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1. Einleitung 

1.1 Differenzierung und Funktionalitätserwerb humaner NK 

Zellen 

Anders als lange angenommen, haben NK Zellen ihren Ursprung nicht nur im 

Knochenmark. Auch in sekundären lymphatischen Organen und primär nicht der 

Immunabwehr zugehörigen Organen wie Leber und Uterus findet die Entwicklung 

und Reifung von NK Zellen statt. Organabhängig bestehen immunphänotypische 

Unterschiede (Freud et al., 2005, Vacca et al., 2011, Moroso et al., 2011). Beim 

gesunden Individuum sind 5-15% aller peripherer mononukleärer Zellen (PBMCs) 

NK Zellen (Claus et al., 2009). 

Durch die Anwendung der Cluster of Differentiation (CD) Nomenklatur, die die 

Expression von Oberflächenmolekülen auf Zellen beschreibt und zur 

Klassifizierung sowie Identifizierung von unterschiedlichen Entwicklungsstufen 

und Zellpopulationen dient, lässt sich die Differenzierung der NK Zellen aus 

CD45+ hämatopoetischen Stammzellen (HSC) detailliert beschreiben. Wie alle 

Leukozyten gehen auch humane NK Zellen aus Lin-CD34+CD133+CD244+ HSCs 

hervor. In einem ersten Differenzierungsschritt geht das Megakaryozyten und 

Erythrozyten Potential verloren und es entstehen CD45RA+ Lympho-Myeloid 

Primed Progenitor cells (LMPP) (Luc et al., 2008, Akashi et al., 1999). Durch Zell-

Zell-Interaktionen mit Stromazellen entstehen daraus lin-CD127+Sca-1+CD117+ 

Common Lymphoid Progenitors (CLPs) (Kondo et al., 1997a).   

Aus CLPs können sich neben B- und T-Zellen auch innate lymphoide Zellen (ILCs) 

entwickeln (Kondo et al., 1997b, Vivier et al., 2018). NK Zellen bilden zusammen 

mit ILC1s die Gruppe 1 der ILCs (Spits et al., 2013). ILCs und NK Zellen besitzen 

beide die Fähigkeit zur IFN-γ-Sekretion. Sie können anhand ihrer 

unterschiedlichen Abhängigkeit von Transkriptionsfaktoren sowie ihrer 

unterschiedlichen Expression von Oberflächenmarkern unterschieden werden 

(Vivier et al., 2018). NK Zellen sind in ihrer Entwicklung obligatorisch auf den 

Transkriptionsfaktor EOMES, aber nicht auf den Transkriptionsfaktor T-Box-

Transkriptionsfaktor TBX21 (T-bet), angewiesen (Simonetta et al., 2016, Daussy 
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et al., 2014). ILC1s benötigen hingegen zwingend den Transkriptionsfaktor T-bet, 

um sich zu entwickeln (Klose et al., 2014).  

Der früheste definitive NK Zell Vorläufer kann über den Oberflächenphänotyp 

Lin−CD34+CD38+CD123−CD45RA+CD7+CD10+CD127− charakterisiert werden. 

Diese NK lineage-restricted Progenitors (NKP) finden sich neben dem 

Knochenmark auch in fetalem Gewebe und Nabelschnurblut (Renoux et al., 

2015).  

Voraussetzung für die Differenzierung in Richtung NK Zelle ist das richtige 

Mikromilieu, das neben Stammzellfaktor (SCF) auch FMS-like Tyrosine kinase 3 

Ligand (FLT3L) und Interleukin-7 (IL-7) beinhaltet (Di Santo, 2006).  

Für die die funktionelle Reifung und das Überleben der NK Zell-Vorläufer ist IL-

15 obligatorisch, weshalb der Erwerb der Beta-Kette des Interleukin-15-

Rezeptors (IL-15R = CD122) Voraussetzung für die weitere Differenzierung ist 

(Becknell and Caligiuri, 2005). Im Stadium der immature NK cell (iNK) geht die 

Oberflächenexpression von CD34 verloren und sequenziell werden aktivierende 

Rezeptoren wie NKG2D, CD335 (NKp46), CD337 (NKp30) und CD161 exprimiert 

(Freud et al., 2006, Grzywacz et al., 2006, Perussia et al., 2005). CD161 wird 

neben iNK- und mNK-Zellen auch von natürlichen Killer-T-Zellen und γδT-Zellen 

exprimiert und ist daher kein spezifischer Oberflächenmarker für NK Zellen.  

Zu diesem Zeitpunkt zeigen die nun als reif bezeichneten NK Zellen (mNK) die 

stärkste CD56-Expression (CD56bright). Charakteristisch in diesem Stadium ist 

eine bedeutende Produktion inflammatorischer Zytokine bei niedriger 

Zytotoxizität (Cooper et al., 2001). Obwohl CD56bright NK Zellen nur ca. 10% aller 

NK Zellen im peripheren Blut ausmachen, sind sie die Hauptquelle von NK Zell 

abgeleiteten immunregulatorischen Zytokinen (Cooper et al., 2001, Jacobs et al., 

2001).  

Im weiteren Verlauf kommt NKG2A als inhibierender und NKp80 als aktivierender 

Rezeptor hinzu (Vitale et al., 2001, Welte et al., 2006). Die Herabregulierung von 

CD56 (CD56dim) und die Expression von CD16 folgen und gehen mit einer 

Zunahme der Anti-Tumor-Zytotoxizität einher (Jacobs et al., 2001). Es gibt zudem 
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Hinweise dafür, dass CD56dim NK Zellen auch direkt aus iNKs hervorgehen 

können (Mace et al., 2013). Der finale Reifungsschritt wird über die Expression 

von CD57 definiert. Diese NK Zellen zeigen kaum Proliferation und haben 

gedächtnisähnliche Funktionen (Kared et al., 2016).  

 

Abbildung 1: Humane NK Zell Entwicklung 
Idee übernommen von (Abel et al., 2018) 
 

Anders als B- und T-Zellen sind NK Zellen in der Lage, auch ohne 

vorangegangene Sensibilisierung direkt gegen Zielzellen, wie etwa virusinfizierte 

Zellen, Krebszellen oder seneszente Zellen, zu agieren (Kiessling et al., 1975, 

Vivier et al., 2008, Wu and Lanier, 2003, Antonangeli et al., 2019, Biron, 1997). 

Der Missing-self-Hypothese folgend, führt das Aufeinandertreffen von NK Zellen 

und MHC-Klasse-I defizienten hämatopoetischen Zellen, die auf diesem Weg 

versuchen sich der Immunantwort zu entziehen, zur Aktivierung der NK Zellen 

mit anschließender Lyse der Zielzellen (Trinchieri, 1989). 

Insbesondere CD56dimCD16bright NK Zellen setzen nach erfolgter Aktivierung 

zytolytische Granula frei. Das darin unter anderem enthaltene Perforin bildet 

Poren in der Zielzellmembran und ermöglicht das Eindringen pro-apoptotischer 

Serinproteasen (Granzyme) (Smyth et al., 2005, Lieberman, 2003).  

Neben ihrer direkten Anti-Tumor-Zytotoxizität können NK Zellen, allen voran 

CD56brightCD16dim NK Zellen, über die Freisetzung von IFN-γ weitere der 

antiviralen und antitumoralen Immunität dienende Effekte vermitteln. Hierzu zählt 

neben einer vermehrten Makrophagen Aktivierung (Nathan et al., 1983) auch die 

Verbesserung der Virus/Tumorerkennung. Ursächlich hierfür ist die gesteigerte 
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Produktion und Präsentation von Haupthistokompatibilitätskomplex Klasse-I 

(MHC-Klasse-I) und MHC-Klasse-II Molekülen (Rosa and Fellous, 1988). 

Darüber hinaus ist IFN-γ entscheidend an der Differenzierung und Aktivierung 

zytotoxischer CD8-Z-Zellen beteiligt (Maraskovsky et al., 1989). Hierdurch üben 

NK Zellen als Zellen der angeborenen Immunität eine Brückenfunktion zur 

Einleitung der erworbenen Immunität aus.  

 

1.2 Differenzierung und Funktionalitätserwerb muriner NK 

Zellen 

CD56 oder ein eindeutiges Korrelat fehlt in der Maus. Im Moment gilt hier das 

Natural Killer cell protein 46 (NKp46, entspricht CD335) als spezifischer NK Zell 

Marker (Walzer et al., 2007, Barrow et al., 2019). Der NK Zell Anteil an den 

Leukozyten beträgt im Knochenmark von C57BL/6J Inzuchtstämmen 1-2% und 

in der Milz 2-3% (Grégoire et al., 2007). 

Der Hauptteil muriner NK Zellen entsteht in perivaskulären KM-Nischen aus Lin–

Sca-1+CD117+CD48–CD150+ HSC (Boulais and Frenette, 2015, Challen et al., 

2009). Wie im humanen Organismus entstehen daraus zunächst LMPPs die den 

FMS-like Tyrosine kinase 3 Receptor (FLT3R = CD135) exprimieren (Adolfsson 

et al., 2005b). Im nächsten Schritt geht das myeloische Potential verloren und es 

entstehen CLPs (Adolfsson et al., 2005a, Arinobu et al., 2007, Kondo et al., 

1997b). Der Transkriptionsfaktor ETS-Proto-Onkogen 1 (ETS1) ist dabei an der 

Zelllinienspezifikation in Richtung NK Zelle entscheidend beteiligt (Ramirez et al., 

2012). Murine CLPs werden über den Zelloberflächenphänotyp Lin−CD127+Thy-

1-ScalowCD117LowCD135+ definiert (Kondo et al., 1997a). Unter dem Einfluss des 

Transkriptionsfaktors NFIL3 geht das B- u. T-Zell-Potential verloren und 

Lin−CD117-CD27+CD244+CD122−CD127+CD135- pre-NK cell Progenitors (pre-

NKP) entwickeln sich (Fathman et al., 2011).  

Mit der Expression der β-Kette des IL-2-Rezeptors (CD122) entstehen 

Lin−CD27+CD244+CD122+CD135− refined NK cell Progenitors (rNKP) 

(Rosmaraki et al., 2001, Male et al., 2014). 
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Aus rNKPs werden bei supprimierter Protein-E-Aktivität iNKs. Verantwortlich für 

die Suppression der Protein-E-Aktivität ist der Transkriptionsfaktor Inhibitor of 

DNA Binding 2 (ID2) (Yokota et al., 1999, Boos et al., 2007). Murine iNKs 

besitzen geringe bis keine Zytotoxizität und sind unfähig, IFN-γ freizusetzen 

(Rosmaraki et al., 2001). Neben den grundlegenden NK Zell Markern NK1.1 

(entspricht humanem CD161), NKp46 (CD335) und DNAM-1 (CD226) 

exprimieren iNKs auch inhibitorische Rezeptoren (Kim et al., 2002, Goh and 

Huntington, 2017). Dazu gehören neben CD94-NKG2 auch membranständige C-

Typ-Lektin-ähnliche Rezeptoren aus der Ly49-Familie. Diese verhindern eine 

vorzeitige Aktivierung der NK Zellen im KM (Raulet et al., 1997). 

Der Erwerb der Oberflächenproteine CD51 (Integrin α-V) und nachfolgend 

CD49b (Integrin α-2, DX5) aus der Gruppe der Integrine markiert das Erreichen 

des Stadiums der mature NK cell (mNKs) (Kim et al., 2002, Arase et al., 2001). 

CD43 (Leukosialin), CD62L (L-Selektin), CD146 (MCAM), CD160 und CD11b 

(Mac-1) sowie verschiedene inhibierende und aktivierende Ly49-Rezeptoren wie 

Ly49A, Ly49C/I, Ly49G oder Ly49D kommen im weiteren Verlauf dazu 

(Chiossone et al., 2009, Kim et al., 2002, Zafirova et al., 2009, Peng et al., 2013, 

Despoix et al., 2008, Tu et al., 2015). Der Killer cell Lectin-like Receptor G1 

(KLRG1) Rezeptor wird von mNKs nach Migration in sekundäre lymphatische 

Organe exprimiert und dient als Seneszenz Marker (Huntington et al., 2007, 

Robbins et al., 2004). 

 
Abbildung 2: Murine NK Zell Entwicklung 
Idee übernommen von (Abel et al., 2018) 
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Es konnte gezeigt werden, dass anhand der Expression von CD11b u. CD27 eine 

Einteilung von mNK´s in vier konsekutive, funktionelle Stadien möglich ist: 

Sogenannte doppeltnegative CD11blowCD27low NK Zellen entwickeln sich 

konsekutiv über CD11blowCD27high und anschließend CD11bhighCD27high zu 

CD11bhighCD27low NK Zellen. Wichtige Gene, die für die NK-Zell-vermittelte 

Zytotoxizität verantwortlich sind, wie zum Beispiel Granzym B und Perforin, 

werden im Verlauf dieses Reifungsprozesses hochreguliert und führen zu einer 

Zunahme der Zytotoxizität bei gleichzeitiger Abnahme der Proliferationskapazität 

entlang der vier gezeigten Entwicklungsstufen (Chiossone et al., 2009). 

 
Abbildung 3: Entwicklungsstadien muriner mNK  
Nach (Chiossone et al., 2009) 

 

1.3 NK Zellen in der Stammzelltherapie 

Die Entdeckung und Typisierung humaner Leukozytenantigene (HLA) 

ermöglichte die Etablierung eines neuen, kurativen Ansatzes zur 

Leukämiebehandlung: Die allogene hämatopoetische Stammzelltransplantation 

(allo-SZT). Hierbei werden nach Konditionierung des Empfängers 

hämatopoetische Stammzellen eines Spenders infundiert, der eine sehr hohe 

HLA-Kompatibilität zeigt.  

Das Rezidivrisiko nach einer SZT variiert je nach Patientenrisikoprofil und HLA-

Kompatibilität. Kommt es zu einem Rezidiv, kann nur noch selten eine langfristige 

Remission erreicht werden (Bejanyan et al., 2015). Rezidive sind daher für die 

meisten posttransplantären Todesfälle ursächlich (Styczyński et al., 2020, 

Horowitz et al., 2018). Die effektive Beseitigung der nach Konditionierung noch 
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im Empfänger verbliebenen Leukämiezellen (minimale Resterkrankung) ist für 

den langfristigen Therapieerfolg entsprechend obligat.  

Hierfür entscheidend ist der sogenannte Graft-versus-Leukemia (GvL) Effekt. 

Dieser antileukämische Effekt wird durch Immunzellen des Spenders vermittelt 

und wird in erster Linie durch T-Zellen und NK Zellen getragen (Jiang et al., 1997, 

Truitt and Atasoylu, 1991). T-Zellen sind gleichzeitig jedoch für die Entstehung 

der Graft-versus-Host-Disease (GvHD) verantwortlich und machen den Einsatz 

prophylaktischer Immunsuppression nach SZT erforderlich (Zeiser and Blazar, 

2017, Yu et al., 2019). Anders als früher angenommen, zeigen neuere Studien 

an Mäusen und Menschen, dass NK Zellen nicht nur nicht an der Entstehung 

einer GvHD beteiligt sind, sondern dieser sogar aktiv entgegenwirken (Murphy et 

al., 1992, Ruggeri et al., 2002). 

Verantwortlich hierfür ist die Alloreaktivität von NK Zellen zwischen Spender und 

Empfänger (Ruggeri et al., 2002). Alloreaktive NK Zellen besitzen die Fähigkeit 

antigenpräsentierende dendritische Zellen des Empfängers abzutöten 

(Meinhardt et al., 2015, Ruggeri et al., 2002). Diese präsentieren Alloantigene 

des Wirts und können dadurch eine T-Zell-vermittelte GvHD auslösen (Shlomchik 

et al., 1999). Alloreaktive NK Zellen sind zudem in der Lage, alloreaktive T-Zellen 

direkt zu lysieren (Olson et al., 2010, Ruggeri et al., 2002).  

Die GvL-Effekte von NK Zellen sind vor allem in der frühen posttransplantären 

Phase entscheidend, da NK Zellen von allen Lymphozyten nach Transplantation 

am schnellsten rekonstituieren (Niederwieser et al., 1987). Obwohl normale NK 

Zellzahlen bereits einen Monat nach Transplantation beobachtet werden können, 

ist ihre Fähigkeit zur Lyse und Zytokinsekretion in dieser frühen Phase noch 

beeinträchtigt (Foley et al., 2011, Pittari et al., 2010). Auch ist das Wissen darüber, 

wie unreife NK Zellen  Leukämien erkennen und eliminieren, bestenfalls gering. 

Das Verstehen der Funktionalität unreifer NK Zellen ist daher für die Optimierung 

des NK-Zell-vermittelten GvL-Effekts unabdingbar und begründet die aktuellen 

Forschungsbemühungen der AG André.  
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1.4 5-Azacytidine 

5-Azacytidine (Azacytidine, 5-AzaC) und 2´-Deoxy-5-Azacytidine (Decitabine) 

wurden ursprünglich als Nukleosid-Antimetabolite zur Behandlung der akuten 

myeloischen Leukämie (AML) synthetisiert (Sorm et al., 1964, Cihák, 1974). 

Azanukleoside sind bei Raumtemperatur (20°C) instabile Substanzen mit einer 

Halbwertszeit von 37h (Azacytidine) bzw. 96h (Decitabine) (Stresemann and 

Lyko, 2008). Beim Umgang mit ihnen ist entsprechende Vorsicht geboten. 

Bei 5-AzaC handelt es sich um ein aus Streptoverticilium ladakanus isolierbares 

Cytidinanalagon (Bergy and Herr, 1966). Nach intrazellulärer Aktivierung zu 5-

AzaC-Triphosphat erfolgt der Einbau an Stelle von Cytosin in die RNA. Es 

entsteht außerdem 5-Aza-2´-deoxycitidin-Triphosphat, das für die DNA-Synthese 

verwendet wird (Li et al., 1970). Daraus resultiert eine Hemmung der DNA-, RNA- 

und Proteinsynthese. DNA-Schäden, Zellzyklusarrest und Apoptose sind die 

Folgen (Li et al., 1970, Veselý and Čihák, 1978). Neben seiner direkten 

zytotoxischen Wirkung vermittelt 5-AzaC seine antineoplastische Wirkung auch 

über die irreversible Hemmung von DNA-Methyltransferasen (DNMT) (Friedman, 

1981, Jones et al., 1983). DNMTs erkennen Azacytosin-Guanin-Dinukleotide als 

Substrat. Die bei der Methylierung entstehende Bindung ist kovalent und wird 

normalerweise über β-Eliminierung gelöst. Mit Azacytosin ist diese Reaktion 

jedoch blockiert (Santi et al., 1984). Die Irreversibilität der Bindung führt zum 

Funktionsverlust und anschließendem Abbau der DNMT (Stresemann and Lyko, 

2008, Christman et al., 1983, Creusot et al., 1982). Die Folge ist eine globale 

Hypomethylierung der DNA. Hierfür sind bereits geringe Mengen an 5-AzaC 

ausreichend, die die DNA-Synthese nicht supprimieren (Issa, 2005).  

Durch Hypermethylierung bedingtes Gene-Silencing kann so rückgängig 

gemacht werden und epigenetisch stillgelegte Tumorsuppressorgene wieder 

aktiv werden. Dadurch kann die Zellzykluskontrolle, die Apoptosesensitivität und 

die Ausdifferenzierung abnormal wachsender Zellen rekonstituiert werden 

(Newell-Price et al., 2000, Esteller, 2007). Die genaue Bedeutung von 5-AzaC für 

die Differenzierung gesunder hämatopoetischer Vorläufer ist derzeit noch unklar.  
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Abbildung 4: Gene silencing Mechanismus 
Idee übernommen von (Herman and Baylin, 2003) 

  

Praktische Anwendung findet 5-AzaC seit vielen Jahren in der Behandlung des 

MDS und der AML. Seit 2004 besteht eine Zulassung für 5-AzaC durch die U.S. 

Food and Drug Administration (FDA) für die Behandlung von 

myelodysplastischen Neoplasien (MDS) sowie der AML (Kaminskas et al., 2005). 

Im Mai 2022 erhielt es die Zulassung zur Behandlung von pädiatrischen 

Patienten mit neu diagnostizierter juveniler myelomonozytärer Leukämie (JMML) 

(Niemeyer et al., 2021). 

Für die myelodysplastischen Neoplasien (MDS),  bei denen es sich um klonale 

Erkrankungen der hämatopoetischen Stammzelle mit gestörter Differenzierung 

handelt, wurde nachgewiesen, dass die aberrante Methylierung von Promotor-

assoziierten Cytosin-phosphatidyl-Guanin-Inseln (CpG-Inseln) dazu führt, dass 

Tumorsuppressorgene wie CDKN2B nicht mehr transkribiert werden und somit 

eine entscheidende Rolle bei der Pathogenese spielen (Uchida et al., 1997). Eine 

Therapie mit 5-AzaC kann folglich nicht nur direkt durch die zytotoxische Wirkung 

des Medikaments wirken, sondern auch durch die Differenzierung prämaligner 

Klone, was zu einer signifikanten Verlängerung der durchschnittlichen 

Überlebenszeit bestimmter Patientengruppen führt (Fenaux et al., 2009, 

Silverman et al., 2002).  
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1.5 Vorarbeiten der AG André 

Ein von der Arbeitsgruppe André angedachter Ansatz zur Verbesserung des NK 

Zell-vermittelten GvL-Effekts besteht darin, 5-AzaC frühzeitig nach SZT in 

subtherapeutischen Dosierungen einzusetzen, um die Beseitigung der minimalen 

leukämischen Resterkrankung zu fördern. 

In einem Spender-Patient spezifischen Xenotransplantationsmodell in 

humanisierten NOD SCID IL2Rγc-/- NSG-Mäusen wurden hierfür Stammzellen 

des spendenden Elternteils und Zellen einer akuten lymphatischen Leukämie 

(ALL) des betroffenen Kindes injiziert (Kübler et al., 2014, Woiterski et al., 2013). 

Es konnte gezeigt werden, dass die Verabreichung von 5-AzaC in niedriger 

Dosierung zu einer signifikanten Verringerung der leukämischen Belastung führte 

(Kübler et al., 2014). Ursächlich hierfür war ein vermehrtes Vorkommen unreifer 

NK Zellvorläufer bei unveränderter Anzahl reifer NK Zellen (Kübler et al., 2014).  

