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Einltarng

l.1Rhabdomyosar kom

Das Rhabdomyosar kbomc bh RMBWegitcett eailt umor vor ne
des Kindesalte®salTlkssoimaebhéen svaoldbérs 18 Jahren
aus. Wi e bei all en Sarkomen handel't es Si
mesenchymal en DdsRMSiumgSpezlieiltltetmos i dle m
Mesenchym entstammendenabMuskepat ahtorheatgdnk e h
embryoanbhVvepl 2pgleeoumodopdlee auch anRNM3 agtufsche
wel che sich i n Wachstumsmuster umer Di ffer
pl eomorphe Typ wird vorwidegeerdcbiIgamnadumoavac hs
all em bei Kl ei nlHianugpen mkgefentdenonohsgrdedi e
RMS sind Kopf, Extremit2t eMet albrtoagse neirtuanigt r wa
Rezidive sinbDam°miibbiese | aeni ert 2owi schen
und %OWwWobei di e Pr omderswahmo&klad numaakliionni sc hem
St adiduens Tumdrag? Bei m metastasierten RMS
Hei lacmgsce be®w.3unter 20

Dimul t i mbhldearl &@pi e des kindlichRBMS)RBRHab doemmy s ar
etablierten Wer kzeugen der chirurgodehen
adjuvant-ePe RadhegrRalxi, n@twi)eounbefri.€dingend
Tumorkontroll e *“blIBekibmpbehtwieer pgilm2eetr Res ek
5Jahrberl eben,bebhei@Omskopi schen Relseiduen u
makroskopischen ®RBeE%0 ueinn UAMs7/pOr echen des Pa
I nduk-€Chemst her api e ei ne Ver besserung des
fragPliThotz verbessertem Bedédd iRdMeSdisei st
mul ti modal e Tdreearzéepidse e dAX lemage s ¥mt bl ei bt
Prognose diesenggkEn¥tagkung

Wi e bei Nenplea stirietnE2 lem Beibspgimel met astasi er
Mel anom, -Pr@Owdrnital tCLdouaend, dE& Gdubokdlliarsitsoarh
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und kIl ini spcrh® sgeenzteiegtt sich die | mmuntherapi
Alter dati vel®Pt snes2t ze in der IlkmohbnchenapRME c
simwegnig wiwobeamdi e Daten der Z&iEts rkoamtlei mi

jedagelzei werden, d&smmbkrethnapil & i n Kormbinatio

oder | okal en nBausntdrma Miwtnrbw mor kontr ol |l e des R
k°nnéh?2?

Di e hier dur chgzedi¢cgntmd e diAsbBbesiteha ei ner
Kombinaérapisé h aus | mmu-hLRer aamide | (ONHAD e r Ra

augebi lldmmuenr e peef-Ltympleez yandeNKen

1.2 mmunsyBumaonr,i mmumod ogi e
Krebsi mmunt her api e

121H2 mat opoese und das zellul&are | mmu

Al s H2 matwipddes ebhludung der Zellen des mens.
bezei chredtdniseo Mearrl 2eulfletrezs zellul @ren | mmuns
Ursprung all di eser Zell en und den i hnen
typi scherwditanaatoPdLammzbke!l ESD{ BISE€) di fferenzi
nach kdlears sdiscthot omen Ybest eMullautni Borootgeennti t or en
( MPPs) ent weder zu Commem( CM&€IME)Pd ePrr ogeni
Common Lymphoid(EBL®geéniausr e DVor ICMPBfeeors i nd

fe¢r @dinel Gzyten MonozytGaP, aRirso gleemietnorGamnul oz
und Monozwya regqe hheenr, al s auchytheg rEr gytther Mz g a k ¢
Progeni(tMERsauU S denen sich Thrombozyten u
ent wi cCkoemimmo.n Lymphoi d ( ELPgsViaodlo¥ efneurndder T
B-Ly mphozytwdr der nat ¢rl i ZeéhEeH)AdigENEZel | en
Neben di esem Moldeedsi scehre nH2 mat opoels®7 7nach A
wur déebner diweidtachree vor gestedlbto dnd)di skuti et
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A Classic dichotomy model B Myeloid-based model

gt
@ (CMEP)
(CMEP) MEMegTB @
= @D =\ @

(CLP)

C  Modified classic model

g
MEMegTB ®
(HSC)

Abb. 1.e€ll:l eModder H2 matopoese

A Kl assisches Model |l.BnadMy-bhABi @amsesaMb@®da) sura und
Kawamot o AxthO n)a.ch ei ner ersten Aufspaltung der Popu!
und myel oi dei dritnicdapempaldi derPdtydmile Memdi fi zi ert es

(CM LP)

kl assisches Model | n aBcehr e J & 6 0 basuofn  K(n200cOh5e)n.mar kebende
gemei nsamer myel oi dorgf €M d?i) d egref Rmagerniwez wliesrc heEn nor dr
HSC nWCLPM: My el oi ch.r oiEd. M&gyagk ar yoL g mphlozyT en. B: B

LymphoziyB:eoT-Be-l ymphld$d:. H2 matopoeti sChe CSmmamzel | e.
Lympho:i dPr oPglelne t mo mme&m waonot 62 et al

Das zellul&are | mmungdeshtyeanp hheytt emt amnesbereut r
eosinophd | drislogprh Gr anMo mazy teeaNa kurnodp h agen
Mastzehldemendr it iBicgeeln edeldleern myel oi den Lin
Nat ¢rlichen kiddll lsam)aldleeam geNk riemmaumant wor t
Al l e weiltemedeiZel ymphsaitnidsc hadapht inven | mmuna

zuzuoriPenogiosch tendgemizel l ul 2rear Kk maopftsyiss &

das humorale | mmunsysAnem,Kk 9l gksotrnaphl eenntle na ulssy st €
und 1 nt erNeewekni ndeenr. Er kennung/iuvurad eBekdbmpft @emqg
oder parasit2rer I nfektionen von extrakorpi

der Lagd eerkttarptea ei gene Zelibereitnftttsesknier:
Dileymphozyten | asSsuebrp ospiudhatiin neie Balulf e re,i | ceine
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UBT-Zel | enT-Zél €éen NKZeldieam

1211 T-Ly mp h oz y tEennt,wiichkrl Buunngk tuinodn

TLymphozyt efZekRitlzegrt or eaug ACREderUKeit ner
kombinier b-Kentadceeeri meret t e kombi ni-keettawemi.t ei n
Anhand dessen -WerdennzweiufMterschieden.
UbT-Zel | en sind nach Aktivierungndurhaklkni hr
Effektoefmu®GREzy bot oxZetmh €TTod)er aliTHeCBH4r
Zelnl e di ewemit telreeunk 0 z y t e-bh y mypizhgot eBn oder Monozy

Kommuni zTeirlemdampt il wenm nantowid#Zt |l | en fungi er ¢
vornehmlich als Teuhamndteoreggrimaméhem denm wei
kl eineren Anteil der Zepbsbed®@muszirkulierend

Bi s diee | B di esealumnketkidoapefLeg mipehraznptf ¢ hr en
kann, durchl 2uft sEing we ickd miRegisfmgmsmaxznr c h
me hr er e Ko mpKanrotci hneennmaer:k , Thymus wund sekund?
Organe. Di e Stadi en di eses Prozesses | as
besti mmter Oberflachensmbbké)2d({ Blerenzieren
Erster ProgleninploozydeadhSTi sitm K n o cNhaecnhmad &r.
weidrerEnt wicklung zu MPPs | assen sich dies
Expression des Stammzalledartkyerossi hms ki nase
CD135, weiter unt er s eElxepirckeesms.i oinsthodihe eGDIL BB
man di esen MPPs ein zluy.mpehso iwd eesd PRrootne n tyimgplh o i ¢
progenitors (LMPSPEMPEB s srpeintzti eeeCre.Ra u,gl e m

Vor legufdend-L¥mphozsytwer &erl l[INMK Gegenszu den
CMPs ist dieset . ZMRPRd innce CIDAL Wreadhesmsmar kd a s
und geladmsgeModr | 3 bfear di e Bl ut bd@8h zum Thymus
Der Thiysmusein prima@res | ylmpéeguoirishehresn Orbgarer
Medi astinbmet eEr edinr cBrundger ¢st retikul @r
Epithe,d zdlelmenThy muuwsmnsd r asnpae,z i &lylteok i regrnof i |
besonderes Milieu f hrochi edi BEetr wieak lunkrdg zdigrl e
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toleramntemphoZyt€hbi.e -ZefVor | 2 utfreet en in der
korotmekdul | 2reansXomlkt aus poslt&kmpbl | demn Vv
Gef 2Csyst elrhyimu sd¥:0bnerdor t aus migrieren sie
Entwicklung zun?2chst in die suwhikealpsaudmre Z
Thymusmar kckzuksabhbehh)3235 A)

Diezell |l rei hdag i m Thwemwexntiln cheemi Phasen stat
Phase, di e kiamp s dleGaresoenkez de s Thymos$ satbl 2 uf
antigenunabh?2ngi gogenaeh®eateiko-BieitT®¥anl|l 2ufer
mipr-FCR odiE€CR prol i%ferder Popdseendder Medul | ¢
des Thymbtsndeata,tt wird der d 0 Re A r rGeennguemmh eangte)t
ent standene endgi-géhdeugnidd RMHCs t r izwegii € mtc h
gepr ¢ufrtcch Posdt Negati Dsesektkompl exe Rei feprt
dr eiek3amunkt en, an denreml i¢fbeenrd tweoi fitfeerree nPzi er
oder Apoptose der Vor |l @2uferzell e ent schi et
Ei genschaft enLydnepsh orzeggitfeean Tur ch wi eder hol t e
kann eine hohe Dieectitwerdes. TORrehr Apoptc
Vor |l @auferzell en, wel che zMHGAtnhdarnlgeadedr eakt
ent steht Se®llbesdtitgoliddohachig@ bi | 1ERewer den diese
Anforderungén gerecht .

Trtt -AeUModrTl 2uf &kroritn kdenedul | 2ren Junktionszo
cber i1 st*sewi EDCLDB8r go doppelltn ndeigeasteam A bDsNc)h n
wird zur Ver deuEVadlclthtuinayny ogednro 2CJDt e n"e 9% Borf CDX
gesprochen, i m weiteremebetrluabfi owhe dSdhrei
CDxVerwemDdet-zymphozyten heZakWobel fehdenwé&rde
wa@hrend i hrer Reifung i m ThyBue FRruakt iTohny mbe
DNThy mozwiteéi t e mhidn Subpopul atDiNAnén Sa ®Nget e
wei st die gr°Cte Dynaminlgeinn dBez Obeadfl 2 ¢drh
auft{.sAbb. ) 1DRhymozyten, acueclhl  BparrolgyenT t or s g
( ETPai)f,f er enzdiieer eEnx pirbeesrs i on -FroynmdDyYRts5e iz.u DINEs
wei sen nocech nsyiwophodi ded ai s ayel oi d’@s3°Pot ent
Wahrend der Migration deselMMhZommeydess Qemt ex

der 3-DNymozyt dieses myel di de CPd44deExipalesabc
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herunterreguliert und es findet-,and-ensi ve
Genl ozt Diset Zel | | e M-Z el indireamsutnr i(reeildr tl i neage
commi t.nkesntwi r derdi,s kault idi eses ¢ omnNatacehn t I nt
Signal vermitteldt i st o&er | loibrsitsaihnogni e p t é

Progenitoren ¢berumlNdtPBPhol bkel abiedl'ssignale
DNB-Thymozytenn niktesrsesnubkapsul 2r &eab-SZeol neek tdieosn Co
standhamtwei terzz ukr®mdrdenozYlhy an di esem PuU
eifeankti ob-KéEthegexprimiert, Karvra r spiaeth edi e s ¢
UT-ZeKeétt &x@upnil pr @ @ CRi nddeenrr uTnhdy mbasy tSisgopnal zur
weit®réheeeong /2uWGPDyNdozyten und zur Prolife
380 wie dihg mMbMBmleanger unbgkeent tdeenr er fiahden auch
ei ne vi el garcthreg dJdudnrali-Kk et t ent ,stdi e bei den
Thymozegneg¢b &TCBdi | . deWerden diese selektiert
de@Mhymus schon Pamkti eaddaimZrediffeeMienn auch
abscrlnide@ngekl @rt wird derzei(tsidyinealhl lsd areing t
signalingalpotEnkl aduskguvddaardustr ei n kl ei ner An
Gesamtthymozyt eentb-Setlaetkit inoanc hg bdederdaBN&SA a8 P un
und DP EBT-Zel lzan di fferenzier EGR&B&edrd emi er
sel ekti.eDe mnvaidrhdl det dlenry mdNyBt z eniatcdl ei chem
RearrangeitentonddeGenl oci ent pedd d€Rern nennen
definitivenunid&RtaesDeawWBCR verbmeittARKti vi er un
ein relativ starkes Si gnallhy moelydhes pdiod idret
und den Thymus aliBZ erl diefne vreailvaes s eINCRI 2 s st .
vermittelt ein relativ schwaches Sitgegmal , we
prolifereren -ThgmapytD&Nd/ dSPfBPrend3ignahsti 2k
widr dabei Sdabichi EX{pr eusnadi 0 a@las KOmRp!l exes
best i hifft .
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A Thymus

y / preTCR/YGTCR
: Sub-capsular

Bone marrow Zone

HSC

X3140)

Cortico-
medullary
junction

Pro-B cell

Medulla

(L@_@_©_©_ @

RAG
TdT

D4

CDg" CcDg- CD8"
CD25" (D25 CD25-
D44+ CD44t CD44

—
Tcell lineage (ﬁ—selection) ‘ Positive and
commitment neqgative selection

Pre-TCR signaling TCR signaling

AbHW.:Z-Zel | ré@inf uflrthgy mus und Di fhcermednznassomgiderten
Oberfl 2chenmarker

(ASchematische DaZesltleddiuffgygeay tferamimnwWmud ch den
Thymus. | b(eB)bl i ck zsusrozstadiena Di fferenzierung der
Ober feln®malr k er n sowi e dAekrt | GGe nt setgpinpeehgegesrennrd en Enzy me RAG,
CLP: Common | ymplidD&Nii d DpubgygeniNegrati ve ETOPRarPelbl e Pos|

progerHiStCar ,He matsapeoretd el | , | SP: |l mmature single pos
multi potent MBPogMunitopotent Progenitor, RAG: Rec oml
SP: Single Tpld3etmveal deoxynucl e®dCRdckll ITr aaeskept @se

| ber nommean neidsd rftiMincalcehe | L jEtlti zeatb eatlh (FAaj$a*rd et al (B)
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Ha't der Thymozyt bei funkti cuPfrohidemaprt &1
er ha,lbtegn ninne nj et ZYDNGDRYmMozytl@ml| adgnegren des
UKet tGem| of ber ein Stadium der posmmiait wue ec €IDI8
(IPSi df erenziZesVedm | §iué erPEPDB°8OPHel t positiven
Thymoz ¥sefi innudnennt e rUsmil vaeger ungedGalrelso cTICR st att
bis eine Positivselektion des Thymozyten s
Apoptose3’edéntritt.

Vor wi eiggeerrd Thymué$ madelnl a-wer dP dNeigtat i vsel ekt i
DRThymozyt.@Pdmssttatvt sel ekt i erztytwer ddeer ejne nMeC RT h
mittl er efmi AfR@ane pttéo)jrMa¢ D4 Hi st ocompatibil it
( MHG) gmi t -Réeaeept oMHCD8 erkennen.deWiZzegd | der T
Vor lex sf ni cht dur Alut ced mteingebdM® impliendt di e
Apopt osEBhydmoszyten . Ebergsesbeiwteetden di ejenigen
exkl udi eritm Rmehintdirega&8e lvekt i on mifti reiut 2gtr oalre r
MHGCAuUt oanti gemikmoae hhenxedro nge ht di e Gefahr der

aus An di esen di ffi zrideesnsenEl isnminndat i menksen

Thymusepithelazlelldmren bevioridvesrel eNketgiadn prof es:
ant ipgémentierende Zell enslf APEH' itPgk® ®nochenr
Die positiv selektierten und bei der Negat.i

di fferenzieren &odhleirePCWDiIBohach EHB) t haewmen
UBT-Zel | enunalusver |l assen thens ekhiywndd@3s e gé ymphat
Or ga3fe.

Um die besprochene hohe Rezeptordiversita?at
Ge#Begmeen mehr f ach-bumgoenlde&Geenrl toici b-8ekreker on,
deWGenl ocus tiardiMiPfe Ser Pr oz eBXAe-Rii zredpGeaaurc h
RearrangemenNe seanthd amt di es em PrEomnzzeysmse bse tnedi | i
deMRecombinati on ARCRABZ) oBn Gemlkesmpl ex s owi
Termi nal Deoxynucl eot®#dy lAbTr.anls f2er aB)e ( TdT)
Die GeW, oftdeds, TCR sind meaweai I(&,i D,Sdg C) or
(sAbd. 3dDi)e Segment-Regiean Vachen den variabl
finalen Ket-Regiaas.i i ek &€nst ant .
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DeT CRGenlusc i st80i-B\ g7ent erS,egtenthen ei nem
C-SegmenthGeddurec i n-S&@me/nten und zwei getrenn
mit je -2eqmemtD undegimuentd Gdazwi schen gel ager
sechs und ei nlvaelg mesnmntedre n drsg aArbibs iDeudrtca. )
somat iRseckhoembi madi &er bi red negedeigment e -durch N
ud -Rukl eeht deehtupeetGanfaoonktionelles Exon.
der zsad 2elnltisgg ehenden TCR aus den transkribie
deBunfbLokus | iegtVab é ia®f@iE@e nli8o -y ndKett en

sind @ahnlich organi si eraxGenwebemi tdede miud &=
b-Genl ocus ver,glwedancrm bau cSiegdnhenideaD T-ICRc u s

| i egt i nnTeQRALaolcbu sd ezswi s o-ln @ drSEegmeWteernst reut .
>,undlLocoasdi erenV-8egimgretre al s dHwnbhloomto!| ogen
[ 3 1 2k3] o] [o@Q[ Z}2} GG BWx3][aD [QJua] [xC 61],

[ €] (Vgl . Abp>? i Be weitere Besahodewbsdietst deals
Tat sachésdéw-Ssegmente mitoldekhesn ideésntVi sch si
fer beide ver wend®é8tE‘swena drgde n b Inme e-jsusn d-

Locus tretiznglemreng Segmentanzahl durch junk
Organi sadribeiGe d s e g merntzeWlevuos t e - e gne nrterRn

mit 2hatdechsogaGegrniCegendraitetr en.

I n Betrachtunsgt rdeturTedes?rl|l eteslpirolt h eanuesn d
funktionel demerBxeardsk as sTeCrRa sfi cPr ot edirreebene
compl i mearetfa rnii thyg regions ( CDR) erkennen. (
peripher, aGbDR3yenmmi ndenden ZentrrumDidckesr TCF
Anordnung endismpd ed iivon Mk hde ndRln u@d CDR2
weni ger vadriieabsedgeanlashnt e h3/,pewedaadsh ajbd vee idDsR
pot eaAmntil den bi ndenDike® nhnoehnes infusese. dd rei tt en CD
i st dur ch di e groCe junktiowWNaDeunWard abil i
Gensegmeeadiengt sowie durch die zufallig h?ai
von Nukl eotiden zwischen die rearrangierte
di e Dd i cht kei mbahnkodi erten N Nukl eotide
Diversit?2t deKro mmMCRses beiim Zuge einer Il mmu
T-Zel | aktivierung TCHReperstiocihme gleurdednen al e



Einleitung

Expansi onh el3sFr@gkent
52,56

andsSpamcdlr wibgsihfd )z en .

Rekombination

umgeordnete DNA a jﬁ.ﬁ]ﬂ:ﬂ:ﬂ:-jﬁ

Transkription
Spleifien
Translation

Protein
(T-Zell-Rezeptor)

Translation
SpleilBen
Transkription

Vis1 Dg1 Jp

umgeordnete DNA p -7’/:-]:-7//t

Rekombination

Vin A/ A Dm m Dea g Cp2

o | s WA

Abb. 1.3: Schematische DarstelIl]J-mmﬁeGaernligéa:numlagerung
Schema deRek/gdmhiJnaTCBun@-Senl oci und Pr olEELRi erung z

l bernommen aus Janeway | mmunol ogi e
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1.2.1.1.1 UBT-Zel | en

TCRBZel l en macHhecemi &Gr ®Gt ei | d-eymphokuteare
aus. |l hr reifer Ph2notyptoidetr *«CDiBavbdar dCes e:
T-Zell en den Thymus verl assen, migrieren Sie

| y mpihsacthe Or gane. Bii hdemr 8me K&ERpt ement 2r es
durch ¢AMRC MHC prAsthngmreaear eebackitennot wendi ge
CD28 Costj mkommiroesktzi vi erung und Differenz
UBT-Zel Hehf er eenanze resdedni en  Suul bapeonpont er schi edl i ¢ch
Effektorzellen aus.

Das zum Zeitpunkt der A¥ti Vv iee raamrheeddeer n
Zyt oki nmiilbitagreemnt | ang wel cher Ef f ekd lolrevre g e

di fferenzieren. Ei nen di eser Effektor wege
ausdi ffer-ehtekdelolee Tdurdcihvi duel liens Profil e
Oberfl @achenumde&kzdreni gtto&ki neZl mmbal b der

CDA4T-Lymphozyten | assen sich -HalekZ eStulbgm puT at i
Tl T2 uTd 7, und reguldaltloddyrsicchenewlei | s i ndi vi
Ef fektorfunkti omede lulngre rveerhced mlelihhg@e bamd &MHE

Anti gegrnehlengswei se Antig¥nfragmente aktivie

Tul-Zel leemt st ebeam,ai weymphozyten in einem Mil
werdenn d@muhdv déd HiNec hine wirken als Mediat
zel lul ar vermittelutnan plrmmmud d.atmiide tolre s ¢ h
rekruMaerephagenr CXUu2d-bLAEsti mdiesrcembei
bakt eriinelrlaesvne si k ul 2¢beenr oldnHd\e IGIDIdg0nrech oder t °t ¢
cber -LFgdd Fhosde rU(LTMMRE hroni sch infiziDaste Makr
dur cdl-Z g8l l¢ebredenr anskr i pt tbhervsefrark tt acire Igir,o Ce n
Mengen sezes(nbetrtaekt i FdNi erRe aaigthor elxdp2) ssi on
bediMHA-und MHGQ dlulkt iZed Kt NKi e rH2-Z gh dammdu nlg

und ist in der Lagea pyirrn iniBeeepm Idveknad e no nd wzruc h
Tul-Z e | |zeunr Syentdhesoni si erender | g Gs und zun

angerdeiggg s c halelhetr di ngs weni gZebtanlkki2aberdur
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| s ezZell |-2al Mpr ol i f e3 audia@r ,anab evroydtdezny t e n

Kol omatiiemu |l n eFrackn @@=MCSF gemei nsamu2-Zre ltl e di e
Synthese von Monozyten, Granul ozytieem und
KnochenmarKer amas e Alt2éerifly, gbar kei t bege¢nstigt
prim2rer AktafvfiiedilHleApttewo ne ¢ bRmrolwefigreatei on
Di fferenzTueZ ailnife RPe r

Das Entsobdad2€el | en wierd-4dbomchiertes Zytokin
beg¢nsSiiegtver mitteln ei ne humaori &8&lAelT-B 1 mmunan
akti \Siekrrted i oh, -Slpdl lin-d 3dnnd das Oberfl 2chenm
CD4-Di gawedr de#elB aktivierung, | sotopenwechs
Hemmung der MakrophagdMaashktzieVil evnehg s mwive r n
Das duw-£81 [Ten sezleObhioe ki eyrttoLkding r2i set zung
Makrophagen wbdel lhfPenmt T

Die jhegshriebene nS i @peullleetni voi ckeht der ch

Fr¢hphase eiaernaind eklg®gmwd htréteizgaeki nmi |l |1 i eu
bei Akteivbermmigati®¥n d@HAclher di n-4 8 omrAdhli LI L
Siexprimien€Blezeptor, den tCohremGER®&GTr endp de

|l i neage mar kese Drlr6ite Tuenndna@l,L ldber okeiSo | FN
sti mul inE/+Zenh | €n ei ne akut e Entz¢gndungsr eak
netuohpi | e Gr anul ozfyakeuns izas3d d Wl eripdesr manent en
|1 2Angebobed¢i,rifen, Tdli/Zel | eh3 ek Eor derwelcchh es
(gemeinsa® wmnd-bJd@&@Rir anskri pt i oonesx parkitnoire rROR
| 2 sRORtl egt di e DdérfZenldivdr Tdiéggel | éane

i nduzi erHEx pDels&t loln2 gt odlasemiZkteu al Fle2r di ngs
und oldFONmi ni ertes um, kann easrnvi®Zrel|lRepo lianr i si e
Zell en R¥mMmmen.

