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Einleitung 7

1. EINLEITUNG

1.1 Das Neuroblastom

1.1.1 Was ist ein Neuroblastom?

Das Neuroblastom ist eine bésartige Erkrankung des sympathischen Nervensystems.
Der Primérsitz des Tumors ist dementsprechend dort zu finden, wo sympathisches
Nervengewebe vorkommt, also entlang der Wirbelséule, im Kopf- und Halsbereich, im
Nacken-, Brust-, Bauch- und Beckenraum. Am hdufigsten treten Tumoren in der
Nebenniere und im Bauchraum auf.

Betroffen vom Neuroblastom sind hauptséchlich Kinder, bei denen diese Art von Krebs-
erkrankung die dritthaufigste nach den Leukdmien und Hirntumoren ist. In Deutschland
erkranken jéhrlich etwa 140 Kinder am Neuroblastom, davon sind 90 % jinger als
sechs Jahre alt (Deutsches Kinderkrebsregister). Bei der Halfte der Patienten finden sich
bei Diagnosestellung bereits Metastasen, die bevorzugt in regionalen und entfernten
Lymphknoten, im Knochenmark, im Skelett, in der Leber und in der Haut auftreten.

90 % dieser Tumoren weisen eine neuroendokrine Aktivitat auf. Sie bilden Kate-
cholamine, deren Ausscheidungsmetaboliten Vanillinmandelséure und Homovanillin-
mandelsédure im Harn nachgewiesen werden kénnen. Auferdem kann es aufgrund
dieser Stoffe zu Symptomen wie Bluthochdruck, Gereiztheit, Schwitzen, Erréten und
Fieber kommen. Die Durchfihrung eines Friherkennungsprogramms, in dem Kinder
auf Ausscheidungsmetaboliten getestet wurden, wurde im Jahre 2001 in Deutschland
wieder beendet, da es dadurch zu keiner besseren Uberlebensprognose fur die Kinder
kam. Haufig gab es "Uberdiagnosen" und demzufolge eine Uberbehandlung der Kin-
der. Eine Mortalitdtssenkung konnte durch das Friherkennungsprogramm nicht
festgestellt werden (Schilling et al., 2002).

Ein weiteres haufiges Symptom ist der Gewichtsverlust. Andere Symptome finden sich
meist in Abhdngigkeit von der Lage des Tumors. So kann z.B. ein Tumor im Bauchraum

zu einem Bléhbauch, Schmerzen in diesem Bereich, Appetitlosigkeit und zu Problemen
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bei Verdauung und Wasserlassen fihren, wohingegen ein Tumor im Brustbereich haufi-
ger zu anhaltendem Husten, Schmerzen und Kurzatmigkeit fohrt. Insgesamt sind die
Symptome aber eher unspezifisch, wodurch die Diagnose erschwert wird. Neuroblastom
- typische Symptome, bei deren Vorliegen immer diese Art von Krebs ausgeschlossen
werden muss, sind eher selten, dazu gehdren die Querschnittssymptomatik, therapie-

resistenter Durchfall, das Horner-Syndrom und das Ataxie-Opsomyoklonus-Syndrom

(Tate et al., 2005).

1.1.2 Stadien des Neuroblastoms

Unterschieden werden verschiedene Stadien des Neuroblastoms. Als Stadium T wird ein
lokalisierter Tumor ohne befallene Lymphknoten bezeichnet, als Stadium 2 ein einseiti-
ger, auch ausgedehnter Tumor mit oder ohne befallene Lymphknoten derselben Seite.
Im Stadium 3 handelt es sich entweder um einen einseitigen Tumor mit Befall von
Lymphknoten der anderen Seite oder um einen Tumor, der sich auf beide Seiten des
Kérpers ausgedehnt hat. Im Stadium 4 sind auch entfernte Lymphknoten, Knochen,
Knochenmark Leber und / oder andere Organe von Tumorzellen befallen. Eine Sonder-
stellung kommt dem Stadium 4S zu, wobei es sich um einen lokalisierten Tumor han-
delt, der in Haut, Leber und / oder Knochenmark metastasiert ist. Dieses Stadium findet
man ausschlieBlich bei Séuglingen im ersten Lebensjahr. Es neigt héufig zur Spontan-
heilung. Die Ursache dafir ist noch nicht vollsténdig geklart. Genetische Ursachen

scheinen dabei aber eine Rolle zu spielen (Ambros et al., 1995).

1.1.3 Therapie und Heilungschancen beim Neuroblastom

Die Therapie beim Neuroblastom (aufler Stadium 4S) besteht primér in der operativen
Resektion des Tumors, meist in Kombination mit Chemotherapie und Bestrahlung. Im

Stadium 4 kommt auflerdem héufig die Knochenmarkstransplantation zum Einsatz

(Matthay et al., 1999).
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Insgesamt sind die Uberlebensraten stark abhéngig vom Alter des Kindes (Spix et al.,
2001) und vom Stadium, in dem das Neuroblastom entdeckt wird. So findet sich in den
Stadien 1 und 2 insgesamt eine 5-Jahres-Uberlebensrate von tber 90 %, wihrend
Kinder im Stadium 2 nur eine Uberlebensrate von 75 % und Kinder im Stadium 4 sogar
nur eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 20-30 % haben (Deutsches Kinderkrebsregister,
Uberlebenszeitanalysen). Aus diesem Grund werden immer wieder neue Therapieop-
tionen fir Kinder mit Neuroblastom gesucht. Die Immuntherapie gewinnt dabei zu-
nehmend an Bedeutung. Neuroblastomzellen exprimieren kein HLA und kénnen somit
nicht von zytotoxischen T-Zellen erkannt werden. Fir eine NK-Zell-Therapie bieten sich

beim Neuroblastom jedoch gute Voraussetzungen (Prigione et al., 2004).

1.2 Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen)

1.2.1 Herkunft und Morphologie
NK-Zellen gehéren mit den T- und B-Zellen zu den Lymphozyten. Sie machen bis zu 15

% der Blutlymphozyten aus. Morphologisch erscheinen NK-Zellen als grof3e granulierte
Lymphozyten, weshalb sie auch als LGL (Large granular lymphocyte) bezeichnet worden
sind (Timonen et al., 1981).

NK-Zellen unterscheiden sich von den T- und B- Lymphozyten unter anderem durch das
Fehlen des T-Zell-Rezeptors. T- Lymphozyten, die im Thymus aus ihren Vorstufen ent-
stehen, tragen den T-Zell-Rezeptor, mit dem sie Fremdantigene gebunden an HLA (Hu-
manes Leukozytenantigen) erkennen und dann entweder als zytotoxische T-Zelle diese
befallenen Zellen abtéten oder als T-Helferzelle B-Zellen und Makrophagen akfivieren
kénnen. B-Lymphozyten, die sich in der fetalen Leber und im reifen Knochenmark
differenzieren, tragen auf ihrer Oberflache Antikdrper (sog. Immunglobuline) vom Typ
IgD, mit denen sie freie Antigene binden kénnen und darauf mit einer Antikdrperpro-
duktion reagieren.

NK-Zellen, die sich wie die T-Zellen aus einer Thymozytenpopulation entwickeln, reifen

auBerhalb des Thymus. Sie zeichnen sich durch ihre Fahigkeit aus, Zielzellen, z.B. Tu-
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morzellen und auch virusinfizierte Zellen, ohne antigene Aktivierung lysieren zu kénnen,

weshalb sie auch zum nicht-adaptiven Immunsystem zahlen.

1.2.2 NK-Zellen und HLA
Es werden zwei verschiedene Gruppen von HLA unterschieden: die HLA-I- und die HLA-

ll-Antigene. HLA-I-Antigene werden von jeder kernhaltigen Zelle des Kérpers exprimiert.
NK-Zellen kénnen das HLA erkennen und darauf reagieren. 1990 wurde dazu die
"missing-self' Hypothese verdffentlicht (Ljunggren und Karre, 1990). Die "missing-self"
Hypothese besagt, dass NK-Zellen ,selbst“-HLA erkennen und bevorzugt Zellen téten,
die HLA nicht oder nur so abgeéndert exprimieren, dass sie nicht als "selbst" erkannt
werden kénnen. Dies ist sehr héaufig bei virusinfizierten Zellen und Tumorzellen der Fall.
Damit agieren NK-Zellen komplementér zu T-Lymphozyten, die fir die Erkennung einer
Zielzelle HLA-Molekile bendstigen.

Viele Studien belegen eine erhdhte Zytotoxizitat durch NK-Zellen, wenn die Zielzellen
wenig oder kein HLA-I tragen (Gidlund et al., 1981; Ljunggren und Karre, 1985;
Storkus et al., 1987). Allerdings gibt es auch viele Ergebnisse, die gegen diese Theorie
sprechen, wobei NK-Zellen unabhdngig von der HLA-Expression der Zielzelle zur Lyse
fohren (Chervenak und Wolcott, 1988; Leiden et al., 1989; Stam et al., 1989). Dies
macht das Vorhandensein weiterer Erkennungsmechanismen wahrscheinlich.

Die HLA-I-Komplexe werden in verschiedene Antigene eingeteilt. Es werden HLA-A, -B,
-C, -E und -G unterschieden. In der Interaktion mit NK-Zellen spielt insbesondere das
HLA-C eine Rolle (Colonna et al., 1993; Gumperz und Parham, 1995).

NK-Zellen unterscheiden zwei Gruppen der HLA-C-Antigene: eine Gruppe der NK-Zel-
len (Gruppe 1) erkennt HLA-C-Antigene der Gruppe 1 (HLA-Cw1,-Cw3,-Cw7,-Cw8),
die Serin an Position 77 und Asparagin an Position 80 in der Sequenz der schweren
Kette tragen, und die andere Gruppe (Gruppe 2) erkennt HLA-C-Molekile der Gruppe
2 (HLA-Cw2,-Cw4,-Cw5,-Cwé,-Cw15), die Asparagin an Position 77 und Lysin an
Position 80 haben (Biassoni et al., 1995). Erkannt werden die verschiedenen Gruppen

mit Hilfe der Killer Zell immunglobulindhnlichen Rezeptoren (KIR = killer cell immun-
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globulin-like receptors), insbesondere der p58 Familie (Winter und Long, 1997), wobei
der CD158a Rezeptor (KIR2DL1) an HLA-C-Antigenen der Gruppe 2 und der CD158b
Rezeptor (KIR2DL2 und KIR2DL3) an Antigenen der Gruppe 1 bindet. Dadurch ergibt
sich in vitro auch bei NK-Zellen eine Allospezifitét, wobei die Zahl der unterscheidbaren
Konstellationen aufgrund der oben genannten Méglichkeiten sehr Gberschaubar ist im

Gegensatz zur Allospezifitét bei T-Zellen. Folgende Tabelle soll dies verdeutlichen:

KIR
1/1 1/2 2/2
Zielzellen 11 i n n
der
Gruppe 1/2 - - -
2/2 + + -

Tab. 1.1: Allospezifitét von NK-Zellen

Das Erkennen von Ziel- und "selbst" - Zellen durch NK-Zellen ist abhdngig von ih-
rem KIR und von der HLA-C-Gruppe der Zielzelle, da die NK-Zelle mit ihrem KIR
die zwei verschiedenen HLA-C-Gruppen unterscheiden und somit binden kann.

- : Erkennung von ,selbst” -Zellen und damit theoretisch verstarkte Hemmung der
Lyse

+: erkennen von ,fremd” -HLA und somit theoretisch verminderte Hemmung oder

Stimulation der Lyse

1.2.3 Rezeptoren auf NK-Zellen

Auf NK-Zellen gibt es eine Reihe von verschiedenen Rezeptoren, die die NK-Zellen so-
wohl aktivieren als auch inhibieren kénnen. Die Expression der einzelnen Rezeptoren ist
unterschiedlich, so dass sich verschiedene Subpopulationen von NK-Zellen unter-

scheiden lassen.
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1.2.3.1 CD56

Ein Rezeptor, der von NK-Zellen exprimiert wird, ist das CD56 (Leu19). Dabei handelt
es sich um eine Isoform des Neuralen Adhdsionsmolekils (NCAM = neural cell
adhesion molecule) (Lanier et al., 1989), das auch auf vielen anderen Zellen neuro-
nalen Ursprungs vorkommt (Edelmann, 1986), z. B. auf Zellen des Gehirns, neuro-
muskuléren Verbindungen und auf dem Neuroblastom. Besonders am CD56 ist, dass
es homophil, d. h. mit sich selbst binden kann. Die Vermutung lag nahe, dass das
CD56 eine Rolle bei der NK-Zell-Aktivierung spielt. Hierzu gibt es verschiedene
Aussagen: es gibt Ergebnisse, die sowohl eine aktivierende als auch inhibierende
Wirkung durch homophile NCAM-Bindung ausschlieBen (Lanier et al., 1991), und
andere, die eine Abnahme der Zytotoxizitét von LAK- (lymphokine activated killer-)
Zellen beschreiben, wenn CD56 (Leu19) mit Antikérpern blockiert wird (Palucka et al.,
1992).

1.2.3.2CD16

Ein weiteres Oberflachenmolekil der NK-Zellen ist das CD16 Molekil (Fcy-Rezeptor
ll). Mit diesem Rezeptor kénnen NK-Zellen auch "antikérperaktiviert" Zellen lysieren.
Diese sogenannte antikérperabhéngige zelluldre Zytotoxizitgt (ADCC: antibody
dependent cell-mediated cytotoxicity) wird ausgelést, indem das CD16 Molekil
niedrigaffin am Fc-Teil des Immunglobulin G (IgG) einer opsonierten Zelle bindet und

dadurch die NK-Zelle aktiviert wird (Ojo und Wigzell, 1978).

1.2.3.3 KIRs

Die Familie der Killer Zell immunglobulinéhnlichen Rezeptoren umfasst Rezeptoren, die
meistens HLA Klasse-l Molekile binden und entweder NK-Zell Zytotoxizitdt hemmen, z.
B. p58 (Moretta et al., 1993) oder NKB1 (Litwin et al., 1994), oder NK-Zellen
aktivieren, z. B. p50 (Moretfta et al., 1995, Biassoni et al. 1996). Aullerdem gibt es
Rezeptoren, deren Liganden und Funktionen noch nicht geklart sind (Vilches et al.,

2000). Eine Ubersicht tber die KIRs soll Tabelle 1.2 geben.
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Rezeptor Ligand Funktion Struktur Ausprdgung
interindividuell
KIR2DL1-3* HLA-C Inhibition | Ig-ahnlich dichotom
CD 158a/b, p58
KIR2DS1-2* HLA-C | Aktivierung | Ig-dhnlich dichotom
KIR2DL4 HLA-G? 2
KIR2DS4 (p50.3) Aktivierung | Ig-ahnlich immer
KIR3DL1* HLA-Bw4 | Inhibition | Ig-ghnlich dichotom
(NKBT1) Motiv
KIR3DL2 HLA A; -B | Inhibition | Ig-ahnlich
NKG2-A /CD94 HLA-E Inhibition Lektin dichotom
NKG2 B,C HLA-E Aktivierung Lektin dichotom
/CD9%4
NKG2-D MICA/B | Aktivierung Lektin immer
2B4 (CD 244) CD 48 | Aktivierung | Ig-ahnlich immer

Tab. 1.2: Rezeptoren auf NK-Zellen (Auswahl)

In den letzten Jahren ist eine groe Zahl von aktivierenden und inhibierenden NK-
Zell-Rezeptoren entdeckt worden. Strukturell gehéren sie entweder zu der Klasse der
immunglobulinghnlichen Molekile oder besitzen Lektin-Aktivitat. Das interindividuelle
Verteilungsmuster ist unterschiedlich: manche Rezeptoren sind dichotom verteilt, d.h.,
einige NK-Zellen eines Individuums tragen den Rezeptor und andere nicht; andere
Rezeptoren werden immer oder wieder andere nur bei Aktivierung ausgeprdagt.

* Rezeptoren erkennen polymorphe HLA-Allele und kommen somit potentiell als
Trager einer Alloreaktivitdt in Frage * Rezeptor erkennt HLA-Allel mit eingschrénktem

Polymorphismus (ca. 78% der Individuen besitzen ein korrespondierendes HLA-Allel)

(Frohn, 2003).
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1.2.3.4 Lektin-dhnliche Rezeptoren

Auch die Lektin-ghnlichen Rezeptoren binden an HLA Gruppe | Molekile. Die wohl
wichtigsten Vertreter dieser Familie sind das CD94 und das NKG2-Molekil (Lazetic et
al., 1996), die auf die NK-Zellen eine inhibierende Wirkung haben (Brooks et al.,
1997; Carretero et al., 1997). Eine Ubersicht tber die Lektin-dhnlichen Rezeptoren gibt
oben aufgefihrte Tabelle 1.2.

