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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Die Bedeutung Nattrlicher Killerzellen in der Immunabwehr

1.1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem ist ein hochkomplexes Abwehrsystem zum Schutz gegen
Krankheitserreger, Toxinen, Pathogenen und entarteter Zellen. Der Kontakt mit
Bakterien, Viren und anderen Pathogenen ist unvermeidbar, da sie eingeatmet oder
mit der Nahrung aufgenommen werden. Die erste grof3e Barriere gegen Erreger aller
Art stellen anatomische Barrieren wie beispielsweise die Haut und die Schleimhéaute
dar (Murphy et al., 2009; Rink et al., 2015). Gelingt es einem Pathogen diese Barriere
zu Uberwinden, treten die nachsten Abwehrmechanismen des Korpers in Kraft mit dem
Ziel, die Erregerlast im Korper zu verringern, langfristig zu eliminieren und einer
erneuten Infektion vorzubeugen. Dabei muss das Immunsystem sicherstellen, dass
die Reaktionen ausschlie3lich gegen korperfremde oder entartete Zellen stattfinden
und kdrpereigene Zellen verschont bleiben (Murphy et al., 2009).

Das Immunsystem des menschlichen Korpers kann in das angeborene unspezifische
und das erworbene (adaptive) spezifische Immunsystem unterteilt werden (Hoffmann
et al., 1999). Beide stehen in enger Wechselwirkung, unterscheiden sich jedoch
prinzipiell in ihrer Funktionsweise und ihrem zeitlichen Ablauf. Das angeborene
Immunsystem zeichnet sich durch eine rasche, innerhalb von Minuten bis Stunden
einsetzende Reaktion auf Pathogene aus, wahrend das adaptive Immunsystem Tage
bis Wochen dafiir bendtigt. Letzteres ist in der Lage, spezifischer auf die Erreger zu
reagieren und sie zu eliminieren, da es antigen-spezifisch funktioniert. Die schnelle
Reaktionsfahigkeit des angeborenen Systems beruht auf der Prasenz von
keimbahncodierten Rezeptoren, die ohne weitere Reifung haufig vorkommende
Merkmale, sog. patterns, von Pathogenen erkennen. Alle Immunzellen stammen aus
einer hamatopoetischen Stammzelle im Knochenmark. Hier differenzieren sie zu
Vorlauferzellen und weiteren Entwicklungsstufen bis hin zu einzelnen Immunzellen,
welche in sekundaren lymphatischen Organen zu Effektorzellen aktiviert werden
kénnen (Murphy et al., 2009).

1.1.1.1 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem wurde bereits 1902 in Ansatzen von llya Metchinoff in
seinen Grundzigen beschrieben (Metchnikoff, 1902). Etwa 99% aller Infektionen
werden durch die Mechanismen des angeborenen Immunsystems beherrscht (Hérner
et al., 2004). Diese Systeme greifen ineinander tUber, stehen in Beziehung zu einander
und bedienen sich teilweise der gleichen Mechanismen (Schenck and Kiyono, 2001).
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Die Wissenschaft konzentrierte sich lange Zeit auf das erworbene Immunsystem, da
es als effektiver und Uberlegener erachtet wurde. Mittlerweile ist bekannt, dass das
angeborene Immunsystem die Infektion nicht nur eindammt, bis die adaptive
Immunantwort bereit ist. Auch die Initiation der adaptiven Immunantwort ist Teil der
Aufgabe des angeborenen Immunsystems (HOrner et al., 2004). Die &ul3eren
Schutzbarrieren kdnnen von Pathogenen Uberwunden werden, was in den meisten
Fallen vom Immunsystem registriert wird. Hierbei Ubernimmt das unspezifische
Immunsystem eine zentrale Rolle. Phagozyten wie Monozyten, Granulozyten und
Makrophagen sind in der Lage, Fremd-Eiweil3e und Mikroorganismen aufzunehmen
und zu verdauen. Ebenso wandern Mastzellen in das Gewebe und schitten toxische
Granula Uber eingedrungene Pathogene aus (Murphy et al., 2009). Zu den Zelltypen
des angeborenen Immunsystems gehdren Granulozyten, Makrophagen, Mastzellen
und NK-Zellen. Ergadnzend sind die Igslichen Plasmaproteine von Relevanz, die
gemeinsam das Komplementsystem bilden (Beutler, 2004). Makrophagen,
dendritische Zellen, neutrophile Granulozyten und Mastzellen besitzen auf ihrer
Oberflache sogenannte Pattern- Recognition Rezeptoren (PRR’s). Diese erkennen
typische Pathogenstrukturen auf den Erregern, die als pathogen associated molecular
patterns (PAMPSs) bezeichnet werden. Ein Erkennen der PAMPs durch die PRRs fiihrt
zu einer direkten Aktivierung dieser Zellen. Als wichtige Effektorfunktion tritt hier die
Phagozytose auf. Es kdnnen zudem auch Zytokine und andere Mediatoren freigesetzt
werden, die eine weitere Immunantwort bewirken und weitere Abwehrzellen anlocken
(Gasteiger et al., 2017; Murphy et al., 2009). Das angeborene Immunsystem besteht
zusammenfassend aus einer Vielzahl spezialisierter Zelltypen. Eines dieser Zelltypen
sind die Naturlichen Killerzellen (NK-Zellen), die in den experimentellen
Untersuchungen dieser Arbeit gezielt eingesetzt und in spateren Abschnitten néher
erlautert werden.

1.1.1.2 Erworbenes Immunsystem

Schafft das angeborene Immunsystem es nicht, den Erreger oder die Infektion zu
bekampfen, wird das erworbene bzw. adaptive Immunsystem aktiviert. Es besteht aus
wenigen, aber hochspezialisierten Zelltypen, den B- und T-Lymphozyten und den von
den B-Zellen produzierten Immunglobulinen und Antikérpern (Horner et al., 2004;
Murphy et al., 2009). Im Gegensatz zu dem angeborenen Immunsystem werden diese
Lymphozyten erst Stunden bis Tage nach der Infektion aktiviert und tragen spezifische
Oberflachenrezeptoren, die fremde Strukturen erkennen. Das Vorhandensein einer
adaptiven Immunantwort beféahigt den Korper, sich an Erreger zu erinnern und so
schneller handeln zu kénnen. Dieses System zeichnet sich durch ein kontinuierliches
und lebenslanges ,Erinnern“ an spezifische Pathogenmuster aus (Hoffmann et al.,
1999). Bei der Ausbildung eines immunologischen Gedéachtnisses differenziert sich ein
gewisser Teil der aktivierten B- und T- Lymphozyten zu langlebigen Gedachtniszellen,
die bei einer erneuten Infektion schnellere, prazisere und effektivere Immunantwort
ermdglichen (Ahmed and Gray, 1996; Kirman et al., 2019).
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DarlUber hinaus befahigt es den Kérper zum hochspezifischen Erkennen bestimmter
Antigene und deren Zerstorung mit Hilfe von angeborenen Immunzellen. Die
Pathogenerkennung basiert auf spezifischen Antigen-Rezeptoren der Immunglobulin-
(lg)Superfamilie, die durch zufalliges Mischen der Gene immer wieder neu generiert
werden (Tonegawa, 1983, 1988). Wahrend sich die angeborene Immunitat auf die
Erkennung von weit verbreiteten und haufigen Pathogenmustern beschrankt, erlaubt
die erworbene Immunitdt eine gezielte Bekampfung bestimmter Erreger bzw.
geschadigter Zellen und besitzt damit eine héhere Sensitivitat und Spezifitét.

1.1.2 Naturliche Killerzellen: Uberblick und Charakterisierung

Bereits 1975 entdeckten Kissling et al. granulare Zellen, die ohne eine vorherige
antigenspezifische Sensibilisierung eine schnelle zytotoxische Reaktion gegen
,Moloney- Leukamiezellen® zeigten. Sie nannten sie Natirliche Killerzellen (NK-Zellen)
(Kiessling et al., 1975). Mit einem Anteil von 10-15% der peripheren Blutlymphozyten
bilden NK-Zellen eine heterogene Lymphozytenpopulation des angeborenen
Immunsystems mit einer Lebensdauer von einigen Tagen bis Wochen. Die Mehrheit
der Zellen zahlt zu den grol3-granularen Lymphozyten (Lazetic et al., 1996; Timonen
et al., 1981; Timonen and Saksela, 1980). Sie bilden die vorderste Verteidigungslinie
gegen Virusinfektionen, maligne Transformationen und geschadigtes Gewebe
(Colucci et al., 2003; Lazetic et al., 1996; Murphy et al., 2009).

Postembryonal entstehen NK-Zellen im Knochenmark im Rahmen der Hamatopoese.
Sie stammen, wie auch Erythrozyten, Granulozyten, Monozyten und Thrombozyten,
aus einer multipotenten CD34* hamatopoetischen Stammzelle ab (Colucci et al., 2003;
Freud et al.,, 2006). Die Stammzellen differenzieren zundchst zu lymphatischen
Vorlauferzellen, die sich anschlieRend zu NK-Zellen entwickeln. Neben dem
Knochenmark konnen auch Lymphknoten, Milz und Thymus als Orte der
Differenzierung fungieren. Die Zytokine IL-2 und IL-15 unterstitzen diese
Differenzierung, bis CD34* Vorlauferzellen in die Lymphknoten wandern, dort zu reifen
NK-Zellen differenzieren und ihre Aktivierung erfolgt (Caligiuri, 2008; Fehniger et al.,
2003; Freud and Caligiuri, 2006; Mrozek et al., 1996). NK-Zellen werden phanotypisch
anhand ihrer Oberflachenproteine charakterisiert. Diese werden nach der
internationalen CD-Nomenklatur fur Differenzierungsantigene benannt. Es existieren
zwei Haupt-Subpopulationen von reifen NK-Zellen. NK-Zellen mit einer geringen
Expression von CD56 und einer hohen Expression an CD16 auf ihrer Oberflache
werden als CD16* CD56%™ bezeichnet. Daraus resultieren ca. 90-95% aller reifen NK-
Zellen. Sie weisen sich durch eine geringe Produktion an Zytokinen, eine hohe
Zytotoxizitdat und ihr hauptsachliches Auftreten in der Peripherie aus. Ihre
Hauptfunktion liegt in der direkten Abtétung von Zielzellen. Die zweite Subpopulation
der NK-Zellen bilden die CD16- CD56"9" -Zellen. Sie weisen eine geringe Expression
an CD16 auf ihrer Oberflache auf, daftir eine hohe Expression an CD56 und machen
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etwa 5-10% der reifen NK-Zellen aus. Sie sind gekennzeichnet durch eine hohe
Produktion von Zytokinen, eine geringe Zytotoxizitdt und ein Auftreten in den
Lymphknoten (Colucci et al., 2003; Colucci et al., 2002; Cooper et al., 2001; Fehniger
et al., 2003; Nagler et al., 1989). Die hohe Fahigkeit zur Zytokinproduktion wie des
Tumor-Nekrose-Faktor-o.  (TNF-a), Interferon-y (IFN-y) und des Granulazyten-
Monozyten-Kolonie-stimulierenden Faktors (GM-CSF) steuern immunregulatorische
Prozesse und sind essenziell fur die Schnittstelle von angeborenem und erworbenen
Immunsystem (Bluman et al., 1996; Fauriat et al., 2010; Vivier et al., 2011; Vivier et
al., 2008). IFN-y tragt vor allem zu einer verstarkten Aktivierung von Makrophagen bei
(Horner et al., 2004).

Der Metabolismus der NK-Zellen ist hochkomplex: Die NK-Zellen gewinnen 70% ihres
Energiebedarfs aus der Oxidativen Phosphorylierung (Vander Heiden et al., 2009),
allerdings scheinen sie auch unter bestimmten Bedingungen in Abwesenheit von
Sauerstoff Glykolyse zu betreiben (Donnelly et al., 2014; Viel et al.,, 2016). Die
Glukoseaufnahme wird Uber GLUT-1 Transporter, einen glukoseunabhangigen
Glukosetransporter bei den NK-Zellen reguliert, der entscheidend fur die schnelle
Proliferation und Zytokinproduktion in den NK-Zellen ist (Macintyre et al., 2014,
Michalek et al., 2011; Szablewski, 2013).

Das oben erwéhnte Zytokin IL-15 hilft den NK-Zellen nicht nur bei der Differenzierung,
sondern spielt auch eine wichtige Rolle in weiteren NK-Zell-spezifischen Prozessen.
IL- 15 wurde ursprunglich aufgrund seiner "IL-2-ahnlichen" stimulierenden Aktivitat an
T-Zellen entdeckt (Giri et al., 1995). IL-15 aktiviert naive NK-Zellen, fordert ihre
Proliferation und steigert ihre Zytotoxizitat, durch die Produktion von Granzymen und
Perforin (Anft et al., 2020; Carson et al., 1994; Kennedy et al., 2000). Dariber hinaus
ist IL-15 mafgeblich von Bedeutung bei der Entwicklung, dem Uberleben, der
Proliferation, der Apoptose und den Effektorfunktionen von NK-Zellen. Es unterstitzt
die Interaktionen von NK-Zellen und anderen Immunzellen in sekundéren
lymphatischen Organen und der Peripherie und zeigt in verschiedenen
Tumormodellen eine positive Wirkung gegen Primartumoren und Metastasen. Eine
Abwesenheit von IL-15 hingegen begunstigt nachweislich die Metastasierung
(Becknell and Caligiuri, 2005; Gillgrass et al., 2014).

1.1.2.1 Zytotoxizitat von NK-Zellen und ihre Rezeptoren

Die NK-Zellen exprimieren eine Reihe von Rezeptoren, Uber die sie Signale
empfangen und weiterleiten. Diese Rezeptoren umfassen sowohl inhibitorische als
auch aktivierende Mitglieder, wobei ein ausgewogenes Verhdltnis zwischen ihnen
entscheidend ist, um eine effiziente Immunreaktion auszulésen (Deuss et al., 2017).

Typischerweise erkennen inhibitorische Rezeptoren den Major
Histocompatibilitatskomplex (MHC-1), der auf allen kernhaltigen Zellen auf der
Oberflache exprimiert wird (Andrews et al., 2012; Boyington et al., 2001). Auf diese
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Weise sind gesunde Zellen mit einer normalen MHC-1- Expression vor den NK-Zellen,
bzw. vor dem Immunsystem geschuitzt. Bei Zellen mit abnormen Zellwachstum, wie
bei der Tumorgenese, transformierten Zellen oder Viruszellen, kommt es zu einer
reduzierten oder veranderten MHC-1- Expression. Diese werden durch die NK-Zellen
erkannt und durch eine NK-Zell-vermittelte Lyse vernichtet. Diesen Vorgang
bezeichnet man als ,fehlende Selbsterkennung“ (Deuss et al., 2017; Karre et al., 1986;
Robertson and Ritz, 1990). Humane NK-Zellen erkennen die MHC-1-Moleklle von
Targetzellen Uber zwei verschiedene Rezeptorfamilien: Zum einen existieren die
Killerzell- Immunglobulindhnlichen Rezeptoren (englisch: ,Killer Cell IG-like receptors®,
KIR), zum anderen die spater entdeckten Killerzellen Lektin-dhnliche Rezeptoren (,C-
type lectin superfamily®, NKG2 mit CD94- Untereinheit) (Braud et al., 1998). Beide
Rezeptorarten haben inhibierende und aktivierende Rezeptorvarianten. KIR bindet an
MHC-1-Molekule, unterdrickt die NK-Zell-Funktion und verhindert so die
Selbstzerstorung korpereigener Zellen (Shimasaki et al., 2020). Bei Zellen, die keine
MHC-1-Molekule besitzen, wie zum Beispiel eine virusinfizierte Zelle, tberwiegen die
aktivierenden Rezeptoren, dabei werden Aktivierungssignale freigesetzt.

Zur Ausubung ihrer zytotoxischen Funktion stehen NK-Zellen verschiedene
Mechanismen zur Verfigung: Auf der einen Seite konnen NK-Zellen Uber CD16
entartete oder infizierte Zellen erkennen. Dies wird als Antikdrper-vermittelte zellulare
Zytotoxizitat (engl: antibody dependent cellular cytotoxicity, ADCC) bezeichnet und
fuhrt zu einer Lyse der Zellen. Auf der anderen Seite kann es zu einer Apoptose
kommen, indem die NK-Zellen auf der Zielzelle FAS-Liganden (engl. Fragment
apoptosis stimulating- Ligand), oder den TNF-verwandter Apoptose induzierter
Liganden (engl. TNF related apoptosis-inducing ligand, TRAIL) mit ihrem FAS-
Rezeptor erkennen. Die dadurch ausgeldste Freisetzung zytotoxischer Granula fuhren
zu einer Kaspaseaktivierung mit anschlielRender Initiierung der Apoptose (Brodin et al.,
2009; Murphy et al., 2009; Vivier et al., 2008). Voraussetzung fur diese Prozesse ist
die Bildung einer sogenannten Immunologischen Synapse, eines stabilen Zell-Zell-
Kontaktes (Davis et al., 1999). Dieser als Degranulation bezeichnete Vorgang bei dem
NK-Zellen zytotoxische Granula freisetzten, um infizierte oder maligne Zellen zu
eliminieren, ist sehr komplex. Der Oberflachenmarker CD107a, auch bekannt als
LAMP-1 (Lysosomal-associated membrane protein 1), dient als etablierter Indikator
zur Analyse der Degranulationsaktivitat von NK-Zellen im Rahmen
durchflusszytometrischer Untersuchungen. Wahrend der Degranulation fusionieren
zytotoxische Vesikel mit der Zellmembran, CD107a wird auf der Zelloberflache
zuganglich und kann mittels Durchflusszytometrie detektiert werden. Zahlreiche
Studien konnten eine Korrelation zwischen der CD107a-Expression und der Fahigkeit
der NK-Zellen, Zielzellen abzuttten, belegen. Dartber hinaus haben Cohen et al.
festgestellt, dass CD107a nicht nur ein Marker, sondern auch funktionell bedeutsam
ist. CD107a schitzt NK-Zellen, indem es die Bindung von Perforin an die NK-Zellen
reduziert und so eine selbstinduzierte Apoptose verhindert (Alter et al., 2004; Cohnen
et al., 2013).
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1.2 PVR/CD155 als Immuncheckpoint in der Tumorbiologie

Immun-Checkpoint-Proteine sind regulatorische Molekile des Immunsystems, die bei
der Kontrolle und Steuerung der Immunantworten und Eigentoleranz essenziell sind.
Bei diesen Proteinen handelt es sich um Zellrezeptoren auf Immunzellen, die entweder
stimulierend oder hemmend wirken und so deren Aktivitat steuern (Gaikwad et al.,
2022). Eines in den letzten Jahren zunehmend in den Fokus der Tumorforschung
getretenes Immuncheckpoint-Molekul ist der Poliovirusrezeptor PVR, auch bekannt
als CD155. Im Folgenden wird dieses Molekil hinsichtlich seiner Struktur,
Signalkaskaden und funktionellen Relevanz naher erlautert.

1.2.1 PVR: Struktur und Signalkaskaden

CD155 (PVR oder auch NECL-5) wurde 1989 zum ersten Mal als Rezeptor des
Polioviruses (poliovirus receptor = PVR) identifiziert und ist ein Typ 1-Transmembran
Glyko-Protein (Mendelsohn et al., 1989). Auf Chromosom 19 liegt das kodierende Gen
fur PVR. Das alternative Spleil3en seiner mRNA flhrt zu vier Isoformen des Proteins.
Diese vier Isoformen bestehen aus zwei membranstandigen Domanen (a, &) und zwei
l6slichen Proteinen (B, Y), deren Transmembrandomane fehlt und deren biologische
Funktion bis heute noch nicht abschlieRend geklart ist. Bestéatigt ist, dass die a-Isoform
eine langere C-Terminal- Doméne aufweist und einen ITIM (immunoreceptor tyrosin-
based inhibitory motif) besitzt, der wichtig fur die intrinsische Funktion von Tumorzellen
ist (Koike et al., 1990; Liu et al., 2021; Masson et al., 2001). Diese langste Isoform von
CD155 besteht aus drei extrazellularen Immunglobulin (Ig) Doméanen: D1, D2, D3.
Dazu kommt eine Transmembran-Doméane und eine intrazellulare Domane mit einem
ITIM-Motiv (Bowers et al., 2017; Yu et al., 2009; Zhan et al., 2022; Zhang et al., 2008).
Die extrazellulare Doméane D1 ist dabei relevant fur die Interaktion mit DNAM- 1 und
TIGIT (de Andrade et al., 2014; Martinet and Smyth, 2015). CD155 gehoért zugleich zur
Familie der nectin-dhnlichen Molekile (NECLs) und wird als NECL-5 bezeichnet.
Befinden sich zwei NECL-Molekiile auf derselben Plasmamembran, formen sie als
erstes ein cis-Dimer (siehe Abbildung 1) (Takai et al., 2008). CD155 ist in den meisten
Organen von Erwachsenen nachweisbar, im Normalgewebe nur in geringen, im
Tumorgewebe meist in hohen Konzentrationen (Bowers et al., 2017; Martinet and
Smyth, 2015; Masson et al.,, 2001; Zhan et al., 2022). Bereits 1989 konnten
Mendelsohn et al. CD155-mRNA in zahlreichen Geweben nachweisen, darunter auch
mit schwacher Expression im Thymus (Baury et al., 2003; Mendelsohn et al., 1989).
Eine erhohte Expression an CD155 steht im Kontext mit einer schlechten Prognose
und einer starken Tumorausbreitung. Die Serumkonzentration der I6slichen Isoform ist
bei Krebspatienten im Vergleich zu gesunden Probanden signifikant erhéht und
korreliert positiv mit dem Tumorstadium. Demzufolge kdnnte das CD155-Expressions-
Level in Tumorzellen mit der Aggressivitat des Tumors in Verbindung stehen (lguchi-
Manaka et al., 2016). Darlber hinaus fiihrte ein Knockdown von CD155 in Tumorzellen
zu einer Reduzierung der Tumoruberlebensrate und zusatzlich zu einer Reduzierung
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der Migration von Tumorzellen in vitro. Die Expression von CD155 wird durch
verschiedene  Stimuli  hochreguliert,  darunter  Lipopolysaccharid  (LPS),
inflammatorische Zytokine (IFN-y, IL-6), DNA-Zerstérung, Reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) und Reaktive Stickstoffspezies (RNS). Die PVR- Expression wird durch
zellulare Proliferations- und Differenzierungspathways, wie RAS reguliert. Das
Onkogen c-MYC, welches ebenfalls in vielen Tumoren Uberexprimiert ist, ist an der
Regulation von PVR beteiligt (Zhan et al., 2022).

PVR (CD155) TIGIT

extrazellular

s =
intrazellular = E
1 1
E E

Abbildung 1: Schematische Darstellung des PVR- und TIGIT-Rezeptors. Links: Die langste
Isoform von CD155 besitzt drei Extrazellulare-Immunglobulin (Ig)-Domanen, eine Transmembran-
Domane und eine Intrazellulare-Doméane, die ein ITIM-Motiv enthalt. Es wird ein cis-Dimer gebildet,
was zur charakteristischen Struktur und Funktion des PVR-Rezeptors beitragt. Rechts: Das Dimer
TIGIT verfugt Uber eine extrazellulare Immunglobulin-Domane und einem kurzen intrazellularen Teil,
welcher ein ITIM und ein ITT Motiv beinhaltet.

1.2.2 Aufgaben, Wirkung und Bindungspartner von PVR

PVR ist in zentrale zellulare Prozesse wie Adhasion, Kontakt-Inhibierung, Migration
und Proliferation involviert (Takai et al., 2008). Zahlreiche Studien belegen, dass PVR
ein hohes immunregulatorisches Potential besitzt, indem es mit verschiedenen (ko-)
stimulatorischen Rezeptoren wie DNAM- und den inhibierenden Rezeptoren TIGIT (T
cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains) und CD96 interagiert. Diese
Interaktionen kénnen entweder eine Aktivierung oder Inhibierung von Immunzellen
bewirken (Bowers et al., 2017). In Tumoren ist die Balance zwischen aktivierenden
und inhibierenden Signalen gestort. Eine Uberexpression von PVR tragt entscheidend
zum sogenannten ,Immune Escape“ bei. Dieser Entzug der Tumorzellen vor der
Immuniberwachung verhindert deren Eliminierung durch korpereigene Immunzellen
(Kucan Brlic et al., 2019). Zudem konnten Sloan et al. 2004 zeigen, dass PVR fur die
Metastasierung eines Tumors mitverantwortlich ist. Die Zellmigration, die wéhrend der
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Tumorgenese von zentraler Bedeutung ist, tragt maf3geblich zur Metastasierung und
der Ausbreitung des Tumors im Gewebe bei (Sloan et al., 2004).

Die Bedeutung von PVR in der Tumorbiologie zeigt sich insbesondere in seiner
Interaktion mit NK-Zellen. Die auf der NK-Zelle befindlichen Rezeptoren, wie der
aktivierende Rezeptor CD226 (DNAM-1) und die inhibitorischen Rezeptoren TIGIT (T-
Zell-immunrezeptor mit Immunglobulin und ITIM-Doméne) und CD96, kénnen mit
CD155 auf Tumorzellen interagieren. Binden diese Rezeptoren CD155 auf der
Tumorzelloberflache, I6sen sie verschiedene Signalkaskaden aus, wobei CD155 die
hdchste Bindungskapazitat mit TIGIT aufweist. Danach folgt mit einer mittleren
Bindungskapazitat CD96, wahrend CD226 Uber die niedrigste Bindungskapazitat
verfugt. Je nach dominierender Rezeptorbindung kdnnen immunaktivierende oder
inhibierende Signale ausgelost werden, was eine direkte Auswirkung auf die zellulére
Immunantwort gegen Tumore hat (Deuss et al., 2019; Molfetta et al., 2020; Yu et al.,
2009).

TIGIT wurde erstmals im Jahr 2009 identifiziert und gehért zur Immunglobulin-
Superfamilie. Hierbei handelt es sich um ein Typ-1 Transmembran-Protein mit einer
extrazellularen immunglobulin Doméne und einem kurzen intrazellularen Teil, welcher
ein ITIM, als auch ein ,immunoglobulin tyrosine tail“ (ITT) Motiv enthalt (Abbildung 1)
(Yu et al., 2009). Die Bindung von CD155 an TIGIT auf der NK-Zelle fuhrt zu einer
intrazellularen Phosphorylierung der ITIM-Doméne des TIGIT Rezeptors und damit zu
einer Hemmung der zytolytischen Funktion der NK-Zellen. Dies erfolgt durch die
Reduktion der IFN-y-Sekretion sowie der Granulapolarisation, welche letztendlich die
Freisetzung zytolytischer Granula durch die NK-Zellen beeintrachtigen (Abbildung 2)
und so die Induktion von Apoptose verhindern. Im Gegensatz dazu bewirkt eine
Bindung von DNAM-1 oder CD96 an CD155 eine stimulierende Reaktion: die
Proliferation wird angeregt und daraus resultieren zytolytische Aktivitaten, Zytokin-
Sekretion, Granulation und vermehrte Adh&sion. Die Blockade von TIGIT kann in vivo
zu einer Wiederherstellung der NK-Zell-Effektorfunktionen erschopfter NK-Zellen
fuhren (Zhang et al.,, 2018). Zudem wurde gezeigt, dass TIGIT die cis-
Homodimerization von DNAM-1 auf der Zelloberflache zerstért und somit eine
Interaktion von DNAM-1 mit CD155 nicht mehr mdglich ist (Johnston et al., 2014).
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Abbildung 2: CD155-vermittelter Signalweg auf der NK-Zelle. Bei einer Interaktion von CD155 auf
Tumorzellen mit dem sich auf der NK-Zelle befindlichem TIGIT kommt es zu einer Reduzierung der
Zytotoxizitat und der IFN-y Prodiktion. Zudem kommt es auch zu einer allgemeinen Inaktivierung der
NK-Zellen. Bindet CD155 allerdings an DNAM-1 oder CD96 kommt es zu einem gegenteiligen Effekt,
die NK-Zellen werden aktiviert, sie proliferieren und es kommt zu einer Erhéhung der Adhasion.
Allerdings zeigt CD155 eine erhdhte Bindungskapazitat zu TIGIT-Rezeptor auf.

DNAM-1 ist ein Adh&sionsrezeptor mit zwei extrazellularen Ig-ahnlichen Doméanen, die
an einen zytoplasmatischen Schwanz aus drei Tyrosinresten gebunden sind. Durch
eine Bindung an andere Rezeptoren aktiviert dies die zytolytischen Funktionen der NK-
Zellen und fuhrt so zu einem Absterben der gebundenen Zelle (Chan et al., 2014;
Lakshmikanth et al., 2009; Lupo and Matosevic, 2020; Stanietsky et al., 2009). Die
Balance der inhibierenden und aktivierenden Rezeptoren, bspw. TIGIT, DNAM-1 und
CD96, ist ein klassisches Beispiel fur die generelle Funktionsweise von NK-Zellen.

1.3 Tumorerkrankungen und Immuntherapeutische Ansatze in der Onkologie

In den vergangenen Jahrzehnten haben Forscher intensiv nach neuen
Therapieformen zur Behandlung von Krebserkrankungen gesucht. Im Fokus standen
die Hemmung der proliferierenden Tumorzellen und die gezielte Beeinflussung des
Metabolismus von Tumorzellen (Tennant et al., 2010). Tumorzellen sind imstande,
verschiedene Stoffwechselwege, bspw. die Glykolyse, zu regulieren. Zu den
wichtigsten Stoffwechselwegen zahlen unter anderem der PI3- Kinase/AKT/mTOR-
Signalweg und der Ras/Raf/MEK-ERK-Signalweg, die nicht nur unabhangig, sondern
auch in enger Interaktion wirken kdnnen. Letzterer ist in der Lage, das Zellwachstum,
den Zellzyklus, die Proliferation und Apoptose zu beeinflussen (Alvarez et al., 2003;
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Chang et al., 2003; Pene et al., 2002). Der PI3-Kinase/AKT/mTOR-Signalweg kann zu
malignen Transformationen fihren, indem er abnorme Zellproliferation férdert und anti-
apoptotische Signale induziert (Baserga and Morrione, 1999).

Der deutsche Biochemiker und Arzt Otto Heinrich Warburg beschreibt zum ersten Mal
in den 20er Jahren des letzten Jahrhunderts die Unterschiede des Stoffwechsels in
Normal- und Tumorgewebe. Er postulierte, dass Krebszellen einen erhéhten Bedarf
an Glukose aufweisen und die Glykolyse ihre Hauptenergiequelle darstellt. Ein
wichtiger Vorgang, der als ,aerobe Glykolyse“ bezeichnet wird, er kann auch in
Abwesenheit von Sauerstoff grole Mengen an Laktat produzieren. So wird Glukose
Uber membrangebundene Glukosetransportproteine aus dem Blut und in die Zelle
aufgenommen. Folglich sind die Gene der Glykolyse und Glukosetransportergene in
Tumoren stark Uberexprimiert, auch war eine verstarkte Induktion von
Glukosetransportern in Tumorgewebe feststellbar (Altenberg and Greulich, 2004,
Mueckler et al., 1985; Yamamoto et al., 1990). Tumore nutzen, trotz vorhandenen
Sauerstoffs, fur ihren hohen Energiebedarf die anaerobe Glykolyse. Diese wirkt auf
den ersten Blick sehr ineffizient, weil sie im Gegensatz zur oxidativen
Phosphorylierung (36 ATP/mol Glukose) nur 2 ATP pro mol Glukose ergibt (Gillies et
al., 2008). Dies wird jedoch durch Wachstums- und Uberlebensvorteile ausgeglichen.
Insbesondere ermdglicht die schnelle Produktion von Laktat eine rasche
Energiegewinnung und sichert ein Uberleben in einem von schwankendem
Sauerstoffangebot gepragten Tumormillieu (Pouyssegur et al., 2006).

1.3.1 Immuntherapeutische Einsatze von NK-Zellen beim Kampf gegen Krebs

Krebs zahlt in den industrialisierten Landern zu den drei haufigsten Todesursachen
und wird voraussichtlich in naher Zukunft immer haufiger. Angesichts dieser
Entwicklung ist es wenig Uberraschend, dass die Tumorforschung zunehmend an
Bedeutung gewinnt (Murphy et al., 2009). Wé&hrend Primartumoren in vielen Fallen
inzwischen chirurgisch entfernt werden kénnen, stellt die Metastasierung der Tumoren
nach wie vor eine grof3e Herausforderung fur die Medizin und die Wissenschaft dar.
Um Metastasen zu bilden, mussen sich die Tumorzellen von ihrer Umgebung l6sen, in
Blut- und Lymphgefél3e gelangen, an entfernte Gewebe anhaften und dort zu einem
Sekundartumor proliferieren. Hierbei stellt die reduzierte Expression von
Zelladhasionsmolekiilen wie E-Cadherin, das die Zell-Zell-Adhé&sion schwécht und die
Migration der Zellen erleichtert, einen zentralen Mechanismus dar (Rassow et al.,
2006).

Bereits in den 1970er-Jahren erkannte F.M. Burnet, dass das Immunsystem im Stande
ist, auch Tumorzellen bzw. maligne transformierte Zellen zu erkennen und zu
eliminieren. Ein Prozess, der als ,immunologische Uberwachung* (engl.
Lmmunological surveillance®) bezeichnet wird. Dabei nehmen vor allem die NK-Zellen
eine zentrale Rolle ein (Burnet, 1970; Takasugi et al., 1973). Die Beobachtung, dass
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eine teilweise eingeschrankte Funktion des Immunsystems mit einer erhdhten
Tumorentstehung einhergeht, unterstreicht die wichtige Rolle des Immunsystems.
Tumorzellen haben einige Uberaus gut funktionierende Mechanismen, um der
Tumoruberwachung des Immunsystems zu entgehen. Hierzu zahlt u.a., dass Tumore
bestimmte Faktoren, wie z.B. TGF-B3 sezernieren, die T-Zellen direkt hemmen und so
keine Immunantwort ausgelodst wird (Gorsch et al., 1992). Eine weitere Moéglichkeit,
wie der Tumor sich gegen eine Immunantwort des Korpers wehren kann, ist eine
Interaktion von FAS (TNF receptor superfamily, member 6) und seinem Liganden
FASL. Tumore exprimieren FASL auf ihrer Oberflache und kénnen so die T-Zellen
vorzeitig in die Apoptose fuhren (Seino et al., 1997). Zudem leiden viele
Tumorpatienten an einer Unterdriickung ihres Immunsystems. Dies zeigt sich unter
anderem in einer Reduktion der NK-Zellen, unabhéngig von der Tumorart (Molling et
al., 2005). Tumorzellen besitzen die Fahigkeit zu einer Herunterregulierung der
Antigenprasentation auf der Oberflache und Verminderung von MHC-I. So kdnnen sie
von den cytotoxischen T-Lymphozyten nicht mehr erkannt und eliminiert werden
(Hicklin et al., 1999).

Neben der erfolgreichen Etablierung therapeutischer Antikérper riicken zunehmend
die NK-Zellen in den Fokus der Krebsforschung und werden fir die Tumorzelltherapie
schon seit langerem in Betracht gezogen. Sie sind sehr effektiv, entartete Zellen
abzuttten, aber gleichzeitig gesunde Zellen zu schonen. Gleichzeitig weisen sie ein
Potential zur Eliminierung von Metastasen auf (Smyth et al., 2002). Im Vergleich zu T-
Zellen besitzen NK-Zellen einen entscheidenden Vorteil: Sie benétigen keine vorherige
Immunisierung oder Antigenprasentation zur Aktivierung (Colucci et al., 2003).
Zusatzlich ist eine hohe NK-Zell-Infiltrierung im Tumorgewebe mit einer besseren
Prognose assoziiert (Stangl et al., 2018; Stojanovic and Cerwenka, 2011; Stojanovic
et al., 2013). Ebenso wird das ,missing self, die verminderte Expression der MHC-I
Molekilen auf Tumorzellen von NK-Zellen erkannt und kdnnen so entarteten Zellen
angreifen (Karre et al., 1986). Dariiber hinaus exprimieren viele transformierte Zellen
vermehrt das Molekul MICA (major histocompatibility complex class 1 chain related A),
einen Liganden fur den aktivierenden NK-Zellrezeptor NKG2D, wodurch eine effektive
Immunantwort ausgelost werden kann (Murphy et al., 2009; Rink et al., 2012).
Aufgrund dieser Eigenschaften gelten NK-Zellen seit Jahren als vielversprechende
Kandidaten in der Krebsforschung (Terme et al., 2008).

Ein Beispiel fur den therapeutischen Einsatz von NK-Zellen ist ihre Fahigkeit, im
Rahmen einer haploidentischen, T-Zell-depletierten Stammzelltransplantation
leukdmische Zellen des Empfangers gezielt zu eliminieren, ohne dabei eine
gefahrliche, durch T-Zellen vermittelte Absto3ungsreaktion auszulésen (Ruggeri et al.,
2007). Trotz immenser Fortschritte in der NK-Zell-basierten Therapie zeigen Ansatze,
z.B. die Immunstimulation mit Interleukin-2 oder die Verabreichung voraktivierter NK-
Zellen, bislang nur moderate Erfolge: Bei Patienten mit malignem Melanom oder
Nierenzellkarzinom wurde lediglich in 15-30 % der Félle ein Ansprechen beobachtet,
zudem sind diese Therapien haufig durch schwere Nebenwirkungen limitiert (Kammula
et al., 1998; Rosenberg et al., 1993). Ein innovativer Ansatz innerhalb der NK-Zell-
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Therapie ist die Entwicklung von CAR-NK-Zellen (chimeric antigen receptor NK cells).
Diese Strategie zielt darauf ab, die therapeutische Wirksamkeit von NK-Zellen durch
genetische Modifikation zu steigern. CAR-NK-Zellen, die auf verschiedene
Tumortypen abzielen und primére NK-Zellen als Trager verwenden, werden derzeit in
praklinischen und klinischen Erststudien untersucht (Kloess et al., 2019; Lowry and
Zehring, 2017). Daruber hinaus werden NK-Zellen im Rahmen der Antikorper-
vermittelten Immuntherapie eingesetzt, ein Ansatz, der bereits klinische Relevanz
erlangt hat. Therapeutische monoklonale Antikdrper wie Rituximab (anti-CD20) und
Trastuzumab  (anti-ErbB2/HER2)  férdern  gezielt die  Aktivierung  der
antikdrperabhangigen zellvermittelten Zytotoxizitat durch NK-Zellen und tragen so
wesentlich zur Tumorzellzerstérung bei (Sordo-Bahamonde et al., 2020).

Abschliel3end kann festgestellt werden: Die Immuntherapie stellt einen bedeutenden
Fortschritt in der Krebsbehandlung dar. Aufgrund ihrer schnellen und ausgepréagten
zytotoxischen Aktivitdt gelten NK-Zellen als vielversprechender Zelltyp fur die
Krebsimmuntherapie. Wesentliche Faktoren fur den Klinischen Erfolg sind die
Expansion, Persistenz und Infiltration von NK-Zellen in solide Tumoren in vivo.
Verschiedene Strategien und Verfahren werden derzeit entwickelt, um die antitumorale
Aktivitat von NK-Zellen gezielt zu verstarken. Ungeachtet erster ermutigender
klinischer Ergebnisse, insbesondere bei hamatologischen Malignomen, wird h&ufig
eine erhebliche Resistenz gegenuber NK-Zell-basierten Therapien beobachtet. Die
Mechanismen dieser Resistenz sind vielfaltig und hangen sowohl von der Art der
Therapie als auch von der Erkrankung ab. Zu den zentralen Einflussfaktoren zahlen
das genetische Profil der NK-Zellen, die Biologie der Tumorzellen, die
Tumormikroumgebung sowie die komplexen Wechselwirkungen mit dem
Immunsystem. Diese Faktoren fiihren zu einer patienten- und krankheitsspezifischen
Wirksamkeit der NK-Zelltherapie und eine prazise Auswahl geeigneter Patienten ist
entscheidend fur den Therapieerfolg. Zukinftig missen verstarkt die Mechanismen
der Resistenz in verschiedenen Kontexten aufgeklart werden, um wirksame
therapeutische Kombinationen zu entwickeln, Behandlungsprotokolle zu optimieren
und die Effektivitat der NK-Zell-basierten Immuntherapie nachhaltig zu steigern (Lowry
and Zehring, 2017; Rezvani and Rouce, 2015; Sordo-Bahamonde et al., 2020).

