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Zusammenfassung

Zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) und natiirliche Killerzellen (NK) sind wichtige Eckpfeiler
bei der Abtotung von Krebszellen. Thre Funktion wird mafgeblich durch calciumabhingige
Signale reguliert. Wahrend Calciumsignale in T-Zellen relativ gut untersucht sind, ist iiber deren
Rolle in NK-Zellen, insbesondere wéhrend der dynamischen Interaktion und Abtétung von
Krebszellen, bislang vergleichsweise wenig bekannt. Ziel dieser Arbeit war es daher,
Ca?*-Signale in primiren humanen NK-Zellen wihrend der Abtotung von Krebszellen auf
Einzelzellebene zu untersuchen. Ferner sollte deren Bedeutung im Kontext moderner

Immuntherapien, insbesondere CAR-modifizierter NK-Zellen, analysiert werden.

Hierzu wurde zundchst ein geeignetes experimentelles System etabliert, das die simultane
Messung intrazelluldrer Ca?*-Signale in NK-Zellen und des Zelltodes von Krebszellen in
Echtzeit ermdglicht. Dabei zeigte sich, dass NK-Zellen, wie auch in der Literatur beschrieben,
sehr empfindlich auf jeglichen Zellstress reagieren. Ein zentraler methodischer Bestandteil war
daher die Auswahl eines geeigneten Ca*-Indikators flir primdre NK-Zellen. Der hiufig
verwendete Standardfarbstoff Fura-2 wies zwar einen groflen dynamischen Bereich auf, fiihrte
jedoch aufgrund der erforderlichen UV-Anregung mit Wellenldngen bis zu 340 nm zu einer
signifikanten Beeintrachtigung der NK-Zell-Zytotoxizitit. Durch den systematischen Vergleich
verschiedener Fura-Derivate konnte Fura-10 als geeigneter Kompromiss zwischen
Signalqualitét, Stabilitdt und geringer Phototoxizitét identifiziert werden. In Kombination mit
dem pCasper-System zur Detektion von Zielzellapoptose und -nekrose wurde dieser Ansatz um

die gleichzeitige Erfassung des Zielzellschicksals erweitert.

Die Analyse primdrer NK-Zellen zeigte, dass verschiedene Formen der Zielzellabtétung,
darunter Apoptose und Nekrose, mit charakteristischen Ca**-Signaldynamiken assoziiert sind.
Ein transientes Ca®*-Signal ist notwendig fiir zytotoxische Prozesse, jedoch nicht hinreichend
fiir eine erfolgreiche Zielzellabtdtung. Ein klarer Schwellenwert zur Unterscheidung zwischen
erfolgreichen und ineffizienten Interaktionen konnte nicht identifiziert werden. Stattdessen
deuten die Daten auf ein probabilistisches Modell hin, in dem die Héhe des Ca**-Signals die
Wahrscheinlichkeit eines Zytotoxizititsereignisses moduliert, ohne dessen Ausgang

deterministisch festzulegen.

Im Gegensatz dazu ist die Dauer des Ca?*-Signals eng mit dem Verlauf des AbtStungsprozesses
verkniipft. Schnell verlaufende nekrotische Ereignisse gehen mit einer raschen Abnahme des

Ca?*-Signals einher, wihrend langanhaltende Kontakte ohne Zytotoxizitit durch persistierende
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Ca?**-Signale gekennzeichnet sind. Dies legt nahe, dass die Terminierung von Ca?**-Signalen
nicht primér durch intrinsische Programme der NK-Zelle gesteuert wird, sondern durch

Riickkopplungssignale der Zielzelle beeinflusst ist.

Die Untersuchung CAR-modifizierter NK-Zellen belegte, dass die Expression eines
CD19-spezifischen CAR die Wahrscheinlichkeit erfolgreicher Zielzellabtotung deutlich erhoht.
Gleichzeitig bleiben die grundlegenden Mechanismen der calciumabhédngigen
NK-Zell-Zytotoxizitit erhalten. CAR NK-Zellen weisen erhohte Ca®*-Signale bei
antigenabhiingigen Interaktionen auf, wihrend basale Ca*-Spiegel und die Abklingkinetik
unverdandert bleiben, verglichen mit untransfizierten NK-Zellen. Dies spricht dafiir, dass die
CAR-Signaltransduktion primér die Aktivierungsschwelle verschiebt, ohne die zugrunde
liegenden Effektorprogramme zu verdndern. Auch die natiirliche, CAR-unabhédngige

Zytotoxizitit bleibt erhalten.

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern somit ein konsistentes Modell, in dem Ca?*-Signale als
regulatorische Grofe fungieren, die die Wahrscheinlichkeit zytotoxischer Entscheidungen
beeinflusst, wihrend die konkrete Ausfiihrung der Zielzellabtdtung durch zusétzliche Faktoren
bestimmt wird. Dieses Modell ldsst sich sowohl auf primédre NK-Zellen als auch auf CAR

NK-Zellen iibertragen.

Uber die grundlegenden mechanistischen Erkenntnisse hinaus haben die Ergebnisse auch
translationalen Charakter. Die Beobachtung, dass CAR NK-Zellen ihre natiirliche
calciumabhédngige Regulation beibehalten und keine globale Hyperaktivierung zeigen,
unterstreicht ihr Potenzial als sichere Alternative zu CAR T-Zellen. Die Ergebnisse betonen
zudem die Notwendigkeit eines vertieften Verstandnisses intrazelluldrer Ca**-Dynamiken, um

deren gezielte Modulation als potenziellen therapeutischen Ansatz bewerten zu konnen.
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Abstract

Calcium Signals and Cytotoxicity in Human Natural Killer Cells

Cytotoxic T lymphocytes (CTL) and natural killer cells (NK cells) are key effector cells in the
elimination of cancer cells. Their function critically depends on calcium-dependent signal
transduction. While calcium signaling in T cells has been studied extensively, comparatively
little is known about its role in NK cells, particularly during dynamic interactions with target
cells and the process of cancer cell killing. The aim of this work was therefore to investigate
Ca?" signals in primary human NK cells during the killing of cancer cells at the single-cell level.
Furthermore, their relevance in the context of modern immunotherapies, in particular CAR-

modified NK cells, was analyzed.

To this end, an experimental system was initially established that enables the simultaneous
measurement of intracellular Ca** signals in NK cells and target cell death in real time. It was
found that NK cells, as also described in literature, are highly sensitive to any form of cellular
stress. A central methodological component was therefore the selection of a suitable Ca**
indicator for primary NK cells. The commonly used standard dye Fura-2 exhibited a large
dynamic range but led to a significant impairment of NK cell cytotoxicity due to the required
UV excitation at wavelengths up to 340 nm. Through the systematic comparison of various
Fura derivatives, Fura-10 was identified as a suitable compromise between signal quality,
stability, and low phototoxicity. In combination with the pCasper system for the detection of
target cell apoptosis and necrosis, this approach was extended to include simultaneous

assessment of target cell fate.

The analysis of primary NK cells showed that different types of target cell killing, including
apoptosis and necrosis, are associated with characteristic Ca?* signal dynamics. A transient Ca>"
signal is necessary for cytotoxic processes but not sufficient for successful target cell killing. A
clear threshold to distinguish between successful and inefficient interactions could not be
identified. Instead, the data suggest a probabilistic model in which the amplitude of the Ca*
signal modulates the probability of a cytotoxic event without deterministically defining its

outcome.

In contrast, the duration of the Ca®" signal is closely linked to the course of the killing process.
Fast necrotic events are associated with a rapid decline of the Ca** signal, whereas long-lasting

contacts without cytotoxicity are characterized by persistent Ca®" signals. These observations
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suggest that the termination of Ca** signals is not primarily controlled by intrinsic programs of

the NK cell but is influenced by feedback signals from the target cell.

The investigation of CAR-modified NK cells showed that the expression of a CD19-specific
CAR significantly increases the probability of successful target cell killing. At the same time,
the fundamental mechanisms of calcium-dependent NK cell cytotoxicity remain preserved.
CAR NK cells exhibit increased Ca?" signals during antigen-dependent interactions, while basal
Ca?" levels and decay kinetics remain unchanged compared to untransfected NK cells. This
suggests that CAR signaling primarily shifts the activation threshold without altering the

underlying effector programs. Natural, CAR-independent cytotoxicity is also preserved.

The results of this work therefore provide a consistent model in which Ca** signals function as
a regulatory parameter that influences the probability of cytotoxic decisions, while the actual
execution of target cell killing is determined by additional factors. This model can be applied

to both primary NK cells and CAR NK cells.

Beyond the fundamental mechanistic insights, the results also have translational character. The
observation that CAR NK cells retain their natural calcium-dependent regulation and do not
exhibit global hyperactivation highlights their potential as a safer alternative to CAR T cells.
The results further emphasize the need for a deeper understanding of intracellular Ca**

dynamics in order to evaluate their targeted modulation as a potential therapeutic approach.
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Kapitel 1 Einleitung

1 Einleitung

Das Immunsystem stellt eine fundamentale Voraussetzung fiir das Uberleben vielzelliger
Organismen dar und entwickelte sich frith im Verlauf der Evolution (Yatim and Lakkis, 2015;
Litman et al.,, 2005). Bereits in einfachen Organismen sowie in Pflanzen finden sich
grundlegende Mechanismen der Immunabwehr, die dem Schutz vor duBleren und inneren
Gefahren dienen. Zu den dulleren Bedrohungen zihlen insbesondere Pathogene wie Bakterien,
Viren und Pilze sowie toxische Substanzen, wahrend innere Gefahren vor allem durch entartete

oder geschidigte korpereigene Zellen entstehen konnen.

Im Laufe der Evolution entwickelte sich das Immunsystem zu einem hochkomplexen Netzwerk
aus zelluldaren und humoralen Komponenten, die zusammenarbeiten, um eine effektive und
kontrollierte Abwehrreaktion zu gewihrleisten. Beim Menschen wird das Immunsystem
traditionell in zwei funktionelle Bereiche unterteilt: die angeborene und die adaptive Immunitit.
Wihrend die angeborene Immunantwort eine schnelle und weitgehend unspezifische Reaktion
ermoglicht, zeichnet sich die adaptive Immunitét durch Antigenspezifitit und die Ausbildung
eines immunologischen Gedéchtnisses aus. Inzwischen ist bekannt, dass beide Systeme eng
miteinander verkniipft sind und sich funktionell gegenseitig beeinflussen (Murphy & Weaver,

2017; Yatim & Lakkis, 2015).

Wihrend die adaptive Immunitédt vor allem durch T- und B-Lymphozyten vermittelt wird,
spielen in der angeborenen Immunitdt verschiedene Zelltypen eine Rolle, darunter
Makrophagen, dendritische Zellen, Granulozyten und natiirliche Killerzellen (NK-Zellen). NK-
Zellen sind schon wihrend einer frithen Phase der Immunantwort in der Lage, virusinfizierte
oder transformierte Zellen ohne vorherige Sensibilisierung direkt zu erkennen und zu

eliminieren (Murphy & Weaver, 2017).

1.1 NK-Zellen im Immunsystem

NK-Zellen wurden erstmals in den 1970er Jahren als eigenstindige Lymphozytenpopulation
beschrieben, nachdem beobachtet wurde, dass unstimulierte Lymphozyten eine ,,natiirliche
Zytotoxizitit gegeniiber Tumorzellen aufweisen. Unabhingig voneinander identifizierten

mehrere Arbeitsgruppen Zellen, die ohne vorherige Sensibilisierung Zielzellen abtdten konnten
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und sich dabei von T- und B-Lymphozyten unterscheiden (Herberman et al., 1975; Kiessling et
al., 1975).

Aktuelle Schitzungen zeigen, dass es etwa 2 x 10'° NK-Zellen im menschlichen (ménnlichen,
73 kg schweren) Korper gibt, wovon etwa 30 % in der Leber, 9 % im Blut und 4 % im
lymphatischen System zirkulieren (Sender et al., 2023). NK-Zellen werden klassischerweise
dem angeborenen Immunsystem zugeordnet und tragen wesentlich zur frithen Kontrolle
virusinfizierter und maligner Zellen bei. Im Gegensatz zu T- und B-Zellen, die {ber
antigenspezifische Rezeptoren verfiigen, erkennen NK-Zellen ihre Zielzellen iiber ein

Repertoire keimbahnkodierter aktivierender und inhibierender Rezeptoren (Vivier et al., 2008).

Trotz dieser Einordnung weisen NK-Zellen funktionelle Eigenschaften auf, die iiber eine rein
unspezifische Immunantwort hinausgehen. Thre Aktivitit wird auch durch extrazelluldre
Faktoren wie Zytokine reguliert, beispielsweise von Interleukin-15 (IL-15), das von
dendritischen Zellen oder Makrophagen produziert wird. Des Weiteren wurde beschrieben, dass
NK-Zellen einen Reifungs- und Anpassungsprozess durchlaufen, ,,Education® genannt (Vivier
et al.,, 2011). Zudem zeigen NK-Zellen Formen eines immunologischen Gedichtnisses, das

sowohl immunregulatorische als auch zytotoxische Funktionen umfasst (Schuster et al., 2024).

1.1.1 Charakterisierung

NK-Zellen entstehen aus CD34* hidmatopoetischen Stammzellen im Knochenmark und
durchlaufen mehrere Differenzierungsstufen iiber lymphoide Vorlduferzellen bis hin zu
funktionell reifen NK-Zellen. Neben dem Knochenmark tragen auch sekundére lymphatische
Organe zur Reifung und funktionellen Pragung von NK-Zellen bei, wodurch eine zuséatzliche
Ebene der funktionellen Diversifizierung entsteht (S. Chen et al., 2024; Geiger & Sun, 2016;
Vivier et al., 2011).

Im peripheren Blut und in Geweben lassen sich zwei Hauptsubpopulationen von NK-Zellen
unterscheiden, die anhand der Expression des Oberflaichenmarkers CD56 klassifiziert werden:
CD56™ ynd CD56%™ NK-Zellen. CD56°¢" NK-Zellen sind primér immunregulatorisch
aktiv und zeichnen sich durch eine hohe Zytokinproduktion aus, wihrend CD56%™ NK-Zellen
die dominante zytotoxische Population darstellen und durch hohe Expression von CD16
zusétzlich zur antikOrperabhédngigen zellvermittelten Zytotoxizitit befdhigt sind (Caligiuri,

2008).
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Wihrend lange Zeit angenommen wurde, dass CD56"€" NK-Zellen Vorliufer der CD56%™
Population darstellen (Caligiuri, 2008), deuten neuere Daten darauf hin, dass alternative
Entwicklungswege existieren konnten sowie eine erhebliche funktionelle und phanotypische
Diversitét, die iiber die klassische Einteilung hinaus reicht (S. Chen et al., 2024; Crinier et al.,
2018). Rebuffet et al. (2024) schlagen beispielsweise nach RNA-Sequenzierung auf
Einzelzellebene drei Untergruppen von NK-Zellen im Blut vor (NK1, NK2 und NK3). NK1
sind die klassischen zytotoxisch aktiven NK-Zellen (CD16", KIR", hohe Mengen an Perforin
und Granzym), NK2 die regulatorischen NK-Zellen (CD56¢" KIR", hohe Zytokinproduktion)
und NK3 die ,,adaptiven* NK-Zellen (CD57*, NKG2C", KIR"; memory-like).

Ein entscheidendes Merkmal der NK-Zellfunktion ist die Fahigkeit, zwischen gesunden und
pathologisch verdnderten Zellen zu unterscheiden. Diese Entscheidung basiert nicht auf einem
einzelnen Signal, sondern auf der Integration multipler aktivierender und inhibierender Reize
(Long et al., 2013; Vivier et al., 2008). Bereits auf dieser Ebene wird deutlich, dass NK-Zellen
komplexe Entscheidungsprozesse durchlaufen, deren molekulare Grundlagen bislang nur

unvollstindig verstanden sind.

Die funktionelle Aktivitit von NK-Zellen wird zusidtzlich durch Entwicklungs- und
Reifungsprozesse beeinflusst. Wéhrend ihrer Entwicklung im Knochenmark durchlaufen
NK-Zellen eine sogenannte ,,Education* oder ,,Lizenzierung®, bei der die Interaktion mit
korpereigenem MHC-I ihre spitere Reaktionsfahigkeit bestimmt (Vivier et al., 2011).
Lizenzierte NK-Zellen zeigen eine erhohte zytotoxische Aktivitdt, wahrend nicht-lizenzierte

Zellen eine niedrigere Reaktivitdt aufweisen (Z. Wu et al., 2021).

Neben ihrer direkten zytotoxischen Aktivitdt stellen NK-Zellen auch eine wichtige Quelle
immunmodulatorischer Zytokine dar. Insbesondere die Produktion von Interferon-y, aber auch
weiterer Mediatoren wie TNF-o oder GM-CSF, ermdoglicht es NK-Zellen, andere Immunzellen
zu aktivieren und die Immunantwort zu formen. Somit iibernehmen NK-Zellen sowohl
Effektorfunktionen als auch regulatorische Funktionen und tragen wesentlich zur Koordination
der angeborenen und adaptiven Immunantwort bei (S. Chen et al., 2024; Vivier et al., 2008).
Gleichzeitig sind sie in der Lage, immunsuppressive Faktoren wie Transforming Growth
Factor-p (TGF-B) und Interleukin-10 (IL-10) zu produzieren, wodurch sie entziindliche

Reaktionen begrenzen und zur Gewebehomdoostase beitragen (S. Chen et al., 2024).
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1.1.2 Aktivierung und Rezeptorbalance

Die Aktivierung von NK-Zellen basiert auf einem fein abgestimmten Gleichgewicht zwischen
aktivierenden und inhibierenden Signalen. Im Gegensatz zu T- und B-Zellen, die {iiber
hochspezifische Antigenrezeptoren verfiigen, treffen NK-Zellen ihre funktionellen
Entscheidungen auf Grundlage der Integration multipler, gleichzeitig wirkender
Rezeptor-Ligand-Interaktionen. Dieses Prinzip der ,Rezeptorbalance™ ermdoglicht es
NK-Zellen, zwischen gesunden korpereigenen und verdnderten Zielzellen zu unterscheiden

(Caligiuri, 2008; Vivier et al., 2008).

Inhibierende Rezeptoren sind entscheidend fiir die Erkennung gesunder Zellen und die
Vermeidung unerwiinschter NK-Zell-Aktivierung. Sie erkennen iiberwiegend kdorpereigene
MHC-Klasse-I-Molekiile und vermitteln negative Stimuli, die aktivierende Signalwege
unterdriicken. Zu den wichtigsten inhibierenden Rezeptoren gehoren die Killer-cell
Immunoglobulin-like Receptors (KIR) sowie der CD94/NKG2A-Komplex. Wihrend KIR
polymorphe klassische HLA-Klasse-I-Molekiile erkennen, bindet NKG2A bevorzugt an das
nicht-klassische =~ MHC-Molekiill HLA-E, wodurch unterschiedliche Ebenen der
Selbsterkennung abgedeckt werden. Die intrazelluldiren Doménen dieser Rezeptoren enthalten
Limmunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs* (ITIMs), die nach Ligandenbindung
phosphoryliert werden und zur Rekrutierung von Phosphatasen wie SHP-1 fiihren. Diese
inhibieren aktivierende Signalwege durch Dephosphorylierung zentraler Signalmolekiile wie
VAV1 oder Crk (Y. Chen et al., 2020; Long et al., 2013). Dieses Zusammenspiel bildet die
molekulare Grundlage der sogenannten ,,Missing-self**-Erkennung: Eine reduzierte Expression
von MHC-Klasse-I-Molekiilen fiihrt zu einem Verlust inhibierender Signale und erhdht damit

die Wahrscheinlichkeit einer NK-Zell-Aktivierung (Perera Molligoda Arachchige, 2021).

Fiir das Auslosen einer zytotoxischen Antwort reicht das Fehlen inhibierender Signale nicht
aus, vielmehr ist eine zusitzliche Aktivierung iiber stimulierende Rezeptoren erforderlich
(Bryceson & Long, 2008). Zu den wichtigsten aktivierenden Rezeptoren zdhlen NKG2D,
natiirliche Zytotoxizititsrezeptoren (NCRs; NKp30, NKp44, NKp46) sowie Korezeptoren wie
DNAM-1 (CD226) und 2B4 (CD244) (Lanier, 2005; Long et al., 2013). Diese Rezeptoren
erkennen haufig stressinduzierte Liganden oder pathogenassoziierte Verdnderungen auf
Zielzellen und vermitteln ihre Signale iiber Adapterproteine mit ITAMs, die nach Aktivierung

eine Signalkaskade {iber Kinasen wie SYK und ZAP-70 initiieren (Watzl & Long, 2010).
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NKG2D bindet beispielsweise an Stressliganden wie MICA oder MICB, deren Expression
durch zelluldren Stress oder DNA-Schiden induziert wird (Mistry & O’Callaghan, 2007).

Ein wesentliches Merkmal der NK-Zellaktivierung ist die Notwendigkeit synergistischer
Signalintegration. Einzelne aktivierende Rezeptoren sind in der Regel nicht ausreichend, um
eine vollstindige Effektorfunktion auszuldsen, sondern wirken in Kombination verstirkend.
Experimentelle Arbeiten konnten zeigen, dass die gleichzeitige Aktivierung mehrerer
Rezeptoren zu einer deutlich erhohten zytotoxischen Antwort fiihrt. Gleichzeitig sind
inhibierende Signale in der Lage, selbst starke aktivierende Reize zu iiberlagern und eine

Aktivierung zu verhindern (Lanier, 2005; Long et al., 2013).

Eine besondere Stellung nimmt der Fc-Rezeptor CDI16 (FcyRIlla) ein, der die
antikOrperabhingige zellvermittelte Zytotoxizitit (ADCC) ermoglicht. CD16 erkennt
IgG-opsonierte Zielzellen und kann im Gegensatz zu vielen anderen aktivierenden Rezeptoren
bereits als einzelner Rezeptor eine starke Aktivierung auslosen, die bis zur Degranulation der

NK-Zelle fiihrt (Bryceson et al., 2009).

Die Entscheidung iiber Aktivierung oder Inhibition erfolgt somit nicht bindr, sondern als
Ergebnis der Integration multipler Signale, deren relative Stirke und zeitliche Dynamik den
funktionellen Output bestimmen. Dieses Prinzip deutet darauf hin, dass NK-Zellen komplexe,
kontextabhéngige Entscheidungsprozesse durchlaufen. Welche intrazelluldren
Signalmechanismen diese Prozesse steuern und wie sie in spezifische Effektorfunktionen
tibersetzt werden, ist bislang nicht vollstindig verstanden und ist Gegenstand aktueller

Forschung (Bryceson et al., 2009; Long et al., 2013; Vivier et al., 2011)
1.1.3 Ablauf der Zytotoxizitit

Die zytotoxische Funktion von NK-Zellen ist ein hochregulierter, mehrstufiger Prozess, der es
thnen ermdoglicht, infizierte oder transformierte Zielzellen effizient zu erkennen und zu
eliminieren. Dieser Prozess umfasst eine koordinierte Abfolge funktioneller Schritte, die von
der Migration der NK-Zelle bis zur gezielten Induktion des Zielzellsterbens reichen (Murphy
& Weaver, 2017).

Im Rahmen von Entziindungsreaktionen fordern vaskuldre Verdnderungen und endotheliale
Aktivierung die Einwanderung von Immunzellen in entziindetes oder tumordses Gewebe

(Wakasugi et al., 2024). Fiir die Rekrutierung von NK-Zellen spielen dabei insbesondere
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Chemokine und Zytokine eine zentrale Rolle. Hierzu exprimieren sie eine Vielzahl von
Chemokinrezeptoren wie CXCR1, CXCR2 und CX3CRI, die inflammatorische Signale
erkennen. Beispielsweise wird CXCL8 (Interleukin-8), welches unter anderem von
Makrophagen produziert wird, iiber CXCR1 detektiert und induziert eine gerichtete Migration
entlang eines Konzentrationsgradienten. Neben klassischen Chemokinen reagieren NK-Zellen
auch auf weitere Mediatoren wie Chemerin oder Sphingosin-1-Phosphat (Maghazachi, 2010;
Walzer, Chiossone, et al., 2007a; Walzer, Jaeger, et al., 2007b). Zusitzlich fordern Zytokine wie
IL-2, IL-12, IL-15, IL-21 sowie Typ-I-Interferone die Aktivierung und funktionelle
Vorbereitung der NK-Zellen, wodurch ihre zytotoxische Kapazitit erhoht wird (Degli-Esposti
and Smyth, 2005; Long, 2007).

Im Gewebe kommt es zum initialen Kontakt zwischen NK-Zelle und potenzieller Zielzelle, die
durch Adhésionsmolekiile wie LFA-1 stabilisiert wird (Barber & Long, 2003). In dieser Phase
erfolgt die Integration aktivierender und inhibierender Signale, die iiber die Aktivierung der
NK-Zelle entscheiden. Uberwiegen aktivierende Signale, wird eine zytotoxische Antwort
initiiert, dominieren inhibierende Signale, wird der Kontakt wieder gelost (Bryceson et al.,

2006a).

Bei ausreichender Aktivierung bildet sich eine immunologische Synapse aus, eine
hochorganisierte Kontaktzone zwischen NK-Zelle und Zielzelle, die eine gerichtete
Signaliibertragung und Granulafreisetzung ermdglicht (Dustin, 2014; Dustin & Long, 2010).
Diese Struktur weist funktionelle Parallelen zur immunologischen Synapse von CD8" T-Zellen
auf, unterscheidet sich jedoch in ihrer Dynamik und Stabilitdt, wobei NK-Zellen hiufig

transientere Kontakte herstellen (Deguine et al., 2010).

Im Anschluss erfolgt die Polarisierung der NK-Zelle, bei der das Mikrotubuli-organisierende
Zentrum (MTOC) sowie die lytischen Granula zur immunologischen Synapse ausgerichtet
werden. Die Granula werden entlang des Zytoskeletts zur Synapse transportiert und schlieBlich
exozytiert (Becherer & Rettig, 2006; Dustin, 2007). Dabei werden Perforin und Granzym
freigesetzt, die in die Zielzelle eindringen und so deren Zelltod auslosen. Dieser
Perforin/Granzym-vermittelte =~ Mechanismus  stellt den dominanten zytotoxischen
Effektormechanismus dar. Ergénzend konnen NK-Zellen auch Todesrezeptor-vermittelte
Signalwege nutzen, insbesondere iiber Fas (CD95) oder TRAIL, die ebenfalls zur Induktion
von Apoptose beitragen (Prager & Watzl, 2019).
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Neben der direkten Zytotoxizitit sezernieren NK-Zellen auch Zytokine wie TNF-a und IFN-y
sowie Chemokine wie MIP-1o und MIP-1B. Dadurch rekrutieren und aktivieren sie weitere
Immunzellen (Fehniger et al., 1999). Dabei unterscheiden sich die Aktivierungsschwellen
verschiedener Effektorprogramme. Wihrend die Freisetzung von Chemokinen bereits bei
relativ geringer Aktivierung erfolgen kann, erfordern Degranulation und Zytokinproduktion

stiarkere und langer anhaltende Signale (Bryceson et al., 2009).

Nach erfolgter Induktion des Zielzellsterbens 16st sich die NK-Zelle von der Zielzelle. Dieser
Prozess ist aktiv reguliert und stellt einen entscheidenden Schritt fiir die Aufrechterhaltung der
zytotoxischen Funktion dar (Netter et al., 2017). Ein Teil der NK-Zellen ist anschlieend in der
Lage, weitere Zielzellen zu erkennen und zu eliminieren. Dieses wiederholte Abtoten mehrerer
Zielzellen wird als ,serial killing* bezeichnet und NK-Zellen, die mehrere Zielzellen

nacheinander eliminieren, als ,,serial killer* (Vanherberghen et al., 2013).

Diese Abfolge verdeutlicht, dass die Zytotoxizitit von NK-Zellen kein einzelnes Ereignis
darstellt, sondern das Ergebnis eines dynamischen, mehrstufigen Prozesses ist, der durch die
Integration extrazelluldrer Signale und intrazelluldrer Signalwege gesteuert wird. Ein
entscheidender  regulatorischer  Faktor dieses Prozesses ist die intrazelluldre
Ca**-Signaltransduktion, die insbesondere fiir die Exozytose lytischer Granula essenziell ist und

im weiteren Verlauf dieser Arbeit im Detail untersucht wird.

1.1.4 Mechanismen der Zielzellabtotung

Die Zytotoxizitit von NK-Zellen kann grundsétzlich in zwei Hauptmechanismen unterteilt
werden: Die Induktion von Apoptose iiber Todesrezeptoren sowie die Freisetzung lytischer
Granula. Beide Mechanismen tragen zur Eliminierung von Zielzellen bei, wobei der
Perforin/Granzym-vermittelte =~Weg iiber die lytischen Granula als dominanter

Abtotungsmechanismus gilt (Kégi et al., 1994).

Der erste Mechanismus basiert auf der Interaktion von membranstindigen Liganden der
NK-Zelle mit sogenannten Todesrezeptoren auf der Zielzelle. Zu den wichtigsten Liganden
zahlen der Fas-Ligand (CD95L) sowie TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand), wobei
der Fas-Ligand héufiger exprimiert wird (Smyth et al., 2005; Zhu et al., 2016). Die Bindung
dieser Liganden an ihre jeweiligen Rezeptoren auf der Zielzelle fiihrt zur Aktivierung der
extrinsischen Apoptosekaskade, bei der iiber Adapterproteine Initiatorcaspasen aktiviert

werden (Khosravi-Far and Esposti, 2004).
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Der zweite Mechanismus erfolgt {iber die Exozytose lytischer Granula. Diese spezialisierten
sekretorischen Lysosomen enthalten unter anderem das porenbildende Protein Perforin sowie
verschiedene Subtypen der Serinproteasen Granzym (Osinska et al., 2014; Smyth et al., 2005).
Nach Transport entlang der Mikrotubuli werden die Granula an der immunologischen Synapse
exozytiert (Stinchcombe & Griffiths, 2014). Dieser Prozess weist funktionelle Ahnlichkeiten
zur Neurotransmitterfreisetzung auf, verlduft jedoch deutlich langsamer und erstreckt sich tiber

mehrere Minuten (Krzewski & Strominger, 2008).

Nach der Freisetzung lagert sich Perforin an die Membran der Zielzelle an und bildet dort Poren.
Dieser Prozess ist abhdngig von Faktoren wie pH-Wert und Calciumkonzentration
(Voskoboinik et al., 2015). Die Poren erméglichen das Eindringen von Granzymen in die
Zielzelle. Insbesondere Granzym B spielt eine wesentliche Rolle, indem es Procaspasen durch
proteolytische Spaltung aktiviert und so die Caspasen-Kaskade initiiert (Grossman et al., 2003).
Dies fiihrt zur Aktivierung von Initiator- und Effektorcaspasen, wie Caspase-3, die schlielich
zentrale zelluldre Strukturen wie das Zytoskelett sowie Kern- und Mitochondrienmembranen
zerstoren. Die Zielzelle stirbt dabei durch Apoptose, wobei die Zellmembran zundchst intakt
bleibt und apoptotische Korperchen gebildet werden, die anschlieBend phagozytiert werden
konnen. Im Gegensatz zur Nekrose wird dadurch eine Entziindungsreaktion weitgehend

vermieden (Kerr et al., 1972; Voskoboinik et al., 2015).

Bei hoher Perforinkonzentration oder unzureichender Kontrolle der Membranschiddigung kann
es jedoch auch zu einer direkten nekrotischen Lyse der Zielzelle kommen. In diesem Fall fiihrt
die Porenbildung zu einem unkontrollierten Einstrom von Wasser entlang osmotischer
Gradienten, wodurch die Zelle anschwillt und schlieBlich lysiert (Voskoboinik & Trapani,
2006). Die Freisetzung zelluldrer Bestandteile kann eine lokale Entziindungsreaktion auslésen

und umliegendes Gewebe schidigen.

Ein wichtiger Aspekt der Zielzelltotung ist, dass NK-Zellen selbst nicht durch die freigesetzten
zytotoxischen Molekiile geschiddigt werden. Dies wird durch mehrere Schutzmechanismen
gewdhrleistet. Zum einen erfolgt die Freisetzung der Granula stark gerichtet in den synaptischen
Spalt, wodurch die Exposition der NK-Zelle minimiert wird. Zum anderen exprimieren
NK-Zellen Proteine wie Serpin B9, die die Wirkung von Granzym B inhibieren. AuBBerdem
schiitzen sich zytotoxische Zellen vor ihrem eigenen Perforin, indem ihre Zellmembran eine
hohe Lipidordnung sowie Phosphatidylserin aufweist, was die Porenbildung von Perforin
reduziert (Rudd-Schmidt et al., 2019). Zusétzlich verfiigen zytotoxische Immunzellen tiber

effiziente Mechanismen zur schnellen Reparatur ihrer Plasmamembran, die unter anderem
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Ca?**-abhéngig sind und sie widerstandsfiahiger gegeniiber Perforin-vermittelten Schiden
machen. Tumorzellen benutzen 4dhnliche Mechanismen, um resistenter gegeniiber

zytotoxischen Lymphozyten zu werden (Keefe et al., 2005).

1.2 Calcium in NK-Zellen
1.2.1 Ca?*" als universeller Second Messenger

Calcium (Ca?") nimmt eine besondere Stellung unter den intrazelluldren Signalmolekiilen ein.
Obwohl es sich chemisch um ein Metallion handelt, wird es in der Zellbiologie primér als
universeller Second Messenger betrachtet, der in nahezu allen Zelltypen und Geweben eine
zentrale Rolle spielt (Berridge et al., 2003; Clapham, 2007). Ca*-Signale regulieren eine
Vielzahl biologischer Prozesse, die von Zellaktivierung und Proliferation bis hin zu
Differenzierung, Genexpression und Apoptose reichen. Dabei wird die Information nicht allein
durch die absolute Ca**-Konzentration kodiert, sondern auch durch die zeitliche Dynamik der

Signale, einschlieBlich Amplitude, Dauer und Frequenz (Clapham, 2007).

Die Nutzung von Ca®*" als Signalmolekiil muss jedoch im Kontext seiner potenziellen
Zytotoxizitit betrachtet werden. Hohe intrazellulire Ca2*-Konzentrationen ([Ca®*]in)) konnen
zelluldre Strukturen schddigen und den Zelltod auslosen. Im Verlauf der Evolution wurden
daher Mechanismen entwickelt, die eine strikte Kontrolle der Ca?>*-Homdostase ermoglichen.
Diese Kontrolle bildet die Grundlage dafiir, dass Ca** nicht nur toleriert, sondern gezielt als

Signal genutzt werden kann (Berridge et al., 2003).

Die besondere Funktion von Ca** beruht auch auf stark ausgepréigten Konzentrationsgradienten
zwischen verschiedenen zelluldren Kompartimenten. Wéhrend die freie Ca**-Konzentration im
Zytosol unter Ruhebedingungen bei etwa 100 nM liegt, finden sich im endoplasmatischen
Retikulum deutlich hohere Konzentrationen im pM- bis mM-Bereich (Zheng et al., 2023). Auch
der extrazellulire Raum weist mit etwa 1-2 mM eine wesentlich hohere Ca**-Konzentration
auf. Im Blut finden sich etwa 1,2 mM ungebundenes und 2,4 mM Gesamtcalcium. Diese
Gradienten ermdglichen schnelle und prizise Anderungen der [Ca®'Jin und damit eine

hochdynamische Signaliibertragung (Clapham, 2007).

Die Regulation der zytosolischen Ca?"-Konzentration erfolgt iiber ein fein abgestimmtes
Zusammenspiel aus Ca**-Einstrom iiber Plasmamembrankanéle, Freisetzung aus

intrazelluldren Speichern sowie aktivem Export und intrazelluldrer Pufferung. Zusétzlich wird
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die rdumliche Reichweite zytosolischer Ca**-Signale durch Diffusion und die Bindung an
zelluldre Puffer bestimmt, wodurch Ca?* haufig lokal begrenzt wirkt (Allbritton et al., 1992).
Dabei fungiert Ca?>" als ,zweischneidiges Signal*“: Niedrige bis moderate
Konzentrationsanstiege sind typischerweise mit Zellaktivierung und Proliferation assoziiert,
wiahrend hohe oder anhaltende Ca?*'-Signale apoptotische Prozesse induzieren kdénnen
(Berridge et al., 2003). Die Rolle von Ca?" als Signalmolekiil ist evolutiondr hoch konserviert

und findet sich sowohl in einfachen Organismen als auch in komplexen Vielzellern.
1.2.2 Ca* und Zytotoxizitit in NK-Zellen

Spitestens seit den 1970er Jahren ist bekannt, dass Ca’>" eine wesentliche Rolle fiir die
Zytotoxizitit des Immunsystems spielt (Kaschek et al., 2021; Mauel et al., 1970). Die meisten
Erkenntnisse basieren auf Analysen in CTL, aber auch die zytotoxische Funktion von
NK-Zellen wird maBgeblich durch intrazelluldre Ca**-Signale reguliert. Wahrend die initiale
Kontaktbildung und die Rezeptoraktivierung weitgehend unabhédngig von ausgeprigten
Ca**-Anstiegen erfolgen konnen, ist die nachgeschaltete Effektorantwort entscheidend von der
Generierung und Regulation intrazelluldrer Ca**-Signale abhingig (Feske et al., 2015, 2012;
Maul-Pavicic et al., 2011).

Die zentralen Komponenten des Ca**-Einstroms sind die STIM-Proteine als Sensoren fiir den
Ca?*-Gehalt des endoplasmatischen Retikulums (Liou et al., 2005) sowie ORAI-Proteine als
porenformendes Element in der Plasmamembran (Feske et al., 2006; Prakriya et al., 2006).
Diese vermitteln den sogenannten ,speicherentleerungs-aktivierten Calciumeinstrom®
(store-operated calcium entry; SOCE), der den Hauptweg fiir den Ca**-Einstrom in T- und
NK-Zellen darstellt (Maul-Pavicic et al.,, 2011) und auch in anderen zytotoxischen

Lymphozyten von entscheidender Bedeutung ist (Zweifach, 2000).

Neben dem SOCE tragen weitere Kandle zur Regulation der Ca**-Homdostase bei, darunter
TRP-Kanéle, P2X-Rezeptoren sowie spannungsabhingige Ca**-Kanéle. Letztere scheinen in
NK-Zellen jedoch primér regulatorische Funktionen zu iibernehmen, anstatt direkt als
Ca**-Kanile zu wirken (Erdogmus et al., 2022). Auch mitochondriale Transporter wie der
,mitochondrial Ca?* uniporter (MCU) und der Na*/Ca?*"-Austauscher (NCLX) sowie Pumpen
wie SERCA und PMCA tragen zur Feinregulation der [Ca**]in bei (Trebak & Kinet, 2019).

Ein besonderer Ca?'-Kanal ist der mechanosensitive Ionenkanal PIEZO1, der in der

Zellmembran lokalisiert ist. Eine erhohte Steifigkeit von Zielzellen kann zu einer verstiarkten

10
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Aktivierung von PIEZOI fiihren, was mit einer erhdhten Ca?*"-Signalgebung sowie einer
gesteigerten Abtotungs-Effizienz einhergeht, wihrend weichere Tumorzellen eine reduzierte

NK-Zell-Aktivitit beglinstigen (Yanamandra et al., 2024).

Die funktionelle Kopplung zwischen Rezeptoraktivierung, Ca?*-Signaltransduktion und der
Auslosung der zytotoxischen Effektorantwort ist in Abbildung 1 schematisch dargestellt
(modifiziert nach Kaschek et al., 2021).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Ca**-abhingigen Aktivierung und Zytotoxizitit von NK-Zellen.

Dargestellt ist eine NK-Zelle (unten) in Kontakt mit einer Zielzelle (oben). Rechts sind wichtige aktivierende und inhibitorische
Rezeptor-Ligand-Interaktionen an der immunologischen Synapse gezeigt. Aktivierende Signale fiihren tiber ZAP70/Syk, Grb2
und PLCy zur Bildung von IP3 aus PIP2. IP; vermittelt die Freisetzung von Ca?* aus dem endoplasmatischen Retikulum tiber
den IPs-Rezeptor. Die Entleerung der intrazelluliren Speicher aktiviert iiber STIM den store-operated calcium entry (SOCE)
durch ORAI-Kandile. Der Anstieg der intrazelluldren Ca?*-Konzentration ist entscheidend fiir die Exozytose Iytischer Vesikel
mit Perforin und Granzymen sowie fiir die Aktivierung von Calcineurin/NFAT-abhdiingigen Signalwegen. Links sind die
zytotoxischen Effektorwege dargestellt, einschlieflich Perforin-vermittelter Porenbildung, Granzym-Wirkung und FasL/FasR-
vermittelter Signaliibertragung, die in der Zielzelle zu apoptotischen oder nekrotischen Verliufen fiihren konnen. Eigene
Darstellung, modifiziert nach Kaschek et al. (2021).

Nach Aktivierung liber Rezeptoren wie CD16, NKG2D oder DNAM-1 werden intrazelluldre
Signalkaskaden iiber ITAM-haltige Adapterproteine initiiert, die {iber Kinasen wie SYK und
ZAP-70 zur Aktivierung der Phospholipase-Cy (PLCy) fithren (Long et al., 2013; Vivier et al.,
2011). PLCy spaltet das Membranlipid Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in die
beiden Second Messenger Inositol-1,4,5-trisphosphat (IPs) und Diacylglycerol (DAG).
Wihrend DAG vor allem Protein-Kinase-C-abhidngige Signalwege aktiviert, diffundiert IP; im

11
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Zytosol und bindet an IPs-Rezeptoren in der Membran des endoplasmatischen Retikulums (ER)

(Berridge et al., 2003).

Die Bindung von IPs fiihrt zur Offnung dieser Kanile und zur Freisetzung von Ca?* aus dem
ER in das Zytosol. Aufgrund des starken Konzentrationsgradienten zwischen ER und Zytosol

resultiert daraus ein schneller, jedoch transienter Anstieg der [Ca?*]int (Clapham, 2007).

Der Abfall der Ca**-Konzentration im ER wird durch die stromalen Interaktionsmolekiile
STIM1 und STIM2 detektiert, die als Ca?*"-Sensoren in der ER-Membran fungieren. Bei
sinkender Ca**-Konzentration verdndern STIM-Proteine ihre Konformation, oligomerisieren
und translozieren in Bereiche des ER, die in unmittelbarer Ndhe zur Plasmamembran liegen.
Dort interagieren sie mit ORAI-Kanilen, insbesondere ORAI1, und induzieren deren Offnung
(Feske et al., 2006; Hogan et al., 2010). Der daraus resultierende SOCE ermdglicht den
kontinuierlichen Ca**-Einstrom aus dem extrazelluliren Raum und ist essenziell fiir die

Aufrechterhaltung linger andauernder Ca**-Signale (Feske, 2007; Prakriya & Lewis, 2015).

Die resultierende Erhohung der zytosolischen Ca?*-Konzentration ist essenziell fiir die
Auslosung der zytotoxischen Effektorphase (Maul-Pavicic et al., 2011). Lytische Granula, die
Perforin und Granzym enthalten, werden nach Aktivierung entlang des Zytoskeletts zur
immunologischen Synapse transportiert und dort in unmittelbarer Néhe zur Plasmamembran
positioniert (Stinchcombe et al., 2006). Die Fusion dieser Granula mit der Plasmamembran
erfolgt iiber einen SNARE-abhidngigen Mechanismus, der strukturelle Parallelen zur

Neurotransmitterfreisetzung aufweist (Krzewski & Strominger, 2008).

Vesikuldre SNARE-Proteine vermitteln gemeinsam mit membranstindigen SNAREs die
Fusion lytischer Granula mit der Plasmamembran. Fiir NK-Zellen ist belegt, dass Syntaxin 11
ein eigenes intrazellulires Kompartiment markiert, das zur immunologischen Synapse
rekrutiert wird und dort mit zytotoxischen Granula kolokalisiert (Dabrazhynetskaya et al.,
2012). Ergdnzende mechanistische Hinweise aus humanen zytotoxischen T-Zellen zeigen, dass
weitere SNARE-Proteine wie Vtilb und VAMP7 an Docking- und Fusionsschritten lytischer
Granula beteiligt sind (Chitirala et al., 2019; Qu et al., 2011). Voraussetzung fiir diesen Prozess
ist die korrekte Positionierung der lytischen Granula an der Plasmamembran, die durch Rab27a
reguliert wird (Ménasché et al., 2000). Anschlieend erfolgt das sogenannte Vesikel-Priming,
bei dem Munc13-4 eine wichtige Rolle spielt und die Fusionsbereitschaft der Granula herstellt.
Defekte in diesem Protein fiihren zu einer stark eingeschrinkten Degranulation (Feldmann et

al., 2003). Die eigentliche Fusion der Granula mit der Plasmamembran ist ein Ca?*-abhingiger

12
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Prozess, der eine prézise zeitliche und rdumliche Kontrolle der Granulafreisetzung ermoglicht

(Schwarz et al., 2013).