1.2.3.5 NCR (natural cytotoxicity receptor)

Weitere Rezeptoren, die eine positive Wirkung auf NK-Zell-Zytotoxizitét haben, sind die
NCRs (natural cytotoxicity receptors) (Bottino et al., 2000; Moretta et al., 2000). Die
ersten drei Rezeptoren, die identifiziert werden konnten, sind NKp46 (Sivori et al.,
1997), NKp30 (Pende et al., 1999) und NKp44 (Vitale et al., 1998), wobei NKp44 nur
in durch Interleukin 2 (IL-2) aktfivieten NK-Zellen exprimiert wird. Diese Rezeptoren
binden HLA-unabhéngig, wobei die genauen Liganden allerdings noch unbekannt sind.
lhre Expression auf NK-Zellen variiert, und es besteht ein direkter Zusammenhang

zwischen NCR-Dichte auf der Oberfléche von NK-Zellen und der Fahigkeit der NK-

Zellen, verschiedene Tumorzellen zu téten (Moretta et al., 2001).

1.2.3.6 LFA-1 (leucocyte function-associated antigen1)

Das LFA-1 gehort zur Leu-CAM (leucocytic cell adhesion molecule) Familie. Es ist ein
Integrin, das sich aus einem Komplex von CD11a und CD18 zusammensetzt. Integrine
besitzen Bindungsstellen fir Adhdasionsmolekile, sogenannte ICAMs (intracellular
adhesion molecules). LFA-1 bindet das ICAM | (CD 54), dem schon eine Funktion bei
der LAK- (lymphokine activated killer) Zell-Aktivierung zugesagt wurde (Naganuma et al.
1991), Il (CD 50) und lll (CD 102). Somit spielt das LFA-1 eine wichtige Rolle bei der
NK-Zell-Funktion (siehe auch 1.2.5).

1.2.3.7 Interleukin 2-Rezeptor

Interleukin 2 (IL-2) ist unter anderem in der Lage, Blutlymphozyten zu einer ausgeprég-
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ten anti-Tumor-Aktivitét in-vitro und im Tiermodell zu stimulieren. NK-Zellen steigern

dementsprechend ihre zytotoxische Aktivitét gegeniber Zielzellen (Rodella et al., 1998).

1.2.4 Zytokine und NK-Zellen

Zytokin ist ein allgemeiner Begriff fir eine grole Gruppe von Molekilen, die mit in die
Signalibermittlung zwischen Zellen im Verlauf von Immunantworten einbezogen sind.
Auch NK-Zellen kénnen verschiedene Zytokine produzieren und damit die Immun-
antwort regulieren. Ein Zytokin, das NK-Zellen bei Aktivierung bilden, ist das Interferon-
v (INFy) (Handa et al., 1983). Dieses Zytokin hat u. a. eine antivirale Wirkung. Zum
einen verstarkt es die HLA-Klasse-l und -Il Expression auf Zellen, wodurch die
Erkennung von viralen Antigenen durch T-Lymphozyten erleichtert wird. Geméf der
"missing-self'-Hypothese sollte dies zur Hemmung der NK-Zell-Lyse fGhren.

Zum anderen aktiviert es Zellen, die virusinfizierte Zellen zerstéren kénnen, z. B. NK-
Zellen und Makrophagen. Aulerdem hemmt es direkt die virale Replikation. Weiterhin
hat INFy noch zahlreiche immunmodulatorische Wirkungen.

Andere Zytokine, die von NK-Zellen gebildet werden kénnen, sind der Tumor-Nekrose-
Faktor-alpha (TNFa), IL-5 (Warren et al., 1995), IL-10 (Mehrotra et al., 1998), IL-13
(Hoshino et al., 1999) und Lymphotoxin B (LT/TNF).

1.2.5 Wirkungsmechanismen der NK-Zellen

NK-Zellen tragen Granula, die proteolytische Substanzen enthalten. Trifft die NK-Zelle
auf eine Zielzelle, so bindet sie mit dem LFA-1 an Adhdsionsmolekile auf deren
Oberflache (Schmidt et al., 1985). Denkbar als Interaktionspartner wére hier mog-
licherweise das CD56, insbesondere beim Neuroblastom (siehe auch 1.2.3.1). Von der
NK-Zelle wird nun Perforin freigesetzt, wodurch es zur Porenbildung auf der Zielzelle
kommt (Podack, 1995). Durch diese Poren kénnen nun Granzym A und B eindringen.

Dabei handelt es sich um Serinproteasen, die in der Zielzelle zur Lyse durch osmotische
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Dysregulation fuhren (Ortaldo und Hirserodt, 1989). Hiernach kommt es zur
Abkopplung und Regulation der NK-Zelle. Wird die Zytolyse allerdings tber ADCC
ausgelést, so fuhrt dies auch zur Apoptose der aktivierten Effektorzelle, induziert Gber
CD16 (Taga et al., 1996).

Eine weitere Maglichkeit zytotoxisch zu agieren, liegt in der Fahigkeit der NK-Zelle, in
der Zielzelle Apoptose (=programmierter Zelltod) auszulésen. Dies geschieht mit Hilfe
des FAS-Liganden, der zur Familie der TNF-Rezeptoren gehért. Die NK-Zelle exprimiert
diesen Rezeptor nach Aktivierung auf der Oberfléche und kann damit an CD95 binden,
was zur Apoptose der Zielzelle fohrt (Bossi und Griffiths, 1999).

Zusammenfassend &Bt sich also sagen, dass die NK-Zellen mit verschiedenen Mecha-

nismen zur Lyse der Zielzellen fGhren kénnen.

1.2.6 Vermehrung von NK-Zellen fir klinische Applikationen (Expansion)

Bei Versuchen mit NK-Zellen wurden schon viele verschiedene Ansdtze verwendet. Die
froher sehr haufig verwendeten LAK (lymphokine aktivated killer) -Zellen sind Lympho-
zyten, die mit IL-2 stimuliert wurden. Dabei handelt es sich also nicht, wie der Name
schon sagt, um eine Reinkultur von NK-Zellen, sondern um ein Lymphozytengemisch.
Die Funktion der NK-Zellen konnte dabei nicht genau beobachtet werden. Auflerdem
wurden NK-Zellen verwendet, die mit INFy stimuliert worden waren.

Fir Laborversuche mit NK-Zell Reinkulturen, mussten NK-Zellen vermehrt werden. Noch
gréflere Mengen als in Laborversuchen werden fur klinische Applikationen bendtigt, um
eine moglichst hohe Konzentration von NK-Zellen im Kérper zu erreichen. Als Aus-
gangspunkt fir die Vermehrung von NK-Zellen im klinischen Maf3stab kann die NK-
Zell-Expansion helfen (Frohn et al., 2002). Die NK-Zellen werden in einem entspre-
chenden serumhaltigen Medium mit Interleukin 2 und sogenannten ,Feederzellen"
inkubiert. Dabei handelt es sich um bestrahlte Zellen, die durch Zell-Zell-Kontakte das
Wachstum der gewUnschten Zellen erméglichen. Da sie bestrahlt sind, werden sie
apoptotisch und verschwinden mit der Zeit aus der Zellsuspension. Essentielle Kom-

ponenten sind, aufler den schon erwéhnten, die Zytokine IL-2 und IL-15. In den ersten 6
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Tagen kommt es zu keiner Zunahme der Zellzahl. Es tritt dann eine exponentielle Ver-
mehrung ein, die etwa an Tag 15 die maximale Zellzahl ergibt. AnschlieBend werden
die Zellen in Kultur allméhlich apoptotisch.

Die Reinheit der NK-Zellen ist bedeutend hoher als vor der Kultur. AuBBerdem gelingt es
mit diesem Verfahren, zytotoxische NK-Zellen zu vermehren. Fir unsere Versuche wur-
den NK-Zellen verwendet, die auf diese Weise hergestellt wurden. Auch fir klinische
Versuche ist diese Methode geeignet, da hierbei, wie oben bereits erwdhnt, eine grofie

Zahl von NK-Zellen gewonnen und anschlieBend Patienten infundiert werden kann.

1.2.7 NK-Zellen und das Neuroblastom

Da die Uberlebensraten von Kindern mit Neuroblastom Stadium 4 gering sind, wird
immer wieder versucht, Uber verschiedene Ansatzpunkte die Chancen dieser Kinder zu
verbessern. Da NK-Zellen schon in der Krebstherapie verwendet werden, sind sie auch
for Kinder mit Neuroblastom interessant. Bis heute sind jedoch die genauen Mechanis-
men der Erkennung von Neuroblastom- und auch anderer Zellarten durch NK-Zellen
nicht genau geklart, obwohl es immer wieder neue Ergebnisse hinsichtlich dieser Frage
gibt. Dies erschwert das Einsetzen der NK-Zellen in der Therapie.

Es ist schon lange bekannt, dass NK-Zellen, im Gegensatz zu zytotoxischen T-Lympho-
zyten, Neuroblastomzellen /n vitro téten (Main et al., 1985). Auch hat es immer wieder
Versuche gegeben, NK-Zellen mit verschiedenen Stoffen (z.B. IL- 2) so zu stimulieren,
dass sie weit aggressiver gegen Neuroblastomzellen wirken, sowohl /n vitro, als auch in
vivo (Favrot et al., 1989; Berthold et al., 1991; Toren et al., 2000). Dabei hat man
festgestellt, dass IL-2 zwar zu einer hdheren Zytotoxizitét fihrt, dass die Nebenwirkungen
aber sehr hoch sind, wenn es Kindern direkt verabreicht wird.

Neuerdings weifl man, dass das Neuroblastom verschiedene Mechanismen anwendet,
um nicht von zytotoxischen T-Lymphozyten und NK-Zellen erkannt zu werden. Dabei
reguliert das Neuroblastom zum einen die Présentation von HLA-I Molekilen herunter,
zum anderen werden aktivierende Liganden, die an den NKG2D Rezeptor der NK-Zelle

binden, vermindert exprimiert (Raffaghello et al., 2005). Auch INFy wurde immer wie-
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der in Studien verwendet, da es zu einer HLA-Induktion fihrt und somit untersucht wer-
den kann, ob dies die Zellen vor den NK-Zellen schitzt. Doch die Ergebnisse sind sehr
unterschiedlich, weshalb die erneute Durchfihrung interessant schien. So kamen
Handgretinger et al. in ihrer Studie 1989 zu dem Ergebnis, dass INFy-Stimulation der
Zielzellen zu einer erhdhten Zytotoxizitét durch NK-Zellen fihrt, obwohl aufgrund der
"missing-self' Hypothese ein anderes Ergebnis zu erwarten gewesen wére. Insgesamt ist
das genaue Verstandnis der NK-Zellen fir Kinder mit einem Neuroblastom und auch fur
Patienten mit anderen malignen Tumoren wichtig, um die NK-Zell-Therapie besser
mdglich zu machen. Fur eine klinische Verwendung von NK-Zellen ist zuvor die
Gewinnung groBer Mengen von NK-Zellen erforderlich. Dies ist jedoch mit Hilfe der
Expansion (siehe Punkt 1.2.6) bereits maglich.

1.3 Zielsetzung der Arbeit

In dieser Arbeit sollte darauf eingegangen werden, in welchem Maf3e Neuroblastom-
zellen von NK-Zellen lysiert werden. Auflerdem sollte untersucht werden, welche Rolle
einzelne Oberfléchenmolekile bei der Erkennung durch NK-Zellen spielen und wie sie
zur Auslésung der Zytolyse von Zielzellen beitragen. Dadurch sollte ein besseres
Versténdnis der Funktionsweisen von NK-Zellen erreicht werden, immer im Hinblick auf
eine mogliche klinische Verwendung von NK-Zellen bei Patienten mit Neuroblastom

und anderen Tumoren. Im Einzelnen wurden dabei untersucht:

e die Rolle des HLA-I-Rezeptors und somit die Theorie der ,missing-self’ Hypo-

these,
e der Einfluss weiterer Oberflachenmolekile (ICAM-1, CD56) auf die Zytolyse und

e die mégliche HLA-C-Gruppensperzifitdt von NK-Zellen, die sowohl fur die Tu-

mortherapie als auch die Transplantationsmedizin  von Bedeutung wadre.
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2. MATERIAL

2.1 Gerdte

Brutschrank
Durchflusszytometer Epics XL
Gefriertruhe -80°C
Heissluftsterilisator 2712
Mikrozentrifuge

Multipette

Pipetus-Akku
Spektralphotometer U-3000
Sterile Werkbank II, Al B3
Stickstofftank

Super Macs

Thermocycler 9700
Zentrifuge Omnifuge 2.0 RS

2.2 Laborbedarf
Drei-Wege-Hahn

Gewebekulturflaschen, beschichtet, 50 und 260 ml

Kanilen 0,5 x 25, Nr. 18

Kunststoffréhrchen, steril, mit Schraubverschluss,

15 und 50 ml
Latex-Einmalhandschuhe

24-Loch-Platte

Pipettenspitzen, 1-10 ul, kristall

Labotect, Géttingen)

Coulter Electronics GmbH, Krefeld)
Nuaire, Plymouth, MN / USA)
Kottermann, Uetze-Héanigsen)
Heraeus Christ, Osterode)

Eppendorf, Hamburg)

(

(

(

(

(

(

(Hirschmann Laborgeréte, Nurtingen)
(Hitachi, Bremen)

(Nuaire, Plymouth, MN / USA)
(Messer Griesheim, Mudersbach / Sieg)
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach)
(Perkin-Elmer, Uberlingen)

(

Heraeus Christ, Osterode)

Braun, Heidelberg)
Nunc, Roskilde, DK)
Becton Dickinson, Heidelberg)

(
(
(
(Sarstedt, NGrmbrecht)
(Ansell, Minchen)

(Becton Dickinson, Heidelberg)
(Greiner, NUrtingen)
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Pipettenspitzen, 10-100 ul, gelb
Pipettenspitzen, 100-1000 ul, blau
Pipettenspitzen, Sterilfilter-Tips 0,5-10 ul
Pipettenspitzen, Sterilfilter-Tips 10-100 ul
Pipettenspitzen, Sterilfilter-Tips 200-1000 ul

Greiner, Nirtingen)
Greiner, Nurtingen)
Biozym Diagnostik, Oldendorf)
Biozym Diagnostik, Oldendorf)
Biozym Diagnostik, Oldendorf)

Perfusorspritze (klein)

ReaktionsgefaBe 2 ml

ReaktionsgeféBe mit Schraubdeckel 1,5 ml

Réhrchen, 10 und 50 ml

Stangenpipetten, steril 5, 10 und 25 ml

2.3 Reagenzien, Chemikalien

7-AAD

Agarose
3-Mercapto-Ethanol
Borsdure
Bromphenolblau
D275

DMSO

DNA-Treppe (123 bp)
dNTPs

EDTA

Ethanol
Ethidiumbromid
MgCl,

PBS
Phytohemagglutinin (PHA)
10x Taq Puffer

Tris

(
(
(
(
(
(Braun, Heidelberg)
(Eppendorf, Hamburg)
(Sarstedt, Nurmbrecht)
(Sarstedt, Nirmbrecht)
(

Greiner, Nurtingen)

Sigma, Deisenhofen)

Amersham Biosciences,Freiburg)
Sigma, Deisenhofen)

Merck, Darmstadt)

Sigma, Deisenhofen)

Sigma, Deisenhofen)

Merck, Darmstadt)

Invitrogen, Karlsruhe)

Merck, Darmstadt)

Merck, Darmstadt)

Biorad, Minchen)
Merck-Schuchardt, Hohenbrunn)
PAA, Pasching)

Murex, Dartford, UK)

Perkin Elmer, Vaterstetten)

(
(
(
(
(
(
(
(
(Promega, Mannheim)
(
(
(
(
(
(
(
(

Merck, Darmstadt)
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Trypsin / EDTA (BioWhittaker, Heidelberg)

Xylencyanol (Sigma, Deisenhofen)

