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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Einleitung: Natirliche Killerzellen (NK) sind Teil des angeborenen Immunsystems. Sie
toten infizierte oder entartete Zielzellen, indem sie eine Immunologische Synapse bil-
den (IS) und entweder Todesrezeptoren (Fas-Ligand CD95 und Fas-Rezeptor CD178)
koppeln oder Perforin und Granzyme aus Vesikeln freisetzen. Das Koppeln der Rezep-
toren aktiviert in den Zielzellen eine Selbsttétungskaskade (Apoptose). Perforin kann
sowohl die direkte Lyse der Zielzelle verursachen (Nekrose), als auch Granzym B in die
Zielzelle einbringen, wodurch die Selbsttotungskaskade aktiviert wird (Apoptose). So-
wohl die Apoptose- als auch Nekroseinduktion durch NK-Zellen ist in der Literatur be-
schrieben, jedoch werden die Prozesse isoliert oder nur populationsweit anhand von
Endpunktassays untersucht. Dementsprechend ist die dynamische Regulation sowohl

auf der auslosenden NK-Zellseite als auch auf der Zielzellseite bislang unbekannt.

Ergebnisse: Um die Prozesse in ihrem Verlauf und auf Einzelzellebene zu analysieren,
wurde ein Assay entwickelt, in dem einheitliche, einen Zelltodsensor exprimierende
Zielzellen von primaren, humanen NK-Zellen abgetotet werden. Die eindeutige Klassifi-
kation von Apoptosen und Nekrosen durch unterschiedliche Fluoreszenzmuster des
Sensors wurde etabliert. Die relative und absolute Haufigkeit von Apoptose und Nek-
rose wurde bestimmt sowie Zwischenformen identifiziert. Interessanterweise ist die
Reihenfolge von Apoptose und Nekrose durch NK Zellen nicht randomisiert, sondern
folgt bestimmten Mustern. Die Uberwiegende Mehrheit der NK (80,8%) beginnt mit
Nekrosen. Die Halfte dieser Zellen wechselt nach anfanglichen Nekrosen zu Apoptosen.
Diese Modus-wechselnden NK-Zellen sind die effizientesten Killer. Nur ein geringer Teil
(15,1 %) lost von Beginn an Apoptosen aus. Der Beginn mit Apoptosen und Wechsel

auf Nekrosen ist selten (4,1 %).

Detaillierte quantitative Analysen zeigen, dass das Abtoten mehrerer Zielzellen aus-
schlielRlich sequenziell (eine Zielzelle nach der anderen) stattfindet, wenn es durch lyti-
sche Vesikel initiiert wird. Die durch das MTOC koordinierten Vesikel werden dabei
jeweils zur IS lokalisiert. Die rezeptorbasierte Abtotung von Zielzellen durch Fas-FasL
Interaktion kann hingegen parallel erfolgen, da der Fas-Ligand nicht an die Lokalisation

der IS gebunden ist und in der Membran der NK-Zelle dispers verteilt werden kann.



Zusammenfassung

Um die konzentrationsabhangige Dynamik von Perforin und Granzym B bezlglich
Apoptose und Nekrose quantitativ zu analysieren, wurde ein killerzellfreier Assay etab-
liert, in dem die Balance der Nekrose- und Apoptoseinduktion in Abhangigkeit ver-
schiedener Perforin— und Granzym B- Konzentrationen analysiert wurde. Ohne Perfo-
rin [6st Granzym B nur in sehr hohen Konzentrationen eine nur geringe Zahl Apoptosen
aus. Wird Granzym B gemeinsam mit Perforin appliziert, steigt die Zahl der Granzym B-
induzierten Apoptosen. Gleichzeitig 16st Perforin konzentrationsabhdngig Nekrosen
aus. Die Wahl des Verhadltnisses und der Konzentration von Perforin und Granzym B

steuert das Verhaltnis von Apoptose und Nekrose.

Die Induktion von Apoptose und Nekrose durch NK-Zellen konnte auf 4 Arten vonei-
nander isoliert werden. 1. Pharmakologisch durch Concanamycin A (CMA). CMA fihrt
zur Degradation des Perforin in den Vesikeln durch Anheben des pH. Perforin-
induzierte Nekrosen werden verhindert 2. Blockieren des Fas-Liganden durch Antikor-
per. Der Fas-Ligand ist kompetitiv blockiert, kann keine Apoptosen durch Rezeptor-
koppelung initiieren. 3. Zielzellen ohne Fas. Das Fehlen des Rezeptors verhindert
Apoptosen analog zum Block des Liganden. 4. Calciumabhangigkeit des Perforin. Perfo-

rin kann ohne extrazellulares Calcium nicht in die Zielzellmembran inserieren.

Im letzten Schritt der Arbeit wurde der Assay in 3D etabliert, um in der Zukunft 3D Tu-
mormodelle zu analysieren. Dabei wurde das Abtoten der Zielzellen durch NK-Zellen in
einer Kollagenmatrix mittels Lichtblattmikroskopie untersucht und die Auswertung der

dreidimensionalen Daten etabliert. Die 2D Daten wurden qualitativ in 3D bestatigt.

Ausblick: Die etablierten Assays haben neue Einblicke in die quantitativen Ablaufe NK-
vermittelter Apoptose und Nekrose in 2D und 3D ermoglicht. In der Zukunft kénnen
die Assays genutzt werden, um den Einfluss molekularer Prozesse auf die zytotoxische
Aktivitat menschlicher NK-Zellen z.B. bei tumorbiologischen Fragestellungen zu unter-

suchen.
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2 Summary

Introduction: Natural killer (NK) cells are part of the innate immune system. They form
an immune synapse (IS) with infected or tumorogenous target cells and kill them either
by death receptors (Fas ligand CD95 and Fas receptor CD178) or by release of perforin
and granzyme from lytic granules. Fas-FasL coupling induces apoptosis. Perforin re-
lease can either initiate direct lysis of target cells (necrosis) or help granzymes enter
target cells to induce apoptosis. Both NK-dependent target cell apoptosis and necrosis
have been described in the literature, however only the analysis of whole populations
by endpoint assays have been carried out. The dynamic regulation of NK-dependent

apoptosis and necrosis of target cells at the single cell level has not been studied.

Results: To investigate dynamic single cell processes, target cells with a stably incorpo-
rated cell death sensor were established which can be killed by human NK cells. The
assay allows the explicit classification of single cell apoptosis and necrosis by different
fluorescence patterns of the sensor. Quantitative analysis revealed the relative and
absolute number of apoptotic and necrotic target cell death as well as mixed forms.
Interestingly, it was found that the order of apoptosis and necrosis induced by single
NK cells was not random but followed certain patterns. Most NK cells (80.8 %) start by
killing target cells by necrosis and half of them switch eventually to apoptotic killing.
These mode-changing NK cells are the most efficient killers. Only 15.1 % of NK cells
start with apoptosis and changing from apoptosis to necrosis is rare, only 4.1 % of NK

cells show this pattern.

Detailed quantitative analyses show that NK cells kill only sequentially (one target cell
after the other) if death is induced only by the release of lytic granules. In this case lytic
granules are located exclusively to the IS and are coordinated by the MTOC. Parallel
killing is however possible if Fas-FasL killing is also used because FasL localization is not

restricted to the IS.

For the analysis of concentration-dependent dynamics of perforin- and granzyme B-
dependent apoptosis and necrosis, a killer cell-free assay was established which allows
the quantification of apoptosis and necrosis as a function of different perforin and
granzyme B concentrations. With no perforin present, granzyme B can induce apopto-
sis, but only in very few cells and at very high concentrations. With increasing perforin
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concentrations, the number of granzyme B-induced apoptotic target cells increases. In
parallel, perforin is able to induce necrosis in target cells in a concentration dependent
manner. The ratio between perforin and granzyme B controls the ratio of necrosis to

apoptosis.

Four different experimental conditions could be established to isolate apoptosis and
necrosis. 1.) At low concentrations, concanamycin A is able to degrade perforin in lytic
granules by increasing pH. Thereby, perforin-induced necrosis is blocked. 2.) Inhibition
of FasL through antibodies reduces Fas-FasL-induced apoptosis. 3.) Target cells without
Fas are not killed by Fas-receptor dependent apoptosis. 4.) Perforin-dependent induc-
tion of target cell death is calcium dependent. With no external calcium present, per-

forin dependent necrosis was blocked.

In the last part of the present work, the 2D assay was transferred into a 3D environ-
ment to allow the analysis of physiologically more relevant tumor models in the future.
For that, NK dependent induction of target cell death was analyzed in a 3D collagen
matrix with lightsheet microscopy. Anaylsis of the 3D data confirmed at least qualita-

tively the findings from 2D experiments.

Outlook: The established assays have provided new insights into NK-mediated apopto-
sis and necrosis of target cells in 2D and 3D. In the future, the assays could be used to
investigate the influence of molecular processes for cytotoxic activity of human NK

cells, for instance in tumor cell biology.
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3 Einleitung

3.1 Natiirliche Killerzellen

Wir leben in einer Umgebung voller Mikroorganismen und sind diesen von Geburt an
ausgesetzt. Viele dieser Organismen (Viren, Bakterien, Pilze, Parasiten) I6sen Krankhei-
ten aus. Dennoch werden wir selten krank, sind im Falle einer Infektion meist in der
Lage das aufgenommene Pathogen zu besiegen und bauen sogar eine temporare Im-
munitat auf (Murphy 2011). Erméglicht wird dies durch das Immunsystem, dass in ei-
nen angeborenen und einen adaptiven Bereich gegliedert wird. Wahrend die Zellen
des adaptiven Immunsystems (antikérperproduzierende B-Zellen, vermittelnde CD4"
T-Helferzellen, abtdétende CD8" T-Killerzellen etc.) spezifisch auf Pathogenfragmente
reagieren, erkennen die Natirlichen Killerzellen (NK-Zellen) des angeborenen Immun-
systems die stressbedingte Fehlregulation von Oberflachenrezeptoren pathogenbefal-
lener Zellen. Das adaptive Immunsystem ist in der Lage das Pathogen spezifisch und
final zu bekdampfen, bendtigt zu Beginn der Infektion jedoch Zeit um das Pathogen zu
erkennen und die reaktiven Abwehrzellen zu expandieren. Ware der Korper in dieser
Initialphase schutzlos, konnten sich schnell replizierende Pathogene derart vermehren,
dass er nicht in der Lage ware die Menge an Pathogenen zu bewaltigen. Das angebo-
rene Immunsystem stellt eine sofort verfligbare Grundabwehr, die nach Infektion die
Vermehrung des Pathogens eindammt und den Zellen des adaptiven Immunsystems
die notwendige Zeit verschafft, sich auf das Pathogen einzustellen. Erreger, die im Zu-
sammenspiel beider Immunsystemzweige abgewehrt werden, kdnnen ohne die Ein-
dammung durch das angeborene Immunsystem letal sein (Orange 2002). Die sofortige
Einsatzbereitschaft der NK-Zellen wird nicht dadurch erreicht, dass sie spezifisch auf
prasentierte Pathogenfragmente reagieren, sondern auf zelluldre Stresssignale. Um
diese zu identifizieren, binden NK-Zellen an die Oberflache der zu lberpriifenden Zelle
und koppeln Rezeptoren. Die Rezeptoren der Zielzelle kénnen aktivierend und inakti-
vierend auf die NK-Zelle wirken (Vivier et al. 2008). Wie bei einem Reillverschluss wird
eine Vielzahl von Rezeptoren Uberprift. Ist die Mehrheit inaktivierend, 16st die NK-
Zelle den Kontakt. Ist die Mehrheit aktivierend, wird die NK-Zelle aktiv und totet die

Zielzelle ab.
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Auch das Fehlen standardmaRig exprimierter Rezeptoren, beispielsweise MHC-I, akti-
viert NK-Zellen. MHC-I prasentiert Pathogenfragmente, wodurch die adaptive Immun-
abwehr aktiviert wird. Einige Viren (bspw. Cytomegalovirus und Herpes Simplex Virus)
umgehen dieses System, indem sie ihren Befall durch Herabregulation der MHC-1 Ex-
pression maskieren. Auf diese Weise veranderte Zellen entgehen der adaptiven Immu-
nitat, jedoch nicht der angeborenen. Da NK-Zellen nicht auf die Pathogenprasentation
angewiesen sind, sondern das Fehlen des MHC-I Rezeptors als aktivierendes Signal

erkennen, toten sie die maskierten, virenbefallenen Zellen (Lodoen and Lanier 2005).

Teilen sich entartete Zellen unkontrolliert, entsteht Krebs. Fehler in der DNA-
Replikation werden in diesen Zellen nicht mehr korrigiert, da zellinterne Kontrollme-
chanismen ausgefallen sind. Verandert das unkontrollierte Zellwachstum ebenfalls die
Rezeptorexpression, aktiviert dies die NK-Zellen. Sie werden aktiv und téten die veran-
derte, korpereigene Zelle ab (Ljunggren and Malmberg 2007). Aktuelle immunthera-
peutische Behandlungsansatze gegen Krebs bestehen darin, Krebszellen fir NK-Zellen
erkennbar zu machen (Pescovitz and Pescovitz 2006). Um die Behandlungsmoglichkei-
ten zu erweitern wird daran geforscht, patienteneigene Immunzellen zu entnehmen,
sie bestmoglich zu aktivieren und anschliefend zu reinfundieren (Dahlberg and Alici

2015).

3.2 Arten des Zelltodes: Apoptose und Nekrose

Zielzellen konnen auf verschiedene Arten sterben. Die grundverschiedensten Pole die-
ser Skala sind die Apoptose und die Nekrose. Sie unterscheiden sich in dem auslésen-
den Mechanismus, den intern ablaufenden Prozessen, der Morphologie wahrend des

Zelltodes und der bendtigten Zeit vom Zell-Zellkontakt bis zum Zielzelltod.

Die Apoptose kann Uiber drei verschiedene Signalwege ausgeltst werden, dem extrinsi-
schen (Ligand-Rezeptorbindung), dem intrinsischen (Aktivierung durch Zellstress oder -
schaden) und dem Granzym-B Signalweg (Taylor, Cullen, and Martin 2008). Jeder die-
ser Signalwege flhrt zur Aktivierung von cysteinyl-aspartat spezifischen Proteasen, den
Caspasen. Diese schneiden in dem fiir sie spezifischen Amminosadureerkennungsmotiv
c-terminal vor dem zweiten Aspartat und tragen ein Cystein in ihrer Bindestelle (Fang
et al. 2006). Sie liegen in den Zellen als Pro-Caspasen, also als inaktive Vorformen, vor.
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Inititatorcaspasen (bspw. Caspase-8, Caspase-9) werden durch Protein-Protein Interak-
tionen aktiviert (gegenseitige Katalyse durch adapterproteinvermittelte Annaherung
oder Holoenzymbildung und Autokatalyse nach Konformationsanderung), Effektor-
caspasen durch Spaltung von im Signalweg vorgeschalteten, bereits aktivierten Caspa-
sen (Caspasekaskade) oder Granzym B, einer aus den Granula der Immunzellen freige-

setzten Protease (Hengartner 2000; Taylor, Cullen, and Martin 2008).

Die aktiven Effektorcaspasen sind proteolytisch und schneiden Proteine, deren Amino-
sauresequenz die Caspasebindestelle tragt. Hierbei spalten sie Proteine des Zellmeta-
bolismus (LUthi and Martin 2007), verursachen die Permeabilisierung der Mitochondri-
enmembran (Green and Reed 1998), zerstoren die Kernmembran durch Laminazerset-
zung (Fischer, Janicke, and Schulze-Osthoff 2003), aktivieren DNasen (Enari et al. 1998)
und spalten die Zytoskelettbestandteile Actin und Myosin (Gerner et al. 2000). Die
Summe dieser Prozesse fluhrt zum geordneten Abbau der Zielzelle, da die Membranin-
tegritat stets erhalten bleibt, obwohl die DNA fragmentiert, Proteine gespalten, Pseu-
dopodia zuriickgezogen und das Zellvolumen verringert wird (Kroemer et al. 2009).
Typisch fiir die Apoptose ist das Blebben der Membran, was durch die Zersetzung des
Zytoskeletts hervorgerufen wird, wahrend gleichzeitig das Zytosol von Innen gegen die
intakte, aber ungestiitzte Zellmembran presst (Taylor, Cullen, and Martin 2008). Durch
den kontrollierten Ablauf der Apoptose werden Schaden an benachbarten Zellen im
Zellverbund minimiert (Kerr J. F. R., Wyllie A. H. 1972). Die Reste der apoptotischen
Zellen werden von Phagozyten und Dentritischen Zellen aufgenommen. Phagozyten
zersetzen die Uberreste in ihren Lysosomen, Dentrititsche Zellen prisentieren aufge-
nommene Antigene und stimulieren damit Zellen des adaptiven Immunsystems

(Albert, Sauter, and Bhardwaj 1998).

Der komplementare Pol zum Zelltod durch Apoptose ist die Nekrose. Bereits die Mor-
phologie unterscheidet sich, denn wahrend die Apoptose zu einem intakten, selbstver-
dauten Kompartiment fihrt, kommt es bei der Nekrose zu einer friihzeitigen Zersto-
rung der Zielzellmembran. Statt zu schrumpfen und sich selbst zu verdauen, platzt die
nekrotische Zelle auf, das Zytoplasma und die Organellen werden freigesetzt, die um-

gebende Flissigkeit dringt ein und die Zelle schwillt an (Kroemer et al. 2009).
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Nekrosen werden durch das Zytolysin Perforin ausgelost. Wird es auf Zellen appliziert,
sterben diese durch Lyse (llia Voskoboinik et al. 2005). Die NK-Zelle speichert Perforin
und Granzym B in zytotoxischen Vesikeln (Peters et al. 1991). Nach Bindung an eine
Zielzelle werden die Vesikel an der immunologischen Synapse mit der NK-Zellmembran
verschmolzen und der Inhalt in den immunologischen Spalt freigegeben (Ménager et
al. 2007). Die exozytierten Stoffe diffundieren Gber den Spalt zur Zielmembran. In Ab-
hangigkeit von Kalzium lagert sich Perforin an die Zielmembran an (llia Voskoboinik et
al. 2005) und ermoglicht Granzym B den Zugang zur Zielzelle (llia Voskoboinik, Smyth,
and Trapani 2006). Dieser Vorgang kann sowohl zur Nekrose als auch Apoptose der
Zielzelle fihren. Der zur Apoptose flihrende Signalweg ist in der Literatur oft beschrie-

ben, die direkte, nekrotische Lyse hingegen selten.

Die Proteinstruktur des Perforins ist durch Rontenkristallanalyse aufgeklart (Law et al.
2010). Es besitzt eine C2-Kalziumbindedomane, wodurch seine Anlagerung an die
Zielmembran von einer minimalen Kalziumkonzentration von 100uM abhangig ist (llia
Voskoboinik et al. 2005). Der membraninserierende Molekilteil besitzt strukturelle
Analogie zu C9 des Komplementsystems und wird als membrane-attack-complex-
perforin-like (MACPF) bezeichnet (Dean et al. 2007). Durch Elektronenmikroskopie
wurde nachgewiesen, dass sich im Mittel 19 bis 24 Monomere zu einer Pore mit einem
Lumen von 130 bis 200 A zusammenlagern (Law et al. 2010). Auch wenn die Perforin-
porenbildung in der Zielzellmembran (Podack, Hengartner, and Lichtenheld 1991) und
der Effekt der dosisabhdngigen Lyse der Zielzellen unstrittig ist (Baran et al. 2009) ist
der Mechanismus der NK-Zell induzierten Nekrose der Zielzelle in der Literatur nicht

etabliert.

Ob die Exozytose zytotoxischer Vesikel zur Apoptose oder Nekrose fiihrt, ist in Folge
der aufgefiihrten Erkenntnisse abhangig von der Perforinkonzentration. Ist die Kon-
zentration sublytisch, ist die Zelle in der Lage die Poren zu reparieren. In dieser Zeit
dringt Granzym B perforinvermittelt in die Zielzelle ein und induziert deren Apoptose
(Lopez et al. 2013). Eine hohere Perforinkonzentration fihrt zu einer hoheren Zahl an
Poren und somit vermehrtem Einstrom umliegenden Mediums in die Zielzelle sowie

Ausstrom von Cytosol aus der Zelle. Wird der osmotische und mechanische Stress zu
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grol3, reilt die Membran. Die Zelle stirbt nekrotisch, bevor die Caspasekaskade durch

Granzym B aktiviert werden kann.

Neben den stark unterschiedlichen Zelltodarten der Apoptose und Nekrose existieren
Mischformen. Zum einen kann es wahrend einer killerzellinduzierten Nekrose zur Akti-
vierung der Caspasekaskade kommen, wodurch in der aufgeplatzten, nekrotischen
Zelle zusatzlich caspatische Zersetzungsvorgange stattfinden. Zum anderen kann es
nach vollendeter Apoptose zu einer Sekundarnekrose kommen, indem das final ver-

daute Kompartiment seine Membranintegritat verliert und aufplatzt.

Apoptosen und Primarnekrosen kénnen morphologisch eindeutig unterschieden wer-
den, Primarnekrosen und Sekundarnekrosen jedoch nicht. Sie werden zwar durch un-
terschiedliche Signalwege bzw. biochemische Ereignisse ausgelost, der finale, morpho-
logische Desintegrationsprozess ist jedoch gleich. Der Ubergang einer Apoptose zu
einer Sekundarnekrose ist rein durch das Kriterium des Cytosolverlustes nicht von ei-
ner Primarnekrose unterscheidbar. Endpunktassays sind daher nicht in der Lage die
unterschiedlichen Zelltodarten zu klassifizieren (Vandenabeele et al. 2010). Zur Unter-
suchung zytotoxischer Mechanismen der Killerzellen auf Einzelzellebene ist es daher
erforderlich einen Sensor zu etablieren, der die Zelltodarten klar unterscheidet und die

Beobachtung auf Einzelzellebene lber Zeit ermdglicht.

3.3 FRET-Sensor Casper3-GR und stabile Zielzelllinien

Um den Verlauf des Zielzelltodes eindeutig zu klassifizieren wird der Forster Resonanz
Energie Transfer (FRET)-Sensor Casper3-GR eingesetzt (Evrogen 2008). Das Funktions-
prinzip dieses Sensors ist die Energielbertragung zwischen zwei Fluophoren in raumli-
cher Ndhe unter 10 nm (Forster 1948; Patterson, Piston, and Barisas 2000). Die Ener-
gielibertragung ist strahlungsfrei, findet also nicht in der Form emittierter und absor-
bierter Photonen statt, sondern wird direkt zwischen den fluoreszenten Dipolen (iber-

tragen.

Das in seiner Anregung kurzwelligere Fluophor ist der Donor. Die Anregung des Donors
fuhrt durch die Stokes-Verschiebung zu einer langwelligeren Emission. Uberlappt das

Emissionsspektrum des Donors mit dem Anregungsspektrum des Akzeptors und befin-
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den sich beide Fluophore in direkter Nachbarschaft unter 10 nm, wird ein Teil der Do-
norfluoreszenzenergie durch Dipol-Dipol Wechselwirkungen direkt auf den Akzeptor
Ubertragen. Dieser wird dadurch angeregt und fluoresziert. Werden die Fluophore
raumlich voneinander getrennt (> 10 nm), wird die Energie des angeregten Donors
nicht mehr direkt auf den Akzeptor lbertragen und dessen Fluoreszenz erlischt. Die
FRET-Effizienz ist hierbei in der sechsten Potenz vom Abstand beider Fluophore abhan-
gig (Piston and Kremers 2007). Neben dem Verlust der Akzeptorfluoreszenz steigt die
Intensitat der Donorfluoreszenz an, da dieser keine Energie mehr auf den Akzeptor
Ubertragt (Quenching) und die gesamte Emissionsenergie nun in Form von Fluoreszenz

sichtbar wird.

Der Sensor besteht aus den Fluophoren TagGFP und TagRFP. Die Fluophore sind ver-
bunden Uber eine Peptidverbindung aus 17 Aminosduren, die die Caspase-3 Erken-
nungssequenz DEVD enthalt (Shcherbo et al. 2009). Durch Transfektion wird der Sen-
sor als DNA-Vektor in die Zellen eingebracht und konstitutiv exprimiert. Er akkumuliert

im Zytosol und fiihrt zu einer gleichmaRigen Fluoreszenz in der Zelle.

Wird in der transfizierten Zelle die Apoptosekaskade und damit Caspase-3 aktiviert,
spaltet diese neben zellularen Komponenten ebenfalls den FRET-Sensor, da Caspase-3
die DEVD-Sequenz der Peptidverbindung schneidet und dadurch die beiden Fluophore
trennt. Die nun ungekoppelten, fir sich gesehen intakten Fluophore entfernen sich
durch Brown‘sche Molekularbewegung voneinander, wodurch die Fluoreszenz des

Akzeptors sinkt und die des Donors steigt.

Um die Zustandsanderung des Sensors zu detektieren, werden mindestens zwei, im
Optimalfall drei Fluoreszenzkandle gemessen. Dies sind der Donor-, der Akzeptor- und
der FRET-Kanal. Im Donor-Kanal (TagGFP, Exzitation 482 nm, Emission 505nm) wird das
Unquenching detektiert. Wird der Sensor geschnitten, steigt die Donorfluoreszenzin-
tensitdt durch die rdumliche Trennung der Fluophore. Im Akzeptor-Kanal (TagRFP, Exzi-
tation 555 nm, Emission 584 nm) wird gemessen, ob der Sensor lber den Messzeit-
raum bleicht. Da der Akzeptor nicht durch Quenching beeinflusst wird und sich die
Konzentration auch bei geschnittenem Sensor nicht verandert, ist die Minderung sei-
ner Fluoreszenz Uber die Zeit ein Mal} fir photoinduziertes Bleichen. Gleichzeitig ver-

ursacht das Messen dieser Kontrolle zusatzliches Bleichen und Phototoxizitat. Zur Dar-

15



Einleitung

stellung des Sensoroutputs ist der Bleichkanal nicht zwingend erforderlich. Daher kann
auf dessen Detektion verzichtet werden, wenn es durch experimentelle Restriktionen

der Aufnahmegeschwindigkeit oder Zellvitalitat indiziert ist.

Im FRET-Kanal wird der Donor angeregt (Tag GFP Exzitation 482 nm) und die Emission
des Akzeptors (RFP Emission 584 nm) gemessen. Die Fluoreszenzintensitat dieses Ka-

nals fallt, wenn das Konstrukt geschnitten wird.

In einer vitalen Zelle ohne Bleichen sind die Fluoreszenzintensitaten aller Kanale kon-
stant. Erzeugt man ein Overlay des Donor- und FRET-Kanals und kodiert die Farbkanale
mit einer den Emissionswellenlangen entsprechenden Lookup-Table (LUT), haben vita-
le Zellen durch den Oberlay der griinen GFP-Fluoreszenz und der roten FRET-

Fluoreszenz ein orangenes Signal.

Wird die Zelle apoptotisch, spaltet Caspase-3 den Sensor. Die GFP-
Fluoreszenzintensitat steigt durch Unquenching, die FRET-Fluoreszenzintensitat sinkt
durch die Dispersion der getrennten Fluophore. Im Overlay steigt der griine Farbanteil,
der rote fallt. Apoptotische Zellen haben daher ein griines Fluoreszenzsignal. Stirbt die
Zelle nekrotisch, werden keine Caspasen aktiviert. Der Sensor wird nicht geschnitten,
die Fluoreszenzen des Donor- und FRET-Kanals verschieben sich nicht gegeneinander.
Durch die Membrandisruption kommt es zum schlagartigen Zytosolverlust bei gleich-
zeitigem Einstrom des umgebenden Mediums. Charakteristisch fur die Nekrose ist der

schlagartige Verlust der Fluoreszenzintensitat samtlicher Kanale.

Die Quantifizierung des Sensorsignals erfolgt durch Berechnung des Donor-Ratios, in-
dem nach Hintergrundabzug, Bleichkorrektur und Normierung auf den Anfangswert
der Quotient der FRET-Fluoreszenzintensitat geteilt durch die Donorfluoreszenzintensi-
tat gebildet wird. In der vitalen Zelle sind die Fluoreszenzsignale konstant, das Ratio ist
1. Wird der Sensor wahrend der Apoptose geschnitten, fallt das Ratio, da die FRET-

Fluoreszenz (Zahler) sinkt und die Donor-Fluoreszenz steigt (Nenner).

Um die Quantifizierbarkeit der Einzelzellbeobachtungen zu optimieren, werden mono-
klonale, stabile Zielzelllinien bendtigt. Transiente Transfektionen liefern je nach Zellart
im Mittel 10-50 Prozent nutzbare Zellen unterschiedlicher Expressionslevel und Vitali-

tat. Die Zellen stabiler Linien hingegen exprimieren das Konstrukt einheitlich und sind
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vital. Jurkat E6-1 und K562 sind etablierte NK-Zielzellen, die aufgrund der Fehlregulati-
on ihrer Rezeptorexpression erkannt und abgetdtet werden. Somit sind alle Zellen
stabiler Linien dieser Zelltypen als Zielzellen fiir NK-vermittelte Zytotoxizitat verwend-
bar. Durch die fehlende CD95-Expression der K562 Zellen wird zudem der durch den
Fas-Rezeptor vermittelte Signalweg ausgeschaltet und die Untersuchung der vesikel-

vermittelten Zytotoxizitat vereinfacht.

3.4 Ziel der Arbeit

1972 wurde in tierischen Zellen eine Zelltodart entdeckt, die als homdostatischer, ge-
weberegulierender Prozess charakterisiert und als Apoptose bezeichnet wurde (Kerr J.
F. R., Wyllie A. H. 1972). Der Prozess wurde im Modellorganismus C. elegans unter-
sucht und seine kontrollierende Funktion in der Gewebeentwicklung detailliert nach-
gewiesen (Lettre and Hengartner 2006). Das Verstandnis der Nekrose hingegen entwi-
ckelte sich weniger gradlinig. In den 1980er Jahren wurde postuliert, dass Immunzellen
ausschlieBlich Apoptosen verursachen und Nekrosen durch C9 des Komplementsys-
tems ausgeldst wirden (Duvall and Wyllie 1986). In Veroffentlichungen der 1990er
Jahre wurde die Existenz NK-Zell induzierter Nekrosen beschrieben, jedoch erfolgen
die Untersuchungen ausschlieRlich durch Endpunktassays und auf Populationsebene
(Honda and Miyazaki 1996; Kataoka et al. 1996). Die Funktion von Perforin als Media-
tor kontrollierter Zytotoxizitat durch Immunzellen wird bis heute kontrovers diskutiert,
es bestehen Unklarheiten hinsichtlich der GréRe der Perforinporen sowie des Mecha-
nismus der perforinvermittelten Granzymtransduktion (llia Voskoboinik, Whisstock,
and Trapani 2015). Ein wesentlicher Schritt in der Analyse immunologischer Zytotoxizi-
tat ist die populationsweite Untersuchung der Prozesse Uber Zeit anstelle von End-
punktassays (Kummerow et al. 2014). Das zytotoxische Verhalten auf Einzelzellebene
und das Zusammenspiel von Apoptosen und Nekrosen als Gesamtrepertoire immuno-

logischer Zytotoxizitat ist bislang nicht beschrieben.

Ziel der Arbeit ist es, einen apoptose- und nekrosesensitiven Assay auf Einzelzellebene
zu etablieren, um zu untersuchen, ob Nekrosen zum natirlichen Repertoire der NK-
Zellen gehoren. Es soll geklart werden, warum NK-Zellen bei identischen Zielzellen un-

terschiedliche Zelltode auslosen, wovon die Wahl des Abtotungsmodus abhangig ist,
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ob die Auswahl des Abtotungsmodus beeinflussbar ist, ob die Induktion von Apopto-
sen und Nekrosen zuféllig oder nach festen Mustern erfolgt und welchen Einfluss mog-

liche Muster auf die Effizienz der NK-Zelle haben.

Neben der Analyse des Zytotoxizitatsverhaltens der NK soll ein méglichst physiologi-
sches Modellsystem geschaffen werden, dass es erlaubt, die gewonnenen Informatio-

nen in Zukunft mit tumorbiologischen Fragestellungen zu verkniipfen.
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4 Material und Methoden

4.1 allgemeiner Laborbedarf

Nicht ndher aufgefiihrte Materialien und Chemikalien wurden von den Firmen BD

Biosciences, Eppendorf, Invitrogen, Lonza, Roth, Sigma, VWR sowie Quiagen bezogen.

Tabelle 1: Allgemeiner Laborbedart, allgemeine Laborgerdte

Produkt Hersteller Produkthnummer
24-Well-Platte BD Biosciences 353047
384-Well-Platte Greiner Bio One 781091
6-Well-Platte BD Biosciences 353046
96-Well-Platte BD Biosciences 353948
Brutschrank Thermo Scientific 51026402
CFX96 Touch™ Real-Time PCR Biorad 185-5485
Detection System

FACSCanto II ™ BDbiosciences ohne
FACSVerse™ BDbiosciences ohne
Nucleofector I Lonza ohne
Pipettierhilfe Integra 155017
Sterilpipetten BD Biosciences 357525
Zellkulturflaschen BD Biosciences 353108
Zellzahler 22 Beckman Coulter 383550
Zentrifuge 5418 Eppendorf 5401000017
Tabelle 2: Zellen

Zellen Lieferant Produktnummer
K562 Onkologie, Prof. Dr. Pfreund- ohne
schuh

K562 pCasper selbst generiert ohne
NK-Zellen Spender der UKS Blutbank ohne
NK92 ATCC CRL-2407
Jurkat E6-1 ATCC TIB-152™
Jurkat E6-1 pCasper selbst generiert ohne

Tabelle 3: Mikroskopzubehor und -komponenten

Produkt Hersteller Spezifikationen
uDish, 35mm high Ibidi 81156
Innendurchmesser: 25 mm,
Aluminiumadapter Eigenbau AulRen passend in Heizmo-
dul der Stage
Cell Observer Zeiss ohne
LED Module:
365nm,
Colibri Zeiss 470nm,
neutral weilR mit Ex 560/40
aus Filterset 45
Coverslips 25mm Kindler 1,5 um
DMI 6000 B Leica ohne
Filter Set 38 HE Zeiss Ex 470/40
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FT 495
BP 525/50
Ex 560/40
Filter Set 45 Zeiss FT 585
Em 630/75
. . EX BP 470/40, BS FT 495,
Filterset 38 Endow GFP Zeiss EM BP 525/50
. . EX BP 560/40, BS FT 585,
Filterset 45 HQ TexasRed Zeiss EM BP 630/75
2/3“ CCD-Chip, 12bit,
Kamera AxioCam MRm Zeiss 1388x1040, 6,45x6,45 um
Pixelgrofle
Lightsheet Z.1 Zeiss ohne
GFP EF BP 525/40
LS Filter module Zeiss SBS LP 560
RFP EF BP 600/30
Pathway 855 Bioimager BD Ohne
Tabelle 4: Lésungen, Kulturmedien, Farbstofte, Probenvorbereitung, Inkubation
Produkt Hersteller Produktnummer
AlM V® ThermoFisher 12055091
Bovine Serum AlbuminBSA Sigma-Aldrich A-9418-50G

selbst hergestellt

2 ml 1 M HEPES Stock
5 ml 3 M NaCl Stock
ad 50 ml H20 dd

BSA Puffer (Enzo Life Sciences 2015b) 1gBSA
pH 7.4

ad 100 ml H20 dd
Calcein AM ThermoFisher C3100MP
DMSO Sigma D4540
DPBS ThermoFisher 14190-169
Dynabeads® Untouched™ .
Hzman NK Cells isolation kit Invitrogen 11349D
Fetal Bovine Serum, qualified, life technologies 10270-106
E.U.-approved
Fibronectin Sigma F1141
Foetal Bovine Serum Invitrogen 10270-106
Fura-2 AM Invitrogen F1221
Granzyme B (human) Enzo ALX-200-602-C010
Hepes Sigma H3375
Hoechst 33342 ThermoFisher H1399

selbst hergestellt

i 2
Kalziumpuffer 2,5 mM (Enzo Life Sciences 2015b)

5 ml 3 M NacCl Stock
0,25 ml 1 M CaCl2 Stock
2 ml 1 M HEPES Stock

pH7.4
ad 100 ml H20 dd
Kollagen AdvancedBiomatrix 5010-50ML
LysoTracker ® Red DND-99 ThermoFisher L7528
PBS Gibco 70011-036
Penicillin / Streptomycin ThermoFisher 15140122
Perforin (human) Enzo ALX-200-604-C001
Poly-L-ornithine Sigma-Aldrich P3655
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Propidium lodid Invitrogen P3566
selbst hergestellt 155 mM NaCl
& 4,5 mM KCl
. N Hersteller der Stock-
Ringer-Losung l6sungen: 10 mM Glucose
0 mM Cacl2 gen: 5 mM Hepes
Merck
J. T. Baker 3 mM MgCl2
' Si ma 1 mM EGTA
g pH 7,4 (1 N NaOH)
selbst hergestellt 155 mM Nacl
4,5 mM KCl
Hersteller der Stock-
Ringer-Losung [6sungen: 10 mM Glucose
0,5 mM CaCl2 Merck > MM Hepes
I.T. Baker 2,5 mM MgCI2
' Si ma 0,5 mM CacCl2
& oH 7,4 (1 N NaOH)
selbst hergestellt 155 mM Nacl
4,5 mM KCl
Hersteller der Stock-
Ringer-Losung [6sungen: 10 mM Glucose
1 mM CaCl2 Merck > mM Hepes
I T. Baker 2 mM MgCl2
' Si ma 1 mM CacCl2
& oH 7,4 (1 N NaOH)
RPMI 1640 Invitrogen 21875-034
RPMI 1640+ 10% FCS+1 %
selbst angesetzt ohne
Pen/Strep
Staurosporine from Strepto- Sigma-Aldrich 4400 1MG
myces sp.
TetraSpeck™ Microspheres ThermoFisher T-7279
Tabelle 5: Antikorper, Plasmide, Primer, Molekularbiologie
Produkt Hersteller Produktnummer
Anti-Human CD16 FITC eBioscience 11-0168-42
Anti-Human CD178 BD 556375
Anti-Human CD3-FITC Biolegend 300306
Anti-Human CD4 PE eBioscience 25-0049-41
Anti-Human CD56 PE Biolegend 355504
Anti-Human CD62L FITC eBioscience 11-0629-42
Anti-Human CD69 PE eBioscience 12-0699-41
Anti-Human CD8a APC eBioscience 17-0087-42
Anti-Human CD95 APC Biolegend 305611
Anti-Human CD95 Apo 1-1 Enzo Life Sciences ALX-805-022-C100
Anti-Human Perforin APC Biolegend 308111
Mouse IgG1 APC Isotype CTRL Biolegend 305612
Mouse IgG1 FITC Isotype CTRL Biolegend 400108
Mouse IgG2a PE Isotype CTRL Biolegend 400214
Nucleofector Kit V Lonza VCA-1003
R s | o | 5-EAG €56 TOA Can T coc e
& P TAC CTC AGT CGC CAC-3'
per: DEVA)
Primer BAN1034 QC caspase MWG-Biotech AG 5'-GTG GCG ACT GAG GTA CCG GCG
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cleavage site reverse (pCas- ACC TCG TCA CCG CTG-3'
per: DEVA)
Primer CD95 BAN867 MWG-Biotech AG 5'-TGG AAG AAA AAT GGG CTT TG-3'
Primer CD95 BANS868 MWG-Biotech AG | 5'-CAA GGG ATT GGA ATT GAG GA-3'
Primer CD95 BAN869 MWG-Biotech AG | 5'-ATG GGC TTT GTC TGT GTA CTC CT-3'
Primer CD95 BAN870 MWG-Biotech AG >-GTC CAA A'IZ\A‘%?I:G; TAATGC CCA
QuantiTect SYBR® Green PCR Qiagen 204145
— :
SuperScript®ll Reverse Tran- | e, tochnologies 18064-014
scriptase
TagGFP-N Evrogen FP122
TagRFP-N Evrogen FP142
TRIzol® life technologies 15596-026
4.2 Erlauterung wichtigster Materialien, Gerdte und Programme

Staurosporin
Das aus dem Bakterium Strempomyces staurosporeus isolierte Antibiotikum inhibiert

eine Vielzahl von Kinasen und aktiviert den Uber bcl-2 regulierten Apoptosepathway

(Cory and Adams 2002; Invitrogen 1981).

