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1 EINLEITUNG

1.1 Akute lymphatische Leukamie im Kindesalter

1.1.1 Epidemiologie, Therapie und Prognose

Die akute lymphatische Leukamie (ALL) ist die haufigste Krebserkrankung im
Kindesalter. Von 2005 bis 2014 erkrankten in Deutschland im Mittel pro Jahr
ca. 1.760 Kinder unter 15 Jahren an Krebs — 26,3% davon an ALL. Die Inzidenz

der ALL ist bei Jungen um 20% hoher als bei Madchen und erreicht einen
Altersgipfel zwischen dem 2. und 6. Lebensjahr. Wéahrend die Inzidenz der
kindlichen ALL von 1980 bis 2014 um etwa 16% zugenommen hat, hat sich
gleichzeitig auch die 15-Jahres-Uberlebensrate von ca. 70% auf 89% erhoht. Bei
97,6% der kindlichen lymphatischen Leukdmien handelt es sich um maligne B-
Vorlauferzell-Leukamien (B-cell precursor ALL, BCP-ALL).

Seit den 70er Jahren konnten durch die Vereinheitlichung von Therapien und
dem Vergleich verschiedener Therapieprotokolle im Rahmen multizentrischer
Therapieoptimierungsstudien in der Behandlung kindlicher Krebserkrankungen
grol3e Fortschritte gemacht werden. Besonders die Behandlung der kindlichen
ALL wurde durch diese Studien deutlich verbessert, sodass heute bis zu 90% der
kindlichen ALL Patienten geheilt werden kénnen [2, 3]. In den meisten Fallen ist
hierfir eine Chemotherapie ausreichend, welche aus einer Intensiv- und einer
Erhaltungs-Therapiephase besteht. Die intensive Chemotherapie-Phase bei
Patienten der mittleren Risikogruppe dauert hierbei etwa ein halbes Jahr - die
gesamte Chemotherapie bei gutem Verlauf insgesamt 2 Jahre [4].
Nichtsdestotrotz liegt die Ruckfallwahrscheinlichkeit kindlicher ALL-Patienten
heute bei 20% [5]. Dies bedeutet, dass in Deutschland jahrlich mehr Kinder ein
ALL-Rezidiv bekommen als eine Neuerkrankung der Akuten Myeloischen
Leukamie (AML), die zweithdufigste maligne hé&matologische Erkrankung im
Kindesalter [1]. Die Heilungschancen des kindlichen ALL-Rezidivs sind
dramatisch schlechter als die der Neuerkrankung und h&ngen stark von der
Dauer der rezidivfreien Zeit nach Therapieende bzw. Diagnosestellung und der



Lokalisation des Rezidivs ab. Die meisten Ruckfalle treten in den ersten beiden
Jahren nach Therapieende auf, wobei die Heilungschancen trotz aggressiver
Radiochemotherapie und hamatopoetischer Stammzelltransplantation (HSZT)
auf 30-50% reduziert sind [6]. Ist das rezidivfreie Intervall kleiner als 18 Monate
ab Diagnosestellung, so ist die Prognose deutlich schlechter [7]. Neue Ansatze
zur Erweiterung der Chemotherapie und zur Optimierung der HSZT sind

aufgrund dessen Gegenstand aktueller Forschung.

1.1.2 Therapie durch hdmatopoetische Stammzelltransplantation

Wenngleich heute die multimodale Chemotherapie zur erfolgreichen Behandlung
der meisten kindlichen ALL-Patienten, insbesondere mit B-phanotypischer
Vorlauferleukamie ausreicht, erfordert die kurative Therapie einzelner
Patientengruppen zusatzlich eine allogene hamatopoetische
Stammzelltransplantation. Wann die Indikation zur HSZT zu stellen ist, wird dabei
kontrovers diskutiert. Allgemein gesehen muss sie bei Patienten mit besonders
hohem Risiko fur einen Rickfall oder Therapie-Versagen in Erwagung gezogen
werden. Diese Patientengruppe ist haufig mit Hypodiploidie der leuk&mischen
Zellen (<44 Chromosomen oder DNA-Index < 0.81) oder Therapie-Refraktion
nach Induktion assoziiert. Weitere Hochrisikofaktoren bei kindlichen ALL
Erkrankungen sind ein Alter von unter 1 Jahr oder tber 10 Jahren, eine
Leukozytenzahl Gber 50.000 Leukozyten/puL und ein ZNS- oder Hodenbefall [7-
9].

Die erste erfolgreiche allogene HSZT wurde 1968 in Minnesota an einem
4 Monate alten Jungen mit angeborener Immundefizienz durchgefiihrt, wobei als
Spenderin seine 8-jahrige HLA-identische Schwester herangezogen wurde [10].
Die Vorteile der HSZT bestehen in der Moglichkeit einer Dosiseskalation der
Chemotherapie bei der vorangehenden Therapie und in der
Konditionierungsphase vor der Transplantation. Auf3erdem wird durch die HSZT
ein Graft-vs.-Leukemia-Effekt erzeugt, der auch durch die Alloreaktivitat bei
minimalen HLA-Merkmals-Unterschieden entstehen kann. Beide Mechanismen
wirken einer minimal residual disease (MRD) entgegen und verringern so das

Rezidiv-Risiko. Gleichzeitig mussen jedoch schwerwiegende Folgen, wie das



Risiko einer Graft-vs.-Host-Reaktion (Graft-vs.-Host-Disease, GvHD) und eine
verlangerte Immundefizienz mit damit verbundener Infektanfalligkeit in Kauf
genommen werden [11, 12].

In aller Regel wird fur die allogene HSZT ein Spender gesucht, der in beinahe
allen HLA-Merkmalen mit dem Empfanger tbereinstimmt. Erste Wahl hierbei sind
HLA-identische Geschwister, da diese meist mit geringem zeitlichem und
finanziellem Aufwand auch fir eventuell wiederholte Zellspenden zur Verfiigung
stehen. Allerdings haben nur circa 25% der Patienten ein Geschwister, welches
als Spender in Frage kommt. Fir die restlichen Patienten liegt die
Wahrscheinlichkeit Gber nationale und internationale Typisierungs-Datenbanken
einen unverwandten, HLA-passenden Spender zu finden bei ca. 60% [13].
Alternativen zur HLA-identischen HSZT stellen Transplantationen von
Nabelschnurblut und HSZT von haploidenten Spendern dar [11].

Aufgrund der Naivitéat der Zellen im Nabelschnurblut ist bei der Transplantation
dieser Zellen mit mindestens 3 von 6 HLA-Merkmalen eine geringere HLA-
Ubereinstimmung notwendig. Nachteile des Verfahrens sind jedoch die sehr
limitierte Zahl an Spenderzellen und das verzdgerte Engraftment des
Transplantats [14].

Bei der haploidentischen HSZT werden im Gegensatz zur HLA-identischen HSZT
Stammzellen eines Spenders transplantiert, der in seinen HLA-Merkmalen nur
zur Halfte mit dem Empféanger tbereinstimmt. Da diese Merkmale nach den
Mendelschen Regeln vererbt werden, erweitert sich somit der Spenderkreis
enorm. So kann fur nahezu jeden Patienten zeitnah unter den néachsten
Verwandten ein passender Spender gefunden werden [13]. Besonders in den
Anfangen der Therapie stellten AbstoRungsreaktionen und schwere GvHD grol3e
Probleme dar. Dank einer verbesserten Zellauswahl durch CD34+-Selektion,
oder CD3+-, sowie TcRab+-Depletion und verbesserten therapeutischen
Regimen konnten diese jedoch deutlich reduziert werden [15, 16]. Inzwischen
sind die Inzidenzen dieser beiden schwerwiegenden Komplikationen
vergleichbar mit denen bei HLA-identischen HSZT [17]. Im Vergleich zur HSZT
mit unverwandtem Spender hat die HSZT mit haploidentem Spender allerdings

den Vorteil, dass ein passender Spender meist zeitnah gefunden werden kann.



So st sie auch in Situationen durchfiihrbar, in welchen die Zeit fir die Suche nach
unverwandten Spendern fehlt und ein Fortschreiten der Krankheit
schnellstmdglich unterbunden werden muss. Zudem stehen im haploidenten
Setting oftmals mehrere Spender zur Auswahl, was Moglichkeiten zur besseren
Spender-Selektion bietet, und es gilt auch hier, dass verwandte Spender in der
Regel hoch motiviert und besser greifbar fiir wiederholte Zellspenden, zum
Beispiel als Stammzellboost, sind [18].

Die haploidente HSZT wurde in Tubingen mitentwickelt und stellt bis heute einen
Forschungsschwerpunkt der Universitatsklinik fir Kinder- und Jugendmedizin

Tlbingen dar.

1.2 Biologie der nattirlichen Killerzellen

Als Teil des angeborenen Immunsystems spielen naturliche Killerzellen
(NK-Zellen) eine wesentliche Rolle bei der frihzeitigen Bekampfung von
Infektionen und Krebserkrankungen [19]. Beim Gesunden machen sie 5-15% der
Lymphozyten im peripheren Blut aus [20], sie lassen sich allerdings auch in
Knochenmark und Milz sowie in nicht-lymphatischen Organen finden [21].
NK-Zellen gehéren zu den angeborenen lymphatischen Zellen (ILCs) und sind
charakterisiert durch die Oberflachen-Expression von CD56 bei gleichzeitigem
Fehlen von CD3 [22]. Von B- und T-Zellen unterscheiden sie sich unter anderem
darin, dass sie eine Vielzahl von Rezeptoren benutzen, deren Gen-Codes
allesamt in der Zellentwicklung kein Rearrangement durchlaufen [23].

Die Aktivitat von NK-Zellen resultiert aus einem komplexen Zusammenspiel
zahlreicher Rezeptoren, wobei Zell-Zell Kontakte mit Targetzellen
(vgl. Kapitel 1.2.2) und anderen Immunzellen (vgl. Kapitel 1.2.1) eine zentrale
Rolle spielen. Zudem fuhren Zytokine wie IL-1, IL-2, IL-12, IL-15, IL-18, IL-21 und
IFN-a & IFN-B im Umfeld von NK-Zellen zu einer vermehrten Maturation und
Differenzierung sowie zu einer gesteigerten zytolytischen, sekretorischen,
proliferativen und antitumorosen Aktivitat [24-26].

Aktivierte NK-Zellen unterstitzen die Immunabwehr auf zwei Weisen:

Indirekt durch die Produktion und Freisetzung von Chemokinen wie CCL2-5,



XCL1 und CXCL8, von Wachstumsfaktoren sowie von proinflammatorischen,
aber auch immunsuppressiven Zytokinen wie IFNy, TNFa und IL-10 [24]. Hiermit
beeinflussen sie das Mikroenvironment der Targetzelle und aktivieren weitere
Immunzellen wie T-Zellen, Makrophagen und dendritische Zellen, wodurch sie in
das adaptive Immunsystem hineinwirken [19, 27, 28].

Uber ihre zytotoxische Funktion unterstitzen NK-Zellen die Immunabwehr
aulRerdem direkt. Mithilfe zytolytischer Molekile wie Perforinen und Granzymen
konnen sie andere Zellen lysieren [29]. Zudem konnen NK-Zellen tber die
Aktivierung von Apoptose induzierenden Todes-Rezeptoren wie TRAIL und FasL
in Targetzellen Apoptose auslésen [25, 30].

Des Weiteren lassen sich NK-Zellen Uber den Fc-Rezeptor CD16 durch
Antikdrper aktivieren, was in der aktuellen Krebstherapie durch den Einsatz
antigenspezifischer monoklonaler Antikérper (monoclonal antibody, mAb) eine
immer grof3ere Rolle spielt [31].

Neue Erkenntnisse deuten inzwischen darauf hin, dass es auch unter den
NK-Zellen eine Subpopulation mit Gedachtnisfunktion, &hnlich wie
CD8+ T-Zellen, gibt [32].

1.2.1 Oberflachenrezeptoren

Jede NK-Zelle exprimiert auf ihrer Oberflache verschiedene stimulierende,
inhibierende oder costimulatorische Rezeptoren, die es ihr ermdglichen,
unabhangig von &uReren Einflissen auf anderen Zellen eine Uber- oder
Unterexpression einzelner Liganden festzustellen und die eigene Aktivitat
hierlber anzupassen [27]. Die Zusammensetzung und Expressionsdichte der
einzelnen Rezeptoren auf NK-Zellen sind nicht konstant, sondern unterliegen
verschiedenen Einfliissen, wie Reifegrad der Zelle und Interaktion mit anderen
Immun- oder Targetzellen [33]. Einige der inhibierenden NK-Zell-Rezeptoren
binden spezifisch an HLA-I Molekile. Diese werden von gesunden Zellen
exprimiert, sind auf Virus-infizierten oder entarteten Zellen jedoch oft kaum noch
vorhanden. Gleichzeitig sind es ebendiese Zellen, die oftmals vermehrt Liganden
fur aktivierende Rezeptoren auf NK-Zellen exprimieren. Im gesunden Gewebe

sind die Zellen folglich in ihrer Aktivitat gehemmt, bei Virusinfizierten oder



entarteten Zellen in der Umgebung verschiebt sich das Rezeptorgleichgewicht
allerdings und die NK-Zellen werden aktiv [23].

Neben CD56 exprimieren NK-Zellen nach Maturation weitere spezifische
Oberflachenmarker wie CD94, NKp46 und CD16. In der Facs-Analyse fallt eine
Aufteilung der Zellen in eine CD56""CD16" und eine CD569™CD16* NK-Zell-
Population auf. CD56P9"CD16 NK-Zellen stellen im peripheren Blut mit einem
Anteil von 10% eine Minderheit dar, kommen aber gehauft in den Lymphbahnen
vor. Hier produzieren sie vorwiegend Zytokine, kdnnen sich allerdings bei IL-2-
Stimulation zu CD569™CD16* NK-Zellen entwickeln [33-36]. Letztere wiederum
stellen den Grof3teil der NK-Zellen im peripheren Blut und besitzen zytolytische
Aktivitat sowie vermutlich die Fahigkeit zur schnelleren Zytokin-Produktion [37-
39].

Das starke zytotoxische Potential der NK-Zellen wird durch Rezeptoren reguliert,
die eine aktivierende, inhibierende oder costimulatorische Funktion besitzen
(vgl. Abb. 1.2.1). Eine besondere Rolle spielen hierbei spezifische NK-Zell-
Rezeptoren (killer cell immunoglobulin-like receptors, KIRs), die aktivierend
(aKIR) oder inhibierend (iKIR) wirken kénnen.

KIR 2DL1/2/3 (HLA C) KIR 2D81 (HLA-C)
KIR3DL1 (HLA-B) KIR2DS4 (HLA-A, C)

KIR 3DL2 (HLA-A) KIR2DL4 (HLA-G)
CD94/NKG2A (HLA-E)

CD94NKG2C (HLA-E)
LIR-1 (HLA-A-G)

KIR3DL2 (CpG)
KLRG-1 (Cadherins)

CD16 (IgG)

CEACAM1 (CEACANMS)
NKG2D (MIC, ULBF)

TIGIT (PVR and PVRLZ ) Coreceptor

NCRs (B7-H6)
2B4 I{ED":E} CD96 (PVR)
NTBA (NTBA) DNAM-1 (PVR, Nectin-2)

CS1(CS1) NKpso TLR(TLRL)
(AICL)

Abbildung 1.1: Ubersicht uiber Oberflachenrezeptoren auf NK-Zellen

Einteilung nach aktivierend, inhibierend, oder costimulatorisch wirkenden Rezeptoren. In
Klammern zugeordnet sind jeweils die aktivierenden Liganden.

aus: Leung, W. (2011). "Use of NK cell activity in cure by transplant.” Br J Haematol 155(1):
14-29.




1.2.1.1 Aktivierende Rezeptoren

Tabelle 1.1: Aktivierende NK-Zell-Rezeptoren

Rezeptor Liganden Bemerkung / Quelle
DNAM-1 (CD226) Nectin-2 (CD112) & DNAM-1-PVR Interaktion
PVR (CD155) spielt in Neuroblastom-
Erkennung wichtige Rolle;
[40]
CD69 Galectin-1 Rolle noch weitgehend
unklar; [41]
NKG2C HLA-E Heterodimer mit CD94 [42]
NKG2D MicA/B, ULBPs Liganden werden bei

Zellstress und/oder DNA-
Schaden gebildet [43, 44]

NKp80 AICL [45]

CD16 Fc-Teil von Antikdrpern |l6st ADCC aus, [46]

Aktivierende KIRs versch. MHC-I Molekule [47]

Natural Cytotoxicity Receptors (NCRS)

NKp30 B7H6, BAG6 [48]
NKp44 unbekannt
NKp46 unbekannt (Aktivitat gegen

pankreatische B-Zellen und

Hepatozyten)

Eine Besonderheit vieler aktivierender NK-Zell-Rezeptoren ist die Fahigkeit,
Oberflachenmolekile auf anderen Zellen zu erkennen, welche nicht zur
MHC-Familie gehoren und insbesondere bei zellularem Stress exprimiert
werden [24, 43]. Dies gilt zum Beispiel fir den Rezeptor NKG2D, welcher mit
verschiedenen Liganden interagiert. Diese werden auf den meisten Zellen in
niedrigen Konzentrationen exprimiert, im Fall von zellularen Problemen wie
auftretenden DNA-Schaden aber Uberexprimiert [43]. Dasselbe gilt fur den
NKp30-Ligand B7-H6, welcher in gesunden Geweben bislang noch nicht

entdeckt wurde, dafur jedoch auf manchen Tumor-Zellen exprimiert wird [49].



Als Immun-Escape-Mechanismen kénnen maligne Tumoren die Liganden flr
aktivierende NK-Zell-Rezeptoren auf ihrer Oberflache herunterreguliert haben.
AulRerdem schaffen es einzelne Tumorzell-Entitdten durch Produktion des
Zytokins TGF-B1, die Expressionsdichte mancher aktivierenden Rezeptoren wie
NKp30 und NKG2D zu verringern, oder I6sliche Liganden fir den
NK-Zell-Rezeptor NKG2D zu exprimieren, was wiederum zu fehlgeleiteter
NK-Zell-Aktivitat fuhrt [43].

Fir die meisten aktivierenden Rezeptoren gilt, dass die Aktivierung eines
einzelnen Rezeptors fir eine Aktivitatssteigerung von NK-Zellen nicht ausreicht.
CD16 stellt hierbei jedoch eine Ausnahme dar. Dieser Rezeptor bindet den
Fc-Teil von Antikorpern, was zur antikOrper-vermittelten Zytotoxizitat
(antibody-dependent cellular cytotoxicity, ADCC) der NK-Zellen fuhrt [46]. Sind
schon Antikdrper-produzierende Immunzellen aktiviert worden, so sind zur
NK-Zell-Aktivierung dank ADCC keine weiteren synergistischen Rezeptoren
notwendig [50].

Untersuchungen zeigten, dass der Genotyp des Fc-Rezeptors eine
massgebliche Rolle bei der Bindungsaffinitit des Rezeptors gegeniber
monoklonalen Antikdrpern spielen kann. Die Bindungsaffinitat erhéht sich bei der
genetischen Variante des Fc-Rezeptors, wenn in der Aminosauresequenz an der
Stelle 158 die unpolare Aminoséure Phenylalanin durch die unpolare Aminosaure
Valin ausgetauscht ist. Es kommen in der Bevdlkerung alle drei Varianten vor:
homozygot (V/V), heterozygot (V/F) oder (F/V) sowie homozygot (F/F). Die
Bindungsaffinitdt steigt proportional mit dem Valinanteil und vermittelt
dementsprechend eine starkere ADCC [51, 52].

1.2.1.2 Inhibierende Rezeptoren

Die Aktivitat von NK-Zellen wird aufl3erdem uber inhibierende Rezeptoren
gesteuert. Diese Rezeptoren erkennen die Expression von koérpereigenen
Molekulen auf der Oberflache von Zellen und bremsen hierdurch die Aktivitat von
NK-Zellen gegenuber korpereigenen, gesunden Zellen [53]. Fehlen diese
Molekule auf Zellen, so fehlt auch die Hemmung der NK-Zellen diese zu lysieren.

Das Gleichgewicht der Wirkung inhibierender und aktivierender Rezeptoren



verlagert sich dann zugunsten der aktivierenden Rezeptoren. Dieses

Zusammenspiel wird als ,missing-self‘-Mechanismus bezeichnet [19].

Tabelle 1.2: Inhibierende NK-Zell-Rezeptoren

Rezeptor Ligand Bemerkung/Quelle
Inhibierende KIRs (iKIR) | HLA-C & HLA-B [25]
NKG2A/CD94 HLA-E [25]
LIR-1 (ILT-2/CD85j) HLA-A/-B/-C [54]
HLA-E/-F/-G

1.2.2 NK-Alloreaktivitatsmodelle

Die HLA Molekiille der Klasse | sind die Bindungsstellen fir KIR-Rezeptoren.
Allerdings gibt es verschiedene Varianten des HLA-I, fir die es wiederum
unterschiedliche KIR-Rezeptoren gibt. Daher kdnnen diese Molekile in Gruppen
nach passenden KIR-Rezeptoren sortiert werden. Viele Menschen besitzen
keine  HLA-I-Varianten aus jeder iKIR-spezifischen Gruppe. Bei
Stammzelltransplantationen kann daher versucht werden, bewusst ein Mismatch
zwischen Rezeptor und Ligand herzustellen, um diese Inhibition eines Teils der

NK-Zellen zu umgehen.
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Abbildung 1.2: Darstellung der HLA-KIR-Interaktion

Nicht alle NK-Zellen tragen alle iKIR-Typen. Sind fur die beim Spender vorhandenen Rezeptoren
die passenden Liganden auf einer Tumorzelle, so werden die NK-Zellen des Spenders
gehemmt (s. Spender 1). Fehlt der Tumorzelle ein passendes HLA fur einen iKIR, so steigt die
NK-Zell-Lyse mit der Zahl dieses Rezeptors auf den NK-Zellen des Spenders (s. Spender 2 & 3).

aus: Horrer, A. (2016). In vitro Untersuchung antileukamischer NK-Zell-Subpopulationen auf ihre

Lyseféahigkeit gegenuber primérer padiatrischer BCP-ALL Blasten, Universitat Tubingen.

Um das Outcome nach HSZT besser einschatzen zu kdnnen, wurden in der
Vergangenheit verschiedene Modelle erarbeitet und bei der Spenderauswahl zur

Optimierung von NK-Zell-Effekten beriicksichtigt.

1.2.2.1 Das Ligand-Ligand Modell

Um das relative Ruckfallrisiko einzuschéatzen, hat die Perugia-Gruppe das
Ligand-Ligand Modell (LL Modell) erarbeitet. Hierbei werden die HLA-I Molekile
von Empfanger und Spender untersucht und anhand ihrer Eigenschaft als
iIKIR-Ligand in die Gruppen C1 (CD158b-Liganden), C2 (CD158a-Liganden) und
Bw4 (CD158e-Liganden) eingeteilt. Anhand des HLA-I-Repertoires des

Spenders wird in diesem Modell auf dessen KIR-Repertoire geschlossen. Ein
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Ligand-Ligand Mismatch liegt vor, wenn sich die KIR-Liganden des Empfangers
von den KIR-Liganden des Spenders unterscheiden [34, 55, 56].

Eine Vorhersage nach dem LL Modell ist allerdings nicht immer zutreffend, da
sich die Gene der HLA-I-Liganden und die der KIR-Rezeptoren auf
unterschiedlichen Chromosomen befinden und damit unabhangig voneinander
vererbt werden kénnen. Das KIR Gen befindet sich auf Chromosom 19, das
HLA-I-Gen ist hingegen auf Chromosom 16 lokalisiert. Folglich ist es nicht
unwahrscheinlich, dass ein Spender trotz vorhandenem HLA-I-Ligand den

passenden Rezeptor nicht exprimiert oder umgekehrt [55].

1.2.2.2 Das Rezeptor-Ligand Modell

Beim Rezeptor-Ligand Modell (RL Modell), welches in Memphis entwickelt
wurde, werden direkt die inhibierenden KIR-Rezeptoren auf den Spender
NK-Zellen untersucht. Durch die Uberpriifung eines Mismatches zwischen den
KIR-Rezeptoren des Spenders und dem HLA-I-Profil des Empfangers ist eine
genauere Prognose der Ruckfallwahrscheinlichkeit mdoglich als beim
LL Modell [57].

1.2.2.3 Das KIR-Genotyping Modell

Neuere Studien zeigten auf, dass die zytotoxische NK-Zell-Aktivitat gegenuber
lymphoblastischer Zelllinien sowie adulter und kindlicher AML und
BCP-ALL Zellen nicht nur durch inhibitorische, sondern auch durch aktivierende
KIR-Rezeptoren reguliert wird [34]. Aus dieser Erkenntnis heraus kam es zur
Entwicklung des KIR-Genotyping-Modells, bei welchem das Repertoire an
KIR-Genen sowohl beim Empféanger als auch beim Spender untersucht wird.
Anschlie3end werden diese je nach Vorhandensein von Genen flr aktivierende
und inhibierende KIR-Rezeptoren in einen Score von 0-4 eingeteilt. Patienten mit
dem KIR-Haplotyp A/A besitzen mit KIR2DS4 nur ein Gen fir einen aKIR und
bekommen auf dem Score 0 Punkte. Bei Patienten mit dem KIR-Haplotyp B

kommen hingegen weitere Gene fir aktivierende KIR-Rezeptoren hinzu. Mit
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zunehmendem Score nimmt das Verhaltnis von Genen fur aKIR zu iKIR zu, was
zu verstarkter potentieller NK-Zell-Alloreaktivitat fuhrt [34].

Es konnte gezeigt werden, dass Patienten mit Haplotyp A/A, welche in der
Therapie einer hamatoonkologischen Erkrankung in einer Hochrisiko-Gruppe ein
Transplantat von einem Spender mit Haplotyp B erhielten, ein signifikant

besseres Uberleben haben [58].

KIR KIR B
haplotype A haplotype B geno- centro- telo- content
type  meric meric score
3pL2 3pL2 o5 BB KIR Ea Lysis
2DS4 2DSH1 P
. s s - _
g BB AB |
2 2Ds5
2 ¢
- 3DL1 aDst
B/B A/A -
2DL4 2DL4 B/x ‘ —
AB  AB = ‘ '
2DL1 2DLA
A=<
” 2DS3 A/A B/B
=
) .
5 DL5H AB  AA Leukemia
g 2DL3 2DL2
g ANA  AB
2DS2
3DL3 3DL3 | A/A A/A A/A
Inhibitory Activatory
- Inhibitory receptor - Activatory receptor - Framework gene F 4 ® - B
receptor/ligand receptor/ligand

Abbildung 1.3: Einteilung des KIR B Content Score

Anhand der KIR-Haplotypen kénnen Spender in einen Score eingeteilt werden. Beim Haplotyp
A sind genetisch 6 iKIR und 1 aKIR vorhanden. Der Haplotyp B hingegen ist genetisch sehr
variabel und besitzt bis zu 5 aKIRs. Spender kénnen nun in KIR Genotyp A/A (homozygot fir
Haplotyp A) oder B/x (mit einem oder zwei B Haplotypen) eingeteilt werden. Danach richtet sich
auch die Einteilung im KIR B Content Score, wobei ein htherer Wert einer gré3eren genetischen
Verflgbarkeit an aKIRs entspricht. NK-Zellen eines Spenders mit hohem Score sollten somit,
insbesondere beim Vorliegen eines iKIR-HLA-Mismatchs, eine héhere Alloreaktivitat aufweisen.

aus: Handgretinger, R., et al. (2016). "Exploitation of Natural Killer (NK) cells for the treatment of
acute leukemia." Blood.