2.4 Zellkulturen

Alle Neuroblastom-Zellkulturen wurden freundlichst Uberlassen von Prof. Dr. F.
Berthold, Klinik und Poliklinik fir Kinderheilkunde, Abteilung fir Hamatologie und
Onkologie, Universitét zu KéIn. Urspringliche Herkunft: DSMZ, Braunschweig

SKNMC (Neuroblastom) DSMZ, Braunschweig
Kelly (Neuroblastom) DSMZ, Braunschweig
SHSY5Y (Neuroblastom) DSMZ, Braunschweig
IMR32 (Neuroblastom) DSMZ, Braunschweig
IMR5 (Neuroblastom) DSMZ, Braunschweig
K562 (Chronisch myeloische Leukémie) DSMZ, Braunschweig
NK-Zellen  (Naturliche Killerzellen) (Eigenisolation aus Blutspenden)

2.5 ZellkulturReagenzien, -Medien und -Zuséize

Aqua ad injectabile, T0 ml-Ampullen (Braun, Heidelberg)

Concanavalin A (Sigma, Deisenhofen)

Fetales Kalberserum, FCS (Life Technologies, Berlin)

Ficoll (Seromed Biochrom, Berlin)

IFN-y (Strathmann Biotec AG, Hannover)
IL-15 (Strathmann Biotec AG, Hannover)
IL-2 (Strathmann Biotec AG, Hannover)
lonomycin (Sigma, Deisenhofen)

Kulturmedium RPMI 1640 (Seromed Biochrom, Berlin)
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Kulturmedium HAM's F-12
Kulturmedium IMDM
Kulturmedium DMEM

Kulturmedium X-vivo 20

L-Glutamin 200 mM

(BioWhittaker, Heidelberg)
(BioWhittaker, Heidelberg)
(BioWhittaker, Heidelberg)

BioWhittaker, Heidelberg)
Seromed Biochrom, Berlin)

(
(
(BioWhittaker, Heidelberg)
(

CD54 (Leu-54)-PE  LB-2 (Mouse IgG,,)

CD3-FITC HIT3A (Mouse IgG,,)

Bekton Dickinson, San Jose)

BD PharMingen, San Diego)

NEAA 100x
Penicillin-Streptomycin PAA, Pasching)
2.6 Antikérper
HLA-ABC B9.12.1 (Mouse IgG,,) (Immunotech, Marseille)
HLA-ABC G46-2.6 (Mouse IgG;) (BD PharMingen, San Diego)
HLA-ABC-FITC G46-2.6 (Mouse IgG;) (BD PharMingen, San Diego)
CD56 B159 (Mouse IgG;) (BD PharMingen, San Diego)
CD56-PE B159 (Mouse IgG;) (BD PharMingen, San Diego)
(
(
(

CD16-PC5 3G8 (Mouse IgG))

Beckman Coulter, Krefeld)

2.7 Enzyme und Oligonukleotide (Primer)

Alle Primer wurden von TIB MOLBIOL, Berlin synthetisiert.

Primer MGSO:

Primer GPO-1:

HLA-C,, Primer: common vorwdrts:
Gruppe 1 rickwérts:
Gruppe 2 rickwérts:

5- TGC ACC ATC TGT CAC TCT GTT AAC CTC

5'- ACT CCT ACG GGA GGC AGC AGT A

CGC GGC GAG TCC RAG AGG

GTT GTA GTA GCC GCG CAG G
GTT GTAGTAGCC GCG CAG T
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Amplitag Gold Polymerase (Perkin Elmer, Vaterstetten)

Tag Polymerase (Perkin Elmer, Vaterstetten)

2.8 Isolierungskits

(Die Bestandteile der Kits sind nicht im Einzelnen aufgefihrt.)
NK-Zell-Isolationskit (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach)
DNA-Quiagen-Blood-Kit (Quiagen, Hilden)

2.9 Lésungen / Puffer

10 x TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA-Puffer): 89 mM Tris
89 mM Borsdure
2 mM EDTA
6 x Gel-Lade-Puffer: 15 % Ficoll Typ 400

0,05 % Bromphenolblau
0,05 % Xylencyanol
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3. METHODEN

3.1 Einzelschritte der Methodik

Bevor die Methoden beschrieben werden, erfolgt ein kurzer Uberblick wber die

einzelnen Schritte:

e Zellkulturen der Neuroblastom-Zelllinien

e Préparation der NK-Zellen

e Vorbereitung der Zytotoxizitatstests

e /ytotoxizitGtstests

® Quantitative Bestimmung von Oberfléchenmolekilen

e Polymerase-Kettenreaktion

3.2 Zellkulturen

Fur die Versuche wurden die Neuroblastomzellen SKNMC, Kelly, IMR32, IMR5 und
SHSY5Y verwendet. Als Kontrolle wurde K562 verwendet. Die Angaben zu den
Zelllinien stammen von der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH).

Die Zellen wurden regelmaBig auf Mykoplasmen untersucht (siehe auch 3.7.4). Bei

einem positiven Ergebnis wurden die Zellen nicht fir die Versuche verwendet.

3.2.1 SKNMC

Diese Zelllinie wurde 1971 aus einer supraorbitalen Metastase des Neuroblastoms ei-
nes Mdadchens isoliert. Die Zellen wachsen adhdrent und bilden Monolayer. Als Me-

dium wurde 90 % IMDM-Medium + 10 % FCS (fetales Kalberserum) + 2 mM L-Gluta-

min + 1 % Penicillin-Streptomycin + 100 ul NEAA (nicht-essentielle Aminoséuren) ver-
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wendet. Die Verdopplungszeit dieser Zellen betréigt etwa 48 Stunden, daher wurde die
Kultur alle 3-5 Tage gesplittet. Dafir wurden die Zellen mittels Trypsin / EDTA vom
Boden der Kulturflasche gelést. Die Inkubation erfolgte im Brutschrank bei 37 °C mit 5
% CO,-Begasung.

3.2.2 Kelly

Diese Zelllinie wurde von einem Patienten mit Neuroblastom isoliert. Die Zellen
wachsen adhdrent und bilden Multilayer. Als Medium wurde 90 % RPMI 1640 + 10 %
FCS + 2 mM L-Glutamin 4+ 1 % Penicillin-Streptomycin + 100 ul NEAA verwendet. Die
Verdopplungszeit betragt 30-40 Stunden, daher wurde die Kultur alle 3-5 Tage
gesplittet. Dafir wurden die Zellen mittels Trypsin / EDTA vom Boden der Kulturflasche
gelsst. Die Inkubation erfolgte im Brutschrank bei 37°C mit 5 % CO,-Begasung.

3.2.3 IMR32

Diese Zelllinie wurde aus einem Neuroblastom eines einjdhrigen kaukasischen Jungen
1967 isoliert. Die Zellen wachsen adhérent und bilden Monolayer. Als Medium wurde
90 % RPMI 1640 + 10 % FCS + 2 mM L-Glutamin + 1 % Penicillin-Streptomycin +
100 ul NEAA verwendet. Die Verdopplungszeit dieser Zellen betragt etwa 40-50
Stunden, daher wurde die Kultur alle 3-5 Tage gesplittet, ohne die Anwendung von
Trypsin. Die Inkubation erfolgte im Brutschrank bei 37°C mit 5 % CO,-Begasung.

3.2.4 IMR5

Auch diese Zelllinie stammt von einem Neuroblastom eines kaukasischen Patienten. Die

Zellen bilden Monolayer. Als Medium wurde 90 % RPMI 1640 + 10 % FCS + 2 mM L-
Glutamin + 1 % Penicillin-Streptomycin + 100 ul NEAA verwendet. Die Kultur wurde
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alle 3-5 Tage gesplittet, ohne die Anwendung von Trypsin. Die Inkubation erfolgte im
Brutschrank bei 37°C mit 5 % CO,-Begasung.

3.2.5 SHSYSY

Diese Zelllinie wurde entwickelt aus SK-N-SH, einer Neuroblastommetastase des
Knochenmarks eines vier Jahre alten kaukasischen Mdadchens. Die Zellen bilden
Monolayer, sie éhneln morphologisch Epithel. Als Medium wurden DMEM + HAM's F-
12 1:1 gemischt. 90 % wurden dann mit 10 % FCS + 1% Penicillin-Streptomycin + 2
mM L-Glutamin vermischt. Alle 3-5 Tage wurden die Zellen gesplittet, ohne die
Anwendung von Trypsin. Die Inkubation erfolgte im Brutschrank bei 37°C mit 5 % CO,-

Begasung.

3.2.6 K562

K562 wurde als Kontroll-Zelllinie verwendet. Diese Zellen sind bekannt dafir, sehr
sensibel auf NK-Zellen zu reagieren, weshalb sie sehr hdufig im Zusammenhang mit
NK-Zell-Versuchen verwendet werden. Bei dieser Zelllinie handelt es sich um
Lymphoblasten einer chronisch myeloischen Leukémie.

Als Medium wurden 90 % RPMI + 10 % FCS + 2 mM L-Glutamin + 1 % Penicillin-
Streptomycin gemischt. Etwa alle 3-4 Tage wurden die Zellen gesplittet. Die Inkubation
erfolgte im Brutschrank bei 37°C mit 5 % CO,-Begasung.

3.2.7 Einfrieren von Zellen

Um im Bedarfsfall Zellen zur Verfigung zu haben, wurden von den wachsenden Zellen

mehrere Proben zur Sicherheit eingefroren. Dazu wurde ein Einfriermedium benétigt,

das aus 10 % DMSO (Dimethylsulfoxid) in FCS bestand.
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e Zellen ernten und Zellzahl bestimmen

o erforderliche Anzahl Kryotubes auf Eis stellen (10° Zellen / Kryotube)

e gewinschte Zellzahl abzentrifugieren (10 Minuten bei 300 g)

e 10° Zellen in 1 ml Einfriermedium aufnehmen und in Kryotubes fillen

e Kryotubes in Zellstoff einwickeln und bei -80°C einfrieren (fir mind. 24 h, aber max.

1 Woche)

e dann in flissigen Stickstoff Gberfihren.

3.2.8 Auftauen von Zellen

Um eingefrorene Zellen in Kultur zu bringen, wurde wie folgt vorgegangen:

e Kryotube mit Zellen aus dem Stickstoffbehélter nehmen

e Zellen maglichst schnell auftauen (in der Hand oder in einem 37°C Wasserbad
erwdrmen, bis nur noch ein kleiner Eisklumpen zu sehen ist)

e Zellen dann in eine Zellkulturflasche geben und mit vorbereitetem Medium (37°C)
fottern

* Medium am néchsten Tag wechseln, um DMSO (von den eingefrorenen Zellen) zu
beseitigen, evtl. waschen

e  Wachstum der Zellkultur kontrollieren.

3.3 Préparation der NK-Zellen

Bei den in den Versuchen verwendeten NK-Zellen handelt es sich um expandierte NK-
Zellen. Die Herstellung wird in den folgenden Punkten kurz beschrieben. Dabei wurde

Bezug genommen auf die Veréffentlichung von Luhm et al., 2002.
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3.3.1 Zellisolierung

Die NK-Zellen wurden aus dem Buffy-coat (weifle Blutzellen und restliche Erythrozyten)
von gesunden Blutspendern isoliert. Zur Isolierung der PBMCs (Monozyten und
Lymphozyten) wird ein Buffy-coat Uber Ficoll geschichtet. Durch isopyknische
Zentrifugation werden die PBMCs von den anderen Zellen getrennt und einmal mit
MACS-Puffer gewaschen. Dann werden 60 ul biotinilierte Antikérper zugegeben, die an
Monozyten, B- und T-Zellen binden, und die Mischung wird fir 15 Minuten auf den
Rittler gestellt.  AnschlieBend werden 120 ul Anti-Biotin-Microbeads, mit ferro-
magnetischen Partikeln beladene Antikérper, welche wiederum das Biotin binden,
zugefigt und das ganze noch einmal fir 20 Minuten auf den Rittler gestellt. Die Proben
werden mit MACS-Puffer gewaschen und Uber die CS-Séule aufgetrennt. Ein
magnetisches Feld wird angelegt, wodurch die markierten Zellen magnetisch werden
und in der Séule hangen bleiben. Im Eluat befinden sich dann die isolierten NK-Zellen

(negative Selektion).

3.3.2 Feederzellen

PBMCs (siehe Isolierung) werden in der Zellkonzentration von 1 x 106/ ml in X-Vivo 20
Medium + 10 % FCS + 300 U / ml IL-2 + 10 ug / ml Concanavalin A fir 3-5 Tage
bei 37°C und 5 % CO, inkubiert. Danach werden die Zellen dreimal gewaschen und

mit 70 Gray bestrahlt, um sie teilungsunfahig zu machen.

3.3.3 NK-Zell-Expansion
1 x 10%/ ml NK Zellen werden mit 2 x 10°/ ml Feederzellen in X-Vivo 20 Medium +

100U/ mlIL-2 + 10 U/ mlIL-15 + 100 ug / ml Phytohemagglutinin (PHA) und fur
24 Stunden mit 1 umol / ml lonomycin inkubiert. Nach 5 Tagen Kultivierung wird die
Zellzahl bestimmt und eine Reinheitsmessung mit CD56-PE, CD3-FITC und CD16-PC5

am Durchflusszytometer durchgefihrt.
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Fir einige Experimente wurde eine Co-Kultur mit Neuroblastom- als Feederzellen und

NK-Zellen angelegt.

3.3.4 Farbung der NK-Zellen mit D275

Um die NK-Zellen in den spateren Versuchen von den Neuroblastomzellen
unterscheiden zu kénnen, wurden die NK-Zellen mit dem fluoreszierenden Membran-
farbstoff 3,3' Dioctadecyclocarbocyanin (D275) angeférbt, wohingegen die Zielzellen
anhand von Oberfléchenmarkern erkannt werden konnten.

Bei D275 handelt es sich um einen sehr lipophilen Carbocyaninfarbstoff, der nur in

Dimethylsulfoxid (DMSO) I&slich ist.
Die Farbung wurde nach Kroesen et al., 1992, wie folgt durchgefihrt:

e D275-Stammlésung von 2,0 mg / ml DMSO herstellen

e Zentrifugation der NK-Zellen bei 300 g, 20°C Gber 10 Minuten

o Zellpellet in D275-Medium (10 ug D275 / ml RPMI-Medium) resuspendieren (Zell-
konzentration 10° Zellen / ml)

e Inkubation bei 37°C Uber 1 Stunde

e emeute Zentrifugation (300 g, 20°C, 10 Minuten)

e anschlieBend die NK-Zellen 3-4 Mal mit RPMI-Medium waschen, um die Reste des
D275-Farbstoffes zu entfernen

o Zellkonzentration auf 10° Zellen / ml einstellen.

Schon in friheren Versuchen stellte sich heraus, dass eine "Ubernachtférbung", wie sie
von Kroesen et al., 1992 durchgefihrt wurde, zu hohen Vitalitétsverlusten bei den NK-
Zellen fohrt. Eine Farbedauer von einer Stunde hingegen fihrt zu einer guten Anférbung

der NK-Zellen bei gleichzeitigem Erhalt der Vitalitat.
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3.4 Vorbereitung der Zytotoxizitatstests

3.4.1 Co-Kultur von Effektor- und Targetzellen

Fur die folgenden Zytotoxizitétstests (3.5), in denen jeweils gemessen wurde, ob und wie
stark NK-Zellen Neuroblastomzellen téten, wurden die Neuroblastomzellen in unter-
schiedlichen Verhdltnissen mit den NK-Zellen vermischt. Die Zelllinien wurden dafir
zundchst aus den Kulturflaschen gelést, evt. unter der Zuhilfenahme von Trypsin. Dann
wurden die Zellen in 2 ml RPMI aufgenommen, um zum einen die Vitalitdt und zum
anderen die Zellzahl bestimmen zu kénnen. Hierzu wurden 100 ul Probe mit 100 ul
Flowcountbeads und 500 ul PBS vermischt und eine FACS Messung durchgefihrt. Bei
zu geringer Vitalitét wurden die Zellen ficolliert, d. h., tote Zellen wurden von vitalen
getrennt. Dazu wurden die Zellen im Medium ganz langsam auf etwa 5 ml Ficoll
geschichtet, so dass sich die beiden Phasen nicht vermischen. Danach erfolgte eine
Zentrifugation bei 300 g Gber 20 Minuten. Nun konnten die vitalen Zellen, die sich
zwischen den Phasen als eine Art "Teppich" darstellten, mit einer Pipette abgesaugt
werden. An diesen Arbeitsschritt schloss sich wiederum oben beschriebene Messung an.
War die Vitalitat der Zellen gut, wurden sie auf eine Konzentration von 10° Zellen / ml
eingestellt.
Nun wurden die Neuroblastomzellen mit den geférbten NK-Zellen (10° Zellen / ml) auf
einer 24 Loch-Platte in den Target / Effektor-Verhdlinissen 1:1, 1:5 und bei einigen
Versuchen 1:10 wie folgt aufgetragen und mit einer 1 ml Eppendort-Pipette gut durch-
mischt:
e bei einer Konzentration von 1:1 jeweils 500 ul des Neuroblastom- und des NK-Zell-
Gemischs,
e bei einer Konzentration von 1:5 200 ul Neuroblastom- und 800 ul NK-Zell-
Gemisch,
e bei einer Konzentration von 1:10 100 ul Neuroblastom- und 900 ul NK-Zell-
Gemisch.
e AuBlerdem wurde jeweils eine reine Neuroblastomzellprobe als Kontrolle

aufgetragen.
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Als weitere Kontrolle der Aktivitét der Effektorzellen wurde bei jedem Versuch die NK-
Zell sensible Zelllinie K562 mit NK-Zellen inkubiert.
Die Loch-Platte mit den Zellgemischen wurde dann fir drei Stunden im Brutschrank

inkubiert.