Zur Beendigung des Signals und zur Wiederherstellung des basalen Zustands wird Ca?" aktiv
aus dem Zytosol entfernt. Dies erfolgt iiber Plasmamembran-Ca?"-ATPasen (PMCA) sowie
durch SERCA-Pumpen, die Ca?" zuriick in das endoplasmatische Retikulum transportieren.
Diese Mechanismen gewihrleisten eine prazise Kontrolle der Ca**-Homoostase und verhindern
eine Uberaktivierung oder zellulire Schidigung (Zheng et al., 2023). Zudem tragen sie auch
zur zeitlichen Formung von Ca?*-Signalen bei. Fiir T-Zellen wurde gezeigt, dass die PMCA-
Aktivitdt die Dynamik und Stabilitdt von Ca*"-Signalen mitbestimmen kann (Bautista et al.,

2002).

Sowohl in CTL als auch in NK-Zellen ist belegt, dass bereits moderate Erhéhungen der [Ca?* Jint
ausreichen, um eine maximale zytotoxische Aktivitdit zu erreichen, wihrend hohere
Ca**-Spiegel die Effizienz der Zielzellabtdtung nicht weiter steigern und sogar reduzieren
konnen (Zhou et al., 2018). Das deutet darauf hin, dass Ca*" nicht nur als Aktivierungssignal
fungiert, sondern als fein regulierter Modulator, der unterschiedliche funktionelle Programme

steuert (Kaschek et al., 2021).

Die funktionelle Bedeutung dieser Mechanismen wird durch die Analyse genetischer Defekte
unterstrichen. Mutationen in Komponenten der Ca*'-Signaltransduktion, insbesondere in
ORAIl oder STIMI, fithren zu einem gestorten SOCE und resultieren in schweren
kombinierten Immundefizienzen (Feske et al., 2006; Maul-Pavicic et al., 2011). Ebenso fiihren
Defekte in der vesikuldren Exozytose, beispielsweise durch Mutationen in Muncl3-4,
Syntaxin-11 oder weiteren Komponenten des SNARE-Systems, zur familidren
hdmophagozytischen Lymphohistiozytose (FHL), die durch eine stark eingeschrinkte
zytotoxische Funktion von NK- und T-Zellen gekennzeichnet ist (de Saint Basile et al., 2010).

1.2.3 Weitere Funktionen von Ca?" in NK-Zellen
Neben seiner zentralen Rolle in der Auslosung der zytotoxischen Effektorantwort erfiillt Ca**
in NK-Zellen eine Vielzahl weiterer regulatorischer Funktionen. Als universeller Second

Messenger steuert Ca** dabei sowohl kurzfristige zelluldre Prozesse als auch lidngerfristige

Verianderungen der Zellfunktion (Feske et al., 2012; Hogan et al., 2010).

Ein wichtiger Aspekt ist die Regulation der Zytokinproduktion. Erhdhte [Ca**]in fiihren iiber

Ca*"-abhingige Signalwege zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie dem ,nuclear

13



Kapitel 1 Einleitung

factor of activated T cells* (NFAT). Nach Aktivierung durch Calmodulin und die Phosphatase
Calcineurin transloziert NFAT in den Zellkern und induziert die Expression verschiedener
Zytokine, darunter TNFa, IFN-y und GM-CSF (Feske et al., 2012; Hogan et al., 2003). Die
Aktivitdt von NFAT ist dabei eng an die Dauer und Stirke der Ca?*-Signale gekoppelt.

Dariiber hinaus ist Ca*" an der Regulation der Zellmigration beteiligt. Dynamische Ca?*-Signale
beeinflussen die Organisation des Zytoskeletts sowie die Aktivitdt von Adhdsionsmolekiilen
und tragen so zur gerichteten Bewegung von NK-Zellen bei. Insbesondere SOCE wird mit der
Regulation von Zellmotilitdt und Immunzellmigration in Verbindung gebracht (Feske et al.,
2012). Auch die Proliferation und die Aktivierung von NK-Zellen werden durch
Ca*"-abhéngige Signalwege moduliert. Zytokine wie IL-2 oder IL-15 kdnnen intrazelluldre
Ca**-Signale auslosen und so funktionelle Antworten verstdrken. Ca** wirkt hierbei als
integrativer Signalvermittler, der unterschiedliche Stimuli in koordinierte zellulére Reaktionen

umsetzt (Marr et al., 2025).

SchlieBlich spielt Ca** auch eine Rolle bei der Regulation des Zelliiberlebens. Wihrend
moderate und zeitlich begrenzte Ca?*-Signale mit Aktivierung und Funktion assoziiert sind,
konnen anhaltend erhohte Ca*-Konzentrationen apoptotische Prozesse in NK-Zellen selbst

induzieren (Berridge et al., 2003).

Zusammenfassend fungiert Ca** in NK-Zellen als zentraler Integrator verschiedenster Signale,
der iiber die Regulation von Genexpression, Zellmigration und Zellschicksal weit {iber die

unmittelbare zytotoxische Funktion hinausgeht.
1.2.4 Messung von Ca* in einzelnen Zellen

Die quantitative Analyse von [Ca®']ix auf Einzelzellebene wurde maBgeblich durch die
Entwicklung fluoreszenzbasierter Indikatoren ermoglicht. Wéhrend frithe Ansétze auf
indirekten Methoden wie Isotopenmessungen oder Mikroelektroden basierten, erlaubten
fluoreszierende Ca**-Sensoren seit den 1980er Jahren erstmals eine direkte und dynamische
Analyse von Ca?'-Signalen in lebenden Zellen auf Einzelzellebene (Tsien, 1981). Einen
entscheidenden Meilenstein stellte die Einfiihrung des ratiometrischen Ca**-Indikators Fura-2

dar (Grynkiewicz et al., 1985), der bis heute als Standardmethode fiir in vitro Messungen gilt.

Klassische chemische Ca?*-Indikatoren wie Fura-2 basieren auf Ca?"-bindenden Chelatoren,

meist auf Grundlage von BAPTA. Die Bindung von Ca?*" fiihrt zu charakteristischen
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Anderungen der Fluoreszenzeigenschaften, wodurch Riickschliisse auf die [Ca®'ine mdglich
sind. Ein wesentlicher Vorteil ratiometrischer Indikatoren liegt in der Messung des
Emissionsverhiltnisses bei zwei Anregungswellenldngen. Dieses Verhiltnis ist weitgehend
unabhingig von Faktoren wie Farbstoffkonzentration, ZellgroBBe oder ungleichmaBiger
Beladung und ermoglicht somit besonders robuste und vergleichbare Messungen (Grynkiewicz

etal., 1985).

Neben ratiometrischen existieren nicht-ratiometrische Indikatoren wie Fluo-4, die durch hohere
Signalintensititen und bessere zeitliche Auflosung charakterisiert sind, jedoch stirker von
experimentellen Bedingungen abhidngen. Die Wahl des geeigneten Indikators stellt daher stets
einen Kompromiss zwischen Sensitivitét, zeitlicher Auflosung und quantitativer Genauigkeit

dar.

Ein wichtiger Parameter fiir die Auswahl von Ca**-Indikatoren ist deren Dissoziationskonstante
(Kg), die den optimal messbaren Konzentrationsbereich definiert. Da sich
Ca**-Konzentrationen zwischen zelluliren Kompartimenten erheblich unterscheiden, miissen
Indikatoren entsprechend angepasst werden. Wihrend hochaffine Sensoren zur Messung
zytosolischer Ca**-Signale geeignet sind, erfordern Messungen in Ca*'-reichen
Kompartimenten wie dem ER Indikatoren mit geringerer Affinitét (Gerasimenko & Tepikin,

2005).

Neben chemischen Farbstoffen haben sich genetisch kodierte Ca**-Indikatoren (,,genetically
encoded calcium indicators, GECIs) etabliert, die auf Ca?'-bindenden Proteinen wie
Calmodulin oder Troponin basieren. Beispiele hierfiir sind GCaMP- oder Twitch-Sensoren (T.-
W. Chen et al., 2013; Miyawaki et al., 1997; Thestrup et al., 2014). Diese ermdglichen
insbesondere Langzeitmessungen sowie in vivo Analysen und erlauben eine gezielte
Expression in spezifischen Zellpopulationen. Allerdings kann die notwendige genetische
Modifikation insbesondere in primédren Immunzellen experimentelle Limitationen mit sich

bringen (Friedmann et al., 2019).
1.2.5 Messung von Ca* in NK-Zellen

Im Vergleich zu anderen Immunzelltypen existieren bislang nur vergleichsweise wenige
Arbeiten zur direkten Messung intrazelluldrer Ca?*-Signale in primiren humanen oder murinen
NK-Zellen (Kaschek et al., 2026). Die bisher publizierten Studien nutzten iiberwiegend
durchflusszytometrische Ansétze mit Indo-1, Fura-Red oder Fluo-Derivaten (Adib et al., 2023;

15



Kapitel 1 Einleitung

Bryceson et al., 2006b; Ganesan & Hoglund, 2019, 2021; Grandclément et al., 2016; Lane et
al., 2009; Y. Li et al., 2022; MacFarlane et al., 2010; Maul-Pavicic et al., 2011; Nguyen et al.,
2016, 2017; Shenoy et al., 1993; Van Graft et al., 1993). Die mikroskopiebasierten
Untersuchungen wurden iiberwiegend mit Fura-2 durchgefiihrt (Hess et al., 1993; Honda &
Miyazaki, 1996; Olivas-Aguirre et al., 2023; Zhou et al.,, 2018). Zusitzlich ist zu
beriicksichtigen, dass nur wenige dieser Arbeiten bei physiologischer Temperatur von 37 °C
durchgefiihrt wurden (Bryceson et al., 2006b; Ganesan & Hoglund, 2019, 2021), obwohl Ca?*-
Signale stark temperaturabhingig sind (Miiller et al., 2021).

Fiir die Untersuchung primirer NK-Zellen in vitro stellt Fura-2 weiterhin einen etablierten
Standard dar. Allerdings erfordert Fura-2 eine Anregung im UV-Bereich, was mit potenziellen
phototoxischen Effekten sowie Einschrinkungen fiir Langzeit- und Hochdurchsatzmessungen
verbunden ist (Robinson et al., 2023). Insgesamt bleibt die Wahl des geeigneten Ca**-Sensors
stark vom jeweiligen experimentellen Kontext abhingig und erfordert eine sorgfaltige

Abwigung zwischen Sensitivitit, zeitlicher Auflosung und biologischer Vertréaglichkeit.

1.3 NK-Zellen im klinischen Kontext
1.3.1 NK-assoziierte Krankheiten

Die zentrale Rolle von NK-Zellen in der Immunabwehr wird insbesondere bei genetischen
Defekten deutlich, die die NK-Zytotoxizitdt beeintrichtigen. Solche Stérungen fiihren hiufig
zu schweren Immundefizienzen und liefern wichtige Einblicke in die molekularen

Mechanismen der NK-Zell-vermittelten Zytotoxizitat.

Studien an Patienten mit Mutationen in wesentlichen Komponenten des SOCE, insbesondere
in den Proteinen ORAIl und STIMI1, zeigen, dass ein gestorter Ca*'-Einstrom zu einer
ausgepragten Immundefizienz fiihrt (Feske et al., 2006; Silva-Rojas et al., 2020). Betroffene
Patienten entwickeln hiufig bereits im frithen Kindesalter schwere, rezidivierende Infektionen,
obwohl die Entwicklung und Differenzierung von Immunzellen weitgehend intakt ist. Neben
Defekten in der Ca?'-Signaltransduktion fithren auch Stérungen der zytotoxischen
Effektormechanismen selbst zu schweren Krankheitsbildern. Fine wichtige Erkrankung im
Zusammenhang mit  gestorter =~ NK-Zell-Funktion ist die  hdmophagozytische
Lymphohistiozytose (HLH), ein lebensbedrohliches hyperinflammatorisches Syndrom, das
durch eine unkontrollierte Aktivierung des Immunsystems gekennzeichnet ist. Die familidre

Form (FHL) stellt dabei die genetisch bedingte Variante dar und ist hdufig auf Defekte in der
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zytotoxischen Funktion von NK- und CD8" T-Zellen zuriickzufiihren. Die zugrunde liegenden
Mutationen betreffen unterschiedliche Schritte der NK-Zell-Zytotoxizitét, darunter Defekte in
Effektormolekiilen wie Perforin (PRF1), Stérungen der Granulabiogenese sowie
Beeintriachtigungen der vesikuldren Exozytose, beispielsweise durch Mutationen in
Komponenten der SNARE-abhingigen Fusionsmaschinerie oder deren regulatorischen

Faktoren.

Diese Erkrankungen verdeutlichen, dass die zytotoxische Funktion von NK-Zellen von einem
fein abgestimmten Zusammenspiel mehrerer Prozesse abhingt. Bereits Storungen einzelner
Komponenten kénnen zu schwerwiegenden funktionellen Defiziten und lebensbedrohlichen

Krankheitsverlaufen fiihren.
1.3.2 NK-Therapie

In den letzten Jahren hat die Nutzung von Immunzellen in der Krebstherapie erheblich an
Bedeutung gewonnen. Insbesondere Zelltherapien, bei denen Immunzellen ex vivo expandiert
oder genetisch modifiziert und anschlieBend dem Patienten zuriickgefiihrt werden, haben
vielversprechende klinische Ergebnisse erzielt. Wiahrend sich der Fokus zunéchst stark auf
T-Zellen, insbesondere CAR T-Zellen, richtete, riicken zunehmend auch NK-Zellen und

Makrophagen als alternative Effektorzellen in den Vordergrund (Vaja et al., 2026).

NK-Zellen besitzen mehrere Vorteile fiir therapeutische Anwendungen. Durch das ,,missing
self**-Prinzip sind sie in der Lage, Tumorzellen zu erkennen und zu eliminieren, die sich der
T-Zell-vermittelten Immuniiberwachung entziehen. Zudem verursachen sie in der Regel keine
Graft-versus-Host-Reaktionen und konnen unmittelbar funktionell aktiv sein (Chiossone &
Vivier, 2022; Gierschek et al.,, 2024). NK-Zell-basierte Therapien umfassen sowohl
Antikorper-basierte Ansdtze, beispielsweise der anti-CD20 Antikdrper Rituximab, als auch
Zelltherapien. Letztere beinhalten autologe und allogene NK-Zellinfusionen, die aus
verschiedenen Quellen wie peripherem Blut, Nabelschnurblut oder induzierten pluripotenten
Stammzellen gewonnen und héufig ex vivo aktiviert werden (Vivier et al., 2024). Eine weitere
etablierte Plattform stellt die NK-Zelllinie NK-92 dar, die sich durch hohe Zytotoxizitit und
gute Kultivierbarkeit auszeichnet (Gierschek et al., 2024). Erste genetische Modifikationen
dieser Zelllinie bzw. der Zelllinie YT zur Expression chimédrer Antigenrezeptoren wurden

bereits frith beschrieben (Schirrmann & Pecher, 2002; Uherek et al., 2002).
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Ein groBer Fortschritt ist die Etablierung chimirer Antigenrezeptoren (CAR) in NK-Zellen.
Frithere préklinische Studien konnten zeigen, dass CAR-modifizierte NK-Zellen gezielt
Tumorantigene wie CD19 oder CD20 erkennen und eliminieren kénnen (Miiller et al., 2008;
Boissel et al., 2009). Klinische Daten bestétigen dieses Potenzial. In einer ersten klinischen
Studie mit CD19-spezifischen CAR NK-Zellen zeigten die meisten behandelten Patienten ein
rasches Ansprechen. Darunter kam es zu mehreren vollstaindigen Remissionen bei gleichzeitig
geringer Toxizitdt (Liu et al., 2020). Eine nachfolgende Phase-1/2-Studie mit allogenen,
Nabelschnurblut-abgeleiteten CD19-CAR NK-Zellen bestitigte die gute Vertrdglichkeit und
bestitigte die klinische Wirksamkeit bei CD19-positiven B-Zell-Malignomen (Marin et al.,
2024).

Trotz dieser vielversprechenden Ergebnisse weisen CAR NK-Zellen im direkten Vergleich zu
CAR T-Zellen teilweise eine geringere Zytokinproduktion und reduzierte anti-tumorale
Effizienz auf (Egli et al., 2024). Aktuelle Forschungsansétze konzentrieren sich daher auf die
Verbesserung der Persistenz und Funktionalitit, beispielsweise durch zusétzliche
Zytokinexpression oder genetische Modifikation inhibitorischer Signalwege (Bexte et al., 2023;
Bexte et al., 2024). Insgesamt zeigen aktuelle klinische Studien, dass CAR NK-Zellen
insbesondere bei himatologischen Krebsarten wirksam sein konnen, wihrend ihre Effektivitit
bei soliden Tumoren bislang begrenzt ist (Jorgensen et al., 2025). Neben CAR-basierten
Ansidtzen werden auch alternative Strategien zur gezielten Antigenerkennung untersucht,
beispielsweise durch die Nutzung von Autoantigenen als funktionelle Bindungsdoménen zur

Tumorerkennung (Bewarder et al., 2021).

Wihrend NK-Zell-basierte Therapien zunéchst vor allem im Kontext von Tumorerkrankungen
entwickelt wurden, wird zunehmend ihr Potenzial auch iiber die Onkologie hinaus untersucht.
Aufgrund ihrer Fahigkeit, gestresste, infizierte oder fehlregulierte Zellen ohne vorherige
Antigensensibilisierung zu erkennen und zu eliminieren sowie  gleichzeitig
immunmodulatorische =~ Zytokine zu produzieren, konnen NK-Zellen gezielt in
unterschiedlichen  Krankheitskontexten  eingesetzt werden. Entsprechend  werden
NK-Zell-Therapien =~ zunehmend  fir Anwendungen bei  viralen  Infektionen,
Autoimmunerkrankungen, neurodegenerativen Erkrankungen und bei der
Transplantationsmedizin untersucht, mit dem Ziel, pathogene Zellen zu eliminieren und die

Gewebehomoostase wiederherzustellen (Cayatte et al., 2026).
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1.4 Zielsetzung

Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) spielen eine entscheidende Rolle in der angeborenen
Immunabwehr, indem sie infizierte oder entartete Zellen erkennen und eliminieren. Die
zytotoxische Funktion dieser Zellen beruht auf einer komplexen Abfolge von Aktivierungs-
und Effektormechanismen, deren priazise Regulation entscheidend fiir eine effektive
Immunantwort ist. Dabei sind intrazellulire Ca*-Signale von zentraler Bedeutung,
insbesondere im Zusammenhang mit der Degranulation und der Freisetzung zytotoxischer
Molekiile. Wie diese Ca**-Signale jedoch auf Einzelzellebene mit dem Verlauf von

NK-Zell-Zielzell-Interaktionen verkniipft sind, ist bislang nur unzureichend verstanden.

Ziel dieser Arbeit war es daher, ein experimentelles System zu etablieren, das die gleichzeitige
Analyse intrazelluldrer Ca®*-Signale und der zytotoxischen Aktivitit von NK-Zellen auf
Einzelzellebene ermoglicht. Eine wesentliche Voraussetzung hierfiir war die Identifikation und
Etablierung eines geeigneten ratiometrischen Ca?*'-Indikators fiir den Einsatz in priméren
humanen NK-Zellen. Zu diesem Zweck sollten verschiedene Ca?"-Farbstoffe systematisch
hinsichtlich ihrer Eignung fiir Live-Cell-Imaging-Experimente verglichen werden. Zur Analyse
der Zielzellabtotung wurde der ausgewéhlte Ca?*-Farbstoff mit dem Apoptose-Sensor pCasper
kombiniert, der eine Differenzierung zwischen lebenden, apoptotischen und nekrotischen

Zielzellen ermdglicht.

Mit diesem Setup sollte untersucht werden, wie sich intrazelluldre Ca**-Signale in priméren
humanen NK-Zellen widhrend der Interaktion mit verschiedenen Zielzelllinien dynamisch
verdndern und in welchem Zusammenhang diese Signale mit den unterschiedlichen

funktionellen Interaktionsverldaufen stehen.

Dartiber hinaus sollte das etablierte System auf genetisch modifizierte NK-Zellen mit chiméren
Antigenrezeptoren (CAR NK-Zellen) iibertragen werden, um Ca**-Signalcharakteristika unter
Bedingungen einer antigenspezifischen Aktivierung zu analysieren und mit natiirlichen

NK-Zellantworten zu vergleichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerite und Instrumente

Tabelle 1: Geriite und Instrumente

Ger:iit Hersteller
Celldiscoverer 7 Zeiss

Cell Observer Al Zeiss

Evolve Photometrics
Colibri LED Zeiss

Lattice Light Sheet 7 Zeiss

CLARIOstar Plus BMG Labtech
FACSVerse BD Biosciences
CO2 Inkubator Heraeus Thermo Fisher Scientific
Laminar-Flow Werkbank HERAsage
AutoMACS Miltenyi

Zellzdhler Z2 Beckman Coulter
Luna FL (Dual fluorescnece Cell Counter) Logos

Pipetboy Integra Biosciences
Vortex Genie 2 Scientific Industries
Vortex Thriller Peqlab

Zentrifuge 5418 Eppendorf
Zentrifuge 5810 R Eppendorf
Zentrifuge Universal 32 R Hettich

ALT 160-4 NM (Waage)

Kern & Sohn GmbH

2.1.2 Zellgenerierung und Zellkultivierung

Tabelle 2: Material zur Zellgenerierung und Zellkultivierung

Name Hersteller Kat.-Nr.
RPMI-1640 Medium Thermo Fisher Scientific | 21875-034
AIM-V Medium Thermo Fisher Scientific | 12055-091
NK-MACS Medium Miltenyi 130-114-429
Fetales Kélberserum (FCS) PanBiotech 10270-106
Dulbecco’s PBS (DPBS) Thermo Fisher Scientific | 14190-094
Bovine Serum Albumin (BSA) Thermo Fisher Scientific | 15561020
Humanes Serum AB Pan Biotech P40-3001
Penicillin/Streptomycin Sigma Aldrich P4333-100ML
Interleukin-2 (human) Miltenyi Biotec 130-097-748
Interleukin-15 (human) Miltenyi Biotec 130-095-760
Lymphozyten-Separationsmedium | PromoCell C-44010
(1,077 g/ml)

Hank’s BSS PAA Laboraties H15-009

NK Cell Isolation Kit Miltenyi 130-092-657
LD Sédulen Miltenyi 130-042-901
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MACS SmartStrainer, 30 pm Miltenyi 130-098-458
G418 Sigma Aldrich A1720-5G

2.1.3 Calciumfarbstoffe und Fluoreszenzfarbstoffe

Tabelle 3: Calciumfarbstoffe und Fluoreszenzfarbstoffe
Name Hersteller Kat.-Nr.
Fura-2-AM Thermo Fisher Scientific F1221
Fura-PE3-AM Santa Cruz sc-203960
Fura-§-AM biomol 77327
Fura-10-AM biomol 21115
Fura-Red-AM Thermo Fisher Scientific F3021
Calcein-AM Thermo Fisher Scientific C3100MP
Deep Red Cell Tracker Thermo Fisher Scientific C34565
AO/PI-Ziahlfarbstoff (Acridin Logos F23001
Orange und Propidium lodid)

2.1.4 Antikorper und FACS-Firbungen

Tabelle 4: Antikérper und FACS-Férbungen
Antigen Klon Fluorochrom Hersteller Kat.-Nr.
anti-CD56 5.1.HI1 APC BioLegend 362504
anti-CD16 B73.1 PE BiolLegend 360705
anti-CD3 SK7 PerCP BioLegend 344814
anti-CD14 MSE2 PE-Cy7 BioLegend 301814
anti-CD19 HIB19 Brilliant Violet 421 | BioLegend 302234
anti-CD4 SK3 Brilliant Violet 421 | BioLegend 344632
anti-CD8 SK1 FITC BiolLegend 344704
anti-CD45 HI30 Brilliant Violet 510 | BioLegend 304036
7-AAD Miltenyi 130-111-568
anti-CD19-CAR Ohne (Biotin) Miltenyi 130-129-550
anti-Biotin REA746 PE Miltenyi 130-110-951

2.1.5 Chemikalien und Inhibitoren

Tabelle 5: Chemikalien und Inhibitoren
Name Hersteller Kat.-Nr.
CaCl; (Calcium Chlorid Dihydrat | EMD Chemicals 208291
EGTA (Ethylenglycol-bis(j3- Sigma-Aldrich 1001075307
aminoethylether)-N,N,N’,N’-
tetraessigsdure)
EDTA Sigma-Aldrich 102502507
(Ethylendiamintetraessigsdure)
HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)- | Sigma-Aldrich H-7523
1-piperazinyl)-ethansulfonsiure)
Thapsigargin (TG) Thermo Fisher Scientific 10226822
Ionomycin Merck 407952-1M6
Concanamycin A Santa Cruz Sc-202111
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BAPTA-AM Thermo Fisher Scientific B6769
Rituximab Hexal AG Klinikapotheke,
Homburg
DMSO Sigma-Aldrich D4540-100ML
Triton X-100 Eurobio 18774
Tergitol Sigma-Aldrich 15589
Poly-L-Ornithin Sigma-Aldrich P3655
FACSClean Solution BS Biosciences 340345
FACSFlow Sheath Fluid BD Biosciences 342003
Immersionsol 518F, Carl Zeiss Fisher Scientific 10539438
2.1.6 Platten und Verbrauchsmaterialien
Tabelle 6: Platten und Verbrauchsmaterialien
Name Hersteller Kat.-Nr.
Schwarze 96-Well Corning Falcon 353219
Mikrotiterplatte
Schwarze 96-Well Revvity 6055300
Mikrotiterplatte, klarer Boden
(optimiert fiir Mikroskopie)
Schwarze 384-Well Revvity 6057300
Mikrotiterplatte, klarer Boden
(optimiert fiir Mikroskopie)
Glasdeckgliser (12 mm) ORSATec 0O2R251-D
Glasdeckgliser (25 mm) ORSATec 02R2515-D
Alltagliche  Verbrauchsmaterialien = wie  Pipettenspitzen,  serologische

Zellkulturflaschen, 6- bis 96-Well Zellkulturplatten und Reaktionsgefdfle wurden, soweit nicht

anders angegeben, von VWR, BD und Sarstedt bezogen.

2.1.7 Losungen

0 mM Ca* Ringer-Losung
I55mM  NaCl

10mM  Glukose

5 mM HEPES

5SmM MgCl

1 mM EGTA

pH 7.4

HEPES-Puffer
10mM  HEPES
10mM  NaCl
pH 7.4

2 mM Ca?" Ringer-Losung
I55mM  NaCl
10 mM Glukose

5mM HEPES
5SmM MgClz
2mM CaCl»
pH 7,4

Erythozyten-Lysepuffer
I55mM  NaCl

9,99 mM  KHCO;

130 uM EDTA

pH 7,3
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2.2 Methoden

2.2.1 Ethikantrage

Im Rahmen dieser Arbeit wurden primire NK-Zellen sowie periphere mononukledre Blutzellen
(,,peripheral blood mononuclear cells*“, PBMCs) verwendet, die aus der Blutbank der klinischen
Hamostaseologie und Transfusionsmedizin des Uniklinikums des Saarlandes stammten. Dies
ist durch den Ethikantrag (84/15) genehmigt. Fiir die Verwendung der CD19-CAR NK-Zellen
lag ein separates Ethikvotum vor (Goethe Universitit Frankfurt, Nr. 329/10).

2.2.2 Isolierung und Kultivierung von humanen NK-Zellen

Primiére NK-Zellen

In dieser Arbeit wurden primidre NK-Zellen verwendet, die aus Blut gesunder Spender
gewonnen wurden. Ausgangsmaterial waren Leukozytenreduktionskammern (,,leukocyte
reduction system“, LRS), die von der Blutspendezentrale des Universitatsklinikums des
Saarlandes zur Verfligung gestellt wurden (Institut fiir klinische Hamostaseologie und

Transfusionsmedizin, Homburg).

Zundchst  wurden  periphere mononukledre Blutzellen (PBMCs) mittels
Dichtegradientenzentrifugation unter Verwendung eines Lymphozyten-Separationsmediums
(Dichte 1,077 g/ml) gewonnen. Hierbei wurden die LRS-Kammern mit PBS verdiinnt und bei
450 x g fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Aufgrund ihrer héheren Dichte
sedimentierten die Erythrozyten, wihrend sich PBMCs als Interphase absetzten und isoliert
werden konnten. Verbleibende Erythrozyten wurden durch Erythrozytenlyse entfernt, gefolgt
von zwei Waschschritten zur Entfernung der Thrombozyten (200 x g, 10 Minuten) (Knorck et
al., 2018).

Die Isolation der NK-Zellen aus den PBMCs erfolgte anschlieBend durch negative magnetische
Selektion unter Verwendung des NK Cell Isolation Kits. Dabei wurden zundchst Monozyten,
Granulozyten und verbliebene Erythrozyten mithilfe von CDI14-, CDI5- und
CD235A-MicroBeads und T-Zellen mittels CD3-MicroBeads entfernt. Die NK-Zellen wurden
entweder manuell liber magnetische Sdulen oder automatisiert mit dem AutoMACS-System

isoliert.

Die Reinheit der isolierten NK-Zellen wurde durch Durchflusszytometrie iiberpriift und lag fiir
alle funktionellen Assays bei mindestens 85 %. NK-Zellen wurden in AIM-V-Medium mit

10 % fetalem Kélberserum kultiviert und mit 100 U/ml rekombinantem humanem Interleukin-2
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stimuliert. Die Zellen wurden zwischen Tag 2 und Tag 6 nach Isolation experimentell

eingesetzt.
CAR NK und NT NK-Zellen

CD19-CAR NK-Zellen (CAR NK) sowie nicht-transduzierte NK-Zellen (NT NK) wurden in
der Arbeitsgruppe Ullrich von Alina Moter (Goethe-Universitit Frankfurt) generiert, kultiviert,
charakterisiert und fiir die in dieser Arbeit beschriebenen funktionellen Analysen zur Verfligung

gestellt.

Primdre humane NK-Zellen gesunder Spender wurden aus peripheren mononukledren
Blutzellen (PBMCs) isoliert und unter standardisierten Bedingungen kultiviert. Die PBMCs
wurden zundchst mittels Dichtegradientenzentrifugation gewonnen. Die anschlieBende
Anreicherung der NK-Zellen aus den PBMCs erfolgte mit dem EasySep Human NK Cell
Enrichment Kit (STEMCELL Technologies). Danach wurden die Zellen in einem NK-
spezifischen Medium kultiviert, das mit humanem Plasma, Antibiotika und Interleukin-15
supplementiert war. NK-Zellen wurden in regelmifigen Abstdnden passagiert und fiir

funktionelle Assays voraktiviert.

Zur Generierung von CD19-CAR NK-Zellen wurden primidre NK-Zellen zwei Tage nach
Isolation genetisch modifiziert. Hierbei kamen entweder lentivirale Transduktion oder ein
nicht-virales Sleeping-Beauty-Transposonsystem zum Einsatz, wobei in beiden Fillen dasselbe
CD19-CAR-Transgen benutzt wurde. Der verwendete CAR bestand aus einer
CD19-spezifischen scFv-Doméne (FMC63), einer 4-1BB-Kostimulationsdoméne und einer
CD3(¢-Signaldoméne. Zusdtzlich war ein verkiirzter epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor

(tEGFR) als Sicherheits- und Detektionsmarker in das Konstrukt integriert.

Die Expression des CAR-Konstrukts wurde durch Durchflusszytometrie anhand der
tEGFR-Expression iiberpriift. Fiir FEinzelzell-Live-Cell-Imaging-Experimente  wurden
CD19-CAR NK-Zellen vorab auf eine reine CAR-positive Population sortiert. Die Sortierung
erfolgte basierend auf tEGFR-Expression innerhalb der CD56°CD3--NK-Zellpopulation.
Nicht-transduzierte NK-Zellen wurden parallel auf CD56°CD3 -Zellen sortiert, um

vergleichbare experimentelle Bedingungen sicherzustellen.

Die Zellen wurden in NK-MACS-Medium kultiviert, ergianzt mit 1 % NK-MACS Supplements
(Miltenyi Biotec), 5 % hitzeinaktiviertes humanes Plasma (RK-Blutspendedienst Baden-
Wiirttemberg-Hessen, Frankfurt am Main), 1 % Penicillin/Streptomycin (Thermo Scientific™)
und 120 IU/ml IL-15 (Miltenyi Biotec).
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Alle Messungen mit CAR und NT NK-Zellen erfolgten in Zusammenarbeit mit Alina Moter,
Nadja Kiichler und mir. Die genaue Aufteilung der Arbeit ist jeweils in den

Abbildungsunterschriften angegeben.
Zellzahlung

NK-Zellen wurden routinemaflig mit dem Zellzéhlgerdt Luna gezédhlt. Unter Verwendung des
Acridine Orange/PI-Farbstoffes wurde eine Lebend/Todzéhlung durchgefiihrt. Somit wurden
Zelltrimmer, Erythrozyten und Thrombozyten bei der Zahlung der PBMC nicht mitgez&hlt.

2.2.3 Durchflusszytometrische Analysen

Zur Charakterisierung der PBMC-Zusammensetzung sowie zur Bestimmung der Reinheit
isolierter NK-Zellen wurde ein im Labor etabliertes 8-Farben-Panel verwendet (Kndrck et al.,
2018). Die Messungen erfolgten an einem FACSVerse Durchflusszytometer, die Auswertung
mit FlowJo v10.8.1.

Zur Identifikation der Zellpopulationen wurden physikalische Parameter (FSC-A, FSC-H,
SSC-A) sowie fluorochromkonjugierte monoklonale Antikorper eingesetzt, darunter
anti-CD3-PerCP, anti-CD16-PE, anti-CD14-PE-Cy7, anti-CD56-APC, anti-CDS8-FITC,
anti-CD4-BV421, anti-CD45-BV510 und anti-CD19-BV421. Die Antikérper wurden fiir
20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Detektion der CAR-Expression auf CD19-CAR
NK-Zellen wurde ein biotinylierter Anti-CD19-CAR-Antikorper verwendet, gefolgt von einer
Farbung mit Anti-Biotin-PE. Die Analyse wurde von Nadja Kiichler durchgefiihrt.

2.2.4 Zelllinien und Kulturbedingungen

In dieser Arbeit wurden die Zelllinien K562 (CCL-243), NALM-6 (DSMZ, #ACC128
freundlicherweise bereitgestellt von Adolfo Cavali¢), WSU-DLBCL2 (DSMZ, #ACCS575),
Jurkat E6.1 (ATCC, TIB-152™) und TMDS (Cellosaurus, CVCL_A442, freundlicherweise

bereitgestellt von Lorenz Triimper, Gottingen) verwendet.

Zur Analyse des Zielzellsterbens auf Einzelzellebene wurden die jeweiligen Zielzelllinien stabil
mit pCasper-basierten FRET-Apoptosesensoren ausgestattet (Backes et al., 2018). Abhingig
von der Zelllinie kamen unterschiedliche pCasper-Varianten und Generierungsstrategien zum

Einsatz (Tabelle 7: pCasper Zielzellen).

Die lentivirale Generierung von Luc2-pCasper-Zelllinien (u. a. K562-Luc2-pCasper,
NALM-6-Luc2-pCasper und WSU-DLBCL2-Luc2-pCasper) erfolgte wie von Zdphel et al.
(2024) beschrieben. Zelllinien, die liber das Sleeping-Beauty-System stabilisiert wurden
(SB-pCasper), basieren auf der Generierung geméall Kaschek et al. (2026), wobei pCasper-
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Minicircle- oder transposonbasierte Konstrukte eingesetzt wurden. Die plasmidbasierte
Transfektion zur Generierung von Jurkat E6.1-pCasper erfolgte wie von Backes et al. (2018)
beschrieben. Alle Zelllinien wurden bei 37 °C und 5 % CO: in RPMI-1640-Medium kultiviert,
erginzt mit 10 % fetalem Kaélberserum (FBS) und 1% Penicillin/Streptomycin. Fiir
Jurkat-pCasper-Zellen wurde G418 (0,8 mg/ml) als Selektionsantibiotikum zugesetzt. Die

Zielzelllinien wurden standardméBig mit dem Zellzihlgerét Z2 gezihlt.

Tabelle 7: pCasper Zielzellen

Zelllinie Konstrukt Methode Verwendeter
Klon
K562 Luc2-pCasper lentiviral Klon G4
K562 SB-pCasper Sleeping Beauty Klon 43
NALM-6 Luc2-pCasper lentiviral Klon F7
WSU-DLBCL2 Luc2-pCasper lentiviral Klon F6
Jurkat E6.1 pCasper Plasmid-Transfektion | Klon 8C4
Jurkat E6.1 MC-pCasper Minicircle mit Population
Sleeping Beauty
TMDS8 MC-pCasper Minicircle mit K4.23
Sleeping Beauty

Das pCasper-Konstrukt besteht aus einem GFP und einem RFP, die iiber die Caspase-spaltbare
Linkersequenz DEVD miteinander verbunden sind (Abbildung 2). In lebenden Zellen liegen
beide Fluorophore rdumlich eng beieinander, sodass nach Anregung von GFP ein Forster-
Resonanzenergietransfer (FRET) auf RFP stattfinden kann. In der Uberlagerung aus GFP-,
FRET- und Durchlichtsignal erscheinen lebende Zellen dadurch orange. Wéhrend der Apoptose
wird die DEVD-Sequenz durch Caspasen gespalten. Dadurch werden GFP und RFP rdumlich
voneinander getrennt, das FRET-Signal nimmt ab und die Zelle erscheint griin. Bei
nekrotischen Zellen geht die Fluoreszenz weitgehend verloren, da mit dem Verlust der

Membranintegritdt auch eine Verdiinnung des Konstrukts im Extrazelluldrraum einhergeht.

Das pCasper-Konstruktes wurde in mehreren Publikationen verwendet und optimiert (D.

Zophel et al., 2023; S. Zophel et al., 2024).
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Abbildung 2: Funktionsweise des pCasper-Konstrukts

Dargestellt ist die Funktionsweise des pCasper-Konstrukts in Zielzellen. Die drei oberen Zeilen zeigen jeweils den Zustand

lebender, apoptotischer und nekrotischer Zielzellen. Links ist schematisch das pCasper-Konstrukt mit GFP und RFP

dargestellt, die iiber die Caspase-spaltbare DEVD-Sequenz verbunden sind. In lebenden Zellen kann FRET stattfinden;
wiéhrend der Apoptose wird die DEVD-Sequenz durch Caspasen gespalten, wodurch das FRET-Signal abnimmt; bei Nekrose
geht die Fluoreszenz durch Verlust der Membranintegritiit weitgehend verloren. In der mittleren Spalte ist jeweils der erwartete
Phénotyp der Zielzelle in der Uberlagerung aus GFP-, FRET- und Durchlichtsignal schematisch dargestellt. Rechts sind
reprdsentative Beispielaufnahmen pCasper-exprimierender Zielzellen gezeigt. Die untere Zeile zeigt 3D-Rekonstruktionen
einer CD56-markierten NK-Zelle (magenta) in Kontakt mit einer K562-pCasper-Zielzelle im Lattice Lightsheet 7 (Zeiss). Links
ist die Ausbildung der immunologischen Synapse, rechts eine apoptotische Zielzelle dargestellt.
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2.2.5 Fiarbung von NK-Zellen

Beladung mit ratiometrischen Ca*-Farbstoffen

Zur Messung intrazelluldrer Ca**-Signale wurden primdre NK-Zellen mit ratiometrischen
Calciumfarbstoffen beladen. Die jeweiligen Fura-Indikatoren wurden als 1 mM Stammldsung

in DMSO hergestellt, aliquotiert und bis zur Verwendung bei —20 °C gelagert.

Fiir die Beladung wurden die NK-Zellen in PBS mit 0,5 % BSA resuspendiert und mit den
jeweiligen Farbstoffen in folgenden Endkonzentrationen inkubiert: Fura-2 AM und Fura-PE3
AM mit 2 uM, Fura-8 AM und Fura-10 AM mit 0,5 uM sowie Fura-Red AM mit 1 uM. Die
Zellen wurden fur 20 Minuten bei 37 °C inkubiert, um eine effiziente intrazelluldre Aufnahme
der Farbstoffe zu gewéhrleisten. Nach der Inkubation wurden die Zellen zweimal gewaschen,
um {berschiissigen Farbstoff zu entfernen und anschlieBend in dem fiir das jeweilige

Experiment vorgesehenen Medium resuspendiert.

Fiir funktionelle Ca**-Messungen wihrend der NK-zellvermittelten Zytotoxizitit in primaren
NK-Zellen, CD19-CAR NK-Zellen und nicht-transduzierten NK-Zellen wurde im weiteren
Verlauf der Arbeit 1 uM Fura-10 eingesetzt.

Fluoreszenzmarkierung und CAR-Detektion

Zur Identifikation, Visualisierung und Unterscheidung von CD19-CAR NK-Zellen und
nicht-transduzierten NK-Zellen wurden die Zellen vor ausgewdhlten Experimenten
fluoreszenzmarkiert. Die Farbung erfolgte abhingig vom experimentellen Setup entweder zur
Detektion der CAR-Expression, zur allgemeinen Zellmarkierung oder zur Membran-

visualisierung.

Fiir die Detektion der CD19-CAR-Expression wurden NK-Zellen in PBS mit 0,5 % BSA
resuspendiert. Pro Ansatz wurden 0,175 x 10 NK-Zellen in 100 pl Féarbepuffer mit 2 pl eines
biotinylierten Anti-CD19-CAR-Antikorpers inkubiert. Die Inkubation erfolgte fiir 10 Minuten
bei Raumtemperatur im Dunkeln. Nach einem Waschschritt wurden die Zellen in 350 pul PBS
mit 0,5 % BSA resuspendiert und mit einem PE-konjugierten Anti-Biotin-Antikorper (7 pl pro
Ansatz) fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurden die

Zellen erneut gewaschen und in AIM-V-Medium resuspendiert.

Beladung mit Zelltrackerfarbstoff

Zur allgemeinen Visualisierung der NK-Zellen wurden diese mit Deep Red, einem
fluoreszierenden Zelltrackerfarbstoff, markiert. Hierzu wurde der Farbstoff in einer

Endkonzentration von 2 uM wihrend der sekundédren Antikorperinkubation zugegeben. Fiir
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hochauflésende Live-Cell-Imaging-Experimente wurde eine zusitzliche Membranfiarbung mit
einem APC-konjugierten Anti-CD56-Antikorper durchgefiihrt. Die Inkubation erfolgte fiir
30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln, gefolgt von einem Waschschritt in

AIM-V-Medium.

2.2.6 Analysen im Plattenleseger:it

Alle fluorometrischen Messungen in Populationen wurden in einem CLARIOstar
Plattenlesegerét durchgefiihrt. Es ermdglicht temperatur- und CO»-kontrollierte Messungen
sowie spektrale Anregungs- und Emissionsscans mit frei wihlbaren Bandbreiten. Sdmtliche
Messungen erfolgten bei 37 °C, 5 % CO> und im Bottom-Reading-Modus unter Verwendung
eines Spiral-Scans, um eine moglichst homogene Erfassung der Fluoreszenz iiber den gesamten

Wellboden zu gewihrleisten.