1.2.2.4 Die NK-Zell-Education (Licensing)

Fir die NK-Zell-Alloreaktivitat sind neben der HLA-I/KIR-Mismatch Situation
aulRerdem die Milieubedingungen in vivo verantwortlich. Hier kommt es zu einem
wechselhaften Zusammenspiel verschiedener inflammatorischer Zytokine und
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Liganden wie MIC-A/B, ULBPs, PVR und Nectin. Man geht davon aus, dass
NK-Zellen — &hnlich wie T-Zellen — bis zur vollen Funktionalitat eine Entwicklung
durchlaufen mussen, welche als Education (Licensing) bezeichnet wird. Hierbei
handelt es sich um einen HLA-I-abhangigen Prozess, fir welchen es mehrere
Erklarungsansétze gibt:

Nach dem Licensing Modell kommt es darauf an, ob die NK-Zellen fir ihre
KIR-Rezeptoren einen passenden Liganden finden. Ist dies der Fall, erlangen die
NK-Zellen ihre volle Funktionalitat und proliferieren verstarkt — man spricht von
Jicensed” oder ,educated“ NK-Zellen [59].

Nach dem Disarming-Modell hingegen, werden NK-Zellen grundsatzlich mit ihren
zytotoxischen Eigenschaften ,bewaffnet”. NK-Zellen, welche keine passenden
KIR-Rezeptoren fur korpereigene HLA-I-Liganden exprimieren, werden hingegen
.entwaffnet* und hyporesponsiv [60].

Nach dem Rheostat-Modell entscheidet die Menge an inhibitorischen Einflissen
auf die NK-Zellen permanent lUber das Level der potentiellen zytotoxischen
Aktivitat. Das zytotoxische Potential kann somit jederzeit gesteigert oder
verringert werden. Somit legen sowohl die Expression inhibitorischer Rezeptoren
als auch die Affinitdit der Rezeptoren zu HLA-I-Liganden die potentielle

zytotoxische Aktivitat von NK-Zellen fest [61].

1.3 Immuntherapien im haploidenten Setting

War die Entwicklung der Chemotherapie in den 80er und 90er Jahren die gro3e
Weiterentwicklung der modernen Onkologie, so liegt ein groRes Augenmerk der
aktuellen onkologischen Forschung auf neuen immunologischen Verfahren.
Dank des immer besser werdenden Verstandnisses der Rolle des
Immunsystems in der Entstehung und Bekdmpfung von Krebs auf molekularer
Ebene, gibt es neue und zum Teil sehr vielversprechende Anséatze humoraler
und zellularer immunologischer Therapien. So kann einerseits in vivo durch Gabe
eines gegen den Tumor gerichteten Antikorpers oder Impfung mit
tumorspezifischen Antigenen versucht werden, das Immunsystem verstarkt

gegen den Tumor zu richten. Andererseits kbnnen Zellen des Immunsystems des
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Patienten genommen, ex vivo stimuliert oder genetisch gegen die Erkrankung
gerichtet und in den Patienten zurlickgegeben werden.

Adjuvante Zelltherapien konnen bei HSZT den Therapieerfolg insgesamt steigern
und es kommt bei Immunzellgaben gleichzeitig oder nach Transplantation zu
weniger AbstoBungen des Zellprodukts aufgrund des dann identischen
Immunsystems [62].

Wie bereits erwadhnt, sind Spender im haploidenten Setting oftmals aul3erst
motiviert und zeitnah erreichbar. Daher ist diese Form der Transplantation
pradestiniert fir Immunzelltherapien im therapeutischen Zusammenhang mit
einer HSZT.

1.3.1 NK-Zell-basierte Immuntherapien

Fir die haploidente HSZT bieten insbesondere NK-Zell-basierte Therapien
groRes Potential. Dank ihrer direkten und indirekten Zytotoxizitat gegenuber
leukamischen Blasten sind NK-Zellen hauptverantwortlich far den
Graft-versus-Leukemia (GvL) Effekt. Gleichzeitig reduzieren sie dank ihrer
zytotoxischen Wirkung gegeniber T-Zellen und dendritischen Zellen des
Stammzell-Empfangers die GvHD und sorgen fir ein besseres Engraftment des
Transplantats [63, 64]. AulRerdem unterstitzen NK-Zellen die korpereigene
Virusabwehr, indem sie virusinfizierte Zellen, die eine verminderte
HLA-I Expression aufweisen, zerstoren. Dadurch konnen sie vor viralen
Infektionen durch Virus-Reaktivierungen und Neuinfektionen in der

myeloablativen Phase schitzen [65, 66].
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Abbildung 1.4: Rolle von NK-Zellen nach HSZT
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Da die Spenderauswahl bei
haploidenten Transplantationen
meist groRRer ist, l&sst sich hier
leichter ein HLA- oder ein KIR-
Mismatch zwischen Spender und
Beide

Arten von Mismatch kdnnen zu

Empfanger erzeugen.
einer gesteigerten Alloreaktivitat
der NK-Zellen fuhren. So konnte

gezeigt werden, dass alloreaktive

NK-Zellen spielen eine entscheidende Rolle in der | NK-Zellen das Outcome von

Immunabwehr  bei Leukamien. Nach der

haploidentischen HSZT verbessern NK-Zellen das Transplantationen mit KIR-
Engraftment und reduzieren die GvHD durch Ligand-Mismatch insgesamt
Elimination von T-Zellen und dentritischen Zellen

des Empfangers. Durch ihre Aktivitat gegen verbessern [62, 63].
Leukamie-Blasten schiitzen sie aul3erdem vor einem | Andere Studien wiederum
Ruckfall.

aus: Mavers, M. and A. Bertaina (2018). "High-Risk konnten das verbesserte
Leukemia: Past, Present, and Future Role of NK | Qutcome durch KIR-Ligand-

Cells." J Immunol Res 2018: 1586905.

Mismatch nicht darstellen, fanden
jedoch einen positiven Einfluss auf die Rickfallswahrscheinlichkeit nach einer
HSZT mit einem Spender der KIR-Haplotyp B Gruppe [62, 67].

1.3.1.1 Stammzelltransplantation

Durch die Aufarbeitung des haploidenten Transplantats (TcRab/CD3/CD19-
Depletion) kénnen NK-Zellen im Transplantat verbleiben. Sie haben die Fahigkeit
zwischen eigenen sowie fremden/krankhaften Zellen zu unterscheiden und
letztere zu lysieren. Dadurch spielen sie eine grof3e Rolle beim GvL-Effekt und in
der Virusabwehr in der Posttransplantationsphase [34, 66].

1.3.1.2 Zytokintherapie

Zusatzlich kann die NK-Zellaktivitdt durch niedrigdosierte subkutane IL-2

Injektionen gesteigert werden. Es konnte gezeigt werden, dass es durch IL-2
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Gaben invivo zur Freisetzung von IL-6, TNF-a, IFN-g kommt und die
zytotoxische NK-Zellaktivitat gesteigert werden kann [68]. Studien deuten darauf
hin, dass die niedrigdosierte Gabe von IL-2 Uber einen langeren Zeitraum der
kurzfristigen Hochdosis-Therapie in puncto Langzeitiberleben tberlegen ist,
gleichzeitig kommt es hier nur zu geringen Nebenwirkungen. Daher kdénnten
niedrigdosierte IL-2-Gaben ein geeignetes Mittel sein um den GvL-Effekt zu

verstarken [69].

1.3.1.3 Ex vivo Stimulation

Dank Zellkultur-Verfahren konnen NK-Zellen auch von Patienten oder
Stammzellspender genommen werden und ex vivo mit Zytokinen stimuliert
werden. Dies bietet die Moglichkeit, um ein Vielfaches gesteigerte Zytokin-
Spiegel zu erzeugen, welche invivo aufgrund der Nebenwirkungen nicht
erreichbar waren.

So zeigte sich, dass sich NK-Zellen durch ex vivo Hochdosis-Inkubation mit IL-2
noch starker als bei in vivo Gabe stimulieren lassen und es nach Gabe der IL-2
voraktivierten NK-Zellen in Patienten zu einer starkeren antitumoralen Aktivitat
kommt [68].

Auch eine Inkubation des Transplantats mit IL-15 zur Stimulation der NK-Zellen
vor haploidentischer HSZT ist mdglich. In Versuchen fihrte dies zu einem
langeren Langzeit-Uberleben kindlicher Leukamie-Patienten und einer starkeren
NK-Zell-Aktivitat als bei alleiniger IL-2 Stimulation [70].

1314 Ex vivo Expansion

AuRerdem ist es moglich NK-Zellen nach Transplantation exvivo zu
expandieren, um voraktivierte NK-Zellen in hoher Quantitat zu erhalten. Erste
Veroffentlichungen hierzu sind vielversprechend. Es konnte gezeigt werden,
dass NK-Zell-Infusionen bezuglich ihrer Nebenwirkungen moéglich und sicher
sind. Zur besseren Beurteilung unterschiedlicher Expansionsansétzen und deren
Effizienz fehlen allerdings aktuell noch ausreichende Daten. So bestehen

verschiedene Expansionsprotokolle, bei denen zum Beispiel durch Stimulation
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mittels Zytokinen wie IL-2 und IL-15, oder mit bestrahlten Feederzelllinien
gearbeitet wird [64, 65, 71, 72]. Dank spezieller Bioreaktoren wie dem G-Rex-
flasks (Wilson Wolf Manufacturing, Minneapolis, MN, USA) oder dem WAVE
bioreactor (GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ; USA) konnten die NK-
Zell-Expansionen in Zukunft weiter vereinfacht und gleichzeitig effektiver
werden [65]. Vielversprechend ist hier auch der Einsatz etablierter NK-Zell-Linien
wie zum Beispiel NK92. Durch GMP-gerechte Produktion konnten so
patientenunabhangig gebrauchsfertige Zellprodukte hergestellt werden [65].

1.3.1.5 Weitere Therapie-Optionen

Aufgrund der vielversprechenden Daten zur Rolle von NK-Zellen in der
Behandlung von Leukdmie-Patienten der Hochrisiko-Gruppe wird weiter an
neuen Therapieansatzen zur Maximierung der Effizienz von NK-Zell-Therapien
gearbeitet [64].

Anti-KIR-mADb zeigten zum Beispiel sowohl im Mausmodell als auch in einer
Phase-I-Studie vielversprechende Ergebnisse [73, 74]. Auch ein neu entwickelter
NKG2A-Antikorper fuhrte im Mausmodell zu einer optimierten NK-Zell-Aktivitat
gegenuber Leukamie-Zellen. Durch diese Antikdrper kdnnten in Zukunft die
hemmenden Einflisse auf NK-Zellen durch HLA-Molekile reduziert werden,
wodurch die Suche nach einem alloreaktiven Spender fir HSZT oder adoptive
NK-Zelltransfers an Stellenwert verlieren konnte [64].

AulRerdem hat der momentane Erfolg von chimeric antigen receptor-engineered
T-Zellen (CAR-T-Zellen) in der Behandlung von B-Zell Leukamien einige
Arbeitsgruppen ermutigt, CAR-Konstrukte in NK-Zellen zu testen.
CAR-NK-Zellen hatten den Vorteil, dass inhibitorische Einfliisse von Tumorzellen
auf NK-Zellen dank des CAR-Konstrukts tberbriickt werden kdnnten und CAR-
NK-Zellen auch von HLA-mismatched Zellen abstammen kénnen. Hier steht die
Forschung allerdings noch am Anfang, wobei die Herstellung einer ausreichend
grol3en Zellzahl, die geringere Effektivitat des Gen-Transfers im Vergleich zu dem
von T-Zellen sowie die eingeschrankte Expansion und Persistenz von
infundierten CAR-NK-Zellen invivo aktuell noch die gréRten Hindernisse
darstellen [64, 75].
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1.4 Der monoklonale chimare CD19-4G7SDIE AntikGrper

Ein bekannter Antikdrper der mit seiner Wirkung gegen B-Zell assoziierte
Malignome Uberzeugen konnte, ist der CD20-spezifische monoklonale Antikorper
Rituximab [76]. Mit seiner Einfihrung in den spaten 90er Jahren haben sich die
Moglichkeiten in der Therapie von Patienten mit B-Zell Non-Hodgkin-Lymphomen
deutlich erweitert und inshesondere in Kombination mit Chemotherapie konnten
sowohl Prognose als auch Uberleben dieser Patienten signifikant verbessert
werden [77]. Inzwischen wurde mit Obinutuzumab ein vollstandig humanisierter
monoklonaler Antikérper der nachsten Generation gegen das CD20-Antigen
entwickelt, welcher dank Fc-Optimierung mittels Glycoengineering eine starkere
Antikdrper-vermittelte zellulare zytotoxische Aktivitat (antibody-dependent
cellular cytotoxicity, ADCC) vermittelt. Die Kklinische Anwendung von
Obinituzumab wird aktuell in verschiedenen Phase-II-Studien untersucht. In der
Kombinationstherapie mit Chemotherapeutika konnte dabei schon eine
verbesserte Wirkung gegen chronisch lymphatische Leukdmie gegenuber
Rituximab nachgewiesen werden [77].

Nur ein geringer Prozentsatz der padiatrischen BCP-ALL exprimiert das Antigen
CD20, was den Nutzen dieser Antikorper fur kindliche Patienten einschrankt.
Allerdings findet sich auf kindlichen BCP-ALL Zellen regelm&Rig das Antigen
CD19 [78, 79]. Hierbei handelt es sich um ein Transmembranprotein, welches
nicht nur bei mehr als 90% der ALL-Féalle, sondern auch auf B-Zell Non-Hodgkin-
Lymphomen und chronisch lymphatischen Leukamien exprimiert wird [80]. Auch
fur das CD19-Antigen gibt es bereits Fc-optimierte Antikdrper, welche im
Vergleich zu nicht-Fc-optimierten Antikérpern eine verstarkte ADCC auslosen
und aktuell in klinischen Studien getestet werden [76].

In der vorliegenden Arbeit wurde ein chimérer, Fc-optimierter IgG1
CD19-Antikorper vom Klon 4G7 verwendet. Durch den Austausch der beiden
Aminosauren S239D und I1332E (SDIE-Modifikation) kommt es zur verbesserten
Bindung an den FCGR3A-Rezeptor und dadurch zur Verstarkung der ADCC. Auf
Basis des Klons und der Fc-Optimierung ergibt sich die Nomenklatur
CD19-4G7SDIE mAb. Dieselbe Modifikation findet sich in der humanisierten
Version des 4G7-Antikbrpers MOR00208, welcher sich in Erprobung in mehreren
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klinischen  Studien  (z.B. ClinicalTrials.gov, Identifier: NCT02763319)
befindet [80, 81]. In vitro konnte fir den CD19 mAb eine deutlich gesteigerte
ADCC-AKktivitat sowohl gegen BCP-ALL-Zelllinien als auch gegen frische BCP-
ALL-Blasten gezeigt werden. In der Kklinischen Testung an kindlichen Patienten
mit persistierender MRD nach mehrmaligem Ruckfall einer B-Zell-ALL fiihrte die
Behandlung mit dem CD19-4G7SDIE mAb zu einer deutlichen Reduktion der
MRD. Dabei konnte die Tumorlast bei circa der Halfte der Patienten auf unterhalb
der Nachweisgrenze reduziert werden [76].

Insgesamt stellen CD19-Antikérper wie der CD19-4G7SDIE mAb eine gute
Therapieoption fur Patienten mit MRD, fir Patienten, die keine starkeren
unerwtnschten Nebenwirkungen anderer Therapien vertragen kénnen, und als

prophylaktische Therapie fiir Patienten mit hohem Riuckfallrisiko dar.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, die Relevanz spenderspezifischer Unterschiede auf die
NK-Zell vermittelte Lyse padiatrischer ALL-Blasten der B-Zelllinie, mit und ohne
Zugabe eines monoklonalen Fc-optimierten CD19-Antikdrpers zu eruieren. Es
wird untersucht, ob ein KIR-Rezeptor-Ligand-Mismatch die Lyse von BCP-ALL-
Blasten erhdht und welchen Einfluss die Expansion von NK-Zellen im Vergleich
zu nativen NK-Zellen auf die Lyseaktivitat durch NK-Zellen hat. Hierzu wurden
gesunde NK-Zell-Spender herangezogen und hinsichtlich relevanter NK-Zell-
Eigenschaften untersucht.

Zur Untersuchung der NK-Zellen der unterschiedlichen Spender wurden diese
geno- und phanotypisiert, native NK Zellen verwendet oder diese in vitro
expandiert und die Expansionseffizienz sowie die Lysefahigkeit gegenuber
padiatrischer BCP-ALL Blasten getestet.

Die Target-Zelllinien und Spender wurden entsprechend des Rezeptor-Ligand
Modells ausgewdahlt. Zur Evaluation der Alloreaktivitat kommen das
Ligand-Ligand-Modell, das Rezeptor-Ligand-Modell, das KIR-Genotyping-Modell
und das Licensing-Modell zur Anwendung. Bei der Immunphanotypisierung und

funktionellen Testung werden die NK-Zellen nach den single-KIR-positiven
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NK-Subpopulationen KIR2DL1, KIR2DL2/KIR2DL3, KIR3DL1 sowie der
KIR-negativen NK-Subpopulation getrennt analysiert. Auf3erdem wird der
Einfluss weiterer wichtiger aktivierender und inhibierender Rezeptoren auf die
zytotoxische NK-Zellaktivitdt gegenuber padiatrischen BCP-ALL Blasten
bertcksichtigt. Insbesondere werden die aktivierenden Rezeptoren DNAM-1 und
NKG2D untersucht.
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2.1 Allgemeine Materialien und Programme
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2.1.1 Gerate
Sicherheitswerkbank HERAsafe Heraeus
Sterilbank Biowizard Kojair
Brutschrank HERAcell Heraeus
Standzentrifugen:

- ROTANTA 46 RSC Hettich

- ROTIXA 420 R
Blutanalysegerat ABX Micros CRP 100 Horiba
Aufsichtmikroskop Olympus IM
Advia 120 Siemens

Kryokonservierungstank der Universitatsklinik far

Kinder- und Jugendmedizin Tubingen

Cryostorage System

Eismaschine Scotsman
Gefrierschrank Premium Frost Liebherr
Kihlschrank Profi-Line Liebherr
Wasserbad, beheizbar GFL
Schttler Titramax 100 Heidolph
Vortexer:

- MS1 Minishaker IKA Works

- ReaxTop Heidolph

Pipettiergeréate:
- Pipetboy acu
- Pipetboy 2

Integra Biosciences

Multikanalpipette 200 pl Discovery Comfort

HTC Lab Solutions

Pipetten, verstellbar:
Research: 2.5 pl, 200ul, 2000pl

Eppendorf
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Pipetman: 10 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl

Gilson

2.1.2 Verbrauchsmaterialien, Glas- und Plastikwaren

Zellkulturflaschen Cellstar:
50 ml, 250 ml, 550 ml

Greiner Bio-One

Falconrohrchen, Polypropylen (PP), steril:
15 ml, 50 ml

Greiner Bio-One

FACS Analyserohrchen Rundboden,
Polysystren (PS), 5 ml

Corning

Kryoréhrchen, Cryotube Cryo.S, steril, 2 ml

Greiner Bio-One

ReaktionsgefalRe, PP, steril, 1,5 ml

Sarstedt Eppendorf

Mikrotiterplatte Rundboden 96-well

Greiner Bio-One

Mikrotiterplatte Flachboden 96-well

Greiner Bio-One

Mehrfachkulturplatten, steril:
96-well, 48-well, 24-well, 6-well

Costar

Einmalpipetten, Plastik, steril:
2ml, 5ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml

Corning inc.

Pipettenspitzen:
20 pl, 200 pl, 1000 pl

Ratiolab Sarstedt

Spritzen, steril:
5 ml, 10 ml, 20 ml

Braun

50 ml BD™ Diagnostics
Kanilen, Microlance, 19G BD™ Diagnostics
Butterfly, Safety-Multifly-Set Sarstedt
Hautdesinfektionsmittel Softasept Braun

Desinfektionsspray Descosept

Dr. Schumacher

Einmalhandschuhe

Hartmann

Zellsieb, 40 pm

BD™ Biosciences

Verschlussfolie Parafilm “M*“

Bemis

Zellsieb, 40ul

BD™ Diagnostics
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2.1.3 Stammldsungen und Puffer

Dulbecco’s phosphate buffered Saline (PBS) Sigma
RPMI 1640 Biochrom
VLE Dulbecco’s MEM Biochrom
Penicillin(l(_).OOOU/mI)/ Biochrom
Streptomycin(10.000ug/ml)

L-Glutamin 200mM Biochrom
100x NEA (non-essential Aminoacids) Biochrom
Fetales Kalberserum (FCS) Gibco
Trypsin/EDTA-Solution 0.25% Biochrom
Natrium-Pyruvat Biochrom
Dymethylsulfoxid (DMSO) Sigma
D-Natrium-EDTA 1.107% Qu‘:l';"nf;‘ SmbH
Formaldehyd 37%

B-Mercaptoethanol

Na-Azid (10%)

Privigen (100mg/ml)

Saponin S-7900 Sigma
BSA Bovine Serum Albumin A-3059 Sigma

Stammlosung Al: Medium fir die Expansion der Zelllinien Nalm-6, Nalm-16
& SEM
= 500 ml RPMI 1640 Medium
* 50 mlFCS
30 min bei 56 °C hitzeinaktiviert
= 5 ml L-Glutamin (200 mM)
= 5 ml Penicillin (10 000 U/ml)



Streptomycin (10 000 pg/ml)
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Stammlosung A2: Medium fir die Expansion der Zelllinie MHH-cALL-4

500 ml RPMI 1640 Medium
100 ml FCS

30 min bei 56 °C hitzeinaktiviert
5 ml L-Glutamin (200 mM)

5 ml Penicillin (10 000 U/ml) /
Streptomycin (10 000 pg/ml)

Stamml6sung B: Medium fir die Expansion von NK-Zellen

Stammlésung A
Interleukin-2 (IL2) Proleukin 2x10° IE/ml
auf 100 IE/ml eingestellt

Stammlésung C: Zellmedium CD107a

500 ml PBS

50 ml FCS

1% L-Glutamin

1% Penicillin+Streptomycin
1% 1mM Na-Pyruvat

1% Non-Essential Aminoacids

50uM B-Mercaptoethanol

PBSE-Puffer

500 ml PBS
2mM EDTA

FACS-Puffer

500 ml PBS
5 ml FCS
30 min bei 56 °C hitzeinaktiviert

Univ.-Apotheke Tlbingen



= 2mM EDTA

= 2% FCS

= 0,01% Na-Azid
= 0.05% Privigen

Permwash
= 500 ml PBS
= 0.1% Saponin
» 0.5% BSA
= 0.02 Na-Azid

PFA-L&sung
» FACS-Puffer
= 1% Formaldehyd

Einfriermedium

= FCS
= 10% DMSO

2.1.4 Software
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FCS Express 5.0

De Novo Software

GraphPad Prism 5 Statcon

Excel 2016 Microsoft
PowerPoint 2016 Microsoft
Word 2016 Microsoft

2.2 Zellmaterial

Aus peripherem Vollblut gewonnene
NK-Zellen

gesunde, freiwillige Spender
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Transfizierte erythroleukdmische
Zelllinie: K562-mb15-41BBL

Dr. D. Campana MD, St. Jude
Children’s Research Hospital,
Memphis, USA

Zelllinien:

Erythroleukamische Zelllinie K562
kindliche BCP-ALL Zelllinie Nalm-
16

kindliche BCP-ALL Zelllinie Nalm-
6

kindliche BCP-ALL MHH-cALL
kindliche BCP-ALL Zelllinie SEM

Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche
Sammlung von Mikroorgansimen

und Zellkulturen, Braunschweig

2.2.1 Gesunde Spender zur NK-Zell-Expansion

Fur die Versuche wurden freiwillige, gesunde Spender rekrutiert. Um die

verschiedenen Settings bei der Austestung der Alloreaktivitat darzustellen,

wurden die Spender auf das genetische Repertoir zur Expression der Allele der
HLA-Cw3, HLA-Cw4 und HLA-Bw4 Gruppen untersucht. Hierbei wurde zumeist
auf Daten der DKMS zuriickgegriffen. AulRerdem wurde eine KIR- und FCGR3A-

Genotypisierung der NK-Zellen Spender durchgefuhrt.

Insgesamt konnten 16 Spender rekrutiert werden.

2.2.2 Isolierung peripherer mononukleéarer Zellen

Peripheres Vollblut gesunde Spender
Heparin-Natrium-25 000®-ratiopharm Ratiopharm
Biocoll Separating Solution Biochrom
Dulbecco’s Phosphat buffered saline (PBS) Sigma
Hintergrund
Aus heparinisiertem Vollblut freiwilliger Spender wurden mithilfe der

Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll-Hypaque nach der Verfahrensweise



27

von Boyum [82] die verschiedenen zellularen Blutbestandteile aufgrund ihrer
Dichteeigenschaften getrennt. Das Copolymer tGbernimmt mit der geeigneten
Dichte von 1,077 g/ml eine Art Siebfunktion, um durch Zentrifugation Zellen
hoherer Dichte durch die Ficoll-Trennschicht passieren zu lassen und dies bei
Zellen geringerer Dichte zu verhindern. Erythrozyten, Granulozyten und
polymorphkernige Leukozyten befinden sich unterhalb der Trennschicht. Sie
konnen wie die Thrombozyten in der Plasmaphase verworfen werden.
Leukozyten und Monozyten reichern sich hingegen als mononukleéare Zellen
(PBMCs) in der Interphase auf der Ficollschicht an und sind so einer Isolierung

durch einfaches Abnehmen des Lymphozytenrings zuganglich.

Durchfihrung

1) Heparinisiertes Vollblut wird im Verhaltnis von 1:1 mit PBS gemischt. In einem
50 ml Falconréhrchen werden auf 20 ml Ficoll-Hypaque vorsichtig unter
Erzeugung zweier deutlich getrennter Phasen 30 ml der Zellsuspension
geschichtet.

2) Nach der Dichtegradientenzentrifugation mit 400g fur 30 min bei
Raumtemperatur, Beschleunigung 1 (B1) und Bremse 1 (R1) wird die
Plasmaphase bis 1 cm oberhalb des Lymphozytenrings abgenommen und
verworfen.

3) Mit einer sterilen Pipette wird der triibe Ring aus PBMCs vorsichtig abgesaugt
und in ein neues 50 ml Falconréhrchen tberfuhrt.