1.3.2 Charakterisierung der Eingesetzten Zelllinien

1.3.21 HepG2-Zellen: Ein etabliertes Modellsystem in der Forschung

Die Leber ist ein zentrales Stoffwechselorgan des menschlichen Korpers, das
zwischen dem Darm und dem Herzen lokalisiert ist. Uber die Pfortader gelangen
resorbierte Stoffe aus dem Darm zunachst zur Leber, bevor sie tber die Vena cava
inferior die rechte Herzkammer erreichen. In der Leber erfolgt die Verarbeitung und
Speicherung (z.B. Vitamine) von Stoffwechselprodukten, die sie auch wieder gezielt
abgeben kann. Weiterhin arbeitet die Leber auch als Biosynthseort flr zahlreiche
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Hormone, Blutgerinnungsfaktoren oder Plasmaproteine. Eine weitere essenzielle
Funktion ist die Entgiftung: Die Leber verarbeitet sowohl kdrpereigene Substanzen wie
z.B. Bilirubin, als auch koérperfremde Substanzen wie Alkohol oder Pharmaka und
ermdglicht deren Ausscheidung aus dem Koérper (Horn et al., 2005). Zudem gehoért die
Regulierung des Blutzuckerspiegels zu den wichtigen Aufgaben der Leber. Absolut
erstaunlich ist die ausgepragte Regenerationsfahigkeit der Leber: Nach einer
teilweisen Entfernung kann das Organ innerhalb von etwa 6 Monaten vollstandig
nachwachsen (Chen et al., 1991; Michalopoulos and Bhushan, 2021). Angesichts
dieser essenziellen Funktionen ist es nicht Gberraschend, dass eine eingeschrénkte
Leberfunktion schwerwiegende pathologische Prozesse im gesamten Organismus zur
Folge haben kann. Die Leberforschung stellt einen zentralen Bestandteil der
medizinischen Wissenschaft dar, insbesondere im Hinblick auf die Untersuchung von
Lebertumoren. Lebertumoren zahlen weltweit zur dritthaufigsten krebsbedingten
Todesursache (Sung et al., 2021). Es gibt verschiedene Arten der Lebertumore: Ein
Beispiel ist das Hepatozellulare Leberkarzinom, mit 80-90% der Falle weltweit
(Ananthakrishnan et al., 2006). Weitere Formen sind u.a. das Angiosarkom und das
Hepatoblastom, sie unterstreichen die Heterogenitat dieser Tumorgruppe. Der Bedarf
an Lebertumorzelllinien fur die Forschung ist grof3, da sie nicht nur fur die
Krebsforschung, sondern zudem fir die Untersuchungen von Infektionen wie Hepatitis
B und Hepatitis D verwendet werden.

Derzeit existieren ca. 40 verschiedene Lebertumorzelllinien, eine der am haufigsten
verwendeten Zelllinien ist HepG2 (Arzumanian et al., 2021). HepG2-Zellen zeichnen
sich durch die Erhaltung zahlreicher leberspezifischer Funktionen aus und werden
daher intensiv fur Studien Uber Leberkrebs und Medikamentenstoffwechsel
verwendet, sowie im Bereich der Toxikologie eingesetzt. Ihre hohe Proliferationsrate
und einfache Kultivierbarkeit in vitro machen sie zu einem wertvollen Werkzeug fur die
Tumorbiologie, fiur die Erforschung ernahrungsbedingter Mechanismen und der
Wirkstoffforschung (Kiseleva et al., 2023). Die HepG2-Zelllinie wurde erstmals 1975
aus einem Lebertumor eines 15-jahrigen Patienten isoliert und zunéchst
falschlicherweise als hepatozellulares Karzinom eingestuft. Spatere Untersuchungen
zeigten, dass es sich um ein Hepatoblastom handelt. Entsprechend ihren
zytologischen Merkmalen sind HepG2-Zellen den Tumorzellen im Hepatoblastom am
ahnlichsten. Gleichzeitig weisen sie einige fir gesunde Hepatozyten charakteristische
Merkmale auf, wie die Gréf3e und die Zusammensetzung der Proteine. HepG2 zeigen
eine epitheliale Morphologie, ahnlich der Hepatozyten. Die Leber stellt die Hauptquelle
fur Blutplasmaproteine wie Fibrinogen, Albumin und Globuline dar. Die vergleichende
Analyse des proteomischen Profils von Hepatozyten und der HepG2-Zelllinie zeigte,
dass sich die Titer von Serumalbumin, Transferrin und Serpin nicht unterschieden.
HepG2 unterscheiden sich in vielen Merkmalen von Hepatozyten, weshalb eine
Verwendung dieser Zelllinie als Hepatozyten-Modell umstritten ist. Hepatozyten sind
reich an glattem endoplasmatischem Retikulum und Mitochondrien, das ihre intensive
Proteinsynthese bzw. ihren Energiestoffwechsel widerspiegelt. Bei HepG2-Zellen sind
diese schlecht entwickelt und die Mitochondrienzahl betragt etwa die Halfte im
Vergleich zu normalen Hepatozyten. HepG2 enthalten fast dreimal weniger Gesamt-
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Protein als Hepatozyten. Etwa 20 % der menschlichen Hepatozyten sind binuklear
oder polyploid, HepG2-Zellen enthalten drei bis sieben Kerne. In Tumorzellen, die
auch durch eine abnormale Anzahl von Chromosomen gekennzeichnet sind, wird eine
Zunahme der Anzahl der Kerne beobachtet - bis zu sieben pro Zelle. CYP3A4, eines
der wichtigsten Enzyme der Arzneimittelspaltung ist in HepG2-Zellen 100-400-mal
weniger vorhanden als in Hepatozyten. HepG2-Zellen nehmen einen
Zwischenzustand zwischen normalen Hepatozyten und Tumorzellen ein (Arzumanian
et al., 2021; Wisniewski et al., 2016).

1.3.2.2 TY-82: ein Modell fir Thymuskarzinome in der Krebsforschung

Der Thymus (Bries), eine unter dem Brustbein gelegen Drise, wurde erstmals von
dem griechischen Arzt Rufus von Ephesus (98-117 n. Ch.) beschrieben (Kirschner,
2000; Lavini et al., 2009). Dieser benutzte bereits in seinen Schriften den Namen
Thymus. Bis heute ist die Namensgebung des Thymus etymologisch ein Ratsel. Es ist
anzunehmen, dass sie ihren Namen bereits in der alexandrischen Medizin erhalten
hat, eventuell nach den Blutenstdnden des Thymians, die mit den Lappchen der Drise
vergleichbar schienen (Keil et al., 2017).

Der im ventralen Bereich des oberen Mediastinums liegende Thymus besteht aus zwei
meist ungleich groRen Lappen (Lobi). Diese Lappen werden von einer Kapsel aus
dichtem kollagenen Bindegewebe umgeben bzw. begrenzt und werden in circa 1-2 cm
grol3e Lappchen (Lobuli Thymici) untergliedert (Lippert and Deller, 2011). Sind beim
Neugeborenen beide Lappen je 5 cm lang und 2 cm breit, erreicht der Thymus die
grof3te Entfaltung beim Kleinkind und behélt die GroRRe bis zur Pubertat bei. Nach der
Pubertat verfettet der Bries, das Thymusgewebe wird weniger und bildet sich zuriick,
bis es beim &lteren Erwachsenen makroskopisch nicht mehr klar von der Umgebung
abzugrenzen ist (Lippert and Deller, 2011). Diese Ruckbildung wird als Altersinvoltion
bezeichnet. Das Fettgewebe ersetzt das zuriickgebildete Thymusgewebe, wobei
priméar die Rinde betroffen ist, das Mark bleibt charakteristisch als Strang erhalten.
Dies geschieht ungefahr bis zum 50. Lebensjahr, kleine funktionstiichtige Reste des
Thymus bleiben aber bestehen (Steinmann and Muller-Hermelink, 1985).

Der Thymus ist zeitlebens in der Lage, reife undifferenzierte und immunkompetente T-
Lymphozyten bei Bedarf nachbilden (Lullmann-Rauch R., 2019) und ist in der friihen
Phase des menschlichen Lebens wichtig fur die Entwicklung des Immunsystems
(Metcalf, 1960; Miller, 1961). Ebenso ist er als primares lymphatisches Organ fur die
Entwicklung und Differenzierung der T-Zellen verantwortlich (Aumdller et al., 2020).
Als Jim Gowans in den sechziger Jahren des letzten Jahrhunderts herausfand, dass
Lymphozyten eine wichtige Rolle bei der Immunabwehr spielten, bekam auch der
Thymus eine wichtigere Rolle in diesem Prozess zugesprochen (Gowans et al., 1962).
Miller et al. fassten ein paar Jahre spater all das Wissen tber den Thymus und seine
immunologische Funktion zusammen (Miller, 1961). So weil3 man heute, dass der
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Thymus nachweislich fir die T-Zell (thymus-abhéngige Zellen) Reifung verantwortlich
ist und damit einen erheblichen Anteil an der adaptiven Immunantwort hat (Carpenter
and Bosselut, 2010). Die T-Zell Reifung beginnt, nachdem T-Vorlauferzellen im
Knochenmark gebildet werden und Uber das Blut in den Thymus gelangen (Barclay
and Mayrhofer, 1981). Im Thymus angekommen erlernen die T-Lymphozyten die
Unterscheidung zwischen ,kérpereigen® und ,koérperfremd® und durchlaufen eine
Reihe von Proliferations- und Differenzierungsprozessen, bis sie den Thymus wieder
verlassen. Diese ,Selektion® wird als positive und negative Selektion bezeichnet
(Sprent and Webb, 1995). Bei der positiven Selektion werden den Lymphozyten
Antigene in Verbindung mit MHC Proteinen prasentiert. Nur Thymozyten, welche
Selbst-MHC-Molekile mit dem Pra-TCR (T-Cell Receptor) erkennen, reifen weiter
heran. Werden MHC | Komplexe erkannt, reifen sie zu CD8+ T-Zellen weiter, erkennen
sie indes den MHC Il Komplex, reifen sie zu CD4+ T Zellen. Wird der MHC- Komplex
nicht erkannt, werden die T-Zell- Vorlaufer apoptotisch und sterben ab (Hogquist et al.,
1994; Kisielow et al., 1988; von Boehmer, 1994; Zinkernagel et al., 1978). Bei der
negativen Selektion werden die Zellen mit Hilfe eines an ein MHC gebundenes
korpereigenes Antigen getestet, ob sie korpereigene Zellen falschlicherweise
erkennen wirden. Ist dies der Fall, kdnnen sie dem Korper erheblichen Schaden
zufiigen (Autoimmun-Reaktionen) und werden darum eliminiert. Nach der Reifung im
Thymus werden sie in den Blutkreislauf und so in die peripheren lymphatischen
Organe entlassen (Fry et al., 1989; Kappler et al., 1987) (Sprent and Webb, 1995).

Pathologische Verdnderungen im Thymus: Thymusepitheltumore (TET)

Wie bei allen menschlichen Geweben sind auch in der Thymusdriise verschiedene
pathologische Veréanderungen maoglich. Eine Veranderung wurde schon 1832 von Sir
Astly Cooper (1768-1841) genau beschrieben (Cooper, 1832; Lavini et al., 2009):
Thymusepitheltumore, TET genannt. Thymome und Thymuskarzinome sind eine sehr
seltene Art der Thymusepithel-Tumoren, zéhlen bei Erwachsenen zu den haufigsten
Neoplasien des Mediastinums (Marx et al., 2016; Pfister et al., 2017). Sie sind mit einer
Inzidenz von 1-5 pro Million Einwohner sehr selten, ihr Vorkommen tberwiegt im Alter
von 40-70 Jahren, Manner und Frauen sind fast gleich haufig betroffen (Burger et al.,
2017; Marx et al., 2016). Die Therapie der Wahl ist die chirurgische Entfernung der
Thymustumoren. Adjuvante Therapien wie Chemotherapie und Bestrahlung missen
von Fall zu Fall abgewogen werden (Marx et al., 2016). In einigen Studien existieren
sehr hohe Rezidivraten (mehr als 50%), welches eine additive Therapie unumganglich
macht (Blumberg et al., 1995; Yagi et al., 1996).

Die in dieser Arbeit verwendete Tumorzelllinie TY82 gehdrt zu den Thymuskarzinomen
und wurde bereits 1992 etabliert (Kuzume et al., 1992). Thymuskarzinome zeichnen
sich durch eine hohe Rezidivrate sowie ein besonders niedriges Gesamtiberleben bei
Patienten aus (Stremmel et al., 2007). Im Gegensatz zu Thymomen besitzen sie
zudem die Fahigkeit Metastasen auszubilden (Strobel et al., 2010). Die verwendete
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TY82-Zelllinie wurde vom Pathologischen Institut der Universitatsklinik Mannheim von
Frau Dr. Belharazem-Vitacolonna zur Verfligung gestellt.

1.3.2.3 Einsatz von A549- und K-562-Zellen in ergadnzenden Experimenten

A549-Zellen stammen von einem Adenokarzinom eines nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinoms ab und wurden 1972 aus dem explantierten Tumor eines 58-
jahrigen mannlichen Patienten isoliert. Diese Zelllinie hat sich als etabliertes
Modellsystem fur die Untersuchung epithelialer Tumore des oberen und unteren
Respirationstraktes bewahrt. A549-Zellen wachsen als adharenter Monolyer und sind
bekannt fir ihre hohe Sensitivitdt gegentber dem Chemotherapeutikum, weshalb sie
in dieser Arbeit als Positiv-Kontrolle verwendet wurden (Foster et al., 1998; Giard et
al., 1973).

Zur Analyse der zytotoxischen Effektorfunktionen von NK-Zellen wurde erganzend
einmalig die Zelllinie K-562 als Kontrolle eingesetzt. K-562-Zellen reprasentieren friihe
Vorlauferzellen der Granulozytendifferenzierung und wurden 1970 aus einem
Patienten mit chronisch myeloischer Leukamie isoliert (Andersson et al., 1979; Lozzio
and Lozzio, 1979). Charakteristisch fur diese Zelllinie ist ihre rundliche Morphologie,
sowie das Wachstum in Suspensionskultur als Einzelzellen (Klein et al., 1976).

1.4 Molekulare Mechanismen des Zelltods: Grundlagen und Sighalwege

Wie stirbt eine Zelle? Carls Vogt entdeckte Mitte des 19 Jahrhunderts das Sterben der
Zelle (Peter et al., 1997). Im Jahr 1951 erkannte der deutsche Entwicklungsbiologe A.
Gluecksmann, dass der Zelltod bei Vertebraten eine zentrale Funktion in
physiologischen Prozessen einnimmt, bevor 1972 der Begriff Apoptose gepragt wurde
(Glucksmann, 1951; Kerr et al., 1972). Neben der Apoptose existieren noch andere
Formen des Zelltods. Wahrend die Nekrose meist als unkontrollierte Antwort auf eine
von aul3en einwirkende irreversible Schadigung auftritt und mit einer entziindlichen
Reaktion einher geht, ist die Apoptose ein aktiv gesteuerter Prozess, bei dem die Zelle
.kontrolliert® stirbt (Murphy et al., 2009). Zwei fir diese Arbeit relevante Zelltodformen
-Apoptose und Parthanatos- werden im folgenden Abschnitt n&her beschrieben.

1.4.1 Apoptose und ihre Bedeutunq in physiologischen und pathologischen
Prozessen

Apoptose (aus dem Griechischen: das Abfallen, der Wegfall) bezeichnet einen
physiologischen Prozess, der die Lebensdauer von eukaryotischen, diploiden Zellen
im gesunden Organismus bestimmt. Dabei handelt es sich um einen programmierten
Zelltod, da die Zelle den Prozess eigenstandig durch die Aktivierung spezifischer
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Signalkaskaden einleitet. Dies fiuhrt zu charakteristischen morphologischen
Eigenschaften in der Zelle (Kerr et al., 1972; Lockshin and Williams, 1965). Die
Apoptose stellt ein essenzielles genetisch programmiertes Zellsterbeprogramm dar,
das maRgeblich zu einer normalen Entwicklung des gesamten Organismus, zur
Aufrechterhaltung der Gewebe-HomoOostase sowie zur Funktionalitat des
Immunsystems beitragt (Cory and Adams, 2002; Cory et al., 2003). Storungen dieses
fein regulierten Prozesses sind mit einer Vielzahl pathologischer Veranderungen
assoziiert, darunter degenerative und Autoimmunerkrankungen und insbesondere
maligne Tumore (Adams, 2003).

Apoptotische Zellen durchlaufen charakteristische morphologische Veranderungen:
sie schrumpfen, lI6sen sich von benachbarten Zellen, das Chromatin kondensiert und
die Zellmembran verliert ihre typische Struktur. In der Folge zerféllt der Zellkern und
die Zelle fragmentiert in membranumhiillte Vesikel, sogenannte Apoptosekorper.
Diese werden effizient von Phagozyten, insbesondere Makrophagen aufgenommen,
ohne dabei eine entziindliche Reaktion auszuldésen (Murphy et al., 2009; Schweichel
and Merker, 1973; Wyllie, 1997). Die Apoptose wird durch ein fein abgestimmtes
Zusammenspiel von pro— und antiapoptotischen Molekilen reguliert. Ein zentrales
Beispiel hierfur ist das Tumorsuppressorgen p53, das in 50% aller Tumoren inaktiviert
vorliegt (Hansen and Oren, 1997; Oren, 1999). Unter physiologischen Bedingungen
wird p53 durch verschiedene zellulare Stressfaktoren, wie DNA-Schéden oder durch
die Aktivitdt onkogener Proteine wie RAS und MYC aktiviert (Hermeking and Eick,
1994; Kastan et al., 1991; Maltzman and Czyzyk, 1984; Serrano et al., 1997). Als
Transkriptionsfaktor, reguliert p53 zahlreiche Gene, die an der Apoptose beteiligt sind.
Dazu zahlen BAX, NOXA und APAF-1, welche pro-apoptotische Funktionen
Ubernehmen (Vousden and Lu, 2002). Mitglieder der BCL-2-Proteinfamilie haben eine
essenzielle Bedeutung im Gleichgewicht zwischen Zelliberleben und Zelltod.
Wahrend BAX ein pro-apoptotisches Protein darstellt, wirkt BCL-2 anti-apoptotisch und
fordert das Zelliberleben (Hockenbery et al., 1993; Oltvai et al., 1993). Dartber hinaus
existieren sogenannte Inhibitoren der Apoptose (IAP, Inhibitor of apoptosis protein),
welche den Zelltod gezielt unterdricken. Vertreter wie Survivin und XIAP gehéren
dieser Proteinfamilie an und wirken, indem sie die Aktivitat zentraler Effektorkaspasen,
insbesondere Caspase 3,7 und 9, hemmen. Auf diese Weise blockieren sie die
Ausfihrung der Apoptose und damit den Zelltod (Salvesen and Duckett, 2002;
Takahashi et al., 1998). Eine Reduzierung der Apoptose in Kombination mit einer
erhéhten Zellteilung begunstigt eine Entwicklung von malignen Tumoren (Fulda,
2009). Transformierte und entartete Zellen zeichnen sich haufig durch eine
Suppression apoptotischer Signalwege aus. Eine Uberexpression an anti-
apoptotischen Genen oder inaktivierenden Mutationen von pro-apoptotischen Genen
kénnen die Folge sein (Igney and Krammer, 2002; Vermeulen et al., 2005).

An der Regulation der Apoptose sind insbesondere Caspasen, BCL-2-Proteine und
IAPs beteiligt. Caspasen, wie oben erwahnt, sind proteolytische Enzyme, die aufgrund
unerwinschter unregulierter Caspaseaktivitat in ihrer inaktiven Form (Procaspasen)
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vorliegen und erst durch spezifische Signale aktiviert werden (Fuentes-Prior and
Salvesen, 2004; Kumar, 2007).

Die Apoptose wird Uber zwei Hauptwege eingeleitet: den extrinsischen
(rezeptorvermittelte Apoptose) und den intrinsischen (mitochondrialen) Signalweg
(Fulda and Debatin, 2006; Hengartner, 2000). Der extrinsische Weg wird durch
Todesrezeptoren wie FAS, TNF-R1 oder die Trail-Rezeptoren an der Zellmembran
aktiviert (Ashkenazi, 2002). Im Folgenden wird detaillierter auf den Signalweg
eingegangen, der von dem FAS-Liganden an die Bindung des FAS-Rezeptors
vermittelt wird. Die Bindung eines Todesliganden an seinen entsprechenden Rezeptor
fuhrt zur Oligomerisierung, bei der der Rezeptor eine Trimerstruktur bildet und dadurch
aktiviert wird (Papoff et al., 1999; Siegel et al., 2000). In der Folge entsteht ein pro-
apoptotischer Multienzymkomplex, der als DISC (death-inducing signalling complex)
bezeichnet wird. Dieser Komplex setzt sich aus dem Adaptermolekil FADD (FAS-
associated death domain protein), den Procaspasen 8 und 10 und dem Rezeptor
zusammen (Kischkel et al., 1995). Die hohe lokale Konzentration von DISC flhrt zu
einer Aktivierung der Procaspase 8 und -10 (Salvesen and Dixit, 1999). Die aktivierten
Caspasen spalten anschlieRend Zielproteine wie PARP, das zu einer DNA-
Fragmentierung und somit zur Einleitung der Apoptose fiihrt (Fischer et al., 2003).

Der intrinsische Weg wird durch zellularen Stress (genotoxischer oder oxidativer)
ausgelost und durch die BCL-2-Familie kontrolliert (Liu et al., 1996; Willis and Adams,
2005). P53 fordert hier die Expression pro-apoptotischer Proteine wie BAX, das zur
Schadigung der auf3eren Mitochondrienmembran und zur Freisetzung von Cytochrom
¢ aus dem Mitochondrium fihrt. Cytochrom bindet an APAF-1 (apoptotic protease
activating factor 1) und es entsteht ein Apoptosom (Adrain and Martin, 2001; Green
and Kroemer, 2004; Hill et al., 2003; Willis and Adams, 2005). An dieses Apoptosom
bindet die Procaspase-9 und bildet aktive Caspase-9-Dimere, das die Caspasen-
Kaskade aktiviert und letztlich den programmierten Zelltod ausldst (Willis and Adams,
2005).

Eine etablierte Methode zur Detektion ist eine kombinierte Farbung der Zellen mit
AnnexinV und 7-Aminoactinomycin (7-AAD) und anschlieRender FACS-Messung. 7-
AAD ist ein nukledrer Farbstoff, der nur in Zellen mit kompromittierter
Membranintegritat eindringt und somit die spéte apoptotische Zelle und nekrotische
Zelle identifiziert (Zembruski et al., 2012). AnnexinV bindet spezifisch an
Phosphatidylserin, das wahrend der friihen Apoptose von der inneren auf die aul3ere
Zellmembranseite transloziert wird. Die Farbung mit AnnexinV/7-AAD ermdglicht eine
Unterscheidung zwischen lebenden Zellen (AnnexinV/7-AAD"), frih-apoptotischen
Zellen (AnnexinV*/7-AAD") und spatapoptotischen (AnnexinV/7-AAD*) oder
nekrotischen Zellen (AnnexinV*/7-AAD") (Zimmermann and Meyer, 2011).
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1.4.2 Molekulare Mechanismen von Parthanatos: Die Rolle von PARP-1-Aktivierung
und AlF-Translokation bei der nicht-apoptotischen Zellzerstérung

Apoptose galt lange Zeit als zentrale Form des regulierten Zelltods. Es wurden
allerdings in den letzten Jahren mehrere alternative Zelltodmechanismen beschrieben.
Eine ,relativ® neu identifizierte Form ist der Parthanatos. In dieser Form des Zelltodes
kommt es zu einer Uberaktivierung von Poly-ADP-Ribose Polymerase 1 (PARP-1) in
Folge von DNA-Schadigungen. Der Begriff ,Parthanatos” wurde 2009 von David et al.
gepragt und ,PAR" steht fir die Beteiligung von PARP-1, wahrend ,Thanatos“ die
Personifizierung des Todes in der griechischen Mythologie ist (David et al., 2009).
Diese Form des Zelltodes grenzt sich klar von Apoptose, Nekrose oder anderen Typen
des Zelltodes ab. Der Ablauf ist in Abbildung 3 schematisch dargestellt.
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Abbildung 3:Schematische Darstellung der molekularen Mechanismen von Parthanatos. GroR3e
DNA-Schaden aktivieren UberméaRig die Poly-ADP-Ribose Polymerase 1 (PARP-1), was zu einer
Akkumulation von Poly-ADP-Ribose (PAR)-Polymeren fuhrt. Diese induzieren die Translokation von AlF
aus den Mitochondrien in den Zellkern, wo AIF mit MIF eine weitreichende DNA-Fragmentierung und
den Zelltod auslost.
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PARP-1 ist ein Enzym, das zentral am Prozess der DNA-Reparatur beteiligt ist.
Obwohl es nicht direkt an DNA-Schaden binden kann, aktiviert es zahlreiche DNA-
Reparatursysteme wie DNA-Topoisomerase, DNA-Helicase und DNA-Ligase (Jagtap
and Szabd, 2005). PARP-1 testet Risse und Bruche von DNA-Strangen und stellt ein
DNA-Base-Exzisionsreparatursystem zusammen. DNA-Schaden kdnnen z.B. durch
ionisierende Strahlung, UV-Licht und durch Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
entstehen. Bei leichten DNA-Schadigungen wird PARP-1 stark aktiviert und nutzt
NAD* um PAR-Polymere zu synthetisieren. Bei schweren Schaden fihrt eine
Uberaktivierung von PARP-1 zu einer Anhaufung von PAR-Polymeren, das zellulare
Prozesse wie Externalisierung von Phosphatidylserin, Mitochondrialmembranpotential
(MMP), AlF-Kerntranslokation, massiver DNA-Fragmentierung und Chromatin-
Kondensation auslost. Diese sind typische Merkmale des Parthanatos (Huang et al.,
2022). AnschlieBend wird PAR aus dem Zellkern in das Zytosol und in die
Mitochondrien freigesetzt und bindet an den apoptosis-inducing factor (AIF). Dies fuhrt
zu einer Translokation von AIF aus den Mitochondrien in das Zytosol. Dort bindet AlF
an den macrophage inhibitory factor (MIF), eine DNA-Nuklease, die DNA schneiden
kann. MIF und AIF wandern in den Zellkern, MIF verursacht eine massive DNA-
Fragmentierung von langen DNA-Sticken (50kb) und eine Chromatinkondensation
(Liu et al., 2022). Dies fiihrt zu einem Untergang der Zelle. Im Gegensatz zur Apoptose
entstehen bei Parthanatos keine apoptotischen Korper, sondern es kommt zum Verlust
der Membranintegritat. Auf3erdem ist es unabhéngig von der Caspase-Kaskade (Liu
et al., 2022). Parthanatos wird inzwischen mit einigen Erkrankungen in Verbindung
gebracht, darunter Diabetes Typl, Lungen-, Brust- und Darmkrebs, neurologische
Erkrankungen wie Alzheimer, Parkinson und Schlaganfall, aber auch COPD und
Retinitis Pigmentosa (Huang et al., 2022).

Das Wissen Uber die Existenz dieses Zelltodmechanismus erdffnet der Medizin eine
Vielzahl an neuen Behandlungsmoglichkeiten, aufgrund des besseren Verstandnisses
der pathologische Zellveranderungen. Zum einen wird AlF inzwischen als Marker fur
Parthanatos gesehen, zum anderen gibt es Medikamente, die genau in diesen
Signalweg eingreifen kénnen. Einige sehr erfolgreiche Medikamente gegen Krebs
stellen die Gruppe der PARP-Inhibitoren dar. Diese Medikamente sind primar gegen
Karzinome verschiedener Arten im Einsatz, binden an PARP-1 und verhindert so, dass
die DNA repariert wird und als Folge vermehrt Doppelstrangbriiche entstehen (Amé et
al., 2004; d'AMOURS et al., 1999; Huang et al., 2022; Kim and Nam, 2022). Ein
Beispiel hierfir ist das Chemotherapeutikum Olaparib.

1.5 Verwendete Chemotherapeutika und ihre Wirkung auf den Korper:
Cisplatin, Etoposid und Olaparib

Im Jahre 1964 entdeckte Rosenberg die zytostatische Wirkung von Cisplatin rein
zufallig bei der Ergrindung von elektrischen Feldern auf die Zellteilung. Dazu brachte
er Platinelektroden in die Wachstumskammer von Echerichia Coli an. Er beobachtete
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Veranderungen an den Bakterien und erkannte im Folgenden seine
zellteilungsinhibierende Wirkung (Rosenberg et al., 1965; Rosenberg et al., 1969). Seit
1978 ist Cisplatin von der amerikanischen Zulassungsbehorde FDA fir die Therapie
von Hodenkarzinomen zugelassen (Manohar and Leung, 2018). Bis heute zahlt
Cisplatin zu den am haufigsten eingesetzten Chemotherapeutika fir viele
verschiedene Tumorarten, darunter Blasen-, Ovar-, Kopf- und Hals-, Hoden und
Lungenkarzinome. Sein Einsatz wird durch seine enormen Nebenwirkungen
beispielsweise Nephro- und Ototoxizitdt und seine hohe Resistenzentwicklung
eingeschréankt (Dasari and Tchounwou, 2014; Siddik, 2003). Cisplatin wirkt, indem es
an alle DNA-Basen bindet, bevorzugt an Guanin und Adenin. Dies fuhrt zu
Quervernetzungen und zu Cisplatin-DNA-Addukten. Diese Addukte fliihren wiederum
dazu, dass die DNA-Replikation gestoppt wird und die Zelle in den Zellzyklus-Arrest
geht (Kartalou and Essigmann, 2001; Yang et al., 2006). Dieser Arrest erlaubt nun die
Reparatur der DNA-Schéadigungen (Kao et al., 2001). Werden diese allerdings
unvollstandig repariert, induziert die Zelle den programmierten Zelltod (Apoptose)- ein
Prozess, der unter anderem mit der Aktivitdt des Tumorsuppressor-Proteins p53
assoziiert ist (Chumakov, 2007).

Etoposid zeigt seine Wirkung auf eine andere Art: Das Chemotherapeutikum ist ein
Topoisomerase-ll-Inhibitor. Hauptséchlich wird Etoposid bei Hodentumoren,
Kleinzelligen Bronchialkarzinomen, Morbus Hodgkin und Ovarialkarzinomen
eingesetzt. Durch die Bindung von Etoposid an die Topoisomerase-Il wird das Enzym
gehindert, DNA-Doppelstrangbriichen zu beheben. So kommt es zu einem Stopp der
DNA-Replikation und in Folge zu einer Reduzierung bzw. zu einem Stopp der
Proliferation der Tumorzellen. Die Wirkung von Etoposid ist reversibel, eine langere
Exposition fiihrt entsprechend zu einer verlangerten Hemmung der DNA-Replikation
(Edwards et al., 1987; Kasahara et al., 1992; Sullivan et al., 1987).

Olaparib war 2014 der erste in der EU zugelassene PARP-Inhibitor und ist primar
gegen Ovarial- und Mammakarzinome im Einsatz. PARPs sind Poly(ADP-ribose)-
Polymerasen, die an der Reparatur von DNA- Einzelstrangbrichen beteiligt sind. Sie
katalysieren den Transfer von ADP-Ribose an Target-Zellen. Bei der Reparatur der
DNA binden PARPs an die DNA und dissoziieren von der zerstorten DNA wieder ab,
um den Enzymen der Basenexzisionsreparatur (BER) Platz zu machen. Olaparib
bindet an die DNA-assoziierten PARPs und verhindert so die Dissoziation von der
DNA. Dadurch wird BER blockiert und kann nicht andocken, um die DNA zu reparieren.
Stattdessen kommt es zu einem Doppelstrangbruch der DNA, wenn die
Replikationsgabel auf PARP trifft (Amé et al., 2004; d'AMOURS et al., 1999; Kim and
Nam, 2022).
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1.6 Das drei-dimensionale Tumormodell: Tumorspharoide mit ihren Chancen
und Herausforderungen

Seit mehreren Jahrzehnten werden zweidimensionale (2D) Monolayerkulturen von
Tumorzellen traditionell als in-vitro Model fir Tumoren eingesetzt (Bates et al., 2000;
Bissell, 1981). Die Analyse solcher Zelllinien hat wesentlich zum Verstandnis
grundlegender Aspekte der komplexen Physiologie von Tumoren beigetragen (Ravi et
al., 2017). Dennoch zeigte sich in zahlreichen praklinischen Studien, dass Wirkstoffe,
die in 2D-Kulturen vielversprechende Effekte erzielten, in vitro oder in klinischen
Studien leider versagten. Dies liegt vor allem daran, dass 2D-Modelle nicht die
tatsachliche Physiologie des Menschen und seiner Organe reflektieren bzw. adaquat
abbilden kdnnen (Zuchowska et al., 2024). Im Gegensatz dazu wachsen Tumorzellen
im Korper in einer dreidimensionalen Umgebung innerhalb von Geweben und
Organen. Die Abwesenheit von Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen und einer
dreidimensionalen Struktur, wie Tumore sie in vivo aufweisen, schrankt das Potential
der konventionellen zwei-dimensionalen Zelllinien als Tumormodell erheblich ein (Nath
and Devi, 2016).

Bereits in den 70er Jahren des letzten Jahrhunderts entstanden erstmals sogenannte
multicellular tumor spheroids (MCTs) aus verschiedenen Tumorzelllinien (Sutherland
and Durand, 1976; Weiswald et al., 2015). 3D-Modelle stellen eine wichtige
Weiterentwicklung dar, weil sie die Tumor-Architektur realistischer nachbilden, um ein
besseres Verstandnis der Komplexitat der Tumor Biologie zu ermdglichen (Ravi et al.,
2017; Weiswald et al., 2015). 3D-Zellkulturen bieten die Moglichkeit, die Licke
zwischen klassischen in vitro-Modellen und in vivo-Modellen zumindest teilweise zu
schlieBen (Yoon et al.,, 2013). Tiermodelle, die bislang haufig zur préklinischen
Testung verwendet wurden, sind nicht nur kosten- und zeitintensiv, sondern auch
ethisch umstritten. Zuséatzlich zeigen Tiermodelle oft eine physiologische Divergenz
zwischen den Labortieren und Menschen und dies fihrt haufig zu einer
unzureichenden Ubertragbarkeit der Ergebnisse. Aus diesen Griinden werden in der
Wissenschaft immer mehr dreidimensionale Modelle verwendet. Studien haben
gezeigt, dass die Genexpressionsprofile und die Reaktionen auf eine Behandlung von
Zellen in 3D-Modellen in vivo &hnlicher sind als im Fall von 2D-Kulturen (Zuchowska
et al., 2024). Es existieren weitere Vorteile bei der Verwendung von Spharoids-
Kulturen verglichen mit konventionellen Monolayer-Kulturen: Zellen in 3D-Zellkulturen
haben einen anderen Zugang zu Sauerstoff, Nahrstoffen und Mikroumgebung und
zeigen so im Allgemeinen eine héhere Resistenz gegen Chemikalien, die wahrend der
Chemotherapie verwendet werden. Denn Zell-Zell und Zell-Extrazellulare Matrix
(ECM) Interaktionen in  mehrschichtigen  Tumorspharoiden bilden eine
Permeabilitdtsbarriere, durch die therapeutische Wirkstoffe eindringen mussen. Es
wird immer schwieriger flr den Arzneistoff je weiter er in das Spharoid eindringt
(Abbildung 5). Die 3D-Mikroumgebung beeinflusst zudem zahlreiche zellulare und
funktionelle  Aktivitdten, darunter Morphologie, Signaltransduktion, Histon-
Acetylierung, Genexpression, Proteinexpression, Arzneimittelstoffwechsel,
differenzierte Proliferationszonen, Lebensfahigkeit, Hypoxie, pH-Wert, Differenzierung
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(epithelialer  zu mesenchymalem Ubergang, EMT), Migration und
Arzneimittelempfindlichkeit. Demzufolge sind 3D Tumormodelle ein wertvolles
Werkzeug in der Wirkstoffforschung (Ravi et al., 2017; Sant and Johnston, 2017; Yoon
et al., 2013). Darlber hinaus ist einer der grof3ten Vorteile von 3D-Kulturen die
realistischere Nachahmung von interzellularen Kontakten, Zell-Zell-Kommunikation
und Interaktionen mit der extrazellularen Matrix, welche fur viele Signalmechanismen
in der Genexpression wichtig sind (Ravi et al., 2017).

Die Bildung von Tumorspharoiden im Labor verlauft typischerweise in drei Phasen
(Abbildung 4): In der ersten Phase findet eine Aggregation von losen Zellen in den
Platten statt, die durch eine Integrin-ECM Bindung charakterisiert ist. In der zweiten
Phase kommt es zur Akkumulation der Tumorzellen, in denen die Tumorzellen eine
Erhdhung der Cadherin Expression vorweisen und schon in eine rundere Form
zusammengekommen sind. In der dritten und letzten Phase entstehen sehr kompakte
Spharoide, die durch starke Cadherin-Cadherin-Interaktionen eine ausgepragte
zellulare Adhasion zeigen (Lin and Chang, 2008; Shen et al., 2021).

Ultra- low attachment plates

(1) Zell-Aggregation (2) Akkumulation (3) Sphéroidbildung
: Erhéhung der Cadherin- Cadherin
[ > E- Cadherin Expression Interaktionen

Abbildung 4: Modell der Sphéaroidformation in Ultra-low attachment Platten. Die
Spharoidformation lasst sich in drei Stadien aufteilen: (1) Formation von losen Zellaggregaten via
Integrin-ECM- Bindung. (2) Eine Erhéhung der E-Cadherin-Expression an den Zelloberflachen und eine
Akkumulation der Zellen finden statt. (3) Cadherin-Cadherin Interaktionen resultieren in der Bildung
kompakter Sphéaroide.

Die Spharoide werden aus Einzelzell-Suspensionen, unter nicht adharenten
Bedingungen erzeugt. Der Diffusionsbereich von Sauerstoff und anderen Molekilen
betragt lediglich einige hundert um, darum gilt ein Spharoiddurchmesser von etwa 500
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pm als optimal fir Spharoide in der Tumorforschung bzw. tumorbiologischen
Untersuchungen (Chiew et al., 2017; Shen et al., 2021). Uberschreitet der
Durchmesser diesen Wert, bilden sich innerhalb der Sphéaroide molekulare
Diffusionsgradienten. Folglich werden die inneren, zentral gelegenen Zellen
unzureichend mit N&hrstoffen und Sauerstoff versorgt, wahrend sich gleichzeitig
Stoffwechselabfélle (z.B. Laktat) ansammeln. Der Mangel an Wachstumsfaktoren,
N&ahrstoff- und Sauerstoffgradienten und die Akkumulation von Kataboliten fiihrt zu
unterschiedlichen Regionen im Spharoid. Sphéaroide bilden eine typische
dreischichtige Struktur: Im Zentrum befindet sich ein nekrotischer Kern (Weiswald et
al., 2015), der durch Sauerstoffmangel (Hypoxie) gekennzeichnet und auch fur das
Innere solider Tumoren charakteristisch ist (Nath and Devi, 2016). Hier finden sich
abgestorbene Zellen und Zelltrimmer. Der Kern ist umrundet von ,stillen® Zellen,
sprich vitalen, sich aber nicht proliferierenden Zellen (Go- Phase). Die aul3ere Schicht
besteht aus proliferierenden und vitalen Zellen (Abbildung 5) (Lin and Chang, 2008;
Mueller-Klieser, 1997; Nath and Devi, 2016; Weiswald et al., 2015).

| CO,, Metabolischer Abfall |

|02, Wachstumsfaktoren, Metaboliten | -

g - | Arzneimittel Durchdringen
Proliferierende Zone Mittlere Zone

mit Vitalen Zellen mit ruhenden Zellen _

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Mikroumgebung innerhalb eines Tumorsphéaroids.
Dargestellt ist ein Medianschnitt durch ein Sphéaroid, welcher die charakteristischen Zonen, sowie die
Gradienten illustriert. Der Gehalt an Sauerstoff (O.), Wachstumsfaktoren und Metaboliten (Pfeil) nimmt
mit zunehmender Tiefe des Sphéaroids deutlich ab. Der daraus resultierende Sauerstoffmangel wird
durch Hypoxie induziert, welcher zur Ausbildung eines zentralgelegenen hypoxische Kerns fihrt. In
diesem Bereich ist die Anreicherung von metabolischen Abfallen im Vergleich zur Peripherie am
hdchsten (Pfeil). Der Kern des 3D-Tumors ist charakterisiert durch nekrotische Zellen. Auf den Kern
folgt eine mittlere Schicht ruhender Zellen. Die periphere Schicht besteht aus proliferierenden Zellen.
Die Fahigkeit eines Arzneimittels in das Sphéaroid einzudringen, wird mit zunehmender Tiefe des
Spharoids reduziert.

