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1 Einleitung

1.1 Das menschliche Inmunsystem

Das Immunsystem ist als ein aus vielen Bestandteilen bestehendes System
verantwortlich fur die Verteidigung des Organismus gegen pathogene Erreger,
entartete Korperzellen und schadliche Substanzen, wie zum Beispiel Insekten-
gifte. Wenngleich das Immunsystem, zum einen direkt Infektionen abwehrt
sorgt es zum anderen auch fur die Moglichkeit symbiontischer Konstellationen
zwischen Mikroorganismen und dem menschlichen Korper, indem es auch To-
leranzbildung zulasst [1, 2].

Grundsatzlich kann das Immunsystem in erworbene und angeborene, sowie
zellulare und humorale Abwehr unterteilt werden [1]. Fur eine effektive und er-
folgreiche Immunabwehr sind aber auch chemische und enzymatische Barrie-
ren, wie Magensaure und Tranenfllissigkeit, und das lymphatische Gewebe von
essentieller Bedeutung [2]. Das lymphatische Gewebe wird in primares und se-
kundares lymphatisches Gewebe eingeteilt, wobei das primare lymphatische
Gewebe fur Produktion und Ausreifung der Immunzellen im Knochenmark und
im Thymus verantwortlich ist, wahrend das sekundéare lymphatische Gewebe
mit seinen lymphatischen Follikel einen Raum fir die Immunantwort bietet[3].
Alle Zellen des Immunsystems entspringen einer pluripotenten Stammzelle des
Knochenmarks. Durch verschiedene Wachstums- und Differenzierungsfaktoren
reifen aus der Stammzelle die immunkompetenten Zellen heran [1]. Alle Teile
des Immunsystems kommunizieren miteinander. So entsteht ein hoch effizien-

tes, lern- und erinnerungsfahiges Abwehrsystem [1-3].
1.1.1 Angeborene Immunabwehr

1.1.1.1 Grundlagen und Pathogenerkennung

Die angeborene Immunabwehr wird haufig als die erste Linie der Abwehr be-
zeichnet. Die meisten Krankheitserreger, mit denen der Organismus taglich
konfrontiert wird, werden binnen Minuten bis Stunden von der angeborenen
Abwehr erkannt und eliminiert. Dabei ist, im Gegensatz zur erworbenen Im-

munabwehr, keine klonale Selektion von antigenspezifischen Lymphozyten n6-



tig [1, 4]. Ferner ist die angeborene Immunabwehr essentiell fir die Aktivierung
des erworbenen Immunsystems, zum Beispiel durch die Produktion kostimula-
torischer Molekule bei der T Zell-Aktivierung [5]. Die Erkennung der pathogenen
Erreger erfolgt meist Uber pattern recognition receptors (PRR), die pathogenas-
soziierte molekulare Strukturen (PAMP, pathogen-associated molecular pattern
auf den pathogenen Zellen erkennen. PAMPs sind hochkonservierte Molekl-
strukturen, wie Zuckermolekiile, Lipopolysaccharide (LPS), Proteine oder Nuk-
leinsduren, durch die sich die Zelle des Organismus von der des Erregers un-
terscheidet [1, 4-6].

PRR existieren in einer gro3en Bandbreite und werden auf unterschiedlichen
Ebenen der Zelle exprimiert. So ist das Mannose-binding Lectin (MBL) ein 16sli-
cher PRR, der das Komplementsystem aktiviert. Scavenger-, C-Typ Lektin- und
Toll-like Rezeptoren (TLR) sind Transmembranrezeptoren[7]. Toll-like Rezepto-
ren sind wahrscheinlich die bekanntesten PRRs. Beim Menschen sind 10 ver-
schiedene Subtypen bekannt, die jeweils unterschiedliche Liganden haben. So
werden beispielsweise Lipopolysaccharide von TLR4 und Einzelstrang-RNA
von TLR8 erkannt. TLR bei Saugetieren sind in der Lage PAMP direkt zu er-
kennen, im Gegensatz zu TLR der Drosophila, die zur Bindung an PAMP die
Aktivierung durch Spatzle bendtigen [8, 9]. TLRs werden von beinahe allen Zel-
len des Immunsystems, angeboren sowie erworben, exprimiert. RIG-I-like- und
NOD-like-Rezeptoren befinden sich im Zytosol und dienen unter anderem der
Erkennung viraler DNA oder RNA im Zellinneren [7]. Die Erkennung uber RIG-I-
like-Rezeptoren aktiviert NF-xB und IFR-3, wobei RIG-I-like-Rezeptoren, im
Gegensatz zu TLR, in fast allen Zelltypen vorkommen und so, durch die Aus-
schittung von Zytokinen, eine Immunantwort ausgeldst wird [1, 6, 10]. Obwohl
die PRRs hauptsachlich der Erkennung pathogener Strukturen durch Zellen der
angeborenen Immunabwehr dienen, sind sie ebenso auf B- und T-Zellen ex-
primiert und aktivieren Uber ihren Signalweg NF-kB und NFAT, was eine Akti-

vierung der erworbenen Immunitat zur Folge hat [7].



1.1.1.2 Zellen der angeborenen Immunantwort

Die meisten Zellen der angeborenen Immunantwort entstehen aus einer myelo-
ischen Vorlauferzelle. So sind Granulozyten, Mastzellen, Monozyten bzw. Mak-
rophagen myeloischen Ursprungs. Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) reifen aus
der lymphoiden Vorlauferzelle heran und dendritische Zellen entstehen zum
einen Teil aus der myeloischen Vorlauferzelle und zum anderen Teil aus der

lymphoiden [1].
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Abbildung 1: schematische Darstellung der Himatopoese

Schematische Darstellung der Hamatopoese. Entnommen aus Janeway’s Immmunobiology 8th
edition [1]

Granulozyten sind in drei Untergruppen unterteilt, die sich durch die Anfarbbar-
keit ihrer Granula unterschieden — Neutrophile, Basophile und Eosinophile.

Neutrophile sind der Hauptbestandteil (zwischen 50% und 70%) der Leukozy-



ten im peripheren Blut. Granulozyten sind in der Lage, Uber Diapedese aus der
Blutbahn in die Peripherie zu gelangen. Dazu besitzen sie Selektine und In-
tegrine, Uber die sie an die Endothelschicht der GefaRe binden kdénnen und
durch Zellzwischenrdume in das betroffene Areal auswandern. Granulozyten
besitzen ein grolRes Arsenal antimikrobieller Funktionen. In ihren Granula tra-
gen sie eine Vielzahl, fur pathogene Mikroorganismen toxische Proteine, die
durch Degranulation freigesetzt werden. Ferner sind Granulozyten zur Pha-
gozytose fahig und téten die phagozytierten Zellen in ihrem Phagosom ab. Au-
Rerdem konnen sie reaktive Sauerstoffspezies (ROS) freisetzen und so durch
den sogenannten respiratory burst Pathogene abtéten. Wahrend Neutrophile
vor allem bei bakteriellen Infektionen eine wichtige Rolle spielen, finden sich
Basophile hauptsachlich bei parasitaren Infektionen. Eosinophilen wird eine
tragende Rolle bei Allergien zugeschrieben, jedoch ist ihre Funktion noch nicht
vollstandig verstanden [1, 11-14].

Makrophagen gehoren, wie dendritische Zellen und Granulozyten, zu den Pha-
gozyten der angeborenen Immunantwort. Makrophagen sind die ausgereifte,
ortsstandige Form der im Blut zirkulierenden Monozyten. Nach Ubertritt der
Monozyten ins Gewebe reifen die Zellen aus und entwickeln eine an die Umge-
bung angepasste Funktion, wie beispielsweise Langerhanszellen der Haut, Os-
teoklasten der Knochen und Kupffer-Sternzellen der Leber. Makrophagen be-
sitzen zwei Hauptaufgaben: zum einen phagozytieren und téten sie eingedrun-
gene Erreger und Fremdkoérper, zum anderen prasentieren sie immunogene
Peptide uber MHC Il und dienen so der Kommunikation zwischen angeborener
und erworbener Immunitat [1, 15, 16].

Mastzellen besitzen charakteristischerweise grol3e Granula. Sie spielen vor al-
lem in der Ausldsung allergischer Reaktionen eine bedeutende Rolle. Man geht
aber auch davon aus, dass sie dem Schutz der Korperoberflache des Gastroin-
testinaltraktes dienen und dort die Abwehr parasitischer Wiurmer gewahrleisten.
Die Ausschuttung ihrer Granula ist immanent fur die Inflammationsaktivierung [1,
3,17].

Dendritische Zellen oder auch antigenprasentierende Zellen (APC), gehdren

wie Makrophagen und Monozyten zum mononukledaren Phagozytensystem



(MPS). Sie kdnnen einerseits direkt aus der myeloischen Vorlauferzelle reifen
oder als Enddifferenzierungsstufe der Monozyten entstehen. Klassische dendri-
tische Zellen haben eine relativ kurze Lebensdauer (3 — 5 Tage) und haben ihre
Hauptaufgabe in der Prasentation von Antigenen fur die T-Zellaktivierung. Dazu
phagozytieren sie im peripheren Gewebe Pathogene und migrieren Uber die
afferenten Lymphbahnen in die T-Zell-Zone der Lymphknoten. Plasmacytoide
dendritische Zellen sind in der Lage nach Kontakt mit Viren groRe Mengen an

Interferon-1 auszuschuitten und so die Immunabwehr zu aktivieren [1, 18].

1.1.1.3 Major Histocompatability Complex (MHC)

Die MHC-Molekule, im Menschen auch HLA genannt, entspringen polygenen
und extrem polymorphen Gensequenzen auf Chromosom 6. Die MHC Klasse |
besteht aus drei a-Ketten (HLA-A, -B und -C), wahrend MHC Klasse Il aus drei
Paaren von je einer a- und einer B-Kette besteht (HLA-DR, -DP und —-DO) [19,
20].

Grundsatzlich lasst sich der MHC in zwei Klassen unterteilen. MHC Klasse |
(MHC I) prasentiert Peptide, die im Cytosol von Zellen entstehen. Fast jede Zel-
le des Korpers exprimiert MHC | und prasentiert Peptide aus der Proteinbiosyn-
these zur immunologischen Uberwachung. Ist eine Zelle von Viren oder cytoso-
lischen Bakterien infiziert, werden Uber die prasentierten Proteine CD8'-T-
Zellen aktiviert und lysieren die betroffene Zelle. MHC Klasse Il (MHC Il) Mole-
kiule sind hauptsachlich auf APC exprimiert und prasentieren Peptide aus dem
vesikularen System. Diese Peptide sind typischerweise Bruchstlcke vorher
phagoztierter Errerger und werden von CD4*-T-Zellen erkannt [21, 22].

Der MHC unterliegt einer hohen interindiviuellen Divergenz in der Gesamtbe-
volkerung. Dem liegt die extreme Polymorphie der MHC-Molekule mit tber 800
Allelen zu Grunde.

Die MHC-Moleklle sind die herausragende Verbindung zwischen angeborener

und erworbener Immunabwehr [1].
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1.1.2 Erworbene Immunabwehr

1.1.2.1 Grundlagen und Aktivierungsprozesse

Die Aktivierung der erworbenen Immunantwort erfolgt Uber die Prasentation von
spezifischen Antigenen. Diese Aufgabe wird von APC, zu denen hauptsachlich
dendritische Zellen und Monozyten bzw. Makrophagen gehdren, tUbernommen.
Im Gegensatz zu Zellen der angeborenen Immunabwehr, besitzen Zellen der
erworbenen Immunabwehr kaum verschiedene Arten von PRRs, die eine Reak-
tion auf eine grolde Bandbreite von Pathogenen ermoglichen wirden, sondern
jede reife B- bzw. T-Zelle besitzt einen spezifischen Rezeptor, der nur eine be-
stimmtes Antigen erkennt. So ergibt sich, dass der menschliche Korper uber
eine extrem groflle Zahl unterschiedlicher B- und T-Zellrezeptoren verflugt. Wer-
den die Zellen nun aktiviert, proliferieren sie klonal. Es entstehen also Zellen,
die den exakt gleichen Rezeptor tragen. Dieser Prozess wird klonale Expansion
genannt. Die Bandbreite der spezifischen Antigenrezeptoren wird durch die
somatische Rekombination gewahrleistet, in dem Gene der Rezeptoren zufallig
kombiniert werden und zuséatzlich noch durch Insertion verschiedener Basen

die Variationsbreite weiter vergrofert wird [1].

1.1.2.2 Zellen der erworbenen Immunantwort

1.1.2.2.1 T-Zellen

Die Aktivierung der erworbenen Immunantwort erfordert zunachst hauptsachlich
die Aktivierung von T-Zellen. B-Zellen sind zwar in der Lage, ebenfalls Antigene
uber ihre spezifischen B-Zellrezeptoren zu erkennen, bendtigen dann aber fur
eine suffiziente Antikorperproduktion die Hilfe von T-Helfer-Zellen [1, 23].

Naive T-Zellen lassen sich anhand ihrer Funktion und Oberflachenmolekule in
CD4" und CD8" T-Zellen unterteilen. CD8" cytotoxische T-Zellen (CTL) sind
unter anderem in der Lage, nach Aktivierung virusinfizierte Zellen zu lysieren,
indem sie pathogene Peptide auf MHC | der infizierten Zellen Uber ihren T-Zell
Rezeptor erkennen. Diese Aktivierung kann auf zwei Arten geschehen. Zum

einen konnen CTL direkt von dendritischen Zellen aktiviert werden, in dem die-
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se, selbst aktiviert durch die virale Infektion, groRe Menge IL2 sezernieren. Zum
anderen kann eine Co-Stimulation durch CD4" T-Zellen erfolgen. Erkennt eine
CD4" T-Zelle ihr spezifisches Antigen, prasentiert tber MHC Il auf antigenpra-
sentierenden Zellen (APC), sezerniert diese IL2 und exprimiert verstarkt CD40L.
CD40L bindet daraufhin CD40 auf den APC, die daraufhin verstarkt B7 und 4-
1BBL exprimieren. CTL kénnen B7 uUber CD28 binden und 4-1BB bindet 4-
1BBL was zusammen mit IL2 zu einer potenten Aktivierung von CTL fuhrt [1, 24,
25].

Im Gegensatz zu CD8" T-Zellen differenzieren sich CD4" T-Zellen in verschie-
dene Untergruppen: Tu1, Tu2, Tu17, Ten und Treq. Die Aktivierung, das Uberle-
ben und die Selektion naiver T-Zellen in Ty1 und T2, sowie Teq Zellen, erfolgt
uber drei grundsatzliche Faktoren. Zum einen ist zur Aktivierung die Interaktion
des T-Zell-Rezeptors mit dem Uber MHC Il prasentierten Antigen noétig. Zur Si-
cherstellung des Uberlebens der T-Zelle ist zum zweiten die Bindung von CD80
bzw. CD86 mit CD28 und CTLA4 essentiell. Dies hat einerseits einen kostimu-
latorischen Effekt auf die Aktivierung der naiven T-Zellen zur Folge, anderer-
seits wird so die Expression von CD40L gesteigert, was schlussendlich die Dif-
ferenzierung der T-Zelle ermdglicht [1, 23, 26]. Ein Ausbleiben dieser Interakti-
on kann eine Toleranzentwicklung zur Folge haben [23]. Der dritte und schluss-
endlich entscheidende Faktor fur die Differenzierung sind Faktoren, die die
Entwicklung zu den einzelnen Subtypen der T-Zellen moglich machen. IL-12, -
23, -27, IFNs und ICAM1 foérdern die Entwicklung von Ty1-Zellen; CCL2 und
OX40L die Entwicklung in Richtung Th2; sowie IL-10 und TGF-f in Richtung
Treg [23]. Jede T-Zell-Subgruppe Ubt spezifische Funktionen in der Immunab-
wehr aus und wird auch, je nach Infektionserreger, spezifisch aktiviert. Ty1-
Zellen werden so hauptsachlich fur die Kontrolle intrazellularer Erreger bendtigt,
Tw2 fur die Kontrolle parasitarer Infektionen und T4 stellen grundsatzlich die
regulatorische Fraktion der T-Zellen dar, die die Aktivitat der Immunantwort kon-
trolliert um ein UberschieRen zu verhindern [1, 27].

Durch die Ausschuttung von IL-6 und TGF-B differenzieren sich naive T-Zellen

zu Tu17-Zellen, deren Aufgabe darin besteht, Uber die IL-17 induzierte Aktivie-
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rung von Fibroblasten bei extrazellularen bakteriellen Infektionen Granulozyten
zu rekrutieren [1].

Die Verbindung zwischen zellularer erworbener und humoraler Immunantwort
bilden Tru-Zellen. Diese T-Zelluntergruppe bildet in lymphatischen Follikeln die
T-Zell-Fraktion, die B-Zellen zur Produktion hochaffiner Antikérper anregt. Tru-
Zellen sind in der Lage uber TH1-like Zytokine bei B-Zellen einen Klassen-
wechsel zu IgG zu induzieren und Uber TH2-like Zytokine den Klassenwechsel
zu anderen Isotypen wie IgG2a. Die Interaktion zwischen Tgy-Zellen und B-
Zellen erfolgt hauptsachlich uber CD40-CD40L, sowie CD30, OX40-OX40L und
ICOS. Ten-Zellen Uben ihre Funktion, im Gegensatz zu anderen CD4*-T-Zellen,
hauptsachlich in lymphatischen Follikeln aus. So ist vor allem die Expression

von CXCRS5 essentiell fur die suffiziente Migration in die B-Zellzone [1, 28].

1.1.2.2.2 B-Zellen

Die Rekrutierung und Aktivierung von B-Zellen kann in Thymus-abhangig, also
T-Zell vermittelt, oder Thymus-unabhangig unterschieden werden. B-Zellen be-
sitzen den sogenannten B-Zell-Rezeptor, der ein Komplex aus membrange-
bundenem Immunglobulin und CD79a und b darstellt. Bei der T-Zell abhangi-
gen Aktivierung bindet die B-Zelle ein Antigen, phagozytiert es und prasentiert
das Peptid Uber MHC II. Zirkulierende B-Zellen wandern, einem CXCL12-
Gradienten folgend, in die lymphatischen Follikel und werden dort von Tgu-
Zellen aktiviert und zur klonalen Expansion angeregt. Diese Tru-Zellen erken-
nen das selbe Antigen wie die B-Zellen. Essentiell fur die Differenzierung, den
Klassenwechsel und die somatische Hypermutation der B-Zellen ist die Interak-
tion von CD40L (auf T-Zellen) und CD40 (auf B-Zellen) [1, 29].