Eine weitere Subpopdell dteinons irdhgtde | dCBve T c h e

cberschieCendwor t emmu nsaonwi e Aut oi mmunreakti o

Diese subsumieren uaohem seéghl-Ztldreinaduhpedd dTi e
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het erogene Grappeemrer e qaul-Zetl d rBliag ¢ hr dTneg fi e
Zell en erfahren schon i.m STheyenomesdr¢ceeAMme b Vbdpnd
i hrer Ef f ektedrnfeks®@t i doonmeinni eyt eki nsthb €1 i eu

gl @z eci ti ger -, P-d2Lh-64dgienrd  FAFONwe s e nShiegii thn.d *CD2 5
expri ndeenr efnr anskr FptBp o uanfda kstugrp r-4 eni lea retnw ari te
¢cber die Seéekhetbietnoy Zioakd mfeu NTAGFOULNd expr i mi ert
Ober¥rdHenmo.De le¢ laeddapt i ven TeZeed Wwleahtf cerriesnczh eemr en ¢
i n der Peripherie -uhteus EnafTlhegenpGDapt ¢ h.
Untergruppen dedsdebtbkamtdi vemgeiB-Zehlt en Tsowi e
Trl-Zel | en. Zul etzt wurden weitere bestehrieb
Melkani smen supBfiektoehdektin8HAehlsamd;g¢bhenn. )
| mmunsystemadcerzuMucionsden unld0,sdelztenrdnbh JeGFR n | L
worin sie srlZbBl Ven emhsWdledc e fkrea ifs d® z6¢€ n

Nai véD8 T-Lymphozenémincksi ch oheakiK i hrem
kompl ement 2rlengeamumvHeECn € Rr Aondlé g eBi geumpde pt i d)
den n°tigen Cytsa ti onuil ehzuenzaZ ( GEBLbs)mehrere
Mechani smenegi nidn @hdrs h & genubeait eintAaltledre,n
swie zur Beendi gung eianketri viLgmpreargtyw ernt bei
Apoptose herhefi zG@Gf ymd enhretsoti ommesicsleean zPot en
und zur Ver mei dung vV ok° rkepid g eant eerr aZ esCcThe*nd, e ni satn
Akti viaarb8GZel | en komgaepabearire CTZdl | en.
APC sel bst k°nnen in bestimmtenCDBId |l en (z
Lymphozyten cber z€o 2tlibmelr ant t 6Bt t ol aAutom)
aktivieremi uhdnzaihegreung und ProPRPufa&mearti on h
bedarei neesr zus2tzl i chehT-ZBeilnldeunn g¢ beeirn eeri nCDvde r
MHC #lsemtiertes Anti genCB8T-Zekd rksmenlaltken VARG eunr
APC werden ¢ber das G40 eSi gsntaMmudeekreg t @D 4B @
expri mwele®®@8direkt costi mulziuest ehi €fAauc h L di
SekretiornTdeelrl eD4t r 2 gt z CD8R”Xkelilve®® rlueig. der
Kommt es zur AktivierungerunCdl LAu ssdinfdf e rherrez ive
zytotoxischenibBhfeak taaurff Gk rnyd o roafi srcrhieegr tGara i
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schnell WDeebgglbamnul a beinhmé temd P@rdmul nsi
Perforin scheint, ni cht wi e asaagddommén dur
Kompl exbil dung die Zell membran f¢r Granzyme

cber Cadptaieenung ApoptoseVNeiu eredwWPigernemkeit
CTL Apoptdselizell en auwizeil §csleon bledeeitl d kenn T
beschr,igbéar EdpBabisgamd®WiNR k°nnearensber
Tumornekr Regftaky drTNF-RB auf der Zielzelle ap
wirkemDas-s€dZérni eheemti EMiepli kati onuodd rekr
aktiviert gem&dMakamph&dgde @ NF

TEf fektorzel I'emi edeauc@D&Saitb pop welnkt®inare n
Ged?2dabstzrel | en (mer morywogeebhh®@GCR7Effdehor
Geda@chtniszvel | lem I(Yymphati schen System ohn
di ffer €CRiGerdt?ed lstzrel | e ewmaeanrchdre Ged?2ewhtniszel
genanBeti.dce uppen von Ged2chtniszell en sind
exprimierte Cekeglfd 2kditeenrmiddueve d e Wodll-eird e T

T2-Li ni e dnegeower den, ent $pTeecihren i ICrCerrb
ChemokinrezeptibZelelper tToERi2-Lel IHamb.en si ch
nach prima&@rer adaptiver I mmunant wbemt gege.l
gebil det (I mmunit?at des Organi smus), wer de
oder wei t ersecnh nReelalk trieabnkft fi eeri emrzi eren und pr ol
zu Effektorzellen und wredelliserkeormmt FNw, klel
er nendtke i vi eweurh gTmpaio 2%t & n .

Wi e oben beschrieiZen | ent eawH g eudnfteearhsel We i s e
Makr ophadgerch f¢r deren Aktn zvii errwmdga ssuindd Au
vor her gsZyhteonkidilnumelu di e domini eremdseschfefi @eletnar. z
Myel oi de Vorl 2ufer, di e Monozyten, wandernn
di fferenzieren dortl nzu hMaek udid edkaemrasise sic
mi t Pat hogenen ausealnanARC,dmodatdaptriewne | mr
regulieren die Entz¢ignduWuyrsdralkkiPond und trag
Nach dem kl assischen ParMadkirgrpdPaHgessteynp esni ¢ h
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mit wei$ebgopul ati onen unt®rscheiden: M1 un
Domi ni enelni plopMdM| ysachhari €SF(LP®) aunsdi &rMe n
Makrophagen in RPRhYnangMalksopvlagen sezerni
l-1-b et & ,N#H, 12, -18L une€3 I lund beg¢nstigen S
proinfl ammgli onmusiamdé3wbdr t .

Di e Pol arisierung i-RhaRiod lytpsn gk achene i M2 me
| mmuonnkt ext en ausgebpbtstduweedéneune Wi2el zahl
Untergr’'pApeh?send fer eine Aktivoeewung k ©
Pilzinfaelktri ommecmr,ophage c oalcotnoyr s(tiMdnsuFb)alt i ng f
| 10,-13Lod-2R s eyipi.scThe Ef f evkoth2ZMaklrolphlag en
sindlOl Lulm@s. So wird di eser Makrophagesubp
i nfl ammatoriism hRirc lEti w2kl dnmnstisma nzt wigoerstc h.t’i e b e
Neben Wundheilung und der Ver mkonmnmhwed all er
gezeigt wer de-Makradpshsaagem2 al s Reservoir f
phagocytierte Pathogene fungieref 8nd Tumor
Zul etzt konnte gezeigt wer watzuo d &@hs gMak malp |

Pol ari stimzruikredir en und arbhmnige gd evro mMivlol 1 eu z

oder-MMRr ophagen igmne’fDeaso lbda piod are Model | bilc
ni cheideertl i che VYiealzi & retknndreusnsDidfefre Makr op hac
74,80

Handelt es sirgsdhdémreden viMirlhlereu umkeénnen sol i
i nii ererd®C 9"™Monozyten zu sogenannten Tumo
Makr ophaTgeM)au(sdi ffeflehaAM2r enubsumi er en me h
heteroylakeophagensubpopul ati onen snthkr S
ent sprechytnak idmgers& ftiulnse nvmmromme enhz i @irfene und
sowohl|l eianesm MFPdmINMZhen Ph2notypé2dAnehmen
ahnliche TAMs vermitteln Tumor angi ogenese
| mmunsupression und sind mit ®irt6éel sobgt echt
es TAMs vor wi ageRidc ht uMX h rdleisc hen Ph2notyps
(r)epol arni si et di es mi t ei ner besseren Pr
Makrophagen vermittel mllemmuen atnutnoorrgte ruincdh thbeet ce

Tumor abst‘% Cung.
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1.2.112 cur-Zel | en

2U0T-Zel Il en unterscheiidahb e wiheCdpetwtdndo t € p 8
doppelt negé&t dee CHDA8ICbe2@ ept orexpression, Sy
TCR ist weitgehend invariant durch idente T
Sel bst an,tiigreniehrem anat emws ehem kEihmseat zZ;Farntk
UbT-Zel IEewal ® der im peripheren Beutl edne tseikntdi €
our-Zel IDere. bi sher bekannt en -Aalflglaibreind ell ideeg e rd
| mmunregul ati on, Wundheil ung, Tumadriomer wac
zwi schen angeborener (innate I mmunity) und
| mmundltsy)l nnate |d(klelP@)ymghocyt e

Neben &apilt.l. 2.1 und Abb. 1.2 gezeigten thy
our-Zellen wird eilme Einthtwi @ &p iutniyae tdo psokeuttii secrhte.
Val 2ufer w¢grden demnasbdzdieekéni mympbasasch
i arypabches einwande Vil iunntdr adeoprigin izl MECRo zy t e |

(1 ELs) 8 ei fen.

TCRGT-Zel |l en sind i TnCKkZgeelnlseant zn-izeubt r MAGi ert u
wei sen haupts2chCb@&dp ee Inte nnPdB@Pahtoitwepn ,auf , wo
eine gerindger FZ@Ikdpadme n8 iCHt . |l n dBé&prepgf atuft

depdT’CR und die &anacbmi dcases Subebphl altrieonen
i nneboliddel | en untdarmecheéedePer iep le eddiauep pzei,r k ul

wel cThGRY und s TICKR&Xpri miert, eine Gruppe wel
angesiedelt sglsmi undi TERVykKeat tad | leoeuwIRIVMi er t
eine Gruppe, welche in der Leber und bei cr
i m Bl ut zu detektieren insetn. TDOORe sausGr eppe

TCRB8Kette mit einegKevtdtrefabtre nge&rCiRiWVger en Anz
rekombini erbarer oSegda€®Genl onc TSCRi m Ver gl ei
TCRBZel iemor all em bei Wd&r-ITGmpupezaytVen eine h
Rezeptordiversita?at zu finden. Di esi tiggt dur
di esezuLeckl.2r2n2. (¥

Di e Ef fektorfoakZalolsemd derehr het erogen.
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Zytokinresektion, zytotoxischem Potential ul
UBT-Ze | | en. Sowoh ein p rubZ enlf-H eEmonait ioe i tse
Zyt okiinpoofFdN UNFs audiH2-Zei-aesozii@rtddd (1L

I 5, -1108i m? gl &c¥n der Fr ¢i¢hphase nach der AKk
vorall emoidnfel ammat onks opbaraggkermudt i y eoklene

| FoNund ONé&zer Héi er t .

VY9 /u® -Oymphozyten wer deemp bveiir abakt earnidel par a
I nfektionen aktiviert. Sieptexgmi CICRrlemn ndli &
und k°nnen sonftehkh®webl zekrudtiert werden. Z
sel bst dazyChemdlirné agwiee RANTES und macroph
protein ( Ml P) Zzu®% ST ¥ ni-Adlem k°nnen
Perforin/aGhdmgym Apoptose i nduzReirfenng, t ri
rekrutieren Makuapkhagént zdearDi fdfi €r eBwwznder ung

| sot openwe @h saaillc ke | en e x p9 /dmileyrmeprh o2 yt en
den -Eagsanuwmad k°Osnohieal zel |l éh Wey dieehemm/ i i nd V
TLymphozyten da,nal si praodreslsagmdbel €e0BBC CD4
Zel |l en zu stimulieren. Nach Aktivierung |
Effekt okWwegnes Amstiiegene prozessieren und pr
exprimietlen|l APICe Muster costimulierender OFt
DR(ein MMHLzddtor?), CO®ACHIPE°

Die Effektorfun#-BSubpepuldaQriodQTiRNtIr accern t hel i a
Lymphozyten (I &ILI)emiReeggudleatvEoprnt dekr hom°® ost as
Wundheilung und Fi br ojiemeSek wer dem Kleerat i
growth fadthemnl (| K@&Fpr owt hl ) Faboobl acGt GEr owt h
9 (MPMGF und connective tisvee mgMaleitdhcaefract or
infiziertewkEpicthleetbadeé tblsBAMetmdgen prWwesreddn er en

dur ch | EL dePekftorirn{faGuhrddm gy m oder -¢ber d e
Li ganvdeernmmi cht et . i ber die Sekretion von ant
| EL antalmi k wo kiR 9 & ®mn cber den Chemokinrez
chemotaktisch zu einem Infektfokus rekrut.i

Sekreti onbivhonmu nfrGgFgu I°&t?®6r i sch.
Ko mmt es zur Ak®Bi ddeernun gk °vnonne NDRI,i e€B5 &HL A
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CD161 und NKG2D expZ2i3niiemwrlnat iWatreglidigle sT e |
Th2 uid 7 @ hnlyitconkei ngrof il e zZu sZeezlelrenni ez @ n

sti mulé8Peérf en.

Da ToClRI-Zel l en ni clBtZewi € nmiTe&BRECr imm ¢ | e€Crotr e zept or
Cb4 (MHC 1 1) 0deAntC DRk nngdveHR e riden MiHeEChr er e

unabh2kWgggeder Antigenerkennung diskutiert
So erkey®Wn@n-Z&1 | en Pnhtoisgpdheotaa bol i t e d-es Meva

Stfof wechsel s pat hogener Bakterien, jedoch
phosphoantigenmediierte Konformati dhAs2nder i
Val-T-Zel | emn KMHC | ver wanatl e AMotl iCiBl é we | c he

stressinduziert von EpintMlieCAz eilslte na uecxhp rLiing an
auf -ZNeK lodinZel | ebTiZred | en zu findenden- akti vi i
RezeptNdExZB i ganden wie MbeEAf alnlds dMKBC el ver w
ULXBi nding (BLBPwemden Raudf imgeopl asti schen
exprimiert, waRezeden o NKG@G2D ei Wekmzewg hzugen
Tumor er kennuiilgonturnodl | e Auncahc h*tE&Dt i g eumed

Hi t zeschokprotk@inmen (oOMiSTR)e! | en er kah’nt wer
92(pl),100,101,102(p2),103

l nsgesamtdigenhegeher ke nmnluZnegl bddaumpah vyspezi fisctl
zu seimaCgeblich durch Erkennung von stres
gepr agt und vom €E€mhar akegul herlemduk tm oBre zwmgd
Gestaltung demwmuandaanpt®wi ovretn

Das Pot emzil-Ad| |Idledrai eTumor ¢bkowatbung mehrer

Kontexten gezeigtowZetdémnwvptbowoxkeaoh gegenyg

Kol-onNi eremadePaskae zinmimenauch bei Pl as mo z)
Lymphomen, Wweuwkdmime Neut’dhd°dst om.
NaclPami dr on&ktogah e auch bei best-iumd en Os

My el oml i ni eLnu nsgoewiB ¢ -ailna@in Ni er emdl-denbl ennduzi ert
Zytotokestgestel® Bt werden.

our-Zel | en sezdmrei eVée el Zyathd ki mend exprimier

18



Einleitung

Oberfl 2chenmoélke&hée auf den Tumor und seir
ei nwi t°%QeFoNni mmt dabei Roheezennraliedem es n
Makrophagkruti efaikntgi vulawmargz edlilreenk t i n I hr e
Wachst umumalmmdAenmginogenesed®behindert.

1212 NkZel | en, I hr e BRmtkwiicoknl ung und F

NkzZzel l en bilden keine durch Genumlagerung e
Rezeptoren -wired -ldBneph®zyten und wer den de.
angborenen slthremunswgeordnet . Hi ereiaker n e
di fferenzimirt eelPaoti enten ErkkennbBEngsmdeuohdn
Ei gein't®*Wenn auch phylogenetisch 2l ter und
al sumd-Z8I Iseinn&-Z&l | en entscheidendchaender i
Kontrwdd e li ofneeknt und Neopl@siNam h bdkei i et un
sezerni redrni ek r hal bi tkruao Qe r M&Zmaguennd IIFR/N i er en
entartete oder infizier€CEL,Zelbem, dednFrehs
zyt otoxischer Granul a.

NkzZel leestnt wi ckevonder chCOBAC ausgehend cber €
gemei nsamen PT-o0gkenil te@Csmde m CLuPr r-zalfleen NK
113 s1.. 2. 1) Neben dem Knocdheumumadt ke skchmphani a
Organe wi e das gut asso@GAd)Te Bt & tydnegehhean i C
Rei fungsproZessd edelzuUNKei n

NkZel | en pra2asentieren si ch i n zwel we s
Subpopul at56dnh®Eenl.l eD mit dewyt BkhingklknkitchetzionZ
aber ytuolwy@sehen i n sekund®eme Gelwiedliedn@gn i s c
GroCteitltZeddrenNKaus. | m Bl ut'Zesiledewoar fahnlde
wel che auch zyggsepownnaZemre| Zel | elhs iwmi rdder L
di skutiert, PdB'KZedlclheanCREBB CODBasdi fferenzier
117, 118(p56)

Der ph@2notypisch2ePl eh 6iCODh"0NIKBPBL. 6NWi e bei den
T-Zell en sind verschiedearke ipmhéeendtey Auscdh é femae
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me gl i cihnetr wiae daenr eCnbsn6d GCGBRA Br essi ontltZ utl% ehen.

Um aktivier,tbent wge &edil & nyNtkoikn nzni | | i eu dom
durchferoneryunodkizne der Malkir Ebjumalg edrezé INFKKN
aktivierendefh2)Fakil&t plek manwerrf ¢sgbar, fall
NKkZe-Aht wor't um ein viel Umc lgeg 0 Ce e rIMENNAgreknt a
sezernieren zu k°nnen, bedarfNZe!|l der daticmul
112 in Kombination mit ei-BehlSweoidke8r éde S5t i mu
cber ei nen aktdeR&zemtdeern wWiKe h NKiGe D den
Aktivierungsmechani mammesedemefETere Bedi ngung

damit eid&KZLDI516e i hr yitnomeonxsiessc hzs Potenti al
kann. Nebennbwesenheit i n hMobli eekr ¢elned,e r i sMHC d
Gesamtequilibrium aktivierender -Zdtei hhrbie

i hre Aktivierunyg téntdchei dend.

Diese Signale werden ¢ber vreorgsecnheire d@mep pReen:
transdubmnerhal b dieser Gruppen gi bt €s Ssow
aktivierende RekeptoaenZusammenspiel aller
wor den i st

Zur Er kenummunygp ivibGibeKmo mp | € xHd-BA)n u tdzi e -ZNd |

ein Heterodi mer aus -UUIDPékuyuhhle Pdt@ms st HIKG2 n
dem sogenaiRezempt Kkompl ex ( NKC) GeGeknéerl ust er
sogenannt e -IKa ltlierRerzleipahhoea dre i (NKEAR )t d&d R

wird auch derRealtpit  wiPdmMeKnRICED 16 1.)I ngwen hé t
gronCd usdeemmeukozytenrezept@BGCeagemekeamd
Gene f ¢ di d mhkuhbgkeobel-ReadabptiockhanveKIcRye
typi schlekdMLl exeA,( HBLAA HLA er kemden d hya
demat ¢rlycbeaxiZzi t 2t sNKepddog.teo rwe(i N @Rdenne NCR
NKp30 und NKp4d44-Kemmidex mbeHdiAarkt i vi er ende M
DNAM (CD226) geh°rt wie aucitBudiee f RAMR?PZ wr. | 1
Wi chti geeriemidieb Rezeptorlea snadldMid€rek eMithG nden
KI-R:Rezeptordr uwWed er@®@ddmeNKkG2A oder , CD94/ Nk
wel che bei Bineunmng geZdeelel eNkit é¢'®hi nder n.
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Nach der-smi §sthgor yZelweerndendaNkn akti viert,

nihd me hr I n der Lage sind, duechi ganeé&ni b¢
di ese i nhi bi erendenxprRiemiEprgédmerndzuer| 2uter
i nduseldf theory, dass besch?2digte Zellen Li

aktivierenden ReZeelplteonr eenr kdeehen t NKwmEd tdZtnl.i ¢ h
ent schégrdedn-dee-ANKK | vi eriunfgi bderung i st das Gl
aktivierender wund Yi°hhi bierender Signale.

Wi chti ge nalet-ZMdR eezre ptsoirredh di e NCRp4 4N Kupn3dO , N K
NKp46, didMR eNKG2mDd NKGREhrend die Liganden
NCR wedgetheesnd unbekbamndietrsianudch auf Makr ophaq
our-Zel Il en GTolwioadg han NKrGe& st ressinduzi ert exnp
MHO2 hnliche 'ModeR:;PED22F. vermittelt nach B
CD112 ©OD¥5 ein aktivilédd eGDlle6s, rSa @PenmilMaGe auf
CD5%6™NKZel | en expr i ARieezretpetror tF c ldlielnad e iFlc
obsoni si erAenntdek?fHpgp® .wei t er er aZketRiewziegprteomrder

i dteNKRP1A (CRuGl)eppdeardewelKbiRer an z-ell eige
MHC Mol ek ¢ lHlei kL etcrtainnske)rTi pt.iBfrdes c hed ine
Aktiung und | ndwZlkeiyibot oinziNtK3t ei A%E°Rol | e z
NKRP1A findet s-mahkelrsauwlichgamgboZ¥ten
Sind-ZBKIl en ei nmalndansdirighvailelr tvyon Mi nut,en dazu
massiv zur |I mmunantwort beizutrrabeher aveiden
snd n°tig,Zedlalneny tibhkryet izsche und i mmunmodul at
entdmml k° rEfdgre.kt orsnoheék ghe pr2f olrnmi gea 4 ppeni cVheesri t
( Re atdgyes t a. t %)

| hryet ozZl yti sche EfTf ekzZtedrlfFdaumlkitc o nC&ips @O N K
Freiset zummgnzwaom ud Perf cGriamsesewi ke lithéeerd e
Expression-LidegasndEBalsmamusmbdt ori sch wi r ken a
NkzZzel l en ¢ber die schnellrMfekcbhbebonngdeCel
i st ldmmunsystem in Richtung e unlrfenrt womrdi nzful ar
pol ari&du edi®aoslearr i si er,undgjaktridwite rotld&kZ EXCRB

i n Lymphknoten einwandSekr eithad® nshPr i grb enrg IVRON
Tvl-Lymphozyten .belizendteingevn edemrem muaeldr watkt 1 vi
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Einleitung

Makrophagen ¢ber -S8KrandbliRiNFong®BMale@ f ¢r
di e HochregMHCAt uad | Ml wabse sndhcchdi gt eoiZed ¢ e
NkZel | ver mit otl glstee 8 A% tPAtd.Yle s a mt cberbr ¢cke
NkZel |l er iummatadapti ve demmusniaen tgwdgphe zuinfdh s ¢ h
aktiweredean k°nnen, diars RimmidtAswywoEM pol ari si
und kompl ement?2r zu den CTL di e-I-Melldlenl ¢ ysi
expri miléren.

