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Kurzreferat:

Bei ,Innate lymphoid cells” (ILCs) handelt es sich um eine heterogene Gruppe lymphoider
Immunzellen, die zum angeborenen Immunsystem gehdren. Sie modulieren die
Gewebshomdostase in  verschiedenen Organen und regulieren anti-mikrobielle
Immunantworten. Programmierter Zelltod, auch Apoptose genannt, ist essentiell fur die
Entwicklung sowie die Funktion des Immunsystems. Ob und wie der extrinsische
Apoptosesignalweg die Entwicklung bzw. die Funktion von ILCs reguliert, war zu Beginn der
vorliegenden Dissertation nicht bekannt. Um diese Frage zu beantworten wurden
NKAFYP_Mause hergestellt, in denen das anti-apoptotische Protein c-Flip selektiv in
NKp46™-ILCs fehlte. Die durchflusszytometrische Analyse der Immunzellpopulationen in
verschiedenen Organen von NK2"P_-Mausen und NK"“'-Mausen zeigte eine starke
Reduktion der NKp46*-Zellen in NK*""-M&usen. Die Entwicklung von T- und B-Zellen bzw.
myeloiden Zellen war im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen unbeeintrachtigt. Bei der
NK2FUP_Maus handelt es sich demnach um ein neues Modell, mit dessen Hilfe sich die
Bedeutung von NKp46*-ILCs in Mausen mit intaktem Immunsystem testen lasst.

Um den molekularen Mechanismus der c-Flip-abhangigen Entwicklung von NKp46*-ILCs zu
studieren, wurde ein experimentelles System etabliert, mit dessen Hilfe sich Teile der
ILC-Entwicklung in vitro nachvollziehen lieBen. Innerhalb von 9 Tagen konnte die
Entwicklung NK1.1'NKp46™-ILCs aus NK1.1'NKp46~ILC-Vorlauferzellen rekapituliert
werden. Die Experimente zeigten, dass die Entwicklung von NK2“™" NK1.1*NKp46*-ILCs im

Vergleich zu NK"T

-Kontrollen stark eingeschréankt war. Durch die Gabe eines Caspase-
Inhibitors konnte dieser Entwicklungsdefekt teilweise kompensiert werden. Dies lasst den
Rickschluss zu, dass c-Flip hauptsachlich die Caspase-vermittelte Apoptose in
ILC-Vorlaufern inhibiert und dadurch die Differenzierung zu reifen NKp46*-ILC ermdglicht.
Der Caspase 8-abhangige, extrinsische Weg der Apoptoseinduktion wird durch Signale von
sogenannten ,Todesrezeptoren® ausgelést. Der Einsatz blockierender Antikdrper im
Zellkulturmodell durchgefihrt zeigte, dass c-Flip die TNF-a-vermittelte Apoptose in einem
frihen Stadium der Reifung von NKp46'-ILCs inhibiert. Die Expression von c-Flip in
NKp46*-ILC ist daher essentiell fiir die Entwicklung und Reifung dieser Zellen im
Knochenmark.

Schlusselwdrter: Innate lymphoid cells (ILC), Nattrliche Killerzellen (NK-Zellen), c-Flip,

Apoptose, Todesrezeptoren
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1 Abkiirzungsverzeichnis

1 Abkirzungsverzeichnis

ADCC Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (Antikbrperabhangige Zytotoxizitat)

BCR B-Zellrezeptor

CD Cluster of differentiation (Unterscheidungsgruppen)

CED Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen

CLP Common lymphoid progenitor (Gemeinsame lymphatische Vorlauferzelle)

DC Dendritische Zelle

DD Death domain (Todesdoméne)

DED Death effector domain (Todeseffektordoméne)

FADD Fas-associated death domain (Fas-assoziierte Todesdomane)

GM-CSF Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor

IFN-a Interferon-a

IFN-B Interferon-3

IFN-y Interferon-y

IgG Immunglobulin G

IL-12 Interleukin-12

IL-13 Interleukin-13

IL-15 Interleukin-15

IL-17 Interleukin-17

IL-2 Interleukin-2

IL-21 Interleukin-21

IL-22 Interleukin-22

IL-4 Interleukin-4

IL-5 Interleukin-5

IL-7 Interleukin-7

IL-7Ra Interleukin-7 Rezeptor-Untereinheit a

IL-9 Interleukin-9

ILC Innate lymphoid cell (innate lymphoide Zelle)

iNK Unreife (immature) NK-Zelle

KIR Killerzellen-immunglobulindhnlicher Rezeptor

KLR Killerzellen-Lektindhnlicher Rezeptor

mNK Mature NK-Zelle

MALT Mukosa-assoziiertes lymphatisches Gewebe

NCR Naturlicher Zytotoxizitatsrezeptor

NKD Natural killer cell deficiency (NK-Zell-Mangel)

NKP NK Precursor (NK-Zellvorlaufer)

NK-Zelle Naturliche Killerzelle

rpm Revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute)

RT Raumtemperatur

SEM Standard error of the mean (Standardfehler des Mittelswertes)

TCR T-Zellrezeptor

TNFR1 TNF- Rezeptor 1

TNF-a Tumor-Nekrose-Faktor a

TRADD TNFR-associated death domain (TNFR-assoziierte Todesdomane)

TRAIL TNF-related apoptosis inducing ligand (TNF-&hnlicher Apoptose induzierender
Ligand)

TRAILR TRAIL-Rezeptor
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2 Einleitung

2.1 Immunsystem im Uberblick

Die vielfaltigen Aufgaben und Herausforderungen, die der Alltag an unser Immunsystem
stellt, bemerken wir oft kaum. Nicht mal im Rahmen von Infekten, Immundefizienzen oder
Uberreaktionen fallt dem Einzelnen auf, wie viele Vorgange auf molekularer Ebene jeden
Tag unbemerkt im menschlichen Korper stattfinden. Das Immunsystem dient zur
Unterscheidung von Selbst und Fremd und schitzt vor Mikroorganismen aus der Umwelt.
AuBerdem sind die Immunzellen verantwortlich fir die Beseitigung von gealterten,
geschadigten oder entarteten Zellen. Immunzellen kommen in den lymphatischen Geweben
und Organen des Korpers vor. Aul3erdem finden sich zirkulierende Immunzellen im Blut
sowie gewebsstandige Immunzellen in  Schleimhéauten, dem Mukosa-assoziierten
lymphatischen Gewebe (MALT). Die immunologischen Organe unterteilt man in priméare
lymphatische Organe, in denen die Immunzellen entstehen, und in sekundare lymphatische
Organe, in denen vorwiegend reife Immunzellen zu finden sind (Murphy et al. 2012).

Ein humoraler Teil des angeborenen Immunsystems ist das Komplementsystem. Es besteht
aus verschiedenen Plasmaproteinen, die entweder direkt durch Antigen-Kontakt oder tber
pathogen-gebundene Antikbrper aktiviert werden. Eine wesentliche Aufgabe des
Komplementsystems ist die Opsonisierung. Dabei werden Pathogene mit AntikGrpern oder
Proteinen des Komplementsystems besetzt und somit die Phagozytose und Zerstérung der
Erreger erleichtert. Ebenso tragen Komponenten des Komplementsystems dazu bei,
Immunzellen zu rekrutieren, sie wirken vasoaktiv und entztindungsférdernd (Murphy et al.
2012).

Aus pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen entwickeln sich im Knochenmark Zellen
der lymphatischen und myeloischen Linie. Die Vorlaufer der myeloischen Zelllinie reifen zu
Granulozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen sowie Thrombozyten und Erythrozyten.
Granulozyten, Makrophagen und dendritische Zellen (DCs) sind in der Lage, Pathogene und
sonstiges Fremdmaterial zu phagozytieren. Makrophagen und DCs gehéren zur Gruppe der
professionellen Antigen-prasentierenden Zellen, die durch die Expression von MHC II-
Molekilen und kostimulatorischen Molekilen wichtig fir die Induktion der adaptiven
Immunantwort sind. Granulozyten werden in neutrophile, basophile oder eosinophile Zellen
unterteilt. Neueren Untersuchungen zufolge exprimieren auch neutrophile Granulozyten
unter bestimmten Bedingungen MHC II-Molekile (Vono et al. 2017). Mastzellen enthalten
Histamin-haltige Granula und sind zum Beispiel bei der Abwehr von Parasiten entscheidend
(Murphy et al. 2012).

Aus frihen Vorlauferzellen der lymphatischen Linie (common lymphoid precursor, CLP)

entstehen in mehreren Stufen verschiedene lymphoide Zelltypen, die nach dem Verlassen
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2 Einleitung

des Knochenmarks weitere Reifungsstufen durchlaufen. Hier werden T-Zellen, B-Zellen und
Innate lymphoid cells (ILCs) unterschieden. T- und B-Zellen verfigen uber Antigen-
spezifische Rezeptoren. Diese ermdglichen das spezifische Erkennen von Antigenen. Die
ILCs, eine heterogene Gruppe von angeborenen Immunzellen der lymphoiden Reihe,
wurden erst vor wenigen Jahren naher beschrieben (Spits et al. 2013). Im Gegensatz zu T-
und B-Zellen verfiigen sie nicht Uber durch Genrekombination gebildete antigenspezifische
Rezeptoren. Eine Untergruppe der ILCs, die natirlichen Killerzellen (NK-Zellen) sezernieren
nach Aktivierung Zytokine oder wirken zytotoxisch auf virusinfizierte oder transformierte
Zellen (Vivier et al. 2008). Zu den Funktionen der ILCs gehéren die unspezifische Abwehr
von Mikroorganismen, der Schutz von epithelialen Barrieren und die Aufrechterhaltung der
Gewebestruktur (Spits und Di Santo, James P. 2011). Charakteristisch fir die ILCs ist die
Abwesenheit von durch genetische Rekombination entstandenen, Antigen-spezifischen
Rezeptoren im Gegensatz zu Zellen des adaptiven Immunsystems (Spits und Cupedo 2012).
Die Zellen des adaptiven Immunsystems haben die Fahigkeit, durch membranstandige
Rezeptoren Antigene spezifisch zu erkennen. Bei den T-Zellen wird das Signal tGber den T-
Zellrezeptor (TCR) empfangen, der mit dem Signalprotein-Komplex CD3 assoziiert ist.
Funktionell werden die T-Zellen anhand der Expression von Korezeptoren in CD4-T-Zellen
und CD8-T-Zellen differenziert. Weitere funktionelle Einteilungen werden anhand der
Expression bestimmter Transkriptionsfaktoren und der jeweils sezernierten Zytokinmuster
vorgenommen (Unterteilung in T-Helfer-Zelltyp 1, 2, 17 und regulatorische T-Zellen (Tyl,
Th2, Tyl7 und Treg)) (Murphy et al. 2012).

B-Zellen exprimieren membranstdndige Immunglobuline als B-Zellrezeptoren (BCR), die
ebenfalls die spezifische Erkennung bestimmter Antigene ermdglichen. Dadurch erfolgt eine
Aktivierung der B-Zelle, die in der Bildung von Antikdrpern gegen dieses spezielle Antigen
und die Differenzierung zur Plasmazelle mindet. Antikérper binden an Antigene auf den
Pathogenen und ermdglichen so, dass die Erreger durch das Komplementsystem erkannt
und durch Phagozytose unschéadlich gemacht werden. Aufgrund ihrer Struktur und Funktion
werden Antikérper in unterschiedliche Klassen unterteilt: Immunglobulin A (IgA),
Immunglobulin D (IgD), Immunglobulin E (IgE), Immunglobulin G (IgG) und Immunglobulin M
(IgM) (Murphy et al. 2012).

Zu den Besonderheiten des adaptiven Immunsystems zahlt auch, dass dessen Zellen ein
immunologisches Gedachtnis ausbilden. T- und B-Zellen konnen Uber die Antigen-
spezifischen Rezeptoren Strukturen wie zum Beispiel Proteine, Polysaccharide und
Glykoproteine identifizieren. Auf diese spezifische Erkennung von Antigenen reagieren T-
und B-Zellen mit Gedachtnisbildung. Zellen, die bereits im Rahmen einer primaren
Immunantwort Kontakt mit einem bestimmten Antigen hatten, reagieren bei der sekundéaren

Immunantwort schneller und effizienter auf ein spezifisches Antigen (Murphy et al. 2012).
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2.2 Lymphoide Zellen der angeborenen Immunitat

2.2.1 Einteilung und Funktion von ILCs

Die ILCs werden klassischerweise dem angeborenen Immunsystem zugeordnet, da sie nicht
Uber durch somatische Rekombination gebildete, Antigen-spezifische Rezeptoren verfligen
(Artis und Spits 2015). Sie werden in drei Hauptgruppen eingeteilt, die bezlglich der
Transkriptionsfaktorenexpression und der sezernierten Zytokinmuster verschiedenen T-
Zellsubpopulationen &hneln (Spits et al. 2013). Es sind T-Helferzelldhnliche ILC1, 2 und 3
beschrieben. ILC1 benétigen in ihrer Entwicklung den Transkriptionsfaktor T-bet (Rankin et
al. 2013) und produzieren vorwiegend Interferon-y (IFN-y). Damit gleichen sie dem Profil der
Thl-Zellen (Spits et al. 2013). ILC2 werden durch den Transkriptionsfaktor GATA-3
charakterisiert und produzieren die Interleukine-4 (IL-4), -5 (IL-5) und -13 (IL-13). Wie die
Ty2-Zellen beeinflussen sie die Homoostase von eosinophilen Granulozyten. Daher
modulieren ILC2 die Immunreaktion auf Wurminfektionen und spielen eine bedeutende Rolle
bei Allergien (Spits et al. 2013; Nussbaum et al. 2013). Sowohl in den Ty17-Zellen als auch
in den ILC3 wird der Transkriptionsfaktor RORyt zur Entwicklung bendtigt. ILC3 sezernieren
Interleukin-17 (IL-17) und Interleukin-22 (IL-22) (Spits et al. 2013). Besonders IL-22 spielt
eine wichtige Rolle in der Schutzbarriere des intestinalen Epithels und Interaktion mit der
kommensalen Darmflora (Sonnenberg und Artis 2012; Zenewicz et al. 2008). Durch die
Produktion von IL-17 schitzen sie die oropharyngeale Mucosa vor einer Pilzinfektion mit
Candida albicans (Gladiator et al. 2013).

Die konventionellen NK-Zellen (NK-Zellen) sind mit ihrer Entdeckung 1975 (Kiessling et al.
1975) die am langsten bekannten ILCs und werden als Subpopulation den ILC1 zugeordnet
(Spits et al. 2013; Artis und Spits 2015). Jedoch stellen NK-Zellen eine besondere Gruppe
der ILC1 dar. Sie besitzen zytotoxische Eigenschaften und &hneln in dieser Hinsicht eher
den CD8"-T-Zellen. Diese zytotoxische Effektor-Funktion unterscheidet sie von den anderen
nicht-zytotoxischen ILC-Untergruppen (Artis und Spits 2015). Wahrend der Immunantwort
werden NK-Zellen friih durch Zytokine, insbesondere Interferone, aktiviert. Die Zytokine
werden zum Beispiel als Botenstoffe von aktivierten Makrophagen oder DCs nach Antigen-
Kontakt ausgeschittet. Auch Nicht-Immunzellen produzieren Zytokine, die NK-Zellen
beeinflussen. Besonders die Anwesenheit von Interferon-a (IFN-a), Interferon- (IFN-B), IL-2,
IL-12, IL-15 und Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a) stimuliert NK-Zellen (Murphy et al. 2012;
Colucci et al. 2003).

NK-Zellen spielen eine essentielle Rolle bei der Erkennung und Abtétung von virusinfizierten
und entarteten Zellen. lhre zytotoxische Aktivitdt muss streng reguliert werden, um
geschadigte Zellen zu eliminieren, jedoch gesundes Gewebe nicht zu zerstéren. Aus diesem

Grund wird die Aktivitat von NK-Zellen durch ein dynamisches Gleichgewicht gesteuert, das
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2 Einleitung

sich aus Signalen aktivierender und inhibierender Rezeptoren auf der Oberflache
zusammensetzt (Vivier et al. 2008; Lanier 2008). Zu den inhibierenden Rezeptoren zéhlen
beispielsweise die Killerzellen-Lektin-dhnlichen-Rezeptoren (KLR, in der Maus) und die
Killerzellen-immunglobulin-&hnlichen-Rezeptoren (KIR, beim Menschen). Zu den KLR gehért
die Familie der Ly49-Rezeptoren. Diese erkennen spezifisch bestimmte MHC-Klasse-I-
Molekile auf korpereigenen Zellen. Bei Verlust der MHC-Klasse-I-Expression auf der
Zelloberflache (durch eine Virusinfektion, maligne Transformation oder andere
Stressreaktion der Zelle) entfallt das inhibierende Signal und die zytotoxische Reaktion der
NK-Zelle wird aktiviert (Vivier et al. 2008; Sun und Lanier 2011). Diese Selbsttoleranz von
NK-Zellen fuhrt dazu, dass gesunde korpereigene Zellen vor der zytotoxischen Aktivitat der
NK-Zelle geschitzt sind. Voraussetzung fiir diese Selbsttoleranz der NK-Zellen sind
Prozesse, die wahrend der Entwicklung ablaufen und als Licensing oder Education
bezeichnet werden. Abhangig von der Expression bestimmter Ly49-Rezeptoren erkennen
einige NK-Zellen in ihrer Entwicklung (Licensing) den individuellen MHC-Klasse-I-Haplotyp
und reagieren mit einem inhibitorischem Signal. Erst bei Wegfall dieses Signals werden
verstarkt zytotoxische Mechanismen aktiviert (Kim et al. 2005).