Die T-Zell unabhangige B-Zell-Aktivierung kommt durch das Binden von bakte-
riellen Polysacchariden zustande. Die B-Zelle kann durch den intrazellularen
Reiz, der durch die Bindung eines Antigens ausgeldst wird, direkt aktiviert wer-
den oder durch wiederholtes Binden von ein und demselben Epitop. Dies gilt
unter anderem fur spezifische B-Zellen in der Marginalzone der Milz, deren
Wegfall fir das Auftreten der OPSI (overwhelming post-splenectomy infections)

verantwortlich ist [1, 3].
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1.1.2.3 Antikérper

Das grundsatzliche Ziel der B-Zell-Aktivierung ist die Bildung von Antikorpern,
deren Aufgabe zum einen darin besteht, ein pathogenes Epitop zu binden und
somit eine gezielte Immunreaktion dagegen auszulésen und zum anderen Zel-
len und Komplementmolekile zur Immunabwehr zur rekrutieren. Antikorper ha-
ben eine Y-formige Struktur [1, 30, 31]. Diese Struktur setzt sich aus zwei
schweren Ketten (heavy chains) und zwei leichten Ketten (light chains) zusam-
men, wovon jede aus einer variablen Region (V) und einer konstanten Region
(C) bestehen[32]. Die variable Region, die die Bindungsstelle des Antikorpers
mit dem Epitop darstellt, unterscheidet sich von Antikdrper zu Antikdrper signifi-
kant. So entsteht ein riesiger Pool verschiedener Antikorper, was sicherstellt,
dass so gut wie jede Struktur erkannt werden kann. Die konstante Region (C)
ist fur die Effektorfunktion des Antikdrpers verantwortlich [31]. Bei der enzymati-
schen Verdauung der Antikdrper durch Papain entstehen zwei Fab-Fragmente,
die in der Lage sind Antigene zu binden; sie enthalten somit also die variablen
Regionen. Des Weiteren entsteht ein Fc-Teil, der fur die Bindung an Fc-
Rezeptoren auf Immunzellen essentiell ist.. Antikbrper kommen in funf unter-
schiedlichen Klassen vor, die jeweils unterschiedliche Effektoraufgaben haben.
Die Klassenzuordnung ergibt sich aus den schweren Ketten, die jeweils als y-,
a-, J-, 0-, e-Ketten die Klassen IgG, IgA, IgM, IgD und IgE definieren [33]. Anti-
korper der Klasse 1IgG kommen im Serum am haufigsten vor und sind Zeichen
der sekundaren Immunantwort. Sie sind in der Lage Pathogene zu opsonieren,
Toxine und Viren zu neutralisieren und sind die einzigen Antikorper, die plazen-
tagangig sind. IgM sind die Antikorper der primaren Immunantwort. Sie werden
direkt nach Aktivierung der B-Zellen ausgeschuttet und erlauben eine schnelle,
wenn auch nicht sehr spezifische Reaktion gegen pathogene Epithope. IgA
werden hauptsachlich auf Schleimhautoberflachen ausgeschuttet und haben so
eine Art Barrierefunktion auf exponierten Kdrperoberflachen im respiratorischen
und gastrointestinalen Bereich. Naive B-Zellen exprimieren IgD als B-

Zellrezeptor, Mastzellen reagieren vor allem auf die Bindung von IgE [32].
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1.2 Natiirliche Killerzellen

1.2.1 Grundlagen

Naturliche Killerzellen (NK Zellen) sind Zellen der angeborenen Immunantwort.
Sie entwickeln sich aus der gleichen Vorlauferzelle wie B- und T-Zellen, jedoch
ist fur ihre Entwicklung, im Gegensatz zu B- und T-Zellen, kein genetisches
Rearrangement nétig [34]. NK-Zellen machen bis zu 15% der zrikulierenden
Lymphozyten aus [35]. NK Zellen kdnnen bestimmte bakterielle, virusinfizierte
und neoplastische Zellen mittels zytotoxischer Proteine in ihren Granula abtoten.
Diese lytischen Granula, welche sekretorische Lysosomen darstellen, enthalten
hauptsachlich Perforin, Granzyme und Fas-Ligand [1, 36]. Perforin polymerisiert
in Anwesenheit von Calcium zu ringartigen Strukturen an der Zellmembran der
Zielzellen und bildet dort Poren. Durch diese Poren kdnnen nun die Granzyme
in die Zielzelle eindringen und I6sen dort einen apoptotischen Reiz aus [37].
Granzyme sind Serinproteasen, die die Zielzellen Uber verschiedene Wege in
Apoptose treiben konnen. Hierbei sind synergistische Effekte zwischen
Granzymen, Fas-Ligand und Perforin anzunehmen, da Granzyme alleine nur
sehr schwache zytolytische Eigenschaften haben [38]. Fas-Ligand bindet an
CD95 (Fas) und induziert Uber diesen, zur Familie der TNF-Rezeptoren geho-
renden Rezeptor, die Apoptose der Zielzelle [39].

Im Gegensatz zu Zellen der erworbenen Immunantwort erkennen NK Zellen
ihre Zielzellen durch keimbahnkodierte Rezeptoren, die im Laufe der Immunan-
twort keine somatische Rekombination unterlaufen. Trotzdem scheinen NK Zel-
len Anpassung an die jeweilige Zielstruktur zu zeigen [36]. Es ist jedoch im Un-
terschied zu B- und T-Zellen keine klonale Selektion zur suffizienten Abwehr
notig [40]. Zusatzlich zur Abtdtung der jeweiligen Zielzellen ist auch die massive
Ausschuttung von Interferon-y (IFN-y) von entscheidender Bedeutung, vor allem
bei der Kontrolle bestimmter viraler Infektionen, bis IFN-y aus CD8"-T-Zellen
verflgbar ist [1]. Trotz aller Ahnlichkeiten zu T-Zellen, wie die gemeinsame
Progenitorzelle, die gleichen Funktionen der Zelllyse wie CD8+ Zellen, sind NK-
Zellen nicht in der Lage IL-2 zu produzieren und besitzen keinen spezifischen
NK-Zellrezeptor [41].
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Es lassen sich jedoch zwei Subpopulationen von NK-Zellen durchflusszytome-
tisch bestimmen. Die Einteilung erfolgt anhand der Expression von CD56 in
CD56%™ und CD56°"". Die CD56"™-Fraktion der NK-Zellen macht ca. 90% der
gesamten Population aus und Ubernimmt vor allem zytotoxische Funktionen.
Die CD56""".Fraktion stellt nur 10% der NK-Zellen und hat durch die Produkti-

on von Zytokinen vor allem immunregulatorische Funktion [35].
1.2.2 Aktivierung und Hemmung

1.2.2.1 Grundlagen

NK-Zellen verfigen uber ein groRes Repertoire verschiedener Rezeptoren, die
entweder aktivierend oder hemmend auf die NK-Zelle wirken kdnnen, Uber die
sie kdrperfremde und durch Stress’ transformierte Zellen erkennen [41, 42]. Die
Balance zwischen aktivierenden und hemmenden Signalen ist schlussendlich
entscheidend fur die Reaktion der NK-Zelle auf einen potentielle Zielzelle.
Schon frih wurde beschrieben, dass NK-Zellen andere Zellen lysieren, die ent-
weder kein oder nur gering MHC | auf der Oberflache tragen, bzw. allogenes
MHC | besitzen [41]. 1990 beschrieben Lundgren et al. die sogenannte ,mis-
sing-self* Hypothese, die besagt, dass fehlendes MHC | die Lyse der entspre-
chenden Zelle durch NK-Zellen induziert [43]. Es zeigt sich jedoch, dass MHC |
fur die NK-Zellen kein aktivierender Faktor ist, sondern ein inhibitorischer. So
dass Zellen, die sowohl kein MHC | exprimieren als auch keine aktivierenden
Faktoren, der Lyse durch NK-Zellen entgehen. Ein Beispiel hierfur sind Erythro-
zyten. Die ,missing-self* Hypothese ist daher alleine nicht ausreichend um die
Funktion von NK-Zellen zu beschreiben.

Die ,induced-self Hypothese beschreibt daher, dass NK-Zellen durch spezifi-
sche Liganen anktiviert werden. Diese Liganden werden von den Zielzellen
selbst im Falle einer viralen Infektion oder einer malignen Transformation ex-
primiert und dienen als eine Art Stresssignal [44]

Inhibitorische Rezeptoren besitzen eine zytoplasmatische Peptidsequenz, ge-

nannt immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motive (ITIM). Wird ein Rezep-

bakterielle, virale oder parasitare Infektionen, maligne Transformation
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tor aktiviert, kommt es zur Phosphorylierung der ITIM-Sequenz. Spezifische
Phosphatasen (SHP1 und 2, sowie SHIP) inhibieren nun die Effektorfunktionen
der NK-Zellen durch Hemmung der Degranulation und Verhinderung von Ca?*-
Influx [41].

Aktivierende Rezeptoren aktivieren eine grundsatzlich ahnliche Signalkaskade
uber das sogenannte immunoreceptor tyrosine-based activation motive (ITAM)
— Teil des Signalproteins DAP12 — das, im Gegensatz zum ITIM-Signalweg, die
Effektorfunktionen wie Degranulation und Zytokinausschiuttung bzw. -synthese
aktiviert. Der erste Rezeptor, bei dem ein zytoplasmatisches ITAM nachgewie-
sen wurde, war der low-affinity FcyRIlI-Rezeptor (CD16), der Uber die Bindung
von Fc-Teilen ADCC (antibody-dependent cellular cytotoxicity) der NK-Zellen
auslésen kann, was vor allem fur die Verwendung therapeutischer Antikdrper

von malfdgeblicher Bedeutung ist [41, 45].

1.2.2.2 Rezeptoren

1.2.2.2.1 Killer-immunoglobulin-like receptors (KIR)

Neben einer Vielzahl anderer Einflussfaktoren auf die NK-Zellreaktivitat sind die
Rezeptoren fur MHC | bzw. seine Liganden von entscheidender Bedeutung fur
die Aktivierung bzw. Hemmung von NK-Zellen. Zu diesen Rezeptoren gehdren
unter anderem human Kkiller cell immunoglobulin-like receptors (KIR) und Re-
zeptoren der CD94/NKG2 Familie [41].

Rezeptoren der KIR-Familie binden HLA | direkt und vermitteln entweder ein
inhibitorisches (iKIR) oder ein aktivierendes Signal (sKIR). Jedoch wurde ge-
zeigt, dass die sKIR HLA entweder nur sehr gering oder gar nicht binden. Ver-
mutlich dient dies dem Schutz vor Autoimmunreaktionen. Uber die Erkennung
von HLA | vermitteln KIRs daher die Selbsterkennung von NK-Zellen und inhi-
bieren die NK-Zellreaktivitat [41, 46]. Die Bindung an HLA-Molekile wird Uber
die namensgebenden Immunglobulin-dhnlichen Extramembrandomanen der
KIR vermittelt. Die KIR-Familie gehort zu einem Kluster verschiedener Immun-
globulin-ahnlichen Rezeptoren, dem leukozyte receptor complex (LRC), die

meisten hiervon binden ebenfalls an HLA |. KIR-Gene unterliegen einem ex-
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zessiven Polymorphismus und kénnen auch monoallelisch exprimiert werden.
So kann beispielsweise ein Allel des gleichen KIRs ITIM-gekoppelt sein, also
inhibitorisch wirken, wahrend das andere Allel GAP12-gekoppelt ist, und somit
aktivierend wirkt [1, 41]. KIR zeigen auch deutliche interindividuelle und inter-
populare Unterschiede, was den Schluss zulasst, dass es zu einer Selektion
von verschiedenen KIR-Subgruppen und damit auch zur Selektion verschiede-
ner NK-Zell-Subpopulationen durch entsprechende Pathogenexposition kommt
[47].

1.2.2.2.2 Killer lectine-like receptors

Die weitere grolde Gruppe der NK-Zell spezifischen Rezeptoren sind die soge-
nannten Killer lectine-like receptors (KLRs). Hierzu zahlen die als Heterodimer
auftretenden C-Typ Lektine CD94 und NKG2. CD94:NKG2 kann verschiedenen
HLA | Subklassen erkennen und unterliegt, anders als die KIRs, kaum einem
genetischen Polymorphismus [41]. Ob der CD94:NKG2 Heterodimer auf die
NK-Zelle aktivierend oder hemmend wirkt, wird durch die NKG-Subklasse ent-
schieden. Wahrend beispielsweise NKG2A ein inhibitorisches ITIM enthalt, ist
NKG2C GAP12 gekoppelt und aktiviert die NK-Zell-Reaktion [1]. Die Gene von
CD94, sowie den NKG2-Typen A-C und E, liegen auf Chromosom 12 im so-
genannen NK gene complex [34].

NKG2D kommt jedoch bei der Aktivierung von NK-Zellen eine Sonderrolle zu.
NKG2D binden bei Aktivierung im Gegensatz zu den anderen aktivierenden
NKG2-Moleklilen DAP10 und transduziert die aktivierenden Signale via PI3-
Kinsase. Es zeigt sich sogar, dass eine Transduktion trotz gleichzeitiger inhibi-
torischer Sigane zu einer Aktivierung von NK-Zellen fuhrt. Liganden fur NKG2D
sind unter anderem MICA, MICA und ULBP1-3 [48-50].

NKG2D-Liganden sind MHC codierte, durch Stress induzierbare Molekule, die
nicht auf gesunden, wohl aber auf virusinfiziertem Gewebe und auf epithelialen
und hamatologischen Neoplasien exprimiert werden. In der Maus konnte ge-
zeigt werden, dass die dort analog zu den humanen NKG2DL exprimierten

RAE-1 Molekule, durch karzinogene, DNA alternierende Stoffe induziert werden
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konnten. Weitere Untersuchungen konnten eine Induzierung von MICA und
MICB durch Kanzerogene im Menschen zeigen [51-53].

Dieses in vitro hocheffizinte System zeigt jedoch in vivo Schwachen, da Tumor-
zellen in der Lage sind Uber viele mannigfaltige Prozesse sich der Kontrolle des
Immunsystems zu entziehen. Ein weit verbreiteter Mechanismus dieser immune
escape ist zum Beispiel das sheddig — also Abstolien der NKD2D-Liganden —
von der Zellmembran [54, 55]. Die meist Uber Metalloproteasen freigestzten
Molekulle konnen in ihrer I16slichen Form die Rezeptoren der NK-Zellen blocken
beziehungsweise internalisieren. Die Immunantwort kann somit moduliert wer-
den, da die Expressionsdichte der NKG2DL direkt mit der starke der Immunre-
aktion korreliert. Dadruch ist es Tumorzellen mdglich sich der Kontrolle und
schlussendlich der Lyse durch NK-Zellen und CD8"T-Zellen zu entziehen. [56,
57].

1.3 Komplementsystem

1.3.1 Grundlagen und Funktionen

Das Komplementsystem ist ein Teil des angeborenen Immunsystems, beste-
hend aus Uber 30 membrangebundenen und plasmatischen Proteinen. Die
meisten dieser Proteine werden in der Leber synthetisiert und machen mit 3g/l
und 15% Anteil an der Globulinfraktion einer Elektrophorese einen grof3en Teil
der Plasmaproteine aus [58, 59]. Das System wurde 1890 von Jules Bordet als
hitzelabiler Teil des normalen Blutplasmas entdeckt. Bordet ging falschlicher
Weise davon aus, dass die Proteine des Komplementsystems Antikorper bei
der Opsonierung von bakteriellen Zellen ,komplementieren® [1]. Diese histori-
sche Bezeichnung hat sich bis heute gehalten, ebenso die nach ihrer Entde-
ckung fortlaufend nummerierten Proteine [59]. Die Proteine des Komplement-
systems werden als inaktive Proenzyme synthetisiert und zirkulieren auch in
dieser Form im Blut. Die Aktivierung erfolgt durch proteolytische Spaltung durch
einen anderen Komplementfaktor, was die kaskadenartige Aktivierung des
Komplemensystems erklart [60].

Dem Komplementsystem werden drei physiologische Hauptaufgaben zugeord-

net. Die erste Aufgabe besteht in der direkten Abwehr von Infektionen des Or-
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ganismus durch Bakterien und Pilze, sowie in der Lyse von virusinfizierten und
neoplastischen Zellen durch Bildung des Membrane Attack Complex (MAC).
Die zweite Hauptaufgabe ist die Opsonierung von bakteriellen Erregern. Dies
erfolgt Uber die Bindung von Komplementfaktoren an die Zelloberflache der Er-
reger — hauptsachlich C3b - wodurch diese von Phagozyten Uber Komple-
mentrezeptoren erkannt und abgeraumt werden kénnen. Als dritte Aufgabe wird
die Rekrutierung lymphozytarer Zellen und Aktivierung der Ausschittung in-
flammatorischer Zytokine angesehen. Hierbei spielen vor allem die chemotakti-
sche Wirkung von C3a und C5a eine besondere Rolle, die an Anaphylatoxinre-
zeptoren auf Leukozyten binden [1].

Ferner dient das Komplementsystem der Vermittlung von Interaktion zwischen
angeborenem und erworbenem Immunsystem, indem die antikbrpergebundene
Immunantwort verstarkt wird und die Vermittlung eines immunologischen Ge-
dachtnisses durch die Bindung der Faktoren C3a und C4b an das jeweilige An-
tigen deutlich verbessert wird [59]. Die Bindung von C3-Untereinheiten an
CD21, CD19 und CD81 vermittelt eine schnellere Aktivierbarkeit von B-Zellen.
Ebenso ist die Bindung an CD21 immanent fir das Uberleben von aktivierten B-
Zellen im lymphatischen Follikel. Komplementfaktoren steigern ebenfalls die
zellulare Abwehr von viralen Infektionen, indem sie die Immunantwort spezifi-
scher CD4"- und CD8"-T-Zellen verstarken [61]. Ferner werden auch Immun-
komplexe und apoptotische Zellen opsoniert und somit ihre Abraumung indu-
zZiert [59].

1.3.1.1 Aktivierung

Die Aktivierung des Komplementsystems erfolgt Uber verschiedene Wege, de-
ren gemeinsame Endstrecke die Bildung des Membran-Angriffskomplexes
(MAC) ist [58].
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Abbildung 2: schematische Darstellung der Aktivierung des Komplementsystems

Schematische Darstellung der drei Aktivierungswege des Komplementsystems. Enthnommen
aus Rutkowski et al., Cancer and the complement cascade, Mol Cancer Res, 2010 [62]

1.3.1.1.1 Der klassische Aktivierungsweg

Der erste — klassische — Weg wird Uber die Bindung des C1 Komplexes, beste-
hend aus den Untereinheiten C1q, C1r und C1s, an den Fc-Teil eines Antikor-
pers aktiviert. Zunachst bindet C1q direkt an den Fc-Teil des Antikorpers, wo-
rauf C1r eine spezifische Esterbindung der C1s-Untereinheit spaltet. Der C1-
Komplex ist daraufhin in der Lage, die Faktoren C2 und C4 in ihre jeweiligen
Untereinheiten a und b aufzuspalten (C2a und C2b bzw. C4a und C4b). Wah-
rend C2b und C4a flr den weiteren Kaskadenablauf keine Rolle mehr spielen,
bildet sich aus den Einheiten C2a und C4b die sogenannte C3-Konvertase
(C2a4b). Die C3-Konvertase wiederum spaltet C3 in C3a und C3b [62]. C3b ist
in der Lage, eine kovalente Bindung mit der Zelloberflache der angegriffenen
Zellen einzugehen. Diese Bindung dient zum einen der Opsonierung und damit
zur Markierung fur komplementrezeptorpositive Phagozyten, zum anderen kann
C3b die C3-Konvertase binden und so an der Zelloberflache halten [1]. An die
C3-Konvertase gebundenes C3b bildet nun C3a4b3b — die sogenannte C5-

Konvertase. Die durch diese Konvertase induzierte Spaltung von C5 in C5a und
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C5b markiert den letzten Schritt der Aktivierungskaskade. C5b induziert nun die
Bildung des MAC, bestehend aus C6, C7, C8 und mehreren C9 Proteinen [63].