Wenn aduecrhz ei t noch niecrhstt aanudserne, FZcdhi eengde nve, IN&r

I hre pibli geshen Er kennungisme cghraonCiessme Rot ent i ¢
Tumor ¢ber wacikangr ohflgr sdavs eVer st @andni s von T
So konnte gezeigt wer dieenr,t ed aFsisb rcohseafirRksocnie i unr
Ther apiee den-PAKB&BEBY hi ndert we r ddeans sk °inmm e n
weiteren Ver |l auf dluensde sleFMNa¢ hwiaghBt TINE Rol | e
113. p%*ss NKG2D eine wirc Htuimpe ¢Relr lwantihnl fds sei nn
si @ucaehn derl tVidetafth@mmen er kennen, midé r denen
Erkennung durch NKG2D zSw esrettigett leeai nnvdgemis s ¢ h e n
| mMmmunesdiagpel mmunant wlat hwdees&pz wehiel iTa mor e
sind dazuMIfTCA/iMI OB t

NKG2IDi ganduwsmezermi segenanntes AbBitngressihted di
kommtsae®ss einer Herunterr-Expt atsiomdaptri WK G2D
T-Zel | ennnonbliLel | emel che diese tumorsezerniert
Andersseastiitmul i er en di e KG2E e gandNekh@&@2hD N

I mmunsuppri-the e,lwend adi eeT | mmu n a nTtGHDS & k rgdteiro n
eind?a nlrléh%,ﬁ33,134(p30)

Auch cber CD226 vermittelte Adhvwistbreon und
mehreren Tumor zel leds nNewr ofbmeatsatsatna,s i ledmat ope
epitheliale Tu@ded éntunvetreénml t &Kt Tumor kontr
Zytolyse err@ftqNachweameder mirigmendaDTage
gefundodemdew wkaornntien adib?h@ 6 v & emmbiurtaeblst o Cung
gezeigt werden, sof e#dmwadideh®  Té°mor zel |l en Tage
Ei ne weitere antitumorZeslel e Wi rvkiurndg ¢dbeerr N
Oberflachébm&rkemrmi ttelatde BTmidlete iCDd-$ t umor
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oponi sierenden Anti k°Ppef or ikmo/nBGntaneymzabh?a
sogenannteqdepreinideoadyel | uD&C) ckydberitgeizei gy ( !
werden, -dae¥8ér NKttelte ADCC ei nedewinc hvtiivgope K
Ant i tumoraktivitAutndgdgarstRiztuumaibrhelhandel te L

Mammakar zi noh2elFt en i st
Die Roll &&etddéenNiauimBrArtkit or zel | en konnte ei |
Vel ardi et all“ezwimgdewemaem.vorangegangene

i n murinen Modell en PatéeenteokmmieAkAMeE) Mg
mit hapl eZiedlebrptleert iTert en St ammEs&lonen et eams p lg
das Patienten¢gberl eb2all sigeaer i &beerkseuesr NK
L e uk &-mfi fee k t fest get8tuerl¢lctk gwérpdhen. wurde di es
Mi ssmatch dewNMHBEMpl hkgntde des Sipremidketresr i sche
KIR*Wi e oben besprochen waren an diesen Pr
auch NCR, NKG2D wund weitere akttltlvi‘erende
I nteressanterwei seFwutrdankbaem -dededHokbdi ne GCr
Di seases (GVHD) festgestellt, was-Zee€ben de
Menge unter anderem durch die TCO°taunog echer E
NkZel Hams ausbilmZePBendieexgr ¢ndet we'fden kann

1.22Tumor i mmummod olgi ebsi mmunt herapi e

Dasi mmunsysteeinmei sgtut organi siertvwei eKradbegms mas

beschridrnei ne Mingledaohlenmeosandapti ven Mechan

dazu i n desshebage Pat hogener a&diimoirarbssn g Camng h
und egressivar htiKt°tnenlem. Tumor zel |l en gdgibesen Mec
|l mmunoediting entgehen, kann der Tumor ni c
zunehmend besseres Verstandni s di eser

mol ekul arbi ol ogi sche Techni ken haben zur

mul ti modal er Krebsi mmuntherapien gefg¢hrt.

Das erste Konzept zumoyemist2ndwos Temor enmu
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Antumbr wirkung des | ndnhuen slymmiemstHywaert heapece
nach Burnet WhJdEBST hgpeMlaassng jedoch nicht dies

Daten =zu untaer nGaeubeirent. wurde zun?2chst ver |l as

Ver suche wmiukl2 Kseokj edoch, dass ei-helWMien, mit
UbodeoriT-Zel | eln2, IRer fordei noed elr® hlefkNe Anf 21 | i gk
Tumozwe ent WiHicas nModel | der | nwuurndoeseudrevre i | | a
aufgegriffen cubnedr kEornknetnent ni s s e aus Studi

Transpl anmnautnisounperni mmi ert en Patienten auf dei
wer diéH.m Wi ssen, dasdsresizhl| Mmmoposuriwmei | | anc
I mmunkompetenten I ndividuemmbidlicders,ogwuwmradce t
Ahredd&smmunoedi weiftEeérnmi nati on, Equi l i bri u
Tumoumd | mmamsgstgen einander. Das | mmunsys
zerstort Tumor zell en, di e TEl maori enmattii goenn) e
Selektionsdruck und genetiskéae éntusnedbhént 2
¢cberl,ebkined eticlhtti erdlmar | snimuad,s prsit mmi esduepn

ander e We gedefmi nidiermmunsystem (EBquw i b n.bieda mh
Tumori mmunogeniDti &t Ewviammto nsbmec hani smen des T
zuDer soddegrthlmunsystem gefor ma&k ahwmmamn chund
mehr kontrolliert werEdeap'dyds?brAebibtiel)td usnigc hl .a

Di ese Vorg2algenTdrmarfmincr oenvi rboensnteenhte n(dT MaEU) s
Tumor zell en, | mmunzel |l ean, EQefrdaQen,] uFabmablt
und Signal mobDek¢ |l amorinfiltrierende | mmu
| mmuncontexture genannt undde sistetmk e lhias atit @m |
Dicht e, Ongamids dtuinkt i on'@©fDlie Qruiseammeersiert @ ur
vomntratumouakempadrnmaamedM™ME sind von entscl
Bedeutung fer dwatsc oknlei nd s hefumor pati enten.
Angri ffspunkte und Marker fg¢gr eine effizier
1580 konnte durch Gal ordige Paidgte nke rvcdbenn ,Mad &=
Tul-Pol ari si erung (-2 e B) UiFdlyntCadmaelr i Mf i Il triere
| mmunkompasrttaitmesmttiisncehr bessererPalPi emint@ene f ¢
kol erektalem K&mzir esdimnddfnCR/@)r gl ei c-ENM ur ul C
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Klassifikation f¢r das CRC wiesen Typ, Dich
ei nenhehén prognosti scwaen NMee t Famwder ung

| mpl ementi erung des I mmunoscores algs Teil C
24,154 5% matk omint di ese Erkenntweistser anf ETuimb?
cbertragen (u. a. der Ovarien, Bl ase,
KopfalRe gi &) .

W& hreddr Karzinogenese t wmmafc hIltarulfeime mde
kompartidmumertth | mmu neoiendei t iVibeg 2 idernungi ner
tuuaor ver hi nder ndefh° e dere hWiert RSt rugno r

I n der pr@malignen r halsoemi ei @lepgso!l @inme i €lrt e
proi nfl ammannoun asncthweo r t . Andaemtoirween e Maummhda na s m
kontrol émeresamg denTumamamtii gewzikelroemal e
Expainon déeéundcCDBLCDZel | 8hr esss(z gvd ICea&MIl CB)

ent arZeltleen aktivieren Zell enwiderZNekh hgebor e
iber NK@ADes finden 9gilileze lilnefhiulmor ized ¢ mdhe wer
cberodmmNNBRin i hrem Zettlizegkt usndr¢egber CTLs |
Sekretion wi var hiebnedre RldPalsver mi tt el t, - wel che:
Makrophagen se’Ze¥*ACE&L 6 werden -Aanlts t HAwmpt

| mmmuhzel angesehah] emvomeren mi-t fhfoihneirt 2 tA
MHO-pr 2sentierte Tumo rnadn tT ugneongeb eelrrl kéeenrnfeanr iun  u
GranzymsB emeredk 1°53.dn%Seits dieser rabiaten N
Antitumorreagl e@Bmzeld e iF2 hilgk&MNaend TNF
vermittelt Zellzykklusarrest und?'Sé®eszenz
(s. 1AbBYePti mumddi ffer enzinenrawrhg Ffrii ddiemn et a
|l okal en Lymphknotemphbodddesnhr(lUleLtSu)r adreys |ITYME s
Di ®i chte duenrd TdaS i n vor handeneeirneirf eguD @sn

PrognosNSCiL@s s o zZ2i*il&t°tn.n e n imPhdiisees eni c ht al |
neopilacshhen Zellen elimhikehasavedaeenEquwitleil bit
ein.alvVioem di e Zel Ilelnmureirt %atd GpBav e nZyt oki ne
4142 wund |l FNy halten den Tumor i n Schach,

Sel ekti onsdrbuecik ,z uaneel hcnheenrd er g e nfautmos zhed rl elnn s
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Einleitung

entstehghlmenmnlnaben | 2mehr, Idaret rnalklhimhertemd wer den
i mmunevasi ¥4 wWesAdedmn | duder 1 T4mor e nithzeireht s
manigi al t i ge eEmamipenme n Karet r o |1l nanpugnast aumd
beginnt di esen fer s(ihcihh as &l bgt ofu honagt z epnh
proces%esSP 5. ®bb 1.4 und 1.5)

Der | bergang ei nssTwma8hmanl izgunnmen nvasiseén Wac!l
gekennzei chhied8wi d c hc vInhMleiorma mizeur teeinner ni cht
Thl-ge pr @ ¢ tme mdsutr @HR ) uvnodiM2-Ma kr op hlageinnf | usst en
| mmunl andschafDtasi mMmokME e Zyt okidymioltloxu swehres c
Antitumorakti vZiytdhwiviellk 2nji pbBNndBEhmMmahb,

i mmunsuppri mi ae@nfetherenda-dwile] 46 L-1I10L L . TI1&GF

Bl ndol-a,Adimxygena¥&GEI DOh nfesn. Azbub 1 A4 und 1. ¢
An di S8wetmclndgi wesenddnach dere Tumor an sich
Faktoren (virale I nfektion, z. B. EB V) ver
beteiligt zu sein, wel che das hiimturrat umor
Vermittlung von Gewernb echi@®e Dismharswa’arhdset runnd e

Ri chtung péltay 5% &gt .

Esent st ehemerdrelduenpor zmi t egeringer Venmum®geni
von MDA ek ¢l en undgenkunmomamzytrokk met i er en
supprimmi erende myelonded e ldlashufVM@DSIs]) e n
exprimieren LigaencawetR§zept pplenumPdD-ACTL A
NkZel l en werden anerg durch Herunternmregul at
NKp3dhd CDRGF vermittelt Tuwmornangiucg@enmesneas pi
mi t-6 l Lnhi bi t-Reinf dreg DLCwi e Bef °rderung der \
(MPh23noayp)Mon.gz ytrem!?
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‘Danger” Intrinsic tumor suppression
Transformed mgn_als Tumor NKR (senescence, rapair, Normal
cells .. *.e aniigens ligands and/cr apoptosis) tissue

Carcinogens
Radiation
Viral infactions
Chronic inflammation
Inherited ganetic mutations

Equilibrium

L,

. oll-12 g

T Epax e PNy IL-6, IL-10 —— TGF-§
cell & PO-L1 Galectin-1 T DD

Arnfigan loss
MHC loss
Tumor dormancy
and editing e
Innate & IL-12 CTLA-4 T
adapiiva | TNE - |CT'-"’“"'
immunity | NKGzD e .JPD-i
Tumor growth
@ Mormnal call promotion

Highly immunogenic
transformed cell

Poorly immunicganic

.I] and immunoevasive

Extrinsic turmor

suppression transformed cells
l
Cancer Immunoediting
Abb. 1.4: Cancer I mmunoediting
Exempl arische dRea&arsstca?lhureg d der Kavei hogeneden

tumonrf il trierende | m@#hdotmptad ¥ ingle datsystoeci at ed Pr ot ei n
| DO Nndol-a2,AMimxygendBeC: -Mgereilved SuppP@ls s oPrr o@erlalnmsme d

cell deatmhRAlt bt elTtNeddl RFedapt osi s Addpmae@lgt $¢ hramidber et
alk4s
Di e beearfr iMelt hani smen unidnt Alaltauufoe a li enn I m

kompar tuinmmeerrtl i egen nicht wunbedingt diesem m

Abh?2ngiitgkvon Tumorentit?at, I mmun s taautcths und
Il mmunt her api et's i ndeRei sitmtnri antgu moe &1 en | m
kompartsmawetl ches das Tumorwachstum sowol Dbe

Tumor kontrelil mi melruniganté*di ngen
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Di e Kenpbars Bedehaff amd prognostischen
tumorinfiltrierendeneil gnenunkioanparpotmemzisel | e
fer Krebsi mmunt hewiapi eer auafy k| i s c hzeunr Dar sf
Tumor i mmuanciht 2Chen etl!’as. Abbse&hBaAham@&nB)si ch
mehrere neuartige | mmunt he raanpdieernei mztes bgheone r e
vielversprechdoanidep Relslaowsdiad @unmcAet i K°r per wi €
der CARt0i k°r per oBReda®E RBIBAnt i k° rpteu z yThraah
ebensovVEdGEFr Ant i k°irpwemayBeovkhi enr anpiilté2n oder | L
12T-Z¢ | orientierteaedolphdrvem eleolmit@hmaesi er
Anti gRemceptors a(g€édgl)tattet enT-Zeauteod eorge n
Krebsi mpwisd o fdfass -ABVAaKE deabeauch di e fer d

Mel anomt her api en (Chuegcekl paosisnetnieh iebi taaufle n PD

(I'pili mumab)4 u(nhMi vOBlbAae)? 2Y182Ei ne weitere
onkaslcyht i udhudr c h Her aufr egullavoil erk ¢ |-eenh | TMHC
stimulierende Therapie metastasierter Me | a

Tumor zell en dur chHeeri pseismpMil & fuisz iTeyrpt els ( Ta mi |
| aherpar®psecAbb. 1.5 B)
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A Priming and _[

activation ~ Trafficking of CXacLt

(4/’ T cells to tumors CXCLS

CXCL10
CCLS

CD28/B7.1
CD137/CD137L
OXA0/OX40L
©O27/CD70

HVEM | é)
GITR

IL-2

IL-12
CTLA4/BT .1
PO-L1/PD-1
PO-L1/BT.1

prostaglandins

=\, Infiltration of T cells

G

A/ into tumors
LFATICAM1
Selectins
VEGF

lymph node

Endothelin B receptor

Recognition of
cancer cells by T cells
IB I cell receptor

K‘r Reduced pMHC on cancer calls

Killing of cancer cells
pa IFN-y

.\?’ ) T cell granule content
PD-L1/PD-1 LAG-3

PD-L1/B7.1 Arginase
[[]s] MICAMICE

Cancer antigen
presentation

p
TNF-a 2
IL-1 5
IFN-cc
CD40L/CDA0

CDN

ATP

HMGB1

TLR

IL-10
L4
IL-13

\J/

Release of
cancer cell antigens

B Stimulatory factors

. Immunogenic cell death TGF-f BY-H4
B nhibiors Tolaragnic call death BTLA TIM-3/phospholipids
roeme e VISTA
7~ Trafficking of
1
B \‘_C}’/’ T cells to tumors

Priming and activation

Anti-CTLA4 &)
Anti-CD137 (agonist) =,
Anti-OX40 {agonist)
Anti-CD27 (agonist)
IL-2

IL-12 —, Infiltration of T cells

\_J into tumors
Anti-VEGF

lymph node

Cancer antigen a
yresentation

‘ @

Vaccines A=
IFN-ct

GM-CSF

Anti-CD40 (agonist)

TLR agenists

/=~ Recognition of
'\\6} cancer cells by T cells

CARs

Killing of cancer cells

N =N
(‘1\ \?/' Anti-PD-L1
Release of L Anti-PD-1
cancer cell antigens IDO inhibitors
Chemotherapy

Radiation therapy
Targeted therapy

Abb. Chnslemmunity cycl e

(A)Ent st ehung v-bmméAninrndiuestei mul i(eggrregmddlen hi bi eremnyde
Faktoren.(iBgp TAMES at zpunkte i mmun-t mevapedtti gah sAn tmutld
CDN: cyclic dinucleotide, HMGB1: high-mobility group protein B1, TLR: Toll-like receptor, HVEM:

herpes virus entry mediator, GITR: glucocorticoid-induced TNFR family-related gene, CXCL/CCL:

chemokine motif ligands, LFAL: lymphocyte function-associated antigen-1, ICAM1: intracellular

adhesion molecule 1, BTLA: B and T-lymphocyte attenuator, VISTA: V-domain Ig suppressor of

T cell activation, LAG-3: lymphocyte-activation gene 3 protein: MIC: MHC class | polypeptide-

related sequence protein, TIM-3: T cell immunoglobulin domain and mucin domain-3.

Ubernommen nach Chen und Mellmann.t 7 6
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i bernommen nach
Coussens®32016)

Einleitung

Letztlich dedtra@att uneairmelne s
kompar tcihneer@atk ts i e rhto h@a e-Ic Ih
Dichtensbed%uwtoddyrteot oxeEw che T
sowi e eine geringe Dichte vo
I nfl ammati on unaufAngi 0 g g@rud 6
Anspr ecehienner Krebstherapie u
dauer hvaefrtbessert e Prognose f
Pati emtnédém dies zu erreichen,
ei ne Kombinati ohermaplkmuern src he
A2t zedeamach Entitat der Neop
di ese Ansatze auch kl assi sc
oper ati ve CRexsneBkTixd rotnh al tuenn

da s tumorinfiltrierende I mm
entscheidendi znul nfdaurkmhmdon ei ne
adaptiven 14mhgAet 2t

Wi edur cthat enby nach mat hemat
Betracdetrunggvol uti onsdynami k Vv
postuliert, mus s nachhalti
Tumortherapi &kommli ethkreer T
eradi zimdaamgGefahr der Tumor ai
dur ch | mmunaedi t iZnhga)lb e n .
Vielversprechender scheint ei
nach PaubndkaCousdsaerngse st el | t es
intermittier e(nnmwelst i Vimorcgaet h,e n
undhetr amaireoerri enzuertlangfristi
Kontrolle eines p&asiesntbgnt en
Ao survi vieve awigben188¢ |

Das mdi eser Ar bei it ntbreattruancohrtaeltee
| mmunkomparentnsetnand nach ei
Kombnati onsbehandl ung dur ch
Radi ot her agisé¢ e nminsdc h s Gabe ei

tumorausgdrdli22bsevbaamol ekg¢l s.
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1.23NHSL 12, | okale Radimbt mhmatampmpinestihred ak

Humanked 2 ni mmt bei deam nVgeerno rieitbedra @ t i ver

| mmunantiwoeer tScehl ¢sselrolle ein und kann Tu
21,1819 dgzu in ,kéem lLade atumoral esin mmunko
Ri chtunagl-Antnweor t9) pzlua r(irses e remiTZtedlkt mi ng und
NKkDC ZZdlkimkmuni kadwioRr ol i feratioytahdtivecsclsd 2
Aktivitat bei-tlxdre kbel Tiléd dhlelnea Treg UTHl-Ze |l | en
swi e adMakh ophage P hZ2uwnmiiyiPes

Auf mol ekulhammet-l1 Ebéiné®aDbDBF nglingdeunkt i omt von ROI
und FXPRp32r egHl-uhd -NeKl | en zur FiRyrsesd wktni on an,
was di d-uMidC MHEGG pression und in Makrophagen

anéngiogenetischen ChemokiniendQX%489% tsund CX
konnte gezeigtebearodiefdl Tdl&E$s s RMMSv nv o ht nur
Seneszenzn asuocnhd emy oDefhher en ziinedruuznige Dti e sve r d
Erkenntni ssieviktarnooh ema u f Gl i dlblbash b aCsRiCo m
Brustkrebszellreiehdmrn s awine ©aenfHauZ P e em
cbert wage®inlt0, 161

Das groCe Potenl2 aApghkicigatdes nKirlebsi mmunt her
| ange Zedietr @dnsri csliptesglyisnt e mi sche Td%®% Wt der | i mi
Fol ge widr2d edieltnL Ant iNKHSr7foe s i o niwerl tc her an nac
Hi st one/ DNA bi ndaeutf.n Riieneaecthgetoelmu mor , der s
eigene Angiogenesangbemuwdaoh s ekiFb adnse seerst
Fusionsmol ¢ LXklasn il BSmi t guter intratumoral er
und geringer systemische®P8%ir%% tat applizi
Eine M°ggerh&kit Nekrosezu ndaek onednestaunmiotr di e

intratumd@ferlfe¢g dldhar kei t n gcehs tzeuh tAreiwmbredbasmeg n

| ok Rlaa@lrin ot R&r&%pi e

Wie in 1.2.2 beslc.hB ebreth. unbdu , Advshtble@inet

i ndi vi Hambi prati on mul ti modal er Therapiean:
Tumorkminlt e aussi chgiscamicdhle r WeéilER nsiag e von

| mmunt herapi e beiendewig ®ean ( Merhawn onkes,a MNSCL

gezei gpr 2hsaetnt i er t sich ein multimodal er Ans
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di emmunogenen (4&£ID)dromdi tRTed,n ,GTxumorgerichte
zytotlb&nsi k2wipeelrvyer s,paruecchh eTnudnor er kr ankungen
Entit2ten effizientl®tB®rapieren zu k°nnen.

RTx al liesitn) h o c hdeafrfwvipzri ¢ebnetr d eotkedrudmor kontr ol | e

ver mitteelllnemviom FMNglhenhadieumm.di r e KRo tzeynttoitaolx i s
gezi el tBelsotkraalhelrung, hat | okale R¥%TXRTexi ne i mr
verursacht | CD, ei ne iFmmunn sd @ snmuZ eil el rt eondds ,
angeborene unldmmadapt woe £°° i°2A%fu zidéeretse Wei s ¢
el iiimer tTumor zell en setzen sogenannte Damage

frei, wel che von DC -Adefflgemonpmensennider T

konnédh2Xuch etabli&Pheedumogehveord)bewi eder
i mmagnen werden.n Texmprizmil ¢éeen |l Jamsest ankt gdMHE
und FAS?'@D9bBs ent st edyt axtesicnh infl ammator.i
Il mmnkompament gest&€f ekt er z&Idifeu niknt i Rinc ht un
Tl Ph2npalyprsi siert ist, char akvtoinildlrl2L dur c h
und PENYLDPYY | nduwkrn i diegnaerikt mmun drntewcerrtt ei ne
m° gl ikrhkel 2 r ung ddat Preskabél ung Tumorregessi (
ni ebhetstrahl tere@enéenedeat e Tumovenamsed ckamrt.i on

Dieses Ph2nomen wird Ab9t@p%l er Effekt gena

Di e Sy-Bfefrgk tee bei Kombinati onNHS hddu2hd mmunt
|l okal er RT x simanmbntdherc&kpgioendlef °r dert Abs
auCerthas bBestrahldwalgsfRTxIsset zt Tumoranti ge
i mmunogene Muster frei, wandel tgedgvEn udan | mn
Tumor wi rRk ecrhgt eumnn d @n e°ahitomor al e Verf gggbark
NHSY L 298,222

1.3INS&M2 use und RMS A2014

Umdi e menschliche Hamathaupnamem#esysatdem und de
Mani pul ationen durch Kreanlklkteiftzusobde T, hewapd
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heut e humani sierte Maus 200&l de der wemideh e
I mmundefsitzi e Ma @ s NS &nmMiAD.Cg-Prkdcscidll2rgtm1Wjl/SzJ)

durch Shultz et al. entwickelt??®i e dArelseirt zu Grunde | iegend
wurden mWeuNeSG durchgef ¢hrt. Eine Vielzahl
macht diesen Mgeesgamm oélsr Relzri gon mlta nvtoant eXre

sowo hl fefrLeDkrmaowri en als auch Stamnmzzllileem un
dami t audc&h abdiieer ung einer humanen Ha mat o
menschlichen I nbmueNedMbBt amdemn 2 R-Ket, tcki e

Bestandteil mehrerer fer di e Di fferenzier

obligatsoyt ekziheert or en 1 gt , dweeSidgea,l Hlelge von
| 7, -115L un21?%*ver hi nder t NHKZaerbiitf f dr enzidéeung

Ent wi c k|l wuinmgd-Zv®Inl efTn mubhdadah die AbstoCung hu
was wiederum die Et &bH?3 neatumpgo eesi en éV & cheuinmafna ¢ h
deNowwbese di abMauysxs LN®O®Bhi Lt J abstammend, we
Genom deMaWNsSGDef ekt eamgpdhordareerdilemmuni tat a
DCs sind eingeschr&ankt funktionsf2hig, Makr
kein Komplementsys$Daemu vine htamhitenei n Pol ymor j
Si r-@eas, werldcalse Knoc henstahrek fagrs dNie Kol oni si e
HSCempfangli caé&r nmaoveti.t ere Mutation im hom
humanen KERKDOnacht di eseusndf usnckhtailotnestl odi e a
| mmunit 2t prra’®ipi esels k@ddhert ferabed mgi gBNA

Proteinki PKge WRHAHhBONARegper aturaufgaben w?
deV( DRdk o mbhiomatdwendzBal | en z u D erdeeif e kits ts.or gt

fer eine stark ver mignhdegrere dBAyfmpho z ytuenrkt uod
wirdls severe combined i mmdreodefPrkdescy d
bezei éMn¥t .

