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1 Einleitung

1.1 Immunsystem und Tumorimmunologie

Das Immunsystem hat die Aufgabe uns vor Mikroorganismen, Fremd- und Schadstoffen,
Toxinen und malignen Zellen zu schiitzen. Dabei hat es im Verlauf von 400 Millionen
Jahren gelernt, zwischen “gefdhrlich” und “ungeféahrlich”, sowie “fremd” und “eigen” zu
unterscheiden. Das Immunsystem l3sst sich in ein unspezifisches und ein spezifisches Im-
munsystem unterteilen [47]. Bei Ersterem handelt es sich um das entwicklungsgeschicht-
lich &ltere, angeborene System, dessen Komponenten unabhingig vom eindringenden
Erreger aktiv werden. Letzteres besteht aus T- und B-Lymphozyten, die hochspezifisch
auf ihr jeweiliges Antigen reagieren, klonal expandieren kdnnen und so eine effektive
Immunabwehr, sowie eine Gedachtnisreaktion ermdglichen. Natiirliche Killerzellen (NK-
Zellen) sind zwar lymphatischen Ursprungs, besitzen aber keine antigenspezifischen Re-
zeptoren und kdnnen ohne vorherige Sensibilisierung agieren. Somit gehdren sie zum
angeborenen Immunsystem und sie nehmen eine wichtige Rolle in der frithen Immunant-
wort ein [47].

Einsatz der Immunreaktion zur Tumorbekimpfung

Krebs war im Jahr 2007 laut statistischem Bundesamt nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen

die zweit haufigste Todesursache in Deutschland:

Manner Frauen

Kreislaufsystem -
SB,S%Y Sonstige 15,8% Kreislaufsystem

Unfalle 2,6% 47.8%

Sonstige 14,6%
Unfalle 4,9%

Verdauungsorgane

Verdauungsorgane
4.8%

5.4%

Atmungsorgane

At
mungsorgane 6.4%

T.7%
Krebs 29% Krebs 22 6%

Abbildung 1.1: Todesursachenstatistik, Deutschland-2007
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Krebs wird durch das progressive Wachstum der Nachkommen einer einzigen transfor-
mierten Zelle verursacht. Zur Heilung miissen daher sdmtliche bdsartigen Zellen entfernt
oder zerstort werden. Hierzu gibt es verschiedene Ansitze und Herangehensweisen, die
von der chirurgischen Operation iiber Strahlentherapie bis hin zu pharmakologischer Sys-

temtherapie und supportiven Therapien reichen.

Das tiefere Verstandnis iiber die Rolle des Immunsystems bei Tumorerkrankungen hat
zur Entwicklung neuer Behandlungsansitze gefiihrt. An dieser Stelle ist vor allem die
Immuntherapie zu nennen. Ziel ist es, das kdrpereigene Immunsystem gegen den Tu-
mor zu mobilisieren und so eine Abwehrreaktion zu erzielen. Voraussetzung hierfiir ist
das Vorhandensein von Tumorantigenen auf der Oberfliche entarteter Zellen, sowie die

Fahigkeit des Organismus gegen diese Antigene immunologisch reagieren zu kdnnen.

Die Tumorimmunologie weist verschiedene aktive, passive und adoptive
Strategien auf:

Einen Ansatzpunkt der Tumorimmunologie bilden monoklonale Antikérper (AK). Ak-
tuell sind in der Onkologie sechs unkonjugierte AK zugelassen, 80 weitere werden in klini-
schen Studien erprobt [38, 89]. AK kdnnen ihren Effekt iber verschiedene Mechanismen
erzielen. Sie sind in der Lage, liber ihr Antigen-bindendes Fragment (Fab) an funktionelle
Tumor-Antigene zu binden. So inhibieren sie die mitogenen, bzw. zum Uberleben not-
wendigen Mechanismen der Tumorzelle, die sich von normalen Zellen oft unterscheiden.
Cetuximab, ein AK gegen den Epidermal-Growth-Factor-Receptor (EGFR), inhibiert bei-
spielsweise die Tyrosin-Kinase. Trastuzumab wirkt iiber verschiedene Mechanismen, in-
dem er an extrazelluldren Doméanen des Rezeptors andockt und so die Signaliibertragung
inhibiert und Immunzellen rekrutiert. Ein anderer Abwehrmechanismus der AK erfolgt
iber die Fc (Fragment, crystallizable) -Region. Makrophagen, Granulozyten, NK-Zellen
und andere Zellen des retikuloendothelialen Systems besitzen Fc-Rezeptoren mit denen
sie an die Fc-Doméne der AK andocken und diese samt Antigen phagozytieren, oder
Komponenten des Immunsystems rekrutieren kénnen. Es liegen Daten vor, die diesem

Mechanismus einen signifikanten Beitrag zur klinischen Effektivitdt bescheinigen [38].

Allerdings sind den Vorteilen der Therapie mit AK auch Grenzen gesetzt: neben enormen
Kosten fiihrt dieser passive Therapieansatz nicht zur Herausbildung einer Gedachtnisre-
aktion, sodass immer wieder erneute AK-Infusionen notig sind. Des Weiteren kdnnen die
hergestellten AK selber immunogen wirken und so vor allem bei mehrfacher Anwendung
zu Problemen fiihren. Und schlieRlich erkennen AK nur spezifische Oberflachenproteine,

was die Breite der moglichen Ziele einschrankt [53].
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Eine weitere Therapieoption stellt die T-Zell basierte Immuntherapie als adoptive
Therapieform dar. T-Zellen sind in der Lage tber ihren Rezeptor Peptid-MHC (Main
Histocompatibility Complex) -Komplexe zu erkennen. Hierbei werden intrazelluldre Pro-
teine zunachst innerhalb der Zelle in einzelne Peptide zerlegt und dann zusammen mit
MHC-Molekiilen an der Zelloberflache exprimiert und so den T-Zellen prasentiert. Als
problematisch gestaltet sich die oft niedrige Immunogenitdt von Tumor-assoziierten An-
tigenen, die auch im normalen Gewebe exprimiert werden. Somit besteht die Gefahr der
Autoimmunitat. Dem tragt das Immunsystem Rechnung, indem alle sich entwickelnden
T-Zellen, die eigene Antigene mit hoher Affinitdt erkennen, bereits im Thymus elimi-
niert werden. AuRerdem gibt es periphere Toleranzmechanismen, wie beispielsweise die
regulatorischen T-Zellen, welche diejenigen Zellen aufspiiren, der Selektion im Thymus
entgangen sind. Bei der adoptiven T-Zell-Therapie werden antigen-spezifische T-Zellen
in-vitro generiert, getestet und dann zuriick in den Patienten transferiert. Eine andere
Méoglichkeit stellt der T-Zell-Rezeptor (TCR) -Gen-Transfer dar. Hierbei kann den
T-Zellen Tumorantigen-Spezifitat verliechen werden, indem durch virale Vektoren die o-
und die B- Kette des TCR in die T-Zelle transferiert werden. Dieser Gentransfer birgt
jedoch potentielle Risiken: die Verwendung retroviraler Vektoren, das Risiko der Muta-

genese und es kdnnen potentiell autoreaktive TCRs unklarer Spezifitat entstehen [53].

Eine andere Zellpopulation, die in den letzten Jahren verstarkt in den Mittelpunkt der
Krebstherapie geriickt ist, stellen die Natiirlichen Killerzellen dar. lhre Zytotoxizi-
tat wird iber aktivierende und inhibierende Rezeptoren gesteuert. Letztere tiben in der
Regel eine stirkere Wirkung aus, sodass bei gleichzeitiger Aktivitdt normalerweise die
inhibitorische Komponente iiberwiegt. Diese Inaktivierung der NK-Zellen durch kérperei-
gene Molekiile machen sich jedoch auch maligne Zellen zunutze und schaffen es so, der
NK-Zell-vermittelten Immunitat zu entgehen. Dem Einsatz endogener oder durch adop-
tiven Transfer in den Empfangerorganismus eingebrachter NK-Zellen sind somit Grenzen
gesetzt. Eine Moglichkeit NK-Zellen trotzdem zu nutzen stellt die Stammzelltransplanta-
tion mit alloreaktiven NK-Zellen dar [101]. Die Killer-Immunglobulin-like-Rezeptor (KIR)
-Gene sind individuell sehr unterschiedlich angelegt. Jede NK-Zelle eines Individuums ex-
primiert mindestens einen MHC-Klasse-1 spezifischen inhibitorischen Liganden, der die
NK-Zellen davon abhilt eigene Zellen zu attackieren. NK-Zellen eines Individuums sind
jedoch alloreaktiv gegeniiber Zellen eines anderen Individuums, denen passende inhibi-
torische KIR-Liganden fehlen (KIR-Liganden-Mismatch). Andererseits tolerieren sie die-
jenigen Zellen, die passende KIR-Liganden exprimieren und so die NK-Zellen in ihrer
Aktivitdt hemmen. Diesem Konzept zufolge weisen also allogene NK-Zellen mit einem
KIR-Liganden-Mismatch gegeniiber potentiellen Targetzellen eine hohere zytotoxische

Aktivitat auf, als gegeniiber entsprechenden autologen oder “passenden” Zellen. Die-
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ser Ansatz konnte bislang in Tiermodellen nachgewiesen werden. Alloreaktive Spender-
NK-Zellen schiitzten den Wirt vor einer Graft-versus-Host-Disease (GvHD), indem sie
seine T-Zellen und Antigen-prasentierenden Zellen reduzierten und gleichzeitig den Graft-
versus-Leukemia (GvL) -Effekt triggerten. Beim Menschen ist die Datenlage allerdings
nicht eindeutig, bisherige Studien kamen zu unterschiedlichen Ergebnissen. Abgesehen
von der allogenen Transplantation birgt die NK-Zell-Immuntherapie jedoch auch noch
weitere Hoffnungen: Einerseits durch Human-Leukocyte-Antigen (HLA)-haploidente NK-
Zellinfusionen, andererseits durch Antikorper gegen inhibitorische KIRs. Des Weiteren
gibt es die Moglichkeit die Tumorzellen fiir NK-Zellen zugéanglicher zu machen, indem
die Todesrezeptoren auf der Oberflache der Tumorzellen durch bestimmte Molekiile ver-

starkt exprimiert werden.

Einen weiteren Ansatzpunkt der Tumorimmunologie stellen Zytokine dar. Zytokine sind
regulatorische Peptide, die der Steuerung der Immunantwort dienen und bei Aktivierung
des Immunsystems von Makrophagen, B- und T-Lymphozyten, NK-Zellen und Fibroblas-
ten sezerniert werden kdnnen. Sie kdnnen autokrine, endokrine und parakrine Wirkung
entfalten und setzen eine Kaskade humoraler und zelluldrer Vorgédnge in Gang. Deren
Ziel ist es, eingedrungenes Fremdmaterial zu eliminieren oder eine Toleranz zu induzie-
ren. Von besonderem Interesse in der Onkologie sind bestimmte Interleukine [72] (z.B.
IL-2), Interferone (IFN) [42] und Tumornekrosefaktoren (TNF) [108, 106]. Als nachtei-
lig bei deren Anwendung erweisen sich die zum Teil erheblichen Nebenwirkungen bei

systemischer Applikation [21].

In der Krebstherapie ist IL-2 eines der am haufigsten angewandten Zytokine. Eine The-
rapie mit IL-2 ist bis jetzt nur bei metastasiertem malignem Melanom und Nierenzellkar-
zinom indiziert, da nur hier eine deutliche Anti-Tumor-Wirkung beobachtet wurde. Ein
Schwachpunkt dieses Therapieansatzes ist jedoch die notwendige, da effizienzsteigernde
Verabreichung hoher Dosen von IL-2, die zu schweren Nebenwirkungen fiihren kann. So
traten im Rahmen von klinischen Studien sogar therapiebedingte Todesfille auf [55, 94].
Ein weiteres Problem liegt in der wachsenden Immunresistenz der Tumorzellen im Ver-
laufe der Therapie. Darin konnte ein Erklarungsansatz fiir das unterschiedliche Anspre-
chen auf die Therapie begriindet sein. In einigen Fillen konnte bewiesen werden, dass
die Krebstherapie zu einem Verlust an B2-Mikroglobulinen auf der Tumorzelloberflache
fithrt, welche Bestandteile des MHC-I-Komplexes sind. Fehlt dieses Protein kann die
Tumorzelle nicht mehr von zytotoxischen T-Zellen angegriffen werden und entgeht der

Immunabwehr [90].

Wie ist nun der heutige Stellenwert der zelluldren Immuntherapie zu bewerten? Bisher
sind noch viele Fragen offen: So sind beispielsweise h3ufig die Unterschiede zwischen

Tumorzellen und gesunden Zellen noch nicht hinreichend bekannt. Dariiber hinaus be-
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steht auch hinsichtlich des Zeitpunkts und der Lokalisation der Verabreichung weiterer

Klarungsbedarf.

1.2 Naturliche Killer Zellen

NK-Zellen entwickeln sich im Knochenmark aus der gemeinsamen lymphatischen Vorlau-
ferzelle. Neben B- und T-Lymphozyten stellen NK-Zellen mit einem Anteil von 5-15% der
Lymphozyten im peripheren Blut eine dritte eigenstandige Lymphozytenpopulation dar,
deren Existenz in den 70er Jahren das erste mal beschrieben wurde [43, 52]. Ihr prozen-
tualer Anteil an den Lymphozyten unterliegt einer ausgepragten Tagesrhythmik [11] und
ist von vielen Faktoren abhangig, wie z.B. korperlicher Aktivitat, Stress, Infektions- oder
Entziindungsreaktionen. NK-Zellen kdnnen fremde Zellen, Tumorzellen oder bakteriell-
bzw. virusinfizierte Zellen zerstoren [4]. Morphologisch imponieren sie im Blut als groe
Lymphozyten mit azurophilen Granula (Large Granular Lymphocytes), phanotypisch
zeichnen sie sich durch das Antigenmuster CD3~, CD16", CD56™" aus. Aktiviert werden
NK-Zellen durch Interferone (IFN-a und -B) und Zytokine (v.a. IL-12) von Makropha-
gen, die vor allem in der frithen Phase von Infektionen sezerniert werden. NK-Zellen
unterliegen keiner MHC-Restriktion, d.h. sie kdnnen spontan, ohne vorherige spezifische
Sensibilisierung attackieren. Sie sind in der Lage korpereigene Zellen zu erkennen und
diejenigen zu eliminieren, die durch verdnderte oder fehlende MHC-Erkennungsstruktur
immunologisch unkenntlich geworden sind. Diese Beobachtung formulierte Karre erstmals
Mitte der 80er Jahre als so genannte “Missing-self-Hypothese” [66, 48|. Zusatzlich zur
Erkennung fehlender oder verminderter MHC-Molekiile, tragt wahrscheinlich auch die
Prasentation bestimmter Signalpeptide innerhalb des MHC-Komplexes dazu bei, dass
die Targetzelle als eigen erkannt, und von der NK-Zelle verschont bleibt.[49]. Auf Grund
dieser Fahigkeiten fallen den NK-Zellen innerhalb des Immunsystems die folgenden Auf-

gaben zu:

— Tumor-Immunsurveillance und hdmatopoetische Stammzelltransplantation: NK-
Zellen kontrollieren den Kérper kontinuierlich auf aberrante Zellen, die Tumoran-
tigene exprimieren oder ihre MHC-Expression reduziert bzw. aufgegeben haben. In
einer 11-jahrigen epidemiologischen Studie konnte gezeigt werden, dass eine ver-
ringerte NK-Zell Aktivitdt bei Erwachsenen mit einem erhdhten Krebs-Risiko ein-
hergeht [45]. In einer anderen Studie konnte beobachtet werden, dass bei allogener
Stammzelltransplantation bei bestimmten Krebserkrankungen, wie z.B. der akuten
myeloischen Leukdmie, die Entwicklung der Spender-NK-Zellen bei einem Emp-
fanger ohne passende KIR-Liganden, sowohl zu einem verbesserten Outcome, als

auch zu einer erhohten Lebenserwartung fiihrt. Eine GvHD trat dabei nicht auf [95].
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— Bekdampfung von Virusinfektionen: Hier spielen die NK-Zellen v.a. in der frii-
hen Phase der Immunantwort eine entscheidende Rolle. So konnte in einer Studie
an Mausen eine erhéhte Anfilligkeit bzw. Resistenz gegeniiber einem bestimm-
ten Herpesvirus nach NK-Zell Depletion bzw. zusatzlicher NK-Zell Gabe gezeigt
werden [64]. Allerdings ist man sich iber eine entsprechende Rolle der NK-Zellen
beim Menschen noch nicht im Klaren. Es konnte beobachtet werden, dass Pati-
enten mit einer NK-Zell-Immundefizienz trotzdem nicht haufiger an Virus- oder

Tumorerkrankungen leiden als gesunde Menschen [24].

— NK-Zellen wirken an der Regulation verschiedener Zellen mit, wie z.B. Dendriti-
scher Zellen, T-Zellen, B-Zellen und Endothelzellen.

— Diskutiert werden weiterhin Funktionen der NK-Zellen im Bereich von Organtrans-
plantationen, der Kontrolle parasitdrer Erkrankungen und HIV-Infektionen, sowie
bei Autoimmunitdt und Asthma [112].

1.2.1 NK-Zell-Rezeptoren

Um die Funktionsfihigkeit der NK-Zellen zu gewshrleisten, miissen sie liber ein System
verfiigen, das es ihnen erlaubt zwischen kérperfremden bzw. infizierten und kdrpereige-
nen bzw. nicht-infizierten Zellen zu unterscheiden. Hierfiir ist ein Gleichgewicht zwischen
aktivierenden und inhibierenden Rezeptoren erforderlich [74]. Unter physiologischen Be-
dingungen tiberwiegt der Einfluss der inhibierender Rezeptoren und sorgt dafiir, dass als
“normal” erkannte Zellen nicht von NK-Zellen angegriffen werden [57]. Die Aktivitét eines
einzigen Rezeptortyps reicht aus, um ein komplettes inhibitorisches Signal zu generieren
[60]. Strukturell kdnnen die NK-Zell-Rezeptoren in die Klassen der Immunoglobulin-like

Rezeptoren und die Rezeptoren der C-Typ-Lektin-Familie eingeteilt werden.
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Abbildung 1.2: Missing-self und Induced-self Mechanismus von NK-Zellen [87]

Killing

1.2.1.1 Killer Immunglobulin-like Rezeptoren (KIRs)

Die extrazelluldren Doménen aller KIRs sind identisch. Sowohl fiir inhibierende als auch
fir aktivierende Rezeptoren fungieren HLA-Klasse-I-Molekiile als Liganden, wobei ers-
tere mit hcherer Affinitdt binden. Die kodierenden Gene dieser Rezeptoren liegen auf
dem Leukozyten-Rezeptor-Komplex auf Chromosom 19 [14]. Bisher sind 15 KIR-Gene
bekannt, von denen 11 fiir Rezeptoren mit zwei Immunglobulindoménen (KIR2D-Gene)

und vier fir Rezeptoren mit drei Immunglobulindoméanen (KIR3D-Gene) kodieren.

Inhibierende KIR-Rezeptoren und ihre Liganden

Zu dieser Gruppe gehdren Isoformen der 158-Familie mit entweder zwei oder drei extra-
zelluldren Ig-dhnlichen Doméanen und langer intrazytoplasmatischer Domane (KIR2DL,
KIR3DL). Diese weist ein Tyrosin-haltiges inhibierendes Motiv (Immunreceptor Tyrosine-
based Inhibiting Motif, ITIM) auf [111]. Bindet der Rezeptor an passende MHC-I-
Molekiile wird das zytoplasmatische Tyrosin phosphoryliert, wodurch die Tyrosinphos-
phatasen SHP1 und SHP2 an den Rezeptorkomplex binden kdnnen. Durch Dephospho-
rylierungen aller nachgeschalteten Signalkomponenten kommt es zur Abschaltung der
Effektorwirkung der NK-Zellen [82, 15, 58].

Die beiden Rezeptoren KIR2DL2 und KIR2DL3 (p58.2/CD158b) binden Allelprodukte
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der HLA-C-Gruppel (HLA-Cw1, -Cw3, -Cw7, -Cw8). Dagegen bindet KIR2DL1 (p58.1/
CD158a) an HLA-C-Molekiile der Gruppe 2, die durch die Allelprodukte HLA-Cw?2, -Cw4,
-Cwb und -Cwb6 représentiert sind [10]. Als weiterer Rezeptor dieser Gruppe erkennt
KIR3DL1 (p70/158el) HLA-B-Allotypen mit dem serologischen Bw4-Motiv [17, 41].
KIR3DL2 (p140/CD158k) erkennt schlieRlich HLA-A3 und HLA-A11 Molekiile [85].

Aktivierende KIR-Rezeptoren und ihre Liganden

Alle aktivierenden Rezeptoren der Ig-Familie besitzen einen kurzen zytoplasmatischen
Teil, tiber den sie mit transmembranaren Adapterproteinen (in NK-Zellen CD3C, FceRly
und DAP12) verkniipft sind. Diese umfassen Tyrosin-haltige aktivierende Immunrezeptor-
Motive (Immunreceptor Tyrosine-based Activating Motif, ITAM), welche iiber die Re-
krutierung von Tyrosinkinasen aktivierende Signale weiterleiten [9]. Als Liganden dienen
den beiden Rezeptoren KIR2DS1 (p50.1/CD158h) und KIR2DS2 (p50.2,3/CD158j) die-
selben HLA-C-Liganden wie KIR2DL1 und KIR2DL2/3 [103]. KIR2DS4 (CD158i) bindet
sowohl an MHC-Klasse-l (HLA-Cw4) Molekiile als auch an nicht-MHC-Klasse-I-Liganden
[61]. Es gibt in der Literatur Hinweise darauf, dass KIR3DS1 (p70/CD158e2) HLA-Bw-
4-Allele bindet, jedoch konnte dies nicht eindeutig bestatigt werden [78]. Die Liganden
fiir KIR2DS3 (p50.2,3/CD158j) und KIR2DS5 (CD158g) sind bislang noch unbekannt.

1.2.1.2 C-Typ-Lektin-Rezeptoren

Hierbei handelt es sich um Heterodimere, die aus einer Kette CD94, welche konstitutiv
auf NK-Zellen exprimiert wird, und jeweils einer inhibitorischen (NKG2A, B) oder einer
aktivierenden (NKG2C, E, H) Kette bestehen [62]. Diese Rezeptoren werden von Genen
kodiert, die in der Region des Chromosoms 12 liegen [14]. Sowohl der inhibierende Re-
zeptor CD94/NKG2A, als auch der aktivierende Rezeptor CD94/NKG2C interagieren mit
HLA-E, womit die Integritdt der HLA-Klasse-I-Molekiile auf der Zellmembran der Tar-
getzelle tiberpriift wird. Auch hier tiberwiegt in der Regel der inhibierende Effekt. NKG2A
(CD159a) besitzt eine zytoplasmatische ITIM-enthaltende Doméne und leitet auf diese
Weise das inhibitorische Signal durch Rekrutierung von SHP-1 weiter [88]. Das akti-
vierende Heterodimer CD94/NKG2C enthilt fiir die Weiterleitung aktivierender Signale
die ITAM-enthaltende Adapterkette DAP12, welche durch Rezeptor-Liganden-Bindung

phosphoryliert wird und zu einer Rekrutierung von Signalmolekiilen fiihrt.

Einziges aktivierendes Homodimer dieser Gruppe ist NKG2D (CD314) [117]. Dieser Re-
zeptor erkennt Proteine, die von virusinfizierten Zellen oder Tumorzellen freigesetzt wer-
den. Beispiele hierfiir sind die HLA-3hnlichen Molekiile MICA /B, die von beschidigten

Darmzellen oder Tumorzellen produziert werden, sowie die UL16-Bindeproteine ULBP1-4
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(Unique long 16-binding Protein), die von virusinfizierten Zellen freigesetzt werden [18].
Das Homodimer enthilt keine ITAM-Sequenz. Es assoziiert mit dem Adapterprotein
DAP10, welches die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) aktiviert.

1.2.1.3 Aktivierende Rezeptoren der Ig-Superfamilie

Hierzu gehdéren die Natural Cytotoxicity Receptors (NCR) NKp44 (CD334), NKp30
(CD337) und NKp46 (CD335), die als einzige Marker selektiv von NK-Zellen expri-
miert werden. Einziger NCR, der nicht zur Ig-Superfamilie sondern zu den C-Typ-Lektin
Rezeptoren gehért, ist NKp80. Er fungiert als Korezeptor der anderen NCRs und sein Li-
gand wurde vor einigen Jahren als das Activation Induced C-Typ-Lectin (AICL) entdeckt
[115]. Als Liganden der anderen NCRs vermutet man Kohlenhydratstrukturen [86]. Die-
se Rezeptoren assoziieren mit unterschiedlichen Adaptermolekiilen: NKp46 und NKp30
mit CD3(, NKp46 zusatzlich mit CD3{-FceRly. Sie werden beide sowohl von ruhenden
als auch von aktivierten NK-Zellen exprimiert [98] und die Expression von NKp30 steht
in Zusammenhang mit derjenigen von NKp46. NKp44 wird nur von IL-2 stimulierten
NK-Zellen exprimiert und ist mit DAP12 assoziiert. Auch seine Expressionsdichte steht
in Zusammenhang mit derjenigen der anderen beiden Rezeptoren [110, 16]. Die Wei-
terleitung der Signale der NCRs erfolgt tiber die ITAM enthaltenden Adaptermolekiile
DAP12 und CD3C durch die Aktivierung der PI-3-Kinase und die Phosphorylierung wei-
terer Kinasen. Andere Rezeptoren, die NK-Zellen aktivieren kdnnen, sind CD244, CD160

sowie einige Integrine.

Weiterhin gehort zu diesen Rezeptoren eine Untergruppe der CD2-Familie: 2B4 (CD244),
NTB-A (NK-, T-, B-cell Antigen), CRACC (CD319) und DNAM-1 (CD226). Hierbei
handelt es sich um aktivierende Rezeptoren, die keine eigene ITAM-Domane besitzen

oder nicht damit assoziiert sind [102].