1.3.1.1.2 Der Lektin-Weg

Der Lektin-Weg nutzt die Erkennung von Oberflachenstrukturen pathogener
Zellen. Diese Strukturen enthalten meist Kohlenhydrate, Lipide oder Proteine in
sich wiederholender Anordnung. Dazu gehoéren unter anderem auch die Lipopo-
lysaccharide (LPS) der Gram-negativen Bakterien, die auf eukaryontischen Zel-
len nicht zu finden sind. Der Lektin-Weg des Komplementsystems kann nun
uber die Bindung von vier im Blut zirkulierenden I6slichen Rezeptoren fur diese
Oberflachenstrukturen aktiviert werden. Der zuerst entdeckte Rezeptor dieser
Art war das Mannose binding lectine (MBL). Dieses Protein kann an Mannose-,
Fruktose- und N-Acetylglukosamin-haltige Strukturen an Zelloberflachen binden.
Die drei anderen pathogenerkennenden Proteine werden als Ficoline bezeich-
net. Alle vier Molekule werden in der Leber synthetisiert und bilden zunachst
Trimere, bevor mehrere Trimere Uber Disulfidbricken im Blut zu Oligomeren
verbunden werden. Die Ficolin- oder MBL-Komplexe binden nun im Plasma
Mannose-assoziierte Serinproteasen (MASP), die in zwei Subtypen (MASP-1
und MASP-2) vorliegen. Diese Serinproteasen liegen als Proenzyme vor und
sind bis zur Bindung der Lektinkomplexe inaktiv [64, 65]. Nach der Bindung an
Oberflachenstrukturen kommt es zur Aktivierung der MASP und dadurch zur
Spaltung von C2 und C4, ahnlich der Spaltung durch den C1-Komplex im klas-
sischen Aktivierungsweg. Dadurch kommt es ebenfalls zur Bildung von C2a4b
und somit zur Aktivierung der Kaskade, die, gleich dem klassischen Weg, Uber
die Spaltung von C3 und C5 schlussendlich zur Bildung des MAC flhrt [62].

1.3.1.1.3 Der alternative Weg

Der alternative Aktivierungsweg des Komplementsystems ist vermutlich der
evolutionar alteste. Die Besonderheit dieses Weges ist die spontane Aktivie-
rung und die besondere C3-Konvertase, die anders als die C3-Konvertase des
Lektin- und des klassischen Weges (C2a4b), aus C3b und aktiviertem Faktor B
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besteht. Dadurch ergibt sich die Moglichkeit, dass C3b selbst mehr C3 in C3b
und C3a spalten kann und somit als eine Art Verstarkerschleife fur die anderen
Aktivierungswege fungiert. Es gibt zwei verschiedene Mdglichkeiten der Aktivie-
rung des alternativen Weges:

An Zelloberflachen gebundenes C3b, das entweder aus dem Lektin- oder dem
klassischen Weg stammt, bindet das Plasmaprotein Faktor B. Durch diese Bin-
dung kann Faktor B von der Plasmaprotease Faktor D gespalten werden und
wird so aktiviert.

Die andere Mdglichkeit ist die Aktivierung in Form des sogenannten ,tickover®.
Dabei kommt es zu einer spontanen Hydrolyse einer Thioesterverbindung im
C3-Molekll, so dass es zur Bildung von C3(H20) kommt. Dadurch kommt es
wiederum zur Bindung von Faktor B und dessen Spaltung durch Faktor D, was
schlussendlich zur Bildung der C3-Konvertase C3(H,0)Bb fluhrt [1]. Diese C3-
Konvertasen sind prinzipiell sehr kurzlebig und werden normalerweise schnell
abgebaut. Dies verhindert die Uberaktivierung des Komplementsystems durch
die spontane Aktivierung des alternativen Weges. Kommt es allerdings zur Bin-
dung der C3-Konvertasen mit Properdin (Faktor P), das durch neutrophile Gra-
nulozyten gebildet wird, werden die Konvertasen stabilisiert und kénnen uber
eine zweite Bindungsstelle des Properdins an Zelloberflachen von Pathogenen
binden. Properdin hat Lektin-Eigenschaften und kann bestimmte Oberflachen-
strukturen bakterieller Zellen binden. Durch diese Stabilisierung kann es nun zu
vermehrter Bildung von C3a und C3b kommen, was bei aktivierten anderen
Wegen zu deren Amplifizierung flhrt. Ferner kann an die C3-Konvertasen ein
weiteres C3b-Molekll binden, was zur Bildung einer C5 Konvertase
(C3bBb3b+Propertin bzw. C3(H20)Bb3b+Propertin) fihrt und damit zur Bildung
des MAC [1, 62].

1.3.2 Regulation

Zur Regulation des Komplementsystems kommt eine Vielzahl verschiedener
Faktoren, die zellgebunden oder plasmatisch vorkommen, zum Einsatz. Grund-
satzlich stellen alle diese Faktoren sicher, dass eine Aktivierung des Komple-

mentsystems nur an pathogenen Zellen oder an beschadigten kdrpereigenen
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Zellen zu Stande kommt. Wichtig fur die korrekte Funktion des Komplementsys-
tems zur vermehrten Bildung der C3-Konvertase C3bBb Uber den alternativen
Aktivierungsweg [1, 62] ist die bereits erwadhnte Verstarkerschleife. So haben
die meisten der Komplementregulationsproteine die Eigenschaft, entweder die
Bildung der C3-Konvertase C3bBb zu verhindern oder deren schnelle Dissozia-
tion von der Zelloberflache zu ermdglichen. Der membrangebundene decay-
accelerating factor (DAF oder CD55) kann kompetitiv an die Bindungstelle fur
Bb an C3b binden oder bereits gebundenes Bb wieder verdrangen und verhin-
dert somit die Bildung der Konvertase. Ahnliche Eigenschaften haben CD35
und CD46 (MCP), die als Kofaktor fir den plasmatischen Faktor | dienen, die
C3b und C4b binden und somit die Bildung der C3-Konvertase verhindern.
CD35 induziert ferner, wie DAF, die Dissoziation von Bb von der C3-Konvertase
[66-68]. Faktor H, ein plasmatisches Regulationsprotein, ist in der Lage C3b zu
binden und so zu deaktivieren [69]. Der C1-Inhibitor (C1INH) l6st den C1-
Komplex, indem er C1r und C1s von C1q abldst und damit den Startpunkt des
klassischen Weges, die Antikorper-induzierte Aktivierung, hemmt [66]. CD59
schlussendlich bindet C5, C6, C7 sowie C8 und verhindert somit die Bindung
von C9 an den MAC, was dessen Aktivierung verhindert [1, 66]. Des Weiteren
spielt die schnelle Deaktivierung von Komplementfaktoren durch Spaltung eine
bedeutende Rolle [1, 66, 70]. Fehlende oder unvollstandige Regulation des
Komplementsystems fuhrt zu einer Reihe von Erkrankungen, hauptsachlich aus
dem rheumatischen Formenkreis, sowie Abstoflungsreaktionen nach Trans-
plantation [1, 71]. Als Beispiel ist hierflr der systemische Lupus erythematodes
[72] und die Reaktionen des Komplementsystems gegen kleine Gefalte und

Kapillaren bei Organtransplantationen zu nennen [73].

1.3.3 Komplementfaktor C3a

Der Komplementfaktor C3a wird durch die Spaltung von C3 in C3a und C3b
gebildet. Wahrend C3b als weiterer Faktor in der Aktivierung der Komple-
mentkaskade dient, hat C3a keinen direkten Einfluss auf die Bildung des MAC,
sondern fungiert unter anderem als chemotaktischer und anaphylaktischer Fak-

tor fir Lymphozyten [1, 59].

24



C3a wird aus der a-Kette des C3 gespalten und ist ein Molekul bestehend aus
77 Aminosauren [1, 74]. Da die Spaltung von C3 ein aullerst wichtiger Teil im
Ablauf der Komplementkaskade ist und, wie in Kapitel 1.3.1.1.3 beschrieben,
eine Art Verstarkerschleife fur den Kaskadenablauf bildet, kann die Serumkon-
zentration von C3a Uber 100 mmol/l betragen [70]; wenn gleich die C3a eine
eher mittlere biologische Aktivitat besitzt [1]. Das C-terminale Ende von C3a
besitzt eine hochkonservierte Pentapeptidsequenz — Leu-Gly-Leu-Ala-Arg — die
auch bei anderen Wirbeltieren wie Ratte und Schwein zu finden ist. Diese Pen-
tapeptidsequenz ist, wie haufig bei hochkonservierten Peptidsequenzen, essen-
tiell fur die Bindung und Aktivierung des C3a-Rezeptors [75]. Von dem im Se-
rum gelosten C3a wird das C-terminale Arginin  durch Serum-
Carboxypeptidasen abgespalten und somit faktisch deaktiviert. Das entstehen-
de des-Arg’’-C3a (C3adesArg) kann nicht mehr an den spezifischen C3a-
Rezeptor (C3aR) binden [76]. C3a ist ein hoch kationisches Molekul, dessen
Sekundarstruktur aus vier a-Helices gebildet wird, die Uber drei Disulfidbricken

verbunden sind [77].

1.3.3.1 Funktionen von C3a

C3a vermittelt eine weite Bandbreite an immunologisch relevanten Funktionen,
wobei es sowohl Zellen des Immunsystems beeinflusst, als auch nicht zum Im-
munsystem gehodrende Zellen [71]. C3a reguliert unter anderem die Vasodilata-
tion, steigert die Permeabilitdt von kleinen Blutgefalen und induziert die Kon-
traktion von glatter Muskulatur [78]. In Makrophagen, neutrophilen und eosino-
philen Granulozyten kann die Bindung von C3a einen oxidativen Burst ausldsen,
wahrend basophile Granulozyten und Mastzellen mit der Ausschuttung von His-
tamin reagieren [71]. Auf aktivierte B-Zellen hat C3a einen modulatorischen Ef-
fekt, indem die polyklonale Immunantwort unterdrickt wird und die Ausschut-
tung von IL-6 und TNF gehemmt wird [79]. Ferner zeigt sich ein modulatori-
scher Effekt auf die Synthese von IL6- und TNF in Monozyten [71]. Auch wirkt
C3a chemotaktisch auf Mastzellen, die einem Konzentrationsgradienten von
C3a folgen [80]. Es wirkt jedoch im Gegensatz zu C5a nicht auf Makrophagen,

neutrophile Granulozyten und aktivierte B-Zellen. C3a hat zusatzlich zu proin-
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flammatorischen Eigenschaften auch regulatorische Funktionen fur die Ge-
websregeneration [71]. Diese Eigenschaften werden zum Teil, auch mit den
Faktoren C3, C4 und C5, mit einer Beglnstigung von Tumorwachstum in Zu-
sammenhang gebracht [62]. Mariewski et al. zeigten 2009, dass das Tumor-
wachstum in Mausen mit C3-Defizienz deutlich eingeschrankt war. Ferner wur-
de gezeigt, dass die Aktivierung des Komplementsystems das Tumorwachstum
begunstigt. Neoplastische Zellen exprimieren vermehrt Komplement-
regulatorische Faktoren (zum Beispiel CD35, CD46, CD55 und CD59) und
schitzen sich so vor Opsonierung und Lyse durch den MAC. Gleichzeitig profi-
tieren sie jedoch von den positiven Mechanismen, wie verbesserte Durchblu-
tung und gesteigerte Gefallpermeabilitat, in ihrer Mikroumgebung [81]. C3a
verstarkt ferner auch die Funktionen von SDF-1 auf das Homing von hamato-
poetischen Stammzellen in das Knochenmark und ihr Verbleiben in diesem
Knochenmarkskompartiment [82]. Auch die SDF-1 Rekrutierung und Wande-
rung hamatopoetischer Stammzellen wird durch C3a verstarkt. In gestresstem
oder verletztem Knochenmark tragt C3a zur Regeneration bei, ahnlich den Ge-
websreparatureigenschaften, die C3a beispielweise bei Leberschadigung hat
[83].

Zu Teilen wird davon ausgegangen, dass C3a zusammen mit anderen Kom-
plementfaktoren als Biomarker fur Neoplasien genutzt werden kdnnte. So stell-
ten Habermann et al. 2006 fest, dass bei Patienten mit kolorektalen Tumoren
deutlich erhdhte C3adesArg-Serumlevel vorliegen [84]. Jedoch gibt es bisher in
der klinischen Praxis keine Anwendung fur diese Ergebnisse. Auch fur die kind-
liche Form der akuten lymphatischen Leukamie schlugen Shi et. al. C3a als po-

tentiellen Biomarker vor [85].

1.3.4 Komplementrezeptor C3aR

Der C3a-Rezeptor (C3aR), auch complement component 3a receptor 1
(C3AR1) genannt, ist ein G Protein-gekoppelter Rezeptor aus der Gruppe der
Rhodopsin-ahnlichen Rezeptoren, Untergruppe A8 [86, 87]. Der Rezeptor be-
steht aus sieben Transmembran-a-Helices, die Uber hydrophile Loops mitei-

nander verbunden sind. Der grof3ere Loop Nr. 2 (zwischen Helix 4 und 5)
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scheint bei der Bindung des Liganden eine besondere Rolle zu spielen, jedoch
|6st die Bindung keinen Effekt am Rezeptor selbst aus [88]. Die biologische Ak-
tivitat von C3a am C3aR wird Uber die letzten 21 C-terminalen Aminosauren
vermittelt [88, 89]. Der C3a-Rezeptor ist an ein inihibitorisches Pertussistoxin-
sensitives (PTX) G-Protein gekoppelt, das einen Influx von extrazellularem Cal-
cium induziert [90]. Eine Aktivierung des PTX-Signalweges wurde bereits fur
Mikrogliazellen der Maus, fur Monozyten bzw. Makrophagen und fur neutrophile
Granulozyten gezeigt [90-92]. Pertussistoxin inhibiert die o; Untereinheit [93],
welche normalerweise die Bildung von cAMP aus ATP inhibiert [94]. Die Funkti-
onen des Rezeptors auf verschiedene Zelltypen sind zum grof3en Teil noch
Gegenstand der Forschung, jedoch scheint der Calciuminflux in die Zellen ein
malgeblicher Effekt der Bildung von C3a an den C3a-Rezeptor zu sein. Es
wurde darUber hinaus gezeigt, dass die Aktivierung des C3a-Rezeptors zu ei-
ner Reduktion der intrazellularen cAMP-Konzentration fuhrt [95], was fur einen
Gi-Protein-Signalweg sprache. Auch Uber die Regulation der Rezeptorexpressi-

on ist bisher wenig bekannt.

1.3.4.1 Liganden

AuBer C3a hat der C3a-Rezeptor noch weitere agonistische und antagonisti-
sche Liganden. Wahrend im Meerschweinchen auch C4a an den C3a-Rezeptor
binden kann, ist dies beim Menschen nicht der Fall [96]. Wie bereits beschrie-
ben, sind fur die Rezeptoraktivierung lediglich die letzten finf C-terminalen
Aminosauren essentiell [75], vor allem das endstandige C-terminale Arginin,
nach dessen Abspaltung das C3a zu inaktivem C3adesArg wird [76]. In der Li-
teratur werden viele agonistische Peptide beschreiben. Die letzten 21 C-
terminalen Aminosauren werden als Agonist beschrieben [89], die auch antimik-
robielle Eigenschaften besitzen [70]. 1991 beschrieben Ember et al. die synthe-
tische Produktion eines Agonisten mit 12-15facher Potenz von natirlichem C3a.
Dazu verwendeten sie die letzten 15 C-terminalen Aminosdauren und verander-
ten die Sequenz (WWGKKYRASKLGLAR anstelle IRRQHARASHLGLAR) flr
bessere Bindung an die sekundare Bindungsstelle des Rezeptors [97]. Scully et

al. haben 2010 verschiedene Hexapeptide auf ihre agonistische Potenz Uber-

27



pruft, von denen sich vier als besonders potente Agonisten erwiesen [70]. SB
290157, ein synthetischer Inhibitor, zeigte in Experimenten die Eigenschaft den
C3a-Rezeptor zu blockieren. In Meerschweinchenthrombozyten verhinderte das
Molekul die C3aR induzierte ATP-Ausschuttung und war in der Lage an huma-
nen C3a-Rezeptoren zu binden [98]. Ferner zeigten Mathieu et al. dass SB

290157 auch agonistische Eigenschaften besitzt [99].

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Naturliche Killerzellen sind ein wichtiger Bestandteil der angeborenen Immun-
antwort und verfigen Uber potente Wege zur Bekdmpfung von virusinfizierten
und entarteten Zellen. Eine suffiziente NK-Zell-Funktion ist essentiell fur eine
funktionierende immunologische Kontrolle und Bekampfung maligner Neopla-
sien. Auch das Komplementsystem, einer der evolutionar altesten Bestandteile
des Immunsystems, ist ebenfalls wesentlich fur das kompetente Funktionieren
der Immunabwehr. Es erfullt nicht nur die Funktion der eigentlichen Immunab-
wehr, sondern nimmt auch chemotaktische und regenerative Funktionen flr
Gewebe und Zellen war. Auch im Bereich der Entstehung und Bekdmpfung von
Malignomen hat das Komplementsystem eintscheidende Bedeutung. Es konnte
gezeigt werden, dass insbesondere C3a als Spaltprodukt bei der Hydrolyse von
C3 eine begunstigende Wirkung auf das Tumorwachstum bei koloraktalen Ne-
oplasien hat [81, 84].

1982 zeigten Charriaut et al., dass C3a einen hemmenden Einfluss auf die Tu-
morlyseaktivitat von NK-Zellen besitzt [100]. Des weiteren zeigten Habermann
et al. 2006 erhdhte Serumkonzentration von C3a bei Kolonkarzinomen [84].

Ziel dieser Arbeit war, aufbauend auf den Erkenntnissen von Charriaut aufzu-
klaren, wie NK-Zellen durch das Komplementsystem, insbesondere C3a in ihrer
Funktion beeinflusst werden. Besonderes Augenmerk lag hierbei auf die NK-
Zell vermittelte Zytolyse von kolorektalen Tumorzellen und der Frage, ob die
Lyseaktivitat der NK-Zellen durch verschiedene C3a-Rezeptoragonisten, in

Form verschiedener C3a-Peptide, wie dem von Ember et al. 1991 eingefuhrten
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~ouperagonist® fur den C3a Rezeptor [97] und dem synthetischen C3a-
Rezeptoragonist von Sigma, beeinflusst werden kann.

