine kirzere Inkubati-
on mit IL-12 die Aktivitat der NK-Zellen steigert [23]. Zudem zeigen unsere Beobach-
tungen auf Rezeptorexpressionsebene (Abb. 8), dass nach 18h noch keine Verdnde-

rungen in der DNAM-1/TIGIT/CD96 - Achse sichtbar sind.

Die Experimente mit FM55-Zellen zeigten einen Anstieg der Caspase-3" Rate (um ca.
das 6-fache auf 20%), welcher allerdings in einem 2. Experiment nicht bestatigt werden
konnte. Zugabe von IL-12 hatte keinen nennenswerten Einfluss auf die gemessene Zy-
totoxizitat. Die Caspase-3* Werte nach Induktion mit NK-Zellen waren insgesamt deut-

lich niedriger als bei SK-ES-1 oder TC71 (s. Erganzende Abb. 7 im Anhang).
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4  Diskussion

4.1 IL-12 zeigt grof3e Auswirkungen auf die Rezeptor-
expressionen an der NK-Zelloberflache

IL-12 ist bekannt als aktivierendes Signal fiir T-Zellen und NK-Zellen. Unsere Arbeits-
gruppe fand bei T-Zellen einen IL-12 vermittelten Signalweg, welcher gesteuert liber
den DNAM-1 Rezeptor ist und unabhangig vom TCR/HLA-System zur gesteigerten Tu-
morabwehr fiihrt [20]. DNAM-1 gehort wie CD96 und TIGIT zu einer Rezeptor Familie,
welche mit Nektin und Nektin-ahnlichen Molekiilen interagieren [21]. Es gibt immer
mehr Belege dafiir, dass diese Familie eine wichtige Rolle in der lytischen Funktion von

NK-Zellen gegeniber virus-infizierten Zellen und Tumorzellen einnimmt [14, 21].

Die Zugabe von IL-12 hat die Rezeptorauspragung auf den NK-Zellen merklich veran-
dert. Man hatte vermuten kénnen, dass IL-12 als aktivierendes Signal die Gruppe der
aktivierenden Rezeptoren hoch- und die der inhibierenden Rezeptoren runterreguliert.

Allerdings zeigen unsere Ergebnisse ein komplexeres Bild.

Die Expression von DNAM-1 steigt zwar in den verschiedenen Versuchen konstant an,
allerdings wurde auch meist einer der Gegenspieler CD96 und TIGIT, die um den glei-
chen Liganden CD155 konkurrieren, hochreguliert. Dieses Phdanomen wurde deutlicher,
als wir die Versuche in den Subpopulationen wiederholten (Abb. 13 und 14). Nach lan-
gerer Kultur mit IL-2/15 fallt CD96 jedoch ab, ohne dass TIGIT kompensatorisch hoch-
reguliert wird (Abb. 10). DNAM-1 erhalt dadurch einen Vorteil im Wettstreit um den
gemeinsamen Liganden CD155 und das Gleichgewicht wird sich vermehrt in Richtung

Aktivierung verlagern.

Wir konnten demnach feststellen, dass die Inkubation frisch isolierter NK-Zellen mit IL-
12 in Kombination mit IL-2 oder IL-15 fir 48h nicht reichte, um das Gleichgewicht der
drei Rezeptoren auf die eine oder andere Seite zu verlagern. Kombiniert man dagegen
eine langere Aktivierung der NK-Zellen in vitro mit einer kurzzeitigen Inkubation mit IL-

12, bewirkt dies die Verlagerung hin zur Achse von DNAM-1.
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Wenn wir uns den Einfluss von IL-12 auf die Expressionsrate, gemessen an der MedFl
anschauen, wird deutlich, dass die grofite Steigerung in der Expression nicht bei
DNAM-1 lag, sondern bei den Rezeptoren CD161 und CD62L. CD161 dient zur Erken-
nung korpereigener Zellen und zur Selbsttoleranz, indem es ein inhibierendes Signal an
die NK-Zelle weitergibt [27]. Es bietet dabei einen zusatzlichen Mechanismus zur
Selbsttoleranz zu dem der MHC-spezifischen Killer-cell immunoglobulin-like receptors
(KIR) Familie. Unsere Ergebnisse weisen darauf hin, dass IL-12 auf NK-Zellen sowohl

die Expression von inhibierenden wie auch von aktivierenden Rezeptoren steigert.

CD62L, welches den NK-Zellen den Ubertritt aus dem Blut {iber hochendotheliale

Venolen ermoéglicht, reagiert mit einer ahnlich starken Hochregulation auf IL-12.

