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1 Einleitung

1.1 Ubersicht uber die Therapie lymphatischer
Leukdmien bei Kindern

Die ALL, die akute lymphoblastische Leukamie, ist die haufigste maligne
Erkrankung im Kindesalter mit einem Altersgipfel zwischen dem 2. und 5.
Lebensjahr. Dank groRer Fortschritte in der Krebsforschung liegt die 5-Jahres-
Uberlebensrate heute bei tber 80%, 75% der Patienten sind schon nach
einmaliger Behandlung ruckfallfrei.

Die wichtigste Saule in der Behandlung der ALL ist eine intensive
Chemotherapie. In manchen Fallen stellt jedoch nur eine allogene
Stammzelltransplantation einen kurativen Ansatz dar. Wichtig ist aul3erdem
eine besondere praventive Behandlung des ZNS, da die Blasten durch die Blut-
Hirn-Schranke vor Zytostatikawirkungen geschutzt sind. Hier wird auch eine
Bestrahlung des ZNS eingesetzt.

Die Therapie erfolgt nach Planen der BFM (Berlin — Frankfurt — Munster) —
Studiengruppe und gliedert sich in verschiedene Phasen:

1. Induktionstherapie: sie dauert finf Wochen; zum Einsatz kommen
hauptsachlich die Zytostatika Prednison, Vincristin, Daunorubicin und 1-
Asparaginase. Ziel ist das Erreichen einer Remission und damit einer
normalen Blutbildung im Knochenmark.

2. Konsolidierung: Uber einen Zeitraum von zwei bis vier Monaten wird die
Vernichtung der restlichen Tumormasse angestrebt und eine praventive
Behandlung des ZNS durchgefuhrt. Dies dient zur Verminderung eines
Frahrezidivs. Je nach Ruckfallrisiko kommt eine intrathekale und
systemische Methotrexat-Therapie oder eine Radiatio zum Einsatz.

3. Reinduktion: Ziel ist die weitere Reduktion noch bestehender
Tumorzellen; diese Phase dauert vier Wochen.

4. Erhaltungstherapie: Sie kann bis zu zwei Jahre dauern und dient der

Aufrechterhaltung der erreichten Tumorverdrangung.



Wahrend der Therapie kommen standig diagnostische Mallnahmen zum
Einsatz, um die Patienten in eine Risikogruppe einordnen zu konnen und die
Therapie individuell anzupassen. Bedeutsam dafur sind Zytomorphologie und
Molekulargenetik der Tumorzellen und das Ansprechen auf die

Induktionstherapie.

1.2 Allogene Stammzelltransplantation und die Rolle
der NK-Zellen

In manchen Fallen ist eine Stammzelltransplantation die einzige kurative
Madglichkeit bei padiatrischen Patienten mit Leukamie. Mit einer Chemotherapie
wird dabei das blutbildende System und damit auch die malignen Zellen des
Patienten zerstort und durch Stammzellen eines Spenders ersetzt. Dabei kann
der Spender eine HLA-identische Person aus der Familie sein (MFD: matched
family donor) oder eine nicht verwandte Person mit den gleichen HLA-
Merkmalen (MUD: matched unrelated donor). Inzwischen ist es aber auch
maoglich, eine haploidente Transplantation durchzufihren. Hierbei kann ein
Elternteil dem Kind Stammzellen spenden, obwohl die HLA-Merkmale nicht
vollstandig Ubereinstimmen. Dies ist ein sehr vielversprechender Ansatz, da so

fur fast jeden Patient ein Spender gefunden werden kann.

1.2.1 Probleme und Risiken einer Stammzelltransplantation

Die Hauptprobleme bei einer Stammzelltransplantation sind ein mangelndes
Anwachsen des Transplantats (engraftment) bzw. eine AbstoRungsreaktion
verbleibender Immunzellen des Empfangers, das Risiko einer Graft-versus-
Host-Disease (GvHD), also eine immunologische Reaktion des Transplantats
gegen die Korperzellen des Empfangers, eine verzogerte Erholung des
Immunsystems mit einem erhohten Risiko von Infektionen und die
unvollstandige Zerstorung maligner Zellen mit der Folge eines Rezidivs der
Erkrankung.

Dank neuer technischer Moglichkeiten konnen heute fur die Transplantation
hoch angereicherte Stammzellen verwendet werden. An der Uniklinik Tubingen
wurde dies mit dem CliniMACS-System (M. Schumm et al., 1999) und mit dem



SuperMACS-System (P. Lang. M. Schumm, G. Taylor et al., 1999)
durchgefuhrt. Mit dieser Methode konnte indirekt auch eine effektive T-Zell-
Depletion erreicht werden. Dabei war die Anreicherung einer hohen Menge an
Stammzellen nicht mit einer hohen Menge an T-Zellen korreliert (R.
Handgretinger, P. Lang et al., 2001). Dies hat zwei Vorteile: Zum Einen ist es
gerade bei einer haploidenten Transplantation wichtig, eine groRe Menge an
Stammzellen zu transplantieren, um ein gutes engraftmet zu sichern (F. Aversa
et al.,, 1998). Zum Anderen ist eine effektive T-Zell-Depletion wichtig, da T-
Zellen hauptsachlich fur die Entstehung einer GvHD verantwortlich sind. So war
es sogar moglich, auch haploidente Stammzelltransplantationen ohne den
Einsatz einer zusatzlichen GvHD-Prophylaxe durchzufuhren (R. Handgretinger,
R. Klingebiel et al., 2001 und R. Handgretinger, P. Lang et al., 2001).

Die mit der Anreicherung der Stammzellen verbundene T-Zell-Depletion
verursacht allerdings auch mehrere Probleme. Diese sind vermehrte Abstol3ung
des Transplantats (N. A. Kernan et al., 1987), eine langsamere Erholung des
Immunsystems und damit eine hohere Rate an Infektionen (R. Handgretinger et
al., 2008) und bei manchen Erkrankungen eine héhere Rezidivrate (L. H. Sehn
et al., 1999).

Da die AbstolRungsreaktion von T-Zellen des Empfangers ausgehen (N. A.
Kernen et al., 1987), ist ein vielversprechender Ansatz zur Therapie bzw.
Prophylaxe der Einsatz von OKT-3 (einem anti-CD3-Antikdrper) — alleine oder
in Kombination mit Immunsuppressiva oder Anti-Thymozyten-Globulin (R.
Handgretinger, P. Lang et al., 2001).

Ein weiterer wichtiger Faktor bei einer Stammzelltransplantation ist die
Immunrekonstitution des Patienten. Um eine mdglichst schnelle Erholung des
Immunsystems zu bewirken, ist eine hohe Stammzell-Zahl von Vorteil. Dies
kann bei einer haploidenten Transplantation, bei der ein Elternteil als Spender
fungiert, besser erreicht werden, da der Spender fir wiederholte
Mobilisierungen zur Verfugung steht (R. Handgretinger, P. Lang et al., 2001).
Eine effektive T-Zell-Depletion ist insofern ebenfalls wichtig, als eine GvHD-
Reaktion und/oder ihre Therapie und Prophylaxe mit Immunsuppressiva die

Immunrekonstitution verzoégert (H. Kook et al., 1996).



Die haufigste Todesursache bei Patienten nach einer Stammzelltransplantation
ist jedoch ein Rezidiv der Erkrankung. Auch wenn lichtmikroskopisch keine
Blasten entdeckt werden konnen, ist es moglich, dass noch maligne Zellen im
Korper sind. Diese koénnen mit empfindlicheren Methoden wie der
Durchflusszytometrie oder der PCR-Analyse nachgewiesen werden. In
mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass ein Auftreten dieser minimalen
Restkrankheit oder MRD (minimal residual disease) ein wichtiger
prognostischer Faktor ist, und zwar sowohl vor (L. Stramkova et al., 2007, P.
Bader et al., 2002, E. Coustan-Smith et al., 2000, A. Biondi et al., 2000) als
auch nach Stammzelltransplantation (C. J. Knechtli et al., 1998). Das Auftreten
einer MRD kann damit auch als Kriterium flr eine intensivere Therapie
verwendet werden. Diese kann aus einer intensivierten Konditionierung
bestehen oder aber immuntherapeutische Strategien einschlieRen. Dabei
konnen Infusionen von Spender-T-Lymphozyten eingesetzt werden, die aber
ein hohes Risiko einer GvHD bieten (R. Handgretinger, P. Lang et al., 2001).

Deshalb sind neue Ansatze notig, wie zum Beispiel der Einsatz von NK-Zellen.

1.2.2 Das Potential von NK-Zellen

Da der Erfolg der Therapie kindlicher Leukamie mittels haploidenter
Stammzelltransplantation hauptsachlich von den Komplikationen der GvHD und
eines Rezidivs abhangt, hat die Weiterentwicklung von Strategien dagegen
einen grolden Stellenwert. NK-Zellen besitzen in diesem Zusammenhang viele
natzliche Eigenschaften.

NK-Zellen sind die Lymphozytenpopulation, die sich als erste nach einer
Stammezelltransplantation regeneriert (J. E. Reittie et al., 1989). Damit spielen
sie eine wichtige Rolle bei der Erholung des Immunsystems. Aul3erdem
scheinen sie fur ein stabiles engraftment verantwortlich zu sein (M. Bornhauser
et al., 1999). Bedeutsam ist dabei, dass Spender-NK-Zellen auch bei einer
haploidenten  Transplantation keine GvHD verursachen, da nicht-
hamotopoetisches Gewebe keine Liganden besitzt, die NK-Zellen aktivieren (G.
Cudkowicz, M. Bennet, 1971). Maligne Zellen dagegen stellen ein potenzielles

Ziel fur NK-Zellen dar. So konnte im Mausmodell gezeigt werden, dass die



Gabe von angereicherten NK-Zellen, die zusatzlich mit IL2 (Interleukin 2)
stimuliert worden waren, einen starken Graft-versus-Leukemia-Effekt
hervorruft, ohne eine GvHD =zu verursachen (M. Zeis et al., 1997). Die
Alloreaktivitat der Spender-NK-Zellen bei einer haploidenten Transplantation
beruht auf einem Fehlen von HLA-Liganden im Empfanger fur entsprechende
inhibitorische KIR-Rezeptoren, flr die ein Ligand im Spender vorhanden ist.
Diese Konstellation wird als mismatch bezeichnet. Im Jahr 1999 konnte von L.
Ruggeri et al. gezeigt werden, dass sich die so vorhergesagte Alloreaktivitat
nach einer haploidenten Transplantation bestatigte und die NK-Zellen in der
Lage waren, ex vivo die Leukamiezellen des Patienten zu téten (L. Ruggeri et
al., 1999). Dabei litten die Patienten nicht unter einer GvHD und zeigten auch
ein besseres engraftment als die Patienten ohne mismatch. Die weitere
experimentelle und klinische Erfahrung bestatigte das antileukamische Potential
der NK-Zellen bei einer Transplantation mit KIR-Ligand-mismatch und die
Moglichkeit, dadurch die Rezidivrate zu senken, ohne eine GvHD zu
verursachen, und das Uberleben zu verbessern (L. Ruggeri et al., 2007).
Dieses Modell des KIR-Ligand-mismatch ist allerdings vor allem fir Patienten
mit AML geeignet. Fur die Therapie von Kindern mit ALL wurde dagegen das
Rezeptor-Ligand-Modell entwickelt, um so auch hier die Alloreaktivitat von NK-
Zellen vorhersagen zu konnen (W. Leung et al., 2004). Hierzu mussen auf den
Spender-NK-Zellen KIR-Rezeptoren vorhanden sein, fur die es keinen HLA-
Liganden im Empfanger und damit auf den leukamischen Blasten gibt.
Inzwischen gibt es auch Ansatze, diese NK-Alloreaktivitat noch besser zu
nutzen, besonders bei Patienten, die zum Zeitpunkt der Transplantation nicht in
Remission sind. Um schon bei der Transplantation Spender-NK-Zellen ko-
transfundieren zu konnen, werden die Stammzellen nicht positiv selektiert,
sondern es werden mittels CD3/CD19-gekoppelter magnetischer Microbeads
T- und B-Zellen aus dem Transplantat entfernt (M. Schumm et al., 2006).
Madglich ist auch eine Aufreinigung und Expansion von Spender-NK-Zellen ex
vivo, die dann zur Immuntherapie bei padiatrischen Patienten mit Leukamie bei
minimaler Resterkrankung verwendet werden konnen (U. Koehl et al., 2005).

Eine Schwierigkeit besteht allerdings darin, grole Mengen von NK-Zellen



herzustellen, damit auch mehrfache Infusionen maoglich sind. H. Fujisaki et al.
entwickelten eine Moglichkeit, NK-Zellen zu expandieren, indem sie mit einer
modifizierten K562-Zelllinie inkubiert wurden, die eine membrangebundene
Form von Interleukin 15 und dem 41BB Liganden besitzt (H. Fujisaki et al.,
2009). Die so expandierten NK-Zellen waren in der Lage, AML-Zellen in vitro
besser zu killen als unstimulierte oder IL2-stimulierte NK-Zellen und zeigten
auch im Mausmodell einen antileukamischen Effekt. Diese Therapiemoglichkeit
wird nun klinisch getestet.

Vielversprechend scheint auch der Einsatz von Zytokinen wie 1L12 und IL18 zu
sein. In vitro konnte gezeigt werden, dass NK-Zellen so stimuliert werden
konnen und damit auch eine Alloreaktivitat erreicht werden kann, wenn kein
mismatch vorliegt (W. Leung et al. 2004).

In jungster Zeit wurde auflierdem ein Antikorper entwickelt, der an KIR-
Rezeptoren bindet und ihr inhibitorisches Signal unterbindet (F. Romangé et al.,
2009). In vitro und im Mausmodell konnte dadurch ein besseres Killing von
autologen AML-Zellen erreicht werden. Diese positiven Ergebnisse ermdglichen

nun eine klinische Phase-I-Studie.

1.3 Struktur und Funktion von NK-Zellen

Die Naturlichen Killerzellen sind neben den T- und B-Zellen die dritte
eigenstandige Gruppe der Lymphozyten, gehdren aber zum angeborenen
Immunsystem. Sie sind unter normalen Bedingungen hauptsachlich im
peripheren Blut, in der Milz und im Knochenmark zu finden. Die Anzahl der NK-
Zellen im Blut liegt bei etwa 10-15% der peripher zirkulierenden Lymphozyten,
unterliegt aber sowohl starken interindividuellen Schwankungen wie auch einer
zirkadianen Rhythmik (P. Bourin et al., 1993). Korperliche Aktivitat, Stress- und
Entzindungsreaktionen beeinflussen ebenfalls die NK-Zell-Zahl.

Da NK-Zellen viele azurophile Granula im Zytoplasma besitzen, werden sie
auch als ,large granular lymphocytes® (LGL) bezeichnet. In der
Durchflusszytometrie bestitzen sie den Phanotyp CD56P°° CD3"°9,

Ihre Aufgabe im Immunsystem besteht darin, virusinfizierte Zellen und maligne

Zellen zu toten. Aullerdem spielen sie eine Rolle in der Immunregulation durch



Zytokinsekretion als Bindeglied zwischen dem angeborenen und adaptiven

Immunsystem.

1.3.1 NK-Zell-Rezeptoren

NK-Zellen besitzen eine Vielzahl inhibitorischer und aktivierender Rezeptoren
an ihrer Oberflache. Ob eine NK-Zelle aktiviert wird oder nicht, hangt davon ab,
ob die inhibitorischen oder die aktivierenden Signale die Oberhand gewinnen.
Dabei sind NK-Zellen nicht wie T-Zellen MHC-restringiert. Trotzdem besitzen
sie Rezeptoren, die MHC-Moleklle erkennen und vorwiegend inhibitorische
Signale Ubermitteln. Diese werden in zwei Familien eingeteilt: die
immunoglobulin-like superfamily mit den sogenannten KIR-Rezeptoren (killer
cell immunoglobulin-like receptors) und leukocyte immunoglobulin-like receptors
(LIR) oder auch immunoglobulin-like transkripts (ILT) und die C-type lectin
superfamily, zu der die CD94:NKG2A/C/E-Rezeptoren gehoren.
Unterschiedliche KIR-Rezeptoren erkennen verschiedenen Gruppen von HLA-
Molekulen: KIR2DL1 oder CD158a bindet an HLA-Molekile der C2-Gruppe
(HLA-Cw2, -Cw4, -Cw5, -Cw6), KIR2DL2 oder CD158b bindet an HLA-Molekdle
der C1-Gruppe (HLA-Cw1, -Cw3, -Cw7, -Cw8, -Cw9), KIR3DL1 oder CD158e
bindet an HLA-Bw4-Moleklle und KIR3DL2 bindet an HLA-A3/A11-Liganden
(M. W. Lowdell, 2003). Die Liganden flr ILT-Rezeptoren, z.B. ILT2 oder CD85j,
sind HLA-G-Molekulle, die zu den nichtklassischen HLA-Klasse-I-Molekullen
gehoren (J. LeMaoult et al., 2005). Ebenfalls zu den nichtklassischen HLA-
Klasse-I-Molekulen gehort HLA-E, das Peptide anderer eigener HLA-Klasse-I-
Molekule bindet. HLA-E ist der Ligand fur den CD94:NKG2A/C/E-Rezeptoren-
Komplex (V. M. Braud et al., 1998). Wichtig dabei ist, dass nicht alle NK-Zellen
alle Rezeptoren gleichzeitig exprimieren.

Die Reifung der NK-Zellen beinhaltet das sogenannte ,licensing®: Erst durch
den Kontakt mit kérpereigenen MHC-I-Molekilen, die an Rezeptoren auf der
NK-Zelle binden, werden NK-Zellen kompetent (S. Kim et al., 2005). NK-Zellen
ohne Rezeptoren fur kérpereigene HLA-Molekule besitzen dagegen nur eine
geringe funktionelle Aktivitat. So wird erreicht, dass NK-Zellen tolerant

gegenuber korpereigenen Zellen sind.



Virusinfizierte und maligne Zellen kénnen von NK-Zellen deshalb gekillt werden,
weil sie ihre HLA-Expression herunterregulieren. So sind keine Liganden flr die
KIR-Rezeptoren vorhanden, die inhibitorischen Signale bleiben aus und die NK-
Zelle wird aktiv. Dies wird als ,missing self‘ bezeichnet und wurde 1986 von K.
Karre et al. erstmals postuliert. Bei einer haploidenten Stammzell-
transplantation, bei der die NK-Zellen einen KIR exprimieren, fur den es keinen
HLA-Ligand auf den leukamischen Blasten gibt, fihrt dies dazu, dass die
Spender-NK-Zellen leukamische Blasten lysieren kdnnen (siehe oben).

Inzwischen konnten genauere Erkenntnisse Uber die Funktion der
unterschiedlichen KIR-Rezeptoren gewonnen werden. So konnte gezeigt
werden, dass die aktivierende Form des KIR-Rezeptors fur die HLA-C2-Gruppe,
KIR2DS1, eine wichtige Rolle spielen kann. Wahrend CD158a”*° NK-Zellen
C1/C1-Blasten gut killen konnten, besalen CD158bP°® NK-Zellen nur eine
geringe Alloreaktivitat gegenuber C2/C2-Blasten — nur NK-Zellen, die den
aktivierenden Rezeptor KIR2DS1 exprimierten, lysierten die C2/C2-Blasten (D.
Pende et al., 2009). B. Foley et al. konnten zeigen, dass die KIR2DS1-
vermittelte Aktivierung starker ist als die inhibitorischen Signale, die Uber den
NKG2A-Rezeptor vermittelt werden (B. Foley et al., 2008). Dies wiurde
bedeuten, dass Spender, die fur HLA-C1 homozygot sind, nicht nur alloreaktive
NK-Zellen besitzen, die Blasten aufgrund des missing self erkennen (also
C2/C2-Blasten), sondern auch alloreaktive NK-Zellen gegenuber C1/C2-
heterozygoten Blasten. Alle dieses Erkenntnisse kdnnen fir die Suche nach

dem am besten geeigneten Spender wertvoll sein.

Abgesehen von den oben beschriebenen Rezeptoren fir MHC-I-Molekile
besitzen NK-Zellen noch eine Vielzahl anderer, hauptsachlich aktivierender
Rezeptoren. Die Liganden dafur sind in vielen Fallen noch unbekannt, man geht
jedoch davon aus, dass sie z.B. von Tumorzellen exprimiert werden. Wenn
diese keine Liganden flr die inhibitorischen Rezeptoren besitzen, sorgt die
Bindung an die aktivierenden Rezeptoren auf der NK-Zelle daflir, dass sie
lysiert werden kdnnen.

Die drei Rezeptoren NKp30, NKp44 und NKp46 werden zusammengefasst



unter dem Begriff NCR (natural cytotoxicity receptors). Sie sind spezifisch fur
NK-Zellen. Ihre Expressionsdichte steht in gegenseitigem Zusammenhang und
korreliert mit der Hohe der zytolytischen Aktivitat der NK-Zelle (S. Sivori et al.,
2000). NKp30 wird von allen ruhenden und aktivierten NK-Zellen exprimiert und
ist fur manche Tumorzellen der wichtigste aktivierende Rezeptor, meist aber
zusammen mit den anderen NCRs verantwortlich fir die Aktivierung der NK-
Zelle (D. Pende et al., 1999). NKp44 wird nur von IL2-stimulierten NK-Zellen
exprimiert. Dies mag zum Teil die erhdhte Fahigkeit dieser Zellen zur Lyse von
Tumorzellen erklaren. Mit Blockierungsversuchen konnte auch fir diesen
Rezeptor eine wichtige Rolle in der Interaktion mit Tumorzellen aufgezeigt
werden, zusammen mit NKp46 (M. Vitale et al., 1998). NKp46 wiederum wird
von allen ruhenden und aktivierten NK-Zellen exprimiert. Eine Bindung an
diesen Rezeptor erzeugt ein starkes Signal fur die zytolytische Aktivitat, das
jedoch durch eine Bindung an einen inhibitorischen Rezeptor wie NKG2A
wieder herunterreguliert wird (S. Sivori et al., 1997).

Ein weiterer aktivierender Rezeptor ist NKG2D. Dieser ist allerdings nicht
spezifisch fur NK-Zellen, sondern wird auch von T-Zellen und Makrophagen
exprimiert. Er spielt eine wichtige Rolle in der NK-vermittelten Immunitat
gegenuber virusinfizierten und malignen Zellen. Die aktivierenden Signale, die
er vermittelt, konnen die inhibitorischen Signale der MHC-I-Rezeptoren
uberwiegen und machen ihn so zu einem entscheidenden Weichensteller. Die
Liganden fur NKG2D sind verschiedene Stress-induzierte Molekile wie MICA,
MICB und die ULBP-Familie (P. Obeidy et al., 2009)

Auch CDG69 ist nicht spezifisch fur NK-Zellen. Diese exprimieren CD69 nach
Aktivierung z.B. durch IL2. Mittels eines Antikdrpers gegen CD69 konnte
gezeigt werden, dass die Bindung an diesen Rezeptor die zytolytische Aktivitat
von NK-Zellen triggert (A. Moretta et al., 1991).

Zuletzt soll noch auf das Oberflachenantigen CD16 eingegangen werden, das
eine wichtige Rolle spielt. Es ist der niedrig affine IgG-Rezeptor FcyRIIl und
bindet an die konstante Region bestimmter Antikérper. Uber diesen Rezeptor

wird die Antikorper-abhangige Zytotoxizitat (ADCC, antibody-dependent cell-



mediated cytotoxicity) vermittelt. So besitzen NK-Zellen neben der natlrlichen
Zytotoxizitat, die Uber oben genannte Rezeptoren gesteuert wird, einen
alternativen Mechanismus zur Zell-Erkennung und -Lyse. Zellen, die Uber den
missing self-Mechanismus nicht erkannt worden waren, auf deren Oberflache
aber entsprechende Antikorper gebunden sind, kénnen Uber den CD16-

Rezeptor erkannt werden und die Lyse wird eingeleitet.

1.3.2 Mechanismus des Killings

Anhnlich wie CD8-positive zytotoxische T-Zellen kénnen NK-Zellen Uber zwei
Wege eine Targetzelle lysieren: zum Einen durch Bindung an den Fas-
Liganden (Fas-L), zum Anderen durch Exozytose zytotoxischer Granula.
Exprimiert eine Zelle das Fas-Molekul (APO-1, CD95), bindet dieses an Fas-L
und I6st damit in der Targetzelle die Aktivierung von Enzymen aus, die zur
Apoptose fuhren. Der andere Mechanismus wird nach Erkennung einer
Targetzelle Uber einen Ca?*-Einstrom eingeleitet. Es kommt dann zu einer
Fusionierung der zytoplasmatischen Granula mit der Zellmembran und zur
Freisetzung ihres Inhalts. Dieser besteht aus Proteasen (Granzym) und
Perforin, ein Molekul, das dazu fuhrt, dass in der Membran der Zielzelle Poren
entstehen. Durch diese Poren kann Granzym in die Zielzelle gelangen und dort
die Apoptose induzierten; au’erdem kommt es durch einen Ladungs- und
Wasserausgleich Uber diese Poren ebenfalls zur Zerstorung der Zielzelle. In der
Membran dieser Granula befindet sich das Molekil CD107a oder h-LAMP1
(lysosome-associated membrane protein). Durch Fusionierung der Granula mit
der Zellmembran kommt dieses Molekll an die Oberflache und kann nun als
funktioneller Marker fur die zytotoxische Aktivitat der NK-Zelle dienen (G. Alter
et al., 2004).

Wahrend der Lyse einer Targetzelle setzen NK-Zellen au3erdem verschiedene
Zytokine frei und nehmen so Einfluss auf die Immunantwort. Zu nennen sind
dabei TNF-qa, Interferon-y, verschiedenen Interleukine (IL1, IL3, IL4, IL6) und
auch GM-CSF, TGF-B und IFN-a. Uber diese Signalstoffe wird die Aktivitat von
T-Zellen, Monozyten und Granulozyten reguliert und so die Immunantwort

optimiert und koordiniert.
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1.4 Fragestellung

NK-Zellen sind eine heterogene Zellpopulation und besitzen eine Vielzahl
inhibitorischer und aktivierender Rezeptoren. Ziel dieser Arbeit war es, NK-Zell-
Populationen zu definieren, die eine besonders gute Fahigkeit zur Targetzell-
Lyse besitzen. Dazu wurden NK-Zellen gesunder Spender mit Targetzellen
(Zelllinien und Blasten) inkubiert und die aktiven NK-Zellen mittels des
Oberflachenmolekuls CD107a identifiziert. Mithilfe durchflusszytometrischer
Untersuchungen konnte dann die Expression von weiteren Rezeptoren

untersucht und so die aktiven NK-Zellen charakterisiert werden.

2 Material und Methoden

2.1 Allgemeine Materialien und Stammldsungen

Sterile Werkband Hera safe (Heraus)
Brutschrank Hera cell (Heraus)
Laborzentrifungen:
Rotixa 50 RS (Hettich)
Rotixa RP (Hettich)
Cellcounter Advia 120 (Bayer)
Vortexer VF 2 (Janke & Kunkel)
Pipettiergerat Pipettboy (Tecnomara)
Verstellbare Pipetten (Pipetman) (Gilson)
Lichtmikroskop (Zeiss)
Sterile Plastikpipetten (1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml) (Costar)
Pipettenspitzen (Gilson)
Zellkulturflasche 75 cm?, 250 ml (greiner bio, CELLSTAR®)
Cell Scraper (Corning Incorporated costar®)
Falcon-Rohrchen (PP-Test tubes) 15 und 50 ml (greiner bio, CELLSTAR®)
Eppendorf Tubes (Safe-Lock Tubes) 1,5 ml (Eppendorf)
Handschuhe (Safeskin)
Spritzen, steril, 10 ml, 20 ml, 50 ml (Braun)

Injectomat®-Spritze 50 ml (Fresenius Kabi)

11



Butterfly 21 (Abbott)

Kanulen Sterican®, 20G, 22G, 24G (Braun)

Neubauer Zahlkammer (Brandt)

Deckglas (Menzel)

Trypanblau (0,4%) (Sigma)

Trypsin/EDTA Solution (Biochrom)

G418-BC Sulfate powder substance (verdunnt in PBS 5 mg/ml) (Biochrom)
Analyserohrchen fur die FACS-Analyse 5ml, Rundboden (Becton Dickinson)

Stammldsung A: MACS-Puffer
e 500 ml Phosphat Buffered Saline (PBS) (Gibco)
e 10,6 ml EDTA (250mM) (Universitatsapotheke)
e 10 ml Humanalbumin 20% (DRK Baden-Wurttemberg)

Stammldsung B: FACS-Puffer (Becton Dickinson)

Stammldsung C: Medium
e 500 ml RPMI 1640 (Biochrom)
e 50 ml Fetal Bovine Serum (FBS) (PAA Laboratories)
¢ 10 ml Hepes-Buffer 1M (Biochrom)
e 5 ml L-Glutamin (200 mM) (Biochrom)
e 5 ml Penicillin(10000 U)/Streptomycin(10 mg/ml) (Biochrom)

Stammldsung D: Medium (fur Zelllinie Sk-N-Be)
e 250 ml Ham’s F-12 (Lonza)
e 250 ml EMEM (Lonza)
e 50 ml Fetal Bovine Serum (FBS) (PAA Laboratories)
e 2,5 ml L-Glutamin (200 mM) (Biochrom)
e 5 ml Penicillin (10000 U) / Streptomycin (10 mg/ml) (Biochrom)
e 2,5 ml NEA (Biochrom)

e 2,5 ml Natriumpyruvat (Biochrom)
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2.2 Gewinnung der NK-Zellen

2.2.1 Isolierung der NK-Zellen

2.2.1.1 Hintergrundinformationen

Da periphere mononukleare Zellen (PMNC) eine geringere Dichte aufweisen als
Erythrozyten und  Granulozyten, lassen sie sich durch eine
Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll-Hypaque von den anderen Blutzellen
trennen. Dabei sammeln sich PMNC und Thrombozyten auf der Ficollschicht
an, wahrend die Erythrozyten und Granulozyten sich am Boden absetzen. Die

PMNC wurden aus heparinisiertem Vollblut freiwilliger Spender gewonnen.