Die folgende Liste gibt noch einmal einen Uberblick iiber die bisher bekannten NK-

Zellrezeptoren und ihre Liganden

Tabelle 1.1: Liste der bekannten inhibierenden NK-Rezeptoren und ihrer Liganden

Rezeptor (ITIM) | Ligand (MHC) Rezeptor (ITIM) | Ligand (nicht-MHC)
KIR2DL1 HLA-C Gr.1 KLRG1 E/N/P-Cadherin
KIR2DL2/3 HLA-C Gr.2 NKR-P1 (CD161) | LLT1

KIR3DL1 HLA-B Allele Siglec-7 Sialinsdure

KIR3DL2 HLA-A Allele Siglec-9 Sialinsdure
LIR-1/ILT2 Multiple HLA-Klasse-| iRp60 unbekannt
CD94/NKG2A HLA-E LAIR-1 Kollagen Typ IV
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Tabelle 1.2: Liste der bekannten aktivierenden NK-Rezeptoren und ihrer Liganden

Rezeptor (ITAM) Ligand Rezeptor (nicht-ITAM) | Ligand
KIR2DS1.2 HLA-C niedrige NKG2D ULBPs, MICs
KIR2DS3,5,6 unbekannt 2B4 CD4s8
KIR2DS4 HLA-Cw4 CD2 LFA-3
KIR3DS1 unbekannt CRACC CRACC
CD94/NKG2C HLA-E NTB-A NTB-A
NKp30 unbekannt CDh7 SECTM1, Galaktin
NKp44 Hamagluttinin DNAM-1 CD155 (PVR)
NKp46 Hamagluttinin KIR2DL4 HLA-G
NKp80 AICL CD44 Hyaluronsaure
CD16 (FcyRIIIA) IgG

Rezeptor (Integrin) Ligand

LFA-1 ICAM-1,5

MAC1 ICAM-1,
Fibrinogen

VLA-4 VCAM-1,
Fibronectin

1.2.1.4 Adhisionsmolekiile

Adhasionsmolekiile vermitteln die Bindung einer Zelle an eine andere oder an Proteine der
zelluldren Matrix. Bei Adhasionsmolekiilen, die bei der Immunabwehr eine wichtige Rol-
le spielen, handelt es sich um Integrine, Selektine und Genprodukte der Ig-Superfamilie.
Selektine sind membransténdige Glykoproteine, die spezifische Kohlenhydratgruppen bin-
den. Sie werden auf aktiviertem Endothel induziert und 16sen Wechselwirkungen zwischen
diesem und Leukozyten aus. Intercellular adhesion molecules (ICAMs) auf dem Endothel
sind fiir eine festere Adhasion der Leukozyten verantwortlich. Sie binden an heterodime-
re Proteine der Integrin-Proteinfamilie auf den Leukozyten, so genannten Lymphocyte
Function-associated Antigens (LFAs). Alle im Folgenden aufgelisteten Adhésionsmole-
kiile haben Einfluss auf die Interaktion von NK- mit Targetzellen und gehdren der IgG
Superfamilie an. Einzige Ausnahme stellt LFA-1 dar, welches den Integrinen zuzurechnen

ist:

10



Tabelle 1.3: Adhisionsmolekiile
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Bezeichnung | CD-Antigen | Funktion

ICAM 1 CD54 Ligand fiir LFA 1 von zytotoxischen T-Zellen

ICAM 2 CD 102 Ligand fiir Integrine, ermdglicht z.B. die Bindung von
Lymphozyten an Antigen-prasentierende Zellen

ICAM 3 CD50 Interaktion zwischen Lymphozyten und
Antigen-prasentierenden Zellen

LFA 1 CD11a/CD18 | Interaktion zwischen NK-Zellen und CTLs mit ihren
Targetzellen

LFA 2 CD2 Bindet LFA3 als Liganden und ist wichtig fiir die
Zelladh&renz

LFA 3 CD58 Bindet an CD 2 und wird u.a. auch auf B-Zellen, T-Zellen
und Monozyten exprimiert

1.2.2 Mechanismen der Zytolyse durch NK-Zellen

Jeder Aktivierung einer NK-Zelle muss vorher eine Interaktion zwischen einem spezifi-
schen Liganden und dem entsprechenden NK-Zell-Rezeptor vorausgegangen sein. Dies
geschieht im Wesentlichen iiber den Fas/Fas-Ligand (FasL) Mechanismus, den Perforin-
Granzym Mechanismus und das TRAIL (TNF-related apoptosis inducing factor ligand)
System [63]. Experimente haben gezeigt, dass das Perforin-Granzym-System unverzicht-
bar bei der Tumorlyse ist, wihrend der Fas/FasL-Mechanismus nach IL-2 Stimulation an

Bedeutung gewinnt [12].

Fas/FasL-Mechanismus

NK-Zellen exprimieren drei Liganden der TNF-Familie: FasL, TNF und TRAIL. Ex-
primiert die Targetzelle entsprechende Rezeptoren, CD95 fiir FasL, R1 fir TNF und
DR4/DR5 fiir TRAIL und treten diese mit den Liganden der NK-Zelle in Verbindung,
so wird in der Zielzelle Apoptose induziert. Uber intrazellulre Signalkaskaden kommt es
schlieBlich zu Chromatinkondensation, Zellschrumpfung, Kernsegmentierung und DNA-
Fragmentierung [1].

Perforin-Granzym-Mechanismus

Dies ist der weitaus hdufigere Mechanismus der Zell-Lyse. Er wird ausgel6st durch die
calciumabhingige Freisetzung lytischer Granula, die Perforin und Granzyme enthalten.
Perforin polymerisiert in der Membran der Targetzelle zu Poren mit einem duBeren lipo-

philen und einem inneren hydrophilen Anteil. Hierdurch kommt es zu einem Ladungs- und
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Wasserausgleich und folglich zu einer Lyse der Targetzelle. Bei den Granzymen handelt
es sich um eine Gruppe von Proteasen. In welcher Form Perforin und Granzym zusam-
menarbeiten ist noch nicht endgiiltig geklart. Versuche, in denen gezeigt wurde, dass
Granzym B auch Perforin-unabhingig in die Zielzelle eindringen kann, widersprechen
friiheren Annahmen, dass Granzyme mit Hilfe der durch Perforin induzierten zylinderfor-
migen Poren in die Targetzelle gelangen. Aulerdem wurde festgestellt, dass die durch
Perforin induzierten Poren einen viel zu kleinen Durchmesser haben, um Granzyme in
die Zelle eindringen zu lassen. Ein anderer Ansatz geht davon aus, dass Granzyme iiber
Endozytose in die Targetzelle aufgenommen werden, oder an der Zelloberflache spezi-
fische Rezeptoren vorhanden sind [96]. Einmal in die Targetzelle eingedrungen, [6sen
Granzyme durch Aktivierung von Caspasen den programmierten Zelltod aus. Perforin

allein induziert somit nur Nekrose, wahrend Granzyme auch Apoptose initiieren kdnnen.

Antibody-dependent Cell-mediated Cytotoxicity (ADCC)

NK-Zellen sind als einzige Lymphozyten befdhigt, neben natiirlicher Zytotoxizitat auch
Antikdrper-abhdngige Zytotoxizitat auszuiiben [4]. Infizierte Zellen, die an ihrer Oberfla-
che fremde, an MHC-Molekiile gebundene Peptide aufweisen, werden normalerweise von
T-Zellen zerstort. Mit Viren infizierte Zellen kdnnen zusatzlich auf ihrer Oberflache virale
Proteine exprimieren, die von Antikorpern erkannt und durch NK-Zellen getttet werden
konnen. Ausgel6st wird dieser Prozess, indem an eine Zelle gebundene Antikdrper mit Fc-
Rezeptoren der NK-Zelle in Kontakt treten. NK-Zellen exprimieren den Rezeptor FCyRIII
(CD16), der IgG1- und IgG3-Subklassen erkennt und einen zytotoxischen Angriff auslost

[61]. Dieser verlduft wie oben beschrieben iiber den Perforin-Granzym-Mechanismus.

Sekretorische Aktivitat von NK-Zellen

Neben den oben beschriebenen drei Hauptmechanismen der Zytolyse setzen NK-Zellen
wahrend der Targetzelllyse verschiedene Zytokine frei, und haben auf diese Weise einen
entscheidenden Anteil an der Regulation, Entwicklung und Vollendung der Immunant-
wort [5]. Beispielsweise kommt es zur Ausschiittung von Tumornekrosefaktor-o (TNF-
o), sowie von Granulozyten/Makrophagen-Kolonie-stimulierendem Faktor (GM-CSF).
Des Weiteren sezernieren NK-Zellen IFN-y, das die Differenzierung von T-1-Helferzellen
anregt, die Produktion der MHC-Molekiile steigert und eine starke antimykobakterielle
und antivirale Wirkung besitzt. Durch Sezernierung dieser Zytokine lenken NK-Zellen das
Immunsystem in Richtung zelluldrer Immunantwort und mit der Ausschiittung weiterer
Zytokinen wie IL-1, IL-3, IL-4, IL-6 nehmen sie massiv Einfluss auf andere immunkom-

petente Zellen. Somit spielen NK-Zellen sowohl bei der Regulation und Optimierung
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der frithen, angeborenen Immunantwort, als auch bei der adaptiven Immunantwort eine

wichtige Rolle, da sie zur Antikdrper-vermittelten Zytotoxizitat befshigt sind [13].

1.3 Zytokine und Interleukine

Bei Zytokinen handelt es sich um kleine 1sliche Proteine, die von einer Zelle sezerniert

werden und das Verhalten oder die Eigenschaften der Zelle selbst oder einer anderen

Zelle beeinflussen. Sie werden auch von vielen Zellen freigesetzt, die nicht zum Immun-

system gehoren. Als Interleukine oder Lymphokine bezeichnet man die von Lymphozyten

freigesetzten Zytokine.

1.3.1 Zytokine im Uberblick

In der folgenden Tabelle sind kurz diejenigen Zytokine aufgefiihrt, die fiir diese Arbeit

von Bedeutung sind:

Tabelle 1.4: Zytokine

Zytokin | Rezeptor produzierende Wirkungen
Zellen
IL-2 CD25 (o), CD122 | T-Zellen Aktivierung und Proliferation bzw.
(B), CD132 () Differenzierung von NK-Zellen, B-
und T-Zellen
IL-4 CD124 T-Zellen, Mastzellen Proliferation und Differenzierung
von T-Zellen, Inhibitor von
Makrophagenfunktionen,
Stimulation aktivierter B-Zellen
IL-5 CD125, Bc T-Zellen, Mastzellen Wachstum und Differenzierung
Eosinophiler
IL-10 IL-10Ra, CFR2-4 T-Zellen, wirksamer Inhibitor von
Makrophagen Makrophagenfunktionen
IL-12 IL-12RpB1, B-Zellen, aktiviert NK-Zellen, induziert die
IL-12RB2 Makrophagen Differenzierung von CD-4-Zellen

zu T H1-ahnlichen Zellen
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IL-15 IL15Re, CD122 mononukledre Zellen, | Steigerung der Proliferation und
(B), CD132 (y) Endothelzellen, Migration von T-Zellen, Forderung
Epithelzellen der Entwicklung von B-Zellen,
Verstarkung der Zytotoxizitdt und
Zytokinproduktion von NK-Zellen;
reguliert T-, B- und NK-Zell
Aktivierung und Proliferation
TNF-o p55, p75, CD120a, | aktivierte Monozyten lokale Entziindung,
CD120b und Makrophagen, Endothelaktivierung, zytotoxisch
NK-Zellen, fur viele transformierte Zellen
T-/B-Zellen
IFN-y CD119, IFNGR2 T-Zellen, NK-Zellen Aktivierung von Makrophagen,
erhéhte Expression von
MHC-Klasse-I-Molekiilen und
Komponenten des
Antigenprozessierungssystems,
lg-Klassenwechsel, hemmt
T Hy-Zellen
GM- CD116, Bc Makrophagen, stimuliert Wachstum und
CSF B-Zellen, Differenzierung der
Fibroblasten, EC myelomonozytischen Zelllinie,
besonders der dendritischen Zellen

1.3.2 Interleukin-2

IL-2 ist ein 14 bis 17 kD schweres Glykoprotein, das beim Menschen von einem einzelnen

Gen auf Chromosom 4 kodiert wird. Es wurde 1976 erstmals als ein Protein beschrieben,

welches das Wachstum und die Proliferation von T-Zellen unterstiitzt [75]. Seit damals

werden ihm viele biologische Fahigkeiten zugeschrieben, unter anderem die Stimulation

der Proliferation von Lymphozyten, die Induktion der Zytotoxizitit von T- und NK-

Zellen und die Anregung der Produktion vieler anderer Zytokine, wie IL-1c, IL-1B, TNF-
B, IL-6 und IFN-y [100, 27]. IL-2 wird von CD4"-T-Zellen und in etwas geringeren
Mengen auch von CD81-T-Zellen produziert. Das Zusammentreffen einer T-Zelle mit

einem spezifischen Antigen in Gegenwart des erforderlichen costimulierenden Signals
bewirkt, dass die T-Zelle in die G1-Phase des Zellzyklus eintritt. Gleichzeitig wird die
Synthese von IL-2 und der o-Kette des IL-2-Rezeptors induziert. Dieser besteht aus
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den 3 Ketten a (CD25), B (CD122) und y (CD132). Wahrend die B- und y- Kette
von ruhenden T-Zellen exprimiert werden und IL-2 nur mit maRiger Affinitdt binden,
wird die o-Kette von aktivierten Zellen exprimiert und es kommt zur Bildung eines
hochaffinen heterodimeren Rezeptors. Aufgrund der Bindung von IL-2 durchlaufen die
T-Zellen den Rest des Zellzyklus. Des Weiteren fordert 1L-2 die Differenzierung der
T-Zellen zu bewaffneten T-Effektorzellen. IL-2 stellt somit den wichtigsten autokrinen
Wachstumsfaktor fiir T-Lymphozyten dar und die Menge an IL-2 bestimmt das Ausmal
der T-Zell-abhangigen Immunantwort. Auf menschliche B-Zellen wirkt es sowohl als
Wachstumsfaktor als auch als Stimulus fiir die Antikdrpersynthese. AuBerdem stimuliert
IL-2 das Wachstum von NK-Zellen und erh&ht ihre zytotoxische Fahigkeit, sodass so
genannte Lymphokin-aktivierte Killerzellen (LAK) generiert werden, welche ohne MHC-

Restriktion andere Zellen téten kénnen [39].

IL-2 kann seit 1983 auf gentechnischem Weg hergestellt werden und steht so ausreichend
fiir wissenschaftliche Untersuchungen und fiir den Einsatz in der Klinik zur Verfligung.
Erste Ergebnisse aus Tierversuchen waren so viel versprechend, dass Rosenberg et al. IL-2
seit 1984 auch in klinischen Studien beim Menschen als Monotherapie und auch in Kom-
bination mit autologen LAK-Zellen anwendeten. Die Ergebnisse fielen unterschiedlich
aus. Mit einer Effektivitat von 15-30% wurden die besten Ergebnisse bei der Behand-
lung des Nierenzellkarzinoms sowie des malignen Melanoms erzielt. Es konnte durch
die Kombinationstherapie jedoch kein nennenswerter zusatzlicher Erfolg erzielt werden
[92, 94]. Mit dem Ziel, die Wirksamkeit gegen Tumorerkrankungen zu steigern und die
unerwiinschten Nebenwirkungen zu verringern, wird die Moglichkeit der Kombination
von |L-2 mit weiteren Substanzen untersucht, vor allem mit anderen Lymphokinen und
Zytostatika.

Die zentrale Rolle von IL-2 bei der Auslésung erworbener Immunreaktionen wird anhand
von Medikamenten deutlich, die meist zur Unterdriickung unerwiinschter Immunreak-
tionen verwendet werden, z.B. bei TransplantatabstoRBung: Die Immunsuppressiva Cy-
closporin A und Tacrolimus hemmen beispielsweise die IL-2-Produktion, indem sie die

Signalgebung liber den T-Zell-Rezeptor unterbinden.

Die systemische Applikation von IL-2 ist heute gem&R den Leitlinien der deutschen Ge-
sellschaft fiir Urologie und der fiir Imnmuntherapie nur beim metastasierten Nierenzellkar-
zinom und beim metastasierten malignen Melanom etabliert. Nebenwirkungen der IL-2
Therapie sind unter anderem Fieber, Myalgie, Schiittelfrost und Abnahme des Allgemein-
zustandes. Die low-dose Therapie wird jedoch bei Patienten mit bosartigen Erkrankungen
iiber mehrere Wochen relativ gut vertragen. Sobald aber hohere Dosen IL-2 verabreicht

werden, ist dies mit einer betrichtlichen Toxizitdt verbunden [93].
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Ziele weiterer Untersuchungen und Forschungsarbeiten sind die Verminderung der Neben-
wirkungen und die Steigerung der Wirksamkeit der kombinierten Chemo-Immuntherapie,

sowie die Bewertung einer langfristigen Anwendung als Erhaltungstherapie.

1.4 Biobran/MGN-3

1.4.1 Entwicklung und Herstellung von Biobran

Biobran wurde das erste Mal 1992 in Japan von Hiroaki Media entwickelt. Bei dem
generischen Namen MGN-3 handelt es sich lediglich um die Anfangsbuchstaben seiner
Entdecker Maeda, Ghoneum und Ninomiya. Vermarktet wird das Produkt von Daiwa
unter dem Namen Biobran. Fast alle Forschungsarbeiten, die zu Biobran bisher publiziert

wurden, gehen auf die Forschungsgruppe um Ghoneum und Maeda zuriick.

Seit langem schon ist bekannt, dass viele Polysaccharide als Biological Response Mo-
difiers (BRM) wirken und das Immunsystem stimulieren kdnnen. Balaststoffen wird die
Fahigkeit zugeschrieben den Cholesterin-Spiegel zu senken, den Zuckerstoffwechsel zu
verbessern, und Giftstoffe aus dem Darm zu entfernen. Einige werden sogar als Immun-
modulatoren in der Tumorbehandlung eingesetzt, Reiskleie besitzt antivirale Eigenschaf-
ten und bestimmte Pilzfasern kdnnen die Immunreaktion fordern [83]. Viele der Polysac-
charide aus Pflanzenfasern kénnen auf Grund ihres zu groRen Molekulargewichts nicht
iber den Darm aufgenommen werden. Spaltet man sie jedoch in kleinere Komponenten,
so genannte Hemizellulosen, kénnen sie unverdaut tiber den Diinndarm in die Blutbahn
gelangen und ihre Wirkung entfalten. An dieser Stelle setzt Biobran an: Reiskleie enthalt
Zellulose, Hemizellulose, Pektin und Lingin. Hemizellulose ist ein Heteroglycan, das viele
Monosaccharide enthélt und eine komplexe Struktur besitzt. Ein spezieller Typ der Hemi-
zellulose ist Hemizellulose B. Diese ist wasserldslich und besteht aus einer langen Xylose-
Kette mit Arabinosedsten, die wiederum Aste von Galaktose, Glukose oder Uronsiure
besitzen. Ihr Molekulargewicht ist viel kleiner als das der anderen Hemizellulosen, was zu
der Annahme fiihrt, dass sie ohne Anderung der Molekiilstruktur aufgenommen werden
kann. Hemizellulose B selbst hat allerdings keine immunmodulatorische Wirkung. Durch
partielle Hydrolysierung von Hemizellulose B aus Reiskleie mit einem Enzymextrakt aus
dem Myzel des Shiitake-Pilzes wird das Reiskleie-Hemizellulose-Derivat Biobran/MGN-3
hergestellt. Dessen Hauptbestandteil ist das auch als B-1,4-Xyrophyronase-Hemizellulose

bezeichnete Arabinoxylan.
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1.4.2 Molekiilstruktur und Wirkung

Im Jahr 2004 stellten Miura et al. auf dem j3hrlichen Treffen der Japanese Society of

Applied Glycoscience eine Studie vor, in der sie versuchten, den chemischen Inhaltsstoff

von Biobran zu analysieren, der den immunmodulatorischen Effekt hervorruft. Als Indi-

kator diente die Stimulation von Makrophagen durch Messung von Stickstoff, IL-18 und
TNF-a, sowie die Untersuchung der chemischen Strukturen des aktiven Bestandteils von
Biobran durch lonen-Austausch-Chromatografie und die Bestimmung des Molekularge-

wichts. Es zeigte sich, dass die Hauptkomponenten von Biobran Arabinose, Galaktose und

Glukose sind. Die Resultate dieser Analysen lassen die folgende Polysaccharid-Struktur

vermuten:

1. Arabinogalaktan mit einer 1,4-B-Galaktan-Hauptkette und Arabinose-Seitenketten

. Arabinoxylan mit einer 1,4-B-Xylan-Hauptkette und Arabinose-Seitenketten

2
3. Arabinan mit einer 1,5-a-Hauptkette und Arabinose-Seitenketten
4. B-1:1,4-Glukan

H Y oH

polysaccaride component (from rice bran)

H

a H
H

H g 0K

arabinoxylan hemicellulous component
iprncipal comparent af BioBran MEM-3 blend)

Abbildung 1.3: Strukturformel von Biobran nach A.Paterson
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Allerdings sind noch weitere Analysen notwendig um herauszufinden, ob diese Polysac-
charide gemischt oder als Teile eines Molekiils vorliegen. Nach der vorliegenden Studie
ist jedoch anzunehmen, dass die immunmodulatorische Komponente von Biobran ein

komplexes Heteropolysaccharid ist.

Aber wie genau wirkt nun dieses Polysaccharid auf den Korper? Die Frage nach dem
exakten Wirkmechanismus von Biobran kann bis zum heutigen Zeitpunkt nicht beant-
wortet werden. In verschiedenen Studien konnte bislang in vitro und in vivo gezeigt
werden, dass durch Biobran sowohl die Aktivitdt von NK-Zellen als auch parallel dazu
die Ausschiittung von INFy und TNFa gesteigert wird [30, 34]. Dieser Effekt konnte
auch fiir Versuche mit peripheren mononukledren Zellen (peripheral blood mononuclear
cells,PBMCs) nachgewiesen werden. Zusatzlich war hier ein synergistischer Effekt von
MGN-3 und IL-2 zu beobachten, der bei gereinigten NK-Zellen fehlte, da deren Aktivitat
bereits bei Anwendung einer der beiden Komponenten ihr Maximum erreicht hatte [34].
In derselben Studie wurde versucht herauszufinden, auf welchem Weg Biobran sowohl die
NK-Zellaktivitat als auch die Sekretion von Zytokinen anregt. Mit Hilfe der Durchfluss-
zytometrie konnte gezeigt werden, dass MGN-3 CD69, CD25 und CD54 hoch reguliert.
Eine weitere Studie von Ghoneum zeigte, dass durch Biobran, parallel zur Steigerung der
Aktivitdt von PBMCs, auch deren Granularitit, Esterase-Aktivitdt und Konjugation an
Antigene zunahm [31]. Da NK-Zellen in unserem Immunsystem eine sehr wichtige Rolle
spielen und der Effekt von Biobran besonders auf sie sehr grol ist, orientieren sich viele
Studien zu Biobran in diese Richtung. In diesem Zusammenhang konnte nachgewiesen
werden, dass Biobran die NK-Zellaktivitdt auf das fiinffache steigern kann [30]. Aber
auch fiir B- und T-Zellen konnte eine Steigerung um 200 bis 250% nachgewiesen wer-
den. Des Weiteren lieB die Wirkung von Biobran iiber die vierjdhrige Dauer der Studie
nicht nach, was fiir immunmodulatorische Substanzen sehr selten ist [28]. Mit seinen im-
munstadrkenden und gleichzeitig entziindungshemmenden Eigenschaften werden Biobran

folgende Wirkungen zugeschrieben:

— Allgemeine Aufrechterhaltung der Gesundheit durch Erhdhung der Aktivitat der

Leukozyten.

— Erhshung der Uberlebenswahrscheinlichkeit und der Lebensqualitit (durch Vermin-
derung der Nebenwirkungen, getestet an Cisplatin und Doxorubicin) bei Krebspa-
tienten, vor allem durch Aktivitatssteigerung der NK-Zellen [46]. Ghoneum konn-
te in einer Studie 2003 nachweisen, dass mit Biobran vorbehandelte menschliche
Leukdmie-Zellen der Linie HUT 78 verstarkt zu Apoptose neigen und dies womdg-
lich durch eine Aktivierung der Caspasen 3, 8 und 9 hervorgerufen wird [32]. In
einer spateren Studie 2005 mit menschlichen Brustkrebszellen beobachtete er bei

mit Biobran behandelten Krebszellen eine erhhte Phagozytose-induzierte Apop-
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toseaktivitat, deren Mechanismus moglicherweise ebenfalls durch eine Erhdhung
der Aktivitat der Caspasen 8 und 9 zustande kommt [33].

— Antivirale Eigenschaften, getestet an HIV [29].
— Evtl. antibakterielle Eigenschaften, Studien hierzu sind jedoch nicht eindeutig.

— Verbesserung von Diabetes mellitus. Ohara et al. konnten in einer Studie an Rat-
ten mit Streptozotocin-induziertem Diabetes nachweisen, dass Biobran zwar nicht
den Blutzuckerspiegel senken und Insulin erhdhen kann, jedoch eine Erhhung von
Triglyzeriden und totalem Cholesterol verhindert, den totalen Proteinanteil erhdht
und die Wasseraufnahme reduziert [81]. In einer weiteren Studie an Ratten zur
Glukosetoleranz konnte beobachtet werden, dass Biobran das Ansteigen der Plas-

maglukose abmildern kann [80].
— Reduktion der Entziindungsreaktion des Korpers z.B. bei Arthritis.

— Reduktion der Mastzelldegranulation bei Allergikern und somit Verminderung der
Symptome. Argumente hierzu liefert eine Studie von Kanbayashi und Endo: Bei
Mausen wurde mit Hilfe von TDI (Toluene Diisocyanate) eine Asthma-Reaktion
induziert und daraufhin die Serumhistaminspiegel, der Anteil Eosinophiler im Blut
und die Dicke des Ohrldppchens gemessen. Diejenigen Mause, die zuvor mit MGN-
3 behandelt wurden wiesen bei allen drei Messungen wesentlich niedrigere Werte
auf [23].

Allerdings ersetzt Biobran keinesfalls die konventionellen Therapieformen. Es kann im-
mer nur zusatzlich angewendet werden um diese zu verstdrken und zu unterstiitzen.
AuBerdem sind noch viele weitere und groRere in vivo Studien nétig, insbesondere auch
Doppel-Blind-Versuche, um exaktere Ergebnisse, Langzeitwirkungen und Statistiken zu

bekommen.

1.4.3 Nebenwirkungen und Toxizitdt von Biobran

Nach Maeda von Daiwa Pharmaceutical sind durch Biobran keine Sicherheitsprobleme zu
befiirchten. Die bei der Produktion verwendeten Stoffe sind Reiskleie, lauwarmes Was-
ser und Enzyme (Carbohydrase) vom Shiitake Pilz, die schon eingehend auf Sicherheit
iberpriift wurden. Das Endprodukt kann zwar Spuren von Pilz enthalten, jedoch traten
selbst bei Personen mit Pilzunvertraglichkeit bislang fast ausnahmslos keine allergischen
Reaktionen auf. Biobran wurde von der japanischen Health Food and Nutrition Food
Association anerkannt und erfiillt die strengen, unter Aufsicht des Gesundheits- und
Wobhlfahrtsministeriums festgelegten Anforderungen. Die Sicherheit von Biobran wurde
bislang durch Studien zur akuten oralen Toxizitit an Ratten, durch den Ames-Salmonella-

Mutagenitatstest, eine Studie zur subchronischen Toxizitdt und eine Studie mit Meer-
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schweinchen zur Antigenitdt untersucht. Alle Ergebnisse bescheinigen dem Produkt ei-
ne ausreichende Sicherheit. Des Weiteren wurde die Sicherheit durch eine Studie mit
Krebspatienten, die Biobran liber einen Zeitraum von sechs Monaten einnahmen, besta-
tigt [109].

1.5 CD-Oberflaichenantigene

Die Phanotypisierung von Leukozytensubpopulationen und deren Reifungsgrad erfolgt
anhand der Expression bestimmter Molekiile auf der Zelloberfliche. Um diese Molekiile
nachzuweisen, bedient man sich monoklonaler Antikorper, die spezifisch das entsprechen-
de Antigen binden. Die Summe, der fiir ein bestimmtes Oberflichenmolekiil typischen
Antikorper, bezeichnet man als “Cluster of Differentiation (CD)". Im Folgenden werden
die fiir diese Arbeit von Bedeutung erscheinenden CD-Oberflichenantigene kurz charak-

terisiert:

Tabelle 1.5: CD-Oberflichenantigene

CD- Zellexpression Funktion
Antigen
CD3 Thymocyten, bestehend aus den invarianten akzessorischen Ketten
T-Zellen CD3y, CD38 und CD3¢; bildet zusammen mit der
TCRa-und TCRB-Kette und der {-Kette den
o:p-T-Zell-Antigenrezeptorkomplex; hiermit Erkennung
und Bindung von Peptid-MHC-Liganden;
Zelloberflachenexpression und Signaliibertragung
CD1e6 Neutrophile, Bestandteil des niedrigaffinen Fc-Rezeptors FcyRIII;
NK-Zellen, vermittelt Phagozytose und ADCC.
Makrophagen
CD25 aktivierte a-Kette des IL2-Rezeptors
B-Zellen, T-Zellen,
Monozyten
CD56 NK-Zellen Isoform des neuralen Zelladhasionsmolekiils (NCAM)
CD69 aktivierte T- , friihes Aktivierungsantigen
B-Zellen,
Makrophagen,
NK-Zellen
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CD94 NK-Zellen, beteiligt an Regulation und Funktion von NK-Zell
v8-T-Zellen Aktivierung und Adhasion.