Neben den inhibierenden Rezeptoren gibt es auch aktivierende Rezeptoren, z.B. nattirliche
Zytotoxizitatsrezeptoren (NCR). In die Klasse der NCR gehoéren unter anderem NKp30,
NKp44 und NKp46. NKp46 spielt eine Rolle bei der Erkennung von entarteten Zellen
(Halfteck et al. 2009) und aktiviert die NK-Zellen nach Kontakt mit viralen Proteinen (Narni-
Mancinelli et al. 2011; Mandelboim et al. 2001). Kirzlich wurde beschrieben, dass die
Interaktion von NKp46 mit Komplementfaktor P (CFP) bei Mausen entscheidend zum
Uberleben einer Infektion mit Neisseria meningitidis beitragt (Narni-Mancinelli et al. 2017).
Nach Aktivierung sezernieren NK-Zellen in Granula gespeicherte Granzyme und Perforine,
die die Lyse einer Zielzelle einleiten. Darliber hinaus sezernieren sie Zytokine wie IFN-y,
Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierenden Faktor (GM-CSF) und TNF-a und sind
damit in die Aktivierung verschiedener Immunzellen sowie bei der Induktion
inflammatorischer Reaktionen involviert (Colucci et al. 2003; Ljunggren und Malmberg 2007).
Durch die Expression des Fc-Rezeptors CD16 koénnen NK-Zellen zudem IgG-markierte
Zellen erkennen und durch antikdrpervermittelte Zytotoxizitat (ADCC) zerstéren (Vivier et al.
2008; Ljunggren und Malmberg 2007).

NK-Zellen sind fir die Abwehr von Virusinfektionen essentiell. Klinisch ist zu beobachten,
dass Patienten mit einem NK-Zell-Mangel-Syndrom (Natural killer cell deficiency =NKD)
(Orange 2013) eine hohe Anfalligkeit fur Herpesvirus-Infektionen haben. Ebenso ist im
Mausmodell nachgewiesen, dass ein NK-Zellverlust Infektionen mit protozooischen
Parasiten wie Leishmanien begtnstigt (Murphy et al. 2012; Vivier et al. 2008). Zudem wurde

in einer 11-jahrigen klinischen Verlaufsstudie gezeigt, dass verminderte NK-Zellaktivitat im
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Blut langfristig mit einem erhéhten Tumorrisiko einhergeht (Imai et al. 2000). In
verschiedenen Modellen konnte der protektive Einfluss von NK-Zellen gegen
Tumorzellwachstum gezeigt werden. (Ljunggren und Malmberg 2007; Morvan und Lanier
2016; Halfteck et al. 2009). Daher werden verschiedene Therapieanséatze, wie die
Behandlung mit IL-2 zur Forderung der NK-Aktivitat oder der adoptive NK-Zelltransfer in
Tumorpatienten verfolgt (Morvan und Lanier 2016; Ljunggren und Malmberg 2007).

Die Unterscheidung von zytotoxischen und nicht-zytotoxischen ILCs ist nicht immer einfach,
da viele der typischen NK-Zell-Rezeptoren wie NK1.1, NKp46, NKp44, NKG2D und Ly49
auch auf murinen Helferzellahnlichen-ILC1 und einigen murinen ILC3 vorkommen (Spits et
al. 2016). Auf ILC2 und einigen ILC3 findet sich zum Beispiel nicht der Rezeptor NKp46
(Spits et al. 2013).

Der Einfluss von ILC1 auf intestinale Entzindungsreaktionen wird aktuell untersucht. Es
wurde gezeigt, dass bei einer chronisch-entziindlich veranderteren Darmschleimhaut wie
beim Morbus Crohn deutlich mehr ILC1 in der intestinalen Mukosa akkumulieren (Bernink et
al. 2013). Die Helferzellahnlichen-ILC1 werden unter anderem durch IL-12 und IL-15 zur
Produktion von IFN-y und TNF-a stimuliert (Fuchs et al. 2013; Artis und Spits 2015; Klose et
al. 2014). Bekannt ist, dass eine Dysregulation der TNF-a-Produktion zur Pathogenese der
chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen (CED) beitragt (Levin et al. 2016). Bei Blockade
von TNF-a verringert sich im Mausmodell einer Colitis ulcerosa die Bildung von kolorektalen
Karzinomen (Popivanova et al. 2008). Bei bakteriellen Infektionen mit Clostridium difficile
haben ILC1 hingegen eine protektive Wirkung (Abt et al. 2015). In ILC1-defizienten Mausen
kann sich eine Infektion mit dem Parasiten Toxoplasma gondii ungehindert ausbreiten,
obwohl eine normale NK-Zellpopulation vorliegt (Klose et al. 2014). NK-Zellen und
Helferzellahnliche-ILC1 haben ein &hnliches Zytokinprofil und sind unabkémmlich bei der
Infektabwehr.

In dieser Arbeit liegt der Schwerpunkt auf ILCs, die NKp46 exprimieren. Dazu gehéren die

NKp46™-ILC1 inklusive der Untergruppe der konventionellen NK-Zellen sowie NKp46*-ILC3.

2.2.2 Lokalisation und Entwicklung von NKp46*-ILCs

NKp46*-ILCs sind in unterschiedlichen lymphatischen und nicht-lymphatischen Organen zu
finden, meist jedoch in geringer Anzahl. In der Milz, dem Blut und den peripheren
Lymphknoten betragt der Anteil der NK-Zellen ca. 1-3% der Immunzellen, wohingegen ihr
Anteil in der Leber und Lunge bis zu 10% der Immunzellen ausmachen kann (Grégoire et al.
2007). Die nicht-zytotoxischen NKp46™-ILC1 und NKp46™-ILC3 sind als gewebsstandige
Zellen in lymphatischen Organen (wie z.B. Milz oder peripheren Lymphknoten) und nicht-
lymphatischen Organen (wie z.B. den Speicheldriisen, der Lamina propria des Dinndarms,

der Lunge und der Leber) zu finden (Gasteiger et al. 2015).
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Der Hauptbildungsort der NKp46*-ILCs im adulten Tier ist das Knochenmark. Aus dem CLP,
aus dem sich auch T- und B-Zellen entwickeln kdnnen, differenziert sich ein ILC-Vorlaufer
(Possot et al. 2011; Klose et al. 2014; Constantinides et al. 2014). Abhangig von der
Expression des Transkriptions-regulierenden Proteins 1d2 entwickelt sich daraus eine
zytotoxische ILC oder nicht-zytotoxische ILC (Klose et al. 2014; Artis und Spits 2015). In
Abwesenheit von 1d2 und Fehlen des Transkriptionsfaktors GATA3 werden NK-Zellvorlaufer
(NKP) gebildet (Rosmaraki et al. 2001; Klose et al. 2014). Unter 1d2- und GATA3-Einfluss
entsteht ein Vorlaufer der anderen T-Helferzell-ahnlichen Untergruppen (Common Progenitor
to All Helper-like ILC, CHILP) (Klose et al. 2014).

NKP-Zellen exprimieren den Zytokinrezeptor CD122, (B-Kette des IL-2- und IL-15-Rezeptors)
jedoch nicht die typischen NK-Zellmarker wie NK1.1, NKp46 und CD11b. (Yu et al. 2013;
Rosmaraki et al. 2001). Die Expression von CD122 ermdglicht es der NK-Zelle, durch IL-2
und vor allem IL-15-Signale weiter zu reifen (Colucci et al. 2003). Die weitere Entwicklung
des NK-Zellvorlaufers ist durch die sukzessive Hochregulation verschiedener
Oberflachenrezeptoren gekennzeichnet (Abb 2.1). NK1.1 wird auf der zunadchst noch
unreifen NK-Zelle (iNK) hochreguliert, gefolgt von NKp46 (Kim et al. 2002). Eine reife NK-
Zelle zeichnet sich vor allem durch ihre zytotoxische Fahigkeit und die Produktion von IFN-y
aus (Yu et al. 2013; Huntington et al. 2007b). Die Entwicklung einer NK-Zelle ist eng
verknipft mit der Expression der Transkriptionsfaktoren Eomesodermin (Eomes) und T-bet
(Gordon et al. 2012). Das Zusammenspiel dieser beiden Transkriptionsfaktoren wird ebenso
bei CD8"-T-Zellen beschrieben (Pearce et al. 2003).

Auch die reife NK-Zelle (mNK) durchlauft weitere Differenzierungsstadien. Die
verschiedenen Stadien lassen sich anhand der differentiellen Expression von CD27 und
CD11b charakterisieren: von unreifen CD11b"“CD27""-NK-Zellen iiber CD11b"“CD27*-NK-
Zellen und iiber CD11b*CD27*-NK-Zellen bis zur reifen Form von CD11b*CD27""“-NK-Zellen
(Chiossone et al. 2009). In den peripheren Organen werden je nach Aktivierung der mNK-
Zellen verschiedene Oberflachenrezeptoren hochreguliert (Yu et al. 2013; Huntington et al.
2007b).
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CLP NKP iNK mMNK mMNK
® o ’: °
° °,
Lin () Lin () Lin (- Lin () Lin ()
CD122 () CD122 (+) CD122 (+) CD122 (+) CD122 (+)
NK1.1 () NK1.1 () NKZ1.1 (+) NKZ1.1 (+) NK1.1 (+)
NKp46 (-) Nkp46 (-) NKp46 (-) NKp46 (+) NKp46 (+)
CD11b (lo) CD11b (hi)
cD27 (hi) CD27 (o)

Abb. 2.1: Entwicklung von reifen NK-Zellen

NK-Zellen entwickeln sich aus der gemeinsamen lymphoiden Vorlauferzelle (CLP), die noch keine
Linien-spezifischen Oberflachenmarker exprimiert. In der ersten NK-spezifischen Entwicklungsstufe
(NKP = NK-Precursor) exprimieren NK-Vorlauferzellen CD122. Nachfolgend erfolgt mit der Expression
von NK1.1 die Reifung zur unreifen NK-Zelle (iNK). In der nadchsten Entwicklungsstufe wird der NK-
Marker NKp46 auf der Zelloberflache exprimiert und als reife NK-Zelle zytotoxisches Potential erlangt.
Die weitere Entwicklung ist durch die differentielle Expression von CD11b und CD27 gekennzeichnet.
lo = low (wenig exprimiert), hi = high (hoch exprimiert). (Adaptiert nach Yu et al., 2013)

Aus dem CHILP entwickeln sich die nicht-zytotoxischen ILC-Untergruppen, die eher den T-
Helferzellen &hneln. Unter dem Einfluss des Transkriptionsfaktors T-bet entwickeln sich
NKp46™ ILC1 (Klose et al. 2014; Daussy et al. 2014; Gordon et al. 2012). Die T-bet'Eomes’
-ILC1 exprimieren die a-Kette des IL-7-Rezeptors (IL-7Ra, CD127) sowie CD122, sind in
ihrer Entwicklung aber eher von Signalen durch IL-15 als von IL-7 abhéngig (Klose et al.
2014). Die nichtzytotoxischen ILC2 und ILC3 bendtigen IL-7 zur Entwicklung (Klose et al.
2014; Zook und Kee 2016).

Auch die klassischen NK-Zellmarker NKp46 und NK1.1 sind auf ILC1 nachweisbar (Klose et
al. 2014; Spits et al. 2016). Zu den NKp46*-ILCs gehdrt ebenfalls eine Gruppe von Zellen,
die aufgrund der Expression von RORyt den ILC3 zugeordnet wird. Es wurde gezeigt, dass
diese RORyt™-ILC3 unter Einfluss von IL-2, IL-12 und IL-15 deutlich weniger RORyt
exprimieren (Bernink et al. 2013; Vonarbourg et al. 2010). Dafur wird T-bet in diesen Zellen
hochreguliert und sie beginnen IFN-y zu produzieren, gleichen sich also dem Profil der ILC1
an. Zur Stabilisierung der RORyt-Expression von ILC3, ist der Einfluss von IL-7 notig
(Vonarbourg et al. 2010). Mit dem Verlust von RORyt und Entwicklung des ILC1-Profils geht
die Hochregulierung von CD122, NKp46 und NK1.1 sowie der Verlust von IL-7Ra einher
(Klose et al. 2014). Daher gehdéren die sogenannten ,ex-ILC3“ auch zur Population der
NKp46*-ILC1. Ahnlich wie bei den T-Helferzell-Subtypen ist diese Plastizitat zwischen den
einzelnen Subpopulationen der ILCs abhangig vom Zytokinmilieu des umgebenden
Gewebes (Vonarbourg et al. 2010; Klose et al. 2014).



2 Einleitung

2.2.3 Die Rolle von IL-15 in der Entwicklung von NKp46*-ILCs

Die Expression des IL-15-Rezeptors markiert einen wichtigen Schritt in der Entwicklung von
NKp46*-ILC1, da das Zytokin IL-15 fir die Entwicklung von ILC1 essentiell ist. In IL-15-
defizienten Mausen zeigt sich eine deutliche Reduktion der NKp46"ILC1 inklusive der
NK-Zellen sowie ihrer Zytotoxizitat (Lodolce et al. 1998; Kennedy et al. 2000; Klose et al.
2014). Der IL-15-Rezeptor besteht zum einen aus CD122, der gemeinsamen [-Kette des
IL-2- und IL-15-Rezeptors, und zum anderen aus der ,common y chain“ (gemeinsame
y-Kette =y, auch CD132) (Budagian et al. 2006). Die y.-Kette ist die signaltransduzierende
Untereinheit der Rezeptoren fiir die Zytokine IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 und IL-21 (Murphy et
al. 2012; Budagian et al. 2006). Durch die gemeinsame Nutzung der beiden Rezeptorketten
CD122 und y. sind die Zytokine IL-2 und IL-15 funktionell &hnlich, sowohl hinsichtlich der
Wirkung auf ILC1, aber auch in der Wirkung auf T- und B-Zellen (Meazza et al. 2011).
Sowohl der IL-2-Rezeptor (IL-2R) als auch der IL-15-Rezeptor (IL-15R) besitzen jeweils eine
spezifische a-Kette. Beim IL-15R liegt erst bei Vorhandensein der a-Kette die hochaffine
Form des Rezeptors vor. An die a-Kette bindet IL-15 auch in Abwesenheit von CD122 und
der y.. Im Gegensatz dazu besteht bei der alleinigen Expression der a-Kette des IL-2R nur
eine geringe Affinitat fur IL-2 (Budagian et al. 2006).

Es wurde gezeigt, dass IL-2-defiziente Mause eine normale NK-Zellentwicklung durchlaufen,
wahrend sich bei Fehlen der y.-Kette nur wenig reife NK-Zellen entwickeln (Vosshenrich et
al. 2005). Ein ahnliches Bild ergibt sich bei fehlender a-Kette des IL-15R. Dies legt nahe,
dass IL-15, nicht aber IL-2, entscheidend fiur die NK-Zellentwicklung ist (Vosshenrich et al.
2005; Meazza et al. 2011; Koka et al. 2003). Welche intrazellularen Signalwege zur IL-15-
abhangigen Entwicklung von NKp46*-ILC1 und deren Uberleben in der Peripherie beitragen,
ist jedoch kaum verstanden.

2.3 Signalwege der Apoptose

2.3.1 Apoptose

Fur die Entwicklung und die Differenzierung von Zellen und Geweben ist die Apoptose, die
auch als programmierter Zelltod bezeichnet wird, von grundlegender Bedeutung. Im
Gegensatz zur Nekrose, die oft im Zusammenhang mit Entzindungsreaktionen zu
beobachten ist, handelt sich bei der Apoptose um einen stark regulierten Prozess zur
Beseitigung von strapazierten, infizierten, entarteten oder nicht funktionstiichtigen Zellen
(Danial und Korsmeyer 2004). Dartber hinaus ist Apoptose auch entscheidend fir den Erhalt
der Immuntoleranz gegeniber korpereigenen Antigenen. So spielt Apoptose zum Beispiel

eine entscheidende Rolle bei der T-Zellentwicklung im Thymus. Durch die Induktion von
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Apoptose werden hier potentiell autoreaktive T-Zellvorlaufer eliminiert, was entscheidend zur
immunologischen Selbsttoleranz beitragt (Murphy et al. 2012).

Es sind zwei Wege der Apoptoseinduktion bekannt: der intrinsische, mitochondrial induzierte
Weg und der extrinsische, Uber sogenannte Todesrezeptoren vermittelte Weg (Murphy et al.
2012). Beide Apoptose-Signalwege werden durch pro- und anti-apoptotische Proteine der
Bcl-2 Familie reguliert (Youle und Strasser 2008). Die Einleitung der Apoptose erfolgt durch
die Aktivierung von Caspasen. Caspasen sind zytosolische Proteasen, die als inaktive
Procaspasen in der Zelle vorliegen (Nicholson 1999; Siegel 2006). Die Caspasen 2, 8 und 9
sind die sogenannten Initiator-Caspasen des intrinsischen Apoptose-Signalweges. Caspase
9 wird Uber den mitochondrialen Weg rezeptorunabhéngig aktiviert. Ist die Zelle zum Beispiel
zytotoxischen Substanzen ausgesetzt, andert sich das Membranpotential der Mitochondrien
und Cytochrom C wird freigesetzt. Dies fiihrt zur Bildung der aktiven Form von Caspase 9.
Die extrinsische Aktivierung von auf der Zelloberflache exprimierten Todesrezeptoren wie
Fas, TRAIL-Rezeptor (TNF-related apoptosis inducing ligand Rezeptor, TRAILR) und TNF-
Rezeptor 1 (TNFR1) fuhrt zu der Aktivierung von Caspase 8 (Lavrik 2005; Murphy et al.
2012). Durch die Interaktion mit dem Todesrezeptor erfolgt eine autoproteolytische Spaltung
der Procaspase 8 in die aktive Form von Caspase 8. Caspase 8 und Caspase 9 katalysieren
im Zytoplasma die proteolytische Aktivierung von Procaspase 3 zur Caspase 3 als Effektor-
Caspase (Siegel 2006). Diese Effektor-Caspase aktiviert weitere Enzyme, z.B.
Endonucleasen, die intrazellular die DNA-Fragmentierung katalysieren. Letztlich fihrt die
Aktivierung des Caspase-Signalweges zur Kondensation des Zellkerns, der Fragmentierung
der DNA und zum Zerfall der Zelle in membranumschlossene apoptotische Kérperchen. Im
Gegensatz zur Nekrose kommt es nicht zu einer Entziindungsreaktion im umliegenden
Gewebe. (Murphy et al. 2012).