I n derFoRMSS buehgen deRumamné¢ -ZRRMMS rei hen zur Ver f
die sich in Herkunft, Karyotyp und?38istolo
Die f ¢r diee gedebet e iTsuumBdiSA&etlilti2itnime A204
American Type Culture Collection (ATCC) Ka
Zehlil ki eines embryoda8l7F8naRBMS dewmr djednhnorri geeinne s
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Ma@ dckBethab.!| ilkiret hi st ol ogideshA&a2bdr whobogie epi
mi t Bildung einschichter NaedHKtvm¥bseden dlewslc
bil det Zdlilerseei he kl ei nemi maldiegrn e E nTtuinto®rte ei ne
embryonal ém RBM$. virologischen Untersuchung
Zé | EBY HBVHCVHSYV HUWVHTLNinlelg @8% ¢3°2

14Zi el sedtezrumg bei t

Rhabdomyosar k osnephaetni esrt elm h2a ufig gnoee schl
gegeng¢berr.t eEtMa@naehmen wie Radiochemot her acg
Tumorresekt isoel teairreiiscthiegne Tumo-Tkenapbbkhemi RI
tumor ger Néltlei2elmei n und i n | K& @Rki@n aottihcerr amii te
habelmumor kontnr ovilhwon vibteero I nduktion, von Se

myogener Diff erbesrcoiparl engfdredktre errei chen k¢

Di eArebeit setzt siint Razhume Rdimdlineadada sonst her api
systemischer Appllikatumwmaed IokalNHiSt Radndeher a
tumorinfiltrierendai $monuodgioplay ti memd hi st o«
mol ekul arbuobogesseshonseeasonder een nmhiFerkluesi sdia
pAnotypische Chantakatteulserlaltkaonngp aund mBKt e

Zell en in Abh2ngigkeit von Kombinationsthe

contral ateraler Bestrahlung.

Dabei sollten folgende Fragen geklaart werde
Wi e sidalst 1 ntratumor al induzierte | mmun
Therapiegruppen versus nicht therapierter
- Wel ch2el MTsuGDALDPYY infiltrierTumorBAehmlicl
- Weisenl-Zeil ¢ kompatQ i mandilit Ze( | en) ei-n breit

Reperaof Pe
- Kann i enal e Expansi o-Be-Rlte e tphtaonmtlieiren T

festgestellt werden?
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I nduziert die multimodale Therapide syst:¢

erme gl icht dabnsicto ppaoltee nEfifeel kit eA?

- Sind akite vi eNkZreddn Rezept oMkm4 ANKpSKp 4 6,
NKG2D, NKG2mbB,8 hGMe2d b arenunddaniaassauf ein ak
antitumorNHKZedHltkiovipsart ment schlieCen?

- K°nnen i ntratumor al i n@D IfegdlkKtounmpda r d & mietn t e
nachgewi esen weedegedenghl 21 e nn dgul
antitumoralgap®hf® nwerygen?

- Lassen si ch zyqt uoi t voax! i esnct hee r Akti*yitat (

nachwei sen?

Wi e sieht ma k r ofTsuknoopri s ¢ h/ imm k de@ s k ofphiesrcalpi egr u
versus nicht therapierter Gruppe aus?

- Wo gibt esTAmbaregregsion?

- Wo kann myogene Di f fgr eanlzsi e Ka n gle  uDeenszmi |

zytokininduzierter Seneszens nachgewi ese
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2 Materi al und Met hoden

21Ver suc hsumoarrreed, Mat er i al i en

21.1Ver suchstiere und RMS A204

Bei temzftdrn cdhi es@at ArbBeaichten Todcel mat esi &li cl
um i nsgesfamou@d deren .AUumer @etetr experi ment e
Studi e war en dur ch das Regi eruggspurnddsi di
kontrolliert worden (Nr. Ke/ 11) .

Nach dem von Swxériwdmdcat envarbatmalnolsli ert e NS
M2 u s @8AX (nouse NOD.Cg-Prkdcscidll2rgtm1Wijl/SzJ; Jackson Laboratory,

USA)2014 wunt erf rpeaitehno gendi nuegéonr sohwurgsabte

des Universsftén sKi ndekumnd Jugendmedi zin T

wor debi ese waren im Alter vmnz Se Glys shiibd ed aH
ganzk?espterrabhl t und i %hudeanCeB®4 gposmi ti t@®&n und
negatiSteaammzel némaven?®s t wangphamt i eeritne

Humani si erung der H@ mat.opoese Stamenzee¢i e

ent smmtaem duOScFh sG i mu & p e ndi etr AIMIL s mau cRME
A2QMach 4a@h®¥®wn mit w°eHhen(tMercchke,r OFecut schl and)
war das Ansprechen der M2 use auf di e St a
Durchflusszytometrie des perilpmeBpaziBdlulters
wur dieans CD3 wunderCtDai5r Redpirt 2ssdamimtan€e | T en
geptr ¢ft

Tiere mier felEgpgmaf t ment von( ani nad essitreenms BwWmman
Ant ei |l an Zellen der H2 ma)twaup adeaie ev &t uichi ed e
eingeschl osseAbb. 1)

DeringeschlToegsememwar in bei de Oberschenkel
subkut @Rhallddomyosar komzel |l en deTC&®e | I | i ne
Manassas, USA, ATCC®-Nummer: HTB-82) i nj i zi erDi ewoBedheannnd | ung
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war bei einer Tumorgr°®°Ce (entscenrbedeéed di e
Tumor evelll "bmgonnen. wBredheamd|l ung der Tiere hg

Behandl ungsgr uper.m sdtiat tBgeenfamndd ungsgruppe |

mi t uni |l ateraler l okal er Radi ot herapi e ei
Behandlungsgruppe t | lal IM&iursiege m systemische
Appli kat N8 LZomnund i n di e Behandl ungsgr upry
unil ateralre Radiotherapie in Kombination

|l 142 ei ngers(csh.l oAsbsbe2 . 1) .

—
00
o
=l mj'm.'maw Test des Behandlungsbeginn
cD¥-5Z Engraftment
¥ Tumar- Tumorgrifle ¢
J 5% humane 52 Inohulaton 7-10 mm /;\ 11
} 1 L - o

| L
01 710 12 14 16 18
Tage Wochen

Abb.P2Studi endesign

Behanmddsgruppen. [ uniioltahteerraapliee . | otkila2T dAel Raepiinei.g el INH
Kombinationstherapie harsapuri |wmtdr ay sltletiasdddogire NHS
Adaptiert naéth Eckert et al.

Fer die | okale Radiother api Elektaw®ncologyi n Li ne
Systems®, Crawley, UK) mit einer Einzeldosis von 8,0 Gy und mit 6 MV Photonen

verwendet worden unter inhalativer Anasthesie mit Isofluran (Abbott, Wiesbaden,

Deutschland) und Abschirmung des restlichen Mauskérpers mit Blei.

In Orientierung an der Behandlungsgruppe Ill, welche lokale Radiotherapie in

Kombination mit der systemischen NHS-IL12 Applikation erhalten hatte, war zwei

bis drei Tage nach der Bestrahlung beginnend woéchentlich in dieser und in der

Behandlungsgruppe 1l mit alleiniger systemischer Interleukinbehandlung
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NHS-IL12 (20 pl/100 pl PBS) intravends appliziert worden.

Nachdem alle zwei bis drei Tage die Tumordurchmesser gemessen worden
waren, euthanasierte man gemal den Leitlinien der Abbruchkriterien im vom
Regierungsprasidium genehmigten Tierversuchsantrag alle Tiere, deren Tumor
eine Grolle von 15 mm Uuberschritten hatte. Ebenso wurden jene Tiere
euthanasiert, bei denen die Tumore unter der Behandlung auf einen
Durchmesser von 3 mm geschrumpft waren, um Tumorgewebe fur die folgenden
Untersuchungen gewinnen zu kénnen. Dafur wurden die exzidierten Tumore fir
die Histologie formalinfixiert, fur die molekularbiologische Analyse in flissigem
Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.? °
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212Mat eri ali en

Toelle 1: Glas, Plastik, Laborzubeh©or
Gl as, Pl asti k, Mar kenname und H
Al umi ni umabdeckf Papstar, Kall

(10 m x 30 menm x
Diverse Glasware Schott Duran E
Schott, Mainz, Deut

, Deut

Ei nmal handschuhe Ki mbeCll &yklrving, T
AbeBH,a Oberderdi ngen

Mi kroreaktionsge Eppendor f, Hambur g,

(0,2 ml, 0,5 ml,

Mi krotiterplatte MicroAmpE @\etlilc aRle ax
Pl ate, Applied Bios

USA

Mi kroti adbdelcaung MicroAmWElI B6Ful | Pl
Applied BiosystemseE
USA

Oberfl @chendesi n Descosept AF, Dr. S

&t ¢scher Mal sf el d, Deut schl a

Tapk,r aHei denhei m, D¢
Parafilm Be miOs,hkos h, USA
PCRReaktionsgefa2aCTher-$tork ps

PEQL AB, Erl angen De
Pipetten(spli,t zano O Sar st edtr,echhgm Deut ¢
10001 ,)m200OGhd oh
Wasserfeste ,HigmStaedtl er Mars Gmbh

Far ben Deut schl and
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Tabelle 2: Stamml©°sungen und Chemi kal i en

Stamml ®°sung, Che Hersteller

b-Mer captoet hanol Sig#adri ch Ch e mi
Tauf kirchen, Deutsc

DEPB8ehandel tes WSig#dadrich Ch e mi
Tauf kirchen, Deutsc

Desoxynucl eotidt GeneAmpE dNTPs, Aprg

Bi osystems, Califor
Et hanol absol ut Mer c k,

Darmstadt, Deutschl
For mami d HiDE For mami de, Appl

Bi osystemsE, Califc

L2ngenstandard f GeneSEa®&dO0D| ZE SSti ared
Applied Biosysstems
Lysepuffer Lyse RLT,
Qi agen, Hi |l den, De

Magnesi umchborid I nvitrogen, Groni ng¢

Phosphate Buffer Universit2Tghipogdae)
Deutschl and

40



Materi al und Met hoden

Ger 2t Mar kenname und Her :
Crushe@er @t Scot sman, Vernon Hi
Drucker Laserjet 1320 tn,
K¢ hl glesrcthtre? nk e Liebherr Medl i ne,
(BC20AB0AC) Nofrost, For8mMa Sci
Mi kroskop CX40, Olympus Eur o]
Hambur g, Deutschl ai

PC f¢r SpectratyrpOptiplex 745, Del |

PCR Thermocycler Gene BRER System 97

Applied Biosystems
PipettieOhilGlemOliEppendHambur g, Deut
1001, 6200 Gilson, |l ®&el | ifrankr

Spektral phot omet eNanoDNB20O0O
PEQLAB,
Bi ot ec hnol oERrileasn@nebn
Deutschl and

Schr e/dtlcemogeni sat

Sequenzierger?2t 3130 xI Genetic Ang
Appl i ed BiFbosy ®tre es
SicherheitswerkbecéHERAsSET e

Heraeus GmbH, Hanai
Vortexmischer REAX top

Hei dol ph, N¢ernberg
Zentrifugen Mi kro 22 R, Roti xa
Minizentrifuge RSC HettichbDPewusthl

ScientifiE MUWFuGge

Benchmark I nc., Edi
Thermozentrifuge Biofuge fresco, He |

Deut schl and
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Tabell e 4: Computersoftware
Software Hersteller
3130 x| Genetic Appli ed Biosystems.

Collect 3.0

Adobe Acrobat RegeAdobe Systems,
Mountain View, USA

Gene Mapper 4.0 /Thermo Fisher Sci el
Wal t ham, USA

Mi crosoft Of fice Microsoft, Redmond

NanoDrop 2000/ 20CPEQLAB,
Bi otechnol ogi es Gmb |
Deutschl and

PDF24 Editor www. pdf,24. org

www. cuedpdbr. com

21.3 Mol ekul ar bi od wrgi cIyNn& hleistes

Tabelle 5: Molekul arbbSyhblgesehe Kits
Mol ekul arbi ol ogi scMarkenname und Her
RNeasyEMini Pl us Ki
Qi agen, Hi | den, D ¢
Kit zuSyobDNAse Super ScriptEStrl

Ki t Zulrs oRINBAL i| o n

Synt heseirsMi &up

l nvitrogen, Gronit

4 2
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214Materialien fe¢er FrREGRentumdngenana
(FApectr @typing

Dife¢dri e PWCeRswen&er easaurndd Re-Per merwPei mer mi t

FAMIar ki e(tihgoresci wuranmEandd t ee)t abl i erten Me t

VOor anmeagmer Studi en Shieer novonméeavic Bg beech

AG Eur oEbessber g, Deutschl and) als -Lyophyl
Wasser zpumoP O al i quot i eXO0tACungde I Dhgerdaxakt en

Primerset¢aemaemnf ol gender Stelle nachgefragt
Prof . KbarrScnhi I,bacAbteil ung | Al Il gemein

Ha mat ol ogi e/ OniSelydSgirea,C eH olp p l&7i 2n0g7e6n

TeD702%84084

Tabell e 6: Enzyme
Enzyme Hersteller
Gold Taq AmpliTaqg® Gold DNA Polymerase,

(inkl. PCR 10xbuffer, 25 mM MgCl2)  Applied Biosystems, California,

USA
Tag-Polymerase Tag DNA Polymerase,
(inkl. PCR10xbuffer, 50 mM MgCl2) Invitrogen, Groningen, Niederlande

4 3
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22 Met hode

221Ver suchsaufbau

Feér di e Sur wiav &thia @ ausb{?g e m?2 C des Studi ende:
(SAbRR.. 1 .d)enB8handl ungsgruppen betrachtet und
KapHtveen-Met hode auwgedéneee, die starben ode
eut hanasiert weadameemssneok,ul demtt em Twemor e
Behandl ung sesbr wsmmfrtke n, dass sie nicht hatt
k°nnemwur den aus der Anal yse ausgeschl
TumorgspPp&E€ei §i sbael eben betrachten zu k°nnen
F¢r die BetrachtTOumgodgeh€Cdéewa MViesekiul i ert en
Tumogem?2 C i hrer TGeupper aumfdj e imme iaMetrd azivie i
bis TWagdand an Tad®)Mibttels ei ness sdcihgiietbaelresn
ver messen( shkbideln Das Tumorvol umea* wa@ * ge m2 C
besti mmt awamddaTumor | bnmgeganedi efne cpered ) .

I n deeztlprchi esdurArhigeift lhakel anskcihel cAgnal yse

wur denTudnoe@n i nsgesamei rbb eM?ougseenn. Von diese
zweMiuse unil aterael BRadeoMhesapBl¥atwemd szvwe iNH!:
M2 use di e Kombinati onstherapie aus uni |

sytamscher-l LRHSAppl i kati Da erF Raibsteedh . bi | at er a

Rhabdomysar komgoridneonk uwa ree n k o ngnetweonn N Tum
wer den, die wiederum end sgreppbeedt i Wuedenl.
Tumowaren ipsilateral | edwegil | Tthhmadtee meahl t

indirekte hh&8eaprehdwumg des kontr.Bliaseral en
werden i m Folgenden als Kod#dweiol Tuwerrmpgme ( KG
systiesh i mn NH3 behandel Zwewor Dwemat ¢ en di e
Kombinationstherapie aus | okadtdapRadeohalkt a
und zwei hdatmenesyst-lenPfesbhl| NeEIB, wobei der koc
gedsete Tumor bestrahlt worden war

Der beschriebene Versuchsaufbau sowie Teile
Aumarar getl@d clolmbi ned rwidtifati ooaall eads to sys

4 4
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control via abs fdouraclh eHcfkeecrtts, iJnelva svy,o0 Oe hme ¢

N

wor d&n .

NHS NHS

IL12 IL12)
nur unil a nur systenhiLslcch uni |l ateral e Bsg
Bestrahl systemi slcthl N

Abb222Tumorextraktio und Gruppierung

Zwe i M2 usen dd&mKGBUrudbepr jle ein Tumor ohne direkte
kont rralletre | okal er Bestriaplidbbagsetrlbd hilstoevi eTymorei n2) en
AusemMaus der Gr umpveil IT (vBwpirrtdee sy st e mi dslcuthreg mBidil2 aNMH S

extrahiert. Den beiden M2usefuther @ABruppgdlLe@mi ssahden
Behandl ung und kontral ateraler l okal er Bestrahlu
Komi nationstherapie N&HsL B&yhsatnadmiusngheund i psilater al

Bestr ahBe\moh g o mme n .

Di Bumowter dleyns,iaeist i hnen tRRA2i 84dIsioRisunido n)n

c DNA mgeschr(i2e.b2e.n3 . -3y rnctDhiNeBsiee) e i g enotl leikah a&a r

bi ol o Ainmdlyese bestand in des UnesmsBuTC®NAg d
PCRampl i f iSzeigemmetnetndC RiNE, r- undi- Regi onen sowie d
ampl i fi ziSeergtneerduléIlcR Fr agment [Bmrgemntarfiaxtl wpsien g
(2.2.3.4 Fragmesna IFm@R&EReact rfat ypi ng)

Der Fokus dieser Arbeit ihagabafl e@lev ®ef gktk:
Segment ¥UFdami | i e-Sd grReANME eeXfo-F a mi, b e el-Fami | i e
sowi eKlddlerSo kdnient emMbh2 ngi gl eikei |Bregheannddel ru njg

der Tuemmotrset andeoeHd|I-RERertoires gezeigt wer d:
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Tabelle 7: Unueads-BegmenTE€R

TCRW6TRABegment TCR¥ T CRM KI-R
SegmentSegment Segment

7 éllp 23 & 21 Vo -42 Vi 1 NKG2D
11 ¢ 2 130 22 V 23 Vu 2 NKG2E
16 ¢ 3 17 &23DV6 V 25 Vi 3 Nkp30
20 O 4 180 24 V 28 Vu 4 Nkp44
15 ¢ 532 ¢ 25 VX9 Vu 5 Nkp46
5 0 6 4A 626-2 VU 6 CD226
1B ¢8-18-3 4B ¢26-2 Vu 7 CD161
1A ¢8-48-6 10027 Vu 8
22 - 9 21629DV5S
24 ¢ 1 29 ¢ 30
2012-112- 26 & 34
212-3
8¢%¥13-113- 25 & 35
2
6 ¢14DV4 28 o0 361
9 016 14 ¢ 3 88-

2DV8
3017 27 ¢ 39
12 &¢19 31 ¢ 40
30 o0 2 19¢ 41

4 6
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Neben der bmoll @olgulsacrhen Azmuav oyrs ef samurdlieem hi st o
Unter suablFwmrrgnal i n k dusnendeinerdret sprechenden
beschriebenen Behandl ungisngr Papahm fiznugeomnd e
(i mmunhi st ga hegeiudngdbste mi g u ammitki rtoast ki ovp)iuscchit unt er
(2.2.2 Histologie und | mmunhistochemie)

Hi er |Faogk udsellrerm mMmmunhi st ocMalwwesicsh ewip n COB 3

und ©TCD&8l |l en soNwicchwkem von DesminDiwmnsd Gr an
Betracht umwg e dearnudm unter Ber¢cksichtigung

wi derfahrenestB&8handl ung

222Hi st odmdgyilemmunhi st ochemi e

Di e Fa@rbungen wderde&cthunviart ebe®ahrHreobteknol | en
durchg®bigwentwen®epenkmwmd |l Anthkkdmepreran f ol genc
Stell e aaqtc hwerf d e n :

Prof . KbearrScnhi I,bacAbteil ung | Al Il gemein
Ha@ mat ol ogi e/ OniSelydSgirea,C eH olp, p l&7i 2n0g7e6n

TeD 707 18 42098 4

Die Auswertung der Schnitte erfolgte nach
(Hamat su Photonics K. K., Hamat su) mi t NDP.
Hamat su) ent spr e cQueiscdko rdee m( Q HHCnR )e,nusnidt y

Pl posti v,e acueflsitseODlgieSst howen | ow, moder ate, st
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223Mol ekul arbi ol ogi sche Methoden
2231 RNA el ati on

Daguvor8®ei ei ng&luangenat @ui & Tumor zu maxir
30ng in PBSuf femd D-B/R € s emre ¢ h a nihoano gsea reir t
gescheetd 800 ROIPuf iei-Mer capt ot ha@lod1 mil RL"-
Puf fsaurs)pendiDe et KRNIAat i gemwwECr den Herstell erani
dem®Ne asMiERI Ksvton Qidaugrecnrhgef ¢hrt . F¢er alle P
wurde mit gepettememhtsem tR2 eenn g ena rdbeeni tf eotl .g eAldle n
genannten ZentrifugationszeitemrgiZegemi 2@ g &
voraus, um zu gew?2hrl eisten, dass die Zent
Umdr ehungen (ppm®)uMierutea c ht .

T Das mechani-Behtpchb-MR&aMcapt oleda hageni si ert e
Tumor materi al mw@r dand I(Emppeieruement rei fgu iCernt
Schwebeteilchen zu pelletieren.

T Der | bewstdedin di e gDNA Elbiemiasmnatimr spin
2 ml Sammel(EPPH ePheenr f frt 3Ond bei 14 00
zentrtf uSpi ekonnte die genomi sbihe DNIAn enf
column wurde verworfen.

f Deim Sammed geerft st andene Dur6cohof | Qils s7 Owu%d e
Et hanol (entsprechend der dem Tumor mat el
RL-Puffer in der Pr obelvsoorlbaetrieoint)u ndgu rdcenr PR
durchmi scht

T 700 Ol dieser L°sung wspiabdémn i(nb eefiann dR Nseiacsl
i n2 mi Sammel r % e alinghgits bsei 14 000 rpm
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verw

T Die spmm wurdid® 0 OI-PURWERMWwWas amdrgr 15 s bei
14 000 rpm zentrifugiert und der Durchf|l

T Die S2ule ®WO0OdPuRifgewascher@¢r 15 s bei
14000 rpm zebDdam i Dwrgdalefrltuss wurde ver worf e

M Di e Saul e wur de danach ohne weitere Zu

4 8
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maxi mal er speed zieentMe mlurgarer derzuumpidn cC ¢
trocknen.
9T Die spin codlaunnmn wiureda 1EpSpieneler f ¢ hr-t und 3
50 Ol-s®&NAreies Wasser auf die Membran d:«
Das gesamter dGe flrPe§ wWlu4 00O DapmEz emti feumg ihé
diiesl i er t.enDIRINAE pmn wur ccen wenrdveddraf§ @i t

i®sl irerRNA bis zutrzuwneg8theerAe IC el agert .