Das Sphéaroidvolumen nimmt in den frihen Stadien exponentiell zu. Nach dieser
anfanglichen Expansion folgt eine sogenannte "Stabilisierungs-Phase", in der die
Spharoide eine Art dynamisches Gleichgewicht erreichen. In dieser Phase kommt es
zu einer strukturellen Reorganisation, die Form wird homogener und das Volumen
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nimmt ab. Diese letzte Phase ist entscheidend fur die Entwicklung der funktionalen
und strukturellen Organisation des Sphéaroids selbst (Zanoni et al., 2020).

Die Formation von Spharoiden lasst sich mithilfe verschiedener etablierter Methoden
realisieren, die in der Literatur umfassend dokumentiert sind.

Zu den gangigen Verfahren zahlen die Hanging-drop- Methode, sowie die Zugabe von
aggregat-formenden Mediumkomponenten wie Methylzellulose (Yoon et al., 2013). In
der vorliegenden Arbeit wurde die Methode der nicht-adharenten Kulturoberflachen
angewendet, wie in Abbildung 4 néher dargestellt. Hierfir wurden speziell beschichtete
Jlow attachment® Platten verwendet, um die Zellaggregation unter suspendierenden
Bedingungen zu fordern. Es ist zu beachten, dass nicht alle Zelllinien die Fahigkeit
besitzen kompakte und stabile Spharoide zu bilden (Weiswald et al., 2015).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Sphéaroide aus Thymusepithelzell-Tumoren und
Hepatozellularen Karzinomen untersucht. Momentan ist nichts Gber die Funktionalitét
und erfolgreiche Etablierung von 3D-Modellen von Thymusepithel-Tumorspharoiden
in der Literatur bekannt.
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2 FRAGESTELLUNG

Diese Dissertation dient dazu die bisherigen Erkenntnisse der NK-Zell Anti-
Tumoraktivitat zu erweitern. Ebenso soll die Strategien der ex vivo Konditionierung von
NK-Zellen und ihrem Einsatz in der Immunzelltherapie in Kombination mit
Chemotherapeutika und der Etablierung von 3D Tumorspharoiden untersucht werden.
Hierzu sollen (1) der Einfluss von NK-Zellen auf die Viabilitat und Rezeptor-
Expressionen von Tumorzellen in einem Koinkubations-Modell, sowie das Ausmalf3 der
NK-Zell-vermittelten Zytotoxizitat und Apoptoseinduktion untersucht werden. Dartber
hinaus soll (2) eine mogliche Wechselwirkung zwischen den Anti-Tumoraktivitaten von
ausgewahlten Chemotherapeutika oder Glukosereduzierung und NK-Zellen bei
kombinierter Inkubation in 2D-Kulturen geprift werden. Schliel3lich sollen (3)
tumorzellbasierte Spharoide als 3D-Modell etabliert werden.

(1) Zytotoxizitat Naturlicher Killerzellen im Tumormodell

In einem etablierten Koinkubationsmodell wird der Einfluss naturlicher Killerzellen auf
die Viabilitat der Tumorzelllinien TY82 (Thymuskarzinom) und HepG2
(Leberzellkarzinom) untersucht. Zudem soll die Expression des Poliovirusrezeptors
(PVR), der die Proliferation und Invasion von Krebszellen férdert, auf Tumorzellen
sowie seine Modulation im Kontakt mit NK-Zellen analysiert werden. Ziel ist es, das
zytotoxische Potenzial der NK-Zellen sowie ihre Fahigkeit zur Induktion eines
programmierten Tumorzelltodes (Apoptose und Parthanatos) zu erfassen. In
Ergdnzung dazu wird das zytotoxische Potenzial der NK-Zellen innerhalb dieses
Modells analysiert, um mdogliche Veranderungen in ihrer Aktivierungs- und
Funktionsweise in Anwesenheit maligner Zellen zu identifizieren. Dazu werden
Veranderungen ihrer Aktivierung und Funktion mittels durchflusszytometrischer
Analyse funktionsrelevanter Marker quantifiziert

(2) Tumorzell-Killing durch kombinierte Behandlung mit Chemotherapeutika und NK-
Zellen

Ziel ist die Untersuchung des Effekts einer Vorbehandlung der Tumorzellen TY82 und
HepG2 mit ausgewahlten Chemotherapeutika und anschlieBender NK-Zell-
Koinkubation auf die Viabilitét von Tumorzellen. Auch die Auswirkungen einer
Glukosereduzierung im Tumormedium auf die NK-Zell-vermittelte Zytotoxizitat sollen
betrachtet werden. Dabei soll insbesondere geprift werden, ob diese Kombination
synergistisch wirkt. Die zugrundeliegenden Mechanismen des Zelltodes werden
mittels Durchflusszytometrie, sowie proteinbasierter Analysen charakterisiert.

(3) Die Tumorzellkulturen sollen von einer zweidimensionalen in eine dreidimensionale
Form gebracht werden

Es soll die ,Ultra low attachment plates“-Technik zur Generierung von 3D-Spharoiden
von TY82- und HepG2-Zellen benutzt werden, die in einer Zellsuspension unter nicht-
adhasiven Umgebungsbedingungen und in Abwesenheit von synthetischen
Komponenten der extrazellularen Matrix eine spontane Bildung von Zellaggregaten
ermdglicht. Die Kulturbedingungen zur Sphéaroidbildung sollen mithilfe von Variation
von Zellzahl und Zelltypus optimiert werden.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

Die zur Erstellung dieser Dissertation verwendeten Gerate, Verbrauchsmaterialien,
Softwares und Reagenzien sind in den nachfolgenden Tabellen thematisch und nach
Versuchen zusammengefasst. Die Tabellen enthalten neben der Beschreibung

zusatzlich die Namen der Hersteller.

3.1.1 Allgemeine Gerate, Verbrauchsmaterialien, Software und Reagenzien

Folgende allgemeine Geréte und Verbrauchsmaterialien wurden in dieser Dissertation

verwendet:

Tabelle 1: Verwendete Geréate im Labor

Gerate Hersteller Katalognummer
Absaugpumpe Vacusafe INTERGRA 158320
Biosciences
Biologische Sicherheitswerkbank Heraeus Holding 51022790
GmbH
CO2 Inkubator, Galaxy 48, 0,1-19% | Eppendorf SE C048310041
O,- Regelung
COz2 Inkubator, Heracell™ 150 Hearus 51026828
Compact Fluorescence Microscope | KEYENCE BZ-X810
BZ-X Series
Licht-Mikroskop Leica DMIL Leica Biosystems 090-135-001
GmbH
Mikroplatten-Reader Spark® Cyto Tecan Trading AG Infinite M200,
NanoQuant
Mikroskop Light M, Axio Carl Zeiss Lima Core Facility
Observer.Z1/Apotome, inverted 42226719
Multipette Eppendorf M4 Eppendorf SE 4982000012
Pipette Research Plus Einkanal Eppendorf 3123000012;312300
2,5uL,10pL,20uL,100pL, 0900;
200pL,1000puL 3124000040;312400
0083
Pipettierhilfe Pipetus® Hirschmann 9907200
Laborgerate GmbH
ThermoMixer C Schiittler Eppendorf 5382FQ816266
Ultraschallbad Elma S40
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Vortex-Genie 2 Scientific Industries, | SI-0236
Inc.
Wasserbad Memmert WNB22
Zellzahler, Countes I Thermo Fisher AMQAX1000
Scientific GmbH
Zentrifuge 5804R, 5810R Eppendorf SE 5804R, 5810R

Tabelle 2: Allgemeine Verbrauchsmaterialien und Reagenzien im Labor

Scientific GmbH

Verbrauchsmaterialien Hersteller Kataloghnummer

Alkopharm 80 BriiggemannAlcohol 6088000
Heiloronn GmbH

DPBS (Dulbecco’s Phosphate Thermo Fisher 14190-094

Buffered Saline) Scientific GmbH

(1X) ohne Calcium und Magnesium

DPBS (Dulbecco’s Phosphate Sigma RNBF6338

Buffered Saline) (10X)

Einweg-Zahlkammern Countess Il Thermo Fisher 354480

Falcon 15 mL und 50 mL

Corning Incorporated

352196, 352070

Falcon 5 ml Polysterene round-
bottom Tube

BD Biosciences

352008

H20 (destilliert)

selbst hergestellt

selbst hergestellt

Isotonische Kochsalzlésung, NaCl
0,9%

Fresenius

B101153

Mikropipettenspitzen (10 pL,
20 pL,100 pl, 200 pL, 1000 pL)

Biozym Scientific
GmbH

VT0200, VT0220,
VT0230, VT0240,
VT0270

aus Nitril ECO

Nuclease freies Wasser Ambion AM9937

Reaktionsgefal} steril Eppendorf 30.121.589

(Eppendorftube) 2 ml

Serologische Polystyrol Pipetten Sarstedt AG & Co. KG | 86.1253.001,

5mL, 10mL, 25mL 86.1254.001,
86.1685.001

Steriles Wasser Sigma RNBF6963

Trypanblau (0,4%) Thermo Fisher T10282

Scientific GmbH
Unsterile Untersuchungshandschuhe | Semperguard 743121

31




Material und Methoden

Tabelle 3: Software zur Datenvisualisierung und Auswertung in dieser Dissertation

Software Hersteller

BD FACSSuit™ BD Biosciences
Excel 2016 Microsoft Corporation
Flow Jo V12 FlowJo, LLC
GraphPad Prism 9 GraphPad Software
MAGPIX Analyser MAGPIX®
PowerPoint 2016 Microsoft Corporation
Spark Control Tecan Trading AG
Word 2016 Microsoft Corporation

3.1.2 Verbrauchsmaterialien und Zelllinien fir die Zellkultur

Im Folgenden beschriebene Tumorzelllinien wurden im Rahmen dieser Arbeit
verwendet.

Tabelle 4: Verwendete Zelllinien in 2D und 3D

Zelllinie Zellart Herkunft

A549 Adenokarzinom der Lunge Abcam

HepG2 Hepatoblastom ATCC

K-562 Leukamie Leibnitz-Institut DSMZ
TY-82 Thymic Epithelial Tumor (TET) Pathologie Mannheim

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Medien der Tumorzelllinien und ihre Bestandteile

Zelllinie Reagenzien Menge
A549 RPMI 500 mL
P/S 5 mL
FCS 50 mL
TY82 DMEM (1x) 500 mL
P/S 5mL
FCS 50 mL
HepG2 RPMI 500 mL
P/S 5mL
FCS 50 mL
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Tabelle 6: Spezielle Verbrauchsmaterialien, Reagenzien und Chemotherapie-Substanzen in der

Zellkultur

Verbrauchsmaterial und
Reagenzien

Hersteller

Katalognummer

adherent (T25, T75, T175)

Cryotube Reaktionsgefalie Thermo Fisher 377267
Scientific GmbH

Digitonin Promega G944A

Dulbecco’s Modified Eagle Gibco 41966-029

Medium DMEM (1X), 500mL

EDTAO05M Sigma Aldrich E7889

Einfrierhilfe CoolCell Corning Incorporated | 479-1842

Hochgestelles R im Kreis fehlt

Einweg Zellschaber Falcon® | Corning 353085

Etoposide Merck Millipore 33419-42-0

FBS (Fetales Rinderserum) Life Technologies A3160402

Ficoll-Paque™ PLUS GE Healthcare 14004040-AF

lonomycin Merck KGaA 56092-81-0

Monensin BD Biosciences 51292KZ

Olaparib Merck 763113-22-0

Pipettenspitze Combitip Eppendorf 00300089.790,00300089.

advanced 1mL, 2.5mL, 5mL, 863,

10mL 00300089.871,00300089.
464

Reaktionsgefald (Eppi) 0,5 Eppendorf 0030123.301,

mL, 1,5mL, 2mL, S5SmL 0030120.086,
0030120.094

Reaktionsgefal3 steril (Eppi) | Eppendorf 30.121.589

2ml

RPMI 1640 Medium mit Gibco 21875-034

Glukose, 500mL

RPMI 1640 Medium mit Sigma- Aldrich R8758

Glukose, 500mL

Staurosporin Santa Cruz 62996-74-1

Biotechnology

Trypsin-EDTA (1X) 0,25%, Gibco 25200-056

100 mL

Unsterile Semperguard 743121

Untersuchungshandschuhe

aus Nitril ECO

Zellkulturflaschen adherent Sarstedt AG & Co. KG | 833910502,

(T25, T75, T175) 83.39141.002

Zellkulturflaschen nicht Sarstedt AG & Co. KG | 834910502,

83.49141.002
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Zellkulturplatten (nicht) Sarstedt AG & Co. KG | 83.3920.500,
adherent (6-, 12-, 24-, 48-,96- 83.3921.500
Well) 83.3922.500,
83.3923.500,
83.3925.500
Zellkulturplatten 96-Well Greiner Bio-One 655090
schwarz mit durchsichtigem GmbH
Boden, flach
Zellkulturplatten 96-Well With | Costar 7007
Lid Round Bottom, Ultra low
attachment
Tabelle 7: Liste der verwendeten rekombinanten Proteine
Humane Rekombinante Proteine Hersteller Katalognummer

IL-15

Peprotech

200-15-100

3.1.3 Materialien und Antikorper fir die Durchflusszytometrie

Im nachfolgenden werden alle bendétigten Verbrauchsmaterialien, Reagenzien und

Antikorper fur die Durchflusszytometrie aufgelistet.

Tabelle 8: Verbrauchsmaterialien und Reagenzien zur Durchflusszytometrie

Verbrauchsmaterialien und Reagenzien | Hersteller Katalognummer

Annexin V Binding Buffer, 10x BD Biosciences 556454

BD CytofixTM Fixation Buffer BD Biosciences 554714

BD Phosflow™ Perm Buffer Il BD Biosciences 342003

BD Stain Buffer BD Biosciences 554656

BDTM CellWASH BD Biosciences 349524

BSA MACS® 10% Stockldsung Miltenyi Biotec 130-091-376
GmbH

FACS Clean BD Biosciences 340345

FACS Cytometer Setup & Tracking Beads | BD Biosciences 656504

FACS Flow BD Biosciences 342003

FACS Shutdown Solution BD Biosciences 334224

LeucoSEP ™-Separationsrohrchen Greiner Bio-One | 227290
GmbH

LS MACS® Saulen Miltenyi Biotec 130-042-041
GmbH

34




Material und Methoden

Tabelle 9: Antikérperkonjugate

Antikorperkonjugate Hersteller Klon Katalognummer
7-AAD perCP BD Biosciences 550474
Annexin V APC BD Biosciences 550475
CD107a APC BD Biosciences H4A3 560664
CD155/PVR PE Biolegend SKil.4 337610
CD3 APC BD Biosciences HIT3a 561804
CD3 FITC BD Biosciences UCHT1 561806
CD45 APC BD Biosciences HI30 561864
CD45 V500 BD Biosciences HI30 560777
CD56 PE BD Biosciences NCAMG6.2 | 347443
Glut-1 FITC BD Biosciences SLC2A Glut-1-G25
PE Mouse IgG1K Isotyp Biolegend MOPC-21 | 400114
Zombie Violet BV421 Biolegend 423113

3.1.4 Materialien zur Reinigung der NK-Zellen mittels magnetisch-aktivierter
Zellsortierung

Die folgenden Tabellen beschreiben alle zur magnetisch aktivierten Zellsortierung
(MACS) verwendeten Reagenzien inklusive der bendétigten Kits. Die Tabellen
enthalten neben der Beschreibung zusatzlich den Namen des Herstellers.

Die Ursprungsmaterialien bestanden aus kéauflich erworbenen Buffy Coats des
Deutschen Roten Kreuzes (Blutspendedienst) Baden-Wurttemberg, Institut fir
Transfusionsmedizin und Immunologie Mannheim.

Die Verbrauchsmaterialien und Reagenzien zur MACS sind Tabelle 8 zu entnehmen.

Tabelle 10: Auflistung der verwendeten Kits zur MACS

Kit Hersteller Katalognummer

NK Cell Isolation Kit human Miltenyi Biontec 130-092-657

3.1.5 Reagenzien und Materialien zur Messung von Viabilitat/Zytotoxizitat und
Caspase- Aktivitat

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene zellbiologische Assays zur
Bestimmung der Viabilitat, Zytotoxizitat und Caspase-Aktivitat durchgefihrt. Hierfur
wurden jeweils aus mehreren Komponenten bestehende kommerziell erhaltliche Kits
eingesetzt. Diese sind Tabelle 11 zusammengefasst. Verbrauchsmaterialien und
Reagenzien sind Tabelle 8 zu entnehmen.
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Tabelle 11: Kits zur Messung der Viabilitat/Zytotoxizitat bzw. Caspase-Aktivitat

Kit Hersteller Katalognummer
ApoTox-GIloTM Triplex Assay Promega Corporation G6320
Cell Titer Blue Promega Corporation G8080

3.1.6 Magnetic Bead Array

Im folgenden Abschnitt werden die verwendeten Kits fur die Magnetic Bead Arrays
aufgefuhrt. Verbrauchsmaterialien und Reagenzien sind Tabelle 8 zu entnehmen.

Tabelle 12: Verwendete Kits zur Multiplex Analytik

Kit Hersteller Katalognummer

Milliplex® Human Sepsis Magnetic Bead Panel 1 | Merck HSP1MAG-63K
Millipore

Milliplex® Human CD8+ T-Cell Magnetic Bead | Merck HCD8MAG-15k

Panel Millipore

3.1.7 Allgemeine Puffer und L6sungen

Alle Prozentangaben beziehen sich auf das entsprechende Volumenprozent.

Tabelle 13: Auflistung der verwendeten Puffer und Lésungen

Bezeichnung Verwendung Zusammensetzung
AnnexinV- AnnexinV-Farbung 1800 pl Wasser + 200 pl 10 x AnnexinV
Farbung Binding Buffer
PBS+ PBMC-Isolierung 500 mL PBS, versetzt mit 2 mL 0,5 M
EDTA
Konzentration des EDTA: 2 mM
PBS++ NK-Isolierung 2,5 mL der MACS BSA Stock Solution 10%

werden bis auf 50 mL mit PBS+ Puffer
(PBS mit 2 mM EDTA versetzt) aufgefullt

Erylyse- Erylyse (PBMC- | 155 mM NH4CI, 10 mM KHCOs, 0,1 mM
L6sung Isolierung) EDTA

in bidestilliertem H20, 10x Ldsung wird
angesetzt und eine 1:10 Verdunnung
verwendet
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur adhérenter Zellen

Fur diese Dissertation wurden alle Arbeiten der Zellkultivierung mit sterilen Medien,
Lésungen und Materialien an einer Steril-Bank durchgefuihrt, um Kontaminationen der
Kulturen mit Bakterien oder Pilzen zu vermeiden. Alle Verbrauchsmaterialien wurden
entweder sterilisiert oder steril erworben. Benotigte Medien und Reagenzien wurden
vor Benutzung im Wasserbad auf 37 °C aufgewarmt, mit Reinigungsalkohol (80%
Ethanol) auferlich desinfiziert und unter die sterile Werkbank gestellt. Die
verwendeten Zelllinien wurden in Zellkulturflaschen (T75) und 14 mL passendem
Medium, das 10% hitzeinaktiviertes Kalbserum (30 Min bei 56 °C) und 1% Penicillin-
Streptomycin beinhaltete, kultiviert. Die Inkubation der Zelllinien erfolgte im
Brutschrank. Dieser gewahrleistete eine wassergesattigte Atmosphare bei 37°C und
einem CO: -Gehalt von 5%. Das Medium wurde jeden zweiten bis dritten Tag
gewechselt.

3.2.2 Passagierung der Zellen

Eine Passagierung der Zellen erfolgte bei einer Konfluenz von 70-90%. Hierfur wurde
das entsprechende Kulturmedium mit einer Pasteurpipette abgesaugt und die Zellen
mit 3 mL PBS gewaschen. Durch den Waschvorgang wurde das verbliebene Serum
entfernt, welches sonst Trypsin in seiner Wirkung inaktiviert. Im Anschluss daran
wurde 3 mL Trypsin-EDTA-LAsung hinzugegeben und 3-5 Minuten bei 37 °C inkubiert.
Unter Kontrolle im Hellfeldmikroskop wurde gewartet, bis sich die Zellen abgelost
hatten und eine kugelférmige Gestalt annahmen. Zur Inaktivierung des Trypsins wurde
die Zellsuspension mit mindestens 6 mL des frischen Mediums versehen und in neue
Zellkulturflaschen Uberfuhrt. Am darauffolgenden Tag folgte eine Kontrolle der
Morphologie der Zellen. Bei einer erneuten Konfluenz von 80-90% der Zellen in der
Flasche wurden die Zellen erneut gesplittet, bei einer Split-Ratio von 1:5, und die
Passagennummer um eins erhoht. Jede Tumorzelllinie wurde dahingehend
untersucht, welche Anzahl an Tumorzellen fir die Versuche pro Well notwendig sind,
um nach 2 Tagen eine ca. 80% Konfluenz zu erreichen. Die Ergebnisse sind in der
nachfolgenden Tabelle 14 zu entnehmen.

Tabelle 14: Anzahl der verschiedenen Tumorzellen pro Well in verschiedenen Wellgré3en

Tumorzelle Anzahl der Wells pro Platte Anzahl der
Tumorzellen/Well
TY82 12-Well Platte 250.000
96-Well Platte 40.000
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HepG2 12-Well Platte 250.000
96-Well Platte 40.000
AB549 12-Well Platte 80.000

3.2.3 Bestimmung der Viabilitat, ZellgroRe und Zellzahl

Um eine genaue Zellzahl, ZellgroRe, sowie Viabilitat zu messen, wurde mit dem
elektronischen Zellzéhlgerat Countess Il nach Herstellerangaben gemessen. Hierzu
wurden die Zellen gewaschen und anschliel3end trypsiniert. Danach wurden die Zellen
mit 10 mL Kulturmedium resuspendiert und 10 pL der Zellsuspension zusammen mit
10 pyL Trypanblau in einer Einmalzéahlkammer fir Countess Il gegeben und in das
Gerat Uberfuhrt. Die ZellgroRe fur viable NK-Zellen, Tumorzellen und PBMCs wurden
auf eine GroRe zwischen 8 und 30 um definiert.

3.2.4 Auftauen, sowie das Einfrieren von adhérenten Zellen

Vor dem Einfrieren wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit Trypsin
abgel6st. Danach wurde die Trypsinisierung mit frischem Medium gestoppt, die Zellen
in ein 50 mL Falkontube dberfihrt und daraufhin 5 Minuten bei 1100 rpm und
Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Da in den weiteren Schritten DMSO benutzt wurde
und DMSO (Dimethylsulfoxid) auf stoffwechselintakte Zellen toxisch wirkt (Brayton,
1986), wurden alle Arbeitsschritte mit vorgekihlten Medien und Einfrierréhrchen zugig
und auf Eis durchgefuhrt. Das Gefrierschutzmittel DMSO dringt in die Zellen ein und
fuhrt dabei zu einer Verminderung des Wassergehaltes, wodurch die Bildung von
Eiskristallen und damit eine Schadigung der Zellen verhindert werden. Das Zellpellet
wurde zur Halfte in Kulturmedium mit 20% FBS, zur anderen Halfte in Einfriermedium
(DMSO 20% und FCS 20%) resuspendiert und in Kryordhrchen uberfuhrt. Die
Kryordhrchen wurden bei -80 °C aufbewahrt.

Zum Auftauen wurden die Gefrierréhrchen in ein 37°C warmes Wasserbad zum
Antauen gegeben. Die Zellen wurden in ein 15-mL-Falkon mit 5 mL frischem Medium
Uberfuhrt und resuspendiert. Nach funf Minuten dauernder Zentrifugation bei RT und
300 g wurden die Zellen in 1 mL Medium aufgenommen und gezéhlt. Danach wurden
sie in einer Zellkulturflasche im Inkubator bei 37 C° kultiviert. Das Medium wurde am
nachsten Tag getauscht, um Reste des DMSO-haltigen Einfriermediums und tote
Zellen zu entfernen. Die Passagennummer wurde nach dem Auftauen um eins erhoht.
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3.2.5 3D Zellkultur: Spharoidformation

Zur Anzucht der Sphéroide wurden die Zelllinien HepG2 und TY82 verwendet. Die
Zellen wurden passagiert und gezahlt, wie in Kapitel 3.2.2 und 3.2.3 beschrieben und
in 96- Well-Platten mit rundem Boden (siehe Tabelle 6) eingesat. Um eine Rundung
der Spharoide zu erzielen, wurden verschiedene Zellzahlen pro Well eingesat (1000,
5000, 10000, 20000, 40000, 60000 Zellen pro Well in 200 yL Medium). Die Rand-Wells
der Platte wurden mit 200 pL 1xPBS befillt, um die Wells, in denen sich die Spharoide
befinden vor dem Austrocknen zu schitzen. Die Platten wurden im Brutschrank bei
37°C, mit 90% Luftfeuchtigkeit und 5% CO:. inkubiert. Die Tumorzellen sammelten sich
am Boden und wuchsen zu kompakten Spharoiden. Jeden Tag wurden die Spharoide
mit Hilfe eines optischen Mikroskops geprift. Von dem Tag an, an dem die Spharoide
generiert wurden, wurde das Medium jeden zweiten Tag gewechselt. Um zu
vermeiden, dass versehentlich das Spharoid abgenommen oder das Spharoid
beschadigt wird, wurden jeweils 100 yL Medium vorsichtig vom Rand des Wells
abgezogen und durch die gleiche Menge an frischem Medium ersetzt.

3.2.6 Isolierung peripherer mononukleérer Blutzellen (PBMC) iiber
Dichtegradientenzentrifugation

Um PBMC aus dem Blut zu isolieren, wurde eine Dichtegradientenzentrifugation mit
Ficoll-Paque™ aus Buffy Coats durchgefuhrt. Ficoll ist ein synthetisch hergestelltes
Polymer. Durch seine spezifische Dichte von 1,077 g/mL ermoglicht der Ficoll-
Paque™ eine Auftrennung der Blutbestandteile gemal? ihrer spezifischen Dichte. Es
besitzt eine gréRere Dichte als Lymphozyten und Monozyten, aber eine geringere
Dichte als Erythrozyten und Granulozyten. Dadurch sedimentieren Erythrozyten auf
den Boden unter die Ficoll-Schicht, wéahrend Lymphozyten sich in einer
Zwischenschicht zwischen Ficoll und Uberstand ansammeln (Abbildung 6) (Luttmann
W. et al., 2014).

Bei der Aufreinigung von PBMCs aus einem Buffy Coat wurde zunachst das
antikoagulierte Vollblut in einem Verhaltnis 1:4 mit PBS+ verdunnt und langsam und
vorsichtig auf 15 mL Ficoll-Paque™ in einem 50 mL Falkontube geschichtet.
Anschliel3end wurde das Réhrchen bei Raumtemperatur fir 30 Min bei 400 x g ohne
Bremse und mit halber maximaler Beschleunigung zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation ist eine besondere Schichtung der Blutbestandteile, wie in Abbildung 6
ersichtlich, im Falkon vorzufinden: Am Boden des Rohrchens befindet sich ein
Zellpellet aus Erythrozyten und Granulozyten. Dariber folgt eine Schicht aus Ficoll,
auf der ein dinner Ring mit peripheren mononuklearen Blutzellen schwimmt, die
Interphase. Diese ist als weil3e Grenzschicht sichtbar. Zuoberst findet man eine triibe
Schicht Serum, welche Thrombozyten und andere kleinste Bestandteile des Blutes
enthalt (Luttmann W. et al., 2014). Der schmale Interphase-Ring, der die benétigten
Zellen enthalt, wurde vorsichtig abpipettiert und in ein 50 mL R6hrchen tberfihrt, mit
PBS+ auf 50 mL aufgefillt und bei 300 x g fur 10 Min durch Zentrifugation gewaschen.
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Anschlielend wurde nochmals mit 50 mL PBS+ bei 200 x g zentrifugiert, um
verbliebene Ficollreste zu entfernen. Die restlichen Thrombozyten konnten so entfernt
werden. Der Uberstand wurde anschlieRend abgesaugt und verworfen.

+——— Plasma

«+«——— PBMC

«+— Ficoll

Erythrozyten

Abbildung 6: Darstellung der Schichtung von Vollblut auf eine Ficoll-L6sung nach der
Zentrifugation. Zu sehen sind unterschiedliche Schichten mit den unterschiedlichen Bestandteilen
des Blutes: Plasma, PBMCs und Erythrozyten.

3.2.7 Hypotone Lyse der Erythrozyten

Um alle verunreinigten Erythrozyten des Vollblutes zu entfernen, nutzten wir eine
hypothone Lyse mit dem Erythrozyten-Lyse (Erylyse)-Puffer. Dafur wurden die
osmotischen Eigenschaften des Kaliumchlorids genutzt. Dies fiihrte zum Einstromen
von Wasser und dem Platzen der Erythrozyten (Luttmann W. et al., 2014). Die PBMC
wurden mit 5 Teilen Erylyse-Puffer (1x) versetzt und fir 5-10 Min bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschliel3end wurde das Lysat auf 50 mL mit PBS+ aufgeftllt und fir 10 Min
bei 300 x g und Raumtemperatur gewaschen. Final wurde der Uberstand verworfen,
frisches PBS+ hinzugefugt und die Zellen mittels Countess Il gezahilt.

3.2.8 Magnetische Aufreinigung von Naturlichen Killerzellen

Zur Isolierung von NK-Zellen wurden die zuvor gewonnen PBMC verwendet und unter
sterilen Bedingungen mit Hilfe der magnetisch aktivierten Zellsortierungs-Technologie
(MACS) aufgereinigt. Das Prinzip beruht auf einer negativen Selektion. Das bedeutet,
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dass alle peripheren Blutlymphozyten, aul3er NK-Zellen, mit magnetischen Beads
markiert und Uber ein magnetisches Feld depletiert werden. So erhalt man unmarkierte
isolierte NK-Zellen, die zur weiteren Kultivierung zur Verfiigung stehen. Die einzelnen
Arbeitsschritte erfolgten bei 4 °C bzw. auf Eis. Zunachst wurden die isolierten PBMC
bei 4 °C, 10 Min und 300 x g zentrifugiert und anschliel3end das Pellet in 40 pL PBS++
und 10 pL Biotin-Antikdrper-Cocktail pro 107 Zellen resuspendiert. Nach einer 5-
minutigen Inkubation bei 4 °C wurden die Zellen gemaf} Herstellerprotokoll zuséatzlich
mit 30 uL PBS++ und 20 pL NK Zell Microbead Cocktail versetzt. Nach einer weiteren
Inkubation bei 4 °C fir 10 Minuten wurden die Zellen auf eine vorgespulte Saule
gegeben. In Abhangigkeit zur PBMC-Gesamtzahl wurden LS (max. Anzahl markierter
Zellen von 108) oder MS (max. Anzahl markierter Zellen von 107) Saulen auf einem
MACS-Separator verwendet. Ubrig blieben die NK-Zellen, die durch 3-faches Spiilen
der Saule mit jeweils 3 mL PBS++ herausgewaschen und in einem 15 mL-Falcon-
Rohrchen aufgefangen wurden. Am Ende der Isolierung wurde die Viabilitdt gemaf}
Kapitel 3.2.3 analysiert und die Reinheit mittels durchflusszytometrischer
Oberflachenfarbung auf CD56, CD3 und CD45 (siehe Kapitel 3.2.10) bestimmt.

3.2.9 Koinkubationsversuche in 2D

Die Tumorzellen wurden an Tag 1 in die Platten eingesét, an Tag 2 wurden die NK-
Zellen isoliert und Gber Nacht mit IL-15 (4,5 pL/mL) stimuliert. An Tag 3 kamen der
entsprechenden Koinkubationszeit die nochmals mit IL-15 (4,5 pL/mL) stimulierten
NK-Zellen auf die Tumorzellen. An Tag 4 und Tag 5 fand die Ernte der koinkubierten
Zellen statt. Die jeweilige Zellanzahl und Plattenart kbnnen aus Tabelle 15 entnommen
werden.

In Vorversuchen haben wir festgestellt, dass in Wells, in denen Tumorzellen und NK-
Zellen fur mindestens 2 Stunden koinkubiert wurden, kein Trypsin verwendet werden
musste. Mehrmaliges Resuspendieren des Mediums im Well sorgte fur eine
ausreichende Losung der Zellen vom Plattenboden.

. Co-
Tumorzellen PBMC+ NK Ubernachtkultur . Ernte
. . . Inkubation +
aussden Isolierung NKs mit IL-15
T + NKs FACS

Abbildung 7: Uberblick Gber den Versuchsablauf. Die Tumorzellen werden in die Platten eingesat,
am nachsten Tag folgt die NK-Zell-Isolierung und Ubernacht IL-15-Kultivierung. Am darauffolgenden
Tag werden die Tumorzellen (T) mit den NK-Zellen (NK) koinkubiert. Danach folgt die Ernte der Zellen
und eine durchflusszytometrische Analyse mittels FACS.
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Tabelle 15: Uberblick tiber den Versuchsaufbau der verschiedenen Versuche besonders im Hinblick auf
die Zellzahlen pro Well. MV steht fiir Mischungsverhaltnis.

Versuch Zellarten Platten- Anzahl MV mL pro Well
groRein Well NKs/Well T+NK

AnnexinV/  T+NK 12 3,5x10° 01-05:10 2

7-AAD

CD107a T+NK 12 3,5x10° 01-05:10 2

GLUT-1 T+NK 12 3,5x10° 01-05:10 2

PVR T+NK 12 3,5x106° 01-05:10 2

3.2.10 Vielfarben Durchflusszytometrie

Die Hauptaufgabe der Durchflusszytometrie oder auch FACS genannt (Fluorescnce
Activeted Cell Sorting) besteht in der gleichzeitigen Messung von GrofRe und
Granularitat sowie bestimmten Fluoreszenzeigenschaften von Fluoreszenzfarbstoff-
gekoppelten Proben von Zellen oder Zellpopulationen und ist somit ein wichtiges
Instrument in der Forschung und der klinischen Anwendung. Bei dieser Methode
werden die Zellen in einer Suspension vorbereitet. Die Suspension wird zusammen
mit spezifischen Antikdrpern inkubiert, um bestimmte Eigenschaften sichtbar zu
machen. Die zu untersuchende Suspension wird in einem Rohrchen unter eine
Kapillare gehalten, die diese aufnimmt. Durch den geringen Durchmesser der Kapillare
passieren die Zellen einzeln einen Laserstrahl einer bestimmten Wellenlange. In
neueren Geraten konnen auch mehrere Laser mit unterschiedlichen Wellenlangen
hintereinandergeschaltet sein, um so Multiparameter-Analysen durch fuhren zu
konnen. Das Laserlicht wird von den Zellen gebeugt und gestreut, was eine Analyse
hinsichtlich der GroRRe (Vorwartsstreulicht-FSC) und Granularitat (Seitwartsstreulicht-
SSC) ermdglicht. Weitere Eigenschaften der Zelle kann man mithilfe ihrer Fluoreszenz
bestimmen. Fluoreszenz bedeutet ein durch Strahlung sofort angeregtes Leuchten des
Stoffes. Die meist Fluorchrom-gekoppelten Antikdrper emittieren zusatzlich das Licht.
Je nachdem, wie viele mit Fluorochromen konjugierte Antikdrper an eine Zelle
gebunden sind, strahlt diese mehr oder weniger Licht einer bestimmten Wellenlange
aus. Dieses emittierte Licht und die Streuungen werden durch variabel angeordnete
Spiegel und Bandpassfilter gelenkt und durch Detektoren geleitet und gemessen. Das
Gerat misst die Intensitat der Floreszenzen der jeweiligen Zelle. Die am haufigsten
verwendeten Fluorochrome sind Fluorescein lIsothiocyanat (FITC), Phycoerythrin
(PE), Allophycocyanin (APC) und Peridinin-Chlorophyll-Protein Complex (Per-CP).

Bei Mehrfachfarbungen muss auf spektrale Uberlappungen der Emissionsspektren der
verschiedenen Fluorochrome geachtet werden. Falls nétig, muss eine Kompensation
der partiellen Uberlagerung der Emissionsspektren erfolgen. Es muss allerdings auch
auf Autofluoreszenzen jedes Zelltyps oder der verwendeten Chemotherapie-
Substanzen geachtet werden. Darum wurde zu jedem Beginn einer Messung eine
Kontrollmessung von unmarkierten Zellen durchgefuhrt und festgelegt, ab welcher
Intensitat eine Zelle als positiv gilt. Durch eine Software kdnnen die gemessenen
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Signale ausgewertet werden. Die Ergebnisse werden in den meisten Fallen in
zweidimensionalen Diagrammen, sogenannten ,dot plots“ dargestellt. Bei dieser Form
der Darstellung werden die einzelnen Antikérper, entsprechend ihrer Signalstarke
durch Punkte wiedergegeben. Ein besonderer Vorteil gegeniber der konventionellen
Fluoreszenzmikroskopie liegt in der schnellen Messung sehr hoher Zellzahlen (107 in
wenigen Sekunden). Durch ,gating® konnen auch sehr kleine Zellzahlen eines
bestimmten Zelltyps gemessen und analysiert werden. Die Analyse kann mit Hilfe von
Computern und entsprechender Software durchgefiihrt werden (Luttmann W. et al.,
2014) (Herzenberg et al., 2002) (Tung et al., 2007) (Sack et al., 2006). In dieser Arbeit
wurde als Durchflusszytometer das FACS LYRIC von BD verwendet und die
Auswertesoftware FLOWJo. (Kapitel 3.2.18.)

3.2.11 Durchflusszytometrische Charakterisierung von NK- und Tumorzellen:
Vorversuche und Gating-Strategie

Die Gating-Strategie war fur alle Versuche in dieser Arbeit konstant (fur alle Versuche
und fir jede Tumorzelllinie gleich), da sich prozentuale Aussagen in vorhandenen
Gates verschieben konnten und die Vergleichbarkeit verloren gehen wiirde. So wurden
in Vorversuchen jede einzelne Zelllinie getestet und auf unsere Gating-Strategie
Uberpruft. Zur genaueren Differenzierung zwischen Tumor- und NK-Zellen wurden
spezifische Oberflachencharakteristika genutzt. Die NK-Zellen waren CD45-positiv,
Tumorzellen hingegen CD45-negativ.

Um die vom FACS-Gerat erfasst Zellen unterschiedlicher Zellpopulationen richtig
zuordnen zu kénnen, mussten diese anhand verschiedener Fluoreszenzeigenschaften
durch das Definieren von ,Gates” eindeutig identifiziert und abgegrenzt werden. Die in
dieser Arbeit angewandte Gating-Strategie folgte, wie in Abbildung 8 repréasentativ mit
TY82-Zellen dargestellt, einem einheitlichen Prinzip: der Identifikation von CD45* NK-
Zellen. Zu diesem Zweck wurde zunéchst in den ungefarbten Kontroll-Proben eine
Grenze definiert, ab der NK-Zellen als positiv zu werten waren. Anschlie3end erfolgte
die Darstellung des Seitwartsstreulichts (SSC, Granularitat) und des
Oberflachenmarkers CD45 (V500), woraufhin die CD45* NK-Zellen im sogenannten
.,NK-Gate“ (CD45*) erfasst wurden. Diese Vorgehensweise ermdglichte es, in den
Proben mit gemeinsamer Inkubation von Tumor- und NK-Zellen, die NK-Zellen gezielt
herauszufiltern und somit eine klare Abgrenzung beider Zellpopulationen
vorzunehmen. Im zweiten Schritt wurde das zuvor definierte NK-Gate in die
Tumorprobe Ubertragen und erneut das SSC und der Oberflachenmarkers CD45
(V500) aufgetragen. Dabei zeigte sich, dass auch in der gefarbten Tumorprobe sich
keine Zellen innerhalb des NK-Gates befunden haben. Dieses Ergebnis wurde zuvor
fur alle Tumorzelllinien validiert. Anschlie3end wurde das NK-Gate auf die Probe mit
der Koinkubation von Tumor- und NK-Zellen angewendet. Je nach Zielsetzung des
Experiments konnte nun entweder das NK-Gate herausgefiltert werden, um
ausschlief3lich die Tumorzellen zu analysieren, oder es wurde gezielt das NK-Gate
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verwendet, wenn die NK-Zellen im Fokus standen. Diese resultierende Zellpopulation
konnte im Anschluss hinsichtlich verschiedener Parameter untersucht werden, wie z.B.
verschiedene Oberflachenmarker oder die Expression von GLUT-1. Diese Marker
wurden dann in entsprechenden Dot-Plots visualisiert, indem sie gegen die jeweils
interessierenden Parameter aufgetragen wurden.