3.4.2 INFy-Stimulation der Neuroblastomzellen

Fur einige Versuche wurden die Neuroblastomzellen mit INFy stimuliert, bevor sie mit
NK-Zellen vermischt wurden, um eine HLA-Induktion auf ihrer Oberfldche auszulésen.
Dazu wurden die Zelllinien mit 1000 U / ml INFy Gber 24 Stunden stimuliert. Die Stimu-
lation mit héheren Konzentrationen von INFy fihrte zu keiner stérkeren Expression von
HLA-Molekilen auf den Zellen. Danach wurden die Zellen gewaschen, damit das INFy
keinen Einfluss auf die NK-Zellen haben konnte. Weiterhin wurde so verfahren, wie es

in Punkt 3.4.1 beschrieben wurde.

3.4.3 HLA- Blockierung der mit INFy-stimulierten Neuroblastomzellen

Um die Versuche, die mit INFy-stimulierten Neuroblastomzellen durchgefihrt wurden,
zu verifizieren bzw. um zu beweisen, dass die Effekte, die zu beobachten waren, wirklich
den induzierten HLA-Molekilen zuzuschreiben sind, wurde ein Gegenversuch durch-
gefuhrt. Hierbei wurden die durch INFy induzierten HLA-Molekile mit HLA-Antikérpern
blockiert, um zu testen, ob der Effekt, der durch INFy ausgeldst wurde, wieder rick-
géngig zu machen ist.

Dazu wurden die Neuroblastomzellen, wie in 3.4.2 beschrieben, vorbereitet. Doch
bevor sie mit den NK-Zellen auf die Loch-Platte aufgetragen wurden, wurden sie

folgendermafBen bearbeitet:

® bendtigte Zellzahl von INFy-stimulierten Neuroblastomzellen abnehmen

e abzentrifugieren bei 300 g, 20 °C, 10 Minuten
e auf das Zellpellet 5 ug / 10° Zellen HLA-ABC-Antikérper geben und gut mischen
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e Inkubation: 30 Minuten im Brutschrank
e in RPMI Medium aufnehmen (10° Zellen / ml) und auf eine 24-Loch-Platte in den

Konzentrationen 1:1 und 1:5 wie oben beschrieben auftragen (ohne zu waschen).

3.4.4 Blockierung der CD56-Rezeptoren

Um den Einfluss von CD56 auf die Zytotoxizitét von NK-Zellen zu testen, wurden
Versuche durchgefihrt, in denen das CD56 sowohl auf Neuroblastom- als auch auf
NK-Zellen blockiert wurde.

Dazu wurden die Neuroblastomzellen zundchst so behandelt, wie es in Punkt 3.4.1
beschrieben worden ist. Bevor sie jedoch auf die 24-Loch Platte aufgetragen wurden,
erfolgte eine Inkubation mit Antfikérpern. Auch die NK-Zellen wurden entsprechend
weiterbehandelt, nachdem sie, wie in 3.3.4 beschrieben, gefarbt worden waren.

Die Arbeitsschritte waren wie folgt:

e benodtigte Zellzahl von Neuroblastom- und NK-Zellen abnehmen

e abzentrifugieren bei 300 g, 20 °C, 10 Minuten

e auf das Zellpellet 5 ug / 10° Zellen CD56 - Antikérper geben und mit der Pipette
gut durchmischen

e Inkubation: 30 Minuten im Brutschrank

e in RPMI Medium aufnehmen (10° Zellen / ml) und auf eine 24-Loch-Platte in den
Konzentrationen 1:1 und 1:5 wie oben beschrieben auftragen (ohne zu waschen),

dann Durchfihrung eines Zytotoxizitatstests.

3.5 Zytotoxizitatstests

3.5.1 Das Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Zytotoxizitdtstests wurden mit Hilfe des Durchflusszytometers durchgefihrt. Dabei
werden die Zellen eingesaugt und dann in einem Durchflusskanal so hintereinander

aufgereiht, dass sie einzeln in eine Messkammer gelangen, in der sie von einem
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Laserstrahl getroffen werden. Dabei sorgt der sog. Hullstrom durch seine hohe Flief3-
geschwindigkeit dafir, dass die Zellen im Fokus des Laserstrahls gemessen werden. Bei
diesem Vorgang entsteht Streulicht, das bei 180° (FCS = forward light scatter) und bei
90° (SSC = sideward light scatter) gemessen wird. Dieses gestreute Licht ist abhdngig
von Gréfle (FCS) und Granularitat (SSC) der Zellen und Gbermittelt somit unter-
schiedliche elektrische Impulse. Dadurch lassen sich die verschiedenen Zellarten
aufgrund ihrer Zellmorphologie mit dem Durchflusszytometer unterscheiden.

Aulerdem kann die Verwendung von fluoreszierenden Antikérpern zusétzlich bei der
Abgrenzung zwischen den Zellen helfen, da es hierbei zu einer Fluoreszenzemission
kommt, die wiederum gemessen werden kann. Wenn mehrere Antikérper zur Markie-
rung verwendet werden, so missen sie sich in ihrem Fluoreszenzspektrum unterschei-
den. Dabei kénnen z.B. FITC (Floresceinisothiocyanat)-, PE (Phycoerythrin)- und PC5
(Phycoerythrin-Cyanin 5)-Antikérper verwendet werden.

In der folgenden Graphik wird der Ablauf einer Messung mit einem Durchflusszytometer

kurz skizziert:

Probenstrom
¥
sheath
¥ 5
= gefarbte Zellen
hydrodynamische
riCmE T - Folklosierung
¥ |
= =
| <l .
[ " Fluoreszenzsignal
- p
Laserstrahl - Lichtstreuung
o i -

Abb. 3.1: Schemenhafte Darstellung einer Messung von markierten Zellen mit
dem Duchflusszytometer. Die Probe wird eingesaugt, die Zellen werden hin-
tereinander aufgereiht (hydrodynamische Fokussierung) und jede einzelne wird
von einem Laserstrahl getroffen. Dabei entsteht eine bestimmte Art von Licht-
streuung, die wiederum gemessen werden kann. (Graphik aus: http://www.mta-

labor.info/fachbereiche/molbio/ methoden/facs/index.php)
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3.5.2 Zweifarbfluoreszenzzytotoxizitéitsmessung

Bei den durchgefihrten Versuchen wurden, wie schon erwéhnt, NK-Zellen mit Neuro-
blastomzellen vermischt, d. h., die Messungen erfolgten mit einer heterogenen Zell-
suspension. Wie bei Héppner et al., 2002 beschrieben, bietet die Durchflusszytometrie
bei Zytotoxizitdtstests eine gute Alternative zu den weit verbreiteten >'Chromium relaese
assays. Um nun die Zytotoxizitdt von NK- gegen die Neuroblastomzellen messen zu
kénnen, mussten die Zellen im Durchflusszytometer gut zu unterscheiden sein. Wie
schon in Punkt 3.5.1 beschrieben, erlaubt das FACS-Gerét eine Unterscheidung auf-
grund der Zellmorphologie. Um aber eine exakte Abgrenzung zu erreichen, wurden
zusatzlich Farbstoffe eingesetzt. Dabei wurde zum einen die Farbung der NK-Zellen mit

D275 verwendet, um die NK-Zellen von den Neuroblastomzellen abzugrenzen.

10¢

D275

1023
SEC

Abb. 3.2: Darstellung von NK-Zellen (schwarz umrandet) und SHSY5Y (blau umran-
det). Durch die vorherige Anférbung der NK-Zellen mit D275 ist eine Unterscheidung
der Zellen bei der Messung mit dem Durchflusszytometer méglich. Die Farbunter-
schiede verdeutlichen eine erhéhte Zellzahl in diesem Messbereich (von blau (=

wenig) Uber hellgrin, dunkelgrin bis rot (= viele Zellen)).
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Zum anderen war es wichtig, tote von vitalen Zellen unterscheiden zu kénnen, da eine
Aussage zur Zytotoxizitét gemacht werden sollte. Dies geschah mit Hilfe des DNA-
Farbstoffs 7-Amino-Actinomycin (7-AAD). Dabei handelt es sich um einen Guanin-
Cytosin-spezifischen DNA-Interkalator, der aufgrund seiner MolekilgréBe nur die Zell-
membran toter Zellen durchdringen kann (Schmidt et al., 1992). Das 7-AAD bildet mit
der DNA einen stabilen Komplex. Hierbei ist es wichtig, die Messung nicht zu spat
durchzutihren, da das 7-AAD nur DNA anfdrben kann, wenn diese noch vorhanden ist.
In toten Zellen zersetzt sich die DNA nach einiger Zeit. Wenn eine Messung demnach zu
spét durchgefihrt wird, kann dies zu falschen Ergebnissen mit zu niedriger Zahl von
gemessenen toten Zellen fGhren, da einige der abgestorbenen Zellen nicht mehr in die

Messung miteinbezogen werden.

Die Messungen erfolgten zunachst direkt nach Herstellung der Co-Kulturen (siehe auch
3.4.1), um einen Null-Stundenwert zu erhalten. Aulerdem dienten die Messungen als

Kontrolle fur das richtige Effektor / Target-Mischungsverhdlinis.

Messung:

e 100 ul Probe mit 5 ul 7-AAD in ein FACS-Messréhrchen geben und kurz vortexen
e etwa 5 Minuten einwirken lassen

e ca. 500 ul PBS dazugeben und kurz vortexen

® Messung durchfGhren.

In unseren Zytotoxizitatstests wurden die Folgemessungen nach drei Stunden Inku-

bationszeit durchgefthrt. Eine Beispielmessung ist nachfolgend dargestellt:
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Abb. 3.3: Darstellung einer Messung mit dem Durchflusszytometer von NK-Zellen
und IMR5 im Verhélinis 1:1 nach 3 Stunden Inkubationszeit. Gemessen wird die
Fluoreszenz von D275 (y-Achse) und 7-AAD (x-Achse) nach vorheriger Anférbung
der NK-Zellen mit D275 und Mischung der Zellen mit 7-AAD, um eine Aussage Uber
die Zytotoxizitét von NK-Zellen gegeniber von Neuroblastomzellen machen zu
kénnen. Feld 1: lebendige NK-Zellen. Feld 2: lebendige Neuroblastomzellen. Feld

3: tote Neuroblastomzellen.

Die Zytolyse der Neuroblastomzellen errechnete sich wie folgt:
tote Neuroblastomzellen in %a,, 31 - tote Neuroblastomzellen in % yonolle 30 = %

Zytolyse

3.5.3 Darstellung der Messdaten

Wie schon in Punkt 3.5.1 erwédhnt, werden durch die Zellen im Durchflusszytometer
unterschiedliche elektrische Impulse weitergeleitet. Diese kénnen in ein- oder zwei-

parametrischen Histogrammen dargestellt werden, wobei das SSC gegen das FSC
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aufgetragen wird. Um dort dargestellte Zellgruppen genauer untersuchen zu kénnen,
erfolgt die Eingrenzung in Auswertungsfenstern, sog. Gates. Die in solchen Fenstern
eingeschlossenen Zellen werden nun ihrerseits in eigenen Histogrammen dargestellt,
wodurch eine Untersuchung von vielen Untergruppen auf bestimmte Merkmale méglich
wird. So war es auch bei unseren Versuchen méglich, eine Aussage Gber die Vitalitét
der Neuroblastomzellen zu machen, ohne dass die NK-Zellen das Ergebnis verfalschen.
Dazu wurden die Zellen, wie oben beschrieben, in ein Fenster eingeschlossen und in

einem separaten Count / 7-AAD-Histogramm dargestellt.

3.5.4 Statistik

Alle Daten der Zytotoxizitatstests wurden mit dem Programm SPSS ausgewertet. Es

wurde der Wilcoxentest verwendet, um die Daten auf Signifikanzen zu prifen.

3.6 Quantitative Bestimmung von Oberflachenmolekiilen

3.6.1 Bestimmung der HLA- bzw. ICAM-1-Expression

Um zu Uberprifen, welchen Einfluss das INFy auf die Neuroblastomzellen hatte, wurden
die Zellen sowohl vor, als auch nach der Behandlung mit INFy quantitativ auf HLA-Mo-
lekile untersucht. Im spéteren Verlauf wurde auch das ICAM-1 getestet, da die Ergeb-
nisse nach INFy-Stimulation uneinheitlich und so andere durch INFy ausgeléste Mecha-
nismen wahrscheinlich waren. Auch dies geschah mit Hilfe des Durchflusszytometers,
wobei die Zellen mit fluoreszierenden Antikérpern gegen HLA-ABC und CD54 versetzt
wurden. Gemessen wurde dann die Fluoreszenz dieses Antikdrpers (siehe auch 3.5.1)
als Maf3 for die Prasentation von HLA- und ICAM-1-Rezeptoren auf der Oberfléche der

Neuroblastomzellen. Dies wurde wie folgt durchgefihri:

® Abnahme von jeweils 100 ul Probe der unstimulierten und mit INFy-stimulierten

Zellen (Konzentration: 10° Zellen / ml) in ein Probengefdf3
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e jeweils 20 ul HLA-ABC-FITC- und CD54-PE-Antikérper dazugeben und mit der
Pipette gut durchmischen

e Inkubation: 15 Minuten

® dann die Proben mit PBS auffillen und abzentrifugieren (3 Minuten, 3000 rpm),
um den nicht gebundenen Antikérper auszuwaschen

o Zellpellet mit 500 ul PBS aufnehmen und in ein FACS-Messréhrchen geben

e FACS-Messung durchfihren.

Dieser Versuch (nur mit HLA-ABC-FITC-Antikérpern) wurde spéter auch mit den Zellen
durchgefuhrt, die zundchst mit INFy stimuliert, dann aber mit HLA-Antikérpern versehen
wurden (siehe 3.4.3). Dies sollte einen Hinweis darauf geben, ob die Blockierung der

HLA-Molekile wieder zu einem Rickgang der freien HLA-Molekile auf den Zellen fihrt.

3.6.2 Bestimmung der CD56-Expression auf Effektor- und Targetzellen

Bei den Versuchen, die die Rolle von CD56 bei der Erkennung von Targetzellen durch
NK-Zellen untersuchen sollten (siehe auch 3.4.4), war es von Interesse, den Effekt der
CD56 - Antikérper sowohl auf Neuroblastom- als auch auf NK-Zellen zu testen. Durch
die Antikérper musste die Zahl der freien CD56-Molekile deutlich herabgesetzt werden,
damit in den Zytotoxizitétstests eine Aussage Gber ihre Funktion méglich war. Deshalb
wurde hier wie folgt Gberprift, ob die Blockierung der CD56-Rezeptoren mit Antikdr-
pern auch zu der gewinschten Abnahme der freien CD56-Molekile fihrte:

e Abnahme von jeweils 100 ul Probe der unbehandelten und mit CD56-
Antikérpern blockierten Neuroblastom- und NK-Zellen (Konzentration: 10°
Zellen / ml) in ein Probengefaf

o jeweils 10 ul CD56-PC5-Antikdrper dazugeben und mit der Pipette gut
durchmischen

e |nkubation: 15 Minuten
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® dann die Proben mit PBS auffillen und abzentrifugieren (2 Minuten, 4000 rpm),
um den nicht gebundenen Antikérper auszuwaschen

o Zellpellet mit 500 ul PBS aufnehmen und in ein FACS-Messrdohrchen geben

e FACS-Messung durchfihren.