Sofern nicht anders angegeben, wurden pro Bedingung Duplikate oder Triplikate gemessen und

fiir die Analyse gemittelt.
Spektrale Charakterisierung von Fura-Calciumfarbstoffen

Zur spektralen Charakterisierung der verschiedenen ratiometrischen Calciumindikatoren
wurden primire NK-Zellen mit den jeweiligen Fura-Farbstoffen beladen und in schwarzen
96-Well-Platten in einer Zelldichte von 250.000 Zellen/ml ausgesét. Ziel dieser Messungen war
die Bestimmung der Anregungs- und Emissionsspektren der einzelnen Farbstoffe unter
definierten Calcium-Bedingungen. Hierzu wurden drei experimentelle Bedingungen eingesetzt,
die unterschiedliche intrazelluldre Calciumzustinde reprdsentieren. Zur Messung bei
physiologischer extrazelluldrer Calciumkonzentration wurde eine Losung mit 0,5 mM CaCl.
verwendet. Zur Erzeugung eines minimalen intrazelluldren Calciumzustands wurde Calcium
durch Zugabe von 1 mM EGTA chelatiert, wihrend gleichzeitig 1 pM Thapsigargin und 4 pM
Ionomycin eingesetzt wurden. Thapsigargin hemmt die SERCA-Pumpe und fiihrt zur
Entleerung intrazelluldrer Calcium-Speicher, wihrend Ionomycin als Calcium-Ionophor den
passiven Calciumtransport iiber biologische Membranen ermdéglicht. Zur Erzeugung einer
moglichst hohen [Ca®']inx wurden 20 mM CaCl. in Kombination mit Thapsigargin und

Ionomycin eingesetzt.

Die spektralen Messungen erfolgten durch Anregungs- und Emissionsscans mit einer
Schrittweite von 1 nm und Bandbreiten zwischen 8 und 20 nm. Die jeweils verwendeten

Wellenlidngenbereiche fiir die einzelnen Fura-Farbstoffe sind in Tabelle 8 dargestellt. Pro
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Experiment wurden ein bis drei unabhingige Messungen durchgefiihrt, fiir die weitere Analyse

gemittelt und auf die maximale gemessene Fluoreszenz normiert.

Tabelle 8: Messung von Anregungs- und Emissionsspektrum im Plattenlesegeriit

Notiert sind die genutzten Anregungs- und Emissions-Wellenlingen sowie die Breite (iibernommen aus Kaschek et al. (2026))

Farbstoff Anregungs (Ex) Scan (nm) Emission (Em) Scan (nm)

Fura-2 und Fura-PE3 | Ex: 320/8 - 450/8, Em: 510/20 Ex: 360/16, Em: 400/12 - 600/12
Fura-8 und Fura-10 | Ex: 340/10 - 490/10, Em: 522/16 Ex: 360/16, Em: 450/10 - 650/10
Fura-Red Ex: 320/10 - 600/10, Em: 660/16 Ex: 448/16, Em: 480/10 - 740/10

Messung der Fluoreszenzabnahme

Zur Untersuchung der zeitabhidngigen Fluoreszenzabnahme der verschiedenen
Fura-Calciumfarbstoffe wurde die Fluoreszenz farbstoftbeladener NK-Zellen iiber einen
langeren Zeitraum im Plattenlesegerit gemessen. Hierzu wurden 250.000 NK-Zellen pro Well
in schwarzen 96-Well-Platten ausgesit. Die Messungen erfolgten iiber einen Zeitraum von bis
zu 12 Stunden, um die Photostabilitét der einzelnen Farbstoffe unter kontinuierlicher Anregung

zu vergleichen.

Die Anregungs- und Emissionsparameter wurden entsprechend den zuvor bestimmten
spektralen Eigenschaften der jeweiligen Farbstoffe gewihlt. Fura-2 AM und Fura-PE3 AM
wurden bei einer Anregung von 360/20 nm und einer Emission von 500/20 nm gemessen.
Fura-8 AM und Fura-10 AM wurden bei 380/20 nm angeregt und ebenfalls bei 500/20 nm
detektiert, wiahrend Fura-Red AM bei 450/20 nm angeregt und bei 660/20 nm emittiert wurde.

Die Fluoreszenz wurde alle 10 Minuten iiber insgesamt 710 Minuten gemessen.
Zytotoxizititsassay mit Calcein-AM

Die populationsbasierte Bestimmung der NK-zellvermittelten Zytotoxizitdt erfolgte mittels
eines Calcein-AM-Freisetzungsassays, wie zuvor beschrieben (Kummerow et al., 2014).
Zielzellen (K562, NALM-6 oder WSU-DLBCL2) wurden hierzu fiir 20 Minuten bei
Raumtemperatur mit 500 nM Calcein-AM in AIM-V-Medium beladen. Nach der Beladung
wurden die Zellen einmal gewaschen, um {iberschiissigen Farbstoff zu entfernen und
anschlieBend in schwarzen 96-Well-Platten mit transparentem Boden in einer Dichte von 2,5 x

10* Zellen pro Well in einem Gesamtvolumen von 200 ul ausgesit.

NK-Zellen wurden unmittelbar vor Messbeginn zugegeben und in definierten

Effektor-zu-Zielzell-Verhéltnissen) mit den Zielzellen kokultiviert.
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NK-Zellen wurden je nach experimentellem Ansatz entweder ungefarbt eingesetzt oder vor der
Kokultivierung gemdfl den oben beschriebenen Protokollen mit Fura-Farbstoffen oder einem

Antikorper gegen die CD19-CAR-Expression gefarbt.

Zusitzlich zu den eigentlichen Zytotoxizitits-Bedingungen wurden Kontrollen ohne Zellen
(nur Medium) zur Bestimmung der Hintergrundfluoreszenz, Lebendkontrollen ohne Zugabe
von NK-Zellen sowie Totkontrollen durch vollstindige Zelllyse mittels Triton X-100 oder
Tergitol mitgefiihrt. Die Fluoreszenz wurde {iber einen Zeitraum von vier Stunden alle zehn
Minuten gemessen, um die zeitabhdngige Abnahme der Calcein-Fluoreszenz als MaB fiir die
Zielzelllyse zu erfassen. Die Anregung erfolgte bei 482/16 nm, die Emission wurde bei 530/40
nm detektiert.

Die Lyse berechnet sich nach folgender Formel:

Fe— (Ty = 1)

Lyse; (%) = T =T)

Mit
Fi: Fluoreszenz zum Zeitpunkt t

Tt Fluoreszenz der Totkontrolle zum Zeitpunkt t

L¢: Fluoreszenz der Lebendkontrolle zum Zeitpunkt t

Io: Index, berechnet als I, = f—o
0

Die Auswertung der Zytotoxizititsdaten erfolgte automatisiert mithilfe eines selbst
programmierten MATLAB-Skripts (Quellcode ist im Anhang hinterlegt). Hierzu wurden
sowohl die Rohdaten des Plattenlesegerits als auch die jeweilige Plattenbelegung in Form von
Excel-Tabellen eingelesen. Das Skript erkennt technische Duplikate oder Triplikate
automatisch, zieht die Hintergrundfluoreszenz ab und berechnet fiir jede Bedingung die
normierte Fluoreszenz, die prozentuale Zielzelllyse sowie die maximale Lyserate. Zusitzlich
werden Abweichungen zwischen technischen Replikaten detektiert und entsprechend
gekennzeichnet. Als Ergebnis werden graphische Darstellungen der zeitabhéngigen
prozentualen Lyse generiert. Der vollstindige Quellcode des Programms ist im Anhang dieser

Arbeit aufgefiihrt.
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2.2.7 Ca* Messungen im Cell-Observer

Intrazelluldre Ca**-Messungen im Einzelzellformat wurden an einem Zeiss Cell Observer
Mikroskop  durchgefiihrt, das mit einer Colibri-LED-Lichtquelle und einer
Evolve-EMCCD-Kamera ausgestattet ist. Die Experimente wurden bei 37 °C und 5 % CO:
durchgefiihrt. Zur gezielten Manipulation der extrazelluldren Ca?*'-Konzentration wurden
Ringer-Losungen mit verschiedener Ca?’-Konzentration eingesetzt, die iiber eine
Perfusionskammer appliziert wurden. Der Austausch der Losungen erfolgte manuell mittels
Spritze. Die Perfusionskammer ist so konstruiert, dass kein Absaugen an den Zellen erfolgte,
sondern die jeweilige Losung langsam eingebracht wurde, um mechanische Belastung und

Zellverlust zu minimieren.

Fir die Ca?>-Messungen im Cell Observer wurden runde Glasdeckgldser mit einem
Durchmesser von 25 mm verwendet. Zur Forderung der Zelladhidrenz wurden die Deckgldser
mit 50 pl einer 0,1 mg/ml Poly-L-Ornithin-Lésung beschichtet und fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Fiir die Experimente wurden 1 x 10° farbstoftbeladene NK-Zellen
in 5pul AIM-V-Medium auf die beschichteten Deckgldser pipettiert und fiir 30 Minuten
inkubiert. Nach der Adhirenzphase wurden die Deckglidser in die Perfusionskammer des

Mikroskops eingesetzt und anschliefend unmittelbar fiir die Ca**-Messungen verwendet.

Charakterisierung der Fura-Indikatoren unter definierten Ca*-Bedingungen im Cell

Observer bei variierender Belichtung

Zur Charakterisierung der ratiometrischen Fura-Signale unter niedrigen und hohen
intrazelluldren Ca**-Bedingungen wurden farbstoffbeladene NK-Zellen sequentiell mit
definierten Ca?*-Pufferlosungen perfundiert. Zunédchst wurden die Zellen mit einer Losung mit
0,5 mM CaCl. verwendet, um basale Ca**-Signale zu erfassen. Anschliefend erfolgte eine
Perfusion mit einer Ca?*'-freien Losung, die 1 mM EGTA, 1 uM Thapsigargin und 4 uM
Ionomycin enthielt, um stark reduzierte intrazelluldre Ca**-Signale zu erzeugen. Diese Phase
wurde fiir 5 Minuten durchgefiihrt. AbschlieBend wurde eine Losung mit 20 mM CaCl: in
Kombination mit 1 pM Thapsigargin und 4 uM lonomycin appliziert und fiir 10 Minuten
gemessen, um hohe intrazellulire Ca**-Signale zu induzieren. Thapsigargin hemmt die
SERCA-Pumpe und verhindert so, dass Ca** zuriick in intrazelluldre Speicher gepumpt wird.
Ionomycin transportiert Ca** durch biologische Membranen und erleichtert so den Ausgleich
von Ca?" iiber Membranen hinweg. Beide Substanzen wurden sowohl unter Ca**-freien als auch

unter Ca?"-reichen Bedingungen eingesetzt, um die zelluldre Ca**-Regulation weitgehend zu
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umgehen und definierte minimale beziehungsweise maximale intrazelluldre Ca**-Zusténde zu

erzeugen.

Fiir die mikroskopische Messung ratiometrischer Fura-Signale wurden die jeweiligen
Anregungs- und Emissionseinstellungen farbstoffspezifisch gewédhlt. Die verwendeten
LED-Wellenldngen, Intensitdten, Belichtungszeiten, Beam-Splitter sowie Emissionsfilter sind

in Tabelle 9 zusammengefasst.

Tabelle 9: Anregungs- und Emissionseinstellungen fiir Ca** Imaging im Cell Observer

(iibernommen aus Kaschek et al. (2026))

Farbstoff | Anregung Chl Anregung Ch2 | Ch1:Ch2 | Beam- | Emissionsfilter
LED (Intensitit, LED splitter
Anregungszeit) + | (Intensitiit, (BS)

Filter Anregungszeit)
+ Filter

Fura-2 365 nm LED 380 nm LED 2:1 BS 409 | 510/90 nm

and (80 %, 2-300 ms) | (30 %, 1-150 nm

Fura-PE3 | +340/30 nm Filter | ms) + 380/10

nm Filter

Fura-8 365 nm LED (8 %, | 420 nm LED 1:3,3 BS 458 | 510/90 nm

and 0,15-60 ms) + (8 %, 0,5-200 nm

Fura-10 370/10 nm Filter ms)

Fura-Red | 420 nm LED 505 nm LED 1:5 BS 440, | 464/18 nm,
(30 %, 0,2—60 ms) | (30 %, 1-300 520, 542/18 nm,
+427/15 nm Filter | ms) + 504/17 607 nm | 639/30 nm

nm filter

Analyse der Ca*-Daten aus dem Cell-Observer

Die Auswertung der ratiometrischen Ca?**-Messungen basiert auf der Berechnung eines
Fura-Verhiltnisses (Fura-Ratio) aus zwei Anregungskanilen. Die Analyse erfolgte in zwei

komplementiren Auswerteansétzen.

Beim ersten Auswerteansatz wurde das Fura-Ratio zwischen den Kanilen pixelweise berechnet.
Hierfiir wurde die Bildanalyseplattform ImagelJ/Fiji verwendet, wobei das Plugin ,,Ratio NaN*
eingesetzt wurde'. Vor der Ratio-Berechnung wurde fiir jeden Kanal ein Hintergrundwert
bestimmt. Hierzu wurden pro Bild zwei Hintergrund-Regionen (ROI) in zellfreien Bereichen
definiert und deren mittlere Intensitit als Hintergrundsignal verwendet. Zusitzlich wurde die
Standardabweichung der Hintergrund-ROIs bestimmt. Fiir die Ratio-Berechnung im Plugin
»Ratio NaN*“ wurde ein Clipping-Schwellenwert definiert, der dem Hintergrundsignal plus

zweimal der Standardabweichung entsprach. Pixelwerte unterhalb dieses Schwellenwertes

! https://imagej.net/ij/plugins/ratio-plus.html
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wurden von der Ratio-Berechnung ausgeschlossen, um Artefakte durch sehr geringe
Intensitdten und Rauschen zu vermeiden. Das ratiometrische Bild wurde als Verhéltnis Kanal 1
zu Kanal 2 berechnet und fiir die Visualisierung mit einer einheitlichen Skala dargestellt. Aus
diesem Ratio-Bild konnten dann mittels ROI die Ratiowerte jeder Zelle zu jedem Zeitpunkt

bestimmt werden.

Beim zweiten Ansatz erfolgte zundchst die Bestimmung der Fluoreszenzintensititen. Hierbei
wurden fiir jede Zelle zu jedem Zeitpunkt manuell Zell-ROIs definiert und die mittlere
Fluoreszenzintensitéit innerhalb der ROI getrennt fiir beide Anregungskanéle bestimmt. Der
Hintergrund wurde kanalweise abgezogen, indem das jeweilige Hintergrundsignal von der
mittleren Zellintensitdt subtrahiert wurde. AnschlieBend wurde fiir jede Zelle und jeden
Zeitpunkt das Fura-Ratio als Quotient der mittleren Hintergrund-korrigierten Intensitéten von
Kanal 1 und Kanal 2 berechnet. Dieser Ansatz liefert pro Zelle eine Ratio-Zeitreihe und ist

weniger empfindlich gegeniiber Pixelrauschen als rein pixelbasierte Verfahren.

Zur Beurteilung des nutzbaren Signalbereichs der einzelnen Fura-Indikatoren unter den im Cell
Observer verwendeten Bedingungen wurde ein dynamischer Bereich bestimmt. Hierzu wurden
die Ratio-Werte unter niedrigen Ca?*'-Bedingungen (Perfusion mit 0 mM Ca*" sowie
Thapsigargin/lonomycin) durch die Ratio-Werte unter hohen Ca**-Bedingungen (Perfusion mit
20 mM Ca*" mit Thapsigargin/Ionomycin) geteilt.

Fiir die pixelbasierte Analyse wurde sowohl der dynamische Bereich jeder einzelnen Zelle
(Pixel-Ratio) bestimmt, als auch der dynamische Bereich aus dem Mittelwert der Fura-Ratios
der Ca**-hohen und der Ca*"-niedrigen Bedingung (gemitteltes Pixel-Ratio). Der dynamische
Bereich bei der fluoreszenzbasierten Analyse wurde nur liber die Mittelwerte berechnet
(Fluoreszenz-Ratio). Zur Optimierung und Vergleichbarkeit der Belichtungsparameter diente
das Signal-zu-Hintergrund-Verhéiltnis, definiert als Verhéltnis der mittleren Zell- zur

Hintergrundintensitét, als Entscheidungskriterium fiir geeignete Belichtungszeiten.

2.2.8 Phototoxizititsmessungen im Cell-Observer

Zur Untersuchung méglicher phototoxischer Effekte der verwendeten Fura-Indikatoren wurden
Kokulturen aus NK-Zellen und E6.1-pCasper-Zielzellen in 96-Well-Platten angelegt. Das
Effektor-zu-Zielzell-Verhéltnis betrug hierbei 3:1 und es wurden 25.000 E6.1-pCasper Zellen
pro Well verwendet. NK-Zellen wurden mit den jeweiligen Fura-Farbstoffen beladen und mit
den zuvor bestimmten optimalen Belichtungszeiten (Signal-zu-Hintergrund-Verhéltnis > 2)
aufgenommen. Die verwendeten Anregungs- und Emissionsparameter fiir die

Phototoxizitétsassays sind in Tabelle 10 zusammengefasst.

34



Kapitel 2 Material und Methoden

Wihrend eines Beobachtungszeitraums von 3,5 Stunden wurde ratiometrisches Fura-Imaging
im Minutenintervall durchgefiihrt. Zusétzlich wurden pCasper-Fluoreszenzsignale sowie
Durchlichtbilder alle 30 Minuten aufgenommen, um die NK-zellvermittelte Zytotoxizitit zu
erfassen. Als Kontrolle dienten nicht gefarbte und nicht exponierte NK-Zellen des selben
Spenders. In den Kontrollbedingungen wurde das Zielzellsterben ausschlieBlich anhand der
pCasper-Fluoreszenz alle 30 Minuten quantifiziert. Ausgewertet wurde, wie viele Zielzellen zu
jedem Zeitpunkt gestorben waren. Dies wurde manuell anhand der pCasper-Fluoreszenz

analysiert.

Tabelle 10: Anregungs- und Emissionsparameter fiir Phototoxizititsassays

(iibernommen aus Kaschek et al. (2026))

Farbstoff | Anregung Chl Anregung Ch2 Beam-splitter | Emissionsfilter
LED (Intensitit, LED (Intensitit, (BS)
Anregungszeit) + | Anregungszeit) +
Filter Filter
Fura-2 365 nm LED 380 nm LED BS 409 nm 510/90 nm
(80 %, 140 ms) + (30 %, 70 ms) +
340/30 nm filter 387/11 nm filter
Fura-8 365 nm LED (8 %, | 420 nm LED (8 %, | BS 458 nm 510/90 nm
12 ms) +370/10 nm | 40 ms)
filter
Fura-10 365 nm LED (8 %, |420nm LED (8 %, | BS 458 nm 510/90 nm
4,5 ms) +370/10 15 ms)
nm filter
Fura-Red 420 nm LED 505 nm LED BS 440 nm, 464/18 nm,
(30 %, 35 ms) + (30 %, 175 ms) + 520 nm, 607 542/18 nm,
427/15 nm filter 504/17 nm nm 639/30 nm
GFP 470 nm LED (5 %, 20 ms) + 470/40 nm | BS 495 nm 525/50 nm
RFP-FRET | 470 nm LED (5 %, 50 ms) +470/40 nm | BS 593 nm 630/75 nm

2.2.9 Analyse des Zielzellsterbens auf Einzelzellebene mittels pCasper im Celldiscoverer 7

Zur Analyse der NK-zellvermittelten Zytotoxizitit auf FEinzelzellebene wurden
pCasper-exprimierende Zielzellen im Celldiscoverer 7 (Zeiss) mittels Live-Cell-Imaging
untersucht. Fiir die Experimente wurden die Zielzellen in schwarzen 384-Well-Platten mit
flachem Boden in einer Dichte von 9.000 bis 17.500 Zellen pro Well in 90 pl AIM-V-Medium
ausgesit. CD19-CAR NK-Zellen sowie nicht-transduzierte NK-Zellen (NT NK) wurden vor
der Kokultur fluoreszenzmarkiert. Die Detektion der CAR-Expression erfolgte wie oben
beschrieben mittels biotinyliertem Anti-CD19-CAR-Antikorper und anschlieBender Farbung
mit Anti-Biotin-PE. Zusitzlich wurden NK-Zellen mit einem Deep-Red-Zelltrackerfarbstoff
markiert, um eine eindeutige Identifikation der Effektorzellen wihrend der Bildanalyse zu

ermoglichen. Nach der Féarbung wurden die Zellen gewaschen, in AIM-V-Medium
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resuspendiert und zu den Zielzellen gegeben, sodass ein Effektor-zu-Zielzell-Verhiltnis (E:T)

von 2:1 erreicht wurde.

Fiir die quantitative Einzelzell-Analyse wurden Zeitrafferaufnahmen tliber 4 Stunden mit
1-min-Intervall mit einem Plan-Apochromat 20x/0,95 NA Objektiv mit 1x-Tubuslinse an
mehreren Positionen pro Well aufgenommen (37 °C, 5% CO2). Pro Zeitpunkt wurden
Durchlicht sowie GFP-, RFP-FRET- und Deep-Red-Kanile aufgenommen. GFP und
RFP-FRET wurden jeweils mit einer 470-nm-LED (Ex 450—488 nm; 20 %) angeregt und bei
509 nm (50 ms) bzw. 583 nm (90 ms) detektiert. Deep-Red wurde mit einer 625-nm-LED (Ex
615-648 nm; 10 %) angeregt und bei 662 nm (10 ms) detektiert. Das PE-Signal des
anti-CD19-CAR-Antikorpers wurde zusitzlich im RFP-FRET-Kanal erfasst.

Fiir qualitative hochaufgeloste Visualisierungen wurden erginzend Zeitrafferaufnahmen tiber
drei Stunden mit 30-s-Intervall durchgefiihrt (Plan-Apochromat 50%/1,2 NA Wasserimmersion
mit 2x-Tubuslinse; GesamtvergroBerung 100x). Hierfiir wurden NK-Zellmembranen
zusitzlich mit APC-konjugiertem Anti-CD56 (Clone HCDS56, BioLegend) markiert.
Aufgenommen wurden Durchlicht sowie GFP-, RFP-FRET- und APC-Kanile, wobei GFP und
RFP-FRET mit 470 nm (30 %) angeregt und bei 509 nm (150 ms Belichtung) bzw. 583 nm
(250 ms Belichtung) detektiert wurden. APC wurde mit 625 nm (40 %; 200 ms) angeregt und
bei 660 nm detektiert. Das PE-Signal des anti-CD19-CAR-Antikdrpers wurde auch in diesem
Setup im RFP-FRET-Kanal miterfasst.

2.2.10 Automatisierte Zellanalyse

Die Auswertung des Zielzellsterbens erfolgte mithilfe des im Labor entwickelten
MATLAB-Programms MSparkles zur Segmentierung, Verfolgung und quantitativen Analyse
einzelner Zielzellen. Hauptverantwortlich fiir das Programm ist Gebhard Stopper zusammen
mit Joanne Vialle und mir (Stopper*, Vialle*, Kaschek* et al., in Vorbereitung). Das Programm
modelliert zunichst das Hintergrundsignal mittels eines polynom-basierten Fits und zieht dieses
vom Signal ab. Die Segmentierung der NK- und Zielzellen erfolgte sowohl mit dem Gradient
Vector Flow-Algorithmus (G. Li et al., 2008) als auch mit dem Deep-Learning Algorithmus
CellPose (Stringer et al., 2021), wobei letzterer ebenfalls einen Gradient Vector Flow-
Algorithmus nutzt, das Vektorfeld aber durch DeepLearning-Modelle berechnet wird. Die
Segmentierung der Zellen basiert in den Zielzellen auf ihrer pCasper Fluoreszenz (GFP und
FRET) und in den NK-Zellen auf Fura-10 (365 nm Anregung). Um Fehldetektionen durch
iiberlagernde Fluoreszenzsignale zu vermeiden, wurde zusétzlich ein HSV-basierter Farbfilter

verwendet, der Zellen mit GFP-Signal, jedoch ohne Signal im 365-nm-Kanal, selektiert. Hierfiir
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werden den original Fluoreszenzkandlen RGB-Falschfarben zugewiesen. Das daraus
entstehende RGB-Bild wird in den HSV-Farbraum konvertiert. Dieser Farbraum besteht aus
drei Komponenten, Hue (h), welcher die Farbe als Winkel von 0-360° angibt, Saturation (S)
welcher die Farbsittigung steuert, sowie Value (V), welcher die Helligkeit eines Bildpunktes
angibt. Dadurch ist es moglich, die Resultierende Farbe aus dem RGB-Falschfarbbild iiber
einen Bandpass-filter (Winkel) einzustellen, und etwaige spektrale Uberlagerungen gezielt zu

filtern.

Die detektierten Zellregionen (ROIs) wurden anschlieend tiber die gesamte Zeitreihe mittels
eines Kalman-Filter-basierten Tracking-Algorithmus verfolgt (Kalman, 1960). Dabei kann die
Position einer Zelle in einem zukiinftigen Bild anhand vorhergegangener Bewegung (Richtung
und Geschwindigkeit) geschitzt werden. Dies erleichtert die Zuweisung einer Detektion zu
einem bestehenden Zellpfad und erlaubt gleichzeitig, Fehldetektionen zu iiberbriicken und zu

tolerieren.

Fiir jede Zielzelle wurden zu jedem Zeitpunkt die pCasper-Fluoreszenzsignale im GFP- und
RFP-FRET-Kanal extrahiert. Auf Basis einer Changepoint-Analyse der Fluoreszenzzeitreihen
wurden Zustandswechsel im Zeitverlauf detektiert und jede Zielzelle zu jedem Zeitpunkt als
lebend, apoptotisch oder nekrotisch klassifiziert. Apoptotischer Zelltod wurde {iber den Verlust
des FRET-Signals mit gleichzeitigem Anstieg des GFP-Signals definiert, wéhrend nekrotischer
Zelltod durch den Verlust des intrazelluldren Reportersignals (Abfall der Gesamtfluoreszenz)
bestimmt wurde. Die resultierenden Zellzustinde wurden anschliefend zur Berechnung
zeitabhéngiger Anteile lebender, apoptotischer und nekrotischer Zielzellen verwendet

(Stopper*, Vialle*, Kaschek* et al., in Vorbereitung).

Dariiber hinaus analysiert MSparkles Zell-Zell-Kontakte zwischen NK- und Zielzellen. Ein
Zellkontakt wird definiert, wenn die Distanz zwischen zwei Zellen einen Minimalwert

unterschreitet.

2.2.11 Parallele Messung von Ca** Signalen mittels Fura-10 und Apoptose-Sensor

pCasper im Celldiscoverer 7

Die simultane Erfassung intrazelluldrer Ca**-Signale in NK-Zellen und des Zielzellsterbens
wurde mit dem automatisierten Live-Cell-Imaging-System Celldiscoverer 7 durchgefiihrt. Alle
Experimente erfolgten bei 37 °C und 5 % CO: in schwarzen 384-Multiwell-Platten mit flachem
Boden.
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Fiir die Fura-10 Farbung wurden 150.000 NK-Zellen in 500 pl PBS + 0,5 % BSA mit 1 uM
Fura-10 AM fiir 20 Minuten bei 37 °C im Dunklen inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen
zweimal gewaschen und in 200 ul AIM-V Medium resuspendiert.

Als Zielzellen wurden stabil pCasper-exprimierende Zelllinien eingesetzt. Sofern nicht anders
angegeben, wurden 10.000 Zielzellen pro Well in 70 ul AIM-V ausgesit und nach dem
Absetzen mit 15.000 NK-Zellen in 20 ul in Kokultur gebracht. Es wurde dementsprechend ein

Effektor-zu-Zielzell-Verhiltnis von 1,5:1 verwendet.

Zur gleichzeitigen  Erfassung der Ca*-Signale und der pCasper-basierten
Zielzellsterbe-Phanotypen wurden in jedem Zeitrafferexperiment die Fura-10-Anregungen bei
365 nm und 420 nm sowie die pCasper-Fluoreszenzkanile (GFP und FRET/RFP)
aufgenommen. Die LED-Intensitéten, Belichtungszeiten und verwendeten Emissionsfilter sind

in Tabelle 11 zusammengefasst.

Tabelle 11: Anregungs- und Emissionsspektren am Celldiscoverer 7
Die Werte wurden so gewdhlt, dass Ca?-Signaling via Fura-10 parallel zu Zelltoduntersuchungen via pCasper gemessen
werden kann (iibernommen aus Kaschek et al. (2026))

Farbstoff Anregung Emissionsfilter
Fura-10 Ex.365nm | 365 nm LED, 7 %, 150 ms 514 /26 nm
Ex. 420 nm | 420 nm LED, 12 %, 300 ms 514 /26 nm
Em. GFP 470 nm LED, 10 %, 120 ms 514 /26 nm
pCasper SGR g "FRET | 470 nm LED, 10 %, 150 ms 592/18 nm

Die Zeitrafferaufnahmen wurden mit einem Plan-Apochromat-Objektiv (20%/0,95 NA) in
Kombination mit einer 2x-Tubuslinse durchgefiihrt, was einer Gesamtvergrof3erung von 40x
entspricht. Die Bildakquisition erfolgte iiber einen Zeitraum von 2 Stunden mit einem
Aufnahmeintervall von 30 Sekunden. Pro Zeitpunkt wurden Durchlicht sowie die Fura-10- und

pCasper-Fluoreszenzkanidle aufgenommen.
Analyse von Ca?* in primiren NK-Zellen

Zur Untersuchung der Ca?'-Signale primdrer NK-Zellen unter definierten funktionellen
Bedingungen wurden Live-Cell-Imaging-Experimente im Celldiscoverer 7 wie oben

beschrieben durchgefiihrt.

Zur Analyse der vom Abtotungs-Phinotyp abhdngigen Ca?*-Signale wurden primére NK-Zellen
wie beschrieben mit Fura-10 beladen und anschlieflend in einem Verhéltnis von 1,5:1 mit den

Zielzellen K562 gemessen.
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Dariiber hinaus wurden primére NK-Zellen vor der Kokultur mit Zielzellen mit Concanamycin
A (CMA) behandelt, um Perforin-abhingige Zytotoxizitit funktionell zu inhibieren. Hierzu
wurden NK-Zellen fiir vier Stunden bei 37 °C mit CMA in einer Endkonzentration von 100 nM
inkubiert. CMA inhibiert die Perforin-vermittelte Zytotoxizitdt durch Neutralisierung des
sauren Milieus in lytischen Granula, ohne die Zielzellerkennung oder die Ausbildung von
NK-Zell-Kontakten zu beeintrachtigen. Nach der Inkubation wurden die Zellen gewaschen und

anschlieffend wie beschrieben mit Fura-10 beladen.

In einem weiteren experimentellen Ansatz wurden Ca?**-Signale primirer NK-Zellen wihrend
der Interaktion mit der B-Zell-Lymphom-Zelllinie TMDS8 untersucht. Zur Analyse
antikérperabhingiger zellvermittelter Zytotoxizitdt (ADCC) wurden die Experimente sowohl
in Abwesenheit als auch in Anwesenheit des anti-CD20-Antikdrpers Rituximab durchgefiihrt.
Rituximab wurde den Zielzellen vor Beginn der Kokultur in einer Endkonzentration von 1 uM

zugesetzt.
Untersuchung in CAR/NT NK-Zellen

Zur Analyse der Ca**-Signale in CD19-CAR NK-Zellen und nicht-transduzierten NK-Zellen
(NT NK) wurden Live-Cell-Imaging-Experimente im Celldiscoverer 7 unter den oben
beschriebenen Bedingungen durchgefiihrt. Als Zielzellen wurden stabil pCasper-exprimierende
K562- und NALM-6-Zelllinien eingesetzt, um CAR-unabhédngige beziehungsweise

CAR-spezifische NK-Zell-Interaktionen zu untersuchen.
Analyse der Ca*-Signale aus dem Celldiscoverer 7

Die Auswertung der im Celldiscoverer 7 aufgenommenen Ca*-Daten erfolgte auf
Einzelzellebene durch das im Labor entwickelten MATLAB-Programm MSparkles (Stopper*,
Vialle*, Kaschek* et al., in Vorbereitung). Grundlage der Analyse waren die Fluoreszenzsignale
der Fura-10-Anregungen bei 370 nm und 420 nm. Fiir jede einzelne NK-Zelle wurde zu jedem
Zeitpunkt die mittlere Fluoreszenzintensitit pro Kanal bestimmt und daraus das ratiometrische

Ca**-Signal als Quotient der Fluoreszenzintensitéten (370/420) berechnet.

Im néchsten Schritt wurden die NK-Zellen anhand ihres Interaktionsverhaltens mit Zielzellen
klassifiziert. Fiir jede NK-Zelle wurde manuell bzw. mit Unterstiitzung von MSparkles
bestimmt, ob sie wihrend des Beobachtungszeitraums entweder keinen Kontakt zu einer
Zielzelle hatte, lediglich Kontakt ohne Zielzellsterben zeigte oder eine Zielzelle totete. Bei

zytotoxisch aktiven NK-Zellen wurde zusitzlich der Modus des Zielzellsterbens (apoptotisch,
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nekrotisch oder gemischt) anhand der pCasper-Fluoreszenzdynamik und morphologischer

Kriterien bestimmt.

Fiir alle NK-Zellen, die Kontakt mit einer Zielzelle eingingen, wurden die Ca**-Signale zeitlich
auf den Zeitpunkt des initialen Zellkontakts ausgerichtet. Zur Quantifizierung der
Ca**-Dynamik wurde ein Analysefenster von fiinf Minuten vor dem Kontakt sowie 20 Minuten
nach dem Kontakt definiert. Innerhalb dieses Fensters wurde die basale Ca**-Konzentration als
das minimale Fura-Ratio vor dem Kontakt bestimmt. Die maximale Ca?*-Antwort nach Kontakt
wurde als hochster gemessener Fura-Ratio-Wert innerhalb des Analysefensters definiert. Die
APeak-Ca?*-Amplitude wurde als Differenz zwischen dem maximalen Ca?**-Signal nach

Kontakt und der basalen Ca?"-Konzentration berechnet.

Zusétzlich wurde die Abklingzeit des Ca?*-Signals bestimmt. Diese wurde definiert als das
Zeitintervall zwischen dem initialen Zellkontakt und dem Zeitpunkt, zu dem das Ca**-Signal
auf 1/e der APeak-Amplitude oberhalb der Baseline abgefallen war. Dadurch konnte die

zeitliche Dynamik der Ca?"-Antwort unabhéngig von ihrer absoluten Hohe verglichen werden.

NK-Zellen ohne Kontakt zu Zielzellen wurden separat analysiert. Fiir diese Zellen wurde ein
zentrales Zeitfenster von 25 Minuten innerhalb der Aufnahme ausgewihlt, um ein
vergleichbares Mal3 flir basale Ca?*-Signale zu erhalten. Das mittlere Fura-Ratio innerhalb
dieses Fensters wurde als basale Ca**-Aktivitét in inaktiven NK-Zellen verwendet und mit den

Basalwerten kontaktierender bzw. killender NK-Zellen verglichen.

Alle Ca?*-Parameter wurden anschlieend in Abhdngigkeit vom Interaktionsverhalten der

NK-Zellen sowie vom jeweiligen Zielzelltyp statistisch ausgewertet.

2.2.12 Software

Zur Datenerhebung, -verarbeitung und -auswertung wurden verschiedene spezialisierte

Softwareldsungen eingesetzt.

Der Celldiscoverer 7 wird mit der Software Zen 3 (Version 3.11) betrieben, der Cell Observer
mit Zen 3 (Version 3.1). Fluoreszenzbasierte Messungen im Plattenlesegerdt wurden mit der

CLARIOstar-Software MARS durchgefiihrt.

Die Analyse von Durchflusszytometrie-Daten erfolgte mit FlowJo Software Version 10.8.1 (BD

Biosciences, USA).

Die = Weiterverarbeitung, automatisierte ~ Analyse ~ und  Visualisierung  von

Einzelzell-Zeitreihendaten aus Live-Cell-Imaging-Experimenten sowie die Auswertung von
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Plattenleserdaten wurden mithilfe von Programmen und Skripten in MATLAB (Version 2024b;
MathWorks, USA) durchgefiihrt. Ergdnzend wurde ImagelJ/Fiji (National Institutes of Health,
USA) und Zen3 (Version 3.6) zur Bildverarbeitung, Segmentierung oder Erstellung

ratiometrischer Darstellungen verwendet.

Die statistische Analyse der Daten erfolgte mit GraphPad Prism Version 10 (GraphPad Software
Inc., USA). Tabellenkalkulation, Datenorganisation sowie unterstiitzende Berechnungen
wurden mit Microsoft Excel durchgefiihrt; Textverarbeitung und Manuskripterstellung
erfolgten mit Microsoft Word (Microsoft Corporation, USA). Die Erstellung und
Nachbearbeitung von Abbildungen fiir die Dissertation und Publikationen wurde mit Affinity
Designer (Serif Ltd., UK) durchgefiihrt.

Zur sprachlichen Uberarbeitung und stilistischen Glittung einzelner Textpassagen dieser
Dissertation wurde das Kl-gestiitzte Sprachmodell ChatGPT 5.2 (OpenAl) verwendet. Die
Nutzung beschrinkte sich ausschlieflich auf die sprachliche Optimierung bereits inhaltlich

vollstindig ausgearbeiteter Textabschnitte.

Die Konzeption der Experimente, die Durchfiihrung der Versuche, die Datenauswertung, die
statistische Analyse, die Interpretation der Ergebnisse sowie die wissenschaftliche Einordnung
und Diskussion erfolgten vollstindig eigenstindig, sofern nicht anders angegeben. Fiir

samtliche Inhalte dieser Dissertation iibernehme ich die alleinige Verantwortung.

2.2.13 Statistische Analysen

Alle Daten werden als Mittelwert = Standardabweichung (SD) dargestellt, sofern nicht anders
in der Abbildung angegeben. Die Anzahl der analysierten Zellen oder unabhingigen
Experimente beziehungsweise Zellen (n) und der biologischen Spender (N) ist jeweils in den

entsprechenden Abbildungslegenden angegeben.

Zur Uberpriifung der Normalverteilung wurde der Shapiro—Wilk-Test angewendet. Fiir den
Vergleich zweier Gruppen wurden gepaarte Student’s #-Tests fiir normalverteilte Daten
verwendet oder Wilcoxon-Tests bei nicht normalverteilten Daten angewendet. Fiir Vergleiche
mehrerer Gruppen kamen einfaktorielle Varianzanalysen mit Messwiederholung (RM one-way
ANOVA) zum Finsatz, ungepaart sowie ohne Annahme einer Normalverteilung (Kruskal-
Wallis Test). Gruppierte Analysen wurden mittels zweifaktorieller Varianzanalyse (two-way
ANOVA) durchgefiihrt, wobei keine gepaarte Analyse und keine Normalverteilung

angenommen wurden.
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Post-hoc-Analysen wurden ausschlieBlich dann durchgefiihrt, wenn ein insgesamt statistisch
signifikanter Effekt vorlag. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet. Die
Signifikanzniveaus sind wie folgt angegeben: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001.
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3 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Dynamik intrazelluldrer Calcium (Ca**)-Signale in
natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) wihrend der Interaktion mit Zielzellen auf
Einzelzellebene. Hierfir wurde ein Live-Cell-Imaging-Ansatz etabliert, der die simultane

Erfassung von Ca?**-Signalen in NK-Zellen und des Zielzellsterbens ermdglicht.

Die Ergebnisse gliedern sich in drei Abschnitte: Zundchst wurde ein geeignetes ratiometrisches
Calcium-Indikatorsystem fiir primare humane NK-Zellen etabliert. Anschlieend wurden Ca**-
Signale in primdren NK-Zellen wéhrend der Interaktion mit verschiedenen Zielzelllinien
untersucht und mit unterschiedlichen Formen des Zielzellsterbens korreliert. Im dritten
Abschnitt wurde derselbe Ansatz genutzt, um Calcium-Signale in der CAR-vermittelten

Zytotoxizitét zu untersuchen

3.1 Etablierung von Fura-10 als Calcium-Sensor in priméiren

humanen NK-Zellen

Ca*" ist ein entscheidender Regulator von NK-Zellen und spielt insbesondere bei ihrer
Zytotoxizitit eine wichtige Rolle. Zur Analyse intrazelluldrer Ca**-Signale werden hiufig
ratiometrische Fluoreszenzindikatoren verwendet, wobei Fura-2 der verbreitetste Standard ist.
Bei ratiometrischen Ca**-Indikatoren, zu denen die Fura-Farbstoffe gehoren, wird die
Fluoreszenz bei zwei unterschiedlichen Anregungswellenlingen gemessen, deren Verhéltnis
(Fura-Ratio) proportional zur intrazelluldren Ca*>*-Konzentration ([Ca**]int) ist. Ratiometrische
Farbstoffe haben den groBen Vorteil, dass Ca’'-Signale unabhiingig von der
Farbstoffkonzentration sind, sofern man Puffereffekte vernachlissigt, die fiir alle Ca?'-

Farbstoffe gelten.

Fir die Analyse intrazellulirer Ca*'-Signale in NK-Zellen wurden fiinf ratiometrische
Calciumindikatoren (Fura-2, Fura-PE3, Fura-§, Fura-10 und Fura-Red) systematisch
hinsichtlich ihrer Sensitivitdt, Signalqualitit und Eignung fiir Langzeitmessungen in priméren
humanen NK-Zellen verglichen. Zusétzlich wurde untersucht, ob Farbstoftbeladung und
Fluoreszenzbelichtung die zytotoxische Funktion der NK-Zellen beeinflussen. Dartiber hinaus
wurde gepriift, ob sich die Ca?**-Messung mit der Analyse des Zielzellsterbens mittels pCasper

kombinieren lésst.
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3.1.1 Anregung und Emission der Farbstoffe

Zur Charakterisierung der fiinf ratiometrischen Indikatoren wurden zunédchst Anregungs- und
Emissionsspektren bestimmt. Um zelluldre Bedingungen mdglichst realistisch abzubilden,
erfolgten die Messungen in primiren humanen NK-Zellen. Hierzu wurden die Zellen mit dem
jeweiligen Farbstoff beladen und anschlieBend unter Ca?*-freien Bedingungen (0 mM externes
Ca*", 1 mM EGTA) sowie bei hoher externer Ca?>*-Konzentration (20 mM) in Anwesenheit von

Thapsigargin und lonomycin analysiert.

Die gemessenen Spektren sind in Abbildung 3 dargestellt. Fura-2 und Fura-PE3 zeigten nahezu
identische spektrale FEigenschaften, ebenso Fura-8§ und Fura-10. Dies entspricht der
strukturellen Verwandtschaft der jeweiligen Farbstoffpaare. Fura-2 und Fura-PE3 wurde im
kurzwelligen Bereich angeregt, gefolgt von Fura-8 und Fura-10, wéihrend Fura-Red eine

deutlich langwelligere Anregung und Emission hatte.
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Abbildung 3: Anregungs- und Emissionsspektren der getesteten Fura-Indikatoren

Dargestellt sind Anregungsspektren (durchgezogene Linien) und Emissionsspektren (gestrichelte Linien) von Fura-2 (A), Fura-
8 (B), Fura-Red (C), Fura-PE3 (D) und Fura-10 (E) unter Ca*-freien Bedingungen (I mM EGTA; blau) sowie bei hoher
extrazelluldrer Ca?*-Konzentration (20 mM Ca?; pink). Horizontale Linien markieren ideale Anregungs- und
Emissionswellenlinge. Zur Einstellung minimaler bzw. maximaler intrazelluldrer Ca®-Signale wurden Thapsigargin und
lonomycin zugesetzt. Die Spektren wurden bei 37 °C in einem Plattenlesegerdt aufgenommen. Dargestellt ist der Mittelwert.
n=35 - 15 Einzelmessungen; N=3 Spender. Modifiziert nach Kaschek et al, (2026).

Alle untersuchten Fura-Indikatoren zeigten die erwartete Ca*"-abhéngige Verschiebung ihres
Anregungsspektrums, wobei hohe Ca?'-Konzentrationen jeweils zu einer Verschiebung in
Richtung kiirzerer Wellenldngen fiihrten. Auf Basis dieser Spektren wurden geeignete

Anregungs- und Emissionswellenlidngen fiir die mikroskopiebasierten Experimente ausgewahlt
(Abbildung 3 und Tabelle 12).