2.2.1.2 Materialien

Peripheres Vollblut freiwilliger Spender
Heparin-Natrium-25000 ratiopharm®
Ficoll (Seromed)

Phosphat Buffered Saline (PBS) (Gibco)

2.2.1.3 Durchfuhrung

1. Heparinisiertes Vollblut wurde im Verhaltnis 1:1 mit PBS verdinnt. 25 ml
Ficoll-Hypaque wurden in einem 50 ml Roéhrchen vorgelegt, danach
wurden vorsichtig 25 ml des verdunnten Vollblutes aufgeschichtet.

2. Die Rohrchen wurden 30 min bei Raumtemperatur mit 400 g, einer
Anlaufzeit von 100 s und der Bremseinstellung 0 zentrifugiert.

3. Nachdem die obere Schicht (Plasma und Thrombozyten) mit einer sterilen
Pipette entfernt worden war, wurde die Schicht, welche die PMNC enthielt,
mit einer weiteren sterilen Pipette abgesaugt und in ein 50 ml-Réhrchen
uberfuhrt.

4. Dies wurde mit PBS aufgefullt und 10 min mit 300 g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt, das Zellpellet resuspendiert und mit MACS-
Puffer aufgeflllt. Ein weiteres Mal wurde zentrifugiert (10 min, 300 g).

5. Der Uberstand aller Roéhrchen wurde abgesaugt, die Zellpellets

resuspendiert und alle in ein 15 ml-Rohrchen Uberfuhrt. Dieses wurde mit

13



mindestens 10 ml MACS-Puffer aufgeflllt. Zur Bestimmung der Zellzahl
wurden 400 bis 500 pl entnommen, der Rest erneut bei 300 g 10 min

zentrifugiert.
2.2.2 Anreicherung der NK-Zellen

2.2.2.1 Hintergrundinformationen

Die Anreicherung bestimmter Zellen mittels MACS (,Magnetic-activated cell
sorting“) basiert auf der Markierung charakteristischer Epitope auf diesen Zellen
mit monoklonalen Antikorpern, die mit magnetischen Eisenoxid-Partikeln
konjugiert sind. So werden zur Gewinnung von NK-Zellen CD56-Microbeads
eingesetzt. Durch das starke Magnetfeld, in dem sich eine Trennsaule mit
paramagnetischer Eisenmatrix befindet, werden die markierten Zellen beim
Durchlauf durch die Saule aufgehalten, wahrend die unmarkierten Zellen der
Zellsuspension die Trennsaule passieren. Die markierten Zellen lassen sich
anschlieRend, nach Entfernung der Saule aus dem Magnetfeld, als

Positivfraktion eluieren.

2.2.2.2 Materialien

MACS Magnetic Cell Separator (Miltenyi Biotec)
Separationssaule Typ LS™ (Miltenyi Biotec)
Stammldsung A

CD56-Microbeads (Miltenyi Biotec)

IL2 Proleukin S 1 mg (Chiron GmbH)

2.2.2.3 Durchfuhrung

1. Das Zellpellet aus PMNC wurde in Stammlésung B geldst und auf eine
Dichte von 100 mio Zellen pro ml eingestellit.

2. Es folgte die Zugabe von CD56-Microbeads (200ul/ml Zellsuspension) und
eine 30minutige Inkubation bei ca. 4°C auf einem Schuttler.

3. Die Zellen wurden mit MACS-Puffer 10 min mit 300 g zentrifugiert und
anschlie3end in 7 ml Puffer resuspendiert.

4. Wahrenddessen wurde eine Trennsaule im Magnetfeld befestigt und mit
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2.3

10 ml MACS-Puffer gespdilt.

Nun lie® man die Zellsuspension vollstandig durch die Saule laufen.

Um unmarkierte Zellen aus der Saule zu entfernen, wurde sie drei Mal mit
3 ml Puffer gespult.

AnschlielRend wurde die Saule aus dem Magnetfeld entfernt und die Zellen
wurden herausgesplult. Dies geschah mit Hilfe eines Stempels, mit dem
zwei Mal 7 ml Puffer schnell durch die Saule gedruckt wurden.

Das Eluat wurde 10 min bei 300 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgezogen, das Pellet mit Stammlésung C resuspendiert und nochmals
zentrifugiert; wahrenddessen wurde die Zellzahl bestimmt.

Nach Entfernen des Uberstandes wurden die Zellen in Stammlésung C
resuspendiert und auf 1 mio Zellen pro ml eingestellt. Der Halfte der
Zellsuspension wurde IL2 zugegeben in der Konzentration 1000 IE/ml. Die
Zellen konnten dann im Brutschrank bis zur ihrer Verwendung ein bis zwei

Tage aufbewahrt werden.

Targetzellen

2.3.1 Zellkulturen

Es wurden folgende Zelllinien verwendet:

K562 (eine hdchst undifferenzierte menschliche Erythroleukamie-
Zelllinie, die keine MHC-Klasse |-Molekule exprimiert und als typische
NK-sensitive Targetzelle qilt)

Sk-N-Be (eine Neuroblastom-Zelllinie)

die Cw3/Cw4-Transfektanten einer EBV-transformierten Zelllinie,
LCL721.221.Cw3 und LCL721.221.Cw4 (diese besitzen ein Gen fur Cw3
bzw. Cw4 auf einem Plasmid, das mit einer G418-Resistenz gekoppelt
ist)

Die Zelllinien wurden Uber die Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen GmbH, Braunschweig, bezogen. Fur die Zelllinie K562 sowie fur die
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Transfektanten wurde als Medium Stammlésung C verwendet, fur die Zelllinie
Sk-N-Be Stammldésung D. Den Cw3/Cw4-Zellkulturen wurde auflerdem G418
zugesetzt, um die Zellen zu vernichten, die kein Cw3 bzw. Cw4 exprimieren.
Alle Zellkulturen wurden alle 2-3 Tage umgesetzt, dafir wurde bei den
Transfektanten und der Sk-N-Be-Kultur ein Zellschaber oder Trypsin verwendet,

um die adharenten Zellen vom Boden der Kulturflasche zu losen.

2.3.2 Blasten

Es wurden kryokonservierte ALL-Blasten aus dem Knochenmark von
padiatrischen Patienten der Uniklink Tubingen verwendet. Sie wurden nach
dem Auftauen rasch mit PBS verdinnt. Nach zweimaligem Waschen (mit PBS,
Zentrifugenprogramm 3) wurden sie in Stammlosung C aufgenommen und

sofort weiter verwendet.
2.4 CD107a-Assay

2.4.1 Hintergrundinformationen

NK-Zellen enthalten intrazellulare Vesikel mit Perforin und Granzym. Dieses
wird freigesetzt, um Targetzellen zu lysieren. Dabei verschmilzt die Membran
der Vesikel mit der Zellmembran. CD107a oder auch LAMP-1 (lysosomal-
associated membrane protein-1), das in der Vesikelmembran enthalten ist, wird
nun an der Zelloberflache exprimiert. Die CD107a-Expression korreliert mit der
Zytokin-Sekretion und der Lyse von Targetzellen und ist ein sensitiver Marker
fur die Aktivierung von NK-Zellen (G. Alter et al., 2004; O. Penack et al., 2005).
Nach der Inkubation mit Targetzellen, z.B. K562, bei der auch ein
fluoreszenzmarkierter Antikorper gegen CD107a zugegeben wird, kann die
CD107a-Expression der aktivierten NK-Zellen mittels FACS-Analyse sichtbar
gemacht werden. Dabei konnen dann (gleichzeitig auch andere
Oberflachenmolekule markiert und analysiert werden. So kann die
unterschiedliche CD107a-Expression von NK-Subpopulationen bestimmt

werden.
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2.4.2 Materialien

Mikrotiterplatte, U-Form, 96 Kavitaten (Greiner)

PE- und PE-Cy5 Mouse Anti-Human CD107a (BD Pharmingen)

Monensin sodium salt 90-95%TLC, verdunnt auf 2 mM in 100% Ethanol
(Sigma)

2.4.3 Durchfihrung

1. Die Target- und Effektorzellen wurden auf eine Dichte von 2 mio Zellen pro
ml Medium (Stammldsung C) eingestellt.
Pro well wurden 15 pl der CD107a-Antikorper vorgelegt.
In jedes well wurden je 100 pl der Suspension der Target- und
Effektorzellen pipettiert, auRerdem flr die Kontrollen jeweils 100 ul Target-
oder Effektorzellen alleine mit 100 pyl Medium.

4. Nach einer Stunde Inkubation bei 37 °C wurde pro well 5 pyl Monensin
zugeflgt, dann wurden die Zellen zwei weitere Stunden inkubiert.

5. Der Inhalt jedes wells wurde in je ein FACS-Analyse-Réhrchen Uberfuhrt,
mit FACS-Puffer aufgefullt und bei 300 g 10 min zentrifugiert.

6. Nach Abkippen des Uberstandes wurde der Inhalt der Réhrchen zu den

bereits vorgelegten FACS-Antikérpern hinzugefugt.
2.5 Durchflusszytometrie

2.5.1 Hintergrundinformationen

Mit der Methode der Durchflusszytometrie oder FACS-Analyse kénnen die
Zellen einer Suspension auf Einzelzellebene hinsichtlich physikalischer und
chemischer Eigenschaften untersucht werden. Dazu wird die Lichtstreuung
analysiert und es kénnen Oberflachenmolekile mittels fluoreszenzmarkierter
Antikorper sichtbar gemacht werden.

Zur Messung wird die Zellsuspension mit Uberdruck durch eine Stahlkapillare
angesaugt, durch eine Messklvette geleitet und beim Eintritt in die
Messkammer stark beschleunigt, so dass die Zellen einzeln aneinandergereiht

den Laserstrahl passieren (hydrodynamische Fokussierung). Nun werden die
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Streuungseffekte und die Fluoreszenz der verwendeten Antikorper detektiert.
Zelleigenschaften, welche die Lichtstreuung beeinflussen, sind die ZellgroRde,
die Struktur der Zellmembran und intrazellulare Bestandteile. Dabei ist das
Vorwartsstreulicht (forward light scatter, FSC) ein Mal} fur die Zellgréoke und
das Seitwartsstreulicht (side scatter, SSC) ein Mal fir die intrazellulare
Granularitat. Wenn nun SSC gegen FSC dargestellt wird, ergibt sich eine
charakteristische Aufteilung der Blutzellen, in der Lymphozyten von Monozyten
und Granulozyten abgegrenzt werden kdnnen.

Zur Darstellung von Oberflachenmolekilen und zur immunologischen
Phanotypisierung werden die Zellen mit monoklonalen Antikorpern inkubiert, an
die fluoreszierende Farbstoffe gekoppelt sind. Beim Passieren des Laserstrahls
werden die Farbstoffe angeregt und die emittierte Fluoreszenz wird detektiert.
Auf einer Zelle kbnnen mit einer geeigneten Farbstoffkombination gleichzeitig
mehrere Antigene dargestellt werden. Es ist jedoch zu beachten, dass Zellen
auch ohne Anfarbung eine gewisse Autofluoreszenz zeigen. Deshalb wird zu
Beginn eine Kontrollmessung unmarkierter Zellen durchgefuhrt und festgelegt,

ab welcher Fluoreszenzintensitat eine Zelle als positiv gilt.

2.5.2 Materialien

FACSCalibur (Becton Dickinson)

Angeschlossene Hardware (Apple)
Auswertungsprogramm CellQuest (Becton Dickinson)
Monoklonale Antikorper:

Kontrollantikérper FITC, PE, PerCP, APC (Becton Dickinson)
CD3 APC (Becton Dickinson)

CD16 PE (Becton Dickinson)

CD56 FITC, APC (Becton Dickinson)

CD69 FITC (BD Biosciences)

CD85j/ILT2 PE (Beckman Coulter)

CD107a PE, PeCy5 (BD Pharmingen)

CD158a FITC, PE (Miltenyi Biotec)

CD158b FITC, PE (Miltenyi Biotec)
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CD158e / NKB1 FITC, PE (BD Pharmingen)
CD159a / NKG2A PE (Beckman Coulter)
NKp30 PE (Beckman Coulter)

NKp44 PE (Beckman Coulter)

NKp46 PE (Beckman Coulter)

NKG2D APC (Miltenyi Biotec)

2.5.3 Durchfiihrung

1.

Die Zellsuspension, die untersucht werden sollte, wurde auf die
Konzentration 1 mio/ml eingestellt.

In der gewlinschten Kombination wurden jeweils 5 ul der fluoreszierenden
monoklonalen Antikorper in Rohrchen vorgelegt und 100 ul Zellsuspension
zugegeben.

Die Proben wurden mittels Vortexer geschittelt und 30 min im
Kuhlschrank inkubiert.

Die Rohrchen wurden mit Stammlosung B aufgefullt, bei 400 g 10 min bei
10°C zentrifugiert und dekantiert. Die Zellen wurden resuspendiert und
konnten im Kuhlschrank unter Lichtabschluss einen Tag bis zur Messung
aufbewahrt werden.

Zu Beginn der Messung am Durchflusszytometer FACSCalibur wurden die
Messeinstellungen anhand der Kontrollen angepasst. Dazu wurden die
Verstarkerspannungen fur FSC und SSC so eingestellt, dass in der
Darstellung SSC gegen FSC die charakteristische Zellverteilung zustande
kommt. Nun konnte um die Lymphozyten ein Gate gesetzt werden, so
dass nur diese Zellen in einem weiteren Diagramm dargestellt wurden.

Die Verstarkerspannungen der anderen Messkanale wurden so eingestellt,
dass sich bei den Kontrollfarbungen die Zellen im jeweiligen Kanal
zwischen 10° und 10" der Fluoreszenzskala befinden.

Nun wurden die Proben gemessen.

Es schloss sich die Auswertung mit Hilfe der Software CellQuest an. Dazu
wurde zunachst ein Gate um die Lymphozytenpopulation gesetzt. Diese

Zellen wurden nun in weiteren Diagrammen hinsichtlich ihrer Fluoreszenz
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dargestellt, und zwar wurden immer 2zwei Kanale gegeneinander
aufgetragen. Von der Software wurden die absoluten und relativen
Haufigkeiten der Zellen automatisch berechnet. Aullerdem konnte ein
Quadrant gesetzt werden, der die Zellen in doppelt negativ, einfach positiv
und doppelt positiv einteilt, und es konnten weitere Gates gesetzt werden,

um die zu untersuchenden Zellen weiter einzugrenzen.
2.6 Quantitative Durchflusszytometrie

2.6.1 Hintergrundinformationen

Mit Hilfe der quantitativen Durchflusszytometrie wird untersucht, wieviel des
jeweiligen Antigens pro Zelle exprimiert wird. Dazu dient die
Fluoreszenzintensitat als Mal fir die Anzahl der gebundenen Antikdrper. Um
eine genaue Aussage treffen zu konnen, werden Referenzproben gemessen,
deren Antigenexpressionsdichte bekannt ist, und die zu untersuchenden
Proben dann in Relation dazu gesetzt. Das Qifikit von Dako enthalt solche
Referenzproben, und zwar Beads mit einer definierten Menge eines
Mausantikorper, die mit einem Sekundarantikorper — FITC-markierte Ziege-anti-
Maus-Antikorper — markiert sind. Diese heilden Calibration Beads und es gibt
davon in einem Kit funf verschiedene Beads mit unterschiedlicher
Antikorperdichte. AuRRerdem enthalt das Kit Set-Up-Beads, das sind
unmarkierte Beads und Beads mit einer hohen Zahl an Mausantikoérpern. Sie
dienen zur Einstellung der Verstarkungen des FACS-Gerates. Die zu
untersuchenden Zellen werden vor der Messung mit einem gegen das
entsprechende Antigen gerichteten Mausantikdrper inkubiert und anschliel3end
mit dem gleichen Sekundarantikérper markiert, der auch bei den Beads
verwendet wurde. Um die HLA-Klasse-I-Expression zu bestimmen, wurde in
dieser Arbeit als Primarantikorper ein unmarkierter W6/32-Antikorper der Firma

Dako verwendet.

2.6.2 Materialien
FACSCalibur (Becton Dickinson)

Angeschlossene Hardware (Apple)
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Auswertungsprogramm CellQuest (Becton Dickinson)
Quifikit (Dako)
HLA-ABC-Antikorper W6/32 unmarkiert (Dako)

2.6.3 Durchfuhrung

1.

10.

Die Zellsuspension wurde auf eine Konzentration von 1 Mio Zelllen pro ml
eingestellt.

5 pl Kontrollantikdrper und 20 pl Anti-HLA-I-Antikdrper wurden jeweils in
ein Probenrdhrchen pipettiert. Je 100 pl der Zellsuspension wurde
dazugegeben, die Rdérchen wurden auf dem Vortexer geschuttelt und
anschlieend 30 min im Kuhlschrank inkubiert.

Nach der Inkubation wurden die Rohrchen mit Stammlésung A aufgefullt
und 5 min bei 300 g zentrifugiert und dekantiert.

50 ul Set-Up-Beads und Calibration-Beads wurden in je ein Rdhrchen
pipettiert.

Alle Rohrchen wurden mit Stammldsung A aufgefullt und nochmals wie bei
3. gewaschen.

In jedes Réhrchen wurden 10 ul des Sekundarantikérpers zugegeben, der
vorher 1:100 mit Stammldsung A verdunnt wurde, geschittelt und 30 min
im Kuhlschrank inkubiert.

Nach Auffullen mit Stamml6sung B wurden die Rohrchen 10 min bei 400 g
zentrifugiert, dekantiert und resuspendiert. Sie konnten nun gemessen
werden.

Zunachst wurde die Verstarkung des FITC-Kanals mit den Set-Up-Beads
eingestellt, so dass im Histogramm die unmarkierten Beads sich im
Bereich zwischen 10° und 10" befanden und die hochmarkierten Beads
noch gut darstellbar waren.

Mit dieser Einstellung wurden jetzt die Calibration-Beads und die Zellen
gemessen. Die Verstarkerspannung fur den Side Scatter konnte
gegebenenfalls angepasst werden.

Die Auswertung erfolgte anhand eines Histogramms, in dem die

Messergebnisse dargestellt wurden. Zunachst wurden die geometrischen
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11.

Mittel der Fluoreszenzintensitat der funf Calibration-Beads-Populationen
bestimmt. In einer Excel-Tabelle wurden die Werte den auf der
Packungsbeilage  angegebenen  Werte fur die  Antigendichte
gegenubergestellt. Daraus wurde nun ein Diagramm mit einer
Ausgleichsgeraden erstellt und die Formel ermittelt, mit der von der
Fluoreszenzintensitat auf die Antigendichte geschlossen werden kann.

Die Werte fur die Antigendichte der Proben konnten nun anhand des
geometrischen Mittels ihrer Fluoreszenzintensitat aus dem Histogramm
rechnerisch ermittelt werden. Vom errechneten Wert musste noch die
ermittelte Anzahl der Oberflachenmolekile der Negativkontrolle
abgezogen werden, die durch Eigenfluoreszenz und unspezifisch

gebundenen Kontrollantikdrper zustande kommt.
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3 Ergebnisse

3.1 Vergleich der CD107a-Expression bei
unterschiedlichen Target-Zellen

Die CD107a-Expression von NK-Zellen ist ein Mal} fir ihre Aktivierung zur Lyse
von Targetzellen. Die NK-Zellen, von denen die Halfte zuvor mit IL2 stimuliert
wurde, wurden mit Targetzellen inkubiert. Zu dem Ansatz wurde aulderdem ein
fluoreszenzmarkierter CD107a-Antikdrper zugegeben. So konnte nach der
Inkubationszeit die CD107a-Expression mittels FACS-Analyse bestimmt
werden.

Zunachst soll die CD107a-Expression der NK-Zellen bei unterschiedlichen
Targetzellen beschrieben werden. Es wurden die Zelllinien K562 und Sk-N-Be
verwendet, auBerdem Transfektanten, die Cw3 bzw. Cw4 exprimieren und
verschiedene ALL-Blasten. Die Werte stellen Mittelwerte der einzelnen

Messungen dar.

3.1.1 Versuche mit K562
Nach der Inkubation mit K562-Zellen zeigte die Gesamtpopulation der NK-

Zellen bei allen funf Versuchen (mit Spender 1, 2, 3, 6 und 8) einen Anstieg der
CD107a-Expression. Dabei war der Unterschied der CD107a-Expression
zwischen NK-Zellen, die ohne und denen, die mit Targets inkubiert worden
waren, bei den zuvor IL2-stimulierten NK-Zellen deutlich hdher. Allgemein
zeigten die IL2-stimulierten NK-Zellen eine héhere CD107a-Expression im

Vergleich zu den unstimulierten Zellen.
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Abbildung 1

NK (Spender 1, 2, 3, 6, 8) + K562

Prozent CD107a-positive in Gesamtpopulation
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Spender 1 Spender 2 Spender 3 Spender 6 Spender 8
1: unstimulierte NK-Zellen ohne Targets 3: IL2-stimulierte NK-Zellen ohne Targets
2: unstimulierte NK-Zellen mit Targets 4: IL2-stimulierte NK-Zellen mit Targets

(zu Abb. 1: Die Standardabweichungen fir die jeweiligen Mittelwerte im Schaubild betragen:
Spender 1: 4,92+/-0,31% und 27,51+/-1,47%; Spender 2: 5,42+/-0,76% und 20,72+/-2,88%;
Spender 3: 3,81+/-0,46% und 39,06+/-1,96%; Spender 6: 10,01+/-0,00% und 36,67+/-0,00%;
Spender 8: 3,93+/-0,00% und 42,05+/-3,88%)

3.1.2 Versuche mit Sk-N-Be

Bei den Versuchen, bei denen die NK-Zellen der oben genannten Spender mit
Sk-N-Be-Targets inkubiert worden waren, zeigte sich ein uneinheitlicheres Bild.
Auch hier zeigte sich zwar eine hohere CD107a-Expression der IL2-stimulierten
NK-Zellen allgemein und bei den IL2-stimulierten Zellen stieg die CD107a-
Expression nach Inkubation mit den Targets stets an, wenngleich auch nicht auf
so hohe Werte wie bei den K562-Targets und mit geringerem Unterschied. Eine
Sonderstellung nahmen die NK-Zellen von Spender 6 ein, hier stieg die
CD107a-Expression sehr stark an. Bei den unstimulierten NK-Zellen jedoch
waren die Unterschiede teilweise sehr klein und in zwei von funf Fallen war die
CD107a-Expression der Zellen, die mit Targets inkubiert worden waren, sogar

niedriger.
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Abbildung 2

NK (Spender 1, 2, 3, 6, 8) + Sk-N-Be

Prozent CD107a-positive in Gesamtpopulation
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Spender 1 Spender 2 Spender 3 Spenafer 6 Spender 8
1: unstimulierte NK-Zellen ohne Targets 3: IL2-stimulierte NK-Zellen ohne Targets
2: unstimulierte NK-Zellen mit Targets 4: |IL2-stimulierte NK-Zellen mit Targets

(zu Abb. 2: Die Standardabweichungen fir die jeweiligen Mittelwerte im Schaubild betragen:
Spender 1: 1,414/-0,31% und 5,50+/-0,42%; Spender 2: 2,89+/-1,13% und 14,57+/-4,30%;
Spender 3: 1,44+/-0,41% und 7,27+/-0,99%; Spender 6: 2,90+/-1,01% und 20,69+/-2,61%;
Spender 8: 2,08+/-0,31% und 6,96+/-1,37%)

3.1.3 Versuche mit Transfektanten

Bei den Versuchen der NK-Zellen von Spender 2, 4, 5, 6 und 7 mit den
Transfektanten wiesen die IL2-stimulierten NK-Zellen ebenfalls eine hohere
CD107a-Expression im Vergleich zu den unstimulierten Zellen auf. Die IL2-
stimulierten NK-Zellen zeigten nach der Inkubation mit Targets auch eine
hohere CD107a-Expression. Die Differenz unterlag allerdings grolieren
Schwankungen. Bei den unstimulierten NK-Zellen waren die Unterschiede
zwischen den mit und ohne Targets inkubierten NK-Zellen sehr gering, teilweise

war die CD107a-Expression der ohne Targets inkubierten NK-Zellen héher.
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Abbildung 3

NK (Spender 2, 4, 5, 6, 7) + Cw 3-Transfektanten
Prozent CD107a-positive in Gesamtpopulation
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1: unstimulierte NK-Zellen ohne Targets 3: IL2-stimulierte NK-Zellen ohne Targets
2: unstimulierte NK-Zellen mit Targets 4: |IL2-stimulierte NK-Zellen mit Targets

(zu Abb. 3: Die Standardabweichungen fur die jeweiligen Mittelwerte im Schaubild betragen:
Spender 2: 1,40+/-0,11% und 9,65+/-2,05%; Spender 4: 1,35+/-0,12% und 19,26+/-3,37%;
Spender 5: 2,16+/-0,32% und 22,34+/-2,10%; Spender 6: 2,00+/-0,28% und 11,21+/-0,69%;
Spender 7: 1,40+/-0,13% und 17,14+/-0,75%)

Abbildung 4
NK (Spender 2 ,4, 5, 6, 7) + Cw 4-Transfektanten
Prozent CD107a-positive in Gesamtpopulation
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1: unstimulierte NK-Zellen ohne Targets 3: IL2-stimulierte NK-Zellen ohne Targets
2: unstimulierte NK-Zellen mit Targets 4: |L2-stimulierte NK-Zellen mit Targets

(zu Abb. 4: Die Standardabweichungen fir die jeweiligen Mittelwerte im Schaubild betragen:
Spender 2: 1,61+/-0,22% und 13,01+/-0,82%; Spender 4: 1,16+/-0,07% und 12,05+/-1,74%;
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Spender 5: 2,00+/-0,08% und 20,65+/-1,34%; Spender 6: 0,49+/-0,06% und 4,88+/-0,08%;
Spender 7: 1,80+/-0,09% und 20,56+/-1,32%)

3.1.4 Versuche mit Blasten

Zuletzt wurden noch Versuche mit NK-Zellen der Spender 6 und 8 gegen ALL-
Blasten (1 bis 4) durchgeflhrt.

Bis auf den Versuch mit den NK-Zellen von Spender 6 und den Blasten 1 war
die CD107a-Expression der NK-Zellen, die ohne Blasten inkubiert worden
waren, nach der IL2-Stimulation deutlich héher.

Bei allen Versuchen, sowohl mit zuvor IL2-stimulierten als auch mit
unstimulierten NK-Zellen, war die CD107a-Expression nach der Inkubation mit
den Blasten ebenfalls hoher als ohne Targetzellen. Die Differenzen und die
Zielwerte waren allerdings sehr unterschiedlich. Der Anstieg der CD107a-
Expression nach der Inkubation mit den Blasten war auRerdem bei den zuvor
mit IL2 stimulierten NK-Zellen meist niedriger als bei den unstimulierten NK-
Zellen und die Zielwerte lagen in der Halfte der Falle unter denen der

unstimulierten NK-Zellen.

Abbildung 5

NK (Spender 6) + Blasten

Prozent CD107a-postive in Gesamtpopulation
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Blasten 1 Blasten 2 Blasten 3 Blasten 4
1: unstimulierte NK-Zellen ohne Targets 3: IL2-stimulierte NK-Zellen ohne Targets
2: unstimulierte NK-Zellen mit Targets 4: IL2-stimulierte NK-Zellen mit Targets

(zu Abb. 5: Die Standardabweichungen fir die jeweiligen Mittelwerte im Schaubild betragen:
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Blasten 1: 17,00+/-1,86% und 17,45+/-0,37%; Blasten 2: 42,21+/-2,92% und 31,51+/-3,11%;
Blasten 3: 15,58+/-1,67% und 9,18+/-1,06%; Blasten 4: 1,88+/-0,22% und 10,55+/-1,74%)

Abbildung 6
NK (Spender 8) + Blasten
Prozent CD107a-positive in Gesamtpopulation
45,00%
40,00% 36,61%
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Blasten 1 Blasten 2 Blasten 3 Blasten 4
1: unstimulierte NK-Zellen ohne Targets 3: IL2-stimulierte NK-Zellen ohne Targets
2: unstimulierte NK-Zellen mit Targets 4: |IL2-stimulierte NK-Zellen mit Targets

(zu Abb. 6: Die Standardabweichungen fur die jeweiligen Mittelwerte im Schaubild betragen:
Blasten 1: 28,55+/-7,98% und 27,35+/-2,34%; Blasten 2: 26,54+/-3,97% und 36,61+/-2,76%;
Blasten 3: 8,62+/-1,24% und 8,00+/-0,81%; Blasten 4: 7,96+/-1,12% und 20,99+/-4,40%)

Die hochste CD107a-Expression erreichten die NK-Zellen beider Spender
gegen Blasten 2, diese waren die Blasten mit der zweithdchsten HLA-

Expression.
Abbildung 7 und 8 zeigen die CD107a-Expression in der Gesamtpopulation der

NK-Zellen beim Versuch gegen die Blasten 1 bis 4, geordnet aufsteigend nach

der HLA-Expression der Blasten.
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Abbildun
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NK (Spender 6) + Blasten
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Abbildun

g8
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1: IL2-stimulierte NK-Zellen ohne Targets 2: IL2-stimulierte NK-Zellen mit Targets

3.1.5 Vergleich

Nun sollen die Mittelwerte der CD107a-Expression bei den Versuchen mit den

unterschiedlichen Targetzellen verglichen werden.