CD122 Untergruppe von verantwortlich fiir die durch IL-2 ausgeldste
T-Zellen, Signaltransduktion; dominierende Struktur bei der
NK-Zellen Aktivierung von T- und NK-Zellen

CD132 B-, T-Zellen,NK- v-Kette des IL2-Rezeptors; gemeinsame Untereinheit der
Zellen, Mastzellen, | IL2-, IL4-, IL7-, IL9- und IL15-Rezeptoren
Neutrophile

CD158a Untergruppe Hemmung der Zytotoxizitat von NKC durch Bindung an
NK-Zellen HLA-C-Allelprodukte der HLA-C-Gruppe 2 (Cw1,3,7,8)

CD158b Untergruppe Hemmung der Zytotoxizitat von NKC durch Bindung an
NK-Zellen HLA-C-Allelprodukte der HLA-C-Gruppe 1 (Cw2,4,5,6)

CD158e Untergruppe Hemmung der Zytotoxizitat von NKC bei Bindung an
NK-Zellen HLA-B-Allotypen (HLA Bw4)

CD159%e NK-Zellen Bindung an CD94 und so Bildung des NK-Rezeptors;

(NKG2A) Hemmung der Zytotoxizitdt von NKC bei Bindung an

MHC-1-Molekiile

CD226 NK-Zellen, Adhisionsglykoprotein; Bindung an CD112, CD155 und
Thrombozyten, einen unbekannten Liganden tragende Zellen;
Monozyten, Vernetzung von CD226 mit Antikdrpern fiihrt zur
Untergruppe Aktivierung der Zellen.
T-Zellen

CD314 NK-Zellen, T-Zell- | aktivierendes Homodimer; erkennt MICA- und

(NKG2D) Subpopulationen MICB-Molekiile

CD335 NK-Zellen gehort zur Familie der Natural Cytotoxic Receptors

(NKp46) (NCR); wirkt aktivierend auf NK-Zellen

CD336 NK-Zellen gehort zur Familie der Natural Cytotoxic Receptors

(NKp44) (NCR); wirkt aktivierend auf NK-Zellen

CD337 NK-Zellen gehort zur Familie der Natural Cytotoxic Receptors

(NKp30) (NCR); wirkt aktivierend auf NK-Zellen

IL-15Ra NK-, NKT-Zellen Aktivierung

1o T- unbekannt; evtl. beteiligt an der Erkennung bakterieller

Zellsubpopulation

Liganden und Tumorzellen; spielen evtl. eine Rolle bei
der Immunreaktion bei Infektionen und der
pathophysiologischen Regulation von

Autoimmunprozessen

21




1 Einleitung
1.6 Fragestellung

Krebsbedingte Todesfille stehen an zweiter Stelle der Todesursachenstatistik in den in-
dustrialisierten Landern. Aktuell liegt der Schwerpunkt der Forschung auf der Suche nach
Therapien, insbesondere Immuntherapien. Ein groer Nachteil sind allerdings die haufig
sehr starken Nebenwirkungen, die eine Weiterfiihrung der Therapie in den nétigen Do-
sen oft unmdglich machen. Ziel muss es daher sein, diese Nebenwirkungen, z.B. durch
die Kombination verschiedener Substanzen, zu verringern. NK-Zellen weisen bei der Ab-
wehr maligner Zellen eine Schliisselfunktion auf. An diesen Punkten setzt die vorliegende
Arbeit an:

Ziel war es, den Einfluss und den Wirkmechanismus des Nahrungsergdnzungsprapara-
tes Biobran/MGN-3 auf die Zytotoxizitdt von NK-Zellen zu untersuchen. Die bisherige
Studienlage zu Biobran besteht fast ausschlieRlich aus Forschungsarbeiten von Professor
Ghoneum und seiner Arbeitsgruppe, der maRgeblich an der Entwicklung von Biobran
beteiligt war. Im ersten Teil der Arbeit wurde Biobran auf seinen direkten aktivitats-
steigernden Effekt auf NK-Zellen gegeniiber Rhabdomyosarkom- und Ewingsarkomzellen
untersucht. In einem zweiten Teil wurde getestet, ob diese zytotoxizitdtssteigernde Ei-
genschaft von Biobran auch bei gesunden Versuchspersonen in vivo nachweisbar war.
Zusatzlich zu den Zytotoxizitatstests wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie und Zy-
tokinaktivitdtsmessungen versucht, dem zugrunde liegenden Wirkmechanismus auf die

Spur zu kommen.
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2.1 Allgemeine Materialien

2.1.1 Gerate-, Glas- und Plastikmaterial

sterile Werkbank Hera safe Heraus
Brutschrank Hera cell Her&dus
Kiihlschrank, Gefrierschrank Liebherr
Laborzentrifugen: Hettich
- Rotixa 50 RS
- Rotixa RP
Blutanalysegerate: Cellcounter Advia Bayer
Beheizbares Wasserbad Memmert
Ultraschallentgaser Sonorex, Super RK 106 Bandelin
Vortexer VF 2 Heidolph
Schiittler, Titramax 100 Heidolph
Pipettiergerdt Multipette Plus Brand

Pipettiergerdt Pipettboy

Integra Bioscience

Sterile Plastikpipetten (1, 2, 5, 10, 25, 50ml) Costar
Verstellbare Pipetten, Pipetman (10, 100, 200, 1000ul) | Gilson
Pipettenspitzen Gilson
PPN-Rohrchen, steril, 15ml, 50ml Greiner
Rohrchenstander Nalgene
Reaktionsgefale, steril, 1,5ml Eppendorf

Zellkulturflaschen 50ml, 250ml

Costar, Greiner

Handschuhe Ansell
Desinfektionsspray Braun
Spritzen, 5, 10, 20, 50ml Braun
Butterfly 21 Sarstedt

Kaniilen Sterican

BD Microlance
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2.1.2 Stammlosungen

Stammldsung A: Medium fiir die Zellkultivierung von K562 und
Zytotoxizitdtsassay

500 ml RPMI 1640 Biochrom
50 ml inaktiviertes Fetales Kalberserum (FCS) Biochrom
5 ml L-Glutamin (200ml) Biochrom
5 ml Penicillin (1000U)/Streptomycin (10mg/ml) Biochrom
12,5 ml Hepes-Buffer 1M Biochrom

Stammlésung B: Medium fiir die Zellkultivierung von adhdrenten Zellen

500 ml DMEM BD Whittaker Lonza
50 ml inaktiviertes Fetales Kalberserum (FCS) Laboratories

5 ml L-Glutamin (200ml) Biochrom

5 ml Penicillin (1000U)/Streptomycin (10mg/ml) Biochrom

12,5 ml Hepes-Buffer 1M Biochrom

Stammlésung C: MACS-Puffer

500 ml Phosphat buffered saline (PBS) BD Whittaker Lonza
10,6 ml EDTA (250 mM) Universitdtsapotheke
10 ml Humanalbumin 20 DRK BW

Stamml6ésung D: FACS-Puffer

500 ml Phosphat buffered saline (PBS) BD Whittaker Lonza
1,66 ml Bovine serum albumine (BSA), 30% Sigma
5 ml Natriumazid, 10% Sigma

2.2 Material fiir die Isolierung peripherer

mononukleadrer Zellen

peripheres Vollblut Freiwillige Spender
Heparin Ratiopharm

Ficoll Biochrom

Phosphat buffered saline (PBS) | BD Whittaker Lonza
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2.3 Material fiir die Zellanreicherung

Mini MACS (Magnet) Miltenyi Biotec
MLC-1 Handmagnet Miltenyi Biotec

Separationssaule Typ LS+ | Miltenyi Biotec

Stammldsung B

Polyglobulin 5% Bayer
CD56 Microbeads Miltenyi Biotec

2.4 Material fiir die Zellzahlung und Mikroskopie

Neubauer Zahlkammer | Brandt
Deckglas Menzel
Trypanblau (0,4%) Sigma
Lichtmikroskop Olympus
Inversionsmikroskop Olympus

2.5 Material fiir die Zytotoxizitatstests

Sonifier Cell Disruptor B-12 Branson Sonic Power
Victor 1420 Multilabel Counter Perkin Elmer
angeschlossene Hardware Compaq

Software Wallac 1420 Workstation | Perkin Elmer

Mikrotiterplatte, U-Form, F-Form | Greiner

BATDA-Ligand Perkin Elmer
Europium-Losung Perkin Elmer
Lyse-Puffer Perkin Elmer
Polyglobulin Bayer
[L-2 Chiron GmbH
[L-15 R&D
Biobran Braun
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2.6 Material fiir die Durchflusszytometrie

FACS Calibur Becton Dickinson

angeschlossene Hardware Apple

Auswertungsprogramm CellQuest | Becton Dickinson

Quifikit Dako

Stammldsung C

Analyserdhrchen BP

monoklonale Antikorper

Antikdrper | Markierung | Hersteller

lgGl FITC Becton Dickinson
lgG1 APC Becton Dickinson
lgG2a PE Becton Dickinson
lgG2 PerCP Becton Dickinson
CD56 FITC Becton Dickinson
CD56 APC Becton Dickinson
CD25 FITC Becton Dickinson
CD69 APC Becton Dickinson
CD158a FITC Miltenyi Biotec
CD158b PE Becton Dickinson
CD158e APC Becton Dickinson
CD3 PerCP Becton Dickinson
CD16 PE Becton Dickinson
CD94 FITC Becton Dickinson
NKG2D APC R&D

NKG2A PE Immunotec/ Coulter
CD226 PE Becton Dickinson
CD132 PE Becton Dickinson
CD122 PE Becton Dickinson
IL15Ra PE eBioscience
Nkp44 PE Beckman Coulter
Nkp30 PerCP Beckman Coulter
Nkp46 APC Beckman Coulter
) PE Becton Dickinson
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2.7 Material fiir die Zytokinaktivititsmessung

2.8 Zelllinien

K562 bereits im Labor vorhanden

A204 bereits im Labor vorhanden

RD bereits im Labor vorhanden

RH30 bereits im Labor vorhanden

Blasten | bereits im Labor vorhanden
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3.1 Isolierung peripherer mononuklearer Zellen
(PBMC) mit Ficoll-Hypaque

3.1.1 Grundlagen:

Die Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll-Hypaque ermdglicht die Isolierung peri-
pherer mononukledrer Zellen (PBMC) aus heparinisiertem, peripherem Vollblut. Die Me-
thode beruht auf den unterschiedlichen Dichteeigenschaften der jeweiligen Zellen. Ficoll
besitzt eine hohere Dichte als Lymphozyten, Monozyten und Thrombozyten, jedoch eine
geringere als Erythrozyten und Granulozyten. Nach erfolgter Zentrifugation setzen sich
Erythrozyten, Granulozyten und tote Zellen am Boden des Rohrchens ab, wihrend sich
die mononukledren Zellen in der so genannten Interphaseschicht zwischen Ficoll und dem
sich dariiber befindlichen Serum befinden. Diese Schicht kann abpipettiert werden und
die PBMCs stehen fiir weitere Versuche zur Verfligung. Als Material diente heparinisier-

tes, peripheres Vollblut freiwilliger Spender.

3.1.2 Durchfiihrung:

— Heparinisiertes Vollblut wird im Verhaltnis 1:1 mit PBS gemischt. 30-35 ml dieser
Mischung werden in einem 50 ml Falcon-R&hrchen vorsichtig auf 15-20 ml Ficoll-

Hypaque aufgeschichtet.

— Die Réhrchen werden bei 400g und 20 C° fiir 30 min zentrifugiert (Anlaufzeit 100s,
Bremse 0).

— Nach erfolgreicher Zentrifugation wird der Uberstand mit einer sterilen Pipette ab-
gesaugt. Der aus PBMCs bestehende Ring wird mit einer weiteren sterilen Pipette

abgenommen und in ein frisches 50ml-Réhrchen {iberfiihrt.

— Die abgenommenen PBMCs werden in PBS resuspendiert und anschlieBend bei
10C° und 300g fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wird erneut mit einer
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sterilen Pipette abgesaugt, das Zellpellet in MACS Puffer resuspendiert und der

gleiche Waschschritt erfolgt ein zweites mal.

— Nach erneuter Abnahme des Uberstandes werden die gewonnenen Zellen in zwei
50ml-Réhrchen iiberfiihrt und mit MACS-Puffer auf 30-35 ml aufgefiillt.

— Zur Bestimmung der Zellzahl werden aus jedem R&hrchen ca. 400 pl Zellsuspen-
sion entnommen und am Zihlgerat gezadhlt, wihrend der Rest ein weiteres mal

zentrifugiert wird.

— Die Zellen werden auf 100 Mio/ml eingestellt.

3.2 Zellanreicherung - Magneted activated cell
sorting (MACS)

3.2.1 Grundlagen:

Das ,,Magnetic activated cell sorting” (MACS) ermdglicht die Isolierung von Zellen, die
zuvor mit immunomagnetischen Substanzen markiert wurden. Das Prinzip beruht auf der
Kopplung von Zellen mit kleinen magnetischen Eisenoxid-Partikeln  (Micro-
beads), die sich an definierte Zellepitope binden. Fiir die Isolierung der NK-Zellen wer-
den CD561-Microbeads verwendet, die sich gegen ein bestimmtes Adhasionsmolekiil, das
neural cell adhesion protein (NCAM), richten. Dies ergibt jedoch keine reine Isolierung
der NK-Zellen, da auch NKT-Zellen und Subpopulationen von T-Zellen dieses Antigen
auf ihrer Oberflache tragen. Fiir unsere Zwecke ist diese Methode jedoch ausreichend.
Lasst man die angereicherte Zellsuspension durch eine Trennsdule laufen, die mit einer
paramagnetische Eisenmatrix gefiillt ist und sich in einem starken Magnetfeld befindet,
so bleiben die mit den Microbeads konjugierten Zellen in der Sdule hdngen, wahrend die
nichtmarkierten Zellen (Negativfraktion) duchlaufen. Die Sdule wird aus dem Magnetfeld
herausgenommen und die konjugierten Zielzellen kénnen als Positivfraktion mit Puffer

eluiert und aufgefangen werden.

3.2.2 Durchfiihrung:

— Isolierung der PBMCs wie in Abschnitt 3.1 beschrieben und Einstellen der Zellen
auf 100 Mio/ml.

Alles nun Folgende wird auf Eis bei 4°C durchgefiihrt:
— Inkubation der PBMCs mit Polyglobulin (Flebogamma) im Verhdltnis 50 pl/ml fiir

10 min, zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen.
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— AnschlieBend werden die CD56 Microbeads in einem Verhiltnis von 200 pl pro
108Zellen hinzugegeben und fiir 30 min auf Eis und dem Schiittler inkubiert.

— Waschen der Zellen mit entgastem MACS- Puffer bei 400g und 10°C fiir 10 Mi-
nuten. Die Entgasung am besten schon am Anfang vornehmen, da sie etwas Zeit

(20-30 Min.) in Anspruch nimmt und der Puffer danach wieder abkiihlen muss.
— Resuspension der Zellen in ca. 5 ml MACS-Puffer. Die Trennséule und das MACS

System werden installiert und die Sdule zwei mal mit je 5 ml Puffer durchspiilt. Es

ist darauf zu achten, dass sie zwischen den einzelnen Schritten nicht trockenlauft.
— Die Zellsuspension auf die Saule geben und vollstandig durchlaufen lassen.

— Nachspiilen der Siule mit fiinf mal 2 ml Puffer um unmarkierte Zellen vollstindig

zu entfernen.

— Die S&ule aus dem Magnet nehmen und auf ein 15 ml Réhrchen aufsetzen. Erneut
mit Puffer auffiillen, den Stempel aufsetzen und den Puffer schnell und kraftig
durch die Saule driicken. Man hat nun die Positivfraktion mit den gewiinschten
Zielzellen erhalten.

— Waschen der eluierten Zellen (keine Pufferzugabe nétig) bei 300g und 10°C fiir 10
Minuten und Resuspension des Zellpellets in ca. 5 ml Medium.

3.3 Zytotoxizitatstest (BATDA-Release-Assay)

3.3.1 Grundlagen

Der BATDA-Release-Assay dient der Untersuchung der quantitativen NK-Zellfunktion
und stellt eine Alternative zum klassischen radioaktiven Chromfreisetzungstest dar. Hier-
bei wird die Zytotoxizitdt von NK-Zellen gegeniiber einer bestimmten Zielzellpopulation
gemessen, die zuvor mit TDA (2,2":6',2"-terpyridine-6,6"-dicarboxylid acid), einem flou-
reszenzverstiarkenden Antikdrper, markiert wurden. Hierfiir werden die noch lebenden
Targetzellen zunachst mit BATDA, der hydrophoben Form von TDA, inkubiert. BATDA
diffundiert durch die Zellmambran und wird intrazelluldr von Esterasen zu hydrophi-
lem TDA hydrolysiert, welches die Zellmembran nicht mehr passieren kann und sich in
den Targetzellen anreichert. Nun folgt die Inkubation der Targetzellen mit den Effektor-
zellen. Lysierte Targetzellen setzen den hydrophilen, floureszenzverstirkenden Liganden
TDA frei. Nach Zugabe von Europiumlésung verbindet sich dieser mit Europium zu ei-
nem stark floureszierenden, stabilen Chelatkomplex (EuTDA), welcher zeitverzogert im
Flourometer gemessen werden kann. Die Zytotoxizitdt der Effektorzellen lasst sich als

prozentualer Anteil der lysierten Targetzellen, bezogen auf die maximale Anzahl aller ly-
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sierbaren Zellen errechnen. Im Test miissen deshalb folgende Werte zusatzlich bestimmt

werden:
Maximallyse: maximal erreichbarer Wert, wenn alle Targetzellen lysiert sind

Spontanlyse: bezeichnet den Wert, der durch die Freisetzung des Liganden von abgestor-

benen Targetzellen zustande kommt, ohne den Einfluss von Effektorzellen

Background: wird als Hintergrundkontrolle aus dem Uberstand gemessen und zur Be-

rechnung der Maximallyse bendtigt

spezifische Lyse: Sie ldsst sich nach folgender Formel berechnen:

Messwert—Spontanlyse 100
Mazimallyse—Spontanlyse

spezi fische Lysein % =

3.3.2 Durchfiihrung

Fiir die Zytotoxizitatstests wurden folgende Targetzellen verwendet:
— erythroleukdmische Zelllinie K562
— Rhabdomyosarkomzellen A204
— Rhabdomyosarkomzellen RH30
— Rhabdomyosarkomzellen RD

Fiir den gesamten Versuchsablauf wird auf 37 °C angewarmtes Medium verwendet.

Markierung der Targetzellen:

— Die Targetzellen werden in einem 15ml Falconrdhrchen auf 1Mio/ml eingestellt

— Zugabe des BATDA-Liganden (2,5 pl/ml fir K562; 4 pl/ml fiir Blasten) und In-
kubation im Brutschrank fiir 30 min (K562) bzw. 60 min (Blasten), wobei alle 10

min vorsichtig geschiittelt wird.

— Nach erfolgter Inkubation werden die Zellen mit angewdrmtem Medium auf ca. 7
ml aufgefiillt, bei 200g fiir 5 min abzentrifugiert (300g fiir 7 min bei Blasten), der
Uberstand abpipettiert und das Zellpellet resuspendiert. Dieser Waschvorgang wird
insgesamt fiinf mal durchgefiihrt, um den BATDA-Liganden méglichst vollstandig

aus dem Uberstand zu entfernen.

— Im Anschluss an den letzten Waschschritt werden die Zellen in der Neubauerzihl-
kammer gezdhlt und auf 50000/ ml eingestellt (Blasten 200000/ml). Durch Hinzu-
fiigen von Trypanblau kdnnen tote Zellen in der Neubauerzahlkammer identifiziert

werden. Ist ihr Anteil sehr hoch, ist mit einer hohen Spontanlyse zu rechnen, so
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dass das Testergebnis evtl. nicht auswertbar ist. Dieser Effekt kann durch einfiigen
eines zusitzlichen Waschschrittes vermieden werden.

— Ein Teil der Zellen wird erneut abzentrifugiert und der Uberstand als Background

verwendet.

Gewinnung der Effektorzellen und Herstellung der Verdiinnungsreihe:

Als Effektorzellen dienten NK-Zellen freiwilliger Spender, die am Vortag nach den in
den Abschnitten 3.1 und 3.2 beschriebenen Methoden isoliert wurden. Die NK-Zellen
wurden anschlieBend mit Medium auf eine Konzentration von 1Mio/ml eingestellt und
auf 9 Rohrchen verteilt. Die Zellen wurden iiber Nacht im Brutschrank mit folgenden

zusatzlichen Substanzen inkubiert:
1. R&hrchen: nur NK-Zellen
2. Réhrchen: NK-Zellen 4+ 40 U/ml IL-2
3. Réhrchen: NK-Zellen 4+ 1000 U/ml IL-2
4. Réhrchen: NK-Zellen + 1 ng/ml IL-15
5. Réhrchen: NK-Zellen + 10 ng/ml IL-15
6. Rohrchen: NK-Zellen + 10 pg/ml MGN-3
7. Rohrchen: NK-Zellen + 10 pg/ml MGN-3 + 40 U/ml IL-2
8. Rohrchen: NK-Zellen + 10 pg/ml MGN-3 + 1 ng/ml IL-15

Fiir den Nachweis der zytotoxischen Eigenschaften werden die Effektorzellen in unter-
schiedlichen Konzentrationen zu einer gleich bleibenden Anzahl von Targetzellen gege-
ben, um zu verdeutlichen, dass die gemessene Lyse auf die Zytotoxizitdt der Effektor-
zellen zurtickzufithren ist. Beim Testansatz werden je 100 pl Effektor- und Targetzellen
pro well eingesetzt. Die Zahl der Targetzellen betrdgt somit 5000 pro well. Um die
E/T-Verhéltnisse von 20:1, 10:1, 5:1 und 2,5:1 zu erreichen, muss, bei einer Ausgangs-
konzentration der Effektorzellen von 1 Mio/ml, eine 2:1 Verdiinnungsreihe iiber 4 Stufen
hergestellt werden. Diese Verdiinnungsreihe wird fiir jedes einzelne der Effektorréhrchen
hergestellt.

Testansatz:

Der Testansatz erfolgt in einer Mikrotiterplatte mit 96 Rundboden-Kavitdten (wells).

Background, Spontanlyse und Maximallyse werden jeweils vierfach bestimmt, die Proben

der Verdiinnungsstufen jeweils dreifach.

Background: Es werden 100 pl Targetzell-Uberstand (25 pl bei Blasten) und 100 pl
Medium (175 pl bei Blasten) angesetzt.
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Spontanlyse: Es werden 100 pl Targetzellen (25 pl bei Blasten) und 100 pl Medium (175
pl bei Blasten) angesetzt.

Maximallyse: Es werden 2 verschiedene Arten der Maximallyse angesetzt: Fiir den ersten
Ansatz werden 100 pl Targetzellen (25 pl bei Blasten) zu 20 pl Lysepuffer
und 80 pl Medium (155 pl bei Blasten) gegeben, ein zweiter Ansatz ergibt
sich aus 100 pl Ultraschall-zertriimmerter Targetzellen (25 pl bei Blasten)
und 100 pl Medium (175 pl bei Blasten).

— Fiir die Proben der Verdiinnungsstufen werden nun in jedes Well 100 pl Targetzellen
zu 100 pl Effektorzellen der entsprechenden Stufe pipettiert. Die Platten werden
bei 37 °C und 100g fiir 2 min anzentrifugiert und fiir 2 Stunden im Brutschrank
inkubiert.

— Nach erfolgter Inkubation wird bei 37 °C, 200 g und Bremse 3 fiir 5 min erneut
zentrifugiert, da fir die Messung nur der aus den lysierten Zellen freigesetzte
Uberstand benétigt wird.

— In einer Flachbodenplatte wird nun die entsprechende Anzahl an Wells mit je
200 pl Europium-Lésung und je 20 pl Uberstand beschickt und der Ansatz unter
Lichtabschluss fiir 20 min auf den Schiittler gestellt.

— AnschlieBend kann das Ergebnis am Multilabel-Counter gemessen und ausgewertet

werden.

3.4 Durchflusszytometrie

3.4.1 Grundlagen

Die Durchflusszytometrie, auch Flourescence Activated Cell Sorting (FACS) genannt,
ermoglicht die quantitative Bestimmung von physikalischen und chemischen Zelleigen-
schaften auf Einzelzellebene. Grundlage ist die Antigen-Antikdrper-Reaktion mit
Floureszenzfarbstoff-markierten Antikdrpern. Zur Analyse werden die Zellen einer Einzel-
zellsuspension mit Uberdruck in einen diinnen Probenstrahl fokussiert, stark beschleunigt
und passieren einzeln einen gebiindelten Laserstrahl geeigneter Wellenldnge (hydrodyna-
mische Fokussierung). Dabei werden Streuungseffekte der Zellen und Floureszenzen der

verwendeten Antikdrper gemessen.

Beim Phanomen der Lichtstreuung spielen Faktoren wie ZellgréRe, Oberflachenbeschaf-
fenheit und intrazellulire Bestandteile eine Rolle. In einem zweidimensionalen Diagramm
werden das Vorwartsstreulicht (Forward Light Scatter = FSC) entlang des einfallenden

Lichtstrahls als MaR fiir die ZellgroBe und das dazu senkrecht gestreute Seitwartsstreu-
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licht (Sideward Light Scatter = SSC) als MaR der intrazelluldren Granularitdt wiederge-
geben. Stellt man diese beiden Parameter fiir Vollblut gegeneinander in einem Koordina-
tensystem dar, ergibt sich eine charakteristische Aufteilung der Zellen in Lymphozyten,

Monozyten und Granulozyten.

Eine immunologische Phanotypisierung der Zellen kann durch Markierung der Zellen
mit monoklonalen, an Floureszensfarbstoffe gekoppelten Antikérpern erfolgen. Durch
Anregung der Elektronen des Floureszenzfarbstoffes durch den monochromatischen La-
serstrahl werden diese auf ein hoheres Energieniveau angehoben. Beim Riicksprung auf
ihr Ausgangsniveau emittieren sie ein Photon. Diese Photonenkonzentration kann regis-
triert werden und verhilt sich proportional zur Anzahl an Bindungsstellen einer Zelle, die
mit Farbstoff-gekoppelten Antikdrpern besetzt ist. Die meisten Zellen zeigen auch ohne
Anfarbung eine gewisse Autofloureszenz. Durch Messung einer Kontrollprobe wird vorher
festgelegt, ab welcher Floureszenzintensitat eine Zelle als positiv gilt und die Floureszenz

somit auf den gebundenen floureszenzmarkierten Antikorper zuriickzufiihren ist.

Verwendet man unterschiedlich markierte Antikorper, kénnen mehrere Antigene auf ei-
ner Zelle gleichzeitig nachgewiesen werden. Hierbei miissen allerdings zwei Vorausset-
zung erfiillt sein: die Farbstoffe miissen bei einer bestimmten Wellenldnge gemeinsam
anregbar sein und die Gipfel der einzelnen Emissionsmaxima miissen sich deutlich vonein-
ander unterscheiden. So kénnen sie von verschiedenen Detektoren getrennt voneinander
in bestimmten Kanilen gemessen werden. Solche FACS Gerdte besitzen mehrere Laser
mit unterschiedlicher Wellenlange, sodass sich das Spektrum der gleichzeitig einsetzba-
ren Farbstoffe deutlich erweitert. Haufig verwendete Farbstoffe sind z.B. Flourescein-
isothiocyanat (FITC), Phycoerythin (PE), Peridinin Chlorophyll Protein (PerCP) oder
Allophycocyanin (APC).

Das fiir die Messungen dieser Arbeit verwendete Gerat arbeitet mit zwei Lasern unter-
schiedlicher Wellenldnge und es kénnen bis zu vier verschiedene Farbstoffe gleichzeitig

verwendet werden.

3.4.2 Durchfithrung

Immunfloureszenzfirbung

— Die zu untersuchenden Zellen werden auf 1 Mio/ml eingestellt

Jeweils 10 pl der floureszierenden monoklonalen Antikdrper werden in den ge-

wiinschten Kombinationen in FACS-R&hrchen vorgelegt.