3.7 PolymeraseKettenreaktion (PCR)

3.7.1 Das Prinzip der PCR
Das Grundprinzip einer PCR liegt in der Amplifikation eines bestimmten DNA-

Abschnitts. Somit ist es méglich, auch kleinste Mengen bestimmter DNA-Abschnitte
nachzuweisen. Dazu wird die verwendete DNA zundachst bei 95°C denaturiert. Es folgt
die Anlagerung der zugefigten Oligonukleotide (Primer) an die komplementdren
Abschnitte der einzelnen DNA-Stréinge (Hybridisierung). Mit Hilfe einer DNA-Polymerase
erfolgt nun die Amplifikation des DNA-Abschnitts. Dieser Zyklus aus Denaturierung,
Hybridisierung und Amplifikation wird 25 - 40 Mal durchgefihrt, wodurch man eine
grofle Menge der nachzuweisenden DNA-Sequenz erhélt. Diese kann anschlieBend mit

Hilfe der Gelelektrophorese dargestellt werden.

3.7.2 Gelelekirophorese
Bei der Gelelektrophorese werden DNA-Abschnitte nach ihrer Ladung getrennt. Dies

erreicht man durch ein elektrisches Feld, in dem DNA-Fragmente aufgrund ihrer
negativen Ladung zum positiv geladenen Pol (Anode) wandern. Die DNA-Strénge
laufen dabei auf einem Agarose-Gel, auf das sie zuvor aufgetragen wurden. Dieses Gel
wird aus Agarose-Pulver hergestellt und gegossen. Die Ladung der DNA-Strdnge ergibt
sich aus ihrem Aufbau, genauer gesagt aus der Anzahl ihrer negativ geladenen
Phosphatgruppen. Das zusétzliche Auftragen einer DNA-Treppe erleichtert die spétere
Auswertung. Um die "gewanderten" DNA-Strdnge sichtbar zu machen, wird das Gel mit

Ethidiumbromid geférbt und unter UV-Licht bewertet.
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3.7.3 DNAdsolierung

Fur die folgenden Versuche musste zundchst DNA aus den Zellen gewonnen werden.
Dafir wurde das DNA-Quiagen-Blood-Kit von Quiagen verwendet. Die Durchfihrung
erfolgte im Wesentlichen nach der Anleitung des Herstellers. Nachfolgend soll jedoch
kurz das Vorgehen dargestellt werden.

Verwendet werden sollten nicht mehr als 5 x 10° Zellen in 200 ul PBS. Die Probe wird
mit 20 ul Protease Stammlésung vermischt. 200 ul Buffer AL werden hinzugefigt und
die Mischung wird fir 10 Minuten bei 56°C inkubiert. Wahrend dieser Zeit werden die
Zellen lysiert. Es folgt die Gabe von 200 ul Ethanol (96-100 %). Anschlielend wird die
Probe auf eine QiAmp Spinséule gegeben und an ein Vakuum angeschlossen. Wenn
keine Flussigkeit mehr in der Saule ist, werden 750 ul Buffer AW1 hinzugefigt. Erneut
wird ein Vakuum erzeugt. Danach werden 750 ul Buffer AW2 ergdnzt. Wenn auch
diese Flussigkeit aufgrund des Soges durch die Saule getreten ist, wird die Spinséule fur
1 Minute bei 20000 g (14000 rpm) zentrifugiert, um die Flussigkeit vollstandig aus der
Probe zu beseitigen. 200 ul Buffer AE oder PBS werden nun auf die Probe gegeben.
Nach 1 Minute Inkubation bei Raumtemperatur wird die Probe erneut zentrifugiert (1
Minute bei 6000 g (8000 rpm)). Die DNA ist nun isoliert.

Um die Konzentration zu bestimmen, wird die DNA in etwa 200 ul PBS aufgenommen
und die Absorption bei 260-280 nm mit dem Photometer gemessen. Die DNA wird
anschlieBend ggf. mit PBS auf die gewinschte Konzentration verdinnt und bei -20°C
aufbewahrt.

3.7.4 Mykoplasmen-PCR

Da zwischenzeitig das Wachstum der Zellkulturen stark abnahm, wurde eine PCR
durchgefihrt, um eine Infektion der Zellen mit Mykoplasmen festzustellen bzw.
auszuschlieBen. Zunéchst wurde, wie oben beschrieben, DNA isoliert. Die Konzentration

wurde nach Messung mit dem Photometer auf 20 ng / ul eingestellt.

Herstellung des Mastermix (auf Eis!):
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Bendtigt wurden u. a. in angegebenen Konzentrationen:
Primer GPO-1 (5'- ACT CCT ACG GGA GGC AGC AGT A) und
Primer MGSO (5'- TGC ACC ATC TGT CAC TCT GTT AAC CTC) jeweils in der
Konzentration von 1 uM
dNTPs (0,2 uM)
Taqg Polymerase (1U).

Ansatz fir 20 ul / tube (Mastermix):

e 10x Tag-Puffer 2 ul

e 10 mmol MgCl, 2 ul

e je Primer 0,4 ul
e Tag-Polymerase 0,2 ul
e dNTPs 0,4 ul
e Aqua dest. 12,6 ul

18 ul Mastermix wurden in jedes tube gefillt und 2 ul DNA hinzugefigt.

Danach wurden die tubes in den Thermocycler gestellt. Das Programm lautete wie folgt:

5 Minuten 95 °C
45 Sekunden 95°C
45 Sekunden 60 °C 40x
30 Sekunden 72 °C
10 Minuten 72 °C

danach Aufbewahrung bei 4 °C.

Nach Beendigung des Programms (ca. 3 Stunden) werden nun auf ein 2,5 % Agarose-
Gel in jede Geltasche 2 ul Gel-Lade-Puffer und 5 ul Amplifikat gegeben. Eine weitere
Tasche wurde mit einer Positivkontrolle gefullt und eine Tasche mit einer DNA-Treppe

(123 bp) (3 ul).
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Nun folgte die Elektrophorese bei 90-100 mV Gber etwa eine halbe Stunde. Danach
wurde das Gel in Ethidiumbromid geschwenkt und somit geférbt. Die Diagnose bzw.
der Ausschluss einer Mykoplasmeninfektion war nun méglich.

Somit wurden fur unsere Versuche nur Mykoplasmen negative Zellen verwendet.

3.7.5 Bestimmung der HLA-C Gruppen der Zellen

Um zu testen, ob die NK-Zellen eine Allospezifitat, die aufgrund der ,missing-self” Hy-
pothese zu erwarten wére (siehe auch 1.2.2) aufweisen, mussten zundchst die Neuro-
blastomzellen auf ihre HLA-C Gruppen untersucht werden. Dafir wurde die PCR-SSP
(Sequenzspezifische Primer) verwendet. Bei der Durchfihrung hielten wir uns an die
Schritte, die bei Frohn et al., 1998 aufgefihrt sind. Der Vorteil dieser Methode liegt da-
rin, dass direkt die fir NK-Zellen entscheidende, d.h. sich in den Aminoséuren unter-
scheidende HLA-C Sequenz amplifiziert wird. Somit wird schnell die Aussage méglich,
zu welcher HLA-C Gruppe die Zelle gehért, ohne dabei eine komplette PCR mit Auf-
schlusselung aller HLA-C,, Allele durchfihren zu missen. Hierfir werden folgende Pri-

mer benétigt:

Primer Sequenz Lange

HLA-C common (vorwarts) |CGC CGC GAG TCC RAG AGG 18-mer
Gruppe 1 (rockwarts) GTT GTA GTA GCC GCG CAG G 19-mer
Gruppe 2 (rockwarts) GTT GTAGTA GCC GCG CAG T 19-mer

Tab. 2: Primerpaare zum Nachweis von HLA-C Gruppe 1 und 2 (Liganden fir
KIR2DL2/3 bzw. KIRTDL1) mittels PCR-SSP.
Die gruppenspezifischen Primer binden an die Basen 240-258, die HLA-C spezi-

fischen Vorwartsprimer an Position 120-135 von Exon 2.




Methoden 43

Fur die Durchfohrung der PCR wurde zundchst die Zell-DNS mittels des Qiagen Blood-
Kits isoliert. Dann wurde Mastermix (20 ul) wie folgt hergestellt (auf Eisl):

¢  Amplitag Gold Polymerase 08U

e dNTPs jeweils 0,2 mmol/I
e Positiv Kontrollprimer 0,15 umol/I

e je HLA-C,, Primer 0,15 umol/I

e Zell-DNS (in Taq Puffer) 15 ng

e MgCl, 1,5 mmol/I

Danach wurden die Proben im Thermocycler folgendermafBen behandelt:

pr&-PCR Erhitzung 95 °C, 10 Minuten
dann: 95 °C, 10 Sekunden
65 °C, 30 Sekunden 10x
72 °C, 30 Sekunden

es folgten weitere Zyklen:

95 °C, 10 Sekunden
58 °C, 30 Sekunden 22x
72 °C, 30 Sekunden

Die PCR-Produkte wurden nun auf ein Agarose-Gel aufgetragen und die Elekirophorese

gestartet. Die Farbung erfolgte wiederum mit Ethidiumbromid.

Auch die jeweils verwendeten NK-Zellen wurden auf ihre HLA-C-Gruppen untersucht.
Nun war es maglich Zytotoxizitatstests (siehe 3.5) so auszuwerten, dass sich Aussagen

Uber eine mogliche Allospezifitat der NK-Zellen machen lielen. Dazu wurden die
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Zelllinien SKNMC und Kelly jeweils mit NK-Zellen der HLA-C-Konstellation |, | bzw. 1I, |l

inkubiert und anschlieBend Zytotoxizitdtsversuche durchgefihrt.
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4. ERGEBNISSE

4.1 Lyse der unstimulierten Neuroblastomzellen

Bei den Zytotoxizitatstests mit unstimulierten Neuroblastom- und expandierten NK-
Zellen werden alle Neuroblastomzelllinien von NK-Zellen getdtet. Dabei fallt auf, dass
insgesamt eine unterschiedlich hohe Lyserate zu beobachten ist. In Abbildung 4.1

werden die Lyseraten dargestellt.
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Abb. 4.1: Lyseraten der Neuroblastomzellen nach Inkubation mit expandierten
NK-Zellen Gber 3 Stunden in den E/T-Verhdltnissen 1:1 (blau) und 5:1 (gelb). Dar-
gestellt sind Mittelwerte mit Standardabweichungen. Als Kontrolle wurde K562 ge-
messen. n = Anzahl der Versuche: Kelly: n = 8; SKNMC: n = 16; SHSY5Y: n =
13; IMR32: n = 10; IMR5: n = 7; K562: n = 18). Die Zytolyse ergibt sich dabei
aus der Zunahme der toten Neuroblastomzellen nach Inkubation mit NK-Zellen
minus der Zunahme der toten Neuroblastomzellen in Reinkultur nach 3 Stunden.

*: p < 0,05 (signifikant) (Wilcoxon Test)
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Aus den Versuchen geht deutlich hervor, dass die NK-Zellen die Neuroblastomzellen
téten. Dabei wird Kelly am stérksten von den NK-Zellen lysiert. Die Lyseraten der
anderen Zelllinien liegen alle sehr nahe beieinander.

Insgesamt ist zu sehen, dass mit Zunahme der NK-Zellen auch die Lyserate der
Neuroblastomzellen zunimmt.

Die verschiedenen Versuchszahlen ergaben sich aus den unterschiedlichen Verdopp-
lungszeiten der verschiedenen Zelllinien, welche die Durchfihrbarkeit der Experi-

mente limitierte.

4.2 Lyse der mit INFystimulierten Neuroblastomzellen

For diese Versuche wurden die Neuroblastomzellen, wie in 3.4.2 beschrieben, mit
INFy stimuliert und mit NK-Zellen in Kultur gebracht (3.4.1). Durch die Wahl der
Versuchsbedingungen kann ausgeschlossen werden, dass das INFy direkt auf die NK-
Zellen wirkt. Nun wurden Zytotoxizitétstests durchgefihrt (3.5), sowohl mit unstimu-
lierten Zellen, die hierbei als Vergleichsgruppe dienten, als auch mit den INFy-
stimulierten Zellen. Die stimulierten - und unstimulierten Neuroblastomzellen wurden

also jeweils mit den gleichen NK-Zellen inkubiert, um sie direkt vergleichen zu kénnen.

Die Ergebnisse werden in Abbildung 4.2 auf Seite 47 dargestellt.




Ergebnisse 47

100 -
t
R -
£
o
)
>
=]
=
N
> 9 3 882 2925 8 o2
Q (5]
x Z 5 £ 2 x Z 5 £ 2
v I = v T <
w (7] (7] (7]
B unstimuliert Omit INF stimuliert Uber 24h

Abb. 4.2: Darstellung der Lyse von unstimulierten - (blau) und mit INFy-stimulier-
ten Neuroblastomzellen (gelb) im Vergleich in den E / T-Verhdéltnissen 1:1 und
5:1 nach 3 Stunden Inkubationszeit. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardab-
weichungen. Anzahl der Versuche: (n =a / b); a: Versuch E/ T = 1:1; b: Versuch
E/T=51.Kelly:n=6/7; SKNMC: n =15/ 18; SHSY5Y: n = 13 / 14;
IMR32: n =8/ 12; IMR5: n = 7 / 8. Versuche im E / T Verhéltnis 1:10 werden
hier nicht mit dargestellt, sie bestatigen aber die oben gezeigten Verhdlinisse.

*: p < 0,05 (signifikant); t: p >0,05 (nicht signifikant), (Wilcoxon Test).

Bei den Ergebnissen fallt auf, dass sich die Zytolyse nach der INFy-Stimulation
unterschiedlich verhélt. Bei den Zelllinien Kelly und SKNMC kommt es nach INFy-
Stimulation zu einem Ruckgang der Zytotoxiziat der NK-Zellen, was aufgrund der
"missing-self' Hypothese zu erwarten war. Doch gleichzeitig féllt auf, dass die Zytolyse
insbesondere bei den Zelllinien SHSY5Y und IMR32 stark ansteigt. Die statistischen

Untersuchungen mit dem Wilcoxon-Test haben gezeigt, dass die Ergebnisse alle
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signifikant sind, mit Ausnahme der Werte von IMR5. Eine Aufstellung der statistischen

Signifikanzniveaus gibt nachfolgende Tabelle:

1:1 5:1
Kelly / Kelly stimuliert p =0,028 p=0,018
SKNMC / SKNMC stimuliert p = 0,003 p < 0,000
SHSY5Y / SHSY5Y stimuliert p = 0,001 p = 0,002
IMR32 / IMR32 stimuliert p = 0,005 p = 0,001
IMR5 / IMR5 stimuliert p=0,173 p = 0,500

Tab. 4.1: Versuche mit unstimulierten und mit INFy-stimulierten Neuroblastom-

zellen. Test auf Signifikanz mit dem Wilcoxon-Test in den E / T-Verhaltnissen 1:1

und 5:1. Bei einem Wert p > 0,05 handelt es sich um ein nicht-signifikantes -, bei

einem Wert p < 0,05 um ein signifikantes Ergebnis.

Diese Ergebnisse fihrten zu weiteren Untersuchungen, um die gezeigten Unterschiede

erkléren zu kénnen.

4.3 HLA- und ICAM-1-Zunahme nach INFy-Stimulation

Um erklaren zu kénnen, warum sich die Zytotoxizitdt durch NK-Zellen bei den ver-

schiedenen Neuroblastomzellen unterschiedlich verhalt, wurde getestet, wie sich die

INFy-Stimulation auf die Zellen auswirkt. Dabei wurde zum einen die HLA-Prasenta-

tionszunahme, zum anderen die ICAM-1-Prasentation untersucht. Das ICAM-1 gilt als

Bindungspartner fur das LFA-1 der NK-Zelle, weshalb es hier mit beobachtet wurde.