Ferner wurde die Expression des C3a-Rezeptors und dessen Stimulierbarkeit
analysiert, um weitere Ruckschlisse auf die Funktion des C3a-Rezeptors auf

NK-Zellen zu erlauben.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Zelllinien

HCT116

DSMZ, Braunschweig, Deutschland

K562

DSMZ, Braunschweig, Deutschland

K562-mb15-41BBL

St. Jude Children’s Research Hospi-
tal, Memphis, TN , USA

NK92

DSMZ, Braunschweig, Deutschland

RPMI8866

DSMZ, Braunschweig, Deutschland

Tabelle 1: verwendete Zelllinien

2.1.2 Gerite

Brutschrank Heracell

Heraeus, Hanau, Deutschland

MicroBeta Counter 1450 Plus

Perkin Elmar Wallac, Turku, Finnland

Cytomix FC 500 Durchflusszytometer

Beckman Coulter Inc, Brea, CA, USA

Durchlichtmikroskop, Axiovert 25

Zeiss, Jena, Deutschland

Multikanalpipette

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Multistepper

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Neubauer-Zahlkammer

Brand, Werheim, Deutschland

pH-Meter Mettler-Toledo, Greifensee, Schweiz
. Intregra Biosciences, Fernwald,

Pipetboy comfort Deutschland

Pipetten Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sterilbank Herasafe

Heraeus, Hanau, Deutschland

Tischwaage BL 150S

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Tischzentrifugen

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

Vortexer, Reax Top

Heidolph, Schwabach, Deutschland

Wasserbad

Kottermann, Munchen, Deutschland
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Zentrifugen

Heraeus, Hanau, Deutschland

Tabelle 2: verwendete Gerate

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Combi-Tips Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Greiner BioOne, Frickenhausen,
Cryordhrchen Deutschland

Nun, Roskilde, Danemark

Einmalpipetten, steril

Corning Inc., NY, USA

Einmalspritzen

Braun, Werheim, Deutschand

FACS-Ro6hrchen

Greiner BioOne, Frickenhausen,
Deutschland

GlasgefalRe

Schott, Mainz, Deutschland

Kantlen G19

Hospira Inc. Lake Forest, IL, USA

Lumaplates (96 Wells)

Perkin Elmer, Boston, USA

Objektrager Superfrost plus

R. Langenbrick, Labortechnik, Em-
mendingen, Deutschland

Pasteurpipetten, long size

WU, Mainz, Deutschland

Pipettenspitzen, steril

VWR, Bruchsal, Deutschland

Platten fur FACS (96 well)

Greiner BioOne, Frickenhausen,
Deutschland

Reaktionsgefalle (0,5; 1,5; 2 ml)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Spritzenfilter, Minisart

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Zellkulturflaschen (25cm?, 75cm?)

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,

USA

Zellkulturplatten (6, 12, 24, 48, 96
well)

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,

USA

Zentrifugenrohrchen (15 ml; 50 ml)

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,

USA

Greiner BioOne, Frickenhausen,
Deutschland

Tabelle 3: verwendete Verbrauchsmaterialien
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2.1.4 Chemikalien und Reagenzien

Apuwa (Aqua ad injectabile)

Fresenius Kabi, Bad Homburg,
Deutschland

BATDA Reagent

Perkin Elmer, Waltham, MA, USA

BD OptEIA™ Assay Diluent

BD Biosciences, Heidelberg, Deutsch-
land

Bovines Serum Albumin (BSA)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

C3a55-75

EMC microcollections GmbH, Tubin-
gen, Deutschland

C3a Rceptor Agonist

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

C3aSA

EMC microcollections GmbH, Tubin-
gen, Deutschland

Carbonat-Bicarbonat-Puffer

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Dithiothreiol (DDT)

Gibco Invitrogen, Karlsruhe, Deutsch-
land

Ethanol p.a.

Merck, Darmstadt, Deutschland

Europium Solution

Perkin Elmer, Waltham, MA, USA

fetales Kalberserum (FCS)

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Ficoll-Lésung

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Heparin

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

humanes Insulin

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutsch-
land

lonomycin

Sigman-Aldrich, Steinheim, Deutsch-
land

L-Glutamin

Lonza, Verviers, Belgien

Magnesiumchlorid (MgCly)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natrium Pyruvate Solution

Lonza, Verviers, Belgien

Natriumazid (NaNs)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

NEAA Solution

Lonza, Verviers, Belgien

Paraformaldehyd (PFA)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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Penicillin/Streptomycin (P/S)

Lonza, Verviers, Belgien

Phosphate Buffered Saline (PBS)

PAA, Pasching Deutschland

Phosphorsaure

Roth, Karlsruhe, Deutschland

PMA

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutsch-
land

RPMI 1640 Medium

Gibco Invitrogen, Karlsruhe, Deutsch-
land

TMB MicroWell Peroxidase Substrate

KPL, Geithersburg, MD, USA

Triton X-100

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Trypan Blue Stain 0,4%

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Trypsin-EDTA

Lonza, Verviers, Belgien

Tween 20

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutsch-
land

Tabelle 4: verwendete Chemikalien und Reagenzien

2.1.5 Antikorper und Zytokine

C3a-Rezeptor Antikdrper

BioLegend, San Diego, CA, USA

C3a Receptor Agonist

Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA

CD107a-FITC, direkt markierter Anti-
korper

Becton Dickinson, Franklin Lankes,
NJ, USA

CD107a-PE, direkt markierter Antikor-
per

Becton Dickinson, Franklin Lankes,
NJ, USA

CD3-APC, direkt markierter Antikorper

Becton Dickinson, Franklin Lankes,
NJ, USA

CD3-FITC, direkt markierter Antikor-
per

Becton Dickinson, Franklin Lankes,
NJ, USA

CD3-PeCy5, direkt markierter Antikor-
per

Becton Dickinson, Franklin Lankes,
NJ, USA

CD56-APC, direkt markierter Antikor-
per

Becton Dickinson, Franklin Lankes,
NJ, USA

CD56-FITC, direkt markierter Antikor-
per

Becton Dickinson, Franklin Lankes,
NJ, USA
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CD56-PeCy5, direkt markierter Anti-
korper

Becton Dickinson, Franklin Lankes,
NJ, USA

CpG ODN2006

InvivoGen, Toulouse, France

CpG ODN2395

InvivoGen, Toulouse, France

Donkey-anti-human IgG1 HRP

Jackson Immunoresearch, West,
Grove, USA

ELISA INF-y-Antikorper (M700A,
M701B)

Theramo Scientific, Rockford, IL, USA

Goat-anti-Mouse-PE

Jackson Immunresearch, West Grove,
USA

humanes IgG (hlgG)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

IL10 Immunotools, Friesoythe, Deutschland
IL12 Immunotools, Friesoythe, Deutschland
IL15 Immunotools, Friesoythe, Deutschland
IL18 Immunotools, Friesoythe, Deutschland
IL2 Immunotools, Friesoythe, Deutschland
IL6 Immunotools, Friesoythe, Deutschland
IL8 Immunotools, Friesoythe, Deutschland
Loxoribine Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

LPS Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Mouse IgG-APC

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA

Mouse IgG-FITC

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA

Mouse IgG-PE

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA

Mouse IgG-PeCy5

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA

Mouse IgG-PeCy7

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA

Mouse 1gG1

BD PharMingen, San Diego, CA, USA

Mouse IgG2b-Isotyp

Immunotools, Friesoythe, Deutschland

Mouse IgM

BD PharMingen, San Diego, CA, USA
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Mouse-anti-Human-PE SouthernBiotech, Birmingham, AL,
USA
Poly I:.C Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
TNF Immunotools, Friesoythe, Deutschland
Tabelle 5: verwendete Antikérper und Zytokine
2.1.6 Medien
RPMI-Medium
+10% FCS
NK92 + 1% Pen-Strep
+ 2 mM L-Glutamin
+1L2 (100U/ml)
DMEM-Medium
+10% FCS
HCT116 %

+ 1% Pen-Strep
+ 2mM L-Glutamin

RPMI-Medium
PBMC (peripheral blood mononulear +10% ECS
cell
) + 1% Pen-Strep
RPMI-Medium
+10% FCS

olyklonale NK-Zellen
POY + 1% Pen-Strep

+ 1% (v/v) L-Glutamin

70% RPMI-Medium
+20% FCS
+10% DMSO

Einfriermedium zum Einfrieren in flUs-
sigem Stickstoff

Tabelle 6: fiir die Zellkultur verwendete Medien

2.1.7 C3a-Rezeptoragonisten

In denen fur diese Arbeit durchgefuhrten Expreimenten wurden insgesamt drei,
auf den C3a-Rezeptor agnostisch wirkende, Agenzien verwendet. Basierend

auf den Arbeiten von Lu, sowie Kasheem et al. wurde ein Peptid synthetisiert,
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das aus den letzten 21 C-terminalen Aminosauren von C3a besteht (C3a57-77)
[89, 101].

Des Weiteren wurde der 1991 von Ember et al. erstbeschrieben ,Superagon-
sit fur die Experimente synthetisierte, der die 12-15dache agonisitsche Aktivitat
von C3a am C3a-Rezeptor besitzt (C3aSA) [70, 97].

Beide Peptide wurden von EMC microcollections GmbH, Tubingen, synthetisiert.
(C3aSA).

Basierend auf dieser Literatur und der von Hugli 1975 analysierten Primarstruk-

tur, haben die Peptide folgende Aminosauresequenz [74, 102].

CNYITELRRQHARASHLGLAR

C3as57-77 Cys-Asn-Tyr-lle-Thr-Glu-Leu-Arg-Arg-Glu-His-Ala-Arg-Ala-Ser-
His-Leu-Gly-Leu-Ala-Arg

WWGKKYRASKLGLAR

C3aSA

Trp-Trp-Gly-Lys-Lys-Tyr-Arg-Ala-Ser-Lys-Leu-Gly-Leu-Ala-Arg

Tabelle 7: Primarstruktur der Peptide C3a57-77 und C3aSA

Die Synthese der Peptide erfolgte, wie bereits erwahnt, durch EMC microcollec-
tions GmbH, Tldbingen, wo ebenfalls die Validierung der Syntheseprodukte
durchgefuhrt wurde. Die HPLC-Analyse ergab in beiden Fallen eine Reinheit
von uber 90%. Die beiden lyophilisierten Peptide wurden in Aqua ad injectabila
resuspendiert, mit 10ug/ml aliquotiert und bei -80°C eingefroren.

Der ebenfalls verwendete C3a Rezeptor Agonist wurde kommerziell von Santa
Cruz Biotechnology bezogen und nach Angaben des Herstellers in DMSO ge-

|6st und als 50mM Stocklosung bei 4°C gelagert.
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2.2 Methoden
2.2.1 Ethikkommission

Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Experimente wurden von der

Ethikkommission der Universitat Tubingen Uberpruft und genehmigt (13/2007V).

2.2.2 Zellkultur

2.2.2.1 Auftauen und Einfrieren von Zelllinien

Zum Einfrieren von Zellen aus den Zellkulturen wurden zunachst die Zellen ei-
nen Tag nach dem letzten Splitten fur Smin bei 1500rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen auf eine Zelldichte von 1x107/ml
eingestellt. Mit dieser Zelldichte wurden die Zellen in Einfriermedium, bestehend
aus 70% RMPI 1640, 20% FCS und 10% DMSO, resuspenidert und mit je 1ml
in sterile Cryoréchen verbracht. Zunachst wurden die Zellen fur zwei Tage bei -
80°C eingefohren, um im Anschluss zur weiteren Aufbewahrung in Flussigstick-
stofftanks bei -180°C gelagert zu werden.

Zum Auftauen neuer Zellen wurde die bendtigte Anzahl von Cryorohrchen im
Wasserbad auf 37°C erwahrmt und sofort in 10ml Medium aufgenommen. Nach
einmaligen zentrifugierten fur 5 min bei 1500rpm wurden die Zellen zum Wa-
schen in 10ml PBS resuspendiert und erneut zentrifugiert. Danach erfolgte die
Einstellung auf die jeweils empfohlene Zellzahl pro Milliliter und die Uberfiihrung

in Zellkulturflaschen.

2.2.2.2 Kultivierung verwendeter Zelllinien

Samtliche Zelllinien wurden bei 37°C, 90% Luftfeuchtigkeit und 5% CO; in ei-
nem Brutschrank kultiviert. Die Zellenzahlen der Kulturen wurden anhand der
Empfehlungen der DSMZ alle zwei bis drei Tage neu eingestellt. Zum Aus-
schluss toter Zellen wurde zunachste mit Trypanblau gefarbt an anschlie3end

die Zellzahl mittel einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die entsprechende
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Zellzahl wurde nach 5min Zentrifugation bei 1500rpm in frischem Medium in
neue Zellkuturflaschen augenommen. Bei adharenten Zellen erfolgte zunachst
eine Abldsung mit 3ml Trypsin und eine Splittung der Zellen im Verhaltnis 1:5.

Die Einstellung auf eine feste Zellzahl erfolgte bei adharenten Zelllinien alle

sieben Tage.
Zelllinie Zelltyp Zellzahl
NK92 humane NK-Zellen 0,5x106/ml
HCT116 humanes kolorektales Karzinom 1x10%/ml

Tabelle 8: verwendete Zelllinien mit entsprechendem Medium und Zellzahl

2.2.3 lIsolierung von PBMC

Die PBMC (peripheral blood mononulear cells), die bei den nachfolgend darge-
stellten Experimenten zum Einsatz kamen, wurden aus Blut freiwilliger, gesun-
der Spender isoliert. Hierzu wurde entweder heparinisiertes Vollblut, Leukaphe-
reseprodukte oder Buffy Coats verwendet. Die Leukaphereseprodukte und
Buffy Coats wurden freundlicherweise von der Blutspendezentrale des Universi-
tatsklinikums Tubingen zur Verfugung gestellt.

Zunachst wurden sowohl das Vollblut als auch die Blutspendeprodukte im Ver-
haltnis 1:3 mit PBS verdinnt und in 50 ml Falcons tber 15 ml bereits vorgelegte
Ficoll-Lésung geschichtet, so dass zwei Phasen entstanden. In der nun folgen-
den 18-minutigen Zentrifugation mit 2000 rpm mit ausgeschalteter Bremsfunkti-
on trennten sich die Zellbestandteile in Erythrozyten und Leukozyten, sowie in
Plasma auf. Die Leukozytenschicht wurde entnommen und drei mal mit PBS
gewaschen (Megafuge, 5 min, 1500 rpm). Um die durch die Ficoll-Losung nicht
abtrennbaren Thrombozyten zu entfernen, wurden die Zellen in einem letzten
Waschschritt in PBS aufgenommen und bei 800 rpm fir 10 min zentrifugiert.
Der Uberstand mit den sich darin befindenden Thrombozyten wurde verworfen,
die PBMC gezahlt und in PBMC-Medium aufgenommen.

Die PBMC wurden nun entweder direkt fir Experimente verwendet, in Einfrier-

medium {ibernommen und eingefroren oder mit einer Zellzahl von 2*10%ml in
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Kultur genommen. Dazu wurden die Zellen bei 37°C, 90% Luftfeuchtigkeit und

5% CO, fur maximal 10 Tage aufbewahrt.

2.2.4 Polyklonale NK-Zellen

Zur Herstellung von polyklonalen NK-Zellen wurden zunachst 30 ml frisch iso-
lierter PBMC in einer liegenden Zellkulturflasche bei 37°C, 5% CO, und 90%
Luftfeuchtigkeit fur eine Stunde inkubiert, damit sich die adharenten Monozyten
absetzten. Somit konnte eine nahezu monozytenfreie Zellsuspension, also
PBLs (peripheral blood lymphocytes), abgenommen werden. Diese Zellen wur-
den fur 5 min bei 1500 rpm abzentrifugiert und in NK-Zellmedium mit einer Zell-
zahl von 8*10°/ml aufgenommen. Die so hergestellte Zellsuspension wurde mit
50U/ml IL-2 versetzt.

Um eine polyklonale Vermehrung der NK-Zellen zu erreichen, sind Feeder-
Zellen notwendig. Hierzu wurden sowohl RPMI8866-Zellen (Anzucht von pNK-
Crpmisses) als auch K562-mb15-41BBL [103, 104] (Anzucht von pNKCkse2) ver-
wendet. Beide Zelllinien wurden nach 6 Wochen in Kultur als neue Charge auf-
getaut. Zur Vorbereitung auf den Klonierungsprozess wurden die Zellen zu-
nachst in ein 50 ml Falcon™ Gberfuhrt und mit 30 Gy bestrahlt. Dadurch wurde
ein Wachstum der Feederzellen in Kultur verhindert. Nach dem Bestrahlungs-
prozess wurden die Zellen auf eine Zellzahl von 2*10°/ml in NK-Zellmedium
eingestellt. Die Zellen wurden nun mit jeweils 500 ul in die inneren 8 wells einer
24well-Platte pipettiert. Als Verdunstungsbarriere wurden die randstandigen
Wells mit 600ul/well PBS gefullt. Zu den Feederzellen wurden anschlie3end
jeweils 500pl/well der PBLs hinzugegeben.

Alle zwei bis drei Tage wurden 200 pl des Mediums entnommen und durch fri-
sches NK-Zellmedium (+ 25 U/ml IL-2) ersetzt. Nach 10 Tagen wurden die
pNKC mittels Durchflusszytometrie auf ihre Reinheit untersucht und nur bei

mindestens 80% CD56°CD3" Zellen fiir Experimente verwendet.
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2.2.5 FACS-Analyse

Die Bestimmung der Expression von Oberflachenmolekulen wurde anhand der
Durchflusszytometrie (fluorescence activated cell sorting, FACS) durchgefthrt.
Um unspezifische Bindungen zu verhindern, wurden die Zellen zunachst in
FACS-Puffer (PBS; 1% FCS; 0,01% NaN3) mit humanem IgG (10ug/ml) aufge-
nommen und fur eine Stunde bei 4°C inkubiert. Die Zellen wurden daraufhin
resuspendiert und mit einer Konzentration von mindestens 5*10°/well in eine
96well-Platte vorgelegt. Die Platte wurde bei 2000 rpm flr 2 min abzentrifugiert
und der Uberstand verworfen.

Im ersten Farbeschritt wurden die entsprechenden unmarkierten Antikorper ge-
gen die zu untersuchenden Oberflachenstrukturen in einer Konzentration von
10 pg/ml in FACS-Puffer aufgenommen und Zellen in 50 pl Antikdrperlésung
pro well resuspendiert. Die Zellen wurden daraufhin bei 4°C fir eine Stunde
inkubiert. Danach erfolgten drei Waschschritte, indem die Zellen mit 150 ul/well
FACS-Puffer ohne hlgG resuspendiert, bei 2000 rpm fur 2 min zentrifugiert
wurden und der Uberstand verworfen wurde. Fiir jeden verwendeten Antikdrper
wurde ein entsprechender muriner Antikorper gleichen Isotyps als Negativkon-
trolle verwendet.