2.3.2 Todesrezeptoren

Todesrezeptoren sind eine Untergruppe der TNF-Rezeptor-Superfamilie und werden auf
verschiedenen Zellen des Immunsystems sowie vielen weiteren Koperzellen exprimiert
(Smith et al. 1994; Ashkenazi und Dixit 1999; Aggarwal 2003). Es sind acht unterschiedliche
transmembran-verankerte Todesrezeptoren bekannt: TNFR1, Fas, DR3, TRAILR],
TRAILR2, DR6, EDAR und NGFR (Locksley et al. 2001; Lavrik 2005). Die Liganden der
Todesrezeptoren sind entweder membrangebundene oder l6ésliche Molekile wie zum
Beispiel TNF-a, Fas-Ligand (FasL), oder TRAIL (Aggarwal 2003; Locksley et al. 2001).

Bei Bindung des Liganden an den jeweiligen Todesrezeptor wird Uber unterschiedliche
Signalwege Apoptose induziert (Lavrik 2005). Einer der am besten untersuchten
Todesrezeptoren ist Fas. Bei Bindung des Liganden an den Rezeptor kommt es zur

Ausbildung von Todessignal-induzierenden Signalkomplexen (death-inducing signaling
10
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complexes = DISC). Dafir wird an den intrazellularen Teil des Rezeptors Fas die
Todesdoméne (death domain = DD) und das Adapterprotein Fas-assoziierte Todesdoméne
(Fas-associated death domain = FADD) gebunden. FADD rekrutiert Uber die
Todeseffektordoméne (death effector domain = DED) Procaspase 8 und aktiviert diese
(Lavrik und Krammer 2011; Murphy et al. 2012) (Abb. 2.2).

Der Signalweg des TNFR1 ist dem von Fas ahnlich. Auch der TNFR1 verfugt Gber eine
intrazellulare DD, die bei Ligandbindung mit dem zytoplasmatischen Protein TNFR-
assoziierte Todesdoméane (TNFR-associated death domain = TRADD) interagiert (Shu et al.
1997). TRADD rekrutiert FADD und induziert die Aktivierung von Caspase 8. Uber
Rekrutierung des Adapterproteins TRAF2 wird zudem die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB stimuliert (Micheau und Tschopp 2003; Wang et al. 2008; Wertz
und Dixit 2009) (Abb. 2.2). NF-kB blockiert wiederum die Apoptose durch Hochregulieren
von anti-apoptotischen Molekilen (Micheau et al. 2001). Die Interaktion von verschiedenen
Molekilen im TNFR-Signalweg ist komplex und noch nicht vollstandig aufgeklart (Silke
2011). Eindeutig ist jedoch, dass eine differenzierte Regulation von Apoptose notwendig ist,
da es z.B. bei Fehlfunktion von Todesrezeptoren gehauft zu Autoimmunerkrankungen

kommen kann (Comi et al. 2012; Paunovic et al. 2012).

11
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TNFa FasL
A AR
TNFR1 Fas

TRADD \D“‘Dl FADD
TRAF2 H H H Procaspase 8
NF-kB II 4 r Caspase 8
Aktivierung

Apoptose Apoptose

Abb. 2.2: Schematische Darstellung der molekularen Mechanismen des extrinsischen Weges
der Apoptoseinduktion

Bei der Bindung des Fas-Liganden (FasL) an den Rezeptor Fas kommt es zur Anlagerung des
Adapterproteins FADD (Fas-assoziierte Todesdoméne). Durch die Interaktion von DD
(Todesdoménen) und DED (Todesseffektordomanen) wird Procaspase 8 rekrutiert. Durch
autokatalytische Dimerisierung entsteht die aktive Caspase 8. Dies initiiert die Aktivierung der
Apoptose-Kaskade. Bei Bindung von TNF-a an den TNFR1 (TNF Rezeptor 1) kommt es zur
Anlagerung des Adapterproteins TRADD (TNFR-assoziierte Todesdoméne) tiber die zytosolische DD
des Rezeptors und die DD des Adapterproteins. TRADD kann zwei Signalwege initiieren: Entweder
die Einleitung der Apoptose Uber Rekrutierung von FADD oder Anlagerung des Adapterproteins
TRAF2, was die Aktivierung von NF-kB zur Folge hat. (Adaptiert nach Lavrik et al., 2005 und Krueger
et al., 2001)

2.3.3 Das Protein c-Flip

Gesunde Zellen verfugen uber Schutzmechanismen, um sich vor Apoptose zu schitzen.
Eine wesentliche Rolle dabei spielen anti-apoptotische Proteine, die den intrinsischen oder
extrinsischen Weg der Apoptoseinduktion regulieren kdnnen. Zu diesen Proteinen gehort das
Proteins c-Flip, auch bekannt als ,cellular FLICE/caspase-8 inhibitory protein2“ (Irmler et al.
1997; Shu et al. 1997; Hu et al. 1997b). 1997 wurden verschiedene Formen von viralem Flip
(Thome et al. 1997; Hu et al. 1997a) und die zellulare Form c-Flip (Irmler et al. 1997; Hu et
al. 1997b; Shu et al. 1997) im Menschen entdeckt. Das Gen Cflar kodiert fir das Protein c-
Flip. In humanen Zellen kénnen drei Isoformen von c-Flip exprimiert werden: Die lange Form
c-Flip., die kurze Form c-Flips (Irmler et al. 1997) und die Sonderform c-Flipg, die in einigen
murinen B- und T- Zelllinien und humanen T-Zellen zu finden ist, (Golks et al. 2005). Das
murine Cflar-Gen codiert fur c-Flip. und c-Flipg, jedoch nicht fur c-Flips (Ueffing et al. 2008).

Die c-Flip.-Form &hnelt in ihrer Struktur der Procaspase-8 mit Ausnahme der fur die

12
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enzymatische Aktivitat wichtigen Aminosauren (Irmler et al. 1997). c-Flipgr und c-Flips sind
dagegen verkirzte Formen ohne diese Doméane (Golks et al. 2005; Ueffing et al. 2008). Alle
c-Flip Formen bestehen unter anderem aus zwei DED (Irmler et al. 1997; Krueger et al.
2001). Die DED interagieren mit FADD und blockieren die autokatalytische Dimerisierung
von Procaspase-8 (Thome und Tschopp 2001; Zhang 2005; Huang et al. 2010), wie in Abb.
2.3 vereinfacht dargestellt. Die anti-apoptotische Wirkung von c-Flip wurde in T-Zellen (Irmler
et al. 1997), B-Zellen (Wang et al. 2000; Hennino et al. 2000), DCs (Rescigno et al. 2000),
Makrophagen (Periman et al. 1999) und Granulozyten (Huang et al. 2010) nachgewiesen.

TNFa
R
TNFR1

N
I |

-

Procaspase 8

aktive Caspase 8 \I I

Apoptose

c- FI|p

Abb. 2.3: c-Flip blockiert Apoptose am TNFR1. In Abwesenheit von c-Flip fuhrt die Bindung von
TNF-a an den TNFR1 (TNF Rezeptor 1) zur Aktivierung der Procaspase 8 und damit zum Start des
Apoptose-Signalweges. Da alle c-Flip-Formen aus zwei DED (Todeseffektordoméanen) ohne
enzymatische Aktivitat bestehen, wird durch Anlagerung von c-Flip an ein Procaspase 8-Molekdl die
autokatalytische Aktivierung von Caspase 8 und somit die Einleitung der Apoptose unterbunden
(adaptiert nach Lavrik et al., 2005 und Krueger et al., 2001).

13
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Die Interaktion von FADD, c-Flip und Caspase 8 spielt wahrend der Embryogenese eine
entscheidende Rolle in Fibroblasten, Endothelzellen und Herzmuskelzellen. Konventionelle
c-Flip-Knockout-Mause entwickeln sich aufgrund starker Herzfehlbildungen nur bis zum 10.
Tag der Embryogenese (Yeh et al. 2000). Da diese c-Flip-Knockout-Mause nicht lebensfahig
sind, konnte die Funktion von c-Flip in unterschiedlichen Zelltypen und Organen bisher nur
unzureichend untersucht werden.

c-Flip verfugt nach aktuellem Kenntnisstand Uber vielfaltige Funktionen in unterschiedlichen
Zelltypen, die uber die anti-apoptotische Wirkung hinausgehen. Es wurde gezeigt, dass c-
Flip in der T-Zelllinie Jurkat (T-ALL) die NFkB- und Erk-Signalwege aktiviert und so auch
deren Proliferation steuert (Thome und Tschopp 2001; Zhang 2005; Huang et al. 2010).
Zusatzlich kann c-Flip die Ubiquitinierung von B-Catenin beeintrachtigen, was zu einem
verstarkten Wnt-Signal fuhrt (Naito et al. 2004).

Interessant ist auch, dass die Expression von c-Flip durch NF-kB reguliert wird (Micheau et
al. 2001). Uber die genauen Regulationsmechanismen sowie die Funktion von c-Flip in ILCs

ist bisher wenig bekannt.

2.3.4 Apoptose in NKp46™-ILCs

Einer der Hauptmechanismen, tber den die NK-Zellen in der angeborenen Immunabwehr
wirken, ist die Fahigkeit in anderen Zellen Apoptose zu induzieren (Vivier et al. 2008). NK-
Zellen exprimieren Todesrezeptorliganden wie TNF-a, FasL, und TRAIL, um die Abtdtung
von virusinfizierten Zellen oder Tumorzellen zu induzieren (Kashii et al. 1999; Wallin et al.
2003). Auch die nicht-zytotoxischen ILC1 sezernieren TNF-a (Klose et al. 2014; Vonarbourg
et al. 2010). Ungeklart ist jedoch, wie sich NKp46*-ILCs vor Apoptose schiitzen. Bisher ist
nur bekannt, dass Regulatoren des intrinsichen Apoptosesignalweges Auswirkungen auf das
Uberleben von NK-Zellen haben. (Huntington et al. 2007a). Die Proteine Bim und Noxa
gehdren zu den pro-apoptotischen Bcl-2-Proteinen. In IL-15-defizienten Mausen wird die
Expression von Bim und Noxa nicht unterdriickt, so dass es vermehrt zur Apoptose der NK-
Zellen kommt. AuRerdem zeigt sich beim Mangel von IL-15 ein Verlust des anti-
apoptotischen Proteins Mcl-1 (Huntington et al. 2007a). IL-15 moduliert demnach tber die
Expression von Bim, Noxa und Mcl-1 den intrinsichen Weg die Apoptose in NK-Zellen
(Huntington et al. 2007a). Wie der extrinsische Weg der Apoptose in ILCs reguliert wird, ist

nicht geklart und Gegenstand der vorliegenden Arbeit.
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2.4 Zielstellung

In Anbetracht der Tatsache, dass NK-Zellen und nicht-zytotoxische ILC1
Todesrezeptorliganden sezernieren (Klose et al. 2014; Vonarbourg et al. 2010), stellt sich die
Frage, wie sich NKp46™-ILCs selbst vor der autokrinen Wirkung dieser Apoptosesignale
schitzen. Diese Frage ist von hoher Relevanz, da die intrazellularen Signalwege, die zur
Entwicklung und zum Uberleben von ILCs beitragen, kaum verstanden sind. Ob und wie die
Expression des anti-apoptotischen Proteins c-Flip die Bildung und/oder das Uberleben von
ILCs beeinflusst, war zu Beginn der vorliegenden Arbeit unbekannt. Um diese Frage zu
beantworten, wurden konditionale c-FLIP-Knockout-Mause (c-FLIP"™ (Zhang 2005) mit
NKp46-Cre-transgenen (NKp46-Cre*) (Narni-Mancinelli et al. 2011) Mausen verpaart. In den
resultierenden NKp46°“™"-Mausen wird die Cre-Rekombinase unter Kontrolle des NKp46-
Promotors exprimiert und ist somit in NKp46'-ILCs aktiv. Im Cflar-Gen dieser Maus
flankieren loxP-Sequenzen einen fur die Genfunktion essentiellen Teil. Werden die
loxP-Sequenzen von der Rekombinase Cre erkannt, wird das loxP-flankierte Gensegment
eliminiert und somit das Cflar-Gen inaktiviert. Mit Hilfe der NKp46““™P-Mause ist es
demnach moglich, das Cflar-Gen selektiv in NKp46™-ILCs zu inaktivieren und damit die
Produktion von c-Flip zu verhindern.

Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen 1) ob die Inaktivierung von c-Flip in NKp46*-Zellen
einen Einfluss auf die Entwicklung des Immunsystems hat und 2) Uber welchen
Mechanismus c-Flip die Entwicklung NKp46*-ILCs beeinflusst?
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3.1 Material

3.1.1 Ausrustung

Gerat

Zentrifuge Megafuge 40R
Zentrifuge Pico 17
Durchflusszytometer LSR Fortessa
Durchflusszytometer Canto Il
Durchflusszytometer und Zellsortierer FACS
Vantage SE DiVA

Inkubator Hercell 240i

AutoMACS

PCR Machine T300 Thermocycler
Thermomix Compact

Mikrowelle

Microskop Primo vert
DynaMag™-2 Magnet

3.1.2 Software
BD FACSDiva™
FlowJo 9.7.5
Graphpad Prism 5.1

3.1.3 Reagenzien
Reagenz

7-AAD Lebendfarbstoff
BD FACS Lyse Losung
dNTP

Easy Ladder |

Easycoll
Ethidiumbromid

Gibco HEPES (1 M)
Isofluran CP

Orange G

Platinum Tag DNA Polymerase

Primocin

3 Material und Methoden

Firma

Heraeus Thermo Scientific
Heraeus Thermo Scientific
BD Bioscience

BD Bioscience

BD Bioscience

Thermo Scientific
Miltenyi Biotech
Biometra
Eppendorf
Severin

Zeiss

Life Techologies

BD Biosciences
TreeStar
Graphpad Software

Firma

Biolegend

BD Biosciences
Applied Biosystems / Roth
Bioline

Biochrom

Roth

Life Technologies
CP Pharma
Sigma / Applichem
Invitrogen

Amaxa
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Proteinase K

Q-VD-OPH

Rekombinanter Muriner FIt3-Ligand
Recombinant Murine IL-15
Recombinant Murine IL-7
Recombinant Murine SCF
Streptavidin

Superscript Il reverse Transcriptase
TagMan Universal PCR Mastermix
1-Thioglycerol
Trypsin/EDTA-LO6sung (10x), 0,5%/0,2%
(w/v) in (10x) PBS ohne Ca2+, Mg2+

3.1.4 Antik6rper und Microbeads

3 Material und Methoden

Sigma Aldrich

MP Biomedicals
PeproTech
PeproTech
eBioscience
PeproTech

BD Biosciences
Invitrogen

Applied Biosystems
Sigma-Aldrich

Biochrom

3.1.4.1 Antikorper und sekundére Reagenzien

Name Klon
B220 RA3-6B2
CD11b MI70
CD11c N418
CD122 TMb1
CD127 A7R34
CD16/CD32 Fc block 2.4G2
CD19 1D3
CD19 6D5
CD21 eBio8D9
CD23 B3B4
CD27 LG.7F9
CD3e 145-2C11
CD4 GK1.5
CD4 RM4-5
CD44 IM7
CD45 30-F11
CD45.2 104
CD5 53-7.3
CD62L MEL-14
CD8a 53-6.7
CD90.2 53-2.1
CD95 15A7

Firma
Biolegend
Biolegend
Biolegend
Biolegend
Biolegend
eigene Herstellung
eBioscience
Biolegend
eBioscience
eBioscience
eBioscience
Biolegend
Biolegend
BD Biosciences / Biolegend
Biolegend
Biolegend
Biolegend
BD Biosciences
BD Biosciences
Biolegend
Biolegend
eBioscience
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3 Material und Methoden

F4/80 BM8 Biolegend
Grl RB6-8-C5 Biolegend
H2kb AF6-88.5 Biolegend
I-Ab AF6-120.1 Biolegend
IgD 11-26¢ eBioscience
IgM /41 eBioscience
KLRG1 2F1 eBioscience
Ly-6G 1A8 Biolegend
NK1.1 PK136 BioLegend
NKp46 29A1.4 BD Biosciences / Biolegend / eBioscience
Purified CD178 (FasL) MFL4 Biolegend
Purified CD253 (TRAIL) N2B2 Biolegend
Purified TNF-a MP6-XT22 Biolegend
Purified Rat IgG1 RTK2071 Biolegend
Purified Rat IgG2a RTK2758 Biolegend
Purified Armenian Hamster IgG  HTK888 Biolegend
TER119 TER119 Biolegend

3.1.4.2 Microbeads

Microbeads

Dynabeads Biotin Binder

3.1.5 Mauslinien

Firma

Invitrogen (Life Technologies)

NKp46Cre* Mause (Narni-Mancinelli et al. 2011) wurden von Prof. Eric Vivier (Marseille) zur
Verfugung gestellt. In das Genom der NKp46Cre-Maus wurde das Transgen der Cre-
Rekombinase durch das Knock-In-Verfahren eingebracht (Narni-Mancinelli et al. 2011). Die
Cre-kodierende cDNA wurde so in das 3’-Ende des NKp46-Gens dieser Maus integriert,
dass die Cre-Expression unter Kontrolle des NKp46-Promotors erfolgt (Narni-Mancinelli et al.
2011).

modifizierten NKp46-Allels beeintréachtigt, sodass die Expression des NKp46-Proteins nur in

Durch das Einbringen des Cre-Transgens wird jedoch die Expression des

Mausen gewabhrleistet ist, die heterozygot fir Cre sind.

Konditionale c-FLIP""-M&use (zZhang 2005) wurden von Prof. Ingo Schmitz (Braunschweig)
zur Verfugung gestellt. In diesen Tieren wurden loxP-Sequenzen so in das Cflar-Gen
integriert, dass dieses mittels Cre-mediierter Rekombination inaktiviert und so die Expression
des c-FLIP-Proteins verhindert werden kann.