Mit Abstand die hochste CD107a-Expression erreichten die NK-Zellen nach der
Inkubation mit K562-Zellen. Hier war aufRerdem sowohl bei den unstimulierten

als auch bei den IL2-stimulierten NK-Zellen ein deutlicher Anstieg der CD107a-

Expression nach Inkubation mit den Targetzellen zu erkennen.

Der zweithochste Wert flr die CD107a-Expression wurde bei den NK-Zellen

erreicht, die mit Blasten inkubiert worden waren. Auch hier zeigte sich ein
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deutlicher Anstieg nach der Inkubation mit den Targetzellen. Der Unterschied
der IL2-stimulierten NK-Zellen gegenuber den unstimulierten war jedoch
geringer.

Die CD107a-Expression der NK-Zellen gegen die Transfektanten erreichte den
dritthéchsten Wert. Hier zeigten die IL2-stimulierten Zellen deutlich hoéhere
Werte als die unstimulierten Zellen; bei letzteren war aul3erdem der Unterschied
zwischen den mit und ohne Targets inkubierten Zellen sehr gering.

Den niedrigsten Wert wies die CD107a-Expression der mit Sk-N-Be-Targets
inkubierten NK-Zellen auf, auch war hier der Unterschied zwischen den mit und

ohne Targets inkubierten NK-Zellen (nach IL2-Stimulation) am geringsten.

Abbildung 9

Mittelwerte aller untersuchten Spender, Targets: K562, Sk-N-Be, Transfektanten, Blasten

Prozent CD107a-positive in Gesamtpopulation
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NK + K 562 NK + Sk-N-Be NK + Transfektanten NK + Blasten
1: unstimulierte NK-Zellen ohne Targets 3: IL2-stimulierte NK-Zellen ohne Targets
2: unstimulierte NK-Zellen mit Targets 4: |IL2-stimulierte NK-Zellen mit Targets

(zu Abb. 9: Die Standardabweichung zu den jeweiligen Mittelwerten im Schaubild betragen:
NK + K562: 1,16+/-0,63%, 5,62+/-2,55%, 4,77+/-4,15%, 33,20+/-8,84%;

NK + Sk-N-Be: 2,09+/-1,43%, 2,14+/-0,74%, 4,20+/-3,54%, 11,00+/-6,46%;

NK + Transf.: 1,28+/-0,73%, 1,54+/-0,49%, 4,57+/-2,72%, 15,08+/-5,75%;

NK + Blasten: 1,96+/-1,42%, 18,54+/-13,22%, 9,41+/-6,04%, 20,21+/-10,82%)

Fur alle vier Versuchsreihen gegen die verschiedenen Targets wurden die
Werte fur die NK-Zellen, die ohne Targets inkubiert worden waren, mit den NK-
Zellen, die mit Targets inkubiert worden waren, mittels gepaartem t-Test

verglichen, und zwar jeweils fir die unstimulierten und die IL2-stimulierten NK-
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Zellen. Ein signifikanter Anstieg der CD107a-Expression konnte dabei
nachgewiesen werden flir die Versuche mit K562, fur die IL2-stimulierten NK-
Zellen in den Versuchen mit den Transfektanten und fir die Versuche mit den

Blasten. Folgende Tabelle zeigt die p-Werte der einzelnen Berechnungen:

Tabelle 1
Vergleich der Vergleich der
unstimul. NK-Zellen IL2-stimul. NK-Zellen
ohne u. mit Targets ohne u. mit Targets
Versuche mit K562 p=0,0316 (signifikant) p=0,0009 (signifikant)

Versuche mit Sk-N-Be | p=0,9489 (nicht sign.) p=0,0978 (nicht sign.)

Versuche mit Transf. p=0,3305 (nicht sign.) p<0,0001 (signifikant)

Versuche mit Blasten p=0,0100 (signifikant) p=0,0052 (signifikant)

3.2 Charakterisierung der NK-Zellen hinsichtlich der
Oberflachenmoleklle CD56, CD16 und CD3

Ziel der Arbeit war es, aktivierte NK-Zellen hinsichtlich ihrer
Oberflachenrezeptoren zu charakterisieren. Um die aktivierten NK-Zellen zu
markieren, wurden CD107a-Antikorper eingesetzt. Zur Charakterisierung der
NK-Zellen wurden sie mit  verschiedenen Antikdrpern gegen
Oberflachenmolekile markiert und mittels Durchflusszytometrie analysiert. Bei
der Auswertung der FACS-Analyse konnten nun mithilfe der Antikbrper gegen
Oberflachenmolekiile verschiedene Populationen definiert werden. Diese
Populationen wurden dann hinsichtlich ihrer CD107a-Expression verglichen.
Aulerdem liel3 sich die Verteilung dieser Populationen in den CD107a-positiven
NK-Zellen ermitteln. So konnten Erkenntnisse Uber die Eigenschaften von NK-
Zellen mit besonders gutem Killing ermittelt werden.

Zunachst wurden die Oberflachenmolekule CD56, CD16 und CD3 in Versuchen
mit NK-Zellen (unstimuliert und IL2-stimuliert) der Spender 1, 2, 3, 6 und 8 mit
K562- bzw. Sk-N-Be-Targets analysiert. Die Antikorper gegen diese

Oberflachenmolekile wurden nach dem CD107a-Assay zugegeben und
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konnten dann mittels FACS-Analyse untersucht werden.

Bei der Auswertung der FACS-Daten wurde zunachst im Plot FSC gegen SSC
ein Gate auf die Lymphozyten gesetzt und diese dann in einem Plot dargestellt,
in dem der Kanal fir CD56 auf der x-Achse und der Kanal fur CD16 auf der y-
Achse aufgetragen waren. Nun konnten Gates auf die Populationen CD56%™
CD16™9, CD56°"" CD16"™¢, CD56%™ CD16P*° und CD56°™9" CD16P°* gesetzt
werden. Die Zellen in diesen Gates wurden wiederum in Plots dargestellt, in
denen FSC gegen den Kanal fir CD 3 aufgetragen war. So konnten schlie3lich
folgende Populationen differenziert werden:

CD56%™ CD16P°° CD3"™9

CD56°™ CD16"9 CD3"

CD56°"" CD16°°° CD3"9

CD56°"" CD16"9 CD3"*

CD56%™ CD16"¢ CD3P.

Diese Populationen wurden nun jeweils in Plots dargestellt, in denen FSC
gegen den CD107a-Kanal aufgetragen war. So konnte die CD107a-Expression
der NK-Zellen dieser Populationen bestimmt werden.

Aulerdem wurde die Gesamtheit der NK-Zellen in einem Plot FSC gegen den
CD107a-Kanal dargestellt und auf die CD107a-positiven ein Gate gesetzt. Mit
diesen Zellen wurde wie zuvor verfahren, um die Verteilung der genannten

Populationen in den CD107a-positiven NK-Zellen herauszufinden.

3.2.1 Versuche mit K562

Zunachst zeigte sich bei fast allen Populationen aller Spender, dass die
CD107a-Expression der NK-Zellen, die zuvor mit IL2 stimuliert worden waren,
hdher war als die der unstimulierten Zellen. Die einzige Ausnahme bildeten die
CD56™ CD16™? CD3° NK-Zellen bei Spender 8. Des Weiteren war zu
beobachten, dass bei fast allen Spendern die beiden Populationen CD56%™
CD16™¢ CD3"™® und CD56°"" CD16"¢ CD3"™9 die héchste CD107a-
Expression aufwiesen. Einzig bei Spender 2 war die CD107a-Expression der
CD56%™ CD16”° CD3"™ noch hoher. Auffillig war auRferdem, dass die

CD107a-Expression insgesamt bei Spender 6 deutlich niedriger war und dass
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hier die CD56%™ CD16"¢ CD3P° NK-Zellen im Gegensatz zu allen anderen
Spendern mit geringem Abstand die dritthochste CD107a-Expression

aufwiesen.
Abbildung 10
NK (Spender 1) + K562
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Abbildung 11
NK (Spender 2) + K562
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Abbildung 12

NK (Spender 3) + K562
Prozent CD107a-positive
80,00% 78.88% 77.98%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00% 14.59% 13,43%
10,00% 1,94%
0.00% o.lL m.IL \oL  miL J\oJL miL ) \ oL mlL ) \odL m.L )
Y Y Y Y Y
CD56"™ CD56"™ CD56°""9" CD56""" CD56"™
CD16"*° CD16™ CD16"°® CD16"¢ CD16"
CD3"¢ CD3" CD3"¢ CD3"*¢ CD3P%®
NK-Zell-Populationen
Abbildung 13
NK (Spender 6) + K562
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Abbildung 14

NK (Spender 8) + K562
Prozent CD107a-positive
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Bei der Verteilung der Populationen in den CD107a-positiven erwiesen sich die
CD56%™ CD16™¢ CD3"¢ NK-Zellen als die am meisten vertretene Population
bei allen Spendern. Bis auf Spender 6 lag der Anteil bei den IL2-stimulierten
NK-Zellen Uber dem der unstimulierten. Die am zweithaufigsten vertretene
Population war bis auf den Versuch mit Spender 6 die CD56°™ CD16°° CD3"*°.
Beim Versuch mit Spender 6 nahm die CD56%™ CD16" CD3P°® Population den
zweiten Platz in der Verteilung in den CD107a-positiven ein. Zu bemerken ist
aullerdem, dass bei den stimulierten NK-Zellen von Spender 8 der Anteil der
CD56""" CD16"™9 CD3"™? Population etwas lber dem der CD56%™ CD16P°
CD3"™9 lag.
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Abbildung 15

NK (Spender 1) + K562
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Abbildung 16
NK (Spender 2) + K562
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Abbildung 17

NK (Spender 3) + K562

Anteil an den CD107a-positiven
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Abbildung 18
NK (Spender 6) + K562
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Abbildung 19
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Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass bei den Versuchen mit K562 als
Targetzellen die CD56%™ CD16"¢ CD3"® NK-Zellen sowohl eine hohe CD107a-
Expression als auch einen groRen Anteil in den CD107a-postiven NK-Zellen

aufwiesen. Dies bestatigte auch die Betrachtung der Mittelwerte aller Spender.

Abbildung 20
Mittelwerte aller Spender, Targets: K562
Prozent CD107a-positive
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(zu Abb. 20: Die Standardabweichungen zu den jeweiligen Mittelwerten im Schaubild betragen:
3,37+/-4,79%, 23,55+/-27,66%, 17,75+/-11,70%, 55,56+/-26,42%, 7,82+/-7,82%, 16,06+/-
10,93%, 9,18+/-4,77%, 61,22+/-27,35%, 1,98+/-1,74%, 7,45+/-4,74%)
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Abbildung 21

Mittelwerte aller Spender, Targets: K562

Anteil an den CD107a-nositiven
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(zu Abb. 21: Die Standardabweichungen zu den jeweiligen Mittelwerten im Schaubild betragen:
19,54+4/-11,07%, 13,43+/-5,03%, 56,65+/-11,05%, 65,98+/-10,44%, 0,55+/-0,44%, 0,27+/-
0,28%, 4,33+/-1,14%, 8,89+/-3,08%, 9,39+/-5,92%, 7,40+/-7,93%)

3.2.2 Versuche mit Sk-N-Be

Bei den Versuchen mit Sk-N-Be als Targets erreichten die NK-Zellen insgesamt
eine etwas niedrigere CD107a-Expression als mit K562. Die Beobachtung, dass
die IL2-stimulierten NK-Zellen mehr CD107a exprimierten als die unstimulierten,
traf aber auch hier zu.

Die beiden Populationen CD56°™ CD16"™¢ CD3"™¢ und CD56"" CD16"%
CD3"™9 zeigten auch hier die hochsten Werte fir die CD107a-Expression.
Allerdings lagen diese nur bei den Spendern 2 und 6 deutlich Uber denen der
anderen Populationen. Bei Spender 1 und 3 war der Wert der CD56°™ CD16"¢
CD3"™¢ NK-Zellen deutlich niedriger als bei den CD56"" CD16"¢ CD3"¢;
aulerdem wiesen bei Spender 1 auch die CD56"" CD16° CD3"° eine
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vergleichbar hohe CD107a-Expression auf wie die CD56%™ CD16"¢ CD3"*
NK-Zellen. Bei Spender 8 lag der Wert fur die CD107a-Expression bei den
CD56%™ CD16™9 CD3"™¢ NK-Zellen etwas iber dem der CD56"9" CD16"%

CD3"9, insgesamt aber niedriger als bei allen anderen Spendern.

Abbildung 22
NK (Spender 1) + Sk-N-Be
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Abbildung 23

NK (Spender 2) + Sk-N-Be
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Abbildung 24
NK (Spender 3) + Sk-N-Be
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Abbildung 25

NK (Spender 6) + Sk-N-Be
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Abbildung 26
NK (Spender 8) + Sk-N-Be
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In der Verteilung der Populationen in den CD107a-positiven kristallisierte sich
nur bei den unstimulierten NK-Zellen die CD56“™ CD16"¢ CD3" als groRte
Fraktion heraus — bei Spender 2 und 6 dicht gefolgt von den CD56%™ CD16"°°
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CD3"™9, bei Spender 3 von den CD56""" CD16"™9 CD3"9. Bei den stimulierten
NK-Zellen konnte keine einheitliche Verteilung beobachtet werden. Die CD56%™
CD16"® CD3"° NK-Zellen gehorten jedoch auch hier zu den am meisten
vertretenen Fraktionen. Bei Spender 1 und 8 lag ihr Anteil am hochsten, gefolgt
von den CD56%™ CD16° CD3"™¢ und den CD56°™" CD16"9 CD3"9, deren
Anteil jeweils deutlich Gber dem der ubrigen Populationen lag. Bei Spender 2
und 3 war der Anteil der beiden Populationen CD56°™ CD16°** CD3"¢ und
CD56™" CD16"¢ CD3™? deutlich héher, auRerdem wiesen hier auch die
CD56""" CD16P°° CD3"™ einen nicht zu vernachldssigenden Anteil auf. Bei
Spender 6 war der Anteil der CD56%™ CD16P° CD3"¢ am groRten, die CD56%™
CD16"*9 CD3"*? waren am zweithaufigsten vertreten. Einen deutlich geringeren
Anteil wiesen die beiden Populationen CD56""" CD16"¢ CD3"*¢ und CD56°""
CD16P°° CD3"™ auf.

Abbildung 27

NK (Spender 1) + Sk-N-Be
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Abbildung 28

NK (Spender 2) + Sk-N-Be
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Abbildung 29
NK (Spender 3) + Sk-N-Be
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Abbildung 30

NK (Spender 6) + Sk-N-Be
Anteil an den CD107a-positiven
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Abbildung 31
NK (Spender 8) + Sk-N-Be
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Bei den Versuchen mit Sk-N-Be konnten also nicht so einheitliche Ergebnisse
erzielt werden wie bei den Versuchen mit K562. Bei der Betrachtung der
Mittelwerte zeigte sich aber auch hier die hochste CD107a-Expression bei den
beiden Populationen CD56%™ CD16™¢ CD3"¢ und CD56"" CD16"¢ CD3"*°.
Bei der Verteilung der Populationen in den CD107a-positiven wiesen nur die
unstimulierten NK-Zellen das gleiche Verhalten auf wie beim Versuch mit K562.
Bei den IL2-stimulierten NK-Zellen waren die Werte fiir die Anteile der CD56%™
CD16° CD3™¢ und der CD56%™ CD16™¢ CD3™? NK-Zellen etwa gleich,
auRerdem war der Wert fiir die CD56"9" CD16"® CD3"*% NK-Zellen nur etwas

geringer.

Abbildung 32
Mittelwerte aller Spender, Targets: Sk-N-Be
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(zu Abb. 32: Die Standardabweichungen zu den jeweiligen Mittelwerten im Schaubild betragen:
0,48+/-0,46%, 6,58+/-5,04%, 8,09+/-3,42%, 26,67+/-14,21%, 2,83+/-5,88%, 6,92+/-6,56%,
3,86+/-1,72%, 33,10+/-12,22%, 0,71+/-0,34%, 1,36+/-0,87%)
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Abbildung 33

Mittelwerte aller Spender, Targets: Sk-N-Be
Anteil an den CD107a-positiven
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(zu Abb. 34: Die Standardabweichungen zu den jeweiligen Mittelwerten betragen:
13,68+/-12,27%, 33,45+/-9,67%, 50,97+/-19,75%, 30,73+/-10,11%, 3,95+/-4,95%, 8,03+/-
6,22%, 11,59+/-7,00%, 24,72+/-11,06%, 11,32+/-5,94%, 6,86+/-5,40%)

3.3 Charakterisierung der NK-Zellen hinsichtlich
aktivierender Rezeptoren

Zur Untersuchung der NK-Zellen hinsichtlich der aktivierenden Rezeptoren
CD69, NKp30, NKp44, NKp46 und NKG2D wurden die Zellen nach dem
CD107a-Assay mit FACS-Antikdrpern gegen diese Rezeptoren inkubiert und
mittels Durchflusszytometrie untersucht. Dies wurde mit NK-Zellen der Spender
1, 2, 3, 6 und 8 und den Zelllinien K562 und Sk-N-Be als Targetzellen
durchgefuhrt. Die Halfte der NK-Zellen war vor dem Versuch mit IL2 stimuliert
worden.

Zur Auswertung wurde zunachst auf die CD56-positive Lymphozytenpopulation

ein Gate gesetzt und diese Zellen dann in einem Histogram Plot dargestellt, der
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den Kanal des entsprechenden Rezeptors abbildete. Da keine eindeutige
Unterteilung in eine fur die Rezeptoren positive und negative Fraktion gelang,
wurde der Geo mean fur die Abschatzung der Expression des jeweiligen
Rezeptors herangezogen. Nun wurde die Gesamtpopulation der NK-Zellen in
einem Density Plot dargestellt, bei dem auf der y-Achse der Kanal flr den
CD107a-Antikoérper aufgetragen wurde, und ein Gate auf die CD107a-positive
Fraktion gesetzt. Diese Population wurde wiederum im Histogram Plot fur den

Kanal des jeweiligen Rezeptors dargestellt und erneut der Geo mean bestimmt.

3.3.1 Untersuchung von CD69

Bis auf die IL2-stimulierten NK-Zellen beim Versuch mit Spender 2 gegen K562
zeigte sich in allen Fallen ein erhdhter Geo mean fur CD69 in der CD107a-
positiven Population gegenuber der Gesamtpopulation. Die hdchsten Werte
konnten bei Spender 3 gegen Sk-N-Be erzielt werden gefolgt vom Versuch mit
Spender 8 gegen Sk-N-Be und auf dem dritten Platz Spender 3 gegen K562.
Aulerdem konnte in allen Fallen bei den NK-Zellen, die zuvor mit IL2 stimuliert
worden waren, ein hoherer Geo mean fir CD69 beobachtet werden als bei den

unstimulierten NK-Zellen.

Abbildung 34
NK (Spender 1, 2, 3, 6, 8) + K562
Geo mean fir den Rezeptor CD69
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1: unstimul. NK-Z., Geo mean Gesamtpop. 3: unstimul. NK-Z., Geo mean CD107a-pos.
2: IL2-stimul. NK-Z., Geo mean Gesamtpop. 4: IL2-stimul. NK-Z., Geo mean CD107a-pos.

(zu Abb. 35: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
1:3,54/-0,7 2:16,7+/-14,0 3:8,0+/-3,7 4: 24,3+/-18,3)
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Abbildung 35

NK (Spender 1, 2, 3, 6, 8) + Sk-N-Be
Geo mean fir den Rezeptor CD69
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1: unstimul. NK-Z., Geo mean Gesamtpop. 3: unstimul. NK-Z., Geo mean CD107a-pos.

211 2-stimul. NK-7_. Geo mean Gesamtnon.  4: Il 2-stimul. NK-7_. Geo mean CD107a-nos.

(zu Abb. 36: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
1:3,8+/1,4 2:34,4+/-30,8 3: 8,3+/-3,6 4: 66,1+/-57,2)

3.3.2 Untersuchung von NKp30

Dieser Rezeptor wurde nur bei den Versuchen mit Spender 1, 2 und 6 (gegen

K562) bzw. 3 (gegen Sk-N-Be) mit gefarbt.

Bis auf den Versuch mit Spender 2 gegen Sk-N-Be konnte in allen Fallen in der

CD107a-positiven Population ein hoherer Geo mean fur NKp30 beobachtet

werden. Beim Versuch mit Spender 2 gegen K562 fiel der Anstieg jedoch sehr

gering aus. Wie bei CD69 zeigten auch hier die IL2-stimulierten NK-Zellen

einen hoheren Geo mean, allerdings wiederum mit Ausnahme des oben

genannten Versuchs. Die hdochsten Werte konnten bei den Versuchen mit

Spender 6 gegen K562 und Spender 3 gegen Sk-N-Be erzielt werden.
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Abbildung 36

NK (Spender 1, 2, 6) + K562
Geo mean fur den Rezeptor NKp30
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1: unstimul. NK-Z., Geo mean Gesamtpop. 3: unstimul. NK-Z., Geo mean CD107a-pos.

2- 1l 2-stimul. NK-7 - Geo mean Gesamtnon.  4: Il 2-stimul. NK-7 = Geo mean CD107a-nos.

(zu Abb. 37: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
1:3,64/-3,5 2:6,3+/-7,3 3:5,8+/-5,7 4: 8,4+/-9,6)

Abbildung 37
NK (Spender 1, 2, 3) + Sk-N-Be
Geo mean fiur den Rezeptor NKp30
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1: unstimul. NK-Z., Geo mean Gesamtpop. 3: unstimul. NK-Z., Geo mean CD107a-pos.

2: IL2-stimul. NK-Z., Geo mean Gesamtpop. 4: IL2-stimul. NK-Z., Geo mean CD107a-pos.

(zu Abb. 38: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
1:4,1+/-3,0 2:6,1+/-6,6 3:6,0+/-5,2 4:9,7+/-9,6)

3.3.3 Untersuchung von NKp44

Um diesen Rezeptor zu untersuchen, wurden nur IL2-stimulierte NK-Zellen
herangezogen. Die NK-Zellen von Spender 2 wurden nur gegen K562 getestet.

In allen Fallen zeigte sich auch hier in der CD107a-positiven Population ein
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erhdohter Geo mean, jedoch fiel diese Erhéhung in vier von neun Fallen nur

gering aus. Die hochsten Werte waren bei den Versuchen mit Spender 6 zu
beobachten.

Abbildung 38

NK (Spender 1, 2, 3, 6, 8) + K 562
Geo mean fur den Rezeptor Nkp44
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1: unstimul. NK-Z., Geo mean Gesamtpop. 3: unstimul. NK-Z., Geo mean CD107a-pos.

2: IL2-stimul. NK-Z., Geo mean Gesamtpop. 4: IL2-stimul. NK-Z., Geo mean CD107a-pos.

(zu Abb. 39: Die Stadardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
1:2,94/-2,2 2:4,2+/-3,6)

Abbildung 39
NK (Spender 1, 2, 3, 6, 8) + Sk-N-Be
Geo mean fiir den Rezeptor Nkp44
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Spender 1 Spender 2 Spender 3 Spender 6 Spender 8 Mittelwerte
1: unstimul. NK-Z., Geo mean Gesamtpop. 3: unstimul. NK-Z., Geo mean CD107a-pos.
2: IL2-stimul. NK-Z., Geo mean Gesamtpop. 4: IL2-stimul. NK-Z., Geo mean CD107a-pos.

(zu Abb. 40: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
1: 3,0+/-2,2 2:5,0+/-3,6)
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3.3.4 Untersuchung von NKp46

Bei den Versuchen mit K562 konnte nur bei Spender 1 ein deutlich hdherer Geo
mean in der CD107a-positiven Population festgestellt werden. In den anderen
Fallen verhielt der Geo mean sich fur die unstimulierten und IL2-stimulierten
NK-Zellen gegensatzlich: In den Versuchen mit Spender 2, 3, 6 und 8 war der
Geo mean bei den unstimulierten NK-Zellen in der Gesamtpopulation und in der
CD107a-positiven Population etwa gleich hoch, wahrend er bei den zuvor mit
IL2 stimulierten NK-Zellen in der Gesamtpopulation Uber dem Wert der
CD107a-positiven lag.

Das Verhalten des Geo mean bei den Versuchen mit Sk-N-Be war bei den
verschiedenen Spendern unterschiedlich. Bei Spender 1 zeigte sich fur
stimulierte und unstimulierte NK-Zellen ein erhdohter Wert in der CD107a-
positiven Population. Dies galt auch fur die unstimulierten NK-Zellen von
Spender 2; die IL2-stimulierten NK-Zellen verhielten sich jedoch umgekehrt. Bei
Spender 3 war der Geo mean von NKp46 in beiden Fallen in der
Gesamtpopulation hdher als bei den CD107a-positiven, ebenso wie bei den
unstimulierten NK-Zellen von Spender 6. Die IL2-stimulierten NK-Zellen
wiederum zeigten hier in der CD107a-positiven Population eine hdhere
Expression von NKp46 als in der Gesamtpopulation. Im Versuch mit Spender 8
war der Geo mean der stimulierten NK-Zellen auf gleichem Niveau, wahrend er
fur die unstimulierten NK-Zellen in der CD107a-positiven Population etwas
hdéher lag.

Sowohl bei den Versuchen mit K562 als auch mit Sk-N-Be erzielten die NK-
Zellen von Spender 6 die hochsten Geo mean-Werte fur NKp46.

Bezlglich des Verhaltens nach IL2-Stimulation zeigte sich hier in fast allen
Fallen ein niedrigerer Geo mean bei den stimulierten NK-Zellen. Ausnahmen
waren die CD107a-positive Population im Versuch mit Spender 3 und 6 gegen
Sk-N-Be.
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Abbildung 40

NK (Spender 1, 2, 3, 6, 8) + K562
Geo mean fir den Rezeptor NKp46
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1: unstimul. NK-Z., Geo mean Gesamtpop. 3: unstimul. NK-Z., Geo mean CD107a-pos.

2: IL2-stimul. NK-Z., Geo mean Gesamtpop. 4: IL2-stimul. NK-Z., Geo mean CD107a-pos.

(zu Abb. 41: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
1:9,04/-9,8 2:6,8+/-6,6 3:10,0+/-9,6  4:6,6+/-6,3)

Abbildung 41
NK (Spender 1, 2, 3, 6, 8) + Sk-N-Be
Geo mean fur den Rezeptor NKp46
30.0 5 4
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1: unstimul. NK-Z., Geo mean Gesamtpop.

3: unstimul. NK-Z., Geo mean CD107a-pos.
2: IL2-stimul. NK-Z., Geo mean Gesamtpop.

4: IL2-stimul. NK-Z., Geo mean CD107a-pos.

(zu Abb. 42: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
1:10,4+/-8,5 2:9,1+/-9,2 3:10,94/-8,2  4:9,6+/-10,1)
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3.3.5 Untersuchung von NKG2D

Bis auf die Versuchen mit Spender 1 gegen K562 und Sk-N-Be und Spender 2
gegen K562 zeigte sich in allen Fallen wie bei den ersten drei untersuchten
Rezeptoren, dass der Geo mean in der CD107a-positiven Population einen
hdéheren Wert aufwies als in der Gesamtpopulation. Die genannten Ausnahmen
wiesen ein gleich bleibendes Niveau des Geo means auf.

Bis auf die genannten Ausnahmen war auch das unterschiedliche Verhalten der
IL2-stimulierten und unstimulierten NK-Zellen wie zuvor beschrieben, namlich
dass die stimulierten NK-Zellen einen héheren Geo mean besalien. Bei den
Ausnahmen war der Unterschied zwischen den zwei Fraktionen nur gering.

Die hochsten Werte flur den Geo mean erreichten die NK-Zellen von Spender 3,

sowohl im Versuch mit K562 als auch mit Sk-N-Be.

Abbildung 42

NK (Spender 1, 2, 3, 6, 8) + K562
Geo mean fir den Rezeptor NKG2D
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1: unstimul. NK-Z., Geo mean Gesamtpop. 3: unstimul. NK-Z., Geo mean CD107a-pos.
2: IL2-stimul. NK-Z., Geo mean Gesamtpop. 4: IL2-stimul. NK-Z., Geo mean CD107a-pos.

(zu Abb. 43: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
1:2,3+/-0,4 2:6,1+/-3,6 3:7,3+/-4,7 4:12,14/-11,2)
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Abbildung 43

NK (Spender 1, 2, 3, 6, 8) + Sk-N-Be
Geo mean flr den Rezeptor NKG2D
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1: unstimul. NK-Z., Geo mean Gesamtpop. 3: unstimul. NK-Z., Geo mean CD107a-pos.
2: IL2-stimul. NK-Z., Geo mean Gesamtpop. 4: IL2-stimul. NK-Z., Geo mean CD107a-pos.