In nachfolgenden Tierversuchen konnte die AG André zeigen, dass subletal 

bestrahlte Mäuse, die mit 5-AzaC behandelt wurden, am 7. Tag nach der 

Bestrahlung höhere Frequenzen unreifer und reifer NK Zellen aufwiesen (Kübler 

et al., Manuskript in Vorbereitung).  

Um den zugrunde liegenden Mechanismus zu verstehen, wurde im Anschluss 

der Einfluss von 5-AzaC auf die Differenzierung humaner HSC zu NK Zellen in 

vitro untersucht. Hierfür wurde ein etabliertes Protokoll zur Expansion humaner 

NK Zellen aus CD34-positiven Nabelschnurblutzellen verwendet (Spanholtz et 

al., 2010). Tatsächlich zeigte der mit 5-AzaC behandelte Ansatz an Tag 31 eine 

höhere zytotoxische Funktionalität im Vergleich zum Kontrollansatz (Ginsberg 

und André, Manuskript in Vorbereitung).  

Auffällig war zudem ein erhöhter Anteil an Monozyten im mit 5-AzaC behandelten 

Kultursystem als Hinweis auf eine Verschiebung der Hämatopoese in Richtung 

der myeloischen Reihe. In der Vergangenheit konnten mehrere Arbeitsgruppen 

zeigen, dass eine DNMT1 Hemmung eine solche Verschiebung der 

Differenzierung von HSC zur Folge haben kann (Hodges et al., 2011, Bröske et 

al., 2009). Die beobachtete Verschiebung der Hämatopoese könnte folglich 
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durch die irreversible Hemmung von DNMT1 durch die niedrigdosierte Beigabe 

von 5-AzaC Gabe erklärt werden (Friedman, 1981, Jones et al., 1983).  

Durchflusszytometrische Analysen der AG André konnten zeigen, dass die 

Zugabe von 5-AzaC über eine irreversible Hemmung von DNMT zu einer 

deutlichen Reduktion der Cytosin-Methylierung und folglich zu einer anhaltenden 

globalen Gendemethylierung geführt hat. Bei der Quantifizierung von 

Transkriptionsfaktoren, die für die Entwicklung von NK Zellen wichtig sind, wie 

NFIL3, T-bet, TOX, EOMES, PU.1 u. ID2, mittels Real-time PCR wurde hingegen 

kein Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen festgestellt (Ginsberg und 

André, Manuskript in Vorbereitung). Die AG schloss daraus, dass 5-AzaC nicht 

direkt in die Regulation der NK Zell Differenzierung eingreift.  

Eine Transkriptomanalyse des Kultursystems am 17. Tag zeigte, dass alle in der 

5-AzaC Gruppe überrepräsentierten Genklassen den Bereichen 

„Entzündung“ und „angeborene Immunantwort“ zuzuordnen waren. 

Interessanterweise gehörten die hochregulierten Gene mit der höchsten 

Signifikanz, d.h. der niedrigsten Falscherkennungsrate (FDR), alle zur S100A 

Proteinfamilie (S100A8, S100A9, S100A12). Mittels methylierungsspezfischer  

PCR konnte gezeigt werden, dass die Methylierung der Promotorregion dieser 

Gene in den mit 5-AzaC behandelten Proben reduziert war (Ku et al., 2011). 

Dieser Befund war zunächst überraschend, weil wenig über die Expression von 

S100A8/A9 bekannt ist. Wir wissen, dass die Synthese eines bestimmten S100-

Proteins in nicht exprimierenden Zellen durch eine Behandlung mit 5-AzaC 

reaktiviert werden kann. Dies legt nahe, dass die  S100A-Proteine tatsächlich 

einer epigenetischen Regulation unterliegen könnten (Leśniak et al., 2007). Ob 

dies neuartig in NK Zellen oder in anderen Zellen geschieht - denkbar wären hier 

Granulozyten oder Monozyten - war uns zum damaligen Zeitpunkt der Forschung 

unklar.  
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1.6 S100A Proteine: Regulation von NK Zellen, Immunantworten 

und Tumorwachstum 

Die 1965 erstmalig beschriebene S100A Proteinklasse umfasst saure Proteine, 

die Kalzium binden (Moore and McGregor, 1965, Niki et al., 1996).  

Die Calgranulin-Untergruppe besteht aus S100A8 (Calgranulin A, Myeloid-

Related Protein 8, MRP8), S100A9 (Calgranulin B, Myeloid-Related Protein 9, 

MRP9) und S100A12 (Calgranulin C, Myleoid-Related Protein 6, MRP6). S100A8 

und S100A9 gehen eine nicht kovalente Bindung ein und liegen 

kalziumunabhängig meist als heterodimerer Komplex namens Calprotectin vor 

(Leukert et al., 2005, Steinbakk et al., 1990). Nach der Bindung von Kalzium 

bilden sich (S100A8/A9)2-Tetramere (Korndörfer et al., 2007). Die 

kalziumabhängige Oligomerisierung ist vermutlich für die Ausübung der 

biologischen Funktionen obligat (Leukert et al., 2006). 

In Studien mit S100A9-defizienten Mäusen wurde gezeigt, dass der Knockout 

des S100A9-Gens zu einem Fehlen von S100A8 auf Proteinebene führt (Manitz 

et al., 2003a, Hobbs et al., 2003). 

Calprotectin wird in phagozytären myeloischen Zellen, wie Neutrophilen und 

Monozyten exprimiert (Dale et al., 1985, Odink et al., 1987). Daten aus der 

Methylierungsdatenbank iMETHYL belegen, dass S100A8, S100A9 und 

S100A12 in myeloischen Zellen im Vergleich zu lymphoiden Zellen, wie etwa NK 

Zellen, konstitutiv überexprimiert werden. Dies ist auf eine weitgehende 

Hypomethylierung der jeweiligen Promotorregion zurückzuführen (Leśniak, 

2011). 

In Bezug auf die AML konnte nachgewiesen werden, dass S100A9 die 

Differenzierung von entarteten myeloischen Vorläuferzellen induzieren kann, 

während S100A8 die Zelldifferenzierung hemmt und zur Aufrechterhaltung 

unreifer Zellvorläufer beiträgt (Laouedj et al., 2017).  

Calprotectin zeigt in vitro antimikrobielle Effekte und spielt eine Rolle in der 

angeborenen Immunabwehr von Epithelzellen, in denen es unter 
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inflammatorischen Bedingungen exprimiert wird (Steinbakk et al., 1990, Sohnle 

et al., 1991, Kelly et al., 1989). 

Während eines Inflammationsprozesses wird Calprotectin von aktivierten 

Neutrophilen und Monozyten nach extrazellulär sezerniert (Rammes et al., 1997). 

Als Damage Associated Molecular Pattern (DAMP) aktiviert S100A8/A9 dann das 

angeborene Immunsystem im Rahmen einer sterilen Entzündungsreaktion (Foell 

et al., 2007).  

Calprotectin fungiert als Ligand für mehrere Rezeptoren, darunter den Receptor 

for Advanced Glycation Endproducts (RAGE), den Toll-Like-Receptor 4 (TLR4) 

und das Glykoprotein Extracellular Matrix Metalloproteinase Inducer (EMMPRIN 

oder Basigin). 

Die Interaktion von Calprotectin mit dem RAGE-Transmembranrezeptor, der 

unter anderem auf Monozyten und Lymphozyten exprimiert wird, führt zur 

Aktivierung des Nuclear Factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells 

(NF-κB) (Ghavami et al., 2008, Boyd et al., 2008). Die Bindung von S100A8/A9 

an TLR4 als DAMP führt über MAPK (Mitogen-Aktivierte Proteinkinasen) 

ebenfalls zur NF-κB Aktivierung (  et al., 2007, Kawai and Akira, 2007). 

NF-κB reguliert mehrere inflammations-assoziierte Gene (Liu et al., 2017). Die 

Aktivierung von NF-κB führt zur Freisetzung proinflammatorischer Faktoren wie 

TNF-α, IL-1, IL-6 sowie angiogenen und anti-apoptotischen Proteinen, was über 

die Migration von Neutrophilen, Monozyten und Makrophagen zu einem 

entzündlichen Mikromilieu führt (Ma et al., 2017, Nukui et al., 2008). Calprotectin 

ist zudem entscheidend an der Transmigration von Monozyten beteiligt (Chen et 

al., 2015). S100A9 defiziente Monozyten zeigten in vitro eine reduzierte Reaktion 

auf Chemotaxis im Vergleich zu Wildtypzellen (Manitz et al., 2003b).  

Im Kontext der Hämatopoese stimuliert S100A8/A9 außerdem die Myelopoese 

RAGE-abhängig. Durch die Interaktion von S100A8/A9 mit RAGE auf CMPs und 

Makrophagen und der anschließenden Aktivierung des NF-κB Signalwegs 

kommt es zu einer verstärkten Sekretion von M-CSF bzw. GM-CSF. Als Folge 
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hiervon erfolgten eine gesteigerte Proliferation und Differenzierung von 

Monozyten und Neutrophilen (Nagareddy et al., 2013).  

In vivo wurde gezeigt, dass S100A8/A9 über den RAGE-Signalweg die 

Aktivierung und Proliferation von NK Zellen fördern kann, was zu einer 

erheblichen Verringerung des Tumorwachstums führt. Zudem kommt es nach der 

Aktivierung über den RAGE-Signalweg zu einer vermehrten IFN-γ Produktion 

durch die NK Zellen, was im Sinne einer positiven Rückkopplung zu einer 

Zytokinfreisetzung durch Makrophagen führt und ein inflammatorisches Milieu 

schafft  (Narumi et al., 2015, Mosser and Edwards, 2008).  

Der Bezug von S100A Proteinen zur NK Zell Bildung im Rahmen der 

Rekonstitution der Hämatopoese nach SZT ist bislang nicht beschrieben, es wird 

aber schon lange vermutet, dass Inflammationsreaktionen nach einer SZT mit 

einer Reifung des Transplantats (und hierdurch auch der NK Zellen) 

zusammenhängen (Elmaagacli et al., 2011, Green et al., 2013).  

 

1.7 Ziel dieser Arbeit 

Im Xenotransplantationsmodell mit humanisierten NOD SCID IL2Rγc-/- NSG-

Mäusen  wurde gezeigt, dass 5-AzaC die frühe NK Zell-Bildung fördert und 

bereits unreife NK Zellen erstaunliche GvL Effekte zeigen können (Kübler et al., 

2014). In Vorarbeiten der AG André wurde zudem gezeigt, dass 5-AzaC in 

Monozyten und dendritischen Zellen die Bildung von S100A-Proteinen initiiert. 

Ursächlich hierfür ist die irreversible Hemmung von DNMTs durch 5-AzaC, 

gefolgt von einer Demethylierung der Promotorregionen von S100A Proteinen, 

was zu einer verstärkten Expression führt. Dies führt zu einem lokalen 

proinflammatorischen Mikromilieu. 

Die aufgestellte Hypothese besagt, dass eine niedrigdosierte 5-AzaC Therapie 

die Reifung und den Funktionalitätserwerb von NK Zellen anregt. Wir vermuten, 

dass die Entstehung eines lokalen Inflammationsmilieus, vermittelt durch 

S100A8/A9 Proteine, hierfür ursächlich verantwortlich ist. S100A-Proteine 
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könnten über definierte Rezeptoren an unreife NK Zellen binden und daraufhin 

deren Reifung und frühe Funktionalität stimulieren. Da NK Zellen entscheidend 

an GvL Effekten beteiligt sind, wäre eine niedrig dosierte 5-AzaC Therapie nach 

einer Stammzelltransplantation folglich eine nebenwirkungsarme Therapie, um 

posttransplantionäre GvL-Reaktionen zu intensivieren und das Rezidivrisiko zu 

verringern. Im Zusammenhang mit dem Cytomegalievirus (CMV) wurde bereits 

gezeigt werden, dass ein lokales Inflammationsgeschehen GvL-Effekte fördern 

kann (Elmaagacli et al., 2011, Green et al., 2013). 

Das Ziel dieser Arbeit ist der Kausalitätsnachweis im Tiermodell. In C57BL/6J 

Mäusen soll verifiziert werden, dass eine niedrig dosierte 5-AzaC-Behandlung 

positive Auswirkungen auf die frühe NK Zellentwicklung und den Erwerb von Anti-

Tumor Funktionalität im Rahmen der hämatopoetischen Rekonstitution hat. Des 

Weiteren soll in S100A9-defizienten Mäuse gezeigt werden, dass die 

Funktionalität unreifer NK Zellen kausal mit der Expression von S100A8/A9 

zusammenhängt.  
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2. Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Technische Geräte 

Tabelle 1: Technische Geräte 

Produkt Hersteller 

Durchflusszytometer FACS Canto II BD Biosciences, Heidelberg, DE 

Durchflusszytometer LSR II BD Biosciences, Heidelberg, DE 

Gammacell® 1000 Elite Nordion, Ottwawa, ON, Kanada 

GFL 1002 Wasserbad Lauda Dr. R. Wobser 

Lauda-Königshofen, DE 

Haraeus HS-18 Sicherheitswerkbank Thermo Fisher Scientific 

Waltham, MA, USA 

Inkubator Hera Cell Heraeus, Hanau, DE 

Integra Pipetboy 2 Integra Biosciences AG 

Hudson, NH, USA 

Mikro 22R Zentrifuge Hettich, Tuttlingen, DE 

Mr. Frosty Gefrierbehälter Thermo Fisher Scientific 

Waltham, MA, USA 

Neubauer Zählkammer Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH Co. 

KG, Sondenheim v.d. Röhn, DE 

IX 50 invers Mikroskop  Olympus Europa, Hamburg, DE 

Pipetten Gilson P2, P10, P20, P100, 

P200, P1000 

Gilson Incorporated  

Middleton, WI, USA 

Rotina 420R Zentrifuge Hettich, Tuttlingen, DE 

Rotixa 50RS Zentrifuge Hettich, Tuttlingen, DE 

Sterilbank Hera safe Heraeus, Hanau, DE 

Vortex-Schüttler Top-Mix 11118 Thermo Fisher Scientific  

Waltham, MA, USA 
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2.1.2 Laborbedarf 

Tabelle 2: Laborbedarf 

Produkt Hersteller 

Cellstar® Kulturflasche 75cm2 Greiner Bio-one International GmbH, 

Bad Haller, AT 

Cellstar® 96-Well Zellkulturplatte 

round bottom 

Corning Incorporated 

Corning, NY, USA 

Cellstar® 6-Well Zellkulturplatte flat 

bottom 

Corning Incorporated 

Corning, NY, USA 

Cellstar® 12-Well Zellkulturplatte flat 

bottom 

Corning Incorporated 

Corning, NY, USA 

Cyro.STM Kyrotubes  Greiner Bio-one International GmbH, 

Bad Haller, AT 

Einmal Nitrilhandschuhe, puderfrei FCMU GmbH, München, DE 

Falcon® 15ml Corning Incorporated 

Corning, NY, USA 

Falcon® 50ml Corning Incorporated 

Corning, NY, USA 

Parafilm M Bemis Manufacturing Company, 

Sheboygan Falls, WI, USA 

Pipettenspitzen 10µl, 200µl, 1000µl Starlab GmbH, Hamburg, DE 

Serological Pipette 2ml, 5ml, 10ml, 

25ml 

Greiner bio-one, Frickenhausen, DE 

Zellschaber Corning Incorporated  

Corning, NY, USA 

Zellsieb 70µm “EASYstrainer” Greiner bio-one, Frickenhausen, DE 
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2.1.3 Chemikalien & Reagenzien 

Tabelle 3: Chemikalien & Reagenzien 

Produkt Hersteller 

2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

5-Azacytidin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

ACK-Lysing Buffer Lonza Group Ltd, Basel, CH 

Biocoll® Trennlösung (1,077g/ml) Bio&Sell, Feucht, DE 

Cotrim-Ratiopharm Ampullen SF 

480mg/5ml 

Ratiopharm, GmbH, Ulm, DE 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Ethanol, absolute >99,8% Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Fixable Viability Stain 520 BD Biosciences, Heidelberg, DE 

Formaldehydlösung (FA) 30% Carl-Roth, Karlsruhe, DE 

Fetales Kälberserum (FCS)  Thermo Fisher Scientific 

Waltham, MA, USA 

Gentamicin, 80mg/2ml SF Ratiopharm GmbH, Ulm, DE 

L-Glutamine (L-Glu) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Na-EDTA (0,25M) Universitätsapotheke, Tübingen, DE 

Nicht-Essentielle Aminosäuren (NEA) Bioswisstec AG, Schaffhausen, CH 

Pacific Blue Succinimidyl Ester 

(PBSE) 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA 

Penicillin-Streptomycin (P/S, 10.000 

U/ml, 10mg/ml) 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Sodium Pyruvate Bioswisstec AG, Schaffhausen, CH 

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

UltraComp eBeads Compensation 

Beads 

Thermo Fisher Scientific  

Waltham, MA, USA 

Vybrant Carboxyfluoreszein-Diacetat-

Succinimidylester (CFDA SE) Cell 

Tracer 

Thermo Fisher Scientific  

Waltham, MA, USA 
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2.1.4 Kulturmedien, Puffer & Stammlösungen 

Tabelle 4: Stammlösungen 

Produkt Hersteller 

Phosphate Buffered Saline (PBS) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

RPMI 1640 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Tabelle 5: Zusammensetzung Puffer und Zellkulturmedium 

Stammlösung Herstellung 

CFDA-SE (10mM) 500µg CFDA  

gelöst in 90µl DMSO  

Einfriermedium 50% RPMI 1640 

40% FCS 

10% DMSO 

FACS-Fix FACS Puffer 

1% FA 

FACS Puffer PBS 

2% FCS 

2mM Na-EDTA 

FVS520 Lebend/tot Differenzierung 150µg FVS520 

gelöst in 130µl DMSO (wasserfrei)  

PBSE Lebend/tot Differenzierung 

(1mg/ml) 

5mg PBSE 

gelöst in 5ml DMSO  

RPMI1640 mit Zusätzen RPMI 1640 

10% FCS 

1% P/S 

1% L-Glu 

Zellkulturmedium “Mausmedium” RPMI 1640 

10% FCS 

1% P/S 

2mM Sodium Pyruvate 

0,1mM NEA 

50µM 2-Mercaptoethanol 

  



20 
 

Zellkulturmedium (RMA-S) RPMI 1640 

10% FCS 

1% P/S 

1% L-Glu 

50µM 2-Mercaptoethanol 

2.1.5 Antikörper 

Bei allem gelisteten Antikörpern handelt es sich um murine Antikörper. Alle 

Antikörper wurden vor Verwendung titriert. Dies sicherte eine möglichst hohe 

Auflösung bei gleichzeitiger Vermeidung eines High-Dose-Hook-Effekts 

(Fernando et al., 1992). Die Auswahl der zu verwendenden Verdünnung erfolgte 

anhand des Separation Index (nach (Telford et al., 2009)), Berechnung mit 

FlowJo): 

𝑆𝑒𝑝𝑎𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝐼𝑛𝑑𝑒𝑥 =
𝑀𝑒𝑑𝑖𝑎𝑛𝑃𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑒 − 𝑀𝑒𝑑𝑖𝑎𝑛𝑁𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒

(84%𝑁𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒 − 𝑀𝑒𝑑𝑖𝑎𝑛𝑁𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒)/0.995
 

 

Tabelle 6: Antikörper 
Produkt Konjugat Klon Verwendete 

Verdünnung 

Hersteller 

CD3e FITC 145-2C11 1:200 BioLegend, 

San-Diego, CA, USA 

CD19 FITC 1D3/CD19 1:800 BioLegend, 

San-Diego, CA, USA 

Ly6G FITC 1A8 1:400 BioLegend, 

San-Diego, CA, USA 

CD117 PE 2B8 1:1600 BioLegend, 

San-Diego, CA, USA 

CD122 PE/Dazzle TM-β1 1:320 BioLegend, 

San-Diego, CA, USA 

CD11b bv711 M1/70 1:800 BioLegend, 

San-Diego, CA, USA 
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CD34 AF647 RAM34 1:10 BD Biosciences, 

Heidelberg, DE 

F4/80 BB700 T45-2342 1:80 BD Biosciences, 

Heidelberg, DE 

CD127 PE-Cy7 SB/199 1:40 BD Biosciences, 

Heidelberg, DE 

CD49b bv421 DX5 1:320 BD Biosciences, 

Heidelberg, DE 

NK1.1 bv786 PK136 1:160 BD Biosciences, 

Heidelberg, DE 

CD16/32 BUV395 2.4G2 1:320 BD Biosciences, 

Heidelberg, DE 

CD27 BUV737 LG.3A10 1:320 BD Biosciences, 

Heidelberg, DE 

LY-6A/E APC Cy7 D7 1:640 BioLegend,  

San-Diego, CA, USA 

 

2.1.6 Zytokine 

Tabelle 7: Zytokine 

Produkt Hersteller 

Mouse Recombinant IL-15 (mIL-15) Stemcell Technologies 

Vancouver, BC, CA 

 

2.1.7 Zelllinien 

Tabelle 8: Zelllinien 

Name Beschreibung Spezies 

RMA-S MHC-I defiziente 

Lymphom-Zelllinie 

Maus (Mus musculus) 
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2.1.8 Versuchstiere & Tierbedarf 

Tabelle 9: verwendete Versuchstiere 

Linienbezeichnung C57BL/6J B6.129P2S100a9tm1Nck 

Tierart Mäuse (Mus musculus) Mäuse (Mus musculus) 

Genetischer Status (GS1) Genetisch nicht 

verändert 

(GS2) Genetisch 

verändert ohne 

pathologischen Phänotyp 

Anzahl 40 20 

Genehmigung K06/20G K06/20G 

 

Linienbeschreibung C57BL/6J 

Die verwendeten Zuchtpaare wurden bei Charles River erworben. Für 

linienspezifische Details sei an dieser Stelle auf The Jackson Laboratory 

verwiesen (Referenz ID: 000664). 