— In jedes dieser Réhrchen werden 100 pl Zellsuspension pipettiert.

Die Proben werden geschiittelt (Vortexer) und unter Lichtabschluss 30 min im
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— Nach erfolgter Inkubation werden die Réhrchen mit Stammlésung C aufgefiillt,
abzentrifugiert (400g, 10 min, 10 °C) und dekantiert.

— Die gefarbten Zellen werden resuspendiert und unter Lichtabschluss im Kiihl-

Fiir die in-vitro Versuche wurden Zellen und Antikorper nach folgendem Schema verwen-

det:

Nach Isolierung der CD56%-Zellen der freiwilligen Spendern wurden die Zellen auf 1

Mio/ml eingestellt, auf vier Réhrchen verteilt und tiber Nacht im Brutschrank mit fol-

Kihlschrank inkubiert.

3 Methoden

genden zusatzlichen Substanzen inkubiert:

B o=

Rohrchen: CD561-Zellen

Réhrchen: CD56%-Zellen + 40 U/ml IL-2
Rohrchen: CD56%-Zellen + 10 pug/ml MGN-3
Réhrchen: CD56%-Zellen + 40 U/ml IL-2 + 10 pg/ml MGN-3

Am darauf folgenden Tag wurden aus jedem Rohrchen 4/bzw. 6x100 pl Zellsuspension

schrank bis zur Messung (am besten am selben Tag) aufbewahrt.

in je ein FACS-Rohrchen pipettiert und mit folgenden AntikGrpern inkubiert:

Réhrchen | Zellen AK1 AK2 AK3 AK4

1 NK lgGl FITC lgG2a PE lgG2a PerCP | 1gG1 APC

2 NK CD158a FITC | CD158b PE | CD3 PerCP | CD158e APC
3 NK CD56 FITC CD16 PE CD3 Per CP | NKG2D APC
4 NK CD 94 FITC NKG2A PE | CD3 PerCP | CD56 APC

5 NK CD25 FITC CD226 PE | CD3 Per CP | CD69 APC

6 NK CD25 FITC CD122 PE | CD3 Per CP | CD56 APC

7 NK - CD132 PE | CD3 Per CP | CD56 APC

8 NK - ILI5Ra PE | CD3 Per CP | CD56 APC

9 NK+IL-2 CD158a FITC | CD158b PE | CD3 Per CP | CD158e APC
10 NK+IL-2 CD56 FITC CD16 PE CD3 Per CP | NKG2D APC
11 NK+IL-2 CD 94 FITC NKG2A PE | CD3 Per CP | CD56 APC
12 NK+IL-2 CD25 FITC CD226 PE | CD3 Per CP | CD69 APC
13 NK+MGN-3 CD158a FITC | CD158b PE | CD3 Per CP | CD158e APC
14 NK+MGN-3 CD56 FITC CD16 PE CD3 Per CP | NKG2D APC
15 NK+MGN-3 CD 94 FITC NKG2A PE | CD3 Per CP | CD56 APC
16 NK+MGN-3 CD25 FITC CD226 PE | CD3 Per CP | CD69 APC
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17 NK+MGN-3 CD25 FITC CD122 PE | CD3 Per CP | CD56 APC
18 NK+MGN-3 - CD132 PE | CD3 Per CP | CD56 APC
19 NK+MGN-3 - IL15Ra PE | CD3 Per CP | CD56 APC
20 NK+IL-24+MGN-3 | CD158a FITC | CD158b PE | CD3 Per CP | CD158e APC
21 NK+IL-2+MGN-3 | CD56 FITC CD16 PE CD3 Per CP | NKG2D APC
22 NK+IL-2+MGN-3 | CD 94 FITC NKG2A PE | CD3 Per CP | CD56 APC
23 NK+IL-2+MGN-3 | CD25 FITC CD226 PE | CD3 Per CP | CD69 APC

Messung und Auswertung der Immunfloureszenzfarbung

Fiir diese Arbeit wurde der Durchflusszytometer FACS-Calibur verwendet und die Aus-

wertung mit der zugehdrigen Software CellQuest durchgefiihrt. Ausgehend von Routine-

einstellungen werden die genauen Messeinstellungen anhand der Kontrollen durchgefiihrt:

Die Verstarkerspannungen fiir FSC und SSC werden so eingestellt, dass in der Dar-
stellung SSC (y-Achse) gegen FSC (x-Achse) die iibliche Zellverteilung zustande
kommt. Um die Zielpopulation, die Lymphozyten, kann in dieser Darstellung ein
Gate gesetzt werden. So kdnnen in einem weiteren Diagramm nur diese Zellen

hinsichtlich ihrer Floureszenz dargestellt werden.

Anhand der Kontrollfarbungen werden nun die Verstarkerspannungen der verschie-
denen Messkanile so eingestellt, dass sich die Zellen im jeweiligen Kanal zwischen

10%nd 10! der Floureszenzskala befinden.

Nach der Gerateeinstellung erfolgt die Messung der Proben. Zur Auswertung wird
wieder ein Gate auf die Lymphozytenpopulation gesetzt. Diese Zellen werden dann
in einem weiteren Diagramm hinsichtlich ihrer Floureszenz dargestellt, wobei im-
mer zwei Kanile gegeneinander dargestellt werden. Zur statistischen Auswertung
wird in dieses Diagramm ein Quadrant gesetzt, so dass Zellen als einfach/doppelt
negativ und einfach/doppelt positiv definiert werden kdnnen. Die absoluten und
relativen Haufigkeiten dieser verschiedenen Zellen werden von der Software auto-

matisch berechnen.

3.5 Zytokinaktivitaitsmessung

Die Zytokine wurden mit Hilfe des Bio-Plex Cytokine Assays bestimmt. Dieser Test

ermoglicht die quantitative Detektion von Zytokinen. Er verfiigt iber farbgekoppelte

monoklonale Antikorper, die fiir bestimmte Zytokine spezifisch sind. Diese Antikdrper
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sind an Polystyrolkiigelchen (Beads) gekoppelt und reagieren mit Zytokinen aus Zellkul-
turiiberstinden. Der Antigen-Antikdrper-Komplex wird von einem biotinylierten sekun-
daren Antikorper in der Mikrotiterplatte detektiert und nach Zugabe von Streptavidin-
Phykoerythrin (PE), welches an den sekundéren Antikdrper bindet, erkannt. Mittels des
Bioplex-Suspension-Array Systems, das auf dem durchflusszytometrischen Prinzip ba-
siert, kdnnen die Zytokine durch Kiigelchen-Farbe und -Floureszenz identifiziert und

anhand Zytokin-spezifischer Standardreihen quantifiziert werden.

Der Versuch wurde nach Angaben des Herstellers (Bio-Plex Cytokine Assay, BIO-RAD)
durchgefiihrt. Das Serum wurde mit Antikorper-gekoppelten Beads inkubiert, gewaschen,
erneut mit biotinylierten-Antikorpern inkubiert, wiederum gewaschen und abschlieRend
mit Streptavidin-Phykoerythrin inkubiert. Die Messung erfolgte mit der zugehdrigen Bio-
Plex-Software, die die Zytokin-Konzentrationen automatisch anhand von Standardkurven
kalkuliert.

3.6 Zellkulturen

Es wurden die Rhabdomyosarkomzelllinien A204, RH30 und RD verwendet, sowie die
erythroleukdmische Zelllinie K562 als typische NK-sensitive Targetzelle. K562 wurde als
Suspensionskulturen in Stammlésung A bei 37 °C und 5%iger CO,-Atmosphére im Brut-
schrank gefiihrt und alle 2-3 Tage umgesetzt, indem ein Teil des alten Mediums samt Zel-
len entfernt und durch frisches Medium ersetzt wurde. Der Zustand der Zellen hinsichtlich
Proliferation und Vitalitdt wird mit dem Lichtmikroskop bestimmt, zusatzlich kommt es
durch den Stoffwechsel der Zellen und die damit verbundene pH-Wert-Anderung zu ei-
nem sichtbaren Farbumschlag der Kultur von rotviolett nach gelb. Bei den anderen drei
Zelllinien handelt es sich um adhirente Zellen, die sich bei Proliferation an die Ober-
flache des Kulturgefdles anheften. Bei der Umsetzung muss zundchst das alte Medium
komplett entfernt werden und der Zellrasen dann mit 3-4 ml Trypsin bedeckt werden,
welches Proteine spaltet und die Zellen so von der Oberflache 16st. Nach ca. 5 min War-
tezeit und wiederholtem Klopfen haben sich alle Zellen gelGst, ein Teil kann verworfen

und der Rest mit frischem Medium aufgefiillt werden.

3.7 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte entweder vollautomatisch mit einem Zihlgerat
(Advia) oder mit Hilfe der Neubauerzihlkammer. Hierbei wird die Zellsuspension im

Verhiltnis 1:1 mit Trypanblau gemischt, in die Zdhlkammer gefiillt und die Zellen von
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vier Quadraten unter dem Lichtmikroskop ausgezahlt. Dabei kann die Vitalitat der Zellen
beurteilt werden, da tote Zellen aufgrund des Integritatsverlustes ihrer Membranbarriere

mit Trypanblau angefarbt werden und als schwarz-blaue Punkte erscheinen.

3.8 In-vivo Versuche mit gesunden freiwilligen

Spendern

Zusitzlich zur in-vitro Versuchsreihe wurde Biobran an 10 freiwilligen gesunden Spendern
in-vivo getestet, um herauszufinden, ob sich auch hier Effekte zeigen. Die 10 Proban-
den nahmen Biobran iiber einen Zeitraum von 2 Wochen drei mal pro Tag vor den
Mahlzeiten in einer Dosierung von 1000mg ein. Es wurden jeweils Zytotoxizitatstests,
Zytokinaktivitdtsmessungen und FACS-Analysen vorgenommen. Als Ausgangswert diente
eine Versuchsreihe vor Beginn der Einnahme von Biobran. Die Versuche wurden nach
einer und nach zwei Wochen Einnahme von Biobran wiederholt, sowie zwei Wochen nach

Absetzen des Nahrungserganzungspraparates.

Bei der Blutentnahme wurde zuséatzlich zu einer heparinisierten 50ml Spritze noch Blut in
ein Serumrdhrchen abgefiillt, um aus dem Uberstand die Zytokinaktivitit zu bestimmen.
Des Weiteren wurde von jedem Probanden bei jeder Blutentnahme ein Differentialblutbild
aus Vollblut erstellt, damit spater absolute und relative Zellzahlbestimmungen erfolgen

konnten.
Die darauf folgende Isolierung der PBMCs verlief nach dem gleichen Schema wie bereits

in Abschnitt 3.1 beschrieben.

Ein Teil der PBMCs wurde fiir FACS-Messungen verwendet. So konnte ein eventuell
vorhandener Effekt durch Biobran auch an T-Zellen untersucht werden. Die restlichen
PBMCs wurden mit Hilfe des MACS-Systems (siehe 3.2) getrennt und man erhielt die
gewiinschten CD567"- Zellen.

Die restlichen Zellen wurden zur Halfte ohne, zur Halfte mit 40 U/ml IL-2 Giber Nacht
im Brutschrank inkubiert und am nichsten Tag erneut mit Hilfe von FACS-Messungen

analysiert und die NK-Zellfunktion mit einem Zytotoxizititstest bestimmt.

Zytotoxizitatstest

Der Zytotoxizitatstest wurde wie bereits in Abschnitt 3.3 beschrieben durchgefiihrt. Als
Targetzellen dienten die Zelllinien K562, A204, sowie cALL Blasten eines Patienten.
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Bei den in-vivo-Versuchen wurden nicht die CD567-Zellen untersucht, sondern bereits

die PBMCs verwendet, so dass auch T-Zellen der Analyse zugefiihrt wurden. Antikdrper

3 Methoden

wurden dabei nach folgendem Schema verwendet:

Rohrchen | AK1 AK2 AK3 AK4

1 IgG1 FITC IgG2 PE IgG2 PerCP | 1gG1 APC

2 CD158b FITC | CD158a PE | CD3 PerCP | CD158e APC
3 CD56 FITC | CD16 PE | CD3 PerCP | NKG2D APC
4 CD94 FITC | NKG2A PE | CD3 PerCP | CD56 APC

5 CD25 FITC | CD226 PE | CD3 PerCP | CD56 APC

6 CD56 FITC | v§ PE CD3 PerCP | CD69 APC

7 CD56 FITC | Nkp44 PE | Nkp30 PerCP | Nkp46 APC

Zusitzlich wurde ein Teil der Zellen mit 40 U/ml IL2 tiber Nacht inkubiert und die Zellen

der Réhrchen 1, 5 und 6 am ndchsten Tag erneut mit einer FACS-Messung analysiert.

3.9 Auswertung

Fiir die statistische Auswertung wurde das Programm Graph Pad Prism verwendet. Alle
Versuchsreihen wurden mit Hilfe gepaarter t-Tests verglichen und auf signifikante Un-

terschiede tberpriift, wobei das Signifikanzniveau mit p=0,05 festgelegt wurde.
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4.1 In-vitro Versuchsreihe

4.1.1 lIsolierung CD56"- Zellen

Zur Untersuchung der zytotoxischen Aktivitdt von NK-Zellen mussten diese zundchst
angereichert werden. Dies geschah durch Isolierung der PBMCs mit Hilfe der Ficoll-
Dichtezentrifugation aus peripherem freiwilligem Spenderblut sowie anschlieBender An-
reicherung der CD56"-Zellen mit dem MACS-System. Nach diesem Schritt waren in
der angereicherten Zellsuspension neben NK-Zellen auch die ebenfalls fiir das Ober-
flachenantigen CD56 positiven natiirlichen-Killer-T-Zellen (NKT-Zellen) enthalten. Auf
eine weitere Depletion mit Hilfe von magnetischen CD3"Antikorpern wurde bewusst
verzichtet, damit in der erfolgten FACS-Analyse sowohl NK- als auch NKT-Zellen auf
Verdnderungen ihrer Oberflachenantigene untersucht werden konnten. Die Methode der

Zellseparierung mit Hilfe des MACS-Systems wurde als hinreichend etabliert angesehen.

4.1.2 Zytotoxizitatstests

Die angereicherten CD56"-Zellen wurden bei den in-vitro Versuchen iiber Nacht mit IL-2
und MGN-3 nach in Abschnitt 3.3 beschriebenem Schema inkubiert. Am darauffolgenden
Tag wurde die zytotoxische Aktivitdt der verschieden stimulierten Zellen mit Hilfe des
BATDA-Release-Assay untersucht. Als Targetzellen dienten die erythroleukdmische Zell-
linie K562, als typische NK-sensitive Zelllinie, sowie die drei Rhabdomyosarkomzelllinien
A204, RH30 und RD. Ziel war es, vor allem herauszufinden, ob sich die zytotoxische
Potenz von NK-Zellen durch Biobran alleine, sowie durch Kombination von Biobran und
IL-2 steigern lasst. Fiir die statistische Berechnung wurden gepaarte t-Tests verwendet,
das Signifikanzniveau a bei 0,05 festgelegt. Bei den Versuchen wurden teilweise bei den
stimulierten NK-Zellen hdhere Lyseraten erzielt, als bei den Versuchsansdtzen zur Ma-
ximallyse, sodass der hdchste Wert als 100% angesetzt und alle anderen entsprechend
umgerechnet werden mussten. Die Ergebnisse sind in den nachfolgenden Tabellen und
Schaubildern dargestellt.
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4.1.2.1 Zytotoxische Aktivitit gegen K562

In die Auswertung einbezogen wurden 6 gesunde freiwillige Spender. Die Spontanlysera-
ten der Zytotoxizitatstests lagen zwischen 8,1 und 28,6%. Die Versuche wurden alle mit
den 4 Effektor-Target-Verhaltnissen 20:1, 10:1, 5:1 und 2,5:1 durchgefiihrt.

NK-Aktivitat gesunder Spender gegen K562
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Abbildung 4.1: Darstellung der NK-Zell-Aktivitit 6 gesunder Spender gegen K562, angegeben in
Prozent der spezifischen Lyse. Zusammenfassung aller E:T-Verhiltnisse.

Tabelle 4.1: Ergebnisse der Zytotoxizititstests der NK-Zellaktivitit 6 gesunder Spender, angegeben
in Prozent der spezifischen Lyse, gegen K562 - Mittelwerte und Standardabweichun-

gen.
| ET | [ 20:1 | 10:1 | 5:1 [ 2,5:1 |
NKC Mean | 37 30 | 17 8
sD | 19 | 13 |6 | 3
1000 U/ml IL2 Mean | 97 | 82 | 60 | 38
sD | 6 | 14 | 12| 11
40 U/ml IL2 Mean | 76 59 | 37 20

SD 17 18 14 7
40 U/ml IL2 + 0,1 mg/dl MGN3 || Mean | 94 74 | 52 30
SD 7 9 10 7
0,1 mg/dl MGN3 Mean | 62 46 | 30 17
SD 22 20 13 9
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Abbildung 4.2: Darstellung der x-fachen Steigerung der Zytotoxizitit stimulierter NK-Zellen gegen
K562. Als Ausgangswert dienen die Werte aus den Zytotoxizitdtstest der unstimu-
lierten NK-Zellen.

Wie aus den Schaubildern 4.1, 4.2 und der Tabelle 4.1 ersichtlich ist, unterscheiden sich
die zytotoxischen Potentiale von unstimulierten NK-Zellen und stimulierten NK-Zellen
gegen K562 deutlich. Die hochsten Lyseraten wurden im Ansatz der mit 1000 U/ml
IL-2 stimulierten Zellen erreicht. Es ist deutlich sichtbar, dass Biobran die zytotoxische
Aktivitat von NK-Zellen signifikant steigert und in Kombination mit geringen Mengen
IL-2 ein Summationseffekt auftritt und die Werte sogar nahe an Ergebnisse der mit 1000
U/ml IL-2 stimulierten NK-Zellen heranreichen. Aus dem Schaubild 4.2 ist ersichtlich,
dass die Werte der niederen E:T-Verhiltnisse deutlichere Unterschiede der zytotoxischen
Aktivitat aufweisen als die 20:1 und 10:1 Verhaltnisse. Grund hierfir kdnnte sein, dass
das Killing bei einem hohen E:T-Verhéltnis oft auch schon bei unstimulierten NK-Zellen

Werte zwischen 80 und 100% annahm und eine Steigerung somit kaum moglich war.
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4 Ergebnisse

4.1.2.2 Zytotoxische Aktivitit gegen A204

In die Auswertung einbezogen wurden 11 gesunde freiwillige Spender. Die Spontanlyse-
raten der Zytotoxizitdtstests lagen zwischen 6,0 und 20,2%. Die Versuche wurden alle
mit den 4 Effektor-Target-Verhiltnissen 20:1, 10:1, 5:1 und 2,5:1 durchgefiihrt.
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Abbildung 4.3: Darstellung der NK-Zell-Aktivitit 11 gesunder Spender gegen A204, angegeben in
Prozent der spezifischen Lyse. Zusammenfassung aller E:T-Verhiltnisse.

Tabelle 4.2: Ergebnisse der Zytotoxizitatstests von NK-Zellen gesunder Spender, angegeben in Pro-
zent der spezifischen Lyse, gegen A204 - Mittelwerte und Standardabweichungen.

| ET | | 20:1 | 10:1 | 5:1 | 2,5:1 |
NKC Mean | 27 | 18 [ 13| 6
SD | 16 | 11 | 8 5
1000 U/ml IL2 Mean | 86 67 | 50 | 27
SD | 20 | 21 | 21| 13
40 U/ml IL2 Mean | 74 53 | 35 19

SD 25 26 21 13
40 U/ml IL2 + 0,1 mg/dl MGN3 || Mean | 86 63 | 42 | 26
SD 22 24 17 13
0,1 mg/dl MGN3 Mean | 54 34 | 22 10
SD 25 17 12 6
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NKC 1000 U/ml IL2 40 U/ml IL2 0,1 mg/ml MGN3 0,1 mg/ml MGN3
-8 20:1 1 3,22 2,80 3,25 2,03
- 10:1 1 3,60 2,86 3,39 1,85
5:1 1 3,83 2,70 3,20 1,66
2,5:1 1 4,31 3,05 4,19 1,58

Abbildung 4.4: Darstellung der x-fachen Steigerung der Zytotoxizitit stimulierter NK-Zellen gegen
A204. Als Ausgangswert dienen die Werte aus den Zytotoxizitatstest der unstimu-
lierten NK-Zellen.

Auch hier sind in den Schaubildern 4.3, 4.4 und der Tabelle 4.2 deutliche Unterschiede
der zytotoxischen Potentiale zwischen stimulierten NK-Zellen und angereicherten NK-
Zellen sichtbar. Die hdchsten Lyseraten wurden wiederum in der Fraktion mit 1000 U/ml
IL-2 stimulierten Zellen erreicht. Signifikante Unterschiede zwischen unstimulierten und
stimulierten NK-Zellen sind sowohl bei Zugabe von 40 U/ml IL-2 als auch bei Biobran
sichtbar. AuBerdem unterscheiden sich die zytotoxischen Potentiale dieser Zellen signifi-
kant von denen, die mit einer Kombination von beiden stimuliert wurden. Diese Werte
erreichen auch hier nahezu die Werte der mit 1000 U/ml IL-2 stimulierten Zellen. Nicht
einheitlich zu beobachten ist der Trend, dass kleine E:T-Verhéltnisse zu groBeren Unter-
schieden der zytotoxischen Potenziale fiihren, wie das bei den Zytotoxizitatstests gegen
K562 der Fall ist. Allerdings war auch hier das Killing oftmals schon bei unstimulierten

NK-Zellen so hoch, dass eine weitere Steigerung nicht méglich war.
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4 Ergebnisse

4.1.2.3 Zytotoxische Aktivitit gegen RH30

In die Auswertung einbezogen wurden 15 gesunde freiwillige Spender. Die Spontanlyse-

raten der Zytotoxizitdtstests lagen zwischen 9,8 und 24,2%. Die Versuche wurden alle
mit den 4 Effektor-Target-Verhiltnissen 20:1, 10:1, 5:1 und 2,5:1 durchgefiihrt.

spezifische Lyse in %
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Abbildung 4.5: Darstellung der NK-Zell-Aktivitit 15 gesunder Spender gegen RH30, angegeben in

Prozent der spezifischen Lyse. Zusammenfassung aller E:T-Verhiltnisse.

Tabelle 4.3: Ergebnisse der Zytotoxizitatstests von NK-Zellen gesunder Spender, angegeben in Pro-

zent der spezifischen Lyse, gegen RH30 - Mittelwerte und Standardabweichungen.

|ET | | 20:1 [ 10:1 [ 5:1 | 2,5:1 |
NKC Mean | 33 22 | 15 8
SD 18 12 |9 7
1000 U/ml IL2 Mean | 94 78 | 53 32
SD 8 6 | 13 | 13
40 U/ml IL2 Mean | 74 52 | 35 18
SD | 20 20 | 16 | 11
40 U/ml IL2 + 0,1 mg/dl MGN3 || Mean | 92 75 | 50 27
SD 10 5 | 13| 11
0,1 mg/dl MGN3 Mean | 55 38 | 23| 11
SD 16 5 | 8 9
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—@=—20:1 1 2,85 2,23 2,77 1,68
- 10:1 1 3,54 2,38 3,39 1,73
5:1 1 3,60 2,39 3,40 1,53
2,5:1 1 4,02 2,26 3,36 1,41

Abbildung 4.6: Darstellung der x-fachen Steigerung der Zytotoxizitit stimulierter NK-Zellen gegen
RH30. Als Ausgangswert dienen die Werte aus den Zytotoxizitatstest der unstimu-
lierten NK-Zellen.

Aus den Schaubildern 4.5, 4.6 und der Tabelle 4.3 sind auch hier signifikante Unter-
schiede der zytotoxischen Potentiale zwischen unstimulierten und stimulierten NK-Zellen
gegen RH30 ersichtlich. Ebenso erreichten die mit 1000 U/ml IL-2 stimulierten Zellen
die héchsten Lyseraten und signifikante Unterschiede zwischen unstimulierten und sti-
mulierten NK-Zellen sind sowohl bei Zugabe von 40 U/ml IL-2 als auch bei Biobran
erkenntlich. Ein deutlicher Summationseffekt bei Stimulation der NK-Zellen mit beiden
Substanzen tritt ebenfalls auf. Ahnlich wie bei den Ergebnissen gegen K562 geht aus
Abbildung 4.6 hervor, dass eine hdhere Steigerung bei kleineren E:T-Verhiltnissen er-
reicht werden kann, da bei einem Verhéltnis von 20:1 bereits maximal mégliche Lyseraten

erzielt wurden.
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4.1.2.4 Zytotoxische Aktivitdat gegen RD

In die Auswertung einbezogen wurden 15 gesunde freiwillige Spender. Die Spontanlyse-
raten der Zytotoxizitatstests lagen zwischen 6,2 und 43%. Die Versuche wurden alle mit
den 4 Effektor-Target-Verhaltnissen 20:1, 10:1, 5:1 und 2,5:1 durchgefiihrt.
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Abbildung 4.7: Darstellung der NK-Zell-Aktivitit 15 gesunder Spender gegen RD, angegeben in
Prozent der spezifischen Lyse. Zusammenfassung aller E:T-Verhiltnisse.

Tabelle 4.4: Ergebnisse der Zytotoxizitatstests von NK-Zellen gesunder Spender, angegeben in Pro-
zent der spezifischen Lyse, gegen RD - Mittelwerte und Standardabweichungen.

|ET | | 20:1 [ 10:1 [ 5:1 | 2,5:1 |
NKC Mean | 35 24 16 11
SD 12 9 7 4
1000 U/ml IL2 Mean | 91 74 | 54 | 33
SD 13 15 11 10
40 U/ml IL2 Mean | 78 | 56 | 39 | 21

SD 22 20 16 12
40 U/ml IL2 + 0,1 mg/dl MGN3 || Mean | 86 70 | 51 29
SD 14 18 13 9
0,1 mg/dl MGN3 Mean | 65 45 | 28 20
SD 20 14 10 7
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Abbildung 4.8: Darstellung der x-fachen Steigerung der Zytotoxizitat stimulierter NK-Zellen gegn
RD. Als Ausgangswert dienen die Werte aus den Zytotoxizitatstest der unstimulier-
ten NK-Zellen.

Wie bereits in den vorhergegangenen Versuchsreihen unterscheiden sich die zytotoxischen
Potentiale von reinen NK-Zellen und stimulierten NK-Zellen auch gegen RD deutlich,
sichtbar anhand der Schaubilder 4.7 und 4.8 sowie der Tabelle 4.4. Die hochsten Ly-
seraten wurden in der Fraktion mit 1000 U/ml IL-2 stimulierten Zellen erreicht. Eine
signifikante Steigerung der zytotoxischen Aktivitat von NK-Zellen durch Biobran, sowie
ein Summationseffekt bei zusatzlicher Stimulation mit IL-2 konnte beobachtet werden.
Auch hier reichen die Werte fast an die Ergebnisse der mit 1000 U/ml IL-2 stimulier-
ten NK-Zellen heran. Bei dieser Versuchsreihe nicht so eindeutig sichtbar wie bei den
anderen ist jedoch der Trend, dass niedere E:T-Verhiltnisse eine hohere Steigerung der

zytotoxischen Potentiale ermdglichen.

4.1.3 FACS-Analysen

Um mogliche Ursachen und Einflussfaktoren der Steigerung der NK-Zell-Zytotoxizitat
durch IL-2 und MGN-3 herauszufinden, wurden die Zellen einzelner Spender einer FACS-
Analyse unterzogen. Dabei wurden die Zellen mit verschiedenen floureszenzmarkierten
AK inkubiert, die mit einer moglichen Steigerung bzw. Hemmung der NK-Zellaktivitat

einhergehen. Das genaue Schema ist Abschnitt 3.4 zu entnehmen.