Di eQuantitat und Qualit2twuddmi ti ebsi ederen
Absorptionskoefrfm 2z(é¢e nutnemndBeou ndd60en Quotient

Acel2sspekt ral photometrisch gemessen.

2232 cDNBynt hese

Die Synthese der c¢cDNA aus diesno ISiugoretre rScRN At &
Fi tSstrand SyntMiensacsh SAunpgearben dBPse HErskteél rus
di eser Methode ist die Syntziuers ez dveor Kkiosnmoplliee
RNAmMi tst e everser .TMrnanskmneémt ieamvuedpeSchr i tt
DenaturQleirguagdiTmpet der RNA( Kg$r ¢ dumms xed rnje
Matrizeefiver sdi dranskriptase zu schaffen, d
(der gentdDNMN&Kyent huenste Zugabe von Hastitammi dills
Matrize kompl ement 2 r-Stzruan grR NsAy rgte inabteri sBEIdNHAT ti .t t
f andeThhdrmmo Gemlee rAMPE PCR Sytsatteem 9700
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Tabelle 8: Mast-2ymti hwesn@dmn dvDoNAU me n
Master mi x | : Master mi x ||
RNAPri merhybridisi cDN-8Synthese

(0,1 pg bis max.) 5,0 ul RNA 10 ®2 x FStrrsand Reac

2,0 pl SuperScript Il / RNaseOUT En-

1,0 ul Oligo(dT)-Primer (0,5ug/pl) zyme Mix

1,0 pl Annealing-Buffer

Tabell e 9: TWerweordeaetler progfyammeesegr c¢cDNA

Thermocycl erprograTher mocycl erprogr a

Denaturierung c DN-ABynt hese

5 min bei 65°C 50 min bei B50AC

Lagerung auf Eis fur 2 Min. 5 min bei 95AC

Die jeweils aus dem Tumor mRtebem|l eyhemet is

Ver wenbeR@AC eingel agert.

2233 PCRr i mer

Di e diem folReEGR/eéeehahren vRrwmedewenden so ge
dass spezifisch die I AuddbRB¢ dmeammleinfainanit eernt
wurrm.eDi e Pri mersequenzen z uTr C RWShe gemesrutceh u n g
ent st ammtnenPubl i kati one?3V en diRadba uTredi- al
Segment e wur die@c hwaime t \aeri we hddlenta.bTel | e 10 si n
exempl arisch die dcdur@dhiRrbafc.h rn.d tKaorlil eger
verwendet mar Pfequenz@agndecartu ¢ KleRAdilget wei t er en
Primersequenzen k°nnen bei ERPdf@afthr ubg. gldriamc
werden (s. 2.1.4).
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KI-RegmentPr i neeerquenz Ampl i kor
NKG2D (forward) 5-GATTCCTCTCTGCGGTAGAC -3 .
NKG2D (reverse) 5-GCACTCCATATTGCTACCAT -3°

NKG2E (forward) 5 -GCCTGTGCTTCAAAGAACTCTTCT-3 930
NKG2E (reverse) 5-CACACTGGTCTGATATAAGTCCACG-3°

NKp30 (forward) 5-0CTTGATCATGGTCCATCCA-3 6 108
NKp30 (reverse) 5-GGAACTCTGGGGTTCCATTC-3 6

NKp44 (forward) 5-€CTACACCCACTGCTACTGCTGCT-3 6 496.502
NKp44 (reverse) 5-GATGTAGATGAGACTCAG-3 6

NKp46 (foward) 5-&6GCAGAATCTGAGCGATGTCTT-3 0 .
NKp46 (reverse) 5-&6CTTTTCCTTTGGAACCATGAA-3 0

CD226 (forward) 5-€GAGAACATGTCTCTAGAATGTGT-3 6 —
CD226 (reverse) 5-6GGTAAGTGTAAAGAGAGCAGG-3 6

CD161 (forward) 5-€ACAGACTCAGGCCCAGAAAGT-3 0 -

CD161 (reverse) 5-&6TTATTCCAAGGGTTGACAGT-3 6

2234 RTPCR

Zur Untersuchung der Genexpressiuvmnd dkelrRin T
Segment-2¢ | élilkZel | en und Monozyten des Tumor m
i solierte mMRNA (RSFPCZRu2nd3.den menteprsechenden
ampl i fDizei-BCIR. basi ert auf der aus dem Tumor
c DNA (s. 2Hi2er3f.¢2r) . woadBans(g g me nGRMi P und

Ther mocRrcd gramm angiemp alSlbsh? rugnidgleei Ampodi konl 2n
eine nessemiecsderd bzwPCRw®wirtwiemlder ohgeimnider

Tabell e undiAldbieli duerge mMli xr usdhei nPE@Rempl ar

Ther mocyaalmenr pdracggrest el |t .
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Tabell e 11: Exempl ar-Misxhe Darstellung PCR

Komponent e Vol umen
10x Puffer 2 .-D, Bl
50mM MgClz 0, A5 Gl
dNTPs 0,2-0,5 ul
cDNA 0,5-1,0 ul
Forward-Primer (20 pmol/ul) 0,5-1,0 pl
Reverse-Primer (20 pmol/pul) 0,5-1,0 pl

Gold-TagPolymerase / TagPolymerase 12,5 ul/ 0,25-0,3 pl

ad 20 ul/ 25 ul H20

35-40 Zyklen
94-95°C 94-95°C
4:00-9:30 min 0:15-1:00 min 72°C T72°C
50-59°C 0:30-1:00 min §5:00-7:00 min
0:30-1:00 min 490
oD

Abb. 2.4: ExempProgsammsi MCRher mocycl er
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2235 Nested PCR und Multiplex PCR

F¢er die Andpelri fTORMnidTr anskri pte wurde mit r
semi nest &/e&r fPLRr en geat betizeng di eser Met h
hoslpezi f Ascbkbechegesgcthéen Wmpli koAbbi |l dung
dargestel |t bedient ma(n=veir clt h&Rd ied @) nes
nachgesclzavet ¢etedRruR@B1di nes wei t er,enwePlrcihreesr s e
jeweil s weiter up@sktnrdeea nmiitn dREMNAMalterg- zPeOR
Produkt der -Ramsiteen hRORDWiehs isethtei nl i chkeit
erneute Awmferwemm®m hBemdung I nner-Pradbukktceer P C
der erstRemdRCR st hinreichend gering. Ledig
Produkt kann so hochspezifisch angereichert
PCRRunde | ediglich einer der beiden-Pri mer
Runde duneh Restmed ,ensetuntserem F-BIl meder Re
sprichvtoeamarr-nesmedF PCRpi2alrerteekt Ampl d&ons
wure an di esemafk eReetveeePrsAeMner ver wendet .

1
2 [l —| 3
3 e
P2
5 — 3
= Mest 1 3 ]
5"|:|3’_... NEStE 5
3
Mest 1
C T 3
3 —— r-
Mest 2

Abb 2. 5chema einer Nested PCR
P1: Primer 1, bR2Z:inoPwmeme Géh.tai3@8bor
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Mul t iPICIRéexr f ahr en wurmpelni ffikrat d ikJeau ndde rK I TRCRV
Transkripte Ver wéenmeHi nwiee gir andab aedailsme 7 gez
groCe Anzahl vesSegmead eGame@@messi on hin u
wur,dedi ent e di esef fMektthi ovdeed e dNeumh z HWMmtgeest i a |
Statt nur ein PriRemakdaoni zueaeeadwaR®Rn der
Mul t iPlCIRe xme hr er paBr eme n -Aenisnagterg PICRn. S0 K ° nne
i nner hal b -Reeianketri omMCRme hr enreempvlieirksccrhsi ealeger ei c
werden. Vorr ausessetVaeurfaghfrgem disds ®Pasgsnedi e Ol
auf I nteraktionen unt er eSengamednetre gne pcrh¢tf te bweerrl
und die Amplilkand i 6ghe dDet slpti on2 nvgeernsc hi ec
auf wei sen. $8o vkearsmcHeORWD z w. -TKlaRskri pte in e

PCRReaktion amplifiziert werden.

Tabell e 12: Ex e mp-P&RAinsscantezr fMul tDetleekxt i on v
NKp46, CD226

Komponent e Vol umen
Gold Taq 12,03
cDNA 0,5 ul
Primer-Mix (3x je Forward- und B
Reverse-primer 0,5 pul, 20 pmol/ul) 5@

H20 9 ul

2236 Fragmentl @ngenandl|l-Sp&c(T&Rypi ng)

Di &JntersudbungGenexpressiorn und+unTdCRKI R
Gene/ Gensegment e P@bbradsel efAmitaegrned nst | 2 ngenanal y s
ABB130 xI Ge n edtuircc hAgneafl ¢yhzresrp e Di @mzlauilvfoirzi er t e
und dur dmbEAMTfl uoresceinm@oknéenersoFrgdgemen
La2nge und Fl uor eszgeenetedl r gphoclkeai seh aufget
detektiert werden.
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2. mEMNA-Isolation,
cOMA-Synthese

.- .3-'-_,--'-"";,._-\:___.:"

- o

I:} ’ —

I

1. Tumorgewebe

5. Spectratype
Densitrogramm

! f

]

] . L ——————————
i

' |

3. Spezifische Amplifikation
TCRV-Region mittels PCR

e o -
S # m'

4. Heterogene CDR3
DMA-Fragmente
elektrophoretisch nach
Lange separiert

Abb.: 2S6hemati sche
(1Dem Versuchstier
Tumor g edviedReN A
dezu unter sTCREamdiehi e
( 4)Es entstehen
el ektrophoretisch ihrer

CBapresctt

wi rd

i s(03aine rdtivei sced N A
mi t
dhieet e rCB®OERBN 6 N

erlaltuynpg ndge s
Tumor gewebe ent(n@gmmen und
synt hediiessiredrstpriercdend
spezi fiii gdE€RBD -oRuridner n ampl i
u mf a s sFer mdgeme rDtNBEA e

(L5Dn ge Meaglk adetMadretrz ealémeen.

Bandeinrd ddklhi effenhseimetri e

Auagmiehi 2 P eafgedcdhamtail g/rste

und ¢bersetzt A¥ch Kepler et al.
Tabell e 13 undzd&ibden ddng
anal yse im Sequenzierger?2t

Prédbenvor ber ei

Tabell e -Ar3adVWiCGtRber ei tqunegn Aigar Seer 2 t

Komponent e Vol umen
PCR Produkt 1:10 verdunnt 1, @I
Formamid 13,5 ul

Ge ne Sc a®0&LIZ® Size Standard 0,5
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94°C

Abb.: 2THermocycl erprogramm zur Denaturierung

Ansc helnigerCf ol glt ®@gedriueng Pdebe auf Ei szwfedr mi n
Mi nuuelnn gdiasmanuf ei ne Mi krotiterplatte zu pipe

22361 TCRWSpectratyping

Die TUSRMmewteden TnCRWSeelgsment s p eFzoirfwasrcdh e m
sowi e ReweiPsemdes TWERCgments -nienstednCiRT
amplifDaen ereRsv¥ ePs e mkire ndteer Ampl ids k CiRon d
Produktes, der-Pzeweet e wReveirsrg FAMdmearkm®eg |l i ¢
nach der PZRei tdem Detektion des Amplikons i
Anal yzerCRBde&diengungen tahd PBr hmevsoenwuHadne net al
cber normihien.

22362TCR/O-undSpectratyping

Auch digaun@R¥ttwam den dureihngre wbERY ment
spezi fi sch-ewnmndFozweair ®PRe vnerrs ed o/8-S eTgOreOn t s i n
semiest eCRTamplDifRICZCRBeditngungen und eingeset
entasnmt en déamniblkvéi mendet elnalPearot@akoh aus de
Design von Prof. .f. Karin Schilbach
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22363 KlI-Bpectratyping

Di EI-BRegment e, em $SpeAaidedbiskekund MNMERy ment e
wur ddenr ch-LGkapezi fischwend-oResMaerrdmer mittel s
PCR ampl bDifeizn gaes ®t ttmer waren von Prof. Dr .
und Kol l egen deBign®B@Rgwnmgedverr.evme zuvor bei
Chen .eerakendet?3Wworden.
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31Tumorregreunsd over bessertes I be
T-Zel linfiltration und Mydegener
Tumor e HKambhnat i onbsetsht eerhaepnide a u
| okal er Bestrdhllndgsabred NHS

Nachdem die Versuchstierebewicedr i eabezn. 1grlu pur
behdaelt und betrachtet wurden, folgte die Al
de tumor sméberissbB@awised ol ogi sche Marker

311Rel ative Tum®urgvi°wel aimal yse i n Abh:
deBehandl ungsgruppe

Wir tbachteten das Wac hrst Tommodree Rea Inaotkiudn ez u
Ausgangstumorgr©®°Ce am Tag des Therapiebegi:!
den rel ativen Wachstumsverl auf icber ei nen
Therapiebeginn (s. Abb 3.€el)Tumarng ra®nCdee raem Tdaic
nach Therapiebeginn (s.Abb 3.2).

Die unbestratdbetennTuUmbeeadn rTaideiroet h(elrla)pi o wi
Tumoder nur -Inbilt2 NsHYSSt emi sch behandebeen Ti et
den Beobachtungszeitruukiomebini e25% . Takienme n a
Wachstumsverelnaufdi ezeirgdi ot herdpreruarinl aTema
bestrahl tenF MPfussdee h(sl 2der art bel{fdm®RdelwtuemsEBunm
stetig. Ganz iamdielr st ébreal deenser alMPuese, Tuwmd rc d

kombni ert mi t l okal er Radi ot hler BD i ehemap iser
worden waren (1 115). Hi er nahm die Tumorgr?®
und bl ieb bei den weiteren vier. ;Dee miobdte

58



Ergebni sse

bestrahl tdar Tiwemlrcehe di e Kombinationstherap

(1rrr4), wuchsen sehr unterschiedlich.

Die zwei, Twenocle schrumpfende i psil ater al
hatten, schrumaftemdemgrf anlilts ei ner Verz°°ger
bei einermfunmdagzw® Ver z°ger unTgu nboeri. eDirred m wen d ¢
der Tuknomkei ni er t | ok al radi ot herapiLalter u
behandel ter M2 us e, wel che ni cht bestrahl
kontinuierlich, wenn auch | alhunsoarmewur e ni d
seinem Wachstum ab Tag zw°l f arretiert. (s.
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nur unilaterale
Bestrahlung
g 15 gﬁ
Hel Hel . .
5, 51 12 (IR ipsilateral)
g o gg—
3 S
5 = 5
@ —= [ 4]
2 3 = & 3 -
E [ d_:""u - E M —
= P ——
© °) 5 10 15 2 % @° 0 5 10 15 20 26
Tage nach Behandlungsbeginn Tage nach Behandlungsbeginn
e 1 .
Tk nur systemisch
n NHS L12
NHS
IL12
QL 15
2
'g 2] II3 (NHS-IL12)
S ]
E 9
=
= 61
@
2 3 . P
E [— ___ = S
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Bei Betrachtung der relativen Tumorgr°®Ce an
sich di e Kombinationstherapie signifikant

Tumorgr®©°Ce wur de i n Rel ati on zur Ausgang
Therapi ebwagrn tnets. blem Vmogléeai aalurdamiTuwteral b
Mad usient er ei(nalnduenrd | 2) | i eC sich kein signitf

auf die Tumorgr©°Ce drekenrmein.i nEbvenrsgdoen eeihg de
|l edi glic-hLinRt b&lH&ndel ten M2usKan{fit oB)guunpgpd
(11) kein signifikanter Unterschiel ein der
Tumordesr Kombiniert therapierten Ti ere vV e
Kombinati onstherapie verhinderte asegailfika

radi ot herMamodg rktidrb) . Auch bei den unbestra
kombiniert therapierten Tiere (1114) war |
signifikant geringer. Ein signifikanter U
I psil ater al radi otherapiertemstTammor enrac hd e
Kombinationstherapie (1r1rirs) und -ded2 Tumor

behandelten Tiere (lI13) zu sehen. (s. Abb.

61



Ergebni sse

o e e

wn
F -
mfi
m
| ok
e 97
I
2 4
0 1
(.
2
o 37
E
3
= 2
¥
B
s 17
o
{} Ll L L]
I1 12 I13 1114 115
1 AN I Q\ I
e N RN
[ 1 i ot d [ 6
.‘-c_';!f" E t\!/“ m '\'.'_’..f"
Mur unilaterale Mur Unilaterale Bestrahlung und
Bestrahlung systemisch systemisch NHS-IL12
NHS-IL12
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Dieel aTtunoer gafA C€ag 15 nach Therapiebeginncheherschie
nichtbestrahlten Tumoren (I 1) der nur wunilateral r e
sowie unbestrahlten Tumoren (Il 114 und 1115) von M2
erhalten hatten. Signifikante Umt elrbs cwa reedre eblzegn f.a |
zwi schen Tumor en nur -lsLyls2t etmh srcdp ineirtt e NHSM2 use (11 3)
bestrahlten Tumoren kombiniert therapierter M2use (|
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I n Bezug taumfordal8 Ceespelzerdli slcdaan | i eC sich e
l 2nggberl eben der kombiniert therapierten T
aus den monotherapierten GruppeaGr(ulppwemd I 1)
der monotherapierten TBicdnedunt ehe idraasrhd érer U n
signi{skaAbb. 3.3
) /2\ i Unilaterale
1001 \_\ A Bestrahlung
; 1 = 4 und systemisch
—— y = ®  NHSIL12
80 1 ; : v
. A .
2% 60 - ' /;\][
® = LU nur systemisch
3 .\. NHS-IL12
34[) - o
0
I o |
20 1 ' &‘ nur unilaterale
‘ . Bestrahlung
'D:U'-USI o
ﬁ T T T T T
0 10 20 30 40
Tage nach Behandlungsbeginn
Abb. Tunmgr  °Leezi f3wrchieval anal yse
M2 us e, wel che di e Kombinationstherapie er halten h e
i berl absnM2use, wel che nur unil ater al radiLd2her api e

1
behandelt worden waren
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312Hi sgobame i mmunhi stochemi sche Unte
Tumor e

Die histologische und i mmunhistochemische /
Tumore in Hinsichdi ndufitilatedhGEIEDZ einl, N K

Zel l en) , auf den rPe¥reantdem denmunndiill €n (G
t umor l)ytuinsdc hauf eine potentield]l induzierte
Di fferenzierung der Tumore durch WasN von | m
sichtbar durch den Mar ker Desminschhiiet thtei st
wurden je nach Sig8adse 2vae Onhickh BHEewert
moder at e, high staining). (s. a. 2.2.2) I n
behandelten Tiere (11, 2 wund I13) war en
bestrahl tkeaenumZeindf i | t rate nachwei sbar. Ganz
der Tiere, die Kombinationstherapie erhalte
T-Zel |l komparti mente sowohl in ipsilateral a
Tumor en (rri14 und i t 1 IKiopmbi hat idanesstemmer mpi e
Tumor en fanden siohd nEb-Bel |@M4 auch Zyt ot

nach
Akt i
Von
dass
Mar k
expr
Ent s
Endd
hi i
my o ¢
und

gewi esen durch die Expression von Gr ar
vierung -Dntlf enereziClrLung des | mmunkompa
cmedget er Bedeutung f¢r die Aussage de:
di e Kombinationstherapie in den betref
ers Desmin f¢éghrte, ein Protein, das vo
I mi er t wird. eDdeisfefr erZeenlzlinearrtkeerr My ozyt e
tehung guergestreifter Muskel zel l ver b
i fferenzierung quergestreiferZeMuls&kmnul at v
stologisch | ieCen sich nach e&rommbgenati o
ene Synzytien und quergestreiftes MusKk:é
Abb. 3.5)
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’/ Nur wunil aterale
Bestrahlung

78
i

nur systemisch
NHE L12

— ; Unil aBesaflrahl ung
systemi slcthl NHS

CDA4 | CDS8 GranzynDesmi

Abb...3H4stologie und I(mmM@nhi stochemie
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3 3. Granzym B

22 g 5|

§2 82

El' I El-

0 J 0! e—

13 4 5 12 ||3 e 5

31 3 Desmin

L2 o

3’ 5’

E1.] J—I— El

13 4 s 11 12 13 4 s

Ab b 3.5n.t:itQiutai ves Scoring der Histologie und | mmunhi
Ver st 2Zéltref iTI t riAAtkkitarwv i em@y n DhCADIGr ahzylm sBBt sich in d
l okal e Bestrahlllinzg kuonndb i MHS r t therapierten Tumoren
Desmintwogefkeat di fferenzierung war en nur i n Tumor en
(rr14/71115) zu sehen-lLB2i umded ekal welBelsé¢ r AHBung er |
zeigten sich, wenn der ipsilateral bestrahdh e Tumor
beim contral at er-Ad-lemnf iTlutntegteeh.b6 blt M )@ &z u wideesre nnudri € Tu
|l okal radiotherapierten M2use (1 2) (cso?ft.r al ateral (1
Bei Betraaghtuwumred atdesen Tumorgr®°Ce an Tag
Gesamt ¢berl ebens in-ZhAdbhIFngtglkhei onvaoamdTt umc

Ph2notyp zeigt sich eine weitestgehend ne
Infiltratitfomdd CiX8hl ICcD4 sowi e BAkfferenengr un
zu CTL (GharkaodymeBierte signifikant mit geri
(s. Abb. 3.6) Fer die Analyse ddbe GeEBE&EMt ¢b
Scores des Tumors mit dem h°herendeMNachwei
Siginifikant waesolvenrgaelrlivi wal bei Ti eren mi
i ntrat uwbe-lahlfeirl t rati on ( GDbyde greingth,er CO8 ehenqg
geringer inZredthdimont alaen oh (CP4rl &Gwjaen@DI8n [Bo W
sich keinezWiosclkeénat s bar-haeah weitsot(oGranzym B
und dem Ges amteglgeesnl.ehAlelm. 3.6 )
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Abb 3. 6. : Rel ative Tumorgr©°Ce und Gesamt¢berl eben i
Zel linfiltration
Die relative Tumorgr©°®Ce an TaZe-l1h5f iilsttrisgkked iiownT wwmadrnegn m
(CD4 high, CDhs8 Wi gt), GirgmizfBi kadur gBetngeht ulnAy) . de
Gesamt ¢berl ebens i nzZ@lblh2Inmgfiiglkteriat ivoom uind Gr-anzymB wu

Scores des Tumors mit dem h°heren BNaohwekant wvedl &aq
i st dbaesei Ti er en -Zra-lth fsitlatrrkaetri otln ( CD4 hi gh, CD8 high)
sich keine signifik@nife. Korrelation zeigen.
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32l ndukti on einer br eiZted i lummdu M&K]

Ze-<Ebene nach Bekamiil nagi onnst her

Nachdem di e Versuchstiere wi e i n 2.1.1 un
behandel t und betrachtet wor den war en, ur
Repertoires inzelaldihympherrykEn eddd

321NkKkZel |l rezeptorgene wer den unddur ch

Therapiegruppen hindurch homogen e

Sowohl die akZellieerapttorNKene wWINKpRRG2D, [
Nkpd4d, WNKp46D226 als auch CD161 als |l ineage
Tvl #Z el | edherwuirn Tumoren all er Theariangieadr.u Dmen

Rezeptorrieperaoumeredlleern Nkei st auf deren Al
|l yti sches Potential -ZB-Ph2 nddeyrp gmiztei 0 e h rNeKg
aktivierender Rezept-RRéwwWen fggtbatr keine vioolae sl L
all e Therapiegruppen hi ndurchReekbehbalgkesne e
wei sen atul Zedrlceln proddzhent&Z®l esaeabpopul at i
kann dufrlé@hr @2dénz wl-Lymphozyten repol ari sier

Auflflaender wei se wurde Nkp44 in keinem der T
3.6 und 3.7) MRKpderidetr ien | M@ mbiZan | &kt izwi er
finden 1ist, und bei Bi ndung-Zel ne miei tkyei &
Zer st°rung dzeerl leer kvaenrnmietnt el t. Wi e bei den wi

NKp46 sind die durch NKp44 erkannten Ziel st
NKp44 wi rd eine Rol |l eresnr idagn erntiecrht T uvidoC
zugeschriebeiZel NebermxNKi noiUéZ ¢-5lalugdp weli antei on
NKp44. (s.a. 1.2.2.2)
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MNK-Zellrezeptorgene
NKG2D NKG2E  Nkp30 MNkp44 Nkp46 CD226  CD161

SN | | ! o U
'2 i | |

N y B : I\ |
I3

. | ]

(B ]

e B _JL.._J_

Abb 3. 7: Exempl ari scheSpbleacrtsrtaetlylpuinngg dveosn el lienri eren

aus Tumoren unterschiedlicher Therapiegruppen.