G418

Das vom Bakterium Micromonospora rhodorangea produzierte Antibiotikum verhin-
dert die Polypeptidsynthese durch Blockieren des Elongationsschrittes in pro- und eu-
karyotischen Zellen durch Interferenz mit den 80s Ribosomuntereinheiten. (Invitrogen

2001).

Concanamycin A

Das Antibiotikum wird von der Bakteriengattung Streptomyces hergestellt und ist ein
spezifischer Inhibitor der vakuoldren Protonenpumpe. Der Anstieg des vakuoldren pH

flhrt zur Degradation von Perforin (Kataoka et al. 1996).

Interleukin-2

IL-2 ist ein Protein, dass die Proliferation von Immunzellen stimuliert und Immunant-

worten reguliert (Brehm et al. 2011; Invitrogen 2011b).

Poly-L-Ornithin

Poly-L-Ornithin ist eine positiv geladene, synthetische Aminosdurekette, die die Zellad-

hasion an Plastik und Glasoberflachen verstarkt (AdvancedBioMatrix 2015b).
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Fibronectin

Zellulares Fibronectin ist ein Adhadsions-Glykoprotein der extrazellularen Matix. Das aus
Rinderserum gewonnene Fibronectin wird zur Beschichtung von Glas- und Plastikober-
flachen genutzt und ermoglicht die Adhadsion und Migration von Zellen auf diesen

Oberflachen (Sigma-Aldrich 2007).

Kollagen

Kollagen ist ein Strukturprotein des Bindegewebes und bildet im polymerisierten Zu-
stand eine dreidimensionale Umgebung, in der Zellen migrieren kdonnen. Kollagen
(Nutragen®, Advanced BioMatrix) wird von Rindern aus einer kontrollierten Zucht ge-

wonnen, besteht zu 97 % aus Typ | und 3 % Typ Il (AdvancedBioMatrix 2015a).

Jurkat E6-1

Die aus einer T-Zell Leukamie hervorgegangene, immortalisierte Suspensionszelllinie
ist aufgrund ihrer Oberflachenrezeptorexpression eine Standardzielzelllinie fir NK-

Zellen (ATCC 2015; Aubry et al. 1999).

K562

Die Suspensionszelllinie ist aus dem Lymphoblast einer chronisch myelotischen Leu-
kdamie entstanden. K562 sind eine etablierte Standardzielzelllinie fir NK-Zellen (ATCC

1994; Pross and Maroun 1984).

Stabile Zelllinien K562 pCasper und Jurkat pCasper

Die Suspensionszelllinien Jurkat E6-1 und K562 wurden mit dem Plasmid Casper3-GR
der Firma Evrogen transient transfiziert und nach Monoklonalisierung durch Verdiin-

nung unter G418 Selektion selektioniert.

NK-92

NK-92 ist eine aus einem Lymphom entstandene Zelllinie. Analog zu primadren NK Zel-

len sind NK-92 zytotoxisch gegen K562 und Jurkat Zielzellen.

Fura2-AM

Der ratiometrische Farbstoff wird von den Zellen als membrangangiger Ester durch
Diffusion aufgenommen und im Zytosol durch Esterasen gespalten und polarisiert.

Nach Spaltung ist er nicht mehr membrangangig und reichert sich im Zytosol und zum
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Teil in den Organellen an. Je nach Calciumbindung dndert der Farbstoff die Maxima
seines Exitationsspektrums. In der Anregung existiert ein isosbestischer Punkt bei
360nm, hier ist die Gesamtabsorption des Farbstoffes unabhangig vom Zustand der

Calciumbindung (Invitrogen 2011a).

LysoTracker® Red DND-99

Der Farbstoff besteht aus einem Fluophor (Exitation 570nm, Emission 590 nm), gekop-
pelt an eine schwache Base, die in neutralem pH schwach protoniert ist. Der Farbstoff
ist membrangangig und selektiv fir saure Zellkompartimente. Die chemische Grundla-
ge des Anreicherungsprozesses in den sauren Kompartimenten ist nicht abschlieBend
geklart, wahrscheinlich sind Protonierungs- und Einlagerungsprozesse in die Membran

der sauren Kompartimente Grundlage der Fluoreszenzakkumulation (Invitrogen 2007).

Calcein-AM

Calcein-acetoxymethylester ist ein membrangangiger Farbstoff (Exitation 495 nm,
Emission 515 nm), der nach Diffusion durch die Zellmembran durch cytosolische, un-
spezifische Esterasen gespalten wird. Das nach Spaltung hydrophile Calcein ist nicht
membrangangig und akkumuliert somit im Cytosol und zum Teil in den Organellen.

(Tenopoulou et al. 2007)

Zeiss Cell Observer

Der Cell Observer ist ein Weitfeld-Fluoreszenzmikroskop, das zur vollautomatisierten
Beobachtung von Zellen auf Einzelzellebene unter brutschrankdhnlichen Inkubations-
bedingungen geeignet ist. Durch CO, Begasung und Temperaturregulation kdnnen op-
timierte Wachstumsbedingungen fiir Zellen aufrecht gehalten werden, wahrend Auf-
nahmen in mehreren Fluoreszenzkanilen an mehreren, vordefinierten Positionen
durchgefihrt werden. Zur Nutzung des Setups flir FRET-Messungen ist es zwingend
erforderlich die Anordnung der Filter zu verandern. Standardmafig werden der Anre-
gungs- und Emissionsfilter sowie der dichroide Spiegel in einem Filterwirfel zusam-
mengefasst. Bei FRET-Messungen muss jedoch das Donorfluophor angeregt und die
Emission des Akzeptorfluophors detektiert werden. Der RFP-Anregungsfilter wird da-
her aus dem RFP Filterwirfel entfernt und vor dem LED-Modul der Lichtquelle mon-
tiert. Das Anregungslicht wird in der Bandbreite nicht mehr beschrankt und die kurz-

welligen GFP-Anregungswellenlangen kdnnen den RFP-Filter passieren.
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Leica DMI6000 B

Das Setup kann sowohl im Epifluoreszenz- als auch im TIRF-Modus genutzt werden. Es
besitzt zwei verschiedene Fluoreszenzlichtquellen, eine Laserbox mit 4 Lasern der gan-
gigen Laserlinien und eine Halogenlampe. Zur Auswahl des Anregungslichtes im Epiflu-
oreszenzmodus wird ein rotierendes Trommelsystem eingesetzt, das schneller arbeitet
als das Zeiss-Filterwiirfelsystem. Der Probentisch ist motorisiert und kann in z-Richtung
durch ein Piezoelement bewegt werden. Die hohe Wechselgeschwindigkeit der Exzita-
tionsfluoreszenz sowie die softwareseitige Kombinationsméglichkeit von z-Stapel- und
monofokalen Fluoreszenzaufnahmen wurden zum kombinierten 2D — 3D Time-lapse

Imaging lebender Zellen eingesetzt.

Bioimager

Der Bioimager ist ein Mikroskopsystem mit einem in x-, y-, z-Richtung frei positionier-
baren Objektiv, Inkubation, Temperatur- und Atmospharenregelung sowie Pipettierro-
boter zum automatisierten Fliissigkeitshandling. Dieser Hochdurchsatzaufbau ermog-

licht ein fluoreszenzbasiertes Screening auf Einzelzellebene in 96-Well Platten.

Lightsheet

Im physikalischen Aufbau unterscheidet sich die Lichtblattmikroskopie von der Epifluo-
reszenzmikroskopie durch die Fokussierung des Anregungslichtes zu einem Lichtblatt,
dass in einem Winkel von 90° zur Detektionsoptik die Probe anregt. Die Probe wird in
eine hochviskose, dreidimensionale Matrix eingebettet. Ausschlieflich die beobachtete
Fokalebene wird in der temperatur- und CO,-regulierten, wassergefiillten Proben-
kammer durch das Lichtblatt angeregt. Die Matrix wird automatisiert in vorprogram-
mierbaren Ebenen und Zeitabstanden durch das Lichtblatt gefahren, sodass die einzel-

nen Schichtaufnahmen die dreidimensionale Rekonstruktion erméglichen.

FACS

Das Fluorescence Activated Cell Sorting ist ein optisches Messverfahren bei dem Zell-
merkmale durch Antikorperkopplung markiert und im Durchflusszytometer quantifi-
ziert werden. Vor der Messung werden fluoreszenzmarkierte Antikdrper an die zu be-
stimmenden Zellen gebunden. Vereinzelte Zellen werden an einem Photodetektor

vorbeigeflihrt, wahrend sie mit den flr die markierenden Antikérper spezifischen Wel-
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lenlangen beleuchtet werden. Fiir jede Zelle wird ein Fluoreszenzwert fiir jeden Fluo-
reszenzkanal sowie zwei Werte fir die Lichtstreuung bestimmt. Dadurch kann fiir jede
Zelle eine Aussage Uber die Intensitat der Fluoreszenzen sowie die Granularitat und
Volumen getroffen werden. Die Gesamtheit der gemessenen Zellpopulation wird in

einem x-, y-Koordinatensystem oder Histogramm dargestellt.

Plate Reader Tecan Genios Pro

Der Tecan Genios Pro Platereader ist ein beheizbarer, filterbasierter Fluoreszenzreader
fir 96-Well Platten ohne CO, Regulation. Er misst in festgelegten Intervallen die Ge-

samtfluoreszenz der Wells.

Dekonvolution

Die Dekonvolution ist eine iterative, mathematische Methode zur Nachbearbeitung
von Bildstapeln mit dem Ziel der Verbesserung des Signal zu Rauschverhaltnisses (SNR)
und der Auflosung. Bei nicht-konfokalen Mikroskopen strahlt Streulicht aus Bildebenen
oberhalb und unterhalb der Fokalebene in diese ein. Das Streulicht einer punktférmi-
gen Lichtquelle strahlt in Form einer Sanduhr in z-Richtung aus. Dieses Modell wird zur
schrittweisen Riickrechnung eingesetzt. Der Prozess vergleicht nach jedem Schritt Qua-
litatsfaktoren mit dem vorherigen Bildstapel und beendet die Berechnungen, wenn die
Qualitatsverbesserungen zu gering werden oder eine maximale Anzahl von Berech-

nungsschritten erreicht ist.

Software

Zur Auswertung der Mikroskopdaten werden die Programme AxioVision (Zeiss),
Zen (Zeiss), Leica Application Suite (Leica), Image) (Wayne Rasband, Open Source) so-
wie Imaris (Bitplane) genutzt. Die Neusortierung und Visualisierung tabellarischer Da-
tensatze der Imaris erfolgt mit Igor (WaveMetrics) und einem von Carsten Kummerow
programmierten Makro. Die Korrekturfaktoren werden mit dem ,,FRET and Colocaliza-
tion Analyzer” Plugin fiir Image) durchgefiihrt (Muriel Hachet-Haas, Noel Converset,

Olivier Marchal, Hans Matthes, Sophie Gioria, Jean-Luc Galzi 2006).
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4.3 Bereits etablierte Methoden

NK Isolation aus Vollblut

Wahrend der Thrombozytenspende wird Blut des Donors zentrifugiert und Throm-
bozyten werden angereichert. Restliche Blutbestandteile werden dem Spender rein-
fundiert. Aus dem in Einwegfiltern zurlickbleibenden Blut werden durch Ficoll-
Gradienten-Zentrifugation mononukledre Zellen des peripharen Blutes (PBMC) isoliert.
Die Isolation der NK-Zellen aus den PBMC erfolgt mit Dynabead® Isolationskits. Die Kits
enthalten Antikérper gegen Oberflichenmolekiile unerwiinschter Zelltypen. Nach
Kopplung der Antikdrper werden diese durch Magnetaufreinigung vom Uberstand ge-
trennt. Die NK-Zellen verbleiben im Uberstand. Die Isolation wird nach Herstelleranga-
ben durchgefiihrt (Lifetechnologies 2012). NK-Zellen werden in einer Dichte von
2x106/ml in AIMV Medium mit 10 % FCS bei 37 °C, 5 % CO, kultiviert. Nach Isolation ist
die Viabilitat von primaren NK-Zellen in Kultur fir drei Tage stabil. Durch Zugabe von
Interleukin-2 (IL-2) mit 100 U/ml kdnnen sie stimuliert werden, was ihre Viabilitat tber

einen verlangerten Zeitraum erhalt und die Zytotoxizitat anregt (Brehm et al. 2011).

Real Time Quantitative PCR

Die mRNA-Isolation, cDNA-Umschreibung und gRT-PCR wurden von der technischen
Assistentin Gertrud Schwar nach Protokollen gemal} Herstellerangaben durchgefiihrt.
Die gRT-PCR wurde mit dem QuantiTect SYBR® Green PCR Kit durchgefiihrt (Qiagen
2011). Die Primerpaare wurden von Barbara Niemeyer abgeleitet und von MWG-

Biotech synthetisiert.

QuikChange® PCR

Als Nachweis des Funktionsprinzips des Casper3-GR Konstruktes wurde die Aminosau-
resequenz der Caspase-3 Bindestelle durch eine QuikChange® PCR verdandert. Die Ami-
nosauresequenz DEVD des FRET-Sensors wurde zu DEVA mutiert um die Spaltung
durch Caspase-3 wahrend der Apoptose zu verhindern. Caspase-3 erkennt die Tetra-
amminosauresequenz D-x-x-D, wobei Position 2 und 3 variabel sind, das Aspartat der
n-terminalen Position 4 hingegen nicht (Fang et al. 2006). Primer, die durch Punktmu-
tation an der Position des Basenpaares 1400 des Evrogen pCasper3-GR Vektors die

Basenabfolge GAC zu GCC verandern, wurden von Barbara Niemeyer abgeleitet, von
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MWG-Biotech synthetisiert und eingesetzt, um die Amminosdure Aspartat der Position

4 zu Alanin zu mutieren.

Real-time Killingassay

Der Killingassay misst die Fluoreszenzverdanderung einer Zellpopulation Uber Zeit in
einem Well einer 96 Well Platte. Die Zielzellen werden mit Calcein geladen und mit
gleicher Zellzahl in mehrere Wells pipettiert. Mittels einer Negativ- (Zielzellen ohne
lytischen Einfluss) sowie Positivkontrolle (Zielzellen zusammen mit lysierender Deter-
genz) werden die Fluoreszenzwerte fir null bzw. vollstandiges Killing bestimmt. Im
Intervall von 10 min werden die Fluoreszenzen im Platereader ausgelesen, jeder An-
satz wird doppelt bestimmt und gemittelt. Der Fluoreszenzverlust eines Wells Giber Zeit
gibt die Vitalitat der Zellopulation an. Der Killingassay wurde nach Literaturangaben

durchgefihrt (Kummerow et al. 2014).

FACS

Alle Antikorperinkubationen wurden von Arne Knérk nach Herstellerangaben durchge-
flhrt. Isotypenkontrollen wurden auf das jeweilige Fluoreszenzlabel und den Antikor-
perisotyp abgestimmt. Zur Bestimmung der Fluoreszenzintensitat der Zelllinien wur-
den je 1x10° Zellen in PBS mit 0,5 % BSA gewaschen und in 300 pl PBS BSA aufgenom-

men. Pro Ansatz wurden 1x10° Zellen gemessen.
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4.4 Entwickelte und adaptierte Methoden

Herstellung stabiler Zelllinien

Je 3x10° Zellen der Linien Jurkat E6-1 sowie K562 wurden im Programm X-005 mit dem
Lonza Nukleofector transient mit 2 pg pCasper3-GR Vektor(Evrogen 2008) transfiziert.
Die Zellen wurden zunachst 6 Tage mit 2,5 mg/ml G418, anschliefend 12 Tage mit 1,25
mg/ml G418 selektioniert. Die Zellen wurden in einer Dichte von 0,5 Zellen/Well in 96-
Well Platten pipettiert. Wells, die nur eine Zelle enthielten, wurden markiert und 3
Tage spater bei Farbumschlag des Mediums auf Fluoreszenz kontrolliert. Monoklonale,
fluoreszente Kolonien wurden sukzessive in groBere Kulturflaschen umgesetzt. Die
Funktion des fluoreszenzintensivsten Klons wurde durch Applikation des Apoptosein-
duktors Staurosporin Uberprift. Von 8 stabilen Zelllinien wurden je 2 Cryovials einge-

froren, von dem getesteten Klon wurden 15 Cryovials eingelagert.

Imaging der stabilen Zelllinien in einer 96-Well Platte, Apoptoseinduktion durch Stau-
rosporin und CD95 Antikoérper

Die Wells der 96-Well Platte werden mit je 50 pl 1 x Poly-L-Ornithin gefillt und 30 min
bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. AnschlieRend wird das Poly-L-Ornithin abgesaugt
und je 1x10° Zellen der stabilen Linien Jurkat E6-1 pCasper sowie K562 pCasper in RPMI
FCS P/S im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO, fir 30 min adhériert. Die Ansitze werden
abgesaugt und mit je 200 ul RPMI P/S gefillt. Je nach Ansatz werden 2,5 uM Stau-
rosporin bzw. 5 mg/ml Apo 1-1 AntikGrper zugegeben. Das Imaging erfolgt mit dem
Zeiss Cell Observer bei 37 °C, 5 % CO,, 20 x Objektiv als Multi-Position Experiment mit
einem Intervall von 5 min und einer Gesamtdauer von 6 h. Die Anregung erfolgt bei
25 % LED-Starke mit Belichtungszeiten von RFP 300 ms, FRET 600 ms, GFP 300 ms. Das
Durchlicht wird bei 2,5V Halogenlampenspannung und geé6ffneter Apertur fiir 10 ms

belichtet.

Transiente Transfektionen zur Bestimmung der Korrekturfaktoren

Zur Bestimmung der Korrekturfaktoren des Casper3-GR FRET-Systems wurden je 3x10°
Jurkat E6-1 mit je 2 ug TagGFP-DNA sowie TagRFP-DNA mit dem Lonza Nucleofector® Il
im Programm C-016 mit Kit V nach Protokoll transfiziert (Amaxa 2015), anschlieRend in

10 ml RPMI+FCS+Pen/Strep aufgenommen und in einer Dichte von 3x10° Zellen/ml bei
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37 °C, 5% C0O2, 5% 0O, im Brutschrank inkubiert. 25 mm Coverslips wurden mit 50 pl
0,1 mg/ml p-Ornithin 30 min bei Raumtemperatur beschichtet. AnschlieRend wurde
das p-Ornithin abgesaugt. Je 0,75x10° Zellen wurden 5 min bei 300 g zentrifugiert, das
Pellet wurde in 50 ul RPMI+FCS+Pen/Strep resuspendiert und auf die beschichteten
Coverslips aufgebracht. Die Zellen wurden in einer feuchten Kammer im Brutschrank
30 min zur Adhdrenz an der beschichteten Glasoberflache inkubiert. AnschlieBend
wurde der Coverslip mit RPMI+Pen/Strep gesplilt, in den Aluminiumadapter der Mik-

roskopstage eingesetzt und mit 1 ml RPMI + Pen/Strep Uiberschichtet.

Das Mikroskop wurde auf 37 °C vorgeheizt und die Inkubation mit 5% CO, durchge-
fihrt. Die Bildakquise erfolgte fiir alle Kandle mit einem 20 x Objektiv bei 300 ms Be-
lichtungzeit bei 25 % LED Energie.

Hintergrundkorrektur, FRET-Berechnung nach Youvan und FRET Donor Ratio

Die Bestimmung der Korrekturfaktoren erfolgte mit je 300 ms Belichtungszeit bei 25 %
LED-Intensitat in allen Fluoreszenzkanalen. Hintergrundsubtraktion erfolgte in dem
Programm Imagel mit dem rolling ball Algorithmus (Radius 20 um). Die FRET Berech-
nung wurde mit dem Physiologiemodul des Programms Axiovision (Zeiss) durchge-
fihrt. Das FRET-Donor Ratio wurde durch Division der FRET-Werte nach Youvan

(Youvan, Silva, and Bylina 1997) durch die Werte des Donorkanals berechnet.

Calcein- und Propidiumiodidfarbung zur Nekrosedetektion, Berechnung der Kinetik,
zeitliche Normierung

25 mm Glascoverslips wurden mit je 50 pl 0,1 mg/ml poly-Ornithin 30 min bei Raum-
temperatur (RT) gecoatet. Pro Ansatz wurden 1,5x10° Zellen 8 min bei 300 g abzentri-
fugiert und 15 min in 1 ml AIMV + 10 mM Hepes (AIMV*) mit 500 nM Calcein bei RT
auf einem Schittler gefarbt. Nach dem Farben wurden die Zellen zentrifugiert, in je
100 pl AIMV* aufgenommen und auf dem Coverslip 30 min im Brutschrank abgeses-
sen. Nicht adhdrente Zellen wurden abgespiilt und der Ansatz anschlieBRend mit 1 ml
0,5 mM Kalziumpuffer mit 100 uM Propidiumiodid (PI) in einem Aluminiumadapter mit

Teflonspannring Uberschichtet. Die Inkubation im Mikroskop erfolgte bei 37°C ohne
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CO,. 2x10° NK wurden 8 min bei 300 g abzentrifugiert und in 50 pl 0,5 mM CaCl, auf-
genommen und nach Start der Bildaquise dem Ansatz zugegeben. Die Bildakquise er-
folgte im 4 s Intervall im Durchlicht, Calcein (200 ms bei 1% LED) und PI Fluoreszenzka-
nal (300 ms bei 25 % LED) mit einem 20 x Objektiv. Zellen wurden mit dem Physiolo-
giemodul des Programms Axiovision (Zeiss) als ROI definiert und der mittlere Grauwert
jedes ROI in den Fluoreszenzkandlen fir jeden Zeitpunkt ausgelesen. Die Werte wur-
den in Excel hintergrundkorregiert. Die Intensitditen wurden normiert, indem jeder
Messwert durch den ersten Messwert geteilt wurde (F/F0). Die zeitliche Normierung
erfolgte Giber den Zeitpunkt, zu dem die Calceinfluoreszenz 50 % erreichte. Die prozen-
tuale Fluoreszenzveranderung im Calceinkanal zum vorhergehenden Messwert wurde
berechnet. Die Fluktuation des Calcein vor der Nekrose betrug < 1 %. Der Zeitpunkt,
bei dem die Fluoreszenzintensitat erstmalig um > 1 % sank, wurde als Beginn der Nek-
rose, t =0 s definiert. Analog wurde der Zeitpunkt, zu dem die Intensitat weniger als
1 % sank als Ende der Nekrose definiert. Der Durchschnittswert der Fluroreszenzen pro

Zeitpunkt jedes Kanals samt Standardabweichung wurde berechnet.

Calcein Fura-2 Doppelférbung

Analog zum vorherigen Protokoll wird zusatzlich zu Calcein 1 uM Fura-2 im gleichen
Ansatz geladen.

Imaging der Jurkat E6-1 pCasper mit primaren NK-Zellen zur Bestimmung der Fluores-
zenzeigenschaften bei verschiedenen Zielzelltoden

25 mm Coverslips wurden mit 50 ul 0,1 mg/ml Fibronectin 30 min bei RT beschichtet,
anschlieRend abgesaugt und 1,5x10° Jurkat E6-1 pCasper in 50 pl RPMI+FCS+Pen/Strep
im Brutschrank bei 37 °C, 5% CO,, 5% 0O, auf dem gecoateten Bereich abgesessen.
Nicht adharierte Zellen wurden durch zweimaliges Spilen mit je 1ml
RPMI+FCS+Pen/Strep entfernt. Der Coverslip wurde in einen Aluminiumadapter einge-
setzt, mit einem Teflonspannring gesichert, mit 1 ml RPMI+FCS+Pen/Strep + 10 mM
Hepes Uberschichtet, in das Mikroskop eingesetzt und bei 37 °C, 5 % CO, inkubiert. Die
Bildakquise erfolgte im 10 s Intervall im GFP, FRET und Durchlichtkanal. Belichtungszei-

ten wurden bei 25 % LED Starke so gewahlt, dass 30 % der Grauwerte des 12-bit Kame-
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rachips gesattigt wurden. Die Aufnahmedauer betrug entweder zwei oder acht Stun-
den. 2*10° NK-Zellen wurden nach Beginn der Bildakquise in 25yl
RPMI+FCS+Pen/Strep+10 mM Hepes hinzugegeben und sanken wahrend des laufen-

den Experimentes zu den am Coverslip adharierten Zielzellen ab.

Zur quantitativen Analyse wurden die Zielzellen mit dem Physiologiemodul des Pro-
gramms Axiovision (Zeiss) als ROl markiert. Bei Bewegung der Zelle wurde die ROl ma-
nuell auf den Zellmittelpunkt zentriert. Die mittleren Grauwerte der ROl im GFP- und
FRET-Kanal fir jeden Zeitpunkt wurden bestimmt und hintergrundbereinigt. Zur zeitli-
chen Normierung wurde bei den apoptotischen Zellen der Zeitpunkt bestimmt, bei
dem sich das GFP-Signal um mehr als 1 % zum vorherigen Zeitpunkt erhéht, bei nekro-
tischen Zellen der Zeitpunkt, bei dem sich das FRET-Signal um mehr als 1 % zum vorhe-
rigen Zeitpunkt verringert. Dieser Zeitpunkt wurde als t = 0 min (FO) definiert und die
Fluoreszenzwerte der Kandle F/FO normiert. Mittelwert sowie Standardabweichung
der GFP- und FRET-Fluoreszenz aller Zellen einer Zelltodkategorie wurde bestimmt. Zur
besseren Ubersicht wurde jede zehnte Standardabweichung in die Diagramme einge-
zeichnet. Zur Bestimmung des Donor Ratio wurden die Fluoreszenzwerte entspre-

chend ihrer Belichtungszeiten normiert.

Life-cell-imaging Langzeitmessungen der NK-Zellen

Wells einer schwarzen 96-Well-Platte mit optischem Boden wurden mit 50 pl
0,1 mg/ml Fibronectin 30 min bei RT beschichtet, anschlieBend abgesaugt und mit je
7x10° Jurkat E6-1 pCasper in 100 pl AIMV+FCS+P/S+Hepes befiillt. Umliegende Wells
wurden als Evaporationsschutz mit H,0 dd. befiillt. Die Zellen wurden 30 min bei 37°C
im Brutschrank abgesessen, anschlieBend mit AIMV+FCS+Hepes gesplilt und 200 pl
Uberschichtet. Nach Beginn der Messung wurden pro Well 5x10* NK-Zellen zugegeben,
diese wurden zuvor 30 min in AIMV+FCS+P/S+Hepes mit 500 nM Hoechst 33342 gela-
den, anschlieBend 8 min bei 200 g abzentrifugiert und in 100 ul Hoechst-freiem Medi-
um aufgenommen. Die Bildakquise erfolgte bei 25 % LED mit einem 10 x Objektiv Gber
8 h. Zur Auswertung wurden die Kanadle mit dem rolling ball-Algorithmus mit einem
Radius von 200 Pixeln hintergrundbereinigt und anschlieBend als GFP-FRET-Durchlicht

overlay mit FlJI dargestellt. Pro Messung wurden 10 bis 12 NK-Zellen zufallig ausge-
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wahlt und beobachtet. Folgende Zeitpunkte wurden tabellarisch erfasst: Kontakt zur
Zielzelle, Platzen der Zielzelle, Ratio Umschlag der Zielzelle, Zeitpunkt der Inaktivitat
oder Tod der NK-Zelle. Folgewerte wurden mit dem Programm Excel (Microsoft) er-
rechnet. Flr jeden NK-Spender wurde eine Kontrolle ungefarbter NK gemessen. Die
Kontrollpopulation wurde getrennt ausgewertet und mit der Hoechst-gefarbten Popu-
lation verglichen, um Artefakte durch die DNA-Inkalation des Farbstoffs zu vermeiden.
Der Vergleich ergab, dass der Hoechst-Farbstoff unter den gewahlten experimentellen
Bedingungen keinen Einfluss auf die Zytotoxizitdt und Viabilitdt der NK-Zellen hat. Alle

Ansatze wurden daher gepoolt und gemeinsam ausgewertet.

Monofokale NK92-Lysotrackeraufnahmen zum seriellen / parallelen Killing

0,75x10° NK92 wurden mit 100 nM LysoTracker® Red geladen und mit 0,75x19° Jurkat
E6-1 pCasper in AIM V—FCS+Hepes+100 nM LysoTracker® Red Medium auf einem mit
0,1 mg/ml Fibronectin beschichteten Coverslip 90 min bei 37 °C, 5 % CO; inkubiert und
gleichzeitig im GFP-, FRET-, LysoTracker Red- und Durchlichtkanal im 10 s Intervall in
einer Fokalebene mikroskopiert. Die einzelnen tif-Bilder des GFP, FRET sowie LysoTra-
cker-Kanals wurden mit dem rolling ball-Algorithmus (Radius 200 Pixel) in ImageJ hin-
tergrundkorrigiert. Ein Overlay aller Kandle wurde erzeugt und der LysoTracker-Kanal
mit einer fire-LUT dargestellt. Kumulativ translozierte Vesikel wurden mit dem Pro-
gramm Imaris (Bitplane) im LysoTracker-Kanal automatisch erfasst und in ihrem Pfad
verfolgt (getracked). Der Track wurde in das Overlay der Kandle eingezeichnet. Dauer
und Zeitpunkte der Zellkontakte, der Vesikel an der Membran, der Caspaseaktivitat
sowie Membrandisruptionen wurden visuell bestimmt und mit dem Programm Excel

(Microsoft) als Zeitgraph dargestellt.

Z-Stack Aufnahme primirer NK zum seriellen / parallelen Killing sowie Einzelvesikeltra-
cking

Die Exozytose eines Vesikels an einer echten IS in vitalen Zellen mikroskopisch zu er-
fassen stellt hohe Anforderungen an die rdaumliche sowie zeitliche Qualitdt der Daten.

Dies mit dem FRET-Feedback des Casper-Sensors zu koppeln (um die Abtétung der
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Zielzelle zu messen) erhoht die Anforderungen weiter. Folgende experimentelle Limi-

tierungen missen durch die Optimierung der Bedingungen bestmaoglich gelost werden:

a)

b)

Die Transfektionseffizienz primarer NK-Zellen sowie NK92 ist gering. Lonza gibt
unter Verwendung des NK-Zell spezifischen Transfektionskits sowie des zytoso-
lischen, eGFP-kodierenden Standardvektors eine Effizienz von 16,9 % bei einer
Viabilitat von 50 % bis 60 % an (Lonza 2009). Vorversuche mit dem Standard-
vektor sowie einem Granzym B-mCherry Konstrukt, welches in CD8" Zellen er-
folgreich zur Expression gebracht wurde, verliefen negativ. Zum Labeling der
Vesikel wurde daher der Farbstoff LysoTracker® Red genutzt. Dieser farbt saure
Kompartimente der Zelle und somit alle Lysosomen. Die Bleichstabilitat ist ge-
ringer im Vergleich zu Fluophoren und durch seine Anwesenheit im Uberstand
farbt er ebenfalls die Lysosomen der Zielzellen.

Die GrolRe zytotoxischer Vesikel ist kleiner als das Diffraktionslimit des Mikro-
skopes (VesikelgroRe ca. 200 nm (Schwarz and Bhat 2016; Théry, Ostrowski,
and Segura 2009)). Die Auflésung eines Mikroskops, also der Abstand zweier

Punkte, die noch getrennt voneinander wahrgenommen werden kénnen, ergibt

sich aus der Formeld = von Ernst Karl Abbe. Die Wellenldnge der

2n sina

LysoTracker-Anregung betragt 577 nm, die Numerische Aperatur des genutzten
Objektives (n des Mediums mal halber, objektseitiger Offnungswinkel) 1,47
(Werksangabe) fir Glas mit dem Brechungsindex 1,51 und somit einer NA von

1,29 (errechnet) fiir Wasser mit dem Brechungsindex 1,33. Es ergibt sich somit

577 nm
2%1,29

ein Diffraktionslimit vond = = 223,64 nm. Punkte, deren Halbmaxima

sich ndher an einander als 223,64 nm befinden, kénnen nicht mehr getrennt
aufgelost werden. Dies ist die theoretische Auflosungsgrenze bei perfekten op-
tischen Bedingungen (optimaler Linsenbeschaffenheit und Ausrichtung der
Komponenten).
Zytotoxische Vesikel werden in Zellen durch Motorproteine entlang den Micro-
tubuli transportiert, die durch das MTOC koordiniert werden (Orange 2009). |h-
re Eigenbewegung erzeugt bei der Aufnahme von z-Stapeln folgende Probleme:
I.  Bewegung parallel zur Aufnahmerichtung: Vesikel wird mehrfach detek-

tiert und in z-Richtung dadurch elongiert aufgenommen.
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II.  Bewegung entgegengesetzt zur Aufnahmerichtung: Vesikel wird nicht
oder in z-Richtung gestaucht aufgenommen.

lll. Ist das Aufnahmeintervall der z-Stapel zu groR, kann die Position einzel-
ner Vesikel von einem Stapel zum nachsten nicht kontinuierlich nach-
vollzogen werden und es besteht die Moglichkeit der Verwechslung.

IV.  Durch das Clustern der Vesikel und deren GréRe in Kombination mit der
Diffraktionslimitierung der Weitfeldmikroskopie (die aufgrund der pro-
benschonenden Exzitation und des Geschwindigkeitsvorteiles gegen-
Uber Superresolutionsystemen erforderlich ist), ist es nicht trivial ein-
zelne Vesikel innerhalb der MTOC-organisierten Vesikelgruppe zu iden-

tifizieren.

Um diesen Limitierungen zu begegnen, wurden folgende Losungsansatze verfolgt:

a)

b)

Der rote, stabilere LysoTracker wurde in einer héheren Konzentration (400 nM)
geladen und in den Uberstand gegeben um das Nachladen der Vesikel wihrend
der Aufnahme zu erhéhen und dem Bleichen entgegenzuwirken. Die Vesikel
der Zielzellen wurden in der spateren Nachbearbeitung der Daten von der Ana-
lyse ausgeschlossen.