44



Kapitel 3 Ergebnisse

Tabelle 12: Verwendete Anregungs- und Emissionswellenlingen im Cell Observer fiir die getesteten Fura-Indikatoren
Ubersicht der fiir die Messungen im Cell Observer gewdhlten Anregungs- und Emissionswellenlingen sowie Beamsplitter fiir
Fura-2, Fura-PE3, Fura-8, Fura-10 und Fura-Red. Die Auswahl basiert auf den in Abbildung 3 bestimmten Spektren und
wurde so gewdhlt, dass eine moglichst gute Differenzierung zwischen Ca®-armen und Ca**-reichen Bedingungen erreicht wird.
(Modifizierte Ubernahme nach Kaschek et al., 2026)

Indikator | Anregung Anregung Beamsplitter | Emissions-

Kanal 1 Kanal 2 Filter
Fura-2und |365nm LED+ |380nm LED+ | BS 409 nm 510/90 nm
Fura-PE3 340/30 nm 380 nm

Fura-8 und | 365 nm LED + 420 nm LED BS 458 nm 510/90 nm
Fura-10 370 nm
Fura-Red 420 nm LED + 505 nm LED + | BS 440, 520, | 464/18 nm,
427/15 nm 504/17 nm 607 nm 542/18 nm,
639/30 nm

3.1.2 Untersuchung der ratiometrischen Eigenschaften mit dem Cell Observer

Fiir die mikroskopiebasierte Analyse der Ca?*-Signale wurde ein Cell Observer verwendet, der
eine flexible Anpassung der Anregungs- und Emissionsbedingungen ermdglicht. Die Auswahl
geeigneter Filter erfolgte auf Grundlage der zuvor bestimmten Spektren (Tabelle 12). Zusétzlich
erlaubt dieser Aufbau die Verwendung einer Perfusionskammer (Abbildung 4A), iiber die
definierte Ca*-haltige Losungen mittels Spritzen appliziert werden konnen. Der
Fliissigkeitsaustausch erfolgt hier iiber ein Uberlaufreservoir, wodurch mechanische
Belastungen der Zellen minimiert werden. NK-Zellen wurden auf Polyornithin-beschichteten

Coverslips untersucht, die Experimente wurden bei 37 °C durchgefiihrt.

Zur Bestimmung des dynamischen Bereichs wurden Fura-beladene NK-Zellen unter
Ca**-freien Bedingungen (0 mM externes Ca**, 1 mM EGTA) intermedidren (0,5 mM) sowie
hohen extrazelluldiren Ca*-Konzentration (20 mM) untersucht. Durch Zugabe von
Thapsigargin und Ionomycin wurden dabei zum einen moglichst niedrige (nach vollstindiger
Speicherentleerung) und zum anderen mdglichst hohe (bei maximalem Ca?*-Einstrom) [Ca**Jint

erzeugt.
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Abbildung 4: Ca’*-Imaging von Fura-gefiirbten NK-Zellen im Cell Observer unter Verwendung einer Perfusionskammer.
(4) Schematische Darstellung der verwendeten Perfusionskammer zur Messung von Ca*-Signalen unter definierten dufSeren
Ca?*-Konzentrationen. (B,C) Primdre NK-Zellen, gefirbt mit fiinf unterschiedlichen Fura-Farbstoffen, aufgenommen mit einem
20x-Objektiv. (B) Aufnahmen bei 0 mM extrazellulirem Ca*, (C) derselbe Bildausschnitt bei 20 mM Ca?". Die obere Reihe
zeigt den kurzwelligen Anregungskanal 1 (Ex1), die mittlere Reihe den ldngerwelligen Kanal 2 (Ex2) und die untere Reihe
Jjeweils die Uberlagerung beider Kandle (merge). (D, E) Hochaufgeléste Aufnahmen gefiirbter NK-Zellen im 63 x-Objektiv zur
Darstellung intrazellulirer Kompartimentalisierung. Gezeigt sind Maximum-Intensity-Projections (MIP) aus aufgenommenen
z-Stacks. (F) Darstellung des Ex2-Kanals bei 20 mM Ca?* mit angepassten Helligkeitseinstellungen, um zu verdeutlichen, dass
trotz der reduzierten Intensitit im Vergleich zur 0-mM-Bedingung weiterhin ein deutlich messbares Fluoreszenzsignal
vorhanden ist. Modifiziert nach Kaschek et al. (2026).
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Wie fiir ratiometrische Fura-Indikatoren erwartet, fiihrte der Ca*-abhingige Shift im
Anregungsspektrum zu charakteristischen Veranderungen der Emissionsintensitit in den beiden
verwendeten ~ Anregungskandlen. Unter der Ca?*-freien Bedingung war die
Fluoreszenzintensitdt im langwellig angeregten Kanal 2 (Ex2, tiirkis) hoher als im kurzwelligen
Kanal 1 (Ex1, magenta), sodass die Zellen in liberlagerten Darstellungen (merge) iberwiegend
blau erscheinen (Abbildung 4B). Bei hoher Ca?*-Konzentration nahm die Intensitdt im
langwelligeren Ex2-Kanal deutlich ab, wahrend sie im kurzwelligen Ex1-Kanal zunahm, sodass
die Zellen in den liberlagerten Bildern pink erscheinen (Abbildung 4C). Dieses Verhalten wurde

fur alle untersuchten Fura-Indikatoren beobachtet.

Ein potenzielles Problem der AM-basierten Farbstoffe (Acetoxymethylester) ist ihre
Kompartimentalisierung. Dabei lagert sich der Farbstoff nicht nur im Zytosol an, sondern kann
auch in Organellen wie dem ER oder den Mitochondrien akkumulieren. Da die
Ca?"-Konzentrationen in diesen Organellen erheblich von der zytosolischen Konzentration
abweichen, kann dies die Interpretation der Messungen beeinflussen. In hochaufgeldsten
63x-Aufnahmen gefirbter NK-Zellen (Abbildung 4D,E) zeigen sich punktférmige Strukturen,
die auf eine solche Kompartimentalisierung hinweisen. Diese sind in allen getesteten
Fura-Farbstoffen erkennbar, wirken jedoch bei Fura-10 am wenigsten ausgeprigt. Diese
Beobachtung wurde nicht weiterverfolgt, da bereits beschrieben wurde, dass die intrazelluldre
Kompartimentalisierung von Fura-2/AM die Bestimmung der zytosolischen freien Ca*'-

Konzentration beeintrachtigen kann (Takeuchi et al., 1989)

Bei hoher Ca**-Konzentration (20 mM) war die Fluoreszenzintensitit im langwelligen
Ex2-Kanal erwartungsgemil deutlich reduziert. Da fiir alle Farbstoffe identische Helligkeits-
und Kontrasteinstellungen verwendet wurden, erschien das Signal teilweise sehr schwach. Eine
Anpassung der Darstellungseinstellungen (Abbildung 4F) zeigt jedoch, dass das Signal
weiterhin deutlich iiber dem Hintergrund liegt und somit fiir ratiometrische Analysen geeignet

ist.

Bei ratiometrischen Farbstoffen bestimmt [Ca®']inw das Verhiltnis zwischen den beiden
Anregungswellenldngen. Dieses Verhdltnis, das als Fura-Ratio bezeichnet wird, kann
pixelweise berechnet werden, indem die Fluoreszenzintensitét in jedem Pixel im kurzwelligeren
Kanal Ex1 durch die Intensitit im langwelligeren Kanal Ex2 nach Hintergrundkorrektur
dividiert wird. Abbildung 5A verdeutlicht exemplarisch die Generierung eines solchen
Ratio-Bildes aus den beiden Fluoreszenzkanilen. In der Falschfarbendarstellung entsprechen

blaue Farben niedrigen Ratio-Werten, wihrend hohe Ratio-Werte als gelbe bis weille Bereiche
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dargestellt werden. Bei hoher externer Ca**-Konzentration steigt das Fura-Ratio entsprechend
an. Nach Anpassung der Farbschwellen werden zudem Unterschiede zwischen einzelnen Zellen

innerhalb derselben Bedingung sichtbar.

Da das gemessene Fura-Ratio vom Verhiltnis der Anregungsintensititen der beiden Kanile
abhingt, wurden die Belichtungszeiten der beiden Kanile zunéchst kalibriert. Ziel war es, in
der intermedidren Ca?*"-Bedingung (0,5 mM Ca*") ein Fura-Ratio von etwa 0,5 zu erreichen
(Abbildung 5B). Dieser Wert wurde als technischer Referenzpunkt gewéhlt, um die
Kanalgewichtung zwischen den Farbstoffen vergleichbar zu machen und gleichzeitig
ausreichend Dynamik fiir Anderungen in beide Richtungen zu erhalten. Um dies zu erzeugen,
wurde fiir Fura-2 und Fura-PE3 der kurzwellige Kanal (340 nm) doppelt so lange belichtet wie
der langwellige Kanal (380 nm). Fiir Fura-8 und Fura-10 wurde der erste Kanal (370 nm) auf
das 0,3-fache, fiir Fura-Red der erste Kanal (420 nm) auf das 0,2-fache der Belichtungszeit des
jeweiligen zweiten Kanals (420 nm bzw. 505 nm) eingestellt (Tabelle 9).
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Abbildung 5: Messung von Fura-Ratios in gefiirbten NK-Zellen im Cell-Observer

(A) Reprisentative Aufnahmen gefirbter NK-Zellen als Uberlagerung beider Anregungskandle (oben) sowie die
entsprechenden Fura-Ratio-Darstellungen (unten), pixelweise berechnet mit dem ImageJ-Plugin Ratio Plus NaN. Links sind
die Zellen bei 0 mM extrazelluldrem Ca?* dargestellt, rechts bei 20 mM Ca?*'. Das mittlere Ratio-Bild verwendet identische
Helligkeitseinstellungen wie die 0-mM-Bedingung, das rechte Ratio-Bild zeigt denselben Bildausschnitt mit angepassten
Helligkeitseinstellungen zur besseren Darstellung intrazelluldrer Unterschiede. (B) Gemessene Fura-Ratios der getesteten
Farbstoffe bei 0, 0,5 und 20 mM extrazellulivem Ca®. Jeder Punkt reprisentiert den Mittelwert eines Spenders. N = 3-5
Spender, n = 15—155 Zellen pro Bedingung. Modifiziert nach Kaschek et al. (2026).

Den dynamischen Bereich eines ratiometrischen Farbstoffs kann man als das Verhéltnis des
maximal messbaren zum minimal messbaren Fura-Ratio definieren. Ein groBer dynamischer
Bereich ermdglicht es, auch geringe Anderungen der Ca*-Konzentration zuverlissig
abzubilden. Neben der Bestimmung des dynamischen Bereichs der Farbstoffe wurde
untersucht, ab welcher Belichtungszeit der tatsdchliche dynamische Bereich zuverldssig
gemessen werden kann. Es sollten Belichtungszeiten identifiziert werden, die einen stabilen
dynamischen Bereich bei moglichst geringer ,,Lichtbelastung® (geringe Intensitdt und kurze

Belichtungszeit) der Zellen ermoglichen. In Abbildung 6 ist fiir die fiinf getesteten
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Fura-Indikatoren jeweils der gemessene dynamische Bereich der NK-Zellen aufgetragen,

durchgefiihrt mit verschiedenen Belichtungszeiten.

Dabei zeigte sich, dass im Mittel der dynamische Bereich mit zunehmender Belichtungszeit
zunichst anstieg und anschlielend ein Plateau erreichte. Dieses Plateau wurde fiir die einzelnen
Farbstoffe bei unterschiedlichen Belichtungszeiten erreicht. Zudem unterschieden sich die
Farbstoffe deutlich in ihrem maximalen dynamischen Bereich. Gleichzeitig zeigte sich eine

betrachtliche Streuung der Werte zwischen einzelnen Zellen.

Neben dem dynamischen Bereich wurden weitere Parameter der Signalqualitit untersucht
(Abbildung 7). Abbildung 7A kondensiert die Mittelwerte aus Abbildung 6, wihrend in
Abbildung 7B die Werte bei der jeweils hochsten Belichtungszeit dargestellt sind. In den
Abbildung 7C und D wird das Signal-zu-Hintergrund-Verhiltnis dargestellt, indem die mittlere
Fluoreszenzintensitét der Zellen mit der Hintergrundfluoreszenz verglichen wird (kurzwelliger
Kanal Ex1 in Abbildung 7C, langwelliger Kanal Ex2 in Abbildung 7D). Dabei wurde deutlich,
dass  Fura-10  bereits bei  sehr  kurzen  Belichtungszeiten @ ein  hohes
Signal-zu-Hintergrund-Verhéltnis erreichte. Fura-8 und Fura-2 benétigten hierfiir etwas ldngere
Belichtungszeiten, wihrend Fura-Red und insbesondere Fura-PE3 erst bei deutlich lingeren

Belichtungszeiten vergleichbare Werte erreichten.
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Abbildung 6: Dynamischer Bereich der Fura-Farbstoffe in Abhéngigkeit von der Belichtungszeit
Violinplots zeigen die Verteilung des dynamischen Bereichs in Abhdngigkeit von der Belichtungszeit fiir primdre NK-Zellen,
die mit den jeweiligen Fura-Indikatoren beladen wurden. Jeder Punkt entspricht dem gemessenen dynamischen Bereich einer
einzelnen Zelle. Der Median ist als durchgezogene schwarze Linie dargestellt, die Quartile als gestrichelte Linien. N = 3—5
Spender, n = 114-308 Zellen pro Farbstoff. Modifiziert nach Kaschek et al. (2026).
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Abbildung 7: Einfluss der Belichtungszeit auf den dynamischen Bereich und die Signalqualitiit der Fura-Farbstoffe

(4) Dynamischer Bereich primdrer NK-Zellen, die mit den jeweiligen Fura-Farbstoffe beladen wurden, in Abhdngigkeit von
der Belichtungszeit. Dargestellt sind Mittelwerte + SD. (B) Violinplots des dynamischen Bereichs gemessen in einzelnen Zellen
bei maximalen Belichtungszeiten (200 ms fiir Fura-8 und Fura-10; 300 ms fiir Fura-2, Fura-PE3 und Fura-Red). Schwarze
Balken markieren den Median, farbige Linien die Quartile. (C, D) Signal-zu-Hintergrund-Verhdltnis der beiden
Anregungskandile fiir jeden Farbstoff in Abhdngigkeit von der Belichtungszeit. Die rechten Panels zeigen eine vergrifierte
Darstellung der linken. Dargestellt sind Mittelwerte £ SD. Optimale Belichtungszeiten fiir den kurzwelligeren Kanal Exl
betrugen: Fura-2, 60 ms; Fura-PE3, 160 ms; Fura-8, 50 ms; Fura-10, 15 ms; Fura-Red, 150 ms. Und fiir den langwelligeren
Kanal Ex2: Fura-2, 140 ms; Fura-PE3, 300 ms; Fura-8, 25 ms; Fura-10, 15 ms; Fura-Red, 300 ms. N = 3—5 Spender, n =
114-308 Zellen pro Farbstoff- Modifiziert nach Kaschek et al. (2026).

Bei der Berechnung von Ca®’-Signalen gibt es unterschiedliche Ansitze. Fiir die Analyse der
Daten aus Abbildung 5 bis 7 wurde das Ratio pixelweise berechnet und anschlie8end alle Pixel
einer Zelle gemittelt. Eine alternative Methode besteht darin, zunichst die mittlere
Fluoreszenzintensitét der Zelle (ROI) in beiden Kanélen zu bestimmen und daraus im zweiten

Schritt das Fura-Ratio der gesamten Zelle zu berechnen. Abbildung 8A zeigt schematisch beide

Analyseansitze und vergleicht sie miteinander. Beide Ansétze basieren auf denselben
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Intensitdtsdaten, unterscheiden sich jedoch in der Reihenfolge der Ratio-Berechnung und

Mittelung.

Abbildung 8B vergleicht drei Varianten zur Berechnung des dynamischen Bereichs bei
maximaler Belichtung. Die erste Methode (,,Pixel-Ratio) bestimmt zunéchst ein pixelbasiertes
Ratio und berechnet daraus den dynamischen Bereich fiir jede einzelne Zelle. Die zweite
Methode (,,gemitteltes Pixel-Ratio*) verwendet ebenfalls pixelbasierte Ratios, mittelt jedoch
zundchst die Ratios aller Zellen pro Ca?>-Bedingung und berechnet daraus einen
experimentweiten dynamischen Bereich. Die dritte Methode (,,Fluoreszenz-Ratio*) basiert auf
den mittleren ROI-Intensititen der beiden Kanile und berechnet daraus zunéchst das Ratio der
gesamten Zelle. Die Berechnung des dynamischen Bereichs erfolgt dann wie beim gemittelten
Pixel-Ratio. Alle drei Methoden lieferten vergleichbare relative Unterschiede zwischen den
Farbstoffen, der maximal gemessene dynamische Bereich ist also unabhingig von der Art der

Analyse.

Bei Verwendung der fluoreszenzbasierten Methode zeigte sich, dass der dynamische Bereich
bereits bei deutlich kiirzeren Belichtungszeiten ein Plateau erreicht als bei der pixelbasierten
Analyse (Abbildung 8C im Vergleich zu Abbildung 7A). Dies deutet darauf hin, dass die
fluoreszenzbasierte Auswertung gegeniiber kurzen Belichtungszeiten robuster ist. Aus diesem
Grund wurde diese Methode im weiteren Verlauf der Arbeit zur Quantifizierung der

Ca?**-Signale verwendet.

Die pixelbasierte Ratio-Berechnung bleibt jedoch wichtig, wenn lokale Unterschiede bei
[Ca®']in analysiert werden sollen. Abbildung 8D zeigt reprisentative Aufnahmen aus der
20-mM-Ca**-Bedingung, sowohl als Merge der beiden Fluoreszenzkandle als auch als
pixelbasiertes Ratio-Bild. Wéhrend intrazelluldre Unterschiede in den Merge-Darstellungen nur
schwach erkennbar sind, werden sie im Ratio-Bild durch die Falschfarbendarstellung deutlich

sichtbar.
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Abbildung 8:Vergleich unterschiedlicher Methoden zur Berechnung des Fura-Ratios und des dynamischen Bereichs

(4) Schematische Darstellung der beiden Analyseansdtze zur Bestimmung des Fura-Ratios: pixelweise Berechnung (links) mit
anschlieffender Mittelung tiber die Zellmaske sowie fluoreszenzbasierte Berechnung (rvechts) aus den mittleren ROI-
Intensitéten. (B) Vergleich des dynamischen Bereichs der Fura-Indikatoren, berechnet mit den drei Analyseansdtzen (I: Pixel-
Ratio, II: gemitteltes Pixel-Ratio und IlI: Fluoreszenz-Ratio) bei maximaler Belichtungszeit. Alle Methoden zeigen
vergleichbare relative Unterschiede zwischen den Farbstoffen. (C) Dynamischer Bereich der Fura-Indikatoren in Abhdngigkeit
von der Belichtungszeit, berechnet mit der fluoreszenzbasierten Ratio-Methode. Im Vergleich zur pixelbasierten Auswertung
wird das Plateau des dynamischen Bereichs bereits bei deutlich kiirzeren Belichtungszeiten erreicht. (D) Reprdsentative
Aufnahmen von mit Fura-Indikatoren gefirbten NK-Zellen aus der 20-mM-Ca?**-Bedingung (vgl. Abbildung 4). Dargestellt sind
jeweils die Fluoreszenzaufnahmen sowie die entsprechenden pixelbasierten Fura-Ratio-Bilder zur Visualisierung
intrazelluldrer Ca®-Heterogenitdt. N = 3—5 Spender, n = 114-308 Zellen pro Farbstoff. Modifiziert nach Kaschek et al. (2026).

3.1.3 Eignung der Ca?* Farbstoffe wiihrend Zytotoxizititsmessungen

Die bisherigen Experimente dienten der grundlegenden Charakterisierung der spektralen
Eigenschaften sowie der signaltechnischen Leistungsfdhigkeit der getesteten Fura-Indikatoren
im Ca?’-Imaging. Dabei ging hervor, dass sich die Farbstoffe bereits hinsichtlich ihres
dynamischen Bereichs, des Signal-zu-Hintergrund-Verhiltnisses sowie der bendtigten

Belichtungszeiten deutlich unterscheiden.

Fiir die geplanten Experimente ist jedoch nicht nur die Signalqualitdt der Farbstoffe relevant,

sondern insbesondere auch ihre Eignung fiir funktionelle Langzeitmessungen lebender
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NK-Zellen. Vor allem bei der gleichzeitigen Analyse intrazelluldrer Ca**-Signale und der
Zytotoxizitit gegeniiber Zielzellen miissen mogliche Einfliisse der Farbstoffe auf Zellviabilitit,
Signalstabilitdt und NK-Zellfunktion beriicksichtigt werden. Daher wurde im nichsten Schritt
untersucht, wie sich die verschiedenen Fura-Indikatoren in Langzeit-Zytotoxizitdtsmessungen

verhalten (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Eignung der Fura-Indikatoren fiir Langzeitmessungen und Einfluss auf die Zytotoxizitit von NK-Zellen

(4) Untersuchung der Fluoreszenzstabilitit der Fura-Indikatoren in Langzeitmessungen. Mit den jeweiligen Farbstoffen
beladene NK-Zellen wurden iiber 12 h bei 37 °C im Plattenlesegerdt am isosbestischen Punkt gemessen. Dargestellt ist die
mittlere Fluoreszenzintensitdt iiber die Zeit (N = 3—4 Spender, Mittelwert = SD). (B, C) Einfluss der Farbstoffbeladung auf die
Zytotoxizitdt von NK-Zellen gegeniiber Calcein-beladenen K562-Zielzellen im Plattenlesegerdt-Zytotoxizitdts-Assay. NK-
Zellen wurden mit den jeweiligen Fura-Indikatoren beladen; DMSO-behandelte, BAPTA-beladene sowie unbehandelte NK-
Zellen dienten als Kontrollen. Das Effektor-zu-Zielzell-Verhdltnis betrug 3:1. Die Farbstoffkonzentrationen betrugen 2 uM fiir
Fura-Red und Fura-PE3, 1 uM fiir Fura-2 und Fura-8 sowie 0,5 uM fiir Fura-10. (B) Reprdsentativer Zytotoxizitots-Assay
tiber einen Zeitraum von 4 h. (C) Zusammenfassung der Endpunktlysen nach 4 h. Jeder Datenpunkt entspricht einem
Experiment; zusdtzlich ist der Mittelwert dargestellt (N = 3—4 Spender; jedes Symbol entspricht einem Spender; One-way
ANOVA (Kruskal-Wallis Test)). (D, E) Einfluss wiederholter Fluoreszenzbelichtung auf die Zytotoxizitit von NK-Zellen in
Langzeit-Imaging-Experimenten mit E6.1-Jurkat-pCasper-Zielzellen. (D) Reprisentative Bildausschnitte nach 210 min fiir
gefirbte und belichtete NK-Zellen im Vergleich zu ungefirbten Kontrollzellen. Schwarze Kreise markieren nekrotische
Zielzellen, griine Kreise apoptotische Zielzellen. (E) Quantifizierung der abgetéteten Zielzellen nach 210 min, zusdtzlich ist
der Mittelwert dargestellt (N = 5 Spender; gepaarter t-Test). Modifiziert nach Kaschek et al. (2026).

Zur Untersuchung der Signalstabilitit wurden NK-Zellen mit den jeweiligen Fura-Farbstoffen
beladen und iiber einen Zeitraum von 12 Stunden alle zehn Minuten mit den entsprechenden
Anregungswellenldngen belichtet. Die Fluoreszenzabnahme wurde am isosbestischen Punkt
bestimmt (Abbildung 9A). Fura-10 zeigte dabei die hochste und stabilste Fluoreszenz mit nur

geringem Signalverlust. Fura-2 und Fura-8 wiesen einen deutlichen Fluoreszenzabfall auf,
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wiahrend bei Fura-PE3 und Fura-Red im Verlauf der Messung ein Anstieg der

Fluoreszenzintensitit beobachtet wurde.

Da die Zytotoxizitit der NK-Zellen zentral fiir die geplanten Experimente ist, wurde
anschlielend untersucht, ob die Farbstoftbeladung selbst die Zytotoxizitéit beeinflusst. Hierfiir
wurden Calcein-basierte Zytotoxizitdts-Assays durchgefiithrt. NK-Zellen wurden mit den
jeweiligen Fura-Farbstoffen beladen. Zusatzlich wurden BAPTA-beladene, DMSO-behandelte
sowie unbehandelte NK-Zellen als Kontrollen eingesetzt. DMSO wurde in einer
1:500-Verdiinnung verwendet, entsprechend der hdochsten bei den Farbstoffen eingesetzten

Losungsmittelkonzentration.

Ein reprisentativer Zytotoxizitdtsassay ist in Abbildung 9B dargestellt. Weder die Kinetik noch
die Endpunktlyse unterschieden sich beziiglich der verschiedenen Bedingungen. Die
Zusammenfassung der Endpunktlysen iiber mehrere Spender hinweg ist in Abbildung 9C
dargestellt, wobei jedes Symbol einen Spender reprisentiert. Trotz deutlicher interindividueller
Variabilitit konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Farbstoffen oder
zwischen Farbstoff- und Kontrollbedingungen festgestellt werden. Damit lieB sich ein
relevanter Einfluss der Farbstoffbeladung allein nicht nachweisen. Davon zu unterscheiden ist
jedoch die Frage, ob die fiir das Ca**-Imaging erforderliche wiederholte Fluoreszenzanregung
in Kombination mit den jeweiligen Farbstoffen phototoxische Effekte auf die NK-Zellen

auslost.

Fiir die Phototoxizititsanalyse wurden farbstoffspezifische Belichtungszeiten definiert, die
sowohl einen stabilen dynamischen Bereich als auch ein Signal-zu-Hintergrund-Verhéltnis von

mindestens 2 in beiden Kandlen gewahrleisteten (Tabelle 13).

Tabelle 13: Bestimmung geeigneter Belichtungszeiten fiir die Phototoxizititsanalyse der Fura-Indikatoren

Ubersicht der Kriterien zur Festlegung geeigneter Belichtungszeiten fiir die Phototoxizititsanalyse. Fiir jeden Farbstoff ist
angegeben, ab welcher Belichtungszeit der dynamische Bereich ein Plateau erreicht sowie ab welcher Belichtungszeit ein
Signal-zu-Hintergrund-Verhdltnis von mindestens 2 in den beiden Anregungskandlen erreicht wird. Die gewdhlte
Belichtungszeit entspricht der lingeren der beiden Kanalzeiten und wurde fiir die nachfolgenden Phototoxizititsexperimente
verwendet. Der andere Kanal wurde entsprechend angepasst. (Modifizierte Ubernahme nach Kaschek et al., 2026)

Farbstoff | Plateau Signal-Hintergr | Signal-Hintergr | Gewihlte
dynamischer und-Verhiltnis | und-Verhiltnis | Belichtung fiir
Bereich >2 (Kanal 1) >2 (Kanal 2) die
(Fluoreszenz-Ratio) | [ms] [ms] Phototoxizitits-
[ms] analyse [ms]

Fura-2 120 60 140 140

Fura-PE3 | 100 160 300 --

Fura-8 25 40 25 40

Fura-10 12 15 15 15

Fura-Red | 125 150 300 175
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Die Analyse der Phototoxizitit wurde fiir die Farbstoffe Fura-2, Fura-8, Fura-10 sowie
Fura-Red durchgefiihrt. Fura-PE3 wurde aufgrund seines geringen dynamischen Bereichs

sowie seiner niedrigen Fluoreszenzintensitit von weiteren Analysen ausgeschlossen.

Abbildung 9D zeigt reprisentative Ausschnitte dieser Experimente. Gefarbte NK-Zellen sowie
ungefirbte Kontroll-NK-Zellen wurden in Kokultur mit E6.1-pCasper-Zellen gegeben und iiber
210 Minuten beobachtet. Die gefarbten NK-Zellen wurden miniitlich mit den jeweiligen
Fluoreszenzeinstellungen belichtet. Zusétzlich wurden alle Bedingungen im Abstand von
30 Minuten im GFP-, RFP-FRET- und Durchlichtkanal aufgenommen, um den Zustand der
Zielzellen zu evaluieren. Lebende Zielzellen zeigen eine Fluoreszenz in beiden Kanilen
(erscheinen orange/gelb). Apoptotische Zellen verlieren aufgrund der Caspase-abhingigen
Spaltung des pCasper-Konstrukts das FRET-Signal und fluoreszieren ausschlieflich im
GFP-Kanal (erscheint griin, zusétzlich markiert mit griinem Ring), wéhrend nekrotische Zellen
ihre Fluoreszenz vollstdndig verlieren (durchsichtig, erkennbar im Durchlicht; zusitzlich

markiert durch schwarzen Ring).

Die repréisentativen Bildausschnitte verdeutlichen, dass in allen Bedingungen Zielzellen
abgetotet wurden. In der Fura-2-Bedingung scheint jedoch eine geringere Anzahl von Zielzellen
eliminiert zu werden. Dies bestétigte sich in der quantitativen Analyse der Endpunkte iiber alle
Spender hinweg (Abbildung 9E). Nur bei Fura-2 wurde ein signifikanter Unterschied zwischen
der gefarbten und belichteten Bedingung und der entsprechenden Kontrollgruppe deutlich.
Fura-8 und Fura-10 zeigten leichte Tendenzen zu hoherer Zytotoxizitit, die jedoch nicht
signifikant waren. Die reduzierte Zytotoxizitit in der Fura-2-Bedingung weist darauf hin, dass
entweder die Belichtung oder die Kombination aus Belichtung und Farbstoftbeladung die

Zytotoxizitit der NK-Zellen negativ beeinflussen konnte.

3.1.4 Zusammenfassende Analyse der fiinf Fura-Farbstoffe

Die Ergebnisse der vorangegangenen Experimente sind in Abbildung 10 zusammenfassend
dargestellt. Dabei werden die wichtigsten Eigenschaften der fiinf getesteten Fura-Indikatoren

hinsichtlich ihrer Eignung fiir Ca**-Messungen in NK-Zellen gegeniibergestellt.

Fura-2 hatte einen groBen dynamischen Bereich und ein solides Signal-zu-Hintergrund-
Verhiltnis, wies jedoch eine deutliche Fluoreszenzabnahme im Zeitverlauf sowie eine

reduzierte Zytotoxizitit unter wiederholter Belichtung auf.

Fura-PE3 wies im Vergleich zu Fura-2 einen deutlich geringeren dynamischen Bereich auf und

zeigte insgesamt eine niedrigere Fluoreszenzintensitit.
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Beladung und Belichtung zeigten bei Fura-8 keinen messbaren Einfluss auf die Zytotoxizitét
der NK-Zellen. Allerdings war der dynamische Bereich geringer als bei Fura-2 und im Verlauf

der Langzeitmessungen wurde ein deutlicher Fluoreszenzverlust beobachtet.

Fura-Red wies ebenfalls keine negativen Effekte auf die Zytotoxizitit der NK-Zellen und einen
groBBen dynamischen Bereich auf. Allerdings handelt es sich um einen relativ lichtschwachen
Farbstoff, der langere Belichtungszeiten erfordert. Zudem iiberlappen seine Anregungs- und
Emissionsspektren stark mit denen des pCasper-Konstrukts, wodurch eine parallele Analyse

von Ca?**-Signalen und Zielzellsterben erschwert wird.

Fura-10 zeigte ein sehr gutes Signal-zu-Hintergrund-Verhdltnis und eine hohe
Fluoreszenzstabilitdt iiber 1ngere Zeitraume. Zwar war der dynamische Bereich etwas geringer
als bei Fura-2, jedoch ausreichend grof3, um Ca?'-Signale zuverlédssig abzubilden. Besonders
relevant war, dass unter den getesteten Bedingungen fiir Fura-10 im Gegensatz zu Fura-2 keine

messbaren phototoxischen Effekte auf die Zytotoxizitit der NK-Zellen beobachtet wurden.

Insgesamt hatte Fura-10 unter den getesteten Bedingungen das giinstigste Profil fiir

Langzeituntersuchungen der NK-Zell-Zytotoxizitit in Kombination mit Ca®*-Messungen

(Abbildung 10).

ratsor | Disher Togalititewnd| traime T cromotou_[gisotiche ok
O Fura-2 sehr gut gut ja nein ja

. Fura-PE3 ausreichend ausreichend nein nein /
Q Fura-8 gut sehr gut ja nein nein

O Fura-10 gut exzellent nein nein nein

O Fura-Red sehr gut ausreichend nein nein nein

Abbildung 10: Zusammenfassende Bewertung der getesteten Fura-Farbstoffe

Tabellarische Zusammenfassung der wichtigsten Eigenschaften der fiinf untersuchten Fura-Indikatoren hinsichtlich ihrer
Eignung fiir Ca®-Messungen in NK-Zellen. Bewertet wurden dynamischer Bereich, Signal-zu-Hintergrund-Verhdltnis,
Fluoreszenzstabilitit iiber die Zeit sowie der Einfluss auf die Zytotoxizitit der NK-Zellen durch reine Beladung
beziehungsweise durch Belichtung. Die Bewertung basiert auf den in Abbildungen 3-9 dargestellten experimentellen
Ergebnissen. Modifiziert nach Kaschek et al. (2026).

3.1.5 Etablierung von Ca’* Messungen mit Fura-10 in Kombination mit pCasper in
Zielzellen im Celldiscoverer 7

Nachdem Fura-10 als geeignetster Indikator fiir intrazelluldre Ca**-Messungen in NK-Zellen
ausgewdhlt worden war, wurde die kombinierte Analyse von Ca**-Signalen und Zielzellsterben

im automatisierten Mikroskopiesystem Celldiscoverer 7 (Zeiss) etabliert. Dieses System
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erlaubt die Langzeitbeobachtung von Zellkulturen unter kontrollierten Inkubationsbedingungen
(37 °C, 5% CO.) sowie die automatisierte Aufnahme mehrerer Positionen innerhalb von
Multiwell-Platten. Dadurch konnen parallel zahlreiche Zell-Zell-Interaktionen bei geringer

Beleuchtungsintensitit und stabilen Kulturbedingungen analysiert werden.

Fir die Messung von Fura-10 wurden die Anregungswellenldngen 365 nm und 420 nm
verwendet. Abbildung 11 zeigt beispielhafte Aufnahmen von NK-Zellen, die mit Fura-10
beladen wurden, sowie von K562 Zielzellen, die das Apoptosereporter-Konstrukt pCasper
exprimierten. Im 365-nm-Kanal waren iiberwiegend die NK-Zellen sichtbar, wihrend im
420-nm-Kanal zusitzlich schwache Signale der Zielzellen detektiert wurden. Diese entstanden
durch eine geringe spektrale Uberlappung mit dem GFP-Signal des pCasper-Konstrukts,
blieben jedoch im Vergleich zur NK-Zellfluoreszenz deutlich schwicher. In den tiberlagerten
Darstellungen lieBen sich NK-Zellen mit erhohtem intrazelluldirem Ca?*"-Signal durch eine
verstirkte Fluoreszenz im 365-nm-Kanal und eine reduzierte Intensitdt im 420-nm-Kanal
erkennen. In den pCasper-Kanidlen GFP und RFP-FRET waren die NK-Zellen schwach
erkennbar. In dem dargestellten Bildausschnitt weisen mehrere NK-Zellen ein erhdhtes

Ca?*-Signal auf und befinden sich gleichzeitig in Kontakt mit Zielzellen.

pCasser (Merged)
. 0
.O, o®

{3 Zielzelle — NK-Zelle

Abbildung 11: Kombinierte Messung von intrazellulirem Ca** in NK-Zellen und Zielzellsterben mittels pCasper im
Celldiscoverer 7

Reprisentative Aufnahmen von Fura-10-beladenen NK-Zellen in Kokultur mit pCasper-exprimierenden K562 im
Celldiscoverer 7. In der oberen Reihe sind die beiden Fura-10-Anregungskandle (365 nm und 420 nm) sowie deren
Uberlagerung dargestellt. NK-Zellen (markiert durch einen weiflen Pfeil) mit erhohtem intrazellulirem Ca®* zeigen eine
erhdhte Fluoreszenz im 365-nm-Kanal und eine reduzierte Intensitit im 420-nm-Kanal, was in der Uberlagerung als pinkes
Signal erscheint. NK-Zellen mit niedrigem Ca?**-Signal erscheinen dagegen blau-violett. Die untere Reihe zeigt die Fluoreszenz
der Zielzellen (markiert durch ein weifles gestricheltes Oval) im GFP- und RFP-FRET-Kanal des pCasper-Konstrukts. Der
pCasper-Merge stellt die Uberlagerung dieser beiden Kandile mit dem Durchlichtbild dar. Der rechte Merge-Kanal zeigt die
kombinierte Darstellung aller fiinf Kandle. NK- und Zielzellen lassen sich in allen Kandlen eindeutig voneinander
unterscheiden. Mafistabsbalken: 20 um.
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Zur  Uberpriifung  moglicher  Autofluoreszenzsignale bei  den  verwendeten
Anregungswellenldngen wurde die Fluoreszenz von gefirbten und ungefarbten NK-Zellen im

Celldiscoverer 7 untersucht (Abbildung 12).

In der oberen Reihe sind Fura-10-beladene NK-Zellen dargestellt. Diese sind in allen
verwendeten Kandlen klar iiber dem Hintergrund detektierbar. Auch in den Intensitétsprofilen
einzelner Zellen wird eine deutlich erhohte Fluoreszenz im Vergleich zum Hintergrundsignal
sichtbar. Die Quantifizierung der Fluoreszenzintensitdten von Zell-ROIs und Hintergrund-ROls

bestdtigt diesen Eindruck.
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Abbildung 12: Untersuchung der Autofluoreszenz der Fura-Kandle

Analyse der Fluoreszenzsignale von Fura-10-beladenen und ungefdrbten NK-Zellen im Celldiscoverer 7. (A-D) zeigen
reprisentative Aufnahmen von Fura-10-beladenen NK-Zellen ohne Zielzellen. Dargestellt sind ein Uberlagerungsbild aus
Durchlicht-, 365-nm- und 420-nm-Kanal (4), das Durchlichtbild (B) sowie die Fluoreszenzaufnahmen bei Anregung mit 365
nm (C) und 420 nm (D). (E-H) zeigen Intensititsprofile entlang der in (E) markierten Linie durch Zell- und
Hintergrundbereiche. Dargestellt sind die Grauwerte bzw. Fluoreszenzintensitdten fiir Durchlicht (F), den 365-nm-Kanal (G)
und den 420-nm-Kanal (H). Die Peaks entsprechen den Fluoreszenzsignalen der gefirbten Zellen. (1) zeigt die Quantifizierung
der Fluoreszenzintensitdten verschiedener Zell- und Hintergrund-ROls. Jeder Punkt steht fiir eine gemessene Zelle, der
Querbalken zeigt den Mittelwert an. (J-R) zeigen identische Analysen fiir ungefirbte NK-Zellen. In keinem der Kandle ist eine
Fluoreszenz oberhalb des Hintergrundsignals detektierbar. Die Insets in (L) und (M) zeigen die entsprechenden
Fluoreszenzbilder mit angepasster Intensitditsskala. N=1; n=9-10 im Hintergrund n=48-60 Zellen. Modifiziert nach Kaschek
etal. (2026).

Zum Vergleich wurden identische Messungen mit ungefarbten NK-Zellen durchgefiihrt (untere
Reihe). In diesen Aufnahmen kann in keinem der verwendeten Kanile eine Fluoreszenz
oberhalb des Hintergrundsignals beobachtet werden. Auch bei Anpassung der

Darstellungsparameter war kein Signal iiber dem Hintergrund erkennbar. Die Intensitétsprofile
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sowie die quantifizierten Werte zeigen ebenfalls keine messbare Fluoreszenz der ungefarbten

Zellen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die verwendeten Anregungs- und Emissionsbedingungen im
Celldiscoverer 7 keine relevante Autofluoreszenz erzeugen und die gemessenen Signale

zuverlassig auf die Fura-10-Fluoreszenz zuriickzufiihren sind.

Die Auswertung der aufgenommenen Zeitreihen erfolgte mit MSparkles, einem in unserer
Arbeitsgruppe entwickelten MATLAB-basierten Analyseprogramm (Stopper*, Vialle*,
Kaschek* et al., in Vorbereitung). Fiir jede NK-Zelle wurde aus den Fluoreszenzintensititen der
beiden Fura-Kanile das Fura-Ratio berechnet, das als MaB fiir [Ca*']in dient. Parallel dazu

wurde fiir jede Zielzelle anhand des pCasper-Signals der Zeitpunkt des Zelltodes bestimmt.

AuBerdem analysiert MSparkles Zell-Zell-Kontakte zwischen NK- und Zielzellen. Dadurch
lasst sich fiir jede NK-Zelle erfassen, ob ein Kontakt zu einer Zielzelle bestand und ob diesem
ein Zielzellsterben folgte. Auf dieser Grundlage konnen die Ca?*-Signale einzelner NK-Zellen

in Abhéngigkeit von ihren Interaktionen mit Zielzellen ausgewertet werden.

Abbildung 13 zeigt beispielhaft die automatische Zellsegmentierung sowie die resultierenden
Fura-10 Ratio und pCasper-Signale einzelner Zellen. In Abbildung 13A ist eine Uberlagerung
aller Kanéle zu sehen. In Abbildung 13B sind zusétzlich die ROIs aller Zielzellen (rot) und NK-
Zellen (blau) dargestellt, die von MSparkles detektiert wurden. Abbildung 13C-F zeigen jeweils
links ein Bild ohne und eines mit {iberlagerten ROIs, in der Mitte ist das ausgegebene Ca?*-
Signal und rechts das pCasper-Signal abgebildet. Hierfiir wurden NK-Zellen in einem
,Ca?"-Readditionsprotokoll* untersucht. Die Zellen wurden zunichst in einer Losung mit 0,5
mM Ca?" gemessen, anschlieend in Ca**-freier Losung und danach in Ca**-freier Losung unter
Zugabe von Thapsigargin zur Aktivierung der intrazelluldren Ca?"-Speicher. AnschlieBend
wurde eine 1 mM Ca*-Losung appliziert, bevor die Messung erneut unter 0,5 mM Ca**
durchgefiihrt wurde. Die resultierenden Ca?*-Signale wurden einmal mit MSparkles und einmal

manuell ausgewertet.

Zur Validierung der automatisierten Analyse wurden von MSparkles berechnete Ca?*-Signale

mit einer manuellen Auswertung derselben Datensitze verglichen (Abbildung 14).

In Abbildung 14A sind die gemittelten Ca**-Signale der analysierten NK-Zellen fiir beide
Auswertungsmethoden dargestellt. Die Signalverldufe stimmen weitgehend liberein, wobei sich

lediglich leichte Unterschiede in der Hohe des Ca**-Peaks zeigen.
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Abbildung 13: Automatisierte Analyse von NK-Zell-Zielzell-Interaktionen und Ca*-Signalen mit MSparkles

Beispielhafte Darstellung der automatisierten Analyse von NK-Zell-Zielzell-Interaktionen mit dem MATLAB-basierten
Programm MSparkles. (A) Uberlagerungsbild aller Fluoreszenzkanile der aufgenommenen Zeitreihe. (B) Automatische
Segmentierung der NK-Zellen (blau) und Zielzellen (rot). (C—F) Beispiele einzelner analysierter Zellinteraktionen (Apoptose,
Nekrose, Sekundirnekrose, Kontakt ohne Kill). Links jeweils das Ausgangsbild sowie das Bild mit iiberlagerten
Zellsegmentierungen (ROIs). In der Mitte sind die Fluoreszenzsignale der NK-Zellen dargestellt (schwarz: Intensitditen der
365-nm- und 420-nm-Kandle; blau: daraus berechnetes Fura-Ratio als Maf3 fiir das intrazellulire Ca**-Signal). Rechts sind
die entsprechenden pCasper-Signale der Zielzellen gezeigt (griin: GFP, rot: RFP-FRET, blau: pCasper-Ratio). Die Analyse
erlaubt die zeitaufgeloste Bestimmung von Ca*-Signalen in NK-Zellen sowie die Detektion des Zielzellsterbens. MSparkles
wurde entwickelt von Gebhard Stopper unterstiitzt von Joanne Vialle und mir.

Zur quantitativen Bewertung wurden ausgewahlte Zeitpunkte statistisch verglichen (Abbildung
14B-D). Fiir den Zeitpunkt unmittelbar vor der Applikation von Ca?" (14 min) sowie fiir das

Plateau nach der Applikation (20 min) zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen
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beiden Analysearten. Dagegen war die Peakhohe des Ca**-Signals in der manuellen Analyse
signifikant hoher als in der automatisierten Auswertung mit MSparkles. Der Unterschied hat

jedoch nur eine moderate Effektstirke (r = 0,45; R?=0,25).