Um das Cflar-Gen selektiv in NKp46™-ILCs zu inaktivieren, wurden NKp46Cre*-Mause mit c-
FLIP"™-Mausen verpaart, um NKp46-Cre* x c-FLIP"" (NK*F"P)-Mause zu generieren. Als

Kontrollen wurden NK"'-Mause eingesetzt, die mindestens ein intaktes Cflar-Allel besaRen.
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3 Material und Methoden

Hierzu zahlten NKp46-Cre* x c-FLIP*™ und NKp46-Cre* x c-FLIP*"™.-Mé&use. Um Cflar-
unabhangige, Cre-Effekte auszuschlieRen (Schmidt-Supprian und Rajewsky 2007) wurden in
einigen Experimenten auch NKp46-Cre” x c-FLIP" und NKp46-Cre™ x c-FLIP""" als NK"'-

KWT

Kontrolltiere verwendet. Die Genotypen der jeweils verwendeten NK™ '-Mause sind in den

Legenden der jeweiligen Abbildungen zu enthehmen.

Die Tiere des Genotyps NKA“HP

zeigen bezuglich Entwicklung, Fruchtbarkeit und &uRerem
Erscheinungsbild einen vergleichbaren Phanotyp wie die Kontrolltiere. Die Vererbung der

Transgene folgt den mendelschen Frequenzen.

3.1.6 PCR-Primer

NKp46Cre

NKp46ex7-Forward: 5-GGA ACT GAA GGC AAC TCC TG-3’
NKp46-IRES-Reverse: 5-CCC TAG GAATGC TCG TCA AG-3’
NKp46ex7- Reverse: 5-TTC CCG GCA ACA TAA AAT AAA-3’

FLIP-f|

FLIP-flox-Forward: 5-TAG CTG ATG CAT GAG CCT GAG C-3
FLIP-flox-Reverse: 5-GTA CCA GAA CTC TCC AGT CAT ACT TG-3

3.1.7 Puffer, L6sungen, Nahrmedien

ACK Lyse Puffer (1x): 0,1 mM Na,EDTA
10 mM KHCO3
155 mM NH,CI
pH: 7,2-7,4

MACS Puffer (1x): 1x PBS
2 mM EDTA
0,5 % BSA
pH: 7,2-7,4

PBS (1x): 1,7 mM NaH,PO,
6,5 mM Na,HPO,
154 mM NaCl
pH: 7,2-7,4
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PBS-EDTA (1x):

PBS-Heparin:

OP9 Medium:

TAE Puffer (50x):

Biopsie-Lyse-Puffer (1x):

TE Puffer (1x):

Ladepuffer

Standard-Medium

3 Material und Methoden

1x PBS
2mM EDTA
pH: 7,2-7,4

1x PBS
5000 U Heparin/l
0,03 % NaN;

a-MEM

10 % FCS

2 mM L-Glutamin

1 mM Na-Pyruvat

100 U/ml Penicillin/Streptomycin

242 g Tris-Base

57 ml Acetic Acid
100 ml 0,5 M EDTA
pH: 8,0

100 mM Tris/HCI (pH 8)
5 mM Na,EDTA (pH 8)
0,2 % SDS (pH 7,2)
200 mM NacCl

10 mM Tris/HCI (pH 8)
0,1 mM Na,EDTA (pH 8)

0,2 % w/v Orange G (practical grade)
30 % v/v Glycerol
70 % v/iv H,0

RPMI 1640

10 % FCS
100 U/ml Penicillin-Streptomycin
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3.2 Methoden

3.2.1 Molekularbiologische Methoden

3.2.1.1 Isolation genomischer DNA aus Mausgewebe

4-6 Wochen alten Mausen wurden Schwanzspitzen- oder Ohrbiopsien enthommen. Die
Gewebeproben wurden mit 600 pl Biopsie-Lyse-Puffer und 20 mg/ml Proteinase K fir
mindestens 4 Stunden (h) bei 56° und 350 Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute,
rom) im Thermomixer lysiert. Danach wurden die Lysate 5 Minuten (min) bei 13800 x g
zentrifugiert, der Uberstand in ein neues 1,5 ml Reagenzgefal® uberfiihrt und die DNA im
Uberstand mit 600 pl -20°C kaltem 2-Propanol fiir 10 min bei Raumtemperatur geféllt. Nach
erneutem Zentrifugieren fir 10 min bei 13800 x g wurde das Pellet mit 600 pl -20°C kaltem
100% Ethanol gewaschen und wieder fiir 5 min bei 13800 x g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde dekantiert und das Pellet bei Raumtemperatur (RT) getrocknet. Je nach Biopsiegrofl3e
wurde das DNA-Pellet in 50-300 ul TE Puffer fir 1 h unter horizontalem Schitteln (350rpm)
bei 68°C geldst.

3.2.1.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion wird genutzt, um eine bestimmte DNA-Sequenz zu
vervielfaltigen. Dazu binden Primer an die komplementare Zielregion auf der DNA und
kennzeichnen so den Genabschnitt, der vervielfaltigt werden soll. Mit Hilfe des Enzyms Tag-
Polymerase wird die Menge an DNA Uber mehrere Zyklen amplifiziert. Dazu wird die DNA
stark erhitzt, bis sie denaturiert und in zwei Einzelstrangen vorliegt. An diese Einzelstrange
konnen nun jeweils die komplementaren Primer binden und die spezifische Region fur den
Startpunkt der Tag-Polymerase kennzeichnen. Die Taqg-Polymerase synthetisiert nun einen
neuen komplementaren DNA-Einzelstrang. Dieser Prozess wird fir 30-40 Zyklen wiederholt,
so dass das gewlnschte DNA-Fragment am Ende in vielfacher Form vorliegt. Dieses
Verfahren kann zum Beispiel zur Genotypisierung transgener Mausen genutzt werden. In
Tabelle 1 sind die Reagenzien aufgefihrt, die zur Herstellung eines PCR-Reaktionsansatzes
fur die jeweilige PCR notwendig ist. Tabelle 2 zeigt die Einstellungen von Temperatur und
Zeit, die wahrend der verschiedenen Zyklen fir die Amplifikation der DNA-Abschnitte
notwendig sind.
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Reagenz Volumen [pl] B
H,0O 12,9
10x-Puffer 5
MgCl; (25 mM) 2
dNTPs(2,5 mM) 2
NKp46ex7-Forward
(10uMm) '
NKp46-IRES-
Reverse (10uM) !
NKp46ex7- Reverse q
(10uMm)
Platinum Taq 0,1
DNA 1

3 Material und Methoden

Reagenz Volumen [pl]
H,O 15,3
10x-Puffer 5
MgCl; (1,5 mM) 0,5
dNTPs(0,2 mM) 0,5
FLIP-flox-Forward
0,8
(10uMm)
FLIP-flox-Reverse
0,8
(10uMm)
Rediload 1
Platinum Taq 0,1
DNA 1

Tabelle 1: A) Zusammensetzung des Reaktionsgemisches, das fir die PCR zum Nachweis des
NKp46Cre-Gens bendtigt wird B) Zusammensetzung des Reaktionsgemisches, das fur die PCR zum
Nachweis des Cflar-Gens benétigt wird

NKp46Cre Flip-fl
PCR-Schritt T [°C] Zeit [s] | Zyklen | T [°C] Zeit [s] | Zyklen
Polymerase-Aktivierung 95 120 1x 93 180 1x
Denaturierung der DNA 95 30 93 30
Primerhybridisierung 56,2 30 34x 66 30 40x
Elongation 72 40 65 90
Letzte Elongation 72 300 1x 65 300 1x
Stop der Reaktion 10 10

Tabelle 2: Einstellung von Temperatur und Dauer der PCR-Zyklen fir die NKp46Cre-PCR und die
FLIP-fl-PCR
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3.2.1.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine biochemische Methode zur Auftrennung von DNA-
Strangen nach ihrer GroRe. Durch Anlegen eines elektrischen Feldes bewegt sich die
negativ geladene DNA durch das Agarose-Gel zur Anode. Die kleinen DNA-Sequenzen
wandern schneller durch das Gel als die groR3en.

Zum Nachweis der PCR-Produkte fir die Genotypisierung der Mause wurden 1,5 bis 3 %
Agarose-Gele eingesetzt. Dazu wurden 1,5 bis 3 g Agarose in 100 ml TAE-Puffer aufgekocht
und in vorbereitete Stander gegossen. 5 pl ,DNA Ladder® (Easy Ladder 1) wurde als
GrolRenstandard mit den DNA-Proben nach der Polymerisation auf das Gel aufgetragen und
bei 120 V fur 40 min aufgetrennt. Danach wurden die Gele in Ethidiumbromid-TAE-Puffer fir
20 min gefarbt und die Banden unter UV-Licht sichtbar gemacht (Abb 3.1).

A Nkp46Cre PCR B FLIP-flox PCR
- o
() ©
0¥ S ks
§ § S £ = o ;I
22212 2 o3 8
z z= T § oo L
— >
s  1000bp . = 1000bp
= W  500bp e w9 500bp
'.. W 250bp : L 250bp

Abb. 3.1: Genotypisierung von NK**" Mausen mittels PCR und Agarose-Gelelektrophorese

A) Der Nachweis des Cre-Transgens im Genom der NKp46Cre® Maus erfolgte mittels PCR unter
Verwendung spezifischer Primer (s. 3.1.6), mit deren Hilfe sich ein 247bp grol3es DNA-Segment
amplifizieren lasst. Die Amplifikation des Wildtyp-Allels fihrt zur Bildung eines 300bp grofRRen
Fragments. Dementsprechend lasst sich mit der DNA homozygot Cre-transgener (NKp46C+’+) Méuse
eine 247 bp grof3e Bande nachweisen, mit der DNA einer Cre-negativen Wildtypmaus (WT) eine 300
bp groRe Bande und mit der DNA eine heterozygoten Maus (NKp4GC+") beide Banden.

B) Unter Verwendung spezifischer Primer (s. 3.1.6) lassen sich mittels PCR Mause identifizieren, die
entweder auf beiden Cflar-Allelen loxP Sequenzen tragen (c-FLIP"™; BandengréRe 750bp), nur auf
einem Cflar-Allel loxP Sequenzen tragen (c-FLIPf'/W‘; BandengrofRen 750 bp und 600 bp) oder auf

keinem der beiden Allele loxP Sequenzen tragen (WT; Bandengrdf3e 600 bp).
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3.2.2 Zellbiologische Methoden
3.2.2.1 Praparation von Zellen aus verschiedenen Organen

3.2.2.1.1 Herstellung von Einzelzellsuspensionen aus der Milz

Die Milz wurde entnommen und in 2 ml 4°C kaltes PBS-EDTA Uberfiihrt. AnschlieRend
wurde die Milz mit dem Kolben einer 10 ml-Spritze durch ein Metallsieb aus rostfreiem Stahl
in ein Schalchen gedrickt. Das Sieb wurde nochmals mit PBS-EDTA nachgespilt. Die
Zellen dieser Suspension wurden zur weiteren Vereinzelung mit einer 20G-Nadel auf einer
10 ml-Spritze mehrfach luftblasenfrei resuspendiert und in ein 15 ml-R6hrchen uberfuhrt. Die
Zellsuspension wurde bei 400 x g und 4°C fir 5 min zentrifugiert. Nach der Erythrozyten-
Lyse (siehe 3.2.2.1.4) wurde das Zellpellet in PBS-EDTA geldst. Die Zellen wurden mit der
Neubauer-Zahlkammer gezahlt und auf die fir die nachfolgenden Analysen notwendige

Zelldichte eingestellt.

3.2.2.1.2 Herstellung von Einzelzellsuspensionen aus dem Knochenmark

Zunachst wurden die Oberschenkelknochen beidseits entnommen. Um die Ausbeute an
Knochenmarkzellen fir in vitro-Versuche zu erhéhen, wurden bei Bedarf zusatzlich
Unterschenkel- und Huftknochen entnommen. Das Muskelgewebe wurde entfernt und der
Knochen wurde an beiden Seiten gedffnet. Mit Hilfe einer 10 ml-Spritze und einer 27G-
Nadel wurde das Knochenmark mit PBS-EDTA heraus gespiilt. Nachfolgend wurde die
Zellsuspension bei 400 x g und 4°C fur 5 min zentrifugiert und die Erythrozyten-Lyse (siehe
3.2.2.1.4) durchgefuhrt. Danach wurde das Pellet in PBS-EDTA geltst. Die Zellen wurden
mit der Neubauer-Zahlkammer gezahlt und fur die Antikérperfarbung auf die gewlnschte

Zelldichte eingestellt.

3.2.2.1.3 Perfusion der Leber und Isolierung der leberstédndigen Leukozyten

Nach Tétung der Mause wurde zur Perfusion das rechte Atrium des Herzens gedffnet. Mit
einer 27G-Nadel und einer 20 ml-Spritze wurden 20 ml kaltes PBS (pH 7,4) in den linken
Ventrikel injiziert oder tber ein Infusionssystem verabreicht, bis sich die Leber sichtbar
entfarbte. Die Gallenblase wurde entfernt, die Leber entnommen und in ein 50 mI-Réhrchen
mit 2 ml 4°C kaltem Standard-Medium tberfuhrt

Die Leber wurde mit einem Skalpell zerkleinert und mit einem Spritzenkolben durch ein
Metallsieb gedruckt und mit 10 ml RPMI-1640 Medium plus GlutaMAX™, 25 mM HEPES
und 10 % FCS (pH 7,4) nachgespuilt. Mit einer 10 ml-Spritze und einer 20G-Nadel wurde die
Suspension zur Zellvereinzelung weiter resuspendiert, mit PBS gewaschen und fiir 8 min bei
500xg und RT zentrifugiert. Darauf folgte eine Dichtegradientenzentrifugation zur
Separation der Leukozyten. Dazu wurde das Pellet in 5 ml 35 % Easycoll mit 5 U/ml Heparin

in Standard-Medium resuspendiert und bei 800 xg ohne Bremse fiur 30 min bei RT
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zentrifugiert. Dabei bilden die Hepatozyten einen Film auf der Oberfliche des
Dichtegradienten, wohingegen die Leukozyten durch den Gradienten wandern und ein
Zellpellet bilden. Nach dem Verwerfen des Uberstands und der Lyse von noch in der
Leukozytenfraktion enthaltenen Erythrozyten (siehe 3.2.2.1.4) wurde das Pellet in PBS-
EDTA resuspendiert. Die Zellen wurden mit der Neubauer-Zahlkammer gezéahlt und fur die

Antikérperfarbung auf die gewtinschte Zelldichte eingestellt.

3.2.2.1.4 Erythrozyten-Lyse

Zur Eliminierung von Erythrozyten aus Leukozyten-Einzelzellsuspensionen, wurden diese
zunéachst sedimentiert (500 x g , 4°C) und nachfolgende in 2 ml ACK-Lyse-Puffer fir 1,5 min
bei RT resuspendiert. Durch die hypotonen Eigenschaften des Puffers nehmen die
Erythrozyten Wasser auf und platzen. Aufgrund einer hoheren osmotischen Toleranz
nehmen Lymphozyten bei der kurzen Einwirkdauer des ACK-Puffers keinen Schaden. Die
Reaktion wurde mit 7 ml Standard-Medium abgestoppt, die Probe durch ein 40 um Zellsieb
filtriert und bei 400 x g und 4°C fiir 5 min zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes
wurden die Zellpellets in PBS-EDTA gelst.

3.2.2.2 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur Charakterisierung einzelner Zellen in
gemischten Zellsuspensionen. Die Zellen einer Suspension werden im Flussigkeitsstrom
vereinzelt und in der Messkammer einzeln an Laserstrahlen im Durchflusszytometer
vorbeigefuhrt. Trifft das Licht auf die Zelle, wird es gebeugt. Das dabei entstehende
Vorwartsstreulicht (foreward scatter: FS) erlaubt Ruckschlisse auf die GroRe der Zelle und
das Seitwartsstreulicht (side scatter: SS) ist ein Mal fiir die Granularitat (SS) der Zelle. Die
Lichtsignale werden im Zytometer detektiert, in elektrische Signale umgewandelt und mit
Hilfe einer geratespezifischen Software visualisiert.

Um Zellen hinsichtlich ihrer Proteinexpression im Durchflusszytometer zu analysieren,
werden monoklonale Antikdrper mit definierter Spezifitit verwendet, an die
Fluoreszenzfarbstoffe  gekoppelt sind. Diese werden durch die Laser des
Durchflusszytometers angeregt und emittieren Licht einer definierten Wellenlange, die fur
den jeweiligen Farbstoff spezifisch ist. Diese Lichtsignale werden in elektrische Signale
umgewandelt und von dem angeschlossenen Computer verrechnet. Fir die in dieser Arbeit
durchgefuhrten Messungen wurden die Durchflusszytometer LSR Fortessa und Canto Il von
BD Biosciences genutzt. Die Analyse der Daten erfolgte mittels der Software FlowJo 9.7.5.
Auf der Basis der zuvor ermittelten Gesamtzellzahl der isolierten Leukozyten eines Organs
und den durchflusszytometrisch bestimmten Frequenzen wurden die absoluten Zellzahlen

bestimmter Immunzellsubpopulationen berechnet.
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3.2.2.3 Durchflusszytometrischer Nachweis von Molektlen auf der Zelloberflache

Um unspezifische Bindungen der fluoreszenzmarkierten Antikorper an Fc-Rezeptoren zu
blockieren, wurden die Einzelzellsuspensionen vorab mit unmarkierten, CD16/32-
spezifischen Antikdrpern (abstammend von ATCC® HB-197™) fir 10 Minuten bei 4 °C
inkubiert.