Die Hochregulation von CD161 und CD62L koénnte ein Reifungsschritt von NK-Zellen
unter IL-12 Einfluss sein, da reife, im peripheren Blut zirkulierende NK-Zellen sowohl in
der Lage sein mussen, eigene Zellen zu erkennen, als auch die Moglichkeit aus dem
Blut ins Gewebe Uberzutreten. Juelke et al. (2010) zeigten zudem, dass CD62L eine
polyfunktionale Subpopulation von CD56%™ NK-Zellen beschreibt, welche eine inter-
mediire Rolle zwischen CD56"™ und CD56%™ NK-Zellen einnimmt, da sie die Funkti-
onen beider Subpopulationen kombiniert: CD62L" CD56%™ Zellen produzieren nach
Stimulation IFN-y und besitzen zudem eine hohe Zytotoxizitdt [24]. Da CD62L aber in
beiden Subpopulationen vorhanden ist (Abb. 13 und 14) und bei beiden tendenziell

durch die Behandlung mit IL-12 ansteigt, ist es kein ausschlieBlicher Marker fir die von

Juelke beschriebene Subpopulation.

Diese Arbeit hat zudem gezeigt, dass mit grolRer Wahrscheinlichkeit die Vermehrung
von CD56°8™ NK-Zellen nach 48h IL-12 Inkubation durch eine Umwandlung von
CD56%™ NK-Zellen zu ebendiesen geschieht und nicht durch eine reine Proliferation
schon vorhandener CD56""™ NK-Zellen. In der Literatur wird diese CD56""€" Populati-
on als vermeintlich ,unreif beschrieben, da lhnen durch die Abwesenheit von CD16
auch die Fahigkeit zur Antikérper abhangigen zelluldren Zytotoxizitdt (ADCC) fehlt [2].
Es gibt aber ebenfalls Hinweise dafiir, dass es sich bei den NK Subpopulationen CD56%™

und CD56""™ um 2 enddifferenzierte Zellgruppen mit unterschiedlichem Aufgabenfeld

handelt [30].

43



4 Diskussion

Die oben beschriebenen Veranderungen in den Rezeptoren CD161, CD62L, CD56 und

CD16 unter IL-12 Einfluss sind vor uns auch schon von Matthew J. Loza et al. (2004)

bright

beobachtet worden [30]. Sie stellen die These auf, dass CD56 Zellen keine unreife

Vorlaufer Population, sondern eine eigenstandige, enddifferenzierte Population aus

dem groRen Pool der CD56" NK-Zellen darstellt, welche kurz zuvor mit IL-12 aktiviert

bright

wurde. Als Begriindung flhren sie unter anderem an, dass die CD56 Population alle

dim

Rezeptoren der CD56 " Population mit gleichem oder hoheren Level exprimieren mit

Ausnahme von CD16. Alle von uns beobachteten Rezeptoren waren ebenfalls auf bei-

den Subpopulationen vorhanden (s. 3.3.2).

In welchem Verhaltnis die beiden Subpopulation miteinander stehen, ist nicht endgiil-
tig geklart. Neuere in vivo und in vitro Experimente unterstiitzen die These, dass

CD56"™8™ NK-Zellen nicht nur eine funktionell eindeutig abgrenzbare Population von

dim

NK-Zellen darstellt, sondern auch als direkte Vorlaufer von CD56""" NK-Zellen fungie-

ren [31]. Wir konnten hier zeigen, dass IL-12 in vitro CD56 hoch und CD16 herunterre-
guliert, welches fiir eine Differenzierung von CD56%™CD16" zu CD56""8™CD16™ NK-

Zellen spricht.

4.2 IFN-y steigert die Expression der Liganden fiir DNAM-1 auf
SK-ES-1-Zellen

Bevor wir die Funktion der NK-Zellen im Caspase Assay untersuchten, haben wir uns
die Veranderung der Auspragung der Liganden fir DNAM-1 bei simuliertem Zellstress
auf den zu untersuchenden Tumorzellen angesehen. Bei einer der untersuchten Tu-
morzelllinien (SK-ES-1) konnten wir dabei feststellen, dass IFN-y die Expression von den
Liganden fir DNAM-1 zu steigern vermag. Eine gesteigerte Expression kdnnte die Bin-
dung fiir DNAM-1 erleichtern und damit auch die Zytotoxizitdt der NK-Populationen
steigern. IFN-y ist eines der wichtigsten Zytokine, welches von der CD56°&" NK-
Population sezerniert wird. An dieser Stelle kdnnte man einen Link zwischen den bei-