Linienbeschreibung B6.129P2S100a9tm1Nck 

Prof. T. Vogl vom Institut für Immunologie des Universitätsklinikums Münster 

stellte uns freundlicherweise die Zuchtpaare zur Verfügung. Bei der verwendeten 

Mauslinie B6.129P2S100a9tm1Nck handelt es sich um S100A9 defiziente Tiere 

mit C57BL/6 Hintergrund, nachfolgend nur als S100A9-/- bezeichnet. 

Morphologisch ist keine Unterscheidung zwischen Wildtyp (S100A9+/+), 

heterozygoten Genträgern (S100A9+/-) und S100A9 defizienten Tieren (S100A9-

/-) möglich. Durch den Genknockout konnte keine Beeinträchtigung der 

Lebensfähigkeit, Entwicklung und Fertilität der Tiere beobachtet werden. Anzahl 

und Morphologie peripherer Leukozyten ist mit dem Wildtyp identisch (Manitz et 

al., 2003a).  
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Tabelle 10: Tierbedarf 

Produkt Hersteller 

CO2  

Injektionskanüle 27 G x ¾““ B. Braun SE, Melsungen, DE 

Einmal Feindosierungsspritze 1ml B. Braun SE, Melsungen, DE 

Einmal Skalpell B. Braun SE, Melsungen, DE 

Pinzette anatomisch Zentrallager UKT 

Präparationsschere Zentrallager UKT 

Rodent Holder GC 1000 Nordion, Ottawa, ON, CA 

 

2.1.9 Software 

Tabelle 11: Software 

Produkt Hersteller 

Adobe Acrobat Reader DC Adobe Inc., San Jose, CA, USA 

BD FACSDivaTM BD Biosciences, Heidelberg, DE 

CorelDRAW Graphics Suite Corel, Ottawa, ON, CA 

Endnote X9 Clarivate Analytics, Boston, MA, USA 

FlowJo v10 FlowJo, LCC, Ashland, OR, USA 

GraphPad Prism version 9.1.2 GraphPad Software  

San Diego, CA, USA 

Microsoft Office 2019 Microsoft Corporation 

Redmond, WA, USA 

IBM SPSS Statistics 28.0.1 IBM, Armonk, NY, USA 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Zellkultur: RMA-S 

Bei RMA-S handelt es sich um eine murine Zelllinie mit einem Defekt in der 

Assemblierung von MHC-I (Ljunggren et al., 1989). Hierfür ursächlich ist ein 

Defekt des Transporter associated with Antigen Processing 2 (TAP2) Proteins, 

das am Peptidtransport vom Zytosol an die Zelloberfläche entscheidend beteiligt 

ist (Ossevoort et al., 1993). Diese MHC-I Defizienz qualifiziert sie als Zielzellen 

(Targets) von NK Zellen.  

Nach dem Auftauen wurden die Zellen in Zellkulturmedium (siehe Tabelle 5: 

Zusammensetzung Puffer und Zellkulturmedium) aufgenommen und 

anschließend bei 37°C inkubiert. Aufgrund der kurzen Verdopplungszeit erfolgte 

alle zwei Tage ein Mediumwechsel mit Einstellung der Zellzahl auf 0,5 Mio./ml.  

2.2.2 Versuchstiere 

2.2.2.1 Haltung und Zucht 

Die Genehmigung des Tierversuchs erfolgte am 16.11.2020 durch das 

Regierungspräsidium Tübingen unter der Tierversuchs-Nr. K 06/20 G. Für meine 

Person bestand eine Ausnahmegenehmigung nach § 16 TierSchVersV.  

Die Haltung, Aufzucht und Tötung der Tiere erfolgte im FORS des Hertie Instituts 

für klinische Hirnforschung. Nach Bezug von Zuchtpaaren wurde eine eigene 

Zucht etabliert.  

Verwendet wurden männliche und weibliche Tiere, die zum Analysezeitpunkt 

zwischen 7 und 20 Wochen alt waren. Zur Kennzeichnung erhielten alle Tiere 

eine Ohrlochung. Gewichtskontrollen erfolgten 3mal pro Woche. Die Überprüfung 

des klinischen Zustandes mit festgelegten Abbruchskriterien erfolgte täglich 

mittels Scoring-Sheet.  

Futter und Wasser wurden ad libitum zur Verfügung gestellt. Die Temperatur der 

Haltungsräume betrug 20-24°C bei einer Luftfeuchtigkeit von 45 – 65%. Hell- und 

Dunkelphasen wechselten sich mit einer jeweiligen Dauer von 12 Stunden ab.  
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2.2.2.2 Übersicht Versuchsablauf K 06/20 G 

Das Studiendesgin umfasste drei Gruppen: 

Gruppe 1:  C57BL/6J + PBS 

Gruppe 2:  C57BL/6J + 5-AzaC 

Gruppe 3:  S100A9-/- + PBS 

Nach initialer Bestrahlung an Tag 0 erfolgten an den Tagen 7, 10 und 14 die 

intraperitonealen (i.p.) Injektionen mit PBS (Gruppe 1 und 3) oder 5-AzaC 

(Gruppe 2). Zu den Analysezeitpunkten an Tag 7, 17, 21 und 28 wurden Mäuse 

zur Organentnahme und Blutgewinnung getötet. Im Schnitt wurden jeweils n = 3 

Mäuse pro Analysetag getötet, so dass insgesamt 5 Durchläufe notwendig waren. 

 
Abbildung 5: Skizze zeitlicher Ablauf 

 

An Tag 7 wurde nur zwischen C57BL/6J und S100A9-/- Tieren unterschieden, da 

bis zu diesem Analysezeitpunkt noch keine i.p. Injektionen erfolgten.  

Um eine Vergleichbarkeit der Gruppen zu gewährleisten, wurde darauf geachtet, 

dass die Geschlechterverteilung aller Gruppen ähnlich ist.  

 



26 
 

Tabelle 12: Übersicht Versuchstiere 

 Analysezeitpunkt  

 Tag 7 Tag 17 Tag 21 Tag 28 Anzahl 

Gruppe 1 2 ♂ 

3 ♀ 

6 ♂ 5 ♂ 

1 ♀ 

3 ♂ 

2 ♀ 

31 ♂ 

9 ♀ 

Gruppe 2 8 ♂ 4 ♂ 

1 ♀ 

3 ♂ 

2 ♀ 

Gruppe 3 2 ♂ 

3 ♀ 

5 ♂ 4 ♂ 

1 ♀ 

3 ♂ 

2 ♀ 

14 ♂ 

6 ♀ 

Gesamt 4 ♂ 

6 ♀ 

19 ♂ 

 

13 ♂ 

3 ♀ 

9 ♂ 

6 ♀ 

45 ♂ 

15 ♀ 

 

2.2.2.3 Bestrahlung 

Alle verwendeten Tiere wurden initial an Tag 0 einer subletalen 

Ganzkörperbestrahlung unterzogen. Die Tiere wurden dafür in einen speziellen 

Metallzylinder (Rodent Holder) gesetzt und anschließend in die 

Bestrahlungskammer des Gerätes Gammacell Elite 1000 (MDS Nordion) 

gefahren. Die Bestrahlung dauerte 12 Sekunden, die Strahlendosis betrug 

tagesabhängig 101,1 – 102,5 cGy. Bei der eingesetzten Strahlung handelte es 

sich um γ-Strahlung mit Cäsium-137 als Strahlungsquelle.  

Ziel der Bestrahlung war eine Synchronisierung der Hämatopoese ohne 

Notwendigkeit einer Stammzelltransplantation. Basierend auf den Vorarbeiten 

von Oelkrug und Kollegen wurde die Strahlendosis daher bewusst niedrig 

gewählt (Oelkrug et al., 2014).  

Zur Verhinderung von Infektionen in der frühen postradiären Phase wurde dem 

Trinkwasser der Tiere anschließend für 14 Tage Trimethoprim (0,16mg/ml) und 

Sulfamethoxazol (0,8mg/ml) hinzugefügt. Die Trinkflaschen wurden 3mal 

wöchentlich gewechselt.  
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2.2.2.4 Intraperitoneale Injektion 

An den Tagen 7, 10 und 14 erhielten Gruppe 1 und 3 jeweils 100µl PBS 

intraperitoneal. Für Gruppe 2 wurden 5mg/kg Körpergewicht 5-AzaC in einem 

Gesamtvolumen von 100ul PBS gelöst und anschließend i.p. appliziert. Für die 

Injektionen wurden sterile 27G Kanülen verwendet. Die Applikation erfolgte 

jeweils im Bereich des rechten unteren Quadranten des Abdomens. 

2.2.2.5 Probengewinnung  

Zu den genannten Analysezeitpunkten wurden Mäuse mittels CO2 im 

Heimatkäfig euthanasiert. Es wurde streng darauf geachtet, dass die Euthanasie 

nicht im Haltungsraum durchgeführt wurde. Nach sicherer Feststellung des 

Todes erfolgte bei Mäusen der Gruppe 1 und 2 eine Blutentnahme durch 

Herzpunktion. Aus Tieren der Gruppe 3 wurde kein Blut entnommen, da eine 

quantitative Bestimmung von S100A8/A9 im Serum aufgrund des Genknockouts 

ohne Nachweis bleiben würde. Für die postmortale Herzpunktion wurde eine 

sterile 27G Kanüle verwendet.  Nach im Anschluss durchgeführter zervikaler 

Dislokation wurden Milz, Femora und Tibiae entnommen.  

2.2.3 Analysen 

Zur Untersuchung des Einflusses von 5-AzaC auf die Konzentration des 

Heterodimers S100A8/A9, die NK Zell Entwicklung und die NK Zell Aktivität 

wurden zu jedem Analysezeitpunkt drei Teilversuche durchgeführt: 

Teilversuch 1:  Einfluss von 5-AzaC auf die S100A8/A9 

Konzentration im Serum: ELISA  

Proben: Blut 

Teilversuch 2:  Phänotyp Analyse NK Zellen, Makrophagen und 

Progenitoren: Oberflächenfärbung 

Proben: Knochenmark + Milz 

Teilversuch 3:  Aktivitätsbestimmung NK Zellen: Zytotoxizitätstest 

mittels ivk gegen RMA-S 

Proben: Knochenmark + Milz 
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2.2.3.1 Teilversuch 1: Einfluss von 5-AzaC auf die S100A8/A9 Konzentration 

im Serum 

Serumgewinnung für S100A8/A9 ELISA 

Das durch Herzpunktion gewonnene Blut wurde in einem Mikroreaktionsgefäß 

ohne Zusätze für 30 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Nach 

erfolgter Gerinnung wurde zentrifugiert (10min x 2000 G, ohne Bremse) und der 

Überstand anschließend abpipettiert. Das so gewonnene Serum wurde zunächst 

eingefroren (-80°C) und später für ein ELISA nach Münster überführt. 

S100A8/A9 ELISA 

Die Arbeitsgruppe um Prof. T. Vogl am Institut für Immunologie des 

Universitätsklinikums Münster führte die quantitative Bestimmung von 

S100A8/A9 im Serum mittels ELISA durch. Hierfür wurde ein von Prof. T. Vogl 

entwickelter muriner S100A8/A9-ELISA verwendet.  

Jede Probe wurde in drei unterschiedlichen Verdünnungen gemessen; bei 

passenden Werten wurden diese gemittelt. War dies nicht der Fall, wurde der 

genannte Ablauf mit höheren oder niedrigeren Verdünnungen wiederholt.  

2.2.3.2 Teilversuch 2: Phänotyp Analyse NK Zellen, Makrophagen und 

Progenitoren 

Übersicht Vorgehen Teilversuch 2: 

1. Herstellung einer Single Cell Suspension (SCS) 

2. Erythrolyse 

3. Oberflächenfärbung 

4. Lebend/tot Differenzierung 

5. Analyse am LSR II  
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Herstellung Single Cell Suspension 

Knochenmark 

Prinzipiell gibt es für Gewinnung von murinem KM zwei Techniken. Verwendet 

wurde das sog. Crushing, da mit dieser Technik im Rahmen eines Vorversuchs 

höhere Zellerträge als durch Ausspülen der Knochen (Flushing) erzielt werden 

konnten. Folgendes Vorgehen wurde gewählt (angelehnt an (Weischenfeldt and 

Porse, 2008)): 

Nach gründlicher Entfernung von Muskeln und dem Knochen noch anhaftendem 

Gewebe, wurden Femora u. Tibie einzeln in einen Porzellanmörser gegeben. 

Nach Zugabe von Medium (RPMI 1640 + 10% FCS) wurden die Knochen mithilfe 

eines Stößels zerdrückt. Durch mehrmaliges Resuspendieren wurde die Lösung 

des Knochenmarks aus dem Knochen sichergestellt.  

Die im Medium gelösten Zellen wurden anschließend aufgenommen und durch 

ein Zellsieb (70µm) gegeben. Zur Erhöhung der Ausbeute erfolgte im Anschluss 

das mehrmalige Ausspülen des Mörsers mit Medium. Im Anschluss wurde die 

gewonnene SCS auf Eis zwischengelagert.  

Milz 

Zunächst erfolgte die Entfernung von noch anhaftendem Gewebe. Anschließend 

wurde die Milz mit der gummierten Seite eines Spritzenkolbens (5ml) durch ein 

Zellsieb (70µm) gedrückt. Nach mehrmaligem Nachspülen mit Medium (RPMI 

1640 + 10% FCS) wurde die entstandene SCS auf Eis zwischengelagert. 

Erythrolyse 

Im nächsten Schritt wurde die hergestellte SCS einer Erythrolyse unterzogen. 

Hierfür wurde nach erfolgter Zentrifugation (10min x 350 g) und Entfernung des 

Überstandes ACK Lysing Buffer zum verbliebenen Zellpellet hinzugegeben. Das 

zugegeben Volumen entsprach in etwa dem Volumen des Zellpellets. Im 

Anschluss wurde für 45 Sekunden unter kontinuierlichem Resuspendieren lysiert. 

Zum Abstoppen der Reaktion wurde FACS-Puffer im Überschuss (>10ml) 

hinzugegeben und erneut zentrifugiert (10min x 350 g). Bei erfolgreicher 

Erythrolyse, nachweisbar durch Entfärbung des Zellpellets, wurden die 
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verbliebenen Zellen lichtmikroskopisch gezählt und in Zellkulturmedium 

aufgenommen. Bei unvollständiger Erythrolyse, sprich bei weiterhin rötlichem 

Zellpellet, wurde erneut für 45 Sekunden lysiert.  

Oberflächenfärbung 

Für die Oberflächenfärbung wurden jeweils 2 Mio. Zellen der SCS in FACS-Puffer 

aufgenommen (Konzentration: 5 Mio. Zellen/ml). In einer 96-Well Platte wurden 

dann jeweils 2 Reihen (stained und unstained) mit 1 Mio. Zellen pro Well angelegt.  

Nach Zentrifugation der 96-Well Platte (5min x 400 G) und anschließendem 

Abschütten des Überstandes wurden entweder 50µl des Antikörper-Cocktails 

(stained, siehe Tabelle 6: Antikörper) oder 50µl FACS-Puffer (unstained) 

hinzugeben. Die Inkubation erfolgte für 20 Minuten bei 4°C im Dunkeln. 

Anschließend wurde mit FACS-Puffer auf 200µl aufgefüllt und zweimal mit PBS 

gewaschen.  

Lebend/tot Differenzierung 

Der hier verwendete lebend/tot Farbstoff (FVS520) wurde nach demselben 

Prinzip wie die Oberflächen Antikörper titriert (siehe 2.1.5). 

Tabelle 13: Titration FVS520 

Bezeichnung Verdünnung 

Stocklösung laut 

Herstellerangabe 

Verwendete 

Verdünnung 

Stocklösung 

FVS 520 (BD) 1:1000 1:4000 

 

Nach Aufnahme der Zellen in 200µl PBS erfolgte die Lebend/tot Differenzierung 

durch Markierung avitaler Zellen. Hierfür wurde die lebend/tot Differenzierungs- 

Stocklösung zunächst 1:100 mit DMSO verdünnt und anschließend im Verhältnis 

1:40 hinzugegeben (Gesamtverdünnung Stocklösung 1:4.000).  

Inkubiert wurde für 10 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln. Anschließend 

wurde zweimal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden dann durch Zugabe von 
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FACS-Fix (1% FA) für eine spätere Messung fixiert und bei 4°C im Dunkeln 

aufbewahrt. 

Durchflusszytometrie und Auswertung 

Die Messung erfolgte am Durchflusszytometer LSR II (BD). Aufgrund der 

Verwendung eines mehrfarbigen Panels wurde initial kompensiert. Hierfür 

wurden UltraComp eBeads (Thermo Fisher) jeweils einzeln mit den verwendeten 

Antikörpern gefärbt und als einfarbige Kompensationskontrolle verwendet. 

Inkubationszeiten und Waschschritte waren identisch mit denen der 

Oberflächenfärbung.  

Gating-Strategie 

Pregating 

Für eine Vorauswahl (= Pregating) der Rohdaten wurde stets dieselbe, 

hierarchisch aufgebaute Vorgehensweise gewählt. Nach einer zweifachen 

Dubletten Entfernung wurde in der Auftragung von Forward Scatter Area (FSC-

A) gegen Sideward Scatter Area (SSC-A) ein weitgefasstes Gate gelegt, welches 

lediglich Zelldebris exkludierte.  

 
Abbildung 6: Pregating Rohdaten 

 

Gating hämatopoetische Vorläuferzellen 

Hämatopoetische Vorläuferzellen wurden über folgenden 

Zelloberflächenphänotyp definiert:  

Lymphoide Reihe (Kondo et al., 1997a) 

Common Lymphoid Progenitors (CLPs)  lin-CD127+Sca-1+CD117+ 
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Myeloische Reihe (Akashi et al., 2000) 

Common Myeloid Progenitors (CMPs) lin-CD127-Sca-1-CD117+ 

CD34+CD16/32- 

Granulocyte-Monocyte Progenitors (GMPs) lin-CD127-Sca-1-CD117+ 

CD34-CD16/32- 

Megakaryocyte-Erythroid Progenitors (MEPs) lin-CD127-Sca-1-CD117+ 

CD34+CD16/32+ 

Die Auswahl abstammungsnegativer Zellen (lin-) erfolgte durch negative 

Selektion. Hierfür wurden Antikörper, die alle mit dem FITC Fluorochrom 

konjugiert waren, gegen CD3 (T-Lymphozyten), CD19 (B-Lymphozyten) und 

Lymphocyte antigen 6 complex locus G6D (Ly6G, Neutrophile) verwendet. Im 

gleichen Zug erfolgte die negative Selektion avitaler Zellen durch das ebenfalls 

im FITC-Kanal detektierte FVS520.  

 
Abbildung 7: Gating hämatopoetischer Vorläuferzellen 
Angelehnt an (Challen et al., 2009) 
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NK Zell Gating 

Um die NK Zell Entwicklung zu untersuchen, wurden in einem ersten Schritt alle 

vitalen, abstammungsnegativen (lin-), CD122 und NK1.1 exprimierenden Zellen 

selektiert. Eingeschlossen wurden folglich immature NK Zellen (iNK) sowie alle 

sich anschließenden Entwicklungsstufen (Kim et al., 2002). 

Als Marker für mNKs wurde CD49b (DX5) herangezogen (Kim et al., 2002).  

Zur Untersuchung der funktionellen NK Zellreifung wurde die 

Oberflächenexpression von CD27 gegen die von CD11b aufgetragen. Es folgte 

eine Unterteilung in vier Entwicklungsstufen (Chiossone et al., 2009): 

1. CD11blowCD27low (doppelt negativ, DN) 

2. CD11blowCD27high (CD11blow) 

3. CD11bhighCD27high (doppelt positiv, DP) 

4. CD11bhighCD27low (CD27low) 

 
Abbildung 8: NK Zellen Gating 
Gating angelehnt an (Chiossone et al., 2009) 

 

Die Reifung von NK Zellen erfolgt physiologischerweise in sekundären 

lymphatischen Organen und wäre unter normalen Bedingungen im KM nicht zu 

beobachten (Yu et al., 2013). Um zu prüfen, ob eine mögliche Reifung von NK 

Zellen unter Inflammationsbedingungen oder nach 5-AzaC Behandlung auch im 
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KM stattfindet, wurde oben genanntes Vorgehen sowohl für Milz als auch für KM 

angewendet.  

Monozyten/Makrophagen und weiteres Gating  

Nach erfolgtem Ausschluss abstammungspositiver, avitaler Zellen wurden reife 

Makrophagen und Monozyten über Expression des Oberflächenmarkers F4/80 

detektiert (McKnight et al., 1996, Francke et al., 2011). 

Um weitere Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen zu erkennen, 

wurde zudem die Expression aller verwendeten Oberflächenmarker einzeln 

gegen FSC-A aufgetragen.  

 

Abbildung 9: Makrophagen und weiteres Gating 

 

2.2.3.3 Teilversuch 3: Aktivitätsbestimmung NK Zellen 

Als Parameter für die Aktivität der NK Zellen (im Folgenden als „Effektoren; 

E“ bezeichnet) wurde ihre Fähigkeit zur Lyse der Zelllinie RMA-S (im Folgenden 

als „Targets; T“ bezeichnet) gewählt.  

Übersicht Vorgehen Teilversuch 3: 

Tag 1: 

1. Herstellung einer single cell suspension (SCS) 

2. Erythrolyse 

3. Aktivierung der NK Zellen  

4. CFDA-SE Färbung RMA-S 
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Tag 2: 

1. Vorbereitung der Targets  

2. Vorbereitung der Effektoren  

3. Anlegen des ivk 

4. Lebend/tot Differenzierung  

Tag 1 

Herstellen einer Single Cell Suspension 

Identisch zu Vorgehen in Teilversuch 2: Phänotyp Analyse NK Zellen und 

Progenitoren. 

Erythrolyse 

Identisch zu Vorgehen in Teilversuch 2: Phänotyp Analyse NK Zellen 

Makrophagen und Progenitoren. 

Aktivierung der Effektoren 

Da murine NK Zellen ohne vorangegangen Aktivierung nur geringe Zytotoxizität 

gegen Zielzellen aufweisen, erfolgte eine Aktivierung. Um möglichst viele vitale 

NK Zellen zu erhalten, die GZMB (kodiert für Granzym B) und PRF1 (kodiert für 

Perforin-1) exprimieren, entschieden wir uns für mIL-15 als Aktivator (Cooper et 

al., 2002, Fehniger et al., 2007). 