Fur die spezifische Antikdrperfarbung wurden mehrere fluoreszenzmarkierte Antikérper zu
einem Antikdrper-Mastermix in MACS-Puffer vereinigt. Um die Spezifitdt der Farbungen
sowie die Gerateeinstellungen verifizieren zu kdnnen, wurden mehrere Kontrollfarbungen
angesetzt. Zum einen wurden Zellen der zu analysierenden Proben (Kontrollzellen) mit
jedem Antikdrper aus dem Mastermix einzeln geféarbt. Dartber hinaus wurden Kontrollzellen
mit modifizierten Antikdrpermischungen gefarbt, in denen jeweils ein Antikérper des
Mastermix fehlte. Bei letztgenannten Kontrollen handelt es sich um die sogenannten FMO
(Fluorescence-minus-one)-Kontrollen. Um Molekule auf der Zelloberflache zu farben, wurden
2-10 * 10° Zellen in eine 96-well-Platte (V-férmiger Boden) oder in spezielle Probenréhrchen
Uberfuihrt. Die Zellsuspension wurde bei 500 x g fir 2 min bei 4°C zentrifugiert und das
Zellpellet in 50 pl Antikdrpermix resuspendiert. Die Zellen wurden im Antikdrpermix flr
30 min bei 4°C lichtgeschuitzt inkubiert. Danach wurden 200 pul PBS-EDTA hinzugegeben
und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet im gewiinschten

Volumen flr die Messung am Durchflusszytometer in PBS-EDTA aufgenommen.

3.2.2.4 Farbung von Leukozyten in Vollblutproben

Zu 50 pl Vollblut wurden 50 ul Antikdrpermix gegeben und fiur 25-30 min bei RT
lichtgeschitzt inkubiert. Durch Zugabe von 1 ml BD FACS Lysing Solution und einer
Inkubation fur 20 min erfolgte eine Lyse der Erythrozyten in der Vollblutprobe. Es wurden
2 ml PBS EDTA auf die Probe gegeben und bei 400 x g und 4°C fir 5 min zentrifugiert, um
nicht gebundene Antikérper zu entfernen. Der Uberstand wurde entfernt und die

verbliebenen Leukozyten in PBS-EDTA zur Messung am Durchflusszytometer resuspendiert.

3.2.2.5 Anreicherung von Zellen durch magnetische Depletion

Zur Anreicherung eines Zelltyps aus einer Suspension mit gemischten Zellpopulationen
wurden die Leukozyten mit primaren, biotinylierten Antikrpern gegen spezifische
Oberflachenmarker markiert. Nachfolgend wurden die so markierten Zellen mit Dynabeads
Biotin-Binder, einem sekundaren, an magnetische Beads gekoppelten anti-Biotin-Antikorper,
inkubiert. Mit Hilfe eines Magneten wurden markierte Zellen gebunden und von unmarkierten
Zellen der Zellsuspension getrennt. Auf diese Weise kdnnen bestimmte Zelltypen von
anderen separiert werden. Fir die in dieser Arbeit beschrieben Experimente wurden mit
dieser Methode CD122"-ILC-Vorlauferzellen durch die Depletion von CD19"*, Ly6G" (Klon

1A8), Ter119"-Zellen aus dem Knochenmark angereichert. Durch die Wabhl dieser Zellmarker
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wurden Zellen der B-Zelllinie, Monozyten, Granulozyten und Erythrozyten im

Negativselektionsverfahren depletiert.

3.2.3 Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an einer Sicherheitswerkbank
Klasse Il (Herasafe, HERAEUS) vorgenommen. Die Zellen wurden bei 37°C, 95%
Luftfeuchtigkeit und einem 5% CO,/Luft-Gemisch kultiviert.

3.2.3.1 OP9-Stroma-Zellen

Um die NK-Zellentwicklung in vitro zu analysieren, wurden Vorlauferzellen aus dem
Knochenmark auf OP9-Stroma-Zellen (ATCC® CRL-2749™) kultiviert. Bei den OP9-Stroma-
Zellen handelt es sich um adhéarente Zelllinie, die in h&matopoetischen Stammzellkulturen
Wachstums- und Uberlebenssignale bereitstellt (Nakano et al. 1994).

Die OP9-Stroma-Zellen wurden mit 0,05% / 0,02% Trypsin-EDTA von der Petrischale (100 x
15 mm Petrischale, Falcon™) abgeldst, bei 400 x g und 4°C fiir 5 min zentrifugiert, in OP9-
Medium resuspendiert, gezahlt und auf eine Zelldichte von 3-4 * 10° eingestellt. Um die
Proliferation der OP9-Stromazellen zu unterbinden, wurden sie 6-26 h vor Beginn der
Kokultur radioaktiv bestrahlt, so dass sie nur noch Uberlebenssignale fiir die Vorlauferzellen
bereitstellen. Die optimale Bestrahlungsdosis wurde getestet und auf 4 Gray (Gy) festgelegt.
Die bestrahlen Zellen wurden in OP9-Medium in einer 24-Loch-Platte in einer Zelldichte

ausgesat, die zu einer 70%igen Konfluenz fuhrte.

3.2.3.2 ILC-Vorlauferzellen

Fur die Gewinnung von ILC-Vorlauferzellen wurde aus den Knochenmarkzellen eine
Einzelzellsuspension hergestellt und eine Anreicherung von CD122-exprimierenden Zellen
durch magnetische Depletion von CD19", Ly6G*, Terll9'-Zellen (siehe 3.2.2.4)
durchgefuhrt. Die verbleibenden Zellen wurden mit biotinylierten Antikbrpern gegen CD19,
Ly6G und Ter119 fur 30 Minuten bei 4°C inkubiert, bevor an Fluoresceinisothiocyanat (FITC)
gekoppeltes Streptavidin fur weitere 30 Minuten hinzugeflgt wurde. Zusatzlich wurden CD3,
CD8, CD4 mit FITC markiert, wahrend CD122 und NK1.1 mit anderen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert wurden. Auf diese Weise wurde der verbliebene Anteil an
Zellen, die die Linien-spezifischen Marker CD3, CD8, CD4 sowie CD19, Ly6G und Terl19
exprimieren, identifiziert.

Zur lIsolation der ILC-Vorlauferzellen wurden die gefarbten Zellen mit Hilfe des FACS
Vantage SE DiVA nach folgender Gating-Strategie sortiert: ILC-Vorlauferzellen wurden durch
die fehlende Expression aller Linien-spezifischen Marker und der Expression der IL-2R[3-
Kette (CD122") identifiziert. Aus dieser Population wurden anschlieBend NK1.1* oder NK1.1’
-Zellen sortiert. Die NK1.1-Zellen beinhalten die ILC-Vorlaufer.
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Die sortierten Zellen wurden auf bestrahlten OP9-Stroma-Zellen ausgesat und in 500 pl
OP9-Medium mit 20 ng/ml SCF, 20 ng/ml FIt-3 Ligand, 20 ng/ml IL-7, 20 ng/ml IL-15,
150 pmol/L 1-Thioglycerol und Primocin fur 9 Tage kultiviert (Luther et al. 2011). An Tag 4
wurde jeweils die Halfte des Mediums gewechselt. An Tag 7 wurden die ILCs auf frische
OP9-Stroma-Zellen transferiert. In einigen Experimenten wurde ein Teil der Kultur mit dem
Caspase-Inhibitor Q-VD-OPH in einer Endkonzentration von 20 uM behandelt, der alle 2,5
Tage erneut zugegeben wurde. In anderen Kulturen wurden blockierende Antikdrper und
deren Isotyp-Kontrollen verwendet. Diese wurden jeweils in einer Konzentration von 10 pg/ml
eingesetzt und ebenfalls alle 2,5 Tage erneut zugesetzt. Um den Zellzuwachs von Tag 0 zu
Tag 9 (d9) zu bestimmen, wurde die Expansionsrate ermittelt. An Tag 9 wurden die
absoluten Zellzahlen der NKp46*-Population mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Diese
wurde zu der absoluten Zahl der eingesetzten NKp46*-Zellen am Tag 0 (dO) ins Verhaltnis

gesetzt.

3.2.4 Statistische Analyse

Die Ergebnisse der in vivo-Experimente (Abb. 4.1 — 4.8) sind als arithmetisches Mittel und
Standardfehler des Mittelwertes (standard error of mean, SEM) dargestellt. Die statistische
Signifikanz wurde mit dem nicht-parametrischen, zweiseitigen Mann-Whitney-Test Gberpruift.
Die Ergebnisse der in vitro-Experimente (Abb. 4.9 — 4.11) sind als arithmetisches Mittel und
Standardfehler des Mittelwertes (standard error of mean, SEM) angegeben. Die statistische
Signifikanz wurde mit dem Paardifferenztest (abhangiger t-Test, engl: paired-t-Test) flr
abhangige, verbundene Stichproben Uberprift. Statistisch signifikante Unterschiede wurden
wie folgt markiert: *(p<0,05), ** (p<0,01) bzw. *** (p<0,001).
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4 Ergebnisse

4.1 Analyse der Immunzellpopulationen in Blut, Milz, Leber und

Knochenmark

4.1.1 Verlust von NK1.1*"NKp46™-ILCs im Blut und in der Milz von
NKAeF-P_Mausen

Die Entdeckung der Heterogenitat der ILCs fihrte zur Abgrenzung von T-Helferzell-&hnlichen
ILC-Populationen und NK-Zellen. Deren Funktion wurde in verschiedenen Geweben in den
letzten Jahren verstarkt untersucht. Uber die intrinsische Weiterleitung externer Signale in
ILCs ist bisher jedoch wenig bekannt. Die anti-apoptotische Wirkung des Proteins c-Flip
wurde in anderen Zellpopulationen bereits beschrieben (Chau et al. 2005; Huang et al. 2010;
Plaza-Sirvent et al. 2017). Allerdings wurde die Funktion von c-Flip in NKp46™-ILCs bislang
noch nicht genauer betrachtet. Ziel unserer Analysen war es daher, die Auswirkungen einer
defizienten c-Flip-Expression in NKp46'-Zellen mit Hilfe von NK*F"-Mausen zu
untersuchen. Dazu wurden zunachst Immunzellen in Blut und Milz von NK“*F"P-Mausen und
NK"T-Mé&usen (beinhaltend die Kontrollgruppen NKp46-Cre* x c-FLIP"" NKp46-Cre x c-
FLIP" und NKp46-Cre™ x c-FLIP""™ analysiert. Hierbei lag der Schwerpunkt auf Zellen, die
durch die Abwesenheit des Oberflaichenmarkers CD3 und die Expression des Markers
NK1.1 definiert wurden. Dies beinhaltet NK-Zellen, nicht-zytotoxische ILC1 und einige
NK1.1l-exprimierende ILC3 (Grégoire et al. 2007; Klose et al. 2014). Zu diesem Zweck
wurden Blut- und Milzzellen von NK*FP-Mausen und NK"T-Mausen durchflusszytometrisch
analysiert, um sowohl den relativen Anteil CD3'NK1.1"ILCs an der gesamten
Immunzellpopulation als auch deren absolute Zellzahl zu bestimmen. Die in Abb. 4.1 A
dargestellten reprasentativen Dotplots zeigen eine deutliche Reduktion von CD3'NK1.1*-ILCs
in NK2FY"_Mausen. Bei Kontrolltieren mit einem intakten Cflar-Gen ist dies nicht der Fall.
Entsprechend ist die absolute Anzahl von NK1.1%-ILCs nach Deletion des Cflar-Gens in
NKp46*-Zellen stark verringert (Abb 4.1 B). Weiterhin wurde in den CD3'NK1.1" ILCs Zellen
ausgewahlt, die den Marker NKp46 exprimieren. Auch hier zeigt sich eine deutliche
Reduktion der CD3'NK1.1'NKp46*-ILCs in NK*"P-Mausen (Abb 4.1 C). Um einen
alleinigen Einfluss der Cre-Rekombinase auf die Zellzahlen auszuschliel3en, wurden auch
NKp46-Cre” x c-FLIP"™ und NKp46-Cre” x c-FLIP" als NK""-Kontrollen verwendet. Wie
Abb. 4.1B und C zu entnehmen ist, gab es keine nennenswerten Unterschiede innerhalb der
NK"WT-Kontrollen. Daraus lasst sich ableiten, dass die bloRe Anwesenheit der
Cre-Rekombinase nicht ausreicht, um die starke Reduktion der CD3'NK1.1*"NKp46™-ILCs in
NKAFYP_Mausen zu erklaren. Dies setzt offensichtlich die Cre-vermittelte Inaktivierung

beider Cflar-Allele voraus.
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4 Ergebnisse

In weiteren Experimenten wurden die absolute Anzahl von NK1.1'NKp46*-ILC zwischen
NKp46-Cre* x c-FLIP"™ als NK"'-Kontrolle und NK““F-P-Mausen verglichen. In
Abbildung 4.1 D wird gezeigt, dass in Anwesenheit von zwei intakten Cflar-Allelen kein
Verlust von NK1.1'NKp46*-Zellen vorliegt. Die in Abbildung 4.1 B, C und D gezeigten Daten
lieBen den Schluss zu, dass ein intaktes Cflar-Allel ausreicht, um die Entwicklung der
untersuchten ILC-Populationen zu gewahrleisten. Dies machte es mdglich, sowohl Cre’
-Tiere, NKp46-Cre* x c-FLIP"" als auch NKp46-Cre* x c-FLIP"""-M&use als ILC-kompetente

NK"T-Kontrolltiere zu verwenden.
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Abb. 4.1: Verlust von NK1.1*"NKp46*-ILCs im Blut und der Milz der NK2“™"P-Maus
Leukozyten aus dem peripheren Blut und aus der Milz von NK"'-Mausen und NK*™"-Mausen

wurden nach Farbung mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikdrpern gegen diverse Immunzellmarker
durchflusszytometrisch analysiert, um den relativen Anteil der CD3'NK1.1%-ILC-Population zu
bestimmen (A, B). (A) Gezeigt sind reprasentative Dotplots. Die Zahlen stellen den relativen Anteil der
ILCs an der Immunpopulation im jeweiligen Organ (oben Blut, unten Milz) dar. (B) Um mdgliche
Einflusse der Cre-Expression auf die Immunzellzusammensetzung zu erfassen, wurden sowohl Cre-
positive als auch Cre-negative Tiere analysiert, die entweder auf beiden Chromosomen die loxp-
flankierte, durch Cre-deletierbare-Cflar-Gensequenz trugen (fl/fl) oder ein Wildtyp-Cflar-Allel

31



4 Ergebnisse

exprimierten (wt/fl). Dargestellt sind der relative Anteil der CD3'NK1.1*-ILCs sowie die absolute
Zellzahl. (C) Hier wurden in der CD3'NK1.1*-ILC-Population zusatzlich NKp46* Zellen ausgewanhlt. Als
Versuchsgruppe wurden NK*"-Tiere und als Kontrollen NK"'-Tiere (NKp46-Cre* x c-FLIP""
NKp46-Cre” x c-FLIP*™ und NKp46-Cre” x c-FLIP"™ mit mindestens einem intaktem Cflar-Allel)
eingesetzt. Dargestellt sind der relative Anteil der CD3'NK1.1'NKp46™-ILCs sowie die absolute
Zellzahl. (D) Zusatzlich wurden die absoluten Zellzahlen der Lin"CD122°NK1.1"'NKp46'-ILC-
Populationen in Cre-positiven Tieren verglichen, die auf jeweils beiden Chromosomen entweder das
Wildtyp-Allel (wt/wt; NKWT) oder die loxp-flankierte Gensequenz (fl/fl; NKAC'FL'P) trugen.

Die Balken reprasentieren Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (standard error of the mean,
SEM) aus zwei unabhangigen Experimenten mit Zellen aus der Milz mit 3-5 Mausen pro Gruppe (total
n=7-9) (B,C). Die Analysen im Blut wurden in einem Experiment mit insgesamt 3-5 Tieren pro Gruppe
durchgefuhrt (B,C). In (D) wurden 5 Mausen je Gruppe eingesetzt. Die statistische Analyse erfolgte
unter Anwendung eines nicht-parametrischen zweiseitigen Mann-Whitney-U-Tests, * p<0,05, **
p<0,01, *** p<0,001

4.1.2 Verlust von NK1.1*"NKp46*-ILCs in Leber und Knochenmark von
NK2eF-P_Mausen

Die NKp46™-ILCs zirkulieren im Blut und finden sich als gewebsstandige Zellen in den
unterschiedlichsten Organen (Grégoire et al. 2007; Gasteiger et al. 2015). Um eine mdgliche
Veranderung der NKp46*-ILC-Populationen in anderen Kompartimenten nachzuweisen,
wurden Immunzellen in Leber und Knochenmark von NK*™P-Mausen und NK"“'-M&usen
durchflusszytometrisch analysiert.

Es zeigte sich, dass sowohl der relative Anteil an NK1.1*-ILCs als auch deren absolute Zahl
in der Leber und im Knochenmark von NK“""-Mausen stark reduziert war. In Cflar-
kompetenten Kontrolltieren war dies nicht der Fall (Abb 4.2 A und B). Zwischen Cre-Mausen
und Cre*-Mausen, die jeweils ein intaktes Cflar-Gen besaRen, wurden dagegen keine
signifikanten Unterschiede beobachtet (Abb 4.2 B). Dies legt nahe, dass die Expression der
Cre-Rekombinase keinen Einfluss auf den Verlust der NK1.1*-ILCs in Leber und
Knochenmark hat. In den CD3'NK1.1*-ILCs wurden auch NKp46*-Zellen ausgewahlt (Abb
4.2 C). Hier zeigte sich eine deutliche Reduktion der CD3'NK1.1'NKp46™-ILCs in
NK2FHP_Mausen sowohl in relativer als auch in absoluter Anzahl.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Cre-vermittelte Inaktivierung des Cflar-Gens in
NKp46'-Zellen zu deren Reduktion in Blut, Milz, Leber und Knochenmark von

NKAFHP_Mausen fuhrt.
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Abb. 4.2: Verlust von NK1.1*"NKp46*-ILCs im Knochenmark und Leber der NK**™""-Maus

Durchflusszytometrische Analyse der CD3'NK1.1"-ILC-Population aus dem Knochenmark und der
Leber von NK“FP_Tieren und NK"'-Tieren. (A) Gezeigt sind reprasentative Dotplots. Die dort
angegebenen Zahlen stellen den relativen Anteil der CD3'NK1.1*-ILCs an der Immunzellpopulation im
jeweiligen Organ (oben Knochenmark, unten Leber) dar. (B) Dargestellt sind der relative Anteil der
CD3NK1.1*-ILCs sowie die absolute Zellzahl im Knochenmark bzw. der Leber in NK“*** und
NK"“"-Mausen (NKp46-Cre* x c-FLIP"" NKp46-Cre” x c-FLIP"™ und NKp46-Cre” x c-FLIP"™" mit
mindestens einem intaktem Cflar-Allel). (C) Hier wurden in der CD3'NK1.1"-ILC-Population zusatzlich
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NKp46*-Zellen ausgewahlt. Dargestellt sind der relative Anteil der CD3'NK1.1"NKp46™-ILCs sowie die
absolute Zellzahl in Leber und Knochenmark.