250K 250K = 250K = 250K =

200K = 200K = 200K = 200k =

Nk_CD45+
%S
150K 5 150k o

160K = 150K =

SSC-A
SSC-A
SSC-A
SSC-A

100K = 100K = 100K =

ok - 50K = 50k =

Comp-VS00-A :: CD4S VS00-A Comp-V500-A :: CD4S V500-A Comp-V500-A - V500-A Comp-V500-A :: VS00-A

NK-Gat Tumorzellen Tumorzellen mit NK-Zellen Tumorzellen
-ate mit NK-Gate und NK-Gate ohne NK-Gate
(CD45*)

Abbildung 8: Gating-Strategie zur Identifizierung und Abgrenzung von NK-Zellen und
Tumorzellen (TY82). In den Bildern A-D ist das angewandte Basis-Gating zu sehen: (A) In der
Zellsuspension konnten die NK-Zellen im Seitwértsstreulicht (SSC-A) gegen die Oberflachenfarbung
CD45 (V500) dargestellt und identifiziert werden. (B) Durch die Auftragung von SSC gegen CD45 in der
Tumorzellsuspension wurden die Tumorzellen dargestellt und Uberpruft, ob keine Tumorzellen CD45
positiv sind. (C) In der Koinkubation wurden die zwei unterschiedlichen Zellen (Tumor- und NK-Zellen)
im Seitwartsstreulicht und CD45 (V500) dargestellt. Das NK- Gate (CD45+) wurde ebenfalls Ubertragen.
(D) Das NK-Gate wurde heraus gegatet und nur die Tumorzellen waren Ubrigblieben, die dann nach
gewlnschten Oberflachenmarkern untersucht werden konnten.

Zusatzlich wurde die Vitalitat der NK-Zellen in den jeweils verwendeten Tumormedien
auf potenzielle Wechselwirkungen hin untersucht. Hierzu erfolgte eine mehrtéagige
Kultivierung der NK-Zellen in den verschiedenen Tumormedien, wobei taglich eine
Vitalitatsanalyse mittels FACS unter Verwendung von 7-AAD und AnnexinV
durchgefuhrt wurde (siehe Abschnitt 3.2.13). Die NK-Zellen Uberstanden die viertagige
Kultivierungsdauer mit nur minimalen Einbuf3en in der Vitalitat. Keines der in Tabelle
5 aufgefihrten Tumormedien zeigte einen negativen Einfluss auf die Vitalitat der NK-
Zellen (Anhang Abbildung 47).

3.2.12 Durchflusszytometrische Analyse der metabolischen Aktivitat: GLUT-1-
Férbung

Die GLUT-1-Farbung wurde entsprechend des in Abbildung 9 dargestellten
Versuchsschemas, durchgefuhrt. Nach der Ernte der Zellsuspension wurden die
Zellen in FACS-Rohrchen dberfuhrt, die komplette Zellsuspension der Wells
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zentrifugiert (300 g, RT, 10 Min) und danach mit 2 mL Cellwash gewaschen. Nach
einer anschlieRenden Zentrifugation (300 g, RT, 5 Min) wurde der Uberstand abgekippt
und auf das Pellet 100 uL RPMI-Medium in jedes Réhrchen gegeben. Nach kurzem
Vortexen wurde in jedes der 3fach Farbungsrohrchen 5 pL GLUT-1 hinein pipettiert
und 20 MIN im Dunkeln bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden 2 mL eiskaltes
Cellwash in jedes R6hrchen hinzugegeben und danach bei 300 g fir 5 Min bei 4 °C
zentrifugiert. Nachdem der Uberstand abgekippt wurde, wurden 100 pL Cellwash in
alle Rohrchen pipettiert und die Oberflachenmarker wie in Tabelle 16 angegeben,
hinzugeflgt. AnschlieBend wurden diese fir 15 Min im Dunkeln bei RT inkubiert. Es
folgte die Zugabe von 2 mL Cellwash in jedes Rohrchen und eine Zentrifugation bei
300 g fur 5 Min bei RT. Nach erneutem Abkippen des Uberstandes wurden 250 pL
Cellwash dazu gegeben und die Proben konnten nun direkt gemessen werden. Die
Werte fur GLUT-1* Zellen wurden prozentual angegeben.

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4

.. Ernt:
PBMC+ NK Ubernachtkultur r: c
Isolierung NK mit IL-15 EACS

Abbildung 9: Uberblick iiber den Versuchsablauf bei GLUT- 1 —Farbung mittels FACS-Analyse.
Die Tumorzellen werden in die Platten eingesat, am nachsten Tag folgt die NK-Zell-Isolierung und
Ubernacht IL-15-Kultivierung. Am darauffolgenden Tag werden die Tumorzellen (T) mit den NK-Zellen
(NK) koinkubiert. Danach folgt die Ernte der Zellen und eine durchflusszytometrische Analyse mittels
FACS.

Tabelle 16: Antikdrpermix fur 3-fach Farbung wéhrend GLUT-1- Férbung

Antikorper Kanal Menge pro Tube
CD56 PE 5puL

CD3 APC 10 pL

CD45 V500 5 pL

3.2.13 Durchflusszytometrische Viabilitats- und Zytotoxizitdtsanalyse: 7-AAD/
AnnexinV-Farbung

Um frih-apoptotische Zellen zu detektieren, wurde die durchflusszytometrische
Analyse von AnnexinV genutzt. Das Protein AnnexinV bindet spezifisch an
Phosphatidylserin, welches im Frihstadium der Apoptose von der zytoplasmatischen
Seite der Zelle an die Aul3enseite transloziert, bevor die Membranintegritat der Zelle
zerstort wird (Koopman et al., 1994). Diese Bindung ist stark kalziumabhangig. Zudem
kann AnnexinV mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert werden und fir die
flowzytometrische Analyse verwendet werden. Bei vitalen Zellen ist es AnnexinV nicht
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maoglich durch die Zellmembran zu gelangen, bei avitalen Zellen ist die Integritat der
Zellmembran gestort und die innere Schicht ist ebenfalls zuganglich fur das Protein
AnnexinV (Luttmann W. et al., 2014; van Engeland et al., 1998; Vermes et al., 1995).
Wenn Zellen Uber das Apoptosestadium hinaus nekrotisch sind und ebenfalls einen
Verlust der Membranintegritat aufweisen, ist es nicht moglich nekrotische Zellen von
apoptotischen Zellen zu unterscheiden. Aus diesem Grund empfiehlt sich eine
zusatzliche Farbung mit 7-AAD (7-Amino-Actinomycin-D). 7-AAD weist spezifisch DNA
nach und es kann nur in die Zelle eindringen, wenn ihre Zellmembranintegritat verloren
geht. Wie in Abbildung 10 néher erlautert, erfolgte die Auswertung mit Hilfe des FACS-
Gerates in Form eines Dot-Plots, in dem AnnexinV auf der Abszisse und 7-AAD auf
der Ordinate aufgetragen wurden. Die resultierenden Quadranten reprasentieren
unterschiedliche Stadien der Zellvitalitat und der Apoptose: Quadrant 4 (Q4) besteht
aus Zellen, die sowohl AnnexinV, als auch 7-AAD negativ sind, bedeutet keine
Apoptose oder Nekrose ist bei den Tumorzellen nachweisbar. Die Zellen gelten als
vital. In Q3 spricht alles fur eine ablaufende Apoptose der Tumorzellen, da sie
AnnexinV*, aber 7-AAD" sind. Hier sprechen wir von einer ,Frihen® Apoptose. In Q2
sind die Zellen doppelt positiv fur AnnexinV und 7-AAD, sie geben den Anteil der
nekrotischen Zellen wieder. In Q1 befinden sich die Zellen in fortschreitender ,spaten”
Apoptose und die Zellen sind 7-AAD* und AnnexinV- (van Engeland et al., 1998). Die
guantitativen Angaben beziehen sich auf den prozentualen Anteil der im Analyse-Gate
enthaltenen Zellen. Alle Versuche wurden in dreifacher (n=3) Ausfiihrung durchgefuhrt
(biologische Triplikate). Zur spezifischen Auswertung wurden die NK-Zellen vorab
durch Gating ausgeschlossen, sodass ausschliel3lich Tumorzellen analysiert wurden.

5 ot a2
2043 708

Comp-7-AAD-A :: 7-AAD-A

Comp-APC-A :: AnnV APC-A

Abbildung 10: Flowzytometrische Auswertung der AnnexinV/ 7-AAD- Versuche am Beispiel der
Tumorzelllinie TY82 in Koinkubation mit NK-Zellen: Quadrant 4 (Q4) ist sowohl AnnexinV als auch
7-AAD negativ, was bedeutet, dass keine Apoptose oder Nekrose bei den Tumorzellen nachweisbar ist.
In Q3 spricht alles fiir eine ablaufende Apoptose der Tumorzellen, da sie AnnexinV*, aber 7-AAD- sind.
Hier sprechen wir von einer ,Friihen® Apoptose. In Q2 sind die Zellen doppelt positiv fir AnnexinV und
7-AAD. Dies bedeutet, dass die Tumorzellen in Koinkubation mit den NK-Zellen zu 70,8% nekrotisch
sind. In Q1 befinden sich die Zellen in ,spéter” Apoptose, die Zellen sind 7-AAD* und AnnexinV-. Die
Angaben in den Quadranten sind prozentual.
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Gegenstand der vorliegenden Untersuchungsreihe war der Apoptosenachweis in
Tumorzellen, weshalb zusatzlich die Zellen mit CD45 Antikdrpern versetzt wurden, um
die Tumorzellen von den NK-Zellen gut unterscheiden zu kdnnen. Die Werte fur
apoptotische bzw. nekrotische Zellen wurden prozentual angegeben. Nach der Ernte
der Zellsuspension wurden die Zellen in FACS-R6hrchen tberfuhrt und 5 Min bei RT
und 300 g abzentrifugiert. Nachdem der Uberstand abgekippt wurde, wurde in jedes
FACS-ROhrchen 2 mL Cellwash (4 °C) hinzugefugt und gevortext. Nach erneuter
Zentrifugation bei RT und 300 g fur 5 Min wurde der Uberstand abgekippt. Nach
Zugabe von 100 pL Cellwash, wurden den FACS-Rd6hrchen fur die Farbungen 5 pL
CD45 (V500) hinzugefugt und alle R6hrchen gevortext. 2 mL Cellwash wurde nach
einer 15-mindtigen Inkubation im Dunkeln bei RT in jedes Réhrchen gegeben und
anschlielend wurden alle Tubes bei 4 °C und 300 g fur 5 Min zentrifugiert. Nachdem
der Uberstand entfernt wurde, kamen alle FACS-Rohrchen auf ein Kuhl-Rack. Nach
Zugabe von 100 pL von 4 °C kaltem Binding Buffer (Tabelle 13) wurden die Réhrchen
gevortext. Danach wurden 5 pL 7-AAD und 5 pL AnnexinV zu der Zellsuspension
hinzugegeben und im Dunkeln bei RT fur 15 Min inkubiert. Nachfolgend wurde jedes
FACS-RoOhrchen mit weiteren 100 pL Binding Buffer versehen und sofort bzw.
innerhalb von 30 Min gemessen. So konnte die Tumor- und NK-Zell-Viabilitat mittels
Durchflusszytometrie identifiziert werden.

Tabelle 17: Antikdrpermix fur 3-fach Farbung wéhrend 7-AAD/AnnexinV-Farbung

Antikorper Kanal Menge pro Tube
AnnexinV APC 5 uL
7-AAD perCP 5L
CD45 V500 5 pL

3.2.14 Durchflusszytometrische Degranulationsanalysen mit CD107a

NK-Zellen enthalten intrazellulare Vesikel, um Targetzellen zu lysieren. Diese Vesikel
verschmelzen bei einem positiven Stimulus mit der Zellmembran und CD107a, das in
der Vesikelmembran enthalten ist, wird an der Zelloberflache detektierbar. CD107a ist
ein sensitiver Marker fur die Aktivierung bzw. Degranulation von NK-Zellen und die
Fluoreszenzintensitat der degranulierenden Zellen ist proportional zum Ausmal} der
Degranulation (Alter et al., 2004; Penack et al., 2005).

Die Degranulationsanalysen wurden nach Abbildung 11 und Tabelle 18 durchgefihrt.
Nach der Koinkubation von NK-Zellen mit den Tumorzellen, bei der ein
fluoreszentmarkierter Antikbrper gegen CD107a dazu gegeben wird, kann die
Expression von CD107a auf der NK-Zelloberflache mittels FACS-Analyse sichtbar
gemacht werden: Vier Stunden vor Ende der Koinkubation der Tumorzellen mit NK-
Zellen wurde BD GolgiStop protein transport inhibitor (Monensin) in die
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entsprechenden Wells mit einer Konzentration von 6 puL/mL in einer 1:10 Verdinnung
hinzugeflgt. Ebenso CD107a in einer Konzentration von 5 uL/mL. Nach Ende der vier
Stunden wurde die Zellsuspension der Wells zentrifugiert (300 g, RT, 10 Min) und
danach mit 2 mL Cellwash gewaschen. Nach einer anschlielRenden Zentrifugation (300
g, RT, 10 Min) wurde der Uberstand abgekippt und 100 pL Cellwash in jedes Réhrchen
hinzugefigt. Nach kurzem Vortexen wurde in jedes der 3-fach Farbungsrohrchen 20
pL aus dem zuvor angesetzten Mix (Tabelle 18) hinein pipettiert und 15 Min im Dunkeln
bei RT inkubiert. Anschlie3end wurden 2 mL Cellwash hinzugegeben und danach bei
300 g fiir 5 Min bei RT zentrifugiert. Nachdem der Uberstand abgekippt wurde, wurden
250 pL Cellwash in die Réhrchen pipettiert und die Proben gemessen. Die Werte fur
CD107* Zellen sind als Prozentanteil von NK-Zellen angegeben.

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 3/4
" 4 Stunden vor Ernt
Tumorzellen PBMC+ NK Ubernachtkultur Co-Inkubation Ernte: r: €
aussden Isolierung NK mit IL-15 T+ NK Zugabe von FACS

Monensin

Abbildung 11: Uberblick iiber den Versuchsablauf der Degranulationsanalyse mittels FACS. Die
Tumorzellen werden in die Platten eingeséat, am nachsten Tag folgt die NK-Zell-Isolierung und tibernacht
IL-15-Kultivierung. Am darauffolgenden Tag werden die Tumorzellen (T) mit den NK-Zellen (NK)
koinkubiert. Vier Stunden vor der Ernte erfolgt eine Zugabe von Monensin und eine
durchflusszytometrische Analyse mittels FACS wird durchgefiihrt.

Tabelle 18: Antikdrpermix fir 3-fach Farbung wahrend des Degranulations Assays

Antikorper Kanal Menge pro Tube
CD56 PE 5puL

CD3 FITC 10 pL

CD45 V500 5 pL

3.2.15 Durchflusszytometrische Analysen der Zytotoxizitat: Vorversuch
Chemotherapeutika in 2D

Fur die Vorversuche der Zytotoxizitatstests nach Chemotherapie wurden die Versuche
nach Abbildung 12 und Tabelle 19 durchgefuhrt. Die Vorversuche dienten dem Zweck,
die Autofluoreszenz der Chemotherapie-Substanzen zu lokalisieren und eine
geeignete Gating-Strategie zu finden. Die Versuche liefen nach dem gleichen Schema
wie die AnnexinV/7-AAD-Versuche, mit dem Unterschied, dass 24 Stunden nach der
Aussaat der Tumorzellen die Chemotherapie-Substanzen in die entsprechenden Wells
mit entsprechender Konzentration (siehe Tabelle 20) dazu gegeben wurden. Am
darauffolgenden Tag (nach 24 Stunden) wurde das Medium in ein FACS-Rdhrchen
Uberfahrt. Die adharenten Tumorzellen im Well wurden mit 0,5 mL PBS gewaschen
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und anschlieBend mit 0,5 mL Trypsin fur 5 Min im Inkubator inkubiert. Nachdem die
Tumorzellen abgelést waren, wurde das Trypsin, mit dem sich im FACS-R6hrchen
befundenen Medium neutralisiert und die komplette Zellsuspension konnte in das
FACS-ROhrchen uberfuhrt werden. Nach der Ernte der Zellsuspension wurden die
Zellen 5 Min bei RT und 300 g abzentrifugiert. Nachdem der Uberstand abgekippt
wurde, wurde in jedes FACS-Rohrchen 2 mL Cellwash (4 °C) hinzugefugt und
gevortext. Nach erneuter Zentrifugation bei RT und 300 g fur 5 Min wurde der
Uberstand abgekippt. Nach Zugabe von 100 pL Cellwash, wurden zu den FACS-
Roéhrchen fur die Farbungen 5 pL CD45 (V500) hinzugefiigt und alle Réhrchen
gevortext. 2 mL Cellwash wurde nach einer 15-mindtigen Inkubation im Dunkeln bei
RT in jedes Rohrchen gegeben und anschliel3end wurden alle Tubes bei 4 °C und 300
g fur 5 Min zentrifugiert. Nachdem der Uberstand entfernt wurde, kamen alle FACS-
Rohrchen auf ein Kuhl-Rack. Hinzugefugt wurden 100 pL von 4 °C kaltem Binding
Buffer und anschlieRend wurden die Rohrchen gevortext. Danach wurden der
Zellsuspension 5 pyL 7-AAD und 5 pL AnnexinV hinzugegeben und im Dunkeln bei RT
fur 15 Min inkubiert. Nachfolgend wurde jedes FACS-R6hrchen mit weiteren 100 pL
Binding Buffer versehen und sofort bzw. innerhalb von 30 Min gemessen. So konnte
die Tumor- und NK-Zell-Viabilitat mittels Durchflusszytometrie identifiziert werden. Die
Werte fUr apoptotische bzw. nekrotische Zellen sind als Prozentanteil von Tumorzellen
angegeben.

Tag 1 Tag 2 Tag 3

Chemo. auf L)
Tumorzellen Em= Ve
FACS

Abbildung 12: Vorversuch zur Chemotherapie-Behandlung: Uberblick Giber den Versuchsablauf Die
Tumorzellen werden in die Platten eingesat, am néchsten Tag folgt die Zugabe des
Chemotherapeutikums in die Platten. Nach 24-stindiger Behandlung erfolgte am néchsten Tag die
Ernte und FACS-Messung.

Tabelle 19: Antikdrpermix fur 3-fach Farbung wéahrend 7-AAD/AnnexinV-Farbung bei Vorversuch fur
die Chemotherapie-Behandlung

Antikorper Kanal Menge pro Tube
AnnexinV APC 5uL
7-AAD perCP 5uL
CD45 V500 5puL
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Tabelle 20: Chemotherapiekonzentration pro Well bei Vorversuch

Chemotherapeutikum Menge pro Well (2 mL)
Cisplatin 1,5uM
Etoposid 1,5uM

3.2.16 Durchflusszytometrische Analysen der PVR-Expression auf Tumorzellen

3.2.16.1 Durchflusszytometrische Analysen, Isotypenkontrolle, AntikGrper-Titration,
Fluoreszenziiberstrahlung und Gating-Strategie fur CD155 (PVR)

Da es sich um einen neu erworbenen und erstmals verwendeten Antikorper in
unserem Labor handelte, wurde zunéchst eine Validierung durch Isotypen und
Bestimmung der optimalen Antikdrpermenge durchgefuhrt (vgl. Anhang Abbildung 49
A und Abbildung 50 A). Durch eine Isotypenkontrolle kann eine unspezifische Bindung
von Antikorpern an die Zellen detektiert werden und so entstehenden
Hintergrundsignale abgeschatzt werden. Hierzu werden Antikdrper verwendet, die
denselben Isotyp des Immunglobulins, des zu testenden Antikorpers, entsprechen,
aber gegen ein Antigen gerichtet sind, die auf den zu untersuchenden Zellen nicht
exprimiert sind. Es sollte darum vom selben Isotyp und derselben Spezies, ebenfalls
an die gleichen Fluorchrome gekoppelt sein und zusatzlich in der gleichen
Konzentration eingesetzt werden (Hulspas et al., 2009).

Bei der Durchfiihrung wurde sowohl der Antikdrper als auch der Isotyp mit 0,5 pL, 1
puL und 2,5 pL getestet. 1 Mio. Tumorzellen wurden in FACS-Roéhrchen Uberfihrt und
bei 330 g 10 Minuten bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde danach abgekippt und
2 mL Cellwash hinzugegeben. Anschlie3end wurden die Réhrchen gevortext. Nach
einer erneuten Zentrifugation (300 g, 10 Min, RT) wurde der Uberstand erneut
abgekippt und 100 pL Cellwash in jedes Rohrchen gegeben. Danach wurde der
Antikorper bzw. der Isotyp, wie oben beschrieben, in verschiedenen Konzentrationen
hinzugegeben und 20 Minuten im Dunkeln bei RT inkubiert. Danach wurden 2 mL
Cellwash hinzugefligt und die Proben gevortext. Nach einer erneuten Zentrifugation
(350 g, 5 Min, RT), wurde der Uberstand abgeschiittet und das Pellet durch vortexen
mit 2 mL Cellwash resuspendiert. Diese Suspension wurde erneut zentrifugiert fir 5
Min 350 g bei RT. Der Uberstand wurde verworfen und 250 pL Cellwash in jedes
Rohrchen hinzugegeben. Die Auswertung erfolgte mit der Software FlowJo.

Bei Tumorzellen, die allein im Well waren, wurden diese erst gewaschen und dann
trypsiniert. Alle Uberstande wurden zum Stoppen des Trypsins verwendet und dann
ebenfalls in die FACS-RoOhrchen uberfuhrt. Tumorzellen in Koinkubation (Uber 2
Stunden) konnten ohne Trypsin dberfihrt werden. Nach der Ernte der zu
untersuchenden Zellen bzw. der Zellsuspension wurden die Zellen in FACS-R6hrchen
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uberfuhrt und 10 Min bei RT und 300 g abzentrifugiert. Nachdem der Uberstand
abgekippt wurde, wurde in jedes FACS-ROhrchen 2 mL PBS hinzugefiigt und
gevortext. Nach erneuter Zentrifugation bei RT und 300 g fur 5 Min wurde der
Uberstand abgekippt. Nach Zugabe von 100 pL PBS, wurden den FACS-Réhrchen fiir
die Farbungen 10 pL einer 1:1000 Zombie Violet-Verdinnung hinzugefligt und alle
Rohrchen gevortext. 2 mL Stain Buffer wurde nach einer 15-minutigen Inkubation im
Dunkeln bei RT in jedes Rohrchen gegeben und anschlielRend wurden alle Tubes bei
RT und 330 g fiir 5 Min zentrifugiert. Nachdem der Uberstand entfernt wurde, kamen
100 pL Cellwash in jedes Réhrchen. Darauf folgte CD45-, PVR und ISO-Farbung (nach
Tabelle 21) und anschlieBend wurden die Réhrchen gevortext. Danach wurden die
Tubes im Dunkeln bei RT fir 15 Min inkubiert. Es folgte die Zugabe von 2 mL Cellwash,
vortexen und erneutes funfminutiges Zentrifugieren bei 300 g und RT. Nachfolgend
wurden die Rohrchen wieder abgekippt und mit weiteren 250 pL Cellwash versehen
und gemessen. So konnte der CD155 Oberflachenmarker auf den lebenden
Tumorzellen mittels Durchflusszytometrie identifiziert werden. Eine Antikbrpermenge
von 25 ng war in beiden Ziellinien, TY82 und HepG2, ausreichend, um eine spezifische
Farbung zu erzielen.

Tabelle 21.: Antikdrpermix fur Farbung wahrend PVR-Versuchen
Antikorper Kanal Menge pro Tube
Zombie Violet 1:1000 APC 10 pL
PVR (CD155) PE 0,5 L
CD45 APC 10 pL
Isotypenkontrolle PE 0,5 pL

Wahrend der Durchfiihrung einer simultanen, mehrfarbigen Fluoreszenzanalyse
mittels des Durchflusszytometers kann es zu Problemen von Uberlappungen kommen.
Eine so genannte Fluoreszenziuberlappung, bei der Fluorchrome in benachbarte
Detektionskanale Signale erzeugen kdnnen und so Ergebnisse verfalschen. Um dies
auszuschlie3en, testeten wir den Antikdrper CD155, detektiert im PE-Kanal, in einem
weiteren Schritt auf eine eventuelle Strahlung in andere Kanale. Bei einer
Konzentration von 25 ng strahlte der CD155-Farbstoff nicht in weitere Kandale. Dies
konnte sowohl bei der Zelllinie TY82 (Anhang Abbildung 49 B) als auch in der
Tumorzelllinie HepG2 (Anhang Abbildung 50 B) nachgewiesen werden.

Zur besseren ldentifikation und Separierung lebender Tumor- und Immunzellen, wurde
in dieser Versuchsreine (PVR-Experimente) eine optimierte Gating-Strategie
verwendet (siehe Abbildung 13). Zur Einteilung der Zellen in verschiedene
Populationen (Tumor und NK-Zellen), wurde nach jeder durchflusszytometrischen
Messung, mithilfe der Software FlowJo, eine Gating-Strategie angewendet, mittels der
sich die Tumorzellen und die NK-Zellen gut voneinander in der Koinkubation
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identifizieren und trennen lieRen. Dabei wurden zunachst alle zu untersuchenden
Zellen in einem Diagramm dargestellt, bei dem das gemessene Signal FSC-H gegen
das Signal FSC-A aufgetragen wurde. In diesem Diagramm wurde das Gate so
positioniert, dass nur einzelne Zellen (Singlets) miteingeschlossen wurden, Dubletten
und Aggregate wurden ausgeschlossen. Die im Gate vorhandenen Zellen wurden in
einem weiteren Diagramm dargestellt, bei dem das Signal SSC-A gegen das Signal
APC (CD45) aufgetragen wurde. In einer ungefarbten NK-Probe wurde nun ein
weiteres Gate fur die CD45 negativen Zellen gesetzt. Dies stellte die Tumorpopulation
dar. Diese Methode ermdglichte eine zuverlassige Trennung der Tumor- von den NK-
Zellen innerhalb der Koinkubation. AnschlieRend wurde ein weiteres Gate um die
zuvor identifizierten Tumorzellen gelegt, um diese hinsichtlich ihrer Expression von
Zombie Violet (BV421) zu untersuchen. Zombie Violet positive Zellen gelten als nicht
vital und wurden daher aus der weiteren Analyse ausgeschlossen. Das Gate wurde
gezielt auf die Zombie Violet-Zellen (linksseitig im Diagramm) gelegt. Diese
ausgewahlten lebenden Zellen wurden hinsichtlich ihrer Expression des
Oberflachenmolekiils CD155 untersucht. Um das Ausmal der jeweiligen gebundenen
Fluoreszenzfarbstoffe pro Partikel in einer Zellpopulation zu bestimmen, wurde flr
jeden Expressionswert auch die mediane Fluoreszenzintensitat (MeFI) berechnet. Ein
Beispiel dieser Vorgehensweise ist in Abbildung 13 dargestellt.
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Abbildung 13: Durchflusszytometrische Analyse der Koinkubation von Tumorzellen und NK-
Zellen mit entsprechender Gating-Strategie. HepG2-Zellen wurden mit NK-Zellen inkubiert, um die
PVR-Expression der lebenden Tumorzellen zu bestimmen. Zunachst wurden die Signale FSC-H gegen
FSC-A aufgetragen, wodurch die Singlets erhalten wurden. Diese wurden anschlie3end hinsichtlich des
Signals SSC-A in Abhangigkeit von APC-CD45 aufgetragen, um die CD45 negativen Zellen
(Tumorzellen) zu erhalten. Durch Auftragung der Tumorzellen gegen SSC-A und Zombie Violet (BV421)
konnten die lebenden Tumorzellen identifiziert werden. Diese Zellen wurden dann auf eine PVR-
Positivitat hin untersucht.

3.2.16.2 Durchflusszytometrische Analysen von PVR nach Chemotherapie-
Behandlung

Fur die Zytotoxizitdtstests nach Chemotherapie und PVR-Analyse wurden die
Versuche nach Abbildung 14 und Tabelle 21 durchgefuhrt. Die Experimente folgten
demselben Ablauf wie die vorherigen Versuchsreihen, mit dem Unterschied, dass 24
Stunden nach der Aussaat der Tumorzellen die Chemotherapie-Substanzen gemaf
Tabelle 22 in die entsprechenden Wells und Konzentrationen fir eine Dauer von 24
Stunden zugegeben wurde. Danach wurde das Medium im Well abgesaugt und die
Tumorzellen 2x mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die NK-Zellen
entsprechend Tabelle 15 hinzugegeben. Nach der Koinkubation wurden die
Tumorzellen geerntet. Tumorzellen allein mussten erst gewaschen und dann
trypsiniert werden. Zellen in der Koinkubation l8sten sich auch nach 2 Stunden schon
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ohne Trypsin vom Wellboden ab. Nach der Ernte wurde die Zellsuspension in FACS-
Roéhrchen Gberfihrt und 10 Min bei RT und 300g abzentrifugiert. Nachdem der
Uberstand abgekippt wurde, wurde in jedes FACS-R6hrchen 2 mL PBS hinzugefiigt
und gevortext. Nach erneuter Zentrifugation bei RT und 300 g fur 5 Min wurde der
Uberstand abgekippt. Nach Zugabe von 100 pL PBS in alle Réhrchen, wurden den
FACS-Ro6hrchen fir die Farbungen 10 pL einer 1:1000 Zombie Violet-Verdinnung
hinzugefugt und alle R6hrchen gevortext. 2 mL Stain Buffer wurde nach einer 15-
minutigen Inkubation im Dunkeln bei RT in jedes Rohrchen gegeben und anschlieRend
wurden alle Tubes bei RT und 330 g fir 5 Min zentrifugiert. Nachdem der Uberstand
entfernt wurde, kamen 100 pL Cellwash in jedes Rohrchen. Darauf folgte CD45-, PVR-
, 1ISO-Farbung nach Tabelle 21 und anschlielBend wurden die Réhrchen gevortext.
Danach wurden die Tubes im Dunkeln bei RT fur 15 Min inkubiert. Es folgten 2 mL
Cellwash, vortexen und erneutes funfminitiges zentrifugieren bei 300g und RT.
Nachfolgend wurden die R6hrchen wieder abgekippt und mit weiteren 250 uL Cellwash
versehen und gemessen. So konnte die Tumor- und NK-Zell-Viabilitdt und PVR (nach
Chemotherapie-Behandlung) mittels Durchflusszytometrie identifiziert werden.

Tag 1 Tag 2 Tag 3

PBMC+ NK Ubernachtkultivierung Farbung und
Isolierung NK mit IL-15 FACS

Abbildung 14: Uberblick iiber den Versuchsablauf wahrend des Versuchs zur Chemotherapie
Behandlung und anschlieBender Viabilitat- und PVR-Messung. Die Tumorzellen werden in die
Platten eingesat, am nachsten Tag folgt die Zugabe des Chemotherapeutikums und die NK-Zell-
Isolierung mit Ubernacht IL-15-Kultivierung. Am darauffolgenden Tag werden die Tumorzellen (T) mit
den NK-Zellen (NK) koinkubiert. Danach folgt die Ernte der Zellen und eine durchflusszytometrische
Analyse mittels FACS.

Tabelle 22: Chemotherapiekonzentration pro Well mit anschlieBender PVR- und Zombie Violet-
Farbung
Chemotherapeutikum Menge pro Well (2 mL)
Cisplatin 100 nM
Etoposid 100 nM

3.2.17 Durchflusszytometrische Analysen der Zytotoxizitat des PARP-Inhibitors
Olaparib

Um die Wirkungsweise des PARP-Inhibitors Olaparib untersuchen zu kénnen, wurden
die Tumorzellen fir 4 Stunden bzw. 24 Stunden mit Olaparib behandelt. Dazu wurden
die Tumorzellen einen Tag vorher in 12-Well-Platten in bekannter Konzentration (siehe
Tabelle 14) eingesat. Nach der Behandlung wurde der Uberstand abgesaugt und die
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adharenten Zellen 2 x mit PBS (1 mL) gewaschen. Direkt im Anschluss wurden die
NK-Zellen fur eine Koinkubation im Verhaltnis 1:10 darauf gegeben. Diese blieben, je
nach Versuch, 4-24 Stunden auf den Tumorzellen. Danach wurde das Protokoll flr
einen CD107a-Versuch bzw. 7-AAD/AnnexinV-Versuch, wie in Kapitel 3.2.13 und
3.2.14 ersichtlich, durchgefihrt.

Tag 1 Tag 2 Tag 3

PBMC + NK Ubernachtkultivierung ApoTox Glo ™
Isolierung NK mit IL-15 Triplex Assay

Abbildung 15: Uberblick (ber den Versuchsablauf wahrend der Olaparib-Behandlung.
Beispielhaft wurde hier eine Olaparib-Behandlung von 24h dargestellt. Die Tumorzellen werden in die
Platten eingesat, am néchsten Tag folgt die Zugabe des Chemotherapeutikums Olaparib und die NK-
Zell-Isolierung mit Ubernacht IL-15-Kultivierung. Am darauffolgenden Tag werden die Tumorzellen (T)
mit den NK-Zellen (NK) koinkubiert. Danach folgt die Ernte der Zellen und eine durchflusszytometrische
Analyse mittels FACS.

3.2.18 Durchflusszytometrie: Einstellungen und Auswertung der Daten

Zum besseren Vergleich der Ergebnisse wurden pro Messung 50.000 bzw. 100.000
kernhaltige Zellen gemalRl FSC-SSC-Blot gezahlt (siehe Tabelle 23).

Sowohl das Mess-File, als auch das Auswerte-File wurde von der Firma BD
Biosciences eingerichtet. Die Werte flr die zu untersuchenden Zellen wurden
prozentual angegeben.

Tabelle 23: Anzahl der unterschiedlichen Zellearten, die im FCS-SSC-Blot gezahlt werden mit
verschiedenen Gates

Zelltyp unstimuliert Stimuliert (3x) Gate

NK 100.000 100.000 All Events
Tumorzellen 100.000 100.000 All Events
NK+Tumorzellen 30.000 50.000 Tumorgate/-

CD45(-)-Gate

Die Auswertungen und die Erstellung der zugehérigen Abbildungen erfolgten am
Computer mit Hilfe der Software FlowJo. Diagramme und statistische Auswertungen
wurden mit GraphPad Prism 7 durchgefuhrt. In FlowJo wurden uns die gemessenen
Werte in zweidimensionalen Diagrammen angezeigt, mit je einem Parameter auf der
x- bzw. y-Achse. So ist eine im FACS gemessene Zelle entweder positiv oder negativ
fur einen gemessenen Parameter. Durch eine zuvor gemessene ungefarbte Probe
wurde festgelegt, ab welchem Wert ein Parameter als positiv gezahlt wird. Man erstellt
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sogenannte Quadranten. Der linke untere Quadrant zeigt Zellen an, die fur beide
Parameter negativ sind. Der obere rechte Quadrant enthalt fir beide Eigenschaften
positive Zellen. So lassen sich graphisch verschiedene Populationen zeigen und
abgrenzen. Die Zellen kénnen so anhand noch weiterer Kriterien und Parameter
charakterisiert und weiter eingekreist werden. Dieses Vorgehen bezeichnet man als
,Gating“ (Herzenberg et al., 2006; Tung et al., 2007). Uber das Gating kann man
spezielle Aussagen uber bestimmte Teilpopulationen machen, in unserem Fall
mussten die Tumorzellen und NK-Zellen gut voneinander abgegrenzt werden und tote
Zellen oder Zellschrott ausgeschlossen werden. Angegeben werden kann die absolute
Zellzahl, oder wie in den meisten unserer Félle, war die Anzahl der Zellen in diesen
Subpopulationen in Prozent der Gesamtzellzahl gezeigt. Die einzelnen Zellen kénnen
graphisch in Plots dargestellt werden.

3.2.19 Bestimmungq der zelllinien-spezifischen Sensitivitiat gegenltber dem
Chemotherapeutikum Etoposid und Cisplatin (Chemotherapie Positivkontrolle)

Um die Wirkungsweise des Chemotherapeutikums Etoposid und Cisplatin zu
bestétigen, wurde die individuelle Sensitivitdt gegeniber Etoposid und Cisplatin fur
jede Zelllinie in Tabelle 24 ermittelt. Die Zelllinie A549, die fur ihre hohe Sensitivitat
gegenuber Etoposid bekannt ist, wurde erganzend als weitere Positivkontrolle
eingesetzt. Beim Erstellen einer Dosis-Wirkungs-Beziehung ist es notwendig, dass die
Zellen in der 12-Well-Platte Uber die gesamte Zeitspanne des Versuchs exponentiell
wachsen konnen und genug Platz haben. Dies ist besonders fur die unbehandelte
Kontrollreihe von grol3er Bedeutung, da sie der Bezugspunkt zu spateren Aussagen
herstellt. Da alle drei verwendete Zelllinien unterschiedliche Wachstumseigenschaften
aufweisen, wurde fur jede Zelllinie im Vorfeld eine spezifische Zellzahl ermittelt, welche
zu Beginn des Versuches in die Wells eingesat wurden. Nach 24 und 48 Stunden
wurden die Zellen, wie in Kapitel 3.2.2 und 3.2.3 beschrieben, aus den Wells gel6st
und gezadhlt. So wurde die jeweilige Zellzahl pro Zelllinie ermittelt, bei der ein
exponentielles Wachstum tUber den gesamten Zeitraum des Versuches beobachtet
werden konnte (siehe Tabelle 24). Fur die Behandlung der Zelllinien mit Etoposid
wurden die Zelllinien in entsprechender Menge (siehe Tabelle 24) eingesetzt und tber
Nacht im Inkubator kultiviert. Am nachsten Tag wurden die Zellen mit verschiedenen
Chemo-Konzentrationen (50 nM, 100 nM, 250 nM) behandelt. Zusatzlich wurde eine
DMSO/NaCl-Kontrolle mitgefuhrt. Hierzu wurde das komplette Medium im Well mit
einer entsprechenden Etoposid- Konzentration oder NaCl-Kontrolle ausgetauscht. Da
Etoposid bei 37 °C nicht langer als 24-30 Stunden stabil ist, wurde flr den Versuch
Uber 48 Stunden das Chemotherapeutikum nach 24 Stunden erneuert. Nach 24 und
48 Stunden der Behandlung wurden die Zellen, wie in Kapitel 3.2.2 und 3.2.3
beschrieben, gewaschen, mit Trypsin gelést und im Anschluss gezahlt.
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Tabelle 24: Anzahl der Zellen unterschiedlicher Zelllinien in einer 12-Well-Platte fir Chemo-Positiv-
Kontrolle

Zelltyp Medium/Well Anzahl Zellen/Well
TY82 2 mL 300.000

HepG2 2 mL 200.000

A549 2 mL 80.000

3.2.20 ApoTox-Glo™ Triplex Assay

Um die zytotoxischen Effekte der Koinkubation von Tumor- und NK-Zellen weiter zu
analysieren, wurde der ApoTox-Glo™ Triplex Assay durchgefiihrt. Dieser Assay
ermdglicht es, drei verschiedene Komponenten, namlich Viabilitat, Zytotoxizitat und
Apoptoseinduktion, simultan zu messen und zu analysieren. Dabei werden im ersten
Durchlauf zwei Proteaseaktivitaten simultan gemessen. Bei der Messung der Viabilitat
wird das Substrat GF-AFC (Glycyl-Phenylalanylaminofluorocoumarin), das in viable
Zellen eindringen kann, von einer intrazellular exprimierten Protease in das
fluoreszierende AFC gespalten. Die Menge des Fluoreszenzsignales korreliert mit der
Anzahl der lebenden Zellen, da die intrazellular spaltende Protease bei
Integritatsverlust der Zelle auch die Enzymaktivitat verliert. Die zweite Messung dient
der Detektion von toten, nicht mehr intakten Zellen. Hierzu wird zu der Zellsuspension
das Substrat bis-AAF-R110 (Bis-Alanylalanyl-Phenylalanyl-Rhodamine 110)
hinzugefugt. Dieses Substrat kann nicht in lebende Zellen eindringen, wird aber von
einer Protease gespalten, die Zellen wahrend ihres Zelluntergangs freisetzten. Das
Spaltprodukt R110 ist ebenfalls fluoreszent. Beide Spaltprodukte, AFC und R110
haben unterschiedliche Exzitations- und Emissionsspektren und kdnnen somit parallel
am Gerat gemessen werden. In einem zweiten Schritt wird mit den gleichen Zellen die
Apoptose mit Caspase 3 und 7 gemessen. Die Aktivitat dieser beiden Caspasen ist
proportional zur Apoptoseinduktion. Zuerst erfolgt eine Lyse der Zellen, danach wird
das hinzugegebene Substrat DEVD-Tetrapeptid durch die Caspasen 3 und 7
gespalten. Das Spaltprodukt dient einer Luciferase als Substrat. So entsteht ein
Luciferasesignal, das durch das Luminometer gemessen werden kann. In
Vorversuchen wurde fir jede Zelllinie getestet, wie viele Zellen einzusaen sind, um
nach zwei Tagen eine 80-85% Konfluenz in den 96er Wells zu erreichen (siehe Tabelle
25). Bei diesem Versuch wurden sowohl Wasser-Kontrollen als auch positive und
negative Kontrollen mitgeftihrt. Zu diesen gehdrten unter anderem: ,No-Cell-Control*
und ,Untreated-Cells-Control“. Hier wurde nur das Medium allein und unbehandelte Zellen
gemessen. Als positive Kontrollen zahlten unter anderem: Zellviabilitdit und
Zytotoxizitat. Hier wurde Digitonin 15 Minuten vor Ende des Versuchs hinzugefigt (30
png/mL). Die Nekrose-Kontrolle wurde mit lonomycin durchgefiihrt. Dieses bleibt fir 4
Stunden mit einer Konzentration von 100 uM im Well. Staurosporin wurde flr die
Apoptosekontrolle verwendet und fur 24 Stunden mit den Tumorzellen inkubiert. Die
Konzentration betrug 1 uM pro Well. Die entsprechende Zellzahl wurde an Tag 1 mit
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100 pL Medium eingesat und bei 37°C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Zellen
fur 24 Stunden mit Chemotherapie behandelt, wobei darauf geachtet wurde, dass nur
10 pL Chemotherapie-Substanz in jedes Well gegeben wurde. Davor wurden 10 pL
Medium aus jedem Well entfernt. In den Wells in die keine Chemotherapie-Substanzen
hinzugegeben wurden, wurde 10 pL Standard-Medium ausgetauscht. Nach der
Zugabe von NK-Zellen an Tag 3 (siehe Abbildung 16) und der Koinkubation der Zellen
erfolgte der ApoTox-Glo™ Triplex Assay. Hierzu wurden 20 pL des zuvor
angemischten Viability/Cytotoxicity Reagenzes dazu gegeben und durch vorsichtiges
auf und ab pipettieren gemischt. AnschlieBend wurde die 96-Wellplatte fir 30
Sekunden auf einen Kreisschiittler gestellt und anschlieend fur 30 Minuten bei 37 °C
inkubiert. Danach folgte die Fluoreszenzmessung mit zwei unterschiedlichen
Wellenlangen: Die Viabilitat wurde bei 400Ex/505Em und die Zytotoxizitat bei
485Ex/520Em gemessen. Nachfolgend wurden 100 pL des Caspase-Glo® 3/7
Reagenzes in jedes Well gegeben. Es folgten erneut 30 Sekunden auf dem
Kreisschuttler mit anschliel3ender 30-minutiger Inkubation bei RT. Direkt im Anschluss
wurde am Tecan die Lumineszenz gemessen (Promega, 2015).