(zu Abb. 44: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
1: 2,9+/-0,9 2:5,7+/-2,3 3:6,5+/-3,4 4:13,2+/-8,6)

3.3.6 Zusammenfassung

Die bei der Untersuchung der Rezeptoren CD69, NKp30, NKp44 und NKG2D
gemachten Beobachtungen lielen darauf schlieRen, dass die IL2-stimulierten
NK-Zellen generell eine hohere Expression des jeweiligen Rezeptors aufweisen
und dass aullerdem die Expression des Rezeptors bei den CD107a-positiven
NK-Zellen deutlich hoher ist als in der Gesamtpopulation. Eine statistische
Signifikanz im gepaarten t-Test war hierfur allerdings nur fur die unstimulierten
NK-Zellen im Versuch gegen Sk-N-Be bei den Rezeptoren CD69 und NKG2D
gegeben. Die folgende Tabelle zeigt die p-Werte flr die einzelnen

Berechungen.
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Tabelle 2

Vergleich des Geo mean der
unstimul. NK-Zellen in der
Geamtpopulation und in den
CD107a-positiven

Vergleich des Geo mean der
IL2-stimul. NK-Zellen in der
Gesamtpopulation und in den
CD107a-positiven

CD69 Versuche mit K562: Versuche mit K562:
p=0,0601 (nicht signifikant) p=0,1047 (nicht signifikant)
Versuche mit Sk-N-Be: Versuche mit Sk-N-Be:
p=0,0198 (signifikant) p=0,0752 (nicht signifikant)

NKp30 | Versuche mit K562: Versuche mit K562:
p=0,2302 (nicht signifikant) p=0,2918 (nicht signifikant)
Versuche mit Sk-N-Be: Versuche mit Sk-N-Be:
p=0,2627 (nicht signifikant) p=0,2006 (nicht signifikant)

NKp44 Versuche mit K562:

p=0,1173 (nicht signifikant)
Versuche mit Sk-N-Be:
p=0,0664 (nicht signifikant)

NKp46 | Versuche mit K562: Versuche mit K562:
p=0,3093 (nicht signifikant) p=0,6640 (nicht signifikant)
Versuche mit Sk-N-Be: Versuche mit Sk-N-Be:
p=0,8252 (nicht signifikant) p=0,6672 (nicht signifikant)

NKG2D | Versuche mit K562: Versuche mit K562:

p=0,0714 (nicht signifikant)
Versuche mit Sk-N-Be:
p=0,1525 (nicht signifikant)

p=0,1525 (nicht signifikant)
Versuche mit Sk-N-Be:
p=0,0934 (nicht signifikant)

Aulerdem fiel auf, dass fur die unterschiedlichen Rezeptoren unterschiedliche

Spender die hdchsten Werte aufwiesen. So zeigten die NK-Zellen von Spender
3 eine hohe Expression von CD69, NKp30 und NKG2D, die von Spender 6 fur

alle Rezeptoren auRer CD69 und die von Spender 8 vor allem fir CD69. Die

Expression des Rezeptors war aul3erdem vom Target abhangig.

Bei der Untersuchung des Rezeptors NKp46 waren die Ergebnisse sehr

57




uneinheitlich und unterschieden sich vor allem auch bezuglich der Unterschiede
zwischen den [L2-stimulierten und unstimulierten NK-Zellen gegenuber den

Ergebnissen bei der Untersuchung der anderen Rezeptoren.

3.4 Charakterisierung der NK-Zellen hinsichtlich
inhibitorischer Rezeptoren fur HLA-Moleklle

In Versuchen mit Cw3/Cw4-Transfektanten sowie mit Blasten wurden die NK-
Zellen hinsichtlich ihrer inhibitorischen Rezeptoren fir HLA-Moleklle
untersucht. Es wurden Antikérper gegen CD158a, CD158b, CD158e, NKG2A
und ILT2 verwendet. CD158a oder KIR2DL1 bindet an HLA-Molekile der Cw4-
Gruppe (Cw2,4,5,6), CD158b oder KIR2DL2+3 bindet an HLA-Molekule der
Cw3-Gruppe (Cw1,3,7,8,9) und CD158e oder KIR3DL1 bindet an HLA-Molekule
der Bw4-Gruppe. Die Liganden fur NKG2A oder CD94 sind HLA-E-Molekdle.
ILT2 oder CD85j hat eine hohe Affinitat zu CMV UL18 und eine niedrige Affinitat
zu HLA-A,B,C,E,F und G-Molekdlen.

Nach der Inkubation der NK-Zellen mit den jeweiligen Targetzellen wurden sie

folgendermalen gefarbt:

Tabelle 3

FACS-Rd6hrchen Antikorper

1 (NKo. IL + Targets) und | CD107a PeCy5

2 (NK'm. IL + Targets) CD158a FITC
CD158b,e, ILT2, NKG2A PE,
CD56 APC

3 (NKo. IL + Targets) und | CD107a PeCy5

4 (NK m. IL + Targets) CD158b FITC
CD158a,e, ILT2, NKG2A PE,
CD56 APC
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5 (NKo. IL + Targets) und | CD107a PeCy5

6 (NK m. IL + Targets) CD158e FITC

CD158a,b, ILT2, NKG2A PE,
CD56 APC

7 (NKo. IL + Targets) und | CD107a PeCy5

8 (NK m. IL + Targets) CD158a,b,e FITC

NKG2A PE

CD56 APC

9 (NKo. IL + Targets) und | CD107a PeCy5

10 (NK m. IL + Targets) CD158a,b,e FITC

ILT2 PE,

CD56 APC

11 (NK o. IL + Targets) und | CD107a PeCy5

12 (NK m. IL + Targets) CD158a,b,e, ILT2, NKG2A PE,
CD56 APC

Bei der Auswertung der FACS-Daten wurde zunachst im Density Plot FSC
gegen SSC dargestellt und ein Gate auf die lymphatischen Zellen gesetzt. Dann
wurde in einem weiteren Densitiy Plot die CD56-Expression dieser Zellen auf
der x-Achse dargestellt und ein Gate auf die CD56-positiven Zellen gesetzt.
Diese NK-Zellen wurden dann auf zwei Arten weiter ausgewertet:

Zunachst wurden sie in einem weiteren Density Plot dargestellt, in dem der
FITC-Kanal auf der x-Achse gegen den PE-Kanal auf der y-Achse aufgetragen
war, und in vier Quadranten unterteilt. Bei den Roéhrchen 1 bis 6 ergaben sich
so folgende Populationen: single-KIR-positive NK-Zellen (rechter unterer
Quadrant), fur mindestens einen KIR negative und fur die anderen KIR-
Rezeptoren und NKG2a und ILT2 positive NK-Zellen (linker oberer Quadrant),
fur alle Rezeptoren positive NK-Zellen (rechter oberer Quadrant) und fur alle
Rezeptoren negative NK-Zellen (linker unterer Quadrant). Ebenso wurde mit
den Rohrchen 7 bis 10 verfahren und hier die jeweiligen einzeln gefarbten KIR-
Rezeptoren durch NKG2A oder ILT2 ersetzt. Nun wurden wieder Gates auf

diese vier Populationen gesetzt und deren CD107a-Expression ermittelt, indem
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sie in einem weiteren Density Plot (PeCy5-Kanal auf der y-Achse gegen FSC
auf der x-Achse) dargestellt wurden.

AulBerdem wurde die Gesamtheit der NK-Zellen in einem Density Plot
dargestellt, in dem der PeCy5-Kanal gegen FSC aufgetragen war und ein Gate
auf die CD107a-positiven NK-Zellen gesetzt. Diese wurden nun in einem Plot
FITC gegen PE dargestellt und in Quadranten unterteilt. So wurde die
Verteilung der oben genannten Populationen in den CD107a-positiven Zellen

ermittelt.

3.4.1 Versuche mit Cw3/Cw4-Transfektanten

Die Versuche mit den Cw3- und Cw4-Transfektanten wurden mit den Spendern
2,4, 5, 6 und 7 durchgefuhrt.

3.4.1.1 Auswertung der einzelnen Versuche

Zur Veranschaulichung siehe Abbildung 116 bis 155 im Anhang.

Bei den NK-Zellen aller Spender war bei den Versuchen sowohl mit den Cw3-
als auch mit den Cw4-Transfektanten bei den NK-Zellen, die zuvor mit IL2
stimuliert worden waren, eine hohere CD107a-Expression zu beobachten als

bei den unstimulierten.

Spender 2:
Die Populationen mit der héchsten CD107a-Expresssion und dem hochsten

Anteil unter den CD107a-positiven NK-Zellen waren gegen beide Targets die
fir mindestens einen KIR negativen NK-Zellen, die NKG2AP*® KIR" und die
ILT2”® KIR™® NK-Zellen. Dabei waren die Unterschiede zwischen den
NKG2AP*® KIR™® und NKG2A"™ KIRP®® bzw. den ILT2P*® KIR"™ und ILT2"?
KIRP*® NK-Zellen deutlicher, wenn man ihren Anteil an den CD107a-positiven
verglich, als wenn man ihre CD107a-Expression betrachtete. Des Weiteren war
hier zu beobachten, dass der Anteil der NKG2A-positiven NK-Zellen durch die
IL2-Stimulation erhéht wurde, der Anteil der ILT2-positiven NK-Zellen jedoch
niedriger war.

Von den single-KIR-positiven NK-Zellen zeigten nur die CD185b-positiven eine
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messbare CD107a-Expression. Diese fiel bei den IL2-stimulierten NK-Zellen
beim Versuch gegen die Cw4-Transfektanten deutlich héher aus — hier ist kein
Ligand fur den inhibitorischen Rezeptor vorhanden. Bei den unstimulierten NK-

Zellen war der Unterschied sehr gering.

Spender 4:
Was die Populationen mit der héchsten CD107a-Expression angeht, gab es

hier Unterschiede zwischen den NK-Zellen mit und ohne IL2-Stimulation. Bei
den NK-Zellen ohne IL2 ist die Population mit der hochsten CD107a-Expression
die ILT2P*® KIR"™f, wahrend die Unterschiede zwischen den anderen
Populationen nur gering waren. Die IL2-stimulierten NK-Zellen dagegen wiesen
mehrere Populationen mit hoher CD107a-Expression auf. es waren dies, wie
bei Spender 2, die fur mindesten einen KIR negativen NK-Zellen und die
NKG2AP®® KIR™? sowie ILT2P°° KIR" Populationen. Die hochsten Anteile unter
den CD107a-positiven entfielen ebenfalls auf die gleichen Populationen wie bei
Spender 2. Ebenso wie dort war die CD107a-Expression der NKG2AP°® KIR"*®
bei den IL2-stimulierten NK-Zellen hoher als bei den unstimulierten, wahrend
die ILT2P°° KIR"™9 NK-Zellen sich entgegengesetzt verhielten.

Hinsichtlich der KIR-Rezeptoren war bei den IL2-stimulierten NK-Zellen
allgemein zu beobachten, dass die fur mindestens einen KIR negativen NK-
Zellen eine hohere CD107a-Expression zeigten als die entsprechenden single-
KIR-positiven; die unstimulierten NK-Zellen zeigten hier ein uneinheitliches
Verhalten. Die CD158a-positiven, IL2-stimulierten NK-Zellen zeigten gegen
beide Targets die hochste CD107a-Expression unter den single-KIR-positiven
NK-Zellen. Beim Versuch gegen die Cw3-Transfektanten war die CD107a-
Expression bei allen single-KIR-positiven NK-Zellen hoher als beim Versuch

gegen die Cw4-Targets.

Spender 5:
Die CD107a-Expression bei beiden Targets war hoch bei den flir mindestens

einen KIR negativen NK-Zellen und mit geringen Unterschieden bei den
NKG2AP*® KIR™9, NKG2A"™9 KIRP®®, ILT2P°° KIR"™ und ILT2"*° KIRP*® NK-Zellen.
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Nur bei den NK-Zellen nach IL2-Stimulation waren die ILT2"*® KIR”® deutlich
niedriger positiv sind als ILT2”*® KIR"S. Die Anteile an den CD107a-positiven
verhielten sich ebenso wie bei Spender 2 und 5.

Die single-KIR-positiven NK-Zellen zeigten keine CD107a-Expression bis auf
die CD185b-positiven, zuvor IL2-stimulierten NK-Zellen gegen die Cw4-

Transfektanten. Auch hier kann keine Inhibition stattfinden.

Spender 6:
Die hochste CD107a-Expression wiesen die ILT2P°° KIR"™9 NK-Zellen auf auRer

bei den IL2-stimulierten NK-Zellen gegen die Cw3-Transfektanten, hier wiesen
sie die zweithtchste CD107a-Expression nach den NKG2AP*® KIR"® auf. Beim
Versuch gegen die Cw4-Transfektanten wurde NKG2A nicht mit angefarbt. Der
hochste Anteil an den CD107a-positiven NK-Zellen entfiel auf die Populationen,
die fUr mindestens einen KIR negativ waren. Die Populationen, bei denen ILT2
bzw. NKG2A angefarbt wurde, wiesen geringere Anteile auf. Hier war der Anteil
der ILT2® KIR"™ stets hoher als der Anteil der ILT2"? KIRP*® NK-Zellen. Beim
Versuch gegen die Cw3-Targets wiesen die unstimulierten NK-Zellen einen
hoheren Anteil der NKG2A™? KIRP*® Population als der NKG2AP*® KIR"9
Population auf, wahrend sich dies bei den IL2-stimulierten NK-Zellen umgekehrt
verhielt.

Die fur mindestens einen KIR negativen NK-Zellen wiesen eine hohere
CD107a-Expression auf als die single-KIR-positiven. Dies galt jedoch nicht fur
die unstimulierten NK-Zellen, die mit den Cw4-Targets inkubiert worden waren.
Sie wiesen ein uneinheitliches Verhalten mit sehr geringen Unterschieden in der

CD107a-Expression auf.

Spender 7:
Nur bei den zuvor mit IL2-stimulierten NK-Zellen liel3 sich eine Population

abgrenzen, deren CD107a-Expression deutlich am hoéchsten war; dies waren
die NKG2AP*® KIR"™¥ NK-Zellen. ILT2 war bei diesem Versuch nicht mit
angefarbt worden. Bei der Betrachtung der Anteile an den CD107a-positiven

NK-Zellen machte diese Population bei den IL2-stimulierten NK-Zellen nach
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den NK-Zellen, die fir mindestens einen KIR negativ waren, den hoéchsten
Anteil aus. Bei den unstimulierten NK-Zellen wiesen letztere ebenfalls die
hochsten Anteile an den CD107a-positiven NK-Zellen auf. Die NKG2A-
Populationen machten hier einen deutlich niedrigeren Anteil aus, wobei beim
Versuch gegen die Cw3-Targets auf die NKG2AP*® KIR"™ NK-Zellen ein etwas
hoherer Anteil entfiel als auf die NKG2A"™9 KIRP*, dies war beim Versuch
gegen die Cw3-Targets umgekehrt.

Unter den single-KIR-positiven NK-Zellen zeigten die CD158e-postiven
durchweg die héchste CD107a-Expression und machten auch den hoéchsten
Anteil an den CD107a-positven aus. Beim Versuch gegen die Cw4-Targets
wiesen die fur mindestens einen KIR negativen NK-Zellen immer eine hohere
CD107a-Expression auf als die single-KIR-positiven. Beim Versuch gegen die
Cwa3-Targets galt dies nur fur CD158a bei den unstimulierten NK-Zellen und far

CD158a und b bei den NK-Zellen, die mit IL2 stimuliert worden waren.

3.4.1.2 Zusammenfassung der Versuche

Zunachst ist zu sagen, dass durch IL2-Stimulation allgemein hohere CD107a-
Expression erreicht wurden, allerdings nicht bei allen Populationen in gleichem
Malke. Auch die Verteilung der Anteile der CD107a-positiven anderte sich

teilweise.

Bei der Betrachtung der Mittelwerte der Versuche aller Spender gegen die
gleichen Targetzellen zeigten bei den IL2-stimulierten NK-Zellen die hochste
CD107a-Expression die NKG2AP*®* KIR"™® NK-Zellen. Ebenfalls eine hohe
CD107a-Expression zeigten die NK-Zellen, die ILT2P°° KIR™® und NKG2A"™°
KIRP*® waren, sowie die fir mindestens einen KIR negativen NK-Zellen. Dabei
wiesen vor allem die IL2-stimulierten NK-Zellen eine deutlich hdhere CD107a-
Expression bei der letztgenannten Population auf als bei den single-KIR-
positiven NK-Zellen, nur bei CD158e war der Unterschied geringer.

Zur Verteilung der Populationen in den CD107a-positiven NK-Zellen lasst sich
sagen, dass die groflten Anteile die NK-Zellen bildeten, die flir mindestens

einen KIR negativ waren. Groflte Anteile entfielen auRerdem auf die NKG2AP°®
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KIR™9 und ILT2°*° KIR"™® NK-Zellen. Dies galt sowohl fiir die NK-Zellen ohne
als auch mit IL2-Stimulation.

Abbildung 44

Mittelwerte aller untersuchten Spender, Targets: Cw3-Transfektanten

Prozent CD107a-positive
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25.00% 3, 4: CD1583a"
20.83 5, 6: singleCD158b"**
20.00% 18,99% 7, 8: CD158b"™9
. 14,97% 9, 10: singleCD158¢"**
15,00% T279% ' neg
11, 12: CD158e
10.00% 13, 14: NKG2AP®KIR™
. 15, 16: NKG2A™9KIRP®
5.00%
y 14690 1 250 17, 18: ILT2P*°KIR"™
d :
0.00%! NN E=E 19, 20: ILT2"9KIR"*

1. 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
NK-Zell-Populationen

(hellblau: unstimul.NK-Z., dunkelblau: IL2-stimul. NK-Z.)

(zu Abb. 44: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:

1: 0,75+/-1,32%; 2: 0,79+/-1,76%; 3: 1,45+/-0,21%; 4: 17,28+/-5,35%; 5: 0,64+/-0,77%; G©:
3,414/-2,73%; 7: 1,714/-0,25%; 8: 18,99+/-5,96%; 9: 0,81+/-0,82%; 10: 12,79+/-10,43%; 11:
1,46+/-0,41%; 12: 14,97+/-5,26%; 13: 1,28+/-0,52%; 14: 20,83+/-5,69%; 15: 1,08+/-0,48%; 16:
11,32+/-7,25%; 17: 3,62+/-0,91%; 18: 18,23+/-5,65%; 19: 1,23+/-1,03%; 20: 4,66+/-2,33%)

Abbildung 45

Mittelwerte aller untersuchten Spender, Targets: Cw4- Transfektanten
Prozent CD107a-positive

30.00% 1, 2:singleCD158a"°
25.81% 3, 4: CD1583™°
25.00% 5, 6: singleCD158b°"
20.00% 7, 8: CD158b"
15.62% 16.07% 14.67% 14.68% 1548% 9, 10: singleCD158¢"*
15,00% neg
11, 12: CD158e
10,00% 13, 14: NKG2AP°KIR"™9
: 6.02% 5.31% 15, 16: NKG2A"IKIR™®
5,00% 2.51% ’
1.31%J]1.46% . 1 28% 1 44% 1 44% 064%[ 17, 18: ILT2°°KIR"™*
0.00% 0 M O W : :

T T 19, 20: ILT2"9KIRP*®
1 2 3 45 6 7 8 9 10111213 14 15 16 17 18 19 20

NK-Zell-Populationen
(hellblau: unstimul.NK-Z., dunkelblau: IL2-stimul. NK-Z.)
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(zu Abb. 45: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:

1: 1,31+/-1,20%; 2: 3,89+/-3,28%; 3: 1,46+/-0,73%; 4: 15,62+/-6,46%; 5: 0,29+/-0,41%; 6:
5,48+/-5,01%; 7: 1,35+/-0,57%; 8: 16,07+/-6,68%; 9: 0,52+/-0,48%; 10: 6,02+/-7,11%; 11:
1,28+/-0,62%; 12: 14,67+/-7,08%; 13: 1,44+/-0,30%; 14: 25,81+/-3,81%; 15: 1,44+/-0,81%; 16:
14,68+/-8,13%; 17: 2,51+/- 1,39%; 18: 15,48+/-5,93%; 19: 0,64+/-0,74%; 20: 5,31+/-5,08%)

Abbildung 46
Mittelwerte aller untersuchten Spender, Targets: Cw3-Transfektanten
Anteil an den CD107a-positiven
1, 2:singleCD158a"*°
90.00% 3, 4: CD158a"
0 75.83% .
8000 460 5, 6: singleCD158b*
0 : 65,969
70.00% ~ 7, 8: CD158b™°
60.00% . pos
50.07%  48.75% 9, 10: singleCD158e
50,009 A %
4513 11, 12: CD158e"
40,00%
13, 14: NKG2AP°KIR"™?
30.00% ne: 08
15, 16: NKG2A™KIRP
20,00%
10.00° % 6.14% 17, 18: ILT2P°KIR"™9
Y79 82%069 IE4e 2.82% 3.21%
o n%cf" . 0 m [ m| 19, 20: ILT2"KIR*®
' 1 2 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
NK-Zell-Populationen
(hellblau: unstimul.NK-Z., dunkelblau: IL2-stimul. NK-Z.)

(zu Abb. 46: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:

1: 2,82+4/-4,90%; 2: 1,06+/-1,31%; 3: 69,46+/-22,82%; 4: 82,85+/-16,80%; 5: 1,92+/-2,63%; ©:
0,92+4/-1,61%; 7: 67,43+/-18,14%; 8: 76,53+/-12,08%; 9: 3,68+/-5,15%; 10: 2,82+/-3,93%; 11:
65,96+/-19,89%; 12: 75,83+/-19,85%; 13: 24,81+/-15,45%; 14: 50,07+/-18,47%; 15: 12,03+/-
10,14%; 16: 13,14+/-10,23%; 17: 48,75+/-22,63%; 18: 43,73+/-20,50%; 19: 6,14+/-4,60%; 20:
3,21+/-3,12%)
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Abbildung 47

Mittelwerte aller untersuchten Spender, Targets: Cw4-Transfektanten

Anteil an den CD107a-positiven
1, 2:singleCD 1583

90.00% BT
) 77.96% 3,4: CD158a"™*
80.00% 71.989 71,469 .
70.00% M : M 5, 6: singleCD158b°
60.00% 5319% 7, 8: CD158b™
50,00% 9, 10: singleCD158¢P**
39,83% neg
40,00% 11, 12: CD158e
30,00% 8.86 13, 14: NKG2APSKIR"®
20.00% 98% 15, 16: NKG2A"9KIRP*®
9.07%
10,00%74,94% -30% -00% . pos neg
4 :(1)‘,}80% o ; I » 17, 18: ILT2"KIR
0.00%-0 = = B e o [T W

‘ ' 19, 20: ILT2"9KIRP®*
12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

NK-Zell-Populationen
(hellblau: unstimul.NK-Z., dunkelblau: IL2-stimul. NK-Z.)

(zu Abb. 47: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:

1: 4,94+/-6,53%; 2: 0,80+/-1,08%; 3: 71,98+/-28,15%; 4: 82,77+/-22,55%; 5: 1,30+/-2,14%; ©:
0,34+4/-0,31%; 7: 61,12+/-16,91%; 8: 67,70+/-14,21%; 9: 2,00+/-3,44%; 10: 1,04+/-1,98%; 11:
71,46+/-15,93%; 12: 77,96+/-16,46%; 13: 28,86+/-18,52%; 14: 53,19+/-17,86%; 15: 11,98+/-
9,76%; 16: 9,07+/-5,81%; 17: 39,83+/-14,14%; 18: 43,54+/-16,51%; 19: 3,57+/-3,14%; 20:
2,71+/-2,74%)

3.4.1.3 Auswertung hinsichtlich KIR-mismatch

Aus allen Messungen mit den NK-Zellen der einzelnen Spender wurde der
Mittelwert der CD107a-Expression in der Gesamtpopulation der NK-Zellen des
jeweiligen Spenders berechnet. Diese sind in den untenstehenden
Schaubildern dargestellt fur die NK-Zellen mit und ohne IL2-Stimulation und
zwar einmal fur alle Konstellationen mit mismatch und einmal fir alle
Konstellationen ohne mismatch. Die letzten beiden Saulen der Schaubilder

zeigen die Mittelwerte aller Werte der jeweiligen Gruppe von Versuchen.
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Die HLA-Konstellation der Spender ist in folgender Tabelle aufgezeigt:

Tabelle 4
Spender | Merkmal der Cw3-Gruppe | Merkmal der Cw4-Gruppe
2 positiv negativ
4 positiv negativ
5 negativ positiv
6 positiv positiv
7 positiv negativ

Somit ergibt sich flr folgende Konstellationen eine potentielle Alloreaktivitat
nach dem Ligand-Ligand-Modell:
Spender 2, 4 und 7 gegen die Cw4-Transfektanten und Spender 5 gegen die

Cw3-Transfektanten.

Abbildung 48
Konstellationen mit mismatch
Prozent CD107a-positive

1, 2: Versuch mit Spender 2

25.00% 22.34% und Cw4-Transf.
20.56% 3, 4: Versuch mit Spender 4

20.00% und Cw4-Transf.
5, 6: Versuch mit Spender 5

15.00% T301% o e i und Cw3-Transf.
7, 8: Versuch mit Spender 6

10.00% und Cw4-Transf.

4.88% 9, 10: Versuch mit Spender 7

5.00% o 44% und Cw4-Transf.

1|'_6|1% 1Ii|6% 2|i|6 A] 0.49% 1|£?% +/-il.%5% 11, 12: Mittelwerte aus den
0.00% =

Werten 1 bis 10
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

NK-Zell-Gesamtpopulationen
(hellblau: unstimul. NK-Zellen, dunkelblau: IL2-stimul. NK-Zellen)
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Abbildung 49

Konstellationen ohne mismatch
Prozent CD107a-positive
1, 2: Versuch mit Spender 2

25.00%
und Cw4-Transf.
20.65%
20.00° 19.26% 3, 4: Versuch mit Spender 4
. 0|
17.14% 43809 und Cw4-Transf.
15.009 +/-6,19% 5, 6: Versuch mit Spender 5
11.21% und Cw3-Transf.
9.65% . .
10.00° 7, 8: Versuch mit Spender 6
und Cw4-Transf.
5.00% 9, 10: Versuch mit Spender 7
1 40% 1 350/ 2, 00% 2 00% 1 40% und Cw4-Transf.
0.00% 11, 12: Mittelwerte aus den

10 11 12 Werten 1 bis 10

NK-Zell-Gesamtpopulationen
(hellblaiir 1instimul NK-Zellen diunkelblain: Il 2-stimil NK-Zellen)

Bis auf Spender 4 und Spender 6 war die CD107a-Expression in der
Gesamtpopulation bei mismatch hoher als ohne mismatch, wobei bei Spender 5
nur ein geringer Unterschied bestand. Der Mittelwert fur alle Werte der IL2-
stimulierten NK-Zellen bei mismatch war ebenfalls hoher als der Mittelwert fur
alle Werte ohne mismatch.

Die Werte fur die unstimulierten NK-Zellen ohne und mit mismatch wurden
aullerdem mittels gepaartem t-Test verglichen, ebenso wurde fur die IL2-
stimulierten NK-Zellen verfahren. Hier konnte kein signifikanter Anstieg der
CD107a-Expression gezeigt werden (p-Wert fir die unstimulierten NK-Zellen:
0,6179, fur die IL2-stimulierten NK-Zellen: 0,6913).

3.4.1.4 Auswertung hinsichtlich ILT2 und NKG2A
Die Populationen der NKG2AP°® KIR™ und der ILT2°*® KIR"™? NK-Zellen wiesen

in den meisten Fallen eine hohe bzw. die hochste CD107a-Expression auf. Die
CD107a-Expression dieser Populationen soll nun noch einmal den Mittelwerten
der CD107a-Expression der Gesamtpopulation aus allen Messungen des
jeweiligen Versuchs fur die NK-Zellen mit und ohne IL2-Stimulation, mit und

ohne Targetzellen, gegenubergestellt werden. Hierbei zeigte sich, dass bei den
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NK-Zellen nach IL-Stimulation in allen Fallen die CD107a-Expression dieser
Populationen hdher war als die der Gesamtpopulation, wenn auch teilweise mit
pos

geringem Unterschied. Bei den unstimulierten NK-Zellen wiesen nur die ILT2

KIR"? NK-Zellen konstant dieses Verhalten auf.

Abbildung 50
NK (Spender 2) + Cw 3-Transfektanten
Prozent CD107a-positive
35.00%
30.00%
25.00%
20.00%
o 13.64%
15.00% 11.20%
9.65%
10.00%
5.00% 4.59% 3.71%
' 0.58% 1.40% 0.94% |—|
0.00% — . . ‘ ‘ . .
\ J J \ J \ J
Y Y Y
NK-Zellen NK-Zellen (gesamt) NKG2AP*°KIR"? ILT2P°°KIR"
ohne Targetzellen mit Targetzellen NK-Zell-Population  NK-Zell-Population
(hellblau: unstimul. NK-Zellen, dunkelblau: IL2-stimul. NK-Zellen)
Abbildung 51
NK (Spender 2) + Cw4-Transfektanten
Prozent CD107a-positive
35.00%
30.00%
25.00% 21.46%
20.00%
14.51%
15.00% 13.01% ’
10.00%
0,
5,00% 4.59% 3.37%
T 0s8% 18T% 1.40% ]
0.00% = ‘ r r r ;
\ AN J \ J \ J
Y Y Y
NK-Zellen NK-Zellen (gesamt) NKG2AP**KIR"®? ILT2P°KIR"™®
ohne Targetzellen mit Targetzellen  NK-Zell-Population NK-Zell-Population
(hellblau: unstimul. NK-Zellen, dunkelblau: IL2-stimul. NK-Zellen)
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Abbildung 52

NK (Spender 4) + Cw3-Transfektanten
Prozent CD107a-positive
35.00%
30.00%
25.00% T50% 22.64%
19.26%
20.00%
15.00%
10.00%
4.83%
5.00% - -08% : T.74%
0.00% - | - - : - ‘
N J S
NK-Zellen NK-Zellen (gesamt)  NKG2AP*°KIR"™ ILT2P*°KIR"™®
ohne Targetzellen mit Targetzellen NK-Zell-Population  NK-Zell-Population
(hellblau: unstimul. NK-Zellen, dunkelblau: IL2-stimul. NK-Zellen)
Abbildung 53
NK (Spender 4) + Cw 4-Transfektanten
Prozent CD107a-positive
35.00%
30.00% 27-54%
25.00%
19.08%
20.00%
15.00% 12:05%
10.00%
3.87%
5.00% 1.38% |—|
0.00% -
J \ J

NK-Zellen NKG2AP*°KIR"™

ohne Targetzellen mit Targetzellen NK-Zell-Population
(hellblau: unstimul. NK-Zellen, dunkelblau: IL2-stimul. NK-Zellen)

NK-Zellen (gesamt)

N
ILT2P*°KIR"™®
NK-Zell-Population
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Abbildung 54

NK (Spender 5) + Cw 3-Transfektanten
Prozent CD107a-positive

35.009
30.00%
25.00% 22.34% 23:25% 22.98%
20.00%

15.009

10.009 9.23%.