Dazu wurden die Zellen, wie in Punkt 3.6 beschrieben, untersucht. Der Effekt der INFy-




Ergebnisse 49

Stimulation soll hier am Beispiel von SKNMC und HLA in Abbildung 4.3 verdeutlicht

werden:

125
Gd

Ewvents
Ewents

10%
HLA Fitc

Abb. 4.3: Darstellung der Fluoreszenzintensitdt nach Verwendung von HLA-Fitc

Antikérpern am Beispiel von SKNMC (links) und SKNMC nach INFy- Stimulation
(rechts). Eine Rechtsverschiebung in der Graphik zeigt die Zunahme der

Fluoreszensintensitat und somit eine vermehrte HLA-Expression.

Die Ergebnisse der Stimulationsversuche sind in Abbildung 4.4 bzw. 4.5 dargestellt:
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Abb. 4.4: Logarithmische Auftragung der HLA-MeanX-Werte als Maf3 fir die
HLA-Prasentation auf der Oberfléche der Neuroblastomzellen vor und nach INFy-
Stimulation. Anzahl der durchgefihrten Messungen = n. Kelly: n = 7; SKNMC: n
= 18; SHSY5Y: n = 14;IMR32: n = 12; IMR5: n = 8.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Zelllinie SKNMC mit der starksten HLA-Zunahme auf
der Oberflache nach INFy-Stimulation reagiert. Auch unstimuliert weist sie die stérkste,
wenn auch insgesamt geringe, HLA-Prasentation auf.

Die anderen Zelllinien weisen in etwa die gleichen Ausgangswerte in Bezug auf die
HLA-Dichte auf. Auch nach INFy-Stimulation liegen diese Zelllinien nahe beieinander,
insbesondere Kelly und SHSY5Y. IMR5 ist die Zelllinie, die am geringsten mit einer
HLA-Induktion nach INFy-Stimulation reagiert.

Zusammenfassend ist hier zu sagen, dass die Neuroblastomzellen unterschiedlich auf
das INFy reagieren, obwohl sie mit den gleichen Konzentrationen stimuliert wurden.
Dies kénnte eine Erklérung fur die unterschiedlichen Ergebnisse in den Zytotoxizitéts-

tests sein.




Ergebnisse 51

Auch die ICAM-1-Verteilung auf den Neuroblastomzellen vor und nach INFy-Stimu-
lation wurde, wie in Punkt 3.6.1 beschrieben, untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbil-

dung 4.5 dargestellt:

y 501

o .

% 40 - -1— SKNIMC
‘g 20| —a— Kelly
r —— SHSY5Y
§ 20 - IMR32
Q —— IMR5

£ 10+

@

= 0 —4

ohne mit INF

Abb. 4.5: Darstellung der CD54-MeanX-Werte (Fluoreszenzintensitét) vor und
nach INFy-Stimulation als Maf3 fir die Auspragung von ICAM-1 auf der Oberfla-

che der einzelnen Neuroblastomzelllinien im Vergleich. n = Anzahl der durch-

gefihrten Messungen: n= 6, ausgenommen IMR5: n =4.

Wie schon bei den HLA-Molekulen findet sich auch beim ICAM-1 nach Stimulation die
grofite Reaktion bei SKNMC, wo es zu einer starken Prasentationszunahme von ICAM-
1 kommt. Auch bei IMR32 und SHSY5Y wird eine deutliche Zunahme der Fluoreszenz
gemessen. Im Gegensatz dazu verdndert sich bei IMR5 und Kelly kaum etwas, d. h.,
dass hier die ICAM-1-Induktion gering ausfallt.

Insgesamt ist also sowohl eine HLA-, als auch eine ICAM-1-Zunahme auf den Zellen

zu verzeichnen.
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4.4 Lyse der mit INFystimulierten - und mit HLA-Ak blockierten Zellen

Um zu Gberprifen, ob die Verdnderungen, die nach INFy-Stimulation entstanden sind
(siehe 4.2), den induzierten HLA-Molekilen zuzuschreiben sind, wurde ein Gegen-
versuch mit HLA-ABC-Antikérpern durchgefihrt (Vorgehen siehe 3.4 und 3.5). Dies
geschah unter der Annahme, dass die Wirkungen, die durch die Stimulation mit INFy
ausgeldst wurden, rickgangig gemacht werden kénnen. Parallel wurden Messungen

mit unstimulierten - und mit INFy-stimulierten Neuroblastomzellen durchgefihri.

Kelly SKNMC
t
100 t —
. — t
80 IO —
° ——
X
c 60
0y
7
2> 40
S
R
20
0 _
E/T 11 E/T 5:1 E/T 1:1 E/T 5:1
BMunstimuliert
Omit INF stimuliert
B mit INF stimuliert und mit HLA-Ak blockiert

Abb. 4.6: Vergleich der Zytolyse durch NK-Zellen bei den unstimulierten (blau)-,
mit INFy-stimulierten - (gelb) und mit INFy-stimulierten und mit HLA-ABC-Antikér-
pern blockierten (rot) Neuroblastomzelllinien Kelly und SKNMC in den Effektor /
Target Verhdlinissen 1:1 und 5:1 nach 3 Stunden Inkubationszeit. Mittelwerte mit
Standardabweichungen. Anzahl der Versuche = n: Kelly: n = 5, SKNMC: E/T 1:1:
n=26,E/T51:n=28.

*: p < 0,05 (signifikant); t: p >0,05 (nicht signifikant) (Wilcoxon Test).
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Aus der Darstellung geht hervor, dass die durch INFy hervorgerufene Abnahme der
Zytolyse bei SKNMC und Kelly durch die Anwendung von HLA-ABC-Antikérpern im
Wesentlichen riickgéngig zu machen ist. Auch wenn nicht alle Messungen signifikant
sind, so zeigt sich doch bei allen Zelllinien tendenziell ein Wiederanstieg der Zytotoxi-
zitgt nach Antikérperblockierung der HLA-Molekile. Das beweist, dass die Abnahme
der Zytolyse dort, wo sie beobachtet wurde, tatsdchlich auf die Zunahme von HLA-

Molekilen und nicht beispielsweise auf ICAM-1 zurickzufhren ist.

Bei den Zelllinien SHSY5Y und IMR32 ist es trotz HLA-Induktion nicht zu einer Abnah-
me der Zytotoxizitét gekommen. Die Ergebnisse dieser Blockierungsversuche werden in

einem gesonderten Diagramm auf Seite 54 dargestellt.
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Mittelwerte mit Standardabweichungen. SHSY5Y: n = 6, IMR32: n
*: p < 0,05 (signifikant); t: p >0,05 (nicht signifikant) (Wilcoxon Test).

Abb. 4.7: Vergleich der Zytolyse durch NK-Zellen bei den unstimulierten- (blau),

mit INFy-stimulierten (gelb) und mit INFy-stimulierten und mit HLA-ABC-Antikérpern
blockierten (rof) Neuroblastomzelllinien SHSY5Y und IMR32 in den Effektor /
Target-Verhaltnissen 1:1 und 5:1 nach 3 Stunden Inkubationszeit. Dargestellt sind

Die Graphik zeigt, dass es durch Blockierung der HLA-Molekile zu keiner relevanten

Verénderung kommt. Die Werte bleiben auf dem gleichen Niveau wie nach der INFy-

Stimulation. Die HLA-Blockierung zeigt also bei den Zelllinien SHSY5Y und IMR32

keine Wirkung auf die Zytotoxizitét durch NK-Zellen. Offensichtlich existieren neben

der HLA-Induktion noch andere Effekte des Interferons auf die Neuroblastomzellen,

welche zu der erhdhten Sensibilitét gegentber den NK-Zellen fihren.

Zusammenfassend ergibt sich, dass Interferon die NK-Zell - vermittelte Zytolyse durch

HLA-Induktion vermindert, falls diese Induktion ausreichend stark ist. Zusétzlich hat
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Interferon noch einen Zytolyse-verstarkenden Effekt, der in Abwesenheit von einer star-

ken HLA-Induktion manifest wird.

4.5 Zytotoxizitatstests mit HLA-C-Gruppenspezifitat

Eine relevante Frage ist, ob bei den Zellen, bei denen eine Verminderung der Zyto-
toxizitét zu beobachten war, dieser Effekt entsprechend der ,missig-self Theorie von
der HLA-C-Konstellation zwischen Spender der NK-Zellen und Neuroblastomzellen
abhéngig war. Die PCR ergab (siehe 3.7.5), dass SKNMC zu der HLA-C-Gruppe |, |
gehort. Die Inkubation mit NK-Zellen von Spendern mit kompatibler und
inkompatibler HLA-C-Konstellation zeigte die nachfolgenden Ergebnisse hinsichtlich
der Zytolyse der Zielzellen:

SKNMC
80
70 - E/T=1:A E/T=5:A1
X 60 A
£ 50 -
b 40 |
>
S 30 A
R 20 -
10 A
0 |
NK-Zellen NK-Zellen NK-Zellen NK-Zellen
der der Gruppe der der Gruppe
Gruppe I,I 1Ll Gruppe 1,1 11,11
B unstimuliert Onach INF-Stimulation

Abb. 4.8: Zytotoxizitdtstests im Hinblick auf eine Allospezifitdt der NK-Zellen. Die

Zelllinie SKNMC (Gruppe |, I) wurde unstimuliert und nach INFy-Stimulation jeweils
mit NK-Zellen der gleichen HLA-C-Konstellation (Gruppe |, I) bzw. einer anderen
HLA-C-Konstellation (Gruppe Il, Il) Gber 3 h inkubiert. Dargestellt sind die Lyse-
zahlen in % in den Effektor / Target-Verhdlinissen 1:1 (n = 4) und 5:1 (n = 5).

Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardabweichungen.
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Die Zytolyse der Zelllinie SKNMC im Effektor- / Target-Verhéltnis 1:1 nimmt jeweils
um '/, ab, sowohl bei den NK-Zellen der gleichen, als auch der inkompatiblen HLA-C
Konstellation. Im Verhdlinis 5:1 kommt es zu einer éhnlichen Reduktion der Zytolyse
nach INFy-Stimulation. Die HLA-C-Konstellation spielt also keine Rolle fir die
Lysehemmung durch HLA-Induktion.

Auch Kelly wird im E / T- Verhgltnis 1:1 nach INFy-Stimulation um etwa '/, weniger ly-
siert. Diese Werte sind in der Graphik jedoch nicht dargestellt, da diese Versuche nur
stichprobenartig durchgefihrt wurden (n=2) und somit eine verallgemeinernde Aus-
sage nicht méglich ist. Trotz allem sollen die Ergebnisse hier genannt werden, da sie
einen Hinweis darauf geben kénnen, ob sich Neuroblastomzellen in diesen Versuchen
unterscheiden. Insgesamt wurde bei Kelly kein Unterschied in der Zytotoxizitat zwischen
den HLA-C-Konstellationen erwartet, da Kelly der Gruppe |, Il angehért und folgerich-
tig von NK-Zellen der HLA-C-Gruppe |, | und I, Il gleichermaf3en lysiert werden mss-
te.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass kein Unterschied in der Lyse von Neuroblastom-
zellen (SKNMC und Kelly) durch NK-Zellen unterschiedlicher HLA-C-Konstellation zu

beobachten ist.

4.6 Zytotoxizitdtstests mit CD56-AntikSrpern

Das sowohl auf NK- als auch auf Neuroblastomzellen exprimierte CD56 ist ein nahe
liegender Kandidat fir die Vermittlung des Zell-Zell-Kontaktes und damit for die
Initiierung des lytischen Prozesses (siehe Einleitung). Fir diese Versuche wurden sowohl
Neuroblastom- als auch NK-Zellen mit CD56-Antikérpern geblockt (siehe auch
3.4.4). Am Beispiel der NK-Zellen soll in Abbildung 4.9 gezeigt werden, welchen
Einfluss dabei die CD56-Antikérper hatten:
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Abb. 4.9: Histogramme mit Events / CD56 PE-Ak. Dargestellt wird die Fluoreszenz

von CD56-PE der NK-Zellen als Maf3 fir die abnehmende Ausprégung von freien
CD56-Molekilen auf der Oberfléche vor (links) und nach (rechts) CD56-Blockung.

Je weiter links die Graphen verlaufen, desto weniger freie CD56-Molekile sind

vorhanden.

Nach CD56-Blockierung der Zellen kam es zu einem deutlichen Rickgang in der
Fluoreszenz bei Darstellung der Molekile mit CD56-PE. Es tritt nach Blockierung also
ein deutlicher Rickgang freier CD56-Rezeptoren auf. Dies trifft f{ir Neuroblastomzellen

ebenso zu und war Grundvoraussetzung fir die folgenden Versuche.

Die Ergebnisse der Zytotoxizitdtstests vor und nach CD56-Blockierung sind in
Abbildung 4.10 dargestellt:
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Abb. 4.10: Zytolyse der Neuroblastomzellen ohne (orange) und mit (blau) CD56-
Antikérpern auf Neuroblastom- und NK-Zellen in den Effektor / Target-Verhalt-
nissen 1:1 und 5:1 nach 3 Stunden Inkubationszeit. Dargestellt sind Mittelwerte mit
Standardabweichungen. Fallzahlen = n im E / T-Verhdlinis 1:1: Kelly: n = 6,
SKNMC: n = 9, SHSY5Y: n = 9, IMR32: n = 8, IMR5: n = 5. Im E / T-Verhdltnis
5:1: Kelly und IMR5: n = 5, SKNMC, SHSY5Y und IMR32: n = 9. Alle
Unterschiede sind nicht signifikant (Wilcoxon Test).

Die Ergebnisse zeigen keine relevanten Unterschiede in der Zytolyse von Neuro-
blastomzellen vor und nach Blockierung der CD56-Rezeptoren. Offensichtlich spielt
die Adhéasion Uber CD56-Molekile keine entscheidende Rolle bei der
Neuroblastomerkennung durch NK-Zellen, zumindest nicht in dem gewdhlten

Model.
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5. DISKUSSION

5.1 NK-Zellen

NK-Zellen geben trotz der vielen Erkenntnisse, die in den letzten Jahren Gber sie ge-
wonnen wurden, auch heute noch Rétsel auf. Sie sind Thema diverser Forschungs-
gruppen, welche sich mit Autbau, Funktion und Verhalten der NK-Zellen beschaftigen.
Dabei stellen die Oberflachenmolekile einen besonders wichtigen zu erforschenden
Anteil dar, weil damit auch neues Wissen Uber das "Kénnen" und "Verhalten" der NK-
Zellen gewonnen werden kann. Haufig ist der Aufbau der Zellen fir eine Aktivierung
oder Inhibierung durch Bindung mit Rezeptoren oder Interleukinen verantwortlich (Farag
et al., 2002).

Es ist bekannt, dass NK-Zellen viele verschiedene Molekile und Rezeptoren tragen
(KIRs, CD56, Lektin-ahnliche Rezeptoren, NCRs, um nur einige davon zu nennen (siehe
auch 1.2.3.) (Moretta et al., 1995; Lazetic et al., 1996; Moretta et al., 2000). NK-
Zellen tragen aber keinen Rezeptor der Lymphozyten (T-Zell-Rezeptor bzw. IgD), obwohl
sie zu den Lymphozyten gehdren. Damit haben die aus der T-und B-Zell-Immunologie
bekannten Mechanismen hier keine Relevanz, stattdessen kénnen NK-Zellen Zielzellen
ohne antigene Aktivierung lysieren. Aber auch die antikérperabhéngige zellulare
Zytotoxizitat (ADCC), bei der die NK-Zellen mit CD16 an gebundene Antikérper
binden, fGhrt zu einer Lyse von Zielzellen (Ojo und Wigzell, 1978).

Trotz der vielen Molekile, deren Ausprégung auf NK-Zellen bereits bekannt ist, werden
immer wieder neue Oberflaéchenmolekile entdeckt, deren Funktionen nur Schritt for
Schritt erkannt werden kénnen. In der Gesamtheit ergibt sich dabei ein komplexes
Zusammenspiel von Faktoren, die zu einer Aktivierung oder auch Inhibierung der NK-
Zellen fohren (Farag et al., 2002).

Im Hinblick auf die Effektormechanismen ist bekannt, dass NK-Zellen verschiedene

Zytokine produzieren, mit deren Hilfe sie andere Zellen beeinflussen kénnen (z.B. INFy,
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IL-5, IL-13) (Handa et al., 1983; Warren et al., 1995; Hoshino et al., 1999).