Tag 1 Tag 2 Tag 3

PBMC+ NK Ubernachtkultivierung ApoTox Glo ™
Isolierung NK mit IL-15 Triplex Assay

Abbildung 16: ApoTox Glo™ Triplex Assay: Uberblick tiber den Versuchsablauf mit Chemotherapie.
Die Tumorzellen werden in die Platten eingesat, am nadchsten Tag folgt die Zugabe des
Chemotherapeutikums und die NK-Zell-Isolierung mit Ubernacht IL-15-Kultivierung. Am
darauffolgenden Tag werden die Tumorzellen (T) mit den NK-Zellen (NK) koinkubiert. Danach folgt die
Analyse mittels ApoTox-Glo™ Triplex Assay.

Tabelle 25: Anzahl der Zellen in 96-Well-Platten pro Well mit Volumen pro Well

Zelltyp Medium/Well Anzahl Zellen/Well
TY82 200 uL 40.000
HepG2 200 pL 100.000

3.2.21 CellTiter-Blue® Cell Viability Assay

Fur verschiedene Medikamenten-Titrationen wurde der CellTiter-Blue® Cell Viability
Assay von Promega zur fluormetrischen Messung der Viabilitat der Tumorzellen
verwendet. In diesem Versuch wird Resazurin zur Hilfe genommen, das ein Indikator
fur Zellviabilitat darstellt. Viable Zellen kénnen Resazurin in das fluoreszente Resorufin
umwandeln, wohingegen nicht-viable Zellen dazu nicht in der Lage sind und so kein
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Fluoreszenz-Signal entstehen kann. Nahere Angaben zum Versuchsablauf sind in
Abbildung 17 zu entnehmen. Zwei Tage vor der eigentlichen Messung wurden die
Tumorzellen in der entsprechenden, vorher fir den Versuch getesteten, Konzentration
(siehe Tabelle 14) in die Platten (siehe Tabelle 6) gesat. Die Mediummenge pro Well
betrug 100 pL. Um spéter die Hintergrundfluoreszenz subtrahieren zu kbnnen, wurden
aul3erdem zellfreie Inkubationsansatze bzw. Mediumansatze vorbereitet. Den Zellen
wurde Uber Nacht die Mdglichkeit gegeben, in den Platten anzuwachsen. An Tag zwei
erfolgte die Zugabe des zu testenden Medikamentes in verschiedenen
Konzentrationen. Nach Ablauf einer ausgewahlten Zeitperiode begann der eigentliche
CellTiter-Blue® Cell Viability Assay. Hierzu wurden 20 pL des zuvor im Wasserbad auf
37 °C erwarmtem Cell Titer Blue -Reagenzes in jedes Well gegeben, 10 Sek.
geschuttelt und 3 Stunden im Inkubator bei 37 °C inkubiert. Die Inkubationszeit von 3
Stunden wurde in einem Vorversuch als optimal ermittelt. Nach drei Stunden
Inkubationszeit wurden die Platten erneut fur 10 Sek. geschittelt. Anschlie3end
wurden die Platten in den Fluorometer zum Messen gestellt. Die vom Hersteller
empfohlenen Messangaben wurden von uns noch weiter optimiert, so dass wir mit
einer Exzitation von 540 und einer Emission von 600 und Z-Position von 3000
gemessen haben. Bei der Auswertung wurde die Hintergrundfluoreszenz zellfreier
Proben bestimmt und von den Proben subtrahiert. Da wir unterschiedliche Zelllinien
verwendeten und jede Zelllinie in der Lage ist, unterschiedliche Signalverhalten
aufzuweisen und zusatzlich auf die verwendeten Medikamente verschieden reagieren,
wurde dieser Versuch fiir alle Zelllinien separat wiederholt.

Die zu untersuchende .
Tumorzellen Cell Titer Blue
. Substanz auf .
aussden Viability Assay
Tumorzellen

Abbildung 17: CellTiter-Blue® Cell Viability Assay von Promega. Uberblick tiber den Versuchsablauf.
Als erstes werden die Tumorzellen in die Wells eingesat, am néchsten Tag folgt die Zugabe der
Substanz, die untersucht werden soll, auf die Tumorzellen. Im Anschluss wird mithilfe des CellTiter-
Blue® Cell Viability Assays die Viabilitat der Zellen analysiert.

3.2.22 Multiplex Assay

Die Multiplex Assays sind ein Analyseverfahren, die mithilfe von Beads viele Analyten
gleichzeitig aus einer auch sehr geringen Menge an Probe, in diesem Fall aus
Zellkulturiiberstédnden, messen bzw. sie quantifizieren konnen (Khalifian et al., 2015).
Die fur diesen Versuch verwendeten Materialien und Milliplex® Assays kdnnen in
Kapitel 3.1.6 entnommen werden.

Nach dem Auftauen der Proben wurden die Zellkulturiberstande zunéchst bei 1000 x
g fir zehn Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Wahrenddessen wurden die mit Antikdrper
markierten, immobilisierten Beads vorbereitet. Dazu wurde jedes dazugehdrige Vial
fur 30 s in einem Ultraschall-Wasserbad gestellt und fir 1 Min gevortext. Im Anschluss
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wurden die Qualitatskontrollen 1 & 2 mit 250 L deionisiertem H20 angesetzt, invertiert
und gevortext und dann 5-10 Min bei Raumtemperatur inkubiert. Zudem wurden 60mL
des 10 X Wash Buffer mit 540 mL deionisiertem H20 verdinnt. Zur Vorbereitung der
Standardreihe als Kalibrierung des Immunoassays wurde das Reagenz Human CD8+
T-Cell Standard (oder Human Sepsis Magnetic Bead Panel 1) in 250 pL deionisiertem
H20 geldst, invertiert, fur 10 s gevortext und 10 Min bei Raumtemperatur inkubiert.
Dann wurde eine Standardreihe aus 7 Verdinnungen hergestellt. Das hergestellte
Reagenz dient hierbei als Standard 7. In 6 weiteren Eppendorfrohrchen wurden jeweils
150 uL Assay Buffer vorgelegt, daraufhin 50 pL der Stock-Standardiésung enthommen
und in das nachste Eppendorf Tube mit den 150 puL Assay Buffer vermischt. Das
Ganze wurde gut durch Vortexen vermischt. Von dort wurden wieder 50 pL in das
nachste Rohrchen tberfuhrt und das Procedere wiederholte sich, sodass eine serielle
Verdinnung entstand. Alle Reagenzien wurden auf Raumtemperatur temperiert, bevor
sie fur den Assay verwendet wurden. Nach dieser Vorbereitung wurden zu Beginn
jedes Immunoassays 200 pL Assay Buffer in jedes Well der 96-Well-Platte gegeben
und diese fur 30 Min bei Raumtemperatur geschuttelt. Nach Dekantieren des Assay-
Buffers wurden 25 L der Standardlésung in die entsprechenden Wells pipettiert und
es wurden 25 uL Assay-Buffer in die Wells der Proben hinzugegeben. Danach folgten
25 pL Matrix Solution in die Wells fur den Hintergrund (Background), die Standardreihe
und die Kontrollen vorgelegt. Dann folgten 25 uL der jeweiligen Zellkulturiberstande.
Zuletzt wurden in jedes Well 25 pL von der Mischung der Beads gegeben und tber
Nacht (16-18 Stunden) bei 4 °C schuttelnd inkubiert. Am folgenden Tag wurde die
Platte zweimal mit 200 pL Wash Buffer gewaschen. Danach wurden jeweils 25 pL
Detektions-Antikorper in jedes Well hinzugegeben und die Platte fir 1 Stunde bei
Raumtemperatur schittelnd inkubiert. Nach dieser Zeit wurde ohne Aspiration der
Inhalte der Wells 25 pL Streptavidin-Phycoerythrin pro Well hinzugegeben, eine Folie
auf die 96-Well Platte geklebt und die Platte fir 30 Min bei Raumtemperatur schuttelnd
inkubiert. Im Anschluss daran wurden die Inhalte der Wells abgenommen und jedes
Well zweimal mit 200 pL Wash Buffer gewaschen. Nach Zugabe von 150 pL Drive
Fluid pro Well wurden die Beads in den Wells fur 5 Min schittelnd resuspendiert und
am Analysegerat MAGPIX® System gemessen bzw. analysiert.

Die Ergebnisse wurden mit der MAGPIX®-Software MILLIPLEX Analyst® ausgewertet.
Die Fluoreszenzintensitat, welche durch das MAGPIX-Gerat bestimmt wird, kann dann
durch diese Analysesoftware in eine Konzentration des jeweiligen Analyten
umgerechnet werden. Jedes Bead wurde mit einem Farbstoff gekoppelt und kann so
im Nachgang durch die MAGPIX-Software eindeutig einem Analyten zuordnet werden.
Zur Qualitatssicherung der Messungen wurde in diesem Assay die Konzentration der
Immun-Checkpoint-Proteine jedes Zelliberstandes in zwei verschiedenen Wells auf
der 96-Well-Platte gemessen. Es handelt sich hierbei also um technische
Doppelbestimmungen. Die bei jeder Messung zusatzlich zu den Proben gemessenen
Qualitatskontrollen des Herstellers ermoglichen eine spéatere Vergleichbarkeit
zwischen verschiedenen Messungen.
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3.2.23 Statistische Auswertungen

Die statistische Auswertung erfolgte mittels der GraphPad Prism Software. Die
Fehlerbalken reprasentieren die mediane Standardabweichung vom Mittelwert. Bei
allen Auswertungen und Analysen wurde ein Signifikanzniveau von p<0,05 als
Schwellenwert festgelegt. Die Daten wurden mit folgenden Tests parametrisch
analysiert: Students t-Test, einfaktorieller one way ANOVA mit Greenhouse-Geisser
Korrektion und Tukey’s multiple comparison test oder zweifaktorieller Varianzanalyse
mittels Two Way ANOVA.
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4 ERGEBNISSE

4.1 2D-Versuche der Koinkubation von Tumorzelllinien und NK-Zellen

4.1.1 Zunahme der NK-Zell-vermittelten Zytotoxizitdt nach Koinkubation mit
Tumorzellen

Zu Beginn der Versuchsreihe mit dem Ziel, die Interaktion zwischen Tumorzellen und
NK-Zellen im Rahmen eines Koinkubationsmodells zu analysieren, erfolgte zuné&chst
das Einsetzen der Tumorzellen gemaf3 Abschnitt 3.2.13, gefolgt von der gemeinsamen
Kultivierung mit NK-Zellen.

Abbildung 18 zeigt lichtmikroskopische Aufnahmen wahrend der Kultivierungsphase,
sowohl von den Tumorzellen als auch von NK-Zellen allein. Die morphologischen
Unterschiede der drei Zelltypen waren deutlich zu erkennen: Die Tumorzelllinie TY82
bildete kleine kompakte und zusammenhangende Zellaggregate, die HepG2-Zellen
erschienen als grof3ere flachig wachsende Zellverbande. NK-Zellen erschienen eher
rund und waren deutlich kleiner als Tumorzellen.

TY82 HepG2 NK- Zellen

Abbildung 18: Mikroskopische Aufnahmen der verwendeten Tumorzelllinien TY82 und HepG2
und NK-Zellen. Maf3stab 100 zm.

Nach der Koinkubation von 48 Stunden bzw. 96 Stunden konnten die Zellen geerntet
und anschlieBend mit AnnexinV und 7-AAD gefarbt werden. Abbildung 19 A stellt die
Ergebnisse fur TY82-Zellen dar, welche als besonders resistente Ziellinie gegeniber
Chemotherapeutika gelten. Bei den Tumorzellen allein betrug die Zell-Viabilitat nach
48 Stunden etwa 80%, nach 96 Stunden noch etwa 70%. Der Anteil frih- und spat-
apoptotischer Zellen sowie der nekrotischen Zellen lag jeweils bei 10%. Im deutlichen
Kontrast dazu zeigte sich das Bild nach Koinkubation mit NK-Zellen: Bereits nach 48
Stunden und 96 Stunden sank die Viabilitat der TY82-Zellen signifikant auf rund 5%.
Der Anteil von frih-apoptotischen Zellen stieg nach 48 Stunden Koinkubation
signifikant auf 45%. Wahrend der Anteil nekrotischer Zellen mit etwa 5% konstant
niedrig bleib, stieg der Anteil der spat-apoptotischen Zellen nach 48 Stunden auf 65%,
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nach 96 Stunden auf Uber 70% an. Abbildung 20 zeigt die lichtmikroskopische
Dokumentation der Koinkubation von TY82-Zellen mit NK-Zellen tber einen Zeitraum
von 96 Stunden. Auffallig war, dass bereits nach 2 Stunden Koinkubation markante
Veréanderungen in der Zellmorphologie der Tumorzellen beobachtet werden konnten.
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Abbildung 19: Durchflusszytometrische Analyse der Apoptose nach Koinkubation der Tumor-
und NK-Zellen. Vergleich der AnnexinV/7-AAD-Farbung nach 48 und 96 Stunden Koinkubation. Kreise
(e), reprasentieren verschiedene biologischen Replikate. Abgebildet sind Tumorzellen ohne NK-Zellen
(-NK) und eine Koinkubation mit Tumor- und NK-Zellen gemeinsam (+NK). Die Farben markieren
Viabilitat (grtin), Frihe Apoptose (gelb), Spate Apoptose (beige) und Nekrose (rot). Koinkubations-
Ergebnisse der (A) TY82- und der (B) HepG2-Zellen mit NK-Zellen. Die statistische Auswertung erfolgte
mittels Tukey’s multiple comparisons test und Greenhouse-Geisser Korrektur, dabei gilt *p<0,5;
**n<0,01***; p<0,001.

Die Tumorzellen losten sich bereits in diesem frihen Stadium vom Boden der
Kulturplatte. Sie erschienen deutlich kleiner, runder als zu Beginn des Versuches und
waren morphologisch kaum noch von den NK-Zellen zu unterscheiden (siehe
Abbildung 21). Dieses veranderte Zellbild blieb auch nach 48 Stunden und 96 Stunden
Koinkubation bestehen.
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Abbildung 19 B bildet die Analyse der Tumorzelllinie HepG2 hinsichtlich Zellviabilitat
und Nekrose nach 48 Stunden und 96 Stunden Co-Kultivierung ab. Bei den
Tumorzellen allein wiesen die Tumorzellen zu beiden Zeitpunkten eine Viabilitat von
etwa 80% auf. Der Anteil von friih- und spat-apoptotischen, sowie nekrotischen Zellen
lag jeweils bei rund 10%. Nach Koinkubation im Verhéltnis 10:1 (NK-
Zellen:Tumorzellen) war bereits nach 48 Stunden eine deutliche Reduktion der vitalen
Tumorzellen zu beobachten: von urspriinglich ca. 80% auf ca. 45%. Parallel dazu war
ein signifikanter Anstieg des Anteils frilh-apoptotischer Zellen zu beobachten. Dieser
stieg von etwa 10% allein auf nahezu 50% in der Koinkubation. Nach 96 Stunden
Kultivierung ohne Koinkubation zeigten die HepG2-Zellen weiterhin eine stabile
Vitalitat, vergleichbar mit dem 48-Stunden-Zeitpunkt. Es konnte jedoch ein leichter
Anstieg der friih-apoptotischen Zellen beobachtet werden, wéhrend die Anteile spét-
apoptotischer und nekrotischer Zellen weitgehend unverandert blieben.

Abbildung 20: Lichtmikroskopische Ubersicht tiber Koinkubation der TY82 und NK-Zellen tiber
96 Stunden. Dargestellt sind die Tumorzellen allein, NK-Zellen allein, die tiber Nacht und wahrend der
Koinkubation mit IL-15 stimuliert wurden. Des Weiteren ist die Koinkubation beider Zellen dargestellit.
Malfstab ist 50-100 um.

Abbildung 22 dokumentiert die morphologischen Veranderungen der HepG2-Zellen,
wahrend der Koinkubation mit NK-Zellen Uber einen Zeitraum von 96 Stunden. Auch
bei dieser Tumorzelllinie lieR sich bereits nach zwei Stunden eine deutliche
Veranderung der Zellmorphologie beobachten, vergleichbar mit den Befunden bei den
TY82-Zellen: Die Tumorzellen losten sich vom Boden der Kulturplatte, erschienen
verkleinert, rundlicher als zu Beginn und waren morphologisch kaum von den NK-
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Zellen zu unterscheiden (siehe Abbildung 21). Dieses Erscheinungsbild blieb sowohl
nach 48 Stunden als auch nach 96 Stunden Koinkubation erhalten.

TY82 + NK

- 3

HepG2 + NK

&\\wf

Abbildung 21: Mikroskopische Darstellung der Koinkubation (T+NK) nach 2 Stunden. Zu
erkennen ist eine deutliche Morphologie-Anderung der Tumorzellen. Sie wirken kugeliger, kleiner und
sind von den NK-Zellen kaum zu unterscheiden. MaR3stab ist 100 zm.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Koinkubation von Tumor- und NK-
Zellen einen deutlichen Einfluss auf die Zellviabilitat von Tumorzellen austbt. Vor
allem die apoptotischen Zellanteile steigen signifikant an. Besonders hervorzuheben
ist der starke Anstieg spat-apoptotischer Zellen bei der ansonsten als therapie-
resistent geltenden Zelllinie TY82.

Abbildung 22: Lichtmikroskopische Ubersicht (iber HepG2-Koinkubation mit NK-Zellen tiber 96
Stunden. Dargestellt sind die Tumorzellen und NK-Zellen allein. An dritter Stelle ist die Koinkubation
beider Zellen dargestellt. MaRstab ist 50-100 gm.
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4.1.2 Vergleichbare Effekte von Low-Glucose-kultivierten TY82-Zellen und High-
Glucose-Tumorzellen nach Koinkubation

Wie in Kapitel 1.3.1 beschrieben, reagieren Tumorzellen stark auf eine
Glukosereduzierung und koénnen nach einer Glukosereduktion empfindlicher auf
Chemotherapeutika reagieren. Aus diesem Grund wurden die Tumorzellen in diesem
Versuch in einem Medium mit verminderter Glukoserate (1g/L) fir mindestens vier
Passagen kultiviert mit dem Ziel, ihre Sensitivitat gegenuber NK-Zell-vermittelter
Zytotoxizitdt im Rahmen der Koinkubationsexperimente zu erhéhen. Die
mikroskopische Aufnahme in Abbildung 23 veranschaulicht TY82-Zellen nach
Kultivierung in einem Low Glucose-Medium.

Abbildung 23: TY82 in Low Glucose (1g/L) in Kultur. Die Zellen wurden mindestens vier Passagen
in Low Glucose (LG) Medium kultiviert. Die dargestellten Zellen sind Passage 6. Maf3stab 100 zm.

Daruiber hinaus untersuchten wir, ob bereits nach kirzerer Inkubationszeit erste
Hinweise auf apoptotische Prozesse detektierbar waren, da mikroskopische
Beobachtungen bereits nach zwei Stunden einen deutlichen Zelluntergang erkennen
lieRen. Aus diesem Grund wurde die Koinkubation der Tumor- und NK-Zellen tber
kirzere Zeitrdume von 24 Stunden und 48 Stunden durchgefihrt. Wie in Abbildung 24
dargestellt, wiesen TY82-Zellen nach 24 Stunden in Kultur eine Zellviabilitat von knapp
95% auf, die auch nach 48 Stunden weitgehend konstant blieb. Frih- und spaét-
apoptotische Zellen, sowie nekrotische Zellen machten zu beiden Zeitpunkten nur
knapp unter 5% der Gesamtpopulation aus. Ganz anders verhielt es sich in der
Koinkubation mit den NK-Zellen: Nach 24 Stunden fiel die Viabilitat auf nahezu 5%,
was einer signifikanten Reduzierung von 95% entspricht. Der Anteil von frih-
apoptotischer Zellen stieg auf 40%, wahrend die spat-apoptotischen Zellen ebenfalls
stark anstiegen und einen Anteil von Gber 42% erreichten. Nach 48 Stunden waren die
Ergebnisse nahezu identisch, wobei der Anteil der friih-apoptotischen Zellen leicht auf
einen Wert von etwa 38% sank. Lichtmikroskopisch war ebenfalls nach zwei bis vier
Stunden ein deutlicher Zelluntergang zu erkennen (Abbildung 25). Die Tumorzellen
erschienen deutlich kleiner und in einer kugel-dhnlichen Form, wodurch sie kaum von
den NK-Zellen zu unterscheiden waren. Auch hier liesen sich die Zellen ohne den
Einsatz von Trypsin problemlos vom Well-Boden abldsen. Ein lichtmikroskopischer
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Vergleich der TY82-Zellen in High-Glukose- und Low-Glukose-Medium nach 2
Stunden Koinkubation ist in Abbildung 26 dargestellt.

.1
LT 1 L R R e L e Rl CE LA LD e T ERERLLIREE

Annexin V7 - AAD

Antell der Marker-positiven Tumorzellen (%)
Anteil der Marker-positiven Tumorzellen (%)

24 Stunden 48 Stunden

Koinkubation Koinkubation

Abbildung 24: Durchflusszytometrische Analyse der Apoptose nach Koinkubation von TY82-
Zellen mit NK-Zellen in Low-Glucose-Medium (1g/L). Vergleich der AnnexinV/7-AAD-Farbung nach
48 und 96 Stunden Koinkubation. Kreise (e), représentieren verschiedene biologischen Replikate.
Abgebildet sind Tumorzellen ohne NK-Zellen (-NK) und eine Koinkubation mit Tumor- und NK-Zellen
gemeinsam (+NK). Die Farben markieren Viabilitdt (griin), Friihe Apoptose (gelb), Spate Apoptose
(beige) und Nekrose (rot). Koinkubations-Ergebnisse der TY82-Zellen nach (A) 24 Stunden und (B) 48
Stunden mit NK-Zellen. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Tukey's multiple comparisons test
und Greenhouse-Geisser Korrektur, dabei gilt *p<0,5; **p<0,01***; p<0,001; ****p<0,0001.

Stunde 0 Stunde 1 Stunde 4

TN
.n' < "9:’
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Abbildung 25: Lichtmikroskopische Ubersicht der TY82- und NK-Zellen iiber einen Zeitraum von
vier Stunden. Zu dem Zeitpunkt Stunde O und Stunde 1 nach dem Einsaen der NK-Zellen sind die
Tumorzellen deutlich erkennbar. Ab Stunde zwei verandern die Tumorzellen ihre Morphologie: Sie
verkleinern sich und nehmen in Stunde vier eine kugelige Form an. Maf3stab 100 gm.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Koinkubation von Tumor- und NK-
Zellen unter Glukose-reduzierten Bedingungen keine signifikanten Unterschiede im
Vergleich zur Kultur in Standardmedium aufwies. Der Glukoseentzug hatte demnach
keinen messbaren Einfluss auf das Verhalten oder die Viabilitat der Tumorzellen in
diesem Versuchsansatz.

67



Ergebnisse
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Abbildung 26: Vergleich der Zelllinie TY82 in High-Glucose-Medium (HG) und Low-Glucose-
Medium (LG) nach zwei Stunden in Koinkubation mit NK-Zellen. TY82-Zellen zeigen in beiden
Medien (HG und LG) bereits ein kugeligeres Erscheinungsbild und sind von NK-Zellen schwer zu
unterscheiden. Maf3stab 100 gm.

4.1.3 Degranulationsanalysen zeigen einen signifikanten Unterschied nach
Koinkubation

In diesem Versuch wurde das Degranulationsverhalten von NK-Zellen in Koinkubation
mit den Tumorzelllinien TY82 und HepG2 untersucht. Ziel war es, die Reaktion von
NK-Zellen auf den Kontakt mit Tumorzellen genauer zu untersuchen. Bei der
Auswertung dieses Versuchs wurde ausschlieBlich das NK-Gate (CD45%)
bertcksichtigt. Die NK-Zellen wurden sowohl allein als auch in Koinkubation mit einer
Tumorzelllinie nach 4, 16 und 24 Stunden gemessen. Abbildung 27 zeigt die
zusammenfassenden Ergebnisse, die den Vergleich der CD107a Expression bei
unterschiedlichen Zielzellen, drei unterschiedlichen Inkubationszeiten und in 3-facher
Ausfuhrung (biologische Triplikate) darstellen. Nach der Inkubation der NK-Zellen mit
der Tumorzelllinie TY82 zeigte sich ein signifikanter Anstieg der
durchflusszytometrisch gemessenen CD107a-Expression nach vier Stunden im
Vergleich zu den NK-Zellen, die ohne Tumorzellen inkubiert wurden. Dieser Anstieg
war nach 16 und 24 Stunden nicht detektierbar (Abbildung 27). Das MalR fur die
Aktivierung der zytotoxischen Lyse, die anhand der Degranulation der NK-Zellen
beurteilt wird, wies bei der Zelllinie HepG2 keine statistisch signifikanten Unterschiede
auf. Allerdings war eine Tendenz zum Anstieg der Degranulation bei NK-Zellen in Ko-
Kultur mit HepG2-Zellen zu allen drei Zeitpunkten detektierbar. Die
Degranulationswerte lagen durchgehend im Bereich von 10-30%.

Zusammenfassend deuten die vorliegenden Daten darauf hin, dass die
Degranulationsaktivitat der NK-Zellen gegenuber der Tumorzelllinie TY82 besonders
rasch einsetzt. Bereits nach vierstindiger Koinkubation lie3 sich eine signifikante
Zunahme der CD107a-Oberflachenexpression nachweisen, was auf eine frihe
Aktivierung hinweist. Im Vergleich dazu induzierte die HepG2-Zelllinie eine geringere
Degranulationsantwort, allerdings tber alle drei Zeitpunkte hinweg.
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Abbildung 27: Durchflusszytometrische Analyse der Degranulation der NK-Zellen. Vergleich der
CD107a-Expression bei unterschiedlichen Target-Zellen nach 4, 16 und 24 Stunden. Kreise (°) stehen
hier fur die NK-Zellen in alleiniger Kultur, Vierecke (o) bedeuten eine Koinkubation von NK-Zellen mit
Tumorzellen gemeinsam. Die unterschiedlichen drei Formen markieren die unterschiedlichen
biologischen Replikate. Links zeigt die Degranulation von NK-Zellen in Koinkubation mit der
Tumorzelllinie TY82 und mit der Kontrolle der NK-Zellen allein. Rechts zeigt die Ergebnisse der
Koinkubation mit der Tumorzelllinie HepG2. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Tukey’'s
multiple comparisons test und Greenhouse-Geisser Korrektur, dabei gilt **p<0,01.

4.1.4 GLUT-1 Expression steigt wahrend der Koinkubation von NK-Zellen und der
Tumorzelllinie TY82 signifikant an

In diesem Experiment wurde die glykolytische Aktivitat der NK-Zellen durch die
Detektion des GLUT-1-Markers mittels spezifischer Anfarbung untersucht. Bei der
durchflusszytometrischen Analyse der GLUT-1-Expression bei NK-Zellen, sowohl
allein als auch in Koinkubation mit Tumorzellen (siehe Abbildung 28), zeigten TY82-
Zellen nach 16 Stunden einen signifikanten Unterschied bei drei durchgefuihrten
biologischen Replikaten, wahrend dies bei 4 Stunden nicht der Fall war. Wie in
Abbildung 28 A dargestellt ist, stieg die Anzahl der GLUT-1* NK-Zellen in Koinkubation
mit TY82-Zellen nach 16 Stunden von 45% auf nahezu 90%. Im Vergleich dazu wiesen
die HepG2-Zellen (siehe Abbildung 28 B) keinen Unterschied in der Expression von
GLUT-1 bei NK-Zellen mit und ohne Koinkubation mit Tumorzellen auf. Die GLUT-1-
Expression blieb auf einem gleichbleibend konstanten Niveau.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass NK-Zellen eine um 40% h6here GLUT-
1-Expression aufwiesen, sobald sie 16 Stunden in Koinkubation mit der Zelllinie TY82
verbracht haben, im Vergleich zu einer alleinigen Inkubation tiber denselben Zeitraum.
Bei der Tumorzelllinie HepG2 hingegen handelt es sich um einen glukose-
unabhangigen Prozess.
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Abbildung 28: Durchflusszytometrische Analyse der Expression von GLUT-1. Dargestellt sind
prozentuale Anteile der GLUT-1* NK-Zellen einmal allein (o) und in Co-Kultur mit zwei verschiedenen
Tumorzelllinien (o) nach 4 Stunden und 24 Stunden und in farbig markierten biologischen Replikaten.
Anteile von GLUT-1* von NK-Zellen allein und in Koinkubation mit der Tumorzelllinie (A) TY82 und (B)
HepG2. Die statistische Auswertung erfolgte mittels paired t-Test, dabei gilt *p<0,05.

4.1.5 Analyse der Zytotoxizitdt von NK-Zellen nach Behandlung mit
Chemotherapeutika und anschlielRender Koinkubation

In den folgenden Abschnitten wurden die Zellen vor der Koinkubation mit
verschiedenen Chemotherapeutika vorbehandelt. Der genauere Ablauf ist Kapitel
3.2.15 zu entnehmen. Ziel war es, die Zytotoxizitdt der NK-Zellen in Koinkubation
weiter zu verbessern und einen synergistischen Effekt von Chemotherapeutikum und
NK-Zellen zu erreichen.

415.1 Konzentrationsabhangige Wirkungspriifung der verwendeten
Chemotherapeutika

In einem ersten Schritt wurden die verschiedenen Chemotherapeutika hinsichtlich ihrer
Konzentration und Wirkung auf die Tumorzellen untersucht. Wie in 3.2.21 beschrieben,
wurden die Ziellinien HepG2 und TY82 mit unterschiedlichen Konzentrationen der
Chemotherapeutika Etoposid und Cisplatin behandelt und nach 24, 48 und 96 Stunden
mit dem CellTiterBlue Assay gemessen. Die Proliferation lebender Zellen wurde im
Vergleich zu den mit Kontrollmedium behandelten Zellen beurteilt, um zu untersuchen,
ob die Chemotherapeutika einen wachstumshemmenden Effekt auf die ausgewahlten
Tumorzellen haben. Wie in Abbildung 29 A und B dargestellt, zeigte sich bei der
Kontrollkonzentration bei beiden Zelllinien eine gleichbleibende Vitalitat Gber einen
Zeitraum von vier Tagen. Betrachtet man die Ziellinie HepG2 unter Etoposid
(Abbildung 29 A), ist zu erkennen, dass die Viabilitat unter einer Behandlung mit 10
nM bis 1 uM auf einem konstanten Niveau blieb, jedoch deutlich geringer war als bei
der Behandlung mit dem Kontrollmedium. Ab einer Konzentration von 5 uM kam es zu
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einem deutlichen Vitalitdtsverlust. Im Vergleich zu den Ergebnissen von Etoposid,
konnte bei einer Cisplatin-Konzentration von 10 nM bis 1 uM eine nahezu identische
Viabilitat wie die Kontrollkonzentration beobachtet werden. Eine Konzentration von 20
uM fuhrte ab 96 Stunden zu einer Reduzierung der Viabilitat auf nahezu 0, was einer
Reduzierung von Uber 90% entspricht und als deutliche Wachstumsinhibition beurteilt
werden kann. Wie in Abbildung 29 B dargestellt, reagierte die Zelllinie TY82 deutlich
weniger empfindlich auf Etoposid als die Tumorzelllinie HepG2. Uber einen Zeitraum
von 96 Stunden wiesen die Etoposid-Konzentrationen von 10 nM bis 500 nM ein
vergleichbares Niveau zur unbehandelten Kontrollgruppe auf. Ab einer Konzentration
von 1 pM und nach 96 Stunden verzeichnete auch TY82 einen deutlichen
Vitalitatsverlust von ca. 35%. Cisplatin hatte einen vergleichbaren Effekt auf die
Tumorzelllinie TY82. Die Cisplatin-Konzentrationen von 10 nM bis 1 yM fiihrten Gber
96 Stunden zu einem vergleichbaren Niveau wie die Kontrollmedien. Ab einer
Konzentration von 5 uM und nach 96 Stunden verzeichnete auch TY82-Zellen eine
deutliche Vitalitdtsverringerung von ca. 20%. Die héchste verwendete Konzentration
von 20 uM fuhrte bereits nach 48 Stunden zu einer Verringerung der viablen Zellen
um 35%.

Zur weiteren Absicherung der Wirksamkeit sowie zur Bestimmung der optimalen
Behandlungskonzentration von Etoposid und Cisplatin erfolgte der Einsatz einer
zusatzlichen Positivkontrolle. Hierbei wurden drei verschiedene Tumorzelllinien, TY82,
HepG2 und A549, Uber 24 und 48 Stunden mit unterschiedlichen Konzentrationen des
Stoffes behandelt und danach gezahlt. Nahere Informationen zum Ablauf sind in
Abschnitt 3.2.19 zu finden. Wie in Abbildung 30 dargestellt, konnte bei allen drei
Zelllinien bei der Kontroll-konzentration ein gleichmaRiges und schnelles Wachstum
Uber den Zeitraum von vier Tagen festgestellt werden. TY82 zeigte keine Sensitivitat
gegenuber dem Chemotherapeutikum (Abbildung 30 A). Die hochste getestete
Konzentration fihrte zu keiner Verringerung der Zellzahl im Vergleich zu
unbehandelten Zellen oder der DMSO-Kontrolle. Das beobachtete Wachstumsmuster
entsprach weitgehend dem der mit Kontrolimedien behandelten Zellen, was auf eine
fehlende Wirksamkeit des Chemotherapeutikums gegeniber diesen Tumorzellen
hindeutet. Bei den HepG2-Zellen (Abbildung 30 B) fiihrte eine Konzentration von 100
nM und hoher zu einer deutlichen Verringerung der Zellzahl im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle und Behandlung mit 50 nM. In Abbildung 30 (C) weist die
Zelllinie A549 die hochste Sensitivitat gegeniber Etoposid auf. Wahrend die
unbehandelte Kontrolle und die 50 nM-Konzentration nach 48 Stunden einer Zellzahl
von nahezu 35.000 aufwies, reduzierte sich die Zellzahl bei Etoposidkonzentrationen
von 100 nM und 250 nM auf lediglich 15.000 Zellen pro Well. Es war eine deutliche
Wachstumsinhibition der Zellen zu verzeichnen.

Die Ergebnisse bestétigten die Wahl der Konzentration von 100 nM Etoposid flur die
weiteren Experimente und zeigten eine erhdhte Sensitivitdt der HepG2- und A549-
Zellen gegenuber hoheren Dosen (100 nM und 250 nM) von Etoposid. Fur Cisplatin
wurde ebenfalls eine Konzentration von 100 nM ausgewahlt.
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Abbildung 29: Untersuchung der Proliferationsrate unter Chemotherapie in verschiedenen
Zelllinien. Die Tumorzellen HepG2 und TY82 wurden mit einer Dichte von 40.000 Zellen pro Well in
eine 96-Well Zellkulturplatte ausgesét und 24 Stunden spater mit den Chemotherapeutika Etoposid oder
Cisplatin in verschiedenen Konzentrationen (verschiedene Farben der Linien) behandelt. Nach 24, 48
und 96 Stunden wurde die Zellviabilitdt mittels CellTiterBlue Assay gemessen. Vergleich der
Wachstumskurven der Tumorzelllinie TY82 (A) und HepG2 (B) Uber 96 Stunden.
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Abbildung 30: Positivkontrolle verschiedener Tumorzellen mit dem Chemotherapeutikum
Etoposid. (A) Wachstumskurven der Tumorzelllinie TY82 Uber 24 und 48 Stunden in verschiedenen
Konzentrationen von Etoposid. Mittlere Anzahl der Zellen von HepG2 (B) und A549 (C) pro Well
wahrend der Behandlung.
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415.2 Chemotherapeutikum fihrt trotz Anstieg der NK-Zell vermittelten
Zytotoxizitat und einer Caspase 3/7-Aktivitdt zu keinem synergistischen
Effekt

Da in den vorherigen Versuchen die Zytotoxizitat mit Hilfe einer 7-AAD/AnnexinV-
Farbung bestimmt wurde, entschieden wir uns, apoptotischen Prozessen noch
gezielter nachzugehen. Zu diesem Zweck wahlten wir eine spezifisch auf Apoptose
ausgerichtete Methode, den ApoTox-Glo™ Triplex Assay von Promega aus (siehe
Kapitel 3.2.20). Eine Besonderheit dieses Versuches war die Verwendung der nicht-
adharenten Tumorzelllinie K-562. Alle Versuche wurden in drei biologischen und
technischen Replikaten durchgefiihrt. Wie in 3.2.20 beschrieben, erlaubt der Assay die
simultane Messung von Viabilitdt, Zytotoxizitdat, und Caspasen 3/7-Aktivitat. In
Vorversuchen kamen wir allerdings zu der Erkenntnis, dass eine spezifische
Bestimmung der Viabilitat der Tumorzellen aufgrund der in Koinkubation vorhandenen
lebenden NK-Zellen nicht zuverlassig war. Deshalb verwendeten wir nur die Caspase-
und Zytotoxizitatsmessung. Die Detektion der Caspase 3/7-Aktivitat (siehe Abbildung
31 A) nach vier Stunden Koinkubation von TY82-Zellen und NK-Zellen ergab einen
starken und signifikanten Anstieg der RLU-Werte von unter 5000 auf Gber 800.000.
Ein vergleichbarer, wenn auch geringerer Anstieg konnte bei den K-562-Zellen
beobachtet werden. Auch hier fihrte eine vierstindige Koinkubation zu einer
signifikanten Erhdhung der Caspaseaktivitat. Das Ergebnis einer Vorbehandlung der
TY82-Zellen mit Etoposid und anschlieRender Koinkubation war ebenfalls ein hoher
und signifikanter Anstieg apoptotischer Aktivitdt, in einem Ausmalf3, das mit der
unbehandelten Koinkubation vergleichbar war. Bei der Zytotoxizitat (siehe Abbildung
31 B) fuhrte die Vorbehandlung mit Etoposid im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
zu keinem signifikanten Anstieg. Dagegen zeigte die vierstiindige Koinkubation einen
signifikanten Anstieg der RFU-Werte von ca. 10.000 auf tiber 30.000. Eine zusatzliche
Vorbehandlung mit Etoposid fuhrte zu einem ahnlichen, aber nicht signifikant héheren
Zytotoxizitatseffekt im Vergleich zur alleinigen NK-Zell-Koinkubation. Bei den K-562-
Zellen konnte bei der vierstiindigen Koinkubation mit NK-Zellen ebenfalls ein deutlicher
Anstieg der Zytotoxizitat erkannt werden. Allerdings erreichte dieser Anstieg nur in
einzelnen Vergleichsgruppen (NK-Zellen und Koinkubation) Signifikanz gemaR des
Tukey’s multiple comparisons test mit Greenhouse-Geisser Korrektur.