4) Das Falconroéhrchen wird mit PBS auf 50 ml aufgefullt, mit 400 g fur 10 min
bei Raumtemperatur, B7 und R5 gewaschen und anschlieBend der Uberstand
vorsichtig abgekippt. Das entstandene Zellpellet wird mit PBS geldst, um
dann erneut bei gleichen Einstellungen gewaschen zu werden. Je nach
weiterem Verwendungszweck werden die gewonnenen PBMCs manuell oder

maschinell gez&hlt und in Medium oder FACS-Puffer aufgenommen.
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2.2.3 Feederzelllinie K562-mb15-41BBL

Die Feederzelllinie K562-mb15 wurde uns freundlicherweise von Dr. D. Campana
MD, St. Jude Children’s Research Hospital Memphis zur Verfigung gestellt.
Hierbei handelt es sich um eine erythroleukamische AML-Zelllinie, welche
genetisch veréndert wurde, so dass die Zellen membrangebunden an der
Oberflache IL-15 sowie den Liganden 4-1BBL exprimieren [83]. Da K562-Zellen
kein MHC-I und damit keine Liganden fur iKIR-Rezeptoren prasentieren, eignen

sie sich besonders gut als Targetzellen fur NK-Zellen [84].

2.2.4 Expansion von NK-Zellen

Zelllinie K562-mb15-41BBL siehe Kapitel 2.2.3

Bestrahlungsgerat GammacCell 1 000 Elite Nordion

BGA-Gerat ABL 800 Flex Radiometer

Interleukin-2 (IL2) Proleukin 2x10° IE/ml Universitatsapotheke
Prinzip

Bei Inkubation von PBMCs mit IL-2 und K562-mb15-41BBL, die zuvor mit 100 Gy
bestrahlt wurden, expandieren die NK-Zellen unter den PBMCs massiv (3-6
Logstufen) und tGberwachsen dabei alle anderen Zellfraktionen. Die Aktivierung
und die Induktion der Zellproliferation erfolgen hierbei tiber den CD137-Rezeptor,
sowie den IL-2/IL-15-Rezeptor-Komplex (CD122/CD132) [83, 85].



PBMC K562-mb15-41BBL
x
¥, . 100Gy
o
9
x i
A
+* X
fresh medium + H
IL-2 (10 IU/mL) ¢ &
every 2 days lysed

V' K562-mb15-41BBL

Abbildung 2.1: Schema der NK-Zell-

Expansion aus PBMC

Bestrahlte K562-mb15-41BBL Zellen
werden in einem Verhaltnis von 15:1 mit
PBMC gemischt. Im Verlauf kommt es zur
Proliferation und Aktivierung der NK-Zellen
sowie zur Lyse der Feeder-Zellen.

aus: Fujisaki, H., et al. (2009). "Expansion of
highly cytotoxic human natural killer cells for
cancer cell therapy." Cancer Res 69(9):
4010-4017.
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Bei der Expansion kdnnen verschiedene
Phasen unterschieden werden:

Tag 1-5: Die NK-Zellen und bilden mit
den Feederzellen zusammenhéangende
Zellansammlungen (Zellcluster), welche
bei der Zellpflege nicht zerstort werden
sollen.

Tag 6-14: Die Zellcluster werden rasch
die Zellen in eine

weniger, wobei

exponentielle  Wachstumskurve  mit

starker Vermehrung der Lymphozyten

Ubergehen.

Tag 15-22: Das Zellwachstum [l&sst
nach und sistiert schlieBlich fast
komplett.

Durchfuhrung

Tag 0: Mittels Ficoll werden aus

heparinisiertem Vollblut freiwilliger und
gesunder Spender PBMC isoliert. Zur
Bestimmung des prozentualen NK-Zell-
Anteils, werden 1x10° PBMC in ein

FACS-Tube Uberfihrt, abzentrifugiert, mit CD3- sowie CD56-Antikdrpern gefarbt

und nach dem Waschen am FACS-Gerat gemessen (s.Kap.2.4.1). Im
Verhéltnis 15:1 zu den NK-Zellen, werden den PBMC dann mit 100 Gy bestrahlte

Zellen der Feederzelllinie K562mb-15-41BBL zugegeben. Anschliel3end werden

die Zellen in einer Konzentration von 1x10%/ml in Stammldsung B im Brutschrank

bei 37°C in Zellkulturflaschen inkubiert.

Ab Tag 1: Téagliche Zellpflege, wobei eine mikroskopische Wachstumskontrolle,

eine Zellzahlbestimmung am Advia sowie eine BGA durchgefuhrt wird. Bei einem

Glucosewert <100mg/dl wird den Zellen frisches Stammmedium B zugegeben,

wobei eine Zellkonzentration von 0,8x10% Leukos/ml nicht unterschritten wird.
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Mindestens jeden 2. Tag wird frische Stammldsung ergénzt, um die Zellen mit

frischen IL-2 zu versorgen.

2.2.5 BCP-ALL Zelllinien

Far die in vitro Untersuchungen wurden vier verschiedene padiatrische BCP-ALL
Zelllinien herangezogen.

Zur Austestung der Alloreaktivitdt wurden Zelllinien gesucht, die Vertreter von
mindestens einer der HLA-Gruppen Cw3, Cw4, oder Bw4 exprimieren. Die
Auswahl wurde anhand der Expression der HLA-Gruppen durchgefuhrt, wobei
die Typisierung durch das HLA-Labor der Universitatsklinik Tubingen erfolgte.
Alle verwendeten Zelllinien sind Suspensionszellen. Zur Kultivierung wurden die
Stammlésungen A1/A2 verwendet. Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C
und 5% CO2 gelagert. Die Zellqualitat wurde alle 2-3 Tage im Lichtmikroskop
beurteilt, die Zellzahl im ABX-Counter/Advia bestimmt und die
Zellkonzentrationen geman der Empfehlung durch die Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) eingestellt. Beim Farbumschlag des
Indikators des RPMI-Mediums von Rot nach Orange-Gelb, wurden die Zellen zur
Halfte abzentrifugiert und mit frischem Medium resuspendiert.

2.2.5.1 Stimulation der HLA-I Expression mit IFNy

Imukin (IFNy) Boehringer Ingelheim

Prinzip

Durch Inkubation von PBMC mit IFNy kann die HLA-I-Expression auf der
Zelloberflache stimuliert werden [86]. Dieser Effekt wurde zur Untersuchung des
Einflusses der HLA-I Expression auf die Aktivierung expandierter NK-Zellen und
frisch isolierter PBMC genutzt.

Durchfihrung
Zur effektiven Stimulation der HLA-I Expression ist im Zellkulturmedium eine
IFNy-Konzentration von 1x103 IE/ml anzustreben.
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1) Zugabe von IFNy in eine frisch gepflegten Zellkultur (s. Kapitel 2.2.5,
Zielkonzentration: 1x10° IE/m)

2) Inkubation fur 72h bei 37°C und 5% CO:2 im Brutschrank

3) Uberprifung der Stimulation mittels Durchflusszytometrie mit FITC
fluoreszenzmarkierten Anti-HLA-A, -B und -C Antikoérpern; Kontrolle mit

unstimulierten Zellen

2.2.5.2 Transduktion der Zelllinien mit Luciferase

Prinzip

Um fir den Luciferase-Assay (s. Kapitel 2.3.5) Targetzellen mit Luciferase-
Enzym zu erhalten, wurden in Zellen von BCP-ALL-Zelllinien durch einen
lentiviralen Doppelvektor ein mCherry/Luciferase- oder ein GFP/Luciferase-Gen
transduziert. Hierdurch sind die Zellen in der Lage GFP/mCherry auf ihrer

Oberflache zu exprimieren und D-Luciferin zu oxidieren.

Durchfihrung
Es wurden die padiatrischen BCP-ALL Zelllinien Nalm-6, Nalm-16, MHH und
SEM transduziert.
1) Befillen von je 3 wells einer 48 well-Platte pro Zellllinie mit jeweils 25.000
Zellen in 200ul Zellkulturmedium
2) Zugabe des Virusiberstands:
1. well: 45pl/ 2. well: 5ul / 3. well: negativ-Kontrolle
3) Zentrifugation der Platte fur 30 min bei 800G und 32°C (B9/R0)
4) Inkubation im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 flr 24h
5) Ab dann Zellpflege nach Protokoll der einzelnen Zelllinien

6) Kontroll-FACS nach 14 Tagen zur Bestimmung der Transduktionsrate

2.2.6 Zellzahlbestimmung und Zellkulturbeobachtung

Inversionsmikroskop 1X50 Olympus
Lichtmikroskop CX40LF200 Olympus

Neubauer Zahlkammer Assistent
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Deckglas Menzel
Trypanblau (0.4 %) Sigma
Zahluhr Ivo

Die ALL-Zelllinien wurden gemal den Empfehlungen der ,Deutschen Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen® kultiviert. Zur regelmafiigen
Zellzahlbestimmung und Einschatzung der Zellqualitat wurde das ABX-Gerat
verwendet.

Zur Kontrolle der Effektor-Zellen und beim Vorbereiten der Zelllinien auf einen
Assay wurde aufgrund der héheren Genauigkeit das Advia benutzt.

Bei Unklarheiten zur Zellqualitat, insbesondere nach dem Auftauen
kryokonservierter Zellen, wurden die Zellen zusatzlich mittels Neubauer-
Zahlkammer unter dem Lichtmikroskop beurteilt. Hierfir wurden die Zellen im

Verhaltnis 1:1 mit 0,4% Trypanblau angefarbt.

2.2.7 Kryokonservierung und Auftauen

-86°C Freezer Forma Scientific

Mr. Frosty, Gefrierbehélter Nalgene

Kryokonservierung

Zur mittelfristigen Lagerung der Zellen wurden die gut wachsenden und gemaf
Kapitel 2.2.5 gepflegten Zellen gezahlt, bei Raumtemperatur mit 300g (B9/R9)
fur 5 min zentrifugiert und anschlieend in Einfriermedium resuspendiert. Pro
Kryotube wurden bis zu 100x10°8 Zellen in einem vorgekihlten (mind. 1h bei 4°C)

Mr. Frosty-Gefrierbehalter bei -80°C eingefroren.

Auftauen

Zum Auftauen wurden die Zellen im Kryotube langsam im Wasserbad (37°C)
geschwenkt und sobald das Medium flissig wurde in 15ml Falconréhrchen mit
37°C-warmem Zellkulturmedium dberflihrt. Nun wurde das Medium zweimal

ausgetauscht (Zentrifuge jeweils: 5min, 300g, B9/R9) und anschliel3end die Zahl
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lebender Zellen bestimmt. Gemald Kapitel 2.2.5 wurden die Zellen daraufhin

weiter gepflegt. Eine Nachkontrolle der Zellzahl erfolgte am Folgetag.

2.3 Therapeutischer CD19 Antikorper

monoklonaler FC-optimierter CD19-4G7SDIE Antikorper

(Bereitgestellt durch Dr. L. Grosse-Hovest, Prof. Dr. G. Jung, Universitat

Tlbingen)

2.4 Assays

2.4.1 Immunphanotypisierung mittels Durchflusszytometrie

BD™ LSR Il Cytometer

Biolegend

Angeschlossene Hardware, PC

Hewlett-Packard

Auswerteprogramm FCS Express 5

De Novo Software

Software BD™ FACS Diva

BD™ Biosciences

Monoklonale Antikrper

Antikorper Subtyp | Fluorochrom | Klon Hersteller
Isotyp y1 Mouse | |gG; FITC X40 BD™ Biosciences
Isotyp y1 Mouse | IgG1 PE X40 BD™ Biosciences
Isotyp y1 Mouse | IgG1 APC X40 BD™ Biosciences
Isotyp y2 Mouse | IgGza FITC X39 BD™ Biosciences
Isotyp y2 Mouse | 1gGza PE X39 BD™ Biosciences
cD3 19G2a PB HIT3a BioLegend

1gG2a APC-Cy7 HIT3a BioLegend
CD10 1gG1 Percp MEM-78 Exbio Praha
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CD16 1gG1 AF700 3G8 BioLegend
CD19 1gG1 PE HIB19 Becton Dickinson
CD45 1gG1 APC/Cy7 HI30 BioLegend
CD56 19G2a Pe/Cy7 HCD56 BioLegend
CD58j 1gG1 PE BioLegend
CD62L 19G2a FITC BioLegend
CD69 1gG1 PerCp FN50 BioLegend
CD85j (ILT2) 1gG1 PE BD™ Biosciences
CD94 1gG1 FITC DX22 BioLegend
CD107a 1gG1 APC H4A3 BioLegend
CD112 1gG1 PE TX31 BioLegend
CD155 1gG1 APC SKiIl.4 BioLegend
CD158a 1gG1 FITC HP-3E4 BD™ Biosciences
CD158b 19G2a PE DX27 BioLegend
CD158e lgG1 Bv421 DX9 BioLegend
CD274 1gG1 PE MIH1 BD™ Biosciences
CD276 1gG1 PE
CD279 1gG1 PE EH12.2H7 | BioLegend
DNAM-1 lgG1 l;rI;IabeIIed 11A8 BioLegend
NKG2A 19G2a PerCp R&D Systems
NKG2D lgG1 uniabelled 1D11 BioLegend

APC
NKp30 lgG1 PE P30-15 BioLegend
NKp44 1gG1 PE 4A4.D10 Miltenyi Biotec
NKp46 1gG1 APC 9E2 Miltenyi Biotec
NKp80 1gG1 FITC 4A4.D10 Miltenyi Biotec
HLA-A, -B, -C FITC w6/32 BioLegend
HLA-E APC 3D12 BioLegend
HLA-G PE 87G BioLegend
HLA-I Bw4 1gG1 PE REA274 Miltenyi Biotec
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MIC-A/B 19G2a PE 6D4 BioLegend
ULBP-1 19gG2a PE 170818 R&D Systems
ULBP-2/5/6 19G2a PE 165903 R&D Systems
ULBP-3 19G2a PE 166510 R&D Systems
Lebend/Tot - Aqua Invitrogen

Hintergrund:

Mit dem Prinzip der Durchflusszytometrie (FACS: fluorescence activated cell
sorting) ist es moglich, Zellen schnell und in hoher Quantitat auf ein weites
Spektrum von Fluoreszenzen und Lichtstreuung zu untersuchen. Dies erlaubt
Ruckschlisse auf die Zellmorphologie, intra- und extrazellulare
Proteinexpression, Gen-Expression sowie Zellphysiologie [87].

Bei dem Verfahren werden Zellen aus einer Zellsuspension mittels Uberdruck
durch eine Kapillare in das FACS-Gerat aufgenommen und in einer Messkammer
stark beschleunigt. Hierdurch gelingt es Zellaggregate in Einzelzellen aufzuteilen,
sodass diese hintereinander einen fokussierten Laserstrahl durchqueren. Mittels
verschiedener Laser mit unterschiedlichen Wellenlangen, Lichtsensoren und
vorgeschalteter optischer Filter konnen so Streuungseffekte von Zellen und

Fluoreszenzen von Antikdrpern bestimmt werden [87, 88].
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Abbildung 2.2: Funktionsweise der Durchfluss-Zytometrie

Zellen einer Zellsuspension werden durch eine Kapillare in das FACS-Gerat aufgenommen
und in einer Messkammer stark beschleunigt. Einzeln durchqueren sie hintereinander einen
fokussierten Laserstrahl. Mittels Spiegeln, optischer Filter und Lichtsensoren kdnnen
Streuungseffekte von Zellen und Fluoreszenzen von Antikérpern bestimmt werden.

aus: Brown, M. and C. Wittwer (2000). "Flow Cytometry: Principles and Clinical Applications in
Hematology." Clinical Chemistry 46(8): 1221-1229.

Grundsatzliche Aussagen Uber Zelleigenschaften kdnnen Uber Streuungseffekte
der Zellen getroffen werden: Anhand des Vorwartsstreulichts (FSC: forward light
scatter) kann die GroRe der einzelnen Zellen bestimmt werden, anhand des
Seitwartsstreulichts (SSC: sideward light scatter) konnen Aussagen zur
intrazellularen Granularitat getroffen werden [88]. Tragt man bei der Analyse von
Vollblut FSC und SSC in einem Schaubild gegeneinander auf, kann man schon
anhand der charakteristischen Verteilung Lymphozyten, Granulozyten und
Monozyten voneinander unterscheiden.

Weitere Aussagen zu Zelleigenschaften konnen beim FACS mittels extra- und
intrazellularer Farbung der Zellen mit monoklonalen Antikdrpern getroffen
werden, welche mit Fluoreszenz-Farbstoffen konjugiert sind. Passieren
Antikdrper-markierte Zellen einen Laser, werden die Fluorochrome angeregt und
erreichen ein hdheres Energie-Level. Bei der Rickkehr ins vorherige Energie-

Level emittieren die Farbstoffe Lichtenergie in héheren Wellenlangen. Durch
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optische Filter und Lichtsensoren kdnnen diese gemessen und schlief3lich in
digitale Signale umgewandelt werden. Benutzt man verschiedene Fluorochrome,
die von Licht in der gleichen Wellenlange angeregt werden, jedoch in
unterschiedlichen Wellenlangen emittieren, so kbnnen die Zellen gleichzeitig auf
verschiedene Eigenschaften Uberprift werden [88, 89].

Zwischen der Anzahl der mit einem Farbstoff-konjugierten Antikdrper (AK)
besetzten Bindungsstellen und der Intensitdt der Fluoreszenz besteht eine
direkte Proportionalitat. Aufgrund der Autofluoreszenz von Zellen auch ohne AK,
muss zusatzlich immer eine ungefarbte Probe gemessen werden. So kann ein
Grenzwert bestimmt werden, ab dem ein Fluoreszenzwert als positiv gilt und auf
den Fluorochrom-konjugierten AK zurtickzufiihren ist.

Als semi-quantitatives Verfahren zur Bestimmung einer
Oberflachenrezeptordichte, koénnen Zellen im FACS-Assay auf ein
Oberflachenprotein hin gefarbt und mit Zellen in Isotyp-Farbung verglichen
werden. Aus den Mittelwerten (MW) der beiden Verteilungskurven kann
schlie3lich ein Quotient gebildet werden (mean relative fluorescence intensity,
MRFI).

Durchfiihrung:

Der Versuchsablauf erfolgt auf Eis. Die Zentrifugationsschritte werden bei 4 °C

mit 300 g fir 7 min, B9 und R9 durchgefinhrt.

1) Die zu untersuchenden Zellen werden in einem FACS-Analyseréhrchen oder
einer 96-well Rundbodenplatte mit FACS-Puffer gewaschen. Nach dem
Dekantieren sollte das entstandene Zellpellet lediglich ein minimales
Restvolumen beinhalten.

2) Zur Unterscheidung lebender und toter Zellen wird zu den Zellen je 40ul L/D
Aqua gegeben und das Zellpellet durch ein- bis zweimaliges Resuspendieren
mit der Pipette gelost.

3) Es folgt eine 20minutige Inkubation unter Lichtabschluss im Kuhlschrank.

4) Anschliel3end werden die Zellen zweimal gewaschen und dekantiert.

5) Farbung mit gewinschter Antikdrper-Kombination: Entsprechend der

Ergebnisse der AK-Verdinnungsreihe werden 1-10 pl der AK nachgelegt und
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das Zellpellet durch ein- bis zweimaliges Resuspendieren mit der Pipette
gelost

6) Es folgt wiederum eine 20mindtige Inkubation unter Lichtabschluss im
Kuhlschrank.

7) Die Zellen werden anschlieRend zweimal gewaschen.

8) Bis zur Messung werden die Zellen unter Lichtabschluss im Kihlschrank
aufbewabhrt. Erfolgte die Messung nicht am selben Tag, wurden die Zellen mit
0,5 % Formaldehyd (PFA) fixiert.

Messung und Auswertung

Als Durchflusszytometer wurde das BD™ LSR Il Flow Cytometer verwendet.
Auswertungen erfolgten mit der Software FCS Express 5.0.

Vor der Messung werden die Verstarkerspannungen FSC (x-Achse) und SSC
(y-Achse) so eingestellt, dass die tUbliche Darstellung der Zellverteilung erreicht
wird. Es erfolgt die Messung der Proben. Fur die Auswertung werden Ausschnitte
des Schaubilds als Gates definiert, die dann in einem folgenden Diagramm weiter
ausgewertet werden kdnnen. Im Gate der Lymphozyten Population werden so
einzeln vorkommende und lebende Zellen hinsichtlich ihrer Fluoreszenz
gemessen. Zwei Kanéle z.B. PeCy7 und APC-Cy7 werden dabei gegeneinander
dargestellt. Durch setzen eines Quadranten um die gewunschten Populationen
wird die absolute und relative Zellzahl der doppelt positiven, einfach positiven
und doppelt negativen Zellen automatisch berechnet. Soll berechnet werden, wie
viele NK-Zellen bespielsweise einen bestimmten Rezeptor tragen, wird ein
Subtraktionsverfahren verwendet. Im Programm FCS Express 5.0 wird anhand
der Isotypkontrolle ein Gate so gesetzt, dass alle Zellen gezahlt werden, die auf
der Achse im positiveren Bereich liegen. Die angegebene Zahl entspricht dem

Anteil positiver NK-Zellen in Prozent.
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2.4.2 Durchflusszytometrische Zellsortierung

BD™ FACS Aria Cell Sorter BD™ Biosciences
Angeschlossene Hardware, PC Hewlett-Packard
Software BD™ FACS Diva BD™ Biosciences

Hintergrund

Die durchflusszytometrische Zellsortierung basiert auf dem Prinzip der
klassischen Durchflusszytometrie (Kap. 2.4.1). Bei diesem Verfahren kdonnen
Zellen nicht nur anhand ihrer physikalischen und chemischen Eigenschaften
charakterisiert, sondern gleichzeitig auch anhand dieser Eigenschaften isoliert
werden. Hierdurch kann man bestimmte Zellpopulationen aus einer Menge von
Zellen filtern. Zunachst werden die Zellen wie in Kap. 2.4.1 beschrieben mit
fluoreszenzmarkierten Antikérpern markiert. In der Software BD™ FACS Diva
kénnen durch das Setzen von Gates nun Zellpopulationen definiert werden, die
man isolieren mochte. Im Gerat werden die Zellen unmittelbar nach der
Immunphanotypisierung je nach Zugehoérigkeit zu einer zuvor definierten
Zellpopulation mit einer elektrischen Ladung versehen. In der Folge kommen die
Zellen zu einem Abrisspunkt, wo der Flissigkeitsstrahl mittels piezoeletrischem
Schwingungsgeber in Einzeltropfen mit je einer Zelle gebrochen wird. Diese
Tropfen passieren nun ein elektrisches Feld und werden entsprechend ihrer

elektrischen Ladung in unterschiedliche Auffangbehalter abgelenkt.

Durchfihrung

Mittels Zellsorter werden die BCP-ALL-Zelllinien nach Transduktion anhand der
Expression des GFP/ bzw. mCherry/Luciferase Doppelvektors sortiert. Da GFP
und mCherry in den Kanalen FITC und PE-Dyomics590 fluoreszieren, erfolgt
lediglich eine lebend/tot-Farbung mit L/D-Aqua. Am Ende werden nur die
erfolgreich transfizierten und lebenden Zellen behalten und zur weiteren Kultur in

Falcon-Tubes mit 1ml der passenden Stammlésung aufgefangen.
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2.4.3 CD107a Assay

lonomycin Sigma

PMA 1mg (Phorbol-12-myristate-13-acetate) Sigma

Brefeldin A Sigma
Golgi-Stop (Monensin) BD™ Biosciences
Cytofix/Cytoperm BD™ Biosciences

Hintergrund

In NK-Zellen befinden sich Vesikel mit Granzym und Perforin. Bei der Interaktion
der Zellen mit Target-Zellen kommt es zur Fusion der zytoplasmatischen Granula
mit der Zellmembran der NK-Zelle, wobei Proteasen sowie Perforin freigesetzt
werden. Die durch Perforin geschaffenen Poren in der Target-Zellmembran
erlauben den Proteasen in das Zytoplasma der Zelle einzudringen und eine
Apoptose zu verursachen. CD107a (LAMP-1) ist in der Granula-Membran
lokalisiert und wird bei der Fusion der Vesikel mit der Zellmembran an der
NK-Zell-Oberflache nachweisbar. Die CD107a Expression ist daher ein sensitiver
Marker fir die Aktivierung von NK-Zellen [90].

Im CD107a Assay werden NK-Zellen mit Zielzellen inkubiert und der
fluoreszenzmarkierte CD107a-AK hinzugefugt. Auch andere Oberflachen-
molekile kénnen so zusatzlich bestimmt werden. Durch eine FACS-Analyse
kann die unterschiedliche CD107a Expression der NK-Zell-Subpopulationen

bestimmt werden.

Durchfihrung

1) Einstellen der Target- und Effektorzellen auf 2x10° Zellen/ml.

2) Vorlegen von je 50ul Target- und Effektorzellen nach Pipettierschema in
96-well-Platte.

3) Zugabe von 50ul Brefeldin A (final 10pug/ml) und Monensin.

4) Ggf. Zugabe des CD19-4G7SDIE mADb (final 1ug/ml) / von PMA/lonomycin in
einem Volumen von 50ul.

5) Zugabe von 2 pl CD107a-AK pro Well.
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6) Inkubation der Zellen fiir 6h im Brutschrank (37°C, 5% CO2)
7) Abzentrifugieren und Farben des Zellpeletts mit gewlnschter

AK-Kombination nach Protokoll oben.

2.4.4 Luciferase-Assay

Cellstar 96-well-Microplate, F-Bottom, weif3 Greiner Bio One
D-Luciferin Sigma

Victor 1420 Multilabel Counter Counter Wallac
Software Wallac 1420 Workstation Wallac
Angeschlossene Hardware, PC Compacq
Prinzip

Fur diesen Assay wird das in der Natur vorkommende Prinzip der
Biolumineszenz (BL) angewandt. Hierbei handelt es sich um eine Enzym-
abhangige Reaktion, bei welcher das Enzym Luciferase aus chemischer Energie
aus dem Umsatz von Substraten Licht erzeugt. So oxidiert die firefly-Luciferase
der nordamerikanischen Leuchtkaferart Photinus phyralis das Substrat Luciferin
unter Sauerstoff- und ATP-Verbrauch, wodurch gelb-grin bis rot leuchtendes

Oxyluciferin entsteht. Als Cofaktor wird hierbei Magnesium benétigt [91, 92].

Luciferase+Mg?*

Luciferin + 0, + ATP Oxyluciferin + CO, + AMP + PP; + Licht

Mittels Transfektion von ALL-Zelllinien (s. Kapitel 2.2.5.2) mit einem Luciferase-
Gen, kann sich oben beschriebene Reaktion zunutze gemacht werden: Bei
Zugabe von D-Luciferin zu Target-Zellen mit Luciferase-Enzym emittieren diese
nun Licht, welches mittels Photometer gemessen werden kann. Da flr die
Reaktion ATP gebraucht wird, kann die Reaktion nur in lebenden Zellen
stattfinden und anhand der gemessenen Lichtintensitét lassen sich Ruckschliisse

auf die Anzahl lebender Target-Zellen ziehen.