Da sich die Signalverldufe beider Auswertungsmethoden weitgehend iiberlappten und
Unterschiede nur in der Peak-Hohe auftraten, wurde fiir die weiteren Analysen die

automatisierte Auswertung mit MSparkles verwendet.
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Abbildung 14 Vergleich der automatisierten Ca*-Analyse mit MSparkles und manueller Auswertung

Validierung der automatisierten Ca*-Analyse durch Vergleich mit einer manuellen Auswertung derselben Datensdtze.
NK-Zellen wurden in einem Ca*-Readditionsprotokoll untersucht. (4) Gemittelte Ca**-Signale (= SD) der analysierten
NK-Zellen, berechnet entweder mit MSparkles (rot) oder durch manuelle Auswertung (blau). (B—D) Statistische Analyse
ausgewdhlter Zeitpunkte. Wihrend vor der Ca**-Applikation (B) sowie im Plateau nach der Applikation (D) keine signifikanten
Unterschiede zwischen beiden Methoden beobachtet wurden, zeigte die Peakhéhe des Ca*-Signals (C) einen signifikanten
Unterschied. Die manuelle Analyse ergab héhere Peakwerte mit moderater Effektstirke (Mann-Whitney-U-Test, r = 0,45; R?
= 0,25, n=21 MSparkles, n=36 manuell, N=1).

62



Kapitel 3 Ergebnisse

3.2 Messung von Ca*-Signalen in primiren NK-Zellen

Mithilfe des nun etablierten Fura-10-Imaging-Systems wurden im Folgenden intrazelluldre
Ca**-Signale primdrer NK-Zellen wihrend der Interaktion mit unterschiedlichen Zielzellen
untersucht. Hierzu  wurden die analysierten = NK-Zellen entsprechend  ihres
Interaktionsverhaltens mit Zielzellen in fiinf Kategorien eingeteilt (Abbildung 15). NK-Zellen,
die wiahrend der Beobachtungszeit keinen Kontakt zu Zielzellen aufwiesen, wurden der
Kategorie ,,Kein Kontakt* zugeordnet. NK-Zellen, die Kontakt zu einer Zielzelle herstellten,
ohne dass diese im Beobachtungszeitraum starben, wurden der Kategorie ,,Kontakt ohne Kill*
(kurz ,,Kein Kill*) zugeordnet. Diese Zellen zeigten ein Ca**-Signal, wihrend die Zielzelle vital
blieb, erkennbar an einer unverdnderten Fluoreszenz des pCasper-Konstrukts. NK-Zellen,
deren Zielzellen nach Kontakt apoptotisch oder nekrotisch starben, wurden entsprechend den
Kategorien ,,Apoptose® beziehungsweise ,,Nekrose™ zugeordnet. In apoptotischen Zielzellen
nimmt die FRET-Fluoreszenz ab, wihrend die GFP-Fluoreszenz zunimmt. In der Uberlagerung
der Fluoreszenzkanéle erscheinen diese Zellen griin und zeigen zusétzlich typische
morphologische Verdnderungen wie apoptotische Bldschen. Nekrotische Zielzellen verlieren
hingegen ihre Fluoreszenzsignale, da das pCasper-Konstrukt bei Membranruptur in den

Uberstand diffundiert (Abbildung 15A).

Da viele Zielzellen Merkmale beider Zelltodformen zeigten, wurde hierfiir zusétzlich die
Kategorie ,,Mixed Phinotyp* eingefiihrt. Diese Kategorie umfasst ein Kontinuum an
Zielzell-Morphologien von iiberwiegend apoptotischen Zellen mit leichten nekrotischen
Merkmalen bis hin zu iiberwiegend nekrotischen Zellen mit verbleibender GFP-Fluoreszenz

(Abbildung 15B).

NK-Zellen wurden von der Analyse ausgeschlossen, wenn sie wihrend des Totungsvorgangs
das Bildfeld verlieen, mit anderen NK-Zellen interagierten, wenn mehr als eine NK-Zelle an
der Totung einer Zielzelle beteiligt war oder wenn das Signal durch Artefakte, beispielsweise

autofluoreszente Debris, beeintrachtigt wurde.
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Abbildung 15: Klassifikation von NK-Zell-vermittelten Zelltodphiinotypen anhand des pCasper-Reporters

(4)  Reprdisentative  Zeitreihen von  NK-Zell-Zielzell-Interaktionen — sowie  schematische  Darstellungen  der
Fluoreszenzverdnderungen des pCasper-Konstrukts in den Zielzellen. Links ist eine NK-Zelle gezeigt, die keinen Kontakt hatte.
Fiir die anderen gilt: das obere Bild zeigt eine NK-Zelle im Kontakt mit einer Zielzelle, die dann im unteren Bild zu keinem
Zelltod, einer Apoptose, einer Nekrose oder einem Mixed Phdnotyp fiihrt. (B) Dargestellt sind die unterschiedlichen
Ausprdgungsarten vom Mixed Phénotyp, von hauptsichlich Apoptose bis hauptsdchlich Nekrose. Mafstabsbalken: 20 yum.

3.2.1 Ca*-Signale wihrend verschiedener Totungsmechanismen

Zur Analyse der Ca*-Signale wihrend unterschiedlicher NK-zellvermittelter
Totungsmechanismen wurden primidre, Fura-10 gefarbte NK-Zellen fiinf verschiedener
Spender gegen K562-Zielzellen untersucht. Abbildung 16A zeigt eine repriasentative Messung
iber einen Zeitraum von zwei Stunden. Fura-10-gefiarbte NK-Zellen (bldulich bei niedrigem
Fura-Ratio bis pink bei hohem Fura-Ratio) interagierten mit pCasper-transtizierten
K562-Zellen und induzierten unterschiedliche Formen des Zelltods (wie in Abbildung 15
definiert).
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In Abbildung 16B sind die gemittelten Fura-Ratios der analysierten NK-Zellen dargestellt.
Insgesamt hatten 278 von 468 NK-Zellen keinen Kontakt zu Zielzellen. Ihr Ca**-Signal blieb
konstant bei einem Fura-Ratio von etwa 1,5. Die Ca?*-Signale der interagierenden NK-Zellen
wurden auf den manuell definierten Zeitpunkt des Zielzellkontakts ausgerichtet. Bereits kurz
vor diesem ermittelten Kontaktzeitpunkt stieg das Ca**-Signal leicht an. Dies ist plausibel, da
erste zellulire Ausldufer oder initiale Membrankontakte bereits vor dem mikroskopisch
eindeutig erfassbaren Kontakt bestehen konnen und der definierte Kontaktzeitpunkt daher eher
einer bereits weitgehend ausgebildeten Synapse entsprechen diirfte. Alle Kurven erreichten

etwa drei Minuten nach Kontakt ihren Hohepunkt mit einem Fura-Ratio von ungefahr 4.

Die anschlielende Dynamik unterschied sich beziiglich der Tétungsarten. Das Ca**-Signal von
NK-Zellen, die nekrotischen Zelltod induzierten (n = 38), fiel im Mittel am schnellsten ab.
Signale von NK-Zellen mit anschlieBendem Mixed-Phianotyp (n = 34) hatten eine langsamere

Abnahme. Die langsten erhohten Signalverldufe wurden bei Kontakten beobachtet, die

entweder mit Apoptose der Zielzelle (n = 49) oder ohne anschlieenden Kill (n = 69) endeten
(Abbildung 16B).

NK-Zellen mit hohem Ca?*

B 5 I] Kein Kontakt ~ n =278
. [] Kontakt ohne Kill n =69
& I Apoptose n=49
g [ Nekrose n=38
E B Mixed Phanotyp n =34
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Abbildung 16: Ca**-Signale von NK-Zellen wiihrend unterschiedlicher Interaktionen mit K562-Zielzellen.

(4) Reprdsentative Zeitreihe einer Kokultur von Fura-10-gefirbten NK-Zellen mit pCasper-transfizierten K562-Zielzellen iiber
zwei Stunden. NK-Zellen erscheinen je nach Fura-Ratio bldulich (niedriges Ca*) bis pink (hohes Ca*). Zielzellen sind
entsprechend ihres pCasper-Signals als lebend, apoptotisch, nekrotisch oder Mixed-Phdnotyp dargestellt. Mafsstabsbalken: 50
um. (B) Gemittelte Ca®-Signale (Fura-Ratio 370/420) von NK-Zellen, ausgerichtet auf den Zeitpunkt des ersten Kontakts mit
der Zielzelle. Dargestellt sind Mittelwerte = SEM fiir die Interaktionsarten Apoptose, Nekrose, Mixed Phdnotyp, Kontakt ohne
Kill sowie NK-Zellen ohne Zielzellkontakt (N=35).
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Im Folgenden wurden die Ca*" Signale der einzelnen NK-Zellen im Detail analysiert, um
statistisch fundierte Aussagen zu erlauben. Abbildung 17 zeigt schematisch und beispielhaft die
untersuchten Zeitpunkte und Parameter. Als basales Fura-Ratio (Abbildung 17A) wurde das
minimale Signal in den fiinf Minuten vor dem Kontakt definiert. Typischerweise ist die
NK-Zelle in dieser Phase noch nicht in der Nihe der Zielzelle. Es folgt der Kontakt (Abbildung
17B), definiert als erster Zeitpunkt der Berlihrung von Ziel- und NK-Zelle. In vielen Fillen
steigt das Ca?*-Singal bereits ein bis wenige Zeitpunkte davor an. Es wurde aber manuell auf
den Zeitpunkt normalisiert, der im Durchlicht als Kontakt definiert werden konnte. Der Peak
(Abbildung 17C) entspricht dem maximalen Fura-Ratio nach dem Kontakt. Analysiert wurde
jedoch die Hohe des APeak, also die Differenz zwischen Peak und dem basalen Fura-Ratio. Der
Zelltod (Abbildung 17D) trat meist nach dem Peak ein, in dem abgebildeten Beispiel eine
Apoptose. Um die Dauer des Signals zu analysieren, wurde zusitzlich eine Abklingzeit
(Abbildung 17E) errechnet. Sie ist definiert als die Zeitspanne, die das Signal braucht, um nach
dem Kontakt wieder auf 1/e der APeak-Amplitude zu fallen. Der Faktor 1/e entspricht dabei der
Zeitkonstante eines exponentiell abfallenden Prozesses. In dem hier dargestellten Beispiel endet
der Track, weil die NK-Zelle unter der toten Zielzelle aus dem Fokus verschwand (Abbildung
17F).
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Abbildung 17: Definition der analysierten Parameter der Ca**-Signale einzelner NK-Zellen.

Links ist schematisch ein idealisiertes Fura-Ratio-Signal einer NK-Zelle iiber die Zeit dargestellt. In der Mitte ist eine
reprdsentative Mikroskopieaufnahme einer NK-Zelle wihrend der Interaktion mit einer K562-Zielzelle gezeigt,; die von der
Software MSparkles definierten ROI zur Analyse der Fluoreszenz sind markiert (rot: NK-Zelle, blau: Zielzelle). Rechts ist das
zugehorige Fura-Ratio-Signal dieser Zelle dargestellt. (4) basales Fura-Ratio der NK-Zelle vor dem Kontakt, (B) Zeitpunkt
des Kontakts zwischen NK-Zelle und Zielzelle (C) maximaler Ca’* Peak nach Kontakt, (D) Zeitpunkt des Zelltodes, (E)
Abklingzeit des Ca’*-Signals sowie (F) Ende des Zelltracks. Schematische Darstellung modifiziert nach Kaschek et al. (in
Vorbereitung).

I

Fura-Ratio (370/420)
Y

Fura-Ratio

— T T—T—T T 7T T
25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
Zeit (min)

Fura-Ratio (370/420)
v &

25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
Zeit (min)

67



Kapitel 3 Ergebnisse

Abbildung 18 zeigt die Einzelzellanalyse der Ca*-Signale von NK-Zellen wihrend der
Interaktion mit K562 Zielzellen. Jeder Punkt reprisentiert eine einzelne NK-Zelle. Zusétzlich

sind Violinplots zur Darstellung der Verteilung der Werte dargestellt.

Das basale Fura-Ratio lag unabhingig vom spéteren Zielzellschicksal konstant bei etwa 1,5
(Abbildung 18A). Eine einfaktorielle ANOVA ergab keinen signifikanten Gesamteffekt

zwischen den Gruppen, auch nicht zu den NK-Zellen ohne Zielzellkontakt.

In Abbildung 18B ist die Peak-Hohe der NK-Zellen aufgetragen. Deutlich wird, dass die
Streuung sehr hoch ist, der Median sich jedoch zwischen den Abtdtearten gleicht (ca. 2,6). Bei
NK-Zellen ohne Kill scheint es zwei Populationen zu geben, mit unterschiedlich hohen
Signalen. Die ANOVA ergab einen schwach signifikanten Gesamteffekt zwischen den Gruppen.
In der anschlieBenden Post-hoc-Analyse konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede
zwischen einzelnen Abtotungsarten nachgewiesen werden. Insgesamt zeigte sich somit keine

klare Verdnderung der Ca**-Peak-Ho6he in Abhingigkeit vom Zielzellschicksal.

Deutlicher unterschieden sich die Gruppen hinsichtlich der Abklingzeit der Fura-Ratios
(Abbildung 18C). Bereits in den gemittelten Zeitverldufen (Abbildung 16B) deuteten sich
Unterschiede zwischen den Abtétungsarten an, die sich auch in der Einzelzellanalyse
bestdtigten. NK-Zellen, die eine Nekrose auslosten, zeigten kurze Abklingzeiten mit geringer
Streuung und einem Median von etwa 6 Minuten. Bei Mixed-Killing lag der Median bei etwa
11 Minuten, wahrend apoptotische Abtdtungsereignisse deutlich stirker streuten und eine
mediane Abklingzeit von etwa 17 Minuten aufwiesen. NK-Zellen mit Kontakt ohne

Zielzellsterben hatten mit etwa 23 Minuten die langsten Abklingzeiten.

Die ANOVA ergab einen signifikanten Gesamteffekt zwischen den Gruppen. In der
Post-hoc-Analyse gab es signifikante Unterschiede sowohl zwischen Nekrose und Apoptose als
auch zwischen Nekrose und Kontakt ohne Kill sowie zwischen Mixed-Killing und Kontakt
ohne Kill. Keine signifikanten Unterschiede wurden zwischen Apoptose und Mixed-Killing

sowie zwischen Apoptose und Kontakt ohne Kill festgestellt.

Da fiir einen Teil der NK-Zellen innerhalb der maximalen Beobachtungsdauer keine
Abklingzeit bestimmt werden konnte, wurde ergdnzend ein Histogramm erstellt, in dem diese

Zellen der Kategorie ,,>35 Minuten zugeordnet wurden (Abbildung 18D).

Wihrend die meisten nekrotischen Abtotungsereignisse sehr kurze Abklingzeiten aufwiesen,
verschob sich die Verteilung bei Mixed-Killing in Richtung langerer Signaldauer. Bei

apoptotischen Abtdtungsereignissen sowie bei Kontakten ohne Zielzellsterben zeigte sich
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zudem ein Anteil von etwa 12 % beziehungsweise 20 % der NK-Zellen, deren Ca?**-Signal

innerhalb des Beobachtungszeitraums nicht auf den definierten Abklingwert zurtickfiel.
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Abbildung 18: Einzelzellanalyse der Ca*-Signale von NK-Zellen wiihrend der Interaktion mit K562-Zellen.

Dargestellt sind Fura-Ratio-basierte Parameter einzelner NK-Zellen, aufgetragen als Violinplots mit tiberlagerter Punktewolke
der FEinzelzellen. Die Daten sind nach dem Zielzellschicksal gruppiert. (A) Basales Fura-Ratio der NK-Zellen vor
Zielzellkontakt. (B) APeak-Fura-Ratio der NK-Zellen, (C) Abklingzeit der Ca**-Signale. Der Median ist als farbiger Balken
dargestellt, die Quartile schwarz. (D) Histogramm der Abklingzeiten zur Darstellung der vollstindigen Verteilung der
Signaldauern. n=34-278; N=5. One-way ANOVA (Kruskal-Wallis Test).

Um den beobachteten Unterschied in den Abklingzeiten der Ca*'-Signale weiter zu
untersuchen, wurde zusitzlich die Killzeit analysiert, also die Zeitspanne zwischen dem ersten
Kontakt von Zielzelle und NK-Zelle und dem Zeitpunkt des Zielzelltods. Der Zeitpunkt des
Zielzelltods wurde anhand von Fluoreszenzsignalen sowie charakteristischen morphologischen

Verdnderungen der Zielzellen manuell bestimmt. In Abbildung 19A sind die Zeiten aufgetragen
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und nach Abtdtungsart getrennt. Apoptosen dauerten signifikant linger als Mixed-Killings,
wihrend diese wiederum deutlich linger dauerten als Nekrosen. Insgesamt zeigt sich somit eine

ahnliche Rangfolge der Zeiten wie zuvor bei den Abklingzeiten der Ca**-Signale.
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Abbildung 19: Zusammenhang zwischen Dauer des Zielzellsterbens (Killzeit) und Ca**-Signalabklingzeit.

(4) Killzeit einzelner K562-Zielzellen, definiert als Zeitspanne zwischen dem ersten Kontakt von NK-Zelle und Zielzelle und
dem Zeitpunkt des Zielzelltods. Die Daten sind nach dem Zielzellschicksal gruppiert und als Punktewolke dargestellt; schwarze
Querbalken zeigen den Mittelwert. (B) Zusammenhang zwischen Abklingzeit des Ca*-Signals und Killzeit einzelner NK-Zellen.
Jeder Punkt reprdsentiert eine NK-Zelle. Farben kennzeichnen die unterschiedlichen Killingphdnotypen. Die durchgezogene
Linie zeigt die lineare Regressionsgerade mit dem 95 %- Konfidenzintervall (gepunktet). n=155; N=35.

Um zu untersuchen, ob ein direkter Zusammenhang zwischen der Abklingzeit des Ca?*-Signals
und der Killzeit besteht, wurden fiir jede NK-Zelle beide Parameter gegeneinander aufgetragen
(Abbildung 19B). Die Punktewolke zeigt dabei eine Tendenz von links unten nach rechts oben.
Eine lineare Regression bestdtigt diesen visuellen Eindruck. Die Regressionsgerade beschreibt
einen signifikanten positiven Zusammenhang zwischen beiden Parametern (Steigung >0,
p <0,0001). Allerdings erkldrt das Modell nur einen begrenzten Anteil der Gesamtvarianz
(R?=0,2217), was darauf hinweist, dass neben der Killzeit weitere Faktoren die Dauer des

Ca?*-Signals beeinflussen.

Fiir die vorliegenden Analysen wurden NK-Zellen von fiinf unabhidngigen Spendern gepoolt.
Um auszuschlieBen, dass mogliche Spenderunterschiede die beobachteten Ca?'-Signale

beeinflussen, wurden die APeak-Fura-Ratios zusétzlich getrennt nach Spendern analysiert.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 20 dargestellt. Jeder Punkt repridsentiert eine einzelne
NK-Zelle, gruppiert nach Spender und Abtdtungsart. Uber alle Abtdtungsarten hinweg zeigte

sich kein konsistenter Unterschied und auch keinen statistischen Unterschied in den
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APeak-Werten zwischen den Spendern. Die beobachteten Unterschiede in den Ca**-Signalen
lassen sich demnach nicht durch Spenderunterschiede erkldren, sodass die Daten der fiinf

Spender fiir die weiteren Analysen gemeinsam ausgewertet wurden.
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Abbildung 20: Analyse der Ca**-Peak-Amplituden gegen K562 getrennt nach NK-Zellspendern.

Dargestellt sind die APeak-Fura-Ratios einzelner NK-Zellen wihrend der Interaktion mit K562-Zielzellen, aufgeschliisselt
nach fiinf unabhdngigen Spendern. Jeder Punkt reprdsentiert eine NK-Zelle;, Querbalken zeigen den jeweiligen Mittelwert. Die
Daten sind zusdtzlich nach dem Zielzellschicksal (Apoptose, Nekrose, Mixed Phdnotyp, Kontakt ohne Kill) gruppiert. One-way
ANOVA (Kruskal-Wallis Test). n=0-35; N=35.

3.2.2 Auswirkung von CMA auf Ca*-Signale

Um zu untersuchen, ob die Dauer des Ca**-Signals mit dem tatsdchlichen Zielzelltod oder
bereits mit frilheren Schritten der NK-Zellaktivierung assoziiert ist, wurde das
perforinvermittelte Abtoten der Zielzellen experimentell blockiert (Abbildung 21A). Hierfiir
wurden NK-Zellen mit Concanamycin A (CMA) behandelt. CMA hemmt die V-ATPase der
lytischen Vesikel in NK-Zellen, wodurch deren pH-Wert ansteigt und Perforin funktionell
inaktiviert wird (Huss et al., 2002).

NK-Zellen wurden fiir vier Stunden mit CMA inkubiert und anschlieBend mit K562-Zielzellen
kokultiviert. Wie in Abbildung 21B gezeigt, kam es unter diesen Bedingungen zu kaum
Zielzellsterben. Da K562-Zellen keinen funktionellen Fas-Rezeptor exprimieren, kdnnen sie
nicht iiber Fas-vermittelte Mechanismen getdtet werden und lassen sich daher nur auf
perforinabhidngige Weise eliminieren. Vereinzelte Ereignisse von Zielzellsterben wurden zwar
beobachtet, waren jedoch so selten, dass sie statistisch nicht ausgewertet werden konnten. Da
auch ohne Kokultivierung mit NK-Zellen die Zielzellen zu einem kleinen Teil auf natiirliche
Weise sterben, kann davon ausgegangen werden, dass diese seltenen Events durch natiirlichen

Tod der Zelle erklart werden konnen.
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Insgesamt wurden 162 NK-Zellen ohne Zielzellkontakt sowie 82 NK-Zellen mit
Zielzellkontakt, jedoch ohne anschlieBendes Zielzellsterben analysiert. Trotz der durch CMA
blockierten Zytotoxizitit zeigten NK-Zellen nach Zielzellkontakt weiterhin ausgeprigte
Ca**-Signale, die anschlieBend langsam wieder abfielen (Abbildung 21C).

A
Zytosol NK-Zelle Zytosol NK-Zelle
V-ATPase
H+ CMA
lytische Vesikel
B
C

[ Kein Kontakt n=162

47 71 Kontakt ohne Kill n =85
B Apoptose n=0
I Nekrose n=0

M Mixed Phanotyp n=0

Fura-Ratio (370/420)
¢

0 [ [ [ [ [ [ I |
-5 0 5 10 15 20 25 30 35
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Abbildung 21: Auswirkung von CMA auf Zytotoxizitiit und Ca’*-Signal der NK-Zellen gegen K562

(4) Schematische Darstellung des Wirkmechanismus von CMA. Durch Hemmung der V-ATPase steigt der pH-Wert in lytischen
Vesikeln an, wodurch Perforin inaktiviert wird. (B) Reprdsentative Bildausschnitte von NK-Zellen in Kokultur mit
K562-Zielzellen nach CMA-Behandlung. Im Gegensatz zur Kontrollbedingung kommt es zu keinem Zielzellsterben.
Mapfstabsbalken = 50 um. (C) Gemittelte Ca?-Signalverldufe einzelner NK-Zellen nach Zielzellkontakt unter
CMA-Behandlung. Mafistabsbalken: 50 um. N=4.

Die quantitative Analyse der Ca*'-Parameter ist in Abbildung 22 dargestellt. Das basale
Fura-Ratio der CMA-behandelten NK-Zellen entsprach dem der Kontrollzellen (Abbildung
22A; Kontrollgruppe identisch mit Abbildung 18) und zeigte keinen signifikanten Unterschied
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zwischen den Gruppen. Auch die APeak-Amplitude unterschied sich nicht signifikant zwischen
CMA-behandelten NK-Zellen und den verschiedenen Abtdtungsarten der Kontrollbedingungen
(Abbildung 22B).

Ein dhnliches Bild zeigte sich fiir die Abklingzeit der Ca**-Signale. Die Abklingzeiten der
CMA-behandelten NK-Zellen lagen im gleichen Bereich wie diejenigen der
Kontrollbedingung, die Kontakt mit Zielzellen hatten, ohne diese abzutdten und unterschieden

sich statistisch nicht signifikant von dieser Gruppe (Abbildung 22C).

Die Histogrammverteilung der Abklingzeiten zeigte unter CMA-Behandlung einen leicht
erhohten Anteil von NK-Zellen mit raschem Signalabfall. Insgesamt dhnelte die Verteilung

jedoch der Kontrollbedingung ohne Zielzellsterben.
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Abbildung 22: Ca*-Signale von CMA-behandelten NK-Zellen wihrend der Interaktion mit K562-Zielzellen

Dargestellt sind Fura-Ratio-basierte Parameter einzelner NK-Zellen, aufgetragen als Violinplots mit iiberlagerter Punktewolke
der Einzelzellen. Die Daten sind nach dem Zielzellschicksal gruppiert. (A) Basales Fura-Ratio der NK-Zellen vor
Zielzellkontakt. (B) APeak-Fura-Ratio der NK-Zellen, (C) Abklingzeit der Ca**-Signale. Der Median ist als farbiger Balken
dargestellt, die Quartile schwarz. (D) Histogramm der Abklingzeiten zur Darstellung der vollstindigen Verteilung der
Signaldauern. N=34-278; N=4-5. One-way ANOVA (Kruskal-Wallis Test).
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Zusitzlich wurde untersucht, ob die APeak-Hohen zwischen den einzelnen Spendern variieren.
Wie bereits zuvor beobachtet, zeigte sich auch unter CMA-Behandlung kein signifikanter

Einfluss der Spenderherkunft auf die Ca?*-Peak-Amplitude (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Analyse der Ca**-Peaks von CMA-behandelten NK-Zellen gegen K562 getrennt nach NK-Zellspendern
Dargestellt sind die APeak-Fura-Ratios einzelner CMA-behandelter NK-Zellen wéihrend der Interaktion mit K562-Zielzellen,
aufgeschliisselt nach vier unabhdngigen Spendern. Jeder Punkt reprisentiert eine NK-Zelle; Querbalken zeigen den jeweiligen
Mittelwert. Da nur Kontakte ohne Kill analysiert wurden, ist ausschliefilich diese Kategorie dargestellt. One-way ANOVA
(Kruskal-Wallis Test). n=7-42; N=4.

Die Experimente zeigen, dass die Ca?**-Signale der NK-Zellen auch dann auftreten und eine
dhnliche Dynamik aufweisen, wenn der Perforin-vermittelte Zielzelltod pharmakologisch

blockiert ist.

3.2.3 Ca*-Signale bei antikorperabhingiger Zytotoxizitit

NK-Zellen kdnnen Zielzellen nicht nur iiber aktivierende Oberflachenrezeptoren erkennen und
abtoten, sondern auch antikorperabhingig. In der Erstlinientherapie von Patienten mit diffus
grofzelligem B-Zell-Lymphom (DLBCL) wird hierfiir der monoklonale Antikérper Rituximab
eingesetzt. Rituximab bindet an CD20 auf der Oberfliche von B-Zellen und gleichzeitig iiber
seinen Fc-Teil an CD16 (FcyRIIl) auf NK-Zellen. Dadurch wird die antikdrperabhidngige
zellvermittelte Zytotoxizitit (ADCC) ausgelost. Als Modell hierfiir wird u.a. die CD20-positive
Zielzelllinie TMDS8 eingesetzt, die mittels Rituximab von NK-Zellen antikdrperabhéngig
getotet wird (Abbildung 24A).

In Abbildung 24B ist ein beispielhaftes Experiment iiber einen Zeitraum von 2h gezeigt, in dem
NK-Zellen ohne Rituximab mit TMDS8 Zellen kokultiviert wurden. Obwohl kein Antikorper
vorhanden war, wurden auch unter diesen Bedingungen Zielzellen abgetotet, was aufgrund der

natiirlichen Zytotoxizitdt der NK-Zellen erwartbar war.
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Abbildung 24: Zytotoxizitit und Ca*-Signale von NK-Zellen gegen TMDS8-Zielzellen mit und ohne Rituximab.

(4) Schematische Darstellung der natiirlichen (links) sowie der antikorperabhdingigen zellvermittelten Zytotoxizitit (ADCC,
rechts). Rituximab bindet an CD20 auf der Zielzelle und iiber seinen Fc-Teil an CDI16 (FcyRIIl) auf NK-Zellen und aktiviert
dadurch die NK-Zelle. (B) Reprdsentative Mikroskopieaufnahmen einer Kokultur von NK-Zellen mit TMDS-Zielzellen ohne
Rituximab. (C) Gemittelte Fura-Ratio-Zeitverliufe der NK-Zellen wdhrend der Interaktion mit TMDS-Zielzellen ohne
Rituximab, gruppiert nach Zielzellschicksal. (D) Reprisentative Mikroskopieaufnahmen einer Kokultur von NK-Zellen mit
TMDS-Zielzellen in Anwesenheit von Rituximab. (E) Gemittelte Fura-Ratio-Zeitverliufe der NK-Zellen wdhrend der
Interaktion mit TMD8-Zielzellen in Anwesenheit von Rituximab, gruppiert nach Zielzellschicksal. Mafstabsbalken: 50 um.
N=6.
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In den gemittelten Ca?*-Signalen (Abbildung 24C) zeigten NK-Zellen ohne Zielzellkontakt (n
=440) ein stabiles basales Ca**-Signal ohne erkennbare Verdnderungen. NK-Zellen mit Kontakt
ohne anschlieBendes Zielzellsterben (n = 223) zeigten leicht erhohte und ldnger anhaltende
Ca?**-Signale. Apoptotische Killing-Ereignisse (n = 16) wiesen hohere Signale auf, wihrend
Nekrosen (n = 4) und Mixed-Killing (n = 8) &hnliche maximale Signalh6hen erreichten, wobei

nekrotische Ereignisse tendenziell schneller abklangen.

In Abbildung 24D ist ein entsprechendes Experiment unter Zugabe von Rituximab dargestellt.
Unter diesen Bedingungen war die Zytotoxizitit deutlich erhoht. Die gemittelten Ca?*-Signale
der NK-Zellen sind in Abbildung 24E dargestellt. Auch hier hatten NK-Zellen ohne
Zielzellkontakt (n =451) ein stabiles basales Signal um etwa 1,5. Die Ca?*-Peaks der NK-Zellen
mit Zielzellkontakt (ohne Kill (n=187), Apoptose (n=177), Nekrose (n=37) und Mixed (n=36))
lagen jedoch insgesamt hoher als in der Kontrollbedingung ohne Rituximab und unterschieden

sich weniger stark innerhalb der Abtétungsarten.

Die Analyse der Ca**-Signale auf Einzelzellebene ist in Abbildung 25 dargestellt. Das basale
Fura-Ratio unterschied sich weder zwischen Rituximab- und Kontrollbedingung noch zwischen
den verschiedenen Abtotungsarten und lag, wie bei den Experimenten mit K562-Zellen, bei

etwa 1,5 (Abbildung 25A).

Fiir die APeak-Hohe zeigte sich ein signifikanter Effekt in der Rituximab-Behandlung. In der
Post-hoc-Analyse waren die Ca?*-Peaks unter Rituximab fiir Apoptosen, Mixed Phinotyp sowie
Kontakte ohne Kill jeweils signifikant hoher als in der entsprechenden Kontrollbedingung. Fiir

nekrotische Killing-Ereignisse ergab sich hingegen kein signifikanter Unterschied.

Zusitzlich zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Abtdtungsarten, der aber
ausschlieBlich innerhalb der Rituximab-Bedingung auftrat. Dabei wiesen NK-Zellen ohne Kill
signifikant niedrigere Ca?'-Peaks auf als Zellen, die apoptotisches oder Mixed Phinotyp
verursachten (Abbildung 25B).

Fiir die Abklingzeiten ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen Rituximab- und
Kontrollbedingung (p = 0,56). Zwischen den Abtdtungsarten gab es jedoch einen signifikanten
Gesamteffekt. Unter Rituximab waren die Abklingzeiten bei Apoptosen signifikant ldnger als
bei Nekrosen. Zudem unterschieden sich Apoptosen, Nekrosen und Mixed Phénotyp jeweils
signifikant von Kontakten ohne Zielzellsterben, wihrend zwischen Apoptose und Mixed sowie

zwischen Nekrose und Mixed keine signifikanten Unterschiede bestanden (Abbildung 25C).
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Abbildung 25: Einzelzellanalyse der Ca**-Signale von NK-Zellen gegen TMD8-Zielzellen mit und ohne Rituximab.
Dargestellt sind Fura-Ratio-basierte Parameter einzelner NK-Zellen aufgetragen als Violinplots mit iiberlagerter Punktewolke
der Einzelzellen von NK-Zellen mit Rituximabzugabe (+R) und ohne Rituximabzugabe (-R). Die Daten sind nach dem
Zielzellschicksal gruppiert. (4) Basales Fura-Ratio der NK-Zellen vor Zielzellkontakt. (B) APeak-Fura-Ratio der NK-Zellen,
(C) Abklingzeit der Ca**-Signale. Der Einfluss der Rituximab-Gabe sowie des Killingphdnotyps wurde mittels zweifaktorieller
ANOVA analysiert. In der Abbildung sind die Ergebnisse der ANOVA sowie die Post-hoc-Vergleiche zwischen Rituximab- und
Kontrollbedingung dargestellt. (D, E) Histogramme der Abklingzeiten zur Darstellung der vollstindigen Verteilung der
Signaldauern. (D) ohne Rituximab, (E) mit Rituximab. N=6, n= 5-698.
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Dieses Muster entspricht weitgehend den zuvor fiir K562-Zielzellen ohne CMA beobachteten
Abklingzeiten. In der Kontrollbedingung ohne Rituximab zeigte sich lediglich ein signifikanter
Unterschied zwischen Nekrosen und Kontakten ohne Zielzellsterben, wobei nekrotische
Killing-Ereignisse deutlich kiirzere Abklingzeiten aufwiesen. Dabei ist zu bertlicksichtigen, dass

ohne Rituximab nur sehr wenige NK-Zellen eine Zielzelle abtoteten.

Die Histogramme verdeutlichen zudem, dass ohne Rituximab ein gro3er Anteil der NK-Zellen
nach Kontakt ohne Zielzellsterben linger als die maximale Beobachtungsdauer bendtigte, bis

das Ca?*-Signal wieder abfiel (Abbildung 25D).

Auch fiir TMD8-Zielzellen aus der Rituximab-Bedingung wurde die Killzeit analysiert
(Abbildung 26A). Es zeigte sich, dass apoptotische Killing-Ereignisse signifikant langer
dauerten als Mixed-Killing, wahrend Mixed-Killing wiederum ldnger dauerte als nekrotisches
Abtoten. Dieses Muster entsprach damit weitgehend den zuvor fiir K562 beobachteten
Ergebnissen. Fiir diese Analyse wurden ausschlieBlich Bedingungen mit Rituximab

beriicksichtigt.

Der Zusammenhang zwischen Killzeit und Abklingzeit des Ca**-Signals ist in Abbildung 26B
dargestellt. Auch hier zeigte sich eine statistisch signifikante positive Korrelation zwischen
beiden Parametern, die jedoch deutlich schwicher ausgepriagt war als bei K562-Zielzellen (R?

= 0,0455).
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Abbildung 26: Zusammenhang zwischen Dauer des Zielzellsterbens (Killzeit) und Ca**-Signalabklingzeit bei TMDS8-Zellen.
(4) Killzeit einzelner TMDS-Zielzellen, definiert als Zeitspanne zwischen dem ersten Kontakt von NK-Zelle und Zielzelle und
dem Zeitpunkt des Zielzelltods. Es wurden nur TMDS8-Zellen aus der Rituximab Bedingung analysiert. Die Daten sind nach
dem Zielzellschicksal gruppiert und als Punktewolke dargestellt; der Mittelwert ist zusdtzlich angegeben (schwarze Linie). (B)
Zusammenhang zwischen Abklingzeit des Ca?'-Signals und Killzeit einzelner NK-Zellen. Jeder Punkt reprdsentiert eine
NK-Zelle. Farben kennzeichnen die unterschiedlichen Killing-Phdnotypen. Die durchgezogene Linie zeigt die lineare
Regressionsgerade mit dem 95 %- Konfidenzintervall (gepunktet). n=160; N=6.
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SchlieBlich wurde untersucht, ob die Ca*-Peak-Amplituden zwischen den einzelnen Spendern
variieren. Weder in der Kontrollbedingung ohne Rituximab (Abbildung 27A) noch in der
Rituximab-Bedingung (Abbildung 27B) gab es einen signifikanten Unterschied zwischen den

Spendern. Daher konnten die Daten aller sechs Spender fiir die weiteren Analysen gepoolt

werden.
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Abbildung 27: Analyse der Ca*'-Peak-Amplituden gegen TMDS8 getrennt nach NK-Zellspendern

Dargestellt sind die APeak-Fura-Ratios einzelner NK-Zellen wihrend der Interaktion mit TMDS-Zielzellen, aufgeschliisselt
nach sechs unabhdngigen Spendern. Jeder Punkt reprdsentiert eine NK-Zelle; Querbalken zeigen den jeweiligen Mittelwert.
Die Daten sind zusdtzlich nach dem Zielzellschicksal (Apoptose, Nekrose, Mixed Phdnotyp, Kontakt ohne Kill) gruppiert. One-
way ANOVA (Kruskal-Wallis Test). n=2-53; N=6.

Zusammenfassend legen diese Experimente nahe, dass die Hohe des Ca?**-Signals nicht
eindeutig mit der Art des Zielzelltods korrelierte, wihrend die Dauer des Signals stirker mit
dem zeitlichen Verlauf des Zielzellsterbens assoziiert war. Dieses Muster zeigte sich sowohl bei
der natiirlichen Zytotoxizitit gegeniiber K562-Zellen als auch unter antikorpervermittelter

Aktivierung durch Rituximab.
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3.3 Analyse von Zytotoxizitit und Ca?*-Signalen in CAR
NK-Zellen

Im Rahmen einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Evelyn Ullrich (Universitatsklinikum
Frankfurt) wurden CDI19-spezifische CAR NK-Zellen hinsichtlich ihrer zytotoxischen
Eigenschaften und Ca?"-Signalgebung untersucht. Die Generierung, Kultivierung und
grundlegende Charakterisierung der CAR NK-Zellen erfolgten in Frankfurt maf3geblich durch
Alina Moter. Die in dieser Arbeit dargestellten funktionellen Einzelzell- und Ca?**-Analysen
wurden in Homburg in Zusammenarbeit mit Nadja Kiichler und Alina Moter durchgefiihrt, die
graphische Darstellung und Statistik wurde ebenfalls gemeinsam erstellt. Ziel war es, die zuvor
etablierten Methoden zur Messung intrazelluldrer Ca**-Signale und zur Einzelzell-Analyse des
Zielzellsterbens auf ein CAR NK-Modellsystem zu iibertragen und den Einfluss der CAR-

Expression auf Zytotoxizitit und Ca**-Dynamik zu untersuchen.

3.3.1 Untersuchung der Zytotoxizitit von CAR NK-Zellen
Um funktionelle Unterschiede zwischen CD19-CAR NK-Zellen und nicht-transduzierten

NK-Zellen (NT NK) zunichst auf Populationsebene zu erfassen, wurde ein populationsbasierter

Zytotoxizititsassay durchgefiihrt (Abbildung 28).

Abbildung 28A zeigt schematisch das Prinzip der CAR-vermittelten Zytotoxizitdt von CAR
NK-Zellen gegeniiber CD19-positiven NALM-6-Zielzellen. Die spezifische Erkennung des
CD19-Antigens erfolgte iiber den chimdren Antigenrezeptor und war mit einer verstirkten

Zytotoxizitit gegenliber NALM-6-Zellen assoziiert.

Zur Analyse der natiirlichen Zytotoxizitdt ist in Abbildung 28B die Zytotoxizitdt von NK-Zellen
gegeniiber CD19-negativen K562-Zellen dargestellt. In diesem Fall erfolgt die Aktivierung der
NK-Zellen nicht iiber den CAR, sondern iiber das Zusammenspiel aktivierender und

inhibierender Rezeptoren.

Zur funktionellen Validierung dieser beiden Mechanismen wurde die Zytotoxizitdt von CAR
NK-Zellen und NT NK-Zellen gegeniiber NALM-6-Zielzellen in einem Calcein-basierten
Zytotoxizitits-Assay untersucht (Abbildung 28C). Uber den Beobachtungszeitraum von vier
Stunden zeigte sich eine stidrkere Lyse in der CAR NK-Bedingung im Vergleich zu NT
NK-Zellen. Die Quantifizierung des Endpunkts nach vier Stunden bestdtigte diesen Befund
(Abbildung 28D). Im Mittel lysierten CAR NK-Zellen etwa 55 % der NALM-6, wiahrend NT

NK-Zellen nur etwa 27 % erreichten. Der Unterschied ist statistisch signifikant.
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Im Gegensatz dazu zeigte sich bei der Analyse der Zytotoxizitét gegeniiber der CD19-negativen
Zielzelllinie K562 kein relevanter Unterschied zwischen CAR NK-Zellen und NT NK-Zellen.
Sowohl der zeitliche Verlauf des Zytotoxizitdts-Assays (Abbildung 28E) als auch die

Quantifizierung der Endpunktlyse (Abbildung 28F) ergaben vergleichbare Lyseraten von etwa
85 % in beiden Bedingungen.

Aus diesen Ergebnissen ldsst sich ableiten, dass CAR NK und NT NK-Zellen iiber die gleiche
natiirliche Zytotoxizitit verfiigen, die CAR NK-Zellen aber, wie erhofft, zusdtzlich eine

rezeptorbasierte Zytotoxizitit gegen CD19-positive Zielzellen ausldsen.
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Abbildung 28: Zytotoxizitit von CAR NK und NT NK-Zellen gegen NALM-6 und K562.
(4, B) Schematische Darstellung der CAR-vermittelten Zytotoxizitit von CD19-CAR NK-Zellen gegeniiber CD19-positiven
NALM-6-Zielzellen (A) sowie CDI19-negativen K562-Zielzellen (B). Die spezifische Erkennung des CDI19-Antigens bei
NALM-6-Zellen erfolgt iiber den chimdren Antigenrezeptor und fiihrt zu einer antigenabhdngigen Aktivierung der NK-Zelle.
(C) Zeitverlauf eines populationsbasierten Calcein-AM-Zytotoxizitdtsassays von CAR NK-Zellen und nicht-transduzierten
NK-Zellen (NT NK) gegeniiber NALM-6-Zielzellen. (D) Quantifizierung der Endpunktlyse nach 4 Stunden. (E) Zeitverlauf eines
populationsbasierten Calcein-AM-Zytotoxizititsassays von CAR NK- und NT NK-Zellen gegeniiber K562-Zielzellen. (F)
Quantifizierung der Endpunktlyse nach 4 Stunden. Daten sind als Mittelwert £ SD dargestellt, einzelne Punkte reprdsentieren
Spender (N=8; 4 sortierte NK-Populationen (hell), 4 nicht sortierte NK-Populationen (dunkel). Statistische Analyse mit
Wilcoxon Test. Die CAR NK- und NT NK-Zellen wurden in Frankfurt durch Alina Moter generiert und kultiviert. Zellkultur und
funktionelle Assays wurden in Homburg hauptsdchlich von Nadja Kiichler und mir durchgefiihrt, unterstiitzt durch Alina Moter:
Statistik und graphische Darstellung wurde von Nadja Kiichler erstellt, Alina Moter und ich haben unterstiitzt. Modifiziert

tibernommen aus Kaschek™, Moter®, Kiichler* et al. (in Vorbereitung).