Die aufgenommenen Daten wurden dekonvoluiert, also softwareseitig aufbe-
reitet. Die Punktspreizfunktion (PSF) wurde in einem iterativen Prozess riickge-
rechnet, wodurch die Intensitat punktformiger Lichtquellen erhoht und der
Hintergrund erniedrigt wurde. Durch die Verfeinerung aufgenommener Struk-
turen erhohte sich gleichzeitig die Auflosung, da das Diffraktionslimit gesenkt
wurde. Zur Dekonvolution wurde eine experimentelle PSF fluoreszenter 100 nm
Beads genutzt. Der Brechungsindex vom Glas des coverslip dndert sich beim
Ubergang in das wéssrige Medium. Mit zunehmender z-Héhe ist die PSF-
Ausdehnung beidseitig durch das wassrige Medium bestimmt. Die zur Dekon-
volution genutzte PSF wurde softwareseitig darauf angepasst. Dass die Ebenen
eines z-Stacks nicht gleichzeitig, sondern kontinuierlich entlang der Scanrich-
tung aufgenommen werden und sich die Vesikel wahrend dieser Scanzeit be-
wegen, konnte unter aktuellen Voraussetzungen weder soft- noch hard-

wareseitig kompensiert werden.
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c) Vorversuche zeigten, dass die intrazellulare Vesikelgeschwindigkeit durch Ver-
anderung der Temperatur beeinflusst wird. Der Inkubator des Mikroskopes
wurde mit 5 % CO, versorgt, jedoch nicht beheizt. Durch Abkiihlen des Raumes
konnten stabile Temperaturbedingungen im Mikroskop beginnend ab 18 °C er-
reicht werden. In Vorversuchen zeigte sich, dass die Zellen bei 18 °C weder am
Coverslip anhaften noch migrieren. Ab 20 °C war (nach subjektiver Einschat-
zung) normales Zellverhalten zu beobachten. Um Problemen theoretisch mogli-
cher Temperaturschwankungen vorzubeugen wurden die Experimente bei
22 °C durchgefiihrt. Zur Minimalisierung der Aufnahmedauer eines Z-Stapels
bei gleichzeitiger Probenschonung wurde die Exzitationszeit pro z-Ebene auf
75 ms minimalisiert und die z-Schrittweite gemalR Nyquist auf 440 nm einge-
stellt (SVI 2015). Der z-Stapel wurde hardwaregetriggert aufgenommen und in
festgelegten Intervallen fiir die monofokale Aufnahme des Casper3-GR sowie

Durchlicht unterbrochen.

Probenvorbereitung:

0,75x105 primare NK wurden mit 400nM LysoTracker® Red in 1ml
AIM V + FCS + Hepes 30 min im Brutschrank geladen, anschliefend direkt auf den
mit 0,75x10° Jurkat E6-1 pCasper auf Fibronectin beschichteten Coverslip in glei-

chem Medium gegeben und im Mikroskop bei 20 °C, 5 % CO; absitzen gelassen.

Das gesamte Mikroskop wurde auf 22 °C abgekihlt. Der Lysotracker-Kanal wurde
mit 30 bis 35 z-Ebenen im Abstand von 440 nm aufgenommen. Beginn und Ende
des z-Stapels wurde ober- und unterhalb der NK-Zelle gesetzt. Auf den Autofocus
wurde aus Geschwindigkeitsgriinden verzichtet. Die Belichtungszeit pro z-Ebene
wurde mit 75 ms auf das Minimum reduziert. Die Intensitdt der Lampe wurde zur
Vermeidung der Phototoxizitat auf 1/5 eingestellt, der Kamera Gain wurde auf 220.
Der Aufnahmebereich des Kamerachips wurde reduziert um héchstmogliche Ausle-
segeschwindigkeit zu erreichen. Die z-Aufnahme wurde in sich wiederholenden
Schleifen durchgefiihrt, alle 60 s wurde der GFP- und FRET-Kanal monofokal aufge-
nommen. Alle Fluoreszenzkandle wurden hardwaregetriggert angesteuert. Alle

5 min wurde der Durchlichtkanal aufgenommen.

36



Material und Methoden

Der LysoTracker-Kanal wurde je nach Auswertung mit Imagel zu einer Maximum
Intensity Projection zusammengefasst oder mittels Huygens-Software dekonvolu-
iert und mittels Imaris getracked. Der Ausschluss von Vesikeln in Zielzellen (die von
Lysotracker ebenfalls angefarbt wurden) erfolgte nach Driftstabilisierung mittels
Imaris und anschliefender Definition einer 3D ROI, die ausschlieflich die NK-Zelle
beinhaltet. Die Auswahl der Vesikeltracks erfolgte nach Definition einer Mindest-
tracklange von 120 s sowie einer Mindestfluoreszenzintensitat von 1/5 der Fluores-
zenz des hellsten Vesikels. Bei der Auswahl der Tracks wurde durch manuelle Kon-
trolle darauf geachtet, dass die Vesikel nicht innerhalb einer Gruppe verschmelzen
und Uber den Beobachtungszeitraum hinweg kontinuierlich als einzelnes Vesikel

erkannt werden konnen.

Apoptose- / Nekrosedetektion auf Populationsebene durch aufgereinigtes Perforin /
Granzym B

Der Assay wird in nominell kalziumfreien Puffer in einer 384-Well Platte durchgefiihrt
und wahrend der Aufnahme im Mikroskop bei 37 °C, 5 % CO,-Bedingungen inkubiert.
Die Zielzellen sind am gecoateten Plattenboden adhariert und mehrere Wells der Plat-
te werden Uber zwei Stunden sequenziell nacheinander mikroskopiert. Als Viabilitats-
kontrolle werden die Zellen zu Beginn 30 min mikroskopiert. AnschlieBend erfolgt die
Zugabe von aufgereinigtem Perforin sowie Granzym B in unterschiedlichen Konzentra-
tionen. Die Wells werden weitere 30 min im kalziumfreien Puffer mikroskopiert. Perfo-
rin besitzt eine C2-Bindedomane und kann ohne freies Kalzium seine lytische Aktivitat
nicht entfalten. Nach Kalziumzugabe (Endkonzentration von 1,25 mM) wird Perforin
lytisch aktiv. Die Aufnahmen werden mit einem 5 x Objektiv durchgefiihrt. Da die Ziel-
zellen migrieren, werden sie anschlieBRend mit Imaris getracked (8 um ObjektgroRe,
maximale Detektionsliicke 3 Frames, maximale Schrittdistanz zwischen Frames 4 um)
und die Casper3-GR-Fluoreszenzwerte (iber Zeit ausgelesen. Der schlagartige Verlust
der RFP-Fluoreszenz dient als Nekrose-, der graduelle Abfall des FRET-Donor Ratio als

Apoptoseindikator.

Sowohl Perforin als auch Granzym B wurden von Enzo Life Sciences aus YT NK-Zellen

aufgereinigt. Die Effektivitdt des Perforins wird in PU (permeabilizing units) definiert. In
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dieser MalReinheit sind 0,1 PU in 100 pul in der Lage, 50 % von 1x10° Jurkat Zielzellen zu
permeabilisieren, gemessen durch PI-Staining. 0,1 PU entsprechen nach Herstelleran-
gaben 2 ng Perforin in 100 pl Puffer, also 20 pg/ul (Enzo Life Sciences 2015b; Shi et al.
2005). Um die dosisabhangige Wirkweise des Perforin zu untersuchen, wurden Ansatze
bis 200 pg/ul getestet. Granzym B induziert nach Herstellerangaben mit 1 ng/ul
Apoptosen in 1x10° Zielzellen, wenn es mittels eines angemessenen Reaktionspartners
in die Zielzellen verbracht wird (Enzo Life Sciences 2015a; Shi et al. 2005). In Vorversu-
chen wurde zur Verbrauchsoptimierung eine apoptotisch wirksame Konzentration von

200 pg/ul bestimmt.

Apoptose / Nekrose der Jurkat E6-1 pCasper durch NK-Zellen in unterschiedlichen Kal-
ziumpuffern

0,75x10° Jurkat E 6-1 pCasper Zellen werden auf mit 0,1 mg/ml Fibronectin beschichte-
ten Coverslips 30 min im Brutschrank inkubiert und entweder mit 0 oder 1 mM freiem
Kalzium mit O,2x106 NK-Zellen bei 37 °C, 5 % CO, iiber 2 h inkubiert und im 10 s Inter-
vall im Durchlicht, GFP- sowie FRET-Kanal mikroskopiert. Die Auswertung erfolgt durch
manuelles Tracking der Zielzellen mit dem Programm AxioVision (Zeiss) und anschlie-
Render Berechnung der Donor-Ratios und RFP-Signale in Excel. Zur Verringerung der
Phototoxizitdat wurde die RFP- Bleichkontrolle nicht experimentell bestimmt, sondern
aus dem GFP- sowie FRET-Signal berechnet. Hierzu wurden das GFP- sowie FRET-Signal
F/FO normiert und mit der Formel (0,42*GFP)+(0,58*FRET) miteinander verrechnet.
Die Faktoren 0,42 sowie 0,58 wurden durch Abgleich mit mehreren Experimenten veri-

fiziert.
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Abbildung 1: Das RFP-Signal kann durch 0.42*GFP+0.58"FRET berechnet werden

Jurkat E6-1 pCasper wurden auf Fibronectin beschichtet und tiber 2 h bei 37 °C, 5 % CO; inkubiert
und im GFP, RFP und FRET-Kanal im Intervall von 10 s mikroskopiert. Von jeweils drei apoptoti-
schen sowie nekrotischen Jurkat E6-1 pCasper wurden die Fluoreszenzen iiber Zeit ausgelesen. Die
Zellen wurden auf den Zeitpunkt der Apoptose (GFP-Anstieg) sowie Nekrose (RFP-Verlust) zeitlich
und in ihrer Intensitdt F/FO normiert. Fiir jede Zelle wurde ein artifizielles RFP-Signal errechnet,
indem das GFP-Signal mit 0.42, das FRET-Signal mit 0.58 multipliziert wurde. Die Mittelwerte jedes
Fluoreszenzkanals sowie des errechneten RFP-Signales wurden bestimmt und die Standardabwei-
chung berechnet. Sowohl wahrend der Apoptose als auch der Nekrose tberlagert das errechnete
RFP-Signal das experimentell bestimmte sehr gut. Mogliche Unterschiede in den Exzitationszeiten
sowie Intensititen der LED-Lichtquellen zwischen verschiedenen Experimenten werden durch die
F/F0-Normierung ausgeglichen.

Durch Verrechnung des GFP- und FRET-Signales kann das RFP-Signal berechnet wer-
den. Wahrend der Apoptose bleiben sowohl das experimentell bestimmte als auch das
errechnete Signal stabil. Wahrend der Nekrose fallen beide schlagartig ab. Daher kann
zur Probenschonung auf die experimentelle Bestimmung des RFP-Signales verzichtet
werden. Alle Messwerte wurden hintergrundkorrigiert und F/FO normiert. Bei vitalen
Zellen wurde FO gleich nach dem Experimentbeginn, bei abgetoteten Zellen gleich dem
Beginn der Apoptose bzw. Nekrose definiert, welche jeweils Gber den GFP-Anstieg
bzw. RFP-Verlust bestimmt wurden. Die errechneten Donor Ratio- sowie RFP-Werte

wurden mit Igor in einem 2D-Plot gegeneinander aufgetragen.

Inhibition von Nekrosen durch Concanamycin A (CMA)

CMA wird als 200 uM Stock in DMSO gel6st. Zur Vorinkubation wird es in Medium ver-
diinnt und bei 37 °C, 5 % CO,, mit den Killerzellen im Brutschrank inkubiert. Um mogli-
che Effekte auf die Zielzellen auszuschlieflen, werden die Killerzellen nach der Inkuba-

tion gewaschen und in einem CMA-freien Ansatz gemeinsam mit Zielzellen inkubiert.
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Um die optimale Inkubationsdauer sowie minimal mdgliche Konzentration CMA zu
bestimmen, wurden Titrationsmessungen durchgefihrt. CMA wurde 2 bzw. 4 h in Kon-
zentrationen von 1 nM bis 10 uM mit NK-Zellen inkubiert. Als Positivkontrolle wurden
NK-Zellen 1:20 mit DMSO vorinkubiert, um die Kontrolle adaquat an die DMSO-

Konzentration der der hochsten CMA-Konzentration anzupassen.

2 h Vorinkubation 4 h Vorinkubation
——NK + K562 (DMSO 1:20)

_ - ——NK/CMA(1nM) + K562
X
o)
c -
Q@
©
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% ——NK/CMA(1pM) + K562
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0 . ’ ’ . :
0 60 120 180 240 0 60 120 180 240
Zeit [min]

Abbildung 2: 100 nM CMA bei 4 stiindiger Vorinkubation verhindern die Induktion von Nekrosen
durch NK-Zellen

Getestet werden NK-Zellen gegen K562, ein System in dem die Zielzellen ausschlieflich durch Nek-
rosen abgetdtet werden. In den DMSO-vorinkubierten Kontrollversuchen werden nach 4 Stunden
100 % der Zielzellen getotet. Bei zweistiindiger Vorinkubation der Killerzellen mit CMA wird die
Zytotoxizitat auf ca. 50 % reduziert. Nach vierstiindiger Vorinkubation werden in der Kontrolle
ebenfalls 100 % der Zielzellen abgetotet. Der dosisabhangige Einfluss des CMA ist stiarker ausge-
pragt, bereits 100 nM reduzieren das Killing tiber 3 Stunden unter 10 %. 1 uM CMA zeigt keine Ver-
besserung dieses Effektes, 10 uM fiihren zu Messartefakten, die Anzahl getoteter Zielzellen fallt
unter 0%, wahrscheinlich ausgeldst durch den Einfluss des DMSO auf Calcein. Nach 3 Stunden zeigt
sich in allen Ansatzen ein linearer Anstieg getoteter Zellen, was auf ein Wiedereinsetzen zytotoxi-
scher Mechanismen wahrend des Experimentes hinweist.

Im Einklang mit Literaturergebnissen (Kataoka et al. 1996) werden die Zielzellen in den
Experimenten 4 Stunden mit einer Konzentration von 100 nM CMA in AIMV + FCS mit
10 mM Hepes in einer 24 Well-Platte in einem Volumen von 1 ml pro Ansatz vorinku-
biert, anschlieBend zentrifugiert (200 g, 8 min), in AIMV + Hepes aufgenommen und
mit den Zielzellen mikroskopiert bzw. im Platereader gemessen. Das Killer- zu Zielzell-
verhaltnis betragt bei Platereaderexperimenten 5:1, also 0,125x10° NK-Zellen zu
0,25x10° Zielzellen in 250 pl Gesamtvolumen in einer 96-Well Platte. Zum life-cell Ima-
ging wurden Killerzellen vorinkubiert und auf coverslips gemeinsam mit auf Fibronectin
abgesessenen Zielzellen in AIMV+Hepes mikroskopiert, analog der bereits aufgefiihr-

ten Protokolle.
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Inhibition von Apoptosen durch anti-CD178-Antikorper

Mouse Anti-Human CD178 Antikérper wurde mit 10 pg/ml 1 h mit NK-Zellen im Brut-
schrank in AIMV + Hepes inkubiert. Bei CMA + anti-CD178 Inkubation wurde der an-
ti-CD178 Antikorper 3 Stunden nach CMA Inkubationsbeginn dem Ansatz hinzugege-
ben. Nach Inkubation wurden die Ansatze 8 min bei 200 g zentrifugiert, in AIMV + He-
pes + 10 pg/ml anti-CD178 aufgenommen und gemeinsam mit NK-Zellen im Gesamtvo-

lumen von 250 pl in einer 96-Well Platte im Platereader gemessen.

Generierung der 3D-Kollagen Matrix mit Ziel- und NK-Zellen

Die 3D-Kollagen-Matrix wird mit Nutragen® von Advanced BioMatrix entsprechend
den Herstellerangaben und dem von Rouven Schoppmeyer etablierten Protokoll her-
gestellt. Zunachst werden 8 Teile des flissigen, unter 10 °C gelagerten, 99,9 prozenti-
gem Kollagen mit 1 Teil 10 x PBS gemischt und anschlieBend mit 0,1 M NaOH auf
pH 7.2 bis 7.6 eingestellt. Das Gemisch wird auf 10 Teile mit H,0 dd. aufgefillt. Wah-
rend der gesamten Prozedur wird das Kollagen auf Eis pipettiert und unter 10 °C gehal-
ten. 0,25x106 NK-Zellen werden mit 500 nM LysoTracker Red im Brutschrank vorinku-
biert, anschlieRend mit 1,5x10° Zielzellen in 50 ul Kollagen gemischt und in eine Zeiss
Lightsheet Glaskapillare aufgezogen. Die Kapillare wird vertikal im Brutschrank fixiert
und bei 37 °C, 5 % CO, eine Stunde ausgehartet. AnschlieRend wird sie in das Z.1 ein-
gesetzt, die Probe aus der Glasummantelung heraus in das Medium gesenkt und mik-
roskopiert. Das Medium wird mit 500 nM LysoTracker Red versetzt und bei 37 °C mit
5 % CO, begast.

Stabilisierung der Lightsheet Datensatze inklusive 3D Tracking

Lightsheet-Datensatze werden im Format mehrerer, fortlaufend nummerierter .czi
(xyz[t]) Dateien gespeichert. Der 3D-Timelapse Datensatz wird mit dem Programm Zen
(Zeiss) geoffnet und in einer .czi Datei gespeichert (4 dimensionale xyzt Werte). Diese
Datei kann mit Imaris (Bitplane) eingelesen und zum Imaris-Format .ims konvertiert
werden. Die Recodierung wurde gemeinsam mit Rouven Schoppmeyer entabliert. Die

Zielzellen werden anschlieend anhand der GFP-Fluoreszenz getracked, LysoTracker
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Red geladene NK-Zellen somit ausgeschlossen. Als Vorgabe werden sphadrische ROI mit
8 um Durchmesser erstellt. Dies vermindert bei NK-Kontakt den Einfluss durch
LysoTracker Red geladene Vesikel der NK-Zellen auf die FRET- sowie RFP-Fluoreszenz
der pCasper Zielzellen, die einen Durchmesser von 10 um haben. Die Trackerfassung
erfolgt mit einer maximalen Detektionsliicke von 3 Zeitpunkten bei einer maximalen
Schrittweite der Objekte von 5 um zwischen den Zeitpunkten. Nach Generierung der
Tracks wird der Datensatz stabilisiert. Imaris bewertet hierzu gleichzeitige, gleichge-
richtete Bewegungen aller Zellen, die sich normalerweise autoregressiv in diverse Rich-
tung bewegen und berechnet daraus einen Verschiebungsvektor, der von allen Ein-
zeltracks abgezogen wird. Der Datensatz wird in 3D auf das gemeinsame, stabile Volu-
men gecropped. Mit dem Video Renderer wird der Datensatz visualisiert. ROls, die sich
an der Grenzflache des Aufnahmevolumens befinden, werden manuell entfernt. Die
Statistik aller Tracks wird ausgelesen (Fluoreszenzintensitaten, Bewegungsgeschwin-
digkeiten etc.). Die Fluoreszenzintensitdten werden in Igor (Wavemetrics) eingelesen
und nach TracklD sortiert. Das Sortierskript wurde von Carsten Kummerow geschrie-
ben. Die neu sortierten Datensatze werden in Excel (Microsoft) eingelesen und bleich-
korrigiert. Hierzu werden vitale Zellen ausgewdhlt und die Signale mit einem additiv
ansteigenden Wert verrechnet. Die Fluoreszenzen werden F/FO korrigiert. Als FO wird
der Mittelwert der ersten 5 Zeitpunkte gewahlt um zufallige Schwankungen zu mini-
mieren. Das Donor Ratio wird berechnet. Zellschicksale werden durch Unterschreitung
der Grenzwerte der F/FO normierten RFP Fluoreszenz sowie Donor Ratio bestimmt. Die
graphische Darstellung erfolgt durch Plotten der RFP- und Donor Ratio-Werte gegenei-

nander.
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5 Ergebnisse

5.1 Test der Aufreinigungseffizienz der NK Zellen durch FACS

Die Reinheit der aus PBMC negativ aufgereinigten, humanen NK-Zellen wurde via FACS
Uberprift. Der Hersteller gibt die Reinheit mit 92 % an (Lifetechnologies 2012). Die
aufgereinigten Zellen wurden ein Tag nach lIsolation mit fluoreszenten Antikérpern
gegen spezifische Oberflachenmolekiile (cluster of differentiation, CD) gekoppelt (Abb.
3). Um NK-Zellen zu identifizieren, wurde mit CD16 / CD56 markiert. Um die Populati-
on gegen T-Zellen abzugrenzen, wurde CD3 / CD4 gefarbt. Zusatzlich wurden intrazel-
luldres Perforin sowie die Aktivierungsmarker CD62L und CD69 markiert. CD62L be-
wirkt die Extravasation der im Blut zirkulierenden NK-Zellen (Frey et al. 1998), CD69

korreliert mit erhohter Zytotoxizitat (Clausen et al. 2003).
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Abbildung 3: Ein Tag nach Isolation hat die NK Population eine Reinheit von 98 %

(A) Zellpopulation isoliert aus PBMC mittels Dynabead® Untouched™ NK Cell Kit im Forward und
Side Scatter zur Volumen- und Granularitatsbestimmung. (B) Isotypenkontrolle mit Mausantikor-
per IgG1 und IgG2a zum Ausschluss unspezifischer Bindung. (C) Zellen sind negativ fiir CD3 und
CD4, demnach keine T-Killerzellen oder T-Helferzellen (D) Zellen sind Perforin-positiv. (E) Nur
1,7 % sind CD56, CD16 negativ. Somit sind 98,3 % der Zellen NK-Zellen. (F) 42,7 % der Zellen ex-
primieren den Homing-Rezeptor CD62L, sind also bereit, aus dem Blut in umliegendes Gewebe
einzuwandern.
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Die FACS-Analyse in Abb. 3 zeigt, dass 98 % der Zellen NK-typische CD-Marker expri-
mieren (Abb. 3E), die Reinheit der Isolation liegt lGber Herstellerangaben. Eine Verun-
reinigung durch andere zytotoxische Zellen (T-Zellen) kann ausgeschlossen werden

(Abb. 3C).

5.2 Test des IL-2 Einflusses auf primare, humane NK

Werden die isolierten NK-Zellen unter Standardbedingungen in Kultur gehalten, sinkt
drei Tage nach Isolation ihre Viabilitat und Zytotoxizitat. Um dem entgegenzuwirken,
kann dem Medium Interleukin-2 (IL-2) zugesetzt werden, wodurch die NK-Zellen stimu-
liert werden (Brehm et al. 2011; Koehl et al. 2005). Um die Auswirkungen der Stimula-
tion zu Uberprifen, wurden sie per FACS analysiert. Neben den typischen NK-
Zellmarkern CD16 und CD56 wurden ebenfalls das zellinterne Perforin und die Aktivie-
rungsmarker CD62L und CD69 antikorpermarkiert. Die Analyse der Zellen erfolgte
8 Tage nach Isolation, die Zellen stammen aus der gleichen Isolation wie die zuvor in
der Reinheitsanalyse getesteten Zellen. Die Zellen wurden nach der initialen Analyse

aufgeteilt und mit bzw. ohne Interleukin kultiviert (Abb. 4).
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Abbildung 4: IL-2 Stimulation fiihrt zur Differenzierung der NK-Zellen

Nach Isolation wurden die NK-Zellen 8 Tage in getrennten Ansatzen ohne bzw. mit 100 U/ml IL-2
kultiviert. (A,C) Der stimulierte Ansatz ist aufgrund Zelldifferenzierung uneinheitlich in Volumen
und Granularitat (B,D) Isotypenkontrolle zur Kontrolle unspezifischer Bindung. (E,G) Die unstimu-
lierte Probe exprimiert die typischen NK-Marker CD16 / CD56 nicht mehr. In der stimulierten Pro-
be exprimieren 93,8 % der Zellen die typischen NK-Marker. (F,H) Die Aktivierungsmarker CD62L
und CD69 werden in der unstimulierten Probe nicht exprimiert, in der stimulierten Probe expri-
mieren insgesamt 48,4 % der NK-Zellen einen Aktivierungsmarker (I,]) Das Perforinexpressionsle-
vel ist in der unstimulierten Probe einheitlich niedrig, in der stimulierten Probe existiert eine zwei-
phasige Population mit der Mehrheit der Zellen auf hohem Expressionslevel.

8 Tage nach lIsolation kann die Expression typischer Marker bei unstimulierten NK-
Zellen in der FACS-Analyse nicht mehr nachgewiesen werden. Die Aktivierungsmarker
zeigen kein Signal, die zellinterne Perforinfarbung weist gegeniliber Tag 1 nach Isolation
ein deutlich verringertes Expressionslevel nach. Der NK-typische Phdnotyp hat sich

verandert, es ist keine zytotoxische Aktivitat mehr zu erwarten.

Stimuliert man die Zellen mit IL-2, werden die typischen NK-Marker weiterhin
exprimiert, das Perforinexpressionslevel erreicht vergleichbare Werte zur initialen
Kontrollmessung 24 Stunden nach Transfektion. Die Kontrolle der Aktivierungsmarker

zeigt, dass die Population sich differenziert hat. In der initialen Messung an Tag 1 nach
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Isolation exprimierten 42 % der Zellen den Homing-Rezeptor CD62L. In der IL-2
stimulierten Population exprimieren 8 Tage nach Isolation nur 21 % der Zellen diesen
Rezeptor. Die Expression wurde herabreguliert. Da CD62L fiir die Extravasation der NK-
Zellen aus den BlutgefdaRen in sekundares, lymphatisches Gewebe verantwortlich ist
(Rosen 2004), sind die Zellen demnach nun vermehrt darauf ausgerichtet in ihrer
aktuellen Umgebung zu verbleiben. Gleichzeitig wurde die Expression von CD69, dem
mit erhoéhter Zytotoxizitat korellierenden Aktivierungsrezeptor (Bornego, Pena, and

Solana 1993), hochreguliert.

Die IL-2 Stimulation fuhrt zur Differenzierung der NK-Zellen zu einem aktivierten

Phanotyp mit erhdhter Zytotoxizitat.

5.3 Stabile Zellline Jurkat E6-1 pCasper und K562 pCasper

Naturliche Killerzellen Uberprifen die Oberflachenrezeptorexpression der Zielzellen
und greifen diese an, wenn das kumulative Signal aktivierend ist (Vivier et al. 2008). Als
Zielzellen werden Zelllinien eingesetzt, die aufgrund ihrer Rezeptorexpression stan-
dardmaRig von den NK-Zellen abgetotet werden konnen. Um insbesondere die Perfo-
rin/Granzym-abhangige Zytotoxizitat der NK-Zellen zu untersuchen, wurden zwei Zell-
linien gewahlt, die sich in der Expression des Fas-Rezeptor CD95 unterscheiden, da
dieser ebenfalls Apoptose in den Zielzellen induziert. Die Zelllinie Jurkat E6-1 expri-
miert CD95 (Caricchio, Reap, and Cohen 1998), die Zelllinie K562 nicht (Owen-Schaub
et al. 1995). Um die Apoptose zu detektieren, wurden beide mit dem Sensor Casper3-
GR transfiziert. Der GFP-RFP FRET Sensor verandert sein Fluoreszenzratio, sobald er
durch Caspase-3 geschnitten wird. Um die Quantitat und Qualitat des Sensorfeedbacks
zu optimieren, wurden monoklonale, stabile Jurkat E6-1 und K562 Zelllinien herge-
stellt. Mit Hilfe von Carsten Kummerow wurden durch transiente Transfektion, Verein-
zelung und Wachstum unter Antibiotikaselektionsdruck die Zelllinien Jurkat E6-1 pCas-
per und K562 pCasper generiert. Die Zellen dieser Linien sind monoklonal und einheit-
lich vital. Um die Expression des Casperkonstruktes zu verifizieren, wurden die Zellen

per FACS analysiert (Abb. 5).
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Abbildung 5: Die nach der Fluoreszenzintensitit separierten Populationen der Ausgangs- und stabi-
len Zelllinien trennen sich in der FACS-Analyse auf.
Pro Messung wurden 1x105 Zellen analysiert. Es wurde jeweils der GFP- sowie RFP-Kanal gemes-

sen. Populationen der Ausganszelllinien sind in schwarz abgebildet, pCasper-Zelllinien in griin
(GFP) sowie rot (RFP).

Die FACS-Analyse zeigt, dass 93 % der K562 pCasper sowie 96 % der Jurkat E6-1 pCas-
per fluoreszent sind. Vergleicht man die Fluoreszenz der stabilen Linien gegeniiber den
Ausgangslinien, trennen sich die Populationen eindeutig auf. Die Fluoreszenz der stabi-

le transfizierten Zellen und ihre Viabilitdat wurde weiterhin mikroskopisch analysiert

(Abb. 6).

47



Ergebnisse

K562 pCasper

6h

Abbildung 6: Die Viabilitit beider Zelllinien unter Mikroskopinkubationsbedingungen liegt bei 6
Stunden tiber 95 %

Beide Zelllinien wurden in einer 96-Wellplatte iiber einen Zeitraum von 6 h mit einem Aufnahmein-
tervall von 5 Min im Durchlicht-, GFP-, RFP- und FRET-Kanal mit einem 20 x-Objektiv gemessen.
Apoptotische Zellen erscheinen im Overlay der Kanale griin.

Die Aufnahmen bestatigen, dass nahezu alle Zellen fluoreszent sind (Zeitpunkt 0 h). Die
Anzahl apoptotischer Zellen liegt unter 0,3 %. Nach 6 Stunden Inkubation im Mikro-
skop (5 %, CO,, 37 °C, 5 min Aufnahmeintervall) sind 4,1 % der Jurkat E6-1 pCasper und
1,8 % der K562 pCasper apoptotisch. Somit sind 95,9 % der Zellen oder mehr (iber

mindestens 6 Stunden unter Mikroskopinkubationsbedingungen vital.

Zur Verifikation der Funktionalitdt des Casper3-GR FRET-Apoptosesensors und der
CD95-Expression wurden beide Zelllinien mit dem Apoptoseaktivator Staurosporin

sowie dem CD95-aktivierenden Antikorper Apol-1 inkubiert (Abb. 7).
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Jurkat E6-1 pCasper K562 pCasper

Staurosporin, 6 h, 2,5 uM

Apo 1-1,6 h, 5 ug/ml

Abbildung 7: Der Casper3-GR Apoptosesensor ist populationsweit funktional in beiden stabilen
Zelllinien. Jurkat E6-1 pCasper ist sensitiv fiir CD95-aktivierenden Antikérper, K562 pCasper nicht.
Beide Zelllinien wurden jeweils mit 2,5 uM Staurosporin sowie 5 pg/ml anti-CD95 Antikorper in-
kubiert und gleichzeitig tiber 6 h bei 37 °C und 5 % CO; in 5-miniitigem Intervall mikroskopiert.

Abb. 7 zeigt, dass Staurosporin den Zelltod von 91,8 % der Jurkat E6-1 pCasper sowie
32 % der K562 pCasper verursachte. Der Anti-CD95 Antikorper induzierte die Apoptose
in 62,7 % der Jurkat E6-1 pCasper, jedoch nur 1,6 % der K562 pCasper waren nach 6 h
apoptotisch. Um die Kinetik der Apoptoseinduktion durch die verschiedenen Stimuli
darzustellen, wurde die Anzahl apoptotischer Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten

quantifiziert (Abb. 8).
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Abbildung 8: Kinetik der Apoptoseinduktion in beiden stabilen Zelllinien tiber 6 h durch Staurospo-
rin und CD95 Antikérper Apo 1-1
Die Zellen wurden mit 2,5 pM Staurosporin bzw. 5 pg/ml CD95-aktivierendem Antikérper (Apol-1,
Enzo) iiber 6 Stunden inkubiert und mikroskopiert. Im 30-miniitigen Intervall wurde die Anzahl
apoptotischer Zellen durch visuelle Analyse des Ratio-Umschlages ausgezahlt.
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Abb. 8 zeigt, dass Jurkat E6-1 pCasper im Vergleich zu den K562 pCasper deutlich sensi-
tiver auf die Apoptoseinduktion durch Staurosporin reagieren. Der Sensor wird nach
Apoptoseinduktion in beiden Zelllinien geschnitten. Durch den CD95 aktivierenden
Antikorper Apo 1-1 wird die Apoptose ausschlieBlich in den Jurkat pCasper induziert.
Der CD95 abhangige Signalweg ist daher ausschlieBlich in den Jurkat pCasper funktio-
nal, in den K562 pCasper nicht. Zur Verifikation der CD95 Defizienz der K562 wurde
eine gRT-PCR sowie ein FACS-Nachweis des CD95 durchgefiihrt.

5.4 CD95 Nachweis in den Zielzellen

5.4.1 CDO95 Analyse per gqRT-PCR

Der Fas-Rezeptor CD95 hat eine Schliisselrolle in der Aktivierung der Apoptose in Ziel-
zellen. Die Linie Jurkat E6.1 ist laut Literatur CD95-positiv (Caricchio, Reap, and Cohen
1998), die Linie K562 negativ (Munker et al. 1997). Um dies zu verifizieren wurden bei-
de Zelllinien mittels qRT-PCR mit Hilfe von Gertrud Schwar lberprift (Tabelle 10).

Tabelle 6: qRT-PCR-Nachweis der CD95 mRNA in Jurkat E6-1 und in K562, 2-4¢1 Werte

CD95_PP1/TBP | CD95_PP1/RNAPol | CD95_PP2/TBP | CD95_PP2/RNAPol
K562 0.000053 0.000075 0.000382 0.000539
K562 pCasper 0.000109 0.000148 0.000934 0.00127
E6.1 0.1475 0.0866 1.0151 0.5964
E6.1 pCasper 0.1497 0.097 1.0588 0.6857

Die gRT-PCR wurde zur Kontrolle mit zwei verschiedenen Primerpaaren durchgefiihrt
und gegen zwei unterschiedliche Haushaltsgene normalisiert. Die 2% Werte zeigen,
dass CD95-mRNA in der Jurkat E6-1 Zelllinie vorhanden ist, in der K562-Zelllinie hinge-

gen nicht.

5.4.2 CD95 Analyse per FACS

Aufbauend auf die Kontrolle der CD95 mRNA-Level in den Jurkat- und K562-Zelllinien
wurde die Expression auf Proteinebene per FACS kontrolliert. Proben der vier Zelllinien

wurden entnommen und mit einem fluoreszenzgekoppelten, anti-CD95 Antikdrper
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inkubiert. Das Fluoreszenzsignal wurde gegen ungefarbte Proben und Inkubationen mit

Antikérperisotypen verglichen (Abb. 9). Die Uberpriifung dient zur Verifikation der Ex-

pression von CD95 auf Proteinebene analog der mRNA-Level.

Jurkat unstained
Jurkat CD95

Jurkat E6-1

C

Jurkat pCasper unstained
W Jurkat pCasper iso
Jurkat pCasper CD95

K562 unstained
K562 CD95

K562 pCasper unstained
B K562 pCasper iso
K562 pCasper CD95

A —
3 3 3 3 4
-10 0 10 10 10 100 o 10 10 10

APC PC

A
Jurkat E6-1 pCasper K562 pCasper

Abbildung 9: FACS-Nachweis der CD95 Expression bei Jurkat F6-1, Jurkat E6-1 pCasper, K562 und
K562 pCasper

Die Zelllinien Jurkat E6-1, K562 und sowie Jurkat E6-1 pCasper und K562 pCasper wurden mittels
FACS auf CD95 Expression liberpriift.

Abb. 9A, 9C: Jurkat E6-1 und Jurkat E6-1 pCasper exprimieren CD95, beide Zelllinien
zeigen ein CD95 Fluoreszenzsignal (gelbe Populationen), dass sich deutlich von den
ungefarbten Kontrollen (rot) und der Isotypkontrolle (blau) abhebt. Die Amplitude der
gelben Population erscheint geringer im Vergleich zu den Ubrigen, da in der ungefarb-
ten Kontrolle deutlich mehr Zellen gemessen und die Populationen skaliert wurden.
Abb. 9B, 9D: K562 und K562 pCasper exprimieren CD95 nicht, die gefarbten Populatio-
nen (gelb) haben die gleiche Fluoreszenzintensitat wie die ungefarbten Kontrollen (rot)

und die Isotypenkontrolle (blau).

Die Kontrolle der CD95 Expression via FACS zeigt demnach, dass die Jurkat Zelllinie
CD95 exprimiert, K562 nicht. Die stabilen, monoklonalen pCasper Zelllinien exprimie-

ren CD95 analog zu den Stammezelllinien. Veranderungen durch zufallige Mutation der
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monoklonalen Linien kdnnen ausgeschlossen werden. Die FACS-Ergebnisse bestatigen
auf Proteinebene die Ergebnisse der qRT-PCR mRNA Analyse und dem Funktionstest

mittels CD95 aktivierendem Antikorper.

5.5 FRET Donor Ratio, Korrekturfaktoren

FRET ist ein distanzabhangiger, physikalischer Prozess, bei dem Energie von einem Do-
nor- auf ein Akzeptorfluophor Ubertragen wird. Neben der gewiinschten FRET-
Fluoreszenz kommt es durch die liberlappenden Spektren zu Signalverunreinigungen,
dem sogenannten Donor-bleedthrough und dem Akzeptor-crosstalk. Als Donor-
bleedthrough bezeichnet man Fluoreszenz des Donors im FRET-Emissionsspektrum.
Der Akzeptor-crosstalk bezeichnet die direkte Anregung des Akzeptors im Exzitations-
spektrum des Donors statt durch FRET. Abbildung 10 zeigt die Spektren beider Fluo-

phore sowie Crosstalk und Bleedthrough.