Untersucht wurden unbehandelte Zellen sowie mit IL-2, MGN-3 und einer Kombinati-
on aus beiden Reagenzien stimulierte Zellen. Ausgewertet wurden sowohl die relative

Anzahl an Zellen, die fiir das entsprechende Antigen positiv waren, als auch, mit Hilfe
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4 Ergebnisse

der Floureszenzintensitit, die Expressionsdichte der Antigene auf den einzelnen Zellen.

Signifikante Unterschiede waren nur in wenigen ausgesuchten Fillen zu beobachten, v.a.
bei CD25, CD69 und NKG2A/CD9%4.

4.1.3.1 CD25
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Abbildung 4.9: FACS-Analyse. Zusammenfassung der Ergebnisse von 9 gesunden Spendern. Anteil
der CD25T-NK- und NKT-Zellen, angegeben in Prozent aller gegateten Zellen.

Tabelle 4.5: P-Werte der FACS-Analysen der CD25%-Zellen insgesamt, sowie der CD25"-NK- und
NKT-Zellen im Vergleich. Verwendet wurden unstimulierte, mit IL-2, MGN-3 und einer

Kombination aus beiden Substanzen stimulierte Zellen.

Zellen ohne vs. | ohne vs. | ohne vs. IL-2 vs. MGN-3 vs.
IL-2 MGNS3 IL-24+MGN-3 | IL-24+MGN-3 | IL-2+MGN-3
CD25" 0,0439 0,0021 0,0055 0,0051 0,0815
CD56"/CD3~/CD25% | 0,0536 0,0023 0,0033 0,003 0,0655
CD56™"/CD31/CD25% | 0,6073 0,0141 0,0533 0,0342 0,2097
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rel. Floureszenzintensitat CD56 */37/25* rel. Floureszenzintensitiat CD56 */3*/25%
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Abbildung 4.10: Rel. Floureszenzintensititen der CD257-NK- und NKT-Zellen aus den FACS-
Analysen von 9 gesunden Spendern.

Tabelle 4.6: P-Werte der rel. Floureszenzintensititen von CD25T-NK- und NKT-Zellen im Ver-

gleich
Zellen ohne vs. | ohne vs. ohne vs. IL-2 vs. MGN-3 vs.
[L-2 MGN3 | IL-24+MGN-3 | IL-24+MGN-3 | IL-24+MGN-3
CD56"/CD3~/CD25% | 0,0032 0,1849 0,0075 0,0338 0,0017
CD56"/CD31/CD25% | 0,1032 0,5210 0,5081 0,0550 0,0323

Bei CD25 handelt es sich um die a-Kette des IL-2-Rezeptors. Dieses Oberflachenmolekiil
wird von aktivierten T-Zellen, B-Zellen und Monozyten exprimiert. Es ist eine deutliche
Steigerung von CD25"-Zellen durch IL-2 von 6,6% auf 10,1%, durch Biobran auf 17,2%
und durch die Kombination beider auf 26,2% sichtbar. Wie man der Abbildung 4.9
entnehmen kann, war diese bei NK-Zellen ausgepragter als bei NKT-Zellen. Hier stieg der
Anteil der CD25 exprimierenden Zellen von 7,7% (NKT: 5,2%) auf 12,4% (NKT:5,7%),
durch IL-2 Zugabe auf 20,8% (NKT: 11,1%), unter Biobran-Einfluss und auf 33,80%
(NKT:15,9%) bei Stimulation mit beiden Substanzen. Sowohl CD25"-Zellen insgesamt,
als auch CD257-NK- und NKT-Zellen einzeln betrachtet, lieBen sich durch Biobran-
Stimulation somit signifikant steigern und durch zusatzliche Inkubation mit IL-2 war ein
Trend zu noch hoheren Werten zu sichtbar (vgl. Tabelle 4.5). Die Expressionsdichte

der CD25-Rezeptoren an der Zelloberflache der einzelnen Zellen lieR sich nicht in dem
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gleichen MaRe steigern, wie die Zellanzahl. In beiden Fillen ist durch IL-2 eine deutliche
Zunahme der Floureszenzintensitit sichtbar, bei NK-Zellen von 19,4 auf 26,3 und bei
NKT-Zellen von 17,9 auf 23,3. MGN-3 alleine hatte jedoch keinen sichtbaren Effekt

auf die Expressionsdichte. Durch Stimulation mit beiden Substanzen konnte die CD25-

Expression bei NK-Zellen jedoch noch einmal signifikant gesteigert werden.

4.1.3.2 CD69
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Abbildung 4.11:
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FACS-Analyse. Zusammenfassung der Ergebnisse von 8 gesunden Spendern. Anteil

der CD69™ -NK - und NKT-Zellen, angegeben in Prozent aller gegateten Zellen.

Tabelle 4.7: P-Werte der FACS-Analysen der CD69"-Zellen insgesamt, sowie der CD69F-NK- und

NKT-Zellen im Vergleich.

Zellen ohne vs. | ohne vs. | ohne vs. [L-2 vs. MGN-3 vs.
IL-2 MGNS3 IL-24+MGN-3 | IL-24+MGN-3 | IL-2+MGN-3
CD69™ 0,0022 0,0023 < 0.0001 0,0094 0,0003
CD56"/CD3~/CD69 | 0,0009 0,0014 < 0.0001 0,0068 0,0020
CD56"/CD31/CD69 | 0,0148 0,0072 0,0018 0,0198 0,0036
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rel. Floureszenzintensitat CD56 */37/69* rel. Floureszenzintensitiat CD56 */3'/69*
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Abbildung 4.12: Rel. Floureszenzintensititen der CD697-NK- und NKT-Zellen aus den FACS-
Analysen von 8 gesunden Spendern.

Tabelle 4.8: P-Werte der rel. Floureszenzintensititen von CD69T-NK- und NKT-Zellen im Ver-

gleich
Zellen ohne vs. | ohne vs. | ohne vs. IL-2 vs.
IL-2 MGN3 [IL-24+MGN-3 | IL-24+MGN-3
CD56™"/CD3~/CD69 | 0,0550 0,3019 0,0303 0,0704
CD56™"/CD31/CD69 | 0,0435 0,1089 0,0108 0,0290

CD69 ist ein unbekanntes frithes Aktivierungsantigen, das von aktivierten T- und B-
Zellen, sowie aktivierten Makrophagen und NK-Zellen exprimiert wird. Aus Abbildung
4.11 und Tabelle 4.7 sind signifikante Steigerungen der CD69"-Zellen insgesamt, sowie
der CD69"-NK- und NKT-Zellen ausnahmslos bei allen Probanden durch Zugabe von
IL-2, MGN-3 und deren Kombination sichtbar. Generell war die Anzahl an positiven CD69
NKT-Zellen geringer als die der NK-Zellen, jedoch war bei beiden sowohl durch IL-2 als
auch durch MGN-3 eine dreifache Steigerung zu beobachten. Diese konnte durch kombi-
nierte Inkubation zusatzlich auf Werte von durchschnittlich 88% fiir NK-Zellen und 56%
fiir NKT-Zellen gesteigert werden. Auch bei der Floureszenzintensitat ist ein deutlicher
Anstieg bei allen Probanden zu héheren Werten unter IL-2 sichtbar (NK: von 68,4 auf
120,3; NKT: von 83,5 auf 114,2). Durch Biobran alleine nahm die Expressionsdichte
nur minimal zu (NK: 77,8; NKT: 90,6). Bei Kombination trat ein Summationseffekt auf
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und die Werte steigerten sich bei allen Probanden auf Durchschnittswerte von 173,5 bei
NK-Zellen und 180 bei NKT-Zellen.

4.1.3.3 NKG2A/CD94

Anteil NKG2A/94*- NK-Zellen Anteil NKG2A/94*- NKT-Zellen
401 504

40-
301

304

CD56*/3/NKG2A/94*-Zellen in %
CD56%/3"INKG2A /94" -Zellen in %

v
20- v ¢

v

v
20 A
v [ ]
o o vy
04 — T — vy
v 104 °°
[ ] ° °
[ )
o, ; v

[ )

C T T T C T T ) )

o 2 o > < q S >

& N @Oe @06 & Y% @Oé @(ﬁ

*_O X X p X X
< o Vv <> A Vv
& Y & N
& &

Abbildung 4.13: FACS-Analyse. Zusammenfassung der Ergebnisse von 9 gesunden Spendern. Anteil
der NKG2A~/94%-NK - und NKT-Zellen, angegeben in Prozent aller gegateten
Zellen.

Tabelle 4.9: P-Werte der FACS-Analysen der NKG2A* /94~ -Zellen insgesamt, sowie der
NKG2A* /94~ -NK- und NKT-Zellen im Vergleich.

Zellen ohne vs. | ohne vs. | ohne vs. IL-2 vs. MGN-3 vs.
IL-2 MGN3 IL-2+MGN-3 | IL-2+MGN-3 | IL-2+MGN-3
NKG2A~/CD94* 0,0198 0,1311 0,0086 0,0056 0,0029
CD56"/CD3~ /NKG2A~/CD94* | 0,0035 0,0457 0,0033 0,0404 0,0021
CD56™"/CD3% /NKG2A~/CD94* | 0,0239 0,0131 0,0083 0,1176 0,0293
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Abbildung 4.14: FACS-Analyse. Zusammenfassung der Ergebnisse von 9 gesunden Spendern. Anteil
der NKG2A™ /94T -NK - und NKT-Zellen, angegeben in Prozent aller gegateten
Zellen.

Das Heterodimer NKG2A /CD94 gehdrt zu den inhibierenden Rezeptoren, wobei CD94
auf NK-Zellen konstitutiv exprimiert wird. Wie man der Abbildung 4.14 entnehmen kann,
hat weder IL-2 noch MGN-3 einen Einfluss auf den relativen Anteil NKG2A™ /94" -Zellen.
Es lasst sich lediglich durch die Kombination eine minimale Steigerung bei einem Grolteil
der Probanden sehen. Jedoch lieRen sich sowohl unter IL-2 als auch unter MGN-3 Einfluss
vermehrt NKG2A~ /94" -Zellen detektieren, wobei ausnahmslos alle Probanden unter IL-
2 Stimulation sowohl mehr NK- als auch NKT-Zellen mit diesem Expressionsmuster
aufwiesen. Der Mittelwert insgesamt stieg von 12,1% auf 15,7% durch [L-2 Stimulation,
wobei er mit einem p von 0,0198 statistisch signifikant ist. Unter MGN-3 Einfluss war
der Anteil NKG2A~ /94" -Zellen etwas niedriger (im Mittel auf 14%). Durch Kombina-
tion von IL-2 und MGN-3 lieR sich ihre Anzahl jedoch bei allen Probanden auf héhere
Werte als unter alleiniger IL-2-Stimulation steigern (Mittelwert: 17,8%, p im Vergleich zu
unstimulierten Zellen: 0,0086). Hinsichtlich der Expressionsdichte der Molekiile pro Zelle
ist weder fiir NKG2A noch fiir CD94 ein Trend in eine Richtung sichtbar. Betrachtet man
die Mittelwerte, so fallt auf, dass NKG2A durch IL-2 alleine und IL-2 in Verbindung mit
MGN-3 minimal mehr exprimiert wurde (Mittelwerte NK/NKT: ohne IL-2: 88,06/145,0,
mit IL-2: 92,20/153,0, mit MGN-3: 87,81/145,3, mit IL-2 und MGN-3:91,9/156,2).
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4.1.3.4 KIR-Rezeptoren, CD 56, CD16, NKG2D, CD226

CD56/37158a" - Zellen in %

CD56%/37158e" Zellen in %
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Abbildung 4.15: FACS-Analyse. Zusammenfassung der Ergebnisse von gesunden Spendern. An-
teil der CD158a1 /b™ /bzw. eT-NK-Zellen, angegeben in Prozent aller gegateten

Zellen.
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Die KIR-Rezeptoren lassen sich in aktivierende und inhibierende Rezeptoren untertei-
len. Die hier dargestellten Rezeptoren 158a, 158b und 158e gehdren mehrheitlich zu den
inhibierenden Rezeptoren und haben als Liganden verschiedene HLA-Klasse-I-Molekiile.
Fehlen diese Molekiile auf potentiellen Targetzellen kénnen die Rezeptoren nicht binden
und es wird folglich kein inhibitorisches Signal generiert. Die Unterschiede im Expres-
sionsmuster der NK-Zellen im Hinblick auf diese drei KIRs unterlagen durch IL-2 und

MGN-3 keinen relevanten Veranderungen.
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Abbildung 4.16: FACS-Analyse. Zusammenfassung der Ergebnisse von 9 gesunden Spendern. Anteil
der CD56™ /3~ -Zellen, angegeben in Prozent aller gegateten Zellen.

CD56 ist ein Adhéasionsglykoprotein, welches von NK-Zellen, NKT-Zellen und einer
Subpopulation von T-Zellen exprimiert wird. Es konnte weder durch IL-2, noch durch
Biobran eine erhéhte Anzahl von Zellen beobachtet werden, die dieses Antigen expri-
mieren. Genauso wenig veranderte sich die Anzahl derjenigen Zellen, die fiir CD3 positiv

und CD56 negativ waren.
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Anteil CD56%/37/16%-Zellen rel. Floureszenzintensitat CD56 */37/16"-Zellen
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Abbildung 4.17: FACS-Analyse. Zusammenfassung der Ergebnisse von 9 bzw 8 gesunden Spendern.
Anteil der CD56" /37 /16"-Zellen, angegeben in Prozent aller gegateten und der
rel. Floureszenzintensititen.

CD16 ist Bestandteil des niedrigaffinen Fc-Rezeptors FcyRIIl, vermittelt Phagozytose
und ADCC und wird von Neutrophilen, NK-Zellen und Makrophagen exprimiert. NK-
Zellen, die dieses Antigen exprimieren, wurden weder durch IL-2 noch durch MGN-3
verstarkt gebildet. Die Expressionsdichte pro Zelle blieb unter Einfluss von IL-2 bei
CD567" /3~ Zellen nahezu gleich (Mittelwert ohne Stimulation: 206, mit IL-2: 202), verrin-
gerte sich bei 6 der 8 Probanden durch Biobran deutlich (Mittelwert 173) und sank durch
Kombination beider Substanzen noch einmal deutlich ab (Mittelwert 144, Riickgang al-
lerdings nur bei 5 der 8 Probanden, bei 7 war die Expressionsdichte jedoch niedriger
als bei unstimulierten NK-Zellen). Sogenannte CD56™1 " (bright)-Zellen, die den CD56-
Rezeptor in sehr hoher Anzahl exprimieren, jedoch negativ fiir CD16 waren, wiesen bei
den einzelnen Probanden keinen einheitlichen Trend auf, teilweise stieg, teilweise sank
ihre Anzahl unter IL-2 und MGN-3 Einfluss. Die Mittelwerte sind deshalb wenig aussa-

gekriftig, da sie zu sehr von Schwankungen der einzelnen Probanden abhingig sind.
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Anteil der NKG2D*- NK-Zellen rel. Floureszenzintensitat NKG2D *-NK-Zellen
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Abbildung 4.18: FACS-Analyse. Zusammenfassung der Ergebnisse von 8 gesunden Spendern. An-

teil, angegeben in Prozent aller gegateten Zellen, und rel. Floureszenzintensitat
der NKG2D"-NK-Zellen.

Bei NKG2D handelt es sich um ein aktivierendes Homodimer, das konstitutiv auf NK-
Zellen exprimiert wird. Innerhalb der NK-Zell-Population war bei 5 der 8 Probanden eine
leichte Steigerung der NKG2D exprimierenden Zellen nach IL-2 Inkubation zu verzeich-
nen, jedoch ohne statistische Signifikanz (der Mittelwert stieg von 64% auf 67,4%).
Unter MGN-3 Stimulation wurden, mit zwei Ausnahmen, bei allen Probanden weni-
ger NKG2D"-Zellen exprimiert als unter IL-2 (Mittelwert 52,6%). Durch kombinierte
Stimulation mit beiden Substanzen wurde bei 6 der 8 Probanden eine héhere Anzahl
NKG2D"-Zellen detektiert als ohne Stimulation (im Mittel 67,7%). Die Population der
NKT-Zellen wurde weder durch IL-2 noch durch MGN-3 in ihrer Expression von NKG2D
beeinflusst. Die geringe Floureszenzintensitit lasst generell auf eine geringe Expressions-
dichte dieses Rezeptors auf den einzelnen Zellen schlieBen und wird durch Stimulation

nicht beeinflusst.
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Anteil CD226* -Zellen rel. Floureszenzintensitiat CD226 *-Zellen
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Abbildung 4.19: FACS-Analyse. Zusammenfassung der Ergebnisse von 9 gesunden Spendern. An-

teil, angegeben in Prozent aller gegateten Zellen und rel. Floureszenzintensitat der
CD226"-NK- und NKT-Zellen.

CD226 (DNAM-1) ist ein Adh&sionsglykoprotein, welches auf fast allen NK-Zellen,
sowie CD4- und CD-8 positiven Zellen exprimiert wird und an die Liganden CD112
und CD155 bindet, die auf vielen Tumorzellen exprimiert werden. Da es auch schon
bei unstimulierten Zellen konstitutiv exprimiert wird, liel sich ihre Anzahl nicht mehr
steigern. Auch die Floureszenzintensitat blieb durch IL-2 und MGN-3 unberiihrt.
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4.1.3.5 CD122, CD132, IL-15Ra
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Abbildung 4.20: FACS-Analyse. Zusammenfassung der Ergebnisse von 6 gesunden Spendern. Anteil
der CD122"-, CD132%- und IL15Ra™-Zellen, angegeben in Prozent aller gegate-
ten Zellen.
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rel. Floureszenzintensitat CD122 *-Zellen rel. Floureszenzintensitat CD132 *-Zellen
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Abbildung 4.21: FACS-Analyse. Zusammenfassung der Ergebnisse von 6 gesunden Spendern. Rel.
Floureszenzintensitit der CD122%-, CD1327"- und IL15RaT-NK- und NKT-Zellen.

Bei CD122 und CD132 handelt es sich um die B- und y-Kette des IL-2 Rezeptors, die
zusammen mit CD25, der a-Kette, einen stabilen heterotrimeren Komplex bilden. Ruhen-
de T-Zellen und NK-Zellen exprimieren nur die B- und y-Kette des Rezeptors und haben
eine geringe bis mittlere Affinitat zu IL-2. Nach Antigenerkennung bzw. Aktivierung
wird auch die a-Kette exprimiert und der Rezeptor bindet IL-2 mit hoher Affinitat. Der
IL-15-Rezeptor hat die beiden Untereinheiten CD122 und 132 mit dem IL-2 Rezeptor
gemeinsam und seine dritte Komponente ist das IL-15Ra-Protein. CD132 ist auRer-
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dem Untereinheit fir den IL-4, IL-7 und den IL-9 Rezeptor. In unseren Untersuchungen
konnten durch Biobran nur minimale Veranderungen beobachtet werden. CD122"-Zellen
wurden durch Biobran Stimulation eher etwas weniger exprimiert und auch die Expres-
sionsdichte auf NK-Zellen ging leicht zuriick. Die Anzahl CD1327"-Zellen stieg tendenziell
leicht an, die Floureszenzintensitit dnderte sich kaum. Der Anteil IL-15Ra™-Zellen blieb

auch unter Biobran-Einfluss gering, die Floureszenzintensitét stieg jedoch etwas an.

4.1.4 Zytokinaktivititsmessung

Bei drei der Probanden wurden Zytokinaktivitdtsmessungen fiir die Zytokine IL-2, IL-
4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-15, GM-CSF, IFN-y und TNF-a durchgefiihrt. Die Ergebnisse
sind in den nachfolgenden Tabellen und Schaubildern 4.22, 4.23 und 4.24 dargestellt.
Da es sich lediglich um drei Probanden handelt, kénnen aus den Ergebnissen keine

allgemeingiiltigen Schlussfolgerungen gezogen werden.

Die Werte differieren teilweise von Proband zu Proband, es lassen sich jedoch auch ge-
meinsame Tendenzen erkennen. IL-2 steigt bei Spender 1 und 2 unter IL-2-Stimulation
stark an. Durch zusatzliche Stimulation mit MGN-3 ist bei Spender 2 ein erneuter An-
stieg sichtbar, wohingegen die IL-2-Aktivitdt bei Spender 3 leicht abnimmt, jedoch immer
noch weit iiber dem Ausgangsniveau liegt. Unter alleiniger MGN-3 Stimulation ist eine
deutlich héhere IL-2 Aktivitdt nur bei Spender 3 zu beobachten.

Fiir das Zytokin IL-4 weisen alle 3 Spender gleiche Tendenzen auf: durch IL-2 und
MGN-3 alleine ist ein starker Aktivitatsanstieg erkennbar, der sich durch kombinierte
Stimulation nochmals deutlich steigern |dsst. Einzige Ausnahme ist Spender 3, bei dem
die hochste Aktivitdtsrate unter alleiniger MGN-3 Stimulation zu beobachten ist.
IL-10 nimmt sowohl durch Stimulation der Zellen mit IL-2 als auch durch Kombination
mit MGN-3 nur minimal zu, jedoch ist bei den Spendern 2 und 3 durch MGN-3 alleine
eine Aktivitdtssteigerung zu verzeichnen.

IL-12 l3sst sich bei allen 3 Spendern durch IL-2 leicht steigern, bei Spender 1 und 2
durch Zusatz von MGN-3 noch einmal minimal. Unter MGN-3 alleine ist lediglich bei
Spender 3 eine erhebliche Aktivititssteigerung von IL-12 sichtbar.

Die Aktivitdtsanderungen von IL-15 und GM-CSF verlaufen bei den Spendern 1 und
2 dhnlich: durch IL-2 und Kombination mit MGN-3 ist in etwa dieselbe Aktivitatsstei-
gerung zu verzeichnen, die Werte bei alleiniger MGN-3 Stimulation fallen wesentlich
niedriger aus, jedoch hdher als bei unstimulierten Zellen. Einzig bei Spender 3 ist durch
kombinierte Stimulation eine deutlich hohere Aktivitat als nur durch IL-2 zu sehen und
die stdrkste Aktivitdtszunahme ist durch MGN-3 alleine zu beobachten.

Den einzigen gemeinsamen Trend der IFN-y Aktivitat zeigen alle 3 Spender durch eine
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starke Aktivitatssteigerung unter IL-2 Einfluss. Durch kombinierte Stimulation steigt die
Aktivitdt der Spender 2 und 3 nochmals an, wihrend sie bei Spender 3 abnimmt, um
hier unter alleiniger MGN-3 Stimulation die hochsten Werte zu erreichen.

Fiir das Zytokin TNF-ea lasst sich ebenfalls nur schwer ein einheitlicher Trend beschrei-
ben. Fiir Spender 2 und 3 sind durch IL-2 sowie durch Kombination mit MGN-3 jeweils
Aktivitatssteigerungen zu sehen, die durch MGN-3 alleine noch einmal deutlich zuneh-

men.
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—e—Spl 0,08 79,35 9,36 1,93
—o— Sp2 1,29 348,26 992,58 1,62
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—e— mean 0,32 0,85 1,61 1,01

Abbildung 4.22: Zytokinaktivititsmessungen fiir IL-2 und IL-4
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IL10 (pg/ml)

ohne 40 Uil IL-2 40 Uiml IL-2 + MGN-3 MGN-3

—e—5pl 031 0,62 1,27 091

——5p2 027 0,54 0,86 20,4

—e—3p3 0,61 0,71 1,63 591

—e—mean 0,40 0,62 1,25 9,07
IL12 (pg/ml)

ohne 40 U/ml IL-2 40 U/ml IL-2 + MGN-3 MGN-3
—e— Spl 0,62 2,93 4,42 1,3
—o— Sp2 0,37 3,47 4,17 1,7
== Sp3 17 3,73 3,02 25,76
—o—mean 0,90 3,38 3,87 9,59
IL15 (pg/ml)
8
7
6
5
4
3
2
1
0

ohne 40 Uml IL-2 40 Uiml IL-2 + MGN-3 MGN-3
—eo—Spl 0,85 3,81 3,74 2,02
—o—Sp2 0,06 2,42 2,49 1,22
—o—Sp3 1,12 2,59 42 6,72
—8— mean 0,68 2,94 3,48 3,32

Abbildung 4.23: Zytokinaktivititsmessungen fiir IL-10, IL-12 und IL-15
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GM-CSF (pg/ml)

ohne 40 Uml IL-2 40 Ulmi IL-2 + MGN-3 MGN-3
—e—5pl 3,69 23,86 30,23 12,27
——5p2 092 35,02 34,35 6,88
—e—9p3 13,93 20,92 36,37 39,71
—e—mean 6,18 26,60 33,65 19,62
IFN-y (pg/ml)
20000
15000
10000
5000
0
ohne 40 Uml IL-2 40 Uml IL-2 + MGN-3 MGN-3
——5pl 11398 128217 746,15 115,49
——5Sp2 94,06 1139,88 3207,92 495,96
—s—9p3 184,8 616,91 812,07 17178,35
—s—mean 130,95 1012,99 1588,71 5929,93
TNF-a (pg/ml)
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——Sp2 94,02 477,97 352,86 768,79
—o—5p3 131,71 210,68 444,7 1730,06
—e— mean 279,63 355,08 342,86 858,23

Abbildung 4.24: Zytokinaktivititsmessungen fiir GM-CSF, IFN-y, und TNF-a
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4.2 In-vivo Versuchsreihe

Um Herauszufinden, ob die in-vitro erzielten Wirkungen von Biobran auch in-vivo funk-
tionieren, testeten wir das Nahrungsergdnzungspraparat an zehn freiwilligen gesunden
Versuchspersonen. Fiir diese Anwendungsbeobachtung wurde ein Priifplan erstellt und
von der Ethikkommission genehmigt. Die Probanden nahmen Biobran iiber einen Zeit-
raum von zwei Wochen drei mal taglich ein. Die NK-Zellaktivitdt wurde mit Hilfe von
Zytotoxizitatstests vor, nach einer Woche und nach 2 Wochen Einnahme von Biobran,
sowie zwei Wochen nach Absetzen bestimmt. Die Tests wurden gegen K562, A204 und
cALL-Blasten durchgefiihrt. Desweiteren wurde versucht herauszufinden wodurch die ge-
steigerte NK-Zell-Aktivitdt durch Biobran zustande kam. Hierfiir wurden erneut FACS-
Analysen durchgefiihrt und das Serum der freiwilligen Spender wurde auf verschiedene

Zytokine und ihre Konzentrationen untersucht.

4.2.1 Zytotoxizitatstests

In den nachfolgenden Schaubildern und Tabellen sind die Ergebnisse aus den Zytotoxizi-
tatstests von 10 freiwilligen gesunden Spendern vor, nach einer und nach zwei Wochen
Einnahme von Biobran, sowie zwei Wochen nach Absetzen dargestellt. Dabei bezie-
hen sich die ersten beiden Schaubilder auf unstimulierte NK-Zellen, die beiden anderen
auf NK-Zellen, die iiber Nacht mit 40 U/ml IL-2 inkubiert wurden. Das jeweils erste
Schaubild stellt anhand eines Scatterplots die einzelnen Werte der spezifischen Lysen
der einzelnen Versuche dar, sowie Mittelwerte und Standardabweichungen. Der grofe
Streubereich kommt durch die zusammenfassende Darstellung aller vier angewandten
E:T-Verhdltnisse zustande (20:1, 10:1, 5:1, 2,5:1). Das zweite Schaubild verdeutlicht die
lineare Steigerung der NK-Zell-Aktivitdt durch den Effekt von Biobran.
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4.2.1.1 Zytotoxische Aktivitit gegen K562

NK-Aktivitat gesunder Spender vs. K562
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Abbildung 4.25: Zytotoxische Aktivitit von NK-Zellen 10 gesunder freiwilliger Spender gegen

K562.

NK-Aktivitat gesunder Spender + IL2 vs. K562
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Abbildung 4.26: Zytotoxische Aktivitit von NK-Zellen 10 gesunder freiwilliger Spender gegen
K562, die eine Nacht mit 40 U/ml IL-2 inkubiert wurden.