I 1: Contralateral besltlrlazh.l tleZ: bElsphsyiral hadtheerea INH®&or ohne
I L12. 1 3: Nur-l g8t ermildeth KW$Sral atera-lLb2sttahbter
Il psil ateral bestr-lalhl12.er Tumor mit NHS

I m Gegensat z zZu den dur ch Neukombinati o
ent standenen hnoc MICRd| vidiemRE £ e&NKt or en ger ml i
encoded und das Ergebnis der Expression | e

Wird ein Genlokus exprimiert, entsteht durc
mul tipl en Kopi en, die sich wnen ia&i nAzbebl.ned.
deutlichen Peak nachwegiperamtleams dars.sebDi e alKleR

eine bindre Aussage sondern auch eine semigq
vrgl . Expression des Genl okus f ¢r NKp46 in

und | lhit5 abrirc 11 3) , da di e H%%heel |dreerz eBoxtporregsesn
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322Kombi nati onstherapi e

mit h°chsten Peaks und systemisch
Wir untersuchten mittelJBepeercorr-arfyiplutmyi eéraen
deWBT-LYmphozytenenSd chkonne BSegménee ECRWVes -
sionsniveau und onal Breite bzw. m°glich
von der Therapie analysiert werden. Di Nac
ping f diSep@mRWt e i egt beli einer Peak©®°he vor
Stellt sich im Spectratyping ein Peak pr omi
die ProlifezZaltliklnores necshlTi eCen, fPBedessen
ment exprimiert wurde. B sk liosnta | aenm eEhxepsatnesni oznu

T-Ze-Kl ones achuriglrenspezi fischen

risch Abb.
Zeigen sic
di es auf

all em bei

el

3.23)

h mehrere
pol ykbTeznea |l epno p@H aart d kotne rh i che r

nen

a n tgie gy e nEuxnpaabnhs?i nogni e n
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durch Zytokine in Kombination mit Mitogener
exempl arisch Abb. 3.19)

Lassen sich im Spectratyping in beiden Tumo
Peaks i n Bezug qe funrd almemallittn@t f i nden, k ©
systemische kIl onalUbT-Eekplarss omi tei chiess er bet
TCRWKette hinweisen. Die Induktion eines sy:
der i mmunol ogi sblemp@r lenrdilEdiderkt e Albskopal e
k°nnenlo&aaher Bestrahlung auftreten. Es ka
oder Seneszenzi ndulkkddtomna lalutcéhn anemti fceaatnt er en
tationsortes. koPimd8nund exemplarisch Abb. 3.3
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Abb 3. @mpl BExéesche Darst &BpbengrdegpT@BVeines Tumors al
Kontroll gruppe (1 1) uMau,® iwedsc hTeu ndoires Keoimmbeirnat i onst he
erhalten hatte (I115)

Das | ewkRielpiegag e in den analungiearstcehri e du nsa rceh
Abh?2 ngiitgkvon der Therapie teilweise deutlic
bestrahlten M2use (11, | 2) zeigten sich so

mul tiple Peaks und einzelne Single Peaks g¢
jeweils urnKeedsuchte z.B. Abb . 3.11, 3.12,
Bemerkenswerterwei se-gaaiCechsesowWahpl egsbenen
Single Peaks in nicht bestrahlten Tumoren
detektieren. (s. Abb. 3.14. oB8rd$poBdil&npend
Peaks, passend zu einer systemi schen Kkl oneé
unter sdiTCR&¥8@mgmern(tse.a. Abb. W8n&81lauBh26)t Pea

geringerer Intensit?at und seltener als in
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therapierter M2 us e, induzierte hier | ok a
systemi scher TKCBWSe gnfrert dl@nnft e3bei je eine
der Therapiegruppe | und |11 ein korrespo

Tumoren gezeigt wemwdernd.n (de.n Alubmor&n all ein
NHS L 12 behandel ter M2 usen (11 3) l i eCen S |
polyklonale Expréd4ddioml fliemncdhemndNES erte wede
breite noch besUHATdZeerAsht Wot €nsi(vsa)a. Bi a2e 3

Ant wort fiel i n den Tumoren kombiniert rac
NHY L12 behandelter Tiere (1115, 11 6) am i
Peaks induzierte diese Therapie die meiste
Expressiossnigea z. B. Abb. 3.11, 3.16, 3. 18
Therapiegruppe l i eCen sich Ww®ee d me mti e f
korrespondierende Peaks in ipsilateral unc
dessel ben Tieres zeigen, webcbe aubftesi TERsY
Kl ons hinwei(sem.k%nmBt e Abb. 3.10, 3.11, 3.1
3.31) Denkbar war e auch eineumpd! JF-RAYnal e
familienr egtdil ngAinetrwioer t T Die I nduktion sys:

Kl one ch elCi essi nach multi modal er Kombinati or
und systemi-lsiclBlabe N&® deutl i chsten sehen. A
Tumorwachstum bzw. sogdr SEnmerzeagli eassikomn ouwm
Abscopal er Effekte war en beeir e,de nwe | Tcuhneo r

Kombinationstherapi e esrthean.t e(nv rhgalt.t e3n.,1 .alm uhr?
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Korrespondierende Single Peaks in Tumoren eines koml
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80



Ergebni sse

Therapie@grupcg
(n =)2 ' Besiating
sof [ ' L
390 1 200 120
600 '
260 1
t 100+ 80
0 (129 —-M-LL-:- : 0 PSS
sz 307.39 sz 307.36 sz 308.24
ht 768 ht 151 ht 35
Therapielygruyg é% 1
= yEON temisch
(nrd =
NHS]|
IL12| <
120 1404
601 704
0k uﬁ—.’h- 'D'
8z 319,38 sz 319.50
ht 51 ht 104
Therapielghluprg
( n= 2 ) T / unilaterale
= Bestrahl d
Systemisch NHS-
IL12 IL-12
— —|_ _—
140 180 3904 3901
260 { 260 {
70 a0 ! |
1304 1304
0b al
sz 308.26 sz 308.11 sz 307.36
ht 168 ht 209 ht 151
Abb. :3.Elx7pressi on$Br eeiem@CRUVAde g me rmdtu n8-6| 1A
Ein Tumor einer |l ediglich unilateral bestrahlten

81

Ma |



Ergebni sse

(n =)2

—r—

Therapie@grupcg

- nur unilaterale

Bestrahlung

800 I [ [ B
120+ 120+ 120+
600 T T T
60 60 &0
300
0= 04 ' Ok e Tl
sz 180.22 sz 181.36 bz 19491
ht 791 ht 67
Therapielyru
( n ;: 1 p— \ nur systemisch
AL, NHS-IL-12
NHS]
IL12]
J 0
390 4 120
260
G601
130+
e r————— LR L e )
Therapielghluprg
( n=2 ) unilaterale
Bestrahlung und
systemisch NHS-
IL-12
1800 1800 | :
3801 3801
1200 1200 l |
260 1 260 1
600 600 130- 130-
l:l }-u.—.-ﬁ—u
sz 180.22 sz 180.00 sz 182.41
ht 784 ht 1854 ht 73
Abb3. 18Expressi on$Br eiem@CRUASe g me92t| 2 2
Detektion korrespondierender Peaks bei einer
im i psilateral bestrahlten Tumor.

Expression

8 2

Maus

n

[



Ergebni sse

Therapie@grupcg
(n =)2

/" nur unilaterale
Bestrahlung

e — _ _

1200 1200 800 120+
800 800 1
400 60
400 400 1
0k 0k 0+

sz 168.05 sz 171.60 o 5215877

ht 1129 ht 963 ht 78
Therapielyrug
( n ;: 1 nur systemisch

NHS-IL-12

L
120 120
60+ 60+
oL L 0M
sz 158.86 sz 157.21
ht 60 ht 76
Therapielghluprg
( n=2 ) — " unilaterale
— Bestrahl d
Systemisch NHS-
IL12) N~ IL-12
1800 T Il B [ | " : D
3300 3901 1200
800 1100 130: 400
’ 16608 sz167.10 ol 16920
sz . 5Z A sz :
sz 169.31
ht 1745 ht 2026 ht 119 ht 641
Abb. :3.Elxressi onébBr eeiem@CRV(Ae gment 10 || 24
Pol ykIPem&klse nach unil ateraler Bestrahlung, beutlichs

en kombiniert therapierter Tiere. -Dédthleircabpd eEi chpeal

8 3



Ergebni sse

Therapie@grupcg
(n =) e
B L
800 S00 800
220+
600 600 600
110+
300 300 300 |
0" oe ! 0" " 6223563
sz 229.06 sz 229.06 sz 235.67 Ok £33,
ht 534 ht 276 ht 972 ht 302
Therapielyruyg % -
- N i h
(n¥1 =
NHS]
IL12)
390, 1201
260
! 60
1301
ol e ol
Therapielghluprg
( n=2 ) " unilaterale
Bestrahlung und
systemisch NHS-
IL-12
- & o L
800 1
3901
240
800 800 .
2601
04
sz 228.99 sz 231.67 sz 232.38
sz 232.29
ht 711 ht 399 ht 325 ht 381
Abb. :3.EXOpressi ongBri evietadiCRUG®e g men-1L, 12222un e 32
Single Peadlktmirt IMtensit&t und korrespondierenden Pe
Hingegen multiple Peaks mit breiter Expression nach

8 4



Ergebni sse

Therapiegrupcg
(n =)2 e
900 900 900| [
220+
600 600 600
300 300 300 1107
= R _JAAA_ 0=
sz 374.10 sz 383.89 sz 383.82
ht 355 ﬁ‘tz 52?3'30 ht 395 ht 122
Therapielgrug Q% o
10 isch
(nrd =
INH S|
IL12 S
35]9: 1204
260+
{ 80
1304
ob b 0d
sz 380.42
ht 43
Therapi elglluprg
( n=2 ) " unilaterale
Bestrahlung und
systemisch NHS-
IL-12
12007 ——t— —_ pr— — e T .
900 .
120 1901
800 600
260 1
60 {
400 300 | al
238620 - szarga2s O "'“—J‘L“ ol 480 o
: ' sz 383.70 SZ :
ht 1105 ht 387 ht 28 ht 130
Abb. :3.EXIlpressi ons$Br evietaas wiohBle JB&RMLU 1B 32| §

Detektion
polykl onal e

korrespondi erender Peaks in Tumoren
Peaks nach Kombinationstherapie.

l edi gl

8 5



Ergebni sse

(n =)2

Therapie@grupcg

[ nu

r unilaterale

Bestrahlung

800 i [ [
B0 3901 120
600 |
2504
40 i 80
300 1304
" 210409 oh Szie73 0 Meme
52 . "
sz 197.63
ht 586 ht 58 ht 272
Therapielyrug I
N isch
(n¥1 =
NHS]
IL12|
300+ 140+
260
70+
1304
e —— e i,
sz 194.64
ht 160
Therapielghluprg
( n=2 ) " unilaterale
Bestrahlung und
systemisch NHS-
IL-12
1800 1800 |
3904 3004
1200 1200 I
280 4 260
600 600 130,: 1304
0 04 } [k
sz 200.21 sz 200.2 sz 194.30 sz 197.63
ht 1060 ht 1540 ht 130 ht 58
Abb. 2:3.EXpressi ons$Br evietaas wohBle g@8&Vt 14DV4 || 6
Peaks in Tumoren eines

Deut lkiocrhreespondi er ende

8 6

kombi n



Ergebni sse

Therapie@grupcg
(n =)2

[ nur unilaterale
Bestrahlung

1200 120+ 120+
140
800
20 80 60
400
ot [IE] (B Y [ob ety
sz 226.48 sz 221.18 §z 223.37
ht 520 ht 177 ht 40
Therapi elyrurg Q% I
mm ‘ N [ h
(ny1 =
NH S|
IL12) 7
120 120
60+ 60+
[ M e 0l [T P Y]

Therapielghluprg

(n=2) ' unilaterale
Bestrahlung und
systemisch NHS-
IL-12
woo] [ 5 -
00 390 | 390 |
1200 2200 oy i)
600 1100 1304 ! 1304
0= -—J_—— e =
sz 222.29 sz 223.21 sz 206.95 sz 206.91
ht 1048 ht 3741 ht 496 ht 106
Abb 3. EXpressi oni$br evietaas wh®le J@8KRNVt 16 || 9
Deutliche Expressbbndleakgl éinc dltwarroerenk ombi ni er t ther

Ti ere mit eHinmewe issy sdtuefanm @ lcd e nE xdpiaenssa o nSegment- expri mi e
Zel l en.

87



Ergeb

ni sse

(n =)2

Therapie@grupcg

[ nur unilaterale

Bestrahlung

— - v
420 395: 200 120
60 4
210 i 100 80
130 |
0k D:... e i A ol
sz 233.39 sz 233.92 =sehsihen
ht 205 ht 107
Therapielgrurg
temisch
Lt
3901 1404
280
70+
130+
0% 'D-. e ey
Therapielglrluppk m
(n=2) ALY e
MNHS systemisch NHS-
1112 IL-12
o]  1800] [ :
390 3901
1200 1200 .
2601 260
600 600 13&-: .
oL L bl
sz 239.26 sz 233.91 sz 231.39 52 235,76
ht 1659 ht 1854 ht 59 ht 54

einem

systemi s clhledta ING S

8 8

Abb3. 2ExpressionsniBveawauTEBRe/g melnt 3
I nt en piov gtk d Poenaalth s i

Ti er

nach

kombinierter

uni |l



Ergebni sse

Therapiegrup
=2 i
1800 | | ] - IR | [
2901 1204 1204
1200
260 1
! 60 &0
600 1304
ot N ¥ S— 04 o+
sz 204.52 sz 201.32 sz 197.54 sz 197.84
ht 1530 ht 46 ht 141 ht 113
Therapielgrurg <Q:;;:\ -
- N temisch
(n¥1 =
NHS]
IL12)
@ ®
3904 120
250 1
| &0
1301
| —ﬂ-l_ﬂ- U_. g
sz 201.03
ht 47
Therapielghlup {22223\
( n=2 ) - " unilaterale
— Bestrahl d
<ystemisch NHS-
IL12] IL-12
——— —|_ e
2100 1500
180 |
1400 1000 2504
700 500 907 1301
ot 0+ e r—h—
sz 198.48 sz 198.49 sz 201.53 sz 201.27
ht 2378 ht 1751 ht 140 ht 30
Abb. :3.EX5pressionibBrevma T@R&/gment 19 | | 12
Expression multipler Peaks in Tumoren kombiniert
korrespondierender Peaks. Deutliche, polyklonale

Tumoer dKG

(11).

89




Ergebni sse

Therapie@grupcg
(n =)2

[ nur unilaterale
Bestrahlung

P —— [ ool _
2400 390 { 120
1600 260 600
" Eﬂ_.
800 130+ 300
ol 0% 0 oL meaand
sz 185.40 sz 185.36 sz 182.81
ht 2739 ht 405 ht 509
Therapielygruyg Q%
(n¥1l e nur systemisch
= NHS-L-12
NHS
IL12|
120 120
60+ [510]
oL :M@ Ol olepsrge,
Therapielglrluppk. I
(n=2) E f e
NHS systemisch NHS-
IL12 IL-12
1800 3900 1500 480
1200 2600 1000 390
600 1300 500 160
ol .3 LL_ _
sz 188.41 sz 188.28 sz 185.77 sz 185.74
ht 2100 ht 4745 ht 1638 ht 582
Abb. :3.EX6pressi ong§Br evietaes wohBle g8&RWVt 20 || 30

Detekti on

deutlicher

Kombinationstherapie

korrespondi erender
einem Tier

sSsowi e

90

bei

Singl e
nach nu

r

l



Ergebni sse

Therapie@grupcg
(n =) B
2400 390} 110 120+
1600 !'-!ED:
{ 70 601,
800 ! | 1304
- (R 0k
sz 222.33 sz 223.31 sz 210.37 sz 211.43
ht 897 ht 60 ht 127 ht 30
Therapielyrug
isch
(nrt
_'_
120+
220
110
g4 et g,
Therapielghluprg
( n=2 ) /' unilaterale
Bestrahlung und
systemisch NHS-
IL-12
1800 1800 120 1204
1200 1200
601 &0
600 600
0t 0k T RS
sz 213.46 sz 207.61 sz 221.52 sz 213.57
ht 1191 ht 1874 ht 77 ht 71

Abb3.. 2Efxpressi onsniByeawau TEBERe/g me2nlt 2 3

Il ntensi vste

polyklonale Peaks in

91

Tumor en

eines

Ti er ¢



Ergebni sse

480

240

(n =)2

—

sz 289.81
ht 347

Therapied@grupc

[ nur unilaterale
Bestrahlung

_|—
120 1
B0+

sz 298.66

ht 90

20

60

Therapi ely

(n¥l

e ——

nur systemisch
NHS-IL-12

L
120

&0

(n=2)

Therapielghluprg Q%

u.

unilaterale
Bestrahlung und
systemisch NHS-

NHS
IL12) IL-12
12007 ——m—m—ov - — - S+ -
900
- 120
800 600
-QUCI E'D':' 9{] EG“
B ] - 0 ——e e 0L e e
sz 299.06 sz 299.02
ht 475 ht 877
Abb. :3.EX8ressionsibr evma T@RS/gment 22 | | 13

Detekti on

vergleichbarer Peaks in

92

Tumor en

einer

Ma u ¢



Ergebni sse

Therapie@grupcg
(n =)2

nur unilaterale
Bestrahlung

_— o oee— ] e o e

00| [ [
290 120 120
600
110 80 80
| 300
0k
[ = ——— e — {] b ﬂ T N )
sz 261.18 sz 259.68
Therapielgrurg
(nyl
3951 120
260
60+
130
DI-* -u.n-u-n...A—
Therapielghluprg
( n=2 ) unilaterale

Bestrahlung und
systemisch NHS-

IL-12
120 390 { 3901
140 J !
260 1 260 {
60T 1 1
70 1304 130+
sz 271.74 sz 270.63
ht 28 ht 57
Abb. :3.EX®ressionébrieeietaas T@BEWe/gment 23DV6 || 17
Geringf¢ggige Expression dieses Segments in den Tumo
eines Single Peaks in einem unbestrahlten Tumor ei n¢

93



Ergebni sse

Therapie@grupcg
(n =)2

[ nur unilaterale
Bestrahlung

1808 1204 1204 1204
1200 4 T T
&0 &0
800 80
04 _ 0 Ok uamsbrate, O mA.é
sz 208.63 sz 209.53
ht 1692 ht 76

Therapielgrurg

( n ;: 1 p— nur systemisch
i NHS-IL-12
NHS
IL12]

o
—— - B s ]

3901 120+
280
&0
130
(= [N = S

Therapielghluprg

( n=2 ) ' unilaterale
Bestrahlung und
systemisch NHS-
IL-12
120 120 a0 4
160 <
250
60 90 60+
130
0‘ iR N L-‘_ 0k Du+
sz 211.33 sz 211.68 sz 209.12 sz 208.74
ht 52 ht 204 ht63 ht 44 v
Abb. :ExPOessionsniBveawmauTBEReg me2ndt 1 8
Detektibnt elressi vsten Single Peaks in einem nicht b €
bestrahl ten Ma u s (ri). Weni ger deutliche aber Ver
therapierten M2usen (I 11).

94



Ergebni sse

Therapie@grupcg
(0 =) i
LN o L o
900 -
390 120 120
600 '
160 4
i 601 60
300 1304
sz 354.48 sz 355.49 236145 s736148
ht 364 ht 227 ht 77 ht 28
Therapielyruyg Qiazk
-n ‘ isch
(n¥1 =
NHS]
IL12)
® ®
3901 120
260
60
130+
sz 364.63 sz 361.37
ht 93 ht 24
Therapi elghluprg <2Qzék
( n=2 ) — " unilaterale
— Bestrahl d
cystomisch NHS-
IL12) IL-12
12001 —-—. 4000 1 . B —l.— B —i.—
120
800 3000 180
2000 60l
400 90
1000
0. Ot oL
sz 347.86 sz 347.86 sz 347.86 sz 364.57
ht 742 ht 2123 ht 742 ht 59
Abb. :3.EXxlpressi on$bBr eietmen T@BRe&/gment 25 || 32
Detektion korrespondierender Single Peaks -in Tumor
therapie. Weniger deutliche Single und Doubl e Peaks

95



Ergeb

ni sse

Therapi e
(n =)2

gruprg

[ nur unilaterale

Bestrahlung

(n=2)

Bestrahlung und
systemisch NHS-
IL-12

_ - - L
2400 3901 120
| 3go
1600 260 4
| 180 607
800 1304
- 0 —"-‘L—-A— A ol uaﬁ-Lu
sz 236.81 sz 237.76 sz 234.00
ht 1379 ht 123 ht 53
Therapielyruyg Q% I
(n¥1l E! VAON gﬂssf_t%m%h
INH Sj
IL12)
120 120
60+ &0
04 hJ‘ﬂ IRy S
Therapi elghlup
" unilaterale

1 3900 120 120
360+
1 2600
180 &0 60
1300
i I:}I- B
sz 239.90 sz 234.00 sz 220.73 sz 231.39
ht 499 ht 2022 ht 61 ht 54
Abb 3. Expressi onibBr eeietae T@ERWe/gmen? Pp 4A
Deutliche vergleichbare Single Peaks bei einer unil
deutlichsten multiplen Peaks in einem Tumor einer Kk

96



Ergebni sse

Therapie@grupcg
(n =)2

[ nur unilaterale

Bestrahlung

—“+— T —
120+ 120+ 1204
340
170 &0 &0 &0
0+ i
sz 368.45 sz 368.34 sz 370.72 0+
ht418 ht 145 ht 81
Therapielyru Q%
— ‘ temisch
(n¥1 =
NHS]
IL12|
360 120+
260
&0
130
- —-—a—l—
sz 371.27 sz 365.57
ht 31 ht 31
Therapi elghluprg Q‘%
( n=2 ) — " unilaterale
— Bestrahl d
Systemisth NHS-
IL12 IL-12
[ | 900 | i T [
390 120 390
600
260 260
601
130 300 130
#] 0k
sz 368.27 sz 368.40 sz 365.61
ht 454 ht 848 ht 63
Abb. :3.EXx3ressionibr eicmes T@Re/gmen? PRPp 4B
Es zeigen sich korrespondierende Single
sowi e einer kombiniert therapierten

97




Ergebni sse

Therapie@grupcg
(0 =) i
290 80+ 390 1 120
260
110 40 ! 604
130+
| EI ] R -
sz 263.01 sz 263.19 5226609
ht 328 ht 42 ht 291
Therapielyruyg Q:%
-n ‘ isch
(n¥1 =
NHS]
IL12] <
390/ 120+
260
60
1301
|;.I.., e b e tabe b
Therapielghluprg Q%
( n=2 ) " unilaterale
- Bestrahlung und
NHS systemisch NHS-
112 N~ IL-12
1800 | ) i R | [
. 120 390 |
1200 1000 ;'.!5|3.:
60 r
600 500 _u 1304
ol ol M | ol A_j.g ok
sz 269.67 s7 26967 sz 269.40 sz 269.22
ht 1744 ht 1718 ht 59 ht 420
Abb. :3.EX4pressionéBri evietaas whSle JG&ng 1 0
I ntensivste polyklonale Expression mit vergleichbar
Mause (1 11).