Neues Wissen und Verstehen im Verhalten von NK-Zellen ist nicht nur von theo-
retischem Interesse. Dieses Wissen hat auch klinische Bedeutung. Die Einsetzbarkeit von
NK-Zellen in der Therapie von Tumorerkrankungen ist stark abhéngig vom Wissen Gber
ihre zytotoxischen Wirkungsweisen. Ziel sollte es sein, sich dieses Wissen zu Nutzen zu
machen und damit weitere Fortschritte in der Tumortherapie und Transplantations-
medizin zu erreichen. Es ist schon lange bekannt, dass NK-Zellen Tumorzellen téten
kénnen (Hebermann et al., 1975). Inzwischen sind NK-Zellen schon in einer klinischen
Studie in der adoptiven Krebstherapie von Nierenzellkarzinomen (Escudier et al., 1994)
mit teilweise viel versprechenden Ergebnissen angewendet worden. Dabei scheint die
Transfusion von NK-Zellen sehr gut vertréglich zu sein (Hercend et al., 1990; Frohn et
al., 2000). Zudem ist in der Arbeit von Ruggeri et al., 1999 ein ausgeprégter Graft
versus Leukamie-Effekt von NK-Zellen nach Knochenmarkstransplantation bei Patienten
mit Leukdmie gezeigt worden. So kann das Wissen Gber die Aktivierung der NK-Zellen
in der Tumortherapie dabei helfen, ein Maximum an Aggressivitét gegen Tumorzellen
zu erreichen und somit vielleicht die Uberlebenschancen von Patienten zu verbessern.
Méglicherweise bietet sich hier auch eine Option fir Kinder mit Neuroblastom (Main et
al., 1985; Prigione et al., 2004).

Die Untersuchungen in dieser Arbeit wurden auf einige wenige Oberflachenmolekile

und ihre Wirkung auf NK-Zellen begrenzt.

5.2 HIA

Das HLA ist fir Versuche mit NK-Zellen von Bedeutung, da es aufgrund der ,missing-
selt” Hypothese (Ljunggren und Kéarre, 1990) eine wichtige Rolle spielt. Demnach téten
NK-Zellen vermehrt die Zellen, die kein oder nur so abgedndertes HLA tragen, dass es
nicht als ,selbst” erkannt werden kann. Fir unsere Versuche ist es dabei wichtig zu
wissen, dass beim Neuroblastom, wie auch bei vielen anderen Tumoren, nur wenig

oder kein HLA auf den Zellen vorhanden ist (Raffaghello et al., 2005).
Die bisher verdffentlichten Studien zur Rolle des HLA in Bezug auf die Zytotoxizitat durch




Diskussion 61

NK-Zellen ergeben zusammengenommen widersprichliche Ergebnisse. Einerseits wird
die Aussage der ,missing-self” Hypothese durch mehrere Studien bestétigt (Gidlund et
al., 1981; Ljunggren und Karre, 1985; Storkus et al., 1987). Im Gegensatz dazu gibt
es Studien, die, der ,missing-self” Hypothese widersprechend, keine Zytotoxizitéts-
abnahme durch HLA gemessen haben (Chervenak und Wolcott, 1988; Leiden et al.,
1989; Handgretinger et al., 1989; Stam et al., 1989; Routes, 1992). Handgretinger et
al. haben sogar eine Zunahme der Zytotoxizitét nach HLA-Induktion durch INFy ge-
messen. Eine Erklarung konnte hierfir noch nicht gefunden werden.

Bei unseren Versuchen konnten wir an den finf untersuchten Zelllinien die widersprich-
lichen Ergebnisse nachvollziehen. Eine genaue Analyse der Ergebnisse gibt Hinweise auf
die Ursachen fir das diskrepante Verhalten:

Betrachtet man zundchst die Ergebnisse nach Stimulation der Neuroblastomzellen mit
INFy, so wird klar, dass sich die NK-Zellen nicht gleich verhalten. Zu erwarten war bei
allen Zelllinien eine Abnahme der Zytotoxizitat ("missing-self" Hypothese (Ljunggren und
Karre, 1990)), da es bei allen Zellen zu einem Anstieg der HLA-Présentation auf ihrer
Oberflache nach INFy-Stimulation kam (Abb. 4.4, Seite 50). Hierbei muss noch
erwdhnt werden, dass die NK-Zellen in den Versuchen keinen Kontakt mit INFy hatten,
so dass stimulierende Effekte auf die NK-Zellen durch INFy ausgeschlossen werden
kénnen. Es gab deutliche Unterschiede zwischen den Zytotoxizitétstests mit SKNMC und
Kelly (Anstieg der Zytotoxizitdt nach INFy-Stimulation) einerseits und SHSY5Y, IMR32
und IMR5 (Abnahme der Zytotoxizitét) andererseits (siehe Abb. 4.2, Seite 47). Es stellt
sich hier die Frage, worauf diese Gegensdtze im Verhalten der NK-Zellen
zurickzufthren sind. Die Erklarung koénnte einerseits in der unterschiedlichen Reaktion
der Neuroblastomzellen auf INFy zu finden sein. SKNMC reagierte mit einer weit
grofleren Zunahme der HLA-Présentation als die anderen Zelllinien. Gleichzeitig kam es
hier auch zu der starksten Hemmung der Zytotoxizitat. Die Zelllinie Kelly mit der
zweitstérksten HLA-Expression zeigt noch eine geringe Verminderung der Zytolyse,
wahrend alle anderen Zelllinien eine unverdnderte oder sogar vermehrte Lyse nach

IFNY-Behandlung zeigen. Daraus lésst sich folgende These postulieren:
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e Die NK-Zellen werden in den Versuchen umso starker gehemmt, je mehr HLA

die Zielzelle prasentiert.

Damit ist aber die Zunahme der Zytotoxizitét nach IFNy-Stimulation bei drei Zelllinien
nicht erklarbar.
Dies fiohrt zu folgender Uberlegung: es wére denkbar, dass die INFy-Stimulation

grundsatzlich zwei verschiedene, gegenlaufige Effekte hat:

e zum einen die Hemmung von NK-Zellen durch HLA,

e zum anderen die Stimulation von NK-Zellen durch weitere auf den Zielzellen

ausgeléste Mechanismen.

Je mehr HLA induziert wird, desto stérker sind hemmende Einflisse erkennbar. Um zu
beweisen, dass die inhibierende Wirkung bei den Zelllinien SKNMC und Kelly wirklich
auf das HLA zuriGckzufGhren ist, wurde der Versuch 3.4.3 durchgefihrt, in welchem wir
die durch INFy-induzierten HLA-Molekile wiederum mit Antikérpern blockierten. Auch
hier kam es zu Uberraschungen, da es bei SHSY5Y und IMR32 und zundchst auch bei
SKNMC zu einem weiteren Anstieg der Zytotoxizitét kam (Daten nicht dargestellt). Die
Vermutung lag nahe, dass dies auf die Anwesenheit des Antikérpers zuriickzufihren ist,
wodurch ADCC ausgelést und ein Anstieg der Zytotoxizitdt vorgetéuscht sein kdnnte.
Um dies auszuschlieBen, wurde der verwendete IgG, -Antikérper gegen einen Anti-
kérper der Gruppe 1gG, ausgetauscht, da hier die Ausldsung von ADCC am geringsten
ist (Dijstelbloem et al., 2001). Der Wechsel des Antikérpers fihrte dann auch zu einem
Rickgang der Lyse bei allen Zelllinien.

Bei SKNMC und Kelly kam es nun zu einem fast vollsténdigen Rickgang der durch das
INFy ausgelésten Reaktionen (Abb. 4.6, Seite 52). Somit ist bewiesen, dass hier die Ver-
adnderungen in der Zytotoxizitét dem HLA zuzuschreiben sind.

Bei SHSY5Y und IMR32 kam es hingegen zu keiner Anderung der Lysezahlen (Abb. 4.7,

Seite 54), was gegen einen eventuell bestehenden stimulierenden Effekt der HLA-
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Molekile spricht. Dies fohrte zu der Vermutung, dass andere durch INFy ausgeldste
Mechanismen fur die Zytotoxizitétssteigerung verantwortlich sind. Demnach ergibt sich

folgende Theorie:

e Die Aktivierung von HLA-Molekilen hatte grundsétzlich bei allen Zelllinien den

gleichen hemmenden Effekt, wie a priori erwartet,

e dabei wurden durch das INFy zusétzlich stimulierende Mechanismen ausgeldst,

die bei einigen Zelllinien die hemmende Wirkung des HLA Gbertrafen.

Fur diese These sprechen auch die anschlieBend folgenden Erkenntnisse beziglich

ICAM-1 und der Apoptosegene.

5.3 ICAM-1

Bei unseren Versuchen bestimmten wir zusétzlich die Verdnderung der ICAM-1 Expres-
sion nach INFy-Stimulation. ICAM-1, das vom LFA-T der NK-Zelle gebunden werden
kann, wurde schon friher mit stimulierenden Effekten von NK-Zellen in Zusammenhang
gebracht (Naganuma et al., 1991). Die vermehrte Expression von ICAM-1 kénnte hier
demzufolge zu einer gesteigerten Zytotoxizitét gefihrt haben. Auch andere Bindungs-
partner der NK-Zellen mit dem Adhésionsmolekil sind dabei nicht ausgeschlossen.
ICAM-1 wird tatsdchlich vermehrt nach INFy-Stimulation auf den Zellen prasentiert und
kénnte so die Unterschiede erkléren. Doch auch hier kommt es bei SKNMC zur
stérksten Expression (Abb. 4.5, Seite 51). Bei dieser Zelllinie fihrt die INFy-Stimulation
aber zu einer deutlich verminderten Lyse durch die NK-Zellen, was gegen eine stimu-
lierende Wechselwirkung zwischen der NK-Zelle und dem ICAM-1 spricht.

Bei SHSY5Y und IMR32 ist auch ein deutlicher Anstieg der ICAM-1 Molekile
festzustellen. Hier kénnte man also annehmen, dass dies zu der verstarkten Aggressivitét
der NK-Zellen gefihrt und die HLA-Wirkung Gberwunden hat. Auch die Ergebnisse von
Kelly wirden dazu passen, da hier nur ein geringer Anstieg der ICAM-1 Molekile
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auftritt und gleichzeitig die Zytotoxizitat sinkt. Aufgrund der Ergebnisse von SKNMC
scheint aber auch das ICAM-1 nicht zur vollstdndigen Klarung der Unterschiede

zwischen den Zelllinien zu fohren.

5.4 Apoptosegene

In weiterfihrenden Versuchen am Institut wurde die Wirkung von INFy auf verschiedene
Apoptosegene in den Neuroblastomzellen untersucht (Daten nicht dargestellt). Diese
von Sandra Schlick erarbeiteten Ergebnisse sind in diesem Zusammenhang sehr inte-
ressant und sollen deshalb hier kurz erwahnt werden. Die Versuche zeigten, dass bei
SKNMC Apoptosegene durch die INFy-Stimulation herunterreguliert und anti-Apoptose-
gene heraufreguliert wurden, wohingegen bei IMR32 das Gegenteil der Fall war
(Schlick, 2004). Die vermehrten oder verminderten Apoptosegene kdnnten auch
Einfluss auf die Zahl der getéteten Zielzellen gehabt haben, da durch die Messungen
mit dem Durchflusszytometer nur gemessen werden kann, dass Zellen abgestorben sind,
nicht aber, warum sie tot sind, sei es durch Wirkung der NK-Zellen oder z. B. durch In-

duktion von Apoptosegenen, die zum Zelltod fGhren.

Insgesamt sprechen unsere Versuche tatséichlich fir eine Hemmung durch die vermehrte
Expression der HLA-Molekile. Dabei scheint die Inhibierung im Groflen und Ganzen
von der Anzahl der HLA-Molekile abhdngig zu sein. Es scheint sicher, dass die Zyto-
toxizitat nicht nur durch das HLA gesteuert wird. Zusdtzlich bewirkt das INFy auf den
Neuroblastomzellen weitere Verdnderungen (z. B. ICAM-1, Apoptosegene), die Einfluss
auf die NK-Zell-Steuerung haben. Dies bestatigten auch Prigione et al., 2004.

Des Weiteren muss bericksichtigt werden, dass immer mehr Oberflachenmolekile auf
NK-Zellen entdeckt worden sind. Auch diese Molekile haben ihre Funktion in der NK-
Zell-Aktivierung oder Inhibierung. Betrachtet man z. B. die bereits erwdhnten NCRs
(Bottino et al., 2000; Moretta et al., 2000), die nicht am HLA binden, deren genaue
Bindungspartner jedoch noch nicht bekannt sind, so lassen sich folgende Aussagen ma-

chen: ihre Expression auf NK-Zellen variiert und es besteht ein direkter Zusammenhang
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zwischen NCR-Dichte auf der Oberfléche von NK-Zellen und der Fahigkeit der NK-
Zellen, verschiedene Tumorzellen zu téten (Moretta et al., 2001). Die NCR Dichte wur-
de in unseren Versuchen nicht gemessen. Dennoch muss die Beeinflussung der Mes-
sungen durch NCRs in Betracht gezogen werden. Auch dies spricht fir die Vermutung,
dass verschiedene Mechanismen bei den Versuchen eine Rolle gespielt haben, wobei
HLA nur einer von vielen Faktoren ist. Es wirde auflerdem die verschiedenen Ergebnisse
in der Literatur erkléren. Die nachfolgende Graphik gibt einen zusammenfassenden

Uberblick tber die bisher genannten Mechanismen.

INFy-Wirkung
auf Neuro-
blastomzellen

Zunahme
Zunahme oder
Abnahme
HLA-Expression  ICAM-1 Anti- unbekannte
auf den Expression auf Apoptosege- Mechanismen, |
Zielzellen Zielzellen ne z.B. NCRs
verstarken
hemmt verstarkt verstarken hemmen ol

hemmen

N l VL

Zytotoxizitat des Systems NK-Zellen/ Neurobastomzellen

Abb. 5.1: Vereinfachte Darstellung der Wirkungen von INFy auf die Zielzellen und

somit auf die Zytotoxizitét von NK-Zellen. Der relative Beitrag der einzelnen Faktoren
variiert von Zelllinie zu Zelllinie, was die unterschiedlichen Beobachtungen erklaren

kann.
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5.5 Allospezifitdt von NK-Zellen

Weiterhin galt es zu untersuchen, ob die NK-Zellen eine Allospezifitat aufweisen, d. h.,
ob sie sich anders verhalten in Bezug auf Zielzellen mit "selbst"- oder "fremd"-HLA-C
Gruppe (siehe auch Tab. 1.1, Seite 11). Wenn dies der Fall wére, wirde das bedeuten,
dass autologe NK-Zellen in vivo von HLA-préasentierenden Tumorzellen inhibiert
werden. Das hatte grofie klinische Bedeutung. In der Studie von Ruggeri et al., 1999
wurde eine Allospezifitét von NK-Zellen bei Versuchen mit Leukdmiezellen nach-
gewiesen. Doch handelte es sich dabei um hématopoetische Zellen und nicht um Zellen
solider Tumoren.

Um einen HLA-Effekt Gberhaupt sichtbar zu machen, wurden IFN-behandelte SKNMC-
Zellen verwendet (s.0.). Die anschlieBenden Untersuchungen mit dem Durchfluss-
zytometer zeigten jedoch, dass erstaunlicherweise keine Allospezifitat der NK-Zellen zu
erkennen war (Abb. 4.8, Seite 55). Die Abnahme der Zytotoxizitét nach HLA-Induktion
war sowohl bei HLA-C-Kompatibilitét als auch bei -Inkompatibilitét in etwa gleich hoch.
HLA an sich hemmt also die Zytotoxizitat, die individuellen HLA-Ausprédgungen spielen
jedoch keine offensichtliche Rolle. Dies ware aufgrund der missing-self Theorie zu
erwarten gewesen. Dies ist von groflem klinischen Interesse. Zum einen wirde eine
theoretische Allospezifitdt von NK-Zellen in der Tumortherapie positive Effekte haben,
da die Transfusion HLA-C inkompatibler NK-Zellen zur verstérkten Tumorlyse beim
Empfanger fihren wirde. Die therapeutische Wirkung von NK-Zellen wére somit gréfler
als ohne Allospezifitat. Dem gegeniber ist es jedoch fur die Transplantation solider
Organe von Vorteil, wenn keine Allospezifitdt vorliegt, da es hypothetisch seltener zu
NK-Zell vermittelten AbstoBungsreaktionen nach Transplantation eines Organs kommen
sollte (Young et al., 1997). Die derzeitige Praxis, bei der die HLA-C-Konstellation von
Spender und Empfanger bei Transplantationen von soliden Organen nicht beachtet
wird, muss demnach auch nicht geéndert werden.