Gegen K562 ergaben sich signifikante Unterschiede ohne IL-2 Stimulation beim Vergleich

der Werte vor Biobran-Einnahme und nach einer Woche (p<0,0001), sowie nach zwei

Wochen (p=0,0004). Zwei Wochen nachdem Biobran abgesetzt wurde unterschieden

sich die Werte nicht mehr signifikant von denjenigen vor der Einnahme (p=0,6142).
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In der Versuchsreihe der mit IL-2 inkubierten NK-Zellen sind ebenfalls signifikante Unter-
schiede beim Vergleich der Werte vor Biobran-Einnahme und nach einer Woche sichtbar
(p=0,0002). Nach der zweiten Woche ist zwar immernoch ein Trend hin zu erhShter
NK-Zell-Aktivitat zu sehen, eine statistische Signifikanz besteht allerdings nicht mehr
(p=0,0874). Zwei Wochen nachdem Biobran abgesetzt wurde unterscheiden sich die
Werte ebenfalls nicht mehr signifikant von denjenigen vor Einnahme (p=0,3200). Be-
trachtet man die E: T-Verhaltnisse einzeln, so fillt auf, dass die Unterschiede der NK-Zell-
Aktivitdt umso groRer wurden, je kleiner die E:T-Verhaltnisse waren. Dies kann damit
zusammenhiangen, dass bei vielen Probanden bei hohen E:T-Verhiltnissen bereits vor
Beginn der Einnahme von Biobran nahezu 100 %ige Lyseraten erreicht wurden, die sich

somit kaum steigern lieRen.

Vergleicht man die Werte der nur durch Biobran stimulierten NK-Zellen mit denen nach
zusatzlicher IL-2 Stimulation, so ist durch IL-2 ausnahmslos noch einmal eine zusatzliche
Steigerung von im Mittel um das 1,2fache zu beobachten. Diese Steigerung ist bei einem
E:T-Verhiltnis von 20:1 kaum sichtbar, bei kleineren E: T-Verhiltnissen steigt sie jedoch
auf das bis zu 2,7fache des Vergleichswertes an. Setzt man die Werte der Spender
vor jeglicher Biobran-Einnahme und Stimulation als Bezugswerte auf 1 fest, ist durch
Stimualtion durch Biobran in-vivo und IL-2 in-vitro im Durchschnitt sogar eine Steigerung
um das 1,32fache sichtbar .

4.2.1.2 Zytotoxische Aktivitit gegen A204

NK-Aktivitdt gesunder Spender vs. A204
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Std. Deviation | 10.67 1471 17.13 16.04 -
Std. Error | 1.687 2.325 2.709 2.536 251 1,00 1,02 103 1,02

Abbildung 4.27: Zytotoxische Aktivitit von NK-Zellen 10 gesunder freiwilliger Spender gegen
A204.
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Abbildung 4.28: Zytotoxische Aktivitit von NK-Zellen 10 gesunder freiwilliger Spender gegen
A204, die eine Nacht mit 40 U/ml IL-2 inkubiert wurden.

Ein signifikanter Unterschied bei unstimulierten NK-Zellen ergab sich gegen A204 nur
beim Vergleich der Werte vor der Einnahme von Biobran und nach einer Woche (p<0,0153).
Nach zwei Wochen ist zwar immer noch ein Trend in Richtung héherer Lyseraten als
vor Einnahme sichtbar, allerdings ist er bei einem p-Wert von 0,0734 nicht statistisch
signifikant. Auch der Mittelwert zwei Wochen nach Absetzen unterscheidet sich nur

unwesentlich von dem zu Beginn der Untersuchung.

In der Versuchsreihe der mit IL-2 inkubierten NK-Zellen ergaben sich fiir keinen Zeit-
punkt signifikante Unterschiede, und auch ein Trend in eine Richtung ist nicht fest-
stellbar. So kann dem zweiten Schaubild aus Abbildung 4.28 entnommen werden, dass
die Lyseraten zwar nach einer Woche und nach Absetzen ansteigen, nach zwei Wochen

Biobran-Einnahme im Schnitt jedoch niedriger waren als zu Beginn.

Auch bei Betrachtung der einzelnen E: T-Verhiltnisse fallt nicht wie bei K562 auf, dass
die Unterschiede bei kleineren Verhaltnissen gréBer ausfallen. Im Gegenteil, in der Ver-
suchsreihe der unstimulierten NK-Zellen waren die Unterschiede bei einem E: T-Verhéltnis

von 20:1 groRer als bei den kleineren Verhaltnissen.

Die Steigerung durch IL-2 fiel bei A204 deutlicher aus als bei K562. Im Durchschnitt
stieg die Lyserate durch zusatzliche IL-2 in-vitro Stimulation verglichen mit dem entspre-
chenden Wert ohne diese Inkubation um das 2,35fache an. Setzt man den Ausgangswert
vor jeglicher Einnahme von Biobran als 1 und untersucht den Effekt durch den Einfluss
von Biobran in-vivo plus zusatzlicher [L-2 in-vitro-Stimulation ergibt sich sogar eine Stei-

gerung der Zytotoxizitdt um das 2,7fache. Diese hohere Steigerung verglichen mit K562
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konnte an den schlechter lysierbaren und weniger NK-sensitiven Zellen liegen, so dass zu
Beginn der Testreihe die Lyseraten nicht schon um 100% lagen. Hiermit lieBe sich auch

erkléren, dass die hohen Steigerunsraten sich quer durch alle E: T-Verhiltnisse ziehen.

4.2.1.3 Zytotoxische Aktivitdt gegen cALL-Blasten

NK-Aktivitat gesunder Spender vs. Blasten
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Abbildung 4.29: Zytotoxische Aktivitit von NK-Zellen 10 gesunder freiwilliger Spender gegen
cALL-Blasten.

NK-Aktivitat gesunder Spender + L2 vs. Blasten
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Abbildung 4.30: Zytotoxische Aktivitit von NK-Zellen 10 gesunder freiwilliger Spender gegen Blas-
ten, die eine Nacht mit 40 U/ml IL-2 inkubiert wurden.
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Signifikante Unterschiede bei unstimulierten NK-Zellen gegen Blasten ergaben sich beim
Vergleich der Werte vor Biobran-Einnahme und nach einer Woche (p=0,0129), sowie
nach Absetzen (p=0,0001), ein Trend zwischen den Werten vorher und nach zwei Wo-
chen Biobran ist sichtbar (p=0,0661). Allerdings sind diese signifikanten Unterschiede
nicht auf eine Steigerung der Lyseraten, sondern auf eine Abnahme derselben zuriickzu-

fithren.

In der Versuchsreihe der mit IL-2 inkubierten NK-Zellen ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede, es ist auch bei Betrachtung der einzelnen E:T-Verhiltnisse kein einheitli-
cher Trend sichtbar.

Ebenso wie bei den anderen beiden Zellreihen ist auch hier beim Vergleich der IL-2
stimulierten Zellen mit den entsprechenden Werten ohne Stimulation eine Steigerung
der Lyserate auf im Durchschnitt das 1,37fache zu beobachten. Legt man jedoch immer
den Anfangswert vor Biobran in-vivo Stimulation als Vergleichsbasis fest, so ist im Mittel

keine zusatzliche Steigerung durch IL-2 in-vitro sichtbar.

4.2.2 FACS-Analysen

Parallel zu den Zytotoxizitatstests wurden die PBMCs der zehn Probanden FACS-Analysen
unterzogen, um so eine mogliche Veranderung ihrer CD-Oberflachenmolekiile unter dem
Einfluss von Biobran und IL-2 zu erkennen. Die PBMCs wurden dabei mit floureszenz-

markierten Antikérpern nach dem in Abschnitt 3.8 beschriebenen Schema inkubiert.

Bei der Auswertung war kein einheitlicher Trend einer Erhéhung oder Verminderung
bestimmter CD-Oberflachenantigene festzustellen, der die entsprechenden Ergebnisse
der Zytotoxizitatstests erklaren wiirde, zumal auch die Zytotoxizitatstests nicht in eine
einheitliche Richtung gingen.
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4.2.2.1 CD25
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Abbildung 4.31: FACS-Analysen. Zusammenfassung der Ergebnisse von 10 gesunden Proban-
den. Anteil der CD257-Zellen insgesamt sowie der CD25"-NK-, -NKT-, und -
T-.Zellen, angegeben in Prozent aller gegateten Zellen.

CD25, die a-Kette des IL-2 Rezeptors, wird vor allem auf aktivierten T-Zellen, regulatori-

schen T-Zellen, B-Zellen und Monozyten exprimiert. Bei Betrachtung der CD25%-Zellen

insgesamt konnte durch die Einnahme von Biobran weder nach einer Woche, noch nach

zwei Wochen eine deutliche Steigerung der Zellanzahl detektiert werden (Mittelwerte:
8,5%, 8,9%, 9,1%, 7,7%). Die Werte stiegen im Durchschnitt zwar minimal an, betrach-
tet man jedoch die einzelnen Probanden fiir sich, ist kein einheitlicher Trend sichtbar.
Das gleiche gilt fiir die zusitzliche in-vitro Zugabe von IL-2 (Mittelwerte: 4,9%, 4,3%,

4,2%, 7,8%). Der hohe Wert nach Absetzen von Biobran kommt durch zwei Extremwerte

zustande. Auffdllig ist jedoch, dass nach IL-2-Inkubation im Schnitt weniger Zellen den

CD25-Rezeptor exprimierten. Allerdings muss zwischen den einzelnen Zellpopulationen
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unterschieden werden: wahrend CD25"NK-Zellen durch die Zugabe von IL-2 zunahmen,
blieb die relative Anzahl CD25"-NKT-Zellen gleich und die der T-Zellen, die jedoch nur

zu einem sehr geringen Anteil in der Probe enthalten waren, nahm deutlich ab.

4.2.2.2 CD69
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Abbildung 4.32: FACS-Analyse. Zusammenfassung der Ergebnisse von 10 gesunden Probanden.
Anteil der CD69-Zellen insgesamt, sowie der CD69F- NK-, NKT- und T-Zellen,
angegeben in Prozent aller gegateten Zellen.
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Abbildung 4.33: FACS-Analyse. Zusammenfassung der Ergebnisse von 10 gesunden Probanden.
Anteil der y81-Zellen, angegeben in Prozent aller gegateten Zellen.

Tabelle 4.10: Mittelwerte der rel. Anteile der CD69* - und y8"-Zellen in Prozent

Zellen vor nach 1 | nach 2 nach vor nach nach nach
Einnahme | Woche | Wochen | Absetzen || Einnahme | 1 Woche | 2 Wochen | Absetzen
+ IL-2 + IL-2 + IL-2 + IL-2

CD69* 2 1,8 2,8 2,2 28,9 27,7 30,6 32,1
CD69TNK 39 3,8 6,7 4 32,2 31,6 35,5 34,2
CD69TNKT | 5,6 8,1 91 9,1 20,9 20,1 19,9 28,4
CD69*T 1 1,3 2,2 1,8 18,6 16,1 23,4 26,2
y&+ 33 2,9 3,7 3,6 7.6 7.8 7.7 7.8

CD69t /y8+ | 0,07 0,12 0,18 0,16 0,74 0,75 0,82 1,35

CD69 wird als frithes Aktivierungsantigen von aktivierten T-Zellen, B-Zellen, Makropha-
gen und NK-Zellen exprimiert. Wie man der Tabelle 4.10 und den Schaubildern entneh-
men kann, blieb die Anzahl der CD69 exprimierenden NK- und T-Zellen im Durchschnitt
nach einer Woche Einnahme von Biobran fast unverandert, die der NKT-Zellen stieg
an. Nach der zweiten Woche Biobran ist durchweg eine leichte Zunahme sichtbar und
nach Absetzen sank die Anzahl wieder etwas ab, bzw. blieb gleich (NKT-Zellen). Bei
in-vitro Zugabe von IL-2 ist bei allen aufgelisteten Zellpopulationen ein starker Anstieg
der CD69"-Zellen zu sehen. Nach der zweiten Woche Biobran stieg die Anzahl CD69 ex-
primierender NK- und T-Zellen erneut etwas an, wihrend sie bei NKT-Zellen ann3dhernd
stagnierte. Auch nach Absetzen differierten die Werte: wihrend die Zahl CD69"-NK-
Zellen nahezu unverdndert blieb, bzw. leicht riicklaufig war, stieg sie bei NKT- und

T-Zellen erneut an.
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Die yb-Zellen lieBen sich durch Biobran kaum beeinflussen, ihre Anzahl nahm durch
Stimualtion mit IL-2 jedoch deutlich zu.

4.2.2.3 NKG2A,/CD94

Nach einer Woche Biobran war bei 8 der 10 Probanden eine leichte Abnahme der
NKG2A™ /941 -Zellen zu sehen. Der Mittelwert sank von 8% auf 6,5%. Nach zwei Wo-
chen stiegen die Werte, mit einer Ausnahme, wieder auf héhere Werte an (9%) und
sanken nach Absetzten wieder leicht ab (7,8%). Bei Betrachtung der einzelnen Zellpo-
pulationen ist es schwierig einen gemeinsamen Nenner zu finden. Ungefahr die Halfte
aller NK-Zellen war positiv fir NKG2A und CD94 und unterlag durch Biobran keinen
Schwankungen. NKT-, und besonders T-Zellen, exprimierten dieses Heterodimer kaum.
Es ist deshalb schwierig die Ergebnisse zu bewerten, da wenige Ausreiller, bei insge-
samt wenigen Zellen, groRe Schwankungen hervorrufen. Auch bei NKG2A~ /947 -Zellen

konnten keine signifikanten Unterschiede durch Biobran beobachtet werden.

4.2.2.4 KIR-Rezeptoren

Bei den KIR-Rezeptoren CD158a, CD158b und CD158e ist kaum eine Veranderung durch
Biobran sichtbar. CD158a" /37 -Zellen lieBen sich bei 7 der 10 Probanden nach einer
Woche Biobran-Einnahme etwas weniger detektieren. Nach zwei Wochen nahm die Zahl
dieser Zellen jedoch bei 8 der 10 Probanden héhere Werte an als zu Beginn und nach
Absetzen pendelten sich die Werte wieder auf dem Ausgangsniveau ein (Durchschnitts-
werte: vor Biobran: 2,8%, nach einer Woche Biobran: 2,2%, nach 2 Wochen Biobran:
3,3% und nach Absetzen: 2,8%). Der Rezeptor CD158b war nach einer Woche Einnah-
me von Biobran bei 6 von 10 Probanden auf mehr NK- Zellen nachzuweisen als zuvor.
Berechnet man jedoch den Mittelwert, ist eine leichte Abnahme von 3,4% auf 3,1% zu
verzeichnen. Nach der zweiten Woche Biobran exprimierten, mit einer Ausnahme, alle
Probanden verstarkt CD158b™* /37 -Zellen (Durchschnitt: 3,9% der Zellen). Nach Abset-
zen sank dieser Wert im Mittel wieder auf 3,4% ab. Untersucht man die Probanden
einzeln, steigt die Anzahl der CD158b exprimierenden Zellen bei 6 Probanden, wahrend
sie nur bei vieren fdllt. Auch bei CD158e sind von Proband zu Proband sehr unter-
schiedliche Tendenzen sichtbar, allerdings nahm auch hier im Durchschnitt die Zahl der
fiir diesen Rezeptor positiven Zellen nach einer Woche leicht ab (von 2,6% vor Biobran
auf 2,1% nach einer Woche). Nach zwei Wochen ist eine minimale Zunahme auf 2,8%

sichtbar und nach Absetzen eine erneute Abnahme auf 2,3%.

Betrachtet man also zusammenfassend die Mittelwerte, ist nach einer Woche Biobran-

Einnahme bei allen drei KIRs eine leichte Abnahme, nach zwei Wochen eine Zunahme
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iiber das Ausgangsniveau und nach Absetzen wieder ein Riickgang dieser Zellen sichtbar.

Bei den CD3"-Zellen, die KIR-Rezeptoren exprimieren, handelt es sich um NKT-Zellen.
Fir CD158a™/3"- und CD158b* /3*-Zellen lasst sich der oben beschriebene Trend fort-
setzen. Im Durchschnitt sinken die Werte nach einer Woche leicht ab, steigen nach zwei
Wochen iiber das Ausgangsniveau und sinken nach Absetzen wieder. CD158b™ /37-Zellen
werden im Schnitt bereits nach einer Woche verstarkt gebildet und nehmen nach zwei
Wochen nochmal zu, bevor sie nach Absetzen von Biobran wieder sinken. Allerdings sind
auch dies nur die Mittelwerte und die Zu-/bzw. Abnahmen sind bei jedem Probanden

sehr individuell.

4.2.2.5 CD56

CD56 ist eine Isoform des Nervenzell-Adhasionsmolekiils und wird im peripheren Blut von
NK-Zellen sowie einer kleinen Anzahl CD4"/CD8"-T-Zellen exprimiert. Sein Referenz-
bereich liegt bei 5-15% der normalen peripheren Lymphozyten. Bei unseren Untersuchun-
gen zur Expression dieses Molekiils stellten sich durch Biobran nur leichte Veranderungen
ein. So konnte nach zweiwdchiger Einnahme bei 8 der 10 Probanden eine ErhShung der
CD567 /37~ Zellen im peripheren Blut nachgewiesen werden. Die Mittelwerte weisen mit
einem p von 0,0401 statistische Signifikanz auf. Nach der ersten Woche war allerdings
zunichst ein leichter Riickgang zu beobachten (Mittelwerte: 10,5% vs. 9%), ebenso sank
ihre Zahl nach Absetzen von Biobran (Mittelwert: 10,7%). Bei den CD56" /37 Zellen
ist kaum ein Trend unter Biobran auszumachen. lhre Zellzahl sinkt, mit einer Ausnahme,
bei allen Probanden nach einer Woche leicht ab und steigt nach zwei Wochen bei allen
bis auf zweien wieder auf Werte dhnlich dem Ausgangsniveau an. Die CD56~ /3%- Zellen
nahmen bei unseren Versuchen einen Anteil von 56,23% bis 86,94% der PBMCs an,

durch Biobran konnten keine einheitlichen Schwankungen beobachtet werden.

4.2.2.6 CD16

CD16 ist ein Zelloberflichenmolekiil, welches auf Neutrophilen, Monozyten und NK-
Zellen exprimiert wird und als niedrigaffiner IgG-Rezeptor fungiert. Auf NK-Zellen ist
CD16 verstarkt auf der Subpopulation der CD56(dim)-Zellen exprimiert, welche haupt-
sachlich fiir die natiirliche Zytotoxizitat verantwortlich sind. Mit den Mittelwerten 89,3%
vor Beginn der Einnahme von Biobran, 87,7% nach einer Woche, 90,6% nach zwei
Wochen und 87,3% nach Absetzen von Biobran sind fiir CD56" /3~ /167-Zellen keine
nennenswerten Unterschiede zu beobachten, genauso wenig wie fiir die Population der
CD56% /37 /16~ -Zellen.

Die Subpopulation der CD56"* (bright) Zellen hat die Eigenschaft, auf Aktivierung durch
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Monozyten, verstarkt durch Zytokinsekretion zu reagieren. lhre natiirliche Zytotoxizitat
ist weniger ausgepragt und sie exprimieren wenig bis kein CD16 auf ihrer Zelloberflache.
Wahrend sich nach einer Woche Biobran keine Veranderung der prozentualen Anzahl
dieser Zellen bemerkbar machte, konnte bei 8 der 10 Probanden nach zwei Wochen ein
leichter Riickgang verzeichnet werden (Mittelwert sank von 9,3% zu Beginn und nach
einer Woche auf 7,4% nach zwei Wochen). Nach Absetzen stiegen die Werte wieder auf

10,2% an. Klammert man einen Ausreiller aus, so sinkt dieser Wert auf 8,8%.

4.2.2.7 NKG2D

NKG2D ist ein aktivierendes Homodimer, welches konstitutiv auf NK-Zellen exprimiert
wird. Die Anzahl der NK-Zellen wurde deshalb durch die Einnahme von Biobran kaum
beeinflusst (Mittelwerte: vorher 92,7%, nach einer Woche 89,3%, nach zwei Wochen
93% und nach Absetzen 87,8%). Bei 7 der 10 Probanden war nach einer Woche eine
geringere Anzahl NKG2D"-Zellen zu beobachten. Nach zwei Wochen stieg die Anzahl
dieser Zellen bei 7 Probanden jedoch wieder auf hhere Werte als zu Beginn, bei 9 Pro-
banden auf hdhere Werte als nach einer Woche Biobran-Einnahme. Bei den NKT-Zellen
wurden die Probanden, bei denen zu Beginn nur verhaltnismaRig wenige NKG2D*-Zellen
detektiert wurden, gesondert ausgewertet. Bei allen war eine Steigerung der NKG2D™-
Zellen unter Biobran-Einfluss erkennbar (von 68,5%/18,2% vor Biobran auf 80%/78,6%
nach einer Woche, auf 78,5%/71% nach zwei Wochen, auf 79,5%/74,6% nach Absetzen
von Biobran). Vier der Probanden exprimierten vor der Einnahme von Biobran nur eine
geringe Anzahl NKG2D"-T-Zellen (13,2%). Hierbei handelte es sich um dieselben vier
Probanden, die auch nur wenige NKG2D"- NKT- Zellen exprimierten. Nach einer Wo-
che stieg die Zahl der NKG2D - T-Zellen dieser Probanden auf im Durchschnitt 30,5%
und stagnierte bei den weiteren Untersuchungen auf diesem Niveau. Auch innerhalb der
anderen Gruppe ist bei 4 der 6 Probanden eine leichte Zunahme der NKG2D* Zellen zu

beobachten, der sich im weiteren Verlauf kaum andert.

4.2.2.8 CD226

Das Antigen CD226 wird auf NK-Zellen, sowie CD4"- und CD8"-Zellen konstitutiv
exprimiert. Es lieB sich somit weder durch Biobran-Einnahme, noch durch Stimulation
mit IL-2 in-vitro, eine zusdtzliche Steigerung der Anzahl der CD226%-NK-, NKT- und
T-Zellen erzielen. Betrachtet man jedoch alle Zellen, also auch die CD56~ /3~ -Zellen,
so ist durch IL-2 eine deutliche Steigerung erkennbar, allerdings unabhdngig von der

Biobran-Einnahme.
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4.2.2.9 NKp44/46/30

Diese drei Rezeptoren gehdren zur Familie der Natural Cytotoxicity Receptors (NCR).
Sie werden nur auf NK-Zellen exprimiert. Wahrend NKp30 und NKp46 unabhingig vom
Aktivierungszustand einer Zellen exprimiert werden, ist der NKp44-Rezeptor ein Marker
fir die Aktivierung einer NK-Zelle. Die Expression auf den NK-Zellen schwankt von
Individuum zu Individuum sehr stark. Im vorliegenden Versuch wurde NKp44 praktisch
zu keinem Zeitpunkt exprimiert, auch nicht unter Biobran-Einfluss. Die Anzahl NKp46+-
Zellen sank nach einer Woche Biobran bei 7 Probanden ab, stagnierte bei zweien und
stieg bei einem Probanden leicht an. Im Mittel sank sie von 10,7% auf 9%. Ahnlich
verhielt es sich flir NKp30: bei denselben 7 Probanden fiel die Anzahl der NKp30+-
Zellen ab, bei den anderen drei Probanden stieg sie leicht an. Der Mittelwert sank
insgesamt von 8,9% auf 7%. Nach der zweiten Woche Biobran-Einnahme stiegen die
Werte, mit einer Ausnahme, sowohl fiir NKp46™-Zellen (Mittel: 12,2%) als auch fiir
NKp30*-Zellen (Mittel: 10,8%) wieder an, allerdings erreichten nur 7 Probanden héhere
Werte als zu Beginn. Nach Absetzen sank die Anzahl an positiven Zellen wieder leicht
ab. Bei Betrachtung der einzelnen Probanden l3sst sich jedoch kein einheitlicher Trend
beobachten. Derselbe Trend ist auch fiir NKp46™ /NKp30*-Zellen zu sehen.

4.2.3 Zytokinaktivitatsmessung

Bei allen Probanden wurde bei jeder der vier Blutentnahmen zusatzlich eine Zytokinak-
tivitditsmessung durchgefiihrt. Die Serumrdhrchen wurden zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen und bis zur Messung, nach dem in Abschnitt 3.5 beschriebenen Schema,
eingefroren. Der Zytokinaktivititstest wurde fiir die Zytokine IL-2, IL-5, IL-10, IL-12,
GM-CSF, IFN-y und TNF-a durchgefiihrt.

4.2.3.1 IL-2

IL-2 wurde schon in der Einleitung ausfiihrlich beschrieben. In diesem Versuch konnte
eine eindeutige Aktivitatssteigerung von IL-2 unter Biobran nur bei 2 Spendern detektiert
werden. Die maximale Aktivitdt wurde bei beiden nach zwei Wochen Einnahme von
Biobran gemessen. Bei den restlichen Spendern konnte keine nennenswerte Aktivitat

beobachtet werden.
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IL-2 Konzentrationen
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Abbildung 4.34: IL-2 Aktivitat im Serum zweier gesunder, freiwilliger Spender. Es ist eine deutli-
che Steigerung der IL-2 Konzentration unter Biobran sichtbar, die nach Absetzen
wieder abklingt.

4.2.3.2 TNF-o

TNF-o ist ein Zytokin, das von Makrophagen sezerniert wird und dessen Freisetzung
durch LPS-tragende Pathogene stimuliert wird. Es induziert in Endothelzellen die schnel-
le Freisetzung von Granula, die man als Weibel-Palade-Korperchen bezeichnet und die
P-Selektin enthalten. Die Ausschiittung von TNF-oo durch Makrophagen induziert lo-
kal schiitzende Effekte, bei systemischer Freisetzung kann es jedoch schidliche Wirkung
haben und zum Schock fiihren. Allgemein sorgt TNF-a bei BlutgefaBen fiir einen gestei-
gerten Blutfluss, eine erhéhte Durchlassigkeit fiir Fliissigkeiten, Proteine und Zellen sowie
eine starkere Adhasion von Leukozyten und Thrombozyten. Desweiteren gehdrt TNF-a
zu den endogenen Pyrogenen und ist somit in der Lage Fieber auszulGsen. Es stimuliert
zusammen mit IL-1 und IL-6 Hepatozyten zur Synthese von Akute-Phase-Proteinen und

es regt das Endothel des Knochenmarks dazu an, neutrophile Zellen freizusetzen.

Im Versuch war TNF-a bei allen Probanden nachweisbar, eine kontinuierliche Zunahme
der Aktivitat konnte wiederum nur bei Spender 3 und 9 mit Maximalwerten nach Abset-
zen von Biobran beobachtet werden. Bei den librigen Probanden schwankte die Aktivitat
sehr stark, sodass keine Kontinuitat erkannt werden konnte. Fasst man alle Spender zu-
sammen, ist eine Steigerung sichtbar, die jedoch hauptsichlich auf den hohen Werten

von Spender 3 und 9 basiert.
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Abbildung 4.35: TNF-a Aktivitdt im Serum gesunder, freiwilliger Spender. Im ersten Schaubild
sind die Werte aller 10 Spender dargestellt, im zweiten Schaubild nur die von
Spender 3 und 9. Bei ihnen ist iiber die 4 Wochen eine kontinuierliche Zunahme
zu beobachten, auch noch nach Absetzen von Biobran.

4.2.3.3 IFN-y

Interferone (IFN-ot, IFN-B, IFN-y) werden gebildet, wenn Zellen mit Viren infiziert wer-
den. Allerdings wird IFN-y nicht direkt durch eine Virusinfektion induziert, sondern es
entsteht spater und besitzt eine wichtige Funktion bei der induzierten Reaktion auf in-

trazelluldre Pathogene.

Interferone tragen iiber verschiedene Mechanismen zur Abwehr von Virusinfektionen bei.
Sie erzeugen in nicht infizierten Zellen eine Resistenz gegeniiber der Virenreplikation.
Zudem verstarken sie die zelluldre Immunantwort, indem sie die Expression von MHC-
Klasse-l-Molekiilen induzieren und dadurch die Resistenz dieser Zellen gegeniiber NK-
Zellen erhdhen. Bei virusbefallenen Zellen hat das den Vorteil, dass diese dadurch fiir die
Abtotung durch zytotoxische CD8-T-Zellen empfindlicher werden. Desweiteren aktivieren
Interferone NK-Zellen.