bright

den NK Subpopulationen vermuten: Die CD56 Zellen helfen den wesentlich zytoto-

xischeren CD56%™ Zellen bei ihrer Aufgabe Tumorzellen zu vernichten, indem sie ihnen
das Andocken an ebendiesen Zellen durch Sekretion von IFN-y erleichtern.
Allerdings werden die Liganden CD112 und CD155 wie bereits erwdhnt auch von den

hemmenden Rezeptoren CD96 und TIGIT gebunden. Die Interaktionen von

44



4 Diskussion

CD112/CD155 mit ihren Liganden sind damit ein hochkomplexes Regelsystem. Zudem
ist es wichtig zu verstehen, wie die Verteilung der Rezeptoren DNAM-1, TIGIT und
CD96 auf NK-Zellen im Allgemeinen ist und wovon sie abhangt. Es gibt Hinweise da-
rauf, dass die Verteilung vom Aktivierungszustand der NK-Zelle abhangt. Wahrend
DNAM-1 auf NK-Zellen im ,steady state” in geringen Mengen standig exprimiert ist,
werden TIGIT und CD96 — eventuell aufgrund ihrer héheren Affinitdt zum gemeinsa-
men Liganden CD155 - erst bei Interaktion mit ruhenden Antigen-prasentierenden Zel-
len hochreguliert [32]. Zellularer Stress reguliert wiederum den Liganden CD155 hoch,

was zu einer verstarkten Aktivierung mittels DNAM-1 fuhrt [32].

4.3 1IL-12 steigert nicht die Zytotoxizitit von NK-Zellen
gegeniiber SK-ES-1 und TC-71 Tumorzelllinien

Wir konnten im Caspase-Assay nachweisen, dass die funktionierende Einleitung einer
Zelllyse (veranschaulicht durch die Anzahl Caspase-3" Tumorzellen) durch NK-Zellen
zum groRen Teil von DNAM-1 abhing. Die Blockierung von DNAM-1 mittels Antikdrper
flhrte zu einer starken Verminderung der Zytotoxizitat (Abb. 17B, mittlere Reihe), wel-

che auch durch Zugabe von IL-12 nicht wieder hergestellt werden konnte.

Die Blockade von CD96 in den NK-Zellen flihrte weder zu einer gesteigerten Tumorzell-
lyse noch zu einem relevanten Zytotoxizitatsverlust der NK-Zellen. Uber die Funktion
von CD96 ist noch nicht so viel bekannt wie Gber die Funktion von TIGIT und DNAM-1.
Es gibt sowohl Hinweise dafiir, dass CD96 eine kostimulierende Aktivitat besitzt [13],
als auch dass es inhibierend wirkt, indem es um den gleichen Liganden mit DNAM-1
konkurriert und eine inhibierende intrazellulare Domane enthalt (ITIM) [14]. Chan et
al. (2014) konnten nachweisen, dass die NK-Zellen von cD96™ Mausen, wesentlich
aktiver waren und dadurch starker auf Antigene reagierten und resistenter gegen eini-
ge Tumore waren [14]. Daher kdnnte man annehmen, dass eine Blockierung von CD96
zu einer Steigerung der Zytotoxizitat in unserem Versuch fiihren sollte. Diese Annahme
konnten wir allerdings nicht bestatigen. Eine mogliche Erklarung ware, dass die Blo-
ckade von CD96 durch ein anderes inhibierendes Signal (z.B. TIGIT) kompensiert wird.

TIGIT konkurriert schlielich mit CD96 und DNAM-1 um den gleichen Liganden CD155.
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Fallt CD96 aus, sind mehr Bindungsstellen fiir DNAM-1 und TIGIT frei und TIGIT besitzt
zudem von den dreien die hochste Affinitat zu CD155. Leider stand uns ein blockieren-
der Antikorper gegen TIGIT nicht zur Verfligung, sodass wir die Auswirkungen einer

Blockade von TIGIT nicht Gberprifen konnten.

Wie ist es allerdings zu erklaren, dass wir durch IL-12 wenig bis keine Unterschiede in

der zytotoxischen Aktivitat der NK-Zellen feststellen konnten?

Die beobachtete Hochregulation von DNAM-1 unter IL-12 flhrte im Caspase-Assay
nicht zur erwarteten gesteigerten Zytotoxizitat. In unseren Ergebnissen blieb die Zyto-
toxizitat gleich oder sank sogar. Auer DNAM-1 wurde keiner der anderen untersuch-
ten, zytotoxizitats-steigernden Rezeptoren (CD314, NCR) durch IL-12 positiv beein-
flusst. In der CD56dim—PopuIation ist sogar ein signifikanter Abfall der Expression von
CD314 zu sehen (Abb. 13). IL-12 stimuliert hingegen wie zuvor bereits erwdhnt (s. 4.1)
auch die Expression von inhibierend wirkenden Rezeptoren wie z.B. CD161. Zudem
wird das Verhaltnis der NK-Subpopulationen durch IL-12 zugunsten der weniger zyto-
toxischen CD56°""CD16" Population verschoben. Es ist daher naheliegend anzuneh-
men, dass die durch IL-12 hochregulierten aktivierenden und inhibierenden Signale
sich in ihrer Wirkung gegenseitig aufheben und es daher im Caspase-Assay nicht zu

einer sichtbar gesteigerten Zelllyse kommt.