500%™ 90% 2.16% 1.94% i 66%

0.00%— VAN VAN J

Y ne
NK-Zellen NK-Zellen (gesamt)  NKG2AP*KIR"™? ILT2“ KIR™®
ohne Targetzellen mit Targetzellen ~ NK-Zell-Population ~NK-Zell-Population
(hellblau: unstimul. NK-Zellen, dunkelblau: IL2-stimul. NK-Zellen)
Abbildung 55
NK (Spender 6) + Cw 3-Transfektanten
Prozent CD107a-positive

35.009

30.00%

25.009

20.00% 17.28% 16.11%
15.009

11.21%
10.009
o 3.86%
5.00% 2.00% 0.85%
0.26% o 109 70
0.00% VAN ‘ AR
Y Y Y
NK-Zellen NK-Zellen (gesamt)  NKG2AP*°KIR"™ ILT2P*°KIR"™®

ohne Targetzellen mit Targetzellen NK-Zell-Population  NK-Zell-Population
(hellblau: unstimul. NK-Zellen, dunkelblau: IL2-stimul. NK-Zellen)
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Abbildung 56

NK (Spender 6) + Cw 4-Transfektanten
Prozent CD107a-positive
35.00%
30.00%
25.00%
20.00%
15.009
10.00% 7.53%
4.88%
5.00%
045%  1.16%  0.49% . 0.78%
0.00% AN AN VAN
%
NK-Zellen NK-Zellen (gesamt)  NKG2AP*°KIR"™ ILT2P*°KIR"™®
ohne Targetzellen mit Targetzellen NK-Zell-Population  NK-Zell-Population
(hellblau: unstimul. NK-Zellen, dunkelblau: IL2-stimul. NK-Zellen)
Abbildung 57
NK (Spender 7) + Cw 3-Transfektanten
Prozent CD107a-positive
35.009
30.00% 28:56%
25.00%
20.00% 17.14%
15,009
10.009
5.00% 4.26%
1.48% 1.40% 0.94%
/= /= s |
0.00%7 VARN VAN VAN y J
NK-Zellen NK-Zellen (gesamt)  NKG2AP*°KIR"™ ILT2P*°KIR"™®
ohne Targetzellen mit Targetzellen NK-Zell-Population  NK-Zell-Population
(hellblau: unstimul. NK-Zellen, dunkelblau: IL2-stimul. NK-Zellen)
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Abbildung 58

NK (Spender 7) + Cw 4-Transfektanten
Prozent CD107a-positive
35.00%
30.14%
30.00%
25.00%
20.56%
20.00%
15.009
10.00%
0,
5.00% 4.26% -
1.48% 1.80% 1.14%
= /1 ==
0.00%C | VAN AN ‘ C ‘ J
Y Y
NK-Zellen NK-Zellen (gesamt)  NKG2AP*°KIR"™ ILT2P°°KIR"™
ohne Targetzellen mit Targetzellen NK-Zell-Population NK-Zell-Population
(hellblau: unstimul. NK-Zellen, dunkelblau: IL2-stimul. NK-Zellen)

Die Werte fiir die CD107a-Expression der NKG2AP® KIR"™9 bzw. ILT2P°° KIR"®9
Populationen wurden auRerdem mittels gepaartem t-Test mit den Werten fur die
Gesamtpopulation verglichen (jeweils fur die unstimulierten und IL2-stimulierten
NK-Zellen). Fir die NKG2AP*® KIR"™® Population konnte nur fir die IL2-
stimulierten NK-Zellen eine signifikant hohere CD107a-Expression bewiesen
werden mit p=0,0026, fur die unstimulierten NK-Zellen lag der p-Wert bei
0,0837. Die ILT2°*® KIR™® Population wies in beiden Fallen eine signifikant
hdéhere CD107a-Expression auf (unstimulierte NK-Zellen: p=0,0099, IL2-
stimulierte NK-Zellen: p=0,0126).

Nun sollen die Populationen der NKG2AP*® KIR"™9, NKG2AP* KIRP*® und
NKG2A™® KIRP*® NK-Zellen hinsichtlich ihrer CD107a-Expression und ihres
Anteils an den CD107a-positiven NK-Zellen verglichen werden.

Bei den unstimulierten NK-Zellen zeigten sich nur geringe Unterschiede in der
CD107a-Expression. Die IL2-stimulierten NK-Zellen wiesen bis auf eine
Ausnahme alle fiir die Population der NKG2AP*® KIR"™® die héchste CD107a-
Expression auf. Bei diesen Zellen lag der Mittelwert fur die CD107a-Expression
der NKG2AP*® KIRP*® Population bei beiden Targets deutlich Uber dem der
NKG2A™ KIRP*® NK-Zellen.
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Abbildung 59

NK (Spender 2, 4,5, 6,7) 0. 1L2 + Cw 3-Transfektanten
Prozent CD107a-positive

35.00%

30.00%

25.00%
20.00%

15.00%

10.00% 6.91%
5.00%P-94%

55
0.00% 7 T AN ‘ = "\ ‘

J
Y Y Y Y Y
Spender 2 Spender 4 Spender 5 Spender 6 Spender 7 Mittelwerte
NK-Zell-Populationen:
blau: NKG2AP*KIR"™? rot: NKG2AP*°KIRP*® griin: NKG2A™9KIRP*®

(zu Abb. 59: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
1,28+/-0,52%; 2,23+/-2,63%; 1,08+/-0,48%)

Abbildung 60
NK (Spender 2, 4, 5,6, 7) m. IL2 + Cw 3-Transfektanten
Prozent CD107a-positive
35.00%
30.00% 28.50%
25.12%
25.00%
20.27% 20.83%
20.00%

15.00%13-64%

: . o l :
Y 11.32%
l l 9.66% l 11.21% l 4

10.00%

" l“ill====lll====
0.00% Y Y L g )
Soender 2 Snender 4 Soender 5 Soender 6 Soender Mittelwerte
NK-Zell-Populationen:
hlair NKG2APSKIR"™ S rot* NKG2APSKIRPS ariin® NKG2A™8KIRP°S

(zu Abb. 60: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
20,83+/-5,69%; 17,04+/-6,45%; 11,32+/-7,25%)
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Abbildung 61

NK (Spender 2, 4, 5, 6, 7) 0. IL2 + Cw 4-Transfektanten
Prozent CD107a-positive

35,00%
30,00%
25,00%
20,00%
15,00%
10,00%
5,00% 409 1.389 1.85% 2.38% 2.81% -
0.74% 649, ™" "0,8500:90% __ 1.57% 7 114% o 1.82% 4491 49% 440
000%|_||—||—||_|l_|‘l_|‘|_|‘|_| . ‘|_| "_|‘|_||_||_|
' N v J v J \ v J v J \ v J \ v J
Spender 2 Spender 4 Spender 5 Spender 6 Spender 7 Mittelwerte
NK-Zell-Populationen:
blau: NKG2AP*KIR"™ rot: NKG2AP*°KIRP*® griin: NKG2A™*KIR"*

(zu Abb. 61: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
1,44+/-0,30%; 1,49+/-0,95%; 1,44+/-0,81%)

Abbildung 62
NK (Spender 2, 4, 5,6, 7) m.IL2 + Cw 4-Transfektanten
Prozent CD107a-positive
35.00%
30.14%
30.00% 27 3

25.00%57 6%
19,

20.00%)

15.00%)

oo i 11
10 RN BN
J \ J \ J \ J \

Y Y Y Y Y
Spender 2 Spender 4 Spender 5 Spender 6 Spender

5.00%

0.00%"

Y
Mittelwerte

NK-Zell-Populationen:
blau: NKG2AP*KIR"® rot: NKG2APKIRP® griin: NKG2A™9KIRP*®

(zu Abb. 62: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
25,81+/-3,81%; 22,39+/-4,69%; 14,68+/-8,13%)
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Was die Anteile der Populationen an den CD107a-positiven NK-Zellen betrifft,
wiesen die unstimulierten NK-Zellen ein sehr uneinheitliches Verhalten auf. Die
Mittelwerte der Anteile der Population der NKG2AP*® KIR"™ liegen aber bei
beiden Targets iber denen der NKG2AP®® KIRP*® NK-Zellen, die wiederum im
Mittel einen hoheren Anteil ausmachten als die NKG2A™9 KIRP°® NK-Zellen.

Fir die IL2-stimulierten NK-Zellen zeigte sich bis auf einen Fall der deutlich
groldte Anteil an den CD107a-positiven NK-Zellen bei der Population der
NKG2AP*® KIR"™ NK-Zellen. Bei den Versuchen mit den Cw4-Targets bildete
die NKG2AP*® KIRP®® Population auBerdem einen deutlich héheren Anteil als
die NKG2A"™ KIRP® NK-Zellen. Dies lieR sich bei den Versuchen mit den Cw3-
Targets nicht beobachten.

Abbildung 63
NK (Spender 2, 4, 5, 6, 7) 0. IL2 + Cw 3-Transfektanten
Anteil an den CD107a-positiven
80,00%
70,00%
60,00% 51.87% 54£5°o
50,00% ]
40,00%
30‘00%’2 T 27.27% 21’0(10“ 44,8100
22,11% 20,00% =1 19,75%
20,00% | 16.52% 14,55% 46492 3
o ] 10.34% 9,09% 12,03%
10,00% [ 8:32%; 219 514 —’» = ﬂ» - ﬂ
. 0
0.00% |_| . [ |_| . . |_| = . . . . .
' N v J \ v J \ v J \ v J \ v J \ v J
Spender 2 Spender 4 Spender 5 Spender 6 Spender 7 Mittelwerte
NK-Zell-Populationen:
blau: NKG2AP*KIR" rot: NKG2AP*KIRP*® griin: NKG2A™*KIRP*

(zu Abb. 63: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
24,81+/-15,45%; 19,75+/-20,46%; 12,03+/-10,14%)
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Abbildung 64

NK (Spender 2, 4,5,6,7) m.IL2 + Cw 3-Transfektanten
Anteil an den CD107a-positiven

80.00%
70.00%
60.00%;
50.00%
40.00%
30.00%;
20.00%
10.00%

0.00%

67.48% 70.40%

50.07%

39.67%

I

1 HR o IR '
N NN NN -w AN SN
N J \ J \ J \

Y Y Y Y,
Spender 2 Spender 4 Spender 5 Spender 6 Spender 7 Mittelwerte

NK-Zell-Populationen:
blau: NKG2AP*°KIR"* rot: NKG2AP**KIRP*® griin: NKG2A"™9KIRP*®

(zu Abb. 64: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
50,07+/-18,47%; 17,31+4/-6,50%; 13,14+/-10,23%)

Abbildung 65
NK (Spender 2, 4,5, 6, 7) 0. IL2 + Cw 4-Transfektanten
Anteil an den CD107a-positiven
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NK-Zell-Populationen:
blau: NKG2AP*KIR"®9 rot: NKG2AP*°KIRP*® griin: NKG2A™9KIRP*

(zu Abb. 65: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
28,86+/-18,52%; 14,58+/-13,44%; 11,98+/-9,76%)

7



Abbildung 66

NK (Spender 2, 4,5, 6, 7) m. IL2 + Cw 4-Transfektanten

Anteil an den CD107a-positiven
80.00% 72.43%

70.00%
60.00%]
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%
10.00%

0.00%

Y Y Y Y Y Y
Spender 2 Spender 4 Spender 5 Spender 6 Spender 7 Mittelwerte

NK-Zell-Populationen:
blau: NKG2AP*KIR"9 rot: NKG2AP*KIRP*® griin: NKG2A™9KIRP*

(zu Abb. 66: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
53,19+/-17,86%; 23,92+/-10,77%; 9,07+/-5,81%)

Wie oben wurde nun auch mit den Populationen der ILT2P°® KIR"™9, [LT2P°®°
KIRP®® und ILT2"*® KIRP*® NK-Zellen verfahren.

Sowohl bei den NK-Zellen ohne als auch mit IL2-Stimulation war die CD107a-
Expression der ILT2°° KIRP® NK-Zellen hoher als die der ILT2"® KIRP*® NK-
Zellen. Der Unterschied zwischen den ILT2P°° KIR™ und den ILT2P® KIRP® NK-
Zellen war uneinheitlich, bei den Mittelwerten lagen die ILT2*° KIR"*® NK-Zellen
etwas Uber den ILT2°® KIRP°® NK-Zellen, wobei dies bei den unstimulierten NK-

Zellen deutlicher war.
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Abbildung 67

NK (Spender 2, 4,5, 6, 7) 0. IL2 + Cw 3-Transfektanten
Prozent CD107a-positive
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NK-Zell-Populationen:
blau: ILT2P°KIR"™ rot: ILT2P°KIRP*® grin: ILT2™9KIRP®®

(zu Abb. 67: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
3,62+/-0,91%; 2,18+/-1,81%; 1,23+/-1,03%)

Abbildung 68

NK (Spender 2, 4,5, 6, 7) m. IL2 + Cw 3-Transfektanten
Prozent CD107a-positive
25.99%
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v
Spender 2 Spender 4 Spender 5 Spender 6 Spender 7 Mittelwerte

NK-Zell-Populationen:
blau: ILT2P**KIR"™9 rot: ILT2PSKIRP*® griin: ILT2"9KIRP®®

(zu Abb. 68: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
18,23+4/-5,65%; 16,26+/-8,32%; 4,66+/-2,33%)
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Abbildung 69

NK (Spender 2, 4,5, 6,7) 0. IL2 + Cw 4-Transfektanten
Prozent CD107a-positive
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NK-Zell-Populationen:
blau: ILT2P*°KIR"9 rot: ILT2P*KIRP*® grun: ILT2"9KIRP*

(zu Abb. 69: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
2,51+/-1,39%; 1,54+/-1,24%; 0,64+/-0,74%)

Abbildung 70
NK (Spender 2, 4,5, 6, 7) m. IL2 + Cw 4-Transfektanten
30.00% Prozent CD107a-positive
25.00% 23.71%
15.48%5.45%
15.00%;
10.00%;|
5.36%
5.00%
0/
0.00% . RN )
Spender 2 Spender 4 Spender 5 Spender 6 Spender 7 Mittelwerte
NK-Zell-Populationen:
blau: ILT2PKIR"? rot: ILT2PKIRP* griin: ILT2"9KIRP*®

(zu Abb. 70: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
15,48+/-5,93%; 15,45+/-8,16%; 5,36+/-5,18%)
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Den groflten Anteil an den CD107a-positiven bildeten bei den unstimulierten
NK-Zellen bis auf Spender 6 einheitlich die ILT2P°° KIR"® Population vor der
ILT2P°° KIRP® Population, deren Anteil wiederum hoher war als der der ILT2"9
KIRP*® Population. Bei den NK-Zellen nach IL-Stimulation wich auch Spender 4
von diesem Verhalten ab, die Mittelwerte zeigten aber immer noch die eben
beschriebene Reihenfolge. Bei Spender 6 und Spender 4 war bei den IL2-
stimulierten NK-Zellen der Anteil der ILT2°*® KIRP*® Population hoher als der
Anteil der ILT2*° KIR" NK-Zellen.

Abbildung 71
NK (Spender 2, 4,5, 6, 7) 0. IL2 + Cw 3-Transfektanten
80.00% Anteil an den CD107a-positiven
EN71.32%
70.00%117]
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Spender 2 Spender 4 Spender 5 Spender 6 Spender 7 Mittelwerte
NK-Zell-Populationen:
blau: ILT2P°KIR"? rot: ILT2P*°KIRP®® grin: ILT2"9KIRP

(zu Abb. 71: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
48,75+/-22,63%; 20,77+/-18,50%; 6,14+/-4,60%)
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Abbildung 72

NK (Spender 2, 4,5, 6, 7) m. IL2 + Cw 3-Transfektanten
Anteil an den CD107a-positiven

80.00% 71.80%
70.00%
60.00%
50.00% 43.73%
40.00% 37.74%
91% %
30.00% 28,738 o 28.20% -
o/ |
20.00% 11 64% ]
10.00% 6.68% A
0/, T T
0.00% N v J J J J U J U J
Spender 2 Spender 4 Spender 5 Spender 6 Spender 7 Mittelwerte
NK-Zell-Populationen:
blau: ILT2P*°KIR"? rot: ILT2PKIRP®® griin: ILT2"9KIRP*®

(zu Abb. 72: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
43,73+/-20,50%; 23,63+/-11,91%; 3,214/-3,12%)

Abbildung 73
NK (Spender 2, 4,5, 6, 7) 0. IL2 + Cw 4-Transfektanten
Anteil an den CD107a-positiven
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NK-Zell-Populationen:
blau: ILT2PSKIR™ rot: ILT2P°°KIRP®® grin: ILT2™9KIRP®®

(zu Abb. 73: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
39,83+/-14,14%; 19,72+/-6,05%; 3,57+/-3,14%)
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Abbildung 74

NK (Spender 2, 4,5, 6, 7) m. IL2 + Cw 4-Transfektanten
Anteil an den CD107a positiven

80.00%
70.00% 66.01%
60.00%
50.00%44-94°
40.00%
30.00%
20.00%
10.00%r

0.00%-

32.28%
28.01%

)
Y Y Y Y Y Y
Spender 2 Spender 4 Spender 5 Spender 6 Spender 7 Mittelwerte

NK-Zell-Populationen:
blau: ILT2P°KIR"™ rot: ILT2P°KIRP®® grin: ILT2™9KIRP®®

(zu Abb. 74: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
43,54+4/-16,51%; 27,09+/-9,29%; 2,71+/-2,74%)

3.4.2 Versuche mit Blasten

Es wurden Versuch mit den ALL-Blasten 1 bis 4 durchgefihrt, und zwar jeweils
mit den NK-Zellen von Spender 6 und Spender 8.

Die HLA-Konstellation war folgende:

Tabelle 5

Merkmal der Merkmal der Merkmal der

Cw3-Gruppe Cw4-Gruppe Bw4-Gruppe
Spender 6 positiv positiv positiv
Spender 8 positiv positiv negativ
Blasten 1 positiv positiv negativ
Blasten 2 positiv positiv positiv
Blasten 3 positiv negativ negativ
Blasten 4 positiv positiv negativ
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Somit war eine mismatch-Konstellation nach dem Ligand-Ligand-Modell
gegeben fur folgende Paarungen: Spender 6/ Blasten 1 (Bw4), Spender 6/
Blasten 3 (Cw4,Bw4), Spender 6/ Blasten 4 (Bw4), Spender 8/ Blasten 3 (Cw4).

3.4.2.1 Einzelbetrachtung der Versuche
Zur Veranschaulichung siehe Abbildung 156 bis 187 im Anhang.

Spender 6 — Blasten 1:

Sowohl bei den unstimulierten als auch bei den IL2-stimulierten NK-Zellen fand
sich hier die hochste CD107a-Expression bei der Population der ILT2P°° KIR".
Die single-KIR-positiven NK-Zellen wiesen durchgehend eine niedrigere
CD107a-Expression auf als die fur (mindestens) den entsprechenden KIR
negativen NK-Zellen. Dies galt auch fur CD158e, obwohl die Blasten fur das
HLA-Merkmal Bw4 negativ sind und so keine Inhibition Uber den CD158e-
Rezeptor stattfinden kann.

Bei der Betrachtung der Verteilung der Populationen in den CD107a-positiven
NK-Zellen wurden vorige Beobachtungen noch deutlicher: Die single-KIR-
positiven Zellen machten einen sehr geringen Teil aus, wahrend die ILT2P%°
KIR"™ Population den groRBten Teil bei den unstimulierten NK-Zellen
ausmachte. Bei den IL2-stimulierten NK-Zellen waren die fur mindestens einen
KIR negativen NK-Zellen am starksten vertreten, dann folgten die ILT2P°° KIR"®®
und die NKG2AP*° KIR"™ NK-Zellen.

Spender 8 — Blasten 1:
Auch hier wies die ILT2*® KIR™? Population die hochste CD107a-Expression
auf und bis auf CD158b bei den IL2-stimulierten NK-Zellen war das Verhalten,

was die KIR-Populationen betrifft, ebenfalls wie bei Spender 6.

Auch die Verteilung der Populationen in den CD107a-positiven NK-Zellen
entsprach der bei Spender 6 mit der Ausnahme, dass bei den IL2-stimulierten
NK-Zellen der Anteil der NKG2AP*® KIR™® (ber dem der ILT2P* KIR"™® NK-

Zellen lag.
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Spender 6 — Blasten 2:

Hier liel3en sich die gleichen Feststellungen treffen wie bei Spender 6 — Blasten
1, nur dass die Werte der Spitzenreiter in der CD107a-Expression beim
Versuch mit den Blasten 2 deutlich hdher waren.

Die Verteilung der Populationen in den CD107a-positiven NK-Zellen entsprach

ebenfalls den Verhaltnissen im Versuch Spender 6 — Blasten 1.

Spender 8 — Blasten 2:

Spitzenreiter der CD107a-Expression bei den unstimulierten NK-Zellen war
auch hier die Population der ILT2P*® KIR™® NK-Zellen, gefolgt von den
NKG2A™9 KIRP*® und den NK-Zellen, die fiir mindestens einen KIR negativ
waren. Die Werte der IL2-stimulierten NK-Zellen waren zwar insgesamt hoher,
aber die Unterschiede zwischen den einzelnen Populationen waren klein. Die
niedrigste CD107a-Expression wiesen die NKG2a*® KIR"™? NK-Zellen auf, die
hochste die NKG2A™? KIRP*® und die ILT2P°° KIR™? NK-Zellen.

Auch hier war die gleiche Verteilung der Populationen in den CD107a-positiven
NK-Zellen zu finden wie bei den Versuchen mit Spender 6 und Blasten 1 und 2,

jedoch mit etwas niedrigeren Werten bei den IL2-stimulierten NK-Zellen.

Spender 6 — Blasten 3:

Wie in den meisten Fallen lag auch hier die héchste CD107a-Expression bei
der Population der ILT2”*® KIR"® NK-Zellen vor. Auch die single-KIR-positiven
NK-Zellen zeigten wie sonst auch eine niedrigere CD107a-Expression als die
fur mindestens den entsprechenden KIR negativen NK-Zellen, eingeschlossen
der KIR-Rezeptor CD158e, flir den ein mismatch vorlag.

Die Verteilung der Populationen in den CD107a-positiven entsprach ebenfalls

den bisher beschriebenen Versuchen bis auf Spender 8 — Blasten 1.

Spender 8 — Blasten 3:

Die hochsten Werte fur die CD107a-Expression wiesen in diesem Versuch die
Population der NKG2A"™9 KIRP*® auf, gefolgt von den ILT2°*° KIR"™® NK-Zellen.

Die single-KIR-positiven, unstimulierten NK-Zellen zeigten keinerlei CD107a-
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Expression, bei den NK-Zellen nach I[L2-Stimulation waren die Werte der
CD107a-Expression dieser Populationen bis auf CD158a niedriger als die der
fur mindestens den entsprechenden KIR negativen Populationen. Fir CD158a
lag ein mismatch vor.

Bei der Verteilung der Populationen in den CD107a-Expression war keine

Abweichung gegenuber den anderen Versuchen zu beobachten.

Spender 6 — Blasten 4:

Bei den NK-Zellen, die nicht mit IL2 stimuliert worden waren, wies auch hier die
Population der ILT2P°° KIR"™® den hochsten Wert der CD107a-Expression auf.
Auffallend war, dass der Wert der NKG2A"* KIRP*® NK-Zellen hoher war als der
Wert der NKG2AP*® KIR"™® Zellen. Dies kehrte sich bei den zuvor IL2-
stimulierten NK-Zellen um. Hier war aul’erdem die CD107a-Expression der
NKG2AP®® KIR"™® NK-Zellen hoher als die der ILT2°*° KIR"™9, Teils sogar noch
hohere Werte wiesen bei den stimulierten NK-Zellen die NK-Zell-Populationen
auf, die fur mindestens einen KIR negativ waren; bei den unstimulierten NK-
Zellen waren die Werte dieser Populationen zumindest hoher als bei den
NKG2AP® KIR" NK-Zellen. Die single-KIR-positiven NK-Zellen zeigten bei den
unstimulierten NK-Zellen keine CD107a-Expression, ebenso die CD158b-
positiven NK-Zellen nach IL2-Stimulation. Der Wert der CD107a-Expression bei
den IL2-stimulierten, CD158e-positiven NK-Zellen lag Uber dem der CD158a-
positiven Nk-Zellen. Fir CD158e lag ein mismatch vor.

Die Verteilung der Populationen in den CD107a-positiven NK-Zellen entsprach

der vorher beschriebenen.

Spender 8 — Blasten 4:
Bei den unstimulierten NK-Zellen traten die ILT2P°° KIR"™9 NK-Zellen hinsichtlich

ihrer CD107a-Expression deutlich als Spitzenreiter hervor. Au’erdem konnte

wie meistens beobachtet werden, dass der Wert der fir mindestens einen KIR
negativen NK-Zellen deutlich hoher war als derjenige der single-KIR-positiven
NK-Zellen. Sowohl die NKG2A™9 KIRP*® als auch die NKG2AP®® KIR"™Y NK-

Zellen wiesen relativ niedrige Werte auf mit einem etwas hoheren fur erstere
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Population. Bei den zuvor IL2-stimulierten NK-Zellen waren die Werte
insgesamt hoher, die Unterschiede jedoch gering. Spitzenreiter waren hier die
NKG2A™9 KIR®®, die NKG2AP°® KIR"™ und die ILT2°*° KIR" Populationen. Die
single-KIR-positiven, vor allem fur CD158b, wiesen deutlich hohere Werte bei
der CD107a-Expression auf als bei den unstimulierten NK-Zellen. Im
Gegensatz zu Spender 6 wies hier die fur CD158e single-positive Population
den geringsten Wert auf; hier lag kein mismatch vor.

Auch bei diesem Versuch ergab sich keine Veranderung hinsichtlich der

Verteilung der Populationen in den CD107a-positiven NK-Zellen.

3.4.2.2 Zusammenschau der Versuche

Nun sollen die Mittelwerte aller Versuche bei beiden Spendern betrachtet
werden.

Spitzenreiter der CD107a-Expression waren in beiden Fallen, sowohl fur die
IL2-stimulierten als auch fiir die unstimulierten NK-Zellen, die ILT2P°° KIR™® NK-
Zellen. Auffallig war, dass die CD107a-Expression der NKG2AP*® KIR"
Population durch die IL2-Stimulation deutlich erhdht werden konnte. Es zeigte
sich auRerdem, dass die CD107a-Expression der single-KIR-positiven meist
niedriger war die der fur mindestens den entsprechenden KIR negativen NK-
Zellen. Bei Spender 8 galt dies jedoch nur flr die unstimulierten NK-Zellen,
wahrend die Unterschiede zwischen den fur die einzelnen KIRs negativen und
positiven Populationen bei den IL2-stimulierten NK-Zellen gering waren. Bei
den single-KIR-positiven NK-Zellen von Spender 8 liel3 sich also durch die IL2-
Stimulation die CD107a-Expression deutlich erhéhen.

Zur Verteilung der Populationen in den CD107a-positiven NK-Zellen lasst sich
sagen, dass sich bei den NK-Zellen beider Spender in allen Ansatzen zeigte,
dass unter den CD107a-positiven NK-Zellen der gréfdte Anteil von NK-Zellen
gebildet wurde, die entweder ausschlieBlich flr ILT2 positiv waren oder
ausschlieBlich fur einen der drei KIR-Rezeptoren (CD158a/b/e) negativ waren -
darunter fielen also jeweils auch die ILT2-positiven Zellen (,ILT2-positive
Populationen®). Der Anteil dieser Populationen war in der Mehrzahl der Falle bei

den unstimulierten NK-Zellen hoher als bei den mit IL2 stimulierten. Dagegen
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erhohte sich der Anteil der einfach fur NKG2A positiven NK-Zellen, wie auch

ihre CD107a-Expression, nach der Stimulation mit IL2.