Um die Zytotoxizitit der CAR NK-Zellen auf Einzelzellebene zu untersuchen, wurden
NALM-6 und K562 mit pCasper-Expression verwendet. In Abbildung 29A ist in einer
hochaufgeldsten Bildreihe der Kontakt zwischen je einer CAR NK-Zelle und einer NT
NK-Zelle mit NALM6 abgebildet. Die Membran der NK-Zelle wurde mittels CD56-Antikdrper
markiert (blau) und der CAR-Rezeptor mit einem CAR-spezifischen Antikorper (rot). In dem
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gezeigten Beispiel war bei den CAR NK-Zellen eine enge Synapsenbildung mit NALM-6-
Zellen zu beobachten, gefolgt von apoptotischem Zielzellsterben. AnschlieBend ging die CAR
NK-Zelle einen weiteren Kontakt mit einer benachbarten Zielzelle ein, ohne dass innerhalb des
Beobachtungszeitraums ein weiteres Killing-Ereignis durchgefiihrt wurde. Die dargestellte NT
NK-Zelle bildete wie die CAR NK-Zelle einen stabilen Kontakt mit einer NALM-6-Zelle aus,

allerdings starb in diesem repréisentativen Beispiel die Zielzelle nicht.

lebende NALM-6

100 pm

Abbildung 29: Einzelzell- und Ubersichtsaufnahmen der Interaktion von CAR NK- und NT NK-Zellen mit NALM-6 sowie
K562 Zellen

A) Hochaufgeloste Live-Cell-Imaging Aufnahmen (100x) einer CAR NK-Zelle (oben) und einer NT NK-Zelle (unten) in Kontakt
mit NALM-6 Zellen. Die Zellmembran der NK-Zellen ist mit CD56-Antikorper markiert (blau), der CD19-CAR Rezeptor mit
einem spezifischen CAR-Antikérper (vot). B) Ubersichtsaufnahmen (20x) von CAR NK-Zellen (links) und NT NK-Zellen
(rechts) in Kokultur mit NALM-6-Zielzellen (oben) beziehungsweise K562-Zielzellen (unten). Dargestellt sind jeweils der
gesamte Bildausschnitt nach 4 Stunden Kokultur sowie vergrdfierte Ausschnitte. Die CAR NK- und NT NK-Zellen wurden in
Frankfurt durch Alina Moter generiert und kultiviert. Zellkultur und funktionelle Assays wurden in Homburg hauptsdchlich
von Nadja Kiichler und mir durchgefiihrt, unterstiitzt durch Alina Moter. Modifiziert iibernommen aus Kaschek*, Moter¥,
Kiichler* et al. (in Vorbereitung). Mafstabsbalken 10 um in (4) und 100 um bzw. 50 um in (B).

Fiir quantitative Analysen wurden Ubersichtsaufnahmen mit 20x VergroBerung aufgenommen.
In Abbildung 29B sind exemplarisch Aufhahmen zum Endzeitpunkt von vier Stunden sowie

jeweils vergroferte Ausschnitte dargestellt. Auch in diesen zeigte sich eine stirkere Abtotung

von NALM-6-Zellen durch CAR NK-Zellen als durch NT NK-Zellen. Die meisten
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beobachteten Zelltode waren apoptotisch, wahrend nekrotische Ereignisse seltener auftraten.
Fiir K562-Zellen war in den Ubersichtsaufnahmen kein deutlicher Unterschied zwischen CAR
und NT NK-Zellen erkennbar, sie wurden jedoch insgesamt hdufiger und dabei 6fter nekrotisch

abgetotet.

Mithilfe der MATLAB-basierten Analyseplattform MSparkles wurden die Zelltode der
NALM-6 und K562 automatisiert ausgewertet. Abbildung 30A =zeigt die gemittelte
Zytotoxizitdt von CAR NK-Zellen gegeniiber NALM-6-Zellen, wéhrend in Abbildung 30B die
entsprechende Kurve fiir NT NK-Zellen dargestellt ist.

In Abbildung 30C ist der Endpunkt der Analyse nach vier Stunden quantifiziert. Die Daten
zeigen, dass CAR NK-Zellen die NALM-6-Zellen signifikant effizienter abtdteten als NT NK-
Zellen. Zwar ergab die Gesamtanalyse einen signifikanten Unterschied zwischen CAR NK-
und NT NK-Zellen, in den Post-hoc-Analysen zeigte sich jedoch weder fiir apoptotische noch

fiir nekrotische Abtotungsarten einzeln ein signifikanter Unterschied.

In Abbildung 30D ist das Verhéltnis apoptotischer zu nekrotischen Zelltoden dargestellt. CAR
NK-Zellen induzierten im Mittel etwa 2,4-fach mehr apoptotische als nekrotische Zelltode,
wiahrend bei NT NK-Zellen ein Verhiltnis von etwa 3,3 beobachtet wurde. Dieser Unterschied

war jedoch statistisch nicht signifikant.

In den Panels E-H ist die entsprechende Analyse fiir K562-Zielzellen dargestellt. Auch in der
quantitativen Analyse zeigte sich flir K562-Zellen kein Unterschied im Zytotoxizititsverhalten
zwischen CAR NK- und NT NK-Zellen. Weder die Gesamtzytotoxizitdt noch die Verteilung
der Abtotungsarten unterschieden sich signifikant. Das Verhéltnis apoptotischer zu
nekrotischen Zelltoden lag bei etwa 0,5 und war ebenfalls zwischen CAR NK- und NT
NK-Zellen vergleichbar.
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Abbildung 30: Analyse der Zielzelltode von NALM-6 und K562 auf Populationsebene

Automatisierte Analyse des Abtotungsverhaltens von CAR NK- und NT NK-Zellen gegeniiber NALM-6- und K562-Zielzellen
mittels MSparkles. (A, B) Gemittelte Zytotoxizitdtskurven von CAR NK-Zellen (4) und NT NK-Zellen (B) gegeniiber NALM-6-
Zielzellen. (C) Quantifizierung des Zielzellzustands nach 4 h. (D) Verhdltnis apoptotischer zu nekrotischen Zelltoden bei
NALM-6-Zellen. (E, F) Entsprechende Zytotoxizitditskurven von CAR NK- und NT NK-Zellen gegeniiber K562-Zielzellen. (G,
H) Quantifizierung der Zielzellzustinde sowie des Apoptose/Nekrose-Verhdltnisses bei K562-Zellen. Die automatisierte
Klassifikation der Zielzellen erfolgte zu jedem Zeitpunkt in die Kategorien , lebend* (orange), , apoptotisch* (griin) oder
,nekrotisch* (grau). Die statistische Analyse erfolgte in C, E, H und J mittels Wilcoxon-Test und in D und I mittels two-way
ANOVA. Die CAR NK- und NT NK-Zellen wurden in Frankfurt durch Alina Moter generiert und kultiviert. Zellkultur und
Messungen erfolgten in Homburg hauptsdchlich durch Nadja Kiichler und mich, unterstiitzt durch Alina Moter. Die MSparkles-
basierte Analyse wurde von mir durchgefiihrt; MSparkles wurde von Gebhard Stopper programmiert, unterstiitzt von Joanne
Vialle und mir. Statistik und graphische Darstellung wurden hauptsdchlich von Nadja Kiichler erstellt; Alina Moter und ich
haben unterstiitzt. Modifiziert iibernommen aus Kaschek™®, Moter®, Kiichler* et al. (in Vorbereitung).

Zur weitergehenden Analyse der Zytotoxizitdt wurde der Fokus auf die NK-Zellen gelegt.
Hierfiir wurden CAR und NT NK-Zellen mit Deep Red geférbt, zufillig ausgewéhlt und danach
manuell getrackt und klassifiziert. Beriicksichtigt wurden alle NK-Zellen, die zum Zeitpunkt
von 5 Minuten eine der eingezeichneten Linien berlihrten. (Abbildung 31A). Die NK-Zellen
wurden anhand ihres Interaktions- und Abtétungsverhaltens in die Kategorien ,keine
Kontakte, ,nur Kontakte*, ,ausschlieBlich apoptotisches Killing“, ,ausschlieBlich
nekrotisches Killing®, ,,ausschlielich Mixed Phénotyp* sowie ,,Killing auf verschiedene

Arten* eingeteilt.

In Abbildung 31B ist eine schematische Darstellung einer CAR NK-Zelle dargestellt, die
nacheinander zwei Zielzellen abtdtet, die erste nekrotisch die zweite apoptotisch. Diese fiktive

CAR NK-Zelle wire in die Klasse ,,totet mit verschiedenen Arten‘ einsortiert worden.

In Abbildung 31C zeigt sich, dass gleich viele CAR und NT NK-Zellen keine Kontakte
eingingen und somit inaktiv waren. NT NK-Zellen gingen héaufiger Kontakte ohne
nachfolgende Zytotoxizitit ein, wiahrend CAR NK-Zellen héufiger apoptotische Killing-

Ereignisse auslosten. Beschriankt man die Analyse auf NK-Zellen, die Kontakte bildeten
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(Abbildung 31D), so wird diese Tendenz noch deutlicher. 70 % der NT NKs, die mindestens
einen Kontakt eingingen, toteten dabei nicht, im Gegensatz zu 20 % der CAR NKs.
Demgegeniiber induzierten 50 % der CAR NK-Zellen ausschlielich Apoptosen, wihrend es
nur 20 % der NT NKs waren. Bei weiterer Einschrankung auf NK-Zellen, die mindestens eine
Zelle abgetdtet haben (Abbildung 31E), zeigt sich hingegen kein statistisch signifikanter
Unterschied mehr zwischen CAR und NT NK-Zellen.
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Abbildung 31: Einzelzellanalyse des Zytotoxizititsverhaltens von CAR und NT NK-Zellen gegen NALM-6

Aufgetragen ist das Verhalten einzelner NK-Zellen. Diese wurden, wie in (A) gezeigt ausgewdhlt, wenn sie in Frame 10 (5 min)
die Linien beriihrten. Dadurch wurde eine zufdllig verteilte Stichprobe an NK-Zellen ausgewdhlt. In Rosa ist der Anteil der
CAR NK-Zellen dargestellt, in Hellblau der Anteil der NT NK-Zellen. In (B) ist ein schematisches Bild einer CAR NK-Zelle
gezeigt, die zwei Zielzellen abtétet, die erste apoptotisch, die zweite nekrotisch. In (C) sind alle analysierten NK-Zellen
dargestellt, in (D) nur NK-Zellen, die Kontakte eingingen (mit und ohne erfolgreichem Killing). In (E) sind nur NK-Zellen
dargestellt, die mindestens eine Zielzelle abgetitet haben. (F) zeigt den Anteil an NK-Zellen je nach Anzahl getéteter Zielzellen,
(G) zeigt dies ebenfalls, allerdings nur fiir NK-Zellen, die mindestens eine Zielzelle abgetitet haben. In (H) ist die Zeit
dargestellt, die die NK-Zellen (CAR NK dunkel, NT NK hell) bendtigen, um eine Zielzelle apoptotisch, nekrotisch oder im Mixed
Phdinotyp zu toten (Zeit von Kontakt bis Killing). N = 4, n(CAR) = 213 und n(NT) = 245. Statistische Analyse mit two-way
ANOVA. Die CAR NK- und NT NK-Zellen wurden in Frankfurt durch Alina Moter generiert und kultiviert. Zellkultur und
Sfunktionelle Assays wurden in Homburg hauptsdchlich von Nadja Kiichler und mir durchgefiihrt, unterstiitzt durch Alina Moter.
Analyse erfolgte manuell durch Nadja Kiichler und mich. Statistik und graphische Darstellung erfolgte durch Nadja Kiichler
und mich, unterstiitzt durch Alina Moter. Modifiziert iibernommen aus Kaschek*, Moter*, Kiichler* et al. (in Vorbereitung).

Bei der Anzahl der getiteten Zielzellen gab es wiederum bei 0 und 1 getdteten Zielzellen einen

statistisch signifikanten Unterschied, wobei die NT NK-Zellen héufiger keine Zielzelle toteten
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und CAR NK-Zellen eher eine tdteten (Abbildung 31F). Betrachtet man ausschlielich die
NK-Zellen, die mindestens eine Zelle getdtet haben, gab es keinen statistischen Unterschied
mehr (Abbildung 31G). In Abbildung 31H sind die Zeiten aufgetragen, die zwischen Kontakt
und Todeszeitpunkt verging. Es gab keinen statistischen Unterschied zwischen CAR und NT

NK-Zellen, auch wenn es eine leichte Tendenz hin zu ldngeren Zeiten bei NT NK-Zellen gab.
Fiir die Analyse der Killzeiten wurden die 4 Spender jeweils fiir CAR und NT gepoolt.

Die Einzelzellanalysen zeigten, dass sowohl CAR NK- als auch NT NK-Zellen im Verlauf der
Messung mehrfach mit unterschiedlichen Zielzellen interagierten und teilweise wiederholt
Zytotoxizitit ausilibten. Zur Visualisierung dieser Interaktionsabfolgen wurden die Daten in
kreisformigen Baumdiagrammen, im Folgenden ,,Schicksalsrdder genannt, dargestellt
(Abbildung 32). Die Zahlen geben jeweils die absolute Anzahl analysierter Zellen an.
Ausgangspunkt ist das Zentrum der Diagramme mit 213 analysierten CAR NK-Zellen
beziehungsweise 245 NT NK-Zellen.

Die T-formigen Linien kennzeichnen NK-Zellen ohne Zielzellkontakt. Kontakte ohne
nachfolgendes Absterben sind gelb dargestellt, apoptotische Kills griin, nekrotische Ereignisse
grau und gemischte Phinotypen lila. Die konzentrischen Ringe reprisentieren
aufeinanderfolgende Zielzellkontakte (erster, zweiter und dritter Kontakt). Die Strichstirke der

Verbindungen ist proportional zur Wahrscheinlichkeit des jeweiligen Verlaufs.

Bei den CAR NK-Zellen war der haufigster Gesamtverlauf das Ausbleiben eines
Zielzellkontakts. Unter den Zellen mit Kontakt iiberwog die Induktion einer Apoptose, gefolgt
von Kontakt ohne Kill sowie gemischten Phidnotypen und nekrotischen Abtétungen. Nach einer
initialen Apoptose war es am wahrscheinlichsten, dass keine weitere Interaktion stattfand. Trat
ein weiterer Kontakt auf, endete dieser mit vergleichbarer Wahrscheinlichkeit erneut
apoptotisch oder ohne Kill. Auffillig war, dass keine CAR NK-Zelle nach einer Apoptose eine
nekrotische Zielzelllyse induzierte. Gleichzeitig zeigten einzelne Zellen komplexe
Interaktionssequenzen, beispielsweise eine initiale Nekrose, gefolgt von einem Kontakt ohne
Kill und anschlieBend einer weiteren Nekrose. Zwei CAR NK-Zellen gingen drei

aufeinanderfolgende Kontakte ein, ohne dass eine der Zielzellen starb.

Im Gegensatz dazu dominierten bei den NT NK-Zellen Kontakte ohne nachfolgende
Zytotoxizitit deutlich. Der wahrscheinlichste Verlauf war hier der Kontakt ohne Kill. Dennoch
konnten auch NT NK-Zellen serielles T6éten zeigen: 20 Zellen induzierten eine erste Apoptose,

von denen drei eine zweite und eine Zelle sogar eine dritte Apoptose verursachte. Insgesamt
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war Serial Killing somit nicht ausschlieBlich auf CAR NK-Zellen beschrinkt, trat jedoch
seltener auf als bei CAR NK-Zellen.
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Abbildung 32: Schicksalsrider fiir CAR und NT NK-Zellen gegen NALM-6

Kreisformige Baumdiagramme zur Darstellung der Interaktionsverldufe einzelner NK-Zellen mit Zielzellen. (4) CAR
NK-Zellen (n = 213), (B) NT NK; (n = 245). Das Zentrum reprisentiert die Gesamtzahl der analysierten NK-Zellen. Die
konzentrischen Ringe entsprechen aufeinanderfolgenden Zielzellkontakten (erster, zweiter und dritter Kontakt). Farbcodierung
der Interaktionsausgdnge: Kontakt ohne Zielzellsterben (gelb), apoptotisches Abtiten (griin), nekrotisches Abtoten (grau),
gemischter Phéinotyp (lila); T-formige Endpunkte kennzeichnen Zellen ohne weiteren Kontakt. Die Zahlen geben absolute
Zellzahlen an, die Strichdicke ist proportional zur relativen Hdufigkeit des jeweiligen Interaktionspfads. Die CAR NK- und NT
NK-Zellen wurden in Frankfurt durch Alina Moter generiert und kultiviert. Zellkultur und funktionelle Assays wurden in
Homburg von Nadja Kiichler, Alina Moter und mir durchgefiihrt. Die Ildee zur Darstellung entstand in Zusammenarbeit mit
Joanne Vialle. Modifiziert iibernommen aus Kaschek™, Moter®, Kiichler* et al. (in Vorbereitung).

3.3.2 Untersuchung der Ca**-Signale in CAR NK-Zellen
Aufgrund der unterschiedlichen Zytotoxizitdtsmuster von CAR NK- und NT NK-Zellen sowie

der zuvor dargelegten essenziellen Bedeutung von Ca?* fiir die zytotoxische Funktion wurde im
nichsten Schritt [Ca*']ine wihrend spezifischer und unspezifischer Zielzellinteraktionen

analysiert.

In Abbildung 33A ist dargestellt, dass die mit Fura-10 beladenen NK-Zellen in den
Anregungskanilen bei 370 nm und 420 nm klar detektierbar waren, ohne dass eine relevante
Signaliiberlagerung durch die pCasper-exprimierenden NALM-6-Zielzellen auftrat. Im GFP-
und RFP-FRET-Kanal sind sowohl die Fura-10-beladenen NK-Zellen als auch die Zielzellen
sichtbar, wobei die NK-Zellen eine hohere Fluoreszenzintensitit aufwiesen. Dies wird auch im
zusammengefiihrten Bild aller fiinf Kanédle deutlich. Das berechnete Fura-Ratio (Abbildung
33B) bestitigt, dass das ratiometrische Ca**-Signal spezifisch den NK-Zellen zugeordnet

werden konnte und nicht durch die Zielzellfluoreszenz beeinflusst wurde.
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Eine représentative Zeitreihe ist in Abbildung 33C dargestellt. Hier sind mehrere CAR
NK-Zellen zu sehen, die mit NALM-6-Zielzellen interagieren. NK-Zellen mit niedriger
[Ca?"Jint erscheinen blau bis weiBlich, wihrend erhohte Ca2*-Signale durch eine pinke Firbung
angezeigt werden. Mehrere Zytotoxizititsereignisse sind erkennbar, bei denen ein Anstieg der
[Ca?"]int der NK-Zelle dem Zielzellsterben vorausgeht. Der iiberwiegende Teil der beobachteten

Zelltode zeigte einen apoptotischen oder gemischten Phinotyp.

A

Fura;420 nm lebende NALM-6
S ) i _iINALM-6

 CAR NK-Zelle

CAR NK niedriges Ca**

Fura Ratio

CAR NK niedriges Ca?*

lebende NALM-6

CAR NK niedriges Ca®*
CAR NK hohes Ca**

+zytotoxische Aktivitat

Fura Ratio

CAR NK niedriges Ca®*

Abbildung 33: Ca*-Messung in CAR NK-Zellen wiihrend der Interaktion mit NALM-6
(4) Darstellung der einzelnen Fluoreszenzkandle. Fura-10-beladene NK-Zellen (weifie Pfeile) sind in den Anregungskandlen

bei 370 nm und 420 nm klar detektierbar, ohne relevante Signaliiberlagerung durch pCasper-exprimierenden
NALM-6-Zielzellen (weifse gestrichelte Ovale). Im GFP- und RFP-FRET-Kanal sind sowohl NK- als auch Zielzellen sichtbar.
(B) Zusammengefiihrtes Bild aller fiinf Kandle sowie berechnetes Fura-Ratio-Bild. Das ratiometrische Ca®-Signal ist
spezifisch den NK-Zellen zuzuordnen. Die Farbcodierung des Ratiosignals reicht von niedrigem Ca®" (blau) bis hohem Ca**
(pink). Mafstab: 20 um. (C) Reprisentative Zeitreihe einer CAR NK-NALM-6-Kokultur. Gezeigt sind Merge- und
Fura-Ratio-Bilder zu ausgewdhlten Zeitpunkten. Ein Anstieg des intrazelluldren Ca**-Signals in CAR NK-Zellen (pink) geht
dem apoptotischen oder gemischten Zielzellsterben voraus. Die dargestellten Sequenzen entstammen einer insgesamt
zweistiindigen Messung; gezeigt ist ein exemplarischer 40-miniitiger Ausschnitt. Die CAR NK- und NT NK-Zellen wurden in
Frankfurt durch Alina Moter generiert und kultiviert. Zellkultur erfolgte in Homburg durch Nadja Kiichler und mich, die Ca**-
Messungen und Analysen wurden von mir durchgefiihrt. Modifiziert iibernommen aus Kaschek*, Moter*, Kiichler* et al. (in

Vorbereitung).

Analog zu den Analysen in primidren NK-Zellen wurden auch CAR und NT NK-Zellen
entsprechend ihres Interaktionsverhaltens klassifiziert. Die gemittelten Fura-Signale fiir CAR

und NT NK-Zellen gegen NALM-6-Zielzellen sind in Abbildung 34A und B dargestellt.
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NK-Zellen ohne Zielzellkontakt zeigten in beiden Gruppen ein stabiles basales Fura-Ratio von
etwa 1,6 ohne relevante Anderungen. Bei CAR NK-Zellen fiihrte jeder Zielzellkontakt
unabhingig vom spéteren Killing-Phénotyp zu einem vergleichbar starken Ca*"-Anstieg mit
anschliefend gleichformigem Abfall. Die gemittelten Signalhdhen und Kinetiken
unterschieden sich zwischen den verschiedenen Interaktionsausgdngen nur geringfiigig. Bei NT
NK-Zellen zeigte sich hingegen ein differenzierteres Muster. Kontakte ohne Kill waren mit
niedrigen Ca?"-Peaks assoziiert, Apoptosen mit moderaten Signalhdhen und Nekrosen mit
hoheren Peaks, wihrend Mixed-Phianotypen nahezu die Signalhdhen der CAR NK-Zellen

erreichten.

Einzelzellanalysen der Peakhdhen, der Abklingdynamik sowie des basalen Fura-Ratios wurden
analog zu den Analysen in primédren NK-Zellen durchgefiihrt (vergleiche Abbildung 17). Die
zugrunde liegenden Definitionen sind wie auch in Abb. 17 in den Piktogrammen in Abbildung
34C, E sowie G dargestellt. Die Analyse der Peakh6hen ist in Abbildung 34D aufgetragen. In
einer zweifaktoriellen ANOVA zeigte sich ein hochsignifikanter Unterschied zwischen CAR
und NT NK-Zellen iiber alle Formen des Zielzellsterbens hinweg. In der Post-hoc-Analyse war
der Ca**-Peak bei NT NK-Zellen in allen Bedingungen signifikant niedriger als bei CAR
NK-Zellen, mit Ausnahme des Mixed-Phénotyps, bei dem kein signifikanter Unterschied
nachweisbar war. Innerhalb der jeweiligen NK-Zellgruppen ergab die ANOVA ebenfalls
signifikante Unterschiede zwischen den Killingarten. In der Post-hoc-Analyse waren jedoch
nur einzelne Vergleiche signifikant. Bei CAR NK-Zellen unterschieden sich Nekrose von
Apoptose sowie Nekrose von Kontakt ohne Kill signifikant. Bei NT NK-Zellen gab es
signifikante Unterschiede zwischen Mixed-Phénotyp und Apoptose sowie zwischen

Mixed-Phénotyp und Kontakt ohne Kill.

Die Abklingzeiten der Ca**-Signale sind in Abbildung 34F dargestellt. Zwischen CAR und NT
NK-Zellen zeigte sich kein signifikanter Unterschied. Zwischen den Killingarten ergab sich in
der ANOVA ein signifikanter Gesamteffekt, jedoch konnten in den Post-hoc-Analysen keine
signifikanten Unterschiede zwischen einzelnen Bedingungen nachgewiesen werden. Auch die
basalen Ca?'-Signale (Abbildung 34H) unterschieden sich nicht zwischen CAR und NT
NK-Zellen. Zwischen den Killingarten gab es einen schwach signifikanten Gesamteffekt, der
jedoch in der Post-hoc-Analyse keiner spezifischen Bedingung eindeutig zugeordnet werden

konnte.
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Abbildung 34: Einzelzellanalyse der Ca**-Signale von CAR und NT NK-Zellen wihrend der Interaktion mit NALM-6

(4, B) Gemittelte Ca**-Verldufe von CAR NK-Zellen (A) und NT NK-Zellen (B) relativ zum Zeitpunkt des Zielzellkontakts. (C,
E, G) Piktogramme zur Definition der analysierten Parameter APeak-Fura-Ratio, Abklingzeit der Ca**-Signale und basales
Fura-Ratio. (D, F, H) Einzelzellanalyse der CAR und NT NK-Zellen, aufgetragen als Violinplots mit iiberlagerter Punktewolke
der Einzelzellen. Die Daten sind nach dem Zielzellschicksal (Apoptose, Nekrose, Mixed, ohne Kill, kein Kontakt) gruppiert.
(D) APeak-Fura-Ratio, (F) Abklingzeit der Ca?*-Signale, (H) basales Fura-Ratio. Die statistische Analyse erfolgte mittels
zweifaktorieller ANOVA mit anschliefSenden Post-hoc-Tests. n(CAR mit Kontakt) = 240, n(CAR ohne Kontakt) = 374; n(NT mit
Kontakt) = 165, n(NT ohne Kontakt) = 411; N = 3. Die CAR NK- und NT NK-Zellen wurden in Frankfurt durch Alina Moter
generiert. Zellkultur erfolgte in Homburg durch Nadja Kiichler und mich, die Ca*-Messungen und Analysen wurden von mir
durchgefiihrt, Statistik und graphische Darstellung wurde zusammen mit Nadja Kiichler und Alina Moter erstellt. Modifiziert
tibernommen aus Kaschek*, Moter*, Kiichler* et al. (in Vorbereitung).
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Um zu untersuchen, ob die beobachteten Ca?'-Signalcharakteristika spezifisch fiir die
CAR-vermittelte Zielzellerkennung sind oder auch bei natiirlicher NK-Zell-Zytotoxizitdt
auftreten, wurden entsprechende Analysen mit K562 durchgefiihrt. Die gemittelten
Ca**-Verldufe der NK-Zellen wihrend der Interaktion mit K562-Zielzellen sind in Abbildung
35A und B dargestellt. Wie bereits bei den NALM-6-Zellen zeigten NK-Zellen ohne
Zielzellkontakt ein stabiles basales Ca?**-Signal ohne ausgeprigte Dynamik. Bei beiden
NK-Zellpopulationen fiihrte der Zielzellkontakt zu einem deutlichen Anstieg des intrazelluldren
Ca**-Signals, dessen Hohe wund Verlauf jedoch zwischen den verschiedenen
Interaktionsausgingen variierte. NK-Zellen ohne Kill wiesen tendenziell niedrigere Ca**-Peaks
auf. Apoptotische Ereignisse sowie Kontakte ohne Kill zeigten im Mittel lingere Abklingzeiten,
wihrend Nekrosen und Mixed-Phdnotypen schneller wieder auf das basale Niveau
zuriickkehrten. Insgesamt unterschieden sich die Signalverldufe zwischen CAR und NT

NK-Zellen im K562-System deutlich weniger stark als im NALM-6-Modell.

Die Einzelzellanalysen der Peakhdhen sind in Abbildung 35D dargestellt. In der
zweifaktoriellen ANOVA gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen CAR und NT
NK-Zellen. Zwischen den Abtdtungsarten ergab sich hingegen ein signifikanter Gesamteffekt.
Insgesamt zeigte sich dabei die Tendenz, dass Interaktionen ohne nachfolgendes Zielzellsterben
mit niedrigeren Ca?*-Peaks assoziiert waren als produktive Abtdtungs-Ereignisse. In den
anschlieBenden Post-hoc-Analysen traten signifikante Unterschiede ausschlieSlich in
Vergleichen auf, die diese Gruppe einschlossen, wédhrend zwischen den verschiedenen
Killingphinotypen untereinander keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden

konnten.

Auch bei der Analyse der Abklingzeit des Ca*'-Signals zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen CAR und NT NK-Zellen (Abbildung 35F). Zwischen den
Abtotungsarten ergab sich in der zweifaktoriellen ANOVA allerdings ein signifikanter
Gesamteffekt. In den anschlieBenden Post-hoc-Analysen gab es bei den CAR NK-Zellen
signifikante Unterschiede zwischen Nekrose und Apoptose, zwischen Nekrose und Kontakt

ohne Kill sowie zwischen Mixed-Phénotyp und Apoptose.
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Abbildung 35: Einzelzellanalyse der Ca**-Signale von CAR und NT NK-Zellen wihrend der Interaktion mit K562

(4, B) Gemittelte Ca**-Verldufe von CAR NK-Zellen (A) und NT NK-Zellen (B) relativ zum Zeitpunkt des Zielzellkontakts. (C,
E, G) Piktogramme zur Definition der analysierten Parameter APeak-Fura-Ratio, Abklingzeit der Ca®*-Signale sowie basales
Fura-Ratio. (D, F, H) Einzelzellanalyse der CAR und NT NK-Zellen, aufgetragen als Violinplots mit iiberlagerter Punktewolke
der Einzelzellen. Die Daten sind nach dem Zielzellschicksal (Apoptose, Nekrose, Mixed, ohne Kill, kein Kontakt) gruppiert.
(D) APeak-Fura-Ratio, (F) Abklingzeit der Ca?*-Signale, (H) basales Fura-Ratio. Die statistische Analyse erfolgte mittels
zweifaktorieller ANOVA mit anschliefSenden Post-hoc-Tests. n(CAR mit Kontakt) = 187, n(CAR ohne Kontakt) = 390; n(NT mit
Kontakt) = 133, n(NT ohne Kontakt) = 295; N = 3. Die CAR NK- und NT NK-Zellen wurden in Frankfurt durch Alina Moter
generiert. Zellkultur erfolgte in Homburg durch Nadja Kiichler und mich, die Ca*-Messungen und Analysen wurden von mir
durchgefiihrt, Statistik und graphische Darstellung wurde zusammen mit Nadja Kiichler und Alina Moter erstellt. Modifiziert
tibernommen aus Kaschek™, Moter®, Kiichler* et al. (in Vorbereitung).
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Bei den NT NK-Zellen waren die Unterschiede zwischen Nekrose und Apoptose, zwischen
Mixed-Phinotyp und Apoptose, zwischen Nekrose und Kontakt ohne Kill sowie zwischen
Mixed-Phinotyp und Kontakt ohne Kill signifikant. Insgesamt deutet dieses Muster darauf hin,
dass Interaktionen ohne nachfolgendes Zielzellsterben haufiger mit ldnger anhaltenden
Ca?*-Signalen einhergehen, wihrend erfolgreiche Killing-Ereignisse tendenziell mit einem

rascheren Abfall des Signals verbunden sind, wobei Apoptosen langer brauchen.

Das basale Ca?"-Signal unterschied sich weder zwischen CAR und NT NK-Zellen noch
zwischen den verschiedenen Interaktionsgruppen (Abbildung 35H).

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass sich die Ca**-Signalcharakteristika von CAR und NT
NK-Zellen im Kontext der natiirlichen Zielzellerkennung deutlich stirker dhneln als im

CAR-spezifischen NALM-6-Modell.
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Abbildung 36: Analyse der Ca**-Peak-Amplituden gegen NALM-6 und K562 getrennt nach NK-Spendern

Dargestellt sind die APeak-Fura-Ratios einzelner NK-Zellen wdihrend der Interaktion mit NALM-6 und K562 Zielzellen,
aufgeschliisselt nach drei unabhdngigen Spendern (DI, D2, D3). Jeder Punkt reprdsentiert eine NK-Zelle. Die Daten sind
zusdtzlich nach dem Zielzellschicksal (Apoptose, Nekrose, Mixed, Kontakt ohne Kill) gruppiert. (A) CAR NK gegen NALM-6
(B) NT NK gegen NALM-6 (C) CAR NK gegen K562 (D) NT NK gegen K562. Die CAR NK- und NT NK-Zellen wurden in
Frankfurt durch Alina Moter generiert. Zellkultur erfolgte in Homburg durch Nadja Kiichler und mich, die Ca*-Messungen
und Analysen wurden von mir durchgefiihrt, Statistik und graphische Darstellung wurde zusammen mit Nadja Kiichler und
Alina Moter erstellt. Modifiziert iibernommen aus Kaschek®, Moter*, Kiichler* et al. (in Vorbereitung).
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Fiir die Analysen wurden Daten von drei Spendern gepoolt. Um sicherzustellen, dass keine
spenderabhéngigen Effekte die Ergebnisse beeinflussen, wurden die APeak-Werte zuséitzlich

getrennt nach Spendern und Zielzellschicksal analysiert (Abbildung 36).

Dabei zeigten sich insgesamt keine konsistenten spenderabhéngigen Unterschiede zwischen
den einzelnen Bedingungen. Auffillig war jedoch, dass Spender 3 bei den NT NK-Zellen
tendenziell hohere Ca**-Peaks aufwies. Dieser Effekt erreichte in einzelnen Bedingungen

statistische Signifikanz (ohne Kill gegen NALM-6 und Nekrose gegen K562).

Da diese Unterschiede jedoch nicht konsistent iiber alle Bedingungen hinweg beobachtet
wurden, ist nicht von einem systematischen spenderabhidngigen Einfluss auszugehen. Die
beobachteten Ca?*-Signalcharakteristika waren somit insgesamt unabhingig vom jeweiligen
Spender, sodass die Zusammenfiihrung der Daten fiir die vorhergehenden Analysen

gerechtfertigt war.

Zusammenfassend zeigte die CAR-Expression eine erhdhte Wahrscheinlichkeit erfolgreicher
Killing-Ereignisse gegeniiber CD19-positiven NALM-6-Zellen, ohne die natiirliche
Zytotoxizitidt gegeniiber CD19-negativen K562-Zellen zu verdndern. Auch das Verhéltnis
apoptotischer und nekrotischer Zelltodphdnotypen blieb weitgehend vergleichbar. Auf Ebene
der Ca**-Signalgebung waren die Ca*-Peaks von CAR NK-Zellen gegeniiber NALM-6-Zellen
erhoht, wihrend sich gegeniiber K562-Zellen keine Unterschiede zwischen CAR und NT NK-
Zellen zeigten. Basale Ca?*-Signale und Abklingzeiten unterschieden sich zwischen beiden NK-

Zellpopulationen nicht wesentlich.
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4 Diskussion

4.1 Etablierung von Ca*-Messungen in primiren NK-Zellen

Die Analyse intrazelluldrer Ca?*-Signale ist essenziell fiir das Verstindnis der Zytotoxizitdt von
NK-Zellen. Gleichzeitig ist ihre experimentelle Erfassung mit erheblichen Herausforderungen
verbunden, insbesondere in primiren Immunzellen. Primdre NK-Zellen reagieren empfindlich
auf  Stressoren  wie  Farbstoffbeladung und  Lichtbelastung.  Gerade  fiir
Langzeit-Live-Cell-Imaging unter funktionellen Bedingungen existieren bislang nur wenige
belastbare mikroskopische Ansitze (Kaschek et al., 2026). Die vorliegenden Ergebnisse zeigen,
dass ein experimentelles System etabliert werden konnte, das die zeitaufgeloste Erfassung
intrazelluldrer Ca**-Signale in primdren NK-Zellen mit der simultanen Analyse des
Zielzellschicksals kombiniert. Damit wird eine direkte funktionelle Kopplung zwischen
Ca**-Dynamik in der NK-Zelle und zytotoxischem Outcome in der Zielzelle auf
Einzelzellebene moglich, was eine wesentliche Voraussetzung fiir die mechanistische

Untersuchung der NK-Zell-Zytotoxizitit darstellt.

Ein zentraler methodischer Befund dieser Arbeit ist, dass Ca**-Messungen nicht als inert
gegeniiber anderen Zellfunktionen betrachtet werden konnen. Die Wahl des verwendeten
Indikators beeinflusst nicht nur die Qualitdt der Signale, sondern potenziell auch die zugrunde
liegenden zelluldren Prozesse selbst. Die Etablierung eines geeigneten Messsystems ist daher
nicht nur ein technischer Zwischenschritt, sondern eine Voraussetzung fiir die Validitit
funktioneller Analysen. Diese These wird auch durch neuere Arbeiten gestiitzt, die zeigen, dass
chemische Ca?*-Farbstoffe zelluldre Funktionen beeintrichtigen kdnnen und daher nicht nur
unter Signalgesichtspunkten, sondern immer auch hinsichtlich ihrer biologischen

Vertriaglichkeit bewertet werden miissen (Robinson et al., 2023).

4.1.1 Auswahl geeigneter Farbstoffe

Fir die vorliegende Arbeit wurden ausschlieBlich ratiometrische Ca**-Indikatoren
berticksichtigt, da diese eine robustere Quantifizierung von Ca*'-Signalen ermdglichen und
weitgehend unabhingig von Variationen in Farbstoftkonzentration, ZellgroBe oder
ungleichmifiger Beladung sind. Gerade bei primidren NK-Zellen mit ausgepréigter
Zell-zu-Zell-Heterogenitit stellt dies einen entscheidenden Vorteil dar. Dieser Grundgedanke
entspricht dem klassischen Konzept ratiometrischer Fura-Indikatoren seit Grynkiewicz et al.

(1985).
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Genetisch kodierte Ca**-Indikatoren (GECIs) wurden in dieser Arbeit bewusst nicht eingesetzt.
Obwohl sie Vorteile flir Langzeitmessungen und zelltypspezifische Analysen bieten, ist ihre
stabile Expression mit potenziellen Nachteilen verbunden. So wurde gezeigt, dass GECls
langfristig zytotoxische Effekte hervorrufen und die zelluldre Responsivitit verdndern konnen
(N. Wu et al., 2019). AuBBerdem ist die Transfektion von NK-Zellen sehr anspruchsvoll und
kann die Viabilitdt und funktionelle Vergleichbarkeit stark beeinflussen (Carlsten & Childs,
2015). Gerade fir humane NK-Zellen, die sehr stressempfindlich und sehr schwer zu
transfizieren sind, sind GECIs nicht geeignet. So ist es nicht verwunderlich, dass nach meiner

Kenntnis bislang keine GECI-Daten fiir primire humane NK-Zellen publiziert wurden.

Dariiber hinaus wurden im Vorfeld mehrere Indikatoren aufgrund spezifischer Nachteile
ausgeschlossen. Farbstoffe mit ungeeigneter Ca**-Affinitét, wie Fura-5N oder Fura-FF, sind fiir
die Messung physiologischer zytosolischer Ca?*-Konzentrationen nicht geeignet. Quin-2 hat
eine unzureichende Signalintensitdt, wéahrend Rhod-2 aufgrund seiner bekannten
mitochondrialen Akkumulation (Hoth et al., 1997) keine zuverldssige zytosolische Messung
erlaubt. Der kiirzlich entwickelte Indikator isoCaRed-1Me (Zhou et al., 2025) wurde aufgrund

spektraler Uberlappung mit dem pCasper-System nicht weiter verfolgt.

Aufgrund dieser Vorauswahl wurden die Fura-Farbstoffe Fura-2, Fura-PE3, Fura-8, Fura-10

und Fura-Red systematisch verglichen.

4.1.2 Bewertungskriterien fiir ratiometrische Ca**-Indikatoren

Obwohl Ca*-Messungen haufig unter nicht-physiologischen Bedingungen durchgefiihrt
werden, erfolgte die Charakterisierung der Farbstoffe bewusst bei 37 °C. Dies ist entscheidend,
da sowohl die Ca*-Bindungseigenschaften als auch die Fluoreszenz der Indikatoren
temperaturabhingig sind und sich somit direkt auf die Aussagekraft der Messungen auswirken
konnen (Miiller et al., 2021). Zudem wurde die Charakterisierung in primidren NK-Zellen
durchgefiihrt, da sich spektrale Eigenschaften und Signalverhalten in lebenden Zellen nicht
vollstindig aus Messungen in Losung ableiten lassen. Zelluldre Faktoren wie pH-Wert,
Proteinbindung und intrazelluldre Verteilung konnen die Fluoreszenzeigenschaften maf3geblich

beeinflussen (Takahashi et al., 1999).

Der dynamische Bereich beschreibt das Verhiltnis zwischen maximalem und minimalem
Fura-Ratio und ist eine entscheidende Kenngrofe dafiir, wie gut ein Indikator Unterschiede in
der Ca?*-Konzentration auflosen kann. Die Daten zeigen, dass der gemessene dynamische

Bereich stark von der Belichtungszeit abhéngt und bei kurzen Belichtungen unterschétzt wird.
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Bei geringer Belichtung dominiert das Detektionsrauschen, wodurch sich die
Fluoreszenzsignale beider Kanéle anndhern und das Fura-Ratio gegen 1 konvergiert. Mit
zunehmender Belichtungsdauer verbessert sich das Signal-Rausch-Verhiltnis, wodurch der

tatsdchliche dynamische Bereich besser erreicht werden kann.

Ein weiterer zentraler Parameter ist das Signal-zu-Hintergrund-Verhéltnis. Fiir die
Einzelzellanalyse ist ein ausreichender Abstand zwischen Zellsignal und Hintergrund
essenziell. Nur so sind zuverldssige Segmentierung sowie automatisierte Auswertung moglich.

Dieses Kriterium ist insbesondere fiir spitere Hochdurchsatzanalysen relevant.

Fiir die Interpretation zytosolischer Ca**-Signale ist dies deshalb bedeutend, weil Organellen
wie ER oder Mitochondrien andere Ca**-Konzentrationen aufweisen als das Zytosol und eine
intrazellulire Akkumulation von Fura-2 die Messung scheinbar zytosolischer Ca?**-Signale

verfalschen kann (Quintana & Hoth, 2004; Takahashi et al., 1999).

Fiir die Quantifizierung der Ca?*-Signale wurden zwei methodische Ansétze berticksichtigt: die
pixelweise Berechnung des Fura-Ratios sowie die Berechnung auf Basis gemittelter
Fluoreszenzintensititen (ROI-basiert). Diese Ansdtze unterscheiden sich mathematisch, da der
Mittelwert von Quotienten nicht dem Quotienten von Mittelwerten entspricht. Wéhrend
pixelbasierte Ansdtze sensitiv gegeniiber lokalen Unterschieden sind, sind ROI-basierte
Ansidtze robuster gegeniiber Rauschen und daher fiir die Quantifizierung globaler Signale

besser geeignet.

Pixelweises Fura-Ratio Fura-Ratio aus gemittelten Fluoreszenzwerten
n
IR “a
i} 7
n Zi:l yl
n

Ein entscheidendes Auswahlkriterium ist die Frage, inwieweit die Ca*-Messung selbst die
Funktion der NK-Zellen beeinflusst. Da sich die Farbstoffe stark in ihrer Helligkeit
unterscheiden, wurden sie nicht unter identischen Belichtungszeiten getestet, sondern jeweils
unter optimierten Bedingungen, die ein ausreichendes Signal bei minimaler Lichtbelastung
gewdhrleisten. Dieses Vorgehen ermoglicht eine realistische Bewertung der Phototoxizitét
unter experimentell relevanten Bedingungen. Zusétzlich wurde der Einfluss der
Farbstoftbeladung sowie die Stabilitdt der intrazelluldren Fluoreszenz iiber einen Zeitraum von

12 Stunden untersucht.
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Zusammenfassend basiert die Auswahl eines geeigneten Ca?**-Indikators nicht auf einem
einzelnen Parameter, sondern auf einer integrierten Bewertung aus Signalqualitit,

Messstabilitit und funktioneller Vertriglichkeit unter physiologischen Bedingungen.

4.1.3 Vergleich und Auswahl des geeigneten Fura-Farbstoffs

Die experimentellen Ergebnisse zeigen, dass sich die getesteten Fura-Indikatoren trotz

dhnlicher Grundprinzipien deutlich in ihren Eigenschaften unterscheiden (Abbildung 37).

c Dynamischer Signal / Hintergrund Abnahme P Phototoxische Effekte}
@ Farbstoff Bereich Verhéltnis Fluoreszenz Chemotoxizitat |t Zytotoxizitat
7]
; O Fura-2 sehr gut gut ja nein ja
z .
E= . Fura-PE3 ausreichend ausreichend nein nein /
t .
% O Fura-8 gut sehr gut ja nein nein
2
S O Fura-10 gut exzellent nein nein nein
&
8 O Fura-Red sehr gut ausreichend nein nein nein
O pCasper Konstrukt in Zielzellen
FRET

DEVD

Fura-10 Ratio

Caspasen 6”
insvn ) ? Zeit
Caspasen bh

Nekrose | Apoptose
(O lebende Zielzellen  POP

#.5 apoptotische Zielzellen

{ " nekrotische Zielzellen

GFP/FRET

-@ @ NK-Zelle mit kleinem Ca?*
1 ’.NK-ZeIIe mit mittlerem Ca2*
@

Kombination von Fura-10 und pCasper

NK-Zelle mit hohem Ca®*

I~

Abbildung 37: Auswahl von Fura-10 und Etablierung des kombinierten Fura-10/pCasper-Messsystems.