Es ist zusatzlich wichtig zu erwdhnen, dass offenbar auch die Kombination der Zytokine
einen Einfluss auf die Wirkung von IL-12 hat. So konnten Wang et al. (2000) zeigen,
dass die — in unseren Versuchen gewahlte - kombinierte Gabe von IL-2 + IL-12 hinsicht-
lich der Zytotoxizitat der NK-Zellen nicht zu einem synergistischen Effekt fiihren, son-
dern sich anscheinend antagonisieren [23]. Dies erscheint zunachst widerspriichlich, da
IL-2 alleine die Sensitivitdat der NK-Zellen fiir IL-12 durch die Hochregulation von IL-12-
Rezeptoren und STAT4, einem wichtigen Protein in der Signaltransduktion von IL-12,
steigert. Bei zeitgleicher Inkubation von IL-2 + IL-12 zeigt sich dagegen im Vergleich zu
einer alleinigen Inkubation mit IL-2 eine reduzierte Expression von IL-12-Rezeptoren
und STAT-Proteinen. AuBerdem zeigt sich eine geringere zytotoxische Aktivitdt bei den
NK-Zellen, die im Medium mit IL-2 + IL-12 inkubiert wurden. Wurden die Zellen aller-

dings mit IL-2 vorbehandelt, welches darauf ausgewaschen wurde, und darauffolgend
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fir kurze Zeit mit IL-12 stimuliert, bewirkte diese Kombination eine zusatzliche Steige-

rung der zytotoxischen Aktivitat [23].

Da wir in unseren Versuchen IL-2 bzw. IL-15 nicht ausgewaschen haben, bevor wir die
Zellen mit IL-12 stimulierten, kdnnte hier der Grund fiir die von uns nicht beobachtete
gesteigerte zytotoxische Aktivitat durch IL-12 liegen. Um diese Annahme zu Uberpri-
fen, misste eine erneute Versuchsreihe im Caspase-Assay anhand des Zytokin-

Schemas von Wang et al. durchgefiihrt werden.

Letztlich ist die Aktivierung der NK-Population, welche eine heterogene Gruppe beste-
hend aus mehreren Subpopulationen ist, ein Zusammenspiel mehrerer Signale von
aktivierenden und inhibierenden Rezeptoren. Unsere Ergebnisse weisen darauf hin,
dass IL-12 die Balance zwischen Aktivierung und Inhibierung weder eindeutig in die

eine noch in die andere Richtung verschiebt.

4.4 Problem-Management in der Zellkultur und beim FACS

Es soll ebenfalls Teil dieser Arbeit sein, die Probleme, auf die wir wahrend der Arbeit in
der Zellkultur und bei den Messungen am FACS gestol3en sind, zu erértern und nach

Losungsansatzen zu suchen.

4.4.1 Aufreinigung und Kultivierung

Fir die Versuche wurden die NK-Zellen mittels magnetischen Beads aus der grof3en
Population von PBMCs aufgereinigt und es waren am Tag der Aufreinigung keine CD3"
Zellen im Durchfluss mehr nachweisbar. Nach 48h/7 Tagen waren allerdings wieder ca.
10% CD3" zu finden (Abb. 18). Es gibt mehrere mogliche Erklarungen dafiir, wieso wir

diese Zellen am Tag der Aufreinigung nicht gesehen haben:

Méglicherweise waren die CD3" Zellen am Anfang noch durch die CD3-Beads maskiert
und wurden erst anfarbbar, als die Beads sich nach einiger Zeit von den Zellen gelost
haben. Allerdings wiirde das auch bedeuten, dass die Magnetsaulen nicht alle Beads
binden konnten, was wiederum durch eine zu hohe Beladung der Sdulen geschehen

kann.

Als weitere mogliche Erklarung kommt die rasche Proliferation kontaminierender T-

Zellen unter IL-2 Inkubation in Frage.
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Abb. 18: Aufreinigung von NK-Zellen vor dem Caspase-Assay

Die NK-Zellen wurden nach dem in 2.2.3 beschriebenen Schema aus PBMCs aufgereinigt und
fiir 48h mit Zytokinen inkubiert (dargestellt IL-2). Bei der Messung des Phanotyps (parallel zum
Caspase Assay) sind wieder mehr CD3+- Zellen im FACS zu erkennen. Anmerkung: es wurden
unterschiedliche Fluorochrome fiir CD-3 benutzt (obere und mittlere Reihe: Pacific blue; Unte-
re Reihe: APC e Fluor780)!