Der sekundare Antikorper, meist ein PE-markierter goat-anti-mouse-Antikorper,
wurde im Verhaltnis 1:100 (10ug/ml) in FACS-Puffer verdinnt und mit 50 ul/well
auf die Zellen gegeben und im Anschluss fur 30 min bei 4°C im Dunkeln inku-
biert.

Als finaler Schritt wurde mit direkt markierten Antikérpern (PE, FITC, APC, Pe-
Cy5, PeCy7) gegen die Selektionsmarker — im Falle von NK-Zellen, CD3" und
CD56" — gefarbt. Diese Antikdrper wurden im Verhaltnis 1:25 aus der vom Her-
steller bereitgestellten Stocklésung in FACS-Puffer verdinnt und mit jeweils 50
pli/well far 20 min bei 4°C dunkel inkubiert. Jeder Antikorper wurde mit einem
isotypentsprechenden murinen Antikorper negativ kontrolliert.

Die Messung der Zellen erfolgte am Cytomix FC 500 Durchflusszytometer und
wurde im integrierten Analyseprogramm ausgewertet. Fur jeden Versuchsan-
satz wurden die Farben neu manuell kompensiert um somit verfalschte Ergeb-

nisse durch Streustrahlen zu verhindern. Die verwendeten Gates wurden
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grundsatzlich an der Negativkontrolle ausgerichtet. Da NK-Zellen die
CD56'CD3-Zellen der Lymphozytenfraktion in der Forward-Sideward-Scatter
Analyse darstellen, wurde spezifisch nur auf diese Zellen gegatet, um die Ex-
pressionsanalyse auf die NK-Zellen zu beschranken [105]. Der specific floure-

cence index (SFI) wurde nach folgender Formel bestimmt:

SF = Median(Fluoreszenzcsagam—-pE)

Median(Fluoreszenzygeap+gam—-pE)

2.2.6 Stimulationsassays

Die Stimulierbarkeit des C3a-Rezeptors auf NK-Zellen wurde anhand verschie-
dener Stimuli Uberprift. Zum einen wurde eine Stimulation von PBMC mit Inter-
leukinen und TNF durchgeflhrt, zum anderen wurde mit verschiedenen TLR-
Agonisten stimuliert. In beiden Fallen wurde die Expression nach bestimmten
Zeitpunkten mit Hilfe der Durchflusszytometrie analysiert.

Bei der Stimulation mit Interleukinen und TNF wurde als Analysezeitpunkt 60h
nach Beginn der Inkubation mit den verschiedenen Stimulanzien gewahlt. Die
vorherigen Experimente zeigten hier ein unstimuliertes Expressionsmaximum.
Als Stimulanzien wurde ein breites Spektrum verschiedener Interleukine ge-
wahlt, von denen eine Interaktion mit NK-Zellen bekannt ist. Alle Interleukine
wurde mit einer Konzentration von 10ng/ml eingesetzt. Die einzige Ausnahme
bildete IL-2, das mit 250U/ml eingesetzt wurde.

Es wurden zunachst 2 ml frisch isolierter PBMC mit einer Zellkonzentration von
1*10%/ml in eine 24well-Platte pipettiert. Um einen Ausgangswert fiir die C3a-
Rezeptorexpression zu erhalten, wurden die frisch isolierten PBMC direkt
durchflusszytometrisch untersucht (Oh-Wert). Nach Zugabe der Stimulanzien
wurden die Zellen bei 37°C, 5% CO2 und 90% Luftfeuchtigkeit fir 60h inkubiert
und ihre C3a-Rezeptor Expression anschlieend durchflusszytometrisch ermit-
telt.
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Um die Stimulierbarkeit des C3a-Rezeptors durch TLR-Agonisten zu untersu-
chen, wurden PBMC uber vier verschiedene Zeitspannen mit LPS, CpG
OND2395 und OND2006, Loxoribine und Poly I:C inkubiert.

Auch hier wurden die frisch isolieten PBMC zunachst mit einer Zellzahl von
1*10%ml in eine 24well-Platte vorgelegt und mit den verschiedenen TLR-
Agonisten versetzt. In der folgenden Tabelle sind die jeweils verwendeten Kon-

zentrationen der Stimulanzien aufgelistet.

TLR-Agonist Konzentration stimulierter Rezeptor
LPS 0,1 pug/mi TLR4
CpG OND2359 2 yg/ml TLR9
CpG OND2006 2 ug/ml TLR9
Loxoribine 300 pg/ml TLR7
Poly I:C 10 pg/ml TLR3

Tabelle 9: verwendete TLR-Agonisten mit entsprechenden Konzentrationen

FUr jedes Stimulanz wurde auch hier je ein Well mit jeweils 2ml PBMC-
Suspension verwendet und ein Ansatz flr 24h, 48h, 72h und 96h vorbereit. Zu-
satzlich wurde fur jeden Zeitansatz noch ein Well mit einer unstimulierten Nega-
tivkontrolle angesetzt.

Die Zellen wurden dann bei 37°C, 5% CO2 und 90% Luftfeuchtigkeit inkubiert.
Die FACS-Messungen wurden jeweils nach dem vorgesehenen Zeitschema
durchgefiihrt und die Expression der CD56"CD3" Zellen analysiert. Wahrend
der Inkubationsphase wurde bei den Zellen weder ein Mediumwechsel vorge-

nommen, noch wurden erneut TLR-Agonisten zugesetzt.

2.2.7 *'Chrom-Release-Assay

Die zytotoxische Aktivitat der NK-Zellen gegen Tumorzellen wurde anhand ei-
nes 51-Chrom-Release-Assays analysiert. Das Grundprinzip beruht auf einem
intrazellularen Labelling der Targetzellen mit radioaktivem °'Cr, das bei der NK-

Zell-induzierten Zytolyse der Targetzellen in den Uberstand frei wird. Das MaR

42




fur die zytotoxische Aktivitat der NK-Zellen ist daher die Radioaktivitat des
Uberstandes. Firr alle Versuche wurden als Targetzellen HCT116 verwendet.,
Als Effektorzellen wurden hauptsachlich PBMC benutzt. Diese wurden im Ver-
haltnis 80:1 zu den Targetzellen benutzt und 2:1 abwarts verdinnt, um pro Ver-
such auch ein Verhaltnis 40:1 und 20:1 E:T zu erreichen.

Die Effektorzellen wurden je nach Ansatz bereits 18h oder 3h vor Verwendung
fur den Zytotoxizitatsassay mit C3a Rezeptor Agonist oder C3aSA bzw. C3a57-
77 inkubiert. Hierzu wurden die Effektorzellen in einer Konzentration von
2*10%ml in 24well Platten mit den jeweils entsprechenden Konzentrationen von
C3a Rezeptor Agonist bzw. C3aSA und C3a57-77 inkubiert.

Nach der entsprechenden Inkubationszeit wurden die Zellen im Verhaltnis 80:1
zu den Targetzellen eingestellt (8*10°/well). Grundsatzlich wurden fiir jede Be-
handlung ein Triplet pipettiert, aus deren Durchschnitt die Killrate berechnet
wurde.

Zunachst wurde die, je nach Ansatz unterschiedlich, bendtigte Menge an Tar-
getzellen (1*10%well) in ein 15mi-Falconréhrchen aufgenommen, 5min bei 1500
rom zentrifugiert und in 100ul resuspendiert. Danach wurden die Zellen mit
2,75MBq Na,°'CrO, beladen und fiir 60min bei 37°C und 5% CO; inkubiert.
Anschlie®end wurden die Zellen drei Mal mit Standard-RPMI-Medium gewa-
schen in einer Konzentration von 1*10%/100ul resuspendiert und auf die vorbe-
reiteten 96well Plates mit den Effektorzellen pipettiert.

Zur Bestimmung des Spontanreleases wurden 12 wells mit gelabelten Target-
zellen 100ul RPMI-Medium zugegeben. Der Maximalrelease wurde durch eine
Lyse von 12 Wells gelabelten Targetzellen mit 2% Triton-X-Losung erreicht
[107].

Die den Versuchsansatz beinhaltenden 96well Platten wurden bei 37°C, 90%
Luftfeuchtigkeit und 5% CO, fur 4h im Brutschrank inkubiert. Danach wurden
aus jedem well 50ul Uberstand auf eine 96well Lumaplatte Gbertragen und 12h
getrocknet. Zur Bestimmung der radioaktiven Zerfalle und damit der Lyserate
wurde die Lumaplate im MicroBeta Counter 1450 Plus gemessen. Die prozen-
tuale Lyserate der Targetzellen wurde anhand folgender Formel unter Beruck-

sichtigung des Maximal- und Spontanreleases berechnet:
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ER — SR
brseCh) = SR 3k

100

Die Lyse der Targetzellen in Prozent ergibt sich folglich aus dem Quotienten der
Differenz von arithmetischem Mittel der Zerfalle des jeweiligen Triplets und dem
arithmetischen Mittel der Spontanrelease-wells und der Differenz von Mittelwert
des Maximalreleases und dem des Spontanreleases, multipliziert mit 100. Die
Auswertungen wurden anhand von Microsoft Excel fur Mac 2011, Version
14.3.8, Microsoft Corporation, Redmond Washington, USA, erstellt.

Fir die Auswertung der Daten wurden die E:T-Ration mit 40:1 gewahlt, um ge-
gebenenfalls auftretende Fehler durch Erreichen der maximal oder minimal
messbaren Killrate zu verhindern. Die Daten wurden normalisiert, wobei die

Lyserate durch die unbehandelten PBMC als 100% angenommen wurde.

2.2.8 Internalisierungsassays

Der Einfluss verschiedener synthetischer C3a-Agonisten auf die Expression des
C3a-Rezeptors wurde durch die Inkubation von PBMC mit C3a-Agonisten fur
verschiedene Zeitraume getestet. Daflr wurden zunachst frisch isolierte PBMC
fur 60h in einer Zellkulturflasche bei 37°C, 5% CO, und 90% Luftfeuchtigkeit in
Kultur gehalten. Nach Ablauf der 60h wurden die Zellen entnommen, in fri-
schem Medium auf 1*10%/ml eingestellt und mit 0,01mM, 0,1M und 1M C3a-
Rezeptoragonist behandelt. Nach 30min, 3h und 24h wurde jeweils mittels
FACS-Analyse die Expression des C3a Rezeptor untersucht. DMSO diente als

Ldsungsmittelkontrolle.

2.2.9 Statistik

FUr die Berechnung der Mean- und Median-Werte wurden entweder Microsoft

Excel fur Mac 2011, Version 14.3.8, Microsoft Corporation, Redmond Washing-
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ton, USA oder GraphPad Prism Version 5.00c fur Mac OS X, GraphPad Soft-
ware, San Diego California, USA, benutzt.

Zur Berechnung der Signifikanz wurde der Mann-Whitney-Test durch GraphPad
Prism Version 5.00c fur Mac OS X, GraphPad Software, San Diego California,
USA, angewandt.

Die Normalisierung von Killraten wurde anhand folgender Formel mit Microsoft
Excel fur Mac 2011, Version 14.3.8, Microsoft Corporation, Redmond Washing-
ton, USA berechnet:

Lyse(%)

Lyseunstimuliert (%)

Lysenormaiisiert (%) =
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3 Ergebnisse

3.1 Expression des C3a-Rezeptors auf NK-Zellen

Um die konstitutive Expressions des C3a-Rezeptors auf NK-Zellen zu bestim-
men, wurde zunachst mittels durchflusszytometischer Analyse die Expression
auf NK-Zellen verschiedenen Ursprungs untersucht.

Die Bestimmung der Expression des C3a-Rezeptors auf NK-Zellen erfolgte an-
hand der bereits im Abschnitt Methoden beschriebenen FACS-Analyse. Hierzu
wurde ein C3a-Rezeptorantikdrper der BioLegend (Isotyp IgG2b) verwendet,
der durch einen sekundaren PE-markierten goat-anti-mouse-Antikorper abge-
griffen wurde. Untersucht wurden die NK-Zellfraktionen frisch isolierter PBMC,
die direkt nach der Isolation gefarbt und analysiert wurden, sowie polyklonaler
NK-Zellen, die entweder mit 4-1BB transfizierten K562-Feederzellen oder
RPMI8866-Feederzeller Uber 10 Tage expandiert wurden. Ferner wurden auch
standardmalig in Kultur gehaltene NK92-Zellen FACS analysiert. Dies erfolgte
einen Tag nachdem die Zellen gesplittet worden waren. Die FACS-Analyse er-
folgte wie bereits beschrieben, wobei ab einem SFI von 1,5 von einer positiven
Expression ausgegangen wurde [106].

FUr die zeitbasierte Analyse der Rezeptorexpression wurden PBMC in einer
(75cm?) Zellkulturflasche bei 37°C, 5% CO2 und 90% Luftfeuchtigkeit mit
2*10%ml in Kulturgehalten und nach 24h, 48h, 60h, 72h und 96h durchflusszy-
tometrisch analysiert. Dabei wurde kein Wechsel des Mediums vorgenommen,
um das entsprechend entstehende Mikromilieu nicht zu verandern. Die Zellen,
die in einem Versuchsansatz verwendet wurden, stammten zu allen Messzeit-
punkten aus der gleichen Charge und Zellkulturflasche.

Zum einen wurde die NK-Zellfraktion (CD56°CD3") innerhalb von PMBC
(NKpgmc) analysiert. Als NK-Zellen wurden per Definition CD56"CD3" Zellen des
Lymphozytengates angenommen [106]. Zum anderen wurde die Expression
des C3a-Rezeptors auf polyklonalen NK-Zellen (pNKC) untersucht. Hierzu wur-
den pNKC analysiert, die entweder mit RPMI8866 (pNKCrpmissss), oder mit 4-
1BBL transfizierten K562-Feedern (pNKCkss2) hergestellt wurden. Des Weiteren
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wurde auch die Expression auf der kauflich erwerblichen NK-Zelllinie NK92
analysiert [108, 109].
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Abbildung 3: C3a-Rezeptorexpression auf NK-Zellen

Expression dargestellt als SFI der CD56°CD3" Fraktion von PBMC (NKpguc) (n=24), pNK-
Crpmizzss (n=10), pNKCkss2 (n=8) und NK92 (n=4). Signifikanzberechnung anhand des Mann-
Whitney-U Tests, * markiert statistisch signifikante (p<0,05) Unterschiede.

Legt man zum Ausschluss unspezifischer Antikorperbindung einen SFI 21,5 als
untere Grenze fur eine positive Expression zu Grunde [106], exprimieren alle
untersuchten NK-Zellarten den C3a-Rezeptor. Die Expressionsmessungen von
NKpeumc ergeben einen Median-SFI von 1,9. Jedoch zeigen sich deutliche inter-
individuelle Unterschiede zwischen den einzelnen Proben. So erstreckt sich die
Expression des C3a Rezeptors auf NKpgyc von einem Minimum-SFI von 1,3 bis
zu einem Maximum-SF| von 8,12. pNKCkss2 zeigen eine deutlich hohere Ex-
pression mit einem Median-SFI von 3,6, was auch im Vergleich zu pNKCgrpwmissss,
mit einer Expression von 1,9 eine signifikante Mehrexpression (p=0,0234) dar-
stellt. Im Vergleich zu NKpguc war diese Mehrexpression nicht signifikant. Eine

ahnlich breite Streuung der Expression wie bei NKpugc ist bei den beiden
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pNKC-Arten nicht zu beobachten. NK92 zeigen einen Median-SFI von 13,4.
Dies ist im Vergleich zu NKpguc eine 7fach starkere Expression und mit einem
p=0,0019 hoch signifikant. Auch in Bezug auf pNKCkses2 und pNKCrpmissss ist die
Mehrexpression signifikant (pPNKCkss2 p=0,0040; pNKCrpmissss p=0,0058) und
stellt den 3,8fachen Wert der C3a-Rezeptorexpression auf pNKCkss2 und den
7,1fachen Wert der pNKCrpmisses dar.

3.1.1 Expression des C3a-Rezeptors auf NKpgyc in Kultur

Zur Analyse des Expressionsverhaltens des C3a-Rezeptors auf NKpgmc, die in
Kultur gehalten werden, wurden die frisch isolierten PBMC mit einer Zellzahl
von 2*10%ml in einer Zellkulturflasche iiber fiinf Tage bei 37°C und 5% CO; in
Kultur gehalten. Um das von den Zellen selbst generierte Mikromilieu aufrecht
zu erhalten, wurde Uber diese Zeit kein Austausch des Mediums durchgefuhrt.
Eine Expressionsbestimmung erfolgte mittels Durchflusszytometrie nach 24h,
48h, 60h, 72h und 96h.
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Abbildung 4: Anderung der C3a-Rezeptorexpression in Kultur

Expression dargestellt als SFI der CD56°CD3" Fraktion von PBMC (NKpguc). Messung direkt
nach der Ficoll-Isolation der PBMC (0h), sowie nach 24h, 48h, 60h, 72h und 96h. Jeder Punkt
entspricht dem Ergebnis mit NK Zellen eines einzelnen Spenders. Signifikanzberechung durch
Mann-Whitney-U, * markiert statistisch signifikante (p<0,05) Unterschiede.
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Die Ergebnisse zeigen, dass sich nach 24h mit einem medianen SFI von 2,0
die Expression im Vergleich zur direkten Analyse nach der Isolation (Oh, SFI
2,0) nicht verandert, sondern konstant geblieben ist. Jedoch zeigt sich nach 48h
bereits eine deutliche Zunahme der Rezeptorexpression mit einem SFIl von 2,5,
die nach 60h ihren Maximalwert (SFI 3,6) erreicht. Dies ist auch im Vergleich
zum Oh-Wert eine signifikante Zunahme (p=0,0316), was einer Steigerung der
Expression um den Faktor 1,83 entspricht. Alle anderen Werte zeigten keine
signifikante Expressionszunahme. Nach 72h ist jedoch wieder ein Rickgang
der Expression auf einen SFI von 2,3 zu verzeichnen. Der 96h-Wert ist wieder
leicht zunehmend und entspricht mit 2,8 ungefahr wieder dem 48h-Wert (SFI
2,5).

3.2 Stimulation des C3a-Rezeptors

3.2.1 Stimulation mit Zytokinen

Da NKpgumc nach 60h ein Expressionsmaximum des C3a-Rezeptors erreichen,
wurde versucht, das hierfur verantwortliche Stimulanz zu determinieren. Hierzu
wurden PBMC in 24-Well-Platten mit einer Zellzahl von 2*10%well iber 60h mit
verschiedenen Zytokinen inkubiert und dann die C3a-Rezeptorexpression be-
stimmt. Zur Verwendung kamen die generell als NK-Zell stimulierend geltenden
Interleukine IL-2, -12, -15 [110], und -18, die NK-Zell hemmenden Interleukine
IL-6 und -8[111], sowie der NK-Zellmigrationsfaktor IL-8 (CXCL8) [112] und der

proinflammatorisch wirkende TNF [1].
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Abbildung 5: C3a-Rezeptorexpression nach 60h Interleukininkubation

C3a-Rezeptorexpression dargestellt als SFI der CD54°CD3" Fraktion von PBMC (NKpgwc).
Messung erfolgte direkt nach der Ficoll-Isolation (Oh) und nach 60h Inkubation mit den darge-
stellten Interleukinen, sowie mit Medium (untreated) Signifikanzberechung zwischen untreated
60h-Werten und allen anderen Inkubationensproben mit dem Mann-Whitney-U-Test ergab kei-
nen signifikanten Expressionsunterschied (p>0,05).