IFN-y kann auch in groBer Menge durch NK-Zellen hervorgerufen werden, wenn diese
durch IL-12 und TNF-a stimuliert werden. Dies ist fiir die Einddmmung einiger Infek-
tionen von entscheidender Bedeutung, bevor T-Zellen zur Zytokinproduktion angeregt

werden.
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IFN-y Aktivitdt war bei allen Probanden nachweisbar. Bei den Spendern 7 und 9 war
nach zwei Wochen das Maximum erreicht, bei Spender 1 war der héchste Wert bereits
nach einer Woche sichtbar und hielt sich auch nach der zweiten Woche auf dem gleichen
Niveau. Bei den Spendern 6, 8 und 10 kam es bereits nach einer Woche Biobran zum
Maximalwert, der nach der zweiten Woche schon nicht mehr erreicht wurde. Bei den
restlichen Probanden war entweder keine oder eine schwankende Aktivitdt nachweisbar.
Im Folgenden Schaubild ist zundchst eine Zusammenfassung aller Proben gezeigt, dann
beispielhaft die IFN-y Aktivitdt von Spender 9.
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Abbildung 4.36: IFN-y Aktivitit im Serum gesunder, freiwilliger Spender, vor Biobran-Einnahme,
nach einer Woche, nach zwei Wochen und zwei Wochen nach Absetzen von Bio-
bran. Im ersten Schaubild sind die Werte aller 10 Spender dargestellt, im zweiten
Schaubild nur die von Spender 9. Nur bei ihm konnte eine Zunahme durch Bio-
bran und erneute Abnahme der IFN-y Konzentration nach Absetzen beobachtet
werden.

4.2.3.4 IL-5, IL-10, IL-12, GM-CSF

Bei diesen Zytokinen konnte tendenziell weniger Aktivitdt gemessen werden. Auch hier
stechen die Probanden 3 und 9 hervor, bei denen Aktivititssteigerung und -abnahme am
deutlichsten hervortreten: Bei Proband 9 ist bei allen Zytokinen eine deutliche Steige-
rung der Aktivitdt nach zwei Wochen Biobran Einnahme sichtbar. Mit Ausnahme von

GM-CSF ist dies auch bei Proband 3 der Fall. Bei allen anderen Spendern ist entweder
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keine oder kaum Aktivitdt beobachtet worden oder keine klare Linie sichtbar.

Im Folgenden ist noch einmal ein Uberblick der Zytokinaktivitdten der Spender 3 und 9
gegeben:
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Abbildung 4.37: Zytokinaktivititen Spender 3
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Abbildung 4.38: Zytokinaktivititen Spender 9
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NK-Zellen nehmen eine wichtige Funktion zwischen dem angeborenen und dem adapti-
ven Immunsystem ein. Viele Studien habe gezeigt, dass ihnen eine Schliisselrolle in der
natiirlichen Abwehr gegen Tumorzellen [69] und Viren [5], sowie bei der Stammzelltrans-
plantation zukommt. Viele weitere Funktionen, wie z.B. die Bekdmpfung von Parasiten,
HIV, Asthma oder auch von Autoimmunitit werden angenommen, konnten aber bislang
noch nicht eindeutig aufgeklart werden [112]. Dieses vielseitige Spektrum der NK-Zellen
hat in der Wissenschaft groBes Interesse geweckt, vor allem im Hinblick auf ihre mogliche

Funktion in der Krebsbekdmpfung.

Maligne Erkrankungen stellen in den Industrielandern nach Herz-Kreislauferkrankungen
die zweithdufigste Todesursache dar. In Deutschland erkranken jedes Jahr rund 420.000
Menschen an Krebs. Die traditionelle Krebsbehandlung besteht aus den drei Haupt-
saulen von Chirurgie, Strahlen- und Chemotherapie. Trotz der groRen Fortschritte in
diesen Bereichen, sowie der Verbesserung der Manahmen zur Tumorfriitherkennung und
mitbedingt durch die steigende Lebenserwartung, steigt die Anzahl an Krebsneuerkran-
kungen. Ebenso konnte fiir eine Lebenszeitverlangerung tumorerkrankter Patienten im
fortgeschrittenen Stadium bislang kein groRer Erfolg verbucht werden. Durch klarere
Einsichten und Forschung im Bereich der Tumorimmunologie und Mikrobiologie und ein
besseres Verstandnis der immunologischen Mechanismen beim Kampf des Immunsystems
gegen entartete Zellen, hat sich in den letzten Jahren die Immuntherapie als weitere S3u-
le der Krebstherapie etabliert. Hierbei gibt es verschiedene Ansatzpunkte, von zelluldrer
Immuntherapie mit LAKs, TILs und dendritischen Zellen, iiber Zytokintherapien bis hin

zu monoklonalen Antikorpern.

Betrachtet man die Immuntherapie mit Hilfe von Zytokinen fallt schnell auf, dass diese
bei héherer Dosierung mit nicht unerheblichen Nebenwirkungen verbunden ist. 1L-2 ist
beispielsweise fiir die Therapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms sowie des mali-
gnen Melanoms zugelassen. Wahrend niedrige Dosen relativ gut vertragen werden bzw.
nur leichte Nebenwirkungen hervorrufen [70], kdnnen bei hoherer Dosierung unerwiinsch-
te Wirkungen auftreten. Diese umfassen beispielsweise Ubelkeit, Durchfall, Erbrechen,
Fieber, Vascular Leak Syndrome, Hypotonie, Tachykardie, Dyspnoe und vieles mehr [21].

In einigen Studien kam es sogar zu therapiebedingten Todesfillen [94]. Es ware somit
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wiinschenswert Ansétze zu finden, die die Wirkung von IL-2 oder anderen Zytokinen ver-
starken oder selbst stimulierend auf das Immunsystem wirken, ohne eine Potenzierung
der Nebenwirkungen zu entfalten. Hier setzt die Forschung an Nahrungsergdnzungspra-
paraten an, die dem Korper auf natiirliche Weise helfen sollen, das Immunsystem gegen
entartete Zellen zu stirken. In der vorliegenden Arbeit beschiftigten wir uns mit dem
Nahrungserganzungspraparat Biobran/MGN-3. Erste Forschungen dazu fanden Ende der
80er/ Anfang der 90er Jahre in Asien durch Ghoneum, Maeda und Ninomiya statt. Das
Praparat soll einen immunmodulatorischen Effekt haben und der Fokus der Forschung

liegt vor hauptséchlich im Bereich der Stimulierung und Aktivierung von NK-Zellen.

Im ersten Teil der Arbeit wurde in-vitro die Wirkung von Biobran gegeniiber CD56%-
Zellen mit Hilfe des BATDA-Release-Assay getestet. Die Zellen stammten von freiwilligen
gesunden Spendern, als Targetzellen dienten die vier Tumorzelllinien K562, A204, RH30
und RD. In einem weiteren Schritt wurden die NK-Zellen durchflusszytometrisch unter-
sucht. So sollten eventuelle Verdnderungen der Oberflachenmolekiile Riickschliisse auf

den mdglichen Wirkmechanismus von Biobran geben.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Wirkung von Biobran in-vivo an 10 gesunden freiwil-
ligen Probanden untersucht. Dabei wurde Biobran iiber einen Zeitraum von zwei Wochen
drei mal tiglich eingenommen und Blutentnahmen zur Untersuchung der Zellen fanden
vor der Einnahme, nach einer Woche, nach zwei Wochen sowie zwei Wochen nach-
dem Biobran schon abgesetzt war, statt. Untersucht wurde wieder die Zytotoxizitat der
NK-Zellen im Hinblick auf die Lysierbarkeit verschiedener Targetzellen. Zur Anwendung
kamen K562, A204 und cALL Blasten. Des Weiteren wurden die PBMCs der Proban-
den ebenfalls einer durchflusszytometrischen Analyse unterzogen, sowie ihr Serum auf
Zytokinaktivitat untersucht.

5.1 Methodenkritik

5.1.1 Zellanreicherung mit MACS

Die Anreicherung von Lymphozytensubpopulationen durch den Einsatz von magnetisch
markierten Antikdrpern ist inzwischen ein etabliertes Standardverfahren, bei dem eine
Reinheit der Zellen von bis zu 99% erreicht werden kann [73, 26]. Die Vitalitat, das Pro-
liferationsverhalten und die Funktionsfihigkeit werden durch die Markierung und Sepa-
ration nicht beeinflusst [71]. Bei dieser Methode wurden nicht reine NK-Zellen, sondern
auch NKT und CD56%- T-Zellen mit angereichert. Auf eine weitere Depletion wurde
absichtlich verzichtet, um auch diese Zellen durchflusszytometrisch auf Veranderungen

ihrer Oberflachenantigene durch IL-2 und Biobran zu untersuchen.
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5.1.2 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein einfaches und schnelles Verfahren zur immunologischen
und morphologischen Phanotypisierung von mononukledren Zellen und erlaubt die Un-
tersuchung einer grolen Zellzahl auf verschiedene Oberflichenantigene in kurzer Zeit.
Schwierigkeiten ergaben sich bei der Auswertung einzelner Antigene, da diese zum Teil
nicht sehr stark exprimiert wurden. Da jedoch auch immer fiir das jeweilige Molekiil
negative Zellen in der Probe vorhanden waren, konnte in allen Fillen eine Abgrenzung
zwischen negativen und positiven Zellen getroffen werden. Eine weitere Schwierigkeit
ergab sich, wenn eine Probe generell wenige Zellen enthielt und somit einzelne Extrem-
werte grollen Einfluss auf die Mittelwerte der Auswertung hatten. Diese mussten in der

Auswertung teilweise ausgeklammert werden.

5.1.3 Zytotoxizitatstest

Als Alternative zu dem weit verbreiteten 5!Chromfreisetzungstest wurde ein nichtradio-
aktiver BAT DA-Release-Assay verwendet, wie er von Blomberg et al. beschrieben wurde
und inzwischen etabliert ist [7]. Die Qualitat der Messergebnisse des BATDA-Release-
Assay wird wie beim Chromfreisetzungstest auch durch die spontane Freisetzung von
TDA bzw. Chrom beeintrachtigt. Ist der Unterschied zwischen Spontan- und Maximal-
lyse zu gering, miissen Tests wiederholt werden, um aussagekraftige Ergebnisse zu er-
zielen. Diese Spontanlyserate ist zundchst abhdngig vom Zustand der Zellen, kann aber
auch Targetzell-spezifisch variieren. Sie kann jedoch durch einen schonenden Umgang
mit den Zellen bei vielen Zelllinien unter 30% gehalten werden. Dieser Wert konnte bei
den meisten der durchgefiihrten Versuche unterschritten werden. Zudem kann man tote
Zellen beim Z3hlen in der Neubauerkammer identifizieren. Bei den wenigen Versuchen,
bei denen sie in hoher Zahl vorlagen, wurde einfach ein zusatzlicher Waschschritt vor-
genommen. Ein weiteres Mall fiir die Beurteilung eines Zytotoxizitétstest stellt die -
in Abhingigkeit vom eingesetzten Effektor/Target-Verhiltnis - absinkende Lyserate dar.
Das einzige Problem, das sich bei vielen Tests vor allem bei in-vitro Stimulation ein-
stellte, war die oftmals hdhere Lyserate bei einem E:T-Verhiltnis von 20:1 als bei der
Maximallyse. In diesen Fallen wurde der hochste Wert als Maximallyse festgelegt und

alle anderen Werte entsprechend umgerechnet.
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5.2 Einfluss von Biobran und IL-2 auf die
Zytotoxizitdt von NK-Zellen

In-vitro Stimulation

Nach Anreicherung der CD56"-Zellen von gesunden freiwilligen Spendern wurde deren
Funktionalitdt gegeniiber den vier Zellreihen K562, A204, RD und RH30 dberpriift. Ge-
testet wurde eine mégliche Stimulierbarkeit der Zytototoxizitat der NK-Zellen durch IL-2,
Biobran und eine Kombination aus beidem. Bei allen Ansdtzen war ein signifikanter Un-
terschied der stimulierten Zellen im Vergleich zu den nicht stimulierten Zellen sichtbar.
Die hochsten Lyseraten wurden in allen Versuchen bei 1000 U/ml IL-2 erreicht. Ein Sum-
mationseffekt bei kombinierter Inkubation der NK-Zellen mit 40 U/ml IL-2 und Biobran
zeigte sich ebenfalls durchgehend bei allen Versuchsreihen. Als problematisch erwies sich
lediglich die teilweise schon sehr hohe Aktivitat der unstimulierten NK-Zellen, mit Lyse-
raten von bis zu 100%, sodass theoretisch eine Steigerung gar nicht mehr moglich war.
Hierdurch l&sst sich evtl. erkldren, dass die Unterschiede der Zytotoxizitat stimulierter
NK-Zellen im Gegensatz zu nicht-stimulierten Zellen bei niedrigen E:T-Verhaltnissen ein-
deutiger ausfielen. Allerdings war dies nur bei K562 und RH30 der Fall, bei den anderen

beiden Zellreihen lieR sich dieser Trend nicht eindeutig beobachten.

Bei Betrachtung der einzelnen Probanden waren grolRe individuelle Unterschiede der
Zytotoxizitdt der NK-Zellen gegeniiber den Targetzellen sichtbar. In unseren Untersu-
chungen konnte dabei kein Zusammenhang zwischen den verschiedenen HLA-Typen der
Spender und den Tumorzelllinien und einer damit einhergehenden NK-Alloreaktivitat
bzw. Inhibition festgestellt werden. In der Literatur wird dies zum Teil kontrovers disku-
tiert. Viele Studien weisen darauf hin, dass ein KIR-Liganden Mismatch zwischen Spen-
der und Empfanger bei Stammzelltransplantation zu einem verbesserten Qutcome fiihrt
[65, 116]. In einer Studie aus Minnesota konnte diesbeziiglich jedoch kein Unterschied
festgestellt werden [19].

In-vivo Stimulation

Die Zytotoxizitatstests der zweiten Versuchsreihe, bei denen eine in-vivo Stimulation der
NK-Zellen durch Einnahme von Biobran stattfand, fielen weniger eindeutig aus, als die
der reinen in-vitro Versuchsreihe. Als Targetzellen kamen K562, A204 und cALL-Blasten
zum Einsatz. Eine kontinuierliche Steigerung der Lyseraten im Laufe der Anwendung von
Biobran konnte nur beim Test gegen K562 beobachtet werden, mit Maximalwerten nach
einer Woche Einnahme von Biobran. Schon die Rhabdomyosarkomzelllinie A204 erwies

sich als widerstandsfdhiger gegeniiber den Effektorzellen und durch Biobran weniger be-
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einflussbar. Die Blasten waren noch widerstandsfahiger und lieRen sich von Anfang an nur
sehr schwer lysieren. Diese geringe Aktivitdt der NK-Zellen ldsst sich wahrscheinlich auf
eine Interaktion ihrer KIR-Rezeptoren mit den HLA-Molekiilen der Blasten und einer da-
mit einhergehenden Hemmung der Aktivitat zuriickfiihren. Auch durch Biobran war kein
steigernder Effekt sichtbar, die Zytotoxizitat der NK-Zellen war nach Biobran-Einnahme

sogar teilweise schlechter.

Bei allen Zellreihen durchgehend zu beobachten war eine statistisch signifikante Steige-
rung der spezifischen Lyse durch zusatzliche in-vitro Stimulation mit 40 U/ml IL-2. Diese
Beobachtung deckt sich mit den bisherigen Forschungsergebnissen, die in der Litera-
tur verdffentlicht wurden. Allerdings konnte nicht beobachtet werden, dass eine langere
Stimulation mit Biobran (2 Wochen) die NK-Zellen fiir die Effekte von IL-2 sensibler
machte. Die Lyseraten fielen unter zusatzlicher IL-2 Stimulation durchweg hdher aus.
Der Faktor um den sich die Lyseraten nach zwei Wochen im Vergleich zu einer Woche

steigern lieRen, war jedoch nicht h&her, als derjenige ohne IL-2 Stimulation.

Die Beobachtungen dieser Versuche im Hinblick auf IL-2 decken sich mit den bisher
in der Literatur beschriebenen: IL-2 war 1965 das erste Interleukin das entdeckt wurde
[37, 50]. Zehn Jahre spater beschrieb Morgan ein Glykoprotein, das in der Lage war
T-Lymphozyten aus menschlichem Knochenmark in-vitro wachsen zu lassen [75]. IL-2
wurde als TCGF (T-cell growth factor) bekannt [99] und Anfang der 80er Jahre konnte
in mehreren Studien gezeigt werden, dass bei Inkubation von PBMCs oder Lymphozyten
mit [L-2 Zellen generiert werden kdnnen, die in der Lage sind frische gen-identische oder
allogene Tumorzellen zu lysieren [67, 118]. Diese Zellen wurden LAK Zellen genannt
(Lymphokin-aktivierte Killerzellen) und kénnen durch Inkubation von Lymphozyten mit
rekombinantem gereinigtem |L-2 sehr effektiv angereichert werden [91]. Biron bestatig-
te in einem seiner Versuche, dass IL-2 in der Lage ist NK-Zellen zu Proliferation und
Expansion zu bewegen [6]. Durch diese viel versprechenden Ergebnisse an Tiermodellen
und die seit 1983 mdgliche gentechnische Herstellung von IL-2, testeten Rosenberg et
al. IL-2 seit 1984 auch in klinischen Studien am Menschen, sowohl als Monotherapie, als
auch in Kombination mit autologen LAK-Zellen. Die Ergebnisse sind unterschiedlich, die
besten zeigten sich jedoch mit einer Effektivitdt von 15-30% beim Nierenzellkarzinom
und beim malignen Melanom. Durch die Kombinationstherapie mit LAK konnte jedoch
kein nennenswerter zusatzlicher Erfolg erzielt werden [92, 94]. Heute kommt eine Im-
munmonotherapie mit IL-2 gemall den AWMF-Leitlinien beim fortgeschrittenen malignen
Melanom mit palliativer Indikation oder kombiniert mit Zytostatika als Chemoimmun-
therapie zum Einsatz [25]. Umstritten ist die Anwendung von IL-2 beim metastasierten

Nierenzellkarzinom: Langzeitremissionen wurden bei hoch dosierter intravendser Gabe
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zwar gelegentlich beobachtet, gegeniiber IFN konnte in einer Metaanalyse jedoch kein
sicherer positiver Effekt beobachtet werden. Auf Grund der starken Nebenwirkungen
kommt IL-2 in dieser Form in Deutschland praktisch nicht zum Einsatz. Fiir niedrig do-
sierte subkutane IL-2 Injektion konnte bisher keine Wirksamkeit nachgewiesen werden.
Einzig in Kombination mit IFN und 5-Floururacil wird IL-2 empfohlen (Empfehlungsgrad
A) [2].

Biobran wurde das erste Mal 1992 in Japan von Hiroaki Maeda entwickelt. Die Studienla-
ge ist deshalb noch nicht besonders ausgepragt und Studien wurden bislang hauptsachlich
in Asien und hier zu einem GroRteil von den Entdeckern und Vermarktern von Biobran
durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Arbeit decken sich zu einem Grolteil mit den bis
jetzt bereits vorhandenen. So konnte von Ghoneum et al. in verschiedenen Studien in-
vivo [30] und in-vitro [34] gezeigt werden, dass durch Biobran sowohl die Aktivitat von
NK-Zellen auf das bis zu fiinffache, als auch parallel dazu die Ausschiittung von INFy
und TNFo gesteigert werden kann: 24 Personen wurden iiber 2 Monate oral mit verschie-
denen Konzentrationen Biobran behandelt (15, 30, 45 mg/kg/Tag). Nach einer Woche,
einem Monat und zwei Monaten wurde die NK-Zell Aktivitdt mit Hilfe des Chrom Relea-
se Assay gegen K562 getestet und mit der Ausgangsaktivitat verglichen. Die Behandlung
mit Biobran fiihrte durchgehend zu einer Steigerung der Aktivitat, die umso héher ausfiel,
je niedriger die E:T-Verhéltnisse waren. Dies deckt sich soweit mit den Beobachtungen
der in-vivo Tests dieser Arbeit gegen K562. Das Erreichen signifikanter Steigerungsraten
war bei Ghoneum abhéngig von der eingenommenen Biobran-Konzentration. Bei Gabe
von 15 mg/kg/Tag konnte eine Steigerung auf das doppelte gemessen werden, wohin-
gegen bei Konzentrationen von 30 mg/kg/Tag schon nach einer Woche eine dreifach
erhohte Aktivitat gemessen wurde. Mit fortlaufender Behandlung nahm die Aktivitat der
NK-Zellen weiter zu, bis auf das fiinffache zum Ende des Behandlungszeitraumes. Nach
Absetzen der Biobran-Einnahme sanken die Werte innerhalb eines Monats wieder auf
das Ausgangsniveau ab. Diese Ergebnisse lassen sich nur teilweise mit unseren in Ein-
klang bringen. Eine Steigerung der Zytotoxizitdt der NK-Zellen kann bestatigt werden.
Allerdings fielen die Lyseraten nach der zweiten Woche Einnahme von Biobran geringer
aus als nach der ersten Woche, lagen jedoch iiber dem Ausgangsniveau. Dies konnte
an einem Gewdhnungseffekt liegen, wie er bei Biological Response Modifiern haufiger
vorkommen kann [104]. Es widerspricht jedoch Untersuchungen von Ghoneum, denen
zufolge dieser Effekt bei Biobran bisher nicht zu beobachten war [28]. AuBerdem muss
auf die nur sehr geringe Probandenanzahl, die fehlende Messung von Serumspiegeln und
die verhaltnismaRig kurze Einnahmedauer in dieser Arbeit hingewiesen werden, sodass

sich aus unseren in-vivo Stimulationsversuchen keine allgemeingiiltigen Aussagen ableiten
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lassen. Weiterhin lag keine Kontrolle vor, wie genau und gewissenhaft die Versuchsper-
sonen Biobran einnahmen und auch alltdgliche Dinge, wie Stress oder Infektionen haben
einen erheblichen Einfluss auf unser Immunsystem. Untersuchungen zum Mechanismus
der erhohten Zytotoxizitdt ergaben bei Ghoneum keine Verdnderung der Anzahl der
NK-Zellen jedoch eine vierfach erhdhte Bindungskapazitat an Tumorzellen. Experimente
mit PBMC-Kulturen, die 16 Stunden bei Konzentrationen zwischen 25-100 mg/ml mit
Biobran inkubiert wurden, zeigten dosisabhingig eine 1,3 bis 1,5 fache Erhohung der
NK-Zellaktivitat, sowie eine signifikante Steigerung der INF- Produktion auf 340-580
pg/ml [30, 34]. Dies kann sowohl durch unsere in-vitro Versuchsreihe als auch durch
einige weitere Studien bestatigt werden [34, 31, 46]. In seiner Studie 2000 beobachtete
Ghoneum einen synergistischen Effekt auf die Aktivitit von PBMCs bei kombinierter
Gabe von Biobran mit IL-2. Keine zusatzliche Aktivitdtssteigerung trat jedoch bei An-
wendung angereicherter NK-Zellen auf, da deren Aktivitat bereits bei Anwendung einer
der beiden Komponenten ihr Maximum erreicht hatte [34]. Diese Beobachtung lasst sich
mit den hier vorliegenden Ergebnissen insofern in Einklang bringen, dass ein synergisti-
scher Effekt bei Stimulation der NK-Zellen mit Biobran und IL-2 sichtbar war. Dieser
war jedoch teilweise bei kleinen E:T-Verhiltnissen ausgepragter, da bei einem Verhiltnis

von 20:1 bereits unstimulierte NK-Zellen 100%ige Lyseraten erzielten.

In derselben Studie wurde versucht herauszufinden auf welchem Weg Biobran sowohl die
NK-Zellaktivitat als auch die Sekretion von Zytokinen anregt. Mit Hilfe der Durchfluss-
zytometrie konnte gezeigt werden, dass Biobran CD69, ein friihes Aktivierungs-Antigen,
CD25, die a-Kette des IL-2 Rezeptors, und CD54, ein Adhasionsmolekiil, hochreguliert.
Eine weitere Studie zeigte, dass durch Biobran parallel zur Steigerung der Aktivitat von
PBMCs auch deren Granularitdt, Esterase-Aktivitdt und Konjugation an Antigene zu-
nimmt [31]. Aber auch fiir B- und T-Zellen konnte eine Steigerung um 200 bis 250%

nachgewiesen werden.

Vergleicht man die aktuelle Studienlage von Biobran mit anderen Biological Response
Modifiern, die aus dhnlichen Komponenten aufgebaut sind, so sind auch hier dhnliche

immunmodulatorische Wirkungen erzielt worden:

Eine Studie von Ogawa zu partiell hydrolysiertem Maishiilsen Arabinoxylan (CHAX)
bestatigt bei oraler Einnahme eine NK-Zellaktivitdtssteigerung um fast das doppelte,
sowie einen Anstieg von IL-2 und IFN-y bei gesunden M&usen [79].

In einem 2000 verdffentlichten Paper gibt Ooi einen Uberblick iiber den Stand der For-
schung Uber immunstimulierende Polysaccharide der letzten Jahrzehnte [83]. Hierbei
haben vor allem die B-Glukane Schizophyllan, Lentinan und das Protein-gebundenes Po-

lysaccharid PSA (Krestin) immunmodulatorische und anti-tumordse Wirkung gezeigt
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und sie werden in Japan auch schon klinisch eingesetzt. In Studien konnte eine erhdhte
in-vitro Aktivitdt von LAKs bei kombinierter Stimulation mit IL-2 und Lentinan im Ver-
gleich zu alleiniger IL-2 Stimulation nachgewiesen werden [105]. Gleiches konnte auch
in einer anderen Studie beobachtet werden, in der die in-vivo Anwendung von Lentinan
oder Schizophyllan die in-vitro durch IL-2 ausgeldste Induktion von LAK Zellen verstark-
te. Ebenso verstarkte sie die dhnlich induzierte Aktivierung von Killerzellen gegen einen
weiten Bereich solider Tumoren bei Mausen [56]. Der genaue Wirkmechanismus solcher
Nahrungserganzungspraparate ist bis heute nicht exakt aufgeklart, man geht jedoch von
vielen Einflussfaktoren aus: beispielsweise sind Polysaccharide mit B-1-3 Verbindungen ef-
fektiver als solche, die hauptsachlich f-1-6 Verbindungen enthalten. Glukanen mit hohem
Molekulargewicht wird eine bessere Effektivitat zugeschrieben und auch die Konformati-
on spielt eine Rolle. Auf der anderen Seite hingt viel vom Empfangerorganismus ab, z.B.
Abstammung, Tumortyp, Dosierung, zeitlich Einnahme usw. Es bleibt weiterhin schwie-
rig bei dieser Fiille verschiedener Polysaccharide und Einflussfaktoren genau zu sagen

welche Komponente welchen Effekt hervorruft.

In einer Studie von Badr 2008 [3] wurde die Wirkung von Biobran auf das Ehrlich Sarkom
bei Mausen untersucht. Ergebnisse zeigen, dass der Tumor durch intraperitoneale und
durch intratumorale Gabe von Biobran signifikant an Volumen und Gewicht verlor, die
Apoptoserate von Tumorzellen auf das 1,8fache anstieg und erhohte Zytokinspiegel fiir
TNF und IFN, sowie erniedrigte Zytokinspiegel fiir das immunsupprimierende Zytokin IL-
10, gemessen wurden. Des Weiteren wurde bei gesunden Mausen, denen Biobran iiber
einen Zeitraum von 2 Wochen intramuskular injiziert wurde, ein Anstieg der NK-Zell
Aktivitit auf das doppelte beobachtet. Ahnliche Ergebnisse konnte auch Ghoneum in

einer weiteren Studie an Mausen zeigen [31].