Hierfür wurden nach erfolgter Erythrolyse jeweils 25 Mio. Zellen der SCS in 

Mausmedium aufgenommen. Die Konzentration betrug dabei 10 Mio. Zellen/ml. 

Um eine optimale Aktivierung der NK Zellen zu gewährleisten, wurden 100ng/ml 

mIL-15 hinzugegeben und anschließend bei 37°C in einer 12-Well Platte inkubiert. 

Um hohe Aktivitätsgrade bei gleichzeitig niedriger Zelltodfrequenz zu realisieren, 

wurde die Inkubationsdauer auf 18-20 Stunden festgesetzt (Fehniger et al., 2007). 

CFDA-SE Färbung RMA-S 

Zur Markierung der Targets wurde der zellpermeable Tracer CFDA-SE 

verwendet. Nach Diffusion durch die Zellmembran spalten intrazelluläre 

Esterasen Acetatgruppen ab, wodurch Carboxyfluorescein-Succinimidyl-Ester 
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(CFSE) entsteht. Dies bindet über seine Succinimidyl Gruppe kovalent an 

intrazelluläre Moleküle (Parish, 1999) und wird bei Zellteilung zu gleichen Teilen 

an die beiden entstehenden Tochterzellen weitergegeben (Lyons and Parish, 

1994). 

Im ersten Schritt wurden 10 Mio. RMA-S Zellen in 1ml PBS aufgenommen. Um 

die gewünschte CFDA-SE Zielkonzentration von 0,5µM zu erreichen, wurde die 

10mM Stocklösung zunächst in zwei Schritten mit PBS auf eine Konzentration 

von 1µM verdünnt. Im Anschluss wurde 1ml der 1µM Lösung im Verhältnis 1:1 

mit den RMA-S Zellen in PBS gemischt. 

Nach einer 15-minütigen Inkubationszeit bei 37°C wurden 3ml kaltes (4°C) FCS 

zugegeben und die Zellen 2 Minuten bei RT stehen gelassen. Anschließend 

wurde mit Zellkulturmedium (RMA-S) auf 10ml aufgefüllt und zentrifugiert (10min 

x 350 G). Im nächsten Schritt wurden die Zellen in Zellkulturmedium 

aufgenommen (0,5 Mio./ml) und über Nacht in den Brutschrank gestellt. 

Tag 2 

Vorbereitung der Targets (RMA-S) 

Um eine möglichst niedrige Spontantodfrequenz zu realisieren, wurde vor dem 

Anlegen des ivk eine Dichtegradienten-Zentrifugation (Biocoll® = Ficoll® Derivat) 

durchgeführt.  

Die RMA-S Zellen in Medium wurden aus der 6-Well Platte aufgenommen und 

vorsichtig auf 10ml des bereits vorgelegten Polymers geschichtet. Dann wurde 

für 20 Minuten zentrifugiert (500G, Beschleunigung und Bremse 3/9). Während 

sich vitale Zellen danach in der Interphase wiederfinden ließen, sedimentierten 

avitale Zellen aufgrund ihrer höheren Dichte während der Zentrifugation und 

konnten so entfernt werden (Tulp and Bont, 1975).  

Nach Aufnahme der vitalen Interphase Zellen wurden diese mit PBS gewaschen 

und anschließend in Mausmedium mit 100ng/ml mIL-15 überführt. Die 

eingestellte Konzentration betrug dabei 1 Mio./ml.  
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Vorbereitung der Effektoren 

Nach frühestens 18h Inkubationszeit wurden die Effektoren gezählt und 10 Mio. 

Zellen in frisches Mausmedium mit 100ng/ml mIL-15 überführt. Dabei wurde eine 

Konzentration von 5 Mio. Zellen/ml eingestellt.  

Anlegen des in vitro kills 

Für KM und Milz wurden jeweils drei verschiedene Effektor – Target (E:T) 

Verhältnisse gewählt. Aufgrund der Entscheidung, auf eine Isolation der NK 

Zellen zu verzichten, wurden die E:T Verhältnisse bewusst hoch angesetzt (50:1, 

100:1, 500:1). Unter Berücksichtigung der von uns gemessenen NK Zell 

Frequenzen von ca. 2-3% in der Milz und 1-2% im KM waren die tatsächlichen 

E:T Verhältnisse (Verhältnis von NK Zellen zu RMA-S) deutlich niedriger.  

Um später einen Mittelwert bilden zu können, wurden für jedes E:T Verhältnis 

drei Ansätze (= Triplet) angelegt. 

Die Anzahl der Targets betrug in allen Ansätzen 5.000. Die E:T Verhältnisse 50:1 

und 100:1 wurden jeweils mit Mausmedium (mIL-15) auf 200µl Gesamtvolumen 

aufgefüllt. Ansätze der E:T Verhältnisse 500:1 wurden aufgrund ihres höheren 

Gesamtvolumens (505µl) in einer 48-Well Platte inkubiert. Zur Ermittlung der 

Spontantodfrequenz wurden zudem 5 Ansätze („Monos“) ohne Effektoren 

angelegt. Auch hier wurde mit IL-15 versetztes Mausmedium zum Auffüllen 

verwendet. 

Die Reihenfolge beim Pipettieren war dabei stets dieselbe. Zunächst wurden die 

Effektoren vorgelegt, anschließend wurde mit Mausmedium aufgefüllt, bevor im 

letzten Schritt die Targets hinzugegeben wurden. Nach gründlichem, 

blasenfreiem Resuspendieren begann die Inkubationszeit von 5 Stunden bei 

37°C. 

 

 

 



38 
 

Tabelle 14: Pipettieren eines Zytotoxizitätstests mittels ivk 

E:T Maus Zellen Targets Mausmedium 

+ mIL-15  

Well 

50:1 250.000 (50µl) 5000 (5µl) 145µl 96-Well 

100:1 500.000 (100µl) 5000 (5µl) 95µl 96-Well 

500:1 2.500.000  

(500µl) 

5000 (5µl) X 48-Well 

Monos  100.000 (100µl) 100µl 96-Well 

E:T = Effektor – Target Verhältnis 

 

Lebend/tot Differenzierung 

Im Anschluss an die Inkubation erfolgte die Lebend/tot Differenzierung. Hierfür 

wurden abgestorbene Zellen mit PBSE gefärbt.  

Im ersten Schritt wurden die 500:1 Ansätze in eine 96-Well Platte überführt.  

Um die gewünschte Endkonzentration von PBSE von 0,5µg/ml zu erreichen, 

wurde die Stocklösung (5mg/ml) anschließend in zwei Schritten verdünnt (1:10 

mit DMSO, dann 1:200 mit PBS). Zu jedem Ansatz wurden dann 200µl der 

verdünnten Stocklösung hinzugefügt und für 10 Minuten bei Raumtemperatur im 

Dunkeln inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde zweimal mit PBS 

gewaschen und die Zellen im Anschluss in 100µl FACS-Puffer aufgenommen. 

Die Fixierung erfolgte durch die Zugabe von 100µl FACS-Fix. 

Durchflusszytometrie und Auswertung 

Die Messung erfolgte mittels Durchflusszytometer FACS Canto II. Targets 

konnten anhand ihrer CFSE-Expression identifiziert werden. Durch die Positivität 

für PBSE konnte zwischen vitalen (PBSE negativ) und avitalen (PBSE positiv) 

Zellen unterschieden  und die Frequenz der avitalen Zellen berechnet werden. 

𝑎𝑣𝑖𝑡𝑎𝑙𝑒 𝑇𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡𝑠 (%) =
(𝑇𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡𝑠𝐶𝐹𝑆𝐸+ + 𝑃𝐵𝑆𝐸+)

(𝑇𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡𝑠𝐶𝐹𝑆𝐸+)
× 100 
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Mithilfe der Spontantodfrequenz, die als Durchschnitt der Prozentsätze avitaler 

Zellen aus den fünf Ansätze ohne Effektoren („Monos“) berechnet wurde, konnte 

im nächsten Schritt die NK Zell spezifische Lyserate („spezifischer Kill“) ermittelt 

werden: 

𝑠𝑝𝑒𝑧. 𝐾𝑖𝑙𝑙 (%) =
(𝑎𝑣𝑖𝑡𝑎𝑙𝑒 𝑇𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡𝑠 (%) − 𝑆𝑝𝑜𝑛𝑡𝑎𝑛𝑡𝑜𝑑𝑓𝑟𝑒𝑞𝑢𝑒𝑛𝑧 (%))

(100% − 𝑆𝑝𝑜𝑛𝑡𝑎𝑛𝑡𝑜𝑑𝑓𝑟𝑒𝑞𝑢𝑒𝑛𝑧 (%))
× 100 

Von den jeweiligen Triplets wurde im Anschluss der arithmetische Mittelwert des 

spezifischen Kills berechnet. 

2.2.4 Auswertung und Statistik 

Für die statistische Auswertung wurden GraphPad Prism (9.1.2) und IBM SPSS 

Statistics (28.0.1) verwendet. Alle Graphiken wurden mit GraphPad Prism erstellt. 

Als signifikant wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0.05 gewertet. Falls 

nicht anders angegeben, werden der arithmetische Mittelwert ± 

Standardabweichung (σ) sowie die Signifikanz angegeben. 

Initial erfolgte unabhängig von der Anzahl der zu vergleichenden Gruppen eine 

Überprüfung auf Normalverteilung. Hierfür wurde der Shapiro-Wilk-Test 

verwendet. Bei nicht gegebener Normalverteilung und zwei zu vergleichenden 

Gruppen wurde ein Mann-Whitney-U-Test als nichtparametrisches Äquivalent 

durchgeführt. Bei drei Gruppen erfolgte die globale Varianzanalyse in diesem Fall 

mittels Kruskal-Wallis Test. Zur post-hoc Analyse wurde ein Dunn-Bonferroni 

Test verwendet. 

Bei gegebener Normalverteilung der Messwerte wurde anschließend auf 

Varianzhomogenität geprüft (Levene-Test). Waren zwei Gruppen zu vergleichen 

und lag Varianzhomogenität vor (Levene-Test mit p > 0.05), wurde ein 

zweiseitiger t-Test durchgeführt. Lag ein signifikanter Unterschied der Varianzen 

vor (Levene Test mit p< .05), wurde auf einen Welch´s t-Test ausgewichen. Im 

Fall von drei zu vergleichenden Gruppen mit Varianzhomogenität wurde eine 

einfache Varianzanalyse (ANOVA) durchgeführt. Für den anschließenden 

paarweisen Vergleich (post-hoc) wurde hier ein Tukey multiple Comparison Test 
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verwendet. Bei fehlender Varianzhomogenität wurde die Welch-Anova 

angewandt. Als post-hoc Test wurde dann ein Games-Howell Test durchgeführt. 

 

Abbildung 10: Vorgehen statistische Auswertung 
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3. Ergebnisse 

3.1 Teilversuch 1: Einfluss von 5-AzaC auf die S100A8/A9 

Konzentration im Serum 

3.1.1 Inflammationsreaktion an Tag 17, 21 und 28  

Um die existierenden in vitro Daten in vivo zu bestätigen und die vermutete 

Kausalität zwischen einer niedrigdosierten 5-AzaC Behandlung und einer 

gesteigerten Expression von S100A8/A9 zu belegen, wurde die Konzentration 

von S100A8/A9 im Serum von C57BL/6J Mäusen, die niedrigdosiert mit 5-AzaC 

behandelt wurden, an den Tagen 17, 21 und 28 nach subletaler Bestrahlung 

gemessen. Die Quantifizierung erfolgte durch ELISA-Analyse des 

Serumüberstandes der Tiere. Die Ergebnisse wurden mit einer Kontrollgruppe 

von C57BL/6J Mäusen verglichen, die zu den entsprechenden Zeitpunkten PBS 

injiziert bekommen hatten. 

An Tag 17 nach Bestrahlung wurden in Serumproben der mit 5-AzaC 

behandelten Mäuse (Gruppe 2 C57BL/6J + 5-AzaC) höhere S100A8/A9 

Konzentrationen als in Serumproben der mit PBS behandelten Mäuse (Gruppe 1 

C57BL/6J + PBS) gemessen. Der Unterschied war nicht signifikant (p = .0634). 

Für beide Gruppen werden die jeweiligen Einzelwerte (n = 5) und Mittelwerte mit 

zugehöriger Standardabweichung (M1 = 208.4 ± 20,49ng/ml; M2 = 330.3 ± 

111,62 ng/ml) dargestellt. 

An Tag 21 nach Bestrahlung fanden sich in beiden untersuchten Gruppen höhere 

Konzentrationen von S100A8/A9 als an Tag 17. Serumproben der mit 5-AzaC 

behandelten Mäuse (Gruppe 2 C57BL/6J + 5AzaC) zeigten höhere S100A8/A9 

Konzentrationen als Serumproben der mit PBS behandelten Mäuse (Gruppe 1 

C57BL/6J + PBS). Der Unterschied war nicht signifikant (p = .304). Für beide 

Gruppen werden die jeweiligen Einzelwerte (n = 5) und Mittelwerte mit 

zugehöriger Standardabweichung (M1 = 563.8 ± 309.78ng/ml; M2 = 826.6 ± 

436.87ng/ml) dargestellt. 
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An Tag 28 nach Bestrahlung wurden in Serumproben der mit 5-AzaC 

behandelten Mäuse (Gruppe 2 C57BL/6J + 5-AzaC) signifikant niedrigere 

S100A8/A9 Konzentrationen als in Serumproben der mit PBS behandelten 

Mäuse (Gruppe 1 C57BL/6J + PBS) gemessen (p = .0441). Für beide Gruppen 

werden die jeweiligen Einzelwerte (n = 5) und Mittelwerte mit zugehöriger 

Standardabweichung (M1 = 647.1 ± 359.60ng/ml; M2 = 187.6ng/ml ± 89.93ng/ml) 

dargestellt. 

 

3.1.2 Kinetik der S100A8/A9-vermittelten Inflammationsreaktion 

Die durchgeführten kinetischen Analysen zeigen, dass eine subletale 

Bestrahlung zu einer systemischen Inflammationsreaktion führt, welche sich 

durch einen S100A9 Anstieg im Serum quantifizieren lässt. Sowohl in 

Serumproben der mit 5-AzaC behandelten Tiere als auch in den Serumproben 

der Kontrollgruppe kam es initial zu einem Anstieg der S100A8/A9 

Serumkonzentrationen von Tag 17 auf Tag 21 im Sinne einer frühen 

Inflammationsreaktion. In den mit 5-AzaC epigenetisch modulierten Tieren 

fanden sich zu beiden Zeitpunkten höhere S100A8/A9 Konzentrationen als in den 

Abbildung 11: Serumkonzentration von S100A8/A9 im Rahmen der hämatopoetischen Rekonstitution 
x-Achse: jeweils Darstellung der mit PBS behandelten Kontrollgruppe „Gruppe 1: C57BL/6J + PBS“ (links) 
und der mit 5Aza-C behandelten Versuchsgruppe „Gruppe 2: C57BL/6J + 5-AzaC (rechts).  
y-Achse: Mittels ELISA bestimmte S100A8/A9 Serumkonzentration in (ng/ml) 
n = 5 Mäuse pro Gruppe 
a) S100A8/A9 Serum Tag 17: ungepaarter t-Test 
b) S100A8/A9 Serum Tag 21: ungepaarter t-Test 
c) S100A8/A9 Serum Tag 28: Welch´s t-Test 
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mit PBS behandelten Tieren. In Gruppe 1 konnte an Tag 28 eine weitere 

Zunahme der Konzentration der S100A8/A9 Serumkonzentration beobachtet 

werden. In Gruppe 2 kam es zu einer Umkehr der Dynamik mit Abfall der 

S100A8/A9 Serumkonzentration. Die gemessenen S100A8/A9 Serum Werte 

waren zu diesem Zeitpunkt signifikant niedriger als in Gruppe 1. Dargestellt 

wurden jeweils für jeden Untersuchungszeitpunkt die Mittelwerte und 

Standardabweichungen (siehe oben) von Gruppe 1 und 2 (jeweils n = 5). 

 

Abbildung 12: Kinetik der Inflammationsreaktion als Verlauf der S100A8/A9 Serumkonzentration 
x-Achse: Tage nach initialer Bestrahlung: Für jeden Analysezeitpunkt Darstellung der mit PBS 
behandelten Kontrollgruppe „Gruppe 1: C57BL/6J + PBS“ (links) und der mit 5-AzaC behandelten 
Versuchsgruppe „Gruppe 2: C57BL/6J + 5Aza-C (rechts).  
y-Achse: Mittels ELISA bestimmte S100A8/A9 Serumkonzentration in (ng/ml). 

 

3.2 Teilversuch 2: Phänotyp Analyse NK Zellen, Makrophagen 

und Progenitoren 

3.2.1 NK Zell Regeneration während der frühen hämatopoetischen 

Rekonstitution: Knochenmark 

Um die Auswirkungen von 5-AzaC sowie den Einfluss des Fehlens von 

S100A8/A9 Proteinen auf die frühe Regeneration der NK Zellen nach subletaler 
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Bestrahlung zu untersuchen, erfolgte die Bestimmung der NK Zellfrequenz. An 

den Tagen 7, 17, 21 und 28 nach der Strahlenexposition wurde hierfür die 

Frequenz von lin-CD122+NK1.1+ Zellen relativ zu allen lin- Zellen mittels 

Durchflusszytometrie bestimmt. 

An Tag 7 war die NK Zell Frequenz in Mäusen der Linie C57BL/6J signifikant 

höher als in S100A9-/- Mäusen (p = .0165). Für beide Gruppen wurden die 

jeweiligen Einzelwerte (n = 5) und Mittelwerte mit zugehöriger 

Standardabweichung (M1 = 2.59 ± 1.13%; M2 = 0.63 ± 0.22%) dargestellt. 

An Tag 17 konnte gezeigt werden, dass ein signifikanter Unterschied in der NK 

Zell Frequenz im KM besteht (p = .035). Die mit 5-AzaC behandelte Gruppe 2 

zeigte signifikant höhere NK Zell Frequenzen als die mit behandelte Gruppe 1 (p 

= .038). Kein signifikanter Unterschied wurde zwischen Gruppe 2 und 3 (p = .852) 

sowie zwischen Gruppe 1 und 3 gefunden (p = .0976). Für alle Gruppen wurden 

die jeweiligen Einzelwerte (n = 5) und Mittelwerte mit zugehöriger 

Standardabweichung (M1 = 0.72 ± 0,25%; M2 = 1.42 ± 0,50%, M3 = 1.29 ± 0,39%) 

dargestellt. 

An Tag 21 bestand ein signifikanter Unterschied der NK Zell Frequenz im KM (p 

= .0087). Tiere der Gruppe 1 (p = .0201) und Gruppe 2 (p = .0136) zeigten 

signifikant niedrigere NK Zell Frequenzen als S100A9-/- Mäuse der Gruppe 3. 

Zwischen den Gruppen 1 und 2 konnte kein signifikanter Unterschied gezeigt 

werden (p = .974).  

An Tag 28 konnte kein signifikanter Unterschied in der Frequenz der NK Zellen 

zwischen den Gruppen nachgewiesen werden (p = .117). In allen drei Gruppen 

kam es im Vergleich zu Tag 21 zu einer leichten Zunahme der NK Zell Frequenz 

(M1 = 1.59 ± 0.06; M2 = 1.16 ± 0.42; M3 = 1.73 ± 0.41). 

Für alle Gruppen wurden die jeweiligen Einzelwerte (n = 5) und Mittelwerte mit 

zugehöriger Standardabweichung (M1 = 1.18 ± 0.31%; M2 = 1.15 ± 0.15%, M3 

= 1.69 ± 0.25%) dargestellt. 
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Abbildung 13: NK Zell Regeneration im Rahmen der hämatopoetischen Rekonstitution: Knochenmark 
x-Achse: a): Darstellung der beiden Mauslinien C57BL/6J (links) und S100A9- (rechts) 
b) - d): Gezeigt werden jeweils die drei Gruppen „Gruppe 1 C57BL/6J + PBS“ (links), „Gruppe 2 C57BL/6J 
+ 5Aza-C (mittig) und „Gruppe 3 S100A9-/- + PBS“ (rechts). 
y-Achse: Darstellung der mittels Durchflusszytometrie bestimmten NK Zell Frequenz (definiert als lin-

CD122+NK1.1+). Die Darstellung erfolgt prozentual in Bezug auf alle lin- Zellen. 
a) Tag 7 NK Zellfrequenz KM: Welch´s t-Test 
b) Tag 17 NK Zellfrequenz KM: ANOVA 
c) Tag 21 NK Zellfrequenz KM: ANOVA 
d) Tag 28 NK Zellfrequenz KM: Welch ANOVA 
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3.2.2 NK Zell Regeneration während der frühen hämatopoetischen 

Rekonstitution: Milz 

Bei der Untersuchung des Milzgewebes konnte zu keinem der vier 

Analysezeitpunkte ein signifikanter Unterschied in der Frequenz von NK Zellen 

festgestellt werden. Bei Betrachtung der Kinetik der NK Zellregeneration nach 

subletaler Bestrahlung fällt jedoch auf, dass in der Gruppe der mit 5-AzaC 

behandelten Tiere bereits an Tag 17 hochnormale NK Zellfrequenzen zu 

beobachten sind, während dies in der Kontrollgruppe und in der Knockoutgruppe 

erst zu späteren Zeitpunkten der Fall ist. 

Zudem wurden die höchsten Frequenzen an CD122+NK1.1+ exprimierenden 

Zellen relativ zu allen lin- Zellen an den Tagen 17 (p = .0589, M1 = 1.29 ± 0.81%, 

M2 = 3.42 ± 1.83%, M3 = 1.62 ± 0.51%), 21 (p = .692, M1 = 2.08 ± 1.15, M2 = 

2.65 ± 1.54, M3 = 2.60 ± 0.51) und 28 (p = .648, M1 = 2.80 ± 0.44, M2 = 2.97 ± 

0.81, M3 = 2.60 ± 0.51) in der Gruppe der mit 5-AzaC behandelten Tieren 

beobachtet.  