Die Balken reprasentieren Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (standard error of the mean,
SEM) aus zwei unabhangigen Experimenten mit Zellen aus dem Knochenmark mit 3-5 Mausen pro
Gruppe (total n=7-9) (B,C). Die Zellen aus der Leber wurden in zwei unabhé&ngigen Experimenten mit
4-5 Mausen pro Gruppe (total n=8-9) gewonnen (B,C). Die statistische Analyse erfolgte unter
Anwendung eines nicht-parametrischen zweiseitigen Mann-Whitney-U-Tests, * p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,001

4.1.3 Einfluss des Verlusts von c-Flip in NK1.1'"NKp46*-ILCs auf T- und B-Zellen
In weiteren Analysen sollte geprift werden, ob die beobachtete Reduktion der
NK1.1'"NKp46*-Zellfrequenz Einfluss auf die Entwicklung und Homéostase von weiteren
Immunzellen hat. Fir diese Untersuchungen wurden Leukozyten aus Blut, Milz, Leber und
Knochenmark von NK*“F"P-Mausen und NK"“'-Mausen (beinhaltend NKp46-Cre* x c-
FLIP*M  NKp46-Cre® x c-FLIP*™ und NKp46-Cre x c-FLIP"™) entnommen und
durchflusszytometrisch analysiert. Zunachst wurden die Frequenz und die absolute Zellzahl
der T-Zellen in den genannten Organen untersucht. In Abbildung 4.3 wird die
Analysestrategie exemplarisch fur die Leukozytenpopulation in der Milz beschrieben. T-
Zellen wurden anhand der Expression der Marker CD3 und CD90.2 identifiziert. In dieser
Population wurden CD4"-T-Helferzellen und CD8"-zytotoxische-T-Zellen unterschieden. Es
zeigte sich, dass die Frequenzen und absoluten Zahlen von CD4"-T-Zellen und CD8"-T-
Zellen in NKA“F"P_Mausen vergleichbar mit denen in NK"'-Mausen (Abb 4.3 A, B) sind.
Zwischen Cre-Mausen und Cre’-Mausen, mit jeweils mindestens einem Wildtyp-Allel,
zeigten sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede (Abb 4.3 B).

Auch bei Einsatz von NKp46-Cre* x c-FLIP""-Mausen als NK""-Kontrollen, zeigt sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den T-Zellpopulationen der Tiere mit Cflar-Wildtyp-Allel
und den NK2“F-P_Mausen (Abb. 4.3 C). Es ergaben sich somit keine quantitativen
Unterschiede im Vorkommen und der Verteilung von CD4"-T-Zellen und CD8'-T-Zellen

zwischen NK“°FP_Mausen und c-Flip-kompetenten Kontrolltieren.
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Abb. 4.3: Normale Verteilung der peripheren T-Lymphozyten in der NK2“"P_Maus

Aus NK""-Mausen und NK**""-Mausen wurden die Milzen entnommen und Leukozyten isoliert. Die
Zellen wurden mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikdrpern gegen die Oberflachenmolekiile CD3,
CD90.2, CD4 und CD8 gefarbt und der relative Anteil der CD3'CD90.2"-T-Zell-Population sowie der
relative Anteil CD3'CD4"-T-Helferzellen und CD3"CD8" zytotoxischen T-Zellen durchflusszytometrisch
bestimmt. (A) Gezeigt sind reprasentative Dotplots. Die Zahlen in den Dotplots stellen den relativen
Anteil der T-Zellen an der Immunpopulation der Milz dar. (B) Als Versuchsgruppe dienten
NK2“""_Tiere und als Kontrollen NK"'-Tiere (NKp46-Cre* x c-FLIP"", NKp46-Cre™ x c-FLIP*" und
NKp46-Cre” x c-FLIP"™ mit mindestens einem intaktem Cflar-Allel). Die Balkendiagramme
reprasentieren den relativen Anteil der jeweiligen T-Zellpopulation sowie die absoluten Zellzahlen in
der Milz der Tiere. (C) Zusatzlich wurden die absoluten Zellzahlen der T-Zellsubtypen in
NK2FHP_Mausen und NKY"-Mausen vom Typ NKp46-Cre* x c-FLIP*™ verglichen. Die Daten sind als
Mittelwerte + SEM aus zwei unabhangigen Experimenten mit jeweils 3-5 Mausen pro Gruppe (total
n=7-9) dargestellt (B,C). Die statistische Analyse erfolgte unter Anwendung eines nicht-
parametrischen, zweiseitigen Mann-Whitney-U-Tests und ergab keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen.
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Auch im Blut, in der Leber und im Knochenmark wurden die T-Zellpopulationen analysiert.
Wie in der Milz wurden die CD3'CD90.2"°-T-Zellen und die Subpopulationen der
CD4"-T-Zellen und der CD8"-T-Zellen betrachtet. Aus der quantitativen Darstellung in Abb.
4.4 ist ersichtlich, dass sich die Frequenzen von CD4'-T-Zellen und CD8"-T-Zellen in
NKAFHP_Mausen im Vergleich zu NK"'-M&usen auch in Blut, Leber und Knochenmark nicht
signifikant unterscheiden. Auch die absoluten T-Zellzahlen in den jeweiligen Organen waren
vergleichbar bei allen getesteten Genotypen. In Cre-Mausen fanden sich T-Zellen in gleicher
Menge wie in Cre’-Mausen, die ein intaktes Cflar-Gen besitzen (Abb 4.4). Somit lassen sich
beziglich der T-Zellpopulationen der NK““"“P-Maus in verschiedenen Organen keine
guantitativen Unterschiede zu Kontrolltieren erkennen. Der Verlust von c-Flip in

NKp46*-Zellen hat also keinen Einfluss auf die Verteilung der T-Zellen.
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Abb. 4.4: Unveranderte Anzahl von T-Lymphozyten in Leber, Knochenmark und Blut der
NKAC_FLIP-ME\US

Aus NK"T-Mausen und NK*F"P-Mausen wurden Blut, Knochenmark und Leber entnommen und die
CD3'CD90.2"-T-Zell-Population sowie der CD4"- und CD8"-T-Zellpopulationen durchflusszytometrisch
analysiert. Auf der Basis der relativen Daten und der ermittelten Gesamtleukozytenzahl pro Organ (im
Fall des peripheren Blutes pro ml) wurde die absolute Anzahl der T-Zellpopulationen berechnet und
hier dargestellt. Als Versuchsgruppe dienten NK*“"-"-Tiere und als Kontrollen NK"'-Tiere (NKp46-
Cre* x c-FLIP"™ NKp46-Cre™ x c-FLIP*" und NKp46-Cre™ x c-FLIP"™ mit mindestens einem intaktem
Cflar-Allel) um mdgliche Einflisse der Cre-Expression auf die Immunzellzusammensetzung zu
erfassen. Die Balken reprasentieren Mittelwerte + SEM der zusammengefassten Daten aus zwei
unabhangigen Experimenten mit jeweils 3-5 Mausen pro Gruppe (total n=3-9) fiir Zellen aus
Knochenmark und Leber. Die Analysen im Blut wurden in einem Experiment mit insgesamt 3-5 Tieren
pro Gruppe durchgefuhrt. Die statistische Analyse erfolgte unter Anwendung eines nicht-
parametrischen zweiseitigen Mann-Whitney-U-Tests und ergab keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen.
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Die Vergleichbarkeit der T-Zellzahlen zwischen NK2“™P-Mausen und Kontrolltieren ist jedoch
kein Nachweis dafiir, dass das Fehlen der NK1.1'NKp46'-ILCs nicht die Funktion der
T-Lymphozyten beeinflusst. Um den Aktivierungs- und Differenzierungsgrad der
T-Lymphozyten zu beurteilen, wurden in den Subpopulationen der CD4'-T-Zellen und
CD8"-T-Zellen weitere funktionelle Marker betrachtet (Abb 4.5). Der Oberflachenmarker
CD44 (ein Zelladhasionsmolekiil) wird auf Zellen hochreguliert, die bereits Antigen-Kontakt
hatten. Man findet CD44 auf T-Zellen, die aktiviert sind oder eine Gedachtnisfunktion
besitzen (Baaten et al. 2013). Der Oberflachenmarker CD62L (ein L-Selektin zur
Zelladhasion) wird von zentralen Ged&chtnis-T-Zellen exprimiert. Seine Abwesenheit erlaubt
die Differenzierung der Effektor-Gedachtnis-T-Zellen (Sallusto et al. 1999; Baaten et al.
2013). Eine T-Zelle, die wenig CD44 und viel CD62L exprimiert, ist eine naive T-Zelle.

Da sich auch hier keine Unterschiede zwischen NK“F""-Maus und den jeweiligen Kontrollen
zeigen wie in Abbildung 4.5 dargestellt, lasst sich schlussfolgern, dass durch die Deletion der
c-Flip-Expression in NKp46™-ILCs und die signifikante Reduktion an NKp46*-Zellen die
T-Zellfunktion nicht wesentlich beeinflusst ist. Weiterfiihrende Experimente wie funktionelle

Assays mit T-Zellen wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefihrt.
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Abb. 4.5: Differenzierungsstatus von CD4'- und CD8'-T-Zellen sind in der NK2“™"-Maus
unverandert

Differenzierungsgrad und Funktionsstatus der T-Zellpopulationen in Blut, Milz, Leber und
Knochenmark von NK"“"-Mausen und NK*™P-Mausen wurden durchflusszytometrisch analysiert.
Dazu wurde in den Populationen der CD3"CD90.2°CD4"-T-Zellen und CD3'CD90.2°CD8"-T-Zellen
die Expression der Marker CD44 und CD62L analysiert. Es wurden NK*“""-Mause und als Kontrollen
NK""-Mause (NKp46-Cre* x c-FLIP"™ NKp46-Cre x c-FLIP*™ und NKp46-Cre” x c-FLIP" mit
mindestens einem intaktem Cflar-Allel) verwendet. Die Balken reprasentieren Mittelwerte + SEM der
zusammengefassten Daten aus zwei unabhangigen Experimenten (Milz, Leber Knochenmark) mit
jeweils 3-5 Mausen pro Gruppe (total n=7-9). Aus den Blutproben wurde ein Experiment gezeigt mit
jeweils 3-5 Mausen pro Gruppe (total n=3-5). Die statistische Analyse erfolgte unter Anwendung eines
Nicht-parametrischen zweiseitigen Mann-Whitney-U-Tests und ergab keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen.

Ebenfalls zur lymphatischen Reihe gehdren die B-Zellen. Auch diese Population wurde
hinsichtlich ihres Vorkommens und der Verteilung in unterschiedlichen Organen untersucht.
In den aus Milz, Leber, Knochenmark gewonnenen Leukozytensuspensionen sowie im Blut
wurden B-Zellen durch die Expression des Markers CD19 identifiziert. Wie in Abb. 4.6
dargestellt, sind die Frequenzen und die absolute Zahl von B-Zellen in NK2“™P-Mausen im
Vergleich zu NK"'-Mausen (beinhaltend NKp46-Cre* x c-FLIP" NKp46-Cre” x c-FLIP""
und NKp46-Cre” x c-FLIP"™™ unverandert. Auch bei Einsatz von NKp46-Cre* x c-
FLIP"™._Mausen als NK""-Kontrollen wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den B-
Zellzahlen in der Milz der NK""-Mause und der NK2“™P-Mause festgestellt (Abb. 4.6 C).
Zusammenfassend lassen die Analysen der T- und B-Zellpopulation den Ruckschluss zu,
dass weder Entwicklung noch Homdéostase von T- und auch B-Zellen durch die selektive
Deletion der c-Flip-Expression in NKp46*-Zellen beeinflusst wird. Demnach fiihrt die Deletion
von c-Flip in NKp46*-Zellen zum isolierten Verlust von NKp46*-ILCs bei intakter B- und T-

Zellanzahl.
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Abb. 4.6: B-Zellzahlen sind unverandert in NK -Maus
Leukozyten aus Milz, Leber, Knochenmark und dem Blut von NK“'-Mausen und NK““FP-Mausen

wurden durchflusszytometrisch hinsichtlich ihrer CD19"- und CD90.2"-Expression untersucht. (A)
Gezeigt sind reprasentative Dotplots in denen der relative Anteils der CD19"-B- Zellen gekennzeichnet
ist. (A, B) Als Versuchsgruppe dienten NK“*FP-Tiere und als Kontrollen NK" -Tiere (NKp46-Cre* x c-
FLIP" NKp46-Cre X c-FLIP"" und NKp46-Cre™ x c-FLIP"™ mit mindestens einem intaktem Cflar-
Allel). Dargestellt sind die Frequenz sowie die B-Zellanzahl in (A) der Milz, (B) der Leber, dem
Knochenmark und dem Blut. (C) Zusatzlich wurden die absoluten Zellzahlen der B-Zellen der Milz in
NKAFP_Mausen und NK"'-Mausen vom Typ NKp46-Cre® x c-FLIP"™ verglichen. Gezeigt sind
zusammengefasste Daten aus zwei unabhangigen Experimenten mit je 3-5 Mausen pro Gruppe (total
n=7-9) als Mittelwerte + SEM,. Die statistische Analyse erfolgte unter Anwendung eines nicht-
parametrischen zweiseitigen Mann-Whitney-U-Tests und ergab keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen.
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4.1.4 Auswirkungen des Verlusts von NK1.1*"NKp46*-ILCs auf Zellen der

myeloischen Linie

In der neu generierten Maus NK~“™*

wurden nicht nur die Zellen der lymphatischen Reihe,
sondern auch die myeloischen Zellen untersucht. Mit Hilfe Zelltyp-spezifischer Marker
wurden die relativen und absoluten Zahlen von DCs, Makrophagen, Monozyten und
Granulozyten durchflusszytometrisch ermittelt. Die DCs wurden durch das Vorhandensein
von MHC-II und CD11c charakterisiert. Makrophagen und Monozyten wurden Uber den
Marker F4-80 detektiert. Neutrophile Granulozyten wurden durch den Marker CD11b und die
hohe Expression von Gr-1 definiert.

Die in Abb. 4.7 A dargestellten Dotplots zeigen reprasentative Beispiele fur die Frequenzen
der DCs, Makrophagen und Monozyten in NK*"".Mausen und NK"'-M&usen. Die
Frequenzen und die absoluten Zahlen dieser Zellen zeigten keine Unterschiede zwischen
NKAFP_ und NKW'-Mausen (Abb. 4.7 B, C). Der relative Anteil und die Anzahl von
CD11°Gr1*-Granulozyten war vergleichbar zwischen beiden Genotypen.

Zusammenfassend ergaben die durchflusszytometrischen Analysen zur Zusammensetzung
der Immunzellpopulationen, dass in NK*™"P-Mausen ein selektiver Verlust von NKp46*-ILCs
bei ansonsten unverdndertem Immunph&notyp von T-Zellen, B-Zellen und myeloischen

Zellen vorliegt.

42



4 Ergebnisse

A _ B
NKWT NKAC-th 25 0.4+
' g
$20 T < 0.34 l
+ +
O 15 T o I
T I 0.24
= =
+ 1.0 +
ﬁ (&)
Il o 0.1
0 05 la)
— O (@)
(_') 0.0 0.0- T T
T Wt/fl fl/fl Wt/fl fl/fl wit/fl fI/fl wt/fl fl/fl
= “Cre  cre' Cre.  Cre*
NKp46 NKp46
10- 1.5-
8- T l
&
< o 1.04
S 6 S
: X,
& 5
S 41 @©
i 3 051
3 7
E 0- 00' T T
Wt/fl fI/fI Wt/fl fl/fl wt/fl fI/fl wt/fl fl/fl
“Cre  cre’ Cre’ Cre*
NKp46 NKp46
1.5
C 47 O Wt - cre*
= (R _ = I
S IS =
= 2. <
= 37 + — 1.0
K J 1
N O —
2 2 + (O]
N 3 5 054
2 o -
= @) [a)
2 ©
8 0 0.0 AL
0- wt/fl fl/fl wt/fl fl/fl wt/fl fl/fl wt/fl fl/fl

x x x Cre  Cre* Cre  Cre*
N o\ NKp46 NKp46

Abb. 4.7: Die Anzahl myeloider Zellen ist unverandert in NK2“™""-Mausen

Aus NK"T-Mausen und NK“*F-P-Mausen wurde die Milzen entnommen und die Leukozyten analysiert.
(A) Die Zellen wurden mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikorpern fir die Oberflachenmolekile MHC-II,
CD11c, F4-80, CD11b und Gr-1 gefarbt. Gezeigt sind reprasentative Dotplots. Die angegebenen
Zahlen stellen den Prozentsatz der jeweiligen Zellpopulation in der Milz dar. (B) Dargestellt sind der
relative Anteil der dendritischen Zellen (MHC- II"CD11c"), Makrophagen und Monozyten (F4-80") und
neutrophilen Granulozyten (CD11b*Gr1") 50W|e die absolute Zellzahlen der Jewelllgen Populaﬂonen in
der Milz. Als Versuchsgruppe d|enten NK2P_Tiere und als Kontrollen NK"'-Tiere (NKp46-Cre* x c-
FLIP"™, NKp46-Cre x c- FLIP*" und NKp46-Cre” x c- -FLIP"™ mit mindestens einem intaktem Cflar-
AIIeI) SC) Zusatzlich Wurden die absoluten ZeIIzahIen der myeI0|den Zellen der Milz in
NKA“_Mausen und NK"'-Mausen vom Typ NKp46-Cre* x c-FLIP it verglichen. Gezeigt sind
jeweils Mittelwerte + SEM, zusammengefasste Daten aus zwei unabhéangigen Experimenten mit je 3-5
Méausen pro Gruppe (total n=7-9) (B, C). Die statistische Analyse erfolgte unter Anwendung eines
nicht-parametrischen zweiseitigen Mann-Whitney-U-Tests und ergab keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen.
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4.2 Einfluss der c-Flip-Inaktivierung auf die Entwicklung von
NKp46*-ILCs