Durchfihrung

In den Assays wurden E/T-Ratios von 1:1 und 0,5:1 verwendet.
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1) Pflege der Effektor- und Targetzellen gemal Kapitel 2.5 und Einstellen der
Zellen auf eine Konzentration von 2x10° Zellen/ml

2) Erstellen einer Titrationsreihe der Targetzellen mit
1x/0,75x/0,5x/0,25%/0,1x10° Zellen

3) Pipettieren der Effektor- und Targetzellen in die 96-well-Microplate und
des CD19-4G7SDIE mAb nach dem Pipettierschema. Zuletzt Zugabe von
Luciferin in abgedunkeltem Raum

4) Inkubation der Zellen bei 37°C und 5% CO2. Messungen nach 6h, 12h,
24h und 48h im Victor 1420 Multilabel Counter, welcher auf 37°C

vorgewarmt wurde

Auswertung

Grund-Pipettierschema aller Versuchsplatten zur besseren Vergleichbarkeit der

Ergebnisse:
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A | Target only 1.00x10° Target only
B | Target only 0.75x10° Target only
C | Target only 0.50x10° Target only
D | Target only 0.25x10° Target only
E | Target only 0.10x10° Target only

Target only Medium only | 14rget only

Target only Target only

Target only Target only

Der Messvorgang im Victor 1420 Multilabel Counter erfolgt reihenweise von Al
bis H12. Aufgrund der Temperaturabnahme und pH-Schwankungen nimmt die
BL wahrenddessen kontinuierlich ab. Mit den Ergebnissen der beiden &uf3eren
Target only Spalten wird in Microsoft Excel eine Ausgleichsgerade berechnet,

anhand derer die prozentuale Abnahme der Lumineszenz pro well dargestellt
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werden kann. Mit diesem Korrekturfaktor KFgL. und dem Zeitintervall t kann

folgende Formel zur Berechnung der korrigierten BL erstellt werden:

BLyorr =BL-(1+ (KFp, - T))

Um anhand der Biolumineszenzwerte auf die Anzahl lebender Targetzellen
schlieBen zu konnen, wird auf die Titrationsreihe (gelber Bereich des
Pipettierschemas) zurtickgegriffen. Dank der definierten Zellzahlen kann hiermit
eine Ausgleichsgerade erstellt werden, deren y-Achsenabschnitt die
Biolumineszenz ohne Zellen (BLo) und deren Steigung den Lysefaktor LF
darstellt. Mit folgender Formel kann nun die Anzahl der lebenden Targetzellen n
berechnet werden:
n = (BLiorr — BLo)/LF

Da die maximale Zellzahl in einem well 1x10° Zellen betrug, folgt:

Vitalitat =

100000
Lyse = 1 — Vitalitat

2.5 Ethikvotum

Vor Beginn der experimentellen Arbeit lag ein positives Ethikvotum vor.
Aktenzeichen: 622/2012BO1
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3 ERGEBNISSE

3.1 Auswahl und Charakterisierung der Spender

3.1.1 HLA-I, KIR und FcGR3A Analyse der NK-Zell-Spender

In Tabelle 3.1 ist eine Ubersicht aller fir die Arbeit rekrutierten gesunden NK-Zell-
Spender mitsamt ihres genetischen KIR-Ligand-Repertoires, der KIR-
Genotypisierung (B-Content-Score), der KIR-Phanotypisierung sowie der
FcGR3A-Genotypisierung der frischen NK-Zellen dargestellt. Die Ergebnisse der
KIR- und der FcGR3A-Genotypisierung wurden freundlicherweise von
Dr. Dr. M. Mezger (Laborleiter Chimarismuslabor, Kinderklinik der Universitat
Tubingen) zur Verfiigung gestellt.

Tabelle 3.1: NK-Zell-Spender

Auflistung der rekrutierten gesunden NK-Zell-Spender mitsamt Interpretation des jeweiligen KIR-

Ligand-Repertoires, der KIR-Genotypisierung, der KIR-Phanotypisierung und der FCGR3A-
Genotypisierung der frischen Spender-NK-Zellen.

KIR-Phanotypisierung frische NK, (%)
Spender| C1 C2 Bw4 | KIR-Geno FCGR3A

CD158a | CD158b | CD158e | KIR neg
1 X X 0 16,3 511 24,74 37,78 FF
2 X X X 0 11,04 5,19 6,98 69 FF
3 X X 3 5,39 17,52 - 73,5 FV
4 X X 0 5,71 10,46 6,2 49,62 VvV
5 X X X 0 25,19 5,02 1,52 65,88 FF
6 X 2 5,16 16,52 6,38 68,22 FF
7 X X X 3 5,58 15,45 9,87 51,46 FF
8 X X 1 - - - - FV
9 X 2 10,24 5,8 12,73 62,62 VvV
10 X X 1 2,84 11,18 18,6 48,69 FV
11 X X 1 33,7 1 - 63 FV
12 X 3 - - - - VvV
13 X X X 1 3,77 13,6 15,55 32,64 VvV
14 X X X 0 25,9 5,2 16,29 42,96 FV
15 X X X 1 14,35 12,61 4,24 59,44 FV
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16 X 1 1,97 14,01 22 39,14 FV
17 X X - - - - - -
18 X X 1 29,78 4,39 - 61,38 FV
19 X X 2 12,45 11,21 7,57 58,47 -
20 X X 1 53 12,05 - 60,32 -
21 X 1 5,8 29,57 7,06 47,13 -
22 X X 0 11,95 | 10,33 | 16,37 | 43,74 -
23 X X - 4 21 10 41 -
24 X X - 6 19 10 43 -

Gemald dem Licensing-Modell passt sich die Groé3e der single-KIR tragenden
NK-Zellpopulationen der Spender an die Education der NK Zellen an
(vgl. Kap. 1.2.2.4). Zur Uberprifung dieser Hypothese konnen aus dem
Spenderpool von 24 Spendern zehn Spender herangezogen werden, da bei den
Ubrigen Spendern alle relevanten HLA-Liganden vorhanden sind oder von den
Spendern keine frischen NK-Zellen untersucht wurden. Der Ubersichtlichkeit
halber wurde Tabelle 3.1 in Tabelle 3.2 auf diese Spender und die Fragestellung
hin reduziert und farblich markiert.

Tabelle 3.2: Untersuchung des KIR-Phanotypisierung gemaf Licensing-Modell
HLA-Repertoire und GroRenverhaltnis der single-KIR tragenden NK-Zell-Gruppen einzelner
Spender.

Gemal3 dem Licensing-Modell proliferieren ,educated“ NK-Zellen starker als solche, die mangels
passenden KIR-Liganden keine Education durchlaufen konnten. Die passenden Rezeptor-

Ligand-Gruppen sind: C1 « CD158b; C2 «» CD158a; Bw4 < CD158e.
Grin = GréRenverhaltnis gemaR Licensing-Modell

KIR-Phénotypisierung frische NK, (%)
Spender C1 Cc2 Bw4
CD158a | CD158b | CD158e | KIR neg

1 X X 16,3 511 24,74 37,78
3 X X 5,39 17,52 - 73,5
4 X X 5,71 10,46 6,2 49,62
6 X 5,16 16,52 6,38 68,22
9 X 10,24 5,8 12,73 62,62
10 X X 2,84 11,18 18,6 48,69
11 X X 33,7 1 - 63
16 X X 1,97 14,01 22 39,14
21 X 5,8 29,57 7,06 47,13
24 X X 6 19 10 43
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3.1.2 Oberflachenexpression aktivierender und inhibierender

NK-Zell-Rezeptoren

Sowohl frische als auch expandierte NK-Zellen wurden semi-quantitativ auf die
Oberflachendichte aktivierender und inhibierender Rezeptoren hin untersucht,
wobei die MRFI berechnet wurde.

Durch alle Spender hinweg besal3en die aktivierenden Rezeptoren NKG2D und
DNAM-1 mit einer mittleren MRFI von 14,96 und 14,86 sowie der inhibierende
Rezeptor CD85j mit der mittleren MRFI von 13,24 die grof3te Expressionsdichte
auf den frischen NK-Zellen.

Auch die Unterschiede in der Expressions-Dichte waren von Oberflachenprotein
zu Oberflachenprotein verschieden. GrofRere Unterschiede konnten bei den
aktivierenden Rezeptoren NKp46 (22,3 Log-Stufen), NKp80 (10,7 Log-Stufen),
NKG2D (4,6 Log-Stufen), NKp30 (3,9 Log-Stufen), DNAM-1 (3,8 Log-Stufen)

sowie bei den inhibierenden Rezeptoren NKG2A (4,2 Log-Stufen) und
CD85j (3,1 Log-Stufen) festgestellt werden.
Tabelle 3.3: Expression von Oberflachenproteinen der frischen NK-Zellen
Tabellarische Darstellung des MRFI von frischen NK-Zellen jedes Spenders.
Gelb = MRFI im Bereich der meisten Spender; Rot = MRFI <1 SD; Grin = MRFI >1 SD
1 2 3 4 5 6 7 9 8 11 13 14 15

16

@

NKG2A | 1,92 | 3,79 198 1,78 184 | 2,04 205 249 | 145 157 | 2,13 2,79 4,78 | 2,87 2,39

NKG2D | 27,73 9,14 | 7,74 | 6,61 | 7,26 | 20,11 3,59 | 38,42 2,22 4,91 | 22,97 22,89| 20,47 15,26
DNAM-1| 14,11 13,82 11,68 3,69 7,29 | 30,06 3,12 43,76 2,70 4,11 13,10 24,38| 19,23| 16,92
CD85] | 4,35 24,29 6,13 | 27,24 5,08 6,43 41,15 8,02 31,11 11,97 3,34 | 3,37 | 7,52 | 5,39
NKp30 | 9,92 3,24 | 584 | 3,08 521 27,98 2,70 13,00 2,36 | 3,21 7,14 |17,36 14,24 14,94
NKp44 | 1,26 1,21 | 154 | 192 | 1,49 144 165 1,44 155 142| 1,30| 1,36 1,54 1,24
NKp46 | 9,61 5,73 | 3,11 | 2,22 1,84 10,25 2,18 6,59 | 1,11 2,49 390 6,75 258 | 1,24
NKp80 | 6,68 4,34 | 289 | 137 | 1,75 531 | 142 | 836 1,24 159| 999 | 566 4,42 5,39
cbez2L | 2,77 150 191 1,29 169 1,40 207 1,33| 1,34| 159 151 130 1,24| 1,31
CD69 3,75 357|242 301| 3,66 798 3,47 | 553 | 3,21 3,13 | 352 | 3,89 4,97 | 3,56
CD94 | 3,75 1395 247 | 145 201 369 162 632 143 1,79 6,72 569 | 3,58 | 6,41
cb279 | 143 1,25 133| 1,74 157 137 149 150| 1,52 1,40 132 141 153| 1,28

14,95
14,86
13,24
9,30
1,45
4,26
4,32
1,59
3,98
4,35

1,44
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Bei NK-Zellen féllt eine hohe
Expressionsdichte vor allem bei den aktivierenden Rezeptoren NKG2D und
NKp30 mit Mittelwerten der MRFI von 68,65 und 59,46 auf.

Die groften Unterschiede zwischen den Spendern in der Expressionsdichte
bestand hier bei den Oberflachenproteinen CD279 (26,8 Log-Stufen) und NKp80
(14,2).

Die Unterschiede bei den anderen untersuchten Oberflachenproteinen waren

geringer: DNAM-1 (2,2 Log), CD85j (3,2 Log), NKp30 (2,4 Log), NKp44 (3,1 Log),

der Untersuchung der expandierten

NKp46 (3,2 Log), CD69 (2,2 Log), CD94 (1,9 Log).

Tabelle 3.4: Expression von Oberflachenproteinen der expandierten NK-Zellen
Tabellarische Darstellung des MRFI von expandierten NK-Zellen der Spender.

Gelb = MRFI im Bereich der meisten Spender; Rot = MRFI <1 SD; Griin = MRFI >1 SD

1 2 4 5 6 7 9 12 11 13 14 15 16 @
NKG2A | 567 | 592 | 7,16 | 3,15 | 6,12 | 480 | 7,62 | 2,68 | 3,59 | 529 | 3,44 4,78 | 5,23 | 5,03
NKG2D | 69,94 | 56,95 114,1| 68,33 | 42,56 62,22| 69,80 82,49| 73,61| 82,17| 71,90 59,74 | 38,62 68,65
DNAM-1| 12,48 5,46 | 41,30 18,83 | 24,35| 39,48 | 26,57 | 29,16| 43,06| 9,39 | 23,56| 12,56 | 16,33 | 23,27
CD85] | 2,55 | 3,04 | 388 | 15,27| 3,77 | 408 | 423 | 457 | 418 | 2,62 | 3,57 | 3,32 | 2,32 | 4,42
NKp30 | 34,50| 10,04 | 94,68 | 67,13 | 80,48 | 108,2| 37,10 34,59| 155,6| 8,09 | 65,24 | 64,94 12,37 | 59,46
NKp44 | 2,31 | 1,80 | 2,36 | 423 | 3,27 | 6,09 | 297 | 287 | 436 | 192 | 259 365 | 1,65 3,08
NKp46 | 297 | 163 | 3,61 | 2,73 | 262 | 430 | 2,69 | 1,71 | 446 | 3,90 | 2,34 | 2,38 | 1,90 | 2,86
NKp80 | 2,16 | 1,93 | 163 | 1,56 | 240 | 192 | 169 | 1,25| 2,20 | 2,00 | 2356, 2,54 | 1,99 | 3,60
cb62L | 128 | 126 | 1,32 | 134 | 132 | 1,24 | 130 | 114 | 128 | 153 | 1,37 | 1,30 | 1,60 | 1,33
CD69 | 23,21| 33,62| 17,25| 34,79 75,66 24,05 | 48,71 | 60,27 | 32,14| 10,96 | 34,93 | 65,82 7,32 | 36,06
CD9%4 | 22,13| 28,91| 17,35| 16,94 | 15,41 | 21,36| 21,64 | 14,51| 13,99| 22,27 | 5,75 | 14,85| 25,27 | 18,49
Cb279 | 153 | 128 | 150| 1,80 | 152 | 152 | 166 | 3,69 1,77 | 145 2,02 162 1,05 1,72

3.2 Auswahl und Charakterisierung der Targetzelllinien

Gemal3 den Kriterien in Kapitel 2.2.5 wurden folgende padiatrische BCP-ALL

Zelllinien ausgewahlt und untersucht. Fur eine bessere Vergleichbarkeit der
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Ergebnisse der CD107a-Assays wurde hier als Target Gberwiegend auf Nalm-16
Zellen zurlckgegriffen. Bei den durchgefuhrten Luciferase-Assays konnte die

Lyse der vier BCP-ALL-Zelllinien miteinander verglichen werden.

3.2.1 Genetisches HLA-I Repertoire

In Zusammenarbeit mit dem HLA-Labor von Frau Prof. Dr. Klein,
Universitatsklinik Tabingen, wurden die Targetzellen HLA-I typisiert. Gemalf der
Typisierung tragen Nalm-16, SEM und MHH-cALL4 keinen KIR-Liganden der
Gruppe C2.

Tabelle 3.5: Genetisches HLA-Repertoire der Target-Zelllinien
Auflistung der untersuchten pdadiatrischen BCP-ALL-Zelllinien, ihres genetischen HLA-I
Repertoires geman der HLA | Typisierungen sowie des Repertoires an KIR-Liganden.

B*08:01; *15:01
C*07:01; *04:02

Target HLA-I Typisierung Interpretation
Nalm-16 A*30:01, C1, Bw4 vorhanden
B*44:02; Kein C2
C*07:04
Nalm-6 A*01:01; *02:01 C1, C2 vorhanden

Kein Bw4

B*07:02, *37:01,
C*07:02

SEM A*01:01, *32:01; C1, Bw4 vorhanden
B*08:01; *15:01; Kein C2
C*07:01, *03:03

MHH-cALL-4 A*03:01; *24:02; C1, Bw4 vorhanden

Kein C2

3.2.2 Quantitative HLA-I Expression

Zur Quantifizierung der HLA-Expression wurden die Zelllinien Nalm-16 und

Nalm-6 auf3erdem in einem gemeinsamen FACS-Assay mit dem HLA-I Antikoper
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w6/32 untersucht. Hier zeigte sich bei Blasten der Zelllinie Nalm-16 eine MRFI
von 88,9, bei Nalm-6 Zellen lag diese bei 121,92.

Target HLA-I Expression MRFI ) o
Tabelle 3.6: HLA-Phanotypisierung

Nalm-16 Cels alive 88,9 | von Targetzelllinien mittel FACS
757 Quantifizierung der HLA-Expression
der Zelllinien Nalm-16 und Nalm-6 in
einem gemeinsamen FACS-Assay mit
dem HLA-I-Antikbper w6/32 (Fitc-
150 markiert). Zur besseren
Ubersichtlichkeit sind die Histogramme
& o o ¢ o normalisiert. Die schwarzen Kurven
e zeigen jeweils die Isotyp-Kontrollen,
Nalm-6 Cells alive 121,92 | die roten Kurven die gefarbten
Zelllinien.

Count
@
Q
3

o 1 102 3
w6/32 - Fitc

In einer isolierten Farbung des KIR-Liganden bw4 zeigte sich auf Blasten der
Nalm-16 Zelllinie eine schwachere Expressionsdichte, als auf expandierten
NK-Zellen.  Zur  Einordnung wurden als negativ-Kontrolle  nicht

bw4-exprimierende Nalm-6 Zellen gefarbt.

alive
470

I Nalm-6

3 Nalm-16
B Expand. NK-Zellen

353

Count
N
w
w

118

o-

0 1 2 4
10 10 10 10 10

bwa - PE

3

Abbildung 3.1: Bw4 Expression auf Target-Zelllinien

Expression der HLA-I-Liganden der Gruppe Bw4 auf den Zelllinien Nalm-16 (orange) und
Nalm-6 (rot) sowie auf expandierten NK-Zellen (braun). Untersuchung in gemeinsamen FACS-
Assay mit einem bw4-Antikorper der Farbe PE. Histogramm normalisiert.




3.2.3 Weitere NK-Zell-Liganden auf den BCP-ALL-Zelllinien
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Die Tumorzelllinien wurden auf Oberflachenproteine mit Einfluss auf die NK-Zell-

Interaktion hin untersucht, wobei fur eine Vergleichbarkeit des Ergebnisses

neben den Nalm-16 auch die Zelllinie Nalm-6 untersucht wurde.

Hier zeigte sich, dass Blasten der Zelllinie Nalm-16 eine um 12,5 Log-Stufen

hohere Oberflachenexpression des DNAM-1-Liganden CD155 sowie eine um

4,1 Log-Stufen hohere Expression des NKG2D-Liganden Mic-A/B besitzen als

Blasten der Nalm-6 Zelllinie (vgl. Tabelle 3.7).

Andererseits erwies sich die Oberflachenexpression des zweiten untersuchten

DNAM-1-Liganden bei Nalm-6 Zellen im Vergleich zu Nalm-16 Zellen um
2,1 Log-Stufen hoéher und die Expression von HLA-E (Ligand fir NKG2A) um

2,2 Log-Stufen hoher.

Alle weiteren Unterschiede blieben kleiner als 2 Log-Stufen.

Tabelle 3.7: Oberflachencharakterisierung der Tumorzelllinien

Die Farbung erfolgte mit den Fluorophoren CD112 (PE), CD155 (APC), CD274 (PE), CD276 (PE),
HLA-E (APC), HLA-G (PE), Mic-A/B (PE), ULBP1 (PE), ULBP2,4,5 (PE) und ULBP3 (PE).

Zur besseren Ubersichtlichkeit sind die Histogramme normalisiert. Die schwarzen Kurven zeigen jeweils
die Isotyp-Kontrollen, die roten Kurven die gefarbten Zelllinien.

Ligand Histogramm MRFI

Nalm-16 Nalm-6 Nalm-16 Nalm-6
CD112 Cells alive Cells alive

B 5 1,73 3,13
CD155 Cells alive Cells alive

g 5435 5518 1,38
CD274 Cells alive Cells alive

g § oo 1,38 1,54
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3.3 NK-Zell-Expansion

Als Grundlage fiur die folgenden Experimente wurden NK-Zell-Expansionen
hergestellt. Hierbei wurde die Proliferationsrate der NK-Zellen wéahrend der

Expansion sowie ihre Lyseaktivitat nach Expansion gemessen.

3.3.1 Effizienz der NK-Expansionen

Mittels Expansion gelang es, die Zahl der Lymphozyten von durchschnittlich
53 x108 (Tag 0) auf durchschnittlich 711 x10°® an Tag 14 zu vermehren.
Gleichzeitig nahm der prozentuale Anteil der im automatisierten Blutbild (Advia)
gemessenen Lymphozyten an den Leukozyten von urspringlich circa 60% auf
> 90% zu.

mmm L ymphozyten [%] e ymphozyten [Mio]

800
700 o)
600 >
I5) T
g 500 o
5 400 s
> =4
2 300 S
© =
c 200 S
g £
2 100 3
(@]
S 0
E 0123 45¢6 7 8 9 10111213 14
—

Expansionszeit [d]

Abbildung 3.2: Lymphozytenpopulation wéhrend NK-Zell-Expansion; n=10

In den ersten Tagen der Expansion bleibt die Zahl der im Advia gemessenen Lymphozyten
weitgehend konstant. Von Tag 0 zu Tag 1 kommt es jedoch zu einem sprunghaften Anstieg
des prozentuellen Anteils der automatisiert gemessenen Lymphozyten an den Leukozyten. Ab
Tag 5 der Expansion beginnt sich die Zahl der Lymphozyten exponentiell zu vergréRern. Der
prozentuelle Anteil ndhert sich dabei sehr rasch an 100% an.

Im Fenster FSC vs. SSC zeigt sich auf der Seite der expandierten NK-Zellen eine
dichte und grof3e Lymphozytenpopulation. Bei den frischen PBMCs finden sich

drei kleine Populationen. Im Fenster CD3 vs. CD56 zeigt sich ein kleinerer Anteil



53

CD3-positiver Zellen und eine gro3e Population CD56-positiver Zellen. Innerhalb

der CD56-positiven Zellen sind 2 Zellpopulationen erkennbar (vgl. Abb. 3.3).

Abbildung 3.3: Beispiel Facs-
Plot vor und nach NK-Zell-

Expansion

Die beiden Facs-Plots jeweils
auf der linken Seite zeigen
frische PBMCs, die auf der

rechten Seite das Zellprodukt

nach Expansion. In den oberen

Plots sind die Zellen nach
GroRe (FSC) und Granularitat
(SSC) aufgetrennt. In
beiden unteren Plots nach dem

den

Vorkommen NK-Zell- (CD56)

62 262
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CD3 - APC-Cy7

Marker.

Vor NK-Zell-Expansion zeigte sich ein NK-Zell-Anteil von durchschnittlich 11,3%,

nach Expansion war dieser Anteil bei 74,5%. Die absolute Zahl der NK-Zellen

war vor Expansion bei durchschnittlich 4,78x10® und nach Expansion bei

durchschnittlich  439x10°. Dies entspricht einem Zellwachstum von
2,6 Log-Stufen.
1001 10004 ny
o .
804 L] _ — g
g :': % 1004 "
c 601 . =
2 - ]
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N 40 N
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. z °®
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0 T T 1 T T
vor Expansion  nach Expansion vor Expansion nach Expansion
Abbildung 3.4: Lymphozytenpopulation vor | Abbildung 3.5: Lymphozytenpopulation vor
und nach Expansion in Prozent und nach Expansion in Millionen
MW=11,33% / MW=74,47%, n=13 MW=4,78 Mio / MW=439 Mio, n=7
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3.3.2 Lyseaktivitat

Um die Lysefahigkeit expandierter NK-Zellen mit der von frischen NK-Zellen
gegenuber kindlicher Leukdmie zu vergleichen, wurden die expandierten
NK-Zellen jedes Spenders mit frisch abgenommenen NK-Zellen desselben
Spenders im CD107a-Assay getestet.

Die frischen NK-Zellen waren durchschnittlich zu 27% CD107a-positiv. Der Anteil
an CD107a-positiven expandierten NK-Zellen lag im Mittel bei 44%. Der
Unterschied zwischen beiden Gruppen ist mit p=0,0036 signifikant, wobei die
Standardabweichung (standard deviation, SD) in beiden Gruppen vergleichbar
ist.

Im gleichen Ansatz, aber mit dem CD19-4G7SDIE mAb, kamen die frischen
NK-Zellen auf eine durchschnittiche CD107a-Positivitat von 62%, die
expandierten NK-Zellen auf durchschnittlich 68,1%. Der Unterschied zwischen

diesen beiden Gruppen ist im t-Test mit p=0,24 jedoch nicht signifikant.

1001 100
* n.s.

804 804
~ ~ I
§’ 601 Q\i 604
© | ©
™~ ~
= 40+ =] 404
[a)] [a)
O O

204 204

0-— T 0- T

frische NK-Zellen exp. NK-Zellen frische NK-Zellen exp. NK-Zellen

) Abbildung 3.7: NK-Zellen mit CD19 mAb
Abbildung 3.6: NK-Zellen vs. Nalm-16

vs. Nalm-16
MW: 27,04 £ 13,06 MW: 43,95 £ 14,78 MW: 61,95 £+ 17,45 MW: 68,14 £ 7,9
n=14 n=14
p = 0,0036 (unpaired t-test + Welch) p = 0,24 (unpaired t-test + Welch)

Dartiber hinaus wurde die Lysefahigkeit der Zellen im Luciferase-Assay
gegenuber den BCP-ALL-Zelllinien Nalm-6, Nalm-16, MHH-cALL-4 und SEM
getestet. Hier zeigte sich im Vergleich PBMC mit expandierten NK-Zellen ebenso
eine deutlich hohere Lyseaktivitdit der expandierten NK-Zellen. Diese
Unterschiede bestanden sowohl nach 24h als auch nach 48h und sowohl mit als

auch ohne CD19-4G7SDIE mAb. Abgesehen von den Lysewerten von
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SEM-Zellen waren die Unterschiede zwischen PBMC und expandierten

NK-Zellen in allen getesteten Konstellationen

<0,0001 signifikant.

mit einem Signifikanzniveau

% Lyse

Nalm-6 Nalm-16

[ PBMC, nach 24h
B exp. NK-Zellen, nach 24h

@@ PBMC, nach 48h
EZ exp. NK-Zellen, nach 48h

Kkkkk
—

MHH SEM

Luciferase-Assay ohne CD19-4G7SDIE mAb, E/T 1:1

Abbildung 3.8: Vergleich der Lysefahigkeit von PBMC und expandierten NK-Zellen im

Nalm-6 Nalm-16

*kkk *kkk *kkk *kkk
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A I
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R 404 e
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201 e

3 PBMC, nach 24h
B2 exp. NK-Zellen, nach 24h

8 PBMC, nach 48h
EE8 exp. NK-Zellen, nach 48h

Kkkk n.s. n.s.