Bei der relativ kleinen CD56”"™CD16™ NK Subpopulation waren die Ergebnisse der Auf-
reinigung im FACS zunachst ebenfalls nicht eindeutig. So entstand der Eindruck, dass
die Aufreinigung nicht ganzlich funktioniert habe, da wir nach der Aufreinigung Zellen
mit héherer und niedriger Fluoreszenz von CD16 beobachten konnten (Abb. 2C, untere
Reihe, rechter Dot Plot). Vergleicht man allerdings die Aufreinigungen mit denen der
CD56%™CD16" NK Subpopulation (Abb. 2B und C, senkrechte Linie durch die Dot Plots

der rechten Reihe), erkennt man, dass selbst die Zellen mit héherer Fluoreszenz von
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CD16, als CD16%™ zu werten sind, da sie nicht in dem Bereich der wirklich CD16-
positiven Zellen liegen (Abb. 2B, untere Reihe, rechter Dot Plot). Ein weiteres Problem

stellte die Kultivierung der NK Subpopulationen (iber einen Zeitraum von mehreren

bright

Tagen dar. Die geringe Menge der aufgereinigten CD56 Subpopulation tberlebten

keine 7 Tage in Zellkultur trotz Stimulation mittels IL-2/IL-15. Daher mussten wir die
Versuche mit diesen Zellen entsprechend anpassen. Loza et al. (2004), die den gleichen
Effekt beschrieben, fanden als mogliche Erkldrung der kurzen Uberlebenszeit isolierter
CD56°" e NK-Subpopulationen heraus, dass die verschiedenen Subpopulationen an-
scheinend den Kontakt miteinander bendétigen, um zu lberleben, wenn sie in vitro mit

IL-12 kultiviert werden [30].

4.5 Ausblick

4.5.1 NK-Zellen in der Inmuntherapie

Seit einiger Zeit wird neben der konventionellen Radio- und Chemotherapie das Poten-
tial von Immuntherapien in der Onkologie erforscht mit der Zielvorstellung eine mog-
lichst effektive, aber gleichzeitig nebenwirkungsarme Therapie zu finden. Wahrend es
mit der Verstarkung von humoraler und T-Zell-vermittelter Immunitat gegeniiber ver-
schiedenen Tumoren durch Checkpoint-Inhibitoren wie CTLA4- oder PD1-Inhibitoren
bereits erste praxisreife Optionen der Immuntherapie gibt, sind die Moglichkeiten von
NK-Zellen zur therapeutischen Nutzung noch weitgehend unbekannt. Dabei besitzen
NK-Zellen den Vorteil einer Antigen-unabhangigen Immunitat gegeniber maligne ent-

arteten Zellen.

Es laufen daher mehrere klinische NK-Zell-Studien mit unterschiedlichen Ansatzen [33].
Dabei wird u.a. die Wirksamkeit der ex vivo Kultivierung, gefolgt von der Proliferation
und Stimulation von - in der Regel allogenen - NK-Zellen mittels Zytokinen (IL-2, IL-12,
IL-15) untersucht [34]. Die Auswahl bzw. Modulation der Zytokine (v.a. IL-2) ist hierbei
malgebend fir eine erfolgreiche Stimulation der NK-Zellen ohne dabei gleichzeitig
Immunmodulatorische Zellen wie regulatorische T-Zellen mit zu stimulieren, welche
einen inhibitorischen Einfluss auf die NK-Zell-Aktivitat haben [35].
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Ein anderer Ansatz verfolgt die Verstarkung der Aktivitat von NK-Zellen in vivo mittels
immunmodulatorischer Medikamente (Lenalidomide) [36, 37]. Zudem wird auch der
Nutzen von Checkpoint-Inhibitoren (PD1-mAk, KIR-mAk) untersucht. Die in vitro Stu-
dien deuten darauf hin, dass PD1-Checkpoint-Inhibitoren die Tumor-Reaktivitat von
NK-Zellen deutlich steigern kénnen [38]. KIR-mAK zeigen zusammen mit Lenalidomiden

eine Verstarkung der tumorgerichteten NK-Zell-Antwort [39].

Weitere Studien zielen auf die Sensibilisierung von Tumorzellen mittels Proteasom-

Inhibitoren (Bortezomib) gegeniiber dem Todesrezeptor TRAIL auf NK-Zellen ab [40].