Abbildung 75
Mittelwerte Spender 6 + Blasten 1-4
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(zu Abb. 75: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:

1: 0,774/-1,20%; 2: 5,91+/-4,50%; 3: 21,49+/-28,69%; 4: 19,09+/-19,24%; 5: 0,35+/-0,69%; ©:
8,58+/-10,34%; 7: 16,77+/-23,68%; 8: 18,95+/-16,12%; 9: 0,00+/-0,00%; 10: 3,71+/-1,63%; 11:
4,71+/-4,47%; 12: 18,66+/-13,82%; 13: 2,10+/-1,08%; 14: 10,86+/-4,14%; 15: 6,40+/-6,08%; 16:
9,55+/-4,36%; 17: 33,53+/-29,53%; 18: 28,02+/-24,62%; 19: 5,70+/-7,01%; 20: 10,01+/-4,81%)

Abbildung 76
Mittelwerte Spender 8 + Blasten 1-4
Prozent CD107a-positive
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(hellblau: unstimul.NK-Z., dunkelblau: IL2-stimul. NK-Z.)
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(zu Abb. 76: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
1:1,77+/-2,17%; 2: 21,31+/-16,67%; 3: 11,62+/-11,19%; 4: 20,22+/-12,11%; 5: 1,38+/-1,61%; 6:
23,27+/-15,81%; 7: 13,59+/-10,10%; 8: 22,76+/-13,73%; 9: 1,05+/-2,11%; 10: 18,72+/-16,19%;
11: 12,25+/-10,49%; 12: 22,68+/-11,83%; 13: 2,84+/-1,26%; 14: 19,46+/-9,73%; 15: 20,17+/-
17,70%; 16: 31,16+/-17,57%; 17: 33,43+/-17,79%; 18: 34,38+/-16,91%; 19: 3,76+/-2,73%; 20:
26,49+/-18,58%)

Abbildung 77
Mittelwerte Spender 6 + Blasten 1-4
Anteil an den CD107a-positiven
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(zu Abb. 77: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:

1: 0,08+/-0,12%; 2: 1,37+/-0,52%; 3: 65,31+/-37,27%; 4: 52,36+/-22,89%; 5: 0,12+/-0,17%; ©:
0,70+4/-0,69%; 7: 61,95+/-42,37%; 8: 59,98+/-22,00%; 9: 0,01+/-0,02%; 10: 0,14+/-0,14%; 11:
41,50+/-41,02%; 12: 67,43+/-23,04%; 13: 2,93+/-1,86%; 14: 17,00+/-6,50%; 15: 1,98+/-1,28%;
16: 2,01+/-1,16%; 17: 65,92+/-33,53%; 18: 34,65+/-19,19%; 19: 0,58+/-0,71%; 20: 1,28+/-
0,88%)
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Abbildung 78

Mittelwerte Spender 8 + Blasten 1-4
Anteil an den CD107a-positiven

80.00% 1, 2:singleCD 1583
70.00% - 621‘/-64% 3,4: CD158a"™°
60.00% o 58.13% GO'ZOZ\’%‘S?)% 58.18% 5, 6: singleCD158b"*°
50.00% 48.79% 7, 8: CD158bneg
' 9, 10: singleCD158e"*
40.00% 11, 12: CD158e"°
) 28.82% N
30.00% 13, 14: NKG2AP*°KIR"?
20.00% 16.42% 15, 16: NKG2A™KIRP*
% 17, 18: ILT2P°KIR"®
10,00 /c L B R N 4.01‘%,I2‘953%92 % 052550 s
000 %~ 1| WO [] BOS% [ B m B e m ] HO%%m ]| 19,20: ILT2"™KIR

1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
NK-Zell-Populationen

(hellblau: unstimul.NK-Z., dunkelblau: IL2-stimul. NK-Z.)

(zu Abb. 78: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:

1: 0,09+/-0,10%; 2: 0,79+/-0,22%; 3: 62,68+/-37,59%; 4: 64,64+/-14,98%; 5: 0,11+/-0,12%; 6:
2,24+/-1,04%; 7: 58,13+/-37,45%; 8: 48,79+/-13,95%; 9: 0,16+/-0,20%; 10: 1,22+/-0,48%; 11:
60,70+/-36,20%; 12: 55,88+/-13,57%; 13: 4,01+/-3,02%; 14: 16,42+/-5,84%; 15: 2,95+/-1,95%;
16: 3,02+/-0,77%; 17: 58,16+/-30,93%; 18: 28,82+/-13,09%; 19: 0,53+/-0,50%; 20: 2,63+/-
1,43%)

3.4.2.3 Auswertung hinsichtlich KIR-mismatch

Aus allen Messungen mit den NK-Zellen der einzelnen Spender wurde der
Mittelwert der CD107a-Expression in der Gesamtpopulation der NK-Zellen des
jeweiligen Spenders berechnet. Diese sind in den untenstehenden
Schaubildern dargestellt fur die NK-Zellen mit und ohne IL2-Stimulation und
zwar einmal fuar alle Konstellationen mit mismatch und einmal fur alle
Konstellationen ohne mismatch. Die letzten beiden Saulen der Schaubilder

zeigen die Mittelwerte aller Werte der jeweiligen Gruppe von Versuchen.
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Abbildung 79

Konstellationen mit mismatch

Prozent CD107a-positive
1, 2: Versuch mit Spender 6

45.,00%
und Blasten 1
40.00% .
3, 4: Versuch mit Spender 6
35.00% und Blasten 3
30.00% 5, 6: Versuch mit Spender 6
25.00% Blasten 4
U 11,30%
20.00% 17.00% 17'450015.58% 1077% 7, 8: Versuch mit Spender 8
15.00 1 1721.4,23% Blasten 3
- 10.55% +/-6.97% asten

10.009 -009 9, 10: Mittelwerte aus den

5.009 Werten 1 bis 8

0.00%

NK-Zell-Gesamtpopulationen
(hellblaiir 1instimul NK-Zellen diunkelblain: Il 2-stimil NK-Zellen)

Abbildung 80
Konstellationen ohne mismatch
Prozent CD107a-positive
45.00%42-21% 1, 2: Versuch mit Spender 6
20 OO"H_ und Blasten 1
. 36.619
i ’ 29 199 3, 4: Versuch mit Spender 6
35.00% | 31.51T%
) 28.55% 26,32% +/-6.61 und Blasten 3
30.00% * 027'35:;026 549 —=s ° .
R 1 0.9%70 +/-14,08% 5, 6: Versuch mit Spender 6
25.00% | 20.99% Blasten 4
20.00% | 7, 8: Versuch mit Spender 8
15.00% | Blasten 3
10.00% | 9, 10: Mittelwerte aus den
5.00% 1 Werten 1 bis 8
0.00%
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
NK-Zell-Gesamtpopulationen
(hellblau: unstimul. NK-Zellen, dunkelblau: IL2-stimul. NK-Zellen)

Anders als bei den Versuchen mit den Tranfektanten waren hier die Werte fur
die CD107a-Expression bei den Versuchen mit mismatch-Konstellation nicht

hoher als bei den Versuchen ohne mismatch-Konstellation.
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3.4.2.4 Analyse hinsichtlich ILT2

Die Population der ILT2°*® KIR"™? NK-Zellen soll im Folgenden néher analysiert
werden.

Zunachst soll die CD107a-Expression dieser Population mit der von den NK-
Zellen, die ohne Targets inkubiert worden waren, und mit der von der
Gesamtpopulation der mit Targets inkubierten NK-Zellen verglichen werden,
jeweils fur unstimulierte und fur IL2-stimulierte NK-Zellen. Dabei zeigte sich zum
Einen, dass die CD107a-Expression bei der Gesamtpopulation der mit Targets
inkubierten NK-Zellen stets hoher war als bei den NK-Zellen, die ohne Targets
inkubiert worden waren. AulRerdem lag der Wert fur die CD107a-Expression bei
den ILT2P°® KIR"™® NK-Zellen immer Uber dem der Gesamtpopulation. In der
Halfte der Falle war dabei die CD107a-Expression der IL2-stimulierten NK-
Zellen niedriger als die der unstimulierten NK-Zellen. Bei den absoluten Werten
der CD107a-Expression gab es insgesamt eine gro3e Bandbreite, abhangig
von den Blasten; die hochste CD107a-Expression wurde bei den Versuchen mit

Blasten 2 erzielt.

Abbildung 81
NK (Spender 6) + Blasten 1
Prozent CD107a-positive
80.00%
70,00%
60,00%
50.00%
40,00%
30.00% 22.10% 20,35%
20.00% 17.00% 17.45% '
. 0
0.00% — . , ‘ ,
NK-Zellen NK-Zellen (gesamt) ILT2PP°KIR"®?
ohne Targetzellen mit Targetzellen NK-Zell-Population
(hellblau: unstimul. NK-Zellen, dunkelblau: IL2-stimul. NK-Zellen)
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Abbildung 82

NK (Spender 8) + Blasten 1
Prozent CD107a-positive
80.00%
70,00%
60.00%
o 45.38%
50.00% 4114%
40.00%
28.55% o
30.00% 27.35%
18.95%
20.00%
0,
10.00% 1.15%
0.00% = , ‘ , ,
NK-Zellen NK-Zellen (gesamt) ILT2P°KIR"®9
ohne Taragetzellen mit Taraetzellen NK-Zell-Population
(hellblau: unstimul. NK-Zellen, dunkelblau: IL2-stimul. NK-Zellen)
Abbildung 83
NK (Spender 6) + Blasten 2
Prozent CD107a-positive
80.00% 75.18%
70.00% 64.52%
60.00%
50.00% 42.21%
0,
40,00% 3151%
30.00%
20.00%
10.00% 6.96%
' 0.87%
0.00% f : -, , , ,
NK-Zellen NK-Zellen (gesamt) ILT2P°KIR"®9
ohne Targetzellen mit Targetzellen NK-Zell-Population
(hellblau: unstimul. NK-Zellen, dunkelblau: IL2-stimul. NK-Zellen)
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Abbildung 84

NK (Spender 8) + Blasten 2
Prozent CD107a-positive
80.00%
70,00%

0, B4 5G9,
60.00% 51.54% e
50.00%

40.00% 36.61%
30.00% 26.54%
18.95%
20.00%
10.00% 219%
0.00% , , , , ,
NK-Zellen NK-Zellen (gesamt) ILT2P°KIR"®9
ohne Targetzellen mit Taraetzellen NK-Zell-Population
(hellblau: unstimul. NK-Zellen, dunkelblau: IL2-stimul. NK-Zellen)
Abbildung 85
NK (Spender 6) + Blasten 3
Prozent CD107a-positive
80.00%
70,00%
60.00%
50,00%
40,00%
30.52%
30.00%
20.00% 15.58% 16.00%
9,189
10.00% 6.25% ¢
R 2.34%
0.00%
NK-Zellen NK-Zellen (gesamt) ILT2PP°KIR"®?
ohne Targetzellen mit Targetzellen NK-Zell-Population
(hellblau: unstimul. NK-Zellen, dunkelblau: IL2-stimul. NK-Zellen)
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Abbildung 86

NK (Spender 8) + Blasten 3
Prozent CD107a-positive
80.00%
70.00%
60,00%
50.00%
40.00%
30.00%
20.00% 14.78% 16.34%
8.62% 8.00%
[ 531% '
10.00% 1.65%
0.00% 1 5
NK-Zellen NK-Zellen (gesamt) ILT2P°°KIR"®0
ohne Targetzellen mit Taraetzellen NK-Zell-Population
(hellblau: unstimul. NK-Zellen, dunkelblau: IL2-stimul. NK-Zellen)
Abbildung 87
NK (Spender 6) + Blasten 4
Prozent CD107a-positive
80.00%
70.00%
60.00%
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%
10.55% 11.19%
9 5.36% 6.30%
10.00% 0.70% ° 1.88%
0.00% ‘ 5 — ‘
NK-Zellen NK-Zellen (gesamt) ILT2PP°KIR"®?
ohne Targetzellen mit Targetzellen NK-Zell-Population
(hellblau: unstimul. NK-Zellen, dunkelblau: IL2-stimul. NK-Zellen)
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Abbildung 88

NK (Spender 8) + Blasten 4
Prozent CD107a-positive
80.00%
70.00%
60.00%
50.00%
40.00%
25.47%
30.00% 2099%  22.00% ’
20.00%
8.99% 7.96%
0,
10.00% 161%
0.00% —
NK-Zellen NK-Zellen (gesamt) ILT2P°KIR"®9
ohne Targetzellen mit Taraetzellen NK-Zell-Population
(hellblau: unstimul. NK-Zellen, dunkelblau: IL2-stimul. NK-Zellen)

Zur statistischen Auswertung dieses Sachverhalts wurde mittels gepaartem t-
Test die CD107a-Expression der ILT2P° KIR"™® NK-Zell-Population mit
derjenigen in der Gesamtpopulation der NK-Zellen verglichen, jeweils flr die
unstimulierten und die IL2-stimulierten NK-Zellen. In beiden Fallen konnte ein
signifikanter Anstieg der CD107a-Expression bewiesen werden; die p-Werte
lagen fur die unstimulierten NK-Zellen bei 0,0041 und fur die IL2-stimulierten
NK-Zellen bei 0,0216.

Nun sollen die drei Populationen der ILT2P°® KIR"™9, der ILT2*® KIRP®® und der
ILT2"9 KIRP°® NK-Zellen miteinander verglichen werden.

Fur die unstimulierten NK-Zellen zeigten bei beiden Spendern die ILT2°°° KIR"?
NK-Zellen die héchste CD107a-Expression. Nach IL2-Stimulation erhéhte sich
jedoch vor allem die CD107a-Expression der anderen Populationen - diese
blieben jedoch bis auf den Versuch Spender 6 — Blasten 4 niedriger als die
CD107a-Expression der ILT2P°° KIR"? NK-Zellen.

Bei den Versuchen Spender 6 — Blasten 1, 3 und 4, bei denen ein mismatch
vorlag, war der Unterschied der CD107a-Expression zwischen ILT2P°® KIR"?
und ILT2P*® KIRP*® NK-Zellen fiir die IL2-stimulierten NK-Zellen kleiner als beim
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Versuch Spender 6 Blasten 2 ohne mismatch. Dies zeigte sich beim Versuch
Spender 8 — Blasten 3, bei dem ebenfalls ein mismatch vorlag, nicht so
deutlich. Aulierdem war dieser Unterschied auch bei den Versuch Spender 8 —
Blasten 2 und 4 ohne mismatch kleiner. Die Unterschiede zwischen den
Populationen der ILT2P* KIRP*® und der ILT2"9 KIRP*® Populationen waren

gering und uneinheitlich.

Abbildung 89

NK (Spender 6) o. IL 2 + Blasten 1-4
Prozent CD107a-positive
80.00% 75:18%
70.00%
60.00%
50.00%

40,00% .
° 30.52% 93.93%
30.00% —

22.10%

20.00% 15:00%

10.00% 7.19% ] 6.30% 5.70°

‘ 0.83% 7] 1.21%0.60% 1.41% ] 0.53%0.00% 1.00%

0, —e== = r r

0.00%( J T\ AN J T\ J T\ J
Y Y Y Y Y

Blasten 1 Blasten 2 Blasten 3 Blasten 4 Mittelwerte

NK-Zell-Populationen:
blau: ILT2PKIR™ rot: ILT2P*°KIRP*® griin: ILT2™9KIRP®®

(zu Abb. 89: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
33,53+/-29,53%; 1,00+/-6,39%; 5,70+/-7,01%)
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Abbildung 90

NK (Spender 6) m. IL2 + Blasten 1-4
Prozent CD107a-positive

80.00%
70.00% 64.52%
60.00%
50.00%
40.00%
30.00%

28.02%

0,
20.35% 20.69% 16.00%

20.00% 13.86%
10.00%

0.00%-"

Blasten 1 Blasten 2 Blasten 3 Blasten 4 Mittelwerte
NK-Zell-Populationen:
blau: ILT2PKIR™ rot: ILT2P*°KIRP*® griin: ILT2"9KIRP®®

(zu Abb. 90: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
28,02+/-24,62%; 11,31+/-6,82%; 10,01+/-4,81%)

Abbildung 91
NK (Spender 8) 0. IL2 + Blasten 1-4
80.00% Prozent CD107a-positive
. 0
70.00%
0,
60.00% 51.54%
50.00%145:38% 1
40.00%; 3343%
30.00%| 22.00%
20.00%; 14.78% ]
1 0,
10.00%{ 538%2.95% 585% 7 4,199 :2%% 446%3.85% 4.02%3.769
0.00% = B I |—|‘|_|‘ o Y e B I
RadoN J J RN N J
Y Y Y Y Y
Blasten 1 Blasten 2 Blasten 3 Blasten 4 Mittelwerte
NK-Zell-Populationen:
blau: ILT2P*°KIR"? rot: ILT2P°KIRP®® grun: ILT2"9KIRP*®

(zu Abb. 91: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
33,43+/-17,79%; 4,02+/-1,15%; 3,76+/-2,73%)
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Abbildung 92

NK (Spender 8) m. IL2 + Blasten 1-4
Prozent CD107a-positive

80.00%
70.00%
60.00% 54°56%
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%

27.49% .
e i NN
N

25-47%x 529
"~ 30.79%

10.00% .
0.00%-
N J J J J J
Y Y Y Y Y
Blasten 1 Blasten 2 Blasten 3 Blasten 4 Mittelwerte

NK-Zell-Populationen:
blau: ILT2P**KIR" rot: ILT2P*°KIRP*® grin: ILT2™9KIRP®®

(zu Abb. 92: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
34,38+/-16,91%; 23,33+/-15,57%; 26,49+/-18,58%)

Den groRten Anteil an den CD107a-positiven Zellen machten bei den

POS KIR"™9 Zellen aus, teilweise

unstimulierten NK-Zellen durchweg die ILT2
waren die ILT2P°°® KIRP*® NK-Zellen gering vertreten, die ILT2"*° KIRP*® NK-
Zellen kaum. Bei den NK-Zellen nach IL2-Stimulation war bis auf den Versuch
Spender 6 — Blasten 4 ebenfalls der Anteil der ILT2°*° KIR"™® NK-Zellen am
hdchsten, jedoch nahmen die Anteile dieser Population ab und die der anderen
Populationen dagegen zu. Hierbei lag der Anteil der ILT2° KIRP*® NK-Zellen
Uber dem der ILT2"9 KIRP®S,

Bei den Versuchen, bei denen ein mismatch mit Spender 6 vorlag, waren die
Unterschiede zwischen der ILT2P%° KIR™9 und der ILT2P°° KIRP®® Population
kleiner als bei den Versuchen ohne mismatch. Bei den Versuchen mit Spender

8 verhielt es sich andersherum.
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Abbildung 93

NK (Spender 6) 0. IL2 + Blasten 1-4

98 225/0\nteil an den CD107a-positiven

100.00%
90.00%
80.00% F447% 72.16%

70.00% ] — 65.92%
60.00%
50.00%
40.00%
30.00%

18.82%

20'002/“ 10.31% o
10.00% TA1%0.75% | | 0.47%0.05% | | 2:70%T150% [] 0:00% | | 2 70.58%
0.00% ‘ ‘ ‘ ‘ == ‘ —L
N J J J J J
Y Y Y Y Y
Blasten 1 Blasten 2 Blasten 3 Blasten 4 Mittelwerte

NK-Zell-Populationen:
blau: ILT2PKIR™ rot: ILT2P*°KIRP*® griin: ILT2"9KIRP®®

(zu Abb. 93: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
65,92+/-33,53%; 3,65+/-4,54%; 0,58+/-0,71%)

Abbildung 94

NK (Spender 6) m. IL2 + Blasten 1-4
Anteil an den CD107a-positiven

100.00%
90.00%
80.00%
;8-88:;" 60.05%

. 0
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%
10.00%

0,
0'00/0\ J \ J \ v J \ v J \ J

38.62%

17.48%

Y Y
Blasten 1 Blasten 2 Blasten 3 Blasten 4 Mittelwerte
NK-Zell-Populationen:

blau: ILT2P*KIR"® rot: ILT2P*KIRP*® griin: ILT2"9KIRP*

(zu Abb. 94: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
34,65+/-19,19%; 21,79+/-15,26%; 1,28+/-0,88%)
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Abbildung 95

NK (Spender 8) 0. IL2 + Blasten 1-4

Anteil an den CD107a-positiven
100.00% 91.06%
90.00% ]
80.00%
70.00%
60.00%
50.00%
40.00%

30.00%

10.00% 9 3579 2 440 8.05% 7.09% :
* 0.86%0.34% . 0 31471 26% |_| 0.38% 139
o, : ‘ ‘ |
0.00% N g VRN Y =1

N VN JEEN )
Y Y
Blasten 1 Blasten 2 Blasten 3 Blasten 4 Mittelwerte

66.67%
] 58.24% 58.18%

v

NK-Zell-Populationen:

blau: ILT2P*KIR"™® rot: ILT2P*KIRP*® griin: ILT2"°KIRP*

(zu Abb. 95: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
58,18+/-30,93%; 7,09+/-6,84%; 1,39+/-1,52%)

Abbildung 96

NK (Spender 8) m. IL2 + Blasten 1-4
Anteil an den CD107a-positiven

100.00%
90.00%
80.00%
70.00%
60.00%
50.00% 4162%
40.00% 34.59¢
30.00%
20.00%
10.00%

0.00%

28.04% 28.82%

Blasten 1 Blasten 2 Blasten 3 Blasten 4 Mittelwerte
NK-Zell-Populationen:

blau: ILT2P**KIR" rot: ILT2P*°KIRP*® grin: ILT2™9KIRP®®

(zu Abb. 96: Die Standardabweichungen zu den Mittelwerten im Schaubild betragen:
28,82+/-13,09%; 13,93+/-6,30%; 2,63+/-1,43%)
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3.4.3 Versuche mit Blasten und CD19-Markierung

Bei den Versuchen mit den Blasten lagen bei der Auswertung der FACS-Daten
die CD56-positiven und -negativen Zellen nah beieinander, so dass es teilweise
etwas schwierig war, die Blasten und die NK-Zellen sicher voneinander zu
trennen. Deshalb wurden drei Kontrollversuche durchgefuhrt, bei denen nicht,
wie zuvor, die NK-Zellen mit einem Antikérper gegen CD56 markiert worden
waren, sondern die Blasten mit einem Antikérper gegen CD19. Die Versuche
wurden durchgefuhrt mit NK-Zellen von Spender 6 und Blasten 4 sowie mit NK-

Zellen von Spender 8 und Blasten 3 und 4.

3.4.3.1 Einzelbetrachtung der Versuche

Zunachst sollen die Versuche einzeln im Hinblick auf die Ergebnisse bei den

vorangegangenen Versuchen mit Blasten beschrieben werden.

Spender 6 — Blasten 4:

Fir die unstimulierten NK-Zellen konnte hier die ILT2P°° KIR"™® Population als
diejenige mit der héchsten CD107a-Expression ausgemacht werden. Bei den
zuvor IL2-stimulierten NK-Zellen lag der hochste Wert fur die CD107a-
Expression bei den NKG2AP*® KIR™? NK-Zellen, die ILT2P*° KIR™ zeigten
ebenfalls eine hohe CD107a-Expression, die nur wenig unter denen der
NKG2AP®° KIR"™® und der NKG2A"° KIRP*® Populationen lag.

Sowohl fur die unstimulierten als auch fur die IL2-stimulierten NK-Zellen waren
die CD107a-Expressions-Werte fur die NK-Zellen, die fur mindestens einen KIR
negativ waren, hoher als fur die NK-Zellen, die fur den entsprechenden KIR
einfach positiv waren. Dabei erreichten die single-CD158e-positiven NK-Zellen
von den single-KIR-positiven den héchsten Wert fir die CD107a-Expression;
CD158e war in diesem Falle ein self-KIR, der keinen Liganden auf den
Targetzellen erkennen konnte.

Diese Beobachtungen waren so ahnlich auch bei den anderen Versuchen mit

Blasten gemacht worden.
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Abbildung 97

NK (Spender 6) o. IL2 + Blasten 4

45.00% Prozent CD107a-positive 1:singleCD158a"°

40.00% 2: CD158a™°

35.00% 3: singleCD158bP*®

30.00% 4: CD158b™°

25.00% 5: singleCD158e"**

20.00% 6: CD158e"™

15.00% 12.16% 7: NKG2AP*°KIR"™¢

10.00% — ] _ 8: NKG2A"KIRP*®

5.00% |2.02% 358% 5 gg0 490 3470 SV 5.29%|  9: ILT2"*KIR™®
0000 [ = i 2% 0o || ] rowmeewire
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
NK-Zell-Populationen
Abbildung 98
NK (Spender 6) m. IL 2 + Blasten 4
Prozent CD107a-positive
45.00% 1:singleCD158a"*°
40.00% 2: CD158a™°
35.00% 3: singleCD158b"°*
30.00% 4: CD158b"™
25.00% 5: singleCD158e"*
20.00% 6: CD158e™
15.00% 7: NKG2AP*KIR"™®
10.00% 8: NKG2A"°KIRP*®
5.00% 9: ILT2P°KIR"™®
0.00% 10: ILT2"9KIRP*®

4 5 6 7 8 9
NK-Zell-Populationen

10

In der Verteilung der Populationen in den CD107a-positiven machten den

weitaus groflten Teil sowohl bei den unstimulierten als auch bei den IL2-

stimulierten NK-Zellen die Populationen aus, die fur mindestens eine KIR

negativ waren. Die Anteile der entsprechenden single-KIR-positiven NK-Zellen

dagegen waren sehr gering. Bei den unstimulierten NK-Zellen machten nach
den o.g. Populationen mit hohem Anteil die NKG2A™ KIR*® und die ILT2P°®
KIR"™ Populationen die zweit- und drittgroBten Anteile aus. Fir die IL2-
stimulierten NK-Zellen waren dies die NKG2AP*® KIR™® und ILT2P°® KIR"®?

103




Populationen.

Ahnliche Ergebnisse erbrachten auch die anderen Versuche mit Blasten,
allerdings lagen dort die Anteile der NKG2A™9 KIRP®® und der ILT2"® KIRP®®
Populationen meist deutlicher unter denen der NKG2AP*® KIR"® bzw. ILT2P°®

KIR"? Populationen.

Abbildung 99

NK (Spender 6) o. IL2 + Blasten 4

Anteil an den CD107a-positiven
80.00% 1:singleCD158a"*°
70.00% 66.87% 65.32% 2: CD158a"
60.00% ] ] 3: singleCD158b"°
50.00% 4: CD158b"™

40.46% 5: singleCD158e”*®
40.00% 6: CD158e™
30.00% L 2016%y7 g1a 7: NKG2APPKIR"®
20,00% o970 - 12.84% 8: NKG2A"™9KIRP°®
10.00% +5:20% <1 |7 % H ’> 9: ILT2PSKIR"™®
0.00% 1 0.60% 0.96% ‘ ‘ 10: ILT2"9KIRP®
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2 3 4 5 6 7 8 9 10
NK-Zell-Populationen

Abbildung 100

NK (Spender 6) m. IL 2 + Blasten 4
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Spender 8 — Blasten 3:

Bei diesem Versuch zeigte die ILT2P*° KIR"® Population ebenfalls eine hohe
CD107a-Expression, allerdings bei den unstimulierten NK-Zellen an zweiter
Stelle nach den single-CD158a-positiven NK-Zellen, flr die ein mismatch
vorlag, und bei den zuvor IL2-stimulierten NK-Zellen erst an vierter Stelle knapp
hinter den single-CD158a-positiven, den ILT2"9 KIR*® und den fiir mindestens
CD158b negativen NK-Zellen (zu denen ja auch die ILT2P°° NK-Zellen zahlen).

Unter den single-KIR-positiven NK-Zellen zeigten die single-CD158a-positiven
die héchste CD107a-Expression. Dies war auch die einzige single-KIR-positive
Population, deren CD107a-Expression die der entsprechenden flur mindestens
einen KIR negativen NK-Zell-Population Uberstieg. Auch hier handelte es sich

wie im Versuch Spender 6 — Blasten 4 um einen KIR mit ,missing self“.
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Abbildung 102
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Wie auch bei den anderen Versuchen machten die Populationen, die flr

mindestens einen KIR negativ waren, den grof3ten Teil in der Verteilung in den

CD107a-positiven aus. Der Anteil der ILT2P°° KIR"™® Population lag allerdings
unter denen der NKG2AP°® KIR"™S9, der NKG2A"™? KIRP®® und der ILT2"9 KIRP®®
Populationen. Von diesen drei Populationen machte den grof3ten Anteil die
NKG2AP** KIR™® Population aus. Im Unterschied dazu lag der Anteil der ILT2P%°
KIR"™? Population bei den anderen Versuchen meist deutlich Gber dem der
ILT2"®° KIRP®® NK-Zellen.
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Abbildung 104
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Spender 8 — Blasten 4:

Obwonhl hier kein mismatch vorlag, war der Wert fur die CD107a-Expression bei

den unstimulierten NK-Zellen fur die single-CD158a-positive Population deutlich

hoher als bei allen anderen Populationen. Den zweithéchsten Wert erreichte
hier die ILT2°*° KIR™® Population. Bei den IL2-stimulierten NK-Zellen lag der
hochste Wert bei den NKG2AP°® KIR"™? NK-Zellen, die ILT2P°® KIR" NK-Zellen

erreichten hier nur einen mittleren Wert und lagen auch unter dem der ILT2"¢

KIRP®® Population.
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Abbildung 106
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Hier zeigte sich flir den Versuchsteil mit den unstimulierten NK-Zellen ein
ahnliches Ergebnis wie bei den anderen Versuchen: die Populationen, die fur
mindestens einen KIR negativ waren, machten die grof3ten Anteile unter den
CD107a-positiven aus, gefolgt von der NKG2AP°® KIR"® und knapp dahinter der
ILT2P°° KIR"9 Population.