Schematische Darstellung der Auswahl von Fura-10 als geeignetem Ca*-Indikator fiir NK-Zellen sowie des etablierten Live-
Cell-Imaging-Ansatzes zur simultanen Analyse von [Ca’']im in NK-Zellen und des Zielzellsterbens mittels pCasper im
Celldiscoverer 7. Im oberen Panel ist Fura-10 als fiir die weiteren Experimente ausgewdhiter Ca*-Farbstoff in NK-Zellen
dargestellt; die Symbole fassen die zentralen Bewertungskriterien der Farbstofftestung zusammen. Links unten sind je nach
Ca’* -Niveau unterschiedlich farbkodiert NK-Zellen dargestellt sowie lebende, apoptotische und nekrotische Zielzellen. Rechts
unten sind exemplarisch die zugehorigen Fura-10- und pCasper-Signalverliufe gezeigt. Modifiziert nach Kaschek et al. (2026).

Die gemessenen Anregungs- und FEmissionsspektren entsprechen weitgehend den
Herstellerangaben, bestétigen jedoch zugleich, dass sich das Verhalten der Farbstoffe in
lebenden Zellen nicht vollstdndig aus den in vitro Messungen ableiten ldsst. Insbesondere die
intrazelluldre ~ Verteilung  stellt  einen  relevanten  Einflussfaktor = dar.  Eine
Kompartimentalisierung ist bei allen getesteten Indikatoren zu beobachten, jedoch in

unterschiedlichem Ausmall. Wéhrend Fura-2 eine ausgeprégtere intrazellulire Akkumulation
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zeigt, ist diese bei Fura-10 deutlich geringer, was auf eine verbesserte zytosolische Verteilung

hindeutet.

Im direkten Vergleich hat Fura-2 den gréfften dynamischen Bereich. Dieser Vorteil relativiert
sich jedoch unter Beriicksichtigung der experimentellen Randbedingungen. Insbesondere die
Abhingigkeit des dynamischen Bereichs von der Belichtungszeit verdeutlicht, dass dieser
Parameter nicht isoliert bewertet werden kann. Zudem deutet die beobachtete Streuung
zwischen einzelnen Zellen darauf hin, dass hohe Einzelwerte den tatsdchlichen dynamischen
Bereich eher widerspiegeln als Mittelwerte. An der relativen Einordnung der Farbstoffe dndert

dies aber nichts.

Fiir die praktische Anwendbarkeit erweist sich das Signal-zu-Hintergrund-Verhéltnis als
entscheidender limitierender Faktor. Wahrend Fura-10 bereits bei kurzen Belichtungszeiten ein
starkes Signal liefert, ist die Signalintensitét bei Fura-Red deutlich geringer und mit erhohtem
Rauschen verbunden. Dies erschwert insbesondere automatisierte FEinzelzellanalysen.
Fura-PE3 hat ebenfalls vergleichsweise ungiinstige Signalparameter, wihrend Fura-8 eine gute

Signalqualitét aufweist, jedoch ein stirkeres Ausbleichen iiber ldngere Messzeiten zeigt.

Zusitzlich sprechen Unterschiede im Langzeitverhalten fiir eine differenzierte Bewertung der
Farbstoffe. Fura-2 und Fura-8 zeigen stirkeres Ausbleichen, wihrend Fura-PE3 und Fura-10
eine verbesserte intrazelluldre Retention haben. Die verbesserte Eigenschaft von Fura-PE3 lésst

sich auf einen Piperazinrest zuriickfiihren (ChemSpider 2026; Yoshida et al., 2006).

Ein zentraler Befund ist die unterschiedliche funktionelle Vertrdglichkeit der Farbstoffe. Die
reine Beladung mit den Indikatoren hat unter den getesteten Bedingungen keinen messbaren
Einfluss auf die Zytotoxizitét. Bei der Analyse der Phototoxizitdt wurde jedoch ersichtlich, dass
trotz optimierter Belichtungsbedingungen Fura-2 die Zytotoxizitit primdrer NK-Zellen
signifikant reduziert. Dies deutet auf phototoxische Effekte durch die notwendige
UV-Anregung hin und steht im Einklang mit aktuellen Studien, die negative Effekte von Fura-2
auf zelluldre Prozesse beschreiben (Robinson et al., 2023; Sinha et al., 2024). Die anderen

getesteten Indikatoren zeigen diesen Effekt nicht.

In der Gesamtbewertung ergibt sich, dass Fura-10 der beste Kompromiss aus Signalqualitit,
Stabilitit und funktioneller Vertrdglichkeit ist. Der Farbstoff zeigt eine geringe
Kompartimentalisierung, ein gutes Signal-zu-Hintergrund-Verhiltnis bereits bei kurzen
Belichtungszeiten sowie keinen messbaren negativen Einfluss auf die zytotoxische Funktion

der NK-Zellen.
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Ein weiterer Vorteil ergibt sich aus den benétigten Anregungswellenldngen. Im Gegensatz zu
Fura-2, das eine seltene 340-nm-Anregung erfordert, kann Fura-10 mit in modernen
Mikroskopen weit verbreiteten 365-nm-LEDs gemessen werden (Zhou et al., 2025). Dies
erleichtert die Ubertragbarkeit des Systems auf andere Imaging-Plattformen, einschlieBlich

Hochdurchsatzsysteme wie den Celldiscoverer 7.

Die Kombination von Fura-10 mit dem Apoptosesensor pCasper ermoglicht dariiber hinaus eine
simultane Analyse von Ca?"-Signalen in NK-Zellen und des Schicksals von Zielzellen auf
Einzelzellebene. Dadurch konnen nicht nur globale Zytotoxizititseffekte, sondern auch
zeitliche und funktionelle Zusammenhinge zwischen Aktivierung und Zielzelltod direkt

untersucht werden.

4.1.4 Limitationen und methodische Einordnung der Fura-10 Etablierung

Trotz der erzielten Fortschritte weist das etablierte System mehrere Limitationen auf. Dazu
gehoren insbesondere spektrale Uberlappungen zwischen Fura-10 und dem GFP-basierten
Anteil des pCasper-Signals, die die simultane Detektion erschweren konnen. Allerdings wurde
die Analyse in MSparkles durch Gebhard Stopper in unserer Abteilung so erweitert, dass fiir
die Detektion der Zell-ROIs ein HSV-Filter angewendet werden kann. Dieser ermdglicht auch

bei iiberschneidenden Fluoreszenzspektren eine prazise Detektion.

Zudem erfolgte keine absolute Kalibrierung der [Ca?‘Jint, sodass die Interpretation auf relativen
Anderungen der Ratios und Signalverliufe basiert. Diese Einschriinkung muss fiir alle spéter

folgenden Ergebnisse bedacht werden.

Weiterhin muss berticksichtigt werden, dass chemische Ca?**-Indikatoren selbst die gemessenen
Signale beeinflussen konnen, etwa durch Ca?'-Pufferung, unvollstindige zytosolische
Verteilung oder eine begrenzte Erfassung schneller und lokaler Mikrodoménen. Diese Punkte
relativieren die absolute Prézision der Messung, stellen aber die grundlegenden Unterschiede
zwischen den getesteten Indikatoren nicht infrage. Vielmehr unterstreichen sie erneut die These,
dass Ca?*-Imaging immer als Messung eines biologischen Systems unter Einfluss des

Messwerkzeugs selbst verstanden werden muss (Takahashi et al., 1999).

Auch die Bildanalyse ist als methodischer Einflussfaktor zu beriicksichtigen. Die automatisierte
Analyse mittels MSparkles zeigt kleine Unterschiede zu den manuell gemessenen Signalen.
Dies liegt wahrscheinlich an den unterschiedlich definierten ROIs. Manuell wurden elliptische
ROlIs iiber die NK-Zelle gelegt, wihrend MSparkles mittels Gradient Vector Flow-Algorithmus
die ROI erstellt. Unabhidngig von der objektiven Richtigkeit ermdglicht MSparkles eine
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reproduzierbare Analyse und reduziert die subjektiven Effekte manueller Auswertungen. Zum
Zeitpunkt der Analyse wurde die Ca**-Analyse semiautomatisiert durchgefiihrt. Es wurden die
Ziel- und NK-ROIs automatisiert erstellt und das Zellschicksal sowie das Fura-Ratio analysiert.
Die groBte Schwierigkeit stellt das Alignment auf den Kontaktzeitpunkt dar. Da aktuell ein
Kontakt als rdumlich enger Kontakt von einer Ziel- und einer NK-Zelle definiert wird, gab es

oft Fehldetektionen. Daher wurde dies manuell korrigiert.

4.2 Ca*-Signale in primiren NK-Zellen

4.2.1 Zusammenfassung der experimentellen Daten

Die Analyse der Ca**-Signale in primiren NK-Zellen zeigt, dass unterschiedliche funktionelle
Outcomes der NK-Zell-Zielzell-Interaktion (Apoptose, Nekrose, Mixed Phanotyp und Kontakt
ohne Kill) mit charakteristischen Ca®**-Signalmustern assoziiert sind. Abbildung 38 fasst die

wesentlichen Parameter und deren signifikante Unterschiede zusammen.
gleich - verschieden korreliert
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Abbildung 38: Zusammenfassung der Ca®-Signalparameter primirer NK-Zellen unter verschiedenen
Aktivierungsbedingungen.

Schematische Ubersicht der wesentlichen Ergebnisse zu basalem Ca?**-Signal, APeak, Abklingzeit und Killzeit primdrer NK-
Zellen wiihrend der Interaktion mit K562- und TMDS8-Zielzellen. Fiir K562-Zellen sind die Bedingungen ohne beziehungsweise
mit Concanamycin A (CMA) dargestellt, fiir TMDS-Zellen ohne beziehungsweise mit Rituximab (RTX). Angegeben sind die
gemittelten Werte der jeweiligen Parameter fiir unterschiedliche Interaktionsausgdnge (inaktive NK-Zellen, Apoptose, Nekrose,
Mixed Phdnotyp und Kontakt ohne Kill). Pfeile kennzeichnen die wesentlichen relativen Trends innerhalb der jeweiligen
Parameter: violett insgesamt ohne signifikante Unterschiede, orange Unterschiede mit signifikanten Unterschieden und griin
eine Korrelation. Graue Mittelwerte weisen darauf hin, dass die Anzahl an untersuchten Zellen gering ist.
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Das basale Ca?*-Signal unterscheidet sich weder zwischen den funktionellen Outcomes noch
zwischen Zelllinien oder Behandlungsbedingungen (CMA, Rituximab). Trotz ausgeprigter
Einzelzellheterogenitdt zeigt sich kein systematischer Zusammenhang zwischen dem basalen
Ca?*-Signal und dem spéteren funktionellen Ausgang. Dies spricht dagegen, dass ein erhohtes
basales Ca**-Signal als allgemeiner Pridiktor fiir erfolgreiche Zytotoxizitdt dient. Es stiitzt
vielmehr die Annahme, dass die relevante funktionelle Information erst wiahrend oder nach
Kontaktaufnahme generiert wird. Zudem kann eine zielzellunabhiangige Aktivierung durch
Rituximab weitgehend ausgeschlossen werden. Zwar kann der Fc-Teil von Rituximab an CD16
binden, fiir eine effektive NK-Zell-Aktivierung ist jedoch ein Clustering von CDI16
erforderlich, das typischerweise erst durch an Zielzellen gebundenes Rituximab vermittelt wird

(Freitas Monteiro et al., 2020).

Die entscheidenden Unterschiede zeigen sich somit nicht im basalen Signal, sondern in den
kontaktinduzierten Ca?"-Antworten. Ein zentraler Befund ist, dass sich die Hohe der Ca?"-Peaks
unter den hier untersuchten Bedingungen nicht konsistent zwischen den verschiedenen Killing-
Typen unterscheidet. Ca®*-Signale nach Kontakten, die nicht in einem Kill resultieren,
unterscheiden sich jedoch zwischen den Zielzelllinien: Bei K562 werden auch ohne
nachfolgendes Killing hohe Peaks beobachtet, wahrend die entsprechenden Signale bei TMDS
deutlich niedriger sind. Dies spricht dafiir, dass auch die Zielzelle Einfluss auf die Ca**-

Signalstérke in der NK-Zelle nimmt.

Die Behandlung mit dem V-ATPase-Inhibitor Concanamycin A fiihrt nicht zu einer
signifikanten Verdnderung der Peak-Hohe. Dies ist gut mit der bekannten Wirkung von CMA
erkldrbar, da CMA vor allem die perforinabhingige Effektorphase beeintrachtigt, ohne die
initiale Aktivierung der NK-Zelle notwendigerweise aufzuheben (Huss et al., 2002). Im
Gegensatz dazu fiihrt Rituximab in TMDS8-Zellen zu einer deutlichen und signifikanten
Erhohung der Ca**-Peaks. Dies passt zu den Beobachtungen von Monteiro et al. (2020), wonach
nicht die bloBe Bindung von IgG an FcyRIIla/CD16, sondern insbesondere dessen Clustering

ausgepragte Ca**-Signale in NK-Zellen auslost.

Ohne Rituximab werden nach Kontakt zu TMDS8 zwar ebenfalls Ca**-Signale induziert, diese
sind jedoch signifikant niedriger und fiihren seltener zu einer erfolgreichen Abtdtung.
Bemerkenswert ist dabei, dass Peak-Werte, die unter Rituximab-Bedingungen keine
Zytotoxizitidt auslosen, teilweise hoher sind als solche, die ohne Rituximab zu einer

erfolgreichen Zytotoxizitét fithren. Im Vergleich der Zielzelllinien ergibt sich kein Unterschied
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in den Peak-Werten flir Apoptose, Nekrose oder Mixed-Phinotypen. Lediglich bei ,,Kontakt
ohne Kill* sind die Peaks bei TMD8 signifikant niedriger als bei K562.

Die Abklingzeit stellt den Parameter dar, der am stirksten mit dem funktionellen Outcome
assoziiert ist. Uber alle Bedingungen hinweg zeigt sich ein konsistentes Muster: Die schnellste
Signalabnahme wird bei nekrotischen Verldufen beobachtet, gefolgt von Mixed-Phanotypen
und apoptotischen Verldufen, wihrend Kontakte ohne Kill die ldngsten Abklingzeiten

aufweisen.

Dieser Zusammenhang ist weitgehend unabhingig von der Aktivierungsart und bleibt sowohl
zwischen Zelllinien als auch unter Rituximab-Behandlung erhalten. Dabei unterscheiden sich
die absoluten Abklingzeiten zwischen TMDS8 und K562 fiir Nekrosen und Mixed-Phénotypen
nicht signifikant, wihrend bei Apoptosen und Kontakten ohne Kill bei TMDS die Ca**-Signale
schneller abklingen als bei K562.

Die Zeit vom initialen Zellkontakt bis zum Eintritt des Zielzelltodes folgt einem dhnlichen
Muster wie die Abklingzeit: Nekrosen treten am schnellsten auf, gefolgt von
Mixed-Phénotypen, wihrend Apoptosen die ldngste Dauer aufweisen. Unterschiede zwischen
Zelllinien zeigen sich insbesondere bei apoptotischen Verldufen, die bei TMDS8 schneller
eintreten als bei K562. Eine mdgliche Erklarung ist, dass die Rituximab-vermittelte CD16-
Aktivierung in NK-Zellen ein besonders effizientes und synchrones Aktivierungssignal auslost.
Fir CD20-gerichtete Antikorper wurde gezeigt, dass CD16-Crosslinking ausgeprigte Ca**-
Signale und ADCC induziert. Bereits die Ligierung von CD16 fiihrt zu einem raschen Anstieg
von [Ca*'|in. Dies konnte dazu beitragen, dass apoptotische Zelltodprogramme in TMDS§-
Zellen schneller ausgeldst werden als bei der breiter verteilten natiirlichen Aktivierung gegen

K562 (Freitas Monteiro et al., 2020).

Auf Einzelzellebene besteht eine signifikante Korrelation zwischen Abklingzeit und Killzeit.
Dieser Zusammenhang ist bei K562 moderat ausgeprégt, bei TMDS allerdings schwécher, was

auf zusitzliche, zelltypspezifische Einflussfaktoren hindeutet.

4.2.2 Ein Modell der Ca**-abhingigen NK-Zell-Zytotoxizitit

Die vorliegenden Daten zeigen, dass das basale Ca?**-Niveau keine direkte funktionelle Rolle
fir die Zytotoxizitit spielt. Ca**-Peaks sind zwar notwendig fiir die Auslosung der
Effektorphase, jedoch weder hinreichend fiir ein erfolgreiches Abtoten noch determinierend fiir
die Art des Zielzelltodes. Demgegeniiber zeigt die Abklingzeit des Ca*"-Signals eine klare

Assoziation mit dem Verlauf des Zellsterbens.
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Diese Befunde sprechen gegen ein einfaches Schwellenmodell und deuten stattdessen auf ein
mehrstufiges, probabilistisches Modell der NK-Zell-Zytotoxizitit hin, in dem Ca*-Signale
unterschiedliche funktionelle Rollen in verschiedenen Phasen der Zell-Zell-Interaktion

ubernehmen.

Die Bedeutung von Ca*-Signalen fiir die Effektorantwort von NK-Zellen ist gut etabliert.
Insbesondere der SOCE, vermittelt durch STIM- und ORAI-Proteine, ist essenziell fir
Degranulation und Zytokinproduktion, wéhrend friihe Schritte wie Zielzellerkennung,
Adhidsion und Granulapolarisation auch bei gestorter Ca?*-Signalweiterleitung weitgehend
erhalten bleiben konnen (Feske et al., 2006; Maul-Pavicic et al., 2011). Diese funktionelle

Trennung legt nahe, dass Ca**-Signale primér als Gatekeeper der Effektorphase fungieren.

Auf Grundlage der vorliegenden Daten lésst sich die Ca?"-abhéngige NK-Zell-Zytotoxizitét in
mehrere funktionelle Phasen unterteilen (Abbildung 39).

Signalentstehung und Aktivierungsintegration

In der initialen Phase befindet sich die NK-Zelle in einem heterogenen Ausgangszustand, der
durch minimal unterschiedliche basale Ca?**-Niveaus geprigt ist. Die vorliegenden Daten
zeigen, dass dieses basale Ca**-Signal keinen systematischen Einfluss auf das spétere
funktionelle Outcome hat. Dies spricht gegen eine notwendige Voraktivierung durch ein
erhohtes Ruhe-Ca**-Niveau. Eine solche Interpretation passt auch zu fritheren Arbeiten an
mukosalen T-Lymphozyten, in denen die Bedeutung des basalen Ca**-Signals unterschiedlich
bewertet wurde. De Maria et al. (1993) beschrieben erhdhte basale [Ca?*]ini-Werte in Lamina-
propria-Lymphozyten und interpretierten diese gleichzeitig als Ausdruck eines kontinuierlich
aktivierten und voriibergehend hyporesponsiven Zustands mit verminderter rezeptorinduzierter
Ca**-Antwort. Demgegeniiber fanden A. Schwarz et al. (2004) jedoch keine konsistent erhdhten
Ruhe-Ca**-Spiegel im selben System, beschrieben allerdings deutliche Unterschiede im Ca?*-
Einstrom, der eng mit der funktionellen Reaktivitdt der Zellen assoziiert war. Zudem wiesen sie
darauf hin, dass erhohte basale Ca*-Werte vor allem bei suboptimaler Zellpréparation
beobachtet wurden. Die vorliegenden NK-Zell-Daten stehen damit eher im Einklang mit den
Beobachtungen von Schwarz et al. und sprechen dafiir, dass nicht das basale Ca?>*-Niveau selbst,
sondern vielmehr die Féhigkeit zur stimulusabhidngigen Ca?*-Mobilisierung und deren zeitliche

Verarbeitung funktionell entscheidend ist.

An der immunologischen Synapse erfolgt die Integration aktivierender und inhibierender

Rezeptorsignale. Aktivierende Rezeptoren induzieren iiber ITAM-vermittelte Signalwege die
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Aktivierung von PLCy, wodurch PIP: in IPs; und DAG gespalten wird. IPs vermittelt die
Freisetzung von Ca?" aus dem endoplasmatischen Retikulum, gefolgt von der Aktivierung von

STIM-Proteinen und dem Ca?*-Einstrom iiber ORAI-Kanéle (Hogan et al., 2010).
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Abbildung 39: Ein Modell der Ca*-abhiingigen NK-Zell-Zytotoxizitiit

Schematische Darstellung eines vierstufigen Modells der NK-Zell-Zytotoxizitit, in dem Ca?-Signale unterschiedliche
funktionelle Rollen in aufeinanderfolgenden Phasen der Zell-Zell-Interaktion iibernehmen. In Phase I (Aktivierung) werden
aktivierende und inhibierende Rezeptorsignale an der immunologischen Synapse integriert, was zu SOCE fiihrt. In Phase II
(Exozytose) ist Ca?" fiir die Auslosung der Degranulation erforderlich, wirkt jedoch nicht determinierend fiir das konkrete
funktionelle Outcome. In Phase III (Zytotoxizitdt) werden Perforin und Granzym freigesetzt und in der Zielzelle apoptotische
oder nekrotische Prozesse ausgelost. Die Art des Zielzelltodes wird dabei nicht direkt durch die Hohe des Ca*'-Peaks bestimmit,
sondern durch nachgeschaltete Zielzell- und Effektormechanismen moduliert. In Phase IV (Terminierung) wird die Dauer des
Ca?-Signals durch den Verlauf der Interaktion mit der Zielzelle bestimmt. Rasches Zielzellsterben, insbesondere nekrotische
Verldufe, geht mit einer schnelleren Signalabnahme einher, wihrend apoptotische Verldufe und Kontakte ohne erfolgreichem
Kill mit linger anhaltenden Ca*-Signalen assoziiert sind.
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Ca?" als probabilistischer Trigger der Effektorphase

Ein Befund dieser Arbeit ist, dass Ca?**-Signale fiir die Auslosung der Exozytose lytischer
Granula erforderlich sind, ohne dass sich ein deterministischer Schwellenwert erkennen lasst,
der erfolgreiche von erfolgloser Zytotoxizitét trennt. Stattdessen spricht vieles dafiir, dass die
Hohe des Ca?*-Signals die Wahrscheinlichkeit einer effektiven Effektorantwort moduliert. In
diesem Sinne fungiert das Ca?'-Signal als integrativer Parameter der Gesamtaktivierung, der
verschiedene upstream-Signale in eine gemeinsame funktionelle Grofe iiberfiihrt. Dies ist
konsistent mit allgemeinen Modellen der Immunzellaktivierung, die eine mdgliche graduelle
und probabilistische Signalverarbeitung anstelle bindrer Schaltermechanismen beschreiben

(Aguilar et al., 2024; Feinerman et al., 2008; Tkach et al., 2014).

Die vorliegenden Daten schlieBen ein schwellenartiges Verhalten auf Ebene der frithen
Rezeptorintegration aber nicht aus. Vielmehr erscheint es plausibel, dass aktivierende, haufig
ITAM-gekoppelte Signale zunéchst inhibitorische, ITIM-vermittelte Kontrollmechanismen
iiberwinden miissen, bevor eine produktive Aktivierung der NK-Zelle zustande kommt. Ein
solcher Schwellenprozess wiirde jedoch vorgelagert zum hier gemessenen Ca**-Peaks liegen,
also auf der Ebene friither Signalereignisse vor oder wihrend der Aktivierung von PLCy, IPs-
vermittelter Ca**-Freisetzung und SOCE. Dafiir spricht auch, dass ITAM-haltige
Adaptermolekiile selbst einer proximalen Regulation unterliegen und erst nach
Rezeptorengagement fiir die Phosphorylierung und Signalweiterleitung zugédnglich werden.
Der gemessene Ca**-Peak wire in diesem Modell somit eher Ausdruck einer bereits erfolgten
Integration und Verstirkung als der primare Ort der initialen Schwellenentscheidung (Aguilar

et al., 2024; Lanier, 2008).

Die beobachtete Variabilitit der Ca*'-Peak-Amplituden ldsst sich plausibel durch die
kombinierte Heterogenitét von Zielzellen und NK-Zellen erkldren. Selbst innerhalb etablierter
Zelllinien bestehen Unterschiede in der Expression aktivierender und inhibierender Liganden,
wihrend primire NK-Zellen trotz standardisierter Kulturbedingungen funktionell heterogen
bleiben. Diese Heterogenitit betrifft nicht nur das AusmaB einzelner Signale, sondern auch die
jeweils wirksame Kombination aus Rezeptorrepertoire, Differenzierungszustand und

Aktivierungsmodus (Freud et al., 2014; Vivier et al., 2011).

Bemerkenswert ist jedoch, dass sowohl das breite Rezeptorrepertoire bei K562 als auch die
durch Rituximab vermittelte CD16-abhéingige Aktivierung bei TMDS zu vergleichbaren Ca**-
Peak-Hohen fiihren konnen. Auch dies spricht dafiir, dass verschiedene Rezeptorsignale auf

gemeinsame Ca?"-abhédngige nachgeschaltete Mechanismen konvergieren, das anschlieBend
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gemessene Ca?"-Signal jedoch nicht in einfacher Weise die Stirke dieser frithen

Rezeptorbalance widerspiegelt.
[Ca**]int bestimmt nicht den Zelltodmodus

Die vorliegenden Daten zeigen, dass die Art des Zielzelltodes nicht mit der Hohe des
Ca**-Peaks korreliert. Die Hypothese, dass hohere Ca*-Peaks zu einer verstirkten
Granulafreisetzung und damit bevorzugt zu nekrotischen Verldufen fithren, wird durch die

vorliegenden Daten nicht gestiitzt.

Frithere Arbeiten berichten jedoch iiber Unterschiede in der Ca®*'-Signalhéhe zwischen
apoptotischen und nekrotischen Verldufen (Honda & Miyazaki, 1996; Mang, 2017). So
beschrieben Honda und Miyazaki, dass Nekrosen durch einen starken, kurzzeitigen Ca**-Peak
charakterisiert sind, wéhrend Apoptosen mit schwécheren, ldnger anhaltenden Signalen
einhergehen. Diese Ergebnisse basieren allerdings auf einer begrenzten Anzahl analysierter
Zellen und sind stark vom verwendeten Zielzellmodell abhidngig. Insbesondere wurde der
direkte Vergleich zwischen Apoptose und Nekrose nur in MOLT-4-Zellen durchgefiihrt,

wiahrend in K562-Zellen ausschlieBlich nekrotische Verldaufe beobachtet wurden.

Ein moglicher Erkldrungsansatz fiir diese Unterschiede liegt in der Expression spezifischer
Todesrezeptoren wie Fas. Im Gegensatz zur hier hauptsédchlich verwendeten Zelllinie K562 sind
die von Sebastian Mang in unserer Abteilung untersuchte Zelllinie Jurkat E6.1 sowie MOLT-4
Fas-sensitiv, sodass durch die Interaktion mit Fas-Ligand auf NK-Zellen apoptotische
Signalwege unabhingig von der klassischen, Ca**-abhingigen Degranulation aktiviert werden
konnen (Mang, 2017). Dies konnte die beobachteten Unterschiede in der

Ca**-Signalcharakteristik zwischen verschiedenen Studien erkléren.

Dartiber hinaus zeigen experimentelle Daten aus Mausmodellen, dass auch intrinsische
Eigenschaften der Effektorzellen das Zytotoxizititsverhalten malBgeblich beeinflussen. So
konnte gezeigt werden, dass CDS8* T-Zellen élterer Maiuse erhohte Perforin- und
Granzym-Spiegel aufweisen, was mit einer beschleunigten Zielzellabtdtung einhergeht. Diese
erhohte Verfiigbarkeit von Effektormolekiilen kann dabei nicht nur die Kinetik, sondern auch
den Modus des Zelltods beeinflussen (D. Zophel et al., 2022, 2023). Diese Befunde
unterstreichen, dass die Determination des Zellschicksals nicht allein durch Signale wie
Ca**-Peaks festgelegt wird, sondern auch durch die Verfiigbarkeit und die molekulare

Zusammensetzung zytotoxischer Vesikel.
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Unabhingig davon legen sowohl die vorliegenden Daten als auch die Literatur nahe, dass im
Granzym-Perforin-abhéngigen Weg nachgeschaltete Faktoren entscheidend fiir die
Determination des Zellschicksals sind. Die Zielzelle spielt hierbei eine aktive Rolle.
Perforin-induzierte Membranschdaden koénnen durch Ca*"-abhingige Reparaturmechanismen
teilweise kompensiert werden, was unterschiedliche zelluldre Antworten ermdglicht (Filali et
al., 2022; Keefe et al., 2005; Thiery et al., 2010). Filali et al. zeigten, dass bereits die initiale
Granulafreisetzung von CTLs in Melanomzellen eine sehr schnelle [Ca?']in-Erhohung auslost
und dadurch Resistenzwege aktiviert. Eine effiziente Ca**-abhingige Membranreperatur konnte
damit Granzym-abhéngige Apoptosen begiinstigen, wihrend eine unzureichende Reparatur
eher zu einer raschen Membrandestruktion und zu nekrotischen Verldufen fiihrt (Filali et al.,

2022).

AuBerdem wurde gezeigt, dass zytotoxische Interaktionen nicht unabhingig voneinander
ablaufen, sondern dass vorausgehende Angriffe den funktionellen Zustand von Zielzellen
verdndern und damit nachfolgende Zytotoxizitéts-Ereignisse beeinflussen konnen (Friedmann

etal., 2022)

Dariiber hinaus beeinflussen biophysikalische Eigenschaften der Zielzellmembran wie
Lipidzusammensetzung, Membranordnung und mechanische Steifigkeit die Effizienz der
Perforinwirkung (Tuomela et al., 2022). Zellen mit geringerer Steifigkeit zeigen dabei eine
geringere Anfélligkeit gegeniliber NK-vermitteltem Abtoten. Ob dies primér auf eine reduzierte
Perforin-Einlagerung (Y. Liu et al., 2021) oder auf Unterschiede in der Aktivierung der
NK-Zelle zuriickzufiihren ist (Friedman et al., 2021), ist bislang nicht abschlieBend geklért.

Neuere Arbeiten deuten zudem darauf hin, dass mechanische Eigenschaften der Zielzelle direkt
auf die NK-Zelle wirken konnen. So wurde gezeigt, dass NK-Zellen die Steifigkeit von
Zielzellen tliber den mechanosensitiven lonenkanal PIEZO1 wahrnehmen und dass dies die

Effizienz und Dynamik des Abtdtens beeinflusst (Yanamandra et al., 2024).

Ein weiterer wichtiger Faktor ist die extrazelluldre Ca?*-Konzentration. Niedrige extrazelluldre
Ca**-Spiegel begrenzen den Ca**-Einstrom und vermindern dadurch die zytotoxische Funktion
von CTLs und NK-Zellen. Umgekehrt fiihrt eine Erhoéhung der extrazelluldren Ca**-
Konzentration nicht zu einer unbegrenzten Steigerung der Zytotoxizitit. Vielmehr wurde ein
Ca**-Optimum beschrieben, was auf eine nichtlineare Abhéngigkeit verschiedener Ca**-
abhingiger Teilprozesse wie Degranulation und Migration hinweist (E. C. Schwarz et al., 2013;
Zhou et al., 2018). Eine mogliche Erkldrung ist, dass eine erhohte [Ca*']inx die Anzahl
freigesetzter lytischer Granula pro Abtotungs-Ereignis erhoht und dadurch langfristig die
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Effizienz der NK-Zelle reduziert. Dies wird durch Befunde gestiitzt, die eine erhohte
Degranulation (gemessen durch CD107a) bei verstiarktem Ca?*-Signaling zeigen (Y. Li et al.,

2022).

Frithere Arbeiten zeigen jedoch, dass nicht die Peakhdhe des intrazelluliren Ca?**-Signals,
sondern vielmehr die Dauer bzw. das Plateau des Signals durch extrazellulires Ca?" beeinflusst
wird (Mang, 2017). Gleichzeitig verschiebt extrazelluldres Ca** das Gleichgewicht zwischen
apoptotischen und nekrotischen Verldaufen (Backes et al., 2018), ohne dass dies direkt durch die

Hohe des initialen Ca?"-Peaks erklarbar ist.

Bekannt ist zudem, dass bereits wenige Degranulationsereignisse ausreichen kdnnen, um den
Zelltod auszulosen (Gwalani & Orange, 2018). Dies unterstreicht, dass nicht die absolute Stirke
des initialen Ca**-Signals, sondern vielmehr die Effizienz einzelner Degranulationsereignisse
sowie die Sensitivitdt der Zielzelle gegeniiber perforin- und granzymvermittelter Schidigung

entscheidend fiir das funktionelle Outcome sind.

Insgesamt sprechen diese Befunde dafiir, dass die Determination des Zielzelltodes primér durch
zielzellabhdngige und nachgeschaltete Prozesse erfolgt, wihrend das Ca?*-Signal der NK-Zelle
vor allem als Ausloser der Effektorphase fungiert, nicht jedoch deren spezifischen Ausgang

festlegt.
Terminierung des Signals

Die vorliegenden Daten zeigen, dass die Abklingzeit des Ca**-Signals starker mit dem Verlauf
der Zytotoxizitdt assoziiert ist als die Peak-Hohe. Die Terminierung des Ca**-Signals scheint
dabei eng mit dem Zustand der Zielzelle verkniipft zu sein. Je schneller eine Zielzelle stirbt,

desto rascher féllt das Ca**-Signal ab, auch wenn diese Beziehung nicht strikt linear ist.

Dies fiigt sich in die Ergebnisse von Anft et al. (2020) ein. Diese zeigten, dass NK-Zellen sich
nicht zufillig von Zielzellen 16sen. Eine effiziente Ablosung erfolgt erst, wenn die Zielzelle
erfolgreich getdtet wurde. Wenn das Toten fehlschligt, bleiben NK-Zellen langer gebunden und
haben daraus resultierend ldnger anhaltende Ca**-Signale. Bereits Netter et al. (2017) belegten,
dass das Aufrechthalten der immunologischen Synapse ein aktiver und regulierter Prozess ist.
Es konnte auch gezeigt werden, dass diese verlingerte Kontaktzeit sowie die lidngeren
Ca**-Signale bei gestorter Zytotoxizitdit mit einer erhohten Sekretion von Zytokinen
zusammenhdngt (Anft et al., 2020; Jenkins et al., 2015). Dies erkldrt auch die Gefahr eines
Zytokinsturms bei Patienten mit FHL-2, bei denen das Perforin fehlt und dadurch die
Zytotoxizitit gestort ist (Henter et al., 1991).
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Zusammenfassend ergibt sich ein Modell, in dem Ca*-Signale notwendig, aber nicht
hinreichend sind. Wéhrend die Signalstidrke die Wahrscheinlichkeit der Effektoraktivierung
moduliert, wird das konkrete Outcome durch ein Zusammenspiel aus NK-intrinsischen
Faktoren, Zielzelleigenschaften und der Dynamik der immunologischen Synapse bestimmt. Die
Dauer des Ca**-Signals reflektiert dabei weniger ein intrinsisches Programm der NK-Zelle als

vielmehr den Verlauf der Interaktion mit der Zielzelle.

4.2.3 Limitationen der [Ca*]|in-Messung in primiren NK-Zellen

Die vorliegenden Ergebnisse liefern neue Einblicke in die Rolle von Ca?*-Signalen wéihrend der
NK-Zell-Zytotoxizitdt, unterliegen jedoch mehreren methodischen und konzeptionellen

Limitationen, die bei der Interpretation beriicksichtigt werden miissen.

Methodische Limitationen

Jede Messung beeinflusst das untersuchte System. Der verwendete Ca*'-Indikator Fura-10
wirkt als Chelator und bindet freie Ca**-lonen. Dadurch kommt es zu einer Pufferung von
[Ca?*]int, die insbesondere die Amplitude sowie die Kinetik schneller Signalinderungen
beeinflussen konnte. Ein direkter Effekt auf die Zytotoxizitdt konnte zwar nicht beobachtet
werden, jedoch konnen subtile Verdnderungen intrazelluldrer Prozesse nicht ausgeschlossen
werden. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass eine moderate Pufferung von Ca**-Signalen nicht

nur hemmend, sondern potenziell auch funktionell gilinstig wirken konnte.

Auch die Anregung des Farbstoffs konnte zelluldre Funktionen beeinflussen. Zwar zeigte sich
unter den gewdhlten Bedingungen kein Effekt auf die Zytotoxizitét, jedoch wurden mogliche
Auswirkungen auf andere zelluldre Prozesse nicht systematisch untersucht. Dariiber hinaus
erfolgte keine absolute Kalibrierung der Ca?*-Konzentrationen, sodass die gemessenen Werte

als relative Verdnderungen interpretiert werden miissen.

Die Analyse basiert auf einem mittleren Fura-Ratio pro Zelle und erfasst somit globale
Ca**-Signale. Es ist aber bekannt, dass Ca?*'-Signale in Immunzellen hochgradig lokal
organisiert sein konnen und insbesondere Mikrodoméinen an der immunologischen Synapse
eine entscheidende Rolle bei der Regulation der Vesikelfusion spielen (Guse, 2015; Quintana
et al., 2011; E. C. Schwarz et al., 2013). Solche lokalen Signalereignisse werden durch die
gewihlte Methodik nicht erfasst und konnten funktionell relevante Dynamiken iiberdecken. Mit
den vorhandenen experimentellen Werkzeugen wére eine Analyse solcher lokalen Signale

moglich, wurde jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt.
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Ein weiterer limitierender Faktor ist die zeitliche Auflésung der Messungen. Die
Aufnahmeintervalle von 30 Sekunden erlauben keine Detektion sehr schneller oder transienter
Ca?*-Signale. Insbesondere frithe Aktivierungsprozesse, kurzzeitige Signalfluktuationen oder

auch die Peakhohe konnten daher unterschétzt worden sein.

Konzeptionelle Limitationen

Neben methodischen Aspekten bestehen auch Limitationen hinsichtlich der funktionellen
Interpretation der Daten. So wurde nicht direkt untersucht, ob Kontakte ohne nachfolgende
Zytotoxizitit auf ein vollstdndiges Ausbleiben von Degranulation oder auf eine ineffiziente
Wirkung freigesetzter Granula zuriickzufiihren sind. Die Kombination von Ca**-Messungen mit
funktionellen Degranulationsassays, beispielsweise durch parallele Detektion von

LAMP1-Exposition, kdnnte hier Klarheit schaffen.

Ein weiterer nicht untersuchter Aspekt ist das serielle Toten von Zielzellen durch einzelne
NK-Zellen. Da sich die zytotoxische Kapazitdt sowie die eingesetzten Mechanismen im Verlauf
mehrerer Zielzellkontakte verdndern konnen, ist es denkbar, dass Ca?**-Signale in spéiteren

Interaktionen anderen Dynamiken folgen als in initialen Kontakten.

Das verwendete pCasper-System erlaubt die Unterscheidung zwischen lebenden, apoptotischen
und nekrotischen Zellen. Allerdings ist bekannt, dass eine Vielzahl weiterer Zelltodformen
existiert, die phénotypisch &hnlich erscheinen, jedoch unterschiedlichen molekularen
Mechanismen folgen (Galluzzi et al., 2018). So konnen Pyroptosen morphologisch als
Nekrosen erscheinen, werden jedoch durch Granzym-B-vermittelte Aktivierung von
Gasdermin E ausgelost (Y. Liu et al., 2020; Tuomela et al., 2022). Dieser Prozess erfolgt iiber
die Aktivierung von Caspase-3, die wiederum Gasdermin E spaltet (Y. Liu et al., 2024). In
pCasper-exprimierenden Zellen wiirde dies sowohl zu einer Spaltung des FRET-Konstrukts als
auch zu einer Membranruptur fithren. Der als ,,mixed Phanotyp* klassifizierte Zelltod konnte

daher zumindest teilweise pyroptotische Ereignisse umfassen.

Zusitzlich existieren weitere Zelltodformen wie die Nekroptose, bei der MLKL (,,mixed
lineage kinase domain like*)-Oligomere Poren in der Zellmembran bilden (Newton et al.,
2024). Es gibt Hinweise darauf, dass durch NK-Zellen induzierte Nekrosen in bestimmten
Kontexten Nekroptosen darstellen konnten (Zhu et al., 2021). Allerdings ist auch bekannt, dass
Apoptoseinduktion durch Granzym und Nekroseninduktion durch Perforin parallel stattfinden
konnen (Tuomela et al., 2022). Diese Prozesse lassen sich mit den hier verwendeten Methoden

nicht eindeutig differenzieren.
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4.2.4 Perspektiven und Implikationen der [Ca*|in-Messung in priméren NK-Zellen
Experimentelle Perspektiven

Ausgehend von den vorliegenden Ergebnissen ergeben sich mehrere Ansitze fiir
weiterfiihrende  Untersuchungen. Die gezielte Induktion definierter Ca?**-Signale,
beispielsweise durch photolabile Chelatoren wie NP-EGTA, konnte helfen, die kausale Rolle
von Signalstirke und -dauer unabhingig von Rezeptoraktivierung zu analysieren (Ellis-Davies

and Kaplan, 1994).

Ebenso erscheint die Untersuchung weiterer Zielzelllinien sinnvoll, um zu kliren, inwieweit
die beobachtete Konvergenz der Ca?'-Signalstirke unabhéngig von den jeweils beteiligten
Aktivierungsrezeptoren ist. Ergdnzend konnten Ca**-Messungen nach artifizieller
Rezeptoraktivierung, wie sie beispielsweise von Bryceson et al. (2009) beschrieben wurden,
weitere Einblicke liefern. Auch die Analyse von Fas-sensitiven Zielzelllinien wie Jurkat E6.1
wire hilfreich. Mittels CMA-Inkubation lieBen sich zusdtzlich Fas-sensitive von

perforinabhédngiger Zytotoxizitdt unterscheiden.

Die systematische Variation der extrazelluliren Ca?*"-Konzentration stellt einen weiteren
vielversprechenden Ansatz dar, um den Einfluss auf die Wahrscheinlichkeit von
Abtotungs-Ereignissen sowie auf das Verhidltnis unterschiedlicher Zelltodformen zu
untersuchen. Ebenso konnten gezielte Eingriffe in das Ca**-Signaling, etwa durch Blockade
von ORAI-Kanélen oder durch den Einsatz von Chelatoren wie BAPTA, genutzt werden, wobei

mogliche Effekte auf Zielzellen beriicksichtigt werden miissen.

Klinische Implikationen

SchlieBlich ergeben sich aus den vorliegenden Daten auch klinische Implikationen.
Ca**-Kanile, insbesondere Komponenten des SOCE, stellen vielversprechende
pharmakologische Zielstrukturen dar. So beeinflussen entsprechende Interventionen nicht nur
Immunzellen, sondern auch Tumorzellen selbst, in denen Ca?*-Kanile héufig {iberexprimiert
sind und zur Proliferation beitragen (Hoth, 2016; E. C. Schwarz et al., 2013). Frithere Arbeiten
zeigen, dass eine reduzierte extrazellulire Ca**-Konzentration die Proliferation von
Tumorzellen hemmen kann, wihrend die zytotoxische Funktion von NK-Zellen
vergleichsweise weniger stark beeintrachtigt wird (Kaschek et al., 2021). STIM- und ORAI-
Proteine sind daher fiir die Krebstherapie von Interesse, da ihre verdnderte Expression und
Aktivitét in vielen Tumorarten mit tumorfordernden Eigenschaften assoziiert ist (Moccia et al.,
2016). Sie stellen aber auch bei nicht-onkologischen Erkrankungen wie der akuten Pankreatitis

potenzielle Zielstrukturen dar, weil dort pathologische Ca?-Uberladung wesentlich zur
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Zellschiadigung beitrdgt (J.-H. Chen et al., 2025). Mit Zegocractin (CM4620) befindet sich ein
SOCE-Inhibitor aktuell in klinischer Entwicklung. Dieser beeinflusst sowohl die Zytotoxizitit
als auch die Zytokinproduktion von NK-Zellen, unter anderem durch Modulation von NFAT-
und NF-kB-Signalwegen, und fiihrt zu transkriptionellen Verdnderungen, die aktivierte

NK-Zellen in einen weniger stimulierten Zustand iiberfiihren (Stephanou et al., 2026).

Fiir die gezielte therapeutische Nutzung solcher Ansétze ist jedoch ein noch detaillierteres
Versténdnis der zugrunde liegenden Ca**-abhingigen Mechanismen erforderlich, insbesondere
im Hinblick auf die nichtlineare und probabilistische Beziehung zwischen Ca**-Signalen und

zytotoxischem Outcome.