Für alle Gruppen wurden zu allen Analysezeitpunkten die jeweiligen Einzelwerte 

(n = 5) sowie die oben genannten Mittelwerte mit zugehöriger 

Standardabweichung dargestellt. 
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Abbildung 14: NK Zell Regeneration im Rahmen der hämatopoetischen Rekonstitution: Milz 
x-Achse: a): Darstellung der beiden Mauslinien C57BL/6J (links) und S100A9- (rechts) 
b) - d): Gezeigt werden jeweils die drei Gruppen „Gruppe 1 C57BL/6J + PBS“ (links), „Gruppe 2 C57BL/6J 
+ 5Aza-C (mittig) und „Gruppe 3 S100A9-/- + PBS“ (rechts). 
y-Achse: Darstellung der mittels Durchflusszytometrie bestimmten NK Zell Frequenz (definiert als lin-

CD122+NK1.1+). Die Darstellung erfolgt prozentual in Bezug auf alle lin- Zellen 
a) Tag 7 NK Zellfrequenz Milz: Mann-Whitney Test 
b) Tag 17 NK Zellfrequenz Milz: Welch ANOVA 
c) Tag 21 NK Zellfrequenz Milz: ANOVA 

d) Tag 28 NK Zellfrequenz Milz: ANOVA 
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3.2.3 NK Zell Reifung während der frühen hämatopoetischen 

Rekonstitution: Knochenmark 

Zur Bestimmung des Anteils von mNK und den darauffolgenden Reifestufen 

unter allen NK Zellen wurde der Anteil von CD49b exprimierenden NK Zellen 

unter allen CD122+NK1.1+ exprimierenden Zellen ermittelt. 

Für Tag 7 war aufgrund eines Gerätefehlers bei der Durchflusszytometrie welcher 

zu Probenverlust und folglich zu geringer Zellzahl führte, keine statistische 

Auswertung möglich. An Tag 17 (p = .0958, M1 = 68.23 ± 11.44%, M2 = 61.68 ± 

19.90%, M3 = 53.54 ± 6.95%) und 21 (p = .0691, M1 = 35.52 ± 23.91%, M2 = 

62.09 ± 6.99%, M3 = 44.65 ± 13.85%) konnte zwischen den Gruppen kein 

signifikanter Unterschied im Anteil CD49b exprimierender NK Zellen 

nachgewiesen werden.  

An Tag 28 konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen 

festgestellt werden (p = .0437). In Gruppe 2 war der Anteil von mNK und den 

nachfolgenden Reifestufen unter allen NK Zellen signifikant niedriger als in der 

Gruppe der mit 5-AzaC behandelten Tiere (p = .0441). Sowohl zwischen der 

Kontrollgruppe und den S100A8/A9 defizienten Tieren der Gruppe 3 (p = .802) 

als auch zwischen Gruppe 2 und 3 (p = .131) konnte kein signifikanter 

Unterschied festgestellt werden. 

Im Knochenmark zeigte sich von Tag 17 auf Tag 21/Tag 28 keine konsekutive 

Zunahme des Anteils reifer NK Zell Entwicklungsstufen. Es konnte zudem weder 

ein positiver Effekt von 5-AzaC auf die frühe Ausreifung von NK Zellen nach 

subletaler Bestrahlung noch ein negativer Effekt bei S100A8/A9 Gen Knockout 

gezeigt werden.  

Für alle Gruppen wurden zu allen Analysezeitpunkten die jeweiligen Einzelwerte 

(n = 5) sowie die oben genannten Mittelwerte mit zugehöriger 

Standardabweichung dargestellt. 
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Abbildung 15: NK Zell Reifung im Rahmen der hämatopoetischen Rekonstitution: Knochenmark 
x-Achse: Gezeigt werden die drei Gruppen „Gruppe 1 C57BL/6J + PBS“ (links), „Gruppe 2 C57BL/6J + 5Aza-
C (Mitte) und „Gruppe 3 S100A9-/- + PBS“ (rechts). 
y-Achse: Prozentuale Darstellung des Anteils von NK Zellen, die CD49b exprimieren (lin- CD122+ NK1.1+ 
CD49b+), gemessen mittels Durchflusszytometrie, relativ zu allen NK Zellen (lin- CD122+ NK1.1+ CD49b+/-). 
a) Tag 17 CD49b Expression NK Zellen KM: Kruskal-Wallis Test 
b) Tag 21 CD49b Expression NK Zellen KM: ANOVA 
c) Tag 28 CD49b Expression NK Zellen KM: ANOVA 

 

3.2.4 NK Zell Reifung während der frühen hämatopoetischen 

Rekonstitution: Milz 

An Tag 7 konnte kein signifikanter Unterschied in der CD49b Expression 

zwischen den Gruppen und somit auch kein signifikanter Unterschied im Anteil 

reifer NK Zellen an allen NK Zellen (p = .222) festgestellt werden. 

An Tag 17 wiesen die mit 5-AzaC epigenetisch modulierten Tiere die höchsten 

Anteile von mNK an allen NK Zellen auf. Der Unterschied zwischen den Gruppen 

war zu diesem Zeitpunkt nicht signifikant (p = .470, M1 = 50.89 ± 24.77%, M2 = 

66.37 ± 24.04%, M3 = 50.65 ± 17.97%). 

An Tag 21 konnte gezeigt werden, dass eine niedrigdosierte 5-AzaC Behandlung 

zu einem frühen Anstieg des Anteils reifer NK Zellen führt. Ein Fehlen von 

S100A8/A9 Proteinen konnte in dieser Hinsicht nicht als signifikant nachteilig 

identifiziert werden. Zwischen den drei Versuchsgruppen bestand zu diesem 
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Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied (p = .0003, M1 = 21.84 ± 4.30%, M2 = 

54.92 ± 15.48%, M3 = 27.64 ± 4.81%). Der Tukey post-hoc Test ergab, dass die 

mit 5-AzaC behandelte Tiere aus Gruppe 2 einen signifikant höheren Anteil von 

mNK Zellen aufwiesen als mit PBS behandelte Tiere der Gruppe 1 (p = .0004) 

und S100A8/A9 Knockout Tiere der Gruppe 3 (p = .0021). Zwischen Gruppe 1 

und 3 wurde kein signifikanter Unterschied festgestellt (p = .623). 

Auch an Tag 28 konnte ein signifikanter Unterschied in den Anteilen reifer NK 

Zellen im Verhältnis zu allen NK Zellen zwischen den Gruppen festgestellt 

werden (p = .0374, M1 = 60.39 ± 12.26%, M2 = 39.79 ± 6.62%, M3 = 45.44 ± 

13.94%). Im Gegensatz zu den Beobachtungen an Tag 21 zeigten Tiere der 

Gruppe 2 an Tag 28 signifikant niedrigere Anteile reifer NK Zellen im Vergleich 

zur Kontrollgruppe (p = .0354). Ein Fehlen von S100A8/A9 Proteinen führte 

weder im Vergleich zur Gruppe 1 (p = .136) noch zur Gruppe 2 (p = .719) zu 

signifikanten Unterschieden in Bezug auf den Anteil an reifen NK Zellen (mNK).  

Für alle Gruppen wurden zu allen Analysezeitpunkten die jeweiligen Einzelwerte 

(n = 5) sowie die oben genannten Mittelwerte mit zugehöriger 

Standardabweichung dargestellt. 
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Abbildung 16: NK Zell Reifung im Rahmen der hämatopoetischen Rekonstitution: Milz  
x-Achse: a): Darstellung der beiden Mauslinien C57BL/6J (links) und S100A9- (rechts) 
b) - d): Gezeigt werden die drei Gruppen „Gruppe 1 C57BL/6J + PBS“ (links), „Gruppe 2 C57BL/6J + 5Aza-
C (Mitte) und „Gruppe 3 S100A9-/- + PBS“ (rechts). 
y-Achse: Prozentuale Darstellung des Anteils von NK Zellen, die CD49b exprimieren (lin- CD122+ NK1.1+ 
CD49b+), gemessen mittels Durchflusszytometrie, relativ zu allen NK Zellen (lin- CD122+ NK1.1+ CD49b+/-). 
a) Tag 7 CD49b Expression NK Zellen Milz: Mann-Whitney Test 
b) Tag 17 CD49b Expression NK Zellen Milz: ANOVA 
c) Tag 21 CD49b Expression NK Zellen Milz: ANOVA 
d) Tag 28 CD49b Expression NK Zellen Milz: ANOVA 
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3.2.5 Phänotypische Reifung von murinen NK Zellen während der frühen 

hämatopoetischen Rekonstitution 

Zur Beurteilung der phänotypischen Ausreifung von NK Zellen wurde die in  

Abbildung 3 gezeigte Einteilung von mNKs in vier aufeinanderfolgende, 

funktionelle Stadien mittels der beiden Oberflächenmarker CD11b und CD27 

verwendet. Die von (Chiossone et al., 2009) beschriebene konsekutive Abfolge 

von CD11blowCD27low → CD11blowCD27high → CD11bhighCD27high → 

CD11bhighCD27low konnte nicht reproduziert werden. 

Es ließ sich zu keinem Zeitpunkt ein relevanter Anteil der beiden letzten 

Reifestufen von mNK, CD11highCD27high und CD11bhighCD27low, nachweisen. Die 

Verteilung von mNK beschränkte sich folglich fast ausschließlich auf die ersten 

beiden Reifestufen, CD11blowCD27low und CD11blowCD27high. Bei Betrachtung 

der Verteilung auf die vier konsekutiven Entwicklungsstufen entlang der 

Analysezeitpunkte konnte keine Entwicklung in Richtung Ausreifung festgestellt 

werden. Vielmehr betrug der Anteil der anfänglichen Reifestufe von mNK, 

CD11blowCD27low, an Tag 28 in der Milz in allen drei untersuchten Gruppen über 

80%. Oben genanntes traf auf Milz und KM zu.  

Bei fehlendem Nachweis einer Entwicklung entlang der oben genannten 

funktionellen Stadien wurde auf eine statistische Auswertung in Form von 

Hypothesentests verzichtet. Die Mittelwerte und Standardabweichungen werden 

aus Platzgründen nicht genannt und können den untenstehenden Graphiken 

entnommen werden. 

Für alle Gruppen wurden zu allen Analysezeitpunkten die jeweiligen Einzelwerte 

(n = 5) sowie die Mittelwerte mit zugehöriger Standardabweichung dargestellt. 
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Abbildung 17: Subgruppen Entwicklung von mNK im Rahmen der hämatopoetischen Rekonstitution: 
Knochenmark 
x-Achse: a): Darstellung der beiden Mauslinien C57BL/6J (links) und S100A9- (rechts) 
b) - d): Gezeigt werden die drei Gruppen „Gruppe 1 C57BL/6J + PBS“ (links), „Gruppe 2 C57BL/6J + 5Aza-
C (Mitte) und „Gruppe 3 S100A9-/- + PBS“ (rechts).  
y-Achse: Prozentuale Darstellung des Anteils der jeweiligen Subgruppe von reifen NK Zellen relativ zu allen 
reifen NK Zellen (lin- CD122+ NK1.1+). Es werden die vier Entwicklungsstufen von mNK nach (Chiossone et 
al., 2009) gezeigt: CD11blowCD27low (lila) → CD11blowCD27high (blau) → CD11bhighCD27high (türkis) → 
CD11highCD27low. 
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Abbildung 18: Subgruppen Entwicklung im Rahmen der hämatopoetischen Rekonstitution: Milz  
x-Achse: a): Darstellung der beiden Mauslinien C57BL/6J (links) und S100A9- (rechts) 
b) - d): Gezeigt werden die drei Gruppen „Gruppe 1 C57BL/6J + PBS“ (links), „Gruppe 2 C57BL/6J + 5Aza-
C (Mitte) und „Gruppe 3 S100A9-/- + PBS“ (rechts).  
y-Achse: Prozentuale Darstellung des Anteils der jeweiligen Subgruppe von reifen NK Zellen relativ zu allen 
reifen NK Zellen (lin- CD122+ NK1.1+). Es werden die vier Entwicklungsstufen von mNK nach (Chiossone et 
al., 2009) gezeigt: CD11blowCD27low (lila) → CD11blowCD27high (blau) → CD11bhighCD27high (türkis) → 
CD11highCD27low. 

 

3.2.6 F4/80+ Monozyten/Makrophagen Regeneration während der frühen 

hämatopoetischen Rekonstitution: Knochenmark 

Reife Monozyten und Makrophagen wurden über den Marker F4/80 als lin-F4/80+ 

definiert (McKnight et al., 1996). Die durch die AG André in in vitro Vorarbeiten 

beschriebene Zunahme des Anteils von Monozyten im Kultursystem durch 

niedrigdosierte 5-AzaC Beigabe konnte nicht bestätigt werden. Es zeigten sich 

teilweise signifikant höheren Monozyten/Makrophagen Frequenzen in der 

Gruppe der S100A8/A9 Knockout Tiere im Vergleich zur Gruppe der mit 5-AzaC 

behandelten Tiere. 
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Die in der Literatur beschriebene Verschiebung der Hämatopoese in Richtung 

der myeloischen Reihe durch eine 5-AzaC-vermittelte irreversible DNMT1 

Hemmung konnte folglich nicht nachgewiesen werden (Bröske et al., 2009, 

Hodges et al., 2011).  

Zu allen Untersuchungszeitpunkten wies die Gruppe der S100A8/A9 defizienten 

Tiere die höchsten Makrophagen Frequenzen auf. An Tag 7 zeigten die Tiere der 

Linie S100A9-/- eine signifikant höhere Makrophagen Frequenz im Vergleich zu 

den Tieren der Linie C57BL/6J (p = .0282, M1 = 10.05 ± 1.56%, M2 = 18.01 ± 

6.47%). 

An den Tagen 17 (p = .0956, M1 = 10.15 ± 1.79%, M2 = 13.95 ± 3.90%, M3 = 

16.03 ± 5.92%) und 21 (p = .224, M1 = 17.83 ± 6.51%, M2 = 15.31 ± 3.38%, M3 

= 20.56 ± 2.67%) konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen 

nachgewiesen werden.  

An Tag 28 konnte ein signifikanter Unterschied in der Makrophagen Frequenz 

festgestellt werden (p < 0.0001, M1 = 17.74 ± 1.29%, M2 = 12.20 ± 3.84%, M3 = 

21.73 ± 2.16%). Tiere, die mit 5-AzaC behandelt wurden, wiesen signifikant 

niedrigere Makrophagen Frequenzen auf als S100A8/A9 Knockout Mäuse, die 

mit PBS behandelt wurden (p = .0012). Es konnte kein signifikanter Unterschied 

zwischen der Kontrollgruppe und den Knockout Mäusen (p = .231) bzw. zwischen 

der Kontrollgruppe und den mit 5-AzaC behandelten Tieren (p =.231) festgestellt 

werden. 

Für alle Gruppen wurden zu allen Analysezeitpunkten die jeweiligen Einzelwerte 

(n = 5) sowie die oben genannten Mittelwerte mit zugehöriger 

Standardabweichung dargestellt. 
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Abbildung 19: Monozyten/Makrophagen Regeneration im Rahmen der hämatopoetischen Rekonstitution: 
Knochenmark  
x-Achse: a): Darstellung der beiden Mauslinien C57BL/6J (links) und S100A9- (rechts) 
b) - d): Gezeigt werden jeweils die drei Gruppen „Gruppe 1 C57BL/6J + PBS“ (links), „Gruppe 2 C57BL/6J 
+ 5Aza-C (mittig) und „Gruppe 3 S100A9-/- + PBS“ (rechts). 
y-Achse: Darstellung der mittels Durchflusszytometrie bestimmten Monozyten/Makrophagen Frequenz 
(definiert als lin-F4/80+). Die Darstellung erfolgt prozentual in Bezug auf alle lin- Zellen. 
a) Tag 7 Makrophagen KM: ungepaarter t-Test 
b) Tag 17 Makrophagen KM: Welch ANOVA 
c) Tag 21 Makrophagen KM: ANOVA 

d) Tag 28 Makrophagen KM: Kruskal-Wallis Test 
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3.2.7 Makrophagen Regeneration während der frühen hämatopoetischen 

Rekonstitution: Milz 

Im Gegensatz zu den Ergebnissen im Knochenmark zeigte die Gruppe der 

C57BL/6J Mäuse an Tag 7 in der Milz einen signifikant höheren prozentualen 

Anteil an Makrophagen im Vergleich zur Gruppe der Knockout Tiere (p = .0490, 

M1 = 24.01 ± 8.49%, M2 = 14.09 ± 4.41%). 

An den Tagen 17 (p = .338, M1 = 4.66 ± 0.51%, M2 = 6.76 ± 3.69%, M3 = 5.18 

± 1.10%) und 21 (p = .383, M1 = 10.43 ± 7.40%, M2 = 5.95 ± 3.10%, M3 = 5.97 

± 1.18%) konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen 

nachgewiesen werden. 

An Tag 28 wurde ein signifikanter Unterschied in der Makrophagen Frequenz 

festgestellt  (p = .0026, M1 = 5.16 ± 0.93%, M2 = 4.96 ± 0.63%, M3 = 7.59 ± 

1.38%). Dies entspricht den Ergebnissen der KM-Analyse an Tag 28, da auch in 

der Milz die Tiere der Knockout Gruppe signifikant höhere prozentuale 

Makrophagen Frequenzen aufwiesen im Vergleich zu den mit 5-AzaC 

behandelten Tiere der Gruppe 2 (p = .0041). Darüber hinaus wurden in der 

Knockout Gruppe, prozentual gesehen, auch signifikant mehr Makrophagen 

gefunden als in der Kontrollgruppe (p =. 0072). 

Zwischen Kontrollgruppe und 5-AzaC Gruppe konnte kein signifikanter 

Unterschied festgestellt werden (p = .948). 

Für alle Gruppen wurden zu allen Analysezeitpunkten die jeweiligen Einzelwerte 

(n = 5) sowie die oben genannten Mittelwerte mit zugehöriger 

Standardabweichung dargestellt. 
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Abbildung 20: Monozyten/Makrophagen Regeneration im Rahmen der hämatopoetischen Rekonstitution: 
Milz  
x-Achse: a): Darstellung der beiden Mauslinien C57BL/6J (links) und S100A9- (rechts) 
b) – d): Gezeigt werden jeweils die drei Gruppen „Gruppe 1 C57BL/6J + PBS“ (links), „Gruppe 2 C57BL/6J 
+ 5Aza-C (mittig) und „Gruppe 3 S100A9-/- + PBS“ (rechts). 
y-Achse: Darstellung der mittels Durchflusszytometrie bestimmten Monozyten/Makrophagen Frequenz 
(definiert als lin-F4/80+). Die Darstellung erfolgt prozentual in Bezug auf alle lin- Zellen. 
a) Tag 7 Makrophagen Milz: ungepaarter t-Test 
b) Tag 17 Makrophagen Milz: ANOVA 
c) Tag 21 Makrophagen Milz: Kruskal-Wallis Test 
d) Tag 28 Makrophagen Milz: ANOVA 
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3.2.8 Lineage- Zellen während der frühen hämatopoetischen Rekonstitution: 

Knochenmark 

Zur Beurteilung der Zusammensetzung der Leukozyten Population nach 

subletaler Bestrahlung wurde der Anteil an lineage negativen Zellen unter allen 

Zellen bestimmt. Dabei wurden alle vitalen Zellen erfasst, die als CD3-CD19-

Ly6G-, kurz lin-, definiert wurden und somit weder der Gruppe der neutrophilen 

Granulozyten noch der Gruppe der T- und B-Lymphozyten zuzuordnen waren.  

An Tag 7 nach subletaler Bestrahlung zeigte sich kein signifikanter Unterschied 

im Anteil der lin- Zellen zwischen der Gruppe der C57BL/6J Tiere und der Gruppe 

der S100A8/A9 Knockout Tiere (p = .0952, M1 = 63,05 ± 11,98%, M2 = 47,96 ± 

7,27%).  

An Tag 17 wies die Knockout Gruppe (M3 = 64.16 ± 3.71%) signifikant weniger 

lin- Zellen auf im Vergleich zur Kontrollgruppe (p = .0007, M1 = 79.96 ± 3.29%) 

und  zur Gruppe der mit 5-AzaC behandelten Tiere (p = <.0001, M2 = 82.00 ± 

4.77%).  Zwischen den letzten beiden Gruppen konnte zu diesem Zeitpunkt kein 

signifikanter Unterschied festgestellt werden (p = .154).  

Signifikante Unterschiede im Anteil lin- Zellen zwischen den drei 

Versuchsgruppen konnten auch an Tag 21 (p = .704, M1 = 61.58 ± 17.98%, M2 

= 56.95 ± 5.51%, M3 = 62.65 ± 5.20%) und 28 (p = .0680, M1 = 66.60 ± 8.17%, 

M2 = 71.70 ± 7.69%, M3 = 59.90 ± 5.39%) nicht nachgewiesen werden.  

Für alle Gruppen wurden zu allen Analysezeitpunkten die jeweiligen Einzelwerte 

(n = 5) sowie die oben genannten Mittelwerte mit zugehöriger 

Standardabweichung dargestellt. 
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Abbildung 21: Lineage- Zellen im Rahmen der hämatopoetischen Rekonstitution: Knochenmark  
x-Achse: a): Darstellung der beiden Mauslinien C57BL/6J (links) und S100A9- (rechts) 
b) - d): Gezeigt werden jeweils die drei Gruppen „Gruppe 1 C57BL/6J + PBS“ (links), „Gruppe 2 C57BL/6J 
+ 5Aza-C (mittig) und „Gruppe 3 S100A9-/- + PBS“ (rechts). 
y-Achse: Darstellung der mittels Durchflusszytometrie bestimmten Frequenz von lin- Zellen (definiert als 
CD3-CD19-Ly6G-). Die Darstellung erfolgt prozentual in Bezug auf alle erfassten vitalen Zellen. 
a) Tag 7 lineage- Zellen KM: Mann-Whitney Test 
b) Tag 17 lineage- Zellen KM: ANOVA 
c) Tag 21 lineage- Zellen KM: ANOVA 
d) Tag 28 lineage- Zellen KM: ANOVA 
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3.2.9 Lineage- Zellen während der frühen hämatopoetischen Rekonstitution: 

Milz 

Bei Analyse des Milzgewebes wurden zu keinem der untersuchten Zeitpunkte 

signifikante Unterschiede im Anteil an lineage negativen Zellen zwischen den 

Gruppen festgestellt. Die entsprechenden Mittelwerte (M) mit den zugehörigen 

Standardabweichungen (SD) sowie die p-Werte können der folgenden Tabelle 

entnommen werden.  