Um zu U0Uberprifen, ob eine verlangerte Vorbehandlungsdauer mit den
Chemotherapeutika Cisplatin und Etoposid zu einem synergistischen Erfolg fuhrt,
wurde der zuvor beschriebene Versuch erneut durchgefiihrt. Dabei erfolgte eine
verlangerte Chemotherapie-Vorbehandlung Uber 48 Stunden von Etoposid oder
Cisplatin, gefolgt von einer 24-stiindigen NK-Zell-Koinkubation. Zusatzlich wurde auch
die Tumorzelllinie HepG2 einbezogen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 32 dargestelit.
Die Detektion der Caspase 3/7-Aktivitat nach 24 Stunden der TY82 allein (siehe
Abbildung 32 A) zeigte vergleichbare Werte wie in der vorherigen Analyse (vgl.
Abbildung 31), eine 48-stiindige Etoposidbehandlung resultierte jedoch in einem
signifikanten Anstieg der Apoptose-Aktivitat auf 500.000 RLU. Bei Cisplatin konnte
dieser Effekt nicht beobachtet werden, die Aktivitat blieb auf dem Niveau

73



Ergebnisse

TY82 K-562
A
*kk*k
|
-'E‘ 1 000000 — e e e ** * * .............................. e es s e e
:E **%k*%k
(1] Dﬁ
~ 800000 - i %ﬂ et —
]
= * k%
§ S 600000 . e —
%5 oAl
3 400000 i 60 NK-Zellen
2 - A
S 200000 AT e
K |’ﬂ%|o
0 -*E_* Feor,ul Tumorzellen
I T T T T T
B Tumorzellen
+
*%* Etoposid
1
@ e e L3~
g 40000 Sk kK Tumo:zellen
1

@
Q B I 1 NK- Zellen
4 30000 = #' ...................... PR
1=
S =) D]o Tumorzellen
bl O PR v |... | +Etoposid
'E'E 20000 o +NK- Zellen
L
>
% 100005 o e A
;
© 0 | | I yl oo

Abbildung 31: Analyse der Zytotoxizitat und Caspase 3/7-Aktivitat mithilfe des ApoTox-Glo™
Triplex Assays nach vierstindiger Koinkubation in 96-Well-Platten. Kreise (o), Vierecke (m) und
Dreiecke (A) reprasentieren unabhangige biologische Replikate. (A) Darstellung der Caspase 3/7-
Aktivitat zwischen verschiedenen Tumorzellen (TY82 und K-562) und NK-Zellen in einer Koinkubation.
(B) Grafische Darstellung der Zytotoxizitat unter den gleichen Bedingungen. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels Tukey’s multiple comparisons test mit Greenhouse-Geisser Korrektur, dabei
gilt *p<0,5; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

unbehandelter TY82-Zellen. In den HepG2-Zellen allein lie3 sich weder fir Etoposid
noch durch Cisplatin eine Erhohung der Caspase-Aktivitat nachweisen, die
gemessenen Werte entsprachen denen der unbehandelten Kontrollgruppe. Die
zusétzliche Koinkubation mit NK-Zellen flhrte bei TY82-Zellen zu einem signifikanten
Anstieg der Caspase3/7-Aktivitat auf etwa 100.000 RLU. Interessanterweise bewirkte
die Koinkubation mit Vorbehandlung bei TY82-Zellen eine geringere Caspase-Aktivitat
im Vergleich zur unbehandelten Koinkubation mit NK-Zellen. Dennoch war der Wert
signifikant hoher als bei den Tumorzellen, die ausschlie3lich mit Etoposid behandelt
wurden. Bei Cisplatin flihrte es zu einer vergleichbaren signifikanten Caspase-Aktivitat,
wie bei den Tumorzellen, die nur mit NK-Zellen inkubiert wurden. Bei den Tumorzellen
HepG2 ergab sich ein &hnliches Bild: Die Kombination aus Cisplatin und NK-Zellen
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fuhrte zu einer signifikanten, jedoch nicht gesteigerten Caspase 3/7-Aktivitat im
Vergleich zur Koinkubation ohne Vorbehandlung. Wurden die Zellen mit Etoposid
vorbehandelt und danach koinkubiert, kamen sie auf ca. 65.000 RLU, was zu einem
signifikanten Anstieg fuhrte.
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Abbildung 32: Zytotoxizitat und Caspase 3/7-Aktivitdt nach verlangerter Chemotherapie-
Behandlung, analysiert mittels ApoTox-Glo™ Triplex Assay. Vergleich verschiedener Targetzellen
nach 48-stiindiger Chemotherapiebehandlung und 24 Stunden Koinkubation in 96-Well-Platten. Kreise
(o), Vierecke (m) uns Dreiecke (A) markieren die unterschiedlichen biologischen Replikate.
Koinkubations-Ergebnisse  der TY82- und HepG2-Zellen nach einer  48-stlindigen
Chemotherapiebehandlung und einer 24-stiindigen Koinkubation mit NK-Zellen (NK) (A) zeigt die
Caspase 3/7-Aktivitdt und (B) die Zytotoxizitat. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Tukey’s
multiple comparisons test und Greenhouse-Geisser Korrektur, dabei gilt *p<0,5; **p<0,01; ***p<0,001.
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Bei der Zytotoxizitat (siehe Abbildung 32 B) wurden die Tumorzellen TY82 und HepG2,
sowie die NK-Zellen allein gemessen, der restliche Verlauf lief ebenfalls identisch zum
vorherigen Versuch bei der Messung der Caspase 3/7 ab. Die Chemotherapie-
Behandlung fuhrte bei TY82-Zellen allein zu keinem Anstieg der Zytotoxizitat im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, weder fir Etoposid noch fur Cisplatin. Bei der
Zytotoxizitat ergaben sich &hnliche Ergebnisse: Waren die Tumorzellen vor der
Koinkubation 48 Stunden mit Etoposid vorbehandelt, fihrte das in Kombination mit
NK-Zellen zu einer signifikant reduzierten Zytotoxizitat, die vergleichbar mit der
unbehandelten Kontrollgruppe war. NK-Zellen allein zeigten keine Zytotoxizitat. Eine
Vorbehandlung mit Cisplatin bewirkte ebenfalls keinen Anstieg der Zytotoxizitat bei
den Tumorzellen allein. In der Koinkubation konnte allerdings eine signifikante
Erhbéhung festgestellt werden, wenngleich diese leicht unter dem Niveau der
Koinkubation ohne Vorbehandlung lag. Bei den HepG2 Zellen fuihrte eine 48-stiindige
Etoposid-Behandlung zu einer signifikanten Reduzierung der Zytotoxizitat, allein und
in Koinkubation. Cisplatin zeigte vergleichbare Zytotoxizitdtswerte wie die
unbehandelte Kontrolle. Auch hier fihrte die Koinkubation zu einem Anstieg der
Zytotoxizitat, allerdings ohne signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle.

Abbildung 33 enthalt mikroskopische Aufnahmen der Zelllinie TY82 nach vierstiindiger
Koinkubation mit und ohne Vorbehandlung mit Etoposid. Morphologisch liel3 sich kein
deutlicher Unterschied zwischen den behandelten und unbehandelten Zellen
feststellen. In beiden Fallen zeigte sich jedoch bereits nach 4 Stunden eine deutliche
Veranderung der Tumorzellen in der Koinkubation: Die Zellen erschienen kleiner und
runder, l6sten sich ohne enzymatische Behandlung (Trypsin) vom Plattenboden und
Anzeichen einer Schadigung wurden deutlich erkennbar.

TY82+NK

Stunde 0

Stunde 4

Abbildung 33: Vergleich der Tumorzelllinie TY82 mit und ohne Vorbehandlung von Etoposid
nach vier Stunden Koinkubation. Maf3stab 50-100 zm.
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Zusammenfassend verdeutlichen die Ergebnisse, dass NK-Zellen gegeniber TY82-
Zellen eine hohere Zytotoxizitat austben als gegentber K-562-Zellen. Zudem
induzieren NK-Zellen in TY82-Zellen effizient die Aktivierung von Caspase 3/7,
allerdings ohne Effekt durch zuséatzliches Etoposid. Auch eine Verldngerung der
chemotherapeutischen Vorbehandlung mit Etoposid oder Cisplatin Gber 48 Stunden
fuhrte nicht zu einem solchen synergistischen Anstieg der NK-Zell-vermittelten Effekte.
Im Gegenteil: Eine Vorbehandlung mit Etoposid resultierte in beiden Tumorzelllinien in
einer signifikanten Reduzierung der Zytotoxizitat, im Vergleich zu den unbehandelten
Proben.

4.1.6 Der PARP-Inhibitor Olaparib und seine Wirkung auf die Zytotoxizitit in der
Koinkubation mit NK-Zellen

In den bisherigen Versuchen wurde primar die Apoptose als Ursache fir den
beobachteten Zelluntergang untersucht. Zwar zeigten die Daten eine erhdhte
apoptotische Aktivitat, jedoch wiesen die Zellen bereits nach nur zwei Stunden unter
dem Mikroskop deutlich morphologische Veranderungen und Anzeichen starker
Zellschadigung auf. Diese Beobachtungen lieRen den Verdacht aufkommen, dass
neben Apoptose und Nekrose moglicherweise ein weiterer Zelltodmechanismus
beteiligt ist. Aus diesem Grund entschieden wir uns, den Zelltodweg des Parthanatos
naher zu untersuchen. Zur weiteren Charakterisierung dieses Mechanismus sollte der
PARP-Inhibitor Olaparib eingesetzt und dessen Einfluss sowohl bei Monotherapie als
auch in Koinkubationsexperimenten analysiert werden.

416.1 Wachstumsverhalten der Tumorzelllinien unter Olaparib-Behandlung und
Autofluoreszenz-Testung

Im Rahmen der Behandlung der Tumorzelllinien TY82 und HepG2 wurde zun&chst
deren Proliferationsraten unter Einfluss des PARP-Inhibitors Olaparib untersucht.
Hierzu wurden die Tumorzellen in 96-Well Zellkulturplatten ausgesét und nach einer
24-stundigen Adhasionsphase mit verschiedenen Konzentrationen von Olaparib (1
UM, 2,5 uM, 5 uM, 10 uM) behandelt. Die Zellviabilitat wurde zu vier Zeitpunkten (24,
48, 72 und 96 Stunden) mittels des CellTiter-Blue® Assays bestimmt (vgl. Kapitel
3.2.21).

Die Ergebnisse, dargestellt in Abbildung 34 A, zeigen eine deutlich hbhere Sensitivitat
der TY82-Zellen gegenuber Olaparib im Vergleich zu den HepG2-Zellen. Wahrend bei
den TY82-Zellen eine Konzentration von 1 pM Olaparib zu keiner signifikanten
Wirkung auf die Zellviabilitat fihrte, war ab einer Konzentration von 2,5 puM und
insbesondere nach 48 Stunden ein deutlicher Riickgang der Viabilitdt im Vergleich zu
den unbehandelten Tumorzellen zu beobachten. Die starksten Effekte auf die Viabilitat
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waren bei Konzentrationen 5 pM und 10 pM nach 72 Stunden zu erkennen. Im
Gegensatz dazu zeigten die HepG2-Zellen (Abbildung 34 B) Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum hinweg ein weitgehend konstanten Viabilitatsverlauf,
unabhangig von den eingesetzten Olaparib-Konzentrationen. Es waren keine
signifikanten Unterschiede zur unbehandelten Kontrolle festzustellen, was auf eine
deutlich geringere Sensitivitat dieser Tumorzellen auf Olaparib hinweist.

Auf Basis dieser Ergebnisse wurde fir alle weiterfihrenden Experimente eine
Olaparib-Konzentration von 5 uM gewahlt, da diese in der sensitiven Zelllinie TY82
einen ausgepragten Effekt auf die Zellviabilitdt fuhrte, wéahrend sie gleichzeitig fur
vergleichende Analysen mit weniger sensitiven Ziellinien geeignet blieb.

TY82 + Olaparib HepG2 + Olaparib

50000 50000
— unbehandelt
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Abbildung 34:Analyse der Proliferationsrate unter Olaparib-Behandlung in den Tumorzelllinien
TY82 und HepG2. Die Tumorzellen wurden mit einer Dichte von 40.000 Zellen pro Well in eine 96-Well
Zellkulturplatte ausgesat und 24 Stunden spéter mit Olaparib in unterschiedlichen Konzentrationen (1
uM, 2,5 uM, 5 uM, 10 uM) behandelt. Nach 24, 48, 72 und 96 Stunden wurde die Zellviabilitat mittels
CellTiter-Blue® Assay gemessen. Zellviabilititsmessung der Tumorzellen (A) TY82 und (B) HepG2
unter Olaparib-Behandlung tiber einen Zeitraum von 96 Stunden.

Wahrend der Durchfiihrung einer simultanen, mehrfarbigen Fluoreszenzanalyse
mittels des Durchflusszytometers kann es zu Problemen von Autofluoreszenzen von
Substanzen kommen. Aus diesem Grund wurde zunachst im Labor gepruft, ob
Olaparib autofluoreszente Eigenschaften aufweist und maoglicherweise in fur spatere
Versuche relevante Fluoreszenzkanale emittiert. Hierzu wurden HepG2-Zellen in 12-
Well-Platten ausgesadt und nach 24 Stunden mit Olaparib in verschiedenen
Konzentrationen (1 uM, 2,5 uM, 5 uM, 10 uM) behandelt. Nach weiteren 24 Stunden
wurden die Zellen geerntet und analysiert. Wie in im Anhang Abbildung 48 dargestellt,
konnte in keinem der zehn untersuchten Fluoreszenzkanale eine relevante
Autofluoreszenz festgestellt werden. Nach erfolgreicher Ausschlusskontrolle der
autofluoreszenten Eigenschaften konnte mit den ersten Experimenten mit dem PARP-
Inhibitor Olaparib begonnen werden.

78



Ergebnisse

416.2 NK-Zell-Zytotoxizitdt nach Koinkubation mit Tumorzellen: Deutliche Effekte
ohne synergistische Wirkung von Olaparib

Zur genaueren Analyse des zytotoxischen Effekts von Olaparib wurde ein
experimenteller Ansatz entsprechend Kapitel 4.1.1 gewahlt, jedoch mit einer
zusatzlichen Vorbehandlung der Tumorzellen mit dem Chemotherapeutikum. Die
Tumorzelllinien TY82 und HepG2 wurden zunachst 24 Stunden mit 5 pM Olaparib
behandelt, bevor sie fur weitere 24 Stunden mit NK-Zellen koinkubiert wurden.
Anschliel3end wurden die Zellen, wie in Kapitel 3.2.13 beschrieben, mit AnnexinV und
7-AAD zur Untersuchung apoptotischer und nekrotischer Zellpopulationen gefarbt.
Gleichzeitig wurden die Zellen mikroskopisch untersucht.

Auch unter diesen Versuchbedingungen war bereits nach 2 Stunden Koinkubation eine
markante Veranderung in der Zellmorphologie der Tumorzellen zu erkennen. Die
Tumorzellen l6sten sich ohne Einsatz von Trypsin vom Boden der Kulturplatte, sie
erschienen deutlich kleiner und runder als zu Beginn des Versuches und waren
morphologisch kaum noch von den NK-Zellen zu unterscheiden (siehe Abbildung 35).

TY82+Olaparib

Stunde 0

Stunde 2

Abbildung 35: Mikroskopische Aufnahmen der Tumorzelllinie TY82 nach einer 24-stiindigen
Olaparib-Behandlung. Die Darstellungen zeigen die Tumorzellen allein und direkt nach Beginn der
Koinkubation (Stunde 0) mit den NK-Zellen und nach 2 Stunden. MaR3stab 100 um.

Schaut man sich die Werte des Experimentes der Facs-Analyse an (Abbildung 36 A),
kann man erkennen, dass die TY82-Zellen nach 24 Stunden allein eine Zell-Viabilitat
von knapp 95% aufweisen, eine Vorbehandlung mit Olaparib reduzierte die Viabilitat
leicht auf etwa 85%. Friih- und spéat-apoptotische Zellen fielen auf unter 5%. Allerdings
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stieg bei einer Vorbehandlung der Tumorzellen allein der nekrotische Wert signifikant
auf Uber 8%. Im Gegensatz dazu fuhrte die Koinkubation mit NK-Zellen (ohne
Vorbehandlung) zu einem drastischen Rickgang der Viabilitat auf unter 5%. Dies
entspricht einer signifikanten Reduktion von nahezu 90%. Gleichzeitig stieg der Anteil
frih-apoptotische Zellen auf Uber 20%, spat-apoptotische Zellen stiegen sogar
signifikant auf tber 70% und nekrotische Zellen bleiben konstant niedrig auf etwa 5%.
Eine 24-stindige Vorbehandlung mit 5 uM Olaparib vor der NK Zell Koinkubation flhrte
zu einem nahezu identischen Bild: Die Zellviabilitdt sank ebenfalls auf unter 10% mit
einem Anstieg an frih-apoptotischen Zellen auf nahezu 30% und spat-apoptotischen
Zellen auf tber 60%. Auch hier blieb der Anteil nekrotischer Zellen konstant niedrig bei
etwa 5%.

Fir die Tumorzelllinie HepG2 zeigte sich ein differenziertes Bild (Abbildung 36 B): Bei
den unbehandelten Tumorzellen allein nach 24 Stunden lag die Viabilitat der Zellen
bei etwa 60%. Frih-apoptotische Zellen wiesen einen Anteil von etwa 8%, spat-
apoptotische Zellen Uber 22% auf. Nekrotische Zellen machten nur knapp je 5% der
Zellen aus. Nach einer 24-stiindigen Vorbehandlung mit Olaparib war ein Viabilitats-
Ruckgang auf rund 40% zu erkennen, begleitet von einem Anstieg der frih-
apoptotischen Zellen auf 14%, der spat-apoptotischen Zellen auf 40%. Die Anteile
nekrotischer Zellen blieben auch hier konstant bei etwa 5%. Wurden die Tumorzellen
mit NK-Zellen koinkubiert, fiel die Viabilitat signifikant auf 20%. Parallel dazu war ein
signifikanter Anstieg friih-apoptotischer Zellen auf tiber 20%, sowie spat-apoptotischer
Zellen auf Uber 40% zu beobachten. Der Anteil nekrotischer Zellen blieb mit etwa 8%
weitgehend unverédndert. Bei einer Vorbehandlung mit dem PARP-Inhibitor und
anschlieRender Koinkubation der Tumorzellen mit den NK-Zellen verblieben rund 40%
der Tumorzellen in einem vitalen Zustand. Der Anteil der frih-apoptotischen Zellen
stieg leicht auf etwa 20%, wéahrend der Anteil an spat-apoptotischen Zellen leicht auf
etwa 30% sank. Der Anteil nekrotischer Zellen blieb auch hier unverandert.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass, wie bereits in Kapitel 4.1.1 gezeigt, die
Koinkubation mit Tumor- und NK-Zellen einen grof3en Einfluss auf die Viabilitat der
Tumorzellen hatten. Besonders die apoptotischen Werte stiegen und gaben ein gutes
Bild vom Untergang der Tumorzellen wieder. Besonders der grof3e Anstieg der sonst
sehr resistenten Tumorzelllinie TY82 in ihren spat-apoptotischen Werten ist von
groRem Interesse. Allerdings zeigte eine Vorbehandlung mit 5 pM Olaparib fur 24
Stunden keinen synergistischen Effekt auf die Zytotoxizitat, sondern war vergleichbar
mit der Koinkubation allein.
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Abbildung 36: Durchflusszytometrische Analyse der Apoptose-Marker nach 24-stindiger
Olaparibbehandlung (5u4M) und darauffolgender 24-stiindigen Koinkubation der Tumorzellen mit
NK-Zellen. Die verschiedenfarbigen Kreise (o) représentieren die verschiedenen biologischen
Replikate. Die Farben der Balken markieren Viabilitat (grin), Friihe Apoptose (gelb), Spate Apoptose
(beige) und Nekrose (rot). Die Graphik zeigt die Ergebnisse fur die TY82-Zellen (A) und HepG2-Zellen
(B) allein und mit NK-Zellen. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Tukey’s multiple comparisons
test mit Greenhouse-Geisser Korrektur, dabei gilt *p<0,5; **p<0,01; ***p<0,001; ***p<0,0001.

4.1.6.3 Degranulationsanalysen mit CD107a zeigen keinen signifikanten
Unterschied zwischen den Tumorzelllinien mit und ohne Olaparib-

Behandlung

In diesem Versuch wurde das Degranulationsverhalten von NK-Zellen in Koinkubation
mit zwei verschiedenen Tumorzelllinien (TY82 und HepG2) nach einer 24-stiindigen
Olaparibbehandlung untersucht. Ziel war es, detaillierter zu analysieren, wie NK-Zellen
auf Tumorkontakt reagieren und ob eine Vorbehandlung mit Olaparib diesen Prozess
beeinflusst.

CD107a st ein sensitiver Marker fur die Aktivierung bzw. Degranulation von NK-Zellen,
bei dem von NK-Zellen zytotoxische Granula freigesetzt werden und so aktiv auf
andere Zellen reagieren. Nahere Informationen Uber den Versuchsablauf sind dem
Kapitel 3.2.14 zu entnehmen. Wie schon in Kapitel 4.1.3 wurde bei der Auswertung
und dem Gating nur das NK-Gate (CD45*) berucksichtigt. Die NK-Zellen wurden
sowohl allein als auch nach Koinkubation mit Tumorzellen untersucht, jeweils mit und
ohne vorheriger 24-stiindige Behandlung mit Olaparib. Basierend auf vorherigen
Ergebnissen (siehe Kapitel 4.1.3), die bereits nach vier Stunden eine signifikante
Degranulation zeigten, wurde in diesem Versuch eine verklrzte vierstindige
Koinkubationszeit gewahlt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 37 dargestellt. Die
Koinkubation der NK-Zellen mit der Tumorzelllinie TY82 flhrte zu einem deutlichen,
aber nicht signifikanten Anstieg der CD107a-Expression im Vergleich zu den NK-
Zellen in Monokultur. Dieser Effekt war nach einer 24-stiindigen Olaparib-Behandlung
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ebenfalls zu erkennen. Die Werte waren signifikant ausgepragt, jedoch vergleichbar
mit den Werten der Degranulation wahrend der Koinkubation ohne Olaparib-
Behandlung (Abbildung 37 A). Ein &hnliches Ergebnis konnte auch bei der Zelllinie
HepG2 beobachtet werden: Die CD107a-Expression war in der Koinkubation
signifikant erhoht im Vergleich zu NK-Zellen ohne Tumorzellen. Eine Olaparib-
Behandlung fuhrte ebenfalls zu signifikanten Werten allerdings ohne zuséatzlichen
Effekt. Die Degranulationsrate blieb auf einem &hnlichen Niveau von etwa 60-70%
(Abbildung 37 B).

Zusammenfassend lassen diese Daten erkennen, dass eine 24-stindige
Vorbehandlung der Tumorzellen mit Olaparib keinen synergistischen Effekt auf die
Degranulation von NK-Zellen bewirkt.
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Abbildung 37: Durchflusszytometrische Analyse der CD107a-Expression auf NK-Zellen nach
einer 24-stindigen Vorbehandlung der Tumorzellen mit Olaparib und anschlieRender 4-
stindiger Koinkubation. Kreise (°), Vierecke (o) und Dreiecke (A) stellen die unterschiedlichen
biologischen Replikate dar. Die Graphik zeigt die Degranulation von NK-Zellen in Koinkubation mit der
Tumorzelllinie TY82 (A) und HepG2 (B). Die statistische Auswertung erfolgte mittels t-Test, dabei gilt
*p<0,05.

4.1.6.4 NK-Zell-Zytotoxizitdt nach Kontakt mit Tumorzellen in Low- und High-
Glukose-Bedingungen zeigen deutlichen Effekt nach vierstiindiger
Koinkubation, jedoch ohne synergistischen Effekt von Olaparib, Cisplatin
oder Etoposid

In diesem Versuch wurde die Tumorzelllinie TY82 in zwei unterschiedlichen
Kulturmedien untersucht: Das Low-Glucose-Medium hatte einen Glukoseanteil von 1
g/L, im Gegensatz zu dem Standard-Medium mit 4,5 g/L (High Glucose). Zunéchst
erfolgte eine 24-stiindige Vorbehandlung mit Olaparib (5 uM), Cisplatin (100 nM) oder
Etoposid (100 nM), bevor TY82-Zellen 4 Stunden in Koinkubation mit NK-Zellen
genommen wurden. Die Verkirzung der Koinkubationszeit auf 4 Stunden basierte auf
vorangegangenen Erkenntnissen, wonach dieser Zeitraum ausreichend ist, um
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zytotoxische Effekte nachzuweisen. AnschlieRend wurden die Zellen, wie in Kapitel
3.2.13 beschrieben, auf AnnexinV und 7-AAD gefarbt.

Vorbehandlung mit Olaparib:

Wie in Abbildung 38 zu erkennen ist, zeigten die TY82-Zellen nach 4 Stunden
Inkubation ohne NK-Zellen, sowohl unbehandelt als auch nach einer 24-stindigen
Olaparibbehandlung, eine Zell-Viabilitdt von fast 100%. Frih- und spat-apoptotische
Zellen, sowie nekrotische Zellen lagen unter 5%. Ganz anders verhalt es sich in der
Koinkubation mit den NK-Zellen: Hier sank die Viabilitdt signifikant auf unter 20%,
wahrend der Anteil frih-apoptotischer Zellen auf Gber 25% und spat-apoptotischer
Zellen auf fast 50% anstiegen. Der Anteil nekrotischer Zellen blieb konstant auf etwa
5%. Nach einer Vorbehandlung mit 5 pM Olaparib fur 24 Stunden konnte ein
vergleichbares Bild beobachtet werden: die Viabilitat fiel signifikant auf unter 10%.
Frih-apoptotische Zellen stiegen signifikant auf Uber 20% und spét-apoptotische
Zellen signifikant auf 60%, wahrend die nekrotischen Zellen weiterhin bei 5% lagen.
Wurde derselbe Versuch mit TY82-Zellen im Low-Glucose-Medium durchgefihrt,
ergab sich ein nahezu identisches Ergebnis. Auch hier flhrte die Vorbehandlung mit
Olaparib nicht zu einer erhéhten Zytotoxizitat im Vergleich zur Koinkubation mit NK-
Zellen ohne Vorbehandlung.

Vorbehandlung mit Cisplatin

Wie in Abbildung 38 dargestellt, erreichten die TY82-Zellen nach 4 Stunden
Inkubation, sowohl unbehandelt als auch nach einer 24-stindigen
Cisplatinbehandlung (100 nM) eine Zell-Viabilitdt von nahezu 100%. Frih- und spéat-
apoptotische Zellen sowie nekrotische Zellen machen nur knapp unter 5% der
behandelten und unbehandelten Zellen aus. Im Gegensatz dazu fihrte die
Koinkubation zu einer signifikanten Reduktion der Zellviabilitat auf unter 20%, begleitet
von einem deutlichen Anstieg friih-apoptotischer Zellen auf tber 25% und spat-
apoptotischer Zellen auf fast 50%. Der Anteil nekrotischer Zellen blieb konstant auf
etwa 5%. Nach einer Vorbehandlung mit Cisplatin fur 24 Stunden zeigte sich ein
vergleichbares Bild: die Viabilitat fiel signifikant auf unter 10%. Frih-apoptotische
Zellen stiegen auf tber 30% und spat apoptotische Zellen signifikant auf 50%, wahrend
die nekrotischen Zellen weiterhin bei 5% lagen. Dieses Muster konnte auch in Low-
Glucose-Medium beobachtet werden, wobei die statistische Signifikanz der
Unterschiede gegeniber den Kontrollgruppen teils hoher ausfiel. Dennoch flihrte die
Cisplatin-Vorbehandlung in keinem Medium zu einer starkeren Zytotoxizitat als die NK-
Zell-Koinkubation allein.

Vorbehandlung mit Etoposid

Schaut man sich die Tumorzellen an, die eine Vorbehandlung mit Etoposid erfuhren,
fallt auf, dass die Viabilitatsrate nur ca. 85% betrug im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle. Auch hier machten friih- und spat-apoptotische sowie nekrotische Zellen nur
knapp unter 5% der behandelten und unbehandelten Zellen aus. In Kombination mit
NK-Zellen sank die Viabilitat signifikant auf unter 20%, frih-apoptotische Zellen
stiegen signifikant auf Uber 25%, spat-apoptotische Zellen erreichten Werte von 50-
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60% und nekrotische Zellen blieben auf ihrem niedrigen Niveau von 5%. Waren die
Zellen in der Koinkubation mit Etoposid vorbehandelt, fiel die Viabilitat auf unter 10%,
die frih-apoptotische und spéat-apoptotische Zellen stiegen beide signifikant auf tber
25% bzw. auf 60%, wahrend die nekrotischen Zellen auf ihrem niedrigen Niveau von
5% im Vergleich zu den vorbehandelten Tumorzellen ohne NK-Zellen blieben. In Low-
Glucose-Medium konnten ahnliche Ergebnisse beobachtet werden, jedoch mit
teilweise hoherer Signifikanz. Die Viabilitat der Tumorzellen allein zeigte in diesem
Medium 95%, frih- und spat-apoptotische Zellen sowie nekrotische Zellen machten
hier nur knapp 5% aus. Waren die Zellen mit Etoposid vorbehandelt, kam es im
Vergleich zu den unbehandelten Zellen zu einer signifikanten Reduzierung der viablen
Zellen und gleichzeitig zu einem signifikanten Anstieg der frihen Apoptose und der
nekrotischen Zellen. Eine anschlieRende Koinkubation ohne Vorbehandlung fiihrte zu
einem signifikanten Rickgang der Viabilitdt auf unter 20% im Vergleich mit den
unbehandelten Tumorzellen allein. Fruh-apoptotische Zellen stiegen signifikant auf
Uber 30% und spat-apoptotische Zellen auf fast 45%. Nekrotische Zellen stiegen leicht,
bleiben aber auf ihrem niedrigen Niveau. Bei einer Vorbehandlung mit Etoposid fur 24
Stunden vor der NK-Zell-Koinkubation fiel die Viabilitat signifikant auf unter 20%. Frih-
apoptotische Zellen stiegen auf tiber 30%, spat-apoptotische Zellen signifikant auf fast
50%. Die nekrotischen Zellen stiegen zwar signifikant, blieben aber auf einem
niedrigen Niveau von unter 10%.

Abbildung 39 zeigt mikroskopische Aufnahmen der TY82-Zellen, sowohl unbehandelt
als auch nach einer Vorbehandlung mit Cisplatin, Etoposid und Olaparib und
anschlieBender 4-stindiger Koinkubation mit NK-Zellen. Es waren keine
morphologischen Veranderungen im Vergleich zu den unbehandelten Zellen zu
erkennen. Das Erscheinungsbild entspricht im Wesentlichen dem in Abbildung 33
gezeigten Darstellungen.

Zusammenfassend bestatigen diese Ergebnisse, dass bereits eine 4-stindige
Koinkubation mit NK-Zellen eine signifikante Zytotoxizitat gegenuber TY82-Zellen
auslost, erkennbar vor allem an den signifikant hoheren spat-apoptotischen Anstiegen.
Eine Vorbehandlung mit Olaparib, Cisplatin und Etoposid fuhrte jedoch zu keinem
synergistischen Effekt auf die Zytotoxizitat in Kombination mit einer Koinkubation. Im
Low-Glucose-Medium fihrte die Behandlung mit Olaparib und Etoposid im Vergleich
zu unbehandelten Tumorzellen zu einer Erhéhung der apoptotischen oder
nekrotischen Werte, wobei jedoch kein zusétzlicher synergistischer Effekt bei
kombinierter Anwendung mit NK-Zellen festgestellt werden konnte.
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Abbildung 38: Durchflusszytometrische Analyse der Apoptose-Marker AnnexinV/7-AAD nach
Behandlung mit den Chemotherapeutika Cisplatin (100 nM), Etoposid (100 nM) und Olaparib (5
#M) in Medien mit unterschiedlichem Glukosegehalt (High-Glucose 4,5G/L; Low-Glucose 1g/L).
Kreise (e), reprasentieren die verschiedenen biologischen Replikate. Die Farben markieren Viabilitat
(grun), Frihe Apoptose (gelb), Spate Apoptose (beige) und Nekrose (rot). Dargestellt ist der Vergleich
der AnnexinV/7-AAD-Féarbung bei der Tumorzelllinie TY82 unter verschiedenen Versuchbedingungen:
unbehandelt, nach Vorbehandlung, in Kombination mit NK-Zellen in der Koinkubation auch mit und ohne
Vorbehandlung. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Tukey’s multiple comparisons test und
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Greenhouse-Geisser Korrektur, dabei gilt *p<0,5; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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4.1.7 Quantifizierung der Proteinkonzentrationen im Uberstand nach Olaparib-
Behandlung und Koinkubation zeigt signifikante Erhdhung von Granzym A,
Granzym B und GM-CSF

Zur Untersuchung der immunmodulatorischen Effekte der PARP-Inhibition durch
Olaparib in Kombination mit einer NK-Zell-Koinkubation fiihrten wir eine
Quantifizierung verschiedener Proteine wie Zytokine und Effektormolekile aus
Uberstanden von Koinkubations-Experimenten durch. Untersucht wurden hierbei die
Tumorzelllinien HepG2 und TY82, sowohl unbehandelt als auch nach einer 24-
stindigen Olaparibbehandlung (100 uM). Die NK-Zellen wurden aus drei
verschiedenen Buffycoats isoliert. Die Analyse der Proteinkonzentrationen erfolgte wie
in Kapitel 3.2.22 beschrieben.

Die Tumorzelllinie TY82 zeigte in den Konzentrationen der proinflammatorischen
Zytokinen IL-2 und IL-6 und in den antiinflammatorischen Zytokinen IL-4, IL- 10 und
IL-13 keine signifikanten Unterschiede, weder zwischen den unbehandelten Zellen und
der Koinkubation noch nach Olaparib-Vorbehandlung (siehe Abbildung 40). Im
Gegensatz dazu ergab sich bei der Sekretion der Effektormolekile Granzymen A,
Granzymen B und Perforin ein signifikanter Unterschied. Sowohl die Koinkubation mit
NK-Zellen als auch die Kombination mit einer Olaparib-Behandlung flhrten zu einer
signifikanten Erhéhung der Granzym-Level, wobei Granzym B besonders deutlich
anstieg. GM-CSF, der Granulozyten-Monozyten-Kolonie stimulierende Faktor, der
ebenfalls als ein proinflammatorisches Zytokin dient, war sowohl bei TY82-Zellen als
auch bei TY82-Zellen in Koinkubation mit NK-Zellen signifikant erhéht. In Abbildung
41 sind die Ergebnisse der Tumorzelllinie HepG2 dargestellt. Im Gegensatz zur TY82-
Zelllinie wurden hier signifikante Erhdhungen bei den antiinflammatorischen Zytokinen
IL-4, IL-10 und IL-13 detektiert. IL-10 war sowohl fiir HepG2 allein, in Koinkubation und
bei einer Vorbehandlung mit Olaparib erhoht. IL-13 war fur HepG2 allein und in seiner
Koinkubation erhdht, IL-4 zeigt eine signifikante Erh6hung des antiinflammatorischen
Zytokins, wenn die Tumorzellen mit Olaparib vorbehandelt waren. Die
proinflammatorischen Zytokine fuhrten hier zu keinerlei signifikanter Erhohung. Fur die
Sekretion der Effektormolekile Granzyme A, Granzyme B und Perforin in den HepG2-
Zellen ergab sich ein ahnlich signifikanter Unterschied wie bei den TY82-Zellen: Hier
gibt es bei beiden Granzymen A und B einen signifikanten Unterschied zwischen
HepG2-Zellen allein und in Koinkubation mit NK-Zellen. Sind die Zellen mit Olaparib
vorbehandelt, kommt es ebenfalls zu einer signifikanten Erh6hung von Granzyme B.
Das proinflammatorische Zytokin GM-CSF wies sowohl bei HepG2 als auch bei TY82
signifikante Unterschiede auf, insbesondere in der Koinkubation mit NK-Zellen sowie
nach zusatzlicher Vorbehandlung mit Olaparib. Dartber hinaus konnte eine
signifikante Erhdhung von IFN-y beobachtet werden, wenn die Tumorzellen mit
Olaparib vorbehandelt und danach koinkubiert wurden. Das pro-inflammatorische
Zytokin MIF war in keiner Zelllinie und deren Koinkubation erhdht.
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Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass Olaparib in der Tumorzelllinie TY82
keine ausgepragten pro oder anti-inflammatorische Effekte induzierte, wahrend bei
HepG2-Zellen eine deutlich effektivere Wirkung des PARP-Inhibitors erkennbar war.
Unabhangig davon fiihrte die Koinkubation mit NK-Zellen in beiden Zelllinien zu einer
signifikanten Erh6hung der Effektormolektle Granzyme A und Granzyme B, sowie des
pro-inflammatorischen Zytokins GM-CSF. Diese Ergebnisse unterstreichen die
immunaktivierende Wirkung der NK-Zell-Koinkubation, wahrend der Zusatz von
Olaparib nur in bestimmten Kontexten zusatzliche Effekte erzielte.
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Abbildung 40: Proteinkonzentrationen in Uberstdanden von Tumorzellen TY82 und NK-Zellen
allein und in Koinkubation mit und ohne Vorbehandlung mit Olaparib. Die Proteinsekretion wurde
aus dem Uberstand von einer Koinkubation mit TY82-Zellen und NK-Zellen bestimmt (n=3). Werte, unter
der Detektionsgrenze wurden mit ND (nicht detektierbar) und weil3, Werte Giber der Bestimmungsgrenze
markiert. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Tukey’'s
multiple comparisons test und Greenhouse-Geisser Korrektur, dabei gilt *p<0,5; **p<0,01; ***p<0,001.
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Abbildung 41: Proteinkonzentrationen in Uberstanden von Tumorzellen HepG2 und NK-Zellen
allein und in Koinkubation mit und ohne Vorbehandlung mit Olaparib. Die Proteinsekretion wurde
aus dem Uberstand von einer Koinkubation mit HepG2-Zellen und NK-Zellen bestimmt (n=3). Werte,
unter der Detektionsgrenze wurden mit ND (nicht detektierbar) und wei3, Werte Uber der
Bestimmungsgrenze mit rot und einer gestrichelten Linie markiert. Die statistische Auswertung erfolgte
mittels Tukey's multiple comparisons test und Greenhouse-Geisser Korrektur, dabei gilt *p<0,5;
**p<0,01; ***p<0,001.
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4.1.8 Der Poliovirus Rezeptor und seine Expression wahrend der Koinkubation

Der Poliovirus Rezeptor (PVR), auch bekannt als CD155, wird wéahrend der
Tumorprogression verstarkt hochreguliert (siehe Einleitung Kapitel 1.2). In Anbetracht
seiner Rolle in der Tumorimmunologie untersuchten wir, ob nicht nur die NK-Zellen
durch die Koinkubation beeinflusst werden, sondern auch die Expression von PVR auf
den Tumorzellen verédndert wird. Ziel war es, potenzielle immunologische
Wechselwirkungen auf Ebene der Liganden-Expression besser zu verstehen.