Im Vergleich zum unbehandelten 60h-Wert der NKpguc zeigen, mit Ausnahme
der mit IL-12 inkubierten Proben, alle anderen Proben keinen relevanten Unter-
schied im gemessenen Median-SFI. Die NK-Zellen aus den mit IL-12 inkubier-
ten PBMCs weisen mit einem Median-SFI von 2,9 einen geringen Rickgang
der C3a-Rezeptorexpression im Vergleich zu der unbehandelten 60h Probe
(Median-SF1 3,6) auf. Diese Differenz ist jedoch rechnerisch nicht signifikant (p
> 0,05). Alle anderen Proben, irrelevant ob mit grundsatzlich aktivierenden oder
inhibierenden Substanzen inkubiert, zeigen Median-SFI Werte im Bereich von
3,3 bis 3,5 (Median-SFI [IL-2] 3,5; Median-SFI [IL-15] 3,4; Median-SFI [IL-18]
3,3; Median-SFI [IL-6] 3,4; Median-SFI [IL-10] 3,5; Median-SFI [IL-8] 3,3, medi-
an-SFI [TNF] 3,3) und waren somit kaum verandert im Vergleich zur unbehan-
delten 60h Probe.

3.2.2 Stimulation mit TLR-Liganden

Des Weiteren wurden Stimulationsversuche mit TLR-Liganden unternommen.

Dazu wurden ebenfalls PBMC in 24-Well-Platten mit einer Zellzahl von
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2*10%well mit LPS (TLR4), CpG OND2395 (TLR9), Loxoribine (TLR7) CpG
OND2006 (TLR9) und Poly I:C (TLR3) [1, 113-115] inkubiert und alle 24h die

C3a-Rezeptorexpression auf NK Zellen durchflusszytometrisch bestimmt.
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Abbildung 6: C3a-Rezeptorexpression nach TLR-Stimulation

C3a-Rezeptorexpression dargestellt als SFI der CD54"CD3" Fraktion von PBMC. Dargestellt
maximale und minimale Expression mit Angabe des Median-SFI. unbehandelt (n=3), LPS (n=3),
CpG2359 (n=3), Loxoribine (n=2), CpG2006 (n=2), Poly I:.C (n=2)

Vergleicht man nun zunachst die Ergebnisse der 24h Messung, so lasst sich
feststellen, dass alle Median-SFI-Werte der behandelten Proben Uber dem der
unbehandelten Probe liegen (SFI 1,8). Jedoch fallt die Expressionszunahme
unter der Behandlung mit CpG ODN2006 (SFI 1,8), Loxoribine (SFI 1,9), LPS
(SFI 1,9) sowie CpG ODN2395 (2,1) geringer aus. Lediglich bei der Stimulation
mit Poly |:C zeigt sich bereits hier eine deutliche Expressionszunahme (SFI 2,8),
was im Vergleich zur unbehandelten 24h-Probe eine Expressionszunahme um
das ca. 1,6fache darstellt.

Die 48h Messungen ergeben eine geringe absolute Zunahme der Expression
des SFl um 0,0 — 0,2 (LPS 0,0; CpG OND2395 0,2; Loxoribine 0,0; Poly I:C 0,2).
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Einzig bei CpG OND2006 ist ein leichter Rickgang des SFI von 1,84 auf SFI
1,80 zu verzeichnen. Die Expressionswerte der mit LPS (SFI 1,9), Loxoribine
(SFI 2,0) und CpG OND2006 (SFI 1,8) behandelten Proben liegen im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle (SFI 2,0) jeweils unter deren Expressionswert. Die
mit CpG OND2395 und Poly I:C stimulierten Proben zeigen beide hohere Ex-
pressionslevel als die unbehandelte 48h-Probe (CpG OND2395: SFI 2,3; Poly
I:C: SFI 3,0), wobei CpG OND2395 im Vergleich nur geringfugig mehr Expres-
sion zeigte. Dagegen ist die Expression bei der mit Poly I:C behandelten Probe
um das 1,5fache hoher als die Expression der unbehandelten 24h Probe.

Nach 72h zeigen vor allem LPS, CpG OND2395 sowie Poly I:C noch einmal
eine deutliche Zunahme des Expressionslevels des C3a-Rezeptor. So nimmt
der SFl-Level bei der mit LPS stimulierten Probe von 1,9 (48h) auf 2,9 (72h) um
das 1,50fache zu, bei der mit CPG OND2395 stimulierten Probe zeigt sich ein
Sprung von 2,3 auf 3,2 (1,42fach) und bei der mit Poly |:C stimulierten nahm die
Expression um das 1,37fache von 3,00 auf 4,1 zu. Damit liegt die Expression
des C3a-Rezeptors bei allen drei Proben uUber der Expression der unbehandel-
ten Kontrollprobe (SFI 2,3). Hierbei verfugt Poly 1:C mit einem SFI 4,1 im Ver-
gleich zur Kontrolle Uber die starkste Potenz zur Expressionssteigerung. Auch
die mit Loxoribine und CpG OND2006 stimulierten Proben zeigten, im Vergleich
zu den jeweiligen 48h Proben, eine Zunahme der Expression. Die Zunahme bei
der CpG OND2006 Probe ist mit der 1,24fachen Expression (von SFI 1,8 auf
2,2) relativ gering, wohingegen die Expressionssteigerung bei der Loxoribine-
Probe von SFI 2,0 auf 2,1 noch geringer ausfallt (1,1fache Expression). Beide
Proben zeigen jedoch keine gesteigerte Expression des Rezeptors im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle (Kontrolle: SFI 2,3; Loxoribine: SFI 2,1; CpG
OND2006 2,2).

Die letzte Messung erfolgte nach 96h und hierbei zeigen, mit Ausnahme der
LPS-stimulierten Probe, alle Proben die hochste Expression. Wahrend bei der
unstimulierten Kontrolle eine Expression von SFI 2,7 vorlieget, liegen die Ex-
pression der CpG OND2395 stimulierten Proben mit einem Median-SFI von 3,4
um das1,24fache daruber und die Poly I:C (SFI 4,6) stimulierten Proben mit der

1,65fachen Expression noch einmal deutlich hdher. Die mit Loxoribine stimulier-
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ten Proben zeigen zwar im Vergleich zur Expression nach 72h noch einmal ei-
ne 1,41fache Mehrexpression (72h: SFI 2,1; 96h: SFI 3,0), liegen aber mit ei-
nem Median-SFI von 3,0 nur 1,11fach Uber dem Median-SFI der unbehandelten
Kontrollen. Der Median-SFI der mit CpG OND2006 stimulierten Proben ent-
spricht mit 2,7 fast genau dem Wert der unbehandelten Kontrollen (Median-SFI
2,7). Bei den LPS stimulierten Proben ist im Vergleich zur Expression nach 72h
Inkubation (Median-SFI 2,9) ein Rickgang um das 0,86fache auf Median-SFI
2,5 zu verzeichnen. Damit liegt der Median-SFI der LPS stimulierten Proben als

einziger unterhalb der unbehandelten Kontrolle.

3.3 Verhalten des C3a-Rezeptors nach Stimulation mit synthe-
tischem C3aR-Agonisten

Der C3a-Rezeptor lasst sich durch C3a selbst, durch C3a55-57, C3aSA[70],
aber auch durch einen kauflich erwerbbaren synthetischen C3aR-Agonisten
von Sigma stimulieren. Um zu untersuchen, welchen Einfluss der Agonist auf
die Expression des C3a-Rezeptors auf NKpygc hat, wurden PBMC 1x10%/ml in
24-well-plates zusammen mit dem C3aR-Agonisten in Konzentrationen von
0,01uM, 0,1uM und 1uM inkubiert. Eine Messung der Expression erfolgte nach
30min, 3h und 24h mit Hilfe des Durchflusszytometers.
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Abbildung 7: C3a-Rezeptorexpression nach Inkubation mit synthetischem C3aR-Agonist

A: Expression dargestellt als SFI der CD56°'CD3" Fraktion von PBMC (NKpgwc), Messung nach
30 Min, 3h und 24h

B: Dotblot-Darstellung der C3aR-Expression nach Inkubation fiir 30min, 3h und 24h mit synthe-
tischem C3aR-Agonist, gegatet wurde auf die CD56"CD3" Fraktion von PBMC (NKpguc), CD56-
Expression auf der y-Achse (CD56-FITC) und C3a-Rezeptorexpression auf der x-Achse
(C3aR+gam-PE). Angabe der C3a-Rezeptor positiven Zellen in Prozent. Isotypkontrolle mittels
mlgG2b+gam-PE.

Die Daten zeigen, dass die Expression der unbehandelten Kontrolle und der

DMSO-Ldsungsmittelkontrolle nur einen geringen Unterschied aufweisen (30
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min: unbehandelt SFI 4,07, DMSO SFI 4,26; 3h: unbehandelt SFI 3,68, DMSO
SFI 4,53; 24h: unbehandelt SFI 4,07, DMSO SFI 3,92) und somit nicht von ei-
nem Einfluss von DMSO auf die Rezeptorexpression ausgegangen werden
kann. Es zeigt sich jedoch bereits mit einer Konzentration von 0,01 yM C3aR-
Agonist ein deutlicher Ruckgang der Expression auf SFI 3,50. Mit einer Kon-
zentration von 0,1 yM ist die Expression nach 30min sogar nur noch 2,93 und
nach 30 mindtiger Inkubation mit 1uM C3aR-Agonist ist mit einem SFI von 1,48
eine dnoch weiter ernierdrigte Expression zu beobachten

Ein ahnliches Bild zeigt sich auch nach 3h Inkubation, jedoch ist der Effekt der
Expressionsreduktion noch deutlich starker ausgepragt. Die 0,01uM Probe zeigt
nur noch eine Expression mit SFI 2,16, wahrend es nach 30min noch ein SFlI
von 3,50 sind. Das bedeutet eine 1,7fach schwachere Expression im Vergleich
zur unbehandelten Probe, die einen SFI von 3,68 zeigt. Mit einer Konzentration
von 0,1 uM ist nach 3h auf den NK-Zellen mit einem SFI-Wert von 1,60 kaum
noch C3a-Rezeptor nachweisbar, was einen extremen Rickgang um den Fak-
tor 0,55 vom 30min-Wert (SFI 2,93) darstellt. Mit einem SFI von 1,50 ist bei ei-
ner Rezeptoragonisten-Konzentration von 1uM, ebenso wie nach 30min, keine
Rezeptorexpression mehr nachweisbar.

Die letzte, nach 24h erfolgte, Messung zeigt, dass weder mit 0,1uM noch mit
1uM Rezeptoragonist noch eine C3a-Rezeptorexpression nachweisbar ist (SFI
[0,1uM] 1,49; SFI [1uM] 1,16). Lediglich die mit 0,01uM Agonist inkubierte Pro-
be zeigt noch eine Expression (SFI 1,81), die jedoch im Vergleich zur unbehan-

delten Kontrolle um mehr als die Halfte geringer ist (0,44fach).

3.4 Beeinflussung der Antitumorreaktivitat von NKpguc

Charriaut et al. beschrieben bereits 1982, dass C3a einen hemmenden Einfluss
auf die gegen Tumorzellen gerichtete Aktivitdt von NK-Zellen hat. In den hier
vorliegenden Experimenten wurde untersucht, welchen Einfluss verschiedene
Fragmente von C3a und der synthetische C3aR-Agonist auf die Antitumorreak-
tivitat von NKpgmc haben. Alle Experimente wurden mit der Kolonkarzinomzelli-

nie HCT116 durchgeflhrt, da diese keinen C3a-Rezeptor exprimieren und somit
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eine Beeinflussung der Zielzellen ausgeschlossen werden konnte. Ferner be-
schrieben Habermann et al. erhdhte Serumkonzentration an C3a bei Kolonkar-

zinomen. Die Zytotoxizitat wurde anhand eines *'Cr-Release Assays untersucht.

3.4.1 Einfluss des synthetischen C3aR-Agonisten

Zur Determinierung des Einflusses von synthetischem C3aR-Agonist wurden
PBMC uber 16h mit sechs verschiedenen Konzentrationen, die von 0,1nM je-
weils um eine Zehnerpotenz bis 10uM zunahmen, inkubiert. Als Lésungsmittel-

kontrolle wurde DMSO in der gleichen Konzentration gewahlt wie in der 10uM

Probe.
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Abbildung 8: *'Cr-Release-Assey mit PBMC vs. HCT116 mit C3aR-Agonist fiir 16h

PBMC vs. HCT116 in E:T 40:1, Vorbehandlung der PBMC mit C3aR-Agonist fir 16h in den
angegebenen Konzentrationen, Lyseraten kumuliert bei n=6 und gegen unbehandelt normali-
siert (unbehandelte Lyse = 1.0), dargestellt sind Mittelwerte mit Boxdarstellung der maximaler
und minimaler Lyseraten. Signifikanzberechung erfolgte Uber dann Mann-Whitney-U Test zwi-
schen unbehandelten Ansatzen und Ansatzen mit 10uM C3a-Rezeptoragonist ** (p=0,0022),
zwischen allen anderen Ansatzen keine Signifikanz (p>0,05).

Zunachst zeigt sich, dass DMSO als Losungsmittel keinen Einfluss auf die Ly-
serate der NK-Zellen hat. Die Inkubation mit 0,1nM C3aR-Agonist fuhrt zu einer
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Steigerung der Lyserate um 15,9%. Dies war jedoch statistisch gesehen keine
signifikante Steigerung (p=0,0906). Der Einfluss von 1nM Agonisten ist, im Ver-
gleich zu 0,1nM, jedoch bereits wieder geringer und liegt nur noch bei einer
Steigerung der Lyserate von 4,6%. Mit 10nM und 100nM ist eine leichte Hem-
mung der Lyseaktivitat der NK-Zellen zu verzeichnen, die bei 10nM bei 5,4%
und bei 100nM bei 4,8% liegt. Bei einer Konzentration von 1uM lasst sich je-
doch eine deutlich gesteigerte Hemmung von 15,5% feststellen. Dies ist aber
ebenfalls nicht signifikant (p=0,6184). Stimuliert man die NK-Zellen nun mit
10uM C3aR-Agonist, lasst sich im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle eine
Hemmung um 19,8% verzeichnen. Diese Hemmung zeigte sich auch signifikant
bei einem p-Wert von 0,0022.

3.4.2 Einfluss von C3a57-77

Lu et al. beschrieben 1984, dass ein Peptid aus den letzten C-terminalen Ami-
nosauren des C3a-Proteins die gleiche agonistische Aktivitat auf den C3 Re-
zeptor besitzt wie das gesamte Protein [89]. Kasheem et al. beschrieben, unter
Berufung auf Lus Publikation von 1984, dass die letzten 20 C-terminalen Ami-
nosauren ebenfalls diesen Effekt zeigen [101]. FUr die Experimente in dieser
Arbeit wurde daher entsprechend ein Peptid von EMC microcollections GmbH,
Tubingen, generiert, das aus den letzten 21 C-terminalen Aminosauren besteht
(C3a57-77).

Fur diese Experimente wurde wiederum PBMC mit verschiedenen Konzentrati-
onen von C3a57-77 uber 3h inkubiert und anschlieRend die Zytotoxitiat in ei-
nem °'Cr-Releaseassay analysiert. Die Inkubationzeit von 3h wurde gewahlt um
den Einfluss einer gegebenenfalls auftretenden proeolytischen Spaltung des

Peptids zu minimieren.
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Abbildung 9: *'Cr-Release-Assey mit PBMC vs. HCT116 mit C3a57-77 fiir 3h

PBMC vs. HCT116 in E:T 40:1, Vorbehandlung der PBMC mit C3a57-77 fur 3h in den angege-
benen Konzentrationen, Lyseraten kumuliert bei n=3 und gegen unbehandelt normalisiert (un-
behandelte Lyse = 1.0), dargestellt sind Mittelwerte mit Boxdarstellung der maximaler und mi-
nimaler Lyseraten. Signifikanzberechung erfolgte Gber dann Mann-Whitney-U Test, zwischen

allen Ansatzen keine Signifikanz (p>0,05).