Tabelle 15:  Lineage- Zellen im Rahmen der hämatopoetischen Rekonstitution: Milz 

 p-Wert M1 ± SD1 M2 ± SD2 M3 ± SD3 

Tag 7 p = .851 52.51 ± 5.23% 50.68 ± 20.45%  

Tag 17 p = .963 58.70 ± 3.26% 60.62 ± 15.11% 59.34 ± 11.58% 

Tag 21 p = .182  47.86 ± 12.23% 58.47 ± 9.19% 56.90 ± 3.97% 

Tag 28 p = .601  62.71 ± 9.63% 70.10 ± 10.35% 62.53 ± 6.40% 

M = Mittelwert; SD = Standardabweichung 

 

Für alle Gruppen wurden zu allen Analysezeitpunkten die jeweiligen Einzelwerte 

(n = 5) sowie die oben genannten Mittelwerte mit zugehöriger 

Standardabweichung dargestellt. 
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Abbildung 22: Lineage- Zellen im Rahmen der hämatopoetischen Rekonstitution: Milz  
x-Achse: a): Darstellung der beiden Mauslinien C57BL/6J (links) und S100A9- (rechts) 
b) - d): Gezeigt werden jeweils die drei Gruppen „Gruppe 1 C57BL/6J + PBS“ (links), „Gruppe 2 C57BL/6J 
+ 5Aza-C (mittig) und „Gruppe 3 S100A9-/- + PBS“ (rechts). 
y-Achse: Darstellung der mittels Durchflusszytometrie bestimmten Frequenz von lin- Zellen (definiert als 
CD3-CD19-Ly6G-). Die Darstellung erfolgt prozentual in Bezug auf alle erfassten vitalen Zellen. 
a) Tag 7 lineage- Zellen Milz: ungepaarter t-Test 
b) Tag 17 lineage- Zellen Milz: ANOVA 
c) Tag 21 lineage- Zellen Milz: ANOVA 
d) Tag 28 lineage- Zellen Milz: Kruskal-Wallis Test 
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3.2.10 Common Lymphoid Progenitors (CLPs) Regeneration während der 

frühen hämatopoetischen Rekonstitution 

Zur Untersuchung der Regeneration lymphoider Progenitoren wurde die 

Frequenz von CLPs durchflusszytometrisch erfasst. CLPs wurden dabei als lin-

CD127+Sca-1+CD117+ definiert. Aufgrund erheblicher interindividueller 

Unterschiede hinsichtlich des Anteils von CLPs an allen Zellen, was zu hohen 

Standardabweichungen führte, konnte lediglich an Tag 17 im KM ein signifikanter 

Unterschied zwischen den Gruppen festgestellt werden (p = .0259). Mit 5-AzaC 

behandelte Tiere der Gruppe 2 zeigten zu diesem Zeitpunkt signifikant höhere 

CLP-Frequenzen als Knockout Tiere der Gruppe 3 (p = .0327).  

Aufgrund insgesamt sehr niedriger Zellfrequenzen ist die Aussagekraft der 

gemessenen Werte nur begrenzt. Dennoch werden sie hier der Vollständigkeit 

halber genannt und graphisch dargestellt. Die entsprechenden Mittelwerte mit 

den zugehörigen Standardabweichungen sowie die p-Werte können der 

folgenden Tabelle entnommen werden.  

Tabelle 16: Common Lymphoid Progenitors (CLPs) im Rahmen der hämatopoetischen 
Rekonstitution 

 p-Wert M1 ± SD1 M2 ± SD2 M3 ± SD3 

Knochenmark 

Tag 7 p = .109 0.018 ± 0.010% 0.0082 ± 

0.0018% 

 

Tag 17 p = .026 0.022 ± 0.013% 0.057 ± 0.015% 0.019 ± 0.027% 

Tag 21 p = .362 0.0081 ± 0.013% 0.012 ± 0.017% 0.029 ± 0.048% 

Tag 28 p = .137 0.049 ± 0.038% 0.094 ± 0.060% 0.046 ± 0.076% 

Milz 

Tag 7 p = .900 0.013 ± 0.0082% 0.012 ± 0.0074%  

Tag 17 p = .900 0.015 ± 0.026% 0.042 ± 0.055% 0.031 ± 0.019% 

Tag 21 p = .177  0.0083 ± 0.012% 0.019 ± 0.015% 0.019 ± 0.023% 

Tag 28 p = .053  0.038 ± 0.020% 0.075 ± 0.023% 0.031 ± 0.057% 

M = Mittelwert; SD = Standardabweichung 
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Abbildung 23: Common Lymphoid Progenitors (CLPs) im Rahmen der hämatopoetischen Rekonstitution: 
Knochenmark  
x-Achse: a): Darstellung der beiden Mauslinien C57BL/6J (links) und S100A9- (rechts) 
b) – d): Gezeigt werden jeweils die drei Gruppen „Gruppe 1 C57BL/6J + PBS“ (links), „Gruppe 2 C57BL/6J 
+ 5Aza-C (mittig) und „Gruppe 3 S100A9-/- + PBS“ (rechts). 
y-Achse: Darstellung der mittels Durchflusszytometrie bestimmten Frequenz von CLPs (definiert als lin-

CD127+Sca-1+CD117+). Die Darstellung erfolgt prozentual in Bezug auf alle erfassten vitalen Zellen. 
a) Tag 7 CLPs KM: Welch´s t-Test 
b) Tag 17 CLPs KM: Kruskal-Wallis Test 
c) Tag 21 CLPs KM: Kruskal-Wallis Test 
d) Tag 28 CLPs KM: Kruskal-Wallis Test 
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Abbildung 24: Common Lymphoid Progenitors (CLPs) im Rahmen der hämatopoetischen Rekonstitution: 
Milz  
x-Achse: a): Darstellung der beiden Mauslinien C57BL/6J (links) und S100A9- (rechts) 
b) – d): Gezeigt werden jeweils die drei Gruppen „Gruppe 1 C57BL/6J + PBS“ (links), „Gruppe 2 C57BL/6J 
+ 5Aza-C (mittig) und „Gruppe 3 S100A9-/- + PBS“ (rechts). 
y-Achse: Darstellung der mittels Durchflusszytometrie bestimmten Frequenz von CLPs (definiert als lin-

CD127+Sca-1+CD117+). Die Darstellung erfolgt prozentual in Bezug auf alle erfassten vitalen Zellen. 
a) Tag 7 CLPs Milz: ungepaarter t-Test 
b) Tag 17 CLPs Milz: Kruskal-Wallis Test 
c) Tag 21 CLPs Milz: Kruskal-Wallis Test 
d) Tag 28 CLPs Milz: Kruskal-Wallis Test 
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Für alle Gruppen wurden zu allen Analysezeitpunkten die jeweiligen Einzelwerte 

(n = 5) sowie die oben genannten Mittelwerte mit zugehöriger 

Standardabweichung dargestellt. 

 

3.2.11 Common Myeloid Progenitors (CMPs) Regeneration während der 

frühen hämatopoetischen Rekonstitution 

Zur Untersuchung der Regeneration myeloider Progenitoren wurde die Frequenz 

von CMPs durchflusszytometrisch erfasst. CMPs wurden dabei als lin-CD127-

Sca-1-CD117+CD34+CD16/32- definiert. Die unter Abschnitt 3.2.10 genannten 

Limitationen hinsichtlich der Aussagekraft der erhobenen Daten aufgrund 

niedriger Zellfrequenzen bei hohen interindividuellen Unterschieden treffen auch 

hier zu.  

Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen wurden an Tag 17 (p = .0016) 

und Tag 21 (p = .0157) bei der Analyse des Knochenmarks festgestellt. Zu beiden 

Zeitpunkten fanden sich in der Gruppe der S100A8/A9 defizienten Tiere 

signifikant höhere Anteile an CMPs als in der Gruppe der mit 5-AzaC behandelten 

Tiere (Tag 17: p = .0013, Tag 21: p = .0132). An Tag 17 zeigten die Knockout 

Tiere zudem signifikant höhere CMP-Frequenzen als die Kontrollgruppe (p 

= .0247), an Tag 21 war dies nicht der Fall (p = .113). Zwischen den mit 5-AzaC 

behandelten Tieren und der Kontrollgruppe bestand weder an Tag 17 (p = .255) 

noch an Tag 21 (p = .464) ein signifikanter Unterschied.   

Für alle Gruppen wurden zu den Analysezeitpunkten Tag 17 und Tag 21 im 

Knochenmark die jeweiligen Einzelwerte (n = 5) sowie die in der untenstehenden 

Tabelle genannten Mittelwerte mit zugehöriger Standardabweichung dargestellt. 
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Abbildung 25: Common Myeloid Progenitors (CMPs) im Rahmen der hämatopoetischen Rekonstitution: 
Knochenmark  
x-Achse: Gezeigt werden jeweils die drei Gruppen „Gruppe 1 C57BL/6J + PBS“ (links), „Gruppe 2 C57BL/6J 
+ 5Aza-C (mittig) und „Gruppe 3 S100A9-/- + PBS“ (rechts). 
y-Achse: Darstellung der mittels Durchflusszytometrie bestimmten Frequenz von CMPs (definiert als lin -

CD127-Sca-1-CD117+CD34+CD16/32-). Die Darstellung erfolgt prozentual in Bezug auf alle erfassten vitalen 
Zellen. 
a) Tag 17 CMPs KM: ANOVA 
b) Tag 21 CMPs KM: ANOVA 
 

Bei der Analyse des Milzgewebes bestand zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter 

Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen. Die Mittelwerte, begleitet von 

den entsprechenden Standardabweichungen, sowie die p-Werte für alle 

Untersuchungszeitpunkte können der folgenden Tabelle entnommen werden. 

 

Tabelle 17: Common Myeloid Progenitors (CMPs) im Rahmen der hämatopoetischen 
Rekonstitution 

 p-Wert M1 ± SD1 M2 ± SD2 M3 ± SD3 

Knochenmark 

Tag 7 Aufgrund zu geringer Zellzahlen war keine statistische Auswertung 

möglich.  

Tag 17 p = .0016 0.36 ± 0.18% 0.16 ± 0.11% 0.72 ± 0.24% 

Tag 21 p = .0157 0.51 ± 0.47% 0.23 ± 0.30% 1.02 ± 0.29% 

Tag 28 p = .239 0.54 ± 0.15% 0.56 ± 0.13% 0.67 ± 0.06% 
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Milz 

Tag 7 p = .0474 0.28 ± 0.16% 0.079 ± 0.043%  

Tag 17 p = .963 0.013 ± 

0.0069% 

0.012 ± 0.011% 0.033 ± 

0.0099% 

Tag 21 p = .601  0.23 ± 0.48% 0.0034 ± 

0.026% 

0.032 ± 

0.0059% 

Tag 28 p = .437  0.025 ± 0.015% 0.032 ± 

0.0099% 

0.022 ± 0.010% 

M = Mittelwert; SD = Standardabweichung 

 

3.2.12 Regeneration von Megakaryocyte-erythroid Progenitors (MEPs) und 

Granulocyte-monocyte Progenitors (GMPs) während der frühen 

hämatopoetischen Rekonstitution 

Zur Untersuchung der Regeneration von Megakaryozyten-Erythrozyten 

Progenitoren (MEPs) und Granulozyten-Monozyten Progenitoren (GMPs) wurde 

die Frequenz von MEPs und GMPs durchflusszytometrisch erfasst. MEPs 

wurden dabei als lin-CD127-Sca-1-CD117+CD34-CD16/32- definiert. GMPs 

wurden als lin-CD127-Sca-1-CD117+CD34+CD16/32+ definiert. 

Aufgrund der unter Abschnitt 3.2.10 genannten Limitationen hinsichtlich der 

Aussagekraft der erhobenen Daten aufgrund niedriger Zellfrequenzen bei hohen 

interindividuellen Unterschieden wird aus Platzgründen auf eine graphische 

Darstellung verzichtet. 

Signifikante Unterschiede in der MEP-Frequenz fanden sich an Tag 7 im KM (p 

= .0027) und an Tag 17 bei der Analyse des Milzgewebes (p = .0380). An Tag 7 

im KM wiesen die S100A8/A9 Knockout Mäuse signifikant mehr MEPs auf als die 

Tiere der Kontrollgruppe (p = .0027).  

An Tag 17  zeigte die Gruppe der mit 5-AzaC behandelten Tiere einen signifikant 

höheren Anteil von MEPs in der Milz im Vergleich zur Kontrollgruppe (p = .040). 

Kein signifikanter Unterschied bestand jeweils zwischen den epigenetisch 
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modulierten Tieren und der Knockout Gruppe (p = .774) sowie zwischen der 

Kontrollgruppe und der Knockout Gruppe (p = .537).  

Signifikante Unterschiede in der GMP-Frequenz fanden sich bei Analyse des 

Milzgewebes an Tag 7 (p = .0079) und Tag 28 (p = .0458). An Tag 7 konnte in 

der Kontrollgruppe ein signifikant höherer Anteil an GMPs im Vergleich zur 

Knockout Gruppe nachgewiesen werden (p = .0079). An Tag 28 zeigte die 

Gruppe der mit 5-AzaC behandelten Tiere signifikant höhere GMP-Frequenzen 

als die S100A8/A9 defizienten Tiere (p = .0486). Zwischen der 5-AzaC Gruppe 

und der Kontrollgruppe (p = .472) sowie zwischen der Knockout- und der 

Kontrollgruppe (p = .967) bestand kein signifikanter Unterschied in der GMP-

Frequenz.  

Die Mittelwerte, begleitet von den entsprechenden Standardabweichungen, 

sowie die p-Werte für alle Untersuchungszeitpunkte können den folgenden 

beiden Tabellen entnommen werden. 

Tabelle 18: Megakaryocyte-erythroid Progenitors (MEPs) im Rahmen der hämatopoetischen 
Rekonstitution 

 p-Wert M1 ± SD1 M2 ± SD2 M3 ± SD3 

Knochenmark 

Tag 7 p = .0027 1.25 ± 0.18% 5.90 ± 2.43%  

Tag 17 p = .857 1.90 ± 0.65% 1.94 ± 0.35% 2.07 ± 0.51% 

Tag 21 p = .121 1.66 ± 1.66% 4.40 ± 2.91% 3.39 ± 0.47% 

Tag 28 p = .459 1.65 ± 0.58% 2.11 ± 1.17% 1.47 ± 0.31% 

Milz 

Tag 7 p = .225 1.98 ± 0.59% 1.43 ± 0.72%  

Tag 17 p = .0380 0.84 ± 0.15% 1.19 ± 0.13% 0.93 ± 0.37% 

Tag 21 p = .725  0.90 ± 0.36% 0.88 ± 0.25% 0.92 ± 0.15% 

Tag 28 p = .448  0.94 ± 0.18% 1.10 ± 0.34% 1.12 ± 0.18% 

M = Mittelwert; SD = Standardabweichung 
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Tabelle 19: Granulocyte-monocyte Progenitors (GMPs) im Rahmen der hämatopoetischen 
Rekonstitution 

 p-Wert M1 ± SD1 M2 ± SD2 M3 ± SD3 

Knochenmark 

Tag 7 Aufgrund zu geringer Zellzahlen war keine statistische Auswertung 

möglich. 

Tag 17 p = .0606 0.69 ± 0.15% 1.27 ± 0.56% 1.33 ± 0.11% 

Tag 21 p = .444 0.73 ± 0.82% 0.56 ± 0.70% 1.12 ± 0.39% 

Tag 28 p = .641 1.14 ± 0.17% 0.98 ± 0.27% 1.10 ± 0.37% 

Milz 

Tag 7 p = .0079 0.97 ± 0.57% 0.0060 ± 

0.013% 

 

Tag 17 p = .0995 0.014 ± 0.014% 0.028 ± 0.033% 0.033 ± 0.011% 

Tag 21 p = .832  0.16 ± 0.31% 0.038 ± 0.033% 0.022 ± 0.013% 

Tag 28 p = .0458  0.027 ± 0.014% 0.038 ± 0.012% 0.020 ± 

0.0099% 

M = Mittelwert; SD = Standardabweichung 

 

3.2.13 Regeneration hämatopoetischer Vorläuferzellen während der frühen 

hämatopoetischen Rekonstitution: CD34 und CD117 Expression im 

Knochenmark 

Zur Untersuchung des Anteils hämatopoetischer Stamm- und Progenitorzellen 

im Knochenmark nach subletaler Bestrahlung wurde die CD34 und die CD117 

Expression durchflusszytometrisch bestimmt (Krause et al., 1994, Ogawa et al., 

1991). Ein Fehlen von S100A8/A9 Proteinen scheint mit einem höheren Anteil 

hämatopoetischer Vorläuferzellen einherzugehen und könnte folglich für eine 

verzögerte Ausreifung hämatopoetischer Stamm- und Vorläuferzellen sprechen. 

Für eine niedrigdosierte Gabe von 5-AzaC konnte im Vergleich zur 

Kontrollgruppe kein signifikanter Effekt auf die CD34 Expression nachgewiesen 

werden. 

 Zu allen Analysezeitpunkten zeigte sich in der Gruppe der S100A8/A9 Knockout 

Tiere der höchste Anteil CD34 exprimierender Zellen. Zu den Zeitpunkten Tag 7 
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(p = .0556, M1 = 3.90 ± 5.06%, M2 = 12.25 ± 1.94%), Tag 17 (p = .123, M1 = 

5.56 ± 2.11%, M2 = 7.30 ± 3.66%, M3 = 9.71 ± 0.66%) und Tag 21 (p = .0602, 

M1 = 9.56 ± 7.38%, M2 = 6.42 ± 5.64%, M3 = 14.46 ± 2.33%) war dieser 

Unterschied nicht signifikant. An Tag 28 bestand ein signifikanter Unterschied 

zwischen den untersuchten Gruppen (p = .0092, M1 = 13.16 ± 2.16, M2 = 9.89 ± 

1.91%, M3 = 15.12 ± 1.60%). In der Gruppe der Knockout Mäuse wurde ein 

signifikant höherer Anteil an CD34 exprimierenden Zellen gefunden im Vergleich 

zur Gruppe der mit 5-AzaC behandelten Tiere (p = .0140). Zu diesem Zeitpunkt 

bestand kein signifikanter Unterschied zwischen der Knockout- und der 

Kontrollgruppe (p = .688) sowie zwischen der 5-AzaC- und der Kontrollgruppe (p 

= .312). 

Für alle Gruppen wurden zu allen Analysezeitpunkten die jeweiligen Einzelwerte 

(n = 5) sowie die oben genannten Mittelwerte mit zugehöriger 

Standardabweichung dargestellt. 



72 
 

 

Abbildung 26: CD34 Expression im Rahmen der hämatopoetischen Rekonstitution: Knochenmark 
x-Achse: a): Darstellung der beiden Mauslinien C57BL/6J (links) und S100A9- (rechts) 
b) - d): Gezeigt werden jeweils die drei Gruppen „Gruppe 1 C57BL/6J + PBS“ (links), „Gruppe 2 C57BL/6J 
+ 5Aza-C (mittig) und „Gruppe 3 S100A9-/- + PBS“ (rechts). 
y-Achse: Darstellung der mittels Durchflusszytometrie bestimmten Frequenz CD34 exprimierender Zellen 
(definiert als lin-CD34+). Die Darstellung erfolgt prozentual in Bezug auf alle lin- Zellen. 
a) Tag 7 CD34 KM: Mann-Whitney Test 
b) Tag 17 CD34 KM: Kruskal-Wallis Test 
c) Tag 21 CD34 KM: Welch-ANOVA 

d) Tag 28 CD34 KM: Kruskal-Wallis Test 
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An Tag 7 wiesen Tiere der Knockout Gruppe einen signifikant höheren Anteil 

CD117 exprimierender Zellen auf im Vergleich zu Tieren der Kontrollgruppe (p 

= .0159, M1 = 6.60 ± 5.89%, M2 = 16.39 ± 2.54%). An Tag 17 war der Unterschied 

zwischen den Gruppen signifikant (p = .0025, M1 = 8.25 ± 1.87%, M2 = 9.13 ± 

2.71%, M3 = 13.68 ± 1.26%). In der Gruppe der S100A8/A9 defizienten Tiere 

wurden signifikant höhere Anteile an CD117 exprimierenden Zellen festgestellt 

im Vergleich zur Kontrollgruppe (p = .0031) und zur Gruppe der mit 5-AzaC 

behandelten Tieren (p = .0105). Zwischen den beiden letztgenannten Gruppen 

bestand zu diesem Zeitpunkt kein signifikanter Unterschied (p = .776).  

Auch an Tag 21 (p = .0294, M1 = 8.49 ± 7.96%, M2 = 18.51 ± 4.40%, M3 = 15.65 

± 0.79%) und Tag 28 (p = .0055, M1 = 12.11 ± 1.94%, M2 = 9.96 ± 2.64%, M3 = 

16.17 ± 2.70%) wurden signifikante Unterschiede im Anteil CD117 

exprimierender Zellen zwischen den drei Versuchsgruppen festgestellt. An Tag 

21 zeigten mit 5-AzaC behandelte Tiere einen signifikant höheren Anteil CD117 

exprimierender Zellen als die Tiere der Kontrollgruppe (p = .0273). Kein 

Unterschied bestand jeweils zwischen der Knockout Gruppe und der 

Kontrollgruppe (p = .121) bzw. der 5-AzaC Gruppe (p = .676). An Tag 28 zeigte 

die Gruppe der S100A8/A9 defizienten Tiere erneut signifikant höhere Anteile an 

CD117 exprimierenden Zellen als die 5-AzaC Gruppe (p = .0046). Kein 

Unterschied bestand zu diesem Untersuchungszeitpunkt zwischen der 

Kontrollgruppe und der 5-AzaC Gruppe (p = .378) sowie zwischen der 

Kontrollgruppe und der Knockout Gruppe (p = .0548).   