100 +
GFP Exzitation
=) 75 A ——GFP Emission
= - - RFP Exzitation
g
g S0 1 ——RFP Emission
g il Akzeptor-crosstalk
% 25 1 ==Donor-bleedthrough
0 t
400 450 500 550 600 650 700

Wellenlange [nm]

Abbildung 10: Akzeptor-crosstalk und Donor-bleedthrough des tagGFP-tagRFP-FRET Paares

Zur Messung werden die Filtersets 38 HE sowie 45 von Zeiss eingesetzt. Das Anregungsspektrum
des 38 HE liegt bei 450 bis 490 nm, wodurch ebenfalls das FRET-Akzeptorfluophor tagRFP ange-
regt wird. Die Emission des Filtersets 45 beginnt bei 592 nm. Im FRET-Fluoreszenzkanal wird
ebenfalls ein Anteil des direkt angeregten tagGFP als Donor-Bleedthrough gemessen. Spektralin-
formationen exportiert aus SpectraViewer, ThermoFischer.

Um beide Signalverunreinigungen zu bestimmen, werden Einzeltransfektionen mit
tagGFP und tagRFP durchgefiihrt. Beide Proben werden im Donor-, Akzeptor- und
FRET-Kanal gemessen (Abb. 11). Die Fluoreszenzintensitat der tagGFP-Probe im FRET-
Kanal gibt Aufschluss iber den Donor-bleedthrough. Das Signal des tagRFP im FRET-

Kanal gibt den Akzeptor-crosstalk an.
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Kanal

FRET

GFP RFP

Abbildung 11: Der Donor-bleedthrough ist geringer als der Akzeptor-crosstalk

Die Konstrukte TagGFP und TagRFP wurden transient in Jurkat E6-1 pCasper transfiziert. Alle Ka-
ndle wurden mit identischer Belichtungszeit und LED-Intensitat mit einem 20 x Objektiv gemessen.
Die Messungen enthalten jeweils > 5 transfizierte Zellen. Beispielhaft wird je eine transfizierte
TagGFP- und TagRFP-Zelle dargestellt. Die Graustufendarstellung aller Kandle wurde gleich ska-
liert. Die Fluoreszenz im FRET-Kanal im Vergleich zum jeweils nativen Fluoreszenzkanal des Kon-
strukts ist der Donor-bleedthrough bzw. Akzeptor-crosstalk.

TagGFP

Konstrukt

TagRFP

Der Vergleich zeigt, dass der Donor-bleedthrough deutlich geringer ist als der Akzep-
tor-crosstalk. Zur Quantifizierung wurde das Plugin ,,FRET and Colocalization Analyzer”
fir Imagel eingesetzt. Das Programm vergleicht pixelgenau den prozentualen Anteil
der Storsignale im FRET-Kanal mit der Fluoreszenz der Einzelkonstrukte im jeweils nati-

ven Fluoreszenzkanal.

Donor-bleedthrough Akzeptor-crosstalk

100

F/FO FRET

y =0,036%x + 4,785 y=0,226%x + 12,637

T

0 GFP 100 O REP 100

Abbildung 12: Der Donor-bleedthrough betrdgt 3,6 %, der Akzeptor-crosstalk 22,6 %.

Die Pixelintensitdten im FRET-Kanal wurden mit den Pixelintensititen des nativen Fluoreszenzka-
nals verglichen. Die Fluoreszenzintensitdten jedes Pixels im FRET-Kanal wurden mit dem korres-
pondierenden Pixel des nativen Fluoreszenzkanals korreliert und geplottet. Die Steigung der Gera-
de gibt den prozentualen Anteil Donor-bleedthrough bzw. Akzeptor-crosstalk am FRET-Signal an.
Der Pearson Korrelationskoeffizient betragt fiir den Donor-bleedthrough 0,768 und fiir den Akzep-
tor-crosstalk 0,805.
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Der Plot der Pixelintensitaten zeigt, dass der Donor-bleedthrough 3,6 % betragt, der
Akzeptor-crosstalk 22,6 % (Abb. 12). Dies bedeutet, dass von 100% FRET Signal 3,6%
aus unerwiinschter GFP-Emission und 22,6% aus ungewiinschter RFP Anregung stam-
men. Um das tatsachliche FRET Signal zu berechnen, miissen diese Signale abgezogen

werden.

Unter Berlcksichtigung der Korrekturfaktoren kann nun das FRET Donor-Ratio berech-
net werden. Zunachst werden die FRET-Werte nach Youvan berechnet (Youvan, Silva,
and Bylina 1997). In dieser Berechnung werden sowohl der Donor-bleedthrough (cf 4on)

als auch der Akzeptor-crosstalk (cf 4cc) berticksichtigt.

Fc=(Ch fret =BG fret) — (Ch don —BG don) * ¢f don - (Ch acc =BG acc) * ¢f acc

Die Formel bereinigt zunachst den FRET-Kanal vom Hintergrund und zieht anschlie-
Rend die hintergrundbereinigten Fluoreszenzanteile des Donor-bleedthrough und des
Akzeptor-crosstalk ab (lineares unmixing). Das Ergebnis sind intensitdatsabhdngige

Grauwerte.

AnschlieBend wird das FRET-Donor Ratio (Fpn) berechnet, indem F¢ durch die Donor-

Werte geteilt wird. Die Werte dieser Berechnung sind intensitatsunabhangig.

Fc
Ch don—BG don

FDN:
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Abbildung 13: Vitale und apoptotische K562 pCasper im Overlay, FRET nach Youvan und FRET
Donor Ratio

K562 pCasper wurden 6 h mit 2,5 uM des Apoptoseinduktor Staurosporin inkubiert. Im Overlay
werden apoptotische Zellen griin, in den berechneten FRET-Kanilen schwarz. Die Pixelwerte bei-
der FRET-Berechnungen werden mit einer Falschfarbenanzeite (Look Up Table, LUT) dargestellt.
Die genutzte rainbow-LUT zeigt niedrige Werte in dunkelblau bis schwarz, hohe in rot bis weif3. In
beiden FRET-Berechnungen ist das Ratio apoptotischer Zellen nahe null, sodass diese Zellen
schwarz dargestellt werden. In der Berechnung nach Youvan (F¢) sind die Maximalwerte intensi-
tatsabhangig. Vitale Zellen sind griin bis rot farbkodiert. Die Berechnung des Donor-Ratio (Fpy) ist
intensitatsunabhangig und gleicht die Werte vitaler Zellen an. Im berechneten Donor-Ratio sind
vitale Zellen rot bis weif3.

R1 bis R4 markieren beispielhaft apoptotische Zellen. Sowohl in der FRET Berechnung
nach Youvan als auch im Donor-Ratio sinken die Pixelwerte apoptotischer Zellen auf 0
und die rainbow-LUT zeigt die Zellen schwarz (Abb. 13). Zellen kénnen per ROI defi-

niert und der Durchschnittswert des FRET-Donor Ratio Uiber Zeit bestimmt werden.
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Abbildung 14: Der durchschnittliche Grauwert apoptotischer Zellen sinkt im FRET-Donor Ratio
nahe 0

Die durchschnittlichen FRET-Donor Ratios der vier apoptotischen K562 pCasper aus Abb. 13 wur-
den bestimmt. Das Aufnahmeintervall betrdgt 5 min, die Gesamtdauer des Experimentes 6 h. Die
Zellen wurden mit dem Apoptoseinduktor Staurosporin (2,5 uM) inkubiert. Die FRET-Donor Ratio
vitaler Zellen sind konstant und liegen bei ca. 0,38, da in vitalen Zellen der GFP-Donorkanal 3-fach
héhere Fluoreszenzintensitdten im Vergleich zum FRET-Kanal erzeugt.

Wird die Zelle apoptotisch, fallt das FRET-Donor Ratio. Caspaseinduzierte Fluoreszenz-
umschlage sind durch Analyse der Unterschreitung des halbmaximalen Ratiowertes

objektiv bestimmbar.

5.6 Analyse eines Casper3-GR Kontrollkonstrukts

Das zur Kontrolle der Caspase 3 Bindestelle neu generierte Konstrukt mit insensitiver
DEVA-Bindestelle (Fang et al. 2006) wurde transient in Jurkat E6-1 transfiziert und nach

24 Stunden mikroskopiert (Abb. 15).
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Abbildung 15: Das mutierte Casper3-GR mit DEVA Bindestelle wird von den Zellen exprimiert und
ist fluoreszent

Das mutierte Casper3-GR Konstrukt erreichte nach 24 h Expressionsphase eine Transfektionseffizi-
enz von 54 %. Die Zellen wurden auf einen fibronectingecoateten Coverslip abgesessen und mit
0,5 mM Kalziumldsung tliberschichtet. Sie wurden mit 2,5 pg Apo 1-1 Antikérper sowie in einem
getrennten Ansatz mit 10 puM Staurosporin inkubiert und 3 h in einem Intervall von 10 s mikrosko-
piert.

Das mutierte Casper3-GR wird von den Jurkat E6-1 exprimiert und ist fluoreszent. Die
FRET-Fluoreszenz wurde durch die Mutation nicht beeintrachtigt. Die transfizierten
Zellen sind im Overlay orange, das DEVA-FRET-Konstrukt ist ungeschnitten. Zur funkti-
onellen Analyse wurden die Zellen 3 Stunden mikroskopiert und mit dem Apoptosein-
duktor Staurosporin sowie in einem getrennten Ansatz mit dem CD95-aktivierenden

Antikorper Apo 1-1 inkubiert (Abb. 16).

Apo 1-1 Staurosporin

Overlay

GFP| FRET | BE

o
wn

FRET-Donor Ratio

Abbildung 16: In dem mutierten Casper3-GR mit DEVA Bindestelle verdndert sich das Fluoreszenz-
ratio wihrend der Apoptose nicht.

DEVA-Casper3-GR transfizierte Zellen wurden iiber 3 h bei 37 °C und 5 % CO2 mikroskopiert und
mit 2,5 pg/ml CD95-aktivierendem Antikérper Apo 1-1 und im getrennten Ansatz mit 10 uM Stau-
rosporin inkubiert. Pro Ansatz wurden beispielhaft zwei morphologisch eindeutig apoptotische
Zellen ausgewdhlt und im Overlay sowie FRET-Donor Ratio fiir Zeitpunkte vor der Apoptose (0 h),
wahrenddessen (2 h) und danach (3 h) dargestellt.
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In beiden Ansatzen zeigten die Zellen durch Apoptosen bedingte, eindeutige Verande-
rungen der Zellmorphologie. Die Membran der Apo 1-1 inkubierten Zellen blebbte, im
Staurosporinansatz schrumpften die Zellen und die Bewegung von Zellorganellen
stoppte. Das Fluoreszenzratio veranderte sich in beiden Fallen nicht, im Overlay er-

scheinen die Zellen weiterhin orange, im Ratiobild rot (Abb. 16).
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Abbildung 17: Das DEVA-mutierte FRET-Konstrukt wird wahrend der Apoptose nicht mehr gespal-
ten.

Pro Ansatz wurden 10 morphologisch eindeutig apoptotische Zellen per ROI markiert und ihr FRET
Donor-Ratio berechnet. Der Mittelwert samt Standardabweichung wurde berechnet. Das Aufnah-
meintervall betrug 10 s.

Das FRET-Donor Ratio fallt Gber 3 Stunden aufgrund erhdhten Bleichens durch das ver-
kiirzte Aufnahmeintervall minimal ab. Eine Verschiebung des Fluoreszenzratios findet
nicht statt (Abb. 17). Durch die Mutation der Erkennungssequenz der Caspase-3
Schnittstelle wurde das FRET Konstrukt wahrend der Apoptose nicht mehr geschnitten
und das Ratio der Fluoreszenzen blieb gleich. Durch diese Kontrollversuche wurde die

Spezifizitat des Sensors bestatigt.

5.7 Detektion von Nekrosen

Ein entscheidender Unterschied zwischen Nekrosen und Apoptosen ist die Membran-
zerstorung der Zielzelle (Kroemer et al. 2009) Um Nekrosen zu identifizieren, werden
zytosolische, nicht membrangangige Farbstoffe eingesetzt. AnschlieRend wird das Flu-

oreszenzverhalten des FRET-Caspasesensors bei Nekrosen verifiziert.

Die genutzten Farbstoffe sind Calcein-AM, Fura-2 und Propidiumiodid (Pl). Alle drei

Farbstoffe sind in ihrem fluoreszenten Zustand nicht membrangingig. Uberquert ein
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Farbstoff die Membranbarriere, muss dies durch eine physikalische Offnung gesche-

hen, sodass er entlang seines Konzentrationsgradienten diffundieren kann.

Die Funktion von Calcein und Fura-2 in diesem Experiment ist redundant, jedoch kann
Calcein nicht parallel zum Casper3-GR Sensor gemessen werden, da sich Exzitation und
Emission von Calcein mit GFP lberlagern. Das bereits im Populationskillingassay etab-
lierte Calcein (Kummerow et al. 2014) wird daher zunachst mit Fura-2 verglichen. An-
schlieBend wird Fura-2 gemeinsam mit Casper3-GR eingesetzt. Fura-2 wird nicht, wie
traditionell Ublich, als ratiometrischer Kalziumindikator genutzt, sondern am isosbesti-
schen Punkt bei 360 nm angeregt und kalziumunabhadngig als zytosolischer, schnell

diffundierender Farbstoff eingesetzt.

Pl ist ein generell nicht membrangangiger Farbstoff, der seine Fluoreszenz 20-fach er-
hoht, wenn er in DNA oder RNA interkaliert. Er wird in das Medium gegeben und er-
hoht zunachst ausschlieBlich die Hintergrundfluoreszenz. Nur durch eine physikalische
Offnung der Zellmembran kann er in die Zelle eindiffundieren und daraufhin in DNA

oder RNA interkalieren. Dies erhoht seine Fluoreszenz um das 20-fache.

Abbildung 18: Wéihrend der Nekrose entsteht eine physikalische Offnung der Zielzellmembran,
durch welche Farbstoffe aus- und eindiffundieren

Jurkat E6-1 wurden mit 500 nM Calcein-AM geladen und auf einem poly-Ornithin gecoateten
Coverslip adhériert. Der extrazelluldre; 0,5 mM CaCl; Puffer wurde mit 100 puM PI versetzt. Zeit-
punkt 0 s wurde auf den Zeitpunkt normiert, bei dem das Calceinsignal der Zielzelle erstmalig um
mehr als 1 % gesunken ist. Der Maf3stabsbalken hat eine Lange von 10 pm.

In Abb. 18 bildet die NK-Zelle nach Absinken eine immunologische Synapse mit der
Zielzelle aus (-60 s). Bei der Nekroseinduktion sinkt das Calceinsignal, Pl dringt in die
Zelle ein und wird sichtbar. Der Calceinverlust und die Pl-Intensivierung verlaufen anti-
parallel (4 s bis 112 s). Wenn NK-Zellen die Zielzellen durch Nekrose abtoten, entsteht
in der Zielzelle eine physikalische Membrandéffnung. Durch diese diffundieren zytosoli-

sche Farbstoffe schlagartig aus und externe ein. Zur quantitativen Analyse und Unter-
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suchung der Diffusionskinetik beider Farbstoffe wurden nekrotische Zielzellen per ROI

markiert und ihre Fluoreszenzwerte ausgelesen (Abb. 19).
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Abbildung 19: Parallel zum Calceinverlust stromt Pl in die Zielzelle ein

Der mittlere Grauwert der Calcein- sowie PI-Fluoreszenz von sieben nekrotischen Zellen wurde
bestimmt. Die Werte wurden hintergrundbereinigt, F/F0 intensitatsnormiert sowie zeitlich auf den
Messpunkt, bei dem die Calceinfluoreszenz 50 % betragt (B). Der Mittelwert beider Fluoreszenzen
+ Standardabweichung (SD) wurde bestimmt. Im Zeitraum -90 s bis -30 s dndert sich der Fluores-
zenzwert des Calcein im Durchschnitt um 0,58 % mit einer SD von + 0,4 %. (A) Als Beginn der Nek-
rose wurde der Zeitpunkt gewahlt, bei dem die Fluoreszenz erstmalig um mehr als 1 % féllt.
(B) Trotz nahezu identischer Molekulargewichte der Farbstoffe (MW (Calcein) = 622,55 g/mol;
MW (PI) = 668,4 g/mol) steigt die PI-Fluoreszenz langsamer als die des Calceins sinkt. Im Unter-
schied zur reinen Ausdiffusion von Calcein muss PI nach Einstrom in die Zelle zunadchst in DNA oder
RNA interkalieren, bevor es detektiert wird. Dies erkldrt die verzogerte PI-Kinetik. (C) Das Ende
der Nekrose wurde analog des Beginns bestimmt.

Wahrend der Nekrose kommt es innerhalb von 64 Sekunden zum nahezu vollstandigen
Verlust zytosolischer Fluoreszenz, wahrend der externe Farbstoff Pl dazu korrelierend
einstromt. Rein mechanistisch wird die Nekrose durch zytotoxische Vesikel ausgelost,
die von der NK-Zelle an der immunologischen Synapse (IS) exozytiert werden. Diesem
Modell entsprechend sollte die Membrandisruption an der IS entstehen, da das in den
zytotoxischen Vesikeln enthaltene Perforin dort mit der Membran der Zielzelle intera-
giert. Um dies zu Uberprifen wurden die Exzitationszeiten und -intensitdaten auf eine
sensible Detektion schwacher Pl Signale optimiert (Abb. 20), starke PI Signale erschei-

nen gesattigt.

60



Ergebnisse

Abbildung 20: Der Gradient des PI-Einstroms beginnt an der IS.

Die PI-Fluoreszenzwerte wurden per fire-LUT farbkodiert und die Grauwerte mittels Liniendia-
gramm analysiert. Die Linie beginnt in der NK-Zelle, verlauft iiber die IS in die Zielzelle und endet
dahinter. Maf3stab = 10 pm

Vor der Nekrose (- 60 s) ist in der Zielzelle keine Fluoreszenz detektierbar. Wahrend
der Nekrose beginnt der Gradient an der IS (4 s) und diffundiert von dort in die Zielzel-
le ein (4 bis 64 5s), bis eine Sattigung erreicht ist. Der an der IS beginnende PI-
Diffusionsgradient ist ein direkter Nachweis der Membrandisruption an der IS. Die
Quantifizierung erfolgt durch Analyse der Fluoreszenzveranderung entlang der Linie

Uber Zeit (Abb. 21).
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Abbildung 21: Die PI-Fluoreszenz der Zielzelle steigt zundchst lokal an der IS an und diffundiert von
dort in die Zelle

Liniendiagramm der Zielzelle aus Abb. 20 zu sechs verschiedenen Zeitpunkten. Der Plot beginnt
innerhalb der NK-Zelle (0 pm - 1 um), verlduft durch die IS (bei 2 um), die Zielzelle (2,5 pm bis
10 um) und endet hinter dieser.
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(Abb. 21A) Vor der Nekrose (t = - 60 s) zeigt der Plot ausschlielich Hintergrundfluores-
zenz. Zu Beginn der Nekrose (t = 4 s) steigt die Fluoreszenz lokal im Bereich der IS an.
Der lokale Peak steigt weiter und sattigt ab t = 32 s den Kamerachip. Das Zytosol der
Zelle wird von der IS aus gesattigt. Abb. 21B und 21C zeigen beispielhaft zwei weitere
Nekrosen. Die Diagramme belegen den Eintritt des Pl in die Zielzelle an der IS und so-
mit die dortige, physikalische Membran6ffnung. Der zytosolische Fluoreszenzverlust
als Nekrosenachweis soll mit dem Verhalten des Apoptosesensors Casper3-GR korre-
liert werden. Um sicherzustellen, dass sich Fura-2 wahrend einer Nekrose analog zu

Calcein verhalt, wird zunachst die Diffusion beider Farbstoffe verglichen (Abb. 22).

Durchlicht +
Calcein

Durchlicht +
Fura-2

Abbildung 22: Fura-2 als zytosolischer Farbstoff ist redundant zu Calcein
Jurkat E6-1 wurden mit Calcein und Fura-2 geladen und in CaCl; auf einem poly-Ornithin gecoata-
ten Coverslip mikroskopiert.

In Abb. 22 bilden die NK-Zellen nach Absinken Synapsen mit den Zielzellen (-90s ).
Nach dem Auslosen der Nekrose (0 s) verliert die Zielzelle sowohl die Calcein- als auch
Furafluoreszenz (10 — 90 s). Zur Quantifizierung wurden Zellen per ROl markiert und

die Calcein- sowie Fura-2 Fluoreszenz verglichen (Abb. 23).
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Abbildung 23: Die Kinetik des Fura-2 Fluoreszenzverlustes wihrend der Nekrose ist vergleichbar
mit Calcein

Die mittleren Grauwerte der Calcein- sowie Fura-2 Fluoreszenz von fiinf nekrotischen Zellen wur-
den zeitlich (50 % Calceinfluoreszenz) und intensitatsnormiert (F/F0). Mittelwerte sowie Stan-
dardabweichungen wurden bestimmt. Die Schwankung der Calceinfluoreszenz vor der Nekrose
(- 90 s bis - 30 s) betragt 0,52 + 0,34%. Zeitpunkt 0 s wurde bei mehr als 1% Calceinverlust defi-
niert.

Abb. 23 zeigt, dass sowohl Calcein als auch Fura-2 durch die nekroseinduzierte Memb-
randffnung aus der Zielzelle ausstromen. lhre Kinetik ist nahezu gleich, die geringe Ver-
zogerung der Fura-2 Ausdiffusion konnte sich durch das leicht héhere Molekularge-
wicht erklaren (Calcein = 622,55; Fura-2 = 636,5 g/mol). Es ist somit moglich, Fura-2 als
Nekroseindikator einzusetzen und dessen Fluoreszenzverhalten in Folge mit dem Ver-
halten des FRET-Apoptosesensors Casper3-GR zu korrelieren. Zu diesem Zweck wurde
Fura-2 in Jurkat E6-1 pCasper geladen und gemeinsam mit NK-Zellen mikroskopiert

(Abb. 24).
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Durchlicht +
Fura-2

Durchlicht +
GFP + FRET

FRET-Donor Ratio

Abbildung 24: Casper3-GR zeigt bei Nekrosen ein eindeutiges Diffusionsverhalten und erlaubt die
sichere Unterscheidung zu Apoptosen

Jurkat E6-1 pCasper wurden mit Fura-2 geladen und gemeinsam mit NK-Zellen mikroskopiert.
Maf3stab = 10 pm.

In Abb. 24 wurden Nekrosen durch den rapiden Fura-2 Verlust identifiziert (0 — 3 min).
Casper3-GR zeigt bei Nekrosen ebenfalls einen generellen Fluoreszenzverlust durch
Ausdiffusion, jedoch mit verlangsamter Kinetik (0 — 30 min). Das Ratio der GFP/FRET-
Fluoreszenz dndert sich gering (30 min). Bei einer Apoptose wird der FRET-Sensor wie
erwartet geschnitten, das Fluoreszenzratio verschiebt sich deutlich, die Fura-2 Fluores-
zenz bleibt erhalten und wird durch das Schrumpfen apoptotischer Zellen intensiviert

(30 min).

Bei einer Nekrose verhalt sich der Casper3-GR Sensor analog zu Fura-2, die Fluoreszenz
sinkt durch Ausdiffusion im GFP- und FRET-Kanal. Eine deutliche Verschiebung des Do-
nor-Ratio findet nicht statt. Zur Quantifizierung wurden je 5 apoptotische sowie nekro-

tische Zellen als ROl definiert und gemittelt (Abb. 25).
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Abbildung 25: Casper3-GR zeigt spezifische Fluoreszenzverdnderungen je nach Art des Zelltodes

Je 5 nekrotische und apoptotische Zielzellen wurden als ROI definiert. Die Fluoreszenzwerte wur-
den hintergrundbereinigt und in ihrer Intensitat normiert (F/F0). Nekrotische Zellen wurden auf
den Zeitpunkt an dem die Calceinfluoreszenz auf 50% des Anfangswertes féllt normiert. Apoptosen
wurden auf den Zeitpunkt normiert, an dem die GFP-Fluoreszenz erstmalig um mehr als 1% steigt.
Es wurde jeweils der Durchschnitt der Fluoreszenz sowie die Standardabweichung berechnet.

(Abb. 25A) Wahrend der Nekrose fallt die Calceinfluoreszenz durch Ausdiffusion
schlagartig auf sehr niedrige Werte. Das Casper-Konstrukt diffundiert, mit verlangsam-
ter Kinetik, ebenfalls aus den Zellen aus. Das Casper3-GR Protein besitzt ein Moleku-
largewicht von 54 kDa (Evrogen 2008) und hat somit ein ca. 85-fach héheres Moleku-
largewicht im Vergleich zu Fura-2. Trotz der verlangsamten Kinetik ist der Fluoreszenz-
verlust in allen Kandlen eindeutig unterscheidbar vom Fluoreszenzverhalten bei
Apoptosen. (Abb. 25B) Bei Apoptosen wird das Konstrukt geschnitten und anstelle ei-
nes generellen Fluoreszenzverlustes in allen Kanadlen kommt es zur Intensivierung der
GFP-Fluoreszenz sowie Abfall der FRET-Fluoreszenz. Das Casper3-GR Konstrukt ermdég-
licht neben der spezifischen Detektion von Apoptosen somit ebenfalls die eindeutige

Identifikation von Nekrosen.

Zusammenfassend wurde nachgewiesen, dass wahrend der Nekrose eine NK-Zell indu-
zierte Membrandisruption stattfindet, durch welche zytosolische Farbstoffe aus- und
Farbstoffe von auBen in die nekrotischen Zellen eindiffundieren kénnen. Diese Memb-
randisruption befindet sich im Bereich der IS. Der Apoptosesensor Casper3-GR zeigt
charakteristische Fluoreszenzdanderungen, je nach Vorliegen einer Apoptose oder Nek-

rose. Er kann zur Klassifizierung beider Zelltodarten genutzt werden.
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5.8 Morphologie und Fluoreszenzverhalten der Zellen bei Apoptosen
und Nekrosen

Die Bandbreite des Zielzelltodes reicht von der apoptotischen Selbstverdauung durch
die Caspasekaskade bis zur nekrotischen Lyse durch Membranzerstérung. Zur Charak-
terisierung dieser Zelltodtypen werden morphologische und zellbiologische Kriterien
angewandt. Die Veranderung des Fluoreszenzratios des FRET-Sensors ist ein eindeuti-
ger Indikator fiur die Aktivitdat der Apoptosekaskade. Wahrend eines nekrotischen Ver-
lustes der Membranintegritat kommt es hingegen zu einem generellen Fluoreszenzver-
lust. In der Literatur ist nicht beschrieben, ob Apoptosen und Nekrosen nach einem
schwarz/weiR System existieren, oder ob sie dynamisch ineinander (ibergehen kénnen.
Um dies zu Uberprifen, wurden Jurkat E6-1 pCasper Zielzellen mit primaren NK-Zellen
in Medium inkubiert und mikroskopiert (Beispiele in Abb. 26 — 28). Die Verfligbarkeit
von Ca%" im Medium sowie die Expression des CD95 Fas-Rezeptors auf Zielzellseite er-

moglicht den NK-Zellen sowohl Nekrosen als auch Apoptosen auszulGsen.
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Abbildung 26: Wéhrend der Apoptose verschiebt sich das Fluoreszenzratio und erreicht Plateau-
werte. An die Apoptose anschliefSend kann eine Sekundirnekrose folgen, die nicht durch Killerzel-
len induziert wird.
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Jurkat E6-1 pCasper wurden mit NK-Zellen bei 37 °C, 5 % CO; inkubiert und mit einem Intervall von
10 s mikroskopiert. Die Abtétungsmechanismen einzelner NK-Zellen wurden kategorisiert, indem
die Fluoreszenz des Casper3-GR in den Zielzellen quantifiziert wurde. (A) eine NK-Zelle tiberpriift
durch Membrankontakt die Jurkat E6-1 pCasper Zielzelle (im Overlay orange) und bildet eine im-
munologische Synapse (- 10 bis 0 min). Sie initiiert die Caspasekaskade, was zum Umschlag des
Casper3-GR Fluoreszenzratio fiihrt und 16st die Synapse zur Zielzelle (0 bis 10 min). Der Ratioum-
schlag des Apoptosesensors setzt sich autonom fort (10 bis 40 min). Anschlief3end verliert die Zelle
ihre Membranintegritit und aufgrund der Ausdiffusion des Casper3-GR Sensors sinkt die Fluores-
zenz in allen Kanalen (50 bis 60 min). Die Donor-Ratio Bilder zeigen ab dem Moment der Apoptos-
einduktion bei 0 min einen graduellen Ubergang auf ein niedriges Donor Ratio (0 bis 40 min). Auf
die Sekundarnekrose folgend ist die Zelle innerhalb kurzer Zeit nicht mehr detektierbar (40 bis
60 min). (B) Der Signalanstieg nach der Sekundarnekrose kann durch unterschiedliche Diffusions-
konstanten des geschnittenen sowie ungeschnittenen Konstrukts ausgeldst sein. Gleichzeitig na-
hern sich beide Fluoreszenzen dem Hintergrund an, wodurch das Donor Ratio verrauscht und nicht
mehr valide ist.

Die NK-Zelle in Abb. 26A bildet eine immunologische Synapse mit der Zielzelle, initiiert
die Apoptose, |0st die Synapse und verlasst die Zielzelle. In dieser wurde die Caspase-
kaskade initiiert, welche sich nun autonom fortsetzt und die Zielzelle proteolytisch zer-
setzt. Die Membranintegritat bleibt erhalten. Mit zeitlichem Abstand zur Apoptose
platzt die Membran der Zielzelle ohne Kontakt zu einer NK-Zelle, was zur Ausdiffusion
des Zytosols fihrt. Dieser Vorgang wird als apoptotische Nekrose (Majno and Joris
1995) oder sekundadre Nekrose (Vermeulen, Van Bockstaele, and Berneman 2005;
Wyllie, Kerr, and Currie 1980) bezeichnet. Abb. 26B zeigt den Fluoreszenzverlauf. Wah-
rend der Apoptose steigt das GFP-Signal durch Unquenching an, die FRET-Fluoreszenz
sinkt. Beide Fluoreszenzveranderungen erreichen nach 20 min ein Plateau. Nach
40 min wird die Zelle sekundarnekrotisch. Sowohl die GFP- als auch FRET-Fluoreszenz
sinkt schlagartig auf Hintergrundniveau ab. Das FRET-Donor Ratio in Abb. 26C ist vor
der Apoptose stabil (-10 bis 0 min). Nach Beginn der Caspasekaskade fallt das Ratio auf
einen Plateauwert unter 0,1 (0 bis 40 min). Wahrend der Sekundarnekrose steigt das

Donor Ratio an, das Signal wird zunehmend verrauschter (50 bis 80 min).
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Abbildung 27: Wihrend der Nekrose kann es zu einer Caspaseaktivitit kommen, die im ausdiftin-
dierenden Zytosol den FRET-Sensor schneidet und das Ratio verdndert.

(A) 10 min vor dem Kontakt mit der Killerzelle ist die Zielzelle vital. Nach Kontakt mit der NK-Zelle
wird die Zielzelle nekrotisch, das Zytosol inklusive dem Caspasesensor diffundiert aus und das
Fluoreszenzsignal in allen Kanalen fallt schlagartig (10 min). Wahrend der Ausdiffusion des Zyto-
sols verdndert sich das Fluoreszenzratio, im sich verdiinnenden Zytosol wird die Caspasekaskade
aktiviert (10 bis 60 min). Die Donor Ratio Bilder zeigen, dass die Zelle zunachst ein stabiles Ratio
besitzt (-10 bis 0 min). Nach dem Beginn der Nekrose fillt es ab (10 min). Da sich die Fluoreszen-
zen durch die Verdiinnung des Zytosols dem Hintergrund anndhern verrauscht das Ratio zuneh-
mend (10 bis 60 min).

Die NK Zelle in Abb. 27A bildet ebenfalls eine immunologische Synapse mit der Zielzel-
le, totet diese durch Nekrose und 16st den Kontakt. Wahrend der Nekrose der Zielzelle
werden Caspasen aktiviert. lhre Aktivitat wird durch die gleichzeitige Ausdiffusion des
Zytosols begrenzt. In dieser Mischform erliegt die Zielzelle einem Zelltod sowohl lber
nekrosebedingte Ausdiffusion des Zytosols als durch Caspaseaktivitat. Abb. 27B zeigt,
dass das GFP-Signal zunachst nur gering unter den Ausgangswert sinkt (0O bis 30 min).
Grund hierfiir ist die Kombination des Fluoreszenzverlustes durch Diffusion bei gleich-
zeitiger Fluoreszenzintensivierung durch Unquenching. Im weiteren Verlauf (iberwiegt
die Diffusion, das GFP-Signal fallt auf Hintergrundniveau ab (30 bis 60 min). Das FRET-
Signal fallt wahrend der Nekrose kontinuierlich (0 bis 60 min). Das Donor-Ratio in Abb.

27C der Zielzelle ist vor der Nekrose stabil (-10 bis 0 min) und fallt wahrend der Nekro-
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se durch die parallel aktivierte Caspasekaskade ab (0 bis 40 min). Im weiteren Verlauf
verrauscht es zunehmend, bedingt durch die Ausdiffusion des geschnittenen und un-
geschnittenen Sensors.
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Abbildung 28: Wéhrend der Nekrose ohne Caspaseaktivitit sinkt die Fluoreszenz in allen Kandlen
gleichmafsig

(A) Vor dem Kontakt mit der NK-Zelle ist die Zielzelle vital mit einem stabilen Donor-Ratio (-10 bis
0 min). Die NK-Zelle bildet eine immunologische Synapse (0 min) und verursacht die Zerstérung
der Zielzellmembran, was zur Nekrose der Zielzelle fiihrt (10 min). Die Intensitdten aller Fluores-
zenzsignale fallen durch Ausdiffusion des Sensors schlagartig ab, wodurch die Zelle in der Donor-
Ratio Zeitreihe von einem hohen Ratio auf einen nicht mehr berechenbaren Zustand wechselt, da
die Fluoreszenzsignale zu nah am Hintergrund sind (0 bis 10 min).

Die NK Zelle in Abb. 28A tétet die Zielzelle ebenfalls durch Nekrose. Im Unterschied zur
Zielzelle der Abb. 27 werden im diffundierenden Zytosol keine Caspasen aktiv, das
Overlay farbt sich nicht grin. Abb. 28B zeigt, dass wahrend der Nekrose die Fluores-
zenzwerte beider Kanale schlagartig abfallen (0 bis 10 min). Die Fluoreszenzen fallen
parallel, eine Aktivierung der Caspasekaskade ist nicht detektierbar. In Abb. 28C fallt

unmittelbar nach der Nekroseinduktion das Ratio zunachst minimal (0O bis 20 min),
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bleibt anschlieRend Uber den gesamten Verlauf stabil (20 bis 60 min). Im weiteren

Zeitverlauf verrauscht es zunehmend.

Die Beispiele zeigen, dass es einen flieRenden Ubergang zwischen den stark unter-
schiedlichen Zelltodformen der Apoptose und Nekrose gibt. Zur eindeutigen Fluores-

zenzquantifizierung wurden mehrere Zellen gemittelt (Abb. 29 und 30).
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Abbildung 29: Quantitative Bestimmung der Fluoreszenzsignale wihrend Apoptosen und Sekun-
ddrnekrosen

Jurkat E6-1 pCasper wurden mit NK-Zellen inkubiert. Die Fluoreszenzwerte von acht durch NK-
Zellen ausgeldsten Apoptosen wurden quantifiziert und zeitlich auf den Anstieg des GFP-Signales
normiert (t =0 min). Die Werte wurden F/FO normiert und Mittelwerte sowie Standardabwei-
chungen berechnet. Die Fluoreszenzintensititen zum Zeitpunkt der Sekunddrnekrose wurden im
GFP-Kanal auf zwei, im FRET-Kanal auf eins normiert.

Apoptose (Abb. 29A, 29B): Durch Unquenching steigt die GFP-Fluoreszenz wahrend der

Apoptose innerhalb von 20 min auf die zwei- bis dreifache Intensitdat an. Dadurch sinkt
das Donor Ratio von ca. 0,4 auf ca. 0,1. Nach ca. 20 min werden keine weiteren Cas-

per3-GR Molekiile gespalten, die GFP-Intensivierung hat ihren Maximalwert erreicht
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und das aufnahmebedingte, lineare Bleichen setzt ein. Sowohl die GFP- als auch die

FRET-Fluoreszenz sinkt linear, das Donor Ratio verandert sich nicht.

Sekundarnekrose (Abb. 29C, 29D): Durch das Aufplatzen der Membran wahrend der

Sekundarnekrose kommt es zum plotzlichen Ausstrom des Sensors. Die Fluoreszenz
fallt in beiden Kandlen exponentiell ab. Das Ratio steigt an, da geschnittene Casper3-

GR Molekdle schneller ausdiffundieren als ungeschnittene.
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Abbildung 30: Quantitative Bestimmung der Fluoreszenzsignale wihrend Nekrosen mit und ohne
Caspaseaktivitit

Je sechs Jurkat E6-1 pCasper Zielzellen, bei denen eine Nekrose mit bzw. ohne Caspaseaktivitat
stattfand, wurden auf den Zeitpunkt des FRET-Fluoreszenzverlustes angeglichen (t = 0 min) und
F/F0 normiert.