Luciferase-Assay mit CD19-4G7SDIE mAb, E/T 1:1

Abbildung 3.9: Vergleich der Lyseféhigkeit von PBMC und expandierten NK-Zellen im
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3.4 HLA-I Einfluss

3.4.1 KIR-Ligand Mismatch

Um den Einfluss des KIR-Ligand Mismatch auf die NK-Zell-Aktivitat zu
untersuchen, wurden im FACS-Assay die KIR-Rezeptoren der NK-Zellen nach
der Inkubation mit den Targets geféarbt. So konnten die NK-Zellen in single-KIR-
tragende Zellen unterteilt und die Unterschiede in der Aktivierung zwischen den
einzelnen Gruppen dargestellt werden.

Der Durchschnitt aller NK-Zellen (bulk) erreicht ohne CD19-4G7SDIE mAb eine
CD107a-Aktivitat mit einem MW von 29% und mit CD19-4G7SDIE mAb einen
MW von 65%. Die Gruppe mit der hochsten CD107a-Aktivitat ist in beiden
Ansétzen die der single-158a-positiven Zellen mit einem MW von 36% / 71%,
wobei der Unterschied zu allen anderen Gruppen jeweils signifikant ist. Eine
erhohte CD107a-Aktivitat erreicht auRerdem die Gruppe der single-CD158e-
positiven NK-Zellen mit einem MW von 29% / 67%. Hier ist der Unterschied beim
Ansatz mit CD19-4G7SDIE mAb im Vergleich zu den anderen single-KIR-
Gruppen, nicht jedoch zu den bulk Zellen signifikant (vgl. Abbildung 3.10: Frische
NK-Zellen vs. Nalm-16 aufgetrennt nach single-KIR-Gruppen;Abbildung 3.10).

1001 100

601

Jr 1

201 201

@
<

CD107a+ (%)
3

CD107a+ (%)

0+ T T T 0+ T T T
bulk  CD158a CD158b CD158e KIR neg bulk  CD158a CD158b CD158e KIR neg

Abbildung 3.10: Frische NK-Zellen vs. Nalm-16 aufgetrennt nach single-KIR-Gruppen;

ohne CD19-4G7SDIE mAb mit CD19-4G7SDIE mAb
Darstellung jeweils MW und SD; n= 15; Signifikanzanalyse: ANOVA mit Tukey
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Auch bei der CD107a-Aktivitdt von expandierten NK-Zellen versus Nalm-16
zeigen sich zwischen den single-KIR-Gruppen signifikante Unterschiede. Hier
erreicht die Gruppe der single-CD158a-positiven NK-Zellen Mittelwerte von
47,8% und 72,2%. Bei den single-CD158e-positiven NK Zellen liegen diese bei
49,2% und 74,4%. Der Unterschied zur Gruppe der single-CD158b-positiven
NK-Zellen (MW 33,7% / 63,6%) und zur Gruppe der KIR-negativen NK-Zellen
(MW 34,7% / 63,8%) ist mit p<0,0005 signifikant. Sowohl mit als auch ohne
CD19-4G7SDIE mAb weisen die single-CD158a und die single-CD158e Gruppe
jeweils hohere Aktivitatswerte als die single-CD158b und die KIR-negative
Gruppe auf. Mittelwerts-Unterschiede zur bulk-Gruppe sind vorhanden,

allerdings nicht signifikant (vgl. Abbildung 3.11).

1004 100+

801 Jokk 801 T
*kk
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CD107a+ (%)
3
CD107a+ (%)

_|
_|

404

20 204

bulk  CD158a CD158b CD158e KIR neg o bulk CD158a CD158b CD158e KIR'neg

Abbildung 3.11: Expandierte NK-Zellen vs. Nalm-16 aufgetrennt nach single-KIR-Gruppen

ohne CD19-4G7SDIE mAb mit CD19-4G7SDIE mAb

Darstellung jeweils MW und SD; n= 12; Signifikanzanalyse: ANOVA mit Tukey
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3.4.2 Effekt der HLA-I-Expressionsstérke

Zur weiteren Untersuchung der Hohe des Einflusses der HLA-I Expression auf
Target-Zellen wurde die HLA-I Expression auf der Zelllinie Nalm-16 vor dem
CD107a-Assay manipuliert.

Durch Stimulation mit IFN-y (vgl. Kapitel 2.2.5.1) konnte die HLA-I Expression
auf Nalm-16 deutlich gesteigert werden. Nach Blockade mit dem Antikorper
w6/32 konnte nur noch eine geringe HLA-I Expression auf den Zellen gemessen
werden (s. Abbildung 3.12).

Nalm
912

[ Nalm-16 unbehandelt
[ Naim-16 geblockt

B Nalm-16 stimuliert

[l Nalm-16 Isotyp Kontrolle

684

Count

_ L

2 1 3 4
-10 10 10 10
HLA-I - Fitc

Abbildung 3.12: HLA-I-Expression auf Nalm-16

Im Histogramm aufgetragen ist die HLA-I Expression von Nalm-16 unbehandelt (orange), nach
HLA-I Stimulation (rot) und nach HLA-I Blockade (gelb). Gemessen wurde in einem gemeinsamen
FACS-Assay mittels HLA-I Antikdrper markiert mit dem Fluorophor FITC.

Das Histogramm ist fiir eine bessere Darstellung der unterschiedlichen Spitzenwerte normalisiert.
Die Darstellung auf der x-Achse ist logarithmisch.

Ohne Manipulation der HLA-I-Expression der Targets waren durchschnittlich
29,4% der frischen NK-Zellen CD107a positiv. Bei vorangegangener
HLA-I Blockade lag der MW bei 30,2%, nach vorheriger Stimulation der
HLA-I Expression bei 24,3%. Der Unterschied zwischen dem Ansatz mit

stimulierten Targets jeweils zu den anderen Ansatzen ist signifikant.
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Bei Zugabe von CD19-4G7SDIE mAb in die Anséatze betrug der MW der
NK-Zellen im Ansatz mit unbehandelten Targets 55,2%, im Ansatz mit blockierten
Targets 61,7% und bei stimulierten Targets 36,5%. Auch hier ist der Unterschied
zwischen dem Ansatz mit stimulierten Targets und den anderen beiden Ansatzen

jeweils hoch signifikant.
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Abbildung 3.13: Frische NK-Zellen vs. Nalm-16 bei Manipulation der HLA-I-Expression

ohne CD19-4G7SDIE mADb, n=8 mit CD19-4G7SDIE mAb, n=5
MW= 29.4% | MW=30,2% | MW=24,3% | MW=552% | MW=61,7% | MW=36,5%
+17,9% +18,4% +16,2% +11,0% +12,2% +13,2%

Darstellung jeweils MW und SD; Signifikanztest: ANOVA mit Tukey

Beim selben Versuchsaufbau mit expandierten NK-Zellen zeigte sich, dass ohne
Manipulation der HLA-I-Expression durchschnittlich 41,5% der NK-Zellen
CD107a-positiv waren. Bei vorangegangener HLA-I-Blockade lag der MW bei
55,3%, bei vorangegangener Stimulation der HLA-I-Expression bei 27,4%. Allein
der Unterschied zwischen dem Ansatz mit HLA-I blockierten Targets zum Ansatz
mit HLA-I stimulierten Targets ist jedoch signifkant (vgl. Abbildung 3.14).

Bei Zugabe von CD19-4G7SDIE mAb in die Ansatze betrug der MW der
expandierten NK-Zellen im Ansatz mit unbehandelten Targets 68,2%, im Ansatz
mit blockierten Targets 72,9% und bei stimulierten Targets 51,8%. Im ANOVA-

Test mit Tukey ist allerdings keiner dieser Unterschiede signifikant.
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Abbildung 3.14: Expandierte NK-Zellen vs. Nalm-16 bei Manipulation der HLA-I-Expression

ohne CD19-4G7SDIE mAb

mit CD19-4G7SDIE mAb

MW= 41,5%
+12,5%

MW=55,3%
+ 25,49%

MW=27,4%
+14,61%

MW= 68,2%
+14,1%

MW=72,9%
+18,8%

MW=51,8%
+27,1%

n=3; Darstellung jeweils MW und SD; Signifikanztest: ANOVA mit Tukey
Allein der Unterschied zwischen dem Ansatz mit HLA-I blockierten Targets zum Ansatz mit HLA-I
stimulierten Targets ist im ANOVA-Test mit Tukey mit p<0,05 signifikant.

Untersucht man die NK-Zellen in single-KIR-tragenden Gruppen getrennt, so
zeigen sich sowohl bei frischen als auch bei expandierten NK-Zellen jeweils mit
HLA-I-Stimulation oder HLA-I-Blockade meist &hnliche Aktivitatsunterschiede

zwischen

den

(vgl. Abb. 3.15 & 3.16).

single-KIR-Gruppen

wie

ohne

Manipulation
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Abbildung 3.15: Frische NK-Zellen vs. Nalm-16 mit HLA

single-KIR-Gruppen

1) Alle NK-Zellen

2) Single-CD158a-positive NK-Zellen

3) Single-CD158b-positive NK-Zellen

4) Single-CD158e-positive NK-Zellen
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Abbildung 3.16: Expandierte NK

nach single-KIR-Gruppen

1) Alle NK-Zellen

positive NK-Zellen

2) Single-CD158a-

3) Single-CD158b-positive NK-Zellen

4) Single-CD158e-positive NK-Zellen

5) KIR-negative NK-Zellen
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3.4.3 Einfluss der HLA-Education

Um den Einfluss der HLA-Education zu untersuchen, wurden die Spender
danach eingeteilt, ob sie die entsprechenden Liganden fiir die untersuchten
KIR-Rezeptoren tragen. Nun wurde die CD107a-Aktivitat der single-KIR-
tragenden NK-Zellen der Spender mit passendem Ligand mit denen der Spender
ohne passenden Ligand vs. Nalm-16 verglichen, wobei zur besseren
Vergleichbarkeit der Quotient aus der Aktivitdt der Zellen und der Aktivitat der
bulk-Gruppe benutzt wurde.

Bei den frischen NK-Zellen zeigen sich bei allen KIR-Rezeptoren Unterschiede
in der CD107a-Aktivitdt zwischen den Gruppen mit und ohne passenden
Liganden. Hierbei ist durchweg der MW der Quotienten der Gruppe der Spender
ohne passenden Liganden <1 und damit gleichzeitig kleiner als der MW der
Spender mit passenden Liganden fur den betreffenden KIR-Rezeptor. Die
Differenz ist jeweils im Ansatz mit CD19-4G7SDIE mAb geringer als ohne
Antikdrper. Insgesamt sind die Differenzen bei der Untersuchung der CD158e-
Education am geringsten. Nicht in allen Konstellationen konnte jedoch ein
Signifikanzniveau von <0,05 erreicht werden (vgl. Abb. 3.17 — 3.19).
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Abbildung 3.17: Frische NK-Zellen vs. Nalm-16; Quotient aus CD107a-Aktivitat (%) von
Single-CD158a-positiven Zellen / alle NK-Zellen;

ohne CD19-4G7SDIE mAb mit CD19-4G7SDIE mAb
n=15 n=4 n=15 n=4
MW = 1,25 MW = 0,90 MW = 1,15 MW = 0,99

p = 0,0018 (unpaired t-test + Welch) p = 0,0006 (unpaired t-test + Welch)
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Abbildung 3.18: Frische NK-Zellen vs. Nalm-16; Quotient aus CD107a-Aktivitat (%) von
Single-CD158b-positiven Zellen / alle NK-Zellen;

ohne CD19-4G7SDIE mAb

mit CD19-4G7SDIE mADb

n=17 n=2

n=17 n=2

MW = 0,93 MW = 0,55

MW = 0,94 MW = 0,427

p = 0,21 (unpaired t-test + Welch)

p = 0,43 (unpaired t-test + Welch)
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Abbildung 3.19: Frische NK-Zellen vs. Nalm-16; Quotient aus CD107a-Aktivitat (%) von
Single-CD158e-positiven Zellen / alle NK-Zellen

ohne CD19-4G7SDIE mAb

mit CD19-4G7SDIE mAb

n=10 n=5

n=10 n=>5

MW = 1,03 MW = 0,93

MW = 1,07

MW = 0,99

p = 0,062 (unpaired t-test + Welch)

p = 0,0091 (unpaired t-test + Welch)

Um die grundsatzliche KIR-Rezeptor-unabhéngige Rolle des Licensings bei

frischen NK-Zellen zu untersuchen, wurden die CD107a-Aktivitdtsquotienten fur

alle 3 KIR-Rezeptoren gepoolt. Hier zeigten die frischen NK-Zellen aus educated
KIR-Populationen ohne Zugabe des CD19-4G7SDIE mAb einen MW der
Quotienten von 1,07. Mit CD19 mAb lag der Quotient bei einem MW von 1,05.
Der MW bei den uneducated KIR-Populationen lag bei 0,85 ohne CD19 mAb und
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0,95 mit dem mAb. Sowohl mit als auch ohne CD19-4G7SDIE mAb-Zugabe

waren die Unterschiede zwischen beiden Gruppen signifikant (vgl. Abbildung

3.20).
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Abbildung 3.20: Licensing gepoolt; frische NK-Zellen vs. Nalm-16; Quotient aus
CD107a-Aktivitat (%) von Single-KIR-positiven Zellen / alle NK-Zellen

ohne CD19-4G7SDIE mAb

mit CD19-4G7SDIE mAb

n=42 n=11 n=42 n=11
MW = 0,95 +
MW = 1,07 £ 0,28 MW =0,85+ 0,17 MW =1,05+0,14 0.12

p = 0,0031 (unpaired t-test + Welch)

p = 0,032 (unpaired t-test + Welch)

AuBerdem wurde die NK-Zell-Aktivitat der Gruppe von frischen NK-Zellen ohne

KIR-Rezeptor jeweils mit der Aktivitat der licensed und der unlicensed NK-Zellen

verglichen.

Es zeigte sich, dass frische NK-Zellen der KIR-negativen NK-Zell-Population
ohne CD19-4G7SDIE mAb im Mittel einen CD107a-Aktivitdtsquotient von 0,92
aufwiesen. Mit CD19 mAb Zugabe war dieser Quotient bei 0,93. Im Vergleich mit

den Werten der licensed NK-Zellen stellten sich die Unterschiede nach Zugabe
des CD19 mAb als signifikant dar (vgl. Abb. 3.21).
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Abbildung 3.21: Licensing gepoolt; frische NK-Zellen vs. Nalm-16; Quotient aus
CD107a-Aktivitat (%) von Single-KIR-positiven Zellen / alle NK-Zellen

ohne CD19-4G7SDIE mAb

mit CD19-4G7SDIE mAb

n=42 n=19

n=42 n=19

MW =1,07 £ 0,28 MW =0,92 + 0,28

MW =1,05+0,14 MW = 0,93 + 0,09

p = 0,065 (unpaired t-test + Welch)

p = 0,0003 (unpaired t-test + Welch)

Im Vergleich frischer uneducated NK-Zellen gegentuiber KIR-negativer NK-Zellen
zeigte sich sowohl mit als auch ohne CD19-4G7SDIE mAb ein geringer
Aktivitatsunterschied, welcher jeweils nicht signifikant ist (vgl. Abb. 3.22).
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Abbildung 3.22: Licensing gepoolt; frische NK-Zellen vs. Nalm-16; Quotient aus
CD107a-Aktivitat (%) von Single-KIR-positiven Zellen / alle NK-Zellen

ohne CD19-4G7SDIE mAb

mit CD19-4G7SDIE mAb

n=11 n=19

n=11 n=19

MW =0,85+ 0,17 MW =0,92 £ 0,28

MW =0,95+ 0,12 MW = 0,93 + 0,09

p = 0,37 (unpaired t-test + Welch)

p = 0,62 (unpaired t-test + Welch)
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Betrachtet man auf dieselbe Weise die Ergebnisse der expandierten NK-Zellen,
S0 zeigt sich, dass sowohl mit als auch ohne CD19-4G7SDIE mAb der CD107a-
Aktivitatsquotient der uneducated NK-Zellen fir CD158a und CD158b geringer

als der Quotient der educated NK-Zellen ist. Die Unterschiede sind allerdings in
keiner der Konstellationen siginifikant (vgl. Abb. 3.23 & 3.24).
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Abbildung 3.23: Expandierte NK-Zellen vs. Nalm-16; Quotient aus CD107a-Aktivitat (%)
von Single-CD158a-positiven Zellen / alle NK-Zellen

ohne CD19-4G7SDIE mAb

mit CD19-4G7SDIE mADb

n=10

n=5

n=10

n=5

MW = 1,21

MW = 1,02

MW = 1,062

MW = 1,022

p = 0,078 (unpaired t-test + Welch)

p = 0,111 (unpaired t-test + Welch)
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Abbildung 3.24: Expandierte NK-Zellen vs. Nalm-16; Quotient aus CD107a-Aktivitat (%)
von Single-CD158b-positiven Zellen / alle NK-Zellen

ohne CD19-4G7SDIE mAb

mit CD19-4G7SDIE mAb

n=13

n=2

n=13

n=2

MW = 0,83

MW = 0,53

MW = 0,93

MW = 0,83

p = 0,398 (unpaired t-test + Welch)

p = 0,340 (unpaired t-test + Welch)
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Bei der Untersuchung der CD158e-Education zeigte sich ein umgekehrtes Bild.
Hier lag der CD2107a-Aktivitatsquotient der bw4-positiven Gruppe ohne
CD19-4G7SDIE mAb Zugabe bei 1,17 und mit CD19 mAb Zugabe bei 1,08. Der
Quotient der unlicensed Gruppe lag hingegen bei 1,32 mit sowie bei 1,10 ohne
4G7SDIE-Zugabe. Auch diese Unterschiede waren jedoch nicht signifikant
(vgl. Abb. 3.25).

Single CD158e positive NK-Zellen

2.0 . 2.0
~ X
E 32
o)
T 15 . ¥ 15
[ )
2 : D
I B e S| e
O : . (@] - L4
c c
Q2 o
S 05 o 05
> >
(04 04
0.0
Spender bw4+ Spender bw4- Spender bw4+ Spender bw4-

Abbildung 3.25: Expandierte NK-Zellen vs. Nalm-16; Quotient aus CD107a-Aktivitat (%)
von Single-CD158e-positiven Zellen / alle NK-Zellen

ohne CD19-4G7SDIE mAb mit CD19-4G7SDIE mAb
n=8 n=4 n=13 n=2
MW =1,17 MW = 1,32 MW = 1,08 MW =1,10
p = 0,549 (unpaired t-test + Welch) p = 0,441 (unpaired t-test + Welch)

Um auch bei expandierten NK-Zellen die grundsatzliche, KIR-Rezeptor-
unabhéangige Rolle des Licensings zu untersuchen, wurden wiederum die
CD107a-Aktivitatsquotienten fur alle 3 KIR-Rezeptoren gepoolt.

Es zeigten sich sowohl mit als auch ohne 4G7SDIE-Zugabe keine Unterschiede
zwischen den Mittelwerten von licensed und unlicensed expandierten NK-Zellen
(vgl. Abb. 3.26).



68

2.0 .
X
S .
2
€ 15 .
¥ O
é L] ::.. l.
2 1ol —5% i
% . -
E ... | |
Q@ L
3 0.5
> [ ]
(04

0.0 - -

licensed unlicensed

n.s.

2.0
X
S
2
€ 15
¥
i" eQe0® [ ]
S 10{ —easii -
0 Sege®® L]
*E | |
Q@
3 0.5
=)
(04

0.0 - -

licensed unlicensed

Abbildung 3.26: Expandierte NK-Zellen vs.

von Single-KIR-positiven Zellen / alle NK-Zel

Nalm-16; Quotient aus CD107a-Aktivitat (%)
len

ohne CD19-4G7SDIE mAb

mit CD19-4G7SDIE mAb

n=31 n=11

n=30 n=10

MW =1,04 + 0,26 MW =1,04 + 0,39

MW =1,01 + 0,09 MW =1,01+0,11

p = 0,984 (unpaired t-test + Welch)

p = 0,948 (unpaired t-test + Welch)

3.4.4 B-Content-Score (Gen-Gen-

Um den Einfluss des KIR-Rezeptor-Repertoires der

Modell)

Spender auf die

antileukamische Aktivitdt der NK-Zellen zu untersuchen, wurden die Spender

KIR-genotypisiert und gemaf dem B-Content-Score eingeteilt (vgl. Tabelle 3.1).
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Abbildung 3.27: Vergleich: B-Content-Score
mit CD107a-Aktivitat frischer NK-Zellen vs.
Nalm-16

Berechnung der Ausgleichsgerade
Korrelation ohne rot markierte Ergebnisse

und

n=16+3 (rote Punkte)
Spearman: r=0,502; p=0,048

Aus Abb. 3.27 wird ersichtlich, dass die CD107a-Aktivitat frischer NK-Zellen mit

zunehmendem Score-Ergebnis zuzunehmen scheint. Gleichzeitig sind die

CD107a-Aktivitaten

auch innerhalb

der Score Gruppen noch sehr

unterschiedlich. Betrachtet man die Ergebnisse genauer, so fallen drei Ausreil3er
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aus ihren jeweiligen Gruppen auf (rote Punkte), die sich allesamt um mehr als
15 Prozentpunkte vom nachsten Ergebnis ihrer Gruppe unterscheiden. Lasst
man diese Ergebnisse in der Analyse aul3en vor, so findet sich zwischen
CD107a-Aktivitat und B-Content-Score-Einteilung eine positive Korrelation.

Teilt man die Spender in eine Gruppe

. » mit dem B-Content-Score von O
9:160' - (5 Spender) und in eine Gruppe mit
g 40 ) n einem Score zwischen 1-3
é 20| ——— ':_:- (14 Spender), so zeigt sich ein
. . . Unterschied zwischen den

0 B.Score 1-3 Mittelwerten der CD107a-Aktivitaten

Abbildung 3.28: B-Content-Score Vergleich; von frischen NK-Zellen in  beiden

Mittelwerte frischer NK-Zellen vs. Nalm-16 Gruppen. Der MW der Gruppe aller
n=>5 n=14

MW=22,36 MW=28,63

Spender mit dem B-Content-Score
von O betragt 22,4%. Der MW der
Gruppe mit einem Score von 1-3 liegt
hingegen bei 28,6%. Dieser Unterschied ist jedoch nicht signifikant
(vgl. Abb. 3.28).

Unterscheidet man bei den Ergebnissen der Luciferase-Assays zwischen oben

genannten Gruppen, so findet sich in der Lyse durch PBMC bei keiner der

p=0,40 (unpaired t-test)

untersuchten BCP-ALL-Zelllinien ein signifikanter Unterschied zwischen den

B-Content-Score Gruppen (vgl. Abb. 3.29).
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= B-Content-Score 1-3
801
$ 601
:: ns ns ns ns
Q401
_l [ ) | |
20' _._. I....l : "=
.  hewms —_ i . ugnt Sl
of arel A el at0e -
" 'f==f . T
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Abbildung 3.29: B-Content-Score Vergleich Luciferase; frische PBMC nach 48h, E/T 1:1,
ohne CD19 mAb
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expandierter NK-Zellen zwischen der

1001

< 804 "
S
+ 60 .
'('\U u,"
S 401 o v
o "n
O 20 .
0 T
0 1-3
B-Score

Gruppe mit einem B-Content-Score
von 0 (5 Spender) und der Gruppe
von Spendern mit einem B-Content-
Score zwischen 1-3 (8 Spender) zeigt
sich ein geringer Unterschied,
nicht

(vgl. Abb. 3.30).

welcher signifikant ist

Abbildung 3.30: B-Content-Score Vergleich

Mittelwerte expandierter NK-Zellen vs.
Nalm-16

n=5 n=8

MW=46,72 MW=44,90

p=0,86 (unpaired t-test)

Auch bei den Luciferase-Assays mit expandierten NK-Zellen zeigte sich kein

signifikanter Unterschied in der Lyse der untersuchten Target-Zelllinien zwischen
den beiden B-Content-Score-Gruppen (vgl. Abb. 3.31).
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Abbildung 3.31: B-Content-Score Vergleich Luciferase
exp. NK-Zellen nach 48h, E/T 1:1, ohne CD19 mAb
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3.5 Einfluss der aktivierenden/inhibierenden Rezeptoren

3.5.1 Einfluss auf die Aktivitat frischer NK-Zellen

Um den Einfluss von einzelnen aktivierenden und

inhibierenden NK-Zell-

Rezeptoren zu analysieren, wurden die Mittelwerte der CD107a-Aktivitat

zusammen mit dem MRFI der getesteten Spender in eine Grafik eingetragen,

eine Ausgleichsgerade berechnet und die Ergebnisse auf eine Korrelation hin

untersucht

Insgesamt zeigt sich in den Schaubildern eine grofRe Streubreite der Ergebnisse

(vgl. Abb. 3.32). Im Pearson-Test ergab sich fir keinen Rezeptor eine Korrelation
zwischen der Hohe der MRFI und der Hohe der CD107a-Aktivitat der frischen

NK-Zellen.
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Abbildung 3.32: Einfluss verschiedener Rezeptoren auf frische NK-Zellen;
MW bulk vs. Nalm-16; n=14

Zur weiteren Untersuchung des Einflusses der wichtigen aktivierenden
Rezeptoren NKG2D und DNAM-1 wurden diese in einem CD107a-Assay mit
frischen NK-Zellen zweier Spender per Antikdrper blockiert. Hier kam es nach
Blockade beider Rezeptoren jeweils zu einer Verminderung der NK-Zell-Aktivitat
gegenuber der kindlichen ALL-Zelllinie Nalm-16. So kam es im Ansatz mit
Nalm-16 ohne CD19-4G7SDIE mAb nach Blockade von je NKG2D oder DNAM-1
zu einer relativen Aktivitatsreduktion von 34% und 64%. Waren beide Rezeptoren
im gleichen Ansatz blockiert, so kam es zu einer relativen Reduktion von 72%,
welche im Test mit p<0,005 signifikant war (vgl. Abb. 3.33).

Auch nach Zugabe des CD19 mAb war die NK-Zell-Aktivitat nach der Rezeptor-
Blockade jeweils vermindert. Nach der einzelnen Blockade der Rezeptoren kam
es zu einer relativen Aktivitatsreduktion von 12% (NKG2D) und 33% (DNAM-1).
Nach Blockade der beiden Rezeptoren gemeinsam reduzierte sich die Aktivitat
um 43%. Im Ansatz mit CD19-4G7SDIE mAb waren alle Unterschiede stark
signifikant mit mindestens p<0,005 (vgl. Abb. 3.33, linke Seite).