Fur diese Versuchsreihe wurde zuerst eine Isotypenkontrolle, Antikdrper-Titration und
ein Test zur Fluoreszenziuberstrahlung durchgefiihrt. Zudem wurde eine verénderte
Gating-Strategie fur die PVR-Expression auf Tumorzellen angewendet. Né&here
Informationen sind Kapitel 3.2.16 zu entnehmen.

418.1 Koinkubation von Tumorzellen und NK-Zellen fiihrt zu einer signifikanten
PVR-Expressionsanderung

Um herauszufinden, ob es nach einer Koinkubation zu einer PVR-Expressions-
Anderung auf den Tumorzellen kommt, wurde eine durchflusszytometrische Analyse
durchgefuhrt. Parallel erfolgte eine Vitalitatsfarbung mit Zombie Violet, um tote Zellen
zuverlassig ausschlieBen zu kénnen. Der Ablauf des Versuches ist in Abschnitten
3.2.16 und O naher beschrieben. Im ersten Schritt wurde eine 24-stiindige
Koinkubationdauer gewahlt. Die Tumorzellen TY82 und HepG2 wurden gemeinsam
mit NK-Zellen kultiviert und anschlieBend die PVR-Expression in den Uberlebenden
Tumorzellen untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 42 zusammengefasst. Wie
in Abbildung 42 A zu erkennen ist, zeigte sich eine deutliche Reduzierung der PVR-
Expression in beiden Zelllinien, bei TY82-Zellen héher als bei den HepG2-Zellen. Die
MeFI-Werte bestétigten diesen Befund (Abbildung 42 B) mit einem starkeren
Ruckgang der medianen Fluoreszenzintensitat bei TY82-Zellen im Vergleich zu den
HepG2-Zellen. Allerdings offenbart Abbildung 42 C ein entscheidendes Problem: Nach
24-stundiger Koinkubation war der Grof3teil der Tumorzellen Zombie Violet-positiv, d.h.
diese Zellen waren nicht mehr vital. Die geringe Anzahl der Uberlebenden Zellen
schréankte die Aussagekraft der Ergebnisse erheblich ein.

Aufgrund dieser Limitation wurde die Koinkubationsdauer auf 2 Stunden gekdrzt. Wie
bereits in vorangegangenen mikroskopischen Beobachtungen festgestellt (siehe
Kapitel 4.1.1), traten erste Anzeichen eines zellularen Zerfalls bereits nach 2 Stunden
auf, weshalb diese Zeitspanne als neuer Endpunkt gewéhlt wurde. Die Ergebnisse der
zweistiindigen Koinkubation sind in Abbildung 43 verdeutlicht. Bei den Ergebnissen in
Abbildung 43 A war nun ein deutlich geringerer Unterschied in der PVR-Expression
auf den Tumorzellen im Vergleich zur 24-stindigen Koinkubation zu erkennen.
Wahrend der Anteil PVR-positiver TY82-Zellen zuvor noch unter 5% lag, lag dieser
Wert nun bei 78%. Bei den HepG2-Zellen war ein signifikanter Riickgang auf 84% zu
beobachten. Die MeFI-Werte (Abbildung 43 B) zeigten fur beide Ziellinien eine
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gleichmafdig ausgepragte Reduktion der PVR-Expression, allerdings ohne eine
Signifikanz. Die reduzierte Koinkubationszeit fihrte ebenfalls zu einer Steigerung der
Anzahl der lebenden Zellen (Zombie Violet). Mehr vitale Zellen waren vorhanden, um
eine sichere Interpretation zu ermdglichen. Bei TY82-Zellen sank der Anteil lebender
Zellen im Vergleich zur Mono-Kultur von nahezu 100% in der Koinkubation auf 28%,
wahrend HepG2 auf knapp 65% gestiegen war (Abbildung 43).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass eine Koinkubation von 24 Stunden zu
einem nahezu vollstandigen Untergang der Tumorzellen fiihrte und daher keine
verlassliche Aussage zur PVR-Expression zuliel3. Die verkirzte Koinkubation von 2
Stunden ermdéglichte hingegen eine verlassliche Aussage Uber die PVR-Expression.
Dabei lief3 sich eine signifikante Reduktion der PVR-Expression bei den HepG2-Zellen
feststellen, wahrend bei den TY82-Zellen ein vergleichbarer Trend erkennbar war, der
jedoch keine statistische Signifikanz erreichte.
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Abbildung 42: PVR-Expression nach 24-stindiger Koinkubation von TY82- und HepG2-Zellen mit
NK-Zellen Die verschiedenen Farben der Kreise stellen die unterschiedlichen biologischen Replikate
dar. Links: TY82-Zellen; rechts: HepG2-Zellen. (A) Prozentanzahl der PVR-Expression in lebenden
Tumorzellen. (B) Mediane Fluoreszenzintensitat (MeFl) der PVR positiven Tumorzellen. (C) Anzahl
lebender Tumorzellen nach 24 Stunden Koinkubation. Aufgrund der unbrauchbaren Ergebnisse wurde
keine statistische Auswertung durchgefuhrt.
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Abbildung 43: PVR-Expression nach 2-stindiger Koinkubation von TY82- und HepG2-Zellen mit
NK-Zellen Die verschiedenen Farben der Kreise stellen die unterschiedlichen biologischen Replikate
dar. Links: TY82-Zellen; rechts: HepG2-Zellen. (A) Prozentanzahl der PVR-Expression in lebenden
Tumorzellen. (B) Mediane Fluoreszenzintensitat (MeFIl) der PVR positiven Tumorzellen. (C) Anzahl
lebender Tumorzellen nach 2 Stunden Koinkubation. Die statistische Auswertung erfolgte mittels paired
t-Test, dabei gilt *p<0,05.

4.1.8.2 Koinkubation von Tumorzellen und NK-Zellen fihrt zu einer signifikanten
PVR-Expressionsanderung ohne synergistischen Effekt von Etoposid

Zu weiteren Untersuchungen der PVR-Expression wurde ein kombinierter Ansatz aus
Chemotherapeutikum und NK-Zell-Koinkubation gewahlt. Hierzu erfolgte eine 24-
stindige Vorbehandlung der Tumorzellen mit Chemotherapeutikum Etoposid (100
nM), gefolgt von einer zweistiindigen Koinkubation. Alle Versuche wurden in drei
biologischen Replikaten durchgefiihrt. Aufgrund der in Abschnitt 4.1.8.1 gezeigten
hohen Zytotoxizitat langerer Koinkubationszeiten wurde auch hier die
Inkubationsdauer auf zwei Stunden begrenzt, um eine ausreichende Zellviabilitat
sicher zu stellen.

Schaut man sich die Werte der PVR-Expression in lebenden Tumorzellen in Abbildung
44 A an, zeigte sich bei den TY82-Zellen eine signifikante Reduzierung der PVR-
Expression von ca. 30%- unabhangig von einer Vorbehandlung mit Etoposid. Bei den
HepG2-Zellen fuhrte die Koinkubation zu einem schwacheren Effekt mit etwa 15%
PVR-Reduzierung, ebenfalls ohne Unterschied zwischen behandelten oder
unbehandelten Tumorzellen. Die MeFI-Werte in Abbildung 44 B stutzen diese
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Beobachtung: bei den TY82-Zellen sank die mediane PVR-Fluoreszenzintensitat
signifikant um etwa 65% nach Koinkubation, unabhéngig von der Etoposid-
Vorbehandlung. Die HepG2-Zellen konnten eine signifikante Reduzierung
unbehandelter Tumorzellen von 39% vorweisen, bei den vorbehandelten Zellen war
eine etwas hohere, aber nicht signifikante Reduzierung der MeFI zu beobachten. Die
Zellviabilitat, dargestellt in Abbildung 44 C, bleibt in Abwesenheit von NK-Zellen hoch:
Nahezu 100% bei TY82-Zellen und etwa 95% bei HepG2-Zellen, unabhéangig von der
Etoposid-Behandlung. Ganz anders verhélt es sich jedoch in der Koinkubation mit den
NK-Zellen. Diese flihrt bei den TY82-Zellen zu einem signifikanten Viabilitatsverlust
auf etwa 25%, sowohl mit als auch ohne Etoposid. Bei HepG2-Zellen ist der Riickgang
weniger stark ausgepragt und die Viabilitat sinkt auf 60%, wobei auch hier keine
Verstarkung durch eine Etoposid-Behandlung zu erkennen ist.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der direkte Kontakt mit NK-Zellen eine
moderate Reduktion der PVR-Expression bewirkt, jedoch keine synergistischen
Effekte durch eine Vorbehandlung mit Etoposid erzielt werden konnte, weder bei TY82
noch bei HepG2-Zellen.
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Abbildung 44: PVR-Expression nach 24-stiindiger Etoposid-Behandlung und anschlieBender 2-
stiindiger Koinkubation von TY82- und HepG2-Zellen mit NK-Zellen. Die verschiedenen Farben der
Kreise stellen die unterschiedlichen biologischen Replikate dar. Links: TY82-Zellen; rechts: HepG2-
Zellen. (A) Prozentanzahl der PVR-Expression in lebenden Tumorzellen. (B) Mediane
Fluoreszenzintensitat (MeFl) der PVR positiven Tumorzellen. (C) Anzahl lebender Tumorzellen nach 2
Stunden Koinkubation. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Tukey’s multiple comparisons test
und Greenhouse-Geisser Korrektur, dabei gilt *p<0,5; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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4.2 Etablierung von 3D-Modellen zur Untersuchung der Wirkung von
Chemotherapie-Substanzen

Aufgrund der limitierten Verfugbarkeit an Mikrotumoren aus Patientenmaterial sollte
zukunftig ein komplexes dreidimensionales in vitro-Zellkultursystem etabliert werden.
Diese sollen fur Substanztestungen, aber auch fur Koinkubationen verwendet werden,
ohne dabei auf Patientenmaterial zurtickgreifen zu missen. Die Generierung solcher
Spharoide ist effizient und reproduzierbar. Ziel war es, moglichst grof3e Sphéaroide zu
erzeugen, ohne jedoch den kritischen Durchmesser von 300 bis 500 pm zu
Uberschreiten, da dartberhinausgehende Grél3en zu einem hypoxischen Kern fihren
kénnen (Vinci et al., 2013; Vinci et al., 2012). Die isolierten und aufgereinigten
Tumorzellen TY82 und HepG2 wurden zunachst in zweidimensionaler Zellkultur
kultiviert und expandiert und bei Konfluenz passagiert. Die so erhaltenen Zellen
wurden dann zur Generierung der Sphéaroide verwendet. Der Mediumwechsel erfolgte
alle zwei Tage. Veranderungen in Morphologie und Dauer der Lebensfahigkeit der
Sphéaroide wurden kontinuierlich mittels Lichtmikroskopie dokumentiert. Zur
Optimierung der Sphéaroidbildung wurden 1000, 5000, 10.000, 20.000, 40.000 und
60.000 Tumorzellen in eine 96-Well-Platte ausgesat. Die Entwicklung der Spharoide
wurde bei TY82-Zellen 12 Tage und bei HepG2-Zellen 13 Tage lichtmikroskopisch
beobachtet und dokumentiert (siehe Abbildung 45 und Abbildung 46). Es wurden alle
Spharoide in dreifacher Ausfiihrung kultiviert.

Betrachtet man die Zelllinie TY82 an Tag 1, ist zu erkennen, dass alle Spharoide schon
sehr kompakt zusammenlagen und komplexe Zellaggregate bildeten. Sie zeigten
schon direkt eine spharoid-typische Form. Ein definierter Rand war zunachst nicht bei
allen Spharoiden sichtbar, insbesondere bei niedrigen Zellzahlen. Die Oberflache
wirkte sehr uneben und viele vereinzelte Zellen lagen im Auf3enbereich frei. Am
darauffolgenden zweiten Tag waren die Spharoide dichter gepackt und wiesen nun
durch ihre spharische Form einen definierten Abschluss auf. Zu diesem Zeitpunkt
hatten die Sphéroide bis 10.000 Zellen einen optimalen Durchmesser von 350 bis 500
pum. Ab 20.000 Zellen wurde die kritische Gro3e schon Uberschritten; es traten erste
Anzeichen zentraler Hypoxie auf (dunkle Stelle im Sphé&roid-Inneren), insbesondere
bei 40.000 Zellen. Ab Tag 3 wurden die Spharoide noch runder und kompakter, ab
20.000 Zellen trat nun Uberall dunkle Stellen im Spharoid auf, die auf einen
hypoxischen Kern hindeuteten. Auffallig war, dass Sphéaroide mit 40.000 und 60.000
Zellen einen vermeintlichen hypoxischen Kern aufwiesen, der fast das ganze Sphéroid
einnahm. An Tag 4 veranderten sich die Spharoide ab 20.000 Zellen deutlich. Sie
wirkten weniger rund, bekamen eine ungleichmafiige Oberflache und verloren Zellen
an ihre Umgebung. Sie wiesen allgemein eine Aufldsung ihrer typischen Architektur
auf. Die kritische Grof3e von 500 um hatten alle Spharoide deutlich tGberschritten. 1000
Zellen zeigten immer noch keinen deutlichen Rand und waren ebenfalls nicht rund und
eben. Sphéaroide mit 40.000 Zellen hatten den grof3ten Durchmesser, wahrend die
Spharoide mit 60.000 Zellen deutlich kleiner waren, allerdings hatten sie deutliche
Zellverluste an die Umgebung. Ab Tag 7 bis Tag 12 nahm die Qualitat der Spharoide
deutlich ab und eine Reduzierung der strukturellen Integritat war bei allen Gruppen zu
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beobachten. Die Spharoide verloren deutlich ihr Kompaktivitat und Architektur, sie
wurden unrund und uneben. Spharoide ab 5000 Zellen zeigten nun ebenfalls dunkle
runde Veranderungen im Sphéaroid-Inneren, die ab 20.000 Zellen das komplette
Sphéaroid einnahmen. Bei 40.000 Zellen nahmen die Zellaggregate auf3erhalb des
Sphéaroids deutlich zu. An Tag 12 verloren die grof3ten Sphéaroide ab 40.000 komplett
ihre Kompaktivitat, wurden instabil und konnten mit leichtem hoch und runter
pipettieren des Mediums komplett in einzelne Zellen bzw. Zellaggregate aufgelost
werden. Fur zukinftige Experimente mit der Zelllinie TY82 wird daher eine
Ausgangszellzahl von 10.000 Zellen empfohlen. Die Tage 3 und 4 nach
Spharoidbildung scheinen hinsichtlich Morphologie und struktureller Integritat optimal
fur pharmakologische Versuche und Koinkubation geeignet.

Schaut man sich die Spharoid-Generierung der Tumorzelllinie HepG2 an, zeigte sich
ein komplett anderes Bild: Im Gegensatz zu TY82-Zellen waren die Zellen der HepG2-
Zelllinie an Tag 1 wenig kompakt, eher lockere, homogene Zellaggregate. Sie
schienen kreisrund zusammenzuliegen und konnten noch ohne Probleme mit einer
Pipette vereinzelt werden. Am zweiten Tag zeigten die Spharoide ein vergleichbares
Erscheinungsbild, wirkten jedoch insgesamt kompakter und wiesen eine reduzierte
GroRRe auf. Unabhangig von der Zellzahl traten bei allen Spharoiden vereinzelte
kleinere und groRRere strukturelle Lécher auf. Die Morphologie war insgesamt
unregelmaliig, mit deutlichen Unebenheiten an der Oberflache. An Tag 3 hatten sie
die typische Spharoidform erreicht, sie wirkten kompakt, die Oberflache wirkte glatter,
wenn auch noch teilweise etwas uneben. Man konnte nun deutlich die dunkle und
typische AufRenlinie erkennen. Spharoide mit 1000 und 10.000 Zellen zeigten die
deutlich rundeste, dichteste und glatteste Formation. Auch hier wurde die kritische
Grol3e von 500um ab 20.000 Zellen erreicht. Ab 40.000 Zellen wirkten die Sphéaroide
insgesamt deutlich kleiner, dunkler, zeigten einen helleren Kern und verloren deutlich
Zellen an ihre auRere Umgebung. An Tag 4 waren die Spharoide deutlich runder, die
AulRenlinie bis 20.000 Zellen deutlich und dunkel zu erkennen. Allerdings Uberstieg
nun auch bei 10.000 Zellen das Sphéaroid die kritische Gré3e von 500um. Tag 6 und
Tag 7 zeigten die Spharoide bei einer Anzahl von 1000-20.000 Zellen eine sehr runde,
typisch ausschauende, kompakte Formation. Keine Zellen schienen sich abgel6st zu
haben. Allerdings kamen nun auch Spharoide mit 5000 Anfangs-Zellzahlen an ihre
kritische Gro3e von 500 um nahe heran. Von Tag 8 bis Tag 10 wiesen die Spharoide
zwar die gleiche GrolRe auf, allerdings verénderten sie ihre Form: sie wurden
sunrunder und dunkler. Hier schien nun die Grenze der funktionstichtigen und
gesunden Spharoide erreicht zu sein. Auch die Zellen ab 40.000 sahen weiterhin nur
sehr dunkel und klein aus, verloren immer mehr Zellen an ihre Umgebung. An Tag 13
waren die Spharoide bis 20.000 Zellen strukturell intakt und verloren keine Zellen an
ihre Umgebung. Sie schienen sich wenig seit Tag 8 verandert zu haben.

Fur zuklnftige Experimente mit HepG2-Spharoiden wird daher eine Start-Zellzahl von
5.000 Zellen empfohlen, da sie die kritische Grof3e von 500 um nicht tiberschritten und
Uber einen Zeitraum von bis zu acht Tagen eine stabile Morphologie aufwiesen.
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TY82: Tag 12
Anzahl Zellen Repl. #1 Repl. #2 Repl. #3

#1000

#5000

#10.000

#20.000

#40.000

#60.000

Abbildung 45: Ubersicht der Morphologie von TY82-Sphéroiden iiber einen Zeitraum von 12
Tagen. Gezeigt sind lichtmikroskopische Aufnahmen von Sphéroiden, die aus unterschiedlichen
Ausgangszellzahlen (1000, 5000, 10.000, 20.000, 40.000, 60.000 Zellen pro Sphéaroid) generiert
wurden, jeweils in dreifacher Ausfiihrung. Die Entwicklung der Sphéaroide wurden ber einen Zeitraum
von 12 Tagen dokumentiert, wobei Tag 1 dem ersten Tag nach der Aussaat der Zellen entspricht.
MafRstab 200 um.
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HepG2: Tag 13
Anzahl Zellen Repl. #1 Repl. #2 Repl. #3

#1000

#5000

#10.000

#20.000

#40.000

#60.000

Abbildung 46: Ubersicht der Morphologie von HepG2-Sphéaroiden iiber einen Zeitraum von 13
Tagen. Gezeigt sind lichtmikroskopische Aufnahmen von Sphéaroiden, die aus unterschiedlichen
Ausgangszellzahlen (1000, 5000, 10.000, 20.000, 40.000, 60.000 Zellen pro Sphéaroid) generiert
wurden, jeweils in dreifacher Ausfiihrung. Die Entwicklung der Sphéaroide wurden Uber einen Zeitraum
von 13 Tagen dokumentiert, wobei Tag 1 dem ersten Tag nach der Aussaat der Zellen entspricht.
MafRstab 200 um.
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5 DISKUSSION

5.1 Analyse von Apoptose und Zytotoxizitat durch NK-Zellen im 2D-
Tumormodell

Naturliche Killerzellen sind Effektorzellen des angeborenen Immunsystems, die
gestresste Zellen, wie Tumorzellen und infizierte Kdrperzellen erkennen und ohne
vorherige Sensibilisierung eliminieren kénnen. Seit ihrer Entdeckung 1975 gelten sie
als zentrale Komponente der Immunologischen Erstabwehr (Kiessling et al., 1975).
NK-Zellen tGben ihre zytotoxische Funktion Gber verschiedene Mechanismen aus: Zum
einen durch Antikorper-vermittelte zellulare Zytotoxizitat. Hier erkennen NK-Zellen
Uber den CD16-Rezeptor antikbrperbedeckte Zielzellen und lysieren sie. Sie kénnen
aber auch Apoptose durch eine Bindung an FASL- oder Trail-Liganden auf Zielzellen
induzieren oder vermitteln ihre Zytotoxizitat durch Granula. Durch eine Freisetzung von
Perforin und Granzymen wird der programmierte Zelltod ausgelost. Sie gelten als erste
Hurde gegen Pathogene und sind durch ihre schnelle Reaktionsféahigkeit sehr schnell
aktiv (Brodin et al., 2009; Murphy et al., 2009; Vivier et al., 2008).

Angesichts der zentralen Rolle von NK-Zellen in der immunologischen Tumorabwehr
war das Ziel dieser Arbeit, den Einfluss von NK-Zellen auf die Viabilitat der
Tumorzelllinien TY82 und HepG2 in einem Koinkubations-Modell zu untersuchen.
Dabei sollte insbesondere das zytotoxische Potential der NK-Zellen, ihre Fahigkeit zur
Induktion von Apoptose, sowie mdgliche Veradnderungen ihrer Aktivierungs- und
Funktionsweise in Anwesenheit der Tumorzellen charakterisiert werden. Fir die
Koinkubation wurde ein hohes Verhéltnis von 10:1 von NK-Zellen zu Tumorzellen
gewahlt, orientiert an der Methodik von Lanuza et al., die einen direkten Vergleich
zwischen niedriger (1:3) und hoher (1:9) Ratio vornahmen. In dieser Studie zeigte sich,
dass eine hohe Effektorzellzahl mit einer signifikant gesteigerten Apoptoseinduktion in
den Tumorzellen einhergeht (Lanuza et al., 2018). Zudem wurden die NK-Zellen vor
und wahrend der Koinkubation mit IL-15 préaktiviert. Das Priming erfolgte unmittelbar
nach der Isolation durch eine Ubernachkultivierung und wurde am nachsten Tag
wéahrend der Koinkubationsdauer fortgefihrt. Vorangegangene Experimente in
unserem Labor bestatigten die Wirksamkeit dieser Stimulation, indem sie deutlich
erhohte funktionelle Aktivitdt der NK-Zellen beobachteten. Diese Beobachtungen
deckten sich mit den Ergebnissen von Boermann et al., die nachwiesen, dass IL-15-
aktivierte NK-Zellen gegentber verschiedenen Rhabdomyosarkom-Zelllinien eine
signifikant gesteigerte zytotoxische Effizienz aufwiesen, verglichen mit unbehandelten
NK-Zellen (Boerman et al., 2015). Die durchgefiihrten Koinkubationsversuche in einem
2D-Kultursystem bestétigten deutlich, dass NK-Zellen in der Lage sind, eine
ausgepragte zytotoxische Wirkung auf verschiedene Tumorzelllinien auszutiben.
Beide untersuchten Zelllinien, TY82 und HepG2, zeigten nach der Koinkubation mit
NK-Zellen eine signifikante Abnahme der Zellviabilitat, verbunden mit einem Anstieg
apoptotischer Zellanteile. Bemerkenswert ist vor allem die starke Reaktion der als
therapieresistent geltenden TY82-Zellen. Bereits nach 48 Stunden Koinkubation sank
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die Zellvitalitdt drastisch auf unter 10 %, begleitet von einem ausgepragten Anstieg
spat-apoptotischer Zellen. Dieser Effekt verstarkte sich Uber 96 Stunden weiter. Auch
bei HepG2-Zellen war eine signifikante Reduktion der Zellviabilitat sowie ein
signifikanter Anstieg frih-apoptotischer Zellen nachweisbar, allerdings fiel die
Reaktion insgesamt moderater aus. Die Vitalitéat sank nach 48 Stunden auf rund 45%,
bei einem gleichzeitig starken Anstieg fruh-apoptotischer Zellen. Der Anteil
nekrotischer Zellen blieb bei beiden Zelllinien konstant niedrig, was auf eine primar
apoptotische Wirkung der NK-Zellen hindeutet (Abbildung 19).

Morphologisch waren die Veranderungen friihzeitig sichtbar. Bereits nach zwei
Stunden Koinkubation zeigten beide Tumorzelllinien unter dem Mikroskop eine
abrupte Ablosung vom Plattenboden und eine deutliche Schrumpfung mit kugeliger
Form (Abbildung 21). Dies deutet auf eine friihe und anhaltende Beeinflussung der
Tumorzellen durch die Interaktion mit NK-Zellen, einen raschen zellularen
Stressmechanismus und schnelle Einleitung des Zelltodes hin.

Die begleitenden Degranulationsanalysen (Abbildung 27) ergaben, dass die NK-Zellen
in Anwesenheit von TY82-Zellen eine deutlich erhéhte CD107a-Expression bereits
nach 4 Stunden aufwiesen. Dies deutet auf eine schnelle und effektive Aktivierung der
zytotoxischen Funktion der NK-Zellen hin. Dieser Effekt war bei HepG2-Zellen nicht zu
beobachten. Hier erhdhte sich die Degranulation der NK-Zellen auch nach 24 Stunden
deutlich, allerdings ohne Signifikanz. Dies kénnte ein Hinweis darauf sein, dass die
Interaktion zwischen NK-Zellen und unterschiedlichen Tumorzelllinien stark variieren
kann und mdglicherweise durch die Tumorbiologie (z. B. Immunmodulation, Liganden-
Expression) beeinflusst wird. Erganzend dazu konnte bei den TY82-Zellen eine
signifikant erhohte GLUT-1-Expression bei den NK-Zellen nach 16 Stunden
Koinkubation festgestellt werden. Diese erhdhte GLUT-1-Expression spricht fur eine
gesteigerte glykolytische Aktivitat der NK-Zellen als Antwort auf die Tumorinteraktion.
Fur HepG2-Zellen war kein vergleichbarer Effekt nachweisbar (Abbildung 28). Die
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die metabolische Umprogrammierung von NK-
Zellen, vermutlich zur Unterstitzung ihrer Effektorfunktion, in Abhéangigkeit von der
Zielzelllinie unterschiedlich stark ausfallt und sich dies unter anderem in einer variablen
Expression des Glukosetransporters GLUT-1 widerspiegeln kénnte.

Zur weiteren Beurteilung der Immunaktivitdt der NK-Zellen im Koinkubationsmodell
wurde die IFN-y-Sekretion als funktioneller Marker herangezogen. Bei der Analyse der
IFN-y-Produktion in den Uberstanden von Koinkubierten TY82- und HepG2-Zellen, fallt
auf, dass diese in Koinkubation zwar erhoht, aber nicht signifikant gesteigert sind
(Abbildung 40 und Abbildung 41). Erhohte IFN-y-Werte in der Koinkubation von
Tumorzellen mit NK-Zellen weisen auf eine aktive Immunantwort der NK-Zellen hin
(Boyington et al., 2001; Horner et al., 2004). Bei den TY82-Zellen war ebenfalls in den
Uberstanden der Koinkubation eine signifikante Erhohung fir Granzyme A und
Granzyme B, Perforin und GM-CSF zu erkennen. HepG2 zeigte signifikante
Erh6hungen in IL-13, IL-10, Granzyme A und Granzyme B, sowie GM-CSF. Diese
Ergebnisse legen die Aktivierung zellularer Zytotoxizitdtsmechanismen von NK-Zellen
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bei der Koinkubation nahe. Insgesamt verdeutlichen diese Daten, dass die NK-Zell-
Koinkubation einen deutlichen immunaktivierenden Effekt besitzt, insbesondere
hinsichtlich der Effektormolekile, was die Bedeutung von NK-Zellen im Kontext
tumorimmunologischer Therapien hervorhebt. In dieser Arbeit wurden drei zentrale
Parameter zur Bewertung der Funktionalitdit von NK-Zellen herangezogen: die
Degranuation anhand der CD107a-Expression (Alter et al., 2004), die Produktion von
IFN-y als funktioneller Marker der Immunantwort und die direkte Messung der
Zytotoxizitat an den Tumorzellen (Claus et al., 2009; Tognarelli et al., 2016).

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass eine Koinkubation zu einer
signifikanten Abnahme der Tumorzellviabilitat fihrte, vor allem durch die Induktion
apoptotischer Prozesse. Bei den HepG2-Zellen konnte eine starke zytotoxische
Wirkung der NK-Zellen bereits in der frihen Interaktionsphase beobachtet werden,
was durch eine rasche Aktivierung und einer gesteigerten GLUT-1-Expression
bestétigt wurde. Die geringere Degranulation, wie sie bei HepG2 beobachtet wurde,
konnte, in Anlehnung an Peroumal et al. (2016), auf eine reduzierte zytotoxische
Aktivitat und aktivierungsinduzierten Zelltodresistenz der NK-Zellen hindeuten
(Peroumal et al., 2016). Der Vergleich beider Tumorzelllinien zeigt, dass die Effektivitat
NK-Zell-basierter Therapien stark von patienten- bzw. tumorspezifischen
Eigenschaften abhangt, was fur eine individualisierte Behandlungsstrategie spricht.
Die Ergebnisse verdeutlichen jedoch auch das therapeutische Potential von NK-Zellen
als eine vielversprechende immuntherapeutische Option, insbesondere im Kontext
schwer behandelbarer solider Tumorformen wie dem Thymuskarzinom TY82.
Angesichts der Tatsache, dass Immuntherapien bislang vor allem bei hdmatologischen
Neoplasien Erfolge verzeichnen, wahrend ihre Wirksamkeit bei soliden Tumoren als
limitiert gilt, kommt diesen Befunden besondere Bedeutung zu (Lamb et al., 2021,
Morvan and Lanier, 2016).

5.2 Chemotherapeutische Behandlung und ihr Einfluss auf die Interaktion
zwischen NK- und Tumorzellen in Koinkubation

Jewett et al. stellte 2014 fest, dass das Stadium der Zelldifferenzierung von
Tumorzellen invers mit der Anfélligkeit gegentber NK-Zell-vermittelter Zytotoxizitat
korreliert. Schlecht differenzierte Zellen sind dabei signifikant anfalliger fir NK-Zellen,
wahrend gut differenzierte Zellen eine hodhere Empfindlichkeit gegeniber
chemotherapie-induziertem Zelltod zeigen (Jewett et al., 2014). Auf Grundlage dieser
Erkenntnisse schlugen Kozlowska et al. einen dualen Ansatz vor, bei dem
Chemotherapien, die gut differenzierte Zellen bevorzugen, mit Immuntherapien
kombiniert werden, die gezielt schlecht differenzierte Tumorzellen eliminieren
(Kozlowska et al., 2017; Lowry and Zehring, 2017).
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In Anbetracht dieser Ansatze war es das Ziel dieser Versuchsreihe zu kléaren, ob eine
Vorbehandlung von Tumorzellen mit Chemotherapeutika die Effektivitat der NK-Zell-
vermittelten Zytotoxizitat steigern und somit einen synergistischen Effekt erzielen
kann. Trotz einer deutlichen Induktion apoptotischer Prozesse durch NK-Zellen in der
Koinkubation liefl3 sich ein solcher Synergismus weder bei der Apoptose, noch bei der
Zytotoxizitatsmessung zuverlassig nachweisen. Die Anwendung des ApoTox-Glo™
Triplex Assays erlaubte eine prazisere Analyse der apoptotischen Prozesse,
insbesondere durch Messung der Caspase-3/7-Aktivitat. Dabei konnte fur die
Tumorzelllinie TY82 ein stark signifikant erhthter Caspase-Aktivitdtswert und
Zytotoxizitatswerte nach nur 4 Stunden Koinkubation mit NK-Zellen beobachtet
werden (Abbildung 31). Dies ist ein klarer Hinweis auf die Effektivitat der NK-Zellen in
der Induktion programmierter Zelltodmechanismen. Interessanterweise zeigte die
parallele Behandlung mit dem Chemotherapeutikum Etoposid zwar ebenfalls eine
starke Apoptoseinduktion, fuhrte jedoch in Kombination mit NK-Zellen nicht zu einer
Verstarkung dieses Effekts, sondern erreichte fast identische Werte. Bei diesem
Versuch wurde als Kontrollzelllinie, die Leukamiezelllinie K-562 als Zielzelllinie
eingesetzt, da sie aufgrund mangelnder MHC-I- und MHC-II-Expression als NK-Zell-
sensitiv gilt (Lozzio and Lozzio, 1975). Sie zeigte ebenfalls nach 4-stindiger
Koinkubation stark signifikant erhéhte Caspase-Aktivitatswert und Zytotoxizitatswerte
und bestatigte ebenfalls die Effektivitdt der NK-Zellen in der Induktion zellularer
Selbstzerstérungsprozesse.

Um zu prifen, ob eine verlangerte Vorbehandlungsdauer mit den Chemotherapeutika
maoglicherweise doch einen synergistischen Effekt erzielt, wurde der zuvor
beschriebene Versuch erneut durchgefiuihrt. Dabei erfolgte die Chemotherapie-
Vorbehandlung uber einen verlangerten Zeitraum von 48 Stunden, gefolgt von einer
24-stundigen Koinkubation mit NK-Zellen. Zusatzlich wurde die Tumorzelllinie HepG2
in die Analyse einbezogen. Da in der klinischen Behandlung von Thymuskarzinomen
haufig eine Kombinationstherapie mit Etoposid und Cisplatin eingesetzt wird
(Giaccone et al., 1996; Loehrer et al., 1994), entschieden wir uns zudem, auch
Cisplatin im Hinblick auf seine Wirkung auf die Apoptose zu untersuchen. Die
zusétzliche Vorbehandlung mit Etoposid oder Cisplatin Uber 48 Stunden konnte
ebenfalls keinen synergistischen Effekt von Chemotherapie und Kokultur mit NK-
Zellen erzielen. Allerdings stieg die Caspase 3/7-Aktivitat in TY82-Zellen signifikant bei
Zellen an, die mit Etoposid behandelt wurden im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle. Cisplatin konnte diesen Effekt nicht erreichen. Auffallig war insbesondere,
dass eine verlangerte Vorbehandlung mit Etoposid im Vergleich zu den unbehandelten
oder mit Cisplatin behandelten Zellen zu einer reduzierten NK-Zell-vermittelten
Zytotoxizitat wahrend der Koinkubation fiihrte. Dies war ein Effekt, der sich konsistent
in beiden getesteten Tumorzelllinien, TY82 und HepG2, zeigte (Abbildung 32). Friihere
Studien belegen, dass Substanzen wie Etoposid DNA-Schaden in Tumorzellen
verursachen und eine MYC-Uberexpression induzieren, die wiederum die Aktivierung
von NK-Zellen hemmt (Linstra et al., 2025). Dies kénnte darauf hindeuten, dass
Chemotherapie zellulare Stressantworten in Tumorzellen unterdriickt und damit die
Empfindlichkeit gegentber NK-Zellen verringern.
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Auch die durchflusszytometrische Analyse der Apoptosemarker AnnexinV/ 7-AAD
bestatigte die Ergebnisse der vorherigen Experimente. Cisplatin und Etoposid
beeintrachtigen die Zytotoxizitdt der NK-Zellen in Koinkubation nicht und flhren zu
keinem synergistischen Effekt (Abbildung 38).

Morphologisch konnten bereits nach kurzer Koinkubationszeit mit NK-Zellen typische
Anzeichen einer Zellschadigung bei den Tumorzellen beobachtet werden (Abbildung
33). Dies war ein Phdnomen, das unabhangig von der Vorbehandlung mit Etoposid
auftrat. Das untermauert, dass NK-Zellen bereits innerhalb weniger Stunden eine
effektive zytotoxische Wirkung entfalten koénnen, ohne dass eine zusatzliche
Chemotherapieunterstitzung notwendig ware. In Anlehnung an Kozlowska et al. und
Lowry and Zehring et al. wéare ein weiterer potenzieller Ansatz, um einen
synergistischen Effekt zu erzielen, die Umkehrung der bisherigen Vorgehensweise,
indem in zukinftigen Experimenten zunachst die NK-Zellen mit den Tumorzellen
koinkubiert und erst danach die Chemotherapie angewendet wird (Kozlowska et al.,
2017; Lowry and Zehring, 2017).

Zusammenfassend deuten die vorliegenden Daten darauf hin, dass NK-Zellen,
insbesondere gegentber der TY82-Zelllinie, eine ausgepragte zytotoxische Wirkung
entfalten kbnnen. Der Zusatz von Chemotherapeutika wie Etoposid oder Cisplatin
zeigte keine synergistische Wirkung und schien sogar kontraproduktiv, da eine
Reduktion der NK-Zell-vermittelten Effekte beobachtet wurde. Dies weist darauf hin,
dass eine kombinierte Therapie sorgfaltig hinsichtlich Dosierung, zeitlichem Ablauf und
Wirkmechanismen  Oberpruft werden muss, um  potenzielle  negative
Wechselwirkungen zu vermeiden.

5.3 Interaktion zwischen Parthanatos und Immunantwort: Die Rolle von
Olaparib in der Tumor- und NK-Zell-Koinkubation

Parthanatos ist eine Form des programmierten Zelltods, die durch eine
Uberaktivierung des Enzyms PARP-1 ausgeltst wird. GroRe DNA-Schaden aktivieren
UberméaRig die PARP-1, was zu einer Akkumulation von Poly-ADP-Ribose (PAR)-
Polymeren flhrt. Diese induzieren die Translokation von AIF aus den Mitochondrien in
den Zellkern, wo AIF mit MIF eine weitreichende DNA-Fragmentierung und den Zelltod
auslost. Dies lauft ohne Beteiligung von Caspasen ab.

Ziel dieser Versuche war es, die Rolle von Parthanatos in der Induktion von
Zelltodmechanismen in Tumorzellen, insbesondere im Zusammenspiel mit NK-Zellen,
zu untersuchen. Hintergrund war, dass in den vorangegangenen Versuchen bereits
nach zweistindiger Koinkubation morphologische Zellveranderungen unter dem
Mikroskop sichtbar waren, lange bevor apoptotische Marker deutlich wurden. Diese
frihe Reaktion sprach dafir, dass neben Apoptose auch andere Formen des Zelltodes
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beteiligt sein konnten. Aufgrund fehlender Parthanatos-Marker auf dem Markt
entschieden wir uns fir den PARP-Inhibitor Olaparib. Die hier zugrundeliegende
Hypothese war es, dass Olaparib nicht nur selbst zytotoxisch auf die Tumorzellen
wirkt, sondern mdoglicherweise synergistische Effekte in der Koinkubation mit NK-
Zellen bewirkt. Die durchgefihrten Tumorzell-Wachstumsanalysen zeigten deutlich,
dass die Tumorzelllinie TY82 wesentlich sensitiver auf Olaparib reagierte als die
HepG2-Zellen (Abbildung 34). Bereits 2,5 uM Olaparib fuhrten bei den TY82-Zellen zu
einer deutlichen Reduzierung der Zellviabilitat, wahrend HepG2-Zellen weitgehend
resistent blieben. Diese Unterschiede kdnnten auf variierende Expressionen von DNA-
Reparaturenzymen wie PARP1 oder unterschiedliche genetische Hintergrinde (z. B.
p53-Mutationen) zurickzufiihren sein. Die Entscheidung, 5 pM Olaparib far
weiterfihrende Experimente zu verwenden, war methodisch gerechtfertigt, da diese
Konzentration eine Wirkung auf die empfindliche Zelllinie zeigte, ohne die resistente
Linie vollstandig zu eliminieren. Die Tatsache, dass eine Behandlung mit Olaparib bei
den TY82-Zellen bereits zu einem Anstieg toter Zellen fihrte, deutet auf eine mdgliche
Beteiligung des Parthanatos-Weges hin.

In den Zytotoxizitatsversuchen mit einer Olaparib-Vorbehandlung der Tumorzellen,
war zu beobachten, dass Olaparib keine synergistische Wirkung auf die NK-Zell-
vermittelte Zytotoxizitdt hatte. Die Tumorzellen wiesen eine vergleichbare
Reduzierung der Viabilitdt und der apoptotischen Werte wie in der unbehandelten
Kontrolle auf (Abbildung 36 und Abbildung 38). Auch in den Degranulationsanalysen
konnte kein Einfluss einer Vorbehandlung mit Olaparib auf die CD107a-Expression
von NK-Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle festgestellt werden
(Abbildung 37). Weder bei den TY82-Zellen noch bei den HepG2-Zellen konnte eine
Steigerung CD107a-Expression der NK-Zellen beobachtet werden. Dies widerlegt
unsere These, dass Olaparib die Tumorzellen schwacht und so die NK-Zellen leichter
in die Lage versetzt, deren Viabilitat leichter zu beeintrachtigen.