Die Ergebnisse der praklinischen Studien weisen darauf hin, dass eine moglichst effek-
tive Therapie am wahrscheinlichsten mittels einer Kombination der einzelnen Strate-
gien gelingen konnte. So kdnnte beispielsweise die Antikdrperabhangige zelluldre Zyto-
toxizitat (ADCC) von NK-Zellen enorm gesteigert werden durch die Kombination von
mAK gegen Checkpoint-Inhibitoren oder inhibierende Rezeptoren (KIR, TIGIT) mit der
Applikation von IL-12 und IL-2, wodurch die NK-Zellen expandieren und CD16 hochre-
guliert wird [41].

Vielversprechend sind auch die Ansatze analog zu der bereits erprobten CAR (Chimeric
antigen receptor) T-Zell-Therapie eine CAR-NK-Zell-Therapie zu entwickeln [42, 43].
CAR-NK-Zellen weisen hier einige Vorteile gegeniliber CAR-T-Zellen auf. So haben NK-
Zellen im Gegensatz zu CAR-T-Zellen neben dem CAR-abhdngigen Tétungsmechanis-
mus noch weitere Moglichkeiten Tumorzellen zu eliminieren, welche auch dann noch
greifen, wenn die Tumorzellen ihre CAR-Antigene im Sinne einer Immunevasion unter-
dricken [44]. Zudem ist aufgrund des unterschiedlichen Zytokinrepertoirs von NK-
Zellen ein Zytokin-release-Syndrom durch proinflammatorische Zytokine - wie bei T-
Zell-Therapien zu beobachten - weniger wahrscheinlich [44]. Des Weiteren besitzen
CAR-NK-Zellen eine kiirzere Lebensdauer als CAR-T-Zellen, was hinsichtlich des Ne-

benwirkungspotentials nach abgeschlossenem Anti-Tumor-Effekt von Vorteil ist [45].

4.5.2 Modulation der DNAM-1/TIGIT/CD96 - Achse

Ein weiteres wichtiges Werkzeug zur Beeinflussung von NK-Zellen und anderen Im-
munzellen ist die gezielte Modulation von inhibierenden und aktivierenden Rezeptoren
mittels monoklonaler Antikérper (mAK), welche wir fir DNAM-1 und CD96 in unseren

Versuchen ebenfalls verwendet haben.

Die Inhibition von CD96 hatte zwar keine positive Auswirkung auf die zytotoxische Ak-

tivitat der NK-Zellen gegenlber den getesteten Tumorzelllinien, jedoch konnte in Stu-
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dien gezeigt werden, dass die Inhibition von CD96 mittels mAK das Wachstum von ex-
perimentellen Metastasen hemmt [46]. Zudem haben auch Chan et al. (2014) gezeigt,
dass die Inhibition von CD96 die Aktivitdt der NK-Zellen steigert [14]. Neben CD96 stellt
TIGIT, welches neben der Suppression von NK-Zellen und T-Effektorzellen auch in Ver-
bindung steht mit einer erhéhten Suppression durch T.e-Zellen, einen wichtigen An-
griffspunkt fiir Therapien mit mAK dar [47]. In Kombination mit der Inhibition von im-
munologischen Checkpoint-Rezeptoren wie CTLA-4 und PD-1 kann die Wirkung hin-

sichtlich der Einschrankung des Tumorwachstums noch verstarkt werden [46, 47].

Neben der Entwicklung von mAK, die auf die direkte Inhibition von CD96 und TIGIT
abzielen, ist die Beeinflussung der Bindung zum gleichen Liganden CD155 ebenfalls ein
moglicher Ansatzpunkt. Die Stabilisierung der Bindung von DNAM-1 an CD155 kdnnte
die Aktivitat der NK-Zellen enorm steigern, da DNAM-1 die geringste Affinitat zum Re-
zeptor hat [15].

Die Ergebnisse der Studien verdeutlichen, dass die Modulation der DNAM-
1/TIGIT/CD96 — Achse einen vielversprechenden Ansatzpunkt zur Entwicklung neuer

Therapien darstellt.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von IL-12 auf die Rezeptoren DNAM-1, TIGIT und
CD96 bei NK-Zellen naher zu untersuchen. Wir konnten nachweisen, dass IL-12 den
Rezeptor DNAM-1 hochreguliert. CD96 wurde nach 48-stiindiger Inkubation mit IL-12
bei frisch isolierten NK-Zellen zunachst ebenfalls hochreguliert, nach langerer in vitro
Kultur mit IL-2/1L-15 und anschlieRender Intervention mit IL-12 fur 48h fiel CD96 aller-
dings wieder unter das Ausgangsniveau ab. Zudem wurde nachgewiesen, dass eine
bestimmte Inkubationszeit mit IL-12 (> 18h) fir die beobachteten Verdanderungen
notwendig war. Die héchste Steigerung der Expression durch IL-12 konnte an den Re-

zeptoren CD62L (Adhasion) und CD161 (Inhibition) beobachtet werden.