Derselbe Versuchsaufbau wurde fiir eine bessere Ubertragbarkeit der
Ergebnisse mit der Zelllinie SEM durchgefihrt. Hier kam es nach Blockade der
Rezeptoren ebenfalls zur Aktivitatsreduktion der NK-Zellen, welche sich
allerdings nicht so ausgepragt wie mit Nalm-16 als Target darstellte
(vgl. Abb. 3.33, rechte Seite).
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Abbildung 3.33: CD107a-Aktivitat frischer NK-Zellen mit NKG2D/DNAM-1 Blockade

MW frischer NK-Zellen vs. Nalm-16 / SEM mit SD; n=2; Signifikanztest: One-way ANOVA mit Tukey

Betrachtet man hier die NK-Zell-Aktivitdt nach single-KIR-Gruppen aufgetrennt,
so zeigen sich bei frischen PBMC sowohl versus Nalm-16 als auch gegen SEM
in allen Konditionen CD107a-Aktivitdtsunterschiede zwischen den single-KIR-
Gruppen. Bei frischen PBMC vs. Nalm-16 ist in allen Konditionen die
single-KIR-158a-positive Fraktion der NK Zellen die Gruppe mit der starksten
CD107a-Aktivitat (vgl. Abb. 3.34).
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Abbildung 3.34: CD107a-Aktivitat frischer NK-Zellen mit NKG2D/DNAM-1 Blockade nach
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Abbildung 3.35: CD107a-Aktivitat frischer NK-Zellen vs. SEM mit NKG2D/DNAM-1 Blockade

=2

nach KIR-Gruppen; n
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3.5.2 Einfluss auf die Aktivitat expandierter NK-Zellen

Zur Uberprifung des Einflusses der aktivierenden und inhibierenden Rezeptoren
auf der Oberflache der expandierten Spender-NK-Zellen, wurden auch hier die
Mittelwerte der CD107a-Aktivitat mit dem MRFI zusammen aufgetragen.

Die Streubreite um die Ausgleichsgeraden ist sehr unterschiedlich. Fir die
Oberflachenproteine CD69 und CD94 ist sie relativ grof3. Bei anderen
Oberflachenrezeptoren ist sie geringer und fir NKp30 und NKp46 bestéatigt sich
eine positive Korrelation auch im Pearson-Test mit r=0,69/p=0,009 und
r=0,60/p=0,030 (vgl. Abb. 3.36).
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Abbildung 3.36: Einfluss verschiedener Rezeptoren auf Aktivitat expandierter NK-Zellen
MW bulk vs. Nalm-16; n=13

3.6 Spenderspezifische Lyse-Ergebnisse

Zur Darstellung der individuellen Veranderungen der NK-Zell-Aktivitat wurden die
Ergebnisse der Spender, von denen alle Konstellationen getestet wurden, in
unterschiedlichen Ansatzen einzeln aufgetragen und mit Linien verbunden.
Hierdurch kdénnen die spenderspezifische Aktivierung ohne und mit Antikbrper
sowie die Reihenfolge zwischen den Spendern verglichen werden.

Beim Vergleich des gleichen NK-Zellprodukts mit und ohne Antikdrper
(Abb. 3.37, Grafik A & B) zeigt sich, dass die Verbindungslinien weitgehend
parallel verlaufen und es nur wenige Uberschneidungen der Linien gibt.

Beim  Vergleich frische NK-Zellen mit expandierten  NK-Zellen
(Abb. 3.37, Grafik C & D) verlaufen die Linien vermehrt Giberkreuz.
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Abbildung 3.37: Mittelwerte der NK-Zellen einzelner Spender versus Nalm-16; n=14

A) frische NK-Zellen und frische NK-Zellen mit CD19-4G7SDIE mAb

B) expand. NK-Zellen und expand. NK-Zellen mit CD19-4G7SDIE mAb

C) frische NK-Zellen und expand. NK Zellen

D) frische NK-Zellen und expand. NK-Zellen, jeweils mit CD19-4G7SDIE mAb
In den Grafiken sind die Mittelwerte der Spender, von denen alle Konstellationen getestet
wurden, von jeweils zwei Ansadtzen aufgetragen und mit Linien verbunden. Sich stark
Uberkreuzende Verbindungslinien deuten auf eine vollig veranderte Reihenfolge der NK-
Zellaktivitaten hin — bei parallel verlaufenden Verbindungslinien ist die Reihenfolge zwischen den
Spendern in beiden Ansatzen gleich geblieben.

Bei der Auswertung der Lyse-Ergebnisse in den Luciferase-Assays fielen bei den
unterschiedlichen Target-Zelllinien gewisse Regelmé&Rigkeiten sowohl bei PBMC
als auch bei expandierten NK-Zellen zwischen den Spendern auf. Um zu
untersuchen, ob es zwischen den Spendern eine Target-Zelllinien unabhéngige
Rangfolge in der Lyseaktivitat der NK-Zellen gibt, wurde ein Lysescore fur jeden
Spender berechnet und die Spender anhand des Ergebnisses sortiert
(s. Abb. 3.38 & Abb. 3.39). So wurden fir jede Zelllinie sowohl mit als auch ohne
CD19-4G7SDIE mAb Zugabe eine Rangfolge der Spender nach ihrer
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Lyseaktivitat erstellt und entsprechend des Ranges Punkte verteilt. Da es 24
Spender gab, erhielt der Spender mit der hochsten Lyseaktivitat 24 Punkte und
der Spender mit der niedrigsten Aktivitat einen Punkt. Diese Punkte aus den
verschiedenen Assays wurden nun zum Lysescore addiert und im
Balkendiagramm aufgetragen.

In beiden Diagrammen zeigen sich groRe Punkte-Unterschiede zwischen den
Spendern auf den vorderen und den Spendern auf den hinteren Reihen.
AulRerdem wird im Vergleich beider Balkendiagramme miteinander ersichtlich,
dass es bei PBMC und bei expandierten NK-Zellen eine ahnliche Anordnung der
Spender gibt. Spender 20 belegt zum Beispiel beides mal den zweiten Platz,

Spender 21 beides mal den letzten Platz.
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Abbildung 3.38: Gesamtanalyse der PBMC aller Spender im Luciferase-Assay
Kumulation der Lysewerte von PBMC jedes Spenders im Luciferase-Assay uber alle Zelllinien
hinweg. Alle Zellen waren im Vorfeld kryokonserviert und wurden in einem gemeinsamen
Assay getestet.
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Abbildung 3.39: Gesamtanalyse expandierter NK-Zellen aller Spender

Kumulation der Lysewerte von expandierten NK-Zellen jedes Spenders im Luciferase-Assay
Uber alle Zelllinien hinweg. Alle Zellen waren im Vorfeld kryokonserviert und wurden in einem
gemeinsamen Assay getestet
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Im Sinne des oben beschriebenen Scores wurden nun auch die Ergebnisse der
frischen NK-Zellen im CD107a-Assay untersucht. Hier zeigt sich ebenso eine
Rangfolge mit groRen Punkte-Unterschieden zwischen den Spendern. Allerdings
fallen im Vergleich mit den Lyse-Scores der Luciferase-Assays keine

Gemeinsamkeiten in der Rangfolge der Spender auf.
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Abbildung 3.40: Score der Rangfolge in den CD107a-Ergebnissen mit frischen
NK-Zellen vs. Nalm-16

3.7 Lysesteigerung durch den CD19-4G7SDIE mADb

Um die Lysefahigkeit der NK-Zellen gegentber BCP-ALL-Blasten zu erhdhen,
wurde der Fc-optimierte CD19-4G7SDIE Antikdrper verwendet (s. Kapitel 1.4).

AuBerdem wurde der Zusammenhang zwischen der NK-Zell-Aktivitdt nach
CD19-4G7SDIE mAb Gabe und dem FcGR3-Rezeptor-Repertoir der Spender

getestet.

3.7.1 NK-Aktivitatssteigerung durch den CD19-4G7SDIE mAb

Sowohl bei frischen, als auch bei expandierten NK-Zellen kam es nach Zugabe
des CD19-4G7SDIE mADb zu einer hoheren CD107a-Expression. Die Zunahme
von 27% auf 62% bei frischen NK-Zellen entspricht mehr als einer Verdopplung
der NK-Zell-Aktivitat. Bei expandierten NK-Zellen nahm die Aktivitat von

ursprunglich 44% nach Antikdrper-Zugabe um 26 Prozentpunkte zu. Die
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Steigerung der NK-Aktivierung war fur frische und expandierte NK-Zellen mit

p<0.0001 signifikant.
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Abbildung 3.41: Frische NK-Zellen vs. | Abbildung 3.42: Expand. NK-Zellen vs.

Nalm-16 Nalm-16
MW: 26,98 + 13,89 MW: 61,69 + 16,28 MW: 43,90 + 14,74 MW: 69,05 + 8,39
n=19 n=15
p = <0,0001 (t Test mit Welch Korrektur) p = <0,0001 (t Test mit Welch Korrektur)

Im Luciferase-Assay zeigte sich bei frischen PBMC mit CD19-4G7SDIE mAb
versus der vier BCP-ALL-Zelllinien Nalm-16, Nalm-6, SEM und MHH-CALL-4 im
zeitlichen Verlauf eine starkere Lyse als ohne CD19 mAb. Bei der Effektor-
Target-Ratio (E/T-Ratio) von 0.5:1 kommt es zu geringeren Lysewerten als bei
der E/T-Ratio von 1:1. Dies fuhrt dazu, dass die Lyse bei der E/T-Ratio von 0.5:1
bei SEM- und MHH-cALL-4-Zellen ohne CD19 mADb negativ ausféllt — die Target-
Zellzahl also trotz Effektoren weiter zunimmt. Bei Ansétzen mit dem
CD19-4G7SDIE mAb kommt es nicht zu negativen Lysewerten. Der zeitliche
Verlauf der Lyse ist bei allen Ansatzen mit der E/T-Ratio von 0.5:1 und Zugabe

des CD19 mADb gipfelformig mit einem Peak nach ca. 24h.
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Abbildung 3.47: PBMC vs. SEM, E/T 0.5:1 | Abbildung 3.48: PBMC vs. SEM, E/T 1:1
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Abbildung 3.50: PBMC vs. MHH, E/T 1:1

Abbildung 3.49: PBMC vs. MHH, E/T 0.5:1

Auch bei expandierten NK-Zellen konnte im Luciferase-Assay eine hohere Lyse
in allen Anséatzen mit CD19-4G7SDIE mAb gemessen werden. Dies gilt fur alle
vier getesteten padiatrischen BCP-ALL-Zelllinien, wobei die Unterschiede nicht

signifikant sind.
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Abbildung 3.51: Expandierte NK-Zellen vs. Targetzelllinien mit & ohne CD19-4G7SDIE

signifikant

E/T 1:1, n=24, keiner der Unterschiede erwies sich im 2way Anova mit Bonferri post-test als

3.7.2 Einfluss des Fc-Rezeptor-Repertoires auf die 4G7SDIE-

Aktivitatsteigerung

Das Gen-Repertoire fir den Fc-Rezeptor FCGR3A der Spender (s. Tabelle 2.1)

wurde in Korrelation zur NK-Zell-Aktivitat im CD107a-Assay gegeniber Nalm-16
bei CD19-4G7SDIE mAb Zugabe gesetzt. Weder bei frischen, noch bei

expandierten NK-Zellen ist eine klare Korrelation zwischen dem FcGR3A-Gen-
Repertoire und der CD107a-Aktivitat der NK-Zellen nach CD19 mAb Zugabe

gegeben.
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Abbildung 3.52: NK-Zellen + CD19-4G7SDIE mAb vs. Nalm-16 mit Fc-Rezeptor Repertoire der

frische NK-Zellen, n=12

expandierte NK-Zellen, n=11

VV: homozygot fir FCcGR3A 158V; FF: homozygot fir FCcGR3A 158F; VF: heterozygot
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4  DISKUSSION

4.1 Antileukamische Aktivitat von NK-Zellen

NK-Zellen spielen eine entscheidende Rolle in der kérpereigenen Abwehr und in
der therapeutischen Behandlung von Leukamien [64, 65]. Mit ihren aktivierenden
und inhibierenden Rezeptoren zur Erkennung molekularer Strukturen auf
Zelloberflachen stellen sie einen Grundpfeiler der angeborenen Immunabwehr
dar [93].

Die klinische Relevanz der antileukamischen Aktivitat von NK-Zellen wurde in
klinischen Studien sowohl bei allogen als auch bei autolog transplantierten
Patienten nachgewiesen [64, 94]. Insbesondere adulte und péadiatrische
AML-Zellen zeigten sich als potente Angriffsziele von NK-Zellen [95, 96]. In ihrer
Arbeit zeigten Lang et al. 2011 auf3erdem, dass eine hohe NK-Zell-Aktivitat nach
allogener HSZT mit T-Zell-Depletion auch bei Leukamie-kranken Kindern mit ALL
das Rezidivrisiko reduzieren kann [97].

Zur Erkennung entarteter Zellen besitzen NK-Zellen verschiedene Mdglichkeiten.
Grundsatzlich gibt das Gleichgewicht aus aktivierenden und hemmenden
Signalen den Ausschlag, ob es zur zytotoxischen NK-Zell-Aktivitat kommt. Bei
verringerter HLA-I Expression oder gesteigerter Expression von aktivierenden
Liganden wie DNAM-1 oder NKG2D durch Tumorzellen kann es im Sinne eines
,missing self‘, beziehungsweise ,induced self* zu einem Ungleichgewicht und
damit zu einer Aktivierung der zytotoxischen Aktivitat der NK-Zelle kommen [93].
In dieser Arbeit waren im CD107a-Assay bereits tUber ein Viertel der nativen
NK-Zellen nach sechsstundiger Inkubation mit Nalm-16 Zellen in einer E/T-Ratio
von 1:1 aktiviert (vgl. Abbildung 3.6). Eine vergleichbare zytotoxische Aktivierung
zeigte sich in den Luciferase-Assays, wo es bei gleicher E/T-Ratio tGber 48h zur
Lyse mit deutlicher Reduktion der Tumormasse aller getesteten péadiatrischen
BCP-ALL Zelllinien kam (vgl. Abbildung 3.8). Das hohe antileuk&mische Potential
von NK-Zellen bestatigte sich somit in dieser Arbeit [65], was einen Hinweis auf
den hohen Stellenwert von NK-Zellen in der Heilung kindlicher
ALL-Patienten gibt [64].
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4.2 Charakterisierung der NK-Zell-Spender

Aus Tabelle 3.1 wird der zur Arbeit herangezogene Pool von 24 Spendern fur
frische PBMC zur direkten Testung und zur NK-Zell-Expansion ersichtlich.
Gemal des Licensing-Modells, spielt die Education der NK-Zellen im Spender
gegenuber den KIR-Liganden eine wichtige Rolle in der Entwicklung und
Aktivierung der NK-Zellen [59]. Fur diese Arbeit wurden fur jeden iKIR-Rezeptor
mehrere Spender gefunden, die keinen passenden HLA-I-Liganden zum
Rezeptor exprimieren, sodass wir den Einfluss des NK-Zell-Licensings
auswerten konnten. Nach diesem Modell sollen unlicensed Zellen in vivo weniger
proliferieren und damit einen geringeren Anteil an den Gesamt-NK-Zellen eines
Spenders darstellen [59]. Diese These wurde mittels KIR-Phanotypisierung frisch
abgenommener NK-Zellen Uberprift, kann jedoch nur bei vier von zehn
untersuchten Spendern nachvollzogen werden (vgl. Tabelle 3.1 & 3.2).

Gemall des B-Content-Score-Modells lassen sich Spender anhand des
Vorhandenseins verschiedener aKIR- und iKIR-Rezeptoren in einen Score
einteilen. Fir alle vier Gruppen dieses Scores wurden fur die Arbeit Spender
rekrutiert (s. Tabelle 3.1), was eine Vorhersage der antitumoralen NK-Zell-
Aktivitat ermoglichen soll [34, 58].

Da es sich in der Vergangenheit zeigte, dass bei der ADCC das genetische
Repertoire fur den Fc-Rezeptor FCGR3A relevant sein kann [51, 52], wurden zur
Uberprifung dieses Einflusses auf die CD19-4G7SDIE mAb vermittelte ADCC
sowohl homozygote Spender fur einen der beiden FCGR3-Subtypen als auch
heterozygote Spender rekrutiert (s. Tabelle 3.1). Homozygote NK-Zellen fir
FCGR3A 158 V (V/V) haben eine hthere Bindungsaffinitat von IgG1-Antikérpern
als homozygote NK-Zellen fur den Rezeptor FCGR3A 158 F (F/F), weshalb hier
eine starkere ADCC zu erwarten ware [51, 98].

Entscheidend flr die zytotoxische Aktivitat von NK-Zellen ist das Verhéltnis von
inhibitorischen und aktivierenden Einflissen durch die NK-Zell-Rezeptoren [33,
99, 100]. Bei unserer Untersuchung der NK-Zell-Spender auf die
Oberflachenexpression relevanter aktivierender und inhibierender NK-Zell-
Rezeptoren hin zeigte sich, dass es je nach Rezeptor unterschiedlich stark

ausgepragte Unterschiede in der Expressionsdichte zwischen den Spendern
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gibt. Besonders groBe Unterschiede fanden sich bei den aktivierenden
Rezeptoren NKp46, NKp80, NKG2D, NKp30 und DNAM-1 sowie bei den
inhibierenden Rezeptoren NKG2a und CD85j (vgl. Tabelle 3.3). NKG2D und die
NCRs konnen aufgrund ihres aktivierenden Potentials als ,major activating
receptors” der zytotoxischen NK-Zellaktivitdit angesehen werden, was sie fur

maogliche spenderspezifischen Unterschiede besonders interessant macht [100].

4.3 Charakterisierung der BCP-ALL-Zelllinien

Das Vorhandensein von Liganden fur die iKIR-Rezeptoren auf Targetzellen ist
ein entscheidender Faktor fir die zytotoxische Aktivitat von NK-Zellen [25]. Aus
Tabelle 3.5 wird das Ergebnis der HLA-Typisierungen der Targetzelllinien
ersichtlich. Drei der vier getesteten Targetzelllinien exprimieren gemald der
Typisierung nach Velardi et al. kein C2 und damit keinen Liganden fur den
Rezeptor CD158a. Die Zelllinie Nalm-6 ist die einzige der herangezogenen
Zelllinien, welche C2 exprimiert, allerdings kein Bw4 und damit keinen Liganden
fur CD158e. Mit unserer Auswahl an Targetzellen lasst sich daher sehr gut der
Einfluss des KIR-Ligand/Rezeptor Mismatch untersuchen, welcher zu einer
starkeren zytotoxischen NK-Zell-Aktivitat fuhren sollte [55].

Um der Kontrolle des Immunsystems zu entgehen, entwickeln Tumorzellen
Escape-Mechanismen, wobei sie die Oberflachenexpression aktivierender und
inhibierender Liganden fur NK-Zellen verandern [101]. In der semiquantitativen
Analyse zeigte sich bei der Nalm-16 Zelllinie im Vergleich mit Nalm-6 Zellen eine
um ca. 30% geringere Oberflachenexpression von HLA-I (vgl. Tabelle 3.6).

Es ist bekannt, dass ALL Blasten padiatrischer Patienten insgesamt eine erhdhte
Expression des DNAM-1-Liganden Nec-2 (CD112) und der NKG2D-Liganden
ULBP 1 und 3 aufweisen [102]. Fir den DNAM-1-Liganden PVR (CD155) zeigte
sich in der vorliegenden Arbeit auf Nalm-16 Zellen eine deutlich hohere
Expression. Gleichzeitig waren die NKG2D-Liganden MicA/B etwas starker sowie
der Ligand des inhibitorischen Rezeptors NKG2A HLA-E etwas schwéacher

exprimiert.
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Andererseits ist die Expression der aktivierenden NKG2D-Liganden ULBP 2,5,6
& 3 auf Nalm-6 Zellen wiederum jeweils doppelt so hoch als auf Nalm-16 Zellen
(vgl. Tabelle 3.7).

Betrachtet man die verschiedenen Rezeptor-Liganden Interaktionen als
gleichwertig, misste man also davon ausgehen, dass Nalm-16 Zellen ein
deutlich potenteres Lyseziel von NK-Zellen darstellen als Nalm-6 Zellen. Dies
bestétigte sich in dieser Arbeit jedoch nicht (vgl. Abb. 3.8 & 3.9) und wurde auch
durch andere Arbeitsgruppen bereits vielfach festgestellt. So stellt die HLA-I
Expression auf Targetzellen einen sehr wichtigen inhibitorischen Reiz fir
NK-Zellen dar [103]. Gleichzeitig wurde allerdings mehrfach gezeigt, dass z.B.
NKG2D getriggerte NK-Zell-Aktivierung bei HLA-I exprimierenden Tumorzellen
die Inhibierung durch KIR/HLA-I Gberwinden kann [28, 104, 105]. Zudem stellte
die Nec-2/DNAM-1 Interaktion in Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen einen
entscheidenden pathway fur die NK-Zellerkennung von ALL Blasten dar [102].
Auf den unterschiedlichen Stellenwert der Interaktionen soll in Kapitel 4.5 weiter

eingegangen werden.

4.4 Spenderunspezifische Einflisse auf die NK-Zell-Aktivitat

4.4.1 Einfluss durch NK-Zellexpansion

Die hohe Effektivitdt von NK-Zell-Expansionen zur Vermehrung von NK-Zellen
konnte schon mehrfach gezeigt werden [26, 65, 72, 83]. Durch das in
Kapitel 2.2.4 beschriebene Protokoll wurden aus frisch isolierten PBMC gezielt
NK-Zellen expandiert, was uns die funktionellen Testungen mit expandierten
NK-Zellen ermoglichte (s. Abbildung 3.2). Die getesteten KIR-Match
und -Mismatch Situationen spielen bei allogenen HSZT eine wichtige Rolle und
waren daher fur die vorliegende Arbeit von grol3em Interesse [34].

Die Zelllinie K562mb15 erwies sich in den Expansionen einmal mehr als potente
Feederzelllinie um die Anzahl von NK-Zellen zu vervielfachen und schon ohne
weitere Behandlung einen sehr hohen NK-Zellanteil in einem Zellprodukt aus

ficollisierten Lymphozyten zu erhalten [83]. Dank der Stimulation mit mblL-15,
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mb41-BBL und zusatzlich IL-2 proliferierten die NK-Zellen wahrend der
12-20 tagigen Expansion sehr stark, was zu einer Vermehrung der NK-Zellen um
2,6 Log-Stufen fuhrte (vgl. Abbildung 3.5).

Wie in Abb. 3.3 ersichtlich, kam es neben der NK-Zell-Vermehrung auch zur
Proliferation  weiterer  Leukozytenpopulationen wie  Zytokin-induzierte
Killer-Zellen (CIK-Zellen) und y6T-Zellen. Der prozentuelle Anteil der NK-Zellen
an der Gesamtzahl von Lymphozyten wuchs allerdings dennoch auf
durchschnittlich 75% (vgl. Abbildung 3.4). T-Zellen erhalten im durchgefiihrten
Expansionsprotokoll keine spezifische Antigenstimulation. Deshalb werden die
T-Zellen durch die starke NK-Zell-Proliferation iberwachsen und der prozentuale
Anteil an T-Zellen sinkt relativ gesehen zu den NK Zellen ab [84].

Bei CIK-Zellen handelt es sich um eine heterogene Gruppe von CD3*CD56*
T-Zellen. Sie kdnnen durch Inkubation von PBMC mit CD3-Antikdrper, IFN-y und
IL-2 generiert werden und besitzen eine FasL- und Perforin-vermittelte
antitumorale Zytotoxizitat [106, 107]. Dank aktivierender NK-Zell-Rezeptoren wie
NKp46, NKG2D und NKp30 kénnen sie MHC-unabhangig Tumorzellen lysieren
sowie proinflammatorische Zytokine wie TNF-a, IFn-y und IL-2 sekretieren und
stellen daher eine gute Moglichkeit zur erganzenden zellularen Immuntherapie
bei hamato-onkologischen Erkrankungen, aber auch bei soliden Tumoren wie
Lungenkarzinomen, gastrointestinalen Tumoren oder hepatozellularen Tumoren
dar [107, 108].

Durch die Expansion kam es zu einer deutlichen und signifikanten Zunahme der
zytotoxischen Aktivitat der NK-Zellen gegentber den kindlichen BCP-ALL-
Zelllinien (vgl. Abb. 3.6 & 3.8). Dies entspricht den Erfahrungen anderer
Arbeitsgruppen, die zeigten dass mit K562-mb15-41BBL und IL-2 expandierte
NK-Zellen in vitro eine deutlich starkere antitumorale Aktivitat gegeniber AML
Zellen besitzen, als native NK-Zellen oder IL-2 stimulierte NK-Zellen [83].

Die Zunahme der antitumoralen Aktivitdt expandierter NK-Zellen kdnnte sich
durch die vermehrte Expression aktivierender Rezeptoren nach Expansion
erklaren [83]. In unseren Versuchen flhrte die Expansion zu einer deutlichen
Steigerung der CD56-Expression, sodass anhand der CD56-Intensitat eine klare

Unterscheidung  zwischen  CD56P"9"-  und CD56%™-Zellen  mdglich
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wird (s. Abbildung 3.3). Zudem kam es auf expandierten NK-Zellen zu einer
deutlich gesteigerten Oberflachenexpression der aktivierenden Rezeptoren
NKG2D, NKp30, NKp44, CD69, CD94 und des inhibierenden Rezeptors NKG2A,
wahrend gleichzeitig der inhibierende Rezeptor CD85j und der aktivierende
Rezeptor NKp46 schwacher exprimiert wurden (vgl. Tab. 3.3 & 3.4). Eine
starkere Expression der aktivierenden Rezeptoren CD69, NKG2D, NKp30,
NKp44 und NKp46 durch mittels K562-mb15-41BBL expandierte NK-Zellen
konnte sowohl in unserer Arbeitsgruppe als auch in anderen Forschungsgruppen
bereits mehrfach gezeigt werden [83, 109, 110]. Die schwéchere Expression von
NKp46 in dieser Arbeit passt allerdings nicht ins Bild. Auffallig ist hier, dass fur
diesen Rezeptor bei frischen NK-Zellen der grof3te Unterschied zwischen den
Spendern bestand. Nach Expansion ist die durchschnittliche Expression
geringer, aber auch der Unterschied zwischen den Spendern stark verringert.
Diese Beobachtung wurde bereits von anderen Gruppen publiziert [111].

Fir die aktivierenden Rezeptoren NKG2D und NKp30 kam es zu grof3en
Unterschieden in der Expressionsdichte bei frischen NK-Zellen. Nach Expansion
wurden beide Rezeptoren stark vermehrt exprimiert, sodass sich
spenderspezifische Unterschiede verringerten. Der aktivierende Rezeptor
DNAM-1 hingegen wurde nicht vermehrt exprimiert. Nach Expansion waren die
Unterschiede zwischen den Spendern auch weiterhin gegeben. Daher kbnnte
dieser Rezeptor flr konstante spenderspezifische Unterschiede auch nach
Expansion verantwortlich sein (vgl. Tab. 3.3 & 3.4).

Es lasst sich somit bestatigen, dass NK-Zell-Expansionen aus frisch isolierten
PBMC gut klinisch einsetzbar sind. Schon aus einer relativ geringen Menge
Vollblut lasst sich eine groRe Zahl an aktivierten NK-Zellen expandieren [83,
112].