98



Ergebni sse

Therapie@grupcg
(n =2 B
= - e — _
1200 1200 1204 120+
BOO BOO
&0 G0
400 400 !
0. [V EN .ﬂ% [IEH .-HJAE
sz 286.79 sz 287.91 sz 289.65
ht 478 ht 569 ht 33
Therapielyruyg Qiézl
— ‘ temisch
(nrt =
Hﬁ
IL12|
120 120
601 601
Oh  ubnabee— 0L ey
Therapielghlupeg Qész
( n=2 ) unilaterale
% Bestrahlung und
NHS systemisch NHS-
IL12 IL-12
120+ 3901 120
280 J
60 4
&0 { &0
140 130}
0+ ke P - 0k
sz 289.34 sz 290.49 sz 293.46
ht 63 ht 359 ht 51
Abb. :3.EX5pressionibr eietmen T@Re/g me2n@\5| 2 1

Detektion
Pol ykl onal e

v.on

Single
Expression

9

in
Ti eren

Peaks
bei

9

bei den

Tumor en einer

nach Kombinati onst



Ergebni sse

Therapie@grupcg

~ nur unilaterale
Bestrahlung

(n =)2

900 ] 900 ] [
140 220+
600 600
300 300 w0 nor
0= ] 0= EI - El-z e
sz 196.32
ht 141
Therapielyrug
n 1 nur systemisch
( 7 NHS-IL-12
390 | 120+
260 |
&0
130
R [T — ﬂ M ——
Therapielghluprg
( n=2 ) — \ unilaterale
s Bestrahlung und
NHS] systemisch NHS-
IL-12
12007 +——r a2 0B |
120 120 390 4
800
260
&0 &0
400 130
0k E 0 ke _f!_d_
sz 192.48 sz 196.62 sz 190.86 Sz 19067
ht 556 ht 61 ht 61 ht 111
Abb. :3.EXx6pressi onibBr eietmen T@BRe&/gment 30 || 29
Vergleichbare Single Peaks bei einer kombiniert
einem Tumor einer anderen Maus, wel che die

100

t he
Kombi nat i



Ergebni sse

Therapie@grupcg
(n =) i
—_— S — - —t—
2400 3904 140 1204
1600 "-'ED:
i 70 G0
800 130+ 0.
0 ——— D:'* 0s 0
sz 160.77 sz 161.89 sz 157.69 sz 158.00
ht 2696 ht 52 ht 60 ht 74
Therapielyru Q%
A isch
(n¥1 =
NHS]
IL12]
@ ®
120
220
110 80
ﬂ - _A_i .|:|_.
sz 152.57
ht 63
Therapielghluprg
( n=2 ) " unilaterale
Bestrahlung und
systemisch NHS-
IL-12
L L B
1800
120 120+
240
1200
120 500 | 50
ok \
sz 169.70 sz 169.62 sz 168.69 sz 168.35
ht 300 ht 1125 ht 99 ht 47
Abb. :3.EX7pressionéBr eeietman T@Re/g me3ndt 2 6

Detekti on

Eichpeaks in

Tumor en

vergleichbarer
wel che
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Ergebni sse

Therapie@grup
(n =)2

/" nur unilaterale
Bestrahlung

A . A
120 390/ 140 120
F!EDI
60+ 4 70 60
130
= ol | — 0k ok
sz 266.99 sz 266.82 sz 278.95
ht 146 ht 53 ht 175
Therapielgru k
- ‘ isch
(nrd =
INH S
IL12] <
- S —
120+
220
110 60+
o —5'1‘-!""-_ 0+ :EE\‘_llﬂm-
sz 275.58
ht 320
Therapielghlup Q%
(n=2) T \ " unilaterale
= Bestrahlung und
cystomisch NHS-
IL12| M~ IL-12
@ L 9 0
120 1201
240 240
120 120 B0+ &0
Ok B \r-l..-thb_— 0
sz 278.82 sz 278.71 sz 286.39 sz 286.23
ht 120 ht 324 ht 34 ht 49

Abb. :3.EX8ressioniBr eeietaen TWERe/gma3 g 2 5
Pol ykl onale Expression mit vergleichbaren Peaks bei

102



Ergebni sse

Therapie@grupcg
(n =)2

[ nur unilaterale
Bestrahlung

|— =
1200 120+ 1604 120
800
60 80 60
400 18
0 0. &aﬂl_ﬁ'l—_ oL + I.aniM
sz 179.23 sz 179.14 sz 173.12
ht 1452 ht 27 ht 180
Therapielyruyg Q% n
7oK temnisch
(n¥1
. r _|—
120
140
704 &0
0 .D_. L s = ]
sz 179.25
ht 199
Therapielghluprg
( n=2 ) — / unilaterale
e Bestrahl d
systomisch NHS-
IL12] ar IL-12
[T a0 ’ M M |
120 120+
140
800
860 &0
400 0
ol 04 o+ : o+
sz 181.66 sz 179.18 sz 179.33 sz 175.27
ht 124 ht 708 ht 75 ht 156
Abb. :3.EXxPressionibBr eiemen V@Re g me3n@W25 28
I nduktion der intensivsten Antkwonrttr antiatt eerianle ni abdoi uobt| heer
Tumor. Breite Expression mit polyklonalen Peaks nacl
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Ergebni sse

Therapie@grupcg
(0 =) i
1200 1201 1604 120
800
&0 80 60
400
ot 0l enhia L 0b ekt
sz 288.63 sz 288.30
ht 1115 ht 208
Therapielyruyg Q% n
= N temisch
(n¥1
o —_— .'—
120
140
704 &0
0+ N S —
sz30041 °
ht 190
Therapielghlupeg Q:%
( n=2 ) / unilaterale
. Bestrahlung und
E systemisch NHS-
IL12 IL-12
B B L
800 1200
220 320
600 800
300 400 10+ 160
|:|-
sz 294.31 sz 300.49 sz 300.64 sz 300.41
ht 587 ht 1262 ht 203 ht 426
Abb. :3.E4OpressionibBr eiemen T@Re&/g menl 22DV | | 14
I n zwei unbestrahlten Tumoren der KG (l) sowie allen
zeigte sich eine polyklonale Expression. Bei einer

104



Ergebni sse

Therapie@grupcg
(n =)2

~ nur unilaterale
Bestrahlung

900 | %00 | [
120 1201
600 600
80 80
300 300
0= 0= [ —— 0 [ P
sz 208.69 sz 197.49
ht 651 ht 42
Therapielygruyg Q%
(n¥1l — ‘ nur systemisch
A NHS-IL-12
.'
IL12)
360 4 120
260
60

140

120

601

Ll

221433  °" ‘5220299

70

Therapi elglrluppk.
(n=2)

unilaterale
Bestrahlung und
systemisch NHS-
IL-12

ht 45 ht 117
Abb. :3.E4lpressi ong$Br evietaas wohEle BRIVt
Deutliche polyklonale Expression
Maus .
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Ergebni sse

Therapiegrup
(n =)2

nur unilaterale
Bestrahlung

- 800}
2400 3901
1600 - 600
800 .| 300
o+ oh | DS 0=

120+

E0

Therapi ely

( n ;: 1 nur systemisch
NHS-IL-12
- _'—
2601 120
260+
&0
130
0= I e 0= Y, .

Therapielghlup
(n=2)

o
— unilaterale
Bestrahlung und
systemisch NHS-

W o~ IL-12

S — - —_— -
480
BOO+ 280 1804
1 320
400 140 80+ 160
EI-- o = ——— D - T U - —
Abb. ExpPessionsnniBv eaw dCRVUSe gmedndt 31

Fe¢r

di eses Segment konnten keine

106

Expression
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— nur unilaterale
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Abb. ExfpBessionsnniBv eaw dCRVU-Se g mednlt 1 9
F¢r dieses Segment konnte keine Expression detekti e
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323 TCRWund-Repertoire indifferent Z Wi S
grupmen gr°Cter klonaler Breite in
therapierten M2usen

Hi er untersuchtawomnniélRepkad oTCRV i ntatat umor al
Kl one mittels Spectratyping. Wir verglichen
bzw. me glichens«ilomafegr EdpandiSegenemder i n
Abh2a@ngigkeit von der Therapie.

TCRVB-5egmente
vl Vo2 Vo4 vi5

LDl
- IR TR

TCRVv-Segmenle
vy 2-4 vy s

Nhi]
Ll

Abb 3. 44: Exemplarlscheo—lIDradl—sped:lllualgypiiengb?eRi\/ Tumor er
M2 usen unterschiedlicher Therapiegruppen

\P

|l nsgesamt pra2sentierten si chRegieet giewes | sle
intrat umoR®@deelnl en i m Vergleich der Therapie
weniger deutlich di fferent alSsegmegmt edi e
Expressionsni veau auned Evxepraenisn zoenl twea rkelnomunab h?@
Therapie gleichm2Cig ¢ber die Tumoren der u
verteilt. Al l erdings fanden sich bei M2 use

erhalten hatten, in ipsil ateenr allu moiree na ucdh |k4o
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I 11 5) haufiger mul tiple Peaks als bei nur
systemischl Lni2t bNeHhSa ndel ten M2usen (11 3). (
Korrespondi erende Peaks mi t Hi nwei s auf d
betrefnb @izl | kKl one | i e GeKetstiechi f sgdendiTeumbr er
kombiniert therapierth&etMausn ®owiee MnNyr diys
NHS L12 behandelten Maus finden. (s. Abb.

breiter gef 2ghedte EPxsperuedsosi o no- Wred-K esti thezrel nen
im Vergleich zu UKeent twemt ekrasnunc hdwernch di e Or g

Gensegmente di eserDileo cGe shaendtivnigetl fsaeliGR.ent st el

wird bei, i m Veu g d-leobi, géringerer Sejene nt) a n z a,h | der

u n d-Lodi durch eine héhere junktionale Variabilitat erreicht. Ein weiterer Grund

hierfir kann eine polyspezifische MHC-unabhéngige Aktivierungvono tr-Zel | en
sein. (s. a. 1.2.2.1) Auf faVillemgder wle ichd wuwn
Segmevat | ediglich in drei der untersuchten
¢cberwi egend uwdvKietdtee dex>eprVi mi er t . (s. Abb. 3.45

di ¥2-Kett e 9nkiote x\0r i mi ert eine Subpopul ation
zirkul icetiTgade/m. mit ei nenKetatre abdbexp Vi mi er t

eine intraepithelial | okal i sierte Subpopul e
Vi-Segment, welches mb-$egmearim kaex abi mine MVt w
ei ner SubpopwldTZei eaun fadamden, di e bei chron

| nf

ektionen oder in der LebgiExporlseammn. kRine
Folge von false priming s®equeradmg,r ukhhanm® hed
n

sei , dass ein Pri méar fwthhrreennsd adneadesi @R ean d e
eigentl-cbDNBeduehz bindet. Es werden-f2] schl
Abschnitte amplifiziert. Il m Spectratyping k
wer den, die zus2tzlich im Hintergrund auftri
posi ti viegrPerarksgment e anderer L2nge gefunden
wenn der eingesetzte Pri mer i-Amec hrail tbt sdean
anderer Stelle bindet -Aimgdc hsnoi teti na nkp¢lrizfeirzeire r
ebenfalls einer f A n ketnisotnpsrfiachhitgenl nmR&i esem
wahrscheinlich, dass es u3Ketht ebneil-K edtetVie ndet el
handel t .
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é\u I ;"f:.\" ’{:‘\II[

e bt W L St

"‘cf!f” E . \'.1'_./’"

A
n%ﬂgﬂﬁ;ﬂe nuhs'}ir;_tf{qlgch unilaterale Bestrahlung und
n=2) in=1) systemisch NHS-IL12

n=2]

Vi J ! ‘

2-._.‘- S

3 I — i |

] J&l
4 B

Abb 3Da&mnst el
Feri2-¥ deut |
I115). Auffa

Tieren(l1 und |
kaum Expression

| ulFRge pdeerst oM r § CRiVG e g mhe @4 e

chste und breiteste Peaks exprimiert bei
[ i st di ePedaekust liinc hTeu nmboxrperne sdseiro ru nvid ma t i
) sowie die si3Krek tgehe rHwinggeagrede kEX mre
HeuniBeyhneintt en Vd 2trT-ZkeBuwbipgpueémti onen.
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6\ | ;(-}\" xﬁ}\lll
. = LY M4

"‘c_!f” E ' \'.'_'_./"

e
nur unilaterale nur systemisch unilaterale Bestrahlung und
Bestrahlung MHS-IL12 systemisch MHS-IL12
(n=2) n="11 n=2)

=T

G_hb._..__l_l P - _h —

?ﬁd_L |
il 1 N

Abb 6Dar st el | ulrRge pdeerst oM r §CRiVG e g mhé B-8 e
I ndi fferente Expression von Single Peaks in Tumoren
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A m 11
08 0“0

)’{%l‘u
)

nur unilaterale nur systemisch unilaterale Bestrahlung und
Bestrahlung MHS-IL12 gystemisch MHS-IL12
(n=2) in=1] (n=2)

g Y WA Y
3V 1IN [
L L L
UL L L4
e R

Abb 3Darstell wiRgpeertr oVr §CRMZegme 24,85, 8und
Detektion der deguatulsiscchhsetne nE xppsreeusdsoi on nach Kombinati o
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Ergebni sse

3241l nduktion der deutl i chsten F mmunar
therapie

I n der Gesamthbetrachtung infiltrierender I
dichteste und differenzierteste I mmuncont ex
wel che kombiniert mi t l okal er RadiLd®2her api

behandel t worden waren.

Di e eustucht en-RBRBprepbDoOTres der -Zaeltlkabnumwanralne

homogen bei Ma@usen aller Therapiegruppen ¢
|l ieCen sich sowohl die aktivierenden Reze
NKp4wbnd CDRIRe&r auch CD161 afts mitnedageve mar k
i ntratumoZall lee Thachwei sen.-l E6i Iktarma tzkuo nT udmorr ¢
Zel l en mit AuRebz d pdtuonrgr eepienretsoi res, wel ches a
und | ytisches Potenti al hi nwei st .

Di e Repertoires t u notkZied Ml i Iptrr2iseernetnideerrt e M CRs |

Vergleich der Therapiegruppen unter-ei nande

Zell repertoires, indi fferendundKet Exprmistsi C
vereinzelten deutlichen Single Peaks war |
von der Therapie zu sehen. (s. Abb. 3.48 C)
Das di fferenteste | mmunkomparti ment I n ADb
pr2senti evrRepeddaoi Ve t umObT-lnyfmd hadywtrem.de Hi ¢
fanden wir in den Tumoren der Miesey hweltecme
hatten, dasURepertestre. VDi e Kombinationst he
Expression der gr°Cten uKeet énl tmi v e rPsecahkise c
deutlichsten I ntensit?at und mit den h2ufig:
Single Pdakswemst auf kl onal er EiZahskdmnées
fanden sich in den Tumoren der Tier e, we l ¢
behandel t wor den war en, bil ater al korresp
Expansi on systemischer KI obiee irEayspsii Diner en
korrespondi erender Singl e Pe a8eg memrrt ea uicrh

Tumoren von unil ateral bestrahlten M2usen z
Deutlicher und h2aufiger waren sie durch di

Bestrahlung und -Slyk2 e@a leer HienwddliBien. (s. a. 3.
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KIR/NKR/NKP

Irradiation only

NHS-IL12 only

NHS-1L12 and Irradiation

contralat.

ipsilat. | contralat. ipsilat.

no Irradiat. no Irratiot.

contralat.

ipsilat. contralat. ipsilat.

NKG2D
NKG2E
Nkp30
Nkpa4
Nkp46
CD 226

CD161

Expression of Geneloc.
no Expression

TCRVa

Irradiation only

NHS-1L12 only

NHS-IL12 and Irradiation

contralat.

ipsilat. | contralat. ipsilat.

no Irradiat. no Irratiot.

contralat.

contralat. ipsilat.

ipsilat.

7l1-11-2
112

16]3

20/ 4

155

sii6
1B)|s-18-3
14)8-28-6
22||9-2
24| 10
2|[12-112-212-3
8[|13-113-2
6)|14Dva
9|16

3|17

12|19

30| 20
23|21

13| 22

17]]230v6

18| 24

32|25
4a||26-2
48)|26-2
10]27
21||290V5
29| 30

26| 24
25|35

28 || 36DV7 25
14| 38-138-2DV8|
27|| 39

31| 40

19| 41

C

TCRV-8 und -y

V51
Va2
WG 3
V&4
V&5
VG 6
V&7
V&8

Abb 3

Irradiation only

MNHS-1L12 only

NHS-IL12 and Irradiation

contralat.

ipsilat. | contralat. ipsilat.

no Irradiat. no Irratiot.

contralat.

ipsilat. contralat. ipsilat.

. 48:

rB xepzZNiKmliree z e pt o rUguennde , TR Ve r t 0$ P& s)
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I,IL1,....,n  Mumber of peaks expr.
highest Peak ht > 3000
h. Peak ht < 8000 =5000
h. Peak ht <5000 =1000
h. Peak ht < 1000 =100
h. Peak ht <100 > 30




Di skussi on

Patient enmi twedicrhem Rhabdomyosar kom sdiinadgnos
h2aufig mi t einer schl echten Pr odgsniors e k oni
mul t i mbahd red konregegp t e nsitti munhnm dedr e m ahpsirfetaz e n .

(s Kapilt. 2IWB hr eTpldboo |l ar i si &rotmp alrmmumehd @ dur ch
al s MonoRMBr rsaepiinfeunmor wachstum arilzeii @tr echi & ° n
Kombination Radkat kelrmrpu ret hmdaritanpey e er ge st i sch
i mmunmodul i er eurmndde bWifrockkudneg t A3 AbpabpaEEf ek
Effekte sind selten vboeribeismc hMomrdtemer aBpeifeu nlad
Tumor pat?tl% hdtiefre.s e s Ph2 nomen geziel't und z
i nduzieren begr ¢ nldoektael edi Ra dRiadti hoenead pep iee mz & |
kombi n3%&r2éBn .e vor |l iAepemnde uentddresonchvi vo

Zusammensetizrutnrga tdldmmmuan eont ext ur e macsh Beha
RMSmi t l okal er Bestrahlung und systemische
| 1 2Hu masniier t ei M2 uswel che mit hoboMaamremz «€IDI3ein

transpleammideauets | mmunsysten elrenri aed kielnd ejteewne i |
bei de FIl anken humane Rhabdomyosar komzel |l er
her anwu,c hisng ni xii ee rTtu neorrhm?duasneein2 LEU@N s pr ot ei n

mi t dem histonbindendBHS All2nkK? oder NHEV &t e
|l okal e RadiNetbleer agpere. Wirksamkgial t dies Ther
Mechani ®emen ndratumoralen | mmunla&«ltewecheenrhm| m
Wikonnt en daesisgima,rKambi nati on aud LdGashtee mi sc h

und | okal er Raditatah eatmnomied mpantmimentnt ensi ve
UbT-Zemfli | tration -RepebteitemuM@Rsystemi scher
starker I nfilZedl eonluzediricenrd NKi essozi i ert n
Tumorregression und verbe3%ertem Gesamt ¢iber
Das f¢r diese Arbeit etablierte humanisiert
M2 usen, wel che nach systemi st thhaamannBeenst r ah

Stammzelrlaemspl anti er Dawaude Grwademehrerer g
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Modi fi kati omdrenitmmuwunddf idiiegrelTi @ e Embf 2 g@ge

Tumoatker Qtuarmmzell en und | mmunzellen und da
ei ner hummateopolks e und ei nes menschliche
Humani si er-M&us e&NSGbiseotneind i e M° g,I ithaumaeiet

| mmunreaktionen i m Kont ext vome sd@mleas i e

i mmnt herapeutischerezibpeeir ¥estchomnzd®28°nt er suc

Nach | berpr¢gfung des Engraftments wurden d
bei derr |RiufteeRM®n der Zelllinie A204 inokul
unterschiedlichen Therapiegruppen begann a
Zwe i Tiere wurden |l ediglich uniwuatder anlurl ok

systemimgdc¢h -NHS$?Z2 behZweéel t Ti er e wur den mi
Kombinationstherapi e Raudi aumnd ol sayt setr é@rhies ¢ hl eork a |
von NHS 2 behagldkealpti.2 el V1 und 2.2.1) So k
Wi r ksamklomb iodmmasttih e @aipddrer apiiermoder gl ei ch z1
Monot peaearch | ei ni ge | mmunt her api e bzw. |

betrachtet wer den

Wi e zuvor beschriebewohi ®Ratdi ot @eWapkeamlgi:
neben der direkten | ytischen Komponente auc
Wi eder hervotne ITlummg i mmunogeni t 2itmndwrnrocgie nennd u k t
Zelltodind! B) mbstbpageAV2EF RBIKIED i st eine
I mmunsti mmulierende Form des Zelltods, welc
Damage associ dtDAdPp &t. tBer nCsa | r e tai ncguel bionr enred H
und adaptive | mmuitadEtwakommtnaazihet bkal er Ra
zur HochregulATuwmor aormuinitelFcASACD9Sumor zel | el
und zur Pol arisierung der i ntratumoral en |
zytotoxisch i nfll-Aminotiretr iPs é s e2m, zT1Zlomnd LI FN

208.,121%)j ¢ nach Radi at i-belilnkfoinptarriteirneenndteen wie r d
DCl nterakmbogerichtet gepri med unldéslo ei ne
Toxizit?at i ndbzsicealten wkefl fchletem zuf®nde | i
212, 222p¢4 gesteigerte Tumori mmunogenit?at na

Monot herapi e war bi sher du e ¢ h mupuperselsesd torna h |
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[ i mi2ti®4er t .

Dur ckhombi nati on diokhAkeeapitRAakonnt ehéi wer
Efzfiienz st ei gegrewgregn ddeern TumorAkgewvi ehtuagende
l mmunsystems isseeium@r d¥asr Det gbmesveeanbgensuf
Abb. 24Di3¢ Wirksamkei't voHh2i dtursatommemrd!l emm t
Nekr-obszwmak-adst one Amitn&ki°mgperzu NNBEBBE2 war
vorangehend durch Schil baldHl 2etbedlPrdgetzei gt
Pol arisierung des i ntratumor al en I mmunkom
i nfl ammat el-rAnstcwoernt , T beg¢nstigoe TAM KDumenm s
associated mMakumo-phaaget yp, S u p pt-ruinndi eFotxep BROR
und i naeuiznieenr takt i vi er ©®m oRThz2en o teynp-Zienbdh eNrK,

der groCe Méngghoknné&nnWeshazeardvide@&EmMih ml i ch au-s
Lymphozyt enk °stna mhaTuNFh ¢ ber eamdak ogtka gen
sezerwmdredant4si@Fnurch die Fusionierudngl2mit NF
konntle2 Init hoher intratumoraler Bioverf ¢gb:
Toxizitat verWerdmeiite?wer demserem Studiendesi
Kombi nat i oznwed i eTsheerr wpr Eme dis y nlemngu nstt hi esrcahp:i e
bef °eAllrgsdopal eanEfnfiektte Desenatdét efhumar mani f e
lok alaed iRt heempti mmunogenepbltatr @émseméee, mi cro
envirofmeiaind Twwomankompargteigmeennt d eormru nTdu m

er hécite intratumorale YearP@3 gbtai’Kei t von NHS
Di e weitere Opti mi erung und Feinabsti mmt
Radi ot herapi e und | mmunt herapie wird ein

Tumortherapi e?*ausmachen.