Bei der Inkubation mit 10ng/ml bzw. 50ng/ml zeigt bei 10ng/ml eine 0,5%
schwachere Lyseaktivitat und 50ng/ml eine 0,5% hdhere Lyseaktivitat als bei
unbehandelten Proben. Damit 1asst sich bei 10 und 50ng/ml kaum ein Effekt auf
die Lyserate feststellen. Die Lyserate der NK-Zellen ist mit einer Konzentration
von 100ng/ml noch einmal geringflgig hdher (4,5%) und erreicht ihr Maximum
bei einer Konzentration von 500ng/ml mit einer Steigerung von 8,5%. Inkubiert
man die Zellen nun mit 1pg/ml C3a57-77 zeigt sich eine deutliche Hemmung
der Zytotoxizitat um 13,4%. Diese Hemmung nimmt mit steigender Konzentrati-
on von C3a57-77 weiter zu und erreicht das Maximum von 25,4% bei einer In-
kubation der Zellen mit 10ug/ml. Steigert man die Konzentration des C3a57-77

weiter auf 50ug/ml, lasst sich jedoch nur noch eine Hemmung von 24,1% fest-

stellen.
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3.4.3 Einfluss von C3aSA

Des Weiteren wurde 1991 von Ember et al. ein in der Sequenz alternierendes
Peptid synthetisiert, das eine 12-15fach starkere agonistische Aktivitat am C3a
Rezeptor besitzt als C3a selbst [97]. Scully et al. bestatigten diese Annahme
durch weitere Experimente in ihrer Publikation von 2000 [70]. Dieser ,Supera-
gonist® besteht aus 15 Aminosauren, die, an verschiedenen Stellen verandert,
die letzten 15 C-terminalen Aminosauren darstellen. Die beiden ersten N-
terminalen Aminosauren wurden hierbei durch Tryptophan ersetzt, was eine
bessere Bindung an die sekundare Bindungsstelle des Rezeptor ermdglicht [70].
Zur Untersuchung des Einflusses des C3aSA wurden PBMC mit verschiedenen
Konzentrationen C3aSA fur 3h inkubiert und danach ihre Zytotoxizitat gegen
HCT116 in einem °'Cr-Releaseassay analysiert. Auch hier wurde die Inkuba-
tionzeit von 3h gewahlt um den Einfluss einer gegebenenfalls auftretenden pro-

eolytischen Spaltung des Peptids zu minimieren.
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Abbildung 10: *'Cr-Release-Assey mit PBMC vs. HCT116 mit C3aSA fiir 3h

PBMC vs. HCT116 in E:T 40:1, Vorbehandlung der PBMC mit C3aSA fiir 3h in den angegebe-
nen Konzentrationen, Lyseraten kumuliert bei n=2 und gegen unbehandelt normalisiert (unbe-
handelte Lyse = 1.0), dargestellt sind Mittelwerte mit Boxdarstellung der maximaler und minima-
ler Lyseraten. Signifikanzberechung erfolgte Gber dann Mann-Whitney-U Test, zwischen allen
Ansatzen keine Signifikanz (p>0,05).
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Die Auswertung der Daten zeigt zunachst eine, im Vergleich mit den anderen
verwendeten Agonisten fur den C3a-Rezepetor, deutliche Zunahme der Lysera-
te. Bereits bei Konzentration von 10 ng/ml liegt die Lyserate bei 178,4% im
Vergleich zum unbehandelten Ausgangswertes. Bei einer Konzentration von 50
ng/ml ist die Steigerung der Lyserate jedoch wieder geringer (155,5%), nimmt
aber Uber 164,6% (100 ng/ml) bis zu einem Maximum von 179,9% bei 500
ng/ml, wieder zu. Ab einer C3aSA-Konzentration von 1ug/ml nimmt die Lysera-
te wieder ab (157,6%), liegt bei 10ug/ml bei einer Steigerung von 29,5% und
erreicht bei einer Konzentration von 50 ug/ml die geringste Lysesteigerung von
nur noch 8,9% Uber dem unbehandelten Ausgangswert. Im Vergleich zu den
beiden anderen verwendeten C3a-Agonisten zeigt sich keine direkte Hemmung
der Lyseaktivitat, jedoch eine relative Hemmung in Form der Abnahme der Ly-

sesteigerung.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der C3a-Rezeptor auf NK-Zellen
innerhalb von frisch isolierten PBMCs (NKpguc), auf pPNKCrpmissss und pNKCksez
und auch auf NK92 exprimiert wird. Auf NKpguc unterliegt die Expression deutli-
chen interindividuellen Schwankungen, was sich in einer Expressionsbreite von
SFI 1,32 bis SFI 8,12 zeigt. Die verwendeten PBMC stammen von unterschied-
lichen Spenden. Daher kdnnte als Grund fur die Schwankungen das jeweilige
Geschlecht, unterschiedliche heriditare Rezeptorexpression, sowie eventuell
vorliegende subklinische Infektionen angenommen werden. Um eine Aussage
diesbezulglich treffen zu kénnen, mussen die Daten jedoch mit dieser entspre-
chenden Fragestellung analysiert werden. NK92 stellen eine hoch aktive NK-
Zelllinie dar. NK92, welche gegen eine Vielzahl von Tumorzellen sowohl in vitro,
also auch in klinischen Phase | Studien effektiv ist [108, 109, 116]. Unsere Ex-
perimente zeigen, dass NK92 die hochste aller gemessenen C3a-
Rezeptorexpressionen mit einem SFI von 13,37 aufweisen. Dies legt nahe,
dass C3a fur die aktivierte NK-Zelle von grolRer Bedeutung ist, sei es als
chemotaktisches Agens, direktes Stimulans oder kostimulatorisches Peptid.
Auch zeigen pNKCksesz eine deutlich hdhere C3a-Rezeptorexpression (Median-
SFI1 3,56) als NKpgmc und eine signifikant hdhere Expression als pNKCRpwisses
(p=0,0234). K562-mb15-41BBL steigern durch die genetische Modifikation zur
Expression von 4-1BBL und membrangebundenem IL15 (mb15) durch die Be-
nutzung als Feederzellen zur Klonierung von NK-Zellen deutlich die cytotoxi-
schen Aktivitat der entstehenden pNKC [103, 104]. Dadurch lasst sich die be-
reits erwahnte Vermutung, dass die Expression des C3a-Rezeptors ein gewis-
ses Indiz fur die Aktivitat der NK-Zellen darstellt, weiter bekraftigen. So lasst
sich die Expression des C3a-Rezeptors eventuell als ein Indikator flr die Akti-
vierung von NK-Zellen ansehen.

Untersucht man NK-Zellen aus in Kultur gehaltenen PBMCs zeigt sich eine Zu-
nahme der C3a-Rezeptorexpression uber die Zeit mit einem Expressionsmaxi-
mum nach 60h (SFI 3,58). Da die Bindung von C3a an den C3a-Rezeptor auf

Immunzellen eine Vielzahl von Funktionen hat, beginnend mit der Wirkung als
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chemotaktisches Agens bis hin zur Degranulation, kdnnten ahnliche Funktionen
ebenfalls fur NK-Zellen angenommen werden. So kann zum Beispiel die Hoch-
regulation des Rezeptors als eine Art Primingprozess interpretiert werden, so
dass die ruhenden NK-Zellen schneller einem C3a-Gradienten folgen kdnnten.
Da die Funktion des C3a-Rezeptors auf die Chemotaxis von NK-Zellen nicht
Gegenstand dieser Arbeit ist, bleibt dies in weiteren Studien zu untersuchen. In
den ersten 24h der Kultivierung ist jedoch keine Zunahme der Expression zu
verzeichnen (0h-SFI 1,96, 24h-SFI 1,96). Dies ist vermutlich auf das noch nicht
ausreichend gebildete Mikromilieu und dadurch verminderte Signaltransduktion
zur Expressionssteigerung zuruckzufuhren. Andererseits Iasst sich diese Tatsa-
che auch dadurch erklaren, dass bis zur Expression eines Rezeptors auf der
Zelloberflache eine gewisse Zeit fur die Proteinbiosynthese mit Gentranskription
und —translation sowie posttranslationaler Modifikation und Transport an die
Oberflache notig ist. Auch das Erreichen des Expressionsmaximum nach 60h
spricht fur diese Erklarung. FUr die Abnahme der Expression nach 72h ist ver-
mutlich der zunehmende Verbrauch an Medium und die begrenzte Lebensdau-
er der kultivierten PBMC verantwortlich, durch die der nétige Stimulus zur Ex-
pressionssteigerung wegfallt. Dem erneuten Anstieg der Expression nach 96h
wird dabei weniger Bedeutung beigemessen, da hier nur drei verwertbare Mes-
sungen vorlagen.

Bei der Bertachtung dieser Ergebnisse stellte sich nun die Frage, ob der C3a-
Rezeptor Uber einen bestimmten Stoff regulierbar ist. Die naheliegendste Ver-
mutung ist hierbei wohl, dass, ahnlich wie bei der Aktivierung der NK-Zellen, ein
Stimulus in Form eines l6slichen Stoffes, der durch andere Leukozyten sezer-
niert wird, vorliegt. So wurden zum einen monocyte-derived cytokines, wie IL-
10, IL-12, IL-15 und IL-18 [35], auf ihre Fahigkeit hin untersucht, die C3a-
Rezeptorexpression zu regulieren, zum anderen NK-Zell aktivierende Faktoren,
wie IL-2 und TNF, sowie IL-6, als bekanntes NK-Zell hemmendes Interleukin,
und der Migrationsfaktor IL-8. Jedoch zeigte keiner der getesteten Faktoren die
Fahigkeit den C3a-Rezeptor in seiner Expression zu regulieren. Lediglich die
Inkubation der PBMC mit IL-12 zeigte im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

eine Minderexpression um den Faktor 0,82. Diese verminderte Expression war
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jedoch nicht signifikant. Weitere Experimente miussen zeigen, ob eine Maglich-
keit einer Expressionsregulation durch Zell-Zell-Interaktion besteht.

Stimuliert man PBMC mit TLR-Agonisten und bestimmt alle 24h die C3a-
Rezeptorexpression auf NK-Zellen, so zeigt sich, dass vor allem die Stimulation
mit TLR9 und TLR3 Agonisten CpG OND2395 und Poly I:C eine deutliche
Mehrexpression induziert. Wahrend sich bei der Stimulation mit CpG OND2395
nach 24h und 48h nur eine geringe Expressionszunahme im Vergleich zur un-
behandelten Kontrolle zeigt, liegen die Werte bei der Stimulation mit Poly I:.C
hier bereits hdher als die hochste Expression der unbehandelten Proben nach
96h. Beide Stimulationen induzieren bei den NK-Zellen eine 1,24fach (CpG
OND2395) bzw. 1,65fach (Poly I:C) hohere Expression des C3a-Rezeptor als
bei der Kontrolle. Auch die Stimulation mit Loxoribine (TLR7) zeigte nach 96h
eine hohere Expression als die Kontrolle. Jedoch sind die hier gemessenen
Werte lediglich um das 1,11fach hoher als die der Kontrolle. Ob dabei von ei-
nem Stimulationseffekt auszugehen ist, ist fraglich. Die Expression des C3a-
Rezeptors bei der Stimulation mit LPS und CpG OND2006 unterscheidet sich
nicht von der der Kontrollen, und somit ist hier kein Stimulations- oder Hem-
mungseffekt zu erkennen. Uber den gesamten Versuch zeigte sich jedoch,
dass erst nach ca. 48h ein deutlicher Sprung in der Expressionszunahme zu
verzeichnen war. Dies stutzt die bereits erwahnte These, dass, selbst unter
Stimulation, die Biosynthese des C3a-Rezeptors ca. zwei Tage in Anspruch
nimmt. Das kdnnte zum einen, wie bereits erwahnt, durch einen sehr langen
Biosyntheseprozess erklart werden oder dadurch, dass der C3a nur als Cofak-
tor fur NK-Zellen dient und somit die Synthese des Rezeptors nicht primar prio-
risiert wird. Die Ausnahme bildet hier das Ergebnis der Stimulation mit Poly I:C,
bei dem bereits nach 24h eine deutliche Expressionszunahme zu verzeichnen
ist. Hierflr kdnnte als Grund angenommen werden, dass Poly I:C einen extrem
potenten Stimulus fur NK-Zellen darstellt den C3a-Rezeptor zu exprimieren und
eventuell eine Art Reservoir mobilisiert und somit die schnelle Expressionszu-
nahme veranlasst. TLR9 ist auf dendritischen Zellen exprimiert, TLR3 auf NK-
Zellen [1, 117]. Dieser Fakt lasst die Annahme zu, dass Poly I:C, als TLR3-

Agonist, NK-Zellen direkt stimuliert und daher eine deutliche Mehrexpression
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des C3a-Rezeptors zu verzeichnen ist. TLR9, stimuliert durch CpG OND2395,
entfaltet seine Wirkung und NK-Zellaktivierung uber die Aktivierung von plas-
mazytoiden dendritischer Zellen (pDC) [118]. Uber diese indirekte Stimulation
lieRe sich die, im Vergleich zur Stimulation mit Poly I:C, geringere Expressions-
steigerung erklaren. CpG OND2006 und 2395 sind beides Agonisten fur TLR9,
jedoch unterscheiden sie sich deutlich in ihrer Nukleotidsequenz — CpG
OND2006 als Typ-B-OND und CpG OND2395 als Typ-C-OND mit palindromi-
scher Sequenz — und zeigen daher auch unterschiedliche Spezifitat bei der Ak-
tivierung von Zellen [119]. CpG OND2006 aktiviert vor allem B-Zellen und kaum
pDC, wohin gegen CpG OND2395 pDC gleichermalen aktiviert [120]. Damit
lasst sich die unterschiedliche Expressionsstimulation der TLR9-Agonisten er-
klaren. TLR3 erkennt als PAMP-Rezeptor Doppelstrang-DNA (dsRNA), wie sie
vor allem in Viren vorkommen, wohingegen TLR9 unmethylierte Einzelstrang-
DNA erkennt, die in Viren und Bakterien vorliegt. Die Erkennung beider Muster
ist essentiell fur die Bekampfung von Infektionen durch das angeborene Im-
munsystem [1]. Es scheint also, dass der C3a-Rezeptor auf NK-Zellen bei der
Abwehr von vor allem viralen, aber auch bakteriellen Infektionen von Bedeu-
tung sein konnte. Ob C3a Uber seinen Rezeptor nun als chemotaktisches A-
gens funktioniert oder entweder direkt oder indirekt, also als Cofaktor, die Lyse
infizierter Zellen begunstigt, missen weitere Untersuchungen zeigen.

Inkubiert man PBMC mit verschiedenen Konzentrationen synthetischem C3a-
Rezeptoragonist, stellt man bereits nach 30min eine deutliche Reduktion der
Expression fest, die sich nach 3h und vor allem nach 24h noch deutlicher dar-
stellt. Dies zeigt, dass der Agonist an den C3a-Rezeptor bindet und dieser da-
raufhin internalisiert wird. Dies ist ein typisches Verhalten G-gekoppelter Rezep-
toren um, wie zum Beispiel bei adrenergen Rezeptoren, eine Uberstimulation zu
verhindern. Die Vermutung, dass der Agonist lediglich unspezifisch an den Re-
zeptor bindet und so die Bindungsstelle fir den zur Expressionsanalyse ver-
wendeten Antikorper blockiert, 1asst sich durch die Dynamik der Expressionsre-
duktion entkraften. Wiarde der Agonist die Bindungsstelle des Antikdrpers blo-
ckieren, wurde man eine fur jede Konzentration spezifische Hemmung konstant

uber alle drei Messpunkte sehen. Durch die kontinuierliche Reduktion zeigt sich
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jedoch, dass der Agonist zuerst an eine bestimmte, konzentrationsspezifische
Anzahl an Rezeptoren bindet, diese dann internalisiert werden und dann an die
nachsten noch freien Rezeptoren bindet.

In den Zytotoxizitatsassays zeigt sich eine konzentrationsabhangige Beeinflus-
sung der Lyseaktivitat der NK-Zellen durch den C3aR-Agonist und C3a57-77.
Wahrend es im Niedrigkonzentrationsbereich zu einer Steigerung der Lyse der
Targetzellen von maximal 15,9% (0,1nM C3aR-Agonist) bzw. 8,5% (500ng/mi
C3a57-77) kommt, nimmt dieser Effekt durch weitere Konzentrationssteigerung
wieder ab und kehrt sich schlieBlich um, bis es zu einer Hemmung der Zytoto-
xiziat bis maximal 25,4% (10ug/ml C3a57-77) bzw. 19,8% (10uM C3aR-
Agonist) kommt. Dieser Effekt gilt grundsatzlich fur beide Stimulantien, scheint
aber in seiner Auspragung abhangig von der agonistischen Potenz des jeweili-
gen Stoffes zu sein. So zeigt der C3aR-Agonist die maximale Hemmung bei
einer Konzentration von 10uM, C3a57-77 jedoch schon bei 3,45 nM (= 10ug/ml).
Interessanterweise tritt die Hemmung beim C3aR-Agonisten ab der Konzentra-
tion auf, bei der in vorherigen Experimenten kein C3a-Rezeptor mehr nach-
weisbar war (1uM), es also zu einer kompletten Internalisierung gekommen ist.
Das kann eine Erklarung dafir zu sein, warum die Steigerung der Zytotoxizitat
mit zunehmender Konzentration agonistischer Substanzen wieder abnimmt.
Wird also der Rezeptor internalisiert, geht auch die exzitatorische Wirkung des
C3a wieder verloren. Entsprechend lasst sich auch die relativ groRe Vertei-
lungsbreite des Steigerungseffekts in den Experimenten erklaren, scheint doch
der Effekt abhangig von der Rezeptorexpression zu sein und diese unterliegt
grofRen interindividuellen Schwankungsbreiten (s. Abb. 5). Geht man nun davon
aus, dass die Stimulation des C3a-Rezeptors eine aktivierende Wirkung auf die
Zytotoxizitat der NK-Zellen hat, stellt sich nun die Frage, wie es zu einer Hem-
mung der NK-Zellaktivitat bei weiterer Dosissteigerung kommen kann. Eine Er-
klarung ware wohl, dass, da fur die Assay PBMC und damit nicht nur reine NK-
Zellen verwendet wurden, das C3a57-77 bzw. der C3aR-Agonist die Ausschut-
tung inhibitorischer Faktoren durch andere Zellen induziert und daraufhin die
NK-Zellreaktivitdat gehemmt wird. Bei niedrigeren Konzentrationen wurde dann

der direkte, aktivierende Effekt auf die NK-Zellreaktivitat den Einfluss der Hem-
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mung Uberdecken. Um dies zu bestatigen mussen Untersuchungen mit isolier-
ten NK-Zellen folgen, um nur den spezifischen Effekt auf NK-Zellen alleine zu
untersuchen. Carriaut et al. haben bereits 1982 einen hemmenden Effekt von
C3a auf NK-Zellen beschrieben.

Habermann et al. beschreiben bei Patienten mit kolorektalem Karzinom deutlich
erhdohte C3adesArg Serumlevel von 44 ug/ml (Konzentration beim Gesunden
98 ng/ml) [71, 84, 86]. Somit lasst sich im Umkehrschluss, da C3a 1:1 in
C3adesArg gespalten wird, auf die gleiche Konzentration von C3a schlieRen.
Wobei unklar ist, ob die Produktion der Komplementfaktoren durch eine Aktivie-
rung des Systems durch den Tumor zustande kommt oder ob der Tumor direkt
C3a bildet und damit eventuell aktiv einer Lyse durch NK-Zellen entgeht, in dem
die Zellen durch die hohe Konzentration an C3a den C3a-Rezeptor internalisie-
ren und so gegen C3a-Einfluss desensitisiert werden, damit nur noch den der
Einfluss hemmender Faktoren anderer Zellen zum Tragen kommt.

Die Zytotoxizitatsassays, die mit C3aSA durchgefuhrt wurden, zeigen jedoch
einen komplett anderen Sachverhalt. So kommt es zu einer massiven Steige-
rung der Lyseaktivitat von bis zu 79,9% (500ng/ml C3aSA) und keinem hem-
menden Effekt. Den bereits beschriebenen Mechanismus der direkten NK-
Zellaktivierung und dann folgenden indirekten NK-Zellhemmung zu Grunde le-
gend, wirde man also davon ausgehen, dass dieser Effekt auch mit C3aSA zu
sehen ist, nur in deutlich starkerer Auspragung, da Ember et. al. 1999 die
15fache Potenz des ,Superagonisten® dargelegt haben. Der eigentliche Verlauf
der Lyserate Uber die Konzentrationen scheint dies auch zu bestatigen, ist doch
bei Konzentrationen ab 500ng/ml keine Steigerung der Zytotoxizitat mehr
nachweisbar. Hier kommt es wieder zu einem Rickgang der Lyseaktivitat. Je-
doch kommt es nicht, wie bei C3a57-77 und dem C3aR-Agonisten zu einer
Hemmung der Lyseaktivitat. Hierfir kommen zwei Erklarungen in Betracht. Zum
einen konnte davon ausgegangen werden, dass die Aktivierung der NK-Zellen
derart potent ist, dass der Einfluss der hemmenden Faktoren, die durch andere
Zellen ausgeschuttet werden, relativ gering ist und erst bei noch héheren Kon-
zentrationen zum Tragen kommt. Zum anderen beschreiben Scully et al. zwar

keine Bindung an den C5a-Rezeptor durch C3aSA, jedoch eine unspezifische
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Bindung an Zellen, die sogar zu einer Aktivierung fuhrt [70]. So kann es durch-
aus sein, dass auch bei NK-Zellen die Aktivierung nicht ausschlielich rezeptor-
vermittelt ist, sondern auch durch unspezifische Bindung des Superagonisten
an die Zellen zustande kommt und es so auch zu einer Aktivierung der NK-
Zellen mit internalisiertem C3a-Rezeptor kommen kann. Ferner muss davon
ausgegangen werden, dass bei n=2 zu einer punktuellen Beobachtung eines
Effekts kam, der nur bei den speziell fir diese Experimente verwendeten Spen-
der-PBMC in diesem Malde zum tragen kam.