4.4.2 Einfluss durch den Fc-optimierten CD19-4G7SDIE Antikdrper

Die antitumorale Aktivitat von NK-Zellen kann durch den Einsatz von Antikérpern
gesteigert werden [46]. Antikérper binden an spezifische Oberflachenmolekile
von Tumorzellen und kénnen wiederum Uber den Fcylll-Rezeptor CD16 durch

NK-Zellen erkannt werden. Durch diesen stark aktivierenden Rezeptor kommt es
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zur ADCC und damit Lyse der Targetzellen [103]. In Studien zur Behandlung
verschiedenster onkologischer Erkrankungen wie Non-Hodgkin-Lymphom
(Rituximab), Multiples Myelom (Daratumumab), Brustkrebs (Herceptin) und
Kolonkarzinom (Cetuximab) konnte eine NK-Zell vermittelte ADCC
nachgewiesen werden [113], welche mittels Zytokinen wie IL-2, IL-12, IL-15,
IL-18 und IL-21 weiter gesteigert werden kann [114].

Das Transmembranprotein CD19 befindet sich im menschlichen Koérper fast
ausschliel3lich auf B-Zellen [115]. Da es in mehr als 90% der ALL-Féalle auf der
Blastenoberflache vorkommt und insbesondere auf B-Zell-Leukamie-Zellen in
hoher Qualitat exprimiert wird, stellt es ein gutes Ziel zur Antikdrper-Therapie mit
potentiell hoher Selektivitat und geringen Nebenwirkungen dar [80, 115].

In den durchgefuhrten CD107a- und Luciferase-Assays wird deutlich, dass
sowohl die Aktivitat frischer NK-Zellen als auch die Aktivitat expandierter
NK-Zellen gegeniber kindlicher BCP-ALL Zellen durch den CD19-4G7SDIE mAb
deutlich gesteigert werden. Bei den nativen NK-Zellen vs. Nalm-16 kam es nach
CD19 mAb Zugabe zu mehr als einer Verdopplung der CD107a-positiven
NK-Zellen (vgl. Abbildung 3.41). Die CD19 mAb vermittelte Aktivitat gegentber
den kindlichen BCP-ALL-Zelllinien bleibt bei frischen NK-Zellen auch nach
Blockade der beiden aktivierenden Rezeptoren DNAM-1 und NKG2D um
ca. 50 Prozent erhoéht (vgl. Abbildung 3.33), was den bereits diskutierten
besonderen Stellenwert des FcyRIlIIA-Rezeptors unter den aktivierenden
NK-Zell-Rezeptoren verdeutlicht [50].

Auch im Luciferase-Assay kam es nach Antikérperzugabe in allen Ansatzen zu
einer deutlichen Steigerung der Lyseaktivitat. Die relevante Lysesteigerung durch
den CD19-4G7SDIE mAb war in Coinkubationsexperimenten mit verschiedenen
BCP-ALL-Zelllinien zu erkennen. So kam es in der Kondition ohne Antikdrper bei
einer E:T-Ratio von 0,5:1 zu einem Fortwachsen der Tumorzellen (negative
Lyse-Werte), wohingegen es nach Zugabe des CD19-4G7SDIE mAb
eindriicklich zu einer Reduktion der Tumorzellen kam (vgl. Abb. 3.43 - 3.50). Die
Effektivitat des CD19 mAb zur Steigerung der Zytotoxizitdt von NK-Zellen
gegenlber péadiatrischen BCP-ALL-Blasten wurde in unserer Arbeitsgruppe
bereits mehrfach gezeigt. Durch den CD19-4G7SDIE mAb kam es in vitro nach
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Inkubation mit BCP-ALL Zelllinien nicht nur zu einer gesteigerten
CD107a-Expression frischer NK-Zellen, sondern gleichzeitig auch zu einer
intrazellularen Anreicherung von IFN-y und TNF-a [76], womit die Funktionalitat
des Antikorpers auf unterschiedlichen Effektorebenen gegeniiber der Kontrolle
bewiesen wurde. Bei der Behandlung von kindlichen ALL-Patienten der
Hochrisiko-Gruppe wurde die individuell messbare MRD Last durch Zugabe des
CD19 mAb in vivo signifikant reduziert oder eliminiert [76].

Bei den expandierten NK-Zellen vs. Nalm-16 nahm der Anteil der
CD107a-positiven NK-Zellen nach Antikdrper-Zugabe um mehr als die Halfte zu
—im Luciferase-Assay zeigte sich die Lyse gegenuber allen vier getesteten BCP-
ALL-Zelllinien nach Antikérper-Zugabe gesteigert. Diese Steigerung der ADCC
kommt vermutlich durch die oben diskutierte vermehrte Expression aktivierender
und verminderte Expression inhibierender Rezeptoren auf den NK-Zellen nach
Expansion zustande und wurde auch von anderen Forschungsgruppen nach
vorheriger Expansion mit K562-mb15-41BBL-Feederzellen beobachtet [116]
(s. Kap. 4.4.1).

Der Unterschied in der CD107a-Aktivitat zwischen frischen NK-Zellen nach
CD19-4G7SDIE mAb Zugabe und expandierten NK-Zellen nach CD19 mAb
Zugabe ist geringer ausgepragt (vgl. Abb. 3.7). Zwar unterscheidet sich die
Lyseaktivitat im Luciferase-Assay zwischen diesen beiden Gruppen weiterhin
deutlich, relativ gesehen ist die durch den CD19 mAb ausgeltste Steigerung der
Lyse nach Expansion allerdings geringer ausgepragt als bei frischen
NK-Zellen (vgl. Abb. 3.9). Dies durfte ebenso mit der beschriebenen, durch die
Expansion veranderten Rezeptorexpression auf NK-Zellen zusammenhangen.
Hierdurch befinden sich die Zellen bereits in einem voraktivierten Zustand, was
ihnen eine hohe antileukamische Aktivitdt auch ohne CD19-4G7SDIE mAb
ermoglicht (s. Kap. 4.4.1).

So lasst sich hier zusammenfassen, dass expandierte praaktivierte NK-Zellen
bereits eine signifkant gesteigerte direkte zellulare Toxizitat vermitteln, welche
durch den Einsatz des CD19-4G7SDIE mADb weiter gesteigert werden kann. Die
Ergebnisse bestatigen die Erfahrungen anderer Forschergruppen, dass in der

Behandlung bdsartiger Tumorerkrankungen der adoptive Transfer expandierter
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NK-Zellen die Mdoglichkeit bietet, die ADCC durch Antigen-spezifische mAb
weiter zu steigern [111, 117].

Der Einfluss des CD16-V158F Polymorphismus wurde bereits mehrfach
beschrieben. So wurde beobachtet, dass NK-Zellen von Spendern, welche
homozygot fur FcGR3a 158 V (V/V) sind, starker IgG1 binden, als solche von
Spendern, die homozygot fur FCGR3A 158 F (F/F) sind [51, 98]. In unseren
Experimenten blieb die Steigerung der NK-Zell-Aktivitat jedoch unabhangig vom
FcGR3A-Repertoir der Spender (vgl. Abb. 3.52). Hieraus lasst sich schlief3en,
dass die Fc-Optimierung so gut ist, dass man keinen Unterschied mehr zwischen
den CD16-V158F-Polymorphismus-Gruppen der Spender sieht. Dies bedeutet,
dass alle Patienten gleichermalRen, unabh&angig von ihrem Genotyp, vom
CD19-4G7SDIE mAb profitieren kénnten. Ein sehr ahnlicher Effekt lasst sich
beim CD20 mAb Obinutuzumab beobachten. Unterlag die ADCC beim nicht
Fc-optimierten CD20 mAb Rituximab noch einem deutlichen Einflusses des
CD16-V158F Polymorphismus, so ist diese beim mAb der zweiten Generation
Obinutuzumab, welcher mittels Glykoengineering Fc-optimiert wurde,

unabhéngig des Polymorphismus [118]. Zudem war der Einfluss des

FcGR-Polymorphismus auch in Studien, welche die klinische antitumorale
Aktivitat von therapeutischen mAbs des IgG1 Isotyps untersucht haben, nicht
konsistent. So unterschied sich der Effekt des FcGR-Genotyps bei
verschiedenen  Tumorentitdten und therapeutischen  Antikdrpern [52].
Desweiteren zeigte sich, dass eine Fc-Optimierung monoklonaler Antikdrper zu

einer insgesamt starkeren zytotoxischen Aktivitat der NK-Zellen fuhrt [119, 120].

45 Individuelle Einflisse auf die NK-Zellaktivitat

451 Einfluss durch KIR & HLA-I GUber verschiedene Mechanismen

4.5.1.1 HLA-I Expressionsstéarke

Wie in Kapitel 1.2.1. gezeigt wird die NK-Zellaktivitdt auch entscheidend durch

inhibitorische Rezeptoren reguliert. Die meisten dieser Rezeptoren binden
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HLA-I Molekiile, wodurch die NK-Zellen im Sinne eines ,missing self-
Mechanismus gegentiber Zellen zytotoxisch aktiv werden, welche wenig oder gar
kein HLA-I auf ihrer Oberflache exprimieren. In der Vergangenheit konnte bereits
mehrfach gezeigt werden, dass es insbesondere bei Tumorzellen als Immun-
Escape-Mechanismus zur Herunterregulation der HLA-I Expression kommen
kann. Damit kdnnen diese einer Aktivierung zytotoxischer T-Zellen entgehen,
machen sich hierdurch jedoch zu potenziellen Zielen von NK-Zellen [121]. Eine
direkte Korrelation zwischen HLA-I Expressionsdichte und der Suszeptibilitat
kindlicher BCP-ALL Blasten zeigten Pfeiffer et al. bereits 2007 in einer Arbeit. In
ihrer Untersuchung kindlicher BCP-ALL Blasten zeigte sich zudem eine hohe
Variabilitat der individuellen HLA-I Expressiondichten, wobei die Mehrheit der
kindlichen BCP-ALL Blasten eine geringere HLA-I Dichte im Vergleich zu
CD19positiven B-Zellen gesunder Spender besal} [122].

In der vorliegenden Arbeit wird der Einfluss der HLA-I-Expression auf die
NK-Zellaktivitat nachvollziehbar, indem die HLA-I-Expression auf BCP-ALL
Zellen stimuliert oder geblockt wurde (vgl. Abb. 3.12). Durch eine HLA-I-
Blockade lasst sich die Aktivitat frischer NK-Zellen geringfligig erhéhen, da die
Inhibierung der NK-Zellen durch iKIR reduziert wird [53]. Durch die Stimulation
der HLA-I-Expression auf den Targetzellen hingegen erhoht sich die Aktivitat der
IKIR, was in unseren Experimenten zu einer Reduktion der NK-Zellaktivitat um
etwa ein Funftel fihrte [53]. Die Ergebnisse stitzen die Hypothese, dass die
NK-Zellaktivitat durch iKIR-Aktivierung nicht komplett blockiert sondern vielmehr
proportional zur Menge der exprimierten HLA-I Molekilen auf Targetzellen
gehemmt wird [122]. Dass die Blockade von HLA-I auf den Targets bei der
Aktivitat der frischen NK-Zellen keinen sehr grof3en Effekt bringt, durfte zudem
an einer grundsatzlich geringen HLA-I Dichte auf den Targetzellen liegen: Im
Vergleich mit Nalm-6 Zellen war auf Nalm-16 Zellen etwa ein Viertel weniger
HLA-1 exprimiert (vgl. Tabelle 3.6). Dies flgt sich ins Bild oben genannter
Erkenntnisse zur hohen Variabilitdt und mehrheitlich eher geringer ausgepragten
HLA-I Expression auf kindlichen BCP-ALL Blasten [122].

Deutlicher fielen die Unterschiede aus, wenn die NK-Zellen durch Expansion

oder CD19-4G7SDIE mAb Zugabe schon gegen unbehandelte Targets aktiver
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waren. Die grof3te Differenz tritt zwischen der Aktivitat bei HLA-blockierten und
HLA-stimulierten Targets bei den expandierten NK-Zellen zutage
(vgl. Abb. 3.13 & 3.14). Dieser grof3e Einfluss der HLA-I-Expressionsdichte auf
die Aktivitat expandierter NK-Zellen wurde bisher noch nicht gezeigt. Wie oben
bereits diskutiert kommt es durch die Expansion zu einer Zunahme der
aktivierenden Rezeptoren auf der Oberflache der NK-Zellen (s. Kap. 4.4.1). In
einer frlheren Arbeit unserer Arbeitsgruppe konnte A. Horrer 2016 zeigen, dass
sich durch die Expansion der NK-Zellen nach vorliegendem Protokoll nicht nur
die Dichte aktivierender, sondern zugleich auch die Dichte der inhibierenden
KIR-Rezeptoren signifikant erhoht [110]. Da diese vornehmlich auf HLA-I
reagieren [25, 54], ist eine Zunahme des Einflusses von HLA-I auf die Aktivitat
expandierter NK-Zellen plausibel. In den vorliegenden Ergebnissen wird deutlich,
dass die eigentlich voraktivierten expandierten NK-Zellen bei hoher
HLA-I-Expression auf Targetzellen in ihrer zytotoxischen Aktivitdt sogar hinter
frischen NK-Zellen mit  unbehandelten  Targetzellen  zurtckfallen
(vgl. Abb. 3.13 & 3.14). Bei Tumorzellen mit hoher HLA-I Expression scheint die
alleinige, adoptive Therapie mit expandierten NK-Zellen daher vermutlich keinen
therapeutischen Vorteil gegentuber frischen NK-Zellen zu besitzen. Kombiniert
man die Therapie allerdings mit dem Fc-optimierten CD19-4G7SDIE Antikorper,
so liel3en sich auch bei BCP-ALL Targets mit hoher HLA-I Dichte Lysewerte im
Bereich expandierter NK-Zellen gegenuber BCP-ALL Blasten mit blockierter
HLA-I Expression erzeugen (vgl. Abb. 3.14). Allerdings unterliegt auch die durch
expandierte NK-Zellen gesteigerte CD19-4G7SDIE-vermittelte ADCC einem,
wenn auch geringerem, HLA-1 Einfluss. Dies stutzt die These anderer
Arbeitsgruppen, dass ein iKIR-Ligand Mismatch auch bei der Kombination von
antigen-spezifischem mAb und adoptivem Transfer ex vivo expandierter
NK-Zellen noch eine Rolle spielt [117]. Als Ergdnzung der Therapie mit adoptiven
Transfers expandierter NK-Zellen und Antigen-spezifischem mAb k&me bei
hoher HLA-I Expression eines Tumors auch ein therapeutischer KIR-Antikdrper
in Frage. Durch andere Forschungsgruppen wurden hier schon
vielversprechende Ergebnisse prasentiert [46, 123]. Aul3erdem kdnnte man in

einer KIR-Rezeptor/Ligand Mismatch Situation durch eine Anpassung des
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Expansionsprotokolls zum Beispiel mit Feederzellen ohne desselben
KIR-Liganden versuchen, besonders alloreaktive NK-Zellen zum adoptiven

Transfer zu expandieren [124].

4.5.1.2 Ligand-Ligand Modell

Bei dem von der Perugia-Gruppe entwickelten LL Modell werden Unterschiede
zwischen den KIR-Liganden von Empfanger und Spender untersucht und anhand
des HLA-I Repertoires des Spenders auf dessen KIR-Repertoire geschlossen.
Besitzen Spender und Empfanger die gleichen HLA-I-Liganden, so liegt ein
LL Match vor. Ein Ligand-Ligand Mismatch hingegen entsteht, wenn sich in
Graft-versus-Host Richtung die KIR-Liganden des Empfangers von den
KIR-Liganden des Spenders unterscheiden [34, 55].

Beim LL Modell wird folglich beim Spender von den HLA-I-Liganden auf das
KIR Repertoire geschlossen. Da sich die Gene der HLA-I-Liganden und die der
KIR-Rezeptoren auf unterschiedlichen Chromosomen befinden und damit
unabhangig voneinander vererbt werden, ist allerdings die Vorhersage nach dem
LL Modell nicht immer zutreffend. Das KIR-Gen befindet sich auf Chromosom 19,
das HLA-I-Gen hingegen auf Chromosom 16. Daher ist es nicht
unwahrscheinlich, dass ein Spender trotz vorhandenem HLA-I-Ligand den
passenden Rezeptor nicht exprimiert oder umgekehrt [55]. Durch Leung et al
konnte 2004 gezeigt werden, dass sich das LL Modell zur Vorhersage einer
Niedrigrisiko-Gruppe von Patienten eignet, da das Auftreten von KIR-Liganden
bei Spendern in der Regel mit der Expression der passenden KIR-Rezeptoren
korreliert. Zur Vorhersage der Patienten mit hohem Risiko war es jedoch zu
ungenau, da es bei Spendern auch zur Expression von KIR-Rezeptoren kam, fur
die kein passender KIR-Ligand vorhanden war. Genau die NK-Zellen mit diesen

Rezeptoren besitzen jedoch ein hohes alloreaktives Potential [57].

4.5.1.3 Rezeptor-Ligand Modell

Das Rezeptor-Ligand Modell ist eine Weiterentwicklung des Ligand-Ligand-

Modells, wobei nun auf die Mismatch-Situation zwischen den KIR-Rezeptoren
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des Spenders und den HLA-I-Liganden des Empfangers geachtet wird. Gibt es
fur single-KIR-positive NK-Zellen keinen passenden Liganden, so ist eine erhdhte
zytotoxische Aktivitat der Zellen zu erwarten [34, 55].

Auf der zur Testung der NK-Alloreaktivitaitsmodelle herangezogenen
Targetzelllinie Nalm-16 befindet sich kein Ligand der Gruppe C2. Da alle
herangezogenen Spender NK-Zellen mit dem KIR-Rezeptor CD158a besitzen,
konnte diese Mismatch-Situation in der vorliegenden Arbeit gut untersucht
werden. Liganden der Gruppen C1 und Bw4 befinden sich im genetischen
Repertoire der Nalm-16 Zellen, allerdings wird in Abb. 3.1 deutlich, dass die
Zellen eine vergleichsweise geringe Menge von Bw4 auf ihrer Oberflache
exprimieren. Somit ist fur die single-CD158e-positiven NK-Zellen ebenso eine
dem Mismatch ahnliche, erhbhte NK-Zell-Aktivitat zu erwarten.

Die besondere Rolle des KIR-Ligand Mismatch bei der zytotoxischen
NK-Zellaktivitat gegentber péadiatrischer ALL-Blasten mit mittlerer bis hoher
HLA-I Expressionsdichte zeigten Pfeiffer et al. 2007 [122]. Diese Erwartungen
konnten durch unsere Ergebnisse bestatigt werden da sich im CD107a-Assay mit
frischen NK-Zellen eine starkere Aktivitat der single-CD158a-tragenden Zellen
gegenuber allen anderen NK-Zell-Gruppen zeigte und es gleichzeitig auch zu
einer erhdohten Aktivitat der single-CD158e-tragenden NK-Zellen kam. Durch die
Zugabe des CD19-4G7SDIE mAb nahm die Aktivitat der KIR-Gruppen
gleichermalRen zu und die Unterschiede zwischen den single-KIR-Gruppen
blieben bestehen. (vgl. Abb. 3.10).

Die Ergebnisse der Testung expandierter NK-Zellen fiel dhnlich aus, wobei die
Unterschiede zwischen CD158a und CD158e geringer und nicht mehr signifikant
waren. Auffallend ist, dass die Unterschiede zwischen den KIR-Gruppen nach
der Kombination aus Expansion und CD19-4G7SDIE mAb Zugabe geringer
ausfallen. Durch die Aktivierung der NK-Zellen bei Expansion und CD19 mAb
Zugabe scheint die Rolle des RL Mismatch also geringer zu werden
(vgl. Abb. 3.11).

Entsprechend dem RL Modell konnten wir die Alloreaktivitat single-KIR-tragender
NK-Zellen bei RL Mismatch bestatigen. Dennoch besitzt die Vorhersage nach

dem RL Modell auch eine gewisse Unschéarfe, da der HLA-1 Genotyp noch nicht
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voraussagt, in welcher Starke ein HLA-I Molekil tatsachlich exprimiert wird. Wie
bereits diskutiert kann es insbesondere im Rahmen eines Immun-Escape-
Mechanismus bei Tumorzellen zur Herunterregulation der HLA-I Expression
kommen [121, 125](s. Kap. 4.5.1.1). In der Folge kann dies, durch eine
schwache Expression des KIR-Liganden, zu einem funktionellen Mismatch trotz
vorhandenem Genotyp des Liganden fuhren. Der funktionelle Mismatch fiihrte in
dieser Arbeit einem beinahe genauso grol3en Effekt auf die NK-Zell-Aktivitat wie
ein tatsachlicher Mismatch nach dem RL Modell.

Spannend ist, wie sich diese Situation bei HLA-I Stimulation verhalt: Tatsachlich
fuhrte die durch IFN-y gesteigerte HLA-I Expression dazu, dass die
single-CD158e-positiven frischen NK-Zellen weniger stark versus Nalm-16 Zellen
aktiviert wurden (vgl. Abb. 3.15). Bei expandierten NK-Zellen hingegen blieb
diese KIR-Gruppe weiterhin starker aktiviert als der Durchschnitt der
expandierten NK-Zellen (vgl. Abb. 3.16). Dies konnte mit der Voraktivierung
expandierter NK-Zellen zusammenhangen, wodurch wie in Kap. 4.5.1.1 diskutiert
insgesamt der Einfluss einer héheren HLA-I Expression auf Targetzellen
zunehmen konnte. Andererseits konnte es allerdings auch ein Artefakt sein,
wofur die hohen Standardabweichungen bei kleiner Stichprobe in diesem
Versuchsansatz sprechen.

Zur Verbesserung des RL Modell kdnnte neben der direkten quantitativen oder
semiquantitativen Bestimmung der HLA-I Molekile auf der Zelloberflache auch
eine RNA-Sequenzierung beitragen, um Uber die Genexpression Aufschluss zur
HLA-I Expression der Zellen zu erhalten [125].

45.1.4 HLA-Education

Eine wichtige Rolle in der Maturation von Vorlauferzellen zu alloreaktiven,
immunkompetenten NK-Zellen spielt die NK-Zell-Education. Hierbei entwickeln
sich jene Zellen zu potentiell starker zytotoxisch aktivierbaren NK-Zellen, welche
in der Lage sind Uber ihre KIR-Rezeptoren gesunde koérpereigene Zellen zu
erkennen. NK-Zellen, welche keinen passenden KIR-Liganden finden, sind im
Umkehrschluss uneducated/unlicensed, werden hyporesponsiv und verlieren

damit zytotoxisches Potential [59, 126-128]. Insbesondere fir die GvL Reaktion
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nach HSZT ist die HLA-Education zur Abschatzung der Alloreaktivitdt von
NK-Zellen relevant [129, 130].

Gemald dem Licensing-Modell passt sich die Grol3e der single-KIR tragenden
NK-Zellpopulationen der Spender an die Education der NK Zellen an. Nach von
Kim et al. 2005 veroffentlichten Daten werden NK-Zellen, welche einen
KIR-Rezeptor fur einen korpereigenen HLA-I-Liganden exprimieren nicht nur
licensed, sondern auch zur Proliferation angeregt [59]. Zur Uberpriifung dieser
Hypothese kénnen aus dem Spenderpool von 24 Spendern zehn Spender
herangezogen werden, da bei den Ubrigen Spendern alle relevanten
HLA-Liganden vorhanden sind oder von den Spendern keine frischen NK-Zellen
untersucht wurden. Der Ubersichtlichkeit halber wurde Tabelle 3.1 in Tabelle 3.2
auf diese Spender und die Fragestellung hin reduziert. Es zeigte sich, dass die
Hypothese bei vier der zehn Spender zugetroffen hat . Bei den anderen sechs
Spendern entsprach die single-KIR Verteilung nicht der nach dem
Licensing-Modell zu erwartenden Verteilung. Die Anpassung der Grof3e der
NK-Zellpopulationen an das Licensing konnte somit nur in knapp der Halfte der
Falle nachempfunden werden. Dass die erwartete Korrelation nicht gezeigt
werden konnte, kdnnte an der sehr kleinen Stichprobe von nur zehn Probanden
liegen.

Die Rolle des Licensing bei der zytotoxischen Aktivitat von NK-Zellen wurde in
unseren Experimenten deutlich. So zeigte sich, dass bei frischen NK-Zellen
sowohl mit als auch ohne CD19-4G7SDIE mAb Zugabe, licensed
KIR-Populationen eine signifikant starkere antileukamische Lyse-Aktivitat
aufweisen als KIR-Populationen, die nicht licensed wurden
(vgl. Abb. 3.17 - 3.19). Dies konnte durch eine vermehrte Expression
aktivierender Rezeptoren und verminderten Expression von IiKIR auf licensed
NK-Zellen erklarbar sein [131]. Der Einfluss der NK-Zell-Education ist allerdings
im Ansatz ohne CD19-4G7SDIE mAb deutlich starker ausgepréagt, da besonders
die unlicensed KIR-Gruppen weiter unter der Durchschnittsaktivitét liegen als
nach CD19 mAb Zugabe (vgl. Abb. 3.20). Dies zeigt, dass die Education der
NK-Zellen durch die ADCC uberwunden werden konnte und dadurch einen

deutlich geringeren Einfluss auf die NK-Zellaktivitat nimmt und unterstitzt damit
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durch Du et al. 2014 verotffentlichte Daten, welche zeigen, dass durch eine
Rituximab vermittelte ADCC nach HSZT auch hyporesponsive NK-Zellen aktiviert
werden konnen [132]. Bei Untersuchungen mit Neuroblastom-Patienten scheint
es sogar gegensatzliche Beobachtungen zu geben. Von Hsu et al. wurde 2012
gezeigt, dass insbesondere hyporesponsive unlicensed NK-Zellen eine
besonders gute ADCC vermitteln kénnen [133]. Dieser Widerspruch kénnte in
der Tatsache begrindet sein, dass die Untersuchungen bei
Neuroblastom-Patienten durchgefihrt wurden. Da das Immunsystem bei
Patienten sowohl durch den Tumor als auch durch die Therapie massiv
beeinflusst wird, durfte die Ubertragbarkeit auf gesunde Probanden
eingeschréankt sein. Alle diese Erkenntnisse passen allerdings zu rheostatischen
Modellen der NK-Zell-Education, wonach NK-Zellen nicht lebenslang licensed
oder ,armed“ sind, sondern durch das Wechselspiel aktivierender und
inhibitorischer Einflisse zwischen hypo- und hyperresponsiven Zustanden
wechseln kénnen [134].