Für alle Gruppen wurden zu allen Analysezeitpunkten die jeweiligen Einzelwerte 

(n = 5) sowie die oben genannten Mittelwerte mit zugehöriger 

Standardabweichung dargestellt. 
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Abbildung 27: CD117 Expression im Rahmen der hämatopoetischen Rekonstitution: Knochenmark 
x-Achse: a): Darstellung der beiden Mauslinien C57BL/6J (links) und S100A9- (rechts) 
b) - d): Gezeigt werden jeweils die drei Gruppen „Gruppe 1 C57BL/6J + PBS“ (links), „Gruppe 2 C57BL/6J 
+ 5Aza-C (mittig) und „Gruppe 3 S100A9-/- + PBS“ (rechts). 
y-Achse: Darstellung der mittels Durchflusszytometrie bestimmten Frequenz CD34 exprimierender Zellen 
(definiert als lin-CD34+). Die Darstellung erfolgt prozentual in Bezug auf alle lin- Zellen. 
a) Tag 7 CD34 KM: Mann-Whitney Test 
b) Tag 17 CD34 KM: ANOVA 
c) Tag 21 CD34 KM: ANOVA 
d) Tag 28 CD34 KM: ANOVA 
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3.3 Teilversuch 3: Aktivitätsbestimmung von NK Zellen 

während der frühen hämatopoetischen Rekonstitution 

Um die NK Zellaktivität und -funktionalität nach subletaler Bestrahlung zu 

bewerten, wurde ihre Fähigkeit zur Lyse von MHC-I defiziente Zellen der Linie 

RMA-S quantifiziert.  

 

3.3.1 Spezifischer kill Milz 

Tag 7 

Aufgrund eines Messfehlers konnte für das Effektor – Target Verhältnis von 50:1 

keine statistische Auswertung durchgeführt werden. 

Für die Effektor – Target Verhältnisse von 100:1 (p = .920, M1 = 31.23 ± 10.11%, 

M2 = 30.58 ± 9.48%) und 500:1 (p = .804, M1 = 49.58 ± 12.15%, M2 = 51.65 ± 

13.40%) konnten keine signifikanten Unterschiede in der Lyserate zwischen den 

Gruppen nachgewiesen werden. Ein Fehlen von S100A8A/A9 Proteinen wirkt 

sich folglich nicht nachteilig auf die sehr frühe NK Zell Funktionalität nach 

subletaler Bestrahlung aus. 

Für die drei Versuchsgruppen Gruppen wurden für alle E:T Verhältnisse die 

jeweiligen Einzelwerte (n = 5) sowie die oben genannten Mittelwerte mit 

zugehöriger Standardabweichung dargestellt. 
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Abbildung 28: Spezifischer kill Milz Tag 7  
x-Achse: Gezeigt werden die beiden Mauslinien C57BL/6J (links) und S100A9- (rechts). 
y-Achse: Darstellung des spezifischen kills in % (für Berechnung siehe Teilversuch 3: Aktivitätsbestimmung 
NK Zellen).  
a) Tag 7 spezifischer kill Milz 100:1 (E:T): ungepaarter t-Test 
b) Tag 7 spezifischer kill Milz 500:1 (E:T): ungepaarter t-Test 

 

Tag 17 

Bei allen drei untersuchten E:T Verhältnissen zeigten die mit 5-AzaC 

epigenetisch modulierten Mäuse die höchsten Lyseraten. Für die E:T 

Verhältnisse 50:1 (p = .177, M1 = 16.83 ± 12.83%, M2 = 23.62 ± 11.04%, M3 = 

12.31 ± 3.73%) und 100:1 (p = .0618, M1 = 18.17 ± 14.51%, M2 = 33.05 ± 10.59%, 

M3 = 18.36 ± 3.01%) war der Unterschied zwischen den Gruppen nicht signifikant.    

Bei einem E:T Verhältnis von 500:1 konnte ein signifikanter Unterschied 

zwischen den Versuchsgruppen festgestellt werden (p = .0212, M1 = 39.40 ± 

9.71%, M2 = 53.39 ± 8.74%, M3 = 42.34 ± 7.58%). Tiere, die mit 5-AzaC 

behandelt wurden, zeigten signifikant höhere spezifische Lyseraten als Tiere der 

Kontrollgruppe (p = .0244). Zu diesem Zeitpunkt bestand kein signifikanter 

Unterschied zwischen der Gruppe der Knockout Tiere und der Kontrollgruppe (p 

= .848), ebenso wenig zwischen der Gruppe der Knockout Tiere und der 5-AzaC 

Gruppe (p = .101). Eine niedrigdosierte 5-AzaC Behandlung wirkt sich positiv auf 

den frühen Funktionalitätserwerb von NK Zellen nach subletaler Bestrahlung aus. 
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Für die drei Versuchsgruppen wurden für alle E:T Verhältnisse die jeweiligen 

Einzelwerte (n = 5) sowie die oben genannten Mittelwerte mit zugehöriger 

Standardabweichung dargestellt. 

 

 

Abbildung 29: Spezifischer kill Milz Tag 17  
x-Achse: Gezeigt werden die drei Gruppen „Gruppe 1 C57BL/6J + PBS“ (links), „Gruppe 2 C57BL/6J + 5Aza-
C (Mitte) und „Gruppe 3 S100A9-/- + PBS“ (rechts). 
y-Achse: Darstellung des spezifischen kills in % (für Berechnung siehe Teilversuch 3: Aktivitätsbestimmung 
NK Zellen).  
a) Tag 17 spezifischer kill Milz 100:1 (E:T): ANOVA 
b) Tag 17 spezifischer kill Milz 500:1 (E:T): Kruskal-Wallis Test 
c) Tag 17 spezifischer kill Milz 500:1 (E:T): ANOVA 

 

Tag 21 

Auch an Tag 21 konnte für die E:T Verhältnisse von 50:1 (p = .482, M1 = 21.62 

± 5.25%, M2 = 25.11 ± 6.30%, M3 = 25.42 ± 5.60%) und 100:1 (p = .0575, M1 = 

26.97 ± 4.97%, M2 = 30.08 ± 5.99%, M3 = 35.61 ± 5.14%) kein signifikanter 

Unterschied zwischen den Gruppen festgestellt werden. 

Bei Verwendung eines E:T Verhältnisses von 500:1 konnte ein signifikanter 

Unterschied in den spezifischen kill Werten zwischen den Gruppen festgestellt 

werden (p = .0140, M1 = 38.32 ± 4.73%, M2 = 42.08 ± 5.02%, M3 = 49.81 ± 

6.75%). Tiere der Knockoutgruppe zeigten signifikant höhere Lyseraten als Tiere 
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der Kontrollgruppe (p = .0114). Zwischen Kontrollgruppe und der Gruppe der mit 

5-AzaC behandelten Tiere (p = .516) sowie zwischen letzterer und der Knockout 

Gruppe (p = .106) fand sich kein signifikanter Unterschied.  

Für die drei Versuchsgruppen wurden für alle E:T Verhältnisse die jeweiligen 

Einzelwerte (n = 5) sowie die oben genannten Mittelwerte mit zugehöriger 

Standardabweichung dargestellt. 

 

Abbildung 30: spezifischer kill Milz Tag 21  
x-Achse: Gezeigt werden die drei Gruppen „Gruppe 1 C57BL/6J + PBS“ (links), „Gruppe 2 C57BL/6J + 5Aza-
C (Mitte) und „Gruppe 3 S100A9-/- + PBS“ (rechts). 
y-Achse: Darstellung des spezifischen kills in % (für Berechnung siehe Teilversuch 3: Aktivitätsbestimmung 
NK Zellen).  
a) Tag 21 spezifischer kill Milz 100:1 (E:T): ANOVA 
b) Tag 21 spezifischer kill Milz 500:1 (E:T): ANOVA 
c) Tag 21 spezifischer kill Milz 500:1 (E:T): ANOVA 

 

Tag 28 

An Tag 28 zeigte sich für die E:T Verhältnisse 50:1 (p = .0598, M1 = 38.99 ± 

1.41%, M2 = 34.82 ± 9.09%, M3 = 29.29 ± 3.77%), 100:1 (p = .608, M1 = 46.18 

± 2.14%, M2 = 43.56 ± 8.18%, M3 = 42.64 ± 5.15%) und 500:1 (p = .216, M1 = 

50.30 ± 4.20%, M2 = 48.04 ± 8.37%, M3 = 55.15 ± 5.09%) kein signifikanter 

Unterschied zwischen den Gruppen. Bei der Post-Hoc Analyse konnte jedoch 

gezeigt werden, dass Tiere der Kontrollgruppe an Tag 28 für das E:T Verhältnis 

von 50:1 eine signifikant höhere Lyserate aufwiesen als Tiere der Knockout 

Gruppe (p = .0496). 
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Für die drei Versuchsgruppen wurden für alle E:T Verhältnisse die jeweiligen 

Einzelwerte (n = 5) sowie die oben genannten Mittelwerte mit zugehöriger 

Standardabweichung dargestellt. 

 

Abbildung 31: Spezifischer kill Milz Tag 28  
x-Achse: Gezeigt werden die drei Gruppen „Gruppe 1 C57BL/6J + PBS“ (links), „Gruppe 2 C57BL/6J + 5Aza-
C (Mitte) und „Gruppe 3 S100A9-/- + PBS“ (rechts). 
y-Achse: Darstellung des spezifischen kills in % (für Berechnung siehe Teilversuch 3: Aktivitätsbestimmung 
NK Zellen).  
a) Tag 17 spezifischer kill Milz 100:1 (E:T): ANOVA 
b) Tag 17 spezifischer kill Milz 500:1 (E:T): ANOVA 
c) Tag 17 spezifischer kill Milz 500:1 (E:T): ANOVA 
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3.3.2 Spezifischer kill Knochenmark 

Tag 7 

Aufgrund eines Messfehlers konnte für das Effektor – Target Verhältnis von 50:1 

keine statistische Auswertung durchgeführt werden. 

Für das E:T Verhältnis von 100:1 konnte kein signifikanter Unterschied zwischen 

den beiden Versuchsgruppen festgestellt werden (p = .632, M1 = 19.14 ± 7.56%, 

M2 = 21.55 ± 7.77%).  

Bei Verwendung eines E:T Verhältnisses von 500:1 zeigte die Gruppe der 

S100A8/A9 Knockout Mäuse signifikant höhere Lyseraten als die C57BL/6J Tiere 

der Kontrollgruppe (p = .0086, M1 = 15.85 ± 4.36%, M2 = 24.76 ± 3.77%).  

Für die beiden Versuchsgruppen wurden für alle E:T Verhältnisse die jeweiligen 

Einzelwerte (n = 5) sowie die oben genannten Mittelwerte mit zugehöriger 

Standardabweichung dargestellt. 

 

Abbildung 32: Spezifischer kill Knochenmark Tag 7  
x-Achse: Gezeigt werden die beiden Mauslinien C57BL/6J (links) und S100A9- (rechts). 
y-Achse: Darstellung des spezifischen kills in % (für Berechnung siehe Teilversuch 3: Aktivitätsbestimmung 
NK Zellen).  
a) Tag 7 spezifischer kill Milz 100:1 (E:T): ungepaarter t-Test 

b) Tag 7 spezifischer kill Milz 500:1 (E:T): ungepaarter t-Test 
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Tag 17 

An Tag 17 konnte für alle drei untersuchten E:T Verhältnisse, nämlich 50:1 (p 

= .302, M1 = 22.64 ± 11.69%, M2 = 21.72 ± 10.69%, M3 = 14.26 ± 5.09%) 100:1 

(p = .331, M1 = 24.44 ± 8.26%, M2 = 22.76 ± 9.04%, M3 = 17.72 ± 4.46%) und 

500:1 (p = .603, M1 = 29.93 ± 10.05, M2 = 26.24 ± 7.44%, M3 = 25.59 ± 5.11%), 

kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Lyserate von RMA-S festgestellt 

werden.  

Für die drei Versuchsgruppen wurden für alle E:T Verhältnisse die jeweiligen 

Einzelwerte (n = 5) sowie die oben genannten Mittelwerte mit zugehöriger 

Standardabweichung dargestellt. 

 

Abbildung 33: Spezifischer kill Knochenmark Tag 17  
x-Achse: Gezeigt werden die drei Gruppen „Gruppe 1 C57BL/6J + PBS“ (links), „Gruppe 2 C57BL/6J + 5Aza-
C (Mitte) und „Gruppe 3 S100A9-/- + PBS“ (rechts). 
y-Achse: Darstellung des spezifischen kills in % (für Berechnung siehe Teilversuch 3: Aktivitätsbestimmung 
NK Zellen).  
a) Tag 17 spezifischer kill Milz 100:1 (E:T): Kruskal-Wallis Test 
b) Tag 17 spezifischer kill Milz 500:1 (E:T): Kruskal-Wallis Test 
c) Tag 17 spezifischer kill Milz 500:1 (E:T): ANOVA 
 

Tag 21 

Auch an Tag 21 konnte für keines der verwendeten E:T Verhältnisse ein 

signifikanter Unterschied in der Lyserate zwischen den Gruppen festgestellt 
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werden. Die Mittelwerte, begleitet von den entsprechenden 

Standardabweichungen, sowie die p-Werte für alle verwendeten E:T Verhältnisse 

können der folgenden Tabelle entnommen werden. 

Tabelle 20: Spezifischer kill Knochenmark Tag 21 

E:T p-Wert M1 ± SD1 M2 ± SD2 M3 ± SD3 

50:1  p = .932 26.74 ± 8.00% 29.35 ± 12.55% 27.29 ± 7.12% 

100:1  p = .210 32.74 ± 6.58% 26.78 ± 7.06% 33.98 ± 7.12% 

500:1  p = .0724 32.71 ± 5.29% 25.16 ± 4.67% 37.73 ± 10.93% 

E:T = Effektor – Target Verhältnis 

 

Für die drei Versuchsgruppen wurden für alle E:T Verhältnisse die jeweiligen 

Einzelwerte (n = 5) sowie die in der Tabelle genannten Mittelwerte mit 

zugehöriger Standardabweichung dargestellt. 

 

Abbildung 34: Spezifischer kill Knochenmark Tag 21  
x-Achse: Gezeigt werden die drei Gruppen „Gruppe 1 C57BL/6J + PBS“ (links), „Gruppe 2 C57BL/6J + 5Aza-
C (Mitte) und „Gruppe 3 S100A9-/- + PBS“ (rechts). 
y-Achse: Darstellung des spezifischen kills in % (für Berechnung siehe Teilversuch 3: Aktivitätsbestimmung 
NK Zellen).  
a) Tag 21 spezifischer kill Milz 100:1 (E:T): ANOVA 
b) Tag 21 spezifischer kill Milz 500:1 (E:T): ANOVA 
c) Tag 21 spezifischer kill Milz 500:1 (E:T): Kruskal-Wallis Test 
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Tag 28 

Am 28. Tag nach subletaler Bestrahlung wurde für keines der verwendeten E:T 

Verhältnisse ein signifikanter Unterschied in der spezifischen kill Rate zwischen 

den Gruppen nachgewiesen. Die Mittelwerte, begleitet von den entsprechenden 

Standardabweichungen, sowie die p-Werte für alle verwendeten E:T Verhältnisse 

können der folgenden Tabelle entnommen werden. 

Tabelle 21: Spezifischer kill Knochenmark Tag 28 

E:T p-Wert M1 ± SD1 M2 ± SD2 M3 ± SD3 

50:1  p = .500 36.39 ± 3.65% 32.37 ± 13.46% 29.57 ± 6.78% 

100:1  p = .999 38.99 ± 6.37% 36.71 ± 12.69% 37.72 ± 9.16% 

500:1  p = .881 38.00 ± 6.62% 35.47 ± 10.19% 36.86 ± 6.32% 

E:T = Effektor – Target Verhältnis 

 

Für die drei Versuchsgruppen wurden für alle E:T Verhältnisse die jeweiligen 

Einzelwerte (n = 5) sowie die in der Tabelle genannten Mittelwerte mit 

zugehöriger Standardabweichung dargestellt. 
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Abbildung 35: Spezifischer kill Knochenmark Tag 28  
x-Achse: Gezeigt werden die drei Gruppen „Gruppe 1 C57BL/6J + PBS“ (links), „Gruppe 2 C57BL/6J + 5Aza-
C (Mitte) und „Gruppe 3 S100A9-/- + PBS“ (rechts). 
y-Achse: Darstellung des spezifischen kills in % (für Berechnung siehe Teilversuch 3: Aktivitätsbestimmung 
NK Zellen).  
a) Tag 28 spezifischer kill Milz 100:1 (E:T): ANOVA 
b) Tag 28 spezifischer kill Milz 500:1 (E:T): Kruskal-Wallis Test 
c) Tag 28 spezifischer kill Milz 500:1 (E:T): ANOVA 
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4. Diskussion 

Die Resultate aus Teilversuch 1: Einfluss von 5-AzaC auf die S100A8/A9 

Konzentration im Serum zeigen, dass eine niedrigdosierte Gabe von 5-AzaC im 

Rahmen der hämatopoetischen Rekonstitution zu erhöhten S100A8/A9 

Proteinkonzentrationen im Serum an den frühen Untersuchungszeitpunkten, Tag 

17 und Tag 21, führt. Dies lässt sich am ehesten auf durch die in den Vorarbeiten 

der AG André gezeigte Hypomethylierung der Promotorregion von S100A 

Proteinen mit nachfolgender vermehrter Expression durch 5-AzaC Gabe erklären. 

Daraus lässt sich schließen, dass eine niedrigdosierte Verabreichung von 5-

AzaC zu einer zeitlich früher einsetzenden proinflammatorischen Immunreaktion 

führen könnte, die von S100A8/A9 Proteinen vermittelt wird.  Allerdings wurde in 

dieser Arbeit kein kausaler Zusammenhang für diese Annahme nachgewiesen. 

Es besteht auch die Möglichkeit, dass die niedrig dosierte 5-AzaC Gabe eine 

durch die initiale Bestrahlung bereits vorhandene Inflammationsreaktion verstärkt 

hat, die erst später von einer Erhöhung der S100A8/A9 Proteine begleitet wurde.  

Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten zeigen Hinweise auf eine 

S100A8/A9-vermittelte Makrophagen - NK Zell Interaktion als Ursache der 

beschleunigten Regeneration der NK Zell Population. Die erhöhten S100A8/A9 

Serumkonzentrationen an Tag 17 und 21 korrelieren auch mit erhöhten NK Zell 

Frequenzen zu diesen Untersuchungszeitpunkten im Sinne einer beschleunigten 

NK Zell Regeneration in dieser Gruppe. Dies wird zusätzlich durch die signifikant 

niedrigere NK Zell Frequenz in der Gruppe der Knockout Tiere an Tag 7 

unterstützt. Allerdings wissen wir, dass NK Zellen selber kein S100A8/A9 

sezernieren. Auch wenn wir keinen sicheren kausalen Beleg dafür haben, 

vermuten wir, dass die Interaktion von Monozyten und NK Zellen eine notwendige 

Voraussetzung für die Rekonstitution der NK Zellpopulation ist, die Interaktion 

von Monozyten und NK Zellen also die funktionelle Reifung der NK Zellen 

stimuliert. 

Der in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe in vitro gezeigte erhöhte Anteil von 

Monozyten/DCs im Kultursystem konnte nicht bestätigt werden (Ginsberg und 

Zhao et al., Manuskript in Vorbereitung). Folglich lässt sich der Anstieg der 
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S100A8/A9 Konzentration nach 5-AzaC Gabe eher durch eine vermehrte 

Synthese von S100A8/A9 Proteinen in einzelnen Monozyten/Makrophagen, nicht 

aber durch eine erhöhte Frequenz von Makrophagen und reifen Monozyten 

erklären. Problematisch ist hierbei jedoch, dass der verwendete 

Oberflächenmarker F4/80 nur von reifen Monozyten und Makrophagen exprimiert 

wird (Francke et al., 2011). Unreife Vorläufer exprimieren F4/80 nur in geringem 

Maße oder gar nicht  (Hirsch et al., 1981). Daher war eine Erfassung aller 

myeloiden Vorläufer, die für die Produktion von S100A8/A9 relevant sind, zu den 

frühen Analysezeitpunkten nicht möglich. Der frühe Anstieg der für die 

proinflammatorische Immunreaktion verantwortlichen S100A8/A9 Proteine nach 

5-AzaC Gabe könnte demzufolge auf ein vermehrtes Auftreten unreifer 

Monozyten- und Makrophagen-Vorstufen zurückzuführen sein. Diese Zellen 

weisen noch keine F4/80 Expression auf, können aber bereits S100A8/A9 

produzieren. Um die Rolle von S100A8/A9 in der Rekonstitution der 

Hämatopoese besser zu verstehen und eine eindeutige Verschiebung der 

Hämatopoese in Richtung Myelopoese/Granulopoese durch 5-AzaC zu belegen, 

sollten in zukünftigen in vivo Versuchen zusätzliche Oberflächenmarker zur 

Detektion von Monozyten- und Makrophagen-Vorstufen verwendet werden.  

Zusätzlich zu den im Rahmen dieser Arbeit bereits verwendeten Markern zur 

Detektion von CMPs und GMPs, den sehr frühen Monozyten-Vorstufen, könnte 

in zukünftigen Untersuchungen die Expression von Ly6C bestimmt werden. 