Nekrose mit Caspaseaktivitat (Abb. 30A, 30B): Wahrend der Nekrose mit Caspaseakti-

vitdt kommt es zu einem Ausstrom des Zytosols, wahrend gleichzeitig Caspasen in dem
sich stetig verdiinnenden Zytosol aktiviert werden. Durch die zusatzliche proteolyti-
sche Spaltung des Sensors wahrend der Diffusion verschiebt sich das Fluoreszenzratio.

Trotz Unquenching steigt das GFP-Signal nicht liber den Ausgangswert, da die parallel
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stattfindende Verdlinnung des Zytosols der Signalintensivierung entgegenwirkt. Nach
20 min stoppt die Caspaseaktivitdt und beide Fluoreszenzwerte fallen linear. Durch die
Caspaseaktivitat fallt das Donor Ratio auf einen Wert nahe 0,2. Aufgrund der gleichzei-
tigen Verdinnung des Zytosols fallt das Donor Ratio langsamer im Vergleich zur

Apoptose.

Nekrose ohne Caspaseaktivitdt (Abb. 30C, 30D): Unmittelbar nach der Nekrose fallen

die Fluoreszenzwerte schlagartig ab. GFP- und FRET-Fluoreszenz fallen parallel. Eine

Verschiebung des Ratios findet nicht statt.

Mit dem FRET-Sensor Casper3-GR ist es somit moglich Apoptosen, Nekrosen und flie-
Rende Uberginge beider Zelltodarten eindeutig zu charakterisieren. Die Existenz der
Nekrose mit Caspaseaktivitdt weist darauf hin, dass NK-Zellen wahrend des Abtotungs-

vorganges sowohl apoptose- als auch nekroseinduzierende Signalwege initiieren.
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5.9 Verhalten beim Abtoten mehrerer Zielzellen

NK-Zellen téten nicht nur eine, sondern sind in der Lage mehrere Zielzellen abzutoten.
Hierbei konnen NK-Zellen entweder von Ziel- zu Zielzelle migrieren oder gleichzeitigen
Kontakt zu mehreren Zielzellen haben. Im Experiment kann man dies beeinflussen,
indem die Zelldichten der NK- und Zielzellen verandert werden. Werden sie so ge-
wahlt, dass die NK-Zellen zwischen den Zielzellen migrieren miissen, so ist relativ si-
chergestellt, dass sie diese ausschlielRlich sequenziell, also in Reihe abtdten. Es ist je-
doch bisher nicht endgililtig geklart wie NK-Zellen das Abtdten koordinieren, wenn sie

gleichzeitigen Membrankontakt zu mehreren Zielzellen haben.

Sowohl ein paralleles als auch ein sequenzielles Modell ist denkbar. Im sequenziellen
Modell wandert die Gesamtheit zytotoxischer Vesikel, koordiniert durch das mikro-
tubuli-organisierende Zentrum (MTOC), gemeinsam von IS zu IS und 16st den Zielzell-
tod (Apoptose durch Granzym B oder Nekrose durch Perforin) durch Exozytose einer
bislang unbekannten Anzahl Vesikel aus. Die Induktion von Apoptosen durch CD178
konnte analog reguliert sein. Hier ware denkbar, dass die Liganden in raumlicher Nahe
zur IS akkumulieren und an der dort gebundenen Zielzelle die Apoptose auslésen. Im
parallelen Modell werden die Liganden und / oder die zytotoxischen Vesikel dispers in
der Zelle verteilt, so dass samtliche, mit der Killerzelle im Membrankontakt stehenden

Zielzellen gleichzeitig abgetotet werden kdnnen.

Um zu untersuchen, ob ein paralleles Abtéten von Zielzellen moglich ist, wurde die
Dichte der Zellen so gewahlt, dass eine NK-Zelle Kontakt zu mehreren Zielzellen haben
kann ohne zwischen diesen migrieren zu mussen. Als Zielzellen werden durchgangig
Jurkat E6-1 pCasper eingesetzt, deren Fas-Expression den NK-Zellen sowohl das vesi-
kel- als auch Fas-basierte Abtoten der Zielzellen ermoglicht. Weiterhin wurde der Farb-
stoff LysoTracker® genutzt, der alle sauren Vesikel und somit ebenfalls die zytotoxi-
schen anfarbt (Krzewski et al. 2013). In Vorversuchen mit LysoTracker-gefarbten
und -ungefarbten NK zeigten, dass die Zytotoxizitdt der Vesikel nicht beeintrachtigt
wird. Um die Beobachtung der Vesikel in der Zelle zu vereinfachen, wurden NK92-
Zellen eingesetzt, da diese im Vergleich zu primaren NK-Zellen, einen wesentlich gro-

Reren Zellkdrper haben (> 10um Durchmesser nach Adharenz).
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Abbildung 31: NK92 ldsen vesikelabhdngige Zielzelltode sequenziell aus

NK92 wurden mit LysoTracker Red geladen, gemeinsam mit Jurkat E6-1 pCasper auf einem fib-
ronectingecoateten Coverslip inkubiert und in einer Fokalebene mikroskopiert. Um dem Bleichen
des LysoTrackers entgegenzuwirken, befindet sich dieser ebenfalls im Uberstand. Sowohl Killer- als
auch Zielzellen nehmen ihn wahrend der Messung auf, wodurch die Vesikel der Zielzellen ebenfalls
sichtbar sind. Alle Mafstabsbalken sind 10 um. (A) Casper3-GR-Fluoreszenz und Lysotrackerfluo-
reszenz werden als Overlay bzw. nur Lysotracker-fire-LUT dargestellt. (B) Die kumulativ translo-
zierten Vesikel der NK92 wurden getracked und in das Overlay der Minute 62 eingezeichnet. Da die
Zielzellen nicht migrieren, ist ihre Position reprasentativ fiir das gesamte Experiment. (C) Der Kon-
takt zwischen NK92 und Zielzelle, Anwesenheit der Vesikel an der Membran der Kontaktstelle,
sowie Caspaseaktivitit und Membrandisruption der Zielzelle wurde visuell bestimmt und als Graph
dargestellt

(Abb. 31A, 4min) Die NK92 adhariert und migriert zur ersten Zielzelle. Nach Membran-

kontakt (roter Pfeil) translozieren die Vesikel kumulativ zur Kontaktstelle und verblei-

ben dort (weiRer Pfeil). (Abb. 31A, 22min) In der ersten Zielzelle schldagt das Casper3-

GR Ratio um, die Caspasekaskade wurde aktiviert (schwarzer Pfeil). Die NK92 migriert
weiter und hat gleichzeitigen Membrankontakt zu den Zielzellen 1, 2 und 3 (rote Pfei-

le). (Abb. 31A, 36 min) Die immunologische Synapse zur apoptotischen Zielzelle 1 wird

gelost, der Membrankontakt zu den Zielzellen 2 und 3 wird intensiviert (rote Pfeile).
Die Vesikel translozieren kumulativ zur zweiten Zielzelle und teilen sich dabei nicht auf

(weiler Pfeil). An der Kontaktstelle zur Zielzelle 3 sind keine Vesikel detektierbar. (Abb.
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31A, 41 min) Zielzelle 2 stirbt durch Nekrose (schwarzer Pfeil), die NK92 16st daraufhin
den Membrankontakt. Die Vesikel translozieren kumulativ zur Zielzelle 3. (Abb. 31A, 52
min) Wahrend Kontakt zur Zielzelle 3 besteht, bildet sich ebenfalls ein Kontakt zur Ziel-
zelle 4 (rote Pfeile). Die Vesikel der NK92 verbleiben an der Zielzelle 3, bis diese nekro-

tisch wird (schwarzer Pfeil). (Abb. 31A, 62 min) Erst nach dem Tod der Zielzelle 3 wan-

dern die Vesikel kumulativ zur Zielzelle 4 (weiller Pfeil), welche ebenfalls durch Nekro-

se stirbt (schwarzer Pfeil).

(Abb. 31B) Die Vesikel wandern sequenziell zu jeder Zielzelle und verbleiben dort, bis
der Zielzelltod eingetreten ist. AnschlieRend wandern sie zur nachsten Zielzelle, zu der
bereits Membrankontakt besteht. (Abb. 31C) Die Zeitpunkte der korrespondierenden
Bilder wurden durch vertikale Striche markiert. Obwohl die NK92 mehrfach Kontakt zu
mehreren Zielzellen hat (graue Linien bei 22 min, 36 min, 41 min, 52 min) befindet sich

die Vesikelgruppe stets nur an einer Zielzelle (orangene Linie).

Das Experiment in Abb. 31 zeigt exemplarisch, dass die zytotoxischen Vesikel der NK92
gemeinsam translozieren. Die Zielzellen wurden ausschlieflich nach dem Eintreffen der
Vesikelgruppe apoptotosch (Zelle 1) oder nekrotisch (Zelle 2-4). Vesikel, die sich vonei-
nander unabhingig bewegen und bei gleichzeitigem Kontakt zu mehreren Zielzellen
auf die Kontaktstellen aufgeteilt wurden, wurden in diesem und anderen Experimen-
ten nicht beobachtet (n = 10). Die Vesikel verbleiben an einer Kontaktstelle, bis die
dortige Zielzelle abgetotet wurde. Erst danach wandern sie zur nachsten Kontaktstelle.

Totet eine NK92 Uber vesikelvermittelte Signalwege, geschieht dies also sequenziell.

Der Tod der ersten Zielzelle konnte sowohl durch Fas-Liganden als auch vesikelvermit-
teltes Granzym B ausgelOst worden sein. Fraglich ist, ob Fas-Liganden analog den Vesi-
keln ausschlieRlich an der IS akkumulieren, oder sich unabhangig der IS verteilen kon-
nen. Ware dies der Fall, kdnnten sie parallel zur den Vesikeln an der IS agieren. Abb. 32
zeigt exemplarisch das Abtdten von 3 Zielzellen, wobei sich die Vesikel stets bei der
oberen Zielzelle befinden und zu keinem Zeitpunkt zur rechten oder unteren Zielzelle

bewegen.
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Abbildung 32: NK92 I6sen Apoptosen durch Rezeptorbindung parallel zum sequenziellen Killing
durch Vesikel aus

(A) Wie im vorherigen Beispiel wurden NK92 mit LysoTracker® geladen, gemeinsam mit Jurkat
E6-1 pCasper auf einem fibronectingecoateten Coverslip inkubiert und in einer Fokalebene mikro-
skopiert. (B) Die Bewegung der Vesikel wurde getracked und in das 88 min Overlay eingezeichnet.
(C) Zellkontakte, Aufenthalt der Vesikel an der Membran, Caspaseaktivitdt und Membrandisruption
wurden visuell bestimmt. Alle Maf3stabsbalken sind 10 pm.

(Abb. 32A, 14min) Die NK92 adhdriert und hat gleichzeitigen Membrankontakt zu vier

Zielzellen (rote Pfeile). Die Vesikel sind, mit annahrend gleichem Abstand zu allen Ziel-

zellen, als Gruppe mittig in der Zelle lokalisiert (weiRer Pfeil). (Abb. 32A, 23min) Die

Vesikelgruppe wandert zur Zielzelle 1 (weiler Pfeil), der Membrankontakt zu den (bri-

gen Zellen bleibt bestehen (rote Pfeile). (Abb. 32A, 64min) Zielzelle 1 wird nekrotisch

(schwarzer Pfeil). (Abb. 32A, 78 und 88min) Obwohl die Vesikel sich zu keinem Zeit-

punkt in der Nahe der Zielzelle 2 oder 3 befunden haben, werden diese apoptotisch
(78 und 88 min). (Abb. 32B) Die Vesikel bewegen sich gemeinsam zur Zielzelle 1, befin-
den sich nie in der Ndhe der Zielzellen 2 und 3. (Abb. 32C) Die NK92 hat durchgehend
Kontakt zu den drei Zielzellen (graue Linien). Die Vesikel bewegen sich zur ersten Ziel-
zelle und bleiben dort durchgehend (orange Linie). Zielzelle 1 stirbt durch vesikelver-

mittelte Nekrose (schwarze Linie). Zelle 2 und 3 sterben durch Apoptose (rote Linien
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der Zellen 2 und 3). Da die Vesikel durchgehend an der Synapse zur Zielzelle 1 lokali-

siert waren, wurden diese durch Rezeptorbindung ausgeldst.

NK92 kénnen, unabhangig von der Lokalisation der Vesikel, Apoptosen durch Rezep-
torbindung auslosen. Die rezeptorvermittelte Induktion von Apoptosen lauft somit

parallel zum seriellen, vesikelvermittelten Killing.

Vesikelbasiertes Abtéten durch Perforin und Granzym kann nur seriell erfolgen. Die
Vesikel bewegen sich gemeinsam als Gruppe von IS zu IS und téten die Zielzellen se-
qguenziell. Die Verteilung des Fas-Liganden CD178 unterliegt dieser Beschrankung nicht.
Er kann sich unabhangig der IS in der Zelle verteilen und an den Fas-Rezeptor CD95 der
Zielzellen koppeln. Das Fas-basierte Auslosen von Apoptosen kann demnach parallel

zur vesikelbasierten Zytotoxizitat stattfinden.

Diese Aussage ist jedoch nur dann giiltig, wenn alle zytotoxischen Vesikel mit hinrei-
chender Sicherheit detektiert wurden. Die monofokale Aufnahme der Zelle ist hierbei
problematisch, da sich Vesikel (Durchmesser < 0,5 um) ober- und unterhalb der Fokal-

ebene befinden und somit der Detektion entgehen kénnten.

Um dies zu vermeiden wurden primare NK-Zellen eingesetzt. Da diese ein geringeres
Zellvolumen im Vergleich zu NK92 haben, ist es mit hinreichend guter Zeitauflésung
moglich z-Stapel aufzunehmen und somit alle Vesikel zu detektieren. Es wurde ein 63 x
Olobjektiv genutzt, die z-Schrittweite betrug 350 nm. Die Aufnahmezeit fiir einen z-
Stapel betrug 3,5s. Die Ubrigen Kandle wurden mit wesentlich groRerem Intervall
(GFP / FRET = 1 min, Brightfield = 5 min) monofokal aufgenommen. Auf den Einsatz des
Autofokus wurde aus Geschwindigkeitsgriinden verzichtet. Wahrend der Aufnahme
wurde manuell kontrolliert, dass die NK-Zelle sich innerhalb des aufgenommenen Vo-
lumens befindet. Um die Bewegungsgeschwindigkeit der Vesikel zu verringern, wurden
die Aufnahmen bei 20 °C durchgefiihrt. Zur Analyse wurde der LysoTracker-Kanal als
Maximum Intensity Projection (MIP) zusammengefasst. Abb. 33 und 34 zeigen zwei
Beispiele, bei denen sich die in 3D aufgenommenen Vesikel sequenziell von Zielzelle zu

Zielzelle bewegen und diese nacheinander durch Nekrose abtéten.
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Abbildung 33: Bei primdren NK ist das vesikelbasierte Abtéten von Zielzellen sequenziell (Bsp. 1)
(A) Jurkat E6-1 pCasper und NK-Zellen wurden auf einem fibronectingecoateten Coverslip mikro-
skopiert. Die Vesikel wurden in 3D aufgenommen, anschlief;end wurde eine 2D Maximum Intensity
Projection (MIP) berechnet und per fire-LUT dargestellt. Die Vesikel werden als eigener Kanal so-
wie als Overlay mit den Casper3-GR-Fluoreszenzen dargestellt. (B) Die Bewegung der Vesikelgrup-
pe wurde in 3D getracked, der Track als 2D MIP dargestellt und mit dem 21 min Casper3-GR Over-
lay dargestellt. (C) Zellkontakte, Vesikellokalisation, Caspaseaktivitit und Membranzerstérung
wurde visuell bestimmt und als Graph dargestellt.

(Abb. 33A 4 min) Die NK-Zelle hat gleichzeitigen Kontakt zu zwei Zielzellen (rote Pfeile).

Die Vesikelgruppe befindet sich an der Membran zur Zielzelle 1 (weiRer Pfeil). Die fire-
LUT des LysoTracker-Kanals zeigt zwei einzelne Vesikel, die sich unabhangig von der

Gruppe bewegen (gestrichelte Kreise). (Abb. 33A 11 min) Zielzelle 1 stirbt durch Nekro-

se (schwarzer Pfeil), die Gruppe wandert zur zweiten Zielzelle (weilRer Pfeil). Der von
der Gruppe unabhangige Vesikel nahe der Zielzelle 2 (roter Kreis) verandert seine Posi-
tion nicht. Der Vesikel in der Ndhe der Gruppe (griiner Kreis) wird in diese integriert.

(Abb. 33A 21 min) Zielzelle 2 wird nekrotisch (schwarzer Pfeil). Der gruppenunabhangi-

ge Vesikel hat seine Position nicht verdandert. (Abb. 33B) Das Tracking der Vesikel zeigt
die Translokation von Zielzelle 1 zu Zielzelle 2. (Abb. 33C) Die NK-Zelle hat iber den

gesamten Zeitraum hinweg konstant Kontakt zu beiden Zielzellen (graue Linie). Die
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Vesikelgruppe befindet sich bei Zielzelle 1, woraufhin diese nekrotisch wird (schwarze
Linie). Die Vesikel wandern zur Zielzelle 2 (orangene Linie). Erst nach der Positionsver-

anderung der Vesikelgruppe wird die Zielzelle 2 ebenfalls nekrotisch (schwarze Linie).

Abb. 34 zeigt exemplarisch ein weiteres Beispiel vesikelbasierten, sequenziellen Abto-

tens.
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Abbildung 34: Bei primdren NK ist das vesikelbasierte Abtéten von Zielzellen sequenziell (Bsp. 2)
(A - C) Versuchsdurchfithrung und Darstellung ist analog der Abb. 33.

(Abb. 34A 13 min) Die NK-Zelle migriert zu den Zielzellen und hat gleichzeitigen Memb-

rankontakt zu beiden (rote Pfeile). Die Vesikel wandern zur ersten Zielzelle (weiRer

Pfeil), worauf diese durch Nekrose stirbt (schwarzer Pfeil). (Abb. 34A 14 min) Nach

dem Tod der ersten Zielzelle bewegt sich die Vesikelgruppe zur zweiten Zielzelle (wei-
Rer Pfeil), die unmittelbar auf die Ankunft der Vesikel an der Membran ebenfalls nek-
rotisch wird (schwarzer Pfeil). Es wurden keine Vesikel detektiert, die sich unabhangig

von der Gruppe bewegen. (Abb. 34A 20 min) Nach der Nekrose der zweiten Zielzelle

I6st die NK-Zelle den Kontakt, die Vesikelgruppe relokalisiert in das Zentrum der NK-
Zelle (weilRer Pfeil) (Abb. 34B) Der Track zeigt, wie die Vesikelgruppe sequenziell zu
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beiden Zielzellen migriert. (Abb. 34C) Die NK-Zelle hat gleichzeitigen Membrankontakt
mit beiden Zielzellen (graue Linie). Die Vesikel wandern zunachst zur Zielzelle 1, wo-
raufhin diese nekrotisch wird. Anschlielend wandern sie zur zweiten Zielzelle, die nach

dem Eintreffen der Vesikel ebenfalls platzt (orangene und schwarze Linien).

Die Beispiele zeigen, dass das vesikelbasierte Abtoten von Zielzellen bei primadren NK-
Zellen ebenfalls sequenziell ablauft. Die angepassten Aufnahmebedingungen erlauben
das Uberwachen des gesamten Zellvolumens im LysoTracker-Kanal. Es existieren ver-
einzelte Vesikel, die sich unabhangig der Gruppe bewegen. Die Exozytose dieser Vesi-
kel wurde nicht beobachtet. Es hat sich, analog zu den NK92, bestétigt, dass die Nekro-
se der Zielzellen stets nach dem Eintreffen der Vesikelgruppe eintritt. Nach Ausschop-
fen des maximalen zeitlichen und raumlichen Auflosungsvermogens des Mikroskops
kann mit hinreichender Sicherheit gesagt werden, dass wenn autonome, von der
Gruppe unabhadngige Vesikel existieren, diese detektiert worden waren. Dies belegt,

dass vesikelbasiertes Abtoten durch NK-Zellen ausschlieflich sequenziell erfolgt.

Offen ist, ob primare NK-Zellen neben dem sequenziellen, vesikelbasierten Abtoten die
Zielzellen ebenfalls durch Rezeptorkopplung parallel abtoten. Abb. 35 zeigt eine NK-
Zelle, die Kontakt zu drei Zielzellen hat. Obwohl die Vesikel sich ausschlieBlich bei Ziel-

zelle 1 und 3 aufhalten, stirbt Zielzelle 2 durch Apoptose.
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Abbildung 35: Durch Rezeptorkopplung konnen primdre NK-Zellen die Zielzellen parallel abtoten

(Bsp. 1)
(A - C) Versuchsdurchfithrung und Darstellung ist analog der Abb. 33.

(Abb. 35A 1 min) Die NK-Zelle hat gleichzeitigen Membrankontakt zu den Zielzellen 1

und 3 (rote Pfeile). Die Vesikel der NK-Zelle wandern zur Zielzelle 1 (weiRer Pfeil).

(Abb. 35A 14 min) Die Vesikel bleiben an Zielzelle 1, bis diese apoptotisch wird (weilRer

Pfeil). Gleichzeitig etabliert die NK-Zelle den Membrankontakt zur Zielzelle 2, sodass

sie mit allen Zellen in Kontakt ist (roter Pfeil). (Abb. 35A 24 min) Die Vesikelgruppe

wandert zur Zielzelle 3 (weiBer Pfeil). Die Vesikel befanden sich zu keinem Zeitpunkt an
der Kontaktstelle zu Zielzelle 2, dennoch stirbt diese durch Apoptose (schwarzer Pfeil),
welche demnach durch Rezeptorkopplung ausgeltst wurde. (Abb. 35B) Der Track der

Vesikelgruppe zeigt, dass sich diese zur Zielzelle 1 und anschlieBend zur Zielzelle 3 be-
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wegt haben. (Abb. 35C) Ab Minute 4 hat die NK-Zelle gleichzeitigen Membrankontakt
zu den drei Zielzellen (graue Linie). Die Vesikel sind zunachst an der Zielzelle 1, bewe-
gen sich dann zur Zielzelle 3 (orangene Linie). Zielzelle 2 wird apoptotisch, ohne dass

die Vesikel an der Kontaktstelle waren (rote Linie).

Abb. 36 zeigt exemplarisch ein weiteres Beispiel einer parallel induzierten Apoptose.
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Abbildung 36: Durch Rezeptorkopplung kénnen primédre NK-Zellen die Zielzellen parallel abtéten
(Bsp. 2)
(A - C) Versuchsdurchfithrung und Darstellung ist analog der Abb. 33.

(Abb. 36A 13 min) Die NK-Zelle migriert zur Zielzelle 1 und etabliert eine immunologi-

sche Synapse (roter Pfeil). Die Vesikel bewegen sich ebenfalls zur Kontaktstelle
(13 min). Noch bevor die Zielzelle 1 stirbt, etabliert die NK-Zelle einen Membrankon-

takt zur Zielzelle 2. (Abb. 36A 20 min) Die Vesikelgruppe bleibt an der Kontaktstelle zu

Zielzelle 1, die durch Nekrose stirbt (schwarzer Pfeil). (Abb. 36A 48 min) Die Vesikel-

gruppe verldsst die IS zur Zielzelle 1, wandert jedoch nicht bis zur IS der Zielzelle 2,
sondern bleibt zentral in der Zelle (weiBer Pfeil). Es kann kein Vesikel detektiert wer-
den, dass die IS zur Zielzelle 2 erreicht. Obwohl die Vesikel sich nicht an der Membran

zur Zielzelle 2 befinden, stirbt sie durch Apoptose (schwarzer Pfeil). (Abb. 36B) Der
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Endpunkt des Tracks der Vesikelgruppe liegt zwischen beiden Zielzellen. (Abb. 36C)
Nach Eintreffen der Vesikelgruppe stirbt die Zielzelle 1 durch Nekrose (orangene und
schwarze Linie). Zielzelle 2 stirbt durch Apoptose, obwohl die Vesikel die Membran

nicht erreicht haben.

Die Beispiele in Abb. 35 und 36 zeigen, dass auch primare NK-Zellen durch Rezeptor-
kopplung den Tod von Zielzellen unabhangig von den Vesikeln und somit parallel zum

seriellen Vesikelkilling auslosen.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass die zytotoxischen Vesikel innerhalb der Killer-
zelle als Gruppe wandern. Dank der Aufnahme der Vesikel in 3D wurden einzelne,
gruppenunabhangige Vesikel beobachtet, jedoch wurden diese entweder in die Vesi-
kelgruppe integriert oder blieben stationar innerhalb der NK-Zelle und hatten keinen

Einfluss auf deren Zytotoxizitat.

Da die Vesikelgruppe gemeinschaftlich wandert und die Vesikel nicht an verschiedene
Lokalisationen innerhalb der Zelle aufgeteilt werden, kann geschlussfolgert werden,

dass das vesikelabhadngige Toten sequenziell erfolgt.

Zielzellen kénnen allerdings auch in Abwesenheit von Vesikeln durch Fas-vermittelte
Apoptose sterben. Der rezeptorvermittelte Zielzelltod ist rdumlich nicht von der Positi-

on der Vesikel abhangig und kann zeitlich parallel zu anderen Zielzelltoden ablaufen.
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5.10 Untersuchung der Sequenzabfolge von Apoptose und Nekrose

Toten NK-Zellen mehrere Zielzellen, so kdnnen sie Apoptosen und Nekrosen ausldsen.

Es stellt sich die Frage, ob die Todesart randomisiert oder koordiniert gewahlt wird.

Um dies zu untersuchen wurden life cell imaging Messungen (ber acht Stunden durch-
geflihrt. Jurkat E6-1 pCasper Zielzellen wurden als Monolayer auf Fibronectin adhariert

und mit NK-Zellen in einem Ratio von zehn Zielzellen zu einer NK-Zelle inkubiert.

Es wurden NK-Zellen von drei Spendern eingesetzt, mit denen jeweils finf Messungen
durchgefiihrt wurden. Die Messungen erfolgten innerhalb von drei Tagen, die NK-
Zellen wurden nicht IL-2 stimuliert. Zur Auswertung wurden pro Messung je 10 bis 12
NK-Zellen zufallig ausgewahlt und liber den gesamten Messzeitraum ausgewertet. Es
wurde tabellarisch festgehalten wann die beobachtete NK-Zelle Kontakt zur Zielzelle
hatte, wann die Zielzelle starb, ob dies durch Apoptose, Nekrose mit oder ohne Caspa-
seaktivitat geschah und ob und wann die NK-Zelle selbst starb. Als Viabilitatskriterium
der NK-Zelle wurde hierfiir die im Durchlicht sichtbare Bewegung von Zellorganellen

und die Ausbildung von Filopodien genutzt.

Insgesamt wurden 176 NK-Zellen ausgewertet, diese toteten insgesamt 591 Zielzellen.

Abb. 37 schlisselt auf, wie viele Zielzellen pro NK-Zelle getotet wurden:

60 -

W alle NK-Zellen
i Mittelwert

# NK

Abbildung 37: Im Schnitt tétet jede NK-Zelle 3,26 Zielzellen, die maximale Anzahl liegt bei 10 abge-
toteten Zielzellen
176 NK-Zellen wurden entsprechend der von ihnen abgetdteten Zielzellen kategorisiert.

Im Schnitt toten NK-Zellen 3,26 Zielzellen, bis sie selbst sterben. Das Maximum liegt bei

10 Zielzellen. Nachfolgend werden die Zielzelltode kategorisiert:
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Abbildung 38: 63 % der durch NK-Zellen induzierten Zielzelltode sind Nekrosen

Alle Zielzellen wurden in die Kategorien Nekrose ohne Caspaseaktivitat, Nekrose mit Caspaseaktivi-
tat und Apoptose unterteilt (n = 591). 320 Zielzellen wurden durch Nekrose abgetotet (54 %), 52
durch Nekrose mit Caspaseaktivitat (9 %) und 219 durch Apoptose (37 %).

Der Vergleich der Zielzelltode in Abb. 38 zeigt, dass NK-Zellen Gberwiegend durch Nek-
roseinduktion abtéten. Ein deutlicher Unterschied zwischen Apoptosen und Nekrosen

liegt in der Zeit, die vom ersten Kontakt bis zum Zielzelltod vergeht (Abb. 39).
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Abbildung 39: Nekrosen laufen wesentlich schneller ab als Apoptosen
Im Durchschnitt vergehen 7,3 min vom ersten Kontakt der NK-Zelle zur Zielzelle bis zu deren Nek-
rose. Eine Apoptose benétigt im Schnitt 37,9 min.

Abb. 39 zeigt, dass Apoptosen wesentlich zeitintensiver sind als Nekrosen. Abb. 40

zeigt die Verteilung von Apoptosen und Nekrosen pro NK-Zelle.
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Abbildung 40: Im Schnitt totet eine primare, humane NK-Zelle 3,36 Zielzellen.

176 NK-Zellen toteten in den Versuchen 591 Zielzellen ab, somit 3,36 Zielzellen pro NK-Zelle. Im
Schnitt wurden 2,11 Zielzellen durch Nekrose + Caspaseaktivitidt (Standardabweichung 1,32) und
1,25 durch Apoptose abgetotet (Standardabweichung 1,39).

Unter den gegebenen experimentellen Bedingungen induziert jede NK-Zelle im Schnitt

2,11 Nekrosen und 1,25 Apoptosen (Abb. 40).

Interessanterweise |6st nicht jede NK Zelle beide Formen des Zielzelltodes aus, manche
verursachen ausschlieBlich Apoptosen oder Nekrosen. Aus diesem Grund wurden die
NK-Zellen in Abb. 41 kategorisiert, je nachdem ob sie ausschlief8lich Nekrosen (N), aus-
schlieBlich Apoptosen (A) oder beides auslosten. Losten sie beides aus, wurde katego-
risiert, ob zunachst Nekrosen und dann Apoptosen stattfanden (N->A), oder umge-

kehrt (A=>N).
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Abbildung 41: NK-Zellen bevorzugen hierarchisch Nekrosen vor Apoptosen

Aus der Gesamtheit aller untersuchten NK-Zellen (n = 176) toten 40,7 % ihre Zielzellen ausschlief3-
lich durch Nekrosen (n = 70). 38,4 % der NK initiieren zundchst Nekrosen, gehen dann auf das
Auslésen von Apoptosen iiber (n=66). Nur 15 % der NK-Zellen 16sen in ihren Zielzellen aus-
schliefdlich Apoptosen aus (n = 26). Der Wechsel von Apoptosen auf Nekrosen findet bei 4,1 % der
NK-Zellen statt (n = 7). Der Ubergang der Induktion von Nekrosen auf Apoptosen und ein Riick-
wechsel zur Nekroseinduktion wurde bei 1,7 % der NK (n = 3) beobachtet.
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Abb. 41 zeigt, dass 40% der NK-Zellen die Zielzellen durch Nekrosen abtoten. Weitere
40% der NK-Zellen beginnen ihre Abtétungsserie mit Nekrosen, wechseln dann zur
Apoptoseinduktion. NK-Zellen, die ihre Zielzellen von Anfang an durch Apoptosen ab-
toten, wechseln in der Regel nicht zur Induktion von Nekrosen. Um die Effizienz der
NK-Zellen verschiedener Kategorien zu vergleichen, wurde berechnet, wie viele Zielzel-

len pro NK-Zelle in einer Stunde abtotet wurden (Abb. 42).
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Abbildung 42: NK-Zellen, die nur Nekrosen induzieren téten pro Stunde die meisten Zielzellen

Die Killerzellen wurden entsprechend ihres Abtotungsmusters kategorisiert und die durchschnittli-
che Anzahl abgetoteter Zielzellen pro Stunde errechnet. NK-Zellen, die ausschliefdlich durch Nekro-
seinduktion abtéten, sind in diesem Vergleich die schnellsten NK-Zellen, da sie 3,62 Zielzellen pro
Stunde abtoten. NK-Zellen, deren Abtétungsmuster von Nekrosen auf Apoptosen wechselt, toten
pro Stunde 2,78 Zielzellen. NK-Zellen die ausschliefdlich Apoptosen induzieren, téten pro Stunde im
Schnitt 2,01 Zielzellen. Die seltenen Mischformen A—»N sowie N-A—-N sind mit 2,38 sowie 2,59
Zielzellen pro Stunde vergleichbar mit der haufig vorkommenden N—A Kategorie.

In Abb. 39 wurde gezeigt, dass NK-vermittelte Nekrosen schneller ablaufen als Apopto-
sen. Betrachtet man die Effizienz der NK-Zellen in einer Stunde, bestatigt die die Analy-
se in Abb. 42, dass NK Zellen, die nur Nekrose nutzen, am effizientesten sind. Reine
Apoptose-Killer sind am ineffizientesten. NK-Zellen, die einen Wechsel des Abtétungs-

mechanismus durchfiihren, liegen wie erwartet im Mittelfeld.

Jedoch unterscheiden sich nekrotisch oder apoptotisch abtétende NK-Zellen nicht nur
in ihrer , Arbeitsgeschwindigkeit”, sondern auch in ihrer Viabilitat. Abb. 43 zeigt, dass
NK-Zellen, die durch Nekrose toten, eine deutlich geringere Aktivitdtsdauer haben im

Vergleich zu NK-Zellen, die durch Apoptosen téten.
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Abbildung 43: NK-Zellen verschiedener Kategorien sind unterschiedlich lange aktiv

Abb. 43 zeigt, dass NK-Zellen, die ausschlielRlich durch Nekroseinduktion abtdten, mit
1,02 Stunden die kiirzeste durchschnittliche Lebensdauer haben. NK-Zellen die ihr Ab-
toétungsmuster wechseln, sind mit 2,24 Stunden mehr als doppelt so lange aktiv wie
NK-Zellen, die ausschliel3lich Nekrosen ausldsen. Lost eine Zelle ausschlieflich Apopto-

sen aus, lebt sie mit 2,54 Stunden am langsten.

Bei der Frage welche NK-Zellen die effektivsten sind, ist nicht nur die ,Arbeitsge-
schwindigkeit” relevant, sondern auch die Aktivitatsdauer. Abb. 44 vergleicht die An-
zahl abgetoteter Zielzellen (iber die gesamte Aktivitatsdauer und teilt die NK in Unter-
gruppen auf. Nekroseinduzierende, apoptoseinduzierende und moduswechselnde NK

bilden Untergruppen.
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Abbildung 44: Je nach Abtétungsmuster sind NK-Zellen unterschiedlich effizient

Die Gesamtheit aller NK-Zellen totet im Schnitt 3,26 Zielzellen unter den gewdahlten experimentel-
len Bedingungen ab (A). (B) NK-Zellen, die ausschliefllich Nekrosen induzieren, téten im Schnitt
2,68 Zielzellen. (C) NK-Zellen, die ausschliefdlich Apoptosen induzieren, tdten im Schnitt 2,62 Ziel-
zellen. (D) NK-Zellen, die von der Nekroseinduktion auf die Apoptoseinduktion wechseln, téten im
Schnitt 4,47 Zielzellen.

Abb. 44 zeigt, dass sich die Aussage Uber den effizientesten Abtétungsmodus veran-
dert, wenn man die gesamte Aktivitatsdauer betrachtet. (Abb. 45A) Unter den gewahl-
ten experimentellen Bedingungen liegt der Schnitt der Gesamtpopulation bei 3,26 ab-

getoteten Zielzellen pro NK-Zelle. (Abb. 44B, 44C) Sowohl die reinen Nekrose-Killer als

auch die reinen Apoptose-Killer sind tiber die Gesamtdauer der Messung gesehen mit
durchschnittlich 2,68 bzw. 2,62 abgetoteten Zielzellen unter dem Durchschnitt der
Gesamtpopulation. Rein nekroseauslosende NK-Zellen téten zwar sehr schnell, haben
jedoch auch eine geringere Viabilitat. Rein apoptoseauslésende NK-Zellen haben zwar
eine hohe Viabilitat, jedoch toten sie die Zielzellen nur sehr langsam. (Abb. 44D): NK-
Zellen die beide Modi einsetzen, kombinieren die Vorteile beider Abtétungsmecha-
nismen: sie toten die ersten Zielzellen nekrotisch und somit schnell, wechseln dann zur
Apoptoseinduktion, erhalten dadurch ihre Viabilitdt und verlangern ihren Aktivitats-

zeitraum.

Drei beispielhafte Killingverlaufe jeder Kategorie sind in Abb. 45 dargestellt.
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Abbildung 45: Effizienzsteigerung von NK Zellen durch den Wechsel von friihen Nekrosen zu spa-
ten Apoptosen.

Fiir jede NK-Zelle wurde bestimmt ob und wann sie eine Nekrose (schwarze Balken) oder Apoptose
(rote Balken) verursacht. Die Zielzelltode wurden iiber die Zeit aufgetragen.