Die Ergebnisse wiesen im Weiteren darauf hin, dass IL-12 einen Einfluss auf das Ver-
haltnis der NK-Subpopulationen besitzt, indem es durch Hochregulation von CD56 und
Herabregulation von CD16 zu einer Umwandlung von CD56°™CD16" NK-Zellen zu
CD56°"€"CD16™ NK-Zellen beitrug. Die Subpopulationen reagierten zudem unterschied-
lich auf IL-12. Wahrend bei beiden Populationen DNAM-1 hochreguliert wurde, stieg
die Expression von CD96 in der CD56%™ Population, fiel aber in der CD56°"€™ Populati-

on. Die Expression von TIGIT verhielt sich in der IL-15 Gruppe gegensatzlich dazu.

IFN-y konnte die Expression der Liganden fir DNAM-1, TIGIT und CD96 auf einer der
untersuchten Tumorzelllinien (SK-ES-1) steigern. Die funktionellen Auswirkungen die-
ser Beobachtung konnten an dieser Stelle nicht Gberpriift werden, stellen aber einen

interessanten Anknipfungspunkt fiir weitere Experimente dar.

Die Zytotoxizitdat von NK-Zellen konnte nicht durch IL-12 gesteigert werden. Indessen
konnten wir feststellen, dass DNAM-1 fir die Aufrechterhaltung der zytotoxischen
Funktion essentiell war und eine Blockierung von DNAM-1 zu einer drastischen Verrin-
gerung derselben gefiihrt hat. Dagegen konnten die NK-Zellen ihre Funktion nach der
Blockierung von CD96 weitestgehend aufrechterhalten, es kam allerdings auch nicht zu

einer gesteigerten Lyse von Tumorzellen.
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Die Ergebnisse verdeutlichten, dass IL-12 zwar die Expression von DNAM-1 auf NK-
Zellen zu steigern vermochte, dies allerdings nicht zu einer gesteigerten Zytotoxizitat

der NK-Zellen gegeniiber den getesteten drei Tumorzelllinien gefihrt hat.
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Tabelle 6: Expression von CD112 und CD 155

CD112 CD155
Zelllinie Herkunft MFI X-fold overisotype MFI  X-fold over isotype
SK-ES-1 Ewing-Sarkom 81 19.5 66 17.8
SK-N-MC Ewing-Sarkom 82 17.4 76 16.1
RD-ES Ewing-Sarkom 209 54.6 163 42.6
TC71 Ewing-Sarkom 110 25.5 200 46
FM55 Melanom 32 5.6 248 43.5
T6217 Melanom 370 27 822 60
J
PE—A..C;:12PE7A b b b b FPE-A: CI;[:SS FPE-A N b
arpTe Mamme EGIETH ample Name Median,
FM55 CDA12 IFN-Y + IL1 alphafcs ST Fm&5 CO155IFN-V ~ L1 alpha.fos — 227
FItS3 CD (12 Y s 5.8 M85 ODT58 o Criokinedcs oe
85 25 Ho Cvickine s 50 FU55 loo No Culukine oo 130

Erganzende Abb. 1: Expression von CD112 und CD155 nach Stimulation mit IFN-y % IL-
1la auf FM55 Tumorzellen

Gezeigt ist ein beispielhaftes Ergebnis. Die Versuche wurden wie in Abb. 15 beschrieben durch-

gefuhrt.
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0 ] T 0 |2 -.,....|3 T .4
10° 10° 10 10 10 10
PE-A:CD 112 PE-A PE-A: D 155 PE-A
Sample Marme [Median, Sample Mame [Wedian,
PE-A PE-A
RO-ES CO112 IFM-Y + IL1 alphafts 14.7 RO-ES CD155 IFN-Y +IL1 alphafcs 14.0
RO-ES CO 112 IFN-Y fos 133 RD-ES CD155 IFM-Yfes 144
RO-ES CD112 no Cytakinefis 14.8 RO-ES CD155 no Cytokine.fos 143
RO-ES Is0 Mo Cyiokinefis 101 RO-ES Iso Mo Cytokine fos 1.0
RO-ES Unstained.fos 1.01 RO-ES Unstained.fos 1.01

Ergianzende Abb. 2: Expression von CD112 und CD155 nach Stimulation mit IFN-y % IL-
1a auf RD-ES Tumorzellen

Gezeigt ist ein beispielhaftes Ergebnis. Die Versuche wurden wie in Abb. 15 beschrieben durch-
geflihrt.