Dieser Oberflächenmarker wird von Common Monocyte Progenitors (cMoP) und 

allen nachfolgenden Monozyten-Entwicklungsstufen exprimiert und eignet sich 

zudem zur Unterteilung der beiden Monozytenpopulationen Ly6Chigh 

(inflammatorisch) und Ly6Clow (antiinflammatorisch), wobei letztere vermutlich 

aus ersterer hervorgeht (Hettinger et al., 2013, Terry and Miller, 2014, Geissmann 

et al., 2010, Sunderkötter et al., 2004). Mithilfe von CD115, einem 

Oberflächenmarker, der von Monozyten, Makrophagen, Osteoklasten sowie 

gemeinsamen Vorläuferzellen exprimiert wird, sollte zusätzlich eine klare 

Abgrenzung von Monozyten- und Makrophagen-Vorstufen zu Granulozyten und 

Lymphozyten erfolgen (Breslin et al., 2013). 
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Um zu überprüfen, ob die gezeigte vermehrte S100A8/A9 Produktion durch 5-

AzaC Gabe auch auf eine vermehrte Synthese von S100A8/A9 Proteinen in 

einzelnen Monozyten/Makrophagen zurückzuführen sein könne, wäre eine 

Korrelation mit der Monozytenfunktionalität sinnvoll. Denkbar wäre hier 

beispielsweise die Quantifizierung der Freisetzung von Zytokinen wie IL-1, TNF-

α oder IL-6 mittels ELISA (Serbina et al., 2008). Eine weitere etablierte Methode 

ist die Quantifizierung der oxidativen Burst-Aktivität der Monozyten über 

Messung der Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) (Fang, 2011). 

Mittels RT-PCR könnte zudem die Expression von Genen wie etwa des TLR4, 

dessen Aktivierung über NF-κB eine Steigerung der Zytokinsekretion zur Folge 

hat, zur Beurteilung der Monozyten Aktivität herangezogen werden (Liu et al., 

2017).  

Neben der Untersuchung der Regeneration der Monozyten/Makrophagen 

Population ist auch die Betrachtung der Rekonstitution der Granulozyten 

Population unter 5-AzaC in zukünftigen Versuchen zu erwägen. Es konnte 

bereits gezeigt werden, dass S100A8/A9 im Rahmen des Remodelling nach 

Herzinfarkt eine entscheidende Rolle in der Stimulation der Granulopoese spielt 

(Sreejit et al., 2020). Demzufolge wären in der S100A8/A9 Knockout Gruppe 

verringerte und in der 5-AzaC Gruppe erhöhte Granulozyten Zahlen zu erwarten. 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Rolle von S100A8/A9 für die Rekonstitution 

der Population der Neutrophilen Granulozyten aufgrund der Erfassung mehrerer 

Oberflächenmarker im selben FACS-Kanal nicht differenziert erfolgen.  

Letztlich müssen aber die im Rahmen dieser Arbeit gezeigten Daten 

zurückhaltend beurteilt und interpretiert werden, weil die Streuung, wie in vielen 

Mausexperimenten, hoch ist (wie etwa an Tag 28 in der Kontrollgruppe). Daher 

sollten meine Experimente zum einen in einer größeren Kohorte validiert werden, 

zum anderen würde das Einbeziehen zusätzlicher systemischer 

Inflammationsparameter, wie beispielsweise IL-6 oder TNF-α wertvolle 

Informationen geben. 

Im Gegensatz zu den Angaben in der Literatur konnte mittels 5-AzaC Gabe keine 

Verschiebung der Hämatopoese in Richtung der myeloischen Reihe 
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nachgewiesen werden (Bröske et al., 2009, Hodges et al., 2011). Auch konnte 

der unmittelbare Einfluss von S100A8/A9 auf die Myelopoese, speziell die 

fördernde Wirkung durch die Bindung an RAGE-Rezeptoren auf CMPs und 

Makrophagen, gefolgt von der Freisetzung von GM-CSF und G-CSF sowie der 

anschließenden Proliferation von Monozyten und Neutrophilen, weder durch 

signifikant höhere Zellfrequenzen in der Gruppe der mit 5-AzaC behandelten 

Tiere noch durch signifikant niedrigere Zellfrequenzen dieser Populationen in der 

Gruppe der S100A8/A9 defizienten Tiere nachgewiesen werden (Nagareddy et 

al., 2013). Neuere Studien legen zudem nahe, dass die Verabreichung von G-

CSF nach einer Stammzelltransplantation nicht nur die Vermehrung von 

Granulozyten fördert, sondern auch zu einer Steigerung des Anteils der CD56dim 

NK Zellen führt, die entscheidend an GvL Reaktionen beteiligt sind  (Minculescu 

et al., 2021, Dickinson et al., 2017, Melve et al., 2018). Hinsichtlich der generellen 

Auswirkungen von G-CSF auf die Proliferation von NK Zellen gibt es jedoch 

unterschiedliche Ergebnisse, die teilweise im Widerspruch zueinander stehen 

(Melve et al., 2018, Minculescu et al., 2021).  

Es wäre folglich möglich, dass eine verstärkte endogene Freisetzung von G-CSF 

nach einer SZT aufgrund einer durch 5-AzaC ausgelösten Hochregulierung von 

S100A8/A9 in Monozyten und Makrophagen einen zusätzlichen Nutzen im 

posttransplantären Setting bieten könnte. Dies könnte sich in einer 

beschleunigten Rekonstitution der Granulozytenpopulation sowie in einer 

Hochregulierung der an GvL Reaktionen maßgeblich beteiligten zytotoxischen 

CD56dim NK Zellen manifestieren. 

Für eine abschließende Beurteilung der Rolle von S100A8/A9 in der frühen 

hämatopoetischen Differenzierung myeloischen Zellen werden aktuell von der 

AG André weitergehende Versuche durchgeführt, die unter anderem die 

Expression für die Hämatopoese der myeloischen Reihe relevanter Gene (wie 

beispielsweise Csf3r, Csf1r)  und Transkriptionsfaktoren (wie beispielsweise Pu.1, 

Gata-1, Cebpa, Irf8, Tal1, Runx1 u. Gata-2) von S100A9 Knockout Mäusen mit 

Kontrollmäusen vergleichen (Rosenbauer and Tenen, 2007).  
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Die hier dargestellten Daten bestätigt also Ergebnisse aus Vorarbeiten der 

Arbeitsgruppe, die zeigen, dass eine niedrig dosierte 5-AzaC Behandlung zu 

erhöhten Frequenzen von iNKs zu frühen Untersuchungszeitpunkten führt 

(Kübler et al., 2014, Woiterski et al., 2013) Allerdings gilt dies nur für sehr frühe 

Tage (Tag 7), nicht aber für spätere Zeitpunkte. Wir vermuten, dass hierfür 

Unterschiede in der Kinetik der murinen Hämatopoese (hier anhand von Daten 

aus C57BL/6J. Mäusen dargestellt) und der humanen Hämatopoese (in Kübler 

et al., 2014, anhand von humanisierten NSG Mäusen dargestellt) existieren. Da 

in den hier verwendeten C57BL/6J. Mäusen das gesamte komplexe Repertoire 

an Zytokinen und Wachstumsfaktoren vorhanden ist, während den humanisierten 

Mäusen lediglich exogenes IL7 zugeführt wurde, liegt die Vermutung nahe, dass 

sich eine physiologische hämatopoetische Regeneration in C57BL/6J. Mäusen 

sehr viel rascher als in humanisierten NSG Mäusen einstellen kann. Dezidierte 

Untersuchungen hierzu fehlen.  

Passend zu der These, dass eine S100A8/A9 Expression die Differenzierung von 

NK Zellen fördert, ließen sich in den o.g. Experimenten höhere Anteile von lin-

CD122+NK1.1+ NK Zellen in der Gruppe der mit 5-AzaC behandelten Tiere 

nachweisen. Ob diese auch funktionell aktiver sind, bleibt offen. Hierzu sind 

weitere Experimente geplant, in der in vivo RMA-S Tumore gesetzt werden, 

welche aufgrund ihrer MHC Klasse I Defizienz ideal von reifen NK Zellen 

eliminiert werden müssten.  

Es wurde bereits gezeigt, dass die Behandlung von NK Zellen mit 5-AzaC in vitro, 

sowohl von MDS-Patienten als auch von gesunden Spendern, zu einer erhöhten 

Funktionalität (Zytotoxizität gegen Zielzellen) und vermehrter IFN-γ Sekretion 

führt (Sohlberg et al., 2015). Letzteres deutet daraufhin, dass die NK Zell 

Population in reifere Stufen verschoben wird und passt zu den hier erhobenen 

Ergebnissen (Luetke-Eversloh et al., 2014). Interessant war jedoch, dass im 

Rahmen der Studie von Sohlberg et al. vor Gabe von 5-AzaC eine NK Zell 

Isolation stattfand. Folglich kann der im Rahmen dieser Studie beobachtete 

Effekt der Zellreifungsinduktion der NK Zell Population nicht, wie in der hier zu 

Beginn aufgestellten Hypothese vermutet, über eine S100A8/A9-vermittelte 
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Interaktion zwischen Makrophagen und NK Zellen erklärt werden. Vielmehr 

scheint er hier auf einer direkten Wirkung von 5-AzaC auf die NK Zellen selbst 

zurückzuführen sein. Eine mögliche Erklärung hierfür ist die bereits von mehreren 

Arbeitsgruppen beschriebene epigenetische Kontrolle der KIR Expression von 

NK Zellen (Chan et al., 2003). Die Demethylierung CpG-Inseln, die die KIR-Gene 

umgeben, durch hypomethylierende Mittel wie 5-AzaC führt zu einer 

Transkriptionsinduktion und anschließender Zelloberflächenexpression dieser 

Gene (Santourlidis et al., 2002). Dies könnte den Gewinn an Funktionalität im 

Sinne einer direkten Wirkung von 5-AzaC auf NK Zellen erklären. Dieser 

Mechanismus konnte allerdings in Vorarbeiten der AG André in humanisierten 

NSG Mäusen nicht dokumentiert werden (Kübler et al., 2014), vielmehr war die 

KIR Expression in 5-AzaC behandelten und unbehandelten Kontrollmäusen 

gleich.  

Auch in Bezug auf die NKG2A Expression wurde in einer anderen Arbeit gezeigt, 

dass 5-AzaC zu einer Hypomethylierung einer CpG reichen Region im NKG2A 

Gen von NK Zellen führt, was zu einer vermehrten Expression von NKG2A führt. 

Da NKG2A von mNKs exprimiert wird, jedoch nicht von iNKs, spricht dies für eine 

Verschiebung der Population hin zu reiferen Stufen durch 5-AzaC (Rogers et al., 

2006).  

Die in der Literatur zuvor beschriebene konsekutive Entwicklung der mNK Zellen 

(CD11blow CD27low → CD11blow CD27high → CD11bhigh CD27high → CD11bhigh 

CD27low) (Chiossone et al., 2009) konnte in unserer Studie nicht nachgewiesen 

werden. Die Verteilung der vier Gruppen zeigte über alle Gruppen und 

Analysezeitpunkte hinweg keine signifikanten Unterschiede. CD11bhigh CD27low 

mNK Zellen, die die finale Entwicklungsstufe repräsentieren und laut Chiossone 

et al. zwischen Tag 14 und 28 den größten Anteil der mNK Zellen ausmachen, 

konnten zu keinem Analysezeitpunkt in relevanten Mengen nachgewiesen 

werden. Dies galt auch, wenn das Pregating weggelassen wurde. Selbst in 

späteren Versuchen der Arbeitsgruppe und unter Verwendung von Antikörpern 

unterschiedlicher Hersteller konnte eine vierstufige Entwicklung der NK Zellen 

nie beobachtet werden. Daher lässt sich keine Aussage über den Einfluss von 5-
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AzaC und S100A8/A9 auf die Ausreifung von NK Zellen treffen. Die Ursache 

dieser Diskrepanz zwischen in der Literatur beschriebenen phänotypischen 

Reifungsstufen und unseren Befunden ist derzeit nicht klar. Da aber 

Folgeuntersuchungen der Arbeitsgruppe zu gleichen Ergebnissen führten, 

erscheint ein experimenteller Fehler unwahrscheinlich. Denkbar wäre es, dass 

unterschiedliche Antigenstrukturen von den in der Literatur und den von uns 

eingesetzten Antikörpern erkannt werden. Ausreichende Informationen zu den 

Antigenen bzw. Antigenanteilen, welche zur Generierung der Antikörper 

eingesetzt wurden, liegen uns allerdings nicht vor. 

Ein ähnliches Ergebnis wie bei der Betrachtung der Rekonstitution der NK Zell 

Population zeigte sich bei der Untersuchung der Funktionalität. Es konnte, wie 

erwartet, gezeigt werden, dass eine niedrigdosierte 5-AzaC Gabe zu einem 

früheren Funktionalitätserwerb im Sinne einer gesteigerten ex vivo Zytotoxizität 

gegen RMA-S führt. Um zukünftig jedoch zu beweisen, dass der gezeigte Effekt 

auf der vermuteten Interaktion von Makrophagen und NK Zellen über S100A8/A9 

beruht, wäre zusätzlich zur initialen subletalen Bestrahlung eine Makrophagen 

Depletion mit anschließender Untersuchung der NK Zell Rekonstitution 

notwendig.   

In vivo Daten aus der Literatur zeigen, dass S100A8/A9 über den RAGE-

Signalweg die Aktivierung und Proliferation von NK Zellen direkt fördern kann, 

was zu einer erheblichen Verringerung des Tumorwachstums führt (Narumi et al., 

2015). Zudem konnte gezeigt werden, dass es nach einer S100A8/A9-

vermittelten Aktivierung des RAGE-Signalwegs zu einer vermehrten IFN-γ 

Produktion durch die NK Zellen kommt (Narumi et al., 2015). Dies wiederum führt 

im Sinne einer positiven Rückkopplung zu einer Freisetzung von Zytokinen wie 

TNF-α, IL-1 und IL-6 durch Makrophagen und schafft ein inflammatorisches 

Milieu (Narumi et al., 2015, Arango Duque and Descoteaux, 2014). Ein Fehlen 

von S100A8/A9 Proteinen sollte sich daher, anders als in den hier erhobenen 

Daten, eher nachteilig auf die NK Zell Funktionalität auswirken. Da dieser Effekt  



92 
 

nicht gezeigt werden konnte, ist es also durchaus denkbar, dass die NK 

Zellfunktionalität gar nicht maßgeblich durch S100A8/A9 beeinflusst wird. 

Es sollte zudem in Betracht gezogen werden, ob es bei einzelnen Tieren in der 

Knockout Gruppe im Rahmen der Inflammationsreaktion durch die initiale 

subletale Bestrahlung zu einer Erholung von S100A8 Protein und folglich zur 

Bildung von S100A8 Homodimeren gekommen sein könnte. Dies ließe sich durch 

einen S100A8 Western Blot verifizieren und würde möglicherweise erklären, 

warum der S100A9 Genknockout in Bezug auf oben genannte Aspekte keinen 

nachteiligen Effekt zeigte. 

Letztlich stellen die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Zytotoxizitätstests 

lediglich einen kleinen Teil der NK Zell-vermittelten Tumorantwort gegen RMA-S 

dar. Es ist bekannt, dass in vivo viele weitere Elemente, wie beispielsweise die 

Interaktion von Monozyten und T- und B-Zellen, aber auch das Zytokinmilieu  

eine wichtige Rolle in der Anti-Tumorantwort spielen. Um die Anti-Tumorantwort 

und die Auswirkungen von 5-AzaC auf das den Tumor umgebende 

inflammatorische Mikromilieu in vivo besser zu verstehen, laufen bereits 

Tumorinduktionsversuche, in denen RMA-S Zellen s.c. injiziert werden. Die 

Arbeitsgruppe erwartet davon weitere Erkenntnisse, die zu einem besseren 

Verständnis der Interaktion von Monozyten und NK Zellen beitragen können. 

Bedacht werden muss zudem, dass in den hier durchgeführten Versuchen IL-15 

lediglich zur Aktivierung der NK Zellen in vitro, jedoch nicht in vivo, eingesetzt 

wurde. Dieses Zytokin ist - sowohl bei Menschen als auch bei Mäusen - das 

wichtigste Molekül in der Steuerung der Differenzierung, des Überlebens und der 

Funktionalität von NK Zellen. Es wird üblicherweise zusammen mit seinem 

Rezeptor (Transpräsentation) appliziert, da es in diesem Komplex besonders gut 

an die Sushi Domäne des IL-15 Rezeptors binden kann (Huntington, 2014). 

Gegenwärtig wird davon ausgegangen, dass jede NK Zell-basierte 

Immuntherapie auch die Gabe von Il15/IL15R beinhalten muss. Es ist denkbar, 

dass in dem hier skizzierten und untersuchten Mausmodell die endogenen 
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Spiegel von IL15 unzureichend waren. Daher wiederholt die Arbeitsgruppe 

derzeit die o.g. Experimente mit gleichzeitiger Supplementation von IL15.  

Ein weiteres, von der Arbeitsgruppe bereits adressiertes Problem ist eine 

potenziell zu hoch oder zu niedrig gewählte Konzentration von 5-AzaC. Da die 

hypomethylierende Wirkung von 5-AzaC auf proliferierende Zellen beschränkt ist 

und bereits beschrieben wurde, dass die Metabolisierung  von 5-AzaC zumindest 

in Kaninchen deutlich schneller als im Menschen verläuft, ist es nicht 

auszuschließen, dass der zeitliche Abstand zwischen den Applikationen zu groß 

und die Anzahl der Applikationen zu gering gewählt wurde (Sohlberg et al., 2015, 

Stresemann and Lyko, 2008). Es gilt jedoch zu beachten, dass höhere Mengen 

an 5-AzaC toxisch auf reife NK Zellen wirkt und deren Funktionalität 

beeinträchtigt (Schmiedel et al., 2011). Im Moment laufen daher weitere in vivo 

Versuche zur Bestimmung der optimalen Injektionsfrequenz und Dosierung von 

5-AzaC.  

Als generelle Limitation der hier durchgeführten Versuche muss die niedrige 

Stichprobengröße in Verbindung mit erheblichen interindividuellen 

Unterschieden und daraus resultierenden hohen Standardabweichungen 

genannt werden. Daher können aktuell nur Tendenzen beschrieben werden, 

jedoch sind definitive Aussagen nicht möglich. Im Rahmen der bereits laufenden 

Tumorinduktionsversuche werden daher größere Stichprobengrößen (n=10) 

verwendet. 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass eine niedrigdosierte 5-AzaC Gabe 

während der frühen Phase der hämatopoetischen Rekonstitution zu einer 

Inflammationsreaktion und einem Anstieg der S100A8/A9 Konzentration im 

Serum führt. Dieses Phänomen geht mit einer beschleunigten Regeneration der 

NK Zellpopulation mit erhöhten Frequenzen in den frühen 

Untersuchungszeiträumen und früherem Funktionalitätserwerb im Sinne einer 

gesteigerten Zytotoxizität gegen RMA-S einher. Ob der beobachtete Effekt 

tatsächlich auf einer S100A8/A9-vermittelten Interaktion von Monozyten und NK 

Zellen beruht oder auf einer direkten Wirkung von 5-AzaC auf NK Zellen, kann 

ohne weitere Versuche wie Depletion der Interaktion, oder Blockade der 
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S100A8/A9 Wirkung nicht abschließend geklärt werden. Um zu zeigen, dass eine 

5-AzaC-vermittelte Zunahme der S100A8/A9 Expression zu einer Verschiebung 

der Hämatopoese in Richtung der myeloischen Reihe mit erhöhten Frequenzen 

von Makrophagen führt, werden bereits Versuche durchgeführt, die unter 

anderem die Expression für die Hämatopoese relevanter Gene und 

Transkriptionsfaktoren von S100A9 Knockout Mäusen mit Kontrollmäusen 

vergleichen. Zur besseren Illustration der NK Zell in vivo Funktionalität im 

inflammatorischen Tumormilieu laufen bereits Tumorinduktionsversuche. 
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5. Zusammenfassung und Ausblick 

Die durch NK Zellen verursachten Graft-versus-Leukämie Effekte (GvL) spielen 

eine entscheidende Rolle bei der Beseitigung minimaler Resterkrankungen der 

Leukämie nach allogener Stammzelltransplantation (SZT). 

Die initial aufgestellte Hypothese sagt, dass eine durch 5-AzaC induzierte und 

durch S100A-Proteine vermittelte Inflammationsreaktion die Vorläuferbildung der 

NK Zellen nach Stammzelltransplantation fördert und deren antitumorale 

Wirkung in der frühen posttransplantären Phase als innovatives Therapiekonzept 

zur Verstärkung von GvL-Effekten dienen könnte. Es konnte gezeigt werden,  

dass eine niedrigdosierte Gabe von 5-AzaC nach subletaler Bestrahlung zu 

erhöhten S100A8/A9 Proteinkonzentrationen im Serum an den frühen 

Untersuchungszeitpunkten, Tag 17 und Tag 21, führte.  

Zudem konnte eine beschleunigte Rekonstitution der NK Zellpopulation unter 5-

AzaC-Gabe beobachtet werden. Diese war mit einem früherem 

Funktionalitätserwerb verbunden, was sich in einer erhöhten Zytotoxizität 

gegenüber der Zielzelllinie RMA-S äußerte. Nicht abschließend geklärt werden 

konnte, ob der gezeigte Effekt tatsächlich auf einer Monozyten-vermittelten NK 

Zell Stimulation oder auf einer direkten Wirkung von 5-AzaC auf NK Zellen beruht. 

Für ein besseres Verständnis der Monozyten - NK Zell Interaktion über S100A 

Proteine im inflammatorischen Tumormikromilieu laufen bereits 

Tumorinduktionsversuche. Im Rahmen dieser Versuche ist auch eine 

Bestimmung der optimalen Dosierungsintervalle sowie der Gesamtdosis geplant.  

Eine Verschiebung der Hämatopoese in Richtung der myeloischen Reihe durch 

die hypomethylierende Wirkung von 5-AzaC konnte nicht gezeigt werden. Um die 

Rolle von S100A9 in der frühen myeloiden und lymphoiden Differenzierung 

besser zu verstehen, werden von der AG André aktuell weitergehende Versuche 

durchgeführt, die unter anderem die Expression für die Hämatopoese relevanter 

Gene und Transkriptionsfaktoren von S100A9 Knockout Mäusen mit 

Kontrollmäusen vergleichen.   
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Zusammenfassend liefert diese Arbeit weitere Hinweise auf eine Intensivierung 

der frühen GvL-Effekte zur Beseitigung der minimalen Leukämiereste durch die 

niedrig dosierte Gabe von 5-AzaC, ohne den zugrunde liegenden Mechanismus 

abschließend klären zu können.  
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