Wi runt er s ufcért edlri edih e r arpui pepge n zuas$ chsetweidl i ge
Tumor wachsdaé&e susntme g, | eben deNadMhdem den M2us
di e Tuenot o mmen wor den war en, unt ersucht e
infiltrierenden Il mmunkomparti ment e histol
mo | e khuil mlrogi s B-hu nmiEStpteecltsr autnydp imnigt Tg ps ngl Ru f
aktiviMNKRerzdketor en
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Dever wendet eunf&@tam t i mi ¢t adearst ,ver wendete Mausm
kei niet Zfe¢-u pdnotl & roswu cbhoubni. §dé m sve r eonr viarhtme der

unter sumtreetnh d8niaer t ,wosroddeanss ei ne weitere ENn
i ntratumoral en Tumor k onmpoagrltiié&beenftisu sisn da ud e sds.
Tumorwachstum nicht wunt(e¥ls.uch.tl wke)r den konnt
Wo ien neor angegangenen Studi e mi t Therapi e
Tumorgr©°Ce das THTWwmarhwaldl®s taunmh ei n oder i n Kor

anderen Zy2op¥Ki)n&momontirlol | iteevar war denukeaner S
sowohl Radi ot helrmuyritehealaspi ®ucah $s nMbfPdzhentapi
Dies |iegt i n der geringeren Therapiezeit
begr ¢ mdet . Tulmodiegl i ch mit l okal er Bestrahlu
NHS L12 monot her api ehrsteenr uTnikeornet r owulci er t ¢
Bebachtungszeitraumewnvwodenr5| dhk gl ktnfmen®irna h

wurde ab Tag 10 in seiGmem Warr hCsetglemesieag tze tdiaezrt

sich Koiméi nateironsystemi schen-l GaBe mvon | KS§I
Radi atph eer si gwmiifk kamt i n Bdetz udgonaufol | e de
Tumor wacsh(sglKmpi3dt.ell ABb1l un@&. Mplhswel che
kombiniert therapierttumordenr Cowvspgni f il secbht te 1
l 2n,geirm Schnitt 40 Tage Dbtiun gzsuzne i Bnrdaeu nise s | Bee
ein Tier musste wegen Unterschreitung eine
eut hanasi erMi eweydevel|l che i n Monot herapie r
waen cberschrittenTaigma Sl hBiethtan?2lledbgebegin
TumorgrAC&5vmem und wurden euthanasiert. I n
mit -NH$32 behandelte Tiere erreifambegrd&€r® En
i m SchnittTamgae@@sT.umdy §r © Ce sPpuerzviafriad cylhde b .

3..3)

Ni cht nur beaviur dieinem a&c h Kombi nadi elncskiahler api
radi ot herapiienr tiehm eThuriMarcehdeumsahrampeéteéeno sa
auch cboneral ateral e?AWiQoukbaenpant szckeiiegen, d
Kombi nlabk@her Radincetchreoraeemiedl @adi mleL syst emi sch
I mmunanmiwtorVer mi ttl ugrge sysoinonfuanormiecmt bestr
der Tumor mabe§egstDaisg Aemetdcopal er Effekte i
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auTumorregressbeoin Tirartenmuauf , wel che die Kc

erhaltewahgedech pnedBekdrebi ni ert té&dzuapiert

sehen.

Hi stol ogi e und | mmunhi st ochemi e zeigten a
Tumowac hstunms Sur vi vdil amtad ys @er atnumuonrianf i | tr
vor nehimlpissdi e contral adteenr aTumor en, wel che
Kombinationstherapie im Wachst@Wr gkont3.ol.lad,
Abb. 3.4 und 3.5)

Ei ne diChhitwende ©CDB3el hfil waat inoint einer ger i

Tumorgr©°Ce hagls e emre mGe s amt ¢ be(rsl.e bAébDi. & sS3s. B2 i i
Forderung nach Er wei tecde Imnmo rbsztwa g iEwrggs® ndzwrnah
| mmunoscore besteht Naachtorcad eint wla® regie Mamk e r
Pol ari si er dinrgftivnatdiio®il Lche umorlad mpma rl tmmuent s
einer enmesBraognose in CRC korreliert. Wi e
gezdi, wi es di e Zusammensetzung des
Il mmunkompafr¢in mEmmesse hi edener Enftumodteen (u. a
Bl ase, Brust, Ov-ddalRemi @iere nd dpf rhecgmedist i sc hen
Weratuf al st eetF\bMais s f k% tS4olPe n

Das n der vorli egemmdeKno mbi maitti onst herapi e i
i nduzi erkemdarmwinmesntnelbbend COB8 | | en zytol yti s
Aktivit?at auf , nachgewi esen( ¥Wlu.r cKa gletn2 IMar k
Abb. 3.4 ODBICTRwB) daelns di eAntHiaupmo( &ll d en

st anideafrfdect or cel |l s i nil)ftuenor ad harhefti,gbdeematapy
Perforin unTdunGrraznezilylyagni &k 9daean, wenn sie dies
MHC pra2asentierte @Sukmenapti’®@e®ie Nachweis vol
Granzym B1i mweti s apytodiyrddks cheerung und C
Differenzierung des intraskiononr eathieemr d enmmaim k o
Si gknanigtier i nger en Tumorcvhaacbsbhem besseren OV E
sur vi(wal RBblBemer kenswerterweise konnt en n e
vornehim i Tlhmoren kombiniert therapierter Ti
(s. .Abd unhle 3mi5n i skee] mioyddeg efnéer Enddi f ferenz
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stebite Desminexpr essnian pk or#iekldimgratnt iTment en
und zeigte sich 1 n Tumor enmy oaglasn &y nsztwatld ougm s ¢ h
gugestreiftes .Nlssk&abbdbwesh@asbha@ ngi ge Abt ot e
von Tumohkzebhlbeninduzierte diai el gmbenati on:
Enddi fferawencirfufngr e n Zied riDesimiiRiMBowiee s e n
cberraschender wei seVokaeimenfgles i mgecrhetst her api
Vor angehenBlr ahuami¢R®l oekren und bSchcihlrhdaadshs n e s
sich bei dem deri fiheogeanrzerr Zedd eon zRBRMSE unde
| i egendheanniMentus um Sene?z¥fed nkeanm cdil2itlmel.

Ri chteua miglrAnt woaltar nEMEBat ¢ EMind UdNEri ngeres
Tumor wachbetdurmen eisnzdeunzz usreth eeam denrt ranucl ear er
Lokal i saRtrioolni fdeersatsp-dP & s meerrk esrer mehrt en Expr e
Zell zyklusregul ator s und plB¥fhfeowiupredsor pr
ver minderten Expression H#&£! P¥3edidfeheriant i on
unserer Studioankio @mMNiFeemd iFrMdsnatns pr echende Mar
und Wachst umsianr e AR @ I4&truurmegnviintdruoz,i ewe e i eine
Bl ockade Utoot ZFNFFsNé ne Seneszenzentwicklung
TNBbestrahlungsabh?2ngi g au,si Twehmokozneblilneant iforn

mit oeFNektiver in der SemnkeosmeiniibMEdkmiiton a
(Daten nicht TeBielst d iad $2eel UaMISeNVHLYr ophagen
k°nniem umnse&ntradie als Quelle des iTNBunmodul

ver mutet.!°¥#eFoNddendlair ch den eindeutigen Nachyv
Phanot wwelNkZel | Bhpundoil-Zel liem deéwmr clhil 2

Tvl-pol ari si esretzen DB . Zyt dKBmed okFoNMint en
unabh@ngiygolVygtliZelAlken na¢c¢hAt Sti mul aat2ooao0ndur ch
|l okal e Radiotherapie TumoriAgesddiemf euenBSiearesa
was die Antitumo'TZel édveadtiat e nadQ'B%3t .

I m Kontrast THuwmas ezlecihgetre nTiee ruen,i moela¢h behand
worden ,gaer engzerlenfT |,k nami Mar ker zyt oRBPytisch
und k Mané&myogerEemdidemzi er ung. I n keinem dc¢
monot herapierter Tiere waren histologisch

mehr kerni ge Myozyuneiat euakrkaednenhhergperrte
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abgesehen von aviemerge Tumdrrr,at umor mé et el, mmunKk
ebenso i hre nichtbestr avellcrh eCd werdti egrligladht ani t v
behandel t wo rpd eérs e wberiennebefper i nger eat umor al e
Infiltration du¥lc.h 3 .mmun,zeAbben 3.4 und 3.5)
| nder mol ekul arbi®éogingalmdamu médnal gr Il mmunko
zei gtiec h ei ne HxopmoegsesnieonZev o m e NKpitror gé hen
Tumor en. Direunddi chitfefse meTrzea lelritrefsitléburad e v on
UTLYymphoawytesremumhodker M2asf, wkdmhien atiieons
therapie er.halten hatten

I n Tumor en all er Therapmmidadred ppedpdicenmmatt gmp i
NkZel |l rezepKG2DPen&dNKG2E, NKp30, NKEpa61 CD22
det ekt iDearsen.gef undene Ob-Br 6 fsfubcghgeenrm aenride r

zyt ol ¢t iAskcthi vi erung daNrkZ e lnlteemat umdr asleernz ein
|l 1 2Ver f ¢gbar keVnnglvorawuas. 1, Abb. 3.7 und Abb.
NKG2D bindet eMHEShindd whieerMol ek¢l e ((iMItCA u
auf -ZNeK laaurd GiT-Zel | eMakr oph&£dPS8AET uzmw f iunndde n
aktiviert deren zytollYtDieehrrevE&EiNK&RDrfunkt
Rezepfgrs Tumor ¢ber waechmtumagl luendi$iINKG2DC.
Ligden MWICA undsiULBPh2udoml autfi schen Zel |l en
MHG-2 hnl i che *Md?&Nk’Bledrer zyt oAktigicbemng war
vermutli chghbeddhodiel BAaagge b ot i n Kombination
abhanrgAikgtei vi er 8'n fVkZeDI516en an-SelretliFoNy im TM
bet elitfP ilyBedmmei nsam mint aldlesn e oNekekd 6 KGR2tONN

. ber ULBP1 an der Ly sk e ti enihliedpg eegrud ndeerren di
zyt ot oxi sche AkitNKZetl2hte nwuchfise@'BSTumoren all er
Therapiegruppen exprimi retD& CKpBAl suggygel chbi
DCRei fung bzw. Ly s e uunnrde isfoe rs pDeéZse-Piii nsdouhzeige rTt
er me gi4itctidnn der*NKEX@I3I0 Ph2anot y-pi elrktemumkt bDrCe r
wirkt nachzpkotekesaoahgauf nichtdifferenzier
die Sekretion vOdi d FAys ruenidf uTnNgF voml-DC, wel
pol ari sap &t itvee aldmmu n an tkvonrnté hi &PRuGzl earlesn | i ne ac
Mar kernl 7 ¢ZelTheim &lolnen gTeunionrdeenn.6>@Bil @& nwei st
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auifntrat uihdr phreduzZebebmsdet § vomhmembypy hi n,
wel che wi e zuvor -lRe zieth-HeaT | cewnr chonlvler t i er t
k°nn?@n?5F¢r di-Eekl TSubpopul ati on i st CD161
Tumorinfiltration dur amsovhesmdlei Mi gahd maqi gae
I n keinelm a@Qdw@mrcbbenfall s untersuchte NCR N
i st ein auf-Zakti ewnidleZredelnenNKzu f i ndender Reze

MHGunabh?3ngi g t umoidl 34°i’Béa & Wi ekt. det ekti
Oberfl @achenmar kerprofil suggerieZel ITaamor i n
swiwverschiodhadebdlbpopul atwelneme i n w@ler Lage

Zytokine zZu sezer niD&Ce o s sutnadl k ¢ beeiMiZeeNKa dapt i

| mmun arrewanrztu P4t 4°& n .

ImGegensatz zu der unter den Elxhpereapsii eoghr uvpopne
NKZel | r ezepunmntregresncemi,e@iodne nistseblgdrct daet ekt ngrten
intratmm@MRelpeert oi res in Abh2ngigkei't von
deut |Dacsh nt r at uTMORMRIe® er tnoaicthe al | ei-lni /2 r N H S
Therapie wies die geringbhel 8ren alee uRadil ot k
induzeentem2Ci g RBMWRepest olia e mi t bemer kens
i ntensiverer Expression i nTfwmemoeimestdiadl!| t
kl onal e Expansi onUbeTiZreikKd omengezie d @t dur ch
Expression von n3irnagluefiiePredallkesn voweMeéheedij e
Kombinati onstherapi e deireh aglrt®e(nt eh avtiteelnf,a Iwi eesxe
Ket aer . Die im Vergleich zu Tumoren von M2
h2aufigste unHKx pdreeustsbinocniEs ng | e Pedaikiesl owmiad £ a uf
Expanstiuvomant i genspezi friTs,eyhmpla& zlyivre eDratreg, b e r

hi naus l i eCen sichntimaliapsioleatneTrvadn wk cemba o i
therapTieetaem h2ufigstenUiZeKéminebhmi at er al
ebenb¢Taumagrirnffiilntdreant.i on

Der Gr oCtTeuinho rweéd rc h e l okal e Radi ot herapi e
exprimierrKent i TRAV.DLOe) Expression war in T
Ma@usen, welche die Bestrahlbubhg enh&lbménnhai
deutlicher als intfemapeér Vvestr ah®RWYd M2 us.
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exprimierende |li rkvdrlieantT rcagttinma s AKTMI bi NKdp 4
NkZel loeul-Zel | en -lu/ndprlolduzi-2e-BinlWseeat skFléin T
Komparti went hed 2rHiinnfelru sl dl-Kiormpeairmiti Thkeonver t i er
wer den Wiaenn.chon vorher gezei potsekemmemrieNKT
DGRei fung ver mitTz2dmMt iunddnigt a?axef

Bestrahl te wunfdinmodlees MPabkt ewel che | okale Ra
systemi sscbhl12NH&r halten hatten, zeigten die
myogene Enddi feranal @éagzwbn gl audedeal deut | i chst
intratubf@ZaeKeémparti mente mit dem vielfaltig
Kett eAbscBipfadreitte Tumo rwaegernesschon -zZzarlvior mi t
I nfilumdit Pomana mgRAdrapie i n Kombtimantrampmpn mit
assozwdred®dh BPundl age detarunderZzi Eff ek ner |
wi rksdmenapdiee ilsntdukti on retilTionenp mandia@tnit wem t A
di e dann sTyZsethebmidqygtigtyizsch oder cberyl-Sekr et
Zyt omTomor koaet md 188 c?hKh?

Die in di eangrewd8Kdtheenati o« ®hindeacbakept, r ei ne
tumor ger i-Zenltlet AmeElWwo eanet sc heiEddredkd e ver mi tt
Radi ot hkearrdnpé enot Wemdi gef i | t-Zat bewi dkenohuiid
die DidermGReper teaihrPehsen Ab.B>'32R&Pevant ist
dabeialvioem di esysatdekitsuuonmearspezi f,i swiheer hiTeCrR
sicht bapr admirrcehnt e SS,i ndjil @ @®wefakei nen monokl on
eines antigensgieegiéndem Kkxpmas(zscBl i BRERAVW 9 as
(Abb. ®Bnd8TRAVADIBG. P.B3°4 263. 452 kabensde-lT

I nf i Ift°rradte rdrmtswma r s pe zdd-HAfsicue g nstigen. Es Kk
da$ormen eines . bergangs ¥dan heinn ezrur i nandaatpet
| mmunit®2aifAd das Bedibrechral gegehn den efiumor
Tvl-Pol ari si erung des i ntratumor ardidn I m

Neutral Repoil aniimmwenmrunmpr i mi ereneedgs-1IRlakt or en

oder DOTGEMuUnNantvveoarnti?t4°8 IDennucdade |l nduktion
t umoprgeener T-Zel | en kmnneinem i mmunsuppri mi
t umor begy¢ npsotliagreinsiiMEr t B ar vor ¢bergehend Tum

vermittelen Erkd raing f c;bsdopalSelitem#fielte A
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I n diesejedSotcuhdi fonnéeaduwunge Wemnm wl okaler Rad
kombini ert Mull-t mmuresnt | Mul | efldmMd®en | aMHS r i st |
Tumor kontrol PeDiieddemarealeen. Wi rksamkei't des
deut | iUbHT&Zr-Kbmparti ment svel mmgmnidiableiinnuder

Zyt ot oxiDBiUtbaTiZe |l leengr ¢ndet :-128nh & tkwsisiLt e n

THl-pol arj st embeg €pulbidtyenp hozwtseaiemmen -mi t NK
Zel |l emUTluZned gemwm Ce MEBRMSeenzer nGemennsam mit au
Tumorzellen bestrahl ohgmalikNSFmmti @ d$o0 el gksaet

systemisch uShedn eTsuzmeorr zrveegrendi st iweem d e n

Das glsi t tCDRBagmentl 2ngenanal yERReprtrdros ueht
i ntrat wnibZeallteerngt we si dgiafrf er ent i m Vergl eich

TherapiegnuppenanlasnRezepReper tdemr esnt ersuchte
TCRBZellehn Tumorsenvahl| 8MF uTher aspiiehigmn uppen
ver gl ebrcdsiRtag er v o Yoren du-Kve t tEesn .kiammu mor en al | er
Tierepozdwkl &xplae ssitoanr ker ,I nhenweit dénd auf

unspezifischkegAikZe lvliem usdhgrch Zytokdee und N
Tumoren ei,newedlcilee &Ko mbi nati onst hewaapine er h;
h2aufigpltemPkmkesgdoCsche ExppmreKdéstitogn) mex r t

wor den al s i n anderennzBdmer emonokl| onal e
ver schiVa-dent&kemnt en i n Tumoren aller M2 use
Therapie det elRitBErprne sweiVYddreundcelR-K et twaamr i m

Ver h2 | tsntiasrWKee8lix pr essilemd ag é f eviilgSe ghhaesnt war

I n kei namt edresgulTauhmoea re n zuDifeisnd@umshp 2t er I m

Sequengheargrch falf®l pchimidKgt alesn Y&llekti ert e
Keteekl|l ESequencingdaten ni.elhysiTel bgdsebeweA
Vil- und U28egment e von den haudld §23e¢-lein hum
Subpopul ati oneNVy9d2dLympboizyitekulieren I n
Peri phell iTZ&el | &n expri mi eNeKnetdiene maarhieanb leei 1
GroCteil der | ELd@luusmournsdb esrpwiaeclheunn gi nei ne wi c
Eine weéeZe¢Urmrpopul ati on,i3-Wek tke mMmTCRYIi ner va
VyKeteepri miserav,oem in der Leber oder bei |
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I nfekten in der Pefdi ph &Kaipelt.2011ld2t ekti er en.
Di eetDekti on breiter TCR PRelp2erltlioeinr ebseii nM?2ruast a
all er TrhiepmerielgPh sdit e Eantsitgeshpudnaysch akti vi er
8l mmunkomparti ment edeurnabhé mégfeng@/iyeo ns c hon
bei der AMNKEgbker @dzepéomgseuageger i er tf rdihees ei n
Tumorinfdut c htniecaindtapt T Ko mpar ti ment |, dem ¢
oUl-Lymphozyten RhgedAlP®n e An tRetl uamzoar v o n
oulr-zel l eniinstdewi aVi r ksamkei t Ngepeémsewesn ¢ hi ed
gr qzC. BeHl asmozyt omen,Ldwkprhioemenund dem Neuro
(s. a. 110208put ch) i hre polyspezifischen Er k
pl ei otropen Ef f ekd oTrLwengpeh o wy t dn denn ent sch
Stell enwer't i n der Tumor bek2mpfung und i
angebourdeadaptmoeemmAntttu z8ygé€s Pt ochen.

So wax@-hymphozyt eunnser em ModuentlEeirmét mgs!| ivom
NHY L12 an der SiktkiZetobmhdem oUpoertaedi®PPilgN .

| 412 beg¢dasmobgtnfiltration unmndr-Zelrfbefn f er at
Il ntrat o@eZredlkeennen MakrophagemabeRrwité ez @ewnot
gezeigt dasePhbsngbP@und CDEF-Zell en Antigene
pr2sentSioerknrmé&bhy mphozyten neben einer schr
i nnate | mmwnentdwer tZyt ok ilnpNeo deknt i}jobne rypoam g z

einer star kfemfTianddmmi viemt 2 t85-%Ber ei t en

Insgesamt i st aus den iBie fduinedsedmre iaAbrelng i td agez e
di es e mo rThwontkd In e l angfristoargkoatfrektievenuTunmmi
Kombi natg ysnt eamiGa bk etvuoormoger i MHS ¢ tuéhd o kral e

Radi ot hgeergaepbheen niwcalrt j edoblkedmet kompDoineent en
nach Kombinati onstTuemoarprsesg roee rnviuctdte | o @r ¢ bei
CD8 zytolytische Aktivierung der deut
| mmunkompartiemente sondig-Zynt akichpgbdukmasasi
tumorinfil tfruinedd eGBORT-ZED4eiM-Zdlen unZelNKn

bewir ktoppal e Effekte waren durch eine syst.:
I nduktion von Sensezenz undelEhendi dhaedlezi ENuU
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nach Bestrahlung aus TumUbirzelziear f rwongesre.t z
Fer die Therapie von RhabednomYeosmlr&koimem tnea

mittl ernmeigf@al mage I mmunt herapeut, sdihe miotn z e
unt er schi edl ilcamegnh rB rsfta lge e M o inko°r nkridenatsr oZli | ed

muss dabei nicht notwendigerweise die | oka
eher eine |l angfristumge MgtsdemasemlkeodTumaoll e,
l angfristiges | Gembekekr ahk uretd®neér nPigel §°c ht .
hier besprochenen Ergebni sse zei gen, dass

Radi ot herapie mit- k$¥&tbemiesicnhewi rNKHS mer mu |
Ansatzsysséminneuhar mi t t el t Tumorkontrsolel e zu

empfiehl sosfi ¢r dii ek [Ainnmiesnaddlhuenrg Setti ng.
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Zusammenfassung

5Zusammenf assung

Patienten, bei denen (eRIMSB )eRshtagbedsotneyllistad vkimrind
einer schlechten Prognose konfrontiert. Sta

und chirurgische Tumorer elsa&rkdfioingt ikyen nBunmok

induzierdmahrbagb®rl eben | iegt unter 25%.

Vielversprechend sind multimodale i mmunst.i |
di e ei ne l angl ebi-Tguemo ram@amit i & te Anablieren
Tumor kontrol I-e2dpothresnettes | mmunkompart.
Monot herapie bereits beim RMS gezeigt. I n
untersucht ob di e -K@mbumdatil ok alaesurs HBestr a

Kombinationstherapie des disseminierten RMS
|12 wurdeeumal bwertszeit zu erh°hen und di e
Fusionsprotein gegehbteink,°lbdaes e &dtesr eHimeanm nAner k
undndifeunkti onell en -D»mwmsnemni ees$ IWwurde. So Db
Konstrukt ¢ ber adeedinenkri kt°irspcelren Areal e des
nukl ®&NAefrei gesetzt wird.

I n NSG M%us¢éeberditDB8Mmzel | emaneisn | mmunsysten
erhalten haitplsin,ervadr duiemrd contral ater al humart
appi zi eritn. BNevrehnd!l ung mit | okal er Bestrahl ul
systemi scher Gabe vo#d2t wmodg@ger idd ket eltuemo rleL p
und das i ntratumoral induzierte | mmunkompa
Die Analysedaten zeigen zweifelsfrei, dass
1. nur Klombi nati on aus slyls¥ca me s cumedr | K& | e
Radi ot her appi @t emoaeal en | mmmuintk omelhfs it Vi ere n t
T-Zel l infiltrationRepmrdt dirreent & e dieECiRe rd as
systemi s caef Kdiosnte sowi e ei ne NkiZzat kenl nf i
undur-Zel |l en aufzeigt.
2. die kontralater al ni chtbestrahlten Tumor
me hr alesstdriaehl i en Tumor e, I nfilt-ration
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Zel l komparti menzeighdenNK Zel |l en

3. Tumor kontroll e dur ¢ler mimdud ketm o WVa cvhest u ms
(Seneszenz) und Enddi fferenzierung der
guergestreifte Muskel zellen nur dur ch ¢
Kombinati onsthelrlap2 euwvadnl|l NHSI er Radi ot h
wur de, ni cht abeker dhieichenei hleer api everf
Monot herapi e.

4. Wi r konnt en schlieClich zei gen, dass
verbessertes Gesamt ¢(ber4elbrefni Imirtat venmeh
myogener Enddifferenzierung korrelieren.

Dami t guakthf iddiceanrbti natii on aus |l okal er Rad

systemi sclhlelcaNéiSal s ein herausragend effizi

der

cber ein TH1 pol ar @snidergtee ST uimmmkmony s toeé 1in e
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