= =
E =
= =
s} =3
1) o
T T T T T T T T T T
102 103 104 1[]2 1[13 1D‘1
PE-A:CD 112 PE-A PE-A:CD 1585 PE-A
Sample Mame Median ample Mame Median ,
PE-A PE-A
SKMMC CD112 IFM-Y + L1 alpha fos 9.99 SkMMC CD185 [FMH-Y + L1 alphafis 5,52
SkMMC CD 112 IFM-Y.fts 10,0 SKMNMC CD155 IFM-Y fos 5,70
SKMMC CD112 no Cvtokinefs 8.88 SKMNMC CD155 no Cytokinefos 4,97
SKMMC Iso Mo Cylokine fos 1.01 SKMMC Iso Mo Cytokine fos 1.01
SKMMC Unstained.fos 1.01 SKMNMC Unstained.fos 1.01

Erganzende Abb. 3: Expression von CD112 und CD155 nach Stimulation mit IFN-y * IL-1a
auf SK-NM-C Tumorzellen

Gezeigt ist ein beispielhaftes Ergebnis. Die Versuche wurden wie in Abb. 15 beschrieben durchge-
fahrt.
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PE-A: CD 112 PE-A
ample Marme Median , FE-

TE217 CDT12IFMN-Y + L1 alnhafes 2.99]
TE217 CD 112 IFM-Y.fes 311
TB217 CD112 no Cytokine fos 2.83
T2 7 Iso Mo Cyiokine fos 1.01

Count

T T T L
10n 10 102 10 10'4
PE-A: CD 1565 PE-A

ample Mame Median

.PE-&
TE217 CD1485 [FM-Y + IL1 alpha fos .63
TE217 CD188 [Fh-Y Aes 6,65
T6217 CD155 no Cytokine fes 5,84
T6217 Iso Mo Cytokine.fes 1.01

Erganzende Abb. 4: Expression von CD112 und CD155 nach Stimulation mit IFN-y * IL-1a

auf T6217 Tumorzellen

Gezeigt ist ein beispielhaftes Ergebnis. Die Versuche wurden wie in Abb. 15 beschrieben durchge-

fuhrt.

count

100 1[]1 102 103
PE-A:CD 112 PE-A

Sample Mame Mean,
PE-A
TC?1 CO112 IFM v +IL1 alpha.fos 45.1
TCT1 CO112 IFM Y.fos 46,7
TC71 CD 112 no Cytokines.fcs 48,3
TC?1 Is01fis 28,3

Count

10 10 103 104
PE-A: CD 155 PE-A

Sample Kame hlean  FPE-A
TCF1 CD 1858 IFMNY + L1 alphafos 701
TCTP1 CD 185 IFN Yics 69,1
TCF1 CD 155 no Cytokines fos 69.9)
TCT1 Iso1.fes 28.3]

Erganzende Abb. 5: Expression von CD112 und CD155 nach Stimulation mit IFN-y * IL-1a

auf TC71 Tumorzellen

Gezeigt ist ein beispielhaftes Ergebnis. Die Versuche wurden wie in Abb. 15 beschrieben durchge-

fuhrt.
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Ergdnzende Abb. 6: Expression von CD112 und CD155 auf SK-ES1 nach Stimulation mit
vier verschiedenen Zytokinen

Gezeigt ist ein beispielhaftes Ergebnis. Die Zytokine wurden in folgenden Mengen eingesetzt:
IFN-y (100ng/ml), IL1-a (10ng/ml), IL-6 (50ng/ml) und TNF-a (100ng/ml). Es wurden die folgen-
den Kombinationen getestet: Obere Reihe (von links nach rechts): TNF- a; IlI-1a; IL-6. Mittlere

Reihe: IFN- y; IFN- y + TNF-a; IFN- y + Il-1a. Untere Reihe: IFN-y + ll-1a + IL-6; IFN-y + TNF-o+ |l-
1a; IFN-y + lI-1a + IL-6 + TNF-a.
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Erganzende Abb. 7: Caspase-Assay von FM55 Tumorzellen

Die Gating Strategie erfolgte analog zu den anderen zwei getesteten Tumorzelllinien (s. Abb
11A). Gezeigt ist die Auswertung eines von zwei Experimenten mit FM55 Zellen. Der Anteil
spontan apoptotischer Zellen lag bei 3,57%. Nach Inkubation mit NK-Zellen stieg dieser Anteil
auf ca. 10% (genaue Zahlen siehe Abbildungen). Y-Achse: SSC; X-Achse: Caspase 3.
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