(Abb. 45A) Nekrosen finden zu Beginn der Messung statt und folgen schnell auf einan-
der. (Abb. 45B) Apoptosen setzen spater und mit grolerem Zeitabstand zueinander
ein. (Abb. 45C) Wechselt die NK den Mechanismus, zeigt sich die Hierarchie der Nekro-
seauslosung vor der Apoptoseauslosung. Weiterhin entsteht ein kooperativer Effekt:
durch die Kombination frither und schneller Nekrosen und dem Ubergang auf langsa-
mere, aber die NK-Viabilitat erhaltende Apoptosen sind die mechanismuswechselnden

NK-Zellen die effektivsten (Abb. 45C).

Zusammenfassend ladsst sich festhalten, dass NK-Zellen Nekrosen auf regelmaRiger
Basis und gegenliber Apoptosen bevorzugt auslosen. Nekrosen laufen schneller ab als
Apoptosen. Beginnt eine NK-Zelle mit Nekrosen, kann sie auf die Auslésung von
Apoptosen wechseln. Beginnt sie mit Apoptosen, wechselt sie in der Regel nicht zur

Auslésung von Nekrosen. Moduswechselnde NK-Zellen die effektivsten.

5.11 Zytotoxische Vesikel als Nekrosemediatoren

Zytotoxische Vesikel transportieren Perforin und Granzym B, was wiederum in den
Zielzellen Nekrosen bzw. Granzym B induzierte Apoptosen auslosen. Die Immunzelle
bildet eine immunologische Synapse mit der Zielzelle, Vesikel wandern innerhalb der

Zelle zur IS und Perforin sowie Granzym B werden exozytiert.

90



Ergebnisse

Das Ziel der folgenden Experimente war es, Vesikel in 3D in moglichst hoher Zeitauflo-

sung zu erfassen, einzelne Vesikel zu tracken, Informationen Uber die Vesikelbewegung

innerhalb der Zelle zu erhalten und im Optimalfall Exozytoseereignisse zu beobachten,

die auf Zielzellseite mit dem Feedback des Apoptose / Nekrosesensors Casper3-GR

korreliert werden kdnnen.

Dieses Ziel stellt extreme Anforderungen an die zeitliche sowie raumliche Auflésung

der 3D-Daten, wodurch sich experimentelle Probleme ergeben, denen im Experiment-

design wie folgt begegnet wurden:

Tabelle 7: Die dreidimensionale Aufnahme schneller Prozesse in subzellulirer Auflésung stellt ext-

reme experimentelle Anforderungen

Problem

Losungsansatz

Nukleofektion von NK-Zellen in Vortests

nicht erfolgreich

Einsatz des Farbstoffes LysoTracker Red

Farbstoff farbt ebenfalls Vesikel der Zielzelle

Ausschluss der Zielzellvesikel durch software-
seitige Bewegungsstabilisierung der NK-Zelle
und Definition einer 3D-ROI, die nur die NK-
Zelle beinhaltet. Manuelles Entfernen von
Tracks, die nicht von NK-Zellvesikeln stam-

men

Farbstoff bleicht wahrend des Experimentes

Laden und Vorrat des Farbstoffes im Uber-
stand mit 400nM statt 50 — 75nM (Hersteller-
angabe) zur Verbesserung des Nachladens

des Farbstoffes wahrend des Experimentes

Diffraktionslimit der Weitfeldmikoskopie

begrenzt die Auflésung einzelner Vesikel

Dekonvolution der 3D-Daten. Nutzung einer
experimentellen PSF sowie Nyquist-Sampling

fiir optimale Dekonvolutionsqualitat

Eigenbewegung der Vesikel fiihrt zu Artefak-

ten in der Aufnahme

Schnellstmogliches Intervall der Z-Aufnahme
durch Minimierung der Exzitationszeit, mini-
maler Anzahl der Z-Ebenen, hardwaregetrig-
gerte Ansteuerung des Z-Piezo, Verzicht auf
Autofokus, minutenweise, monofokale Auf-

nahme Ubriger Kandle, Aufnahme bei 22°C

Exakte Erlduterungen sind im Abschnitt Material und Methoden ausfihrlich beschrie-

ben.
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Abb. 46 zeigt beispielhaft die Qualitatsverbesserung der 3D-Vesikeldaten vor und nach

Dekonvolution.

vor Dekonvolution nach Dekonvolution

Abbildung 46: Die Dekonvolution verbessert das Signal zu Rauschverhdltnis und die Auflésung

Der LysoTracker-Kanal wurde mittels experimenteller PSF mit dem Programm Huygens (SVI) de-
konvoluiert. Als Abbruchkriterium wurden eine Unterschreitung der Signalverbesserung von
0,001 % oder 400 Iterationen ohne Signalverbesserung gesetzt, was die Moglichkeiten der Dekon-
volution ausschopft.

Abb. 46 zeigt, dass durch Dekonvolution der Hintergrund nahezu eliminiert und das
Signal zu Rauschverhaltnis (SNR) verbessert wurde. Im Zytosol entstehen intensitats-
schwache, punktformige Artefakte, da die Dekonvolution an der Obergrenze der Nach-
verbesserung arbeitet und der Algorithmus beginnt gleichmaRige, zytosolische Fluo-
reszenz zu punktférmigen Ausgangsquellen zurlickzurechnen. Da sie einen mindestens
100-fachen Intensitatsunterschied zum vesikuldaren Signal haben, kénnen sie im spate-
ren Tracking Uber einen Schwellenwert ausgeschlossen werden. Durch die Dekonvolu-

tion kdnnen zuvor verschmolzene Vesikel getrennt wahrgenommen werden.
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Beispiel 1 Beispiel 2 Beispiel 3

vor Dekonvolution

nach Dekonvolution
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Abbildung 47: Die Dekonvolution verbessert das SNR und erhoht die Aufiésung
Einzelne Z-Ebenen wurden vor und nach Dekonvolution verglichen. Der Line-Plot vergleicht die
Signalintensititen vor (durchgehende Linie) und nach (gestrichelte Linie) der Dekonvolution.

Alle Beispiele in Abb. 47 zeigen, dass das SNR deutlich verbessert wurde und Struktu-
ren, die in den Rohdaten aufgrund in einander lbergehendenden Streulichtes ver-
schmelzen, nun getrennt wahrgenommen werden kénnen. Die Halbmaxima dekonvo-
luierter Vesikel sind ca. 280 nm voneinander entfernt. Abb. 48 vergleicht den xy-

Durchmesser der Vesikel in den Roh- bzw. dekonvoluierten Daten.

z=

B)
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Abbildung 48: Nach Dekonvolution messen die Vesikel im xy-Durchmesser im Durchschnitt 264nm

Abb. 48A: Insgesamt 15 einzelne Vesikel aus 3 NK-Zellen wurden in ihrem xy-

Durchmesser in der Fokalebene vermessen. In den Rohdaten haben die Vesikel einen
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Durchmesser von 569 nm, in den dekonvoluierten Daten 263 nm. Abb 48B zeigt bei-

spielhaft einen Vesikel in der Fokalebene vor und nach Dekonvolution.

Die Zeit- sowie Ortsauflosung wurde durch die Optimierung der Aufnahmeparameter
sowie Dekonvolution der Daten verbessert. Abb. 49 zeigt beispielhaft die mit unter-
schiedlicher Zeitauflosung aufgenommenen, synchronisierten Kanale. Der LysoTracker-

Kanal wird als MIP dargestellt und vor sowie nach Dekonvolution gezeigt.

Durchlicht Casper3-GR LTred MIP RAW LTred MIP decon  Casper3-GR + LTred

Abbildung 49: Optimierung der Aufnahmeparameter sowie Dekonvolution der Daten erméglicht
Vesikel in 3D zu beobachten und ihre Bewegung mit dem Casper3-GR Sensor zu korrelieren.

Die 2D Zeitserien des Durchlicht- und Casper3-GR-Kanals wurden mit dem LysoTracker-Kanal syn-
chronisiert. Dieser wurde dekonvoluiert und als MIP berechnet. Der Mafdstabsbalken zeigt 10 pm.

Die NK-Zelle (weilRer Pfeil) bildet eine Synapse mit der Zielzelle (schwarzer Pfeil). Die
Vesikel bewegen sich zur Synapse. Durch die Dekonvolution sind einzelne Vesikel ge-
trennt erkennbar (griiner Kreis), was in den Rohdaten nicht moglich ist (roter Kreis).
Durch die unterschiedliche Zeitauflésung der Kandle (Durchlicht 5 min, Casper3-GR
1 min, LysoTracker 3 sek) entstehen im Overlay Artefakte. Die blauen Pfeile zeigen bei-
spielhaft die mit hoher Rate abgetastete Position der Vesikel und die verzogerte Aktua-
lisierung des Vesikels im FRET-Kanal des Casper3-GR. Das Tracking der Vesikel wurde
testweise sowohl in den Rohdaten als auch dekonvoluierten 3D Zeitreihen durchge-
fuhrt. Die Vesikel wurden in den Rohdaten erkannt, jedoch brachen die Tracks im Ver-
gleich zu den dekonvoluierten Datensatzen friiher ab und wurden vermehrt fehlerhaft

verknlipft. Zur Analyse wurden deswegen nur die dekonvoluierten Daten genutzt.

Neben der zeitlichen und rdaumlichen Auflosung ist es essentiell, die Eigenbewegung
der NK-Zelle zu bestimmen und zu stabilisieren. Erst nach Stabilisation kann die Eigen-
bewegung der Vesikel analysiert werden. Abb. 50 zeigt beispielhaft die Stabilisierung

einer NK-Zelle.
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vor Stabilisierung

nach Stabilisierung

Abbildung 50: Im dekonvoluierten Datensatz konnen die Vesikel automatisiert erkannt und ge-
trackt werden

Mittels Spot-Detektion wurden im dekonvoluierten Datensatz Vesikel automatisiert erkannt (Vor-
gabe 300 nm xy-, 600 nm z-Durchmesser). Die Spots wurden mit einem Algorithmus, der ein auto-
regressives Bewegungsmodell antizipiert, automatisiert zu Tracks verbunden (maximale Schritt-
weite 1 um, maximale Detektionsliicke 3 Zeitpunkte). Alle Tracks sind mit einer rainbow-LUT zeit-
kodiert. Je spater der Zeitpunkt, desto langwelliger die Trackfarbe.

Abb. 50A und 50B zeigen, dass sich zur Vesikelbewegung die Eigenbewegung der NK-
Zelle durch Migration hinzuaddiert. In Abb. 50C und 50D wurde die Eigenbewegung
der Zelle von den Vesikeltracks abgezogen. Die Gesamtheit aller Tracks wurde genutzt,
um die Eigenbewegung der Zelle zu bestimmen. Die Zelle ruht nach der Korrektur sta-

tionar im Raum.

Die stabilisierten Datensatze wurden im Detail betrachtet. Ziel war es, zum Zeitpunkt
der Nekrose der Zielzelle das Enden einzelner Tracks an der IS zu beobachten, um so-
mit die Anzahl exozytierter Vesikel zu bestimmen. Die Detailansicht zeigte jedoch, dass
trotz aller Optimierungen sowohl die rdumliche als auch die zeitliche Auflésung zu ge-
ring war um verlassliche Tracks zu erzeugen. Es existieren zwar Vesikel, die sich einzeln
durch die Zelle bewegen, generell bewegen sich die Vesikel jedoch in Gruppen. Einzel-
ne Vesikel kénnen sich aus einer Gruppe l6sen, jedoch auch wieder verschmelzen. Be-
wegen sich die Vesikel als Gruppe, ist die raumliche Auflésung zu gering und einzelne

Vesikel konnen nicht mehr unterschieden werden. Auch ist es trotz Verringern der
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Temperatur bei gleichzeitiger Optimierung des Aufnahmeintervalls nicht moglich, ei-
nander raumlich nahe, sich schnell bewegende Vesikel iber mehrere Zeitpunkte hin-
weg eindeutig zu identifizieren. Somit konnten die automatisiert erzeugten Tracks
durch manuelle Korrektur nicht weiter aufbereitet werden. Da beim Abt&ten von Ziel-
zellen die Vesikel als Gruppe zur IS wandern, konnte nicht zweifelsfrei bestimmt wer-
den, ob das Enden eines Tracks bedeutet, dass der Vesikel exozytiert wurde, oder in

die Gruppe der (brigen, an der IS befindlichen Vesikel integriert wurde.

Um dennoch Informationen Ulber die Bewegung zu gewinnen, wurden Vesikel selek-
tiert, in deren unmittelbarer Nahe sich keine weiteren befanden. Dies vermeidet Tra-

ckingfehler durch Verwechslung.

Abbildung 51: Selektion von Tracks einzelner Vesikel

Tracks einzelner Vesikel wurden ausgewahlt. Der automatisierten Filterung (Mindestldnge des
Tracks 30 s, Mindestintensitiat des Vesikels 30 % des hellsten Vesikels) wurde eine manuelle Auf-
bereitung angeschlossen, in der Tracks von Vesikelgruppen (bspw. oben links) ausgeschlossen
wurden.

Abb. 51 zeigt zwei exemplarische Vesikeltracks, die zur statistischen Analyse genutzt
werden kénnen, da sich die Vesikel nicht in der Nahe anderer Vesikel befinden und ihr
Track zweifelsfrei nachvollziehbar ist. Es wurden insgesamt 19 Tracks von drei ver-
schiedenen NK-Zellen ausgewertet. Jede NK-Zelle migrierte wahrend der Aufnahme zu
einer Zielzelle, bildete eine IS aus und totete die Zielzelle durch Nekrose. Die Tracks
wurden sowohl vor- als auch wahrend der ausgebildeten IS erhoben, stellen also einen
Mittelwert der Bewegung einzelner Vesikel einer aktiven, zytotoxisch aktiven NK-Zelle

dar. Die Eigenbewegung der NK-Zelle durch Migration wurde von den Tracks abgezo-
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gen. Um die Qualitat der Tracks zu gewadhrleisten wurden nur Vesikel getracked, die
sich einzeln bewegten und ihre Fluoreszenz eine Mindestintensitat nicht unterschrit-
ten. Die durchschnittliche Tracklange betrug 21,85 um, die durchschnittliche Dauer

6:40 min. Abb. 52 zeigt die statistische Auswertung der Tracks.
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Abbildung 52: Die mittlere Vesikelgeschwindigkeit bei 22°C betrdgt 0,04 um/s.
2145 Datenpunkte in einem Intervall von 3,5 s wurden aus 10 Tracks erhoben, zwischen denen die
jeweilige Vesikelgeschwindigkeit bestimmt wurde.

Abb. 52 zeigt die Verteilung der Vesikelgeschwindigkeiten. Es muss beachtet werden,
dass die Verteilung moglicherweise durch eine zu geringe Abtastrate verfilscht sein
konnte. Bewegte sich der Vesikel zwischen den Messintervallen (3,5 s) gradlinig, ist die
hier angegebene Verteilung korrekt. Tat er das nicht, war die Abtastrate zu gering und
die tatsachliche Geschwindigkeit des Vesikels hoher als bestimmt. Die mittlere Ge-
schwindigkeit eines Vesikels unter den gewahlten experimentellen Bedingungen be-

tragt 0,04 um/s.

AbschlieBend kann zusammengefasst werden, dass 3D-Zeitreihen der Vesikel mit 2D-
Zeitreihen des Apoptosesensors synchronisiert und Vesikelbewegungen parallel mit
dem FRET-Sensor aufgenommen werden konnten. Durch Optimierung gelang es, ein
Aufnahmeintervall von 3,5 s/Z-Stack zu erreichen. Durch Dekonvolution wurde die Er-
kennbarkeit der Vesikel verbessert. Der mittlere Vesikeldurchmesser nach Dekonvolu-
tion wurde bestimmt. Da die Dekonvolution ein iterativer Prozess ist, der nach Errei-
chen subjektiver Parameter beendet wird, kann allerdings keine absolute GréRenaus-
sage fur die Vesikel getroffen werden. Nach Einsatz der Dekonvolution und Abbruch
des Prozesses bei ersten Anzeichen einer Artefaktbildung, ergaben die Messungen
einen mittleren Durchmesser von 264 nm, was sich mit Literaturangaben deckt

(Krzewski and Coligan 2012). Die Datensatze wurden fir die Eigenbewegung der NK-
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Zellen korrigiert. Die Detailansicht ergab, dass trotz aller Optimierungen sowohl die
raumliche als auch zeitliche Auflésung zu gering war um zuverldssige Aussagen Uber
die Korrelation der Exozytose von Vesikeln und dem dadurch ausgeldsten Zielzelltod zu
treffen. Um einen Datensatz mit moglichst niedrigem Trackingfehler zu erhalten, wur-
de die Bewegung einzelner Vesikel getracked. Unter Beachtung der Limitierung des
Aufnahmeintervalls und der Annahme, dass die Vesikel sich zwischen den Messpunk-
ten gradlinig bewegten, bewegten sich bei 22°C einzelne Vesikel innerhalb einer zyto-
toxischen NK-Zelle mit einer mittleren Geschwindigkeit von 0,04 um/s und konnten

Hochstgeschwindigkeiten von > 0,1 um/s erreichen.

5.12  Nekrosen / Apoptosen durch aufgereinigtes Perforin / Granzym im

killerzellfreien System

Durch die Exozytose zytotoxischer Vesikel setzen Killerzellen Perforin und Granzym B
frei, welche in den Zielzellen Nekrosen und Apoptosen auslésen. Das in der Literatur
beschriebene Modell sieht vor, dass Granzym B perforinvermittelt in die Zielzelle ein-
dringt und durch Caspaseaktivierung Apoptosen auslost (llia Voskoboinik, Whisstock,
and Trapani 2015). Alternativ |6st Perforin in erhéhter Konzentration Nekrosen durch
Membranzerstorung aus. Das konzentrationsabhdangige Zusammenspiel beider Protei-
ne ist in der Lage sowohl Apoptosen als auch Nekrosen zu verursachen. Der in dieser
Arbeit etablierte Assay zur zeitaufgel6sten parallelen Analyse von Apoptose und Nek-
rose eignet sich hervorragend, um das Zusammenspiel von Perforin und Granzym B auf
Einzelzellebene zu untersuchen und eine mogliche Dosisabhangigkeit der verschiede-

nen Prozesse zu testen.

Dazu wurden die Zellen mit Perforin und Granzym B inkubiert, welches aus der huma-
nen YT-NK-Zelllinie aufgereinigt wurde. Die Aktivitdt des Perforin wird vom Hersteller
in permeabilisierenden Einheiten (PU) angegeben. 0,1 PU permeabilisieren nach Her-
stellerangaben 50 % Jurkatzellen in 100 pl bei einer Dichte von 1x10°/ml, was 2 ng in
100 pl und somit 20 pg/ul entspricht (Enzo Life Sciences 2015b). Fir Granzym B wird
angegeben, dass 1 ng/ul 1x10° Zellen abtétet, wenn es in die Zielzellen eingebracht
wird (Enzo Life Sciences 2015a). Literaturangaben zeigen, dass 200 pg/ul 80 % des Ef-

fektes bewirken (Froelich et al. 1996).
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Es wurden Perforinkonzentrationen bis 200 pg/ul bei einer festen Granzym B Konzent-
ration von 200 pg/ul getestet (Abb. 53). In der hochsten Konzentration werden Perfo-

rin und Granzym B stdchiometrisch 1:1 eingesetzt.
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Abbildung 53: Perforin induziert Nekrosen dosisabhdngig, Granzym B dringt perforinvermittelt in
Zielzellen ein und induziert Apoptosen

Jurkat E 6-1 pCasper wurden in mehreren Wells einer 384-Wellplatte adhariert, bei 37 °C, 5 % CO;
in einem kalziumfreien Puffer inkubiert und sequenziell tiber 4 h im RFP, GFP, FRET und Durch-
lichtkanal mikroskopiert. Initial wurde iiber 30 min die Viabilitat der Zellen iiberpriift. Anschlie-
Rend wurden Perforin sowie Granzym B in unterschiedlichen Konzentrationen zugegeben und eine
weitere, 30 bis 60 miniitige Kontrollphase zur Viabilitdtsverifikation angeschlossen. Daraufhin
wurde Kalzium in einer Endkonzentration von 1,25 mM zugegeben. Da Perforin eine C2-
Kalziumbindedomane besitzt, wirkt es ab diesem Zeitpunkt lytisch. Abhdngig von der Konzentrati-
on und dem stéchiometrischen Verhaltnis zwischen Perforin und Granzym B werden unterschiedli-
che Zelltode ausgelost. Die Abbildungen zeigen reprasentative Ausschnitte der Messung.

(Abb. 53A) Granzym B wird in der zytotoxisch wirksamen Konzentration von 200 pg/ul
hinzugegeben, jedoch ohne Perforin. Weder zu einem friihen (30 min) noch spaten
Zeitpunkt (120 min) sind granzymvermittelte Zielzelltode zu beobachten. (Abb. 53B)
Granzym B wird wie zuvor in einer Konzentration von 200 pg/ul, nun jedoch gemein-
sam mit 50 pg/ul Perforin zu den Zellen gegeben. Weder in der kalziumfreien Phase,

noch zum frithen Zeitpunkt nach Kalziumgabe ist eine Auswirkung zu erkennen. Zum
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spaten Zeitpunkt werden Zielzellen apoptotisch. Die geringe Perforinkonzentration
erméglichte Granzym B durch temporire Porenbildung das Uberwinden der Zielzell-
membran. Die Poren konnten von den Zellen zwar repariert werden, jedoch drang
Granzym B wahrenddessen in die Zielzellen ein, aktivierte die Caspasekasade und indu-
zierte Apoptosen. (Abb 53C) Im Vergleich zum vorherigen Versuch bleibt die Granzym
B Konzentration gleich, die Perforinkonzentration wird auf 100 pg/ul erhoht. In der
kalziumfreien Phase sind die Zellen weiterhin vital. Zum friihen Zeitpunkt nach Kalzi-
umgabe werden einige Zellen nekrotisch. Die Zellen, die in der Lage waren durch Po-
renreparatur der Nekrose zu entgehen, haben Ganzym B aufgenommen und werden
zum spaten Zeitpunkt apoptotisch. (Abb. 53D) Sowohl Granzym B als auch Perforin
werden in einer Konzentration von 200 pg/ul hinzugegeben. Auch hier sind die Zellen
in der kalziumfreien Phase weiterhin vital. Nach Kalziumgabe sind nahezu alle Zellen
zum friihen Zeitpunkt nekrotisch. Die wenigen Zellen, die diese hohe Perforinkonzent-

ration Uberleben, werden zum spaten Zeitpunkt apoptotisch.

Abb.53 zeigt, dass Granzym B Perforin benétigt, um die Apoptose durch Caspaseakti-
vierung in den Zielzellen zu induzieren. Mit steigender Perforinkonzentration sind die
Zielzellen zunehmend mit der Reparatur der Membranschaden Uberlastet und werden
nekrotisch. Das friihe Auftreten von Nekrosen und das dazu verzogerte Einsetzen der
Apoptosen folgt den bekannten Kinetiken. In der kalziumfreien Kontrollphase sind die
Zielzellen stets vital, was unterstreicht, dass die Insertion von Perforin in die Zielzell-

membran aufgrund der C2 Bindedomane abhadngig von extrazellularem Kalzium ist.

Zur quantitativen Analyse wurden pro Messung im Schnitt 350 Zellen getracked und

die prozentuale Anzahl nekrotischer sowie apoptotischer Zellen bestimmt (Abb. 54).
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Abbildung 54: Die Anzahl der Nekrosen durch Perforin sowie die Kinektik perforinvermittelter
Apoptosen durch Granzym B ist abhdngig von der Perforindosis

Der Verlust der RFP-Fluoreszenz wurde als Nekrose-, das Sinken des FRET-Donor Ratio als Apopto-
semarker eingesetzt. Da ein automatisiertes Liquid-Handling-System nicht verfiigbar war, erfolgte
die Zugabe sowohl der Proteine als auch des Puffers manuell. Hierzu wurde der Inkubator ge6ffnet
und die Zugabe wahrend der laufenden Messung handisch durchgefiihrt. Das Entstehen von Inten-
sitatsartefakten durch Raumlicht war unvermeidlich. Diese Artefakte wurden in der Auswertung
ausgeblendet (Liicken bei - 30 sowie - 60 min). Die Aufnahmen wurden mit einem 5-fach Objektiv
und daran angepassten LED-Intensititen durchgefiihrt, wodurch der GFP/FRET Quotient nicht
vergleichbar mit anderen Experimenten ist und pauschal auf 1 normiert wurde. Zellen wurden als
nekrotisch definiert, wenn ihr RFP-Signal nach Hintergrundkorrektur auf O fiel. Als apoptotisch
wurden sie definiert, wenn das Donor Ratio den dreifachen Wert der mittleren Standardabwei-
chung zwischen - 60 und - 30 min unterschritt. Die obere Reihe zeigt die Anzahl apoptotischer so-
wie nekrotischer Zellen iiber Zeit, die untere das gemittelte Donor Ratio apoptotischer Zellen sowie
die Standardabweichung. Der unruhige Verlauf der Kurven entsteht durch Zellen, deren Wert an
der Grenze ist den Schwellwert zu unterschreiten und an dieser Grenze, bedingt durch Messun-
genauigkeiten sowie Abweichungen der automatischen ROI-Setzung wahrend des Trackings, kurz-
zeitig schwankt. (Abb. 54A) Nach Gabe von 200 pg/ul Granzym B ohne Perforin entstehen {iber 4 h
weder Apoptosen noch Nekrosen. (Abb. 54B) Werden zusatzlich zu den 200 pg/pl Granzym B
50 pg/ul Perforin gegeben, entstehen 7 % Nekrosen und Granzym B wird zytotoxisch aktiv und
induziert 10,3 % Apoptosen. Das Donor Ratio apoptotischer Zellen fillt nach 165 min unter 0,5.
(Abb. 54C) Wird die Perforinkonzentration auf 100 pg/ul erhoht, steigt der Anteil nekrotischer
Zellen auf 24,6 %, der Anteil der Apoptosen auf 29,6 %. Das Donor Ratio erreicht bereits nach 146
min einen Wert von 0,5. (Abb. 54D) Werden 200 pg/ul Perforin sowie Granzym B eingesetzt, wer-
den mit 91 % nahezu alle Zielzellen nekrotisch, 6,1 % der nekroseresistenten Zielzellen werden
apoptotisch. Das Donor Ratio fallt nach 124 min auf 0,5.

Abb. 54 zeigt, dass sowohl die Nekroseinduktion als auch die perforinvermittelte
Apoptoseinduktion durch Granzym B abhéangig von der Perforindosis sind. Die Abhan-
gigkeit der Nekroseinduktion von der Perforinmenge erklart sich durch die limitierte
Fahigkeit der Zielzelle Perforinporen in ihrer Membran zu reparieren. Ubersteigt die
Anzahl der Poren das von der Zelle reparierbare Kontingent, stirbt die Zelle durch Lyse

nach Membrandisruption.
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Die Anzahl temporar vorhandener, reparierter Poren ist maligeblich ist fir die Kon-
zentration an Granzym B, das wahrend der temporaren Anwesenheit der Poren in die
Zielzelle eindringen kann. Je mehr Granzym B eindringt, desto schneller wird die

Caspasekaskade aktiviert und umso schneller sinkt das gemittelte Donor-Ratio.

Neben der perforinvermittelten Aufnahme von Granzym B wird in der Literatur disku-
tiert, ob Granzym B durch Endozytose in die Zielzelle aufgenommen werden kann. Dies
konnte beispielsweise bei einer Anlagerung an die Membran und einer passiven Auf-
nahme beim Rezeptorrecycling geschehen. Um dies zu lberprifen wurde die Konzent-

ration des Granzym B auf 1250 pg/ul erhoht (Abb. 55).
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Abbildung 55: Hohe Konzentrationen an Granzym B kénnen passiv ohne Perforinvermittlung in
Zielzellen aufgenommen werden und Apoptosen auslosen
Granzym B wurde in einer Konzentration von 1250 pg/ul auf die Zielzellen gegeben.

. = Apoptose

Abb. 55 zeigt, dass sowohl in der kalziumfreien Phase als auch zum friihen Zeitpunkt
nach Kalziumgabe keine Auswirkungen erkennbar sind. Zum spaten Zeitpunkt entste-
hen Apoptosen. Hier wurde Granzym B ohne Perforinuntersiitzung in die Zielzelle auf-

genommen und induzierte Apoptosen.
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Abbildung 56: Granzym B in hoher Konzentration kann ohne Perforinvermittlung in Zielzellen ein-
dringen und Apoptosen ausldosen
Nach 150 min entstehen 10,5 % Apoptosen und 0,4 % Nekrosen. Die Aufnahme muss durch Endo-
zytose erfolgt sein, eine perforinvermittelte Porenbildung fand nicht statt. Das Donor Ratio erreicht
nach 127 min einen Wert von 0,5.

Abb. 56 zeigt, dass Granzym B, wenn auch in geringem MaRe, in hohen Konzentratio-
nen in der Lage ist, die Zielzellmembran ohne die Hilfe von Perforin zu Gberwinden.

Das Donor Ratio apoptotischer Zellen fallt innerhalb von 127 min auf 0,5.

AbschlieBend kann festgehalten werden, dass es erfolgreich gelang den Casper3-GR
Einzelzellzytotoxizitatsassay fir groflere Populationen zu etablieren, ihn in einer
384-Wellplatte durchzufihren und ihn zu nutzen, um das Zusammenspiel von Perforin

und Granzym B bei der Induktion von Apoptose und Nekrose zu analysieren.

Die apoptotisch sowie nekrotisch abgetdteten Populationsanteile korrelierten mit den
eingesetzten Konzentrationen der Proteine, sodass das Verhaltnis von Apoptosen zu
Nekrosen eingestellt werden kann. Das Funktionsprinzip des Perforin und Granzym B,
sowie deren dosis- und stochastische Abhdngigkeit voneinander konnte artifiziell
nachgestellt werden. Der nekrotische Effekt des Perforin ist dosisabhangig. Die
Apoptoseinduktion durch Granzym B ist sowohl an die Granzym B- als auch Perforin-
konzentration gekoppelt, da die Granzymwirkung von der temporaren Verfligbarkeit

der Perforinporen abhangig ist.

Aufgrund von Produktionsausfadllen des Herstellers konnte nach Etablierung der Me-

thode und Durchfiihrung der dargestellten Experimente kein weiteres, aufgereinigtes
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Perforin geordert werden. Alternative Bezugsquellen konnten trotz intensiver Recher-
che nicht gefunden werden. Leider konnten deswegen geplante Folgeexperimente zu
Analyse der Membranreparaturfahigkeit verschiedener Zelltypen sowie Kalziumabhan-

gigkeit der Perforinwirkung nicht durchgefiihrt werden.

5.13  Entwicklung einer Analysemethode zur Klassifizierung und Visuali-

sierung des Zelltods

Zielzellen kdnnen apoptotisch, nekrotisch oder durch Zwischenformen sterben. Bei
diesen Zwischenfomen kann es entweder wahrend der Nekrose zur Caspaseaktivierung
kommen, oder finalapoptotische Zellen kénnen zur Sekundarnekrose Gbergehen. Der
Hauptunterschied aller Zelltode ist, ob die getotete Zelle lysiert und potentiell infektio-
se, im Zytosol befindliche Pathogene in die Umgebung abgibt, oder als geschlossenes
(apoptotisches) Kompartiment stirbt. Dieses kann von Makrophagen aufgenommen
und phagozytiert werden. Lysieren die Zielzellen durch Nekrose, regt dies das Immun-
system an und zieht weitere Abwehrzellen in das entziindete Areal, um die Infektion
kooperativ zu bekampfen (Majno, La Gattuta, and Thompson 1960; Rock and Kono
2008). Lysieren die Zellen nicht und kdnnen ohne Freisetzung zytosolischer Botenstoffe
von Makrophagen abgebaut werden, fallt die Aktivierung kooperativer Immunzellen
entsprechend geringer aus (Huynh, Fadok, and Henson 2002; Rock and Kono 2008).
Werden die Casper3-GR Zielzellen auf Einzelzellebene getracked und ihr Fluoreszenz-
signal Uber Zeit ausgelesen, kann die Art des Zelltodes fir jede Zelle individuell quanti-
fiziert werden. Die Gesamtheit dieser Verlaufe gibt Aufschluss tiber das Verhalten der
Gesamtpopulation. Es kann somit bestimmt werden, ob Zielzellen sich bei bestimmten
Umgebungsbedingungen mehr oder weniger immunaktivierend verhalten. Die Auswer-
tung erfolgt nach dem Tracking abget6teter Zielzellen durch Bewertung der RFP-
Fluoreszenz als Nekrosemarker sowie des Donor Ratios als Apoptosemarker. Die dy-
namische Veranderung dieser Werte wird in einem 2D-Plot dargestellt. Der Graph je-
der Zelle beginnt bei 1/1. Wird sie apoptotisch, bewegt sich der Graph entlang der x-
Achse in Richtung 0/1. Die Apoptose wird durch das fallende Donor Ratio quantifiziert.
Wird die Zelle nekrotisch, bewegt sich der Graph entlang der y-Achse in Richtung 1/0.

Die Nekrose wird durch das Sinken der RFP-Fluoreszenz quantifiziert. Je nach Verlauf
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und Endpunkt des Graphen kann bestimmt werden, ob eine Apoptose, Nekrose mit
oder ohne Caspaseaktivitat oder Sekundarnekrose stattfand. Weiterhin ist ersichtlich,
welchen quantitativen Anteil der apoptotische bzw. nekrotische Vorgang am Tod der

Zielzelle hatte. Mogliche Verlaufe sind beispielhaft in Abb. 57 dargestellt.
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Abbildung 57: 2D-Plot zur Klassifizierung der Dynamik des Zelltodes
Das RFP- und Donor Ratio-Signal wird als Nekrose- sowie Apoptosemarker gegeneinander aufge-
tragen. Fallt das RFP-Signal rapide, ist die Zelle nekrotisch. Sinkt das Donor Ratio-Signal, ist die

Zelle apoptotisch.

Die Verlaufe zeigen weiterhin, ob die Zielzellen immunaktivierend sterben. Apoptoti-
sche Zellen bleiben ein geschlossenes Kompartiment, sind daher weniger immunakti-
vierend als lysierte, nekrotische Zellen (Huynh, Fadok, and Henson 2002; Kono and
Rock 2008; Majno, La Gattuta, and Thompson 1960). Diese setzen zytosolische Be-
standteile in das Gewebe frei, welche als Botenstoffe weitere Immunzellen innervie-
ren. Die physiologische Konzentration freien Kalziums im Blutplasma sowie Geweben
betragt ungefahr 1,2 mM. Werte von Kalziumkonzentrationen in Gewebe, insbesonde-
re entziindetem Gewebe, sind bislang nicht bekannt, da diese Messungen mit den ver-
figbaren Elektroden bzw. Indikatoren nicht ohne erheblichen Aufwand zu realisieren
sind. Man kann spekulieren, dass die Konzentration freien, extrazelluldaren Kalziums in
entziindeten Geweben sinkt, da die aktivierten, stoffwechselaktiven Zellen Kalzium

aufnehmen um intrazellulare Signale zu generieren. Da Kalzium als ubiquitarer second
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messenger fungiert, ist ebenfalls zu erwarten, dass veranderte, extrazelluldre Kalzium-
konzentrationen eine Auswirkung auf das Abtotungsverhalten der NK-Zellen haben.
Um dies zu Uberpriifen, wurden Jurkat E6-1 pCasper gemeinsam mit NK-Zellen liber 2 h
in zwei verschiedenen Kalziumpuffern (0 sowie 1 mM) inkubiert und mikroskopiert

(Abb. 58).

0 mM CaCl,

1 mM CaCl,

Abbildung 58: NK-Zellen téten Jurkat E6-1 pCasper sowohl im 0 mM als auch 1 mM Kalziumpufter
ab.

Jurkat E6-1 pCasper wurden auf fibronectinbeschichteten Coverslips gemeinsam mit NK-Zellen in
Kalziumpuffer tiber 2 h mikroskopiert. NK-Zellen konnen Jurkat E6-1 pCasper grundséatzlich sowohl
vesikelbasiert als auch rezeptorbasiert abtdten. Befinden sie sich in Puffer mit 0 mM Kalzium, be-
einflusst dies die vesikelbasierte Zytotoxizitat.

Abb. 58 zeigt, dass die auf Fibronectin adharierten NK-Zellen zu den Zielzellen migrie-
ren und abhangig vom Kalziumgehalt des Puffers Apoptosen, Nekrosen sowie Zwi-
schenformen auslésen. Je nach Verfligbarkeit extrazelluldren Kalziums verandert sich

die Zytotoxizitat der NK-Zellen.

Alle abgetoteten Zielzellen werden Uber den gesamten Experimentverlauf getracked
und die Fluoreszenzwerte ausgelesen. Nach Hintergrund- und Bleichkorrektur wird die
RFP-Fluoreszenz sowie das Donor Ratio tUber F/FO normiert. Bei lebenden Kontrollzel-
len wird der Beginn der Messung als FO definiert, bei abgetoteten Zielzellen der Beginn
des Zelltodes. Das Donor Ratio wird aus den normierten FRET- bzw. GFP-Fluoreszenzen
berechnet, sodass sowohl der RFP-Wert (Nekrosemarker) als auch das Donor-Ratio

(Apoptosemarker) lebender Zellen bei 1 beginnt (Abb. 59).
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Abbildung 59: Vitale Zellen befinden sich im ZD-Plot bei 1/1 + 20 %.