4.2.1 Analyse der ILC-Vorlaufer im Knochenmark von NK2¢™P-Mausen

Bisher konnte gezeigt werden, dass durch die Inaktivierung der c-Flip-Expression in
NKp46*-Zellen die Frequenz und absolute Zahl reifer ILCs im Knochenmark und in den
peripheren Organen stark reduziert sind, wéhrend andere Immunzellpopulationen nicht
betroffen sind. Durch weitere Untersuchungen sollte geklart werden, ob die Verringerung der
NKp46'-ILCs auf eine Beeintrachtigung der ILC-Entwicklung im Knochenmark
zurdckzufuhren ist. Zu diesem Zweck wurden ILC-Vorlauferzellen aus dem Knochenmark
von NK""-Mausen und NK*"_Mausen isoliert und durchflusszytometrisch analysiert. Dazu
wurden zunachst Zellen, die einen der folgenden Linien-spezifischen Marker exprimieren,
ausgeschlossen: CD3, CD4, CD8, CD19, Gr-1, Terll9. Anhand fehlender Linien-
spezifischer Marker, Abwesenheit von CD11b und der gleichzeitigen Expression von CD122
wurden ILC1-Vorlaufer identifiziert. (Rosmaraki et al. 2001) (Abb. 4.8). Deren frihestes
Entwicklungsstadium ist NK1.1'NKp46~ (doppelt negativ; Vorlaufer) gefolgt vom
NK1.1"NKp46 Stadium (einfach positiv, frih unreify und dem NK1.1'NKp46*-Stadium
(doppelt positiv, spat unreif) (Yu et al. 2013; Sun und Lanier 2011). Wie in Abbildung 4.8
dargestellt, ist in NK*F""-M&usen zu beobachten, dass die Vorlauferzellen zwar noch das
NK1.1"NKp46'-Stadium erreichen, im nachsten Reifungsschritt (NK1.1'NKp46®) jedoch
deutlich weniger Zellen vorhanden sind. In diesem Stadium fehlt durch Aktivierung des
NKp46-Promotors und die damit einhergehende Expression von Cre erstmalig c-Flip in den

Zellen.
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Abb. 4.8: c-Flip ist essentiell fiir die Entwicklung von unreifen NKp46'-ILCs aus Vorlauferzellen
Aus NK""-Mausen und NK“*F"P-Mausen wurde das Knochenmark entnommen und die Leukozyten
isoliert. Die Zellen wurden mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikdrpern fur die Oberflachenmolekile
CD122, CD11b, NK1.1, NKp46 und den Linien-spezifischen Markern CD3, CD4, CD8, CD19, Gr-1,
Ter119 gefarbt. In der Lineage-Marker CD122°CD11b-Population wurde mithilfe der Marker NK1.1
und NKp46 die Einteilung in ILC-Vorlaufer (NK1.1'NKp46), friihe unreife ILC (NK1.1" NKp46') und
spate unreife ILC (NK1.1" NKp46") vorgenommen. Gezeigt sind reprasentative Dotplots. Die Zahlen in
den Dotplots stellen den relativen Anteil an der Immunpopulation Lineage'CD122°CD11b” dar. Das
Balkendiagramm zeigt die zusammengefassten Daten aus zwei unabhangigen Experimenten mit
jeweils 4-5 Mausen pro Gruppe (total n=8-9) als Mittelwerte + SEM. Die statistische Analyse erfolgte
unter Anwendung eines nicht-parametrischen zweiseitigen Mann-Whitney-U-Tests, * p<0,05, **
p<0,01, *** p<0,001

4.2.2 Die Inaktivierung von c-Flip in NKp46*-Vorlauferzellen fuhrt zum Abbruch
der ILC-Entwicklung in vitro

Die anti-apoptotische Wirkung von c-Flip beruht auf der Blockierung der Caspase 8-
Aktivierung beim extrinsischen Weg der Apoptoseinduktion (Thome und Tschopp 2001). In
T-Zellen fuhrt ein Verlust der c-Flip-Expression zur drastischen Reduktion der Zellzahl
(Zhang 2005). In B-Zellen verhindert die Anwesenheit von c-Flip am Todesrezeptorkomplex
die Fas- oder TRAIL-induzierte Apoptose (Wang et al. 2000; Hennino et al. 2000). Auch in
DCs (Rescigno et al. 2000), Makrophagen (Perlman et al. 1999) und Granulozyten (Huang et
al. 2010) wurde der Schutz vor Apoptose durch Anwesenheit von c-Flip beschrieben. Durch
den nachgewiesenen Verlust von NK1.1'NKp46*-ILCs bei Inaktivierung der c-Flip-
Expression ist denkbar, dass der Schutz vor der Caspase 8-vermittelten Apoptose in
Vorlauferzellen wichtig fur die Entwicklung der NK1.1"NKp46*-ILCs ist.

Eine Vielzahl von Faktoren kénnen Apoptose von Zellen im Knochenmark auslésen. Zur
genaueren Analyse wurde ein in vitro-Differenzierungssystem zur Generierung von
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NKp46"NK1.1*-ILCs aus ILC-Vorlaufern auf der Grundlage bereits publizierter Protokolle
(Luther et al. 2011; Constantinides et al. 2014) in unserem Labor etabliert.

Fur die Gewinnung von ILC-Vorlauferzellen wurde das Knochenmark aus Ober- und
Unterschenkelknochen von NK"'-Mausen und NK2™P-Mausen isoliert und eine
Einzelzellsuspension hergestellt. Durch magnetische Depletion von CD19", Ly6G", Ter119"
Zellen erfolgte eine Anreicherung von CD122-exprimierenden Zellen. Die verbleibenden
Zellen wurden mit Antikérpern fir die Oberflaichenmolekile CD122, NK1.1 und Linien-
spezifischen Markern fur T-Zellen (CD3, CD8, CD4) gefarbt. Zur Isolation der ILC-Vorlaufer
wurden die gefarbten Zellen mit Hilfe des FACS Vantage SE DiVA nach folgender Gating-
Strategie sortiert: ILC-Vorlaufer wurden durch die fehlende Expression aller Linien-
spezifischen Marker (Lineage’) und der Expression der IL-2RB-Kette (CD122") identifiziert.
Aus dieser Population wurden anschlieRend Zellen sortiert, die entweder den NK-Zellmarker
NK1.1 exprimierten oder nicht. Die NK1.1'-Zellen stellen die ILC-Vorlaufer dar.

Die sortierten Vorlauferzellen wurden auf bestrahlte OP9-Stroma-Zellen ausgesat. Bei den
OP9-Stroma-Zellen handelt es sich um adharente Zelllinie, die in hamatopoetischen
Stammzellkulturen Wachstums- und Uberlebenssignale bereitstellt (Nakano et al. 1994). Die
Vorlauferzellen wurden unter Zugabe von SCF, Flt-3 Ligand, IL-7, IL-15, 1-Thioglycerol und
Primocin fir 9 Tage kultiviert (Luther et al. 2011). An Tag 9 wurden die Zellen aus der Kultur
entnommen und durchflusszytometrisch auf die Expression von NKp46 untersucht.

Wie in Abb. 4.9 dargestellt, differenzierten die isolierten Lin"CD122"NK1.1'NKp46-

ILC-Vorlauferzellen aus dem Knochenmark von NKWT

-Méausen innerhalb von 9 Tagen zu
NKp46'-Zellen. Im  reprasentativen  Dotplot ist der relative  Anteil der
CD45"'NKp46*-Zellpopulation dargestellt. Die quantitative Analyse zeigte, dass in Proben aus
NK"“T-M&ausen die Anzahl von NKp46*-ILCs im Verhaltnis von Tag 0 zu Tag 9 deutlich
zunahm. Auf die gleiche Weise wurden auch die Vorlauferzellen aus NK**""-Mausen in vitro
behandelt. Hier zeigte sich sowohl im Dotplot als auch in der quantitativen Darstellung keine
nennenswerte Entwicklung von NKp46*-ILCs (Abb. 4.9). Die Bildung reifer NKp46™-ILCs aus
c-Flip-defizienten Vorlauferzellen war stark eingeschrénkt, was die massive Reduktion

peripherer ILCs in NKA“FP-Mausen erklart.
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Abb. 4.9: Verlust von c-Flip verringert das Uberleben von NKp46™-ILCs in vitro

Aus dem Knochenmark von NK"'-Mausen und NK*™-Mausen wurden Leukozyten isoliert. Die
Zellen wurden mit Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikérpern nach den Oberflachenmolekilen in
eine LinCD122"NK1.1'NKp46-Zell-Population per Zellsorter selektiert. Diese ILC-Vorlaufer wurden in
vitro auf eine OP9-Stroma-Kultur gegeben und fiir 9 Tage unter der Zugabe von SCF, FIt3, IL-15 und
IL-7 kultiviert. An Tag 9 erfolgte eine Analyse der ILCs mittels Durchflusszytometrie. Es erfolgte eine
Auswahl der CD45'NKp46°-Zellpopulation und eine Ermittlung der absoluten Zellzahlen aus den
Kulturen. Die Expansionsrate (Zellzahl Tag 9 (d9) / Zellzahl Tag 0 (d0)) zeigt das Anwachsen der
NKp46® ILC darzustellen. Gezeigt wird ein repréasentativer Dotplot. Die Balken représentieren
Mittelwerte + SEM, gezeigt werden die zusammengefassten Daten aus 5 unabhangigen Experimenten
mit jeweils 1 Probe pro Gruppe (total n=>5).

4.2.3 Inhibition der Caspase-abhangigen Apoptose in NKp46'-ILC-Vorlaufern

Die anti-apoptotische Wirkung von c-Flip wird durch die Inhibition der autokatalytischen
Aktivierung nach Dimerisierung von Procaspase-8 (Thome und Tschopp 2001; Zhang 2005;
Huang et al. 2010) charakterisiert (siehe Abb 2.3). Jedoch aktiviert c-Flip in Jurkat-T-Zellen
die NFkB- und Erk-Signalwege und steuert so deren Proliferation (Thome und Tschopp
2001; Zhang 2005; Huang et al. 2010). Um zwischen den Beitrag Caspase-abhangiger und —
unabhangiger Signalgebungsprozesse zur ILC-Entwicklung unterscheiden zu konnen,
wurden NK1.1'NKp46*-ILC-Vorlaufer aus dem Knochenmark von NK"'-Mausen und
NKA“FHP_Mausen isoliert und fir 9 Tage in An- bzw. Abwesenheit des Caspase-Inhibitors
QVD mit OP9-Stromazellen kultiviert. An Tag 9 erfolgte eine durchflusszytometrische
Analyse der ILCs. Es wurden die absoluten Zellzahlen der NKp46*-ILCs aus der
unbehandelten Kontrolle und der QVD-behandelten Kultur bestimmt und ins Verhaltnis
gesetzt (Expansionsrate). In Abb. 4.10 ist dargestellt, dass die Differenzierung zu

NKp46*-ILCs aus c-Flip-defizienten ILC-Vorlaufern durch die Gabe des Casapse-Inhibitors
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deutlich gesteigert wurde. Im Gegensatz dazu hatte die Inhibierung der Casapse-Aktivitat in
Wildtyp-Vorlauferzellen kaum Wirkung, da &hnlich viele ILCs aus Caspase-Inhibitor
behandelten und unbehandelten Kulturen generiert wurden. Durch die fehlende Expression
von c-Flip in NK2FP_Mausen entfallt der Uberlebensschutz der ILC-Vorlaufer. Bei Einsatz
des Pan-Caspase-Inhibitors (QVD) wurden die Caspase-vermittelten Apoptose-Wege der
Zellen blockiert. Dies lasst den Riuckschluss zu, dass c-Flip hauptsachlich Caspase-

vermittelte Apoptose in ILC-Vorlaufern inhibiert und dadurch die Differenzierung zu reifen
NKp46*-ILCs ermdglicht.
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Abb. 4.10: Der Caspase-Inhibitor QVD erméglicht das Uberleben von c-Flip-defizienten
NKp46™-ILCs in vitro _

LinCD122"NK1.1'NKp46™-Zellen wurden aus dem Knochenmark NK""-Mausen und NK*“""-Mausen
isoliert und fir 9 Tage mit OP9-Zellen in An- beziehungsweise Abwesenheit des Caspase-Inhibitors
QVD kultiviert. An Tag 9 erfolgte eine Analyse der Frequenz und absoluten Zahl von NKp46*-ILCs
mittels Durchflusszytometrie. Aus der absoluten Anzahl von NKp46*-Zellen unter QVD-Behandlung im
Verhaltnis mit der unbehandelten Kontrolle wurde die Expansionsrate bestimmt (Zellzahl Tag 9 (d9) /
Zellzahl Tag 0 (d0)). Die Balken représentieren Mittelwerte + SEM, gezeigt werden die

zusammengefassten Daten aus 3 unabhéngigen Experimenten mit jeweils 1 Probe pro Gruppe (total
n=3).
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4.2.4 Blockade von Todesrezeptoren in NKp46™-ILC-Vorlaufern

Der Caspase 8-abhéangige, extrisinsische Weg der Apoptoseinduktion wird durch Signale von
sogenannten ,Todesrezeptoren® ausgelost (Lavrik 2005). Durch ihre Fahigkeit
Todesrezeptorliganden wie zum Beispiel TNF-a zu produzieren (Vonarbourg et al. 2010;
Klose et al. 2014; Vivier et al. 2008), befinden sich ILCs in einem Zytokinmilieu, das
Apoptose fordern oder hervorrufen kann. Daher stellten sich die folgenden Fragen: Spielt
die Apoptoseinduktion durch Todesrezeptoren eine Rolle in der Entwicklung von
NKp46*-ILCs? Welche Funktion hat c-Flip beim Schutz vor Todesrezeptor-induzierter
Apoptose?

Um genauer zu erfahren, ob und welche Todesrezeptoren relevant fiir die Entwicklung von
NKp46*-ILCs sind, wurden Experimente mit blockierenden Antikdrpern gegen Liganden der
Todesrezeptoren durchgefiihrt. Dazu wurden Lin"'CD122°NK1.1'NKp46-ILC-Vorlaufern aus
Einzelzellsuspensionen des Knochenmarks von NK“"P.Mausen isoliert und auf
OP-Stromazellen kultiviert. Es wurden jeweils Dblockierende Antikbrper gegen die
Todesrezeptorliganden Fas-Ligand, TRAIL und TNF-a zur Kultur gegeben. Als Kontrolle
wurde ein Teil der Zellen in einer separaten Kultur mit den Isotyp-Kontrollen der Antikdrper
inkubiert. An Tag 9 erfolgte eine durchflusszytometrische Analyse der Frequenz von
NKp46™-ILCs in der Kultur. In Abb. 4.11 wird die Quantifizierung der absoluten
NKp46*-Zellen aus den jeweils mit Antikorpern gegen Todesrezeptoren behandelten
Kulturen dargestellt. Unter Zugabe von anti-TNF-a war eine signifikant hdhere
Differenzierungsrate von NKp46™-ILCs zu verzeichnen. Dies lasst die Schlussfolgerung zu,
dass TNF-a die Apoptose von ILC-Vorlaufern fordert. Die TNF-a-induzierte-Apoptose wird
physiologisch durch c-Flip blockiert. Mit dem Wegfallen des Schutzes von c-Flip sterben die
Zellen. In vitro kénnen jedoch auch in Abwesenheit der c-Flip-Expression NKp46*-ILCs durch
Blockade des TNF-a-Signals gebildet werden. Unter Blockade von Fas-Ligand und TRAIL
lie3 sich dies nicht in vergleichbarem Ausmald erreichen. Dennoch ist eine Tendenz zur
vermehrten Generierung von NKp46*-ILCs im Vergleich zur Kontrolle zu verzeichnen (Abb
4.11).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass c-Flip die TNF-a-vermittelte Apoptose in

einem frihen Stadium der Reifung von NKp46™-ILCs inhibiert.

49



4 Ergebnisse

2.5- *

2.01

Nk1.1*Nkp46* [10°%]

Abb. 4.11: c-Flip schutzt ILC-Vorlaufer vor TNF-e-induzierter Apoptose in vitro
Lin'CD122"NKp46'NK1.1-Leukozyten wurden aus dem Knochenmark von NK2“"P_Tieren isoliert und
fur 9 Tage kultiviert. Zur Kultur wurden jeweils blockierende Antikérper gegen Fas-Ligand (aFasL),
TRAIL (aTrail), TNF-a (aTNF) oder Isotyp-Kontrollen als unbehandelte Probe (Kontrolle) gegeben. An
Tag 9 wurden die Frequenzen der NK1.1'NKp46°-Zellen durchflusszytometrisch bestimmt und die
absoluten Zellzahlen berechnet. Die Balken reprasentieren Mittelwerte + SEM, gezeigt werden die
zusammengefassten Daten aus 3 unabhéngigen Experimenten, * p<0,05, Paardifferenz-Test.
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NKp46*-ILCs entwickeln sich im Knochenmark aus CLPs (Klose et al. 2014; Constantinides
et al. 2014). Die Entwicklung und die Funktion der ILCs werden Uber Zytokine wie IL-7 und
IL-15 gesteuert (Klose und Diefenbach). Nach Bindung beider Zytokine an ihre spezifischen
Rezeptoren erfolgt die Phosphorylierung von STAT5 (Signalmolekil und Aktivator von
Transkription) (Rochman et al. 2009). STATS ist essentiell fur die Entwicklung und das
Uberleben von NKp46™-ILCs (Eckelhart et al. 2011; Klose et al. 2014). Es ist bereits bekannt,
dass IL-15 durch die Regulation des intrinsischen Apoptosesignalweges das Uberleben von
NK-Zellen beeinflusst. In IL-15-defizienten Tieren liegt eine vermehrte Proteinproduktion von
pro-apototischen Modulatoren wie Bim und Noxa gegeniber anti-apoptotischen Molekilen
wie Mcl-1 vor (Huntington et al. 2007a).