Zur Untersuchung der immunmodulatorischen Effekte der PARP-Inhibition durch
Olaparib in Kombination mit einer NK-Zell-Koinkubation fiihrten wir eine
Quantifizierung verschiedener Proteine wie Zytokine und Effektormolekile aus
Uberstanden von Koinkubations-Experimenten durch (Abbildung 40 und Abbildung
41). In der Zelllinie TY82 fuhrte eine 24-stiindigen Vorbehandlung mit Olaparib und
anschlieBender Koinkubation zu einer signifikanten Erh6éhung der Effektormolekile
Granzyme B. Bei TY82-Zellen traten keine weiteren signifikanten Erh6hungen nach
einer Olaparib-Behandlung auf, was dafir spricht, dass Olaparib hier vorwiegend
zytotoxische Immunantworten unterstiitzt, ohne das Zytokinmilieu wesentlich zu
modulieren. Im Gegensatz dazu kam es bei HepG2-Zellen nach der Behandlung mit
dem Chemotherapeutikum und anschliel3ender NK-Zell-Koinkubation zu signifikanten
Erh6hungen in den proinflammatorischen Zytokinen GM-CSF und IL-5 und den anti-
inflammatorischen Zytokinen IL4, IL-10 und IFN- y. Diese Ergebnisse legen nahe, dass
Olaparib in HepG2-Zellen nicht nur eine Immunaktivierung durch Zytotoxizitat (Uber
NK-Zellen) unterstitzt, sondern auch direkte Effekte auf das Zytokinprofil
tumorzellautonom ausibt. Die beobachtete Zunahme von IFN-y bei Olaparib-
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behandelten und koinkubierten HepG2-Zellen untermauert zusatzlich eine gesteigerte
Immunaktivitat, insbesondere im Sinne einer proinflammatorischen Immunantwort,
denn NK-Zellen produzieren Interferon-y (IFN-y), was zu einer verstarkten Aktivierung
von Makrophagen beitragen kann (Horner et al., 2004). Allerdings ist zu beachten,
dass es inzwischen Hinweise darauf gibt, dass IFN-y auch andere, kontraproduktive
Wirkungen haben kann: Studien zeigen, dass IFN-y Uber die JAK/STAT1-
Signalkaskade die Expression von MHC-Klasse-I-Molektlen auf Tumorzellen erhdht
(Zhou, 2009). Da IFN-y selbst von NK-Zellen sezerniert wird, tragt es somit direkt zur
Hochregulation der MHCI-Expression bei (Gidlund et al., 1978). Auch Cho et al.
konnten in einem Melanom-Mausmodell nachweisen, dass die Verabreichung von
IFN-y zu einer deutlichen Steigerung der MHCI-Expression auf Tumorzellen fiihrt (Cho
et al., 2011). Dies wirde dazu fuhren, dass NK-Zellen nicht so zytotoxisch gegen die
Tumorzellen wirken kdnnen. Unsere Experimente weisen ebenfalls darauf hin: HepG2-
Zellen sezernieren nach Olaparib-Behandlung und Koinkubation vermehrt IFN-y und
zeigen gleichzeitig eine verminderte apoptotische Zytotoxizitat. Die durch Olaparib
induzierten Effekte waren Zelllinien-abhangig und deuten auf eine maogliche
Selektivitat der PARP-Inhibition im immunmodulatorischen Kontext hin. Die
unterschiedlichen Reaktionen der Zelllinien kdnnten durch variierende intrinsische
Mutationen, Unterschiede in der DNA-Reparaturkapazitat oder auch durch das
epigenetische Profil bedingt sein. Festzuhalten ist, dass die Erhéhungen unter
Olaparib sich bei beiden Zelllinien auf einem &hnlichen Niveau wie die unbehandelte
Kontrolle befindet und kein synergistischer Effekt zu erkennen ist. Im Gegensatz zu
den Granzymen stieg Perforin zwar in beiden Zelllinien an, konnte aber keine
Signifikanz erreichen. Dies konnte auf eine Verzbégerung oder zu Kkurze
Koinkubationszeit hinweisen. Die Wirkung von GM-CSF als immun-stimulatorisches
Zytokin war in beiden Zelllinien nach der Koinkubation bei behandelten und
unbehandelten Zellen vorhanden, wenn auch nicht immer signifikant erhéht. Dies
bestétigt, dass dieser Faktor eine wichtige Aufgabe bei der Interaktion zwischen
Tumorzellen und NK-Zellen einnimmt. Die fehlende Veréanderung des MIF-Spiegels,
unabhangig von Behandlung oder Koinkubation, muss das Modell Parthanatos in
diesem Modell als Ursache fiir den beobachteten Zelluntergang noch untersucht
werden. In weiterfihrenden Experimenten kdnnten die nukledren Konzentrationen von
PARP-1 oder PAR durch gezielte Farbung \visualisiert und mittels
Fluoreszenzmikroskop analysiert werden. Erganzend dazu waren Western-Blot-
Analysen sowie Proteinquantifizierungen geeignete Methoden, um die Expression und
Aktivierung dieser Zellmoleklle genauer zu untersuchen und Parthanatos effektiver
nachzuweisen.

Zusammenfassend unterstreichen die Ergebnisse das immunaktivierende Potenzial
der NK-Zell-Koinkubation sowie ergénzende, teilweise selektive Wirkungen von
Olaparib im Hinblick auf eine Immunaktivierung. Mdglicherweise kdnnten Experimente
mit verlangerten Zeitverlaufen weitere Effekte zeigen, da in den Wachstumskurven ab
48 Stunden ein deutlicher Zelluntergang unter Olaparib zu beobachten war. Ob dabei
der Zelltodmechanismus Parthanatos eine Rolle spielt, l&sst sich anhand der
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vorliegenden Daten nicht klaren. Zur Beantwortung dieser Frage waren weitere
Versuche erforderlich.

5.4 Immunmodulation und Zellstress unter Low-Glucose-Bedingungen:
Einfluss auf die Tumorzellen und NK-Zell-Aktivitat

Tumorzellen zeigen einen stark erhohten Glukosebedarf und nutzen vorwiegend die
Glykolyse zur Energiegewinnung, selbst bei ausreichender Sauerstoffversorgung
(aerobe Glykolyse). Dies wird als Warburg-Effekt in der Literatur beschrieben. Trotz
der niedrigen ATP-Ausbeute bietet dieser Stoffwechselweg Tumoren Vorteile wie
schnelle Energiegewinnung und Anpassung an ein sauerstoffarmes Milieu. Dabei sind
Gene der Glykolyse und Glukosetransporter in Tumoren haufig Uberexprimiert
(Altenberg and Greulich, 2004; Mueckler et al., 1985; Yamamoto et al., 1990). Eine
reduzierte Glukoseverfugbarkeit ist dafur bekannt, die Empfindlichkeit von
Tumorzellen gegentber Chemotherapeutika zu erhéhen (Cantuaria et al., 2001). Dies
wurde auch in verschiedenen Studien mit Chemotherapeutikum Cisplatin festgestellt
(Wang et al., 2013).

Ziel dieser Versuchsreihe war es, durch eine reduzierte Glukosekonzentration im
Kulturmedium die Empfindlichkeit der Tumorzellen gegentber der Koinkubation mit
NK-Zellen im Rahmen der Zytotoxizitatstests zu steigern. Es ist zu bericksichtigen,
dass die in diesen In vitro-Versuchen eingesetzte Low Glucose-Konzentration von 1
g/L dem physiologischen Normoglykamiebereich im menschlichen Kérper entspricht,
wahrend die als ,High-Glucose“ bezeichnete Bedingung eine Glukosekonzentration
aufweist, die vergleichbar mit einer hyperglykdmischen Stoffwechsellage ist (Li et al.,
2023; Pallas et al., 2023). Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die Kultur von
TY82-Zellen in einem Low-Glucose-Medium (1 g/L) tber mehrere Passagen hinweg
nicht zu einer erhdhten Sensitivitdt der Tumorzellen gegeniber der NK-Zellen fihrt im
Vergleich zu TY82-Zellen in Standard-Medium (Abbildung 24). Es ist kein
synergistischer Effekt nach der Koinkubation zu beobachten. In Low-Glucose-Medium
kam es nach 48-stindiger Koinkubation mit NK-Zellen sogar zu einer Verminderung
spat-apoptotischer und einer leichten Steigerung der friih-apoptotischen Werte im
Vergleich zu den Zellen im Standard-Medium. Im Versuch mit einer Olaparib- oder
Etoposid-Vorbehandlung hatte der Glukosegehalt des Mediums ebenfalls keinen
nennenswerten Einfluss auf die Zytotoxizitat (Abbildung 38). Sowohl unter Low- als
auch High-Glukose-Bedingungen blieb das Muster der Zellviabilitat und Apoptose bei
Koinkubation mit NK-Zellen mit Olaparib stabil. Auffallig ist jedoch eine deutlich hdhere
Signifikanz in den abgebildeten Werten von Abbildung 38. Zudem kommt es zu einer
Signifikanz bei den Tumorzellen in Monokultur: TY82-Zellen mit einer Olaparib-
Behandlung, aber ohne NK-Zellen, zeigen einen signifikanten Anstieg der
nekrotischen Zellen. Zusatzlich kommt es bei einer Vorbehandlung der Tumorzellen
mit Etoposid zu einem signifikanten Abfall der viablen Zellen mit einem gleichzeitigen
signifikanten Anstieg der nekrotischen Zellen. Es konnte zusétzlich beobachtet
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werden, dass die Chemotherapeutika Olaparib und Etoposid in Monotherapie unter
verringerter Glukose signifikante Erhéhungen der nekrotischen Werte aufwiesen.
Dieses Ergebnis steht im Einklang mit friheren Studien, die einen Zusammenhang
zwischen metabolischem Stress und einer erhéhten Empfindlichkeit von Tumorzellen
gegenuber Chemotherapeutika bestatigten (Khajah et al.,, 2022). Um diese
Beobachtung zu bestatigen, konnte man in weiteren Experimenten die
Chemotherapie-Dauer erhdhen, oder eventuell eine Kombinationstherapie von
Cisplatin und Etoposid durchfihren. Mehrere Studien haben belegt, dass die
Verabreichung einer kohlenhydratarmen ketogenen Diat an Mause zu einer
signifikanten Verringerung des Wachstums und der Metastasierung von Brustkrebs
und einem verlangerten Uberleben fiihrte (Hopkins et al., 2018; Zou et al., 2020). Eine
maogliche Beteiligung von NK-Zellen an der Tumorzell-Zytotoxizitat ware unter diesen
Voraussetzungen naheliegend gewesen; jedoch lieferten die hier vorliegenden
experimentellen Ergebnisse keinerlei Hinweise auf eine entsprechende Wirkung. Der
Glukoseentzug allein reichte nicht aus, um in der Monokultur einen signifikanten
Zelluntergang hervorzurufen. Die Viabilitat blieb mit etwa 95% stabil, unabhangig von
der Inkubationsdauer. Interessant waren vergleichbare Versuche mit der Zelllinie
HepG2. Die drastische Reduktion der Zellviabilitdt auf unter 15% nach 24-stiindiger
Koinkubation mit NK-Zellen deutet darauf hin, dass auch unter Low-Glucose-
Bedingungen die antitumorale Wirkung der NK-Zellen unverandert stark auftritt. Ein
signifikanter Anstieg der frih- und spéat-apoptotischen Zellen belegt diesen Effekt
zusatzlich. Ein moglicher Grund fur die unveranderten Ergebnisse im Vergleich zu
Zellen, die im Standardmedium kultiviert wurden, kénnte darin liegen, dass eine
Hemmung der Glykolyse alternative Wege reaktivieren kann. Aus genau diesem
Grund wird derzeit an neuen Strategien gearbeitet, um mehrere Stoffwechselwege ins
Visier zu nehmen, um das Wachstum und Wiederauftreten von Krebs zu verhindern
(Bishayee et al., 2023).

Zusammenfassend kann man sagen, dass der Vergleich von Low-Glucose- mit High-
Glucose-Kulturbedingungen keine wesentlichen Unterschiede im Hinblick auf die
Induktion von Apoptose oder den Rickgang der Zellviabilitat zeigt. Dies legt nahe,
dass die Glukosekonzentration unter diesen experimentellen Bedingungen keinen
modulierenden Einfluss auf die NK-Zell-vermittelte Zytotoxizitat hatte.

5.5 PVR-abhangige Modulation der NK-Zell-Effektorfunktion in der
Koinkubation mit Tumorzellen

Das Immuncheckpoint-Molekil CD155 (PVR) spielt eine zentrale Rolle in der
Tumorbiologie. Es besteht aus einem Transmembran-Glykoprotein, dessen Isoform
eine wichtige ITIM-Domane flur inhibitorische Signale enthalt. CD155 findet sich in
Tumoren stark Gberexprimiert und begunstigt Tumorwachstum und Tumorausbreitung.
Es interagiert mit verschiedenen Rezeptoren auf NK-Zellen und kann so zu einem
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.JJmmune escape“ der Tumorzellen flhren: aktivierend (DNAM-1, CD96) und
inhibierend (TIGIT).

Ziel der vorliegenden Untersuchungen war es, die Wirkung einer Koinkubation von NK-
Zellen auf die Expression von PVR in Tumorzellen zu analysieren, wobei TY82- und
HepG2-Zellen als Modellsysteme verwendet wurden. Dartber hinaus wurde geprtift,
ob eine Vorbehandlung mit dem Chemotherapeutikum Etoposid synergistische Effekte
in Bezug auf die PVR-Expression und Zellviabilitat induzieren kann.

PVR-Expression nach Koinkubation mit NK-Zellen

Eine erste Koinkubation Uber 24 Stunden fuhrte zu einer nahezu vollstandigen
Abnahme der Tumorzellviabilitdt, was durch eine ausgepragte Zombie Violet-
Positivitdt dokumentiert wurde (Abbildung 42). Diese ausgepragte Zytotoxizitat
verhinderte eine auswertbare Aussage zur PVR-Expression, da die verbleibenden
lebenden Zellen nicht reprasentativ fir die gesamte Population waren. Der Befund
verdeutlicht die hohe Effektivitdt der NK-Zellen gegeniber den untersuchten
Tumorzellen, insbesondere gegenuber TY82-Zellen, was auf eine ausgepréagte
Sensitivitat dieser Zelllinie gegentber Immunzellen hinweist. Auffallig ist jedoch, dass
sich bei der Bestimmung der Tumorzellviabilitat mittels AnnexinV/7AAD-Farbung nach
48-stuindiger Koinkubation ein Anteil lebender Zellen von unter 10 % bei TY82- und
etwa 45 % bei HepG2-Zellen ergab (Abbildung 19). Im Vergleich dazu zeigte die
Zombie Violet-Farbung hier bereits nach 24 Stunden Koinkubation eine noch geringere
Viabilitat mit weniger als 5 % lebensfahiger Zellen fir die TY82-Zellen und etwa 10 %
fur die HepG2-Zellen (Abbildung 42). Es gibt verschiedene Ansétze zur Erklarung
dieser Diskrepanz: Unterschiede zwischen Zelllinien in der
Membranzusammensetzung und damit der Membrandurchlassigkeit  fir
Apoptosemarker-Farbstoffe kénnen die Vergleichbarkeit zwischen Zelllinien
verringern. Eine weitere Moglichkeit kdnnte auch in der unterschiedlichen Sensitivitat
und Bindungscharakteristik der verwendeten Farbemethoden liegen: Annexin V bindet
an Phosphatidylserin, das friih in der Apoptose aufgrund des Verlusts der Asymmetrie
der Lipiddoppelschicht der Zellmembran von der Innenseite auf die Aul3enseite
transloziert. 7AAD ist DNA-bindender Kernfarbstoff, der nur in Zellen mit permeabler
Membran (also spat apoptotisch oder nekrotisch) eindringen kann (Zembruski et al.,
2012; Zimmermann and Meyer, 2011). Zombie Violet ist ein aminreaktiver Farbstoff,
der irreversibel an freie primare Amine bindet, die bei Verlust der Membranintegritat
zuganglich werden. Es erkennt Zellmembranschadigung als Marker fiir Zelltod, ist aber
nicht Apoptose-spezifisch und weniger sensitiv fur frihe apoptotische Ereignisse. Das
bedeutet: Zombie Violet kann bereits bei leichter, reversibler Membranschadigung
farben, also ohne dass Apoptose ausgelost wurde (BioLegend, 2025). Dieser Umstand
konnte den deutlich starkeren Vitalitatsverlust in den Tumorzellen im Vergleich zu den
Zytotoxizitatsanalysen mittels 7AAD/Annexin V-Farbung erklaren.

Nach Anpassung der Koinkubationsdauer auf zwei Stunden konnte eine signifikante
Erh6hung der Zellviabilitat erreicht werden, wodurch eine validierbare Auswertung der

117



Diskussion

PVR-Expression moéglich wurde. Dabei zeigte sich sowohl bei TY82-, als auch bei den
HepG2-Zellen ein Rickgang der PVR-Expression, der in Form eines Anteils PVR-
positiver Zellen sowie Uber die mediane Fluoreszenzintensitat (MeFI) dargestellt
wurde. Dieser Rickgang war bei TY82-Zellen starker ausgepragt, wobei die
Unterschiede jedoch keine statistische Signifikanz erreichten. Die Analyse der HepG2-
Zellen ergab eine signifikante Abnahme des PVR-Signals, was auf einen direkten
Effekt der NK-Zell-Kontaktaufnahme auf die PVR-Expression hindeutet (Abbildung
43). Diese Beobachtungen kdnnten bedeuten, dass PVR ein dynamisch reguliertes
Oberflachenmolekil ist. Bisher wird in der Literatur nur eine Uberexpression auf
Tumorzellen beschrieben (Lupo and Matosevic, 2020; Masson et al., 2001). Eine
reduzierte Expression kénnte ein Mechanismus der Immunflucht darstellen, ahnlich
wie es fur andere Immun-Checkpoint-Liganden (z. B. PD-L1) beschrieben ist. PD-L1
wird beispielweise auf Lungenkarzinomen durch Zytokine in der Umgebung auf
Tumorzellen hochreguliert. Durch die Expression kann der Tumor die Aktivitat von T-
Zellen herunter regulieren und so einem Immunangriff entgehen (Jiang et al., 2019).

PVR-Expression nach Vorbehandlung mit Etoposid und anschlieRender Koinkubation
mit NK-Zellen

Im zweiten Teil des Versuchs wurde untersucht, ob eine 24-stiindige Vorbehandlung
der Tumorzellen mit dem Chemotherapeutikum Etoposid zu einer verstarkten PVR-
Expressionsanderung und/oder einem erhdhten Zelltod bei anschlielRender
Koinkubation mit NK-Zellen fuhrt. Die Analyse ergab jedoch, dass die Vorbehandlung
mit Etoposid keinen zuséatzlichen oder synergistischen Effekt auf die PVR-Expression
hatte. Sowohl der Anteil PVR-positiver Zellen als auch die MeFI-Werte zeigten
vergleichbare Abnahmen wie in der alleinigen Koinkubation ohne Etoposid. Zudem
wurde auch bei der kombinierten Behandlung eine deutlich reduzierte Zellviabilitat
beobachtet, insbesondere bei den TY82-Zellen, bei denen die Uberlebensrate auf
etwa 25 % sank (Abbildung 44). Dies untermauert die bereits zuvor beobachtete hohe
Sensitivitat dieser Zelllinie gegeniiber NK-Zell-vermittelter Zytotoxizitat. Dieser Befund
legt nahe, dass die regulierenden Mechanismen der PVR-Expression primar durch
Zell-Zell-Interaktionen mit NK-Zellen und weniger durch die DNA-schadigende
Wirkung von Etoposid beeinflusst werden. Etoposid ist ein Topoisomerase II-Hemmer,
welcher zu einem Stopp der Tumorproliferation fuhren kann. In vorherigen Versuchen
mit Proliferationsraten unter Etoposid-Behandlung zeigten HepG2-Zellen eine
Etoposid Sensitivitat schon deutlich vor 24 Stunden ab einer Konzentration der hier
gegebenen 100 nM. TY82-Zellen reagierten kaum auf das Chemotherapeutikum
(Abbildung 30). Trotz dieser Vorergebnisse liel3 sich bei den HepG2-Zellen keine
signifikante Reduzierung nach einer Etoposid-Behandlung der Tumorzellen im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle nachweisen. Der geringe Unterschied in der
Viabilitat zwischen Etoposid-vorbehandelten und unbehandelten Zellen lasst darauf
schlie3en, dass Etoposid keinen nennenswerten Effekt auf die ,Anfalligkeit” gegentber
NK-Zellen hat, zumindest in dem hier untersuchten Konzentrationsbereich und
Zeitfenster.
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Die hier gewonnenen Ergebnisse sind von hoher Relevanz fur die Weiterentwicklung
immunonkologischer Therapieansatze, insbesondere im Hinblick auf seltene
Tumorarten wie das Thymuskarzinom. Die Reduktion der PVR-Expression durch
direkten NK-Zell-Kontakt konnte eine potenzielle Immunfluchtstrategie der
Tumorzellen darstellen, was in zukunftigen Studien durch Blockadeexperimente (z. B.
mit anti-PVR-Antikérpern oder DNAM-1-Inhibition) weiter untersucht werden sollte.
Dariiber hinaus konnten Experimente mit verlangerten Zeitverlaufen der
Chemotherapie und Echtzeit-Vitalitatsassays (z. B. mit Life-Cell-Imaging) helfen, den
zeitlichen Verlauf der PVR-Modulation und der Zellschadigung noch préaziser zu
charakterisieren. Langfristig kénnten solche In-vitro-Modelle mit Sphéaroiden erganzt
werden, um das komplexe Zusammenspiel in der Tumormikroumgebung besser
nachvollziehen zu kénnen.

5.6 Etablierung von 3D-Tumormodellen mit den Tumorzelllinien TY82 und
HepG2

In den letzten Jahrzehnten haben Studien belegt, dass 2D-Kulturen die komplexen
physiologische Bedingungen von Tumoren unzureichend nachbilden, weshalb ihre
Ergebnisse haufig nicht auf praklinische oder klinische Modelle Gbertragbar sind. 3D-
Tumorsphéaroid-Modelle, die in den 1970er Jahren entwickelt wurden, bieten durch ihre
realitdtsndhere  Nachbildung der Tumorstruktur, Zell-Zell-Interaktionen und
Mikroumgebung deutliche Vorteile. Sie schlief3en die Licke zwischen der klassischen
Zellkultur und Tiermodellen. Sie stellen ein vielversprechendes Instrument in und fur
die Arzneimittelforschung dar (Ravi et al., 2017; Sutherland and Durand, 1976;
Weiswald et al., 2015).

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung von Tumorsphéaroiden aus den Tumorzelllinien
TY82 und HepG2 als alternative Testmodelle fur weiterfihrende Untersuchungen mit
Chemotherapeutika und zur Koinkubation mit NK-Zellen. Die Kultivierung aus
Einzelzellen beider Zelllinien ermdglichte innerhalb weniger Tage die Bildung
definierter und stabiler Spharoide. Hierzu wurde die Methode der ,Ultra low attachment
plates® verwendet. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Spharoidbildung bei TY82-
Zellen bereits ab Tag 1 effizient und kompakt erfolgte, wahrend HepG2-Zellen eine
verzogerte, locker aggregierte Morphologie aufwiesen (Abbildung 45 und Abbildung
46). Diese Unterschiede spiegeln die zelltyp-spezifische Fahigkeit zur Zell-Zell-
Adhésion und zur Ausbildung interzellularer Interaktionen wider. Ein entscheidendes
Kriterium bei der Generierung der Sphéaroide war die Kontrolle des Durchmessers
unterhalb der kritischen Schwelle von 500 pum, da dariber hinaus zentrale
Hypoxiezonen und Nekrosen, auch Hypoxischer Kern genannt, entstehen kénnen
(Chiew et al., 2017; Shen et al., 2021). Besonders TY82-Spharoide tUberschritten diese
GroR3e bereits ab Tag 2 bei einer Zellanzahl von > 20.000 Zellen pro Well. Zentrale
kreisformige Verdunklungen, die morphologisch einem hypoxischen Kern &ahneln,
konnte bei den Spharoiden beobachtet werden. Eine definitive Bestatigung erfordert
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jedoch weiterfuhrende Analysen. Morphologische Veranderungen, Verlust der
Kompaktheit und Zellablésung wurden ab Tag 4 deutlich, was eine strukturelle
Instabilitat groRerer Aggregate verdeutlicht. Bei den HepG2-Zellen traten
vergleichbare Veranderungen verzogert auf, Sphéaroide bis 20.000 Zellen waren bis
Tag 13 Uberraschend stabil, sofern die kritische Gro3e (500 um) nicht tberschritten
wurde.

Fir die TY82-Zelllinie erwies sich fur die Herstellung der Sphéroide eine Startzellzahl
von 10.000 als optimal. Die Sphé&roide wiesen an Tag 3 bis 4 eine kompakte, runde
Struktur ohne hypoxische Anzeichen auf, was diesen Zeitraum fur funktionelle
Experimente wie Substanztestungen und NK-Koinkubationen besonders geeignet
erscheinen lasst. Fur HepG2 konnten stabile Spharoide mit 5.000 Zellen tber einen
Zeitraum von bis zu acht Tagen beobachtet werden — ebenfalls ohne strukturellen
Zerfall oder Zellverlust. Dies macht diese Konfiguration fur langerfristige Experimente
geeignet. Obwohl die generierten Spharoide in ihrer Morphologie stabil waren, fehlen
bislang funktionelle Validierungen auf molekularer Ebene, etwa zur Expression
tumorspezifischer Marker oder zur Analyse der intratumoralen Hypoxie. Zukinftige
Arbeiten sollten zudem die Einbindung von stromalen Zellen oder extrazellularer Matrix
evaluieren, um die Komplexitat des Tumormikromilieus noch realistischer abzubilden.
Ferner konnte eine automatisierte Bildanalyse zur objektiven Quantifizierung der
Spharoidstruktur und -gréf3e beitragen.

Im Verlauf der Kultivierung konnte in beiden Zelllinien vermehrt einzelne Zellen in der
Umgebung der Spharoide beobachtet werden. Dieser Effekt trat bei den TY82-Zellen
friher und ausgepragter auf als bei den HepG2-Zellen. Unter dem Lichtmikroskop
konnten dabei keinen apoptotischen Body beobachtet werden. Eine mdgliche
Erklarung fur die Zellablésung kénnte der Verlust von Zell-Zell-Kontakten und die
daraus resultierende Apoptose sein. Haga et al. beschrieben in einer Studie, dass in
Caski-Tumorzellen E-cadherin-abhéngige Zell-Zell-Interaktionen als Ausldser
apoptotischer Signale fungieren kénnen (Haga et al., 2008). In Analogie dazu kdnnte
angenommen werden, dass auch in den hier untersuchten Modellen der Verlust von
Zell-Zell-Kontakten im Randbereich der Sphéroide zur Apoptose fihrt. Dieser
Zusammenhang kénnte in weiterfihrenden Untersuchungen experimentell tberprift
werden.

Ein vielversprechender Ausblick fur weiterfihrende Experimente liegt in der
Etablierung von Koinkubationen der erzeugten Tumorspharoide mit NK-Zellen. Dabei
kénnten sowohl Infiltrationstiefe als auch zytotoxische Wirksamkeit von NK-Zellen
innerhalb der Spharoide untersucht werden, um deren Effektivitat im Tumormikromilieu
besser zu bewerten. In vergleichbaren Studien demonstrierten beispielsweise
Giannattaio et.al und Courau et al und Lanuza et al, dass NK-Zellen in der Lage sind,
in Tumorspharoide einzuwandern und dort Apoptose in Tumorzellen zu induzieren.
Diese Arbeit unterstreicht das Potenzial von 3D-Koinkubationsmodellen zur
Untersuchung immunologischer  Zell-Zell-Interaktionen  sowie  zytotoxischer
Therapiestrategien (Courau et al., 2019; Giannattasio et al., 2015; Lanuza et al., 2018).
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Analog dazu konnten in den hier etablierten Spharoiden (TY82 und HepG2) Modelle
entwickelt werden, um die Infiltration von NK-Zellen zeitabhangig mittels
Immunfluoreszenz oder konfokaler Mikroskopie zu visualisieren. Parallel kénnten
funktionelle Parameter wie die Ausschittung proinflammatorischer Zytokine, die
Expression von Aktivierungsmarkern auf NK-Zellen oder die Quantifizierung
apoptotischer Marker in den Tumorzellen analysiert werden. Insbesondere die
Etablierung von Spharoidmodellen aus der Thymuskarzinom-Zelllinie TY82 stellt einen
bedeutenden Fortschritt fir die onkologische Forschung dar. Thymuskarzinome
gehdren zu den seltensten malignen Tumoren des vorderen Mediastinums, dabei sind
die Primartumoren sind aufgrund ihrer geringen Inzidenz sowie limitierter chirurgischer
Verfligbarkeit nur schwer zugéanglich. In diesem Kontext bieten dreidimensionale
Zellkulturmodelle wie Tumorspharoide eine vielversprechende Alternative zu den
seltenen chirurgischen Materialien dar (Nagata et al., 2024).

Dreidimensionale Spharoide sind eine wichtige Verbindung zwischen Ubersichtlichen
Monolayer-Zellkulturversuchen und der Situation im lebenden Organismus. Frihe
Stadien der Tumorentstehung lassen sich standardisiert untersuchen, eine
vollstandige Ubertragbarkeit auf in vivo-Bedingungen ist jedoch begrenzt, da zentrale
Faktoren wie Hormone, Zytokine und Angiogenese (noch) nicht ausreichend
abgebildet werden. Zum Zeitpunkt des Beginns dieser Arbeit lagen keine publizierten
Daten uber die Erzeugung oder Charakterisierung von Spharoiden aus
Thymuskarzinomzellen vor. Erst im Verlauf der letzten Jahre erschienen vereinzelt
erste Studien, die TY82-basierte Spharoidmodelle beschreiben (z. B. (Knitsch et al.,
2021)), jedoch bleibt die Datenlage insgesamt auf3erst begrenzt. Dies unterstreicht die
Relevanz und Dringlichkeit, entsprechende Modelle systematisch zu etablieren und zu
validieren, um der Forschung an dieser seltenen Tumorentitat neue Impulse zu geben.
Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass Tumorspharoide aus den Zelllinien
TY82 und HepG2 erfolgreich etabliert werden konnten und als reproduzierbares 3D
Modellsystem fir weiterfihrende Versuche zur Verfligung stehen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Das Immunsystem des Menschen besteht aus dem angeborenen und dem
erworbenen Teil, die eng miteinander interagieren, sich jedoch in Schnelligkeit und
Spezifitat ihrer Reaktion unterscheiden. Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) sind Teil
des angeborenen Immunsystems und zeichnen sich durch ihre Fahigkeit aus,
entartete oder virusinfizierte Zellen ohne vorherige Antigenprasentation zu erkennen
und abzutdten. Ihre Funktion basiert auf einem Gleichgewicht aus inhibitorischen und
aktivierenden Rezeptorsignalen, wobei ein Verlust der MHC-I-Expression auf
Zielzellen zu ihrer Aktivierung fihrt. NK-Zellen eliminieren Zielzellen vor allem durch
Freisetzung zytotoxischer Granula, die Apoptose-induzierende Signalwege aktivieren.
Im Kontext der Tumorimmunologie gewinnen NK-Zellen zunehmend an Bedeutung,
da sie Uber das Potenzial verfigen, nicht nur Priméartumoren, sondern auch
Metastasen effektiv zu bekédmpfen. Bereits in den 1970er-Jahren wurde ihre Rolle in
der immunologischen Tumortiberwachung erkannt. Angesichts steigender
Krebsinzidenzen in industrialisierten Landern und der Fahigkeit von Tumorzellen, dem
Immunsystem zu ,entgehen®, rickt die Entwicklung NK-Zell-basierter Immuntherapien
zunehmend in den Fokus. Aufgrund dieser Eigenschaften gelten NK-Zellen als
vielversprechender Bestandteil zukinftiger immuntherapeutischer Strategien in der
Onkologie.

Ziel dieser Dissertation war es, die bisherigen Erkenntnisse zur anti-tumoralen Aktivitat
von NK-Zellen zu erweitern. Im Zentrum der experimentellen Untersuchungen stand
die Analyse des Einflusses von NK-Zellen auf die Viabilitéat von Tumorzellen in einem
etablierten Koinkubationsmodell. Dabei wurden sowohl das Ausmal? der durch NK-
Zellen vermittelten Zytotoxizitat als auch die Induktion apoptotischer Prozesse mittels
durchflusszytometrischer Verfahren untersucht. Zudem sollte die Expression des
Poliovirusrezeptors (PVR), der die Proliferation und Invasion von Krebszellen fordert,
auf Tumorzellen sowie seine Modulation im Kontakt mit NK-Zellen analysiert werden.
Ein weiterer Schwerpunkt lag auf der Evaluierung méglicher synergistischer Effekte
zwischen den Anti-Tumoraktivitditen von ausgewahlten Chemotherapeutika bei
anschlielBender Inkubation der Tumorzellen mit NK-Zellen. Auch die Auswirkungen
einer Glukosereduzierung im Tumormedium auf die NK-Zell-vermittelte Zytotoxizitat
sollten ndher betrachtet werden. Hierbei sollte Gberprift werden, ob eine kombinierte
Anwendung die antitumorale Wirksamkeit der NK-Zellen gegentiber den verwendeten
Tumorzelllinien gesteigert werden kann. Erganzend dazu wurde die Etablierung eines
dreidimensionalen Tumormodells auf Sphéaroidbasis angestrebt, um zukunftig
physiologisch relevantere Bedingungen fiur weiterfihrende Analysen zu schaffen. Fur
samtliche Untersuchungen kamen die Tumorzelllinien HepG2 und TY82 zum Einsatz.

Die Auswertung der Versuchsergebnisse zeigt deutlich, dass eine Koinkubation mit
NK-Zellen zu einer signifikanten Reduktion der Tumorzellviabilitat fihrte, vor allem
durch die Induktion von Apoptose. Bei den HepG2-und TY82-Zellen wurde bereits in
der frihen Interaktionsphase eine ausgepragte zytotoxische Aktivitat beobachtet,
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begleitet von einer schnellen NK-Zell-Aktivierung (Degranulation) und einer erhdhten
GLUT-1-Expression. Die getestete Kombinationstherapie mit Chemotherapeutika
(Etoposid, Cisplatin) fuhrte zu keinen synergistischen Effekten. Es deutet im Gegentell
auf mogliche negative Wechselwirkungen hin, was die Notwendigkeit einer
sorgfaltigen Optimierung hinsichtlich Dosis und zeitlicher Abfolge betont. Daruber
hinaus zeigte der PARP-Inhibitor Olaparib, der zur Behandlung von Ovarialkarzinomen
verwendet wird, nur eine begrenzte immunmodulatorische Wirkung in frihen Phasen
der Koinkubation, aber ebenfalls keinen synergistischen Effekt. Der beobachtete
Zelluntergang ab 48 Stunden legt nahe, dass weitere Studien zur Rolle nicht-
apoptotischer Zelltodmechanismen wie Parthanatos erforderlich sind. Weitere
Modalitaten wahrend des Versuches, wie eine unterschiedliche
Glukosekonzentrationen im Kulturmedium hatten keinen signifikanten Einfluss auf die
NK-Zell-vermittelte Zytotoxizitat. Ebenso wurde in beiden Zelllinien ein Rickgang der
PVR-Expression nach NK-Zell-Kontakt festgestellt, wobei dieser bei HepG2 statistisch
signifikant war und einen direkten regulatorischen Effekt vermuten lasst. AbschlieRend
konnten erfolgreich dreidimensionale Tumorsphé&roide aus TY82- und HepG2-Zellen
etabliert werden, die ein valides préaklinisches Modell zur weiterfihrenden
Untersuchung der NK-Zell-basierten Immuntherapie darstellen.

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit geht hervor, dass der direkte Kontakt mit
Tumorzellen zu einer signifikanten Steigerung der zytotoxischen Aktivitat von NK-
Zellen fuhrte, insbesondere gegenuber der soliden Tumorzelllinie TY82. Da
Immuntherapien bislang vor allem bei hamatologischen Neoplasien Erfolge
verzeichnen, wahrend ihre Wirksamkeit bei soliden Tumoren als limitiert gilt, ist dieser
Befund von besonderer Relevanz. Die beobachtete Empfindlichkeit der
Chemotherapie-resistenten TY82-Zelllinie gegentber NK-Zell-vermittelter Zytotoxizitat
deutet auf ein potenzielles therapeutisches Fenster hin und unterstreicht die
Bedeutung der NK-Zellen als vielversprechende Option in der Behandlung solider
Tumoren.
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Abbildung 47: Darstellung der Vitalitdt von NK-Zellen in zwei verschiedenen Tumormedien. Links:
TY82-Medium (DMEM), rechts: HepG2-Medium (RPMI). Die NK-Zellen wurden Uber einen Zeitraum
von vier Tagen kultiviert, anschlieBend mit 7-AAD/AnnexinV gefarbt und mittels Durchflusszytometrie
analysiert.
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Abbildung 48: Autofluoreszenz von Olaparib. Verglichen werden HepG2-Zellen allein (rot) und
HepG2-Zellen nach Olaparib-Behandlung (blau) in verschiedenen Kanalen. Es wurden 250.000 Zellen
pro Well in 12-Well-Platten eingeséat. 24 Stunden spater wurden die Tumorzellen mit Olaparib behandelt
und fur 24 Stunden inkubiert. Die FACS-Auswertung erfolgte mittels eines Ubereinanderlegens der
Histogramme der Abbildungen. Es ist keine Autofluoreszenz in den Kanélen APC, BV605, PE, V500,

FITC, V450 und PerCP (7-AAD) zu erkennen.
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Abbildung 49: Isotypenkontrolle und Kanaluberprifung fir CD155 bei TY82-Zellen. (A)

Isotypenkontrolle bei TY82-Zellen fir die CD155-Expression zeigte keine spezifische Bindung. Eine
Antikdrpermenge von 25 ng ist optimal, um einen ausreichenden Peak im PE-Kanal zu erreichen.
Dargestellt sind ungefarbte Tumorzellen (gelb), der Isotyp (blau, 25 ng) und die CD155-Farbung (rot,
25 ng). (B) Uberpriifung der Kanal-Reinheit fiir CD155-Farbungen bei TY82-Zellen. Dargestellt sind
Histogramme verschiedener Fluoreszenzkanéle. Gegatet wurden die ungefarbten TY82-Zellen (rot) und
die CD155 gefarbten TY82-Zellen (blau, 25 ng) in den Kanélen PE (Priméarkanal), sowie PerCP, APC,
FITC, V500. Es konnte keine relevante Strahlung in andere Kanéale beobachtet werden.
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Abbildung 50: Isotypenkontrolle und Kanaltberpriufung fir CD155 bei HepG2-Zellen. (A)
Isotypenkontrolle bei HepG2-Zellen fir die CD155-Expression zeigte keine spezifische Bindung. Eine
Antikérpermenge von 25 ng ist optimal, um einen ausreichenden Peak im PE-Kanal zu erreichen.
Dargestellt sind ungefarbte Tumorzellen (gelb), der Isotyp (blau, 25 ng) und die CD155-Féarbung (rot,
25 ng). (B) Uberpriifung der Kanal-Reinheit fir CD155-Farbungen bei HepG2-Zellen. Dargestellt sind
Histogramme verschiedener Fluoreszenzkandle. Gegatet wurden die ungefarbten HepG2-Zellen (rot)
und die CD155 gefarbten HepG2-Zellen (blau, 25 ng) in den Kanélen PE (Priméarkanal), sowie PerCP,
APC, FITC, V500. Es konnte keine relevante Strahlung in andere Kanéle beobachtet werden.
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gehen, mich gefordert und mir immer das Gefuhl gegeben, dass ich alles erreichen
kann, wenn ich nur an mich glaube. Eure unendliche Flrsorge, euer Vertrauen und
eure bedingungslose Liebe haben mich durch mein Leben begleitet. Ihr habt mir
gezeigt, was es bedeutet, mit Hingabe und Leidenschaft flr seine Ziele zu kAmpfen.

Ein besonderer Dank gilt meinem grof3artigen Ehemann Thomas. Du warst und bist
immer mein grof3ter Unterstiitzer und mein sicherer Hafen. Du hast mir den Ricken
freigehalten, mich immer wieder ermutigt und mich daran erinnert, warum ich diesen
Weg eingeschlagen habe. Danke, dass du immer an meiner Seite bist.

An meine wunderbaren Kinder Frieda und Emil: Ihr habt mich mit euren frohlichen
Wesen und eurer bedingungslosen Liebe immer wieder daran erinnert, worauf es
wirklich im Leben ankommt. Ihr seid mein gré3tes Glick und meine grof3te Motivation.
Diese Dissertation widme ich meiner Familie: meinem Zuhause, meiner grof3ten
Inspiration. Von Herzen: Danke.
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