Bei den IL2-stimulierten NK-Zellen waren die fur einen KIR negativen NK-Zellen
ebenfalls am meisten vertreten. Allerdings erhdhten sich hier die Anteile der
NKG2A"™® KIRP®® und der ILT2"® KIRP®® Populationen deutlich, so dass die
NKG2AP® KIR" Population nur leicht Giber der NKG2A™? KIRP*® Population lag,
wahrend die ILT2°*® KIR"™® sogar einen geringeren Anteil ausmachte als die
ILT2"° KIRP®®,
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3.4.3.2 Analyse hinsichtlich ILT2

Wie bei den anderen Versuchen mit Blasten soll auch hier nun die CD107a-

pos

Expression der ILT2”*® KIR"™ Population mit der CD107a-Expression in der
Gesamtpopulation der NK-Zellen, die mit Targets inkubiert worden waren, und
mit den NK-Zellen, die ohne Targets inkubiert worden waren, verglichen

werden.
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Bis auf die IL2-stimulierten NK-Zellen von Spender 8 im Versuch mit Blasten 3
und 4 wiesen in allen Fallen die ILT2*° KIR"™® NK-Zellen eine hohere CD107a-
Expression auf als in der Gesamtpopulation. In allen Fallen war die CD107a-
Expression der ohne Targets inkubierten NK-Zellen am niedrigsten. Diese
Ergebnisse lielen sich so auch in den anderen Versuchen beobachten.

Wie auch in den anderen Versuchen, war auch hier nicht in allen Fallen ein

Anstieg der CD107a-Expression durch |IL2-Stimulation zu beobachten.
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Abbildung 110
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Nun sollen die drei Populationen der ILT2P°° KIR"™S, der ILT2*® KIRP®® und der
ILT2"®® KIRP°® NK-Zellen miteinander verglichen werden.

FUr die unstimulierten NK-Zellen zeigte sich, wie auch bei den anderen
Versuchen, dass die ILT2P* KIR"™ Population gegeniber den anderen
Populationen die groRte CD107a-Expression aufwies. Dies galt bei den IL2-
stimulierten NK-Zellen allerdings nur fur den Versuch mit Spender 6 und
Blasten 4. Bei den beiden anderen Versuchen lag die CD107a-Expresssion der
ILT2"® KIRP®® NK-Zellen leicht Giber der der ILT2P°° KIR" Population.
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Abbildung 113
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Bei den anderen Versuchen mit Blasten lag der Anteil der ILT2P°® KIR"™9
Population an den CD107a-positiven NK-Zellen fast immer deutlich Gber dem
Anteil der ILT2P°° KIR"® Population, wahrend die ILT2"®° KIRP*® NK-Zellen nur
einen sehr geringen Anteil ausmachten. Dies konnte so hier nicht beobachtet
werden. Nur bei den Versuchen mit unstimulierten NK-Zellen von Spender 8 mit
Blasten 4 sowie mit IL2-stimulierten NK-Zellen von Spender 6 und Blasten 4
bildete die ILT2P°° KIR"™® Population den gréRten Anteil und hier war auch der
Anteil der ILT2P° KIRP°® NK-Zellen gréRer als derjenige der ILT2"9 KIRP®®.

Beim Versuch mit unstimulierten NK-Zellen von Spender 6 mit Blasten 4
machten die ILT2°*° KIRP*® NK-Zellen den groRten Anteil aus, gefolgt von der
ILT2P°° KIR"™ Population.

In allen anderen Versuchen bildeten die ILT2°*° KIR™® NK-Zellen den
geringsten Teil der CD107a-positiven NK-Zellen, wahrend die ILT2"*° KIRP®®

NK-Zellen am starksten vertreten waren.

113



Abbildung 114

NK o. IL + Blasten
Anteil an den CD107a-positiven

40,00%
35.00%
30.00%
25.00% 21,08%
20.00%

| 12849, 13.77%
15'00% 1£,057/0 10‘490/0 11_.790/0 ] 10.87%
10.00% ] | L2%

5.00% _k

0.00%" — D N A N — J

Sp. 6 + Blast. 4 Sp. 8 + Blast. 3 Sp. 8 + Blast. 4
NK-Zell-Populationen:

blau: ILT2°°KIR™9  rot: ILT2P*°KIRP*® grin: ILT2"KIRP®®

30.46%

N
~

o))
—
L

~
o

Abbildung 115

NK m. IL + Blasten
Anteil an den CD107a-positiven

40.00%
35.00%
30.00%
25.00%
20.00% 15.81%
15.00%

34.82%

29.51%

Sp. 6 + Blast. 4 Sp. 8 + Blast. 3 Sp. 8 + Blast. 4
NK-Zell-Populationen:

blau: ILT2°°KIR™9  rot: ILT2P°KIRP*® grin: ILT2"KIRP®®

114



4 Diskussion

In der Therapie von Leukamien mit einer Stammzelltransplantation ist es
wichtig, Strategien zur Behandlung einer MRD und zur Verhinderung eines
Rezidivs zu entwickeln. Der Einsatz von NK-Zellen hat sich dabei in der
Vergangenheit, gerade bei einer haploidenten Transplantation, als
vielversprechend erwiesen.

Ziel dieser Arbeit war es, diese Zellart naher zu untersuchen und
herauszufinden, welche Populationen hauptsachlich fur die Vermittlung der Zell-
Lyse verantwortlich sind. Dazu wurden die NK-Zellen im CD107a-Assay mit
Targetzellen inkubiert und anschliel’end mittels FACS-Analyse hinsichtlich ihrer

Oberflachenmolekiile charakterisiert.

4.1 Methodenkritik

4.1.1 MACS-Anreicherung von NK-Zellen

Die von S. Miltenyi et al. entwickelte Methode zur Anreicherung von Zellen
mithilfe von Microbeads, die gegen charakteristische Oberflachenantigene
gerichtet sind und mit einem magnetischen Partikel kombiniert sind (S. Miltenyi
et al., 1990), ist inzwischen gut etabliert (A. Gritzkau et al., 2010). Dabei kann
eine Reinheit von bis zu 99% erreicht werden (A. Geiselhart et al., 1996). Die
Aktivitat der Zellen sowie ihre Proliferation werden dadurch nicht beeinflusst (S.
Miltenyi et al., 1990, A. Geiselhart et al., 1996).

4.1.2 CD107a-Assay und Durchflusszytometrie

Ein wichtiger Mechanismus, Uber den NK-Zellen Targetzellen lysieren kdnnnen,
ist der Perforin-Granzym-Mechanismus, den auch zytotoxische T-Zellen
verwenden. Hierbei werden Perforin und Granzym aus Lysosomen freigesetzt.
Auf der Membran dieser zytoplasmatischen Granula befindet sich das
lysosomen-assoziierte Membranprotein h-LAMP1 oder CD107a, das durch die
Verschmelzung der Lysosomen-Membran mit der Zellmembran an der
ZellauRenseite sichtbar wird (P. J. Peters et al., 1991, M. R. Betts et al., 2003).
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Aufgrund dieser Erkenntis entwickelte die Arbeitsgruppe um G. Alter einen auf
FACS basierenden Assay zur Untersuchung der funktionellen Aktivitat von NK-
Zellen. Sie konnten zeigen, dass die Markierung von CD107a sich eben dafur
gut eignet, da die CD107a-Expression mit der Zytokinsekretion und der Lyse
von Targetzellen korreliert und aulerdem mehr funktionell aktive Zellen erfasst
werden als bei der alleinigen Untersuchung auf Zytokinsekretion (G. Alter et al.,
2004). In der vorliegenden Arbeit wurde das Versuchsprotokoll verwendet, das
von O. Penack et al. beschrieben wurde (O. Penack et al., 2005). Dort wurde
auBerdem nach Durchfihrung des CD107a-Assays die Zytotoxizitat der
CD107a-positiven und -negativen NK-Zellen getrennt untersucht und so
bestatigt, dass die CD107a-positiven NK-Zellen die Targetzell-Lyse vermitteln.
Der CD107a-Assay bietet demnach viele Vorteile (nach O. Penack et al., 2005):
Er ist unkompliziert durchzuflihren und zeigt zuverlassig die funktionelle Aktvitat
der NK-Zellen an. Auferdem wird nicht die Menge der lysierten Zellen
gemessen wie bei anderen Zytotoxizitats-Tests, sondern direkt die
Effektorzellen auf ihre funktionelle Aktivitat untersucht. Dies ermdglicht auch bei
der anschliefenden Durchflusszytometrie die gezielte Untersuchung der aktiven
NK-Zellen auf weitere Oberflachenmolekdle.

Den Erwartungen ensprechend konnte auch in dieser Arbeit ein Anstieg der
CD107a-Expression nach der Inkubation von NK-Zellen mit Targets ermittelt
werden. Auch durch IL2-Stimulation stieg die CD107a-Expression an, allerdings
mit Ausnahme der Versuche, die mit ALL-Blasten als Targets durchgefiihrt
worden waren: hier war oft eine niedrigere CD107a-Expression in der
Gesamtpopulation der NK-Zellen nach IL2-Stimulation zu beobachten.

Eine mogliche Erklarung dafur kénnte in dem folgenden Problem liegen, das
sich bei der Auswertung der FACS-Daten der Blastenversuche ergab. Hier war
es schwierig, die CDS56-positiven Zellen eindeutig von den CDS56-negativen
Zellen abzugrenzen, so dass moglicherweise auch einige Blasten in die
Analyse der CD107a-Expression mit einbezogen wurden. Deshalb wurden drei
Versuche durchgeflihrt, in denen die Blasten mit einem Antikérper gegen CD19
markiert worden waren, um sie so herausgaten zu konnen.

Bei den Versuchen, die in 3.3 beschrieben sind, waren bei der Auswertung der

116



Expression der aktivierenden Rezeptoren keine eindeutig positven bzw.
negativen Populationen voneinander abzugrenzen. Es wurde deshalb der Geo
mean fur die Einschatzung der Expression des jeweiligen Rezeptors

herangezogen.

4.2 Vergleich der CD107a-Expression in der
Gesamtpopulation der NK-Zellen bei
unterschiedlichen Targetzellen

Die untersuchten NK-Zellen erreichten nach Inkubation mit verschiedenen
Targetzellen eine unterschiedlich hohe CD107a-Expression. Die hochste
CD107a-Expression wurde in den Versuchen mit der Zelllinie K562 gemessen.
Diese qilt als gutes NK-Zell-Target, da sie keine MHC-I-Molekile exprimiert. Die
CD107a-Expression lag in dieser Arbeit im Durchschnitt bei 4,77% far
unstimulierte NK-Zellen bzw. bei 33,20% fur NK-Zellen, die zuvor im IL2
stimuliert worden waren. Von ahnlichen Werten berichten O. Penack et al., und
zwar malden sie eine CD107a-Expression von bis zu 6% in Versuchen mit K562
und NK-Zellen, die nicht mit IL2 stimulierte worden waren (O. Penack et al.,
2005). Hohere Werte erzielte die Arbeitsgruppe um G. Alter, hier lag die
CD107a-Expression bei 17,4% nach Inkubation mit K662 und ebenfalls ohne
IL2-Stimulation (G. Alter et al., 2004).

Die im Durchschnitt zweith6chste CD107a-Expression wurde in dieser Arbeit in
den Versuchen mit Blasten gemessen. Anders als fruhere Versuche vermuten
lieBen, wurden hier in den Versuchen mit den Blasten, die die zweithdchste
HLA-Expression besal3en, die hochsten Werte flir die CD107a-Expression
beobachtet, die niedrigsten dagegen in den Versuchen mit den Blasten, die am
wenigsten HLA exprimierten. Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse von
M. Pfeiffer, die von einer geringen NK-Susceptibilitdt von Blasten mit hoher
HLA-Expression sprechen, die sich allerdings durch Blockade der HLA-
Molekule Uberwinden lasst. Blasten mit geringer HLA-Expression dagegen
werden gut von NK-Zellen lysiert (M. Pfeiffer, 2004, M. Pfeiffer et al., 2007, T.
Feuchtinger et al., 2009).
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4.3 Charakterisierung der NK-Zellen hinsichtlich der
Oberflachenmolekile CD56, CD16 und CD3

Die Oberflachenmolekile CD56 und CD16 wurden schon fruh zur
Charakterisierung von NK-Zell-Subpopulationen herangezogen, die sowohl
hinsichtlich ihres Reifezustandes als auch ihrer Funktionalitat Unterschiede
aufweisen. Unterschieden wird dabei zunéchst zwischen CD56"%" und CD56™
NK-Zellen. Wahrend M. Cooper in ihrer Arbeit von 2001 dazu tendiert, diese
beiden Populationen als terminal differenziert anzusehen, legen neuere
Arbeiten die Vermutung nahe, dass CD56"9" NK-Zellen frisch aus
Stammzellen differenzierte Zellen sind, die dann zu CD56%™ NK-Zellen
heranreifen (A. G. Freud et al., 2006, C. Romagnani et al., 2007). Eine weiter
Bestatigung dafur lieferten A. Chan et al. (2007), die durch Blockade von CD56
das Entstehen von CD56%™ NK-Zellen verhindern konnten und somit diesem
Molekdul selbst eine Rolle bei der Differenzierung zuschrieben.

Die herausragende Funktion der CD56°9™ NK-Zellen besteht in der
Zytokinproduktion (IFN-y, TNF-3, IL-10 und -13 und GM-CSF), sie sind deshalb
ein wichtiges Bindeglied zwischen der angeborenen und adaptiven Immunitat
(T. A. Fehninger et al., 2003). AuRerdem sind sie verantwortlich fir Adhasion,
Migration und Zell-Zell-Kommunikation (K. Wendt et al., 2006). Die CD56%™ NK-
Zellen dagegen werden als die vorwiegende Zytotoxizitat-vermittelnde
Population angesehen (M. Cooper et al., 2001, R. Jacobs et al., 2001).
Bedeutsam hierflr ist wahrscheinlich auch der phanotypische Unterschied
dieser zwei Populationen. Wahrend CD56%™-NK-Zellen KIR-Rezeptoren und
ILT2 reichlich exprimieren, zeigen CD56°"%™ NK-Zellen kaum bis keine
Expression dieser Rezeptoren, daflr besitzen sie allerdings viel NKG2A (R.
Jacobs et al., 2001, M. Cooper et al., 2001). Auch das Molekil CD16 wird von
beiden Populationen unterschiedlich exprimiert: CD56"%" NK-Zellen besitzen
(im unstimulierten Zustand) kaum CD16, dagegen sind CD56%™ NK-Zellen zu
95% CD16"°° und haben somit auch die Fahigkeit zur ADCC (M. Cooper et al.,
2001).

CD16 scheint aber nicht nur hinsichtlich der ADCC wichtig zu sein — CD16"°°
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NK-Zellen gelten auch allgemein als unreif, wahrend die Expression von CD16
mit erhohter Funktionalitat einhergeht (H. S. Warren et al., 1991). Im Einklang
damit beschrieben A. Nagler et al. 1989 auch die Population der CD56"™
CD16P°° NK-Zellen als gute zytotoxische Zellen.

In einer neueren Arbeit von der Arbeitsgruppe um O. Penack (2005) dagegen,
in der NK-Zellen mittels CD107a-Assay untersucht wurden, zeigten die CD564™
CD16"°® NK-Zellen die hochste CD107a-Expression; sie steht damit im
Widerspruch zu den Erkenntissen von Warren und Nagler. Die CD56"""-NK-
Zellen zeigten in dieser Arbeit keinerlei CD107a-Expression.

2007 gelang es dann der Arbeitsgruppe um B. Grzywacz, diese
widerspruchlichen Erkenntisse in Einklang zu bringen. Sie konnten zeigen, dass
die CD56%™ CD16°° NK-Zellen die Expression von CD16 wahrend der
Interaktion mit dem Target herunterregulieren. Dieser Prozess ist dabei
unabhangig von der Degranulation und auch nicht degranulierende Zellen
verlieren CD16. Die hauptsachliche zytotoxische Zellpopulation ist demnach die
(urspriinglich) CD56%™ CD16"° Zellpopulation.

In der vorliegenden Arbeit gehdrten die CD56%™ CD16™9 NK-Zellen zu den
Populationen mit der héchsten CD107a-Expression. Da die Expression von
CD56 und CD16 (wie bei O. Penack et al.) erst nach der Inkubation mit den
Targetzellen gemessen wurde, bestatigt diese Beobachtung die Erkenntisse
von Penack und Grzywacz. Teilweise zeigten in der vorliegenden Arbeit auch
die CD56%™ CD16P° NK-Zellen eine hohe CD107a-Expression. Mdglicherweise
verlief in diesen Fallen der Prozess der Herunterregulation von CD16
langsamer und war noch nicht abgeschlossen. Die Tatsache, dass die CD56%™
CD16"°*-NK-Zellen jedoch vor allem durch den zweithdchsten Anteil an den
CD107a-positiven NK-Zellen auffielen, bestatigt nochmals die Theorie von der
Herunterregulation von CD16: sie waren zum Zeitpunkt der Analyse vermutlich
noch am Anfang des lytischen Prozesses (und damit auch noch CD16-positiv),
zeigten also auch schon eine CD107a-Expression, allerdings noch keine so
hohe wie die NK-Zellen, die im lytischen Prozess schon weiter fortgeschritten
und auch schon CD16-negativ waren.

Im Widerspruch zu O. Penack et al. (2005) zeigten in der vorliegenden Arbeit
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auch die Population der CD56°" CD16"¢ NK-Zellen eine hohe CD107a-
Expression. Die Ergebnisse von B. Grzywacz et al. dagegen bestatigen diese
Beobachtung, denn auch in ihren Experimenten konnte bei dieser
Zellpopulation eine CD107a-Expression nachgewiesen werden.

Auch andere Arbeiten konnten zeigen, dass diese Zellpopulation nicht voéllig
unfahig zur Zytotoxizitat ist. Allerdings ist es noétig, dass sie (vor allem durch
IL2) stimuliert werden, um aktiv werden zu konnen. Unter physioglogischen
Umstanden befinden sich die CD56°™" NK-Zellen hauptséchlich in
Lymphknoten und Tonsillen; durch IL2 kénnen sie aber mobilisiert werden und
erwerben dann einen ahnlichen Phanotyp wie die CD56%™ NK-Zellen sowie
eine ahnlich gute Fahigkeit zur Zytotoxizitat (G. Ferlazzo, D. Thomas et al.,
2004). In einer anderen Arbeit wurde eine Kultur von peripheren
mononukledren Blutzellen untersucht und mit IL2, IL12 und IL15 stimuliert;
dabei expandierten die CD56""9" NK-Zellen und zeigten eine gute Zytotoxizitat
gegen Tumorzellen (E. Takahashi et al., 2007). Der Grund fur die gute
Aktivierbarkeit der CD56°"9" NK-Zellen auch durch niedrige Konzentrationen
von IL2 liegt darin, dass sie einen hochaffinen heterotrimeren Rezeptorkomplex
fur IL2 besitzen (A. Nagler et al., 1990).

Konkordant zu diesen Erkenntissen konnte auch in der vorliegenden Arbeit
gezeigt werden, dass die Population der CD56™" CD16"° NK-Zellen durch
IL2-Stimulation eine gleich hohe oder héhere CD107a-Expression entwickelte
im Vergleich zu den CD56%™ NK-Zellen.

Was die Verteilung der Populationen in den CD107a-positiven NK-Zellen
betrifft, machten die CD56°™ CD16"¢ NK-Zellen in dieser Arbeit (vor allem in
den Versuchen mit K562) jedoch den weit hdheren Anteil aus. Dies liegt
wahrscheinlich daran, dass die CD56""" NK-Zellen nur zu einem geringen Teil
im peripheren Blut vorhanden sind (M. Cooper et al., 2001, G. Ferlazzo, D.
Thomas et al., 2004).
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4.4 Charakterisierung der NK-Zellen hinsichtlich der
Rezeptoren CD69, NKp30, NKp44, NKp46 und
NKG2D

In der letzten Zeit erlangte die Untersuchung der aktivierenden Rezeptoren von
NK-Zellen zunehmend Beachtung. Sie spielen eine wichtige Rolle in der
Regulation der NK-Aktivitat. Erst kirzlich wurde eine Arbeit veroffentlicht, in der
gezeigt werden konnte, dass sich die Expression aller NCRs (Natural
Cytotoxicity Receptors, also NKp30, NKp44, NKp46), von CD69 und NKG2D
von NK-Zellen gesunder Spender erhohte, nachdem sie einige Tage mit IL2
inkubiert worden waren. Auch die Zytotoxizitdt gegeniber K562 und
Neuroblastomzellen war starker und die Zytokinsekretion hoéher (S. Huenecke
et al., 2010). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigen dies —
zumindest fur die Rezeptoren CD69, NKp30, NKp44 und NKG2D. Auch hier
erhohte sich die Expression dieser Rezeptoren nach Inkubation mit IL2 und ihre
Expression war bei den fur die Zytotoxizitat verantwortlichen Zellen (also den
CD107a-positiven) erhoht. Fur NKp46 dagegen galt dies nur in einem Fall,
aullerdem zeigten die IL2-stimulierten NK-Zellen fast durchgehend eine

niedrigere Expression als die unstimulierten.

Im Folgenden soll kurz auf die Bedeutung der einzelnen Rezeptoren
eingegangen werden.

CD69 ist schon lange bekannt und wird auRer von NK-Zellen auch von anderen
Zellen des Immunsystems exprimiert. Es gilt als friher Aktivitdtsmarker (R.
Marzio et al., 1999). Schon frh konnte gezeigt werden, dass IL2 die CD69-
Expression auf NK-Zellen induziert und gleichzeitig eine erhdhte Zytotoxizitat
bewirkt (L. L. Lanier et al., 1988); spater wurde mittels anti-CD69-Antikdrpern
die Triggerung der NK-Aktivitat durch diesen Rezeptor bewiesen (A. Moretta et
al., 1991). Auch in einer neueren Arbeit wurde erneut die Rolle von CD69
hervorgehoben (J. North et al., 2007). Hier wurden NK-Zellen mit der Leukamie-
Zelllinie CTV-1 prainkubiert, die Autoren sprechen von ,priming“. Dies fuhrte zu

einer IL2-unabhangigen Aktivierung der NK-Zellen und zu einer zytotoxischen
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Aktivitat gegenuber NK-resistenten Zell-Linien, primaren Leukamien und soliden
Tumoren. Dabei war der hauptsachliche Trigger CD69: seine Expression wurde
hochreguliert, der Vergleich CD69°° und CD69™° NK-Zellen zeigte, dass
erstere hauptsachlich fur die Zell-Lyse verantwortlich waren und schlieBlich
verhinderte auch die Blockade des Liganden die Lyse. Bedeutsam dabei ist,
dass gesunde hamatopoetische Zellen nicht angegriffen worden waren, da sie
keinen Liganden fur den Rezeptor besitzen (J. North et al., 2007).
Interessanterweise gibt es allerdings auch eine neuere Untersuchung, die nahe
legt, dass gerade die Herunterregulation von CD69 eine erhdhte NK-Aktivitat
mit sich bringt (E. Esplugues et al., 2005). Hier wurden monoklonale CD69-
Antikorper eingesetzt, die eine Internalisierung von CD69 bewirkten. In vitro
zeigte sich dadurch eine erhdhte Zytotoxizitat der NK-Zellen und auch im
Mausmodell fihrte die Therapie mit CD69-Antikérpern zu einer NK-abhangigen
Lyse von Tumorzellen mit gebremstem Tumorwachstum und besserem
outcome. Postuliert wurde ein Zusammenhang mit der reduzierten TGF-3-
Produktion (E. Esplugues et al., 2005). Es handelt sich hierbei jedoch eher um
eine Einzelmeinung, die grolRe Mehrheit der Autoren vertritt die Meinung, dass
die CD69-Expression ein Marker fir NK-Aktivitat ist.

Was die NCRs NKp30, NKp44 und NKp46 angeht, sind die Ergebnisse
dagegen einheitlich. Schon im letzten Jahrzehnt konnte in mehreren Arbeiten
gezeigt werden, dass sie eine wichtige Rolle in der Aktivierung von NK-Zellen
und in der Lyse von Tumor-Targetzellen spielen, da die Blockade mit
Antikorpern die NK-Zytotoxizitdt unterband. Dabei sind je nach Target
unterschiedliche Rezeptoren hauptsachlich beteiligt (S. Sivori et al., 1997, M.
Vitale et al., 1998, D. Pende et al., 1999). Des Weiteren konnte eine Korrelation
der Expressionsdichte der NCRs mit der spontanen Zytotoxizitat gegenuiber
Tumorzellen festgestellt werden (A. Moretta et al., 2001). Auch dass IL2-
aktivierte NK-Zellen eine bessere Zytotoxizitdt auch gegen vorher resistente
Targets zeigen, hangt vermutlich zum Teil mit der Expression von NKp44
zusammen, die durch IL2 induziert wird, da sie so mehr aktivierende Liganden
erkennen konnen (A. Moretta et al., 2001). In neueren Arbeiten wurde auf die

klinische Bedeutung dieser Rezeptoren eingegangen. So wurde beobachtet,
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dass ein Kontakt von NK-Zellen mit leukamischen Blasten zu einem Verlust
oder einer Verminderung der Expression von NKp30 und NKp46 flhrte,
wahrend auch die Expression von NKp44 durch IL2 verhindert wurde (C.
Fauriat et al., 2007). In dieser Arbeit wurde aul’erdem gezeigt, dass in der
Leukamie-Entwicklung NK-Zellen mit einem Phanotyp geringer oder keiner
Expression von NCRs entstehen (NCR™"), und zwar nicht begrenzt auf
bestimmte AML-Subtypen oder zytogenetische Aberrationen. Diese NK-Zellen
zeigten eine schlechte zytolytische Funktion und es bestand auch eine
Korrelation zwischen dem Vorhandensein eines NCR®'-Phanotyps mit einem
geringen Uberleben bei AML. Entsprechend ist dieser Phanotyp bei Patienten,
die eine komplette Remission erreichen, teilweise reversibel (C. Fauriat et al.,
2007). Zudem wurde eine geringe Expression von NCR-Liganden auf AML-
Blasten nachgewiesen, dies wurde als Strategie der Leukamiezellen gewertet,
der Immunantwort zu entgehen (P. Nowbakht et al., 2005).

Auch NKG2D spielt eine grofe Rolle in der Lyse von Tumorzellen. Bei maligner
Transformation oder auch bei Infektion einer Zelle werden Liganden fur diesen
Rezeptor exprimiert, die dann die Zytotoxizitat von NK-Zellen triggern kénnen
(S. Bauer et al., 1999, A. P. Makrigiannis et al., 2003, M. Champsaur et al.,
2010). Dabei kann unter diesen Stressbedingungen das aktivierende Signal
uber NKG2D starker sein als die inhibitorischen Signale anderer Rezeptoren
und so die NK-Aktivitat bei Infektion und Tumor gesichert werden (S. Bauer et
al., 1999, P. Obeidy et al., 2009). Auch im Schutz vor Tumorentstehung scheint
NKG2D wichtig zu sein, wie Versuche mit Tumorinduktion an Mausen nahe
legten (M. J. Smyth et al., 2005). Erwahnenswert ist aullerdem, dass
unterschiedliche Haplotypen des Rezeptors existieren, die zu erhohter bzw.
erniedrigter NK-Aktivitat fihren und damit das Krebsrisiko erhéhen oder
erniedrigen (T. Hayashi et al., 2006). Wie auch in der vorliegenden Arbeit
gezeigt, kdnnen Zytokine die NKG2D-Expression erhohen. Dies gilt fur die
Inkubation mit IL2 (V. Decot et al., 2010) — in dieser Arbeit wurde dann auch
eine erhdhte Zytotoxizitat der NK-Zellen nachgewiesen. AulRerdem haben
neben IL2 auch IL15 und IL18 den gleichen Effekt, was sich auch therapeutisch

nutzen lielBe (S. Verheyden et al., 2008). Doch nicht nur die Expression des
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Rezeptors selbst ist wichtig, auch das Vorhandensein seiner Liganden wurde in
der letzten Zeit untersucht. Salih et al. zeigten 2003, dass NKG2D-Liganden,
hauptsachlich MICA, auf Leukamiezellen heterogen exprimiert werden und dass
die Expression interindividuell zu variieren scheint, nicht je nach Leukamieart.
Dabei werden Zellen mit hoher MICA-Expression trotz MHC-I-Expression von
NK-Zellen NKG2D-abhangig lysiert (H. R. Salih et al., 2003). Allerdings kann
eine konstitutive Expression von NKG2D-Liganden auch zu einer Art Toleranz
fuhren und die Aktivierung uber NKG2D schwachen (M. Champsaur et al.,
2010) und I6sliche Liganden, die von Tumorzellen sezerniert werden, fuhren zu
einer Herunterregulation von NKG2D und einer verringerten NK-Aktivitat (A. P.
Makrigiannis et al., 2003). Daraus konnten therapeutische Ansatze entwickelt
werden. So ware es denkbar, bei Patienten, bei denen keine NKG2D-Liganden
exprimiert werden, diese medikamentds zu induzieren, z.B. mit Chemotherapie
(DNA-Schaden fuhren zur Ligand-Expression) oder mit TGF-B-Antagonisten.
Andersherum waren bei Patienten, die eine konstitutiv hohe Expression von
Liganden zeigen, die zu einer Schwachung des Rezeptors fuhrt, Medikamente
zur Senkung der Expression nétig. Zuletzt kdnnten neue Erkenntnisse Uber die
zugrunde liegenden Mechanismen bei I6slichen Liganden im Serum neue

Moglichkeiten zur Therapie eroffnen (M. Champsaur et al., 2010).

Beim Vergleich der Ergebnisse fiur die einzelnen Rezeptoren in der
vorliegenden Arbeit fiel auf, dass flur unterschiedliche Rezeptoren
unterschiedliche Spender die hochsten Werte aufwiesen. Aulderdem war die
Expression der einzelnen Rezeptoren in den CD107a-positiven NK-Zellen je
nach Target-Zelle unterschiedlich.