Die Zielgene, lber die Zytokinsinale zur Bildung und zum Uberleben von ILCs wirken, sind
groRRtenteils unbekannt. Das Protein c-Flip wird in verschiedenen Zellpopulationen als anti-
apoptotisches Molekul beschrieben (Chau et al. 2005; Huang et al. 2010; Plaza-Sirvent et al.
2017). Der Einfluss von c-Flip auf die Bildung und/oder das Uberleben von NKp46*-ILCs war

bislang unbekannt.

5.1 Mit NK2°F-P_Mausen lasst sich die Bedeutung von c-Flip fur die Bildung
von NKp46™-ILCs und deren Relevanz in vivo testen

Um die Rolle von c-Flip fur die Entwicklung und das Uberleben von NKp46*-ILCs zu
untersuchen, wurde die konditionale NK*“FP-Maus generiert. Die NKp46“®-Knockout-Maus
exprimiert die Rekombinase Cre unter Kontrolle des NKp46-Promotors und erlaubt so die
Modifikation von Genen, die mit entsprechenden loxP-Sequenzen selektiv in
NKp46-exprimierenden Zellen versehen wurden (Narni-Mancinelli et al. 2011). Die
NKp46“®-Maus stellt eine der wenigen Méglichkeiten dar, NKp46*-ILCs bei intaktem T- und
B-Zellkompartment zu untersuchen. Der Einfluss von ILCs in Krankheitsmodellen wurden
bisher oft in T- und B-Zell-defizienten Tieren durchgefihrt und ldsst deshalb nur bedingt
Ruckschliusse auf die tatsachliche Bedeutung von ILCs in einer T- und B-Zell-kompetenten
Umgebung zu (Sawa et al. 2011).

Ein konventioneller c-Flip-Knockout ist aufgrund starker Herzfehlbildungen embryonal letal
(Yeh et al. 2000). In der konditionalen c-Flip Knockout-Maus erreichten Zhang et al. eine
Reduktion der Proteinexpression von c-Flip von >98% in Thymozyten bei Kombination mit
Lck-Cre-transgenen Mausen (Zhang 2005). In der neu generierten NK*"""-Maus entfernt
die Cre-Rekombinase den von loxP-Seiten flankierten Teil des Cflar-Gens, was zur

Inaktivierung des Cflar-Gens in NKp46-exprimierenden Zellen fuhrt. Auf diese Weise kdnnen
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Folgen der Cflar-Inaktivierung in NKp46™-ILCs in T- und B-Zell-kompetenten Mausen
untersucht werden.

Unter physiologischen Bedingungen zeigen die NK“°""-Mause im Vergleich zu
NK"T-Mausen ein unbeeintrachtigtes duBeres Erscheinungsbild, vergleichbare Fertilitat und
Verteilung der Genotypen nach Mendel. Untersuchungen zur Zusammensetzung der
Immunzellpopulationen in Blut, Milz, Leber und Knochenmark der NK2°F-P-Mausen im
Vergleich zu NK"'-Mausen ergaben, dass die Frequenzen und absoluten Zahlen von CD4*-
und CD8'-T-Zellen unverandert waren (Abb. 4.3-4.5). Dies galt auch fur die Anzahl und
Frequenzen der B-Zellen, DCs, Makrophagen und Granulozyten in Blut, Milz, Leber und
Knochenmark von NKA“FP-Mausen (Abb. 4.6, Abb. 4.7). Die spezifische Deletion von c-Flip
in NKp46-exprimierenden Zellen scheint also weder die Entwicklung noch die Homdostase
der Zellen des adaptiven (T-Zellen, B-Zellen) oder des angeborenen Immunsystems (DCs,
Makrophagen und Neutrophile) zu beeinflussen (Abbildung 4.3-4.7). Im Vergleich zu
Wildtyp-Kontrollen zeigte sich in  NK*™F Mausen ein signifikanter Verlust von
NK1.1"NKp46*-ILCs (Abbildung Abb. 4.1, Abb. 4.2).

Es scheint, dass unter physiologischen Bedingungen der Verlust von NK1.1"NKp46*-ILCs
wenig Einfluss auf die Gesundheit und die Entwicklung der Tiere bis zum jungen
Erwachsenenalter hat. Dies kdnnte darauf zurtickzufuhren sein, dass T- und B-Zellen den
Verlust von ILCs sowohl in Mausen als auch in Menschen unter bestimmten Bedingungen
kompensieren kénnen (Song et al. 2015; Vély et al. 2016).

Weitgehend ungeklart ist, wie NK*"'"-Mause im Rahmen eines pathophysiologischen

Modells im Vergleich zu NK"T

-Mausen reagieren. Zum Beispiel verlauft eine intestinale
Infektion mit Citrobacter rodentium in T- und B-Zell-defizienten Mausen ohne NKp46™-ILC3
schwer, wahrend in immunkompetenten Mausen die Infektion auch ohne NKp46*-ILC3
eingedammt wird (Rankin et al. 2016). Auch die Bedeutung von ILCs im Alter ist bisher
unerforscht, da die meisten Untersuchungen mit Mausen im jungen Erwachsenenalter
durchgefiihrt werden. Die NK“°F"P-Maus kann in weiteren Studien dazu beitragen, die Rolle

von NKp46™-ILCs im Immunsystem besser zu verstehen.

5.2 c-Flip schiitzt NKp46™-ILCs vor TNF-a-induzierter Apoptose

Als anti-apoptotisches Molekil schitzt c-Flip unterschiedliche Immunzellen vor dem
programmierten Zelltod. So fuhrt eine Inaktivierung der Cflar-Gens in T-Zellen zur
drastischen Verkleinerung des peripheren T-Zell-Pools (Zhang 2005). Die Analyse von
NKAF-P_Mausen zeigte, dass dies offensichtlich auch fir NK1.1*NKp46*-ILCs gilt
(Abbildung Abb. 4.1, Abb. 4.2). Der drastische Verlust reifer NK1.1*NKp46™-ILCs in Blut,
Milz, Leber und Knochenmark stiitzt die Hypothese, dass c-Flip fiir das Uberleben von ILCs

wahrend ihrer Entwicklung essentiell ist.
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Ob c-Flip nur wahrend der ILC-Entwicklung bendtigt wird oder ob es auch fir das Uberleben
peripherer ILCs von Bedeutung ist, ist noch wunklar. Die Entwicklung reifer
NK1.1'"NKp46*-ILCs erfolgt in mehreren Schritten. Im ersten Schritt regulieren NK1.1'NKp46™
ILC-Vorlauferzellen NK1.1 hoch (Yu et al. 2013). Im n&chsten Schritt wird NKp46
hochreguliert und es entstehen NK1.1'NKp46*-ILCs (Yu et al. 2013). In der vorliegenden
Arbeit konnte gezeigt werden, dass ILC-Vorlauferzellen in NKA“F-P-Mausen zwar das
NK1.1'"NKp46~ Stadium erreichen, jedoch deutlich weniger NK1.1'NKp46*-Zellen gebildet
werden (Abb. 4.8). Dies zeigte sich auch in vitro, wo durch die stark beeintrachtige
Entwicklung  c-Flip-defizienter ILCs der Ubergang vom NK1.1'NKp46~ zum
NK1.1"NKp46*-Stadium deutlich reduziert war (Abb. 4.9).

Untersuchungen in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Ingo Schmitz haben gezeigt,
dass die c-Flip.--mRNA Mengen im Verlauf der ILC-Entwicklung kontinuierlich ansteigen
(Daten nicht gezeigt). Dies legt nahe, dass die Bedeutung von c-Flip im Laufe der ILC-
Entwicklung zunimmt. Diese Interpretation steht im Einklang mit der Beobachtung, dass vor
allem spate Schritte der Entwicklung c-Flip-defizienter ILC-Vorlauferzellen blockiert sind
(Abb. 4.8 und 4.9).

c-Flip reguliert insbesondere den extrinsischen Apoptosesignalweg (Irmler et al. 1997) und
schitzt vor Caspase-8-abhangiger Apoptose (Chau et al. 2005). Der extrinsische Weg der
Apoptoseinduktion wird durch Todesrezeptorliganden wie TNF-a, FasL oder TRAIL induziert
(Lavrik 2005), die auch von NKp46*-ILCs in groRen Mengen produziert werden (Kashii et al.
1999; Klose et al. 2014; Ebbo et al. 2017). Mirandola et al. zeigten, dass aktivierte NK-Zellen
sowohl TRAIL als auch den TRAIL-Rezeptor exprimieren und dass die Blockade der c-Flip-
Expression zu einer verstarkten Sensitivitat der Zellen gegeniber TRAIL-induzierter
Apoptose fihrt (Mirandola 2004). Die Differenzierung c-Flip-defizienter ILC-Vorlauferzellen
zu NKp46® ILCs lieR sich durch die Gabe des Casapse-Inhibitors QVD deutlich steigern
(Abb. 4.10). Im Gegensatz dazu hatte die Blockade der Casapse-Aktivitdt in Wildtyp-
Vorlauferzellen keine Wirkung, da ahnliche ILC-Anzahlen aus Caspase-Inhibitor behandelten
und unbehandelten Kulturen generiert werden konnten. Unsere Daten legen demnach die
Vermutung nahe, dass c-Flip die Caspase-vermittelte Apoptose in ILC-Vorlaufern inhibiert
und somit deren Differenzierung zu NK1.1"NKp46*-ILCs ermdglicht (Abb. 4.10).
Verschiedene Todesrezeptorliganden kénnen den extrinsischen Weg der Apoptoseinduktion
auslosen (Lavrik 2005). Um den fur die ILC-Entwicklung relevanten Signalweg zu
identifizieren, wurde die Wirkung von FAS, TRAIL, oder TNF-a in vitro blockiert. Es zeigte
sich, dass vor allem die Blockade von TNF-a die Differenzierung c-Flip-defizienter
ILC-Vorlaufer zu NKp46™-ILCs forderte (Abb. 4.11). Wenngleich die Ergebnisse nach TNF-a
Blockade am deutlichsten waren, so forderte die Blockade von FasL und TRAIL ebenfalls die
Entwicklung c-Flip-defizienter NKp46™-ILCs (Abb. 4.11). Dies legt nahe, dass c-Flip zur
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Blockade mehrerer Signalwege beitragen kann, um den extrinsischen Apoptoseweg in ILC-
Vorlaufern zu blockieren und so deren Differenzierung zu NKp46*-ILCs zu gewahrleisten.

Die Expression von TRAIL wird auf NK-Zellen nach Aktivierung durch IL-15 gesteigert
(Kayagaki et al. 1999) und durch NKp46 reguliert (Sheppard et al. 2018). Sheppard et al.
beobachteten, dass geringe Konzentrationen von IL-15 zu einer verstarkten Expression von
NKp46 und TRAIL fiihren, die Expression jedoch mit steigender Konzentration von IL-15
wieder sinkt (Sheppard et al. 2018). Diese Versuche wurden mit reifen ILC1 durchgefihrt.
Aktuelle Daten der Arbeitsgruppe von Prof. Thomas Schiiler zeigen, dass Todesrezeptoren
auf NKp46™-ILCs in ihrer Entwicklung unterschiedlich stark exprimiert werden. Fir die
Rezeptoren von TRAIL, FAS und TNF wurden besonders im NK1.1"NKp46*-Stadium erhohte
mMRNA-Mengen gemessen. Weitere Experimente der Arbeitsgruppe wiesen in der
Entwicklung von NK1.1'NKp46™-ILCs zu NK1.1"NKp46*-ILCs kontinuierlich steigende mRNA-
Mengen fur TNF-a und eine steigende Aktivitat des IFNG-Promotors (Promotor fir das IFN-
y—codierende Gen) nach. Es ist also zu vermuten, dass der Bedarf an c-Flip mit
fortschreitender ILC-Differenzierung deshalb wachst, weil ILC-Vorlaufer sowohl
Todesliganden als auch deren Rezeptoren hochregulieren und damit das Risiko der
Apoptoseinduktion steigt. Eine wichtige Frage fir die Zukunft ist, ob c-Flip ILC-Vorlaufer
ausschlie3lich vor autokrinen Effekten der Todesliganden schitzt, oder ob auch parakrine
Effekte blockiert werden missen, um eine normale ILC-Entwicklung in vivo zu gewahrleisten.
Desweiteren bleibt offen, ob c-Flip z.B. auch reife ILC1 schiitzt, die im Zuge von
Immunantworten grofBe Mengen an TNF-a produzieren (Klose et al. 2014; Dunay und
Diefenbach 2018).

Damit NKp46™-ILCs trotz Anwesenheit von Apoptose-Signalen Uberleben und ausreifen
kénnen, sind sie unter physiologischen Bedingungen durch c-Flip geschitzt. In dieser Arbeit
wird gezeigt, dass c-Flip die TNF-a-vermittelte Apoptose wahrend der Reifung von
NKp46*-ILCs inhibiert. Die Expression von c-Flip in NKp46™-ILCs ist daher essentiell fiir die
Reifung und das Uberleben dieser Zellen im Knochenmark. Zu welchem Zeitpunkt und unter
welchen Umstanden der ILC-Entwicklung c-Flip besonders wichtig ist, ist Gegenstand
aktueller Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Prof. Schiler.

Diese Arbeit klart tiber bisher unbekannte Funktionen von c-Flip in NKp46*-ILC auf. Zudem
ist die in dieser Arbeit vorgestellte NK“"“"-Maus fiir weitere Untersuchungen von
NKp46™-ILCs in Krankheitsmodellen in B- und T-Zell-kompetenten Tieren von

herausragender Bedeutung.
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Innate lymphoid cells (ILCs) sind eine heterogene Gruppe von angeborenen Immunzellen
der lymphoiden Zellreihe (Vivier et al. 2018). NKp46*-ILCs modulieren die Homdostase in
verschiedenen Geweben (Spits und Di Santo, James P. 2011; Bernink et al. 2013; Ebbo et
al. 2017) und die anti-mikrobielle Immunantwort (Vivier et al. 2008; Gladiator et al. 2013;
Dunay und Diefenbach 2018). Uber die intrazellularen Signalwege, die zur Entwicklung und
zum Uberleben von NKp46'-ILCs beitragen, ist bisher wenig bekannt. In der vorliegenden
Dissertation wurde die Rolle des anti-apoptotischen Proteins c-Flip (Irmler et al. 1997; Hu et
al. 1997a) in NKp46*-ILCs untersucht. c-Flip wird vom Cflar-Gen kodiert. Um die c-Flip
Produktion selektiv in NKp46™-ILCs zu inaktivieren, wurden NKp46-Cre-transgene Mé&use
(NKp46-Cre*") (Narni-Mancinelli et al. 2011) mit c-Flip""-Mausen (zZhang 2005) verpaart. Das

fIrfl

Cflar-Gen der c-Flip™ -Mause ist loxP-Sequenz-modifiziert, sodass es mittels Cre-vermittelter

Rekombination inaktiviert werden kann. Die aus dieser Verpaarung hervorgehenden NKp46-

_Mause wurden als NK2°FYP_Mause bezeichnet. Mause mit mindestens einem

Cre* x c-Flip
intakten Cflar-Gen diensten als NK"-Kontrollen.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob die Inaktivierung von c-Flip in NKp46™-Zellen einen
Einfluss auf die Entwicklung des Immunsystems hat. Dazu wurden die Immunzellen von
NKAF-P_Mausen und NK"“"-M&usen in den Organen Milz, Blut, Leber und Knochenmark
durchflusszytometrisch untersucht. Hier zeigte sich eine starke Reduktion der NKp46*-Zellen
in NK2“FYP_Mausen, ohne dass dies einen messbaren Effekt auf die Entwicklung von T- und
B-Zellen bzw. myeloide Zellen hatte. Bei der NK*™P-Maus handelt es sich demnach um ein
neues Modell, mit dessen Hilfe sich die Bedeutung von NKp46™-ILCs in Mausen mit intaktem
Immunsystem testen lasst.

Um den molekularen Mechanismus zu klaren, wie c-Flip die Entwicklung von NKp46™-ILCs
reguliert, wurde ein experimentelles System etabliert, mit dessen Hilfe sich Teile der ILC-
Entwicklung in vitro nachvollziehen lassen. Dieses experimentelle System ermdglichte
innerhalb von 9 Tagen die Entwicklung NKp46-ILC Vorlaufern aus NK“'-Mausen zu
NK1.1*"NKp46*-ILCs. Fir ILC-Vorlaufer aus NK*"“"-Mausen war diese Entwicklung stark
eingeschrankt, konnte aber durch die Gabe eines Caspase-Inhibitors teilweise
wiederhergestellt werden. Dies lasst den Rickschluss zu, dass c-Flip hauptsachlich
Caspase-vermittelte Apoptose in ILC-Vorlaufern inhibiert und dadurch die Differenzierung zu
reifen NKp46™-ILC ermdglicht. Der Caspase 8-abhangige, extrinsische Weg der
Apoptoseinduktion wird durch Signale von sogenannten ,Todesrezeptoren® ausgelost
(Murphy et al. 2012). Zur Analyse der Funktion von c-Flip bei Todesrezeptor-vermittelter
Apoptose in NKp46™-ILC wurden Experimente mit blockierenden Antikérpern gegen
verschiedene Todesrezeptoren im Zellkulturmodell durchgefiihrt. Hier zeigte sich, dass c-Flip

die TNF-a-vermittelte Apoptose in einem friihen Stadium der Reifung von NKp46*-ILC
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inhibiert. Die Expression von c-Flip in NKp46™-ILC ist daher essentiell fiir die Reifung dieser
Zellen im Knochenmark.

Diese Arbeit klart tiber bisher unbekannte Funktionen von c-Flip in NKp46*-ILC auf und liefert
mit der Generierung und Charakterisierung der NK““"“P-Maus ein geeignetes Modellsystem
fur weitere Untersuchungen von NKp46*-ILC in Tieren mit intaktem Immunsystem unter

physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen.
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