4.3 Einfluss der CAR-Expression auf Ca?*-Signale und
Zytotoxizitat

4.3.1 Zytotoxizitit von CAR NK-Zellen
Die Einzelzellanalysen zeigen, dass CAR NK-Zellen im Vergleich zu NT NK-Zellen eine

deutlich erhohte Effizienz in der Zielzellabtdtung der CD19-positiven Zelllinie NALM-6
aufweisen. Insbesondere steigt die Wahrscheinlichkeit produktiver Interaktionen, wéhrend
Kontakte ohne nachfolgende Lyse bei NT NK-Zellen haufiger auftreten. Gleichzeitig bleibt die
Fahigkeit zum seriellen T6ten in beiden Populationen erhalten, ist jedoch bei CAR NK-Zellen
héufiger ausgepragt.

Die beobachtete erhohte Effizienz der CAR NK-Zellen steht im Einklang mit fritheren Arbeiten,
die fiir CD19-spezifische CAR NK-Zellen eine gesteigerte antigenspezifische Zytotoxizitit
beschrieben haben (E. Liu et al., 2020). Die in dieser Arbeit verwendeten CAR NK-Zellen
basieren dabei auf einem von Bexte et al. etablierten System, das bereits eine hohe
antileukdmische Effizienz bei gleichzeitig giinstiger Sicherheitscharakteristik gezeigt hat
(Bexte et al., 2024, Bexte et al., 2021). Trotz dieser quantitativen Unterschiede zeigen die Daten
keine Hinweise auf eine grundlegende Verdnderung der zytotoxischen Mechanismen. Die Art
des Zielzelltodes bleibt vergleichbar, wobei apoptotische Verldufe dominieren, jedoch auch
gemischte und nekrotische Phianotypen auftreten. Dies spricht dafiir, dass die Expression des
CD19-CAR primir die Effizienz der Zielzellabtotung erhoht, ohne die zugrunde liegende

Effektorbiologie der NK-Zellen wesentlich zu verédndern.

Auch der Erhalt der natiirlichen Zytotoxizitit stiitzt diese Interpretation. Gegen CD19-negative
K562-Zellen zeigen CAR und NT NK-Zellen vergleichbare Zytotoxizitdts-Raten und ein
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dhnliches Verhéltnis von apoptotischen und nekrotischen Verldufen. Dies entspricht fritheren
Beobachtungen, wonach CAR-modifizierte NK-Zellen ihre intrinsischen Erkennungs- und
Effektormechanismen weitgehend beibehalten und durch CAR-Signale funktionell ergidnzt

werden (Dash et al., 2024).

Bemerkenswert ist die ausgeprégte funktionelle Heterogenitét auf Einzelzellebene. Individuelle
NK-Zellen zeigen unterschiedliche Interaktionsmuster und konnen im Verlauf mehrere
Abtotungs-Modi durchlaufen. Diese Beobachtung unterstreicht, dass populationsbasierte
Analysen die funktionelle Diversitdt von NK-Zellen nur unzureichend abbilden und dass die
Effektivitdt der Immunantwort maBgeblich durch die Dynamik einzelner Zellinteraktionen

bestimmt wird.

Insgesamt deuten die Daten darauf hin, dass CAR-Expression primér die Wahrscheinlichkeit
erfolgreicher Zielzellabtétung erhoht, wihrend die grundlegenden Mechanismen der

NK-Zell-Zytotoxizitdt erhalten bleiben.

4.3.2 Ca* Signale von CAR NK-Zellen
Die Analyse der Ca*-Signale (Abbildung 40) zeigt, dass die CAR-Expression zu einer

deutlichen Verstirkung der Aktivierungssignale fiihrt. Bei CD19-positiven Zielzellen
(NALM-6) sind die Ca*-Peaks in CAR NK-Zellen signifikant erhoht im Vergleich zu NT
NK-Zellen. Dies ist konsistent mit der zusétzlichen Aktivierung durch den CAR, der funktionell
als starker aktivierender Rezeptor wirkt und die Signalintegration zugunsten aktivierender

Signale verschiebt (Sadelain et al., 2013).

Das in dieser Arbeit verwendete CAR-Konstrukt basiert auf einer zweiten Generation mit
4-1BB-Co-Stimulation und CD3{-Signaldoméne, wobei insbesondere die CD3(-assoziierten
ITAM-Motive nach Antigenbindung liber ZAP70/Syk-vermittelte Signalwege zur Aktivierung
von PLCy fiihren (Bexte et al., 2024).

Trotz dieser verstirkten Aktivierung bleiben grundlegende Parameter der Ca**-Dynamik
unverdndert. Weder das basale Ca*-Niveau noch die Abklingzeit der Ca*'-Signale
unterscheiden sich zwischen CAR und NT NK-Zellen. Dies spricht gegen eine generelle

Voraktivierung oder globale Dysregulation der Ca**-Homdostase durch die CAR-Expression.

Auch in CAR-unabhingigen Interaktionen bestitigt sich dieses Bild: Bei CD19-negativen
Zielzellen (K562) zeigen CAR und NT NK-Zellen vergleichbare Ca**-Signale und
Zytotoxizitit, was darauf hinweist, dass die natiirliche Zytotoxizitit durch die

CAR-Transduktion nicht beeintrachtigt wird.
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gleich verschieden

I T B T

- NTNK  CARNK  NTNK CARNK  NTNK  CARNK

Inaktive 1,4 1,4

Apoptose 1,4 1,4 2,1 1,9 16 min 13,3 min

Nekrose 1,4 1,4 1,9 1,9 6,9 min 6,5 min

Mixed 1,3 1,4 2.1 2,0 7,5min 8,8 min

Kontakt 1,4 1,3 1,5 1,5 14,6 min 11,17 min
A 4 V’

ohne Kill

WA | ossencaz kg

- NT NK CARNK  NTNK CARNK  NTNK  CARNK
Inaktive 1.4 1.4

Apoptose 1,4 1,4 1,2 1,8 10,9 min 10,1 min
Nekrose 1,5 1,5 1,6 2,2 7,3 min 7,3min
Mixed 1,4 1,4 1,9 1,9 8,7 min 9,5min
Kontakt 14 14 ¢ 10 1,7 11,1 min 10,3 min
ohne Kill > >

Abbildung 40: Tabelle mit Ca*-Signalen in CAR und NT NK-Zellen

Schematische Ubersicht der wesentlichen Ergebnisse zu basalem Ca?*-Signal, APeak, Abklingzeit und Killzeit CAR und NT
NK-Zellen wihrend der Interaktion mit K562- und NALM-6-Zielzellen. Angegeben sind die gemittelten Werte der jeweiligen
Parameter fiir unterschiedliche Interaktionsausgdnge (inaktive NK-Zellen, Apoptose, Nekrose, Mixed Phdnotyp und Kontakt
ohne Kill). Pfeile kennzeichnen die wesentlichen relativen Trends innerhalb der jeweiligen Parameter: violett insgesamt ohne
signifikante Unterschiede und orange Unterschiede mit signifikanten Unterschieden. Graue Mittelwerte weisen darauf hin,
dass die Anzahl an untersuchten Zellen gering ist.

Wie bereits in primédren NK-Zellen beobachtet, besteht trotz erhdhter Ca**-Peaks keine klare
Korrelation mit dem konkreten Abtotungsphinotyp. Weder innerhalb der CAR NK-Zellen noch
im Vergleich zu NT NK-Zellen lésst sich ein eindeutiger Zusammenhang zwischen Peak-Hohe
und Art des Zielzelltodes herstellen. Dies unterstiitzt die in Kapitel 4.2 formulierte Hypothese,
dass Ca*-Signale die Wahrscheinlichkeit einer Abtdtung modulieren, jedoch nicht

deterministisch dessen Ausgang festlegen.

Die Abklingzeit der Ca*'-Signale unterscheidet sich primédr zwischen verschiedenen
Zielzelltypen, nicht jedoch zwischen CAR und NT NK-Zellen. Dies bestitigt die Beobachtung
aus den priméren NK-Zellen, dass die Signalterminierung mafigeblich durch die Interaktion mit
der Zielzelle bestimmt wird. Unterschiede zwischen NALM-6, K562 und TMDS konnten dabei

auf  variierende Sensitivitdit ~ gegeniiber  zytotoxischen =~ Mechanismen, auf
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Membraneigenschaften oder auf intrinsische Signalprozesse der Zielzellen zuriickzufiihren

sein.

Auftillig ist jedoch, dass sich fiir NALM-6 keine Unterschiede in der Abklingzeit zwischen den
verschiedenen Zytotoxizitdtsarten zeigen, was in Kontrast zu den Ergebnissen aus TMDS8 und
K562 steht. Anders als bei den Analysen mit primiren NK-Zellen wurde fiir NALM-6 die Zeit
bis zum Zielzelltod nicht gesondert ausgewertet. Es wire daher interessant zu priifen, ob sich
hier eine dhnliche Verteilung wie bei K562 und TMDS zeigt oder ob analog zur Abklingzeit
keine Unterschiede zwischen den Zytotoxizititsarten erkennbar sind. Zudem ist nicht
auszuschlieBen, dass die geringe Zahl analysierter Nekrosen dazu beigetragen hat, dass
bestehende Unterschiede statistisch nicht nachweisbar waren, auch wenn sich ein
entsprechender Trend andeutet. Auch hier unterscheiden sich die Ca**-Signalhdhen signifikant
zwischen NK-Zellen mit erfolgreichem Killing und NK-Zellen, die nur Kontakte ohne
nachfolgende Abtotung eingehen, entsprechend den Beobachtungen bei TMDS.

Zudem sind die absoluten Ca**-Signalhdhen in CAR und NT NK-Zellen insgesamt niedriger
als in den zuvor untersuchten primidren NK-Zellen. Dies konnte auf Unterschiede im
Aktivierungszustand zuriickzufiihren sein, da die hier verwendeten Zellen iiber ldngere Zeit
expandiert und mit IL-2 und IL-15 stimuliert wurden, wihrend die primédren NK-Zellen frisch

isoliert und nur kurzfristig stimuliert wurden.

Zusammenfassend zeigen die Daten, dass CAR-Signaling die Stidrke der initialen
Ca**-Aktivierung erhoht und damit die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Abtdtung
steigert, ohne die grundlegende Regulation der Ca**-Dynamik oder die Mechanismen der

Zielzellabtotung zu verdandern.

4.3.3 Klinische Relevanz und Implikationen der Analysen in CAR NK-Zellen

Die vorliegenden Ergebnisse liefern wichtige mechanistische Einblicke in die Wirkweise von
CAR NK-Zellen und deren potenzielle therapeutische Vorteile. Im Gegensatz zu CAR T-Zellen,
bei denen starke Aktivierungssignale hdufig mit schweren Nebenwirkungen wie Cytokine
Release Syndrome (CRS) oder Neurotoxizitdt einhergehen, zeigen CAR NK-Zellen in diesem
Modell keine Hinweise auf eine globale Hyperaktivierung. Dies steht im Einklang mit aktuellen
Studien, die fiir CAR NK-Zellen ein giinstigeres Sicherheitsprofil mit reduzierter systemischer
Zytokinfreisetzung und geringer Neurotoxizitdt beschreiben (Biederstddt and Rezvani, 2025;

E. Liu et al., 2020; Morcillo-Martin-Romo et al., 2025).
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Limitationen der vorliegenden Arbeit ergeben sich insbesondere aus dem in vitro Charakter des
Systems sowie der begrenzten Spenderzahl. Zudem erlaubt die verwendete Methodik keine
direkte Quantifizierung von Degranulation oder synaptischer Stabilitdt. Dennoch liefert die
Kombination aus Ca?-Imaging und Einzelzellanalyse einen detaillierten Einblick in die
Dynamik der NK-Zell-Zytotoxizitit und stellt eine wertvolle Grundlage fiir zukiinftige Studien

dar.

Die vorliegenden Daten deuten darauf hin, dass CAR-Signaling in NK-Zellen primir die
Aktivierungsschwelle moduliert und die Wahrscheinlichkeit eines erfolgreichen
Abtotungs-Ereignisses erhoht, ohne die grundlegende Effektorbiologie der Zellen zu verdndern.
Diese Beobachtung ist insbesondere vor dem Hintergrund des in Kapitel 4.2 entwickelten
probabilistischen Modells der NK-Zell-Zytotoxizitdt von Bedeutung. Demnach wirkt das
Ca?*-Signal nicht als deterministischer Schalter, sondern als integrativer Parameter, der die
Wabhrscheinlichkeit der Effektorphase moduliert. Die Verstirkung der Ca?'-Peaks durch
CAR-Signaling lasst sich somit als gezielte Verschiebung dieser
Aktivierungswahrscheinlichkeit interpretieren, ohne die nachgeschalteten zelluldren

Entscheidungsprozesse grundlegend zu verandern.

Diese Form der funktionellen Modulation kénnte ein entscheidender Vorteil fiir therapeutische
Anwendungen sein. Wiahrend CAR T-Zellen hiufig eine starke und teils schwer kontrollierbare
Aktivierung auslosen, die mit Zytokinfreisetzungssyndrom und Neurotoxizitit einhergehen
kann (Morris et al., 2022), scheinen CAR NK-Zellen ihre natiirlichen Rezeptorprogramme und
ithre intrinsische Zytotoxizitit weitgehend zu erhalten und durch CAR-Signale funktionell zu
erginzen (Kong et al., 2024). Die in dieser Arbeit beobachtete Erhaltung der natiirlichen
Zytotoxizitit unterstiitzt diese Beobachtungen. CAR NK-Zellen bleiben in der Lage, auch
CAR-unabhingige Zielzellen effizient zu erkennen und zu eliminieren, was insbesondere bei
heterogenen Tumoren oder Antigenverlustvarianten von klinischer Relevanz ist (Chiossone &

Vivier, 2022; Vivier et al., 2024).

Klinische Daten bestitigen das therapeutische Potenzial dieses Ansatzes. In einer ersten
klinischen Studie mit CD19-spezifischen CAR NK-Zellen zeigten behandelte Patienten ein
rasches Ansprechen mit teilweise vollstindigen Remissionen bei gleichzeitig geringer Toxizitét
(E. Liu et al., 2020). Dies wurden in einer spéteren Phase-1/2-Studie mit allogenen CD19-
spezifischen CAR/IL-15-NK-Zellen bestétigt, die ebenfalls eine gute Vertraglichkeit und
klinische Wirksamkeit bei CD19-positiven B-Zell-Malignomen belegte (Marin et al., 2024).

Aktuelle Entwicklungen zielen darauf ab, die Persistenz und Funktionalitit von CAR
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NK-Zellen weiter zu verbessern, beispielsweise durch die Expression zusétzlicher Zytokine

oder durch genetische Modulation inhibitorischer Signalwege (Jorgensen et al., 2025).

Dartiber hinaus konnte auch die Kombination von CAR NK- und CAR T-Zellen therapeutisch
interessant sein. Friedmann et al., (2022) zeigten, dass die Reihenfolge sequenzieller NK- und
T-Zell-Angriffe das Ansprechen iiberlebender Tumorzellen beeinflusst. Dies legt nahe, dass
auch fiir kombinierte CAR NK-/CAR T-Strategien die zeitliche Abfolge der Therapie relevant

sein konnte.

Uber die Onkologie hinaus eréffnen sich zunehmend neue Anwendungsfelder fiir CAR-basierte
NK-Zelltherapien. Insbesondere bei Autoimmunerkrankungen, bei denen eine selektive
Eliminierung pathogener Zellpopulationen erforderlich ist, konnten CAR NK-Zellen aufgrund
ihrer kontrollierten Aktivierung und ihres giinstigen Sicherheitsprofils von besonderem Vorteil
sein (Cayatte et al., 2026). Die Daten zeigen, dass CAR NK-Zellen effizienter in ihrer
Zytotoxizitdt werden, wobei sie ihre Regulation nicht verlieren. Dies legt nahe, dass CAR
NK-Zellen gezielt auf pathologische Zielzellen reagieren kdnnen, ohne in einen dauerhaft
tiberaktivierten Zustand TUberzugehen. Dies konnte das Risiko iiberschieBender

Immunreaktionen reduzieren und die langfristige therapeutische Anwendung erleichtern.

Gleichzeitig unterstreichen die Ergebnisse die Bedeutung der funktionellen Heterogenitit von
NK-Zellen. Die beobachteten Unterschiede auf Einzelzellebene deuten darauf hin, dass die
Effektivitit der Immunantwort maf3geblich durch die Dynamik individueller Zellinteraktionen
bestimmt wird. Zukiinftige therapeutische Strategien konnten daher davon profitieren,
besonders effektive Subpopulationen gezielt zu expandieren oder CAR-Designs so zu

optimieren, dass sie spezifische Aktivierungsprofile férdern.

Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Daten, dass Ca**-Signale eine zentrale, jedoch nicht
deterministische Rolle in der NK-Zell-Zytotoxizitdt einnehmen. Wihrend der Ca**-Einstrom
essenziell fiir die Ausfiihrung zytotoxischer Effektormechanismen ist, moduliert er primér die
Wabhrscheinlichkeit eines erfolgreichen Abtotungs-Ereignisses. Im Kontext CAR-modifizierter
NK-Zellen fiihrt dies zu einer gezielten Verstirkung der Aktivierung, ohne die zugrunde
liegende Regulation der Zellfunktion zu verdndern. Diese Eigenschaft macht CAR NK-Zellen
zu einem vielversprechenden Ansatz fiir zukiinftige Immuntherapien, bei denen eine prazise

Balance zwischen Effektivitit und Kontrolle erforderlich ist.
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6.3 Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Ausgeschriebene Form / Bedeutung

2B4 CD244

7-AAD 7-Aminoactinomycin D

ADCC antikdrperabhingige zellvermittelte
Zytotoxizitét

AIM-V AIM V Medium (serumfreies Zellkulturmedium;
Produktname)

AM Acetoxymethylester

ANOVA analysis of variance / Varianzanalyse

APC Allophycocyanin

ATCC American Type Culture Collection

BAPTA 1,2-Bis(0-aminophenoxy)ethane-N,N,N’,N'-
tetraacetic acid

BSA bovines Serumalbumin

BVv421 Brilliant Violet 421

CAR chimérer Antigenrezeptor

CAR NK-Zelle CAR-modifizierte natiirliche Killerzelle

CAR T-Zelle CAR-modifizierte T-Zelle

Ca?* Calciumion(en)

CDh cluster of differentiation

CMA Concanamycin A

CO: Kohlenstoffdioxid

CRAC calcium release-activated calcium channel

CRS Cytokine Release Syndrome

CTL zytotoxische T-Lymphozyten

DAG Diacylglycerol

DLBCL diffus grofizelliges B-Zell-Lymphom

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsiure

DNAM-1 DNAX accessory molecule 1

DPBS Dulbecco’s phosphate-buffered saline

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen

E:T Effektor-zu-Zielzell-Verhaltnis

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

EGTA Ethylenglycol-bis(p-aminoethylether)-
N,N,N',N'-tetraessigsiure

EMCCD electron multiplying charge-coupled device

ER endoplasmatisches Retikulum

FACS fluorescence-activated cell sorting /
Durchflusszytometrie

FBS fetales Kélberserum

FeyRIII Fc-Gamma-Rezeptor 111

FHL familidre hamophagozytische
Lymphohistiozytose

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FRET Forster-Resonanzenergietransfer
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FSC-A forward scatter area

FSC-H forward scatter height

G418 Geneticin G418

GECI genetisch kodierter Calciumindikator

GFP green fluorescent protein

GM-CSF granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor

HBSS Hank’s balanced salt solution

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonséure

HLA humanes Leukozytenantigen

HLH hdmophagozytische Lymphohistiozytose

HSV Hue-Saturation-Value

IFN-y Interferon gamma

IgG Immunglobulin G

IL Interleukin

ILC innate lymphoid cell / angeborene lymphatische
Zelle

IPs Inositol-1,4,5-trisphosphat

IPsR Inositol-1,4,5-trisphosphat-Rezeptor

ITAM immunoreceptor tyrosine-based activation motif

ITIM immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif

KIR killer-cell immunoglobulin-like receptor

LAMP1 lysosome-associated membrane protein 1

LFA-1 lymphocyte function-associated antigen 1

LRS leukocyte reduction system

Luc2 Luciferase 2

MCU mitochondrial calcium uniporter

MHC-I major histocompatibility complex class I

MICA/B MHC class I chain-related protein A/B

MIP-1a/B macrophage inflammatory protein 1 alpha/beta

MLKL mixed lineage kinase domain-like protein

MTOC Mikrotubuli-organisierendes Zentrum

NCLX Na*/Ca?*/Li* exchanger / mitochondrialer
Na*/Ca?"-Austauscher

NCR natlirlicher Zytotoxizititsrezeptor

NFAT nuclear factor of activated T cells

NK natiirliche Killerzelle

NKG2A natural killer group 2A

NP-EGTA o-Nitrophenyl-EGTA (photolabiler Calcium-
Chelator)

NT nicht-transduziert

ORAI ORAI-Calciumkanal / pore-forming subunit of
CRAC channel

PBMC periphere mononukleédre Blutzelle

PE-Cy7 Phycoerythrin-Cyanin 7

PerCP Peridinin-Chlorophyll-Protein-Komplex

PI Propidiumiodid

PIP: Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat

PLCy Phospholipase C gamma
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PMCA Plasmamembran-Ca?"-ATPase

PRF1 Perforin 1

REA746 Recombinant engineered antibody 746
(Klonbezeichnung)

RFP red fluorescent protein

RNA Ribonukleinsdure

ROI region of interest

RPMI Roswell Park Memorial Institute Medium 1640

RTX Rituximab

SCC Segelclub Cuxhaven

scFv single-chain variable fragment

SD Standardabweichung

SEM Standardfehler

SERCA sarco/endoplasmic reticulum Ca?*-ATPase

SHP-1 Src homology region 2 domain-containing
phosphatase-1

SNAP23 synaptosome-associated protein 23

SNARE soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor
attachment protein receptor

SOCE store-operated calcium entry

SSC-A side scatter area

STIM stromal interaction molecule

SYK spleen tyrosine kinase

tEGFR trunkierter epidermaler
Wachstumsfaktorrezeptor

TG Thapsigargin

TGF-B transforming growth factor beta

TNF-a Tumornekrosefaktor alpha

TRAIL TNF-related apoptosis-inducing ligand

TRP transient receptor potential

Uuv ultraviolett

V-ATPase vakuoldre H*-ATPase

VAMP vesicle-associated membrane protein

ZAP-70 zeta-chain-associated protein kinase 70

Abkiirzung/Symbol Bedeutung

pH potentia hydrogenii; Mal fiir Sduregrad einer
Losung

nm Nanometer

pm Mikrometer

mm Millimeter

ul Mikroliter

ml Milliliter

s Sekunde

min Minute

h Stunde

°C Grad Celsius

% Prozent
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nM Nanomolar

uM Mikromolar

mM Millimolar

U Units

Xg Vielfaches der Erdbeschleunigung

6.4 Automatisierte Analyse der Plattenleser-basierten

Zytotoxizitatsassays
Geschrieben in MATLAB
% % ReaderAnalysis

%% Version 2: Programmed: October 2023
% Lea Kaschek; AG Hoth

% % 1) Input options

clear;

%%Abfrage Variablen

[fileNamel, filePath1]=uigetfile('*.xlsx', 'Please select well plate configuration');
[fileName?2, filePath2]=uigetfile('*.xIsx', 'Please select your data file');

digits=1;

% % 2) Recall function

[Data,LysisF,NameKill, NameAll, MVF,IdxF,Overflow, VarError,vF]=ReaderFunction(filePath1,fil
eNamel ,filePath2,fileName2);%opens Imarisfkt

% % 3) Output graphs

% Define graph

t=0:10:240;

plot(t',LysisF, '-o','MarkerSize',3)
ylim([-10 100]);

xlim([0 240]);

xlabel('"Time [min]');

ylabel('Lysis [%]');
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xticklocations = 0:60:240;

xticks(xticklocations);
legend(NameKill,'"Location','northwest', NumColumns',2);
%save graph

Speichername=strcat(fileName2, '.fig');
Speichername2=strcat(fileName2, '.svg");
Speichername3=strcat(fileName2, '.png');
saveas(gcf,Speichername);

saveas(gcf,Speichername?);

saveas(gcf,Speichername3);

% % 4) Output Ecxel

%Add time
LysisF=[t', LysisF];
LysisF2=round(LysisF,digits);

% Calculate maximal killingrate and add
maxd= max(diff(LysisF));
LysisF2(28,:)=maxd;

[dxF=[0,IdxF];
LysisF2(29,:)=IdxF;

%add condition names
LysisC=num2cell(LysisF2);
LysisC{28,1}="Max Lyse";
LysisC{29,1}="Index";
NameKill2=['Time', NameKill];
LysisC=[NameKill2; LysisC];

%new matrix with the mean values
MVF=[t', MVF];
MVFC=num2cell(MVF);
FinalnameT2=['"Time',NameAll,'Medium', Triton'];
M=[FinalnameT2; MVFC];

% new matrix with errors etc

ErrInfo=cell(1,2);
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ErrInfo{1,1}='Overflow Error Number',
ErrInfo{1,2}=Overflow;
ErrInfo{3,1}='normalized standard deviation between duplicates';
v=[NameAll;vF];
% Create Output Excel
fileName22 = fileName2(1:end-8);
ExcelName=strcat(fileName22, ' Analysed.xlIsx");
writematrix(LysisC, ExcelName, Sheet = 'Main', FileType = "spreadsheet");
writematrix(M, ExcelName, Sheet = '"MeanFluorescence', FileType = "spreadsheet");
writecell(ErrInfo, ExcelName, Range ='A2', Sheet = 'Errors', FileType = "spreadsheet");

writematrix(v, ExcelName,Range ='A5', Sheet = 'Errors', FileType = "spreadsheet");

% % Imarisfkt
%% Version 2: Programmed: December 2023;

function
[Data,LysisF,NameKill, NameAll, MVF,IdxF,Overflow, VarError,vF|=ReaderFunction(filePath1,fil
eNamel,filePath2,fileName2)

% % 1) Opens Excel and creating matrix (Plate Configuration)
opt = spreadsheetlImportOptions;

opt.VariableNames =
["Varl","Var2","Var3","Var4","Var5","Var6"," Var7"," Var8","Var9","Var10"," Var11"," Var12" "Va
r13","Var14"];

opt = opt.setvartype('char');
Scheme=readtable(fullfile(filePath1, fileNamel), opt); %read excel with this options

SchemeCell=table2cell(Scheme); % converts table into cell

% % 2) Opens Excel and creating matrix (Raw Values)

cd(filePath2); %set this path as current path

Input=readtable( fullfile(filePath2, fileName2) );

Input2=removevars(Input,{'Varl'}); %Input table but without first collumn with labelings
InputCell=table2array(Input2); % converts table into cell

Data={}; %creates cell with only necessary data

fori=1:1:14
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j=0;
for letter="A":"H'
letter=convertCharsToStrings(letter);
=L
T=InputCell([Input.Var1==letter],(InputCell(1,:)==1));
Data{j,i}=T;
end

end

% % 3) "Understand" Plate configuration

%PFind the linear row-index of the letter 'A'

% 1) Use cellfun to get logical index of letter 'A" in column Var2
% 2) convert to linear index with 'find'

idx = cellfun(@(x) ~isempty(x) && x=="A', Scheme.Var2, "UniformOutput", false);
idx = find( cell2mat(idx) );

%Extract matrix from cell array (fixed width and height, but variable x offset)
a = SchemeCell(idx(1):1dx(1)+7,3:14);

b = SchemeCell(idx(2):1dx(2)+7,3:14);

%  Combine cells

SchemaData = cellfun(@(x,y) {x,y}, a,b,'UniformOutput',false);
% split up in

% sl1: scheme for Target cells

% s2: scheme for Killing condition

% zl: list of Target cells

sl = cellfun(@(x) string(x{1}), SchemaData);

s2 = cellfun(@(x) string(x{2}), SchemaData);

zl = unique(s1(:));

z1 = zI(~ismissing(zl));

zl(cellfun('isempty',z1)) = [];

zl(z1=="Medium")=[];

z1(z1=="Triton")=[];

%% 4) Overflow values(==260000)defined as NaN and are counted for Output
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%Overflow: counts overflow events
Overflow=0;
for i=1:1:12 %for every collumn
for j=1:1:8 %in every row
if Data {j,i1}==260000
Overflow=0Overflow+1;
end
Data{j,i}(Data{j,i}==260000)=NaN;
end

end

% % 5) Fluorescence of Medium and Medium w. Triton
LocationMed=contains(s2,"Medium");
LocationTriton=contains(s2,"Triton");
FVMed=Data(LocationMed==1);
FVMed=cell2Zmat(FVMed");

FVMed=mean(FVMed,2);
FVTriton=Data(LocationTriton==1);
FVTriton=cell2mat(FVTriton");
FVTriton=mean(FVTriton,2);

% % 6) Lysis Calculation

VarError=0;

%  Counts number of duplicates, with normalized standard deviation over 10%

a2=1; %a2: counter for position in LysisF

IdxF=[]; %empty cell for indices

for a=1:1:length(z1)

% For every Target-Cellline (a) do...
CurrTC=z1(a);

% Name of current Target cell
LocTC=contains(s1,CurrTC);

%LocTC: Index (=Location) of current Target cell

MVX=(];
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Stdev=[];
Cond=s2(LocTC==1); %creates list of condition names for current target cell
FV=Data(LocTC==1); %Fluorescences
FV=cell2mat(FV"); %From Cell to Matrix
% What Killing conditions are there for this target?
CondU = unique(Cond(:));
%build mean fluorescence (duplicates/triplicates/...)
for x=1:1:length(CondU)
%For every Killing condition (x) do...
CurrX=CondU(x); %CurrX: current condition to look at
LocX = Cond == CurrX; %LocX: Index (Location) of current condition
FVX=FV(:;,LocX==1); %FVX: Fluorescence values of current condition
MVX(:,x)=mean(FVX,2); %MVX: Meanvalue of current condition
MVAIl{1,a}=MVX; %save all in a cell
Stdev(:,x)=std(FVX,0,2); %Stdev: standarddeviation
v=MVX./Stdev; %v: normalized standard deviation
v(isinf(v))=0; %if v is infinite, it is transformed to 0
if v(1,x)>1.1 || v(25,x)>1.1
VarError=VarError+1; %Counts when normalized standard deviation over 10%
end
vAll{l,a}=v; %save all in a cell; final order
end
%Substract Medium/Medium+Triton
for x=1:1:length(CondU)
%For every Killing condition (x) do...
if CondU(x)=="Tot"
M(:,x)=MVX(:,x)-FVTriton; %M: Mean values substracted with correct medium control
else
M(:,x)=MVX(:,x)-FVMed,
end
end
%build Index und Lysis
Conditions=CondU;
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Conditions(Conditions=="Lebend")=[]; %'Lebend' is live control
Conditions(Conditions=="Tot")=[]; %'Tot' is lysis control
% Condtion: Same as CondU but without control conditions with Live and
% Lysis control
for x=1:1:length(Conditions)
CurrX=Conditions(x); %CurrX: current condition to look at
LocX = CondU == CurrX; %LocX: Index (Location) of current condition
cond=M(:,LocX); %cond: substracted mean value of the current condition
IdxL=contains(CondU,"Lebend");
1=M(:,IdxL); %l: substracted mean value of the live control
IdxT=contains(CondU,"Tot");
d=M(:,IdxT); %d: substracted mean value of the lysis control (dead cells)
IDX(a,x)=cond(1)./1(1); %calculates the Index
idx=IDX(a,x); %save all in a matrix
LyseX=(cond-(idx.*1))./(d-1).*100./idx;
LyseTotal {x,a}=LyseX; %save all in a cell
LysisF(:,a2)=LyseTotal {x,a};
a2=a2+1;
[dxF=[IdxF,IDX(a,x)];
end
end

MVAII{1,a+1}=[FVMed,FVTriton]; %add mean value of medium/medium+T to cell

% % 7) Reorder for output
MVF=[]; %empty cell for meanvalues
vF=[]; %empty cell for normalized errors
for z=1:1:length(z1)+1
MVF=[MVEMVAII{1,z}];
end
for z=1:1:length(z1)
vF=[vE,vAll{l1,z}];

end
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% % 8) Creating condition-names
% Same procedure than above
nl=1; %counter for NameAll
n2=1; %counter for NameKill
for a=1:1:length(z1)
CurrTC=z1(a);
LocTC=contains(s1,CurrTC);
Cond=s2(LocTC==1);
CondU = unique(Cond(:));
for x=1:1:length(CondU)
ai=z1(a);
xi=CondU(x);
FN=strcat(ai, '-', xi);
NameAll(n1)=FN;
nl=nl+l;
end
Conditions=CondU;
Conditions(Conditions=="Lebend")=[];
Conditions(Conditions=="Tot")=[];
for x=1:1:length(Conditions)
ai=zl1(a);
xi=Conditions(x);
FN2=strcat(ai, '-', xi);
NameKill(n2)=FN2;
n2=n2+1;
end
end

end
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6.5 Statistische Analysen der Ca**-Signale

Analyse primirer NK-Zellen

pNK TMDS Basales Ca>*

Quelle der Variation

% Gesamtvariation

p-Wert (angepasst)

Interaktion 0,3342 0,2446
Zielzellschicksal 0,6809 0,0258
Rituximab-Behandlung 0,01379 0,6354

Post-hoc Vergleich (Tukey's)

p-Wert (angepasst)

Rituximab vs. Kontrolle Apoptose 0,7668
Nekrose 0,2768
Mixed Phéinotyp 0,6439
Kontakt ohne Kill 0,1901
Kein Kontakt 0,1

Ohne Rituximab (Kontrolle) | Apoptose vs. Nekrose 0,9964
Apoptose vs. Mixed 0,9333
Apoptose vs. Kontakt ohne Kill 0,9376
Apoptose vs. Kein Kontakt 0,9482
Nekrose vs. Mixed 0,9011
Nekrose vs. Kontakt ohne Kill >(,9999
Nekrose vs. Kein Kontakt >(,9999
Mixed vs. Kontakt ohne Kill 0,5563
Mixed vs. Kein Kontakt 0,5724
Kontakt ohne Kill vs. Kein Kontakt 0,9998

Rituximab Apoptose vs. Nekrose 0,1341
Apoptose vs. Mixed 0,7016
Apoptose vs. Kontakt ohne Kill >0,9999
Apoptose vs. Kein Kontakt 0,3133
Nekrose vs. Mixed 0,8949
Nekrose vs. Kontakt ohne Kill 0,104
Nekrose vs. Kein Kontakt 0,001
Mixed vs. Kontakt ohne Kill 0,678
Mixed vs. Kein Kontakt 0,0502
Kontakt ohne Kill vs. Kein Kontakt 0,0791

TMD8 APeak

Quelle der Variation

% Gesamtvariation

p-Wert (angepasst)

Interaktion 0,7476 0,1473
Zielzellschicksal 3,411 <0,0001
Rituximab-Behandlung 5,116 <0,0001
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Post-hoc Vergleich (Tukey's)

p-Wert (angepasst)

Rituximab vs. Kontrolle Apoptose <0,0001
Nekrose 0,1241
Mixed 0,0032
Kontakt ohne Kill <0,0001

Ohne Rituximab (Kontrolle) | Nekrose vs. Apoptose 0,6841
Mixed vs. Apoptose 0,728
Kontakt ohne Kill vs. Apoptose 0,9494
Mixed vs. Nekrose 0,9924
Kontakt ohne Kill vs. Nekrose 0,4352
Kontakt ohne Kill vs. Mixed 0,361

Rituximab Nekrose vs. Apoptose 0,9885
Mixed vs. Apoptose 0,9433
Kontakt ohne Kill vs. Apoptose <0,0001
Mixed vs. Nekrose 0,9073
Kontakt ohne Kill vs. Nekrose 0,0941
Kontakt ohne Kill vs. Mixed 0,0048

pNK TMDS8 Abklingzeit

Quelle der Variation

% Gesamtvariation

p-Wert (angepasst)

Interaktion 0,7476 0,1473
Zielzellschicksal 3,411 <0,0001
Rituximab-Behandlung 5,116 <0,0001

Post-hoc Vergleich (Tukey's)

p-Wert (angepasst)

Rituximab vs. Kontrolle Apoptose 0,9645
Nekrose 0,5202
Mixed 0,5225
Kontakt ohne Kill 0,1253

Ohne Rituximab (Kontrolle) | Nekrose vs. Apoptose 0,4892
Mixed vs. Apoptose 0,9109
Kontakt ohne Kill vs. Apoptose 0,2115
Mixed vs. Nekrose 0,8313
Kontakt ohne Kill vs. Nekrose 0,0248
Kontakt ohne Kill vs. Mixed 0,0579

Rituximab Nekrose vs. Apoptose 0,0473
Mixed vs. Apoptose 0,98
Kontakt ohne Kill vs. Apoptose 0,006
Mixed vs. Nekrose 0,2424
Kontakt ohne Kill vs. Nekrose <0,0001
Kontakt ohne Kill vs. Mixed 0,029

pNK K562 Basales Ca®*
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Kruskal-Wallis Test p-Wert (angepasst)
ohne CMA Apoptose vs. Mixed >0,9999
Apoptose vs. Nekrose >(0,9999
Apoptose vs. Kontakt ohne Kill >(0,9999
Apoptose vs. Kein Kontakt >(0,9999
Nekrose vs. Mixed >(,9999
Nekrose vs. Kontakt ohne Kill 0,6177
Nekrose vs. Kein Kontakt >(0,9999
Mixed vs. Kontakt ohne Kill >(0,9999
Mixed vs. Kontakt ohne Kill >(,9999
Kontakt ohne Kill vs. Kein Kontakt 0,1169
mit CMA Kontakt ohne Kill vs. Kein Kontakt >(,9999
ohne CMA vs. mit | Kontakt ohne Kill >(0,9999
CMA Kein Kontakt >(,9999

pNK K562 APeak

Kruskal-Wallis Test

p-Wert (angepasst)

ohne CMA Apoptose vs. Nekrose >0,9999
Apoptose vs. Mixed >0,9999
Apoptose vs. Kontakt ohne Kill >0,9999
Nekrose vs. Mixed >(,9999
Nekrose vs. Kontakt ohne Kill >(,9999
Mixed vs. Kontakt ohne Kill >(,9999

ohne CMA vs. mit | Kontakt ohne Kill

CMA 0,3957

pNK K562 Abklingzeit

Kruskal-Wallis Test

p-Wert (angepasst)

ohne CMA

Apoptose vs. Nekrose

<0,0001

CMA

Apoptose vs. Mixed 0,0593
Apoptose vs. Kontakt ohne Kill >0,9999
Nekrose vs. Mixed 0,0044
Nekrose vs. Kontakt ohne Kill <0,0001
Mixed vs. Kontakt ohne Kill 0,0023
ohne CMA vs. mit | Kontakt ohne Kill >(0,9999

Analyse CAR NK-Zellen

CAR NALM-6 APeak

Quelle der Variation % der Gesamtvariation p-Wert (angepasst)
Interaktion 0,1872 0,8636
Killing-Art 3,363 0,0044
CAR 0,0173 0,7936
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Post-hoc Vergleich (Tukey’s)

p-Wert (angepasst)

CAR vs. NT Apoptose 0,0003
Necrose 0,0085
Mixed 0,9268
Kontakt ohne Kill <0,0001
CAR NK Apoptose vs. Nekrose 0,0229
Apoptose vs. Mixed 0,7341
Apoptose vs. Kontakt ohne Kill 0,7887
Nekrose vs. Mixed 0,4876
Nekrose vs. Kontakt ohne Kill 0,0076
Mixed vs. Kontakt ohne Kill 0,3505
NT NK Apoptose vs. Nekrose 0,5896
Apoptose vs. Mixed 0,0126
Apoptose vs. Kontakt ohne Kill 0,2566
Nekrose vs. Mixed 0,5580
Nekrose vs. Kontakt ohne Kill 0,0568
Mixed vs. Kontakt ohne Kill <0,0001
CAR K562 APeak
Quelle der Variation % der Gesamtvariation p-Wert (angepasst)
Interaktion 0,6645 0,5092
Killing-Art 8,319 0,0001
CAR 0,1494 0,4705

Post-hoc Vergleich (Tukey’s)

p-Wert (angepasst)

CAR NK

Apoptose vs Nekrose

0,9946

Apoptose vs Mixed 0,7691
Apoptose vs Kontakt ohne Kill 0,0859
Nekrose vs Mixed 0,8290
Nekrose vs Kontakt ohne Kill 0,0106
Mixed vs Kontakt ohne Kill 0,0064
NT NK Apoptose vs Nekrose 0,3188
Apoptose vs Mixed 0,9885
Apoptose vs Kontakt ohne Kill 0,0013
Nekrose vs Mixed 0,6590
Nekrose vs Kontakt ohne Kill 0,1144
Mixed vs Kontakt ohne Kill 0,0188

CAR NALM-6 Abklingzeit

Quelle der Variation % der Gesamtvariation p-Wert (angepasst)
Interaktion 0,1872 0,8636
Killing-Art 3,363 0,0044
CAR 0,0173 0,7936
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Post-hoc Vergleich (Tukey’s)

p-Wert (angepasst)

CAR NK vs. NT NK Apoptose 0,5200
Nekrose 0,9921
Mixed 0,6512
Kontakt ohne Kill 0,4927
CAR NK Apoptose vs. Nekrose 0,0225
Apoptose vs. Mixed 0,8586
Apoptose vs. Kontakt ohne Kill 0,9997
Nekrose vs. Mixed 0,3546
Nekrose vs. Kontakt ohne Kill 0,0936
Mixed vs. Kontakt ohne Kill 0,9318
NT NK Apoptose vs. Nekrose 0,1576
Apoptose vs. Mixed 0,4650
Apoptose vs. Kontakt ohne Kill >0,9999
Nekrose vs. Mixed 0,9070
Nekrose vs. Kontakt ohne Kill 0,1307
Mixed vs. Kontakt ohne Kill 0,4193
CAR NK K562 Abklingzeit
Quelle der Variation % der Gesamtvariation p-Wert (angepasst)
Interaktion 1,750 0,0648
Killing-Art 25,09 <0,0001
CAR 0,8635 0,0585

Post-hoc Vergleich (Tukey’s)

p-Wert (angepasst)

CAR NK

Apoptose vs. Nekrose

<0,0001

Apoptose vs. Mixed 0,0102
Apoptose vs. Kontakt ohne Kill 0,2901
Nekrose vs. Mixed 0,2613
Nekrose vs. Kontakt ohne Kill <0,0001
Mixed vs. Kontakt ohne Kill 0,2356
NT NK Apoptose vs. Nekrose <0,0001
Apoptose vs. Mixed <0,0001
Apoptose vs. Kontakt ohne Kill 0,8060
Nekrose vs. Mixed 0,9821
Nekrose vs. Kontakt ohne Kill <0,0001
Mixed vs. Kontakt ohne Kill <0,0001

CAR NK Nalm-6 basales Ca**-Signal

Quelle der Variation % der Gesamtvariation p-Wert (angepasst)
Interaktion 0,06676 0,9293
Killing-Art 0,9773 0,0132
CAR 0,0016 0,8859
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Post-hoc Vergleich (Tukey’s)

p-Wert (angepasst)

CAR NK Apoptose vs. Nekrose

0,9926

Apoptose vs. Mixed 0,9150
Apoptose vs. Kontakt ohne Kill 0,3653
Apoptose vs. Inaktive 0,0419
Nekrose vs. Mixed 0,8010
Nekrose vs. Kontakt ohne Kill 0,2822
Nekrose vs. Kein Kontakt 0,0642
Mixed vs. Kontakt ohne Kill 0,9369
Mixed vs. Kein Kontakt 0,8773
Kontakt ohne Kill vs. Inaktive >(,9999
NT NK Apoptose vs. Nekrose 0,9800
Apoptose vs. Mixed 0,9953
Apoptose vs. Kontakt ohne Kill 0,9829
Apoptose vs. Kein Kontakt 0,7096
Nekrose vs. Mixed 0,9329
Nekrose vs. Kontakt ohne Kill 0,8802
Nekrose vs. Kein Kontakt 0,6519
Mixed vs. Kontakt ohne Kill >(,9999
Mixed vs. Kein Kontakt 0,9946
Kontakt ohne Kill vs. Kein Kontakt | 0,9412

CAR NK K562 basales Ca**-Signal

Quelle der Variation % der Gesamtvariation p-Wert (angepasst)
Interaktion 0,5846 0,2264
Killing-Art 0,3778 0,4540
CAR 0,003243 0,8593
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