Fiir jede Bedingung werden beispielhaft je drei vitale Zellen gezeigt. Die Oszillation der Werte ent-
steht durch Bewegungs- und Messartefakte. Flacht sich die gemessene Zelle durch Eigenbewegung
ab, kann sich das mittlere RFP-Signal in der ROI verringern, eine Abkugelung analog zum Signalan-
stieg. Das Donor Ratio wird aus dem FRET- sowie GFP-Signal errechnet. Die Kandle werden se-
quenziell aufgenommen, sodass die Morphologieveranderung der Zelle zwischen der Akquise bei-
der Kanale zur Intensitatsveranderungen und somit Oszillation des errechneten Donor Ratio fiihrt.
Zur Definition, wann abgetotete Zellen als nekrotisch bzw. apoptotisch gelten, werden Schwellwer-
te anhand der Fluorezenzen vitaler Zellen bestimmt. Vitale Zellen oszillieren fiir beide Marker von
1,2 bis 0,8. Nach Einbeziehen eines Sicherheitspuffers werden Zellen mit einem RFP-Signal < 0,7 als
nekrotisch, Zellen mit einem Donor Ratio < 0,7 als apoptotisch definiert.

Wie Abb. 59 zeigt, schwanken vitale Zellen durch Bewegungsartefakte mit + 20 % um
den Punkt 1/1. Daher werden sowohl die x- als auch y-Achse von 1.2 bis O relativen
Fluoreszenzeinheiten (RFU) dargestellt. Vorversuche zeigten weiterhin, dass die Zell-
todmarker Werte < 0,2 kaum erreichen. Die Diffusion des RFP-Nekrosemarkers wah-
rend der zweistiindigen Messzeit ist limitiert, sodass bei einer nekrotischen Lyse nur
selten Werte unter 20 % der Ausgangsfluoreszenz erreicht werden. Die Veranderung
des Donor Ratio wahrend einer Apoptose wird durch das Unquenching des GFP sowie
die Minderung des FRET-Signales bestimmt. Aufgrund der enzymatischen Limitierung
beider Vorgange sinkt das F/FO normierte Ratio wahrend einer Apoptose nicht unter

0,2. Bereiche < 0,2 werden im Diagramm daher grau dargestellt.

Abb. 60 zeigt beispielhaft je 15 durch NK-Zellen abgetttete Zielzellen in 0 mM sowie
1 mM Kalziumpuffer. In der 0 mM Bedingung wurden 4, in der 1 mM Bedingung 6 re-

prasentative Verlaufe in schwarz hervorgehoben. Die restlichen Verlaufe wurden in
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roter Farbe hinterlegt, um das Gesamtverhalten der analysierten Zellen zu visualisie-

ren.
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Abbildung 60: In 0 mM Kalziumpuffer Iosen die NK-Zellen ausschliefSlich Apoptosen aus, in 1 mM
Kalziumpufter zusdtzlich Nekrosen sowie Zwischenformen

In Abwesenheit extrazellularen Kalziums verursachen NK-Zellen ausschliefdlich Apoptosen. Alle
abgetoteten Zielzellen bewegen sich im Diagramm in den nicht immunaktivierenden, rein apoptoti-
schen Bereich (0/1). Da die durch enzymatische Spaltung sterbende Zelle ihre Membranintegritét
erhélt und zusatzlich schrumpft, kommt es zu einem morphologisch bedingten Anstieg der RFP-
Intensitat. Finalapoptotische, geschrumpfte Zellkompartimente konnen sich daher im Plot bei RFP-
Werten > 1 befinden. Es wurden 15 durch NK-Zellen abgetotete Jurkat E6-1 pCasper Zielzellen
analysiert. Alle starben apoptotisch. In Anwesenheit von Kalzium verursachen die NK-Zellen so-
wohl Apoptosen als auch Nekrosen und Zwischenformen. Wahrend der Entstehung der Nekrosen
konnen, je nach Diffusionsgeschwindigkeit des Zytosols lysierter Zellen, Caspasen aktiviert und
somit ebenfalls apoptotisch werden. Zellen dieses Zwischentyps bewegen sich zunédchst entlang der
Achse 1/0 in den immunreaktiven, nekrotischen Bereich und wandern dann in den ebenfalls im-
muneaktiven Bereich 0/0 ein. Analog dazu kénnen apoptotische Zellen, deren Caspasekaskade die
Zellen durch enzymatische Spaltung entlang der Achse 0/1 verschiebt, lysiert werden. Diese Zellen
bewegen sich aus dem nicht reaktiven, apoptotischen Bereich 0/1 in den immunreaktiven Bereich
0/0 ein. Von 15 analysierten Zielzellen starben 2 rein nekrotisch, 5 durch Nekrose mit Caspaseakti-
vitat, 1 durch Sekundarnekrose und 7 durch Apoptose.

Die beiden Kalziumkonzentrationen verursachen einen radikalen Unterschied im Abt6-
tungsverhalten der NK-Zellen. Ist kein Kalzium vorhanden, sterben die Zielzellen aus-
schliefRlich durch Apoptose. Nekrosen werden nicht initiiert. Kalzium wird, in Anleh-
nung an die Ergebnisse der NK-Zell freien Induktion von Apoptosen und Nekrosen
durch aufgereinigtes Perforin und Granzym B, von der C2-Bindedomane des Perforins
zur Anlagerung an die Zielzellmembran benétigt. Nur in Anwesenheit extrazellularen
Kalziums sind NK-Zellen in der Lage, die Zielzellen immunaktivierend abzutoten und

dadurch eine kooperative Immunantwort zu provozieren.
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Der wichtigste Vorteil der Darstellung in Abb. 60 ist, dass sie auf einen Schlag ermdg-
licht die verschiedenen Dynamiken des Zelltodes zu klassifizieren, quantifizieren und
visualisieren: Nekrotische Zellen mit und ohne Caspaseaktivitdt sowie sekundarnekro-
tische Zellen kdnnen eindeutig voneinander unterschieden werden. Das Verhalten der
Gesamtpopulation ist auf einen Blick ersichtlich und der Vergleich zweier Diagramme
ermoglicht den sofortigen Riickschluss, ob veranderte Umgebungsvariablen das Abto-

tungsverhalten der NK-Zellen populationsweit beeinflussen.

5.14 Regulation des Apoptose- / Nekrosegleichgewichtes

Ein Standbein aktueller Krebstherapie ist es, die antikdrpervermittelte Zytotoxizitat
von NK-Zellen gegen kanzerogene Zellen zu initiieren bzw. intensivieren. Hierzu wer-
den dem Patienten monoklonale, moglichst spezifisch gegen die Krebszellen gerichtete
Antikorper injiziert. Nach Bindung der Antikorper an die Krebszellen dienen diese den
NK-Zellen als Aktivierungssignal (antibody dependent cellular cytotoxicity, ADCC). Zur
Optimierung dieser Therapieform ist man bemiht die Anzahl der NK-Zellen zu erho-
hen, indem diese ex vivo expandiert werden. Diese expandierten Zellen wirken in in
vitro Experimenten synergistisch mit den NK-Zellen sowie den monoklonalen Antikor-
pern und vermitteln eine erhéhte Zytotoxizitdt (Deng et al. 2012). Weiterhin versucht
man, die Zytotoxizitat durch Beeinflussung der NK-Zell-Rezeptoren zu optimieren.
Hierzu bindet man aktivierende Antikorper an NK-Zell aktivierende Rezeptoren, NK-Zell
inaktiverende Rezeptoren werden geblockt (Mentlik James, Cohen, and Campbell
2013). Der Versuch die NK-Zell Zytotoxizitat durch Steuerung des Apoptose- / Nekrose-
ratio zu regeln ist in der Literatur bislang nicht beschrieben. Durch Beeinflussung die-
ses Ratios kdonnte die Effizienz der Immunantwort durch gezieltes Hervorrufen immun-

reativer bzw. nicht reaktiver Arten des Zelltodes gesteuert werden.

Nekrosen wirken immunreaktiv, Apoptosen nicht (Rock and Kono 2008). Um das im-
munaktivierende Verhalten von NK-Zellen zu beeinflussen, missen die zytotoxischen
Mechanismen reguliert werden. NK-Zellen (iben ihre Zytotoxizitat grundsatzlich durch
die Exozytose zytotoxischer Vesikel aus (die sowohl Apoptosen als auch Nekrosen aus-
I6sen kénnen), als auch (iber die Kopplung apoptoseinduzierender Rezeptoren (Fas-

Rezeptor CD95 und —Ligand CD178). Die Beeinflussung dieser Faktoren sollte es er-
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moglichen, das Verhalten der NK-Zellen zu steuern und als Endziel die Optimierung

einer NK-Zell basierten Immuntherapie zu ermaoglichen.

Die Abhdngigkeit nekrotischer Zielzellabtétung von extrazellularem Kalzium wurde
bereits in Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. beschrieben. Perforin
esitzt eine C2-Bindedomane, welche mindestens 100 nM extrazelluldres Kalzium beno-
tigt, um die Anlagerung an die Zielzellmembran zu ermdglichen (l. Voskoboinik et al.

2005).

Eine weitere Moglichkeit die Zielzellt6tung durch Nekrosen zu beeinflussen, ist die
Manipulation zytotoxischer Vesikel durch das Pharmakon Concanamycin A (CMA).
CMA ist ein spezifischer Blocker der vakuoldaren Protonenpumpe (Kataoka et al. 1996).
Wird die Pumpe geblockt, wird H' nicht mehr in die Vakuolen gepumpt, wodurch der
saure pH der Vesikel ansteigt. Das in den Vesikeln gespeicherte Perforin wird inakti-
viert. Abb. 61 zeigt Jurkat E6-1 pCasper Zielzellen, die gemeinsam mit NK92 inkubiert
werden. Im Ansatz ohne CMA kénnen die NK92 den Zielzelltod sowohl durch Vesikel
als auch den Fas-Rezeptor auslosen. Werden die NK-Zellen mit CMA vorinkubiert, de-

gradiert Perforin und das vesikelvermittelte Abtéten der Zielzellen wird beeinflusst.

ohne
&

CMA mit CMA
s 58

5 min

60 min

Abbildung 61: CMA inkubierte NK92 induzieren in Jurkat E6-1 pCasper ausschliefSlich Apoptosen
NK92 wurden iiber 4 h mit CMA inkubiert, gewaschen und anschliefend gemeinsam mit Jurkat
E6-1 pCasper Zielzellen in CMA-freiem Medium mikroskopiert. Wahrend des Experimentes befin-
det sich kein CMA im Medium, eine Beeinflussung der Zielzellen durch CMA ist ausgeschlossen. Alle
NK92 wurden mit LysoTracker Red vorinkubiert. Durch den gestiegenen pH in den Vesikeln CMA-
behandelter NK92 ist es nicht mehr moglich, den acidophilen Farbstoff zu laden.

Abb. 61 zeigt, dass nach 5 min die NK92 in beiden Ansadtzen immunologische Synapsen

zu den Zielzellen ausgebildet haben. In den LysoTracker-gefdrbten NK92 ist die Polari-
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sation zytotoxischer Vesikel zu den Zielzellen erkennbar. Nach 1 h wurden in beiden
Ansatzen Zielzellen getdtet. Im unbehandelten Ansatz sind alle Zustande moglicher
Zielzelltotung erkennbar: Nekrosen mit sowie ohne Caspaseaktivitdit sowie eine
Apoptose. Die Inkubation der NK92 mit CMA fiihrt zum Funktionsverlust des Perforin,
die Zielzellen werden ausschlieBlich apoptotisch getotet. Die fehlende Akkumulation
des acidophilen LysoTracker in den Vesikeln bestatigt deren veranderten pH. Um die
Funktion des CMA auf Populationsebene in primaren NK zu bestéatigen, wurden diese
mit CMA vorinkubiert und gemeinsam mit Jurkat E6-1 pCasper oder K562 pCasper mik-
roskopiert (Abb. 62).

(A) nur Zielzelln (B) NK (C) NK (CMA)

e

Jurkat E6-1 pCasper
0 min

240 min

K562 pCasper
0 min

240 min

Abbildung 62: CMA-inkubierte NK-Zellen téten ausschliefSlich durch Apoptoseinduktion
NK-Zellen wurden mit CMA inkubiert, gewaschen und mit Jurkat E6-1 pCasper oder K562 pCasper
Zielzellen tiber 4 h mikroskopiert.
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Abb. 62 Spalte A zeigt die Vitalitdtskontrolle ohne NK-Zellen. Beide Zielzelllinien sind

Uber die gesamte Messzeit vital. Die Positivkontrolle in der mittleren Spalte (Abb. 62
Spalte B) zeigt, dass NK-Zellen bei Jurkat E6-1 pCasper samtliche moglichen Zielzelltode
auslosen, es sind leuchtend griine Apoptosen, verwaschen griine Nekrosen mit Caspa-
seaktivitat sowie nahezu schwarze Nekrosen ohne Caspaseaktivitat vorhanden. K562
pCasper werden aufgrund des fehlenden Fas-Rezeptors CD95 ausschlielich nekto-
tisch, sowohl mit als auch ohne Caspaseaktivitat getotet. Die rechte Spalte (Abb. 62
Spalte C) zeigt, dass CMA-inkubierte NK-Zellen bei Jurkat E6-1 pCasper keine Nekrosen
auslosen, nach 240 min sind ausschliefRlich leuchtend griine Apoptosen erkennbar. Das
Abtoten der K562 pCasper wird durch die CMA-Inkubation der NK-Zellen nahezu voll-
standig verhindert. Es sind keine Nekrosen erkennbar, lediglich wenige Apoptosen

wurden induziert.

Die CMA-Vorinkubation verhindert demnach auch bei primaren, humanen NK-Zellen
die Induktion von Nekrosen. Zielzellen werden ausschlieflich apoptotisch getotet (Abb.
62 Spalte C). Bei Jurkat E6-1 pCasper bedeutet dies, dass aus dem gesamten Spektrum
moglicher Zielzelltode ausschliefllich Apoptosen Ubrig bleiben. K562 pCasper besitzen
keinen Fas-Rezeptor (CD95) und werden standardmaRig ausschlieRlich durch Nekros-
einduktion getotet. Die CMA-Inkubation von NK-Zellen verhindert somit nahezu voll-

standig deren Abtétung.

Auffallig ist, dass nach vierstlindiger Inkubation ein geringer Anteil Apoptosen entste-
hen. Dies kann durch zwei mégliche Mechanismen erklart werden. Zum einen, dass in
seltenen Fadllen Granzym B ohne die Hilfe von Perforin die Zielzellmembran durchquert
hat. Diese Moglichkeit wird durch die Ergebnisse der Versuche mit hohen Konzentrati-
onen mit aufgereinigtem Granzym B (5.12) gestiitzt. Zum anderen ist es denkbar, dass
die NK-Zellen wahrend des Experimentes, welches ohne CMA-Einfluss durchgefiihrt
wird, Perforin in funktionsfahigen Vesikeln nachgebildet haben. Da das nachgebildete
Perforin nur in geringen Mengen vorliegt, hat dessen Konzentration nicht zur Lyse der
Zielzellmembran wohl aber zur Aufnahme von Granzym B ausgereicht, wodurch in ei-
nigen K562 pCasper die Caspasekaskade aktiviert wurde. Um den Einfluss von CMA auf
NK-Zellen populationsweit zu quantifizieren, wurden real-time killing Assays durchge-

fuhrt (Abb. 63).
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Abbildung 63: CMA behandelte NK-Zellen téten K562 nicht, Jurkat E6-1 ausschliefSlich durch
Apoptosen

Native sowie CMA-vorinkubierte NK-Zellen wurden mit calceingeladenen Jurkat E6-1 und K562
iiber vier Stunden im real-time killing Assay inkubiert. Fiinf Assays wurden gemittelt und der Stan-
dardfehler berechnet.

In den Kontrollen wurden die Zielzellen > 87 % getdtet. CMA vorinkubierte NK-Zellen
toten Jurkat E6-1 zu 59 %, wobei die anfangliche, bei der Positivkontrolle sigmoidal
ansteigende Abtotungsphase deutlich abweicht. Es fehlt das schnelle, perforinvermit-
telte Abtoten, sodass der lineare Anstieg getoteter Jurkat E6-1 Zellen rein durch rezep-
torvermittelte Apoptosen ausgeldst wird. Abgetotete K562 werden bis 150 min nach
Experimentbeginn nicht detektiert. Bis zum Experimentende nach 240 min steigt die
Zahl abgetoteter K562 auf 17 %, ausgelost entweder durch wahrend des Experiment-
verlaufs neu gebildeten Perforins oder perforinfreier Induktion von Apoptosen durch

Granzym B.

Die CMA-Inkubation von NK-Zellen verhindert die Abtétung von Zielzellen durch Nek-
rosen. In Experimenten, in denen im nativen Zustand Nekrosen ausgel6st werden, wird
das Abtéten auf den nicht immunaktivierenden, apoptotischen Modus reduziert. In
Experimenten, bei denen ausschlieRlich Nekrosen ausgeldst werden, wird die Zytotoxi-

zitat nahezu vollstandig ausgeschaltet.

Eine weitere Einflussmoglichkeit auf das Abtdtungsverhalten der NK-Zellen besteht in
der Beeinflussung des Fas-Liganden CD178. Dieser kann mit einem monoklonalen Anti-
korper als kompetitiver Inhibitor zum Fas-Rezeptor CD95 blockiert werden (Kayagaki,

Okumura, and Yagita 1995). Um den Einfluss der Fas-Ligand vermittelten Zytotoxizitat
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auf die Gesamtzytotoxizitat der NK-Zellen zu bestimmen, wurden Jurkat E6-1 pCasper
als Zielzellen gewahlt. Bei diesen kann der Zelltod sowohl durch Vesikel, als auch durch
Kopplung des Fas-Ligand an seinen Rezeptor vermittelt werden. Durch Blockieren des
Fas-Liganden CD178 sollte es moglich sein, dessen Anteil an der Gesamtzytotoxizitat

gezielt zu eliminieren (Abb. 64).
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Abbildung 64: Durch anti-CD178 Antikérper kann die Fas-vermittelte Zytotoxizitit gezielt ausge-
schaltet werden

NK-Zellen wurden mit CMA und/oder anti-CD178 Antikorper 4 Stunden im Brutschrank inkubiert,
anschliefiend gewaschen und gemeinsam mit calceingeladenen Jurkat E6-1 im Platereader iiber 4
Stunden im real-time Killingassay gemessen. Es wurde nur ein Spender ausgewertet. Durch Unre-
gelmafiigkeiten in der NK-Isolation sowie Hardwareprobleme konnten in weiteren Versuchen nur
inkomplette Datensétze erhoben werden. Es konnte kein Standardfehler berechnet werden.

In der Positivkontrolle (schwarze Linie) werden die Zielzellen zu 70 % abgetotet, mit
einem sigmoidalen Anstieg (schnelle Killingphase) wahrend der ersten Stunde. Werden
die Zellen mit CMA vorinkubiert (griine Linie), toten sie die Zielzellen zu 45 %, die
schnelle Phase fehlt und die Abtétungsrate steigt ab 60 min linear an. Wie in Abbildung
63: CMA behandelte NK-Zellen toten K562 nicht, Jurkat E6-1 ausschlieRlich durch
Apoptosen beschrieben fehlt das vesikelvermittelte, nekrotische Abtoten. Werden die
NK-Zellen mit anti-CD178 inkubiert (graue Linie), werden die Zielzellen zu 39 % abgeto-
tet, wobei dies ausschlieRlich innerhalb der ersten Stunde geschieht. Hier fand nekroti-
sches, schnelles Killing statt. Durch das Fehlen des Fas-vermittelten, linear ansteigen-
den, apoptotischen Killings, steigt die Kurve nach 60 min nicht weiter an. Kombiniert
man den Einfluss des CMA sowie anti-CD178 auf NK-Zellen (rote Linie), ist deren Zyto-

toxizitat komplett eliminiert.

Wie Abb. 64 zeigt, hat das Fas-vermittelte Abtoten einen linearen Einfluss auf die NK-

Gesamtzytotoxizitat. Unter der sinnvollen Annahme, dass CMA spezifisch Nekrosen
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und der anti-CD178 Antikorper spezifisch Apoptosen blockt, zeigt sich, dass Nekrosen
den schnellen, ersten Anteil verursachen, Apoptosen den linear ansteigenden, andau-
ernden Anteil. Dies steht im Einklang mit bereits gezeigten Ergebnissen, in denen Nek-
rosen als Zielzelltétungen identifiziert wurden, die in schneller Folge zu Beginn der NK-
Aktivitat stattfinden (siehe 5.10). Auch wurde gezeigt, dass NK-Zellen, wenn sie initial
Nekrosen induziert haben, auf den apoptoseauslésenden Modus libergehen und nicht
zurlickwechseln. Dies wird durch den zunachst sigmoidal, anschlieBend linear anstei-
genden Abtotungsverlauf, sowie das Fehlen des sigmoidalen Verlaufes bei CMA-

Inkubation, bestatigt.

Zusammengenommen ist die Beeinflussung der NK-Zellen durch CMA sowie an-
ti-CD178 Antikorper eine wirksame Methode, um das Abtotungsverhalten der NK-
Zellen auf die apoptotische oder nekrotische Seite des méglichen Spektrums zu verla-
gern. NK-Zellen kdnnen so in der Induktion kooperativer Immunreaktivitdt gesteuert
werden. Bislang wurde dies ausschlieRlich in 2D, in in vitro Experimenten gezeigt. Da es
nicht moglich ist im menschlichen System entsprechende in vivo Experimente durchzu-
fihren, soll im letzten Teil der Arbeit ein 3D-Assay in einer physiologischeren Kol-

lagenmatrix etabliert werden.

5.15 Portierung des Casper3-GR Assay in 3D

Unter Anwendung der Lichtblatt-Mikroskopie, welche 2015 durch das Lightsheet Z.1
von Zeiss als erstes, kommerziell verfiigbares System verfligbar gemacht wurde, be-
steht die technische Moglichkeit einen ausreichend schnellen und raumlich aufgel6s-

ten 3D Assay zu etablieren.

Der grundsatzliche Unterschied der Lichtblattmikroskopie gegeniiber anderen Mikro-
skopietechniken ist die Existenz einer getrennten, im rechten Winkel angeordneten
Anregungs- sowie Detektionsoptik. Durch diesen Aufbau ist es moglich, die Fluores-
zenzanregung einer zentralen, zylindrischen Probe nahezu ausschlieflich auf die Fokal-
ebene zu fokussieren, da die Anregungsoptik die Fluoreszenzexzitation zu einem Licht-
blatt faltet. Gleichzeitig zur Anregung wird die Fokalebene (ber die Detektionsoptik

ausgelesen. Wird die Ebene in z-Richtung verdandert, werden optische Schnitte der
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Probe aufgenommen, welche anschlieBend zu einem 3D-Datensatz zusammengesetzt
werden. Durch das gleichzeitige Anregen und Auslesen der Fokalebene sowie der Fo-
kussierung des Anregungslichtes auf die Fokalebene arbeitet das System schneller und
probenschonender als andere Mikroskopietechniken. 3D-Datensatze kénnen in schnel-
ler Folge als 3D Timelapse aufgenommen werden. Durch den phototoxizitatsminimie-
renden Aufbau des Systems ist ein 3D-Imaging lebender Zellen Gber mehrere Stunden

moglich.

Voraussetzung zur Nutzung der Technik ist das Einbetten der Probe in ein zylindrisches
Gel, dessen Brechungsindex dem von Wasser entspricht. Fir Proben mit lebenden,
humanen Zellen ist dies Kollagen. Kollagen, isoliert aus Hautgewebe von Rindern, wird
mit Ziel- sowie Killerzellen gemischt. Das noch flussige Kollagen-Zellgemisch wird in
eine Glaskapillare aufgezogen und 60 min im Brutschrank ausgehartet. AnschlieRend
wird die Glaskapillare in das Lightsheet eingesetzt und der Kollagenzylinder aus der
Kapillare heraus zwischen Anregungs- und Detektionsoptik geschoben. Die Probenvor-
bereitung wurde gemeinsam mit Rouven Schoppmeyer und Carsten Kummerow etab-
liert. Abb. 65 zeigt zwei Ausschnitte einer dreistiindigen 3D Aufnahme von Jurkat E6-1

pCasper Zielzellen sowie LysoTracker gefarbten NK-Zellen in der Kollagenmatrix.

0h 3h

Abbildung 65: NK-Zellen und Jurkat E6-1 pCasper sind iiber drei Stunden in der Kollagenmatrix
vital und migrieren

Jurkat E6-1 pCasper und Lysotracker geladene NK-Zellen wurden in der Kollagenmatrix iiber 3 h
mikroskopiert.

(Abb. 65) Die NK-Zellen migrieren, bilden Synapsen zu den Jurkat E6-1 pCasper und
induzieren Apoptosen, Sekundarnekrosen sowie Nekrosen mit und ohne Caspaseakti-
vitat. Alle nach 3 h abgetoteten Zielzellen haben oder hatten Kontakt zu einer NK-Zelle.

Zielzellen, die keinen Kontakt zu einer NK-Zelle hatten, sind am Ende der Messung wei-
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terhin vital und fluoreszent. Zur Uberpriifung der Fluoreszenzeigenschaften des Cas-

per3-GR Sensors wurden Detailaufnahmen gefertigt (Abb. 66).

Abbildung 66: NK-Zellen induzieren in der 3D Kollagenmatrix Apoptosen

NK-Zellen wurden mit LysoTracker Red geladen und gemeinsam mit Jurkat E6-1 pCasper in der
Kollagenmatrix 30 min in 3D mikroskopiert. Es wurde ein rechteckiger, 90 x 90 x 70 pm grofder
Aufnahmebereich definiert. (A) Da ausschliefRlich Fluoreszenzkanile aufgenommen werden, sind
NK-Zellen als Akkumulation zytotoxischer Vesikel erkennbar (weifler Pfeil). (B bis D) wird das
Volumen zum Zeitpunkt 0 min gedreht, erkennt man, dass die NK-Zelle Membrankontakt zu der
Zielzelle hat und die Vesikel zur Zielzelle lokalisiert sind. Die Kugelform der Zielzelle wird an der IS
durch die NK-Zelle eingebeult. (E) Nach 15 min schlagt das Fluoreszenzratio der Jurkat E6-1 pCas-
per um, die GFP-Fluoreszenz wird unquenched, die FRET-Fluoreszenz sinkt. Im Overlay wird die
Zelle griin. (F) Die Zielzelle ist apoptotisch, durchlduft die typischen Morphologieveranderungen,
schrumpft und blebbt (roter Pfeil).

Abb. 66 zeigt, dass sowohl NK- als auch Zielzellen in der Kollagenmatrix eine Kugelform
annehmen. NK-Zellen bilden immunologische Synapsen und |6sen Apoptosen aus. Die
Zielzellen zeigen auch in 3D das aus 2D bekannte, morphologische Verhalten der Vo-
lumenveringerung (Schrumpfen) sowie Membranausbeulungen (Blebbing). Neben der
Apoptose wird auch die Fluoreszenzveranderung wahrend der Nekrose an einer De-

tailaufnahme tberprift (Abb. 67).
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Abbildung 67: NK-Zellen téten Jurkat E6-1 pCasper in der Kollagenmatrix durch Nekrose
LysoTracker Red geladene NK-Zellen wurden mit Jurkat E6-1 pCasper in der Kollagenmatrix in 3D
mikroskopiert, es wurde eine Aufnahmeregion mit Kantenldngen 45 x 45 x 45 uym bestimmt und
10 min mikroskopiert. (A bis C) Die NK-Zelle (weif3er Pfeil) hat eine IS zur Zielzelle gebildet und
relokalisiert die Vesikel zur Zielzelle. Die Kugelform der Zielzelle wird durch den engen Kontakt der
NK-Zelle eingebeult. (D) Die Vesikel sind zur IS lokalisiert (weif3er Pfeil), das Fluoreszenzsignal der
Zielzelle fallt in allen Kanalen schlagartig (gelber Pfeil). (E, F) Im Verlauf des Fluoreszenzverlustes
ist aufgrund gleichzeitiger Caspaseaktivitit eine griinliche Farbung erkennbar.

(Abb. 67) Neben der Induktion von Apoptosen kdnnen NK-Zellen die Jurkat E6-1 pCas-
per in der Kollagenmatrix auch durch die Induktion von Nekrosen abtéten (gelber
Pfeil). Vesikelrelokalisation (weilRer Pfeil) und alle anderen, in 2D beobachteten Abldu-
fe (Migration, IS-Bildung, morphologisches Verhalten der Zielzelle) sind in 3D analog

beobachtbar.

Zur Verifikation des Fluoreszenzverhaltens wurden die Zielzellen in 3D getracked, eine
automatisch positionierte, spharische ROl innerhalb der Zielzelle generiert und die
mittlere Fluoreszenz aller Kanale innerhalb dieser ROl zu jedem Zeitpunkt bestimmt

(Abb. 68).
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Nekrose

Apoptose

Abbildung 68: Die sphirische ROI zur Bestimmung der Zielzellfluoreszenz kann automatisch gene-
riert werden

Die zu bestimmende Zielzelle wurde durch eine kubische ROI markiert (Wiirfel innerhalb des Da-
tensatzes). Jurkat E6-1 pCasper Zielzellen wurden vermessen und ein mittlerer Durchmesser von
10 um bestimmt. Anhand der GFP-Fluoreszenz wurde eine sparische ROI mit einem Durchmesser
von 8 um generiert.

(Abb. 68) Die ROI folgt bei Zellbewegung dem Mittelpunkt der Zielzelle. Sie wurde klei-
ner als der eigentliche Zielzelldurchmesser gewahlt, um Einfllisse der LysoTracker Red-
Fluoreszenz der NK-Zelle auf den FRET- sowie RFP-Kanal zu minimieren. Zur Verifikati-
on des Fluoreszenzverhaltens des Casper3-GR Sensors bei Apoptose und Nekrose wur-

den die Fluoreszenzen aller Kanale ausgelesen und in Abb. 69 dargestellt.
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Abbildung 69: Das Fluoreszenzverhalten des Casper-Sensors in der Kollagenmatrix ist analog zum
Verhalten in 2D Aufnahmen

Die mittleren Fluoreszenzwerte aller Kanale der sparischen ROI wurden hintergrund- und bleich-
korrigiert, F/FO normiert und iiber die Zeit geplottet.
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(Abb. 69A) Wahrend der Apoptose steigt das die GFP-Fluoreszenz durch Unquenching
auf 2,85 RFU, das FRET-Signal fallt auf 0,8. Das RFP-Signal ist nahezu konstant. Sowohl
das RFP- als auch FRET-Signal zeigen im Zeitbereich 10 bis 20 min einen Signalanstieg,
bedingt durch das Schrumpfen der apoptotischen Zelle und entsprechende Aufkon-
zentration von Fluophoren in der sparischen ROI. (Abb. 69B) Wahrend der Nekrose
fallen alle Fluoreszenzsignale schlagartig ab. Das FRET-Signal oszilliert wahrend der
Lyse durch seine Nahe zur Hintergrundfluoreszenz, was sich auf das berechnete Donor-
Ratio Uibertragt.Sowohl wahrend der Apoptose als auch Nekrose verhalt sich der Cas-
per3-GR Sensor analog zu 2D Aufnahmen. Die F/FO normierten Donor Ratios sowie RFP

Fluoreszenzen wurden exemplarisch flir 2 Zellen gegeneinander aufgetragen (Abb. 70).
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1.2 T T T

| 1 I
1.2 1 08 06 04 02 O
Donor Ratio [RFU]

Abbildung 70:Sowohl die Apoptose als auch die Nekrose der in 3D gemessenen Zellen sind im Plot
eindeutig klassifizierbar
Die Einteilung des Plot ist analog der Abb. 59 und 60

(Abb. 70) Die Apoptose verlduft entlang der Achse 0/1 in den nicht immunreaktiven,
apoptotischen Bereich (roter Plot). Es kam nicht zu einer Sekundarnekrose, der im-
munreaktive Bereich 0/0 wurde nicht erreicht. Die Nekrose bewegt sich mit ver-
gleichsweise wenig Oszillationen entlang der immunreaktiven Achse 1/0 und endet,
aufgrund parallel stattfindender Caspaseaktivitdt, am Grenzbereich zum Quadranten

0/0.
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Nach Etablierung des automatisierten Trackings an Einzelzellen wurde die Auswertung

fur eine groRere Population Einzelzellen durchgefiihrt.

Abbildung 71: Jurkat E6-1 pCasper Zielzellen kénnen in 3D automatisiert getracked werden.

Abb. 71 zeigt die anhand der GFP-Fluoreszenz automatisiert getracken Zielzellen. NK-
Zellen wurden durch die Objekterkennung im GFP-Kanals ausgeschlossen. Jede ROl hat
einen Durchmesser von 8 um und folgt bei Bewegung dem Zellmittelpunkt. Zielzellen
an Grenzflachen des Aufnahmevolumens wurden manuell entfernt. Die Fluoreszenzen
der Zielzellen wurden ausgelesen. Anhand der RFP- sowie Donor Ratio-Grenzwerte
wurde in Abb. 72 definiert, auf welche Art die Zielzellen abgetotet wurden (apopto-

tisch, nekrotisch, Nekrose mit Caspaseaktivitat bzw. Sekundarnekrose, lebend).
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Abbildung 72: Nach dem 3D-Tracking sind die Vitalititsentwicklungen der Zielzellen quantifizier-
bar.

Insgesamt wurde die Viabilitidt von 244 Zielzellen ausgewertet. Bei 31 Zellen (12,7 %) unterschritt
das Donor Ratio den Grenzwert von 0.7, sie wurden apoptotisch. 23 Zellen (9,4 %) wurden nekro-
tisch, ihr F/FO normalisiertes RFP-Signal unterschritt den Grenzwert von 0,7. Bei 29 (11,9 %) Zel-
len unterschritt sowohl das RFP-Signal als auch das Donor-Ratio den Grenzwert, sie wurden sekun-
darnekrotisch bzw. nekrotisch mit Caspaseaktivitit. 161 Zellen (66 %) blieben vital.
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Abb. 72 zeigt, dass das Zelltracking erfolgreich war und das Schicksal einzelner Zielzel-
len fiir eine grolRe Population automatisiert bestimmt werden kann. Die Bewertung
des Endzustandes ist jedoch nur ein Bruchteil der gewinnbaren Information. Um die
Dynamik abgetoteter Zielzellen zu visualisieren, wurde fiir 18 reprasentative Zellen das

Donor Ratio gegen das RFP-Signal geplottet (Abb. 73).

RFP [RFU]

T
1.2 1 08 06 04 0.2 0
Donor Ratio [RFU]

Abbildung 73: Die zytotoxischen Mechanismen automatisiert getrackter Zielzellen konnen im DR
vs. RFP-Plot visualisiert werden.
Die Zellschicksale von 18 reprasentativen Zellen wurden geplottet. Die Plots wurden entsprechend
ihres Endpunktes koloriert. Nekrotische Zellen wurden grau bis schwarz, apoptotische Zellen griin
dargestellt. Zellen, die sekundarnekrotisch oder durch Nekrose mit Caspaseaktivitit starben, wur-
den in rot bis orange dargestellt.

(Abb. 73) Im vitalen Zustand oszilliert das Signal der Zellen um 1/1 £ 0,2. Wird die Zelle
nekrotisch, bewegt sich der Plot in den Quadranten 1/0. Die zeitlich schnelle Dynamik
der Nekrosen spiegelt sich im vergleichsweise gering oszillierenden Verlauf der Plots
wider (hellgraue Plots). Auffallig ist, dass Nekrosen mit Caspaseaktivitat, deren Plot
zunachst in den Bereich 0/0 einwandert, nach Diffusion der Fluophore ebenfalls im
Quadranten 1/0 enden (dunkelgrauer und schwarzer Plot). Apoptotische Zellen bewe-
gen sich in den Quadranten 0/1 und bilden dort im apoptotischen Zustand einen oszil-
lierenden Enpunkt (griine Plots). Zellen, die zunachst apoptotisch sind und dann zur

Sekundarnekrose tibergehen, wandern aus dem Quadranten 0/1 in den Quadranten
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0/0 ein. Auch hier bewegen sich die Plots bei Ausdiffusion der Fluophore in Richtung

des Quadranten 1/0.

Zusatzlich zu den aus 2D Experimenten bekannten Dynamiken zeigt die zweidimesiona-
le Darstellung der Zellen in der 3D Kollagenmatrix zwei Auffalligkeiten. Zum einen
wandern sekundarnekrotische Zellen nahezu ohne Verzégerung aus dem apoptoti-
schen Quadranten in den Sekundarnekrotischen. Im Unterschied zu rein apoptotischen
Zellen verweilen sie nicht im geschrumpften, caspaseaktiven Zustand, sondern wah-
rend der zellinternen Caspaseaktivitat scheint parallel die Membran zerstoért zu wer-
den. Zum anderen bewegen sich sekundarnekrotische Zellen in ihrer Endphase im Do-
nor Ratio aus dem Quadranten 0/0 wieder in Richtung 1/0. Grund fur die riicklaufigen
Werte des Donor-Ratio ist die verbesserte Detektion der Casper3-GR Fluoreszenz im
Z.1 Lightsheet. Bei sekundarnekrotischer Ausdiffusion wird sowohl das Donor- als auch
FRET-Signal sensibler detektiert, sodass bei der Annaherung beider Werte an den Hin-

tergrund das Ratio wieder gegen 1 strebt.