Zur Einordnung von NK-Zellen ohne iKIR-Rezeptor in Education-Modelle erfolgte
der Vergleich der antileukamischen Aktivitat frischer KIR-negativer NK-Zellen mit
frischen licensed und unlicensed NK-Zellen. Es zeigte sich, dass NK-Zellen ohne
iIKIR-Rezeptor in ihrem zytotoxischen Potential bei unlicensed NK-Zellen
einzuordnen sind. So kommt es zwischen frischen licensed und KIR-negativen
NK-Zellen zu einem signifikanten und &hnlich grof3en Aktivitatsunterschied, wie
er zwischen licensed und unlicensed NK-Zellen beobachtet werden konnte
(vgl. Abb. 3.21). Gleichzeitig ist der Aktivitatsunterschied zwischen unlicensed
und KIR-negativen NK-Zellen marginal und nicht signifikant (vgl. Abb. 3.22). Dies
unterstreicht den, schon in vorangegangenen Arbeiten gezeigten, Stellenwert
von iKIR-Rezeptoren flr die Education von NK-Zellen. Ohne vorhandenen
IKIR-Rezeptor bleiben die NK-Zellen uneducated und sind hyporesponsiv [59,
135]. An diesem Zustand scheint auch die ADCC nichts zu verdndern,
wenngleich sich die Aktivitdt auch von KIR-negativen NK-Zellen durch
CD19-4G7SDIE mADb Zugabe beinahe verdoppeln lield
(vgl. Abb. 3.21, 3.22 & 3.10).
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Bei expandierten NK-Zellen scheint die Education keine groRe Rolle mehr zu
spielen. In keinem der Vergleiche zwischen urspringlich licensed und unlicensed
expandierten NK-Zellen kam es zu einem signifikanten Unterschied
(vgl. Abb. 3.23 — 3.26). Insbesondere im Vergleich der Durchschnittsaktivitat
aller licensed NK-Zellen mit allen unlicensed NK-Zellen sind die Unterschiede
sowohl mit als auch ohne CD19 mAb Zugabe marginal und nicht signifikant
(vgl. Abb. 3.26). Diese Ergebnisse decken sich mit bereits veroffentlichten Daten,
nach denen der Licensing-Effekt bei voraktivierten NK-Zellen weniger grof3en
Einfluss hat [59]. So zeigte sich beispielsweise, dass sich auch uneducated
NK-Zellen durch Zytokine soweit aktivieren lassen, dass sie selbst HLA-I
exprimierende Tumorzellen angreifen [127]. Ins Bild passt, dass es im Rahmen
des Licensings auf NK-Zellen zu einer Verschiebung der Rezeptorexpression hin
zu mehr aktivierenden Rezeptoren wie DNAM-1 und zur geringeren Expression
von IKIR zu kommen scheint[131] — was mit der Veranderung der
Rezeptorexpression im Rahmen unserer NK-Zellexpansion vergleichbar ist
(vgl. Kap. 4.4.1).

45.1.5 B-Content-Score

Bei der Berechnung des B-Content-Scores flie3en gemaf} des KIR-Genotyping
Modells nicht nur das Repertoire an inhibitorischen KIR-Rezeptoren, sondern
vielmehr auch das Repertoire aktivierender KIR-Rezeptoren zur Einschatzung
der NK-Zell-Alloreaktivitat ein. Nach diesem Modell kdnnen die Spender in die
zwei Gruppen ,A" und ,B“ eingeteilt werden, wobei ,A“ einem KIR-Haplotyp von
A/A und damit einem B-Content-Score von 0 entspricht. Die Gruppe ,B"
wiederum entspricht dem KIR-Haplotyp B/x und damit den Scores 1-4. Je hoher
der Score, desto groRer die genetische Verflugbarkeit an aKIRs - NK-Zellen eines
Spenders mit hohem Score sollen damit eine hohere Alloreaktivitét
aufweisen [34].

Vorangegangene Arbeiten zeigten einen Vorteil fur Empfanger nach HSZT von
Spendern der Haplotyp-Gruppe B. So hatten AML-Patienten nach HSZT von
Spendern der Gruppe B ein signifikant erhohtes rezidivfreies Uberleben [58,

136]. Und auch bei kindlichen ALL-Patienten konnte durch Oevermann et al.
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2014 ein signifikant langeres riickfallfreies Uberleben bei Kindern mit einem
Transplantat von einem KIR-Haplotyp B Spender im Vergleich zu solchen mit
einem Transplantat eines KIR-Haplotyp A Spenders nachgewiesen
werden [137].

Auch in der vorliegenden Arbeit zeigte sich eine Korrelation zwischen der
antileukamischen CD107a-Aktivitdt ~ frischer  NK-Zellen und  dem
B-Content-Score. Allerdings gab es hier klare Ausreil3er, welche zur Berechnung
der Ausgleichsgeraden nicht hinzugezogen wurden (vgl. Abb. 3.27). Teilt man
die Spender in die KIR-Haplogruppen A und B, so wird hier eine erhéhte
CD107a-Aktivitat frischer NK-Zellen der Gruppe B deutlich, wobei auch hier
Ausreil3er vorhanden sind (vgl. Abb. 3.28). Somit stutzen unsere Daten die
These, dass es bei frischen NK-Zellen einen Unterschied zwischen der
NK-Zellaktivitat gegeniber kindlicher BCP-ALL-Zellen je nach KIR-Haplotyp gibt.
Allerdings ist dieser Unterschied im Vergleich zum RL-Mismatch schwach
ausgepréagt und es gibt innerhalb des Scores deutliche Ausreil3er. Dies stitzt die
These von Handgretinger et al., wonach nach aktuellem Stand ein Spender mit
hohem B-Contentscore bei gleichzeitig vorliegendem iKIR-Ligand-Mismatch ein
optimaler Spender mit hoher antileukdmischer NK-Zellaktivitat zur
T-Zelldepletierten HSZT ware [34]. Wie bereits erwahnt, werden die Spender
beim B-Contentscore in erster Linie nach der genetisch verfiigbaren Zahl ihrer
aktivierenden KIR-Rezeptoren eingeteilt (s. Kap. 1.2.2.3). Die Expressionsdichte
und weitere aktivierende und inhibierende NK-Zelleinflisse spielen im Score
keine Rolle. Unsere Arbeit zeigt, dass im Einzelfall regelmafig andere Einfllisse
auf NK-Zellen eine ubergeordnete Rolle zu spielen scheinen, wodurch die
Kenntnis der aktivierenden KIR-Rezeptoren des B-Contentscores individuell
keine sichere Vorhersage der antileukdmischen Aktivitat der NK-Zellen erlaubt.
Die Ergebnisse des Luciferase-Assays stitzen diese These, da auch hier mit
frischen PBMC gegenuber keiner der getesteten BCP-ALL-Zelllinien eine erhdhte
Aktivitat von Spendern der Gruppe B (vgl. Abb. 3.29) auftrat. Hier spielt sicherlich
auch die Tatsache eine Rolle, dass im Luciferase Assay nicht frische NK-Zellen
allein getestet wurden. Die Mischung aus ficollisierten PBMCs kénnte zu einer

Uberlagerung von gering ausgepragten Unterschieden gefiihrt haben.
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Ein ahnliches Bild bot sich bei der Testung expandierter NK-Zellen. Hier konnte
in keinem Assay ein Aktivitatsunterschied zwischen den Gruppen des
B-Contentscores festgestellt werden (vgl. Abb. 3.30 & 3.31). Dies deutet darauf
hin, dass der Einfluss des KIR-Haplotyps auf die zytotoxische NK-Zellaktivitat
versus kindlicher BCP-ALL-Blasten nach Expansion nicht mehr relevant ist. Eine
Spenderselektion nach dem B-Contentscore ware zur Spenderauswahl fur einen
adoptiven Transfer expandierter NK-Zellen bei der Therapie kindlicher
ALL-Patienten damit nicht nétig.

Neuere Daten zeigen aul’erdem, dass es fiur eine erhdhte zytotoxische
NK-Zellaktivitat neben aktivierenden KIR-Rezeptoren auch auf das Repertoire an
KIR-Liganden ankommt. Zum aktivierenden Rezeptor KIR2DS1 muss beim
Spender fur eine erhohte NK-Zellaktivitdt gleichzeitig zumindest eine
Heterogenitat fur einen Cl-Liganden vorliegen [138]. Eine individuelle
Anpassung des B-Contentscores an den einzelnen Patienten kdnnte somit eine
weitere Optimierung der Spenderauswahl im Rahmen einer haploidenten HSZT

bedeuten.

4 .52 Weitere individuelle Einflussfaktoren

Die zytotoxische Aktivitat von NK-Zellen wird neben den KIR-Rezeptoren auch
Uber ein komplexes Zusammenspiel weiterer aktivierender, inhibierender und
costimulatorischer Rezeptoren gesteuert. Dank dieser Rezeptoren koénnen
NK-Zellen eine Uber- oder Unterexpression einzelner Liganden auf anderen
Zellen feststellen und krankhafte Zellen erkennen. Kommt es im Zell-Zell-Kontakt
zu einem Ubergewicht aktivierender Signale auf die NK-Zellen, so werden diese
zytotoxisch  aktiv. Eine wichtige Rolle unter den aktivierenden
NK-Zell-Rezeptoren nehmen NKG2D und DNAM-1 ein [28], weswegen in dieser
Arbeit ein besonderer Fokus auf diese Rezeptoren gelegt wurde. Doch auch
andere aktivierende Rezeptoren konnen die NK-Zellaktivitat entscheidend
verstarken. So korrelierte in Untersuchungen die zytotoxische antitumorale
Aktivitat von NK-Zellen direkt mit der Expressionsdichte von NKp44 und
NKp46 [48, 139].
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In dieser Arbeit konnte zwischen der CD107a-Aktivitat von frischen NK-Zellen
und der individuellen Expressionsdichte einzelner aktivierender und inhibierender
Rezeptoren keine Korrelation festgestellt werden (vgl. Abb. 3.32). Diese
Ergebnisse missen nicht die aktivierenden und inhibierenden Einflisse der
Rezeptoren in Frage stellen, sondern unterstreichen vielmehr, dass nicht
einzelne Rezeptoren allein fur die NK-Zellaktivitat verantwortlich sind. Besitzt
eine NK-Zelle beispielsweise eine hohe Dichte des aktivierenden Rezeptors
DNAM-1, so kann ihre Aktivitdt dennoch durch eine gleichzeitig vorherrschende
hohe Dichte des inhibierenden Rezeptors CD94 gebremst sein. Noch komplexer
wird das Zusammenspiel der Rezeptoren beim Blick auf die zugehorigen
Liganden. So ist fur die Liganden Nectin-2 (CD112) und PVR (CD155) bekannt,
dass sie neben dem aktivierenden Rezeptor DNAM-1 auch von den
inhibierenden Co-Rezeptoren TIGIT und CD96 gebunden werden [129]. Zudem
wurde im Rahmen der Education-Modelle immer wieder Uber die Beobachtung
diskutiert, dass gerade NK-Zellen, welche viele aktivierende Signale erhalten
dazu tendieren hyporesponsiv zu werden und im Umkehrschluss NK-Zellen,
welche vermehrt inhibitorischen Einflissen ausgesetzt sind, ein hohes
zytotoxisches Aktivierungspotential besitzen [140]. Um die Korrelation zwischen
den getesteten aktivierenden und inhibierenden Rezeptoren und der
NK-Zellaktivitat weiter zu untersuchen, kdnnte man daher beispielsweise andere
parallel wirkende Einflisse blockieren oder mit einer grél3eren Probandengruppe
arbeiten.

Auch fur die beiden aktivierenden Rezeptoren NKG2D und DNAM-1 konnte in
dieser Arbeit keine  Korrelation zwischen  CD107a-Aktivitat  und
Rezeptor-Expressionsdichte auf frischen NK-Zellen nachgewiesen werden.
Wurde jedoch einer dieser beiden aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren geblockt, so
kam es zu deutlich verminderten NK-Zellaktivitaten gegeniber den kindlichen
BCP-ALL-Zelllinien Nalm-16 und SEM. Eine Blockade von DNAM-1 wirkte sich
hierbei deutlich starker aus als eine Blockade von NKG2D. Wie bereits diskutiert
findet sich auf Nalm-16 Zellen eine deutlich erh6hte Konzentration des DNAM-1-
Liganden PVR (CD155) (s. Kap. 4.3). Der grol3e Einfluss der DNAM-1 Blockade

fugt sich daher ins Bild der hohen Relevanz des aktivierenden DNAM-1-



103

Rezeptors auf die zytotoxische NK-Zellaktivitdt gegeniber Nalm-16 Zellen. Dies
passt zu den Erkenntnissen anderer Arbeitsgruppen, welche unter anderem in
funktionellen Tests mit monoklonalen anti-NKG2D und anti-DNAM-1 Antikorpern
zu dem Schluss kamen, dass DNAM-1 Interaktionen eine entscheidende Rolle in
der zytotoxischen NK-Zellaktivitat gegeniber Leukdmiezell-Blasten spielen und
hierbei wichtiger als NKG2D Interaktionen sind [102, 141].

Den starksten aktivitdtsmindernden und dabei deutlich signifikanten Einfluss
hatte erwartungsgemafll die gleichzeitige Blockade beider aktivierender
Rezeptoren mit einer Reduktion der CD107a-Aktivitat auf ein Viertel des
Vergleichswerts. Derselbe Effekt wurde auch nach Zugabe des
CD19-4G7SDIE mAb beobachtet. Allerdings fiel die relative Reduktion hier
geringer aus und es zeigt sich, dass die CD19 mAb vermittelte ADCC auch nach
Blockade der beiden aktivierenden Rezeptoren DNAM-1 und NKG2D immer
noch um circa 50 Prozent héher liegt als die Aktivitat der frischen NK-Zellen ohne
CD19 mAb und ohne Rezeptorblockade (vgl. Abb. 3.33). Zudem wurde in dieser
Arbeit deutlich, dass auch bei Blockade von NKG2D und/oder DNAM-1 die
KIR-Rezeptoren auf den NK-Zellen und deren Einfluss Uber den RL-Mismatch
relevant bleiben. Man kann besonders beim Ansatz mit Nalm-16 Zellen den
Eindruck bekommen, dass die Relevanz des KIR RL-Mismatchs bei Blockade
von NKG2D und DNAM-1 weiter zunimmt (vgl. Abb. 3.34 & 3.35). Diese
Ergebnisse sind plausibel, da es durch die Blockade der beiden aktivierenden
NK-Zell pathways vermutlich zu einer Aufwertung der Rolle der anderen NK-Zell-
Interaktionen kommt. Somit zeigt sich, dass BCP-ALL Patienten mit Blasten
geringer NK-Zellsuszeptibilitdt besonders von einer adoptiven Therapie mit dem
CD19-4G7SDIE mAb und bei haploidenter HSZT von einer Spenderauswabhl
nach dem Rezeptor-Ligand-Modell profitieren durften. Zudem gibt es
Forschungsgruppen, die sich der Suche nach Moéglichkeiten zur Stimulation der
Expression von Liganden fiur DNAM-1 und NKG2D auf Tumorzellen in vivo,
beispielsweise durch Chemotherapeutika oder Hyperthermie-Behandlung,
widmen [142].

Wie bereits diskutiert hat sich durch die Expansion die Expressionsdichte der

aktivierenden und inhibierenden Rezeptoren auf den NK-Zellen verschoben.
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Passend zu den Ergebnissen vorangegangener Arbeiten kam es bei fast allen
Rezeptoren zu einer durchschnittlich starkeren Oberflachenexpression
(s. Kap. 4.4.1). Im Vergleich der Expressionsdichten mit der zytotoxischen
Aktivitat der expandierten NK-Zellen, konnten fir die aktivierenden
NK-Zell-Rezeptoren NKp30 und NKp46 signifikante, positive Korrelationen
festgestellt werden (vgl. Abb. 3.36). Dass hier, im Gegensatz zu den Ansétzen
mit frischen NK-Zellen, positive Korrelationen festgestellt werden konnten,
konnte an geringeren Streubreiten der Rezeptordichte bei den expandierten
NK-Zellen liegen. Durch die Expansion kam es wie oben diskutiert zur verstarkten
Expression aktivierender NK-Zellrezeptoren bei allen Spendern, wobei die
interindividuellen Unterschiede zwischen den Spendern geringer wurden. Ins Bild
passt, dass genau die beiden Rezeptoren NKp30 und NKp44, fur welche nun
eine positive Korrelation zur NK-Zellaktivitat festgestellt werden konnte, durch die
Expansion besonders stark auf der NK-Zelloberflache zugenommen
haben (s. Kapitel 4.4.2). Die Nivellierung der Unterschiede zwischen den
Expressionsdichten der Spender konnte folglich genau den bei den frischen
NK-Zellen diskutierten Effekt aufgehoben und damit flr eine bessere
Vergleichbarkeit einzelner Rezeptoreinflisse gesorgt haben.

Insgesamt  bleibt festzuhalten, dass sich aus der Analyse der
Oberflachenexpression einzelner aktivierender Rezeptoren kein valider
Ruckschluss auf die antileukdmische NK-Zellaktivitdt ziehen lasst. Der grol3e
Stellenwert der aktivierenden Liganden DNAM-1 und NKG2D fur die
antileukamische  NK-Zellaktivitdt hat sich in den durchgefihrten
Blockierungsexperimenten bestatigt, gleichwohl scheint sich auch hier aus der
alleinigen Bestimmung der Rezeptordichte auf Spender-NK-Zellen keine sichere
Vorhersage zum antileukamischen Potential der NK-Zellen ableiten zu lassen.
Durch die getestete NK-Zellexpansion lassen sich interindividuelle Unterschiede
in der Oberflachenexpression von NK-Zellen allerdings angleichen, was
besonders fur Patienten oder Spender mit geringer intrinsischer NK-Zellaktivitat

relevant sein konnte.
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4.5.3 Zusammenfassung der individuellen Einflisse

Wie gezeigt, unterscheiden sich NK-Zellen verschiedener Spender deutlich in der
Expression individueller Rezeptoren auf ihrer Oberflache. Erwartungsgeman gibt
es auch in der NK-Zellaktivitat gegeniber den Targetzellen deutliche
interindividuelle Unterschiede. Bei der Darstellung der Ergebnisse der einzelnen
Spender mit Verbindungslinien zwischen den Ergebnissen der unterschiedlichen
Anséatze in Abb. 3.37 zeigt sich nicht nur, dass es bei nahezu jedem Spender zu
einer deutlichen Steigerung der zytotoxischen Aktivitat frischer und expandierter
NK-Zellen bei Zugabe des CD19-4G7SDIE mAb kommt. An den sich weitgehend
nicht kreuzenden Verbindungslinien wird vielmehr deutlich, dass es sowohl bei
den frischen als auch bei den expandierten NK-Zellen zwischen den Spendern
eine Reihenfolge in der NK-Zellaktivitat gibt, welche ohne und mit Zugabe des
CD19 mAb besteht. Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlieRen, dass es
Menschen mit besserer und solche mit geringerer NK-Zellaktivitat gibt. Auch im
Luciferase-Assay konnte eine solche Konstanz in der Rangfolge der Spender
nach NK-Zellaktivitat festgestellt werden. Die grol3en Punktunterschiede
zwischen den Spendern innerhalb der angefertigten Scores deuten darauf hin,
dass die Reihenfolge der Spender Uber die verschiedenen Targetzellen hinweg
mit und ohne CD19-4G7SDIE mAb Zugabe ahnlich zu sein scheint.
BCP-ALL-Targetunabhangig und uber die Aktivierung von NK-Zellen durch
Expansion und CD19 mAb Gabe hinweg scheint es folglich Spender mit
gleichbleibend starker oder schwacher NK-Zellaktivitdt zu geben. Ein ganz
ahnliches Muster konnten Joechner et al. 2020 in einer Arbeit unserer
Arbeitsgruppe mit Neuroblastomzellen als Targetzellen fir frische und
expandierte NK-Zellen darstellen [143].

Bei unseren Ergebnissen handelt es sich um Hinweise auf eine Erscheinung, die
noch weiter untersucht werden muss. Sollte es sich bewahrheiten, dass Spender
anhand ihrer NK-Zellaktivitdt grundsatzlich in ,gute und ,schlechte” Spender
einteilbar sind, so hatte das fiur die Spenderauswahl vor einer HSZT gréfite
Relevanz. Bisher werden zur Spenderauswahl unterschiedlichste Faktoren wie
Alter, Geschlecht, Blutgruppenantigene und KIR-Genotyping (KIR gene content

score aktivierender KIR-Rezeptoren) bertcksichtigt. Es gibt jedoch noch keinen
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etablierten festen Algorithmus, nach welchem Spender zum Beispiel bei der
Haploidenten HSZT ausgewahlt werden [144]. Wie oben diskutiert kann eine
solche Auswahl zum Beispiel mittels iKIR Rezeptor-Ligand Mismatch und
B-Content Score Analysen erfolgen [34]. Diese Arbeit gibt allerdings Argumente
dafir, die Auswahl des am besten geeignetsten Spenders, um einen
standardisierten funktionellen Assay mit mehreren zur Tumorentitdt des
Patienten passenden Zelllinien zu erweitern. Durch einen solchen Assay konnte
mit relativ einfachen Mitteln die potentielle Lysefahigkeit von PBMC aller
verfugbaren Spender gegentber dem Tumor des Patienten getestet werden.

AuRerdem wird in dieser Arbeit deutlich, dass sich die interindividuellen
Unterschiede in der NK-Zellaktivitdt sowohl nach CD19-4G7SDIE mAb Zugabe
als auch nach NK-Zellexpansion deutlich verringern (s. Abb. 3.37). Dies durfte
fur den klinischen Alltag sehr interessant sein, da es darauf hindeutet, dass
onkologische Patienten mit geringer intrinsischer NK-Zellaktivitat besonders von
einer zusatzlichen Therapie mit dem CD19-4G7SDIE mAb und/oder von einem

adoptiven Transfer expandierter NK-Zellen profitieren durften.
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5 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Die Behandlung der kindlichen B-Zell-Leuk&mie stellt insbesondere bei Patienten
der Hochrisiko-Gruppe bis heute eine groRe Herausforderung dar. Zur
Verbesserung der Therapie ist eine Optimierung der Stammzelltransplantation
essentiell, gleichzeitig stellen neue immunologische Verfahren
vielversprechende Erweiterungen der Therapieoptionen dar.

In der vorliegenden Arbeit ging es darum, die NK-Zellvermittelte antileukamische
Aktivitat spenderspezifisch zu untersuchen, um Mdoglichkeiten der Verbesserung
von adoptiven immunologischen Therapien oder der Spenderauswahl vor einer
HSZT aufzuzeigen. Hierfur wurden NK-Zellen gesunder Spender expandiert und
sowohl frische als auch expandierte NK-Zellen funktionell in vitro gegenuber
mehreren padiatrischen BCP-ALL-Zelllinien getestet. AuRerdem wurde der
Einfluss des therapeutischen monoklonalen CD19-4G7SDIE Antikorpers auf die
zytotoxische  NK-Zellaktivitat  gegeniber  B-Vorlaufer-Leukamiezelllinien
untersucht.

Das antileukamische Potential von NK-Zellen hat sich in dieser Arbeit bestatigt.
NK-Zellen-Expansionen nach dem vorliegenden Protokoll erweisen sich als sehr
effizient und fihren durch die Voraktivierung der NK-Zellen zu einer deutlich
gesteigerten antileukamischen Aktivitat.

Auch durch die Zugabe des CD19-4G7SDIE mAb kommt es zu einer deutlichen
Steigerung der NK-Zellaktivitat, wobei der CD16 Polymorphismus keine Rolle zu
spielen scheint. Es zeigte sich, dass die Kombination aus NK-Zellexpansion und
CD19-4G7SDIE mAb Zugabe zur grofdten Steigerung der antileukédmischen
NK-Zellaktivitat fahrt.

Zwischen der NK-Zellaktivitdt der einzelnen Spender traten deutliche
Unterschiede auf. KIR-HLA Interaktionen spielen hier eine deutliche Rolle und
ermoglichen Therapieansatze durch eine passende Spenderauswahl oder
KIR-Antikorper. Allerdings erlaubte in unseren Experimenten kein KIR-HLA
Modell eine sichere Vorhersage im Einzelfall.

DNAM-1 wurde in anderen Arbeiten als einer der wichtigsten aktivierenden
Rezeptoren identifiziert. Die vorrangige Stellung des Rezeptors wurde in den

durchgefuihrten  Blockierungsexperimenten  sichtbar, die Starke der
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Oberflachenexpression erwies sich jedoch genauso wenig als geeignet zur
Vorhersage der NK-Zellaktivitdt im Einzelfall. Das komplexe Zusammenspiel
weiterer aktivierender und inhibierender Rezeptoren scheint somit eine
Reduktion der NK Alloreaktivitat auf einzelne, wenige Rezeptoren nicht
zuzulassen, wobei der wichtige Stellenwert der KIR-Rezeptoren, DNAM-1 und
NKG2D in der NK-Alloreaktivitat bei der BCP-ALL bestatigt wurden.

In Zusammenschau der Erkenntnisse aus eigenen Experimenten und
veroffentlichten Daten anderer Arbeitsgruppen wird deutlich, dass die
Uberprifung der HLA-I Expression auf Targetzellen sowie des KIR-Potentials bei
Patient und Spender sinnvoll ist, da sich hieraus eventuell sinnvolle
Therapieanpassungen ergeben konnen und durch die Evaluation eines
moglichen HLA-I Rezeptor-Ligand Mismatch sowie des B-Contentscores eine
bessere Spenderauswahl vor einer haploidenten HSZT mdglich wird. Gleichzeitig
scheint eine funktionelle Testung der NK-Zellen bei padiatrischen BCP-ALL
Patienten der Hochrisikogruppe und bei in Frage kommenden Spendern
spatestens vor einer haploidente HSZT sinnvoll und vergleichsweise einfach
durchfuhrbar zu sein. Mdgliche Testverfahren kénnten die in dieser Arbeit
angewandten CD107a- oder Luciferase-Assays sein, wobei ein standardisierter
Ablauf zu etablieren ware.

Insgesamt bleibt festzuhalten, dass durch die getestete NK-Zellexpansion,
genauso wie durch Zugabe des CD19-4G7SDIE mAb, alle Spender-NK-Zellen
ahnlich profitierten, da sich hierdurch interindividuelle Unterschiede in der Potenz
der NK-Zell-Alloreaktivitat angeglichen haben. Diese Erkenntnisse sind damit
besonders fur onkologische Patienten mit geringer intrinsischer NK-Zellaktivitat
relevant, da diese folglich umso mehr von einer CD19-4G7SDIE vermittelten
ADCC oder vom adoptiven Transfer expandierter NK-Zellen profitieren kbnnten.
AulRerdem wurde in dieser Arbeit deutlich, dass eine gute NK-Zellaktivitat
spenderabhangig ist, was einen hohen Fokus auf die Spenderauswahl bei der
allogenen HSZT unterstitzt. Patienten und maogliche Spender mit geringer
intrinsischer antileuk&dmischer NK-Zellaktivitdt kdnnten hierdurch zuverlassig

erkannt und der Nutzen weiterer Therapieoptionen besser evaluiert werden.
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Fur noch verlasslichere Aussagen zur tatsachlichen, individuellen
antileukamischen NK-Zellaktivitat sollte eine standardisierte funktionelle NK-Zell-
Testung direkter Zytotoxizitdt und Antikdrper-vermittelter Zytotoxizitat etabliert
werden. Patienten und mogliche Spender mit geringer intrinsischer
antileukamischer NK-Zellaktivitat konnten hierdurch zuverlassig erkannt und der

Nutzen weiterer Therapieoptionen besser evaluiert werden.
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