Diese Vermutungen mussen in weiteren Experimenten mit isolierten NK-Zellen
bestatigt werden, um so den Effekt auf die NK-Zellen selbst betrachten zu kon-
nen. Ferner sollte nach NK-Zell-hemmenden Faktoren in Uberstanden von
PBMC gesucht werden, beispielsweise kénnten NK-Zellen mit diesen Uber-
standen inkubiert werden um damit die eventuell vorhandene Hemmung der

Zellen zeigen zu kdnnen.
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5 Zusammenfassung

NK-Zellen stellen einen wichtigen Teil der angeborenen Immunantwort dar. Sie
sind daruber hinaus in der Lage neoplastische Zellen zu identifizieren und lysie-
ren und damit unschadlich zu machen. Tumorzellen sind in der Lage, sich Uber
verschiedene Mechanismen der immunologischen Kontrolle der NK-Zellen zu
entziehen. 1982 konnte bereits gezeigt werden, dass der Komplementfaktor
C3a, der bei der Hydrolyse von C3 entsteht, NK-Zellen in ihrer Reaktivitat ge-
gen Tumorzellen hemmen kann. Habermann et al. wiesen 2006 bei Patienten
mit kolorektalem Karzinom einen erhdhten Serumspiegel an C3a nach. Diese
Fakten legen die Vermutung nahe, dass die Anwesenheit von Kompementfak-
tor C3a ein entscheidender Mechanismus der NK-Hemmung ist. Der konkrete
Mechanismus ist jedoch unklar. Die vorliegende Arbeit Uberprufte deshalb die
Zusammenhange der Expression des C3a-Rezeptors, sowie dessen Stimulier-
barkeit, und der Wirkung von C3a auf die Aktivitat der NK-Zellen.

Es konnte gezeigt werden, dass NK-Zellen den C3a-Rezeptor mit einer deutli-
chen interindividuellen Streuung exprimieren. Die Expressionsraten liegen bei
polyklonalen und damit aktivierten NK-Zellen deutlich Uber den von NK-Zellen
aus frisch isolierten PBMC. Jedoch besteht ein signifikanter Unterschied der
Rezeptorexpression zwischen den pNKC, je nach dem welche Feederzellen
benutzt wurden. So liegt der Schluss nahe, dass die C3a-Rezeptorexpression
ein Marker fur die Aktivitat der NK-Zellen darstellt. Dies belegt auch Rezepto-
rexpression auf NK92, die als hochaktive NK-Zelllinie bis zu 7fach hdohere Ex-
pressionwerte aufweisen, als pPNKCrpumissss.

In den Experimenten konnte gezeigt werden, dass der C3a-Rezeptor auf NK-
Zellen aus PBMC hochreguliert wird, mit einem Maximum nach 60h, wenn sie in
Kultur gehalten werden. Hierbei konnte es sich um einen Priming-Prozess han-
deln, der beispielsweise eine schnellere und effektivere Chemotaxis entlang
eines C3a-Gradienten zur Folge ermdglichen kdnnte.

Unsere Experimente legen ferner nahe, dass der C3a-Rezeptor durch TLR-
Agonisten stimulierbar ist, wobei der TLR9-Agonist CpG OND2006 und der

TLR3-Agonist Poly I:C die Rezeptorexpression am starksten stimulieren. Poly
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I:C wirkt hierbei vermutlich Uber einen direkten Stimulationsmechanismus, da
der TLR3 auf NK-Zellen selbst exprimiert wird. CpG OND2006 hingegen vermit-
telt seine Wirkung Uber den TLR9 z.B. auf auf plasmazytoiden dendritischen
Zellen und damit wahrscheinlich Uber eine indirekte Stimulation der NK-Zellen.
Ein z.B. von pDC produziertes und sezerniertes I6sliches Agens konnte jedoch
unter den normalerweise NK-Zellwirksamen Interleukinen nicht identifiziert wer-
den. Somit ist eine Zell-Zell-Interaktion sehr wahrscheinlich.

Wir konnten weiter zeigen dass C3a bzw. ein synthestischer C3a-
Rezeptoragonist eine fur die fur G-gekoppelte Rezeptoren typische internalisie-
rende Wirkung zur Folge haben. Diese erfolgt zum einen konzentrationsabhan-
gig und zum anderen zeitabhangig.

Die Untersuchungen zur Beeinflussung der Zytotoxizitat von NK-Zellen zeigten
fur C3a57-77 und den synthetischen C3a-Rezeptoragonisten eine ahnliche
Wirkung. Die Lyse der Zielzellen war deutlich abhangig von der Konzentration
des jeweiligen Agens. Jedoch zeigte sich im Bereich von niedrigen Konzentrati-
onen eine Steigerung der Lyse, wahrend sich bei zunehmenden Konzentratio-
nen eine Hemmung der zytotoxischen Aktivitat einstellte. Dies konnte Folge
verschieden gerichteter Wirkungen von C3a auf unterschiedliche Zellen der in
den Experimenten verwendeten PBMC sein. Man kann vermuten, dass bei
niedrigen Konzentrationen die exzitatorische Wirkung von C3a auf die NK-
Zellen Uberwiegt, wahrend bei zunehmender Konzentration die Ausschuttung
hemmender Faktoren durch andere Zellen die Targetzelllyse durch NK-Zellen
hemmt. Die Beobachtung, dass C3aSA die Lyse zunachst extrem steigert und
danach an stimuliernedem Einfluss verliert ohne jedoch die Aktivitat im Ver-
gleich zu den unbehandelten Proben zu hemmen, kann einerseits als punktuel-
le Beobachtung betrachtet werden, oder C3aSA hat eine unspezifische, nicht
rezeptorvermittelte Wirkung auf NK-Zellen.

Diese Arbeit konnte somit darlegen, dass NK-Zellen den C3a-Rezeptor expri-
mieren und diesen sowohl in Kultur, als auch unter TLR3- und TLR9-Stimulation
hochregulieren. Ferner konnten die Ergebnisse von Charriot et al. von 1999

bestatigt werden und dariber hinaus ein spezieller Verlauf der NK-
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Zellbeeinflussung, in Form einer Aktivitatssteigerung bei niedrigeren Konzentra-
tionen und einer Lysehemmung bei hdheren Konzentrationen, gezeigt werden.

C3a und der C3a-Rezeptor scheinen demnach eine entscheidende Rolle fur die
Tumorlyseaktivitdt von NK-Zellen zu spielen. Ferner scheint die C3a-
Rezeptorexpression ein Marker fur die Aktivitat der NK-Zellen zu sein, wobei
sich in weiteren Experimenten zeigen muss, ob der Rezeptor auch die

chemotaktische Wanderung von NK-Zellen beeinflusst.
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7 Abkirzungsverzeichnis

tumor necrosis factor receptor superfamily,

4-1BB member 9; CD137

4-1BBL 4-1BB Ligand

*1Cr synthetisches Radioisotop von Chrom
antibody dependent cellular cytotoxicity

ADCC (dt. antikdrperabhangige zellulare Zytoto-
xizitat)

APC antigen presenting cell (dt. antigenprasen-

tierende Zelle)

APC (Farbstoff)

Allophycocyanin

ATP

Adenosintriphosphat

B-Zellen B-Lymphozyt
B7 CD80 molecule

BATDA g,ig'('?;ig)éygr:;tar;yl) 2,2":6',2"-terpyridine-
BSA Bovine Serum Albumin

C Celsius

C-type-Lektin

Kohlenhydrat bindende Lektin

C1

Complement Component 1

C1INH C1 Esterase Inhibitor
Spaltprodukt q des complement compo-
C1q
nent 1
CAr Spaltprodukt r des complement compo-
nent 1
C1 Spaltprodukt s des complement compo-
S
nent 1
C2 Complement Component 2
c2 Spaltprodukt a des Complement Compo-
a
nent 2
C2a4b C3-Konvertase
C2b Spaltprodukt b des Complement Compo-

nent 2
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C3

Complement Component 3

Spaltprodukt a des complement compo-

C3a nent 3
Spaltprodukt a des Complement Compo-
C3a
nent 3
C3a57-77 Q3a Pepitd bestehend aus Aminosaure 57
bis 77
C3adesArg C3a ohne das C-terminale Arginin
complement component 3a receptor 1
C3aR (auch C3AR1)
complement component 3a receptor 1
C3AR1 (auch C3aR)
C3aSA C3a ,Superagonist"
Spaltprodukt b des Complement Compo-
C3b
nent 3
C4 Complement Component 4
Spaltprodukt a des Complement Compo-
C4a
nent 4
Spaltprodukt b des Complement Compo-
C4b
nent 4
C5 Complement Component 5
C5 Spaltprodukt a des Complement Compo-
a
nent 5
Spaltprodukt b des Complement Compo-
C5b
nent 5
C6 Complement Component 6
Cc7 Complement Component 7
C8 Complement Component 8
C9 Complement Component 9
cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat
CCL2 chemokine (C-C motif) ligand 2
CD Cluster of Differentiation
CD107a lysosomal-associated membrane protein 1

(LAMP1)
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Fc fragment of IgG, low affinity llla, recep-

CcD16 tor (auch CD16a)

CD19 CD19 molecule

CD21 complement component (3d/Epstein Barr
virus) receptor 2 (auch CR2)

CD28 CD28 molecule

CD3 Komplex aus CD3y, CD3d und CD3¢

CD35 complement component (3b/4b) receptor 1

CD4 CD4 molecule

CD4"-T-Zellen CD8 positive T-Zellen

CD40 Tumor necrosis factor receptor superfamily
member 5

CD40L Tumor necr.osis factor receptor superfamily
member 5 ligand

CD46 CD46 complement regulatory protein
CD55 molecule, decay accelerating factor

CD55
for complement

CD56 neural cell adhesion molecule 1 (NCAM1)
CD59 complement regulatory protein

CD59 (auch Membrane Attack Complex inhi-
biting protein)
B-cell antigen receptor-complex-

CD79a associated alpha chain (dt. B-Zell Antigen-
rezeptor assoziierte Alpha-Kette)
B-cell antigen receptor-complex-

CD79 associated beta chain (dt. B-Zell Antigen-
rezeptor assoziierte Alpha-Kette)

CD8 CD8a molecule

CD8+-T-Zellen CD8 positive T-Zellen

CD80 CD80 molecule (auch B7)

CD81 CD81 molecule (auch Tetraspanin-28)

CD86 CD86 molecule (auch B7-2)

CD90 Thy-1 cell surface antigen

CD9%4 killer cell lectin-like receptor subfamily D,
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member 1

CD95 Fas cell surface death receptor

CpG Cytosin-Phosphat-Guanin-Dinukleotid

CTL cytotoxic T-cell (dt. cytotoxischer T-
Lymphozyt)

CTLA4 cytotoxic T-lymphocyte-associated protein

4

CXCL12 oder 8

chemokine (C-X-C motif) ligand 12 oder 8

CXCR5S

chemokine (C-X-C motif) receptor 5

CD55 molecule, decay accelerating factor

DAF
for complement

DAP10 TYRO protein tyrosine kinase binding pro-
tein

DDT Dithiothreiol

des-Arg”’ abgespaltenes Arginin an Position 77

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deoxyribonucleic acid (dt. Desoxiribonuk-
leinsaure)

DSMZ deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen

dsRNA double-stang ribonucleic acid (dt. Doppel-
strang-Ribonukleinsaure)

E:T-Ratio Effector to Target Ratio

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay

Fab antigen-binding fragment (dt. Antigenbin-
denes Fragment eines Antikdrpers)

FACS Fluorescence activated cell sorting

Faktor B complement factor B

Faktor D complement factor D

Faktor H complement factor H

Faktor | complement factor |
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Faktor P complement factor P, Properdin

Faktor P Properdin

Fas Fas cell surface death receptor (auch
CD95)

O Fas ligand, TNF superfamily, member 6
Fas-Ligand (auch CD178)
E crystallisable fragment (dt. kristallisierba-
c : o

res Fragment eines Antikdrpers)

FCS Fetal Calf Serum (dt. fetales Kalberserum)

FITC Fluoresceinisothiocyanat

g Gramm

G-Protein Guanosintriphosphat-bindendes Protein

GAP12 GTPase activating protein 12

G inhibierendes Guanosintriphosphat-

! bindendes Protein

Gy Gray

gam-PE Phycgerythrln markierter goat-anti-mouse
Antikorper

h Stunde

HCT116 humane Zelllinie eines kolorektalen Karzi-
noms

higG humanes Immunglobulin Klasse G
Human Leukocyte Antigen (dt. humane

HLA i
Leukozytenantigen-System)
Human Leukocyte Antigen (dt. humane

HLA-DO Leukozytenantigen-System) Klasse Il Sub-
typ DO
Human Leukocyte Antigen (dt. humane

HLA-DP Leukozytenantigen-System) Klasse Il Sub-
typ DP
Human Leukocyte Antigen (dt. humane

HLA-DR Leukozytenantigen-System) Klasse Il Sub-
typ DR

HPLC high performance liquid chromatography

(dt. Hochleistungsflussigkeitschromato-
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graphie)

Horseradish peroxidase (dt. Meerrettig-

HRP peroxidase)

ICAMA i(r:lgsrzt)allular adhesion molecule 1 (auch

ICOS E\St;(;lg;e T-cell co-stimulator (auch

IFN Interferon

IFR-3 Interferon-regulatorischer Faktor 3

IgA Immunglobulin Klasse A

IgD Immunglobulin Klasse D

IgE Immunglobulin Klasse E

IgG Immunglobulin Klasse G

lgG1 Immunglobulin Klasse G1

lgG2a Immunglobulin Klasse G2a

IgM Immunglobulin Klasse M

IKIR inhibierender KIR

IL Interleukin

ITAM intercellular adhesion molecule
immunoreceptor tyrosine-based inhibitory

ITIM motiv (dt. Thyrosin-basiertes hemmendes
Motiv von Immunrezeptoren)

k kilo

K562 humane CML-Zelllinie

K562-mb15-41BBL

K562 mit membranstandiger Expression
von IL-15 und 41BBL

KIR killer cell immunoglobulin-like receptor
KIR killer cell immunoglobulin-like receptor
KLAR killer lectine-like receptor

LPS Lipopolysaccharid

LRC leukocyte receptor cluster/complex
Ly94 natural cytotoxicity triggering receptor 1
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M Mol
Meter

m? Quadratmeter

MAC Membran Attack Complex

MASP-1 mannan-binding lectin serine peptidase 1

MASP-2 mannan-binding lectin serine peptidase 2

MBL mannose-binding lectin

MCP Membran Cofactor Prote.in, CD46 com-
plement regulatory protein

MHC | Major Histocompatibility Complex Klasse |

MHC I Major Histocompatibility Complex Klasse Il

MICA 'IXIHC class | polypeptide-related sequence

MICB I\B/IHC class | polypeptide-related sequence

migG2b murines IgG Subtyp 2b

min Minute(n)

ml Mililiter

MPS mononukledres Phagozytensystem

n Anzahl

n (Prafix) nano

N o ssental Ao A (e e

NFAT nuclear factor of activated T-cells

NFKkB nuclegr factor kappa light chain enhancer
of activated b-cells

NK-Zellen Naturliche Killerzellen

NK92 humane N.K-Zellen, isoliert aus Patient mit
Non-Hogkin-Lymphom

NKG2 I:rillleer;tc)sy 1Iectin-like receptor subfamily C,

NKG2C killer cell lectin-like receptor subfamily C,

member 2
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NKG2D

killer cell lectin-like receptor subfamily K,
member 1

NKpemc

NK-Zellpopulation von PBMC

NOD-like Rezeptor

nucleotide-binding oligomerization domain
receptors

OND Oligonukleotid

OPSI overwhelming post plenectomy infection

Ox40 Tumor necrosis factor receptor superfamily
member 4, CD134

Ox40L Tumor necrosis factor receptor superfamily

member 4 Ligant, CD252

p (auch p-Wert)

Signifikanz, Uberschreitungswahrschein-
lichkeit

PAMP pathogen associated molecular pattern
peripheral blood lymphocytes (dt. Lym-
PBL i
phozyten aus peripherem Blut)
peripheral blood mononuklear cells (dt.
PBMC : -
periphere mononukleare Blutzellen)
phosphate buffered saline (dt. Phosphat-
PBS .
gepufferte Salzlésung)
pDC plasmazytoiden dendritischer Zellen
PE Phycoerythrin
PeCy5 Konquatfarbstoff aus Phyoerythrin und
Cyanin 5
PeCy7 Konjugatfarbstoff aus Phyoerythrin und

Cyanin 5

Pen/Strep (P/S)

Penicillin/Streptomycin

PFA

Paraformaldehyd

P13-Kinase Phosphoinositid-3-Kinase

PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat

pNKC polyklonale Naturliche Killerzellen
polyklonale NK-Zellen mit K662-mb14-

PNKCicsoz 41BBL Feederzellen

PNKCrpmissss polyklonale NK-Zellen mit RPMI8866 Fee-
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derzellen

Poly I:.C Polyinosinic:polycytidylic acid
PRR pattern recongisation receptors
PTX Pertussistoxin

RIG-I-like Rezeptor

retinoic acid-inducible gene 1 like Rezep-
tor

RNA Ribonucleinacid
ROS reactive oxygen species
Rpm rounds per Minute
RPMI Roswell Park Memorial Institute medium
RPMI8866 B lymphozytare humane CML Zelllinie
SB290157 synthetischer C3a-Rezeptorantagonist
SDF-1 = CXCL12
Specific fluorescence index (dt. spezifi-
SFI :
scher Fluoreszenzindex)
SHIP inositol polyphosphate-5-phosphatase D
Src homology region 2 domain-containing
SHP1
phosphatase-1
Src homology region 2 domain-containing
SHP2
phosphatase-2
skKIR aktivierender KIR
skKIR aktivierender KIR
T-Zellen T-Lymphozyten
TeH follikulare B T-Helferzellen
TGF-B transforming growth factor beta
Tw1 Typ 1 T-Helferzelle

TH1-like Zytokine

die Ty1-Differenzierung beeinflussende
Zytokine

Tu17

Typ 17 T-Helferzelle

Th2

Typ2 T-Helferzelle

TH2-like Zytokine

die Ty2-Differenzierung beeinflussende
Zytokine
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TLR

toll-like Rezeptor

TMB Tetramethylbenzidine

TNF Tumornekrosefaktor

Treg regulatorische T-Zellen

Typ-B-OND Typ B Oligonukleotid

Typ-C-OND Typ B Oligonukleotid

UL16 type 1 membrane protein von Herpesviren
ULBP1-3 UL16 binding protein 1-3

lof inhibitorische alpha-Untereinheit

] mykro
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