5.3 Einfluss von Biobran und IL-2 auf
CD-Oberflachenantigene

Uber durchflusszytometrische Analysen wurde versucht etwas iiber den Wirkmechanis-
mus der erhdhten Zytotoxizitdt der durch Biobran und IL-2 stimulierten NK-Zellen her-
auszufinden. Es ist bekannt, dass IL-2 verschiedene immunmodulatorische Wirkungen hat
und bei verschiedensten Zellpopulationen Proliferation und Expansion induziert. In diesen
Untersuchungen konnte ein Einfluss durch IL-2 und Biobran vor allem auf die Oberfla-
chenantigene CD69 und CD25 und in geringerem AusmaR auch auf NKG2A~ /947" -Zellen

nachgewiesen werden.
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CD25

Nach erfolgter in-vitro Stimulation konnten CD25%-Zellen unter dem Einfluss von Bio-
bran in hoheren Mengen als unter IL-2 detektiert werden und NK-Zellen sprachen besser
an als NKT-Zellen. Hierbei ist anzunehmen, dass es sich durch Biobran um eine Neu-
expression von vorher negativen Zellen handelt. Die Expressionsdichte pro Zelle konnte
hingegen durch IL-2 wesentlich mehr gesteigert werden. Durchweg héchste Werte lieferte

die Inkubation der Zellen durch IL-2 in Kombination mit Biobran.

Bei der in-vivo-Versuchsreihe konnte durch die zweiwdchige Biobran Einnahme keine Zu-
nahme der CD25"-Zellen detektiert werden, weder bei Vergleich der unstimulierten Zellen
untereinander noch der mit IL-2 in-vitro stimulierten Zellen. Die Anzahl der CD25"-NK-
Zellen nahm durch die zusatzliche IL-2 Stimulation zu, die der NKT-Zellen blieb gleich

und die der T-Zellen verringerte sich.

Der Einfluss von IL-2 auf die Expression CD25 positiver Zellen ist bekannt. In einer Studie
2001 konnte Dunne nachweisen, dass durch IL-2 die CD25-Expression auf NK-Zellen
induziert wird und zur Bildung des hochaffinen Rezeptors IL-2Ray fithrt [22]. In einer
anderen Studie konnte gezeigt werden, dass CD25 auf PBMCs durch Stimulation von
IL-2 in Kombination mit MGN-3 hochreguliert wird, und zwar hoher als unter IL-2 alleine
[34]. Dies galt fiir alle Lymphozyten, der Effekt war jedoch bei NK-Zellen ausgepragter.
Diese Ergebnisse fanden wir in dieser Arbeit, wie oben beschrieben, bestatigt. In einer
frilheren Studie 1988 wurde der Zusammenhang der Zytotoxizitat der NK-Zellen und
der Hohe der CD25 Expression untersucht. Man kam zu dem Ergebnis, dass die NK-
Zell Aktivitat bereits nach vier Stunden IL-2 Inkubation deutlich zunimmt und nach 18
Stunden ihr Maximum erreicht hat, wohingegen CD25 wahrend dieser Zeit noch nicht auf
der Mehrzahl der NK-Zellen exprimiert wird. Somit ist eine direkte Korrelation zwischen
diesem Antigen und der NK-Zell-Zytotoxizitdt unwahrscheinlich [59].

CD69

Bei der in-vitro Stimulation stieg die Anzahl CD69"-Zellen sowohl unter IL-2 als auch
unter Biobran auf dhnlich hohe Werte und konnte durch Kombination noch einmal enorm
gesteigert werden. Die Rezeptorendichte auf den einzelnen Zellen verhielt sich dhnlich
wie bei CD25: eine leichte Steigerung unter IL-2, keine Verdnderung durch Biobran und
ein maximaler Anstieg durch kombinierte Stimulation.

Die Ergebnisse der in-vivo Stimulation fielen weniger eindeutig aus: nach einer bzw. zwei
Wochen Einnahme von Biobran war ein leichter Anstieg der CD69 exprimierenden Zellen

sichtbar, der nach Absetzen wieder riickldufig war. Durch zuséatzliche in-vitro Stimulation
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mit IL-2 stiegen die Werte sehr deutlich an, jedoch war nach der ersten bzw. zweiten

Woche Biobran keine erneute deutliche Steigerung zu verzeichnen.

Die Induktion von CD69 durch IL-2 ist schon seit ldngerer Zeit bekannt: In der bereits
oben zitierten Studie von Lanier 1988 konnte gezeigt werden, dass ruhende, unstimulier-
te NK-Zellen fiir CD69 praktisch negativ sind [59]. Durch Stimulation mit IL-2 konnte
bereits nach wenigen Stunden auf der Mehrheit der NK-Zellen das CD69 Antigen de-
tektiert werden, ebenso auf T-Zell-Subpopulationen. Des Weiteren konnte ein Zusam-
menhang zwischen der Zytotoxizitdt der NK-Zellen und der Hohe der CD69-Expression
festgestellt werden. Es ist jedoch unwahrscheinlich, dass CD69 direkt in den lytischen
Prozess mit eingebunden ist, da es auch auf einigen nicht-zytotoxischen Lymphozyten
exprimiert wird. Dieser Theorie widerspricht jedoch eine neuere Studie von North et
al aus dem Jahre 2007 [77]. Ihre Versuche untermauern die “2-Stufen-Hypothese” der
NK-Zellaktivierung: diese besagt, dass zunachst ein unspezifischer Stimulus in Form von
Zytokinen oder Tumorzellen erforderlich ist (Priming), bevor durch einen spezifischen
Trigger die Zytotoxizitat der NK-Zellen entfaltet werden kann. Fiir das “Priming” der
NK-Zellen dienten Tumorzellen einer NK-resistenten ALL-Linie. Diese induzierten auf
NK-Zellen die Hochregulierung des CD69-Rezeptors. Die so geprimten NK-Zellen waren
dann in der Lage, andere NK-resistente Zelllinien wie RAJI und Daudi-Zellen zu lysie-
ren. Weiterhin konnte beobachtet werden, dass die Tumor-induzierte NK-Zell-Aktivitat
nicht allein durch einen KIR-Mismatch zu erkldren war, da sowohl passende, als auch
unpassende KIR/HLA Kombinationen hnliche Lyseergebnisse erzielten. Auferdem geht
aus der Studie hervor, dass die NK-Zell-Zytotoxizitat auf Tumorzellen beschrankt ist
und z.B. PBMCs ausspart. Zudem ist ein Zell-Zell-Kontakt essentiell fiir den Prozess
des Priming. Durch Zugabe von Brefeldin-A, welches die Hochregulierung des CD69-
Rezeptors blockiert, konnte nur eine wesentlich niedrigere NK-Zell-Aktivitdt beobachtet
werden. Dies ldsst vermuten, dass der Bindung des CD69-Rezeptors an seinen Liganden

eine Schliisselrolle bei der Lyse von NK-resistenten Tumorzellen zukommt.

In einer Studie von Ghoneum konnte der Effekt von IL-2 und Biobran ebenso wie fiir
CD25 auch fiir CD69 beobachtet werden [34].

NKG2A/94

Der Anteil NKG2A-/94+ Zellen erhohte sich bei Stimulation sowohl mit IL-2, als auch
leicht mit Biobran. Die Expressionsdichte auf den einzelnen Zellen dnderte sich jedoch fiir
keinen der beiden Rezeptoren. Der CD94 Rezeptor bildet mit verschiedenen Rezeptoren
der NKG2-Familie inhibierende (NKG2A, B) bzw. aktivierende (NKG2C, E, H) Heterodi-
mere. Da hier nur die Expression von NKG2A /94 in die FACS-Analysen einbezogen war,
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kann keine Aussage getroffen werden, ob die Abnahme von NKG2A positiven Zellen evtl.
mit einer parallel verstarkten Bildung eines der aktivierenden Heterodimere aus dieser Fa-
milie einhergeht. In der Literatur wird beschrieben, dass eine erhhte NKG2A-Produktion
die Zytokinproduktion von NK-Zellen verdndern und so eine spatere Immunantwort be-
einflussen kann. Zum Einfluss von IL-2 oder Polysacchariden auf NKG2A und CD94 ist
bisher nichts bekannt.

NKG2D

Fiir das ebenfalls zur Familie der C-Typ-Lektin-Rezeptoren gehdrende aktivierende Ho-
modimer NKG2D konnten nur minimale Verdnderungen durch IL-2 und Biobran festge-
stellt werden. In einer Studie an M&usen wurde gezeigt, dass durch IL-2 keine verstarkte
Expression auftritt und man kann somit davon ausgehen, dass dieses Zytokin keinen
Einfluss auf die Regulation des NKG2D-Rezeptors hat [20].

KIR-Rezeptoren

Fiir die KIR-Rezeptoren CD158a, b und e konnten in diesen Untersuchungen weder durch
IL-2 noch durch Biobran Veranderungen beobachtet werden. Wahrend man bisher an-
nahm, dass die KIR-Expression auf NK-Zellen stabil ist und nicht von Zytokinen reguliert
wird, konnten neuere Studien dies nicht mehr belegen. In in-vitro Untersuchungen konn-
te durch IL-2 eine Steigerung der relativen Zellanzahl und der Floureszenzintensitat fiir
CD158" Zellen nachgewiesen werden. Die erhdhte Expression hing dabei von der Inkuba-
tionszeit ab: wahrend nach 24 Stunden noch keine/ bzw. kaum Veradnderungen sichtbar
waren, stiegen die Werte danach langsam an und hatten nach 72 Stunden ihr Maximum
erreicht [97]. Dies kdnnte erklaren, warum wir in unseren Versuchen keine dhnlichen
Ergebnisse erzielten, da unsere Inkubationszeiten immer unter 24 Stunden lagen. Nicht
geklart ist die Frage, wie sich diese Steigerung vornehmlich inhibierender Rezeptoren
durch IL-2 mit einer gleichzeitig erhdhten Zytotoxizitat und Proliferation der NK-Zellen
in Einklang bringen l3sst. In einer anderen Studie konnte ebenfalls nachgewiesen wer-
den, dass die Rezeptoren fiir 158a und b durch IL-2, nicht jedoch durch IL-4 und IFN-y,
hochreguliert werden. Des Weiteren konnte eine positive Korrelation zwischen der zytoto-
xischen Aktivitat von NK-Zellen und der 158a und 158b Expression gezeigt werden [54].
Allerdings konnen KIRs, die von 158a/b erkannt werden sowohl inhibierende als auch ak-
tivierende Rezeptoren sein: CD158a reagiert mit KIR2DL1 (inhibierend) und KIR2DS1
(aktivierend), und CD158b reagiert mit KIR2DL2/3 (inhibierend) und KIR2DS3 (akti-
vierend). Die in der zitierten Studie verwendeten monoklonalen AK kénnen jedoch nicht

zwischen diesen Subgruppen unterscheiden und binden an beide Rezeptoren gleicher-
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malen, was es schwierig macht, die NK-Zell Regulation aufzuklaren. Nicht geklart ist
weiterhin, ob zuerst die Steigerung der NK-Zell-Aktivitét erfolgt und als Antwort darauf,
um eine tiberschieBende Aktivitit zu verhindern und die Balance wiederherzustellen, evtl.
erst die Hochregulation der KIRs. Diese Theorie wiirde eine Studie untermauern, bei der
gezeigt werden konnte, dass mit einer Herunterregulation von KIRs die Zytotoxizitat von
NK-Zellen abnimmt [44].

CD16

Fiir den CD16 Rezeptor, der fiir die Antikorper-vermittelte Zytotoxizitat verantwortlich
ist und den Fc-Teil von IgG erkennt, konnte keine Verdnderung der Zellanzahl beobachtet
werden. Die Expressionsdichte je Zelle nahm jedoch unter Biobran und der Kombination
mit IL-2 deutlich ab. Dieser Zusammenhang deckt sich mit anderen Forschungsarbeiten:
in verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass aktivierte NK-Zellen iiber eine

Matrixmetallo-Proteinase in der Lage sind CD16 herunterzuregulieren [8, 40, 76].

CD 56/ CD226

Fiir die Rezeptoren CD56 und CD226 konnten weder durch IL-2 noch durch MGN-3
Verdnderungen detektiert werden. In der Literatur ist eine Studie zu einem Fusionsprotein
aus GM-CSF und IL-2 beschrieben, durch welches eine erhéhte Expression von CD226
beobachtet werden konnte [84].

CD122

Bei dem Rezeptor CD122 handelt es sich um die B-Kette des IL-2/bzw. IL-15 Rezeptors.
Der Rezeptor CD132 représentiert die y-Kette des IL-2 Rezeptors. Diese beiden wur-
den nur auf ihre Stimulierbarkeit durch MGN-3 in-vitro untersucht. Fiir beide konnten
praktisch keine Veranderungen festgestellt werden, es ist eine minimale Zunahme des
ersteren und eine Abnahme des zweiten sichtbar. Beide werden auf fast allen NK-Zellen
und auch auf der Mehrheit der NKT-Zellen exprimiert. In einer bereits zitierten Studie
von Dunne konnte gezeigt werden, dass der CD122-Rezeptor auf 99% der NK- und 75%
der NKT-Zellen exprimiert wird [22]. Dies entspricht den hier gemachten Beobachtun-
gen und erklart auch, dass eine Steigerung der Anzahl der positiven Zellen kaum noch
moglich ist. In einer schon lteren Studie von 1988 machten Forscher die Beobachtung,
dass eine Polysaccharidfraktion aus Thuja occidentales L. (Lebensbaum) mitogen auf
CD4*-T-Helferzellen wirkt und zu einer verstirkten Expression des IL-2-Rezeptors fiihrt.

Nicht beschrieben ist allerdings, welcher Anteil des Rezeptors hochreguliert wurde [36].
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NKp30,44,46

Die Rezeptoren NKp30, 44 und 46 wurden nur nach in-vivo Stimulation getestet. Signifi-
kanten Verdnderungen durch Biobran lieRen sich nicht feststellen. In einer Studie konnte
Moretta zeigen, dass NKp46 und NKp30 von allen NK-Zellen exprimiert werden, unab-
hangig von ihrem Aktivierungsgrad, wohingegen NKp44 nur von aktivierten NK-Zellen
exprimiert wird. Die Dichte der Rezeptoren ist sehr stabil und wird auch durch verschie-
dene Zytokine nicht beeinflusst [74]. Die Expressionsdichte der NKp46-Rezeptoren auf
der Oberfliche der NK-Zellen ist individuell sehr unterschiedlich. Individuen mit héhe-
rer Expression konnen Tumorzellen oftmals besser lysieren als andere. Allerdings trifft
dies nicht auf alle Targetzellen zu, manche werden auch von NK-Zellen lysiert, die nur

niedrige Level an NCR-Rezeptoren exprimieren [98].

5.4 Einfluss von Biobran und IL-2 auf die Aktivitat

verschiedener Zytokine

Um einen moglichen Einfluss von Biobran auf die Konzentration verschiedener Zytokine
im Serum zu ermitteln, wurden Zytokinaktivitdtsmessungen fiir die Zytokine IL-2, 1L-4,
IL-5, IL-10, IL-12, IL-15, GM-CSF, IFN-y und TNF-a durchgefiihrt. Messungen nach
erfolgter in-vitro Stimulation der NK-Zellen fanden bei 3 Probanden statt. Die Trends
sind nicht immer einheitlich. Ein moglicher Erklarungsansatz hierfiir kdnnten individuell
verschiedene Genpolymorphismen und eine entsprechend unterschiedlich hohe Aktivitat
der Zytokine sein. In der Literatur wird solch ein Zusammenhang kontrovers diskutiert
[113]. Generell konnte in unseren Versuchen beobachtet werden, dass sowohl unter IL-
2, als auch unter Biobran oftmals hohere Zytokinaktivitdten gemessen werden konnten,
unabhdngig davon, ob es sich um inhibierende oder aktivierende Zytokine handelte. Die
Aktivitdtszunahme war unter IL-2 meist ausgepragter und durch kombinierte Stimulation
niedriger oder gar nicht vorhanden.

Bei den mit Biobran in-vivo stimulierten Versuchen konnte eine deutliche Aktivitats-
steigerung unter Biobran nur bei zwei Probanden detektiert werden. Bei diesen beiden
stiegen die Konzentrationen der meisten Zytokine bis zur zweiten Woche auf ein Maxi-
mum an und nahmen nach Absetzen von Biobran wieder ab (wenige Ausnahmen). Einzig
die Aktivitdt von TNF-a stieg auch nach Absetzen noch weiter stark an. Am deutlichsten

waren die Steigerungsraten von IL-2, IFN-y und TNF-a.

Ahnliche Beobachtungen konnten auch schon von Ghoneum et al. in verschiedenen

Studien gemacht werden: in-vitro beobachtete er in einer Studie 1998 eine gesteiger-
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te IFN-Konzentration durch Biobran, in einer anderen Studie erhdhte Konzentrationen
von TNF-o und IL-6 [30, 35]. Nicht nur von Biobran, sondern auch von verschiedenen
anderen Polysacchariden ist bekannt, dass sie oft indirekt, unter anderem durch erhdhte
Zytokinsekretion, immunmodulatorischen Einfluss ausiiben. So konnte in der bereits oben
zitierten Studie von Ogawa zu partiell hydrolysiertem Maishiilsen Arabinoxylan (CHAX)
ein Anstieg von IL-2 und IFN-y bei gesunden Mausen gezeigt werden [79]. Eine andere
Studie zeigte, dass Mausen, denen AHCC gespritzt wurde, vermehrt CD8"-T-Zellen bil-
den, die verstarkt IFN-y produzierten. Jedoch gibt es auch gegenteilige Beobachtungen:
in einer Studie zu AHCC in-vivo konnte keine Aktivitatssteigerung der Zytokine IL-2,
IL-4, IL-6, IL-10, TNF-co, INF-y durch die Einnahme von AHCC gemessen werden [107].
Diese unterschiedlichen Ergebnisse zeigen, dass noch viel Forschung nétig ist, um genaue

Einblicke in die Wirkmechanismen solcher Substanzen zu erzielen.

5.5 Fazit

Schon seit langem wird intensiv an Polysacchariden und Biological Response Modifiern
geforscht, ihrem Effekt auf unser Immunsystem und ihren antitumurdsen Eigenschaften.
Krebs stellt in Deutschland die zweithdufigste Todesursache dar und géngige Chemo-
und Immuntherapien gehen oft mit starken Nebenwirkungen einher oder erzielen nicht
die gewiinschten therapeutischen Effekte. Deshalb sind natiirliche Substanzen als Ergén-
zungstherapie zur Unterstiitzung und Verstdrkung der Standardtherapien von wachsender
Bedeutung. In Asien sind solche BRMs schon seit Jahren auch in der klinischen Anwen-
dung. Bereits 1957 fanden erste Forschungsarbeiten statt, die den antitumurdsen Effekt
von hoheren Basidiomyces demonstrierten [68]. In den folgenden Jahren wurden weitere
Polysaccharidfraktionen aus den verschiedensten Pilzen isoliert und ihre Wirkung gegen
unterschiedliche Krebsformen und ihre Stimulationsfahigkeit des Immunsystems unter-
sucht. Dabei stellten sich besonders die folgenden sechs Polysaccharide als wirkungsvoll
heraus: Lentinan, Schizophyllan, AHCC (active hexose correlated compound), Maitake
D-Fraktion, Polysaccharid-K und Polysaccharid-P. Viele Studien konnten zeigen, dass die
Polysaccharide ihre Wirkung vor allem indirekt iiber verschiedene Wege der Stimulierung
des Immunsystems entfalten [114]. Dabei spielen verschiedene Faktoren wie Molekular-
gewicht, Verkniipfung, Konfiguration usw. eine entscheidende Rolle. Da es jedoch eine
solche Fiille an Polysacchariden gibt, ist es schwer exakt herauszufinden welche Kom-
ponenten fiir welche Eigenschaften verantwortlich sind und welche Mechanismen sich

hinter den immunmodulatorischen Wirkungen verbergen.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine steigende Zytotoxizitdt von NK-Zellen durch in-

vitro Stimulation mit Biobran gegen verschiedene Tumorzelllinien und in-vivo Stimulation
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gegen K562 bestatigt werden. Eindeutig trat auch der Summationseffekt bei kombinierter
Stimulation der NK-Zellen mit Biobran und IL-2 zu Tage. Dies kdnnte fiir die klinische
Anwendung Konsequenzen haben: IL-2 wird bereits heute bei ausgesuchten Krebslei-
den als Immuntherapie angewandt und kdnnte in Kombination mit Biobran verstarkte

Wirkung zeigen und mogliche Nebenwirkungen reduzieren.

Die Wirkung einer in-vivo Stimulation durch Biobran fiel jedoch gegen die Rhabdomyo-
sarkomzelllinie A204 und die leukdmischen cALL Blasten weniger eindeutig aus. In diesen
Fallen konnte keine eindeutige Aktivitatssteigerung der NK-Zellen nachgewiesen werden.
Dies kann viele Griinde haben: auch in anderen Studien wurde schon beobachtet, dass
jedes Individuum sehr unterschiedlich auf Biobran anspricht. Die NK-Zell-Aktivitat un-
terliegt vielen Einflussfaktoren, wie Infekten, Stress, Tageszeit und auch die zeitliche
und kontinuierliche Einnahme sind wichtige Faktoren. Des Weiteren spielt bei der Lyse
von Blasten der HLA-Typ des Spenders und die damit verbundene Alloreaktivitat der
NK-Zellen eine Rolle.

Weitere Forschung ist nétig um den genauen Wirkmechanismus von Biobran herauszu-
finden. Die FACS-Analysen dieser Arbeit ergaben vor allem bei kombinierter Stimulation
der NK-Zellen durch Biobran und IL-2 eine Zunahme der CD25- und CD69- exprimieren-
den Zellen, sowie eine Expressionszunahme dieser Rezeptoren auf den einzelnen Zellen.
Unter alleinigem Biobran-Einfluss dnderte sich die Rezeptorendichte pro Zelle kaum, die
Anzahl CD25 exprimierender Zellen lag deutlich iiber der von IL-2 stimulierten und die

Anzahl CD69 exprimierenden Zellen war etwa gleich hoch.
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Ziel dieser Arbeit war es eine mogliche Zytotoxizitatssteigerung von NK-Zellen durch das

Nahrungserganzungspraparat Biobran/MGN-3 nachzuweisen.

Beim ersten Teil handelte es sich um in-vitro Versuche mit dem Blut freiwilliger, ge-
sunder Spender. Mit Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation und MACS wurden die
CD56" Zellen isoliert und anschlieBend tiber Nacht mit IL-2, MGN-3 und einer Kombina-
tion aus beidem stimuliert. Tags darauf wurde durch den BATDA-Release-Assay die zy-
totoxische Aktivitat der CD561-Zellen gegen die vier Targetzelllinien K562, A204, RH30
und RD gemessen. Die hochste Aktivitat zeigte sich gegen die NK-Zell-sensitive Zelllinie
K562. Durchgehend konnte jedoch eine deutliche Zunahme sowohl durch IL-2, als auch
durch Biobran alleine beobachtet werden, die sich durch kombinierte Stimulation in den
meisten Fillen noch einmal signifikant steigern lieB. Des Weiteren wurde ein Teil der Zel-
len FACS-Analysen unterzogen. Hier war eine deutliche Steigerung sowohl der Zellanzahl,
als auch der Expressionsdichte fiir CD69 sichtbar. Die hochsten Werte wurden innerhalb
der Zellpopulation erreicht, die mit IL-2 und MGN-3 gleichzeitig inkubiert wurde. Einen
weiteren Effekt scheint Biobran auf die Expression von CD25 zu haben. Hier konnte
durch Biobran alleine keine signifikante Steigerung erzielt werden. In Kombination mit
IL-2 stiegen jedoch Anzahl und Expressionsdichte der CD25%-Zellen deutlich iiber das
erreichte Niveau der nur mit IL-2 inkubierten Zellen an. In einem dritten Ansatz wurde
das Serum dreier Spender auf Zytokinaktivitdtssteigerungen unter IL-2 und MGN-3 un-
tersucht. Fiir die meisten, sowohl inhibierenden als auch aktivierenden Zytokine, konnten
unter IL-2 und MGN-3 Konzentrationssteigerungen beobachtet werden, wohingegen die-
se durch kombinierte Stimulation geringer ausfielen. Diese Beobachtungen decken sich
mit anderen Forschungsergebnissen: IL-2 ist schon lange fiir seine Eigenschaft bekannt,
NK-Zellen zu Proliferation und Expansion anzuregen [6] sowie CD25 hoch zu regulieren
[22]. GemaR Studien von Ghoneum, erhdht die in-vitro Stimulation mit Biobran die Ak-
tivitat von NK-Zellen, von INF-y und TNF-a und tragt in Kombination mit IL-2 zu einer
nochmaligen Erhdhung von CD25 bei [34]. Einer neuen Studie von North et al. zufolge
spielt CD69 eine Schliisselrolle bei der Lyse NK-Zell-resistenter Tumorzellen [77].

Im zweiten Teil dieser Arbeit testeten wir die Stimulierbarkeit von NK-Zellen durch

Biobran in-vivo an 10 freiwilligen, gesunden Versuchspersonen. Sie nahmen Biobran
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iiber einen Zeitraum von zwei Wochen dreimal tdglich mit einer Gesamtdosis von 45
mg/kg/Tag ein. Als Kontrollwerte dienten Messungen vor Beginn der Einnahme von
Biobran, weitere Messungen erfolgten nach einer Woche und nach zwei Wochen, sowie
2 Wochen nach Absetzten des Praparates. Wie auch bei den in vitro Versuchen wurden
die CD567"-Zellen isoliert und ihre zytotoxische Aktivitdt durch den BATDA-Release-
Assay untersucht. Ein Teil der Zellen wurde iiber Nacht zusatzlich mit IL-2 inkubiert
und am darauf folgenden Tag wurden erneut Zytotoxizitdtstests durchgefiihrt. Als Tar-
getzellen kamen K562, A204 und cALL-Blasten zum Einsatz. Die héchsten Lyseraten
wurden gegen K562 erzielt. Hier ist unter Biobran eine deutliche Zunahme der Zytoto-
xizitat sichtbar, mit einer maximalen Steigerung nach einer Woche. Durch IL-2 konnte
zwar eine noch hohere Lysierbarkeit erzielt werden, jedoch lie sich die Steigerungsrate
durch vorherige Biobran-Einnahme nicht erhdhen. Gegen A204 und vor allem gegen die
Blasten wurden deutlich schlechtere Lyseraten beobachtet. Wahrend bei A204 durch
Biobran noch ein Trend zu erhohter zytotoxischer Aktivitdt der NK-Zellen sichtbar war,
war dies bei den Blasten nicht der Fall. Sie erwiesen sich als sehr resistent. In der Durch-
flusszytometrie, die mit den isolierten PBMCs durchgefiihrt wurde, ergaben sich keine
signifikanten Verdnderungen der untersuchten Rezeptoren. Die Zytokinaktivitatsmessun-
gen fielen sehr unterschiedlich aus. Bei zwei Probanden waren Aktivitatssteigerungen
fast aller gemessenen Zytokine sichtbar, wobei die Konzentrationen an TNF-a, IFN-y
und IL-2 am deutlichsten zunahmen. Fiir die in-vivo Anwendung von Biobran liegen
bisher nur wenige Studien vor. Ghoneum bescheinigt der Stimulierung von NK-Zellen
durch Biobran in-vivo dhnliche Ergebnisse wie in-vitro. Forschungen zur Wirkung von
IL-2 haben schon soweit gefiihrt, dass es in der Klinik gem3aR AWMF-Leitlinien beim me-
tastasierten malignen Melanom sowie dem Nierenzellkarzinom Anwendung findet. Um
jedoch Nebenwirkungen zu vermindern und die Effektivitdt in Kombination mit anderen
Therapeutika, wie z.B. auch Biobran, zu erh&hen, ist noch weitere Forschung nétig. Die
bisherigen Studienergebnisse zu Biobran sind viel versprechend. Allerdings sind vor allem
noch umfangreichere in-vivo Studien sowie Studien zum Wirkmechanismus ndtig, um

Biobran effektiv in der Praxis einzusetzen.
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