Die Experimente zeigen, dass der Assay erfolgreich in einer 3D Kollagenmatrix etabliert
wurde. Sowohl NK- als auch Zielzellen sind tGber mehrere Stunden vital und zeigen die
bei Zytotoxizitat etablierten Fluoreszenz- und Morphologiemerkmale. Die Fluoreszenz
der Zielzellen konnte automatisiert ausgelesen werden. Obwohl die Zellen eine Stunde
vor Experimentbeginn in der flissigen Kollagenmatrix mit Killerzellen zusammengege-
ben werden und wahrend der Aushartungsphase des Gels die NK-Zellen zytotoxisch
aktiv sind, ist bei Experimentbeginn der lGberwiegende Anteil der Zielzellen vital und

die Zytotoxizitat der NK-Zellen kann analysiert werden.
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6 Diskussion

6.1 Kritische Betrachtung der Ergebnisse

Die Stimulation der NK-Zellen mit IL-2 ist in der Forschung allgemein etabliert, veran-
dert die Zellen jedoch (Naume, Gately, and Espevik 1992). Sie differenzieren zu zytoto-
xisch aktivierten Zellen. Werden NK-Zellen IL-2 stimuliert, werden die Versuchsergeb-
nisse stets vor diesem Hintergrund bewertet. Die Untersuchung der Sequenzabfolge

der Zytotoxizitat wurde bewusst mit nicht stimulierten NK-Zellen durchgefiihrt.

Als Zielzellen wurden monoklonale Krebszelllinien eingesetzt. Aufgrund verdanderter
Genexpression von Krebszelllinien kann der Rickschluss auf das native, humane Sys-
tem angezweifelt werden. Vorteilhaft ist, dass alle Zellen dieser monoklonalen Linien
als Zielzellen erkannt werden und somit die einzelzelliibergreifende Analyse des zyto-
toxischen NK-Verhaltens erméglichen. Wiirde eine inhomogene Zielzellpopulation ein-
gesetzt, konnte unterschiedliches Verhalten zwischen einzelnen NK-Zellen nicht mitei-
nander verglichen werden, da unbekannte und inhomogene Faktoren auf der Zielzell-

seite bestiinden.

Neben dem Fas-Ligand ist TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) ebenfalls in
der Lage rezeptorbasierte Zytotoxizitat zu vermitteln. Er bindet an die Rezeptoren DR4
und DR5 (Pan, Ni, et al. 1997; Pan, O’Rourke, et al. 1997). TRAIL wird von NK-Zellen
konstitutiv exprimiert (Guicciardi and Gores 2009). TRAIL wurde im Rahmen dieser
Arbeit nicht untersucht, da Literaturergebnisse zeigen, dass die Koinkubation von
TRAIL und Jurkat E6-1 keinen Effekt hat (Zhang et al. 2013) und K562 ebenfalls resis-
tent gegen TRAIL-induzierte Apoptosen sind (Hietakangas et al. 2003). Weiterhin ergab
die kombinierte Inkubation von CMA und FasL-Antikérper (Abb. 64), dass die Verdnde-
rung des vesikuldren pH sowie der Block des Fas-Liganden genligt, um die Zytotoxizitat

der NK gegen Jurkat E6-1 vollstandig zu eliminieren.

Die genaue Position der Insertion des Casper3-GR Konstruktes nach transienter Trans-
fektion ist unbekannt. Unterschiedliche Fluoreszenzintensitdaten zwischen Zellen der
monoklonalen Linie kdnnen zwar durch unterschiedliche Zellzykluszustiande erklart
werden, die epigenetische Expressionskontrolle des Konstrukts ist jedoch unbekannt.

Da die enzymatische Funktion des Sensors hinreichend kontrolliert wurde und er wei-
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terhin ratiometrisch und somit intensitatsunabhdngig ausgelesen wird, ergibt sich kei-

ne Notwendigkeit die Expressionsregulation des Casper3-GR genauer zu untersuchen.

Werden 2D-Messungen ausgewertet, konnen die Zellen nicht automatisiert getracked
werden, da bei angrenzenden oder sich wahrend der Migration kreuzenden Zellen ein
fehlerfreies Tracking nicht moglich ist. Bei Korrekturen und manuellem Tracking muss
die ROI von Hand der Bewegung des Zellmittelpunktes nachgefiihrt werden. Dies kann
Stufenartefakte verursachen. Fluoreszenzinformationen, die aus manuell getrackten
Zellen stammen, wurden daher gepoolt und gemittelt um statistische Aussagen zu er-

moglichen und Artefakte zu minimieren.

Das Verhalten der NK-Zellen bei gleichzeitigem Kontakt zu mehreren Zielzellen wurde
moglichst objektiv, dennoch visuell erhoben. Eine Moglichkeit der Quantifizierung wa-
re die Definition von ROI-Arealen in den Bereichen der Synapsen. Da jedoch auch der
Bereich und die Form der Synapse bei lebenden, migrierenden Zellen einer Dynamik

unterliegt, missten auch diese Areale subjektiv nachkorrigiert werden.

Aufgrund experimenteller Limitierungen war es nicht moglich, einzelne Vesikel in aus-
reichender raumlicher und zeitlicher Auflésung zu mikroskopieren, sodass sie getra-
cked und ihre Exozytose zweifelsfrei bestimmt werden konnten. Die Vesikel wurden
daher als Gruppe getracked. Um Objektivitat zu gewahrleisten wurde in den Daten
intensiv nach einzeln agierenden Vesikeln, die vom festgestellten Gruppenverhalten
abweichen, gesucht. Zwar wurden einzelne Vesikel festgestellt, jedoch wurden sie
entweder in die Gruppe reintegriert oder waren stationar und nach dem Abtoten der
Zielzelle weiterhin detektierbar. Es handelte sich demnach um Vesikel, die nach kurz-
zeitigem Austritt wieder in die Gruppe integriert wurden oder keinen Einfluss auf die

Zytotoxizitat der NK-Zelle hatten.

Die Untersuchung der Sequenzabfolge des Abtotens der Zielzellen wurde mit unstimu-
lierten NK-Zellen durchgefiihrt, um ein moglichst physiologisches Bild zu generieren.
Wahrend der achtstiindigen Experimente starben einige NK-Zellen. Es ware moglich,
dass es sich hierbei um ein Artefakt handelt. Ausloser konnte die Beeintrachtigung der
NK-Zellen durch Experimentbedingungen sein. Der wahrscheinlichste Faktor ist das
Farben der Zellen mit dem DNA-interkalierenden Farbstoff Hoechst. Durch diesen Vor-
gang ist die Beeinflussung der Genexpression der NK-Zellen zu erwarten. Es ist jedoch
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fraglich, ob die Zellen innerhalb des achtstiindigen Messzeitraums negativ beeinflusst
werden. Um dies auszuschlieBen wurden fiir jeden Spender ungefarbte Kontrollen ge-
messen und getrennt ausgewertet. Der Vergleich gefarbter und ungefarbter Populati-
onen ergab keinen Unterschied in der Viabilitdit oder dem Abtdtungsverhalten. Alle
verfligbaren Zellen wurden daraufhin zur Auswertung gepoolt. Weiterhin waren einige
NK-Zellen und Zielzellen, die keinen Kontakt zu NK-Zellen hatten, tGber den gesamten
Messzeitraum hinweg vital. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass die Inku-
bationsbedingungen im Mikroskop ausreichten, um die Viabilitdt der Zellen {iber min-

destens 8 h hinweg zu erhalten.

Physiologischer Hintergrund des Effektes kdnnte sein, dass das von den NK-Zellen wah-
rend der Nekrose ausgestolRene Perforin die Vitalitdt der NK-Zelle beeinflusst. Zum
einen kénnte die Exozytose der Vesikel den Energiehaushalt der NK-Zelle beeintrachti-
gen, zum anderen kdnnte das von ihr selbst ausgestoBene Perforin ebenfalls Locher in
der ihrer eigenen Membran verursachen. Bislang ist unklar, wie sich die NK-Zelle vor
der Selbstlyse schiitzt. Es ist denkbar, dass sie einen potenten Membranreparaturme-
chanismus besitzt, so dass hohere Perforinkonzentrationen als von Zielzellen toleriert
werden kdnnen. Andererseits kdnnte sie Uiber bislang unbekannte Mechanismen ver-
flgen, die ihr eigenes Perforin lokal begrenzt an der NK-Membran inaktivieren, bevor
dieses Poren erzeugt. Wahrscheinlich ist, dass beide Schutzoptionen einen erhéhten
Energieaufwand bei Nekrosen im Vergleich zu Apoptosen erfordern. Dies wiirde die
kiirzere Lebensdauer nekrotischer Killer im Vergleich zu apoptotischen erklaren. Um
das Potential des Membranreparaturmechanismus der NK-Zellen zu kontrollieren,
konnte der killerzellfreie Assay genutzt werden. Besitzen NK-Zellen ein erhéhtes Repa-
raturpotential, sollten sie im Vergleich zu Zielzellen bei héheren Perforinkonzentratio-

nen lysieren.

Als Schutzmechanismus ware denkbar, dass NK-Zellen an ihrer eigenen Membran ei-
nen lokal begrenzten Bereich mit niedrigem pH generieren. Ist dies der genutzte Me-
chanismus, kdnnten spezifische Inhibitoren der Protonenpumpe der Plasmamembran
(PPI1) eingesetzt werden. Nach Einsatz des Blockers sollten sie nicht mehr in der Lage

sein sich zu schiitzen und bei Exozytose perforinbeladener Vesikel ebenfalls lysieren.
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Um die Art des ausgeldsten Zielzelltodes mit dem Verhalten der NK-Zelle zu korrelie-
ren, ware es optimal die Anzahl freigesetzter Vesikel zu kennen. Die Anzahl der Vesikel
zur Nekroseinduktion kénnte bestimmt werden und es kdnnte analysiert werden, ob
die Perforinkonzentration zwischen den Vesikeln variiert. Das Ziel einzelne Vesikel in
ausreichender Orts- und Zeitaufl6sung zu erfassen, wurde nicht erreicht. Die zur Analy-
se der Vesikelbewegung erhobenen Daten wurden bei 20 °C gefertigt. Weiterhin muss-
ten die Daten manuell nachsortiert werden. Die Analyse der vorhandenen Daten ver-
deutlicht dennoch das Geschwindigkeitspotential der Vesikel. Die Datenlage kann
wahrscheinlich durch Einsatz der Lightsheetmikroskopie verbessert werden. Das Sys-
tem arbeitet grundsatzlich schneller und erzeugt weniger Phototoxizitat als herkbmm-
liche Weitfeldmikroskope. Weiterhin ist die Auflésung isotropisch, Vesikel wiirden ent-
sprechend nicht in z-Richtung verzerrt aufgenommen, was die Moglichkeiten der Da-

tenaufbereitung durch Dekonvolution verbessert.

Um die Perforin- und Granzymkonzentrationen mit der Dynamik ausgeloster Apopto-
sen und Nekrosen zu korrelieren, wurde ein killerzellfreier Assay etabliert. Bei der per-
forinfreien Applikation einer hohen Granzym B-Konzentration wurde eine geringe An-
zahl Apoptosen ausgel6st. Es konnte sich dabei um ein Artefakt durch ungewollte Kal-
zium-Phosphat-Granzym B-Prazipitation handeln. Die Kalzium-Phosphat-Prazipitation
wird generell zur transienten Transfektion durch Bildung von Kalzium-Phosphat-DNA
Mischkristallen mit anschlieBender Endozytose eingesetzt (Jordan et al. 1996). Perforin
bendtigt zur Membrananlagerung eine Kalziummindestkonzentration von 0,1 mM (I.
Voskoboinik et al. 2005). Die Kalziumzugabe im Versuch erfolgte gemaR Herstelleran-
gaben mit 2,5 mM bei einer Endkonzentration von 1,25 mM (Enzo Life Sciences
2015b). Die Wahrscheinlichkeit ungewollter Kalziumprazipitation kénnte durch Senken

der Kalziumkonzentration im Puffer minimiert werden.

Im 2D-Plot zur Analyse apoptotischer und nekrotischer Anteile des Zielzelltodes wur-
den zwei exemplarische Populationen untersucht, deren Pufferlésung 0 mM sowie
1 mM Kalzium enthielt. Die Auswirkung des nominell kalziumfreien Puffers auf das
zytotoxische Verhalten der NK-Zellen ist extrem, da die Perforinwirkung inhibiert wird
(I. Voskoboinik et al. 2005). Um den Nachweis zu erbringen, dass eine sich graduell

verandernde, extrazelluldre Kalziumkonzentration auf das zytotoxische Verhalten der
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NK-Zellen auswirkt, muss in Experimenten die Kalziumkonzentration kontinuierlich von
0,1 mM bis 1 mM verandert werden. In der Analyse der Ergebnisse kann anschliefend
untersucht werden, ob sich Anteile nicht-immunreaktiver Apoptosen sowie immunre-
aktiver Nekrosen verschieben. Die gewadhlten Datensdtze zeigen jedoch klar, dass der
etablierte 2D-Plot sowohl den Apoptose- als auch Nekroseanteil des Zelltodes auf Ein-
zelzellebene visualisiert. Eine Verbesserung der Darstellung ware die farbliche Zeitko-
dierung der Graphen, sodass diese die Geschwindigkeit der ablaufenden Prozesse wi-

derspiegeln.

Die Inkubation der NK-Zellen mit CD178 Antikérper und / oder CMA zeigt, dass apopto-
tisches bzw. nekrotisches Abtéten von Zielzellen gezielt ausgeschaltet werden kann.
Zur statistischen Verifikation miissen weitere Experimente mit anti-CD178 Antikdrper
inkubierten NK durchgefiihrt werden. Weiterhin erfasst der real-time Killingassay me-
thodisch keine Apoptosen, sondern Sekundarnekrosen, da er den Calceinfluoreszenz-
verlust quantifiziert. Apoptotische Zellen werden somit zeitverzogert erfasst, sobald sie
lysieren. Erfahrungsgemal verursacht dies eine Verzogerung > 60 min. Da dieser Feh-
ler in allen real-time Killingassays identisch ist, kdnnen sie untereinander verglichen
werden. Das in Abb. 63 und Abb. 64 ab 60 min einsetzende, rezeptorbasierte Killing
beginnt wahrscheinlich jedoch frither. Um dies zu Uberprifen muisste die Zytotoxizitat
bildbasiert, oder ein Assay mit Apoptose- und Nekrosemarkern (Annexin / Pl) durchge-

fahrt werden.

Um den Assay der menschlichen Physiologie naher zu bringen, ware neben dem 3D in
vitro Modell die Etablierung eines Mausmodells denkbar. Der Vorteil bestiinde darin,
dass alle beobachteten Vorgange in einer physiologischen Umgebung unter Kooperati-
on des nativen Immunsystems stattfanden. Gleichzeitig ware es dadurch schwieriger
die Umgebungsvariablen zu kontrollieren und die Beobachtungen zu interpretieren.
Zwischen NK-Zellen von Maus und Mensch bestehen weiterhin vielzdhlige Unterschie-
de in der Rezeptorexpression sowie Signaltransduktion (Inngjerdingen et al. 2011) so-
dass der Gewinn nativer Umgebung und kooperativem Verhaltens Gbriger Immunzel-
len mit Abstrichen in der Vergleichbarkeit zum humanen System und der Interpretier-

barkeit der Ergebnisse bezahlt wiirden.
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In der Analyse der Fluoreszenzdaten des 3D-Modells laufen Graphen in ihrer Endphase
aus dem Quadranten 0/0 in Richtung 1/0. Rein dogmatisch wiirde diese Entwicklung
bedeuten, dass das Donor Ratio und damit die Apoptose riicklaufig ist. Dies ist unmog-
lich und eindeutig ein Artefakt. Ausgelost wird es durch die GFP- sowie FRET-
Fluoreszenzwerte, die sich bei Ausdiffusion dem Hintergrund anndhern. Da die Werte
beider Kandle nah dem Hintergrund sind, sinkt der Unterschied zwischen ihnen und
das Donor Ratio steigt an. Der Effekt ist in den 2D-Daten ebenfalls vorhanden, siehe
Abb. 26 und Abb. 27. Bei Nekrosen steigt auch hier das Donor Ratio. Um das Artefakt
zu eliminieren, missen Plots, deren Fluoreszenzwerte sich dem Hintergrund annahern,

restriktiver gefiltert werden, da die Werte nicht mehr aussagekraftig sind.
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6.2 Diskussion der Ergebnisse im Kontext aktueller Forschung / Aus-

blick

Der immunologische Stellenwert normal regulierter Zytotoxizitat wird bei der Betrach-
tung von Krankheitsbildern, bei denen zytotoxische Mechanismen gestoért sind, deut-

lich.

Bei der Familiaren Hamophagozytischen Lymphohistiozytose (FHL) kommt es zu einem
Defekt in einem fiir Perforin kodierenden Gen (Goransdotter Ericson et al. 2001; Stepp
et al. 1999), oder einem fir die Exozytose der Vesikel essentiellen Gen (Feldmann et al.
2003). FHL setzt im frithen Kindheitsalter ein und hat unbehandelt eine mittlere Uber-
lebenszeit von weniger als 2 Monaten (Henter et al. 1993; Janka 1983). Die Unfahigkeit
der Immunzellen erkannte Zielzellen abzutdten 16st eine verstarkte Zytokinproduktion
aus, wodurch T-Zellen und Makrophagen tGbermaRig aktiviert werden. Typische Symp-
tome der FHL sind Fieber, Hepatosplenomegalie (gleichzeitige VergroRerung von Leber
und Milz) und Zytopenie (Verminderung der Anzahl der Zellen im Blut) (Henter et al.
2007). Bisherige Untersuchungen der Immunzellen in der Literatur wurden per FACS
(Kogawa et al. 2012) oder Chromium-Release Assay (Perez et al. 1984; Schneider et al.
2002) durchgefiihrt. Diese Assays sind nicht zeitaufgeldst und spiegeln nicht das Ver-
halten der Zellen auf Einzelzellebene wider. Gleichzeitig ist die Analyse der zytotoxi-
schen Aktivitat der NK-Zelle ein Index zur Klassifizierung der Schwere der Krankheit
(Perez et al. 1984). Die in dieser Arbeit entwickelten Assays eignen sich aufgrund ihrer
Zeit- und Einzelzellauflésung sowie der Differenzierungsmoglichkeit apoptotischer und
nekrotischer Vorgange hervorragend zur Analyse und Diagnostik FHL-veranderter NK-

Zellen.

Die FHL-Grundlagenforschung stitzt sich auf die Analyse von Blutproben. Die auslo-
senden Mutationen sind autosomal rezessiv bei einer geschatzten Haufigkeit von
1:50.000 Neugeborenen (Henter et al. 1991). Die Méglichkeit entsprechende Zellen zu
analysieren ist lokal auf Kliniken begrenzt, an der FHL-Patienten behandelt werden. Als
Modellsystem existieren Mauslinien mit Perforin Knockout. Die Mause sind grundsatz-
lich gesund, wenn sie in pathogenfreier Umgebung gehalten werden. Bei Virusinfekti-

on entwickeln sie die bekannte FHL Immunopathologie und Letalitdt (Binder et al.

130



Diskussion

1998; Matloubian et al. 1999; Stepp et al. 1999). Der in dieser Arbeit entwickelte Assay
bietet das Potential ein humanes in vitro FHL-Modell zu generieren, indem K562 Ziel-
zellen und CMA-inkubierte NK-Zellen eingesetzt werden. K562 sind grundsatzlich
Fas defizient und verhindern dadurch die rezeptorbasierte Zytotoxizitat. Die CMA In-
kubation verandert den pH der Vesikel und verhindert die perforinabhangige Zytotoxi-
zitat. Bilden CMA-inkubierte NK-Zellen Synapsen mit K562, so erkennen sie die Zielzel-
le, kdbnnen sie aber nicht umbringen. Dies sollte zu vermehrter Zytokinausschittung
und in Folge GbermaRiger Aktivierung lbriger Immunzellen fiihren. Diese Vermutung
muss zundchst per ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) bestatigt werden.
Werden erhohte Zytokinkonzentrationen verifiziert, konnte ein 3D-Assay etabliert
werden, in dem neben den NK-Zellen weitere Zellpopulationen des gleichen Spenders
(Monozyten, T-Zellen etc.) auf ihr verdandertes Verhalten durch ibermaBige Zytokin-

ausschittung analysiert werden.

Der Fas-Rezeptor CD95, exprimiert auf aktivierten Lymphozyten, Leber und Herz, dient
der Immunregulation und zellularen Homoostase. Mutationen des CD95 I6sen Auto-
immunerkrankungen aus. Die Mutationen wurden erstmalig in Mauslinien entdeckt
(Andrews et al. 1978) und im Menschen bestatigt (Straus et al. 2001). Die Mause er-
kranken an Lymphadenopathie (Schwellung der Lymphknoten), Nephritis (Entziindung
der Niere) und Arthritis (Entziindung der Gelenke) (Nagata and Golstein 1995; Nagata
and Suda 1995). Neben dem Fas-Rezeptor kann ebenfalls eine Mutation des Fas-
Liganden CD178 vorliegen (Magerus-Chatinet et al. 2013). Im Menschen wird das
durch heterozygote Mutation ausgeloste Krankheitsbild als Autoimmunes Lympho-
proliferatives Syndrom (ALPS) bezeichnet. Es fuhrt zur GbermalRigen Vermehrung von
Lymphozyten und einer erhéhten Wahrscheinlichkeit maligner Lymphome (Sharma et
al. 2000). Das ALPS Krankheitsbild zeigt, welchen Einfluss die rezeptorbasierte Zytoto-
xizitat auf die Vitalitdat des gesamten Organismus hat. Im Vergleich zur Perforindefizi-
enz (FHL) ist die Fas-Insuffizienz (ALPS) weniger lebensbedrohlich, dennoch verdeut-
licht sie die Notwendigkeit rezeptorbasierter Zytotoxizitat. Analog zur FHL-Diagnostik
eignen sich die in dieser Arbeit entwickelten Assays ebenfalls zur ALPS-Diagnostik. Kil-
lerzellen der CD178 insuffizienten ALPS-Patienten kénnten mit CMA inkubiert und die

rezeptorvermittelte Zytotoxizitat auf Einzelzellebene untersucht werden.
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Betrachtet man das zytotoxische Repertoire der NK-Zellen, stellt sich die Frage was die

jeweiligen Vor- und Nachteile beider Mechanismen sind.

Wie die Symptome der FHL zeigen, ist der Wegfall vesikelvermittelter Zytotoxizitat le-
bensbedrohlich. Eine effektive Immunabwehr ist nicht mehr gewahrleistet und Infekti-
onen verlaufen letal. Die Untersuchungen dieser Arbeit zeigen, dass Nekrosen wesent-
lich schneller sind als Apoptosen (Abb. 39). NK-Zellen kdnnen durch Nekrose in kirze-
rer Zeit mehr infizierte Zielzellen abtoten als durch Apoptose und hemmen durch diese
schnelle Komponente die Ausbreitung des Pathogens friihzeitig. Weiterhin kdénnen
samtliche Zielzelltypen nekrotisch lysiert werden, da die Nekrose nicht auf das Vor-
handensein eines Zielzellrezeptors angewiesen ist, sondern Perforin die Membran der
Zielzelle zerstort. Das Freisetzen zytosolischer Stoffe fordert das kooperative Verhalten
Ubriger Immunzellen (Kono and Rock 2008; Majno, La Gattuta, and Thompson 1960).
Die Nachteile der Nekrosen bestehen darin, dass im Zytosol der Zielzelle befindliche
Pathogene freigesetzt werden und sie ausschlieBlich sequenziell ausgelést werden

kénnen.

Die Apoptose erscheint im Gegensatz zur Nekrose geordneter. Sie fuhrt zur Selbstver-
dauung der Zielzelle, wodurch ebenfalls in ihr befindliche Pathogene zerstort werden.
Die apoptotische Zelle kann von Makrophagen aufgenommen und abgebaut werden.
Der Prozess wirkt nicht immunaktivierend und kann bei Kontakt zu mehreren Zielzellen
parallel ablaufen. Ein Nachteil der Apoptose ist, dass er auf die Aktivierung der Caspa-
sekaskade auf der Zielzellseite angewiesen ist. Fehlt der initiierende Rezeptor oder die
Initiatorcaspase (ALPS Typ Il, Defekt der Caspase 10) kann die Apoptose der Zielzelle
nicht ausgeldst werden. Ein zweiter Nachteil ist der gegeniliber der Nekrose erhthe

Zeitaufwand, sodass die NK-Zelle langer an der Zielzelle gebunden ist.

Durch ihre jeweiligen Vor- und Nachteile erganzen sich beide Mechanismen. Es ist
wahrscheinlich, dass die NK-Zelle bei Zielzellkontakt stets versucht sowohl die vesikel-
als auch rezeptorbasierte Zytotoxizitat einzusetzen. Da die vesikelbasierte wesentlich
schneller ablduft wirkt sie zuerst. Dieser Vorgang wiederholt sich, bis die ausgestoRene
Perforinkonzentration sublytisch wird oder der Pool verfligbarer zytotoxischer Vesikel
aufgebraucht ist. Durch das Aussetzen perforinvermittelter Nekrosen wird die

Granzym-B oder rezeptorvermittelte Apoptoseinduktion demaskiert. Dieser aus den
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Ergebnissen dieser Arbeit postulierte Mechanismus erklart sowohl, warum modus-
wechselnde NK-Zellen zunachst Nekrosen und erst in Folge Apoptosen auslosen (Abb.
45C), als auch, warum der Zielzelltod ein dynamisches Verhaltnis apoptotischer und

nekrotischer Vorgange ist (Abb. 60).

Die Analyse der Effizienz der gefundenen Abtétungsmuster (Abb. 44) bestatigt, dass
die moduswechselnden NK-Zellen die Vorteile beider Mechanismen vereinen und die
effizientesten Killer sind. Diese Feststellung wirft die Frage auf, warum NK-Zellen sich
unterschiedlich verhalten und warum nicht alle das effizienteste Abtétungsverhalten
zeigen. Es ist bekannt, dass NK-Subpopulationen mit unterschiedlichem Zytotoxizitats-
potential existieren. Sie werden eingeteilt in CD56%™ und CD56°€™ (Punt, Owen, and
Caligiuri 2001). Ungefdahr 90 % der NK-Zellen des peripheren Blutes sind CD56%™, sie

bright ind, besitzen hin-

exprimieren Perforin und sind zytotoxisch. NK-Zellen, die CD56
gegen kein Perforin (Anfossi et al. 2006). Ihre Aufgabe ist die Zytokinproduktion
(Cooper et al. 2011). Interessanterweise zeigt die Analyse der Sequenzabfolge
(Abb. 41), dass 84,9 % der NK-Zellen in der Lage waren, Nekrosen auszuldsen. Es kann

dim

daher spekuliert werden, dass die nekroseauslosenden NK-Zellen CD56"" waren, die

P8 Um dies zu verifizieren, kénnten Lebendzellauf-

rein apoptoseauslésenden CD56
nahmen auf Einzelzellebene mit einem Immunfluoreszenzstaining kombiniert werden.
Nach der Identifikation des zytotoxischen Verhaltensmusters der NK kdnnten die Zel-
len mittels Paraformaldehyd (PFA) fixiert und anschlieend mit einem fluoreszenzgela-
belten CD56 Antikorper inkubiert werden, ohne sie aus dem Mikroskop zu nehmen.
Nach Inkubation kénnte die CD56-Fluoreszenz ermittelt und mit dem zuvor festgestell-
ten Zytotoxizitdtsverhalten korreliert werden. Es ware denkbar, dass die CD56-
Fluoreszenz mit den sequenziellen Abtétungsmodi Ubereinstimmt und rein apoptose-
auslésende NK-Zellen CD56° " sind, moduswechselnde NK-Zellen eine mittlere CD56
dim

Fluoreszenz zeigen und rein nekroseauslosende NK-Zellen CD56™" sind.

Wie in den kombinierten 2D-3D Messungen festgestellt wurde, erfolgt vesikelbasiertes

Abtoéten rein sequenziell, rezeptorbasiertes hingegen kann parallel stattfinden.

Um das parallele Abtoten der Zielzellen zu untersuchen, musste der Fas-Ligand CD178
fluoreszent markiert und seine Verteilung wahrend des gleichzeitigen Kontakts zu
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mehreren Zielzellen analysiert werden. Zwar wurde in der Literatur die CD178 Lokalisa-
tion durch Immunofluoreszenz bereits untersucht, jedoch wurde nur der Kontakt zu
einer Zielzelle analysiert und die Zelle weiterhin zum Zeitpunkt der Synapsenbildung
fixiert. Das Experiment ergab, dass der FasL in menschlichen T-Zellen beim Kontakt zur
Zielzelle an der Synapse akkumuliert (Voss et al. 2008). Damit ist jedoch keine Aussage
Uber die Verteilung bei gleichzeitigem Kontakt zu mehreren Zellen getroffen. Um die
Dynamik der CD178 Verteilung zu erfassen, ware es zum einen moglich die Zelle wah-
rend des Kontaktes zu mehreren Zielzellen zu fixieren und via fluoreszenzgekoppeltem
Antikorper zu markieren, zum anderen konnte ein Fas-Ligand / Fluoreszenzprotein-
Fusionskonstrukt kloniert und nach viraler Transfektion transient in den NK-Zellen zur
Expression gebracht werden. Mit diesem Konstrukt ware es moglich, die Dynamik der
CD178-Verteilung wahrend des Abtétens von Zielzellen zu erfassen. Es ist zu erwarten,
dass bei gleichzeitiger Bindung mehrerer Zielzellen Fas-Ligand-Fluoreszenzcluster an

jeder Bindestelle auftreten.

Die Regulation der sequenziellen, vesikelvermittelten Zytotoxizitat wird durch die int-
razellulare Koordination der Vesikel bestimmt. Das Verstandnis dieses Prozesses ist
Gegenstand aktueller Forschung. Die Reorganisation des Zytoskeletts und Relokalisati-
on des Microtubuli-organisierenden Zentrums (MTOC) zur immunologischen Synapse
(I1S) sind Prozesse, die vielfach beobachtet wurden und in der Literatur als Kennzeichen
der Immunzellaktivierung etabliert sind (Billadeau, Nolz, and Gomez 2007). Nach aktu-
ellem Verstandnis flhrt das Erkennen der Zielzelle dazu, dass F-Actin polymerisiert, die
Immunzelle polarisiert und eine IS bildet (Cemerski and Shaw 2006; Cullinan, Sperling,
and Burkhardt 2002). Der Kontaktstellenbereich wird als peripherer und zentraler sup-
ramolekularer Adhasionskomplex (pSMAC und cSMAC) bezeichnet (Varma et al. 2006).
Das aktuelle Modell sieht vor, dass das Dynein das MTOC durch Zug an den Mikrotubu-
li zur IS relokalisiert (Combs et al. 2006). Die MTOC-Bewegung wird generiert, indem
das Adhéasions- und Degranulationsadapterprotein (ADAP) im Bereich des pSMAC bin-
det, die Mikrotubuli mit dem Plus-Ende am Zytoskelett verankert sind und Dynein Zug
auf die Mikrotubuli ausiibt (Stinchcombe et al. 2006). Das MTOC wird dadurch in un-
mittelbare Nahe der IS gezogen. Die Vesikel wandern in minus-Richtung entlang den
Mikrotubuli, von wo aus sie zur Sekretion an der IS entsandt werden (Billadeau, Nolz,

and Gomez 2007). Der Prozess der IS-Bildung wurde sowohl in CD8" T- als auch NK-
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Zellen untersucht. Zwischen den Zelltypen bestehen Unterschiede in den aktivierenden
Rezeptoren, die Notwendigkeit der Relokalisation des MTOC zur Exozytose von Vesi-
keln ist hingegen fiir beide Typen essentiell (Davis and Dustin 2004; Van der Merwe
2002). Die in dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse stehen in Einklang mit dem in der
Literatur postulierten Modell. Es wurde beobachtet, dass die Vesikel als Gruppe ge-
meinsam und sequenziell von Zielzelle zu Zielzelle transloziert werden (Abb. 31 bis
Abb. 36). Da die Mikrotubuli das MTOC als zentralen Verbindungspunkt bewegen und
die Vesikel zum MTOC wandern, bewegen sie sich als Gruppe von IS zu IS. Es ist zu be-
achten, dass die Aufnahmen dieser Arbeit ausschlieRRlich die Lokalisation der Vesikel
zeigen. Um verldssliche Aussagen Uber die Bewegung des MTOC in Relation zu den
Vesikeln zu treffen, misste das MTOC ebenfalls fluoreszenzmarkiert und dessen Dy-

namik parallel zu den Vesikeln detektiert werden.

Die Etablierung des Assays in der 3D-Matrix bietet die Moglichkeit, physiologisch rele-
vante Szenarien kontrolliert nachzubilden und mégliche Veranderungen des Zytotoxizi-
tatsverhaltens der Immunzellen zu analysieren. Beispielsweise kénnten Fieber- und
Unterkihlungszustdande nachgestellt werden. Nach Klassifizierung des Verhaltens der
NK-Zellen in der 3D Matrix bei 37 °C kdnnten Versuche bei 34 bzw. 40 °C durchgefihrt
und das zytotoxische Verhalten verglichen werden. Da die Apoptose hauptsachlich
rezeptorvermittelt, die Nekrose jedoch durch Exozytose von Vesikeln ausgelost wird,
ist es moglich, dass Temperaturvariationen einen unterschiedlichen Einfluss auf die
Mechanismen ausiiben. Es ist denkbar, dass die Erhohung der Umgebungstemperatur
die Induktion von Nekrosen begiinstigt, so dass neben der durch die Temperatur er-
hohten Geschwindigkeit aller Prozesse ebenfalls eine erhdhte kooperative Wirkung

Ubriger Immunzellen provoziert wird.

Um die Wirkung unterschiedlicher Todesarten auf das Immunsystem zu analysieren,
konnte die Detektion von Apoptosen und Nekrosen durch Immunzellen auf molekula-
rer Ebene untersucht werden. Eine bekannte Rezeptorgruppe zur Detektion infektions-
assoziierter Molekiile sind Formylpeptidrezeptoren (Fpr) (Bufe, Schumann, and Zufall
2012). Um unterschiedliches Signaling bei Apoptosen und Nekrosen nachzuweisen,
wurde in Vortests Fpr transient in HEK-Zellen transfiziert und der Kalziumindikator Fu-

ra-2 geladen. Bei Inkubation mit nekrotischen Ansatzen zeigten die Zellen erhéhte Ak-
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tivitat, jedoch waren sie in den Negativkontrollen ebenfalls aktiv. Wahrscheinlicher
Ausldser war, dass die Fpr-Rezeptoren nicht direkt an die signalvermittelnde Unterein-
heit Gal6 gekoppelt waren, sondern kotransfiziert wurden. Wahrscheinlich wurden
Stimuli anderer Rezeptoren (Zellkontakt etc.) (iber Gal6 ebenfalls in Kalziumsignale
Ubersetzt. Um dies in zukiinftigen Experimenten zu verhindern, kénnten Fusionskon-
strukte der humanen Fpr-Rezeptoren mit der Gal6 Untereinheit hergestellt werden. In
einer kombinierten Inkubation aus NK-Zellen, Casper3-GR transfizierten Zielzellen und
Fura-2 geladenen, Fpr-Gal6 transfizierten HEK Zellen kdnnte die Art des Zielzelltodes
mit Kalziumsignalen in der Nahe befindlicher Fpr-Gal6 transfizierter Zellen korreliert
werden. Zeigen die Zellen in der Nahe von Nekrosen andere Kalziumsignale als Zellen
in der Nahe von Apoptosen, waren die Fpr als inflammationsdetektierende Rezeptoren

identifiziert.

Um die Kooperativitit verschiedener Immunzelltypen zu untersuchen, kénnten CD8" T-
Zellen und/oder Monozyten des gleichen Spenders gemeinsam mit NK- und Zielzellen
in der 3D-Matrix mikroskopiert werden. Kalziumsignale von Monozyten, die sich in der
Ndhe apoptotischer oder nekrotischer Zielzellen befinden, kénnten analysiert werden,
sowie das Migrationsverhalten von CD8" T-Zellen. Hier kdnnte untersucht werden, ob
das Auslésen von Nekrosen durch NK-Zellen zur lokalen Akkumulation von CD8" T-

Zellen fuhrt.

Ein weiterer Schritt um das 3D Modell der humanen Physiologie anzundhern ist die
Generierung artifizieller Tumorspharoide aus den stabilen Casper3-GR Zelllinien. Diese
konnten gemeinsam mit NK-Zellen in die Matrix eingebettet werden. Man kdnnte un-
tersuchen, ob NK-Zellen in den artifiziellen Tumor einwandern und wie dies das be-
kannte Zytotoxizitdtsverhalten verandert. Moglicherweise passen NK-Zellen, je tiefer
sie in den Tumor eindringen, ihr Verhalten den veranderten Umgebungsvariablen an
(Kalziumgradient, pH, Nahrstoffversorgung). Auch kdnnte analysiert werden, ob NK-
Zellen den Tumor aus allen Raumrichtungen angreifen, oder durch Auslésen von Nek-

rosen Inflammationsherde definiert werden und NK-Zellen lokal akkumulieren.
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