Unsere Ergebnisse beziglich einer Allospezifitat bei Zellen von soliden Tumoren werden
von lgarashi et al., 2004 allerdings nicht bestétigt. Vielmehr ergaben hier die Versuche,

dass NK-Zellen die verwendeten Zielzellen, Zellen eines Nierenzellkarzinoms und Me-
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lanoms, vermehrt dann lysierten, wenn eine Inkompatibilitat zwischen der HLA-C Grup-
pe der Zielzelle und des KIRs der NK-Zelle bestand. Wie sind diese unterschiedlichen
Ergebnisse zu erkléren?

Die Diskrepanz, die die verschiedenen Resultate erklaren konnte, liegt in der Vorbe-
reitung der NK-Zellen. In unseren Versuchen haben wir darauf geachtet, dass die NK-
Zellen von gesunden Spendern stammten, die entweder homozygot fir die HLA-C
Gruppe 1 oder fir die HLA-C Gruppe 2 waren. Auch bei Igarashi et al. wurde dies so
durchgefihrt, doch folgte hier noch ein weiterer Schritt. Die NK-Zellen wurden hin-
sichtlich der Ausprégung von CD158b (KIR2DL2/3) und CD158a (KIR2DL1) selektiert.
Dies ist ein wichtiger Unterschied. Die beiden Rezeptoren sind, wie schon erwéhnt, fur
die Unterscheidung zwischen HLA-C Gruppe 1 und 2 verantwortlich. Es wurde immer
wieder postuliert, dass NK-Zellen vorzugsweise die KIRs tragen, die zu der HLA-Gruppe
des Individuums passen. Dies scheint jedoch nicht der Realitdt zu entsprechen. Es wurde
herausgefunden, dass die KIRs der NK-Zellen eines Individuums unabhdngig von der
HLA-C Gruppe exprimiert werden. D. h., ein Individuum mit Zellen einer bestimmten
HLA-C Gruppe kann unabhéngig davon verschiedene KIRs auf den NK-Zellen tragen
(Frohn et al., 1997; Young et al., 1998). Somit ist zu vermuten, dass die NK-Zellen in
unseren Versuchen jeweils ein bestimmtes KIR-Repertoire besaBBen, das nur teilweise
oder eventuell auch gar nicht zu den KIR-Liganden der verwendeten Neuroblastom-
zellen passte. Somit ist es denkbar, dass die Zellen in unseren Versuchen deshalb nicht
vom "selbst"-HLA starker inhibiert wurden, weil nur einige KIRs daran binden konnten.
Dies ist nur eine Vermutung. Man kann festhalten, dass unsere Versuche aufgrund der
unterschiedlichen Vorgehensweisen nicht direkt mit denen von Igarashi et al. ver-
gleichbar sind.

Es bleibt fraglich, ob in Zukunft in der Tumortherapie die verwendeten NK-Zellen nach
dem Schema von Igarashi et al. selektiert werden sollten, um sie KIR-inkompatibel
Tumorpatienten verabreichen zu kénnen. Da Igarashi auf diese Weise eine Allospezifitat
nachgewiesen hat, wére es denkbar, eine gréflere Aggressivitét von NK-Zellen gegen-
Uber Krebszellen zu erreichen als bei der reinen Selektion von NK-Zellen, wie wir sie

durchgefihrt haben. Technisch wére dieses Vorgehen unproblematisch durchfGhrbar.




Diskussion 68

Wenn die durch Igarashi et al. nachgewiesene Allospezifitét auch in vivo auftreten
wirde, dann wdare eine hdhere Lyse von Tumorzellen durch die KIR-inkompatiblen NK-
Zellen zu erwarten. Weitere Studien sollten hier anknipfen. Es muss auch daran
gedacht werden, dass die Transfusion KIR-inkompatibler NK-Zellen méglicherweise
Unvertraglichkeitsreaktionen hervorruft, die nach Transfusion von NK-Zellen gleicher
HLA-C-Konstellation zwischen Spender und Empféanger nicht aufgetreten sind (Frohn et
al., 2000), da die Spenderzellen das Empfanger-HLA-C der gesunden Zellen nicht als
sselbst” erkennen und dadurch woméglich nicht ausreichend gehemmt werden. Insge-
samt sollten weitere Versuche, die die Selektion bestimmter KIR tragender NK-Zellen

beinhaltet, bei der Tumorforschung bericksichtigt werden.

5.6 CD56
Das CD56 oder auch NCAM findet man sowohl auf Neuroblastom-, als auch auf NK-

Zellen. Da es mit sich selbst, also homophil binden kann, lag die Vermutung einer
Interaktion zwischen den Oberfléchenrezeptoren nahe. In friheren Studien wurde
sowohl die Aktfivierung von NK-Zellen bestatigt (Palucka et al., 1992), als auch wider-
legt (Lanier et al., 1991). Um auch die Méglichkeit der Aktivierung bzw. Inhibierung der
NK-Zellen durch Bindung mit dem CD56-Rezeptor an anderen Oberflachenliganden
als dem CD56 auszuschliefien, wurde das neuronale Adhésionsmolekil in unseren
Versuchen nicht nur auf den Neuroblastomzellen, sondern auch auf den NK-Zellen
selbst mit Antikérpern blockiert. Die Vermutung, dass das CD56 eine Rolle bei der
Aktivierung oder Inhibierung von NK-Zellen eine Rolle spielt, lieB sich in unseren
Versuchen jedoch nicht bestatigen (Abb. 4.10, Seite 58). Das CD56 scheint weder
einen hemmenden, noch einen stimulierenden Einfluss auf die Zytotoxizitét von NK-
Zellen zu haben. Trotz allem ist nicht auszuschlieBen, dass das CD56 als
Adhésionsmolekil zwischen Neuroblastom- und NK-Zelle wirkt, dass dies jedoch keine
Auswirkungen auf die Aktivitat der NK-Zellen hat. Auch ist es denkbar, dass das CD56

als Adhésionsmolekil, wie zu Beginn erwéhnt, zwar in unseren statischen Versuchen
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keine Wirkung hat, das es aber /n vivo, also beispielsweise in der Blutstrombahn, fir die

Adhasion der NK-Zelle an eine Zielzelle nétig ist.

5.7 Limitation der Versuche

Die in dieser Arbeit durchgefihrten Versuche machen Aussagen Gber NK-Zellen und ihr
Verhalten bei Neuroblastomzellen /n vitro. Bei allen derartigen Studien missen
grundsétzlich die folgenden Dinge beachtet werden. Bei Versuchen in vifro handelt es
sich um Zytotoxizitétsassays im Réhrchen. Dies entspricht nicht den Bedingungen eines
Tumors in situ und kann deshalb nur begrenzt fir Aussagen Uber /n vivo Verhélinisse
herangezogen werden. Insgesamt ist es moglich, dass experimentelle Lyseraten von
Neuroblastomzellen héher liegen als Lyseraten in vivo. Das liegt zum einen daran, dass
in Versuchen Zelllinien verwendet werden. Diese sind maglicherweise empfindlicher als
native Neuroblastomzellen in situ. Zum anderen wére es denkbar, dass in vitro keine
Adhasionsmolekile nétig sind (z. B. CD56), um eine Lyse durch NK-Zellen zu erreichen,
da Zellen /n vitro meist auf kleinem Raum und in Ruhe, also ohne stérende Einflisse der
Umgebung (z.B. Blutfluss) inkubiert werden. In der Blutbahn kénnten Adhésions-
molekile eine gréflere Bedeutung haben.

In Versuchen, in denen Patienten mit Tumorerkrankungen NK-Zellen transfundiert wur-
den, konnte eine Anreicherung von NK-Zellen in den Tumoren beobachtet werden
(Brand et al., 2004; Meller et al., 2004). In unseren Versuchen wurden die E/T —
Verhdltnisse zwar klein gewdhlt mit 5:1 und 1:1, und sie sind deshalb den in vivo
Bedingungen d&hnlicher als Studien, in denen Versuche mit E/T Ratios von 50:1
verwendet wurden. Dennoch ist es sicher nicht méglich, dass /n vivo ein derart hohes
Verhdltnis von NK-Zellen zu Neuroblastomzellen im Tumor erreicht wird wie in unseren
Versuchen. Die hier und in anderen Studien durchgefihrten experimentellen Versuche

kénnen deshalb nur eine begrenzte Aussagekraft tir /n vivo Verhdlinisse haben.
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5.8 Uberblick

Es bleibt festzuhalten, dass

o NK-Zellen Neuroblastomzellen téten,

e die Zytotoxizitdt dabei zum einen abhéngig ist von der IFNYy-induzierbaren HLA-
Prasentation auf den Zielzellen (viel HLA fGhrt zu geringer Lyse),

e gleichzeitig andere auf den Neuroblastomzellen durch INFy ausgeléste Me-
chanismen die Zytotoxizitét der NK-Zellen beeinflussen (z.B. ICAM-1, Apopto-
segene),

e die NK-Zellen in dem untersuchten Modell keine Allospezifitat aufweisen und

e dass das CD56 keine Rolle bei der Aktivierung oder Inhibierung von NK-Zellen
spielt.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Das Neuroblastom ist ein Tumor, der hauptsachlich bei Kindern zu finden ist. Leider
sind die Uberlebenschancen im fortgeschrittenen Tumorstadium immer noch sehr ge-
ring. Wie bei vielen Tumoren kommt es auch beim Neuroblastom zu einer verminderten
HLA-Expression der Zellen, was gegen den Einsatz von zytotoxischen T-Zellen in der
Immuntherapie dieses Tumors spricht. Bei NK-Zellen hingegen ist es bekannt, dass sie
Zellen vermehrt dann téten, wenn diese kein oder nur wenig HLA exprimieren ('missing-
self' Hypothese). Die NK-Zellen stellen somit eine denkbare Therapieoption beim
Neuroblastom dar.

In dieser Arbeit wurde untersucht, in welchem Mafle NK-Zellen Neuroblastomzellen
lysieren und welche Effekte dabei einzelne Oberflachenmolekile, némlich das HLA
(insbesondere das HLA-C), ICAM-1 und CD56 haben. Dazu wurden Zytotoxizitéits-
bestimmungen in verschiedenen Effektor / Target - Verhéltnissen mit dem Durchfluss-
zytometer durchgefihrt. Der Einfluss der HLA-Expression auf den Zielzellen wurde mit
INFy-Stimulierung und anschlieBenden Antikérper-Blockierungsversuchen untersucht.
Des Weiteren wurden NK-Zellen verschiedener HLA-C Gruppen (I, und II,ll) mit der
Zelllinie SKNMC (Gruppe |, 1) inkubiert, um eine mégliche HLA-C-Allospezifitat der NK-
Zellen zu untersuchen. Es folgten Blockungsversuche mit CD56-Antikérpern auf Neuro-
blastom- und NK-Zellen, um auch den Einfluss dieses Molekiils auf NK-Zell-Aktivitéat zu
untersuchen.

Die Ergebnisse zeigen, dass Neuroblastomzellen prinzipiell von NK-Zellen lysiert wer-
den. Der Effekt der HLA-Induktion mit IFNy war bei den einzelnen Neuroblastom-
zelllinien unterschiedlich. Bei Kelly und SKNMC kam es zu der erwarteten Zyto-
toxizitdtsminderung der NK-Zellen, bei IMR32 und IMR5 hingegen zu einer -Zunahme.
Dies ist zum Teil durch die unterschiedliche HLA- und ICAM-1-Expressionszunahme der
Zellen zu erklaren: die Zelllinien, bei denen eine starke HLA-Induktion zu beobachten

war, wurden am wenigsten von den NK-Zellen lysiert. Das HLA scheint insgesamt im
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Sinne der ,missing-self Hypothese einen hemmenden Einfluss auf NK-Zellen zu haben.
Insgesamt missen aber auch andere, durch das INFy- ausgeléste Mechanismen, bei
der Aktivierung und Inhibierung von NK-Zellen eine Rolle gespielt haben.

Der HLA-C-Hintergrund des Zellspenders spielt keine Rolle fir die Aktivierung von NK-
Zellen, obwohl das nach der missing-self-Hypothese zu erwarten gewesen wdére. Eine
Allospezifitat bei den NK-Zellen ist in unserem Modell nicht zu erkennen. Dies
widerspricht nicht anderen Ergebnissen, es sei denn, die NK-Zellen werden im Labor
nach ihren KIR-Rezeptoren selektiert.

Das Blockieren von CD56-Rezeptoren ergab keine Anderung der Zytotoxizitét von NK-
Zellen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass NK-Zellen fir eine Immuntherapie beim
Neuroblastom sehr interessant sind. Um eine maglichst starke zytotoxische Wirkung zu
erzielen, kénnten NK-Zellen im Labor vor der Anwendung nach ihren KIRs selektiert
werden, was technisch durchfihrbar ist. Es sollten dann NK-Zellen mit den KIR
Rezeptoren transfundiert werden, die zu den HLA-C-Molekilen des Empfangers in-
kompatibel sind, da auf diese Weise die grofite Zytotoxizitét zu erwarten ist — hypo-

thetisch um den Preis einer verstarkten Transplantat gegen Wirt-Reaktion.
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8. ANHANG

8.1 Abkirzungsverzeichnis

A Adenin

7-AAD 7-Ammino-Actinomycin (DNA-Farbstoff)

ADCC antikérperabhdngige zellulére Zytotoxizitét (antibody dependent
cell-mediated cytotoxicity)

Ak Antikorper

Aqua dest. aqua destillata (destilliertes Wasser)

bp Basenpaare

C Cytosin

CD Cluster of differentiation;  internationale Nomenklatur, die

Lymphozyten-Oberfléchenmolekile, welche einen Aufschluss

uber die Differenzierungslinie geben, katalogisiert

CD56 klassischer humaner NK-Zell-Marker  (Synonym: N-CAM,
homonymes Adhdasionsmolekil)
CD3 T-Zell-Marker, mit dem T-Zell-Rezeptor assoziiertes Molekil
CD16 Fc-v-Rezeptor Rl (auf manchen NK-Zellen exprimiert)
CD 158 CD-Nomenklatur for KIR2DL1-3
D275 Membranfloureszenztarbstoff, Synonyme: DIOC18;
3’3 Dioctadecylcarbocyanin-Perchlorat
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinséure
dNTP Desoxynukleosidiriphosphat
DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
EDTA Ethylendiamintetraacetat

E/T Effektor / Target




Anhang

86

FACS
FSC
FCS
FITC

LAK

LFA-1

LGL
MACS

n

NCAM
NCR
NEAA
NK-Zellen
PBMC

PBS
PC5

Durchflusszytometer (fluorescence activated cell sorter)

forward light scatter

fetales Kalberserum (fetal calf serum)

Floresceinisothiocyanat

Guanin

Erd- / Gravitationsbeschleunigung

Stunde (hour)

Kulturmedium

Humanes Leukocytenantigen (human leukocyte antigen)
intracellular adhesion molecules

Interferon

Immunglobulin

Interleukin

Kulturmedium (Iscove "s Modified Dulbecco’s Medium)

Killer cell immunglobuline receptor, friher: Killer cell inhibitory
receptor (die zweite Ubersetzung ist in den letzten Jahren weniger
gebréuchlich)

Lymphokin-aktivierte Killerzelle (lymphokine activated killer cell)
leucocyte function-associated antigen 1

grofle granulére Lymphozyten (large granular lymphocytes)
magnetische Zelltrennung (magnetic cell seperation)

Anzahl der Versuche

Adhasionsmolekil (neural cellular adhesion molecule)

natural cytotoxicity receptor

nicht-essentielle Aminoséuren (non-essential amino acids)
Naturliche Killerzellen

Periphere  Blut  monozytére  Zellen  (Peripherial  blood
mononuclear cells)

Phosphatpuffer (phosphate buffered saline)
R-Phycoerythrin-Cyanin 5
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PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
PCR-SSP Polymerase-Kettenreaktion mit Sequenz-spezifischen Primern
PE Phycoerythrin

PHA Phytohemagglutinin

rpom Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)

RPMI Kulturmedium (Roswell Park Memorial Institute Medium)
SSC sideward light scatter

T Thymin

Tag-Polymerase Thermus aquaticus-DNA-Polymerase

TBE-Puffer Tris-Borat-EDTA-Puffer

TNF Tumornekrosefaktor

Tris Trishydroxyaminomethan

U Unit
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