Auf Tumorzellen sind unterschiedliche Liganden fir aktivierende Rezeptoren
vorhanden und je nach Tumor sind andere Rezeptoren relevant. Es konnte
gezeigt werden, dass je nach Target entweder hauptsachlich NKG2D
verantwortlich fur die Lyse war oder auch die NCRs; teils auch alle Rezeptoren
zusammen (D. Pende et al., 2001). In einer neueren Arbeit wurde daraus die
Idee entwickelt, einen Spender nach dem passenden NK-Phanotyp fur den

jeweiligen Tumor zu suchen, also zum Beispiel NK-Zellen mit hoher NKG2D-,
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NKp30- und NKp44-Expression bei Melanom. Die NK-Zellen mit hoher
Expression dieser Rezeptoren zeigten eine bessere Zytotoxizitat und mit
Blockadeversuchen konnte nachgewiesen werden, dass dies an eben jenen
Rezeptoren lag (G. Markel et al., 2009).

Ein Problem ergibt sich allerdings, wenn Tumorzellen keine oder wenig
Liganden fur die aktivierenden Rezeptoren exprimieren. So mag eine
schlechtere Suszeptibilitat von B-ALL-Zellen gegenuber NK-Zellen daran liegen,
dass diese Zellen negativ fur die NKG2D-Liganden MICA/B sind und auch
andere Liganden fUr aktivierende Rezeptoren weniger exprimieren (S.
Verheyden et al., 2008). Auch viele AML-Blasten exprimieren wenig Liganden
fur NKG2D und NCRs, um so der Immunantwort zu entgehen. P. Nowbakht et
al. konnten zeigen, dass eine in vitro-Zugabe von Wachstumsfaktoren, die eine
Differenzierung bewirken, und IFN-y zu einer Hochregulierung der Expression
dieser Liganden flhrte und dadurch auch zu einer erhdhten Suszeptibilitat
gegenuber einer Lyse durch NK-Zellen (P. Nowbakht et al., 2005). Auch in einer
anderen Arbeit wird als therapeutischer Ansatz der Einsatz von
Wachstumsfaktoren besprochen, die zu einer Hochregulation von NKG2D-
Liganden auf Tumorzellen fuhren, die dadurch besser von NK-Zellen lysiert

werden konnen (A. Rohner et al., 2007).

4.5 Charakterisierung der NK-Zellen hinsichtlich
inhibitorischer Rezeptoren fur HLA-Moleklle

Unabdingbar fur die Funktion von NK-Zellen sind ihre Rezeptoren fur HLA-
Molekule, die hauptsachlich inhibitorische Signale Ubertragen. Diese sind zum
Einen die KIR-Rezeptoren, die spezifisch flr bestimmte Gruppen von HLA-I-
Molekilen sind und die Rezeptoren ILT2 und NKG2A, die eine breitere
Spezifitat aufweisen. Die typischen alloreaktiven NK-Zellen exprimieren einen
oder mehrere KIR-Rezeptoren fur HLA-Molekille, die im Empfanger nicht
exprimiert werden, und kein NKG2A, da HLA-E, dessen Ligand, sich auf allen
HLA-I-positiven Zellen befindet (L. Moretta et al., 2009).

Dementsprechend zeigten NKG2AP°® NK-Zellen in Versuchen mit AML-Blasten
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keine gute Zytotoxizitat; diese konnte allerdings durch Blockade von NKG2A
gesteigert werden (S. Nguyen et al., 2005, D. Pende et al., 2005). Allerdings
handelte es sich zumindest in der Arbeit von Nguyen um NK-Zellen nach
Stammezelltransplantation, die sich in ihrer Regulation und ihrem zytotoxischen
Verhalten von NK-Zellen Gesunder unterscheiden. Andererseits lysierten
NKG2AP*KIR™? NK-Klone padiatrische B-ALL-Blasten, die eine reduzierte
HLA-Expression und damit auch wenig HLA-E aufwiesen, gut (T. Feuchtinger et
al., 2009). Ahnlich gut waren in dieser Arbeit die single-KIR-positiven NK-Zellen,
die einen KIR ohne Ligand auf den Targetzellen exprimierten.

Was die Reifung von NK-Zellen angeht, spielt die NKG2A-Expression ebenfalls
eine Rolle. CD56°"9" NK-Zellen, die als unreif gelten (A. Chan et al., 2007),
haben eine hohe NKG2A-Expression, aber wenig KIRs und ILT2 — bei den
reiferen CD56%™ NK-Zellen verhalt es sich umgekehrt (M. Cooper et al., 2001).
In ihrem Reifungsprozess durchlaufen NK-Zellen demnach die Stadien von
NKG2A™? KIR™® {ber NKG2AP*® KIR™® und NKG2AP*® KIRP*® bis hin zu
NKG2A" KIRP*® NK-Zellen (S. Cooley et al., 2007).

Die Arbeitsgruppe um M. Yawata schrieben der Expression von NKG2A
aulRerdem eine wichtige Rolle in der Regulation des NK-Zell-Repertoires zu (M.
Yawata et al., 2008). Sie untersuchten das NK-Repertoire von 58 Spendern und
testeten die Zytotoxizitat gegenuber HLA-Klasse-I-negativen Targetzellen. Sie
fanden eine sehr gute Zytotoxizitat bei NK-Zellen, die einfach positiv flr einen
KIR waren, fir den es einen Liganden im Spender gab (self-KIR, S-KIR);
allerdings fiel die missing-self-Antwort unterschiedlich aus, je nach HLA- und
KIR-Polymorphismus — es gab also ,starke* und ,schwache® HLA-KIR-
Paarungen. Die NKG2AP°® NK-Zellen zeigten durchgehend eine gute missing-
self-Antwort. Schlecht dagegen waren NK-Zellen ohne jeden inhibitorischen
Rezeptor (diese sind unreif nach S. Cooley et al., 2006), single-KIR-positive
NK-Zellen mit einem KIR ohne Ligand im Spender (non-self-KIR, NS-KIR) und
ILT2P°° NK-Zellen. Das NK-Repertoire besteht demnach aus Subpopulationen
mit unterschiedlichen Levels in der missing-self-Antwort und wird deshalb in der
Entwicklung so strukturiert, dass eine balancierte Immunantwort resultiert.

Dabei kommt NKG2A eine Pufferfunktion zu, weil es eine konstante missing-
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self-Antwort vermittelt, und wird deshalb 6fter exprimiert bei Individuen mit
mehreren besonders starken oder besonders schwachen HLA-KIR-
Kombinationen.

Eine etwas abgewandelte Hierarchie fir die Zytotoxizitdt der NK-
Subpopulationen stellten J. Yu et al. (2007) auf: Am besten waren in ihrer Arbeit
die NKG2A/ILT2**® S-KIRP®® NK-Zellen vor den single-S-KIR-positiven; diese
wiederum waren besser als NKG2AP® KIR™9 und ILT2P*® KIR™S; am
schlechtesten waren single-NS-KIR-positiven NK-Zellen. Je mehr S-KIRs
exprimiert wurden, desto besser waren die NK-Zellen in ihrer zytotoxischen
Funktion. Im Einklang mit diesen Ergebnissen postulierte auch A. T. Bjorlund et
al. (2010), dass NS-KIR-positive NK-Zellen in ihrer Funktion vergleichbar seien
mit hyporesponsiven NKG2A" KIR"® NK-Zellen.

Die herausragende Rolle der S-KIR-positiven NK-Zellen konnte in der
vorliegenden Arbeit so nicht bestatigt werden. Vielmehr zeigte sich in der
Gesamtschau der Versuche mit Transfektanten und Blasten, bei denen die
inhibitorischen Rezeptoren untersucht worden waren, dass die single-KIR-
positiven NK-Zellen im Vergleich wenig CD107a exprimierten und einen kleinen
Anteil in den CD107a-positiven NK-Zellen ausmachten — egal, ob es sich um S-
oder NS-KIRs handelte. Den grof3ten Anteil an den CD107a-positiven NK-
Zellen machten diejenigen Populationen aus, die fur mindestens einen KIR
negativ waren. Zu ihnen zahlten demnach auch NK-Zellen, die NKG2A- oder
ILT2-positiv waren. Dies war so auch bei den Versuchen zu beobachten, die mit
CD19-Markierung durchgefuhrt worden waren.

Bei der Untersuchung der Rezeptoren NKG2A und ILT2 zeigten in den
Versuchen mit Transfektanten die NKG2AP°® KIR™ und die ILT2°*® KIR™ sehr
gute CD107a-Expressionen und machten einen grof3en Anteil an den CD107a-
positiven aus; bei den Versuchen mit Blasten galt dies in herausragender Weise
fur die ILT2P° KIR"™. Die CD107a-Expression dieser Populationen war
gegenuber derjenigen in der Gesamtpopulation signifikant erhdéht, allerdings
galt dies fir die NKG2AP*® KIR"™® Population in den Versuchen mit
Transfektanten nur fur die IL2-stimulieten NK-Zellen. In diesem

Zusammenhang ist auch erwahnenswert, dass die CD107a-Expression der
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NKG2AP*® KIR™® Population durch [L2-Stimulation deutlich erhéht werden
konnte. Dies spricht daflir, dass die Stimulation die Hemmung durch HLA-E
uberwinden konnte.

In den Versuchen mit CD19-Markierung konnte die herausragende Position der
ILT2P°° KIR™® Population nur zum Teil bestatigt werden. Sie gehorte zwar zu
den Populationen mit der hdchsten CD107a-Expression, allerdings zeigte
teilweise die Population der ILT2"® KIRP*® NK-Zellen eine héhere CD107a-
Expression.

In der Literatur wurde bisher diesen beiden Populationen der ILT2°*° KIR™ und
NKG2AP®® KIR"™® keine so herausragende Rolle wie in der vorliegenden Arbeit
zugeschrieben. Allerdings dominieren die NKG2AP*® NK-Zellen in der Zeit kurz
nach einer HLA-identischen Stammzelltransplantation das funktionelle
Repertoire und sind damit wichtig, um ein funktionelles, aber dennoch
tolerantes NK-Zell-Repertoire aufrechzuerhalten (A. T. Bjorklund et al., 2010).
Der Rezeptor ILT2 wurde bei NK-Zellen nicht so intensiv untersucht wie die
KIR-Rezeptoren. Durch die starke Bindung von ILT2 an das nichtklassische
HLA-Molekul HLA-G (M. Shiroishi et al., 2003) und seine breite Spezifitat auch
fur klassische HLA-I-Molekile (M. Vitale et al., 1999) wird vor allem seiner
inhibitorischen Funktion eine wichtige Rolle zugedacht. Es konnte gezeigt
werden, dass eine Bindung dieses Rezeptors sowohl die Zell-Lyse als auch die
IFNy-Produktion inhibiert (E. Morel et al., 2008). AuRerdem fuhrt HLA-G dazu,
dass die ILT2-Expression und die Expression anderer inhibitorischer
Rezeptoren hochreguliert wird, was moglicherweise zu einer Verstarkung der
Hemmung von Effektorzellen und einer Erhohung der Aktivierungsschwelle
fuhrt. Dies wurde einen Schutz auch fur Zellen ohne HLA-G bedeuten und ware
damit Teil von Mechanismen, der Immunantwort zu entgehen (J. LeMaoult et
al., 2005).

Als potenteste alloreaktive NK-Zellen gelten in der Literatur die KIR-positiven
NK-Zellen, und zwar vor allem, wenn ein mismatch zwischen Spender und
Empfanger besteht. Hierfir gibt es zwei Modelle. Zum Einen ist das Ligand-
Ligand-Modell zu nennen, bei dem die HLA-Expression von Spender und

Empfanger entscheidend ist. Aufgrund dieses Modells gelang eine gute
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Vorhersage bei AML-Patienten, nicht jedoch bei ALL (L. Ruggeri et al., 2002).
Das andere Modell, das Rezeptor-Ligand-Modell, definiert ein mismatch dann,
wenn ein KIR-Rezeptor im Spender vorhanden ist, fur den es keinen Liganden
im Empfanger gibt. Hiermit gelang fur ALL-Patienten eine gute Vorhersage (W.
Leung et al., 2004). Allerdings gibt es auch Studien, bei denen kein positiver
Effekt durch ein mismatch beobachtet werden konnte (S. Nguyen et al., 2005).
Mogliche Grunde hierfur konnen Unterschiede im Konditionierungsregime, im
Grad der T-Zell-Depletion, in der Immunsuppression (insbesondere der
Behandlung mit ATG) und in der Erkrankung der Patienten sein (nach M.
Pfeiffer et al., 2010).

In der vorliegenden Arbeit konnte bei den Versuchen mit Transfektanten in drei
von funf Fallen, bei denen ein mismatch vorlag, eine hdhere CD107a-
Expression in der Gesamtpopulation beobachtet werden, allerdings war der
Unterschied nicht signifikant. Bei den Versuchen mit Blasten zeigte sich keine
hohere CD107a-Expression bei den Konstellationen mit mismatch. Bei der
Betrachtung der einzelnen KIRs konnte ebenfalls keine eindeutige Aussage
hinsichtlich missing self bzw. mismatch getroffen werden. Bei den
Kombinationen Spender 6 — Blasten 4 und Spender 8 — Blasten 3 zeigten
sowohl bei den Versuchen mit CD56-Markierung als auch bei denjenigen mit
CD19-Markierung die NK-Zellpopulationen, die single-positiv fur einen self-KIR
mit missing self waren, eine hdhere CD107a-Expression als die anderen single-
KIR-positiven Populationen. Fur die anderen Kombinationen galt dies jedoch
nicht, obwohl auch hier self-KIRs, die ein missing self erkennen konnten,
vorhanden waren. Bei den Versuchen mit Transfektanten gab es funf
Kombinationen, in denen eine single-KIR-positive Population, die ein missing
self erkannte, eine hohere CD107a-Expression zeigte (darunter drei S-KIR-
positive) — allerdings ebenso viele, bei denen keine hohere CD107a-Expression

ZU verzeichnen war.
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4.6 Schlussfolgerungen und Ausblick

In dieser Arbeit wurden NK-Zellen mittels CD107a-Assay untersucht und
hinsichtlich ihrer Oberflachenmoleklle charakterisiert. Die NK-Zellpopulationen
mit besonders guter Fahigkeit zur Zytotoxizitat konnten dabei durch besonders
hohe CD107a-Expression und einen besonders hohen Anteil unter den
CD107a-positiven identifiziert werden und mittels FACS-Analyse weiterer
Oberflachenmolekile naher charakterisiert werden.

So zeigten NK-Zellen, die CD56°™ CD16"™¢ CD3"™° und CD56""9" CD16"%
CD3"9 waren, eine hohe CD107a-Expression. Erstere machten, zusammen mit
den CD56%™ CD16>® CD3"™9, auch einen hohen Anteil an CD107a-positiven
NK-Zellen aus. Die CD56°"".NK-Zellen zeigen insbesondere durch IL2-
Stimulation eine erhdhte zytotoxische Aktivitat.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die aktivierenden Rezeptoren
CD69, NKp30, NKp44 und NKG2D wichtig fur die zytotoxische Aktivitat von NK-
Zellen sein mussen, da ihre Expression in den CD107a-positiven deutlich hoher
lag als in der Gesamtpopulation und auch durch IL2-Stimulation anstieg.
Lediglich fur den Rezeptor NKp46 waren die Ergebnisse nicht eindeutig.

Bei der Betrachtung der inhibitorischen Rezeptoren waren herausragende
Populationen die ILT2*° KIR"™® und bei den Versuchen mit Transfektanten auch
die NKG2AP*® KIR"™, was ihre CD107a-Expression und ihren Anteil an den
CD107a-positiven anging. Die CD107a-Expression der NKG2A-positiven NK-
Zellen konnte durch IL2-Stimulation auRerdem deutlich gesteigert werden. Auch
die Populationen, die fur mindestens einen KIR negativ waren und damit
zumindest zum Teil auch positiv fur ILT2 und NKG2A, machten durchgehend
einen sehr hohen Anteil an den CD107a-positiven aus. Die single-KIR-positiven
NK-Zellen zeigten dagegen kaum eine CD107a-Expression und insbesondere
die Bedeutung des missing self und dadurch eine erhdhte zytotoxische Aktivitat
konnte hier so nicht einheitlich bestatigt werden. Allerdings war es bei den
Versuchen mit Blasten teilweise nicht einfach, die NK-Zellen in der FACS-
Auswertung von den Blasten abzugrenzen. Deshalb wurden Versuche
durchgefuhrt, in denen die Blasten mit anti-CD19-AntikGrpern markiert wurden.

Diese Versuche konnten die vorigen Ergebnisse nur zum Teil bestatigen. So
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zeigten die single-KIR-positiven NK-Zellen eine hohere CD107a-Expression als
zuvor und die herausragende Stellung der Population der ILT2P°° KIR"™ konnte
nur zum Teil bestatigt werden. Zwar gehorte sie zu den Populationen mit der
hdochsten CD107a-Expression, allerdings zeigte teilweise die Population der
ILT2"9 KIRP*® NK-Zellen eine hohere CD107a-Expression. Wie zuvor waren
aber auch hier die Populationen, die fir mindestens einen KIR negativ waren
und damit auch zum Teil positiv fur ILT2 und NKG2A, am meisten in den
CD107a-positiven vertreten. Es ist dennoch nétig, in weiteren Versuchen die
Rolle der LT2P°° KIR"™® Population weiter zu klaren. Sollte eine groRere
Versuchsreihe, in der die Blasten mit CD19 markiert werden, die gleichen
Ergebnisse erbringen wie der Hauptteil der Versuche in dieser Arbeit, so ware
ein weiterer Schritt, die ILT2-positiven NK-Zellen zu isolieren und weiter zu
untersuchen.

Insgesamt kann ein Wissen um die NK-Zell-Populationen mit der besten
zytotoxischen Fahigkeit dazu beitragen, Kriterien fur Spender festzulegen, bei
denen eine besonders gute Chance besteht, dass die NK-Zellen bei einer
Stammzelltransplantation einen potenten antileukdmischen Effekt vermitteln
oder die besonders gut geeignet sind, um NK-Zellen fir eine Immuntherapie zu
spenden. AuRerdem scheint der therapeutische Einsatz von Zytokinen
vielversprechend, da dadurch die NK-Aktivitat gesteigert werden kann, indem
aktivierende Rezeptoren hochreguliert und zuvor weniger aktive Populationen

Jrekrutiert werden konnen.
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5 Zusammenfassung

NK-Zellen sind vor allem im Rahmen von haploidenten
Stammzelltransplantationen sehr bedeutsam, da sie einen antileukamischen
Effekt vermitteln konnen, ohne dabei eine GvHD zu verursachen. Die
zytotoxische Aktivitat von NK-Zellen wird durch das Zusammenspiel einer
Vielzahl unterschiedlicher Rezeptoren reguliert, die inhibitorische und
aktivierende Signale Ubermitteln. Dabei sind NK-Zellen keine homogene
Zellpopulation, sondern bestehen aus Subpopulationen mit unterschiedlichem
zytotoxischen Potential. Deshalb ist es wichtig, die NK-Zell-Populationen zu
charakterisieren, die eine besonders gute Fahigkeit zur Zytotoxizitat besitzen.
Dafur ist der CD107a-Assay hervorragend geeignet, denn er bietet die
Maglichkeit, die NK-Zellen, die degranulieren und zytolytische Enzyme
freisetzen, durch ihre CD107a-Expression zu identifizieren und mittels FACS-
Analyse naher zu charakterisieren. In dieser Arbeit wurden NK-Zellen gesunder
Spender mit verschiedenen Targetzellen (den Zelllinien K562, Sk-N-Be, Cw3-
und Cw4-Transfektanten und mit leukamischen Blasten von padiatrischen
Patienten der Uniklinik Tubingen) inkubiert und mittels CD107a-Assay und
FACS-Analyse hinsichtlich ihrer  Expression  von  verschiedenen
Oberflachenmarkern untersucht.

Allgemein konnte zunachst gezeigt werden, dass die CD107a-Expression der
NK-Zellen durch IL2-Stimulation und nach Inkubation mit Targetzellen anstieg.
Bei der naheren Untersuchung kristallisierten sich in Versuchen mit K562 und
Sk-N-Be dann die NK-Zellen, die CD56"™ CD16™? CD3"™ und CD56°""
CD16"°¢ CD3"°% waren, als Population mit besonders hoher CD107a-Expression
heraus; die erstere Population war auch mit einem groRen Anteil in den
CD107a-positiven NK-Zellen vertreten, zusammen mit den CD56%™ CD16P*
CD3™9 NK-Zellen. Bei den Versuchen mit Sk-N-Be waren die Ergebnisse
allerdings nicht so deutlich wie bei den Versuchen mit K562. In der Literatur
finden diese Ergebnisse weitgehend Bestitigung — die CD56%™ NK-Zellen
werden als gute zytotoxische NK-Zellen beschrieben, die ihre CD16-Expression

wahrend der Degranulation herunterregulieren. Auch den CD56"™" NK-Zellen
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wird ein gewissens zytotoxisches Potential zuerkannt, und zwar vor allem nach
Stimulation mit IL2, was in der vorliegenden Arbeit ebenfalls bestatigt werden
konnte.

Ebenfalls mit den Zelllinien K562 und Sk-N-Be wurden die NK-Zellen
hinsichtlich ihrer Expression der aktivierenden Oberflachenmolekile CD69,
NKp30, NKp44, NKp46 und NKG2D untersucht. Bis auf den Rezeptor NKp46
zeigte sich, dass die Expression dieser Molekule in der CD107a-positiven
Fraktion der NK-Zellen hoher war als in der Gesamtpopulation. AuRerdem
konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Expression der
untersuchten Rezeptoren (jedoch wiederum mit Ausnahme von NKp46) durch
IL2-Stimulation anstieg. Damit konnte bestatigt werden, dass diese Rezeptoren
eine wichtige Rolle in der zytotoxischen Aktivitat von NK-Zellen spielen, was
auch in der Literatur mehrfach beschrieben und auch durch Blockadeversuche
nachgewiesen wurde. Dabei sind sowohl interindividuell verschiedene
Rezeptoren dominierend, als auch je nach Targetzelle unterschiedliche
Rezeptoren relevant.

Die inhibitorischen Rezeptoren CD158a, CD158b, CD158e, NKG2A und ILT2
wurden in Versuchen mit Cw3- und Cw4-Transfektanten und mit leukdmischen
Blasten padiatrischer Patienten untersucht. Wie zuvor waren die NK-Zellen mit
einem CD56-Antikorper markiert worden. Bei den Versuchen mit Blasten
gestaltete es sich teilweise schwierig, eine eindeutig CD56-positive Population
abzugrenzen. Deshalb wurden drei Versuche durchgefiuhrt, in denen die
Blasten mit einem CD19-Antikorper markiert und so in der FACS-Analyse
ausgeschlossen werden konnten. Die Population der ILT2P°° KIR" und bei den
Versuchen mit Transfektanten auch die der NKG2AP*® KIR"™ hoben sich durch
eine hohe CD107a-Expression und einen groRen Anteil an den CD107a-
positiven NK-Zellen heraus. Aulderdem bewirkte bei den NKG2A-positiven NK-
Zellen die IL2-Stimulation eine deutliche Steigerung iherer CD107a-Expression.
In den Versuchen mit CD19-Markierung konnte dies allerdings nur zum Tell
bestatigt werden. In allen Versuchen bildeten den gréf3ten Anteil an den
CD107a-positiven die Populationen, die fur mindestens einen KIR negativ

waren — dazu gehorten also auch die ILT2- bzw. NKG2A-positiven. Die single-
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KIR-positiven Populationen dagegen zeigten eine niedrige CD107a-Expression
und waren auch kaum in den CD107a-positiven vertreten. In den Versuchen mit
CD19-Markierung waren sie hinsichtlich ihrer CD107a-Expression etwas
besser, nicht jedoch, was ihren Anteil an den CD107a-positiven NK-Zellen
angeht. Dies steht im Widerspruch zu bisherigen Arbeiten, insbesondere auch
im Hinblick auf die Theorie des ,missing self‘, dass namlich NK-Zellen mit
einem KIR-Rezeptor fur ein HLA-Molekul, dass auf der Targetzelle nicht
exprimiert wird, aber im Spender vorhanden ist, eine besonders gute
Zytotoxizitat aufweisen. In der vorliegenden Arbeit war nur in einigen Fallen zu
beobachten, dass die single-KIR-positiven NK-Zellen, die ein missing self
erkannten, besser waren als die anderen single-KIR-positiven Populationen.
Auch die herausragende Rolle der ILT2°* KIR™® und NKG2AP® KIR"™
Populationen ist so noch nicht beschrieben worden. Allerdings wird NKG2A die
Vermittlung einer konstanten, mittelstarken Zytotoxizitat zugeschrieben. Bei der
naheren Untersuchung dieser Populationen in der vorliegenden Arbeit zeigte
sich aullerdem, dass sie eine hohere CD107a-Expression aufwiesen als die
ILT2P® KIRP*® bzw. NKG2AP*® KIRP*® NK-Zellen. In der Literatur werden
dagegen die Populationen, die einen self-KIR und die Rezeptoren ILT2 und
NKG2A exprimieren, als gute zytotoxische Effektorzellen beschrieben. Es ist
deshalb winschenswert, diesen Sachverhalt in einer groReren Versuchsreihe
mit Blasten, die mit CD19 markiert werden sollten, zu klaren. Sollten sich die
bisherigen Ergebnisse bestatigen, ware ein nachster Schritt, die markierten
ILT2-positiven NK-Zellen mit FACS-Sortierung zu isolieren und naher zu
untersuchen.

Im Hinblick auf die klinische Relevanz kénnen sich die in der vorliegenden
Arbeit gewonnenen Erkenntisse Uber die Charakteristik von NK-Zellen mit
besonders hohem zytotoxischen Potential bei der Suche nach einem
geeigneten Spender fur eine Stammzelltransplantation oder eine
Immuntherapie mit NK-Zellen als wertvoll erweisen. So lielle sich das NK-
Repertoire in Frage kommender Spender untersuchen und so ein Spender
ausgewahlt werden, der NK-Zellen besitzt, die besonders vielversprechend im

Hinblick auf ihr antileukamisches Potential sind.
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Des Weiteren konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Stimulation von
NK-Zellen durch IL2 eine Steigerung ihres zytotoxischen Potentials bewirkt, und
zwar zum Beispiel durch die Hochregulation von aktivierenden Rezeptoren oder
auch durch die ,Rekrutierung” von Populationen, die zuvor weniger aktiv waren
(genannt seien die CD56"™" NK-Zellen und die NKG2AP*® NK-Zellen). Dies
spricht fir einen therapeutischen Einsatz von Zytokinen, um so die NK-Aktivitat

zu steigern.
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6 Anhang: Abbildungen zu 3.4.1 und 3.4.2

Zu 3.4.1 Versuche mit Cw3/Cw4-Transfektanten

Spender 2:

Abbildung 116

NK (Spender 2) 0. IL2 + Cw3-Transfektanten
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Abbildung 117

NK (Spender 2) m. IL 2 + Cw3-Transfektanten
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o 2: CD158a"™
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Abbildung 118

NK (Spender 2) o. IL2 + Cw4-Transfektanten
Prozent CD107a-positive 1:singleCD158a""
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Abbildung 119
NK (Spender 2) m. IL2 + Cw4-Transfektanten
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Abbildung 120

NK (Spender 2) 0. IL2 + Cw3-Transfektanten
Anteil an den CD107a-positiven
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Abbildung 121

NK (Spender 2) m. IL 2 + Cw3-Transfektanten
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Abbildung 122
NK (Spender 2) o. IL2 + Cw4-Transfektanten
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Abbildung 123
NK (Spender 2) m. IL2 + Cw4-Transfektanten
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Spender 4:

Abbildung 124

NK (Spender 4) o. IL2 + Cw3-Transfektanten
Prozent CD107a-positive

30,00%

25,00%

20,00%

15,00%

10,00%

4,83%

o, 3,0
5,00% 117%
O =

0,47%

J—

0,60%

s |

—

JR—

0,00%
1

2

3

4 5 6 7 8 9 10
NK-Zell-Populationen

1:singleCD158a"*
: CD158a"™

: singleCD158b"*°
: CD158b™

: singleCD 158"
: CD158e™

: NKG2aP*°KIR"™
: NKG2a"*KIRP*®
: ILT2P*KIR™S

0: ILT2"KIRP*®

= ©O© 00 N O O A~ W DN

Abbildung 125

NK (Spender 4) m. IL 2 + Cw3-Transfektanten
Prozent CD107a positive
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Abbildung 126

NK (Spender 4) 0. IL2 + Cw4-Transfektanten
Prozent CD 107a positive
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Abbildung 127

NK (Spender 4) m. IL2 + Cw4-Transfektanten
Prozent CD 107a positive
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Abbildung 128

NK (Spender 4) o. IL2 + Cw3-Transfektanten
Anteil an den CD107a-positiven
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Abbildung 129

NK (Spender 4) m. IL 2 + Cw3-Transfektanten
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Spender 5:

Abbildung 132
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Abbildung 134
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Abbildung 137
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Spender 6:

Abbildung 140
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Abbildung 142
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Abbildung 145
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Spender 7:

Abbildung 148
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Abbildung 150
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Abbildung 153
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Zu 3.4.2 Versuche mit Blasten

Spender 6 — Blasten 1:

Abbildung 156
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Abbildung 158
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Spender 8 — Blasten 1:

Abbildung 160
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Abbildung 161
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Spender 8 — Blasten 3:
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Spender 6 — Blasten 4:
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Spender 8 — Blasten 4:
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